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bekannte Nematizide wie beispielsweise Ivermectin an Wirk-
samkeit und Selektivitit.? Die hohe Spezifitit und die fiir ein
Nematizid ungewohnliche Struktur lassen vermuten, dass der
Wirkung von 1 ein neuartiger Wirkmechanismus zugrunde
liegt. Zu dessen Aufkldrung sind Mengen des Cyclopeptides
nétig, die biotechnologisch nicht produziert werden konnen.?

Strukturell ist das stark lipophile Omphalotin A eng mit
den immunsuppressiven Cyclosporin-Therapeutika verwandt.
Neun der zwolf Aminosduren sind N-methyliert, was zu
konformativer Flexibilitdt fiihrt und chemische Synthesen
erheblich erschwert, wie die Erfahrungen aus der Synthese
von Cyclosporinen zeigen.Pl Schlechte Kupplungsausbeuten,
Nebenreaktionen wie Diketopiperazinbildung und Racemi-
sierungl*l sowie die Sdurelabilitit von N-Alkylpeptidenl! sind
die Hauptprobleme. Obwohl etliche Berichte iiber Reagen-
tien fiir die Kupplung der sterisch stark gehinderten N-
Methylaminoséduren existieren,l® ist eine zufriedenstellende
Losung fiir dieses Problem noch nicht gefunden worden.”

Wir stellen hier die Synthese von 1 mit Fmoc-Aminoséduren
am Polystyroltrager mit Trityl-Anker (TCP-Harz) vor. Dieser
Anker erlaubt eine Produktabspaltung unter duf3erst milden
Bedingungen mit Hexafluorisopropanol (HFIP),l¥l was ange-
sichts der Sdurelabilitdt der Syntheseprodukte als entschei-
dend angesehen wurde.

Zunéchst wurden in Modellversuchen vier unterschiedliche
Reagentien (DCC: Dicyclohexylcarbodiimid, BTC: Triphos-
gen, DIC/HOALt: Diisopropylcarbodiimid/Hydroxyazabenzo-
triazol, TFFH: Tetramethylfluorformamidiniumhexafluor-
phosphat) zur isolierten Kupplung aller N-methylierten
Amidbindungen in 1 systematisch verglichen. Dabei erwies
sich die BTC-Methode nach Falb et al.”! als deutlich iiber-
legen (Tabelle 1).

HPLC-MS-Untersuchungen der abgespaltenen, BTC-ge-
kuppelten Produkte zeigten aber, wie auch die von Falb
et al.l publizierten HPLC-Chromatogramme, erhebliche
Mengen an Nebenprodukten. Zudem stellte sich heraus, dass
die beschriebene Methode der BTC-Kupplung fiir die
Synthese lidngerer Peptide ungeeignet ist, da bereits nach
wenigen solcher Kupplungen auf TCP-Harz kein Produkt
mehr isoliert werden konnte. Auf Wang-Harz mit der weniger
sdurelabilen p-Alkoxybenzyl-Ankergruppe erfolgte bei der
N-Fmoc-Deblockierung des Dipeptidyl-Harzes mit Piperidin
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Tabelle 1. Alle acht im Omphalotin A vorkommenden N-Methylamidbindun-
gen wurden jeweils mit vier verschiedenen Kupplungsmethoden hergestellt. Bei
den quantitativ verlaufenen Umsetzungen zeigte der negative Chloraniltest
nach einem (+ + ) bzw. zwei (+) Kupplungscyclen die Abwesenheit sekundérer
Amine an. Bei unvollstindiger Reaktion (-) blieb der Chloraniltest auch nach
Doppelkupplung positiv. Die Ergebnisse wurden nach Abspaltung der Peptide

mit HPLC bzw. HPLC-MS verifiziert.

Gekniipfte N-Methylamidbindung® TFFH! DIC/HOAtlYl DCCl BTCl
Fmoc-Trp-OH —H-MeVal-R - + + ++
Fmoc-Ile-OH —H-MeVal-R - - + ++
Fmoc-Sar-OH —H-MeVal-R - ++ ++ ++
Fmoc-MeVal-OH —H-MeVal-R - - - ++
Fmoc-MeVal-OH —H-Melle-R - - - ++
Fmoc-Val-OH —H-Melle-R - - + ++
Fmoc-MeVal-OH —H-MeGly-R ++ ++ ++ ++
Fmoc-Melle-OH —H-MeGly-R ++ ++ ++ ++

[a] R =Phe-TCP-Harz; [b] Fmoc-AS, TFFH: 5 Aquiv., DIEA: 10 Aquiv., 1

h

in DMF; [c] Fmoc-AS, HOAt, DIC, DIEA: 3 Aquiv., 1 h in DMF; [d] Fmoc-

AS: 6 Aquiv., DCC: 3 Aquiv., 1.5 h in DMF; [e] vgl. Lit. [9].

quantitative Diketopiperazinbildung. Deshalb entschieden
wir uns, das TCP-Harz weiterzuverwenden und das BTC-
Kupplungsverfahren den Eigenschaften des Trityl-Linkers
anzupassen.[']

Zur ersten erfolgreichen Synthese von 1 wurde folgende
Methode entwickelt: Das N-Fmoc-deblockierte Peptidyl-
TCP-Harz wird mit Diisopropylethyl-
amin (DIEA) vorbehandelt. Die Ak-

Kombination von BTC-, DIC/HOAt- und HATU-Kupplun-
gen in einer Reinheit von 90 % (HPLC, A =214 nm) und einer
Ausbeute von 84 % erhalten. Lediglich drei Kupplungen
mussten mehrfach durchgefithrt werden, die tibrigen waren
bereits nach einem Kupplungszyklus quantitativ verlaufen
(Abbildung 1). Das Rohprodukt der Cyclisierung wurde durch
Flash-Chromatographie an Kieselgel gereinigt. Diastereome-
renreines'™®) Omphalotin A wurde mit einer Cyclisierungsaus-
beute von 37 % und einer Gesamtausbeute von 31 % bezogen
auf die erste Belegung des Syntheseharzes mit Fmoc-Sarcosin
erhalten.

Analoge Synthesen ausgehend von immobilisiertem Sar?
und Sar'? lieferten ebenfalls die Zielverbindung in reiner
Form. Insgesamt wurden 102 mg diastereomerenreines 1
hergestellt.

Die hochaufgelgsten 'H- und *C-NMR-Spektren des syn-
thetischen Produktes entsprechen den Literaturdaten;™ die
mit ES-FTICR-MS im ultrahochauflésenden Modus gemes-
sene Masse stimmt bis auf einen relativen Massenfehler von
2 ppm mit dem berechneten Wert iiberein (Abbildung 2).
Zusitzlich konnte die Identitdt durch Koelution in der
analytischen HPLC sowie durch Vergleich der ES-FTICR-
MS-Tochterionenspektren des Naturstoffs und des syntheti-
schen Produkts bestétigt werden.

‘ BTC.4h

tivierung der Fmoc-N-Methylamino-

| BTC.3h

1) HATU, 3 h
2)HATU, 3 h
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sdure wird bei Raumtemperatur in
THF unter ausschlieflichem Zusatz
von Collidin und BTC durchgefiihrt.!'!
Dies ermoglicht die Anwendung von
BTC auf séurelabilem TCP-Harz. Die
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zunichst bei Synthesen ausgehend von
harzgebundenem Sarcosin beobachte-
te vorzeitige Produktabspaltung konn-
te dadurch verhindert werden, dass
sowohl die Behandlung des Synthese-
harzes mit DIEA als auch die Fmoc-
Abspaltung mit Piperidin zeitlich auf
ein Minimum verkiirzt wurden. Auf eine erhohte
Temperatur wiahrend der Kupplung kann verzichtet
werden, da die Anwesenheit der stirkeren Base DIEA
die Kupplungsreaktion offenbar deutlich beschleu-
nigt.'”l Diese Anderungen verringerten die Bildung
von Nebenprodukten weitestgehend. Auerdem konn-
te der Gesamtbedarf an Fmoc-Aminosdure ohne Aus-
beuteeinbuBe von 5 auf 3.5 Aquivalente je Kupplung
verringert werden.

Selbst die duBerst schwierige Kupplung von Fmoc-
MeVal auf immobilisiertes MeVal verlduft nach der
modifizierten BTC-Aktivierung quantitativ. Dagegen
war die Kupplungsausbeute bei Kupplung von
nicht N-methylierten Fmoc-Aminosiduren zum Teil
unzureichend. In diesen Féllen wurden mit einer
DIC/HOAt- oder HATU-Aktivierung bessere Ergeb-
nisse erzielt.

Ausgehend von mit Fmoc-Sarcosin vorbelegtem
TCP-Harz wurde das lineare Dodecapeptid mit C-ter-
minalem Sar® [OmA(7-6)] unter Anwendung einer

(HPLC, =214 nm).

2402

BTC, 4h

Abbildung 1. Syntheseverlauf fiir das lineare Dodecapeptid ausgehend von Sar® [Omphalotin A(7-6)].
Nach den angegebenen Zeiten waren die jeweiligen Kupplungen vollstandig (Chloraniltest-, Kaisertest-
und/oder HPLC-Kontrolle). Peakfliche des Fmoc-deblockierten Dodecapeptids (Rohprodukt): 90 %
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Abbildung 2. ES-FTICR-Massenspektrum des synthetischen Omphalotin A

([M+2H]J**). Die obere Spur zeigt das simulierte, die untere Spur das im ultrahoch-
auflosenden Modus gemessene Spektrum. Der relative Massenfehler betrédgt 2 ppm.
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Mit der modifizierten BTC-Kupplung wurde somit eine
sehr effiziente, experimentell einfach durchfithrbare und
duflerst kostengiinstige Methode zur Kupplung von N-Me-
thylaminosduren gefunden. Es konnte gezeigt werden, dass
diese neue BTC-Aktivierung ohne Racemisierung verlduft.['*]
Mit dieser Festphasen-Kupplungsmethode wurde ein Syn-
theseweg entwickelt, der die Totalsynthese von Omphalo-
tin A, verglichen mit Festphasen- und Losungssynthesen der
strukturell verwandten Cyclosporine, in sehr kurzer Zeit und
sehr hoher Ausbeute erlaubt. Diese Methode wird auch die
Synthese anderer N-alkylierter Peptidwirkstoffe wie Cyclo-
sporine,'*l Tentoxine, Dolastatine, Jaspamide oder Didemni-
nel erheblich erleichtern. AuBerdem hat sie ein hohes
Potenzial zur Automatisierung fiir die multiple, parallele
Polypeptidsynthese,['] das gegenwiirtig von uns untersucht
wird. Versuche, die Effizienz der BTC-Methode auch fiir die
Kupplung nicht N-alkylierter Aminosduren zu verbessern,
werden derzeit in unserem Labor durchgefiihrt.

Experimentelles

Fmoc-N-Methylaminosiduren wurden nach Freidinger et al.l'l hergestellt.
HOAt und HATU stammen von Applied Biosystems (Foster City, CA,
USA), TFFH von Advanced ChemTech (Bamberg, Deutschland). TCP-
Harz wurde von PepChem (Tiibingen, Deutschland) bezogen. Préiparative
HPLC erfolgte auf dem ,high-throughput purifier (HTP) mit Kopplung
an das M-8000-ES-MS (Merck-Hitachi, Darmstadt, Deutschland) auf einer
C18-Umkehrphase (isokratische Elution: 62 % Acetonitril in H,O, 0.1 %
TFA) unter MS- und UV-Detektion (Diodenarray). ES-FTICR-MS-
Messungen wurden mit dem Daltonic APEX II Spektrometer (Bruker,
Bremen, Deutschland) durchgefiihrt.

Die Synthese von 1 ausgehend von Sar® wurde an TCP-Harz, das mit Fmoc-
Sarcosin vorbelegt war, durchgefiihrt. Es wurden 238 mg (0.58 mmolg~';
138 umol; 1 Aquiv.) Harz eingesetzt.

BTC-Kupplung: Fmoc-Peptidyl-Harz wurde mit 20% Piperidin/DMF
(2min + 8min) deblockiert. Nach dem Waschen wurde das Harz in
wasserfreiem THF (1 mL) fiir 15 min vorgequollen. Wihrenddessen wurde
die zu kuppelnde Fmoc-Aminosiure (483 pmol; 3.5 Aquiv.) in einer 68 mm
Losung von BTC in wasserfreiem THF gelost (2.4 mL; 1.15 Aquiv. BTC).
Zu der klaren Losung wurde sym-Collidin (180 pL; 10 Aquiv.) gegeben
(Féllung von Collidinhydrochlorid). Das Harz wurde mit DIEA (190 pL,
8 Aquiv.) versetzt. Unmittelbar danach wurde die Suspension zum Harz
gegeben und fiir die angegebenen Zeiten (Abbildung 1) geschiittelt,
abgesaugt und gewaschen.

DIC/HOAt-Kupplung: Fmoc-Aminosidure (414 umol; 3 eq) und HOAt
(57 mg; 3 Aquiv.) wurden in wenig CH,CL/DMF (1:1) gelst. Dazu wurde
DIC (65 uL; 3 Aquiv.) gegeben und gut durchmischt. Nach 15 min wurde
diese Losung zu dem in DMF vorgequollenen, Fmoc-entschiitzten
Peptidylharz gegeben und fiir die jeweils angegebenen Zeiten (Abbil-
dung 1) geschiittelt.

HATU-Kupplung: Fmoc-Aminosdure (552 umol; 4 Aquiv.) und HATU
(210 mg; 4 Aquiv.) wurden in wenig CH,ClL/DMF (1:1) geldst. Dazu wurde
DIEA (190 pL, 8 Aquiv.) gegeben und die Losung gut durchmischt. Nach
15 min wurde diese Losung zu dem in DMF vorgequollenen, Fmoc-
deblockierten Peptidylharz gegeben und fiir die jeweils angegebenen
Zeiten (Abbildung 1) geschiittelt.

Abspaltung und Cyclisierung: Nach Fmoc-Abspaltung wurde das Dode-
capeptidyl-TCP-Harz gewaschen, mit HFIP/CH,Cl, 1:5 (5SmL) versetzt
und fiir 15 min geschiittelt. Die abfiltrierte Abspaltlosung wurde unter
vermindertem Druck zur Trockene eingeengt. Die Abspaltung wurde
zweimal wiederholt. Es wurden 155 mg lineares Dodecapeptid OmA(7-6)
(116 umol; 84 %) erhalten.

Dieses Peptid (155 mg; 116 pmol; 1 Aquiv.) wurde in CH,Cl, (400 mL)
gelost. Dazu wurden nacheinander HOAt (32 mg; 2 Aquiv.), EDCI (45 mg;
2 Aquiv.) und DIEA (160 uL; 8 Aquiv.) gegeben. Nach 16 h Riihren bei RT
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wurde die Losung unter vermindertem Druck eingeengt und mit geséttigter
NaHCO;-Losung, 8% Citronensdure und gesattigter NaCl-Losung ausge-
schiittelt. Die organische Phase wurde iiber Na,SO, getrocknet und zur
Trockene eingeengt. Der Riickstand wurde chromatographisch an Kiesel-
gel (Ethylacetat/Methanol 95:5) getrennt. Ausbeute: 57 mg 1 (43 umol;
31%).

Analytische Daten von 1: Die 'H- und *C-NMR-Daten des synthetischen
Omphalotin A stimmen mit denen des Naturstoffes!'® iiberein. HR-MS
(ES-FTICR-MS): ber.: m/z 659.94668, gef.: m/z 659.94805 ([M+2H]**)
(Abbildung 2). Weitere Analysedaten und experimentelle Angaben siche
Hintergrundinformationen.
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