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Synthese von Cyclotheonamid B und
Derivaten**

Jingen Deng, Yasumasa Hamada, Takayuki Shioiri*,
Shigeki Matsunaga und Nobuhiro Fusetani

Die Cyclotheonamide A(1; R = CHO; X, Y = Q)und B(2a;
R =Ac; X, Y=0) wurden aus dem marinen Schwamm
Theonella isoliert, der vor der japanischen Insel Hachijo-jima
gefunden wurde!'!. Diese makrocyclischen Pentapeptide inhi-
bieren einige Proteasen, insbesondere Thrombin, stark und sind
damit die ersten makrocyclischen Thrombin-Inhibitoren mit
zwei neuartigen Aminosduren: einem vinylogen Tyrosin und
einem Arginin, das durch eine Carbonylgruppe in der a-Position
verldngert ist (x-carbonylhomologes Arginin) (Schema 1). We-
gen der Einzigartigkeit der Struktur von 1 und 2 a sowie wegen
ihrer biologischen Aktivitidt wurden Totalsynthesen erarbei-
tet’>” 5 und der Mechanismus der Inhibierung von Serin-
proteasen aufgestellt™: o1,

Cyclotheonamid A
Cyclotheonamid B

1, R=CHO; X, Y=0

2a, R=Ac; X, ¥=0

2b, R=Ac; X=H, Y=0OH

2¢, R=Ac; X=0H, Y=H

Schema 1. Die makrocyclischen Pentapeptide 1 und 2 mit Angabe der fir die kon-
vergente Synthese wichtigen Schnittstellen.

Wir berichten nun oiber eine effektive Totalsynthese von Cy-
clotheonamid B 2a und von den an der x-Ketogruppe des carbo-
nylhomologen Arginins in Cyclotheonamid B reduzierten
Verbindungen 2b und 2c. In unserer Strategie wurden
die Organophosphorreagentien Diethylphosplionocyanidat,
(C,H;0),P(O)CN (DEPC)!™, und Pentafluorphenyl-diphenyl-
phosphinat, Ph,P(O)OCF, (FDPP)"®, fiir die Bildung der Pep-
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tidbindungen mit zufriedenstellender Effizienz verwendet. In ei-
ner konvergenten Strategie wurden zwei Fragmente an Positio-
nen verkniipft (siehe Schema 1), an denen keine Epimerisierung
eintreten kann. Bemerkenswert ist die hohe Ausbeute (>80 %)
der Makrolactamisierung unter Verwendung von FDPP und die
Nutzung der 2-Furylgruppe als Synthesebaustein fiir die Carbo-
nylgruppe!®l.

Da von der a-Carbonylamidfunktion bekannt ist, dal3 sie mit
Serinproteasen tetraedrische Hemiketale bildet!* ¢! und daB sie
fiir die Affinitdt von 1 zu den Enzymen eine wichtige Rolle
spielt, sollte mit den beiden Dihydroanaloga 2b und 2¢ die
biologische Bedeutung der a-Carbonylamideinheit bestatigt
werden konnen.

Die Synthese des westlichen Teils ging von N*-reri-Butoxycar-
bonyl-N °-(4-methoxy-2,3,6-trimethylbenzolsulfonyl)-(.5)-arginin
3 (Boc-(S)-Arg(Mtr)-OH) aus, das mit N,Q-Dimethylhy-
droxylamin (DEPC, Triethylamin (TEA), Dimethylformamid
{DMF), Raumtemperatur, 4 h) gekuppelt wurde. Das entstan-
dene Weinreb-Amid 4 wurde mit 2-Furyllithium, das aus Furan
gebildet wurde (¢/BuLi, THF, —78°C, 1 h; 0°C, 4 h), konden-
siert, reduziert (NaBH,, MeOH, —10°C, 0.5 h) und dann zu §
acetyliert (Ac,0, 4-Dimethylaminopyridin (DMAP), CH,Cl,,
Raumtemperatur, 12 h). Das Furan 5 wurde als Gemisch der
syn- und anti-Isomere im Verhéltnis von 61:39 erhalten!%l, Die
Ruthenium-katalysierte Oxidation (RuCly/NalO,, CH,CN/
CCl,/H,0, 1.5 h)t* 1 yon 5 lieferte glatt die «-Acetoxycarbon-
sdure 6, eine Vorstufe des x-carbonylhomologen Arginins.

HNYNHM" CH;;ONHCHS'HC' HNYNHM"
NH DEPC, TEA NH
lj " Jfr
BocHN™ "COOH BocHN™ “"CON(CH3)OCH;
3 4
HN_NHMtr HN_NHMtr
Y Y
1) Furyllithium, 83% NH NH
2) NaBH,4 RuCls/NalQy
e [o) e it
3) Ac0, DMAP \ 87%
93%  BocHN” Y'Y BocHN” ~y COM
Ac Ac
5 6

Die Synthese des (E)-vinylogen (S)-Tyrosins 9 gelang stereo-
selektiv aus dem Aminoalkohol 8 durch eine Eintopfreaktion
in guter Ausbeute?, N-reri-Butoxycarbonyl-O-2,6-dichlor-
benzyl-(S)-tyrosin 7 (Boc-(S)-Tyr(Cl,Bzl)-OH) wurde durch
Bildung des Methylesters (CH,I, KHCO,, DMF, Raumtempe-
ratur, 4 h) und anschlieBende Reduktion (LiCl/NaBH,, THF/
EtOH, Raumtemperatur, 12 h) nach unserer Methode!'3! zu 8
umgesetzt. Die Oxidation von 8 (Dimethylsulfoxid (DMSQ),
Schwefeltrioxid/Pyridin-Komplex, TEA, 0.5h) und die an-
schlieBende Wittig-Reaktion mit Methoxycarbonylmethylentri-
phenylphosphoran lieferten den (E)-vinylogen Tyrosinester 9
(Schmp. 125-126°C, []2° = + 4.3 (¢ =1.03 in McOH)) als
Hauptprodukt (E:Z = 93:7).
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OBzICI 2 OBzICl,
1) CHsl, KHCO3
—————————-
2) LiCi/NaBH4
BocHN” “CH,OH

BocHN” ~COOH 89%
7 8
1) Py-803 /DMSO goazmz
3) PhaP=CHCO,CH,
81% BocHN—~* CO2CHs
o E:z=937

Das erforderliche westliche Fragment 11 wurde aus 9 durch
Ankniipfung von Boc-(R)-Phenylalanin 10 (Boc-(R)-Phe-OH)
sowie von 6 hergestelit, wobei die N-terminalen Boc-Schutz-
gruppen jeweils durch Sdure abgespalten (4 N HCl/Dioxan, 0°C,
2h, dann Raumtemperatur, 0.5 h) und die Kupplungen mit
DEPC (TEA, DME 0°C, 12 h) durchgefiihrt wurden. 11 wurde
als Gemisch der syn- und anti-Isomere 11a und 11b (69:31)
erhalten.

BzICl,
4n Hel
Dioxan
9 —|DEPC, TEA HN AP
91% ' (Eo OCH,
avHCl/ | DEPC o Ny
Boc-(A)-Phe-OH - Dioxan | TEA X NHBoo
10 65% ¥
Y
6
HN 11a, X=H Y=AcO

HN?NHMtr 11D, X=AcO, Y=H

Das Ostliche Fragment 14 (Schmp. 8889 °C, [«]3% = — 42.3
(¢ =1.05 in CHCI,)) wurde durch Kondensation von N*Cbz-
NP-Boc-(S)-2,3-Diaminopropionsidure 121141 (Cbz = Benzyl-
oxycarbonyl) mit dem (S)-Prolintrimethylsilylethylester/
Toluolsulfonsdure-Komplex 13 (TMSE = Trimethylsitylethyl)
in Gegenwart von DEPC (TEA, DMF, 0°C, 12 h) und durch
anschliefende hydrogenolytische Entfernung der Cbz-Schutz-
gruppe (H,, PdCl,, MeOH, 0.5 h) sowie Acetylierung der freien
Aminogruppe (Ac,0, TEA, CH,Cl,, Raumtemperatur, 12 h)
synthetisiert.

1) ProOTMSE-HOTs 13 NHBo¢
DEPC, 95%
2) Hy/PdCi
BocHN’\(COZH ) Ho/PdClz AcHN Y
NHCbz 3) Ac;0, TEA, 90% f 7CO,TMSE
12 14

Vor dem konvergenten Aufbau des gesamten Kohlenstoff-
geriists von 2a wurde die Schutzgruppe am C-Terminus von #1
unter alkalischen Bedingungen (LiOH, THF/H,0, 0°C, 3.5h,
dann Raumtemperatur, 3.5 h) und die Schutzgruppe am N*-
Terminus von 14 mit Trimethylsilyltriflat (TMSOTY) in CH,Cl,
und dann mit gesdttigter wifiriger NaHCO,-Ldsung abgespal-
ten. TMSOTf war dabei effektiver als CF,CO,H oder p-TsOH.
Die Kupplung der beiden entschiitzten Fragmente (DEPC, Di-
isopropylethylamin (DIEA), DMF, 0°C, 12 h) lieferte die line-
aren Pentapeptide 15a und 15b, die leicht siulenchromato-
graphisch an Kieselgel getrennt wurden!'®), in 66 bzw. 21%
Ausbeute. Nach Abspalten der Schutzgruppen am C-Terminus
(Bu,NF-3H,0, THF, 0°C, 3.5h, dann Raumtemperatur,
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BzICl,

Q HN NP
__LiOH ,..ﬁo HN

1) BU4N+F_

THF/H,0 ﬁj 98%
quant. |oo. O N O7NHAC L g0
= X.| NHBoc N~ ..CO;TMSE—————»
1) TMSOT DIEA ¥ 3) FDPP, DIEA
2) NaHCOs 86% DMF, RT.5h
quant. ”i 15a, X=H, Y=OH; 66%
HNZ“NHMtr 15b, X=OH, Y=H; 21%
OBzICl,
Q HN 7 1) Periodinan,
HN. CHaCN/CH.Cly
o 88%
] lotheonamid B (2a
0. NH Oﬁj NHAC ———————— 2) CFCOH/ Cyclo (2a)
Xy CeHsSCH,, 85%
Y o
"j‘\ 168, X=H, Y=0H; 83%
NHMtr 16b, X=OH =H; 69%

1.5 h) und am N-Terminus (p-TsOH H,0, CH,Cl,, Raumtem-
peratur, 12 h) gelang die Makrolactamisierung effizient mit
FDPP in Gegenwart von DIEA in DMF unter Bildung von 162
und 16b in 83 bzw. 69% Ausbeute. 16 a wurde mit dem Dess-
Martin-Periodinan!*®! (CH,CN/CH,Cl, (1/2), 50°C, 6 h) zur
Oxo-Verbindung oxidiert. Nach Entfernen sowohl der 2,6-
Dichlorbenzyl- als auch der 4-Methoxy-2,3,6-trimethylbenzol-
sulfonylgruppe mit Trifluoressigsdure/Thioanisol (Raumtempe-
ratur, 20 h) wurde 2a ([]2* = —13.1 (¢ = 0.2 in MeOH)) durch
priparative HPLC gereinigt und durch Vergleich seiner Spek-
tren mit denen des Naturstoffs identifiziert. Analog gab die
Abspaltung der Schutzgruppen von 16 a und 16 b nach der Rei-
nigung (HPLC) die Hydroxyverbindungen 2b und 2¢ in 68 bzw.
97% Ausbeute (2b: [2]2° = ~7.9 (c = 0.21 in MeOH); 2¢:
[2]3° = — 4.2 (¢ = 0.22 in MeOH)).

H

Q e

w~=0 HN

o, _NH O=~“NHAc
F,COOH/C4H:SCH. H

16a, 16b CF4 s - X N N

Y 2'/(']
HN

2b, X=H, Y=OH; 68%
HN™"NH; 2¢ X-OH, Y=H: 97%

Die Enzyminhibierungsaktivitdt des synthetisierten Cyclo-
theonamids B 2a und der Hydroxyverbindungen 2b und 2¢
wurde gegeniiber Thrombin und Trypsin untersucht und mit der
von natiirlichem Cyclotheonamid A 1 verglichen. Wihrend 2a
gegeniiber Thrombin und Trypsin hohe Aktivitiit zeigte!* ), wie-
sen 2b und 2 ¢ keine oder nur geringfiigige Aktivitit auf. Diese
Ergebnisse beweisen klar, daf} die a-Carbonylamideinheit die
enzyminhibierende Aktivitit von Cyclotheonamiden bestimmt.
Detailliertere Untersuchungen zur Inhibierungsaktivitit und
die Synthese von Analoga von Cyclotheonamid B werden zur

Zeit durchgefiihrt.
Eingegangen am 24. Miirz 1994 [Z6797]
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Synthese einer neuen nichtnatiirlichen
Aminosiure mit einem Benzodiazepinrest in der
Seitenkette und Einbau in ein Tripeptid

Johann Mulzer*, Fridtjof Schroder, Alessandro
Lobbia, Jiirgen Buschmann und Peter Luger

Zur Synthese neuer physiologisch aktiver Peptidmimetica, die
in der Therapie immer groBere Bedeutung gewinnen!™!, muB der
,,Baukasten“ an nichtnatiirlichen Aminosiuren!® stindig er-
weitert werden. Besonders attraktiv sind a-Aminosduren mit
einer Seitenkette, in der eine Einheit als Rezeptorligand fungie-
ren kann. In diesem Fall kann das mit solchen Aminosiuren
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gebildete Peptidmimeticum ein peptidischer und ein nicht-
peptidischer Rezeptorligand sein.

Unterschiedlich stark hydrierte Benzodiazepine haben sich
als Rezeptorliganden bewihrt!®!, so daB uns die Aminosiu-
ren 1a und 2a als Bausteine fiir Peptidmimetica besonders ge-
eignet erscheinen. Wegen des 1,3-Abstands der Aminofunktio-
nen sollten einerseits Benzodiazepin und Peptidkette genligend
voneinander getrennt, andererseits eine wechselseitige Beein-
flussung méglich sein. Dieses Funktionalisierungsmuster von
1a und 2a ist analog denen von Arylalaninen, Histidin oder
Tryptophan. Zur Synthese von 2,4-Diaminoglutarsiuren ist we-
nig bekannt: Belokon et al. synthetisierten anfi-(25,45)-Di-
aminoglutarsiure Uber asymmetrisch stabilisierte Nickelkom-
plexe!™; die syn-Verbindung ist unbekannt. Zur Synthese der
Zielverbindungen 1a und 2a kommt es vor allem auf die Diffe-
renzierung der beiden endstindigen Aminocarbonsiureeinhei-
ten an. Insbesondere bei der syn-Diaminoglutarsiure ist diese
wegen der meso-Symmetrie unabdingbar.

Ph Ph
ANH N75 ANH @)\Q
3\ B =
HO,C 2 NN HO,C N,
o " o H
1a, R=H 23, R=H
1b, R=Fmoc 2b, R =Fmoc
R2NH HNR®
ta = Rioe COMH Xy R2NH
3
R'0,C CO;Me
R®NH HNR® A 5

22 = Rig,c CO,H
4

In unserer Retrosynthese werden 1 und 2 durch eine halbseiti-
ge Sternbach-Cyclisierung!®! aus syn- bzw. anti-2,4-Diamino-
glutarsdure (3 bzw. 4} aufgebaut, die ihrerseits durch regio-
selektive elektrophile Aminierung von N-geschiitztem (S§)-Glu-
tamat 5 gewonnen werden.

Schema 1 zeigt die Synthese. Die regioselektive Deprotonie-
rung von C-4 im Glutaminsduremethylester 6 erfordert einen
effizienten Schutz der gleichfalls aciden 2-Position. Durch
Rapoports 9-Phenylfluoren-9-yl(Phf)-Schutzgruppe!®! und die
tert-Butylgruppe wird die 2-Position vollstindig abgeschirmt,
so daB aus 7 mit Kaliumhexamethyldisilazanid (KHMDS) aus-
schlieBlich das gewiinschte 4-Enolat gebildet wird, das mit 2,4,6-
Triisopropylbenzolsulfonsiure(Trisyl)-Azid!" zu einem 1:3-Ge-
misch der diastereomeren Azide 8a und 8b abgefangen wird.
Sicherlich hitte sich durch ein chirales Auxiliar an der benach-
barten Carboxygruppe eine hoéhere Selektivitit erzielen las-
sen!™, doch wurde wegen der einfachen Diastereomerentren-
nung an spiterer Stclle auf diese Komplizierung der Sequenz
verzichtet. 8 wird in Gegenwart von terz-Butoxycarbonyl(Boc)-
Anhydrid katalytisch hydriert. Dabei werden in einem Schritt
die Phf-Schutzgruppe abgespalten, das Azid zam Amin hydriert
und beide NH ,-Funktionen durch Boc-Gruppen geschiitzt. Die
beiden Estergruppen in 9 sind in ihrer Reaktivitit hinreichend
differenziert. So 148t sich der Methylester mit Lithiumhydroxid
selektiv verseifen und anschlieBend mit 2-Aminobenzophenon
in das Amid 10 tberfiihren. Die Diastereomere 10a und 10b
konnen sdulenchromatographisch leicht getrennt werden.
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