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Antibakterielle Naturstoffe in der medizinischen Chemie
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Antibiotika

Z ur Entwicklung von Medikamenten miissen die Struktur-
vorlagen aus der Natur oft durch Semisynthese oder Total-
synthese verbessert werden (chemische Post-Evolution). Der
Weg vom Naturstoff zum Arzneimittel ist miihsam aber loh-
nenswert. Die grundlegenden Typen der chemischen Natur-
stoffmodifikation — Dekoration, Substitution und Abbau —
werden hier besprochen, und das biologische, chemische und
soziookonomische Umfeld antibakterieller Forschung wird
betrachtet. Naturstoffe waren und bleiben die ergiebigste
Leitstrukturquelle fiir vermarktete Antiinfektiva, und obwohl
viele lange bekannte Klassen nie grundlegend erforscht wor-
den sind, erlahmen die industrielle wie die akademische For-
schung auf diesem Gebiet — die , altmodischen Naturstoffe
scheinen nicht mehr ins Bild der modernen Wirkstoff-For-
schung zu passen, ihre Handhabung ist aufwdndig und erfor-
dert oft nichtstandardisierte Prozesse und lingere Bearbei-
tungszeiten. Eine Neubetrachtung von Naturstoffen mit
Methoden der modernen Chemie und Biologie (Reversed
Genomics) konnte ihre Renaissance in der Arzneimittelfor-
schung einleiten.

1. Einleitung

Alle industrialisierten Gesellschaften verlassen sich
darauf, dass die pharmazeutische Industrie ihre medizinische
Versorgung gewihrleistet. Bei bakteriellen Infektionen fuf3t
dieses Vertrauen auf einer Vielzahl vermarkteter Antibiotika
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Abbildung 1. a) Pionier der antibakteriellen Chemotherapie: Nobel-
preistriger Gerhard Domagk (1895-1964), der Erfinder der Sulfonami-
de mit seinem wichtigsten Arbeitsgerit. Unter dem Mikroskop studier-
te er den Effekt verschiedener Chemikalien auf Bakterien. b) Diese
Seite aus Domagks Laborjournal beschreibt die auRergewshnliche Wir-
kung des Azofarbstoffs D 4145 auf Streptokokken. Die Verbindung
wurde im Jahr 1935 als ,Prontosil“ zugelassen und war ein Diazo-
Prodrug der aktiven Komponente 4-Aminophenylsulfonamid, die 1936
unter dem Namen ,,Prontalbin“ auf den Markt kam. Am Anfang der
Chemotherapie standen nicht Naturstoffe, sondern synthetische Farb-
stoffe. Wichtige Grundprinzipien der Chemotherapie wurden an den
Sulfonamiden erarbeitet.
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zur Behandlung von banalen ebenso wie lebensbedrohlichen
Erkrankungen.!!! Die Erforschung und Entwicklung anti-
bakterieller Substanzen im vergangenen Jahrhundert war
eine unglaubliche Erfolgsgeschichte, von der letztlich alle
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profitiert haben (Abbildung1). Seit der Einfithrung der
ersten Sulfonamide und Penicilline in den Jahren 1935 und
1940 ist die einst hohe Mortalitdtsrate bei bakteriellen In-
fektionen drastisch gesunken.”! Antibiotika® haben Millio-
nen Menschenleben gerettet und das Leiden vieler Patienten
gelindert.

Viele antibakterielle Substanzen waren Naturstoffe oder
hochwirksame semisynthetische Varianten von Naturstoffen
(Tabelle 1).*7" Es folgten verbesserte Unterklassen wie die
Cephalosporine und Carbapeneme oder kiirzlich die Ketolide
und Glycylcycline. Sie alle dienten als Basisstrukturen fiir
extensive medizinisch-chemische Programme in praktisch
jeder groferen pharmazeutischen Firma.
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Ab den frithen siebziger Jahren wurde das Arsenal der
verfiigbaren Therapiemoglichkeiten dann als ausreichend
empfunden, und die Notwendigkeit neuer Antibiotika wurde
infrage gestellt.®! Schwindendes offentliches Interesse, die
Vernachldssigung hygienischer Maf3nahmen und — mit zeitli-
cher Verzogerung — auch nachlassende Unterstiitzung der
antibakteriellen Forschung durch die Industrie, waren die
Folgen dieser Fehleinschidtzung. Nach einer jahrzehntelangen
Innovationsliicke waren ein einziges Oxazolidinon (Linezo-
1id)®! und ein Lipopeptid (Daptomycin)!'“!!l die ersten Ver-
treter wirklich neuer Strukturklassen (new chemical entities,
NCEs), die fiir die Therapie am Menschen zugelassen
wurden.
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Infektionskrankheiten sind heute die zweithaufigste To-
desursache weltweit und die dritthdufigste Todesursache in
Industrienationen (Tabelle 2).”! In den USA sind Bakterien
die Ursache der meisten todlichen Infektionen.! In vielen
Fillen haben Antibiotika ihre Schlagkraft verloren und die
Therapieoptionen fiir bestimmte Mikroorganismen werden
immer enger.'¥l Ehemalige Reserveantibiotika riicken zur
Ersttherapie (first-line therapy) auf. Resistenz droht die Zeit
zuriickzudrehen und floriert, besonders in Krankenhédusern,
in denen Antibiotika viel eingesetzt werden.™ Bakterien
entwickeln zunehmend Wege, etablierte Therapien zu unter-
laufen, und Pathogene, die gegen einzelne oder gar mehrere
Antibiotika resistent sind, breiten sich weltweit aus.'® Jeder
Einsatz von Antibiotika fiihrt unweigerlich zu Resistenzent-
wicklung und begrenzt damit die Effizienz und die Lebenszeit
eines jeden Antibiotikums. Selbst die korrekte Anwendung
von Antibiotika kann diesen Prozess zwar stark verlangsamen
aber letztlich nicht verhindern; allein die kontinuierliche
Entwicklung neuer Medikamente kann das Resistenzproblem
nachhaltig in Schach halten. Trotzdem verlassen mehr und
mehr pharmazeutische Firmen dieses Gebiet, und der erfor-
derliche Nachschub an neuen Antibiotika bleibt aus. , Bad
Bugs, No Drugs*, der Aufruf der Infectious Disease Society of
America (IDSA), fithrt uns diese duBerst gefihrliche Situa-
tion vor Augen.'”! Die heraufziehende Krise!™®! hat gleicher-
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maf3en wissenschaftspolitische, 6konomische und regulatori-
sche Ursachen. Ungeachtet gewaltiger Fortschritte in der
kombinatorischen Chemie, der Gentechnik und dem Hoch-
durchsatz-Screening waren Firmen — unabhéngig von ihrer
GroBe — nicht in der Lage, neue valide Antibiotika zu ent-
decken. Die pharmazeutische Industrie musste sich grof3en
finanziellen und politischen Herausforderungen stellen. Tra-
ditionelle Tugenden wie Individualitit, Verpflichtung gegen-
iber der Wissenschaft sowie kulturellen und ethischen
Normen scheinen besonders auf dem Gebiet der Antibiotika
gefihrdet.') Die auslaufende Erforschung und Entwicklung
neuer Antibiotika in Kombination mit dem wachsenden
Anteil dlterer Menschen und immunsupprimierter Patienten
sowie steigende Behandlungskosten bei resistenten Keimen
birgt geniigend Sprengstoff fiir eine globale Krise des Ge-
sundheitswesens, die die Arzte in eine ,priantibiotische
Vorzeit* zuriickwerfen konnte.'”!

2. Thematik und Schwerpunkt

Dieser Aufsatz konzentriert sich auf die medizisch-che-
mische Modifikation von Antibiotika durch De-novo-Syn-
these oder Semisynthese. Wichtige Prinzipien werden anhand
einer subjektiven Zusammenstellung etablierter Klassen,

Tabelle 1: Einfiihrung neuer antibakterieller Substanzklassen fur die Therapie am Menschen.

Jahr Klasse Target Beispiel Struktur
H.N
1935 Sulfonar.nlde Folsdure- Prontosil \Q\N/,N
(synthetisch) synthese N
2 SO,NH,
1
H
N s
1940 B-Lactame Zfellwand- Penicillin G m j;,\r “y
biosynthese g 4
Co,H
2
1949 Polyketide Protein- Tetracyclin
y biosynthese Y
3
X
oN
) Protein- , \©\}N\/CHCIZ
1949 Phenylpropanoide biosynthese Chloramphenicol Ao
OH
4
NH,
o}
HO N
i 2!
1950 Aminoglycoside Protem Tobramycin ﬂg%““z
biosynthese ? OH
HOWOH
NH,
5
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Tabelle 1: (Fortsetzung)
Jahr Klasse Target Beispiel Struktur
1952 Makrolide Protein- Erythromycin A
biosynthese " y
HONH2
o
o Ct OH
1958 Glycopeptide Zellwand Vancomycin
J\/NHMe
H
HN COH CONH
HO OH
OH
7
o 0
Chinolone DNA- - | oH
1962 ) _— Ciprofloxacin
(synthetisch) Replikation O g
HN
8
. Protein- Pristinamycin
1962 Streptogramine biosynthese (I + 11,)
9 10
o™y
ANt
o Qoldrne o e e
o}
n
o (% Lm f* ' %( by
. ) akterielle . Sconn, © W SN
2003 Lipopeptide Membran Daptomycin

OH, O COZH
CO,H
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Tabelle 2: Wichtige bakterielle Pathogene und die zugehérigen Infek-
tionskrankheiten.

Pathogen Infektionskrankheiten

Staphylococcus  Haut- und Wundinfektion, Abszess, Bakteriamie, En-
aureus dokarditis, Toxisches Schock-Syndrom

Streptococcus  Infektion der oberen Atemwege, Pneumonie,

pneumoniae Otitis, Sinusitis, Meningitis

Streptococcus  Pharyngitis, Tonsillitis, Haut- und Weichteil-

pyogenes infektion, Scharlach

Enterococcus Bakteriamie, Endokarditis, Harnwegsinfektion, Perito-
faecalis nitis

Enterococcus Bakteriamie, Endokarditis, Peritonitis

faecium

Escherichia coli Bakteridmie, Infektion der Harnwege und des

Magen-Darm-Trakts

Klebsiella
pneumoniae

Hospitalpneumonie, Bakteriamie

Proteus spp. Harnwegsinfektion

Haemophilus  Infektion der Atemwege, Otitis, Sinusitis,

influenzae Meningitis

Moraxella Infektion der Atemwege
catarrhalis

Pseudomonas ~ Hospitalpneumonie, Infektion von
aeruginosa Brandwunden, Bakteridmie

Acinetobacter
spp.

Pneumonie in immunsupprimierten Patienten

Mpycobacterium Tuberkulose

tuberculosis

neuer klinischer Entwicklungskandidaten oder weniger be-
kannter Naturstoff-Leitstrukturen verdeutlicht. Unverdnder-
te Naturstoffe als Arzneimittel werden bewusst nur am
Rande angesprochen. Wir erheben keinen Anspruch auf
Vollstandigkeit, denn bereits der Versuch einer umfassenden
Dokumentation wiirde den Rahmen jedes Aufsatzes spren-
gen. So wurden die Aminoglycoside oder wichtige Innova-
tionen wie die Tetracycline,”” die Glycylcycline®!! und die
Peptid-Deformylase-Inhibitoren® weggelassen. Mit diesem
Aufsatz wollen wir Forscher und Entscheidungstriager auf die
Chancen antibakterieller Naturstoffe hinweisen. In der me-
dizinischen Chemie sind sie wertvolle Leitstrukturen oder
sogar Wegweiser zu neuen biologischen Targets fiir zukiinf-
tige Therapien. Ein kontinuierlicher Nachschub an sicheren
und effektiven Antibiotika ist dringend erforderlich. Neue
Ideen sind jetzt gefragt. Langfristig gibt es keine Alternative
zu antibakterieller Forschung.

Angew. Chem. 2006, 118, 5194 —5254
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3. Neue und sichere Antibiotika werden dringend
benétigt

Immer mehr bakterielle Infektionen sprechen nicht mehr
auf die Standardbehandlung an und sind daher schwierig — oft
auch gar nicht mehr — zu therapieren. Resistenz gegen meh-
rere Antibiotika® breitet sich weltweit aus: Besonders in
Krankenhéusern hédufen sich die Therapieversager, und die
Behandlungskosten steigen (Tabelle 3)."? Die extensive,

Tabelle 3: Resistenzrate von Hospitalinfektionen, USA 2004.12

Antibiotikum Pathogen Resistenz [%]

Methicillin S. aureus 59.5
Coagulase-negative 89.1
Staphylokokken

Vancomycin Enterokokken 28.5

Cephalosporine Enterobacter spp. 31.1

der 3. Generation P. aeruginosa 31.9

E. coli 5.8

K. pneumoniae 20.6
Imipenem P. aeruginosa 21.4
Chinolone P. aeruginosa 29.5

oft auch unsachgeméfe Anwendung von Antibiotika, man-
gelhafte Hygiene (auch in hochmodernen Krankenhiusern),
weltweites Reisen, der wachsende Anteil édlterer Menschen
und immunsupprimierter Patienten sowie der Mangel an
schnellen Diagnosemethoden haben dieses Problem noch
verstarkt.

Die Gegenwart eines jeden Antibiotikums iibt einen
Evolutionsdruck auf die Mikrobenpopulation aus und selek-
tiert resistente Organismen. Bakterien konnen sich der tod-
lichen Wirkung von Antibiotika durch verschiedene Mecha-
nismen entziehen,” > zum Beispiel durch Verinderung des
Targetproteins,”” durch enzymatische Inaktivierung des An-
tibiotikums,?® durch erhohte Penetrationsbarrieren oder
verstirkten Efflux.” Zudem haben sich mobile genetische
Elemente (Plasmide), die eine Resistenzentwicklung be-
schleunigen konnten, zu einer ernsten Bedrohung entwi-
ckelt.P!! Resistenz gegen Gram-positive Bakterien trat zu-
néchst vor allem bei Hospitalinfektionen in Intensivstationen
(intensive care units, ICU) auf, wird heute aber mehr und
mehr auch bei Infektionen beobachtet, die aullerhalb der
Klinik erworben wurden (community-acquired infections).*
Gram-positive Pathogene wie der Methicillin-resistente Sta-
phylococcus aureus (MRSA),**1 Vancomycin-resistente
Enterokokken (VRE)™ und der Penicillin-resistente Strep-
tococcus pneumoniae (PRSP)P** sind in diesem Zusam-
menhang die wichtigsten Keime. Auch der Methicillin-resis-
tente Staphylococcus epidermidis (MRSE) gewinnt zuneh-
mend an Bedeutung.* All diese Keime haben — unabhiingig
von ihren historischen Namen (MRSA, VRE usw.) — inzwi-
schen Resistenzen gegen mehrere Antibiotikaklassen ausge-
bildet; oft setzte diese Entwicklung bereits in den 90er Jahren
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ein.! Auch das Auftreten neuer bakterieller Pathogene wie
Acinetobacter- und Legionella-Spezies oder Koagulase-nega-
tiver Staphylokokken!*! verlangt dringend nach neuen Anti-
biotika ohne Kreuzresistenz zu gegenwirtig verwendeten
Medikamenten.

In vielen Féllen entscheiden Vancomycin, Quinupristin/
Dalfopristin oder Linezolid als letzte Therapiemoglichkeit
iber Leben und Tod eines Patienten. Mit Sorge beobachtet
man daher das Auftreten klinischer Keime mit reduzierter
Empfindlichkeit gegeniiber Vancomycin (VISA),®! die zu-
nehmende Glycopeptid-Resistenz in Enterokokken und die
ersten Fiélle von Vancomycin-Hochresistenz in S. aureus
(VRSA).[*%! Gegen Quinupristin/Dalfopristin und Linezolid
resistente Staphylokokken sind bereits bekannt.*) Im Juli
2004 berichtete die Infectious Disease Society of America
(IDSA), dass sich in US-Krankenhdusern jdhrlich zwei Mil-
lionen Patienten bakterielle Infektionen zuzichen, 90000
davon mit Todesfolge. Bei etwa 70 % dieser Infektionen sind
die Erreger gegen mindestens ein Medikament resistent. Die
Zunahme der Infektionen und der Wirkstoffresistenz scheint
nicht nachzulassen. Resistente Pathogene treiben die Be-
handlungskosten in die Hohe, da oft teurere Medikamente
und lidngere stationdre Aufenthalte erforderlich werden. Ins-
gesamt entstehen in den USA dadurch Mehrkosten von fiinf
Milliarden US-Dollar im Jahr.['”)

Die Entwicklung von Resistenzen bei Patienten auf In-
tensivstationen in US-Krankenh#usern (aber auch in Europa)
ist alarmierend.*’! Vor sieben Jahren war nur die Hilfte der
dort isolierten S.-aureus-Bakterien multiresistent (MRSA).
Bedingt durch die dort sehr verbreitete Verwendung von
Antibiotika war der entsprechende MRSA-Anteil in Japan
stets noch hoher." Inzwischen haben Arzte weltweit auch
massive Resistenzprobleme mit Gram-negativen Pathoge-
nen,P¥ speziell mit Pseudomonas aeruginosa (HAP,
cSSTI), Escherichia coli (cUTI, IAI), Enterobacteriaceen mit
Breitspektrum-f3-Lactamasen und bestimmten Klebsiella-
Spezies.®"! Zudem verlangen multiresistente Varianten von
Mycobacterium tuberculosis nach neuen und wirksameren
Medikamenten gegen Tuberkulose, die weltweit am weitesten
verbreitete Infektionskrankheit.”'% Man schitzt, dass ca. 1.9
Milliarden Menschen Tréger von M. tuberculosis sind!

Auf der 44th Interscience Conference on Antimicrobial
Agents and Chemotherapy (ICAAC),’**) dem herausra-
genden Forum fiir aktuelle Themen zu Antibiotika-Resistenz,
Forschungsprogrammen und klinischer Entwicklung, haben
Spezialisten fiir Infektionskrankheiten ernste Bedenken dar-
iiber geduflert, dass sich immer mehr unbehandelbare Pa-
thogene entwickeln. Mikrobielle Resistenzen sind die Ursa-
che von schlechten klinischen Heilungsraten und steigenden
Gesundheitskosten.”? Neue antibakterielle Arzneimitteln
ohne Kreuzresistenz zu momentan verwendeten Antibiotika,
Forderinitiativen fiir den verantwortlichen und fachgeméfen
Gebrauch von Antibiotika® und effizientere Mafnahmen
zur Infektionskontrolle werden dringend benétigt. Da tote
Erreger nicht mehr mutieren konnen, wurden als Resistenz-
brecher eher bakterizide als bakteriostatische Mittel emp-
fohlen.™ Oft ist gerade die offensive Hochdosis-Therapie —
nicht selten mit Antibiotika-Kombinationen — die Methode
der Wahl, um die Resistenzentwicklung zu verlangsamen.
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Zusitzlich kann die Verwendung pharmakodynamischer
Modellel®? dabei helfen, Resistenzen in Schach zu halten.

4. Besondere Herausforderungen des Antibiotika-
Marktes

Mit tiber 200 Arzneimitteln ist der Antibiotikamarkt ein
reifes Gebiet mit hohem therapeutischem Standard. Zurzeit
kostet es etwa 800 Millionen US-Dollar, bis ein neues Medi-
kament auf den Markt gebracht werden kann, und oft dauert
dieser Vorgang mehr als zehn Jahre.*) Wegen dieser enormen
Kosten und der immer komplexeren Forschungs- und Ent-
wicklungsprozesse hat die gesamte pharmazeutische Indu-
strie ihre Aktivitidten verlagert: weg von akuten Infektions-
krankheiten (Kurzzeittherapie), hin zu den profitableren
chronischen Erkrankungen (Langzeittherapie). Schnell und
effizient wirkende Antibiotika sind unbestritten einer der
grofBten medizinischen Erfolge! Leider sind sie aber aus rein
okonomischer Sicht weniger attraktive Arzneimittel, gerade
weil sie eine Krankheit innerhalb von wenigen Tagen kurie-
ren und dann kein weiterer Bedarf besteht (Auto-Obsolenz).
Der geringere Verkaufserlos pro Patient ist leider kommer-
ziell wenig interessant, verglichen mit vielen chronischen
Erkrankungen, fiir die Medikamente tiber Jahre oder gar le-
benslang verschrieben werden, sobald die Diagnose einmal
erfolgt ist. Der kommerzielle Erfolg ,.chronischer Arznei-
mittel“ und die ,, Auto-Obsolenz der Antibiotika“/®? hat viele
Firmen veranlasst, bevorzugt in Gebieten wie Lipidstoff-
wechsel, Bluthochdruck, Demenz, Stimmungsschwankungen,
Schmerz, Asthma, Arthritis oder Fettleibigkeit zu investie-
ren.*!

Investitionen in antibakterielle Forschung und Entwick-
lung durch grofle Pharmaunternehmen lassen nach. Abbott,
Aventis, Bristol-Myers Squibb, Eli Lilly, GlaxoSmithKline,
Proctor & Gamble, Hoffmann-La Roche und Wyeth haben
diese Sparte deutlich verkleinert oder bereits verlassen,
Bayer und andere folgen. Unterschiedlichste Griinde spielen
ein Rolle:[*1%% Die Resistenzentwicklung begrenzt die Le-
bensspanne jedes Antibiotikums und bedroht die zugrunde-
liegenden Investitionen. Auch die Dynamik des Pharma-
marktes schwécht die Antibiotikaforschung. Die wachsende
Fragmentierung des Marktes, das jiingste Auslaufen der Pa-
tente umsatztrachtiger Wirkstoffe (Blockbuster) und zuneh-
mende gesetzgeberische Auflagen fiir die klinische Evaluie-
rung neuer Antibiotika sind weitere Griinde.® Der Wunsch
nach Blockbuster-Medikamenten!®! zwingt groBe Unterneh-
men zur Konzentration auf sichere Breitspektrum-Antibioti-
ka mit groBer Anwendungsbreite. Gleichzeitig aber verhin-
dert die — in der 6ffentlichen Diskussion zunehmend horbare
—Forderung, die Verwendung von Breitspektrum-Antibiotika
zu begrenzen, den Einsatz gerade neuer Antibiotika als
Ersttherapie und schmadlert damit deren Verkaufserwar-
tung. %]

Antibakterielle Forschung und Entwicklung hat sich von
grofen pharmazeutischen Unternehmen hin zu kleineren
Biotechnologie-Firmen und Spezialbetrieben verlagert, die
sich auf — fiir groe Unternehmen nicht lohnende — Schmal-
spektrum- und Nischen-Arzneimittel konzentrieren. Zudem
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haben Biotech-Firmen auf Eis liegende Produkte — bei-
spielsweise Daptomycinl!®!!! — erfolgreich fortgefiihrt, nach-
dem diese von den groBen Partnern beiseite gelegt worden
waren.

Antibakterielle Arzneimittel haben aber auch Vorteile.
Ihre Entwicklung profitiert von auflerordentlich pradiktiven
Tiermodellen mit der Folge iiberdurchschnittlich hoher kli-
nischer Erfolgsraten von etwa 17% (durchschnittlich
11%).! Im Unterschied zu anderen Therapiegebieten, in
denen oftmals fehlende Wirksamkeit den entscheidenden
Grund fiir ausbleibenden Erfolg in klinischen Studien dar-
stellt, sind bei Antibiotika eher Vertréglichkeit oder klinische
Arzneimittelsicherheit die kritischen Punkte.*®!

Die Zahl der von der US-Gesundheitsbehorde FDA neu
zugelassenen Antibiotika hat sich iiber die letzten beiden
Jahrzehnte mehr als halbiert (Abbildung 2), und nur 6 von
506 neuen Wirkstoffen in der Entwicklung waren antibakte-
rielle Arzneimittel (new molecular entities, NCEs).[” Unter
den 89 Erstzulassungen im Jahr 2002 befand sich kein einziges
Antibiotikum.

16
14
] |

19831987 1988-1992 1993-1997

[ 19

1988-2002 2003-2005

Anzahl —

Abbildung 2. Neu zugelassene antibakterielle Medikamente in den
USA.1¥4

Nach der Ansicht von Finanzanalysten” haben Firmen,
die antibakterielle Wirkstoffe herstellen, zurzeit enorme
Schwierigkeiten, die Verkaufszahlen ihrer Produkte auf-
rechtzuerhalten, und besonders die groffen Unternehmen
sehen hier mageren Zeiten entgegen. Die Patente auf einige
ihrer profitabelsten Medikamente wie Amoxycillin/Clavu-
lansdure oder Ciprofloxacin sind abgelaufen, sodass Generi-
ka-Herstellern der Verkauf billiger Kopien erlaubt ist. Die
Konkurrenz durch Generika, die Resistenzentwicklung und
zunehmende regulatorische Anforderungen haben der Ge-
winnspanne von Antibiotika deutlich zugesetzt. Aktionirs-
interessen bestimmen zunehmend die Investitionsstrategien
in Forschung und Entwicklung, und Stagnation wird finanz-
wirtschaftlich nicht geduldet. Demzufolge sehen viele Ana-
lysten und Manager die Aussichten des Antibiotikamarkts
duBerst kritisch.[*

Im Vergleich zu anderen Gebieten entwickelte sich der
Antibiotikamarkt tatsdchlich in jiingster Zeit schleppend.
Datamonitor”” sagt eine Wachstumsrate von nur 1.4 % fiir
das Jahr 2010 vorher. Es wird erwartet, dass die Zahl der
antibakteriellen Blockbuster-Medikamente abnimmt und der
Hospitalsektor von Spezialistenprodukten dominiert wird.
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Wirksamkeit gegen resistente Isolate, kiirzere Behandlungs-
zeit, die Moglichkeit zum Umschwenken von parenteraler
(intravenoser) auf orale Verabreichung, Kosten und verbes-
serte Nebenwirkungsprofile sind Treiber des Krankenhaus-
marktes; den stidrksten Zuwachs verzeichneten die Indika-
tionen Atemwegserkrankungen (RTI, 6.2% der Umsitze im
Jahr 2002), Harnwegsinfektionen (UTI, 4.9 %) sowie Haut-
und Weichteilinfektionen (SSTI, 4.9%).") Andererseits ist
der Antibiotikamarkt mit Umsétzen von 25.8 Milliarden US-
Dollar das drittgrofSite Segment des globalen Arzneimittel-
markts (Tabelle 4). Ein Drittel davon wird fiir parenterale
Hospital-Antibiotika ausgegeben. Trotz geringen Wachstums
ist der Antibiotikamarkt immer noch attraktiv.

Tabelle 4: Die zehn grofiten Antibiotika-Hersteller geordnet nach
globalem Antibiotika-Umsatz 2004 (Quelle: Wood Mackenzie®®).

Rang Firma Mio US-Dollar
1 Pfizer 2938
2 GlaxoSmithKline 2425
3 Abbott 1657
4 Bayer 1346
5 Johnson & Johnson 1295
6 Hoffmann-La Roche 1142
7 Wyeth 846
8 Merck & Co. 704
9 Daiichi 687
10 Shionogi 678
Weitere 12064
Summe 25782

5. Biologische Targets und chemische Leitstrukturen

5.1. Naturstoffe als antibakterielle Leitstrukturen”" —
Co-Evolution von Target und Inhibitor

Weniger als 1% aller bekannten organischen Verbin-
dungen sind Naturstoffe, 99 % sind Synthetika. Doch trotz
dieser David-gegen-Goliath-Situation beruht mehr als ein
Drittel aller Arzneimittelumsitze (1981-2004) auf Natur-
stoffen oder deren ,,intellectual DNA“.¥ Naturstoffe dienten
nicht nur als chemische Leitstrukturen in der Arzneimittel-
forschung, sondern auch als Wegweiser zu — pharmazeutisch
unerforschten, aber durch die Evolution validierten — Targets
und Wirkmechanismen, die dann mithilfe synthetischer Mi-
metika genauer untersucht werden konnten.[’”

Die einzigartige Vielfalt der Naturstoffstrukturen stellt
die Synthetika in den Schatten. Komplexe Funktionalisie-
rungsmuster wie sie in Naturstoffen zu beobachten sind,
werden sich niemals de novo in einem Chemie-Laboratorium
entwickeln lassen. Naturstoffe haben einmalige Ringarchi-
tekturen (Vancomycin, Stephacidin B) und komplexe mole-
kulare Pharmakophore (Erythromycin, Epothilon). Thr Wir-
kungsbereich reicht von der Bindung kleiner Molekiile (Cy-
closerin, Salicylsdure) bis hin zu quasi-supramolekularen
Wechselwirkungen (Ramoplanin, Palytoxin). Viele natiirliche
Pharmakophore gleichen eher molekularen Maschinen (f8-
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Lactame, Mitomycin C) als starren Inhibitoren. Oft sind sie
flankiert von Erkennungsregionen, die selektiv einen ,,mo-
lekularen Sprengkopf“ in unmittelbarer Nidhe des Targets
aktivieren (Calicheamicin). Eine Bindung an das Target kann
sogar zu Wechselwirkungen hoherer Ordnung fiithren, wie sie
etwa bei porenbildenden Komplexen (Nisin/Lipid II) zu be-
obachten sind. Viele Naturstoffe attackieren nicht einzelne
Enzyme, sondern ganze Enzymfamilien (B-Lactame/PBPs),
oder haben verschiedene Wirkmechanismen (Vancomycin:
Hemmung von Transpeptidasen und Transglycosylasen).
Dieser natiirliche Multi-Target-Ansatz steht in krassem Ge-
gensatz zum HTS-getriebenen Mono-Target-Dogma der
modernen Arzneimittelforschung.

Der auBergewohnliche Erfolg von Naturstoffen als Weg-
weiser zu neuen Medikamenten ist besonders bei antibakte-
riellen Arzneimitteln klar ersichtlich.’! Viel stirker als in
anderen Indikationen haben sich hier Naturstoff-Leitstruk-
turen bei der Entdeckung neuer klinisch relevanter Thera-
peutika durchgesetzt.*” Uber 75% der zwischen 1984 und
2004 eingereichten neuen Wirkstoffe basierten auf Natur-
stoff-Leitstrukturen.”) Nur 21% der antibakteriellen NCEs
waren rein synthetisch,¥l wie beispielsweise die Oxazolidi-
none, die auf einen Screening-Hit der Firma DuPont zu-
riickgingen.

Aus Sicht der Evolutionstheorie ist es nicht verwunder-
lich, dass Naturstoffe besonders gute Leitstrukturen fiir an-
tibakterielle Arzneimittel sind.”® Viele Mikroorganismen,
vor allem Pilze, aber auch Bakterien (z.B. die Actinomyce-
ten), entwickelten iiber Jahrmillionen ein regelrechtes che-
misches Waffenarsenal gegen bakterielle Konkurrenten.
Antibiotika waren lebensnotwendig im stédndigen Kampf um
Raum und Ressourcen. Sicherlich hat es hier eine Co-Evo-
lution der pilzlichen Sekunddrmetaboliten und der entspre-
chenden bakteriellen Targets gegeben. Molekiile aus mikro-
biellen Produzenten, die Bakterien in der Umgebung toten
oder an ihrer Vermehrung hindern, haben sich im Wechsel-
spiel mit bakteriellen Abwehrstrategien entwickelt (Resis-
tenz). In-vitro-Potenz, Eigenvertriglichkeit und Biosynthe-
seaufwand waren entscheidende Selektoren bei der Evolution
von Antibiotika. Um zu wirken, miissen die meisten Anti-
biotika in der Lage sein, bakterielle Membranen zu durch-
dringen””! und mindestens ein molekulares Target zu atta-
ckieren. Im Verlauf der Evolution war die Kontrolle bakte-
rieller Resistenz eine weitere grofe Herausforderung fiir
mikrobielle Antibiotika-Produzenten. Fast alle Antibiotika
sind Sekundirmetabolite, das hei3t sie entstammen nich-
tessenziellen Biosynthesewegen, die bei Bedarf an- oder ab-
geschaltet werden konnen. Die strukturelle Anpassung bio-
aktiver Sekundidrmetabolite beruht auf der Evolution von
Biosynthesewegen. Hierzu wird die Biosynthesemaschinerie
auf genetischer Ebene mutiert (Genverdopplung, gene
shuffling). In jlingster Zeit haben diese Evolutionsprozesse
grofes Interesse geweckt:™>” So versucht man, bekannte
Biosynthesewege zu modifizieren (kombinatorische Biosyn-
these, Stoffwechsel-Engineering) oder ,,stille“ Biosynthese-
Gencluster aufzuspiiren. Letztere tragen — genetisch ver-
schliisselte®™ — Anleitungen zur Synthese unerforschter Na-
turstoffe (metabolome mining), die sich auf dem Wege klas-
sischer Fermentationsansitze nicht gewinnen lassen.®!
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Auch das Konzept der ,,privilegierten Strukturen“(®” er-
klart die hohe Erfolgsrate von Naturstoff-Leitstrukturen in
verschiedenen Therapiegebieten, nicht nur bei den Antibio-
tika. Trotz unterschiedlichster biologischer Funktion und di-
vergenter Peptidsequenz besteht doch eine Strukturanalogie
zwischen vielen Enzymen, denn gleiche Faltungstypen und
Domaéinenfamilien sind im gesamten Proteom verbreitet.
Dieses Konzept ist besonders hilfreich, um das Verhalten von
Naturstoffen in verschiedenen Therapiegebieten zu erkldren,
die in keinerlei Beziehung zum urspriinglichen 6kologischen
Zweck der Sekundirmetaboliten stehen.® Aus diesem
Grund kann es durchaus sinnvoll sein, antibakterielle Natur-
stoffe gegen ein ZNS-Target zu screenen.

Auch statistische Untersuchungen sind herangezogen
worden, um die hohe Erfolgsrate von Naturstoffen im Ver-
gleich zu Synthetika zu erkliaren. Bislang lieBen sich jedoch
keine klaren Regeln aus diesen Studien ableiten. Es sieht so
aus, als konnte das Erfolgsgeheimnis der Naturstoffstruktu-
ren nicht mit einfachen statistischen Mitteln wie dem Ab-
zahlen von Funktionalitdten, Ringen und Chiralitdtszentren
oder durch Erheben physikochemischer Parameter wie
Membranaffinitdt, polarer Oberfliche (polar surface area,
PSA), pKs-Wert etc. geliiftet werden. Offensichtlich beruht
die Bedeutung von Naturstoffen in der medizinischen Chemie
nicht auf einem allgemeingiiltigen physikochemischen oder
strukturellen Gesamtkonzept, sondern auf der Tatsache, dass
jeder einzelne Sekundédrmetabolit im Verlauf der Evolution
in einem Netzwerk komplexer biologischer Abhéngigkeiten
entstanden ist. Dennoch konnte man mithilfe moderner
Suchmethoden (data mining) einige Trends herausarbeiten,
die Naturstoffe von Synthetika unterscheiden und auf eine
gewisse Komplementaritdt beider Strukturrdume hinwei-
sen.[®] Statistisch haben Naturstoffe hohere Molekularge-
wichte als Synthetika; zudem sind sie polarer und tragen mehr
Hydroxygruppen.

5.2. Der klassische Ansatz — vom Bakterium zum Arzneimittel

Antibakterielle In-vitro-Aktivitédt wird tiber die minimale
Hemmkonzentration (MHK) beurteilt. Im MHK-Test wird
die niedrigste Konzentration einer Substanz bestimmt, die das
Wachstum von Bakterien iiber einen Zeitraum von 18-24 h
vollkommen hemmt. MHK-Bestimmung und andere mikro-
biologische In-vitro-Techniken® waren enorm wichtig bei
der Suche nach zukunftstrichtigen Strukturtypen.””) Medizi-
nische Chemiker verbesserten dann Stabilitdt, Potenz, anti-
bakterielles Spektrum und Selektivitdt zusammen mit den
pharmakologischen Eigenschaften der Verbindungen. Bis
heute wurden alle etablierten antibakteriellen Substanzklas-
sen mit MHK-Ganzzellassays gefunden.® Diesen ,klassi-
schen“ Ansatz vervollstindigten {iiblicherweise Tiermodel-
1e, die die antibakterielle Aktivitit widerspiegeln und
prédiktiv fiir die klinische Situation am Menschen sind. Da-
neben ist die mikrobielle Pharmakodynamik immer wichtiger
geworden.["” Hierbei werden erreichbare Plasmaspiegel und
Potenz eines Arzneimittels mit dem therapeutischen anti-
bakteriellen Effekt — auf einen bestimmten Erreger — in Be-
ziehung gesetzt. Wihrend ein Parameter wie die Cytotoxizitét
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mit In-vitro-Standardmodellen leicht zu iiberwachen ist, sind
Tiermodelle zur Abschitzung der systemischen Vertréglich-
keit von Verbindungen aufwindig und teuer. Der Durchsatz
von Tiermodellen ist generell niedrig, und sie eignen sich
daher nur fiir die Untersuchung ausgewihlter Leitstruktur-
kandidaten.

Der hiufige Einsatz von Antibiotika iibt einen Evoluti-
onsdruck auf die Mikrobenpopulationen aus und selektiert
resistente Bakterien. Um mit der Resistenzentwicklung
Schritt zu halten, untersuchten pharmazeutische Firmen
jahrzehntelang kleinste Strukturabwandlungen in etablierten
antibakteriellen Substanzklassen. Auf diese Weise sind viele
Klassen bis in die dritte und vierte Generation vorangetrie-
ben worden, und es bleibt offen, wie viele Generationen noch
folgen konnen, bevor eine Substanzklasse endgiiltig ihre
Wirksamkeit verliert.

Die meisten vermarkteten Antibiotika hemmen oder de-
regulieren die Biosynthese bakterieller Makromolekiile tiber
nur eine Handvoll klinisch validierter Wirkmechanismen
(Target-Bereiche, Tabelle 5). So setzen B-Lactam-Antibioti-

Tabelle 5: Geschitzte Anzahl essenzieller Breitspektrum-Gene/Targets.

Target-Gebiet Essenzielle Etablierte
Gene Antibiotika-Klassen
DNA-Replikation 20 3
Divisom 8 0
Transkription 6 1
Translation 58 8
Fettsaurebiosynthese 12 0
Zellwandbiosynthese 17 3
Nucleotidbiosynthese 9 0
Coenzymbiosynthese 6 2
Sekretion 5 0
Summe 141 17

ka, Glycopeptide und Fosphomycin an der bakteriellen
Zellwandsynthese an (Abbildung 3), wogegen Lipopeptide
(Daptomycin) und kationische Peptide (Polymyxin) die In-
tegritdt bakterieller Membranen zerstoren. Die Folsdurebio-
synthese wird von Trimethoprim und den Sulfonamiden blo-
ckiert, Novobiocin und Chinolone hemmen die Replikation
bakterieller DNA, und Rifampicin legt die Transkription
(RNA-Synthese) lahm.”!! Die Inhibition der bakteriellen
Proteinsynthese (Translation) durch selektive Hemmung des
Ribosoms® ist ein hiufig genutzter Target-Bereich.[**°
Antibiotika zahlreicher unterschiedlicher Strukturklassen wie
Streptogramine,®® Tetracycline,” Makrolide, Lincosamide,
Aminoglycoside”” oder Chloramphenicol wechselwirken alle
mit dem Ribosom, jedoch mit unterschiedlichen Bindungs-
modi, an verschiedenen Untereinheiten® oder in verschie-
denen Teilschritten dieses komplexen Prozesses (Abbil-
dung 4). Traditionell wurde der Wirkmechanismus eines
Antibiotikums erst nach seiner Entdeckung, und oft lange
nach seiner Einfithrung in die klinische Therapie, untersucht
und aufgeklédrt. Bei Penicillin dauerte es fast ein halbes
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Jahrhundert, bis seine molekularen Targets, die Penicillin-
Bindeproteine, identifiziert wurden.””! Dank neuer Compu-
termethoden und des erstaunlichen Fortschritts der Hoch-
durchsatztechniken in Screening, kombinatorischer Chemie
und Genomik hat sich die industrielle Arzneimittelforschung
grundlegend verindert (genomics revolution)."™ In den
vergangenen Jahren haben sich Wissenschaftler und Manager
auf der Suche nach neuen biologischen Targets von den tra-
ditionellen Ansédtzen und bewihrten antibakteriellen Sub-
stanzklassen abgewendet.

5.3. Der Target-basierte Ansatz — vom Target zur Leitstruktur

Die wachsende Information iiber bakterielle Genome,
angestolen durch die erste Publikation einer kompletten
bakteriellen Gensequenz im Jahr 1995 (Haemophilus influ-
enzae),'™ trieb zusammen mit den neuen Techniken der
Gen-Expressionsprofilierung!'® und der Proteomik!'®! das
Paradigma funktioneller Genomanalyse voran — nicht nur in
der antibakteriellen Arzneimittelforschung.'*!%! Die expo-
nentiell anwachsende Entschliisselung weiterer Sequenzen
kompletter prokaryotischer Genel'® legte plotzlich eine
Fiille bislang brachliegender bakterieller Targets offen, die
nur darauf warteten genutzt zu werden.'"”! Doch ist die
Identifizierung valider Targets aus Genomsequenzen keines-
falls trivial, und die Auswahl der richtigen Targets zum
Screening von Substanzbibliotheken ist zur schwerwiegenden
Entscheidung auf allen Gebieten der Pharmaforschung ge-
worden.""™ ! Die genaue Kenntnis der Wirkungsweise und
des molekularen Targets einer neuen antibakteriellen Ver-
bindung wird heute als notwendige Voraussetzung fiir einen
Projektstart erachtet. Nur auf der Grundlage dieser Infor-
mation kann im Interesse rationaler Struktur-Wirkungs-Be-
ziehungen (SAR) ein Verfahren fiir die Optimierung von
Potenz und Selektivitit im kombinierten In-vitro-/In-vivo-
Screening etabliert werden.

Der Target-basierte Ansatz hat viele neue Moglichkeiten
eroffnet, aber der Prozess der Targetvalidierung ist facetten-
reich und oft mit Unsicherheiten behaftet. Ein valides anti-
bakterielles Target!”!"? muss iiber einen breiten Bereich
medizinisch relevanter Pathogene konserviert sein (Spek-
trum) und in Sdugern entweder gar nicht vorhanden oder
zumindest ausreichend verschieden sein (Selektivitit).'"*! Es
muss essenziell,'>19 screenbar!'® und arzneimitteltauglich
(druggable)!'"- 8] sein und darf eine Kreuzresistenz zu ver-
markteten Antibiotika nicht zulassen. Jedes neue Antibioti-
kum muss eine niedrige Resistenzfrequenz aufweisen. Un-
gefdahr 10 % aller mikrobiellen Gene werden als essenziell fiir
das bakterielle Wachstum in vitro angesehen (Tabel-
le 5),11%12% doch der Beweis dafiir, dass ein Target in vivo
essenziell ist, kann experimentell sehr kompliziert sein.'?!]
Trotz dieser Anforderungen verbleiben genug antibakterielle
Breitspektrum-Targets, weit mehr als bis heute mit etablier-
ten Antibiotika adressiert werden konnten.

Proteine aus Gensequenzen, die diese Kriterien erfiillen,
werden als Targets ausgewihlt und zum Aufbau von Hoch-
durchsatz-Screenings (HTS)!'**'! verwendet. In einem HTS
wird der Effekt einer grolen Zahl von Verbindungen auf die
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Abbildung 3. Peptidoglycan-Biosynthese aus der Sicht eines Chemikers. Ein idealisiertes Schema fiir das Gram-negative Bakterium E. coli ist dar-
gestellt — die Peptidoglycan-Struktur ist fiir verschiedene Bakterien leicht unterschiedlich. a) Lipid Il — das nichste Monomer — wird in einem
Verlidngerungsschritt (Transglycosylierung; rot) mit der wachsenden Peptidoglycankette verkniipft. Das Monomer und die wachsende Kette navi-
gieren dabei mit ihren Cs;-Lipid-Enden in der Bakterienmembran. Im Vernetzungsschritt (Transpeptidierung; blau), greift die Donorkette nach
verfiigbaren Akzeptorketten. b) Der entstehende Peptidoglycan (oder Murein)-Sakkulus ist ein flexibles, stabiles makromolekulares Netzwerk, das
die Form der Bakterienzelle bestimmt und den Mikroorganismus gegen seinen hohen inneren osmotischen Druck schiitzt. Bestimmte Antibiotika
beeintrichtigen diese letzten Schritte der bakteriellen Zellwandsynthese: Glycopeptid-Antibiotika binden an den p-Ala-p-Ala-Terminus von Lipid Il
und blockieren bakterielle Transglycosylasen und Transpeptidasen; [3-Lactame inhibieren Transpeptidasen.
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1) tRNA bindet an die A-Stelle His
P-Stelle A-Stelle
(Peptid)  (Attach)
Peptid - Ala - Phe - Arg 2\ tRNA-
Anticodon

50S-Untereinheit

mRNA 5 - GCU - UUU-CGA - GUA - AGU - CUA - 37

Codon
30S-Untereinheit

2) Transpeptidierung

N

Peptid - Ala - Phe - Arg  His

mRNA 57 - 6CU - UUU CGA - GUA - AGU - CUA - 37
305

3) Translokation

/-— néchste tRNA

Peptid - Ala - Phe - Arg - His

e

Auswurf
(Exit)

508

‘g

mRNA 57 - 6CU - UUU - CGA - GUA - AGU - CUA - 37

Abbildung 4. Das Ribosom, der Proteinsyntheseapparat des Bakteri-
ums, besteht aus einer 30S- und einer 50S-Untereinheit. Es bewegt
sich entlang einer Messenger-RNA (mRNA) und iibersetzt die aufein-
ander folgenden Codes — jeweils drei Nucleotide stehen fiir eine spezi-
fische Aminoséure — in eine wachsende Peptidkette: 1) Bindung: Eine
Transfer-RNA (tRNA), beladen mit einer Aminoséure (His), bindet iiber
komplementire Basenpaarung an die Akzeptor-Stelle (A). 2) Transpep-
tidierung: Die tRNA in der Peptidyltransferase-Stelle (P) iibertrigt die
wachsende Peptidkette auf die Aminosiure an der tRNA in der A-
Stelle. 3) Translokation: Das Ribosom riickt zum nichsten Code auf
der mRNA vor. Die neue A-Stelle ist nun frei zum Andocken der nichs-
ten tRNA und die entladene tRNA wird abgestoRen (Auswurf-Stelle, E
fiir Exit). Inhibitoren der bakteriellen Proteinsynthese stéren diesen
komplexen Vorgang auf unterschiedlichen Stufen: Tetracycline konkur-
rieren mit der tRNA um eine Bindung an die A-Stelle, Aminoglycoside
verursachen Fehler beim Ablesen der mRNA und den Einbau falscher
Aminosduren in die wachsende Peptidkette, Chloramphenicol und Te-
trahydropyrimidinon-Antibiotika blockieren die Transpeptidierung und
Makrolide/Ketolide hemmen die Translokation. Viele Antibiotika
wirken, indem sie den Peptid-Ausgangstunnel des Ribosoms blockie-
ren.

enzymatische Aktivitit!® oder auf genetisch verinderte
Zellen™" iiberpriift. Die aktiven Verbindungen, so genannte
Hits, werden erneut getestet und ergeben einen Satz ,,besté-
tigter Hits*, der dann einer Priifung in Sekundirassays un-
terworfen wird, um etwa den Wirkmechanismus zu stiitzen
oder Resistenzanalysen durchzufithren. Die bestétigten Hits
werden in Gruppen dhnlicher Strukturen (Cluster) zusam-

Angew. Chem. 2006, 118, 5194 —5254

© 2006 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte

mengefasst, priorisiert, und aus den Screening-Daten werden
erste Struktur-Wirkungs-Beziehungen (SAR) erhoben. Eine
eindeutige SAR dient dann als Grundlage der Optimierung
von Potenz und Selektivitit anhand von Target-Aktivitét
(ICsy), MHK und, falls diese verfiigbar ist, auch der Struktur
des Targetproteins."”'*! Gleichzeitig wird die chemische
Reinheit der Hits gepriift, oftmals werden sie erneut synthe-
tisiert, und ihre Tauglichkeit wird kritisch abgewogen, bevor
sie sich als ,,Leitstrukturen” fiir gezielte Chemie-Programme
qualifizieren, in denen nicht nur die In-vitro-Potenz, sondern
auch das pharmakologische Profil (z. B. Serum-Halbwertszeit,
Gewebeverteilung und Loslichkeit) verbessert werden soll.
Das genaue molekulare Target einer Verbindung, die aus
einem Einzeltarget-Screening stammt, ist prinzipiell bekannt.
Doch der Wirkmechanismus vieler erfolgreicher antibakte-
rieller Substanzklassen, wie der P-Lactame, Glycopeptide
oder Chinolone, ist facettenreich und lésst sich keinesfalls auf
die simple Wechselwirkung mit einem einzigen Target redu-
zieren.'"”! Ohne Zweifel stoBen die ,Ein-Target-eine-
Krankheit“-Philosophie und die ,Mono-Target-Medizin®
hier an ihre Grenzen.'” Auch ausgefeilte genetische Strate-
gien und Techniken waren nicht in der Lage, nur ein einziges
antibakterielles Medikament, das mithilfe moderner HTS-
Prozesse identifiziert wurde, zur klinischen Anwendung zu
bringen.1%12 1% Dje HTS-Ansiitze aller Firmen litten bislang
unter einer zu hohen Target- und Assay-Diversitdt mit der
Folge einer zu niedrigen Erfolgsrate vom Hit zur Leitstruk-
tur.'"7 In der Hoffnung, vermehrt erste Vertreter neuer
Wirkstoffklassen (first-in-class drugs) zu entwickeln, ver-
schob man die Forschungsaktivititen weg von validierten
Targets und ,,privilegierten” Strukturen hin zu unbekannten
Targets und einfachen, vollsynthetischen Leitstrukturen.
Aber Arzneimittel, die iiber neue Mechanismen wirken,
scheitern mit hoherer Wahrscheinlichkeit und haben ent-
sprechend deutlich weniger zur Wertschopfung beigetragen
als Medikamente mit validierten Targets.®!! In ihrer kriti-
schen Analyse ,,Antibiotics: where did we go wrong?* spre-
chen Overby und Barrett von einer Verfithrung durch die
Genomik und vom Vergessen, wie man Medikamente
macht."™ In der Tat konzentrierten sich Target-basierte
Ansitze primar auf die Target-Aktivitdt und brachten zwar
potente Inhibitoren hervor, die jedoch oft nicht in der Lage
waren, bakterielle Zellwdnde zu durchdringen, und damit
auch keine antibakterielle Wirkung hatten. Aus einer solchen
Situation heraus antibakterielle Aktivitdt zu erreichen und
auch noch zu steigern, bedeutet einen enormen medizinisch-
chemischen Aufwand, und selbst neue synthetische Struktu-
ren mit MHK konnen sich beziiglich Aktivitét, Spektrum und
Vertriglichkeit kaum mit den fortgeschrittenen Generatio-
nen etablierter Klassen messen. In letzter Konsequenz
schlugen die Versuche groBer wie kleiner Firmen fehl, neue
und tragfdhige antibakterielle Medikamente durch Target-
basierte Ansétze zu finden. Fiir manch eine Indikation mag
die Verlagerung des Schwerpunkts auf Target-basierte For-
schung zur Abnahme der Produktivitidt der pharmazeutischen
Industrie beigetragen zu haben.'™ In der antibakteriellen
Arzneimittelforschung hat dieser Ansatz schlicht versagt, und
daher muss er modifiziert oder ersetzt werden. Nur so kann
die Produktivititsliicke wieder geschlossen werden.*3! Im
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Interesse eines risikobalancierten Portfolios sollten Target-
basierte Ansitze mit validen Targets, Me-toos, oder Rever-
sed-Genomics-Ansétzen ergianzt werden.

5.4. Der Reversed-Genomics-Ansatz — von der aktiven Verbindung
zur Leitstruktur

Entdeckung und Auswahl einer tauglichen Leitstruktur
sind der Schliissel zum Erfolg. Unzureichende Leitstruktur-
qualitdt war der vorrangige Grund fiir das Versagen vieler
Forschungsprogramme. Bei der Leitstrukturerzeugung ist der
Reversed-Genomics(RG)-Ansatz eine effiziente komple-
mentidre Alternative zum Target-basierten Ansatz (Abbil-
dung 5). Er geht aus von einer aktiven antibakteriellen Ver-
bindung mit MHK, deren Target und Wirkmechanismus noch
unbekannt sind. Die moderne Molekularbiologie bietet heute
ein Repertoire ausgezeichneter Techniken zur schnellen
Entdeckung und Validierung unbekannter molekularer Tar-
gets und ganzer Target-Bereiche.’*10%134135] Bakterien rea-
gieren auf widrige Umgebungsverhiltnisse wie Hitze, Hunger
oder die Gegenwart eines Antibiotikums mit der Aktivierung
stressabhingiger regulatorischer Netzwerke. Die Reaktion
auf ein bestimmtes Antibiotikum steht in enger Beziehung zu
dessen Wirkmechanismus und kann mithilfe verschiedener
Reversed-Genomics-Techniken verfolgt werden, z.B. durch
1) den Einbau spezifischer radioaktiver Vorldufermolekiile,
2) Transkriptomanalyse, 3) Proteomanalyse und 4) Fourier-
Transformations-Infrarotspektroskopie (FT-IR). Diese Stan-
dardmethoden konnen durch spezifische Assays fiir be-
stimmte Stoffwechselwege, Enzymtests und resistente Mu-
tanten erginzt werden. Der nichtpathogene Bacillus subtilis
ist der ideale Modellorganismus fiir Proteomik und die Er-
stellung von Expressionsprofilen.®>1% B, subtilis ist eines der
bestuntersuchten Bakterien und gleichzeitig eng verwandt
mit den klinisch relevanten Gram-positiven Erregern.'*’-4!

1) Vorstufeneinbautest: Eine schnelle Methode zur Auf-
klarung des Wirkmechanismus eines Antibiotikums ist die
Untersuchung seines Effekts auf die wichtigsten Biosynthe-
sewege bakterieller Makromolekiile in Gegenwart von spe-
zifischen, radioaktiv markierten Vorldufermolekiilen in in-
takten Zellen (Abbildung 6). Der Einbau radioaktiver Mo-
lekiile zeigt an, welcher der vier Hauptwege — Proteinbio-
synthese, DNA-Synthese, RNA-Synthese oder Zellwandsyn-
these — am stirksten auf die Substanz reagiert. Unselektive
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Abbildung 6. Einbautest mit radioaktiven Biosynthesevorstufen: der
Effekt des Tetrahydropyrimidinon-Antibiotikums 13 auf die wichtigsten
Biosynthesewege bakterieller Makromolekiile von S. aureus in Gegen-
wart von spezifischen, radioaktiv markierten Vorldufermolekiilen. Der
Einbau radioaktiver Molekiile zeigt an, welcher der vier Hauptwege —
Proteinbiosynthese/["“C|Leucin (rot), DNA-Synthese/['*C]Thymidin
(blau), RNA-Synthese/['*C]Uridin (schwarz) oder Zellwandsynthese/N-
Acetyl["*C]glucosamin (griin) — am stirksten auf die Substanz reagiert.
Im Beispiel hemmt 13 bevorzugt die Proteinbiosynthese.!"*"!

Verbindungen neigen hingegen dazu, mehrere Wege gleich-
zeitig zu blockieren.l>1%! Dieser Assay dient als erster Hin-
weis fiir weitere Untersuchungen.

2) Transkriptomanalyse: Die Hemmung eines spezifi-
schen Targets durch ein Antibiotikum induziert charakteris-
tische Verdnderungen im Expressionsprofil des Mikroorga-
nismus. Diese zeigt sich in der regulativen Verstdrkung oder
Abschwichung bestimmter Gene. Die Transkriptionsaktivitét
aller Gene des bakteriellen Genoms kann gleichzeitig mit-
hilfe von Expressionsprofiltechniken (Transkriptomanalyse)
an DNA-Mikrochips untersucht werden. Die erhaltenen
Profile konnen mit den Referenzprofilen etablierter Anti-
biotika verglichen werden und erlauben so Riickschliisse auf
den Wirkmechanismus neuer antibakterieller Verbindungen.
Die Transkriptomanalyse ist zu einem effizienten Hilfsmittel
bei der Suche nach dem Wirkmechanismus oder Target neuer
Wirkstoffe geworden.!™ 14141 Mit einem passenden Satz an
Referenz-Antibiotika lédsst sich der Wirkmechanismus von
Verbindungen mit analogem Mechanismus rasch aufkldren.

3) Proteomanalyse: Durch Antibiotika verursachte Ver-
anderungen im Genexpressionsmuster bakterieller Erreger
lassen sich quantitativ auch auf der Proteinebene untersu-

Target-
al .get Gen 'l?af'get Sereedioe it
basiert (Enzym)
Leitstruktur priklinischer 5 . . o
(in vivo) Kandidat Rl il Phase I1I Ausbietung
RS Skflve Sumkine Target-Identifizierung validiertes
Genomics (MHK) Target

Abbildung 5. Target-basierter Ansatz und Reversed-Genomics-Ansatz als komplementare Prozesse bei der Suche nach antibakteriellen Leitstruktu-

ren.

www.angewandte.de

© 2006 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angew. Chem. 2006, 118, 5194 — 5254



Antibiotika

chen, indem die zelluliren Proteine mit zweidimensionaler
Gelelektrophorese aufgetrennt und studiert werden (Abbil-
dung 7). Diese Methode vermag alle Verinderungen auf
Translationsebene aufzuzeigen, auch Varianten und Modifi-

Abbildung 7. Die Proteomanalyse ist ein wertvolles Hilfsmittel zur
Klassifizierung bakterieller Wirkmechanismen. Durch Antibiotika verur-
sachte Veranderungen im Genexpressionsmuster bakterieller Erreger
lassen sich untersuchen, indem die zelluldren Proteine mit zweidimen-
sionaler Gelelektrophorese aufgetrennt und studiert werden. Jedes An-
tibiotikum hat ein individuelles Proteinexpressionsprofil, doch dhnliche
Expressionsmuster (Pfeile) weisen auf einen verwandten Wirkmecha-
nismus hin. Der Vergleich des Profils von 13 mit dem Profil von Chlor-
amphenicol (4) zeigt, dass 13 ein Peptidyl-Transferase-Inhibitor ist."*!

kationen bestimmter Proteine. Die Proteomanalyse wurde
sowohl bei der Klassifizierung von Wirkmechanismen neuer
antibakterieller Substanzen!™ als auch zur Targetvalidie-
rung!*! erfolgreich eingesetzt.

4) FT-IR-Spektroskopie: Infrarotspektren von ganzen
Bakterien konnen ebenfalls zur Aufkldrung von Wirkme-
chanismen dienen. Werden Bakterien mit Antibiotika be-
handelt, so treten charakteristische Verdnderungen im IR-
Absorptionsverhalten auf. Eine Aufzeichnung dieser Verin-
derungen im Fourier-Transformations-Infrarotspektrum (FT-
IR) gibt Hinweise auf die prinzipiellen Wirkmechanis-
men.[l46,147]

Diese Reversed-Genomics(RG)-Techniken ergénzen sich
gegenseitig und stellen in ihrer Gesamtheit eine effiziente
Plattform zur Identifizierung und Validierung von Leitstruk-
turen dar. Nach unserer nun mehr als zehnjéhrigen Erfahrung
mit sowohl dem Target-basierten HTS- als auch dem RG-
Ansatz hat letzterer, besonders wenn er bei Naturstoffen
eingesetzt wird, eine signifikant hohere Erfolgsrate bei der
Generierung valider antibakterieller Leitstrukturen. Trotz-
dem erwarten wir, dass am Ende die ausgewogene Kombi-
nation aller Technologien, zusammen mit neuen Ideen, den
Weg zu validen Leitstrukturen und neuen antibakteriellen
Medikamenten bahnen wird.
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6. Die chemische Post-Evolution antibakterieller
Naturstoffe

Zurzeit fithlen sich Naturstoffchemiker in der chemischen
Industrie fast wie Neanderthaler.*! Naturstoff-Forschung
wird vielerorts stigmatisiert als altmodisch, teuer, ineffizient
und nicht kompatibel mit den Arbeitsablaufen der modernen
Arzneimittelforschung.

6.1. Naturstoff-basierte Antibiotika sind anders

Antibakterielle Arzneimittel unterscheiden sich in vielen
Aspekten von ,,anderen“ Wirkstoffen (Tabelle 6). Wichtige
empirische Regeln der medizinischen Chemie (von Lipinski
etal. formuliert™) treffen hiufig auf Naturstoff-basierte
antibakterielle Wirkstoffe nicht zu (Makrolide, Glycopepti-
de). Viele antibakterielle Medikamente miissen die — oft ge-
gensitzlichen — Anforderungen einer parenteralen und einer
oralen Anwendung gleichzeitig erfiillen.

Tabelle 6: Gegeniiberstellung von Antibiotika aus Naturstoffen und
,anderen“ Arzneimitteln (empirisch).

Andere
(Lipinski usw.)

Thema Antibiotika

Target/Wirkmechanismus mehrere Targets,
multivalent,
vollstindige Hem-
mung des Targets

notwendig

Einzeltarget,
selektiv,
Modulierung
des Targets
oft ausrei-
chend
Struktur einfach,
einzelnes
Pharmakophor

komplex,
mehrere
Pharmakophore

> 500 <500
<3 (parenteral) <5
<5 (oral)

rotierbare >10 <10
Bindungen

H-Donoren >5 (parenteral) <5
H-Akzeptoren >10 <10
Léslichkeit [gL™']  >0.5-2 <1

Physiko-
chemie

My, [gmol™]
log MA (pH 7.5)

Dosis oft hoch
Proteinbindung [%] kritisch

Pharmako-
kinetik

oft niedrig
weniger kri-
tisch

Die antimikrobielle Chemotherapie beruht auf Paul
Ehrlichs Prinzip der ,selektiven Toxizitdt“. Antibakterielle
Wirkstoffe hemmen das Wachstum von Bakterien (bakterio-
statisch) oder — noch besser — toten sie ab (bakterizid). Die
schnelle Vernichtung pathogener Bakterien in Zusammenar-
beit mit dem Immunsystem ist das Ziel jeder Behandlung. Die
Tatsache, dass antibakterielle Chemotherapie eine ,Killer-
Disziplin® ist, hat mannigfaltige Konsequenzen fiir das phy-
sikochemische und pharmakologische Profil antibakterieller
Wirkstoffe.
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Targets: In vielen Therapiegebieten ist die partielle Mo-
dulierung eines einzigen Targets vollkommen ausreichend fiir
einen pharmakologischen Effekt. Dagegen erfordert eine
effiziente antibakterielle Therapie oft die komplette Hem-
mung mehrerer Targets. Essenzielle bakterielle Biosynthese-
wege miissen dabei vollkommen blockiert werden. Die Inhi-
bition mehrerer Targets erhoht die In-vitro-Potenz und mi-
nimiert gleichzeitig die Resistenzentwicklung. Viele Natur-
stoffe agieren gleichzeitig iiber mehrere Wirkmechanismen
und verhalten sich so wie ,,Pharmakophor-Chamaéleons®
(Vancomycin). In der Tat neigen Antibiotika zu hohen Mo-
lekulargewichten und ,,abschreckend“ komplexen Struktu-
ren.

Physikochemie: Das Polaritétsfenster eines Antibioti-
kums wird von Ldoslichkeitsanforderungen und Penetrati-
onsphdnomenen bestimmt. Bei Gram-negativen Bakterien
erfolgt die Aufnahme iiber Porine, die oft eine schwierige
Eintrittsbarriere fiir lipophile Molekiile sind."”! Fiir parente-
rale Medikamente ist eine ausreichend hohe Loslichkeit in
wissrigem Medium eine Grundvoraussetzung (0.5 bis 2 gL~
oder mehr). Infolgedessen miissen parenterale antibakterielle
Medikamente eine gewisse Polaritdt mitbringen (logMA <
3). Andererseits vermogen zu polare Molekiile die bakterielle
Cytoplasma-Membran nur unzureichend zu durchdringen.™>!
Sehr polare Wirkstoffe wiederum konnen sich iiber spezifi-
sche aktive Transportmechanismen in Bakterien anreichern.
In diesen Fillen ist eine passive Diffusion durch die Membran
nicht erforderlich. Sowohl Influx- als auch Efflux-Phénomene
haben stets etwas mit Polaritdt zu tun. Auch bakterielle
Transporter fiir mehrere Wirkstoffe (multi-drug transporter)
pumpen amphiphile und lipophile Verbindungen rascher
wieder aus dem Bakterium als hydrophile Molekiile. Um in
vivo wirksam zu sein, muss eine orale Verbindung substan-
zielle passive Absorption aus dem Magen-Darm-Trakt ins
Blut zeigen, eine weitere Eigenschaft, fiir die ausreichende
Loslichkeit und moderate Lipophilie gefordert sind.*!) Auf-
grund dieser speziellen Polaritdtsanforderungen konnen viele
kombinatorische Substanzbibliotheken von der Suche nach
Antibiotika grundsitzlich ausgeschlossen werden. Freie OH
und NH Gruppen sind ,,bedrohte Spezies“ in kombinatori-
schen Bibliotheken. Sie verlocken den kombinatorischen
Chemiker zur dekorierenden Derivatisierung. Deshalb, und
auch wegen der einfacheren Endreinigung, enthielten kom-
binatorische Standardbibliotheken lange Zeit eher lipophile
als polare Verbindungen.

Pharmakokinetik/Pharmakodynamik: Bakterielle Erre-
ger konnen zwar jeden Teil des menschlichen Korpers befal-
len, doch die meisten Infektionen sind lokal begrenzt (Blut,
Haut, Lunge, Harnwege). Der Konzentrations-Zeit-Verlauf
des ungebundenen Wirkstoffs am Ort der Infektion wird
durch dessen pharmakokinetische Eigenschaften bestimmt
(Vss, tips AUC, fy). Die Proteinbindung von Antibiotika sollte
moglichst nicht zu hoch sein (unter 90 %), da ausschlieBlich
die freie Verbindung wirken kann (ungebundene Fraktion,
fu>10%).02

Die abtotende Wirkung einer bestimmten Antibiotika-
Konzentration (Konzentration gegen antibakteriellen Effekt)
héngt von den pharmakodynamischen Charakteristika der
betreffenden Substanz ab. Nur eine spezielle Form des Zeit-
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verlaufs der Wirkstoffkonzentration garantiert klinische
Wirksamkeit. Dieser ,, Treiber der Wirksamkeit* wird durch
den pharmakokinetischen/pharmakodynamischen Index
(PK/PD-Index; Zeit gegen antibakteriellen Effekt)®'>! be-
schrieben, der fiir verschiedene antibakterielle Arzneimittel
sehr unterschiedlich sein kann. Der PK/PD-Index der meisten
p-Lactam-Antibiotika ist beispielsweise die ,,Zeit iiber der
MHK?*: Ein ausreichender Abtotungseffekt wird nur erreicht,
wenn die p-Lactam-Konzentration am Ort der Infektion fiir
etwa 40 % der Behandlungsdauer iiber der MHK verbleibt
(ca. 9 h pro Tag).

Dosis: Im Unterschied zu anderen Therapeutika sind bei
Antibiotika oft sehr hohe Dosen notig, um ausreichende
Wirkstoff-Konzentrationen im infizierten Gewebe zu errei-
chen. Bei schweren Infektionen konnen einem Patienten
téglich bis zu 36 g Penicillin G oder 4 g Erythromycin ver-
abreicht werden.'™" Die Gabe solch hoher Dosen setzt eine
hervorragende Vertréglichkeit voraus. Erwartungsgemaf sind
deshalb Arzneimittel gegen bakterielle Targets, die es in
Saugern nicht gibt (Peptidoglycan), aussichtsreich fiir einen
guten therapeutischen Index. Diese Medikamente konnen
prinzipiell keine mechanismusbasierte Unvertréaglichkeit
aufweisen. Trotzdem konnen sie natiirlich andere Toxizitéts-
probleme haben (Nephro- und Ototoxizitit bei Amino-
glycosiden; Verldngerung des QT-Intervalls durch verdnderte
Herzerregung und Phototoxizitit bei bestimmten Chinolo-
nen).

6.2. Sind Naturstoffe gute Arzneimittel?

Viele Naturstoffe sind hervorragende Ausgangspunkte fiir
die medizinische Chemie, doch nur wenige Naturstoffe er-
fillen in unverdnderter Form das komplexe Anforderungs-
profil eines Medikaments (Daptomycin, Erythromycin, Pe-
nicillin G, Tetracyclin, Vancomycin).>™ Obwohl der medi-
zinische Chemiker und die ,antibakterielle Mikrobe“ ein
gemeinsames Ziel haben, namlich das Wachstum bakterieller
Erreger zu kontrollieren, muss ein Arzneimittel zusitzliche
physikochemische, pharmakologische, toxikologische und
technische Anforderungen erfiillen, die nicht zu den Selek-
toren der Evolution antibakterieller Sekunddrmetaboliten
zéhlten.

Begrenzte chemische Stabilitédt oder schlechte Loslichkeit
sind typische Schwachpunkte von Naturstoff-Leitstrukturen,
die besonders fiir die Entwicklung parenteraler Anwen-
dungsformen kritisch sind. Auflerdem ist die Patentlage bei
unverdnderten Naturstoffen oft weniger eindeutig als bei se-
misynthetischen Derivaten. Viele Naturstoffe haben eine
komplexe Struktur und ein hohes Molekulargewicht. Grof3e
Strukturen verletzen die Lipinski-Regeln!*! und werden — bis
auf wenige Ausnahmen — nicht aus dem Magen-Darm-Trakt
ins Blut absorbiert. Orale Anwendungsformen sind dann
nicht moglich. Komplexe Strukturen vermitteln schnell den
Eindruck, ihre technische Entwicklung werde vergleichsweise
teuer. Das schmale antibakterielle Spektrum verschiedener
Naturstoff-Hits kann auf ihrer schlechten Affinitdt zum
Target beruhen, viel héufiger jedoch sind dafiir physikoche-
mische Effekte verantwortlich. Enge Membranaffinitéts-
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fenster oder Efflux-Phdnomene begrenzen den Transport
durch die unterschiedlichen Membranen verschiedener Er-
reger. Diese Pathogene werden dann nicht angegriffen
(Spektrumsliicke). Manche natiirliche Antibiotika zeigen
gerade in Standardtests (MHK) ungentigende In-vitro-
Potenz, weil sie zu stark an Serumproteine binden (niedrige
fu) oder Adhisionsphdnomenen im Testsystem unterliegen.
Ungilinstige pharmakokinetische Parameter in Tier oder
Mensch, beispielsweise geringe Halbwertszeit im Korper
(t,2), hohe Ausscheidungsrate (Cy), geringe metabolische
Bestiandigkeit, niedrige Spiegel (AUC) oder ungeniigende
Verteilung in infiziertes Gewebe (Vg), konnen auch bei guter
MHK allesamt einen kompletten Verlust der In-vivo-Wirk-
samkeit verursachen. Die Vertréglichkeit ist einer der kriti-
schen Parameter von natiirlichen Antibiotika-Leitstrukturen.
So haben viele Tetracycline und manche Chinolone photo-
toxische Nebenwirkungen und der Einsatz von Aminoglyco-
siden wird stets durch die ihnen eigene Nephro- und Ototo-
xizitdt kompliziert.

Ein ernsthaftes Chemie-Programm auf der Grundlage
eines Naturstoff-Hits ist nur dann sinnvoll, wenn sich der
Screening-Hit durch weitere SAR-Datenpunkte validieren
lasst. Nur ein validierter Hit kann die notigen Kriterien fiir
eine neue Leitstruktur auch erfiillen. Im Unterschied zu
kombinatorischen Substanzbibliotheken, die oft ganze Hit-
cluster mit vorldaufigen SAR-Daten liefern, erhdlt man aus
Naturstoff-Screenings meist nur Einzelhits (singletons) und
keine weitere Information iiber das Strukturumfeld. An
diesem Punkt wird die aufwéndige Neusynthese verwandter
Verbindungen eine Grundvoraussetzung zur Erstellung einer
ersten SAR-Information. Bei der Entscheidung, ob ein Hit-
cluster (Synthetica) oder ein Einzelhit (Naturstoff) bearbeitet
werden soll, ziehen die Naturstoffe oft den Kiirzeren.

6.3. Natiirliche Evolution und chemische Post-Evolution —
Orthogonalitdt im Substrukturraum

Naturstoffe stammen aus natiirlichen Evolutionsprozes-
sen. In dhnlicher Weise unterwirft auch der medizinische
Chemiker Naturstoffe einer evolutiondren Optimierung
(chemische Post-Evolution). In Lernzyklen entstehen ver-
schiedene Generationen von Abkémmlingen der Naturstoff-
Leitstruktur. Giinstige Eigenschaften werden in die folgende
Leitstrukturgeneration vererbt, schlechte werden verworfen.
Individuelle Mutationen werden in jeder Generation neu
gemischt und auf ihre Kompatibilitit gepriift. Die Permuta-
tion von Eigenschaften mannlicher und weiblicher Individuen
(Sex) ist eine Grundstrategie der natiirlichen Evolution,
wihrend die Kombination unterschiedlicher Leitstruktur-
gruppen (additive SAR) entscheidend fiir den Erfolg in der
medizinischen Chemie ist.

Ersichtlicherweise haben natiirliche Selektion und che-
mische Post-Evolution nicht die exakt gleiche Zielsetzung.
Dennoch spielen iiberraschend viele Stoffeigenschaften
sowohl fiir die natiirliche Evolution als auch fiir die medizi-
nisch-chemische Optimierung eine wichtige Rolle. In beiden
Prozessen tragen individuelle Parameter wie Wirkstdrke am
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Target, Loslichkeit, Membrangéngigkeit oder Toxizitdt zur
,Fitness* einer bestimmten Substanz bei.

Nur die Natur konzipiert hochkomplexe Pharmakophore
de novo im immerwéhrenden Zusammenspiel von Mutation
und Selektion. Mit einer geradezu minimalistischen Palette
an Ausgangsverbindungen — Acetat, Propionat, Mevalonat,
Shikimi-Sdure, Aminosiduren — Kreiert sie erstaunlich viel-
faltige Strukturen. Evolutive Strukturverdnderungen in Na-
turstoffen basieren auf Mutationen der Biosynthesemaschi-
nerie. Die modulare Synthesestrategie der Natur zwingt zur
Strukturvariation durch neue Kombinationen bekannter
Synthesebausteine und Syntheseoperationen (Polyketidsyn-
these). Uberdies werden mannigfaltige Verfeinerungen in
den abschlieBenden Schritten der Biosynthese vorgenommen
(Oxidation, Methylierung, Kondensation).

Die Einfiihrung neuer Ausgangsmaterialien blieb wéh-
rend der Evolution ein seltenes Ereignis, da sie eine grund-
legende Umstellung von Biosynthesewegen erforderte, die
sich tiber Jahrmillionen entwickelt haben. Die strukturelle
Co-Evolution von Proteinen und Naturstoffen war vermutlich
ein weiterer Grund fiir die Beschrinkung auf wenige
Hauptwege zur Biosynthese natiirlicher Primér- und Sekun-
ddrmetabolite. Ein bemerkenswerter Substruktur-Konserva-
tismus war die Folge. Mit biosynthetisch geschultem Auge
kann man in fast allen bekannten Naturstoffen immer wieder
die gleichen Strukturmotive entdecken. In der Tat setzen sich
die vielféltigen makroskopischen Strukturen der Naturstoffe
aus einem eng begrenzten Satz von Substrukturelementen
zusammen.

Der Chemiker hingegen kann den eingefahrenen Struk-
turpfaden der evolutionidr gewachsenen Biosynthesewege
ohne grofen Aufwand entfliechen. Alltdgliche Strukturele-
mente der organischen Chemie sind fiir natiirliche Produ-
zenten so gut wie unerreichbar (fert-Butyloxy- oder Fluoraryl-
Gruppen, die meisten bekannten Heterocyclen). Fiir den
Chemiker hingegen ist die Verwendung eines anderen Aus-
gangsmaterials ein bequemer Weg zu struktureller Diversitit.
Ergénzend zur Natur, kann er diese Moglichkeit nutzen, um
zusdtzliche Substrukturrdume zu erforschen. In gewisser
Weise ist die chemische Post-Evolution von Naturstoffen
daher strukturell orthogonal zur natiirlichen Evolution. In-
nerhalb kurzer Zeit kann die medizinische Chemie weifle
Flecken im Strukturraum (und in der biologischen Wirkung)
erschlieBen, die durch Mikroorganismen, Pilze, Pflanzen und
Tiere iiber den gesamten Evolutionszeitraum nicht angegan-
gen wurden.

6.4. Chemische Post-Evolution von Naturstoffen

Die medizinische Chemie hat die anspruchsvolle Aufgabe
eine Naturstoff-Leitstruktur gleichzeitig auf In-vitro-Potenz,
In-vivo-Wirksamkeit, gute Vertréglichkeit, arzneimitteldhn-
liche physikochemische Eigenschaften und ein gutes phar-
makokinetisches Profil zu optimieren (chemische Post-Evo-
lution). Die Chemie arbeitet hierbei interdisziplindr mit der
Mikrobiologie, der Pharmakologie und der Toxikologie zu-
sammen. Struktur-Wirkungs-Beziehung (SAR), Struktur-To-
xizitdts-Beziehung (STR) und die grundlegenden pharma-
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kokinetischen Charakteristika einer Strukturklasse werden
anhand von biologischen Daten aus einer — individuell fiir das
Projekt konzipierten — ,,Screening-Kaskade“ in Lernzyklen
erarbeitet (Testsequenz). Die meisten Naturstoff-Hits werden
zunichst wegen ihrer In-vitro-Potenz (MHK) ausgewihlt.
Dann muss die medizinische Chemie dem Molekiil zusitzli-
che Eigenschaften beibringen, beispielsweise Loslichkeit und
Vertraglichkeit, ohne dass jedoch die wesentliche antibakte-
rielle Aktivitédt verlorengeht.

Fiir die industrielle Arzneimittelforschung sind Projekt-
laufzeiten mafigeblich. Daher bereiten Projekte mit komple-
xen Naturstoffen besondere Schwierigkeiten. Nur ein tiefes
Vertrauen in die Naturstoff-Leitstruktur wird den Medizi-
nalchemiker davon abhalten, auf ,,einfachere* kleine Mole-
kiile auszuweichen, die sich zur Parallelsynthese eignen und
damit die Herstellung einer groBen Zahl von Testverbin-
dungen garantieren. Oft werden Naturstoff-Leitstrukturen
vorschnell als unoptimierbar abqualifiziert, nur weil eine
steile SAR vorliegt (wenige Strukturen sind potent) oder weil
die SAR parallel zur STR verlduft (potente Derivate sind
toxisch). In vielen Fillen hat dies weniger mit der Leitstruktur
selbst zu tun als mit der begrenzten Diversitét vorliegender
Derivate. Oft gelingt es nicht, die Leitstruktur durch Syn-
thesechemie wirklich zu durchdringen (Geriistvariationen).
Stattdessen werden die natiirlichen Pharmakophore der
Leitstruktur mit lipophilen Resten ,,zugekleistert” (Grenzen
des Templat-Konzepts).

Entgegen einem verbreiteten Vorurteil ist es moglich, die
evolutiondr entwickelte antibakterielle Aktivitdt eines Anti-
biotikums im chemischen Labor noch deutlich zu verbessern,
und das obwohl der Naturstoff tiber Jahrmillionen auf diese
Aktivitit hin optimiert wurde.!*

6.5. Natiirliches Ausgangsmaterial ist meistens knapp

Naturstoffchemiker miissen oft mit sehr kleinen Sub-
stanzmengen auskommen. Die Beschaffung von natiirlichen
Vergleichsproben ist eine der groflen Herausforderungen fiir
Naturstoffprojekte in der pharmazeutischen Industrie.
Gerade zu Beginn eines Projekts sind Naturstoff-Hits aus
dem Screening zumeist nur in Milligramm-Mengen verfiigbar.
Leider kann man es sich aber nur in wenigen Projekten leis-
ten, weiteren Naturstoff durch eine Totalsynthese herzustel-
len, ohne dabei zuviel Zeit und Resourcen zu riskieren. Al-
ternativ konnen Kooperationen mit akademischen Arbeits-
gruppen zeitgerecht weiteres Ausgangsmaterial liefern (durch
De-novo-Synthese).

In der Regel ist die Fermentation die effizienteste Quelle
fiir natiirliches Ausgangsmaterial. Dennoch ldsst sich nicht
jeder Naturstoff-Hit biotechnologisch gewinnen. Viele Pro-
duzentenstimme sind entweder nicht verfiigbar oder konnen
nicht kultiviert werden (Mycorrhiza-Pilze). Andere Organis-
men hingegen wachsen zwar, produzieren aber unter Kul-
turbedingungen keine antibiotischen Sekundédrmetabolite.
Erfahrungsgemif gelingt es nur wenigen Expertengruppen,
Fermentationsverfahren derartig reproduzierbar zu gestalten,
wie es fiir eine technische Entwicklung im KubikmetermaB-
stab erforderlich ist.

www.angewandte.de
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6.6. In der Industrie ist die De-novo-Synthese komplexer
Naturstoffe selten

Nur die De-novo-Synthese erdffnet so weitreichende
Moglichkeiten zur Strukturvariation, wie sie fiir eine umfas-
sende Leitstrukturbewertung erforderlich sind (Tabelle 7).

Tabelle 7: Unterschiedliche Wahrnehmung von De-novo-Synthese und
Semisynthese antibakterieller Naturstoffe.

De-novo-Synthese

Semisynthese

© 2006 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Ansehen Totalsynthese, Derivatisierung,
Kunst in der Hilfsmittel der
organischen Chemie — organischen Chemie —
erschaffen* ,nachbessern“

Literatur unzihlbar unterreprisentiert

(in Patenten verteilt)

Dauer langsam schnell

Bedarf an kleine Mengen gréflere Mengen an

natiirlichem Startmaterial (Fermen-

Vergleichsmaterial tation und Isolierung)

SAR global und umfassend lokal begrenzt

Aktivitat der Bioaktivitit , garantiert” meist inaktive Ver-

Produkte treter
Nachteile lange Syntheserouten Selektivititsprobleme
(viele ungeschiitzte
Funktionalititen)
Vorteile Kontrollierte Selektivitat kurze Syntheserouten
(orthogonale Schutz-
gruppen)
Umgang mit im letzten Syntheseschritt  die ganze Zeit
funktionalisiertem
Naturstoff
Technische Herstellungskosten erwiesene wirtschaft-
Umsetzung sind kritisch liche Bedeutung

Zahlreiche Naturstoffe wurden durch De-novo-Synthesen
erforscht. In der Industrie waren es vor allem peptidische
Strukturen sowie Strukturen mittlerer Komplexitit. Bei-
spielsweise hat die De-novo-Synthese eine Schliisselrolle fiir
die chemische Optimierung und die technische Entwicklung
der Carbapeneme gespielt. Hingegen ist die De-novo-Syn-
these komplexer Strukturen mit hohem Molekulargewicht
zeitaufwiéndig und teuer. Die hochste Hiirde fiir jeden De-
novo-Syntheseansatz mit komplexen Molekiilen ist die Phase
der technischen Entwicklung. Ein ,,guter* Wirkstoffkandidat
mag zwar in der Forschungsphase durch Totalsynthese zu-
géanglich sein, gibt es jedoch spiter keinen praktischen Ein-
stieg in die Produktentwicklung iiber Fermentation und Se-
misynthese, so kann es passieren, dass diese — biologisch
hervorragende — Verbindung im technischen Mafstab nie
kostendeckend produziert werden kann. Deshalb kénnen sich
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nur wenige medizinisch-chemische Programme den Luxus
leisten, die SAR komplexer Leitstrukturen in der explora-
torischen Projektphase durch De-novo-Synthese zu etablie-
ren. Tatsdchlich wurde bislang das medizinische Potenzial
vieler lange bekannter (,,alter”), komplexer Wirkstoffklassen
nie grundlegend mithilfe von De-novo-Synthesen ausge-
leuchtet. Nicht ein einziges vollsynthetisches Glycopeptid,
Tetracyclin, Aminoglycosid oder Rifampicin-Derivat hat
jemals die klinische Phase erreicht. Obwohl Totalsynthesen
einzelner Vertreter dieser Strukturklassen beschrieben
wurden, fehlt bis heute eine umfassende SAR oder STR. Aus
der Perspektive des Chemikers sind diese Klassen also nicht
»alt“! Thre ernsthafte Erforschung durch De-novo-Synthese
konnte neue klinische Kandidaten hervorbringen.

Auch fiir andere Therapiegebiete (z.B. Onkologie, virale
Infektionskrankheiten) ist die De-novo-Synthese von Be-
deutung. Ein duBerst beeindruckendes Beispiel bietet etwa
die wirtschaftliche De-novo-Festphasensynthese des 36
Aminosiuren umfassenden Anti-HIV-Peptids Enfuvirtid.[">®
Aktuelle Beispiele aus der Chemie der Epothilone,™” von
Ecteinascidin 743 und Discodermolid haben bewiesen, dass
komplexe De-novo-Synthesen tatsdchlich zu Erfolgen in der
Arzneimittelentwicklung fithren konnen, wenn industrielle
und akademische Gruppen kooperieren.

6.7. An der Semisynthese kommt man in der Industrie nicht
vorbei

Die Semisynthese kann nur einen begrenzten Bereich der
Naturstoff-Leitstruktur adressieren, dafiir zeichnet sie sich
aber durch Schnelligkeit und Konvergenz aus. In der Indu-
striepraxis ist sie oft die beste Methode fiir die Leitstruktur-
optimierung, vor allem in der frithen, exploratorischen Pro-
jektphase. Langjéhrige Erfahrung und moderne Analyse-
techniken (HPLC, LC-ESI-MS, NMR) erlauben bei initialen
SAR-Studien préparatives Arbeiten im 100-ug-MaBstab,
auch mit komplexen Molekiilen (Mikroderivatisierung).
Orientierende In-vitro-Tests sind schon mit weniger als 1 mg
Substanz moglich (MHK, Cytotoxizitdt). Auch in spiteren
Stadien der Produktentwicklung (kg-MaBstab) ergibt sich die
Semisynthese oft als logische Konsequenz aus der Komple-
xitdt der Molekiilstruktur, den Zeitvorgaben und den ge-
schiatzten Herstellungskosten. Viele bereits am Markt eta-
blierte antibakterielle Wirkstoffe sind semisynthetische Ab-
kommlinge von Naturstoffen. Fast alle stammen aus der
Veredelung von Fermentationsprodukten durch chemische
Synthese (Oritavancin, Tigecyclin,® Telithromycin, Rif-
ampicin).¥

6.8. An den Hochschulen interessiert man sich wenig fiir
Semisynthesen

Trotz der konkurrenzlosen Bedeutung in der Wirkstoff-
Forschung ist Derivatisierungschemie in der chemischen
Fachliteratur deutlich unterrepriasentiert. Wahrend Total-
synthesen dort ein hohes Ansehen genief3en, widmen sich nur
wenige Organiker aus akademischen Gruppen der semisyn-
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thetischen Bearbeitung komplexer Naturstoffe. Das war nicht
immer so: Im 20. Jahrhundert ertasteten sich Pioniere wie
Willstédtter und Robinson mithilfe von Derivatisierungs- und
Abbaureaktionen den Weg durch komplexe Alkaloide.™
Heute dagegen wird Derivatisierung als schlichtes Hilfsmittel
angesehen, das unterstiitzend bei der Strukturaufkldrung
mitwirkt, wenn spektroskopische Methoden allein nicht aus-
reichen (Mosher-Ester fiir NMR-Spektroskopie, Persilylie-
rung fiir GC-Analysen, Einfithrung von Schweratomen zur
Rontgenstrukturanalyse).

Nur Totalsynthesen werden als ,,hohe Kunst® gefeiert. Sie
alleine erschaffen komplexe Strukturen von Grund auf. Bei
dieser Betrachtung wird leicht iibersehen, dass auch die De-
rivatisierung komplexer Naturstoffe eine schwierige wissen-
schaftliche Aufgabe ist, die nur durch die Anwendung mo-
dernster Methoden, sowohl in der Synthese als auch in der
Analytik, bewiltigt werden kann. Der Derivatisierungsche-
miker nihert sich dem Zielmolekiil iiber ein ,,Minenfeld* von
ungeschiitzten funktionellen Gruppen. Mangelnde Selektivi-
tit kann jeder geplanten chemischen Umwandlung zum
Verhingnis werden. Dagegen werden storende Funktionali-
titen bei der Totalsynthese schon im Zustand geringer
Komplexitédt durch Schutzgruppen ruhig gestellt. Der Total-
synthetiker hélt den eigentlichen Naturstoff erst nach dem —
oft erlosenden — letzten Syntheseschritt in der Hand. Viele
chemische Funktionalitdten, von denen die eigentliche bio-
logische Aktivitdt ausgeht, sind wahrend der Totalsynthese
stets durch Schutzgruppen blockiert. Im Unterschied dazu
gewinnt der Semisynthetiker weit mehr Erfahrung mit dem
eigentlichen Naturstoff. Er arbeitet oft mit der vollstindigen
und damit funktionstiichtigen Struktur. Dem Medizinalche-
miker bietet sich hierbei die Moglichkeit, die Architektur und
die intrinsische Reaktivitdt der natiirlichen Leitstruktur viel
besser zu verstehen als durch reine Betrachtung von Lewis-
Strukturen oder die Arbeit mit (geschiitzten) Molekiilfrag-
menten.

Im Vorfeld einer Totalsynthese eines natiirlichen Anti-
biotikums ist die in der Literatur beschriebene biologische
Aktivitit der Zielverbindung garantiert. Hingegen sind durch
Derivatisierung erhiltliche Naturstoff-Analoga nicht selten
inaktiv und damit von geringerem Wert. Die Totalsynthese
eines Naturstoffs wird oft an prominenter Stelle veroffent-
licht; durch Semisynthese oder De-novo-Synthese gewonne-
ne Analoga haben es erfahrungsgemif3 oft schwerer bei den
Gutachtern. Die Bearbeitung von Naturstoff-Analoga birgt
ein hohes Risiko, Unpublizierbares zu erforschen.

6.9. Grundtypen der Strukturmodifikation — Welches ist die beste
Strategie?

Naturstoffe werden durch chemische Derivatisierung
verandert (Strukturmodifikation). Auch durch De-novo-
Synthese lassen sich Naturstoffderivate — im Sinne einer for-
malen Strukturmodifikation — herstellen. Der Erfolg einer
Naturstoffbearbeitung héngt entscheidend vom ausgewéhlten
Modifikationskonzept ab. Drei Grundtypen der Struktur-
modifikation lassen sich unterscheiden: 1) dekorierende
Modifikation (attach), 2) abbauende Modifikation (cut out)
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und 3) substituierende Modifikation (cut out & re-attach).
Zahlreiche synthetische Naturstoffanaloga sind Kombinatio-
nen der genannten Modifikationstypen. So wurde beispiels-
weise Telithromycin durch abbauende Modifikation und de-
korierende Modifikation von Erythromycin erhalten (Tabel-
le 8). Es gibt also keine feste Unterscheidung zwischen Mo-
difikationsprodukten und Mimetika von Naturstoffleitstruk-

turen.

Die dekorierende Modifikation ist sehr beliebt in der
medizinischen Chemie, speziell in der Semisynthese. Funk-
tionelle Gruppen des Naturstoff-Templats dienen als Anker-
punkte fiir zusitzliche, nichtnatiirliche Reste. Reduktive Al-  hilfe schaffen.

D. Hibich et al.

kylierungen, Acylierungen, PEGylierungen™! und Hydrie-
rungen sind ,klassische“ dekorierende Derivatisierungsver-
fahren. Verschiedene Glycopeptide aus der Vancomycin-
Serie wurden beispielsweise durch reduktive Alkylierung mit
lipophilen Biphenyl-Einheiten versehen (Oritavancin). Ge-
ladene Reste werden eingefiihrt, um die Loslichkeit zu er-
hohen. Mit leicht abspaltbaren Resten lassen sich Prodrugs

herstellen. Bei der Dekoration komplexer Strukturen mit

mehreren chemischen Funktionalitdten sind die Regio- und
Chemoselektivitdt fast immer problematisch, und nur ar-
beitsintensive Schutzgruppenoperationen kénnen hier Ab-

Tabelle 8: Modifikation natiirlicher Leitstrukturen durch Semisynthese und De-novo-Synthese. Modifikationstyp, Modifikationsort (blau) und erzielter Fortschritt.

Naturstoff-Leitstruktur

Synthetisches Derivat

Modifikationstyp  Fortschritt

H
N s
(o) S
CO,H
Penicillin G (2)
(o}
HO OH
LD gy
. s HO7~ NME,
o e
o) "o OMe

% oH Abbau
O

Erythromycin A (6)

Ho,,
N\‘ -\SMe
/’}j "OH
Lincomycin (16)

@ C
2,
o Y O NH
/\/\/U\N/\/U\NI(Q
H H o ¢]

Moiramid B (18)

NH h‘de

TAN-1057A/B (20)

Biphenomycin B (21)

HzNJ\ﬁ/\/\l/\ﬂ/N:]/'\/\NH o
N 2y NA\NJ‘LNHZ
H

OCH,
H
N s
Substitution
OCH,0 j;‘u/\)/
o

CO,H

Methicillin (14)

N Dekoration

Substitution

Dekoration

NC

Substitution
N™ “CONH,
H

22

substituierende
Modifikation
durch Semisyn-
these, Mutasyn-
these und De-
novo-Synthese

erhshte Stabilitat

abbauende und
dekorierende
Modifikation;
Abbau von Cla-
dinose

substituierende
Modifikation
durch Semisyn-
these

dekorierende
Modifikation
durch De-novo-
Synthese

abbauende Mo-
difikation des
Toxophors durch
De-novo-Synthe-
se

substituierende
Modifikation
durch Semisyn-
these und De-
novo-Synthese

neuer Bindungs-
modus, geringere
Kreuzresistenz zu
6, Stabilitit in
saurem Medium

geringere Resis-
tenzinduktion

erhohte Potenz
und Stabilitat

verminderte
Toxizitat

verbessertes anti-
bakterielles Spek-
trum
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Tabelle 8: (Fortsetzung)
Naturstoff-Leitstruktur Synthetisches Derivat Modifikationstyp ~ Fortschritt
H
o) © H O NH,
i A L H N\_)L M/\,
:\ H o) H ;
NH H HN ?' dekorierende erhshte Potenz
N N« NH, WH\/ Modifikation und breiteres anti-
© \n/ e o \Lr durch Semisyn-  bakterielles Spek-
"’NHO 0 "NH these trum
N NH N H Dekorarion
H
Capreomycin 1 A (23) 24 (R'=0H)
VeV
Dekoration
Hom
| OH
et M
OH
o. Cl
dekorierende zusitzlicher Wirk-
OH Modifikation mechanismus,
H [o) durch Semisyn-  breiteres antibak-
M N JK/NHMe these terielles Spektrum
H i

Chloreremomycin (25) Oritavancin (26)
0 o]
HO,, ELNH‘ HOY,. KLNHQ

I=z

durch Semisyn- vorlaufige SAR

LINHO l'b
HN (0} HN o}
0 y oo OH Q OH abbauende Mo-
H,N N N, oy, HN HzN])k HN\\ difikation im li-
H o} M/ CH3 nearen Segment
HO, 0 o NH these, Edman-
Abbau HN\_)J\ Abbau

ZI|-

H N
H H
HN\T/)‘H \r HN<_NH
NH, NH,
Lysobactin (27) [p-Ala'|Lysobactin (28)
o F F

ﬁ/& o) o dekorierende
0 ., W und substituie-  erhéhte Potenz,
OxNH Oﬁ) ’”)J\l rende Modifika-  Léslichkeit und
)\: J\(N_7 HN\H/\/W MeZN/\n/ tion durch De-  Stabilitat

e

i §nfmmmm| novo-Synthese

Dekoration

dekorierende geringere Resis-
Modifikation tenz durch bessere
HO durch Semisyn-  Bindung an das
OH O OH O O these Ribosom

Minocyclin (31) Tigecyclin (32)
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Ganz anders verhilt sich die Situation bei kleineren
Naturstoffen. Deren simple Dekorationsprodukte sind oft-
mals biologisch inaktiv. "*! Die wenigen vorhandenen funk-
tionellen Gruppen sind héufig unverzichtbar fiir die Wech-
selwirkung mit dem Target. Hier maskiert die dekorierende
Modifikation nur das Pharmakophor anstatt andere Eigen-
schaften zu modulieren. Diese Art der chemischen ,,Ba-
rockisierung* hat verschiedene Naturstoffklassen zu unrecht
als unoptimierbar abgestempelt.

Die substituierende Modifikation ist ein besonders effizi-
entes Konzept in der Semisynthese. Eine tiefergehende Er-
kundung der natiirlichen Leitstruktur ist moglich. Zunéchst
werden dabei definierte Bereiche des Molekiils chemisch
herausgeschnitten. Nachfolgend wird die Liicke durch bio-
isosteren Ersatz, Mimetika oder abiotische Konstrukte
wieder geschlossen. Diese Strategie bietet mehrere Vorteile:
Es konnen nicht nur Gruppen in der Peripherie der Leit-
struktur adressiert werden, sondern es sind auch Modifizie-
rungen des inneren Molekiilgeriists moglich. Die Veridnde-
rung biologischer Eigenschaften als Folge von Strukturédnde-
rungen wird anhand einer vollstindigen, wenn auch lokal
begrenzten, SAR ausgelotet. Die substituierende Derivati-
sierung ist methodisch anspruchsvoller als die dekorierende.
Ein tiefgreifendes Verstdndnis der Reaktivitédt des Naturstoffs
ist erforderlich. Stehen ausreichend selektive Abbaureaktio-
nen nicht zur Verfiigung, muss die De-novo-Synthese heran-
gezogen werden. Arbeiten zu Penicillinen haben iiber Jahr-
zehnte das Potenzial der substituierenden Modifikation durch
Semisynthese oder De-novo-Synthese unter Beweis gestellt.

Die abbauende Modifikation ist ein probates Mittel, wenn
strukturell definierte Toxophore oder labile Gruppen, die
nicht gleichzeitig Pharmakophore sind, mit chemischen Mit-
teln aus der Leitstruktur entfernt werden konnen. Bereiche
des Naturstoffes, die fiir die Wechselwirkung mit dem biolo-
gischen Target nicht benétigt werden, konnen abgebaut
werden, um beispielsweise die Stabilitit zu erhohen (Ra-
moplanin-Aglycon) oder die Komplexitit der Struktur zu
verringern. Allerdings vereiteln Chemoselektivitdtsprobleme
oftmals den ,direkten* semisynthetischen Abbau. Nur die
De-novo-Synthese liefert dann die gewiinschten trunkierten
Derivate, formale Abbauprodukte des Naturstoffs. Bei-
spielsweise zeigt 13 als Resultat eines formalen Guanidin-
Abbaus eine signifikant niedrigere Cytotoxizitdt als der
Naturstoff TAN-1057 (20, Abschnitt 12).

7. B-Lactam-Antibiotika

Die B-Lactam-Antibiotika wurden als erste Naturstoff-
klasse zur Therapie bakterieller Infektionen verwendet. Auch
heute noch, mehr als 75 Jahre nach Flemings Entdeckung des
Penicillins in Kulturen von Penicillium notatum,'® gehort
diese Substanzgruppe zu den klinisch meistverwendeten
Aantibiotika; p-Lactame machen etwa die Hailfte aller Ver-
schreibungen aus (Abbildung 8).

Wegen ihres breiten antibakteriellen Spektrums, ihrer
klinischen Wirksamkeit und ihrer ausgezeichneten Vertrag-
lichkeit sind die 3-Lactam-Antibiotika zu einem der heraus-
ragenden Gebiete der pharmazeutischen Arzneimittelfor-
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Andere Antibiotika Penicilline
$ 3131 Mio $ 4156 Mio
12% 16%

Chinolone
$ 4735 Mio
19%

Cephalosporine
$ 7596 Mio
30%

Makrolide
$ 4646 Mio
18% Peneme
$ 1226 Mio
5%

Abbildung 8. Globale Umsitze der wichtigsten antibakteriellen Sub-
stanzklassen im Jahr 2004 (Quelle: Wood Mackenzie®).

schung geworden. lhre kompakte, hoch funktionalisierte
Struktur war eine anspruchsvolle ,,Spielwiese“ fiir Genera-
tionen von medizinischen Chemikern, die bis heute ihre At-
traktivitdt nicht verloren hat. Alle B-Lactam-Antibiotika
haben ein gemeinsames Strukturmerkmal und Aktionszen-
trum: den viergliedrigen Azetidinon- oder B-Lactam-Ring. In
den meisten Antibiotika ist dieser zentrale f-Lactam-Ring
mit einem weiteren fiinf- oder sechsgliedrigen Ring anelliert.
Im vielstufigen Biosyntheseprozess zu Penicillinen und Cep-
halosporinen, verwendet die Natur L-Valin, L-Cystein und L-
a-Aminoadipinsdure als Bausteine. Mit der Hilfe einer mo-
dularen nichtribosomalen Peptid-Synthetase wird ein inter-
medidres Tripeptid konstruiert, das von Isopenicillin-N-Syn-
thetase oxidativ in das primére Penicillin, Isopenicillin-N,
umgewandelt wird.*?

Natiirliches Penicillin G (2), das erste therapeutische
Antibiotikum und die Leitstruktur dieser Klasse, musste noch
beziiglich etlicher kritischer Eigenschaften verbessert
werden: schmales antibakterielles Spektrum, Instabilitit in
saurer (Magen) und basischer Umgebung (Darm), geringe
Loslichkeit, ausgeprigte Hydrolyseempfindlichkeit gegen-
iiber bakteriellen Penicillasen und rasche Ausscheidung aus
dem Korper. Weitere Biosyntheseuntersuchungen fiithrten zu
Penicillin V,'®*! dem ersten oral anwendbaren B-Lactam-An-
tibiotikum mit verbesserter Aktivitdt gegen Staphylokokken
und erhohter Sdurestabilitdt. Doch erst als die Schliisselbau-
steine 6-Aminopenicillansiure (6-APA, 33)!'* und 7-Ami-
nocephalosporansiure (7-ACA, 35)1! [eicht verfiigbar
wurden — aus Hochproduzentenstimmen von Penicillium
chrysogenum,'*! durch enzymatische Spaltung von Penicil-
lin G (2) mit Penicillin-Acylase!'®! oder durch chemische
Synthese — begannen die medizinischen Chemiker mit dem
unendlichen Spiel semisynthetischer Variationen (Schema 1).

Uber fast dreiBig Jahre blieben die Penicilline (Pename)
37" und Cephalosporine (Cepheme) 38!""'%! die einzigen
p-Lactam-Antibiotika. Erst im Forschungsboom der 1970er
und 1980er Jahre wurden, entweder in mikrobiellen Kulturen
oder durch Synthesestudien, viele verwandte Untergruppen
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Penicillin G (2)
lAbbau
H,N
S Acyllerung \[(
)%, \)/
0 B
COH co
6-APA (33) 34
H
H,N s RU__N s
— T
N .~ OAc 0 N~ R’
o o
COH CO,H
7-ACA (35) 36

Schema 1. Semisynthetische Modifikationen der Bausteine 6-APA (33)
und 7-ACA (35) durch substituierende Derivatisierung.

entdeckt: Monobactame wie Aztreonam (39),1"! Oxaceph-
eme wie Moxalactam (40),1°"!"1 Carbacepheme wie Lora-
carbef (41),'" Oxapename wie Clavulansiure (42),17
Peneme wie Faropenem (43),['*74 Carbapeneme wie Imi-
penem (44)'"7° und Oxapeneme wie AM-112 (45).117°]
Endlose Strukturvariationen dieser §-Lactam-Geriiste fiihr-
ten zu wirksameren Derivaten mit verbesserten physikoche-
mischen und pharmakokinetischen Profilen.'®! Viele As-
pekte und Untergruppen aus dieser wichtigen Forschungsira
sind ausgiebig besprochen worden.'””! Daher werden hier nur
einige Beispiele, Sachverhalte und Literaturhinweise er-
wihnt.

NH, |,
mNﬁs
o N\),
HO g

ToH

,OMe

COH

Penam 37 Cephem 38

co2 NHz
CO,H COH

Me’ N
Oxacephem 40 Carbacephem 41
OH OH NH
H H HN—7
S /—/
N/ N— s
O © O
CO,H CO,H
Penem 43 Carbapenem 44
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B-Lactam-Antibiotika hemmen das Wachstum von Bak-
terien durch Wechselwirkung mit den Penicillin-Bindepro-
teinen (PBPs); diese Enzyme sind fiir die abschlieBenden
Transpeptidierungsschritte (Vernetzung) der bakteriellen
Zellwandbiosynthese zustindig.'” Der historische Begriff
PBP demonstriert anschaulich, wie eine Antibiotika-Klasse
zum Aufspiren neuer Targets (,target fishing“) und zur
Aufklarung biologischer Prozesse verwendet werden kann.
Die Enzyme verwechseln -Lactam-Antibiotika mit den C-
terminalen L-Lys-D-Ala-D-Ala-Enden der Murein-Peptid-
ketten, die sie vernetzen sollen. Der Serinrest in ihrem akti-
ven Zentrum 6ffnet den -Lactam-Ring unter Bildung eines
inerten Acyl-Enzym-Intermediats, wodurch das PBP-Enzym
blockiert wird."’! Die daraus folgenden Vernetzungsschiden
im Peptidoglycan sind todbringend fiir empfindliche Mikro-
ben, da in den meisten Féllen darauf die komplette Zersto-
rung der Bakterienzelle durch Autolysine folgt."*!

Der Peptidoglycan (oder Murein)-Sakkulus, ein flexibles
und enorm stabiles makromolekulares Netzwerk, bestimmt
die Form der Bakterienzelle und schiitzt den Mikroorganis-
mus gegen seinen hohen inneren osmotischen Druck.!'8!! Die
chemische Struktur von Peptidoglycan verschiedener Bakte-
rien ist unterschiedlich. Bei den meisten Bakterien besteht es
aus Ketten alternierend [3-1,4-verkniipfter N-Acetyl-Glucos-
amine und N-Acetyl-Muraminséduren, die durch kurze Pep-
tidketten vernetzt sind (Abbildung 3)."*? Peptidoglycane und
verwandte Biosynthesewege sind bei Sdugern nicht zu finden.
Deswegen sind (-Lactam-Antibiotika im Allgemeinen her-
vorragend vertriglich und werden hiufig in der Pédiatrie (bei
Kindern) eingesetzt. Peptidoglycan-Fragmente warnen un-
seren Korper vor eindringenden Bakterien und l6sen eine
Immunantwort aus.

Die sperzifische Wirkung verschiedener (-Lactam-Anti-
biotika resultiert aus einer Kombination ihrer unterschiedli-
chen Affinititen zu PBPs, ihrer Stabilitdt gegeniiber dem
Abbau durch pB-Lactamasen und Unterschieden in ihren

physikochemischen  Ei-
\:?l/COZH genschaften. Diese wich-

tigen Kenngrofien oder

deren Kombinationen

spielen auch eine Schliis-

H2N§< j)\m j;\ selrolle bei der Resistenz-
"SOH entwicklung.  Resistenz

Monobactam 39 gegen [3-Lactam-Aptibi0-

tika kann verschiedene
Ursachen haben: Ein ver-
dndertes PBP, beispiels-
weise beim Penicillin-re-
sistenten S. pneumoniae
(PRSP), ein zusitzliches
PBP niedriger Affinitét
wie PBP2a im Methicillin-
resistenten  S.  aureus
I, NH, (MRSA),™! verminderte
Durchdringung der bak-
teriellen Zellwand bei
Stimmen von P. aerugi-

nosa ohne dufleres Mem-
branprotein OprD (D2

Oxapenam 42

Oxapenem 45
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Porin),'™ Aktivierung verschiedener Efflux-Pumpen wie
MexAB-OprM bei P. aeruginosa™ und die Produktion von
-Lactamasen, die das Antibiotikum durch Hydrolyse seines
B-Lactam-Rings inaktivieren."® Vor allem bei Gram-nega-
tiven Bakterien ist die Produktion von (-Lactamasen eine
wichtige Ursache fiir die Resistenz gegen p-Lactam-Anti-
biotika. Bis heute wurden nahezu 500 (-Lactamasen be-
schrieben und in vier Klassen A bis D eingeteilt.'”) Die
Klassen A, C und D sind Serin-Proteasen, Enzyme der Klasse
B sind Zink-Metallo-p-lactamasen.® Resistenzen durch
Enzyme der Klassen A und C sind heute von besonderer
klinischer Bedeutung, doch die anderen Klassen holen auf.
Als eine erfolgreiche therapeutische Strategie hat sich die
Verabreichung eines [}-Lactamase-Inhibitors zusammen mit
einem B-Lactam-Antibiotikum erwiesen:'*! Augmentan, die
Kombination des B-Lactamase-Inhibitors Clavulansiure (42)
mit Amoxycillin (37), ist ein reprisentatives, kommerziell
sehr erfolgreiches Beispiel dafiir."*! Clavulansiure (42), ge-
wonnen aus Streptomyces clavuligerus, zahlt zu den wenigen
natiirlichen f-Lactamen, die in unverdnderter Form thera-
peutisch eingesetzt werden.'” Dennoch wirken 42 und
andere vermarktete -Lactamase-Inhibitoren wie Sulbactam
(46)""Y und Tazobactam (47)!"?! nicht gegen Enzyme der
Klasse C. Die meisten p-Lactamase-Inhibitoren binden
schlecht an PBPs und zeigen selbst fast keine antibakterielle
Aktivitit.

0.0 0.0
N4 N
Clavulanséure (42) N\)/’/ N\)/’/\I\\I \\
o} 2 ol & N=N
Co,H CO,H

Sulbactam (46) Tazobactam (47)

Die Stabilitdt der Cephalosporine gegen B-Lactamasen
und die Breite ihres antibakteriellen Spektrums wurden
wihrend ihrer chemischen Post-Evolution schrittweise ver-
bessert. Nach ihrer Wirksamkeit und ihrem Aktivititsprofil,
nicht nach Strukturkriterien, wurden sie in vier Generationen
eingeteilt."! Cepheme der ersten Generation wirken gegen
Gram-positive Staphylokokken und Streptokokken, sind aber
nur miBig wirksam gegen nicht f-Lactamase-bildende Gram-
negative Bakterien. Diese Schwéche wurde in den folgenden
Generationen verbessert, allerdings auf Kosten ihrer Wir-
kung gegen Gram-positive Pathogene. Besonders die leis-
tungsstarken und sicheren Cepheme der dritten Generation
wie Cefotaxim, Cefixim, Ceftibuten und Ceftriaxon (50)
wurden bei Patienten breit eingesetzt. Im Vergleich zu den
frithen Generationen decken die Cepheme der vierten Ge-
neration, Cefepim (51) und Cefpirom ein breites Spektrum
Gram-negativer Erreger ab (einschlieBlich mehrfach resis-
tenter Enterobacter- und Klebsiella-Spezies).

Unléngst kam eine weitere Gruppe dazu: Die Anti-
MRSA-Cephalosporine!! zeigen zusitzlich zu einem Gram-
negativen Spektrum, vergleichbar mit demjenige der dritten
Generation, noch ein breites Gram-positives Spektrum. Auch
gegen Methicillin-resistente Staphylokokken zeichneten sie
sich erstmals durch eine brauchbare Wirksamkeit aus. Fiir
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NH,
H
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. CO,H
Cephalexin (48) erste
N»OMe
\ N S
© Ne_A~_O-_NH,
O
Cefuroxim (49) COH © zweite
N-OMe

e
ﬂﬁﬁ“ﬂ& |

Ceftriaxon (50)

NrOMe
HQN /J/Sf
Cefepim (51) vierte
N-OH
HZN\( W 0
J;V/ N 0 >
N O\<
Ceftobiprol (52) COH O o)

Ceftobiprol (BALS5788, 52), den am weitesten fortgeschritte-
nen Vertreter, wurden kiirzlich klinische Phase-II-Studien an
Patienten mit komplizierten Hautinfektionen (cSSSI) abge-
schlossen.'®! Von diesen Cephemen in ist nur Cephalexin
(48) klein und lipophil genug, um nach oraler Gabe biover-
fiigbar zu sein. Alle anderen Beispiele sind parenterale Me-
dikamente. Eine gelaufige Moglichkeit, groe polare Ceph-
eme bioverfiigbar zu machen, besteht in der Anwendung von
Ester-Prodrugs wie Cefuroxim-Axetil.'® Nach der Absorp-
tion aus dem Gastrointestinaltrakt, wird die Esterfunktion
rasch gespalten, und die aktive Stammverbindung wird frei-
gesetzt. Im Prodrug 52 sollte die N-terminale Carbamat-
Funktion (durch ein Késtchen markiert) dem aktiven Stamm-
Cephem BAL-9141 eine ausreichende Loslichkeit fiir die
parenterale Anwendung verleihen.!'*!

Wegen ihrer hervorragenden antibakteriellen Wirkung,
ihres sehr breiten Spektrums und ihrer Stabilitit gegeniiber
den meisten klinisch relevanten Serin-f3-Lactamasen, haben
sich die Carbapeneme!'”'"! als Ersttherapie fiir schwere
Krankenhausinfektionen durchgesetzt. Olivansduren wie
MM 4550 (53)!'*! und Thienamycin (54)!"*! waren die ersten
Verbindungen dieser Untergruppe. Die Olivansduren wurden
im Zuge eines Screenings bei der Suche nach (-Lactamase-
Inhibitoren aus Streptomyces olivaceus entdeckt. Diese cis-
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substituierten f-Lactame weisen zusétzlich zu ihrer Hemm-
wirkung gegen f-Lactamasen ein breites antibakterielles
Spektrum auf"” fiir die klinische Anwendung waren sie

jedoch zu instabil.

QSI—?SNa 1 HN F OHH
* H _t NH;
8 2 S[—
S
N B N/
O 0]
CO,Na CO,H
MM 4550 (53) Thienamycin (54)
(0]
N
OH N L
H ( ) NMe, Ol‘L|
g g OMe
CO,H COH
Meropenem (55) Sanfetrinem (56)
_,N> H OH
OH Nap? OH NN~
H S,.J o <,:: xHol  \HMe

o) O

CO,”
Biapenem (57)

COH

Lenapenem (58)

N
N
Q " SNHSO,NH,
R
S

CO,H

OH
H

o)

Doripenem (59)

OH
H
0O
Ny Sm
© Co,” NI HN’Q
H H

Ertapenem (60) CO;Na

Das erste Carbapenem, das Eingang in die Klinik fand,
war Imipenem (44), das N-Formimidoyl-Derivat von Thi-
enamycin (54), einem weiteren duflerst instabilen natiirlichen
Antibiotikum mit freier terminaler Aminogruppe und trans-
substituiertem f-Lactam-Ring. Das trans-Substitutionsmuster
und die 8R- anstelle der 8S-Konfiguration verbesserte die
antibakterielle Wirkung unter Erhalt der -Lactamase-Sta-
bilitdt. Thienamycin (54) wurde im Zuge eines Bodenproben-
Screenings zur Identifizierung von Inhibitoren der Peptido-
glycan-Synthese aus Kulturen von Streptomyces cattleya iso-
liert;"* kurz danach wurde auch seine erste Totalsynthese
beschrieben.* Die basische Amidinogruppe von Imipenem
(44) liegt bei physiologischem pH-Wert protoniert vor, wo-
durch 44 deutlich bestidndiger wird als der Naturstoff 54.
Diesen bahnbrechenden Arbeiten folgten wihrend der
1980er Jahre Carbapenem-Forschungsprogramme in zahlrei-
chen Firmen. Im Unterschied zu anderen -Lactamen sind
Carbapeneme stabil gegen die meisten wichtigen -Lactam-
asen,™ und im Allgemeinen sind nur Enzyme der Klassen B
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und D in der Lage, Carbapeneme zu inaktivieren.” Doch
neben der Notwendigkeit, stabile und potente Derivate
empfindlicher Naturstoffe zu entwerfen, mussten noch eine
Reihe zusitzlicher Probleme gelost werden. Weil 44 in vivo
durch die Dehydropeptidase I in der menschlichen Niere
hydrolytisch gespalten wurde, musste es, zum Schutz vor In-
aktivierung, als 1:1-Kombination mit dem Dehydropeptidase-
Inhibitor Cilastatin appliziert werden.*”!

Auch Panipenem, das nédchste Carbapenem, das dann in
Japan zugelassen wurde, hatte noch denselben Schwachpunkt
und benotigte den Zusatz des Dehydropeptidase-Inhibitors
Betamipron.”” In der Folge ging es darum, hervorragende
Breitspektrumaktivitdt mit Stabilitdt gegen chemischen und
enzymatischen Abbau in einem einzigen Molekiil zu verei-
nen. Dieses Ziel wurde mit Meropenem (55) erreicht, dem
ersten vermarkteten Carbapenem mit einer (-Methyl-
Gruppe in Position 1.”*! Derart substituierte Carbapeneme
waren stabil gegen den hydrolytischen Abbau durch Dehy-
dropeptidase I in der Niere. Diese Entdeckung wurde sofort
aufgegriffen und durch Strukturvariationen ausgeleuchtet. So
konnte beispielsweise in den neuen tricyclischen ,, Tribacta-
men“ oder ,, Trinemen®“ wie Sanfetrinem (GV 104326, 56),
anstelle der 1-B-Methyl-Gruppe auch eine dritter Ring anel-
liert sein.?”!

Trotzdem konzentrierte sich die Forschung iiberwiegend
auf Strukturmodifikationen in Position 2. Weitere parenterale
Carbapeneme wie Biapenem (L-627, 57),”*! Lenapenem
(BO-2727, 58)," Doripenem (S-4661, 59),2%! Ertapenem
(MK-826, 60)**! und andere!"™ folgten in einem faszinie-
renden Reigen chemischer Post-Evolution. Ertapenem (60),
ein parenterales 1-f-Methyl-Carbapenem mit ldngerer Se-
rumhalbwertszeit (eine tdgliche Dosis geniigt) als 44 und 55,
soll als Beispiel fiir ein Antibiotikum mit deutlich verbesser-
tem pharmakokinetischem Profil dienen.?*"!

Die technische Produktion der Carbapenem-Antibiotika
erfolgte durch De-novo-Synthese und nicht durch Fermen-
tationsprozesse. Chemiker der Firma Merck waren, wie so oft
auf diesem Gebiet, auch bei der Synthese der 1-f-Methyl-
Carbapeneme wegbereitend. In ihrem retrosynthetischen
Konzept machten sie das 4-Nitrobenzyl-geschiitzte 1-B-Me-
thylcarbapenemenolphosphat 62, das (Carboxyethyl)azetidi-
non 63 und das Acetoxyazetidinon 64 zu Schliisselbausteinen
(Schema 2).”'"! Zahlreiche Syntheserouten zu diesen wichti-
gen Intermediaten sind seitdem ausgearbeitet worden,”'!! die
heute, namentlich von japanischen Firmen, in Gro3mengen
kommerziell angeboten werden.

OH
H

(0]
SR —pOPh =)
OPh
61 COH 62 CO,pNB
TBDMSO TBDMSO
HH H onc
coH —
NH NH
d o]
63 64

Schema 2. Retrosynthese der 1-3-Methyl-carbapeneme.?'
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Die chirale Thiol-Seitenkette 65 von Ertapenem wurde
durch ein effizientes Eintopfverfahren zuginglich, das auch
fir den ProduktionsmaBstab geeignet war.’'? Die direkte
Kupplung des Enolphosphats 62 mit dem ungeschiitzten Thiol
65 zum Ertapenem-Natriumsalz (60) erweckte einen ziemlich
heiklen Eindruck, da saure und basische Gruppen neben-
einander vorlagen. Trotzdem gelang es den Merck-Chemi-
kern, eine zuverlissige Reaktion mit Tetramethylguanidin als
Base unter minimaler Verwendung von Schutzgruppen zu
konzipieren.”” Durch Verwendung von Kohlendioxid wih-
rend der nachfolgenden Hydrogenolyse des 4-Nitrobenzyl-
esters bei pH 8 wurde der Pyrrolidinring voriibergehend als
Natriumcarbamat geschiitzt. Dann schlossen Ionenpaar-Ex-
traktion und Kristallisation unter milden Bedingungen die
anspruchsvolle Synthese ab (Schema 3).

HS O
w a
N NQ —_—

65  COM

62 +

—_—

Ertapenem (60)

67 Na* \COZ_

Schema 3. Die Merck-Synthese von Ertapenem (MK-0826, 60). Das
neue Carbapenem wurde 2001 zugelassen.'¥ Reagentien und Bedin-
gungen: a) Tetramethylguanidin, N-Ethylpyrrolidon, —40°C, 3 h; b) H,,
5% Pd/C, CO,, pH 8, unter 15°C; c) (PhO),P(O)OH, 50% NaOH, Iso-
amylalkohol; d) 1-Propanol, unter —5°C, pH 5.5.

Die empfindlichen p-Lactam-Zwischenstufen und -Pro-
dukte erfordern héufig besonders milde Synthesemetho-
den.™ Generell scheinen Reaktionen, die an p-Lactam-
Systemen gelingen, auch an fast allen anderen Strukturen zu
funktionieren, aber nicht umgekehrt! Letztlich haben die
aullerordentlich guten klinischen Erfahrungen mit den ver-
markteten Carbapenemen fiir viele Schwierigkeiten wihrend
ihrer Entwicklung entschidigt. -Lactam-Antibiotika sind
weiterhin eine der wichtigsten Substanzklassen in der anti-
bakteriellen Forschung und Entwicklung. Dank ihrer Wirk-
samkeit und Vertréglichkeit eignen sie sich fiir eine breite
Anwendung innerhalb und auBerhalb des Krankenhausbe-
triebs, auch bei Kindern und &lteren Patienten.

8. Makrolid- und Ketolid-Antibiotika
Die Makrolid-Antibiotika, eine Untergruppe der Poly-
ketid-Naturstoffe, sind wichtige Medikamente gegen Atem-

wegsinfektionen. Besonders hidufig werden sie eingesetzt bei
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auflerhalb vom Krankenhaus erworbener Lungenentziindung
(CAP), akuter Verschlechterung einer chronischen Bronchi-
tis, akuter bakterieller Nasennebenhohlenentziindung, Mit-
telohrentziindung und bei Rachen- oder Mandelentziin-
dung.*>2'®! Die wichtigsten Erreger dieser Infektionskrank-
heiten sind Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyoge-
nes, Haemophilus influenzae und Moraxella catarrhalis.
Obwohl sie nur bakteriostatisch wirken, haben Makrolide
einen Anteil von etwa 20% an allen Antibiotikaverschrei-
bungen. Eine hohe lokale Konzentration im Lungengewebe
ist typisch fiir Makrolide. Die Makrolid-Antibiotika wurden
ausfiihrlich untersucht und in zahlreichen Ubersichten®®” und
Monographien*?!8] kompetent zusammengefasst. Deshalb
erwidhnen wir nur einige ausgewihlte medizinisch-chemische
Beitrige.

Erythromycin A (6), der Prototyp aller Makrolide, wurde
schon 1952 durch Wissenschaftler der Firma Lilly beschrie-

Clarithromycin (69)

Azithromycin (70)

ben. Der Produzent Streptomyces erythreus stammt aus Bo-
denproben vom philippinischen Archipel.”?”! Kurze Zeit
spater erfolgte die Strukturaufkldrung von 6, das neben
Erythromycin B und C als Hauptkomponente beim Fer-
mentationsprozess anfillt.”?**! Die Konstitution und die
Absolutkonfiguration von 6 wurden durch NMR-spektro-
skopische Studien® und eine Kristallstrukturanalyse be-
stimmt.’”! Das Interesse der Synthesechemiker wurde um-
gehend geweckt durch die komplexe Struktur von 6 mit ihren
10 Stereozentren und den ungewohnlichen — an den 14-glie-
drigen Lactonring gebunden — Kohlenhydraten L-Cladinose
und D-Desosamin. Die Totalsynthesen von Erythronolid A
und Erythromycin durch die Gruppen um Corey (1979)?*!
und Woodward (1981)?%! sind Meilensteine der Synthese-
chemie.

Trotz verschiedener Routen zur De-novo-Synthese von
Makroliden erwies sich die Semisynthese als 6konomisch
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tiberlegen. Bis heute ist sie der einzig gangbare Weg zur in-
dustriellen Herstellung aller Makrolid- und Ketolid-Anti-
biotika geblieben.

In vielerlei Hinsicht dhnelt die Polyketidbiosynthese
der Fettsdurebiosynthese, wie das am besten untersuchte
Beispiel Erythromycin zeigt.”””) Makrolid-Antibiotika ent-
stehen unter Einwirkung modularer Polyketid-Synthetasen
durch aufeinander folgende Kondensation von Acetat-, Pro-
pionat- und Butyrat-Bausteinen.”?*?®! Die Cyclisierung der
resultierenden Acylkette und die anschlieenden Modifizie-
rungen des Kohlenstoffgeriists erfolgen hochkontrolliert. Die
modular aufgebauten Biosynthesegene sind die Grundlage
fiir das rationale Design verdnderter Polyketid-Metabolite
durch kombinatorische Biosynthese und erhéhen so poten-
ziell die Diversitit dieser Klasse.??™

Makrolid-Antibiotika blockieren die bakterielle Protein-
biosynthese durch Bindung an die 23S-ribosomale RNA der
groBBen 50S-Untereinheit und unterbinden die Verldngerung
der entstehenden Peptidkette wihrend der Translation."
Einen genauen FEinblick in die Wirkungsweise dieser Anti-
biotika ermoglichten die Kristallstrukturanalysen fiir die 50S-
ribosomale Untereinheit aus Deinococcus radiodurans und
deren Cokristallisate mit Erythromycin und anderen Ma-
kroliden.”! Makrolide verstopfen einen Tunnel in der Do-
mine V, aus dem normalerweise die wachsende Peptidkette
austritt. Trotz der Nihe der Bindungsstelle zur Peptidyl-
Transferase wird deren Aktivitét jedoch nicht beeintréchtigt.

Erythromycin A (6), das gegen viele Atemwegserreger
hilft, gilt als sicheres und gut vertrégliches Antibiotikum und
wird hdufig auch Kindern verschrieben. Trotzdem sind sein
enges antibakterielles Spektrum, seine begrenzte Stabilitét in
saurem Medium und die resultierende geringe Bioverfiig-
barkeit sowie einige unerwiinschte Nebenwirkungen wie die
Stimulierung der Motilin-Rezeptoren des Gastrointestinal-
trakts, seine proarrhythmogene Wirkung und die Hemmung
des metabolischen Abbaus anderer Wirkstoffe deutliche
Schwachpunkte dieses Antibiotikums.”? Uber Jahrzehnte
wurde deshalb nach semisynthetischen Erythromycin-Deri-
vaten gesucht. Eine zweite Generation der Makrolid-Anti-
biotika, zu der Roxithromycin (68),* Clarithromycin
(69)%4 und Azithromycin (70)*° gehoren, hat mit der Zeit
das Erythromycin (6) verdriangt. Diese Wirkstoffe haben ein
breiteres Spektrum, eine deutlich stirkere Wirkung, verbes-
serte physikochemische und pharmakokinetische Eigen-
schaften und ein giinstigeres Nebenwirkungsprofil.[>*!

Doch selbst die verbesserten Varianten von 6 waren ge-
geniiber Makrolid-resistenten Stimmen nur wenig aktiv. Bei
Gram-positiven Bakterien®” entsteht Makrolid-Resistenz
durch verschiedene Mechanismen: 1) Verringerung der in-
trazelluliren Makrolidkonzentration durch Efflux-Pumpen
wie msr(A) in Staphylokokken™® und mef(A) in Strepto-
kokken;?! 2) Methylierung der 23S-ribosomalen RNA an
Position A2058 durch eine ribosomale Methylase (durch erm-
Gene codiert), welche die Bindung von Makroliden, Lincos-
amiden und Streptogramin B schwécht und dadurch die
MLS;-Kreuzresistenz  erzeugt;*”!  3) Esterase-vermittelte
Bindungsspaltung und Inaktivierung des Lacton-Rings;*!
und 4) sporadische Mutationen des Ribosoms.

[226]
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Die aufkommende Makrolid-Resistenz trieb die Ent-
wicklung potenter Makrolide mit neuen Strukturen voran, in
deren Zug die Ketolid-Antibiotika wiederentdeckt wurden.
Ketolide,*” Abkommlinge der 14-gliedrigen Makrolide, sind
durch saure Abspaltung von L-Cladinose und selektive Oxi-
dation der resultierenden 3-Hydroxy-Gruppe zugénglich.
Obwohl das Strukturmotiv der 3-Keto-Gruppe schon lange
aus schwach wirksamen Naturstoffen wie Picromycin®® be-
kannt war, wurde die Anwesenheit der L-Cladinose irrtiimli-
cherweise als entscheidend fiir die antibakterielle Aktivitét
angesehen. Diese Fehleinschiatzung wurde jedoch erst mit der
Herstellung des semisynthetischen Ketolids RU-64004 (HMR
3004, 71) bei Roussel Uclaf offenbar.?* Der Ketolid-Proto-
typ 71 war stabil in saurem Medium, gut zellgéingig und
wirksam gegen Erythromycin-A- und Penicillin-resistente
Streptokokken und H. influenzae. AuBlerdem induzierte 71
keine MLS;-Resistenz.

Die systematische Erforschung der SAR des Ketolid-
Gertists brachte verschiedene neue Ketolid-Serien mit po-
tenter Aktivitit und verbessertem pharmakokinetischem
Profil hervor:**2¥"l Der Austausch von L-Cladinose gegen
eine C3-Carbonylgruppe erhohte die Wirksamkeit gegeniiber
Stimmen, deren Resistenz auf Mef-vermitteltem Efflux oder
auf Erm-Methyltransferase beruhte. Der Einbau eines Fluor-
atoms an C2 verbesserte sowohl die pharmakokinetischen
Eigenschaften als auch die Wirkung. Die Stabilisierung der
Ketolid-Konformation durch eine an C11/C12 anellierte cy-
clische Carbamatgruppe steigerte die Wirkung gegen emp-
findliche und resistente Stimme. Heteroarylgruppen waren —
wegen zusdtzlicher Wechselwirkung und erhohter Affinitédt zu
methylierten Ribosomen — maf3geblich fiir eine bessere Wir-
kung gegen Stimme mit Erm-Methylase-vermittelter Resis-
tenz.”*! Die systematische Variation dieses heterocyclischen
Molekiilteils fiithrte schlielich zu den wegweisenden Ketoli-
den Telithromycin (15, HMR 3647, Sanofi Aventis),?* Ce-
thromycin (72, ABT-773, Abbott)* und etwas spiter zum
6,11-O-verbriickten Oxim-Ketolid EP-013420 (73,
Enanta™").

Als représentatives Beispiel soll die Synthese des Ketolids
Telithromycin (15) dienen, das ausgehend von 6-O-Methyl-
erythromycin (Clarithromycin, 69) in acht Stufen erhalten
wurde (Schema 4):2#2#8.231 Hydrolytische Abspaltung von
L-Cladinose unter sauren Bedingungen und modifizierte
Pfitzner-Moffat-Oxidation™? der Hydroxygruppe an C3
ergab das Ketolid 75. Selektive Mesylierung und Eliminie-
rung fithrte zum Enon 76, und die Reaktion des entspre-
chenden Acylimidazolyl-Derivats 77 mit dem primiren Amin
78 und eine nachfolgende stereoselektive intramolekulare
Michael-Addition ergaben das cyclische Carbamat 15.

Telithromycin (15) kam nacheinander in Europa (2001),
Japan (2003) und in den USA (2004) auf den Markt. Es wurde
als erstes Ketolid fiir die einmal-tdgliche Behandlung von
Atemwegsinfektionen zugelassen (Indikationen: akute Ver-
schlechterung einer chronischen Bronchitis durch S. pneu-
moniae, H. influenzae und M. catarrhalis, akute bakterielle
Sinusitis, leichte bis mittelschwere ambulant erworbene
Lungenentziindung). Eingeschlossen waren auch Infektionen
durch multiresistente S.-pneumoniae-Stamme. Die Entwick-
lung von 72 wurde in der klinischen Phase III eingestellt,
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RU-64004 (71)

Cethromycin (72) EP-013420 (73)

wihrend 73 gegenwirtig bis in die Phase II fortgeschritten ist.
Allerdings wirkt kein Ketolid gegen E. coli und konstitutiv
ML S;g-resistente S.-aureus-Staimme (Tabelle 9).

Die In-vivo-Wirksamkeit von 15 in einem Mausmodell
mit akuter Infektion durch Erythromycin-empfindliche
Gram-positive Kokken war vergleichbar zu 69, bei Infektio-
nen mit Erythromycin-resistenten Stammen jedoch deutlich
iiberlegen (Tabelle 10).

Entscheidend fiir die Akzeptanz der Ketolide wird sein,
inwieweit sie sich von den etablierten Antibiotika-Klassen,
die gegenwirtig das RTI-Segment beherrschen (Makrolide,
Fluorchinolone, (3-Lactame), abgrenzen lassen. Zulassungen
fiir den pédiatrischen Bereich und die Entwicklung parente-
raler Darreichungsformen konnten ihr vielversprechendes
Marktpotenzial noch vergroBern.”

Die Makrolid-Antibiotika sind ein hervorragendes Bei-
spiel dafiir, dass auch ,alte Wirkstoffklassen nicht voll-
kommen erforscht sind und immer noch das Potenzial fiir
neue Therapeutika in sich tragen. Im Fall der Makrolide
filhrten die Betrachtung einer alten Klasse unter neuen Ge-
sichtspunkten und die Bereitschaft, Lehrbuch-SAR infrage zu
stellen (Abspaltung der Cladinose), zur Entdeckung der
wichtigen Unterklasse der Ketolide.

9. Lincosamide

Lincomycin (16) und das verwandte semisynthetische
Clindamycin (79) wurden 1960 und 1969 als orale Antibiotika
in die klinische Praxis eingefiihrt.”™ Eine Zulassung fiir die
parenterale Anwendung folgte kurze Zeit spiter. Diese nie-
dermolekularen Antibiotika haben ein mit den Makroliden
vergleichbares Spektrum: Sie sind aktiv gegen die meisten
Gram-positiven Organismen und Anaerobier, nicht aber
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gegen Gram-negative Bakterien und Enterokok-
ken.” Die Verwendung von Lincomycin (16) und
Clindamycin (79) hat nach einer Zeit intensiven
Einsatzes bei schwerer Staphylokokken-Sepsis,
Anaerobier-Infektionen und — in Kombination mit
anderen Antibiotika — bei schwerer intraabdomi-
naler oder opportunistischer Sepsis stark abge-
nommen.” Heute werden beide Medikamente
fast nur noch topisch angewendet. Der Abstieg
dieser ehemaligen Ersttherapie-Antibiotika zu
Nischenprodukten lésst sich zuriickfithren auf ihr
begrenztes antibakterielles Spektrum, Resistenz-
entwicklung und ganz besonders auf eine schwere
Nebenwirkung dieser Klasse, den Ausbruch pseu-
domembraner Colitis.”" Der Erreger dieser un-
angenehmen Nebenwirkung, Clostridium difficile,
wird nicht vom antibakteriellen Spektrum der
Lincosamide abgedeckt. Diese Liicke mit einem
neuen Lincosamid zu schlieBen wire ein enormer
Fortschritt.

Clarithromycin (69)

75
N
|
78 N~ NH,
g
—_— Telithromycin (15)

77

Schema 4. Semisynthese von Telithromycin (15) aus Clarithromycin
(69).24>248.2) Reagentien und Bedingungen: a) 1. 12N HCl, H,0, 2 h,
RT; 2. NH,OH, pH 8, 76%,; b) Ac,0, K,CO;, Aceton, 20 h, RT, 82%;

c) EDC-HCI, DMSO, CH,Cl,, Pyridiniumtrifluoracetat, 4 h, RT, 90%;

d) Ms,0O, Pyridin, 5 h, RT, 79%; e) DBU, Aceton, 20 h, RT, 88%; f) 1.
NaH, DMF, CDI, —10°C, 1 h; 2. H,0, 0°C, 67 %,; g) 78, CH;CN, H,0,
60°C, 50%.
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Tabelle 9: Antibakterielle In-vitro-Aktivititen des Makrolids Clarithromycin (69) und des Ketolids Teli-

thromycin (15), MHK [ugmL™"].2

Angewandte

war jedoch eine zwei- (p.o.) bzw.
dreimalige tégliche Dosierung (i.v.)

S. aureus®  S. aureus®  S. aureus®  S. pneum.® S pneum®  S. pneum™  H.infl. nOtig. Entsprechend wiéren neue
69 03 40 40 0.04 40 40 5 Lincosamide &duBlerst Wu.nscl.lens-
15 0.04 0.08 40 0.02 0.02 015 12 wert, deren pharmakokinetische

[a] Erythromycin-empfindlich. [b] Induzierbar Erythromycin-resistent. [c] Konstitutiv Erythromycin-re-

sistent.

Tabelle 10: In-vivo-Wirksamkeit des Makrolids Clarithromycin (69) und des Ketolids Telithromycin (15),

EDy, [mgkg ]2

Eigenschaften eine Behandlung mit
einer tédglichen Dosis ermoglichen
wiirden.

Lincosamide entfalten ihre an-
tibiotische Wirkung, indem sie an
bakterielle Ribosomen binden und

S. aureus™  S. aureus®™  S. aureus?  S. pneum.® S pneum® S pneum?  H.infl.  die Proteinbiosynthese hemmen.
69 6 55 n.b.d 75 <50 <50 120 Makrolide, Lincosamide  und
15 10 4.5 n.b. 1 4 0.15 57 Streptogramin-B-artige Antibiotika

[a] Erythromycin-empfindlich. [b] Induzierbar Erythromycin-resistent. [c] Konstitutiv Erythromycin-re-

sistent. [d] n.b. = nicht geprift.

Clindamyein (79)7-%¥ ist ein semisynthetisches Derivat
des Naturstoffs Lincomycin (16), der durch Fermentation von
Streptomyces lincolnensis erhalten wird (Schema 5).*! Bei

OH OH

Lincomycin (16) Clindamycin (79)

Schema 5. Synthese von Clindamycin (79) aus natiirlichem Lincomycin
(16).7%% Reagentien und Bedingungen: a) N-Chlorsuccinimid, PPh;,
THF, Riickfluss, 18 h, 84 %.

dieser bemerkenswerten Umwandlung wird ein sekundirer
Alkohol selektiv in Gegenwart von drei weiteren Alkohol-
funktionen umgesetzt. Die selektive Modifizierung poly-
funktioneller Naturstoffe zur Generierung von SAR-Daten
ist ein wichtiges Verfahren der chemischen Post-Evolution.
Bei vergleichbarem, vorteilhaftem Nebenwirkungsprofil,
wirkt 79 ungefidhr ungeféhr zwei- bis vierfach wirkstérker als
sein Vorliufer 16 (Tabelle 11)."

Beide Medikamente wiesen im Tierversuch und am
Menschen giinstige pharmakokinetische Eigenschaften
auf.?*>2%3] Sje waren hervorragend bioverfiigbar und gelang-
ten gut in das Zielgewebe. Thre Loslichkeit und Stabilitét in
Losung ermoglichten sowohl orale als auch parenterale An-
wendungen. Wegen der relativ kurzen Halbwertszeit (2-4 h)

Tabelle 11: Antibakterielle In-vitro-Aktivititen von Lincomycin (16) und
Clindamycin (79), MHK [ug mL™].

Organismus Lincomycin (16) Clindamycin (79)
S. aureus 0.5 0.125

S. hemolyticus 0.25 0.125

S. viridans 0.25 0.064

B. subtilis 32 1

E. coli 1000 64

K. pneumoniae 125 8
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binden an nahe beieinander lie-
gende Stellen der 50S-Untereinheit
der Ribosomen. Rontgenstruktur-
analysen fiir Komplexe des bakte-
riellen Ribosoms mit Antibiotika dieser Klassen liegen
vor.P*2%1 Da 79 und die Makrolide dhnlich binden, ist es
wenig iiberraschend, dass beide Klassen auch eine ver-
gleichbare Resistenz verursachen. Allerdings erfolgt die Re-
sistenzentwicklung fiir 79 langsamer als fiir Erythromycin.
Resistenzen bilden sich hauptsidchlich durch Methylierung
der 23S-ribosomalen RNA an der Position A2058 durch die
Erm-Methyltransferase, wodurch die Bindungsaffinitit der
Lincosamide und Makrolide zu ihrem ribosomalen Target
deutlich reduziert wird. In Analogie zu den Ketoliden lésst
sich spekulieren, dass eine Resistenzentwicklung durch Lin-
cosamid-Derivate mit leicht verdndertem Bindungsmodus
ebenfalls iberwunden werden konnte. Die Suche nach Lin-
cosamiden der zweiten Generation mit erweitertem Spek-
trum  (Enterokokken, MRSA, Clindamycin-resistente
Stimme), verbessertem Nebenwirkungsprofil (Wirkung
gegen C. difficile, um eine Colitis zu vermeiden) und ver-
besserter Pharmakokinetik (eine tdgliche Dosis) bleibt ein
lohnendes Ziel.

Das semisynthetische Pirlimycin (84, Schema 6) wurde bei
Upjohn durch substituierende Derivatisierung hergestellt??*!
und weist bereits einige der gewiinschten Eigenschaften auf.
Nach intraperitonealer Gabe war die letale Dosis LDs fiir 84
in Mausen mit 600 mgkg ™' deutlich hoher als fiir Clindamycin
(300 mgkg ™). Zusitzlich konnte das pharmakokinetische
Verhalten durch Strukturdnderungen in 84, nach Entfernen
der metabolisch labilen N-Methyl-Gruppe in 79, signifikant
verbessert werden (hohere Plasmaspiegel und verldngerte
Halbwertszeit). Obwohl 79 und 84 ein nahezu identisches
antibakterielles Spektrum aufwiesen, wirkte 84 wegen seiner
giinstigeren pharmakokinetischen Eigenschaften 2- bis 20-
fach stiarker in verschiedenen priklinischen Infektionsmo-
dellen.”* Wie alle Lincosamide war jedoch auch Pirlimycin
(84) inaktiv gegen Enterokokken. 84 zeigte weder verbesserte
Resistenzentwicklung noch Aktivitéit gegen bereits resistente
Stimme (Tabelle 12).”*") Wegen diesen Einschrinkungen war
ein Einsatz von Pirlimycin (84) am Menschen nicht zu
rechtfertigen. Es wurde fiir die Veterindrmedizin zugelassen.

In der Literatur finden sich zahlreiche Methoden fiir die
semisynthetische Modifikation von Lincomycin (16) und
Clindamycin (79)%! Sie werden erginzt durch Verfahren, die
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Schema 6. Upjohns Synthese von Pirlimycin (84) durch substituieren-
de Derivatisierung. Reagentien und Bedingungen: a) Chlorameisensiu-
reisobutylester, Et;N, CH;CN, 10°C, 1 h; b) 81, Aceton, H,0O, 25°C,

18 h; ¢) MeOH, H,0, 1~ HCl, PtO,, H, (50 psi), 25°C, 18 h; Trennung
der Diastereomere, 40% 84.

O_.\SMe
OH
2

O~_.\SMe

“OH
OH

Pirlimycin (84)

Tabelle 12: Antibakterielle In-vitro-Aktivitaten von Clindamycin (79) und
Pirlimycin (84), MHKgo [ugmL™"].

Organismus Clindamycin (79) Pirlimycin (84)
S. aureus® 0.125 0.5

S. aureus® >16 >16

S. pyogenes 0.06 0.5

S. pneumonige! 0.25 0.5

S. pneumoniae® 16 >16

S. viridans 0.06 0.5

[a] MSSA,  Methicillin-empfindlich.  [b] MRSA, Methicillin-resistent.
[c] PSPP, Penicillin-empfindlich. [d] PRSP, Penicillin-resistent.

wihrend der Totalsynthese der Naturstoffe entwickelt
wurden.”® Doch erst ein Forschungsprogramm von Vicuron
zur Suche nach Lincosamiden der zweiten Generation fiihrte
zu deutlich verbesserten Derivaten. Die Substitution der
Hydroxyfunktion an C7 durch eine Methylgruppe in Ver-
bindung mit neuen Amidgruppen lieferte VIC-105404 (90)>"
und VIC-105555 (17),”""! das schnell bis in die priiklinische
Entwicklung vorangetrieben wurde.

7-Methylthiolincosamin (87) wurde ausgehend von 16 in
acht Stufen hergestellt (Schema 7). Hydrazinolyse der
Amidbindung, Swern-Oxidation, Wittig-Olefinierung und
katalytische Reduktion der Methyleneinheit waren die
Schliisselschritte dieser Reaktionssequenz. Die Kupplung von
87 mit dem Prolin-Derivat 88, gefolgt von Boc-Abspaltung
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T™SO,,

abc  BocHNY O SMe g e

Lincomycin (16)
T™MSO “OTMS
OTMS
85
7
L0 . SM "
BocHN" wSMe g h N N O SMe
e
TMSO “OTMS HO “OH
OTMS OH
86 87

Schema 7. Synthese von 7-Methylthiolincosamin (87). Reagentien und
Bedingungen: a) N,H,-H,O; b) (Boc),0O, Et;N, MeOH; c) BSTFA, Et;N,
DMF; d) DMSO, (COCl),, Et;N, CH,Cl,, —70——40°C;

e) PPh;Me"Br~, tBuOK; f) Dowex H*, MeOH; g) H, (65 psi), Pd/C;

h) TFA/H,O (9:1).

und N-Alkylierung von 89 mit Oxiran ergab VIC-105404 (90).
Eine #dhnliche Reaktionssequenz fiihrte zu VIC-105555 (17,
Schema 8).

Boc
N aCOH
88 0
H ,\\\”\N\\ O-_.\SMe
a b H
8 —— HO "/OH

Boc
WCOH OH

|
N
Q 89
z d e
Cc
o l
HO

Ho9 8 O
N \\\”\ . N ,\\\”\ A

O-_.\SMe W\SMe

0
. H .
HO' “OH HO' “'OH
OH OH
VIC-105555 (17) VIC-105404 (90)

Schema 8. Vicurons Synthese von VIC-105555 (17) und VIC-105404
(90) aus 7-Methylthiolincosamin (87). Reagentien und Bedingungen:
a) 88, HBTU, Et;N; b) TFA/H,0 (9:1); c) Oxiran, Et;N; d) 91, HBTU,
Et,N; e) TFA/H,O (9:1).

Verbindung 17 war in vitro aktiver als Clindamycin (79)
gegen Enterokokken und ausgewihlte Anaerobier, insbe-
sondere C. difficile (Tabelle 13),""?"" und zeigte in systemi-
schen Infektionsmodellen eine iiberlegene Wirksam-
Kkeit 2732751

VIC-105555 (17) hatte in Ratten eine ldngere Halb-
wertszeit (3.72 bzw. 1.10 h), ein groBeres Verteilungsvolumen
(10.7 bzw. 4.54 Lkg™') und eine geringere Ausscheidungsrate
(2.39 bzw. 446 Lh~'kg™") als 79. In den Lebermikrosomen
verschiedener Spezies war 17 stabil und wies eine geringere

Angew. Chem. 2006, 118, 5194 — 5254



Antibiotika

Tabelle 13: Antibakterielle In-vitro-Aktivitaten von Clindamycin (79) und
VIC-105555 (17), MHK [ugmL™"].”"4

Organismus Clindamycin (79) VIC-105555 (17)
S. pneumoniae <0.25 <0.016-0.03

S. aureus <0.06-0.12 0.12-0.5

E. faecium 0.12 bis >8 0.12 bis >32
E. faecalis 8 bis >8 0.5-1

B. fragilis 0.5-2 0.25-2

C. difficile 2-16 0.12-1

Serumbindung als 79 auf. Daten aus Tierversuchen und allo-
metrische Hochrechnungen sagten fiir den Menschen ein
vorteilhaftes pharmakokinetisches Profil voraus, das eventu-
ell sogar eine Anwendung mit einer téglichen Dosis erlauben
wiirde.”® Trotz dhnlicher Struktur, vergleichbarem In-vitro-
Profil und identischem Bindungsmodus wie Clindamycin
(79)?7" schien es nicht moglich, gegen 17 resistente Mutanten
von E. faecalis zu erzeugen. Mutanten mit einer A2058-Mu-
tation durch Methylierung der 23S-rRNA (Erm-Methyl-
transferase) waren jedoch weiterhin resistent gegen 17
(MHK > 256 ugmL ™).

Es wird spannend werden, ob sich die mit VIC-105555
(17) in vitro und in vivo erzielten Verbesserungen in einen
klinischen Vorteil iibersetzen lassen. In jedem Fall sollten
Lincosamide der zweiten Generation eine erfolgreiche Be-
handlung von Enterokokken-Infektionen ermoglichen und
ein verbessertes Nebenwirkungsprofil aufweisen.

10. Furanomycin, eine Leitstruktur mit ungeniigen-
dem Potenzial

Mit einem Molekulargewicht von 157 gmol " zihlt L-(4)-
Furanomycin (92) zu den kleinsten antibakteriellen Natur-
stoffen. Diese ungewohnliche a-Aminosdure, die in mikro-
molarer Konzentration antibakteriell gegen M. tuberculosis,
E. coli, B. subtilis und einige Shigella- und Salmonella-Spezies
wirkt, wurde 1967 von Katagiri et al. aus der Kulturbriihe von
Streptomyces threomyceticus L-803 (ATCC 15795) isoliert.””
Die ihr zunichst zugewiesene Absolutkonfiguration wurde
spiter mithilfe von Synthesen (ausgehend von D-Glucose )"
und durch eine Rontgenstrukturanalyse des N-Acetyl-Deri-
vatsi®! revidiert und eindeutig auf (+)-(aS,2R,5S) festgelegt.

Markierungsexperimente lieBen erkennen, dass die Bio-
synthese von Furanomycin iiber einen Polyketidpfad erfolgt
und von zwei Acetat-Einheiten und einer Propionat-Einheit
ausgeht.”” Wie bei den Polyether-Antibiotika stammt das
Sauerstoffatom des cyclischen Ethers auch hier aus moleku-
larem Sauerstoff, der iiber Epoxidierung und intramolekulare
Epoxidoffnung eingefiihrt wird.”®* Furanomycin wird von
Isoleucyl-Aminoacyl-tRNA-Synthetase als Substrat akzep-
tiert. Da seine Aktivitit auf einer Verwechslung mit Isoleucin
wihrend der bakteriellen Proteinsynthese (Translation)
beruht,”®! wird die antibakterielle Wirkung von 92 von Iso-
leucin antagonisiert.”””! Zwar behindert Furanomycin die
Bildung von Isoleucyl-tRNA in E. coli, doch es hat keinen
Einfluss auf andere Aminoacyl-tRNAs.*!  Aminoacyl-
tRNA-Synthetasen werden von allen lebenden Organismen
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benotigt??* und haben erhebliches Interesse als neue Targets
in der bakteriellen Proteinsynthese hervorgerufen.”! In der
Literatur gab es fiir 92 keinerlei Hinweise auf In-vivo-Wirk-
samkeit, doch Pseudomonsiure,”® ein vermarktetes Anti-
biotikum mit einem dhnlichen Wirkmechanismus, lieB3 ver-
muten, dass eine In-vivo-Wirkung prinzipiell moglich sein
sollte. Zusitzlich zu antibakterieller Wirkung in vitro und in
vivo®! war 92 auch durch arzneimittelihnliche Eigenschaf-
ten®"! wie Polaritt, ausreichende Loslichkeit und eine miBig
komplexe Struktur interessant. Mehrere Synthesen fiir 92
sind ausgearbeitet worden, einige davon umfassen bis zu 20
Stufen. Bei vielen dienten Zucker wie p-Glucose,”! p-
Ribose,”!! p-Glucosamin,?? L-Xylose™? oder p-Manni-
tol®¥ als chirale Ausgangsverbindungen, andere setzten Di-
methyl-L-tartrat,”!  Serin®®  Glycin®”  oder Fura-
nel802850.2%1 ein - Synthesen aus Aminosduren waren hin-
sichtlich einer raschen Auswertung der SAR besonders vor-
teilhaft, da sie mit nur sechs bis sieben Stufen kurz und fle-
xibel genug waren, verschiedene Isomere von 92 und nahe
verwandte Verbindungen schnell in die Hand zu bekommen.

| ) E/ ) 9 /g\o
H,N CO,H H,N CO,H H,N CO,H H,N CO,H
Furanomycin (92) rac-93 rac-94 rac-95
/ O / (o] / (o}
/,,l'
H,N COH H,N CO,H H,N CO,H
rac-96 rac-97 98

SN \‘\\ S\\
) EO 9
CO,H H,N CO,H H,N CO,H

99 100 101

Zuerst war es wichtig herauszufinden, welche Struktur-
elemente entscheidend fiir die Wirkung von Furanomycin
waren und welche weggelassen oder modifiziert werden
konnten. Da auch fiir Norfuranomycin iiber eine antibakte-
rielle Wirkung (MHK) gegen einige Gram-negative Bakteri-
en berichtet wurde,™ wurden einfache Zuginge zu Deriva-
ten von 92 entworfen. Um mdoglichst rasch einen Einblick in
die SAR zu gewinnen, wurde der Diastereoselektivitit
hohere Prioritédt eingerdumt als der Kontrolle der Absolut-
konfiguration. Zur Konstruktion des Dihydrofuranrings
wurde eine Ringschlussmetathese ins Auge gefasst. Die er-
forderliche Vorstufe 104 war durch Aldoladdition eines a,f3-
ungesittigten Aldehyds an den Glycinester 102 zur B-Hy-
droxyaminosdure 103 und anschlieBende O-Allylierung zu-
ginglich (Schema 9).%7!

Danach wurden die Auswirkungen einer Methylsubstitu-
tion an verschiedenen Positionen des Grundgeriists unter-
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Schema 9. Kazmaiers Synthese von Norfuranomycin durch Ring-
schlussmetathese.””! Reagentien und Bedingungen: a) 1. 2.5 Aquiv.
LDA, THF, —78°C; 2. 1.5 Aquiv. TiCl(OiPr);; b) 3 Aquiv. Methacro-
lein, THF, —78°C, 3 h, 85%; c) 1.5 Aquiv. Allyl(ethyl)carbonat,

COH H,N" ~CO,H

rac-106

2.5 Mol-% [{(Allyl)PdCI},], 11 Mol-% PPh; THF, 50°C, 3 d, 55%;
d) 2.5 Mol-% [(Cy;P),Cl,RU=CHPh], CH,Cl,, 40°C, 16 h, 94%; €) 4m
HCl/Dioxan, 4 h, 0°C, 34%; f) H,, Pd/C, CH;OH, 12 h, RT, 88%.
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sucht. Der Basissatz von Strukturen zur Untersuchung der
SAR wurde noch ergénzt durch das aS,2R,5R-Diastereomer
5'-epi-Furanomycin (98), 5'-Methylfuranomycin (99), L-(+)-
Dihydrofuranomycin (100) und 101, das Carba-Analogon des
natiirlichen Antibiotikums. Diese Derivate wurden durch 1,3-
dipolare Cycloaddition des chiralen Glycin-Aquivalents
Glyceronitriloxid®® an 2-Methylfuran®***! oder Cyclopen-
tadien erhalten (Schema 10).5%

Leider waren die Anforderungen von Isoleucyl-Amino-
acyl-tRNA-Synthetase an die Struktur Furanomycin-dhnli-
cher Substrate relativ strikt. Daraus ergab sich eine sehr enge
SAR, und alle synthetischen Isomere des natiirlichen Anti-
biotikums und alle nahe verwandten Verbindungen zeigten
entweder keine oder deutlich schlechtere MHK gegen aus-
gewdhlte Gram-positive und Gram-negative Wildtyp-Bakte-
rien (einschlieBlich S. aureus und E. coli). Nur L-(4)-Dihy-
drofuranomycin (100) war grenzwertig aktiv gegen S. aureus
(MHK 32-64 uygmL™), und das chirale Carba-Analogon 101
wirkte schwach gegen einen Effluxpumpen-defizienten E. coli
(MHK 4 pgmL ™). Insgesamt war Furanomycin daher keine
brauchbare Leitstruktur fiir ein antibakterielles Forschungs-
programm.

11. Pyrrolidindion-Antibiotika

Das natiirliche Peptidantibiotikum Andrimid (113) wurde
erstmals 1987 durch Komura und Mitarbeiter aus Kulturen
eines Symbionten der Braunen Zwergzikade (Nilaparvata

lugens) isoliert.*™ Einige Jahre spiter folgte die Entdeckung
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Schema 10. )igers Synthese des chiralen Carba-Analogons 101 von natiirlichem L-
(+)-Furanomycin (92).F%" Reagentien und Bedingungen: a) 1.2. Aquiv. NEt;, Et,0;
b) 1. 3% TFA, MeOH, H,O; 2. BnBr, NaH; c) 1. LiAlH,, Et,O; 2. Boc,0, Dioxan,
H,O; d) Ac,0, DMAP, Pyridin; e) MeMgBr, CuCN, Et,0, —20°C; f) Na, NH;(fl.),
THF —78°C; g) Pb(OAc),, CH,Cl,, —20°C; h) 1. NaClO,, CH,CN, tBuOH, H,0, 2-
Methyl-2-buten, NaH,PO,, —20°C; 2. CH,N,, Et,0; i) 1. 90% TFA; 2. NaOH,
NaHCO;, H,0, THF.

von 113 und verwandter Metabolite, der Moiramide A-C in
Isolaten des marinen Pseudomonas fluorescens aus einer
Tunikate (Moira Sound, Prince of Wales Island, Alaska).*"

o,

2,

/\/{/\/]JOJ\ :\)l\ "
T N
n ” N 0
Andrimid, n =2 (113)
Moiramid B, n=1 (18)

Die Struktur dieser Metaboliten wurde spektroskopisch
aufgeklart.”™*"! Sie besteht aus einer linearen Anordnung
von vier charakteristischen Elementen: einer Pyrrolidindion-
Kopfgruppe, einem von Valin abgeleiteten 3-Ketoamid, einer
S-pB-Phenylalanin-Einheit und einer N-terminal angekniipf-
ten, mehrfach ungesittigten Fettsdure. Experimente mit iso-
topenmarkierten Substraten belegten, dass die Biosynthese
des wichtigen rechten Teils der Naturstoffe von Valin, Glycin
und einer Acetateinheit ausgeht.”™**! Die Metaboliten 113
und 18 zeigten in vitro eine gute antibakterielle Aktivitét
gegen MRSA-Stamme. Verschiedene diastereoselektive und
asymmetrische Totalsynthesen ermoglichten einen raschen
Zugang zu 113 und 18.0"%1 Diese Synthesemethoden
wurden auch von uns fiir Strukturmodifikationen herange-
zogen, um die Eignung dieser Antibiotika als Leitstrukturen
zu bewerten.[ %3]

Vor dem Beginn einer medizinisch-chemischen Optimie-
rung stand jedoch die Frage, ob die Wirkung der Pyrrolidin-
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dion-Antibiotika durch einen fiir Bakterien essenziellen
Mechanismus zustande kam. Erste Experimente reprodu-
zierten zwar die antibakterielle Wirkung von 113 und 18, ein
beschriebener Effekt auf die RNA-Synthese! konnte hin-
gegen durch Metaboliten-Einbaustudien nicht bestdtigt
werden.P”3% Die Anwendung verschiedener Reversed-Ge-
nomics-Techniken (Abschnitt 5.4) fiihrte schlieBlich zur
Identifizierung des molekularen Targets: 3?31 Pyrrolidin-
dion-Antibiotika hemmen den ersten Schritt der bakteriellen
Fettsdurebiosynthese, der durch die Carboxyltransferase-
Untereinheit des multimeren bakteriellen Enzyms Acetyl-
CoA-Carboxylase katalysiert wird.”*

Fiir die meisten Organismen ist die Fettsdurebiosynthese
ein lebenswichtiger Stoffwechselprozess, doch die Biosyn-
thesewege von Bakterien®? und Saugern®" unterscheiden
sich erheblich. Acetyl-CoA-Carboxylase ist unerlésslich fiir
das mikrobielle Wachstum und daher zwischen verschiedenen
Bakterienstimmen stark konserviert.”'” Potente Inhibitoren
der bakteriellen Acetyl-CoA-Carboxylase waren nicht be-
kannt, und das Enzym schien wegen seiner essenziellen
Funktion und seiner Konserviertheit in Gram-positiven und
Gram-negativen Bakterien ein vielversprechendes Target fiir
ein Breitspektrum-Antibiotikum zu sein. Auflerdem wurde
fir die Pyrrolidinon-Antibiotika 113 und 18 eine geringe
Resistenzinduktion und eine niedrige spontane Resistenzrate
beobachtet, was sie als Leitstrukturen noch interessanter
machte. Dennoch waren beide Naturstoffe noch weit davon
entfernt, selbst als Medikamente in Betracht zu kommen.
Eine ganze Reihe von Parametern wie Wirkstirke, chemische
und metabolische Stabilitit, Loslichkeit und die Wechselwir-
kung mit anderen Medikamenten musste durch eine medizi-
nisch-chemische Optimierung verbessert werden.

Die neuen Pyrrolidindione wurden in Anlehnung an be-
schriebene Synthesen hergestellt (Schema 11).5%3%! Methyl-
bernsteinsdureanhydrid (115) wurde durch Dehydratisierung
von (S)-(—)-Methylbernsteinsdure (114) mit Acetylchlorid
erhalten und dann mit O-Benzylhydroxylamin in Gegenwart
von N,N'-Carbonyldiimidazol (CDI) zu (S)-2-Methyl-(/N-
benzyloxy)succinimid (116) umgesetzt. N-Boc-geschiitztes
(2S)-Cyclopentylglycin, hergestellt nach der Methode von
Andersson et al.,*' wurde mit CDI in THF aktiviert, das
entstandene Zwischenprodukt wurde mit 116 versetzt und bei
tiefer Temperatur langsam in eine THF-Losung von Lithi-
umhexamethyldisilazid (LIHMDS) getropft, um das -Keto-
amid 118 zu erhalten. Unter den Bedingungen entstand aus
einer Mischung der cis-, trans- und Enolform bevorzugt trans-
118. Hydrogenolyse der N-Benzyloxy-Schutzgruppe und Be-
handlung des N-Hydroxy-Intermediats mit 2’-Bromaceto-
phenon und Triethylamin ergab das Acylsuccinimid 119.5%)
Die Abspaltung der Boc-Schutzgruppe unter sauren Bedin-
gungen fiihrte zum primidren Amin 120, das dann durch
Standard-Amidkupplung mit N-Acyl-(S)-f-phenylalanin
(121) in das Pyrrolidindion-Antibiotikum 19 tiberfiihrt wurde.
Alternativ lieBen sich 19 und seine Derivate ausgehend von
120 auch schrittweise herstellen (Gesamtausbeute etwa
60%), und zwar durch Kupplung von 120 mit N-Boc-(S)-f3-
Phenylalanin, Abspaltung der Boc-Schutzgruppe und Kupp-
lung des freien primdren Amins mit dem entsprechenden
Zimtsdure-Derivat nach einem  Standardverfahren.
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Schema 11. Synthesemethoden zur Einfiihrung von Strukturvariationen
und Etablierung der SAR der Pyrrolidindion-Antibiotika.’*! Reagentien
und Bedingungen: a) CH;COCI, 4 h, 60°C, 98 %; b) O-Benzylhydroxyl-
amin, CDI, CH,Cl,, 12 h, RT, 88%; c) 1. N-Boc-(2S)-Cyclopentylglycin
(117), CDI, THF; 2. LIHMDS, THF, 15 Min., —65°C; 3. konz. wissr.
NH,Cl, —65°C—RT, 40%; d) H,, Pd/C (10%), EtOH, 1 h, RT; ¢) 2"
Bromacetophenon, Et;N, kat. DMAP, CH;CN, 20 h, RT; f) 4~ HCl in
1,4-Dioxan, 2 h, RT, 95%; g) HATU, iPr,EtN, CH,Cl,, DMF, 10 h, 0°C—
RT, 66 %.

Formal kann 19 als ein zweifach dekoriertes Produkt des
Naturstoffs 18 betrachtet werden.

Uber diese Route und auch durch Festphasensynthese
ausgehend von polymergebundenem (S)-B-Phenylalanin
wurde eine Vielzahl von Pyrrolidindion-Antibiotika herge-
stellt.”%37 Breite Strukturvariationen im Fettsiureteil be-
eintrachtigen die Aktivitdit am molekularen Target nicht zu
sehr. Sowohl mit lipophilen als auch mit polaren Seitenketten
blieben die inhibitorischen Konzentrationen (ICs,) gegeniiber
Acetyl-CoA-Carboxylase aus E. coli und S. aureus in der
Regel im nanomolaren Bereich (Tabelle 14).

Folglich war die Seitenkette nicht an entscheidenden
Wechselwirkungen mit dem Target beteiligt, sodass sie fiir die
Feineinstellung des physikochemischen Substanzprofils ge-
nutzt werden konnte. Andererseits hatte sie einen signifi-
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Tabelle 14: Inhibition (ICs, [nM]) von Carboxytransferase (AccAD-Unter-
einheiten) und antibakterielle In-vitro-Aktivitat (MHK [ugmL™"]) ver-
schiedener Pyrrolidindion-Antibiotika.

ICsp MHK
E. coli S. aureus E. col® E.col® S. aureus S. pneum.
113 13 305 32 > 64 8 8
18 6 96 4 32 8 32
19 4 44 1 32 0.03 1
122 2 317 > 64 > 64 > 64 > 64
123 37 540 > 64 > 64 2 16
124 25 211 16 > 64 16 > 64
126 2 33 0.5 16 0.01 0.25

[a] Effluxpumpen-Deletionsmutante. [b] Wildtyp.

kanten Einfluss auf die antibakterielle Aktivitit (MHK). Der
Vergleich der Derivate 122 und 123 zeigte, dass 122 zwar iiber
eine hervorragende Targetaktivitdt und eine fiir die Loslich-
keit vorteilhafte polare Seitenketten verfiigte, offensichtlich
war aber eine hinreichende Lipophilie entscheidend fiir das
Durchdringen der bakteriellen Zellwand, und damit fiir einen
guten MHK-Wert. Substitution des (S)-f-Phenylalaninrests
durch nichtaromatische f-Aminosduren fithrte zum Verlust
der Aktivitdt. Andererseits konnte die antibakterielle Akti-
vitdt durch Variationen im p-Ketoamid-Motiv deutlich ver-
bessert werden (Austausch von (S)-Valin gegen (25)-Cyclo-
pentylglycin). Aromatische Aminosduren an dieser Stelle
fithrten hingegen zum vollstindigen Wirkverlust.

Da die Pyrrolidindion-Kopfgruppe sehr empfindlich auf
Strukturvariationen reagierte, vermuteten wir, dass dieser
Molekiilteil den Ubergangszustand der Carboxyltransferase-
Reaktion nachahmte. So war das N-Methyl-Derivat 124 be-
reits zwei- bis vierfach wirkschwicher als Moiramid B (18),
wihrend mit dem entsprechenden Hydrazid das Wirkniveau
des Naturstoffs gehalten werden konnte. Das Piperidon 125
erwies sich als vollig inaktiv. Diese Studien belegten die Be-
deutung des 4-S-Methylsubstituenten in der Kopfgruppe fiir
eine effiziente Wechselwirkung mit dem Target.F" Hinrei-
chende Wasserléslichkeit (>5 gL™"), eine Grundvorausset-
zung fiir die parenterale Anwendung, wurde mit dem ent-
sprechenden Pyrrolidindion-Natriumsalz 19a erzielt, das
dann in Infektionsmodellen an Mé4usen zum FEinsatz kam.
Alle Méuse (ED,) iiberlebten eine letale S.-aureus-Infektion
nach parenteraler Gabe einer einzigen Dosis von 50 mgkg ™'
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192 oder 25 mgkg ! 126.°" So gelang mit den Pyrrolidindi-
on-Derivaten 19 und 126, die beide ohne besonderen Auf-
wand im Multigramm-Mafstab herzustellen waren, die Ver-
besserung von mehreren kritischen Eigenschaften der Nat-
urstoffe 113 und 18. Systematische SAR-Untersuchungen
sollten eine weitere Verbesserung der antibakteriellen Akti-
vitdt und eine vollstindige Bewertung des Potenzials dieser
vielversprechenden Leitstrukturklasse ermoglichen.

12. Tetrahydropyrimidinon-Antibiotika

Eine strukturell einzigartige Gruppe neuer Antibiotika
wurde aus mehreren Flexibacter-Spezies isoliert, die in Bo-
denproben aus der Bergregion Nachi (Prafektur Wakayama,
Japan) gefunden wurden. Die chemische Struktur dieser
neuen Antibiotika wurde von Wissenschaftlern der Firma
Takeda in einer Patentanmeldung beschrieben®” und im
Jahre 1993 als TAN-1057A-D (127-130) bezeichnet.P'®! Die
epimeren Tetrahydropyrimidinon-Antibiotika TAN-1057 A/
B (127/128) wurden aus Flexibacter sp. PK-74 isoliert, wo-
hingegen die epimeren Dioxodiazepane TAN-1057C/D (129/
130) aus Flexibacter sp. PK-176 erhalten wurden.

NH I\Ille
M N
NH =
2 O 2y ” NH,

TAN-1057A (5S, 127)
TAN-1057B (5R, 128)

NH
O

HQNJJ\N/\/W
H HNW«{MS
?N—NH

o)

NH
NH
TAN-1057C (2R, 129) N O/>_ 2
TAN-1057D (25, 130)

Die Strukturaufklarung von 127/128 erfolgte durch eine
Kombination von Spektroskopiestudien und Abbaureaktio-
nen, die als Produkte vornehmlich (§)-pf-Homoarginin und o-
N-Methyl-2,3-diaminopropionsédure lieferten. Die Konstitu-
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tion von TAN-1057C/D (129/130) wurde aus spektroskopi-
schen Daten abgeleitet sowie der Beobachtung, dass sich 129
unter basischen Bedingungen schnell in ein Gemisch von 127
und 128 umwandelt. Aufgrund der Instabilitit von 129 und
130 konzentrierten sich Totalsynthese-Ansidtze und medizi-
nisch-chemische Optimierungsversuche auf die Derivate 127
und 128.

Die antibakterielle Aktivitit von TAN-1057A (127)
wurde genau untersucht.®"! Trotz mittelmaBiger MHK gegen
Gram-positive Bakterien wie S. aureus und S. pneumoniae
(6.25-12.5 ygmL~" unter Standardbedingungen) zeigte 127
eine In-vivo-Wirksamkeit in einem S.-aureus-Sepsis-Maus-
modell, die derjenigen von Vancomycin und Imipenem
deutlich tiberlegen war.

Markierungsstudien mit ["“C]Leucin lieBen vermutet, dass
TAN-1057A/B (127/128) die bakterielle Proteinbiosynthese
inhibiert.”" In genaueren Untersuchungen zeigte sich dann,
dass der antibakterielle Effekt durch die Bindung von 127/128
an die 50S-Untereinheit bakterieller Ribosomen zustande
kam,*® und zwar durch eine spezifische Hemmung des
Enzyms Peptidyl-Transferase.®?!) Zum gleichen Ergebnis kam
auch eine Proteomik-Studie unter Verwendung von 13, einem
formalen Abbauprodukt von TAN-1057A,B (127/128) mit
deutlich besserer Vertriglichkeit.'>

Makroskopisch zeigte sich der Effekt des Antibiotikums
13 auf das Wachstum von S. aureus an einer Verdickung und
Schédigung der bakteriellen Zellwand (Abbildung 9). Kon-
kurrenzexperimente mit anderen Antibiotika, die ebenfalls
die Peptidyltransferase hemmen, ergaben fiir 127/128 den
Hinweis auf eine bislang nicht bekannte Bindungsstelle am
Target.®?!! Entsprechend konnte fiir TAN-1057-resistente S.-
aureus-Isolate keine Kreuzresistenz zu anderen Inhibitoren
der bakteriellen Translation nachgewiesen werden.*??! Die
Naturstoffe 127/128 wiesen in zellfreien prokaryotischen und

Abbildung 9. Wirkungsweise von 13 auf S. aureus: Anschwellen und
Beeintrachtigung der bakteriellen Zellwand. Elektronenmikroskopische
Aufnahme a) vor und b) 4 h nach der Behandlung mit 2 pgmL™"' 13.
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eukaryotischen Translationsassays eine vergleichbare, un-
spezifische Inhibitionswirkung auf,*?!! was wahrscheinlich
auch die Ursache fiir ihre ausgeprégte Toxizitdt in Méusen
war (LDs, 50 mgkg™ i.v.).F"® Daher kamen die Naturstoffe
127/128 auf keinen Fall als Kandidaten fiir klinische Studien
in Betracht. Doch ihre hervorragende In-vivo-Wirksamkeit
gegen S. aureus und ihre enorme Wasserloslichkeit, eine
wichtige Vorraussetzung fiir die parenterale Anwendung,
lieBen TAN-1057A,B (127/128) als eine geeignete Leitstruk-
tur erscheinen.

Die Totalsynthese von TAN-1057A/B (127/128) schuf
einen flexiblen Zugang zu Derivaten mit verbesserten FEi-
genschaften. Trotz liberschaubarer Komplexitidt waren bei der
Synthese des Naturstoffs einige Herausforderungen zu meis-
tern: So war die Peptidbindung zwischen (-Homoarginin-
Seitenkette und Pyrimidinon-Heterocyclus wegen geringer
Nucleophilie und sterischer Abschirmung der Aminogruppe
des Bausteins 139 nicht einfach zu kniipfen. Der Heterocyclus
konnte zwar ausgehend von 2,3-Diaminopropionsédure auf-
gebaut werden, doch die hohe Funktionalisierungsdichte
verlangte eine durchdachte Schutzgruppenstrategie und eine
sorgfiltige Wahl der reaktiven Zentren. AuBBerdem war das
Stereozentrum an C5 des Heterocyclus besonders epimeri-
sierungsanfillig. Bereits die Forscher von Takeda hatten be-
obachtet, wie empfindlich die heterocyclische Komponente
auf stark basische und saure Bedingungen reagierte. Deshalb
waren besonders wihrend der letzten Syntheseschritte har-
sche Bedingungen zu vermeiden. Bislang wurden drei Total-
synthesen*>>*! der Diastereomerenmischung TAN-1057A/B
(127/128) und eine stereoselektive Synthese des Diaste-
reomers 127 erfolgreich abgeschlossen.

Die weitgehend lineare Synthese von Williams und Yuan
zu 127/1285%! wurde zuerst veroffentlicht (Schema 12). Um
die kritische Peptidbindungskniipfung zu vereinfachen,
wurde hierbei der dreifach geschiitzte -Homoarginin-Bau-
stein 131 mit dem 2,3-Diaminopropionsédure-Derivat 132 als
offenkettiger Vorstufe des Pyrimidinon-Heterocyclus ver-
kniipft. Nach drei Schutzgruppenmanipulationen folgte die
Anbindung des Isothiuronium-Bausteins 135 an die Carboxy-
Einheit in 134, dann wurde mit der Abspaltung der Boc-
Schutzgruppe der Ringschluss vorbereitet. Im letzten Syn-
theseschritt wurden die vier verbleibenden Z-Schutzgruppen
hydrogenolytisch unter milden Bedingungen abgespalten.
Die lidngste lineare Sequenz umfasste zwolf Schritte, ein-
schlieBlich der fiinfstufigen Synthese von 132 aus L-N-Z-As-
paragin. Urspriinglich war 132 als homochiraler Baustein fiir
eine enantioselektive Synthese eingeplant, was jedoch an
seiner ausgepréigten Epimerisierungstendenz unter verschie-
denen Bedingungen scheiterte. Die bislang einzige Totalsyn-
these von TAN-1057C/D (129/130) gelang ebenfalls Williams
und Yuan.F

Wenig spéter wurde eine konvergentere Synthese von de
Meijere und Belov verdffentlicht (Schema 13).72! Das race-
mische Asparagin-Derivat 137 war durch Michael-Addition
von Methylamin an Maleinimid zuginglich. Nach Schiitzen
der Aminogruppe wurde das 2,3-Diaminopropionsiure-
Motiv iiber eine Hofmann-Umlagerung eingefiihrt. Der He-
terocyclus wurde anschlieBend in einem einzigen Synthese-
schritt unter Verwendung des Isothiuronium-Bausteins 140
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~ H)j\,;/\/Y\COZH + HNW/\

z’NH CO,tBu

NH

a, b, c z
NPhth —> ~
51% H |

131 132

136

f.g l 66%

TAN-1057A/B (127/128)

Schema 12. Synthese von TAN-1057A/B (127/128) nach Williams.?”! Reagentien und Bedingungen:

a) BOPCI, 16 h, 55%; b) CH;NH,, MeOH, 5 Min.; c) TFA/Anisol 25:1, 0°C—RT, 1 h, 93% (zwei Stufen);
d) Boc,O, Et;N, Wasser/Dioxan 1:1, 16 h; e) EDC, DMAP, CH,Cl,, 16 h, 52%; f) TFA/Anisol 10:1, 15 min,
Eindampfen; dann NEt;, THF, 10 min, 67%; g) PdCl,, H,, MeOH/CH,Cl, 2:1, 99%.

e o
HN a, b, c _N de
CONH, ———> Z NH,*HCI
COM 63% CO,Me 67%
137 138
l\llle
HN e fg
I\)Nj )o]\ > TAN-1057A/B (127/128)
~ 0,
PN N ONH, 2%
H
139
/ﬁL NHHI NH Q
Z
HaN" N sMe N 'ﬂ/\/ﬁ
_NH N
z 2 NH 2
140 141

Schema 13. De Meijeres Synthese von TAN-1057A/B (127/128).5%4
Reagentien und Bedingungen: a) PhCH,OCOCI, wissr. NaOH, 3 h,

88%,; b) Phl(OCOCF;),, Pyridin, DMF/Wasser 1:1, 4 h, 74%,; c) MeOH,
SOCl,, —20°C—RT, 24 h, 97%; d) 140, NaOAc, MeCN, 55 °C, 70%;"**

€) H,, 10% Pd/C, DMA, 24 h, 96%; f) 141, hv, DMA, 2 h, 30%
g) PdCl,, H,, MeOH, 99%

gebildet. Die urspriinglich moderate Ausbeute von 35%
konnte durch Optimierung der Bedingungen (Wechsel des
Losungsmittels von 2-Propanol zu Acetonitril, ldngere Re-
aktionszeit bei niedrigerer Temperatur) etwa verdoppelt
werden.””! Die Kniipfung der kritischen Peptidbindung er-
folgte durch Bestrahlung der -Homoarginin-Vorstufe 141 in
Gegenwart des entschiitzten Aminopyrimidinons 139, das
direkt mit dem Keten aus der Wolff-Umlagerung reagierte.
AbschlieBendes dreifaches Entschiitzen ergab TAN-1057A/B

(127/128).
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Die achtstufige Synthese von de
Meijere bot einen kurzen und prak-
tikablen Zugang zu 127/128. Der
Schliisselbaustein 139 wurde in
grofer Menge und in nur sechs
Synthesestufen mit einem Minimum
an  Schutzgruppenmanipulationen
zugénglich, da sich die freie Ami-
nogruppe in 140 nicht nachteilig auf
den Cyclisierungsschritt auswirkte.
Diese Syntheseroute wurde erfolg-
reich zur Herstellung einer Vielzahl

© 2006 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

verschiedener Derivate verwendet
(Tabelle 15). Dariiber hinaus konnte
durch sorgfiltige Optimierung der
Reaktionsbedingungen ein erster
enantioselektiver Zugang zu hom-
ochiralem TAN-1057A (127) gefun-
den werden.”*!

Urspriinglich planten de Meijere
und Belov die Synthese von 127/128
durch Addition des als Ureidopyri-
midinon maskierten Guanidins an
das Dehydroalanin-Derivat 142
(Schema 14). Diese Reaktion hielt jedoch nicht nach der
ersten Michael-Addition/Ringschluss-Sequenz an, sondern
fiihrte direkt zum Bicyclus 144. Die zweite Michael-Addition
kann durch Verwendung eines N-geschiitzten Guanidins un-
terdriickt werden: So bauten Ganesan und Lin™" die Gu-
anidino-Funktion in situ aus der entsprechenden Dehydro-
alanin-Vorstufe 147 auf. Mit einem N-Benzyl-geschiitzten
Guanidin gelang Wissenschaftlern bei Gilead die Synthese
des Intermediats 145 tiiber die Additions-Cyclisierungs-
Route.’! Der Einbau der Harnstoff-Einheit lieferte Inter-
mediat 146, das dann unter Modifizierung der Bedingungen
von de Meijere® in den Naturstoff 127/128 iiberfiihrt
werden konnte. Bei insgesamt sieben Stufen betrug die Ge-
samtausbeute 12 %.

Die verschiedenen Syntheserouten zu 127/128 ermog-
lichten Strukturvariationen in allen Bereichen des Natur-
stoffs. An der University of Colorado, bei Gilead und bei
Bayer versuchte man unabhingig voneinander, die akute
Toxizitdt des Naturstoffes zu senken, ohne seine ausgezeich-
nete antibakterielle Aktivitdt einzubiilen. Das optimierte
Zielmolekiil sollte ein Antibiotikum mit schmalem Spektrum
sein, mit dem die Liicken im Spektrum etablierter Wirkstoffe
wie Imipenem geschlossen werden konnten. Es zeigte sich,
dass sowohl die w-Guanidinogruppe als auch die f-Amino-
funktion unverzichtbar fiir die Wirkung gegen Staphylokok-
ken waren.”?! Eine Verschiebung der p-Aminogruppe in die
a-Position wurde selbst bei unverdnderter Kettenldnge nicht
toleriert.”! In einer systematischen Untersuchung wirkte
sich die Verringerung des Abstands zwischen der Amino- und
Guanidinogruppe (149) nachteilig auf die antibakterielle
Aktivitdt aus, wohingegen die Verldngerung durch eine zu-
sitzliche Methylengruppe (in 150) moglich war.*! Der
Austausch der w-Guanidinofunktion gegen eine Amino-
gruppe, wie in 13 und 151, fiithrte zu einer deutlichen Ver-
besserung der Vertréglichkeit. S-Konfiguration und p-Positi-

Angew. Chem. 2006, 118, 5194 — 5254
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Tabelle 15: Antibakterielle

In-vitro-Aktivitit von

Derivaten

mit neuen B-Aminosdure-Seitenket-

ten0 343 (links) und Harnstoffvariationen (rechts),’?*%34 MHK S. aureus [ugmL™].

I\Ille NH Me
N N
R I\//l\t O MHK H,N H I\)N\H MHK
O7 N UNT UNH, NH, O (AN g2
NH o
127128 HNTONTTY Y 025 127/128 *\NJ\NH 0.25
H 2
NH, O H
H,N . . i
152 0.4 157 N 64
OH NH, O |
Me
Me O
153 HZN)\/YY 0.4 158 N 8
NH, O H
NH N&j
154 N 0.2 159 s 0.4
H N° N
NH, O H
NH =
Me. * |
155 N~ °N 0.8 160 N 0.05
H H N° N
NH, O H
I 4
156 H,N r;l 0.025 161 N \N 0.1
Me NH, O H
I\[/Ie
N
Boc /“\ a - “Boc
oc N coe _2 5 | Boc m 5900/ I\ /I
Me 07 N ONH, | P90
142 143 144
b | 50%
¢ Sl TAN-1057A8 (127/128)
r* e A JL 2 T
145 146
OMe O SMe O

147

39%

Schema 14. Synthesen der Intermediate 144°2 und 148" sowie des Naturstoffs TAN-1057A/B

aus Dehydroalanin-Vorstufen. Reagentien und Bedingungen: a) Guanidin, iPrOH, ;
127/128)E% Dehydroalanin-Vorstufen. Reagenti d Bedingung Guanidin, iPrOH, 48 h
b) N-Benzylguanidin (TFA Salz), K,COs, iPrOH, RT, 16 h, dann 50°C, 4 h; ¢) Z-NCO, THF, 16 h;
d) TFA, CH,Cl,; €) 131, AgClO,, NEt,, DMF; f) PdCl,, Pd/C, H,, MeOH; g) 2m NH, in MeOH, 20 h.

on der Aminogruppe erwiesen sich in dieser Verbindungs-
reihe als Optimum (Tabelle 17).

Die Aminosdurekomponenten fiir das Optimierungspro-
gramm waren zum Beispiel durch Arndt-Eistert-Kettenver-
langerung bequem zugénglich. Zur umfassenden Erforschung

Angew. Chem. 2006, 118, 5194 —5254
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der Seitenketten-SAR, insbesonde-
re zur Herstellung von Derivaten
von 13 und 151, wurde die Synthese
neuer P-Lysin- oder f-Homolysin-
Bausteine erforderlich.**? Uberra-
schenderweise erwies sich die
Chemie der [-Aminosduren in
diesem Bereich jedoch als wenig
erforscht.”™ Ein Grund fiir den
Mangel an allgemeinen Methoden
zur De-novo-Synthese von [3-Lysin-
und fB-Homolysin-Derivaten mag
im Kkritischen 1,4- bzw. 1,5-Abstand
zwischen ®- und PB-Aminogruppe
liegen, der immer wieder zur Bil-
dung von Pyrrolidin- und Piperidin-
Nebenprodukten Anlass gibt.

Mit verschiedenen de novo
synthetisierten B-Aminosiu-
rent*3433] Jiefen sich weitere
SAR-Trends aufdecken (Tabel-
le 15). Der Einbau von Isoxazol-
oder Thiazol-Heterocyclen fiihrte
zum vollstdndigen Verlust der Wir-
kung gegen Staphylokokken. !
Dagegen wurden kleine Gruppen
wie Carbonyl, Hydroxy (in 152)
oder Methyl (in 153) zwar toleriert,
die entsprechenden Derivate waren
jedoch nicht wirksamer als 127/128.
Der Austausch der Guanidin-Ein-
heit des Naturstoffs gegen eine
Amidin-Gruppe (in 154) oder ver-
schiedene Methylguanidin-Einhei-
ten (in 155 und 156) ergab Verbin-
dungen mit hervorragender Aktivi-
tat gegen Staphylokokken, die,
speziell bei 156, mit einer zusitzli-
chen Wirkung gegen Pneumokok-
ken einherging (Tabelle 16).

Fir den Tetrahydropyrimidi-
non-Heterocyclus selbst wurde bis-
lang nur eine Strukturvariation be-
schrieben: Die N-Methylierung in
Position 1 ergab eine unwirksame
Verbindung.”®!  GleichermaBen
fiihrte die Methylierung der proxi-
malen NH-Funktion der benach-
barten Harnstoff-Gruppe zu voll-
standigem Aktivitatsverlust (157,
Tabelle 15).0*! Die Harnstoff-Ein-
heit ist offensichtlich durch eine
Wasserstoffbriicke mit der NH-
Gruppe des Rings konformativ fi-

xiert. Interessanterweise lief sich das Harnstoff-Motiv durch

verschiedene Heterocyclen ersetzen, beispielsweise Pyrimi-

din (in 159), Pyridin (in 160) oder Chinolin (in 161).[*
Diese Optimierung ergab Verbindungen, die dem natiir-
lichen Antibiotikum 127/128 iiberlegen waren (Tabelle 16,
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Tabelle 16: Antibakterielle In-vitro-Aktivitat von TAN-1057A/B-Analoga, MHK [ugmL™].

NH NH _
2 O W N NH,
149, n=1 H
150, n=3
l\llle
N
HoN . rNHj)\
e
NH2 O 2 NH,
H
13, n=1
151, n=2

D. Hibich et al.

13. Biphenomycine

Im Jahr 1967 berichtete eine Gruppe von Lederle iiber die
Isolierung des ungewohnlichen Antibiotikums LL-AF283a
aus der Fermentation von S. filipinensis.”*">*! Borders und
Mitarbeiter erkannten 1991,5*1 dass LL-AF283a identisch
mit dem peptidischen Antibiotikum Biphenomycin A war
(WS-43708A), das 1984 von Fujisawa vorgestellt worden
war.P*3%1 In der einzigartigen Architektur der Biphenomy-
cine sind ein Tripeptid und eine Biphenyleinheit zu einem 15-
gliedrigen Ring verbunden. Die Absolutkonfiguration der
Biphenomycine A (162), B (21) und C (163)
B4 wurde aufgeklirt. 434

Die In-vitro-Aktivitit von Biphenomy-

cin A (162) beschrinkte sich fast aus-

S. aureus S. epidermidis E. faecium E. faecalis S. pneumoniae
schlieBlich auf Cornybacterium xerosis. Das
127/128 0.25 0.25 2 >16 16 Wach d Bakteri .
151 0.25 0.125 0.25 64 32 achstum anderer Bakterien wie S. aureus,
156 0.025 0125 2 64 4 E. coli 0(.ier S pyogenes wu.rde in Agar-
160 0.05 0.25 2 > 64 2 platten-Diffusionstests oder in Agar-Ver-

Tabelle 17: Biologische Eigenschaften von TAN-1057A/B-Analoga.

diinnungstests bis zu 200 ugmL~" nicht be-
einflusst. Trotzdem war 162 in vivo in einem
Sepsis-Mausmodell duBerst effizient. Nach
subkutaner Gabe schiitzte 162 Miuse gegen

S.-aureus- Prokaryotische Eukaryotische Cytotoxizitit eine ansonsten tddliche Infektion durch S.
Sepsis 1 Translation Translation ] aureus Smith (EDg lmgkg’l) und war
EDso0 [mg kg™ '] 1Cs0 [um] 1Cso [um] EColbgmt T gamit 5-fach wirksamer als Vancomycin im
127/128 0.25 0.3 0.17 0.25 gleichen Experiment.” Der Grund fiir
::; - g?s 8(5) 6 z'z bl 6 b b diese Diskrepanz zwischen In-vitro- und In-
<0. . n.b. n.b. . e . . K
160 ] b 0.07 nb® vivo-Aktivitdt blieb zunidchst unklar. Die

MHK-Werte schienen durch die Testbedin-

[a] 100% Uberlebensrate nach parenteraler Gabe der angegebenen Dosis im Mausmodell. [b] n.b. =

nicht geprift.

5230

Tabelle 17). So zeigte 151 eine dem Naturstoff vergleichbare
antibakterielle In-vitro- und In-vivo-Wirksamkeit und
gleichzeitig eine bevorzugte Hemmung der prokaryotischen
Proteinbiosynthese (Tabelle 17). Dieser Selektivitdtsanstieg
spiegelte sich in einem deutlich verbesserten cytotoxischen
Profil und in einer besseren Vertriglichkeit wider. Das [3-
Homolysin 151 wurde in parenteralen Dosen bis zu
150 mgkg ™' gut vertragen und erfiillte somit die Anforde-
rungen fiir ein klinisches Spezialpriaparat mit schmalem
Spektrum; das p-Lysin-Derivat 13 zeigte ein dhnliches Sub-
stanzprofil. 156 und 160 hatten in vitro eine deutlich breiteres
antibakterielles Spektrum (zusétzliche Wirkung auf Pneu-
mokokken), jedoch auf Kosten der Vertréglichkeit und des
therapeutischen Index. Beide Verbindungen kamen fiir eine
klinische Entwicklung nicht in Betracht.

Die vielversprechenden Eigenschaften und die Struktur
des Antibiotikums TAN-1057A/B (127/128) haben das In-
teresse verschiedener Forschungsgruppen geweckt. Eine sys-
tematische Erforschung der SAR erforderte neue Zuginge zu
B-Lysin- und f-Homolysin-Derivaten. Die im grofen MaB-
stab herstellbaren Pyrimidinon-Antibiotika 13 und 151
zeichnen sich im Vergleich zum Naturstoff durch verbesserte
Cytotoxizitdt und Vertriglichkeit aus, wéahrend die hervorra-
gende antibakterielle Wirkung erhalten blieb. Formal fiihrte
hier der Abbau eines Naturstoffs — praktisch umgesetzt iiber
eine De-novo-Synthese — zu besser vertrédglichen Derivaten.

www.angewandte.de
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gungen stark beeinflusst zu werden.”*”3# In
komplexen Medien (z.B. Mueller-Hinton-
Agar) wurde jegliche Aktivitdit komplett
unterdriickt. Hingegen konnten in semisynthetischen Medien
MHKSs gegen Gram-positive Bakterien erhalten werden,
nicht aber gegen Gram-negative Bakterien.®*!! Zustzlich
schien es, als ob hochresistente Mutanten bereits nach dem
ersten Kontakt mit 162 selektiert werden konnten. Dies

Biphenomycin A, R = OH (162)
BiphenomycinB,R=H (21)

Biphenomycin C (163)

Angew. Chem. 2006, 118, 5194 — 5254
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deutete auf ein ungiinstiges Resistenzprofil hin.***! Anderer-
seits zeigten die so erzeugten Mutanten keinerlei Kreuzre-
sistenzen gegeniiber etablierten Antibiotika wie Vancomycin,
den Tetracyclinen, Ampicillin oder Erythromycin. Aulerdem
war Biphenomycin A (162) nach oraler Gabe von Dosen bis
640 mgkg™' in Miusen gut vertriglich.”*”

Thre interessante In-vivo-Wirksamkeit, gute Vertréglich-
keit und fehlende Kreuzresistenz zu vermarkteten Antibio-
tika machten die Biphenomycine zum aussichtsreichen Aus-
gangspunkt fiir eine medizinisch-chemische Optimierung.
Auf der anderen Seite fiihrten die fehlende In-vitro-Aktivitit,
das ungewisse Resistenzverhalten und das bis dato unbe-
kannte molekulare Target zu Problemen, die nur mithilfe
einer Totalsynthese gelost werden konnten, die schnelle
Strukturvariationen ausgewéhlter Molekiilteile zulésst.

Die erste Totalsynthese von Biphenomycin B (21) wurde
von Schmidt et al.®*! im Jahr 1991 beschrieben (Schema 15).
Diese Sequenz bestand aus 1) der Synthese von (S,S)-Isoty-
rosin (172), 2) der Bildung des ansa-Tripeptids (174), 3) einer
Makrocyclisierung und 4) dem Entfernen der Schutzgruppen.

Schliisselschritte der Synthese des orthogonal geschiitzten
(8,8)-Isotyrosins waren die palladiumkatalysierte Kupplung
der Zinkverbindung 166 mit dem Aryliodid 167, gefolgt von
der sequenziellen Einfiihrung der Dehydroaminosduren 169
und 170. Das zunichst gebildete E/Z-Gemisch von 169 und
170 wurde mit Triethylamin auf Kohle zum Z-Alken isome-
risiert, dessen enantioselektive Hydrierung mit iiber 99 % ee
zu 171 und 172 fiihrte.

Nach Abspaltung der Boc-Schutzgruppe wurde 172 mit
(28,4R)-Hydroxyornithin (173) gekuppelt, das seinerseits aus
D-Mannit gewonnen worden war.**! Uber alternative An-
sdtze zu unterschiedlich geschiitzten Hydroxyornithin-Deri-
vaten wurde bereits andernorts berichtet.**¥! Die Schutz-
gruppenmanipulation und Aktivierung der Sdureeinheit als
Pentafluorphenylester 175 (fiir die Makrocylisierung) gelang
in ausgezeichneten Ausbeuten in einem Zweiphasensystem
unter Hochverdiinnungsbedingungen. Nach gleichzeitigem
Entfernen von fiinf Schutzgruppen wurde schlieBlich 21 er-
halten (Schema 16).

Diese Route lieferte den gewiinschten Naturstoff in 22
Stufen mit ausgezeichneter Enantiomerenreinheit ausgehend
von den entsprechend substituierten Benzaldehyd-Derivaten
(9% Gesamtausbeute, Schema 15). Analog zur Biphenomy-
cin-B-Synthese erhielten Schmidt und Mitarbeiter auch Bi-
phenomycin A (162) nach einigen Modifikationen bei der
Herstellung des Isotyrosins.****% Auch jiingere Ergebnisse
der Gruppe von Paintner’®!! und anderen®>> beruhen auf
den Vorarbeiten von Schmidt, wobei meist der Aufbau des
enantiomerenreinen Isotyrosins modifiziert wurde. Entspre-
chend wurden bereits einige Methoden erfolgreich zum
Aufbau des Biaryl-Motivs verwendet: Die Kreuzkupplungen
nach Stille und Suzuki sowie oxidative Varianten unter Ver-
wendung von VOCl,.

Obwohl Totalsynthesen fiir Biphenomycin A und B be-
kannt waren, fehlten bis vor kurzem sowohl Derivate als auch
Analoga der Naturstoffe. Eine erste Serie vereinfachter
Amid- und Esterderivate mit zusétzlichen Derivatisierungen
im Peptidgeriist wurde jiingst beschrieben.”>3*! Die Syn-
thesen dieser Naturstoff-Analoga umfassten weniger Stufen

Angew. Chem. 2006, 118, 5194 —5254

© 2006 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte
Chemie

BnO@Br |Qosn
oHC
164

CHO
165

a b, c lse%

fé:}m

166 167

d l81%

OBn

O

I — |

Q-

O CHO (@]
P LO
B CO,Me
168 o
i k| 169%
m, h
BnO OBn -«—— BnO OBn
88%
ZN CO,TMSE HN CO,Bn CO,Bn
H Boc Boc

=1

BnOOB
2N "COTMSE HN" “COMe

172

Schema 15. Schmidts Synthese von (S,S)-Isotyrosin (172).*! Reagen-
tien und Bedingungen: a) Propan-1,3-diol, BF;-Et,O, Toluol, Riickfluss,
4 h; b) Mg, THF, Riickfluss, 3 h; c) ZnCl,, THF, Riickfluss, 1 h;

d) Propan-1,3-dithiol, BF;-Et,0, Toluol, Riickfluss, 4 h; e) [PdCl,-
(PPh;),], iBu,AlH, RT, 3 h; f) NBS, 2,6-Lutidin, CH,CN, H,0, 0°C,

5 min; g) Methyl-N-tert-butoxycarbonyl (dimethoxyphosphoryl)glycinat,
LiCl, DBU, CH;CN, RT, 1 h; h) NEt,;, C, EtOH/CHCl; (1:1), RT, 2d;

i) LiOH, H,0, Dioxan, RT, 12 h; j) [Rh(cod)dipamp)]BF,, H,, MeOH,
RT, 72 h; k) BnOH, DCC, DMAP, Ethylacetat, —15—20°C, 12 h;

l) PPTS, Aceton, H,O, Riickfluss, 6 h; m) N-Benzyloxycarbonyl(dimeth-
oxyphosphoryl)glycin-trimethylsilylester, LiCl, DBU, CH,CN, RT, 2 h.

als die urspriingliche Sequenz. Biphenomycin-B-Analoga
wurden in 16 Stufen ausgehend von Benzaldehyd 164 erhal-
ten; die Synthese schloss eine Suzuki-Miyaura-Kupplung®”!
mit nachfolgender doppelter asymmetrischer Hydrierung ein
(Schema 17).%3% Die gezeigte Route lieferte das gleiche
Intermediat wie Schmidts Synthese, 172, als einziges Diaste-
reomer mit kompletter Stereokontrolle (>99 % ee). Zusitz-
lich konnte die Gesamtausbeute der Synthese durch Opti-
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H
BocN~_-COH

172 + 173

e f 160%

Biphenomycin B (21)

Schema 16. Schmidts Totalsynthese von Biphenomycin B (21).P*?) Rea-
gentien und Bedingungen: a) HCl, Dioxan, 20°C, 2 h; b) EDC, HOBE,
CH,Cl,, —15-20°C, 14 h; ) ACOH/H,0 (9:1), 50°C, 7 h; d) Bu,NF,
DMF, RT, 1 h, C¢FsOH, EDC, CH,Cl,, —15—20°C, 14 h; ¢) HCl,
Dioxan/CH,Cl, (1:1), 0°C, Eindampfen zur Trockene; CHCl;, NaHCO;,
20°C, 5 min; f) Trimethylsilyltrifluormethansulfonat, Thioanisol, TFA,
RT, 30 min.

o\
BnO Br * B OBn
O

HN CO,TMSE HN
z Boc

176 177
a|85%

CO,Me

HN CO,TMSE HN CO,Me
z Boc

178

blquant.

172

Schema 17. Bayer-Synthese von Hydroxydiisotyrosin-Derivat 172 im
groRen Mafstab.’®® Reagentien und Bedingungen: a) Bis(diphenyl-
phosphanyl)ferrocen-palladium(l1)-chlorid, Cs,COs, 1-Methyl-2-pyrroli-
don, H,0, 50°C, 10 h, 85%; b) H, (3 bar), (5,5)-Et-DuPhos-Rh (1.5%),
EtOH/Dioxan (1:1), RT, 3 d, quant., >99% de, >99% ee.

mierung der Makrocyclisierung und der Schutzgruppen-Ab-
spaltung im abschlieBenden Schritt verbessert werden.

www.angewandte.de
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Biphenomycin-Analoga, die nach dieser Methode erhal-
ten wurden, konnten entweder durch direkte Veresterung
oder durch eine dreistufige Amidbildung derivatisiert werden
(Boc-Schiitzen, Amidbildung mit der C-terminalen Siure-
gruppe, sdurekatalysierte Boc-Abspaltung; Schema 18).
Dieser Ansatz 6ffnete einen Zugang zu neuen Derivaten von
Biphenomycin B (21) mit hoherer In-vitro-Aktivitét als die
Naturstoff-Leitstruktur (Tabelle 18).[3%:356.360]

Schema 18. Derivatisierung von Biphenomycin B (21). Reagentien und
Bedingungen: a) 4m HCl in Dioxan, MeOH, RT, 24 h, 97 %; b) Di-tert-
butyldicarbonat, H,O, Na,CO;, MeOH, 0°C—RT, 12 h, 83 %;

c) Na,S,0,, iPr,NEt, NH,Cl, HATU, DMF, 4 h, RT, 52%,; d) 4m HCl in
Dioxan, RT, 30 min, 97 %.

Tabelle 18: Antibakterielle In-vitro-Aktivitat von 179 und 22 gegen Gram-
positive Pathogene, MHK [ugmL™].

S. aureus S. aureus E. faecalis B. catarrhalis
22 1.5 0.2 1 1
179 0.1 0.05 3 1

Obwohl die Biphenomycine wie die Vancomycine eine
Biphenyl-Einheit tragen, gibt es keine Hinweise darauf, dass
diese ebenfalls an die Zellwand-Analoga von N-Ac-D-Ala-D-
Ala binden.”*! Statt dessen ist der molekulare Angriffspunkt
dieser neuen Naturstoffklasse in der bakteriellen Protein-
biosynthese zu suchen.”**

Zusammenfassend ist es gelungen, mit der effizienten De-
novo-Synthese einen Weg zu neuen Biphenomycin-Derivaten
(durch substituierende Derivatisierung) mit besserer In-vitro-
Wirkung zu etablieren und weitere Erkenntnisse iiber das
Target dieser Antibiotika zu sammeln.

Angew. Chem. 2006, 118, 5194 — 5254
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14. Tuberactinomycine und Capreomycine

Die Familie der Tuberactinomycin-Antibiotika besteht
aus den eng verwandten cyclischen Homopentapeptiden Tu-
beractinomycin und Capreomycin. Viomycin (Tuberactino-
mycin B, 182) wurde im Jahr 1951 entdeckt®*"*? und von
Ciba und Pfizer in den 1960er Jahren als Tuberkulostatikum
vermarktet. Die Capreomycine wurden aus der Fermentation
von Streptomyces capreolus als eine Vierkomponentenmi-
schung mit 23 und 185 als Haupt- und 186 und 187 als Ne-
benkomponenten isoliert.”®! Beide Unterklassen zeigten
gute Wirkung gegen Mycobakterien (einschlieBlich multire-
sistenter Stdmme), aber nur eingeschrinkte Wirkung gegen
andere Spezies.**!

Tuberactinomycin A, R'=0H, R2=0H (181)
Tuberactinomycin B, R'=H, R2Z=0H (182, Viomycin)

Tuberactinomycin N, R"=0H, R2=H (183)
Tuberactinomycin O, R'=H, Rz=H (184)
R1

2 H
2
HZN\:)J\N N N/R
H H o H
~
NH HN” O
N H NH
© S~
b, O (¢}
NH
N NH
H

Capreomycin IA, R'=OH, R?=f-Lysyl (23)
Capreomycin IB, R'=H, R2=j-Lysyl (185)
Capreomyein lIA, R'= OH, R2=H (186)
Capreomycin IIB,R'=H, R?=H (187)

Das Vorliegen der nichtproteinogenen Aminosiuren [3-
Lysin (188), (25,3R)-Capreomycidin (189) und B-Ureidode-
hydroalanin (190) in den Peptidgeriisten dieser Verbin-
dungsklasse erschwerte ihre Strukturaufkldarung. Ein erster
StrukturvorschlagP®! fiir Capreomycin IB (185) wurde spiter

N H2 HO,C NH2
HO,C._ X~ _NH, 3
NH
N” SNH
H

f3-Lysin (188) (2S,3R)-Capreomycidin (189)

NH, H
N NH
HOZC)\/ D
(@]
B-Ureidodehydroalanin (190)
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von Shiba revidiert.*®! Mehrere Arbeiten beschiftigten sich
in der Folgezeit mit der Aufklirung der partiellen®®” oder der
kompletten Konstitution der Tuberactinomycine (vor allem
mit Viomycin).?®*" Trotzdem konnte die Konstitution erst
nach einer erfolgreichen Rontgenstrukturanalyse fiir Tube-
ractinomycin O (184)"”" und der darauf folgenden Zuord-
nung der Struktur von Viomycin (182)F7? zugewiesen werden.

Die Tuberactinomycine wirken vorrangig auf Mycobak-
terien wie Mycobacterium tuberculosis oder Mycobacterium
kansasii (MHK 2-20 ugmL™").537 Thre antibiotische Akti-
vitdt beruht auf einer potenten Hemmung des Translations-
schrittes der prokaryotischen Proteinbiosynthese, bei der
zugleich die Initiation und die Verldngerung inhibiert werden.
Eine genaue Untersuchung zeigte, wie die Tuberactinomycine
auf molekularer Ebene mit der RNA wechselwirken.F™ Die
Capreomycine iibertrumpften Streptomycin, Cycloserin und
Kanamycin im In-vitro-Test gegen ausgewihlte Stimme von
M. tuberculosis.”’® Eine Kreuzresistenz der Tuberactinomy-
cine mit Kanamycin, Lividomycin oder Paronomycin war
nicht zu beobachten,”””! und die Resistenzentwicklung in
vitro schien im Vergleich zu Kanamycin langsam zu verlau-
fen.””! Die In-vivo-Wirksamkeit dieser Verbindungen in Tu-
berkulose-Mausmodellen war gering nach oraler, jedoch gut
nach subkutaner Gabe.’”™ Obwohl die Tuberactinomycine
nicht frei von toxikologischen Problemen waren, zeigten sie
nach parenteraler und oraler Anwendung ein aussichtsreiches
Vertriglichkeitsprofil.*’*! Insgesamt rechtfertigten diese bio-
logischen Eigenschaften eine vertiefte Evaluierung der Sub-
stanzklasse hinsichtlich des klinischen Einsatzes als Antitu-
berkulosemittel.

Die frithe Kommerzialisierung von Viomycin (182) 16ste
intensive Forschungsaktivitdten an Hochschulen und im in-
dustriellen Umfeld aus. Erste biologische Studien wurden
oftmals mit Gemischen der Tuberactinomycine (181-184)
oder Capreomycine (23, 185-187) ausgefiihrt. Auf der
Grundlage der Untersuchungen von Gould und Mitarbei-
ternP™3 zur Biosynthese der Capreomycine gelang dann
auch die Entwicklung selektiver Fermentationsprozes-
se.P81382 7Zusitzlich offneten verschiedene Totalsynthesen
selektive Wege zu Viomycin (182),°* Tuberactinomycin N
(183),%1 Tuberactinomycin O (184)P% und Capreomy-
cin.B*Y Obwohl Methoden zur SAR-Aufklirung der Tuber-
actinomycine durch Totalsynthese zur Verfiigung standen,
wurden die meisten Derivate fiir biologische Tests durch
Fermentation oder Semisynthese erzeugt. Erste Hinweise auf
die notwendigen strukturellen Voraussetzungen fiir eine
Aktivitdt gegen Mycobakterien lieferte das Blockieren be-
stimmter funktioneller Gruppen in Viomycin (182;
Schema 19).5%! Die Acetylierung der endstindigen Amino-
gruppe (191)7 oder beider Aminogruppen des -Lysinrests
fithrte zum kompletten Aktivititsverlust (MHK Mycobacte-
rium sp. 607: 1.6 pgmL " (182) und > 400 pgmL " (191)).5%
Die Acylierung der gleichen Position mit ungeladenen oder
sauren Aminoséduren lieferte ebenfalls unwirksame Verbin-
dungen, wihrend beim Einbau basischer Aminoséduren (192)
die urspriinglichen MHK-Werte erhalten blieben.”®! Auch
die Dekoration der Hydroxyfunktion im Serin (beispielsweise
in 193) hatte keinen Einfluss auf die Aktivitit.”* Uberra-
schenderweise fiihrte die hydrolytische Abspaltung der
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O\\P(inr)2

A/\Hk/\/m

192 193

Lt o

Schema 19. Semisynthetische Modifikation von Viomycin (182). Reagentien und Bedingungen: a) N-
Acetoxysuccinimid, Et;N, Carbonatpuffer, Dioxan, 1 h; b) Z-p-Orn(Z)-OSuc, Et;N, Carbonatpuffer, THF,

0°C, 12 h; c) H,, Pd, DMF; e) Hydrolyse; f) KMnO, (Oxidation); g) NaBH, (Reduktion).

Harnstoff-Einheit, die zunéchst als einer der Pharmakophore
dieser Verbindungsklasse angesehen wurde, zu 194 mit ver-
gleichbarer In-vitro-Aktitvitdt wie Viomycin (182; MHK
Mycobacterium sp. 607: 1.6 uygmL ™" bzw. 3.1 ugmL™").5*I Die
oxidative Spaltung von 182 ergab dagegen das unwirksame
Bisamid 195.* SchlieBlich resultierte die reduktive Offnung
des Capreomycidin-Rings von 182 in komplettem Aktivitét-
verlust (196).%°1

Ahnliche Modifikationen wurden auch an den Tuber-
actinomycinen N (183)*% und O (184)®°! sowie den
Capreomycinen vorgenommen.’ Doch keiner dieser Ver-
suche fiihrte zu einer signifikanten
Verbesserung der Aktivitidt gegen-

iiber Mykobakterien oder gar zu ~ MHK [ugmL™].

D. Hibich et al.

dungen mit guter Aktivitdt gegen mehrere
multiresistente  Gram-positive Erreger
sowie Gram-negative E. coli
(Schema 20).5%%

Zusitzlich zu ihrer In-vitro-Potenz
zeigten diese Verbindungen auch eine
hohe Wirksamkeit in Infektionsmodellen
an Mdusen. So hatte 201 eine EDy, von
3mgkg' (s.c.) gegen MRSA und VRE.
Aus dem substituierten Harnstoff 24
konnte das Guanidin-Derivat 202 mit
36 % Ausbeute  erhalten  werden
(Schema 21).%*) Ungeachtet der deutlich
verdnderten Basizitdt der endstdndigen
Aminogruppen in 202 und 24 war das an-
tibakterielle Spektrum beider Verbindun-
gen beziiglich aller getesteten Gram-posi-
tiven Stimme identisch.

Die Behandlung von Viomycin (182)
mit Nucleophilen in Trifluoressigsdaure
lieferte Pictet-Spengler-artige Variationen
an der Hydroxygruppe von Viomycin mit

unbestimmter Konfiguration (Schema
e
N
NH, O~ o
NH H H
(6]
o O
NH Cl
S Cl
HOY N NH
H

Tabelle 19: Antibakterielle In-vitro-Aktivitdt von Harnstoffderivaten des Capreomycins I1A/IB (23/185),

einer Erweiterung des antibakteri- R? (in 198)

P. multocida

E. coli MRSA E. faecium E. faecalis

ellen Spektrums.

Wegen der immer héufiger
auftretenden Resistenzbildung
durch Bakterien initiierte Pfizer
ein Hochdurchsatz-Screening 199
gegen Pasteurella haemolytica, um
neue Leitstrukturen zur Behand- H
lung von Infektionen in Tier und SN
Mensch aufzuspiiren.*””!  Dabei
wurde das 3,4-Dichlorphenylami-
no-Derivat 197 von Viomycin
(182) gefunden, das zwar gute
MHK-Werte gegen die Tierpatho-
gene P. multocida und P. haemoly-
tica, aber nur méBige Aktivitit cl

23/185  CONH,
197 [a]

gegen andere Bakterien zeigte N
(Tabelle 19). Doch weitere Varia- 54 Tg
tionen der Harnstoffstruktur von

Capreomycin IA/IB (Gemisch von

50
0.78

0.39

0.39

0.2

n.b.b!

200 100 > 1000 >1000
12.5 12.5 50 25

6.25 0.78 25 12.5

6.25 0.78 3.12 1.56

n.b.® 1.56 3.12 3.12

23 und 185) lieferten neue Verbin-
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[a] Struktur siehe Text. [b] n.b. = nicht gepriift.
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Capreomycin |A/IB (23/185)
R"=0OH/R'=H,R2=H

%a
R
9 9y QO NH,
HzN\_)J\N NI\NJJ\/'\/\/NHZ
H
(0]
HN™ O

H

o

SNH

H 2
o NR
H
vy O
NH

H

N
H
198
R'= OH/R'=H, R2= Ar oder CONHAr

Schema 20. Synthese von Capreomycin-IA/IB-Harnstoffderivaten (23/
185). Reagentien und Bedingungen: a) Anilin oder Phenylharnstoff, 2N
HCl, Dioxan, 65°C, 4 h-12 h.

R1
" O NH,
HN I A N o (AT~ NH,
i\ H (0] H a
(@)
A Sy
0 O O
X
N NH
H
24
R'=OH/MH
R1
O O NH
H i H
v A A R,
TN T
O
NH ¥ HN\ H H
o b
) 0
by
N NH
H
202
R' = OH/H

Schema 21. N-terminale Modifikation von Capreomycin-Derivat 24.
Reagentien und Bedingungen: a) Methylimidothiocarbamat, H,0,
pH 10.7, RT, 7d, 36%.

22).9 Arylierungen oder die Einfiihrung einer Sulfonamid-
gruppe an C19 verbesserten die Aktivitdt nicht, wahrend
Verbindungen mit Carbamat- und Harnstoffsubstitution an
dieser Position deutlich stdrker wirkten als die natiirlichen
Aantibiotika (Tabelle 20).

Mithilfe der De-novo-Synthese erweiterte man das anti-
bakterielle Spektrum der natiirlichen Tuberactinomycine, die
nur gegen Mpykobakterien wirkten, auf (multiresistente)
Gram-positive Erreger. Doch trotz der nachgewiesenen In-
vitro- und In-vivo-Potenz ist bisher keine Verbindung dieser
Klasse in klinische Studien vorgedrungen.
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H H
N N
HNTY Y \)J\N OH
~
Viomycin (182)

203

Schema 22. Modifikation von Viomycin (182) an C19. Reagentien und
Bedingungen: a) Nucleophil (1,2-Dihydroxybenzol, 4-Methylsulfon-
amid, 3,4-Dichlorphenylcarbamat oder 3,4-Dichlorphenylharnstoff),
TFA, RT, 15 h.

Tabelle 20: Antibakterielle In-vitro-Aktivitat einiger C19-Derivate von
Viomycin (182), MHK [ugmL™].

E. coli MRSA

n.b.A

R’ P. multocida

182 HO 200 200

204 ' 200 200 n.b.l

205 O/ N 200 200
PO
2 2 2 12
06 N O)I\N,\ 6.25 5 3

cl o
207 KJ\ 1.56 625 25
N A

[a] n.b. = nicht gepriift.

n.b.®

15. Glycopeptid-Antibiotika

Da sie keine Kreuzresistenz zu anderen antibakteriellen
Arzneimitteln zeigen, werden die Glycopeptid-Antibioti-
ka™" in vielen Kliniken als parenterale Ersttherapie fiir le-
bensbedrohliche Infektionen durch multiresistente Gram-
positive Bakterien eingesetzt. Das erste Glycopeptid-Anti-
biotikum, Vancomycin (7, Abbildung 10), wurde bereits 1959
in die klinische Anwendung eingefiihrt;**?! Wissenschaftler
bei Lilly hatten die Verbindung Mitte der 1950er Jahre aus
Streptomyces orientalis (heute Amycolatopsis orientalis) iso-
liert, den sie in Bodenproben entdeckt hatten.*”! Die Auf-
kldrung der komplexen Struktur von 7 dauerte Jahre, und
mehrere Anldufe und Korrekturen wurden benétigt, bis sie in
den frithen 1980er Jahren eindeutig feststand.[**4%]

Zwar wurden verwandte Strukturen als Wachstumsbe-
schleuniger in der Tierzucht eingesetzt, doch blieb Teicopla-
nin (208) bis heute die einzige weitere Verbindung dieser
Klasse, die fiir die Anwendung am Menschen zugelassen
wurde (allerdings nicht in den USA). Beide Medikamente
sind unverdnderte natiirliche Antibiotika der groflen Dal-
baheptid-Gruppe, die von verschiedenen Actinomyceten
produziert wird."® Thr gemeinsames Strukturelement ist
ein  lineares  Heptapeptid-Riickgrat ~ (Konfiguration
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Abbildung 10. a) Wasserstoffbriicken zwischen Vancomycin (7) und -
Lys-p-Ala-p-Ala (X=NH), dem Modellpeptid fiir das Ende eines Pepti-
doglycan-Vorliuferstrangs.*'® In den Resistenzphinotypen VanA und
VanB, ist die molekulare Erkennungsstelle, das p-Ala-p-Ala-Ende
(X=NH) der Peptidoglycan-Vorlauferketten, durch einen p-Ala-b-
Lactat-Terminus (X=0O) ersetzt b) Eine Rontgenstrukturanalyse veran-
schaulicht die starre konkave Form von Vancomycin.!*'”?

R,R,S,R.R,S,S), in dem einige aromatische Aminosiuren
vernetzt sind (Biphenyl- und Diphenylether-Motive), sodass
eine starre konkave Molekiilform entsteht. Jahrelang stellte
die Totalsynthese der komplexen Struktur von Vancomycin
eine enorme Herausforderung dar.*”” Besonders informativ
ist es, die erfolgreichen Synthesestrategien der Arbeitsgrup-
pen von Evans,“®! Nicolaou™” und Boger!*” mit den Bio-
synthesewegen zu vergleichen, welche die Natur zur Her-
stellung der Glycopeptide nutzt.*'#*?l Anders als Chemiker
vollenden die Mikroorganismen das komplette lineare
Heptapeptid (durch nichtribosomale Peptid-Synthetasen) vor
der oxidativen Vernetzung der Seitenketten (enzymatisch).
Mit etwa 35 Schritten ist die Biosyntheseroute zu 7 deutlich
kiirzer als jede De-novo-Synthese.

Glycopeptid-Antibiotika blockieren die bakterielle Zell-
wandbiosynthese, indem sie die L-Lys-D-Ala-D-Ala-Enden
von Peptidoglycan-Vorlduferstrangen an der Auflenseite der
Membran erkennen, fest daran binden und so die Transpep-
tidasen an deren Vernetzung hindern.[**>#445 Sowohl NMR-
spektroskopische Untersuchungen!*® als auch Rontgen-
strukturanalysen”! zeigten, dass die Evolution den starren
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Hohlraum der Antibiotika prizise so geformt hat, dass in
einem stochiometrischen Komplex iiber fiinf spezifische
Wasserstoffbriicken eine moglichst feste Targetbindung er-
zielt wird (Abbildung 10). Eine Hemmung der Transpepti-
dasen beeintréichtigt indirekt auch die Transglycosylasen.

Glycopeptid-Antibiotika konnen ausschlielich zur Be-
handlung Gram-positiver Infektionen eingesetzt werden, da
sie die duflere Membran von Gram-negativen Bakterien nicht
durchdringen. Mit dem Anwachsen von MRSA-Infektionen
in Kliniken wurde Vancomycin (7) zur ,,ultima ratio“ unter
den Antibiotika, doch durch seine hiufige Verwendung
haben sich inzwischen resistente Gram-positive Pathogene,
insbesondere Vancomycin-resistente Enterokokken (VRE),
beingstigend verbreitet.!® Im Jahr 2003 waren bereits iiber
die Hailfte der klinischen VRE-Isolate in den USA resistent
gegen Glycopeptide.® In den hiufigsten Resistenz-Phino-
typen (VanA und VanB), ist die molekulare Erkennungsstelle,
das p-Ala-p-Ala-Ende (X =NH) der Peptidoglycan-Vorldu-
ferketten, durch einen p-Ala-p-Lactat-Terminus (X =O) er-
setzt.["") Dieser simple Austausch von Amid gegen Ester, d.h.
der Verlust einer einzigen Wasserstoffbriicke (C'*-Carbonyl
zu X=0) und die damit verbundene destabilisierende
Elektronenpaar-Elektronenpaar-Wechselwirkung  zwischen
Ligand und Antibiotikum, senkt die Bindungsaffinitdt um das
1000-fache und verringert die antibakterielle Aktivitit
(MHK) drastisch.[*!

In einem spektakulidren Beispiel chemischer Post-Evolu-
tion haben Boger und Mitarbeiter die ,,stérende“ C'*-Car-
bonyl-Funktion selektiv weggelassen (Abbildung 10). Thr
vollsynthetisches C'“*-Desoxovancomycin-Aglycon zeigte
wieder eine hohere Affinitdt zum D-Ala-p-Lactat-Terminus
(da keine AbstoBung mehr vorlag) und war aktiv gegen re-
sistente Erreger.?!! Einige Glycopeptid-Antibiotika neigen
zur Bildung von Homodimeren, die weitaus fester als die
entsprechenden Monomere an die Peptidoglycan-Termini
binden."! Das Auftreten Vancomycin-resistenter Entero-
kokken und Staphylokokken!*? hat die Suche nach neuen
(Lipo-)Glycopeptiden mit besseren pharmakokinetischen
und pharmakodynamischen Eigenschaften sowie Aktivitét
gegen resistente Stimme befliigelt.[!4#2424]

Trotz erfolgreicher Totalsynthesen und innovativer Syn-
thesemethoden blieb die Fermentation mit nachfolgender
semisynthetischer Variation der natiirlichen Glycopeptid-
Geriiste das bevorzugte Verfahren zur Erforschung der
SAR ! und der einzig praktikable Weg zur Herstellung
groBerer Mengen von Kandidaten fiir klinische Studien. Neue
resistenzbrechende Glycopeptide enthalten Strukturelemen-
te, welche die Dimerisierung und die Membranverankerung
fordern. Dimerisierung verstirkt die Bindung der p-Ala-D-
Lactat-Liganden,*! wihrend lipophile Seitenketten die
Verankerung in der Cytoplasmamembran begiinstigen, wo-
durch sie das Antibiotikum nahe an sein Target positionieren
und zusétzlich die Integritdt der bakteriellen Membran auf-
brechen. Solche Effekte haben zur Synthese kovalent ver-
kniipfter Vancomycin-Dimere gefiihrt.“*! Durch lipophile
Seitenketten wird die Aktivitdit gegen VRE wiederherge-
stellt, und die Wirksamkeit gegen MRSA bleibt erhalten.[**”)

Die Gegenwart spezifischer Zuckerreste ist von ent-
scheidender Bedeutung fiir die Aktvitidt der Glycopeptide;
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Aglycone sind durchgéngig weniger wirksam. Ein zusétzlicher
Aminozucker an Rest 6 und die Chloraryl-Substituenten
fordern die giinstige Dimerisierung, und der Wechsel von der
freien Carboxylat-Funktion zu einem basischen Carboxamid
verstarkt die Aktivitdt gegen Staphylokokken. Dagegen en-
deten die meisten Versuche, das natiirliche Heptapeptid-
Riickgrat abzuwandeln, in weniger aktiven oder unwirksa-
men Verbindungen %!

Drei semisynthetische Glycopeptide der zweiten Gene-
ration, Oritavancin (LY-333328, 26),*4] Dalbavancin (BI-
397, 209)*! und Telavancin (TD-6424, 210)**" befinden sich
in fortgeschrittener klinischer Entwicklung.*!! Diese Bei-
spiele zeigen anschaulich, wie die medizinische Chemie dazu
beigetragen hat: Oritavancin (26) ist das 4'-Chlorbiphenyl-
methyl-Derivat des natiirlichen Vancomycin-Analogons
Chloreremomycin (25). Das Spektrum von 26 deckt Vanco-
mycin-resistente Enterokokken (VRE), Methicillin-resisten-
ten S. aureus (MRSA) und, bis zu einem gewissen Grad, auch
Glycopeptid-intermedidre Stimme von S. aureus (GISA) ab.
Seine bakterizide Wirkungsweise und seine Serumhalb-
wertszeit ermoglichen die Anwendung mit nur einer tiglichen
Dosis. Dalbavancin (209) hat ein dhnliches Spektrum, zeigt
aber keine Aktivitdt gegen VRE des VanA-Resistenz-Ge-
notyps (Tabelle 21). Wegen seiner enormen Verweildauer im
Korper (Halbwertszeit 174 h) scheint eine Dosis pro Woche
auszureichen.

Die Entdeckung von Telavancin (210),*? der jiingsten,
vielversprechenden Verbindung, fasst instruktiv die wesent-
lichen Aspekte einer erfolgreichen Glycopeptid-Optimierung

Iz

Y\/\/\/\)‘\N oH
OH
OLQZB:fZ:EOJ
O

ZT

HOy,,,

“’ NHMe

Dalbavancin (209)
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Tabelle 21: Antibakterielle In-vitro-Aktivitit der Glycopeptide Vanco-
mycin (7), Oritavancin (26), Dalbavancin (209) und Telavancin (210),
MHKso [ugmL 159

Organismus 7 26 209 210
MSSA® 1 1 0.25 1
MRSA®! 4 1 0.25 1
VRSAH 32 0.25 1 0.5
S. pneumoniae 0.5 0.008 0.06 0.008
Enterococcus spp. VanB 128 1 1 2
Enterococcus spp. VanA >128 4 128 8

[a] Methicillin-empfindlicher S. aureus. [b] Methicillin-resistenter S.
aureus. [c] Vancomycin-resistenter S. aureus.

zusammen: Auf der Suche nach Glycopeptiden mit besserer
In-vitro-Aktivitit ~wurde bei Theravance N-Decyl-
aminovancomycin (213, Schema 23) synthetisiert, dessen
MHK-Wert dhnlich gut oder besser war als derjenige von 7.
Erwartungsgemif stellte der Einbau des lipophilen Substi-
tuenten die Aktivitdt gegen Enterokokken jeden Empfind-
lichkeitstyps wieder her, wiahrend die Wirkung gegen MRSA
und VISA beibehalten wurde. Zwar verstarkte die erhohte
Lipophilie die In-vitro-Aktivitdt von 213, doch im Gegenzug
wurden dadurch seine physikochemischen und ADME-Ei-
genschaften negativ beeinflusst: Im Unterschied zu 7 wurde
213 nur schlecht mit dem Urin ausgeschieden und zeigte
zudem eine ungiinstige Gewebeverteilung in Ratten. Um der
Lipophilie und den widrigen Verteilungseigenschaften ent-
gegenzuwirken, wurden zusétzlich verschiedene hydrophile
Gruppen eingebaut. Tat-
sdchlich wurden Verbin-
dungen mit negativ gelade-
nen polaren Gruppen ver-
mehrt mit dem Harn aus-
geschieden und weniger in
Leber und Niere angerei-
chert, wiahrend das verbes-
serte In-vitro-Profil erhal-
ten blieb. Am Ende dieser
Studien wurde das Lipo-
glycopeptid-Antibiotikum
OH 210 als Entwicklungskandi-
dat ausgewihlt."*! Es zeigte
potente In-vitro-Wirksam-
keit gegen wichtige
aerobel* und anaerobe!**
Gram-positive  Bakterien
ohne Kreuzresistenz zu
0 Vergleichsmedikamenten,
eine rasche bakterizide
Wirkung und mehrere
Wirkmechanismen (Inhibi-
é tion der Peptidoglycan-
Synthese und Storung des
bakteriellen Zellmembran-
potentials sowie der Per-
meabilitit).**>!  Pharmako-
dynamische Studien in ver-
schiedenen Tiermodel-

CONH,

Telavancin (210)
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210 2HCI

D. Hibich et al.

HO OH

H 213

Schema 23. Theravance-Semisynthese von Telavancin-Hydrochlorid (210) aus Vancomycin-Hydrochlorid.**” Reagentien und Bedingungen:
a) iPr,NEt, DMF, 6-8 h, RT, MeOH, TFA, 15 min RT, Boran-tert-butylamin-Komplex, 2 h, RT; b) tert-Butylamin, 40°C, 7 h; c) (Aminomethyl)phos-
phonsaure, CH;CN, 20-30°C, 15 min; iPr,NEt, 1 h, RT; wissr. CH,0, —7°C, 12 h; 3~ HCl, pH 2.59, —5°C; EtOH, 5°C, 3 h; d) Amberlit-XAD-

Chromatographie, CH;CN, H,O, HCl.

len™®*! sowie pharmakokinetische Untersuchungen und Ver-
traglichkeitstest an gesunden Probanden lieBen eine effektive
Therapie mit einer tiglichen Dosis erwarten.*”

Telavancin (210) wurde aus Vancomycin-Hydrochlorid
und weiteren kommerziell verfiigbaren Startmaterialien in
drei Stufen hergestellt (Schema 23):1%4%] Selektive reduktive
Alkylierung von 7 mit N-Fmoc-N-decylaminoacetaldehyd
(211) in Gegenwart von Boran-tert-Butylamin-Komplex, ge-
folgt von einer Behandlung mit Methanol und Trifluoressig-
sdaure fithrte zur Fmoc-geschiitzten Zwischenstufe 212, die
nach Entfernen der Schutzgruppe mit fert-Butylamin in DMF
N-Decylaminovancomycin (213) ergab. Massenspektrome-
trische Studien bestitigten, dass die reduktive Alkylierung
selektiv am Vancosamin-Stickstoffatom und nicht am N-Ter-
minus des Peptidriickgrats stattgefunden hatte. Nach einer
Mannich-Kondensation mit (Aminomethyl)phosphonsdure
und Formaldehyd erhielt man 210 als Rohprodukt, das durch
Amberlit-X AD-Chromatographie zu Telavancin-Hydrochlo-
rid aufgereinigt wurde. Zur Produktion wurde die urspriing-
liche Vorschrift*® kontinuierlich modifiziert und opti-
miert.

www.angewandte.de
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Durch chemische Post-Evolution ist mit den neuen, se-
misynthetischen Glycopeptid-Antibiotika, besonders mit
Oritavancin (26) und Telavancin (210), im Hinblick auf
Wirksamkeit gegen resistente Stimme, Pharmakokinetik und
Pharmakodynamik, ein bemerkenswerter Fortschritt gegen-
iiber den etablierten natiirlichen Verbindungen gelungen. Es
wird interessant sein, inwieweit sich diese vorteilhaften Ei-
genschaften in klinischen Studien auch in Heilungsraten
umsetzen lassen. Nach ihrer Zulassung konnten diese Ver-
bindungen wichtige Medikamente zur Behandlung schwerer
Infektionen mit multiresistenten Erregern werden.

16. Lysobactine

Die Lysobactine sind ein gutes Beispiel dafiir, dass sich
aullergewohnliche Strukturen nicht nur in verborgenen tro-
pischen Habitaten finden lassen. Wissenschaftler der Fima
Squibb gewannen Lysobactin (27) aus der Fermentations-
brithe von Lysobacter sp. SC-14076 (ATCC 53042).

Angew. Chem. 2006, 118, 5194 — 5254
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Lysobactin, R = CH, (27, = Katanosin B)

Katanosin A, R=H (214)

Dieser Organismus entstammte einer Laubtonne im Wa-
shington Crossing State Park.***!l Unabhingig davon be-
richteten Wissenschafter von Shionogi iiber die beiden neuen
Naturstoffe Katanosin A und B aus Bodenbakterien.[**
Dieser in Katano, Japan, entdeckte Produzentenstamm PBJ-
5356 wurde als nahe verwandt zur Gattung Cytophaga — aber
nicht als Lysobacter sp. — beschrieben. Uberraschenderweise
stellte sich spéter heraus, dass Katanosin B mit Lysobactin
(27) identisch war."**! Im Zuge dieser Entdeckung wurde das
japanische Katanosin A (214) dann auch als Nebenmetabolit
im amerikanischen Lysobacter-Stamm ATCC 53042 nachge-
wiesen.[*¥ Es ist iiberraschend, dass die auBergewohnlichen
Sekundirmetabolite Lysobactin (27) und Katanosin A (214)
in zwei unterschiedlichen Phyla, Proteobacteria (Lysobacter)
und Bacteriodetes (Cytophaga), gefunden wurden. Vermut-
lich gehoren sowohl 27 als auch 214 zum chemischen Waf-
fenarsenal ihrer bakteriellen Produzenten. Ganz in diesem
Sinne ist der lytische Angriff gegen andere Mikroorganismen

OCH,

216

Angewandte

das namensgebende Prinzip fiir die gesamte Gattung Lyso-
bacter.*®!

Die bakterielle Zellwand-Biosynthese ist offenbar das
Primirtarget der Lysobactin-Antibiotika.**? Sowohl 27 als
auch 214 hemmen den Einbau der Biosynthesevorstufe
[“C]GIcNAc im Vorstufen-Einbautest. Dies ist ein typischer
Befund bei Target-Wechselwirkungen innerhalb der Pepti-
doglycan-Biosynthesewege (Abbildung 3). Das Peptidogly-
can-Wachstum wird wahrscheinlich durch die Bindung von 27
an Lipid-Biosynthesevorstufen gehemmt — und nicht durch
die Bindung an Biosyntheseenzyme. Die Lysobactin-Anti-
biotika haben offenbar einen Wirkmechanismus, der sich von
dem der Vancomycine unterscheidet.[**]

Lysobactin (27) und Katanosin A (214) sind sehr aktiv
gegen Gram-positive Bakterien, unter anderem gegen Sta-
phylokokken und Enterokokken. Gegen diese Pathogene
wurden submikromolare MHK-Werte beobachtet, die oft
sogar noch besser waren als die entsprechenden Hemmwerte
von Vancomycin."*#2#7 Aych bei Vancomycin-resistenten
Enterokokken blieb die hervorragende In-vitro-Wirkung von
27 und 214 erhalten. Eine vielversprechende therapeutische
In-vivo-Wirkung wurde in einem systemischen S.-aureus-
Infektionsmodell an Méusen gezeigt (EDs, 1.8 mgkg™' i.v.,
CFU ~10°).142

Die Primiérstruktur von Lysobactin (27) wurde im Zu-
sammenspiel eleganter enzymatischer Abbaureaktionen und
spektroskopischer Untersuchungen aufgeklirt.**! Lysobactin
hat eine ,,Lasso“-Struktur, die aus einem dipeptidischen ,,li-
nearen Segment“ (D-Leu'-Leu®) und einem nonadepsipep-
tidischen ,.cyclischen Segment“ (HyPhe’-HyLeu*-Leu’-p-
Arg®-lle’-aThr®-Gly’-HyAsn'’-Ser'') aufgebaut ist. Bisher
konnte die Sekundérstruktur von 27 in Losung nicht ab-
schlieBend geklirt werden.**) Der hohe Gehalt an nichtpro-
teinogenen Aminosiuren®” deutet klar auf eine nichtribo-
somale Biosynthese.*!) Die bemerkenswert hohe Hydroly-
sestabilitdt aller Amidbindungen gegeniiber Proteasen und
Peptidasen kann als das Ergebnis evolutionédrer Optimierung
angesehen werden, die letztlich zu einer cyclischen Struktur

o] Asn'®

oy fL

N

Schema 24. Bradleys Festphasensynthese des Lysobactin-Derivats 217 durch Makrolactonisierung.** Reagentien und Bedingungen: a) Fmoc-Pep-
tidsynthese, 6 DIC/HOBt-Kupplungen, CH,Cl,; b) Fmoc-Peptidsynthese, 3 EEDQ-Kupplungen, CH,Cl,; c) Pd’; d) DIC, HOBt, DMAP, CH,Cl,,
37°C, 12 h; €) TFA/iPr;SiH/H,0 (95:2.5:2.5), 4 h (Gesamtausbeute 15.6%).
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mit einem hohen Anteil B-hydroxylierter und p-konfigurier-
ter, nichtproteinogener Aminosduren fithrte. Beide Stuktur-
motive — die f-Hydroxylierung und die p-Konfiguration —
findet man oft in depsipeptidischen und peptidischen Se-
kundédrmetaboliten, die oft das Vorurteil widerlegen, pep-
tidische Strukturen seien als Arzneimittel generell ungeeig-
net, da ihre Proteolysestabilitdt zu gering ist. Tatséchlich ist
nur die Lactonbriicke in Lysobactin hydrolyseempfindlich.[**!

Eine Totalsynthese von Lysobactin (27) steht bisher noch
aus. Fiir ein solches Unterfangen zeichnen sich als Haupt-
schwierigkeiten schon jetzt die Synthese von threo-f-Hydro-
xyasparagin, die Erzeugung und weitere Erhaltung des zen-
tralen Lactonrings und natiirlich die entscheidende Makro-
cyclisierung ab. Die Arbeitsgruppen von Cardillo,*2%"!
Lectka,® VanNieuwenhze™¥ und Palomo™®***! haben
diese Herausforderungen offenbar angenommen. Die Fest-
phasensynthese der nahe verwandten Verbindung 217 wurde
bereits von Egner und Bradley™! beschrieben (Schema 24),
es wurden aber keine biologischen Daten fiir 217 berichtet.

Auch bei den komplexen Lysobactinen war die Semisyn-
these der schnellste Weg zu einer ersten Struktur-Wirkungs-
Beziehung. Der Edman-Abbau des Naturstoffs erlaubte —
durch substituierende Derivatisierung — die selektive Modi-
fikation der Aminosdureposition 1 (,,cut out and re-attach®;
Schema 25).%4%7 Durch erneute Acylierung des Abbaupro-
dukts konnte gezeigt werden, dass die N-terminale Amino-
sdure D-Leu' fiir die biologische Aktivitdt sehr wichtig ist.
Fehlt die N-terminale Aminoséure ganz — wie beim Edman-
Abbauprodukt 218 - so verschwindet die antibakterielle
Aktivitdt. Allgemein scheinen an dieser Position D-konfigu-
rierte Aminosiduren, wie man sie auch im Naturstoff antrifft,
giinstig fiir die antibakterielle Wirkung zu sein (vergleiche 28
mit 221, Tabelle 22).147]

Tabelle 22: Antibakterielle In-vitro-Aktivitit von Lysobactin-Antibiotika
gegen Gram-positive Pathogene, MHK [ug mL™"].1*

S. aureus E. faecalis
27 0.2 0.8
218 100 50
28 0.4 1.6
221 3.1 6.3

Die Lysobactine sind aussichtsreiche Leitstrukturen mit
vielversprechender Wirkung in vitro und in vivo. Bisher
beruht das Wissen iiber diese Klasse auf den Naturstoffen 27
und 214 und einigen semisynthetischen Derivaten, die mit-
hilfe von Edman-Chemie erhalten wurden. Eine erste
Struktur-Wirkungs-Beziehung konnte so fiir die Aminosédu-
reposition 1 im linearen Segment aufgestellt werden. Weitere
Arbeiten sind notig fiir eine aussagekriftige Bewertung
dieser bisher wenig beachteten Klasse.

17. Enopeptine

Depsipeptid-Naturstoffe der Enopeptin-Klasse haben als
Antibiotika ein eindeutiges therapeutisches Potenzial.“*"!

www.angewandte.de
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Schema 25. Squibbs einfacher Edman-Abbau (substituierende Modifi-
kation).[*#*¥’] Reagentien und Bedingungen: a) Uberschuss PhNCS,
Pyridin/H,0, 37°C, 1 h; b) TFA, RT, 30 min (aus 27: 18%);"*/l NCA-
Methodik:"*" c) 220, NEt;, DMF, THF, —65°C; d) AcOH.

Enopeptin A (222) und Enopeptin B (223), die dieser Gruppe
den Namen gaben, wurden 1991 aus Kulturen von Strepto-
myces sp. RK-1051 isoliert, die aus Bodenproben der japa-
nischen Stadt Tsuruoka stammten.[**" Thre chemische Struk-
tur wurde NMR-spektroskopisch und durch eine Synthese
aufgeklart. Sie besteht aus einem 16-gliedrigen Lactonring
aus fiinf S-konfigurierten Aminosiduren und einer lipophilen
Polyen-Seitenkette, die iiber eine Amidbindung an den N-
Terminus des Serins gekniipft ist.**" Diese bemerkens-
werte Struktur und ihre antibakterielle Wirkung sowohl
gegen Gram-positive Bakterien als auch gegen einige mem-
brangeschéddigte Gram-negative Keime machten diese Na-
turstoffe zu interessanten Zielverbindungen fiir die Total-
synthese.l**!! Fast zehn Jahre zuvor hatten Wissenschaftler der
Firma Eli Lilly die Isolierung eines strukturell dhnlichen

Angew. Chem. 2006, 118, 5194 — 5254
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Depsipeptid-Antibiotikums A54556 als Gemisch der Fakto-
ren A-H durch aerobe Fermentation von Streptomyces ha-
waiiensis (NRRL 15010) beschrieben. %]

Enopeptin A, R = CH; (222)
Enopeptin B, R=H (223)

A54556 A, R = CH, (224)
A54556 B, R=H  (29)

\,’\n/\/\/\v
o)

Sowohl A54556 als auch seine einzelnen Bestandteile
waren bemerkenswert aktiv gegen Penicillin-resistente Sta-
phylokokken und Streptokokken. Dieses Profil veranlasste
uns, die Substanzgruppe genauer zu studieren, zumal das
Originalpatent aufgegeben worden war und der Produzen-
tenstamm und die Naturstoffe frei zugénglich waren. Unsere
erneute Analyse der isolierten Acyldepsipeptide offenbarte,
dass abweichend von der urspriinglichen Strukturzuord-
nung®®! dem Faktor A die Enopeptin-Konstitution 224
zukam. Weiterhin wurde der Wirkmechanismus aufgeklért,
der auf einer Storung der Zellteilung und einer daraus re-
sultierenden unkontrollierten Filamentierung beruht (Abbil-
dung 11). Durch Anwendung von Reversed-Genomics-
Techniken konnte gezeigt werden, dass die antibakterielle
Wirkung der Leitstrukturen 224 und 29 durch ihre Bindung an
ClpP (caseine lytic protease), den Kernbestandteil eines
bakteriellen Proteasekomplexes, zustande kam.“%4" Zum
Schutz der Zelle vor der Zerstérung durch diese universelle
Protease ist ClpP stark reguliert, und ihre Aktivierung ist nur
mithilfe einer Clp-ATPase und weiterer Helferproteine
moglich. Eine Bindung von 224 oder 29 an ClpP schaltet diese
Sicherung aus und aktiviert ClpP, die nun auch ohne die re-
gulatorische Clp-ATPase proteolytische Abbaureaktionen in
der Zelle ausfiihrt. Diese unkontrollierte Proteolyse hemmt
die bakterielle Zellteilung und fiihrt letztlich zum Tod der
Bakterien. Wegen dieses neuartigen Mechanismus war kei-
nerlei Kreuzresistenz zu vermarkteten Antibiotika oder
Kandidaten fiir die klinische Entwicklung zu beobachten.[*”!

Dieser vielversprechende Anfang wurde jedoch von einer
Reihe verschiedener Méngel iiberschattet. Um das volle Po-
tenzial der Strukturklasse zu erschlieen, wurde daher eine
medizinisch-chemische Optimierung begonnen. Trotz ihrer
bemerkenswerten In-vitro-Aktivitit gegen Enterokokken
und Streptokokken zeigten die natiirlichen Enopeptin-Anti-
biotika 224 und 29 nur begrenzte In-vitro-Wirkung gegen
Staphylokokken und waren vollkommen unwirksam gegen
Gram-negative Bakterien (Tabelle 23). Beide Leitstrukturen
wirkten nicht in Standardmodellen fiir letale Infektionen in
Maiusen, und ihr ADME-Profil war unbefriedigend. Ihre
chemische Stabilitdt war begrenzt, ihre Loslichkeit war nicht
ausreichend fiir eine parenterale Verabreichung, und sie
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Abbildung 11. Wirkungsweise von 224 in B. subtilis: Beeintrichtigung
der bakteriellen Zellteilung und Auslésung von Filamentierung. Elek-
tronenmikroskopische Aufnahmen a) vor und b) 5 h nach der Behand-
lung mit 0.4 ugmL™' 224,17

Tabelle 23: Antibakterielle In-vitro-Aktivitat natiirlicher und synthetischer
Enopeptine gegen Gram-positive Pathogene, MHK [ugmL™"].

Chemie

S. aureus

S. pneumoniae

E. faecium

E. faecalis

224
29

231
232
233
234
235
236
237
30

8
16
>64
1
0.5
8
1
<0.125
0.25
0.5

0.5

1
> 64

0.25
<0.125

2
<0.125
<0.125
<0.125
<0.125

1

2
> 64
<0.125
<0.125

2
<0.125
<0.125
<0.125
<0.125

1
2
> 64
0.125
0.125
1
<0.125
<0.125
<0.125
<0.125
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wurden zu rasch aus dem Korper ausgeschieden. Vor der
Leitstrukturoptimierung sollten die Griinde fiir diese Be-
schrankungen mithilfe einer Kristallstrukturanalyse von 225
genau verstanden werden (Abbildung 12).[4¢]

Die Kiristallisation von 225 aus wasserhaltigem Acetoni-
tril ergab losungsmittelfreie Kristalle. Das Acyldepsipeptid
225 nahm eine Konformation ein, in der die lipophile Sei-
tenkette durch zwei Wasserstoffbriicken oberhalb des Lac-
tonrings fixiert ist. Eine NH--OC-Wasserstoffbriicke (2.1 A)
befand sich zwischen der NH-Gruppe des Phenylalanins und
der Carbonylfunktion des Alanins, die zweite (2.0 A) lag
zwischen der NH-Gruppe des Alanins und der Carbonyl-
funktion des Phenylalanins. Diese Konformation wurde als
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Abbildung 12. Rontgenstrukturanalyse des synthetischen Enopeptins
225. Die lipophile Seitenkette wird von zwei Wasserstoffbriicken tiber
dem makrocyclischen Ring festgehalten ¢®

essenziell fiir die biologische Wirkung erachtet, und die che-
mische Optimierung konzentrierte sich auf Bereiche, die
nicht in dieses Wasserstoffbriickennetzwerk eingebunden
waren: das N-Methylalanin, das Prolin im oberen Strukturteil
in Schema 26 sowie die Aryl- und Alkylreste der Seitenkette.
Fiir die Synthese der ersten Derivate und die Ausarbeitung
der SAR wurde die leicht modifizierte Enopeptin-B-Total-
synthese von Schmidt und Mitarbeitern** verwendet.[*®)

Ausgangspunkte der Synthese waren das mit herkomm-
lichen Methoden hergestellte Tripeptid 226 und das Dipeptid
227. Das lineare Pentapeptolid 228 wurde nach der Penta-
fluorphenylester-Methode von Schmidt zum Lacton 229 cyc-
lisiert,*”” wobei der Ringschluss offensichtlich durch eine —
tiber Wasserstoffbriicken vorgebildete — Vorzugskonformati-
on der offenkettigen Vorstufe begiinstigt wurde. Abspaltung
der Z-Schutzgruppe und Ankniipfen der Phenylalanin-Sei-
tenkette ergaben das Zwischenprodukt 230, das dann durch
Boc-Abspaltung und Kupplung mit 2-Hexensdure in das
Enopeptin 225 iiberfiihrt wurde.

Ausgehend vom Zwischenprodukt 230 lie3 sich die SAR
(Tabelle 23) durch substituierende Modifikation der natiirli-
chen Seitenkette an C8 bequem untersuchen. Dabei stellte
sich heraus, dass nur die C-C-Doppelbindung in a-Stellung
zur Carbonylgruppe fiir die biologische Wirksamkeit relevant
war und auf die anderen Doppelbindungen zugunsten einer
deutlich verbesserten chemischen Stabilitét verzichtet werden
konnte. In Bezug auf Linge und Lipophilie der Seitenkette
waren Heptensdurederivate optimal. Zur Erhohung der
Wasserloslichkeit wurden auch polare Substituenten in die
Seitenkette eingebaut, was jedoch zu unwirksamen Verbin-
dungen fiihrte. Fluorsubstitution in den Positionen 3 und 5 des
Phenylalanins steigerte die In-vitro-Aktivitidt gegen S. aureus
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Schema 26. Synthese neuer Enopeptin-Derivate.l*® Reagentien und
Bedingungen: a) CH,Cl,, HOBt, TBTU, iPr,EtN, 0°C—RT, 79%,;

b) AcOH/H,0 (9:1), Zn, 2 h, RT, 54 %, c) CH,Cl,, Pentafluorphenol,
EDC, 0°C—RT, 18 h; d) 4N HCl in Dioxan, 1 h, RT; e) CH,Cl,, H,0,
NaHCO;, RT, 56 %; f) MeOH, verdiinnte HCl, H, (1 bar), Pd/C, 97 %;
g) N-Boc-Phenylalanin, DMF, HATU, iPr,EtN, RT, 97%; h) CH,Cl,,
TFA/H,O (9:1), 45 min, RT, quant.; i) 2-Hexencarbonsiure, DMF,
HATU, iPr,EtN, 82%.

deutlich, wohingegen sich ein weiteres Fluoratom in Position
4 als ungiinstig herausstellte (231-234). Der Austausch des
Phenylringes gegen einen Pyridyl- oder einen Cyclohexylrest
fithrte zu vollstdndigem Aktivitétsverlust.

Die substituierende Modifikation am oberen Prolinrest
war synthesetechnisch nicht einfach. Die natiirliche 4-R-Me-
thylgruppe schien optimal zu sein, denn groB3ere Substiuenten
(Ethyl, Methoxy) oder ein Positionswechsel (4- nach 3-) ver-
ringerten die antibakterielle Aktivitat. Fiir das natiirliche N-
Methylalanin war ein Alkylsubstituent am Stickstoffatom
unverzichtbar (Entfernen der N-Methylgruppe ergab un-
wirksame Depsipeptide). Der Austausch von N-Methylalanin
gegen N-Methylglycin wurde nicht toleriert, doch der Einbau
starrer cyclischer Aminoséduren ergab hochwirksame Vertre-
ter: Das vollsynthetische Acyldepsipeptid 236 zeigte in vitro
und in vivo ein eindrucksvolles biologisches Profil. Seine
MHK-Werte gegen Gram-positive Erreger lagen in der
GroBenordnung etablierter Antibiotika (Tabelle 23), und
weder ein Wirkverlust gegen multiresistente klinische Isolate
noch Kreuzresistenzen gegen andere Antibiotika waren zu
beobachten. Bei intraperitonealer Behandlung letaler E.-fae-
calis-Infektionen von Maéusen mit einer Einmalgabe von
0.5 mgkg™' 236 stieg die Uberlebensrate auf 100%.1“" Um
das Problem geringer Loslichkeit anzugehen, wurde schlief3-
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()\( N ()\(o E F den weiteren Bedarf (Auto-Obsolenz). Dieser
N | N groB3e medizinische Erfolg bleibt 6konomisch
ﬁ/g o o) 7 % % o} leider nicht ohne Folgen. Aktionérsinteressen
O 0O . .
O _NH OﬁJ ” )H O~ _NH Oﬁ)v/'\‘ best.lr.nmen zune-hme.nd den Rahmen fiir In-
I 0] HN o CeHy; i @) u H uN ﬁ]/\/\/ vestitionsstrategien in Forschung und Ent-
N)K(J N)K(—? wicklung. Der kommerzielle Erfolg von Medi-
Me Me ° kamenten gegen chronische Erkrankungen hat
231R=H 233R=35F, 235 viele Firmen veranlasst, eher in ,,chronische
232R=3-F 234R=345F, Arzneimittel* als in ,, Kurzzeit-Medikamente“
B — wie Antibiotika — zu investieren. Zudem hat
* die Industrie in jiingster Zeit kaum verwertbare
()\(O F F 0 F F antibakterielle Arzneimittel hervorgebracht.
N N . .
\/& o o 0 o Die Versuche neue bakterielle Targets auszu-
o . R o . R beuten, waren enttiuschend und der ,Ein-
Ox-NHJ oﬁJ /H ‘ “~ _CH o NHO oﬁ) /ﬁ%  CH Target-eine-Krankheit“-Ansatz blieb gerade
5\])1\(17 HN\ﬂ/\/ o ;N)K(b HN o auf diesem Gebiet ohne Erfolg. Fiir die Ent-
0 OrR e deckung neuer antibakterieller Arzneimittel
hat der HTS-Ansatz versagt; um die entstan-
236 zgz 222 O-CHNMe, dene Produktivitétslﬁcke. \.Ni.eder zu schlieBe.n,
muss er ersetzt oder modifiziert werden. Allein
die kontinuierliche Entwicklung neuer resis-
lich das N-Methylalanin im variablen unteren Teil des Rings  tenzbrechender Antibiotika kann eine therapeutische Ver-
durch ein N-Methylserin ersetzt (in 237). Sein exocyclischer  sorgung fiir die Zukunft garantieren. Neue Ideen, die dieses
N,N-Dimethylglycinester 30 war nach wie vor hochwirksam  Unterfangen ermutigen, erleichtern und unterstiitzen, sind
und durch seine Wasserloslichkeit fiir parenterale Anwen-  jetzt gefragt.
dungen geeignet. So konnten auf medizinisch-chemischem Die Forschungsstrategie umgestalten und neue Finanzie-
Wege inhidrente Schwachstellen der natiirlichen Enopeptin-  rungsmoglichkeiten erschlieffen: Die Neugestaltung etablier-
Depsipeptidantibiotika  (Stabilitdt, Loslichkeit, Potenz) ter wissenschaftlicher Vorgehensweisen sollte helfen, ,,pra-
deutlich verbessert werden (chemische Post-Evolution). Im  antibiotische* Szenarien zu vermeiden. Dies kann aber nur
Fall der Enopeptine haben wir den effizienten Zugang tiber =~ mit dem pharmapolitischen Willen gelingen, die 6konomi-
die De-novo-Synthese dem fermentativ-semisynthetischen schen Chancen und den kommerziellen Erfolg neuer anti-
Ansatz vorgezogen, um das Potenzial der natiirlichen Leit-  bakterieller Medikamente endlich zu verbessern. Die Mog-
strukturen 224 und 29 systematisch auszuloten. lichkeiten offentlich-privater Partnerschaften in antibakteri-
eller Forschung und Entwicklung (wie fiir HIV, Tuberkulose
und Malaria) sollten ausgelotet werden. Die etablierten Ab-
18. Zusammenfassung und Ausblick ldufe miissen durch eine engere Zusammenarbeit von Mei-
nungsbildnern aus Hochschulen, Kliniken, Behorden und der
Das neue sozio-ékonomische Umfeld fiir die antibakteri-  Industrie verbessert werden. Visiondre Biotech-Firmen
elle Forschung definieren und akzeptieren: Die Multiresistenz ~ haben die antibakterielle Forschung und die Erforschung von
gegen Antibiotika breitet sich weltweit aus, und bakterielle ~ Naturstoffen wiederbelebt (AnalytiCon, Basilea, Cubist,
Infektionen reagieren oft nicht mehr auf Standard-Thera-  Kosan, Replidyne, Vicuron etc.). Spezielle Anreize fiir Anti-
piemethoden. Die Zahl der Berichte iiber Therapieversagen  biotika — im Vergleich zu ,,chronischen® und Lifestyle-Arz-
und steigende Behandlungskosten nimmt zu, besonders in  neimitteln — konnten es Entscheidungstrdgern erleichtern,
Krankenhdusern. Die Behandlung resistenter Keime erfor-  erneut in antibakterielle Forschung zu investieren. Verschie-
dert lingere Krankenhausaufenthalte und teurere Medika- dene Punkte sollten in diesem Zusammenhang diskutiert
mente und treibt dadurch die Kosten in die Hohe. Jede Ver-  werden: die Ausweitung des Patentschutzes (wild-card) fir
wendung von Antibiotika fiihrt unweigerlich zu Resistenz- neue Klassen von Antibiotika (first-in-class), die ,,Riicker-
entwicklung und begrenzt damit die Effizienz und die Le-  stattung“ von Patentlaufzeit (die wahrend der Priifungsver-
benszeit eines jeden Antibiotikums. Dadurch entsteht ein  fahren verlorenging), die Vereinfachung klinischer Studien
anhaltender Bedarf an neuen, wirksamen und sicheren anti-  durch schnellere Begutachtung (fast-track review) und durch
bakteriellen Arzneimitteln ohne Kreuzresistenz zu momen-  die Verwendung von Surrogat-Parametern. Eine bessere
tan verwendeten Antibiotika. Trotzdem werden derzeit die =~ Abstimmung zwischen den Zulassungsbehorden einzelner
Investitionen in die antibakterielle Forschung und Entwick-  Lander ist erforderlich; globale Zulassungskriterien sind
lung zuriickgefahren: Die meisten groBen Pharmaunterneh-  Zukunftswiinsche. Bessere Maflnahmen zur Infektionskon-
men haben dieses Gebiet verlassen. Die Konkurrenz durch  trolle, die Uberwachung der Resistenzentwicklung und In-
billige Generika, die Resistenzentwicklung und zunehmende  itiativen zum verantwortlichen und fachgeméBen Gebrauch
Auflagen seitens des Gesetzgebers haben den Druck auf die  werden helfen, die Lebensspanne etablierter Antibiotika zu
Gewinnspannen deutlich erhoht. Effiziente Antibiotika  verldngern und die Akzeptanz fiir die Antibiotikatherapie zu
heilen Infektionskrankheiten rasch und gefihrden so aktiv  erhalten.
Angew. Chem. 2006, 118, 5194 —5254 © 2006 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de 5243
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Zeitgemdfle wissenschaftliche Methoden fiir die Naturstoff-
Forschung nutzen: Die Semisynthese und die De-novo-Syn-
these sind Verfahren zur iterativen Optimierung von Natur-
stoffen und ermoglichen den Zugang zu patentierbaren
Arzneimittelstoffen mit verbesserten pharmakokinetischen,
physikochemischen und toxikologischen Eigenschaften
(chemische Post-Evolution). Die sorgfiltige Auswahl von
Naturstoff-Leitstrukturen fiir medizinisch-chemische Pro-
gramme oder als Wegweiser zu validen Targets (Reversed
Genomics) kann Wege zu zukiinftigen Therapien aufzeigen.
Die In-silico-Modellierung der Bindungsweise ,,privilegierter
Strukturen® an ihre Targets, erlaubt die Konzeption von we-
niger komplexen Molekiilen mit verbesserten Eigenschaften,
die als Basisstrukturen fiir medizinisch-chemische Program-
me und kombinatorische Chemie dienen konnen. Mit Aus-
nahme einiger (-Lactam-Antibiotika hat bis heute aus-
schlieBlich die Semisynthese abgewandelter antibakterieller
Naturstoffe wirtschaftliche Bedeutung erlangt.

JAlte“ antibakterielle Substanzklassen und klinisch be-
widhrte Targets erneut angehen: Selbst innerhalb bekannter
Naturstoff-Antibiotika ruht ein verborgener Schatz an bio-
aktiver Strukturdiversitdt. Viele ,alte Substanzklassen
wurden nie systematisch mit den Methoden der De-novo-
Synthese bewertet, und umfassende SAR zu ihren Grundge-
riisten liegen nicht vor. Selbst durch eine bessere Nutzung der
verfiigbaren antibakteriellen Wirkstoffe konnen wir noch viel
erreichen. Gerade klinisch bewédhrte Wirkmechanismen eta-
blierter Substanzklassen sollten nicht vernachléssigt werden.
Neue Technologien wie die kombinatorische Biosynthese
konnen attraktive neue Verbindungen oder (verbesserte)
Vertreter bekannter Antibiotika hervorbringen. Allerdings
ist der Wert dieser Technologien fiir die antibakterielle For-
schung in der industriellen Praxis noch nicht bewiesen. Mo-
mentan ist nicht abzusehen, ob die kombinatorische Bioche-
mie eine gesteuerte und ausreichend strukturell diverse che-
mische Post-Evolution ermoglicht, wie sie zur Umwandlung
von Naturstoffen in Medikamente notwendig ist.

Naturstoff-Forschung im Interesse der Patienten: Der zu-
nehmende Druck auf pharmazeutische Firmen, in einem sehr
dynamischen Umfeld wirtschaftliche Kennzahlen zu errei-
chen und kontinuierlich Kosten zu sparen, hat in der Industrie
einen harten Wettbewerb um Forschungsmittel ausgelGst.
Diesen hat die Naturstoff-Forschung in vielen Féllen verlo-
ren. Auch wenn heute die Ansicht weit verbreitet ist, anti-
bakterielle Forschung sei ohne Naturstoffe moglich: Die
Vergangenheit hat uns das Gegenteil gelehrt. Da nun das
Pendel der Resistenz zuriickschlagt, bleibt nur die Alterna-
tive antibakterieller Forschung mit Naturstoffen. Auf das
universelle Wissen der Natur ganz zu verzichten wire
Selbstiiberschiatzung. Die Architektur natiirlicher Antibioti-
ka ist der Schliissel zur Verwundbarkeit von Bakterien.

19. Abkiirzungen
ADME(T) Absorption, Distribution, Metabolism,
Excretion, (Toxicity)

Fliche unter der Kurve (pharmakokineti-
scher Parameter)

AUC
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Boc
BOPCI

BSTFA
CAP

CDI
CFU
ClpP
CNS
COD
cSSSI
c¢SSTI

cUTI
DBU
DCC
DIC
Dipamp

DMA
DMAP
DMF
DMSO
ED
EDC

EEDQ

(8,9)-Et-
DuPhos-Rh

FCS
FDA

fu

GISA

HAP
HATU

HBTU

HOBt
HTS
TIAI
ICAAC

ICU
IG5,
IDSA
LV
LDA
MA

MHK
MLSg-Resis-
tenz
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tert-Butoxycarbonyl
[(1-Benzotriazolyl)oxy]tris(dimethyl-
amino)phosphonium-chlorid
N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid
Auflerhalb vom Krankenhaus erworbene
Lungenentziindung
N,N'-Carbonyldiimidazol
Koloniebildende Einheiten

Caseine Lytic Protease
Zentralnervensystem

1,5-Cyclooctadien

Komplizierte Hautinfektionen
Komplizierte Haut- und Weichteilinfek-
tionen

Komplizierte Harnwegsinfektionen
1,8-Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-en
Dicyclohexylcarbodiimid
N,N-Diisopropylcarbodiimid
1,2-Ethylenbis[(2-methoxyphenyl)-
phenylphosphan]

N,N-Dimethylacetamid
4-Dimethylaminopyridin
N,N-Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid

effektive Dosis
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbo-
diimid
2-Ethoxy-N-ethoxycarbonyl-1,2-dihydro-
chinolin
(4)-1,2-Bis[(2S,55)-2,5-diethylphosphola-
no] benzol(cyclooctadien)rhodium(I)-tri-
fluormethansulfonat

Fotales Kilberserum

US Food and Drug Administration; US-
Gesundheitsbehorde

Freie Fraktion (pharmakokinetischer
Parameter)

Glycopeptide-intermediate Staphylococcus
aureus

Im Krankenhaus erworbene Pneumonie
O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-
tetramethyluronium-hexafluorophosphat
Benzotriazol-1-yl-N-tetramethyluronium-
hexafluorophosphat
1-Hydroxy-1H-benzotriazol
Hochdurchsatz-Screening
Intraabdominalinfektion

Interscience Conference on Antimicrobial
Agents and Chemotherapy
Intensivstation

Inhibitorische Konzentration 50 %
Infectious Disease Society of America
intravends (parenteral)
Lithiumdiisopropylamid
Membranaffinitat (Deskriptor fiir
Lipophilie)

Minimale Hemmkonzentration
Resistenz gegen Makrolide, Lincosamide
und Streptogramin B
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MRSA Methicillin-resistenter Staphylococcus
aureus

MRSE Methicillin-resistenter Staphylococcus
epidermidis

MDRSP Multiresistenter Streptococcus pneumoniae

NBS N-Bromsuccinimid

NCE Neue chemische Struktur

PBP Penicillin-Bindeprotein

Phth Phthaloyl

PK Pharmakokinetik

pNB p-Nitrobenzyl

p.o. peroral (Anwendung)

PPT Pyridinium-p-toluolsulfonat

PRSP Penicillin-resistenter Streptococcus
pneumoniae

QT elektrophysiologischer Parameter (Herzer-
regung)

RG Reversed Genomics

RTI Atemwegserkrankung

SAR Struktur-Wirkungs-Beziehung

s.C. subkutan (Anwendung)

SSTI Haut- und Weichteilinfektionen

STR Struktur-Toxizitdts-Beziehung

TBDMS tert-Butyldimethylsilyl

TBTU Benzotriazol-1-yl-N-tetramethyluronium-
tetrafluoroborat

TFA Trifluoressigsdure

THF Tetrahydrofuran

tip Serumhalbwertszeit (pharmakokinetischer
Parameter)

UTI Harnwegsinfektion

VISA vancomycin-intermediate Staphylococcus
aureus

VRSA Vancomycin-resistenter Staphylococcus
aureus

VRE Vancomycin-resistenter Enterococcus
faecium

Vs Verteilungsvolumen (pharmakokinetischer
Parameter)

Z Benzyloxycarbonyl (Schutzgruppe)

Im Lauf der vergangenen Jahre waren Hochschulkooperatio-
nen mit zahlreichen synthetisch arbeitenden Gruppen eine
duflerst fruchtbare Grundlage unserer antibakteriellen For-
schung. Ganz besonders danken wir in diesem Zusammen-
hang T. Bach, V. N. Belov, S. Brise, R. Briickner, A. Fiirstner,
G. Helmchen, V. Jiger, U. Kazmaier, A. Kirschning, A.
de Meijere, K. C. Nicolaou und J. Pietruszka fiir ihre wert-
vollen Beitrige. Desweiteren geht unser Dank an E. Redpath
(Wood Mackenzie) und H. G. Rohbeck fiir die Bereitstellung
von Antibiotika-Verkaufszahlen und Konkurrenzanalysen.
Wir danken N. Griebenow fiir die stimulierenden Diskussionen
iiber das Konzept der chemischen Post-Evolution und A.
Hillisch fiir seinen professionellen Rat in Fragen der Compu-
terchemie. Dieser Aufsatz wire niemals zustande gekommen
ohne das Engagement und den wissenschaftlichen Sachver-
stand unserer geschdtzten Kolleginnen und Kollegen H. Brotz-
QOesterhelt, N. Brunner, S. Bartel, Y. Cancho-Grande, R. En-
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dermann, K. Ehlert, M. Es-Sayed, C. Freiberg, C. Fiirstner, R.
Gahlmann, M. Gehling, R. Grosser, T. Henkel, I. Knezevic, J.
Kriiger, H. Labischinski, T. Lampe, H.-G. Lerchen, H. Meier,
M. Michels, B. Newton, H. Paulsen, J. Pohlmann, S. Raddatz,
J. Ragot, G. Schiffer, A. Schumacher, S. Seip, M. Stadler, N.
Svenstrup, J. Telser und K. Ziegelbauer. Fiir Ratschlige zur
Erstellung des Manuskripts danken wir A. Mullen, R. Siis-
smuth und S. Wegener. Die Gutachter haben mit ihrer grofien
Erfahrung, vielen wertvollen Kommentaren und Gedanken
zur Abrundung dieses Aufsatzes beigetragen. Zu besonderem
Dank sind wir H. Riibsamen-Waigmann, H. Haning und H.
Wild verpflichtet. Sie haben unsere Ideen und Konzepte immer
konstruktiv unterstiitzt. H. Reichel (www.daxo.de) hat die
Vortitelseite ,,Die Evolution des Daxophons* und die Schrift
» FF Daxline ProRegular* gestaltet.
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