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Abstract

Insect neuropeptides have been isolated from a wide variety of insects. These small peptide
hormones are involved in numerous essential regulation processes, such as growth, molting,
metamorphosis, reproduction and diuresis. The neuropeptides and in particular their receptors
represent promising targets for a novel generation of selective and environmentally beneficial
insecticides. The myokinins form a large group of insect neuropeptides expressing myotropic
and potent diuretic activities. Their short sequences and interference with vital physiological
insect specific processes render the myokinins prime candidates for the design of metabolical-

ly stable peptidomimetics.

The first part of the thesis deals with the development of a valid binding model for the neuro-
peptide helicokinin I to its receptor of Helicoverpa zea, a serious agricultural pest. This in-
cludes a comprehensive receptor assay guided structure-activity study of helicokinin insect
neuropeptides and first peptidomimetic analogues. In accordance to the “membrane compart-
ment theory” the membrane bound conformation of helicokinin I and selected linear analo-
gues are determined by NMR spectroscopy. Conclusions of the “biological active” conforma-
tion are drawn by comparing the membrane bound structures with the biological results. Fur-
ther on, preferred conformations of the relevant neuropeptides tachykinin and Myosuppressin

are elucidated.

The second part of this work describes the “conformational design”, using small cyclic heli-
cokinin analogues. Five cyclopeptides of different size have been synthesized and studied in

the receptor assay and by NMR spectroscopy in a membrane mimicking environment.

The last part of this dissertation focuses on the synthesis of tailor-made mimics of the
C-terminal type-I B-turn in helicokinin I. Three new scaffolds have been carefully selected,
based on molecular modeling studies and synthesized. The scaffolds have been integrated in
the helicokinin sequence, and their ability to mimic the B-turn structure was studied by con-

formational analysis.






Inhaltsverzeichnis

I EANLCITUNG ..ottt et ettt et e e e e esteeetaeenaeesssee e 1
1. InSektennNEUrOPEPLIAE .....cc.eieviiiiieiieeie ettt ettt sate e e sebeeseeenae e 1

2. Potential von Neuropeptiden als selektive und umweltfreundliche Insektizide ............... 3
IT ATlgemeiner Teil........cccuiiiiiiiiiiiee et 4
1. Helicokinin I, Myosuppressin und Tachykinin als Leitstrukturen fiir die Entwicklung
umweltfreundlicher INSEKHZIAE ...........ooeiiiiriiriiiiiiie e 4

L1 IMIYOSUPPIESSIN «.enevieniieiiieniieeiieeieeeiteettesteeteessseeseeenbeeseesnseenseesnseenseeenseenseesnseenseennne 4

1.2 TAChYKININ. ... tiitiieiiieiie ettt ettt ettt e et e s e eabeeeaaeesbeessbeensaesnseenne 5

1.3 HelicoKInin T-TIT ..c..coiiiiiiieieeeeeee et 6

2. Rezeptorbindung von Neuropeptiden..........coecveeiierieiiieniieeie et 7
2.1 NeuropeptidreZePLOTEN ......cc.uieuierieeiieeieeetie et eriee e etteereeseeeteesaeeseessseesseesnseesseeans 7

2.2 Ermittlung der ,,biologisch aktiven® Struktur ............ccceeeieiiiiiiiniiieieceeee e 9

2.3 Rezeptorbindung der Kinine — Stand der Forschung ............cccccoeviiiiiiencieineee, 10

3. Sekundirstrukturelemente von Peptiden............coccuvieiiiiiiiiiciiiecieeeee e 14
4. Stabilisierung von Sekundirstrukturen — Peptidomimetika............cccoeeevvieniiieniieenieen, 16

5. Bi10logiSChe TeSISYSTEIME ......eieuvieiieeiiieiie ettt ettt ettt ettt e ettt e e et e e aee e 17
[T ZACISELZUNG ..ottt ettt e et e et ee e et e e e ennseeennnseeennns 19
IV Ergebnisse und DisKUSSION ........coecviiiiiiiiiiiiie et 20
1. Struktur-Wirkungsuntersuchungen linearer Helicokinin I-Analoga...........ccccceeeuennene. 20
1.1 Synthese linearer Neuropeptide und linearer Helicokinin I-Analoga........................ 20

1.2 Struktur-Aktivitdts-Untersuchungen linearer Helicokinin I-Analoga....................... 22

2. NMR-Konformationsuntersuchungen der Insekten-Neuropeptide ..........ccceeceerveenieennen. 27
2.1 Grundlagen der Konformationsanalyse von Peptiden mittels NMR........................ 27

2.2 Durchfiihrung der NMR-Messungen an artifiziellen Membranen...........c...cccceueeeeee. 28

2.3 Messung und Auswertung der NOESY-Spektren.........cocoveviiiiiniiiiiiiniiciieieees 29

2.4 Konformationsberechnungen mit dem Programm CYANA .......ccociiiiiiniienenninnnen. 30



2.5 Spin-Label EXPerimente...........ccceeociiieiiiieiiieeiiee ettt e 31

2.6 NMR-Untersuchungen der Insekten-Neuropeptiden ............cccceeveiieeriieenieeenveennnen. 32
2.6.1 MYOSUPPIESSIT c.evveeeiiiieeiieeeiieeeieeesteeesteeessaeeessseessaeesseeessseeessseesssseesnsseesnsseesnssens 32
2.6.2 TaChYKININ...coiiiiiiiiiieiee ettt ettt st b e e e 34
2.6.3 HelicOKININ Lo...oooiiiiiiee et sttt 35
2.7 Konformationsuntersuchungen ausgewéhlter linearer Helicokinin I-Derivate......... 39

. »Conformational Design“ — Cyclopeptide als Vorlage zum Design von Peptidmimetika

........................................................................................................................................ 41
3.1 Konzept des ,,Conformational Designs® ...........ccccovveeviierieeiiienieeieeie e 41
3.2 Synthese cyclischer Helicokinin [-Analoga ............ccccveeiieiieniieciienieeieeie e 43
3.3 Biologische Untersuchungen cyclischer Helicokinin I-Analoga ...........cccceeuveeneen. 45
3.4 Konformationsanalysen cyclischer Helicokinin I-Analoga ...........ccccoeeevvieeieennnnenn. 46

. Konformativ eingeschriankte B-Turn Mimetika...........cccooouiieiiiiiiiieeiieeeeeeeeee e 48
4.1 Wabhl geeigneter B-Turn MimetiKa..........cccoveeeiiiieiiiieiiiieeciie e 48
4.2 Synthese der MImetiKa . ......ccc.couiiriiriiniiiiiicieet e 50
4.2.1 Synthese des Octahydro-pyrazino[1,2-a]pyrazin-3,6-dions..........cccccecverervuereennens 50
4.2.1.1 Bekannte Synthesen analoger Verbindungen...........cccccoceviiiiniininncnicncnniennnn. 50
4.2.1.2 Retrosynthetische Uberlegungen zum bicyclischen Turnmimetikum ................ 51
4.2.1.3 Synthese von N-Nosyl-Aminosduren als zentrale-Bausteine.............c.ccveeennee. 52
4.2.1.4 Syntheseversuch mit 2,3-Dibrompropanderivaten als C;-Baustein..................... 53
4.2.1.5 Synthese mit Glycidol als enantiomerenreiner Cs-Baustein ............cccceeeeeveeennee 55

4.2.1.6 Rezeptor-Screening und Konformationsuntersuchung des Helicokinin-Analogon

.................................................................................................................................... 69
4.2.2 Synthese des 1,4,7-Triazacycloundec-9-en-2,5-dions..........cccccecvveeviieenveeenveennnen. 72
4.2.2.1 Retrosynthetische Uberlegungen zum TurnmimetikKum ..............ccccevevevevvnnnne.. 72
4.2.2.2 Synthese der Allyl-Aminosaurebausteine ............ccceeevueriinerrenieneniienieneenns 72
4.2.2.3 Verkniipfung der Allyl-Aminosdurebausteine zum Tripeptid .........cccccueereenneen. 73

4.2.2.4 Ringschlussmetathese zum 11-gliedrigen Makrocyclus ...........cccceeveiieniiniennen. 76



4.2.2.5 Einbau des Turnmimetikums in das Helicokinin L.........ccooeeeeiimeeoeeeeeeeeeeeenn. 78

4.2.3 Synthese des C,-verbriickten Turnmimetikums............ccveevieeeniieeriieeniee e 81
4.2.3.1 Bekannte analoge Verbindungen ............ccceeeviieeiiieeiiieciieecee e 81
4.2.3.2 Retrosynthetische Uberlegungen zum Turnmimetikum .............ccccevevevervenennn. 82
4.2.3.3 Synthese mit Bromacetaldehyddiethylacetal als C,-Baustein........c..ccccceceevuennene 85
4.2.3.4 Syntheseroute mit 2-Bromethanol als Cy-Baustein...........cccceeeeiieniieniinieeienn. &7
4.2.3.5 Darstellung des Alaninanalogons...........cccueerueeriieniieiiiienieeieesiee e eeee e siee e 95
4.2.3.6 Planung einer alternativen SyntheSeroute .............cceeveeeeiieniireiiienieeciienie e 103

4.3 Konformationsuntersuchungen eines weiteren Turnmimetikums............ccccceeueeenee. 106

V Zusammenfassung und Ausblick .........ccocoviiiiiiiiiiiiiiiece e, 108
VI Experimenteller Teil.........ccoooiiiiiiiiiiiiiiieiieeie e 111
1. AlIZEemeine ANZADEN ......c..occuiiiiiiiiiieiieeieee ettt ettt ettt b e e et e e eseeenseees 111

2. Vorschriften zur Festphasensynthese der Peptide ..........occeeiiiniiiiiiniiiiiieeee 113

3. Verbindungen aus Kapitel 4.2.1 ......cccooviiiiiiiiiieiieeieeee et 118

4. Verbindungen aus Kapitel 4.2.2 .......cccieiiiiiiiiiieeiieciee ettt sve e eve e 142

5. Verbindungen aus Kapitel 4.2.3 ......c.oooiiiiiiiiiiiiece ettt 149

6. Chemische Verschiebungen membrangebundener Peptide..........ccccoecvveeviieeniieecnenn. 175

VI LIteraturVEIZEICHNIS ...eeeeeeeee et e e e e eeee e e e eaaeeeeeaaaeeeeeaan 181






I Einleitung 1

I Einleitung

1. Insektenneuropeptide

Aufgrund der steigenden Weltbevolkerung ist besonders der Pflanzenschutz in den Fokus des
offentlichen Interesses geriickt, um auch zukiinftig die Weltbevolkerung mit ausreichend
Nahrungsmitteln versorgen zu konnen. Selbst heutzutage wird noch ein beachtlicher Teil der
Ernte durch Schédlinge zerstort. Einen nicht unerheblichen Anteil hieran haben Insekten. Sie
sind aber auch Ubertriger schwerwiegender Krankheiten wie der Malaria oder der Schlaf-
krankheit. Daher ist die Entwicklung von Insektiziden, die einen insektenspezifischen Wirk-
mechanismus besitzen und untoxisch fiir Warmbliiter und Nutzinsekten sind, von besonderem
Interesse. Dies fiihrte zu einer verstirkten Forschung auf dem Gebiet der Insekten-
Neuropeptide, da diese fiir die Insekten fundamentale Bedeutung besitzen. Erstmals postuliert
wurde die Steuerung der Metamorphose durch im Gehirn produzierte Substanzen im Jahre
1922 von dem polnischen Wissenschaftler Stefan Kope¢.!"! Heutzutage sind zahlreiche bio-
chemische Prozesse in Insekten bekannt, die durch kleine, bioaktive Peptide gesteuert werden.
Neuropeptide werden in neurosekretorischen Zellen (speziellen Neuronen) produziert und von
dort iiber die Himolymphe zu den Zielorganen transportiert.'”! Die Isolation der ersten Insek-
ten-Neuropeptide gelang jedoch erst Mitte der 70er Jahre: das myotrope Proctolin (1) aus der
Schabe Periplaneta americana im Jahre 19755 und ein Jahr spiter AKH, das adipokinetische
Hormon (2) der Heuschrecken."! Durch Fortschritte in der Genomforschung, der Protein-
Massenspektrometrie und der Hochfeld-NMR-Spektroskopie wurden seit Ende der 80er-Jahre
enorme Fortschritte im Bereich der Neuropeptide erzielt, so dass heutzutage die Primérse-
quenzen etlicher hundert Neuropeptide bekannt sind.*” Allein im Genom von Drosophila
melanogaster gibt es Hinweise auf mehr als 40 Neuropeptid-Rezeptoren, sowie mindestens 30

Gene, die Neuropeptidvorstufen codieren.!'®!'!]
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Abb. 1: Struktur der ersten isolierten Insekten-Neuropeptide Proctolin (1) und des adipokinetischen Hormons (2)
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Insektenneuropeptide sind allgegenwirtig im Nervensystem von Insekten und stellen sowohl
strukturell als auch funktionell Signalsubstanzen mit der hochsten Diversitit dar."?! Die

Neurohormon-gesteuerten Prozesse lassen sich in vier Hauptkategorien untergliedern:!'!

1. Wachstum und Entwicklung
Verhalten und Reproduktion

Metabolismus und Homeostase

el

Muskelaktivitit

Abb. 2: Durch Neuropeptide gesteuerte biochemische Prozesse in Insekten
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2. Potential von Neuropeptiden als selektive und umweltfreundliche Insektizide

Insekten-Neuropeptide, respektive ihre Rezeptoren, stellen vielversprechende Targets fiir die
Entwicklung einer neuen Generation umweltvertriglicher und selektiver Insektizide dar. Die
Wirkungsweise konventioneller Insektizide beruht zum iiberwiegenden Teil auf deren Neuro-
toxizitit, wovon nicht nur Umweltschidlinge sondern auch Nutzinsekten betroffen sind.'*'¢!
Ziel der heutigen Insektizidforschung ist die Adressierung physiologisch essenzieller, artspe-
zifischer biochemischer Prozesse mit dem Ziel, eine insektizide Wirkung ausschlieBlich ge-
geniiber der Zielspezies hervorzurufen. Zusitzliche interessante Ansatzpunkte fiir die Ent-
wicklung von Insektiziden sind die Mechanismen, die fiir die Synthese, den Transport, die
Sekretion sowie Bindung und Desaktivierung der Neuropeptide verantwortlich sind. Die

Verwendung von Peptiden als Insektizide wird jedoch durch eine ganze Anzahl von Faktoren

eingeschréinkt.

e Aufgrund ihres hohen Molekulargewichts und ihrer hohen Polaritit werden Peptide
meist nur schlecht resorbiert.

e Peptide besitzen in der Umwelt nur eine begrenzte Stabilitit.

e Peptide sind sowohl in organischen Losungsmitteln als auch in Wasser nur begrenzt
16slich.

e Peptide unterliegen einem schnellen Abbau durch Peptidasen im Verdauungstrakt der

Insekten.

Infolgedessen wurden erhebliche Anstrengungen unternommen, effiziente Applikationsver-
fahren zu entwickeln. Besonders die Verwendung von genetisch modifizierten Baculoviren
als Vektoren fiir Neuropeptid-exprimierende Gene wund Proteine wurde intensiv

untersucht.!'7!®]

Vom Standpunkt eines Chemikers erscheint die Beeinflussung der
Rezeptorbindung oder der Signaltransduktion durch kleine organische Molekiile als vielver-

sprechendster Ansatz zur Entwicklung Neuropeptid-basierender Insektizide.



IT Allgemeiner Teil 4

IT Allgemeiner Teil

1. Helicokinin I, Myosuppressin und Tachykinin als Leitstrukturen fiir die Entwicklung
umweltfreundlicher Insektizide

Eine Strategie fiir die Entwicklung von umweltfreundlichen Insektiziden ist die Verwendung
von biologisch aktiven Neuropeptiden als Leitstruktur. Diese werden durch chemische Modi-
fikationen in wirksame, metabolisch stabile Verbindungen iiberfiihrt. Diese Vorgehensweise
hat sich bereits im Pharmabereich bewéhrt. In diesem Abschnitt sollen die Neuropeptide
Myosuppressin, Tachykinin und die Helicokinine vorgestellt werden, da sie lebenswichtige

physiologische Prozesse in 6konomisch relevanten Schadinsekten kontrollieren.

1.1 Myosuppressin

Myosuppressine wurden aus einer Vielzahl von Insekten wie der Schabe Leucophaea made-
rae, den Heuschrecken Schistocerca gregaria und Locusta migratoria sowie den Fliegen
Neobellieria bullata und D. melanogaster isoliert.'”) Myosuppressine zeigen eine potente

[20,21]

Inhibition der Herz- und Darmmuskelkontraktion. Myosuppressine teilen das C-

terminale Heptapeptid Asp-His-Val-Phe-Leu-Arg-Phe-NH,, das zugleich das kleinste Frag-

t.%%] Das fiir unsere Arbeiten gewihlte

ment mit voller muskelinhibierender Wirkung darstell
Myosuppressin 3 (Ang-MS) wurde aus der Stechmiicke Anopheles gambiae isoliert und zeigt
biologische Aktivititen vergleichbar mit denen konventioneller neurotoxischer Insektizide.”*!
Wihrend herkommliche Insektizide aufgrund ihrer neurotoxischen Wirkung eine Gefahr fiir
Mensch und Umwelt darstellen, bergen von Neuropeptiden abgeleitete Substrate erhebliches
Potential als selektive und umweltfreundliche Insektizide. Die Anopheles-Miicke gilt als
Hauptiibertrager der Tropenkrankheit Malaria, an der jahrlich zwischen 1.5 und 2.7 Millionen
Menschen sterben.**! Daher stellt eine effiziente Bekdmpfung der Anopheles-Miicke in Epi-

demie-Gebieten einen vielversprechenden Ansatz zur Einddmmung der Malaria dar.
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Abb. 3: Sequenz des Myosuppressin (Ang-MS): Thr-Asp-Val-Asp-His-Val-Phe-Leu-Arg-Phe-NH, (3)
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1.2 Tachykinin

Im Gegensatz zu den meisten Neuropeptid-Klassen konnten Tachykinine sowohl aus Insekten
als auch aus Wirbeltieren isoliert werden. Diese multifunktionellen Neurohormone kommen
im Hirn und im Darm vor und sind an der Verarbeitung sensorischer Informationen, der Kon-
trolle motorischer Aktivititen und in der sensorischen Steuerung der Darmmuskelaktivitat
beteiligt. Insekten-Tachykinine wurden aus diversen Insekten wie der Heuschrecke
L. migratoria, den Fliegen Calliphora vomitoria und Stomoxys calcitrans, der Miicke Culex
salinarius sowie der Schabe L. maderae isoliert. Die Mehrzahl der Insekten-Tachykinine tei-
len die gemeinsame C-terminale Sequenz Gly-Phe-X'-Gly-X*-Arg-NH,.1*>* Aufgrund des
hohen wirtschaftlichen Schadens der Wanderheuschrecke und der vielfaltigen Wirkungsweise
der Tachykinine wurde das Locustatachykinin Lom-TK II (4) als Target fiir unsere

Konformationsuntersuchungen gewéhlt.

Abb. 4: Sequenz des Tachykinin (Lom-TK II) Ala-Pro-Leu-Ser-Gly-Phe-Tyr-Gly-Val-Arg-NH, (4)
OH
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1.3 Helicokinin I-IIT

Myokinine bilden eine grole Gruppe von Insekten-Neuropeptiden, die aus zahlreichen Insek-
ten wie Dictyoptera, Orthoptera und Lepidoptera isoliert wurden. Alle Kinine haben das C-
terminale Pentapeptid Phe-X'-X*-Trp-Gly-NH, mit Phe, Ser, His, Asn, Tyr als X' und Ser,
Pro oder Ala als X* gemeinsam. Diese aus 6-15 Aminosduren bestehenden Peptide besitzen
myotrope und potente diuretische Aktivititen.””"! Die Myokinine stimulieren die Sekretion
von Fliissigkeit tiber Aktivierung der malpighischen Gefidfle. Diese Organe regeln den Salz-
und Wasserhaushalt in Insekten. Die Helicokinine aktivieren die Wasserausscheidung in
Konzentrationen von 10"'-10" M. Damit wirken sie synergistisch mit den grofBeren
,.Corticotropin releasing hormons“ (CRH).**** Die Helicokinine I-III (5, 6, 7) wurden erst-

mals 1995 von Blackburn aus der Motte Helicoverpa zea isoliert.*!

Abb. 5: Das Schadinsekt Heliothis virescens im Raupen-Stadium (links) und als adulte Motte (rechts)®

Durch in vivo Versuche mit Larven des 6konomisch wichtigen Landwirtschaftsschidling He-
liothis virescens wurden eine verringerte Gewichtszunahme sowie eine erhohte Mortalitdtsra-
te festgestellt. Insofern ist dies einer der wenigen Fille in dem gezeigt wurde, dass durch die
Verabreichung einer Neuropeptid-Uberdosis ein letaler Effekt hervorgerufen wird.?**

Eine signifikante Verstarkung der Aktivitdt des Helicokinin I (5) konnte durch zusétzliche
Verabreichung von ACE-Hemmern wie Captopril und Enalapril erreicht werden, die den
proteolytischen Abbau der Kinine unterdriicken.”® Aufgrund ihrer kurzen Sequenz und der

Steuerung lebenswichtiger physiologischer Prozesse sind Helicokinine ideale Leitstrukturen

fiir die Entwicklung metabolisch stabiler Peptidomimetika.

# Abbildung von: http://www.gardengatenotes.com/ und www.hmana.org/mothpix/fm0601a3.jpg



IT Allgemeiner Teil 7

Abb. 6: Sequenz des Helicokinin I (5): Tyr-Phe-Ser-Pro-Trp-Gly-NH,, Helicokinin II (6): Val-Arg-Phe-Ser-Pro-
Trp-Gly-NH, und Helicokinin III (7): Lys-Val-Lys-Phe-Ser-Ala-Trp-Gly-NH,

H,N
HNJ/ HNJ/

2. Rezeptorbindung von Neuropeptiden

;o

2.1 Neuropeptidrezeptoren

Insekten-Neuropeptide binden, wie seit einiger Zeit bekannt ist, an membrangebundene
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR’s). Seit der Klonierung des Rinderopsins im Jahre
19835 wurden iiber 5000 weitere GPCR’s beschrieben.*”) Sie bilden die groBte Gruppe an
Rezeptoren und sind zusammen mit Ionenkanédlen und Rezeptor-Tyrosinkinasen fiir die Wei-
terleitung extrazelluldrer Signale in das Zellinnere verantwortlich. GPCR‘s konnten nicht nur
in Vertebraten und Invertebraten nachgewiesen werden, sondern auch in Protozoen, Pilzen

[41-4] GPCR’s bestehen aus sieben a-Helices, die in die Zellmembran eingebet-

und Pflanzen.
tet sind. Die Helices sind untereinander durch drei intrazellulire und drei extrazellulédre
Schleifen verbunden. Der N-Terminus des Rezeptors ragt in den extrazelluldren Raum, der C-
Terminus befindet sich im Zytoplasma. Die Klassifizierung der G-Protein gekoppelten Rezep-
toren erfolgt anhand ihrer Sequenzhomologie und ihrer funktionellen Eigenschaften. Die mit
Abstand grofite Gruppe mit ~90 % aller GPCR’s stellen die Rhodopsin-dhnlichen Rezeptoren

(Familie 1) dar.*’! Weitere wichtige Rezeptorklassen sind die Glutamat-, Adhisions-,
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Abb. 7: schematische Darstellung eines G-Protein ge- Frizzled/Taste- und die Sekretingrup-

ki Iten R t . . .

OppeTieh fezeprors pe.®™ Aufgrund ihrer Bindungsdomine
Nz konnen die Rhodopsin-dhnlichen Rezep-

Rezeptor

toren weiter untergliedert werden. Fami-

lie 1a enthélt Rezeptoren fiir kleine Li-

aulen 1

n ganden, deren Bindungsdomine inner-
halb der sieben transmembranen Helices

liegt. Rezeptoren der Familie 1b binden

ihre Peptidliganden innerhalb der N-

innen

terminalen Domaéane und den extrazellula-

g ren Loopregionen. Die Klasse 1c umfasst
B v
Hooc Glycoproteinhormonrezeptoren,  deren

[ I Bindungsdomine die  extrazellulédre
G-Protein

N-terminale Peptidkette ist. Auf der In-
nenseite der Membran interagieren die allosteren 7TM-Rezeptoren mit heterotrimeren G-
Proteinen und induzieren dadurch die Signalverstarkung iiber vielfiltige Second-Messenger-
Kaskaden. Fiir das gezielte Design von Agonisten bzw. Antagonisten sind mannigfaltige In-
formationen iiber die Struktur und Funktion der Rezeptoren notwendig. Aufgrund der inhéa-
renten Probleme wiéhrend der Expression, Sduberung und Kristallisation dieser
Membranproteine konnte bisher nur eine iiberschaubare Anzahl an dreidimensionalen GPCR-
Strukturen durch Réntgenstrukturanalyse aufgeklirt werden, darunter Rhodopsin,*’**°% der
humane B,-Adrenozeptor,”' ™ der PB-

Adrenozeptor,[54] der Adenosin Aj,s-  Abb. 8: Struktur eines GPCR’s in einer

] Membranumgebung, die Bindungsstelle fiir die Liganden

Rezeptor®™ und das Rhodopsin von

liegt in der unmittelbaren Nihe zur Membranoberfliche®

Kalmaren.®® Im Jahre 2010 wurde zum
ersten Mal die Struktur eines in Mizel-
len eingebetteten GPCR’s vollstindig
mittels  Losungs-NMR-Spektroskopie
aufgeklirt.°”) Durch Weiterentwicklung
der Analyseverfahren und Automatisie-
rung der Analysemethoden ist zukiinftig

die Aufkldrung einer steigenden Anzahl

an GPCR-Strukturen zu erwarten.

® Abbildung von http://www.scientificimages.co.uk/Proteins.htm
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2.2 Ermittlung der ,biologisch aktiven* Struktur

Fiir die Entwicklung biologisch aktiver Neuropeptid-Mimetika wire die Kenntnis der rezep-
torgebundenen Konformation eine ideale Voraussetzung. NMR-Untersuchungen in wissrigen
Losungen wurden erfolgreich flir Bindungen von Liganden an die lange extrazelluldre Doma-
ne von GPCR’s der Familie 2 etabliert. Ein Beispiel hierfiir ist die Bindung von Astressin an
den CRF-R2B-Rezeptor.”® Weiterhin wurde die Konformationen des PACAP,””

Neurotensins'®” und die Backbonestruktur des Bradykinins'®"

im rezeptor-gebundenen Zu-
stand aufgeklért. Fiir alle anderen Neuropeptide sind bisher nur indirekte Informationen zur
rezeptorgebundenen Konformation verfiigbar. Dazu gehdren ausfiihrliche Struktur-Aktivitéts-
Untersuchungen sowie die Synthese kleiner cyclischer Peptide variabler Ringgrof3e, wodurch
relevante Sekundérstrukturen ,,eingefroren” werden. Diese Cyclen konnen leicht mittels kon-
ventioneller NMR-Spektroskopie analysiert werden (S. 27).1

Ein anderer, hdufig verwendeter Ansatz flir Neuropeptide ist ihre Konformationbestimmung
im membrangebundenen Zustand. Die Grundidee basiert auf Arbeiten von Schwyzer et al. zur
Opioid- und Neurokinin-Rezeptor-Subtyp Erkennung. Gemdll des Membran-Kompartment
Modells!®**®*) ist die Rezeptorerkennung ein mehrstufiger Prozess, der maBgeblich durch die
Zellmembran beeinflusst wird. Fiir die Bindung an die Membran spielen besonders elektrosta-
tische Anziehungskrifte eine Rolle.””) Durch Bindung des Neuropeptids an die Membran
wird zum einen die Rezeptorsuche auf einen zweidimensionalen Prozess reduziert, das heif3t
auf die Wanderung des Peptids auf der Zellmembran. Dies fiihrt zu einer Erhéhung der
Peptidkonzentration in der Umgebung des Rezeptors. Zum anderen wird eine Konformation
und Orientierung des Peptids induziert, die die stereochemischen und strukturellen Anforde-
rungen des Rezeptors besser erfiillt als die flexiblen Konformationen der Peptide in wéssriger
Losung. Die membrangebundene Konformation wird vom Rezeptor erkannt und das Peptid
kann an die entsprechende Bindungstasche binden. Weitere konformative Anderungen wih-
rend der Rezeptorbindung und Konformationsinderungen gemdll eines ,,Induced-Fit*-
Mechanismus konnen auch bei diesem Modell nicht ausgeschlossen werden. Dennoch sollte
die Ahnlichkeit der rezeptorgebunden zur membrangebunden Konformation groBer sein, als
zur Konformation der Peptide in rein wissriger Losung.[® "% Weitere Untersuchungen,
die eine Rezeptorerkennung aus dem membrangebundenen Zustand unterstiitzen, wurden an

(72,73

Peptiden der Neuropeptid Y-Familie!® und der Cholecystokinine!’*”! durchgefiihrt. Inner-

halb der letzten beiden Dekaden wurden die Konformationen mehrerer weiterer Neuropeptide

[61,74 [75] [76] [77]

wie Bradykinin,'®"’" der Endomorphine!””!, Enkephaline!’ und Hemopressin!’” mittels

NMR-Untersuchungen an artifiziellen Membranen aufgeklért.
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Abb. 9: Mechanismus der Rezeptorbindung: a) Unstrukturiertes, flexibles Peptid in Lésung; b) Membrange-
bundenes Peptid, Induktion einer Vorzugskonformation; c) Diffusion des Peptids zum Rezeptor; d) Rezeptor-
gebundenes Peptid

00000000000000000060

o

2.3 Rezeptorbindung der Kinine — Stand der Forschung

Seit der Isolierung der ersten Kinine im Jahre 1986 aus der Schabe Leukophaea maderae™
wurden zahlreiche Untersuchungen durchgefiihrt, mit dem Ziel die strukturellen Vorausset-
zungen der Peptide fiir eine erfolgreiche Rezeptorbindung zu ermitteln. Mit diesen Untersu-
chungen besonders verbunden ist der Name R. J. Nachman. Ein Grofiteil der durchgefiihrten
Struktur-Wirkungs-Untersuchungen beruht auf biologischen Testsystemen an isolierten Orga-
nen. In letzter Zeit wurden jedoch auch vermehrt biologische Screenings mit Rezeptor-Assays

durchgefiihrt.”**? Organ-Assays besitzen fiir die Erarbeitung eines validen Rezeptormodells

einige grundlegende Probleme, die in Abschnitt 5 ndher erldutert werden (S. 17).
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Tabelle 1: Myokinine verschiedener Insekten-Spezies

Insekten-Spezies Name Sequenz
Grille Acheta domesticus Achetakinin I Ser-Gly-Ala-Asp-PheTyr-Pro-Trp-Gly-NH,
Achetakinin IT Ala-Tyr-Phe-Ser-Pro-Trp-Gly-NH,
Achetakinin IIT Ala-Leu-Pro-Phe-Ser-Ser-Trp-Gly-NH,
Miicke Aedes aegypti Aedeskinin I Asn-Ser-Lys-Tyr-Val-Ser-Lys-Gln-Lys-Phe-Tyr-Ser-Trp-Gly-NH,
Aedeskinin 11 Arg-Pro-Phe-His-Ala-Trp-Gly-NH,
Aedeskinin 111 Arg-Arg-Pro-Arg-Val-Phe-Tyr-Pro-Trp-Gly-NH,
Miicke Culex salinarius Culekinin I Arg-Pro-Phe-His-Ser-Trp-Gly-NH,
Culekinin 11 Arg-Arg-Ala-Arg-Val-Phe-Tyr-Pro-Trp-Gly-NH»
Culekinin III Trp-Lys-Tyr-Val-Ser-Lys-Gln-Phe-Phe-Ser-Trp-Gly-NH,
Motte Heliothis zea Helicokinin I Tyr-Phe-Ser-Pro-Trp-Gly-NH,
Helicokinin II Val-Arg-Phe-Ser-Pro-Trp-Gly-NH,
Helicokinin IIT Lys-Val-Lys-Phe-Ser-Ala-Trp-Gly-NH,
Schabe Leucophaea maderae Leucokinin I Asp-Pro-Ala-Phe-Asn-Ser-Trp-Gly-NH,
Leucokinin II Asp-Pro-Gly-Phe-Ser-Ser-Trp-Gly-NH,
Leucokinin I1I Asp-Gln-Gly-Phe-Asn-Ser-Trp-Gly-NH,
Heuschrecke  Locusta migratoria Locustakinin Ala-Phe-Ser-Ser-Trp-Gly-NH,

Nichtsdestotrotz wurde als Kernsequenz zum Erhalt der vollen biologischen Aktivitit der
Kinine mehrfach das C-terminale Pentapeptid Phe-X'-X*-Trp-Gly-NH, beschrieben.”->#!2]

831 zeigten besonders die

Alanin-Scans sowohl der Helicokinine® als auch der Leukokinine
Seitenketten des Tryptophans und Phenylalanins als wichtige Gruppen. Dagegen ist besonders
der Austausch der Aminoséduren in Position 2 und 3 der Kernsequenz tolerierbar und diese
Aminoséuren variieren auch in den natiirlichen Kininen.®**" Das C-terminale Amid ist, wie
bei vielen anderen Neuropeptiden,™ relevant fiir die erfolgreiche Rezeptoraktivierung. Der
N-Terminus hingegen zeigt eine hohe Toleranz hinsichtlich der Verkniipfung mit einer Viel-
zahl verschiedener Aminosduren. So wurden Hexapeptide 8 mit einem variablen N-Terminus
synthetisiert und auf ihre Wirkung im Ramsay-Assay (S. 17) an isolierten malpighischen Ge-
faBen der Grille getestet.!*® Derivate mit Asp, Leu, Asn und Val zeigten, verglichen mit dem
natiirlichen Achetakinin, sogar superagonistische Wirkung. Molekular-Dynamik Simulationen
am Leukokinin II (Asp-Pro-Gly-Phe-Ser-Ser-Trp-Gly-NH,, 9) lieferten Hinweise auf eine [3-
Turn Struktur, gebildet aus den Aminosduren Phe-Ser-Ser-Trp. Ahnliche B-Turns wurden fiir

die Kernsequenzenen der Leukokinine (Phe-X-Ser-Trp-Gly-NH;) und Achetakinine (Phe-X-
Pro-Trp-Gly-NH,) postuliert.™®
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Abb. 10: Kinin-Analoga mit variierendem N-Terminus Tabelle 2: Variation der N-terminalen Amino-
sduren von 8
AS ECsp (nM)
-- 0.1

Trp 0.042
o) Phe 0.029
N \)J\ Arg 0.020
NH, Ala 0.005
Lys 0.005
Aib 0.005
Asp 0.002
Leu 0.002
Asn 0.001
Val 0.001

Diese Berechnungen wurden ohne die explizite Einbeziehung eines Losungsmittels durchge-

fiihrt. Kleine lineare Peptide bilden jedoch in wissriger Losung in der Regel keine definierten

Sekundérstrukturen aus und liegen in gestreckten, flexiblen, wenig strukturierten Konforma-

tionen vor.*”) Daher ist die Signifikanz dieser Analysen fiir Konformationen der Kinine in

biologischen Systemen fraglich. NMR-basierte Studien in wissriger Losung wurden bisher

am cyclischen Achetakinin-Derivat cyclo(Ala-Phe-Phe-Pro-Trp-Gly, 10) durchgefiihrt. Das

Cyclopeptid 10 zeigte im Ramsay-Assay von A. domesticus und myotropen Assay an End-

diarmen von L. maderae eine merkliche, jedoch im Vergleich zur Kernsequenz deutlich redu-

zierte, Aktivitit (Faktor 50 und 1600).*® Die NMR-Analyse lieferte ein Gemisch zweier ver-

Abb. 11: qualitatives Modell der
Rezeptorbindung der Myokinine nach
Nachman

Rezeptor

schiedener Turn-Strukturen. Durch Molekular-Dynamik
Simulationen wurde hauptsdchlich ein 1-4 cisPro VIg-
Turn (iiber die Kern-Sequenz Phe'-Gly’) gefunden. Ein
2-5 transPro 1B-Turn konnte durch die Berechnung je-
doch nicht ausgeschlossen werden.***"!

Untersuchungen linearer Kinine wurden bisher am Ana-
logon Phe-Phe-Aib-Trp-Gly-NH, (11) durchgefiihrt, je-
doch wurde eine definitive Konformation aufgrund der
begrenzten NOE-Daten nicht erhalten. Weiterfiihrende
MD-Studien in wissrigem Medium stiitzen die im
Cyclopeptid 10 gefundenen Turns als Vorzugskonfor-

mere.”"! Das groBtenteils auf der Vorzugskonformation

des Cyclopeptids 10 basierende Bindungsmodell postu-
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liert eine Bindung an den Rezep-  Abb. 12: Kinin—Analogon 12 mit Mimetikum einer cis-
.. . . Amidbind
tor iiber die Seitenketten Phe' midbndung

und Trp’, die sich auf der glei-

chen Seite des Peptidriickgrats __NH
befinden. Die variablen Amino- 0] o] @)

H H H
L y N N WL NI
sduren in 2 und 3 Position befin- W H N N NH,

:H H
(e} (@] N (0]
s o *

den sich auf der Rezeptor-
abgewandten Seite (Abb. 11). HN

12
Austausch der Aminosduren in  HN” “NH

2
Position 2 und 3 der Kernse-
quenz durch Dipeptid-Mimetika mit einer cis-Amidbindung, wie Aminopyroglutamat- und

92931 Dieses Ergebnis

Tetrazolbausteine fiihrten zu biologisch aktiven Kinin-Derivaten (12).[
weist auf einen 1-4 VIB-Turn hin, kann aber eine mdgliche Relevanz des 2-5 IB-Turns nicht
widerlegen. Genauso gut konnen diese Dipeptid-Mimetika ideale, unfunktionalisierte Ab-
standshalter der pharmakophoren Gruppen Phe' und Trp* darstellen. Dennoch bleibt die Frage
ungeklirt, wie gut diese Modelle die strukturellen Voraussetzungen fiir eine erfolgreiche
Rezeptorbindung widerspiegeln.

Das von Nachman erstellte Modell der Rezeptorbindung basiert groftenteils auf Molekular-
Modelling Untersuchungen von Peptiden in der Gasphase, die Einfliisse von Losungsmitteln
und Bestandteilen des biologischen Systems werden hierbei nicht berlicksichtigt. Das
Cyclopeptid 10, aus dessen Untersuchungen der VIB-Turn als aktives Strukturelement postu-
liert wurde, erwies sich in den Organ-Assays als deutlich inaktiver verglichen zur
Achetakinin-Kernsequenz. Neben der beschriebenen Relevanz des amidierten C-Terminus fiir
die Signal-Transduktion ist auch eine ungiinstige Konformation der Cyclopeptide eine plau-
sible Erklirung fiir die verminderte biologische Wirkung.™®

Betont werden muss, dass fiir die bisher durchgefiihrten biologischen Untersuchungen grof3-
tenteils artfremde Insektenorgane und Rezeptoren zum Einsatz kamen. Dadurch sind Fehlin-
terpretationen aufgrund erheblicher Unterschiede zwischen den Spezies moglich. Ein Aus-
tausch von Gly gegen Ala in Position 5 der Kinin-Kernsequenz zeigt an isolierten Kinin-
Rezeptoren von Boophilus microplus keinen Einfluss, wohingegen der Rezeptor von Aedes
aegypti duBerst empfindlich auf Anderungen des C-terminalen Glycins reagiert.””) Neben den
generellen Problemen der Organ-Assays (S. 17) ist zusdtzlich zu beachten, dass besonders
cyclische Peptide oft als Ionophore wirken. Dies kann Ursache fiir falsch positive Ergebnisse

sein. Fiir die Erarbeitung eines validen Rezeptormodells sowie der effektiven Entwicklung
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von Peptidomimetika erscheinen biologische Screenings an einem der Zielspezies zugehori-

gen Rezeptor als unverzichtbare Voraussetzung.

3. Sekundirstrukturelemente von Peptiden

Sekundire Strukturelemente spielen in Pep-  Abb. 13: Aminosdurenomenklatur von B-Turns

tiden und Proteinen eine aufBerordentlich (links) und y-Turns (rechts)

wichtige Rolle, sei es als biologisch aktive R R
L )—CONH—( R
Strukturen oder als passive, fiir die HN i1 i+2)=0 )\(o
— ~ HN
Peptidfaltung wichtige, Strukturelemente. O"H_N R +1 N R
R i i+3 —R N i+2

Haufig vorkommende Strukturelemente /NH o) /H I O--H

O

sind oa-Helices, pB-Faltblatter und Turn-
Strukturen, die durch Ausbildung von Was-
serstoffbriickenbindungen stabilisiert werden. a-Helices und B-Faltblattstrukturen sind die
Hauptbestandteile von Proteinstrukturen. So sind beispielsweise in den GPCR’s sieben Heli-
ces fiir die Verankerung in der Membran verantwortlich. Ein drittes wichtiges Sekundérstruk-
turelement stellen Turn-Strukturen dar. Hochaufgeloste Kristallstrukturanalysen von Antikor-

P69 und Struktur-Aktivitits-Untersuchungen einer Vielzahl von Pep-

[99,100 [102 [103,104]

per-Peptid-Komplexen
tiden wie Angiotensin II, I Bradykinin,!"" Cholecystokinin''"* und Somastotatin
belegen die Bedeutung von Turns als Erkennungsmotiv fiir Wechselwirkungen mit anderen
Peptiden und Rezeptoren. Ein Turn definiert sich durch einen kompletten Richtungswechsel
einer Peptidkette um 180°. Turns werden hierbei je nach Anzahl der beteiligten Aminosduren
differenziert, wobei der B-Turn mit vier Aminosduren vor dem y-Turn mit drei Aminosduren
am hiufigsten anzutreffen ist.!'®”! Stabilisiert werden die Turns durch eine intramolekulare
Wasserstoftbriickenbindung zwischen dem Carbonylsauerstoff in Positioni und dem

Amidproton der Aminofunktion der Ami-
Abb. 14: Diederwinkel am Peptidriickgrat nosdure i+3 (B-Turn) bzw. i+2 (y-Turn).
Generell kénnen das Peptidriickgrat sowie
die Seitenketten eines Proteins bzw. Pepti-
des anhand ihrer dihedralen Winkel defi-
niert werden. Der Winkel ® ist aufgrund
der Planaritit der Amidbindung festgelegt
und betrdgt in der Regel 180° (trans-

Isomer).

Das cis-Isomer (o=0° ist um

AG® = 2.6 kcal/mol ungiinstiger und sein
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Anteil betrdgt zwischen 0.1 und  Tabelle 3: Torsionswinkel hiufig auftretender B-Turn-
Konformationen

1.5 %1% Tertiire Amide wie Xaa-
Turn Dy [°] Fia [l D[] Yin[°]

Pro-Bindungen besitzen eine deutlich

BI -60 -30 -90 0

geringere Energiedifferenz von Bl 60 30 90 0

AG® = 0.5 kcal/mol, wodurch ein er- BIT -60 120 80 0

heblicher Anteil von bis zu 30 % in pIr’ 60 -120 -80 0

. . . 111 -60 -30 -60 -30
kleinen Peptiden als cis-Isomer vor- b

BIIT” 60 30 60 30

liegt.""'"l Der Di inkel -
I°8 er Diederwinkel ¢ be Turns des Typs BI-BIII’ mit Abweichung

. . . v
schreibt die Drehung um die N-Co— P in zwei oder mehr Winkeln iiber 40°

Bindung, der Torsionswinkel y die BVI cis-Prolin in Position i+2

Drehung um die C,-CO Bindung und

die Torsionswinkel y; bis yx legen die Konformation der Seitenkette fest. Anhand der Torsi-
onswinkel @ und y der Aminosiuren i+1 und i+2 werden B-Turns in verschiedene Typklassen
unterteilt. Erstmalig erfolgte die Unterteilung in die Typen I, II und III und deren Inverse I,
II" und III" durch Venkatachalam."'® Mittlerweile wurde die Klassifizierung um die Typen
IV, V, VI, VII und VIII erweitert (Tabelle 3).!"" """l Entgegen der urspriinglichen Definition
ist die Ausbildung einer Wasserstoffbriickenbindung keine notwendige Voraussetzung fiir die
Bildung eines B-Turns, weswegen die Bezeichnung des ,,open-turns® eingefiihrt wurde.!''?) Da
die idealen Winkel in Konformationsanalysen nur in wenigen Fillen beobachtet werden konn-

ten, wurde die Definition zur Klassifizierung der Turns erweitert:!'*'!!!

e die Torsionswinkel diirfen von den idealen Werten um bis zu 30° abweichen,
ein Winkel sogar bis zu 45°,
e der Abstand zwischen den Atomen C, und C,.3 muss <7 A sein und

e der betrachtete Abschnitt darf nicht Bestandteil einer Helix sein.

Abb. 15: Ideale Struktur eines Ip-Turns (links) und IIB-Turns (rechts)
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4. Stabilisierung von Sekundirstrukturen — Peptidomimetika

Seitdem Peptidhormone als potenzielle Leitstrukturen fiir die Pharmaforschung in den Blick-
punkt geriickt sind, hat es nicht an Versuchen gefehlt, die Sekundérstrukturen zu stabilisieren
und in nicht bzw. weniger peptidische Strukturen zu iiberfithren. Hinsichtlich der nachteiligen
pharmakologischen Eigenschaften von natiirlichen Peptiden (S. 3) werden an Peptidmimetika
folgende Anforderungen gestellt: (a) hohe Rezeptoraffinitit und Selektivitit, (b) hohe meta-
bolische Stabilitit und (c) eine hohe Bioverfiigbarkeit.''*) Zur Optimierung dieser Parameter
wurden zahlreiche Ansédtze entwickelt, unter anderem die Modifikation einzelner Aminosau-
ren, von Dipeptiden oder des Peptidriickgrats. Weitere hdufig verwendete Ansitze sind die
konformative Eischrinkung der Peptide durch Cyclisierung und die Imitation der Sekundar-
strukturen. Die hdufigsten Modifikationen des Peptidriickgrats sind in Abb. 16 wiedergege-

ben.!''¥

Abb. 16: Haufig verwendete Modifikationen des Peptidriickgrats
Austausch einzelner Aminosduren

R
|

—1 NH, CH CO |—
0 N CH,
S C-Alkyl |— SO —
n=1,2
CH, B(OH)
P=0(0OH
Verlangerung der Peptidkette Austausch der Peptidbindung
R
I
—NH X p—CH—~C0— CO-NH p—
— 0 }— —]{ NH-CO |—
NH — CH{OH)-CH,
CH, — CH=CH }—
CH,-CH,

PO(OH)-CH,
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Alle aufgefiihrten Modifikationen verhindern den metabolischen Abbau der Peptide, weil die
unnatiirlichen Aminosduren keine geeigneten Substrate fiir Peptidasen darstellen. Die
Verbriickung zweier benachbarter Aminoséduren fiihrt zu Dipeptidmimetika mit eingeschrank-
ter Konformation. Durch die Verwendung von Lactamen und Piperazinonen konnten schon
mehrfach bioaktive Derivate erhalten werden.!'">'">"”) Ein weiterer vielversprechender An-
satz ist die Synthese von Sekundirstrukturmimetika. Diese Bausteine sollen die gewiinschte
Konformation moglichst genau imitieren und eine breite Funktionalisierbarkeit besitzen, so
dass verschiedenste Aminosédureseitenketten angebracht werden konnen. B-Turn-Mimetika
lassen sich in interne und externe Mimetika einteilen, je nachdem ob die Templat-Atome in-
nerhalb oder auBlerhalb der Riickgratatome des B-Turns liegen. Mittlerweile wurde eine Viel-
zahl verschiedener Turn-Mimetika synthetisiert, dennoch stellt die Adressierung spezifischer
Turns immer noch eine grofe Hiirde dar.

Das ,,Conformational Design® zur Auswahl geeigneter Scaffolds setzt ein breites Wissen iiber
die rdumliche Anordnung der fiir die Rezeptorbindung erforderlichen funktionellen Gruppen
voraus. Unterstiitzt durch die Vielzahl bereits synthetisierter und strukturell analysierter
Scaffolds kann das Grundgeriist gewdhlt und mit geeigneten Funktionalititen versehen wer-

den, das den strukturellen Anforderungen an das Mimetikum am Besten entspricht.!''*!

5. Biologische Testsysteme

Urspriinglich wurden die Kinine anhand ihrer myotropen Aktivitit an isolierten Enddarmen
von Leucophaea maderae isoliert.”™ Fiir die Messung der diuretischen Effekte wird iibli-
cherweise der Ramsay-Assay verwendet.!''”!

Dieser wird an isolierten malpighischen Gefdflen der Testinsekten durchgefiihrt. Diese Gefélle
sind die Exkretionsorgane der Insekten und an der Regulation des Wasserhaushaltes beteiligt.
Sie sind Ausstiilpungen, die zwischen Mitteldarm und Enddarm in den Verdauungstrakt miin-

den. Fiir den Ramsay-Assay werden die

Abb. 17: schematische Durchfiihrung des Ramsay-Assays Organe isoliert und in einem Tropfen

einer Salzlésung unter fliissiges Paraffin

stretende

ssigkeit gebracht. Die Salzlosung enthilt zusitz-

Salzldsun
J

lich die geloste Testsubstanz. Ein Ende

der malpighischen GefdBe wird aus der

Salzlosung herausgezogen, um eine Na-

; e del gewickelt und angeschnitten. Aus der
malpligicher ol an diesem Schnitt austretenden Fliissig-

keitsmenge, verglichen zu einer Refe-
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renzmessung mit purer Salzlosung, konnen Riickschliisse auf die diuretische Aktivitit der
Testsubstanzen gezogen werden.!'*”!
Organ-Assays bergen fiir die Erarbeitung eines validen Rezeptormodells jedoch einige grund-

legende Probleme:

e die Aktivierung verschiedener funktionell dhnlicher Rezeptoren ist moglich, wodurch
die Aussagekraft der Ergebnisse abgeschwécht wird,

e Testsubstanzen konnen aktiv aus den Zellen ausgeschleust werden - dies fiihrt zur
Fehlinterpretation der Ergebnisse,

e cine Neurotoxizitit von Testsubstanzen kann zum Vortduschen falsch positiver Ergeb-
nisse fiihren und

e die Beeinflussung von Ionenkandlen kann ebenfalls zu einer biologischen Antwort

fihren.

Zusitzlich zu diesen Problemen sind Organ-Assays nicht hochdurchsatzfahig, da die biologi-
sche Untersuchung einer hohen Anzahl an Testsubstanzen unzihlige lebende Insekten beno-
tigt. Die Préparierung der Organe ist zeitaufwendig und nicht parallelisierbar.

Alle biologischen Untersuchungen in dieser Arbeit wurden an einem funktionellen Heliothis
virescens Helicokinin Rezeptor-Assay durchgefiihrt.!*!! Uber die Aktivierung der Second-
Messenger Kaskade wurde ein Calcium-lonenfluss in das Zytosol induziert. Dieser wurde
durch Calcium-lonen-sensitive Farbstoffe mittels Fluoreszenz ausgelesen und daraus die
ECso-Werte ermittelt. Die biologischen Untersuchungen wurden von der Firma Bayer

CropScience durchgefiihrt.
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11 Zielsetzung

Ziel des ersten Teils dieser Arbeit ist die Entwicklung eines validen Bindungsmodells der
Helicokinine. Mit dem Kinin-Rezeptor-Assay von Heliothis virescens steht ein hochdurch-
satzfdhiges Testsystem dieses 6konomisch relevanten Schadinsekts zur Verfiigung. Dadurch
sind die Ergebnisse wesentlich aussagekriftiger als Organ-Assays und Struktur-Aktivitéts-
Untersuchungen an Insekten einer anderen Art. Das Bindungsmodell soll sowohl iiber klassi-
sche Ansitze wie diverse Aminosdurescans, aber auch Konformationsuntersuchungen der
Neuropeptide und ausgewihlter Derivate an artifiziellen Membranen erarbeitet werden.

Der zweite Teil dieser Arbeit befasst sich mit der konformativen Stabilisierung von Vorzugs-
konformationen durch Synthese kleiner cyclischer Helicokinin I-Analoga. Deren biologische
Bedeutung soll iiber Konformationsanalysen und biologische Ergebnisse evaluiert werden.
Basierend auf diesen Vorzugskonformationen sollen niedermolekulare Scaffolds synthetisiert
werden, die das wirkungsstirkste Cyclopeptid imitieren.

Im dritten Teil sollen, basierend auf der membrangebundenen Konformation, geeignete Se-
kundarstrukturmimetika ausgewihlt, synthetisiert und in das Helicokinin I integriert werden.
Konformationsanalysen der synthetisierten Helicokinin I-Analoga, in Kombination mit deren
biologischen Ergebnissen im Rezeptor-Screening, sollen zur Aufkldrung der Wirkungsweise

der Helicokinine beitragen.
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IV Ergebnisse und Diskussion

1. Struktur-Wirkungsuntersuchungen linearer Helicokinin I-Analoga
Fiir die Helicokinine sind bisher vereinzelte Struktur-Wirkungs-Beziehungen bekannt, diese
wurden jedoch an Organ-Assays durchgefiihrt. Mittlerweile wurde der Helicokinin [-Rezeptor

von der Firma Bayer CropScience funktionell kloniert.!'*"

Damit steht erstmalig ein
hochdurchsatzfihiges Assaysystem fiir die systematische Erarbeitung qualitativer Struktur-
Wirkungs-Untersuchungen direkt am Helicokinin-Rezeptor zur Verfiigung. Fiir die Beurtei-
lung moglicher struktureller Modifikationen des Peptids werden hédufig Alanin- und D-Amino-

. . . . . 122
sdurescans, Deletionsscans und N-Methylaminoséurederivate verwendet.!'*!

1.1 Synthese linearer Neuropeptide und linearer Helicokinin I-Analoga

Seit den Arbeiten von Merrifield in den sechziger Jahren des letzten Jahrhunderts hat sich die
Festphasensynthese stetig weiterentwickelt und ist mittlerweile nicht nur zur Synthese von
Polypeptiden sondern auch als Alternative zur Synthese organischer Molekiile in Ldsung
etabliert.'">'% Fiir seine bahnbrechenden Arbeiten wurde Merrifield im Jahre 1984 mit dem
Chemie-Nobelpreis ausgezeichnet. Bei der Peptidsynthese an der Festphase wird die erste
Aminosdure am C-Terminus an das polymere Tragermaterial gebunden und das Peptid suk-
zessive durch die Anbindung weiterer Aminosduren aufgebaut, das Tragermaterial fungiert
gleichzeitig als Schutzgruppe fiir das C-terminale Ende des Peptids. Den besonderen Charme
der Festphasensynthese stellt der Wegfall aufwéndiger Reinigungsprozeduren dar, da das
Tragermaterial durch einfache Filtrations- und Waschprozesse von iiberschiissigen Edukten
sowie Nebenprodukten befreit werden kann. Durch den Einsatz hoher Eduktiiberschiisse wer-
den somit hohere Ausbeuten erreicht. Diese Vorteile ermdglichen eine, verglichen mit der
Losungssynthese, deutlich schnellere und effizientere Herstellung von Peptiden. Eine ent-
scheidende Rolle in der Festphasenchemie kommt der Wahl der geeigneten Schutzgruppen-
strategie und des Trigermaterials zu. Da es sich bei den zu synthetisierenden Peptiden um
endstindig amidierte Neuropeptide handelt, ist die Verwendung des Rink-Amid-Linkers vor-

[126.127] Dieser Linker ermdglicht nach dem sukzessiven Aufbau des Peptids unter

teilhaft.
Verwendung der Fmoc/fBu-Schutzgruppenstrategie, die bei kurzen Peptiden die Methode der
Wahl ist, die Abspaltung des Produkts mit TFA vom Harz als C-terminales Amid. Die sche-

matische Synthese eines Peptides am Rink-Amid Harz (13) ist in Schema 1 dargestellt.
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Schema 1: Beispiel der Synthese eines Peptids am Rink-Amid Harz

2
Q H
‘ O .\ )K(N 1. Pybop, DIPEA, DMF
HO “Fmoc >
Q... -

R 2. Piperidin, DMF

13 14

O NH, e

Peptid NH,
wiederholte Kupplung

O entspr. Amlnosauren

15

16

TFA/TISH,O Q

H,N
17
Die Synthese der Peptide wurde unter PyBOP-Aktivierung durchgefiihrt, wobei eine Doppel-
kupplung mit einem 2.5fachen Uberschuss an Kupplungsreagenz und der Fmoc-Aminosiure
verwendet wurde. Kupplungen an N-Methylaminosduren wurden mit HATU durchgefiihrt, da
dieses effizienter in der Kupplung an sekundire Amine und sterisch gehinderter
Aminoséurederivate ist als HOBt-basierte Reagenzien.'”*'* Fiir die Synthese wurden aus-
schlieBlich kommerziell erhéltliche Fmoc-Aminoséuren mit sdurelabilen Seitenkettenschutz-
gruppen verwendet, so dass bei der Abspaltung der Peptide von der festen Phase gleichzeitig
eine Entschiitzung der Seitenketten erfolgt. Hydroxyfunktionen wurden als rBu-Ether, Sdure-
funktionalititen als /Bu-Ester geschiitzt, Histidin wurde als Trityl-geschiitztes!'*”) Derivat
Fmoc-His(Trt)-OH (18) und Arginin als Pbf-geschiitztes!'*") Fmoc-Arg(Pbf)-OH (19) einge-

setzt.

Abb. 18: Fmoc-His(Trt)-OH (18) und Fmoc-Arg(Pbf)-OH (19)
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Am Rink-Amid Harz (13) wurden die endstdndig amidierten Neuropeptide Myosuppressin 3,
Tachykinin 4, Helicokinin I 5, die N-Methyl-Helicokinin I-Analoga 40-44 und das [Phe’]-
Helicokinin I 51 synthetisiert (Kapitel 1.3). Die Synthese der C-terminal methylierten Helico-
kinin I-Derivate wird nach der Synthese der Cyclopeptide erldutert (S. 45), da diese aus einer
gemeinsamen Vorstufe hergestellt wurden. Da fiir die Konformationsanalysen der Peptide ein
Reinheitsgrad >95 % notwendig ist, miis-

Abb. 19: HPLC-UV-Spektrum des Rohproduktes des
Tachykinins sen die Peptide einer aufwéndigen chro-

matographischen Reinigung unterzogen
werden. Die Reinigung des Endprodukts
stellt ein Hauptproblem der Festphasen-
synthese dar. Die Synthese erfolgt ohne
Zwischenreinigungen, so dass alle Reak-

tionsschritte moglichst quantitativ verlau-

— fen miissen. Ansonsten entsteht eine

Vielzahl an Fehlsequenzen, die aufwin-
dig abgetrennt werden miissen. Die Nebenprodukte sind haufig Deletionssequenzen des ge-
wiinschten Peptids und besitzen daher eine dhnliche Polaritdt wie das Produkt. Deshalb ist
eine chromatographische Trennung mittels priparativer bzw. semipriparativer Reversed-

Phase HPLC notwendig (Abb. 19).

1.2 Struktur-Aktivitits-Untersuchungen linearer Helicokinin I-Analoga

Bisher sind nur unzureichende Struktur-Aktivitits-Daten 6konomisch wichtiger Schédlinge
vorhanden. Diese wurden vorranging an Organ-Assays wie dem Ramsay-Assay''>" oder dem
,,Cockroach-Hindgut-Assay* erarbeitet.'*?) Der Ramsay-Assay ldsst jedoch ungeklirt, ob die
Neuropeptide bzw. deren Derivate spezifisch an einen Rezeptor binden oder eine eng ver-
wandte Rezeptorfamilie aktivieren. Weiterhin kann in den in vivo Assays durch eine generelle
Toxizitdt unnatiirlicher Neuropeptid-Mimetika eine biologische Wirkung vorgetiduscht wer-
den. Tabelle 4 zeigt die Ergebnisse der durchgefiihrten Struktur-Wirkungs-Untersuchungen.
Soweit vorhanden sind zusétzlich die Ergebnisse der diuretischen Wirkung im Ramsay-Assay
gegeniibergestellt. Generell zeigten die Ergebnisse des Rezeptor-Assays eine gute Uberein-
stimmung mit denen des Ramsay-Assays'>" und bestitigen das Helicokinin I (5) als das ak-

tivste Neuropeptid, gefolgt von Helicokinin II (6) und Helicokinin III (7).
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Tabelle 4: Struktur-Wirkungs-Beziehungen der Helicokinin I-Analoga

Ramsay-Assay

Receptor-Assay

Verbindung Sequenz
[nl/min, 10 M] ECso [nM]
Helicokinin I (5) Tyr-Phe-Ser-Pro-Trp-Gly-NH, 7.3 2
Helicokinin II (6) Val-Arg-Phe-Ser-Pro-Trp-Gly-NH, 6.2 5
Helicokinin I1I (7) Lys-Val-Lys-Phe-Ser-Ala-Trp-Gly-NH, 4.8 5
verkiirzte Helicokinin I-Analoga /
20 Phe-Ser-Pro-Trp-Gly-NH, 5.2 240
21 Tyr-Ser-Pro-Trp-Gly-NH, / inaktiv
22 Tyr-Phe-Pro-Trp-Gly-NH, / inaktiv
23 Tyr-Phe-Ser-Trp-Gly-NH, / inaktiv
24 Tyr-Phe-Ser-Pro-Gly-NH, / inaktiv
25 Tyr-Phe-Ser-Pro-Trp-NH, / inaktiv
26 Tyr-Phe-Ser-Pro-NH, 1.2 inaktiv
Alanin-Scan
27 Tyr-Phe-Ser-Pro-Trp-Ala-NH, 0.8 inaktiv
28 Tyr-Phe-Ser-Pro-Ala-Gly-NH, 2.1 50
29 Tyr-Phe-Ser-Ala-Trp-Gly-NH, 6.0 3
30 Tyr-Phe-Ala-Pro-Trp-Gly-NH, 4.6 2
31 Tyr-Ala-Ser-Pro-Trp-Gly-NH, 1.3 inaktiv
32 Ala-Phe-Ser-Pro-Trp-Gly-NH, 5.5 3
D-Aminosiure-Scan
33 Tyr-Phe-Ser-Pro-p-Trp-Gly-NH, / 490
34 Tyr-Phe-Ser-D-Pro-Trp-Gly-NH, / 2000
35 Tyr-Phe-D-Ser-Pro-Trp-Gly-NH, / 1400
36 Tyr-D-Phe-Ser-Pro-Trp-Gly-NH, / 3200
37 D-Tyr-Phe-Ser-Pro-Trp-Gly-NH, / 5
N-Methyl-Aminosiure-Scan
38 Tyr-Phe-Ser-Pro-Trp-Gly-VHMe / 630
39 Tyr-Phe-Ser-Pro-Trp-Gly-NMe, / inaktiv
40 Tyr-Phe-Ser-Pro-Trp-NMeGly-NH, / inaktiv
41 Tyr-Phe-Ser-Pro-NMeTrp-Gly-NH, / inaktiv
42 Tyr-Phe-NMeSer-Pro-Trp-Gly-NH, / 425
43 Tyr-NMePhe-Ser-Pro-Trp-Gly-NH, / 380
44 MeHNTyr-Phe-Ser-Pro-Trp-Gly-NH, / 3
Verschiedene Derivate
45" Dppa-Ser-Pro-Trp-Gly-NH, / 10000
46” Alb-Phe-Ser-Pro-Trp-Gly-NH, / 32
477 Ald-Phe-Ser-Pro-Trp-Gly-NH, / 390
48Y Tyr-Phe-Acapa-Trp-Gly-NH, / inaktiv
499 Tyr-Phe-Gly-Gly-Trp-Gly-NH, / 1300
50% Tyr-Phe-Acyca-Trp-Gly-NH, / inaktiv
51 Tyr-Phe-Ser-Pro-Phe-Gly-NH, / inaktiv
529 Tyr-Phe-Ser-Pro-Trp-Gly-NH-NH, / 100

D hergestellt von K. Briicher, 2 hergestellt von H. Chen, * hergestellt von D. Rehlinder, ¥ hergestellt von C. van Tran.

Beachtliche Unterschiede wurden nur beim verkiirzten Pentapeptid 20 festgestellt. Phe-Ser-

Pro-Trp-Gly-NH, (20) zeigte im Ramsay-Assay nur eine geringfiigig verminderte Fluidsekre-

tion, was im Einklang mit publizierten Daten verkiirzter Peptid-Analoga anderer Insekten in
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Organ-Assays steht.'*] Im Rezeptor-Assay hingegen war die Aktivitit um mehr als den Fak-
tor 100 geringer. Dies belegt deutlich, dass ein vollstindiges Hexapeptid fiir die volle Rezep-
tor-Aktivitit notwendig ist, stirker verkiirzte Analoga zeigen eine vollkommene Inaktivitét. In
Ubereinstimmung mit bereits verdffentlichten Struktur-Aktivitits-Beziehungen der Kinine!®”
erwiesen sich im Alanin-Scan Phenylalanin und Glycinamid als die wichtigsten Aminoséuren,
gefolgt von Tryptophan, das die Rezeptor-Aktivierung um den Faktor 25-30 reduzierte. Die
Notwendigkeit der Indol-Seitenkette wurde durch das Phenylalanin-Analogon 51 belegt, das
tiberhaupt keine Rezeptor-Aktivierung zeigt. Die Seitenketten des Ser’ und Pro* sind unkri-
tisch fir die Rezeptoraktivierung und scheinen als Spacer zwischen dem kritischen C-
terminalen Dipeptid Trp-Gly-NH, und Phenylalanin zu fungieren. Der D-Aminosdure-Scan
belegt dariiber hinaus, dass Anderungen der Stereochemie, auBer der des Tyrosins, stirkere
Auswirkungen auf die Rezeptor-Aktivierung haben. Der Einbau von D-Trp in Position 5 fiihrt
zu einer Reduzierung um den Faktor 160, das D-Phe®-Derivat zeigt eine um den Faktor 1000
geringere Aktivierung. Besonders hervorgehoben werden muss hierbei, dass der Austausch
der Aminosiuren Ser’ und Pro* gegen ihre Enantiomere eine drastische Verringerung der Re-
zeptor-Aktivierung bewirkt. Wie schon beschrieben war der Austausch gegen L-Alanin in den
Positionen 3 und 4 hingegen ohne Wirkungsverlust moglich. Dies legt eine Beteiligung dieser
beiden Aminosiuren an einem sekundiren Strukturelement nahe.

Basierend auf NMR-Messungen in wissrigen Losungen wurde fiir verschiedene Kinine eben-
falls ein C-terminaler B-Turn als biologisch relevantes Strukturelement vermutet.*® Unter-
stlitzt wird dies durch den N-Methylaminosdurescan, bei dem Methylierungen der am Turn
beteiligten Aminosduren (Gly®, Trp>, Ser’) zu einem erheblichen Verlust der Aktivitit fiihren.
Dies kann dadurch erkliart werden, dass die Ausbildung der Turn-stabilisierenden Wasser-
stoffbriicken nicht mehr moglich ist. Eine Methylierung des C-terminalen Amids (38) fiihrt zu
einer 300fach reduzierten Aktivitdt am Rezeptor, eine doppelte Methylierung (39) verursacht
einen kompletten Verlust der Aktivitit. Der Ersatz des C-terminalen Amids durch ein
Hydrazid 52 reduziert die Rezeptoraktivierung um den Faktor 50. Hieraus kann die Schluss-
folgerung gezogen werden, dass in der Bindungstasche fiir den C-Terminus des Helicokinin I
nur ein begrenzter Platz vorhanden ist. Zusitzlich ist ein Amid-gebundenes Proton nétig, das
mit dem Rezeptor interagiert.

Laut Alanin- und D-Aminoséurescan ist weder die Stereochemie noch die Seitenkette des Ty-
rosins von Bedeutung. Dennoch scheint das Riickgrat des Tyrosins zum vollstdndigen Erhalt

der biologischen Wirkung relevant zu sein, da die freie Aminogruppe in einen definierten
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Abstand zum C-Terminus gelenkt wird und so eine Interaktion mit dem Rezeptor erst ermog-

licht wird.

Abb. 20: Substituierte Kinin-Analoga
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Weitere Einsichten in die funktionelle Rolle des Tyrosins wurden durch die von H. Chen dar-

1331341 1 diesen wurde Tyrosin durch die

gestellten Helicokinin I-Analoga 46 und 47 erhalten.!
Aminosduren Alb und Ald ersetzt. Fiir das Keto-Tyrosin Derivat 46 wurde eine geringfiigig
reduzierte Rezeptor-Aktivitit gefunden, flir das sterisch anspruchsvollere Ald-Analogon 47
wurde jedoch eine mehr als 100fach geringere Aktivitit ermittelt. Dies weist auf einen be-
schrinkten Platz der Tyrosin-Bindungstasche hin.!"** Das Helicokinin-Analogon 45, in dem
das Dipeptid Tyr-Phe durch einen lipophilen 2,3-Diphenylpropanoyl-Rest ausgetauscht wur-
de, zeigte noch eine signifikante Aktivierung des Rezeptors im mikromolaren Bereich. Dies

belegt, dass Modifizierungen des N-Terminus prinzipiell moglich sind. Durch den Einbau

verfeinerter Tyr-Phe-Dipeptidmimetika sollte es moglich sein, eine deutlich gesteigerte Re-
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zeptor-Aktivitdt zu erreichen. Um ein detaillierteres Bild iiber die Funktion der zentralen
Aminosiuren zu erhalten, wurden Ser’ und Pro* durch Bausteine unterschiedlicher Flexibilitiit
ausgetauscht (Peptide 48, 49 und 50). Von den drei Derivaten zeigte ausschlieBlich das Gly-
Gly-Analogon 49 eine schwache Rezeptoraktivierung (ECso = 1300 nm). Dies belegt die
Wichtigkeit der chiralen Zentren der Aminoséuren in Position 3 und 4. Dennoch ermdglicht
der Gly-Gly-Baustein die Bildung einer -Turn-Struktur, jedoch mit deutlich hoherer Flexibi-
litdt. Das zusétzliche Entfernen der internen Amid-Bindung fiihrt zu einem vollkommenen
Verlust der Aktivitdt (48). Im Gegensatz dazu konnten Achetakin-Analoga synthetisiert wer-
den, die nach Austausch des N-terminalen Tripeptids gegen die lipophilen 7-Phenylheptanoyl-
(53) sowie 10-Phenyldecanoyl-Reste (54) immer noch eine merkliche myotrope Aktivitdt im
,,Cockroach-Hindgut-Assay* besitzen.*"

Die vollstindige Wirkungslosigkeit des Aminocyclohexancarbonsdurederivats 50 kann durch
die cis-Anordnung der Amino- und Carboxyfunktion erkldrt werden. Dadurch wird eine Turn-
Struktur gebildet, die sich erheblich von dem postulierten B-Turn des Helicokonin I unter-

(351 ein komplett nichtpeptidisches Kinin-

scheidet. Im Jahre 2005 wurde von Borggraeve
Analogon 55 mit einem funktionalisierten cis-Piperidinon-Grundgertist synthetisiert. Dieses
zeigt im Ramsay-Assay eine moderate Aktivitit. Aus den hier vorgestellten Ergebnissen kann
die Schlussfolgerung gezogen werden, dass Mimetika mit einer cis-Anordnung der Substi-
tuenten ungeeignet als Mimetika flir das Dipeptid Ser-Pro sind.

Diese Hypothese wird durch das Achetakinin-Analogon 12 unterstiitzt. Dieses besitzt ein

trans-substituiertes Pyroglutamat als Dipeptidmimetikum und zeigt eine nahezu vollstindig

erhaltene Aktivitit (ECso= 0.7 nm) im Ramsay-Assay der Grillen."”

Abb. 21: Ubersicht der Struktur-Wirkungs-Beziehungen der Helicokinin I-Analoga

Komplette Sequenz notwendig zum Erhalt der vollen Aktivitat

/\
- .
N-Methylierung N-Methylierung
volle Aktivitat 1000 x weniger aktiv
HO
HO / mono-Methylierung
100 x weniger aktiv
H 0] f H © / 9
/ H,N N
i H

Tyrosin
D-AS-Scan: volle Aktivitat
Ala-Scan: volle Aktivitat

N\/”\ NH,
N
) o & /\ﬂ/ \ bis-Methylierung
\© '7@ \lnaktlv
/ H Glycinamid
\ Ala-Scan:inaktiv
Phenylalanin

D-AS-Scan:1000 x weniger aktiv
Ala-Scan: inaktiv

Tryptophan
D-AS-scan: 100 x weniger aktiv
Alascan: 50 x weniger aktiv

Serin

D-AS-scan: 1000 x weniger aktiv Prolin

Ala-Scan: volle Aktivitat D-AS-Scan: 1000 x weniger aktiv
Ala Scan: volle Aktivitat
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2. NMR-Konformationsuntersuchungen der Insekten-Neuropeptide

Gemdll des Membran-Kompartment Modells spielt die membrangebundene Konformation
eine signifikante Rolle in der Rezeptor-Erkennung. Daher wurden Konformations-
untersuchungen der Neuropeptide Myosuppressin, Tachykinin und Helicokinin I von 6kono-
misch relevanten Schadinsekten an artifiziellen Membranen durchgefiihrt. In diesem Ab-
schnitt soll zuerst eine kurze Einfiihrung in die verwendeten Methoden gegeben werden. An-
schlieBend sind die Ergebnisse der natiirlichen Neuropeptide dargestellt, gefolgt von Untersu-

chungen ausgewdhlter linearer Analoga.

2.1 Grundlagen der Konformationsanalyse von Peptiden mittels NMR

Die NMR-Spektroskopie besitzt in der Chemie eine besondere Bedeutung zur Strukturaufkli-
rung sowohl organischer Molekiile als auch von Peptiden und gréeren Proteinen. Im Jahre
1946 verdffentlichten Felix Bloch!**! und Edward Mills Purcell'*”! unabhingig voneinander
die ersten NMR-Experimente und wurden dafiir 1952 mit dem Nobelpreis fiir Physik geehrt.
Seitdem gab es eine Reihe fundamental wichtiger Fortschritte, von denen hier die Einfiihrung

[139-141]

der FT-Technik,!"** die Etablierung mehrdimensionaler Experimente sowie moderne

Bildgebungsverfahren!'**

genannt werden sollen. Besonders durch die Einfiihrung der 2D-
Techniken!"**'* konnten enorme Fortschritte in der Interpretation der NMR-Spektren und
der Extraktion der fiir Konformationsanalysen bendtigten Parameter erreicht werden. Bei
Konformationsanalysen werden Restriktionen innerhalb des Molekiils wie Bindungsldngen
und Bindungswinkel mit strukturrelevanten, experimentell gewonnenen Einschriankungen wie
interatomare Abstands- und Diederwinkel-Beschrinkungen kombiniert.['*”!

Von besonderer Bedeutung sind Restriktionen interatomarer Wasserstoffabstidnde, die durch
Ausnutzung des Kern-Overhauser-Effekts (NOE) erhalten werden. NOEs resultieren hierbei
aus Kreuzrelaxation zwischen rdumlich nahen Kernspins in einem Molekiil, die nicht notwen-
digerweise skalar gekoppelt sind. Die Stirke des NOE ist dabei umgekehrt proportional zum

Atomabstand in der sechsten Potenz. Dadurch koénnen rdumliche Wasserstoffatomabstiande

kleiner 5 A ermittelt werden.

1
Formel 1 NOE ~ —
r

Fiir die Strukturrechnung ist die Quantifizierung der NOEs notwendig. Aufgrund der Abhén-
gigkeit der Signalintensitdt von der individuellen Linienbreite ist diese dafiir nur bedingt ge-
eignet. Als vorteilhaft erweist sich hierbei die Integration {iber die Peakfliche. Auf Basis von

Formel 1 werden die NOEs fiir Strukturrechnungen als obere Distanzlimits und nicht als pra-
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zise Abstinde behandelt, da die Stirke der NOEs durch interne Beweglichkeit der Protonen
und chemischen Austausch abgeschwicht sein konnen.!'* Daher wird auch das Fehlen eines
NOE nicht als hoher Abstand zweier kuppelnder Spins gewertet. Fiir die Praxis liegen somit
die erlaubten Abstandsbereiche zwischen der durch die NOEs ermittelten Obergrenze und der
Summe der Van-der-Waals Radien zweier Wasserstoffatome als Untergrenze.

Vicinale Kopplungskonstanten gehoren nach den NOEs zur zweiten wichtigen Informations-
quelle fiir die Konformationsanalyse von Molekiilen. Die GroBe der *J-Kopplungskonstanten,
d.h. Kopplungen zwischen Atomen separiert durch drei Bindungen, ist hauptséchlich abhén-
gig vom dihedralen Winkel der Atome zueinander und besitzt ein Maximum bei 0° und 180°.
Diese Abhingigkeit wird durch die Karplus-Kurve wiedergegeben.!'*®!

Aufgrund einer gewissen Flexibilitdt kleiner Peptide, besonders in den Seitenketten, erfolgt
eine Mittelung der Kopplungskonstanten. Daher besitzen dihedrale Einschrinkungen fiir die
Konformationsanalyse kleiner Peptide im Gegensatz zur Analyse groBer Proteine oder kleiner

rigider cyclischer Verbindungen nur eine untergeordnete Rolle.

2.2 Durchfithrung der NMR-Messungen an artifiziellen Membranen

Beziiglich des Membran-Kompartment Modells besitzen NMR-Konformationsuntersuch-
ungen von Peptiden an artifiziellen Membranen eine hohere Relevanz verglichen mit den
Messungen in Losung. Als Detergenzien fiir kiinstliche Membranen finden SDS (57) und
DPC (56) breite Anwendung, da beide in deuterierter Form kommerziell erhéltlich sind
(Tabelle 5).1'*'*8) Andere Detergenzien wie B-D-Octylglucosid, B-D-Decylglucosid und
CHAPSO sind nicht perdeuteriert erhéltlich und bendtigen somit 13C/15N-isotopenmarkierte

149151 Daher kommen diese nur begrenzt zur Anwendung. Die Aggre-

Peptide und Proteine.
gationsnummer, d.h. die durchschnittliche Anzahl an DPC-Molekiilen in einer Mizelle, be-
trigt 56. Diese Mizellen besitzen einen Durchmesser von 39 A und liegen somit im relevanten
Bereich biologischer Membranen die oftmals eine Dicke von 50 A haben.!""*'*¥ Die hydro-

philen Neuropeptide werden in einer
Abb. 22: Strukturen von DPC (56) und SDS (57) MES gepufferten Losung (pH = 5.5) in
90% H,0/D,0 gemessen. Diese Mess-

O
NN NN N N o N  bedingungen werden gewihlt, um mog-

\
[
56 ) lichst physiologische Bedingungen zu
erhalten und den Austausch der labilen
0]
P e U U U U e + Protonen durch Deuterium zu unterbin-
57 © § © Na

den.
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Tabelle 5: CMC und Aggregationsnummer fiir SDS!**"*%54 ynd DPC-Mizellen.!'*”)

Detergens CMC [mM]

Aggregationsnummer

0-0.05 M Na* 0.1-0.2 M Na* 0-0.1 MNa" 0.1-0.2 M Na*
SDS 3-10 0.9-2 60-75 100-150
DPC 1.1 56

2.3 Messung und Auswertung der NOESY-Spektren

Fiir eine erfolgreiche Konformationsrechnung ist die Zuordnung der Resonanzfrequenz aller

Signale eine Grundvoraussetzung. Basierend auf der von Wiithrich entwickelten Prozedur zur

sequenzspezifischen Zuordnung wurde unter Verwendung des Programmes XEASY die

Spektreninterpretation sowie die Signalintegration durchgefiihrt.""**"*%! Fiir die kurzen Neuro-

peptide kann die zweifelsfreie sequenzspezifische Zuordnung der chemischen Verschiebun-

gen aufgrund der NOESY-Spektren erfolgen, jedoch wurde wenn nétig zusitzlich auf COSY-

und TOCSY-Spektren zuriickgegriffen. Ausgangspunkt fiir die Resonanzzuordnung ist die

Identifizierung der einzelnen Aminosduren. Als hilfreich erweisen sich hierbei markante

Abb. 23: Typische chemische Verschiebungen der
aliphatischen Protonen der Aminoséduren

Ala - —C— —p—
Cys | o B

Asp | —a— —p—

Glu | —_—— ._T.':B-'

Phe | —_—— —p—

Gly + ——

His - —_—— —p—

lle | —— —P= =t
Lys - — —G— '—_E;:(—-
Leu - — :@F —F—
Met | —— B

Asn | —a— —p—

Pro | —— 5 ——=By=

Gin —_—— _T_ﬁ—

Arg | —_—— —§— —fy—

Ser —a——p—

Thr - '—.OL_—B—_'. —f—
val —_—— —p— —
Tp + —_—— —p—

Vo o—e— —p—

Spinmuster, chemische Verschiebungen
sowie die Linge der Spinsysteme.””
Auch die besonders tieffeldverschobenen
B-Protonen von Serin und Threonin sind
fiir die Identifizierung der Aminosduren
tiberaus hilfreich. Oftmals ist eine direkte
eindeutige Zuordnung alle Spinsysteme
nicht mdglich. Nach sequenzieller Ver-
kniipfung von zwei, drei oder vier Amino-
sduren ist die Zuordnung jedoch auch in
grofleren Peptiden meist eindeutig. Fiir die
sequenzielle Zuordnung der Aminoséure-
Spinsysteme stellt das NOESY ein Schliis-
selexperiment dar, da zwei AS-Reste im-
mer zu verschiedenen Spin-systemen geho-
ren. Fiir den ,,sequential walk®, also die
sequenzielle Verkniipfung der Aminosdu-
ren, benutzt man besonders die kurzen se-

quenziellen Ho;-NH;j;; Abstinde, da diese
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neben den intraresiduellen NH;-Ho; in der Fingerprint-Region der Aminosduresequenz liegen,
das heiflt in einem Bereich des Spektrums in dem auBler den NH-Ha-Peaks keine weiteren
Signale zu erwarten sind. Die sequenzspezifische Verkniipfung der Aminoséduren ist in Abb.

24 schematisch am Beispiel des Tachykinins (4) vom N- zum C-terminalen Ende gezeigt.

Abb. 24: Darstellung des ,,sequential walk* an

[l einem Ausschnitt des Tachykinins (4): schemati-
ENH/gHo2 I sche Darstellung zwischen Leu’® und Phe® (un-
;%1 I ten); praktische Durchfiihrung im NOESY -
@ t S (3 Spektrum (links)
SINH/SHo SHol/6NH 8Ho.1/9NH I
ATTHMHR 503
EDHe i Lleu Ser Gl Phe
" a4 Tho o G nh
L) RH T HH T
9He10NH INH/ZH [ R.. . >X4 N & N
oL . ’}l % R
[ H—O0 RH'HT™O
L 4 I NE'g
4Hou/SNH 4TMH/4Ho I
4.0
@ 1014H/10Ho [
INH{3Ho, L
W
regiis
4

2Ho/3NH

—r—r—r— T T T T T

T —T— 3
8.60 8.40 8.20 8.00 T80 7.60 TAQ

Basierend auf den nun erhaltenen Resonanzfrequenzen ist eine Zuordnung aller eindeutigen
NOEs empfehlenswert. Die Zuordnung mehrdeutiger NOEs erfolgt in einem iterativen Pro-
zess, in dem vorldufige, aus den eindeutigen NOEs erhaltene dreidimensionale Strukturen
zum Einsatz kommen.!"** Fiir die Durchfiihrung der Strukturrechnungen ist eine Quantifizie-
rung der NOEs notwendig, da jedoch die Linienbreiten verschiedener Signale beachtlich vari-

ieren konnen, werden anstatt der Peakhdhen die Peakvolumina verwendet.

2.4 Konformationsberechnungen mit dem Programm CYANA

Im Zuge dieser Arbeit wurde fiir die Konformationsuntersuchungen das Programm
CYANA! 19 yerwendet, das sich vielfach fiir die NMR-unterstiitzte Strukturbestimmung
von Peptiden und Proteinen bewihrt hat.®"7785%1611% Der in CYANA implementierte Algo-
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rithmus benutzt ein Simulated-Annealing-Protokoll kombiniert mit Molekulardynamik-
Simulationen unter Verwendung von Torsionswinkeln als generalisierte Koordinaten.

Auf der Suche nach dem globalen Minimum iibernimmt die Zielfunktion hierbei die Rolle der
potenziellen Energie des Systems und ist an ein ,,Temperaturbad* gekoppelt, das langsam von
einer hohen Temperatur abgekiihlt wird. Dadurch konnen Energiebarrieren zwischen lokalen
Minima iibersprungen werden. Durch die Verwendung von Torsionswinkeln als Koordinaten
werden kovalente Strukturparameter wie Bindungsldngen, Bindungswinkel, Planaritidt und
Chiralitdt auf ihren optimalen Wert festgelegt, was verglichen mit Molekiildynamikrechnun-
gen im kartesischen Raum in einer deutlich einfacheren Zielfunktion und damit einem effizi-
enteren Algorithmus resultiert. CY ANA behandelt das Peptid als Baumstruktur bestehend aus
n+1 starren Korpern, die {iber n drehbare Bindungen miteinander verkniipft sind. Jeder der
starren Korper besteht aus einem oder mehreren Massepunkten (Atome), deren Positionen
zueinander nicht variabel sind. Durch die Werte aller Torsionswinkel ¢, y und y;-yx ist die
Konformation der Peptidkette eindeutig festgelegt (o ist aufgrund der Amidresonanz auf 180°
bzw. 0° festgelegt). Die verwendete Zielfunktion, das heit die potenzielle Energie des Sys-
tems, wird als O definiert, wenn alle experimentellen Distanz-Restraints und Torsionswinkel-
Restraints unverletzt sind und ungebundene Atompaare untereinander keine sterische Uber-
lappung aufweisen. Fiir die mathematischen Hintergriinde des in CYANA implementierten
Algorithmus sei an dieser Stelle auf die Originalliteratur verwiesen.!"> Als Input fiir eine
Strukturrechnung benétigt CYANA die Sequenz des Peptids sowie die mit XEASY integrier-
ten NOEs als Distanz-Beschrankungen. Die ermittelten Distanz-Beschrankungen werden als
obere Distanzlimits verwendet, anstatt als prazise Absténde, da interne Bewegung und chemi-

scher Austausch zur partiellen Verminderung der Stirke der NOEs fithren kann.['*%'*4]

2.5 Spin-Label Experimente

Zusitzlich zu den NMR-gestiitzten Konformationsbestimmungen von Peptiden an artifiziellen
Membranen lassen sich mit Hilfe von Spin-Label Experimenten Aussagen iiber die Orientie-
rung des Peptids an der Membranoberflache treffen. Spin-Label beinhalten ungepaarte Elekt-
ronen, die durch effiziente dipolare Elektronen-Kern-Spin Kopplung zu einer beschleunigten

transversalen und longitudinalen Relaxation

Abb. 25: Struktur von 5-Doxylstearat (58) fiihren. Die gebrduchlichsten und auch kom-

OH merziell erhiltlichen Spin-Label sind 5-, 7-

O o) und 12- Doxyl-substituierte Stearate, wobei in

>C}j dieser Arbeit 5-Doxylstearat (58) verwendet
O. 58

wurde, das auch in der Literatur am meisten
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Anwendung findet.'"*! Protonen die sich in der niheren Umgebung zum Membran-
integrierten Spin-Label befinden, zeigen eine deutliche Abnahme der Signalintensitét, wohin-
gegen entferntere Signale weniger beeinflusst werden. Um ein umfassendes Bild der
Membranbindung zu erhalten wurde sowohl auf die Abschwéchung der Signalintensitit der

NH-Hoa-Kreuzpeaks als auch auf Signale der Protonen der Seitenketten zuriickgegriffen.
2.6 NMR-Untersuchungen der Insekten-Neuropeptiden

2.6.1 Myosuppressin

Die nicht austauschbaren Protonen des Myosuppressins (3) konnten sowohl in SDS-Mizellen
als auch in DPC-Mizellen zugeordnet werden. Ausnahmen bildeten hierbei die &- und (-
Protonen der Phenylalanine Phe® und Phe'® sowie das €1 des Histidins His®. Aufgrund starker
sequenzieller NH,-NH,y; Kreuzpeak wurde schnell ersichtlich, dass Myosuppressin eine
helikale Struktur in DPC-Mizellen bildet. Es wurde eine hohe Anzahl interresidueller NOEs
gefunden, hauptsdchlich sequenzielle jedoch auch mehrere medium-range NOEs. Dadurch
war eine ausreichende Anzahl oberer Distanzlimits fiir die Strukturrechnung vorhanden. Wie
erwartet wurde fiir das Myosuppressin eine rechtshindige helikale Struktur mittels restrained
MD-Simulation berechnet. Der N-Terminus ist flexibel, jedoch zeigt sich eine gut definierte

Helix zwischen den Aminosduren Val® und Arg’.

Abb. 26: Anzahl der signifikanten interresiduellen NOEs von Myosuppressin in SDS- und DPC-Mizellen
(links), NOESY-Spektrum im Bereich der sequentiellen Amid-Protonen (rechts)

Thr

Asp 1 SDS-micelles

Val 1 4 3 | - 76

Asp 1 5 3

78
w(TH)
Val 1[3]6 1 ) =7 Y

His 1 1 5 4 1

Phe 1 8 4

82

Leu 2| 2 5 3

Arg 2| 1| 4 2 | 84

Phe DPC-micelles 3 1 1

NH2 2 86

. T T T T T T T
Thr Asp Val Asp His Val Phe Leu Arg Phe NH- 86 85 84 83 82 81 80 79 78 77 76 715 74 bpm

oH)
Die im Vergleich zu den intraresiduellen Kreuzpeaks stiarkeren sequenziellen Ha-HN Signale
weisen auf ein Gleichgewicht zwischen membrangebundenem, helikalen und ungebundenem,
unstrukturierten Myosupressin hin. Distanzverletzungen zwischen den a- und B-Protonen des
Leu® und einer Methylgruppe des Val® basieren ebenfalls auf der Mischung von Konformeren.
An dieser Stelle soll angemerkt werden, dass im Gegensatz zur Konformation in DPC-

Mizellen nur eine limitierte Anzahl der interresiduellen, besonders der medium-range NOEs
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Abb. 27: Relative Intensititen der Myosuppressin Kreuz-

peaks in Gegenwart von 5-Doxylstearat verglichen mit
einem NOESY-Referenzspektrum ohne Spin-Label,

schwarz: NH,-Ha,-Peaks, grau: Seitenketten-Peaks
100

Relative intensity / %

90

o]
(=]

bl

1
]
1T

Thr Asp Val Asp His Val Phe Leu Arg Phe

in SDS-Mizellen vorhanden war. Dies
ist ein Beleg fiir das Vorliegen einer
groBtenteils unstrukturierten Konforma-
tion des in SDS-

Mizellen.

Myosuppressins

Die Ergebnisse der durchgefiihrten
Spin-Label Experimente zeigen eine
starke  Beeinflussung der Signal-
Intensititen der C-terminalen Amino-
siuren Phe’ bis Phe'’. Die Peptid-
rliickgrat-Protonen sind in diesem Be-

reich generell stark abgeschwécht. Von

den Seitenketten werden besonders die beiden Phenylalanine stark beeinflusst. Am N-

Terminus zeigt nur Val’ eine deutliche Reduktion der Intensitit. Die ermittelten Daten lassen

auf eine hauptsidchliche Verankerung des Myosuppressins iiber die aromatischen Aminoséu-

ren Phe'® und Phe’ sowie der hydrophoben Aminosduren Val® und Val® schliefen. Die starke

Membranbindung der Phenylalanine steht im Einklang mit Untersuchungen von White und

Wimley, die eine starke energetische Bevorzugung der Membranbindung aromatischer Ami-

nosiuren beobachteten.

[70]

Abb. 28: Konformation von mizellgebundenem Myosuppressin (3) sowie dessen berechnete Torsionswinkel ¢
und v in DPC-Mizellen

Aminosdure o [°] v [°]
Thr' 87.3
Asp® -110.1 78.5
Val’ 950  -19.2
Asp* -78.5 7.3
His’ -90.6 15.1
Val® -107.7  -36.4
Phe’ -74.5 2.3
Leu® -128.8 7.4
Arg’ -125.6 38.4
Phe'’ -56.1
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Die Daten der Membranbindung stehen im Einklang mit der ermittelten a-helikalen Struktur,
bei der sich alle hydrophoben Aminoséuren auf einer Seite der Helix befinden, wohingegen
hydrophile Seitenketten zur anderen Seite der Helix gerichtet sind. Die Bedeutung der
Membranbindung zur Stabilisation sekundérer Strukturelemente wird durch die Nichtstruktu-

rierung des Myosuppressins in Abwesenheit von Mizellen unterstiitzt.

2.6.2 Tachykinin

Alle nicht austauschbaren Protonen des Tachykinins (4) konnten sowohl in DPC als auch in
SDS-Mizellen zugeordnet werden. Relativ starke NH,-NH,,;; Peaks lassen analog zum Myo-
suppressin eine helikale Konformation vermuten. Wie man Abb. 29 entnehmen kann, konnten
sowohl in SDS- als auch in DPC-Mizellen nur eine geringe Anzahl interresidueller Kreuz-
peaks gefunden werden. In DPC-Mizellen waren die interresiduellen Kreuzpeaks ausschliel3-
lich sequenzieller Natur, in SDS-Mizellen dagegen waren zusitzlich wenige medium-range
NOEs vorhanden. Fiir eine erfolgreiche Strukturrechnung war jedoch die Anzahl der oberen
Distanzlimits zu gering. Das Fehlen von aussagekréftigen NOEs kann als geringere Affinitét
des Tachykinins zur Membran oder, weniger wahrscheinlich, als hohere Flexibilitit des
membrangebundenen Tachykinins interpretiert werden. Spin-Label Untersuchungen lieferten
keine zusétzlichen Erkenntnisse, wodurch die These der geringen Affinitdt zur Membran un-
terstlitzt wird. Das Vorhandensein sequenzieller Amid-Kontakte weist dennoch auf eine
iiberwiegende Population von Torsionswinkeln hin, die zu einer helikalen Struktur passen.
Das Fehlen von medium-range Kontakten ist durch eine schnelle Umwandlung zu weniger

gefalteten Konformationen erklérbar.

Abb. 29: Anzahl der signifikanten interresiduellen NOEs von Tachykinin (4) in SDS- und DPC-Mizellen(links),
NOESY-Spektrum im Bereich der sequenziellen Amid- Protonen (rechts)

Ala 2

Pro| 4 1 SDS-micelles

Leu 1 2 (2|1

Ser & 2

Gly 1 2

Phe 2 2 1

Tyr 2 1

Gly 1 3

Val 2 4

Arg DPC-micelles 4 0

NH, 0
Ala Pro Leu Ser Gly Phe Tyr Gly Val Arg NH, 86 85 84 83 82 81 80 79 78 ppm
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2.6.3 Helicokinin I

Fiir das Helicokinin I konnten alle nichtaustauschbaren Protonen aufler den &- und {-Signalen
sowie dem C-terminalen Amid sowohl in SDS- als auch in DPC-Mizellen eindeutig zugeord-
net werden. In beiden Systemen wurden sequenzielle und medium-range Kontakte beobach-
tet, besonders zahlreich zwischen Pro* und Trp’, jedoch auch zwischen Trp’ und Ser’, sowie
Phe’ und Pro’. Strukturrechnungen ergeben analoge Konformationen in SDS- und DPC-
Mizellen. Stetige Distanzverletzungen nach der Strukturrechnung konnen auf verschiedene
Orientierungen des m-Systems des Tryptophans zurlickgefiihrt werden. Deshalb wurden die
NOE:s in zwei verschiedene Datensétze eingeteilt. Dadurch ergaben sich zwei unterschiedli-
che Konformationen der Indol-Seitenkette. Unabhéngig von den Detergenzien (SDS, DPC)
und von den Datensidtzen wurde in den Strukturrechnungen ein IB-Turn erhalten, gebildet
durch die Aminosduren Ser® (i), Pro® (i+1), Trp® (i+2) und Gly® (i+3). Der N-Terminus scheint
groBtenteils unstrukturiert zu sein. In Abwesenheit von Mizellen wurde nur eine begrenzte
Anzahl an interresiduellen NOEs (ROESY) beobachtet. Damit ist eine Vorzugskonformation
in wissriger Losung ausgeschlossen. Dies belegt deutlich, dass die Bildung des B-Turns durch

die Wechselwirkung des Peptids mit der Membran induziert wird.

Abb. 30: Bevorzugte Konformation von Helicokinin I (5) in Gegenwart von DPC-Mizellen
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Abb. 31: Anzahl der signifikanten interresiduellen NOEs von Helicokinin I (5) in SDS- und DPC-Mizellen
(links); relative Intensitdten der Helicokinin I Kreuzpeaks in Gegenwart von 5-Doxylstearat verglichen mit ei-
nem NOESY-Referenzspektrum ohne Spin-Label; schwarz: NH,-H,,-Peaks, grau: Seitenketten-Peaks (rechts)

Tyr SDS micelles 25
=
Phe| 1 1 S 20
ser| 1 [ 1 3|5 =
2 15
Pro 33|E2 7 2
=
Trp 2|8 3 0 107
=
G 3 & 5
ly S 5
NH, DPC micelles o o
Tyr Phe Ser Pro Trp Gly NH, Tyr Phe Ser Pro Trp Gly

Die Spin-Label Experimente zeigten eine erhebliche Abschwichung der Intensitéten, sowohl
der Riickgrat NH-Ho-Signale als auch der Seitenketten-Peaks. Dies belegt eine starke
Membranbindung des Helicokinin I. Die stirkste Reduktion der Signal-Intensitit wurde fiir
die aromatischen Aminosduren Phe’ und Trp’ beobachtet, wogegen die Beeinflussung des
Glycins geringer ausfillt. Die Beeinflussung der Seitenkette zeigt eine gute Ubereinstimmung
mit den Ergebnissen fiir die Riickgrat-Signale. Phenylalanin und Tryptophan werden am
starksten beeinflusst, Prolin und Tyrosin nur in geringerem Umfang.

Das plausibelste Modell fiir die Membranbindung legt eine Verankerung des Helicokinin I
durch Trp’ des rigiden p-Turns und Phe” am flexiblen N-Terminus nahe. Bemerkenswerter-
weise sind genau diese beiden Aminoséuren fiir die biologische Aktivitit am Rezeptor absolut
unverzichtbar. Viele biophysikalische Studien belegen die Relevanz von Tryptophan zur Ver-
ankerung von Peptiden an der Membran/Wasser-Grenzfliche.!'®”]

Die Helicokinine II (6) und IIT (7) erweisen sich als deutlich flexibler als das Helicokinin I
(5). Die Konformationen beider Peptide zeigen eine starke Abhingigkeit von dem verwende-
ten Detergens. Helicokinin II zeigt vielfdltige Konformationen in DPC-Mizellen. Dagegen
tiberwiegt in SDS-Mizellen eine B-Turn-Struktur, wobei analog zum Helicokinin I der N-
Terminus eine hohe Flexibilitit aufweist. Helicokinin III ist deutlich weniger strukturiert und
zeigte nur wenige medium-range Kontakte. In DPC-Mizellen liegt es als Gemisch aus ge-
streckten und Turn-artigen Konformationen vor. In SDS-Mizellen hingegen tiberwiegt ein C-

terminaler B-Turn.
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Abb. 32: Bevorzugte Konformationen des Helicokinin II (links) und Helicokinin III (rechts) in SDS-Mizellen

Arbeiten von H. Chen unterstiitzen das fiir Helicokinin I erarbeitete Modell der Membran-

[134

bindung.""** Grundlage fiir diese Arbeiten ist die Abhingigkeit der Fluoreszenzeigenschaften

1641651 Da Neuropeptide sehr emp-

von der Polaritit der Umgebung auf molekularer Ebene.!
findlich gegeniiber strukturellen Modifikationen sind, ist bei einer Linker-verbriickten An-
kniipfung eines Fluoreszenzmarkers der komplette Verlust der biologischen Aktivitit zu er-
warten. Vielversprechender ist der Ersatz einzelner Aminosduren durch strukturell verwandte

11661 \/on H. Chen wurden das fluoreszierende Tyrosin-

fluoreszierende Aminosédure-Analoga.
Analogon Alb 59 und Tryptophan-Analogon 60 in das Helicokinin I eingebaut.'**'*” Fluo-
reszenzmessungen der Peptide [Alb']-Helicokinin I (46) und [Ald’]-Helicokinin I (61) in un-
terschiedlichen Ldosungsmitteln bestdtigen die Abhédngigkeit der Emissionswellenlinge von

der Umgebungspolaritét (Tabelle 6).

Abb. 33: Fluoreszierende Aminosiure-Analoga Alb 59 und Ald 60

O NH, Y OH
/@/U\/:\’(OH
~ 0
HO 59 O N 60

Messungen des [Ald’]-Helicokinin I in DPC-Mizellen zeigen eine erhebliche Blauverschie-
bung des Emissionsmaximums um 43 nm. Verglichen mit den reinen Lésungsmitteln ent-
spricht dies der Blauverschiebung in Octanol, das ebenfalls hdufig als Modell-Membran Ver-
wendung findet und belegt die Bindung des [Ald’]-Helicokinin I an die DPC-Mizellen mit der
fluorophoren Seitenkette. [Alb']-Helicokinin I zeigt in DPC-Mizellen keine Verschiebung des
Emissionsmaximums verglichen mit Wasser oder Hepes-Puffer. Fiir eine Bindung der Alb-
Seitenkette an die Membran wére eine Blauverschiebung auf etwa 300 nm, also dem Bereich

des Octanols zu erwarten. Die Alb-Seitenkette liegt daher in einer wiéssrigen Umgebung vor
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und zeigt keine Bindung an die Mizellen. Beide Ergebnisse stehen im guten Einklang mit den
Ergebnissen der Spin-Label-Untersuchungen. Auch hier wurde gefunden, dass Tryptophan
eine fiir die Membranbindung essenzielle Aminosdure darstellt, die Tyrosin-Seitenkette dage-

gen zur Membran abgewandten Seite gerichtet ist.

Tabelle 6: Emissionsmaxima von [Alb']-Helicokinin I (46) und [Ald’]-Helicokinin I (61) in Abhingigkeit der
Dielektrizititskonstante € des Losungsmittels (Peptid-Konzentration 1*10° mol/1).

[Alb']-Helicokinin I [Ald”]-Helicokinin I
Losungsmittel € . b
Aem[nM] Aem[NM]
Toluol 2.38 295 457
Ethylacetat 6.02 344 463
1-Octanol 17.5 299 482
Methanol 32.7 346 506
DMF 36.7 339 472
DMSO 46.7 349 475
H,O 80.2 358 532

a) hex =280 nm (Toluol = 240 nm) b) A, = 350 nm

Der an artifiziellen Membranen gefundene 2-5 IB-Turn (gezihlt tiber die Kernsequenz) wider-
spricht dem von Nachman postulierten 1-4 VIB-Turn™® und entspricht eher dem ebenfalls bei
Kininen in Molekular-Dynamik-Simulationen erhaltenen 2-5 B-Turn.™ Die gefundene,
membrangebundene Konformation des Helicokinin I besitzt eindeutig eine frans-Konfigu-
ration an der X,,-Pro Bindung, ohne dass signifikante Mengen eines cis-Isomers gefunden
wurden. Eine Isomerisierung in das cis-Isomer vor oder wihrend der Rezeptorbindung kann
jedoch auch nach diesem Modell nicht ausgeschlossen werden. Unterstiitzt wird das auf der
Membranbindung basierende Bindungsmodell durch aktuelle Ergebnisse der Forschung an
dem humanen Neuropeptid Brady-

kinin.!

einen Rhodopsin-dhnlichen GPCR und

Dieses bindet ebenfalls an  Abb. 34: Fluoreszensemmissionsspektren von [Ald’]-
Helicokinin in DPC-Mizellen, A = 350 nm, Peptid-
Konzentration = 1*10-6 mol/l.

zeigt eine  signifikante  Sequenz-
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Abb. 35: Sequenzvergleich der Peptide Helicokinin I und Bradykinin (62) relevant fiir die Rezeptor-

Bradykinin: Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg-NH; bindung gilt. Die Peptid-

Helicokinin I: Tyr-Phe-Ser-Pro-Trp-Gly-NH; riickgrat-Struktur des Bra-

dykinins konnte kiirzlich
im Rezeptor-gebundenen Zustand und an DDM-Mizellen bestimmt werden. Im Rezeptor-
gebundenen Zustand bildet das Bradykinin einen If-Turn bestehend aus den C-terminalen
Aminosiuren Ser’-Pro’-Phe®-Arg’ und einen flexibleren o-helikalen Bereich am N-Terminus.
Die Prolin-Reste liegen alle in ihrer frans-Konfiguration vor. Die Torsionswinkel belegen
einen dem membrangebundenen Helicokinin I analogen IB-Turn. In DDM-Mizellen zeigt das
Bradykinin eine Anderung des Turn-Subtyps, die grundlegende Turn-Struktur bleibt jedoch
erhalten (Tabelle 7). Analog zum Helicokinin I ist das Bradykinin (62) in wéssriger Losung
grofBtenteils flexibel. Zusammenfassend lassen diese Ergebnisse auf eine mogliche biologi-
sche Relevanz des an DPC- und SDS-Mizellen gefundenen IB-Turns fiir die Rezeptorbindung

schlieBen.

Tabelle 7: Vergleich der Torsionswinkel des membrangebundenen Helicokinin I und des Bradykinins

idealer IB- Helicokinin I (DPC) Bradykinin
Turn
am Rezeptor in DDM
®(Phi)  W(Psi) ®(Phi) W(Psi) ®(Phi)  W(Psi)
[°] [°] [°] [°] [°] [°]
Arg' 88 95
Pro*>  -75 -33 -75 -34
Pro®  -75 -6 -75 -18
Tyr! 108 Gly* -64 -15 78 2
Phe’  -131 134 Phe’  -68 150 -63 132
Ser’  -127 100 Ser® -121 -165 -88 150
qig)" “"_(;(;) Pro' 75 11 Pro’ 75 11 75 149
P o mpt 05 ag P’ 76 6 10 -39
Gly*  -149 Arg’ 49 41

2.7 Konformationsuntersuchungen ausgewihlter linearer Helicokinin I-Derivate

Im Rahmen der Struktur—Aktivitits-Untersuchungen wurden zahlreiche Helicokinin I-
Analoga synthetisiert und auf ihre biologische Wirkung untersucht. Fiir einige ausgewéhlte
Analoga wurden detaillierte Konformationsanalysen an DPC- und SDS-Mizellen durchge-
fiihrt, mit dem Ziel potenzielle, Zusammenhéinge zwischen der biologischen Aktivitdt und der
Vorzugskonformation zu erkennen. Aus den Alanin-Scans wurden das vollsténdig biologisch
aktive [Ala*]-Helicokinin I (29) sowie das unwirksame [Ala’]-Helicokinin I (31) gewdhlt.

Durch den Austausch des Phenylalanins gegen Alanin im Peptid 31 ist eine signifikant verrin-
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gerte Membranaffinitit zu erwarten. Dies sollte sich durch eine geringere Membran-induzierte
Stabilisierung des IB-Turns und einer grofBeren Flexibilitdt des Molekiils zeigen. Tatsdchlich
liegt das Alanin-Analogon 31 in DPC-Mizellen als Gemisch mehrerer Konformere vor. Durch
die hohe Signaliiberlappung ist von diesem Peptid eine Konformationsanalyse nicht mdglich.
Der Austausch des Prolin gegen Alanin im Derivat [Ala*]-Helicokinin I (29) sollte hingegen
keine signifikante Anderung der Membranaffinitit hervorrufen. Tatsdchlich wird in den
NMR-Spektren nur ein Konformer beobachtet. Die Anzahl sequenzieller und medium-range
Kontakte ist vergleichbar mit denen des natiirlichen Helicokinins. Die Strukturberechnung
liefert zwei Losungen, eine dem Helicokinin I analoge B-Turn-artige Struktur (¢n:+; = -98°)
und eine U-foérmige Struktur (¢,+; = 65°). Letztere kann vom Helicokinin I aufgrund des fiir
Prolin fixierten Winkel ¢ nicht eingenommen werden. Die beiden D-Aminosdureanaloga [D-
Phez]-Helicokinin (36) und [D-Pr04]-Helic0kininI (34) erwiesen sich im Rezeptor-Screening
um 1000fach bzw. 600fach weniger aktiv. Aufgrund der Relevanz der Stereochemie sowohl
des Phenylalanins als auch des Prolins ist eine Bestimmung des Einflusses der Chiralitdt auf
die Membranbindung von Interesse. Das D-Phe-Analogon 36 zeigt sowohl in DPC als auch
SDS-Mizellen zwei Signalsétze (70:30), verursacht durch die cis/trans-Isomerie am Prolin mit
der trans-Verkniipfung als Hauptisomer. In SDS werden strukturgebende NOEs nur in unzu-
reichender Anzahl gefunden, wohingegen die Anzahl interresidueller NOEs in DPC ver-
gleichbar mit denen des unmodifizierten Helicokinin I sind. Strukturrechnungen ergeben so-
wohl in SDS- als auch DPC-Mizellen dem Helicokinin I analoge Konformationen, bestehend

Abb. 36: Konformation von [Ala*]-Helicokinin I (29) (links, ¢Pro = -98°) und [D-Phe?]-Helicokinin I (36)
(rechts) in Gegenwart von DPC-Mizellen
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aus einem flexiblen N-Terminus und einem starren C-terminalen B-Turn. Angemerkt werden
sollte, dass Phenylalanin Bestandteil des flexiblen N-Terminus ist, der C-Terminus jedoch in
Sequenz und Struktur erhalten bleibt. Daher kann die dramatische Reduktion der
Rezeptoraktivitit nicht auf konformative Anderungen zuriickgefiihrt werden (Tabelle 8). Das
Ergebnis deutet vielmehr auf eine Beteiligung der N-terminalen Aminosduren bei der
Rezeptorbindung hin. Die NOESY-Spektren des [D-Pro*]-Analogons 34 zeigen ausschlieBlich
sequenzielle Kontakte als Hinweis auf eine unstrukturierte Konformation. Unzweifelhaft ist
durch die D-Konfiguration des Prolins die Bildung eines dem Helicokinin I (5) analogen If3-

Turn nicht mehr moglich. Dadurch wird die Bindung an den Helicokinin-Rezeptor verhindert.

Tabelle 8: Torsionswinkel des Helicokinin I und der [Ala*]- und [D-Phe’]-Analoga

1B-Turn Helicokinin I [Ala*]-Helicokinin I (29) [D-Phe?]-Helicokinin I (36)
Position 0[] v [°] o [°] v [°] 0[] v [°]
Tyr' 108 Tyr' -54 Tyr' 91

Phe’ -131 134 Phe’ -93 -148 D-Phe’ 57 -7

i Ser’ -127 101 Ser® -145 36 Ser® 66 91
i+1 Pro* -75 -11 Ala*  -98,65 10 Pro* -75 -13
i+2 Trp’ -105 -19 Trp’ 96 -50 Trp’ -66 -43

i+3 Gly® -149 Gly® -175 Gly® -170

3. ,,Conformational Design*“ — Cyclopeptide als Vorlage zum Design von Peptidmimetika

3.1 Konzept des ,,Conformational Designs

Eine gidngige Strategie in der Peptidchemie ist, makrocyclische Peptide als Template fiir das
Design von kleinen Scaffolds zu verwenden. Durch die Synthese konformativ eingeschrank-
ter, makrocyclischer Peptide wird versucht, die unbekannte rezeptorgebundene Konformation
in einem moglichst kleinen Molekiil ,,einzufrieren” und diese mittels NMR-Spektroskopie zu

[62.168.169] Bagierend auf der NMR-Konformation werden passende Scaffolds ge-

analysieren.
wihlt und kombinatorisch mit geeigneten Resten funktionalisiert. Die verwendeten Scaffolds
miissen in die makrocyclische Zone passen und so mit Substituenten versehen sein, dass diese
die Seitenketten im biologisch aktiven Makrocyclus imitieren (Abb. 37). Diese Methode wur-
de von Kessler erfolgreich zur Entwicklung von RGD-Mimetika eingesetzt.'’” Roberts zeigte
bereits die biologische Aktivitit eines Cyclohexapeptid-Analogons des Achetakinin 1.** Ba-
sierend auf dem vorgestellten Ansatz wurde Cyclohelicokinin I (63), die um eine Aminosiure

erweiterten Valin- und Glycin-Analoga 64 und 65 sowie die um zwei und drei Glycin-

Einheiten verldngerten Cyclohelicokinine 66 und 67 synthetisiert.
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Abb. 37: Konzept des ,,Conformational Design - 1.: Ermittlung einer makrocyclischen Leitstruktur, 2.: Synthe-
se und kombinatorische Funktionalisierung eines Scaffolds beispielhaft gezeigt an einem 1,4-Benzodiazepinon,
3.: Overlay eines funktionalisierten Benzodiazepinon mit einer angenommenen Konformation des Cyclohelico-
kinin I

Makrocyclische Leitstruktur
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3.2 Synthese cyclischer Helicokinin I-Analoga
Die Verwendung einer ,,Head-to-Tail““~-Cyclisierung ermoglicht den Aufbau der in allen Pep-
tiden vorhandenen linearen Hexapeptidkette (Gly bis Tyr) an der festen Phase. Als Trdgerma-

(171] (68) verwendet, da dieses kompatibel zur Fmoc/fBu-

terial wurde 2-Chlortrityl-Harz
Schutzgruppenstrategie ist und eine milde Abspaltung unter Erhalt der Seitenkettenschutz-
gruppen ermoglicht. Die Synthese der makrocyclischen Helicokinin Analoga ist in Schema 2
am Beispiel des Cyclohelicokinins erldutert. Die Synthese startet mit der Immobilisierung von
Fmoc-Gly an der festen Phase. Der Aufbau des Hexapeptides erfolgte unter Verwendung der

Fmoc/fBu-Schutzgruppenstrategie und TBTU/HOBt-Aktivierung. Aufgrund der Sdurelabilitat

Abb. 38: Synthetisierte ,,Head-to-Tail“-cyclisierte Analoga des Helicokinin I

HO HO HO
H
N H H
H N— H
0~ 07 NH HN 00, H;¥OooO
HN._O 0\7)\ 0 NH NH
0 N0 00 \ OOOW
N N OH H oH H OH
N N N N N
4 = H =
N
N N
H H H
63 oH 64 OH 65

HN
8:0 ° HN NH
NH 0
H N OH N N OH
N H /=N
H
7
\ 74
; N
66 67

des Harzes wurde das lineare seitenkettengeschiitzte Hexapeptid 71 mit einem Gemisch aus
AcOH/TFE/DCM (2:2:5) gespalten und in Losung unter Hochverdiinnung zum Makrocyclus
72 cyclisiert. Nach Entfernung der Seitenkettenschutzgruppen mit TFA wurde das
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Cyclohelicokinin I (63) erhalten. Bei der Synthese der groBBeren Makrocyclen wurden an das
festphasengebundene, lineare Hexapeptid 70 die Spacerbausteine sukzessive angekuppelt. Die
Synthese zu den Makrocyclen 64-67 erfolgte anschlieBend unter analogen Bedingungen wie
zum Cyclohelicokinin I. Im Zuge der Losungssynthese von Turn-Mimetika des Helicokinin I
wurde das Fmoc- und seitenkettengeschiitzte Peptid Fmoc-Tyr(fBu)-Phe-Ser(Bu)-OH (73)
ebenfalls am 2-Chlortritylchlorid-Harz synthetisiert.

Schema 2: Synthese der makrocyclischen Helicokinin-Analoga am Beispiel des Cyclohelicokinin I (63)

O Cl 1. Fmoc-Gly-OH

Cl
' O ol DIPEA, DCM O
O 2. 20 % Piperidin, DMF o 77— Gly 1—NH,
o

| 1. Fmoc-AA

TBTU/HOBt/DIPEA
(2.5:2.5:5), DMF

2. 20 % Piperidin, DMF

O
u O TGy — TP — Pro — Ser [—{ Phe — Tyr |—NH,
O | |
70 0:( %/

AcOH/TFE/DCM
(2:2:5)
HO
)— Gly = TP — Pro — Ser — Phe [ Tyr [—NH,
o | |

0] o]
TBTU/HOBt/DIPEA 71 )L
(3:3:5) %/
DCM
)( RT
o HO
\

\
Tyr Phe Tyr Phe
/ \ TFATIS/H,O [ )\
Gly Ser -0 (95:2.5:2.5) Gly Ser —OH
\ 3=
Trp Pro Tre Pro
72 63

Weiterhin wurde fiir die Struktur-Aktivitits-Untersuchungen das C-terminal monomethylierte

und dimethylierte Helicokinin I (38 bzw. 39) synthetisiert. Ausgehend von der Siure 71 wur-
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de die Amidierung mit einem groBen Uberschuss an Methylamin-Hydrochlorid (45 Aq.) bzw.
Dimethylamin-Hydrochlorid (45 Aq.) und DIPEA (60 Aq.) unter Hochverdiinnung durchge-
fiihrt. Durch diese Vorgehensweise wurden unerwiinschte intra- und intermolekulare Kupp-
lungsreaktionen unterdriickt. Nach Entschiitzung mit TFA und Reinigung mittels semi-

préaparativer HPLC wurden beide Peptide in ausreichender Reinheit erhalten.

Schema 3: Synthese der Monomethyl- und Dimethylpeptidamide

HO
Gly — TP — Pro [— Ser [—{ Phe — Tyr |—NH,
0 | |
7 0: / Oﬁ/
a, b
/R‘l
R;—N
Gly — Trp — Pro [— Ser [—{ Phe — Tyr —NH,
o | |
38 R1 = Me, R2 =H OH OH

39 R1 = R2 =Me
Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) MeNH;ClI (bzw. Me,NH,Cl), EDC, DIPEA, RT, 24 h; b)
TFA/TIS/H,0, 2 h, 0 °C.

3.3 Biologische Untersuchungen cyclischer Helicokinin I-Analoga

In den Rezeptor-Assays erwiesen sich die cyclischen Helicokinin I-Analoga als unwirksam
(Tabelle 9), nur das Valin-Analogon 64 zeigt eine schwache Rezeptor-Aktivierung (680 nM).
Fiir das Cyclohelikokinin I (63) ist zusdtzlich die Aktivitdt im Ramsay-Assay bekannt. Wiéh-
rend das Cyclopeptid 63 im Rezeptor-Assay vollkommen unwirksam ist, ist dessen Wirkung
im Ramsay-Assay vergleichbar mit dem Helicokinin III (7). Verunreinigungen mit
Helicokinin I (5) konnen ausgeschlossen werden, da die lineare Vorstufe als freie Carbonsdu-
re vom 2-Chlortritylchlorid-Harz gespalten und anschlieBend in Losung cyclisiert wurde. So-
wohl fiir Séugetier- wie auch Insekten-Neuropeptide ist bekannt, dass die freie Carbonsdure
inaktiv ist.”%**%132] Eine plausible Erklarung fiir diesen Effekt liegt méglicherweise in einer
Aktivierung anderer diuretischer Rezeptoren in den malpighischen Gefdllen. Ebenfalls er-
scheint eine Beeinflussung der Ionenkandle oder eine generelle Toxizitdt aufgrund eines
ionophoren Effekts moglich, so dass im Organ-Assay ein falsch positives Ergebnis erhalten
wird. Im Hinblick auf dieses Resultat sollte erwahnt werden, dass die biologischen Ergebnisse
des von Nachman beschriebenen cyclischen Achetakininderivats cyclo(Ala-Phe-Phe-Pro-Trp-
Gly) (9), aus dessen Wirksamkeit der VIB-Turn abgeleitet wurde, ebenfalls nur aus einem
Organ-Assay stammen.™ Die biologische Relevanz des VIB-Turns bleibt deshalb ungeklirt.
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Tabelle 9: Struktur-Wirkungs-Beziehungen der cyclischen Helicokinin-I Analoga

Ramsay-Assay

Receptor-Assay

Verbindung Sequenz
[nl/min, 10 M] ECso [nM]

Helicokinin I (5) Tyr-Phe-Ser-Pro-Trp-Gly-NH, 7.3 2
Cyclohelicokinin I (63) cyclo[Tyr-Phe-Ser-Pro-Trp-Gly] 4.2 Inaktiv
64 cyclo[Val-Tyr-Phe-Ser-Pro-Trp-Gly] / 680

65 cyclo[Gly-Tyr-Phe-Ser-Pro-Trp-Gly] / Inaktiv
66 cyclo[Gly-Gly-Tyr-Phe-Ser-Pro-Trp-Gly] / Inaktiv
67 cyclo[Gly-Gly-Gly-Tyr-Phe-Ser-Pro-Trp-Gly] / Inaktiv

3.4 Konformationsanalysen cyclischer Helicokinin I-Analoga

Die Analyse cyclischer Peptide verspricht weitere Hinweise auf die ,,biologisch aktive*

Konformation zu liefern. Der im vorangegangenen Kapitel beschriebene Verlust der biologi-

schen Aktivitdt kann nicht ausschlieflich durch Alkylierung des C-terminalen Amids erklért

werden. Daher scheinen konformative Voraussetzungen ebenfalls eine bedeutende Rolle zu

spielen. Die Messungen der Cyclopeptide an DPC-Mizellen lieferten fiir das Peptid 63 ein

trans/cis-Isomerengemisch (80/20). Die Spektren zeigen eine ausreichende Anzahl an NOEs,

aus denen die in Abb. 41 gezeigte Konformation des Hauptisomers ermittelt wurde. Die Spek-

tren des Cyclononapeptids 67 zeigen keine Hinweise auf unterschiedliche Konformere. Er-

wartungsgemal ist die Struktur besonders im Bereich der zusitzlichen Glycine deutlich

Abb. 39: NOESY-Spektren des Cyclohelicokinin I (63, links) und des Cyclopeptids 65 (rechts) im Amid-

Bereich.
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flexibler als das Cyclohelicokinin I (63). Der IB-Turn bleibt analog dem natiirlichen Helicoki-
nin I (5) mit den inneren Aminosduren Prolin und Tryptophan auch in den cyclischen Pepti-
den intakt. Deshalb kann die Ursache fiir die Inaktivitdt nicht in der Turn-Struktur liegen.
Bemerkenswerterweise nimmt das pharmakologisch wichtige Phenylalanin sowohl im
Cyclohelicokinin (63) als auch im sehr flexiblen Cyclononapeptid 67 eine zum unmodifizier-
ten Helicokinin I deutlich unterschiedliche Orientierung ein. Dies kann als Ursache fiir die

komplette Inaktivitit der Makrocyclen im Rezeptor-Screening gedeutet werden.

Abb. 40: Anzahl der signifikanten interresiduellen NOEs des Cyclohexapeptids 63 (links) und Cyclononapeptids
67 (rechts)

Gly
Gly| 3
Gly 3
Tyr Tyr 3
Phe| 3 Phe 4
Ser| 1] 3 Ser 3
Pro |DPC- 4 Pro 2
Trp |Mizellen | 5 | 4 Trp | DPC-Mizellen 2 8
oy | 2] 1] 1 e[ 3] 2
Tyr Phe Ser Pro Trp Gly Gly Gly Gly Tyr Phe Ser Pro Trp Gly

Die cyclischen Hepta- und Octapeptide 64, 65 und 66 zeigen eine Vielzahl an Signalsitzen.
Dies kann als Hinweis auf eine verminderte Affinitdt zur Membran und einer erhdhten Flexi-
bilitdt der Peptide angesehen werden. Aufgrund der hohen Anzahl an Konformeren und der
damit verbundenen Signaliiberlappung war eine eindeutige Bestimmung der Konformationen
nicht mdglich. Analog zu den Cyclopeptiden 63 und 67 ist durch die Cyclisierung auch bei
den Hepta- und Octapeptiden eine deutliche rdumliche Abweichung der aromatischen Seiten-
kette des Phenylalanins zu erwarten. Hierin liegt hochstwahrscheinlich die Ursache fiir die
Unwirksamkeit der Peptide 65 und 66 im Rezeptor-Screening begriindet. Das Cyclopeptid 64
zeigt im Rezeptor-Assay eine um den Faktor 340 reduzierte Aktivitdt. Die durchgefiihrten
Konformationsuntersuchungen lassen jedoch keine Riickschliisse auf eine mogliche Ursache
fiir die Aktivitit des Cycloheptapeptids 64 zu. Im Hinblick auf das flexiblere, unwirksame
Glycin-Analogon 65 ist davon auszugehen, dass das Valin aufgrund des sterisch anspruchs-
vollen Isopropyl-Restes eine Konformation induziert, in der die pharmakophoren Seitenketten
des Phenylalanins und Tryptophans eine geeignete rdumliche Orientierung aufweisen. Auf-
grund der vorliegenden Ergebnisse der ,,Head-to-Tail“-cyclisierten Peptid-Analoga erscheint

diese Strategie auf die Suche nach Helicokinin-Analoga nicht anwendbar zu sein. Ganz im
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Gegenteil zu den Integrin-Antagonisten, wo von Kessler sehr erfolgreich das ,,Conformational

Design* angewendet wurde.

Abb. 41: Uberlagerung von Helicokinin I (5, rot) und den cyclischen Analoga 19 (griin) und 23 (blau)

4. Konformativ eingeschriinkte p-Turn Mimetika

4.1 Wahl geeigneter f-Turn Mimetika

Seit der Identifizierung von B-Turns als wichtige Sekundér- und Erkennungsstrukturelemente
hat es nicht an Versuchen gefehlt, Turn-Mimetika zu synthetisieren und unter Erhalt ihrer
biologischen Aktivitdt in Peptide zu integrieren. Die Moglichkeiten zur Stabilisierung von
Sekundarstrukturelementen wurden bereits beschrieben. Die Synthese maBgeschneiderter
Turn-Mimetika, fiir den C-terminalen IB-Turn des Helicokinin I stellt das Hauptziel des zwei-
ten Teils dieser Arbeit dar. In Ubereinstimmung mit den Struktur-Wirkungs-Beziehungen

miissen bei der Auswahl geeigneter Turnmimetika folgende Kriterien erfiillt sein:

e das C-terminale Glycinamid muss die gleiche rdumliche Orientierung wie im B-Turn
des Helicokinin I besitzen,

e die Indol-Seitenkette darf nicht ersetzt werden und

e die Aminogruppe des Serins muss aufgrund ihrer Orientierung eine geeignete raumli-
che Anordnung der fehlenden Peptidkette besonders der Phenylalanin-Seitenkette er-

moglichen.
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Abb. 42: Auf Ubereinstimmung mit dem Ip-Turn des Helicokinins untersuchte B-Turn Mimetika
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Eine Anzahl literaturbekannter B-Turn-Mimetika

72181 wurde mit Hilfe der Modelling-

Software Chem3D auf ihre Ubereinstimmung mit dem IB-Turn des Helicokinin I untersucht.

Interne B-Turn Mimetika scheinen fiir Helicokinin-Peptidomimetika zweckmafBig zu sein, da

diese eine Funktionalisierung mit der biologisch wichtigen Indol-Seitenkette erlauben. Bei

externen Turn-Mimetika ist dies nicht moglich, da die Templatatome die richtige rdumliche

Anordnung der Indol-Seitenkette verhindern.

Als besonders geeignet erwies sich aufgrund der Modelling-Ergebnisse das bicyclische Turn-

Mimetikum 84. Prolin wurde in den potenziellen Mimetika durch Valin ersetzt, um eine An-

bringung der N-terminalen Peptidkette zu er-
moglichen. Beide Aminosduren besitzen so-
wohl einen dhnlichen Raumanspruch als auch
analoge Affinititen zu Membranen."” Zu
Vergleichszwecken sind die flexibleren C,-
bzw. Cs-verbriickten Cyclen 85 und 86 inte-
ressant, da diese eine gewisse konformative
Anpassung an den Rezeptor erlauben. Das
Turnmimetikum 85 ist von dem von Ellman
vorgestellten 1,4,7-Thiadiazonan-3,6-dion 74
abgeleitet, das bereits erfolgreich in der Syn-
these von Integrin-Liganden Anwendung

fand [172173]

Abb. 43: Fit des bicyclischen Turnmimetikums 84
(dick) auf den C-terminalen Turn des
Helicokinin I
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Abb. 44: Mimetika fiir den C-terminalen B-Turn im membrangebundenen Helicokinin I

HN N 2 /TN NH
ey T o

w\ et oyl
% e

4.2.1 Synthese des Octahydro-pyrazino[1,2-a]pyrazin-3,6-dions

4.2 Synthese der Mimetika

4.2.1.1 Bekannte Synthesen analoger Verbindungen

Das geplante bicyclische Turnmimetikum 84 besitzt ein Octahydro-[2H]-pyrazino-[1,2-a]-
pyrazin-3,6-dion-Grundgeriist. Es stellt sowohl eine interessante Substanzklasse als auch ein
potenzielles B-Turnmimetikum dar und ist bisher nicht in der Literatur beschrieben worden.
Die Synthese analoger Octahydro-[2H]-pyrazino-[1,2-a]-pyrazin-3,6,9-trione!**'*] 87 und
Perhydrospiro-(cyclopropan-1,1’-[2H]-pyrazino-[1,2-a]-pyrazin)-3’,6,9 -trione! **'*! 88 als

potenzielle B-Turnmimetika, wurde in jeweils zwei Literaturstellen beschrieben.

Abb. 45: Pyrazinopyrazindion 84, Pyrazinopyrazintrion 87 und Spiropyrazinopyrazintrion 88
NH 4
2
NN R

0]
ﬁ\\\\“‘% N \:/go @) o) O NH R®
O : HN )Y\ N R3 HN \/’\L
/
NH 1w N
N R S( 0
R1 \ S( \:/go 2

84 o0 R 87 88

In beiden Grundgeriisten liegen alle Stickstoffatome als Amid vor. Dadurch wird eine
regioselektive Verkniipfung mit dem fehlenden Tripeptid deutlich erschwert. Die von
Golebiowskil'**'**! vorgestellte Synthese von Verbindungen des Typs 87 verwendet eine Ugi-
Reaktion als Kernschritt zum Aufbau des Peptids. Die Anwendung dieser Syntheseroute auf
Helicokinin-Analoga erscheint jedoch problematisch. Das bendtigte Isonitril-Synthon muss

selektiv vom Stickstoff spaltbar sein und ein unsubstituiertes endstindiges Amid liefern.
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Schema 4: Synthese des Turnmimetikum 87 nach Golebiowski

F$4
NI
(e} NHFmoc O)K;AN R

BocHN BocHlil

(0]
89 R 90
Br

c,d

4 4

R
0._NH
s s

1\\\%N\/§ HN

R O . o)

g :
O R g R 91

Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) Piperidin, DMF, 30 min; b) Aldehyd (5 Aq.), Isocyanid (5 Aq.), (R)-
(+)-2-Bromalkylsdure, MeOH/CHCl; (1:4), RT, 2x 2 h; ¢c) TFA, DCM; d) DIPEA, DCM, RT, 18 h; e) Boc-
Aminosiure, NMM, Isobutylchlorformiat, THF/DMF; f) TFA, DCM; 2 M AcOH, iPrOH, 60 °C, 18 h.

Bei der von Belov!'®!

vorgestellten und von Limbach!"™®¥ optimierten Synthese, entsteht das
Produkt aufgrund der verwendeten Edukte als Epimerengemisch. Weiterhin sind ausschlie3-
lich aliphatische Reste fiir R® beschrieben, wodurch sich wiederum Probleme bei der Anwen-
dung der Synthese auf das Helicokin I-Analogon 84 ergeben konnten. Aufgrund der genann-

ten Argumente wurde dem Turnmimetikum 84 der Vorzug gegeben.

4.2.1.2 Retrosynthetische Uberlegungen zum bicyclischen Turnmimetikum
In Abb. 46 sind die moglichen Verkniipfungen zum Aufbau des bicyclischen
Turnmimetikums dargestellt. Der Bicyclus 84 kann auf kommerziell erhéltliche Aminosduren

zuriickgefiihrt werden, die im Verlauf der

Abb. 46: Mogliche retrosynthetische Schnitte zur ) . .
. . Synthese durch Alkylierungsreaktionen mit
Synthese des Pyrazinopyrazinons 84.

der Cs-Briicke verkniipft werden. Eine be-

N-Alkylierun . . )
d \ ? sondere Bedeutung besitzt die Wahl eines

. O -NH, . . . c .
. . j/ geeigneten C;-Bausteins. Hierbei bieten sich
PG., x !

N™ _3_[\&__\ 1,2,3-funktionalisierte Propanderivate wie
\Y“ (- SN O-geschiitzte 2,3-Dibrompropanole 92 oder

O = idkn( . ..
= NH Peptidkniipfung 1,2,3-Tribrompropan (93) an. Geschiitztes
Glycidol 94 ist ebenfalls ein geeigneter C;-

Peptidknipfung

Baustein, da das Epoxid als Schutzgruppe
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fungiert und beide enantiomerenreinen Formen kommerziell erhiltlich sind. Just zeigte bereits
im Jahr 2000, dass der Aufbau 5,6-unsubstituierter 2-Ketopiperazine durch Alkylierung von
Nosyl-Dipeptiden mit 1,2-Dibromethan méglich ist."® Durch Ausweitung dieser Methode
auf O-geschiitztes 2,3-Dibrompropanol soll in der eigenen Synthese zundchst das 2-
Ketopiperazin (Ring A) aufgebaut werden. AnschlieBende Funktionalisierung des C-Terminus

und erneute Alkylierung liefern nach Ringschluss (Ring B) das Pyrazinopyrazinon.

Abb. 47: Geeignete C;-Bausteine

Br” >y~ ~OPG Br” >y Br &VOPG
Br
93 94

92 Br

4.2.1.3 Synthese von N-Nosyl-Aminosiuren als zentrale-Bausteine
Fiir die Darstellung der Turnmimetika stellen Nosyl-geschiitzte Aminosdurederivate geeignete

Ausgangsstoffe dar. Diese weisen exzellente Ausbeuten sowohl in Fukuyama-

187,188] 189-191

Alkylierung! wie auch in Fukuyama-Mitsunobu-Reaktion! I'auf. Da im Zuge dieser
Arbeit verschiedene Nosyl-Aminosiurederivate synthetisiert wurden, soll deren Darstellung
an dieser Stelle zusammengefasst werden. Durch Umsetzung mit Nosyl-Cl in Dichlormethan
wurden die gezeigten Nosyl-Valin- und Nosyl-Glycinderivate in guter Ausbeute dargestellt

(Schema 5, Tabelle 10)."%

Schema 5: Darstellung der Nosyl-Aminoséuren
O 0

HZN:VU\Rz - Nos/H;QkR2

R 95a-¢ R 96a-e
Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) Nosyl-Cl, TEA, DCM, 0 °C, 16 h, 70-93 %.

Die Aminosédurederivate 95a, 95b und 95e wurden als Hydrochloride eingesetzt, Edukt 95d
als freies Amin und 95¢ als das kommerziell erhéltliche p-Toluolsulfonsduresalz. Alle Pro-
dukte wurden sdulenchromatographisch gereinigt, mit Ausnahme des Produkts 96e. Dieses
Nosylamin wurde aufgrund seiner geringen Loslichkeit in unpolaren, fiir die Chromatographie

hdufig verwendeten Solventien aus einem Ethanol/Wasser-Gemisch umkristallisiert.
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Tabelle 10: Hergestellte Nosyl-Aminosdurederivate

R! R’ Aufreinigung Ausbeute
96a (CH;),CH OMe Saulenchromatographie (DCM) 93 %
96b (CH;),CH O7Bu Saulenchromatographie (DCM) 87 %
96¢ (CH;),CH OBn Saulenchromatographie (CH/EE, 7:3) 89 %
96d H OrBu Saulenchromatographie (DCM) 75 %
96e H NH, Umkristallisation (H,O/Ethanol) 70 %

4.2.1.4 Syntheseversuch mit 2,3-Dibrompropanderivaten als C;-Baustein
Das bendtigte TBDMS-geschiitzte 2,3-Dibrompropanol 98 wurde nach einer Vorschrift von

(1931 Das Dipeptid 100 wurde ausgehend von 96b in zwei

Corey in 68 % Ausbeute hergestellt.
Stufen hergestellt. Zuerst wurde der tert-Butylester sauer gespalten und die entstandene Séure

99 an Tryptophanmethylester (156) gekuppelt.

Schema 6: Versuche zur Alkylierung zum 2-Ketopiperazin

B/VOH a Br“OTBDMS
Br

Br
97 98
SN
H o
Nos=N  OtBu | Nos=N  OH .  Nos=N N . /NH
\:‘ - \‘: - < ’
— 0 —\ ) _\*\ 0
96b 99 100
d
o TBDMSO

/
/7 } $ RN
Nos—N 3 }
2 \_§N
0

(e
N NH °
\_§ / Nos—N " /NH
O 3
101 \ 102

Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) Imidazol, TBDMS-CI, DMF, RT, 2 d, 68 %; b) TFA/DCM (1:1),
0°C, 2 h, 90 %; c) Tryptophanmethylester, TBTU, DIPEA, DCM, 44 h, 89 % d) 1,2-Dibromethan, K,COs,
DMF, 48 h, 60 °C, 65 %. e) 98, Cs,CO; oder DBU, DMF, 60 °C.

Die Herstellung von in Position 5 und 6 unsubstituierten 2-Ketopiperazinen wird in der Lite-
ratur mit dem Dibromethan und Kaliumcarbonat beschrieben. Die Umsetzung des Dipeptids
100 mit Dibrompropan 98 zum Ketopiperazin 102 war unter diesen Bedingungen nicht erfolg-
reich. Auch mit DBU fand keine Umsetzung statt. Daher wurde untersucht, ob sich das Di-

peptid 100 mit unsubstituiertem 1,2-Dibromethan alkylieren ldsst. Dies gelang in einer Aus-
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beute von 65 %.1'5¢1*1931 Dag Ketopiperazin 101 ist aufgrund seiner konformativen Fixierung
ein interessantes Dipeptidmimetikum. Ein Grund fiir die misslungene Alkylierung mit 98 liegt
vermutlich in der sterischen Hinderung durch die TBDMS-Gruppe. Eine Instabilitit des
Silylethers unter den verwendeten Reaktionsbedingungen ist ebenfalls nicht auszuschliefen,
wenn auch die HPLC-MS-Analyse der Rohprodukte keine Hinweise auf eine Zersetzung lie-
ferte. Basierend auf der erfolgreichen Kupplung zum Ketopiperazin 101 wurde untersucht, ob
sich diese Reaktionsbedingungen auf ein tripeptidisches System {ibertragen lassen. Der Me-
thylester 100 wurde mit Lithiumhydroxid verseift. Die anschlieBende Kupplung an Glycin-
amid ergab das Tripeptid 104 als Diastereomerengemisch (1:1). Eine Epimerisierung des Ste-
reozentrums wurde ebenfalls bei der Kupplung der Sdure 159 an N-Allyl-Glycinamid (151)
beobachtet. Aus der Kupplung zum Tripeptid 104 wird ersichtlich, dass die Epimerisierung
nicht im Zusammenhang mit der Kupplung an ein sekundéres Amin steht. Die Nosyl-Gruppe
besitzt hingegen einen wichtigen Einfluss auf die Epimerisierung. Dies belegten im spiteren
Syntheseverlauf Kupplungen von anderweitig geschiitzten dipeptidischen Strukturen an Gly-
cinamid, da dort keine Epimerisierung auftrat (S. 65/S. 68). Systematische Untersuchungen
zur Kupplung von Nosyl-Dipeptiden an Amine wurden bisher nicht durchgefiihrt, sind jedoch

zur Optimierung der Kupplungsbedingungen essenziell.

Schema 7: Alkylierung des Tripeptids 104

A ? o
H H ) O H of H H /N O
Nos—N N /NH a Nos—N\_ﬁN /NH b Nos—N N H/ NH
_i 0 —\ 0 5>—<\o =
A\
\/
100 103 104

(0]
~ NH NH

Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) LiOH, THF/H,0, 3 h, RT, 99 %; b) Gly-NH,*HCI, TBTU, DIPEA,
RT, 48 h, 87 %; ¢) 1,2,3-Tribrompropan, Base, DMF, 48 h, 60 °C.
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Analog der Kupplung von 159 kann eine Tabelle 11: Alkylierung des Tripeptids 104

. .. Base Umsatz
Epimerisierung durch Verwendung von BOP- -
. 10 Aq. DBU Kein Umsatz
Cl als Kupplungsreagenz verhindert werden. .
10 Ag. NaH 25 %, 105

Die Reaktionsbedingungen zur Alkylierung 10 Aq. KOrBu 22 %. 105
des Dipeptides waren nicht auf das Tripeptid 10 Aq. K,CO; 29 %, 105
und Tribrompropan iibertragbar. Die Ergeb- 20 Aq. K5CO; 11 % 106, 56 % 105

nisse der durchgefiihrten Reaktionen sind in

Tabelle 11 zusammengefasst. Die Umsetzung mit 20 Aq. Kaliumcarbonat lieferte als einzige
Reaktion eine geringe Menge der bicyclischen Verbindung 106, neben dem monocyclischen
2-Ketopiperazin 105 als Hauptprodukt. Die Umsetzung mit anderen Basen lieferte ausschlief3-
lich den Monocyclus oder zeigte keine Reaktion. Der Bicyclus 106 konnte nicht durch Séu-
lenchromatographie vom Monocyclus 105 abgetrennt werden. Noch schwieriger ist die weite-
re Auftrennung der entstandenen Diastereomere, deren Bildung aufgrund der Verwendung
eines racemischen Cs;-Bausteins nicht vermeidbar ist. Aufgrund der Probleme bei der chroma-
tographischen Trennung der Produkte und der geringen Ausbeute wurden letztendlich aus-

schliefllich enantiomerenreine Cs-Bausteine verwendet.

4.2.1.5 Synthese mit Glycidol als enantiomerenreiner C;-Baustein

Wie bereits in den retrosynthetischen Uberlegungen beschrieben, ist Glycidol (107) ein ge-
eigneter Baustein fiir die Entwicklung einer Syntheseroute des enantiomerenreinen
Pyrazinopyrazinons. Beide Enantiomere sind zu einem moderaten Preis kommerziell verfiig-
bar. Glycidol wurde zunchst als fert-Butyldiphenylsilylether in 85 % Ausbeute geschiitzt.'*®
Als nukleophiles Valinderivat wurde para-Methoxybenzyl-geschiitzter Valinbenzylester 111
verwendet. Dieser war durch reduktive Aminierung aus Valinbenzylester p-tosylat 95¢ mit

Anisaldehyd 110 in exzellenter Ausbeute (95 %) zugénglich.!"””
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Schema 8: Herstellung der Edukte fiir die Epoxid6ffnung

@) @)
107

OH a OTBDPS
W/7 + CI—Si% —
108

109

ey O 2 et e

*Tos-OH 95 110 111
Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) TEA, DCM, RT, 16 h, 85 %; b) NaBH;CN, MeOH, RT, 15 h, 95 %.

Die nukleophile Epoxidéffnung wurde unter zahlreichen Bedingungen getestet. Eine in der
Literatur beschriebene Methode zur Offnung von Glycidolderivaten mit Isopropylbenzylamin
lieferte auch nach 10 Tagen Reaktionszeit nur miBige Ausbeuten.”*"*”) Hauptprodukt war
allerdings nicht der gewiinschte Alkohol 112, sondern das cyclisierte 2-Ketomorpholin 113.
Dieses entsteht durch einen nukleophilen Angriff der Hydroxyfunktion auf den Carbonyl-
Kohlenstoff des Valins unter Abspaltung von Benzylalkohol. Porco und Panek beschrieben
2007 die Epoxidoffnung verschiedener Glycidolderivate mit Pipecolatestern unter

[200]

Magnesiumtriflataktivierung. Im Folgenden wurde die Epoxidéffnung mit verschiedenen

Lewis-Sduren in unterschiedlichen Losungsmitteln getestet. Die Ergebnisse der Optimierung

sind in Tabelle 12 zusammengefasst.

Schema 9: nukleophile Epoxidéffnung unter Magnesiumtriflat-Aktivierung

PMB, PMB..
N N OTBDPS PMB.
> WfOTBDPs a \7 /\(‘3? N/\‘ﬁoTBDPS
g:o + 3 o) + >\\“‘H‘(O
o © o} o)
B

n n
111 109 112 113
Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) Lewis-Séure.



IV Ergebnisse und Diskussion 57

Tabelle 12: Optimierung der Lewis-Saure katalysierten Oxirandffnung

Losungsmittel Lewis Saure Temperatur Dauer Umsatz
Methanol - Riickfluss 10d 25 %9113
Methanol - Riickfluss 4d 10 %1), 112/113 2:1
RT 4d kein Umsatz”
Cu(OTf), 50 °C¥ 3d 1/0.59/07
Riickfluss” 24h 1/1.83/1.46”
Methanol 1/1.7/0.2%, zusitzlich unbekanntes Neben-
75 °C 16 h
produkt
Mg(OTH), —
0/15.8/4.47, zusitzlich unbekanntes Ne-
75°C 36 h
benprodukt
CuoT 75 °C 15h kein Umsatz’)
u(OT
’ 75 °C7 9h kein Umsatz”
MeCN 7
ot 75°C 16 h 1:1.7:0.17
Mg(OT
P T 36h 1:7.7:4.47
SnCly 60 °C 42 h kein Produkt/gro3e Menge Nebenprodukte
eringe Mengen 112, kein
THF gerng g
BF;*Et,0 60 °C 42 h Cyclisierungsprodukt 113, kein Epoxid
109, zahlreiche Nebenprodukte
SnCly 60 °C 42h 0:1:0.66%, weitere Nebenprodukte
kein Epoxid, kein Produkt 112, kein Cycli-
Benzol BF;*Et,0 60 °C 42h sierungsprodukt 113, zahlreiche Nebenpro-
dukte
Mg(OT9), 75 °C 16 h kein Umsatz

Y Isolierte Ausbeute, 2 Verhiltnis 109/112/113 laut HPLC-MS bei 220 nm nach wissriger Aufarbeitung, > DC-
Kontrolle ¥ Die iiber dem Eintrag verwendete Reaktion wurde unter diesen Bedingungen fortgesetzt.

Das beste Ergebnis wurde mit Magnesiumtriflat in Acetonitril erzielt. Anders als in den Um-
setzungen mit reaktiveren Lewis-Sduren wurde hier keine Zersetzung der Substrate festge-
stellt. Das Produktgemisch 112/113 war durch Kieselgelchromatographie nicht trennbar. Des-
halb wurden die Reaktionsparameter (Zeit, Temperatur, Magnesiumtriflatmenge) hinsichtlich

eines verbesserten 112/113-Verhéltnisses optimiert.

Abb. 48: Reaktionsumsatz der Epoxiddffnung in Abhingigkeit der Reaktionszeit; links: 1.1 Aq. Mg(OTf),,
50 °C; mitte: 2.2 Aq. Mg(OTf),, 75 °C; rechts: 1.1 Aq. Mg(OT*),, 75 °C; dunkle Balken: 112; helle Balken: 113

100 100 100
X 75 X 75 e 75
£ 50 g 50 = 50
g 25 g 25 s 25
E £ g
=] 0 =) 0 - 0

2 4 6 8 10 28 72 2 4 6 8 10 28 72 2 4 6 8 10 28 72
Reaktionszeit in h Reaktionszeit in h Reaktionszeit in h




IV Ergebnisse und Diskussion 58

Das beste Ergebnis lieferten 1.1 Aquivalente Magnesiumtriflat und eine Temperatur von
75 °C. Bei der Verwendung von 2.2 Aquivalenten Lewis-Sdure verschob sich das Produkt-
verhéltnis stark hin zur cyclisierten Verbindung 113. Bei einer Temperatur von 50 °C verlén-
gerte sich die Reaktionszeit deutlich. Eine weitere Verbesserung wurde durch Erhdhung der
Konzentration beider Reaktionspartner erreicht, da die Epoxidoffnung im Vergleich zur Cyc-
lisierungsreaktion eine hohere Molekularitit besitzt. Nach allen Optimierungsschritten wurde
das Produkt letztendlich in 85 % Ausbeute (112/113, 88:12) zusammen mit nicht umgesetz-
tem Epoxid (13 %) isoliert.

Fiir die weitere Synthese wurde die Hydroxyfunktion in eine Abgangsgruppe tiberfiihrt. Wéh-
rend die Reaktion mit Mesylanhydrid zum Mesylat 115 keinen Umsatz zeigte, war eine Isolie-
rung des Triflat 114 aufgrund seiner Instabilitit nicht mdglich. Die Umsetzung mit
Mesylchlorid lieferte das Mesylat 115 in 75 % Ausbeute (50 mg MaBstab). Im 6 g Maf3stab
konnte diese Ausbeute allerdings nicht reproduziert werden. Das Mesylat 115 wurde hierbei

in nur 51 % Ausbeute erhalten.

Schema 10: Uberfiihrung der Hydroxygruppe in eine Abgangsgruppe

PMB\N/\GOTBDPS o PMB\N/YOTBDPS PMB\N/Y\OOTBDPS
v\\“"g: O\S// F >\\\“‘ OH a >\\“" O\ /r
Od/ F <—H_ (@] (@] '/S\
Bn

Bn Bn

114 112 115

Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) Mes-Cl, TEA, DCM, 2 h, RT, 75 %.

Fiir den nukleophilen Austausch der Mesylatgruppe gegen Tryptophanmethylester ist beson-
ders auf die Verwendung Chlorid-freier Bedingungen zu achten. Durch Umsetzung mit
Tryptophanmethylester-Hydrochlorid wurde ein Gemisch der Chloride 116 und 117 erhalten.
Das gewiinschte Produkt war nur in Spuren nachweisbar (Schema 11).1°!! Chlorid-freie Reak-
tionsbedingungen fiihren zu einem Isomerengemisch, bestehend aus zwei Verbindungen im
Verhiltnis 1.5:1. Intensive Auswertung der HMBC-Spektren (Abb. 49, Abb. 50) belegt, dass
es sich nicht um Diastereomere, sondern um die beiden Konstitutionsisomere 118 und 119
handelt. Das Amin 119 bildet sich hierbei tiber die Zwischenstufe des Aziridiniumions 120,
gefolgt von einer nukleophilen Substitution durch Tryptophanmethylester am sterisch weniger
gehinderten Kohlenstoffatom. Die Bildung des gewiinschten Konstitutionsisomers ist sowohl
iiber die Zwischenstufe des Aziridiniumions gefolgt vom nukleophilen Angriff am stéirker
abgeschirmten Kohlenstoff (Reaktionspfad A), als auch durch direkte nukleophile Substituti-
on (Reaktionspfad B) moglich (Schema 12). Die beiden moglichen Diastereomere 118 und

122 unterscheiden sich in der Stereochemie an der Cs-Briicke. Die Konfiguration des Stereo-
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zentrums konnte an dieser Stelle aufgrund der hohen Flexibilitit des Systems nicht eindeutig
mittels NMR-Spektroskopie bestimmt werden. Dadurch ist die genaue Aufkldrung des Reak-
tionsmechanismus vorerst nicht moglich. Die NMR-spektroskopische Analyse des Folgepro-
dukts 130 belegt jedoch eindeutig die S-Konfiguration des Stereozentrums und damit die nuk-
leophile Substitution tiber Reaktionspfad A (Schema 12).

Schema 11: Nukleophile Substitution mit Tryptophanmethylester-Hydrochlorid (links) und
Tryptophanmethylester (rechts)

PMB..
N/\POTBDPS

w\\\“‘ HN O
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0] \ o—
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~N Bn —
PMB N\, EO, 116 NH 118
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—\ O-Bn ~ N OTBDPS
Cl ey /\O(jo a
+ - >‘ O(;/S\ — > +

PMB . (0]
N OTBDPS \
/Y\ -

ey CI 115
e} ~_NH

o 117 :

Bn /Oj(-\”/\;/\OTBDPS

Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) Trp-OMe, MeCN, 60 °C, 3 d, 118 26 %, 119 43 %.

Die bevorzugte Bildung der Aziridinium-Zwischenstufe erklirt ebenfalls die Bildung der bei-
den chlorierten Produkte 116 und 117. De Kimpe beschrieb 2010 die Halogenid-induzierte
Offnung von 2-substituierten Aziridiniumsalzen, die die Bildung der chlorierten Produkte 116
und 117 stiitzt.**" Die Bildung des Aziridiniumions 120 wird durch den +I-Effekt der PMB-
Gruppe beglinstigt. Durch einen Wechsel der Schutzgruppe in ein Carbamat lésst sich die
Ringbildung vermeiden. Allerdings ist fiir die Epoxidéffnung ein induktiv aktivierter Valin-
Stickstoff notwendig. Eine Umschiitzung erscheint aufgrund des analog spaltbaren

Benzylesters nicht praktikabel.
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Schema 12: Mechanismus der Bildung von 118 und 119
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Das Verhiltnis der Produkte 118 und 119 zeigte keine signifikante Abhéngigkeit vom ver-
wendeten Losungsmittel (Tabelle 13). Die Gesamtausbeute ausgehend vom Alkohol 112 wur-

de verbessert, indem das Mesylat 115 nach
Tabelle 13: Einfluss des Losungsmittels auf das

kurzer chromatographischer Abtrennung Produktverhiltnis nach 15 h

von iiberschiissigem Mesyl-Chlorid direkt Losungsmittel  Umsatz 118/119
fiir die nukleophile Substitution eingesetzt Acetonitril Kein Umsatz 1:15
wird. Dadurch wurde iiber beide Synthese- DCM Vollstindig 1113
stufen in 26 % Ausbeute das Amin 118 Toluol 85 % 1-1.7
und in 40 % Ausbeute das Amin 119 erhal- Ethanol Vollstindig 1:1.4

ten.
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Abb. 49: Relevante HMBC-Signale des Amins 118
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Abb. 50: Relevante HMBC-Signale des Amins 119.
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Alternativ wurde versucht, das Glycinamid vor dem Tryptophan in das Molekiil einzufiihren.
Hierfiir wurde der Silylether 115 mit TBAF gespalten. Das entstandene Hydroxymesylat
cyclisierte zum Epoxid 123. Die Epoxidoffnung mit Glycinamid unter Magnesiumtriflat-
Aktivierung lieferte ein inseparables Produktgemisch, in dem neben dem Produkt 124 und
restlichem Edukt 123 noch eine Vielzahl an Nebenprodukten mittels HPLC-MS nachgewie-

sen wurde.

Schema 13: Versuch der Uberfiihrung in das Hydroxyamin 124

OTBDPS PMB. /\/I PMB. N/\/\NWNH
\] S: s LI S: BT > S:OH
Bn 123 124

Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) TBAF, THF, 18 h, RT, 48 %.

Der nichste Reaktionsschritt umfasst den Aufbau des 2-Ketopiperazins (Ring A). Cyclisie-
rungen von 2-(2-Aminoethylamino)essigsidureester zu 2-Ketopiperazinen sind vielféltig in der
Literatur beschrieben und reichen von zweistufigen Reaktionen bestehend aus Esterspaltung
mit anschlieBender Cyclisierung unter Carbonséureaktivierung,?****! bis hin zu einstufigen
Amidbildungssreaktionen unter nukleophiler Spaltung des Esters.*****”) Fiir die Cyclisierung
mit Benzylestern sind nur wenige Beispiele bekannt.?***'” Die analoge Cyclisierung von 112
zum 2-Ketomorpholin 113 erfolgte sehr schnell und konnte erst nach zeitaufwiandiger Reakti-
onsoptimierung unterbunden werden. Bei der Synthese des Turnmimetikums 85 wurde festge-
stellt, dass einstufige Cyclisierungen von 2-(2-Aminoethylamino)essigsaurebenzylestern zu 2-
Ketopiperazinen prinzipiell schon bei Raumtemperatur moglich sind (siehe S. 92). Eine ein-
stufige Cyclisierung des Peptids 118 zum 2-Ketopiperazin 125 wurde weder durch Erhitzen in
Toluol,?**** noch durch Umsetzung mit Natriummethanolat erreicht. Auch Lewis-Séure
Aktivierung (Magnesiumtriflat) unter erhohter Temperatur fithrte nicht zur Bildung des 2-
Ketopiperazins 125. Sdurekatalysierte Cyclisierungen waren aufgrund der Sdurelabilitdt der
TBDPS- und PMB-Gruppe nicht méglich.?*® Deshalb wurde eine zweistufige Reaktionsse-
quenz, bestehend aus Hydrogenolyse des Benzylesters (Pearlman Katalysator) zur Sdure 126

gefolgt von einer Cyclisierung unter HATU-Aktivierung, durchgefiihrt.
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Schema 14: Darstellung des Diketopiperazins 125
PMB. PMB..
N OTBDPS N" Y ToTeDPS
v\u S:HN 0] . N 0]
0>~ \[ 4
(I) > o— _H_> O ¢ o)
Bn — —
NH NH
a
118 \ b/’ 125
PMB.
N OTBDPS HN /\‘ﬁOTBDPS HN OTBDPS
> HN W HN o
0o \—/{
HO *  HO
NH
126

Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) H,, PdA(OH),/C, EtOH, RT, 1 h, 92 %; b) HATU, MeCN, RT, 17 h,

125 59 %, 128 32 %.

Die PMB-Schutzgruppe erwies sich als partiell labil gegeniiber den Bedingungen der Hydro-

genolyse. Nach der Cyclisierung wurde ebenfalls das N-entschiitzte Diketopiperazin 128 er-

halten. Die Abspaltung des Silylethers unter Fluorideinwirkung fiihrte nicht zum gewtiinschten

Alkohol 129. Stattdessen wurde nach chromatographischer Reinigung in 28 % Ausbeute das

Lacton 130 erhalten. Die geringe Ausbeute wird durch die Bildung der Hydroxysdure 131

verursacht. Diese wurde massenspektrometrisch im Rohprodukt nachgewiesen. Die Isolierung

gelang aufgrund ihrer Polaritét allerdings nicht.

Schema 15: Spaltung des Silylethers

PMB.
N OTBDPS N/\‘/\OH

130 131

Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) TBAF/THF, THF, 15 h, 0 °C - RT, 130 28 %.
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Die Konfiguration der Cs-Briicke wurde am Lacton 130 durch NMR-Untersuchungen aufge-
klart. Damit verbunden wurde die Epoxidéffnung iiber die Bildung des Aziridiniumions
(Reaktionspfad A, Schema 12) bestitigt. Fiir die rdumliche Strukturaufkldrung wurden so-
wohl die Kopplungskonstanten als auch signifikante NOEs verwendet und ein energiemini-
miertes Konformer simuliert,”'") das mit den beobachteten NMR-Daten im Einklang steht.
Abb. 51 zeigt einen Ausschnitt des NOESY-Spektrums im aliphatischen Bereich. Besonders
aussagekriftig ist ein NOE zwischen den Protonen H-2 und H-7 des Indolsystems zum Proton
am Stereozentrum (H-19). Dies ist unvereinbar mit einer R-Konfiguration und bestétigt die S-
Konfiguration des Stereozentrums. Diese Aussage ist konsistent mit allen weiteren gefunde-

nen NOEs sowie den Kopplungskonstanten der Protonen innerhalb des C;-Bausteins.

Abb. 51: Ermittelte Struktur (links) sowie NOESY-Spektrum im aliphatischen Bereich des Lactons (rechts) 130

1 F1 [ppm]

—
1 F2[ppm]

Aufgrund der unerwarteten Cyclisierung wurde die Syntheseroute {iberarbeitet. Der Methyles-
ter 125 wurde mit Lithiumhydroxid gespalten und die freie Sdure 132 anschlieBend unter
HATU-Aktivierung an Glycinamid gekuppelt. Die Ausbeute iiber beide Stufen lag bei 83 %.
Aus Loslichkeitsgriinden wurde die Esterspaltung in einem Gemisch aus THF/MeOH/H,O
(3:1:1) durchgefiihrt. Die Nicolaou-Methode (Trimethylzinnhydroxid in 1,2-Dichlorethan)
ergab keinen Umsatz.*'? Die Peptidkupplung mit HATU ergab nach 2 h einen vollstindigen
Umsatz, wihren BOP-CI eine sehr lange Reaktionszeit erforderte. Die Spaltung des Silyl-
ethers 133 erfolgte mit TBAF in 88 % Ausbeute.”"*! Der zweite Ringschluss wurde durch
Mesylierung zum Mesylat 135 und Umsetzung mit Natriumhydrid erreicht. Eine mdgliche
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Cyclisierung des Mesylats 135 iiber das endstindige Amid zum 9-gliedrigen Cyclus wurde
durch NMR-spektroskopische Methoden (H,H-COSY; N,H-HSQC) ausgeschlossen.

Schema 16: Uberfiihrung des 2-Ketopiperazins in den Bicyclus 136

B. PMB.
N OTBDPS N OTBDPS \N/Y\OTBDPS

www L bw?w»w
k

o it

0.
\N/\‘/\N/}( PMB. OS\\O \N OHH
N H KWN N

W H(N 0° - KI(N N d ﬁ _>*NH2
I — w%wr— ax
= O 00
NH
136 135/

Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) LiOH, THF/MeOH/H,O (3:1:1), 22 h, RT; b) Gly-NH,*HCI, HATU,
DMF, DIPEA, 2 h, RT, 83 % (2 Stufen); ¢) TBAF, THF, 13 h, 88 %; d) Mes-Cl, TEA, DCM, 5 h; 100 %
e) NaH, DMF, 19 h, RT, 56 %.

[214215] 0

Die Spaltung der PMB-Schutzgruppe sollte mit Cerammoniumnitrat erfolgen.
HPLC-MS-Spektrum des Rohprodukts war jedoch eine Vielzahl an Nebenprodukten erkenn-
bar. Zur Vermeidung einer zeitintensiven chromatographischen Reinigung wurde versucht,
die Empfindlichkeit der PMB-Schutzgruppe gegeniiber hydrogenolytischer Spaltung zu nut-
zen. Die Hydrogenolyse mit Pearlmans-Katalysator in Ethanol zeigte auch nach mehreren
Tagen und erhohtem Wasserstoffdruck (2 Tage/l bar dann 1 Tag/2 bar und danach 2 Ta-
ge/3 bar; RT) keinen vollstindigen Umsatz des Edukts. Zusitzlich wurde die Alkylierung des
Produkts 84 zum N-alkylierten Bicyclus 137 beobachtet. Die Alkylierungsreaktion wurde

durch den Wechsel des Losungsmittels zu Methanol und Zugabe eines Tropfens wissriger

Salzsdure unterbunden.
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Schema 17: Spaltung der PMB-Schutzgruppe

PMB., N NH, HN N NH, "y N NH,
o 3 o N 0
136 137

a = z
- -
NH 84 NH
b

—

NH

Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) H,, Pd(OH),/C, EtOH, 48 h/1 bar, 22.5 h/2 bar, 46 h/3 bar, RT, 84
29 %, 137 15 %, 136 43 %; b) H,, Pd(OH),/C, HCl,q, 38 h, 5 bar, RT, 96 %.

Die nachfolgende Kupplung an den Amin-Stickstoff des Bicyclus 84 erwies sich als proble-
matisch. Versuche, Fmoc-Ser(sBu)-OH unter HATU-Aktivierung anzukniipfen, scheiterten
ebenso wie die Kupplungsreaktion mit dem Tripeptid 73. Eine Erh6hung der Reaktionstempe-
ratur auf 40 °C war ebenso wenig erfolgreich. Neben dem sterischen Anspruch des Valins und
des rBu-geschiitzten Serins wird eine starke konformative Anderung wihrend der Reaktion
angenommen. Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurden sowohl vom Bicyclus 84 als auch
von einem acetylierten-Analogon 138 energieminimierte Konformere ermittelt.?'"*'") Der
Bicyclus 84 bildet eine planare Struktur aus, bei dem der Isopropylrest eine pseudo-
dquatoriale Position einnimmt. Sowohl der Valin Stickstoff als auch der Isopropylrest zeigen
in die gleiche Raumrichtung. Im acetylierten Cyclus hingegen nehmen sowohl die Isopropyl-
als auch die Acetylgruppe eine pseudo-axiale Position ein und verringern dadurch die Van-
der-Waals-AbstoBung  untereinander. Daraus resultiert eine Verdrillung der 2-
Ketopiperazinringe. Infolgedessen benétigen Acylierungen des Cyclus 84 wahrscheinlich
hohe Aktivierungsenergien, da 84 eine starke konformative Anderung wihrend der Reaktion

erfahrt.
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Abb. 52: Chem3D-Modell des Bicyclus 84 (links) und eines acetylierten Bicyclus 138

Die geplante Syntheseroute ist somit nicht durchfiihrbar und macht einen Strategiewechsel
erforderlich, um das bicyclische Helicokinin I-Analogon aufzubauen. Basierend auf den bis-
herigen Ergebnissen scheinen Acylierungen monocyclischer Vorstufen mdoglich. Acylier-
ungen von 2-Ketopiperazinen wurden in der Literatur mehrfach beschrieben.?'**"¥! Im Falle
einer erfolgreichen Peptidkniipfung sollte untersucht werden, ob eine Ubertragung der etab-

lierten Cyclisierungsbedingungen auch auf das vollstindige Hexapeptid moglich ist.

Schema 18: Bildung des Pentapeptidesters 140

HN/\‘AOTBDPS RN /YOTBDPS N" Yy oTBDPS

5 L{

= Fmoc-Ser(tBu)
R2 = Boc-Tyr(tBu)-Phe-Ser(tBu)

Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) Fmoc-Ser(Bu)-OH, HATU, DMF, 3 d, 40 °C, 70 %; b) Piperidin,
DMF, 2 h, RT, 87 %; c¢) Boc-Tyr(tBu)-Phe-OH, HATU, DIPEA, DCM, 17.5 h, RT, 89 %.

Die Kupplungsversuche wurden mit dem entschiitzten 2-Ketopiperazin 128 durchgefiihrt, da
von diesem Nebenprodukt ausreichende Mengen vorhanden waren. In einem ersten Versuch
wurde das Amin 128 unter HATU-Aktivierung mit Fmoc-Ser(Bu)-OH bei Raumtemperatur
umgesetzt. Mittels HPLC-MS wurde zwar ein Umsatz beobachtet, allerdings war das Edukt
auch nach 2 Wochen Reaktionszeit nicht vollstindig umgesetzt. Eine Temperaturerh6hung
auf 40 °C ergab das Peptid 139 nach 3 Tagen in 70 % Ausbeute. Das Peptid 139 wurde N-
terminal mit Piperidin entschiitzt und mit dem Dipeptid Boc-Tyr(zBu)-Phe-OH (239) in guter
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Gesamtausbeute von 77 % tber beide Stufen zum Pentapeptid 140 umgesetzt. Die anschlie-
Bende Reaktionssequenz zum Mesylat 143 erfolgte unter analogen Synthesebedingungen wie
zum PMB-geschiitzten Pyrazinopyrazinon 134. Durch Spaltung des Methylesters mit Li-
thiumhydroxid in einem THF/MeOH/Wasser-Gemisch und anschliefender Kupplung an
Glycinamidhydrochlorid wurde das Hexapeptid 141 epimerisierungsfrei erhalten. Der
Silylester wurde in 81 % Ausbeute mit TBAF gespalten. Der resultierende Alkohol 142 wurde
mit Mesylchlorid in 85 % Ausbeute zum Mesylat 143 umgesetzt. Die Cyclisierung zum
Bicyclus 144 bedurfte jedoch weiterer Optimierung. Ein erster Versuch, die etablierten Be-
dingungen zu tibertragen, fithrte nicht zum Erfolg. Aus diesem Grund wurden die Reaktions-
bedingungen variiert. Ein Testansatz im 10 mg MaBstab (10 Aq. NaH, 40 °C) lieferte nach
drei Tagen einen Umsatz von 71 %. Die Durchfiihrung dieser Umsetzung bei hoheren Tempe-
raturen (60 °C, 75 °C) fiihrte zur Zersetzung des Substrats. Die Cyclisierung bei 40 °C war im
100 mg Malistab nicht reproduzierbar, schon nach 24 h wurde Zersetzung des Substrats fest-
gestellt. In einer Patentvorschrift ist die intramolekulare Cyclisierung von Tosylaten mit Ami-
den zu 2-Ketopiperazinonen in THF beschrieben.”'” Durch die analoge Umsetzung des
Mesylats 143 in THF (4 Aq. NaH, Raumtemperatur) wurde schon innerhalb von 30 Minuten

ein exzellenter Umsatz erzielt.

Schema 19: Synthese zum Bicyclus 144

R\N/\‘/\OTBDPS R\N/\‘/\OTBDPS R

s, O N . N
— - H NH, - H NH,
NH NH O NH
140 141 142

O é O N N
-
NH — M )—NH,
R = Boc-Tyr(tBu)-Phe-Ser(tBu) NH O
144 143

Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) LiOH, THF/MeOH/H,O (3:1:1), 13 h, RT; b) Gly-NH,*HCI, HATU,
DMF, DIPEA, 15 h, RT, 89 % (iiber beide Stufen); ¢) TBAF, THF, 19 h, 81 %; d) Mes-Cl, TEA, DCM, 30 min
85 %; e) NaH, THF, 30 min RT, 97 %.
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Der letzte Schritt umfasst die komplette Entfernung aller Schutzgruppen mit TFA/TIS/H,O
(95:2.5:2.5). Das bicyclische Helicokinin I-Analoga 145 wird in quantitativer Ausbeute als
TFA-Salz erhalten. Vor den Konformationsuntersuchungen und dem Rezeptor-Assay wurde

das Peptid 145 sdulenchromatographisch (EE/EtOH, 0.1 % TEA) in das freie Amin iiberfiihrt.

Schema 20: Entschiitzung zum bicyclischen Helicokinin I-Analogon

144 HO 145 “ NH
R = Boc-Tyr({Bu)-Phe-Ser(tBu)

Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) TFA/TIS/H,0 (95:2.5:2.5), 30 min, 0 °C - RT, 100 %.

4.2.1.6 Rezeptor-Screening und Konformationsuntersuchung des Helicokinin-Analogon
Das bicyclische Helicokinin I-Analogon 145 erwies sich im Rezeptor-Screening als unwirk-
sam. Aufgrund dessen wurden NMR-Untersuchungen an artifiziellen Membranen durchge-
fiihrt, um zu iiberpriifen inwieweit das Analogon 145 die Konformation des membrangebund-
enen Helicokinin I imitiert. Der Bicyclus 145 liegt in DPC-Mizellen als cis/trans-Isomeren-
gemisch (1:6) mit der trans-Amidbindung zwischen Serin und dem Valin als Hauptisomer vor
(bezogen auf das Peptid-Riickgrat). Mit Ausnahme der (-Protonen des Phenylalanins wurden
alle stabilen Protonen des Hauptisomers eindeutig zugeordnet. Es konnte eine Vielzahl an
NOEs ermittelt werden, vorrangig zwischen der aromatischen Seitenkette des Tryptophans
und der aliphatischen Seitenkette des Valins, aber auch NOEs des Aromaten des Phenylala-
nins und der Valin-Seitenkette. Die Anzahl der NOEs ist vergleichbar mit denen des natiirli-
chen Helicokinins. Strukturrechnungen ergaben die in Abb. 54 gezeigte Konformation, die
auf dem ersten Blick eine dem natiirlichen Helicokinin I &hnliche Orientierung beziiglich der
Phenylalanin- und Tryptophan-Seitenkette vermuten ldsst (Vergleich S. 35). Der N-Terminus
bleibt flexibel, was neben der Strukturrechnung durch die geringe Anzahl gefundener NOEs
unterstiitzt wird. Uberlagerung der ermittelten Konformation mit membrangebundenen Heli-

cokinin I zeigt besonders am C-terminalen Glycinamid und der Tryptophan-Seitenkette
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Abb. 53: Anzahl der signifikanten interresiduellen NOEs des Helicokinin I-Analogon 145 in DPC-Mizellen

(links); NOESY-Spektrum im Bereich der Amide (rechts).
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eine sehr gute Ubereinstimmung mit dem natiirlichen IB-Turn (Abb. 55). Die rdumliche Ori-

entierung des Peptidriickgrats der N-terminalen Tripeptidkette unterscheidet sich allerdings

deutlich vom natiirlichen Helicokinin I. Dies ist in der rechten Abbildung gut ersichtlich. Die

C,-Cg Bindung des Valins besitzt eine leicht
unterschiedliche raumliche Orientierung ver-
glichen mit der C,-Cg Bindung des Prolins
im Helicokinin I. Jedoch erfiillt die Isopro-
pylgruppe einen analogen rdumlichen Raum-
bedarf. Interessanterweise besitzt die aroma-
tische Seitenkette des Phenylalanins die glei-
che rdumliche Orientierung wie im
Helicokinin I. Dadurch besitzen alle durch
Struktur-Wirkungs-Untersuchungen ermittel-
ten pharmakophoren Gruppen, die Phenyl-
alanin- und Tryptophanseitenkette sowie das
N-terminale Glycinamid, eine adédquate Posi-
tion an der Membran. Als Ursache fiir die

Inaktivitdt des Peptids 145 kommen daher

Abb. 54: Konformation des mizellgebundenen
Turnmimetikums 145
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hauptsédchlich andere Faktoren in Frage. Der Einbau von Valin in das Turnmimetikum scheint
als Ursache unwahrscheinlich, da die Seitenkette des Prolins fiir die biologische Wirkung un-
erheblich ist (S. 23) und die Kinine bekanntermallen eine Vielzahl von Aminosduren in dieser
Position tolerieren. Um dies jedoch zweifelsfrei als Ursache auszuschlieBen ist die Synthese
des [Val*]-Helicokinin I (146) und anschlieBende Untersuchung im Rezeptor-Assay notwen-
dig.

Abb. 55: Uberlagerung des Cyclus 145 mit Helicokinin I (blau) gebunden an DPC-Mizellen aus zwei verschie-
denen Blickwinkeln

Eine weitere Ursache liegt moglicherweise in der unterschiedlichen Konformation der N-
terminalen Tripeptidkette, besonders im Bereich des Serins. Durch die unterschiedliche Ori-
entierung ist es moglich, dass das Peptid nicht mehr in die Bindungstasche des Rezeptors
passt. Durch die verdnderte Konformation des Peptid-Riickgrat nimmt zusitzlich die N-
terminale Aminogruppe eine andere rdumliche Orientierung ein als im natlirlichen Helicoki-
nin I. Die Struktur-Wirkungs-Untersuchungen lieferten Hinweise, dass Tyrosin nicht essenzi-
ell fiir die biologische Wirkung ist. Dagegen belegen nicht verdffentlichte Untersuchungen
diverser, von K. Briicher synthetisierter, Substratanaloga des N-terminalen Dipeptids Tyr-Phe,
dass die N-terminale Aminofunktion fiir eine erfolgreiche Rezeptor-Aktivierung hilfreich ist.

Eine konformative Anderung des membrangebunden Neuropeptids Helicokinin I wihrend der
Rezeptor-Erkennung kann ebenfalls nicht ausgeschlossen werden. Dieser Konformations-
wechsel kann gering ausfallen, wie am Beispiel des Bradykinins gezeigt.®!! Dennoch ist auch
eine drastische Anderung der rdumlichen Orientierung denkbar, wenn auch weniger wahr-

scheinlich. Aufgrund der geringen Flexibilitdt des bicyclischen Systems sind auch geringe
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Konformationswechsel im Bereich des B-Turns unmdoglich. Darin liegt moglicherweise die
Hauptursache fiir die Inaktivitit des Peptids 145 begriindet. Aufgrund dieser Ergebnisse er-

scheint die Synthese der flexibleren, monocyclischen Turnmimetika 85 und 86 attraktiv.
4.2.2 Synthese des 1,4,7-Triazacycloundec-9-en-2,5-dions

4.2.2.1 Retrosynthetische Uberlegungen zum Turnmimetikum

Nach retrosynthetischer Betrachtung lésst sich das Molekiil durch eine Sequenz bestehend aus
Olefin-Metathese, N-Alkylierungen und Peptidkniipfungen aufbauen. Die Stereochemie der
Seitenketten ist hierbei durch die Verwendung der L-Aminosduren vorgegeben.
Olefinmetathesen sind mittlerweile an peptidischen Systemen etabliert und kdnnen durch die
Verwendung geeigneter Katalysatoren sogar in protischen Losungsmitteln wie Wasser durch-

[220-226

geflihrt werden. ! Fiir den Makrocyclus

Abb. 56: Retrosynthetische Betrachtung zum 86 scheint der Aufbau eines linearen Tripep-

Turnmimetikum 86

. Olefin-Metathese tids aus N-terminal geschiitztem N-Allyl-

N-Alkylierung « Valin, Tryptophan und N-Allyl-Glycinamid
I o unter Verwendung etablierter Peptidchemie
HN “--—-"N NH, . : :
Py und darauf folgender Cyclisierung mittels ei-
TN 00
ﬁ o H B ner Olefinmetathese sinnvoll. Die bendtigten
o / N-Allylaminoséuren sollen hierbei durch N-
Peptidknipfung - -- =
HN Alkylierung entsprechender Aminosdurederi-

vate dargestellt werden.

4.2.2.2 Synthese der Allyl-Aminosiurebausteine
Zur Darstellung der Allyl-Aminosdurebausteine wurden die Nosyl-Valinester 96a, 96b und

921 7u  den

96e mit Allylbromid gemidB den Fukuyama-Alkylierungsbedingungen!
Allylaminosdurederivaten 147, 149 und 150 umgesetzt. Fiir den Valinbaustein 148 war die
Verwendung des tert-Butyl-Esters notwendig. Die anfanglich getestete analoge Syntheseroute
ausgehend vom kostengiinstigeren Valinmethylester scheiterte an der Racemisierung des Ste-
reozentrums wihrend der Esterspaltung, selbst unter milden Bedingungen wie die Verwen-
dung von LiOH in wissriger THF-Lésung.[227’228] Grund fiir die Racemisierung unter basi-
schen Bedingungen ist die starke Acidifizierung des o-Protons durch die Nosyl-Gruppe.**”)
Der Versuch der nukleophilen Esterspaltung durch Umsetzung mit Lithiumiodid in

Ethylacetat unter Riickfluss brachte keinen zufriedenstellenden Umsatz.[2**!]
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Schema 21: Synthese der benétigten Allyl-Aminosdurederivate

o Lo 2 L
O

Nos (@] Nos (@]

rac-148

IW Y _lj;( X—’II(
Nos O Nos O

96b

N NH e \L f j
0S<
N —— NH, —— NH,
Hog N N
Nos O (@]
96e 150 151

Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) Allyl-Br, Cs,CO3;, DMF, 16 h, 97 %; b) 2 M, NaOH, MeOH, 16 h,
0 °C - RT, 99 %; c) Allyl-Br, Cs,COs, DMF, 16 h, 99 % d) TFA, DCM, 0 °C, 3 h, 99 %; ¢) Allyl-Br, Cs,COs,
DMF, 24 h, 67 %, f) PhSH, K,CO;, MeCN, 24 h, 89 %.

Bei der Synthese des Glycinbausteins war besonders die Reinigung des Allylglycinamids 151
aufgrund dessen ausgezeichneter Wasserloslichkeit problematisch. Nach aufwéndiger Opti-
mierungsarbeit erwies sich eine Kombination aus Soxhlet-Extraktion und anschlieBender

chromatographischer Reinigung (89 %) als geeignet.

4.2.2.3 Verkniipfung der Allyl-Aminosiurebausteine zum Tripeptid

Allyl-Glycinamid 151 wurde mit Fmoc-Trp-OH in 68 % Ausbeute zum Dipeptid 152 gekup-
pelt. Bei der Fmoc-Spaltung wurde nicht das freie Amin 153 sondern ausschlielich das
Diketopiperazin 154 isoliert. Dieses entsteht durch Angriff des freien Amins auf das C-
terminale Amid unter Abspaltung von Ammoniak und wurde bisher nur vereinzelt in der Lite-
ratur beschrieben.!”*>***! Aufgrund dieses unerwarteten Ergebnisses kann der standardméfig
in der Peptidchemie verwendete Aufbau des Tripeptids 160 vom C- zum N-Terminus nicht

genutzt werden.
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Schema 22: Peptidaufbau vom N- zum C-Terminus

/

Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) Fmoc-Trp-OH, HATU, DIPEA, MeCN, RT, 14 h, 68 %; b) Piperidin,
DMF, RT, 2 h, 82 %.

Die geédnderte Syntheseroute basiert auf einer Synthese vom N- zum C-Terminus gemal3
Schema 24. Die Allyl-Valinsédure 143 wurde in 77 % Ausbeute an Tryptophanmethylester
(156) gekuppelt, der zuvor aus Tryptophan (155) durch Umsetzung mit Thionylchlorid in Me-
thanol hergestellt wurde. Die Enantiomerenreinheit des Tryptophanmethylesters wurde so-
wohl durch den Drehwert als auch durch HPLC-Analyse nach Derivatisierung mit DNFB-iso-
MI 157, einer von Kotthaus®* entwickelten chiralen Variante des Sanger-Reagenzes auf

Menthonbasis, bestimmt.

Schema 23: Herstellung von Tryptophanmethylester-Hydrochlorid 156 (links) und DNFB-iso-MI 157 (rechts)
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Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) SOCl,, MeOH, 24 h, 0 °C - RT, 92 %.

Der Methylester 158 wurde mit Lithiumhydroxid>> quantitativ gespalten und anschlieBend
die freie Sdure 159 an Allyl-Glycinamid 151 gekuppelt. Bei der Kupplung zu 160 unter
PyBOP-Aktivierung wurde die Epimerisierung eines Stereozentrums und damit verbunden die
Bildung von zwei Diastereomeren mittels NMR- und HPLC-Analytik festgestellt. Aufgrund

der Stabilitdt des Valin-Stereozentrums unter den vorherigen Peptidkupplungsbedingungen
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erscheint die Epimerisierung am a-Kohlenstoff des Tryptophans bei der Kupplung an den
sekundiren Stickstoff des Allyl-Glycinamids wahrscheinlich.

Schema 24: Aufbau des Tripeptides vom N- zum C-Terminus
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Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) 156, PyBOP, MeCN, DIPEA, 16 h, 77 %; b) LiOH, THF/H,0 (2:1),
3 h, 99 %; ¢) 151, BOP-CI, MeCN, DIPEA, 5 h, RT, 68 %.

Zur Vermeidung der Epimerisierung wurden verschiedene Reaktionsbedingungen iiberpriift.
Als Kupplungsreagenzien wurden sowohl PyBOP als auch die fiir Kupplung an sekundére
Amine besonders geeigneten Reagenzien HATU/HOAt,1**®! BOP-C1*" und BEP™*** in DCM
und MeCN getestet (Tabelle 14). Die besten Ergebnisse wurden mit BOP-CI erhalten. Das
Edukt war nach einer Reaktionszeit von 1 h ohne Epimerisierung vollstindig umgesetzt. Da-
gegen zeigten PyBOP und HATU einen hohen Grad an Epimerisierung. Ebenfalls
epimerisierungsfrei lief die Kupplung mit BEP, allerdings bildete sich hier ein Nebenprodukt
mit dhnlicher Polaritdt wie das Tripeptid 160.

Tabelle 14: Optimierung der Kupplung von 159 an Allyl-Glycinamid 151

Kupplungsreagenz Loésungsmittel HPLC-UV Analyse nach 1 h
BOP-CI DCM keine Epimerisierung, vollst. Umsatz
BOP-CI MeCN keine Epimerisierung, vollst. Umsatz

HATU/HOAt DCM Epimerisierung 3:2, kein vollst. Umsatz
HATU/HOAt MeCN Epimerisierung 3:2, kein vollst. Umsatz
BEP DCM keine Epimerisierung, kein vollst. Umsatz
BEP MeCN keine Epimerisierung, nahezu vollst. Umsatz
PyBOP DCM Epimerisierung, kaum Umsatz
PyBOP MeCN Epimerisierung 1.2:1, kein vollst. Umsatz
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4.2.2.4 Ringschlussmetathese zum 11-gliedrigen Makrocyclus

Fujii beschrieb 2007 eine RCM zu cyclischen 11-gliedrigen Pseudodipeptiden ausgehend von
Diallylaminen unter Verwendung des Grubbs II-Katalysators.”*”) Wihrend zahlreiche Bei-
spiele fiir Ringschlussmetathesen zu peptidischen 8- bis 10-gliedrigen®****! und 13- bis 20-
gliedrigen Makrocyclen***?*! bekannt sind, existieren nur wenige Beispiele fiir 11- und 12-

(239241 Die Ubertragung der Fujii-Bedingungen auf die RCM des

gliedrige Cyclen.
Diallylamins 160 lieferte selbst bei 27 mol% (Zugabe des Katalysators in zwei Portionen) und
Erhohung der Reaktionsdauer auf 120 h nur 61 % Ausbeute des Makrocyclus 165. Basierend
auf diesem Ergebnis wurde die Reaktion beziiglich des verwendeten Katalysators unter Bei-
behaltung der weiteren Reaktionsparameter (Losungsmittel, Temperatur) optimiert. Die Inak-
tivierung von Metathese-Katalysatoren durch polare Funktionalitidten wie Ketone, Amide und

 [250-252

Ester ist bekann I Deshalb wurden fiir die weiteren Arbeiten ausschlieBlich Katalysato-

ren vom Hoveyda-Typ verwendet, da diese eine exzellente thermische Stabilitdt und hohe

Toleranz gegeniiber Sauerstoff-Funktionalititen und Feuchtigkeit besitzen.!*>*2>)

Abb. 57: Verwendete Metathesekatalysatoren: Grubbs II-Katalysator (161), Grela-Katalysator (162), Zhan-
Katalysator (163), Stewart-Grubbs-Katalysator (164)
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Aufgrund ihrer elektronenziehenden Substituenten in para-Position wurden die besonders
aktiven Ruthenium-Komplexe 162 (Grela-Katalysator)***” und 163 (Zhan-Katalysator)*>*)
sowie der fiir sterisch anspruchsvolle Substrate geeignete Stewart-Grubbs-Katalysator*>*2%")

(164) auf ihre Eignung untersucht (Tabelle 15).

Tabelle 15: Ergebnisse der Olefin-Metathese

Katalysator Katalysatormenge Temperatur/Reaktionszeit Ausbeute
161 27 mol% 40°C/120h 61 %
162 10 mol% 40°C/48h 66 %
163 9 mol% 40°C/48h 67 %

164 10 mol% 40°C/48h Kein Umsatz
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Mit dem Stewart-Grubbs-Katalysator konnte auch nach 2 Tagen kein Umsatz erzielt werden.
Der Grela-Katalysator und der Zhan-Katalysator hingegen lieferten in guter Ausbeute das
Produkt mit nur 10 bzw. 9 mol% Katalysator innerhalb von 48 h und sind damit deutlich effi-
zienter als der Grubbs-II Katalysator. Neben der hoheren Effektivitdt besitzen die Katalysato-
ren vom Hoveyda-Typ den weiteren Vorteil, dass eine einmalige sédulenchromatographische
Reinigung des Produktes 165 ausreicht. Durch die gute Chromatographierbarkeit der
Hoveyda-Katalysatoren konnen diese kostenintensiven Ruthenium-Komplexe nach der kata-

lytischen Reaktion wiedergewonnen werden.

Schema 25: RCM zum 11-gliedrigen Turn-Mimetikum
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Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) 163, DCM, 40 °C, 48 h, 67 %.

Aufgrund der Komplexitit des Kopplungsmusters der olefinischen Protonen (jeweils drei *J-
Kopplungen) war es nicht méglich die relevanten Kopplungskonstanten aus den 'H-Spektren
zu extrahieren. Durch selektive Spin-Entkopplung der diastereotopen Protonen der CH,-
Gruppen wurden die Signale der olefinischen Protonen vereinfacht und dadurch die Konfigu-
ration der Doppelbindung {iber Messung der Kopplungskonstante bestimmt (Abb. 58). Die
Kopplungskonstante von J = 15.2 Hz belegt deutlich die trans-Konfiguration der Doppelbin-
dung. Dies deckt sich mit den Ergebnissen von Fujii, der bei der RCM ausschlieBlich die Bil-
dung E-konfigurierter 11-gliedriger Makrocyclen fand. Zusitzlich zum Hauptisomer zeigen
die NMR-Spektren sowie die HPLC-MS Spektren ein Minderisomer, das jedoch aufgrund
unzureichender chromatographischer Trennbarkeit nicht in reiner Form isoliert und identifi-
ziert werden konnte. Mdglich wire sowohl ein Produkt mit cis-Doppelbindung oder cis-
Amid-Bindung zwischen Tryptophan und Valin wie auch ein Produkt mit isomerisierter Dop-
pelbindung.*'%?! Dimere oder Produkte einer Kreuzkupplung wurden nach massenspektro-
metrischer Untersuchung der Rohprodukte bei keinem der verwendeten Katalysatoren nach-

gewiesen.
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Abb. 58: (a) "H-NMR-Spektrum des Makrocyclus 165 im Olefin-Bereich; (b) selektive Entkopplung des Protons
bei 3.5 ppm; (c) selektive Entkopplung des Protons bei 4.30 ppm; (d) selektive Entkopplung der CH,-Gruppe bei
4.02 ppm.

5.8 5.7 5.6 5.5 5.4 93 [ppm]

4.2.2.5 Einbau des Turnmimetikums in das Helicokinin I

Fiir die Integration des Turnmimetikums in das Helicokinin I wurde zunichst die Nosyl-
Schutzgruppe gespalten. Die Entschiitzung mit Thiophenol und Kaliumcarbonat in DMF lie-
ferte auch nach fiinf Tagen keinen vollstindigen Umsatz zum Amin 166 (42 %). Durch Ver-
wendung von Mercaptoessigsdure und Lithiumhydroxid in DMF wurde nach 3 h Reaktions-
zeit ein Umsatz von 95 % erzielt. Die darauffolgende Kupplung von Serin an das Peptid 166
erwies sich als ungewdhnlich schwierig. Durch Kupplung mit insgesamt 10 Aq. Fmoc-
Ser(rBu)-OH mit HATU als Kupplungsreagenz wurde nach 3 Tagen ein Gemisch zweier Pro-
dukte (55:45) erhalten. Hierbei kann es sich um das Produkt 167 und ein Diastereomer han-
deln, jedoch ist ebenfalls eine Isomerisierung der Doppelbindung denkbar. Die Separierung
beider Verbindungen erforderte einen hohen chromatographischen Aufwand. Aufgrund der
geringen Menge an isoliertem Produkt und der cis/trans-Isomerie um die tertidre Amidbin-

dung war eine eindeutige Charakterisierung nicht moglich.
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Schema 26: Peptidkupplung an das bicyclische Turnmimetikum
Frlnoc OtBu
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Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) HSCH,COOH, LiOH, DMF, 3 h, RT, 95 %; b) Fmoc-Ser(/Bu)-OH,
HATU, DMF, 3 d, 40 °C, 29 % (55:45).

Daher wurde versucht, die Metathesereaktion nach dem Aufbau des kompletten Hexapeptids
durchzufiihren. Die Spaltung der Nosyl-Schutzgruppe des Tripeptids 160 mit Mercapto-
ethanol und LiOH gelang ohne Schwierigkeiten in 97 % Ausbeute. Allerdings war die an-
schlieBende Kupplung von Fmoc-Ser(rBu)-OH an das Allyltripeptid 168 schwierig. Hierfiir
wurde eine Vielzahl an Reaktionsbedingungen getestet, die alle keine erfolgreiche Acylierung
zeigten. Die durchgefiihrten Testreaktionen sind in Tabelle 16 zusammengefasst und umfas-
sen die fiir Kupplungen an sekunddre Amine geeigneten Reagenzien HATU, PyBrOP, BEP
und BOP-CI, die in situ Generierung von Sédurefluoriden mittels BTFFH, die Kupplung mit
EDCI und die Verwendung des Phosphonat-basierten Kupplungsreagenzes T3P.***! Selbst die
Herstellung eines Aluminiumamids des Tripeptids 168 durch Umsetzung mit Trimethyl-

aluminium und anschlieBender Kupplung mit Fmoc-Ser(¢Bu)-Cl zeigte keinen Erfolg.?**!

Schema 27: Versuch der Anbringung der Peptidkette an 160 vor der Olefinmetathese
Fmoc OtBu
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Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) HSCH,CH,OH, LiOH, DMF, 14 h, RT, 97 %.
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Tabelle 16: Versuchsbedingungen der Alkylierung des Tripeptides 168

Ldsungsmittel Kupplungsreagenz DIPEA Fmoc-Ser(fBu)-OH Temperatur Zeit
DMF 2 Aq. HATU 4 Aq. 2 Aq. 40 °C 36 h
DMF 5 Aq. PyBrOP 12 Aq. 5 Aq. RT 36h
DMF 5 Aq. BEP 12 Aq. 5 Aq. RT 36h
DMF 5 Aq. BOP-Cl1 12 Aq. 5 Aq. RT 36 h
DMF 5 Aq. EDCI 12 Aq. 5 Aq. RT 36h
DMF T3P (50 % in DMF) 12 Aq. 5 Aq. RT 24 h
DMF 10 Aq. BTFFH 40 Aq. 25 Aq. RT 24 h
THF 5 Aq. HATU 12 Aq. 5 Aq. RT 24 h
THF 5 Aq. HATU 12 Aq. 5 Aq. 40 °C 24 h
DCM 5 Aq. HATU 12 Aq. 5 Aq. RT 24 h
Toluol AlMe; - L1 Ag -78 °C - RT 24h

Fmoc-Ser(/Bu)-Cl.

Die Schwierigkeiten der Acylierung von N-Allylaminosduren wurden bereits von Liskamp

beschrieben.

[265

] Der hohe sterische Anspruch des Valins und des Fmoc-Ser(Bu)-OH ver-

stiarkte die Schwierigkeit der Kupplung an das Tripeptid 168 jedoch noch weiter, so dass kein

Produkt 169 erhalten wurde. Als Schlussfolgerung aus diesen Ergebnissen erscheint eine Ver-

ringerung des sterischen Anspruchs des Tripeptids 169 sinnvoll. Dies kann durch Austausch

des Valins durch Alanin erreicht werden. Die komplette Synthese kann analog der bereits

vorgestellten Syntheseroute unter Verwendung der beiden Hoveyda-Grubbs-Katalysatoren

162 und 163 durchgefiihrt werden. Letzterem ist hierbei aufgrund seiner kommerziellen Ver-

fiigbarkeit der Vorzug zu geben.




IV Ergebnisse und Diskussion 81

4.2.3 Synthese des C,-verbriickten Turnmimetikums

4.2.3.1 Bekannte analoge Verbindungen

Verbindungen mit einem 1,4,7-Triazonan-2,5-dion-Grundgeriist wurden bisher nur vereinzelt
in der Literatur beschrieben. Das von Yudin vorgestellte System 170 zeichnet sich durch ei-
nen schnellen Aufbau des 9-gliedrigen Makrocyclus aus. Zur Herstellung wurde ein Dipeptid
mit Aziridinaldehyd und tert-Butylisocyanid umgesetzt. Die Syntheseroute erweist sich je-
doch im Hinblick auf die Herstellung maBgeschneiderter Peptidomimetika des Helicokinin I
als ungeeignet, da weder das relevante Glycinamid noch das N-terminale Ende an den Makro-
cyclus angebracht werden konnen.”*® Das Triazonandion 171 lasst sich schnell aus DIPP-
geschiitzten Dipeptiden und 2-Bromanilin durch Peptidkupplung und anschlieBender Kupfer-
katalysierter intramolekularer N-Arylierung herstellen. Allerdings sind von dieser Verbin-
dungsklasse keine N-alkylierten Verbindungen bekannt. Demzufolge erscheint erneut die An-
bringung sowohl des Glycinamid-Restes als auch des fehlenden Tripeptides proble-
matisch.**”) Sowohl 170 wie auch 171 besitzen aufgrund ihrer starren Funktionalisierung der
C,-Briicke keine gute Ubereinstimmung mit dem IB-Turn des Helicokinin I. Eine nicht funk-
tionalisierte C,-Briicke hingegen sollte eine hohere Flexibilitdt aufweisen und dadurch auch

eine Anpassung an den Rezeptor ermoglichen.

Abb. 59: Geplantes Turnmimetikum 85 und bekannte Strukturen mit 1,4,7-Triazonan-2,5-dion Grundgeriist 170
und 171
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1,4,7-Triazonan-2,5,7-trione, d.h. cyclische Tripeptide wurden mehrfach in der Literatur be-
schrieben. Es handelt sich jedoch groftenteils um Peptoide 172 oder Cycloprolinderivate
173.12672%8] Diese sind formal gesehen Cyclisierungsprodukte N-alkylierter Tripeptide. Fiir
eine Cyclisierung miissen sich die C-terminale Carbonsédure und die N-terminale Aminofunk-
tion in direkter rdumlicher Ndhe zueinander befinden. Aufgrund des hoheren Anteils an all-

cis-Konformeren in Tripeptiden mit zwei tertidren Amidbindungen ist dies in den linearen
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(269 Die Synthese

Vorstufen von 172 und 173 eher moglich als in nichtalkylierten Tripeptiden.
des wunalkylierten Tripeptids 174 erfolgte in milBigen Ausbeuten unter pseudo-
Hochverdiinnungsbedingungen an der festen Phase.”’" Dabei ist die Verkniipfung einer Sei-
tenkettenfunktionalitit mit dem Tréger-Harz notwendig. Dies ist nicht ohne weiteres mit der
Synthese von Helicokinin I Analoga vereinbar. Weiterhin fehlt Cyclotripeptiden allgemein die
Moglichkeit der selektiven Funktionalisierung mit einem linearen Tripeptid. Die Ankniipfung

des Tripeptids ist jedoch fiir die Synthese von Peptidomimetika des Helicokinin I eine essen-

zielle Voraussetzung.

Abb. 60: bekannte Cyclotripeptide
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4.2.3.2 Retrosynthetische Uberlegungen zum Turnmimetikum

Das C,-verbriickte Turnmimetikum besitzt ein 1,4,7-Triazonan-2,5-dion-Grundgeriist. Be-

trachtet man das Molekiil retrosynthetisch, so ldsst sich die Cyclisierung zum 9-gliedrigen

Ringsystem sowohl durch Kniipfungen von Amid-Bindungen als auch durch Alkylierungsre-

aktionen am Valin-Stickstoff bewerkstelligen. Als Alkylierungsreaktionen kommen
nukleophile Substitutionsreaktionen in Frage,

Abb. 61: Sinnvolle retrosynthetische Schnitte des aber auch eine reduktive Aminierung, die den

Turnmimetikums 85

Aminoaldehyd 175 erfordert. Cyclisierungen

Alkylierung Og_-NH
N j/ unter Kniipfung einer Amidbindung sind
HN\ Rt N
S mittlerweile vielfach an Peptiden
>\“"“ . }O Peptidknipfung ) 269 ) )
‘N etabliert.”® Die Intermediate 176 und 177
O // H K
_ scheinen somit fiir die geplante Cyclisierung

-
-

Peptidkn[]pf;mg HN besser geeignet zu sein als der Aldehyd 175.
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Eine Syntheseroute iiber die Verbindung 177 ist gegeniiber der Cyclisierung von 176 aus zwei

Griinden begiinstigt:

e Kupplungen an sekunddre Amine weisen oft schlechte Ausbeuten auf und benétigen
spezielle Kupplungsreagenzien und

e Cyclisierungen zu 9-gliedrigen peptidischen Makrocyclen sind hiufig nur dann in gu-
ten Ausbeuten moglich, wenn sich die Peptidenden aufgrund einer cis/trans-Isomerie

rdumlich nahe kommen.

Bei der Wahl einer Carbamat-Schutzgruppe fiir den Valin-Stickstoff besitzt Verbindung 176
eine tertiire Carbamatbindung und eine sekundére, vorwiegend trans-konfigurierte
Amidbindung, Intermediat 177 hingegen eine tertidre Carbamatbindung und eine tertidre
Amidbindung. Dadurch sollte die Cyclisierung von 177 begiinstigt und eine Syntheseroute

tiber dieses Intermediat erfolgversprechend sein.
Schema 28: Retrosynthetische Zerlegung von 85
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Bei der retrosynthetischen Zerlegung der Zwischenstufe 177 bieten sich zwei Moglichkeiten
an, die sich in der Reihenfolge der Ankniipfung der Aminosduren Valin und Tryptophan un-
terscheiden. Die Zerlegung auf Weg A fiihrt zu einem N-(2-Oxoethyl)dipeptid 181 und einem
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geschiitzten Valinester 179. Durch eine reduktive Aminierung kénnen beide Bausteine mitei-
nander verkniipft werden. Weg B setzt auf die Ankniipfung von Tryptophan nach dem Einbau
des Valinesters. Dadurch wird die Synthese auf den Baustein 178 zuriickgefiihrt. Das Peptid
178 ldsst sich entweder durch reduktive Aminierung (Weg D) oder einer nukleophilen Substi-
tutionsreaktion (Weg C) auftbauen. Wie aus dem Retrosyntheseschema ersichtlich, ist die An-
kniipfung des Tryptophans vor der reduktiven Aminierung (Weg A) unter dem Gesichtspunkt
der Schutzgruppendkonomie sinnvoll. Dadurch kann auf eine intermediédre Schiitzung des

Glycin-Stickstoffs verzichtet werden.

Schema 29: Retrosynthetische Zerlegung der Verbindung 177
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Von zentraler Bedeutung flir die Synthese von 85 ist die Wahl des C,-Bausteins. Hierfiir
kommen asymmetrisch substituierte 1,2-Ethylenderivate in Frage, in denen ein Substituent
direkt nukleophil mit dem Glycin-Stickstoff substituiert werden kann. Die zweite funktionelle
Gruppe sollte nach einer moglichst kurzen Reaktionssequenz ebenfalls in eine Abgangsgrup-
pe tiberfiihrbar sein. 2-Bromacetaldehyddiethylacetal (183) erfiillt beide Voraussetzungen.
Das Acetal ldsst sich unter milden Bedingungen schnell in einen Aldehyd iiberfiihren und
dieser kann dann mittels reduktiver Aminierung weiter funktionalisiert werden. Hydroxy-
geschiitzte 2-Bromethanol-Derivate 184 kommen ebenfalls in Frage, da sie nach
Entschiitzung schnell durch eine Oxidation in einen Aldehyd iiberfiihrbar sind. Diese kdnnen
durch eine reduktive Aminierung weiter funktionalisiert werden. Weiterhin lassen sich 2-

Hydroxyethanamine in Sulfonate {iberfiihren, die durch eine nukleophile Substitution weiter
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funktionalisierbar sind. Aufgrund der kleineren Anzahl synthetischer Schritte wurde das

kommerziell erhiltliche Acetal 183 als C,-Baustein gewihlt.

Abb. 62: Geeignete C,-Bausteine fiir die geplante Synthese
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4.2.3.3 Synthese mit Bromacetaldehyddiethylacetal als C,-Baustein

Der Aufbau des Makrocyclus 85 wurde ausgehend von Glycinamid 95e und Bromacetalde-
hyddiethylacetal (183) untersucht. Die Alkylierung erfolgte mit Cdsiumcarbonat in Acetonit-
ril. DMF konnte, anders als in der von Nishida®’" beschriebenen Alkylierung von Glycinme-
thylester, nicht als Losungsmittel verwendet werden, da eine Formyl-Ubertragung auf den
Stickstoff des Glycinamids beobachtet wurde. Das N-Formylglycinamid (186) wurde NMR-

spektroskopisch nachgewiesen und durch Vergleich mit Literaturspektren identifiziert.*’

Abb. 63: Nebenprodukte bei der Herstellung des Acetals
-0
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Ein weiteres préaparatives Problem bestand in der sehr guten Wasserloslichkeit des Produkts.
Durch fliissig/fliissig-Extraktion konnte nur eine geringe Menge des Glycin-Derivats 187 iso-
liert werden. Erfolgreich war eine Kombination aus Soxhlet-Extraktion und sdulenchromato-
graphischer Trennung des Produkts. Dadurch wurde in 43 % Ausbeute das Monoalkylierungs-
produkt 187 und in 4 % Ausbeute das Bisalkylierungsprodukt 185 erhalten. Im Hinblick auf
die beschriebene Literaturausbeute von 55 % fiir das Methylesteranalogon und in Anbetracht
der priparativen Schwierigkeiten wihrend der Aufarbeitung ist diese Ausbeute als zufrieden-

stellend anzusehen.
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Schema 30: Erster Syntheseversuch des C,-verbriickten Turnmimetikums
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Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) NaHCO;, MeCN, 82 °C, 43 h, 43 %; b) Fmoc-Trp-OH, PyBOP,
DIPEA, DCM, 72 h, RT, 71 %; c¢) 1 MHCI, MeCN, 3 h, RT, 71 %; d) Piperidin, DCM, 15 h, RT, 74 %.

Die Ankniipfung von Fmoc-Trp-OH an das Amin 187 zum Dipeptidbaustein 188 gelang mit
PyBOP als Kupplungsreagenz in 71 % Ausbeute. Die anschlieBende Acetalspaltung unter
verschiedenen aziden Bedingungen ergab nicht den gewiinschten Aldehyd 189, sondern fiihrte
zum 3,9-Diazabicyclo[3.3.1]non-6-en-2-on 190 in einer Ausbeute von 71 %. Die Struktur 190
wurde durch massenspektrometrische und NMR-spektroskopische Analysen bestitigt. Auf-
grund der cis/trans-Isomerie um die Carbamatbindung waren im NMR-Spektrum zwei Sig-
nalsdtze vorhanden. Fiir die

Abb. 64: '"H-NMR-Spektrum des Cyclus 191
zweifelsfreie Identifizierung
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acetalgeschiitzten Dipeptidaldehyden fiir analoge Systeme bekannt.””**”*! Die Bildung erfolgt
laut Opatz unter sdurekatalysierter Ethanolabspaltung iiber die Zwischenstufe des Fmoc-
geschiitzten Dihydropyrazins 192. Dieses wird zum cyclischen Acyliminiumion 193 proto-

niert und greift die 2-Position des Indolringes elektrophil an.

Schema 31: Mechanismus der Bildung des Acyliminiumions.
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Der Cyclus 190 ist als konformativ eingeschrinktes Mimetikum fiir das C-terminale Dipeptid
Trp-Gly-NH; interessant, da es in nur drei Stufen aus kommerziell erhdltlichen Ausgangsver-

bindungen hergestellt werden kann.

4.2.3.4 Syntheseroute mit 2-Bromethanol als C,-Baustein

Aufgrund der unerwarteten Cyclisierungsreaktion scheint eine Ankniipfung von Tryptophan
nach der reduktiven Aminierung und damit verbunden eine intermedidre Schiitzung des
Glycin-Stickstoffs unvermeidlich zu sein. Da Dipeptidamide im Basischen unter Ammoniak-
abspaltung leicht Diketopiperazine bilden (Schema 22), wurde Glycin nicht als Amid sondern
als tert-Butylester eingesetzt. Der fert-Butylester kann anschlieend iiber den Methylester in
das amidierte Peptid iiberfiihrt werden. Eine Schliisselverbindung war hierbei der Fmoc-
geschiitzte Aminoalkohol 201. Analog zu den erfolgreichen Allylierungen von Nosylaminen
wurde die Fukuyama-Alkylierung der Nosyl-Aminosdure 96d untersucht. Durch die Verwen-
dung von ungeschiitztem Bromethanol schien eine intermediére Schiitzung der Hydroxy-

funktion tiberfliissig.
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Abb. 65: Entstandene Nebenprodukte: Dioxolan 194 und Phenolether 195
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Die Alkylierung mit 2-Bromethanol unter den fiir die Allylierung etablierten Reaktionsbedin-
gungen zeigte erhebliche Mengen des Dioxolanons 194 als nicht abtrennbares Nebenprodukt.
Die Gesamtausbeute belief sich bei dieser Reaktion auf unter 60 %. Ein Uberschuss an Base
fiihrte zu einer vermehrten Bildung von Nebenprodukten, von denen hauptsichlich der Phe-
nolether 195 zu nennen ist. Dieser entsteht durch intramolekulare Spaltung der Nosyl-Gruppe.
Der Wechsel auf andere Basen wie Natriumhydrid (1.1 Aq., 24 % Ausbeute) bzw. DBU (1.1
Aq., 34 % Ausbeute) fiihrte ebenfalls nicht zu zufriedenstellenden Ergebnissen. Hierbei wur-
den jedoch 62 % (NaH) bzw. 30 % (DBU) Edukt 96d reisoliert.

Schema 32: Optimierung der Alkylierung des Sulfonamids 96d mit Bromethanol (196)
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Eine Erhéhung der Menge an DBU von 1 Aq. auf 1.5 Aq. ergab einen geringfiigig hheren
Umsatz, weitere Base fiihrte allerdings zu einer verringerten Ausbeute. Dies liegt vermutlich
daran, dass iiberschiissige Base die intramolekulare Reaktion zum Phenolether beschleunigt.
Der Einfluss der Bromethanol-Menge wurde ebenfalls untersucht. Der Umsatz mit nur einem
Aquivalent Bromethanol fiihrte zur vermehrten Bildung des Phenolethers 195. Dies unter-
stlitzt die Hypothese einer intramolekularen Abspaltung des Nosyl-Restes bei einem vorhan-
denen Uberschuss an Base. Eine Erhdhung der Bromethanol-Menge auf vier Aquivalente
zeigte zwar eine deutliche Steigerung des Umsatzes, jedoch lagen die Ergebnisse immer noch
in einem unbefriedigenden Bereich. Die Reaktionen mit Lithiumdimethylamid sowie Natri-

umhydrid brachten ebenfalls keine entscheidenden Verbesserungen (Tabelle 17).
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Tabelle 17: Optimierung der Alkylierung des Nosylamins 96d

Base Bromethanol Umsatz
DBU 1.0 Aq. 2 Aq. 43 %
DBU 1.5Aq. 2 Aq. 56 %
DBU 2.0 Aq. 2 Aq. 11 %
DBU 1.5Aq. 1 Aq. 4%
DBU 1.5Aq. 3 Aq. 40 %
DBU 1.5Aq. 4 Aq. 54 %
LiDMA 2.4 Aq. 2 Aq. 34 %
NaH  22Aq. 2 Aq. 26 %

Eine effiziente Alternative war die Darstellung des Fmoc geschiitzten Aminoalkohols 201
ausgehend von Bromessigsdure-fert-butylester (199) und Aminoethanol (198). Eine Verldnge-
rung der Reaktionszeit von 24 h auf 48 h flihrte im Vergleich zur Literatur zu einer deutlich
verbesserten Ausbeute von 94 %.1*"! Die Fmoc-Schiitzung wurde unter etablierten Standard-

bedingungen durchgefiihrt.!*’”!

Schema 33: Darstellung des Fmoc-geschiitzten Aminoalkohols 201
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Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) DMF, DIPEA, RT, 48 h, 94 %; b) Fmoc-Cl, THF/H,0O (2:1),
NaHCO;, RT, 16 h, 84 %.

Zum Einbau des Valins wurden verschiedene Syntheserouten erprobt. Die Uberfiihrung der
Hydroxygruppe in das Tosylat 203,*’® gefolgt von einer Fukuyama-Alkylierung®”” mit
Nosyl-Valinbenzylester 96¢ fiihrte ebenso wenig zum Erfolg wie eine einstufige Fukuyama-
Mitsunobu-Reaktion.”*”) Fukuyama-Mitsunobu-Reaktionen sind fiir N-Nosyl-Aminosdure-
derivate mit N-carbamatgeschiitzten N-Alkylethanolaminen bekannt, jedoch gibt es aus-

schlieBlich Literaturbeispiele fiir Boc!**'2*!

und Methylcarbamate.”™ Reaktionen Fmoc-
geschiitzter Verbindungen sind bisher nicht in der Literatur beschrieben worden. Eine um-
fangreiche Literatursuche lieferte Hinweise auf die unzureichende Stabilitét der Fmoc-Gruppe
unter Mitsunobu-Bedingungen.”**! Das bei der Mitsunobu-Reaktion gebildete Hydrazid-
Anion induziert die Deprotonierung des Fulvens und somit die Abspaltung der Fmoc-Gruppe.

Dies deckt sich mit den Ergebnissen der eigenen Reaktionen.
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Schema 34: Untersuchte Reaktionen zur Einﬁjhrung des Valinbausteins
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Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) 96¢, TPP, DEAD, THF; b) Tos-Cl, Pyridin, 0 °C - RT, 2 d, 48 %; c)
96¢, Cs,CO3;, DMF, 80 °C; d) Cbz-Trp-OH, HATU, DIPEA, MeCN, 5 h, 78 %; ¢) 96¢, TPP, DEAD, THF.

Auch eine Umsetzung des Alkohols 204, der durch Kupplung von Cbz-Trp-OH an das Amin
200 erhalten wurde, war nicht erfolgreich. Zwar wurde durch HPLC-MS-Analyse des Roh-
produkts eine geringe Menge des Produkts 205 gefunden, das sich jedoch nicht in reiner Form
isolieren lie3. Bei Mitsunobu-Reaktionen bereitet besonders die Abtrennung des entstandenen

Triphenylphosphinoxids Probleme.

Schema 35: Swern-Oxidation mit anschlieBender reduktiver Aminierung
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Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) Oxalylchlorid, DMSO, TEA, -78 °C b) Val-OBn, NaBH(AcO);,
DMF, 24 h, RT, 77 % (2 Stufen).

Erfolgreich hingegen war die zweistufige Reaktionssequenz bestehend aus Swern-Oxidation
des Alkohols 201 zum Aldehyd 206 und anschlieBender reduktiver Aminierung mit
Valinbenzylester zum iiberbriickten Dipeptid 207. Aufgrund der literaturbekannten Instabilitéit
des Aldehydes wurde die reduktive Aminierung direkt mit dem Rohprodukt 206 durchge-

fiihrt.”*”) Als optimales Reduktionsmittel erwies sich Natriumtriacetoxyborhydrid, das sich
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schon fiir dhnliche Systeme bewihrt hat.*®” Letztendlich wurde das Amin 207 nach Optimie-

rung der Reaktionsbedingungen mit einer Ausbeute von 77 % erhalten.

Schema 36: Boc-Schiitzung des freien Amins 207
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Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) Boc,O, NaHCO;, THF/H,0, RT, 4 d, 88 %.

Aufgrund ihrer Orthogonalitdt zur Benzyl- und Fmoc-Gruppe erscheint die Boc-Gruppe als
geeignete Schutzgruppe fiir die sekunddre Aminofunktion. Die Boc-Schiitzung erwies sich
hierbei jedoch als ungewohnlich schwierig. Die Schiitzung nach einer Standard-Vorschrift
mittels Boc-Anhydrid und DIPEA in Dichlormethan zeigte eine partielle Abspaltung der

(2881 Auch eine von Johnson publizierte Methode zur Boc-Schiitzung be-

[289]

Fmoc-Schutzgruppe.
sonders sterisch gehinderter Amine unter Verwendung von Tetramethylammonium-
hydroxid scheiterte an der Instabilitdit der Fmoc-Gruppe gegeniiber OH'. Erfolgreich wurde
allerdings die Boc-Schiitzung des Amins 207 in einem Zweiphasengemisch mit einem
10fachen Uberschuss an Boc-Anhydrid durchgefiihrt. " Nach 4 Tagen Reaktionsdauer wur-
de so das geschiitzte Amin 208 in 88 % Ausbeute erhalten. Die lange Reaktionsdauer in Ver-
bindung mit dem Einsatz eines hohen Uberschuss von Boc-Anhydrid weist auf eine ausge-
pragte sterische Hinderung des Valin-Stickstoffes hin.

Die Spaltung der Fmoc-Gruppe zum Amin 209 zeigte ebenfalls einen hohen Optimierungsbe-
darf. Unter Standardbedingungen mit Piperidin in DMF wurde neben dem Produkt das

(2! Dieses entsteht durch einen nukleophilen Angriff des freien

2-Ketopiperazin 211 erhalten.
sekunddren Amins an die Esterfunktionalitit unter Abspaltung von Benzylalkohol. Das chro-
matographisch gereinigte Produkt 209 cyclisierte ebenfalls, so dass nach einer Lagerdauer
von 36 h ein erheblicher Anteil des 2-Ketopiperazins gefunden wurde. Zur Vermeidung lan-
ger Aufarbeitungs- und Chromatographiezeiten wurde anstatt des schwerfliichtigen Piperi-
din/DMF-Gemisches eine Mischung aus DEA und DCM (1:1) verwendet.””™ Diese leicht-
fliichtigen Reagenzien wurden nach abgeschlossener Reaktion destillativ abgetrennt und das
Rohprodukt ohne weitere Aufreinigung mit Cbz-Trp-OH gekuppelt. Das bei der Fmoc-
Spaltung entstandene Dibenzofulvenaddukt beeinflusste die mit BOP-CI als Kupplungsrea-

genz durchgefiihrte Peptidkniipfung nicht und wurde bei der anschlieBenden chromatographi-
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schen Reinigung des Peptids 210 abgetrennt. Die Gesamtausbeute iiber beide Stufen betrug
57 %.

Schema 37: Optimierung der Fmoc-Spaltung gefolgt von der Peptidkniipfung

Boc\ — j/ Boc\ — j/ )
b L 0
/L Fmoc L

z
n n
208 l 209 210 N
H

(0] OtBu

OtBu OtBu

Boc

Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) DEA/DCM 1:1, 70 min, RT; b) Cbz-Trp-OH, BOP-CI, DIPEA,
DCM, RT, 21 h, 57 % (iiber beide Stufen).

Die hydrogenolytische Spaltung der Benzyl- und Cbz-Gruppe wurde mit dem Pearlman Kata-

lysator'®

unter 1 bar Wasserstoffatmosphire erfolgreich durchgefiihrt und lieferte das tiber-
briickte Peptid 212 in quantitativer Ausbeute. Das Rohprodukt wurde ohne weitere Aufreini-
gung fir die Cyclisierung eingesetzt. Die Verwendung von Palladium auf Aktivkohle fiihrte
zu einem untrennbaren Produktgemisch. Die Cyclisierung zum 1,4,7-Triazonan-2,5-dion 213
wurde unter Hochverdiinnung (Ruggli-Ziegler Prinzip) mittels HATU-Aktivierung durchge-

fiihrt. Nach der Aufreinigung wurde der Cyclus 213 in 64 % Ausbeute erhalten.

Schema 38: Cyclisierung zum Triazonandion
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Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) H,, Pd(OH),/C, EtOH, 1 h, 100 % ; b) HATU, DIPEA, DCM, 18 h,
64 %.
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Der Cyclus 213 wurde mit TFA/DCM/TIS (1:1:0.1) C- und N-terminal entschiitzt. Der ent-
standene Cyclus 214 wurde jedoch aufgrund seiner hohen Polaritit nicht weiter aufgereinigt
und direkt mit Thionylchlorid in Methanol zum Methylester 215 in 73 % Ausbeute iiber beide
Stufen umgesetzt.

Die Uberfithrung des Methylesters in das endstindige Amid gelang weder durch die Verwen-

203294 noch nach einer von Ley vorgestellten

dung von ammoniakalischer Methanollssung!
Methode durch Erhitzen des Methylesters mit Magnesiumnitrid in Methanol.**”! Da mehrere
Testversuche scheiterten wurde versucht, das fehlende Tripeptid an den Cyclus zu kuppeln

und anschlieBend den C-Terminus in das Amid zu iiberfiihren.**"

Schema 39: Schutzgruppentransformation des Triazonandions 213
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Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) TFA/TIS/DCM 1:1:1, 2.5 h; b) SOCl,, MeOH, RT, 18 h, 73 % .

Das bendtigte N-terminal- und seitenkettengeschiitzte Tripeptid Fmoc-Tyr(#Bu)-Phe-Ser(7Bu)-
OH (73) wurde unter Verwendung der Festphasensynthese am 2-Chlortritylchlorid-harz syn-
thetisiert."!”" Fiir die Ankniipfung des Tripeptides wurden verschiedene Bedingungen getes-
tet. Sowohl die fiir Kupplung an sekunddre Amine besonders geeigneten Kupplungsreagenzi-
en BOP-CL,>" HATU™* und PyBrOP**” wie auch Standardmethoden unter EDC/HOB-
Aktivierung blieben erfolglos. Weiterhin zeigte sowohl die in situ Bildung von Sdurefluoriden
mittels BTFFH**® wie auch Erhitzen des Reaktionsgemisches unter PyBrOP-Aktivierung laut
HPLC-MS der Rohprodukte keine Spur des acylierten Cyclus 217a. Selbst das reaktive Siu-
rechlorid Fmoc-Ser(#Bu)-Cl 216b ergab keine Kupplung (Tabelle 18). Eine mdgliche Ursache
fiir die erfolglosen Kupplungversuche liegt in der hohen sterischen Abschirmung des sekun-

dédren Valin-Stickstoffs.
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Schema 40: Versuch der Kupplung verschiedener Aminosdurederivate an das Turnmimetikum 215
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Zur Uberpriifung der Theorie des hohen sterischen Raumanspruchs wurde anstelle des Fmoc-
Ser(sBu)-OH das sterisch weniger anspruchsvolle Fmoc-Ala-OH (216¢) gekuppelt. Dieser
Ansatz zeigte nach anderthalb Tagen laut HPLC-MS des Rohprodukts einen deutlichen Pro-
duktpeak (Produkt/Edukt, 1:5.7). Die Verwendung des sterisch weniger gehinderten Fmoc-
Ser(Bn)-OH (216d) brachte keine Verbesserung der Ausbeute.

Tabelle 18: Versuche zur Kupplung von Aminoséuren an den Cyclus 215

Aminosdure/Peptid Losungsmittel Kupplungsbed. Umsatz
Fmoc-Tyr(fBu)-Phe-Ser(fBu)-OH (73) DCM BOP-CI -
Fmoc-Tyr(fBu)-Phe-Ser(fBu)-OH (73) MeCN BOP-CI -
Fmoc-Tyr(fBu)-Phe-Ser(fBu)-OH (73) MeCN HATU -
Fmoc-Tyr(#Bu)-Phe-Ser(Bu)-OH (73) MeCN PyBrOP -
Fmoc-Tyr(#Bu)-Phe-Ser(Bu)-OH (73) DCM EDC/HOBt -

Fmoc-Ser(sBu)-OH (216a) DCM BTFFH -
Fmoc-Ser(/Bu)-OH (216a) DMF PyBrOP/100 °C -
Fmoc-Ser(/Bu)-Cl (216b) DCM - -
Fmoc-Ala-OH (216¢) MeCN HATU 1:5.7"
Fmoc-Ser(Bn)-OH (216d) MeCN HATU 14 %”
Fmoc-Ser(Bn)-Cl (216e) DCM - -
Fmoc-Ser(Ac)-OH (216f) MeCN HATU 25 %221

Y Verhiltnis Produkt/Edukt laut HPLC-MS, ? isolierte Ausbeute

Zur weiteren Verringerung des sterischen Anspruches am Serin sollte eine kleinere Seitenket-
tenschutzgruppe vielversprechend sein. Hierfiir bietet sich die Acetylschutzgruppe an. Durch
Seitenkettenacetylierung ausgehend von Serin 218 wurde Ser(Ac)-OH*HCI (219) nach einer

[299

Vorschrift von Wilchek und Patschornik in guter Ausbeute erhalten.”®! AnschlieBende Fmoc-

Schiitzung lieferte Fmoc-Ser(Ac)-OH (220) in 59 % Ausbeute.
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Schema 41: Darstellung von Fmoc-Ser(Ac)-OH (220)
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Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) AcCl, 6 M HCI, HOAc, 10 min, 91 %; b) Fmoc-Cl, NaHCOs,
THF/H,0, RT, 18 h, 59 %.

Kupplungversuche von Fmoc-Ser(Ac)-OH (220) an den Cyclus 215 mit HATU als Kupp-
lungsreagenz lieferten auch nach 44 h nicht das gewiinschte Produkt 217e. Stattdessen wurde
das acetylierte Triazonandion 221 als Hauptprodukt erhalten. Unter HATU-Aktivierung
kommt es hierbei wahrscheinlich zu einem Acyltransfer auf das HOAt und der Bildung eines
Acetyl-Aktivesters. Dieser scheint aufgrund seines geringen sterischen Anspruchs deutlich
reaktiver zu sein als die sterisch stirker gehinderten Aminosdureaktivester. Aufgrund der un-

befriedigenden Kupplungsergebnisse wurde dieser Syntheseweg nicht weiter verfolgt.

Schema 42: Umsetzung von 215 mit Fmoc-Ser(Ac)-OH (220)
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Reagenzien und Reaktionsbedingungen: 220, HATU, MeCN, RT, 44 h, 25 %.
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Als Schlussfolgerung aus den bisherigen Ergebnissen sollte nun anstelle des Valins das

N "c
H

4.2.3.5 Darstellung des Alaninanalogons

sterisch weit weniger anspruchsvolle Alanin eingebaut werden. Aus dem Alanin-Scan ist eine
vollstindig erhaltene Wirkung des [Ala*]-Helicokinin I im Rezeptor-Assay bekannt (siche S.
23). Das Amin 223 wurde ausgehend vom Alkohol 201 in 60 % Ausbeute hergestellt. Der fiir
die reduktive Aminierung benétigte Alaninbenzylester (222) wurde nach einer Vorschrift von

[300]

Tong in guter Ausbeute (75 %) synthetisiert. Der deutlich geringere sterische Anspruch

des Alanins verglichen zum Valin zeigt sich bei der Boc-Schiitzung (1.5 Aq.), die nach 17 h
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Reaktionszeit in 75 % Ausbeute das Carbamat 224 lieferte. Beim Valinderivat 207 waren hin-

gegen 10 Aq. Boc,0 nétig und die Reaktionszeit betrug 4 Tage.

Schema 43: Synthese des iiberbriickten Dipeptids
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Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) Oxalylchlorid, DMSO, TEA, DCM, -78 °C; b) 222, NaBH(OAc),,
DMF, 17 h, RT, 60 % iiber 2 Stufen; c) Boc,0O, NaHCOs(aq), THF, 17 h, 75 %.

Bei der Fmoc-Spaltung hingegen wirkte sich der verminderte sterische Anspruch des Alanins
nachteilig aus. Wahrend beim Valinderivat 208 nach Fmoc-Spaltung mittels DEA/DCM (1:1)
und anschlieBender Kupplung des Tryptophans unter BOP-C1 Aktivierung in 57 % das iiber-
briickte Dipeptid 210 erhalten wurde, bildete sich beim Alanin-Derivat ausschlieBlich das
2-Ketopiperazin 225. Versuche, die Fmoc-Gruppe unter Ausnutzung ihrer Instabilitit gegen-
iiber DMAPP® zu spalten und das entstandene Amin direkt in Gegenwart von Cbz-

Tryptophan zum Peptid 226 zu kuppeln, waren ebenfalls nicht erfolgreich.

Schema 44: Versuch der Fmoc-Spaltung
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Als Alternativen wurden zwei weitere Syntheserouten verfolgt. Der erste Ansatz setzt auf die
Verkniipfung des Alanins mit Tryptophan und anschlieender Cyclisierung durch Kupplung
der Sdurefunktion des Tryptophans an den sekunddren Glycin-Stickstoff. Hierfiir wurde der
Benzylester 219 unter sorgfiltiger Reaktionskontrolle hydrogenolytisch zur Carbonsdure 227

gespalten.**!

Das Amin 229 wurde durch Kupplung der Sdure 227 mit Tryptophanmethyles-
ter zum Peptid 228 (80 % Ausbeute) und darauf folgender Spaltung der Fmoc-Schutzgruppe
(52 % Ausbeute) hergestellt. Der Methylester 229 wurde mit LiOH gespalten und das Roh-
produkt direkt fiir die nachfolgende Cyclisierung verwendet. Bedauerlicherweise wurde bei
der Cyclisierung nicht einmal eine Spur des Triazonandions 230 gefunden. Der Misserfolg der

Cyclisierungsreaktion kann durch die vorwiegende trans-Konfiguration der sekundéren
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Amidbindung erkliart werden. Die trans-Amidbindung induziert eine gestreckte Konforma-
tion, in der die Amino- sowie die Carboxyfunktionalitit keine Moglichkeit haben, sich rdum-
lich anzundhern. Dies deckt sich mit der Aussage von Davies, nach dem sich tripeptidische
Strukturen schlecht cyclisieren lassen, solange nicht tertidre Amidbindungen im Molekiil die

cis-Isomere begiinstigen.**”)

Schema 45: Cyclisierungsversuch zum Turnmimetikum 230
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Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) H,, Pd(OH),/C, EtOH, 3 h, RT, 96 %; b) 156, HATU, DIPEA, DCM,
17 h, RT, 80 %; c) Piperidin, DCM, 2 h, RT, 52 %; d); LiOH, THF/H,0, RT, 99 % ; ¢) HATU, DCM, RT.

Die zweite Syntheseroute basiert auf der urspriinglichen fiir das Valin-Derivat etablierten
Reaktionssequenz. Allerdings wurde anstatt des Benzylesters die Tritylgruppe als Schutz-
gruppe fiir die Carbonséure verwendet. Durch diese Schutzgruppentransformation wurde der
sterische Anspruch des Valins drastisch erhdht und die Alanin-Carbonylgruppe vor dem in-
tramolekularen Angriff des sekundiren Amins abgeschirmt.”*? Die Fmoc-Spaltung zum
Amin 232 und Kupplung mit Cbz-Tryptophan lieferte das Produkt 233 in 55 % Ausbeute liber
beide Stufen. Aufgrund der Labilitét des Tritylesters wéhrend der sdulenchromatographischen
Reinigung musste die Chromatographiedauer moglichst kurz gehalten werden. Nach Optimie-
rung wurde das iiberbriickte Dipeptid 233 ausgehend von der Sdure 227 in 63 % Gesamtaus-
beute erhalten. Die Tritylspaltung wurde durch Riihren des Tritylesters in Ethanol erreicht.
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Schema 46: Alternative Darstellung des iiberbriickten Dipeptids
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Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) H,, Pd(OH),/C, EtOH, 3 h, RT, 96 %; b) Trt-Cl, DCM, RT, 90 min,
53 %; ¢) Piperidin, DCM, RT, 3 h, 80 %; d), Cbz-Trp-OH, BOP-CI, DIPEA, DCM, RT, 18.5 h, 69 %, ¢) EtOH,
21 h, RT, 93 %.

Die hydrogenolytische Spaltung der Cbz-Schutzgruppe lieferte das Peptid 235 in 97 % Aus-
beute, das direkt unter Hochverdiinnungsbedingungen zum cyclischen Peptid 230 cyclisiert
wurde (63 %). Die Spaltung der Boc- und fBu-Schutzgruppe und Veresterung der entstande-
nen Sdure mit Thionylchlorid lieferte den Methylester 236 in 48 % Ausbeute.

Schema 47: Synthese des Triazonandions 236
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Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) H,, Pd(OH),/C, EtOH, RT, 2 h, 97 %; b), HATU, DCM, DIPEA, RT,
21.5 h, 63 %; c) TFA, DCM, TIS, 0 °C - RT, 2 h; d) SOCI,, MeOH, 0°C, 48 %.
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Schema 48: Losungssynthese des Tripetids 241
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Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) Phe-OBn*HCI, HATU, TEA, DCM, 16 h, RT, 89 %; b) H,, Pd/C,
EtOH, 6h, RT, 100 %; c) Ser(tBu)-OMe*HCI, HATU, DIPEA, MeCN, 18 h, RT, 97 %, d) LiOH, THF/H,O
(2:1), 15 h, RT, 100 %.

T

Trotz des Wechsels des Isopropyl- 215 auf den sterisch weniger anspruchsvollen Methylrest
236 erwies sich die Ankniipfung des restlichen Peptids an den Makrocyclus 236 als schwierig.
Insgesamt wurden Kupplungsversuche mit drei unterschiedlichen Peptiden durchgefiihrt, die
sich im sterischen Anspruch des Serins unterscheiden (Tabelle 19). Das verwendete Boc-
Tyr(/Bu)-Phe-Ser(Bu)-OH (241) wurde durch Standardpeptidchemie in Losung gemél
Schema 48 in guter Gesamtausbeute synthetisiert. Die direkte Ankniipfung eines Tripeptids
besitzt eine hohere Konvergenz, so dass dadurch eine Steigerung der Gesamtausbeute mog-
lich ist. Zusitzlich werden ungewollte Nebenreaktionen wie die spéter festgestellte Cyclisie-
rung des Peptids 242¢ zu 243 vermieden. Die Verwendung der sterisch weniger anspruchsvol-
len Benzylschutzgruppe im Serin resultiert in einem zusétzlichen Reaktionsschritt um diese
hydrogenolytisch zu spalten. Besonders problematisch erscheint in diesem Zusammenhang
die Empfindlichkeit des Indol-Systems gegeniiber Hydrierung zum Indolin.***! Die An-
kniipfung des Tripeptids 73 unter HATU-Aktivierung lieferte das Produkt 242a in nur 22 %
als Epimerengemisch (3:1).

Die Ankniipfung des Boc-geschiitzten Tripeptids 241 mit HATU als Kupplungsreagenz ge-
lang auch unter erhohter Temperatur (40 °C) nicht. Eine BEP/HOAt-vermittelte Kupplung
zeigte nach HPLC-MS-Analytik auch nach drei Tagen nur einen geringen Umsatz.
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Schema 49: Kupplung an das Triazonanon 236
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Die Umsetzung mit DIC/HOBt unter Erwdrmung in einer Mikrowelle nach einer Vorschrift
von Bradley zeigte ebenfalls keinen Umsatz.**”! Eine Peptidkupplung in der Mikrowelle unter
BEP-Aktivierung lieferte das Produkt in immerhin 36 % Ausbeute als Diastereomerenge-
misch. Das sterisch weniger gehinderte Fmoc-Ser(Bn)-OH wurde unter HATU-Aktivierung
und erhohter Temperatur erfolgreich mit dem Turnmimetikum 236 in einer Ausbeute von

40 % verkniipft.

Tabelle 19: Testversuche der Peptidkupplung an das Turnmimetikum 236

Aminosaure/Peptid Losungsmittel Kupplungsbed. Umsatz

Fmoc-Tyr(fBu)-Phe-Ser(rBu)-OH (73)  DCM/DMEF (1:1) HATU/4 d/RT 22 %"
Epimere (3:1)

Boc-Tyr(7Bu)-Phe-Ser(Bu)-OH (216g) DMF HATU/10 d/45 °C A
Boc-Tyr(Bu)-Phe-Ser(/Bu)-OH (216g) DMF HATU/11 d/40 °C )
Boc-Tyr(Bu)-Phe-Ser(/Bu)-OH (216g) DMF BEP/HOAt/3 d/RT 27 %"
Boc-Tyr(Bu)-Phe-Ser(/Bu)-OH (216g) DMF DIC/HOBt” 2
Boc-Tyr(Bu)-Phe-Ser(/Bu)-OH (216g) MeCN BEP/HOAt” 36 %

Epimere (1:1)"
Fmoc-Ser(Bn)-OH (216d) DMF HATU/11 d/40°C 40 %"

Disolierte Ausbeute; 2 Mikrowelle 2x 20 min 60 °C, 1x 40 min 60 °C, 1x 40 min 80 °C; * MW: 2x 5 min, 60 °C;
Y Umsatz laut HPLC-MS

Die Ergebnisse der N-terminalen Funktionalisierung lassen darauf schlieBen, dass die Ursache
fiir die Kupplungsprobleme nicht ausschlieBlich in sterischen Hinderungseffekten zu suchen
ist. Die Schwierigkeiten der Peptidkupplung an das Turnmimetikum 236 sowie 215 liegen
wahrscheinlich in einer ndtigen konformativen Anderung begriindet, die in der Acylierungs-

reaktion stattfinden muss.
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Schema 50: Ankniipfen des Fmoc-Ser(Bn)-OH an das Turnmimetikum 236
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Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) Fmoc-Ser(Bn)-OH, HATU, DIPEA, DMF, 11 d, 40 °C, 40 %.

Die energieminimierten Konformationen des Cyclus 236 sowie eines formal acylierten Cyclus
sind in Abb. 66 gezeigt.*'"! Ein besonders deutlicher Unterschied ist innerhalb der C,-Briicke
und des Valin-Stickstoffs ersichtlich. Der Acetyl- und der Methylrest ordnen sich so an, dass
ihre sterische AbstoBung untereinander minimiert wird. Die starke konformative Anderung

hat vermutlich eine hohe Aktivierungsenergie zur Folge.

Abb. 66: Energieminimierte Konformation des Cyclus 236 (links) sowie des formal acylierten Cyclus (rechts)

b

Bei der Fmoc-Spaltung des Peptids 242¢ wurde nicht das freie Amin 244 erhalten, sondern
das Cyclisierungsprodukt 243. Dieses entsteht durch nukleophilen Angriff des intermediér
gebildeten Amins 244 auf den Carbonyl-Kohlenstoff des Glycinmethylesters. Intramolekulare
Cyclisierung unter Spaltung von Methylestern sind bei der Bildung von Diketopiperazinen

seit langem bekannt.?%>'%!

Die analoge Cyclisierung vom N- zum C-Terminus
tetrapeptidischer Strukturen wurde bemerkenswerterweise bisher nicht in der Literatur be-
schrieben. Weiterhin sind weder dieses bicyclische Grundgeriist, noch andere in dieser Form

iiberbriickte cyclische Tetrapeptide literaturbekannt.
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Schema 51: Spaltung der Fmoc-Schutzgruppe
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Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) Piperidin, DMF, 2.5 h, RT, 75 %.

Die guten Ausbeuten der Cyclisierung weisen darauf hin, dass sich der C- und der N-
Terminus in direkter riumlicher Ndhe zueinander befinden. Aufgrund der problematischen N-
terminalen Funktionalisierung wurde als néchstes versucht, den C-Terminus mit einem
sterisch gehinderten Amin zu modifizieren und anschlieBend das Dipeptid an den N-Terminus
zu kuppeln. Fiir die Spaltung des Methylesters wurde sowohl die bisher etablierte Methode
mit LiOH als auch eine von Nicolaou entwickelte Methode untersucht.”'"! Letztere zeigte
trotz insgesamt 20 Aq. Trimethylzinnhydroxid auch nach sieben Tagen keinen vollstindigen
Umsatz. Das Produkt wurde mit einer Ausbeute von 30 % isoliert. Durch Esterverseifung mit
LiOH wurde innerhalb von 30 Minuten die Séure 245 in 46 % Ausbeute erhalten, allerdings
unter partieller Spaltung der Fmoc-Schutzgruppe. Die freie Sdure 245 lie3 sich dann in guter

Ausbeute an Dimethoxybenzylamin kuppeln.*'?!

Schema 52: Funktionalisierung des C-Terminus
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Reagenzien und Reaktionsbedingungen: a) LiOH, THF/H,O (2:1), 30 min, RT, 46 %, b) DMBA, HATU, DCM,
DIPEA, 15 h, RT, 86 %.

Eine vollstindige Entschiitzung der Fmoc-Gruppe wurde durch Umsetzung mit Piperidin in-
nerhalb von 30 Minuten erreicht. Das freie Amin 247 wurde durch HPLC-MS-Analyse des

Rohprodukts nur in Spuren nachgewiesen, neben weiteren, groftenteils nicht identifizierbaren
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Nebenprodukten. Ein Nebenprodukt ist das Cyclisierungsprodukt 243, das schon bei der
Fmoc-Spaltung von 242c¢ identifiziert wurde. Ein weiteres UV-intensives Signal weist auf die
Abspaltung des Dimethoxybenzylkations hin. Der Grund fiir die Instabilitdt des Produkts ist
nicht bekannt und konnte aufgrund der geringen verbliebenen Substanzmenge nicht weiter

untersucht werden.

Schema 53: Versuch der Fmoc-Spaltung des Peptides 246
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Aufgrund der geringen Ausbeute und des hohen Optimierungsbedarfs der Synthesesequenz in
verschiedensten Reaktionsschritten wire eine Nachsynthese des Cyclus 246 notwendig gewe-
sen. Die intensive Analyse aller aufgetretenen, unerwarteten Probleme und Nebenreaktionen
legt eine weitere Anderung der Synthesesequenz nahe, die im folgenden Abschnitt vorgestellt

wird.

4.2.3.6 Planung einer alternativen Syntheseroute

Die Hauptprobleme der bisherigen Syntheseroute stellen die Uberfiihrung des Glycinesters in
das C-terminale Amid, die Ankniipfung des Serins an das cyclische Triazonandion sowie die
Vermeidung der Cyclisierung zu 2-Ketopiperazinen dar. Unabhéngig davon sollte die bisheri-
ge Syntheseroute grundlegend beibehalten werden, um von den gemachten Erfahrungen zu
profitieren. Die Verwendung eines geeigneten N-alkylierten Bromessigsdureamids sollte so-
wohl die sterische Abschirmung des Carbonyl-Kohlenstoffes als auch die Freisetzung des
ungeschiitzten Amids unter aziden Bedingungen ermdglichen. Hierbei bieten sich 2-Brom-
N,N-bis(2,4-dimethoxybenzyl)acetamid™'* oder 2-Brom-N-tritylacetamid als Ausgangsstoffe
an. Tritylamide konnen durch Kupplung von Tritylamin an Carbonsduren hergestellt werden.
Sie sind mittlerweile sowohl als Zwischenprodukte zur Amidierung von Carbonsduren, als

auch als Schutzgruppen fiir endstindige Amide etabliert.!*'*>'!
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Schema 54: Alternative Syntheseroute zum Turnmimetikum 253
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Der Aldehyd 249 kann ausgehend vom 2-Brom-N-tritylacetamid (248) durch Umsetzung mit
Ethanolamin, Fmoc-Schiitzung und anschlieBender Swern-Oxidation synthetisiert werden.

Die C-terminale Schutzgruppe des Alanins muss mehrere unerldssliche Bedingungen erfiillen:

e ausreichende Stabilitit zur Durchfithrung von reduktiven Aminierungen, Fmoc-
Spaltungen und Peptid-Kupplungen,
e Orthogonalitdt zu Trityl- und /Bu-Estern sowie Carbamat-Schutzgruppen und

o Stabilitdt gegeniiber chromatographischen Reinigungen und Feuchtigkeit.

Triisopropylsilylester erfiillen die ersten beiden Voraussetzungen. Ihre Orthogonalitit be-
griindet sich auf der Moglichkeit der Fluorid-induzierten Spaltung. Zusétzlich sind sie gegen-
iiber den notwendigen Reaktionsbedingungen stabil.*'’2 Obwohl Triisopropylsilylester
stabiler als analoge Trimethylsilyl- und tert-Butyldimethylsilylester sind, ist ihre Labilitét
besonders gegeniiber Feuchtigkeit und schwach aziden Bedingungen problematisch. Thre Sta-

bilitdt ist mit der von Tritylestern vergleichbar, die sich in der bisher verwendeten Synthese-
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route als unzweckmaBig flir die effiziente Durchfiihrung ldngerer Synthesesequenzen erwie-
sen. Bannwarth beschrieb vor kurzem die Verwendung von chelatbildenden
Carbonsiureamiden als Relay-Schutzgruppen fiir Carbonsauren.”*" Die experimentell erwie-
sene  Kompatibilitit der Bispicolylamide mit reduktiven Aminierungen und
Peptidkupplungen, ihrer Ortogonalitdt zu Fmoc- und Boc-Schutzgruppen sowie der milden
Kupfer-katalysierten Spaltungsmethode, lassen sie als ideale Schutzgruppe fiir das Alanin
erscheinen.

Das Problem, die Peptidkette an das 9-gliedrige Ringsystem anzukniipfen, kann umgangen
werden, indem nicht wie bisher eine intermedidre Schiitzung des Amins 250 durchgefiihrt
sondern direkt das Tripeptid 241 angekniipft wird. Der vorteilhafte Aufbau der kompletten
Peptidkette vor einer Cyclisierung wurde in der Synthese des bicyclischen Turnmimetikums
bereits festgestellt (Abschnitt 4.2.1.3, S. 67 f.). Nach dem Aufbau des peptidischen Systems
251, Fmoc-Spaltung, Kupplung von Fmoc-Trp und Entfernung der Fmoc- und der BPA-
Schutzgruppe zum Peptid 252 sollte die Cyclisierung zum 9-gliedrigen Makrocyclus unter
Hochverdiinnung méglich sein. Die komplette Entschiitzung fiihrt zum Turn-Mimetikum 253.
Durch die hier vorgestellte alternative Syntheseroute scheint eine erfolgreiche Synthese des
C,-iiberbriickten Helicokinin I mdglich. Verglichen mit den bisherigen getesteten Synthese-
routen zeichnet sie sich durch eine deutlich geringere Anzahl von Reaktionsschritten aus. Be-
sonders die Bpa-Schutzgruppe und das C-terminale Tritylamid bergen ein hohes Potential fiir
die Synthese, da beide intermedidre Schiitzungen sowie die bisher notwendigen Schutzgrup-

pentransformationen iiberfliissig machen.
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4.3 Konformationsuntersuchungen eines weiteren Turnmimetikums
Das in Abschnitt 4.2.2.3 beschriebene Cyclisierungsprodukt 191 stellt aufgrund seiner rdum-
lich fixierten Tryptophan-Seitenkette ein interessantes Analogon des Dipeptids Trp-Gly-NH,

dar und wurde mittlerweile von C. van Tran in das Helicokinin I integriert.

Abb. 67: Helicokinin I-Analogon mit einer sterisch fixierten Tryptophan-Seitenkette
HO

Im Rezeptor-Assay erwies sich das Analogon 254 als unwirksam. Zur Aufkldrung der Ursa-
che fiir die vollstindige Wirkungslosigkeit wurde das Peptid 254 an DPC-Mizellen vermes-

Sen.

Abb. 68: Anzahl der signifikanten interresiduellen NOEs von 254 in DPC-Mizellen (links); NOESY-Spektrum
im Bereich der sequenziellen Amid- Protonen (rechts).
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Verglichen mit membrangebundenem Helicokinin I nimmt das Peptid 254 eine deutlich unter-
schiedliche Konformation in DPC-Mizellen ein. Verursacht wird dies durch die cis-Amid-
Bindung zwischen Tryptophan und Prolin (bezogen auf das Peptid-Riickgrat). Dadurch wird
die Bildung des wichtigen B-Turns unterbunden. Zusétzlich besitzt die Phenylalanin-
Seitenkette eine gednderte rdumliche Orientierung was gemdl den Struktur-Aktivitéts-
Untersuchungen ebenfalls zu einem Verlust der Rezeptor-Aktivierung fiihrt (Abb. 69). Ein
dritter Faktor ist die starre Fixierung der Indol-Seitenkette. Dadurch wird zum einen die Fle-
xibilitidt und eine damit verbundene Anpassung an den Rezeptor verhindert. Zum anderen ist
es moglich, dass diese Orientierung des Indol-Systems nicht geeignet ist um eine Wasser-
stoftbriickenbindung mit dem Rezeptor einzugehen. Die Relevanz des Indols fiir die Rezep-
tor-Aktivierung wurde bereits durch das [Phe’]-Helicokinin I (51) deutlich belegt. In der
Summe fiihren alle drei genannten Parameter zur Inaktivitdt des Peptids 254, wobei jeder ein-
zelne Faktor wahrscheinlich eine stark reduzierte Wirkung bzw. vollstindige Wirkungslosig-
keit im Rezeptor-Assay hervorruft.

Abb. 69: Struktur des Helicokinin I-Analogons 254 in DPC-Mizellen (links), Overlay von 254 mit Memb-
rangebundenen Helicokinin I (blau, rechts)
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V Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein valides Bindungsmodell des Insektenneuropeptids Heli-
cokinin I (5) am Helicokinin-Rezeptor des 0konomisch relevanten Schadinsekts Heliothis
virescens entwickelt. Hierfiir wurden zunéchst Deletions-, L-Aminosdure-, D-Aminosiure-
und N-Methyl-Aminosdure-Scans durchgefiihrt und verschiedene weitere Derivate syntheti-
siert. AnschlieBend wurden aus den Daten umfassende Struktur-Wirkungs-Beziehungen fiir
das Helicokinin I erarbeitet. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen lassen den Schluss zu,
dass die Aminoséduren Phenylalanin, Tryptophan und Glycin-Amid die pharmakophoren Ein-
heiten des Helicokinin I darstellen, wihrend die mittleren Aminosduren Prolin und Serin eher
als Spacer zu betrachten sind. Mit Hilfe von NMR-Konformationsuntersuchungen des Heli-
cokinin I und ausgewihlter linearer Analoga an artifiziellen Membranen wurde eine Hypothe-
se beziiglich der rezeptorgebundenen Konformation des Helicokinin I aufgestellt. Dieses bil-
det einen C-terminalen IB-Turn bestehend aus den Aminosduren Ser’-Pro*-Trp>-Gly® aus.
Spin-Label-Untersuchungen weisen auf eine Verankerung an der Membran hauptsédchlich
durch die Aminosduren Phenylalanin und Tryptophan hin, die ebenfalls unverzichtbar fiir eine
erfolgreiche Rezeptoraktivierung sind. Die durch Konformationsanalysen erarbeitete Hypo-
these steht mit den Struktur-Aktivitits-Daten im Einklang. Weiterhin wurden Konformations-
analysen der Insektenneuropeptide Tachykinin (4) und Myosuppressin (3) durchgefiihrt. Im
Fall des Tachykinins war die Ermittlung einer Vorzugskonformation nicht moglich. Das
Myosuppressin hingegen bildet eine a-helikale Struktur aus, die von den Spin-Label Experi-
menten gestiitzt wird. Diese Vorzugskonformation kann als potenzielle Leitstruktur fiir zu-
kiinftige Anopheles-selektive Insektizide dienen. Ein ,,Conformational-Design® basierend auf
,Head-to-Tail“-cyclisierten Analoga ist fiir das Helicokinin I aufgrund der nahezu vollstindi-
gen Unwirksamkeit aller synthetisierten Cyclopeptide nicht anwendbar. Konformations-
analysen belegten eine gednderte rdumliche Orientierung des pharmakophoren Phenylalanins
als Hauptursache fiir die fehlende Rezeptor-Aktivierung. Als Angriffspunkte fiir zukiinftige
Cyclisierungen sind besonders der N-Terminus und die Hydroxygruppen des Tyrosins und des
Serins geeignet. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurde das auf Modelling-Untersuchungen
basierende, nicht literaturbekannte bicyclische Turnmimetikum 84 ausgehend von enantio-
merenreinen Edukten synthetisiert. Die Darstellung des Helicokinin I-Derivats 145 aus dem
Bicyclus 84 war nicht moglich, wurde jedoch nach intensiver Optimierung aus der monocyc-
lischen Vorstufe 128 erreicht. Das Helicokinin I-Analogon 145 erwies sich als unwirksam im

Rezeptor-Assay. Konformationsuntersuchungen belegten eine rdumliche Orientierung aller
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pharmakophor relevanten Seitenketten die denen des membrangebundenen Helicokinin I ent-
sprechen. Somit kommt als Hauptursache fiir die fehlende Rezeptor-Aktivierung die Inflexibi-
litdt des bicyclischen Ringsystems in Betracht. Zu Vergleichszwecken wurden die ebenfalls
nicht in der Literatur beschriebenen Methyl- sowie Isopropyl-substituierten 1,4,7-Triazonan-
2,5-dione 236 und 215 sowie das 11-gliedrige 1,4,6-Triazacycloundec-9-en-2,5-dion 166 syn-
thetisiert. Der Einbau in das Helicokinin I konnte im zeitlichen Rahmen dieser Dissertation
nicht vollstdndig durchgefiihrt werden. Bei beiden Grundgertisten scheiterte die Reaktionsse-
quenz an der schwierigen Ankniipfung des N-terminalen Tripeptids oder nachfolgenden un-
erwarteten Cyclisierungen. Diese Probleme konnten in zukiinftigen Arbeiten durch die
Cyclisierung zum 9- bzw. 11-gliedrigen Makrocyclus nach dem Aufbau der vollstindigen
Peptidkette umgangen werden. Diese Synthesestrategie wurde bereits bei der Herstellung des
bicyclischen Helicokinin I-Analogons 145 erfolgreich angewendet.

Das optimale Templat fiir weitere B-Turn-Mimetika wire natiirlich die rezeptorgebundene
Konformation des Helicokinin I. Fiir Ligand-Rezeptor Studien mittels NMR ist sowohl voll-
stindig '*C-markiertes Peptid als auch der isolierte Rezeptor notwendig. Durch den hohen
technischen Aufwand, das ndtige Equipment und das nétige Know-how in den Bereichen
Chemie, Biologie, Biochemie, NMR-Analytik und Konformationsbestimmungen mittels
computergestiitzter Methoden ist hierfiir eine intensive Zusammenarbeit von Arbeitsgruppen
oben genannter Teildisziplinen notwendig.

Komplementdr zu dem in dieser Arbeit verwendeten sekundérstrukturmimetischen Ansatz
verspricht ein substratmimetischer Ansatz, bei dem nicht eine Vorzugskonformation sondern
die Aminosduresequenz als Vorbild fiir Mimetika genutzt wird, vielversprechend zu sein. Ei-
ne Fixierung der Tryptophan-Seitenkette erscheint in diesem Fall wenig praktikabel, da die
fiir eine erfolgreiche Rezeptor-Aktivierung notwendige Konformation des Indolrests bisher
nicht bekannt ist. Tryptophan-Analoga die eine gewisse Flexibilitit der Tryptophan-
Seitenkette ermoglichen sollten in Zukunft vorrangig Verwendung finden. Erwdhnenswert ist,
dass sich der an artifiziellen Membranen ermittelte transPro IB-Turn iiber die Aminosduren
Ser-Pro-Trp-Gly deutlich von dem von Nachman, basierend auf Strukturrechnungen, fiir die
Kinine postulierten cisPro VIB-Turn {iber die Aminoséduren Phe-Xaa-Pro-Trp unterscheidet.
Die Ergebnisse der Konformationsanalysen des Helicokinin I sowie der linearen und cycli-
schen Helicokinin I-Analoga sind konsistent mit den biologischen Daten des Rezeptor-
Assays, jedoch kann eine Konformationsédnderung wéhrend der Rezeptorbindung nicht zwei-
felsfrei ausgeschlossen werden. Weitere Einsichten in die Konfiguration der Ser-Pro-Bindung

sind durch den Ersatz des Dipeptids durch geeignete Mimetika mdglich. Neben den von
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Abb. 70: Dipeptidmimetika mit isosterem Aus- Nachman verwendeten Tetrazolen und Amino-
tausch der Ser-Pro-Amidbindung. .
auseh get :rNrO ricbmaung pyroglutamaten verspricht besonders der
2
O\)VOPG isostere Austausch der Amidbindung gegen ein
: OPG . . . ,
A AL i/ Olefin (Abb. 70) eine zweifelsfreie Autkldarung
HO™ ~O HO™ "O \H .
2 der Ser-Pro-Konfiguration im rezeptorgebun-
255 256

denen Zustand. Das Dipeptimimetikum 255
wurde bereits erfolgreich zur Identifizierung der Prolin-Konfiguration in PBAN-Analoga am
HevPBANR-Rezeptor von Heliothis virescens verwendet.”*!

Zusitzlich ist die Entwicklung passgenauerer Turn-Mimetika ein probates Mittel in der
Peptidchemie. Neben dem Einbau der bereits synthetisierten, flexibleren Mimetika 215 und
166 sind auch vom Bicyclus 145 abgeleitete Derivate interessant, die hinsichtlich der Orien-
tierung der Tripeptidkette optimiert sind. Besonders im Bereich der C-terminalen Aminoséu-
ren Trp und Gly-NH, zeigte der Cyclus 145 eine ausgesprochen gute Ubereinstimmung mit
dem membrangebundenen Helicokinin I. Basierend auf der Konformation des Cyclus 145 ist

besonders Cyclus 257 interessant, da er zusitzlich zum korrekten Abstand der pharmako-

phoren Gruppen eine sehr gute Ubereinstimmung mit dem Backbone des Helicokinin I zeigt.

Abb. 71: Struktur eines passgenauen alternativen Peptidomimetikums 257 und Uberlagerung dessen energiemi-
nimierter Struktur mit dem membrangebundenen Helikokinin I (blau)

Zusammenfassend ist zu sagen, dass auf dem Gebiet der Insektenneuropeptide noch erhebli-
cher Forschungsbedarf besteht. Nach der Synthese biologisch aktiver Analoga sind weitere
Optimierungen hinsichtlich wichtiger anwendungstechnischer Parameter wie Loslichkeit in

Wasser, Stabilitit und Resorptionsvermdgen notwendig.
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VI Experimenteller Teil

1. Allgemeine Angaben

1.1  Verwendete Gerite und Reagenzien

Die eingesetzten Reagenzien wurden kommerziell erworben und direkt eingesetzt. THF, Et,0 und Dioxan wur-
den tiber LiAlH, getrocknet und anschlieend destilliert. MeCN, DCM, DMF, DBU, DBN, TEA, DIPEA, DEA
und Pyridin wurden entweder iiber CaH, getrocknet und anschlieBend destilliert oder durch Filtrieren iiber eine
kurze Séule mit basischem Aluminiumoxid getrocknet. Die Diinnschichtchromatographie wurde mit Kieselgel-
platten (Kieselgel 60 Fs4, 250 um) der Firma Merck durchgefiihrt. Die Detektion erfolgte entweder durch UV-
Licht (254 nm) oder/und durch Eintauchen in KMnO,-Losung und anschlieBendem Erhitzen mit einer Heiluft-
pistole. Freie Aminofunktionen wurden mit Ninhydrin-Lésung und anschlieBendem Erhitzen angeférbt. Die
Saulenchromatographie wurde mit Kieselgel 60 (0.04-0.063 mm) der Firma Macherey Nagel durchgefiihrt. Die
verwendeten Losungsmittel wurden zuvor am Rotationsverdampfer destilliert. Infrarot-Spektren wurden entwe-
der an einem JASCO FT/IR-4200 oder an einem Nicolet Protégé 460 Spectrometer E.S.P. gemessen. Die GC-
MS-Spektren wurden mit einem Shimadzu GC-17A und daran gekoppeltem Shimadzu GCMS-QP 5050 A auf-
genommen. Fiir die GC wurden die Kapillarsdulen FS-OV-1-CB 0.25 (1 = 25 m) und Optima-1-Accent-0.25 (1 =
25 m) verwendet. HPLC-MS-Spektren wurden mit den Gerédten Varian 500 IonTrap (LC-ESI-MS System, Séule:
RP18, 5 um) oder Bruker MicrOTOF (LC-ESI-MS System) auf einer C;s-Séule der Firma MZ Analysentechnik
(PerfectSil Target ODS-3 HD Sum, 100¥4.6 mm) aufgenommen. Die fiir die Peptidanalytik im Abschnitt 2.7

und 2.8 aufgefiihrten Retentionszeiten beziehen sich auf folgenden Gradienten:

Zeit (min)  Wasser (%)  Acetonitril (%) Fluss (mL/min)

0 90 10 1.5
14 5 95 1.5
22 5 95 1.5

Fiir die hochaufgelosten Massenspektren wurde das Bruker MicrOTOF verwendet. Semipriparative HPLC-
Trennungen wurden mit den beiden Sdulen Grace Vydac (Cad: 218TP510 Protein&Peptide C18, 5um) oder
LiChroCART® (250-10, Cat: 50853, Lichrospher® 100 RP-18) an einem Gilson Abimed System durchgefiihrt.
NMR-Spektren wurden mit den Geriten Bruker Avance 400 ('H: 400.13 MHz, °C: 100.62 MHz) oder Bruker
Avance 600 (‘H: 600.13 MHz, *C: 150.90 MHz) bei 25 °C mit Tetramethylsilan als internem Standard aufge-
nommen. Kopplungskonstanten bezichen sich, wenn nicht anders aufgefiihrt, auf zwei Protonen und sind in Hz
angegeben. Aufgrund der Amidresonanz tertidrer Amide und Carbamate ist die Auswertung einiger 'H-NMR-
Spektren und *C-NMR-Spektren unméglich.. Bei einer genauen Zuordnung wird das Verhaltnis der Isomere bei
der Abhandlung der analytischen Daten aufgefiihrt. Die Nummerierung der Molekiile dient der anschaulichen
Zuordnung der Signale und erfolgte nicht nach IUPAC Die verkiirzten Helicokinin-Analoga 25-31, die Alanin-
Analoga 32-37 und die D-Aminoséure-Analoga 36-42 wurden kommerziell erworben und im Rezeptor-Assay

untersucht.
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1.2 Abkiirzungen

5-Dox, 5-Doxylstearinsdure; AA, Aminosdure; Ac, Acetyl; Alb, B-(4’-Hydroxy-2’-benzoyl)alanin; Ald, B-[6’-
(N,N-dimethyl)-amino-2’-naphthoyl]alanin; BEP, 2-Brom-1-ethyl-pyridinium-tetrafluoroborat; Bn, Benzyl; Boc,
tert-Butyloxycarbonyl; BOP-CI, Bis(2-oxo0-3-oxazolidinyl)phosphorséurechlorid; Bpa, Bispicolylamin; BTFFH,
Fluordipyrrolidinocarbeniumhexafluorophosphat; Cbz, Benzyloxycarbonyl; CH, Cyclohexan; DBU; 1,8-
Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en; DCM, Dichlormethan; DEA, N,N-Diethylamin; DEAD, Azodicarbon-
sdurediethylester; DIPEA, N,N-Diisopropylethylamin; DMBA, 2,4-Dimethoxybenzylamin; DMF, N,N-
Dimethyl-formamid; DMSO, Dimethylsulfoxid; DPC; Dodecylphosphocholin; EDC, 3-(Ethyliminomethyl-
idenamino)-N,N-dimethyl-propan-1-amin; EE, Essigester; Fmoc, Fluorenylmethoxycarbonyl; GDP,
Guanosindiphosphat; GPCR, G-Protein gekoppelter Rezeptor; HATU, N,N,N',N'-Tetramethyl-O-(7-
azabenzotriazol-1-yl)uroniumhexafluorophosphat; HOAt, 1-Hydroxy-7-Azabenzotriazole; HOBt, 1-Hydroxy-
benzotriazol; iPr, iso-Propyl; LiDMA, Lithiumdimethylamid; LG, Leaving Group; Me, Methyl, MeCN,
Acetonitril; Mes, Mesyl; NOE, Nuclear Overhauser Effekt; Nos, 2-Nitronenzylsulfonyl; oTol, ortho-Tolyl; Pbf,
2, 2', 4, 6, 7-Pentamethyldihydro-benzofuran-5-sulfonyl; PCy;, Tricyclohexylphosphin; PG, Protecting Group;
Ph, Phenyl; PyBOP, (Benzotriazol-1-yloxy)tripyrrolidinophosphoniunhexafluorophosphat; PyBrOP, Brom-tris-
pyrrolidinophosphoniumhexafluorophosphat; PMB, para-Methoxybenzyl; RCM, Ringschlussmetathese; RT,
Raumtemperatur; SDS, Natriumdodecylsulfat; TBAF, Tetra-n-butylammoniumfluorid; TBDMS, fert-
Butyldimethylsilyl; TBDPS, tert-Butyldiphenylsilyl;, TBTU, O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-tetramethy]-
uronium tetrafluoroborat, tBu, tert-Butyl; TEA, Triethylamin; Tf, Triflyl; TFA, Trifluoressigsaure; TFE, 2,2,2-
Trifluorethanol; THF, Tetrahydrofuran; TIS, Triisopropylsilan; Tos, Tosyl; TPP, Triphenylphosphin; Trt, Trityl.

1.3  Durchfiihrung der biologischen Tests

Die biologischen Tests wurden von der Firma Bayer wie folgt durchgefiihrt. Der Helikokinin-Rezeptor (HKR)
von Heliothis virescens wurde ausgehend von einer malpighischen-Gefall cDNA-Bibliothek kloniert und zeigte
etwa 50 % Aminosiure-Homologie zum Leukokinin-Rezeptor von Lymnea stagnalis.'*'**! Der Helicokinin
Rezeptor wurde in chinesischen Hamster Ovarienzelllinien exprimiert. Der Rezeptor war funktionell iiber G-
Proteine in eine Second-Messenger-Kaskade integriert. Die Aktivierung des HKR wurde in lebenden Zellen iiber
Messung des induzierten Calcium-Ionenflusses in das Zytosol analysiert.******! Calciumionen sensitive Farbstof-
fe der Firma Molecular Devices wurden gemifl den Herstellerangaben verwendet. Die Zellen wurden in 384-
Well Mikrotiterplatten (4*10° Zellen pro Well) platziert und iiber Nacht (37 °C, 5% CO,) inkubiert. Nach Ab-
kiihlen auf Raumtemperatur innerhalb von 10 Minuten wurden die Zellen mit 50 pl HBSS (Hank‘s balanced salt
solution) gewaschen. AnschlieBend wurde das Medium durch den Calcium-sensitiven Farbstoff in HBBS (50 pl)
ersetzt und die Zellen in der Dunkelheit fiir 1 h beladen. Danach wurden die Mikrotiterplatten an einem
Flexstation Fluoreszenz-Mikroplatten-Reader (Molecular Devices) ausgelesen. Die Anregungswellenlidnge be-
trug 485 nm, die Emissionswellenldnge 525 nm. Messungen wurden iiber eine Zeitdauer von 100 s im Abstand
von 2.7 s durchgefiihrt. Zur Messung der agonistischen Aktivitidt wurde fiir 15-30 s eine Background-Messung
durchgefiihrt, gefolgt von Zugabe der Testsubstanz (25 pl). Die Helicokinine I und II wurden als interner Stan-
dard in vier unabhingigen Experimenten vermessen. Die ECs,-Werte wurden basierend auf der konzentrations-
abhéngigen Induktion des Calciumionenflusses berechnet. Die Berechnung erfolgte mit der Software Softmax-
Pro 5.0 (Molecular Devices) nach Subtraktion F;, (Basislinie) von F,,,, (maximales agonistisches Signal). Alle
Testsubstanzen wurden in zwei unabhidngigen Experimentreihen und 10 Verdiinnungsschritten von 0.5 nM bis

10 uM vermessen.
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2. Vorschriften zur Festphasensynthese der Peptide

2.1  Chloraniltest auf freie Aminofuktionen

Wenige Beads werden mit Acetaldehyd (Test auf primére Aminofunktionen) oder Aceton (Test auf sekundire
Aminofunktionen) versetzt und dazu ein paar Tropfen Chloranil geldst in Toluol gegeben. Eine Blaufiarbung
innerhalb von 5 Minuten zeigt das Vorhandensein freier Aminofunktionen an. (Zu Beachten ist, dass bei ge-

trocknetem Harz eine léngere Zeit zu warten ist, da das Polymer einige Zeit zum Quellen benétigt.)

2.2  Bestimmung des Beladungsgrades eines Harzes

Die Bestimmung der Beladung erfolgt nach folgenden Schritten:

a) 10-15 mg im HV getrocknetes Harz werden in ein HPLC-Vial {iberfiihrt.

b) Dazu werden 3 Tropfen Piperidin und 7 Tropfen Dichlormethan gegeben und das Gemisch fiir 30 Minuten
geschiittelt.

c) AnschlieBend wird die Losung in einen 25 mL Kolben gefiltert und das Harz zweimal mit 200 ul DCM
nachgewaschen.

d) Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt.

e) Der Riickstand wird mit 1-2 mL /BuOH/H,0 (1:1) versetzt und kurz ins Ultraschallbad gegeben. Anschlie-
Bend wird das Gemisch lyophilisiert.

f) Der erhaltene Feststoff wird in 10 mL DCM gelost, 1 mL mit einer Transferpipette in einen 10 mL Messkol-
ben iiberfiihrt und mit 9 mL DCM aufgefiillt.

g) Die Losung wird in eine UV-Kiivette iiberfiihrt und die Extixtion bei 301 nm (¢ = 7800), 290 nm (g = 5800)
und 267 nm (g = 17500) gemessen.

h) Die Beladung wird iiber folgende Gleichung berechnet:

(mmol) Extinktion « 100000
X =
g

und ergibt sich aus den Mittelwerten der drei ermittelten Beladungen x(mmol/g).

€ x m(mg)

23 Synthese linearer Peptidamide

Das Rink-Amid Harz (0.68 mmol/g) wird in DMF (10 mL/g Harz) fiir 15 Minuten gequollen. AnschlieBend wird
der Uberschuss an Lésungsmittel durch Filtration entfernt. Die Fmoc-Gruppe wird durch zweimaliges Versetzen
des Harzes mit einer 30%igen Losung von Piperidin in DMF fiir jeweils 15 Minuten entfernt. Die Anbringung
der Aminosiuren erfolgt durch zweifache Kupplung (2x 10 h) unter Verwendung eines 2.5fachen Uberschusses
der Fmoc-Aminosiure und PyBOP und einen 5fachen Uberschuss an DIPEA. Fiir die Kupplung an N-Methyl-
Aminosiuren wird HATU (2.5facher Uberschuss) als Kupplungsreagenz verwendet. Nach jedem Kupplungs-
schritt sowie jeder Fmoc-Spaltung wird das Harz ausgiebig mit DMF (5x), MeOH (3x) und DCM (5x) gewa-
schen. Die Vollstidndigkeit der Kupplung wird mit dem Chloraniltest {iberpriift. Zur Abspaltung der Peptide wird
getrocknetes Harz mit einer Mischung aus TFA/Triisopropylsilan/Wasser (95/2.5/2.5) versetzt und fiir 2 h ge-
schiittelt. Nach Filtration und Wiederholung des Abspaltschrittes wird das Harz intensiv mit DCM (5x) gewa-
schen. Die vereinigten Filtrate werden eingeengt, mit Wasser/Acetonitril versetzt und lyophilisiert. Die Rohpro-

dukte werden mittels priaparativer HPLC gereinigt und durch HPLC-ESI-MS analysiert.
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2.4  Synthese linearer seitenkettengeschiitzter Pepdidsiuren

2-Chlortritylchlorid Harz (1.3 mmol/g) wird fiir 30 Minuten vorgequollen. Nach Filtration wird das Harz mit
5 Aquivalenten der Fmoc-Aminosiure und 10 Aquivalenten DIPEA in DMF versetzt und 3 h geschiittelt. Nach
Filtration und Waschen mit DMF wird der Kupplungsschritt wiederholt. Zum Quenchen reaktiver Chloratome
wird das Harz fiir 30 Minuten mit einer Mischung aus DIPEA/MeOH/DCM (1:1:5) versetzt. AnschlieBend wird
das Harz griindlich mit DMF (5x), MeOH (3x) und Dichlormethan (5x) gewaschen und im Hochvakuum ge-
trocknet. Der Erfolg der Anbringung der ersten Aminosiure wird durch die Beladungsbestimmung mittels Fmoc-
Abspaltung ermittelt (Vorschrift 2.2). AnschlieBend wird das Harz erneut 30 Minuten in DMF vorgequollen,
gefolgt von Spaltung der Fmoc-Gruppe (30 % Piperidin in DMF, 15 Minuten, 2x). Der Aufbau der Peptide er-
folgt durch zweifache Kupplung (2x 10 h) von 2.5 Aquivalenten der Aminosiure und PyBOP sowie 5 Aquiva-
lente DIPEA. Nach jedem Kupplungsschritt sowie jeder Fmoc-Spaltung wird das Harz ausgiebig mit DMF (5x),
MeOH (3x) und DCM (5x) gewaschen. Die Vollstindigkeit der Kupplung wird mit dem Chloraniltest tiberpriift.
Die Abspaltung der seitenkettengeschiitzen Peptide erfolgt nach Vorquellen in DCM (30 Minuten) durch zwei-
maliges Versetzen des Harzes mit einer Mischung aus AcOH/TFE/DCM (1/1/3) fiir 2 h. Die Spalt- und Wasch-
16sungen (TFE/DCM, 1:4, 5x) werden vereinigt, eingeengt, mit Wasser/Acetonitril versetzt und lyophilisiert. Die
Rohprodukte werden mittels HPLC-ESI-MS analysiert.

2.5  Synthese cyclischer Helicokinin-Analoga

TBTU/HOBt/DIPEA (3:3:5 Aquivalente) werden in DCM (0.5 mL/mg Peptid, 2% DMF) geldst. AnschlieBend
werden die linearen seitenkettengeschiitzen Peptide gelost in DCM (1 mL/mg Peptid) langsam iiber eine Dauer
von 2 h zugetropft. Der Umsatz der Reaktion wird mittels HPLC-MS verfolgt. Nach 4 h wird die Reaktionsmi-
schung mit 0.1 M HCI gewaschen und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Die Seitenketten-
schutzgruppen werden durch Umsetzung mit TFA/TIS/H,0 = 95/2.5/2.5 (10 mL/100 mg Peptid, 2 h, 0 °C) ent-
fernt. Uberschiissiges TFA wird unter vermindertem Druck entfernt, der Riickstand in Wasser/Acetonitril (1/1)
gelost und lyophilisiert. Das Rohprodukt wird mittels préparativer HPLC gereinigt und mittels HPLC-MS cha-

rakterisiert.

2.6  Synthese des Monomethyl- und Dimethylpeptidamids

DIPEA (60 Aq.) und EDC*HCI (3 Aq.) werden in Chloroform (2 mL/mg Peptid) gelést und Methylamin-
Hydrochlorid (45 Aquivalente) oder Dimethylamin-Hydrochlorid (45 Aquivalente) hinzugefiigt. AnschlieBend
wird die lineare seitenkettengeschiitzte Peptidsdure (Tyr(zBu)-Phe-Ser(#Bu)-Pro-Trp-Gly-OH 71) gelost in Chlo-
roform (0.8 mL/mg Peptid) langsam innerhalb von 2 h zugetropft. Nach Riihren bei Raumtemperatur fiir 24 h
wird das Reaktionsgemisch mit Wasser gewaschen und das Chloroform unter vermindertem Druck entfernt. Die
Seitenkettenschutzgruppen werden durch Umsetzung mit TFA/TIS/H,O = 95/2.5/2.5 (10 mL/100 mg Peptid, 2 h,
0 °C) gespalten. Danach wird TFA unter vermindertem Druck entfernt, der Riickstand in Wasser/Acetonitril
(1/1) gelost und lyophilisiert. Das Rohprodukt wird mittels préparativer HPLC gereinigt und mittels HPLC-MS

charakterisiert.
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? Diese Verbindungen wurden an artifiziellen Membranen vermessen (siche S. 175)
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? Diese Peptide wurden an artifiziellen Membranen vermessen (siche S. 175)

144 ﬂ_wwmmmww Mwﬂmwm ;MM\,WMMN SON"*H™D HO-(ng#)108-0yd-(ngs)ik  -oour{ GSME@
- Mﬁ_wwwm.mm HMMMMMMM ;ﬁmm\m. w .n@wm "OUNFHTD  (A1D-d11-01d-195-0ud-1K L-A1D-A1D-A1D)0jo4> SQMM.NC
- Mﬁ_mwﬂm..ﬂww Mwﬂmww %mm\m.nm COSNPHTD  (A1D-d1L-01d-108-0Yd~IAL-K[D-K]D)07o40 AEM%@NC
"¢ MNMMMMMN HMMMMMMM ;MW@.MNWM CONH'"D  (A1D-d1L-01d-198-04d~IA1-K[D)01240 QQMM.NHV
st MMMMMN Mwﬂmwm ﬂﬁ\mwuﬁm SONEH™D  (A1D-dIL-01d-10§-0Yd-1K L-[E A0 ARMMNt
v MHMMMMMM ”MMMMMMM +Eﬂﬁ~ﬁ@.@%ﬂmmﬁ SOYNYHED HO-A1D-d1] -014-(ng7)10S-0yd-(ngs)1L  -A[D-K1D-A1D (860-AZ.L)
b'e mmwm.mmm HMHMMM ﬁw@ w .HNM "ON“H'D  HO-A1D-dir-o1d-(ngh)10S-ouyd-(ngNifL-£1D-A1D (S60-aZ.1)
L& Mﬁ MMMH..MHM HMMMNMMM ;MW@. wm .\mmm VOSNHD  HO-A1D-d11-01d-(ngr)108-oud-(ng)IK L -£1D (z60-aZ.1)
_ : . -
v'C MHMNMMMM UWMMMMMMM LMH\/MMHBM MOINOH®D HO-A1D-d1 ] -01d-(ng)10S-04d-(ng?)IK L -[BA (680-AZL)
4 MM_MMMH..MMM HMMMMMMM pmm\%wwm SO*N""H"D HO-A1D-d1 1 -01d-(ng?)10S-0yd-(ng)IAL Gwcmﬁt
asaupuAs SN-ISA-¥H SW-IIST-OTdH  [Puuiojudwwing zuanbag

3 Aufgrund von Konformerengemischen waren Konformationsanalysen dieser Peptide nicht erfolgreich

l)[M+Na]+
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2.9  Durchfithrung der NMR-Untersuchungen an artifiziellen Membranen

Die NMR-Experimente wurden mit einer 2 mM Losung der Peptide an DPC oder SDS Mizellen (300 mM) in
MES-Puffer (20 mM, pH 5.5) durchgefiihrt. Dies entspricht einer 5 mM Konzentration an Mizellen."*! Alle
NMR-Experimente wurden bei dieser hohen DPC-Konzentration weit iiber der kritischen mizellaren Konzentra-
tion von 1.1 mM und diesem Mizell-/Peptidverhiltnis deutlich grofer eins durchgefiihrt. Dadurch ist erwiese-
nermaBen eine deutliche Qualititsverbesserung der NMR-Spektren méglich.*?”! Die Strukturen wurden basie-
rend auf NOESY-Spektren, aufgenommen mit 100 ms (DPC) bzw. 70 ms (SDS) Mischzeit, berechnet. Zur Inter-
pretation der Spektren und Integration der NOEs wurde die Software XEASY!"*! verwendet. Die Resonanzzu-
ordnung erfolgte nach der von Wiithrich entwickelten sequenziellen Resonanz-Zuordnungs-Prozedur.!"* Fiir die
Strukturberechnung mit dem Programm Cyana 2.1 wurden oberer Distanzlimits verwendet, die durch Integration
der NOEs erhalten wurden.!®” Aufgrund der Probleme skalarer Kopplungskonstanten in flexiblen Systemen
wurde auf die Verwendung von Einschrankungen der Konformation basierend auf Kopplungskonstanten ver-
zichtet. Zunichst wurden 100 Strukturen mit Cyana berechnet. Fiir die Berechnung wurde das in Cyana imple-
mentierte Standard-,,Simulated Annealing®-Protokoll mit seinem vereinfachten Kraftfeld in Abwesenheit von
Losungsmittelmolekiilen verwendet. Die 20 energiedrmsten Strukturen wurden ohne zusitzliche Verfeinerung
ausgesucht und reprisentieren das NMR-Ensemble. Die Visualisierung der Strukturen sowie die Extraktionen

der dihedralen Winkel wurden mit dem Programm MOLMOL durchgefiihrt.*?*)

2.10 Spin-Label Experimente

5-Doxylstearat wurde in D;-MeOH in einer Konzentration von 0.3 M geldst. Von dieser Losung wurden Aliquo-
te zur Probe gegeben, so dass eine endgiiltige Konzentration von 5 mM erhalten wurde. Dies entspricht ungefihr
einem Spin-Label pro Mizelle. Die Spektren wurden unter identischen Bedingungen aufgenommen wie die
Spektren ohne Spin-Label. Die Abnahme der Intensitit, sowohl der NH,-H,,.Signale als auch der Seitenketten-

signale wurde zur Analyse herangezogen und auf ein Spektrum ohne Spin-Label referenziert.
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3. Verbindungen aus Kapitel 4.2.1

3.1 (S)-3-Methyl-2-(2-nitrophenylsulfonamido)butansiuremethylester (96a, TZD-109)
6 0 Zu einer eisgekiihlten Losung von L-Valinmethylester-hydrochlorid (5.01 g,
ON o Hvl( 13 29.8 mmol) und TEA (9.2 mL, 66 mmol) gelost in DCM (250 mL) wird por-
9 N S\/ 7 O/
7

tionsweise 2-Nitrophenylsulfonsdurechlorid (6.65 g, 30 mmol) hinzugegeben.

\
O
12 5

w

10 4 Die Mischung wird langsam auf Raumtemperatur erwdrmt und iiber Nacht

geriihrt. Die Losung wird mit Wasser (2x 100 mL) gewaschen, die wissrige
Phase mit DCM extrahiert und die vereinigten organischen Phasen iiber Natriumsulfat getrocknet. Das Lo-
sungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt und das Rohprodukt sidulenchromatographisch gereinigt

(DCM). Das Sulfonamid 96a (8.45 g, 26.7 mmol, 89%) wird als gelbliches Ol erhalten.

"H-NMR (400 MHz, CDCl;): § = 0.91, 0.97 (jeweils d, J = 6.8 Hz, 6H, 4-H, 5-H), 2.13 (m, 1H, 3-H), 3.41 (s,
3H, 13-H), 3.97 (dd, J = 5.4 Hz, J = 9.8 Hz, 1H, 2-H), 6.01 (d, J=9.7 Hz, 1H, 6-H), 7.68-7.74 (m, 2H, 10-H, 11-
H), 7.88 (m, 1H, 12-H), 8.02 (m, 1H, 9-H). *C-NMR (100 MHz, CDCl;): § = 17.4, 18.8 (4-C, 5-C), 31.4 (3-C),
52.0 (13-C), 62.0 (2-C), 125.4 (12-C), 130.3 (9-C), 133.0, 133.8 (10-C, 11-C), 133.9 (7-C), 147.5 (8-C), 170.9
(1-C). IR(Film): 3310 (N-H), 1738 (C=0), 1540 (N=0), 1360 (N=0) cm”'. HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 257
(100) [M-CO,CH5]", 317 (60) [M+H]", 334 (69) [M+NH,4]", 339 (26) [M+Na]’, 655 (37) [2M+Na]". HR-ESI-
MS: gefunden: 339.0621, berechnet fiir C,HsNo,NaOgS™: 339.0621. R-Wert: 0.41 (DCM).

3.2 (85)-3-Methyl-2-(2-nitrophenylsulfonamido)butansiure-zert-butylester (96b, TZD-136)
L-Valin-tert-butylester-Hydrochlorid (4.94 g, 23.5 mmol) und TEA (6.5 mL,

14

° O
O,N 0} H 13 46.6 mmol) werden in DCM (100 mL) gelost. Dazu wird bei 0 °C 2-Nitro-
8 ‘o 1
9 2 S\\ 2 o phenylsulfonséurechlorid (5.85 g, 26.4 mmol) portionsweise hinzugegeben.
10 12 5/3\4 Die Mischung wird langsam auf Raumtemperatur erwidrmt und {iber Nacht

geriihrt. Die Losung wird mit Wasser (2x 100 mL) gewaschen und die wéssri-
ge Phase mit DCM (100 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden iiber Natriumsulfat ge-
trocknet und das Losungsmittel destillativ entfernt. Sdulenchromatographische Reinigung (CH/DCM, 3:7) liefert
das Sulfonamid 96b (7.85 g, 21.9 mmol, 93 %) als beiger Feststoff.

"H-NMR (400 MHz, CDCl;): § = 0.92 (d, J = 6.9 Hz, 3H, 4-H), 1.12 (d, J = 6.8 Hz, 3H, 5-H), 1.19 (s, 9H, 14-
H), 2.12 (m, 1H, 3-H), 3.87 (dd, /= 9.8 Hz, J = 5.0 Hz, 1H, 2-H), 6.04 (d, J=9.7 Hz, 1H, 6-H), 7.70 (m, 2H, 10-
H, 11-H), 7.90 (m, 1H, 12-H), 8.06 (m, 1H, 9-H). *C-NMR (100 MHz, CDCly): § = 17.3, 19.0 (4-C, 5-C), 27.6
(14-C) 31.6 (3-C), 62.6 (2-C), 82.3 (13-C), 125.5 (12-C), 130.4 (9-C), 132.8 (11-C), 133.4 (10-C), 134.4 (7-C),
147.8 (8-C), 169.6 (1-C). IR (KBr): 1730 (CO) cm™. HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 257 (100) [M-CO,-C,H,], 303
(57) [M-C4Hg+H]', 376 (95) [M+NH,]". HR-ESI-MS: m/z = 376.1537, berechnet fiir C;sH,¢N;0¢S": 367.1537.
Ry: 0.30 (DCM).
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33 (S)-3-Methyl-2-(2-nitrophenylsulfonamido)butansiurebenzylester (96¢c, TZD-138)
Zu einer eisgekiihlten Losung von L-Valinbenzylester-p-toluol-

6
o)
ON o H\/u\ 5 1s sulfonsduresalz (5.00 g, 13.2 mmol) und TEA (4.06 mL, 29.1 mmol)
9 A N 16

8 \\S/
7 \\O gelost in DCM (250 mL) wird portionsweise 2-Nitrophenylsulfon-
17

10 12 5 4

sdurechlorid (2.98 g, 13.4 mmol) hinzugegeben. Die Mischung wird
langsam auf Raumtemperatur erwiarmt und iiber Nacht geriihrt. Die
resultierende Losung wird mit Wasser (2x 100 mL) gewaschen, die wissrige Phase mit DCM (100 mL) extra-
hiert und die vereinigten organischen Phasen iiber Natriumsulfat getrocknet. Nach dem Einengen wird das Roh-
produkt mittels Kieselgelchromatographie (CH/EE, 7:3) gereinigt. Das Sulfonamid 96¢ (4.61 g, 11.8 mmol,
89 %) wird als griinliches Ol erhalten.

"H-NMR (400 MHz, CDCl;): § = 0.91 (d, J = 6.9 Hz, 3H, 4-H), 1.01 (d, J = 6.9 Hz, 3H, 5-H), 2.19 (m, 1H, 3-
H), 4.06 (d, J = 6.1 Hz, 1H, 2-H), 4.85 (d, J= 11.7 Hz, 1H, 13-H), 4.89 (d, J = 12.1 Hz, 1H, 13-H), 6.06 (s, br,
1H, 6-H), 7.15 (m, 2H, 15-H), 7.31 (m, 3H, 16-H, 17-H), 7.56-7.65 (m, 2H, 10-H, 11-H), 7.80 (dd, J= 7.8 Hz, J
=1.4 Hz, 1H, 12-H) 7.98 (dd, J=7.7 Hz, J= 1.7 Hz, 1H, 9-H). *C-NMR (100 MHz, CDCl;): 8= 17.3, 19.0 (4-
C, 5-C), 31.6 (3-C), 62.1 (2-C), 67.0 (13-C), 125.5 (12-C), 128.4, 128.6 (15-C, 16-C, 17-C), 130.2 (9-C), 132.7,
133.5 (10-C, 11-C), 134.1 (7-C), 134.8 (14-C), 147.6 (8-C), 170.4 (1-C). IR (KBr): 3322 (NH), 1739 (CO) cm".
HPLC-ESI-MS: 393 (12) [M+H]", 410 (100) [M+NH,]". HR-ESI-MS: m/z = 410.1385, berechnet fiir
C5H4N304S": 410.1380; m/z = 393.1120, berechnet fiir C;sHoN,O4S": 393.1115. R 0.25 (CH/EE, 7:3).

3.4  2-(2-Nitrophenylsulfonylamido)essigsiure-tert-butylester (96d, TZD-129)
, » Glycin-tert-butylester (2.82 g, 21.5 mmol) und TEA (6 mL, 43 mmol) wer-
02N5 Q\ ,H\/?J\ % den in DCM/DMF (250 mL/1 mL) gelost. Dazu wird bei 0 °C 2-Nitrophenyl-
7 S\\ ;0 sulfonsdurechlorid (4.91 g, 22.2 mmol) in mehreren Portionen hinzugegeben.
(0]
9 Das Gemisch wird langsam auf Raumtemperatur erwarmt und 16 h geriihrt.

AnschlieBend wird mit Wasser (2x 100 mL) gewaschen und die vereinigten
wassrigen Phasen mit DCM (100 mL) extrahiert. Die organischen Phasen werden vereinigt, iiber Natriumsulfat
getrocknet und eingeengt. Sdulenchromatographische Reinigung mit DCM liefert das Sulfonamid 96d (5.12 g,
16.2 mmol, 75 %) als blassgelben Feststoff.

"H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 1.31 (s, 9H, 11-H), 3.88 (d, J = 3.7 Hz, 2H, 2-H), 6.00 (ys, 1H, 3-H), 7.69-
7.75 (m, 2H, 7-H, 8-H), 7.90 (m, 1H, 9-H), 8.07 (m, 1H, 6-H). *C-NMR (100 MHz,CDCl;): § = 16.3 (11-C),
45.6 (2-C), 94.3 (10-C), 125.6 (9-C), 130.6 (6-C), 132.8 (7-C), 133.6 (8-C) 134.0 (4-C), 147.9 (5-C) 167.4 (1-C).
IR (KBr):.3339 (NH), 1727 (CO) cm™. HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 261 (38) [M-C,Hs+H]", 334 [M+NH,]",
650 (29) [2M+NH,4]". HR-ESI-MS: gefunden: 339.0621, berechnet fiir C.HsN,NaOGS™: 339.0621. Ry: 0.24
(DCM).

3.5  2-(2-Nitrophenylsulfonamido)acetamid (96e, TZD-113)
Zu einer eisgekiihlten Suspension von Glycinamid-Hydrochlorid (5.03 g, 45.5 mmol) und TEA (14 mL,
100 mmol) in DCM/DMF (250 mL/1 mL) wird bei 0 °C 2-Nitrophenylsulfonsdurechlorid (10.07 g, 45.4 mmol)

hinzugegeben. Die Suspension wird langsam auf Raumtemperatur erwiarmt und 16 h geriihrt. AnschlieBend wird
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der entstandene Feststoff abgesaugt und mit DCM (3x 50 mL) nachgewaschen. Nach Umkristallisation aus Was-
ser-Ethanol wird das Sulfonamid 96e (8.72 g, 31.9 mmol, 70 %) als schwachgriiner Feststoff erhalten.

ON o H\/l?\ 1 "H-NMR (400 MHz, D&-DMSO): & = 3.56 (s, 2H, 3-H), 7.04, 7.28 (2x s, 2H, 1-

; XS] Y FNH,  H), 7.78-7.82 (m, 2H, 8-H, 9-H), 7.91-7.94 (m, 1H, 10-H), 8.01-8.03 (m, 1H, 7-
5

6 o H), 8.09 (s, 1H, 4-H). *C-NMR (100 MHz, D&-DMSO): & = 44.90 (3-C), 124.4

9

(10-C), 129.7 (7-C), 132.6, 132.9 (8-C, 9-C), 133.9 (5-C), 147.5 (6-C), 169.2 (2-
C). IR: 1706 (CO), 1375, 1165 (SO,) cm™. HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 186 (37) [M-NHCH,CONH,]", 215 (19)
[M-CONH,]", 260 (100) [M+H]". HR-ESI-MS: m/z = 282.0155 berechnet fiir CgH,N;NaOsS": 282.0155. R¢
Wert: 0.23 (EE-EtOH, 15:1).

3.6 tert-Butyl-(2,3-dibrompropoxy)-dimethylsilan (98, TZD-158)
Dibrompropanol 97 (1 mL, 9.73 mmol) und Imidazol (1.86 g, 27.3 mmol) werden in
2& DMF (10 mL) vorgelegt. Dazu wird unter Eiskilhlung TBDMS-Cl (2.80 g,
/SI\
o

3
~ 18.6 mmol) geldst in DMF (5 mL) langsam zugetropft. Nach 68 h Reaktionszeit wird
4
?—5( das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand mit DCM
Br Br (10 mL) versetzt. Die Losung wird mit gesittigter Natriumhydrogencarbonatldosung

gewaschen, die wissrige Phase mit Dichlormethan (10 mL) extrahiert und die verei-
nigten organischen Phasen mit geséttigter Natriumchloridlosung gewaschen. Nach Trocknen iiber Magnesium-
sulfat wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wird auf einer Kieselgelsdule
aufgereinigt (CH/EE, 9:1 + 0.1 % TEA) und der Silylethers 98 (2.23 g, 6.7 mmol, 69 %) als farblose Fliissigkeit

erhalten.

'"H-NMR (400 MHz, MeCN): & = 0.14 (s, 6H, 3-H), 0.95 (s, 9H, 2-H), 3.87 (ys, 1H, 6-H), 3.89 (yd, J= 1.2 Hz,
1H, 6-H), 3.95 (dd, J=4.7 Hz, J = 11.5 Hz, 1H, 4-H), 4.06 (dd, J = 4.4 Hz, J = 11.5 Hz, 1H, 4-H), 4.33 (m, 1H,
5-H). *C-NMR (100 MHz, MeCN): § = -5.2 (3-C), 18.9 (1-C), 26.3 (2-C), 34.4 (6-C), 53.8 (5-C), 65.4 (4-C).
IR (KBr): 1255 (Si-C) cm™. GC-MS(EI): 273, 275, 277 (M-C;H,)". Rz 0.64 (CH/EE, 9:1 + 0.1 % TEA)).

3.7  (8)-3-Methyl-2-(2-nitrophenylsulfonamido)butansiure (99, TZD-159)
Der Esters 96b (1.01 g, 2.82 mmol) wird bei 0 °C in TFA/DCM (10 mL, 1:1)
ON o] Ifl\/l.i geldst. Nach 2 h Reaktionszeit werden die fliichtigen Bestandteile am Rotati-
9 3 S\\/ 72 ' "OH13 onsverdampfer entfernt und das Rohprodukt mittels Sdulenchromatographie

7
0]
12 5 (EE + 0.1 % HOAC) gereinigt. Die Sdure 99 (763 mg, 2.52 mmol, 90 %) wird

w

10 4

als beiger Feststoff erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCly): 8 = 0.93 (d, J = 6.9 Hz, 3H, 4-H), 1.01 (d, J = 6.8 Hz, 3H, 5-H), 2.20 (m, 1H, 3-
H), 4.05 (dd, J = 4.9 Hz, J = 9.5 Hz, 1H, 2-H), 6.03 (d, J = 9.5 Hz, 1H, 6-H), 7.73-7.77 (m, 2H, 10-H, 11-H),
7.90-7.93 (m, 1H, 12-H), 8.06-8.09 (m, 1H, 9-H), 9.07 (s, br, 1H, 13-H). *C-NMR (100 MHz, CDCly): = 17.2,
19.0 (4-C, 5-C), 31.2 (3-C), 61.6 (2-C), 125.6 (12-C), 130.3 (9-C), 133.0, 133.9 (10-C, 11-C), 134.0 (7-C), 147.5
(8-C), 176.2 (1-C). IR (KBr): 3350 (NH), 1714 (CO) em™. HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 185 (20) [C¢H,NO,ST',
257 (100) [M-CO,]", 320 (56) [M+NH,]". HR-ESI-MS: m/z = 325.0467, berechnet fiir C;;H;;N,NaO¢S":
325.0465. Ry: 0.25 (EE).
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3.8  3-(1H-Indol-3-yl)-2-((S)-3-methyl-2-(2-nitrophenylsulfonamido)butanamido)-
propansiuremethylester (100, TZD-160)

Die Aminosdure 99 (701 mg, 2.32 mmol) wird in DCM (10 mL)
gelost und mit Tryptophanmethylester-Hydrochlorid (156) (654 mg,
2.57 mmol) und TBTU (883 mg, 2.75 mmol) versetzt. Unter Eiskiih-
lung wird anschlieBend DIPEA (1.18 mL, 6.96 mmol) hinzugefiigt
und die Mischung fiir 44 h geriihrt. Die Reaktionsmischung wird
danach sukzessive mit gesittigter Natriumchloridlosung (10 mL),
wissriger Salzsdure (1 M, 10 mL), gesittigter Natriumhydrogencar-

bonat-16sung (10 mL) sowie Wasser (10 mL) gewaschen. Nach

Trocknen iiber Natriumsulfat wird das Losungsmittel unter vermin-
dertem Druck entfernt und das Produkt séulenchromatographisch
gereinigt (CH/EE, 7:3). Das Dipeptid 100 (1.04 g, 2.07 mmol) wird in 89 % Ausbeute als gelber Schaum erhal-

ten.

"H-NMR (400 MHz, CDCL;): § = 0.80 (d, J = 6.8 Hz, 3H, 18-H), 0.88 (d, J = 6.8 Hz, 3H, 19-H), 1.12 (m, 1H,
17-H), 3.16 (yd, J=5.9 Hz, 2H, 3-H) 3.66 (s, 3H, 27-H), 3.83 (dd, /= 5.3 Hz, J= 8.2 Hz, 1H, 16-H), 4.68 (ddd,
J=6.0Hz,J=6.0 Hz, J="7.4 Hz, 1H, 2-H), 6.11 (d, /= 8.3 Hz, 1H, 20-H), 6.54 (d, J=7.5 Hz, 1H, 14-H), 7.05
(d,J=2.4,1H, 6-H), 7.16 (ddd, J=8.0 Hz, J=7.2 Hz, J= 1.0 Hz, 1H, 11-H), 7.24 (ddd, /= 8.2 Hz, /= 7.1 Hz,
J=1.1 Hz, 1H, 10-H), 7.35-7.40 (m, 2H, 9-H, 24-H), 7.48-7.56 (m, 2H, 12-H, 25-H), 7.74 (dd, /= 8.0 Hz, J =
1.2 Hz, 1H, 26-H), 7.90 (dd, J = 7.9 Hz, J = 1.3 Hz, 1H, 23-H), 8.35 (s, 1H, 7-H). "C-NMR (100 MHz, CDCl;):
=171, 19.0 (18-C, 19-C), 27.6 (3-C), 31.3 (17-C), 52.4 (27-C), 52.8 (16-C), 63.0 (2-C), 109.5 (5-C), 111.4 (9-
C), 118.4 (12-C), 119.7 (11-C), 122.3 (10-C), 123.0 (6-C), 125.4 (26-C), 127.2 (13-C), 130.2 (23-C), 132.7 (25-
C), 133.6 (24-C), 133.6 (21-C), 136.2 (8-C), 147.5 (22-C), 169.7 (15-C), 171.8 (1-C). IR (KBr): 1740 (CO),
1664 (CO) cm”'. HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 503 (100) [M+H]", 520 (11) [M+NH,]". HR-ESI-MS: m/z =
525.1422, berechnet fiir Co3H,(N4NaO,S*: 525.1414. Rz 0.38 (CH/EE, 1:1).

3.9  (5)-3-(1H-Indol-3-yl)-2-((S-3-isopropyl-4-(2-nitrophenylsulfonyl)2-2-oxopiperazin-1-yl)propan-
sduremethylester (101, TZD-167)

Das Dipeptid 100 (22.1 mg, 44.0 umol) wird in DMF (2 mL)
gelost und mit Kaliumcarbonat (27.7 mg, 197 pmol) versetzt.
Nach Zugabe von 1,2-Dibromethan (35 pl, 406 pmol) wird der
Ansatz 48 h bei 60 °C geriihrt. Anschlieend wird Wasser (3 mL)
hinzugegeben, die Phasen getrennt und die wissrige Phase

zweimal mit Essigester (3 mL) extrahiert. Nach Entfernen des

Ldsungsmittels unter vermindertem Druck und séulenchromato-
graphischer Reinigung (CH/EE, 6:4) wird das 2-Ketopiperazin 101 (15.4 mg, 29 umol, 66%) als gelbes Ol erhal-

ten.

'H-NMR (600 MHz, CDCLy): § = 0.74 (d, J= 4.7 Hz, 3H, 16-H), 0.76 (d, J = 4.6 Hz, 3H, 17-H), 1.87 (m, 1H,
15-H), 3.19 (m, 2H, 19-H), 3.24 (dd, J = 15.5 Hz, J = 11.2 Hz, 1H, 3-H), 3.35 (m, 1H, 18-H), 3.48 (dd, J = 15.4
Hz, J=5.0 Hz, 1H, 3-H), 3.68 (s, 3H, 26-H), 3.80 (dd, J = 14.1 Hz, J = 2.3 Hz, 1H, 18-H), 4.12 (dd, J= 7.7 Hz,
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J=0.9 Hz, 1H, 14-H), 5.18 (dd, J=11.1 Hz, J = 5.02 Hz, 1H, 2-H), 7.05 (d, J= 2.1 Hz, 1H, 5-H), 7.13 (yt, J =
7.07 Hz, 1H, 9-H), 7.21 (yt, J = 7.6 Hz, 1H, 10-H), 7.36 (d, J = 8.08 Hz, 1H, 11-H), 7.55 (d, J = 7.84 Hz, 1H, 8-
H), 7.64 (dd, J= 6.9 Hz, J = 2.3 Hz, 1H, 25-H), 7.07 (m, 2H, 23-H, 24-H), 7.99 (dd, /= 7.5 Hz, J= 1.7 Hz, 1H,
22-H), 8.14 (s, 1H, 6-H). *C-NMR (150 MHz, CDCL;): § = 19.4, 19.6 (16-C, 17-C), 24.1 (3-C), 31.4 (15-C),
40.6 (18-C), 43.4 (19-C), 52.2 (27-C), 57.5 (2-C), 64.5 (14-C), 110.6 (4-C), 111.3 (8-C), 118.1 (11-C), 119.7
(10-C), 122.3 (9-C), 122.7 (5-C), 124.7 (25-C), 127.0 (12-C), 130.9 (22-C), 132.0 (24-C), 133.1 (23-C), 133.8
(7-C), 136.2 (20-C), 148.1 (21-C), 167.1 (13-C), 170.5 (1-C). IR (KBr): 1741 (CO), 1647 (CO) cm'. HPLC-
ESI-MS: m/z (%) = 529 (100) [M+H]". HR-ESI-MS: m/z = 551.1575, berechnet fiir C,sH,sN4;NaO-S":
551.1571. Ry: 0.29 (CH/EE, 1:1).

3.10 3-(1H-Indol-3-yl)-2-((S)-3-methyl-2-(2-nitrophenylsulfonamido)butanamido)propansiure
(103, TZD-170)

Der Carbonsdureester 100 (502 mg, 1.00 mmol) wird in THF (10 mL)
22

23 ©EN02 gelost und mit Lithiumhydroxid (194 mg, 8.22 mmol) in Wasser
0 2 S i (10 mL) versetzt. Nach Riihren bei Raumtemperatur fiir 3 h wird Wasser
2 O” "NH |1_3| 0 (10 mL) hinzugegeben und die Losung mit Salzsédure (IM) auf pH 4
18}]\\“1‘%4(’\] angesduert. Die Losung wird fiinfmal mit EE (10 mL) extrahiert. Die

7 O vereinten organischen Phasen werden iiber Natriumsulfat getrocknet und

eingeengt. Die Carbonsdure 103 (482 mg, 0.99 mmol, 99 %) wird als

gelber Schaum erhalten.

'H-NMR (400 MHz, MeCN): & = 0.87 (d, J = 6.8 Hz, 3H, 17-H), 0.96
(d, J=6.8 Hz, 3H, 18-H), 2.02 (m, 1H, 16-H), 2.99 (dd, J= 7.8 Hz, J= 14.8 Hz, 1H, 3-H), 3.10 (dd, /= 5.4 Hz,
J=149 Hz, 1H, 3-H), 3.84 (dd, /= 5.7 Hz, J=9.2 Hz, 1H, 15-H), 4.31 (ddd, /= 7.5 Hz, J=5.4 Hz, J= 7.6 Hz,
2-H), 6.33 (d,.7=9.2 Hz, 1H, 19-H), 6.88 (d, /= 7.0 Hz, 1H, 13-H), 7.07 (d, J = 2.4 Hz, 1H, 5-H), 7.12 (ddd, J =
7.9 Hz,J=7.1 Hz, J = 1.0 Hz, 1H, 10-H), 7.21 (/= 8.1 Hz, J= 7.1 Hz, J= 1.0 Hz, 1H, 9-H), 7.36 (ddd, J = 8.1
Hz, J=7.1 Hz, J= 1.0 Hz, 1H, 23-H), 7.47 (ddd, J= 8.1 Hz, J= 1.0 Hz, J = 1.0 Hz, 1H, 8-H), 7.50 (d, J = 7.92
Hz, 1H, 11-H), 7.53 (dd, J= 1.2 Hz, J = 7.8 Hz, 1H, 24-H), 7.74 (dd, J= 1.1 Hz, J = 8.1 Hz, 1H, 25-H), 7.82
(dd, J=17.92, =13, 1H, 22-H), 9.20 (s, 1H, 6-H). *C-NMR (100 MHz, McCN): § = 16.7, 18.4 (17-C, 18-C),
27.0 (3-C), 31.6 (16-C), 52.9 (15-C), 62.0 (2-C), 109.4 (4-C), 111.5 (8-C), 118.3 (11-C), 119.1 (10-C), 121.7 (9-
C), 123.7 (5-C), 124.9 (25-C), 127.3 (12-C), 130.0 (22-C), 132.7 (24-C), 132.9 (23-C), 134.0 (20-C), 136.5 (7-
C), 147.5 (21-C), 169.9 (14-C), 172.0 (1-C). IR (KBr): 1726 (CO), 1655(CO) cm. HPLC-ESI-MS: m/z (%) =
489.1 (100) [M+H]". HR-ESI-MS: m/z = 567.1649, berechnet fiir C,;H,sN¢NaO;S™: 567.1632. Ry 0.12
(CH/EE, 1:1 + 0.1 % HOAC).

3.11  (25)-NV-(1-(2-Amino-2-oxoethylamino)-3-(1H-indol-3-yl)-1-oxopropan-2-yl)-3-methyl-2-(2-nitro-
phenylsulfonamido)butanamid (104, TZD-171)

Die Séure 103 (464 mg, 951 pmol) wird in DCM (20 mL) gel6st. Dazu wird Glycinamid-Hydrochlorid (138 mg,
1.25 mmol), TBTU (475 mg, 1.04 mmol) und DIPEA (500 pl, 2.94 mmol) hinzugegeben und der Ansatz fiir
48 h bei Raumtemperatur geriihrt. Anschlieend wird Wasser (40 mL) hinzugefiigt, die Phasen getrennt und die

wissrige Phase dreimal mit DCM (20 mL) extrahiert. Nach Trocknen der vereinigten organischen Phasen, Ent-
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fernen des Losungsmittels am Rotationsverdampfer und sédulenchromatographischer Reinigung (EE/EtOH, 9:1)

wird das Tripeptid 104 (450 mg, 826 umol, 87 %) als Diastereomerengemisch (6:4) erhalten.

"H-NMR (600 MHz, MeCN): & = 0.63 (d, J = 6.8 Hz, 1.5H,
21-H), 0.77 (d, J = 6.8 Hz, 1.5H, 22-H), 0.85 (d, J = 6.8 Hz,
1.5H, 21-H), 0.90 (d, J = 6.8 Hz, 1.5H, 22-H), 1.84 (m, 0.5H,
20-H), 2.01 (m, 0.5H, 20-H), 2.90 (dd, J= 14.8 Hz, J = 7.6 Hz,
0.5H, 7-H), 3.02 (dd, J = 14.7 Hz, J = 8.3 Hz, 0.5H, 7-H), 3.05
(dd, J=14.8 Hz, J= 6.5 Hz, 0.5H, 7-H), 3.17 (dd, J = 14.5 Hz,
J=6.0 Hz, 0.5H, 7-H), 3.56 (dd, /= 17.0 Hz, J= 5.5 Hz, 0.5
H, 3-H), 3.64 (dd, J = 17.0 Hz, J = 5.5 Hz, 0.5-H, 3-H), 3.68-
3.74 (m, 1H, 3-H), 3.82 (d, J= 5.7 Hz, 1H, 19-H), 4.21 (dd, J = 14.0 Hz, J = 6.7 Hz, 0.5H, 6-H), 4.43-4.48 (m,
0.5H, 6-H), 5.90 (s, br, 1H, 1-H), 6.33 (m, 1H, 1-H), 6.43 (m, 1H, 23-H), 6.88 (t, /= 5.6 Hz, 0.5 H, 4-H), 6.91 (t,
J=5.6 Hz, 0.5H, 4-H), 7.04-7.20 (m, 4H, 9-H, 13-H, 14-H, 17-H), 7.38-7.83 (m, 5H, 12-H, 15-H, 27-H, 28-H,
29-H), 7.88 (dd, J = 7.9 Hz, J = 1.2 Hz, 0.5H, 26-H), 7.99 (dd, J = 7.1 Hz, J = 2.1 Hz, 0.5 H, 26-H), 9.22 (s,
0.5H, 10-H), 9.26 (s, 0.5H, 10-H). *C-NMR (150 MHz, MeCN): § = 16.3, 16.8, 18.4 (21-C, 22-C), 27.3, 27.6
(7-C) 31.4, 31.5 (20-C), 42.1 (3-C), 53.9, 54.4 (6-C), 62.2, 62.3 (19-C), 109.6, 109.7 (8-C), 111.4, 111.5 (12-C),
118.4, 118.5 (15-C), 118.9, 119.0 (14-C), 121.6, 121.7 (13-C), 123.8, 123.9 (9-C), 125.0, 125.0 (29-C), 127.2
(16-C), 130.2, 130.2 (26-C), 132.7 132.8 (28-C), 132.9, 133.0 (27-C), 134.1, 134.1 (24-C), 136.4, 136.5 (11-C),
147.6 (25-C), 170.3, 170.4, 171.1, 171.2, 171.3, 171.4 (2-C, 5-C, 18-C). IR (KBr): 1665 (CO) cm”'. HPLC-
ESI-MS: m/z (%) = 545 (100) [M+H]". HR-ESI-MS: m/z = 511.1257, berechnet fiir C,,H,;N;NaO-S":
511.1258. Ry: 0.30 (EE/EtOH, 9:1).

3.12  (S)-Glycidyl-tert-butyldiphenylsilylether (109, TZD-177)
R-Glycidol (107) (7.59 mL, 114 mmol) und tert-Butyldiphenylsilylchlorid (35.9 mL,
6 138 mmol) werden in Dichlormethan (300 mL) geldst und mit Triethylamin (19.7 mL,
142 mmol) und DMAP (666 mg, 5.5 mmol) versetzt. Nach Rithren bei Raumtemperatur
3 O—S‘; 43% fiir 16 h wird Wasser (50 mL) hinzugegeben. Nach Trennung der Phasen wird die wéss-
2 rige Phase mit Essigester (3x 50 mL) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wer-
0o | den liber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Nach sidulenchromatographischer Reinigung (CH/EE, 25:1) wird der Silylether

109 (31.0 g, 99 mmol, 87 %) als farblose Fliissigkeit erhalten.

'H-NMR (600 MHz, CDCl,): 8= 1.09 (s, 9H, 9-H), 2.63 (dd, J = 5.2 Hz, J = 2.8 Hz, 1H, 1-H), 2.77 (dd, J = 5.1
Hz, J =42 Hz, 1H, 1-H), 3.15 (m, 1H, 2-H), 3.74 (dd, J = 11.8 Hz, J = 4.7 Hz, 1H, 3-H), 3.88 (dd, /= 11.8 Hz,
J =32 Hz, 1H, 3-H), 7.38 -7.47 (m, 6H, 6-H, 7-H), 7.69 — 7.73 (m, 4H, 5-H). *C-NMR (150 MHz, CDCly): § =
19.2, 26.7 (9-C), 44.5 (1-C), 52.3 (2-C), 64.3 (3-C), 127.7 (6-C), 129.7 (7-C), 133.3 (4-C), 135.5, 135.6 (5-C).
IR (KBr): 2998, 2958, 2857, 1472, 1427, 1112 cm. HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 235 (75) [M-CeHs]", 335 (100)
[M+Na]". HR-ESI-MS: m/z = 335.1436, berechnet fiir CoH,,Na0,Si": 335.1438. R¢: 0.50 (CH/EE, 8:2).
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3.13 (S)-2-(4-Methoxybenzylamino)-3-methylbutansiiurebenzylester (111, TZD-176)
Valinbenzylester-p-tosylat (5.99 g, 15.8 mmol) und Natrium-

_0 cyanoborhydrid (1.51 g, 23.7 mmol) werden in Methanol
12 11; | H\)OJ\ 5 s (15mL) suspendiert, langsam Anisaldehyd (2.2 mL,
9 I+ ! O/®16 19.3 mmol) hinzugegeben und der Ansatz fiir 15h geriihrt.

5/3\4 17 Nach Zugabe von Wasser (25 mL) wird mit Essigester (4x

25 mL) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen werden
mit gesittigter Natriumhydrogencarbonatlosung (25 mL) und gesittigter Natriumchloridlosung (25 mL) gewa-
schen, tiber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel abdestilliert. Nach sdulenchromatographischer Rei-
nigung (CH:EE, 12:1) des Rohprodukts wird in 95 % Ausbeute das Amin 111 (4.94 g, 15.1 mmol) als farblose
Fliissigkeit erhalten.

"H-NMR (600 MHz, CDCl;): § = 0.94 (d, 3H, J = 4.6 Hz, 4-H), 0.95 (d, 3H J = 4.7 Hz, 5-H), 1.75 (s, br, 1H, 6-
H), 1.96 (m, 1H, 3-H), 3.06 (d, J = 6.1 Hz, 1H, 2-H), 3.54 (d, J = 12.7 Hz, 1H, 7-H), 3.77 (d, J= 12.8 Hz, 1H, 7-
H), 3.81 (s, 3H, 12-H), 5.18 (s, 2H, 13-H), 6.85 (d, J = 8.5 Hz, 2H, 9-H), 7.23 (d, J = 8.4 Hz, 2H, 10-H), 7.36-
7.41 (m, 5H, 15-H, 16-H, 17-H)."*C-NMR (150 MHz, CDCl;): § = 18.6, 19.3 (4-C, 5-C), 31.7 (3-C), 51.9 (7-C),
55.2 (12-C), 66.2 (13-C), 66.4 (2-C), 113.6 (10-C), 128.2, 128.4, 128.6 (15-C, 16-C, 17-C), 129.4 (9-C), 132.2
(8-C), 136.0 (14-C) 158.7 (11-C), 175.2 (1-C). IR (KBr): 3435 (NH), 1730 (CO) cm”. HPLC-ESI-MS: m/z
(%) = 121 (100) [CsH,OT", 328 (24) [M+H]", 350 (3) [M+Na]". HR-ESI-MS: m/z = 350.1722, berechnet fiir
CHsNNaO;": 350.1727. Rz 0.16 (CH/EE, 9:1).

3.14  (5)-2-(((S)-3-tert-Butyldiphenylsilyloxy)-2-hydroxypropyl)(4-methoxybenzyl)amino)-3-methyl-
butansiurebenzylester (112, TZD-178)
Die Aminosdure 111 (4.30 g, 13.0 mmol) und das Epoxids 109 (3.68 g,
- 11.8 mmol) werden in trockenem Acetonitril (20 mL) vorgelegt. Dazu wird
Magnesiumtriflat (4.30 g, 13.3 mmol) gegeben und das Gemisch fiir 24 h

19 18
9
@ Q 1721 auf 75 °C erwdrmt. AnschlieBend wird Wasser (25 mL) hinzugegeben und
8
[ 14 18

20 das Gemisch wird dreimal mit Ethylacetat (50 mL) extrahiert. Nach Ent-

6 .Si . . . ..
. N/\‘{\O fernen des Losungsmittels unter vermindertem Druck und Reinigung auf
12
¥
1
4

OH15 einer Kieselgelsdule wird das Produktgemisch (112/113,88:12) (6.52 g,
o o 10.2 mmol, 85 %) als farblose Fliissigkeit erhalten. 15 % des Epoxids 109
22 (556 mg, 1.78 mmol) werden reisoliert.
23
2 "H-NMR (600 MHz, CDCl;): 8=0.86 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 4-H), 1.01 (d,
%2 J=6.6 Hz, 3H, 5-H), 1.06 (s, 9H, 21-H), 2.16 (m, 1H, 3-H), 2.57 (dd, J =

13.4 Hz, J = 3.5 Hz, 1H, 12-H), 2.89 (dd, J = 13.4 Hz, J= 9.9 Hz, 1H, 12-
H), 2.96 (s, br, 1H, 15-H), 3.01 (d, J = 10.7 Hz, 1H, 2-H), 3.31 (d, J = 13.5 Hz, 1H, 6-H), 3.64 (dd, J = 10.6 Hz,
J =49 Hz, 1H, 14-H), 3.67 (dd, J = 10.6 Hz, J = 4.4 Hz, 1H, 14-H), 3.81 (s, 3H, 11-H), 3.82 (m, 1H, 13-H),
3.93 (d,J=13.5 Hz, 1H, 6-H), 5.19 (d, J = 12.2 Hz, 1H, 22-H), 5.26 (d, J= 12.2 Hz, 1H, 22-H), 6.85 (d, /= 8.6
Hz, 2H, 9-H), 7.18 (d, J = 8.5 Hz, 2H, 8-H), 7.34-7.47 (m, 11H, 18-H, 19-H, 24-H, 25-H, 26-H), 7.67-7.70 (m,
4H, 17-H). C-NMR (150 MHz, CDCl3): & = 19.2 (20-C), 19.5 (4-C), 19.9 (5-C), 26.8 (21-C), 27.2 (3-C), 52.9
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(12-C), 54.6 (6-C), 55.2 (11-C), 65.8 (22-C), 66.0 (14-C), 68.0 (13-C), 69.2 (2-C), 113.8 (9-C), 127.6, 127.6,
127.7, 128.5, 129.6 (18-C, 19-C, 24-C, 25-C, 26-C), 130.2 (8-C), 130.7, 133.4, 133.5 (7-C, 16-C), 135.6, 135.6
(17-C), 135.9 (23-C), 158.7 (10-C), 171.7 (1-C). IR (KBr): 3442 (OH) 1730 (CO) cm’'. HPLC-ESI-MS: m/z
(%) = 640 (100) [M+H]". HR-ESI-MS: m/z = 640.3453, berechnet fiir C3oHsNOsSi": 640.3453. Ry: 0.35
(CH/EE, 9:1).

3.15 (35,65)-6-((tert-Butyldiphenylsilyloxy)methyl)-3-isopropyl-4-(4-methoxy-benzyl)morpholin-2-on
(113, TZD-253)*
"H-NMR (600 MHz, CDCl;): § = 1.02 (s, 9H, 20-H), 1.12 (d, J = 6.6 Hz,
3H, 4-H), 1.21 (d, J = 6.9 Hz, 3H, 5-H), 2.21 (m, 1H, 3-H), 2.29 (dd, J = 10.2
16 20 Hz, J = 12.2 Hz, 1H, 12-H), 3.03 (dd, J = 2.3 Hz, J = 12.3 Hz, 1H, 12-H),
3.25(d, J= 3.6 Hz, 1H, 2-H), 3.33 (d, J = 13.2 Hz, 1H, 6-H), 3.68 (dd, J =
6.2 Hz, J=10.9 Hz, 1H, 14-H), 3.79 (dd, J = 4.4 Hz, J = 10.9 Hz, 1H, 14-H),
3.85 (s, 3H, 11-H), 3.93 (d, J = 13.3 Hz, 1H, 6-H), 4.44 (m, 1H, 13-H), 6.92
2\( (d, J = 8.6 Hz, 2H, 9-H), 7.26 (d, J = 8.6 Hz, 2H, 8-H), 7.38-7.47 (m, 6H, 17-
) H, 18-H), 7.62 (m, 4H, 16-H). *C-NMR (150 MHz, CDCl;): § = 18.0 (4-C),
19.1 (19-C), 19.9 (5-C), 26.7 (20-C), 32.2 (3-C), 49.8 (12-C), 55.3 (11-C),
59.8 (6-C), 63.9 (14-C), 70.2 (2-C), 78.0 (13-C), 113.9 (9-C), 127.7 (17-C), 129.8 (18-C), 129.8 (8-C), 132.7,
133.0 (7-C, 15-C), 135.5, 135.6 (16-C), (7-C, 15-C), 159.0 (10-C), 170.0 (1-C). IR (KBr): 1736 (CO) cm™.
HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 532 (100) [M+H]". HR-ESI-MS: m/z = 532.2877, berechnet fiir C3,H,;,NO,Si":
532.2878. Ry: 0.35 (CH/EE, 9:1).

3.16  (8)-2-(((S)-3-(tert-Butyldiphenylsilyloxy)-2-(methylsulfonyloxy)propyl)(4-methoxybenzyl)amino)-3-
methylbutansiurebenzylester (115, TZD-186)
Der Alkohol 112 (56.7 mg, 88.6 umol) wird in Dichlormethan (2 mL) vor-
gelegt und mit Mesylchlorid (12 pul, 155 pmol) und Triethylamin (25 pl,
180 pmol) versetzt. Nach Riihren bei Raumtemperatur fiir 2 h wird Wasser
Q 17 21 (10 mL) zugegeben und das Gemisch mit Dichlormethan (3x 10 mL) extra-

hiert. Die vereinten organischen Phasen werden {iber Natriumsulfat getrock-

N 13 OO/SI net und eingeengt. Nach Reinigung mittels Sdulenchromatographie (CH/EE,
\] S:OO\'/S//\ @ 12:1) wird das Mesylat 115 (47.6 mg, 66 umol, 75 %) als farbloses Ol erhal-
o) 1 19 ten.
22
S "H-NMR (600 MHz, CDCl;): § = 0.81 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 4-H), 0.96 (d, J =

6.5 Hz, 3H, 5-H), 1.07 (s, 9H, 21-H), 2.01 (m, 1H, 2-H), 2.78 (dd, J = 14.7

Hz, J = 5.2 Hz, 1H, 12-H), 2.87 (s, 3H, 15-H), 2.97 (d, J = 10.7 Hz, 1H, 2-
H), 3.11 (dd, J= 14.7 Hz, J= 7.1 Hz, 1H, 12-H), 3.29 (d, J = 13.4 Hz, 1H, 6-H), 3.76-3.85 (m, 2H, 14-H), 3.80
(s, 3H, 11-H), 3.91 (d, J = 13.4 Hz, 1H, 6-H), 4.58 (m, 1H, 13-H), 5.16 (d, J = 12.0 Hz, 1H, 22-H), 5.21 (d, J =
12.1 Hz, 1H, 22-H), 6.80 (d, J = 8.6 Hz, 2H, 9-H), 7.16 (d, J = 8.6 Hz, 2H, 8-H), 7.33-7.48 (m, 11-H, 18-H, 19-
H, 24-H, 25-H, 26-H), 7.64-7.68 (m, 4H, 17-H). *C-NMR (150 MHz, CDCl;): & = 19.1 (20-C), 19.5 (5-C), 19.8
(4-C), 26.7 (21-C), 27.7 (3-C), 38.4 (15-C), 52.2 (12-C), 55.2 (11-C), 55.5 (6-C), 64.2 (13-C), 65.8 (14-C), 70.2

? 113 wurde nach Umsetzung zu 118 chromatographisch abgetrennt.
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(2-0), 81.6 (13-C), 113.6 (9-C), 127.8, 128.3, 128.5, 128.6, 129.9, 129.9 (18-H, 19-H, 24-H, 25-H, 26-H), 130.4
(8-0), 130.6, 132.6, 132.9 (7-C, 16-C), 135.5, 135.6 (17-C), 135.9 (23-C), 158.8 (10-C), 171.2 (1-C). IR (KBr):
1730(CO) cm™. HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 718 (100) [M+H]". HR-ESI-MS: m/z = 718.3226, berechnet fiir
C4Hs,NO;SSi": 718.3228. Ry: 0.30 (CH/EE, 9:1).

3.17  (8)-2-((($)-2-((S)-3-(1H-Indol-3-yl)-1-methoxy-1-oxopropan-2-ylamino)-3-(ter-butyldiphenylsilyl-

oxy)propyl)(4-methoxybenzyl)amino)-3-methylbutan-siurebenzylester (118, TZD-187)

Das Gemisch 112/113 (6.34 g, 112 8.72 mmol, 113 1.19 mmol) und TEA (2.3 mL, 16.6 mmol) werden in DCM

(60 mL) geldst und bei 0 °C mit Mesylchlorid (1.2 mL, 15.5 mmol) versetzt. Nach Riihren fiir 80 min wird er-
11 neut TEA (800 pl, 5.77 mmol) und Mesylchlorid (400 pl, 5.17 mmol)

-
100 hinzugegeben und weitere 60 min bei Raumtemperatur geriihrt. An-
s =X schlieBend wird gesittigte Natriumhydrogencarbonatlosung (50 mL)
34
8 Q % zum Reaktionsemisch hinzugefiigt und mit DCM (4x 100 mL) extrahiert.
7 33
12 4 BN\

6 Si Die vereinten organischen Phasen werden iiber Natriumsulfat getrocknet
N7 0 . . .
5 " @ und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das Gemisch

wird mit Dichlormethan iiber Kieselgel filtriert und anschlieBend das

40 e " 21O— 18 Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wird im Hochva-

ol 3257 28 \NH kuum getrocknet. Der 6lige Riickstand wird in Acetonitril (40 ml) geldst

39 37 23 22 und mit Tryptophanmethylester 156 (3.33 g, 15.1 mmol) als freies Amin
®oo® 2 versetzt. Nach Riihren bei 60°C fir 18h wird gesittigte

Natriumhydrogencarbonatlosung (50 mL) hinzugefiigt und mit DCM (3x
50 mL) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen werden iiber Natriumsulfat getrocknet und
sdulenchromatographisch (CH/EE, 9:1) gereinigt. Das Amin 118 (1.89 g, 2.26 mmol, 26 %) und das Amin 119
(2.95 g, 3.52 mmol, 40 %) werden als farbloser Schaum erhalten.

'H-NMR (600 MHz, CDCl3): 8=0.79 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 4-H), 0.91 (d, J = 6.6 Hz, 3H, 5-H), 1.05 (s, 9H, 34-
H), 2.08 (m, 1H, 3-H), 2.42 (dd, J = 13.0 Hz, J = 3.7 Hz, 12-H), 2.69 (dd, J = 12.8 Hz, J = 10.6 Hz, 1H, 12-H),
2.94 (d,J=10.7 Hz, 1H, 2-H), 2.99 (m, 1H, 13-H), 3.10-3.15 (m, 2H, 19-H, 6-H), 3.18 (dd, J= 14.5 Hz, J= 5.6
Hz, 1H, 19-H), 3.50 (m, 4H, 18-H, 14-H), 3.61 (dd, /= 10.4 Hz, J = 5.0 Hz, 1H, 14-H), 3.80 (s, 3H, 11-H), 3.95
(d, J=12.8 Hz, 1H, 6-H), 3.97 (yt, J= 6.3 Hz, 1H, 16-H), 5.14 (d, J = 12.2 Hz, 1H, 35-H), 5.20 (d, /= 12.2 Hz,
1H, 35-H), 6.74 (d, J= 8.8 Hz, 2H, 9-H), 7.05 (d, J= 2.2 Hz, 1H, 21-H), 7.07-7.12 (m, 3H, 25-H, 8-H), 7.20 (yt,
J=17.6 Hz, 1H, 26-H), 7.30-7.40 (m, 10H, 24-H, 31-H, 32-H, 38-H, 39-H), 7.41-7.46 (m, 2H, 37-H), 7.55 (d, J =
7.9 Hz, 1H, 27-H), 7.61-7.66 (m, 4H, 30-H), 7.90 (s, 1H, 22-H). *C-NMR (150 MHz, CDCl;): § = 19.2 (33-C),
19.4 (4-C), 19.9 (5-C), 26.8 (34-C), 27.1 (3-C), 29.3 (19-C), 51.2 (18-C), 52.3 (12-C), 54.0 (13-C), 54.1 (6-C),
55.2 (11-C), 59.1 (16-C), 65.5 (35-C), 66.6 (14-C), 68.2 (2-C), 110.9 (24-C), 111.4 (20-C), 113.4 (9-C), 119.0
(27-C), 119.3 (25-C), 121.3 (26-C), 123.1 (21-C), 127.7 (28-C), 127.6, 127.6, 128.2, 128.5, 128.5 (31-C, 32-C,
38-C, 39-C), 129.5, 129.6 (37-C), 130.4 (8-C), 130.9 (7-C), 133.5, 133.6 (29-C), 135.6, 135.7 (30-C), 136.0 (36-
C), 136.1 (23-C), 158.5 (10-C), 171.8 (1-C), 175.6 (17-C). IR (KBr): 1731 (CO) cm”. HPLC-ESI-MS: m/z
(%) = 840 (100) [M+H]". HR-ESI-MS: m/z = 840.4409, berechnet fiir Cs5;HN;0,Si": 840.4402. Ry 0.27
(CHJ/EE, 8:2).
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318  (5)-2-(((4S,7R)-4-((1H-Indol-3-yl)methyl)-11,11-dimethyl-3-0x0-10,10-diphenyl-2,9-dioxa-5-aza-10-
siladodecan-7-yl)(4-methoxybenzyl)amino)-3-methyl-butansiurebenzylester (119, TZD-252)
"H-NMR (600 MHz, CDCl;): § = 0.75 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 4-H),
0.86 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 5-H), 1.05 (s, 9H, 34-H), 1.77 (s, br, 15-
H), 1.93 (m, 1H, 3-H), 2.55 (dd, J=11.8 Hz, /= 4.9 Hz, 1H, 14-
H), 2.88 (dd, J = 11.9 Hz, J = 7.5 Hz, 1H, 14-H), 3.00-3.06 (m,
3H, 2-H, 12-H, 19-H), 3.10 (dd, J = 14.3 Hz, J = 6.3 Hz, 1H, 19-
H), 3.54 (yt, J= 6.6 Hz, 1H, 16-H), 3.62 (s, 3H, 18-H), 3.68-3.72
(m, 3H, 13-H, 6-H), 3.79 (m, 3H, 11-H), 4.10 (d, /= 14.3 Hz, 1H,
6-H), 4.99 (d, J = 12.3 Hz, 1H, 35-H), 5.11 (d, J = 12.3 Hz, 1H,
35-H), 6.72 (d, J = 8.6 Hz, 3H, 9-H), 6.94 (d, /= 1.9 Hz, 1H, 21-
36 H), 7.08-7.12 (m, 3H, 8-H, 26-H), 7.19 (yt, J = 8.0 Hz, 1H, 25-
H), 7.30 (m, 10H, 24-H, 31-H, 32-H, 38-H, 39-H), 7.41-7.47 (m,
2H, 37-H), 7.57 (d, J = 7.9 Hz, 1H, 27-H), 7.64-7.67 (m, 4H, 30-
H), 7.83 (s, 1H, 22-H). ®*C-NMR (150 MHz, CDCl;): § = 19.1 (33-C), 19.6 (4-C), 20.0 (5-C), 26.9 (34-C), 28.1
(3-0), 29.2 (19-C), 46.0 (14-C), 50.7 (6-C), 51.5 (18-C), 55.2 (11-C), 59.0 (12-C), 62.0 (16-C), 65.5 (13-C), 65.9
(35-0), 67.9 (2-C), 111.0 (24-C), 111.5 (20-C), 113.4 (9-C), 118.8 (27-C), 119.4 (26-C), 121.9 (25-C), 122.8
(21-0), 127.5 (28-C), 127.6, 128.1, 128.4, 128.5 (31-C, 32-C, 38-C, 39-C), 129.6 (37-C) 129.8 (8-C), 132.4 (7-
C), 133.5, 133.6 (29-C), 135.7, 135.7 (30-C), 135.9 (36-C), 136.1 (23-C), 158.4 (10-C), 173.6 (1-C), 175.3 (17-
C). IR (KBr): 1730 (CO) cm™. HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 840 (100) [M+H]". HR-ESI-MS: m/z = 840.4410,
berechnet fiir Cs;Hg,N304Si": 840.4402. Ry: 0.22 (CH/EE, 8:2).

3.19 (S)-2-((4-methoxybenzyl)((R)-oxiran-2-ylmethyl)amino)-3-methylbutan-siurebenzylester (123, TZD-
189)

Das Mesylat 112 (98.3 mg, 137 umol) wird in THF (1 mL) gel6st und bei 0 °C mit

O/ einer 1 M Losung von TBAF (280 pl) in THF versetzt. Nach Rithren bei Raumtempe-

ratur fiir 18 h wird Wasser (10 mL) hinzugegeben und das Gemisch mit Essigester

(3x, 10 mL) extrahiert. Nach Entfernen des Losungsmittels unter vermindertem Druck

0

8 und sdulenchromatographischer Reinigung (CH/EE, 9:1) wird das Epoxid 123

6
N/\m (25.2 mg, 66 pmol, 48 %) als farbloses Ol erhalten.

5

]
9
7\“\\ 2 HO
: 01 O "H-NMR (400 MHz, CDCl;): § =0.84 (d, J = 6.4 Hz, 3H, 4-H), 1.02 (d, J = 6.6 Hz,
15 3H, 5H), 2.09 (m, 1H, 3-H), 2.33 (dd, J = 14.4 Hz, J= 7.0 Hz, 1H, 6-H), 2.4 (dd, J =
16 5.0 Hz, J = 2.8 Hz, 1H, 8-H), 2.67 (yt, J = 4.5 Hz, 1H, 8-H), 3.00-3.05 (m, 2H, 2-H,
7-H), 3.14 (dd, J=2.5 Hz, J=14.4 Hz, 1H, 6-H), 3.37 (d, /= 13.4 Hz, 1H, 9-H), 3.81
(s, 3H, 14-H), 4.07 (d, J=13.4 Hz, 1H, 9-H), 5.15 (d, /= 12.3 Hz, 1H, 15-H), 5.25 (d,
J=12.2 Hz, 1H 15-H), 6.85 (d, /= 8.3 Hz, 2H, 12-H), 7.23 (d, J= 8.5 Hz, 2H, 11-H),
7.35-7.45 (m, 5H, 17-H, 18-H, 19-H). ®C-NMR (100 MHz, CDCl;): § = 19.4, 19.7 (4-C, 5-C), 27.6 (3-C), 44.1
(8-C), 52.2 (7-C), 52.9 (6-C), 55.2 (14-C), 55.5 (9-C), 65.7 (15-C), 69.3 (2-C), 113.5 (12-C), 128.2, 128.5 (17-C,
18-C, 19-C), 129.7 (11-C), 131.2 (10-C), 136.1 (16-C), 158.6 (13-C), 172.0 (1-C). IR (KBr): 1729 (CO) cm’".
HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 121 (100) [CsHoO]", 384 (20) [M+H]", 406 (18) [M+Na]". HR-ESI-MS: m/z =
406.1983, berechnet fiir C,3H,0NNaO,": 406.1989. Ry: 0.38 (CH/EE, 8:2).
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3.20  (8)-2-(((R)-2-((S)-3-(1H-Indol-3-yl)-1-methoxy-1-oxopropan-2-ylamino)-3-(tert-butyldiphenylsilyl-
oxy)propyl)(4-methoxybenzyl)amino)-3-methylbutansiure (126, TZD-196)
Der Ester 118 (1.84 g, 2.20 mmol) wird in Ethanol (150 mL) geldst und mit

O/ Pd(OH),/C (337 mg) versetzt. AnschlieBend wird jeweils 10 min Argon,
10 2 31 gefolgt von Wasserstoff durch das Reaktionsgemisch geleitet. Danach wird
0 ., der Ansatz liber Nacht unter Wasserstoffatmosphdre geriihrt. Nach Ab-
7 b w29 3% schluss der Reaktion wird das Reaktionsgemisch filtriert und das Losungs-
>N T o’SI mitte] am Rotationsverdampfer entfernt. Die Séure 126 (1.57 g, 55 mmol,
é\\@ 15 HN O 95 %) wird als farbloser Schaum erhalten.
=0 5ei{
4 HO 1% O—1s 1
35 20 21 H-NMR (600 MHz, MeCN + 1 Tr. D,0): 6 =0.84 (d, /= 6.5 Hz, 3H, 4-H),
o7 28 NH 0.87 (d, J = 6.6 Hz, 3H, 5-H), 1.00 (s, 9H, 34-H), 2.00 (m, 1H, 3-H), 2.48
s 2 2 (dd, J=12.9 Hz, J = 3.7 Hz, 1H, 18-H), 2.60 (dd, J = 12.8 Hz, J = 10.8 Hz,
5 1H, 18-H), 2.86 (d, /= 10.3 Hz, 1H, 2-H), 2.94 (m, 1H, 13 H), 3.08 (dd, J =

14.4 Hz, J = 6.4 Hz, 1H, 19-H), 3.14 (dd, J = 14.3 Hz, J = 5.6 Hz, 1H, 19-
H), 3.21 (d, J = 13.4 Hz, 1H, 6-H), 3.44 (dd, J = 10.4 Hz, J = 4.5 Hz, 1H, 14-H), 3.54 (s, 3H, 18-H), 3.57 (dd,
J=10.5Hz, J=4.7 Hz, 1H, 14-H), 3.78 (s, 3H, 11-H), 3.90 (yt, J= 6.0 Hz, 1H, 16-H), 3.94 (d, /= 13.3 Hz, 1H,
6H), 6.78 (d, J = 8.7 Hz, 2H, 9-H), 7.02 (yt, J = 7.5 Hz, 1H, 25-H), 7.07 (s, 1H, 21-H), 7.11-7.15 (m, 3H, 8-H,
26-H), 7.39-7.48 (m, 8H, 24-H, 27-H, 31-H, 32-H), 7.62 (d, J = 7.0 Hz, 4H, 30-H). *C-NMR (150 MHz, MeCN
+ 1 Tr. D,0): & = 20.3 (33-C), 20.4 (4-C), 21.0 (5-C), 27.8 (34-C), 28.2 (3-C), 28.4 (19-C), 52.6 (18-C), 53.8
(12-C), 55.1 (6-C), 55.2 (13-C), 56.5 (11-C), 60.3 (16-C), 67.6 (14-C), 70.0 (2-C), 111.3 (20-C), 112.7 (24-C),
114.9 (9-C), 120.0 (27-C), 120.3 (25-C), 122.8 (26-C), 125.2 (21-C), 129.1 (28-C), 129.3 (31-C), 131.3 (32-C),
132.0 (8-C), 134.8 (7-C), 134.9 (29-C), 136.9 (30-C), 137.0 (30-C), 137.8 (23-C), 160.2 (10-C), 173.6 (17-C),
176.7 (1-C). IR (KBr): 1739 (CO), 1707 (CO) cm. HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 750 (100) [M+H]". HR-ESI-
MS: m/z = 750.3929, berechnet fiir C43HseN306Si": 750.3933. Ry: 0.76 (EE/EtOH, 1:1).

3.21  (8)-2-((3S,6R)-6-((tert-Butyldiphenylsilyloxy)methyl)-3-isopropyl-4-(4-methoxybenzyl)-2-oxopiper-
azin-1-yl)-3-(1H-indol-3-yl)propansiuremethylester (125, TZD-194)

Der Ester 118 (1.88 g, 2.23 mmol) wird in Ethanol (150 mL) gel6st und mit PdA(OH),/C (357 mg) versetzt. An-
schlieBend wird jeweils 10 min Argon, gefolgt von Wasserstoff durch das Reaktionsgemisch geleitet. Danach
wird der Ansatz fiir 9 h unter Wasserstoffatmosphére geriihrt. Nach Abschluss der Reaktion wird das Reaktions-
gemisch filtriert und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Nach Trocknen des Rohprodukts im
Hochvakuum wird dieses in Acetonitril (100 mL) gelost und HATU (1.39 g, 3.66 mmol) zugegeben. Bei 0 °C
wird DIPEA (960 pl, 5.67 mmol) hinzugefiigt und der Ansatz fiir 24 h bei Raumtemperatur geriihrt. Danach wird
Wasser (100 mL) hinzugegeben und das Gemisch mit DCM (3x 100 mL) extrahiert. Die vereinten oganischen
Phasen werden mit geséttigter Natriumchloridlosung (100 mL) gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet und
das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach sdulenchromatographischer Reinigung (CH/EE,
8:2) wird das 2-Ketopiperazin 125 (973 mg, 1.33 mmol, 59 %) als farbloser Schaum und das N-entschiitzte 2-
Ketopiperazin 128 (437 mg, 0.72 mmol, 32 %) ebenfalls als farbloser Schaum erhalten.
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"H-NMR (600 MHz, CDCL3): § = 0.88 (s, 9H, 26-H), 1.04 (d, J = 6.8 Hz,
3H, 16-H), 1.06 (d, J = 6.9 Hz, 3H, 17-H), 2.31 (m, 1H, 15-H), 2.53 (dd, J =
13.1 Hz, J = 4.4 Hz, 1H, 18-H), 2.81 (m, 2H, 20-H), 2.94 (dd, J = 13.1 Hz,
J=4.1Hz, 1H, 18-H), 3.12 (d, J = 3.8 Hz, 1H, 14-H), 3.19 (m, 1H, 19-H),
3.45 (dd, J = 15.1 Hz, J = 4.5 Hz, 1H, 3-H), 3.49 (d, J = 13.2 Hz, 1H, 27-
H), 3.57 (dd, J = 15.1 Hz, J = 10.3 Hz, 1H, 3-H), 3.61 (d, J = 13.2 Hz, 1H,
27-H), 3.72 (s, 3H, 33-H), 3.79 (s, 3H, 32-H), 3.80 (m, 1H, 2-H), 6.66 (d,
J=1.9 Hz, 1H, 5-H), 6.82 (d, J = 8.5 Hz, 2H, 30-H), 7.03 (yt, J = 7.4 Hz,
1H, 9-H), 7.10 (d, J = 8.4 Hz, 2H, 29-H), 7.15 (yt, J = 7.5 Hz, 1H, 10-H),
722 (d, J= 8.1 Hz, 1H, 11-H), 7.34 (yt, J = 7.4 Hz, 2H, 21-H), 7.36-7.41
(m, 6H, 23-H, 24-H), 7.43-7.49 (m, 3H, 21-H, 8-H), 7.55 (s, 1H, 6-H). *C-
NMR (150 MHz, CDCl;): § = 18.8 (25-C), 20.1 (16-C), 21.0 (17-C), 24.1
(3-C), 26.6 (26-C), 29.9 (15-C), 46.3 (18-C), 51.9 (33-C), 55.2 (32-C), 58.2 (27-C), 59.5 (19-C), 62.2 (2-C), 62.7
(20-C), 68.4 (14-C), 111.0 (8-C), 112.9 (4-C), 113.6 (30-C), 118.9 (11-C), 119.5 (9-C), 122.0 (10-C), 122.5 (5-
C), 127.7 (23-C, 24-C), 127.8 (12-C), 129.7, 129.8 (22-C), 129.8 (29-C), 130.8 (28-C), 133.1 (21-C), 133.2 (21-
C), 135.5 (22-C), 135.8 (7-C), 158.7 (31-C), 171.4, 171.7 (1-C, 13-C). IR (KBr): 1742 (CO), 1635 (CO) cm".
HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 732 (100) [M+H]". HR-ESI-MS: m/z = 732.3829, berechnet fiir C,4Hs4N305Si":
732.3827, Rg: 0.10 (CH/EE, 8:2).

3.22  (5)-2-((35,65)-6-(((tert-Butyldiphenylsilyl)oxy)methyl)-3-isopropyl-2-oxopiperazin-1-yl)-3-(1H-
indol-3-yl)propansiuremethylester (128, TZD-254)

"H-NMR (400 MHz, CDCLy): § = 0.85 (d, J = 6.7 Hz, 3H, 16-H), 0.95 (s,
9H, 26-H), 0.99 (d, J = 6.9 Hz, 3H, 17-H), 2.53 (m, 1H, 15-H), 2.77-2.79
(m, 2H, 20-H), 2.91 (dd, J=4.5 Hz, J= 13.4 Hz, 1H, 18-H), 3.05 (dd, J =
4.0 Hz, J = 13.4 Hz, 1H, 18-H), 3.10 (d, J = 3.2 Hz, 1H, 14-H), 3.19 (m,
1H, 19-H), 3.44 (dd, J = 4.4 Hz, J = 15.0 Hz, 1H, 3-H), 3.54 (dd, /=9.9
Hz, J = 15.0 Hz, 1H, 3-H), 3.70 (s, 3H, 28-H), 3.74 (dd, J = 5.0 Hz, J =
10.0 Hz, 1H, 2-H), 6.9 (d, J = 2.3 Hz, 1H, 5-H), 6.99 (ddd, /= 1.3 Hz, J =
6.7 Hz, J=17.9 Hz, 1H, 10-H), 7.10 (ddd, J = 1.0 Hz, J = 6.7 Hz, J = 8.0
Hz, 1H, 9-H), 7.14 (m, 1H, 8-H), 7.36-7.52 (m, 12H, 6-H, 11-H, 22-H, 23-
H, 24-H). *C-NMR (100 MHz, CDCl;): § = 17.1 (16-C), 18.9 (25-C),
19.9 (17-C), 24.1 (3-C), 26.7 (26-C), 30.6 (15-C), 43.8 (18-C), 52.0 (28-
C), 60.9 (19-C), 61.2 (20-C), 62.5 (14-C), 63.5 (2-C), 111.0 (8-C), 112.8 (4-C), 118.6 (11-C), 119.4 (9-C), 122.0
(10-0), 122.4 (5-C), 127.7, 127.7 (23-C), 129.8, 129.8 (24-C), 133.0, 133.2 (21), 135.6 (22-C), 135.7 (7-C),
171.2, 171.9 (1-C, 13-C). IR (KBr): 1636 (CO), 1744 (CO) cm'. HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 612 (100)
[M+H]". HR-ESI-MS: m/z = 612.3250, berechnet fiir C3sH4sN30,Si": 612.3252. Ry 0.10 (CH/EE, 7:3).
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3.23 (45,75,9a5)-4-((1H-Indol-3-yl)methyl)-7-isopropyl-8-(4-methoxybenzyl)tetra-hydropyrazino|[2,1-c]-
[1,4]oxazine-3,6(1H,4H)-dion (130, TZD-198)
Der Silylether 125 (289 mg, 394 umol) wird in THF (20 mL) geldst und mit

O/ Magnesiumsulfat (319 mg, 2.65 mmol) versetzt. AnschlieBend wird TBAF
(185 mg, 586 pmol) hinzugegeben und der Ansatz fiir 15 h bei Raumtemperatur
geriihrt. Das Reaktionsgemisch wird filtriert und eingeengt. Nach
sdulenchromatographischer Reinigung (CH/EE, 8:2) wird das Lacton 130 (52 mg,
113 pmol, 29 %) als farbloser Feststoff erhalten.

"H-NMR (400 MHz, CD;CN): 8= 0.87 (d, J= 6.8 Hz, 3H, 16-H), 1.01 (d, /= 6.8
Hz, 3H, 17-H), 2.11 (m, 1H, 15-H), 2.22 (m, 1H, 19-H), 2.33 (dd, J = 13.3 Hz,
J=52Hz, 1H, 18-H), 2.79 (d, J = 5.5 Hz, 1H, 14-H), 3.02 (dd, /= 13.4 Hz, J =
5.5 Hz, 1H, 18-H), 3.36 (dd, J= 14.6 Hz, J = 5.8 Hz, 1H, 3-H), 3.4 (dd, J= 14.8
Hz, J = 5.9 Hz, 1H, 3-H), 3.48 (m, 1H, 19-H), 3.53 (d, J = 13.4 Hz, 1H, 21-H),
3.78 (s, 3H, 26-H), 3.79 (d, J = 13.3 Hz, 1H, 21-H), 4.06 (dd, /= 11.3 Hz, J = 3.9 Hz, 1H, 20-H), 4.29 (dd, J =
11.3 Hz, J= 9.4 Hz, 1H, 20-H), 5.47 (yt, J= 5.8 Hz, 1H, 2-H), 6.88 (d, J = 8.7 Hz, 2H, 24-H), 7.06 (dyt, J= 7.3
Hz, J= 1.0 Hz, 1H, 10-H), 7.12 (d, J= 7.5 Hz, 1H, 8-H), 7.15 (dyt, J= 7.1 Hz, J= 1.1 Hz, 1H, 9-H), 7.20 (d, J =
8.6 Hz, 2H, 23-H), 7.41 (d, J = 8.1 Hz, 1H, 5-H), 7.64 (d, J = 8.1 Hz, 1H, 11-H), 9.2 (s, 1H, 6-H). *C-NMR
(100 MHz, CD;CN): & = 19.8 (16-C), 21.3 (17-C), 28.5 (3-C), 29.9 (15-C), 46.5 (18-C), 49.8 (19-C), 54.8 (2-C),
55.8 (26-C), 59.1 (21-C), 69.8 (14-C), 71.2 (20-C), 110.7 (4-C), 112.3 (8-C), 114.6 (24-C), 119.7 (11-C), 119.9
(10-C), 122.6 (9-C), 125.1 (5-C), 128.5 (12-C), 130.9 (23-C), 131.4 (22-C) 137.3 (7-C), 159.9 (25-C), 169.1 (I-
C), 169.9 (13-C). IR (KBr): 1649 (CO), 1733 (CO) cm’'. HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 462 (100) [M+H]". HR-
ESI-MS: m/z = 462.2399, berechnet fiir C,;H3,N;0,": 462.2387. Ry: 0.28 (CH/EE, 1:1).

3.24 (5)-N-(2-Amino-2-oxoethyl)-2-((38,6S5)-6-((tert-butyldiphenylsilyloxy)methyl)-3-isopropyl-4-(4-me-
thoxybenzyl)-2-oxopiperazin-1-yl)-3-(1H-indol-3-yl)propan-amid (133, TZD-217)

Der Methylesters 125 (973 mg, 1.33 mmol) wird mit einer auf 0 °C vorgekiihlten Losung von LiOH (469 mg,
19.6 mmol) in THF/MeOH/H,O (100 mL, 3:1:1) versetzt und fiir 19 h geriihrt. AnschlieBend wird Wasser
(100 mL) hinzugegeben, mit 1M HCI auf pH 3 angeséuert und die Séure 132 mit DCM (1x 200 mL, 2x 100 mL)
als Hydrochlorid extrahiert. Nach Waschen mit gesittigter Natriumchloridlosung (100 mL) und Trocknen iiber
Natriumsulfat wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wird im Hochvaku-
um getrocknet. Die Sdure 132 wird in trockenem DMF (80 mL) geldst und mit Glycinamid-Hydrochlorid
(458 mg, 4.14 mmol) und HATU (1.11 g, 2.93 mmol) versetzt. Bei 0 °C wird DIPEA (1.6 mL, 9.41 mmol) hin-
zugegeben und der Ansatz bei Raumtemperatur fiir 7h geriihrt Nach Zugabe von gesittigter
Natriumhydrogencarbonatldosung (25 mL) wird mit DCM (4x, 100 mL) extrahiert. Die vereinten organischen
Phasen werden iiber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Nach
sdulenchromatographischer Reinigung (DCM/Aceton, 8:2) wird das Peptid 133 (760 mg, 982 umol, 74 %) als

farbloser Schaum erhalten.
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% 'H-NMR (600 MHz, CDCl;): & = 0.89 (d, J = 6.8 Hz, 3H, 20-H), 0.96 (s,
029/ @ N 9H, 26-H), 1.02 (d, J = 6.9 Hz, 3H, 21-H), 2.28 (m, 1H, 19-H), 2.76 (dd,
2 >< J=13.0 Hz, J = 3.9 Hz, 1H, 22-H), 3.03 (dd, J = 12.9 Hz, 1H, 22-H),
i OSi I 3.18 (m, 2H, 18-H, 7-H), 3.30-3.37 (m, 2H, 7-H, 24-H), 3.52-3.59 (m,
sy 22 g ) 2H, 23-H, 24-H), 5.56 (d, J = 13.4 Hz, 1H, 25-H), 3.65 (d, J = 13.3 Hz,
| N23 g NH 1H, 25-H), 3.68 (dd, J= 16.6 Hz, J = 5.6 Hz, 1H, 3-H), 3.79 (s, 3H, 30-
ﬁ“ - Hﬁ( > H),3.81(dd, J=16.9 Hz, J = 5.6 Hz, 1H, 3-H) 4.55 (ys, br, 1H, 6-H),
n O ™ex NHO 5.43 (s, br, 1H, 1-H), 6.53 (s, br, 1H, 1-H), 6.74 (s, 1H, 9-H), 6.83 (d, J =
15 10 8.4 Hz, 2H, 28-H), 7.07 (yt, J = 7.4 Hz, 1H, 13-H), 7.12 (m, 1H, 4-H),
N 0 12 7.14 (d, J = 6.4 Hz, 1H, 27-H), 7.17 (yt, J = 7.4 Hz, 1H, 14-H), 7.28 (d,

14 13

J=17.4 Hz, 1H, 12-H), 7.38 (m, 4H, 33-H), 7.42-7.46 (m, 3H, 34-H, 15-
H), 7.53 (m, 4H, 32-H), 8.21 (s, 10-H). ®*C-NMR (150 MHz, CDCl;):
§=18.4(35-C), 19.0, 19.7 (20-C, 21-C), 23.6 (7-C), 26.7 (36-C), 29.5 (19-C), 43.0 (3-C), 46.2 (22-C), 55.2 (30-
C), 57.8 (23-C, 25-C), 60.6 (br, 6-C), 62.5 (24-C), 68.8 (18-C), 110.9 (8-C), 111.3 (12-C), 113.7 (28-C), 118.4
(15-0), 119.6 (13-C), 122.1 (14-C), 122.7 (9-C), 127.0 (16-C), 127.7, 127.8 (33-C), 129.8, 129.9 (27-C, 34-C),
130.4 (26-C), 133.0, 133.1 (31-C), 135.5, 135.5 (32-C), 136.0 (11-C), 158.7 (29-C), 171.6, 171.7, 173.0 (2-C, 5-
C, 17-C). IR (KBr): 1670 (CO), 1627 (CO) cm™'. HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 774 (100) [M+H]", 796 (11)
[M+Na]". HR-ESI-MS: m/z = 774.4045, berechnet fiir C4,sHseNsOsSi': 774.4045; m/z = 796.3861, berechnet fiir
C4sHssNsNaOsSi'™: 796.3865. Ry: .0.16 (DCM/Aceton, 7:3).

3.25 (S)-N-(2-Amino-2-oxoethyl)-2-((35,65)-6-(hydroxymethyl)-3-isopropyl-4-(4-methoxybenzyl)-2-
oxopiperazin-1-yl)-3-(1H-indol-3-yl)propanamide (134, TZD-218)
Der Silylether 133 (395 mg, 511 pmol) wird in THF (10 mL) geldst und bei

O/ 0 °C mit einer 1 M TBAF-L&sung in THF (1.4 mL, 1.4 mmol) versetzt. Nach
20 Rithren fiir 13 h wird gesittigte Natriumhydrogencarbonatldsung (15 mL)
e 25 hinzugegeben und mit Dichlormethan (4x 15 mL) extrahiert. Die vereinten
T, ) 4O:| 3 1NH organischen Phasen werden iiber Natriumsulfat getrocknet und eingeengt.
®ON 23 HNW > Nach Reinigung durch Kieselgelchromatographie (DCM/ACETON, 1:1)
21 |
1\9[\\“1%'\‘ % N0 O wird der Alkohol 134 (233 mg, 435 umol, 85%) als farbloser Feststoff er-
0 e A halten.
20

~NH

16, 1110
15 . "H-NMR (600 MHz, CDCl;): 8 = 0.71 (d, J = 6.9 Hz, 3H, 20-H), 1.02 (d, J
14, =17.0 Hz, 3H, 21H), 2.25 (m, 1H, 19-H), 2.69 (dd, J = 12.7 Hz, J= 3.1 Hz,

1H, 22-H), 2.92 (dd, J = 12.7 Hz, J = 2.7 Hz, 1H, 22-H), 3.23 (dd, J = 9.7
Hz, J = 15.4 Hz, 1H, 7-H), 3.30 (d, J = 2.0 Hz, 1H, 18-H), 3.51-3.57 (m, 3H, 7-H, 24-H, 26-H), 3.60-3.67 (m,
3H, 3-H, 23-H, 24-H), 3.80-3.83 (m, 4H, 26-H, 31-H), 4.17 (dd, J= 7.0 Hz, J = 17.2 Hz, 1H, 3-H), 5.44 (dd, J =
9.4 Hz, J= 6.8 Hz, 1H, 6-H), 5.86 (s, 1H, 1-H), 6.84 (d, J = 8.7 Hz, 2H, 29-H), 7.04 (d, J = 2.0 Hz, 1H, 9-H),
7.07-7.11 (m, 3H, 14-H, 28-H), 7.17 (s, br, 1-H) 7.18 (yt, J = 7.3 Hz, 1H, 13-H), 7.35 (d, J= 8.2 Hz, 1H, 12-H),
7.52 (d, J= 8.0 Hz, 1H, 15-H), 7.72 (yt, = 5.5 Hz, 1H, 4-H), 8.38 (s, 1H, 10-H). "C-NMR (150 MHz, CDCls):
§=19.7,22.8 (20-C, 21-C), 23.2 (7-C), 27.3 (19-C), 43.0 (3-C), 48.9 (22-C), 52.9 (23-C), 55.2 (31-C), 56.6 (24-
C), 56.7 (6-C), 64.8 (26-C), 68.6 (18-C), 110.6 (8-C), 111.4 (12-C), 114.1 (29-C), 118.2 (15-C), 119.7 (14-C),
122.3 (13-C), 122.5 (9-C), 126.9 (16-C), 128.8 (27-C), 130.0 (28-C), 136.2 (11-C), 159.2 (30-C), 172.0, 172.6,
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172.7 (2-C, 5-C, 17-C). IR (KBr): 1624 (CO), 1670 (CO) cm™. HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 536 (100) [M+H]".
HR-ESI-MS: m/z = 536.2863, berechnet fiir C,0H3sNsOs": 536.2867. Ryz 0.22 (DCM/Aceton, 1:1).

3.26 Methansulfonsdure-((25,55)-1-((S)-1-(2-Amino-2-oxoethylamino)-3-(1 H-indol-3-yl)-1-oxopropan-2-
yl)-5-isopropyl-4-(4-methoxybenzyl)-6-oxopiperazin-2-yl)methylester (135, TZD-219)
Der Alkohol 134 (214 mg, 399 pmol) wird in Dichlormethan (10 mL) ge-

O/ 16st. Bei 0 °C wird TEA (200 pl) und Mesylchlorid (100 pl) hinzugegeben
3 2 2|5 und anschliefend bei Raumtemperatur fiir 3 h geriihrt. Nach Zugabe von
O:§:O gesittigter Natriumhydrogencarbonatlosung (15 mL) und Dichlormethan
7 2822 240 ;3 1 (10 mL) werden die Phasen getrennt und die wéssrige Phase wird mit
£ON 23 F?N/YNHZ Dichlormethan (3x 10 mL) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen
“ ﬁ\“‘f%N < 550 O werden iiber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter vermin-
x O 7E 8 /9 dertem Druck entfernt. Nach Trocknen des Rohprodukts im Hochvakumm
16 NH 10 wird in quantitativer Ausbeute das Mesylat 135 (248 mg, 399 umol) als
10 0 12 gelber Feststoff erhalten. Das Rohprodukt wird fiir die nachfolgende

14 a

Cyclisierung ohne weitere Aufreinigung eingesetzt.

"H-NMR (600 MHz, CDCl;): 8 = 0.86 (d J = 6.8 Hz, 3H, 20-H), 1.01 (d, J = 6.9 Hz, 3H, 21-H), 2.99 (m, 1H,
18-H), 2.70 (dd, J = 2.9 Hz, J = 13.2 Hz, 1H, 22-H), 2.79 (s, 3H, 25-H), 3.04 (dd, J = 3.8 Hz, J = 13.3 Hz, 1H,
22-H), 3.28 d,J=2.7 Hz, 1H, 18-H), 3.41 (dd, /= 8.3 Hz, J = 14.9 Hz, 1H, 7-H), 3.50 (dd, /J=7.3 Hz, J = 14.8
Hz, 1H, 7-H), 3.65 (s, 2H, 26-H), 3.80 (s, 3H, 31-H), 3.82 (m, 1H, 23-H), 3.83 (dd, /= 5.9 Hz, /= 16.9 Hz, 1H,
3-H), 3.91 (dd, J=6.1 Hz, J=16.9 Hz, 1H, 3-H), 4.02 (yt, J = 9.7 Hz, 1H, 24-H), 4.21 (yd, J = 8.8 Hz, 1H, 24-
H), 4.92 (yt, J=7.9 Hz, 1H, 6-H), 5.58 (s, 1H, 1-H), 6.40 (s, 1H, 1-H), 6.84 (d, J = 8.7 Hz, 2H, 28-H), 7.09 (d,
J=2.01 Hz, 1H, 9-H), 7.12-7.17 (m, 3H, 14-H, 29-H), 7.19-7.25 (m, 3H, 4-H, 13-H), 7.39 (d, J = 8.0 Hz, 1H,
12-H), 7.57 (d, J = 7.9 Hz, 1H, 15-H), 8.53 (s, 1H, 10-H). ®*C-NMR (150 MHz, CDCl;): § = 19.9, 20.3 (20-C,
21-C), 23.7 (7-C), 28.8 (19-C), 36.9 (25-C), 42.9 (3-C), 45.1 (22-C), 54.1 (br, 23-C), 55.2 (31-C), 57.1 (26-C),
59.7 (br, 6-C), 67.4 (24-C), 68.2 (18-C), 110.4 (8-C), 111.5 (12-C), 113.8 (29-C), 118.4 (15-C), 119.9 (14-C),
122.4 (13-C), 123.1 (9-C), 127.0 (16-C), 129.9 (27-C), 130.0 (28-C), 136.3 (11-C), 159.0 (30-C), 171.2, 171.8,
172.6 (2-C, 5-C, 17-C). IR (KBr): 1673 (CO), 1633 (CO), 1355 (SO,), 1174 (SO,) cm™'. HPLC-ESI-MS: m/z
(%) = 614 (100) [M+H]", 636 (28) [M+Na]". HR-ESI-MS: m/z = 636.2468, berechnet fiir C3,H3NsNaO;S":
636.2462. Ry: 0.24 (DCM/Aceton, 1:1).

3.27  2-((4S,75,9a85)-4-((1H-Indol-3-yl)methyl)-7-isopropyl-8-(4-methoxybenzyl)-3,6-dioxohexahydroxyo-
1H-pyrazino[1,2-a]pyrazin-2(6H)-yl)acetamid (136, TZD-220)

Das Rohprodukt des Mesylats 135 (248 mg, 399 pmol) wird in DMF (15 mL) geldst und mit Natriumhydrid
(27.0mg, 1.13 mmol) versetzt. Nach Rithren fiir 6.5h bei Raumtemperatur wird gesittigte
Natriumhydrogencarbonatlosung (15 mL) hinzugegeben. Das Gemisch wird anschlieend mit Dichlormethan
(4x 15 mL) extrahiert. Nach Trocknen der vereinten organischen Phasen iiber Natriumsulfat, Entfernen des
Losungsmittels unter vermindertem Druck und sdulenchromatographischer Reinigung (DCM/Aceton, 1:1) wird

der Bicyclus 136 (112 mg, 217 umol, 57 %) als farbloser Feststoff erhalten.
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% "H-NMR (400 MHz, CDCl;): [ = 1.04 (d, J = 6.7 Hz, 3H, 19-H), 1.11

028/ (d, J = 6.8 Hz, 3H, 20-H), 2.20 (m, 2H, 18-H, 21-H), 2.82 (dd, J = 3.7
27 Hz, J=11.6 Hz, 1H, 23-H), 2.96 (dd, J = 5.4 Hz, J = 13.0 Hz, 1H, 21-H),
iPze 3.02 (d, J=5.3 Hz, 1H, 17-H), 3.30 (m, 1H, 22-H), 3.36 (dd, /= 4.8 Hz,
J=14.0 Hz, 1H, 6-H), 3.47 (yt, J= 11.2 Hz, 1H, 23-H), 3.53 (d, J= 15.5

NH 1 . 5 s s 9 3 ]
Hz, 1H, 3-H), 3.55 (d, J = 13.0 Hz, 1H, 24-H), 3.67 (dd, J = 4.8 Hz, J =

SR TaNE N\/zt& O
14.8 Hz, 1H, 6-H), 3.76 (d, J = 13.0 Hz, 1H, 24-H), 3.80 (s, 3H, 29-H),

19 o 436 (d, J=15.4 Hz, 1H, 3-H), 5.21 (s, br, 1-H), 5.52 (yt, J= 4.8 Hz, 1H,
5-H), 5.76 (s, br 1H, 1-H), 6.83 (d, J = 8.6 Hz, 2H, 27-H), 7.08-7.21 (m,

_/

5-H, 8-H, 12-H, 13-H, 26-H), 7.33 (d, /= 8.1 Hz, 1H, 11-H), 7.69 (d, J =

7.8 Hz, 1H, 14-H), 8.30 (s, 9.H). *C-NMR (100 MHz, CDCl;): § = 20.1,
21.8 (19-C, 20-C), 27.3 (6-C), 28.2 (18-C), 45.6 (21-C), 49.4 (22-C), 50.5 (3-C), 52.4 (23-C), 55.1 (5-C), 55.2
(29-C), 58.2 (24-C), 68.9 (17-C), 110.7 (7-C), 111.4 (11-C), 113.8 (27-C), 119.0 (14-C), 119.5 (13-C), 122.0
(12-C), 123.8 (8-C), 127.6 (15-C), 129.6 (25-C), 129.8 (26-C), 136.0 (10-C), 158.9 (28-C), 168.4 (17-C), 169.0
(4-C), 170.5 (2-C). IR (KBr): 1647 (CO) cm”. HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 518 (100) [M+H]", 536 (9),
[M+NH,4]", 540 (16) [M+Na]". HR-ESI-MS: m/z = 518.2758, berechnet fiir C,0H3,NsO4: 518.2762. Ry: 0.25
(DCM/Aceton, 1:1).

3.28 2-((4S,78,9a8)-4-((1H-Indol-3-yl)methyl)-7-isopropyl-3,6-dioxohexahydro-1H-pyrazino[1,2-
alpyrazin-2(6H)-yl)acetamid (84, TZD-221)
a) Das PMB-geschiitzte Amin 136 (100 mg, 193 pmol) wird in (Ethanol

H21N +32ﬁg/24\N WNH% 10 mL) geldst und mit Pd(OH),/C (33.2 mg) versetzt. AnschlieBend wird

20 2 y NS\/§ o 10 min Argon gefolgt von 10 min Wasserstoff durch die Reaktionslosung
ﬁ\\\ N : ) CS) geleitet und danach 2 Tage unter Wasserstoffatmosphére bei 1 bar geriihrt.
w O = NH AnschlieBend wird das Reaktionsgemisch in einen Autoklaven iiberfiihrt
Cl 9 10° und 22.5 h unter 2 bar Wasserstoffatmosphire gefolgt von weiteren 46 h

unter 3 bar Wasserstoffatmosphére geriihrt. Nach dieser Reaktionszeit wird
das Reaktionsgemisch iiber 2 Faltenfilter filtriert und das Losungsmittel
am Rotationsverdampfer entfernt. Durch Reinigung mittels Kieselgelchromatographie (EE/EtOH, 9:1 + 0.1 %
TEA — EE/EtOH 1:1 + 0.1 % TEA) werden 43 % des Edukts 136 (42.5 mg, 82.1 umol) reisoliert, 29 % des Pro-
dukts 84 (21.9 mg, 55.1 pmol) sowie 15 % des alkylierten Bicyclus 137 (12.5 mg, 29.3 umol) erhalten.

b) Das PMB-geschiitzte Amin 136 (232 mg, 448 pmol) wird in MeOH (15 mL) geldost und mit Pd(OH),/C
(37.8 mg) versetzt. Dazu werden zwei Tropfen konzentrierte Salzsdure gegeben und das Gemisch bei Raumtem-
peratur unter 5 bar Wasserstoffdruck geriihrt. Nach 14 h wird weiteres Pd(OH),/C (73.6 mg) hinzugegeben und
erneut fiir 23.5 h bei 5 bar Wasserstoffdruck hydrogenolysiert. AnschlieBend wird iiber zwei Filterpapiere fil-
triert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der entschiitzte Bicyclus 84 (186.1 mg,

429 umol, 96%) wird als rétlicher Feststoff erhalten.

'H-NMR (400 MHz, DMSO): & = 0.86 (d, J = 7.0 Hz, 3H, 19-H), 0.90 (d, J = 7.1 Hz, 3H, 20-H), 2.25 (m, 1H,
18-H), 3.18-3.25 (m, 3H, 6-H, 24-H), 3.42 (dd, J = 3.9 Hz, J = 12.5 Hz, 1H, 22-H), 3.50 (yt, J= 11.0 Hz, 1H,
22-H), 3.57 (dd, J = 4.4 Hz, J = 12.4 Hz, 1H, 22-H), 3.68 (d, J = 16.6 Hz, 1H, 3-H), 3.82 (m, 1H, 17-H), 4.13 (d,
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J=16.4Hz, 1H, 3-H), 4.22 (m, 1H, 23-H), 5.13 (yt, J= 6.0 Hz, 1H, 5-H), 6.97 (ddd, J= 0.5 Hz, J=7.4 Hz, J =
7.4 Hz, 1H, 13-H), 7.05 (ddd, J = 0.8 Hz, J = 7.5 Hz, J = 7.5 Hz, 1H, 12-H), 7.11 (s, br, 1H, 1-H), 7.27 (d, J =
1.7 Hz, 1H, 8-H), 7.31 (d, /= 8.1 Hz, 1H, 11-H), 7.45 (s, br, 1H, 1-H), 7.56 (d, J= 7.9 Hz, 1H, 14-H), 9.50 (s,
br, 1H, 21-H), 10.00 (s, br, 1H, 21-H), 10.79 (s, 1H, 9-H). ®*C-NMR (100 MHz, DMSO): § = 17.7, 18.3 (19-C,
20-C), 27.3 (6-C), 28.3 (18-C), 40.0 (24-C), 45.9 (br, 23-C), 48.9 (3-C), 50.4 (22-C), 54.3 (5-C), 54.8 (), 61.1
(17-C), 109.0 (7-C), 111.2 (11-C), 118.2, 118.3 (13-C, 14-C), 120.8 (12-C), 124.7 (8-C), 127.3 (15-C), 136.2
(10-C), 167.0, 169.2 (2-C, 4-C, 16-C). IR (KBr): 1657 (CO) cm”'. HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 398 (100)
[M+H]", 420 (51) [M+H]". HR-ESI-MS: m/z = 420.2007, berechnet fiir C,;H,;NsNaO;: 420.006. Ry 0.18
(EE/EtOH, 1:1).

3.29 2-((4S5,78,9aS)-4-((1H-indol-3-yl)methyl)-8-ethyl-7-isopropyl-3,6-dioxohexahydro-1H-pyrazino[1,2-
alpyrazin-2(6H)-yl)acetamid (137, TZD-255)
"H-NMR (600 MHz, MeCN): § = 0.72 (d, J = 6.7 Hz, 3H, 19-H), 0.95 (d,

25

J=6.7 Hz, 3H, 20-H), 0.98 (t, J = 7.1 Hz, 3H, 25-H), 1.91 (m, 1H, 17-H),
24LN/21\‘22XN L NH,T 46 (dd, J=2.3 Hz, J = 13.8 Hz, 1H, 23-H), 2.61 (dq, /= 7.2 Hz, J = 12.
ZOEM\? © N\_s/go 0 8 Hz, 1H, 24-H), 2.69 (dq, J = 7.0 Hz, J = 12.7 Hz, 1H, 24-H), 2.78 (d, J =
[ Se 6.3 Hz, 1H, 17-H), 3.09 (dd, J = 4.7 Hz, J = 13.6 Hz, 1H, 23-H), 3.14 (yd,
~"NH J=1.5 Hz, 1H, 21-H), 3.30 (dd, J = 4.9 Hz, J = 14.7 Hz, 1H, 6-H), 3.39

. (1’ (dd, J = 7.2 Hz, J = 14.7 Hz, 1H, 6-H), 3.55-3.59 (m, 2H, 22-H, 21-H),

3.90 (d, J = 162 Hz, 1H, 3-H), 3.98 (d, J = 16.3 Hz, 1H, 3-H), 5.32 (dd,
J=5.1Hz,J=17.0Hz, 1H, 5-H), 5.77 (s, br 1H, 1-H), 6.16 (s, br 1H, 1-H),
7.06 (dyt, J= 0.9 Hz, J= 7.5 Hz, 1H, 13-H), 7.11 (d, J = 2.3 Hz, 1H, 8-H), 7.13 (dyt, J = 0.8 Hz, J = 7.6 Hz,
1H, 12-H), 7.39 (d, J = 8.2 Hz, 1H, 11-H), 7.62 (d, J = 7.9 Hz, 1H, 14-H), 9.17 (s, 1H, 9-H). *C-NMR (150
MHz, MeCN): & = 13.4 (25-C), 20.2 (19-C), 21.9 (20-C), 27.8 (6-C), 29.2 (18-C), 46.7 (21-C), 49.6 (24-C), 49.9
(22-C), 50.5 (3-C), 53.0 (23-C), 55.4 (5-C), 69.4 (17-C), 111.3 (7-C), 112.2 (11-C), 119.7 (14-C), 119.8 (13-C),
122.3 (12-C), 125.1 (8-C), 128.8 (15-C), 137.4 (10-C), 169.1, 169.7, 170.9 (2-C, 4-C, 16-C). IR (KBr): 1654
(CO) cm™'. HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 426 (100) [M+H]". HR-ESI-MS: 426.2507; berechnet fiir C;3H;,N505":
426.2500. Ry: 0.65 (EE/EtOH, 1:1).

3.30  (8)-2-((35,65)-4-((S)-2-((((9H-Fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)amino)-3-(fert-butoxy)propanoyl)-6-
(((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)methyl)-3-isopropyl-2-oxopiperazin-1-yl)-3-(1H-indol-3-yl)propanséure-
methylester (139, TZD-223)

Das 2-Ketopiperazin 128 (786 mg, 1.28 mmol) wird in DMF (10 mL) geldst und dazu Fmoc-Ser(sBu)-OH
(1.26 g, 3.29 mmol) und HATU (1.08 g, 2.84 mmol) gegeben. Nach Zugabe von DIPEA (750 pl, 4.41 mmol)
wird der Ansatz fiir 21.5 h bei 40 °C geriihrt. Anschlieend wird Wasser (40 mL) zugesetzt und die resultierende
Losung einmal mit DCM (1x 100 mL, 3x 50 mL) extrahiert. Nach Trocknen der vereinigten organischen Phasen
iiber Natriumsulfat, Entfernen des Losungsmittel unter vermindertem Druck und sdulenchromatographischer

Reinigung (CH/EE, 8:2) wird das Produkt 139 (874 mg, 894 umol, 70 %) als farbloser Feststoff erhalten.
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"H-NMR (400 MHz, CDCl;): § = 0.94 (d, J = 7.0 Hz, 3H,
16-H), 0.98 (s, 9H, 26-H), 1.05 (d, J = 6.8 Hz, 3H, 17-H),
1.16 (s, 9H, 31-H), 2.39 (m, 1H, 15-H), 2.55 (d, J = 8.9 Hz,
1H, 20-H), 2.73 (m, 2H,19-H, 20-H), 2.92 (m, 1H, 2-H),
3.04 (dd, ) 3.30-3.60 (m, 5-H, 3-H, 18-H, 29-H), 3.67 (s,
3H, 42-H), 4.24-4.48 (m, 3H, 35-H, 34-H), 4.61 (d, J= 14.6
Hz, 1H, 18-H), 4.85 (d, J = 4.6 Hz, 1H, 14-H), 4.90 (m, 1H,
28-H), 5.18 (d, J = 8.6 Hz, 1H, 32-H), 6.62 (d, J = 2.1 Hz,
1H, 5-H), 6.85-7.79 (m, 24H, 6-H, 8-H, 9-H, 10-H, 11-H,
22-H, 23-H, 24-H, 37-H, 38-H, 39-H, 40-H). "C-NMR
(100 MHz, CDCl3): § = 18.9 (25-C), 19.6, 20.1 (16-C, 17-
C), 23.8 (3-C), 26.8 (26-C), 27.4 (31-C), 32.6 (15-C), 41.3
(18-C), 47.1 (35-C), 49.9 (28-C), 52.1 (42-C), 59.1 (20-C),
59.6 (19-C), 59.9 (14-C ), 61.6 (29-C), 63.9 (br, 2-C), 67.1
(34-C), 77.2 (30-C), 111.0 (8-C), 112.3 (4-C), 118.4 (11-C), 119.5 (10-C), 122.0 (9-C), 122.2 (5-C), 119.6,
120.0, 122.4, 125.0, 125.1, 127.0, 127.0, 127.2, 127.3, 127.5, 127.7, 127.7, 127.8, 129.4, 129.8, 130.1, 132.7,
133.1 (12-C, 22-C, 23-C, 24-C, 37-C, 38-C, 39-C, 40-C), 135.6, 135.6, 135.8 (7-C, 21-C), 141.2 (41-C), 143.8
(36-C), 155.8 (33-C), 169.4, 170.2, 170.4 (1-C, 13-C, 33-C). IR (KBr): 1654 (CO), 1735 (CO) cm. HPLC-
ESI-MS: m/z (%) = 977 (100) [M+H]", 999 (14) [M+Na]". HR-ESI-MS: m/z = 999.4699, berechnet fiir
CssHesN, NaOgSi™: 999.4699. Ry: 0.44 (CH/EE, 1:1).

3.31  (9)-2-((35,65)-4-((S)-2-Amino-3-(fert-butoxy) propanoyl)-6-(((zer+-butyldiphenylsilyl)oxy)methyl)-3-
isopropyl-2-oxopiperazin-1-yl)-3-(1H-indol-3-yl)pro-pansiuremethylester (TZD-228)

Das Carbamat 139 (845 mg, 865 pmol) wird in DMF (10 mL) geldst und
mit Piperidin (860 pl, 8.69 mmol) versetzt. Nach Rithren bei Raumtempe-
ratur fir 2 h wird gesittigte Natriumhydrogencarbonatlgsung (10 mL)
hinzugegeben und das Gemisch mit DCM (4x 10 mL) extrahiert. Nach
Trocken iiber Natriumsulfat und Entfernen des Dichlormethan unter ver-
mindertem Druck wird das restliche DMF im Hochvakuum entfernt. Nach
sdulenchromatographischer Reinigung (CH/EE, 1:1) wird das Amin
(565 mg, 748 umol, 87 %) als farbloser Feststoff erhalten.

"H-NMR (400 MHz, CDCl;): & = 0.94 (s, 9H, 26-H), 0.99 (d, J = 7.0 Hz,
3H, 16-H), 1.07 (d, J = 6.9 Hz, 3H, 17-H), 1.14 (s, 9H, 31-H), 2.38-2.54
(m, 2H, 15-H, 20-H), 2.61 (yt, J= 11.0 Hz, 1H, 20-H), 2.80 (m, 1H, 19-
H), 3.15 (dd, J= 2.9 Hz, J = 10.2 Hz, 1H, 2-H), 3.28-3.43 (m, 3-H, 29-H), 3.47-3.54 (m, 2H, 18-H, 29-H), 3.71
(s, 3H, 33-H), 3.93 (dd, J= 3.8 Hz, J= 9.1 Hz, 1H, 28-C), 4.51 (yd, J= 14.5 Hz, 1H, 18-H), 4.88 (d, /= 5.0 Hz,
1H, 14-H), 6.59 (d, J=2.3 Hz, 1H, 5-H), 6.94 (ddd, J= 1.1 Hz, J = 6.9 Hz, J= 7.4 Hz, 1H, 10-H), 7.01-7.11 (m,
2H, 8-H, 9-H), 7.26-7.56 (m, 12H, 6-H, 11-H, 22-H, 23-H, 24-H). *C-NMR (100 MHz, CDCL;): & = 18.8 (25-
C), 19.5 (16-C), 20.1 (17-C), 23.8 (3-C), 26.7 (26-C), 27.5 (31-C), 32.7 (15-C), 41.3 (18-C), 51.7 (28-C), 52.2
(33-C), 58.9 (20-C), 59.3 (14-C), 59.8 (19-C), 64.3 (2-C), 64.9 (29-C), 77.2 (30-C), 111.9 (8-C), 112.1 (4-C),
118.2 (11-C), 119.7 (10-C), 122.1 (9-C), 122.4 (5-C), 127.2 (12-C), 127.7, 127.8, 129.8, 130.0, 135.4, 135.6 (22-
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C, 23-C, 24-C), 132.6, 132.9 (21-C), 135.6 (7-C), 169.6, 170.5, 172.5 (1-H, 13-H, 27-H). IR (KBr): 1654 (CO),
1744 (CO) cm™. HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 755 (100) [M+H]". HR-ESI-MS: m/z = 755.4198, berechnet fiir
C43H59N4O6Si+2 755.4198. Rf: 0.17 (CH/EE, 11)

3.32  (8)-2-((35,65)-4-((65,9S5,125)-9-Benzyl-6-(4-(tert-butoxy)benzyl)-12-(tert-butoxymethyl)-2,2-
dimethyl-4,7,10-trioxo-3-0xa-5,8,11-triazatridecan-13-oyl)-6-(((fer+-butyldiphenylsilyl)oxy)methyl)-3-
isopropyl-2-oxopiperazin-1-yl)-3-(1H-indol-3-yl)propansiuremethylester (140, TZD-230)

Das Amin (549 mg, 727 umol) wird in
MeCN (10mL) gelést und mit der
Dipeptidsdure 239 (453 mg, 934 umol),
HATU (454 mg, 930 umol) und DIPEA
(300 pul, 1.72 mmol) versetzt. Nach Riihren
bei Raumtemperatur fiir 17.5 h wird gesét-
tigte Natriumhydrogencarbonatldsung
(20 mL) hinzugegeben und die Losung mit
DCM (3x 20 mL) extrahiert. Nach Trocknen
der vereinigten organischen Phasen iiber
Natriumsulfat und Reinigung mittels Kiesel-
gelchromatographie (CH/EE, 1:1) wird das
Pepdit 140 (792 mg, 648 umol, 89%) als

farbloser Schaum erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCLy):* 8=0.95 (d, J = 6.9 Hz, 3H, 16-H), 1.06 (d, J = 7.0 Hz, 3H, 17-H), 1.00, 1.11,
1.35, 135 (jeweils s, 36 H, 26-H, 31-H, 49-H, 53-H), 2.31 (m, 1H, 15-H), 2.60 (dd, J = 2.3 Hz, J= 11.6 Hz, 1H,
20-H), 2.70-3.15 (m, 7-H, 2-H, 19-H, 20-H, 35-H, 43-H), 3.29-3.42 (m, 4-H, 3-H, 18-H, 29-H), 3.54 (m, 1H, 29-
H), 3.67 (s, 3H, 54-H), 4.23 (dd, J= 6.7 Hz, J = 13.1 Hz, 1H, 42-H), 4.49 (d, J = 14.4 Hz, 1H, 18-H), 4.62-4.86
(m, 2H, 34-H, 50-H), 4.78 (d, J = 4.9 Hz, 1H, 14-H), 5.06 (ydd, J= 6.7 Hz, J= 14.2, 1H, 28-H), 6.43 (d, J= 7.3
Hz, 1H, 40-H), 6.51 (d, J = 7.2 Hz, 1H, 32-H), 6.62 (d, J = 2.2 Hz, 1H, 5-H), 6.92-7.01 (m, 3H, 10-H, 46-H),
7.06-7.55 (m, 20H, 8-H, 9-H, 11-H, 22-H, 23-H, 24-H, 37-H, 38-H, 39-H, 45-H), 7.57 (s, 1H, 6-H). *C-NMR
(100 MHz, CDCly): 8 = 14.1 (25-C), 18.9 (16-C), 19.9 (17-C), 23.8 (3-C), 26.8, 27.4, 28.2, 28.8 (26-C, 31-C, 49-
C, 53-C), 32.5 (15-C), 37.0 (43-C), 37.7 (45-C), 41.2 (18-C), 48.6 (28-C), 52.0 (54-C), 53.9 (34-C), 55.9 (42-C),
59.2 (20-C ), 59.3 (19-C), 60.0 (14-C), 61.3 (29-C), 63.4 (2-C), 73.3, 78.4, 80.6 (30-C, 48-C, 52-C), 111.0 (8-C),
112.2 (4-C), 118.4 (11-C), 119.6 (10-C), 122.1 (11-C), 122.6 (5-C), 124.3 (46-C), 124.5, 127.6, 127.6, 127.8,
128.6, 129.3, 130.0, 135.7, 135.8 (22-C, 23-C, 24-C, 37-C, 38-C, 39-C), 127.2 (12-C), 129.7 (45-C), 130.9 (44-
C), 132.8, 133.2 (21-C), 135.9 (36-C), 136.1 (7-C), 154.6 (47-C), 155.6 (51-C), 169.2, 169.4, 169.8, 170.5, 170.9
(1-C, 13-C, 27-C, 33-C, 41-C). IR (KBr): 1655 (CO), 1743 (CO) cm. HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 1221 (100)
[M+H]". HR-ESI-MS: m/z = 1243.6497, berechnet fiir C;oHy;NgNaO,,Si": 1243.6486. Rg: 0.28 (CH/EE, 1:1).

4 cis/trans-Isomerie um tertiires Amid (3:1), Angabe des Hauptisomers
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333 ((S)-1-(((S)-1-(((9-1-((2S5,55)-4-((S)-1-((2-Amino-2-oxoethyl)amino)-3-(1 H-indol-3-yl)-1-oxopropan-
2-yl)-5-(((tert-butyldiphenylsilyl)oxy)methyl)-2-iso-propyl-3-oxopiperazin-1-yl)-3-(zert-butoxy)-1-
oxopropan-2-yl)amino)-1-oxo-3-phenyl-propan-2-yl)amino)-3-(4-(tert-butoxy)phenyl)-1-oxopropan-2-
ylcarbamidsiure-tert-Butylester (141, TZD-232)

Das Peptid 140 (752 mg, 616 pmol) wird
in 50 mL einer auf 0 °C gekiihlten Losung
von LiOH (173 mg, 7.22 mmol)) in
THF/MeOH/H,0 (3:1:1, 50 mL) geldst und
die Mischung fiir 13 h bei Raumtemperatur
geriihrt. AnschlieBend wird mit 1 M Salz-
sdure auf pH3 angesduert und mit
Dichlormethan (3x 40 mL) extrahiert. Nach
Trocknen iiber Natriumsulfat und Entfer-
nen des Losungsmittels im Vakuum wird
die freie Saure iiber Nacht im Hochvakuum

getrocknet. AnschlieBend wird das Roh-

produkt in 40 mL DMF gelost und mit
Glycinamid-Hydrochlorid (348 mg, 3.16 mmol) versetzt. Zu diesem Gemisch wird HATU (785 mg, 2.07 mmol)
und DIPEA (750 pl, 4.41 mmol) gegeben. Nach Riihren bei Raumtemperatur fiir 15h wird gesittigte
Natriumhydrogencarbonatldsung (50 mL) hinzugegeben und das Gemisch mit Dichlormethan (4x 30 mL) extra-
hiert. Sdulenchromatographischer Reinigung (EE) liefert das Peptid 141 (695 mg, 550 umol, 89 %) als farblosen
Feststoff.

"H-NMR (600 MHz, CDCl;): 8 = 0.88 (d, J = 6.1 Hz, 3H, 20-H), 1.05 (d, J = 7.1 Hz, 3H, 21-H), 1.06-1.36 (m,
36H, 30-H, 35-H, 53-H, 57-H), 2.01-2.14 (m, 1H, 19-H), 2.56-5.11 (m, 20H, 3-H, 6-H, 7-H, 18-H, 22-H, 23-H,
24-H, 32-H, 33-H, 38-H, 39-H, 46-H, 47-H), 5.45, 5.47 (s, 1H, 1-H), 6.09-7.49 (m, 25H, 1-H, 4-H, 9-H, 12-H,
13-H, 14-H, 15-H, 27-H, 28-H, 36-H, 41-H, 42-H, 43-H, 44-H, 49-H, 50-H, 54-H), 7.54-7.69 (m, 4H, 26-H),
8.20 (s, br, 10-H). ®C-NMR (150 MHz, CDCl5): § = 14.0, 14.2 (29-C), 19.8, 20.0, 20.2 (20-C, 21-C), 22.4 (br),
23.5 (br, 7-C), 26.9, 27.0, 27.3, 27.4, 28.1, 28.2, 28.8, 29.7, (30-C, 35-C, 53-C, 57-C), 31.3 (br), 32.5 (br, 19-C),
36.5, 36.6, 38.0 (39-C, 47-C), 41.1, 43.0, 43.3 (3-C, 22-C), 48.8, 48.8, 50.0, 50.8, 53.8, 54.0, 55.6, 55.8, 56.1 (6-
C, 23-C, 32-C, 38-C, 46-C), 59.9 (br, 18-C), 60.0, 61.3, 61.6, 61.7 (24-C, 33-C), 63.9 (br, 18-C), 73.4, 74.0,
78.3, 78.5, 80.4, 80.7, (34-C, 52-C, 56-C), 110.3, 110.4 (12-C), 111.2, 111.4 (8-C), 118.3, 118.5, (15-C), 119.7,
119.8 (14-C), 122.4, 122.4 (13-C), 122.9 (9-C), 124.1, 124.4 (50-C), 126.8 (16-C), 129.5, 129.6, (49-C), 126.9,
127.2,127.7,127.8, 127.8, 127.9, 128.0, 128.4, 128.7, 129.3, 129.8, 129.9, 130.0, 130.2, 131.5 (27-C, 28-C, 41-
C, 42-C, 43-C), 129.7, 129.8 (48-C), 132.8, 133.0, 133.1, 133.2 (25-C), 135.7, 135.7, 135.8, (26-C), 135.9,
136.1, 136.2, 136.3 (40-C, 11-C), 151.6, 154.2, 154.7, 155.6 (51-C, 55-C), 169.3, 169.4, 169.9, 169.9, 170.6,
171.0, 171.1, 171.7, 171.8, 172.6 (2-C, 5-C, 17-C, 31-C, 37-C, 45-C). IR (KBr): 1679 (CO) cm”. HPLC-ESI-
MS: m/z (%) = 1263 (100) [M+H]", 1280 (92) [M+NH,]", 1285 (44) [M+Na]". HR-ESI-MS: m/z = 1263.6888,
berechnet fiir C;;HosNsOy;Sit: 1263.6884; m/z = 1285.6696, berechnet fiir C;;HosNgNaO,,Si": 1285.6704. Rg:
0.18 (EE).
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334  ((S)-1-(((S)-1-(((9-1-((2S5,55)-4-((S)-1-((2-Amino-2-oxoethyl)amino)-3-(1 H-indol-3-yl)-1-oxopropan-
2-yl)-5-(hydroxymethyl)-2-isopropyl-3-oxopiperazin-1-yl)-3-(tert-butoxy)-1-oxopropan-2-yl)amino)-1-oxo-

3-phenylpropan-2-yl)amino)-3-(4-(zert-butoxy)phenyl)-1-oxopropan-2-yl)carbamidsiure-tert-Butylester
(142, TZD-233)

Der Silylether 141 (667 mg, 528 umol) wird
in THF (20 mL) gelost und bei 0 °C mit
einer 1M Losung von Tetrabutylam-
moniumfluorid  in THF (1.06 mL,
1.06 mmol) versetzt. Nach Rithren fiir 19 h
wird gesdttigte Natiumchloridlésung
(20 mL) hinzugegeben, die Phasen getrennt
und anschlieBend die wéssrige Phase mit
Dichlormethan (4x 30 mL) extrahiert. Die
NH,"  THF-Phase wird mit den Dichlormethan-

phasen vereinigt. Nach Trocknen iiber Nat-

riumsulfat wird das Losungsmittel am Rota-
tionsverdampfer entfernt. Sdulenchromato-

graphische Reinigung (EE/EtOH, 9:1) liefert das Peptid 142 (438 mg, 427 umol, 81 %) als farblosen Feststoff.

'H-NMR (400 MHz, MeCN)®: § = 0.66 (d, J = 7.0 Hz, 1.8H, 20-H), 0.74 (d, J = 7.0 Hz, 1.8H, 21-H), 0.86 (m,
2.4H, 20-H, 21-H), 1.13, 1.13 (jeweils s, 9H, 52-H), 1.30-1.34 (m, 18H, 30-H, 48-H), 1.98 (m, 1H, 19-H), 2.68
(m, 1H, 42-H), 2.78 (dd, J = 3.6 Hz, J = 14.0 Hz, 0.4H, 22H), 2.84-3.12 (m, 4.4H, 22-H, 24-H, 34-H, 42-H),
3.21-3.29 (m, 1H, 24-H, 28-H), 3.32-3.47 (m, 3.2H, 7-H, 24-H, 28-H), 3.59 (m, 0.6H, 23-H), 3.64-3.73 (m,
2.4H, 3-H, 23-H, 28-H), 3.86 (m, 0.4H, 3-H), 3.90 (dd, J = 6.2 Hz, J = 16.9 Hz, 0.6H, 3-H), 4.03 (dd, J= 5.1 Hz,
J= 6.8 Hz, 0.6H, 25-H), 4.13-4.23 (m, 2H, 22-H, 25-H, 41-H), 4.51-4.59 (m, 1.4H, 22-H, 33-H), 4.62 (m, 0.4H,
18-H), 4.64 (d, J = 5.1 Hz, 0.6H, 18-H), 4.67 (ydd, J = 7.4 Hz, J = 13.6 Hz, 0.4H, 27-H), 4.96 (ydd, J = 7.4 Hz,
J=15.1 Hz, 0.6H, 27-H), 5.20 (dd, J = 6.5 Hz, J = 9.9 Hz, 0.6H, 6-H), 5.31 (dd, J = 6.3 Hz, J = 10.3 Hz, 0.4H,
6-H), 5.46 (d, J = 6.1 Hz, 0.6H, 49-H), 5.66 (d, J = 7.2 Hz, 0.4H, 49-H), 5.88 (s, 0.6H, 1-H), 6.13 (s, 0.4H, 1-H),
6.58 (s, 0.6H, 1-H), 6.67 (s, 0.4H, 1-H), 6.88-6.93 (m, 2.6H, 45-H, 39-H), 7.00-7.12 (m, 5.4H, 9-H, 14-H, 31-H,
39-H, 44-H), 7.13-7.32 (m, 7H, 4-H, 13-H, 35-H, 36-H, 37-H), 7.41 (d, J = 8.2 Hz, 1H, 12-H), 7.61 (d, J = 7.9
Hz, 1H, 15-H), 9.22 (s, 0.6H, 10-H), 9.25 (s, 0.4H, 10-H). *C-NMR (100 MHz, MeCN): & = 19.9, 20.0, 20.1,
20.8, (20-C, 21-C), 23.8 (7-C), 27.6, 27.6, 28.5, 29.1 (30-C, 48-C, 52-C), 33.6, 33.9 (19-C), 37.8 (42-C), 38.5,
38.6 (34-C), 40.4, 44.7 (22-C), 43.1, 43.4 (3-C), 49.2, 50.4 (27-C), 54.7, 54.9 (33-C), 55.2, 55.4 (23-C), 57.0,
57.3 (41-C), 58.4, 58.7 (6-C), 59.3, 61.1 (24-C), 60.5, 64.2 (18-C), 62.3, 62.5 (28-C), 74.1, 74.7, 78.9, 80.2, 80.5
(29-C, 47-C, 51-C), 111.2, 111.3 (8-C), 112.4, 112.4 (12-C), 119.3, 119.3 (15-C), 119.9, 120.0 (14-C), 122.6
(13-C), 124.1, 124.3 (9-C), 124.7, 124.8 (45-C), 127.7, 127.7, 129.4, 129.4, 130.3, 130.4 (36-C, 37-C, 38-C),
128.1, 128.2 133.0, 133.1 (16-C, 43-C), 130.7 (44-C), 137.5, 137.6, 137.9 (11-C, 35-C), 155.2, 156.6 (50-C, 46-
C), 170.0, 170.3, 171.1, 171.4, 171.6, 171.7, 172.0, 172.3, 172.6, 172.7 (2-C, 5-C, 17-C, 26-C, 32-C, 40-C). IR
(KBr): 1653 (CO) cm’. HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 1025 (100) [M+H]", 1042 (11) [M+NH,]", 1047 (51)

> cis/trans-Isomerengemisch (6:4)
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[M+Na]". HR-ESI-MS: m/z = 1025.5697, berechnet fiir CssH;¢NsNaO;;: 1025.5706; m/z = 1047.5519, berech-
net fiir CssH,sNgNaO;,": 1047.5526. Ry: 0.38 (EE/EtOH, 9:1).

3.35  ((25,59)-1-((S)-1-((2-Amino-2-oxoethyl)amino)-3-(1 H-indol-3-yl)-1-oxopropan-2-yl)-4-((65,95,125)-
9-benzyl-6-(4-(tert-butoxy)benzyl)-12-(tert-butoxymethyl)-2,2-dimethyl-4,7,10-trioxo-3-oxa-5,8,11-
triazatridecan-13-oyl)-5-isopropyl-6-oxopip-erazin-2-yl)methyl methanesulfonat (143, TZD-234)

Der Peptidalkohol 142 (272 mg, 265 pmol)
wird in DCM (10 mL) vorgelegt und bei
0°C mit TEA (110 pl, 794 pmol) und
Mesylchlorid (40 pul, 518 pmol) versetzt.
Nach Riihren fiir 30 min bei Raumtempera-
tur wird geséttigte Natriumhydrogencarbo-
nat-16sung (10 mL) zugegeben. Die wéssrige
Phase wird abgetrennt und anschlieBend mit
Dichormethan (3x 10 mL) extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden {iber

Natriumsulfat getrocknet und eingeengt.

Saulenchromatographischer Reinigung

(DCM/MeOH, 20:1) liefert das Mesylat 143

(247 mg, 224 pmol, 85 %) als farbloses Pulver.

'H-NMR (400 MHz, MeCN)®: & = 0.73-0.78 (m, 3H, 20-H, 21-H), 0.94 (d, J = 7.0 Hz, 1.5H, 20-H), 0.94 (d, J =
6.5 Hz, 1.5H, 21-H), 1.12 (s, 4.5H, 30-H), 1.14 (s, 4.5H, 30-H), 1.31 (s, 4.5H, 48-H), 1.31 (s, 4.5H, 48-H), 1.32
(s, 4.5H, 52-H), 1.33 (s, 4.5H, 52-H), 1.95-2.10 (m, 1H, 18-H), 2.71 (m, 1H, 42-H), 2.84 (s, 1.5H, 25-H), 2.89-
3.11 (m, 5H, 22-H, 25-H, 34-H, 42-H), 3.18 (m, 0.5H, 24-H), 3.30 (yt, J = 6.8 Hz, 0.5H, 28-H), 3.33-3.59 (m,
3H, 7-H, 24-H, 28-H), 3.61-3.76 (m, 1.5H, 28-H, 24-H), 3.77-3.90 (m, 3.5 H, 3-H, 23-H, 24-H), 3.99-4.23 (m,
2H, 22-H, 24-H, 41-H), 4.54-4.66 (m, 2H, 18-H, 22-H, 33-H), 4.70 (yq, J = 7.0 Hz, 0.5H, 27-H), 4.74 (d, /= 5.8
Hz, 0.5H, 18-H), 4.81 (yq, J= 7.5 Hz, 0.5H, 27-H), 5.03 (m, 1H, 6-H), 5.50 (d, J = 6.1 Hz, 0.5H, 49-H), 5.62 (d,
J = 6.5 Hz, 0.5H, 49-H), 5.95 (s, 0.5H 1-H), 6.20 (s, 0.5H, 1-H), 6.52 (s, 0.5H, 1-H), 6.63 (s, 0.5H, 1-H), 6.89-
6.95 (m, 2.5H, 45-H, 39H), 7.03-7.33 (m, 12.5H, 4-H, 9-H, 13-H, 14-H, 31-H, 36-H, 37-H, 38-H, 39-H, 45-H),
7.42 (m, 1H, 12-H), 7.62 (d, J = 7.6 Hz, 0.5H, 15-H), 7.64 (d, J= 7.7 Hz, 0.5H, 15-H), 9.29 (s, 0.5H, 10-H), 9.49
(s, 0.5H, 10-H). *C-NMR (100 MHz, MeCN): & = 19.9, 19.9, 20.2, 20.8 (20-C, 21-C), 23.8, 23.9 (7-C), 27.4,
27.5,28.3,28.9, 28.9 (30-C, 48-C, 52-C), 33.4, 33.6 (19-C), 36.9, 37.5, 38.1, 38.3, 38.4, 42.6 (22-C, 25-C, 34-C,
42-C), 43.1, 43.4 (3-C), 49.2, 50.2 (26-C), 54.0, 54.7 (23-C), 54.8 (33-C), 57.1 (41-C), 59.8, 60.0 (6-C), 62.1,
62.4 (28-C), 60.3, 63.5 (18-C), 65.9, 67.6 (24-C), 74.0, 74.1, 78.7, 80.1, 80.3 (29-C, 47-C, 51-C), 110.8, 110.8
(8-C), 112.4, 112.5 (12), 119.2 (15), 119.9, 120.0 (14), 122.6, 122.6 (13), 124.3, 124.4 (9-C), 124.5, 124.6 (45-
C), 127.8, 128.0 (16-C), 127.6, 129.3 ,130.1, 130.2 (36-C, 37-C, 38-C), 130.6 (44-C), 132.7, 132.8 (43-C),
137.3, 137.4, 137.8, 137.9 (11-C, 35-C), 155.1, 156.5, 156.6 (46-C, 50-C), 169.7, 169.9, 170.4, 171.0, 171.4,
171.8, 171.8, 171.9, 172.1, 172.2, 172.4, 172.7 (2-C, 5-C, 17-C, 26-C, 32-C, 40-C). IR (KBr): 1654 (CO) cm".
HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 1103 (55) [M+H]", 1120 (92) [M+NH,]", 1125 (100) [M+Na]'. HR-ESI-MS: m/z

® cis/trans-Isomerengemisch (1:1).
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= 1103.5498, berechnet fiir CssH7oNgO3S™: 1103.5482; m/z = 1125.5231, berechnet fiir CsqH7gNgNaO5S":
1025.5301. Rz 0.50 (EE/EtOH, 9:1).

3.36 tert-Butyl-((:S)-1-(((S)-1-(((S)-1-((3S,6S,9aR)-6-((1 H-Indol-3-yl)methyl)-8-(2-amino-2-oxoethyl)-3-
isopropyl-4,7-dioxohexahydro-1H-pyrazino[1,2-a]pyrazin-2(6 H)-yl)-3-(tert-butoxy)-1-oxopropan-2-
ylamino)-1-0xo0-3-phenylpropan-2-yl)amino)-3-(4-(tert-butoxy)phenyl)-1-oxopropan-2-yl)carbamat (144,
TZD-235)

Das Mesylat 143 (49.9 mg, 45.2 pmol)
wird in THF (4 mL) gelost und mit Natri-
umhydrid (4.7 mg, 196 umol) versetzt.
Anschliefend wird der Ansatz 30 Minuten
bei Raumtemperatur geriihrt. Danach wird
gesittigte Natriumchloridlésung (10 mL)
hinzugegeben und der Ansatz mit Essiges-
ter (3x 10 mL) extrahiert. Nach Trocknen
%45746 iber  Natriumsulfat, Einengen und

sdulenchromatographischer Reinigung

137, werden wird das bicyclische Produkt 144
(44.7 mg, 44.3 pmol, 97 %) als farbloses

Pulver erhalten.

'H-NMR (400 MHz, MeCN):” &= 0.62 (d, J = 6.8 Hz, 1.5H, 19-H), 0.70 (d, J = 6.6 Hz, 1.5H, 20-H), 0.75 (d,
J=6.6 Hz, 1.5H, 19-H), 0.82 (d, /= 6.9 Hz, 1.5H, 20-H), 1.12 (s, 4.5H, 28-H), 1.13 (s, 4.5H, 28-H), 1.32 (s, 9H,
46-H), 1.33 (s, br, 9H, 50-H), 1.63 (m, 0.5H, 18-H), 1.80 (m, 0.5H, 18-H), 2.67 (m, 1H, 40-H), 2.82-3.03 (m,
4H, 21-H, 23-H, 32-H, 40-H), 3.16-3.27 (m, 1H, 21-H, 23-H), 3.29-3.44 (m, 3.5H, 6-H, 26-H, 23-H), 3.59 (dd,
J=11.1 Hz, J=11.1 Hz, 0.5 H, 23-H), 3.63-3.76 (m, 2H, 22-H, 26-H), 3.81 (m, 1H, 3-H), 3.90 (yd, J = 14.9
Hz, 0.5H, 22-H), 4.01 (m, 1H, 3-H), 4.19-4.22 (m, 1.5H, 17-H, 39-H), 4.36-4.43 (m, 1H, 21-H, 17-H), 4.51-4.58
(m, 1H, 31-H), 4.62 (yq, J = 6.6 Hz, 0.5H, 25-H), 4.72 (m, 0.5H, 25-H), 5.27 (m, 1H, 5-H), 5.47 (d, J = 5.5 Hz,
0.5H, 47-H), 5.54 (d, J = 7.5 Hz, 0.5H, 47-H), 5.87 (s, 0.5H, 1-H), 6.19 (s, 0.5H, 1-H), 6.27 (s, 1H, 1-H), 6.88-
6.93 (m, 2.5H, 43-H, 37-H), 7.00 (d, J = 6.7 Hz, 0.5H, 29-H), 7.05-7.29 (m, 11H, 8-H, 12-H, 13-H, 29-H, 34-H,
35-H, 36-H, 37-H, 42-H), 7.40 (yt, J= 7.7 Hz, 1H, 11-H), 7.60 (yt, J = 7.0 Hz, 1H, 14-H), 9.21 (s, 0.5H, 9-H),
9.23 (s, 0.5H, 9-H). *C-NMR (100 MHz, MeCN): & = 19.9, 20.0, 20.2, 20.6 (19-C, 20-C), 27.0, 27.1 (6-C),
27.6,27.7 (28-C), 28.5, 29.1 (46-C, 50-C), 30.9, 31.2 (18-C), 36.8, 40.9 (21-C), 37.8, 38.0, 38.4, 38.5 (32-C, 40-
C), 49.7, 49.7, 49.9, 50.4 (22-C, 25-C), 50.5, 50.7 (3-C), 51.9, 52.5 (23-C), 54.5, 54.9 (31-C), 56.2, 56.5 (5-C),
56.9 (39-C), 60.6, 64.7 (17-C), 62.4, 62.5 (26-C), 74.2, 74.2, 78.8, 78.9, 80.2 (27-C, 45-C, 49-C), 111.0, 111.2
(7-C), 112.3, 112.4 (11-C), 119.2 (14-C), 119.8, 119.9 (13-C), 122.4, 122.4 (12-C), 124.7, 124.7, 124.8, 124.9
(8-C, 43-C), 127.5, 127.7 (36-C), 128.9 (15-C), 129.3, 129.4, 130.3, 130.5 (34-C, 35-C), 130.7, 130.8 (42-C),
133.1, 133.2 (41-C), 137.1, 137.3, 137.9, 138.1 (10-C, 33-C), 155.1, 155.2, 156.5, 156.6 (44-C, 48-C), 155.9,
166.4, 168.8, 168.9, 169.8, 170.6, 170.9, 171.1, 171.5, 171.8, 172.3, 172.5 (2-C, 4-C, 16-C, 24-C, 30C, 38-C).
IR (KBr): 1648 (CO) cm”. HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 907 (17) [M-Boc+H]", 1007 (53) [M+H]", 1024 (100)

7 cis/trans-Isomerengemisch (1:1).
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[M+NH,]", 1029 (45) [M+Na]". HR-ESI-MS: m/z = 1029.5427, berechnet fiir CssH-4sNgNaO,,": 1029.5420. Ry
0.33 (EE/EtOH, 9:1).

3.37  (S)-N-((S)-1-((35,65,9aR)-6-((1 H-Indol-3-yl)methyl)-8-(2-amino-2-oxoethyl)-3-iso-propyl-4,7-dioxo-
hexahydro-1H-pyrazino[1,2-a]pyrazin-2(6 H)-yl)-3-hydroxy-1-oxopropan-2-yl)-2-((S)-2-amino-3-(4-
hydroxyphenyl)propanamido)-3-phenyl-propanamid (145, TZD-240)

Das geschiitzte Peptid 144 (43.2 mg,
42.9 umol) wird mit einer auf 0 °C
gekiihlten Losung von TFA/TIS/H,O
(95:2.5:2.5) versetzt. Das Reaktions-
gemisch wird fiir 30 min bei Raum-
temperatur  gerithrt.  Anschlieend
werden die fliichtigen Bestandteile
am Rotationsverdampfer entfernt,

eine H,O/MeCN (4:1, 5mL) zum

43 42

4HO

Riickstand gegeben und die Ldsung
13, lyophilisiert. Es wird in quantitativer
Ausbeute das Peptid 145 (39.0 mg,

42.9 umol) als TFA-Salz erhalten.

'H-NMR (600 MHz, DMSO)*: & = 0.53 (d, J = 6.7 Hz, 1.8H, 19-C), 0.55 (d, J = 6.6 Hz, 1.8H, 20-H), 0.60 (d,
J=6.6Hz, 1.2 H, 19-H), 0.74 (d, J= 6.7 Hz, 1.2H, 20-H), 1.45 (m, 0.6H, 18-H), 1.60 (m, 0.4H, 18-H), 2.65 (dd,
J=10.8 Hz, J = 13.9 Hz, 0.4H, 31-C), 2.71-2.78 (m, 2H, 31-H, 39-C), 2.91 (dd, J = 4.9 Hz, J = 13.7 Hz, 0.6H,
31-H), 2.98 (dd, J = 4.9 Hz, J = 14.2 Hz, 0.4 H, 21-H), 3.02 (m, 1H, 31-H), 3.15 (dd, J = 4.6 Hz, J = 15.0 Hz,
0.6H, 21-H), 3.12 (dd, J = 3.6 Hz, J = 11.8 Hz, 0.4H, 23-H), 3.24-3.45 (m, 4.4H, 6-H, 23-H, 26-H), 3.50 (d, J =
16.5 Hz, 0.4 H, 3-H), 3.53 (yt, J = 11.5 Hz, 0.6H, 23-H), 3.72 (m, 1H, 26-H), 3.81-3.97 (m, 3.8H, 3-H, 17-H,
21-H, 22-H, 38-H), 4.00 (m, 0.4H, 22-H), 4.13 (d, J = 16.4 Hz, 0.4H, 3-H), 4.29 (d, J = 9.3 Hz, 0.6H, 17-H),
438 (d, J=14.4 Hz, 0.4H, 21-H), 4.52 (ddd, J = 3.5 Hz, J= 8.5 Hz, J = 11.5 Hz, 0.4 H, 30-H), 4.65 (m, 1.6 Hz,
25-H, 30-H), 4.83 (dd, J= 5.1 Hz, J = 5.1 Hz, 0.4 H, 27-H), 4.86 (dd, J = 5.9 Hz, J = 5.9 Hz, 0.6H, 27-H), 5.05
(dd, J=5.2 Hz, J=8.7 Hz, 0.4H, 5-H), 5.13 (dd, J= 5.2 Hz, J = 8.7 Hz, 0.6H, 5-H), 6.69 (d, J = 8.4 Hz, 0.8 H,
41-H), 6.71 (d, J= 8.5 Hz, 1.2H, 41-H), 6.96-7.07 (m, 4H, 12-H, 13-H, 42-H), 7.09 (s, 0.6H, 1-H), 7.12 (s, 0.4H,
1-H), 7.16-7.29 (m, 6H, 8-H, 33-H, 34-H, 35-H), 7.31 (d, /= 8.2 Hz, 0.8H, 11-H), 7.34 (d, /= 8.1 Hz, 0.6H 11-
H), 7.41 (s, 0.4H, 1-H), 7.43 (s, 0.6H, 1-H), 7.50 (d, J = 8.1 Hz, 0.4H, 14-H), 7.53 (d, J = 7.8 Hz, 0.6H, 14H),
7.89 (s, br, 3H, 45-H), 8.65 (d, J = 8.0 Hz, 0.6H, 28-H), 8.71 (m, 1H, 28H, 36-H), 8.76 (d, J = 8.1 Hz, 0.4H, 36-
H), 9.32 (s, 0.4H, 44-H), 9.36 (s, 0.6H, 44-H), 10.83 (s, 0.4H, 9-H), 10.87 (s, 0.6H, 9-H). *C-NMR (150 MHz,
DMSO0): & = 19.2, 19.3, 19.5, 19.5 (19-C, 20-C), 25,7, 25.8 (6-C), 29.3, 29.5 (18-C), 35.3 (21-C), 36.2, 37.6,
37.6 (31-C, 39-C), 38.4 (21-C), 47.8, 47.9 (22-C), 49.0, 49.2 (3-C), 49.8, 50.1 (25-C), 50.8, 51.0 (23-C), 53.3,
53.3 (38-C), 53.8, 54.0 (30-C), 54.8, 54.9 (5-C), 59.0 (18-C), 61.0 (26-C), 63.0 (17-C), 109.2 (7-C), 111.3 (11-
C), 115.3 (42-C), 117.8 (14-C), 118.1 (13-C), 120.7 (12-C), 124.0 (8-C), 124.5 (47-C), 127.6 (15-C), 126.4,
128.0, 128.1, 129.1 (33-C, 34-C, 35-C), 130.5 (41-C), 130.6 (40-C), 135.9, 137.1, (10-C, 32-C), 156.6, 157.6,

¥ cis/trans Isomerengemisch (6:4).
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(43-0), 157.8 (46-C), 164.1, 164.8, 167.0, 168.0, 168.0, 169.1, 169.3, 170.5, 170.8 (2-C, 4-C, 16-C, 24-C, 29-C,
37-C). IR (KBr): 1642, 1673 (CO) cm”. HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 795 (100) [M+H]", 817 (26) [M+Na].
HR-ESI-MS: m/z = 795.3822, berechnet fiir C4,Hs5NgOg™: 795.3824; m/z = 817.3644, berechnet fiir
C4,HsoNgNaOg": 817.3644. Ry: 0.15 (CHCI3/MeOH, 7:3).

4. Verbindungen aus Kapitel 4.2.2

4.1  (S)-3-Methyl-2-(/V-allyl-2-nitrophenylsulfonamido)butansiuremethylester (147, TZD-111)

8 Das Sulfonamid 96a (8.33 g, 26.3 mmol) wird in DMF (400 mL) vorgelegt und

| mit Césiumcarbonat (13.2 g, 40.6 mmol) versetzt. Nach 30 Minuten wird Allyl-

ON o GH7 o) bromid (4.5 mL, 52.1 mmol) zugegeben und das Reaktionsgemisch fiir 16 h bei
" 10 \\S/N\;z)# O/ " Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wird DMF am Rotationsverdampfer
° \b ; entfernt und der 6lig braune Riickstand in Wasser (200 mL) aufgenommen. Die

” 13 "o ) wissrige Losung wird mit DCM (4x 100 mL) extrahiert. Die vereinigten organi-

schen Phasen werden iiber Natriumsulfat getrocknet und eingeengt. Das Allylsulfonamid 147 (9.07 g,
25.4 mmol, 97 %) wird als gelbliches Ol erhalten.

"H-NMR (400 MHz, CDCI3): § = 0.86, 0.90 (d, J = 6.6 Hz, 6H, 4-H, 5-H), 2.15 (m, 1H, 2-H), 3.43 (s, 3H, 15-
H), 4.03 (d, /= 6.5 Hz, 1H, 2-H), 4.09 (d, J = 10.2 Hz, 2H, 6-H), 5.04 (d, J=10.2 Hz, 1H, 8-H), 5.12 (dd, , J =
1.0 Hz, J=17.3 Hz, 1 H, 8-H) 5.74-5.82 (m, 1H, 7-H), 7.50 (m, 1H, 14-H), 7.58-7.66 (m, 2H, 12-H, 13-H) 7.90
(m, 1H, 11-H). *C-NMR (100 MHz, CDCI3): § = 19.2 (4-C, 5-C), 28.1 (3-C), 48.2 (6-C), 51.4 (15-C), 65.5 (2-
C), 117.7 (8-C), 123.6 (14-C), 128.9 (11-C), 131.2 (12-C), 132.7 (9-C), 133.6 (13-C), 134.5 (7-C), 147.9 (2-C),
170.2 (1-C). IR: 1737 (C=0), 1541 (N=0) cm™'. HLPC-ESI-MS: m/z (%) = 297 (100) [M-CO,CHs]", 357 (96)
[M+H]", 374 (82) [M+NH,]". HR-ESI-MS: gefunden: 379.0929, berechnet fiir C15sH0N,NaOeS™: 379.0934. R
Wert: 0.52 (DCM).

4.2  (S)-3-Methyl-2-(/V-Allyl-2-nitrophenylsulfonamido)butansiiure-zer-butylester (149, TZD-137)

8 Das Sulfonamid 96b (1.44 g, 4.02 mmol) wird in DMF (50 mL) gel6st und

J mit Césiumcarbonat (2.31 g, 7.07 mmol) versetzt. Nach 30 Minuten Riihren

ON 0 6N e 1516 bei Raumtemperatur wird Allylbromid (690 pl, 7.99 mmol) zugegeben und
0 X \S\\/ 7 "0 das Reaktionsgemisch fiir weitere 16 h geriihrt. AnschlieBend wird Wasser
” " s /;\4 (50 mL) hinzugefiigt und das Gemisch mit Dichlormethan (4x 50 mL) extra-
13 hiert. Die vereinigten organischen Phasen werden iiber Na,SO, getrocknet

und die Losung eingeengt. Nach Trocknen im Hochvakuum wird das Sulfonamid 149 (1.59 g, 3.99 mmol, 99 %)
als gelbliches Ol erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): 8= 0.97 (d, J = 6.6 Hz, 3H, 4-H), 1.01 (d, J = 6.7 Hz, 3H, 5-H), 1.30 (s, 9H, 16-
H), 2.21 (m, 1H, 3-H), 4.08 (d, J = 10.0 Hz, 1H, 2-H), 4.15 (m, 2H, 6-H), 5.07 (dd, J = 10.1 Hz, J = 1.1 Hz, 1H,
8-H), 5.21 (dd, J=17.2 Hz, J= 1.3 Hz, 1H, 8-H), 5.91 (m, 1H, 7-H), 7.57 (m, 1H, 14-H), 7.64 (m, 2H, 12-H, 13-
H), 8.02 (m, 1H, 11-H). *C-NMR (100 MHz, CDCL;): & = 19.4, 19.7 (4-C, 5-C), 27.8 (16-C), 28.8 (3-C), 48.5
(6-C), 66.7 (2-C), 82.0 (15-C), 117.8 (8-C), 124.0 (14-C), 131.3, 131.4, 133.4 (11-C, 12-C, 13-C), 133.9 (9-C),
135.4 (7-C), 148.4 (10-C), 169.3 (1-C). IR (KBr): 1730 (CO) cm”'. HPLC-ESI-MS: 257 (68) [M-CO,-C,Ho-
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C3Hs+H]", 297 (41) [M-CO,-C,H,]", 343 (100) [M-C4Hg+H]", 416 (92), [M+NH,]", 814 (8) [2M+NH,]". HR-
ESI-MS: gefunden: 416.1851, berechnet fiir CsH3,N304S": 416.1850. R¢: 0.4 (CH/EE, 2:1).

4.3  (S)-3-Methyl-2-(/V-Allyl-2-nitrophenylsulfonamido)butansiure (148, TZD-121)
. Der Aminoséureester 149 (4.79 g, 12.0 mmol) wird in Dichlormethan (30 mL)
| gelost und bei 0 °C tropfenweise mit TFA (15 mL, 194 mmol) versetzt. Nach
GH e Riihren fiir 5 h wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und
/N\-z/LLOH s das Rohprodukt sdulenchromatographisch (EE + 0.1 % HOAc) gereinigt. Die
\O :
b 13 e ‘ Feststoff erhalten.

ON o
. 10 S\
9

Aminosdure 148 (4.11 g, 12.0 mmol) wird in quantitativer Ausbeute als gelber

"H-NMR (400 MHz, CDCl;): § =0.99, (d, J = 6.7 Hz, 6-H, 4-H), 1.03 (d, J = 6.7 Hz, 6-H, 5-H), 2.23 (m, 1 H, 3-
H), 4.09 (d, J=5.6 Hz, 1H, 5-H), 4.11 (d, /= 5.6 Hz, 1H, 6-H), 4.26 (d, J = 9.7 Hz, 1H, 2-H), 5.09 (dd, J=10.2
Hz, J=0.8 Hz, 1H, 8-H), 5.12 (dd, , J=17.2 Hz, J= 1.0 Hz, 1 H, 8-H), 5.89 (m, 1H, 7-H), 7.60 (m, 1H, 14-H),
7.67 (m, 2H, 12-H, 13-H), 8.04 (m, 1H, 11-H). *C-NMR (100 MHz, CDCI3): § = 19.6, 19.7 (4-C, 5-C), 28.5 (3-
C), 48.9 (6-C), 65.7 (7-C), 118.3 (8-C), 124.1 (14-C), 131.4, 131.5 (11-C, 12-C), 133.2 (9-C), 133.8 (13-C),
134.6 (7-C), 148.1 (10-C), 175.2 (1-C). IR: 3450 (OH), 1715 (C=0), 1547 (N=0) cm”'. HLPC-ESI-MS: m/z
(%) = 257 (42), 297 (24) [M-CO,H]", 343 (70) [M+H]", 360 (100) [M+NH4]". HR-ESI-MS: gefunden:
365.0777, berechnet fiir C;,H;sN,NaOeS": 365.0778. Rz 0.15 (EE - 0.1% AcOH).

4.4  (N-Allyl-2-nitrophenylsulfonylamido)acetamid (150, TZD-119)
Das Sulfonamid 96e (7.97 g, 30.8 mmol) wird in DMF (150 mL) gel6st und mit

| Césiumcarbonat (15.1 g, 46.0 mmol) versetzt. Nach 30 Minuten Riihren bei

ON o 4H °0 Raumtemperatur wird Allylbromid (5 mL, 57.9 mmol) hinzugegeben und der

8 \\S/N\/g\NH Ansatz fiir 24 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das Reaktionsgemisch wird ein-

? 7 \b ’ U geengt und im Hochvakuum getrocknet. Das Rohprodukt wird einer Soxhlet-
10 12

7 Extraktion mit DCM unterworfen. Das Extrakt wird eingeengt und
saulenchromatographisch gereinigt (EE). Das Allylsulfonamid 150 (4.95 g, 16.6 mmol, 54 %) wird als gelber

Feststoff erhalten.

"H-NMR (400 MHz, D¢-DMSO): § = & = 3.86 (s, 2H, 3-H), 3.93 (d, J = 6.2 Hz, 2H, 4-H), 5.13 (d, J = 9.6 Hz,
1H, 6-H), 5.15 (d, J=17.6 Hz, 1 H, 6-H), 5.65 (m, 1H, 5-H), 7.02 (s, 1H, 1-H), 7.36 (s, 1H, 1-H), 7.78-7.84 (m,
2H, 10-H, 11-H), 7.90 (m, 1H, 12-H), 8.13 (m, 1H, 9-H). *C-NMR (100 MHz, Ds-DMSO): & = 47.8 (3-c), 50.5
(4-0), 119.3 (6-C), 124.0 (12-C), 130.2 (9-C), 132.2, 132.2, 132.2 (5-C, 7-C, 10-C), 134.3 (11-C), 147.4 (8-C),
168.8 (2-C). IR: 1650 (CO), 1380, 1164 (SO,) cm™. HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 300 (100) [M+H]", 317 (40)
[M+NH,]". HR-ESI-MS: m/z = 322.0463 berechnet fiir C;;H;3N;NaOsS": 322.0468. R-Wert: 0.26 (EE).
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4.5  (2-Allylamino)acetamid (151, TZD-120)
. Das Sulfonamid 150 (4.77 g, 15.9 mmol) wird in Acetonitril (150 mL) geldst und mit Kali-
| umcarbonat (5.70 g, 41.2 mmol) und Thiophenol (2.5 mL, 24.5 mmol) versetzt. Nach Riih-
SHB 0 ren bei Raumtemperatur fiir 24 Stunden wird Wasser (100 mL) zugegeben. Anschlielend
l—nzl\g/lzj\|\“_|2 wird der pH-Wert mit Salzsdure (1 M) auf 3 eingestellt. Danach wird das Reaktionsgemisch
1 mit Essigester (4X 100 mL) extrahiert. Die vereinten Essigesterphasen werden mit Salzsiu-
re (1M, 100 mL) extrahiert. Die vereinigten wéssrigen Phasen werden mit Kaliumcarbonat neutralisiert und das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. AnschlieBend wird das Rohprodukt einer Soxhlet-Extraktion
mit Essigester (36 h) unterworfen. Nach anschlieBender sdulenchromatographischer Reinigung des Extrakts
(EE/EtOH, 7:3) wird das Produkt 151 (1.63 g, 14.2 mmol, 89 %) als schwach gelber kristalliner Feststoff erhal-

ten.

"H-NMR (400 MHz, Ds-DMSO): 8§ = 2.66 (s, br, 1H, 4-H), 2.98 (s, 2H, a3-H), 3.08 (d, 2H, J = 4.3 Hz, 5-H),
5.01 (d, 1H, J=10.1 Hz, 7-H), 5.11 (d, 1H, J= 17.2 Hz, 7-H), 5.78 (m, 1H, 6-H), 6.95 (s, 1H, 1-H), 7.20 (s, 1H,
1-H). *C-NMR (100 MHz, D¢-DMSO): § = 51.1 (3-C), 51.5 (5-C), 115.6 (7-C), 137.2 (6-C), 173.6 (1-C). IR:
3380 (NH), 1670 (CO) cm™. HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 115 [M+H]'". HR-ESI-MS: gefunden: 115.0866, be-
rechnet fiir CsH;;N,O": 115.0866. R-Wert: 0.18 (EE-EtOH, 7:3).

4.6  (5)-(1-(Allyl(2-amino-2-oxoethyl)amino)-3-(1 H-indol-3-yl)-1-oxopropan-2-yl)carbamidséure-(9-
fluorenyl)methylester (152, TZD-122)

N-Allyl-Glycinamid 151 (58.5 mg, 513 umol) wird in Acetonitril
(30 mL) gelost und dazu Fmoc-Trp (229 mg, 537 umol), HATU
(221 mg, 580 umol) und DIPEA (190 ul, 1.12 mmol) gegeben.
Nach Rithren bei Raumtemperatur fiir 14 h wird gesittigte
Natriumchloridlésung (50 mL) zugegeben und die Phasen ge-
trennt. Die wissrige Phase wird mit Ethylacetat (2x 30 mL) extra-

hiert, die vereinigten organischen Phasen iiber Natriumsulfat ge-

trocknet und das Rohprodukt sdulenchromatographisch (EE) ge-
16 reinigt. Das Dipeptid 152 (183.3 mg, 351 pmol, 68 %) wird als

farbloser Schaum erhalten.

"H-NMR (400 MHz, Ds-DMSO): & = 3.00-3.16 (m, 2H, 9-H), 3.70—4.38 (m, 7H, 3-H, 4-H, 21-H, 22-H), 4.49,
4.66 (m, 1H, 8-H), 5.00-5.12 (m, 2H, 6-H0), 5.65 (m, 1H, 5-H), 6.95-7.86 (m, 16H, 1-H, 11-H, 14-H, 15-H, 16-
H, 17-H, 24-H, 25-H, 26-H, 27-H, 19-H), 10.78, 10.81 (s, 12-H). *C-NMR (100 MHz, Ds-DMSO): § = 38.1,
38.2 (9-C), 46.6, 46.7 (22-C), 48.9, 49.0 (4-C), 51.2, 51.3 (3-C), 51.6, 51.6 (8-C), 65.7, 65.9 (21-C), 109.4, 110.2
(10-C), 111.1, 111.3 (14-C), 116.8, 116.9 (6-C) 118.1, 118.2 (17-C) 118.3, 118.4 (16-C), 119.9 (24-C), 120.7,
120.8 (15-C), 123.8, 123.9 (11-C), 125.3 (25-C), 127.0 (27-C), 127.2, 127.3 (18-C), 127.5 (26-C), 133.3, 133.4
(5-C), 136.0 (13-C), 140.6 (23-C), 143.6, 143.7 (28-C), 155.8, 155.9 (20-C), 169.9, 170.1 (7-C), 172.1, 172.6 (2-
C). IR: 3267 (NH), 1670 (CO) cm™. HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 523 (100) [M+H]", 540 (48) [M+NH,]". HR-
ESI-MS: gefunden: 545.2160, berechnet fiir C3;H3,N,NaO,": 545.2159. R-Wert: 0.64 (EE/EtOH, 8:2).
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4.7  (S)-1-Allyl-3-(3‘-indoylmethyl)-2,5-dioxopiperazin (154, TZD-123)

Das Fmoc-geschiitzte Dipeptid 152 (327 mg, 0.63 mmol) wird in DMF
(25 mL) gelost und mit Piperidin (625 ul, 6.32 mmol) versetzt. Nach 2 h
Riihren bei Raumtemperatur wird das Losungsmittel unter verminder-
tem Druck entfernt und das Produkt anschlieBend durch Sidulenchroma-
tographie (EE-EE/EtOH, 8:2) gereinigt. Das Diketopiperazin 154
(146 mg, 0.52 mmol, 82 %) wird als farbloser Feststoff erhalten werden.

"H-NMR (400 MHz, D-DMSO): § = 2.56 (d, J=17.1 Hz, 1H, 5-H) 2.99 (dd, J = 14.4 Hz, J = 4.2 Hz, 1H, 9-H),
3.26 (d, J=17.0 Hz, 1H, 5-H), 3.29 (dd, J = 14.0 Hz, J = 4.2 Hz, 1H, 9-H), 3.55 (dd, /= 14.9 Hz, J = 6.5 Hz,
1H, 6-H), 3.63 (dd, J = 14.9 Hz, J= 5.4 Hz, 1H, 6-H), 4.14 (ys, 1H, 2-H), 4.88 (m, 2H, 8-H), 5.13 (m, 1H, 7-H),
6.94 (m, 1H, 16-H), 7.03 (m, 2H, 11-H, 15-H), 7.32 (d, J = 8.1 Hz, 1H, 14-H), 7.47 (d, J = 7.9 Hz, 1H, 17-H),
8.21 (s, 1H, 3-H), 10.89 (s, 1H, 12-H). *C-NMR (100 MHz, De-DMSO): § = 29.8 (9-C), 47.3 (6-C), 48.2 (5-C),
55.7 (2-C), 107.9 (10-C), 111.2 (14-C), 117.9 (8-C), 118.4 (16-C), 118.7(17-C), 121.0 (15-C), 124.8 (11-C),
127.4 (18-C), 131.7 (7-C), 136.0 (13-C), 165.1, 165.8 (1-C, 4-C). IR: 3255 (NH), 1663 (br, CO) cm™. HPLC-
ESI-MS: 284 (100) [M+H]', 567 (58) [2M+H]. HR-ESI-MS: gefunden: 284.1397., berechnet fiir
CisH 1sN30,": 284.1394. Ri-Wert: 0.64 (EE/EtOH, 8:2).

4.8  (5)-2-Amino-3-(1H-indol-3-yl)propansiiuremethylester-Hydrochlorid (156, TZD-134)

o L-Tryptophan (25.0 g, 122 mmol) wird in trockenem Methanol (260 mL) suspen-

or f' N 14 diert. Bei 0 °C wird frisch destilliertes Thionylchlorid (44.5 mL, 612 mmol) lang-
3 A"

2 O sam zugetropft. Nach Auftauen auf Raumtemperatur und Riihren fiir 24 h wird

o
"

HN ~ Methanol und tiberschiissiges Thionylchlorid unter vermindertem Druck entfernt.
7 Es wird Methanol (40 mL) und Diethylether(200 mL) hinzugegeben und der ent-
standene Feststoff filtriert. Das Filtrat wird einrotiert und erneut mit Diethylether
versetzt. Der ausgefallene Feststoff wird erneut abgesaugt. Nach mehrmaligem
Waschen mit Diethylether (200 ml) wird L-Tryptophanmethylester-Hydrochlorid (28.6 g, 112 mmol, 92 %) als

farbloser Feststoff erhalten.

"H-NMR (400 MHz, DMSO): § =3.23-3.35 (m, 2H, 3-H)’, 3.60 (s, 3H, 14-H), 4.15 (yt, J = 6.1 Hz, 1H, 2-H),
6.97 (yt, J=17.3 Hz, 1H, 10-H), .7.05 (wt, J= 7.3 Hz, 1H, 9-H), 7.22 (s, 1H, 5-H), 7.34 (d, /= 7.9 Hz, 1H, 8-H),
7.49 (d, J=17.7 Hz, 1H, 11-H), 8.67 (s, 3H, 13-H), 11.09 (s, 1H, 6-H). *C-NMR (100 MHz, DMSO): § = 26.0
(3-0), 52.5, 52.6 (2-C, 14-C), 106.3 (4-C), 111.4 (8-C), 117.9 (11-C), 118.5(10-C), 121.0 (9-C), 124.8 (5-C),
126.8 (12-C), 136.1 (7-C), 169.6 (1-C). IR (KBr): 3273 (NH), 1749 (CO) cm™. HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 202
(20) [M-CH,+H]’, 219 (100) [M+H]’, 437 (23) [2M+H]". Rs: 0.36 (EE/EtOH, 8:2). Drehwert: [a]3° = +17.4 (¢
=2.9, MeOH); Literaturwert™*: [a]3°=+18 + 1 (c = 3, MeOH). Bestimmung des Enantiomereniiberschusses:'
R 32.9 (S-Enantiomer), 29.9 (R-Enantiomer) (MZ Kromasil RP 18, A = 350 nm, MeCN/0.1 % TFA 50:50,
0.6 mL - MeCN/0.1 % TFA 80:20 in 60 min).

? Uberlagert durch Wassersignal, Wasser in DMSO 3.33 ppm.
'% Derivatisierung mit DNFB-iso-MI nach Kotthaus!***!
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4.9  (5)-2((S)-2(Allyl-(2-nitrophenylsulfonyl)-amino)-3-methyl-butyrylamino)-3-(1H-indol-3-yl)-pro-
pionsduremethylester (158, TZD-124)
Die Nosyl-geschiitzte Aminosdure 148 (1.05 g, 3.06 mmol) wird

J 0. o in trockenem Acetonitril (100 mL) geldst. Dazu wird L-Trypto-
oN o oA T Do phanmethylester-Hydrochlorid (893 mg, 3.51 mmol), PyBOP
o 23 ‘\S\:N el N132"~,,3 (1.98 g, 3.80 mmol) und DIPEA (1.6 mL, 9.16 mmol) gegeben.
N : 1(2 156 17H e Nach Riithren bei Raumtemperatur fiir 16 h wird geséttigte
26 N 10 Natriumchloridlsung (100 mL) hinzugegeben und die Mischung
H’ 9 mit Ethylacetat (3x 100 mL) extrahiert. Die vereinigten organi-

schen Phasen werden mit Salzsdure (1 M, 2x 100 mL), geséttigter
Natriumhydrogencarbonatlosung (100 mL) und anschlieBend mit gesittigter Natriumchloridlosung (100 mL)
gewaschen. Die organische Phase wird {iber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt. Sdulenchromatographische Reinigung (CH/EE, 7:3). liefert das Dipeptid 158 (1.28 g, 2.35 mmol,
77 %) als gelben Schaum.

"H-NMR (400 MHz, DMSO): § = 0.81 (d, J = 6.6 Hz, 3H, 17-H), 0.88 (d, J = 6.6 Hz, 3H, 18-H), 2.10 (m, 1H,
16-H), 2.93 (dd, J = 14.7 Hz, J=7.9 Hz, 1H, 3-H), 3.05 (dd, J = 14.7 Hz, J = 6.3 Hz, 1H, 3-H), 3.49 (s, 3H, 28-
H), 3.95 (ydd, J = 16.4 Hz, J = 4.6 Hz, 1H, 19-H), 4.09 (d, J = 10.6 HZ, 1H, 15-H), 4.32 (m, 2H, 19-H, 3-H),
491 (d, J=10.2 Hz, 1H, 21-H), 5.08 (d, /= 16.7 Hz, 1H, 21-H), 5.70 (m, 1H, 20-H), 7.01 (yt, J= 7.40 Hz, 1H,
10-H), 7.08 (yt, J=7.07 Hz, 1H, 9-H), 7.12 (d, J = 2.2 Hz, 1H, 5-H), 7.21 (ddd, /= 7.8 Hz, /=79 Hz, J= 1.0
Hz, 1H, 26-H), 7.33 (d, /= 8.0 Hz, 1H, 8-H), 7.43 (d, /= 7.8 Hz, 1H, 11-H), 7.60 (ddd, /= 7.8 Hz, /= 7.8 Hz,
J=1.0 Hz, 1H, 25-H), 7.74 (dd, /= 7.9 Hz, J = 1.0 Hz, 1H, 27-H), 7.81 (dd, J = 8.0 Hz, J = 1.0 Hz, 1H, 24-H),
8.64 (d, J = 6.5 Hz, 1H, 13-H), 10.82 (s, 1H, 6-H). *C-NMR (100 MHz,DMSO): § = 18.6 (17-C), 19.3 (18-C),
26.8 (3-C), 27.9 (16-C), 47.2 (19-C), 51.5 (28-C), 53.1 (2-C), 64.5 (15-C), 108.9 (4-C), 111.5 (8-C), 117.2 (21-
C), 117.8 (11-C), 118.4 (10-C), 120.0 (9-C), 123.7 (5-C), 123.9 (24-C), 126.8 (12-C), 129.2 (27-C), 131.6 (26-
C), 132.1 (22-C), 134.0 (25-C), 135.4 (20-C), 136.1 (7-C), 147.6 (23-C), 169.5 (14-C), 171.7 (1-C). IR (KBr):
3396 (NH), 1741 (CO), 1676 (CO) cm™. HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 543 (100) [M+H]". HR-ESI-MS: gefun-
den: 543.1912, berechnet fiir CogH3 N4O,S™: 543.1908; gefunden: 565.1725, berechnet fiir C,gH30N4NaO,S":
565.1727. Ry: 0.35 (CH/EE, 1:1).

4.10 (9)-2((S)-2(Allyl-(2-nitrophenylsulfonyl)-amino)-3-methyl-butyrylamino)-3-(1 H-indol-3-yl)-
propionsiure (159, TZD-130)

Der Carbonsdureester 158 (1.25 g, 2.31 mmol) wird in THF (20 mL) gelost und mit Lithiumhydroxid-
monohydrat (193.6 mg) geldst in Wasser (10 mL) versetzt. Nach Riithren bei Raumtemperatur fiir 3 h wird Was-
ser (20 mL) hinzugegeben und die Losung mit HCI (1 M) auf pH 4 angeséuert. Die wissrige Losung wird mit
EE (5x 20 mL) extrahiert, die vereinigten organischen Phasen {iber Natriumsulfat getrocknet und das Losungs-
mittel unter vermindertem Druck abdestilliert. Nach sédulenchromatographischer Reinigung (EE + 0.1 % HOACc)

wird die Carbonsédure 159 (1.21 g, 2.30 mmol) in quantitativer Ausbeute als gelber Schaum erhalten.
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’ 'H-NMR (400 MHz, DMSO): & = 0.79 (d, J = 6.6 Hz, 3H, 17-H),

szo O OHz 0.89 (d, J = 6.6 Hz, 3H, 18-H), 2.10 (m, 1H, 16-H), 2.92 (dd, J = 8.1

ON o jf Hz, J = 14.8 Hz, 1H, 3-H), 3.06 (dd, J = 5.7 Hz, J = 14.8 Hz, 3-H),
oy 22 \\S\\/N T ONTE 3.30 (br, 1H, 28-H), 3.93 (dd, J = 4.3 Hz, J = 16.3 Hz, 1H, 19-H),
B : 2 ~ 17H A 1 4107106 Hz, TH, 15-H), 427-436 (m, 2H, 2-H, 19-H), 4.89
2 N 1t (d,J=10.2 Hz, 1H, 21-H), 5.06 (d, J= 17.1 Hz, 1H, 21-H), 5.69 (m,

g 9 1H, 20-H), 7.00 (yt, J = 7.01 Hz, 1H, 10-H), 7.05-7.14 (m, 3H, 5-H,
9-H, 26-H), 7.32 (d, J=8.1 Hz, 1H, 8-H), 7.49 (d, J=7.49 Hz, 1H, 11-H), 7.56 (ddd, J= 1.1 Hz, J=7.9 Hz, J=
8.0 Hz, 1H, 25-H), 7.72 (dd, J = 8.0 Hz, /= 1.0 Hz, 1H, 27-H), 7.78 (dd, /= 1.1 Hz, J = 8.0 Hz, 1H, 24-H), 8.5
(d, J=7.0 Hz, 1H, 13-H) 10.78 (s, 1H, 6-H). *C-NMR (100 MHz, DMSO): § = 18.8 (17-C), 19.3 (18-C), 26.9
(3-C), 28.0 (16-C), 47.3 (19-C), 53.0 (2-C), 64.7 (15-C), 109.4 (4-C), 111.4 (8-C), 117.2 (21-C), 118.0 (11-C),
118.4 (10-C), 120.9 (9-C), 123.6 (5-C), 123.8 (24-C), 127.0 (12-C), 129.3 (27-C), 131.6 (26-C), 132.1 (22-C),
133.9 (25-C), 135.4 (20-C), 136.1 (7-C), 147.6 (23-C), 169.4 (14-C), 172.8 (1-C). IR (KBr): 3415 (OH), 1734
(CO), 1670 (CO) cm™. HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 529 (100) [M+H]", 551 (13) [M+Na]". HR-ESI-MS: gefun-
den: 529.1753, berechnet fiir C,sH,0N40,S™: 529.1751; gefunden: 551.1565, berechnet fiir C,sH,sN4NaO-S":
551.1571. Ry: 0.27 (EE/EtOH, 8:2).

4.11 (S)-N-((S)-1-(Allyl-carbamoylmethyl-carbamoyl)-2-(1H-indol-3-yl)-ethyl)-2-(allyl-(2-
nitrophenylsulfonyl)-amino)-3-methyl-butansiureamid (160, TZD-137)

Die Carbonsdure 159 (460 mg, 870 umol) wird in trockenem
| Acetonitril (10 mL) gelost. Dazu wird BOP-Cl (251 mg,

27 5
| ‘0 968 umol) und Allylglycinamids 151 (104 mg, 912 umol) gege-
25~ 28 O N\/lzk \ ben. Bei -10 °C wird DIPEA (325 pul, 1.91 mmol) zugegeben
ON o j7 5 = NH,
29 n-N 50 , und das Reaktionsgemisch eine Minute bei dieser Temperatur
30 S\\ 1 N 198 149
28 O/f\ H 10 1 geriihrt. Nach weiteren 5 h Rithren bei Raumtemperatur wird
22 8 17
3 Sy e x 1 o Wasser (15 mL) hinzugegeben, die Phasen separiert und die
10” 13 wissrige Phase mit Ethylacetat (4x 15 mL) extrahiert. Die ver-

einigten organischen Phasen werden iiber Natriumsulfat ge-
trocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Sdulenchromatographische Reinigung (EE)

liefert das Tripeptid 160 (371 mg, 594 pmol, 68 %) als gelber Schaum.

'H-NMR (400 MHz, DMSO): & = 0.76-0.85 (m, 6H, 23-H, 24-H), 2.06-2.14 (m, 1H, 22-H), 2.87-3.09 (m, 2H,
9-H), 3.43-4.40 (m, 7H, 3-H, 4-H, 5-H, 25-H), 4.61-4.79 (m, 1H, 21-H), 4.85-5.16 (m, 4H, 6-H, 27-H), 5.40-
5.81 (m, 2H, 5-H, 26-H), 6.79-7.90 (m, 11H, 1-H, 11-H, 14-H, 15-H, 16-H, 17-H, 30-H, 31-H, 32-H, 33-H),
8.64, (d, J= 7.4 Hz, 0.5H, 19-H), 8.68 (d, J = 7.1 Hz, 0.5H, NH-19-H), 10.77 (s, 0.5H, 10-H), 10.84 (s, 0.5H,
10-H). *C-NMR (100 MHz,DMSO): § = 18.7, 18.8 (23-C), 19.2, 19.3 (24-C), 27.2, 27.6 (9-C), 28.0 28.1 (22-
C),47.1,47.3 , 48.2 48.8 (4-C, 25-C), 49.1, 49.2 (8-C), 50.8 (3-C), 64.4, 64.5 (21-C), 109.2, 109.6 (10-C), 111.4,
111.4 (8-C), 1167, 116.7, 117.1, 117.2 (6-C, 27-C), 117.9, 118.2 (17-C), 118.4 (10-C), 120.9, 121.0 (15-C),
123.7, 123.8 (11-C), 123.9, 123.9 (30-C), 127.0, 127.1 (18-C), 129.4, 129.8 (33-C), 131.5, 131.7 (32-C), 131.9,
132.2 (28-C), 133.0, 133.1(5-C), 133.9 134.1 (31-C), 135.3, 135.8 (26-C), 136.1 136.1 (13-C), 147.5, 147.6 (29-
C), 169.3, 169.4, 169.7, 170.0, 171.5, 171.7 (2-C, 7-C, 20-C). IR (KBr): 1654 (CO) cm’'. HPLC-ESI-MS: m/z
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(%) = 625 (48) [M+H]", 642 (100) [M+NH,]. HR-ESI-MS: gefunden: 647.2255, berechnet fiir
C30H36N6N307S+2 647.2258. Rf: 0.12 (EE)

4.12  2-((35,6S,E)-3-((1H-indol-3-yl)methyl)-6-isopropyl-7-((2-nitrophenyl)sulfonyl)-2,5-dioxo-1,4,7-
triazacycloundec-9-en-1-yl)acetamid (165, TZD-142)
Das Tripeptid 160 (50.4 mg, 80.7 umol) wird in Dichlormethan

NO
29@ 02 (40 mL) geldst, mit dem Zhan-Katalysator'' (5.6 mg, 7.6 pmol)
(0]
30 N 26 //S\N /\/\is 4>;NH2 versetzt und 48 h unter Riickfluss erhitzt. Anschlieend wird
. (0] 23“ N—, ! Dichlormethan am Rotationsverdampfer entfernt und das Rohpro-
\\\‘1%7(16\\?/440 dukt mittels Kieselgelchromatographie (DCM/Aceton, 6:4) gerei-
20 O 7 8 nigt. Der Macrocyclus 165 (32.1 mg, 53.8 umol, 67 %) wird als
15 Ng-l schwachgelber Feststoff erhalten.

14 10

13 " "H-NMR (400 MHz, MeCN): & = 0.84 (s, 3H, 20-H), 1.03 (s, 3H,

21-H), 2.36 (m, 1H, 19-H), 3.09 (m, 1H, 6-H), 3.34 (dd, J = 8.2
Hz, J = 13.5 Hz, 1H, 6-H), 3.53 (m, 1H, 25-H), 3.63 (m, 1H, 3-H), 3.82-4.19 (m, 4H, 3-H, 18-H, 22-H), 4.31
(yd, J = 14.9 Hz, 1H, 25-H), 4.71 (ys, 1H, 5-H), 5.42 (yt, J = 13.8 Hz, 1H, 24-H), 5.75 (m, 1H, 23-H), 6.07 (s,
1H, 1-H), 6.47 (s, 1H, 1-H), 7.06-7.17 (m, 4H, 8-H, 12-H, 13-H, 16-H), 7.39 (d, J = 7.9 Hz, 1H, 11-H), 7.67-
7.80 (m, 4H, 14-H, 29-H, 30-H, 31-H), 8.40 (ys, 1H, 28-H), 9.27 (s, 1H, 9-H). *C-NMR (100 MHz, MeCN): &
= 19.9 (20-C), 21.5 (21-C), 25.4 (19-C), 28.1 (br, 6-C), 48.4, 53.3 (3-C, 5-C, 22-C, 25-C), 66.7 (18-C), 111.8 (7-
C), 112.3 (11-C), 119.8, 119.9 (12-C, 14-C), 122.4 (13-C), 124.5 , 124,5 (8-C, 28-C), 127.0 (24-C), 128.7 (15-
C), 132.3 (31-C), 132.8, 132.8 (23-C, 29-C), 134.2 (30-C), 135.1 (26-C), 137.2 (10-C), 149.2 (27-C), 171.3,
172.2, 172.2 (2-C, 4-C, 17-C). TR (KBr): 1647 (CO), 1675 (CO) cm™’. (HPLC-ESI-MS: 597 (28) [M-+H]", 619
(100) [M+Na]". HR-ESI-MS: gefunden: 619.1944, berechnet fiir CysH3N¢NaO,S™: 619.1945. Ry 0.35
(DCM/Aceton, 1:1).

4.13 2-((35,6S,E)-3-((1H-Indol-3-yl)methyl)-6-isopropyl-2,5-dioxo-1,4,7-triazacy-cloundec-9-en-1-yl)acet-
amid (166, TZD-156)

Das Sulfonamid 165 (32.6 mg, 54.6 pmol) wird in (DMF 1.5 mL) ge-
lost und mit LiOH (14.6 mg, 608 pumol) und Mercaptoessigsiure
(22 pl, 331 pmol) versetzt. Nach Riihren bei Raumtemperatur fiir 2 h
wird geséttigte Natriumhydrogencarbonatlosung (5 mL) hinzugegeben
und das Gemisch mit Essigester (3x 15 mL) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden {iber Magnesiumsulfat getrocknet und das
Rohprodukt auf einer Kieselgelsdule (EE/EtOH, 1:1) gereinigt. Das
Amin 166 (13.7 mg, 33 umol) wird in 61 % Ausbeute als schwach

gelber Feststoff erhalten.

"H-NMR (400 MHz, MeOH): § = 0.79 (ydd, J = 6.8 Hz, J = 1.9 Hz, 6H, 20-H, 21-H), 1.64 (m, 1H, 19-H), 2.53
(d, J= 5.4 Hz, 1H, 18-H), 2.99 (yt, J = 12.0 Hz, 1H, 23-C), 3.32-3.51 (m, 3-H, 6-H, 26-H), 3.55 (yd, J= 11.5
Hz, 1H, 26-H), 3.81 (d, J= 18.8 Hz, 1H, 3-H), 4.15 (d, J = 18.8 Hz, 1H, 3-H), 4.47 (dd, J= 4.1 Hz, J= 10.9 Hz,

' Anstatt des Zhan Katalysators kann der Grela-Katalysator mit analoger Ausbeute verwendet werden.
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1H, 5-H), 4.68 (yd, J = 16.4 Hz, 1H, 26-H), 5.38 (yt, J = 12.4 Hz, 1H, 24-H), 5.64 (ydd, J = 3.4 Hz, J= 159
Hz, 1H, 25-H), 7.01 (yt, J = 8.0 Hz, 1H, 13-H), 7.05 (s, 1H, 8-H), 7.09 (yt, J = 7.0 Hz, 1H, 12-H), 7.33 (d, 8.0
Hz, 1H, 11-H), 7.61 (d, J = 8.0 Hz, 1H, 14-H). *C-NMR (100 MHz, MeOH): & = 17.6, 18.0 (20-C, 21-C), 25.9
(6-C), 31.0 (19-C), 49.5, 50.7, 51,0 (3-C, 23-C, 26-C), 54.0 (5-C), 66.2 (16-C), 110.8 (7-C), 111.2 (11-C), 118.1
(14-C, 12-C), 120.8 (13-C), 123.3 (8-C), 125.6 (24-C), 127.4 (15-C), 130.2 (25-C), 136.8 (10-C), 172.4, 173.3,
176.7 (2-C, 4-C, 17-C). IR (KBr): 1712 (CO), 1637 (CO) cm™'. HPLC-ESI-MS: 412 (54) [M+H]", 434 (100)
[M+Na]'. HR-ESI-MS: gefunden: 434.2169, berechnet fiir C,,H,0NsNaO; " 434.2163. Ry: 0.18 (EE/EtOH, 1:1).

4.14  (S)-N-((S)-1-(Allyl(2-amino-2-oxoethyl)amino)-3-(1H-indol-3-yl)-1-oxopropan-2-yl)-2-(allylamino)-
3-methylbutanamid (168, TZD-248)
Das Nosyl-Tripeptid 160 (245 mg, 392 pmol) wird in DMF (5 mL) geldst und mit Mercaptoethanol (115 pl,

6 2.46 mmol) und Lithiumhydroxid (103 mg, 4.31 mmol) versetzt. Das Reak-
28 K tionsgemisch wird fiir 14 h bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wird
H N\/[k Wasser (20 mL) hinzugegeben und das Gemisch mit DCM (3x 30 mL) ex-
NH trahiert. Die wissrige Phase wird mit EE (30 mL) extrahiert, die vereinten
2 2120 N 8 K organischen Phasen {iber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmit-
4-2\23 1 / 18 17 tel destillativ entfernt. Nach sdulenchromatographischer Reinigung
12” — 16 (EE/EtOH, 15:1) wird das entschiitzte Tripeptid 168 (167 mg, 379 umol,

14 15 97 %) als farbloser Feststoff erhalten.

"H-NMR (400 MHz, CDCLy): § = 0.75 (d, J = 7.1 Hz, 3H, 23-C), 0.84 (d, J = 7.2 Hz, 3H, 24-H), 1.94 (m, 1H,
22-H), 2.87 (d, J=4.9 Hz, 1H, 21-H), 3.03-3.24 (m, 4H, 9-H, 4-H), 3.64 (d, J = 16.6 Hz, 1H, 3-H), 3.72 (m, 1H,
26-H), 4.00 (m, 1H, 26-H), 4.09 (d J = 16.5 Hz, 1H, 3-H), 4.92-5.01 (m, 5H, 6-H, 8-H, 28-H), 5.45 (m, 1H, 27-
H), 5.54 (s, 1H, 1-H), 5.77 (m, 2-H, 5-H, 25-H), 6.43 (s, 1H, 1-H), 7.03 (m, 2H, 11-H, 16-H), 7.11 (yt, J= 7.6
Hz, 1H, 15-H), 7.32 (d, J = 8.4 Hz, 1H, 14-H), 7.55 (d, /= 8.2 Hz, 1H, 17-H), 7.73 (d, J=5.76, 1H, 19-H), 8.77
(s, 1H, 12-H). "C-NMR (100 MHz, CDCl;): § = 17.5, 18.8 (23-C, 24-C), 27.7 (9-C), 30.7 (22-C), 49.1, 49.2 (3-
C, 8-C), 50.8, 51.1 (4-C, 26-C), 66.7 (21-C), 109.3 (10-C), 111.2 (14-C), 116.5, 117.4 (6-C, 28-C), 118.0 (17-C),
119.2 (16-C), 121.7 (15-C), 123.1 (11-C), 126.9 (18-C), 131.7, 135.2 (5-C, 27-C), 136.0 (13-C), 170.9, 172.8,
173.5 (2-C, 7-C, 20-C). IR (KBr): 1683 (CO), 1636 (CO) cm™. HPLC-ESI-MS: 440 (100) [M+H]", 462 (10)
[M+Na]*. HR-ESI-MS: gefunden: 462.2477, berechnet fiir C,4H33NsNaO; ™ 462.2476. Ry 0.30 (EE/EtOH, 9:1).

5. Verbindungen aus Kapitel 4.2.3

5.1  2-(2,2-Diethoxyethylamino)essigsdureamid (187, TZD-106)

Glycinamid-Hydrochlorid (5.04 g, 45.6 mmol) wird in trockenem Acetonitril (250 mL) geldst und mit Natrium-
hydrogencarbonat (16.5 g, 121 mmol) versetzt. AnschlieBend wird 2-Bromacetaldehyddiethylacetal (6.8 mL
45.2 mmol) hinzugegeben und das Reaktionsgemisch fiir 43 Stunden unter Riickfluss gekocht. Nach Einengen
der Losung und Trocknen des Rohproduktes im Hochvakuum wird das Rohprodukt einer Soxhlet-Extraktion mit
Essigester unterworfen. Nach séulenchromatographischer Reinigung des Extrakts (EE/EtOH, 8:2) wird das Mo-
noalkylierungsprodukt 187 (3.71 g, 19.5 mmol, 43 %) und das Dialkylierungsprodukt (483 mg, 1.57 mmol,
3.5 %) als schwach gelbes Ol erhalten.
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o o 'H-NMR (400 MHz, DMSO): § = 1.09 (t, J = 7.1 Hz, 6H, 8-H), 2.52 (d, J =

7 5.5, 2H, 5-H), 3.03 (s, 2H, 3-H), 3.25 (s, br, 4-H), 3.39-3.47 (m, 2H, 7-H),

o 0)6\5/'}%'}“42 3.53-3.60 (m, 2H, 7-H), 4.46 (t,.)]— 5.4,(2H, 6-H) 6).94 (s, br, 1-;) 721 (s, bi,

1-H). ®*C-NMR (100 MHz, D¢-DMSO): § = 15.26 (8-C), 51.51 (5-C), 51.78

(3-C), 61.25 (7-C), 101.65 (6-C), 173.32 (2-C). IR(Film): 3325 (NH), 1678 (CO) cm”. HPLC-ESI-MS: m/z

(%) = 145 (100) [M-OEt]", 191 (32) [M+H]". HR-ESI-MS: m/z = 213.1208, berechnet fiir CsH;sN,NaO; "
213.1210. Rg: 0.15 (EE/EtOH, 8:2).

52  (5)-1-((2-Amino-2-oxoethyl)(2,2-diethoxyethyl)amino)-3-(1H-indol-3-yl)-1-oxopropan-2-ylcarb-
amidsiurefluorenmethylester (188, TZD-107)

Das Amin 187 (865 mg, 4.55 mmol) wird in DCM (150 mL) gelost
und mit PyBOP (2.62 g, 5.00 mmol), DIPEA (1.55 mL, 9.09 mmol)
und Fmoc-Trp-OH (1.98 g, 4.64 mmol) versetzt. Nach Riihren der
Reaktion bei Raumtemperatur fiir 72 h wird die Mischung mit Salz-
sdure 2wMm, 2x 25 mL) und gesittigter
Natriumhydrogencarbonatlosung (25 mL) gewaschen. Die organi-
sche Phase wird {iber Natriumsulfat getrocknet und am Rotationsver-
dampfer eingeengt. Nach chromatographischer Reinigung (EE) des
Rohprodukts wird das Dipeptid 188 (1.93 g, 3.23 mmol, 71 %) als

farbloser Schaum erhalten.

H-NMR (400 MHz, DMSO): § = 0.91-1.07 (m, 6H, 8-H), 2.98-3.58 (m, 8H, 5-H, 7-H, 11-H), 3.76-4.72, (m,
7H, 3-H, 10-H, 6-H 23-H, 24-H), 6.91-7.85 (m, 16H, 13-H, 16-H, 17-H, 18-H, 21-H, 26-H, 27-H, 28-H, 29-H),
10.78, 10.85 (s, 1H, 14-H) 3C-NMR (100 MHz, DMSO): & = 14.0 (8-C), 27.1, 27.6 (11-C), 46.5, (24-C), 49.8,
50.4 (3-C), 51.1 (5-C) 51.2, 51.4 (10-C), 62.0, 62.5, 62.6, 62.8 (7-C), 65.8, 65.8 (23-C), 100.7, 101.6 (6-C),
109.8, 110.3, 111.1 111.4, 118.1, 118.3, 120.0, 120.7, 120.9, 123.9, 125.3, 127.0, 127.1, 127.3 127.5, 136.0,
136.1, 140.6, 143.6 (, 12-C, 13-C, 15-C, 16-C, 17-C, 18-C, 19-C, 20-C, 25-C, 26-C, 27-C, 28-C, 29-C, 30-C),
155.8, 155.9 (22-C), 167.5 (9-C) 170.1, 170.3 (2-C). IR(KBr): 3322(NH), 1678 (CO), 1645 (CO) cm’. HPLC-
ESI-MS: 507 (49), 553 (100) [M-OE{]’, 621 (63) [M+Na]’. HR-ESI-MS: m/z = 6212678 berechnet fiir
C34H33N4NaOg': 621.2684. R-Wert: 0.27 (EE).

53  (15,59)-(9H-fluoren-9-yl)methyl 3-(2-amino-2-oxoethyl)-4-0x0-2,3,4,5,6,11-hexahydro-1H-1,5-epim-
inoazocino[4,5-b]indole-12-carboxylat (190, TZD-110)

Das Acetal 188 (212 mg, 0.35 mmol) wird in Acetonitril/HCI (1 M, 25 mL, 2:1) geldst und unter Eiskiihlung fiir
3 h geriihrt. Anschlieend wird DCM (50 mL) und Wasser (30 mL) hinzugegeben, die Phasen getrennt und die
wissrige Phase mit DCM (2x, 30 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit geséttigter
Natriumhydrogencarbonatldsung (30 mL) und gesittigter Natriumchloridldsung (30mL) gewaschen, iiber Natri-
umsulfat getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Nach sdulenchromatographischer
Reinigung (EE) wird in 71 % Ausbeute das Cyclisierungsprodukt 190 (127.9 mg, 0.25 mmol) als gelber Feststoff

erhalten.
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"H-NMR (400 MHz, DMSO): § = 2.61-3.10 (m, 2H, 6-H), 3.33-3.50 (m,
2H, 3-H, 17-H), 3.94 (m, 1H, 17-H), 4.13 (m, 1H, 3-H), 4.27-4.85 (m,
4H, 5-H, 19-H, 20-H), 5.43 (m, 1H, 16-H), 6.94-7.90 (m, 14H,1H, 9-H,
10-H, 11-H, 12-H, 22-H, 23-H, 24-H, 24-H), 10.93, 11.00 (s, 1H, 14-H).
BC-NMR (100 MHz, DMSO): & = 24.7, 25.0 (6-C), 45.4, 46.3 (16-C),
46.5, 46.7 (20-C), 48.5 (3-C), 52.9, 53.1 (17-C), 53.3, 53.6 (5-C), 66.8,
67.1 (19-C), 106.3, 106.6 (7-C), 111.5, 117.8, 117.9, 118.4, 118.8, 120.1,
121.3, 121.4, 124.7, 124.8, 125.0, 127.0, 127.1 127.6 (9-C, 10-C, 11-C,
12-C, 22-C, 23-C, 24-C, 25-C), 128.9, 131.5 (15-C) 140.7, 140.8, 143.6,
143.8 (21-C, 26-C), 125.9, 126.6 (8-C), 135.7, 135.8 (13-C), 153.1, 153.4
(18-C), 167.5, 167.8 (4-C), 169.2, 169.9 (2-C). IR (KBr): 1683, 1639 (CO) cm™. HPLC-ESI-MS: m/z (%) =
507(90) [M+H]", 524 (100) [M+NH,]". HR-ESI-MS: m/z = 529.1806, berechnet fiir C3oH,(NsNaO,": 529.1846.
Rg: 0.5 (EE-EtOH, 8:2).

54  2-((18,55)-4-0x0-5,6-dihydro-1H-1,5-epiminoazocino[4,5-b]indol-3(2H,4H,11 H)yl)acetamid (191,
TZD-140)

Das Acetal 188 (100.1 mg, 0.17 mmol) wird in Acetonitril/HCI (2 M, 25 mL, 2:1) gelost
unter Eiskiihlung geriihrt und fiir 3 h geriihrt. AnschlieBend wird DCM (30 mL) und Was-
ser (30 mL) hinzugegeben, die Phasen getrennt und die wissrige Phase mit DCM (2x,
30 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit geséttigter
Natriumhydrogencarbonatlosung (30 mL) und geséttigter Natriumchloridlosung (30 mL)
gewaschen, liber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdamp-
fer entfernt. Zur Abspaltung des Fmoc Schutzgruppe wird das Rohprodukt in DCM
(10 mL) gelost und mit Piperidin (170 pl, 1,69 mmol) versetzt. Nach Riihren tiber Nacht

wird das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und das entstandene Rohprodukt
mittels Sdulenchromatographie (EE/EtOH, 8:2) gereinigt. Das Produkt 191 (25.1 mg, 88 pmol, 53 %) wird als
gelblicher Feststoff erhalten.

"H-NMR (400 MHz, DMSO): § = 2.74 (d, J = 15.3 Hz, 1H, 6-H), 2.89 (dd, J = 15.4 Hz, J = 5.8 Hz, 1H, 6-H),
3.23 (d,J=11.3 Hz, 1H, 17-H), 3.30 (d, /= 16.2 Hz, 1H, 3-H), 3.81 (d, J= 5.3 Hz, 1H, 5-H), 3.91 (dd, /= 4.4
Hz, J=11.4 Hz, 1H, 17-H), 4.09 (d, J = 16.4 Hz, 1H, 3-H), 4.25 (d, J = 4.1 Hz, 1H, 16-H), 6.85-6.95 (m, 3H,
1H, 10-H), 7.00 (yt, J="7.5 Hz, 1H, 11-H), 7.27 (d, J=7.9 Hz, 1H, 12-H), 7.33 (d, /= 7.76 Hz, 1H, 9-H), 10.79
(s, 1H, 14-H). “C-NMR (100 MHz, DMSO): § = 26.3 (6-C), 45.1 (16-C), 49.0 (3-C), 53.3 (5-C), 54.6 (17-C),
106.5 (7-C), 111.1 (12-C), 117,5 (9-C), 118,4 (10-C), 120.7 (11-C), 126.5 (8-C), 134.5 (15-C), 135.5 (13-C),
169.7, 170.9 (2-C, 4-C). IR (KBr): 1627 (CO) cm™'. HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 285 (100) [M+H]", 569 (35)
[2M+H]". HR-ESI-MS: m/z = 307.1164, berechnet fiir C;sH;sN,NaO,": 307.1165. Rg: 0.10 (EtOH).

5.5 2-(N-(2-Hydroxyethyl)-2-nitrophenylsulfonamido)essigsidure-tert-butylester (197, TZD-131)

Das Sulfonamid 96d (217.8 mg, 689 pmol) wird in DMF (10 mL) gelost. Dazu wird DBU (225 ul, 70 mmol)
und Bromethanol (90 pl, 1.27 mmol) hinzugegeben und der Ansatz bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 19 h wird
erneut Bromethanol (90 pl, 1.27 mmol) und nach 48 h erneut Bromethanol (200 pl, 2.82 mmol) zugegeben und
das Gemisch fiir 2 Wochen geriihrt. Zur Aufarbeitung wird Wasser (50 mL) hinzugegeben und das Gemisch mit
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Essigester (2x 50 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden
5

OH liber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem
AN 0 13 Druck entfernt. Nach sdulenchromatographischer Reinigung (CH/EE, 1:1)
N .
O, 7 Q\ /N\/U\ 12 wird das Sulfonamid 197 (84.4 mg, 234 pmol, 34 %) als farbloses Ol erhal-
8 S 2 ! O
50 ten.

9 11
10

'H-NMR (400 MHz, CDCLy): § = 1.34 (s, 9H, 13-H), 3.03 (s., br, 1H, 5-H),
3.45 (t,J=5.1 Hz, 2H, 3-H), 3.65 (1, J = 5.1 Hz, 2H, 4-H), 4.05 (s, 2H, 2-H), 7.55 (m, 1H, 11-H), 7.64-7.66 (m,
2H, 9-H, 10-H), 7.98 (m, 2H, 8-H). *C-NMR (100 MHz, CDCL;): & = 27.6 (13-C), 50.1 (2-C), 51.6 (4-C), 60.1
(3-C), 82.6 (12-C), 123.9 (11-C), 130.6 (8-C), 131.7 (10-C), 132.6 (6-C), 133.7 (9-C), 147.8 (7-C), 168.8 (1-C).
IR (KBr): 1740 (CO), 3448 (OH) cm’. HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 305 (69) [M-C,Hg+H]", 378 (100)
[M+NH,]", 738 (33) [2M+NH,]". HR-ESI-MS: m/z = 383.0883, berechnet fiir C;;H0N,NaO,S": 383.0883. R
0.41 (EE).

5.6  2-((2-Hydroxyethyl)amino)essigsiure-tert-butylester (200, TZD-133)
2-Aminoethanol (20.0 mL, 334 mmol) wird in DMF (100 mL) vorgelegt und
H(Gj \/4\N 2 e} ’ mit DIPEA (8.35 mL, 49.1 mmol) versetzt. AnschlieBend wird Bromessig-
5 GH/ﬁo( \% sdure-tert-butylester (10.53, 54.0 mmol) hinzugegeben und der Ansatz fiir
48 h auf Raumtemperatur geriithrt. Nach Entfernen des Losungsmittels unter
vermindertem Druck wird Wasser (200 mL) hinzugegeben und die Mischung
mit Essigester (3x 200 mL) extrahiert. Nach Trocknen der vereinigten organischen Phasen iiber Natriumsulfat
und Entfernen des Losungsmittels im Vakuum wird der Aminosédureester 200 (8.90 g, 50.8 mmol) in 94 % Aus-

beute als schwach gelblich geféarbte Fliissigkeit erhalten.

"H-NMR (400 MHz, CDCLy): § = 1.46 (s, 9 H, 8-H), 2.79 (t, J = 5.0 Hz, 2H, 4-H), 3.34 (s, 2H, 2-H), 3.42 (s, br,
2H, 3-H, 6-H), 3.63 (t, J = 5.0 Hz, 2H, 5-H). *C-NMR (100 MHz, CDCl;): & = 28.1 (8-C), 50.8 (2-C), 50.9 (4-
C), 60.5 (5-C), 81.8 (7-C), 171.5 (1-C). IR (KBr): 3407 (OH), 1735 (CO) cm™. HPLC-ESI-MS: 120 (100)
[M+H-CHg]", 176 (6) [M+H]". HR-ESI-MS: m/z = 120.0660, berechnet fiir C;H;(NO;": 120.0655, m/z =
198.1108, berechnet fiir CsH;;NNaO;": 198.1101. Rg: 0.42 (EE/EtOH, 1:1 + 1Tr. TEA).

5.7  2-(((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)(2-hydroxyethyl)amino)essigsidure-tert-butylester (201,
TZD-135)

Der Aminoséaureester 200 (12.11 g, 69.1 mmol) und Natriumhydrogencarbonat (20.32 g, 241 mmol) werden in
Wasser/THF (2:1, 1L) gelost und portionsweise mit Fmoc-Cl (18.77, 72.6 mmol) versetzt. Nach Riihren bei
Raumtemperatur iiber Nacht wird Essigester (300 mL) hinzugegeben, die Phasen getrennt und die wéssrige Pha-
se mit Essigester (300 mL) extrahiert. Die wissrige Phase wird mit Natriumchlorid geséttigt und erneut mit Es-
sigester (2x 300 mL) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen werden iiber Magnesiumsulfat getrocknet, das
Ldsungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und das Produkt mittels Sdulenchromatographie (CH/EE, 2:1)
gereinigt. Der Fmoc-Aminosédureester 201 (26.0 g, 69.1 mmol) wird in quantitativer Ausbeute als hochviskose

farblose Fliissigkeit erhalten.
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"H-NMR (400 MHz, CDCLy): 8 = 1.46, 1.48 (jeweils s, 9H, 16-H), 3.31 (m,
1H, 5-H), 3.37 (t, J = 4.9 Hz, 1H, 3-H), 3.52 (m, 2H, 3-H, 4-H), 3.77 (m, 1H,
4-H), 3.90, 3.94 (jeweils s, 2H, 2-H), 4.21 (t, J = 6.2 Hz, 0.5H, 8-H), 4.26 (t,
J=6.3 Hz, 0.5H, 8-H), 4.42 (d, J = 7.0 Hz, 1H, 7-H), 4.50 (d, J= 6.3, 1H, 7-
H), 7.31 (m, 2H, 12-H), 7.40 (yt, J = 7.4 Hz, 2H, 11-H), 7.59 (d, J = 7.5 Hz,
2H, 13-H), 7.76 (d, 7.5, 2H, 10-H). *C-NMR (100 MHz,CDCl;): § = 28.0
(16-C), 47.3, 47.4 (8-C), 51.4, 51.6 (2-C), 52.3, 53.1 (3-C), 60.7, 61.0 (4-C),
67.7, 68.0 (7-C), 82.7, 82.8 (15-C), 119.9, 120.0 (10-C), 124.9, 125.1 (13-C),
127.1, 127.3 (12-C), 127.7, 127.8 (11-C), 141.3, 141.4 (14-C), 143.8, 143.9 (9-C), 156.3 (6-C), 170.6, 171.0 (1-
C). IR (KBr): 3469 (OH), 1743 (CO), .1706 (CO) cm™'. HPLC-ESI-MS: 120 (49), [M-C4Hg-C1,H,5+2H]", 179
(100) [C14H,0]", 342 (71) [M—C4Hs+H]". Ry: 0.24 (CH/EE, 1:1).

5.8  ((9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-(2-(toluol-4-sulfonyloxy)-ethyl)-amino)essigsidure-zert-
butylester (203, TZD-145)

395 mg (0.99 mmol) des Alkohols 201 werden in 4 mL
Pyridin geldst und auf 0 °C gekiihlt. AnschlieBend werden

0]
0 . 'g” ~ NN O
7 S \\O 4 ){ﬁ( 19 397 mg Tos-Cl hinzugegeben und die Mischung bei 0 °C fiir
8 (O © 2 Tage geriihrt. Danach wird die Mischung mit 20 mL EE
9
11 QO versetzt und zweimal mit jeweils 10 mL 5%iger KH,SO,4-

Losung gewaschen. Die organische Phase wird iber Mg,SO,

13 s
14 17 getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer
® e entfernt. Nach sdulenchromatographischer Reinigung erhilt
man 264 mg (0.48 mmol, 48 %) des Produktes als farbloses

oL

'H-NMR (400 MHz, DMSO): & = 1.33, 1.34 (jeweils s, 9H, 20-H), 2.30, 2.32 (jeweils s, 3H, 9-H), 3.32 (t, J =
5.4 Hz, 1H, 3-H), 3.46 (t, J= 5.3 Hz , 1H, 3-H), 3.73, 3.79 (jeweils s, 2H, 2-H), 3.85 (t, J = 5.2 Hz, 1H, 4-H),
4.09 (t, J = 5.5 Hz, 1H, 4-H), 4.13-4.26 (m, 3H, 11-H, 12-H), 7.28 (yt, J = 7.34 Hz, 2H, 15-H), 7.38 (ydd, J =
6.5 Hz, J = 13.1 Hz, 4H, 7-H, 13-H), .57 (yd, J = 7.4 Hz, 2H, 14-H), 7.67 (d, J = 7.8 Hz, 1H, 6-H), 7.73 (d, J =
7.8 Hz, 1H, 6-H), 7.85 (yt, J = 8.4 Hz, 2H, 16-H). *C-NMR (100 MHz, CDCls): 8 = 20.9, 20.9 (9-C), 27.6 (20-
C), 46.4, 46.5 (12-C), 47.0 (3-C), 49.6, 49.9 (2-C), 67.1 (11-C), 67.9, 68.0 (4-C), 80.9, 81.1 (19-C), 120.0, 120.1
(17-C), 124.8, 124.9 (14-C), 127.0, 127.1 (15-C), 127.4, 127.5 (16-C), 127.6, 127.7 (6-C), 130.0 (7-C), 132.1,
131.2 (5-C), 140.6 (18-C), 143.5, 143.7 (13-C), 144.8, 144.9 (8-C), 155.0, 155.2 (10-C), 168.2, 168.4 (1-C). IR
(KBr): 1742 (CO), 1709 (CO) cm’'. HPLC-ESI-MS: 274 (25) [M-C;5H,00,-C,;Hg+H]", 496 (93) [M-C,Hg+H]",
569 (100) [M+NH,]". HR-ESI-MS: m/z = 421.1786., berechnet fiir C,3H,NNaOs": 420.1781.. Ry 0.15
(CHJ/EE, 8:2).

5.9  ((2-Benzyloxycarbonylamino-3-(1H-indol-3-yl)-propionyl)-(2-hydroxyethyl)-aminoessigsiure-tert-
butylester (204, TZD-146)

Das Amin 200 (122 mg, 0.70 mmol), Cbz-Trp-OH (202 mg, 0.60 mmol) und HATU (250 mg, 0.66 mmol) wer-
den in Acetonitril (10 mL) geldst und mit DIPEA (203 pl, 1.20 mmol) versetzt. Nach Riihren bei Raumtempera-
tur fiir Sh wird gesittigte Natriumchloridldsung (10 mL) zugegeben und die Mischung mit Essigester
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s 26 (5x 15 mL) extrahiert. AnschlieBend werden die vereinigten

HO\}\N : 1 O\k organischen Phasen mit Salzsdure (1M, 10mL), Wasser

” . 20 4H 3 6 QOO ® (10 mL), g.gesiittigter. Natriurrilhydrogencarbonatl('jsung (10 mL)
= o= LEZ ;\]H und gesattigter Natriumchloridlosung (10 mL) gewaschen, iiber
37 12 Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter vermin-

16 13 dertem Druck entfernt. Nach Reinigung mittels Sidulenchroma-

15 14 tographie (CH/EE, 1:1) wird das Dipeptid 204 (231 mg,

0.46 mmol, 78 %) als gelbes Ol erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCLy): & = 1.40, 1.46 (je s, 9H, 26-H), 3.00-3.92 (m, 8H, 2-H, 3-H, 4-H, 8-H), 5.00-5.10
(m, 3H, 7-H, 20-H), 6.95-7.40 (m, 11H, 10-H, 13-H, 14-H, 15-H, 16-H, 18-H, 22-H, 23-H, 24-H), 7.55-7.65 (m,
1H, 11-H). *C-NMR (100 MHz, CDCl;): § = 27.9, 28.0 (26-C), 29.0 (8-C), 50.3 (2-C), 51.5 (7-C), 51.7, 51.8
(3-C), 59.9, 60.7 (4-C), 82.6 (25-C), 110.1 (9-C), 111.2, 118.5, 119.6, 122.1, 123.2 (10-C, 13-C, 14-C, 15-C, 16-
C), 127.5 (17-C), 127.9, 128.0, 128.4 (22-C, 23-C, 24-C), 136.1 (21-C), 136.3 (12-C), 156.0 (19-C), 169.9 (1-c),
173.2 (6-C). IR (KBr): 1737 (CO), 1724 (CO), 1665 (CO) cm’. HPLC-ESI-MS: .440 (100) [M-C,Hg+H]", 496
(86) [M+H]". HR-ESI-MS: m/z = 518.2261, berechnet fiir C,;H3;N3NaOg'": 518.2262. Ry: 0.72 (EE/EtOH, 1:1 +
1 Tr. HOAc).

5.10 ((9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-2-oxoethyl)-amino)essigsiaure-zert-butylester (206, TZD-148)
Oxalylchlorid (1.2 mL, 64.1 mmol) wird in trockenem DCM (100 mL) gelost das
15
(0] 2 2 o) Gemisch im Acetonbad auf -78 °C gekiihlt. Dazu wird DMSO (1.7 mL,
){ o 23.9 mmol) gegeben und nach 40 Minuten Riihren wird iiber eine Kaniile eine
0" O

vorgekiihlte Losung des Alkohols 201 (4.67 g, 11.7 mmol) in Dichlormethan

(20 mL) zum Reaktionsgemisch gegeben. Nach Riihren fiir 30 Minuten wird
DIPEA (11.6 mL) hinzugegeben und die Mischung fiir weitere 10 Minuten bei -
78° C geriihrt. Danach wird die Mischung langsam auf Raumtemperatur er-
wiarmt. Anschlieend werden die fliichtigen Bestandteile am Rotationsverdamp-
fer entfernt und der Riickstand in EE (50 mL) aufgenommen. Die Losung wird mit Wasser (3x 50 mL) gewa-
schen, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Alde-
hyd 206 (4.49 g, 11.3 mmol) wird in 98 % als farbloses Ol erhalten. Das Rohprodukt wird im Hochvakuum

getrocknet und ohne weitere Aufreinigung direkt in der reduktiven Aminierung zu 207 bzw zu 223 umgesetzt.

"H-NMR (400 MHz, DMSO): & = 1.45, 1.47 (jeweils s, 9H, 15-H), 3.83, 4.10 (m, 2H, 3-H), 4.00 (m, 2H, 2-H),
4.23 (7-H), 4.45, 4.53 (6-H), 7.30 (m, 2H, 11H), 7.38 (m, 2H, 10-H), 7.56 (m, 2H, 9-H), 7.74 (m, 2H, 12-H),
9.37, 9.66 (jeweils s, 1H, 4-H). *C-NMR (100 MHz, CDCl;): § = 27.9 (15-C), 47.0, 47.1 (7-C), 50.4, 50.6 (2-
C), 57.5, 58.1 (6-C), 67.9, 68.3 (3-C), 82.3, 82.4 (14-C), 119.9 (12-C), 124.6, 124.9 (10-C), 127.0 (9-C), 127.6
127.7 (11-C), 141.2 (13-C), 143.5, 143.6 (8-C), 155.7, 156.1 (5-C), 168.2, 168.4 (1-C), 198.2, 198.3 (4-C). IR
(KBr): 1740 (CO), 1709 (CO) cm'. HPLC-ESI-MS: .340 [M-C,Hg+H]", 396 [M+H]". HR-ESI-MS: m/z =
418.1624, berechnet fiir C,3H,sNNaOs': 418.1625. Ry: 0.41 (CH/EE, 1:1).
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511 §-2-(2-(tert-Butoxycarbonylmethyl-(9 H-fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-amino)ethylamino}-3-
methyl-buttersiurebenzylester (207, TZD-149)

Das Rohprodukt des Aldehyds 206 (4.49 g, 11.3 mmol) wird in tro-
) H . . 12 ckenem DMF (30 mL) gelost. Dazu wird Valinbenzylester-p-tosylat
4 31%]\7/\N 10 O\ﬁ (529¢g, 13.9mmol) und Natriumtriacetoxyborhydrid (2.60 g,
0 1 o o0 o 15.9 mmol) gegeben und die Mischung fiir 24h bei Raumtemperatur
- » O geriihrt. AnschlieBend wird erneut Natrium-triacetoxyborhydrid
s z:’ 16 (2.96 g, 18.0 mmol) hinzugegeben und der Ansatz weitere 24 h ge-
25 17 O rithrt. Danach wird Wasser (250 mL) hinzugegeben und das Gemisch
mit Essigester (3x 100 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen werden iiber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel
unter vermindertem Druck entfernt. Nach sidulenchromatographischer Reinigung (CH/EE, 8:2) wird das Amin

207 (5.17 g, 8.8 mmol, 77 % Ausbeute iiber 2 Stufen) als schwach gelbes Ol erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCL3): = 0.83 (m, 6H, 4-H, 5-H), 1.38 (s, 9H, 12-H), 1.35 (s, 1H, 3-H), 2.33 (m, 0.5 H,
7-H), 2.54 (m, 0.5 H, 7-H), 2.65 (m, 0.5 H, 7-H), 2.81(m, 0.5 H, 7-H), 2.85 (d, /= 5.9 Hz, 0.5 H, 2-H), 2.99 (d, J
=5.9 Hz, 0.5 H, 2-H), 3.25 (m, 1H, 8-H), 3.37 (m, 1H, 8-H), 3.87 (m, 2H, 9-H), 4.15 (m, 1H, 15-H), 4.33 (m,
2H, 14-H), 5.07 (m, 2H, 22-H), 7.20-7.33 (m, 9H, 18-H, 19-H, 24-H, 25-H, 26-H), 7.50 (yd, J = 7.5 Hz, 2H, 17-
H), 7.86 (yt, J = 6.8 Hz , 20-H). *C-NMR (100 MHz, CDCl;): § = 17.6, 18.2 (4-C, 5-C), 27.1 (12-C), 30.6 (3-
C), 45.8, 46.1 (7-C), 46.3, 46.3 (15-C), 47.5, 48.0 (8-C), 49.4, 49.5 (9-C), 65.3 (22-C), 66.5, 66.6 (2-C), 66.8
(14-C), 80.7, 80.9 (11-C), 118.9, 124.0, 124.1 126.0, 126.1, 126.9, 127.3, 127.4, 127.5, 127.6 (17-C, 18-C, 19-C,
20-C, 24-C, 25-C, 26-C), 134.8, 134.8 (23-C), 140.3, 140.3 (16-C), 143.0, 143.0 (21-C), 155.1, 155.4 (13-C),
168.0, 168.0 (10-C), 173.6, 173.7 (1-C). IR (KBr): 1740 (CO), 1708 (CO) cm™. HPLC-ESI-MS: 587 (100)
[M+H]'". HR-ESI-MS: m/z = 587.3116, berechnet fiir C3sH;sN,04": 587.3116. Rz 0.56 (CH/EE, 1:1).

512  (S)-2-((2-((((9H-Fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)(2-(tert-butoxy)-2-oxoethyl)amino)ethyl)(zers-
butoxycarbonyl)amino)-3-methylbutansiiurebenzylester (208, TZD-150)

Das Amin 207 (5.40g, 9.20 mmol) wird in THF (50 mL) geldst. Dazu

8
7

wird gesittigte Natriumhydrogencarbonatldsung (50 mL) und Boc-

\'4 y Anhydrid (13.56 g, 62.1 mmol) gegeben. Nach Riihren bei Raumtem-
) N \/\N /}(O \k peratur fiir 44 h wird erneut Boc-Anhydrid (8.04 g, 36.84 mmol) hin-
)\ zugegeben und flir weitere 22 h bei Raumtemperatur geriihrt. An-

schlieBend wird Wasser (100 mL) hinzugegeben und das Gemisch mit

©) QO Essigester (3x, 100 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden iiber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel am Rota-

tionsverdampfer entfernt. Nach sdulenchromatographischer Reinigung

2 (CH-EE, 9:1) wird das Carbamat 208 (5.55 g, 8.09 mmol, 88 %) als

20

farbloses zihfliissiges Ol erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCL;): & = 0.87-1.04 (m, 6H, 4-H, 5-H), 1.41-1.55 (m, 18H, 8-H, 14-H), 2.16-2.45 (m,
1H, 3-H), 3.15-4.49 (m, 10H, 2-H, 9-H, 10-H, 11-H, 16-H, 17-H), 5.11-5.19 (m, 2H, 24-H), 7.28-7.80 (m, 13H,
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19-H, 20-H, 21-H, 22-H, 26-H, 27-H, 28-H). C-NMR (100 MHz, CDCl;): § = 18.9 , 19.0, 19.2, 19.4, 19.9,
20.6, 20.9, 21.1 (4-C, 5-C), 27.4, 28.1, 28.4, 28.7 (8-C, 14-C, 3-C), 42.6, 43.2 (9-C), 45.1, 45.2, 46.5, 47.0 (10-
C), 47.2, 47.3 (17-C), 50.1, 50.2, 50.5, 50.6 (11-C), 64.1 (2-C), 66.5, 66.5, 66.6, 66.7 (24-C), 67.7, 67.8, 67.9
(16-C), 80.6, 80.7 (13-C), 81.6, 81.8, 81.8, 81.9 (7-C), 120.0, 125.2, 127.7, 128.2, 128.3, 128.5 (19-C, 20-C, 21-
C, 22-C, 26-C, 27-C, 28-C), 135.7 (25-C), 141.3 (23-C), 143.9, 144.0 (18-C), 155.0, 155.1, 155.6, 155.7, 155.8,
156.0, 158.2 (6-C, 15-C), 168.9, 168.9 (12-C) ,170.8, 171.2, 171.3, 171.4 (1-C). IR (KBr): 1744 (CO), 1698
(CO) cm™'. HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 531 (14) [M-C4Hs-CsHsO+H]", 587 (49) [M-CsHsO+H]", 631 (0.14) [M-
C,Hg+H]', 687 (100) [M+H]". HR-ESI-MS: m/z = 709.3457, berechnet fiir C40HsoN,NaOg': 709.3459. Ry: 0.54
(CH/EE, 7:3).

5.13 (11S)-5-((1H-Indol-3-yl)methyl)-7-(2-(tert-butoxy)-2-oxoethyl)-10-(zert-butoxycarbonyl)-11-
isopropyl-3,6-dioxo-1-phenyl-2-oxa-4,7,10-triazadodecansiurebenzylester (210, TZD-152)

Die Fmoc-geschiitzten Aminoséure 208 (3.56 g, 5.18 mmol) wird
in DCM/DEA (1:1, 40 mL) geldst und fiir 70 Minuten intensiv
geriihrt. AnschlieBend werden die fliichtigen Bestandteile am
Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand fiir 10 Minuten
im Hochvakuum getrocknet. Der getrocknete Riickstand wird in
DCM (30 mL) geldst und mit Cbz-Trp-OH (3.69 g, 10.90 mmol)
und BOP-CI (2.81 g, 11.0 mmol) versetzt. Bei 0 °C wird DIPEA
(3.5 mL, 20.6 mmol) hinzugegeben und die Mischung fiir 5 Mi-

nuten bei dieser Temperatur gerithrt. Nach weiteren 17 h Riithren

bei Raumtemperatur wird Wasser (30 mL) hinzugegeben, die

33

Phasen getrennt und die wissrige Phase mit Dichlormethan (2x
30 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden iiber Natriumsulfat getrocknet und das Losungs-
mittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach sédulenchromatographischer Reinigung (CH/EE, 17:3) wird das
Peptid 210 (2.33 g, 2.96 mmol, 57 %) als farbloser Schaum erhalten.

"H-NMR (400 MHz, CDCl;): 8 = 0.7-1.1 (m, 6H, 4-H, 5-H), 1.30-1.55 (m, 18H, 8-H, 14-H), 2.10-2.40 (m, 1H,
3-H), 3.00-5.90 (m, 14H, 2-H, 9-H, 10-H, 11-H, 16-H, 17-H, 29-H, 34-H), 7.00-8.10 (m, 16 H, 19-H, 20-H, 22-
H, 23-H, 24-H, 25-H, 27-H, 31-H, 32-H, 33-H, 36-H, 37-H, 38-H ). *C-NMR (100 MHz, CDCl;): 5 = 18.8-20.8
(4-C, 5-C), 27.8, 28.0, 28.2, 28.3 (3-C, 8-C, 14-C), 28.6, 28.8, 29.3, 29.7 (17-C), 41.6-42.2 (9-C), 46.7, 47.4 (10-
C), 49.1, 49.5 (11-C), 51.3, 51.5 (16-C), 63.5, 64.2 (2-C), 66.4, 66.6, 66.7 (29-C, 34-C), 80.7, 80.8, 81.0, 81.5,
81.7, 82.6 (7-C, 13-C), 110.0, 110.1 (18-C), 111.0, 111.1 (22-C), 118.7 (25-C), 119.5, 119.6 (24-C), 121.9, 122.0
(23-C), 123.6, 123.7 (19-C), 127.6, 127.7 (26-C), 127.9-128.6 (31-C, 32-C, 33-C, 36-C, 37-C, 38-C), 135.5-
136.1 (30-C, 35-C), 136.4 (21-C), 154.8-155.8 (6-C, 28-C), 168.1, 168.3 (12-C), 170.8-172.9 (1-C, 15-C). IR
(KBr): 1736, 1701, 1655 (CO) cm™. HPLC-ESI-MS: 785 (100) [M+H]". HR-ESI-MS: m/z = 807.3940, be-
rechnet fiir C4sHssN,NaOo": 807.3940. Ry: 0.24 (CH/EE, 7:3)
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514 (25)-2-((2-(2-Ammonio-N-(2-(tert-butoxy)-2-oxoethyl)-3-(1 H-indol-3-yl)propanamido)ethyl)(zert-
butoxycarbonyl)amino)-3-methylbutanoat (212, TZD-155)
Das Peptid 210 (2.21 g, 2.81 mmol) wird in Ethanol (200 mL) geldst und

7 mit Paladiumhydroxid auf Aktivkohle (690 mg) versetzt. AnschlieBend
wird die Mischung mit Argon entgast und anschlieBend Wasserstoff
durch die Reaktionsmischung geleitet. Danach wird das Gemisch eine
Stunde bei Raumtemperatur unter Wasserstoffatmosphére geriihrt. Nach
Filtration des Katalysators wird in 94 % Ausbeute das Produkt 212
(1.48 g, 2.64 mmol) als farbloser Feststoff erhalten.

"H-NMR (400 MHz, CD;CN): § = 0.74-0.95 (m, 6H, 4-H, 5-H), 1.33-
1.49 (m, 18H, 8-H, 14-H), 2.00-2.22 (m, 1H, 3-H), 2.45-5.01 (m, 10H, 2-
H, 9-H, 10-H, 11-H, 16-H, 17-H), 7.00-8.05 (m, 6H, 19-H, 20-H, 22-H,
23-H, 24-H, 25-H). *C-NMR (100 MHz, CD;CN): § = 18.7-20.7 (4-C, 5-C), 28.2-29.5 (3-C, 8-C, 14-C, 17-C),
42.1-43.2 (9-C), 46.5-47.7 (10-C), 49.5-51.0 (11-C), 56.4-57.3 (16-C), 65.1-67.0 (2-C), 80.5-83.7 (7-C, 13-C),
109.0-109.4 (18-C), 112.2-112.5 (22-C), 117.1-118.0 (25-C), 119.1-119.3 (24-C), 119.8-120.1 (23-C), 122.3-
122.6 (19-C), 128.4-128.8 (26-C), 137.1-137.6 (21-C), 156.2-156.8 (7-C), 168.4-169.1 (12-C), 173.4-174.6 (1-C,
15-C). IR (KBr): 1735, 1654 (CO) cm™. HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 561 (100) [M+H]". HR-ESI-MS: m/z =
561.3289, berechnet fiir CooH4sN4O;": 561.3283. Ry: 0.25 (EE/EtOH, 1:1).

515 (25,55)-7-tert-Butoxycarbonylmethyl-5-(1H-indol-3ylmethyl-2-isopropyl-3,6-dioxo-[1,4,7] triazo-
nan-1-carboxylsiure-tert-butylester (213, TZD-157)
HATU (2.23 g, 5.86 mmol) und DIPEA (1.4 mL, 8.23 mmol) wird in
2% o ” DCM (120 mL) vorgelegt. Dazu wird langsam, mit einem Fluss von
ﬁ% )J\ 2 OBQ 2 mL/h, das Peptid 212 (1.53 g, 2.74 mmol) geldst in DCM (20 mL)
2 zugetropft. Nach 18 h Reaktionszeit wird Wasser (100 mL) hinzugege-
10 ben und die Phasen getrennt. Die wissrige Phase wird mit Ethylacetat
(2x 50 mL) extrahiert, die vereinten organischen Phasen werden iiber
13 Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem
= 14 Druck entfernt. Das Produkt 213 wird séulenchromatographisch
(CH/EE, 6:4) aufgereinigt und als farbloser Feststoff (950 mg,
1.75 mmol, 64 %) erhalten.

"H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 0.86 (d, J = 7.0 Hz, 3H, 4-H), 0.92 (d, J = 6.3 Hz, 3H, 5-HI), 1.44, 1.45 (je-
weils s, 18H, 24-H, 26-H), 2.64-2.75 (m, 2H, 3-H, 20-H), 3.05-3.15 (m, 3H, 8-H, 21-H, 2-H), 3.31 (dd, J = 7.1
Hz, J = 14.4 Hz, 1H, 8-H), 3.53 (d, J = 17.9 Hz, 1H, 21-H), 3.80-3.91 (m, 1H, 19-H), 4.17-4.30 (m, 1H, 20-H),
4.69 (yq, J= 7.3 Hz, 1H, 7-H), 4.85 (d, J = 17.9 Hz, 1H, 21-H), 5.92 (d, J = 8.3 Hz, 1H, 6-H), 7.07 (s, 1H, 10-
H),7.13 (dd, J=7.3 Hz, J= 7.3 Hz, 1H, 15-H), 7.18 (dd, J = 7.4 Hz, J = 7.4 Hz, 1H, 14-H), 7.35 (d, /= 7.8 Hz,
1H, 13-H), 7.56 (d, J = 7.7 Hz, 1H, 16-H), 8.66 (s, 1H, 11-H). *C-NMR (100 MHz, CDCl;): & = 18.6, 21.9 (4-
C, 5-C), 28.0, 28.1 (24-C, 26-C), 28.1 (3-C), 29.3 (8-C), 45.5 (19-C), 46.1 (20-C), 48.4 (21-C), 50.4 (7-C), 66.0
(2-C), 81.4, 82.1 (23-C, 25-C), 109.4 (9-C), 111.5 (13-C), 117.6 (16-C), 119.4 (15-C), 121.8 (14-C), 123.7 (10-
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0), 127.0 (17-C), 136.2 (12-C), 155.3 (1-C), 168.8 (22-C), 170.0 (5-C), 173.0 (18-C). IR (KBr): 1794, 1696,
1670 (CO) cm™. HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 431 (49) [M-2xC,Hg+H]", 487 (100) [M-C,Hg+H]", 543 (38)
[M+H]". HR-ESI-MS: m/z = 565.2999, berechnet fiir Co0H4,N;NaO;': 565.2997. Ry: 0.26 (CH/EE, 1:1).

5.16 2-((35,65)-3-((1H-indol-3-yl)methyl)-6-isopropyl-2,5-dioxo-1,4,7-triazonan-1-yl)essigsiiuremethylester
(215, TZD-163)

Das Cyclopeptid 213 (300 mg, 553 pmol) wird in DCM (3 mL) geldst und

0o bei 0°C mit Triethylsilan (880 pl, 5.53 mmol) und TFA (1.2mL,

2//1/<O/24 17.4 mmol) versetzt. Nach 2.5 h Rithren bei Raumtemperatur werden die

o H >0 fliichtigen Bestandteile unter vermindertem Druck entfernt und der Riick-

ﬁ\\“‘f%e(ﬁ Py T, stand im Hochvakuum getrocknet. Zum getrockneten Riickstand wird tro-

ckener Methanol (5mL) gegeben und unter Eiskiihlung langsam

10 Thionylchlorid (400 pl, 5.53 mmol) hinzugegeben. Nach 16 h Riihren bei

Raumtemperatur werden die fliichtigen Bestandteile destillativ abgetrennt,

gesittigte NaHCO;-Losung (10 mL) hinzugegeben und die wissrige Phase

mit Essigester (3x 10 mL) extrahiert. Die vereinten organischen Phasen werden iiber Natriumsulfat getrocknet

und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach sdulenchromatographischer Reinigung

1! N WIr as clopepti D m mo 0) als schwac elber Feststoft erhalten.
(EE/EtOH, 9:1) wird das Cyclopeptid 215 (160.5 mg, 400 pmol, 73 %) als schwach gelber Feststoff erhal

"H-NMR (400 MHz, MeOH): § = 0.81 (d, J = 2.9 Hz, 3H, 19-H), 0.83 (d, J = 3.0 Hz, 3H, 20-H), 1.74 (m, 1H,
18-), 1.93 (ddd, J= 6.0 Hz, J= 7.4 Hz, J = 12.0 Hz, 1H, 22-H), 2.44 (ddd, J= 5.6 Hz, J= 5.6 Hz, J=11.7 Hz,
1H, 22-H), 2.64 (d, J= 6.2 Hz, 1H, 17-H), 2.77 (d, J = 17.7 Hz, 1H, 2-H), 2.99 (ddd, /= 5.8 Hz, J=7.4 Hz, J =
13.6 Hz, 1H, 23-H), 3.09 (dd, J = 4.3 Hz, J= 14.7 Hz, 1H, 5-H), 3.15 (ddd, J=5.7 Hz, J= 5.7 Hz, J= 13.7 Hz,
23-H), 3.48 (m, 2H, 2-H, 5-H), 3.39 (s, 3H, 24-H), 4.24 (yt, J= 3.9 Hz, 1H, 4-H), 6.99, (yt, /= 7.5 Hz, 1H, 11-
H), 7.03 (s, 1H, 7-H), 7.09 (yt, J = 7.7 Hz, 1H, 12-H), 7.34 (d, J = 8.2 Hz, 1H, 10-H), 7.50 (d, /= 7.9 Hz, 1H,
13-H). BC-NMR (100 MHz, MeOH): § = 19.0, 19.4 (19-C, 20-C), 31.4 (5-C), 32.5 (18-C), 46.5 (22-C), 47.5
(23-C), 51.2 (2-C), 51.8 (24-C), 57.6 (4-C), 68.2 (17-C), 108.9 (6-C), 112.4 (10-C), 119.8 (13-C), 120.1 (12-C),
122.7 (11-C), 126.1 (7-C), 128.6 (14-C), 137.9 (9-C), 168.6, 168.6 (3-C, 16-C), 176.6 (1-C) . IR (KBr): 1733
(CO), 1654 (CO) cm™. HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 401(100) [M+H]". HR-ESI-MS: m/z = 401.2176, berechnet
fiir C,HaoN4O4": 401.2183; m/z = 423.2000, berechnet fiir C,;H,sN;NaO,: 423.2003 Ry: 0.36 (EE/EtOH, 8:2).

517 (S)-3-tert-Butoxy-1-chlor-1-oxopropan-2-ylcarbamidsiure-(9H-fluoren-9-yl)methylester (216b,
TZD-182)

Fmoc-Ser(:Bu)-OH (1.03 g, 2.69 mmol) wird in trockenem DCM (10 mL) geldst und mit Oxalylchlorid (250 pL,
2.91 mol) versetzt. Dazu wird DMF (20 pl) gegeben und die Losung fiir 1.5 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach
Zugabe von Hexan (10 mL) wird tiber Watte filtriert und das Filtrat eingeengt. Das Saurechlorid 216b (1.06 g,
2.63 mmol, 98 %) wird als schwach gelbes Ol erhalten.
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"H-NMR (400 MHz, CDCLy): & = 1.24 (s, 9H, 5-H), 3.67 (dd, J = 9.3
Hz, J = 2.9 Hz, 1H, 3-H), 4.14 (dd, J = 9.4 Hz, J = 2.0 Hz, 1H, 3-H),
429 (yt, J= 6.9 Hz, 1H, 9-H), 4.43 (dd, J=10.4 Hz, J= 7.3 Hz, 1H, 8-
H), 4.53 (dd, J= 10.6 Hz, J = 6.9 Hz, 1H, 8-H), 4.77 (m, 1H, 2-H), 5.78
(d, J=9.1 Hz, 1H, 6-H), 7.36 (yt, J = 7.4 Hz, 2H, 12-H), 7.44 (yt, J =
7.4 Hz, 2H, 13-H), 7.64 (yt, J = 6.5 Hz, 2H, 11-H), 7.80 (d, J = 7.5 Hz,
2H, 14-H). ®C-NMR (100 MHz, CDCly): & = 27.2 (5-C), 47.1 (9-C),
61.0 (3-C), 63.3 (2-C), 67.4 (8-C), 74.1 (4-C), 119.9 (11-C), 124.9, 125.0 (12-C), 127.0, 127.1 (13-C), 127.7 (14-
C), 141.3 (15-C), 143.5, 143.7 (10-C), 155.8 (7-C), 173.2 (1-C). IR (KBr): 1788 (CO), 1728 (CO) cm’".

5.18 (S)-3-Benzyloxy-1-chlor-1-oxopropan-2-ylcarbamidsiure-(9H-fluoren-9-yl)methylester (216e, TZD-
185)

Fmoc-Ser(Bn)-OH (260 mg, 624 pmol) wird in trockenem DCM (3 mL)
gelost und mit Oxalylchlorid (70 uL, 816 pmol) versetzt. Dazu wird DMF
(10 ul) gegeben und die Losung fiir 1.5 h bei Raumtemperatur geriihrt.
Nach Zugabe von Hexan (10 mL) wird iiber Watte filtriert und das Filtrat
eingeengt. Das Saurechlorid 216e (250 mg, 574 pmol, 92 %) wird als

farbloses Ol erhalten.

"H-NMR (400 MHz, CDCls): § = 3.76 (dd, J = 10.0 Hz, J = 3.2 Hz, 1H, 3-

7 H), 4.20 (dd, J = 9.8 Hz, J=2.7 Hz, 1H, 3H), 4.26 (yt, J = 6.9 Hz, 1H, 12-

H), 4.41 (d2, J = 10.5 Hz, J = 7.2 Hz, 1H, 11-H), 4.52 (dd, J = 10.7 Hz,

J=17.4Hz, 1H, 11-H), 4.60 (yd,, J = 2.6 Hz, 2H, 4-H), 4.77 (m, 1H, 2-H),

5.76 (d, J = 9.0 Hz, 1H, 9-H), 7.33-7.47 (m, 9H, 6-H, 7-H, 8-H, 15-H, 16-H), 7.63 (yt, J = 6.4 Hz, 2H, 14-H),

7.80 (d, J = 7.5 Hz, 2-H, 17-H). *C-NMR (100 MHz, CDCl;): § = 47.1 (12-C), 63.1 (2-C), 67.5 (11-C), 68.5 (3-

C), 73.7 (4-C) 120.0 (14-C), 125.0 125.1 (15-C), 127.1 (16-C), 127.7 (17-C), 127.8, 128.2, 128.6 (6-C, 7-C, 8-
C), 136.6 (5-C), 141.3 (18-C), 143.5 (13-C), 155.7 (10-C), 173.1 (1-C). IR (KBr): 1784 (CO), 1719 (CO) cm’".

519 2-((35,65)-3-((1H-Indol-3-yl)methyl)-7-((S)-2-(((9H-fluoren-9-yl)methoxy)-carbonylamino)-3-
(benzyloxy)propanoyl)-6-isopropyl-2,5-dioxo-1,4,7-triazonan-1-yl)essigsduremethylester (217d, TZD-183)
Das Cyclopeptid 215 (120 mg, 300 pmol) wird in trockenem Acetonitril (5 mL) geldst und mit Fmoc-Ser(Bn)-
OH (126 mg, 303 pmol), HATU (126.5 mg, 333 umol) und DIPEA (125 pl, 735 umol) versetzt. Nach Riihren
fiir 6 h bei Raumtemperatur wird erneut Fmoc-Ser(Bn)-OH (133 mg, 318 pmol), HATU (118.5 mg, 312 pmol)
und DIPEA (125 pl, 735 pmol) hinzugegeben und der Ansatz fiir 18 h bei 40 °C geriihrt. Anschlieend wird
Wasser (20 mL) hinzugegeben und der Ansatz mit Ethylacetat (4x 20 mL) extrahiert. Nach zweifacher
chromatographischer Reinigung (CH/EE, 6:4; Tol/EE, 2:1) wird das Acylierungsprodukt 217d (9.8 mg,
12.3 pumol, 4 %) als farbloses Ol erhalten und das Edukt 215 (97.9 mg, 244 pmol, 81 %) reisoliert.
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"H-NMR (600 MHz, CDCl;): § = 0.82 (d, J = 6.5

28 Hz, 3H, 19-H), 0.84 (d, J = 6.8 Hz, 3H, 20 H), 1.77

. (m, 1H, 18-H), 2.02 (m, 1H, 21-H), 2.34 (d, J =

Q 18.3 Hz, 1H, 2-H), 2.57 (m, 1H, 21-H), 2.66 (d, J =

N . g 9 o 6.0 Hz, 1H, 17-H), 2.98 (m, 1H, 22-H), 3.08 (m,

353231 3% OQ(N n ZﬂZ( o 1H, 22-H), 3.35 (d, J = 18.3 Hz, 1H, 2-H), 3.41 (dd,

33 05 ZZN/\zZ/N © J =149 Hz, J = 5.2 Hz, 1H, 5-H), 3.62 (dd, J =

20 1%%Hj: 07 14.9 Hz, J = 2.2 Hz, 1H, 5-H), 3.72 (s, 3H, 38-H),

ﬁ 0 5 6/ NH 3.75 (m, 2H, 24-H), 4.31 (yt, J = 6.6 Hz, 1H, 31-

14)=—="2 H), 4.41-4.51 (m, 3H, 25-H, 30-H), 4.69 (d, J =

12.2 Hz, 1H, 25-H), 5.23 (m, 1H, 4-H), 5.82 (m,

1H, 23-H), 5.92 (d, J = 8.7 Hz, 1H, 40-H), 7.09 (s,

1H, 7-H), 7.13 (yt, 7.4 Hz, 1H, 12-H), 7.20 (yt, 7.4

Hz, 2H, 11-H, 29-H), 7.25-7.37 (m, 7H, 10-H, 27-H, 28-H, 35-H), 7.43 (m, 2H, 34-H), 7.54 (d, J = 7.7 Hz, 1H,

13-H), 7.69 (yt, J = 7.4 Hz, 2H, 36-H), 7.79-7.81 (m, 2H, 33-H), 8.20 (s, 1H, 8-H). “C-NMR (150 MHz,

CDCly): & = 18.5 (19-C), 19.2 (20-C), 27.8 (5-C), 31.4 (18-C), 45.5 (21-C), 45.8 (22-C), 47.2 (31-C), 51.3 (2-C),

51.5 (38-C), 57.2 (23-C), 58.7 (4-C), 67.1 (17-C), 67.3 (30-C), 68.5 (24-C), 73.1 (25-C), 109.1 (6-C), 111.2 (10-

C), 119.2 (13-C), 120.0 (33-C), 120.1 (12-C), 122.6 (11-C), 125.2 (36-C), 125.5 (7-C), 127.1, 127.1, 127.7,

127.8, 127.9, 128.2, 128.5 (27-C, 28-C, 34-C, 35-C), 127.2 (14-C) , 129.0 (29-C), 135.9 (9-C), 137.3 (26-C),

141.3, 143.8, 143.9 (32-C, 37-C), 156.4 (39-C), 166.4, 167.1, 172.5, 175.2 (1-C, 3-C, 16-C, 22-C). IR (KBr):

1718 (CO), 1654 (CO) cm. HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 800 (100) [M+H]". HR-ESI-MS: m/z = 800.3664,
berechnet fiir C4sHsoNsOs': 800.3659. Ry: 0.61 (EE).

29

5.20 L-Serin-O-acetyl Hydrochlorid (219, TZD-190)
L-Serin (572 mg, 5.44 mmol) wird in Salzsdure (6 M, 1 mL) geldst, mit Eisessig (1 mL)

zugegeben und das Gemisch fiir 10 min bei Raumtemperatur geriihrt. Danach wird das

. 0 versetzt und auf 0 °C gekiihlt. AnschlieBend wird langsam Acetylchlorid (10 mL) hin-
"N \:z/u\OH 7
cl
3\0 Produkt mit Diethylether (20 mL) ausgefallt und filtriert. Nach Trocknen im Vakuum
/4&0 wird Acetyl-Serin 219 (912 mg, 4.97 mmol, 91 %) als farbloser Feststoff erhalten.
5

'H-NMR (400 MHz, MeOH): & = 2.13 (s, 3H, 5-H), 4.41 (dd, J = 4.7 Hz, J = 3.2 Hz,
1H, 2-H), 4.53 (dd, J = 12.2 Hz, J = 4.9 Hz, 1H, 3-H), 4.61 (dd, J = 12.5 Hz, J = 3.3 Hz, 1H, 3-H), 5.05 (s, br,
3H, 6-H). ®C-NMR (100 MHz, MeOH): & = 20.5 (5-C), 56.0 (2-C), 62.7 (3-C), 168.9 (4-C), 171.8 (1-C).
HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 148 [M+H]". IR (KBr): 1753 (CO) em™.

521  (S5)-2-(((9H-Fluoren-9-yl)methoxy)carbonylamino)-3-acetoxypropansiure (220, TZD-191)

L-Acetyl-Serin 219 (812 mg, 4.42 mmol) wird in THF/Wasser (2:1, 150 mL) geldst und mit Natriumhydrogen-
carbonat (1.80 g, 17.7 mmol) versetzt. AnschlieBend wird portionsweise Fmoc-Cl (1.28 g, 4.95 mmol) hinzuge-
geben und der Ansatz fiir 18 h bei Raumtemperatur geriihrt. Danach wird mit Salzsdure (1 M) auf pH 3 angesiu-
ert und mit Essigester (3x, 60 mL) extrahiert. Nach séulenchromatographischer Reinigung (CH/EE, 1:1 + 1 %
HOACc - EE + 1 % HOACc) wird die Fmoc-Aminosaure 220 (962.5 mg, 2.60 mmol, 59 %) als farbloser Feststoff

erhalten.
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"H-NMR (600 MHz, DMSO): § = 2.01 (s, 3H, 5-H), 4.17 (dd, J = 10.7
Hz, J = 6.6 Hz, 1H, 9-H), 4.25 (yt, J= 7.0 Hz, 1H, 2-H), 4.31-4.38 (m,
4H, 3-H, 8-H), 7.34 (yt, J = 7.4 Hz, 2H, 12-H), 7.43 (yt, J = 7.5 Hz,
2H, 13-H), 7.73 (d, J = 7.4 Hz, 2H 1-H), 7.81 (d, J = 8.0 Hz, 1H, 6-H),
7.90 (d, J= 7.6 Hz, 2H, 14-H), 13.00 (s, br 1H, 16-H). *C-NMR (150
MHz, DMSO): § = 20.6 (5-C), 46.6 (9-C), 52.9 (2-C), 63.0 (3-C), 65.7
(8-C), 120.1 (11-C), 125.2 (12-C), 127.0 (13-C), 127.6 (14-C), 140.7
(15-C), 143.7 (10-C), 156.0 (7-C), 170.1 (4-C), 170.8 (1-C). IR (KBr):
3383 (OH), 1749 (CO), 1670 (CO) cm™. HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 179 (100) [C,4H,,]", 370 (17) [M+H]", 387
(22) [M+NH,]", 392 (14) [M+Na]". HR-ESI-MS: m/z = 392.1097, berechnet fiir C,oH;sNNaO4": 392.1105. R¢:
0.11 (EE, + 1% HOACc).

5.22  2-((35,6S5)-3-((1H-Indol-3-yl)methyl)-7-acetyl-6-isopropyl-2,5-dioxo-1,4,7-triazonan-1-yl)essigsiure-
methylester (221, TZD-193)

Das Amin 215 (47.1 mg, 118 umol) wird in trockenem Acetonitril (5 mL)
geldst, mit Fmoc-Ser(Ac)-OH 220 (70.6 mg, 191 pmol) versetzt, dazu
HATU (78.3 mg, 206 umol) und DIPEA (50 pl, 294 umol) gegeben und der
Ansatz fiir 44 h bei Raumtemperatur geriihrt. Anschlielend wird das Lo-
sungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und das Produkt

sdulenchromatographisch aufgereinigt (EE/EtOH, 12:1). Anstatt dem erwar-

teten Kupplungsprodukt 217e wird das acetylierte Produkt 221 (13.2 mg,
29.8 umol) erhalten. Weiterhin kann verbliebenes Edukt 215 (25.1 mg,

62.6 umol) reisoliert werden.

"H-NMR (400 MHz, MeOD): 6 = 0.75, 0.93, 0.94, 1.01 (d, J = 6.6 Hz, 6H, 19-H, 20-H), 1.96, 2.30 (m, 1H, 18-
H), 2.15, 2.23 (s, 3H, 22-H), 2.57, 2.64, 2.80, 3.09, 3.21, 3.25, 3.30-3.40, 3.46-3.54, 3.68 (m, 6H, 5-H, 23-H, 24-
H), 3.04, 3.32, 3.53, 3.74 (d, J = 17.6 Hz, 2H, 2-H), 3.66, 3.83 (s, 3H, 25-H), 3.85 (d, /= 8.4 Hz, 2 H, 17-H),
429,435 (ys, 1H, 4-H), 4.62, (d, J = 10.6 Hz, 1/2H, 17-H), 6.38, 6.58 (s, 1H, 15-H), 7.10-7.15 (m, 1H, 12-H),
7.20 (yt, J=17.3 Hz, 1H, 11-H), 7.32-7.40 (m, 2H, 7-H, 10-H), 7.62, 7.65 (d, J = 8.1 Hz, 1H, 13-H), 8.46, 8.52
(s, 1H, 8H). BC-NMR (100 MHz, MeOD): 6 = 18.8, 19.1, 19.6, 19.7 (19-C, 20-C), 21.2, 22.3 (22-C), 27.8, 28.0
(18-C), 30.5, 30.6 (5-C), 39.4, 40.7 (23-C), 44.5, 45.5 (24-C), 49.9 (2-C), 51.9, 52.3 (25-C), 55.8, 55.9 (4-C),
61.4, 67.2 (17-C), 108.6, 109.2 (6-C), 111.3 (10-C), 118.8, 119.1 (13-C), 119.9, 119.9 (12-C), 122.5, 122.7 (11-
0), 126.9, 127.0 (7-C), 128.2, 128.7 (14-C), 136.1, 136.2 (9-C), 166.0, 166.1, 166.2, 170.6, 171.7, 172.0 (1-C, 3-
C, 16-C, 21-C). IR (KBr): 1650 (CO) 1741 (CO) cm™’. HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 443 (100) [M+H]', 465 (69)
[M+Na]". HR-ESI-MS: m/z = 465.2108, berechnet fiir C,3H30N4NaOs" = 465.2108. Ry: 0.30 (EE/EtOH, 8:2).

5.23 (S)-2-Aminopropansiurebenzylester-p-tosylat (222, TZD-195)

Alanin (10.00 g, 112 mmol) wird in Toluol (400 mL) suspendiert und mit Benzylalkohol (29 mL, 279 mmol)
und para-Toluolsulfonsdure (21.26 g, 123 mmol) versetzt. Nach 20 h Erhitzen unter Riickfluss am Wasserab-
scheider wird die Losung filtriert und Toluol am Rotationsverdampfer entfernt. Das Rohprodukt wird in
Diethylether (250 mL) aufgenommen und die Suspension abgekiihlt. Der ausgefallene Feststoff wird abgesaugt
und im HV getrocknet. Der Alaninester 222 (29.69 g, 85 mmol, 75 %) wird als schwachgelber Feststoff erhalten.
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14 "H-NMR (400 MHz, MeOD): § = 1.54 (d, J = 7.6 Hz, 3H,

z “H Nvlk 3-H), 2.37 (s, 3H, 14-H), 4.15 (q, J = 7.3, 1H, 2-H), 5.26 (d,

P o 2 /\© J=12.1 Hz, 1H, 5-H), 5.30 (d, J = 12.1 Hz, 1H, 5-H), 7.24

o : ? (d, J=17.9 Hz, 2H, 12-H), 7.34-7.43 (m, 5H, 7-H, 8-H, 9-H),

7.73 (d, J = 82 Hz, 2H, 11-H). “C-NMR (100 MHz,

MeOD): § = 16.2 (3-C), 21.3 (14-C), 49.9 (2-C), 69.0 (5-C), 126.9 (11-C), 129.5, 129.7, 129.8 (7-C, 8-C, 9-C,

12-C), 136.5 (6-C) 141.7 (13-C), 143.5 (10-C), 170.8 (1-C). IR (KBr): 1766 (CO) cm™. HPLC-ESI-MS: m/z
(%) = 180 (100) [C,oH4sNO,]". HR-ESI-MS: m/z = 180.1015, berechnet fiir [C,H,NO,]" = 180.1019.

5.24 (S5)-2-(2-((((9H-Fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)(2-fert-butoxy-2-oxoethyl)-amino)ethylamino)-
propansiurebenzylester (223, TZD-197)
Das Rohprodukt des Aldehyds 206 (23.0 g, 58.1 mmol) wird in
10

H
trockenem DMF (150 mL) geldst. Dazu wird Alaninbenzylester-p-
'2‘\/\ 8 o ( ) & y 4

3
J/Z 9 tosylat 222 (22.5g, 63.9 mmol) und Natriumtriacetoxyborhydrid

O O O (14.3 g, 87.1 mmol) gegeben und die Mischung fiir 19 h bei Raum-
©) 9 temperatur gerithrt. Danach wird Wasser (200 mL) hinzugegeben
und mit Essigester (3x 250 mL) extrahiert. Die vereinigten organi-

schen Phasen werden iiber Natriumsulfat getrocknet und das Lo-

sungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Nach
sdulenchromatographischer Reinigung (DCM/Aceton, 15:1) wird in 66 % Ausbeute iiber 2 Stufen das Amin 223
(21.7 g, 38.8 mmol) als schwach gelbes Ol erhalten.

"H-NMR (600 MHz, CDCls): § = 1.31, 1.36 (jeweils d, J = 7.0 Hz, 3H, 3-H), 1.47, 1.48 (jeweils s, 9H, 10-H),
2.52,2.69,2.78, 2.92 (jeweils m, 2H, 5-H), 3.31-3.58 (m, 3 H, 2-H, 6-H), 3.92-3.97 (m, 2H, 7-H), 4.22-4.52 (m,
3H, 12-H, 13-H), 5.14-5.21 (m, 2H, 20-H), 7.30-7.43 (m, 9H, 16-H, 17-H, 22-H, 23-H, 24-H), 7.59 (m, 2H, 15-
H), 7.74-7.78 (m, 2H, 18-H). *C-NMR (150 MHz,CDCl;): & = 18.4, 18.5 (3-C), 28.0 (10-C), 45.5, 45.8 (5-C),
47.2,47.2 (13-C), 48.4, 48.8 (6-C), 50.4, 50.6 (7-C), 56.2, 56.3 (2-C), 66.5 (20-C), 67.5, 67.8 (12-C), 81.8, 82.0
(9-C), 119.8, 119.9, 124.9, 125.1, 127.0, 127.0, 127.6, 127.6, 128.1, 128.1, 128.2, 128.3, 128.5, 128.5 (15-C, 16-
C, 17-C, 18-C, 22-C, 23-C, 24-C), 135.6 (21-C), 141.2, 141.3 (14-C), 143.9, 143.9 (19-C), 156.1, 156.3 (11-C),
169.1 (8-C), 174.5, 174.8 (1-C). IR (KBr): 1740 (CO), 1707 (CO) cm™'. HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 559 (100)
[M+H]". HR-ESI-MS: m/z = 559.2796, berechnet fiir C33H30N,O¢": 559.2803; m/z = 581.2631, berechnet fiir
C33H3sN,NaOg': 581.2622. Ry: 0.42 (DCM/Aceton, 9:1).

5.25 (8)-2-(2-((((9H-Fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)(2-tert-butoxy-2-oxoethyl)-amino)ethyl)(zert-
butoxycarbonyl)amino)propansiurebenzylester (224, TZD-199)

Das Amin 223 (17.0g, 30.5mmol) wird in THF (150mL) gelost und mit gesittigter
Natriumhydrogencarbonatlosung (150 mL) versetzt. AnschlieBend wird portionsweise Boc-Anhydrid (10.8 g,
49.4 mmol) hinzugegeben und der Ansatz fiir 17 h bei Raumtemperatur gerithrt. Danach wird Wasser (150 mL)
zugesetzt und mit Essigester (3x 300 mL) extrahiert. Nach sdulenchromatographischer Reinigung (CH/EE, 9:1)
wird das Carbamat 224 (15.2 g, 23.0 mmol, 76 %) als farbloses Ol erhalten.
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>e(7 "H-NMR (600 MHz, CDCLy): & = 1.28-1.55 (m, 21H, 3-H, 7-H, 13-H),
e 2.89-4.71 (m, 10H, 2-H, 8-H, 9-H, 10-H, 15-H, 16-H), 5.13-5.17 (m,
, o 10 13 2H, 23-H), 7.28-7.43 (m, 9H, 19-H, 20-H, 25-H, 26-H, 27-H), 7.59 (d,

iN\./\N /ﬁf O\ﬁ J=17.1 Hz, 2H, 18-H), 7.69-7.80 (m, 2H, 21-H). *C-NMR (150 MHz,

0 1o 0”0 CDCly): 8 = 15.3-16.0 (3-C), 27.4, 28.0, 28.0-28.3 (7-C, 13-C), 43.5,

23 15 O 44.7, 46.0, 46.8, 47.9, 47.3 (16-C,.8-C), 48.4-48.5 (9-C), 50.4-50.6

” ”s 17 (10-C), 55.0, 55.6, 56.3, 56.7 (2-C), 66.5, 66.7, 67.7 (15-C, 23-C),

2 1821 80.5, 80.6, 81.6, 81.7, 81.8, 81.9 (7-C, 13-C), 119.9 (118-C), 124.6,

20 124.9, 127.0, 127.1, 127.6, 128.0, 128.1, 128.1, 128.2, 128.4, 128.5

(19-C, 20-C, 21-C, 25-C, 26-C, 27-C), 135.6, 135.6 (24-C), 141.2 (22-

C), 143.8 (17-C), 154.9-156.1 (5-C, 14-C), 168.6, 168.7 (11-C), 171.7, 171.9, 172.0 (1-C). IR (KBr): 1700

(CO), 1746 (CO) cm™'. HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 559 (37) [M-CO,-C4Hg+H]", 659 (100) [M+H]", 676 (27)

[M+NH,4]", 681 (15) [M+Na]". HR-ESI-MS: m/z = 681.3144, berechnet fiir C3sH4N,NaOg': 681.3146. Ryz 0.11
(CH/EE, 9:1).

526 (5)-2-(2-((((9H-Fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)(2-tert-butoxy-2-oxoethyl)-amino)ethyl)(zert-
butoxycarbonyl)amino)propansiaure (227, TZD-202)
Der Benzylesters 224 (3.09 g, 4.69 mmol) wird in Ethanol (100 mL)
geldst und mit PA(OH),/C (661 mg) versetzt. Danach wird die Mischung

O O mit Argon entgast und anschlicBend 10 min Wasserstoff durch das Reak-
13

N \/\N /Y tionsgemisch geleitet. Nach 3 h Riihren unter Wasserstoffatmosphére

i wird der Katalysator abfiltriert und das Filtrat am Rotationsverdampfer

eingeengt. Die Séure 227 (2.56 g, 4.49 mmol, 96 %) wird als farbloser
Feststoff erhalten.

'H-NMR (600 MHz, CDCLy): & = 1.24-1.51 (m, 21H, 3-H, 7-H, 13-H),
2.80-5.10 (m, 10H, 2-H, 8-H, 9-H, 10-H, 15-H, 16-H), 7.26-7.78 (m, 8H,
18-H, 19-H, 20-H, 21-H). “C-NMR (150 MHz,CDCls): § = 15.1-17.1 (3-C), 28.0-28.3 (7-C, 12-C), 43.5-46.8
(8-C), 47.2, 47.2 (16-C), 47.9, 49.1 (10-C), 50.1-50.5 (9-C), 53.0-55.5 (2-C), 67.0-68.0 (15-C), 80.7-82.1 (6-C,
12-C), 119.8 (18-C), 124.6, 125.0 (21-C), 127.0, 127.1 (19-C), 127.7 (20-C), 141.2 (22-C), 143.7 (17-C), 152.5-
158.6 (5-C, 14-C), 167.6, 168.8, 169.8 (11-C), 175.1-176.0 (1-C). IR (KBr): 1655 (CO), 1715 (CO), 1740 (CO)
em’. HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 413 (38) [M-/Bu-Boc+H]", 469 (52) [M-Boc+H]", 569 (100) [M+H]", 586
(18) [M+NH,]", 591 (12) [M+Na]". HR-ESI-MS: m/z = 591.2679, berechnet fiir C;,HsN,NaOg': 591.2677. Ry:
0.35 (EE + 0.1 % HOAc).

5.27 (8S,115)-11-((1H-Indol-3-yl)methyl)-4-(2-(tert-butoxy)-2-oxoethyl)-7-(fert-butoxycarbonyl)-1-(9 H-
fluoren-9-yl)-8-methyl-3,9-dioxo-2-0xa-4,7,10-triazadodecansiuremethylester (228, TZD-203)

Die Carbonsdure 227 (1.03g, 1.81 mmol) wird in Dichlormethan (20mL) gelost und mit
Tryptophanmethylester-Hydrochlorid 156 (605 mg, 2.38 mmol) und HATU 1.06 g (2.79 mmol) versetzt. Nach
Zugabe von DIPEA 1.00 mL (5.88 mmol) wird der Ansatz fiir 17 h bei Raumtemperatur geriihrt. Anschlieend
wird Wasser (20 mL) hinzugegeben, die Phasen getrennt und die wéssrige Phase mit Ethylacetat (3x 20 mL)

extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden iiber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel am
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Rotationsverdampfer entfernt. Nach Reinigung mittels Sdulen-
{8 chromatographie (CH/EE, 1:1) wird das Peptid 228 (1.11 g,

1.45 mmol, 80 %) als farblosen Schaum erhalten.

"H-NMR (600 MHz, CDCl;): § = 1.20-1.55 (m, 21H, 16-H, 19-
H, 25-H), 2.95-4.64 (m, 15H, 3-H, 15-H, 20-H, 21-H, 22-H, 27-
H, 28-H, 35-H) 4.89 (m, 1H, 2-H), 6.62 (s, br, 1H, 13-H), 6.97-
7.79 (m, 13H, 5-H, 8-H, 9-H, 10-H, 11-H, 30-H, 31-H, 32-H,
33-H), 8.44 (m. br 1H, 6-H). *C-NMR (150 MHz,CDCLy): § =
14.4, 14.8, 17.1 (16-C), 27.6, 27.7 (3-C), 26.8, 28.0, 28.1, 28.1,
28.1,28.3 (19-C, 25-C), 36.6, 41.8, 43.8, 47.3, 47.8, 48.1, 49.1,
50.2,50.4, 52.3, 52.3, 52.4, 52.9, 60.4 (2-C, 15-C, 20-C, 21-C, 22-C, 28-C, 35-C), 67.9 (27-C), 80.5, 80.6, 81.9,
82.0, 82.2 (18-C, 24-C), 109.8 (4-C), 111.2 (8-C), 118.4, 119.3, 119.4, 119.9, 120.0 (9-C, 10-C, 11-C, 30-C),
122.0 (5-C), 125.0, 125.0, 127.0, 127.1, 127.7, 127.7 (31-C, 32-C, 33-C, 12-C), 136.2 (7-C), 141.3 (34-C),
143.8, 143.9, (29-C), 155.8, 156.1 (17-C, 26-C), 167.7, 171.1, 172.3 (1-C, 14-C, 23-C). IR (KBr): 1696 (CO),
1743 (CO) cm™. HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 669 (5) [M-C,Hg+H]", 769 (100) [M+H]". HR-ESI-MS: m/z =
791.8616, berechnet fiir C43Hs,N4NaO,': 791.8627. Ry: 0.38 (CH/EE, 1:1).

5.28 (5)-2-((S)-2-((2-((2-(tert-Butoxy)-2-oxoethyl)amino)ethyl)(fert-butoxycarbonyl)amino)propanamido)-
3-(1H-indol-3-yl)propansiuremethylester (229, TZD-204)
Das Carbamat 228 (1.08 g, 1.40 mmol) wird in DCM (20 mL)

18 geldst und mit Piperidin (1.4 mL 14.1 mmol) versetzt. Nach Riih-
0. _0 ren bei Raumtemperatur fiir 2 h wird Wasser (10 mL) hinzugege-
6 T 1 2 26 ben und die Phasen getrennt. Die organische Phase wird mit gesit-
/’/,' O . . . .
i \20/;” i \@ tigter Natriumchloridlésung (10 mL) gewaschen und iiber Natri-
14
e} ;\?H O umsulfat getrocknet. Nach Entfernen des Losungsmittels unter
32 (0] vermindertem Druck und s@ulenchromatographischer Reinigung
Z
» 0 wird das Amin 229 (401 mg, 73 pmol) in 52 % Ausbeute als farb-
127805 ~ .
10 7 loses Ol erhalten.
7 N 6
9 H

"H-NMR (600 MHz, CDCl;): § = 1.40-1.47 (m, 21H, 16-H, 19-H,
26-H), 1.84 (s, br 1H, 22-H), 2.49-3.32, 3.76-3.89 (m, 9-H, 3-H, 15-H, 20-H, 21-H, 23-H), 3.63 (s, 3H, 27-H),
4.97 (m, 1H, 2-H), 7.05 (s, 1H. 5-H), 7.19 (yt, J= 7.2 Hz, 1H, 10-H), 7.18 (yt, J=7.5 Hz, 1H, 9-H), 7.35 (d, J =
8.1, 1H, 8-H), 7.57 (d, J = 7.8 Hz, 1H, 11-H), 8.29 (s, 1H, 6-H), 9.10 (s, br, 1H, 13-H). *C-NMR (150 MHz,
CDCl,): 8 = 15.2 (16-C), 26.9 (3-C), 28.1, 28.3, (19-C, 26-C), 45.3, 46.5 (br 20-C, 21-C), 52.0 (23-C), 53.0 (2-
C), 60.4 (15-C), 80.7, 81.3 (18-C, 25-C), 110.7 (4-C), 111.1 (9-C), 118.7 (11-C), 119.5 (10-C), 122.1 (9-C),
122.8 (5-C), 127.6 (12-C), 136.0 (7-C), 171.1, 171.3, 172.2, 172.9 (1-C, 24-C). IR (KBr): 1675 (CO), 1736
(CO) cm”'. HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 547 (100) [M+H]". HR-ESI-MS: m/z = 547.3115, berechnet fiir
CysH43N4O7: 547.3126; m/z = 569.2951, berechnet fiir C,3H4»,NsNaO7: 569.2946. Ry: 0.3 (EE).
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5.29 (8)-2-(2-((((9H-Fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)(2-tert-butoxy-2-oxoethyl)-amino)ethyl)(zert-
butoxycarbonyl)amino)propansiuretritylester (231, TZD-207)
Die Sédure 227 (477 mg, 838 umol) wird in trockenem
Dichlormethan (10 mL) gelost und mit DIPEA (600 pl,
O O 3.53 mmol) und Tritylchlorid (425 mg, 1.44 mmol) versetzt.
» Nach Riihren bei Raumtemperatur fiir 3 h werden die fliichti-
W Wp

gen Bestandteile am Rotationsverdampfer entfernt, das Roh-

7
6

v produkt im Hochvakuum getrocknet und anschlieend
O O 9 sdulenchromatographisch gereinigt (CH/EE, 9:1 + 0.2 %
O 22 TEA). Der Ester 231 (495 mg, 610 umol, 73 %) wird als

farbloser Schaum erhalten.

"H-NMR (400 MHz, CDCly): § = 1.27-1.62 (m, 21H, 2-H, 7-
H, 13-H), 2.93-4.78 (m, 10-H, 2-H, 8-H, 9-H, 10-H, 15-H, 16-H), 7.20-7.80 (m, 23H, 18-H, 19-H, 20-H, 21-H,
25-H, 26-H, 27H). ®C-NMR (100 MHz, CDCl;): § = 14.2, 15.2, 15.3, 16.0 (3-C), 26.8, 28.0, 28.2, 28.3, 28.4 (7-
C, 13-C), 43.2, 43.5, 44.1 (8-C), 47.3 (16-C), 47.6, 47.8, 48.1, 48.5 (9-C), 49.1, 50.2, 50.3, 50.5 (10-C), 55.5,
55.9, 56.3 (2-C), 67.4, 67.9 (15-C), 80.5, 80.6, 80.6, 80.7, 81.8, 81.9, 82.0, 82.2 (6-C, 12-C), 90.7, 90.8 (23-C),
119.9 (18-C), 124.8, 124.9, 125.0, 125.1 (21-C), 127.0, 127.1, 127.1, 127.2, 127.3, 127.4, 127.4, 127.7, 127.8,
127.9, 127.9, 128.4 (19-C, 20-C, 25-C, 26-C, 27-C), 141.2, 141.3, 143.0, 143.0, 143.1, 143.8, 143.8, 143.9,
146.8 (17-C, 22-C, 24-C), 155.5, 155.6, 155.8, 156.1, 156.1 (5-C, 14-C), 168.5, 168.6, 168.6, 168.8, 169.7,
169.9, 170.0, 170.2 (1-C, 11-C). IR (KBr): 1697 (CO), 1747 (CO) cm™. HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 243 (100)
[CioHs]", 828 (4) [M+NH,]", 833 (6) [M+Na]". HR-ESI-MS: m/z = 833.3776, berechnet fiir Cs)Hs,N,NaOg":
833.3772. Rg: 0.30 (CH/EE, 8:2 + 0.2 % TEA).

5.30 (S5)-2-((2-(2-tert-Butoxy-2-oxoethylamino)ethyl)(zert-butoxycarbonyl)amino)-propansiuretritylester
(232, TZD-211)

Das Carbamat 231 (1.92 g, 2.37 mmol) wird in Dichlormethan
gelost (40 mL) und mit Piperidin (2.4 mL, 24.2 mmol) ver-

OYO ) setzt. Nach Riihren bei Raumtemperatur fiir 3 h werden die

/,,/2,' N \7/8\9N/10ﬁ1fo \ﬁ fliichtigen Bestandteile am Rotationsverdampfer entfernt und

/g H o das Rohprodukt im HV getrocknet. AnschlieBend wird das

47 16 o 0 Produkt sdulenchromatographisch aufgereinigt, wobei zuerst
18151 O mit CH/EE, 8:2 + 0.2 % TEA das Fmoc-Piperidin-Addukt
O abgetrennt wird und anschlieBend das Produkt mit EE + 0.2 %

TEA von der Saule gespiilt wird. Das Amin 232 (1.12 g,
1.91 mmol) wird in 80 % Ausbeute als gelbliches Ol erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 1.36-1.54 (m, 21H, 3-H, 6-H, 13-H), 2.66-2.80 (m, 2H, 8-H), 3.00-3.62 (m,
4H, 7-H, 10-H), 4.44-4.68 (m, 1H, 2-H), 7.21-7.34 (m, 9H, 17-H, 18-H), 7.34-7.44 (m, 6H, 16-H). *C-NMR
(100 MHz, CDCLy): § = 14.2, 15.3, 162, 17.1 (3-C), 28.1 , 28.1, 28.2, 28.3, 28.4 (6-C, 13-C), 46.0, 46.4 (7-C),
479, 48.6, 48.9, 49.1 (8-C), 51.5, 51.6, 51.6 (11-C), 56.0, 56.6 (2-C), 80.3, 80.4, 80.5, 80.5, 81.0, 81.1, 82.2,
82.7 (5-C, 12-C), 90.6, 90.6, 90.8 (14-C), 128.2, 127.3, 127.6, 127.8, 127.9, 128.3 (16-C, 17-C, 18-C), 143.0,



VI Experimenteller Teil 166

143.1 (15-C), 155.3, 155.6 (4-C), 169.6, 169.8, 170.1, 171.5 (1-C, 11-C). IR (KBr):.1694 (CO), 1738 (CO)
cm’. HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 243 (100), 347 (14), 589 (11). HR-ESI-MS"*: m/z = 347.2180, berechnet fiir
Ci6H31N,O4": 347.2177. Rz 0.50 (EE + 0.2 % TEA).

5.31 (55,115)-5-((1H-Indol-3-yl)methyl)-7-(2-(tert-butoxy)-2-oxoethyl)-10-(zert-butoxycarbonyl)-11-
methyl-3,6-dioxo-1-phenyl-2-0xa-4,7,10-triazadodecansiurebenzylester (233, TZD-208)
Das Amin 232 (1.10g, 1.86mmol) wird in
> Dichlormethan (30 mL) gelost und mit DIPEA
(1.6 mL, 9.41 mmol) gefolgt von Cbz-Trp-OH (1.31 g,
3.88 mmol) sowie BOP-CI (983 mg, 3.86 mmol) ver-
setzt. Nach Riithren bei Raumtemperatur fiir 18.5 h
werden die fliichtigen Bestandteile am Rotationsver-
dampfer entfernt und das Rohprodukt
sdulenchromatographisch (CH:EE 6:4 + 0.2% TEA)
aufgereinigt. Das Peptid 233 (1.17 g, 1.29 mmol,

69 %) wird als farbloser Schaum erhalten.

"H-NMR (400 MHz, CDCly): & = 1.25-1.55 (m, 21H, 3-H, 6-H, 12-H), 2.45-5.65 (m, 12H, 2-H, 7-H, 8-H, 9-H,
14-H, 15-H, 27-H), 6.87-7.98 (m, 26H, 17-H, 18-H, 20-H, 21-H, 22-H, 23-H, 25-H, 29-H, 30-H, 31-H, 34-H, 35-
H, 36-H). *C-NMR (100 MHz, CDCls): § = 14.2, 15.2, 15.9, 16.0, 17.2 (3-C), 27.8, 27.9, 28.0, 28.1, 28.3,.28.3,
28.3, 28.4 (6-C, 12-C), 29.2, 29.3, 29.4, 29.6 (15-C), 42.4, 42.8, 43.0, 43.5 (7-C), 47.3, 47.6, 47.9, 48.0, 48.1,
49.1,49.5 (8-C, 9-C), 50.7, 51.2, 51.4, 51.6 (14-C), 55.4, 55.6, 56.1, 56.5 (2-C), 66.6 (27-C), 80.5, 80.8, 80.9,
81.5,81.7,81.9, 82.1, 82.6, 82.7 (5-C, 11-C), 90.7, 90.8 (22-C), 110.0, 110.2 (16-C), 111.1, 111.2 (20-C), 118.6,
118.6 (23-C), 119.5, 119.6 (22-C), 122.0, 122.1 (21-C), 123.0, 123.0, 123.3, 123.5 (17-C),127.2, 127.3, 127.3,
127.4, 127.4,127.7, 127.8, 127.8, 127.9, 128.0, 128.3, 128.4, 128.4 (24-C, 29-C, 30-C, 31-C, 34-C, 35-C, 36-C),
135.8, 135.8, 136.0, 136.3 (19-C, 28-C), 142.9, 143.1 (33-C), 154.9, 155.2, 155.4, 155.5, 155.6 (4-C, 26-C),
167.7, 167.8, 168.0, 169.0, 169.8, 170.2, 170.4, 171.1, 172.4, 172.5, 172.6 (1-C, 10-C, 13-C). IR (KBr):.1650
(CO), 1698 (CO), 1742 (CO) cm’". HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 243 (100) [C1oH,5]", 931 (8) [M+Na]". HR-ESI-
MS: m/z = 931.4248, berechnet fiir Cs;HgN,NaOo": 931.4253. Rg: 0.38 (CH/EE, 6:4 + 0.2 % TEA).

5.32  (8)-2-((2-((S)-V-(2-tert-Butoxy-2-oxoethyl)-2-(benzyloxycarbonylamino-2-(1 H-indol-3-
ylpropanamido)ethyl)(tert-butoxycabonyl)amino)propansiure (234, TZD-209)

Der Ester 233 1.13 g, 1.25 mmol) wird in Ethanol (25 mL) geldst und 20.5 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach
Abtrennen der fliichtigen Bestandteile im Vakuum, sdulenchromatographischer Reinigung (CH:EE, 1:1 + 0.1 %
HOACc) sowie Trocknen im Hochvakuum wird die Saure 234 (770 mg, 1.16 mmol, 93 %) als farbloser Schaum

erhalten.

'> Aufgrund der Instabilitit der Trityl-Schutzgruppe konnte im HR-MS-Spektrum nur das Produkt nach Abspal-
tung der Schutzgruppe beobachtet werden.
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. "H-NMR (400 MHz, CDCl;): & = 1.20-1.50 (m, 21H, 3-H, 6-H,
12-H), 2.65-5.11 (m, 12H, 2-H, 7-H, 8-H, 9-H, 14-H, 15-H, 27-
H). 5.88-6.00 (m, 1H, 25-H), 7.00-7.69 (m, 10H, 17-H, 20-H,
21-H, 22-H, 23-H, 29-H, 30-H, 31-H), 8.35, 8.46, 8.61 (s, 1H,
18-H). *C-NMR (100 MHz, CDCly): § = 14.2, 15.2, 15.7, 17.2
(3-C), 27.9, 28.0, 28.2, 28.3, 28.3 (6-C, 12-C), 28.9, 29.5 (15-
C), 43.1, 44.5, (7-C), 47.0, 47.3, 47.6, 47.9, (8-C), 49.3, 49.8,
51.1, 51.3 (9-C), 51.5, 51.7, 53.4 (14-C), 54.5, 55.1, 55.8, 56.3,
58.5 (2-C), 66.9 (27-C), 81.0, 81.1, 81.7, 81.9, 82.2, 82.9 (5-C,
11-C), 109.9, 110.0 (16-C), 111.3, 111.4 (20-C), 118.5, 118.6
(23-C), 119.5 (22-C), 122.0 (21-C), 123.3, 123.7 (17-C), 127.4, 127.5, 127.9, 127.9, 128.0, 128.0, 128.4, 128.4,
(24-C, 29-C, 30-C, 31-C), 136.1, 136.2 (19-C, 26-C), 155.1, 156.0, 156.1, 156.2 (4-C, 26-C), 167.8, 168.0,
168.2, 169.0, 172.8, 172,9, 173.0 (1-C, 10-C, 13-C). IR (KBr): 1647 (CO), 1699 (CO), 1740 (CO) cm™. HPLC-
ESI-MS: m/z (%) = 667 (100) [M+H]", 689 (12) [M+Na]". HR-ESI-MS: m/z = 689.3167, berechnet fiir
C3sH4NgNaO,': 689.3157. Rz 0.55 (EE + 0.1 % HOAC).

5.33  (8)-2-((2-((S)-2-amino-N-(2-tert-butoxy-2-oxoethyl)-3-(1H-indol-3-yl)propan-amido)ethyl)(zert-
butoxycarbonyl)amino)propansiure (235, TZD-210)
Das Carbamat 234 (1.00 g, 1.50 mmol) wird in Ethanol (150 mL) geldst
/PG und mit Pd(OH),/C (309 mg) versetzt. AnschlieBend wird das Gemisch
°°0 Oj{ooﬁ{ mit Argon entgast, danach fiir 10 min Wasserstoff durch das Reaktions-
?4\NHN !
iy 13=0 sphére geriihrt. Nach Filtration wird das partiell entschiitzte Peptid 235

1 14
R SIRT (794 mg, 1.49 mmol, 99 %) als farblosen Schaum erhalten.
O OHN

9 gemisch geleitet und die Reaktion fiir 1 h bei RT unter Wasserstoffatmo-

25 1g

23
170 . '"H-NMR (600 MHz, MeCN): & = 1.18-1.40 (m, 21H, 3-H, 6-H, 12-H),
18” 19 2.60-4.80 (m, 10H, 2-H, 7-H, 8-H, 9-H, 14-H, 15-H), 5.92 (s, br, 3H, 25-

20 21

H), 7.00-7.67 (m, 5H, 17-H, 20-H, 21-H, 22-H, 24-H), 9.58-9.82 (m, 1H,
18H). BC-NMR (150 MHz, MeCN): § = 15.3, 15.8 (3-0), 28.2, 28.3, 28.4, 28.5, 30.3, 31.0, 31.2, 31.4 (6-C, 12-
C, 15-C), 43.4, 44.5, 46.0, 46.5 (7-C, 8-C), 50.1, 50.2, 50.3, 56.4, 57.1, 57.7, 58.0, 58.8 (2-C, 9-C, 14-C), 80.8,
81.1,81.5, 82.6 (5-C, 11-C), 109.3, 109.4 (16-C), 112.4 (20-C), 119.6, 119.7 (23-C), 120.0 (22-C), 122.6 (21-C),
125.8 (17-C), 128.4 (24-C), 137.3 (19-C), 155.0 (4-C), 166.7, 166.8, 167.0, 167.9, 168.3, 169.0 (10-C, 13-C),
173.3, 174.1, 174.7 (1-C). IR (KBr): 1669 (CO), 1740 (CO) cm’. HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 533 (100)
[M+H]". HR-ESI-MS: m/z = 533.2976, berechnet fiir C,7H4N4O;": 533.2970. m/z = 555.2788, berechnet fiir
CayHeNJNaO,': 555.2789. Ry: 0.57 (EtOH).

5.34 (25,55)-5-((1H-Indol-3-yl)methyl)-7-(2-fert-butoxy-2-oxoethyl)-2-methyl-3,6-dioxo-1,4,7-triazonane-
1-carbonsiure-tert-butylester (230, TZD-213)

Das Peptid 235 (794 mg, 1.49 mmol) und HATU (1.44 g, 3.79 mmol) wird in DCM (800 mL) vorgelegt. Bei
0 °C wird langsam DIPEA (800 pl) hinzugegeben. Nach Riihren bei Raumtemperatur fiir 21.5 h wird das Lo6-
sungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und das Rohprodukt sédulenchromatographisch gereinigt (CH/EE,

3:7). Der 9-gliedrige Makrocyclus 230 (479 mg, 930 umol, 63 %) wird als briunliches zihfliissiges Ol erhalten.
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2 0 . .. 'H-NMR (400 MHz, DMSO): = 1.14 (d, J = 6.8 Hz, 3H, 18-H),
2 O
%O%NAN f ?( 1.30, 1.39 (s, 18H, 21-H, 25-H), 2.85 (m, 1H, 22-H), 2.93-3.05 (m,
18\““.& j:o(? H 2H, 5-H), 3.20 (m, 1H, 23-H), 3.55 (d, J= 17.3 Hz, 1H, 2-H), 3.89 (mm,
16
N~ 1H, 22-H), 4.08 (d, J = 6.7 Hz, 1H, 17-H), 4.17 (m, 1H, 23-H), 4.38

(d, J=17.3 Hz, 1H, 2-H), 4.75 (m, 1H, 4-H), 6.99 (yt, J= 7.4 Hz, 1H,
12-H), 7.07 (wt, J= 7.5 Hz, 1H, 11-H), 7.28, (s, 1H, 7-H), 7.34 (d, J =
8.0 Hz, 1H, 10-H), 7.38 (d, /= 6.3 Hz, 1H, 15-H), 7.51 (d, J="7.1 Hz,
1H, 13-H), 10.83 (s, 1H, 8-H). *C-NMR (100 MHz, DMSO): § = 14.3 (18-C), 27.7, 27.9 (21-C, 25-C), 28.6 (5-
C), 43.0 (22-C), 45.5 (23-C), 48.4 (2-C), 49.8 (4-C), 53.6 (17-C), 80.0, 80.3 (20-C, 24-C), 109.5 (6-C), 111.3
(10-C), 117.7 (13-C), 118.3 (12-C), 120.7 (11-C), 123.9 (7-C), 127.2 (14-C), 135.9 (9-C), 154.6 (19-C), 168.5,
171.4, 173.3 (1-C, 13-C, 16-C). IR (KBr): 1651 (CO), 1688 (CO), 1740 (CO) cm™'. HPLC-ESI-MS: m/z (%) =
403 (89) [M-2xC,Hg+H]", 415 (4) [M-Boc+H]", 459 (100) [M-C,Hg+H]", 515 (35) [M+H]’, 532 (4) [M+NH,],
537 (16) [M+Na]". HR-ESI-MS: m/z = 537.2684, berechnet fiir C,;H3sN,NaO;': 537.2684. Ry: 0.38 (EE).

535 2-((35,65)-3-((1H-Indol-3-yl)methyl-6-methyl-2,5-dioxo-1,4,7-triazonan-1-yl)-essigsiuremethylester
(236, TZD-214)
Der Makrocyclus 230 (297 mg, 578 umol) wird in DCM (10 mL) geldst, mit

O TES (920 pl, 5.76 mmol) versetzt, das Gemisch auf 0 °C gekiihlt und TFA
2
//1/<O/22 (2 mL, 26 mmol) hinzugegeben. Nach Riihren bei Raumtemperatur fiir 2 h
N&N . . . .
H\):O werden die fliichtigen Bestandteile am Rotationsverdampfer entfernt und der
\“1%6( / Riickstand am Hochvakuum fiir eine Stunde getrocknet. Nach Lésen des

s / NH Riickstandes in MeOH (20 mL) wird bei 0°C Thionylchlorid (400 pl,
y R 5.51 mmol) hinzugegeben und der Ansatz fiir 26.5 h bei Raumtemperatur
gertihrt. AnschlieBend wird bei 0°C erneut Thionylchlorid (400 pl,
5.51 mmol) hinzugegeben und weitere 23 h bei Raumtemperatur geriihrt.
Nach Kiihlen des Gemisches auf 0 °C wird gesittigte Natriumhydrogencarbonatlgsung (40 mL) hinzugegeben
und mit Dichlormethan (3x 25 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden am Rotationsver-

dampfer eingeengt und im Hochvakuum getrocknet. Nach sdulenchromatographischer Reinigung (EE/EtOH,
7:3) wird der Makrocyclus 236 (106 mg, 283 pumol, 49 %) als farbloser Feststoff erhalten.

"H-NMR (400 MHz, MeCN): & = 1.15 (d, J= 7.0 Hz, 3H, 18-H), 2.39 (ddd, J = 6.4 Hz, J= 6.4 Hz, J = 12.1 Hz,
1H, 20-H), 2.55 (ddd, J= 6.1 Hz, J= 6.1 Hz, J = 12.2 Hz, 1H, 20-H), 3.05 (d, J = 16.7 Hz, 1H, 2-H), 3.08 (ddd,
J=64Hz,J=6.6 Hz,J=13.0 Hz, 1H, 21-H), 3.16 (ddd, J= 0.5 Hz, J= 4.5 Hz, J = 14.6 Hz, 1H, 5-H), 3.17 (q,
J=6.9 Hz, 1H, 17-H), 3.22 (ddd, /= 6.3 Hz, J= 6.3 Hz, J = 13.7 Hz, 1H, 21-H), 3.34 (dd, J= 5.1 Hz, J = 14.5
Hz, 1H. 5-H), 3.52 (d, J = 17.2 Hz, 1H, 2-H), 3.67 (s, 3H, 22-H), 4.21 (dd, J = 4.7 Hz, J = 7.8 Hz, 1H, 4-H), 6.54
(s, br 1H, 15-H), 7.06 (ddd, J = 7.9 Hz, J= 7.0 Hz, J = 0.9 Hz, 1H, 12-H), 7.11 (d, J = 2.4 Hz, 1H, 7-H), 7.15
(ddd, J= 1.1 Hz, J= 7.0 Hz, J = 8.1 Hz, 1H, 11-H), 7.42 (ddd, J = 8.1 Hz, J = 0.8 Hz, J = 0.8 Hz, 1H, 10-H),
7.56 (dd, J = 0.8 Hz, J = 7.9 Hz, 1H, 13-H), 9.26 (s, 1H, 8-H). *C-NMR (100 MHz, MeCN): § = 19.2 (18-C),
31.0 (15-C), 45.4 (20-C), 47.0 (21-C), 50.9 (2-C), 52.1 (22-C), 56.9 (18), 57.1 (4-C), 109.7 (6-C), 112.2 (10-C),
119.7 (13-C), 120.0 (12-H), 122.6 (11-H), 125.6 (7-C), 128.6 (14-C), 137.4 (9-C), 166.4, 167.2, 176.7 (1-C, 3-C,
16-C). IR (KBr): 1667 (CO), 1745 (CO) cm”. HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 373 (100)[M+H]". HR-ESI-MS:
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m/z = 373.1876, berechnet fir C,oH,sN4O4": 373.1870; m/z = 395.1691, berechnet fiir C,oH,uN,NaO,":
395.1690. R 0.35 (EE/EtOH, 1:1).

5.36 2-((35,65)-3-((1H-Indol-3-yl)methyl)-7-((S)-2-(((9 H-fluoren-9-yl)methoxy)-carbonylamino)-3-
(benzyloxy)propanoyl)-6-methyl-2,5-dioxo-1,4,7-triazonan-1-yl)essigsiuremethylester (242¢, TZD-222)
Der Cyclus 236 (160 mg, 430 mmol) wird in DMF

‘ (10 mL) gelost und mit Fmoc-Ser(Bn)-OH (351 mg,
37 38 39 841 umol), HATU (378 mg, 994 umol) und DIPEA
36 O 2|_9| o 0 (l) (230 ul, 1.35 mmol) versetzt. Nach Erwédrmen auf 40 °C
B s 31 30 N2 M /_20\ T fir 66.5h wird erneut Fmoc-Ser(Bn)-OH (141 mg,
O =, N N 338 umol), HATU (119mg, 313 pmol) und DIPEA

25 o j: O (100 pl, 588 umol) hinzugefiigt. Nach weiteren 75.5h

U O 15 Reaktionszeit ~wird  wiederrum  Fmoc-Ser(Bn)-OH

—\ 14 (386 mg, 925 umol), HATU (324 mg, 852 umol) und

°HN S b DIPEA (150 pl, 882 pmol) zur Reaktionsmischung gege-

10 2 ben. Nach weiteren 22 h wird abermals Fmoc-Ser(Bn)-OH

(198 mg, 474 umol), HATU (167 mg, 439 umol) und
DIPEA (80 pl, 470 pmol) zugegeben und erneut 98 h bei 40 °C geriihrt. AnschlieBend wird gesattigte
Natriumhydrogencarbonatlosung (30 mL) hinzugegeben und mit Dichlormethan (4x 30 mL) extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden iiber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsver-
dampfer entfernt. Nach intensivem Trocknen im Hochvakuum zum Entfernen von DMF wird das Produkt
sdulenchromatographisch gereinigt (DCM/Aceton, 7:3). Dadurch wird der acylierte Makrocyclus 242¢ (134 mg,
173 umol) in 40 % Ausbeute als farbloser Feststoff erhalten.

"H-NMR (400 MHz, CDCLy):"* 8 = 1.37, 1.49 (d, J = 6.7 Hz, 3H, 18-H), 2.85-3.82 (m, 13H, 2-H, 5-H, 19-H, 20-
H, 23-H, 39-H), 4.18-4.42 (m, 4.5H, 17-H, 4-H, 31-H, 32-H), 4.49-4.59 (m, 2H, 24-H), 4.73-4.87 (m, 2.5H, 17-
H, 22-H), 5.61 (d, J = 8.8 Hz, 0.5H, 29-H), 5.80 (d, J = 7.7 Hz, 0.5H, 29-H), 6.26, 6.41 (s, 1H, 15-H), 7.01, 7.05
(s, 1H, 7-H), 7.08-7.22 (m, 2H, 11-H, 12-H), 7.25-7.43 (m, 10H, 10-H, 26-H, 27-H, 28-H, 35-H, 36-H), 7.56-
7.63 (m, 3H, 13-H, 34-H), 7.76-7.79 (m, 2H, 37-H), 8.21, 8.34 (8-H). "C-NMR (100 MHz, CDCl;): § = 14.5,
15.5 (18-C), 30.6, 30.7 (5-C), 40.6, 42.7, 44.9, 46.2 (19-C, 20-C), 47.1, 47.1 (32-C), 50.1, 50.2 (2-C), 50.6, 50.7
(22-C), 52.3, 52.7 (39-C), 55.2, 55.5, 55.7, 55.9 (17-C, 4-C), 67.1, 67.2 (31-C), 70.7, 70.9 (23-C), 73.4, 73.7 (24-
C), 108.9, 109.0 (6-C), 111.3, 111.3 (10-C), 118.8, 119.0 (13-C), 120.0 (12-C, 34-C), 122.6, 122.6 (11-C), 124.1,
124.2 (7-C), 125.1, 125.1 (37-C), 126.9, 126.9, 127.1, 127.7, 127.9, 128.0, 128.1, 128.5, 128.5 (14-C, 26-C, 27-
C, 28-C, 35-C, 36-C), 136.1, 136.2, 137.2, 137.6 (9-C, 25-C), 141.2, 143.7, 143.8 (33-C, 38-C), 155.4, 155.9
(30-C), 165.5, 165.9, 166.1, 166.3, 171.0, 171.3, 171.4 (1-C, 3-C, 16-C, 21-C). IR (KBr): 1654 (CO), 1735
(CO) em’. HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 772 (91) [M+H]", 780 (199) [M+NH,]", 794 (56) [M+Na]". HR-ESI-
MS: m/z = 794.3172, berechnet fiir C44H,sNsNaOs': 794.3160. Ry: 0.58 (EE:EtOH, 9:1).

1 cis/trans-Isomerengemisch (1:1)
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537 (38,65,95)-3-((1H-indol-3-yl)methyl)-9-((benzyloxy)methyl)-6-methyl-1,4,7,10-tetraazabicyclo-
[5.5.2]tetradecane-2,5,8,11-tetraon (243, TZD-229)

Das Carbamat 242¢ (145 mg, 187 pmol) wird in DMF (10 mL) gelost,
Piperidin (200 pl, 2.02 mmol) hinzugegeben und der Ansatz fiir 2.5 h bei

23 Raumtemperatur geriihrt. Anschliefend wird gesittigte

220 Natriumhydrogencarbonatlosung (15 mL) hinzugegeben, das Gemisch mit

214 0 Dichlormethan (4x 15 mL) extrahiert und die vereinten organischen Phasen

o ’20 N~28_ 2 tiber Natriumsulfat getrocknet. Nach Einengen und Trocknen im Hochvaku-

19N j%s\N um wird das Rohprodukt sdulenchromatographisch (DCM/MeOH, 10:1)

o Hﬁo aufgereinigt. Das C,-verbriickte Cyclotetrapeptid 243 (72.5 mg, 140 umol,
123 5 75 %) wird als farbloser Feststoff erhalten.

"H-NMR (400 MHz, CDCl;): § = 1.41 (d, J = 6.7 Hz, 1H, 16-H), 2.65-2.80
(m, 3H, 17-H, 18-H, 29-H), 3.12 (yd, J = 11.8 Hz, 1H, 3-H), 3.36 (yd, J =
10.6 Hz, 1H, 3-H), 3.45-3.60 (m, 4-H, 17-H, 18-H, 21-H, 29-H), 3.72 (yd, J =
5.4 Hz, 1H, 21-H), 3.93 (d, J = 6.9 Hz, 1H, 15-H), 3.99 (ys, 1H, 20-H), 4.20 (ys, 1H, 2-H), 4.45 (s, 2H, 22-H),
7.01 (s, 1H, 5-H), 7.02 (yt, J = 7.5 Hz, 1H, 10-H), 7.10 (yt, J = 7.3 Hz, 1H, 9-H), 7.20-7.32 (m, 6H, 8-H, 24-H,
25-H, 26-H), 7.45 (s, 1H, 27-H), 7.50 (s, 1H, 13-H), 7.52 (d, J = 7.9 Hz, 1H, 11-H), 9.27 (1H, 6-H). *C-NMR
(100 MHz, CDCl;): & = 19.1 (16-C), 30.4 (3-C), 40.7, 43.1, 49.6 (17-C, 18-C, 29-C), 55.7 (2-C), 56.1 (20-C),
56.2 (15-C), 71.2 (21), 73.4 (22-C), 108.3 (4-C), 111.4 (8-C), 118.7 (11-C), 119.4 (10-C), 122.1 (9-C), 124.9 (5-
C), 127.0 (12-C), 127.8, 127.9, 128.4 (24-C, 25-C, 26-C), 136.1 (7-C), 137.1 (23-C), 164.7, 166.7, 166.9, 169.2
(1-C, 14-C, 19-C, 28-C). IR (KBr): 1655 (CO) cm™'. HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 518 (100) [M+H]", 540 (15)
[M+Na]". HR-ESI-MS: m/z =540.2223, berechnet fiir C4;4H4sNsNaOg': 540.2217. Rg: 0.06 (DCM/MeOH, 12:1).

5.38  (S5)-2-((S)-2-(fert-Butoxycarbonylamino)-3-(4-fert-butoxyphenyl)propan-amido)-3-phenylpropan-
sdurebenzylester (238, TZD-225)

Boc-Tyr(Bu)-OH (2.00g, 5.95mmol) und H-Phe-
OBn*HCI (1.80g, 6.17mmol) wird in Acetonitril
(50 mL) gelost. Bei 0 °C wird portionsweise HATU
(2.59 g, 6.81 mmol) hinzugegeben und anschlielend das
Gemisch mit TEA (1.8 mL, 12.95 mmol) versetzt. Nach
Rithren bei Raumtemperatur iiber Nacht wird gesittigte
Natriumchloridlésung (50 mL) hinzugegeben und das
Gemisch mit DCM (1x 100 mL, 2x 50 mL) extrahiert.

Nach Entfernen des Ldsungsmittels unter vermindertem Druck und sdulenchromatographischer Reinigung

(DCM/Aceton, 9:1) wird das Dipeptid 238 (3.04 g, 5.29 mmol, 89 %) als farbloser Feststoff erhalten.

'H-NMR (400 MHz, CDCL;): § = 1.34 (s, 9H, 21-H), 1.41 (s, 9H, 17-H), 2.96-3.11 (m, 4H, 3-H, 11-H), 4.31 (m,
1-H, 2-H), 4.84 (yq, J = 6.5 Hz, 1H, 10-H), 4.99 (s, br, 1-H, 8-H), 5.11 (s, 2H, 22-H), 6.37 (d, J = 7.4 Hz, 1H,
18-C), 6.91 (d, J = 8.4 Hz, 2H, 14-H), 6.96 (m, 2H, 5-H), 7.08 (d, J = 8.4 Hz, 2H, 13-H), 7.18-7.23 (m, 3H, 6-H,
7-H), 7.27-7.30 (m, 2H, 24-H), 7.35-7.40 (m, 3H, 25-H, 26-H). *C-NMR (100 MHz, CDCls): & = 28.2, 28.7
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(17-C, 21-C), 37.6, 37.9 (3-C, 11-C); 53.2; 55.7 (2-C, 10-C); 67.1 (22-C); 78.2 (20-C), 80.0 (br, 16-C), 124.1
(14-C), 126.9, 128.4, 128.5, 129.2, (5-C, 6-C, 7-C, 24-C, 25-C, 26-C), 129.7 (13-C), 131.2, 134.9, 135.4 (4-C,
12-C, 23-C), 154.3, 155.2 (15-C, 19-C), 170.7, 170.8 (1-C, 9-C). IR KBr): 1667 (CO), 1681 (CO), 1736 (CO)
em'. HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 475 (18) [M-Boc+H]", 519 (49) [M-C,Hg+H]", 575 (100) [M+H]". HR-ESI-
MS: m/z = 597.2924, berechnet fiir C3,H,,N,NaOg": 597.2935. Ry: 0.37 (CH/EE; 7:3).

5.39 (S)-2-((S)-2-(tert-Butoxycarbonylamino)-3-(4-tert-butoxyphenyl)propanamido)-3-phenylpropan-
sédure (239, TZD-226)

Der Dipeptidester 238 (2.97 g, 5.17 mmol) wird in Ethanol (150 mL)
gelost und mit Pd/C (310 mg, 10 %) versetzt. Anschlieend wird je-
weils 10 Minuten Argon und Wasserstoff durch die Reaktionsmi-
schung geleitet und der Ansatz fiir 6 h unter Wasserstoffatmosphére
gertihrt. Nach Filtration, Enfernen des Losungsmittels unter vermin-

dertem Druck und Trocknen im Hochvakuum wird in quantitativer

Ausbeute die Dipeptidsdure 239 (2.51 g, 5.17 mmol) als farbloser

Schaum erhalten.

H-NMR (400 MHz, MeCN): & = 1.32 (s, 9H, 17-H), 1.39 (s, 9H, 21-H), 2.91 (m, 1H, 11-H), 3.00 (m, 2H, 3-H,
11-H), 3.16 (dd, J = 4.7 Hz, J = 13.4 Hz, 1H, 3-H), 4.44 (m, 1H, 10-H), 4.78 (m, 1H, 2-H), 5.22 (s, br, 1H, 18-
H), 6.75 (d, J = 5.9 Hz, 1H, 8-H), 6.90 (d, J = 8.3 Hz, 2H, 14-H), 7.07 (d, J = 8.4 Hz, 2H, 13-H), 7.11 (d, /= 6.8
Hz, 2H, 5-H), 7.19-7.28 (m, 3H, 6-H, 7-H), 8.94 (s, br, 1H, 22-H). ®C-NMR (100 MHz, MeCN): & = 28.2 (21-
C), 28.7 (17-C), 37.5 (3-C), 37.6 (11-C), 53.3 (2-C), 55.6 (10-C), 78.4, 80.3 (16-C, 20-C), 124.2 (14-C), 127.0
(7-C), 128.4 (6-C), 129.4 (5-C), 129.7 (13-C), 131.4 (12-C), 135.9 (4-C), 154.0, 155.6 (15-C, 19-C), 171.4,
173.6 (1-C, 9-C). IR (KBr): 1659 (CO), 1720 (CO) cm™. HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 385 (47) [M-Boc+H]"
429 (100) [M-Bu+H]', 485 (58) [M+H]". HR-ESI-MS: m/z = 507.2476, berechnet fiir C,;H3(N,NaOy':
507.2466. Ry: 0.25 (EE + 0.1 % HOAC).

5.40 (65,9S,125)-Methyl-9-benzyl-6-(4-(tert-butoxy)benzyl)-12-(tert-butoxy-methyl)-2,2-dimethyl-4,7,10-
trioxo-3-oxa-5,8,11-triazatridecan-13-oat (240, TZD-237)

Die Dipeptidsdure 239 (1.91 g, 3.95 mmol), Ser(rBu)-OMe*HCI (933 mg, 4.41 mmol) und HATU (1.66 g,
4.38 mmol) wird in Acetonitril (50 mL) geldst und bei 0 °C mit DIPEA (2.2 mL, 12.6 mmol) versetzt. Nach 18 h
Riihren bei Raumtemperatur wird Wasser (50 mL) hinzugegeben und mit Salzsdure (1 M) auf pH 3 angeséuert.
Anschliefend wird mit DCM (1x 100 mL, 2x 50 mL) extrahiert, die vereinigten organischen Phasen werden iiber
Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Nach sdulenchro-
matographischer Reinigung (EE) wird der Tripeptidester 240 (2.47 g, 3.85 mmol, 97 %) als farbloser Schaum

erhalten.
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"H-NMR (600 MHz, CDCls): & = 1.11 (s, 9H, 5-H), 1.34 (s,
9H, 23-H), 1.40 (s, 9H, 27-H), 2.91-3.10 (m, 4H, 9-H, 17-H),
3.50 (dd, J = 3.4 Hz, J = 9.1 Hz, 1H, 3-H), 3.74 (s, 3H, 28-
H), 3.76 (dd, J = 3.1 Hz, J= 9.1 Hz, 1H, 3-H), 4.34 (ys, br,
1H, 16-H), 4.61 (m, 1H, 2-H), 4.66 (yq, J = 6.8 Hz, 1H, 8-
H), 4.88 (s, br, 24-H), 6.40 (d, J = 7.9 Hz, 1H, 6-H), 6.62 (d,
J =175 Hz, 1H, 14-H), 6.92 (d, J = 8.3 Hz, 2H, 20-H), 7.08
(d, J=8.2 Hz, 2H, 19-H), 7.20-7.25 (m, 3H, 11H, 13H), 7.29
1" (m, 2H, 12-H). ®C-NMR (150 MHz, CDCl;): § = 27.2 (5-
C), 28.2 (27-C), 28.8 (23-C), 37.4 (br, 17-C), 38.5 (9-C),
52.2 (28-C), 53.0 (2-C), 54.2 (8-C), 55.7 (br, 16-C), 61.6 (3-C), 73.4, 78.3, 80.2 (br, 4-C, 22-C, 26-C), 124.2 (20-
C), 127.0 (13-C), 128.6 (12-C), 129.4 (11-C), 129.7 (19-C), 131.2 (18-C), 136.3 (10-C), 154.4, 155.3 (br, 21-C,
25-C), 170.1, 170.3, 171.0 (1-C, 7-C, 15-C). IR (KBr): 1648 (CO), 1694 (CO), 1749 (CO) cm™'. HPLC-ESI-
MS: m/z (%) = 642 (100) [M+H]". HR-ESI-MS: 664.3546, berechnet fiir C3sHs;N3NaOg: 664.3568. Rz 0.59
(CH/EE, 1:1).

5.41 (6S5,95,125)-9-Benzyl-6-(4-(tert-butoxy)benzyl)-12-(tert-butoxymethyl)-2,2-dimethyl-4,7,10-trioxo-3-
oxa-5,8,11-triaza-13-tridecansiure (241, TZD-238)

Der Tripeptidester 240 (2.31 g, 3.61 mmol) wird in THF
(115 mL) gelost. Dazu wird bei 0°C LiOH (247.0 mg,
10.3 mmol) geldst in 60 mL Wasser gegeben und der Ansatz fiir
15 h bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wird mit Salz-
sdure (1M) auf pH 3 angesduert und mit DCM (3x, 50 mL)
extrahiert. Nach sdulenchromatographischer Reinigung (EE +
0.1 % HOAc) wird in quantitativer Ausbeute die Peptidsdure
241 (2.23 g, 3.61 mmol) als farbloser Feststoff erhalten.

"H-NMR (600 MHz, CDCly): § = 1.16 (s, 9H, 5-H), 1.33 (s,
9H, 23-H), 1.39 (s, 9H, 27-H), 2.89-3.11 (m, 4H, 9-H, 17-H),
3.56 (dd, J=4.6 Hz, J=9.1 Hz, 1H, 3-H), 3.82 (dd, J = 8.7 Hz, J = 3.0 Hz, 1H, 3-H), 4.41 (ys, br, 1H, 16-H),
4.58 (m, 1H, 2-H), 4.71 (yq, 1H, 8-H), 5.03 (s, br, 1H, 24-H), 6.66 (s, br, 1H, 6-H), 6.91 (d, J = 8.6 Hz, 1H, 20-
H), 6.99 (s, br, 14-H), 7.07 (d, J = 8.4 Hz, 2H, 19-H), 7.19-7.23 (m, 3H, 11-H, 13-H), 7.27 (yt, J = 7.1 Hz, 2H,
12-H). *C-NMR (150 MHz, CDCls): § = 27.3 (5-C), 28.2 (27-C), 28.8 (23-C), 37.9 (17-C), 38.5 (9-C), 53.0 (8-
C), 54.4 (2-C), 55.6 (16-C), 61.9 (3-C), 74.1, 78.4, 80.3 (4-C, 22-C, 26-C), 124.2 (20-C), 127.0 (13-C), 128.6
(12-C), 129.4 (11-C), 129.7 (19-C), 131.2 (18-C), 136.2 (10-C), 154.3 (21-C), 155.5 (25-C), 170.6 ,171.4,172.4
(1-C, 7-C, 15-C). IR (KBr): 1649 (CO), 1691 (CO), 1721 (CO) cm’'. HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 628 (100)
[M+H]". HR-ESI-MS: 650.3413, berechnet fiir C34H4N;NaOyg: 650.3412. Rz 0.20 (EE + 0.1% HOAC).
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5.42 (9H-Fluoren-9-yl)methyl ((S)-1-((2S,55)-5-((1H-indol-3-yl)methyl)-7-(2-((2,4-dimethoxybenzyl)ami-
no)-2-oxoethyl)-2-methyl-3,6-dioxo-1,4,7-triazonan-1-yl)-3-(benzyloxy)-1-oxopropan-2-yl)carbamat (245,
TZD-241)

a) Der Methylester 242¢ (112 mg, 146 umol) wird in

‘ 1,2-Dichlorethan (6 mL) gelost und mit Trimethyl-
37 38 zinnhydroxid (253 mg, 1.40 mmol) versetzt. Nach
36 O 0., ZHQ 0 o) j1/OH 39 Rithren unter Riickfluss fir 4 Tage wird Trimethyl-
35 34 31 19 20 zinnhydroxid (200 mg, 1.11 mmol) hinzugegeben und
O 0/2523/2[4\ ,\1]7/_\N i das Reaktionsgemisch fiir weitere 3 Tage erhitzt. An-

25, BN \ 4j 0 schlieBend wird geséttigte Natriumhydrogensulfat-

28 e o] 7H1~Z 75 16sung (10 mL) hinzugegeben und das Reaktionsge-

 \ua " misch mit DCM (3X 20 mL) extrahiert. Die vereinigten

Hf;l 9 organischen Phasen werden iiber Natriumsulfat ge-

0 * trocknet und das Ldsungsmittel unter vermindertem

Druck entfernt. Nach Reinigung durch Séulenchroma-
tographie (EE/EtOH, 9:1 + 0.1 % HOAc) wird die Carbonsiure 245 (33.2 mg, 43 umol, 30 %) als farbloser
Feststoff erhalten.

b) Der Ester 242¢ (88.5 mg, 114 pmol) wird in THF/H,O (2:1, 6 mL) gelst und mit Lithiumhydroxid (18.6 mg,
778 pmol) versetzt. Nach 30 Minuten wird Wasser (10 mL) und DCM (10 mL) hinzugegeben. Nach der Phasen-
trennung wird die wissrige Phase mit DCM (2x 10 mL) extrahiert. AnschlieBend werden die vereinten organi-
schen Phasen iiber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel destillativ abgetrennt. Durch sdulenchro-
matographische Reinigung (EE/EtOH, 9:1 + 0.1 % HOAc) wird die Carbonséure 245 (40.0 mg, 52 umol, 46 %)

als farbloser Feststoff erhalten.

"H-NMR (600 MHz, MeCN + 1 Tr. D;0): 8 = 1.34 (d, J = 7.4 Hz, 3H, 18-H), 2.80 (m, 1H, 2-H), 3.96-3.52 (m,
7-H, 2-H, 5-H19-H, 20-H), 3.54-3.63 (m, 2H, 23-H), 4.11-4.26 (m, 3-H, 32-H, 22-H, 17-H), 4.35 (m, 2-H, 31-
H), 4.47-4.45 (m, 1H, 4-H), 7.02 — 7.12 (m, 3H, 7-H, 11-H, 12-H), 7.31-7.44 (m, 9H, 10-H, 13-H, 26-H, 27-H,
28-H, 36-H), 7.52 (m, 2H, 35-H), 7.67 (m, 2H, 37-H), 7.85 (d, J = 7.5 Hz, 2H, 34-H). "C-NMR (150 MHz,
MeCN + 1 Tr. D,0O): § = 14.5, 14.9 (18-C), 31.0 (5-C), 41.3, 43.2, 44.1, 44.2, 45.6, 46.6, 46.7, 48.0, 48.0, 50.4,
50.6, 50.7, 52.0, 52.1, 56.9, 57.0, 57.1, 61.2 (2-C, 17-C, 19-C, 20-C, 22-C, 32-C), 67.6 (31-C), 70.9 (23-C), 73.8
(24-0), 109.2 (6-C), 112.4 (10-C), 119.7, 120.2, 121.0, 122.7, 125.8, 126.3, 128.2, 128.4, 128.7, 128.7, 128.8,
129.0, 129.4 (11-C, 12-C, 13-C, 14-C, 26-C, 27-C, 28-C, 34-C, 35-C, 36-C, 37-C), 137.2, 139.0 (9-C, 25-C),
142.1 (38-C), 145.1 (33-C), 159.3 (30-C), 168.1, 173.6, 173.8, 171.5 (1,C, 3-C, 16-C, 21-C). IR (KBr): 1654
(CO), 1718 (CO) cm™. HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 758 (100) [M+H]", 775 (75) [M+NH,]", 780 (64) [M+Na]".
HR-ESI-MS: 780.3001, berechnet fiir C4;3H43N5NaOg: 780.3004. Ry 0.33 (EE/EtOH 9:1 + 0.1 % HOAC).



VI Experimenteller Teil 174

5.43 (9H-Fluoren-9-yl)methyl ((S)-1-((2S,55)-5-((1H-indol-3-yl)methyl)-7-(2-((2,4-dimethoxybenzyl)ami-
no)-2-oxoethyl)-2-methyl-3,6-dioxo-1,4,7-triazonan-1-yl)-3-(benzyloxy)-1-oxopropan-2-yl)carbamat (246,
TZD-242)

Die Saure 245 (30.1 mg, 40 umol) wird

O in DCM (2mL) geldst und mit 2,4-

37 38 . ?j 46 R 0\48 Dimethoxybenzylamin (12 pl,

36 33 g ﬁ o e} 1 N N 23 80 pmol), HATU (39.5 mg, 104 pmol)
35 34 30 sz/ZANANj/ 0\47 und DIPEA (15 ul, 110 pmol) versetzt.

Nach Riihren bei Raumtemperatur fiir

TR f 0o 15 h wird DCM (20 mL) und Kalium-

@ O 15 hydrogensulfatlésung (1M, 10 mL)

— hinzugegeben. Nach Phasentrennung

8% wird die wissrige Phase mit

10 Dichlormethan (3x 10 mL) extrahiert.

Anschlieffend wird das Losungsmittel

unter vermindertem Druck entfernt und das Produkt sdulenchromatographisch (EE/EtOH, 9:1) gereinigt. Das
Peptid 246 (31.0 mg, 34 pmol, 86 %) wird als farbloser Feststoff erhalten.

"H-NMR (400 MHz, MeCN): § = 1.24-1.35 (m, 2H, 18-H), 2.79-3.51 (m, 8H, 2-H, 5-H, 19-H, 20-H), 3.54-3.65
(m, 2H, 23-H), 3.65 -4.91 (m, 16H, 4-H, 17-H, 22-H, 24-H, 31-H, 32-H, 40-H, 47-H, 48-H), 6.12-6.74 (m, 5H,
15-H, 29-H, 39-H, 43-C, 45-C), 6.92-7.86 (m, 19H, 7-H, 10-H, 11-H, 12-H, 13-H, 26-H, 27-H, 28-H, 34-H, 35-
H, 36-H, 37-H, 46-H). "C-NMR (100 MHz, MeCN): & = 14.8, 15.9 (18-C), 31.2 (5-C), 38.8, 38.9, 41.3, 45.4,
46.9, 47.9, 48.0, 50.5, 50.7, 55.3, 55.9, 56.0, 56.1, 56.2, 56.2, 56.3, 57.0, 57.1, 57.4 (-C, 4-C, 17-C, 19-C, 20-C,
22-C, 31-C, 32-C, 47-C, 48-C), 67.8 (31-C), 71.1, 71.2 (23-C), 73.8, 73.9 (24-C), 99.2, 99.3, 99.4, 99.6, (43-C),
105.1, 105.2 (45-C), 108.8, 109.5, 109.7 (6-C), 112.3, 113.6 (10-C), 119.6, 120.2, 121.0, 122.7, 125.8, 126.2,
128.2, 128.6, 128.7, 128.9, 129.4, 129.4, 130.1, 130.2, 130.5, 130.7 (7-C, 11-C, 12-C, 13-C, 14-C, 26-C, 27-C,
28-C, 34-C, 35-C, 36-C, 37-C, 41-C, 46-C), 132.3, 132.7 (35-C), 137.7, (9-C), 142.2 (38-C), 145.0 (33-C),
159.5,160.1, 161.4, 163.3, 164.1, 164.3 (30-C, 42-C, 44-C), 166.0, 166.4 (21-C), 170-7, 171.5, 172.2 (1-C, 3-C,
16-C). IR (KBr): 1659 (CO) cm™'. HPLC-ESI-MS: m/z (%) = 907 (100) [M+H]", 929 (20) [M+Na]’. HR-ESI-
MS: 929.3866, berechnet fiir C5;Hs4NgNa09:929.3844. Ry: 0.35 (EE/EtOH, 9:1).
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6. Chemische Verschiebungen membrangebundener Peptide

6.1 Chemische Verschiebung von Myosuppressin in DPC-Mizellen

AS NH H, Hg weitere
Thr' - 421 3.97 y: 1.32
Asp’ 8.50 4.84 2.82,2.78 --
Val® 8.50 4.00 2.17 y:1.02,0.98
Asp* 8.32 4.49 2.74,2.69 -
His’ 8.25 4.58 3.33,3.25 82:7.33, &/
Val® 8.10 3.87 2.13 v:0.98, 0.85
Phe’ 8.04 4.55 3.26,3.19 8:7.35,8:/,¢/
Leu® 7.84 421 1.75, 1.64 y: 1.67,8:0.93
Arg’ 7.76 4.18 1.72 v: 1.40, 8: 3.10, &: 7.44
Phe'® 7.75 4.58 3.32,3.01 8:7.37, 81,8/
NH, 7.13 - - -
/) konnte nicht zugeordnet werden
6.2  Chemische Verschiebung von Myosuppressin in SDS-Mizellen
AS NH H, Hp weitere
Thr' - 4.28 4.05 y: 1.38
Asp* 8.19 4.90 2.75,2.89 -
Val® 8.19 4.13 222 y: 1.02
Asp* 8.30 4.60 2.71 -
His’ 8.15 4.63 3.24 82:7.13, &1/
Val® 8.00 3.97 2.07 v: 0.96, 0.86
Phe’ 7.52 472 3.19,3.31 8:7.45, 61,8/
Leu® 7.89 425 1.66, 1.82 y: 1.71, 8: 0.96, 0.99
Arg’ 7.80 4.19 1.70 y:1.36,8: 3.11, &: 7.09
Phe'’ 7.57 4.70 3.01,3.36 8:7.39,8:/, ¢/
NH, / - - -

/) konnte nicht zugeordnet werden
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6.3  Chemische Verschiebung von Tachykinin in DPC-Mizellen

AS NH H, Hg weitere

Ala' - 4.29 1.53 -

Pro’ - 4.49 1.87,2.30 y:2.03, 8: 3.55,3.70
Leu’ 8.57 4.24 1.64, 1.74 y:1.62, 8:0.87,0.82
Ser? 8.10 4.14 3.81 -

Gly’ 8.39 3.82 - -

Phe® 8.08 4.38 3.00 8:7.17,€:7.25,¢:7.20
Tyr’ 7.89 430 2.84,3.02 3:7.01, ¢ 6.74
Gly* 7.92 3.80, 3.86 - -

val’ 7.82 4.01 2.11 y: 0.98
Arg'’ 8.21 423 1.84,1.71 v: 1.64, 1.66, 8: 3.10, &: 7.42
NH, 7.44 - - -

6.4 Chemische Verschiebung von Tachykinin in SDS-Mizellen

AS NH H, Hg weitere

Ala' - 438 1.62 -

Pro’ - 4.56 235 v:2.09, 5: 3.80, 3.56
Leu® 8.06 434 1.81,1.96 v: 1.66, 8: 0,95, 0.90
Ser” 7.91 4.06 3.91 -

Gly’ 8.33 4.90 - -

Phe® 7.86 4.49 3.05,3.12 8:7.17,€:7.28,(: 7.24
Tyr’ 7.74 4.41 3.07,2.97 8:7.09, : 6.83
Gly* 7.81 3.94,3.84 - -

val’ 7.68 4.05 2.22 y: 1.01
Arg'’ 7.89 426 1.85 y: 1.75,1.68, 8: 3.17, &: 7.08
NH, 7.29 - - -

6.5 Chemische Verschiebungen von Helicokinin I in DPC-Mizellen

AS NH H, Hg weitere
Tyr' - 4.14 3.04 3:7.05, &: 6.81
Phe’ 7.08 4.53 3.04 y:7.06,8:/, ¢/
Ser’ 8.07 4.53 3.65,3.69 -
:1.34,1.58

Pro* - 4.20 1.95 !

8:3.32,3.41

s 01:7.29,¢l:/,82: 7.44,m2: 7.06, (3: 7.00, €3:
Trp 7.50 4.66 3.14,3.35
7.59

Gly® 8.00 3.87 - -
NH, / - - -

/ konnte nicht zugeordnet werden
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6.6 Chemische Verschiebungen von Helicokinin I in SDS-Mizellen

AS NH H, Hg weitere
Tyr' - 426 3.02,3.12 5:7.16, &: 6.87
Phe’ 7.23 4.56 3.08 y:7.23,8:/, ¢/
Ser’ 7.83 4.47 3.63 -
Pro* - 422 2.01 y: 138, 1.62,8:3.17,3.26
s 01:7.24,¢€1:9.97,02: 7.46,12: 7.13, {3: 7.06,
Trp 7.25 4.73 3.23,3.37
€3:7.60
Gly® 7.84 3.88 - -
NH, / - - -
/ konnte nicht zugeordnet werden
6.7 Chemische Verschiebungen von Helicokinin I in wiissriger Losung
AS NH H, Hg weitere
Tyr' - 4.15 3.08 5:7.11, &1 6.85
Phe’ 8.12 4.60 2.98 v:7.20,8:7.33,¢:/
Ser’ 8.13 4.57 3.67 -
Pro* - 426 2.13 y: 1.65, 1.82, 8: 3.48,3.53
Trp5 786 470 323,335 61:7.25, €1: 10.16, £2: 7.53,n2: 7.26, (3: 7.18,
€3:7.67
Gly® 8.04 3.79 - -
NH, 7.09 - - -
/ konnte nicht zugeordnet werden
6.8  Chemische Verschiebung von [Ala‘]-Helicokinin I in DPC-Mizellen
AS NH H, Hg weitere
Tyr' - 4.07 2.94 3:7.00, &: 6.84
Phe? 7.29 4.98 3.11,3.25 5:8.49,8:/,¢:/
Ser’ 8.49 434 3.85,3.89 --
Ala* 8.20 4.29 1.32 -
] 81:7.30, £1: 10.59, £2: 7.49, 2: 7.12, {3: 7.06,
Trp 8.01 4.66 3.27,3.41
€3:7.61
Gly® 8.23 3.90 - -
NH, / - - -

/ konnte nicht zugeordnet werden
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6.9  Chemische Verschiebung von [D-Phe’]-Helicokinin I in DPC-Mizellen

AS NH H, Hg weitere
Tyr' - 426 2.89,2.99 5: 6.88, &: 6.82
D-Phe? 8.54 4.70 3.00, 3.13 8:7.31,6:7.34,C:/
Ser’ 8.55 451 3.78 --
Pro’ - 4.40 2.06 v: 1.42,1.71, 8: 3.45,3.72
s 61:7.37,€1:10.68, {2: 7.52,2: 7.14, (3: 7.08,
Trp 7.81 473 3.22,3.43
€3:7.70
Gly° 8.12 3.96 - -
NH, / - - -

/ konnte nicht zugeordnet werden

6.10 Chemische Verschiebung von [D-Phe’|-Helicokinin I in SDS-Mizellen

AS NH H, Hg weitere
Tyr' - 427 2.64,2.86 8:6.78, €: /
D-Phe? 8.28 4.67 2.91,3.17 8:7.28,8: 1,8/
Ser’ 8.12 4.47 3.65 -
Pro* - 431 2.06 y: 133, 1.67, 8: 3.29, 3.58
Trp? 750 47 3.18,3.36 61:7.03,¢l:/,02: 7.41,12:7.09, (3: 7.03, €3:
7.61
Gly® 7.88 3.87 - -
NH, / - - -

/ konnte nicht zugeordnet werden

6.11 Chemische Verschiebung von [D-Pro*]-Helicokinin in DPC-Mizellen

AS NH H, Hg weitere

Tyr' - 4.09 2.93 3:7.04, €: 6.85

Phe? 8.56 441 3.06,3.15 5:7.14,8: 721,/

Ser’ 8.55 4.68 3.77,3.86 --
D-Pro* - 4.48 1.71,2.14 v: 1.81,1.90 8: 3.42, 3.57

Ty’ § 26 anl 326,340 81:7.33, 1: 10.64, {2: 7.52,12: 7.13, {3: 7.18,

€3:7.64
Gly® 8.45 3.88,3.94 - -
NH, / - - -

/ konnte nicht zugeordnet werden
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6.12 Chemische Verschiebung von Cyclohelicokinin I (19) in DPC-Mizellen

AS NH H, Hg weitere
Tyr' 9.05 4.14 3.09 8:6.81,¢: 6.61
Phe’ 7.63 4.50 3.40 8:7.10,¢€:/,¢:/
Ser® 7.97 4.73 3.76, 4.07 -
Pro - 4.19 0.85,2.43 y:1.63, 1.98, 8: 3.24,3.71
; 81:7.00, 1: 10.59, 2: 7.13,12: 6.92, {3: 6.58,
Trp 7.46 4.59 3.11,3.56
€3:7.54
Gly° 7.04 3.92,4.11 - -

/ konnte nicht zugeordnet werden

6.13 Chemische Verschiebung von cyclo(Tyr-Phe-Ser-Pro-Trp-Gly-Gly-Gly-Gly) (23) in DPC-Mizellen

AS NH H, Hg weitere
Tyr' 8.98 427 2.68,2.90 8:7.02, &: 6.81
Phe’ 8.15 5.01 3.21,3.60 5:7.43,8:7.35,C/
Ser’ 7.88 4.61 3.97,4.03 -
Pro* - 4.23 0.39, 1.86 y:1.46, 1.67, 8: 3.33,3.79
s 31:7.36, e1: 10.59, {2: 7.45,12: 7.14, (3: 7.26,
Trp 7.56 4.80 3.24,3.55
€3:7.68
Gly° 8.03 3.95,4.33 - -
Gly’ 7.88 3.78, 4.48 - -
Gly® 8.60 3.89,4.28 - -
Gly’ 8.54 3.75,4.06 - -

/ konnte nicht zugeordnet werden

6.14 Chemische Verschiebung von 145 in DPC-Mizellen

AS NH H, Hp welitere
Tyr' - 4.04 2.96 3:7.00, &: 6.79
Phe? 8.64 4.46 3.14,2.89 8:7.17,€:7.13, ¢/
Ser’ 8.64 4.64 3.79, 3.56 -
Val* - 4.04 1.61 v: 0.88, 0.55
s 31: 7.24, €1: 10.79, {2: 7.46, n2: 7.05, {3: 7.00,
Trp - 5.25 3.48,3.38
€3:7.49
Gly® - 3.69,2.82 -- -
NH, 7.50 -- -- -
Val-CH,: 3.71, 2.81, Trp-CH: 3.39;
C;-Briicke  -- - --

Gly-CH;: 3.64, 3.29
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6.15 Chemische Verschiebung von 254 in DPC-Mizellen

AS NH H, Hg weitere

Tyr' - 4.20 3.10 3:7.11, £:6.83

Phe? 8.54 4.59 3.09, 3.00 8:7.26,8:/,C:/

Ser® 8.22 4.64 3.52,3.73 -

Pro* - 4.59 2.04 v: 1.85,83.62

Trp® - 5.20 3.31,3.13 el: 11.14, {2: 7.51,m2: 7.15, (3: 6.99, £3: 7.34
Gly® - 4.33,3.63 - -

NH, 7.41 - - -

welitere - - - CH,: 4.04,3.59, CH: 5.97
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