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Schema 2. In-vitro- und in-vivo-Bildung von Pyridoxylisochinolin-Alkaloi-
den.

nen von Vitamin B¢ noch erweitert durch die wahrschein-
lich nichtenzymatische Pictet-Spengler-Kondensation zu
heterocyclischen Metaboliten.

Tabelle 2. Ergebnisse der umgekehrten Isotopenverdiinnungsanalyse nach
Applikation von Pyridoxin 3* (10 uCi, 20 mg/kg) und L-Dopa 4 (20 mg/kg)
an Ratten.

Isoliertes Inkuba-  Gesamt- Absolute Alkaloidgehalt
Alkaloid tions- radioaktivitat Einbaurate [ng/mL bzw.
(Probe) zeit [h) [nCi] [%] x 102 ng/gl

8 (Blut) 4 1.9 19 133

8 (Blut) 6 3.0 3.0 206

8 (Leber) 6 0.2 0.2 28
10 (Blut) 2 0.7 0.7 53

10 (Blut) 4 0.8 0.8 57

10 (Leber) 6 <0.007 <0.007 <1

Eingegangen am 2. Oktober,
erginzte Fassung am 11. November 1985 [Z 1481]
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Der Ferrocenylmethyl(Fem)-Rest als
hochlipophile und chromephore Gruppe zur
Maskierung von Peptidbindungen**

Von Heiner Eckert* und Christoph Seidel

Fiir eine neue Strategie zur Chemosynthese von Pepti-
den', die durch Verwendung stark lipophiler und chromo-
phorer Gruppen gekennzeichnet ist, wurde eine Methode
zur Maskierung von Peptidbindungen entwickelt. Die Be-
handlung der chemisch reaktiven funktionellen Gruppen
ist durch die konventionellen Schutzgruppentechriken!”
weitgehend abgedeckt. Peptidbindungen sind hingegen vor
allem ,,physikalisch reaktiv*‘, das hei}t, sie haben groBen
EinfluB auf Sekundirstruktur und Léslichkeit eines Pep-
tids. Solche Konformationseffekte erschweren oft die Syn-
these. Versuche, diese Effekte zu verhindern”), wurden von
Weygand et al. mit dem 2,4-Dimethoxybenzyl-Rest™ un-
ternommen. Ugi et al. erkannten die priparative Niitzlich-
keit der lipophilen und chromophoren Ferrocenylalkyl-
Gruppierung in stereospezifischen Reagentien®®". Von
Ragnarsson et al. wurde kiirzlich die rer-Butoxycarbony-
lierung der Peptidbindung in einem Prolyl-glycin-Deri-
vat®! beschrieben.

Der chromophore (gelbe) Ferrocenylmethyl(Fem)-Rest™!
ermoglicht eine wirtschaftlich giinstige, regenerative Mas-
kierung von Peptidbindungen zur Unterdrickung oder
Manipulation von Sekundérstrukturen und zur lipophilen
Solubilisierung von Peptid-Derivaten. Der Fem-Rest kann
durch einfache katalytische reduktive Alkylierung von
Aminosduren oder Aminosédure-estern mit kommerziell er-
hiltlichem Ferrocencarbaldehyd 1 und Wasserstoff einge-
fiihrt werden. Als Hydrierkatalysator kommt das hochse-
lektive Palladium(ir)-phthalocyanin'® in Betracht: Wih-
rend 1 nur duBerst langsam reduziert wird, 148t sich das
aus 1 und der Aminosédure bzw. dem Aminoséureester er-
haltene Azomethin 2 innerhalb einiger Stunden hydrieren.
Dabei entstehen die Fem-Aminosiduren bzw. deren Ester
racemisierungsfrei und in hohen Ausbeuten (Tabelle 1),

[*] Dr. H. Eckert, C. Seidel
Organisch-chemisches Tnstitut der Technischen Universit4t Miinchen
Lichtenbergstrafie 4, D-8046 Garching

[**] Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft gefor-
dert.
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Tabelle i. Synthese von Fem-Aminosduren und Derivaten (3, R=H b.w,
Me. 1Bu, Na).

Fem—-NH-CHR'-CO;R  Ausb. Fp [@]® (A [nm])

3 %] °Q)

3a  Fem—Gly—OH 73 198 —

3b Fem—Gly—OMe 60 [o)] -

3¢ Fem—Ala—ONa 83 232 —38.3(546)

3d Fem—Ala—OMe 1 01 —173.3 (546);
~53.4(589)

3¢ Fem—Phe—ONa 82 305 — 9.5(546)

3f Fem—Phe—OrBu 81 Ol —13.8 (589)

3g Fem-—Leu—OrBu 85 o] —26.7 (546)

3h  Fem—Val—OrBu 89 o1 —34.0(546):
—23.5(589)

ohne weiter reduziert zu werden. Der racemisierungsfreie
Ablauf der Reaktion wird am Beispiel der ziemlich racemi-
sierungsanfilligen Aminosdure Phenylalanin gezeigt:
Nach dem Isolieren und anschlieBenden Hydrieren von
Ferrocenylmethylen-Phe-OrBu wird der Ester Fem-Phe-
OrBu mit Trifluoressigsdure total deblockiert und die spe-
zifische Drehung des freien Phenylalanins zu [a)E —32.7
bestimmt. Dieser Wert ist identisch mit dem des urspriing-
lichen Phenylalanins. Fem-Aminosiure-methylester sind
recht stabil; so kann Fem-Gly-OMe ohne Zersetzung
quantitativ destilliert werden (Kp=235°C/0.1 Torr). Da-
gegen zersetzt sich der entsprechende ,,freie* Ester H-Gly-
OMe bereits bei Raumtemperatur innerhalb weniger Stun-
den quantitativ zu 2,5-Diketopiperazin.

Die Kupplungsreaktionen von N-geschiitzten Amino-
sduren mit Fem-Aminosdure-Derivaten 3 zu Peptiden 4
mit Fem-maskierten Peptidbindungen kénnen vorteilhaft
nach der DCCI-Methode” 4 innerhalb weniger Stunden
durchgefiihrt werden (Tabelle 2). Die Ausbeuten sind all-
gemein hoch, und sogar die sterisch extrem stark gehin-
derte Verkniipfung von Tcboc-Val-OH!® mit Fem-Val-
OrBu 3h liefert noch 50% Ausbeute an 4f. Die Untersu-
chung der Racemisierung® wihrend der Verkniipfung
von Boc-Gly-Fem-Ala-OH mit H-Leu-OtBu durch DCC'I
ergibt das lzumiya-Testpeptid-Derivat Boc-Gly-Fem-Al-
Leu-OtBu (92% Ausbeute) mit 27% D-Alanin und 73% 1 -
Alanin. Die Vergleichsreaktion ohne Fem-Rest unter den-
selben Bedingungen (84% Ausbeute) liefert das Testpeptid-
Derivat mit 12% D-Alanin und 88% L-Alanin. Dieser Sach-
verhalt ist bei racemisierungsanfilligen Fragmentkonden-
sationen zu beachten. Dagegen erhilt man bei der Kupp-
lung von Tcboc-Fem-Ala-OH mit H-Leu-OrBu (85% Aus-
beute) nur <0.02% D-Alanin. Dies bedeutet, daB bei der
Verkniipfung mit N-urethangeschiitzten Fem-Aminoséduren
keine Racemisierung stattfindet und somit unter diesem
Gesichtspunkt eine stufenweise Peptidsynthese unproble-
matisch ist.
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Tabelle 2. Kupplungsreaktionen mit Fem-Aminosiure-Derivaten 3 zu Pepti-
den 4 mit Fem-geschatzter Peptidbindung [6].

Edukte Produkte Ausb.
{%]

Z—-Ala—OH +

Z-AlayPhe—0OtBu
Fem-Phe~OtBu 3f T

4a 83
Fem

Boc—Gly—OH +

Boc—Gly+Ala—OMe
Fem—Ala—OMe 3d T

4b 91
Fem

Boc-Gly—OH +

Boc-Gly]—Ala—Leu—OlBu
Fem—Ala—Leu—OtBu

4c 75
Fem

Tcboc—Phe—OH +

Fem—Leu—Or¢Bu 3g

Tcboc—Phe-Leu—OrBu
T 4d 93

Fem

Tcboc—-Fem—Gly—OH +

choc—Fem—GIy-]rGIy—OMe
Fem—Gly—OMe 3b

de 80
Fem

Tcboc—Val—-OH +

choc—Val-,—Val—OlBu
Fem—Vail—OrBu 3h

4f 50
Fem

Zwischenprodukte, welche den Fem-Rest enthalten,
kénnen leicht durch Sdulenchromatographie an preisgiin-
stigen Kieselgelen in Loésungsmitteln auf der Basis von He-
xan (hohe Trennleistung) gereinigt werden. Dies ist wegen
ihrer auBBerordentlich hohen Lipophilie!” und starken gel-
ben Eigenfarbe moglich. Die Fem-Gruppe laBt sich mit
Trifluoressigsidure/f-Thionaphthol in Dichlormethan in-
nerhalb 2-4 h mit gleicher Geschwindigkeit wie die Boc-
oder OrBu-Reste abspalten.

Arbeitsvorschriften

Fem-Aminosciuren (als Natriumsalze 3, R= Na): Eine Suspension aus 10
mmol Aminosdure, 2.14g (10 mmol) 1, 2.12g (20 mmol) wasserfreiem
Na,CO; und 0.06 g (0.1 mmol) Palladium(11)-phthalocyanin [5] in 40 mL Me-
thanol wird mit H, gesattigt und unter H; (aus einer Gasbirette) einige Stun-
den heftig gerahrt, bis die Gasaufnahme beendet ist. Man filtriert die Sus-
pension iiber eine 4 cm dicke Na,SO,-Schicht, wiascht mit Methanol nach
und engt das Filtrat auf 10-20 mL ein. Durch Zugabe von Ether fallt das
Natriumsalz der Fem-Aminosaure aus. Dieses wird aus Wasser oder Metha-
nol/Wasser umkristallisiert. Man erhalt gelbe Kristalle.

Fem-Aminosdureester 3, R= Alkyl: Ein Gemisch aus 10 mmol Aminosiure-
ester (-hydrochlorid), 2.14g (10 mmol) 1 und 0.06 g (0. mmol) Palladi-
um(ii)-phthalocyanin [5] in 10 mL Methano! und 20 mL Essigester (bei Ami-
nosiureester-hydrochloriden zusitzlich 0.8 mL (11 mmol) Triethylamin) wird
mit H, gesattigt und unter H, (aus einer Gasbirette) einige Stunden heftig
gerfihn, bis die Gasaufnahme beendet ist. Man filtrient fiber eine 4 cm dicke
Na,SO.-Schicht, wischt mit Essigester nach und engt das Filtrat ein. Der
Rilckstand wird in Hexan/Essigester (ca. 3:1) an Kieselgel chromatogra-
phiert. Man erhalt ein tief orangefarbenes OL.

Kupplungsreaktionen zu 4: 10 mmol N-urethangeschiitzte Aminosiure und
10 mmol Fem-Aminosdureester 3, R= Alkyl, werden in 40 mL Dichlorme-
than auf —20°C gekihlt. Dazu tropft man eine Ldsung von 2.27 g (11 mmol)
DCCI in 10 mL Dichlormethan innerhalb 5 min und nimmt anschliefend
das Kiihlbad foni. Nach 12 h wird vom Dicyclohexylharnstoff abfiltriert und
das Filtrat eingeengt. Der Riickstand wird in Hexan/Essigester (ca. 3:1) an
Kieselge! chromatographiert”. Man erhilt einen gelben Hartschaum.

Eingegangen am [3. August,
erginzte Fassung am 15. November 1985 [Z 1427]
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Synthese des all-L-konfigurierten
Cyclotetradepsipeptids cyclol-L-Val-L-Lac-], nach
dem kombinierten Schutz-/Aktivierungsverfahren mit
der 2,4-Bis(methylthio)phenoxycarbonyl-Gruppe**

Von Horst Kunz* und Hans-Jiirgen Lasowski
Professor Rolf C. Schulz zum 65. Geburtstag gewidmet

Die natiirlichen cyclischen Depsipeptide zeichnen sich
durch selektives Komplexierungsvermdgen und antibio-
tische Eigenschaften aus''l. Da ihre Biosynthese™ von der
der Peptide abweicht, sind sie durch gentechnologische
Verfahren nicht zugiinglich. Der schwierigste Schritt der
chemischen Depsipeptidsynthese ist die Cyclisierung. Be-
sonders beim Ringschluf3 zu den kleineren Cyclodepsipep-
tiden hingt der Erfolg stark von der Konfiguration der
Bausteine ab, wie Shemyakin et al.'® an mehreren Tetra-
depsipeptiden 1 aus N-Methylvalin und a-Hydroxyisova-
leriansdure gezeigt haben. Die Ausbeuten lagen bei 40-
75%, sofern mindestens einer der vier Bausteine eine an-

H-MeVal-Hyiv-MeVal-Hyiv-OH 1

dere Konfiguration als die tibrigen hat. Das all-D-konfigu-
rierte Diastereomer von 1 lieB sich dagegen nur in 8% Aus-
beute cyclisieren. Noch geringer ist die Neigung zur Cycli-
sierung trotz entgegengesetzter Konfiguration der Baustei-
ne, wenn die Aminosiure-Bausteine in 1 keine N-Methyl-
gruppen enthalten. Das entsprechende Cyclotetradepsi-
peptid entstand nur in 6% Ausbeute®. In der Natur wer-
den aber dennoch Cyclotetradepsipeptide ohne N-Methyl-
gruppen gebildet, z. B. cyclo[-L-Hyiv-L-1le-Hyiv-D-allo-1le-],
und das sogar iiber all-L-konfigurierte Vorstufen®l.

Bei Arbeiten an neuen Methoden der Depsipeptidsyn-
these™ haben wir jetzt ein Konzept fur die chemische Cy-
clisierung auch solcher Tetradepsipeptide wie 2 entwik-
kelt, die nur gleichkonfigurierte Bausteine und keine N-
Methylgruppen enthalten.

H[-L-Val-L-Lac-];OH — cyclo[-L-Val-L-Lac-],
2 3

[*] Prof. Dr. H. Kunz, Dr. H.-J. Lasowski
Institut fisr Organische Chemie der Universitat
Johann-Joachim-Becher-Weg 18-20, D-6500 Mainz

[**} Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft und
vom Fonds der Chemischen Industrie geférdert.
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Diesen Ringschlufl, bei dem beide oben genannten, er-
schwerenden Faktoren zusammentreffen, erreichen wir
mit der aktivierbaren 2.4-Bis(methylthio)phenoxycarbo-
nyl(Bmpc)-Aminoschutzgruppe. Sie wird iiber den Chlor-
ameisensiure-2,4-bis(methylthio)phenylester in die Ami-
nosduren eingefithrt, wie dies fiir die 4-Methylthiophen-
oxycarbonyl(Mtpc)-Gruppe schon beschrieben worden
ist’®. Auch die Verkniipfung der Bmpc-Aminosduren mit
L-Milchsdure geschieht analog dem dort angegebenen Ver-
fahren' mit Benzolsulfonylchlorid!.

Die Bmpc-Gruppe des geschiitzten Didepsipeptids 4 ist
stabil gegen Trifluoressigsdure in Dichlormethan, so dafl
der tert-Butylester selektiv unter Bildung von 5 gespalten
werden kann. Mit wasserfreier Peressigsdure in Eisessig!
(10%) kann die Bmpc-Gruppe in 4 zur 2,4-Bis(methylsul-
fonyl)phenoxycarbonyl(Bspc)-Gruppe in 6 aktiviert wer-
den (Schema 1),

Bereits mit Pyridin wird aus der Bspc-Gruppe 2,4-
Bis(methylsulfonyl)phenol eliminiert; 6 geht dabei in das
Isocyanat 7 iiber. Wird 7 in Gegenwart der zu verkniipfen-
den Carboxykomponente 5 freigesetzt, so reagiert diese di-
rekt mit 7 iiber das gemischte Carbonsdure-carbaminsiu-
re-anhydrid zum gewiinschten geschiitzten Tetradepsipep-
tid 8.

Il CHgCOgH
CH,5S 0-C-Val-Lac—0tBu
AcOH
SCHa 4 quant.
| S ——
B 0 0 Y
mpe I VAN
CHa‘ﬁ O—C—Pll—CH—CO-Lac—OtBu
0o (o)
Py H 8
CF3COOH CHq
CH,Cl, N - s
92% B NP |
S’
pc l S

Bmpc—Val-Lac—OH

i
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Schema (. Reaktionsbedingungen: 20 mmol § und 20 mmol 6 in 160 mL
wasserfreiem CH,Cl,/32 mL wasserfreiem Pyridin, Molekularsieb 4A,
Raumtemperatur, priparative HPLC in Petrolether/Essigester (4:1). 8 ent-
steht in 57% Ausbeute (bezogen auf §).

Die von uns friiher verwendete Mtpc-Gruppe!® zeigte
hier den Nachteil, daB zur Eliminierung aus der Sulfo-
nyl(Mspc)-Form Triethylamin ben&tigt wird, das teilweise
auch die nicht-aktivierte Mtpc-Gruppe angreift. Die so ge-
wonnenen Depsipeptide enthielten nicht abtrennbare nied-
rigere Homologe (nachweisbar nur durch analytische
HPLC). Mit dieser Gruppe gelang daher keine Cyclisie-
rung.

Zur Cyclisierung wird 8 mit Trifluoressigsdure C-termi-
nal zu 9 deblockiert und dieses dann mit wasserfreier Per-
essigsdure an der N-terminalen Schutzgruppe zu 10 akti-
viert (Schema 2). In verdiinnter Dichlormethanldsung wird
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