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Einleitung

Eine Reihe biochemisch und physiologisch interessanter, in verschiedenen Lebewesen
ablaufender Prozesse wird von Peptiden beeinflusst. Diese greifen beispielsweise als Hor-
mone in die Signaltransduktion ein und dienen als Neurotransmitter oder -modulator.
Auch {ibernehmen sie Funktionen in Zellinteraktionen oder in anderen fiir das Uber-
leben von Organismen essentiellen biochemischen Prozessen, wie der Immunantwort,

dem Metabolismus oder der Zellreproduktion. !

Oftmals kénnen sie jedoch auch véllig andere Aufgaben iibernehmen. So sind viele Mi-
kroorganismen wie marine Schwdmme, Manteltiere, Bakterien und Pilze reichhaltige
Quellen fiir ungewdhnliche, biologisch oder medizinisch aktive Sekundérmetabolite. 23]
Diese in vielen Fallen nichtribosomal produzierten Peptide dienen dem produzieren-
den Organismus zumeist als Abwehrstoffe. Sie besitzen jedoch haufig fir die Forschung
interessante Figenschaften, zu denen neben insektiziden, antimikrobiellen, antiviralen
oder antikanzerogenen auch entziindungshemmende und immunsuppressive Aktivitdten
zéhlen. Wéhrend einige solcher Peptide in Form von Medikamenten Verwendung finden
oder als Leitstrukturen fiir solche dienen, haben sich andere als hilfreiche Werkzeuge
in der biochemischen Forschung zur Aufklarung verschiedener natiirlicher Prozesse eta-
bliert. ¥ Diese weitreichende Verwendbarkeit nichtribosomal synthetisierter Peptide ist
oftmals auf die ungewthnlichen in ihnen enthaltenen Aminoséuren zuriickzufithren, wel-
che fiir Strukturgebung und konformationelle Eigenschaften ebenso wichtig sind, wie

fiir ihre Funktion in biologischen Systemen.

Die sich schnell weiterentwickelnde interdisziplindre Forschung an biologisch aktiven

Peptiden fiithrt zu immer neuen Anwendungsgebieten und Einsatzmoglichkeiten der-



artiger Naturstoffe. Insbesondere die Medizin verlangt nach immer neuen Wirkstof-
fen, um in komplizierte krankheitsbedingte Fehlfunktionen eingreifen zu kénnen oder
Krankheiten zu bekédmpfen, fir die entweder noch kein Therapeutikum existiert oder
die bekannten auf Grund von Resistenzen nur eingeschrankt nutzbar sind. Um effiziente
Wirkstoffe mit einer grolen therapeutischen Breite fiir eine gezielte Therapie zu finden,

ist eine stdndige Suche nach neuen therapeutisch wirksamen Verbindungen notwendig.

Viele in der Natur auftretende Sekundirmetabolite konnen aus dem produzierenden
Organismus isoliert werden, was sie zwar in einigen Fallen leicht zugénglich macht,
jedoch die Variabilitdt stark einschrénkt. Um eine moglichst grofie Zahl peptidischer
Naturstoffe untersuchen zu koénnen, ist es daher neben ihrer Isolierung Aufgabe der
Forschung, chemische Synthesen zu entwickeln sowie Strukturen und Wirkmechanismen
aufzuklaren. Die Naturstoffsynthese dient dabei nicht nur als Beweis einer fiir einen
isolierten Naturstoff vorgeschlagenen Primér- und Sekundérstruktur. Sie ist ebenso
von Bedeutung fiir die gezielte Variation von Naturstoffen, um Strukturaufklarung
voranzutreiben, Wirkmechanismen besser zu verstehen und gleichzeitig den Einfluss
einzelner Bausteine grundlegend herausstellen zu kénnen. Auf diese Weise lassen sich
einerseits neue Leitstrukturen fiir Wirkstoffe finden, andererseits ist es jedoch auch
moglich Struktur-Aktivitats-Beziehungen (SAR) abzuleiten und durch sie das Potenzial

eines Naturstoffs abzuschétzen und gegebenenfalls zu optimieren.

Eine schon langer bekannte Klasse von peptidischen Naturstoffen sind die Efrapeptine.
Sie werden von Pilzen der Gattung Tolypocladium als mikroheterogenes Gemisch struk-
turell ahnlicher Peptide produziert. Als ATPase-Inhibitoren mit antiproliferativen und
antikanzerogenen Eigenschaften stehen sie im Fokus der aktuellen Forschung, weshalb
ein synthetischer Zugang sowie die Aufklirung und Variation ihrer Struktur fiir ein

weitgehenderes Verstdndnis unerlésslich sind.

Ein ebenso interessantes, den Efrapeptinen strukturell sehr dhnliches Peptid, welches
von Pilzen der Gattung Chrysosporium produziert wird, ist Adenopeptin. Dieser erst
vor einigen Jahren entdeckte Naturstoff bewirkt in vitro Apoptose an Tumorzellen, was
ihn zu einem guten Kandidaten fiir die gezielte Therapie macht. Da jedoch erst wenig
iiber diesen Vertreter der nichtribosomal von Pilzen produzierten Peptide bekannt ist,

besteht ein grofles Interesse an einer eingehenderen Erforschung.



Theorie

2.1 Aminosauren und Peptide

Aminosduren werden zurecht als elementare Bausteine vieler natiirlicher Prozesse ange-
sehen. Dabei konnen Aminosduren einzeln regulatorisch eingreifen wie im Fall von Or-
nithin im Harnstoffzyklus oder y-Aminobuttersiure als Neurotransmitter,® oder auch
in Form von Polykondensationsprodukten, den Peptiden und Proteinen. In Proteinen
finden sich zumeist die klassischen 20 proteinogenen Aminoséuren, die auf Seite xiv ab-
gebildet sind. In jlingerer Zeit wurden zudem zwei weitere DNA-Kodierte Aminoséauren
entdeckt, Selenocystein!®”) und Pyrrolysin. 819 Mit Ausnahme der achiralen Amino-
sdure Glycin handelt es sich bei den proteinogenen Aminosduren ausschlieflich um

L-x-Aminosauren.

In der Natur finden sich Peptide und Proteine mit zwei bis mehrere Tausend Amino-
sduren, wobei die Unterscheidung zwischen Peptiden und Proteinen flielend ist. Die
Aminosiduren sind iiber Amidbindungen, die sogenannten Peptidbindungen, verkniipft,
was zu einer definierten Sequenz, der Primérstruktur, fihrt. Sie ist mafligeblich fiir
die Sekundérstruktur, welche die rdumliche Anordnung benachbarter Aminoséurereste
widerspiegelt. Wichtige Sekundarstrukturelemente, welche haufig durch Wasserstoff-

briicken stabilisiert werden, sind Helices, Faltblatter und turns (Schleifen).

Ein wichtiges strukturbestimmendes Merkmal der Peptidbindungen ist der Doppel-
bindungscharakter der C—N-Bindung, welcher hauptséchlich durch die Delokalisierung



2.1 Aminoséduren und Peptide
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Abbildung 2.1: Resonanzstabilisierung (a) und cis/trans-lsomerisierung einer gewdhnlichen Peptid-
bindung (b) bzw. einer Xaa-Pro-Bindung (c)[!

des freien Elektronenpaars am Stickstoffatom bedingt ist (Abb. 2.1). Durch die Reso-
nanzstruktur wird die Basizitdt des Stickstoffatoms gesenkt und die Rotation um die
C—N-Achse erschwert, was zu einer erhéhten Rigiditdat und Planaritat fithrt. Dies hat
Auswirkungen auf die dreidimensionale Struktur der Peptide. Die Bindungsldnge der
Amidbindung ist mit 132 pm gegeniiber einer Einfachbindung (149 pm) verkiirzt, ist
jedoch lénger als eine Doppelbindung (127 pm).”! Die Rotationsbarriere der Amidbin-
dung liegt bei 105 kJ-mol~!, was die Ausbildung zweier Rotamere bedingt. Der Ener-
gieinhalt der trans-Konfiguration (Torsionswinkel w der C—N-Bindung ist 180°) ist
gegeniiber der cis-Konfiguration (w=0°) um 8kJ-mol~! niedriger. Lediglich die Xaa-
Pro-Peptidbindung stellt eine Ausnahme dar. Da hier die Energiedifferenz zwischen
cis- und trans-Konfiguration geringer ausféllt, liegen Xaa-Pro-Bindungen bedeutend

hiufiger cis-konfiguriert vor. !

2.1.1 B-Aminosauren und p3-Peptide

Bei -Aminosduren befindet sich gegeniiber &-Aminosduren ein zusétzliches Kohlen-
stoffatom zwischen der Amino- und der Carboxylgruppe. Seitenketten kénnen sich so-
wohl an C* als auch an CP befinden, wobei nach einer von Seebach vorgeschlagenen
Nomenklatur C*-substituierte B-Aminoséuren als 2-Aminosduren, CP-substituierte

B-Aminoséuren als f3-Aminosduren und C*P-disubstituierte f-Aminosiuren als B253-



2 Theorie

R 0
H2N/\HJ\OH H N)\/U\OH HQNMOH
R1 2 Rl
(a) (b) (c)

Abbildung 2.2: 3-Aminosauren: (a) B2-Aminosauren, (b) B3-Aminosiuren und (c) B23-Aminosauren

Aminoséuren bezeichnet werden (Abb. 2.2). Ist der Rest R, den eine B-Aminoséiure
tragt, analog zu einer proteinogenen o-Aminosiure, wird sie als (3-homo-Aminoséure

bezeichnet. 11

In verschiedenen Ubersichten wird ausfiihrlich auf chemische, biologische und medizi-

[12-15]

nische Aspekte von -Aminoséuren und -Peptiden eingegangen. Hervorgehoben

werden sollen hier nur einige Bereiche dieses umfangreichen Gebiets.

Eine Vielzahl von Naturstoffen enthélt neben - Aminosduren auch -Aminosduren. Da-
bei ist auffallig, dass diese Peptide haufig schon bei kurzen Kettenlédngen klar definierte

Sekundarstrukturen wie Helices und Faltblétter besitzen,

die fiir ihre natiirliche Funktion entscheidend sind. (3- OH H 0
Aminoséuren enthaltende Peptide sind oftmals stabil ge- HN ° N\:)J\OH
geniiber Peptidasen und Metabolisierung. Zudem stellen 0] :

sie hdufig Mimetika fiir «-Peptide dar. \(

Das in Abbildung 2.3 gezeigte Bestatin beinhaltet o- ] ) )
Abbildung 2.3: Das Dipeptid

2 i i i
Hydroxy-p~-homo-phenylalanin. Neben immunstimulato- Bestatin

rischen Eigenschaften weist dieses schon in den 1970er

Jahren aus Streptomyces olivoreticulithe isolierte und charakterisierte Dipeptid auch
antikarzinogene Eigenschaften auf. Es inhibiert selektiv Aminopeptidasen, wahrend es
keinerlei Wirkung auf Carboxyproteasen und Endoproteasen zeigt. Medizinische An-
wendung findet Bestatin sowohl in der Diagnostik als auch in der Chemotherapie zur

Unterbindung von Metastasierungen. 6!

Weitere wichtige Vertreter von (-Peptiden sind die Cryptophycine, eine Klasse von
makrozyklischen Depsipeptiden die als Sekundérmetaboliten von Cyanobakterien der
Gattung Nostoc produziert werden (Abb. 2.4). Die biologische Aktivitat der Crypto-
phycine ist auf die Wechselwirkung mit Tubulin zuriickzufithren. Sie haben starke anti-
proliferative Wirkung, was sie zu aussichtsreichen Zytostatika sogar fiir multiresistente

Tumorarten macht. Die derzeitige Forschung konzentriert sich intensiv auf das genaue
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Abbildung 2.4: Auswahl von Cryptophycinen: (a) Cryptophycin-1, (b) Cryptophycin-52 und (c) Cryp-
tophycin-24

Verstandnis von Struktur- Aktivitats-Beziehungen und das gezielte Tumortargeting, um

Nebenwirkungen zu reduzieren und die Effektivitét zu erhohen. [17)

2.1.2 Spezielle Aminosauren und nichtribosomal produzierte Peptide

Neben den 3-Aminosduren gibt es weitere natiirlich vorkommende Aminosduren. Diese
sind zwar wie auch f-Aminosduren nicht genetisch codiert, sind jedoch in vielen Mi-
kroorganismen présent und werden héufig in nichtribosomal produzierte Peptide einge-
baut. Seit der Entdeckung des vom Pilz Penicillium notatum produzierten Penicillins
durch Fleming!'® wurde die Aufmerksamkeit bis heute verstirkt auf Mikroorganismen
als Quelle fiir neue Verbindungen mit antimikrobiellen, antiviralen, immunsuppressiven

und zytotoxischen Eigenschaften gelenkt. Diese Sekundarmetabolite, die sich im Laufe

Abbildung 2.5: Beispiele nichtribosomal synthetisierter Peptide: das fettsduresubstituierte Surfactin A und
das nicht proteinogene Aminosiuren beinhaltende Gramicidin S B
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der Evolution als Abwehrstoffe fiir viele Organismen entwickelt haben, sind héaufig viel

versprechende Ausgangsverbindungen auf dem Weg zu neuen Wirkstoffen.

| )
0] N
N
l///// |
HN 0
OH
N~ I/: OHO
\\ H
| O)\\ E 0 N N\

C

Abbildung 2.6: Beispiele nichtribosomal synthetisierter Peptide: das N-methylierte Aminosauren enthaltende
Cyclosporin C und das glykosylierte Reste enthaltende Vancomycin D

Wichtige Vertreter dieser Sekundérmetabolite sind kleine Peptide, die eine Vielzahl ein-
zigartiger Strukturelemente enthalten. Zu ihnen gehoren Fettséurereste (Surfactin A,
Abb. 2.5),[19*20} nichtproteinogene Aminosduren (Gramicidin S B, Abb. 2.5),[21’23] N-
methylierte Reste (Cyclosporin C, Abb. 2.6) 2420 oder auch glykosylierte Aminoséuren
(Vancomycin D, Abb. 2.6).1272% Ein Vorteil fiir die medizinische Verwendung derarti-
ger Peptide ist das durch die hohe Bioverfiigbarkeit, welche aus der erhchten Stabilitat

gegeniiber proteolytischen Enzymen resultiert, bedingte therapeutische Potential.

Die biologische Funktionalitit dieser Molekiile hangt eng mit ihrer chemischen Struk-
tur zusammen, welche die Molekiile in ihre biologisch aktive Konformation zwingt und
dadurch eine spezifische Interaktion mit einer bestimmten Zielverbindung ermoglicht.
Diese strukturelle Rigiditat wird héufig durch Zyklisierung oder durch oxidative Ver-
netzung von Seitenketten erreicht. Viele Synthesemechanismen derartiger Verbindun-
gen sind bislang noch unbekannt, jedoch schreitet die Aufklérung vieler Abldufe durch

neue biochemische Methoden immer weiter voran.
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Abbildung 2.7: Nichtproteinogene Aminosauren in Pepaibiotika: «-Aminoisobuttersaure E, L-Iso-
valin F, N-Ethyl-L-norvalin G, L-Pipecolinsdure H, trans-3-Methyl-L-prolin |, trans-y-Hydroxy-L-
prolin J

Neben den erwahnten, zumeist zyklischen Vertretern nichtribosomal synthetisierter
Peptide existiert auch eine Reihe linearer Peptide, die durch Ausbildung starrer Sekun-
dérstrukturen wie turns oder Helices eine feste Konformation erhalten. Eine wichtige
Klasse derartiger Peptide sind die Peptaibiotika. % Hierbei handelt es sich um Pep-
tide, die reich an o,x-dialkylierten Aminosduren wie &-Aminoisobuttersiure E oder
D-Isovalin und L-Isovalin F sind und oftmals antibiotische Wirkung zeigen. Auch die
Aminosduren N-Ethyl-L-norvalin G, [31] 1-Aminocyclopropancarbonséure und trans-[3-
Methyl-L-prolin 13234 werden gefunden (Abb. 2.7). Die bekannteste Untergruppe der
Peptaibiotika sind die aus fiinf bis zwanzig Aminosdureresten aufgebauten Peptaibo-
le.35] Thr N-Terminus liegt zumeist in acetylierter Form vor, wihrend der C-Terminus
zum Aminoalkohol reduziert ist. In doppelschichtigen Membranen bilden Peptaibole
hiufig spannungsabhéngige Ionenkanile, die an solche in neuronalen Synapsen erin-
nern, %l wobei sie in hohen Konzentrationen Lysis der Zelle hervorrufen koénnen. 37
Neben dem bekanntesten, vom Pilz Trichoderma viride produzierten und von Meyer
und Reusser erstmals isolierten Alamethicin existieren eine Reihe weiterer Vertreter der
Peptaibole. 3840 Hervorgehoben werden soll hier das 15 Aminoséurereste enthaltende
Ampullosporin A, welches Pigmentbildung des Pilzes Phoma destructiva induziert und
spannungsabhéngige Ionenkanéle in Membranen bildet (Abb. 2.8). In jiingerer Zeit wur-
den mehrere Studien an Ampullosporin und verschiedenen Analoga durchgefiihrt, wobei
besonders die Strukturaufklarung durch Rontgenkristallographie und CD-Spektroskopie
wichtige Ergebnisse liefern konnte. Neben o-helikalen Strukturen wurde mit Hilfe der
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Rontgenkristallographie im C-terminalen Bereich eine (3-turn-dhnliche Struktur gefun-
den und ein generelles Vorgehen zur Strukturanalyse von Peptaibolen entwickelt. 1]
Hierdurch kénnen wertvolle Informationen iiber Struktur-Aktivitdts-Beziehungen ge-
funden und die Eigenschaften der Ampullosporine zur Ionenkanalbildung ndher unter-

sucht werden.

Ac-Trp-Ala-Aib-Aib-Leu-Aib-GIn-Aib-Aib-Aib-Gln-Leu-Aib-GIn-Leu-OH

Abbildung 2.8: Aminosauresequenz von Ampullosporin A

In einer zweiten Studie zur Strukturaufkldrung von Ampullosporinen kommt die CD-
Spektroskopie zum Einsatz.[*?l Hierbei stehen Strukturinderungen in Abhingigkeit
vom Loésungsmittel im Vordergrund, wobei durch Verwendung membranmimetischer
Losungsmittel eine Ubertragung auf derartige Umgebungen ermdglicht werden soll.
Ebenso wird ein Vergleich zur Kristallstruktur gezogen, welcher die so erhaltenen Er-

gebnisse bestatigt und ergénazt.

Einen wichtigen Beitrag zum Versténdnis der nichtribosomal verlaufenden Biosynthese
von Ampullosporinen durch den Pilz Sepedonium ampullosporum liefern die Untersu-
chungen von Reiber et al. Durch Verbesserung der Zellkulturbedingungen konnte die
Wachstumsrate des Organismus stark erh6éht und die fiir die Synthese von Ampullospo-
rinen verantwortlichen Enzymkomplexe identifiziert werden. Dabei wurden zwei sehr
grofle Enzymkomplexe gefunden (HMWP1 mit 1.5 MDa und HMWP2 mit 350kDa), die
in der Lage sind, a-Aminoisobuttersdure selektiv als Substrat zu binden. Ein wesent-
licher Beitrag dieser Enzymkomplexe zur Biosynthese des Aib-reichen Ampullosporin
ist daher nahe liegend. Ein dhnlicher Biosyntheseweg kann auch fiir andere Peptaibole

und viele sonstige nichtribosomal produzierte Peptide angenommen werden. 43

Zwei weitere, erst kiirzlich entdeckte, vom Pilz Cordyceps heteropoda produzierte Pep-
tide, Cicadapeptin I und II, sind mit den klassischen Peptaibolen eng verwandt. Thr
C-Terminus liegt amidiert vor, wahrend der N-Terminus mit n-Decansdure acetyliert
ist. Die Aminosduresequenz enthélt neben zwei Aib-Resten auch zwei Hydroxyprolin-
reste und einen Leucin- oder Isoleucinrest. In ersten Aktivitédtstests zeigten die beiden

Peptide antibakterielle und pilzhemmende Eigenschaften. 44

Des Weiteren gibt es verschiedene Studien zu den Peptaibolen, die neben der Struk-

46-51] nd

turanalyse hiufig auch auf Wirkmechanismen, %! die chemische Synthese!
die Biosynthese eingehen. Wie bereits in Kapitel 2.1.2 beschrieben, erfolgt auch die

Biosynthese der Peptaibole nichtribosomal an grofien, multifunktionalen Enzymen, die
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als Peptidsynthetasen bezeichnet werden. [52-56]

Die Einzelkomponenten dieser Meta-
bolite werden in Form ihrer Adenylat-, Acylphosphorylat- oder Coenzym-A-Derivate
aktiviert und anschlieBend zu den Produkten zusammengefiigt. Die nichtribosomale
Peptidsynthese représentiert eine natiirliche Alternative zur Synthese hoch spezialisier-

ter Polypeptide gegeniiber dem bekannten ribosomal gesteuerten Weg.

2.1.3 Peptidsynthese

Wihrend die Biosynthese von Peptiden und Proteinen ein Vorgang von Sekunden oder
Minuten ist, stellt die chemische Peptidsynthese eine recht zeitaufwendige Arbeit dar.
Die Synthese von Peptiden, die ausschliefilich aus Standardaminoséduren bestehen, 1auft
heute héufig automatisiert mit Hilfe von Syntheseautomaten ab, die entweder mehre-
re Peptide gleichzeitig synthetisieren kénnen oder beispielsweise durch Mikrowellen-
unterstiitzte Synthese recht kurze Reaktionszeiten ermdglichen. Werden jedoch Pep-
tide mit speziellen Aminosduren oder schlecht synthetisierbaren Sequenzen benétigt,
muss oftmals noch auf die manuelle Peptidsynthese in Losung oder an einem unlos-
lichen Tragermaterial zuriickgegriffen werden. Pionier auf dem Gebiet der manuellen
Festphasenpeptidsynthese war in den 1960er Jahren Merrifield, der fiir seine Arbeiten

1984 mit dem Nobelpreis fiir Chemie ausgezeichnet wurde. 7]

Bildung der Peptidbindung

Die Bildung einer Peptidbindung ist formal betrachtet eine Kondensationsreaktion un-

ter Eliminierung von Wasser (Abb. 2.9). Da jedoch die Bildung einer Peptidbindung

Abbildung 2.9: Vereinfachte Darstellung einer Peptidbindungsbildung

gegeniiber der Sdure-Base-Reaktion zweier Aminosduremolekiile thermodynamisch be-
nachteiligt ist, werden Hilfsmittel benétigt, die die Carboxylgruppe der einen Ami-
nosaure aktivieren und so einen nukleophilen Angriff der Aminogruppe einer zweiten

Aminosdure erméglichen. Des Weiteren miissen funktionelle Gruppen gezielt maskiert
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werden, um eine Nebenreaktion untereinander zu verhindern und eine definierte Ami-

nosiuresequenz zu erhalten.

Schutzgruppen

Neben der Aktivierung der Carboxylgruppe einer Aminoséure spielt fiir die Synthese ei-
ner definierten Sequenz die Verwendung verschiedener Schutzgruppen in der Peptidsyn-
these eine wesentliche Rolle. Diese miissen zum einen leicht an bestimmte funktionelle

Gruppen angebracht werden kénnen sowie unter den Bedingungen, die bei einer Kupp-

co,
Ho N J
R Ralg
0
P G T
\(-B( )J\
Abbildung 2.10: Abspaltung der Boc-Schutzgruppe: (a) HT

lungsreaktion herrschen, stabil sein, zum anderen miissen sie jedoch auch unter milden
Bedingungen und unabhéingig voneinander abgespalten werden kénnen. Man spricht in
diesem Zusammenhang von Orthogonalitit der verschiedenen Schutzgruppen. Neben
temporédren Schutzgruppen, die dem Schutz der a-Aminogruppe dienen, existieren ei-
ne Reihe permanenter Schutzgruppen, die je nach verwendeter Schutzgruppenstrategie

variiert werden konnen.

Die wichtigsten Schutzgruppenstrategien sind die Boc/Bzl-Strategie, bei der die Boc-
Gruppe als temporire Schutzgruppe und solche des Benzyltyps (Benzylester, Ben-
zylether, Z) als permanente Schutzgruppen Verwendung finden (Abb. 2.10), und die
Fmoc/!Bu-Strategie, die sich der Fmoc-Gruppe als temporérer und Vertretern des tert-
Butyltyps (tert-Butylester, tert-Butylether, Boc) als permanenter Schutzgruppen be-
dient (Abb. 2.11). Wahrend bei der Boc/Bzl-Strategie die Orthogonalitdt durch Ab-
spaltung der Schutzgruppen unter unterschiedlich stark sauren Bedingungen (Boc mit
TFA, Benzyl mit wasserfreier Flusssiure) gewihrleistet wird, wird sie bei der Fmoc/!Bu-

Strategie durch Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe mit sekundéren Aminen wie Pipe-

11
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Abbildung 2.11: Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe: (a) sekundéres Amin R'2—NH (z. B. Piperidin,
Diethylamin)

ridin oder Diethylamin und Abspaltung der permanenten Schutzgruppen unter sauren

Bedingungen erreicht.

Kupplungsreagenzien

Um die Carboxylgruppe einer N-terminal geschiitzten Aminoséure fiir eine Kupplung
an die Aminogruppe einer zweiten C-terminal geschiitzten Aminoséure zu aktivieren,

bieten sich eine grofie Zahl unterschiedlicher so genannter Kupplungsreagenzien an.

\

© N
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P\ 6 < PF
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e, Me, N
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Abbildung 2.12: Kupplungsreagenzien vom Uroniumtyp (N-TBTU A und N-HATU B) und vom Phos-
phoniumtyp (BOP C und PyBOP D)

Diese haben zum einen die Aufgabe, die Elektrophilie des Carboxylkohlenstoffatoms zu
erhohen und als gute Abgangsgruppe zu dienen, zum anderen verhindern sie in vielen

Fallen mogliche Racemisierungen der zu kuppelnden Aminoséure. Eine der wichtigsten
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Klassen von Kupplungsreagenzien in der modernen Peptidsynthese stellen die Uronium-

und Phosphoniumsalze dar (Abb. 2.12).[58!

MeN-gh  BFO O
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e d
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Abbildung 2.13: Mechanismus der Kupplungsreaktion mit dem Uroniumsalz N-TBTU: (a) R;N, (b) R*NH,

Uronium- und Phosphoniumsalze dienen
der in-situ-Generierung von Aktivestern,
die unter weitgehend racemisierungsfrei-
en Bedingungen die Kupplung einer Car-
boxylgruppe mit einer Aminogruppe er-
moglichen. Wahrend das Uroniumsalz N-
TBTU inzwischen standardméafig fiir Ami-
nosiurekupplungen verwendet wird, 960
finden leistungsfahigere Kupplungsreagen-

zien wie N-HATU,[01621 gop(63] oder py-

Abbildung 2.14: Vergleich der zyklischen Uber-
gangszustande des HOAt-Esters J und des HOBt-
Ester K

BOP %Y ihren Einsatz bei Aminosdurekupplungen, die mit N-TBTU nicht oder nur un-

vollstandig verlaufen oder Peptidfragmentkondensationen.

Der Reaktionsmechanismus ist bei allen genannten Kupplungsreagenzien im Prinzip

derselbe. Nach Deprotonierung der Carboxylgruppe der zu kuppelnden Aminoséure mit

Hilfe einer Stickstoffbase wie beispielsweise DIPEA, greift die entstandene Carboxylat-

gruppe am elektrophilen Zentrum des Kupplungsreagenzes E an, was zur Bildung des

13
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stark aktivierten Carbonséurederivats F fiihrt. Dieses kann dann entweder direkt mit
der freien Aminogruppe einer zweiten Aminosdure oder eines Peptids zu I reagieren
oder zunéchst mit der Abgangsgruppe G den Aktivester H bilden. Dieser kann an-
schlieffend ebenso mit einer freien Aminogruppe zum gewtinschten Peptid I reagieren
(Abb. 2.13).

Ein wichtiger Vorteil der Uronium- und Phosphoniumsalze gegeniiber beispielsweise
Carbodiimiden als Kupplungsreagenzien ist der racemisierungsdrmere Reaktionsver-
lauf, welcher bei Carbodiimiden nicht immer gewéhrleistet ist. Wie bereits erwahnt,
wird N-TBTU zumeist fiir Standardkupplungsreaktionen verwendet. Sollen Peptidfrag-
mente verkniipft oder eine mogliche Racemisierung noch zuverléssiger unterdriickt wer-
den, wird hiufig auf N-HATU als Kupplungsreagenz zuriickgegriffen. 1] Ein wesentlicher
Grund fiir die erhohte Effizienz von N-HATU gegeniiber N-TBTU ist im Nachbargrup-
peneffekt des Azastickstoffatoms zu sehen, der die Ausbildung des siebengliedrigen zy-
klischen Ubergangszustands J im HOAt-Ester wihrend der Kupplungsreaktion begiins-
tigt.[6%) Im Gegensatz hierzu kann sich im HOBt-Ester withrend der Kupplungsreaktion
nur der energetisch ungiinstigere sechsgliedrige zyklische Ubergangszustand K unter

Einbeziehung des mittleren Stickstoffs der Triazolgruppe ausbilden (Abb. 2.14).[66]

Festphasenpeptidsynthese (Solid Phase Peptide Synthesis, SPPS)

Die Festphasenpeptidsynthese stellt heute eine der effektivsten Moglichkeiten zur Syn-
these auch langerer Aminoséduresequenzen dar. In Kombination mit Peptidfragmentkon-
densationen lassen sich mit ihr ohne weiteres Peptide mit 100 und mehr Aminoséuren

synthetisieren.

Cle

Uy TG T U

M N 0]

Abbildung 2.15: Verschiedene polymere Trager fiir die Festphasenpeptidsynthese: L Merrifieldharz, M Wangharz,
N SASRIN™ und O o-Chlortritylchloridharz

14
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Bei der Festphasenpeptidsynthese ist das Peptid wihrend des gesamten Synthesever-
laufs an ein festes, unlosliches Tragermaterial gebunden, welches zumeist ein mit Di-
vinylbenzol vernetztes Polystyrolharz ist. Das Hauptunterscheidungsmerkmal solcher
polymerer Tréger ist die Art des linkers, der die Verbindung zum Peptid herstellt
(Abb. 2.15). Bei der von Merrifield entwickelten Boc/Bzl-Strategie findet das so genann-
te Merrifieldharz L Verwendung, welches auch unter den sauren zur Boc-Abspaltung
verwendeten Bedingungen stabil ist. Erst bei der Abspaltung der Seitenkettenschutz-
gruppen mit wasserfreier Flusssdure wird auch die Bindung des Peptids an den Linker
gespalten. Als Standardharz fiir die Fmoc/!Bu-Strategie dient das so genannte Wang-
harz, bei dem die Abspaltung des Peptids mit TFA erfolgt. 67 Dieses ist jedoch nicht
geeignet, wenn das zu synthetisierende Peptid recht sdurelabil ist, wie dies haufig bei
Aib-haltigen Peptiden der Fall ist. In solchen Féllen bieten sich sehr sdurelabile Har-
ze an, wie das super acid sensitive resin (SASRIN™),[%8] bei dem das Peptid mit 1%
TFA abgespalten wird oder das o-Chlortritylchloridharz, welches bereits bei einer TFA-
Konzentration von 0.5% das Peptid freisetzt und damit eine noch schonendere Hand-

habung des Peptids gewiihrleistet. (69

Die Festphasenpeptidsynthese lauft in mehreren Schritten ab. Zunéchst wird die ers-
te, N-terminal und an den Seitenkettenfunktionalitdten geschiitzte Aminoséure unter
héufig basischen Bedingungen mit der Carboxylgruppe zumeist unter Ausbildung eines
Benzylesters an den Linker gekuppelt. Nach Abspaltung der N*-Schutzgruppe (z.B.
Fmoc- oder Boc-Gruppe, s. Kapitel 2.1.3 auf Seite 11) kann eine zweite geschiitzte
Aminoséure durch Aktivierung ihrer freien Carboxylfunktion mit einem Kupplungsrea-
genz (z.B. N-TBTU oder N-HATU, s. Kapitel 2.1.3 auf Seite 12) an die harzgebundene
Aminoséure gekuppelt werden. Durch Wiederholung der Entschiitzungs- und Kupp-
lungsschritte entsteht die gewiinschte Peptidsequenz, welche am Ende unter den oben
genannten Bedingungen vom Harz abgespalten wird. Die Seitenkettenfunktionalitdten
koénnen je nach gewéhlter Strategie unter entsprechenden Bedingungen entschiitzt wer-

den.

2.1.4 Peptidsynthese mit «,x-dialkylierten Aminosauren

Sollen Peptide mit o,x-dialkylierten Aminosduren wie o-Aminoisobuttersidure oder Iso-
valin synthetisiert werden, liefern die in Kapitel 2.1.3 beschriebenen Standardmethoden
meist nur unbefriedigende Ergebnisse. Dies ist auf die sterische Hinderung durch die

zwei recht volumindsen o-Alkylreste zuriickzufithren, welche gegeniiber den einzelnen

15
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Resten in monoalkylierten Aminosduren einen erheblich gréfieren raumlichen Anspruch
haben.

Standardschutzgruppen und Standardkupplungsmethoden unter Verwendung von

«,x-dialkylierten Aminosauren

Die Verwendung von Standardschutzgruppen und Standardkupplungsmethoden bei
o, -dialkylierten Aminosduren liefert auch bei langen Reaktionszeiten und verschie-
denen Kupplungsreagenzien nur méfiige Ausbeuten. So verlauft die Kupplung zweier
Aib-Reste mit DCC als Kupplungsreagenz und HOBt als Additiv nach langer Reak-
tionsdauer nur mit geringen Ausbeuten.[" 7 Die erst kiirzlich publizierte Synthese
glykosylierter Aib-haltiger Peptide benétigt ebenfalls lange Reaktionszeiten und ergibt
nur méBige Ausbeuten. ™3 Auch die Kupplung von Fmoc-Aib-F an H-Aib-OH verlauft
unter fiir die Festphasensynthese ungeeigneten Bedingungen nach 4 h in einer méfliigen
Ausbeute von 70% (Abb. 2.16).[7

Z-Aib-OH +  H-Aib-OH —= »  Z-Aib-Aib-OH
Boc-Aib-OH + H-Aib-OBzI —b> Boc-Aib-Aib-OBzI

Boc-GIn[B-D-GIcNAc(Ac);]-OH  +  TsOH - H-Aib-OBn  ——  Boc-GIn[C(O)R]-Aib-OBn

Fmoc-Aib-F -+  H-Aib-OH 94 FmocAib-Aib-OH

Abbildung 2.16: Darstellung Aib-haltiger Dipeptide mit Standardkupplungsverfahren: (a) DCC/HOBt,
38%; (b) DCC/HOBt, RT, 70h, 50%; (c) DCC/HOBt/NMM, RT, 93h, 62%; (d) TMs-Cl, DIPEA,
CH,Cl,, Rickfluss 2h, RT 2h, 70%

Auf Grund der schlechten Anwendbarkeit von Standardkupplungsmethoden insbeson-
dere bei der Festphasensynthese von Peptiden, die «,x-dialkylierte Aminosduren ent-

halten, wurden verschiedene alternative Methoden entwickelt.

Spezielle Kupplungsmethoden zur Einfithrung «,x-dialkylierter Aminosauren

Die Verwendung neuartiger Kupplungsreagenzien oder vollig neuartiger Kupplungsme-
thoden liefert inzwischen gute Ergebnisse fiir Aib-haltige Peptide und sogar Aib-Oligo-

sequenzen. So erzielen Kaminiski et al. mit triazinbasierten Kupplungsreagenzien wie
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dem Triazinylammoniumtetrafluoroborat P gute bis sehr gute Ergebnisse, was Aus-
beute und Reinheit anbelangt (Abb. 2.17). Verschiedene Aib-haltige Dipeptide kénnen
mit diesem neuartigen Kupplungsreagenz in Ausbeuten von 80% und mehr erhalten

werden. [77]

Zwei verschiedene Methoden fiir die Kupplung von o-

Aminoisobuttersdure oder Aib-haltigen Dipeptiden mit- [Oj
einander verwendet die Arbeitsgruppe von Heimgart- NG BF@
ner. Die Kupplung dreier Aib-haltiger Dipeptide, von NS 4
denen eine in Abbildung 2.18 gezeigt ist, und die an- - | /)\ P
schlieflende Zyklisierung zu einem 18-gliedrigen Zyklo- o N0
hexapeptid gelingt in guten Ausbeuten unter Verwen- P

dung von PyAOP fiir sdmtliche Kupplungsschritte. (70
Abbildung 2.17: Neuartiges Kupp-

Fir die Synthese eines Aib-haltigen Dipeptids verwen- lungsreagenz P auf Triazinbasis

det dieselbe Arbeitsgruppe den Azirinbaustein Q, wel-

[77] In diesem Fall wird

cher die herkbmmliche Aktivierung einer Aminoséure umkehrt.
anstelle der Carboxylgruppe die Aminogruppe fir die Kupplung aktiviert, was bei der
Syntheseplanung berticksichtigt werden muss und diese Art der Kupplung fir die klassi-
sche Festphasensynthese ungeeignet macht. Dennoch kénnen in Losung gute Ergebnisse
erzielt und in Verbindung mit der von Leplawy et al. entwickelten Oxazolonmethode,
bei der o,-dialkylierte Aminoséduren in Form eines Oxazolons aktiviert werden, sogar

78] Die Synthese von Alamethicin und

einige Peptaibolfragmente synthetisiert werden.
einiger Analoga gelang der Gruppe um Toniolo durch gezielte Verkniipfung dreier Pep-
tidfragmente. Die Leistungsfahigkeit des Kupplungsreagenzes EDC in Verbindung mit
HOBt oder HOAt wird dadurch unterstrichen, dass bei samtlichen Kupplungsschritten
die Carboxylgruppe eines Aib-Restes aktiviert wird und sogar eine Kupplung an die

sterisch gehinderte, zyklische Aminoséure Prolin méglich ist. ™)

Weiterhin findet die mikrowellenunterstiitzte Synthese auch in der Peptidchemie im-
mer mehr Anwendung. So existieren bereits Syntheseautomaten, die eine Peptidsequenz
Mikrowellen-unterstiitzt in kiirzester Zeit synthetisieren kénnen. Einzelne Kupplungs-
und Entschiitzungsschritte sind innerhalb von Sekunden oder weniger Minuten vollstén-
dig, so dass auch ldngere Peptide bis 20 Aminoséuren innerhalb eines Tages hergestellt
werden konnen. Eine Ubertragung auf Aib-haltige Peptide ist ebenso méglich wie die
Anwendung in der organischen Synthese. Eine ausfiihrliche Ubersicht iiber den aktuel-

len Stand der Mikrowellensynthese gibt Kappe. [80,81]

17
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Ph
Z. jYH I J< —2 . N 0" Ho 9 J<
0 Ho§ Ho g
3 3 3
R b R : 0 e R : 0 \&N/
R4HN - R4HNJ}( %LI}I - R4HNJ\[( %J\OH N Ph
0 0 Ph 0

Q
Abbildung 2.18: Verschiedene Kupplungsmethoden nach Heimgartner: 1. Verkniipfung zweier Aib-haltiger
Dipeptide ((a) 1. H,, Pd/C, MeOH, RT, tiber Nacht; 2. Z-Leu-Aib-OH, pyAOP, DIPEA, CH,Cl,, RT, 20h,

81%); 2. Einfilhrung eines Aib-Restes nach der Azirin/Oxazolon-Methode ((b) Q, CH,Cl,; (c) 3M HCI,
THF/H,0)

Verwendung von «-Azidocarbonsauren und o-Azidocarbonsadurederivaten in der
Peptidsynthese

Die zur Zeit wohl effektivste und fiir die Festphasensynthese am besten geeignete Me-
thode zur Einfiihrung o,o-dialkylierter Aminosduren in Peptide ist die zunéchst von
der Gruppe um Meldal entwickelte und von Jost et al. optimierte Verwendung von

o-Azidocarbonsaurederivaten.

Wihrend in der Kohlenhydratchemie die Azidogruppe als Aquivalent von Aminogrup-

pen schon lange verwendet wird, 8284

existieren in der Peptidchemie bisher erst wenige
Anwendungsbeispiele. Meist wird in solchen Fillen, wenn es nicht auf eine definierte
Stereochemie ankommt, die Azidogruppe durch Substitution eines Bromids eingefiihrt.

Dies ist beispielsweise fiir die Darstellung von «-Azidoisobutterséure eine sehr einfache

R! R? R! R? R! R? R! R?
OH _23_ OH _b OH _°. Cl
H>S( Br)g( N; N;
(0] (0] (0] (0]
Rl = Alkyl
R2 = Alkyl

Abbildung 2.19: Darstellung eines beliebigen o,a-dialkylierten Azidosdurechlorids nach Meldal:
(a) nBs, CCl,, Riickfluss, Gber Nacht; (b) NaN;, DMF, RT, 2d; (c) SOCI,, Riickfluss, 2h

Moglichkeit. Die Gruppe von Meldal beschreibt die Vorgehensweise anhand verschie-

dener «,x-dialkylierter Azidosduren, wobei die beiden a-Substituenten variiert werden
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85,86 Zunichst erfolgt eine Bromierung der «-Position, welche von einer Sub-

koénnen.
stitution des Bromids mit Natriumazid gefolgt wird (Abb. 2.19). Zur Aktivierung von
o,x-dialkylierten Aminosduren kann auf das Sdurehalogenid zuriickgegriffen werden,
da mit keinerlei Racemisierung durch Deprotonierung in o-Position gerechnet werden

muss.

Ist die Stereochemie jedoch wie im Falle von D-Isovalin und L-Isovalin, oder D-*M¢Leu-
cin und L-*M¢Leucin von Bedeutung muss auf andere Verfahren zur Darstellung der
Azidosdure zuriickgegriffen werden. Ein wichtiger Syntheseweg ist der Diazotransfer,
bei dem aus einer Aminoséure direkt die Azidosdure dargestellt werden kann. Die Re-
aktion erfolgt kupferkatalysiert, indem zunéchst aus Triflylanhydrid und Natriumazid
das Triflylazid hergestellt wird, welches in der eigentlichen Reaktion als Diazoiibertré-
ger dient (Abb. 2.20).18789 Da bei diesem Verfahren die Stereochemie nicht verindert

wird, kann dieses Verfahren auch bei enantiomerenreinen Aminosduren angewendet

R R
2 H
H2N)ﬁ(OH _a, NX}(O
0 0

Abbildung 2.20: Darstellung von Azidosauren aus der Aminosdure mit Hilfe eines Diazotransfers:
(a) CF3SO,N;, CuSO,, K,CO5, H,0/MeOH/CH,Cl,, RT, iiber Nacht

werden.

Azidocarbonsduren und ihre Derivate (z. B. Sdurehalogenide) haben in der Peptidche-
mie ein breites Anwendungsgebiet. So verwenden Jost et al. o-Azidoisobuttersédurechlo-
rid fiir die erste Totalsynthese von Efrapeptin C und einiger Efrapeptin-Analoga. [46:47:90]
Dabei wird zunéchst o-Azidoisobuttersdurechlorid ausgehend von 2-Bromisobutterséu-
reethylester in einer dreistufigen Synthese hergestellt (vgl. Abb. 2.19). Dieses kann
anschliefend direkt fiir Kupplungsreaktionen in der Festphasenpeptidsynthese einge-
setzt werden. Die Kupplungsreaktion lduft ohne zusétzliches Kupplungsreagenz unter
basischen Bedingungen ab, wobei die Reaktionszeiten mit 30 min recht kurz gehalten

werden konnen.

Um die Azidogruppe anschlieflend unter Freisetzung der Aminogruppe zu reduzieren,
wenden Jost et al. eine von der Arbeitsgruppe von Vilarrasa entwickelte Methode an
(Abb. 2.21).1992] Da bei der Festphasensynthese nur auf 1ésliche Reagenzien zuriickge-
griffen werden kann, ist eine Reduktion durch katalytische Hydrierung nicht mdoglich,
wahrend diese bei Losungssynthese das Mittel der Wahl darstellt. Das von Vilarra-
sa entwickelte Zn'-haltige Reagenz [Et;NH]T[Sn(SPh),] ™ bietet sich fiir die manuelle

19
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R

N

Festphasenpeptidsynthese an, da es zum einen leicht herzustellen und sehr reaktiv ist
und zum anderen in den entsprechenden Losungsmitteln 16slich ist und eine sehr ho-
he Chemoselektivitéit besitzt. Wahrend die Azidogruppe problemlos zur Aminogruppe
reduziert wird, werden aufler der Nitrogruppe keinerlei eventuell in den Seitenketten

vorhandene funktionelle Gruppen angegriffen.

R/NH2

NEt,
b Sn(SPh),

. N Sn(SPh), N Sn(SPh), Sn(SPh),

_> rRNo ® T r-NH T r-NH
[Et,NH] s
NEt N
R ’ ? Cjk NaSPh
[Sn(OH)]2©

R/NH2

Abbildung 2.21: Reaktionsmechanismus der Reduktion einer Azidogruppe mit dem Vilarrasa-Reagenz:
(a) [Et3NH]T[Sn(SPh)5]~; (b) [EtsNH]T[PhS]~; (c) NaOH

Nach Bildung des Addukts R kommt es durch Protonentransfer und Eliminierung von
N, zur Ausbildung von S. In Losung wird anschlieBend meist durch Waschen mit Na-
tronlauge das Amin freigesetzt. Es entsteht Stannat [Sn(OH)g]?~, wobei iiberschiissiges
Sn'l als Stannit [Sn(OH),] ™ in der wiissrigen Phase geldst wird. Da bei der Festphasen-
synthese das Waschen mit Natronlauge nicht moéglich ist, wird jeweils ein zuséatzliches
Aquivalent Thiophenol und Triethylamin zugesetzt, so dass direkt das freie Amin und
Sn(SPh), entstehen. Wahrend das Amin an den festen Tréger gebunden ist, kénnen

das Nebenprodukt und {iberschiissige Reagenzien durch Filtration entfernt werden.

Eine grofle Vielfalt enantiomerenreiner o,o-dialkylierter o-Azidoséduren ist durch eine
Kombination der nichtstereoselektiven Synthese nach Meldal (vgl. Abb. 2.19) und ei-
ner enzymatischen Racematspaltung zugénglich. Erst kiirzlich beschrieben Jost et al.
eine allgemeine Vorgehensweise am Beispiel von D- und L-*M¢Leucin. %3 Hierzu wird
zunéchst die gewiinschte racemische Azidoséure synthetisiert, welche anschlieflend zum
Amid umgesetzt werden kann. Durch Hydrolyse dieses Azidosdureamids mit der I-
Amidase aus Ochrobactrum anthropi wird stereoselektiv o-Azido-L-*M¢leucin mit einem

Enantiomereniiberschuss von > 98 % ee gebildet, wihrend a-Azido-D-*M¢leucin als Azi-
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> 98 % ee 95 % ee
Ausbeute: 48 % 50 %

Abbildung 2.22: Enzymatische Racematspaltung eines «-Azidocarboxamids: (a) L-Amidase aus
Ochrobactrum anthropi, pH 8, 55°C, 1 mM ZnSO,, 7d

dosdureamid mit einem Enantiomereniiberschuss von 95 % ee zuriickbleibt (Abb. 2.22).

Dass Kupplungen mit Azidosduren auch in Form von Klickchemie funktionieren, zeig-
ten wiederum Mitarbeiter von Meldal. In einer Cu'-katalysierten 1,3-dipolaren Zyklo-
addition eines Alkins an ein Azid kénnen Azidosduren mit ihrem N-terminalen Ende
in Form des Triazols nahezu beliebig in eine Peptidsequenz integriert werden, sofern
in dieser ein endsténdiges Alkin vorhanden ist (Abb. 2.23).1%4 Die Moglichkeiten, die

® O R
R—N=N=N ,
D N=N NN
Cu———mPe tid40 [ oder N
P Peptid/N\)\Peptid \%
Peptid

Abbildung 2.23: Cu'-katalysierte 1,3-dipolare Zykloaddition eines Alkins an ein Azid unter Ausbildung
von Peptidotriazolen oder N-substituierten Histidin-Analoga

sich aus derartigen Verkniipfungen ergeben, sind zahlreich. So ist es einerseits mog-
lich, am N-terminalen Ende eines Peptids eine zusétzliche Carboxylfunktion zu plat-
zieren. Andererseits kann die Klickchemie auch auf Seitenketten angewendet werden,
was beispielsweise zu Seitenkettenanaloga N-substituierter Histidine fithren kann. Eine
Anwendbarkeit dieser Methode auf die Festphasensynthese ist problemlos mdéglich, was

die automatisierte Synthese derartiger Peptide begiinstigt.

2.2 Efrapeptine

Efrapeptine sind eine Klasse sequenzhomologer Peptide, die von dem Pilz Tolypocladi-
um niveum und dhnlichen Vertretern dieser Gattung wie beispielsweise Tolypocladium

parasiticum, Tolypocladium geodes oder Tolypocladium inflatum produziert werden. Sie

21
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zéhlen zwar formal nicht zu den Peptaibolen, sind mit ihnen allerdings eng verwandst.
Die Efrapeptine sind seit den 1970er Jahren bekannt und insbesondere seit der massen-
spektrometrisch und chromatographisch gestiitzten Bestimmung der Sequenzen durch
Gupta et al.[9%9] und der Kristallstruktur von Efrapeptin C im Komplex mit mit-
ochondrialer Fy-ATPase durch Abrahams et al.l% in den 1990er Jahren im Fokus der

aktuellen Forschung.

Neben mehreren o-Aminoisobuttersiure- und Isovalinresten enthalten die Efrapeptine
Pipecolinsdure, 3-Alanin, Glycin, Alanin und Leucin. Das N-

terminale Ende liegt auflerdem wie bei den Peptaibolen ace-

93 tyliert vor. Das C-terminale Ende unterscheidet sich hinge-
H NH, gen durch eine spezielle Kopfgruppe von den Peptaibolen. Die
NH Kopfgruppe ist eine formal von Leucinol und DBN abgeleitete

K/H Amidiniumeinheit, die in dieser Form als erstes in den Efra-

peptinen entdeckt wurde. Einen Zusammenhang mit den 1982
Abbildung 2.24: Kopf-

i von Bullough et al.[% erstmals beschriebenen Elvapeptinen
gruppe der Elvapeptine

sehen Uma et al. Die Kopfgruppe der Elvapeptine ist ein
Spermidin-Derivat, welches als biosynthetischer Vorlaufer der Amidiniumeinheit der

Efrapeptine angesehen werden kann (Abb. 2.24).

Gestiitzt wird diese Hypothese durch einige von Uma et al. durchgefithrte Experi-
mente. %9 Sie isolierten die Elvapeptine aus denselben Fermentationsbrithen wie die
Efrapeptine und konnten einen erhohten Anteil der Elvapeptine ausmachen, wenn die
Fermentation in einem recht frithen Stadium abgebrochen wurde und die Sauerstoff-
versorgung eingeschrinkt war. Auch ist eine Uberfiihrung der Elvapeptine in die Efra-
peptine durch in vitro-Behandlung mit Cu'-Chlorid, Pyridin und Luft méglich. Diese
Ergebnisse sprechen fiir einen engen Zusammenhang zwischen den C-terminalen Kopf-

gruppen dieser beiden Peptidklassen.

Efrapeptine inhibieren die Photophosphorylierung in Pflanzen und Bakterien100:101]

und die oxidative Phosphorylierung in Mitochondrien [192:103]

100,104,105

, in einigen, jedoch nicht
samtlichen Bakterienarten! und in Parasiten wie Trypanosoma cruzi, dem
Erreger der Chagas-Krankheit. 19! Die Inhibierung erfolgt durch Bindung an die F;-
Untereinheit der F1F,-ATPase. Frithe Studien gingen von einer Bindung aus, die kom-
petitiv zur Phosphatbindung durch den ATPase-Komplex erfolgt, was fiir eine Uberlap-
pung der Efrapeptin-Bindungsstelle mit der Phosphat-Bindungsstelle spricht.107:108]

In aktuellen Studien hingegen wird davon ausgegangen, dass die Bindung in einer zen-
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tralen Kavitdt des Enzymkomplexes mit Kontakten zur zentralen y-Untereinheit, zur
Br-Untereinheit und der angrenzenden o-Untereinheit erfolgt, was eine allosterische
Reduktion der ADP- oder Phosphatbindungsaffinitit wahrscheinlicher macht. 109

Vermutlich ebenfalls auf die ATPase-Inhibierung zuriickzufithren sind die antiprolife-
rativen Eigenschaften der Efrapeptine, was sie zu Kandidaten fiir die Tumortherapie
macht. 19 Zudem sind sie aktiv gegen den Malariaerreger Plasmodium falciparum,

welcher gegeniiber vielen bekannten Wirkstoffen Resistenzen aufweist. [111]

2.2.1 Sequenzen der Efrapeptine

Der am besten untersuchte und zuerst von Jost et al. synthetisierte Vertreter der Efra-
peptine ist Efrapeptin C. 647 Neben Efrapeptin C sind eine Reihe weiterer Efrapeptine
bekannt (Efrapeptine A-T). Wahrend bei den Efrapeptinen C-G bei sdmtlichen For-
schungsgruppen Einigkeit iiber die Zusammensetzung der Sequenzen herrscht, finden
sich fiir Efrapeptin A zwei Sequenzvorschlige. 119111 Die Efrapeptine B,[1% H und

1M1 wurden jeweils nur von einer Forschungsgruppe beschrieben.

Papathanassiu et al. bezeichnen die Sequenz Ac-Aib-Gly-Leu-Iva-X als Efrapeptin A
und die Sequenz Ac-Leu-Iva-X als Efrapeptin B. 119 Nagaraj et al. hingegen bezeichnen
ein aus Tolypocladium neben den anderen Efrapeptinen isoliertes Peptid der Masse
1592 Da als Efrapeptin A, ohne jedoch eine genaue Sequenzanalyse vorgenommen zu
haben. "1 Dieselbe Gruppe konnte zudem auch die Efrapeptine H (1662 Da) und I
(1676 Da) isolieren, gibt jedoch ebenfalls keine Sequenz an. Es wird lediglich darauf
hingewiesen, dass die Efrapeptine sich dadurch unterscheiden, dass Gly gegen Ala und
Aib gegen Iva ausgetauscht werden, wodurch die Massenunterschiede von 14 Da erklért

werden konnen.

Tabelle 2.1: Sequenzen der Efrapeptine C-G

Efrapeptin  Sequenz

C Ac-Pip-Aib-Pip-Aib-Aib-Leu-PAla-Gly-Aib-Aib-Pip-Aib-Gly-Leu-Aib-X

Ac-Pip-Aib-Pip-Aib-Aib-Leu-PAla-Gly-Aib-Aib-Pip-Aib-Gly-Leu-lva-X X = ?s N
Ac-Pip-Aib-Pip- Iva-Aib-Leu-PAla-Gly-Aib-Aib-Pip-Aib-Gly-Leu- Iva-X
Ac-Pip-Aib-Pip-Aib-Aib-Leu-PAla-Gly-Aib-Aib-Pip-Aib-Ala-Leu- lva-X
Ac-Pip-Aib-Pip- lva-Aib-Leu-PAla-Gly-Aib-Aib-Pip-Aib-Ala-Leu- lva-X

O M m O




2.2 Efrapeptine

24

Da sich die Forschung an den Efrapeptinen zumeist auf die Efrapeptine C-G be-

schrankt, sollen im Folgenden nur diese behandelt werden.

Sie unterscheiden sich von Efrapeptin C und untereinander in nur drei Positionen der
Aminoséuresequenz (Tab. 2.1). Der Einbau von Alanin anstelle von Glycin und von
Isovalin anstelle von a-Aminoisobuttersdure kommt vermutlich durch Ungenauigkeiten
wéahrend der nichtribosomal erfolgenden Synthese der Efrapeptine zustande. Bei der
Isolierung wird auf Grund der dhnlichen Eigenschaften der sequenzhomologen Efra-
peptine immer ein Gemisch erhalten, welches jedoch HPL-chromatographisch getrennt
werden kann (Abb. 2.25).[112

Efrapeptin C Efrapeptin C

| |

L

(a) (b)

Abbildung 2.25: Vergleich des mikroheterogenen Gemisches von Efrapeptinen aus Tolypocladium
niveum (a) und des mit synthetischem Efrapeptin C angereicherten Gemisches (b)

Interessant ist auflerdem der Einbau der zyklischen Pipecolinsdure. Erst kiirzlich wurde
iiber die Biosynthese dieser seltenen Aminoséure durch RapL, einer Lysin-Zykloamidase,
berichtet. 3] Demnach wird Pipecolinséure in einem NAD"-abhéngigen Zyklus produ-
ziert, der dem von der Prolinsynthese bekannten Ornithinzyklus dhnlich ist. Durch
massenspektrometrische Experimente, die teilweise durch gezielte Isotopenmarkierung
unterstiitzt wurden, HPL-Chromatographie und spezielle Inhibierungsversuche konnten
Gatto et al. die Biosynthese von Pipecolinsédure aus Lysin beweisen. Das gegeniiber
Prolin zusétzliche Ringatom hat seinen Ursprung in der um eine Methyleneinheit ver-

langerten Seitenkette von Lysin gegeniiber Ornithin.
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Wihrend die Efrapeptine gewohnlich aus den oben genannten Organismen der Gattung
Tolypocladium isoliert werden, berichten Boot et al. iiber die Isolierung von Efrapep-
tin G aus Pilzen der Gattung Acremonium.4 Dies zeigt, dass die Efrapeptine ver-
mutlich starker verbreitet auftreten und von deutlich mehr verschiedenen Organismen

produziert werden als zunédchst angenommen.

2.2.2 Studien an Efrapeptinen

Die Efrapeptine wurden auf Grund ihrer interessanten biologischen und medizinischen
Eigenschaften bereits fiir verschiedene Studien eingesetzt. Zum einen stellt die Inhi-
bierung von ATPasen eine Moglichkeit dar, sowohl mechanistische als auch strukturelle
Untersuchungen an diesem fiir simtliche Organismen essentiellen Enzymkomplex vor-
zunehmen. Zum anderen bieten die Efrapeptine sich auf Grund ihrer antiproliferati-
ven Eigenschaften fiir die Verwendung in der medizinischen Forschung als potentielle
Wirkstoffe gegeniiber hyperproliferativen Erkrankungen an, zu denen unter anderem

Tumorerkrankungen zéhlen.

ATPase-Inhibierung

Fir die Erforschung von Ablaufen in Verbindung mit ATPasen stellt die Verwendung von
Efrapeptinen als Inhibitoren dieser Enzymkomplexe ein
wichtiges Mittel dar. ATPasen dienen der Synthese von
Adenosintriphosphat (ATP), welches einer der wichtigs-
ten Energielieferanten in einer Vielzahl unterschiedli-
cher Organismen ist, aus Adenosindiphosphat (ADP)
und Phosphat und sind daher wichtiger Bestandteil
der Atmungskette. Es existieren verschiedene Arten
von ATPasen. Die wichtigsten sind die mitochondria-
len ATPasen, die Chloroplasten-ATPasen und die bak-

teriellen ATPasen, die sich im Wesentlichen in Anzahl,
Zusammensetzung und Struktur der Untereinheiten un-

Abbildung 2.26: Schematischer
terscheiden. [11%:116] Die mitochondriale ATPase befindet

Aufbau des ATPase-Komplexes[®]
sich in der Mitochondrienmembran ist fir die Bereitstel-

lung von ATP in eukaryontischen Zellen verantwortlich. Die Chloroplasten-ATPase ist in

der Thylakoidmembran der Chloroplasten lokalisiert, wihrend die bakterielle ATPase

25
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in der bakteriellen Membran zu finden ist. Samtliche H"-ATPasen haben gemeinsam,

dass sie einen transmembranen Protonengradienten zur ATP-Synthese nutzen.

ADP + P, Energie

ATP H,0
< L_; AEP < L AEP Z ‘L ‘L &
i i

N A i

Abbildung 2.27: Mechanismus der ATP-Synthese: LB (loose binding, schwach bindend), SB (strong binding,
stark bindend), O (open, offen)[117:118]

26

Diese komplexen Enzyme bestehen im Wesentlichen aus zwei Doménen mit mehreren
Untereinheiten (Abb. 2.26). Die F,-Doméne befindet sich in der Membran und ist fiir
den Protonentransport vom Intermembranraum durch die Membran in die umgeben-

de Matrix zusténdig. Die daraus resultierende protonenmotorische Kraft bewirkt eine

Abbildung 2.28: F1-ATPase: (a) von oben, (b) von der Seite (erstellt aus PDB-Daten mit Mol-
Script) [97.119]

Rotation der Fy-Doméne, welche an die y-Untereinheit der Fi-Doméane gebunden ist.
Die Fi-Doméne befindet sich aulerhalb der Membran und besteht im Allgemeinen aus
drei o-, drei 3-, einer y- und einer e-Untereinheit. Durch die Rotation des F,-Teils
werden Verdnderungen in den {3-Untereinheiten des F1-Teils hervorgerufen, in dem die
ATP-Synthese ablauft.
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Die p-Untereinheiten kénnen in drei unterschiedlichen Konformationen vorliegen, ei-
ner offenen, einer schwach bindenden und einer stark bindenden. Wéahrend der ATP-
Synthese erfahren die (-Untereinheiten durch die Rotation des Fi-Teils um die Fo-
Doméne Konformationsédnderungen, durch die die Affinitét zu Substrat (ADP und P;)
und Produkt (ATP) verdndert wird. Zunéchst werden ADP und Phosphat schwach an
eine (3-Untereinheit gebunden. In einem zweiten, durch die protonenmotorische Kraft
induzierten, energieabhéngigen Schritt, werden beide Komponenten stark gebunden,
und die ATP-Synthese lauft ab. Im dritten Schritt wird ATP als Energielieferant von dem
Enzymkomplex abgegeben (Abb. 2.27). Diese Hypothese der Kopplung tiber Konfor-
mationsdnderungen der ATPase fiir die oxidative Phosphorylierung stammt von Boyer,

wofiir er zusammen mit Walker 1997 den Nobelpreis fiir Chemie erhielt. 117:118]

Abbildung 2.29: Efrapeptin C im Komplex mit der Fi-ATPase (erstellt aus PDB-Daten mit Mol-
)[o7.119]

Script
Die Gruppe um Walker konnte u.a. mit Hilfe der Efrapeptine, insbesondere Efra-
peptin C rontgenkristallographisch die Struktur der Fi-ATPase ermitteln, was zu ei-
nem weitreichenden Verstandnis dieses Enzymkomplexes wesentlich beigetragen hat
(Abb. 2.28). Danach besitzt der Fi-ATPase-Komplex eine grofie zentrale Kavitiat zwi-
schen den «- und B-Untereinheiten, die durch die y-Untereinheit flankiert wird. 120
In genau diesen Hohlraum kann sich ein Efrapeptin-Molekiil einlagern, wobei Wal-
ker et al. nur Efrapeptin C beobachten konnten, was die iibrigen Efrapeptine jedoch
nicht ausschliefit. Bei den Wechselwirkungen des Efrapeptin C mit den Untereinheiten
&g, &rp, Pr und vy der Fi-ATPase handelt es sich iberwiegend um hydrophobe Inter-

aktionen, die im Falle der Rindermitochondrien-ATPase durch zwei Wasserstoffbriicken

27



2.2 Efrapeptine

28

(Abb. 2.29: Efrapeptin-Aib?B-Asp®'® und Efrapeptin-Aib?~ag-Val334, nicht abgebil-
det) unterstiitzt werden. Die dadurch hervorgerufenen leichten Verédnderungen sowohl
in der y-Untereinheit, als auch in den (3-Untereinheiten fiihren zu einer Verringerung
der Nukleotidbindungsaffinitét, einer essentiellen Voraussetzung bei der ATP-Synthese.
Diese Erkenntnis steht in Einklang mit dem von Boyer vorgeschlagenen Mechanismus,
bei dem zunédchst ADP und Phosphat gebunden werden miissen, um anschlieffend zu ATP
umgesetzt werden zu kénnen. 7 Interessant ist zudem, dass sich die Inhibitorbindungs-
stelle gegeniiber anderen Inhibitoren unterscheidet. Erst kiirzlich konnten Walker et al.
hierzu neue Ergebnisse liefern, die fiir unterschiedliche Inhibitoren insgesamt vier ver-
schiedene Bindungsstellen im Fi-ATPase-Komplex aufzeigen, was fiir unterschiedliche

Inhibierungsmechanismen je nach verwendetem Inhibitor spricht. [109,121]

Untersuchungen zu antiproliferativen Eigenschaften der Efrapeptine

Zellwachstum ist ein normaler, fiir sémtliche Organismen lebensnotwendiger Prozess.
Es besteht im Wesentlichen aus zwei Teilen, der DNA-Replikation und der Zellteilung
(Mitose). Die DNA-Replikation, auch als Interphase bezeichnet, wird wiederum in drei
Phasen (G1-, S- und G2-Phase) unterteilt. Die G1-Phase wird auch als postmitotische
oder Préasynthesephase bezeichnet und beinhaltet den Beginn des erneuten Zellwachs-
tums und die Ergénzung von Zellbestandteilen wie Cytoplasma oder Organellen. Es
liegt in dieser Phase ein vollstdndiger Satz von Ein-Chromatid-Chromosomen vor. Die
S-Phase ist die Synthesephase, in der die DNA-Replikation abléduft und Histone pro-
duziert werden. Aus den Ein-Chromatid-Chromosomen entstehen Zwei-Chromatiden-
Chromosome. In der G2-Phase, die auch als pramitotische oder Postsynthesephase be-
zeichnet wird, kommt es zur Vorbereitung auf die erneute Mitose. Kontakte zu Nach-
barzellen werden gelost, die Zelle vergroflert sich durch Fliissigkeitsaufnahme und bildet
vornehmlich RNA-Molekiile und mitosespezifische Proteine. Die Mitose lauft ebenfalls
in mehreren Phasen ab, in denen zum einen die Chromosomen und der Zellkern ge-
teilt werden, zum anderen die Zelle selbst. Soll eine durch Mitose gebildete Zelle eine
bestimmte Funktion im Organismus iibernehmen, geht sie anschlieend nicht in die
G1-Phase iiber, sondern verbleibt in der so genannten G0-Phase, in der keine Teilung
mehr stattfindet. Dies ist beispielsweise bei Nerven- oder Muskelzellen der Fall. Le-
berzellen oder Lymphocyten hingegen verbleiben iiber Wochen oder Monate in der
GO0-Phase, konnen jedoch in die G1-Phase zuriickkehren und so eine erneute Zellteilung

einleiten. 122
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In gesunden Lebewesen sind sdmtliche Ablaufe der Zellproliferation durch intrinsische
oder extrinsische Einfliisse geregelt. Extrinsische Faktoren konnen beispielsweise wachs-
tumsstimulierende oder -hemmende Botenstoffe, die Anzahl vorheriger Zellteilungen
oder einfach der verfiigbare Raum sein. Intrinsische Faktoren sind so genannte check-
points, an denen der Zellzyklus iberwacht wird und gegebenenfalls unterbrochen (Arre-
tierung) oder durch programmierten Zelltod (Apoptose) beendet werden kann. Verant-
wortlich fiir diese Uberwachung sind Zellzyklusproteine und Cykline, die zu bestimmten
Zeitpunkten der Zellreplikation vermehrt exprimiert werden und bei Erreichen eines
Konzentrationsmaximums, welches einen checkpoint markiert, schnell wieder abgebaut

werden. [123]

Wird einer dieser komplex ineinander wirkenden Mechanismen gestért, kann es zu
schwerwiegenden pathologischen Veréinderungen in der Zellproliferation kommen. So
kann neben Hyperproliferation auch Angiogenese oder Neovaskularisation auftreten, die
charakteristisch sind fir Tumorerkrankungen, Psoriasis (Schuppenflechte) oder Athe-
riosklerose bis hin zu HIV-Erkrankungen. Um derartige Erkrankungen verstehen zu
koénnen, ist eine detaillierte Kenntnis der Abléufe des Zellzyklus erforderlich. Wichtige
Arbeiten auf diesem Gebiet von Hartwell, Hunt und Nurse wurden 2001 mit dem No-

belpreis fiir Medizin ausgezeichnet. 124-126]

In einem 2003 erschienenen Patent werden die Efrapeptine neben Oligomycinen, Myco-
toxinen und Mycotoxinderivaten als mogliche Kandidaten fiir die medizinische Behand-
lung von hyperproliferativen Erkrankungen.!''% Ein wichtiger Faktor bei der Entste-
hung derartiger Erkrankungen ist die als Angiogenese bezeichnete Ausbildung von klei-
nen Blutgefafien (Kapillaren), iiberwiegend durch Sprossung aus einem vorgebildeten
Kapillarsystem. Durch sie werden neu entstehende, unkontrolliert wachsende Zellver-
bénde mit Blut versorgt. Da angiogeneseabhéngige Erkrankungen von der Proliferation
endothelialer Zellen abhéngig sind, sieht die Forschung hier einen moglichen Angriffs-
punkt fiir neue Wirkstoffe. [127]

Gerade fiir die Metastasenbildung ist eine ausreichende Versorgung der Tumorzellen
mit Nahrstoffen und Sauerstoff iber neue Blutgefifie erforderlich. Eine Inhibierung der
Proliferation von Endothelzellen behindert daher das Tumorwachstum und die Metas-
tasenbildung. 128/ Da Efrapeptine, Olygomycine, Mycotoxine und Mycotoxinderivate
anscheinend derartige inhibitorische Eigenschaften aufweisen, ist eine genauere Unter-

suchung dieser Verbindungen im Zusammenhang mit hyperproliferativen Erkrankungen
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sinnvoll und zeigt im Tierversuch bereits gute Erfolge.

Weitere von Papathanassiu et al. gerade verdffentlichte Ergebnisse unterstreichen die
Bedeutung der Efrapeptine in der medizinischen Forschung und die Tatsache, dass
die Forschung auf diesem Gebiet erst am Beginn steht und noch viele interessante
Ergebnisse erwarten lasst. Wiederum stehen die antiproliferativen Eigenschaften dieser

Verbindungsklasse und den sich daraus ergebenden Méoglichkeiten im Fokus. 129

2.2.3 Neoefrapeptine

Die Neoefrapeptine sind eine spezielle Klasse von erst vor kurzem entdeckten Efra-
peptinen. Sie enthalten neben den bereits erwdhnten Aminosduren auch 1-Aminocyclo-
propancarbonsiure und trans-p-Methyl-L-prolin. Zudem liegen die Neoefrapeptine G
und H ohne die charakteristische Kopfgruppe vor, wobei der C-Terminus auch nicht

wie bei den Peptaibolen zum Alkohol reduziert ist (Tab. 2.2).

Die Aminoséauresequenzen konnten von Fredenhagen et al. weitgehend mit Hilfe ver-

schiedener MS-Techniken, HPLC und GC/MS ermittelt werden. ¥ Unabhingig davon
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Abbildung 2.30: Die zyklischen Naturstoffe Bottromycin Ay (a) und Scytalidamid B (b)

wurden die Aminosduresequenzen und die relativen Konfigurationen der Neoefrapepti-
ne A und F mittels NMR-Spektroskopie und Massenspektrometrie durch Huber et al.
bestimmt. 32 Die Neoefrapeptine wurden aus dem Pilz Geotrichum candidum isoliert

und auf ihre biologischen Eigenschaften untersucht. 3% In samtlichen Neoefrapeptinen
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Tabelle 2.2: Sequenzen der Neoefrapeptine A—N

Neoefrapeptin  Sequenz

Ac-Pip-Aib-Pip- Iva-Aib-Leu-PAla-Gly-Acc-Aib-  Pip -Aib-Gly-Leu-Iva-X
Ac-Pip-Aib-Pip- Iva-lva-Leu-PAla-Gly-Acc-Aib-  Pip -Aib-Gly-Leu-Iva-X
Ac-Pip-Aib-Pip-lva-Aib-Leu-PAla-Gly-Acc-lva-  Pip -Aib-Gly-Leu- Iva-X
Ac-Pip-Aib-Pip-Aib-Aib-Leu-PAla-Gly-Acc-Aib-  Pip -Aib-Gly-Leu- Iva-X
Ac-Pip-Aib-Pip- Iva-lva-Leu-PAla-Gly-Acc-Iva-  Pip -Aib-Gly-Leu-Iva-X
Ac-Pip-Aib-Pip- lva-Aib-Leu-PAla-Gly-Acc-Aib-BMePro-Aib-Gly-Leu- Iva-X
Ac-Pip-Aib-Pip- lva-Aib-Leu-PAla-Gly-Acc-Aib-  Pip -Aib-Gly-OH

Ac-Pip-Aib-Pip-lva- Iva-Leu-PAla-Gly-Acc-Aib-  Pip -Aib-Gly-OH

Ac-Pip-Aib-Pip-lva- Iva-Leu-PAla-Gly-Acc-Aib-PMePro-Aib-Gly-Leu- Iva-X
Ac-Pip-Aib-Pip- lva- Iva-Leu-PAla-Gly-Acc- lva-PMePro-Aib-Gly-Leu- Iva-X
Ac-Pip-Aib-Pip- lva-Aib-Leu-PAla-Gly-Acc- lva-PMePro-Aib-Gly-Leu- Iva-X
Ac-Pip-Aib-Pip-Aib-Aib-Leu-PAla-Gly-Acc-Aib-  Pip -Aib-Gly-Leu-Aib-X

Z I T IoommogoOw>

wurde die ungewthnliche und sehr seltene Aminosdure 1-Aminocyclopropancarbonséiu-
re mit Hilfe von massenspektrometrischen Fragmentierungsexperimenten und acidoly-
tischer Spaltung der Peptidbindungen mit anschlieender Derivatisierung und Analyse
durch GC/MS und LC/MS gefunden.

Die zweite sehr seltene und in linearen Peptiden bisher nicht bekannte Aminoséure ist
trans-P-Methyl-L-prolin. Diese wurde bis-

her ausschlielich in zyklischen Naturstof- A
fen gefunden, wie beispielsweise Bottromy- N

cin Ay aus Streptomyces bottropensis, 31 RM

Scytalidamid B aus einem marinen Pilz der o ) g‘

(132 5der Roseocardin

Gattung Scytalidium
und Roseotoxin B aus Trichothecium ro-

seun (Abb. 2.30 und 2.31).[133.134] Dabei N7 0

ist auffillig, dass diese zyklischen Natur- 0 |

stoffe, welche in Form sequenzhomologer  4ppitgung 2.31: Die zyklischen Naturstoffe Ro-
Verbindungen isoliert werden, Methylpro- seocardin (R = CH(CH 3),) und Roseotoxin B
lin im Austausch fiir Prolin enthalten. In (R = CH=CH,)

den Neoefrapeptinen tritt Methylprolin dagegen im Austausch fiir Pipecolinsédure auf.

Neben der Untersuchung der Aminosduresequenzen wurden von den Neoefrapepti-

nen A und F CD-Spektren gemessen, die Aussagen iiber die dreidimensionale Struktur
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zulassen. So werden Vergleiche der Neoefrapeptine mit den bekannten Efrapeptinen er-
moglicht. Die von Fredenhagen et al. erhaltenen Ergebnisse deuten auf eine 31g-helikale
Struktur der untersuchten Neoefrapeptine hin, was sich gut mit den fiir Efrapeptin C

und einige Efrapeptin-Analoga erhaltenen Ergebnissen von Jost et al. deckt. 3490

Synthese von Efrapeptin C

Fiir die Synthese von Efrapeptin C wird das Gesamtmolekiil in drei Fragmente aufge-
teilt, welche zunéachst einzeln synthetisiert und anschliefend zusammengefiigt werden.
Wiéhrend das N-terminale und das mittlere Fragment mit Hilfe der Festphasensyn-
these erhalten werden kénnen, muss das C-terminale Fragment, welches sich aus dem
N-terminal geschiitzten Dipeptid Boc-Leu-Aib-OH und der Kopfgruppe zusammen-
setzt, in Losung synthetisiert werden (Abb. 2.32). Bei der Festphasensynthese kommt
dabei das in Kapitel 2.1.4 beschriebene Verfahren zur Einfithrung von o,a-dialkylierten

Aminosauren zum Einsatz.

Ac-Pip-Aib-Pip-Aib-Aib-Leu-PAla-Gly-Aib-Aib-Pip-Aib-Gly- Leu-Aib_ N

H ® Boc-Leu-OH

“ w

Ac-Pip-Aib-Pip-Aib-Aib-Leu-PAla-Gly-OH H-Leu-Aib-_ Boc-Leu-Aib-OH

+

N
H N@ —1
+ + AN
o,

Z-Aib-Aib-Pip-Aib-Gly-OH
H,N
N@
7 (]
o,
N\
(D
N
Boc\l\I |
H

Abbildung 2.32: Retrosynthetische Betrachtung zu Efrapeptin C



2 Theorie

Die einzeln synthetisierten Fragmente konnen anschliefend problemlos in Lésung mit-
einander verkniipft werden. Zunéchst wird dabei das mittlere an das C-terminale Frag-
ment gekuppelt und der N-Terminus der resultierenden C-terminalen Hélfte durch
Hydrierung entschiitzt. Es folgt die Verkniipfung dieser Halfte mit dem N-terminalen
Fragment ebenfalls in Losung. Die einzelnen Zwischenprodukte und die Endverbindung

kénnen leicht durch préparative RP-HPLC gereinigt werden. [46:47]

2.3 Adenopeptin

2.3.1 lIsolierung und Strukturaufklarung von Adenopeptin

Adenopeptin ist ein den Efrapeptinen strukturell &hnliches Peptid, welches von Pilzen
der Gattung Chrysosporium produziert wird und zahlreiche o-Aminoisobuttersiure-
und Isovalinreste sowie Pipecolinsidure, Prolin, 3-Alanin und Glycin enthélt (Abb. 2.33).
Es wurde von der Gruppe um Hayakawa isoliert, die Aminosduresequenz bestimmt
und auf zytotoxische Eigenschaften an mit Adenoviren onkogen transformierten Zellen

untersucht,. 13!

Ac-Pro-Iva-Iva-PAla-Gly-Aib-Aib-Iva-Aib-Aib-Aib-Pip-Iva ~N
H N@
A
(2
Abbildung 2.33: Adenopeptin

Pilze des Typs Chrysosporium sind in der Lage, verschiedene Sekundérmetabolite und
Enzyme von therapeutischem Interesse zu produzieren. Zu ihnen z&hlen neben Ade-
nopeptin das Lektin Anixiopsin, 136137 Semicochliodinol A und B3l und Sporandol
(Abb. 2.34).[139]

Bisher ist wenig {iber das aus dreizehn Aminosdureresten bestehende Adenopeptin be-
kannt, jedoch konnten die Arbeiten der Mitarbeiter von Hayakawa erste viel verspre-
chende Ergebnisse liefern. Die Sequenz von Adenopeptin konnte mit Hilfe von massen-
spektrometrischen Analyseverfahren und ein- und mehrdimensionalen NMR-Experimen-

ten ermittelt werden. Eine acidolytische Spaltung der Peptidbindungen zur Aminoséu-

33



2.3 Adenopeptin

34

Abbildung 2.34: Die von Sekundirmetabolite (a) Semicochliodinol A (R = CH,CH=C(CHj,),;
R® = H), Semicochliodinol B (R' = H; R*> = CH,CH=C(CH3),) und (b) Sporandol

reanalyse, wie sie bei den Efrapeptinen und Neoefrapeptinen angewandt wurde, brachte
bei Adenopeptin keinerlei Erfolge. Neben der Sequenzanalyse fiihrten Hayakawa et al.
auch biologische Studien durch. Dabei erwies sich Adenopeptin als zytotoxische Ver-
bindung, die an mit Adenoviren onkogen transformierten Rattengliazellen Apoptose
induziert, wihrend nicht transformierte Zellen erst bei hohen Peptidkonzentrationen
in ihrem Wachstum beeintrachtigt werden. (135] Da die Apoptose in diesem Zusammen-
hang wichtig fiir diese Arbeit ist, soll kurz auf diesen fiir das Uberleben von Organismen

essentiellen Vorgang eingegangen werden.

2.3.2 Apoptose

Apoptose, auch als programmierter Zelltod bezeichnet, stellt einen sich im Laufe der
Evolution entwickelten Prozess der Anpassung an bestimmte Gegebenheiten wie auch
einen fiir das Uberleben eines Organismus essentiellen Selbstschutzmechanismus dar,
der bestimmte Zellen durch komplexe biochemisch ineinander wirkende Mechanismen
in die Selbstvernichtung treibt. 140

Bezogen auf den menschlichen Kérper bringen sich fiir den gesunden Organismus gefahr-
liche oder nicht mehr benétigte Zellen selbst um. Apoptose ist durch charakteristische
morphologische und biochemische Veranderungen charakterisiert und unterscheidet sich
in ihnen von der pathophysiologischen Form des Zelltods, der Nekrose. Stérungen in
Abléufen der Apoptose kénnen schwerwiegende pathologische Folgen haben. So wird
die unerwiinschte Inhibierung der Apoptose mit Tumorentstehung, Autoimmunerkran-
kungen, zu denen beispielsweise Allergien zéhlen, und verschiedenen Virusinfektionen
(darunter auch Infektionen durch Adenoviren) in Verbindung gebracht. Alzheimer, Par-
kinsonkrankheit, kardiologische Erkrankungen, Diabetes, Osteoporose oder auch HIV-

Infektionen sind hingegen mit iiberméafiger Apoptose assoziiert. 141
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Die Apoptose besteht aus vielen komplex ineinander wirkenden biochemischen Pro-
zessen. Das allgemein anerkannte Grundkonzept der molekularen Apoptosemaschinerie
setzt sich jedoch im Wesentlichen aus drei funktionell unterschiedlichen Komponen-
ten zusammen auf die sowohl intrinsische Faktoren einer Zelle, als auch extrinsische

Faktoren wirken. 142

e Die regulatorisch wirkende Bcl-2-Familie

Die Bel-2-Familie ist eine Proteinfamilie, die an der Regulation bestimmter Mem-
brankanéle beteiligt ist. Zu ihr gehéren sowohl antiapoptotische Faktoren, die die
Funktionsfahigkeit bestimmter Membrankanéle aufrechterhalten, als auch pro-
apoptotische Faktoren, die eine Deregulation der Membranfunktionen induzie-
ren. 3] Diese beiden Gruppen von Proteinen wirken entgegengesetzt auf die In-
tegritdt der duleren Mitochondrienmembran, wodurch das fiir die ATP-Synthese
notwendige mitochondriale Membranpotenzial aufrechterhalten wird. Dadurch ist
ein regulatorischer Eingriff in die Apoptoseprozesse ausgehend von den Mitochon-

drien einer Zelle moglich.

e Die integrierend und initiierend wirkenden aus Mitochondrien freigesetzten En-

zyme

Die Mitochondrien kénnen sowohl eigensténdig, als auch durch proapoptotische
Proteine der Bel-2-Familie Apoptose induzieren. !4 Werden die Mitochondrien
einer Zelle geschiadigt und damit der Energiehaushalt gestort, bricht die Mem-
branregulation und damit verbunden das Membranpotenzial dieser Organellen
zusammen. Durch den Ausfall der Kanalregulation stromen verschiedene proa-
poptotische Molekiile, darunter auch Cytochrom C, in das Cytoplasma der Zelle

und bewirken weitere Apoptoseprozesse.
e Die exekutiv wirkenden Caspasen

Durch die oben beschriebenen apoptoseinduzierenden Schritte, wird eine Kaskade
aktiviert, in deren Verlauf Cysteinproteasen, die Caspasen, mit der Zerlegung der
zelleigenen Proteine beginnen. Die Caspasen liegen in einer nicht-apoptotischen
Zelle als inaktive Procaspasen vor, die erst durch Proteolyse und Dimerisierung
die exekutiven Caspasen bilden. Es existieren mehrere verschiedene Caspasen,
die in Initiator- und Effektor-Caspasen unterteilt werden und sich gegenseitig und
auch beispielsweise die fir die Zerlegung der DNA verantwortlichen Endonukleasen

in der Caspase-Kaskade aktivieren. [145]
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Auf Grund dieser komplexen Zusammenhénge kann im Rahmen dieser Arbeit selbstver-
standlich nicht auf Einzelheiten der beteiligten Prozesse eingegangen werden. Dennoch
ist ein grundlegendes Verstindnis gerade in Bezug auf die Caspasen fiir Uberlegungen

zum Aufbau eines Apoptose-Assays von Bedeutung (s. Kapitel 4.6.3).

2.4 Spektroskopische Methoden zur Strukturaufklarung

Die Strukturaufklarung mit spektrometrischen und spektroskopischen Methoden hat
seit der Mitte des 19. Jahrhunderts mit fortschreitender Technik stark an Bedeutung
gewonnen. Zu den wichtigsten Methoden haben sich neben der Rontgenstrukturanalyse
die NMR-Spektroskopie und die Massenspektrometrie etabliert. Interessante Informatio-
nen iiber Strukturmotive liefert zudem die CD-Spektroskopie, wobei die Untersuchung
hier nicht auf atomarer, sondern auf gesamtmolekularer Ebene stattfindet. Auf die
zwei flir diese Arbeit wichtigen spektroskopischen Methoden, die NMR-Spektroskopie
und die CD-Spektroskopie, soll hier ndher eingegangen werden. Ein wesentlicher Unter-
schied beider Methoden gegeniiber der Rontgenkristallographie ist die Tatsache, dass
nicht ein starrer Kristall vermessen wird, sondern das Molekiil in Losung vorliegt und
damit die erhaltenen Ergebnisse besser mit physiologischen Bedingungen verglichen

werden konnen.

2.4.1 NMR-Spektroskopie

Seit der Entdeckung des NMR-Phénomens durch Bloch et al. und Purcell et al. (No-
belpreis fiir Physik, 1952)[146’147} wurde in den frithen 1950er Jahren die chemische
Verschiebung als Information {iber die chemische Umgebung eines Atomkerns genauer
untersucht. Durch die von Ernst et al. (Nobelpreis fiir Chemie, 1991)[148] entwickelte
Puls-Fourier-Transformations-Technik, auf der sdmtliche heute gebréuchliche Metho-
den basieren, konnten bald immer neue NMR-Experimente durchgefithrt werden, die
durch ein- und mehrdimensionale Verfahren und héhere Auflésungen die Analyse von
grofferen Verbindungen wie Proteinen mit bis zu 30 kDa zulassen. Inzwischen hat sich
die NMR-Spektroskopie zu der wohl wichtigsten Analytikmethode in der Chemie ent-

wickelt.

Einige mehrdimensionale NMR-Experimente, die insbesondere bei komplexeren Mole-

kiilen die Signalzuordnungen erleichtern, sollen hier neben der Isotopenmarkierung als
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Hilfe fiir die NMR-basierte Strukturaufklarung kurz vorgestellt werden.

COSY (correlated spectroscopy)

Viele Zuordnungsprobleme lassen sich mit Hilfe der mehrdimensionalen verschiebungs-
korrelierten NMR-Spektroskopie 16sen. 149 Ein wichtiger Vorteil der COSY besteht darin,
dass im Spektrum {iber Korrelationspeaks direkt die skalar koppelnden Atomkerne ge-
funden werden kénnen. Uber die Protonensignale aus einem 'H,'H-COSY kénnen mit
Hilfe des entsprechenden '3C,'H-COSY leicht die zugehorigen Kohlenstoffatome zuge-
ordnet werden. Die Gruppe um Bax zeigt in einer Reihe von Veroffentlichungen die Mog-

lichkeiten der COSY, insbesondere bei der Strukturanalyse von Biomolekiilen. [150:151]

TOCSY (total correlation spectroscopy)

Das 'H,'H-TOCSY-Experiment liefert Informationen, welche Protonen zu welchem Spin-
system gehoren. 152 So kénnen neben den skalar wechselwirkenden Kernen auch solche
gefunden werden, die gemeinsame Kopplungspartner besitzen. Bei Peptiden kénnen
durch dieses Experiment sdmtliche Protonenresonanzen den entsprechenden Amino-

sduren zugeordnet werden.

HMBC (heteronuclear multiple bond correlation) und HSQC (heteronuclear single

quantum coherence)

Das 'H,'3C-HMBC-Verfahren wird hiufig verwendet, um Kopplungen iiber mehrere Bin-
dungen sichtbar zu machen. Aus bekannten Protonensignalen liefert es Informationen
{iber ¥C-Resonanzen von Spinsystemen. 153 Das 'H,'3C-HSQC-Experiment liefert In-

formationen, welches Proton direkt an welchen 3 C-Kern gebunden ist. 154

NOESY (nuclear Overhauser enhancement spectroscopy) und ROESY (rotating

frame Overhauser effect spectroscopy)

Die NOE-NMR-Spektroskopie (NOESY) ist eine weitere wichtige Methode zur Struk-

turaufklarung. Der ihr zugrunde liegende NOE basiert auf dipolaren Kopplungen und
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stellt eine Spin-Spin-Wechselwirkung zwischen Protonen durch den Raum dar. Mess-
bar ist der NOE, wenn der Kernabstand weniger als 500 pm betrdgt. Auch das NOE-
Experiment wird meist als zweidimensionales Experiment durchgefithrt. Werden auf
beiden Frequenzachsen 'H-chemische Verschiebungen aufgetragen, resultieren Kreuz-
peaks aus 'H,'H-Wechselwirkungen, die durch dipolare Kopplungen vermittelt werden.
Es handelt sich dabei um Kopplungen, deren Gréfie nur vom Abstand der miteinander
koppelnden Spins, jedoch nicht von der Anzahl der dazwischen liegenden Bindungen
abhéngt. Wichtige Arbeit auf dem Gebiet der NOE-Spektroskopie wurde von Wiith-
rich et al. geleistet (Nobelpreis fiir Chemie, 2002).155:156]

Isotopenmarkierung als Hilfe fiir die NMR-basierte Strukturaufklarung

Soll die Struktur komplexer Verbindungen mit Hilfe der NMR-Spektroskopie aufgeklart
werden, ergeben sich bei dhnlichen Molekiilgruppen héufig Probleme bei der Zuordnung
der einzelnen Signale, da es im NMR-Spektrum zu Uberlagerungen und sehr dhnlichen
Verschiebungen kommen kann. Ein héufig verwendetes Mittel zur Maskierung von be-
stimmten Molekiilteilen fiir die NMR-Spektroskopie ist die selektive Isotopenmarkie-
rung. Je nach Ziel der durchgefiihrten Studien kommen hiufig 13C, 1N und 2H zum

Einsatz, die auf verschiedene Weise in das Molekiil eingebaut werden.

Inzwischen existieren verschiedene Ansétze, die die Isotopenmarkierung als gutes Hilfs-
mittel zur NMR-basierten Strukturaufklirung etablieren. 2H- und '3C-Markierungen
von RNA-Stringen lieferten bei Tolbert et al.®” stark vereinfachte HSQC- und NOE-
Spektren, wiahrend Kim et al. einen Ansatz tiber den Vergleich von NOE-Spektren iso-

topenmarkierter und nicht markierter RNA wéhlten. [158]

Ebenso kann die Messung in-
termolekularer NOE-Signale zwischen Seitenketten in groflien Proteinkomplexen durch
gezielte Isotopenmarkierung der beteiligten Proteine realisiert werden. Erméglicht wird
dadurch eine verbesserte Strukturanalyse geloster Protein/Protein-, Protein/Ligand-
und Protein/Nukleinséure-Komplexe. 159 Neben diesen Beispielen existieren noch zahl-
reiche andere Moglichkeiten fiir die Anwendung der Isotopenmarkierung in der NMR-

Spektroskopie, auf die an dieser Stelle jedoch nicht niher eingegangen werden soll. [160-163]

2.4.2 cD-Spektroskopie

Peptide bilden wie in Kapitel 2.1 bereits beschrieben stabile und klar definierte Sekun-

dérstrukturen aus. Dies ist zum einen auf die speziellen Eigenschaften der Peptidbin-
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dung zuriickzufithren, zum anderen auch auf die Chiralitdt der Aminosdurebausteine.
Diese definierte Konformation bewirkt in der Natur die biologische Funktion dieser
Molekiile.

Eine wichtige Methode zur Konformationsanalyse von Peptiden in Losung ist heute die
CD-Spektroskopie. Sie beruht auf dem Zirkulardichroismus (CD), einem Effekt, der bei
optisch aktiven Verbindungen beobachtet werden kann. Planar polarisiertes Licht kann
in zwei gleich grofle Komponenten zirkular polarisierten Lichts zerlegt werden, einer
links rotierenden Komponente L und einer rechts rotierenden Komponente R. Zirkular-
dichroismus kommt durch unterschiedliche Absorption dieser Komponenten durch eine
optisch aktive Verbindung zustande. Der Zirkulardichroismus und die damit verbun-

dene anomale Rotationsdispersion werden oft auch als Cotton-Effekt bezeichnet. [164-166]

Das Messgerit erzeugt beide Komponenten aus planar polarisiertem Licht mit Hilfe
eines Modulators, der gewthnlich aus einem piezoelektrischen Quarzkristall und einer
eng mit diesem verbundenen, diinnschichtigen Platte aus isotropem Material wie Quarz-
glas besteht. Ein alternierendes elektrisches Feld induziert strukturelle Verénderungen
in dem Kristall, worauthin das Quarzglas zirkular polarisiertes Licht aussendet. Wird
dieses Licht durch eine Losung mit einer optisch aktiven Verbindung geleitet, werden
die links und die rechts polarisierte Komponente des Lichts unterschiedlich stark ab-
sorbiert. Die in dieser Arbeit untersuchten Peptide absorbieren Licht der Wellenlédngen

240-180 nm, was auf die Peptidbindungen zuriickzufiihren ist.

Da die drei m-Orbitale der Peptidbindung insgesamt vier Elektronen besitzen, sind

zwei m — m*-Ubergéinge moglich. Wihrend die Promoti-

on eines Elektrons bei 190 nm durch 7ty — 7t bereits ge- o g_@
funden werden konnte, war ein experimenteller Nachweis nm* e 9

der Promotion durch 7, — 7t* bisher nicht méglich. 167 N/C_ﬁ n

Bei etwa 220nm absorbieren die freien Elektronenpaa- o Q/C—g

re im Orbital n, welches grofitenteils am Carbonylsauer- N/C€& —4—n'

stoff lokalisiert ist, Licht fiir den n — m*-Ubergang. Das

Orbital n’ mit einem freien Elektronenpaar liegt in der =, ﬂ/g_@
Ebene in Richtung der Carbonylbindung. Die n’ — 7*-

Ubergéinge konnten bisher ebenfalls nicht nachgewiesen Abbildung 2.35: Mogliche Elek-
werden. Manning et al. stellten jedoch Rechnungen an, tronenibergange in einer Pep-

.. idbi [165]
die zeigen, dass diese Uberginge energetisch im Bereich tidbindung
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der m — m*-Uberginge stattfinden sollten (Abb. 2.35).[168]

Wiéhrend der Messung wird die Differenz der Absorption AA zwischen der links Ap

und der rechts Ag zirkular polarisierten Komponente des Lichts detektiert:
AA:AL—ARsz'C-l—ER-C~l (2.1)

Dabei sind 7, und e die molaren Extinktionskoeffizienten der links bzw. rechts zirkular
polarisierten Komponente des Lichts in g-mol~!-cm ™!, ¢ die Konzentration der Probe in
gml™! und I die Weglinge der Messzelle in cm. Aus dem Wert AA kann anschliefend
die Elliptizitéit 6 berechnet werden:

0= tan~! (Z) , (2.2)

wobei b und a die kleinste und die gréfite Achse der resultierenden Ellipse darstellen.

Der Zusammenhang zwischen AA und der Elliptizitét ergibt sich folgendermafen:

6 =180°-1n10- % =32.98°-AA (2.3)

™

Das CD-Spektrum wird dann durch Messen des Dichroismus als Funktion der Wellen-
lénge erhalten. Fiir die anschlieende Darstellung der Ergebnisse werden die erhaltenen
Werte bei Peptiden und Proteinen zumeist in die mittlere molare Elliptizitdt pro Ami-

nosaurerest [0]ypyw bei der Wellenléinge A umgerechnet:

0
[0)prw y = MRW - TS e (2.4)
MRW ist die mittlere molare Masse der Aminoséuren in g-mol~!, # die gemessene El-

liptizitdt in mdeg, I die Weglinge in cm und ¢ die Konzentration der Probe in g-ml~!.

Anhand der mittleren molaren Elliptizitdten pro Aminosédurerest lassen sich unter-
schiedliche Peptide und Proteine gut vergleichen. So kénnen anhand der erhaltenen
Werte bei entsprechenden Wellenldngen Aussagen iiber die Konformation des jeweili-

gen Peptids gemacht werden. [169)

Es gibt viele Beispiele fiir die Verwendung der CD-Spektroskopie zur Strukturaufkla-
rung von Peptiden. Bereits in den 1990er Jahren fiihrte die Arbeitsgruppe von Toniolo

mehrere Untersuchungen an 3ig-helikalen Peptiden durch, die in den meisten Fallen
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o-Helix 310-Helix

Abbildung 2.36: Vergleich der Strukturen einer «-Helix und einer 3;o-Helix (erstellt mit MolScript) [1*9]

o, -dialkylierte Aminoséduren wie a-Aminoisobuttersiure oder Isovalin enthalten. In-
teressant sind die Ergebnisse beziiglich D- oder L-Isovalin-haltiger Peptide. So konnte
mit Hilfe der CD-Spektroskopie festgestellt werden, dass es bei den verwendeten Modell-
peptiden keinen detektierbaren Einfluss auf die Héandigkeit der gebildeten Helix gibt,

wenn man die beiden Enantiomere dieser Aminosiure gegeneinander austauscht. [170)

Weitere Untersuchungen von Toniolo an 3ip-helikalen Peptiden zeigten neben dem
Helix-induzierenden Einfluss «,o-dialkylierter Aminosiuren wie Isovalin!'”* die cD-
spektroskopische Unterscheidung einer 3;o-Helix von einer o-Helix. 172 Einen umfas-
senden aktuellen Uberblick iiber weitere vielfiltige Moglichkeiten auf diesem Gebiet
geben Formaggio et al. in einem Ubersichtsartikel. 17 Die Strukturen einer «-Helix
und einer 319-Helix verdeutlicht Abbildung 2.36.

Ebenfalls sehr intensiv beschéftigen sich Majer et al. mit der Konformationsanalyse
verschiedener Peptide anhand der CD-Spektroskopie. So wurde die Struktur von zykli-
schen Peptiden als Epitope des Glykoproteins D von Herpes simplex-Viren analysiert
und die Rolle der Sekundarstruktur in der proteinspezifischen Antikérpererkennung un-
tersucht. ! Des weiteren wurde die Bindung von Ca?* in zyklischen Modellpeptiden,
die die Ca?* Bindungsstelle von a-Lactalbumin simulieren, CD-spektroskopisch unter-
sucht. Der Effekt von Ca?" ist dabei abhéngig von der Struktur und der Konzentration
der Modellpeptide. 179
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Zielsetzung

Die Efrapeptine sind natiirlich vorkommende Peptidantibiotika, die von Pilzen der
Gattung Tolypocladium als mikroheterogenes Gemisch produziert werden. Sie besit-
zen interessante biologische und medizinische Eigenschaften. Ziel dieser Arbeit ist da-
her, einen synthetischen Zugang zu verschiedenen Efrapeptinen zu erméglichen und fiir
die Konformationsanalyse interessante Analoga zu synthetisieren, mit deren Hilfe ein
genaueres Verstindnis iiber den Zusammenhang zwischen Struktur und biologischer

Wirkung der Efrapeptine ermoglicht wird.

Vor Beginn dieser Arbeit war lediglich die Synthese von Efrapeptin C und einigen natiir-

991 Da jedoch eine Reihe weiterer Efrapep-

lich nicht vorkommenden Analoga bekannt.
tine (Efrapeptine A-I, Neoefrapeptine A-N) existiert, sollen einige von Thnen ebenfalls
synthetisch zuganglich gemacht werden. Die Efrapeptine D-G enthalten neben der o, x-
dialkylierten, achiralen o-Aminoisobuttersdure auch die chirale o,o-dialkylierte Ami-
nosaure L-Isovalin, was die Synthese dieser Vertreter gegeniiber Efrapeptin C erschwert.
Bevor die Efrapeptine D—G synthetisiert werden koénnen, ist daher die asymmetrische
Synthese dieses Aminosdurebausteins erforderlich. In Kooperation mit Forschern der
niederldndischen Firma DSM soll ein enantiomerenreiner Baustein fiir die Aminoséure

L-Isovalin synthetisiert werden.

Fir die Einfithrung der o,a-dialkylierten Aminosédurebausteine in der Festphasenpep-
tidsynthese kommt die bereits bekannte Vorgehensweise mit Hilfe des entsprechenden
Azidosiurechlorids zum Einsatz. [4647) Auf diese Weise sollen zuniichst Peptidfragmente
erhalten werden, die anschliefend durch Segmentkondensationen in Lésung zusammen-

gefiigt werden konnen.
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Neben den Efrapeptinen D—G ist zudem die Synthese Efrapeptin C-Analogons mit ver-
dnderter Kopfgruppe vorgesehen, um konformationelle und biologische Eigenschaften
untersuchen zu kénnen. Ebenso sollen selektiv isotopenmarkierte Efrapeptin C-Analoga
hergestellt werden, die neue interessante Ergebnisse in der NMR-gestiitzten Konforma-
tionsanalyse erwarten lassen. Hierzu wurde in einer vorangehenden Diplomarbeit die
Synthese des vollstdndig deuterierten Aib-Bausteins o-Azidoisobuttersdurechlorid-Dg
entwickelt. 176l

Die Neoefrapeptine sind eine Unterklasse der Efrapeptine und besitzen ebenso interes-
sante biologische Eigenschaften. Eine von Huber durchgefiihrte Sequenzanalyse an den
natiirlich gewonnenen Neoefrapeptinen A und F lieferte die notwendigen Informationen

[32] Als zusitzliche seltene Aminosiurebausteine

fiir eine Synthese dieser beiden Peptide.
werden Fmoc-1-Aminocyclopropancarbonsdure und Fmoc-trans-p-Methyl-L-prolin be-
notigt. Um weitergehende Untersuchungen zu dem in Neoefrapeptin F vorkommenden
Methylprolin zu ermdglichen, ist zusétzlich zur Synthese von Fmoc-trans-3-Methyl-1.-
prolin die Synthese von Fmoc-cis-3-Methyl-L-prolin geplant. Letzterer Baustein soll
anstelle von trans-p-Methyl-L-prolin in die Aminosduresequenz von Neoefrapeptin F
eingebaut und die Eigenschaften dieses Analogons mit denen von Neoefrapeptin F selbst

verglichen werden.

In einem weiteren Teil dieser Arbeit soll ein synthetischer Zugang zu Adenopeptin ge-
funden werden, einem den Efrapeptinen &hnlichen Peptid, welches Apoptose an onko-
gen transfizierten Zellen induziert. '35 Die Synthese dieses Peptids stellt eine besondere
Herausforderung dar, da es eine zentrale Teilsequenz enthélt, die aus sechs aufeinan-
der folgenden o, o-dialkylierten Aminosdureresten besteht. Um die Auswirkungen von
Anderungen in der Aminosiuresequenz auf strukturelle sowie biologische Eigenschaf-
ten von Adenopeptin untersuchen zu koénnen, soll zudem ein Analogon synthetisiert

werden, welches sich geringfiigig von Adenopeptin selbst unterscheidet.

Sobald eine Synthese der genannten Verbindungen moglich ist, kénnen diese auf kon-
formationelle Eigenschaften und ihre biologische Aktivitét untersucht werden. Von
Efrapeptin C ist bekannt, dass es zwei helikale Bereiche innerhalb der Aminosiu-
resequenz ausbildet, die durch eine flexible Region miteinander verbunden sind. Die
CD-Spektroskopie bietet gute Moglichkeiten, einen ersten Eindruck auf gesamtmoleku-
larer Ebene iiber Sekundéarstrukturmotive zu erhalten. Sie soll daher einen strukturellen
Vergleich der synthetischen Efrapeptine ermoglichen. Ebenso kann ein Vergleich zu den

synthetischen Adenopeptinen angestellt werden.



3 Zielsetzung

In einem zweiten Schritt sollen die synthetisierten Verbindungen auf ihre jeweilige bio-
logische Aktivitat untersucht werden. Dies ist bei den Efrapeptinen in erster Linie die
ATPase-Inhibierung, jedoch sollen sie wie auch Adenopeptin zytotoxisch wirken. Da al-
lerdings ein genauer Mechanismus fiir die Art der Zytotoxizitat bisher nicht bekannt
ist, sollen zunichst nur Uberlegungen zur Entwicklung eines selbst durchfiihrbaren ein-

fachen Apoptoseassays angestellt werden, auf die spater aufgebaut werden kann.
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Ergebnisse und Diskussion

4.1 Spezielle Aminosaurebausteine fiir die Peptidsynthese

4.1.1 Synthese des isotopenmarkierten Aib-Bausteins
«-Azidoisobuttersaurechlorid-Dg 5

o-Aminoisobuttersidure 9 ist die héufigste in Efrapeptin C vorkommende Aminosiu-
re. Die insgesamt sieben Aib-Reste kénnen im NMR-Spektrum durch die sehr dicht
beieinander liegenden Singuletts um 1.45 ppm fiir die Methylgruppen charakterisiert
werden. Fine genaue Zuordnung der Signale zu den einzelnen Resten ist jedoch auch

mit hochaufgelosten mehrdimensionalen Spektren nicht moglich.

Wie bereits in Kapitel 2.4.1 auf Seite 38 erwéhnt, dient die gezielte Isotopenmarkierung
bei der Strukturaufklarung haufig zur Vereinfachung von NMR-Spektren, was die Zu-
ordnung der vorhandenen Signale erleichtert. In einer dieser Arbeit vorangegangenen
Diplomarbeit wurde die Synthese des isotopenmarkierten Aib-Bausteins NQ:DGAib—Cl 5
entwickelt und im Verlauf der vorliegenden Arbeit weiter optimiert. 176 Abbildung 4.1
zeigt den Verlauf der optimierten Synthese des isotopenmarkierten Aib-Bausteins -
Azidoisobuttersdurechlorid-Dg 5 (NZ:DﬁAib—Cl) ausgehend von Acetoncyanhydrin-Dg 1,
welches aus Aceton-Dg mit Hilfe von Natriumcyanid unter stark sauren Bedingungen

erhalten werden kann.

Zunéchst wird die Hydroxygruppe durch den Tosylrest als gute Abgangsgruppe ersetzt.

Dabei kommt die Base DABCO zum Einsatz, welche insbesondere auf Grund ihrer gerin-
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D,C" CD, p,c D,
4 5

Abbildung 4.1: Synthese des isotopenmarkierten Aib-Bausteins «-Azidoisobuttersiurechlorid-Dg
(N,=PsAib-Cl): 11761 (3) 4-TsCl, bABCO, CH,Cl,, 0°C—RT, 1.5h, 84%; (b) NaN,, DMsO, 40°C,
iber Nacht, 77 %; (c) 1. DIBALH, THF, —15°C —RT, 2.5h; 2. NaClO,, H,NSO,OH, *BuOH, H,0,
1h; 3. Cy,NH, Et,0, 15 min; 4. H,0, HCl, pH 1-2, 38 %,; (d) SOCI,, CH,Cl,, Rickfluss, 1 h, 75%

geren Toxizitét Vorteile gegeniiber den géngigen Basen Pyridin oder DMAP bietet. 177)
Auf diesem Weg konnen auch sterisch gehinderte Alkohole mit guten Ausbeuten in
die entsprechenden Tosylate tiberfithrt werden, wobei es nur bei Reaktionszeiten von
mehreren Tagen zur Bildung des Sulfonamid-Nebenproduktes B kommt, welches {iber
das Ammoniumsalz A gebildet wird (Abb. 4.2). Handelt es sich jedoch um Reaktions-
zeiten von einigen Stunden, wie es bei der Synthese von 2 der Fall ist, kann diese
Nebenreaktion vollsténdig vermieden werden, da das Ammoniumsalz A bevorzugt zum

gewlnschten Produkt abreagiert.

Tos

N N Nﬁo
& = g =)

A B

Abbildung 4.2: Bildung des Sulfonamid-Nebenprodukts bei Tosylierungen unter Verwendung der
Base DABCO und bei langen Reaktionszeiten: (a) TsCl, CHCl;; (b) 7d, 25°C

Mit dem Tosylrest existiert eine gute Abgangsgruppe an Stelle der Hydroxyfunktion,
welche in einer nukleophilen Reaktion durch eine Azidogruppe ersetzt werden kann.
Aufgrund der starken Nukleophilie des Azidions, der Qualitat der Abgangsgruppe und
der polar aprotischen Eigenschaften des Losungsmittels DMSO kann von einem konzer-
tierten Reaktionsverlauf ausgegangen werden. Lediglich die Stabilisierung einer Car-

beniumionzwischenstufe durch die benachbarten Methylgruppen sprechen gegen einen
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derartigen Mechanismus. Da hier jedoch die Stereochemie ohne Bedeutung ist, wird le-
diglich auf einen glatten Reaktionsverlauf mit guten Ausbeuten unabhéngig vom genau-
en Mechanismus Wert gelegt. Das Azidonitril 3 entsteht iiber Nacht in guter Ausbeute
von 77 % (Abb. 4.1).

Nitrile konnen unter stark sauren oder stark basischen Bedingungen in die entsprechen-
den Sauren {iberfiihrt werden. Dabei muss jedoch auf derart drastische Reaktionsbe-
dingungen mit starkem Erhitzen und langen Reaktionszeiten zuriickgegriffen werden,
dass sich das Molekiil zersetzen wiirde. Insbesondere die Azidofunktion wird unter sol-
chen Bedingungen angegriffen, so dass eine alternative Moglichkeit unerlésslich ist, um
«-Azidoisobutterséure-Dg 4 zu erhalten. [178]

Zunéchst erfolgt daher eine Reduktion der Nitrilfunktion zur Aldehydfunktion, wobei
der Hydridiibertrager DIBALH als sehr mildes Reduktionsmittel zum Einsatz kommt.
DIBALH hat gegeniiber anderen Reduktionsmitteln den Vorteil, dass es auch in Ge-
genwart einer Azidogruppe selektiv die Nitrilfunktion in den entsprechenden Aldehyd
iiberfiihrt. '™ Direkt im Anschluss an die Reduktion zum Aldehyd erfolgt eine Oxi-
dation mit Hilfe von Natriumchlorit bei Anwesenheit von Amidoschwefelsiure, welche
sowohl als Katalysator, als auch zum Abfangen der entstehenden hypochlorigen Séure
dient. Der Mechanismus verlauft iiber eine Protonierung der Aldehydfunktion zu C und
anschlieende Reaktion mit dem Chlorition zu D unter Abspaltung von hypochloriger
Sdure (Abb. 4.3).18% Die entstehende «-Azidoisobuttersiure-Dg 4 wird zunichst mit
einigen Verunreinigungen erhalten, kann aber durch Umsetzung mit Dicyclohexylamin,
anschlieBendem Umkristallisieren und Extraktion der freien Azidosédure aus saurer wass-

riger Losung aufgereinigt werden (Abb. 4.1).

HOCI
O a ©on b j\C'O O
) (e R A,
C D
Abbildung 4.3: Mechanismus der Oxidation eines Aldehyds mit Natriumchlorit: (a) H*; (b) ClIO5
Um eine Einfiihrung des isotopenmarkierten Aib-Bausteins in eine Peptidsequenz zu
ermoglichen, wird die Azidosdure 4 wie bereits in Kapitel 2.1.4 (Abb. 2.19 auf Sei-

te 18) beschrieben in das entsprechende Saurechlorid 5 tiberfithrt. Dies gelingt in guten
Ausbeuten mit Hilfe von Thionylchlorid (Abb. 4.1).[181]
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Der isotopenmarkierte Aib-Baustein a-Azidoisobuttersdurechlorid-Dg 5 kann wie von
Jost et al. fiir Efrapeptin C beschrieben in der Festphasenpeptidsynthese zur Darstel-
lung selektiv deuterierter Efrapeptin-Analoga eingesetzt werden. 4647 Auf die Synthese
der isotopenmarkierten Efrapeptin-Analoga 79—82 wird in Kapitel 4.5 néher eingegan-

gen.

4.1.2 Synthese von S-2-Azido-2-methylbuttersaurechlorid 25

In den Efrapeptinen D—G 42—-45 kommt neben der o,x-dialkylierten achiralen o-Amino-
isobuttersdure 9 auch die o, x-dialkylierte chirale Aminoséaure L-Isovalin 21 vor. Anhand
der von Meldal beschriebenen Synthese von o,x-dialkylierten o-Azidoséduren kann der
Syntheseweg fiir rac-2-Azido-2-methylbuttersdure 14 und weiter zum Iva-Baustein rac-
2-Azido-2-methylbuttersiurechlorid 15 entwickelt werden (Abb. 4.4). [85:86]

Die zunachst erfolgende Bromierung in o-Position mit NBS in CCl, verlduft vermut-
lich nach einem radikalischen Mechanismus zu 2-Brom-2-methylbuttersédure 13. Die an-
schlieende nukleophile Substitution mit Natriumazid in DMF liefert die Azidosdure 14
in sehr guter Ausbeute. Um die fiir die Peptidsynthese erforderliche Aktivierung der
Carboxylfunktion zu gewéhrleisten, wurde mit Thionylchlorid umgesetzt und das rac-
2-Azido-2-methylbuttersdurechlorid 15 in einer Ausbeute von 77 % nach fraktionierter

Destillation isoliert.

OH —— OH —2- OH —— cl
H Br N; N;
0 0 0 0

12 13 14 15

Abbildung 4.4: Synthese von rac-2-Azido-2-methylbuttersiurechlorid 15:[858 (3) nBs, CCl,, Riick-
fluss, Giber Nacht, 78 %; (b) NaN;, DMF, RT, 3d, 91 %; (c) SOCI,, Rickfluss, 1.5h, 77 %

In den Efrapeptinen D-G 4245 ist jedoch anstelle des Racemats die entsprechende L-
Aminoséure 21 enthalten. %! Der von Meldal beschriebene Syntheseweg kann allerdings
nicht fiir die Darstellung des gewiinschten L-Iva-Bausteins S-2-Azido-2-methylbutter-
sdurechlorid 25 verwendet werden, da im Syntheseverlauf keinerlei chirale Information
eingebracht wird. Daher war es unerlasslich, eine asymmetrische Synthese fiir L-Isovalin

zu entwickeln.
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Zur Darstellung von Aminoséuren wird hiufig die Strecker-Synthese verwendet. 182
Diese verlduft unter den gewohnlich verwendeten Bedingungen (Behandlung mit Am-
moniak und Blausdure mit anschliefender saurer Hydrolyse) jedoch ebenfalls nicht
enantioselektiv, so dass auch hier ein Racemat erhalten wird. Es sind jedoch auch Bei-

spiele bekannt, in denen von einer asymmetrischen Strecker-Synthese berichtet wird.

So konnte im Falle der Synthese von o-trifluormethylierten o-Aminoséuren ausgehend
von R-N-tert-Butylsulfinylketoiminen durch Verwendung eines sehr unpolaren Losungs-
mittels wie n-Hexan eine entgegengesetzte Stereochemie gegeniiber der Verwendung des
polaren Loésungsmittels DMF erhalten werden. Der entgegengesetzte Reaktionsverlauf
kann anhand unterschiedlicher Ubergangszustinde in beiden Losungsmitteln mecha-
nistisch begriindet werden. Wihrend in n-Hexan ein sechsgliedriger Ubergangszustand
postuliert wird, kann dieser auf Grund der polaren und gleichzeitig Lewis-basischen
Eigenschaften von DMF nicht ohne weiteres entstehen. 183l

In drei weiteren Beispielen wurde hingegen auf chirale Katalysatoren zur Steuerung der
Enantioselektivitit zuriickgegriffen. Wihrend mit Ti'V- und VV-haltigen Katalysatoren

n, 184 konnten mit Hilfe von

Enantiomereniiberschiisse von maximal 81 % erreicht wurde
voluminosen Gd- oder La-haltigen Komplexen Enantiomereniiberschiisse bis 99 % erhal-
ten und die Enantioselektivitit bei der Synthese verschiedener Aminoséuren recht zu-
verléssig in die gewiinschte Richtung gesteuert werden. !8%! Dass auch weniger komple-
xe iibergangsmetallfreie Katalysatoren hervorragende Ergebnisse liefern kénnen, zeig-
te Jacobsen anhand der enantioselektiven Katalysator-unterstiitzten Strecker-Synthese
verschiedener a-monoalkylierter und «,x-dialkylierter Aminosauren. 186! Umfangreiche
Ubersichten iiber die stereoselektive Synthese sowohl azyklischer als auch zyklischer

«,-dialkylierter Aminoséuren geben Cativiela und Diaz-de-Villegas. [187:188]

Ein enzymkatalysierter Syntheseweg zur enantiomerenreinen Darstellung von IL-Iso-
valin 21 wurde von Forschern der Firma DSM entwickelt. Hierbei wurde von rac-2-
Amino-2-methylbuttersdureamid 19 ausgegangen. Dieses konnte unter Verwendung der
Strecker-Synthese und anschliefender Umsetzung mit Schwefelsaure ausgehend von 2-
Butanon 17 synthetisiert werden. Die Strecker-Synthese lieferte unter nur schwach sau-
ren Bedingungen das Aminonitril 18 in einer Ausbeute von 88 %. Als Reagenzien wurden
Ammoniumhydroxid, Ammoniumacetat und Natriumcyanid in einer wéssrigen Losung
eingesetzt, wobei Blausdure entsteht, die direkt in die Reaktion als Reaktionspartner

eingeht. Folgt keine sofortige saure oder basische Hydrolyse zur entsprechenden Séu-
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Abbildung 4.5: Synthese von rac-2-Amino-2-methylbuttersiureamid 19: 189 (a) NH,OH, NH,OAc,
NaCN, H,0, 25-35°C, 1d; (b) 1. H,SO, (96 %), RT, uber Nacht; 2. NH,OH, H,0, 10-40°C, pH 1.6;
3. NH,OH, H,O, RT, pH8.6, 70 %

re, so kann das jeweilige Aminonitril isoliert werden. Eine anschliefende Umsetzung
mit konzentrierter Schwefelséure lieferte das Aminosdureamid 19. Die Reaktion erfolgt
unter Eiskiihlung, wobei die Reaktionsmischung moderate Temperaturen zwischen 18
und 26 °C erreicht. Das Reaktionsgemisch wurde anschliefend in einer wéssrigen Am-
moniumhydroxidlésung aufgenommen und nach Extraktion mit Chloroform im sauren
Bereich zur Entfernung von Nebenprodukten neutralisiert und erneut extrahiert, wobei
das Produkt in reiner Form erhalten wurde (Abb. 4.5). 189

Das rac-2-Amino-2-methylbuttersdureamid 19 wurde anschlieflend einer enzymatischen
Racematspaltung unterworfen, wie sie in &hnlicher Form von Jost zur Darstellung von
enantiomerenreinem a-Azido-a-methyl-L-leucin beschrieben wurde.®3 Im Gegensatz
zu der von Jost verwendeten Methode wird im Fall von L-Isovalin 21 jedoch nicht
auf Ochrobactrum anthropi als 1-Amidase enthaltenden Organismus zuriickgegriffen,
sondern das hier effektivere Mycobacterium neoaurum verwendet. Die L-Amidase die-
ses Organismus setzt selektiv L-Isovalinamid zu L-Isovalin 21 um, wéhrend das D-
Enantiomer 20 nicht umgesetzt wird (Abb. 4.6). Beide konnen anschlieBend durch
Tonenaustauschchromatographie voneinander getrennt werden. Der mittels HPLC er-

mittelte Enantiomereniiberschuss des isolierten L-Isovalins 21 betragt 98 %.

Anschliefend an die enzymatische Racematspaltung folgten zwei weitere Reaktionen,

die jedoch keinerlei Einfluss auf die Stereochemie mehr haben. Zunéchst wurde ausge-
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Abbildung 4.6: Synthese von L-Isovalin 21: (a) Mycobacterium neoaurum
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Abbildung 4.7: Darstellung von Triflylazid 23 aus Triflylanhydrid 22: (a) NaN;, H,0/CH,Cl,, 0°C,
2h

hend von L-Isovalin 21 mittels Diazotransfer die Azidogruppe als N-terminale Schutz-
gruppe in das Molekiil eingebracht und S-2-Azido-2-methylbuttersédure 24 erhalten. Der
Diazotransfer nach der von Wong entwickelten Vorgehensweise unter Verwendung von
Triflylazid und Zn'-Katalyse stellt hierfiir eine geeignete Moglichkeit dar. 199 Dieselbe
Vorgehensweise wurde von Pelletier unter Cull-Katalyse auf zahlreiche Aminoséiuren

angewendet, 37 was fiir eine problemlose Ubertragbarkeit auf L-Isovalin 21 spricht.
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Abbildung 4.8: Vorgeschlagener Mechanismus fiir einen Zn'-katalysierten Diazotransfer: 58]
(a) RNH,; (b) TN,

Zunachst wurde Triflylazid 23 frisch aus Triflylanhydrid 22 und Natriumazid in ei-
nem H,0/CH,Cl,-Gemisch hergestellt (Abb. 4.7). In die eigentliche Reaktion geht

anschlieBend Triflylazid als Diazotransferreagenz ein, wahrend durch K,CO; basische
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21 24 25

Abbildung 4.9: Synthese von S-2-Azido-2-methylbuttersiurechlorid 25: (a) 1. Herstellung einer
TfN5-Lésung in CH,Cl,: NaN;, Tf,0, H,O0/CH,Cl,, 0°C, 2h; 2. TfN;, K»CO3z, CuSO4-5H,0,
CH,Cl,/H,0/MeOH, RT, iber Nacht, 85 %; (b) SOCl,, Rickfluss, 1.5h, 80 %

Bedingungen geschaffen werden und CuSO, als Katalysator dient (Abb. 4.9). Der von
Wong vorgeschlagener Mechanismus fiir die entsprechende Zn''-katalysierte Reaktion

(Abb. 4.8) kann auf den Cu'l-katalysierten Diazotransfer iibertragen werden. 5%

Indem das Amin unter basischen Bedingungen an den Zn''-Katalysator gebunden wird,
ergibt sich E. Aufgrund der hohen Elektrophilie des Triflylazids wird dieses nukleophil
von E angegriffen, was in Verbindung mit einer anschlieBenden Deprotonierung das
Zink-stabilisierte gemischte Tetrazen F liefert. Dieses kann unter Freisetzung des ge-
wiinschten Azids in einer reversen [3 + 2] Zykloaddition den Zinktriflylimidokomplex G
bilden. G steht im Gleichgewicht mit H, welches durch Transiminierung den Zinkimi-
dokomplex I bilden kann, welcher jedoch ebenso direkt aus G entstehen kann. In einer
[3 + 2] Zykloaddition mit Triflylazid kann aus I wiederum F entstehen, welches dann

das gewlinschte Azid liefert.

Nach Einfiihrung der Azidogruppe als sterisch wenig anspruchsvolles Aquivalent einer
geschiitzten Aminogruppe ist nur noch die Aktivierung der Carboxylfunktion als Séure-
chlorid erforderlich. Dies geschieht durch Erhitzen der Azidosdure 24 in Thionylchlorid
zum Riickfluss und anschlieffende fraktionierte Destillation in einer Ausbeute von 80 %
(Abb. 4.9). Das so erhaltene S-2-Azido-2-methylbuttersdurechlorid 25 kann anschlie-
Bend in der Festphasenpeptidsynthese eingesetzt werden. Dadurch kénnen gezielt die
einzelnen Peptidfragmente synthetisiert werden, die fiir die Synthese der Efrapepti-
ne D-G 42-45 benotigt werden (s. Kapitel 4.2).

4.1.3 Synthese von Fmoc-cis-3-Methyl-L-prolin 41 und
Fmoc-trans-3-Methyl-L-prolin 35

In den Neoefrapeptinen kommt neben den nichtproteinogenen Aminoséuren 3-Alanin,

o-Aminoisobuttersiure, Pipecolinsdure und Isovalin auch 1-Aminocyclopropancarbon-
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sdure 26 als weitere nichtproteinogene Aminoséure vor (Abb. 4.10). Diese zyklische Ami-
nosaure ist auf Grund des festen 60°-Winkels im Cyclopropylrest nicht so voluminés wie
o-Aminoisobuttersiaure und kann daher problemlos als Fmoc-Aminosiure mit Hilfe von
geeigneten Kupplungsreagenzien einge-

fithrt werden (s. Kapitel 4.3). In den Neo- N /"
efrapeptinen F, L und M findet sich zu- H,N Z(OH o
sétzlich noch trans-p-Methyl-L-prolin 34 6] 0

(Abb. 4.10). Diese sehr seltene und von 26 34

Fredenhagen et al. zunichst anhand wenig
Abbildung 4.10: Die in den Neoefrapeptinen ent-

stringenter massenspektrometrischer Mes- o _
haltenen seltenen Aminosduren 1-Aminocyclo-

sungen als zu ihr isobare Pipecolinsau- N
& P propancarbonsaure 26 und trans-3-Methyl-L-pro-

re identifizierte Aminosiure34 wurde als lin 34

erstes von Huber mit Hilfe aufwéndiger
NMR-Experimente in Neoefrapeptin F 63 entdeckt.®2 Wihrend Fmoc-1-Aminocyclo-
propancarbonséure fiir die Synthese kauflich erworben wurde, sollte fiir Fmoc-trans-3-

Methyl-L-prolin 35 ein effektiver Syntheseweg entwickelt werden.

Fiir die Synthese von trans--Methyl-L-prolin 34 existieren bereits verschiedene, zum
Teil recht aufwéndige Synthesewege. Finige von ihnen sollen an dieser Stelle beispielhaft

vorgestellt werden.

Synthese von cis-3-Methyl-L-prolin 40 aus Garners Aldehyd

Eine mehrfach beschriebene Vorgehensweise ist die Synthese verschiedener 3-Alkyl-
prolinderivate ausgehend von R-konfiguriertem Garners Aldehyd K, welcher in einer
dreistufigen Synthese mit einer Gesamtausbeute von etwas mehr als 50 % aus D-Serin J
zuginglich ist (Abb. 4.11).1191]

Oy OH Oy OMe
—, Bec. b Bocey _c, Boc\,\,)}
H,N N J
OH OH ﬁ—o 4‘
J K

Abbildung 4.11: Synthese von R-konfiguriertem Garners Aldehyd K aus D-Serin J:[*91 (a) 1. Boc,O,
NaOH, Dioxan/H,0, 0°C—RT, 4h; 2. CH,N,, Et,0, 0°C, 30 min, 80 %; (b) bmp, TsOH-H,0,
Benzol, Rickfluss, 30 min, 2 x, 80 %; (c) DIBALH, Toluol, —78°C, 3h, 85 %
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Von Garners Aldehyd K ausgehend erfolgt die Synthese von cis-f3-Methyl-L-prolin 40
in sechs Schritten (Abb. 4.12). Als erstes wird die Aldehydfunktion mit Ethyl(triphe-
nylphosphoranyliden)acetat zum vinylogen Ethylester L umgesetzt. Der erhaltene «,f3-
ungesittigte Ester kann anschlieBend mit Methyllithium, Cu'-Iodid und Trimethylsi-
lylchlorid in einer substratkontrollierten 1,4-Addition stereoselektiv in M transformiert
werden. Die so eingefiihrte Methylgruppe bleibt bis zum Ende der Synthese am R-
konfigurierten Stereozentrum in dieser Form erhalten und bildet die Methylgruppe in
B-Position von Methylprolin. Die weiteren Syntheseschritte sind eine durch LiAlH, er-
zielte Reduktion, ein anschlieBender Schutz der freien Alkoholfunktion zu O und eine
Offnung des Oxazolidinrings durch Jones Oxidation, wodurch P erhalten wird. P stellt
nun die Vorstufe des N- und C-terminal geschiitzten Methylprolins Q dar, welches
durch NaH-vermittelte Zyklisierung entsteht und im Anschluss zu cis-3-Methyl-L-pro-

lin 40 entschiitzt werden kann. [192]
o CO,Et CO,Et » OH
/ /’//,
Boc\N/S _a, _b — S~ Bocy _d,
ﬁ"o Boc\N Boc\N d
ﬁ—‘ Y 4—‘ Y 4—‘
K L M N
Boc— /g\/ — /E\/ d
N Z 1
Bocs N Neo,Me CO,Me CO,H
O P Q 40

Abbildung 4.12: Synthese von cis--Methyl-L-prolin 40 ausgehend von R-konfiguriertem Garners Alde-
hyd K:[192] (a) Ethyl(triphenylphosphoranyliden)acetat, Benzol, RT, 36 h, 85 %; (b) MeLi, Cul, Me,SiCl,
THF, —78°C—RT, 1h, 94%; (c) LiAlH,, THF, RT, 1.5h, 98 %; (d) MsCl, NEt;, CH,Cl,, 0°C —RT, 1h,
87 %,; (e) 1. CrO5/H,S0O,, Aceton, 0°C, 4h; 2. CH,N,, Et,0, RT, 58 %; (f) NaH, DMF, —25°C, 1h, 78 %;
(g) 6N HCI, AcOH, Riickfluss, 4 h, 98 %192

Dieser Syntheseweg beinhaltet im wesentlichen zwei Nachteile. Zum einen liegt die
Gesamtausbeute ausgehend von D-Serin J bei nur 16 % bei einer hohen Anzahl von
Reaktionsschritten, zum anderen wird jedoch anstelle des trans-f-Methyl-L-prolin 34
das cis-p-Methyl-L-prolin 40 erhalten. Die Probleme einer moglichen Epimerisierung

am o-Kohlenstoffatom werden weiter unten in diesem Kapitel behandelt.
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Synthese von (3- R-Alkyl-L-prolinen nach anderen Methoden

Neben der Moéglichkeit, 3-Alkylproline ausgehend von Garners Aldehyd zu synthetisie-
ren, existieren eine Reihe weiterer interessanter Vorgehensweisen, von denen hier nur

einige Erwéhnung finden sollen.

Die Synthese von trans-(3-n-Propyl-L-prolin ausgehend von Boc-y-Keto-L-prolinmethyl-
ester gelang Holladay et al. in einem cis/trans-Verhéltnis von 1:9, wobei die Dia-

stereomere gut voneinander getrennt werden konnten (Abb. 4.13). Der Reaktionsweg

verlauft tiber eine nicht stereoselektive Alky- _
lierung in (3-Position, gefolgt von einer Reduk- S

tion der Ketofunktion zum Alkohol und wei- &

ter bei partieller Epimerisierung in 3-Position H COH

unter Barton-dhnlichen Bedingungen zum ge-
schiitzten P-substituierten Prolinderivat.1931  Abbildung 4.13: trans-B-n-Propyl-L-prolin
Die Moglichkeit, hierbei das trans-Isomer isolieren zu koénnen, ist jedoch vermutlich

auf die Grofle des Alkylrestes in (-Position zuriickzufiihren.

Ein weiterer Syntheseansatz geht von dem zyklischen

&(S 2-Aminoketen-S5,S-acetal R aus (Abb. 4.14), welches

'}I S\) mit LDA und einem entsprechenden Elektrophil am der

R Doppelbindung benachbarten Kohlenstoffatom nicht-

R stereoselektiv alkyliert werden kann. Erst bei der fol-

Abbildung 4.14: Das zyklische 2- genden Hydrolyse wird selektiv das trans-Isomer er-

Aminoketen-S,S-acetal R zur Syn- halten, wobei jedoch ein racemisches Gemisch vor-
these von B-Alkylprolinen liegt.[194’195]

Eine sehr effektive Moglichkeit, das isotopenmarkierte [1—13(]]—tmn5— [3-Methyl-L-prolin
[1—13(}] -34 herzustellen, ist die von Williams vorgestellte Methode, die von dem entspre-
chenden [1-'*C]-L-Isoleucin S ausgeht (Abb. 4.15).1196.197 Hierzu wird die Carboxyl-
gruppe in S als Ethylester geschiitzt und das entstehende T mit tert-Butylhypochlorid
zu U an der freien Aminogruppe chloriert. Durch Bestrahlung mit einer Quecksilber-
lampe in Schwefelsdure lagert sich das Chlorid an die terminale Methylgruppe in der
Seitenkette zum Intermediat V an, wodurch diese Position aktiviert wird. Die fol-
gende basenvermittelte Zyklisierung mit anschlieBendem Schutz der dann sekundéren
Aminofunktion von V zu W verlduft zwar nur in méafiiger Ausbeute, jedoch bleiben

sdmtliche Stereozentren erhalten. Die zuletzt durchgefiihrte vollstandige Entschiitzung
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Abbildung 4.15: Synthese von [1—13C]-trans—[S-MethyI-L—proIin [1—13C]—34 aus [1—13C]—L—
Isoleucin R:[190:1971 (3) SOCI,, EtOH, Riickfluss, 10h, 90 %; (b) ‘BuOCI, Benzol, Lichtausschluss,
0°C, 1.5h, 97%; (c) H,SO, (85%), hv (Hg®), 0-5°C, 40h; (d) 1. 10M NaOH, 0°C; 2. Boc,O0,
K,CO;, Dioxan/H,0, RT, 8h, 45%; (e) 1. NaOH, MeOH, Riickfluss, 2h; 2. TFA, CH,Cl,, RT, 3h,
99 %

liefert [1—130]—tmns—ﬁ—Methyl—L—prolin [1—130] -34 in einer Gesamtausbeute von 36 %.
Hervorzuheben sind bei diesem Syntheseweg einerseits die geringe Zahl von Synthese-
stufen, andererseits ist das erhaltene Produkt laut der angegebenen Analytik weitge-
hend enantiomeren- und diastereomerenrein, wobei jedoch kein exakter Wert angegeben

wird.

0 o &
Ui, = Uy, = O
l}] CO,Bz l}] CO,Bz H CO,H
PhFI PhFI
X 34

Abbildung 4.16: Synthese von trans-f-Methyl-L-prolin 34 analog der Vorgehensweise von Lu-
bell et al.:[1% (a) NaN(SiMe,),, Mel, THF/DMPU (3: 1), —78°C, 65 %; (b) 1. NaBH,, MeOH /THF,
0°C, 99 %; 2. NaH, CS,, Mel, THF, 0°C, 100 %; 3. Bu3SnH, AIBN, Xylol, Riickfluss, 91 %; 4. H,-
Pd/C, THF, RT, 95%

Lubell et al. beschrieben die Synthese von {3-Alkylprolinen, darunter auch trans-3-
Methyl-L-prolin 34, ausgehend von y-Oxoprolin, welches N- und C-terminal geschiitzt
vorlag (Abb. 4.16). 1198 Sie erhielten neben zum Teil hervorragenden Ausbeuten eine ak-
zeptable Diastereoselektivitdt von 3 : 1 des gewiinschten Alkylierungsprodukts X. Dieses

konnten sie anschlieflend problemlos sdulenchromatographisch von dem unerwiinschten
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Diastereomer abtrennen. Auf Grund dieser Erfolge wurde im Rahmen dieser Arbeit
der von Lubell verwendete Reaktionsverlauf iibernommen. Es war jedoch trotz zahlrei-
cher Variationen (Reagenzien, Losungsmittel, Reaktionsbedingungen) weder moglich,
die beschriebenen Ausbeuten zu erreichen, noch konnte die ebenfalls beschriebene Dia-
stereoselektivitit erhalten werden. Der Grund fiir das scheitern der Synthese ist im
Wesentlichen auf den Alkylierungsschritt zuriickzufithren. Zum einen ist der Methyl-
rest zum Erreichen einer guten Diastereoselektivitat zu klein, zum anderen wurde die
von Lubell et al. als Nebenreaktion beschriebene Doppelalkylierung zumeist zur Haupt-

reaktion.

Synthese von Fmoc-cis-3-Methyl-L-prolin 41 und Fmoc-trans-f3-Methyl-L-prolin 35
zur Verwendung in der Peptidsynthese von Neoefrapeptinen

Fir die Synthese von Neoefrapeptin F wird nach der NMR-gestiitzten Sequenzanalyse
durch Huber neben L-Isovalin 21 und 1-Aminocyclopropancarbonséure 26 auch trans-f3-
Methyl-L-prolin 34 benétigt. 2l Da bei den oben beschriebenen Syntheseméglichkeiten
jedoch zumeist Probleme mit der Stereoselektivitit auftreten oder die Synthese sehr
aufwindig ist, wurde ein alternativer Syntheseweg gewéhlt, der sich an die Synthese
von (3-Alkylprolinen ausgehend von R-Phenylethylamin 28 oder S-Phenylethylamin 36

anlehnt. [199]

Zunéchst wurde ausgehend von R-Phenylethylamin 28 in vier Schritten N-(tert-Butyl-
oxycarbonyl)-cis-B3-methyl-D-prolin 32 synthetisiert, welches durch Epimerisierung am
o-Kohlenstoffatom und Entschiitzen das gewiinschte trans-f3-Methyl-L-prolin 34 erge-
ben sollte. Analog wurde anschlieBend cis-f3-Methyl-L-prolin 40 ausgehend von S-Phe-
nylethylamin 36 synthetisiert, welches jedoch keiner Epimerisierung unterworfen wurde,

um einen Vergleich zwischen dem trans-Produkt und dem cis-Produkt zu erméglichen.

An die Ausgangsverbindung 28 wurden jeweils durch nukleophile Substitution erst
Bromessigsdurebenzylester und anschlieend 4-Brom-1-buten gebunden und [N-But-3-
enyl- N-( R-phenylethyl)amino]-essigsdurebenzylester 30 erhalten (Abb. 4.17). Die erste
nukleophile Substitutionsreaktion zu 29 verlauft bei Raumtemperatur mit einer Aus-
beute von 67 % zufriedenstellend. Durch eine Reaktionszeit von nur 10 min konnte eine
zweifache Reaktion mit dem Elektrophil effektiv vermieden werden. Das so eingefiihrte
Stereozentrum ist bei der spéteren Zyklisierung fiir die Diastereoselektivitdt von grofler
Bedeutung. Bei der zweiten nukleophilen Substitutionsreaktion hingegen gibt es fiir 29

nur eine Moglichkeit, mit dem Elektrophil zu reagieren. Zudem ist die Nukleophilie des
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Abbildung 4.17: Synthese von 31: (a) BrCH,COOCH,Ph, NEt;, DMSO, RT, 10min, 67 %;
(b) BrCH,CH,CH=CH,, NEt;, DMs0, 50°C, 48 h, 22 %; (c) 1. LDA, Et,0, —78°C, 5 min; 2. ZnBr,,
Et,0, —78°C —RT, 40 min, 63%

Stickstoffatoms durch den zusétzlichen Rest herabgesetzt und ein Angriff auf das Elek-
trophil sterisch ungiinstiger. Daher wurde dieses im 2.5 fachen Uberschuss eingesetazt,
die Temperatur auf 50°C erhéht und die Reaktionszeit auf 48 h verldngert, um einen
moglichst vollstandigen Umsatz zu erreichen. Im Gegensatz zu den in der Literatur
beschriebenen guten Ausbeuten kann hier jedoch nur eine sehr méflige Ausbeute von

22 % realisiert werden.

Analog zu dem oben beschriebenen Reaktionsverlauf ist die Synthese von [N-But-
3-enyl- N-(S-phenylethyl)amino]-essigsédurebenzylester 38 und weiter zu N-(S-Phenyl-
ethyl)-B- R-methyl-S-prolinbenzylester 39 (Abb. 4.18) mit vergleichbaren Ausbeuten
ausgehend von S-Phenylethylamin 36 mdoglich. Da der

N entscheidende Schritt in den hier vorgestellten Reak-

/\@ tionsfolgen die Zyklisierung von [N-But-3-enyl- N-(R-

0 0 phenylethyl)aminol-essigsdurebenzylester 30 zu N-( R-

39 Phenylethyl)-3-S-methyl- R-prolinbenzylester 31 und

ebenso [N-But-3-enyl- N-(S-phenylethyl)amino]-essig-
Abbildung 4.18: N-(S-Phenylethyl)-

saurebenzylester 38 zu N-(S-Phenylethyl)-f3- R-me-
[3-R-methyl-S-prolinbenzylester 39

thyl-S-prolinbenzylester 39 ist, soll der Mechanismus

an dieser Stelle detaillierter behandelt werden.
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Die Zyklisierung sollte zum einen diastereoselekiv erfolgen, zum anderen sollten die Sub-
stituenten am entstehenden Fiinfring cis-stdandig zueinander ausgerichtet sein. Durch
Variation des zuvor iiber R-Phenylethylamin 28 eingefiihrten Stereozentrums durch al-
ternative Verwendung von S-Phenylethylamin 36 ist es moglich, die Substituenten am

entstehenden Fiinfring auf der einen oder der anderen Seite der Ringebene zu platzieren

und so beide Enantiomere zu erzeugen.

Abbildung 4.19: Vorgeschlagener Mechanismus fiir die Zn-gestiitzte Zyklisierung von 30 zu 31 und 38
2u 39[200-202]

Zunédchst wird mit Hilfe von LDA am «-Kohlenstoffatom deprotoniert, wodurch ein
zwischen o-Kohlenstoffatom und Carbonylsauerstoffatom delokalisiertes freies Elektro-
nenpaar entsteht. Karoyan et al. und Lorthiois et al. beschrieben im selben Jahr die
Verwendung von ZnBr, zur Erzeugung eines intermedidren Komplexes (hier {ibertragen
auf R-Y und S-Y in Abbildung 4.19), bei dem das Zinkatom nur von oberhalb oder

unterhalb der spiteren Ringebene angreifen kann.[200-202] Die Angriffsseite ist im Falle

N LARRNN) a '\,:>|||||| b N i
©\E/ Z —> Boc” —> Boc”

70 /—OH OH
o/\ o/\ 0
31 32 33

Abbildung 4.20: Synthese von Boc-cis/trans-3-methyl-DL-prolin 33: (a) H,-Pd/C, Di-tert-butyldi-
carbonat, MeOH, RT, tiber Nacht, 73 %; (b) 1. LDA, Et,0, —78°C — RT, 30 min; 2. NH,Cl-Lésung
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von 30 und 38 durch das zuvor eingefiihrte Stereozentrum vorgegeben, da eine der bei-
den Seiten durch den volumindsen Phenylrest effektiv gegen einen Angriff abgeschirmt
wird. Das Zinkatom koordiniert an das freie Elektronenpaar des Aminostickstoffatoms,
die Doppelbindung im Butensubstituenten und das freie Elektronenpaar am Carbonyl-
sauerstoffatom. Die spéteren Ringsubstituenten werden durch die Koordination an das
Zinkatom auf die gewiinschte Seite des Rings gezogen. Im Falle von R-Y entsteht der
ZnBr-substituierte N-(R-Phenylethyl)-3-S-methyl- R-prolinbenzylester R-Z, im Falle
von S-Y hingegen der enantiomere ZnBr-substituierte N-(S-Phenylethyl)-f- R-methyl-
S-prolinbenzylester S-Z. Beide kénnen anschlieend durch Hydrolyse mit wéssriger
NH,Cl-Losung von dem ZnBr-Substituenten befreit werden und besitzen so eine zur
geschiitzten Sdurefunktionalitdt cis-stdndige Methylgruppe in (-Position. Der Reak-
tionsverlauf erfolgt regio- und diastereoselektiv, was sowohl polarimetrisch, als auch
NMR-spektroskopisch bestétigt wird.

Weitere Arbeiten, insbesondere der Gruppe um Karoyan, ermoglichen die Einfiihrung
sehr variabler Reste in 3-Position des Pyrrolidinringes. So sind neben Einfiihrung ver-
schiedener azyklischer Alkylreste auch zyklische Alkylreste, Sulfonether und -ester, Ni-

trile und auch Carbonsiurereste moglich. [203:204]

Nach der Zyklisierung steht die Konfiguration der am Ende vorhandenen Stereozen-

tren fest. Durch Pd/C-katalysierte Hydrierung wurden die N- und die C-terminalen
Schutzgruppen entfernt. Gleichzeitig wurde im Falle von N-
(R-Phenylethyl)-f-S-methyl- R-prolinbenzylester 31 mit Hil-
fe von Boc,O eine saurelabile Schutzgruppe an der Amino-
gruppe angebracht und N-(tert-Butyloxycarbonyl)-cis-3-me-
thyl-D-prolin 32 erhalten (Abb. 4.20).

Dieses besitzt jedoch noch nicht die gewilinschte Konfigura-
tion am «-Kohlenstoffatom. Daher wurde versucht, zunéchst

in dieser Position zu deprotonieren und anschliefend durch
Abbildung 4.21: Analyti-

eine geeignete Sadure wieder zu protonieren. Da das «,[3-cis-
sches HPL-Chromatogramm

on 33 konfigurierte Molekiil vermutlich thermodynamisch weniger

V
stabil ist als das «,p-trans-konfigurierte, wurde zumindest

eine iiberwiegende Epimerisierung am o-Kohlenstoffatom erwartet. Diese Vermutung

wird durch Experimente von Chung et al. bestétigt. 205

Chung et al. verwendeten fiir ihre Epimerisierung Gleichgewichtsbedingungen, die bei

erhohten Temperaturen das thermodynamisch stabilere Produkt liefern sollten (NaOEt/
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EtOH (4Aq), CF;COONa (3 Aq), Riickfluss, 2h), was ein Diastereomerenverhéltnis
von 55:45 (trans: cis) lieferte. 295 Dagegen versuchten Karoyan et al., das thermody-
namisch stabilere Produkt unter wesentlich milderen Bedingungen zu erhalten (LDA
(1Aq), —78°C — RT, EtOH (10 Aq), RT), was jedoch ebenfalls nur zu einem Diastereo-

merenverhiltnis von 77:23 (trans: cis) fithrte. 200

Bei sédmtlichen Versuchen zur Epimerisierung am o«-Kohlenstoffatom in 32 mit sowohl
thermodynamischer als auch kinetischer Kontrolle der Reaktion wurde lediglich ein
Isomerengemisch erhalten, welches etwa gleiche Teile beider Isomere enthélt. Dies ist
anhand des analytischen HPL-Chromatogramms in Abbildung 4.21 erkennbar. Eine pra-
parative Trennung war jedoch nicht mdoglich, da sich die Retentionszeiten beider Isome-
re nur geringfiigig unterscheiden und daher lediglich eine Anreicherung eines Isomers

moglich ware.

Um jedoch eine Synthese von N-(9-Fluorenylmethyloxycarbonyl)-trans-B-methyl-L-pro-
lin 35 zu ermdoglichen, wurde von kauflichem trans-f3-Methyl-L-prolin 34 ausgegangen,
welches N-terminal mit einer Fmoc-Schutz-
gruppe versehen wurde. Die Reaktion verlauft i i
in einem H,0/Aceton-Gemisch mit NaHCO, HN . Fm oc/N

als Base in erwartet hoher Ausbeute von 91 % 3 OH 5 OH
(Abb. 4.22). Das erhaltene N-(9-Fluorenylme- i i
thyloxycarbonyl)-trans-f-methyl-L-prolin 35

kann nach HPL-chromatographischer Reini- Abbildung 4.22: Synthese von Fmoc-trans-{3-
gung direkt unter Standardkupplungsbedin- Methyl-L-prolin 35: (a) Fmoc-OSu, NaHCO;,
gungen in der Peptidsynthese eingesetzt wer- H20/Aceton, RT, 60h, 91%

den (s. Kapitel 4.3).

Ein grofler Vorteil des verwendeten auxiliargesteuerten Synthesewegs ist die leichte Va-
riierbarkeit. Wird anstatt von R-Phenylethylamin 28 von S-Phenylethylamin 36 aus-
gegangen, ist die Synthese des anderen Enantiomers Fmoc-cis-f3-Methyl-L-prolin 41
problemlos moglich. Wird dieses keiner C*-Epimerisierung unterworfen, ist ein Ver-
gleich zwischen cis- und trans-Konfiguration der o~ und -Substituenten des Pyrro-
lidinrings moglich (Abb. 4.23). Durch Einbau von Fmoc-cis-3-Methyl-L-prolin 41 in
die Peptidsequenz anstelle von Fmoc-trans-f3-Methyl-L-prolin 35 ist es moglich, das

Neoefrapeptin F-Analogon 66 zu erhalten (s. Kapitel 4.3).

In Abbildung 4.24 ist ein Vergleich der 'H-NMR-Spektren der isomeren Fmoc-trans-
3-Methyl-L-prolin 35 und Fmoc-cis-3-Methyl-L-prolin 41 zu sehen. Es wird deutlich,
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Q\(g a  HN b N
/\© EE— —  Fmoc
(0] OH OH
(0] 0] 0]

39 40 a

Abbildung 4.23: Synthese von Fmoc-cis-3-Methyl-L-prolin 41: (a) H,-Pd/C, MeOH, RT, iiber Nacht,
87 %; (b) Fmoc-OSu, NaHCO;, H,0/Aceton, RT, 60 h, 54 %

dass sich die Spektren gerade im Bereich der y’-Methylprotonen und der benachbarten
Gruppen (CP, C*, CY) durch recht deutliche Verschiebungen zueinander unterscheiden.
Auch ist erkennbar, dass auf Grund der volumnitsen Fmoc-Gruppe jeweils zwei Rotame-
re von Fmoc-trans-p-Methyl-L-prolin 35 und Fmoc-cis-p-Methyl-L-prolin 41 vorliegen.
Zwischen 1.1 ppm und 1.2 ppm sind zwei Dubletts zu finden, deren Kopplungskonstan-
ten einer 3J-Kopplung entsprechen. Die Dubletts konnen den B-Methylprotonen zu-
geordnet werden. Die Beobachtung, dass auf Grund der Fmoc-Gruppe zwei Rotamere
vorhanden sein miissen, wird durch einen doppelten Signalsatz im '3C-NMR-Spektrum
bestétigt. Das Vorliegen von Diastereomeren kann anhand der NMR-Spektren der freien

Aminosduren 34 und 40 ausgeschlossen werden.

ppm 4.00 3.50 ppm 2.50 2.00 1.50

Abbildung 4.24: Vergleich der 'H-NMR-Spektren von Fmoc-trans-B-Methyl-L-prolin 35 und Fmoc-
cis-f-Methyl-L-prolin 41

4.2 Efrapeptine D-G 42—45

Wie bereits in Kapitel 2.2.1 beschrieben, wird Efrapeptin C fiir die Synthese in drei

Fragmente zerlegt, die zunéchst einzeln synthetisiert und anschlieBend miteinander ver-
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Tabelle 4.1: Sequenzen der synthetischen Efrapeptine D-G 42-45

Efrapeptin  Sequenzen

D 42 Ac-Pip-Aib-Pip- Aib -Aib-Leu-PAla-Gly-Aib-Aib-Pip-Aib-Gly-Leu-L-lva-X
E 43 Ac-Pip-Aib-Pip-L-lva-Aib-Leu-PAla-Gly-Aib-Aib-Pip-Aib-Gly-Leu-L-lva-X
F 44 Ac-Pip-Aib-Pip- Aib -Aib-Leu-PAla-Gly-Aib-Aib-Pip-Aib-Ala-Leu-L-lva-X
G a5 Ac-Pip-Aib-Pip-L-Iva-Aib-Leu-PAla-Gly-Aib-Aib-Pip-Aib-Ala-Leu-L-lva-X

kniipft werden. Dabei kommen sowohl Methoden der Festphasenpeptidsynthese (SPPS)
als auch Syntheseschritte in Losung zum Einsatz. Fiir die Synthese der Efrapeptine D—
G 4245 ist ein vergleichbarer Ansatz denkbar, bei dem jedoch auf einige Besonderheiten

dieser Efrapeptine gegeniiber Efrapeptin C geachtet werden muss.

4.2.1 Synthese

Vor Beginn dieser Arbeit war zwar die Totalsynthese von Efrapeptin C bekannt, [46:47]
jedoch nicht die der Efrapeptine D-G (Tab. 4.1). Wie in der von Jost et al. beschriebe-
nen Vorgehensweise wurde auch bei der Synthese der Efrapeptine D-G das Gesamtmo-
lekil in zwei Peptidfragmente und die Kopfgruppe zerlegt. Bei den Efrapeptinen D-G
ist jedoch Aib!® (Efrapeptin C), welches in Form des Dipeptids Boc-Leu'4-Aib!®>-OH
an die Kopfgruppe in Losung gekuppelt wird, gegen Iva'® (Efrapeptine D-G) ausge-
tauscht. Hierin besteht der wichtigste bei der Syntheseplanung zu beriicksichtigende
Unterschied.

Auf Grund der gegeniiber der achiralen a-Aminoisobuttersdure 9 erheblich schwieri-
geren Zuganglichkeit des chiralen und enantiomerein benétigten L-Isovalins 21 (vgl.
Kapitel 4.1.2) erschien eine gesonderte Synthese und Einfithrung des Dipeptids Boc-
Leu-L-Iva-OH in Lésung wenig sinnvoll, da vergleichsweise grofie Mengen des Amino-

sdurebausteins benotigt werden.

Daher wurden anstelle der Kupplung eines Dipeptids an die Kopfgruppe gefolgt von
der Kupplung des mittleren Fragments wie im Falle von Efrapeptin C direkt die ent-
sprechenden mittleren Fragmente, welche die Aminosduren Aib? bis L-Iva'® enthalten,
synthetisiert und an die Kopfgruppe gekuppelt. In den Efrapeptinen D und E handel-
te es sich um das Peptidfragment Ny=Aib-Aib-Pip-Aib-Gly-Leu-L-Iva-OH 46, wéihrend
bei den Efrapeptinen F und G das Peptid Ny=Aib-Aib-Pip-Aib-Ala-Leu-L-Iva-OH 47

bendtigt wurde.
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Die Synthese beider Fragmente geht von mit H-L-Iva-OH beladenem o-Chlortritylharz
aus. Fiir die spitere Fragmentkondensation wihlte Jost die Schnittstelle zwischen Gly!'3
und Leu, um einerseits eine einfache Kupplung zu ermoglichen, andererseits aber
auch eine mogliche Epimerisierung zu vermeiden. Da im Falle von L-Isovalin jedoch auf
Grund des fehlenden o-Protons nicht die Gefahr einer Epimerisierung besteht, kann
ein L-Iva-Rest problemlos die carboxyterminale Komponente eines Peptidfragments
darstellen. Zudem zeigten erste Versuche von Jost, dass eine Kupplung eines Peptid-
fragments mit einem Aib-Rest als Carboxykomponente an die Kopfgruppe problemlos
moglich ist und somit auch auf einen L-Iva-Rest iibertragen werden kénnen sollte. %)

Diese Ergebnisse konnten im Laufe der vorliegenden Arbeit in einigen Experimenten

mit dem racemischen Iva-Baustein bestétigt werden.

H—L—Iva—OO

a, b
H—Leu—L—Iva—OO

c, b
H—Xaa—Leu—L—Iva—OO

d, e
H—Aib-Xaa-Leu-L-Iva—OO

f.b,d e d

N2=Aib—Aib-Pip—Aib—Xaa—Leu-L—Iva—OO

g

N,=Aib-Aib-Pip-Aib-Xaa-Leu-L-lva-OH
46,47

N,=Aib-Aib-Pip-Aib-Gly-Leu-L-lva-OH 46
N,=Aib-Aib-Pip-Aib-Ala-Leu-L-lva-OH 47

Fmoc-Leu-OH (3 Aq), n-TBTU (3 Aq),
DIPEA (6 Aq), CH,Cl,/DMF, RT, 50 min
4% DBU/4% Piperidin, DMF, RT,
2x15min

Fmoc-Xaa-OH (3 Aq), N-TBTU (3 Aq),
DIPEA (6 Aq), CH,Cl,/DMF, RT, 50 min
N,=Aib-Cl 11 (7 Aq), NEt; (10 Aq),
CH,Cl,, RT, 30 min

Sn(SPh), (10 Aq), PhSH (30 Aq), NEt,
(50 Aq), CH,Cl,, RT, 20 min
Fmoc-Pip-OH (3 Aq), BOP (3 Aq), DIPEA
(6 Aq), CH,Cl,/DMF, RT, 3h
HFIP/CH,Cl, (1:4), RT, 1h

Abbildung 4.25: Synthese der mittleren Peptidfragmente 46 und 47, Ausbeuten: 13 % (46), 11 % (47)

In Abbildung 4.25 ist die allgemeine Vorgehensweise zur Synthese der mittleren Frag-
mente 46 und 47 dargestellt. Das o-Chlortritylharz wurde mit S-2-Azido-2-methylbut-
tersdure 24 unter basischen Bedingungen beladen. Wahrend bei Fmoc-geschiitzten Ami-
nosduren die Beladung UV-spektroskopisch durch Messung der Absorption der Fmoc-

Abspaltprodukte bei 290 nm bestimmt werden kann, erfolgte dies im Falle von Azido-

sduren auf Grund der fehlenden chromophoren Schutzgruppe gravimetrisch.

Xaa=Gly
Xaa=Ala
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R! R2 Rl R?
H,N a 4 H b g H
\O — N \O " HN
(0] (0]
Azidosiurechlorid R! R?
N,=Aib-Cl 11 CH; CH,

L-N,=lva-Cl 25 CH; CH,CH,4

Abbildung 4.26: Kupplung der Azidosaurechloride 11 und 25 an ein harzgebundenes Amin und an-
schlieBende Reduktion mit dem Vilarrasa-Reagenz: (a) NEt;, CH,Cl,, RT, 30 min; (b) Sn(SPh),,
PhSH, NEt;, CH,Cl,, RT, 20 min

Die Reduktion der Azidogruppe erfolgte nach der in Kapitel 2.1.3 auf Seite 20 be-
schriebenen Methode mit Hilfe des Vilarrasa-Reagenzes. Die Peptidsynthese startet
mit dem so erhaltenen mit der ersten Aminoséure beladenen Harz. Wahrend die Fmoc-
geschiitzten Standardaminosiuren wie Glycin, Leucin oder Alanin mit N-TBTU als
Kupplungsreagenz in die Peptidsequenz eingebaut wurden, wurde fiir Fmoc-Pipecolin-
sdure auf Grund einer erhéhten Effizienz bei schwierigen Kupplungen zyklischer Ami-
nosiauren BOP verwendet. 2% Die Einfithrung der «,a-dialkylierten Aminoséure Aib
erfolgte iiber das Sadurechlorid 11 und anschlieBende Reduktion des harzgebundenen
Azids mit Hilfe des Vilarrasa-Reagenzes (Abb. 4.26).

Fiir die spéter erfolgenden Segmentkondensationen ist es wichtig, dass der N-Terminus
der zu kuppelnden Heptapeptide geschiitzt vorliegt, um eine mogliche Oligomerisie-
rung zu verhindern. Jost et al. setzten hierzu eine Z-Schutzgruppe ein, die einen zu-
sétzlichen Entschiitzungs- und Kupplungsschritt erforderte.[#647 Die Abspaltung der
Z-Schutzgruppe kann zwar durch katalytische Hydrierung erfolgen, Reaktionszeiten
iiber Nacht sind bei den vorliegenden Peptiden jedoch keine Seltenheit.

Die in dieser Arbeit entwickelte Methode kommt ohne einen zusétzlichen Entschiitzungs-
und Kupplungsschritt aus. Anstatt die Azidogruppe des N-terminalen Aib-Rests mit
Hilfe des Vilarrasa-Reagenzes zu reduzieren, um einen weiteren Kupplungsschritt zu
ermdglichen, wurde diese einfach als Schutz des N-Terminus am Peptidfragment be-
lassen. Auf diese Weise ist zum einen eine problemlose Segmentkondensation moglich,
zum anderen kann die Azidogruppe weitaus schneller durch katalytische Hydrierung

vom N-Terminus abgespalten werden, als dies bei der Z-Schutzgruppe der Fall ist.

Samtliche Vorgehensweisen konnen auf die Synthese der N-terminalen Fragmente 48

und 49 iibertragen werden, jedoch wurde von mit Glycin beladenem o-Chlortritylharz
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H—GIy—OO
a, b
H—BAIa-GIy—OO
c, b

Ac-Pip-Aib-Pip-Aib-Aib-Leu-PAla-Gly-OH 48 Yaa = Aib
Ac-Pip-Aib-Pip-L-lva-Aib-Leu-PAla-Gly-OH 49 Yaa=L-Iva

(a) Fmoc-PAla-OH (3 Aq), N-TBTU (3 Aq),

H-Leu-BAIa-GIy—OO DIPEA (6 Aq), CH,Cl,/DMF, RT, 50 min
(b) 4% DBU/4% Piperidin, DMF, RT,
d, e 2x15min
(c) Fmoc-Leu-OH (3 Aq), N-TBTU (3 Aq),
H-Aib-Leu-PAla-Gl _OO DIPEA (6 Aq), CH,Cl,/DMF, RT, 50 min
ey (d) N,-Aib-Cl 11 (7 Aq), NEt, (10 Aq),
f, e CH,Cl,, RT, 30 min
(e) Sn(SPh), (10 Aq), PhSH (30 Aq), NEt,
H-Yaa-Aib—Leu-BAIa-GIy—00 (50 Aq), CH,Cly, RT, 20 min
- (f)  Ny=Yaa-Cl (7 Aq), NEt, (10 Aq), CH,Cl,,
g b' b € RT, 30 min
& o (g) Fmoc-Pip-OH (3 Aq), BOP (3 Aq), DIPEA
Ac-Pip-Aib—Pip—Yaa—Aib—Leu—BAIa—GIy—OO (6 Aq), CH,Cl,/DMF, RT, 3-12h
(h) Ac,0 (10 Aq), bmAP (6.7 Aq), CH,Cl,,
i RT, 1h

(i) HFRP/CH,Cl, (1:4), RT, 1h

Ac-Pip-Aib-Pip-Yaa-Aib-Leu-PAla-Gly-OH
48,49

Abbildung 4.27: Synthese der N-terminalen Peptidfragmente 48 und 49, Ausbeuten: 13% (48), 6 % (49)

ausgegangen (Abb. 4.27). Die a,a-dialkylierte Aminosédure L-Iva wurde analog zu der
Vorgehensweise bei Aib iiber das Saurechlorid 25 und anschliefflende Reduktion des
harzgebundenen Azids mit Hilfe des Vilarrasa-Reagenzes in die Peptidsequenz einge-
fiigt (Abb. 4.26). Da der N-Terminus der N-terminalen Fragmente 48 und 49 ohnehin
acetyliert vorliegt, muss keine zuséatzliche Schutzgruppe fiir die spétere Segmentkon-

densation angebracht werden.

Die Synthese der Kopfgruppe wurde bereits von Jost et al. 464799 beschrieben (Abb. 4.28).
Danach wird zunéchst das fiir die Alkylierung von DBN benétigte Leucin-Derivat 54 aus-
gehend von L-Leucin 50 hergestellt. Als erstes wird die &-Aminogruppe mit Hilfe von
Di-tert-butyldicarbonat (Boc,O) mit einer Boc-Schutzgruppe versehen und die Car-
boxylgruppe zum Alkohol reduziert, wodurch der urethangeschiitzte o-Aminoalkohol
52 entsteht. [207,208]
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H,N 2

50 51

d Boc.
; /d: ocC H/d\
oc\N
H

54 55

© S HOHN
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N
N N
D D

Boc.. Boc.. H
COH oc H COQH oc H o)

52

c®

N

57

Abbildung 4.28: Synthese der Kopfgruppe 57: (a) Di-tert-butyldicarbonat, NaOH, H,O/Dioxan;
(b) 1. CICOOEt, DIPEA, THF, 0°C; 2. NaBH,, H,0, —15°C —RT, 2.5 h, 55 %; (c) PPh;, I,, Imidazol,
CH,Cl,, RT, 1h, 51 %; (d) DBN, Toluol, Rickfluss, 1.5h, 75 %; (e) HCI (25 % in H,0), 0°C, 30 min,

quantitativ

Als problematischer erwies sich nach Jost die Uberfithrung der Alkoholfunktion in das

Todid, um eine gute Abgangsgruppe fiir die anschlie-
flende N-Alkylierung zu erhalten. So konnte unter
Mitsunobu-Bedingungen lediglich ein nicht trennbares
2:1-Gemisch des gewiinschten Todids 54 und des Azi-
ridins 53 erhalten werden (Abb. 4.29). 2092101 Als Alter-
native kann auf eine von Caputo et al. vorgestellte Me-
thode zuriickgegriffen werden, die ITod, Triphenylphos-

phin und Imidazol unter Appel-Bedingungen verwen-

N
Boc”

53

Abbildung 4.29: Das Aziridin 53

det. 2117214 Ayf diese Weise wird S-2-( N-tert-Butyloxycarbonylamino)-4-methyl-1-iod-

pentan 54 in akzeptabler Ausbeute erhalten.

Die folgende N-Alkylierung des Amidins DBN zu 1-[(25)-2-N-(tert-Butyloxycarbonyl)-

amino-4-methylpentyl]-2,3,4,6,7,8-hexahydropyrrolo[1,2-a|pyrimidin-1-ium-iodid 55 er-

folgt unter Riickfluss in Toluol nach einer von Reynolds et al. beschriebenen Vorgehens-

weise, 21%! wobei im Rohprodukt auch Verunreinigungen durch protoniertes DBN gefun-

den werden. Dies kénnte ein Zeichen fiir eine Deprotonierung am o-Kohlenstoffatom
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HCT- N Cl@ a TFA® H-Aib—Aib—Pip—Aib-Xaa-Leu-L—Iva\N CF3COO@
® 58,59 H ®
N N
S AN
57 Q\Ii> C-terminale Q\Ii>

Halfte Xaa
58 Gly
59 Ala

Abbildung 4.30: (a) 1. N,=Aib-Aib-Pip-Aib-Gly-Leu-L-Iva-OH bzw. N,=Aib-Aib-Pip-Aib-Ala-Leu-L-
Iva-OH, N-HATU, HOAt, CH,Cl,/DMF, 0°C — RT; 2. H,-Pd/C, MeOH, RT; 3. RP-HPLC, 19 % (58 und
59)

wahrend der Reaktion sein. Da es sich um eine zuvor nicht synthetisierte Verbindung
handelt, kann anhand des Drehwertes nicht eindeutig bestimmt werden, ob 55 tatsach-
lich enantiomerenrein vorliegt. Jedoch weisen die NMR-Spektren des aus 55 syntheti-
sierten TFA-H-Leu-Aib-X 91 keinen zweiten Signalsatz auf, der auf das Vorliegen eines

zweiten Epimers schlieBen lieSe. [33]

Wie bereits von Jost beschrieben, kann es bei der Abspaltung der Boc-Schutzgruppe
von der Kopfgruppe 55 und anschliefender Kupplung einer Aminosdure oder eines
Peptidfragments zu einer unerwiinschten Nebenreaktion kommen. %) Anstelle einer ge-
wiinschten Acetylierung der dann freien Aminogruppe durch die Carboxylfunktion der
Aminosaure oder des Peptidfragments kann wesentlich leichter die Carboxylgruppe des
im Reaktionsgemisch und als Gegenion der positiv geladenen Kopfgruppe vorhandenen
Trifluoracetats fiir eine Kupplung aktiviert werden. Dadurch kommt es {iberwiegend
zu einer Trifluoracetylierung der freien Aminogruppe, welche dann fiir die eigentliche
Kupplung nicht mehr zur Verfiigung steht. Als Alternative zu der Carbonsiure TFA
kann problemlos die Mineralsiure HCI (25 %) zur Boc-Entschiitzung verwendet wer-
den, welche nicht fiir eine Acetylierung der Aminogruppe in Frage kommt. Auf diese
Weise konnten die gewiinschten C-terminalen Hélften 58 und 59 durch Fragmentkon-
densation erhalten werden (Abb. 4.30).

Die fiir die Synthese der Efrapeptine D-G 42-45 erforderlichen Segmentkondensatio-
nen stellen hohe Anforderungen an das verwendete Kupplungsreagenz, da bereits die
Peptidfragmente eine recht starre Sekundéarstruktur aufweisen. Als Kupplungsreagenz
kommt daher N-HATU in Verbindung mit HOAt zum Einsatz. Dadurch soll eine még-

lichst effiziente und vollstéindige Kupplung erméglicht werden.
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_Pip-Aib-Pip- _Aib-Leu-PAla-Glv- «H-Aib-Aib-Pip-Aib-Xaa-Leu-L-
Ac-Pip-Aib-Pip-Yaa-Aib-Leu-PAla-Gly-OH  +  TFA-H-Aib-Aib-Pip-Aib-Xaa-Leu-L Iva\l\I CF3COO@

48,49 58,50 Ho (\®

(D

CF,co0°

N-terminales Fragment  C-terminale Halfte Efrapeptin  Xaa Yaa

Ac-Pip-Aib-Pip-Yaa-Aib-Leu-PAla-Gly-Aib-Aib-Pip-Aib-Xaa-Leu-L-lva~_ N

42-45

48 58 D 42 Gly Aib
49 58 E a3 Gly L-lva
48 59 F 44 Ala  Aib
49 59 G a5 Ala  L-lva

Abbildung 4.31: a) 1. N-HATU, HOAt, CH,Cl,/DMF, 0°C — RT; 2. RP-HPLC, 18 % (42), 48% (43), 8% (44),

17 % (45)

Bei der Synthese der Efrapeptine D—-G 42—-45 werden mit den gewéhlten Schnittstellen
nur vier verschiedene Peptidfragmente und die Kopfgruppe benétigt, die miteinander
kombiniert werden. So wurden zunéchst die mittleren Fragmente N,=Aib-Aib-Pip-Aib-
Gly-Leu-L-Iva-OH 46 und N,:=Aib-Aib-Pip-Aib-Ala-Leu-L-Iva-OH 47 an die von der
Boc-Schutzgruppe befreite Kopfgruppe 57 gekuppelt (Abb. 4.30). Nach erfolgreicher
Kupplung, welche MALDI-TOF-massenspektrometrisch am Verschwinden der kationi-
schen Kopfgruppe verfolgt werden kann, wurde die N-terminale Azidoschutzgruppe
durch katalytische Hydrierung zur Aminogruppe reduziert. Nach RP-HPLC wurden die
C-terminalen Hélften TFA-H-Aib-Aib-Pip-Aib-Gly-Leu-1-Iva-X 58 und TFA-H-Aib-Aib-
Pip-Aib-Ala-Leu-L-Iva-X 59 erhalten.

Fiir die abschliefenden Fragmentkondensationen wurde wiederum N-HATU in Kombina-
tion mit HOAt als Kupplungsreagenz eingesetzt. Der Reaktionsverlauf konnte anhand
der verschwindenden kationischen Aminokomponenten 58 und 59 durch MALDI-TOF-
Massenspektrometrie verfolgt werden. Die Efrapeptine D-G 42-45 wurden nach RP-
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HPLC in Ausbeuten zwischen 8 % und 48 % isoliert (Abb. 4.31).

Um eine eindeutige Charakterisierung der Efrapeptine D—G 42—45 zu erhalten, wurden

pPpm1.70 1.60 1.50 1.40 1.30 1.20 1.10

Abbildung 4.32: Vergleich der 'H-NMR-
Spektren der Efrapeptine D-G 42-45 im
Bereich zwischen 1.0 ppm und 1.8 ppm

eine Massenfeinbestimmung mit Hilfe der ESI-
FT-ICR-Massenspektrometrie durchgefiihrt sowie
'H-NMR-Spektren von den einzelnen Produkten

in DMSO-Dg aufgenommen.

Die Massenfeinbestimmung liefert die in Tabel-
le 4.2 aufgefithrten Werte. Abweichungen von nur
0.2 ppm bis 1.5 ppm zu den berechneten Werten
liegen in einem sehr guten Bereich, so dass die

Verbindungen eindeutig identifiziert sind.

Die 'H-NMR-Spektren zeigen die erwarteten Si-
gnale zwischen 0.8 und 1.0 ppm. In diesem Be-
reich treten sechs Dubletts der Methylprotonen
in den 4so-Butyl-Seitenketten der Leucin-Reste
und der Kopfgruppe auf. Auflerdem fallen die
v-Methylprotonen der L-Iva-Reste in diesen Be-
reich. Abbildung 4.32 zeigt den Bereich, in dem
u.a. die Signale der Methylprotonen der Aib-
Reste sowie der [(-Methylprotonen der L-Iva-
Reste zu finden sind. Eine exakte Zuordnung ist
jedoch auf Grund zahlreicher Signaliiberlagerun-
gen und einer teilweise zu geringen Auflésung
der Multiplettstruktur nicht moéglich. Es ist al-

lerdings erkennbar, dass es zu Signalverschiebungen bei den Spektren der unterschied-

lichen Efrapeptine kommt. Die Amidprotonen finden sich sémtlich im Bereich zwischen

6.4 und 8.5 ppm, wobei es hier zu einigen Unterschieden zwischen den einzelnen Efra-

peptinen kommt.
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Tabelle 4.2: Vergleich der gemessenen mit den berechneten monoisotopischen Massen der Efrapep-
tine D-G 42-45

Monoisotopische Masse Abweichung
Efrapeptin  gemessen berechnet fur ein lon der Zusammensetzung  [ppm|
- 12+
D 42 n.b. 810.53419  |'2Cg; "H 40 N 504 n.b.
- - 2+
n. b. 82152544 | 12C4,'Hy,, 14N181601623Na} n. b.
- 1+
E 43 1634.07784  1634.07675 | '2Cgy'Hy,, N 50046 0.67
- 12+
F 44 817.54184  817.54201  |'?Cgy'H0 "N 5106 0.21
- - 24
828.53271  828.53208 12C821H1411“N181601623Na} 0.33
2+
G 45 824.54021  824.54984 [12c831H14414N1816016} 0.76
- 2+
835.53960  835.54081 12C831H14314N181601623Na} 1.45

4.2.2 CD-spektroskopische Untersuchungen

Bereits von Jost et al. wurden erste konformationelle Untersuchungen an Efrapeptin C
und Efrapeptin-Analoga mit Hilfe der CD-Spektroskopie vorgenommen. 2% Anhand
dieser Studien wurde bei den untersuchten Verbindungen im Wesentlichen eine 3;¢-
helikale Struktur postuliert. Diese sollte insbesondere in den Bereichen Pip' bis Aib®
und Aib? bis Aib'® vorhanden sein, wihrend der flexible mittlere Bereich die Helizitét
unterbricht. Durch Variationen in dieser flexiblen Region, die bei Efrapeptin C aus
den Aminosiuren Leu®-PAla™-Gly® besteht, wurde der Einfluss auf konformationelle

Eigenschaften untersucht. 216l

Jost et al. schlossen aus den stirkeren CD-Effekten der Analoga gegeniiber dem Na-
turstoff auf einen héheren helikalen Sekundérstrukturanteil. Durch den Vergleich des
Verhéltnisses R der molaren Elliptizitaten bei 230 nm und 205 nm kann auf die Art der
Helizitat geschlossen werden. Liegt das Verhéltnis um 0.5 oder niedriger handelt es sich
iiberwiegend um eine 3;19-Helix. Néhert sich das Verhéaltnis jedoch 1, ist das Vorliegen
einer o-Helix wahrscheinlicher. Da der Ubergang jedoch nicht scharf abgegrenzt ist,
ist die Interpretation in einigen Féllen nur schwierig moglich. Zudem sollte immer eine

Kombination mit anderen Methoden zur Strukturanalyse stattfinden. 217219

Nachdem bereits Efrapeptin C sowohl CD- und vVCD-spektroskopisch, als auch NMR-

spektroskopisch eingehend untersucht wurde, sollen in der vorliegenden Arbeit die syn-
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Tabelle 4.3: Vergleich des Verhaltnisses R der Elliptizitaten bei 230 nm und 205nm und der CD-
Effekte der Efrapeptine C—G ([0]y;gy in deg - cm? - dmol 1)

Efrapeptin = [0],05 - 1073 10530 - 1073 R oy,

9205

C —-12.1 —4.2 0.35
D 42 —14.0 —41 0.29
E 43 —10.7 —4.0 0.37
F 44 -9.9 -33 0.33
G a5 —-10.7 —3.6 0.33

thetisch hergestellten Efrapeptine D-G 42-45 CD-spektroskopisch auf ihre konformatio-
nellen Eigenschaften untersucht werden. Die Efrapeptine D-G 42—-45 unterscheiden sich
von Efrapeptin C nur in drei Positionen und untereinander sogar nur in zwei Positionen
der Aminoséduresequenz. Zudem handelt es sich nicht um gravierende Verénderungen
in den Sequenzen. So wird Aib? in den Efrapeptinen C, D und F gegen L-Iva? in den
Efrapeptinen E und G ausgetauscht. Ebenso wird Gly'? in den Efrapeptinen C-E durch
Ala'3 in den Efrapeptinen F und G ersetzt. In Efrapeptin C befindet sich zudem Aib!®
anstelle von L-Iva'® wie es in den Efrapeptinen D-G vorhanden ist. Erwartungsge-
méf sollten die Ergebnisse aus den CD-Spektren daher keine gréfieren Abweichungen

untereinander zeigen.

Um eine Helixbildung zu begiinstigen, wurden die Peptide in Trifluorethanol gelost
untersucht. Besonderes Augenmerk sollte neben der Intensitiat des CD-Effekts auf das
Verhéltnis R der Banden um 230 nm und 205 nm gelegt werden. Wahrend bei den CD-
Effekten durchaus Unterschiede in den Intensitdten festzustellen sind, ist R nur sehr
geringen Verdnderungen unterworfen. Die Werte variieren von 0.29 fiir Efrapeptin D 42
bis 0.37 fiir Efrapeptin E 43 (Tab. 4.3).

Diese Ergebnisse ermdglichen es einerseits, eine a-helikale Sekundérstruktur vollstandig
auszuschlieflen, andererseits zeigen sie auch, dass sich die Unterschiede in der Amino-
sduresequenz nur marginal auf die vorhandenen Sekundérstrukturmotive auswirken.
Dies ist ein Zeichen fiir die hohe konformationelle Stabilitdat der 319-helikalen Bereiche,
was im Kontrast zu der Stabilitit gegeniiber Variationen im flexiblen mittleren Bereich

steht, der sehr empfindlich auf Veréinderungen reagiert. 216

Interessant erscheint neben der Betrachtung von R auch die Stérke der CD-Effekte.
Samtliche CD-Effekte fallen dhnlich aus, wie dies bei Efrapeptin C der Fall ist (Abb. 4.33
und Tab. 4.3). Dies deutet auf einen recht dhnlichen helikalen Sekundérstrukturanteil

der Efrapeptine D-G 42-45 und Efrapeptin C hin. Insbesondere deuten die Ergebnis-
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Abbildung 4.33: Vergleich der CD-Spektren der Efrapeptine D 42 (schwarz), E 43 (blau), F 44 (grin)
und G 45 (rot)

se darauf hin, dass L-Iva'® keinen groBeren Einfluss als Aib'® auf den 3;¢-helikalen
Bereich zwischen Aib? und L-Iva'® hat, da dies die einzige Aminosiure ist, die gegen-
iiber Efrapeptin C bei den Efrapeptinen D-G 42-45 immer Aib'® ersetzt. Die iibrigen
Variationen in der Aminosduresequenz sind bei den Efrapeptinen D—G 42-45 jedoch
auch untereinander verschieden und es kann keine klare Tendenz festgestellt werden,

ob L-Iva* und Ala!3 eine ausgeprigtere helikogene Wirkung zeigen als Aib* und Gly!'3.

Fiir eingehendere konformationelle Studien, insbesondere an Efrapeptin C, sei auf
die von Huber durchgefiithrten Experimente hingewiesen. Neben der CD- und VCD-
Spektroskopie kamen zum Teil sehr aufwéndige NMR-spektroskopische Experimente
zum FEinsatz, die insgesamt ein sehr detailliertes Bild iiber die Struktur von Efrapep-

tin C in diversen Losungsmitteln ergeben. 33

4.2.3 Untersuchungen zur ATPase-Inhibierung

Um einen Vergleich der Efrapeptine D-G 42-45 untereinander und im Speziellen auch
mit dem bereits genauer untersuchten Efrapeptin C zu ermoglichen, wurden biologische

Studien an den synthetisierten Verbindungen durchgefiihrt.

75



4.2 Efrapeptine D-G 42—45

76

Wie bereits in Kapitel 2.2 ausfiihrlich behandelt, sind die Efrapeptine Inhibitoren der
mitochondrialen F1-ATPase. Um zu zeigen, dass die synthetischen Efrapeptine D-G 42—
45 biologisch aktiv sind, wurde die Inhibierung der F;-ATPase aus FE. coli untersucht.
Die Hemmtests wurden von Dr. Jérg Greie in der Arbeitsgruppe von Prof. Karlheinz
Altendorf durchgefiihrt. Als Vergleich zu den erhaltenen Ergebnissen dienten die zu-
vor bereits ermittelten Kj-Werte von synthetischem Efrapeptin C und einem Gemisch
der natiirlichen Efrapeptine, sowie der im Rahmen dieser Arbeit ermittelte 1C50-Wert
von synthetischem Efrapeptin C und der IC5-Wert von natiirlichem Efrapeptin F. Der
Ki-Wert stellt eine Gleichgewichtskonstante dar, die die Affinitdt des Inhibitors zum
Rezeptor widerspiegelt. Der 1Cso-Wert gibt die Inhibitorkonzentration an, die eine halb-
maximale Inhibierung verursacht. Da der ICs,-Wert neben dem K;j-Wert zuséatzliche
Faktoren beriicksichtigt und eine hohere Aussagekraft besitzt, ist er dem Kj-Wert vor-

zuziehen.

Der von Wise et al. ermittelte K;-Wert fiir ein Gemisch der natiirlichen Efrapeptine be-
tragt 21.5 uM. 294 Der von Jost et al. fiir synthetisches Efrapeptin C ermittelte K;-Wert
liegt bei 10 uM, 4647 der im Rahmen dieser Arbeit fiir synthetisches Efrapeptin C er-
mittelt IC50-Wert betrigt 19.9 uM. Der von Bandani et al. fiir natiirliches Efrapeptin F
an Biirstensaumvesikeln (BBMV) aus Galleria mellonella ermittelte 1Cs,-Wert liegt bei
0.125 pM. [220]

Fir die Bestimmung des Kj-Werts von synthetischem Efrapeptin C wurde die gerei-
nigte, wasserlosliche F1-ATPase aus E. coli mit unterschiedlichen Konzentrationen des
Inhibitors versetzt. 221l Die ATPase-Aktivitit wurde bestimmt, indem zu der gelésten
ATPase ATP zugefiigt wurde und kontinuierlich Proben aus dem Gemisch genommen
wurden, um die Menge des entstandenen anorganischen Phosphats zu bestimmen. Dies
geschieht durch Reaktion mit Molybdat zu Molybdophosphorsdure und anschlieSende
Reduktion mit Ascorbat zu Phosphomolybdédnblau, dessen Absorption bei 578 nm ge-
messen werden kann. Dies wurde jeweils fiir die nicht inhibierte Reaktion wie auch fiir
verschiedene Inhibitorkonzentrationen durchgefiihrt. Die Inhibitorkonzentration, die zu
einer halbmaximalen Inhibierung fithrt, gibt den Kj-Wert an. [222:223]

Da inzwischen ein neues Verfahren fiir die Ermittlung der ATPase-Aktivitdt entwickelt
wurde, das anstelle von Kj-Werten aussagekraftigere 1Cso-Werte liefert, ist ein direk-
ter Vergleich der Werte nur eingeschrankt mdéglich. Das neue Verfahren bedient sich
wiederum gereinigter, wasserloslicher F1-ATPase aus E. coli, die mit unterschiedlichen

Konzentrationen des Inhibitors versetzt wurde. Die ATPase-Aktivitat wurde mit Hilfe
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Tabelle 4.4: Vergleich der IC50-Werte von natiirlichem und synthetischem Efrapeptine C und den
synthetisierten Efrapeptinen D—G 42-45 (F;-ATPase aus E. coli)

Efrapeptin  1C5 [UM]

C 19.9
D 42 24.9
E 43 17.3
F 44 18.8
G a5 17.7

eines Mikrotiterplattenassays nach Henkel et al.224 mit einigen Modifikationen durch
Altendorf et al.2?° bestimmt. Die Entstehung von anorganischem Phosphat wurde
bei diesem Test photometrisch iiber einen Phosphomolybdat/Malachitgriin-Komplex
bestimmt. Dieser Versuchsaufbau lasst durch viele Einzelmessungen auf einer Mikroti-

terplatte ein aussagekraftigeres Ergebnis zu als der zuvor verwendete Testaufbau.

Die Ergebnisse der ATPase-Inhibierungstests liegen im erwarteten Rahmen. Zwar wur-
den kleinere Unterschiede erhalten, jedoch stimmt die Groflenordnung der erhaltenen
ICs0-Werte gut mit denen des natirlichen und synthetischen Efrapeptin C {iberein
(Tab. 4.4). Dagegen liegt der 1Cso-Wert, der von Bandani et al. fiir natiirliches Efrapep-
tin F an Biirstensaumvesikeln aus Galleria mellonella ermittelt wurde, deutlich nie-
driger.220] Ein direkter Vergleich ist jedoch nicht méglich, da Unterschiede im Aufbau
des ATPase-Komplexes sich leicht auf die fiir eine halbmaximale Inhibierung benétigten

Inhibitorkonzentrationen auswirken konnen.

Interessant erscheint eine Korrelation der biologischen Daten mit den konformationel-
len Daten aus den CD-Spektren. Efrapeptin D 42 zeigt die stdrkste 31p-helikale Aus-
pragung (R = 0.29) und gleichzeitig den niedrigsten 1Cs,-Wert (17.3 uM) der Efrapep-
tine D—-G 42-45. Dagegen besitzt Efrapeptin E 43 die geringste Tendenz, eine 31o-Helix
auszubilden (R = 0.37), was gut mit dem hochsten ICso-Wert (24.9 uM) der Efrapepti-
ne D—G 42-45 korreliert. Da die Unterschiede in beiden Féllen jedoch nicht signifikant

sind, ist es nicht moglich eine eindeutige Tendenz abzuleiten.

Die Ergebnisse deuten lediglich auf einen Zusammenhang zwischen dem Grad der 3;¢-
helikalen Sekundarstruktur und der biologischen Wirkung der Efrapeptine D-G 42-45
hin. Eine abschliefende Aussage tiber Struktur-Aktivitats-Beziehungen ist anhand die-
ser Daten zwar nicht moglich, jedoch scheint es sinnvoll, die Experimente auszudehnen
und beispielsweise durch NMR-Messungen zu ergénzen, welche ein detaillierteres Bild

iiber konformationelle Eigenschaften zulassen.
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4.3 Neoefrapeptine A 60 und F 63 und das
Neoefrapeptin F-Analogon 66

Wie bereits in Kapitel 2.2.3 erlautert, bilden die Neoefrapeptine eine erst kiirzlich
entdeckte Unterklasse der Efrapeptine, die neben den aus den Efrapeptinen bekannten
Aminosduren auch 1-Aminocyclopropancarbonséure 26 und trans-3-Methyl-L-prolin 34
enthalten. Die Neoefrapeptine sind auf Grund ihrer biologischen und medizinischen Ei-
genschaften interessante natiirlich vorkommende Verbindungen. Fiir eine weitergehende
Erforschung ist die Entwicklung einer Synthesestragie von Interesse, die sich an die be-
reits von den Efrapeptinen bekannten Vorgehensweisen anlehnt (s. Kapitel 4.2.1).

Untersucht wurden die natiirlich aus dem Pilz Geotrichum candidum gewonnenen Neo-
efrapeptine sowohl von Fredenhagen et al.,?¥ als auch von Huber et al., denen es
gelang, durch Massenspektrometrie und NMR-Spektroskopie die Sequenz zu bestim-

32l T Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein synthetischer Zugang zu den

men.
Neoefrapeptinen A 60 und F 63 sowie dem Neoefrapeptin F-Analogon 66 entwickelt

(Tab. 4.5).

Tabelle 4.5: Sequenzen der synthetischen Neoefrapeptine A 60 und F 63 und des Neoefrapeptin F-
Analogons 66

Neoefrapeptin ~ Sequenzen

A 60 Ac-Pip-Aib-Pip-L-lva-Aib-Leu-PAla-Gly-Acc-Aib- Pip -Aib-Gly-Leu-L-Iva-X
F 63 Ac-Pip-Aib-Pip-L-Iva-Aib-Leu-PAla-Gly-Acc-Aib- trans-L-PMePro-Aib-Gly-Leu-L-Iva-X
F-Analogon 66  Ac-Pip-Aib-Pip-L-lva-Aib-Leu-PAla-Gly-Acc-Aib- cis-L-PMePro -Aib-Gly-Leu-L-Iva-X

4.3.1 Synthese

Fiir die Synthese von Neoefrapeptin A 60 wird neben den bei der Synthese der Efrapep-
tine D—G 42-45 benétigten Aminosduren auch 1-Aminocyclopropancarbonséure beno-
tigt. Da diese kéuflich in Fmoc-geschiitzter Form erhaltlich ist, musste kein gesonderter
Syntheseweg entwickelt werden. Fiir die Synthese von Neoefrapeptin F 63 und des
Neoefrapeptin F-Analogons 66 werden zusétzlich die Fmoc-geschiitzten Aminoséduren
Fmoc-trans-p-Methyl-L-prolin 35 und Fmoc-cis-3-Methyl-L-prolin 41 benétigt, deren
Synthese in Kapitel 4.1.3 ab Seite 54 beschrieben ist.
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H—L—Iva—OO
a, b

H—Leu—L—Iva—OO (a) Fmoc-Leu-OH (3 Aq), N-TBTU (3 Aq),
DIPEA (6 Aq), CH,Cl,/DMF, RT, 50 min
¢ b (b) 4% DBU/4% Piperidin, DMF, RT,
2x15 min
H—GIy—Leu—L—Iva—OO (¢) Fmoc-Gly-OH (3 Aq), N-TBTU (3 Aq), DI-
PEA (6 Aq), CH,Cl,/DMF, RT, 50 min
d e (d) Ny=Aib-Cl 11 (7 Aq), NEt; (10 Aq),
CH,Cl,, RT, 30 min
H—Aib—GIy—Leu—L—Iva—OO (e) Sn(SPh), (10 Aq), PhSH (30 Aq), NEt,
(50 Aq), CH,Cl,, RT, 20 min
f,b,d e g (f)  Fmoc-Xaa-OH (3 Aq), BOP (3 Aq), DIPEA
(6 Aq), CH,Cl,/DMF, RT, 3h
Fmoc-/—\cc—Aib-Xaa—Aib—GIy—Leu-L—Iva—OO (g) Fmoc-Acc-OH (3 Aqg), BOP (3 Aq), DIPEA
(6 Aq), CH,Cl,/DMF, RT, 3h
h (h) HFP/CH,CI, (1:4), RT, 1h
Fmoc-Acc-Aib-Xaa-Aib-Gly-Leu-L-Iva-OH
61,64,67
mittleres Fragment Xaa
Fmoc-Acc-Aib-Pip-Aib-Gly-Leu-L-Iva-OH 61 Pip

Fmoc-Acc-Aib-trans-L-PMePro-Aib-Gly-Leu-L-lva-OH 64  trans-L-PM¢Pro
Fmoc-Acc-Aib-cis-L-PMePro-Aib-Gly-Leu-L-Iva-OH 67 cis-L-PMePro

Abbildung 4.34: Synthese der mittleren Peptidfragmente 61, 64 und 67, Ausbeuten: 11% (61), 16 % (64),

30% (67)

Die Gesamtmolekiile wurden jeweils in drei Fragmente zerlegt, welche zunéchst einzeln
in Losung oder mit Hilfe von Festphasenmethoden synthetisiert und anschliefend durch
Segmentkondensationen zusammengefiigt wurden. Als C-terminales Fragment diente in
samtlichen Fillen die Kopfgruppe 57. Als mittlere Fragmente kamen die Peptide 61,
64 und 67 zum Einsatz. Als N-terminales Fragment diente fiir sémtliche Sequenzen
Ac-Pip-Aib-Pip-L-Iva-Aib-Leu-PAla-Gly-OH 49. Die Synthesen der Kopfgruppe 57 und
des N-terminalen Fragments 49 sind bereits in Kapitel 4.2.1 beschrieben, so dass an
dieser Stelle lediglich auf die Synthese der mittleren Fragmente und die Segmentkon-

densationen eingegangen werden soll.

Die mittleren Fragmente 61, 64 und 67 wurden ausgehend von mit L-Isovalin beladenem

o-Chlortritylharz synthetisiert (Abb. 4.34). Die Aminoséuren Leucin und Glycin wur-
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O
Fmoc-Acc-Aib-Xaa-Aib-Gly-Leu-L-lva-OH + HClI-H,N @O

61,64,67 N\Wi>
N
57
Ja

TFA* H—Acc—Alb—Xaa—Alb—GIy—Leu—L—Iva\N CF3COO@
62,65,68 Ho (@

X

0,
mittleres Fragment  C-terminale Haélfte Xaa
61 62 Pip
64 65 trans-L-PMepro
67 68 cis-L-PMepro

Abbildung 4.35: Synthese der C-terminalen Halften 62, 65 und 68: (a) 1. N-HATU, HOAt, CH,Cl, /DMF,
0°C —RT; 2. RP-HPLC, 29 % (62), 55 % (65), 46 % (68)

den in Fmoc-geschiitzter Form mit Hilfe von N-TBTU innerhalb von 50 min eingefiihrt,
wéahrend fiir die zyklischen Fmoc-Aminosduren Fmoc-Pipecolinsdure, Fmoc-1-Amino-
cyclopropancarbonséure 27, Fmoc-trans-f3-Methyl-L-prolin 35 und Fmoc-cis-f3-Methyl-
L-prolin 41 das effektivere BOP als Kupplungsreagenz verwendet und die Reaktionszeit
auf einige Stunden verlangert wurde. Die «,x-dialkylierte Aminosédure Aib wurde, wie
bereits in Abbildung 4.26 auf Seite 67 beschrieben, als Azidosédurechlorid unter basi-
schen Bedingungen eingefithrt. Das entstehende Azidopeptidylharz wurde mit Hilfe des
Vilarrasa-Reagenzes zum Amin reduziert. Die mittleren Fragmente wurden in Ausbeu-
ten von 11% (61), 16 % (64) und 30 % (67) nach praparativer RP-HPLC isoliert.

Die Fragmentkondensationen der mittleren Fragmente Fmoc-Acc-Aib-Pip-Aib-Gly-Leu-
L-Iva-OH 61, Fmoc-Acc-Aib-trans-L-PMePro-Aib-Gly-Leu-L-Iva-OH 64 und Fmoc-Acc-
Aib- ¢is-L-PMePro- Aib-Gly-Leu-L-Iva-OH 67 mit der Kopfgruppe 57 gelangen unter Zu-
hilfenahme von N-HATU und HOAt als Kupplungsreagenzien in DMF/CH,Cl,. Bei 0°C
wurden Reaktionszeiten von 24-48h benétigt. Die Ausbeuten liegen bei 29 % (62),
55 % (65) und 46 % (68) nach préparativer RP-HPLC (Abb. 4.35).
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TFA* H-Acc-Aib-Xaa-Aib-Gly-Leu-L-lva~_ N CF3COO@
H N@

(D

62,65,68

Ja

Pin Ah-Pinol _lua_ Al _ﬁ 5 _ Ak Ak _ .
Ac-Pip-Aib-Pip-L-lva-Aib-Leu-"Ala-Gly-Acc-Aib-Xaa-Aib-Gly-Leu-L Iva\N CF3COO@
60,63,66 H N@

A
(D

C-terminale Halfte Neoefrapeptin  Xaa

62 A 60 Pip
65 F 63 trans-L-BMePro
68 F-Analogon 66  cis-L-PMePro

Abbildung 4.36: Synthese von Neoefrapeptin A 60, Neoefrapeptin F 63 und dem Neoefrapeptin F-
Analogon 66: (a) 1. Ac-Pip-Aib-Pip-L-Iva-Aib-Leu-PAla-Gly-OH 49, N-HATU, HOAt, CH,Cl,/DMF,
0°C— RT; 2. RP-HPLC, 24 % (60), 44 % (63), 27 % (66)

Fir die abschliefenden Fragmentkondensationen zu Neoefrapeptin A 60, Neoefrapep-
tin F 63 und dem Neoefrapeptin F-Analogon 66 werden die zuvor erhaltenen C-ter-
minalen Hélften TFA-H-Acc-Aib-Pip-Aib-Gly-Leu-L-Iva-X 62, TFA-H-Acc-Aib-trans-1.-
BMepyo-Aib-Gly-Leu-L-Iva-X 65 und TFA-H-Acc-Aib-cis-L-PMePro-Aib-Gly-Leu-L-Iva-
X 68 sowie das N-terminale Fragment Ac-Pip-Aib-Pip-L-Iva-Aib-Leu-PAla-Gly-OH 49
benotigt. Die Kondensation des N-terminalen Fragments an die drei verschiedenen C-
terminalen Hélften gelingt erneut mit N-HATU als Kupplungsreagenz in Kombination
mit HOAt. Nach praparativer RP-HPLC konnen die gewiinschten Neoefrapeptine in Aus-
beuten von 24 % (60), 44 % (63) und 27 % (66) isoliert werden (Abb. 4.36).

Eine Charakterisierung der Verbindungen erfolgte anhand von NMR-Spektren, die mit
denen der Naturstoffe verglichen werden kénnen. Insbesondere ist aber auch ein Ver-
gleich der chemischen Verschiebungen von Interesse, die jeweils Xaal! zugeordnet wer-

den koénnen, da hier die einzige Verdnderung der Sequenzen untereinander vorgenom-
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men wurde. Wihrend in Neoefrapeptin A 60 Pip'! eingebaut ist, sind es in Neoefra-

peptin F 63 trans-L-PMePro!! und im Neoefrapeptin F-Analogon 66 cis-L-PMeProll,

/J”LN

|
ppm 5.0

\ \ \ \
4.0 3.0 2.0 1.0

Abbildung 4.37: Vergleich der NMR-Spektren von Neoefrapeptin F 63 und dem Neoefrapeptin F-Analogon 66
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Anhand der 'H-NMR-Spektren von 63 und 66 ist erkennbar, dass diese sich nur geringfii-
gig voneinander unterscheiden (Abb. 4.37). Auf diese Weise ist insbesondere anhand der
2D-NMR-Spektren eine Unterscheidung der beiden Verbindungen méglich. Gerade im
Bereich um 1.0-1.3 ppm sind Unterschiede erkennbar, die auf cis-L-PM®Pro und trans-
L-PMePro zuriickzufithren sind. Die von Huber durchgefithrte Sequenzanalyse, bei der
trans-L-PMePro gefunden wurde, kann daher mit Hilfe der synthetischen Verbindun-
gen bewiesen und das Vorhandensein von cis-L-PM¢Pro im Naturstoff ausgeschlossen

werden. Die NMR-Spektren von 63 zeigen gute Ubereinstimmung zu denen des Natur-
stoffs. [32:33]

Als weitere Methode zur Charakterisierung der synthetisierten Neoefrapeptine kommt
die ESI-FT-ICR-Massenspektrometrie zum Einsatz. Die erhaltenen Massen sind gemein-

sam mit den berechneten Werten in Tabelle 4.6 aufgefiihrt. Die Abweichungen zwischen
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experimentellen und theoretischen Werten sind mit 0.07-2.19 ppm sehr gering und be-

statigen den Syntheseerfolg.

Tabelle 4.6: Vergleich der gemessenen mit den berechneten monoisotopischen Massen der syntheti-
sierten Neoefrapeptine 60, 63 und 66

Monoisotopische Masse Abweichung
Neoefrapeptin  gemessen berechnet fur ein lon der Zusammensetzung  [ppm|
2+
A 60 816.53240  816.53419 [12C821H14014N1816016] 2.19
2+
825.04615  825.04746 | '2Cgy My, '*Nyo 100, ) 1.59
2+
827.52388  B27.52516 | '2Cg"Hy59' Ny 00,62 Na] 155
+
1632.06194  1632.06110 {12C821H13914N1816016} 0.51
- 2+
F 63 827.52510  B27.52516 | 'Cg"Hy59™ Ny 00,62 Na] 0.07
[12~ 1 1y 16 ]
1632.06070  1632.06110 Car Hy30 N 500 ¢ 0.25
- 12+
F-Analogon 66 816.53470  816.53419  |'2Cgy'H;40™*N 5046 0.62
r B 2+
827.52510  827.52516 12c821H13914N181601623Na] 0.07
. 1+
1632.06133  1632.06110  |*2Cg, Hy39 *N;5°0 6 0.14

4.3.2 CD-spektroskopische Untersuchungen

Besondere Beachtung soll der CD-spektroskopischen Untersuchung der synthetisierten
Neoefrapeptine 60, 63 und 66 geschenkt werden. Die CD-Spektren der natiirlichen Neo-
efrapeptine A und F wurden bereits beschrieben und kénnen als Vergleich herangezogen
werden. 34 Jedoch wurden die CD-Spektren der Naturstoffe nicht in TFE, sondern in
H,0/MeOH (95:5) aufgenommen. Zudem wurde mit einer recht hohen Konzentration
(0.2mM) und einer groBen Schichtdicke (0.1cm) gearbeitet, was bei den untersuch-
ten Peptiden auf Grund der Absorption des Losungsmittels eher méaflige Ergebnisse
erwarten ldsst. Um einen Vergleich mit den CD-Spektren der iibrigen synthetischen
Efrapeptine zu ermoglichen, wurden die synthetischen Neoefrapeptine in TFE gelOst

gemessen.

Zwar fanden Fredenhagen et al. eine 31g-helikale Struktur, welche auf den hohen Aib-

Anteil zuriickgefithrt wurde, jedoch ging ihre Analyse nicht wesentlich dariiber hinaus.
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Lediglich aus der geringeren Stirke der CD-Effekte von Neoefrapeptin F gegeniiber Neo-
efrapeptin A wurde auf eine -turn-induzierende Wirkung durch trans-3-Methyl-L-pro-
lin geschlossen. Da dieser Schluss nur anhand von CD-Spektren recht gewagt erscheint,
soll fiir ein besseres Verstdndnis der Problematik kurz auf den Einfluss von Prolin und

Prolinderivaten auf die Sekundérstruktur von Peptiden eingegangen werden.

Der Einfluss von Prolin und Prolinderivaten innerhalb einer Peptidsequenz auf die
CD-Spektren wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen untersucht. Vom N-Terminus
von Ubiquitin abgeleitete, Prolin-haltige Peptide wurden von Jourdan et al. NMR-~ und
CD-spektroskopisch untersucht und (-hairpin-Strukturen im Bereich um den Prolin-
Rest festgestellt. 226] Brett et al. griffen bei ihren Studien an C Hordein und dar-
aus abgeleiteten Prolin-haltigen Peptiden neben der CD-Spektroskopie auf die FT-IR-
Spektroskopie zuriick. Sie fanden aufler Strukturen des Poly-L-prolin II-Typs auch f3-
turn-Motive.227) Halab et al. beschéftigten sich mit der Synthese von Peptiden, die
Prolinderivate enthalten und (-turn-Mimetika darstellen sollen. Sie untersuchten diese
NMR- und CD-spektroskopisch sowie mit Hilfe der Kristallstrukturanalyse und fanden
auch bei kurzen Sequenzen B-turn-ahnliche Strukturen.228) Malegevi¢ et al. wiederum
bauten gezielt Prolin und (-Homoprolin in zyklische Peptide ein. Diese wurden an-
schliefend umfangreichen Studien unterzogen. CD-Spektroskopie, NMR-Spektroskopie
und FT-IR-Spektroskopie gaben gemeinsam ein sehr aussagekriftiges und detailliertes
Gesamtbild der synthetisierten Peptide insbesondere im Hinblick auf den Austausch
von Prolin gegen (3-Homoprolin und die damit einhergehende Erhohung der Flexibili-
tét des Peptidriickgrats. 229 All diese Publikationen zeigen einerseits die Moglichkeiten
der CD-Spektroskopie bei der Strukturanalyse in Verbindung mit anderen Methoden,
andererseits jedoch auch ihre Grenzen, wenn sie als ausschlieflliches Werkzeug eingesetzt

wird.

Im Folgenden sollen die CD-Spektren der Naturstoffe von Fredenhagen et al. mit de-
nen der synthetischen Neoefrapeptine A 60 und F 63 verglichen und dabei der Einfluss
von trans-B-Methyl-L-prolin genauer untersucht werden. Hinzu kommt die Analyse des
CD-Spektrums des Neoefrapeptin F-Analogons 66, welches jedoch keine wesentlichen
Unterschiede zum Spektrum von 63 erwarten lasst, da die Peptide sich ausschliefllich
in einem Stereozentrum unterscheiden. Da die fiir endgiiltige Aussagen erforderlichen
NMR-spektroskopischen Untersuchungen von Huber im Rahmen seines Dissertations-
vorhabens durchgefithrt wurden, soll an dieser Stelle nur auf die CD-spektroskopischen
Daten zuriickgegriffen werden, wobei diese Ergebnisse durch NMR-Daten gestiitzt wer-

den. 133]
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Abbildung 4.38: Vergleich der CD-Spektren der Neoefrapeptine A 60 (schwarz) und F 63 (rot) und
des Neoefrapeptin F-Analogons 66 (griin)

Die synthetischen Neoefrapeptine wurden in TFE gelost CD-spektroskopisch untersucht
(Abb. 4.38). Die CD-Effekte der vermessenen synthetischen Neoefrapeptine in TFE sind
deutlich stirker ausgepragt, als die der Efrapeptine D-G 42—45 im selben Losungsmit-
tel. Insbesondere das Neoefrapeptin F-Analogon 66 zeigt verhéaltnisméflig stark negative
Banden bei 230 nm und 205 nm, was auf recht stabile Sekundéarstrukturmotive hindeu-
tet, wahrend die CD-Effekte von Neoefrapeptin A 60 und Neoefrapeptin F 63 etwas
geringer ausfallen (Tab. 4.7).

Tabelle 4.7: Vergleich des Verhdltnisses R der Elliptizititen bei 230 nm und 205 nm und der CD-
Effekte der natiirlichen und der synthetischen Neoefrapeptine ([0]ygy in deg - cm? - dmol ™)

Neofrapeptin Lésungsmittel [0]505 - 107> [0] 5 - 1072 F\’zzJ
205

A (natiirlich) H,0/MeOH (95:5) ~ —8.0 ~ 25 ~ 0.31

A (synthetisch) 60 TFE -17.7 -5.1 0.29

F (natirlich) H,0/MeOH (95:5) ~ —T7.0 ~ —15 ~ 0.21

F (synthetisch) 63 TFE —15.2 -3.0 0.20

F-Analogon 66 TFE —-20.5 —45 0.22

Auch eine Betrachtung des Verhéltnisses R der negativen CD-Banden bei 230 nm und
205 nm liefert interessante Ergebnisse. Bei den untersuchten Neoefrapeptinen liegen die

Werte unter 0.3, was auf einen groflen 31g-helikalen Sekundéarstrukturanteil hindeutet.

85



4.3 Neoefrapeptine A 60 und F 63 und das Neoefrapeptin F-Analogon 66

86

Besonders ausgepragt scheint dieser bei Neoefrapeptin F 63 und dem Neoefrapeptin F-
Analogon 66 zu sein, da die Werte mit 0.20 und 0.22 besonders niedrig liegen. Eine
o-helikale Sekundarstruktur ist anhand dieser Ergebnisse zwar vollsténdig auszuschlie-
Ben, jedoch kénnen beispielsweise 3-turn-Motive ohne weitergehende Konformations-
analysen nicht bestétigt oder ausgeschlossen werden. An dieser Stelle besteht daher
noch Forschungsbedarf gerade auch in Hinblick auf die Untersuchung von Struktur-

Aktivitats-Beziehungen.

Fredenhagen et al. verwendeten mit H,O/MeOH (95:5) ein Loésungsmittelgemisch,
welches sehr nahe an physiologische Bedingungen heranreicht. Die Ergebnisse weichen
jedoch nicht erheblich von den in dieser Arbeit erhaltenen ab.[4 Die cD-Effekte von
natiirlichem Neoefrapeptin F fallen gegeniiber dem synthetischen 63 zwar geringer aus,
jedoch éndern sich anscheinend die vorhandenen Sekundérstrukturmotive nicht durch

durch Erhéhung des Wasseranteils.

Aus den Ergebnissen lasst sich schlieffen, dass die Neoefrapeptine eine ausgeprigte-
re Tendenz zur Bildung von stabilen 31p-helikalen Sekundérstrukturen zeigen als die
Efrapeptine, diese unter physiologischen Bedingungen zwar geschwécht werden, aber
dennoch weitgehend erhalten bleiben. Zwar konnen mit Hilfe der CD-Spektroskopie
nicht sémtliche in den untersuchten Neoefrapeptinen vorhandene Sekundarstrukturmo-
tive detailliert beschrieben werden, jedoch ist es anhand der erhaltenen CD-Spektren
moglich, eine Abgrenzung zu den Efrapeptinen auf gesamtmolekularer Ebene zu erhal-
ten. Weitere ergénzende Konformationsstudien mit Hilfe der NMR-Spektroskopie sollten
Aufschluss tiber einzelne Sekundérstrukturmotive auf molekularer Ebene geben. Die
mit Hilfe der CD-Spektroskopie erhaltenen Ergebnisse liefern daher gute Hinweise, die

weitere Untersuchungen besonders interessant erscheinen lassen.

4.3.3 Untersuchungen zur ATPase-Inhibierung

Wie die Efrapeptine D-G 42-45 wurden auch die synthetisierten Neoefrapeptine A 60
und F 63 und das Neoefrapeptin F-Analogon 66 auf ihre biologische Aktivitdt unter-

sucht.

Beim Vergleich der erhaltenen Werte fallt deutlich auf, dass sie um etwa 10 uM niedriger
als die Werte der Efrapeptine D-G 42-45 liegen (Tab. 4.8). Wéhrend die Werte der

Efrapeptine D—G 42-45 untereinander nur recht geringen Abweichungen unterworfen
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sind, zeigen die untersuchten Neoefrapeptine eine deutlich hohere Aktivitit gegeniiber
der F1-ATPase aus FE. coli.

Diese Beobachtung korreliert wiederum recht gut mit den Daten aus den gemessenen
CD-Spektren. Da der 3jp-helikale Anteil an der Sekundérstruktur der synthetischen
Neoefrapeptine hoch ausfillt, ist eine hohe biologische Aktivitiat zu erwarten. Dies
wird im Experiment bestatigt. Interessant ist zudem die Beobachtung, dass gerade das
Analogon 66 eine hohere biologische Aktivitdt aufweist als die natiirlich vorkommenden
Vertreter 60 und 63. Vermutlich ist dies auf den Einbau der natiirlich nicht vorkom-

menden Aminosaure cis-p-Methyl-L-prolin zuriickzufithren.

Tabelle 4.8: Vergleich der 1C50-Werte der synthetisierten Neoefrapeptine A 60 und F 63 und dem
Neoefrapeptin F-Analogon 66 (F1-ATPase aus E. coli)

Neoefrapeptin  1C50 [uM]

A 60 11.4
F 63 12.1
F-Analogon 66 8.8

Mit den synthetischen Neoefrapeptinen A 60 und F 63 und dem Neoefrapeptin F-Ana-
logon 66 stehen drei interessante Vertreter der Efrapeptine zur Verfiigung, deren weitere
Untersuchung viel versprechende Ergebnisse erwarten lasst. Insbesondere weitere Kon-
formationsstudien, sowie biologische Untersuchungen an weiteren Testsystemen lassen

wichtige Beitrage zu Abschéatzung des Potenzials dieser Peptaibiotika erhoffen.

4.4 Efrapeptin C-Analogon mit einer von DBU abgeleiteten
Kopfgruppe 69

Efrapeptin C ist ein potenter Inhibitor der mitochondrialen ATPase. Wie in Kapi-
tel 2.2.2 ausfithrlich beschrieben, lagert sich Efrapeptin C in eine zentrale Kavitat
zwischen den «- und f-Untereinheiten ein, die durch die y-Untereinheit flankiert wird
(Abb. 4.39).1'20] Dadurch wird die Rotation der y-Einheit und damit die fiir die ATP-
Synthese notwendige Konformationsdnderung der - und 3-Untereinheiten gestort, was

die Umsetzung von ADP und anorganischem Phosphat zu ATP unmoéglich macht.

Die iiberwiegende Zahl der Wechselwirkungen zwischen Efrapeptin C und der Fi-
ATPase ist hydrophober Natur, verteilt tiber das gesamte Efrapeptin-Molekiil. 33] Nach-

dem von Jost et al. bereits der Einfluss von Verdnderungen in der zentralen Teilsequenz
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LeuS-PAla’-Gly® auf die inhibitorischen Fahigkei-
ten von Efrapeptin C untersucht wurde, 216 ist
nun von Interesse, welchen Einfluss die Kopfgrup-
pe auf die inhibitorischen Eigenschaften hat. Ob-
wohl die Kopfgruppe eine positive Ladung trégt,
geht aus der Rontgenstruktur von Efrapeptin C
zusammen mit dem ATPase-Komplex an dieser
Stelle keinerlei ionische Wechselwirkung mit einer
negativ geladenen Gruppe (z. B. einem Aspartat-
Rest) im Enzym hervor. Dennoch ist es inte-

ressant, ob die Grofle der Kopfgruppe bei der Bin-

dung eine Rolle spielt. Daher wurde ein Efrapep-
Abbildung 4.39: Kristallstruktur des Be-

reichs um die Kopfgruppe von Efrapep-

tin C-Analogon synthetisiert, welches eine von

DBU abgeleitete Kopfgruppe tragt. Die zwei zu-
tin C zusammen mit der Fi-ATPase (er-

; sitzlichen Ringatome vergréfern den Fiinfring in
stellt aus PDB-Daten mit MolScript) [7:11] g g g

DBN zum Siebenring in DBU. Dadurch wird der
raumliche Anspruch der Kopfgruppe grofler, so dass der Einfluss auf konformationelle

sowie inhibitorische Eigenschaften untersucht werden kann.

4.4.1 Synthese

Die Synthese des Efrapeptin C-Analogons mit einer von DBU abgeleiteten Kopfgrup-
pe 69 verlduft analog zu den bereits in Kapitel 4.2.1 beschriebenen Methoden. Das
Gesamtmolekiil wurde in drei Fragmente zerlegt, welche zunédchst einzeln synthetisiert
und anschliefend durch Fragmentkondensationen zusammengefiigt wurden. Anders als
bei den Efrapeptinen D—G 42—45 und den Neoefrapeptinen 60, 63 und 66 enthélt das
Analogon 69 kein L-Isovalin, weshalb dieselben Schnittstellen verwendet werden konn-

ten wie von Jost et al. fir Efrapeptin C.[46:47]

Als N-terminales Fragment diente das in Kapitel 4.2.1 bereits beschriebene Peptid Ac-
Pip-Aib-Pip-Aib-Aib-Leu-PAla-Gly-OH 48. Die Synthese erfolgte wie in Abbildung 4.27
auf Seite 68 dargestellt ausgehend von mit Glycin beladenem o-Chlortritylharz.

Das mittlere Fragment ist gegeniiber den bei den Efrapeptinen D-G 42-45 verwende-
ten um die beiden C-terminalen Aminosduren verkiirzt und unterscheidet sich kaum
von dem Peptid, welches bereits fiir die Synthese von Efrapeptin C verwendet wur-

de. [46:47] Lediglich die N-terminale Z-Schutzgruppe wurde aus den in Kapitel 4.2.1 ge-
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H-6ly—0—)
a, b

CH,Cl,, RT, 30 min
(b) Sn(SPh), (10 Aq), PhSH (30 Aq), NEt,
(50 Aq), CH,Cl,, RT, 20 min

H-Aib-Gly —0—() (a) NyAib-Cl 11 (7 Aq), NEt; (10 Aq),
c, d

H-Pip-Aib—Gly—OO (c) Fmoc-Pip-OH (3 Aq), BOP (3 Aq), DIPEA
(6 Aq), CH,Cl,/DMF, RT, 3-12h
aba (d) 4% DBU/4% Piperidin, DMF, RT,
2x15 min
N2=Aib-Aib-Pip-Aib—GIy—OO (e) HFIP/CH,Cl, (1:4), RT, 1h
€

N,=Aib-Aib-Pip-Aib-Gly-OH
70
Abbildung 4.40: Synthese des mittleren Fragments 70, Ausbeute: 33 %

nannten Griinden gegen eine Azidogruppe ausgetauscht. Wahrend Fmoc-Pipecolinsdure
mit Hilfe von BOP als Kupplungsreagenz eingefiihrt wurde, kam bei den Aib-Resten
die Azidosdurechloridmethode unter Verwendung von o-Azidoisobuttersiaurechlorid 11
mit anschliefender Reduktion der Azidogruppe durch das Vilarrasa-Reagenz zum FEin-
satz. Auf diese Weise konnte das mittlere Fragment nach RP-HPLC in einer Ausbeute
von 33 % isoliert werden, was eine Verdreifachung der von Jost % fiir das Z-geschiitzte
Fragment erreichten Ausbeute bedeutet (Abb. 4.40).

Der wesentliche Unterschied zu den bereits fiir die Efrapeptine D-G 42-45 und die
Neoefrapeptine 60, 63 und 66 vorgestellten Vorgehensweisen ist die Synthese der von
DBU anstelle von DBN abgeleiteten Kopfgruppe. Teile der Synthese waren bereits von

Jost begonnen worden. 90

Wie bei der in Efrapeptin C vorkommenden Kopfgruppe wurde zunéchst die Amino-
gruppe in L-Leucin 50 mit einer Boc-Schutzgruppe versehen und die Carboxylfunk-
tion zum Alkohol reduziert. Ebenso wurde anschliefend die Hydroxyfunktion in das
entsprechende Iodid {iberfithrt, um eine geeignete Abgangsgruppe fiir die folgende N-
Alkylierung in das Molekiil einzubringen.

Im néchsten Schritt wurde anstelle von DBN das zwei Ringatome mehr umfassende
DBU mit dem lodid 54 alkyliert und das Amidiniumsalz 71 erhalten. Nach Abspalten
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Abbildung 4.41: Synthese der Kopfgruppe 72: (a) Di-tert-butyldicarbonat, NaOH, H,O/Dioxan,
0°C —RT, lber Nacht, 97 %; (b) 1. CICOOEt, DIPEA, THF, 0°C; 2. NaBH,, H,0, —15°C —RT,
2.5h, 55%; (c) PPhs, Imidazol, I,, CH,Cl,, RT, 1.5h, 51%; (d) DBU, Toluol, Riickfluss, 1 h, 77 %;

(e) HCI, H,0, 0°C, 30 min, quantitativ

der Boc-Schutzgruppe mit Hilfe von HCI (25 %) ist die Aminogruppe frei, so dass eine

Kupplung mit einer Carboxylfunktion erfolgen kann (Abb. 4.41).

L,Pd

-

a
LPd =——=
2 ? [L/Pd‘L
A B
A\
)
O N

/
R—COOH

Abbildung  4.42:  Mechanismus der Pd°-
katalysierten Allylesterspaltung: (a) R—CO,All
(R = C(CH3),—NH,); (b) Morpholin

Die Synthese des Dipeptids Boc-Leu-Aib-
OH 75 wurde von Jost et al. beschrie-
ben und soll an dieser Stelle kurz vorge-
stellt werden (Abb. 4.43).146:47] Demnach
wird von N-(tert-Butyloxycarbonyl)-L-leu-
cin 51 und o-Aminoisobuttersédure 9 ausge-
gangen. Letztere wird durch Einleiten von
Chlorwasserstoffgas und Erhitzen in Al-
lylalkohol in «a-Aminoisobuttersiureallyl-
ester 73 iiberfithrt und damit C-terminal
geschiitzt. Die Kupplung der beiden Ami-
nosauren erfolgt glatt innerhalb einer Stun-
de bei Raumtemperatur unter Verwendung

von PyBOP als Kupplungsreagenz.
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a H O
Boc N AN
Boc . ~
% >N o H N o
H 0
51 74
CH,Cl,, RT, 1h, 80 %; (b) Pd(PPh;),, Morpholin, THF, 40°C, 2h, 53%

Als letzter Schritt erfolgt die Entschiitzung der Carboxylfunktion. Dabei wird der Al-
lylrest Palladium-katalysiert auf Morpholin {ibertragen, indem zuné&chst in einer oxi-
dativen Addition des Allylesters an ein koordinativ ungeséttigtes Pd’-Zentrum der
kationische Palladium-Allylkomplex B gebildet wird, welcher anschlieend den Allyl-
rest auf das Nukleophil Morpholin iibertragt und dabei selbst zu A regeneriert wird
(Abb. 4.42).[230]

Die Kupplung des Dipeptids Boc-Leu-Aib-OH 75 an die freie Aminogruppe des Ami-
diniumsalzes 72 erfolgt mit Hilfe von N-HATU, da sich am C-terminalen Ende der
Carboxykomponente ein Aib-Rest befindet. Die Carboxykomponente wurde in gerin-
gem Uberschuss eingesetzt, damit die Reaktion problemlos iiber das Verschwinden des
im MALDI-TOF-Massenspektrum gut nachweisbaren Amidiniumsalzes 72 verfolgt wer-
den kann. Nach erfolgreicher Reaktion kann das Boc-geschiitzte Kondensationspro-
dukt direkt mit TFA behandelt und das C-terminale Fragment 77 des Efrapeptin C-
Analogons 69 nach RP-HPLC in einer Ausbeute von 10 % isoliert werden (Abb. 4.44).

Das vollstéandige Peptid konnte durch Segmentkondensationen aus den Peptidfragmen-
ten TFA-H-Leu-Aib-Y 77, Ny=Aib-Aib-Pip-Aib-Gly-OH 70 und Ac-Pip-Aib-Pip-Aib-

a TFA* H-Leu-Aib~_ CF3COO@

a® _a, N
@ H @
AN AN
o9 o
72 77

Abbildung 4.44: Synthese des C-terminalen Fragments 77: (a) 1. Boc-Leu-Aib-OH 75, N-HATU,
DIPEA, DMF/CH,Cl,, 0°C —RT, iber Nacht; 2. TFA, CH,Cl,, 0°C, 30 min; 3. RP-HPLC, 10 %

HCI - H,N

H 0
Boc\l\I N%OH
H 0]
75

Abbildung 4.43: Synthese des Dipeptids Boc-Leu-Aib-OH 75:[9 (a) H-Aib-OAIl 73, PyBOP, DIPEA,
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TFA-H-Leu- Aub\ CF cos® a TFA'H-Aib—Aib—Pip—Aib—GIy—Leu-Aib\ CF cod®

O GO

78

Abbildung 4.45: Synthese der C-terminalen Halfte 78: (a) 1. N,=Aib-Aib-Pip-Aib-Gly-OH 70, N-HATU,
HOAt, DIPEA, DMF/CH,Cl,, 0°C — RT, iber Nacht; 2. H,—Pd/C, MeOH, RT, 1h; 3. RP-HPLC, 22%

Aib-Leu-PAla-Gly-OH 48 erhalten werden. Zunichst wurden das mittlere Fragment 70
und das die von DBU abgeleitete Kopfgruppe enthaltende C-terminale Fragment 77
mit Hilfe von N-HATU und HOAt kondensiert. Der Reaktionsverlauf kann wiederum gut
durch MALDI-TOF-Massenspektrometrie am Verschwinden der Aminokomponente, dem
Amidiniumsalz 77, verfolgt werden. Um das N-terminale Ende des Kupplungsprodukts
in die freie Aminogruppe zu iiberfithren, wurde die Azidogruppe Palladium-katalysiert
hydriert und die C-terminale Hélfte 78 nach kurzer Reaktionszeit erhalten (Abb. 4.45).
Das Produkt konnte anschlieBend HPL-chromatographisch in 22 % Ausbeute isoliert

werden.

TFA+ H-Aib-Aib-Pip-Aib-Gly-Leu-Aib~. CF,CO00°

T
®

78 N

Ac-Pip-Aib-Pip-Aib-Aib-Leu-PAla-Gly-Aib-Aib-Pip-Aib-Gly-Leu-Aib ~N CF COO@

O

Abbildung 4.46: Synthese des Efrapeptin C-Analogons 69: (a) 1. Ac-Pip-Aib-Pip-Aib-Aib-Leu-PAla-
Gly-OH 48, N-HATU, HOAt, DMF/CH,Cl,, 0°C — RT; 2. RP-HPLC, 55 %

69
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Die Kupplung der C-terminalen Hélfte 78 mit dem N-terminalen Fragment 48 erfolgte
erneut mit N-HATU und HOAt als Kupplungsreagenzien und ergab nach RP-HPLC das
Efrapeptin C-Analogon 69 in einer Ausbeute von 55 % (Abb. 4.46).

Das '"H-NMR-Spektrum von 69, welches in Abbildung 4.47 gezeigt ist, enthilt nahezu
dieselben Signale, wie sie bei Efrapeptin C zu finden sind. Lediglich im Bereich zwischen
2.0ppm und 3.5 ppm, in welchem u.a. die Siebenring-Methylenprotonen resonieren,
kénnen anhand der Integrale vier zuséatzliche Protonen gegeniiber dem Naturstoff ausge-
macht werden. Die in Tabelle 4.9 dargestellten mittels ESI-FT-ICR-Massenspektrometrie

ermittelten Massen belegen den Syntheseerfolg zuséatzlich.

PPM3.50 8.00 7.50 7.00

T \ \ \ \ \
6.0 PPM 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

Abbildung 4.47: *"H-NMR-Spektrum des Efrapeptin C-Analogons 69
Mit dem Efrapeptin C-Analogon 69 steht eine interessante Variation des Naturstoffs

zur Verfiigung, die Untersuchungen zum Einfluss der C-terminalen kationischen Kopf-

gruppe auf konformationelle und biologische Eigenschaften erlaubt.
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Tabelle 4.9: Vergleich der gemessenen mit den berechneten monoisotopischen Massen des Efrapep-
tine C-Analogons 69

Monoisotopische Masse Abweichung
Efrapeptin gemessen  berechnet  fiir ein lon der Zusammensetzung  [ppm]|

24
C-Analogon 69 828.53249  828.53298 [12C821H14114N181601623Na} 0.59

4.4.2 CD-spektroskopische Untersuchungen

Wie bereits bei den Efrapeptinen D-G 42-45 wurde die Konformation auch bei dem
Efrapeptin C-Analogon 69 mit Hilfe der CD-Spektroskopie untersucht.

10000

5000 ~

-5000 -

[0]yrw [deg - cm?. dmol ]

-10000 ~

-15000

185 195 205 215 225 235 245 255 265 275 285 295
A [nm]

Abbildung 4.48: CD-Spektrum des Efrapeptin C-Analogons mit einer von DBU abgeleiteten Kopf-
gruppe 69 (schwarz) im Vergleich mit dem CD-Spektrum von Efrapeptin C (rot)

Es ist von Interesse, welchen Einfluss der gegeniiber dem Naturstoff vergrofierte Ring
in der Kopfgruppe auf die vorhandenen Sekundérstrukturmotive hat. Durch zwei zu-
satzliche Ringatome wird die Grofle der Kopfgruppe erhoht, jedoch kann sich ein Sie-
benring auch flexibler an vorhandene stabile Strukturen anpassen und diesen gegebe-
nenfalls ausweichen, als dies bei einem Finfring der Fall ist. Auch ist es denkbar, dass
durch einen volumindseren Rest vorhandene Sekundérstrukturen stabilisiert werden.
In Losung sind geringe konformationelle Anderungen zu erwarten. Zum einen verleiht

Gly'® dem 31¢-helikalen Bereich zwischen Aib? und Aib'® zwar eine gewisse Flexibili-
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tat, zum anderen kann sich die Kopfgruppe jedoch auch dem helikalen Bereich ndhern
und dadurch die vorhandene Struktur beeinflussen. Diese Hypothesen werden durch die
von Huber durchgefiihrten NMR-Experimente mit anschlieBenden molekiildynamischen

Rechnungen gestiitzt. 3]

Tabelle 4.10: Vergleich des Verhaltnisses R der Elliptizitaten bei 230 nm und 205 nm und der CD-
Effekte des Efrapeptin C-Analogons 69 und Efrapeptin C ([0] gy in deg - cm? -dmol ™)
Efrapeptin [0]505 - 1072 [0]y30 - 1072 Ron,
9205
C —12.1 —4.2 0.35
Analogon 69 —11.7 -3.8 0.32

In Abbildung 4.48 ist das CD-Spektrum des Efrapeptin C-Analogons 69 im Vergleich
zum CD-Spektrum des synthetischen Efrapeptin C dargestellt. Es ist leicht erkennbar,
dass sich die CD-Spektren weder in der Intensitat der CD-Effekte, noch im Verhéltnis
R der Banden bei 230 nm und 205 nm, welches Aussagen iiber die Art der vorhandenen
Helix zulésst, wesentlich voneinander unterscheiden (Tab. 4.10). Die groflere Kopfgrup-
pe in 69 fiihrt wie zu erwarten demnach nicht zu einer wesentlichen Verdnderung der
helikalen Struktur, die CD-spektroskopisch detektierbar wire. Es findet weder eine nen-
nenswerte Stabilisierung noch eine Destabilisierung im 3;¢-helikalen Bereich zwischen
Aib? und Aib' statt. Auf die 319-Helix zwischen Pip! und Aib® sollte die Kopfgruppe

ebenfalls keinerlei Einfluss haben.

4.4.3 Untersuchungen zur ATPase-Inhibierung

Zwar sind die strukturgebenden Eigenschaften der Kopfgruppe auf die Gesamtstruktur
ohne groflere Bedeutung, jedoch beziehen sich diese Ergebnisse nur auf das in TFE
geloste Efrapeptin-Molekiil. Eine andere Frage ist der Einfluss der Kopfgruppe auf die
biologische Aktivitat. Diese hingt zwar wesentlich mit der Sekundéarstrukur im Bereich
der helikalen Bereiche und der flexiblen mittleren Region zusammen, wird jedoch auch

von anderen Faktoren beeinflusst.

Diese konnen beispielsweise das Vorhandensein von Wasserstoffbriickenbindungen zwi-
schen Peptid und Enzymkomplex, die Lage und Stabilitdt von Sekundarstrukturmoti-
ven oder die Grofle bestimmter Gruppen im Peptid sein. Aus der Kristallstruktur von
Efrapeptin C im Komplex mit der Fi-ATPase geht hervor, dass im Bereich der Kopf-

gruppe ausreichend Raum fiir zwei weitere Methylengruppen innerhalb der DBU-Einheit
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vorhanden sein sollte (vgl. Abb. 4.39 auf Seite 88). Dennoch ist mit einer geringen Ab-
nahme der biologischen Aktivitdt zu rechnen, da die Vergréolerung der Kopfgruppe eine

Einlagerung in den ATPase-Komplex zumindest erschweren sollte.

Tabelle 4.11: Vergleich der IC50-Werte von natiirlichem und synthetischem Efrapeptin C und dem
synthetisierten Efrapeptin C-Analogon 69 (F;-ATPase aus E. coli)

Efrapeptin ICs0 [1M]
C (synthetisch) 19.9
Analogon 69 255

Tabelle 4.11 zeigt die ICs-Werte von synthetischem Efrapeptin C und dem Efrapep-
tin C-Analogon 69. Die Grofienordnung der Werte stimmt gut iiberein, dennoch sind
leichte Unterschiede auszumachen. Es ist anzunehmen, dass nicht nur die Art und die
Stabilitat der helikalen Bereiche in der Peptidsequenz eine Rolle bei der inhibitorischen
Wirkung der Efrapeptine auf die F1-ATPase spielt. Zusétzlich beeinflusst auch die Gro-
e der Kopfgruppe die fiir eine Inhibierung bendétigte Peptidkonzentration, wenn auch

nur mit weniger signifikanter Auspriagung.

4.5 lIsotopenmarkierte Efrapeptin C-Analoga 79-82 als

Hilfsmittel fiir die Konformationsanalyse

In Kapitel 2.4.1 wurden Moglichkeiten der Konformationsanalyse in Verbindung mit ge-
zielter Isotopenmarkierung von Peptiden und Proteinen aufgefiihrt. Die Idee, bestimm-
te NMR-Signale durch Verwendung eines isotopenmarkierten Aminosidurebausteins zu
unterdriicken, scheint ein viel versprechender Weg zur Strukturaufkldrung von Efra-
peptin C. Wichtig fiir den Erfolg dieser Methode sind Uberlegungen, welche Signale
gezielt unterdriickt werden sollen und an welchen Stellen daher der isotopenmarkierte

Baustein in die Aminoséuresequenz eingebaut werden soll.

4.5.1 Uberlegungen zum gezielten Einbau von P¢Aib-OH 6

Efrapeptin C enthélt insgesamt fiinfzehn Aminosduren, eine Acetylfunktion am N-
Terminus und eine von Leucinol und DBN abgeleitete kationische Kopfgruppe. Sieben

der fiinfzehn Aminosduren sind Aib-Reste, hinzu kommen auflerdem drei Pip-Reste.
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Die tibrigen fiinf Aminoséuren sind die proteinogenen Aminoséduren Glycin und Leucin
und die p-Aminosiure B-Alanin. 9296

Bei der NMR-gestiitzten Konformationsanalyse von Efrapeptin C existieren einige grund-
legende Probleme, die in der Art der Aminoséuren, dem hohen Aib-Anteil und der Se-
quenz der Aminosduren begriindet sind. Um die Probleme zu verstehen, ist es sinnvoll
die allgemeine Vorgehensweise bei der NMR-gestiitzten Konformationsanalyse und der

Zuordnung der einzelnen Resonanzsignale genauer zu betrachten.

Da keine NMR-Pulssequenz existiert, mit der sich gleichzeitig sdmtliche Kerndipole
zuordnen lassen, wird eine Reihe von NMR-Experimenten durchgefithrt (vgl. Kapi-
tel 2.4.1), die durch Kombination sehr detaillierte Einblicke auf molekularer Ebene
des Peptids zulésst. Auf diese Weise kénnen die Aminoséuresequenz eines Peptids oder

auch Proteins bestimmt und Sekundirstrukturen identifiziert werden. (231]

Die Analyse beginnt zumeist anhand von COSY- und TOCSY-Spektren, mit deren Hilfe
eine Zuordnung der 'H-Spinsysteme ermdglicht wird. Anhand der COSY kénnen Kor-
relationen skalar koppelnder Atomkerne an benachbarten Kohlenstoffatomen gefunden
werden. Dies kénnen beispielsweise ein o-Proton im Peptidriickgrat und (-Protonen
in den Seitenketten sein. Die TOCSY wiederum kann zusétzliche Informationen liefern,
die Fernkopplungen innerhalb desselben Spinsystems einschlieflen (*J mit n > 3). In
Verbindung mit HSQC- und HMQC-Experimenten kénnen zudem heteronukleare Kor-
relationen (z.B. ¥C,'H, 1°N,'H oder auch 3'P,'H) erhalten werden. Dies kénnen bei-
spielsweise Korrelationen zwischen HN und N oder H* und C* sein. Auf diese Weise
kénnen gewthnlich die einzelnen im Peptid enthaltenen Aminosduren bestimmt und
sdmtliche Resonanzfrequenzen mit Ausnahme der Carbonylfunktionen zugeordnet wer-

den.

Ist es moglich, die einzelnen Aminosduren zu identifizieren, fehlen jedoch noch In-
formationen iber die exakte Sequenz. Die einfache Sequenzanalyse bedient sich auch
des HMBC-Experiments, liber welches heteronukleare Korrelationen detektiert werden
kénnen (®%J mit n > 0, wobei %J-Kopplungen durch einen low pass-Filter unterdriickt

werden).

Neben den oben erwidhnten Experimenten, die lediglich skalare Kopplungen detektie-
ren, sind fiir die Sequenzanalyse auflerdem Experimente hilfreich, die die Detektion
dipolarer Kopplungen zulassen. Hierbei werden mit Hilfe von NOESY-, ROESY- und
HOESY-Spektren wertvolle Informationen iiber rdumlich benachbarte, jedoch nicht di-

rekt iiber Bindungen verbriickte Gruppen, erhalten.
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Die Zuordnung beginnt gewohnlich am C-Terminus und arbeitet sich zum N-Terminus
entlang der Aminoséduresequenz vor. Eine Analyse ausgehend von den Signalen der
Amidprotonen bietet sich bei einem Peptid wie Efrapeptin C besonders an. Von den
finfzehn Aminosduren besitzen nur zwolf ein Amidproton, da die zyklische Pipecolin-
sdure bereits zwei Alkylreste am Stickstoffatom trégt. Die Signale der Amidprotonen
sind gut von anderen Signalen separiert, so dass hier ein Einstieg in die Zuordnung leicht
erscheint. Fehlen jedoch abwechselnd wie bei Aib'%-Pip!'!-Aib!? die a- und Amidpro-
tonen, wird eine exakte Zuordnung tiber Korrelationssignale schwierig, da keine Kopp-
lungen und damit Magnetisierungstransfers mehr auftreten kénnen. Sollen zusétzlich
durch NOE-Spektren auch noch Abstdnde zwischen Aib-Methylprotonen und anderen
im Peptid vorhandenen Kerndipolen bestimmt werden, scheitert dieses Vorhaben an
der unbestimmten Zuordnung. Eine exakte Konformationsanalyse ist daher gerade bei

Aib-reichen Peptiden, wie es die Efrapeptine sind, extrem schwierig.

Eine Hilfe kann daher der gezielte Austausch bestimmter Aib-Methylprotonen gegen
Deuterium sein, wodurch in samtlichen 'H-NMR-Spektren die entsprechenden Signale
entfallen und ausschliellich die nicht-deuteriert vorliegenden Aib-Methylgruppen reso-
nieren. Eine exakte Zuordnung der verbleibenden Signale sollte auf diese Weise gut

moglich sein.

Insgesamt wurden vier verschiedene isotopenmarkierte Sequenzen synthetisiert. Die
Sequenz 79 enthélt zwei nicht-deuteriert vorliegende Aib-Reste, die Sequenzen 80, 81
und 82 enthalten jeweils nur einen nicht-deuterierten Aib-Rest (Tab. 4.12).

Die nicht-deuterierten Aib-Reste treten im 'H-NMR-Spektrum jeweils als zwei Singu-
letts im Bereich zwischen 1.4 ppm und 1.6 ppm in Resonanz, wihrend die iibrigen ent-
sprechend ihrem Deuterierungsgrad keine oder nur geringe Resonanzen in diesem Be-
reich zeigen. Durch die Platzierung dieser Reste ist es moglich genauere Informationen

iiber bestimmte Bereiche des Peptids zu erhalten.

Tabelle 4.12: Vergleich der Aminosduresequenzen der isotopenmarkierten Efrapeptin C-Analoga 79,
80, 81 und 82

Ac-Pip- Aib -Pip-P¢Aib-Ps Aib-Leu-PAla-Gly-P¢ Aib-Ps Aib-Pip-P¢ Aib-Gly-Leu- Aib -X 79
Ac-Pip-Ps Aib-Pip-Pe Aib- Aib -Leu-PAla-Gly-P¢ Aib-Pé Aib-Pip-P¢ Aib-Gly-Leu-Ps Aib-X 80
Ac-Pip-Ps Aib-Pip- Aib -PsAib-Leu-PAla-Gly-Pé Aib-P¢ Aib-Pip-P¢ Aib-Gly-Leu-Pe Aib-X 81
Ac-Pip-Ps Aib-Pip-Ps Aib-Ps Aib-Leu-PAla-Gly-Ps Aib- Aib -Pip-Ps Aib-Gly-Leu-Pe Aib-X 82
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e Sequenz 79 liefert Informationen iiber den Beginn des N-terminalen 319-helikalen
Bereichs zwischen Pip' und Aib® und das Ende des C-terminalen 3;¢-helikalen
Bereichs zwischen Aib? und Aib'®.

e Sequenz 80 ldsst Aussagen tiber das Ende des N-terminalen 31p-helikalen Bereichs
zwischen Pip! und Aib® und den flexiblen mittleren Bereich zwischen Leu® und
Gly® zu.

e Sequenz 81 ermoglicht eine genauere Bestimmung der 31 helikalen Struktur zwi-
schen Pip! und Aib®.

e Sequenz 82 wiederum ermdoglicht eine exaktere Analyse der 31y helikalen Struktur
zwischen Aib? und Aib'®.

Insgesamt sollte sich auf diese Weise ein detaillierter Einblick in die gesamte Ami-
nosduresequenz von Efrapeptin C ergeben, welcher es ermoglicht, die Signale in den
NMR-Spektren den einzelnen Aminosédureresten zuzuordnen, die vorhandenen Sekun-
dérstrukturelemente genauer zu analysieren und mit Hilfe der Konformationsanalyse

die dreidimensionale Gesamtstruktur von Efrapeptin C zu berechnen.

4.5.2 Synthese

Die Synthese der isotopenmarkierten Efrapeptin C-Analoga 79-82 erfolgte analog zu der
Synthese von Efrapeptin C4647 und der Efrapeptine D-G 4245 (vgl. Kapitel 4.2.1).
Als zusétzlicher Aminosaurebaustein wurde o-Azidoisobuttersiurechlorid-Dg 5 beno-
tigt (Synthese s. Kapitel 4.1.1), um gezielt an den Methylgruppen deuterierte Aib-Reste

in die Aminosduresequenzen einzufiihren.

Die Aminosduresequenzen wurden erneut in drei Fragmente zerlegt. Dabei wurden drei
verschiedene mittlere Fragmente bendtigt, wobei die Fragmente N,=P¢ Aib-P6 Aib-Pip-
Ds Aib-Gly-Leu-P¢ Aib-OH 83 und N,=P6 Aib-Aib-Pip-P¢ Aib-Gly-Leu-P¢ Aib-OH 84 aus-
gehend von mit a- Aminoisobuttersidure-Dg 6 beladenem o-Chlortritylharz synthetisiert
wurden (Abb. 4.49), withrend die Synthese des Fragments N,="¢ Aib-Ps Aib-Pip-Pe Aib-
Gly-OH 85 von mit Glycin beladenem o-Chlortritylharz ausging (Abb. 4.50). Ahnlich
wie bei den Efrapeptinen D—-G 42-45 wurden die mittleren Fragmente 83 und 84 aus
den Aminoséuren 9-15 gebildet. Dies ist wie in Kapitel 4.2.1 beschrieben durch die
schwierige Zugénglichkeit von L-Isovalin 21 im Falle der Efrapeptine D-G 42-45 bzw.
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H-Aib15—00
a, b

H-Leu—Aib15—OO (a) Fmoc-Leu-OH (3 Aq), N-TBTU (3 Aq),
DIPEA (6 Aq), CH,Cl,/DMF, RT, 50 min
¢ b (b) 4% DBU/4% Piperidin, DMF, RT,
2x15min
H-GIy-Leu—Aib15—OO (c) Fmoc-Gly-OH (3 Aq), N-TBTU (3 Aq), DI-
. PEA (6 Aq), CH,Cl,/DMF, RT, 50 min
€

(d)  N,=Aib-Cl 11 bzw. N,=D¢Aib-Cl 5 (7 Aq),
NEt; (10 Aq), CH,Cl,, RT, 30 min

H-Aib12_G|y_Leu_Aib15—OO (¢) Sn(SPh), (10 Aq), PhSH (30 Aqg), NEt,
(50 Aq), CH,Cl,, RT, 20 min
f.b, d e d (f)  Fmoc-Pip-OH (3 Aq), BOP (3 Aq), DIPEA
(6 Aq), CH,Cl,/DMF, RT, 3h
N2=Aib9—AiblO—Pip—Aib12—GIy—Leu—Aib15—OO (8) HFIP/CH,Cl, (1:4), RT, 1h

8

N,=Aib%-Aibl0-Pip-Aib2-Gly-Leu-Aib!®-OH
83,84

mittleres Fragment Aib®  Aibl® Aib2  Aib!®

N,=P¢ Aib-Ps Aib-Pip-Ps Aib-Gly-Leu-Pe Aib-OH 83 PsAib  PsAib  PsAib  PsAib
N,=Ps Aib-Aib-Pip-P¢ Aib-Gly-Leu-Ps Aib-OH 84 PsAib  Aib  PsAib  PsAib

Abbildung 4.49: Synthese der mittleren Fragmente 83 und 84, Ausbeuten: 25 % (83), 8 % (84)
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o-Aminoisobuttersaure-Dg 6 im Falle der isotopenmarkierten Efrapeptin C-Analoga 79—
82 begriindet.

Die Festphasensynthese unter Einbeziehung von P¢Aib!® ist im Falle der Fragmente 83
und 84 wesentlich effektiver als eine Kombination von Losungssynthese und Festpha-

sensynthese, wie sie von Jost et al. fiir Efrapeptin C beschrieben wurde. [46,47]

Im Falle des isotopenmarkierten Efrapeptin C-Analogons 79 liegt Aib!® jedoch nicht-
deuteriert vor, so dass hier das mittlere Fragment nur die Aminosduren Aib?-Gly!3
enthélt, was bei der Synthese beriicksichtigt werden muss (Abb. 4.50).

Wéhrend Fmoc-Glycin und Fmoc-Pipecolinsdure mit Hilfe von N-TBTU bzw. BOP ein-
gefithrt wurden, kam bei den Ps Aib-Resten die Azidosiurechloridmethode mit a-Azi-
doisobuttersaurechlorid-Dg 5 unter basischen Bedingungen zum Einsatz. Die Fmoc-

Gruppe wurde durch 4% DBU/4 % Piperidin abgespalten, die Azidogruppen wurden
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H-Gly—0—)
a, b

(a)  N,=Aib-Cl 11 bzw. N,=PsAib-Cl 5 (7 Aq),
NEt; (10 Aq), CH,Cl,, RT, 30 min
H-Aile-GIy—OO (b) Sn(SPh), (10 Aq), PhSH (30 Aq), NEt,

(50 Aq), CH,Cl,, RT, 20 min
¢ d aba (c) Fmoc-Pip-OH (3 Aq), BOP (3 Aq), DIPEA
(6 Aq), CH,Cl,/DMF, RT, 3h
N2=Aib9-AiblO-Pip-Aibu—GIy—OO (d) 4% DBU/4% Piperidin, DMF, RT,
2x15min
e (e) HFIP/CH,Cl, (1:4), RT, 1h

N,=Aib%-Aib!%-Pip-Aib!2-Gly-OH
85

mittleres Fragment Aib®  Aibl®  Aib!?
N2:D6Aib—D6Aib—Pip—DGAib—Gly—OH 85 DsAib DPsAib  PeAib

Abbildung 4.50: Synthese des isotopenmarkierten mittleren Fragments 85, Ausbeute: 10 %

mit dem Vilarrasa-Reagenz zur Aminogruppe reduziert. Die Abspaltung der Peptid-
sequenzen vom polymeren Trager erfolgte mit HFIP. Die mittleren Fragmente konnten
nach RP-HPLC in Ausbeuten von 10 % (85), 25% (83) und 8 % (84) isoliert werden.

Die vier benétigten N-terminalen Fragmente Ac-Pip-Aib-Pip-P¢Aib-P6é Aib-Leu-PAla-
Gly-OH 86, Ac-Pip-Ps Aib-Pip-Ps Aib-Aib-Leu-PAla-Gly-OH 87, Ac-Pip-P¢ Aib-Pip-Aib-
D6 Aib-Leu-PAla-Gly-OH 88 und Ac-Pip-P¢ Aib-Pip-P¢ Aib-P6 Aib-Leu-PAla-Gly-OH 89
bestehen aus den Aminosiuren Pip! bis Gly® und der N-terminalen Acetylgruppe. Die
Synthese geht von mit Glycin beladenem o-Chlortritylharz aus. Die Fmoc-geschiitzten
Aminoséuren f3-Alanin und Leucin wurden mit N-TBTU als Kupplungsreagenz einge-
fithrt, Fmoc-Pipecolinsiure mit Hilfe von BOP. Die Aib- und P¢ Aib-Reste wurden iiber
die entsprechenden Sdurechloride o-Azidoisobuttersidurechlorid 11 und o-Azidoisobut-
tersdurechlorid-Dg 5 eingebracht. Am Ende der Synthese erfolgte eine N-Acetylierung
und die Abspaltung des Peptids vom polymeren Trager mit Hilfe von HFIP. Nach HPL-
chromatographischer Aufreiniung wurden die N-terminalen Fragmente in Ausbeuten
von 17% (86), 7% (87), 4% (88) und 6 % (89) isoliert (Abb. 4.51).

Als C-terminales Fragment kam bei der Synthese der isotopenmarkierten Efrapep-
tin C-Analoga 80-82 die durch HCI (25%) Boc-entschiitzte Kopfgruppe 1-[(25)-2-
Amino-4-methylpentyl]-2,3,4,6,7,8-hexahydropyrrolo[1,2-a]pyrimidin-1-ium-chlorid 57

zum Einsatz. Im Falle des Analogons 79 jedoch wurde zunéchst die Kopfgruppe wie
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4.5 Isotopenmarkierte Efrapeptin C-Analoga 79-82 als Hilfsmittel fiir die Konformationsanalyse

H-6ly—0—)
a, b

(a)
H-BAIa—GIy—OO
(b)
c, b
(c)
H—Leu-ﬁAIa-Gly—OO
(d)
d, e (2x)
(e)
H-Aib4-Aib5-Leu-BAIa-GIy—OO f
f, b, d, e, (F)
f.b, g
(8)
Ac-Pip-Aib2-Pip-/—\ib4-Aib5—Leu—BA|a—G|y—OO (h)
h
h

Ac-Pip-Aib%-Pip-Aib*Aib%-Leu-PAla-Gly-OH
86—89

Fmoc-PAla-OH (3 Aq), N-TBTU (3 Aq),
DIPEA (6 Aq), CH,Cl,/DMF, RT, 50 min
4% DBU/4% Piperidin, DMF, RT,
2x15min

Fmoc-Leu-OH (3 Aq), N-TBTU (3 Aq),
DIPEA (6 Aq), CH,Cl,/DMF, RT, 50 min
N,=Aib-Cl 11 bzw. N=Cs Aib-Cl 5 (7 Aq),
NEt; (10 Aq), CH,Cl,, RT, 30 min
Sn(SPh), (10 Aq), PhSH (30 Aq), NEt,
(50 Aq), CH,Cl,, RT, 20 min
Fmoc-Pip-OH (3 Aq), BOP (3 Aq), DIPEA
(6 Aq), CH,Cl,/DMF, RT, 3-12h

Ac,O (10 Aq), bmMAP (6.7 Aq), CH,Cl,,
RT, 1h

HFIP/CH,Cl, (1:4), RT, 1h

N-terminales Fragment

Aib2  Aib*  Aib®

Ac-Pip-Aib-Pip-Ps Aib-Ps Aib-Leu-PAla-Gly-OH 86
Ac-Pip-Ps Aib-Pip-Ps Aib-Aib-Leu-PAla-Gly-OH 87
Ac-Pip-P¢ Aib-Pip-Aib-P¢ Aib-Leu-PAla-Gly-OH 88
Ac-Pip-Ps Aib-Pip-Ps Aib-Ps Aib-Leu-PAla-Gly-OH 89

Aib  DPsAib  DsAjb
DsAib  PsAib  Aib
DsAib  Aib  PsAib
DsAib  PsAjb  DPsAib

Abbildung 4.51: Synthese der isotopenmarkierten N-terminalen Fragmente 86, 87, 88 und 89, Ausbeuten:
17% (86), 7% (87), 4% (88), 6 % (89)
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bei der Synthese von Efrapeptin C selbst mit dem Dipeptid Boc-Leu-Aib-OH 75 N-
acyliert (Abb. 4.52). Das Kupplungsprodukt 91 bildete in diesem Fall anschliefend das

C-terminale Fragment.

Die Synthese der C-terminalen Hilften TFA-H-P6Aib-Ps Aib-Pip-P6 Aib-Gly-Leu-Aib-
X 92, TFA-H-Ps Aib-Ps Aib-Pip-P6s Aib-Gly-Leu-P¢ Aib-X 93 und TFA-H-P6 Aib-Aib-Pip-
Ds Aib-Gly-Leu-P¢ Aib-X 94 erfolgte in Losung mit DMF/CH,Cl, als Lésungsmittel und
N-HATU und HOAt als Kupplungsreagenzien. Die Kupplungsreaktionen kénnen durch

MALDI-TOF-Massenspektrometrie am Verschwinden der Aminokomponente verfolgt wer-

den. Der zunichst als Azid geschiitzte N-Terminu

s wurde durch katalytische Hydrie-

rung in das freie Amin tiberfithrt. Nach RP-HPLC konnten die C-terminalen Hélften in

Ausbeuten von 44 % (92), 24 % (93) und 49 % (94)

isoliert werden (Abb. 4.53).
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©
HCI-H,N c
®

N

0

57

TFA"HLewADE, CF,CO0°
H @

91

Abbildung 4.52: Synthese des C-terminalen Fragments 91: (a) 1. Boc-Leu-Aib!®>-OH 75, N-HATU,
DIPEA, DMF/CH,Cl,, 0°C —RT, iiber Nacht; 2. TFA, CH,Cl,, 0°C, 30min; 3. RP-HPLC, 47 %;

(Aib¥® = Aib)

HX'R\N X@
H ®

N
\ﬁi>
57,91 K/N

C-terminale mittleres

C-terminales

TFA* H-Aib9-AiblO-Pip-Aiblz-Gly-Leu-AibQN CF,CO e
92,93,94 H ®
N
N
o
R X Aib®  Ab®  Aib'2  Aibt®

Halfte Fragment
92 85
93 83
94 84

H-Leu-Aib!® CF;COO PsAib  PsAib  PsAib  Aib
H Cl DsAib  DPsAjib  DsAib  PsAib
H Cl DsAib  Aib  DPsAib  PsAib

Abbildung 4.53: Synthese der C-terminalen Halften 92, 93 und 94: (a) 1. N,=P¢ Aib-Pes Ajb-Pip-Ps Aib-Gly-OH 85,
N,=0¢ Aib-Ps Aib-Pip-L¢ Aib-Gly-Leu-Cs Aib-OH 83 bzw. N.=L¢ Aib-Aib-Pip-6 Aib-Gly-Leu-P¢ Aib-OH 84, N-HATU,
HOAt, CH,Cl,/DMF, 0°C —RT; 2. H,-Pd/C, MeOH, RT; 3. RP-HPLC, 44 % (92), 24 % (93), 49 % (94)

Fiir die abschlieende Segmentkondensation standen die N-terminalen Fragmente 86—

89 sowie die C-terminalen Halften 92-94 zur Verfiigung. Die C-terminale Héilfte 92

wurde durch das N-terminale Fragment 86 acyliert, die C-terminale Hélfte 93 durch

87 und 88 und die C-terminale Halfte 94 durch das N-terminale Fragment 89. Die
Kupplungsreaktion erfolgte mit Hilfe von N-HATU und HOAt in DMF/CH,Cl,. Die Re-

aktion ist zumeist {iber Nacht vollstdndig und kann MALDI-TOF-massenspektrometrisch

problemlos verfolgt werden (Abb. 4.54).

Mit den Efrapeptin C-Analoga 79-82 stehen vier Sequenzen fiir die Konformationsana-

lyse zur Verfiigung. Zum einen wurden fiir eine Untersuchung der Sekundérstruktur

CD-Spektren gemessen, zum anderen wurden die Sequenzen bei der von Huber durch-

gefithrten NMR-gestiitzten Konformationsanalyse eingesetzt.
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Ac-Pip-Aib%-Pip-Aib*-Aib®-Leu-PAla-Gly-OH ~ + TFA-H-Aib9-Aib10-Pip-Aib12-G|y-Leu-Aib1{N CF COO@
86—89 92-94 H N@ ’

(D

Ac-Pip-Aib2-Pip-Aib*Aib®-Leu-PAla-Gly-Aib%-Ai blO—Pip—Aibu—Gly—Leu—Aibli
79-82

cF,co0®

N@

A
..,
N-terminales  C-terminale isotopenmarkiertes ~ Aib>  Aib*  Aib®>  Aib® Aibl® Aib? Ajb!®
Fragment Halfte Efrapeptin C-Analogon

Ir=

86 92 79 Aib  DPsAib DsAib Dsajb PsAjb PsAjb  Aib

87 93 80 DsAib  DPsAib  Aib  PsAib DPsAib  DsAib  PeAjb
88 93 81 DsAib  Aib  DPsAib DPsAib  DPsAib DsAjb  PeAjb
89 94 82 DsAib  PsAib  DPsAib  DPsAjb  Aib PsAib  PsAib

Abbildung 4.54: Synthese der isotopenmarkierten Efrapeptin C-Analoga 79, 80, 81 und 82: (a) 1. N-HATU, HOAt,
CH,Cl,/DMF, 0°C — RT; 2. RP-HPLC, 34 % (79), 21 % (80), 83 % (81), 34 % (82)

4.5.3 Untersuchungen zur Konformation mit Hilfe der CD- und der
NMR-Spektroskopie

Die Konformationsanalyse erfolgte anhand zweier Methoden, der CD-Spektroskopie und

der NMR-Spektroskopie.

CD-spektroskopische Untersuchungen

Die CD-spektroskopischen Untersuchungen erfolgten wie bei den bisher beschriebenen
Efrapeptinen in TFE als Losungsmittel. Da TFE helikale Sekundéarstrukturen stabili-
siert, wurden auflerdem Messungen in einem TFE/H,O-Gemisch (1:1) durchgefiihrt.
Hierdurch wurden zuséitzliche Informationen iiber die Stabilitdt der helikalen Struktu-

ren unter quasi physiologischen Bedingungen erhalten (Abb. 4.55).
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5000

-5000 ~

[0]wrw [deg cm? dmol ]

-10000 -

-15000 -
10000

5000

-5000 \//m

-10000 -

[0]yrw [deg cm? dmol]

-15000

185 195 205 215 225 235 245 255 265 275 285 295
A [nm]

Abbildung 4.55: Vergleich der CD-Spektren der isotopenmarkierten Efrapeptine C-Analoga 79
(schwarz), 80 (rot), 81 (griin) und 82 (blau): (a) in TFE; (b) in TFE/H,O (1:1)
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Die CD-Spektren der isotopenmarkierten Efrapeptin C-Analoga 79-82 dhneln denen
von Efrapeptin C. In TFE werden sehr dhnliche Werte fiir das Verhéltnis zwischen den
negativen Banden bei 230nm und 205nm gefunden, so dass nur geringfiigige Abwei-
chungen von bis zu 0.02 beobachtet werden. Auch die Stéirke der CD-Effekte ist mit
denen von Efrapeptin C vergleichbar, wobei mit Ausnahme des beuterierten Analo-
gons 80 die CD-Effekte etwas geringer ausfallen als bei Efrapeptin C. Interessant ist
der Vergleich der in TFE erhaltenen CD-Spektren mit denen, die in einem TFE/H,O-
Gemisch (1:1) gemessen wurden. Hier ist bei sdmtlichen Analoga ein Anstieg von R
zu beobachten, der auf einen weniger ausgeprigten 31g-helikalen Charakter hindeutet.
Mit Ausnahme des Analogons 82 ist zudem eine Veringerung in der Intensitit der CD-
Effekte zu beobachten, was auf eine leichte Destabilisierung der Helixstruktur schlieflen
lasst (Tab.. 4.13).

Tabelle 4.13: Vergleich des Verhaltnisses R der Elliptizitdten bei 230 nm und 205nm und der CD-
Effekte der isotopenmarkierten Efrapeptin C-Analoga ([0]yry in deg - cm? - dmol™1)

Efrapeptin  Losungsmittel [0]505 - 1072 [0] 50 - 1073 RZ@
205

C TFE —-12.1 —4.2 0.35
79 TFE -9.0 —-3.2 0.36
TFE/H,O (1:1) —7.8 —2.9 0.37

80 TFE —11.4 -39 0.34
TFE/H,0 (1:1) -9.8 -37 0.38

81 TFE —-8.7 -3.2 0.37
TFE/H,0 (1:1) -7.0 -3.0 0.43

82 TFE -93 -3.3 0.35
TFE/H,0 (1:1)  —10.1 —42 0.42

Ein Einfluss durch die Deuterierung ist anhand der CD-Spektren nicht erkennbar. Hier-
nach scheint es, dass sich eine Verdopplung der Masse der Aib-Methylprotonen nicht
mafgeblich auf die Struktur des Peptids auswirkt. Interessant erschien daher inwiefern

ein Effekt in den NMR-Spektren gefunden werden kann.

NMR-Spektroskopische Untersuchungen

Die NMR-spektroskopischen Experimente wurden von Huber im Rahmen seines Disser-
tationsvorhabens durchgefithrt. Simtliche Messungen stellen nur einen Teil im gesamten
Verfahren der Konformationsanalyse von Efrapeptin C dar. Sie liefern jedoch wertvolle

Informationen {iber die sieben in Efrapeptin C enthaltenen Aib-Reste.
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Insbesondere der Bereich um 1.5ppm in
den 'H-NMR-Spektren kann durch die ge-
zielte Deuterierung von Aib-Methylprotonen
vereinfacht werden. In Abbildung 4.56 ist

der fiir die vereinfachte Auswertung der 'H-

79

)

NMR-Spektren interessante Bereich gezeigt. 80

Es ist deutlich das Verschwinden vieler Si-

gnale erkennbar, die von Aib-Methylprotonen 81

stammen und durch die Deuterierung unter-
driickt werden. Die verbliebenen Signale kon-
nen auf diese Weise den entsprechenden nicht-

82
deuterierten Aib-Methylgruppen zugeordnet

7

Werden- ‘ I I I I ‘ I | | | ‘ | | | | ‘ | | | |
ppm 155 1.50 1.45
Das Analogon 79 enthélt zwei nicht-deuterierte

Abbildung 4.56: Vergleich der 'H-NMR-Spek-
Aib-Reste. Im "H-NMR-Spektrum iiberlagern g & P

tren zwischen 1.4 ppm und 1.6 ppm der iso-
sich die Signale dieser Reste teilweise, so dass

topenmarkierten Efrapeptin C-Analoga 79-82
hier eine Zuordnung trotz der wenigen verblie-

benen Signale schwierig ist. Anders verhélt es sich bei den Analoga 80, 81 und 82. Hier
sind die verbliebenen Signale sehr gut separiert, so dass eine Zuordnung anhand von

mehrdimensionalen NMR-Spektren gut mdoglich ist.

Ein Problem, welches bei der Auswertung der Spektren jedoch ebenfalls schnell deut-
lich wird, ist die Signalverbreiterung und die Abweichung der vorhandenen Signale in
den Spektren der isotopenmarkierten Analoga. Dieser Isotopieeffekt ist gerade beim
Austausch von 'H gegen 2H besonders grof}, da sich die Masse des Atomkerns etwa
verdoppelt und sich die Polaritat einer C—D-Bindung gegeniiber einer C—H-Bindung
dndert. Dadurch kommt es zu Verschiebungen von bis zu 0.25 ppm gegeniiber dem nicht-
isotopenmarkierten Efrapeptin C. Eine Erklarung kénnte die hhere Abschirmung sein,
die durch die Substitution des leichteren Isotops 'H durch das schwerere Isotop 2H auf-

tritt und eine Tieffeldverschiebung einiger Signale verursacht. 232

Erst kiirzlich wurde iiber dhnliche Isotopieeffekte bei 2H-substituierten Verbindungen
berichtet. Demnach sind neben den Verschiebungen der Signale von bis zu 0.8 ppm, (233
wie sie abgeschwécht auch bei den isotopenmarkierten Efrapeptin C-Analoga 79-82
auftreten, auch Anderungen der Kopplungskonstanten 34 oder kinetische Effekte zu

beobachten. [23°! Dies kann in bestimmten Fillen durchaus erwiinscht sein, fithrt jedoch
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im Falle der untersuchten Peptide zu Problemen bei der Signalzuordnung. Dennoch ist
eine Zuordnung der Signale der Aib-Methylprotonen mit Hilfe der gezielten Isotopen-
markierung moglich, so dass die Vorteile trotz gewisser Schwierigkeiten {iberwiegen.

Jedoch ist der Aufwand relativ grofl, um verwertbare Ergebnisse zu erhalten.

4.6 Adenopeptin 95 und das Adenopeptin-Analogon 101

Auf Grund der interessanten biologischen und medizinischen Eigenschaften von Adeno-
peptin 95 wurden der Naturstoff selbst und zusétzlich das Analogon 101, bei dem Aib'°
und Pip!? gegeneinander getauscht sind, synthetisiert. Der Syntheseverlauf orientierte
sich an den bereits fiir die Efrapeptine erfolgreichen Vorgehensweisen. Die grofite Her-
ausforderung war die Synthese der zentralen Teilsequenz Aib®-Aib’-L-Iva®-Aib%-Aib!0-
Aib'-Pip'?-L-Iva'® in Adenopeptin 95 bzw. Aib%-Aib"-L-Ivad-Aib?-Pip'-Aib!1-Aib!2-
L-Iva'® im Analogon 101, da sie ausschlieBlich aus den sterisch besonders anspruchs-
vollen o,x-dialkylierten Aminosduren Aib und L-Iva sowie der zyklischen Aminoséure
Pip besteht. Gerade die Kupplung dieser drei Aminoséuren stellte eine besondere Her-

ausforderung da.

Es sind einige Beispiele fiir aus «,x-dialkylierten Aminoséuren bestehende Oligopeptide
bekannt. Jost et al. gelang mit Hilfe der auch in dieser Arbeit verwendeten, festpha-
sengestiitzten Methode der Aib-Kupplung die Synthese von Peptiden mit bis zu vier
aufeinander folgenden Aib-Resten. 236
Aib-Reste in die Sequenzen Z-Aib-Aib-Aib-L-Trp-Aib-O'Bu und Boc-Aib-Aib-Aib-L-

Trp-Aib-OMe integrieren, davon drei unmittelbar aufeinander folgende. 23"} Wesentlich

Toniolo et al. hingegen konnten in Losung vier

anspruchsvoller war hingegen die in guten Ausbeuten mdgliche Synthese von Pepti-
den mit bis zu acht aufeinander folgenden Aib-Resten, die ebenfalls Toniolo et al.
gelang, [238:239]

Diese Ergebnisse lieflen einen Erfolg der Synthese von Adenopeptin 95 und des Ade-
nopeptin-Analogons 101 moglich erscheinen. Da jedoch der Einfluss einer zyklischen
Aminoséure wie Pipecolinsdure auf eine mogliche Synthese innerhalb einer ldngeren,
aus «,x-dialkylierten Aminosduren bestehenden Peptidsequenz bisher nicht untersucht
wurde, wurde die Position des Pip-Restes variiert. Bei Adenopeptin 95 befindet er sich

in Position 12 der Aminoséduresequenz, beim Analogon 101 hingegen in Position 10.
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4.6.1 Synthese

Der Syntheseplan sah zunéchst die Einteilung der beiden Gesamtsequenzen in jeweils
drei Fragmente vor, die einzeln synthetisiert und anschliefend durch Segmentkonden-

sationen zusammengefiigt wurden (Tab. 4.14).

Tabelle 4.14: Schnittstellen der Gesamtsequenzen von Adenopeptin 95 und dem Adenopeptin-
Analogon 101

Adenopeptin 95 Ac-Pro-L-Iva-L-Iva-PAla | Gly-Aib-Aib-L-lva-Aib-Aib-Aib | Pip-L-lva | X
Adenopeptin Ac-Pro-L-Iva-L-Iva-PAla | Gly-Aib-Aib-L-lva-Aib-Pip-Aib-Aib-L-lva | X
Analogon 101

Die in Tabelle 4.14 gezeigte Schnittstelle zwischen PAla* und Gly® erwies sich bei der
Synthese als besonders giinstig. Die Verwendung einer Carboxykomponente mit f3-
Alanin am C-Terminus ist insofern hilfreich, als dass diese Aminosaure auf Grund
ihres verlingerten Riickgrats recht flexibel ist und wegen eines fehlenden Stereozen-
trums nicht die Gefahr der Epimerisierung besteht. Eine Aminokomponente mit Glycin
am N-Terminus ist auf Grund der geringen sterischen Hinderung eine gute Wahl. Die
Schnittstelle zwischen L-Iva'? und der Kopfgruppe war von den Efrapeptinen bekannt

und sollte auch bei den Adenopeptinen zu keinen Problemen fiihren.

CH,Cl,, RT, 30min

H-Ab-Ab-Ab—0—)  (a) NyAbCl 11 (7 Aq), NEt, (10 Aqg)
¢, b

(50 Aq), CH,Cl,, RT, 20 min

H-L-Iva-Aib-Aib-Aib—OO () Nyt-va-Cl (7 Aq), NEt, (10 Aq),
b (2x)

CH,Cl,, RT, 30 min

3’ (d) Fmoc-Gly-OH (3 Aq), N-TBTU (3 Aq), DI-
PEA (6 Aq), CH,Cl,/DMF, RT, 1h
Fmoc—GIy-Aib—Aib—L—Iva—Aib—Aib—Aib—OO (e) HFIP/CH,CI, (1:4), RT, 1h
(S

Fmoc-Gly-Aib-Aib-L-lva-Aib-Aib-Aib-OH
96
Abbildung 4.57: Synthese des mittleren Fragments 96, Ausbeute: 45 %

(b) Sn(SPh), (10 Aq), PhSH (30 Aq), NEt,
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Allerdings war es nicht moglich, fir die Synthese von Adenopeptin 95 ein Fragment
bestehend aus den Aminosiuren Gly®-L-Iva!? herzustellen, was vermutlich auf die Po-
sition des Pip-Restes zuriickzufiihren ist. Fiir die Synthese des Analogons 101 war es
auf Grund der Verschiebung des Pip-Restes innerhalb des mittleren Fragments mdoglich,
ein Fragment bestehend aus den Aminosiuren Gly®-L-Iva'? herzustellen. Wihrend das
Adenopeptin-Analogon 101 daher iiber die Schnittstellen zwischen PAla* und Gly® und
L-Iva!® und der Kopfgruppe zuginglich war, musste fiir Adenopeptin 95 eine zusitzliche

Schnittstelle zwischen Aib'! und Pip'? eingefiigt werden.

H—L—Iva—OO
a, b

H-Aib-L-'Va—OO (a) N,sAb-Cl 11 (7 Aq), NEt; (10 Aq),
b c d CH,Cl,, RT, 30 min
DG (b) Sn(SPh), (10 Aq), PhSH (30 Aq), NEt,

(50 Aq), CH,Cl,, RT, 20 min

H-PiP-Aib-Aib-L-Wa—OO (c) Fmoc-Pip-OH (3 Aq), BOP (3 Aq), DIPEA
(6 Aq), CH,Cl,/DMF, RT, 3h

a,b,eb (d) 4% DBU/4% Piperidin, DMF, RT,

2x15 min
H—L—Iva—/—\ib-Pip-Aib—Aib—L—Iva—OO () NpL-lva-Cl (7 Aq), NEt; (10 Aqg),
2% a, b CH2C|2, RT, 30 mln .
f (f)  Fmoc-Gly-OH (3 Aq), N-TBTU (3 Aq), DI-
PEA (6 Aq), CH,Cl,/DMF, RT, 1h
Fmoc—GIy—Aib—Aib-L—Iva—Aib-Pip-Aib—Aib—L—Iva—OO (g) HFIP/CH,Cl, (1:4), RT, 1h
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g

Fmoc-Gly-Aib-Aib-L-lva-Aib-Pip-Aib-Aib-L-lva-OH
102
Abbildung 4.58: Synthese des mittleren Fragments 102, Ausbeute: 17 %

Die mittleren Fragmente Fmoc-Gly-Aib-Aib-L-Iva-Aib-Aib-Aib-OH 96 (Abb. 4.57) und
Fmoc-Gly-Aib-Aib-L-Iva-Aib-Pip-Aib-Aib-L-Iva-OH 102 (Abb. 4.58) wurden an einem
mit der jeweils C-terminalen Aminosdure beladenen o-Chlortritylharz synthetisiert.
Waiéhrend das Fragment 96 mit Aib beginnt und fiir die Synthese insgesamt sechs weitere
Aminosauren gekuppelt werden mussten, trigt das Fragment 102 am C-terminalen

Ende einen L-Iva-Rest und es wurden acht weitere Aminosaurereste gekuppelt.

Die Fmoc-geschiitzten Aminosduren Pip und Gly wurden mit Hilfe von BOP bzw. N-

TBTU unter basischen Bedingungen eingefiihrt. Die o, x-dialkylierten Aminosduren Aib
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und L-Iva wurden hingegen nach der Azidosdurechloridmethode eingefiihrt und die
Azidogruppe anschliefend mit dem Vilarrasa-Reagenz zum Amin reduziert. Fiir eini-
ge Aminosduren musste die Kupplungsreaktion wiederholt werden, da die Kupplung
zundchst laut MALDI-TOF-MS-Analyse nicht vollstdndig war. Die Fragmente sind in
Ausbeuten von 45 % (96) und 17 % (102) zugénglich.

H-L—Iva—OO
a
(
Fmoc-Pip-L—Iva—OO
(
b

Fmoc-Pip-OH (3 Aq), BOP (3 Aq), DIPEA
(6 Aq), CH,Cl,/DMF, RT, 3h

a)
b) HFIP/CH,Cl, (1:4), RT, 1h

Fmoc-Pip-L-lva-OH
97
Abbildung 4.59: Synthese des Dipeptids Fmoc-Pip-L-lva-OH 97, Ausbeute: 11 %

Fir die Synthese von Adenopeptin 95 musste zusétzlich das Dipeptid Fmoc-Pip-1-
Iva-OH 97 synthetisiert werden (Abb. 4.59). Dies erfolgte am polymeren Triger. Der
Grund fir diese Vorgehensweise ist die schwierigere Zuganglichkeit von L-Isovalin 21
gegeniiber a-Aminoisobuttersiure 9. Fiir die Festphasenpeptidsynthese bei nur einer
Kupplungsreaktion reichen einige hundert Milligramm der jeweiligen Aminosédure aus.
Fmoc-Pip-OH wird mit Hilfe von BOP an das harzgebundene L-Isovalin gekuppelt. Das
Dipeptid 97 wurde nach Abspaltung vom Harz mit HFIP und anschliefender RP-HPLC

in einer Ausbeute von 11 % isoliert.

HPAle—0—()

(a) NyL-lva-Cl (7 Aq), NEt; (10 Aq),

a, b (2x) CH,Cl,, RT, 30 min

(b) Sn(SPh), (10 Aq), PhSH (30 Aq), NEt,

H-L—Iva—L—Iva—BAIa—OO (50 Aq), CH,Cl,, RT, 20 min

(¢) Fmoc-Pro-OH (3 Aq), BOP (3 Aq), DIPEA
c.de (6 Aq), CH,Cl,/DMF, RT, 3-12h

(d) 4% DBU/4% Piperidin, DMF, RT,

Ac-Pro—L—Iva—L—Iva—BAIa—OO 2x15 min

(e) Ac,O (10 Aq), bmMAP (6.7 Aq), CH,Cl,,
f RT, 1h

(f) HFRIP/CH,CI, (1:4), RT, 1h

Ac-Pro-L-lva-L-lva-PAla-OH
98
Abbildung 4.60: Synthese des N-terminalen Fragments 98, Ausbeute: 90 %
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HX-R.

O TFA -+ H-Pip-L-lva
HOWHNT Y OF 2 PEVas N cF,co0®
e Ho e
AN AN
o, o
57 99

Abbildung 4.61: Synthese des C-terminalen Fragments 99: (a) 1. Fmoc-Pip-L-Iva-OH 97, N-HATU,
HOAt, DIPEA, DMF/CH,Cl,, 0°C— RT, 5d; 2. HNEt, (20 % in DMF), RT, 30 min; 3. RP-HPLC, 46 %

Als N-terminales Fragment diente sowohl fiir Adenopeptin 95, als auch fir das Ade-
nopeptin-Analogon 101 das Peptidfragment Ac-Pro-L-Iva-L-Iva-PAla-OH 98. Die bei-
den L-Iva-Reste wurden erneut nach der Azidosédurechloridmethode mit anschlieBender
Reduktion der Azidogruppe in die Peptidsequenz eingebracht, Pro in Form der Fmoc-
geschiitzten Aminosdure mit Hilfe von BOP analog zu der Vorgehensweise bei Pip und
der Acetylrest mit Hilfe von Essigsdureanhydrid unter basischen Bedingungen. Die Ab-
spaltung des Peptids 98 vom Harz erfolgte unter milden Bedingungen mit Hilfe von
HFIP und die Isolierung HPL-chromatographisch in einer sehr guten Ausbeute von 90 %
(Abb. 4.60).

N X@ a TFA- H—GIy—Alb—Alb—L—Iva—A|b—Yaa—Alb—Xaa—L—Iva\N CF3COO@
H N@ 100,103 H N@
2 0
57,99 K/ N (/ N

C-terminale  mittleres C-terminales R X Xaa Yaa

Halfte Fragment Fragment

100 96 99 H-Pip-L-lva CF;COO Pip Aib

103 102 57 H Cl Aib  Pip

Abbildung 4.62: Synthese der C-terminalen Halften 100 und 103: (a) 1. Fmoc-Gly-Aib-Aib-L-Iva-Aib-Aib-Aib-
OH 96 bzw. Fmoc-Gly-Aib-Aib-L-Iva-Aib-Pip-Aib-Aib-L-lva-OH 102, N-HATU, HOAt, CH,Cl,/DMF, 0°C — RT;
2. HNEt, (20 % in DMF), RT3. RP-HPLC, 56 % (100), 22 % (103)
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Fir die Totalsynthese von Adenopeptin 95 wurde zunéchst das Dipeptid Fmoc-Pip-
L-Iva-OH 97 an die Kopfgruppe 57 gekuppelt (Abb. 4.61). Diese Reaktion erforderte
einen recht groffen Aufwand, da ein vollstdndiges Verschwinden des Amidiniumsalzes 57

erst nach mehreren Tagen MALDI-TOF-massenspektrometrisch beobachtet werden konn-
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te. Anscheinend stellt die Kombination von Pipecolinsidure und L-Isovalin bereits eine
sehr rigide Struktur dar, was fiir ein Dipeptid recht ungew6hnlich erscheint. Ein der-
art schwieriger Reaktionsverlauf konnte weder bei den Efrapeptinen D-G 42-45 (s.
Kapitel 4.2.1), noch bei den Neoefrapeptinen 60, 63 und 66 festgestellt werden (s.
Kapitel 4.3.1), bei denen sich ebenfalls L-Isovalin am C-terminalen Ende der Carboxy-
komponente befindet. Dennoch war ein synthetischer Zugang des C-terminalen Frag-
ments 99 in einer Ausbeute von 46 % moglich. Um ein moglichst reines Rohprodukt zu
erhalten, erfolgte dabei die Abspaltung der Fmoc-Gruppe nach erfolgreicher Kupplung
mit Hilfe des fliichtigen Diethylamin anstelle von Piperidin oder DBU/Piperidin.

Ac-Pro-L-lva-L-lva-PAla-OH  + TFA-H—GIy-Aib-Aib—L-Iva-Aib—Yaa—Aib—Xaa—L—Iva\'\I
98 100,103 H O)

_Pro-L-lva-L-lva-PAla-Glv-Aib-Aib-L-lva-Aib-Yaa-Aib-Xaa-L -
Ac-Pro-L-lva-L-Iva-PAla-Gly-Aib-Aib-L-Iva-Aib-Yaa-Aib-Xaa-L Iva\'\I CF3COO@
95,101 H )
N
N
..,
N-terminales  C-terminale isotopenmarkiertes Xaa Yaa
Fragment Halfte Efrapeptin C-Analogon
98 100 95 Pip Aib
98 67 101 Aib  Pip

CF,C00°

Abbildung 4.63: Synthese von Adenopeptin 95 und dem Adenopeptin-Analogon 101: (a) 1. N-HATU, HOAt,

CH,Cl,/DMF, 0°C — RT; 2. RP-HPLC, 2% (95), 81 % (101)

Die Synthese der C-terminalen Hé&lften TFA-H-Gly-Aib-Aib-L-Iva-Aib-Aib-Aib-Pip-1-
Iva-X 100 und TFA-H-Gly-Aib-Aib-L-Iva-Aib-Pip-Aib-Aib-L-Iva-X 103 erfolgte mit Hil-
fe von N-HATU und HOAt als Kupplungsreagenzien in DMF/CH,Cl,(Abb. 4.62). Fiir
die Synthese von 100 wurden Fmoc-Gly-Aib-Aib-L-Iva-Aib-Aib-Aib-OH 96 als Car-
boxykomponente und TFA-H-Pip-L-Iva-X 99 als Aminokomponente verwendet. Bei der
Synthese von 103 kamen Fmoc-Gly-Aib-Aib-L-Iva-Aib-Pip-Aib-Aib-L-Iva-OH 102 als
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Carboxykomponente und die Kopfgruppe 57 als Aminokomponente zum Einsatz. Es
zeigte sich, dass die Kupplungen recht problematisch sind, was vermutlich auf die Rigi-
ditdt und den sterischen Anspruch der Reaktionspartner zuriickzufiihren ist. Wahrend
die Reaktion zu 100 laut MALDI-TOF-MS erst nach mehreren Tagen vollstidndig war, war
dies bei der Reaktion zu 103 bereits iiber Nacht der Fall. Die anschlieBende Abspaltung
der N-terminalen Fmoc-Schutzgruppe verlief in beiden Fallen glatt und die Produkte
konnten durch RP-HPLC in Ausbeuten von 56 % (100) und 22 % (103) isoliert werden.

Anscheinend wirkt sich die verldngerte Reaktionszeit im Falle von 100 sehr positiv auf
die mogliche Ausbeute aus, die hier bei 56 % lag. Schlielich ist es wahrscheinlich, dass
die Kupplung tiber a- Aminoisobuttersdure am C-Terminus der Carboxykomponente 96
und Pipecolinsdure am N-Terminus der Aminokomponente 99 auf Grund des sterischen
Anspruchs beider Reaktionspartner deutlich schlechter verlauft, als die Kupplung iiber
L-Isovalin am C-Terminus der Carboxykomponente 102 und die freie Aminogruppe am
N-Terminus der Kopfgruppe 57. Letztere Reaktion verlief bei den in Rahmen dieser
Arbeit synthetisierten Efrapeptinen, Neoefrapeptinen und deren Analoga in &hnlicher
Form teilweise erheblich besser mit Ausbeuten bis zu 55 % (vgl. Kapitel 4.2-4.5)

Tabelle 4.15: Vergleich der gemessenen mit den berechneten monoisotopischen Massen von Adeno-
peptin 95 und dem Adenopeptin-Analogon 101

Monoisotopische Masse Abweichung
Peptid gemessen berechnet fir ein lon der Zusammensetzung  [ppm]
- 2+
Adenopeptin 95 723.46600  723.46457 | 1C;, "H1% N, °0%iNa 1.98
; (12~ 1 14\ 16 2+
Adenopeptin- 712.47325  712.47360 C717Hipa "Ny 7704, 0.49
Analogon 101 12~ 1 1an 16 2+
72098621  720.98687 { Cyy *Hppr N, 014} 0.92
- 2+
723.46393  723.46457 | '2C,,'H,, 14N161601423Na} 0.88

+
1423.04203  1423.93992 {12c711H12314N1616014} 2.11

Fiir die abschlielende Segmentkondensation wurde neben den C-terminalen Halften 100
und 103 nur das N-terminale Fragment Ac-Pro-L-Iva-L-Iva-PAla-OH 98 benétigt. Dieses
wurde jeweils mit N-HATU und HOAt als Kupplungsreagenzien an die C-terminalen Half-
ten gekuppelt, wobei als Produkte Adenopeptin 95 und das Adenopeptin-Analogon 101
in Reaktionszeiten unter 24 h und anschlieBender HPL-chromatographischer Reinigung
erhalten werden konnten (Abb. 4.63). Um das synthetische Adenopeptin 95 und das
Adenopeptin-Analogon 101 zu charakterisieren und den Syntheseerfolg zu dokumentie-

ren, wurden eine Massenfeinbestimmung mittels ESI-FT-ICR-Massenspektrometrie her-



4 Ergebnisse und Diskussion

angezogen. Auf Grund der geringen Abweichungen zwischen gemessenen und berechne-
ten monoisotopischen Massen von 0.49-2.11 ppm kann die Identitédt beider Verbindun-
gen bestatigt werden (Tab. 4.15).

4.6.2 CD-spektroskopische Untersuchungen

Um einen ersten strukturellen Vergleich von Adenopeptin 95 und dem Adenopeptin-
Analogon 101 mit den Efrapeptinen und Neoefrapeptinen zu ermoglichen, wurden CD-
Spektren aufgenommen und sollen hier diskutiert werden. Hieraus kénnen Aussagen
beispielsweise liber helikale Anteile in den synthetisierten Adenopeptinen angestellt

werden.

500

-500
-1000 ~

-1500

[0]urw [deg - cm?. dmol!]

-2000

-2500

195 205 215 225 235 245 255 265 275 285 295
A [nm]

Abbildung 4.64: Vergleich der CD-Spektren von Adenopeptin 95 (schwarz) und dem Adenopeptin-
Analogon 101 (rot)

Adenopeptin 95 und das Adenopeptin-Analogon 101 wurden wie die bisher untersuch-
ten Peptide in TFE gelost vermessen. Bei einer Peptidkonzentration von 0.5 mg-ml~!
konnten fiir die Adenopeptine jedoch keine CD-Spektren mit scharfen Banden und ei-
nem akzeptablen Signal-Rausch-Verhéltnis erhalten werden. Erst ab einer Konzentrati-
on von 1.5mg-ml~! war eine Messung der CD-Effekte mit scharf abgegrenzten Banden
moglich, was auf weniger stark ausgeprigte Sekundérstrukturmotive wie beispielsweise

einer 319-Helix hindeutet. Durch die hohe Peptidkonzentration steigt die Absorption
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unterhalb 195 nm so stark an, dass die Spektren nur oberhalb dieser Wellenlénge aus-
sagekraftige Ergebnisse liefern, was jedoch fiir die vorliegenden Peptide ausreichend ist
(Abb. 4.64).

Bei der Auswertung der CD-Spektren féllt zunéchst die geringe Intensitét der CD-Effekte
auf, was die Vermutung unterstiitzt, dass die vorhandenen Sekundérstrukturmotive
wenig ausgeprégt sind. Dies ist fiir Peptide mit einem derart hohen Anteil an o,«x-
dialkylierten Aminoséuren wie den Adenopeptinen recht ungewohnlich und nicht den

Erwartungen entsprechend (Tab. 4.16).

Tabelle 4.16: Vergleich des Verhiltnisses R der Elliptizitdten bei 230 nm und 205 nm und der CD-
Effekte der Efrapeptine C—G ([0]ygy in deg - cm? - dmol ™)

Peptid (0205 - 107° (0230 - 107° R 0

9205
Adenopeptin 95 -1.9 —0.4 0.21
Adenopeptin-Analogon 101 —-2.1 -0.9 0.43

Auftillig ist auflerdem die Lage der negativen CD-Banden. Die Bande, die bei den
Efrapeptinen und Neoefrapeptinen gewohnlich um 205nm zu finden ist, ist bei den
Adenopeptinen um etwa 4nm blau verschoben, wihrend die Bande, die bei den Efra-
peptinen gewohnlich um 230 nm zu finden ist, um etwa 2-3 nm rot verschoben ist. Diese
Beobachtung spricht dafiir, dass neben 31p-helikalen Sekundarstrukturelementen auch
noch andere Motive, wie beispielsweise turn- oder random coil-Strukturen vorhanden
sein kénnten (Abb. 4.64).

Beim Betrachten des Verhéltnisses R der Eliptizitaten bei den beiden negativen Banden
fallt weiterhin auf, dass es hier deutliche Unterschiede zwischen Adenopeptin 95 und
dem Adenopeptin-Analogon 101 gibt (Tab. 4.16). Hieraus nun auf den Anteil an 3;9-
helikalen Strukturmotiven schlieen zu wollen, scheint auf Grund der Verschiebung der
CD-Banden eher gewagt. Festzuhalten ist jedoch, dass der einfache Austausch von Aib'°
und Pip'? in Adenopeptin 95 gegen Pip!® und Aib'? im Adenopeptin-Analogon 101 zu
recht deutlichen Unterschieden in den vorhandenen Sekundarstrukturelementen zu fiih-
ren scheint. Dies kénnte ein méglicher Grund fiir die relativ verschiedenen Syntheseer-
folge der beiden Peptide sein. Schliefllich wird der Schwierigkeitsgrad einer Kupplung
zweier Aminosauren oder zweier Peptidfragmente wesentlich durch die Rigiditat und

den sterischen Anspruch der beiden Reaktionspartner bestimmt.

Fiir eine definitive Aussage tiber die Sekundérstrukturen von Adenopeptin 95 und dem

Adenopeptin-Analogon 101 sind die durchgefiihrten CD-Messungen selbstversténdlich
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nicht ausreichend, jedoch zeigen sie erste Tendenzen auf und lassen eine eingehendere
Untersuchung dieser interessanten Peptide sehr wertvoll erscheinen. Uber aufwiindigere
Analyseverfahren wie VCD- oder NMR-Spektroskopie konnen dann die Sekundéarstruk-
turen bestimmt und eventuell sogar Aussagen iiber Wirkungsmechanismen in biologisch

interessanten Systemen gemacht werden.

4.6.3 Uberlegungen zum Aufbau eines Apoptose-Assays

Wie bereits in Kapitel 2.3 beschrieben, wurde Adenopeptin 1998 erstmals von Hayaka-
wa et al. aus Pilzen der Gattung Chrysosporium isoliert und unter anderem auf seine
apoptotische Wirkung gegeniiber mit Adenoviren transfizierten Zellen untersucht. (135
Aufbauend auf den im selben Kapitel beschriebenen Apoptosemechanismen sollen an
dieser Stelle einige Uberlegungen zum Aufbau eines einfachen Apoptose-Assays ange-
stellt werden. Dieser kann allein aus technischen Griinden nicht den Umfang der von
Hayakawa et al. durchgefiihrten Testreihe haben, jedoch soll er erste Anhaltspunkte
fir die apoptoseinduzierende Wirkung von Adenopeptin 95 und dem Adenopeptin-

Analogon 101 liefern.

Wie bereits in Kapitel 2.3.2 beschrieben, stellen die Caspasen im Verlauf der Apop-
tose die Exekutive der gesamten Kaskade dar. Sie bilden daher eine zentrale und nur
wéahrend der Apoptose in dieser Form auftretende Proteasefamilie. Ist es moglich, die
Aktivitdt bestimmter Caspasen nach Zugabe einer zu untersuchenden Substanz zu ei-
nem Zellmedium zu ermitteln, kann eine Aussage iiber die apoptoseinduzierenden Ei-

genschaften dieser Substanz gemacht werden.
Z-Asp-Glu-Val-Asp-OH

H

H
CO,H H,N S N-_CO;
Z-Asp-Glu-Val-Asp~ N 2 L 2 — _b
—< /
B

A

hv

Abbildung 4.65: Spaltung des luminogenen Substrats A durch Caspase 3/7 und anschlieBende Umsetzung

von B durch Luziferase unter Lumineszenz: (a) Caspase 3/7, ATP, O,; (b) UltraGlo™ Luciferase, Mg®*

Kauflich sind Apoptose-Assays erhéltlich, mit denen sich die Aktivitdt verschiedener

Caspasen detektieren lésst. Da die Caspasen 3 und 7 eine zentrale Stellung innerhalb

[240-242]

der Caspase-Kaskade einnehmen, soll ein Assay verwendet werden, mit dem es

moglich ist, spezifisch die Aktivitdt dieser Caspasen zu untersuchen. Der Caspase-Glo®
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3/7 Assay der Firma Promega Corporation enthélt in einem fir die Caspase-Aktivitit,
Luziferase-Aktivitat und Zelllysis optimierten Reagenz das luminogene Caspase 3/7-
Substrat A, welches das Tetrapeptid Z-Asp-Glu-Val-Asp-R enthélt (Abb. 4.65).

Das Substrat A wird durch Caspase 3/7 am Aspartatrest gespalten und es entsteht das
Spaltprodukt B. Durch die direkte Umsetzung von B mit Luziferase wird Lumineszenz
erzeugt, deren Intensitdt proportional zur Caspase-Aktivitdt ist. Durch Lumineszenz-
messung kann daher eine Aussage dariiber getroffen werden, ob die untersuchten Zellen

apoptotisch sind oder nicht.

Der Caspase-Glo® 3/7 Assay wurde bereits an verschiedenen Zelllinien, wie beispiels-
weise Jurkat, L929, HeLa, HL-60, SH-SY5Y oder HepG2, und mit verschiedenen apop-
toseinduzierenden Verbindungen, wie beispielsweise anti-Fas, Staurosporin, Clozapin,
Vinblastin oder Tamoxifen, getestet, jedoch soll getestet werden, ob auch K562- und
WM115-Zellen auf diese Weise untersucht werden kénnen. Als Einstieg erscheint ein
Test dieser Zelllinien in Verbindung mit Staurosporin, Cryptophycinen oder auch den
im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Efrapeptinen sinnvoll, bevor er auf die syn-

thetischen Adenopeptine 95 und 101 tibertragen wird.

Zwar ist der Test duflerst sensitiv, die Bestimmung eines 1Cso-Werts scheint jedoch mit
diesem Versuchsaufbau schwierig. Dennoch sollte dieser Apoptose-Assay als Einstieg
geeignet sein, um Erfahrung zu sammeln und spéater noch aussagekraftigere Ergebnisse

zu erhalten.



Zusammenfassung und Ausblick

Peptaibiotika sind Aib-reiche Peptide, die von Pilzen produziert werden und inter-
essante biologische und medizinische Eigenschaften besitzen. Zu diesen gehoéren neben
antibiotischer und antimikrobieller Aktivitdt héufig auch entziindungshemmende, an-
tikanzerogene oder immunsuppressive Wirkung. Neben den am h&ufigsten vertretenen
Peptaibolen zdhlen jedoch auch seltener vorkommende Vertreter zu den Peptaibioti-
ka. Einige von ihnen wurden im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert und eingehend

untersucht.

Efrapeptine sind von Pilzen der Gattung Tolypocladium als mikroheterogenes Gemisch
produzierte Peptaibiotika, die als ATPase-Inhibitoren eingesetzt werden, antiproliferati-
ve Eigenschaften besitzen und gegen den Malariaerreger Plasmodium falciparum aktiv
sind. Im Rahmen dieser Arbeit konnten die Efrapeptine D—-G 42-45 (Tab. 5.1) erstmals

Tabelle 5.1: Sequenzen der Efrapeptine D—G 42-45 (einzeln synthetisierte Fragmente sind markiert)

Efrapeptin D 42 Ac-Pip-Aib-Pip- Aib -Aib-Leu-PAla-Gly | Aib-Aib-Pip-Aib-Gly-Leu-L-lva | X

48 46

Efrapeptin E 43 Ac-Pip-Aib-Pip-L-lva-Aib-Leu-PAla-Gly | Aib-Aib-Pip-Aib-Gly-Leu-L-Iva | X
49 46

Efrapeptin F 44  Ac-Pip-Aib-Pip- Aib -Aib-Leu-PAla-Gly | Aib-Aib-Pip-Aib-Ala-Leu-L-lva | X
48 47

Efrapeptin G 45  Ac-Pip-Aib-Pip-L-Iva-Aib-Leu-PAla-Gly | Aib-Aib-Pip-Aib-Ala-Leu-L-Iva | X
49 a7
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synthetisiert werden. Hierbei wurde auf Kenntnisse zuriickgegriffen, die sich aus der

Synthese von Efrapeptin C durch Jost et al. ergeben.

Das Gesamtmolekiil wurde aus drei, zunéchst einzeln synthetisierten Fragmenten zu-
sammengefligt, einem N-terminalen Fragment, einem mittleren Fragment und einem
C-terminalen Fragment. Als N-terminale Fragmente bei
der Synthese der Efrapeptine D-G 42-45 dienten die
. fN Peptide Ac-Pip-Aib-Pip-Aib-Aib-Leu-PAla-Gly-OH 48 und
~H NS Ac-Pip-Aib-Pip-L-Iva-Aib-Leu-PAla-Gly-OH 49. Die mittle-
C@ ren Fragmente waren N,=Aib-Aib-Pip-Aib-Gly-Leu-L-Iva-
N OH 46 und N,=Aib-Aib-Pip-Aib-Ala-Leu-I-Iva-OH 47,
57 wahrend das C-terminale Fragment lediglich aus der Kopf-

) gruppe 57 (Abb. 5.1) bestand.

Abbildung 5.1: Kopfgruppe 57

Die Fragmente 48, 49, 46 und 47 wurden durch Festphasensynthese am sehr sidure-
labilen o-Chlortritylharz erhalten. Dabei kam neben Standardkupplungsmethoden fiir
die Fmoc-geschiitzten Aminosduren auch die von Jost et al.
entwickelte Azidosdurechloridkupplung fiir die Einfiihrung
der Aib- und L-Iva-Reste zum Einsatz. Bei dieser Me-

thode erfolgt die Acylierung der harzgebundenen Amino-

komponente mit den Auflerst reaktiven Azidoséurechlori-

den a-Azidoisobuttersédurechlorid 11 (N,=Aib-Cl, Abb. 5.2)

oder S-2-Azido-2-methylbuttersédurechlorid 25 (L-Ny=Iva- Abbildung 5.2: Die Azidosiu-
Cl, Abb. 5.2) unter basischen Bedingungen (NEt;). Das rechloride 11 und 25
entstehende Azidopeptidylharz wird anschliefend mit dem

11 25

Vilarrasa-Reagenz [Et;NH|*[Sn(SPh),]~ zum Aminopeptidylharz reduziert. Der neue
enantiomerenreine L-Iva-Baustein L-N,=Iva-Cl 25 konnte in Kooperation mit Forschern
der Firma DSM iiber einen Syntheseweg erhalten werden, der zunéchst eine enzyma-
tische Umsetzung von rac-2-Amino-2-methylbuttersdureamid 19 durch die L-Amidase
aus Mycobacterium neoaurum zu L-Isovalin 21 vorsieht. Durch anschlieBenden Cu'l-
katalysierten Diazotransfer und Umsetzung mit Thionylchlorid wurde der Aminoséiu-
rebaustein S-2-Azido-2-methylbuttersdurechlorid 25 erhalten. Die Kopfgruppe 57 kann
in Losung aus DBN und L-Leucinol synthetisiert werden. Die Verkniipfung der einzel-
nen Fragmente erfolgte mit dem reaktiven Kupplungsreagenz N-HATU unter Zugabe
von HOAt. Auf diese Weise wurden die Efrapeptine D-G 42-45 erhalten und konnten

sowohl auf konformationelle, als auch biologische Eigenschaften untersucht werden.



5 Zusammenfassung und Ausblick

Efrapeptin C-  Ac-Pip-Aib-Pip-Aib-Aib-Leu-PAla-Gly | Aib-Aib-Pip-Aib-Gly | Leu-Aib-Y
Analogon 69 48 70 77

Abbildung 5.3: Efrapeptin C-Analogon 69 mit einer von DBU abgeleiteten Kopfgruppe (einzeln syn-
thetisierte Fragmente sind markiert)

CD-spektroskopische Untersuchungen weisen auf eine {iberwiegend 3;¢-helikale Struk-
tur der Efrapeptine D-G 42-45 mit geringfiigigen Unterschieden untereinander hin.
Die Auspriagung der Helizitdt korreliert mit der biologischen Aktivitit gegeniiber der
Fi-ATPase aus FE. coli.

Tabelle 5.2: Aminosiuresequenzen der isotopenmarkierten Efrapeptin C-Analoga 79, 80, 81 und 82
(einzeln synthetisierte Fragmente sind markiert)

Ac-Pip- Aib -Pip-PsAib-Ps Aib-Leu-PAla-Gly | Ps Aib-Ps Aib-Pip-Pe Aib-Gly | Leu- Aib X 79

86 85 91

Ac-Pip-Ps Aib-Pip-Pe Aib- Aib -Leu-PAla-Gly | Ps Aib-Pe Aib-Pip-Pe Aib-Gly - Leu-PsAib | X 80
87 83

Ac-Pip-Ps Aib-Pip- Aib -PsAib-Leu-PAla-Gly | Ps Aib-Ps Aib-Pip-Pe Aib-Gly - Leu-PsAib | X 81
88 83

Ac-Pip-Ps Aib-Pip-P¢ Aib-Ps Aib-Leu-PAla-Gly | PsAib- Aib -Pip-PsAib-Gly - Leu-PsAib | X 82
89 84

Um die Konformation der Efrapeptine genauer untersuchen zu kénnen wurde der am
besten untersuchte Vertreter Efrapeptin C einigen Variationen unterworfen. Zum einen
wurde der Einfluss der Grofle der Kopfgruppe auf konformationelle und biologische
Eigenschaften mit Hilfe des Analogons 69 betrachtet (Abb. 5.3), zum anderen wurden
selektiv isotopenmarkierte Efrapeptin C-Analoga synthetisiert, mit deren Hilfe NMR-
spektroskopische Studien erleichtert wurden (Tab. 5.2).

Die Darstellung des Analogons 69 erfolgte durch Fortsetzung der von Jost et al. be-
gonnenen Synthese der von DBU und L-Leucinol abgeleiteten Kopfgruppe 72. Auf diese
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Weise wurde das C-terminale Fragment TFA-H-Leu-Aib-Y 77 erhalten. Die Verkniip-
fung der einzelnen Fragmente erfolgte mit dem reaktiven Kupplungsreagenz N-HATU

unter Zugabe von HOAt.

CD-spektroskopische Untersuchungen weisen auf eine {iberwiegend 31¢-helikale Struk-
tur des Efrapeptin C-Analogons 69 hin. Der Einfluss der vergréflerten Kopfgruppe ist
marginal, was durch Vergleich des CD-Spektrums des Analogons 69 mit dem von Efra-
peptin C deutlich wird. Auch bei der Fi-ATPase-Aktivitdt kommt es nur zu einer ge-
ringen Abnahme, was durch den erh6hten Raumbedarf der Kopfgruppe beim Einlagern

in die Efrapeptin-Bindungsstelle erklért werden kann.

Die Synthese des isotopenmarkierten Aib-Bausteins a-Azidoisobuttersdurechlorid-Dg 5
(N,=P6Aib-Cl, Abb. 5.4) erfolgte anhand einer Vor-

Ny codl schrift, die im Rahmen einer vorangegangenen Diplom-
D,C €Dy arbeit entwickelt und wéhrend der vorliegenden Ar-
5 beit optimiert wurde, ausgehend von Acetoncyanhy-

drin-Dg 1.
Abbildung 5.4: «-Azidoisobutter-

saurechlorid-Dg 5 (N,=P¢Aib-Cl)  Der Einbau dieses Bausteins gelingt mit Hilfe der Azi-

doséurechloridmethode. Es wurden insgesamt vier se-
lektiv isotopenmarkierte Sequenzen synthetisiert, die gemeinsam wertvolle Hilfsmittel
bei der NMR-gestiitzten Konformationsanalyse darstellen. Auf diese Weise ist eine Zu-
ordnung der verbleibenden 'H-Signale der Aib-Methylprotonen vereinfacht. Es wird
jedoch ebenfalls deutlich, dass der Austausch von 'H gegen ?H einen starken Isotopie-
effekt mit sich bringt, der zu Verschiebungen der Resonanzen sorgt und dadurch die

Auswertung der erhaltenen NMR-Spektren wiederum erschwert.

Dieser Isotopieeffekt kann bei CD-spektroskopischen Untersuchungen nicht festgestellt
werden, in denen die iiberwiegend 31¢-helikale Struktur der partiell deuterierten Efra-
peptine bestatigt werden kann. Untersuchungen in einem TFE/H,O-Gemisch geben
Auskunft iiber die Stabilitat der 31¢p-helikalen Sekundérstrukturmotive unter physiolo-
gischen Bedingungen. Zwar ist ihre Stabilitat verringert, jedoch sind sie weiterhin gut

ausgepragt vorhanden.

Neben den bereits ldnger bekannten Efrapeptinen wurde kiirzlich eine neue Klasse die-
ser interessanten Vertreter der Peptaibiotika entdeckt, die Neoefrapeptine. Sie besit-

zen dhnliche biologische und medizinische Eigenschaften wie die Efrapeptine, enthalten



5 Zusammenfassung und Ausblick

jedoch neben den von den Efrapeptinen bekannten Aminosdurebausteinen zusétzlich
1-Aminocyclopropancarbonséure 26 und trans-f3-Methyl-L-prolin 34. Im Rahmen die-
ser Arbeit konnten die Neoefrapeptine A 60 und F 63, sowie das Neoefrapeptin F-
Analogon 66 synthetisch zugénglich gemacht werden (Tab. 5.3).

Tabelle 5.3: Sequenzen der Neoefrapeptine A 60 und F 63 und des Neoefrapeptin F-Analogons 66 (einzeln
synthetisierte Fragmente sind markiert)

Neoefrapeptin A 60  Ac-Pip-Aib-Pip-L-lva-Aib-Leu-PAla-Gly | Acc-Aib- Pip -Aib-Gly-Leu-L-lva | X
49 61

Neoefrapeptin F 63 Ac-Pip-Aib-Pip-L-Iva-Aib-Leu-PAla-Gly | Acc-Aib-trans-L-PMePro-Aib-Gly-Leu-L-lva | X
49 64

Neoefrapeptin F- Ac-Pip-Aib-Pip-L-Iva-Aib-Leu-PAla-Gly | Acc-Aib- cis-L-PM¢Pro -Aib-Gly-Leu-L-Iva | X

Analogon 66 49 67

Die Synthese erfordert neben dem Aib-Baustein N,=Aib-Cl 11 und dem L-Iva-Baustein
L-N,=Iva-Cl 25 auch den Acc-Baustein Fmoc-1-Aminocyclopropancarbonsaure 27 (Abb. 5.5).
Fiir Neoefrapeptin F 63 und das Neoefrapeptin F-Analogon 66 werden zusétzlich der
trans-L-PMePro-Baustein Fmoc-trans-B-Methyl-L-prolin 35 und der cis-L-PMePro-Baustein
Fmoc-cis-B-Methyl-L-prolin 41 benétigt (Abb. 5.5). Wiahrend Fmoc-1-Aminocyclopro-
pancarbonsaure 27 kduflich erworben wurde, wurde fiir die Synthese von Fmoc-trans-
3-Methyl-L-prolin 35 und Fmoc-cis-3-Methyl-L-prolin 41 ein von Karoyan et al. fiir
3-Alkylproline entwickelter Syntheseweg im Rahmen dieser Arbeit optimiert.

Wie bereits von den Efrapeptinen D—-G 42-45 bekannt erfolgte die Synthese der Ge-
samtsequenzen durch Zusammenfiigen dreier einzeln synthetisierter Fragmente mit Hil-

fe des Kupplungsreagenzes N-HATU in Verbindung mit HOAt.

Der Syntheseerfolg erlaubt eine eingehende Untersuchung dieser Vertreter der Efrapep-
tine. Die CD-spektroskopischen Untersuchungen ergeben eine ausgepragtere 31p-helikale

Struktur, als es bei den Efrapeptinen der Fall ist, was auf die ungew6hnlichen Amino-

N N
Fmoc\Ny _OH  Fmoc” Fmoc”
H OH OH

0 0 o)
27 35 41

Abbildung 5.5: Die Aminosauren Fmoc-1-Aminocyclopropancarbonsdure 27, Fmoc-trans-3-Methyl-
L-prolin 35 und Fmoc-cis-f3-Methyl-L-prolin 41
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sduren Acc und PMePro zuriickzufiithren ist. Die Bestimmung der biologischen Aktivitit
gegeniiber der Fi-ATPase aus E. coli lasst einen Vergleich der synthetischen Neoefra-
peptine mit den Efrapeptinen zu. Es zeigt sich, dass die Aktivitdt der Neoefrapeptine
hoher ist als die der Efrapeptine, was wiederum in den strukturgebenden Eigenschaften
der Aminoséuren Acc und PMePro begriindet liegt. Insbesondere das Analogon 66 weist

ein ungewohnlich hohes Inhibierungspotenzial auf.

Adenopeptin ist ein den Efrapeptinen strukturell &hnliches Peptid, welches von Pilzen
der Gattung Chrysosporium produziert wird und wie die Efrapeptine zu den Peptai-
biotika zéhlt. Es wurde von der Gruppe um Hayakawa isoliert, die Aminosduresequenz
bestimmt und auf zytotoxische Eigenschaften an mit Adenoviren onkogen transformier-

ten Zellen untersucht.

Tabelle 5.4: Sequenzen von Adenopeptin 95 und dem Adenopeptin-Analogon 101 (einzeln syntheti-
sierte Fragmente sind markiert)

Adenopeptin 95 Ac-Pro-L-Iva-L-Iva-PAla | Gly-Aib-Aib-L-lva-Aib-Aib-Aib | Pip-L-lva-X

98 96 99
Adenopeptin- Ac-Pro-L-Iva-L-lva-PAla | Gly-Aib-Aib-L-lva-Aib-Pip-Aib-Aib-L-lva | X
Analogon 101 08 102

Im Rahmen dieser Arbeit konnten Adenopeptin 95 sowie das Adenopeptin-Analogon 101
erstmals synthetisiert werden. Die Gesamtmolekiile wurden jeweils wie die Efrapepti-
ne aus drei, zundchst einzeln synthetisierten Fragmenten zusammengefiigt, einem N-
terminalen Fragment, einem mittleren Fragment und einem C-terminalen Fragment.
Als N-terminales Fragment bei der Synthese von Adenopeptin 95 diente Ac-Pro-L-Iva-
L-Iva-PAla-OH 98. Als mittleres Fragment diente Fmoc-Gly-Aib-Aib-L-Iva-Aib-Aib-Aib-
OH 96, wihrend das C-terminale Fragment TFA-H-Pip-L-Iva-X 99 sich aus dem Dipep-
tid Fmoc-Pip-L-Iva-OH 97 und der von den Efrapeptinen bekannten Kopfgruppe 57
zusammensetzt (Tab. 5.4). Im Falle des Analogons 101 wurden die Fragmente Ac-Pro-
L-Iva-L-Iva-PAla-OH 98, Fmoc-Gly-Aib-Aib-L-Iva-Aib-Pip-Aib-Aib-L-Iva-OH 102 und
die Kopfgruppe 57 verwendet.

Das synthetische Adenopeptin 95 und das Adenopeptin-Analogon 101 zeigen von den
untersuchten Efrapeptinen verschiedene Sekundéarstrukturmotive, was CD-spektrosko-
pisch festgestellt werden kann. Zum einen sind die CD-Effekte weniger stark ausgepragt,
zum anderen jedoch auch gegeniiber den bei den Efrapeptinen gefunden Banden ver-
schoben. 3ig-helikale Sekundéarstrukturmotive scheinen zwar vorhanden zu sein, aller-

dings werden sie durch andere Strukturen erginzt.



5 Zusammenfassung und Ausblick

Die im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Syntheseerfolge und konformationellen sowie
biologischen Ergebnisse lassen ein detailliertes Bild iiber eine interessante Klasse von
Peptidantibiotika zu. Um dieses Bild jedoch noch weiter zu verfeinern und noch ge-
nauere Einblicke in strukturelle Eigenschaften sowie die damit verbundene biologische
Funktionalitat zu erhalten, sind weitere Synthesen und Studien nétig. Zum einen ist es
interessant, ob sich ein Austausch bestimmter Aminosdurebausteine auf die Struktur
oder die biologische Aktivitat auswirkt. Zum anderen ist es ebenfalls sinnvoll, das be-
reits sehr gut untersuchte Efrapeptin C beispielsweise im Komplex mit der Fi-ATPase
aus E. coli mit Hilfe der CD- und der VCD-Spektroskopie zu studieren. Auf diese Weise
kénnen strukturelle Verdnderungen sowohl im Enzymkomplex, als auch im Efrapep-
tin C-Molekiil unter physiologischen Bedingungen detektiert werden. Ein Vergleich mit
NMR-Daten und der Réntgenstruktur des Efrapeptin C-ATPase-Komplexes kénnte neue

Erkenntnisse iiber Struktur-Aktivitéits-Beziehungen liefern.

Ebenso ist es von Interesse, Adenopeptin detaillierter zu untersuchen. Gerade in Hin-
blick auf die biologische Aktivitét besteht noch Forschungsbedarf, um klarere Aussagen
iiber die zytotoxischen Eigenschaften dieses Peptaibiotikums treffen zu kénnen. Auch
die Efrapeptine sollten in dieser Hinsicht untersucht werden, da gerade die biologischen

und medizinischen Ergebnisse von Papathanassiu et al. viel versprechend sind.
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Summary

Peptaibiotics are Aib-rich peptides, which are produced by fungi and possess interes-
ting biological and medicinal properties. Besides antibiotic and antimicrobial activity
antiinflammatory, anticancerogenic or immunosuppressive effects have to be mentioned.
The most important class of peptaibiotics are the peptaibols. However, more unusual
species also belong to the class of peptaibiotics, of which some were synthesised and

investigated in this thesis.

Efrapeptins are peptaibiotics, which are produced by fungi of the Tolypocladium species
as a microheterogenic mixture. They display activity as ATPase inhibitors, have anti-
proliferative properties and are also active against the malaria patogen Plasmodium
falciparum. Within the scope of this thesis efrapeptins D—G 42-45 could be synthesised
for the first time (Table 6.1). For this purpose it was reverted to the knowledge from
the first total synthesis of efrapeptin C by Jost et al.

Table 6.1: Sequences of efrapeptins D—G 42-45 (separately synthesised segments are marked)

efrapeptin D 42 Ac-Pip-Aib-Pip- Aib -Aib-Leu-PAla-Gly | Aib-Aib-Pip-Aib-Gly-Leu-L-lva | X

48 46

efrapeptin E 43 Ac-Pip-Aib-Pip-L-Iva-Aib-Leu-PAla-Gly | Aib-Aib-Pip-Aib-Gly-Leu-L-Iva | X
49 46

efrapeptin F 44 Ac-Pip-Aib-Pip- Aib -Aib-Leu-PAla-Gly | Aib-Aib-Pip-Aib-Ala-Leu-L-lva | X
48 a7

efrapeptin G 45  Ac-Pip-Aib-Pip-L-lva-Aib-Leu-PAla-Gly | Aib-Aib-Pip-Aib-Ala-Leu-L-lva | X
49 a7
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The complete molecule was assembled from three separa-

tely synthesised segments, an N-terminal, a central and

 _ gN a C-terminal one. The peptides Ac-Pip-Aib-Pip-Aib-Aib-
H N@ Leu-PAla-Gly-OH 48 and Ac-Pip-Aib-Pip-L-Iva-Aib-Leu-
C@ BAla-Gly-OH 49 served as N-terminal segments during the

N synthesis of efrapeptins D-G 42-45, while N,=Aib-Aib-

57 Pip-Aib-Gly-Leu-L-Iva-OH 46 and N,=Aib-Aib-Pip-Aib-
Ala-Leu-L-Iva-OH 47 built the central part and the head

Scheme 6.1: Head group 57 ) )
group 57 (Scheme 6.1) represented the C-terminal ending.

Segments 48, 49, 46 and 47 were obtained by solid pha-
se peptide synthesis using the extremely acid sensitive o-
chlorotrityl resin. Besides standard coupling methods for

the introduction of Fmoc-amino acids the azidoacid chlo-

ride method developed by Jost et al. was applied for the

11 25

coupling of Aib- and L-Iva residues. The acylation of the

resin bound amino component was carried out with highly Scheme 6.2: The azidoacid
reactive azidoacid chlorides a-azidoisobutyric acid chlori- chlorides 11 and 25

de 11 (N,=Aib-Cl, Scheme 6.2) or S-2-azido-2-methylbutyric acid chloride 25 (L-N,=
Iva-Cl, Scheme 6.2) under basic conditions (NEt;). The resulting azidopeptidyl re-
sin was subsequently reduced to the aminopeptidyl resin by the Vilarrasa reagent
[Et,NH]*[Sn(SPh),] . The new enantiomerically pure L-isovaline building block L-Ny=
Iva-Cl 25 could be obtained in collaboration with scientists from DSM company via
an enzymatic pathway transforming rac-2-amino-2-methylbutyric amide to L-isovaline
by the L-amidase from Mycobacterium neoaurum. The amino acid building block S-
2-azido-2-methylbutyric acid chloride was subsequently obtained by Cu''-catalysed di-

azotransfer and conversion with thionyl chloride.

The head group 57 was available by solution phase synthesis from DBN and L-leucinol.
The coupling of the single segments was achieved with the reactive coupling reagent
N-HATU in combination with HOAt. Thus, efrapeptins D-G 42-45 could be obtained

and investigated with respect to conformational and biological properties.

CD-spectroscopic studies suggest a mostly 31p-helical secondary structure of the efra-
peptins D-G 42-45 with slight differences. Helical characteristics correlate well with
biological activity towards the Fi-ATPase from FE. coli.



6 Summary

The well investigated efrapeptin C was chosen for a series of variations to allow more
detailed conformational studies on the efrapeptins. On the one hand the head group
modified analogue 69 served as auxiliary for conformational and biological tests (Sche-
me 6.3). On the other hand isotopically labelled efrapeptin C analogues were synthesised
to facilitate NMR-spectroscopic studies (Table 6.2).

The synthesis of analogue 69 was carried out by further elaborating the approach of
Jost et al. starting with the DBU derived head group 72. Thus, the C-terminal segment
TFA-H-Leu-Aib-Y 77 was obtained. The solution phase segment condensations again

succeded using N-HATU as reactive coupling reagent and additional HOAt.

Table 6.2: Amino acid sequences of isotopically labelled efrapeptin C analogues 79, 80, 81 and 82
(separately synthesised segments are marked)

Ac-Pip- Aib -Pip-P¢Aib-Ps Aib-Leu-PAla-Gly | Ps Aib-Ps Aib-Pip-PsAib-Gly | Leu- Aib X 79

86 85 91

Ac-Pip-Ps Aib-Pip-Pe Aib- Aib -Leu-PAla-Gly | Ps Aib-Ps Aib-Pip-Pe Aib-Gly - Leu-PsAib | X 80
87 83

Ac-Pip-Ps Aib-Pip- Aib -PsAib-Leu-PAla-Gly | Ps Aib-Ps Aib-Pip-Pe Aib-Gly - Leu-PsAib | X 81
88 83

Ac-Pip-Ps Aib-Pip-Ps Aib-Ps Aib-Leu-PAla-Gly | PsAib- Aib -Pip-PsAib-Gly - Leu-PsAib | X 82
89 84

CD-spectroscopic investigations reveal a mostly 31g-helical structure for analogue 69.
The influence of the enlarged head group is only marginal, which is confirmed by compa-
rison of the CD-spectra of analogue 69 and efrapeptin C. A small decrease in F1-ATPase

activity indicates that somewhat more space is required for the enlarged head group

efrapeptin C  Ac-Pip-Aib-Pip-Aib-Aib-Leu-PAla-Gly | Aib-Aib-Pip-Aib-Gly | Leu-Aib-Y
analogue 69 48 70 77

Scheme 6.3: Efrapeptin C analogue 69 with a DBU derived head group (separately synthesised
segments are marked)
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when binding to the efrapeptin binding site.

The synthesis of the isotopically labelled Aib building block «-azidoisobutyric acid
chloride-Dg 5 (N,=P6Aib-Cl, Scheme 6.4) was carried out using a procedure starting
from acetone cyanohydrin-Dg 1 as developed in a preceding diploma thesis. It was

optimised during the present thesis.

The introduction of this building block succeeded via the

Ny -COCI azidoacid chloride method. A total of four selectively iso-
D,C CD, topically labelled sequences were synthesised, which are
5 a valuable support for NMR based conformational stu-

dies as the assignment of the remaining '"H-NMR signals
Scheme 6.4: «-Azidoisobutyric

acid chloride-Dg 5 (N,=P5 Aib-Cl)

is simplified. However, it also turned out that the ex-
change of 'H by 2H implicates a strong isotopic effect,

which influences the analysis of the NMR spectra by resonance shifting.

This isotopic effect cannot be observed in CD-spectroscopic studies, in which the mostly
310-helical secondary structure of the partially deuterated efrapeptins is confirmed.
Investigations in a TFE/H,O mixture provide additional information about the stability
of the 31p-helical motifs under more physiological conditions. The stability decreases

indeed, but the secondary structure is not destroyed.

Recently a new class of interesting peptaibiotics called neoefrapeptins was discovered
in addition to the well known efrapeptins. They feature similar biological and medicinal
properties as the efrapeptins, but contain in addition to the amino acids known from the
efrapeptins 1-aminocyclopropane carboxylic acid 26 and trans-f-methyl-L-proline 34.
Within the scope of this thesis neoefrapeptins A 60 and F 63 as well as neoefrapeptin F
analogue 66 could be synthesised, which provides structural evidence of the natural
product (Table 6.3).

Table 6.3: Sequences of neoefrapeptins A 60 and F 63 and of neoefrapeptin F analogue 66 (separately synthesised
segments are marked)

neoefrapeptin A 60 Ac-Pip-Aib-Pip-L-Iva-Aib-Leu-PAla-Gly | Acc-Aib- Pip -Aib-Gly-Leu-L-lva | X
49 61

neoefrapeptin F 63 Ac-Pip-Aib-Pip-L-Iva-Aib-Leu-PAla-Gly | Acc-Aib-trans-L-PMePro-Aib-Gly-Leu-L-Iva | X
49 64

neoefrapeptin F Ac-Pip-Aib-Pip-L-Iva-Aib-Leu-PAla-Gly | Acc-Aib- cis-L-PMePro -Aib-Gly-Leu-L-lva | X

analogue 66 49 67
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N N
Fmoc\Ny _OH  Fmoc” Fmoc”
H OH OH

0 0 o)
27 35 41

Scheme 6.5: The amino acids Fmoc-1-aminocyclopropane carboxylic acid 27, Fmoc-trans-3-methyl-
L-proline 35 and Fmoc-cis-3-methyl-L-proline 41

Besides the Aib building block N,=Aib-Cl 11 and the L-Iva building block L-Ny=Iva-CI 25
the synthetic approach also required the Acc building block Fmoc-1-aminocyclopropane
carboxylic acid 27 (Scheme 6.5). Additionally for neoefrapeptin F 63 and neoefrapep-
tin F analogue 66 the trans-L-PMePro building block Fmoc-trans-p-methyl-L-proline 35
and the cis-L-PM¢Pro building block Fmoc- cis-B-methyl-L-proline 41 were needed (Sche-
me 6.5). While Fmoc-1-aminocyclopropane carboxylic acid 27 is commercially available
the synthesis of Fmoc-trans-3-methyl-L-proline 35 and Fmoc-cis-3-methyl-L-proline 41
followed a synthetic route developed by Karoyan et al. for -alkyl prolines, which was
optimised during this thesis. As already known from efrapeptins D—G 42-45 the comple-
te sequences were assembled from three separatly synthesised segments using N-HATU
and HOAt.

The synthetic success afforded detailed studies of this special kind of efrapeptins. The
CD-spectroscopic analysis shows a more pronounced 3;1g-helical structure than in the
case of the efrapeptins. However, turn motifs, which might be due to the special amino
acids Acc and PMePro, cannot be excluded. The determination of the biological activity
towards the F1-ATPase from E. coli allows a comparison of the synthetic neoefrapeptins
with the efrapeptins. It turns out that the activity of the neoefrapeptins is higher than of
the efrapeptins which again is due to the special structure designating amino acids Acc

and PMePro. Especially analogue 66 features an exceptionally high inhibition potential.

Adenopeptin is a peptaibiotic, which is structurally related to the efrapeptins and is
produced by fungi of the Chrysosporium species. It was isolated for the first time by the
group of Hayakawa. They determined the amino acid sequence and tested the peptide

for cytotoxicity towards cells, which were oncogenically transformed by adenoviruses.

In the scope of this thesis adenopeptin 95 as well as adenopeptin analogue 101 could be
synthesised for the first time. Each of the complete molecules was assembled from three
separately synthesised segments. In the case of adenopeptin 95 Ac-Pro-L-Iva-L-Iva-PAla-
OH 98 served as N-terminal segment, Fmoc-Gly-Aib-Aib-L-Iva-Aib-Aib-Aib-OH 96 as
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central segment, while the C-terminal segment TFA-H-Pip-L-Iva-X 99 was build up from
the dipeptide Fmoc-Pip-L-Iva-OH 97 and the head group 57 known from the efrapeptins
(Table 6.4). In the case of analogue 101 the segments Ac-Pro-L-Iva-L-Iva-PAla-OH 98,
Fmoc-Gly-Aib-Aib-1-Iva-Aib-Pip-Aib-Aib-L-Iva-OH 102 and the head group 57 were

used.

Table 6.4: Sequences of adenopeptin 95 and adenopeptin analogue 101 (separately synthesised seg-
ments are marked)

adenopeptin 95 Ac-Pro-L-lva-L-lva-PAla | Gly-Aib-Aib-L-lva-Aib-Aib-Aib | Pip-L-Ilva-X

98 96 99
adenopeptin Ac-Pro-L-Iva-L-Iva-PAla | Gly-Aib-Aib-L-lva-Aib-Pip-Aib-Aib-L-lva | X
analogue 101 08 102

The secondary structure motifs of synthetic adenopeptin 95 and adenopeptin ana-
logue 101 differ from those found in efrapeptins, which was determined by CD-spec-
troscopy. On the one hand the CD-effects are less pronounced, on the other hand the
bands are shifted compared to the spectra of the efrapeptins. Although there seem to

be 319p-helical motifs, different structural features are also observed.

The synthetic results as well as the conformational and biological data obtained within
the scope of the present thesis provide a detailed insight into an outstandingly in-
teresting class of peptaibiotics. To refine and to improve this insight into structural
properties associated with biological functionality more synthetic, biological and ana-
lytical work is necessary. On the one hand it is of interest to discover the relationship
between special amino acid building blocks, structure and function of new compounds.
On the other hand it also makes sense to investigate well known efrapeptins, e. g. efra-
peptin C, in the complex of Fi-ATPase from FE. coli using CD- and VCD-spectroscopy.
Thus, structural changes in both, the efrapeptin molecule and the enzymatic complex,
can be detected. Comparison with NMR-data and the X-ray diffraction structure can

provide new insight into structure activity relationship (SAR).

It is also of special interest to study adenopeptin in a more detailed way. Especially in
terms of biological activity there is an urgent need to study cytotoxic properties of this
peptaibiotic. The efrapeptins should be studied in this respect as well, especially since

the biological and medicinal results of Papathanassiu et al. are quite promising.



Experimentelles

7.1 Allgemeine Arbeitsmethoden

Schmelzpunkte

B-540 Schmelzpunktapparatur (Fa. Biichi), unkorrigiert.

Flashchromatographie

Kieselgel 60 (40-63 um), Fa. Merck.

Diinnschichtchromatographie

DC-Fertigplatten (Kieselgel 60 F254), Fa. Merck; Detektion: UV (254 nm, MinUVIS, Fa.
Desaga), Ninhydrin (Bespriithen mit 1 mg-ml~!-Lésung in EtOH/AcOH 100 : 3 und an-
schlieBendes Erhitzen).

Losungsmittel

Losungsmittel wurden vor Gebrauch destilliert und falls notig absolutiert. Acetonitril
fiir die HPL-Chromatographie wurde von der Firma Merck in LiChrosolv®-Qualitat

bezogen. Wasser fiir die HPL-Chromatographie wurde einer MilliQ Reinstwasseranlage
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(Fa. Millipore, >18 MQ-cm™!) entnommen. Dichlormethan wurde von K,CO, abdes-
tilliert und iiber CaH, getrocknet. DMF wurde iiber Ninhydrin (100 mg-171) unter Riick-
fluss erhitzt und im Vakuum destilliert. THF und Et,O wurden iiber KOH vorgetrocknet

und iiber Na/Benzophenon absolutiert. Toluol wurde von Na abdestilliert.

NMR-Spektroskopie

AC-250-P (Fa. Bruker), Messfrequenzen: 'H-NMR: 250.13 MHz, '3C-NMR: 62.9 MHz;
DRX-500 (Fa. Bruker), Messfrequenzen: 'H-NMR: 500.13 MHz, '3C-NMR: 125.8 MHz;
DRX-600 (Fa. Bruker), Messfrequenzen: 'H-NMR: 600.13 MHz, '3C-NMR: 150.9 MHz;
Als interner Standard wurde TMS verwendet, oder es wurde auf das Solvenssignal re-
ferenziert. ¥C-NMR-Spektren wurden sowohl mit 'H-Breitbandentkopplung als auch
mit Hilfe der DEPT-Methode aufgenommen. In einigen Fallen wurden auch 2D-NMR-
Spektren (*H,'H-cosy, 3C,'H-cosy, 'H-'3C-HSQC, 'H-'3C-HMBC) aufgenommen.

IR-Spektroskopie

FT/IR-410 (Fa. Jasco), mit Basislinienkorrektur.

MALDI-TOF-Massenspektrometrie

MALDI-TOF-Massenspektren wurden mit einer Voyager-DE BioSpectrometry Worksta-
tion (Fa. Applied Biosystems) mit einem 1.20 m-Flugrohr im Positivionen-Modus auf-
genommen. Die Ionisierung erfolgte mit einem LSI-Stickstoff-Laser (A = 337 nm, Puls-
breite: 3ns, Wiederholungsrate: 3 Hz). Beschleunigungsspannung: 20kV, Grid voltage:
94 %, Guide wire: 0.05 %. In den meisten Fallen wurde 2,5-Dihydroxybenzoeséure (DHB)
als Matrix verwendet. Es wurden jeweils dreiflig bis vierzig Einzelspektren aufgenom-
men und gemittelt. Die Kalibrierung erfolgte mit Polyethylenglykol (PEG) als externem
Standard auf demselben Target. Bei quartdren Amidiniumsalzen wird das quartére

Amidiniumion als [M]* bezeichnet.

ESI-Massenspektrometrie

ESI-Massenspektren wurden auf einem Esquire 3000 Ionenfallen-Massenspektrometer

(Fa. Bruker Daltonik), das mit einer Standard ESI-Ionenquelle ausgestattet ist, im
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Positivionen-Modus aufgenommen. Proben wurden durch direkte Infusion einer Lo-
sung in MeOH oder CH,Cl, mit Hilfe einer Spritzenpumpe eingefiihrt. Stickstoff diente
als Nebulations- und Trocknungs-Gas und Helium diente als Kiihlgas fiir die Ionenfalle.

Bei quartiren Amidiniumsalzen wird das quartire Amidiniumion als [M]" bezeichnet.

ESI-FT-ICR-Massenspektrometrie

ESI-FT-ICR-massenspektrometrische Experimente wurden mit einem Fourier-Transform-
Ionencyclotronresonanz-Massenspektrometer APEX III (Fa. Bruker Daltonik) mit einem
supraleitenden 7.0 T-Magneten durchgefiihrt. Stickstoff diente als Nebulations- und
Trocknungs-Gas, Argon als Kiihlgas. Bei quartdren Amidiniumsalzen wird das quartére

Amidiniumion als [M]* bezeichnet.

Analytische RP-HPLC

Pumpe: Thermo Separation Products P4000

Autosampler: Thermo Separation Products AS100

Detektor: Thermo Separation Products UV6000 LP, Detektion bei A = 220nm und
A = 254nm

Controller: Thermo Separation Products SN4000

Vorsaule: Phenomenex® Vydac™ High Performance Guard Column, Protein and Pep-
tide C18

Séule: Phenomenex® Jupiter Proteo €12 (4 pm, 250x4.6 mm)
Eluenten A=H,0/CH;CN/TFA 95/5/0.1
B=H,0/CH,CN/TFA 5/95/0.1

Methode A Flussrate 1 ml-min~!

Zeit [min]  Eluent A [%)] Eluent B [%)]
0 100 0

3 100 0

30 0 100

40 100 0
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Praparative RP-HPLC

Pumpe: Thermo Separation Products P4000

Detektor: Thermo Separation Products UV1000, Detektion bei A = 220 nm

Controller: Thermo Separation Products SN4000

Vorsaule: Phenomenex® Vydac™ High Performance Guard Column, Protein and Pep-
tide C18

Séule: Phenomenex® Jupiter Proteo €12 (10 pm, 250x21.2 mm)

Eluenten A=H,0/CH;CN/TFA 95/5/0.1
B=H,0/CH;CN/TFA 5/95/0.1

Methode A Flussrate 10 ml-min—!

Zeit [min]  Eluent A [%)] Eluent B [%]
0 100 0

5 100 0

40 0 100

50 100 0

Methode B Flussrate 10 ml-min—!

Zeit [min]  Eluent A [%)] Eluent B [%]
0 100 0

5 100 0

40 0 100

50 100

60 100 0

Chirale analytische HPLC

Séule: Sumichiral OA 5000 (150 mmx4.6 mm ID) mit zusétzlicher Vorsaule

Eluent: 2mM CuSO, in H,0/MeOH (92.5:7.5)

Temperatur: 40°C

Injektionsmenge: 5 ul

Detektion: Reaktion mit o-Phtalaldehyd und 2-Mercaptoethanol unter Zugabe von ED-
TA in 0.4 M Boratpuffer und anschlieende Fluoreszenzmessung bei A > 420 nm.
Detektor: Hitachi F1000 CRO-Nr.: 049520

Methode A: Flussrate 1.0 ml-min~!
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Gaschromatographie

Shimadzu GC 17A Gaschromatograph
Séule: HP 5 MS (0.33 um, 0.20 mm x 25 m)

Methode A Injektortemperatur  270°C
Starttemperatur 60°C

Heizrate 15°C-min—1
Endtemperatur 270°C
Endzeit 21 min

Methode B Injektortemperatur 280°C
Starttemperatur 75°C

Heizrate 10°C-min—1
Endtemperatur 280°C
Endzeit 43.5 min

Polarimetrie

DIP-360 (Fa. Jasco).

CD-Spektroskopie

CD-Spektren wurden auf einem J-810 CD-Spektrometer (Fa. Jasco) von 185-300 nm
bei RT mit folgenden Geréteeinstellungen aufgenommen: band width: 1 nm, response:

L accumulation: 5.

1s, sensitivity: low, datapitch: 0.1 nm, scanning speed: 50 nm-min~
Die Peptidkonzentrationen betrugen 0.5mg-ml~! (1.5mg-ml~! bei Adenopeptin 95 und

dem Adenopeptin-Analogon 101 und die Weglédnge 0.2 mm.

Die gemessenen CD-Spektren wurden jeweils nach der Savatzky-Golay-Methode geglét-
tet (im Falle von Adenopeptin 95 kam ein FFT-Filter zum Einsatz) und in die molare

Eliptizitat pro Aminoséurerest ([6]yryw) transformiert.

ATPase-Aktivitatsassay

Der Fi-ATPase-Komplex wurde aus E. coli-Zellen nach literaturbekannten Vorgehens-
weisen isoliert. 221 Die ATPase-Aktivitit wurde nach Henkel et al. in einer Mikrotiter-

platte mit Modifikationen nach Altendorf et al. bestimmt. 224225 Das Entstehen von
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anorganischem Phosphat wihrend der ATP-Hydrolyse wird photometrisch anhand eines

Phosphomolybdat /Malachitgriin-Komplexes bestimmt.

Fiir die Inhibitionsassays wurden 0.5 pug gereinigte Fi-ATPase fiir 10 min bei 37°C in
50 pl Tris/MgCl,-Puffer mit unterschiedlichen Konzentrationen der verschiedenen Pep-

tide inkubiert. Anschliefend wurde die Reaktionsmischung zugegeben.

7.2 Arbeitsvorschriften

7.2.1 Synthese von S-2-Azido-2-methylbuttersaurechlorid 25

L-Isovalin 21

Die Synthese wurde von Forschern der Firma DSM durchgefiihrt.

152.4 g (1.00mol) rac-2-Amino-2-methylbuttersdureamid 19 werden in 900 ml H,O ge-
16st und der pH-Wert durch Zugabe von 4 M NaOH auf 8.3 eingestellt. Die Losung
wird 1.5h bei 38°C geschiittelt. Anschliefend werden 4.70 g zuvor lyophilisiertes My-
cobacterium neoaurum zugegeben und die Mischung 22h bei 38°C geschiittelt. Dann
werden weitere 2.56 g des Organismus zugefiigt und die Mischung weitere 23 h bei 38°C
geschiittelt, bis ein Umsatz von 30 % bezogen auf die Menge des entstanden Ammoniaks

erreicht wird. Die Zellmasse wird durch Zentrifugation entfernt.

Um das nicht umgesetzte Amid zuriickzugewinnen, werden zunichst 2ml Benzalde-
hyd zugefiigt und die Reaktionsmischung 30 min geriihrt. Anschliefend werden unter
Triibung der Mischung weitere 77 ml Benzaldehyd zugegeben und iibers Wochenende
geriihrt. Die entstehenden hellgelben Kristalle werden filtriert und bei 50°C getrockent.

Die so entstandene Schiff Base wird in 400 ml Aceton gelost und 30.6 ml (365 mmol)
HCI (37 %) werden zugetropft. Der Reaktionsverlauf wird durch DC-Kontrolle (‘BuOH,
HCO,H, H,O 75:15:10) verfolgt und der entstandene Feststoff nach 5h filtriert, mit

Aceton gewaschen und im Vakuum bei 35°C getrocknet.
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Die Aminosdure wird aus der wassrigen Phase durch Ionenaustauschchromatographie
(Amberlyst A-26, stark basisch, 2M HOAc) vom noch in Losung befindlichen Amid
getrennt. Die Aminosdurefraktion wird mit 4 M HCl auf pH8 gebracht und das Lo-
sungsmittel im Vakuum entfernt. Fiir eine vollstdndige Trennung wird die Chroma-
tographie wiederholt. Analyse mittels chiraler analytischer HPLC (Methode A) ergibt
einen Enantiomereniiberschuss von 28 % fiir das D-Aminosdureamid und 81 % fir die

L-Aminosaure.

Eine zweite enzymatische Racematspaltung von rac-2-Amino-2-methylbuttersdureamid
19 wird nach Entfernung der HCI vom Amid durch Ionenaustauschchromatographie
durchgefiihrt. Die Reaktionszeit betragt 2.5h, der Umsatz liegt bei 45 % bezogen auf
den entstehenden Ammoniak, der Enantiomereniiberschuss der L-Aminosaure betragt

71 %, wahrend der des D-Aminosdureamids bei 53 % liegt.

82.9 g (708 mmol) der erhaltenen L-Aminosédure werden umkristallisiert, indem zunéchst
in 460 ml H,0/PrOH 1:2 auf 80°C erhitzt wird und anschliefend 60 ml H,O zugegeben
werden und auf RT abgekiihlt wird. Die Losung wird iiber Nacht geriihrt, wobei farblose
Kristalle ausfallen. Danach wird die Mischung 1h auf 0°C gekiihlt, filtriert und der
Feststoff mit kaltem ‘PrNH,, gewaschen und bei 35°C im Vakuum getrocknet. Der durch
chirale analytische HPLC (Methode A) ermittelte Enantiomerentiberschuss betriagt 98 %.

Ausbeute: 51.9 g (443 mmol, 44 %)

Summenformel: C;H,;NO,

Molmasse: 117.15 g-mol ™"

'H-NMR (500.13 MHz, CD;0D): & [ppm] = 0.99 (t, 3] = 7.4Hz, 3H, CH,CHj,), 1.44
(s, 3H, CHy), 1.71 (dq, 3] = 7.3Hz, 3] = 7.3Hz, 2] = 14.8 Hz, 1H, CH*HPCHj,), 1.92

(dq, 3] = 7.5Hz, 3] = 7.5Hz, 2] = 14.9Hz, 1H, CH*H"CH,), 4.91 (s, 3H, NH, ™).

BC{'H}-NMR (125.8 MHz, CD;0D): § [ppm] = 8.7 (CH,CH,), 23.4 (CH,), 31.9
(CH,CH,), 62.9 (C%), 176.6 (COOH).

IR (KBr): 7 [em™1] = 3436.5, 3202.2, 3064.3, 2974.7, 2745.2, 2697.9, 2555.2, 2360.4,

2341.2,2027.8,1643.1, 1586.2 (st), 1553.4, 1462.7, 1406.8, 1376.0, 1338.4, 1294.0, 1225.5,
1183.1, 1037.5, 1006.7, 893.8, 804.2, 765.6, 618.1.
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MS (ESI): m-z~' = 117.9 [M + H]™, 139.8 [M + Na] ™, 155.8 [M + K], monoisotopische
Masse berechnet fiir [CsH,NO,] ™ = 118.1, [C;H,,NO,Na]* = 140.1, [C;H;;NO, K| " =
156.0.

chirale analytische HPLC: tg = 7.80 min (Methode A)

(o] =9.95 (¢ = 1.0, H,0)

S§-2-Azido-2-methylbuttersiure 24

Eine Losung von 14.2g (219 mmol) NaN3 in H,O (30ml) und CH,Cl, (50ml) wird
innerhalb von 5 min bei 0°C mit 12.4 g (44.0 mmol) Triflylanhydrid versetzt und 2h bei
0°C geriihrt. Die CH,Cl,-Phase wird abgetrennt und die wéssrige Phase mit CH,Cl,
(2x25ml) extrahiert. Die organischen Phasen werden vereint und anschlieBend mit

gesittigter Na,CO;-Losung gewaschen.

Die Triflylazid-Loésung in CH,Cl, wird zu einer Lésung von 2.58 g (22.0 mmol) L-Isova-
lin 21, 4.56 g (33.0 mmol) KoCO3 und CuSO4-5 H,O in H,O (60 ml) und MeOH (120 ml)
gegeben und das Reaktionsgemisch iiber Nacht bei RT geriihrt.

Die organischen Loésungsmittel werden im Vakuum entfernt, der Riickstand in 300 ml
H,0 aufgenommen und mit konzentrierter HCl auf pH 6 angesduert. Anschlieend wird
eine Phosphatpuffer-Losung (300 ml, 0.25 M, pH 6.2) hinzugegeben und mit Ethylace-
tat (4x250 ml) extrahiert, um das Sulfonamid-Nebenprodukt zu entfernen. Die wéssrige
Phase wird dann mit konzentrierter HCI auf pH 2 gebracht und erneut mit Ethylacetat
(3x300 ml) extrahiert. Anschlieend wird tiber Na,SO, getrocknet. Nach Einengen wird
S-2-Azido-2-methylbuttersiure 24 als hellgelbes Ol erhalten.

Ausbeute: 2.67 g (18.7 mmol, 85 %)
Summenformel: C;HgN,;O,

Molmasse: 143.14 g-mol !
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'"H-NMR (500.13 MHz, CDCl,): & [ppm] = 0.99 (t, % = 7.4Hz, 3H, CH,CH,), 1.52 (s,
3H, CHy), 1.76 (dq, ] = 7.2Hz, 2] = 14.2 Hz, 1H, CH*H"CH,), 1.89 (dq, 3J = 7.4 Hz,
2] = 14.2Hz, 1H, CH*HPCH,), 10.75 (s, 1H, COOH).

13C{1H}-NMR (125.8 MHz, CDCl,): & [ppm] = 8.4 (CH,CH,), 21.9 (CH,), 31.1
(CH,CH,), 66.8 (C*), 178.9 (COOH).

IR (Film): 7 [em™] = 3083.6, 2980.5, 2942.8, 2885.0, 2107.8 (st), 1714.4 (st), 1461.8,
1410.7, 1384.6, 1256.4, 1158.0, 1137.8, 1052.0, 1002.8, 928.6, 900.6, 779.1, 656.6.

MS (ESI): m-z~' = 165.9 [M + Na]*, monoisotopische Masse berechnet fiir
[CsHgN;0,Na]™ = 166.1.

(o3 = —38.1 (¢ = 1.0, CH,Cl,)

S§-2-Azido-2-methylbuttersiurechlorid 25

Zu 4.95¢g (34.6 mmol) S-2-Azido-2-methylbuttersiure 24 werden unter Erwéarmen auf
30°C 3.91ml (6.38 g, 53.6 mmol) Thionylchlorid innerhalb von 45min getropft. An-
schlieflend wird 1.5 h unter Riickfluss erhitzt und tiberschiissiges Thionylchlorid im Va-
kuum entfernt. Destillation des Produkts im Wasserstrahlvakuum liefert eine hellgelbe

Fliissigkeit.

Ausbeute: 4.46 g (27.6 mmol, 80 %)
Summenformel: C;HyN,;O,,
Molmasse: 161.59 g-mol !
Siedepunkt: 76-77°C, 50 mbar

"H-NMR (500.13 MHz, CDCly): & [ppm] = 1.00 (t, 3J = 7.4Hz, 3H, CH,CH;), 1.58 (s,
3H, CHy), 1.85 (dq, ] = 7.2Hz, 2] = 14.5 Hz, 1H, CH*H"CHj,), 1.95 (dq, 3J = 7.3 Hz,
2] = 14.4Hz, 1H, CH*HPCH,).
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BC{'H}-NMR (125.8 MHz, CDCl,): § [ppm] = 8.2 (CH,CH,), 21.8 (CH,), 31.1
(CH,CH,), 74.4 (C%), 175.4 (COCY).

IR (Film): 7 [em™'] = 2981.4, 2942.8, 2885.0, 2109.7 (st), 1787.7 (st), 1716.3, 1458.9,
1383.7, 1294.0, 1250.6, 1160.9, 1127.2, 1056.8, 1003.8, 916.0, 837.0, 812.8, 781.0, 633.5.

7.2.2 Synthese von Boc-cis-3-methyl-D-prolin 32

(R-Phenylethylamino)essigsaurebenzylester 29

P
O

1.83 g (8.00 mmol) Bromessigsidurebenzylester werden bei 0°C unter Argon tropfenwei-
se zu einer Losung von 0.97¢g (8.00 mmol) R-Phenylethylamin 28 in 5ml trockenem
DMSO gegeben. Nach 5min Riithren bei RT werden 0.81g (8.00 mmol) NEt, zugesetzt.
Die Losung wird weitere 10 min bei RT geriihrt und anschlieBend mit 10 ml Ethyla-
cetat versetzt und mit ges. NH,Cl-Lésung (2x5ml) gewaschen. Die wéssrige Phase
wird mit Ethylacetat (1x10ml) extrahiert und die organischen Phasen iiber Na,SO,
getrocknet. Einengen ergibt einen gelben Riickstand, der durch Flashchromatographie
(Petrolether /Ethylacetat 12:1) gereinigt wird und eine hellgelbes Ol liefert.

Ausbeute: 1.43 g (5.32 mmol, 67 %)

Summenformel: C,-H;(NO,

Molmasse: 269.34 g-mol~!

"H-NMR (600.13 MHz, CDCL,): § [ppm] = 1.37 (d, 3J = 6.6 Hz, 3H, CHCHj), 1.93 (s,
1H, NH), 3.31 (d, J = 17.6Hz, 1H, C*H®HP), 3.34 (d, 2J = 17.6 Hz, 1H, C*H*HP),

3.79 (q, ®J = 6.5Hz, 1H, CHCH,), 5.12 (d, 2J = 12.3Hz, 1H, Benzyl-CH*H"), 5.14 (d,
2] = 12.3Hz, 1H, Benzyl-CH*HP), 7.22-7.36 (m, 10H, H2™¥!),
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BC{'H}-NMR (150.9 MHz, CDCl;): § [ppm] = 24.2 (CHCHj,), 48.8 (C*H,), 57.7
(CHCH,), 66.5 (CH,Ph), 126.8, 127.2, 128.29, 128.33, 128.51, 128.56 (C*™¥'H), 135.6,
144.5 (Ca¥1), 172.5 (C=0).

IR (Film): 7 [em™] = 3337.2, 3063.4, 3030.6, 2964.1, 2926.5, 1738.5 (st), 1603.5,
1494.6, 1453.1, 1372.1, 1348.7, 1255.4, 1187.0 (st), 1147.4, 1081.9, 993.2, 961.3, 913.1,
753.1, 700.0.

MS (ESI): m-z~! = 270.1 [M + H] ", 292.1 [M + Na]", monoisotopische Masse berechnet
fiir [C},HyqsNO,] " = 270.2, [C,,H,(NO,Na]* = 292.1.

HPLC: tg = 17.71 min (Methode A)
DC: Ry = 0.29 (Petrolether/Ethylacetat 5:1)

(o] = 64.2 (¢ = 1.0, CHCl,)

[ N-But-3-enyl-N-( R-phenylethyl)amino]-essigsaurebenzylester 30

10.0g (74.1 mmol) 4-Brom-1-buten und 7.50g (74.1 mmol) NEt,; werden unter Riih-
ren zu einer Losung von 8.32¢g (30.9mmol) (R-Phenylethylamino)essigsdurebenzyl-
ester 29 in 20ml trockenem DMSO unter Argon gegeben und das Reaktionsgemisch
48h auf 50°C erwérmt. AnschlieBend wird mit 30 ml CH,CIL, versetzt und die orga-
nische Phase mit ges. NH,Cl-Lésung (2x30ml) gewaschen. Die wissrige Phase wird
mit CH,Cl, (1x30ml) extrahiert und die organischen Phasen vereinigt, mit Na,SO,
getrocknet und eingeengt. Der braune Riickstand wird durch Flashchromatographie
(Petrolether /Ethylacetat 12:1) gereinigt und ergibt ein gelbes OLl.

Ausbeute: 2.16 g (6.68 mmol, 22 %)

Summenformel: Cy,Hy-NO,
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Molmasse: 323.43 g-mol~!

'H-NMR (600.13 MHz, CDCL,): & [ppm] = 1.34 (d, 3] = 6.8 Hz, 3H, CHCH,), 2.18-
2.20 (m, 2H, NCH,CH,), 2.65-2.71 (m, 2H, NCH,CH,), 3.34 (d, 2J = 17.3Hz, 1H,
C*H?*HP), 3.49 (d, J = 17.3Hz, 1H, C*H*HP), 4.05 (q, ®J = 6.7Hz, 1H, CHCH,),
4.92-5.00 (m, 2H, CH=CH,), 5.04-5.18 (m, 2H, Benzyl-CH,,), 5.73 (m, 1H, CH=CH,)),
7.20-7.37 (m, 10H, H*!).,

BC{'H}-NMR (150.9 MHz, CDC,): § [ppm] = 19.3 (CHCHj;), 32.5 (NCH,CH,), 50.8
(NCH,CH,), 51.5 (C*H,), 60.4 (CHCH,), 66.0 (CH,Ph), 115.5 (CH=CH,), 126.9,
127.5, 128.2, 128.5 (C*™¥'H), 135.9 (CH=CH,), 136.7, 144.5 (C*'), 172.0 (C=0).

IR (Film): 7 [em™!] = 3064.3, 3030.6, 2973.7, 2935.1, 2849.3, 1738.5 (st), 1640.2,
1601.6, 1493.6, 1454.1, 1419.4, 1372.1, 1212.0, 1163.8 (st), 1027.9, 994.1, 913.1, 844.7,
737.6, 700.0.

MS (ESI): m-z~' = 324.2 [M + H]", monoisotopische Masse berechnet fiir
[CoyHogNO,| T = 324.2.

HPLC: tg = 20.16 min (Methode A)
GC (Methode A): tg = 25.25 min (90 %)
DC: Rf = 0.82 (Petrolether/Ethylacetat 5:1)

(o] = 24.9 (¢ = 1.0, CHCL,)

N-(R-Phenylethyl)--S-methyl- R-prolinbenzylester 31

Y o@

O/\

Zu einer Losung von 269 pul (3.71 mmol) HN("Pr), in 8ml Et,O werden bei —78°C
2.32ml (3.71 mmol) n-BuLi (1.6 M in n-Hexan) getropft. Die Reaktionsmischung wird
20min bei —78°C und 1h bei 0°C geriihrt. Anschlielend wird erneut auf —78°C ge-

kithlt und 1.00g (3.09mmol) [N-But-3-enyl- N-(R-phenylethyl)aminol-essigsdureben-
zylester 30 zugegeben. Nach 5min werden 9.27ml (9.27 mmol) ZnBr, (1M in Et,0)

N

mmi
e
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zugefiigt und die Reaktionsmischung langsam auf RT erwédrmt. Nach 40 min wird mit
25ml ges. NH,Cl-Losung versetzt, die wéssrige Phase mit Et,O (3x25ml) extrahiert,
die vereinigten organischen Phasen mit ges. NH,Cl-Lésung (2x50 ml) gewaschen, iiber
Na,SO, getrocknet und eingeengt. Der Riickstand wird durch Flashchromatographie
(Petrolether /Ethylacetat 12:1) gereinigt und liefert ein gelbes Ol.

Ausbeute: 628 mg (1.94 mmol, 63 %)

Summenformel: Cy; H,;:NO,

Molmasse: 323.43 g-mol ™!

'H-NMR (600.13 MHz, CDCL,): & [ppm] = 0.88 (d, ®J = 7.0Hz, 3H, C¥ Hy), 1.33 (d,
3] = 6.6 Hz, 3H, CHCHj), 1.63 (m, 1H, CYH*HP), 1.97 (m, 1H, CYH*HP), 2.43 (m,
1H, C*H?*HP), 2.89 (m, 1H, C°H*HP), 3.04 (m, 1H, CPH), 3.38 (d, %/ = 8.3 Hz, 1H,
C*H), 3.70 (m, 1H, CHCH,), 5.06 (d, 2J = 12.3Hz, 1H, Benzyl-CH*HP), 5.09 (d,
2] = 12.3Hz, 1H, Benzyl-CH*HP), 7.19-7.36 (m, 10H, H2™¥),

BC{'H}-NMR (150.9 MHz, CDCL,): § [ppm] = 15.7 (CY'Hy), 22.8 (CHCH,), 31.9
(C'H,), 36.6 (CPH), 50.5 (C°H,), 61.7 (CHCH,), 65.7 (C*H), 67.4 (CH,Ph), 127.0,
127.4,128.1, 128.2, 128.4, 128.6 (C*™¥'H), 136.0, 144.6 (C*™!), 173.3 (C=0).

IR (Film): 7 [em™] = 3063.4, 3030.6, 2966.0, 2932.2, 2874.4, 1728.9 (st), 1604.5,
1492.6, 1454.1, 1372.1, 1355.7, 1306.5, 1211.1, 1150.3 (st), 1089.6, 1029.8, 979.7, 914.1,

842.7, 765.6, 700.0.

MS (ESI): m-z~' = 324.2 [M + H]", monoisotopische Masse berechnet fiir

HPLC: tg = 19.40 min (Methode A)
GC (Methode A): tg = 23.88 min (97 %)
DC: Ry = 0.46 (Petrolether/Ethylacetat 5:1)

[o]f) = 53.3 (¢ = 1.0, CHCL,)
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N-(tert-Butyloxycarbonyl)-cis-3-methyl-D-prolin 32

/~OH
o/\O

Boc

ww

Zu einer Losung von 1.17 g (3.62 mmol) N-(R-Phenylethyl)-3-S-methyl- R-prolinbenzyl-
ester 31 in 25 ml Methanol werden bei RT 790 mg (3.62 mmol) Di-tert-butyldicarbonat
und 500 mg Palladium auf Aktivkohle (10%) gegeben. Die Reaktionsmischung wird
iber Nacht bei RT unter einer H,-Atmosphére geriihrt. AnschlieSend wird filtriert, der
Katalysator griindlich mit Methanol gewaschen und eingeengt. Der Riickstand wird
durch RP-HPLC (Methode A) gereinigt. Lyophilisation ergibt ein farbloses Ol.

Ausbeute: 611 mg (2.66 mmol, 73 %)
Summenformel: C; H;(NO,
Molmasse: 229.27 g-mol~!

'H-NMR (250.13 MHz, CDCl,): & [ppm] = 1.09 (d, 3] = 7.0 Hz, 3H, CY H,), 1.42, 1.45
(2xs, 9H, Boc-CHy), 1.75 (m, 1H, CYH2HP), 1.96 (m, 1H, CYH*HP), 2.53 (m, 1H,
CPH), 3.33 (m, 1H, C°H2HP), 3.65 (m, 1H, C°H*HP), 4.20 (d, 3J = 8.6 Hz, 1H, C*H),
8.09 (s, 1H, COOH).

IR (Film): 7 [em™] = 3436.5, 2976.6 (st), 2934.2, 2864.7, 1745.3, 1706.7, 1445.4,
1382.7, 1350.9, 1151.3, 1121.4 (st), 1076.1, 1043.3, 934.3, 844.7, 792.6.

MS (ESI): m-z~! = 229.9 [M + H]T, 251.9 [M + Na]", monoisotopische Masse berechnet
fiir [C},HyoNO,]" = 230.1, [C;;H;(NO,Na]" = 252.1.

HPLC: tg = 18.76 min (Methode A)



7 Experimentelles

N-(tert-Butyloxycarbonyl)-cis/ trans-3-methyl-DL-prolin 33

5 OH
Zu einer Losung von 138 pl (1.91 mmol) HN(*Pr), in 8ml Et,O werden bei —78°C
1.19ml (1.91 mmol) n-BuLi (1.6 M in n-Hexan) getropft. Die Reaktionsmischung wird
20 min bei —78°C und 1h bei 0°C geriihrt. Anschlieend wird erneut auf —78°C ge-
kithlt und 200 mg (0.87 mmol) N-(tert-Butyloxycarbonyl)-cis-f-methyl-D-prolin 32 zu-
gegeben. Innerhalb von 30 min wird auf RT erwédrmt und mit 15ml ges. NH,Cl-Lésung
versetzt. Nach Entfernen der Losungsmittel im Vakuum wird der Riickstand in Metha-
nol aufgenommen. Das erhaltene Diastereomerengemisch wird HPL-chromatographisch

analysiert.
Summenformel: C;;H;(NO,
Molmasse: 229.27 g-mol ™

HPLC: tg = 18.86/19.01 min (Methode A), 1:1-Diastercomerengemisch

7.2.3 Synthese von Fmoc-trans-{3-Methyl-L-prolin 35

Fmoc”
OH

)
Zu einer Losung von 250 mg (1.94 mmol) trans-p-Methyl-L-prolin 34 in 28 ml H,O/Ace-
ton (1:1) werden bei RT 718 mg (2.13 mmol) 9-Fluorenylmethyloxycarbonyl- O-succin-
imid und 179 mg (2.13 mmol) NaHCO4 gegeben und die Reaktionsmischung iibers Wo-
chenende geriihrt. Zugabe von Wasser und anschliefende Lyophilisation ergibt einen
farblosen Feststoff, der durch préparative RP-HPLC (Methode A) gereinigt wird.

Ausbeute: 623 mg (1.77 mmol, 91 %)

Summenformel: C,, Hy, NO4
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Molmasse: 351.40 g-mol~!
Schmelzpunkt: 57-59°C

TH-NMR (500.13 MHz, MeOH): & [ppm] = 1.15, 1.17 (2xd, 3J = 6.9 Hz, 3H, CHCH,),
1.58 (m, 1H, CYH2HP), 2.09 (m, 1H, CYH*HP), 2.40 (m, 1H, CPH), 3.47 (m, 1H,
C’H2HP), 3.59 (m, 1H, C°H*HP), 4.17-4.27 (m, 2H, C*H, Fmoc-CH), 4.32-4.44 (m,
2H, Fmoc-CH,), 7.31-7.42 (m, 4H, H*Y'), 7.62-7.82 (m, 4H, H*'),

BC{'H}-NMR (125.8 MHz, CDCl,): § [ppm] = 18.7, 19.0 (CY'H,), 32.4 (cis-C'H,),
33.4 (trans-CYH,), 40.0 (trans-CPH), 41.0 (cis-CPH), 46.9, 47.3 (C°H,), 48.4, 48.5
(Fmoc-CH), 67.1, 67.4 (Fmoc-CH,), 68.6, 69.0 (C*H), 120.9, 126.2, 128.2, 128.8
(Ca™YIH), 142.6, 145.0, 145.1, 145.4 (C*YY), 156.5, 156.6 (Fmoc-C=0), 175.7, 175.9
(C=0).

IR (KBr): # [em~!] = 3481.9, 3065.3, 2966.0, 2361.4, 1701.9 (st), 1540.9, 1432.9 (st),
1356.7, 1288.2, 1176.4 (st), 1118.5, 1032.7, 971.0, 910.2, 758.9, 739.6 (st), 689.4, 620.0.

MS (ESI): m-z~! = 352.2 [M + H]T, 374.2 [M + Na]", monoisotopische Masse berechnet
fiir [Cy, HyyNO,]T = 352.2, [Cy,HyyNO,Na] " = 374.1.

HPLC: tg = 24.90 min (Methode A)

(o] = —54.9 (c = 1.0, CH,CL,)

7.2.4 Synthese von Fmoc-cis-3-Methyl-L-prolin 41

(S-Phenylethylamino)essigsaurebenzylester 37

H O

", N \)J\ 0 /\©

17.3 g (76.0 mmol) Bromessigsidurebenzylester werden bei 0°C unter Argon tropfenwei-
se zu einer Losung von 9.21g (76.0 mmol) S-Phenylethylamin 36 in 25ml trockenem
DMSO gegeben. Nach 5min Riihren bei RT werden 7.69g (76.0 mmol) NEt, zugesetzt.
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Die Losung wird weitere 10 min bei RT geriihrt und anschliefend mit 10 ml Ethylacetat
versetzt und mit ges. NH,Cl-Losung (2x25ml) gewaschen. Die wéssrige Phase wird
mit Ethylacetat (1x50ml) extrahiert und die organischen Phasen iiber Na,SO, ge-
trocknet. Einengen ergibt einen gelben Riickstand, der durch Flashchromatographie
(Petrolether /Ethylacetat 12:1) gereinigt wird und ein gelbes Ol liefert.

Ausbeute: 13.3 g (49.4 mmol, 65 %)
Summenformel: C,-H;(NO,
Molmasse: 269.34 g-mol !

"H-NMR (500.13 MHz, CDCl,): & [ppm] = 1.38 (d, ®J = 6.6 Hz 3H, CHCHj), 1.88 (s,
1H, NH), 3.27 (d, 2] = 17.6Hz, 1H, C*H®HP), 3.34 (d, 2J = 17.6 Hz, 1H, C*H*HP),
3.79 (q, 3] = 6.6 Hz 1H, CHCH,), 5.12 (d, 2J = 12.3Hz, 1H, Benzyl-CH*H®), 5.15 (d,
2] = 12.3Hz, 1H, Benzyl-CH*HP), 7.22-7.37 (m, 10H, H2™Y),

BCO{'H}-NMR (125.8 MHz, CDCl,): & [ppm] = 24.2 (CHCHj,), 48.8 (C*H,), 57.7
(CHCH,), 66.5 (CH,Ph), 126.8, 127.2, 128.29, 128.34, 128.51, 128.56 (C*™¥'H), 135.6,
144.5 (C*™¥1 172.5 (C=0).

IR (Film): 7 [em™] = 3337.2, 3063.4, 3030.6, 2964.1, 1738.5 (st), 1494.6, 1453.1,
1372.1, 1348.9, 1255.4, 1187.0 (st), 1147.4, 962.3, 753.1, 700.0.

MS (ESI): m-z~! = 270.1 [M + H]", 292.1 [M + Na]*, monoisotopische Masse berechnet

DC: Ry = 0.22 (Petrolether/Ethylacetat 5:1)

(o] = —62.3 (c = 1.0, CHCl,)
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[ N-But-3-enyl- N-(S-phenylethyl)amino]-essigsaurebenzylester 38

16.1g (119 mmol) 4-Brom-1-buten und 12.0g (119mmol) NEt, werden unter Riihren
zu einer Losung von 13.3 g (49.4 mmol) (S-Phenylethylamino)essigsdurebenzylester 37
in 25 ml trockenem DMSO unter Argon gegeben und das Reaktionsgemisch 48 h auf
50°C erwarmt. Anschliefend wird mit 30 ml Dichlormethan versetzt und die organi-
sche Phase mit ges. NH,Cl-Lésung (2x30ml) gewaschen. Die wissrige Phase wird mit
CH,Cl, (1x30ml) extrahiert und die organischen Phasen vereinigt, mit Na,SO, ge-
trocknet und eingeengt. Der braune Riickstand wird durch Flashchromatographie (Pe-
trolether /Ethylacetat 12:1) gereinigt und ergibt ein gelbes OL.

Ausbeute: 4.28 g (13.2mmol, 27 %)
Summenformel: Cy;HyzNO,
Molmasse: 323.43 g-mol !

"H-NMR (500.13MHz, CDCl;): § [ppm] = 1.34 (d, 3J = 6.7Hz 3H, CHCHj), 2.15-
2.23 (m, 2H, NCH,CH,), 2.61-2.77 (m, 2H, NCH,CH,), 3.34 (d, 2J = 17.6 Hz, 1H,
C*H?*HP), 3.49 (d, 2] = 17.6Hz, 1H, C*H*HP), 4.04 (q, °J = 6.7Hz 1H, CHCH,),
4.93-5.01 (m, 2H, CH=CH,), 5.07-5.15 (m, 2H, Benzyl-CH,,), 5.73 (m, 1H, CH=CH,)),
7.20-7.37 (m, 10H, H*!),

BC{H}-NMR (125.8 MHz, CDCl,): & [ppm] = 19.3 (CHCH,), 32.5 (NCH,CH,), 50.8
(NCH,CH,), 51.5 (C"H,), 60.4 (CHCHj), 66.0 (CH,Ph), 115.5 (CH=CH,), 126.9,
127.5, 128.2, 128.5 (C*¥'H), 135.9 (CH=CH,), 136.7, 144.5 (C*™"), 172.0 (C=0).

IR (Film): 7 [em™] = 3064.3, 3031.6, 2973.7, 1737.6 (st), 1639.2, 1493.6, 1454.1,
1371.1, 1163.8 (st), 994.1, 913.1, 736.7, 699.1.
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MS (ESI): m-z~! = 324.3 [M + H] T, 346.2 [M + Na] ™, monoisotopische Masse berechnet
fiir [CyHygNO,] " = 324.2, [Cy HysNO,Na] ™ = 346.2.

DC: Ry = 0.39 (Petrolether/Ethylacetat 12:1)

(o] = —28.2 (¢ = 1.0, CHCl,)
N-(S-Phenylethyl)- - R-methyl-S-prolinbenzylester 39

N
ab
(¢}

Zu einer Losung von 629 ul (8.68 mmol) HN(‘Pr), in 20ml Et,O werden bei —78°C
5.43ml (8.68 mmol) n-BuLi (1.6 M in n-Hexan) getropft. Die Reaktionsmischung wird
20min bei —78°C und 1h bei 0°C geriihrt. Anschlielend wird erneut auf —78°C ge-
kiithlt und 2.34 g (7.23 mmol) [N-But-3-enyl- N-(S-phenylethyl)aminol-essigsdurebenzyl-
ester 38 zugegeben. Nach 5min werden 21.7ml (21.7 mmol) ZnBr, (1M in Et,0) zu-
gefiigt und die Reaktionsmischung langsam auf RT erwédrmt. Nach 40 min wird mit
60 ml ges. NH,Cl-Losung versetzt, die wéssrige Phase mit Et,O (3x50ml) extrahiert,
die vereinigten organischen Phasen mit ges. NH,Cl-Lésung (2x50 ml) gewaschen, iiber
Na,S0O, getrocknet und eingeengt. Der Riickstand wird durch Flashchromatographie
(Petrolether /Ethylacetat 12:1) gereinigt und liefert ein hellgelbes OL.

Ausbeute: 438 g (1.35 mmol, 19 %)

Summenformel: Cy,Hy-NO,

Molmasse: 323.43 g-mol "

'"H-NMR (500.13 MHz, CDCL,): & [ppm] = 0.88 (d, 3J = 7.0Hz 3H, CV7H3), 1.33 (d,
3] = 6.4Hz 3H, CHCH,), 1.63 (m, 1H, CYH?*H), 1.97 (m, 1H, CVHaHb), 2.43 (m,
1H, C’H?HP), 2.89 (m, 1H, C°H*HP), 3.05 (m, 1H, CPH), 3.38 (d, °J = 8.2Hz 1H,

C*H), 3.70 (m, 1H, CHCH,), 5.02 (d, 2/ = 12.3Hz, 1H, Benzyl-CH*HP), 5.09 (d,
2] = 12.3Hz, 1H, Benzyl-CH*HP), 7.20-7.37 (m, 10H, H2™¥),
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BC{'H}-NMR (125.8 MHz, CDCL,): § [ppm] = 15.7 (CY'Hy), 22.8 (CHCH,), 31.9
(C'H,), 36.6 (CPH), 50.5 (C°H,), 61.7 (CHCH,), 65.7 (C*H), 67.4 (CH,Ph), 127.0,
127.4, 128.1, 128.2, 128.4, 128.6 (C*YH), 136.0, 144.5 (C*¥1), 173.3 (C=0).

IR (Film): 7 [em™] = 2967.0, 1728.9 (st), 1492.6, 1454.1, 1371.1, 1150.3 (st), 979.7,
914.1, 765.6, 700.0.

MS (ESI): m-z~! = 324.3 [M + H]", 346.2 [M + Na]", monoisotopische Masse berechnet
fiir [Cyy HogNO,| T = 324.2, [Cy, H,sNO,Na] " = 346.2.

DC: Ry = 0.44 (Petrolether/Ethylacetat 5:1)

[o]f = —105.2 (¢ = 0.16, CHCL,)

cis-3-Methyl-L-prolin 40

HN

OH
0

Zu einer Losung von 438 mg (1.35 mmol) N-(S-Phenylethyl)-f3-R-methyl-S-prolinben-
zylester 39 in 20 ml Methanol werden bei RT 500 mg Palladium auf Aktivkohle (10 %)
gegeben. Die Reaktionsmischung wird tiber Nacht bei RT unter einer H,-Atmosphare
geriihrt. Anschliefend wird filtriert, der Katalysator griindlich mit Methanol gewaschen

und eingeengt. Lyophilisation ergibt einen farblosen Feststoff.
Ausbeute: 152mg (1.18 mmol, 87 %)

Summenformel: C;H;;NO,

Molmasse: 129.16 g-mol ™~

Schmelzpunkt: Zersetzung bei 175°C

'H-NMR (500.13 MHz, CD,0D): & [ppm] = 1.06 (d, 3J = 7.5Hz, 3H, C¥ Hy), 1.74 (m,
1H, CYH?*HP), 2.18 (m, 1H, CYH*HP), 2.66 (m, 1H, CPH), 3.22 (m, 1H, C°H*HP),
3.45 (m, 1H, C°H*HP), 3.94 (d, 3J = 7.5Hz, 1H, C*H), 4.86 (s, 2H, NH, ).
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BC{'H}-NMR (125.8 MHz, CD,OD): & [ppm] = 15.3 (CV'H,), 33.0 (CVH,), 36.1
(CPH), 45.1 (C°H,), 66.8 (C*H), 172.1 (C=0).

IR (KBr): 7 [em™1] = 3446.2, 2970.8, 2360.4, 1619.9, 1403.0, 1214.9, 758.9 (st), 668.2,
626.8, 615.2.

MS (ESI): m-z~! =130.0 [M + H]", 151.9 [M + Na]", monoisotopische Masse berechnet
fiir [C4H,,NO,]* = 130.1, [C4H,;NO,Na] " = 152.1.

HPLC: tg = 16.99 min (Methode A)

(o] = —52.6 (c = 0.5, Methanol)

N-(9-Fluorenylmethyloxycarbonyl)-cis- 3-methyl-L-prolin 41

=2

Ve
Fmoc

OH
o)

Zu einer Losung von 135 mg (1.05 mmol) cis-3-Methyl-L-prolin 40 in 15 ml H,O/Aceton
(1:1) werden bei RT 391 mg (1.16 mmol) 9-Fluorenylmethyloxycarbonyl- O-succinimid
und 97.5mg (1.16 mmol) NaHCO; gegeben und die Reaktionsmischung iibers Wochen-
ende geriihrt. Zugabe von Wasser und anschlieffende Lyophilisation ergibt einen farb-
losen Feststoff, der durch RP-HPLC (Methode A) gereinigt wird.

Ausbeute: 198 mg (0.563 mmol, 54 %)

Summenformel: Cy;Hy; NO,

Molmasse: 351.40 g-mol ™!

Schmelzpunkt: 75°C

'H-NMR (500.13 MHz, CD,0D): § [ppm] = 1.10, 1.11 (2xd, 3J = 6.9 Hz, 3H, CHCHj),
1.75 (m, 1H, CYH?*HP), 2.03 (m, 1H, CYH*HP), 2.57 (m, 1H, CPH), 3.40 (m, 1H,

C®H?HP), 3.67 (m, 1H, C’°H*HP), 4.16-4.30 (m, 2H, C*H, Fmoc-CH), 4.31-4.43 (m,
2H, Fmoc-CH,), 7.30-7.45 (m, 4H, H*¥!), 7.61-7.85 (m, 4H, H*"),
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BC{'H}-NMR (125.8 MHz, CD,0OD): & [ppm] = 15.2, 15.3 (CY'H,), 32.0 (cis-C'H,),
32.9 (trans-CYH,), 37.1 (trans-CPH), 38.1 (cis-CPH), 47.2, 47.6 (C°H,), 48.3, 48.4
(Fmoc-CH), 64.3, 64.6 (Fmoc-CH,)), 68.7, 69.2 (C*H), 120.9, 126.2, 128.2, 128.8
(C*™'H), 142.6, 145.0, 145.2, 145.3 (C*™¥1), 156.4, 156.6 (Fmoc-C=0), 174.7, 174.8
(C=0).

IR (KBr): 7 [em™!] = 3467.4, 2926.5, 1703.8 (st), 1430.0 (st), 1357.6, 1153.2, 1119.5,
758.9, 739.6.

MS (MALDI-TOF): m-z~' = 353.29 [M + H]", 375.36 [M + Na]*, 391.34 [M + K], mo-
noisotopische Masse berechnet fiir [Cy, H),NO,|* = 352.15, [Cy, H,;NO,Na]t* = 374.14,
[Cyy HyyNO,K] T = 390.11.

MS (ESI): m-z~! = 351.9 [M + H] T, 373.9 [M + Na]", monoisotopische Masse berechnet
fiir [Cy,HyyNO,]" = 352.2, [Cy HyyNO,Na] ™ = 374.1.

HPLC: tg = 24.72min (Methode A)

(] = —6.2 (c = 1.0, CH,CL,)

7.2.5 Festphasenpeptidsynthese
Beladung des o-Chlortritylchloridharzes

Das o-Chlortritylchloridharz (1 Aq) wird in trockenem CH,Cl, (ca. 1 ml/100 mg Harz)
gequollen und mit einer Lésung der Fmoc-Aminoséure bzw. der Azidosiure (2 Aq) und
DIPEA (6 Aq) in wenig DMF (ca. 1ul-mg~1) versetzt. Die Mischung wird 1.5h bei RT
geschiittelt, anschlieBend mit Methanol (ca. 100 ul/100 mg Harz) versetzt, nach weite-
ren 5 min abgesaugt und mit CH,Cl, (4x) und Methanol (4x) gewaschen. Uber Nacht
wird im Vakuum getrocknet. Die Beladung wird im Falle einer Azidosdure anhand der
Gewichtszunahme des Harzes bestimmt. Im Falle einer Fmoc-Aminoséure wird die Be-
ladung anhand der UV-Absorption der Abspaltprodukte der Fmoc-Gruppe (Piperidin-
Dibenzofulven-Addukt) bei 290 nm bestimmt. Hierzu wird 1.0 mg des beladenen Harzes
in einer Kivette mit 3 ml einer Abspaltlosung (20 % Piperidin in DMF) versetzt und so
lange bei RT belassen, bis die Absorption der Lésung konstant ist. Die Beladung kann
mit Hilfe der gemessenen Absorption anhand der von Miiller beschriebenen Methode

ermittelt werden. (243l
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Einfiihrung einer Aminosaure nach der Fmoc-Methode

Die Fmoc-Aminosiure (3 Aq) wird gemeinsam mit dem Kupplungsreagenz (N-TBTU
fiir lineare Aminoséiuren oder BOP fiir cyclische Aminosiuren, 3 Aq) in einer moglichst
kleinen Menge DMF geldst und mit DIPEA (6 Aq) versetzt. Die Losung wird gut durch-
mischt und nach 30s zum Peptidylharz (1 Aq) gegeben. Die Reaktionsmischung wird
unter gelegentlichem Schiitteln 45—60 min bei RT belassen. Anschlieflend wird der Erfolg
der Kupplung kontrolliert, indem eine kleine Menge Harz entnommen und mit CH,Cl,
gewaschen wird und das Peptid mit HFIP (20 % in CH,Cl,) vom Harz abgespalten und
durch MALDI-TOF-Massenspektrometrie analysiert wird. Ist die Reaktion nicht vollstén-
dig, wird die Reaktionszeit verlangert oder die Kupplung der Fmoc-Aminoséure erneut
durchgefiihrt. Nach beendeter Reaktion wird das Harz abgesaugt und mit CH,Cl, (3x),
DMF (3x), erneut CH,Cl, (3x) und 2-Propanol (2x) gewaschen.

Zur Abspaltung der Fmoc-Gruppe wird eine Losung von 4% DBU und 4 % Piperidin
in DMF (ca. 3ml/100 mg Harz) zum Harz gegeben und die Mischung 15 min unter gele-
gentlichem Schiitteln bei RT belassen. Nach Waschen mit DMF (1x) wird die Prozedur
wiederholt. AnschlieBend wird das Harz abgesaugt und mit CH,Cl, (3x), DMF (3x),
erneut CH,Cl, (3x) und 2-Propanol (2x) gewaschen.

Einfiihrung von a-Aminoisobuttersaure, L-Isovalin und «-Aminoisobuttersaure-Dg
nach der Azidosaurechloridmethode

Das Peptidylharz (1.0 Aq) wird in einer Lésung von NEt, (10 Aq) in trockenem CH,Cl,
(ca. 3ml/100 mg Harz) gequollen und langsam mit dem entsprechenden Azidoséurechlo-
rid (Ny=Aib-ClI 11, S-2-Azido-2-methylbutterséurechlorid 25 oder N2=D6Aib—Cl 5, 7Aq)
versetzt. Die Reaktionsmischung wird unter gelegentlichem Schiitteln 30-45min bei
RT belassen. Anschlielend wird der Erfolg der Kupplung kontrolliert, indem eine kleine
Menge Harz entnommen, mit CH,Cl, gewaschen, das Peptid mit HFTP (20 % in CH,Cl,)
vom Harz abgespalten und durch MALDI-TOF-Massenspektrometrie analysiert wird. Ist
die Reaktion nicht vollstéandig, wird die Reaktionszeit verlangert oder die Kupplung
des Azidosdurechlorids erneut durchgefiihrt. Nach beendeter Reaktion wird das Harz
abgesaugt und mit CH,Cl, (3x), DMF (3x), erneut CH,Cl, (3x) und 2-Propanol (2x)

gewaschen.

Zur Reduktion wird eine Suspension von Sn(SPh), (10 Aq) in trockenem CH,Cl, mit
Thiophenol (30 Aq) und NEt; (50 Aq) versetzt und gut durchmischt. Nach 5 min wird
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filtriert und das Filtrat zum Harz-gebundenen Azid gegeben. Die Reaktionsmischung
wird unter gelegentlichem Schiitteln 20 min bei RT belassen, wobei eine No-Entwicklung
zu beobachten ist. Nach beendeter Reaktion wird das Harz abgesaugt und mit CH,Cl,
(3x), DMF (3x), erneut CH,Cl, (3x) und 2-Propanol (2x) gewaschen.

Acetylierung des N-Terminus

DMAP (6.7 Aq) wird in trockenem CH,Cl, (ca. 2ml/100 mg Harz) gelést, mit Essigsiu-
reanhydrid (10 Aq) versetzt und gut durchmischt. Die Losung wird zum Peptidylharz
(1.0 Aq) gegeben und unter gelegentlichem Schiitteln 40 min bei RT belassen. Anschlie-
Bend wird der Erfolg der Kupplung kontrolliert, indem eine kleine Menge Harz entnom-
men und mit CH,Cl, gewaschen wird und das Peptid mit HFIP (20 % in CH,Cl,) vom
Harz abgespalten und durch MALDI-TOF-Massenspektrometrie analysiert wird. Ist die
Reaktion nicht vollstdandig, wird die Reaktionszeit verlangert. Nach beendeter Reaktion
wird die Reaktionsmischung vom Harz abgesaugt und mit CH,Cl, (3x), DMF (3x), er-
neut CH,Cl, (3x) und 2-Propanol (2x) gewaschen.

Abspaltung des Peptids vom o-Chlortritylharz mit HFIP

Das Peptidylharz (1.0 Aq) wird in CH,Cl, (ca. 2ml/100mg Harz) gequollen und mit
1,1,1,3,3,3-Hexafluor-2-propanol (ca. 0.5ml/100 mg Harz) versetzt. Die Reaktionsmi-
schung wird unter gelegentlichem Riithren 1h bei RT belassen und das Harz anschlie-
Bend abgesaugt. Das Harz wird griindlich mit CH,Cl, und Methanol gewaschen, das
Filtrat im Vakuum eingeengt und der Riickstand lyophilisiert.

7.2.6 Fragmentkondensation

Falls nicht anders angegeben, erfolgen sdmtliche Fragmentkondensationen nach dem

folgenden einheitlichen Ablauf.

Zu einer geriihrten Losung der Carboxykomponente (1.1-1.3 Aq), N-HATU (1.2-1.3 Aq)
und HOAt (1.0 Aq) in DMF (ca. 500 ul/10 mg Carboxykomponente) wird bei 0°C unter
Argon DIPEA (3.3-4.2 Aq) gegeben. Nach 5-10 min wird die Aminokomponente (1.0 Aq)
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in trockenem CH,Cl, (ca. 1 ml/10 mg Aminokomponente) zugegeben. Die Reaktionsmi-
schung wird bei RT geriihrt, bis der Erfolg der Reaktion durch MALDI-TOF-Massenspek-
trometrie nachgewiesen werden kann (einige Stunden bis mehrere Tage). Die fliichtigen

Bestandteile werden im Vakuum entfernt.

Sollen 57 oder 72 als Aminokomponente eingesetzt werden, wird von 55 bzw. 71 aus-
gegangen und zunéchst die Boc-Schutzgruppe mit HCl (25 % in H,O) entfernt und
anschlieend das Produkt lyophilisiert.

Eine am N-Terminus des Peptids befindliche Schutzgruppe wird vor der Isolierung des

Produktes abgespalten.
e Fmoc-Schutzgruppe

Der Riickstand wird in eine Losung von HNEt, (20 %) in DMF (ca. 1ml/10mg
Carboxykomponente) aufgenommen und geriihrt, bis der Erfolg der Reaktion
durch MALDI-TOF-Massenspektrometrie nachgewiesen werden kann (30-60 min).

Die fliichtigen Bestandteile werden im Vakuum entfernt.
o Azidogruppe

Der Riickstand wird in Methanol (ca. 1 ml/10 mg Carboxykomponente) und Es-
sigsdure (ca. 0.1ml/10mg Carboxykomponente) aufgenommen, mit Palladium
(10%) auf Aktivkohle versetzt und in einer Wasserstoffatmosphére geriihrt, bis
der Erfolg der Reaktion durch MALDI-TOF-Massenspektrometrie nachgewiesen
werden kann (iiber Nacht). Der Katalysator wird abfiltriert, griindlich mit Me-

thanol gewaschen und das Losungsmittel im Vakuum entfernt.

Das Produkt wird durch praparative RP-HPLC isoliert.

7.2.7 Synthese der Efrapeptine D-G 42—45

Ac-Pip-Aib-Pip-Aib-Aib-Leu-PAla-Gly-OH 48

Die Synthese erfolgt ausgehend von mit Glycin beladenem o-Chlortritylharz
(1.11 mmol-g~1, 0.3 mmol).

Ausbeute: 30.0 mg (38.5 umol, 13 %)

Summenformel: C37H62N8010
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Molmasse: 778.94 g-mol~!

MS (MALDI-TOF): m-z~' = 801.68 [M 4 Na]*, 817.70 [M + K] ", 823.75 [M + 2Na — H|*,
839.71 [M + Na + K — H]*, monoisotopische Masse berechnet fiir [C5,Hg,NgO,,Na] ™ =
801.45, [C3,HgoNgO; K] ™ = 817.42, [Cy,Hg NgO o Na,| " = 823.43,

[Cy,Hg NgO;oNaK] ™ = 839.40.

HPLC: tg = 18.99 min (Methode A)

Ac-Pip-Aib-Pip-L-lva-Aib-Leu-PAla-Gly-OH 49

Die Synthese erfolgt ausgehend von mit Glycin beladenem o-Chlortritylharz
(1.26 mmol-g~!, 0.3 mmol).

Ausbeute: 15.0mg (18.9 umol, 6 %)
Summenformel: C3Hg,NO,
Molmasse: 792.96 g-mol~!

MS (MALDI-TOF): m-z~' = 815.34 [M 4 Na]*, 831.35 [M + K| ", 837.38 [M + 2Na — H|*,
853.36 [M + Na + K — H] ", monoisotopische Masse berechnet fiir [C3Hg,NgO,,Na]™ =
815.46, [C33Hg,NgO1oK] ™ = 831.44, [C4gHaNg O, Nay,| ™ = 837.45,

[Cy;Hg NgOoNaK] ™ = 853.42.

HPLC: tg = 19.97 min (Methode A)

N,=Aib-Aib-Pip-Aib-Gly-Leu-L-lva-OH 26

Die Synthese erfolgt ausgehend von mit L-Isovalin beladenem o-Chlortritylharz
(1.14mmol-g~1, 0.3 mmol).

Ausbeute: 27.3mg (40.2 umol, 13 %)
Summenformel: Cg;H-3NOg

Molmasse: 679.81 g-mol~*
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MS (MALDI-TOF): m-z~ ! = 702.61 [M 4 Na] ™, 718.62 [M + K], monoisotopische Masse
berechnet fiir [Cy;Hz3NgOgNa]™ = 702.39, [C4; H;3NgOK] ' = 718.36.

HPLC: tg = 25.05min (Methode A)

N,-Aib-Aib-Pip-Aib-Ala-Leu-L-lva-OH 47

Die Synthese erfolgt ausgehend von mit L-Isovalin beladenem o-Chlortritylharz
(1.14mmol-g~!, 0.3 mmol).

Ausbeute: 23.1mg (33.3 umol, 11 %)
Summenformel: CyoHzNgOg
Molmasse: 693.83 g-mol~*

MS (MALDI-TOF): m-z~ " = 717.45 [M + Na]t, monoisotopische Masse berechnet fiir
[CyoH: NgOgNa] " = 716.41.

HPLC: tg = 26.47min (Methode A)

TFA-H-Aib-Aib-Pip-Aib-Gly-Leu-L-lva-X 58

Die Synthese erfolgt nach der in Kapitel 7.2.6 beschriebenen allgemeinen Vorschrift aus-
gehend von 8.9mg (19.7 umol, 1.0 Aq) 1-[(2S5)-2- N-(tert-Butyloxycarbonyl)-amino-4-
methylpentyl]-2,3,4,6,7,8-hexahydropyrrolo[1,2-a]pyrimidin-1-ium-iodid 55 als Amino-
komponente und 14.7mg (21.6 pmol, 1.1 Aq) N,=Aib-Aib-Pip-Aib-Gly-Leu-L-Iva-OH 46

als Carboxykomponente.
Ausbeute: 4.0mg (3.68 umol, 19 %)
Summenformel: C,;¢HgiFcN;,O
Molmasse: 1087.20 g-mol~*

MS (MALDI-TOF): m-z~! = 859.96 [M]", monoisotopische Masse berechnet fiir
[C, HogN, 05" = 859.61.
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HPLC: tg = 28.03min (Methode A)

TFA-H-Aib-Aib-Pip-Aib-Ala-Leu-L-lva-X 59

Die Synthese erfolgt nach der in Kapitel 7.2.6 beschriebenen allgemeinen Vorschrift aus-
gehend von 13.6 mg (30.2 umol, 1.0 Aq) 1-[(25)-2- N-(tert-Butyloxycarbonyl)-amino-4-
methylpentyl]-2,3,4,6,7,8-hexahydropyrrolo[1,2-a|pyrimidin-1-ium-iodid 55 als Amino-
komponente und 23.1 mg (33.3 pmol, 1.1 Aq) Ny=Aib-Aib-Pip-Aib-Gly-Leu-L-Iva-OH 46

als Carboxykomponente.
Ausbeute: 6.2mg (5.64 pmol, 19 %)
Summenformel: C,gHg,FcN;(O
Molmasse: 1101.23 g-mol~*

MS (MALDI-TOF): m-z~' = 873.97 [M]", monoisotopische Masse berechnet fiir
[C,5Hg N, ,0,]" = 873.63.

HPLC: tg = 19.56 min (Methode A)

Efrapeptin D 42

Die Synthese erfolgt nach der in Kapitel 7.2.6 beschriebenen allgemeinen Vorschrift aus-
gehend von 4.2 mg (3.90 umol, 1.0 Aq) TFA-H-Aib-Aib-Pip-Aib-Gly-Leu-L-Iva-X 58 als
Aminokomponente und 3.9mg (5.07 umol, 1.3 Aq) Ac-Pip-Aib-Pip-Aib-Aib-Leu-PAla-
Gly-OH 48 als Carboxykomponente.

Ausbeute: 1.2mg (0.692 umol, 18 %)
Summenformel: CgsH,30F3N;3O ¢
Molmasse: 1734.10 g-mol~*

"H-NMR (600.13 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 0.74-0.92 (m, 21H, Iva-HY, X-H? Leu-
HY), 1.09-2.19 (m, 72H), 2.05 (s, 3H, Ac-CH,), 2.15-2.40 (m, 2H), 2.71 (m, 1H),
2.87-3.18 (m, 2H), 3.20-3.38 (m, TH), 3.50-3.63 (m, 5H), 3.64 3.74 (m, 3H), 3.83 3.95
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(m, 1H), 3.97-4.05 (m, 2H), 4.06-4.29 (m, 3H), 4.97 (m, 1H, X-H%), 5.03 (m, 1H, Pip-
H%), 5.16 (m, 1H, Pip-H%), 5.34 (m, 1H, Pip-H%), 6.95 (d, 3J = 8.8 Hz, 1H, X-NH),
7.12 (s, 1H, Iva-NH), 7.52 (m, 1H, PAla-NH), 7.57 (s, 1H, Aib-NH), 7.65 (s, 1H, Aib-
NH), 7.66 (s, 1H, Aib-NH), 7.73 (m, 1H, Leu-NH), 7.96 (m, 1H, Leu-NH), 8.09 (s, 1H,
Aib-NH), 8.12 (s, 1H, Aib-NH), 8.25 (s, 1H, Aib-NH), 8.32 (m, 1H, Gly-NH), 8.45 (m,
1H, Gly-NH).

MS (MALDI-TOF): m-z~ ! = 1621.78 [M] ™, isotopengemittelte Masse berechnet fiir
[CgyHi39N1306] " = 1621.11.

HPLC: tg = 23.90 min (Methode A)

Efrapeptin E 43

Die Synthese erfolgt nach der in Kapitel 7.2.6 beschriebenen allgemeinen Vorschrift
ausgehend von 4.0 mg (3.68 umol, 1.0 Aq) TFA-H-Aib-Aib-Pip-Aib-Gly-Leu-L-Iva-X 58
als Aminokomponente und 3.8 mg (4.79 umol, 1.3 Aq) Ac-Pip-Aib-Pip-L-Iva-Aib-Leu-
PAla-Gly-OH 49 als Carboxykomponente.

Ausbeute: 3.1 mg (1.77 umol, 48 %)
Summenformel: Cg,H, ,;FsN;5O 4
Molmasse: 1748.12 g-mol~*

'H-NMR (600.13 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 0.77 (d, 3J = 7.9 Hz, 3H, Leu-H?), 0.78
(d, 3] = 6.7Hz, 3H, X-H?®), 0.79 (d, 3J = 6.1Hz, 3H, Leu-H?), 0.80 (t, 3J = 7.3Hz,
3H, Iva-HY), 0.82 (t, 3J = 6.8 Hz, 3H, Iva-HY), 0.86 (d, 3J = 7.7 Hz, 3H, X-H®), 0.87
(d, 3J = 6.1 Hz, 3H, Leu-H?®), 0.89 (d, 3J = 6.1 Hz, 3H, Leu-H?®), 1.15 (m, 1H, X-HF),
1.23-2.21 (m, 33H), 1.28 (s, 3H), 1.29 (s, 3H), 1.30 (s, 3H), 1.31 (s, 3H), 1.34 (s, 3H),
1.36 (s, 3H), 1.37 (s, 3H), 1.38 (s, 3H), 1.39 (s, 3H), 1.41 (s, 3H), 1.43 (s, 3H), 1.44 (s,
3H), 2.08 (s, 3H, Ac-CHy), 2.28-2.34 (m, 1H), 2.35-2.41 (m, 1H), 2.72 (m, 1H), 2.88-
3.00 (m, 1H), 3.15-3.22 (m, 1H), 3.51-3.62 (m, 8H), 3.65-3.73 (m, 8H), 3.92 (m, 1H),
4.01 (m, 1H), 4.07-4.24 (m, 2H), 4.21 (m, 1H, X-H*), 4.33 (m, 1H), 4.48 (m, 1H), 5.00
(m, 1H, Pip-H*), 5.01 (m, 1H, Pip-H*), 5.34 (m, 1H, Pip-H%), 6.95 (d, 3J = 9.2 Hz,
1H, X-NH), 7.12 (s, 1H, Iva-NH), 7.52 (m, 1H, PAla-NH), 7.53 (s, 1H, Aib-NH), 7.57
(d, 3] = 7.9Hz, 1H, Leu-NH), 7.66 (s, 1H, Aib-NH), 7.69 (s, 1H, Iva-NH), 7.87 (d,
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3] = 5.6Hz, 1H, Leu-NH), 7.99 (s, 1H, Aib-NH), 8.15 (s, 1H, Aib-NH), 8.24 (s, 1H,
Aib-NH), 8.34 (m, 1H, Gly-NH), 8.45 (m, 1H, Gly-NH).

MS (MALDI-TOF): m-z~! = 1635.52 [M] ™, isotopengemittelte Masse berechnet fiir
[CgoHy 4 N1O6] T = 1635.13.

MS (ESI-FT-ICR): m-z~ ! = 1634.07784, monoisotopische Masse berechnet fiir
[CgoH, 4 N1O6] T = 1634.07675.

HPLC: tg = 27.12min (Methode A)

Efrapeptin F 44

Die Synthese erfolgt nach der in Kapitel 7.2.6 beschriebenen allgemeinen Vorschrift aus-
gehend von 4.0mg (3.64 pmol, 1.0 Aq) TFA-H-Aib-Aib-Pip-Aib-Ala-Leu-L-Iva-X 59 als
Aminokomponente und 3.1 mg (3.98 umol, 1.1 Aq) Ac-Pip-Aib-Pip-Aib-Aib-Leu-PAla-
Gly-OH 48 als Carboxykomponente.

Ausbeute: 0.5 mg (0.286 umol, 8 %)
Summenformel: Cg,H,,,F3N;3O0 4
Molmasse: 1748.12 g-mol~*

TH-NMR (600.13 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 0.75-0.92 (m, 21H, Iva-HY, X-H?  Leu-
H?%), 1.15 (m, 1H, X-HP), 1.19-2.18 (m, 72H), 2.05 (s, 3H, Ac-CHj), 2.27-2.44 (m,
2H), 2.61 (m, 1H), 2.75-3.03 (m, 2H), 3.13-3.26 (m, 7H), 3.53-3.75 (m, 8H), 3.84 (m,
1H), 3.94-4.24 (m, 4H), 3.96 (m, 1H, Ala-H%), 4.19 (m, 1H, X-H%), 4.33 (m, 1H) 4.49
(m, 1H), 4.97 (m, 1H, Pip-H%), 5.03 (m, 1H, Pip-H?*), 5.22 (m, 1H, Pip-H%*), 6.89 (d,
3] = 7.9Hz, 1H, X-NH), 7.06 (s, 1H, Iva-NH), 7.52 (m, 1H, PAla-NH), 7.55 (s, 1H,
Aib-NH), 7.60 (s, 1H, Aib-NH), 7.62 (m, 1H, Ala-NH), 7.67 (s, 1H, Aib-NH), 7.71 (s,
1H, Aib-NH), 7.81 (m, 1H, Leu-NH), 7.95 (m, 1H, Leu-NH), 8.15 (s, 1H, Aib-NH),
8.23 (s, 1H, Aib-NH), 8.33 (m, 1H, Gly-NH).

MS (MALDI-TOF): m-z~! = 1634.21 [M] ™, isotopengemittelte Masse berechnet fiir
[CgoHy 4 N1O6] " = 1635.13.
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MS (ESI-FT-ICR): m-z~ ' = 817.54184, monoisotopische Masse berechnet fiir
[CeoH,4oN,506]° T = 817.54201; 828.53271, monoisotopische Masse berechnet fiir
[CeoH, 4N 30,6 Na]* ™ = 828.53298.

HPLC: tg = 27.61 min (Methode A)

Efrapeptin G 45

Die Synthese erfolgt nach der in Kapitel 7.2.6 beschriebenen allgemeinen Vorschrift
ausgehend von 4.0 mg (3.64 umol, 1.0 Aq) TFA-H-Aib-Aib-Pip-Aib-Ala-Leu-L-Iva-X 59
als Aminokomponente und 3.2mg (4.04 umol, 1.1 Aq) Ac-Pip-Aib-Pip-L-Iva-Aib-Leu-
Ala-Gly-OH 49 als Carboxykomponente.

Ausbeute: 1.1 mg (0.625 umol, 17 %)
Summenformel: CgsH, ,3F3N;5O 4
Molmasse: 1762.15 g-mol~*

TH-NMR (600.13 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 0.76-0.90 (m, 24H, Iva-HY, X-H®, Leu-
H?), 1.15 (m, 1H, X-HP), 1.20-2.19 (m, 34H), 1.23 (s, 3H), 1.27 (s, 3H), 1.28 (s, 3H),
1.31 (s, 3H), 1.32 (s, 3H), 1.34 (s, 3H), 1.35 (s, 3H), 1.36 (s, 3H), 1.39 (s, 3H), 1.41
(s, 3H), 1.43 (s, 3H), 1.46 (s, 3H), 2.05 (s, 3H, Ac-CHy), 2.38 (m, 2H), 2.61 (m, 1H),
2.75-2.99 (m, 2H), 3.13-3.25 (m, TH), 3.49-3.60 (m, 7H), 3.84 (m, 1H), 3.94-4.29 (m,
4H), 4.19 (m, 1H, X-H%), 4.24 (m, 1H, Ala-H*) 4.33 (m, 1H), 4.48 (m, 1H), 5.01 (m,
1H, Pip-H%), 5.12 (m, 1H), 5.22 (m, 1H, Pip-H%), 5.32 (m, 1H, Pip-H%), 6.89 (m, 1H,
X-NH), 7.05 (s, 1H, Iva-NH), 7.08 (s, 1H, Aib-NH), 7.35 (d, 3J = 8.7 Hz, 1H, Leu-NH),
7.53 (m, 2H, PAla-NH, Aib-NH), 7.57 (m, 1H, Leu-NH), 7.60 (s, 1H, Aib-NH), 7.68
(s, 1H, Iva-NH), 8.01 (s, 1H, Aib-NH), 8.15 (s, 1H, Aib-NH), 8.24 (m, 1H, Ala-NH),
8.34 (m, 1H, Gly-NH).

MS (MALDI-TOF): m-z~! = 1650.01 [M]™, isotopengemittelte Masse berechnet fiir
[CgoH14 N1O6] T = 1649.16.

MS (ESI-FT-ICR): m-z~! = 824.54921, monoisotopische Masse berechnet fiir
[CeaH, 44N 1gO6)° T = 824.54984; 835.53960, monoisotopische Masse berechnet fiir
[CgsH, 43N0, Nal*T = 835.54081.
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HPLC: tg = 28.11 min (Methode A)

7.2.8 Synthese von Neoefrapeptin A 60
Ac-Pip-Aib-Pip-L-lva-Aib-Leu-PAla-Gly-OH 49

Synthese und analytische Daten s. Kapitel 7.2.7 auf Seite 158.

Fmoc-Acc-Aib-Pip-Aib-Gly-Leu-L-lva-OH 61

Die Synthese erfolgt ausgehend von mit L-Isovalin beladenem o-Chlortritylharz

(1.1 mmol-g~!, 0.3 mmol).

Ausbeute: 28.7mg (32.8 umol, 11 %)
Summenformel: C,sHgsN- O,
Molmasse: 874.03 g-mol~!

MS (MALDI-TOF): m-z~! = 896.54 [M + Na]*, 912.60 [M + K],
934.66 [M + Na + K — H]", monoisotopische Masse berechnet fiir [CysHg3N,O,,Na] " =

HPLC: tg = 28.91 min (Methode A)

TFA-H-Acc-Aib-Pip-Aib-Gly-Leu-L-lva-X 62

Die Synthese erfolgt nach der in Kapitel 7.2.6 beschriebenen allgemeinen Vorschrift aus-
gehend von 10.3mg (22.8 umol, 1.0 Aq) 1-[(25)-2- N-(tert-Butyloxycarbonyl)-amino-
4-methylpentyl]-2,3,4,6,7,8-hexahydropyrrolo[1,2-a|pyrimidin-1-ium-iodid 55 als Ami-
nokomponente und 21.9mg (25.1 pmol, 1.1 Aq) Fmoc-Acc-Aib-Pip-Aib-Gly-Leu-L-Iva-
OH 61 als Carboxykomponente.

Ausbeute: 7.2mg (6.63 pmol, 29 %)

Summenformel: C48H78FGN10011
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Molmasse: 1085.18 g-mol~*

MS (MALDI-TOF): m-z~' = 857.96 [M]", monoisotopische Masse berechnet fiir
[C, H.-N,,0,]" = 857.60.

HPLC: tg = 19.07 min (Methode A)

Neoefrapeptin A 60

Die Synthese erfolgt nach der in Kapitel 7.2.6 beschriebenen allgemeinen Vorschrift
ausgehend von 7.2mg (6.63 umol, 1.0 Aq) TFA-H-Acc-Aib-Pip-Aib-Gly-Leu-L-Iva-X 62
als Aminokomponente und 6.8 mg (8.58 pmol, 1.1 Aq) Ac-Pip-Aib-Pip-L-Iva-Aib-Leu-
BAla-Gly-OH 49 als Carboxykomponente.

Ausbeute: 2.8 mg (1.60 umol, 24 %)
Summenformel: Cg,H;59F;N;30 4
Molmasse: 1746.11 g-mol~*

'H-NMR (600.13 MHz, CD,Cl,): & [ppm] = 0.80 (m, 3H, Iva-HY), 0.82 (m, 3H, Iva-HY),
0.83 (d, 3J = 7.3Hz, 3H, Leu-H?), 0.85 (d, 3J = 8.4 Hz, 3H, X-H?), 0.87 (d, 3J = 6.4 Hz,
3H, Leu-H®), 0.88 (d, 3J = 5.9Hz, 3H, Leu-H®), 0.95 (d, 3J = 6.6 Hz, 3H, Leu-H®),
1.15 (m, 1H, X-HY), 1.26 (m, 4H, Acc-HP), 1.27-1.71 (m, 46H), 1.28 (s, 3H, Aib-HP),
1.30 (s, 3H, Iva-HP), 1.35 (s, 3H, Aib-HP), 1.36 (s, 3H, Aib-HP), 1.40 (s, 3H, Aib-HP),
1.76 (s, 3H, Iva-HP), 2.05 (s, 3H, Ac-CHj), 2.39-2.43 (m, 2H), 2.92-3.19 (m, 4H),
3.30-3.67 (m, 14H), 3.92-4.48 (m, 10H), 5.01 (m, 1H, Pip-H%), 5.02 (m, 1H, Pip-H*),
5.27 (m, 1H, Pip-H*), 6.96 (d, 3] = 9.0Hz, 1H, X-NH), 7.12 (s, 1H, Iva-NH), 7.53 (s,
1H, Aib-NH), 7.57 (m, 1H, PAla-NH), 7.58 (m, 1H, Leu-NH), 7.64 (s, 1H, Aib-NH),
7.83 (d, 3] = 5.7Hz, 1H, Leu-NH), 7.93 (s, 1H, Aib-NH), 8.00 (s, 1H, Iva-NH), 8.23
(s, 1H, Aib-NH), 8.39 (m, 1H, Gly-NH), 8.55 (m, 1H, Gly-NH), 8.64 (s, 1H, Acc-NH).

MS (MALDLI-TOF): m-z~! = 1632.88 [M] ™, isotopengemittelte Masse berechnet fiir
[CeoH 30N 1306] " = 1633.12.

MS (ESI-FT-ICR): m-z~! = 816.53240, monoisotopische Masse berechnet fiir
[CeoH 40N 15016)° T = 816.53419; 825.04615, monoisotopische Masse berechnet fiir
[CeoH,43N1006]° T = 825.04746; 827.52388, monoisotopische Masse berechnet fiir
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[082H139N18016Na]2+ = 827.52516; 1632.06194, monoisotopische Masse berechnet fiir
[CgoH130N13016]" = 1632.06110.

HPLC: tg = 27.23 min (Methode A)

7.2.9 Synthese von Neoefrapeptin F 63
Ac-Pip-Aib-Pip-L-lva-Aib-Leu-PAla-Gly-OH 49

Synthese und analytische Daten s. Kapitel 7.2.7 auf Seite 158.

Fmoc-Acc-Aib-trans-L-MePro-Aib-Gly-Leu-L-lva-OH 64

Die Synthese erfolgt ausgehend von mit L-Isovalin beladenem o-Chlortritylharz
(0.91 mmol-g~1, 0.2 mmol).

Ausbeute: 28.1mg (32.1 umol, 16 %)
Summenformel: C,;;HgsN- O,
Molmasse: 874.03 g-mol~!

MS (MALDI-TOF): m-z~ " = 896.10 [M + Na]*,912.12 [M 4 K] ", 918.19 [M + 2Na — H] ",
934.21 [M + Na + K — H]", monoisotopische Masse berechnet fiir [CysHgzN,O,,Na] " =
896.45, [C,sHgy N, 0, K] ™ = 912.43, [C,Hg,N,0,Nay| ™ = 919.44,
[C46HgoN,0,oNaK] ™ = 934.41.

HPLC: tg = 26.93 min (Methode A)

TFA-H-Acc-Aib-trans-L-PMePro-Aib-Gly-Leu-L-Iva-X 65

Die Synthese erfolgt nach der in Kapitel 7.2.6 beschriebenen allgemeinen Vorschrift aus-
gehend von 13.2mg (29.2 umol, 1.0 Aq) 1-[(2S5)-2- N-(tert-Butyloxycarbonyl)-amino-4-
methylpentyl]-2,3,4,6,7,8-hexahydropyrrolo[1,2-a]pyrimidin-1-ium-iodid 55 als Amino-
komponente und 28.1mg (32.1 umol, 1.1 Aq) Fmoc-Acc-Aib-trans-L-PMePro-Aib-Gly-
Leu-L-Iva-OH 64 als Carboxykomponente.
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Ausbeute: 17.2mg (16.1 pmol, 55 %)
Summenformel: C,H.-FcN;,O0,,
Molmasse: 1068.18 g-mol~*

MS (MALDI-TOF): m-z~! = 856.28 [M]", monoisotopische Masse berechnet fiir
[C, H.-N,,0,]" = 857.60.

HPLC: tg = 17.75min (Methode A)

Neoefrapeptin F 63

Die Synthese erfolgt nach der in Kapitel 7.2.6 beschriebenen allgemeinen Vorschrift aus-
gehend von 17.0mg (15.9 umol, 1.0 Aq) TFA-H-Acc-Aib-trans-L-PM¢Pro- Aib-Gly-Leu-L-
Iva-X 65 als Aminokomponente und 16.4 mg (20.7 pmol, 1.3 Aq) Ac-Pip-Aib-Pip-L-Iva-
Aib-Leu-PAla-Gly-OH 49 als Carboxykomponente.

Ausbeute: 12.2mg (6.99 umol, 44 %)
Summenformel: Cg,H;39FsN;cO 4
Molmasse: 1746.11 g-mol~*

'H-NMR (600.13 MHz, CD,Cl,): & [ppm] = 0.88-1.01 (m, 11H, Iva-HY, X-H?®, trans-
BMepro-HY', Acc-HP), 0.90 (d, 3J = 6.6 Hz, 3H, Leu-H?), 0.92 (d, 3J = 6.6 Hz, 3H,
X-H?%), 0.94 (d, 3] = 8.2Hz, 3H, Leu-H?®), 0.96 (d, 3J = 6.7Hz, 3H, Leu-H?®), 0.97 (t,
3] = 7.4Hz, 3H, Iva-HY), 0.99 (d, 3] = 6.6 Hz, 3H, Leu-H?®), 1.19 (m, 2H), 1.30-2.25
(m, 29H), 1.43 (s, 3H, Aib-HP), 1.45 (s, 3H, Aib-HP), 1.48 (s, 3H, Aib-HP), 1.49 (s,
9H, Aib-HP, 2xIva-HP), 1.52 (s, 3H, Aib-HP), 1.53 (s, 3H, Aib-HP), 1.54 (s, 3H, Aib-
HP), 1.60 (s, 3H, Aib-HP), 2.20 (s, 3H, Ac-CHy), 2.36 (m, 2H), 2.74 (m, 1H), 2.81
(m, 1H), 3.08 (m, 1H), 3.17 (m, 1H), 3.27 (m, 1H), 3.31-3.46 (m, 6H), 3.59-3.74 (m,
7H), 3.80-3.87 (m, 3H), 3.91-4.11 (m, 7H), 4.39 (m, 1H, X-H%), 4.48 (m, 1H, Pip-H*),
5.23 (m, 1H, Pip-H%), 6.78 (d, 3] = 9.3 Hz, 1H, X-NH), 6.97 (s, 1H, Iva-NH), 7.42 (s,
1H, Aib-NH), 7.45 (s, 1H, Aib-NH), 7.53 (d, 3J = 7.1Hz, 1H, Leu-NH), 7.59 (m, 1H,
BAla-NH), 7.82 (s, 1H, Iva-NH), 7.84 (m, 1H, Gly-NH), 7.88 (s, 1H, Aib-NH), 7.96 (s,
1H, Aib-NH), 8.04 (m, 1H, Gly-NH), 8.06 (s, 1H, Acc-NH), 8.07 (d, 3J = 5.0Hz, 1H,
Leu-NH).
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MS (MALDI-TOF): m-z~ ! = 1631.19 [M] ™, isotopengemittelte Masse berechnet fiir
[CgoH130N13016] " = 1633.12.

MS (ESI-FT-ICR): m-z~! = 1632.06070, monoisotopische Masse berechnet fiir
[CooH,39N,5046]" = 1632.06110; 827.52510, monoisotopische Masse berechnet fiir
[CooH,59N,30,Na]* T = 827.52516.

HPLC: tg = 25.83 min (Methode A)

7.2.10 Synthese des Neoefrapeptin F-Analogons 66
Ac-Pip-Aib-Pip-L-lva-Aib-Leu-PAla-Gly-OH 49

Synthese und analytische Daten s. Kapitel 7.2.7 auf Seite 158.

Fmoc-Acc-Aib-cis-L-2MePro-Aib-Gly-Leu-L-lva-OH 67

Die Synthese erfolgt ausgehend von mit L-Isovalin beladenem o-Chlortritylharz
(0.91 mmol-g~!, 0.2mmol).

Ausbeute: 51.8 mg (59.3 umol, 30 %)
Summenformel: C, Hg;N-O,,
Molmasse: 874.03 g-mol™!

HPLC: tg = 26.57 min (Methode A)

TFA-H-Acc-Aib-cis-L-PMePro-Aib-Gly-Leu-L-lva-X 68

Die Synthese erfolgt nach der in Kapitel 7.2.6 beschriebenen allgemeinen Vorschrift aus-
gehend von 24.3 mg (53.8 umol, 1.0 Aq) 1-[(25)-2-N-(tert-Butyloxycarbonyl)-amino-4-
methylpentyl]-2,3,4,6,7,8-hexahydropyrrolo[1,2-a|pyrimidin-1-ium-iodid 55 als Amino-
komponente und 51.7 mg (59.2 pmol, 1.1 Aq) Fmoc-Acc-Aib- cis-L-PMePro-Aib-Gly-Leu-
L-Iva-OH 67 als Carboxykomponente.

Ausbeute: 26.6 mg (24.9 umol, 46 %)
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Summenformel: C48H77F6N10010
Molmasse: 1068.18 g-mol~*

MS (MALDI-TOF): m-z~' = 857.72 [M]", monoisotopische Masse berechnet fiir
[C, H.-N,,0,]" = 857.60.

HPLC: tg = 17.50 min (Methode A)

Neoefrapeptin F-Analogon 66

Die Synthese erfolgt nach der in Kapitel 7.2.6 beschriebenen allgemeinen Vorschrift
ausgehend von 25.6 mg (24.0 umol, 1.0 Aq) TFA-H-Acc-Aib-cis-L-PMePro- Aib-Gly-Leu-
L-Iva-X 68 als Aminokomponente und 24.7mg (31.2 umol, 1.3 Aq) Ac-Pip-Aib-Pip-L-
Iva-Aib-Leu-PAla-Gly-OH 49 als Carboxykomponente.

Ausbeute: 11.3mg (6.47 umol, 27 %)
Summenformel: Cg,H;39FsN;5O4
Molmasse: 1746.11 g-mol~*

'H-NMR (600.13 MHz, CD,CL,): & [ppm] = 0.88-1.03 (m, 11H, Iva-HY, X-H®, cis-
BMepro-HY', Acc-HP), 0.90 (d, 3J = 6.5Hz, 3H, Leu-H?), 0.93 (d, 3J = 6.6 Hz, 3H,
X-H?%), 0.96 (d, 3J = 6.7Hz, 3H, Leu-H?®), 0.97 (t, 3J = 8.1Hz, 3H, Iva-HY), 0.99 (d,
3] = 6.7Hz, 3H, Leu-H?®), 1.01 (d, 3J = 7.1 Hz, 3H, Leu-H?), 1.20 (m, 2H), 1.38-2.25
(m, 32H), 1.46 (s, 3H, Aib-HP), 1.48 (s, 3H, Aib-HP), 1.49 (s, 9H, Aib-HP, 2xIva-HP),
1.52 (s, 3H, Aib-HP), 1.53 (s, 3H, Aib-HP), 1.54 (s, 3H, Aib-HP), 1.59 (s, 3H, Aib-HP),
2.20 (s, 3H, Ac-CHj), 2.36 (m, 2H), 2.55 (m, 1H), 2.73 (m, 1H), 2.81 (m, 1H), 3.09
(m, 1H), 3.17 (m, 1H), 3.25-3.47 (m, 6H), 3.62-3.75 (m, 7H), 3.79-3.88 (m, 3H), 3.91-
4.11 (m, 6H), 4.25 (d, 3] = 8.2Hz, 1H), 4.39 (m, 1H, X-H%), 4.51 (m, 1H, Pip-H%),
5.23 (m, 1H, Pip-H%), 6.79 (d, 3] = 9.0 Hz, 1H, X-NH), 6.96 (s, 1H, Iva-NH), 7.39 (s,
1H, Aib-NH), 7.45 (s, 1H, Aib-NH), 7.54 (d, 3J = 6.8 Hz, 1H, Leu-NH), 7.59 (m, 1H,
BAla-NH), 7.81 (s, 1H, Iva-NH), 7.83 (m, 1H, Gly-NH), 7.90 (s, 1H, Aib-NH), 8.03 (s,
1H, Acc-NH), 8.04 (m, 1H, Gly-NH), 8.07 (s, 1H, Aib-NH), 8.11 (d, 3J = 4.8 Hz, 1H,
Leu-NH).
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MS (MALDI-TOF): m-z~ ! = 1630.58 [M] ™, isotopengemittelte Masse berechnet fiir
[CgoH130N13016] " = 1633.12.

MS (ESI-FT-ICR): m-z~! = 1632.06133, monoisotopische Masse berechnet fiir
[CgoH 30N 15016]T = 1632.06110; 816.53470, monoisotopische Masse berechnet fiir
[CeoH 40N 15016)° T = 816.53419; 827.52510, monoisotopische Masse berechnet fiir
[CooH59N,30,sNa]*T = 827.52516.

HPLC: tg = 25.97 min (Methode A)

7.2.11 Synthese des Efrapeptin C Analogons 69 mit einer von DBU
abgeleiteten Kopfgruppe

1-[(2S)-2- N-(tert-Butyloxycarbonyl)-amino-4-methylpentyl]-2,3,4,6,7,8,9,10-octa-
hydropyrimido[1,2-a]azepin-1-ium-iodid 71

Boc\N S
H NS)

o9,
Eine Losung von 252 mg (770 pmol, 1.0 Aq) S-2-( N-tert-Butyloxycarbonylamino)-4-me-
thyl-1-iodpentan 54 und 128 ul (858 umol, 1.1 Aq) DBU in 6 ml Toluol wird 1h unter
Riickfluss erhitzt. Nach Abkiihlen auf RT fillt iber Nacht ein farbloser Niederschlag

aus. Die tiberstehende Losung wird entfernt, der Niederschlag mit Et,O gewaschen und

im Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 295 mg (616 wmol, 79 %)
Summenformel: CyqH4gIN;O,
Molmasse: 479.44 g-mol~!

'TH-NMR (500.13 MHz, CD,Cl,): & [ppm] = 0.89 (d, 3] = 6.6Hz, 3H, C*Hj), 0.93
(d, 3] = 6.8Hz, 3H, C°Hy), 1.19 (ddd, 3] = 4.4Hz, 3] = 9.3Hz, %] = 13.8Hz, 1H,
CPH2HP), 1.40 (s, 9H, C(CHy),), 1.47 (m, 1H, CYH), 1.64-1.85 (m, 7H, CPH*HP,
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3xCH,), 2.03-2.20 (m, 2H, CH,), 2.83 (m, 1H, C**H*HP), 2.96 (m, 1H, C** H*HP),
3.37 (dd, 3J = 3.8 Hz, 2J = 15.0 Hz, 1H, CF H*HP), 3.44-3.50 (m, 3H, 1.5xCH,,), 3.52~
3.70 (m, 3H, 1.5xCH,), 3.66 (dd, 3] = 10.7 Hz, 2] = 15.0 Hz, 1H, CF'H*HP), 3.90 (m,
1H, C*H), 5.38 (d, 3J = 8.9Hz, 1H, NH).

BC{'H}-NMR (125.8 MHz, CD,Cl,): 8 [ppm] = 20.2 (CH,), 21.7 (C°H,), 23.2 (C°H,),
23.5 (CH,), 25.2 (C'H), 26.3 (CH,), 28.4 (Boc-CHj,), 28.8 (CH,), 28.9 (CH,), 40.9
(CH,), 48.0 (C*H), 48.5 (CH,), 50.0 (CH,), 55.9 (CH,), 59.0 (CH,), 79.9 (OC(CH,),),
156.5 (Boc-C=0), 167.9 (N—C=N).

MS (ESI): m-z~! = 296.20 [M—C,H,] ™, 352.31 [M]", monoisotopische Masse berechnet
fiir [C5H3oN30,]" = 296.23, [CyoHz5N,0,]" = 352.30.

HPLC: tg = 18.41 min (Methode A)

L-Leucyl-x-aminoisobutyryl-1-[(2S5)-2-amino-4-methylpentyl]-2,3,4,6,7,8,9,10-octa-
hydropyrimido[1,2-a]azepin-1-ium-trifluoracetat 77

TFA* H-Leu-Aib~_ CF3COO@

N
H N ®
X
o9,

Die Synthese erfolgt nach der in Kapitel 7.2.6 beschriebenen allgemeinen Vorschrift
ausgehend von 150 mg (313 umol, 1.0 Aq) 1-[(25)-2- N-(tert-Butyloxycarbonyl)-ami-
no-4-methylpentyl]-2,3,4,6,7,8,9,10-octahydropyrimido[1,2-a)azepin-1-ium-iodid 71 als
Aminokomponente und 120mg (379 umol, 1.2 Aq) Boc-Leu-Aib-OH 75 als Carboxy-

komponente.

Nach erfolgreicher Kupplung werden die fliichtigen Bestandteile im Vakuum entfernt
und der Riickstand in 2ml CH,Cl, gelost und bei 0°C mit 4ml TFA versetzt. Nach
0.5h wird im Vakuum eingeengt und der Riickstand in wenig H,O aufgenommen und
lyophilisiert. Das Produkt wird durch préparative RP-HPLC als farbloser Feststoff iso-

liert.
Ausbeute: 21.7 mg (32.0 umol, 10 %)

Summenformel: C29H49F6N5O6
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Molmasse: 677.72 g-mol~!

IH-NMR (500.13 MHz, CD,Cl,): & [ppm] = 0.85 (d, 3J = 6.3 Hz, 3H, Y-H®), 0.89 (d,
3] = 6.3Hz, 3H, Y-H?), 0.92 (d, 3J = 5.7Hz, 3H, Leu-H®), 0.94 (d, 3J = 5.7Hz, 3H,
Leu-H®), 1.11 (ddd, 3] = 4.2Hz, 3] = 9.4Hz, 2] = 13.7Hz, 1H, Y-HP), 1.41 (s, 3H,
Aib-HP), 1.47 (s, 3H, Aib-HP), 1.50-1.66 (m, 2H), 1.61 (m, 1H, Y-HY), 1.66-1.76 (m,
5H, Leu-HP, Leu-HY, Y-HP), 1.86 (m, 2H), 2.00 (m, 1H), 2.09 (m, 1H), 2.75 (m, 1H),
3.17 (m, 1H), 3.25 (dd, 3J = 3.1Hz, 2] = 14.4Hz, 1H, Y-HF"), 3.37-3.55 (m, 5H), 3.66
(m, 1H), 3.88 (m, 2H), 3.99 (m, 1H), 4.14 (m, 1H, Y-H%), 7.53 (d, ®J = 8.8 Hz, 1H,
Y-NH), 8.29 (s, 1H, Aib-NH), 8.80 (s, 3H, Leu-NH,).

BC{'H}-NMR (125.8 MHz, CD,CL,): & [ppm] = 20.2 (Y-CP"), 21.6 (Leu-CY), 22.1
(Leu-C?), 22.5 (Leu-C?), 23.28 (Y-CY), 23.34 (Y-C?), 24.7 (C-C?), 25.0 (3C, Y-C**,
2x Aib-CP), 25.7 (Y-CY*), 26.3 (Y-C*), 28.7 (Y-CP™), 40.1 (Y-CP), 40.6 (Leu-CP),
46.8 (Y-C*''), 47.5 (Y-C¥"), 49.5 (Y-C%), 54.2 (Leu-C%), 55.6 (Y-C**'), 57.1 (Y-CP’),
57.8 (Aib-C%), 168.0 (Y-C*), 169.1 (Leu-C=0), 175.3 (Aib-C=0).

MS (MALDI-TOF): m-z~! = 450.48 [M]", monoisotopische Masse berechnet fiir
[CosH N0, = 450.38.

HPLC: tg = 16.13min (Methode A)

Ac-Pip-Aib-Pip-Aib-Aib-Leu-PAla-Gly-OH 48

Synthese und analytische Daten s. Kapitel 7.2.7 auf Seite 157.

N,=Aib-Aib-Pip-Aib-Gly-OH 70

Die Synthese erfolgt ausgehend von mit Glycin beladenem o-Chlortritylharz
(1.11mmol-g~1, 0.3 mmol).

Ausbeute: 46.9 mg (100 umol, 33 %)
Summenformel: C20H33N7O6

Molmasse: 467.52 g-mol~*
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MS (MALDI-TOF): m-z~ ! = 490.39 [M 4 Na] ™, 506.34 [M + K], monoisotopische Masse
berechnet fiir [CoqH33N,OgNa]™ = 490.24, [CyoH33N,OgK] " = 506.21.

HPLC: tg = 19.16 min (Methode A)

TFA-H-Aib-Aib-Pip-Aib-Gly-Leu-Aib-Y 78

Die Synthese erfolgt nach der in Kapitel 7.2.6 beschriebenen allgemeinen Vorschrift aus-
gehend von 20.0mg (29.5 umol, 1.0 Aq) N-(tert-Butyloxycarbonyl)-L-leucyl-a-amino-
isobutyryl-1-[(25)-2-amino-4-methylpentyl]-2,3,4,6,7,8,9,10-octahydropyrimido[1,2-a]a-
zepin-1-ium-trifluoracetat 76 als Aminokomponente und 15.0 mg (32.1 pmol, 1.1 Aq)
N,=Aib-Aib-Pip-Aib-Gly-OH 70 als Carboxykomponente.

Ausbeute: 7.0mg (6.36 pmol, 22 %)
Summenformel: C,gHg,F;N; O,
Molmasse: 1101.23 g-mol~*

MS (MALDI-TOF): m-z~! = 874.43 [M]", monoisotopische Masse berechnet fiir
[C,sHg,N;,O-]" = 873.63.

HPLC: tg = 18.55 min (Methode A)

Ac-Pip-Aib-Pip-Aib-Aib-Leu-PAla-Gly-Aib-Aib-Pip-Aib-Gly-Leu-Aib-Y 69

Die Synthese erfolgt nach der in Kapitel 7.2.6 beschriebenen allgemeinen Vorschrift
ausgehend von 7.0 mg (6.36 pmol, 1.0 Aq) TFA-H-Aib-Aib-Pip-Aib-Gly-Leu-Aib-Y 78 als
Aminokomponente und 6.4mg (8.27 umol, 1.3 Aq) Ac-Pip-Aib-Pip-Aib-Aib-Leu-PAla-
Gly-OH 48 als Carboxykomponente.

Ausbeute: 6.1 mg (3.49 umol, 55 %)
Summenformel: Cg,H, ,;FsN;cO0 4

Molmasse: 1748.12 g-mol~*
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'H-NMR (600.13 MHz, CD,Cl,): & [ppm] = 0.78 (d, 3] = 6.6 Hz, 3H, Leu-H®), 0.79 (d,
3] = 6.8 Hz, 3H, Leu-H?), 0.83 (d, 3J = 6.4 Hz, 3H, Leu-H?®), 0.86 (d, 3J = 6.6 Hz, 3H,
Leu-H?), 0.87 (d, 3J = 5.4 Hz, 3H, Y-H?), 0.89 (d, 3J = 6.2 Hz, 3H, Y-H?), 1.18 (m, 1H,
Y-HP), 1.23-1.78 (m, 33H), 1.30 (s, 6H, 2x Aib-HP), 1.33 (s, 3H, Aib-HP), 1.34 (s, 3H,
Aib-HP), 1.35 (s, 3H, Aib-HP), 1.37 (s, 9H, 3xAib-HP), 1.39 (s, 3H, Aib-HP), 1.40 (s,
3H, Aib-HP), 1.41 (s, 6H, 2x Aib-HP), 1.43 (s, 3H, Aib-HP), 1.44 (s, 3H, Aib-HP), 2.05
(s, 3H, Ac-CHy), 2.07 (m, 1H, Pip-HP), 2.10 (m, 1H, Pip-HP), 2.19 (m, 1H, Pip-HF),
2.31 (m, 1H, PAla-H%) 2.38 (m, 1H, PAla-H*), 2.73 (m, 1H), 2.82 (m, 1H), 3.00 (m,
1H), 3.14-3.32 (m, 8H), 3.47-3.61 (m, 4H, Gly-H%), 4.00 (m, 1H, Leu-H%), 4.00 (m,
1H, Leu-H%), 4.06 (m, 1H, Y-H%), 4.96 (m, 1H, Pip-H%), 5.03 (m, 1H, Pip-H%), 5.33
(m, 1H, Pip-H%), 7.00 (d, 3J = 9.0 Hz, 1H, Y-NH), 7.37 (s, 1H, Aib-NH), 7.52 (m, 1H,
Leu-NH), 7.54 (m, 1H, PAla-NH), 7.65 (s, 1H, Aib-NH), 7.67 (s, 2H, 2x Aib-NH), 7.77
(d, 3] = 6.6 Hz, 1H, Leu-NH), 7.95 (s, 1H, Aib-NH), 8.12 (s, 1H, Aib-NH), 8.24 (s,
1H, Aib-NH), 8.32 (t, 3J = 5.1 Hz, 1H, Gly-NH), 8.42 (t, 3J = 5.3 Hz, 1H, Gly-NH).

MS (MALDI-TOF): m-z~! = 1635.17 [M] ™, isotopengemittelte Masse berechnet fiir
[CgoHy 4 N1O6] T = 1635.13.

MS (ESI-FT-ICR): m-z~ ! = 828.53249, monoisotopische Masse berechnet fiir
[CgoH 4N 50,6 Na]*™ = 828.53298.

HPLC: tg = 26.41 min (Methode A)

7.2.12 Synthese der isotopenmarkierten Efrapeptin C-Analoga 79-82
Ac-Pip-Aib-Pip-Ps Aib-Ps Aib-Leu-PAla-Gly-OH 86

Die Synthese erfolgt ausgehend von mit Glycin beladenem o-Chlortritylharz
(1.11mmol-g~!, 0.3 mmol).

Ausbeute: 40.0 mg (50.6 umol, 17 %)
Summenformel: C;-HygD{,NgO

Molmasse: 791.01 g-mol~*
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MS (MALDI-TOF): m-z~' = 813.16 [M 4 Na]t, 829.13 [M + K], 835.15 [M + 2Na — H|*,
851.14 [M + Na + K — H]", monoisotopische Masse berechnet fiir
[Cy7Hy,DyNgO Na] * = 813.52, [Cy,H,,D;,N; O, K]t = 829.50,
[CyHyoD o Ng O Nay] ™ = 835.51, [C3,H,oD;,NgO,NaK] " = 851.48.

HPLC: tg = 20.41 min (Methode A)

Ac-Pip-Ps Aib-Pip-P¢ Aib-Aib-Leu-PAla-Gly-OH 87

Die Synthese erfolgt ausgehend von mit Glycin beladenem o-Chlortritylharz
(1.11 mmol-g~1, 0.14 mmol).

Ausbeute: 7.8 mg (9.86 pmol, 7 %)
Summenformel: C,-HyzqD{,NgO,
Molmasse: 791.01 g-mol~!

MS (MALDI-TOF): m-z~ ' = 809.37 [M + Na]*, 825.45 [M + K|,

832.56 [M + 2Na — H]", 847.54 [M + Na + K — H]", monoisotopische Masse berechnet
fiir [Cy;HzoD;5NgOoNa] ™ = 813.52, [Cy,Hy,D;,NO; K] = 829.50,
[CqrHygD o Ng O Nay] ™ = 835.51, [C3,H,oD ;3N O, NaK] ™ = 851.48.

HPLC: tg = 18.94min (Methode A)

Ac-Pip-P¢ Aib-Pip-Aib-P¢ Aib-Leu-PAla-Gly-OH 88

Die Synthese erfolgt ausgehend von mit Glycin beladenem o-Chlortritylharz
(1.11mmol-g~!, 0.14 mmol).

Ausbeute: 3.8 mg (4,80 umol, 4 %)
Summenformel: C,-HyzqD{,NgO,
Molmasse: 791.01 g-mol !

MS (MALDI-TOF): m-z~ ' = 808.77 [M + Na]*, 824.82 [M + K|, 831.91 [M 4 2Na — H] ",
846.86 [M + Na + K — H]", monoisotopische Masse berechnet fiir
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[Cy7Hs, Dy NgO Na] T = 813.52, [Cy,H,,D1,Ng O, K] = 829.50,
[Cy7H,9D15,NgOoNay| = 835.51, [C3,H,gD1,NgO,oNaK]" = 851.48.

HPLC: tg = 19.25 min (Methode A)

Ac-Pip-P¢ Aib-Pip-P¢ Aib-D¢ Aib-Leu-PAla-Gly-OH 89

Die Synthese erfolgt ausgehend von mit Glycin beladenem o-Chlortritylharz
(1.11 mmol-g~!, 0.1 mmol).

Ausbeute: 5.0 mg (6.27 umol, 6 %)
Summenformel: C,-H,,DsNgO,
Molmasse: 797.05 g-mol~!

HPLC: tg = 17.35min (Methode A)

N,=P¢ Aib-P¢ Aib-Pip-P¢ Aib-Gly-OH 85

Die Synthese erfolgt ausgehend von mit Glycin beladenem o-Chlortritylharz
(0.86 mmol-g~!, 0.3 mmol).

Ausbeute: 15.0mg (30.9 umol, 10 %)
Summenformel: Cy H;5D3N-Og
Molmasse: 485.63 g-mol ™!

MS (MALDLI-TOF): m-z~! = 500.77 [M + Na]*, monoisotopische Masse berechnet fiir
[CyoH,5D N, ONa] ™ = 508.35.

HPLC: tg = 16.40 min (Methode A)
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N,=P¢Aib-Ps Aib-Pip-P¢ Aib-Gly-Leu-P¢ Aib-OH 83

Die Synthese erfolgt ausgehend von mit &- Aminoisobuttersidure-Dg beladenem o-Chlor-

tritylharz (0.7 mmol-g~!, 0.26 mmol).

Ausbeute: 45.3mg (65.7 umol, 25 %)

Summenformel: CyH,.D,,NgOq

Molmasse: 689.93 g-mol "

MS (MALDI-TOF): m-2~+ = 680.75 [M + H]™, 703.81 [M + Na]*, 720.90 [M + K]*, mo-
noisotopische Masse berechnet fiir [CayHogDyy NoOg]t = 690.54,

[CyoHyrDeyNgOgNa] ™ = 712.53, [C30H,, Dy NgOgK] ™ = 728.50.

HPLC: tg = 23.69min (Methode A)

N,=P¢ Aib-Aib-Pip-P¢ Aib-Gly-Leu-Ps Aib-OH 84

Die Synthese erfolgt ausgehend von mit a- Aminoisobuttersiure-Dg beladenem o-Chlor-

tritylharz (1.0 mmol-g~!, 0.3 mmol).

Ausbeute: 16.1 mg (23.5 umol, 8 %)

Summenformel: C;iH33D,4NqOg

Molmasse: 683.89 g-mol~!

MS (MALDI-TOF): m-z~+ = 674.29 [M + H]", 701.33 [M + Na| ", 717.39 [M + K], mo-
noisotopische Masse berechnet fiir [CayHz,D;sNoOg] " = 684.51,

[Cy0H3D15NgOgNa]t = 706.49, [C3,H,3D,sNgOgK] " = 722.46.

HPLC: tg = 21.66 min (Methode A)
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TFA-H-D¢ Aib-Ds Aib-Pip-Ps Aib-Gly-Leu-Aib-X 92

Die Synthese erfolgt nach der in Kapitel 7.2.6 beschriebenen allgemeinen Vorschrift aus-
gehend von 17.7 mg (28.0 umol, 1.0 Aq) L-Leucyl-a-aminoisobutyryl-1-[(25)-2-amino-4-
methylpentyl]-2,3,4,6,7,8-hexahydropyrrolo[1,2-a]pyrimidin-1-ium-trifluoracetat 91 als
Aminokomponente und 15.1mg (31.0 pmol, 1.1 Aq) N,=P6Aib-Ps Aib-Pip-Ps Aib-Gly-
OH 85 als Carboxykomponente.

Ausbeute: 13.2mg (12.3 umol, 44 %)
Summenformel: C,,HyoD3FgN,,0,,
Molmasse: 1074.28 g-mol~*

HPLC: tg = 15.41 min (Methode A)

TFA-H-Ps Aib-Ps Aib-Pip-P¢ Aib-Gly-Leu-P¢ Aib-X 93

Die Synthese erfolgt nach der in Kapitel 7.2.6 beschriebenen allgemeinen Vorschrift aus-
gehend von 29.3mg (65.0 umol, 1.0 Aq) 1-[(25)-2-N-(tert-Butyloxycarbonyl)-amino-
4-methylpentyl]-2,3,4,6,7,8-hexahydropyrrolo[1,2-a]pyrimidin-1-ium-iodid 55 als Ami-
nokomponente und 49.3mg (71.5umol, 1.1 Aq) N,=P¢Aib-Ps Aib-Pip-P¢ Aib-Gly-Leu-
Ds Aib-OH 83 als Carboxykomponente.

Ausbeute: 17.0mg (15.7 umol, 24 %)
Summenformel: C, Hs3Dy,FgN; 504,
Molmasse: 1080.31 g-mol~*

MS (MALDI-TOF): m-z~! = 862.37 [M]", monoisotopische Masse berechnet fiir
[C43Hs3D9, N, ,O,]" = 869.75.

HPLC: tg = 18.00 min (Methode A)
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TFA-H-D¢ Aib-Aib-Pip-P¢ Aib-Gly-Leu-P¢ Aib-X 94

Die Synthese erfolgt nach der in Kapitel 7.2.6 beschriebenen allgemeinen Vorschrift aus-
gehend von 9.7mg (21.4 umol, 1.0 Aq) 1-[(2S5)-2- N-(tert-Butyloxycarbonyl)-amino-4-
methylpentyl]-2,3,4,6,7,8-hexahydropyrrolo[1,2-a]pyrimidin-1-ium-iodid 55 als Amino-
komponente und 16.1 mg (23.5 pmol, 1.1 Aq) N2:D6Aib—Aib—Pip—D6Aib—Gly—Leu—D6Aib—
OH 84 als Carboxykomponente.

Ausbeute: 11.3mg (10.5 pmol, 49 %)
Summenformel: C,,HyoDgFgN,,0,,
Molmasse: 1074.28 g-mol~*

MS (MALDL-TOF): m-z~' = 858.14 [M] ", monoisotopische Masse berechnet fiir
[Cu3HsoD N, O,] " = 863.71.

HPLC: tg = 16.74min (Methode A)

Ac-Pip-Aib-Pip-Ps Aib-Ps Aib-Leu-PAla-Gly-P¢ Aib-P¢ Aib-Pip-P¢ Aib-Gly-Leu-Aib-
X 79

Die Synthese erfolgt nach der in Kapitel 7.2.6 beschriebenen allgemeinen Vorschrift aus-
gehend von 12.8mg (11.9 umol, 1.0 Aq) TFA-H-P¢ Aib-P6 Aib-Pip-P6 Aib-Gly-Leu-Aib-
X 92 als Aminokomponente und 12.3mg (15.5 umol, 1.3 Aq) Ac-Pip-Aib-Pip-Ps Aib-
D6 Aib-Leu-PAla-Gly-OH 86 als Carboxykomponente.

Ausbeute: 7.1 mg (4.06 umol, 34 %)
Summenformel: CgoH, ;D3 FsN;3O14
Molmasse: 1750.26 g-mol~*

'H-NMR (600.13 MHz, CD,Cl,): & [ppm] = 0.89 (d, 3J = 7.0Hz, 3H, Leu-H®), 0.91
(d, 3J = 7.9Hz, 3H, X-H?%), 0.92 (d, 3] = 7.0Hz, 3H, Leu-H®), 0.96 (d, 3] = 7.2 Hz,
3H, X-H?®), 0.97 (d, 3J = 8.6 Hz, 3H, Leu-H®), 0.98 (d, 3J = 6.6 Hz, 3H, Leu-H?), 1.22
(m, 1H, X-HP), 1.30 (m, 1H), 1.44-1.60 (m, 10H), 1.48 (s, 3H, Aib-HP), 1.50 (s, 3H,
Aib-HP), 1.52 (s, 3H, Aib-HP), 1.53 (s, 3H, Aib-HP), 1.62-1.92 (m, 16H), 2.04-2.40
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(m, 6H), 2.20 (s, 3H, Ac-CH,), 2.76 (m, 1H), 2.83 (m, 1H), 3.10 (m, 2H), 3.23-3.46 (m,
7H), 3.59-3.74 (m, 5H), 3.79-3.88 (m, 3H), 3.95 (m, 2H), 4.07 (m, 2H), 4.15 (m, 1H),
4.32 (m, 1H), 4.39 (m, 1H, X-H*), 4.49 (m, 1H, Pip-H*), 4.82 (m, 1H, Pip-H%), 5.22
(m, 1H, Pip-H®), 6.80 (d, 37 = 9.4Hz, 1H, X-NH), 7.17 (s, 1H, Aib-NH), 7.21 (s, 1H,
Aib-NH), 7.36 (s, 1H, Aib-NH), 7.43 (m, 1H, PAla-NH), 7.52 (s, 1H, Aib-NH), 7.55
(d, 3] = 7.3Hz, 1H, Lew-NH), 7.61 (s, 1H, Aib-NH), 7.64 (m, 1H, Gly-NH), 7.69 (s,
1H, Aib-NH) 7.81 (m, 1H, Gly-NH), 8.03 (s, 1H, Aib-NH), 8.07 (d, 3/ = 5.0 Hz, 1H,
Leu-NH).

MS (MALDI-TOF): m-z~ ! = 1626.72 [M] ™, isotopengemittelte Masse berechnet fiir
[CSOH107D3ON18016]+ = 1637.24.

HPLC: tg = 22.08 min (Methode A)

Ac-Pip-P¢ Aib-Pip-Ps Aib-Aib-Leu-PAla-Gly-P¢ Aib-Pé Aib-Pip-P¢ Aib-Gly-Leu-P¢ Aib-
X 80

Die Synthese erfolgt nach der in Kapitel 7.2.6 beschriebenen allgemeinen Vorschrift aus-
gehend von 8.2mg (7.60 umol, 1.0 Aq) TFA-H-P¢ Aib-P6 Aib-Pip-P6 Aib-Gly-Leu-P6 Aib-
X 93 als Aminokomponente und 7.8 mg (9.88 umol, 1.3 Aq) Ac-Pip-P¢ Aib-Pip-P¢ Aib-
Aib-Leu-PAla-Gly-OH 87 als Carboxykomponente.

Ausbeute: 2.8 mg (1.59 umol, 21 %)
Summenformel: CgyH, 5 DgsF3N; 5O g
Molmasse: 1756.29 g-mol "

'H-NMR (600.13 MHz, CD,Cl,): & [ppm] = 0.89 (d, 3] = 7.3 Hz, 3H, Leu-H®), 0.90 (d,
3] = 6.9Hz, 3H, X-H?), 0.92 (d, >J = 6.7Hz, 3H, Leu-H®), 0.95 (d, 3J = 6.9 Hz, 3H,
X-H?%), 0.97 (d, 3] = 7.3 Hz, 3H, Leu-H?), 0.98 (d, 3J = 6.7 Hz, 3H, Leu-H®), 1.19-1.24
(m, 1H, X-HP), 1.29 (m, 1H), 1.43-1.59 (m, 10H), 1.50 (s, 3H, Aib-HP), 1.54 (s, 3H,
Aib-HP), 1.60-1.92 (m, 16H), 2.04-2.40 (m, 6H), 2.20 (s, 3H, Ac-CHy), 2.76 (m, 1H),
2.83 (m, 1H), 3.06-3.13 (m, 2H), 3.18 (m, 1H), 3.24-3.47 (m, 6H), 3.58-3.74 (m, 5H),
3.79-3.89 (m, 3H), 3.95 (m, 2H), 4.03-4.18 (m, 3H), 4.38 (m, 2H, X-H%), 4.68 (m,
1H, Pip-H%), 5.00 (m, 1H, Pip-H%), 5.23 (m, 1H, Pip-H*), 6.84 (d, 3J = 9.5Hz, 1H,
X-NH), 7.25 (s, 1H, Aib-NH), 7.44 (s, 1H, Aib-NH), 7.45 (m, 1H, PAla-NH), 7.55 (d,
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3] = 7.5Hz, 1H, Leu-NH), 7.66 (s, 1H, Aib-NH), 7.72 (m, 2H, Aib-NH, Gly-NH), 7.83
(s, 1H, Aib-NH), 8.02 (s, 1H, Aib-NH), 8.05 (d, 3/ = 5.7Hz, 1H, Leu-NH), 8.09 (s,
1H, Aib-NH), 8.28 (m, 1H, Gly-NH).

MS (MALDI-TOF): m-z~ ! = 1627.88 [M] ™, isotopengemittelte Masse berechnet fiir
[CSOH101D36N18016]+ = 1643.28.

HPLC: tg = 25.65 min (Methode A)

Ac-Pip-P¢ Aib-Pip-Aib-Ps Aib-Leu-PAla-Gly-P¢ Aib-Pé Aib-Pip-P¢ Aib-Gly-Leu-P¢ Aib-
X 81

Die Synthese erfolgt nach der in Kapitel 7.2.6 beschriebenen allgemeinen Vorschrift aus-
gehend von 3.9mg (3.65 umol, 1.0 Aq) TFA-H-P6 Aib-P6s Aib-Pip-P¢ Aib-Gly-Leu-6 Aib-
X 93 als Aminokomponente und 3.8 mg (4.75 umol, 1.3 Aq) Ac-Pip-P¢Aib-Pip-Aib-
D6 Aib-Leu-PAla-Gly-OH 88 als Carboxykomponente.

Ausbeute: 5.3 mg (3.02 umol, 83 %)
Summenformel: CgoH,5;D3gF3N;cO g
Molmasse: 1756.29 g-mol~*

IH-NMR (600.13 MHz, CD,CL,): & [ppm] = 0.90 (d, 3J = 6.5Hz, 3H, Leu-H®), 0.91
(d, 3] = 6.7Hz, 3H, X-H?), 0.92 (d, 3J = 6.7Hz, 3H, Leu-H?), 0.96 (d, 3J = 6.9 Hz,
3H, X-H?), 0.97 (d, 3] = 7.1Hz, 3H, Leu-H?), 0.98 (d, 3] = 7.1Hz, 3H, Leu-H?),
1.23 (m, 1H, X-HP), 1.30 (m, 1H), 1.43-1.68 (m, 10H), 1.53 (s, 3H, Aib-HP), 1.56 (s,
3H, Aib-HP), 1.71-1.95 (m, 16H), 2.00-2.40 (m, 6H), 2.23 (s, 3H, Ac-CHj), 2.76-2.86
(m, 2H), 3.03-3.14 (m, 2H), 3.27-3.47 (m, 7H), 3.59-3.79 (m, 5H), 3.81-3.88 (m, 3H),
3.91-4.01 (m, 2H), 4.10 (m, 2H), 4.16 (m, 1H), 4.27 (m, 1H), 4.38 (m, 1H, X-H%), 4.45
(m, 1H, Pip-H%), 4.80 (m, 1H, Pip-H%), 5.23 (m, 1H, Pip-H%), 6.80 (d, 3J = 9.5 Hz,
1H, X-NH), 6.98 (s, 1H, Aib-NH), 7.16 (s, 1H, Aib-NH), 7.42 (s, 1H, Aib-NH), 7.50
(m, 1H, PAla-NH), 7.54 (d, 3J = 7.1Hz, 1H, Leu-NH), 7.64 (m, 1H, Gly-NH), 7.74
(s, 1H, Aib-NH), 7.81 (m, 2H, Gly-NH, Aib-NH), 7.99 (s, 1H, Aib-NH), 8.03 (s, 1H,
Aib-NH), 8.12 (d, 3J = 4.8 Hz, 1H, Leu-NH).

181



7.2 Arbeitsvorschriften

182

MS (MALDI-TOF): m-z~ ! = 1628.50 [M] ™, isotopengemittelte Masse berechnet fiir
[CaoH01D3gN;501] " = 1643.28.

HPLC: tg = 24.38 min (Methode A)

Ac-Pip-P¢ Aib-Pip-Ps Aib-Ps Aib-Leu-PAla-Gly-P¢ Aib-Aib-Pip-P¢ Aib-Gly-Leu-P¢ Aib-
X 82

Die Synthese erfolgt nach der in Kapitel 7.2.6 beschriebenen allgemeinen Vorschrift
ausgehend von 5.2mg (4.80 umol, 1.0 Aq) TFA-H-P6 Aib-Aib-Pip-P6 Aib-Gly-Leu-P6 Aib-
X 94 als Aminokomponente und 5.0mg (6.24 umol, 1.3 Aq) Ac-Pip-P¢ Aib-Pip-Ps Aib-
Ds Aib-Leu-PAla-Gly-OH 89 als Carboxykomponente.

Ausbeute: 2.9 mg (1.65 pumol, 34 %)
Summenformel: CgoH,5;D3gF3N;5O g
Molmasse: 1756.29 g-mol

H-NMR (600.13 MHz, CD,CL,): & [ppm] = 0.89 (d, 3J = 7.0Hz, 3H, Leu-H®), 0.90
(d, 3] = 7.0Hz, 3H, X-H?), 0.92 (d, 3J = 6.6 Hz, 3H, Leu-H?), 0.95 (d, 3J = 6.8 Hz,
3H, X-H?), 0.96 (d, 3J = 7.2Hz, 3H, Leu-H®), 0.98 (d, 3J = 6.6 Hz, 3H, Leu-H?®), 1.22
(m, 1H, X-HP), 1.29 (m, 1H), 1.44-1.64 (m, 10H), 1.47 (s, 3H, Aib-HP), 1.58 (s, 3H,
Aib-HP), 1.66-1.94 (m, 16H), 2.03-2.39 (m, 6H), 2.20 (s, 3H, Ac-CHy), 2.72-2.84 (m,
2H), 3.04 (m, 1H), 3.10 (m, 1H), 3.24-3.46 (m, 7H), 3.57-3.74 (m, 5H), 3.79-3.85 (m,
3H), 3.92-4.11 (m, 4H), 4.15 (m, 1H), 4.29 (m, 1H), 4.39 (m, 1H, X-H*), 4.51 (m,
1H, Pip-H%), 4.83 (m, 1H, Pip-H%), 5.23 (m, 1H, Pip-H%), 6.77 (d, 3] = 9.4Hz, 1H,
X-NH), 7.18 (s, 2H, Aib-NH), 7.40 (m, 1H, PAla-NH), 7.48 (s, 1H, Aib-NH), 7.55 (d,
3] = 7.2Hz, 1H, Leu-NH), 7.63 (s, 1H, Aib-NH), 7.68 (m, 1H, Gly-NH), 7.79 (s, 1H,
Aib-NH) 7.83 (m, 1H, Gly-NH), 8.03 (s, 1H, Aib-NH), 8.07 (s, 1H, Aib-NH), 8.11 (d,
3] = 5.0Hz, 1H, Leu-NH).

MS (MALDI-TOF): m-z~ ! = 1629.48 [M]™, isotopengemittelte Masse berechnet fiir
[CaoHig1 D3gN1016] " = 1643.28.

HPLC: tg = 23.05 min (Methode A)
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7.2.13 Synthese von Adenopeptin 95
Fmoc-Pip-L-lva-OH 97

Die Synthese erfolgt ausgehend von mit L-Isovalin beladenem o-Chlortritylharz

(1.1mmol-g~!, 0.3 mmol).

Ausbeute: 28.7 mg (32.8 umol, 11 %)
Summenformel: C, HgsN-O,,
Molmasse: 874.03 g-mol~!

IR (KBr): 7 [em™!] = 3382.5, 2942.8, 1673.9 (st), 1520.6, 1451.2 (st), 1342.2, 1317.1,
1261.2, 1170.6 (st), 1085.7, 1037.5, 945.9, 867.8, 758.9, 741.5.

MS (MALDI-TOF): m-z~ ! = 471.62 [M + Na] ", 488.12 [M + K], monoisotopische Masse
berechnet fiir [CyqHaoN,O5Na] ™ = 473.20, [CyeHz,N, O K] = 489.18.

HPLC: tg = 29.76 min (Methode A)

TFA-H-Pip-L-lva-X 99

Die Synthese erfolgt analog der in Kapitel 7.2.6 beschriebenen allgemeinen Vorschrift
ausgehend von 25.0 mg (55.4 pmol, 1.0 Aq) 1-[(2S5)-2- N-(tert-Butyloxycarbonyl)-amino-
4-methylpentyl]-2,3,4,6,7,8-hexahydropyrrolo[1,2-a|pyrimidin-1-ium-iodid 55 als Ami-
nokomponente und 27.4mg (60.9 umol, 1.1 Aq) Fmoc-Pip-L-Iva-OH 97 als Carboxy-

komponente.

Ausbeute: 16.8 mg (25.4 umol, 46 %)
Summenformel: CygH,,FcN-Og
Molmasse: 660.67 g-mol~*

MS (MALDI-TOF): m-z~' = 435.17 [M]", monoisotopische Masse berechnet fiir
[Cy H N0, " = 434.35.

HPLC: tg = 13.34 min (Methode A)
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Ac-Pro-L-lva-L-lva-PAla-OH 98

Die Synthese erfolgt ausgehend von mit (3-Alanin beladenem o-Chlortritylharz
(0.94mmol-g~!, 0.2 mmol).

Ausbeute: 76.5mg (179 wmol, 90 %)

Summenformel: Cy H;,N,Of

Molmasse: 426.51 g-mol~!

MS (MALDI-TOF): m-z~! = 427.68 [M 4 H]", 449.71 [M + Na]*, 465.72 [M + K]™, mo-
noisotopische Masse berechnet fiir [CoyHssN,Og]T = 427.26, [CyoH,,N,ONa]™ =

449.24, [CyoHy,N,O4K] " = 465.21.

HPLC: tg = 15.40 min (Methode A)

Fmoc-Gly-Aib-Aib-L-lva-Aib-Aib-Aib-OH 96

Die Synthese erfolgt ausgehend von mit a-Aminoisobuttersidure beladenem o-Chlortri-

tylharz (1.25 mmol-g~!, 0.6 mmol).

Ausbeute: 221 mg (269 pmol, 45 %)

Summenformel: C,,H;qN-O,,

Molmasse: 821.96 g-mol~!

MS (MALDI-TOF): m-z~ ' = 845.31 [M + Na|*, 861.33 [M 4 K|, 867.33 [M + 2Na — H] T,
monoisotopische Masse berechnet fiir [C,,H;gN, O, Na]" = 844.42, [C,H,N.O, K" =

860.40, [C,,HgN- O, Na,|" = 866.41.

MS (ESI): m-z~' = 822.5 [M + H]", monoisotopische Masse berechnet fiir
[C42H(501\I7010]Jr = 8224

HPLC: tg = 25.32min (Methode A)
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TFA-H-Gly-Aib-Aib-L-lva-Aib-Aib-Aib-Pip-L-lva-X 100

Die Synthese erfolgt analog der in Kapitel 7.2.6 beschriebenen allgemeinen Vorschrift
ausgehend von 16.8 mg (25.4 pmol, 1.0 Aq) TFA-H-Pip-L-Iva-X 99 als Aminokomponen-
te, 62.7mg (76.2 umol, 3.0 Aq) Fmoc-Gly-Aib-Aib-L-Iva-Aib-Aib-Aib-OH 96 als Car-
boxykomponente, 33.8 mg (88.9 pmol, 3.5 Aq) N-HATU, 7.0 mg (50.8 umol, 2.0 Aq) HOAt
und 54.4 ul (320 pmol, 12.6 Aq) DIPEA.

Ausbeute: 17.6 mg (14.2 umol, 56 %)
Summenformel: CysHgoF N {504
Molmasse: 1243.38 g-mol~*

MS (MALDL-TOF): m-z~' = 1016.68 [M]™, monoisotopische Masse berechnet fiir

HPLC: tg = 27.41 min (Methode A)

Adenopeptin 95

Die Synthese erfolgt analog der in Kapitel 7.2.6 beschriebenen allgemeinen Vorschrift
ausgehend von 14.5mg (11.7 pmol, 1.0 Aq) TFA-H-Gly-Aib-Aib-L-Iva-Aib-Aib-Aib-Pip-
L-Iva-X 100 als Aminokomponente und 6.5 mg (15.2 pmol, 1.3 Aq) Ac-Pro-L-Iva-L-Iva-
BAla-OH 98 als Carboxykomponente.

Ausbeute: 0.3mg (0.195 umol, 2 %)
Summenformel: C_sH,3F3sN; 604
Molmasse: 1537.85 g-mol~*

TH-NMR (600.13 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 0.67-0.90 (m, 18H, Iva-HY, X-H?), 1.16
(m, 1H, X-HP), 1.20-2.18 (m, 69H), 2.92 (m, 3H), 3.11-3.24 (m, 4H), 3.48-3.78 (m,
9H), 4.01-4.37 (m, 4H), 4.52 (m, 1H), 4.79 (m, 1H), 5.40 (m, 1H), 7.085 (m, 1H, X-
NH), 7.15 (s, 1H, Iva-NH), 7.34 (m, 1H, PAla-NH), 7.40 (s, 1H, Aib-NH), 7.56 (s, 1H,
Iva-NH), 7.73 (s, 1H, Aib-NH), 7.78 (s, 1H, Iva-NH), 8.27 (m, 1H, Gly-NH), 8.31 (s,
1H, Aib-NH), 8.40 (s, 1H, Aib-NH), 8.51 (s, 1H, Aib-NH), 8.61 (s, 1H, Iva-NH).

185



7.2 Arbeitsvorschriften

MS (MALDI-TOF): m-z~ ! = 1425.28 [M]™, isotopengemittelte Masse berechnet fiir
[CpyHy93N160,,] T = 1424.86.

MS (ESI-FT-ICR): m-z~ ' = 723.46600, monoisotopische Masse berechnet fiir
[C H 93N, 40, Na]*™ = 723.46457.

HPLC: tg = 23.61 min (Methode A)

7.2.14 Synthese des Adenopeptin-Analogons 101

Ac-Pro-L-lva-L-lva-PAla-OH 98

Synthese und Analytik s. Kapitel 7.2.13 auf Seite 184.

Fmoc-Gly-Aib-Aib-L-lva-Aib-Pip-Aib-Aib-L-lva-OH 102

Die Synthese erfolgt ausgehend von mit L-Isovalin beladenem o-Chlortritylharz

(1.3mmol-g!, 0.2mmol).

Ausbeute: 34.1mg (33.0 umol, 17 %)
Summenformel: C53H_-NyO,
Molmasse: 1032.23 g-mol~*

MS (MALDI-TOF): m-z~! = 1054.83 [M + Na] ™, 1070.55 [M + K] ™,
1076.61 [M + 2Na — H]|", monoisotopische Masse berechnet fiir [C53H..NgO,,Na]t =
1054.56, [CsqHy7NgO1, K] = 1070.53, [CyyHogNyO,,Nay] ™ = 1076.54.

HPLC: tg = 29.82min (Methode A)
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TFA-H-Gly-Aib-Aib-L-lva-Aib-Pip-Aib-Aib-L-lva-X 103

Die Synthese erfolgt analog der in Kapitel 7.2.6 beschriebenen allgemeinen Vorschrift
ausgehend von 13.5 mg (29.9 pmol, 1.0 Aq) 1-[(2S5)-2- N-(tert-Butyloxycarbonyl)-amino-
4-methylpentyl]-2,3,4,6,7,8-hexahydropyrrolo[1,2-a]pyrimidin-1-ium-iodid 55 als Ami-
nokomponente und 34.0 mg (32.9 umol, 1.1 Aq) Fmoc-Gly-Aib-Aib-L-Iva-Aib-Pip-Aib-
Aib-L-Iva-OH 102 als Carboxykomponente.

Ausbeute: 8.3 mg (6.68 pmol, 22 %)
Summenformel: C;;HgoFoN,5,045
Molmasse: 1243.38 g-mol "

MS (MALDLI-TOF): m-z~! = 1015.49 [M] ", monoisotopische Masse berechnet fiir
[Cs;Hg, N ;,Og] T = 1015.69.

HPLC: tg = 19.47 min (Methode A)

Ac-Pro-L-lva-L-Iva-PAla-Gly-Aib-Aib-L-lva-Aib-Pip-Aib-Aib-L-lva-X 101

Die Synthese erfolgt analog der in Kapitel 7.2.6 beschriebenen allgemeinen Vorschrift
ausgehend von 8.3 mg (6.68 umol, 1.0 Aq) TFA-H-Gly-Aib-Aib-L-Iva-Aib-Pip-Aib-Aib-
L-Iva-X 103 als Aminokomponente und 3.7 mg (8.68 umol, 1.3 Aq) Ac-Pro-L-Iva-L-Iva-
PAla-OH 98 als Carboxykomponente.

Ausbeute: 8.3 mg (5.40 umol, 81 %)
Summenformel: C_sH,3F3sN;604
Molmasse: 1537.85 g-mol "

TH-NMR (600.13 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 0.62-0.86 (m, 18H, Iva-HY, X-H?), 1.16
(m, 1H, X-HP), 1.21-2.36 (m, 66H), 1.96 (s, 3H, Ac-CHy), 2.82-3.36 (m, 7H), 3.49-3.75
(m, 9H), 4.15-4.31 (m, 5H), 5.07-5.22 (m, 2H), 7.05 (s, 1H), 7.13 (s, 1H), 7.15 (s, 1H),
7.17 (d,3J = 10.1Hz, 1H, X-NH), 7.20 (s, 1H), 7.35 (m, 1H), 7.73 (s, 1H), 7.74 (s, 1H),
7.75 (s, 1H), 8.03 (s, 1H), 8.21 (m, 1H, Gly-NH), 8.36 (s, 1H), 8.50 (s, 1H).
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MS (MALDI-TOF): m-z~ ! = 1425.84 [M]™, isotopengemittelte Masse berechnet fiir
[CpyHy93N160,,] T = 1424.86.

MS (ESI-FT-ICR): m-z~ ! = 712.47325, monoisotopische Masse berechnet fiir
[(]71H1241\116014]2Jr = 712.47360; 720.98621, monoisotopische Masse berechnet fiir
[C71H127N17Ol4]2+ = 720.98687; 723.46393, monoisotopische Masse berechnet fir
[C71H123N16014Na]2+ = 723.46457; 1423.94293, monoisotopische Masse berechnet fiir
[Cr H 03N, 60,71 = 1423.93992.

HPLC: tg = 25.07min (Methode A)
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