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Die Efrapeptine sind eine Klasse von Peptidantibiotika, die
von dem Pilz Tolypocladium niveum und weiteren Vertretern
dieser Spezies als Mischung eng verwandter Sequenzanaloga
produziert werden (Efrapeptine C±G).[1] Sie sind Inhibitoren
der F1-ATPase und auch gegen den Malaria-Erreger Plasmo-
dium falciparum aktiv.[2] Die Efrapeptine sind reich an a,a-
dialkylierten Aminos‰uren und enthalten ein b-Alanin und
mehrere Pipecolins‰urereste. Der C-Terminus tr‰gt eine
ungewˆhnliche Kopfgruppe, die sich von Leucinol ableitet.
Obwohl die Efrapeptine in zahlreichen biologischen Studien
verwendet wurden,[3] ist bisher noch keine chemische Total-
synthese beschrieben.[4] Dies mag daran liegen, dass die
Synthese von Peptiden, die einen hohen Anteil a,a-dialky-
lierter Aminos‰uren aufweisen, durch unvollst‰ndige Kupp-
lungen auf Grund von sterischer Hinderung erschwert ist.[5]

Da wir uns f¸r die strukturellen und biologischen Eigen-
schaften der Efrapeptine interessieren, haben wir ein Projekt
zur Synthese von Efrapeptin C und dessen Analoga begon-
nen.
Wir konnten Efrapeptin C 1 aus drei Fragmenten aufbau-

en: einem N-terminalen Fragment (Pip1±Gly8), einem mitt-

leren Fragment (Aib9±Gly13) und einem C-terminalen
Fragment, das aus den Resten Leu14±Aib15 und der Kopf-
gruppe besteht. Zur Einf¸hrung der Aib-Reste in Festphasen-
synthesen haben wir eine zuerst von Meldal et al.[6] beschrie-
bene Strategie erfolgreich verbessert. Diese besteht aus der
Acylierung der Harz-gebundenen Aminokomponente mit
dem hoch reaktiven a-Azidoisobutters‰urechlorid (Azib-Cl)
und anschlie˚ender Reduktion des Azids zum prim‰ren

Amin. Nach dem urspr¸nglichen Verfahren wird die Reduk-
tion durch Behandlung mit DTT (DTT¼ 1,4-Dithio-d,l-
threit) bei hˆherer Temperatur erreicht und benˆtigt Reak-
tionszeiten von bis zu sechs Stunden. Wir verwendeten
Vilarrasas Reagens [Et3NH]þ[Sn(SPh)3]� ,[7] das gewˆhnlich
f¸r die Reduktion von Alkyl- und Arylaziden genutzt wird.
Die Anwendung dieses Reduktionsmittels stellt die Umset-
zung des Azids innerhalb kurzer Reaktionszeiten bei Raum-
temperatur sicher (Schema 1).[8] Die Reduktion l‰sst sich
leicht FT-IR-spektroskopisch verfolgen und war in allen
untersuchten F‰llen bereits nach wenigen Minuten vollst‰n-
dig.

Das C-terminale Fragment von Efrapeptin C 1 wurde
ausgehend von a-Aminoisobutters‰ure H-Aib-OH 2 synthe-
tisiert. S‰urekatalysierte Veresterung von 2 mit Allylalkohol
ergab H-Aib-OAl 3 und anschlie˚ende Kupplung von Boc-
Leu-OH mit 3 ergab das Dipeptid Boc-Leu-Aib-OAl 4,
welches C-terminal durch Allyltransfer auf Morpholin bei
Anwesenheit von [Pd(PPh3)4] entsch¸tzt wurde, wobei Boc-
Leu-Aib-OH 5 erhalten wurde.[9] Die Synthese der Kopf-
gruppe (Schema 2) ging vom bekannten Iodid 6[10] aus, das
DBN in hei˚em Toluol zu dem Amidiniumsalz 7 alkyliert.[11]

Die Boc-Gruppe in 7 wurde durch Behandlung mit TFA in
Dichlormethan entfernt und das erhaltene Amin wurde
anschlie˚end unter Verwendung von N-HATU[12] als Kupp-
lungsreagens an 5 gekuppelt. Nach Abspaltung der Boc-
Gruppe mit TFA wurde das C-terminale Fragment 8 durch
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Schema 1. Einf¸hrung von Aib-Resten in Festphasensynthesen ¸ber
Kupplung von Azib-Cl und nachfolgende Reduktion. Aib¼a-Aminoiso-
butters‰ure, Azib¼a-Azidoisobutyryl.
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Schema 2. a) DBN, Toluol, R¸ckfluss, 75%; b) 1. TFA/CH2Cl2; 2. 5
(1.2 æquiv.), N-HATU (1.2 æquiv.), DIPEA (2.2 æquiv.), DMF; c) TFA/
CH2Cl2, 27%. DBN¼ 1,4-Diazabicyclo[4.3.0]non-5-en, N-HATU¼ 1-
[Bis(dimethylamino)methyliumyl]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]pyridin-3-oxid-
hexafluorophosphat, DIPEA¼Diisopropylethylamin.



pr‰parative RP-HPLC isoliert. Verbindung 8 wurde bereits
von Gupta et al.[1] beschrieben. Sie entsteht durch Behand-
lung von Efrapeptin C 1 mit HCl.
Das mittlere und das N-terminale Fragment von Efrapep-

tin C wurden mit Festphasenmethoden unter Verwendung des
sehr s‰urelabilen o-Chlortrityl-Harzes synthetisiert.[13] Die
Verwendung dieser Art von Harz ist entscheidend f¸r den
Erfolg der Synthese, da einige -Aib-Xaa-Peptidbindungen
ausgesprochen s‰ureempfindlich sind.[14] Die Peptide 9 und 10
(Schema 3A und B) wurden mit Ausnahme der Aib-Reste,
die wie oben beschrieben mithilfe von Azib-Cl eingef¸hrt
wurden, nach der Fmoc-Strategie synthetisiert. Proteinogene
Aminos‰uren wurden mit TBTU als Kupplungsreagens ein-
gef¸hrt und PyBOP wurde f¸r die Einf¸hrung von l-
Pipecolins‰ure genutzt.
N-HATU kam f¸r den abschlie˚enden Aufbau von 1 aus

den drei Fragmenten als Kupplungsreagens zum Einsatz
(Schema 4). 11 wurde durch Reaktion von 9 mit 8 und

Entfernung der Z-Gruppe erhalten. Schlie˚lich er-
gab die Kondensation von 10 mit 11 Efrapeptin C 1
als Trifluoracetat.
Das Produkt wurde durch 1H-NMR-Spektrosko-

pie und ESI-FT-ICR-MS charakterisiert.[15] Seine
Homogenit‰t wurde durch RP-HPLC bewiesen. Um
die Bioaktivit‰t des synthetischen 1 zu zeigen, unter-
suchten wir die Hemmung der F1-ATPase aus E. coli
und ermittelten einenKi-Wert im Bereich von 10 mm.
Dieses Ergebnis stimmt gut mit einem von Wise
et al.[16] beschriebenen Wert von 21.5 mm f¸r die aus
Fermentationsbr¸hen isolierte Mischung der Efra-
peptine ¸berein.
Zusammenfassend l‰sst sich sagen, dass wir zum

ersten mal ein Mitglied der Peptidantibiotika-Klasse
der Efrapeptine synthetisieren konnten, wobei wir
eine effiziente Methode f¸r die Einf¸hrung von Aib-
Resten verwendeten. Die gesamte Sequenz wurde
durch eine Kombination aus Lˆsungs- und Fest-
phasensyntheseschritten mit Segmentkondensatio-
nen aufgebaut. Gegenw‰rtig nutzen wir diesen Syn-
theseweg f¸r die Synthese einer Reihe von Efrapep-
tin-Analoga, die hinsichtlich ihrer Bioaktivit‰t und
konformativen Eigenschaften untersucht werden
sollen, um so Struktur-Aktivit‰ts-Beziehungen ab-
zuleiten.
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Schema 3. A) a) 1. Azib-Cl (15 æquiv.), NEt3 (22 æquiv.), CH2Cl2; 2. Sn(SPh)2
(10 æquiv.), PhSH (30 æquiv.), NEt3 (50 æquiv.), CH2Cl2; b) 1. Fmoc-Pip-OH
(3 æquiv.), PyBOP (3 æquiv.), DIPEA (6 æquiv.), DMF; 2. DBU/Piperidin, DMF;
c) Z-OSu (10 æquiv.), NEt3 (25 æquiv.), DMF/CH2Cl2; d) 1% TFA/CH2Cl2. B) a) 1.
Fmoc-Xaa-OH (3 æquiv.), TBTU (3 æquiv.), DIPEA (6 æquiv.), DMF; 2. DBU/
Piperidin, DMF; b) 1. Azib-Cl (15 æquiv.), NEt3 (22 æquiv.), CH2Cl2, 2. Sn(SPh)2
(10 æquiv.), PhSH (30 æquiv.), NEt3 (50 æquiv.), CH2Cl2; c) 1. Fmoc-Pip-OH
(3 æquiv.), PyBOP (3 æquiv.), DIPEA (6 æquiv.), DMF; 2. DBU/Piperidin, DMF;
d) Ac2O (30 æquiv.), DMAP (20 æquiv.), CH2Cl2; e) 1% TFA/CH2Cl2. DBU¼ 1,8-
Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-en, Pip¼l-Pipecolins‰ure, Z-OSu¼N-(Benzyloxycarbo-
nyloxy)succinimid, PyBOP¼Benzotriazol-1-yloxytripyrrolidinophosphonium-hexa-
fluorophosphat, DMAP¼ 4-Dimethylaminopyridin, TBTU¼ 1-[Bis(dimethylamino)-
methyliumyl]-1H-benzotriazol-3-oxidtetrafluoroborat.
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Schema 4. a) 1. N-HATU, DIPEA, CH2Cl2/DMF, 2. H2, Pd/C, MeOH/
AcOH, 44%; b) 10 (1.3 æquiv.), N-HATU (1.3 æquiv.), DIPEA
(2.3 æquiv.), CH2Cl2/DMF, 67%.
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In der πPostgenom-æra™, der Zeit nach der Aufkl‰rung der
verschiedenen Genomsequenzen, gilt es, die Funktion tau-
sender neuer Proteine zu erforschen, ihre Einbindung in
regulatorische Netzwerke zu untersuchen und sie auf ihre
Eignung als pharmazeutische Zielmolek¸le zu ¸berpr¸fen.
Dazu bedarf es neuer Methoden, die eine schnelle und
verl‰ssliche Identifizierung molekularer Interaktionen kom-
plexer biologischer Systeme im Hochdurchsatzformat erlau-
ben. Informationen ¸ber Interaktionspartner eines Biomole-
k¸ls, die Identifizierung von Interaktionsdom‰nen oder die
einfache Quantifizierung von Bindungsst‰rken bilden die
Basis f¸r die Aufkl‰rung der biologischen Funktion und die
Identifizierung neuer Proteininhibitoren, Modulatoren und
Leitstrukturen f¸r die Medikamentenentwicklung.[1] Zwar
stehen eine Reihe sehr leistungsf‰higer Methoden f¸r die
Messung und Quantifizierung molekularer Wechselwirkun-

gen zur Verf¸gung,[2±7] jedoch sind diese nicht immer breit
einsetzbar oder inkompatibel mit Hochdurchsatz-Screening-
Formaten und Echtzeit-Analysen. Die Entwicklung neuer
Methoden, die mˆglichst unabh‰ngig von den zu untersu-
chenden Target-Molek¸len und f¸r die genannten Zwecke
breit einsetzbar sind, ist daher von gro˚er Bedeutung.
Wir verwenden seit einiger Zeit Ribozyme f¸r die Ent-

wicklung funktionaler Assays, mit denen Wechselwirkungen
zwischen biologisch relevanten Molek¸len in Echtzeit analy-
siert werden kˆnnen. So haben wir Systeme entwickelt die
eine schnelle und verl‰ssliche Analyse der katalytischen
Aktivit‰t des Hammerhead-Ribozyms (HHR) erlauben,
indem Substratoligonucleotide eingesetzt werden, die mit
zwei Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind.[8] Die r‰umliche
N‰he der beiden Farbstoffe im ungeschnittenen Zustand des
Substrats f¸hrt zu einer Fluoreszenzlˆschung des Donorfluo-
rophors durch Fluoreszenzresonanz-Energietransfer (FRET).
Die Spaltungsaktivit‰t des Ribozyms kann dann durch einen
zeitlichen Anstieg der Fluoreszenz in Echtzeit verfolgt
werden. Mit Hilfe dieser Reporter-Ribozyme haben wir neue
Inhibitoren des Hammerhead-Ribozyms[9] oder des Rev-
Proteins aus HIV-1[10] aus Bibliotheken organischer Molek¸le
identifiziert, welche auch unter In-vivo-Bedingungen die
biologische Aktivit‰t ihres jeweiligen Zielmolek¸ls spezifisch
inhibieren konnten.
In dieser Arbeit berichten wir ¸ber das rationale Design

eines Reporter-Ribozyms, dessen Aktivit‰t durch die reverse
Transkriptase (RT) des humanen Immundefizienz Virus Typ I
(HIV-1-RT) spezifisch reguliert werden kann. Wir zeigen,
dass das HIV-1-RT-abh‰ngige Reporter-Ribozym nicht nur
selektiv die Anwesenheit von HIV-1-RT in Echtzeit anzeigt,
sondern dar¸ber hinaus auch die dom‰nenspezifische Bin-
dung des Proteins an andere molekulare HIV-1-RT-Interak-
toren, wie etwa den Primer-Templatkomplex.
F¸r die Herstellung des Reporter-Ribozyms orientierten

wir uns an ‰hnlichen, mit kleinen organischen Molek¸len
regulierbaren Systemen, bei denen Helix II des HHR, deren
Bildung f¸r die Spaltungsaktivit‰t essentiell ist, durch eine
Aptamersequenz substituiert worden war.[11±14] Wir verwen-
deten ein Aptamer, das von Tuerk et al. aus einer kombina-
torischen RNA-Bibliothek isoliert und charakterisiert worden
war und die HIV-1-RTmit einer Affinit‰t von 25 pm bindet.[15]

Die Kristallstruktur des RNA-Protein-Komplexes zeigt, dass
das anti-HIV-1-RT-Aptamer im Komplex mit HIV-1-RT eine
Pseudoknoten-Struktur bildet, bei der die 5’- und 3’-Enden
der Sequenz r‰umlich voneinander entfernt sind.[16]

Wir w‰hlten ganz bewusst ein Aptamer mit Pseudoknoten-
Motiv, denn diese Strukturelemente werden auch in der Natur
in verschiedenster Weise als regulatorische Elemente genutzt.
So induziert in einigen viralen mRNA-Sequenzen die Bildung
eines Pseudoknoten eine Verschiebung des Leserahmens.[17]

In manchen eukaryontischen Transkripten f¸hrt die Faltung
eines Pseudoknotens in der 5’-nichttranslatierten Region zur
Aktivierung eines regulatorischen Proteins, welches dann
lokal die Translation des entsprechenden Gens kontrolliert.[18]

Aufgrund dieser bekannten regulatorischen Eigenschaften
von Pseudoknoten-Motiven und ihrer besonderen Struktur-
eigenschaften erschien uns das anti-HIV-1-RT-Aptamer als
regulatorisches Element f¸r ein Hammerhead-Ribozym be-
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entstandene Mischung filtriert und das gelbe Filtrat wird zum Harz-
gebundenen Azid gegeben. Die Mischung wird unter gelegentlichem
Sch¸tteln 20 min bei Raumtemperatur belassen. Das Harz wird mit
CH2Cl2 (4 î ), DMF (4 î ) und erneut mit CH2Cl2 (4 î ) gewaschen.
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