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vermutet wurde, sind tatsdchlich kooperative Wasserstoff-
briickennetze beteiligt. Dazu gehoren TIM, CS und Chymo-
trypsin, bei denen von H95, H274 und den NH-Gruppen von
G193 und S195 angenommen wird, da3 sie jeweils starke
Wasserstoffbriickenbindungen mit den Zwischenprodukten
bilden. Es ist daher moglich, da} die energetische Stabilisie-
rung von den kooperativen Wasserstoffbriickenbindungen
stammt und nicht auf starke Wasserstoffbriickenbindungen
allein zurtickzufiihren ist.
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Neue Proteinmimetika: eingeschlossene
Faltungseinheiten (locked-in folds) am Beispiel
des ppfa-Zinkfingermotivs**

Gabriele Tuchscherer,* Christian Lehmann und
Marc Mathieu

Professor Murray Goodman zum 70. Geburtstag gewidmet

Als herausragendes Ziel des Neuentwurfs von Proteinen
steht die Konstruktion von Mimetika im Mittelpunkt, die
strukturelle und funktionelle Eigenschaften nativer Proteine
aufweisen.['®1 Gleichzeitig ist die Komplexitit des Faltungs-
mechanismus wohl die faszinierendste Herausforderung auf
diesem rasch expandierenden Gebiet, denn der detaillierte
FaltungsprozeB einer linearen Polypeptidkette in eine einzig-
artige dreidimensionale Struktur ist auch heute noch wenig
verstanden. Um dieses bekannte Proteinfaltungsproblem!’!
im Design neuer Proteine zu umgehen, wurde vor einigen
Jahren das Konzept der Templat-assoziierten synthetischen
Proteine (TASP) entwickelt. Hier dienen topologische Tem-
platmolekiile dazu, die Faltung kovalent fixierter Peptidblok-
ke in eine vorgegebene Packungsanordnung mit verzweigter
Kettenarchitektur zu dirigieren.? 10-12

Durch wesentliche Fortschritte, insbesondere auf dem
Gebiet der Synthesemethoden, eroffnet sich jetzt die Mog-
lichkeit, das Potential des TASP-Konzepts auszuschopfen.
Trennt man konzeptionell Struktur- von Funktionsdoménen
in nativen Proteinen, so lassen sich z.B. topologische Tem-
plate als Strukturgeriiste zur Fixierung von Rezeptor-Bin-
dungsschleifen verwenden.'¥] Im folgenden wird die Kon-
struktion von proteindhnlichen Packungstopologien mit mehr-
fachverzweigter, oligocyclischer Kettenarchitektur (,,einge-
schlossene Faltungseinheiten*) beschrieben, die eine Weiter-
entwicklung des TASP-Konzepts zum Neuentwurf von Pro-
teinen bildet. Diese nichtnatiirlichen Makromolekiile weisen
besondere physikochemische Merkmale und Faltungs-
eigenschaften auf und konnen als vielseitig verwendbare
Gertiststrukturen zur Imitation struktureller und funktionel-
ler Eigenschaften von Proteinen eine bedeutende Rolle
spielen.

Wie in Abbildung 1 dargestellt, basiert das angestrebte
Strukturmotiv auf den Prinzipien eines molekularen Bau-
kastensystems, bei dem die einzelnen Bausteine wie -
Helices, S-Faltblitter oder Schlaufensequenzen iiber Templat-
oder Spacermolekiile zu kovalent vernetzten, mehrfachver-
briickten tertidren Faltungseinheiten verkniipft werden. Auf
diese Weise werden durch die Bildung kovalenter Bindungen
intramolekulare Wechselwirkungen zwischen den sekundér-
strukturbildenden Peptidblocken und damit die Faltung in
eine vorgegebene raumliche Struktur erzwungen. Gleichzeitig
wird der Konformationsraum der entstandenen Tertidrstruk-
turen erheblich eingeschrinkt. Dariiber hinaus sollte so die
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Institut fiir Organische Chemie, Universitdt Lausanne
BCH-Dorigny, CH-1015 Lausanne (Schweiz)
Fax: (+41)21-692-3955
E-mail: gabriele.tuchscherer@ico.unil.ch
[**] Diese Arbeit wurde vom Schweizerischen Nationalfonds zur Forde-
rung der wissenschaftlichen Forschung unterstiitzt.
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Abb. 1. Das Prinzip eines molekularen Baukastensystems im Protein-de-
novo-Design: Helices, -Faltblitter, Schlaufen und Template mit reaktiven
Endgruppen (z.B. Aldehyde und Aminooxygruppen, dargestellt als
ausgefiillte Symbole) bilden die einzelnen Bestandteile eines molekularen
Baukastens. Eine Vielzahl verschiedener chemoselektiver Verkniipfungs-
smethoden ermdglicht die Zusammensetzung dieser Bausteine zu ,.ein-
geschlossenen Faltungseinheiten* (locked-in folds, LIF), wobei das Fal-
tungsproblem linearer Peptidketten umgangen wird.

thermodynamische Stabilitdt dieser Verbindungen erhoht
werden.

Insbesondere 4Bt sich wegen der Einschrinkung des
Konformationsraumes die gro3e Zahl alternativer Faltungs-
wege und Packungsanordnungen linearer Polypeptidketten
drastisch verringern. Das vorgeschlagene Konzept macht sich
in hohem Maf3e neue Synthesemethodologien in der Peptid-
chemie, z.B. chemoselektive Verkniipfungsmethoden!'*!"!
und orthogonale Schutzgruppentechniken,[' zunutze; damit
lassen sich vollkommen ungeschiitzte Peptidsegmente als
Bausteine zu komplexen Molekiilen geméf den Prinzipien
eines molekularen Baukastensystems zusammenfiigen.

Der vorliegende Beitrag zielt in erster Linie auf die
Imitation einiger struktureller und funktioneller Eigenschaf-
ten eines Zinkfingermotivs durch eine ,eingeschlossene
Faltungseinheit“ (locked-in fold, LIF), die eine dem nativen
Molekiil entsprechende Faltungstopologie aufweist. Zinkfin-
gerproteine bilden ein interessantes Strukturmotiv zur Tren-
nung von Struktur- und Funktionsdominen!™ sowie zur
Modulierung von DNA-Bindungsspezifititen.l': ] Es konnte
z.B. gezeigt werden, daf} die allgemeine Aminosduresequenz
Xaa,-Cys-Xaa, ,-Cys-Xaa,,-His-Xaa, ,-His-Xaa, (Xaa steht
fiir variable Aminoséuren)?” 2 in Gegenwart von Zn"-Ionen
eine charakteristische fpa-Faltungstopologie einnimmt, die
iiber die helikale Seite an drei Basenpaare der DNA bindet.
Multimere Zinkfingerproteine, die aus mehreren Zinkfinger-
modulen bestehen, spielen eine Schliisselrolle im Kontroll-
mechanismus der Genexpression.!!$ %]

Wendet man das Konzept der ,,eingeschlossenen Faltungs-
einheiten® an, legt die zugrundeliegende Bfa-Struktur eines
Zinkfingermotivs unmittelbar die Anwendung einer Strategie
nahe, die auf den Prinzipien des in Abbildung 1 dargestellten
molekularen Baukastens beruht. Die einzelnen Bestandteile
setzen sich aus einem cyclischen Templat, das als Mimetikum
fiir das B-Strang-Turn-f-Strang-Motiv dient (Strukturteil) und
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einem Helixblock (Funktionsteil) zusammen. Um diese Bau-
steine zu einer verzweigten Faltungseinheit (LIF1; Abb. 1)
zusammenzufiigen, wird die Helix an beiden Kettenenden
iiber nichtpeptidische Linkergruppen (,klebrige Enden®;
Schema 1) an ein cyclisches, 14 Aminosduren umfassendes
Templat kovalent gebunden. Durch die Einfithrung von je
zwei Cystein- und Histidinresten in das Templat bzw. in die
Helix wird die Bindungsstelle fiir die Zinkkomplexierung im
LIF1-Molekiil untergebracht. Im einzelnen wurde das neu
entworfene, vom Zinkfinger abgeleitete Motiv im MAB-
Kraftfeld relaxiert,?? die Geometrie des tetraedrisch umge-
benen Zn"-Ions von der Kristallstruktur eines nativen Zink-
fingers (1zaa.pdb) iibernommen und wihrend der gesamten
Optimierungscyclen  konstant gehalten. Der Linker
HN(CO)HC=NOCH, in dem so konstruierten Molekiil ist
trans-konfiguriert, wie aus der Geometrie einer entsprechen-
den Untereinheit in einer Reihe hochaufgeloster Kristall-
strukturen abgeleitet wurde. Durch vorgegebene H-Briicken
in der a-Helix und im S-Faltblatt wurde die Kettenflexibilitat
zusitzlich eingeschrankt.

w
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Schema 1. Synthese von LIF 1: selektive Verkniipfung des Helixblocks mit
dem Templat iiber Oximbindungen.

Abgesehen von der allgemeinen Sfa-Topologie konnten
weitere wichtige Merkmale eines nativen Zinkfingermolekiils
beriicksichtigt werden, z.B. der Einbau einer hydrophoben
Tasche, die durch die Seitenkette eines Phenylalaninrestes am
N-Terminus der Helix gebildet wird. Wie in Molekiildynamik-
studien®! gezeigt, erhoht dieser hydrophobe Cluster die
thermodynamische Stabilitidt von LIF 1 und spielt offensicht-
lich eine wichtige Rolle in der Faltung und Stabilitdt von
linearen Zinkfingermolekiilen.[) AuBerdem wurde am C-Ter-
minus eine Thr-Gly-Einheit konserviert (Abb. 2), die sich
giinstig auf das H-Briicken-Netz in der Helix auswirkt.

Im ersten Schritt der Synthese von LIF 1 werden die beiden
Bausteine, das Templatmolekiil und der Helixblock, durch
schrittweise Peptidsynthese an fester Phase hergestellt.?* Die
Peptide werden vom Harz abgespalten und durch Umkehr-
phasen-HPLC gereinigt. AnschlieBend werden die vollkom-
men entschiitzten Peptide iiber chemoselektiv zugéngliche
Gruppen in wiflriger Losung umgesetzt, wobei das helikale
18mer-Peptid in einem Zweistufenprozef3 selektiv iiber
Oximbindungen!'* " an das cyclische Templat kondensiert
wird: Nach der Oxidation des Serinrestes!'¥ am N-terminalen
Helixende bildet der daraus resultierende Aldehyd mit der
Aminooxyacetylgruppe im Templat die erste Oximbindung.
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Abb. 2. Stereoprojektion einer spannungsfreien, energieminimierten Konformation des eingeschlosse-
nen Faltungsmotivs LIF1, abgeleitet von der Sequenz des Fingers1 von Zif268. Die kovalenten
Bindungen zwischen den Helixenden (gelb) und dem darunterliegenden Templat (blau) sind rot
eingezeichnet. Nur die Seitenketten der komplexbildenden Aminosduren sind abgebildet.

Die Reaktion kann durch analytische HPLC verfolgt werden
und verlduft innerhalb von 18 Stunden quantitativ (Abb. 3 a).
Im zweiten Schritt wird der Serinrest an der e-NH,-Gruppe
der Lysinseitenkette oxidiert, die 9-Fluorenylmethoxycarbo-
nyl(Fmoc)-Schutzgruppe der Aminooxyfunktion am C-termi-
nalen Helixende entfernt und die zweite Oximbindung in situ
gebildet. Wie bereits friiher festgestellt!'¥] verliduft die zweite
chemoselektive Reaktion — die Fixierung des C-terminalen
Endes der Helix auf dem darunterliegenden Templat — sehr
schnell und in hohen Ausbeuten.

Wie schon in Molecular-Modeling-Studien angedeutet,
konnen in LIF 1 essentielle Struktureigenschaften von nativen
Zinkfinger(Zif)-Molekiilen erhalten werden. Dies wurde
durch Absorptions- und Circulardichroismus(CD)-Spektren
sowie durch Untersuchungen der Zinkkomplexierungseigen-
schaften bestétigt. Wie im CD-Spektrum in Abbildung 3b
gezeigt, nimmt der Helixanteil durch Zugabe von Zn"-Ionen
infolge der Bildung des Komplexes zu. Im Unterschied zum
natiirlichen linearen Polypeptid bleiben jedoch in LIF1 die
Sekundirstrukturelemente auch in Abwesenheit des Zink-
komplexes weitgehend erhalten (Abb. 3b). Dies spiegelt das
Vorhandensein tertidrer Wechselwirkungen in LIF 1 durch die
beidseitige Fixierung der Helix (erzwungenes C- und N-Capp-
ing) auf dem Templat wider.

An dieser Stelle ist anzumerken, daf3 ein vom Zinkfinger-
molekiil abgeleitetes lineares Sfa-Motiv nach mehrmaligem
Neuentwurf der nativen Sequenz auch ohne einen Zinkkom-
plex dhnliche Faltungseigenschaften wie das natiirliche Mo-
lekiil aufwies.l] Denaturierungstudien mit LIF 1 ergaben, da3
die konformativ eingeschrinkte Kettenarchitektur zu einer
Stabilisierung der Helix und zu einer erhohten thermodyna-
mischen Stabilitdt des Zif-Faltungsmotivs fiihrt (Einschub in
Abb. 3b).

NMR-Studien sowie Molekiildynamikrechnungen weisen
daraufhin,”! daB Template dieses Typs vorzugsweise eine
antiparallele S-Faltblattstruktur mit rdumlich definierter An-
ordnung der fiir die Zn"-Komplexierung sowie der Helix-
Verkniipfungsstellen notwendigen Seitenketten einehmen.

Cobaltkomplexe geben charakteristische optische Absorp-
tionsspektren und werden daher héufig zur Charakterisierung
von Metallbindungsstellen verwendet. Die Metallbindungs-
eigenschaften von LIF 1 wurden durch UV/Vis-Absorptions-
spektroskopie untersucht; die Spektren deuten darauf hin,
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daB sich in Gegenwart von Co"-Ionen
eine Zinkfinger-dhnliche Struktur bil-
det. Das in Abbildung 3 c dargestellte
UV/Vis-Spektrum von LIF1 zeigt
nach Reduktion der Disulfidbriicke
und Zugabe von CoCl, die fiir einen
tetraedrischen Komplex, wie er in
nativen Zinkfingermodulen auftritt,
charakteristischen ~ Absorptionsban-
den bei 310 und 640 nm sowie eine
Schulter bei 580 nm.*?" Bei Zu-
gabe von 1 Aquivalent Zn" zu LIF1
wird Cobalt aus dem Komplex ver-
dringt, und es bildet sich der stabilere
Zinkkomplex, was durch das Ver-
schwinden der Absorptionsmaxima
angezeigt wird (Abb. 3¢). Titrationskurven mit CoCl, und
Zn(BF,), ergeben Dissoziationskonstanten im Bereich von
10°m (Co") und 10~°m (Zn")?® und liegen damit in der
GroBenordnung natiirlicher Zinkfingerproteine wie des
Transkriptionsfaktors IITA.['%2 Auf der Suche nach Zif-
Mimetika mit neuen DNA-Bindungseigenschaften eroffnet
der vorliegende Ansatz interessante Moglichkeiten:

1) Konformativ eingeschrinkte Templatmolekiile dienen
als stabile Grundgeriiste, die das -Strang-Turn--Strang(343)-
Motiv eines Zinkfingers imitieren.

2) Der variable Helixblock 148t sich problemlos an der
festen Phase synthetisieren; durch Einbringung nicht-pro-
teinogener Bausteine eroffnet sich eine breite Palette struk-
tureller und funktioneller Modifikationen.

3) Das Zusammenfiigen der einzelnen Bausteine zu ter-
tidren ,eingeschlossenen Faltungseinheiten“ in nur einem
Kondensationsschritt sowie die hohe Toleranz in bezug auf
Sequenzmutationen ermoglicht die Synthese einer Vielzahl
von Analoga einschlielich von LIF-Bibliotheken.

4) Die chemische Synthese von multimeren Zinkfingermi-
metika mit mafigeschneiderten DNA-Bindungseigenschaften
eroffnet ein groBes Potential zur Untersuchung von Protein-
DNA-Wechselwirkungen.

Durch die Ausschopfung der heutigen Methoden zur
Peptidsynthese wird sich der Umfang der dargelegten Stra-
tegie schnell erweitern und die Konstruktion von noch
komplexeren Proteinmimetika verwirklichen lassen. Das hier
vorgestellte Konzept bietet einen chemischen Weg, das
Faltungsproblem im Entwurf kiinstlicher Proteine vollstédndig
zu umgehen, und eroffnet interessante Perspektiven fiir die
Entwicklung therapeutisch relevanter Molekiile.

Experimentelles

Das fa-Zinkfingermimetikum LIF 1 basiert auf der allgemeinen Sequenz
des Fingers1 von Zif268.?l Die einzelnen Bausteine, Helix und Templat,
werden geméif Standardvorschriften fiir die Synthese von Peptiden an
fester Phasel?! nach der Fmoc-Strategie entweder am Rink-4-Methylbenz-
hydrylamin(MBHA)-®" oder am (supersiurelabilen) Sasrin-HarzP! auf-
gebaut. Die chemoselektiv zugianglichen Gruppen werden als orthogonal
geschiitzte Aminooxy-Derivate oder Serinreste eingefiihrt.['*5l So wird
nach der schrittweisen Synthese der linearen Templatsequenz Trt-K(Boc-
S(tBu))-P-G-C(Trt)-D(rBu)-R(Pmc)-R(Pmc)-K(Dde)-P-G-F-A-C(Trt)-A

(Trt = Triphenylmethyl; Boc = tert-Butoxycarbonyl; Pmc =2,2,5,7.8-Penta-
methylchroman-6-sulfonyl; Dde =4,4-Dimethyl-2,6-dioxocyclohexyliden-
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Abb. 3. Charakterisierung von LIF1. a) Links: Umkehrphasen-HPLC-
Chromatogramm nach dem ersten Kondensationsschritt; die Peaks der
Ausgangsverbindungen (Templat (1) und Helix (2)) sind gestrichelt
dargestellt; der Peak 3 entspricht dem Kondensationsprodukt LIF 1 nach
18 h Reaktionszeit. Rechts: zugehoriges ESI-Massenspektrum (m/z
3788.0). b) Circulardichroismus(CD)-Spektren von LIF1 mit reduzierter
Disulfidbriicke ohne Metall (-—-) und nach Zugabe von stochiometrischen
Mengen an Zn"-Ionen (——). Wie angegeben nimmt der Helixanteil
infolge der Komplexierung mit Zink etwas zu; das CD-Spektrum der vollig
entschiitzten Einzelhelix mit N-terminalem Serinrest (seee) deutet auf eine
iiberwiegend ungeordnete Konformation hin. Die Spektren wurden in
Smu Tris-Puffer (pH 7) bei einer Konzentration von 10~ M aufgenommen
und zu mittleren Elliptizititen pro Aminosdurerest (@) normalisiert.
Einschub: chemische Denaturierung (Gua - HCl) von LIF1 (e; ¢ =0.25 mg
Peptid pro mL; O, bei 1=222nm) sowie der Einzelhelix a (m; c=
0.25 mgmL™!). ¢) UV/Vis-Spektren von LIF1 (¢ =150um), nach Zugabe
von 150um CoCl, (—) sowie nach Zugabe von 150um ZnCl, (----).

ethyl) am Sasrin-Harz das Peptid mit 1proz. Trifluoressigsdure (TFA)
abgespalten und mit PyBOP (Benzotriazol-1-yloxytrispyrrolidinophospho-
nium-hexafluorophosphat) in Dimethylformamid (DMF) cyclisiert. Nach
selektiver Abspaltung der Dde-Schutzgruppe mit 10proz H,NNH, - H,O in
DMF (20min) wird Boc-Aminooxyessigsduresuccinimidester (Boc-
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NHOCH,COOSu) an die ¢-NH,-Gruppe des Lysinrestes gekuppelt. An-
schlieBend werden alle sdurelabilen Schutzgruppen mit TFA/TIS/H,O (95/
2.5/2.5; TIS = Triisopropylsilan) entfernt und die Disulfidbriicke geschlos-
sen. Das Templat wird durch Umkehrphasen-HPLC gereinigt (67 %
Ausbeute) und durch Elektrosprayionisierungs-Massenspektrometrie
(ESI-MS) charakterisiert (m/z 1647).

Der Helixblock Boc-S(tBu)-F-S(tBu)-R(Pmc)-S(tBu)-D(OrBu)-E(OrBu)-
L-T(Bu)-R(Pmc)-H(Trt)-I-R (Pmc)-I-H(Tit)-T(1Bu)-G-K(Dde) wird schritt-
weise am Rink-MBHA-Harz aufgebaut. Die Dde-Schutzgruppe wird
selektiv mit 10proz. Hydrazin (20 min) entfernt und die entschiitzte &-
NH,-Gruppe des C-terminalen Lysinrestes mit Fmoc-HNOCH,COOSu
funktionalisiert. Nach der Abspaltung der Helix vom Harz und dem
gleichzeitigen Entfernen aller sdurelabilen Schutzgruppen (95proz. TFA,
1.5 h) fiihrt die milde Oxidation des N-terminalen Serinrestes mit NalO,
(5 Aquiv., 5min) zum Aldehyd. Die Helix wird durch Umkehrphasen-
HPLC gereinigt (53 % Ausbeute) und durch ESI-MS charakterisiert (m/z
2458).

Zur Bildung der ersten Oximbindung zwischen dem N-Terminus der Helix
und der Aminooxyfunktion in der Lysinseitenkette im Templat werden
1.1 Aquiv. der Helix in Natriumacetatpuffer (10mm, pH 4) gelost und
tropfenweise zu einer Losung des Templates in Acetatpuffer (pH 7.5)
gegeben. Die Kondensationsreaktion wurde durch analytische HPLC
verfolgt und war nach 18 h vollstindig abgelaufen.

Im zweiten Schritt wird der Serinrest in der e-Position des Lysinrestes im
Templat zum Aldehyd oxidiert (fiinffacher Uberschuf an NalO,, 5 min)
und das Peptid durch Umkehrphasen-HPLC gereinigt (56 % ). Anschlie-
Bend wird die Fmoc-Schutzgruppe an der Aminooxygruppe am C-termi-
nalen Lysin mit 20proz. Piperidin in DMF entfernt. Nach Ausféllen mit
Diethylether wird das Peptid in 10mwm Acetatpuffer (pH 4) gelost, was zur
raschen Bildung der zweiten Oximbindung fiihrt (>90%). Das erhaltene
LIF1 wird durch Umkehrphasen-HPLC gereinigt und durch ESI-MS
charkterisiert (m/z 3788).

Optische Absorptionsspektren des Peptid-Cobaltkomplexes wurden mit
einem Beckmann-Spektrophotometer gemessen. Vor der Komplexbildung
wurde die Disulfidbriicke in LIF1 mit Dithiothreitol (DTT) bei Raum-
temperatur reduziert (10 h). Nach der Lyophilisation wurden 150um LIF 1
in Tris(hydroxymethyl)aminomethan(Tris) - HCl-Puffer (mit Helium ent-
gast, pH 7) aufgenommen und 150um CoCl, zugefiigt. Bei Zugabe einer
dquimolaren Menge an ZnCl, zu dieser Losung wird das Cobaltion aus dem
Komplex verdringt.

CD-Spektren wurden mit einem Jobin-Yvon-Marck-VI-Circular-Dichro-
meter in Quarzkiivetten mit einer Schichtdicke von 0.1 cm aufgenommen.
Vor der Aufnahme der Spektren wurde die Disulfidbriicke in LIF1 wie
oben beschrieben reduziert; LIF1 wurde in Tris - HCI-Puffer aufgenom-
men, und sowohl vor als auch nach Zugabe von dquimolaren Mengen an
ZnCl, wurden Messungen durchgefiihrt.
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Studien zur Totalsynthese von Himastatin:
Korrektur der stereochemischen Zuordnung**

Theodore M. Kamenecka und Samuel J. Danishefsky*

Professor Elias J. Corey gewidmet

Auf der Suche nach neuen Antibiotika und Cytostatika
untersuchten Wissenschaftler von Bristol Myers Squibb den
Actinomyceten-Stamm ATCC 53653 aus dem indischen Bun-
desstaat Himachal Pradesh. Dabei stieen sie auf eine neue
Verbindung mit der Summenformel C,,H,uN,O,, die sie
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Research, fiir die Durchfiihrung von MS- und NMR-Analysen.
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Himastatin nannten.!!) Nach ausgiebigen Optimierungsarbei-
ten mit dem Stamm wurde Himastatin in ausreichenden
Mengen erhalten, um chemische und biologische Untersu-
chungen durchfithren zu konnen. Himastatin hat zwar noch
nicht das Stadium der klinischen Forschung erreicht, aber
seine Wirkung gegen Gram-positive Mikroorganismen und in
einer Reihe von Tumor-Testsystemen ist beeindruckend.
Nach Ergebnissen spektroskopischer Untersuchungen und
gestiitzt auf einige Abbaustudien wurde 1 als Struktur von

1 (H2,H2' = £) Himastatin {(urspriinglicher Vorschlag)
20 (H2,H2' = «) Himastatin {revidierter Vorschlag)

Himastatin vorgeschlagen. Dementsprechend wurde ein Ab-
bauprodukt von Himastatin, das vom Peptidteil nur noch
einen D-Valinol-Baustein enthilt, als 2 formuliert.

N

F 1 (H2,H2' = 5)

)2 =
N/

H
Ho > NH H

N\ 2 (H2,H2' = 8 ) urspriinglich vorgeschlagenes Abbauprodukt
21 (H2,H2' = «) revidierter Vorschlag fiir das Abbauprodukt

Unser Interesse an Himastatin wurde zunéchst durch die
Herausforderung geweckt, die die chemische Synthese stellt.
Losungen von Problemstellungen dieser Komplexitit gehen
iiblicherweise mit einem Lernprozef} einher, der von weiter-
gehendem Nutzen sein kann. Dariiber hinaus hatten wir auch
eine klare biologische Fragestellung im Auge: Wir hofften,
Monomere wie 17 untersuchen zu kénnen, um festzustellen,
ob die dimere Struktur fiir den Mikroorganismus irgendeinen
identifizierbaren biologischen Vorteil hat.

Eine der vielen strukturellen Herausforderungen von 1 ist
eine 2,3,3a,8a-Tetrahydropyrrolo[2,3-b]indol-Einheit mit ei-
ner eliminierbaren benzylischen Hydroxygruppe an Position
3a. Beschrankt man sich nur auf das System, in dem die
beiden Fiinfringe cis-verkniipft sind, so gibt es zwei mogliche
relative Anordnungen des Tryptophan-Carboxy-Aquivalents
an C2 und der Ringverkniipfung. Unter der Annahme, daf3
Himastatin die Struktur 1 hat, konzentrierten wir uns auf die
Klasse mit einer anti-Anordnung dieser Carboxygruppe.

Die prinzipielle Moglichkeit der oxidativen Cycloaromati-
sierung verschiedener Tryptophanderivate (siche Verbindung
4) ist seit den Pionierarbeiten von Witkop et al. bekannt.?!
Fiir unsere Synthese erwies sich die N,-Anthracensulfonyl-
Schutzgruppe am Tryptophan-zert-butylester (3, Schema 1)F!
als sehr vorteilhaft.! Die Umsetzung von 3 zu 4 erfolgte
ebenso problemlos wie die von 4 zu 5. Zur weiteren
Bestitigung der Struktur wurde 5 in 6 iiberfiihrt. Diese
Verbindung korreliert mit einer zuvor der anti-cis-Reihe
zugeordneten Substanz.P!

0044-8249/98/11021-3164 $ 17.50+.50/0 Angew. Chem. 1998, 110, Nr. 21



