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Fmoc-kompatible Festphasensynthese von
langen, C-terminalen Peptidthioestern**

Axel Sewing und Donald Hilvert*

einstufigen Reaktion mit AlMe,Cl und EtSH im Uberschuss
in Dichlormethan in guter Ausbeute und Reinheit von
Standardharzen abgespalten wird.["'l Dennoch gab es einige
Einschriankungen hinsichtlich der Epimerisierung der C-ter-
minalen Aminosiure, und unerwiinschte Nebenreaktionen an
Aminosdurenseitenketten, insbesondere die Bildung von
Seitenkettenthioestern und die Cyclisierung zum Asparagi-
mid, wurden festgestellt. Hier stellen wir wesentliche Ver-
besserungen des urspriinglichen Verfahrens vor, die die
Anwendung der Methode auch auf lange und komplexe
Peptide ermoglichen.

Die Synthese des Pentapeptidthioethylesters LYRAG-SEt
wurde als Modellreaktion fiir die Optimierung des Verfahrens
verwendet und der Einfluss des Harzes (4-Hydroxymethyl-
phenylacetamidomethyl-Polystyrol (PAM)-, Wang- und 4-Hy-
droxymethylbenzoesdure(HMBA)-Harz)[® 21 sowie der der
Lewis-Sdure auf Ausbeute, Nebenreaktionen und Epimeri-
sierung untersucht. In unserer fritheren Publikation!'] haben
wir berichtet, dass LYRAG vom PAM-Harz mit AlMe,Cl/
EtSH als LYRAG-SEt in 60 % Ausbeute abgespalten werden
konnte. Mit verbesserten Arbeitsweisen und genaueren
Methoden zur Bestimmung der Harz-Beladung® konnte die
Ausbeute auf bis zu 87 % erhoht werden (Tabelle 1). Mit dem
HMBA-Harz lassen sich dhnliche Ergebnisse erzielen (84 %

Tabelle 1. Ausbeuten ausgewéhlter C-terminaler Peptidthioester.
C-terminale Peptidthioester sind wertvolle Intermediate peptid Harz/ Reagens” Thioester Siure Bisthioester®” Asparagimid!
fiir die chemische Synthese von Proteinen durch Peptidfrag- Ester [%] (%] [%] [%]
mentkondensation,['! von cyclischen Peptiden? sowie von

¢ LYRAG PAM A 87 5 - -
Peptiddendrimeren.’! Ublicherweise werden sie durch Fest- LYRAG PAM B 85 6 - -
phasensynthesel* oder bei lingeren Segmenten biosynthe- LYRAG HMBA A 84 5 - -
tisch nach der Intein-Methodel’! hergestellt. LYRAG OMe  C 67 17 - -
Bi Kk die Festoh th C-t . IFKDG PAM A 22 nb.ld 13 25
is vor kurzem war die Festphasensynthese von C-termi- gy pam D 43 bl 15 6
nalen Peptidthioestern im Wesentlichen auf die tert-Butoxy- [FkDG PAM B &2 abld 6 3

carbonyl(Boc)-Methode™ beschrinkt, da Peptidthioester
nicht mit den basischen Bedingungen kompatibel sind, die
zur Abspaltung der 9-Fluorenylmethoxycarbonyl(Fmoc)-
Schutzgruppe nétig sind.[! Mittlerweile sind einige Fmoc-
kompatible Verfahren zur Peptidthioesterherstellung be-
kannt, darunter eines, das neue Abspaltungsreagentien ver-
wendet,! eines, bei dem das Peptidriickgrat iiber einen
Amidlinker an das Harz gekoppelt wird (backbone amide
linker),"®l und eines, bei dem ein aktivierbarer Sulfonamidlin-
ker verwendet wird.[> %1 Jeder dieser Ansitze hat Vor- und
Nachteile, sie erfordern aber alle spezielle Linker, Harze und/
oder beinhalten komplizierte Verfahren.

Wir haben kiirzlich eine alternative Fmoc-kompatible
Strategie vorgestellt, bei der der Peptidthioester in einer

[a] Reagens A: 0.2m AlMe,Cl, 0.6m EtSH in CH,Cl,; Reagens B: 0.2M AlMe;,
0.6M EtSH in CH,Cl,; Reagens C: 0.02M (2 Aquiv.) AlMe,Cl, 0.06m (6 Aquiv.)
EtSH in CH,Cl,; Reagens D: 0.2m AlMe,Cl, 0.6M EtSH, 0.2m THF in CH,Cl,.
[b] Bisthioester IFKD(SEt)G-SEt. [c] Asparagimid-Thioester IFKD(imid)G-
SEt. [d] n.b.: nicht bestimmt.

isolierter Peptidthioester); mit dem reaktiveren Wang-Harz
wurde der Thioester dagegen in niedrigeren Ausbeuten und
ein groerer Anteil an freier, C-terminaler Siure erhalten. Da
mit Boc-Aminosduren bereits beladene PAM-Harze kom-
merziell erhéltlich sind, wurden sie bevorzugt verwendet. Das
HMBA-Harz bietet aber zusitzlich die Moglichkeit, das
geschiitzte Peptid mit Triethylamin in Methanol als C-termi-
nalen Methylester abzuspalten® der dann mit deutlich
geringerem Uberschuss an Alkylaluminiumreagens in den

*] Prof. D. Hilvert, A. Sewin, . . K
"] Y wing Thioester iiberfiihrt werden kann als bei der direkten Ab-

Laboratorium fiir Organische Chemie

Eidgenossische Technische Hochschule Ziirich
UniversititstraBe 16, 8092 Ziirich (Schweiz)
Fax: (+41)1-632-1486
E-mail: hilvert@org.chem.ethz.ch
[**] Diese Arbeit wurde von der ETH Ziirich und der Novartis Pharma
AG unterstiitzt. Fmoc = 9-Fluorenylmethoxycarbonyl.
Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag sind im WWW unter
http://www.angewandte.de zu finden oder kénnen beim Autor ange-
fordert werden.
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spaltung vom Harz. Diese zweistufige Vorgehensweise hat
allerdings keinen Vorteil beziiglich Ausbeute und Reinheit
des Peptidthioesters, wie es von fritheren Versuchen mit
geschiitzten Aminosduren in Losung hitte erwartet werden
konnen.'

Mit dem Ersatz von AlMe,Cl durch das weniger saure
AlMe; wurde die Bildung von Asparagimiden und Aspara-
ginsdureseitenkettenthioestern weitgehend unterdriickt (Ta-
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belle 1). So konnte die Abspaltung von IFKDG-
PAM mit AlMe,ClI/EtSH, die lediglich 22%
IFKDG-SEt, dafiir aber 13% IFKD(SEt)G-
SEt-Bisthioester und durch Cyclisierung der

Asparaginsdureseitenkette 25% Asparagimid-
Thioester IFKD(imid)G-SEt gab, durch Verwen-
dung von AlMe,/EtSH deutlich verbessert wer-
den: 62% Thioester, 6% Bisthioester und nur
3% Asparagimid-Thioester. Die Bildung von
Asparagimiden konnte zwar auch durch Zugabe
von stochiometrischen Mengen Tetrahydrofuran
(THF) zum AlMe,Cl-Reagens verringert wer-
den, jedoch hatte dieses keinen Einfluss auf die
Bisthioesterbildung. Die Zugabe von THF zu
AlMe; fiihrte dagegen zu keiner Verbesserung.

Auch wenn AlMe; mit Peptiden komplexer
Zusammensetzung kompatibel ist, so haben

16519.0
|
I

6400  m/z_- 6600

{\‘6511.8

6400 !z 6600

friihere Studien!"! an einzelnen Aminosduren 10
ergeben, dass es die Epimerisierung der thio-
esterbildenden Aminosdure fordert. Untersu-
chungen an Tripeptiden ergaben, dass das Ver-
héiltnis der L,LL,D-Diastereomere des Thioesters
Ac-Gly-Ala-Phe-SEt sich von 9:1 auf 3.5:1
erniedrigte, wenn AlMe; statt AlMe,Cl zur Ab-
spaltung verwendet wurde. Diese Schwierigkeit
wird umgangen, wenn eine Peptidabspaltung an
einem C-terminalen Glycinrest gewdhlt werden
kann_[l. 9,13, 14]

Die breite Anwendbarkeit dieser optimierten AlMe;/
EtSH-Bedingungen wurde anhand der Synthese des 37
Aminosduren langen, N-terminalen Fragments des Rinder-
pankreas-Trypsininhibitors (bovine pancreatic trypsin inhibi-
tor, BPTI) illustriert (Abbildung 1). Dieses Fragment wurde

RPDFCLEPPYTGPCKARIIRYFYNAKAGLCQTFVYGGICRAKRNNFKSAEDCMRTCGGA

Abbildung 1. Sequenz von BPTI mit markierter Ligationsstelle (|).

bereits mit der Boc-Methode hergestellt und zur Ligation
nach der Methode der ,native chemical ligation“[ zum
vollstdndigen, 58 Aminosduren langen Inhibitor verwendet.

Wir haben das BPTI'*¥-Fragment am PAM-Harz nach der
iiblichen Fmoc-Festphasensynthesemethode aufgebaut. Die
optimierte Synthese erforderte zum einen drei Kupplungen
an schwierigen Abschnitten!™ und zum anderen deutlich
verlangerte Kupplungs- und Entschiitzungszeiten. Nach der
Synthese wurde das Peptid durch fiinfstiindige Umsetzung
mit AlMe; und Thiol als Thioester abgespalten, und alle
Seitenkettenschutzgruppen wurden anschlieBend mit einem
Cocktail aus 89 % Trifluoressigsdure (TFA), 4% Wasser, 2 %
Phenol, 2% Thioanisol, 2% Ethanthiol (EtSH) und 0.8 %
Triisopropylsilan (TIS) entfernt. Durch HPLC/MS-Analyse
des Rohproduktes wurde der gewiinschte BPTI'-’-SEt-
Thioester als Hauptprodukt identifiziert (Abbildung 2). Ne-
benprodukte waren der Asp’(SEt)-Bisthioester, ein tert-
Butyladdukt des Thioesters sowie die beiden Acetyl-termi-
nierten Fragmentthioester Ac-BPTI*¥-SET und Ac-
BPTI-*7-SEt. Die geringe Loslichkeit des Hauptproduktes
erschwerte die Reinigung. Nach zwei préaparativen HPLC-

3504 © WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 2001

L
20 t/ min—= 40 50

Abbildung 2. Verfolgung der Synthese von BPTI'**’-SEt 1 und der Ligation mit BPTI** 2
durch analytische HPLC. A) Rohprodukt; B) isoliertes, gereinigtes 1; C) Ligation (=8 h)
von 1 mit 2 zu BPTI'-*#3_;; D) Ligationsansatz (¢ = 16 h) nach Gelfiltration zur Abtrennung
niedermolekularer Verbindungen; E) natives, oxidiertes BPTI'=® 3, nach Gelfiltration und
HPLC-Reinigung. Einschiibe: Massenspektren wichtiger Produkte, die angegebenen
Massen wurden aus denen der mehrfach geladenen Ionen berechnet. Nebenprodukte und
Reagentien: 3,.=oxidiertes BPTI'%, das Methioninsulfoxid enthilt; 4=BPTI'*-Bis-
thioester; 5=rBu-Addukt von BPTI'"*-SEt; 6 = Ac-BPTI""*’-SEt; 7= Ac-BPTI**-SEt;
8 = Thiophenol.

Léufen auf einer C-8-Séule erhielt man dann jedoch das
gewiinschte Produkt in 8 % Gesamtausbeute (vgl. 15% nach
der Boc-Methode). Die Masse dieses Fragments wurde
mittels Elektrospray-Massenspektrometrie (ESI-MS) zu
4260.5 Da bestimmt, sie stimmt damit gut mit der berechneten
Masse von 4261.0 Da iiberein.

Um zu zeigen, dass das synthetische
BPTI'-¥-SEt-Fragment zu dem friiher her-
gestellten identisch ist, wurde es nach Lite-
raturvorschriften mit dem BPTI*®-Frag-
ment zum reduzierten, denaturierten BPTI
in 63 % Ausbeute kondensiert (Abbildung 2). Nach Oxidation
und Faltung!'% 3! wurde das synthetische BPTI durch Gelfil-
tration und HPLC gereinigt. Die experimentell bestimmten
Massen von oxidiertem (6511.8 Da) und reduziertem BPTI
(6519.0) stimmen gut mit den berechneten Massen iiberein
(6512.5 bzw. 6518.5). Synthetisches und kommerzielles BPTI
coeluierten auf einer analytischen C-8-HPLC-Siule und
gaben identische Circulardichroismusspektren. Zudem inhi-
bierte das synthetische Protein Trypsin stochiometrisch!'® und
Chymotrypsin™ 7l mit K;=1.3 x 107%™ (Lit:! 1.2 x 10~8m).

Die Lewis-Saure-aktivierte Peptidabspaltung von kommer-
ziell erhéltlichen Harzen bildet einen einfachen und direkten
Weg zu C-terminalen Peptidthioestern. Die Methode ist mit
Standard-Fmoc-Verfahren kompatibel, die erforderlichen
Reagentien und Harze sind kommerziell erhéltlich, und die
Schritte des Verfahrens sind in der Handhabung weder
aufwéndig noch anspruchsvoll. Bei Verwendung von AlMe;
als Lewis-Sdure werden Nebenreaktionen wie die Bildung
von Asparagimiden und Seitenkettenthioestern deutlich ver-
ringert, allerdings kommt es zu einer partiellen Epimerisie-
rung der C-terminalen Aminosédure. Beriicksichtigt man die
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Einfachheit dieser Methode, so sollte sie zur Herstellung
einer Vielzahl von Peptidthioestern gut geeignet sein, die am
C-Terminus Glycin enthalten, wie es in der Proteinsynthese
oftmals der Fall ist.[' % 1314

Eingegangen am 6. April 2001 [Z16912]
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Hoch selektive Katalysatoren fiir die
Hydroformylierung interner Olefine zu
linearen Aldehyden**

Holger Klein, Ralf Jackstell, Klaus-Diether Wiese,
Cornelia Borgmann und Matthias Beller*

Professor Manfred Michalik zum 60. Geburtstag gewidmet

Die rhodiumkatalysierte Hydroformylierung aliphatischer
Olefine zu linearen Aldehyden ist heute mengenméBig das
wichtigste homogenkatalytische Verfahren.l! Mehr als 7 Mio.
Tonnen verschiedener Aldehyde und Alkohole werden jéhr-
lich auf diese Weise hergestellt. Dabei ist die Hydroformylie-
rung von Propen besonders wichtig fiir die Herstellung von n-
Butyraldehyd, der eine wertvolle Ausgangsverbindung fiir
2-Ethylhexanol ist, dem momentan bedeutendsten Weichma-
cheralkohol. Derzeit gibt es ein steigendes Interesse an der
Produktion alternativer Weichmacheralkohole aufgrund oko-
logischer Bedenken gegeniiber den gegenwértigen Produk-
ten.Z Aus 6konomischer Sicht sind interne Olefine oder
Gemische aus internen und terminalen Olefinen Ausgangs-
verbindungen der Wahl fiir neue Weichmacheralkohole,
wobei wegen der besseren physikalischen Eigenschaften der
resultierenden Weichmacher moglichst wenig verzweigte
Alkohole erwiinscht sind. Die selektive Hydroformylierung
interner Olefine zu linearen Aldehyden ist jedoch sehr
schwierig (Schema 1). Zur Herstellung linearer Aldehyde

b CHO
ReAN — R +
CO/M, 1:0\ R\)\
¢ unerwiinscht unerwiinscht
a
CHO
R\\\/\ —_f R ~_FCHO + R
CO/H
2 erwinscht unerwinscht

Schema 1. Selektive Hydroformylierung interner Olefine zu linearen
Aldehyden: a) Isomerisierung, b) Hydroformylierung eines internen Ole-
fins, ¢) Hydroformylierung eines terminalen Olefins.

aus internen Olefinen muss der Katalysator eine schnelle
Isomerisierung zwischen dem internen und dem terminalen
Olefin vermitteln (Schema 1, Reaktion a). Leider enthilt das
Gemisch im thermodynamischen Gleichgewicht im Allge-
meinen weniger als 5% des terminalen Olefins (aus diesem
Grund sollte die Isomerisierung beim FEinsatz terminaler
Olefine vermieden werden). Auerdem muss die Hydrofor-

[*] Prof. Dr. M. Beller, Dipl.-Chem. H. Klein, Dr. R. Jackstell
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an der Universitdt Rostock e.V.
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E-mail: matthias.beller@ifok.uni-rostock.de
Dr. K.-D. Wiese, C. Borgmann
Oxeno Olefinchemie GmbH
Industriepark Marl, Marl (Deutschland)

[**] Diese Arbeit wurde von der Oxeno Olefinchemie GmbH und vom
Land Mecklenburg-Vorpommern gefordert. Dr. C. Fischer und Frau S.
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