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1 Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Synthese und der Strukturanalyse

neuer ß-Peptide.

In einem ersten Teil wird die Herstellung von ß2,2- und ß2,2,3-Peptiden mit einem

geminal disubstituierten Rückgratzentrum beschrieben.

Es ist bekannt, dass kurze Oligomere von einfach (ß2-, ß3-) sowie vicinal zweifach

(ß2,3) substituierten ß-Peptiden in Lösung stabile Sekundärstrukturen ausbilden

(Helices und Schleifen), und sich im Festkörper in regelmässigen Mustern an¬

ordnen können (Faltblatt, Stapelbildung von cyclischen Peptiden). Von ß-Pep¬

tiden mit geminal disubstituierten Aminosäureeinheiten weiss man, dass sie einige

dieser Anordnungen (314- und 2.612-Helices, Haarnadelschleife, Faltblatt) auf¬

grund von ungünstigen sterischen Wechselwirkungen nicht einnehmen können.

Es ist jedoch nicht bekannt, ob und, falls ja, welche geordneten Strukturen durch

derartige Peptide gebildet werden. Beispielsweise werden in der a-Peptidchemie

die analogen disubstituierten Aminosäuren (Aib, Abu etc.) gezielt zur Stabili¬

sierung helikaler Sekundärstrukturen eingesetzt.

Um Informationen über die Festkörperstruktur der einfachsten a-disubstituierten

ß-Peptide, von ß2,2hAib-Derivaten A, zu bekommen, wurden selektiv 13C- und

15N-markierte Verbindungen hergestellt, und mit Festkörper-NMR-Methoden un¬

tersucht. Die gewonnenen Daten wurden zur Erstellung von Konformationsmo¬

dellen mit Werten aus ähnlichen Röntgenbeugungsstrukturen ergänzt.

w\ BocN
*OMe

7

R 0'

A B

Trisubstituierte ß2,2,3-Peptide B sollten aufgrund der optisch aktiven Bausteine die

Untersuchung mittels CD-Spektroskopie erlauben. Peptide, welche ausschliesslich

Methyl-Seitenketten (R = Me) tragen, wurden hauptsächlich für Festkörperunter¬

suchungen hergestellt. Ein Hexapeptid mit den Seitenketten von Valin, Alanin

und Leucin wurde in der Hoffnung hergestellt, eine Strukturaufklärung mit Lö-

sungs-NMR-Methoden zu erreichen. Die Strukturaufklärung gelang nicht, die er¬

haltenen experimentellen Daten konnten jedoch mit Resultaten einer Molekular¬

dynamiksimulation verglichen werden.

Im zweiten Teil der Arbeit wird die Herstellung von a-Methylen-ß3-aminosäure-
derivaten und deren Kupplung zu Peptiden beschrieben.

Inspiriert von einer Arbeit über a-ß-Didehydroalanin-Oligomere, welche eine
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ganz flache und gestreckte Konformation einnehmen, wurden ähnliche ß-peptidi-

sche Verbindungen, a-Methylen-ß3-aminosäurederivate, hergestellt, und deren Ei¬

genschaften untersucht. Ungesättigte a-Aminosäuren spielen in der Natur eine

wichtige Rolle in biologisch aktiven Molekülen, und auch a-Methylen-ß-homo-

glycinderivate mit physiologisch interessanten Effekten wurden in Naturstoffen ge¬

funden.

Boc-Geschützte, natürliche Aminosäuren C wurden zu den bekannten ß3-Baustei-

nen D homologisiert. Diese wurden dann zu a-Thiomethyl-Derivaten E alkyliert

und nach Oxidation zu Sulfoxiden F in einer Thermolysereaktion zu den unge¬

sättigten Bausteinen G dehydrosulfenyliert.

Boc.

K

H l

Arndt-

Eistert

Homolog i-
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SOR'
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Die so erhaltenen a-Methylen-ß3-aminosäurebausteine erwiesen sich als erstaun¬

lich stabil, und konnten unter Standardbedingungen entschützt und gekuppelt

werden. Das Hexapeptid H, mit den Seitenketten von Valin, Alanin und Leucin,

wurde CD- und 2D-NMR-spektroskopisch untersucht, die Bestimmung der Lö¬

sungsstruktur gelang jedoch nicht.

Boc»
OMe

H

Die Methode zur Herstellung von ungesättigten ß-Aminosäurebausteinen konnten

auch auf sterisch anspruchsvolle Derivate angewendet werden: Prolinderivate I

sind auf diese Weise ebenfalls zugänglich.

o

R = ß3hAlaNHMe
R' = Ac-ß3hl_eu-ßhXas
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2 Summary

2 Summary

The first part of this thesis describes the synthesis of ß2,2- und ß2,2,3-peptides with

geminally disubstituted backbone centers.

It is a fact that short oligomers of singly (ß2-, ß3-) and vicinally disubstituted (ß2,3)

peptides form stable secondary structures in solution (helices and hairpins) and

that they form regularly ordered patterns in the solid state (sheet, stacks of cyclic

peptides). Some of these conformations (314- and 2.614-helices, hairpin, sheet)

cannot be formed by ß-peptides with geminally disubstituted amino acid residues,

due to unfavorable steric interactions. It is unknown whether or not ordered struc¬

tures can be formed by such peptides, and how these may look like. For example,

analogous doubly substituted a-amino acids are used to specifically stabilize heli¬

cal secondary structures in a-peptides.

To obtain information about the solid-state structure of the simplest disubstituted

ß-peptides (see the ß2,2hAib-derivatives A), selectively 13C and 15N-labelled com¬

pounds were produced and investigated by solid-state NMR techniques. The

acquired data were completed with values from X-ray structures of similar com¬

pounds to develop peptide conformation models.

w\ Bocx

vOMe

7

R 0'

A B

Trisubstituted ß2,2,3-peptides B should show a CD-spectrum due to their chiral

residues. Peptides with exclusively methyl side chains (R = Me) were mainly syn¬

thesized for solid-state investigations. A hexapeptide with side chains from valine,

alanine and leucine was made for structure determination by solution-NMR me¬

thods. Unfortunately no structure could be obtained, but experimental data was

compared to results of an MD-simulation of the peptide.

In the second part of this thesis the synthesis of a-methylene-ß3-amino acids and

peptides is described.

Inspired by a work about a-ß-didehydro alanine oligomers which adopt a com¬

pletely extended and flat conformation similar ß-peptidic compounds (a-methy-

lene-ß3-amino acid derivatives) were synthesized and their properties investiga¬

ted. Unsaturated amino-acid derivatives play an important role in biologically ac¬

tive molecules in nature and a-methylene-ß3-amino acids were also found in na¬

tural products of physiological activities.
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Boc-Protected natural amino acids C were homologated to the well known ß3-de-
rivatives D. They were then alkylated to the a-thiomethyl-substituted derivatives

E, oxidized to the sulfoxides F and dehydrosulfenylated in a thermolytic reaction

to give unsaturated compounds G.

Boc.
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Arndt-
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gation
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OMe
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o
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80°C

'N^^X^OMe
H L

c SR'
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R O

The a-methylene-ß3-amino acids proved to be amazingly stable and could be de-

protected and coupled under standard conditions. Hexapeptide H with side

chains of valine, alanine and leucine was investigated by CD- and 2D-NMR spec¬

troscopic methods but no solution structure was found.

Boc,
OMe

H

The applied method for the synthesis of these unsaturated ß-amino acid derivati¬

ves could also be used for the preparation of sterically crowded ß3-amino-acid
derivatives. Thus the proline derived compounds I were obtained in this way.

o

R = ß3hAlaNHMe
R' = Ac-ß3hl_eu-ßhXas
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3 Einleitung

3 Einleitung

3.1 Disubstituierte a-Aminosäuren in der Peptidchemie

Disubstituierte a-Aminosäuren besitzen spezielle chemische und strukturelle Ei¬

genschaften. Im wachsenden Gebiet des Aufbaus von neuen Peptiden und Protei¬

nen1 ("de novo-Design") [2-5] sind sie eine interessante Ergänzung des "Baustein¬

repertoires".

Im ersten Abschnitt dieser Einleitung wird auf die Herstellung der disubstituierten

a-Aminosäuren eingegangen. Im zweiten Teil werden die Struktureigenschaften

dieser Verbindungen erläutert und die Folgen der konformationellen Einschrän¬

kung durch den zweiten Substituenten aufgezeigt. Der dritte Teil befasst sich

schliesslich mit disubstituierten a-Aminosäuren in der Natur, und mit deren Wir¬

kungen und Anwendungen in biologischen Systemen.

3.1.1 Herstellung

In den letzten Jahren wurden vielfältige Synthesemethoden für disubstituierte

a-Aminosäuren entwickelt. Cativiela und Diaz-de-Villegas haben sie in zwei Über-

sichtsartikeln (über cyclische [6] und acyclische [7] Aminosäurederivate) detailliert

beschrieben. Eine ausführliche Besprechung würde hier zu weit führen, weshalb

nur einige Beispiele erwähnt werden sollen.

3.1.1.1 a-Aminoisobuttersäure (Aib)

Die Herstellung der einfachsten disubstituierten a-Aminosäure - der a-Aminoiso¬

buttersäure (Aib = (a-Me)Ala) - wurde bereits 1872 von Urech beschrieben [8].

Da sich bei der Herstellung von Aib keine Stereoselektivitätsprobleme ergeben,

kann eine einfache Synthese mittels einer Strecker-Variante (mit Aceton) [9]

durchgeführt werden2. Die homologen achiralen Derivate mit längeren Alkyl-

seitenketten lassen sich auf ähnliche Weise aus den entsprechenden Ketonen her¬

stellen.

1 Eine interessante aktuelle Publikation beschreibt das de nouo-Design der Sequenz und Struktur eines

künstlichen Proteins (93 Aminosäuren) mit computergestützten Methoden, sowie dessen Synthese und an¬

schliessender Strukturanalyse [1].
2
Eine Beschreibung der chemischen Eigenschaften von Aib, sowie die Kristallstruktur von Boc-Aib-OH,

sind in Zitat [10] zu zusammengefasst.
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3.1.1.2 Offenkettige disubstituierte a-Aminosäuren

Für offenkettige disubstituierte a-Aminosäuren mit einem Stereozentrum am

Rückgrat wurden zahlreiche Herstellungswege publiziert [7]. Aus natürlichen, ein¬

fach substituierten L-Aminosäuren lassen sich über das Prinzip der Selbst¬

regeneration von Stereozentren enantiomerenreine, quaternäre a-Aminosäure-

derivate herstellen (siehe Schema 1) [11]. Da das in den natürlichen L-Amino-

säuren vorhandene Stereozentrum ausgenützt wird, benötigt man bei dieser Me¬

thode keinen chiralen Hilfsstoff.

A <NY c) A <NY
1

d) h2n^X
Bz Bz

R
R^ R1

a)/* II IM IV

l 11 H
R1

I

/
R

/ Vi R1 R2

tP V, *S> o

S0H
.' Vi

r^'r2
Bz Bz

V VI VII

Schema 1 Herstellung von chiralen, disubstituierten a-Aminosäuren mit Seebachs Methode der Selbst¬

regeneration von Stereozentren [11,12]. Über das Imin I, welches aus einem natürlichen a-Aminosäure-

derivat und Pivalaldehyd hergestellt wird, können die cis/trans Imidazolidinone II und V hergestellt wer¬

den. Nach Alkylierung zu den disubstituierten Derivaten III und VI setzt man die a-Aminosäuren IV und

VII durch Hydrolyse frei. Bei dieser Synthese ist besonders interessant, dass beide Enantiomere der jewei¬

ligen disubstituierten a-Aminosäure aus den natürlichen L-Aminosäuren zugänglich sind, a) (PhCO)20,

130°C; b) 1. HCl/MeOH, 2. PhCOCl/Et3N; c) 1. LDA, 2. R2X, X = Br, I; d) HCl, AT.

Viele Synthesen für asymmetrisch disubstituierte a-Aminosäuren werden unter

Einsatz von chiralen Hilfsstoffen durchgeführt3. Eine interessante Variante ist die

Methode von Schöllkopf [15], bei welcher zunächst ein Dimer aus chiralen

a-Aminosäuren (Diketopiperazin VIII) hergestellt wird. Jeweils ein Aminosäure¬

baustein dient in der anschliessenden Alkylierungsreaktion als chiraler Hilfsstoff

und kann am Schluss zurück gewonnen werden (siehe Schema 2).

3
Einige neuere Publikationen beschreiben beispielsweise die Herstellung von chrialen, disubstituierten

a-Aminosäuren mit Cyclohexandiol [13] oder einem Nickelkomplex [14] als Hilfsstoff.
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3 Einleitung

o

H2Nv\
H Jfc OMe

R1'^Nvx*° R1'^N*^0Me R1WN<s^0Me R3*R2
v.

C) XI

• R2 *~ +

O^N^h MeO^^N^H MeO^N^p^ O

H H2N,JU
VIII IX X

OMe

H R1
XII

Schema 2 Herstellung von chiralen, disubstituierten a-Aminosäurederivaten mit der Methode von Schöll-

kopf. Aus (natürlichen) a-Aminosäuren werden homo- (R1 = R2) oder hetero-Dimere (R1 ^ R2) VIII [16]

hergestellt, und zum Bis-Lactimether IX umgesetzt. Nach der Alkylierung zum disubstituierten Derivat X

und anschliessender Hydrolyse, werden der einfach und der disubstituierte Aminoester XI und XII erhal¬

ten. Der am Schluss zurückgewonnene Aminoester XII fungiert in dieser Reaktion als chiraler Hilfsstoff, a)

Me30+BF4-; b) 1. BuLi, 2. R3X, X = Cl, Br, I; c) 1. HCl aq., 2. NH4OH.

Weitere Methoden für die Herstellung von nicht-cyclischen chiralen a-Amino¬

säurederivaten führen beispielsweise über die Alkylierung von chiralen ß-Lacta-

men [17], enantioselektive katalytische Synthese [18], die Wiftig-Umlagerung

[19], Strec/cer-Synthese [20] oder Racematspaltungen [21,22].

3.1.1.3 Cyclische disubstituierte a-Aminosäuren

Bei den cyclischen disubstituierten a-Aminosäuren [6] nehmen jene mit einer

Cyclopropylgruppe4 aufgrund ihrer speziellen Struktureigenschaften eine gewisse

Sonderstellung ein (siehe Abschnitt 3.1.2). Das daraus folgende Interesse an der¬

artigen Verbindungen bewirkte, dass eine grosse Vielfalt von Derivaten hergestellt

wurde. Die Synthesen von Cyclopropyl-Analoga einiger a-Aminosäuren (Me-

thanoaminosäuren, c3Aas) sind in folgenden Zitaten beschrieben:

1-Aminobuttersäure (Abu) [25,26] Arginin [27-29]

Asparaginsäure [30] Norarginin5 [28]

Glutamin [32] Glutaminsäure [29,32]

Homoserin [27,28,32,33] Leucin [34]

Lysin [29] Methionin [35,36]

Ornithin [27] Phenylalanin [37,38]

Prolin [39] Tyrosin [40]

Valin [41,42].

4 In einem Übersichtsartikel beschrieb Stammer natürliche und synthetische Cyclopropyl-a-aminosäure-
derivate [23]. Für die Herstellung der unsubstituierten 1-Aminocyclopropan-carbonsäure siehe Zitate [24].
5 Carnosadin (das Nor-c3Arg-Derivat mit einer Methylengruppe weniger in der Seitenkette) ist eine in Rot¬

algen vorkommende Aminosäure [31].
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Methano-Homoserin (c3Hse) wird oft als Vorläuferverbindung für die Herstellung

anderer Methanoaminosäurederivate eingesetzt (siehe Schema 3).

h-,,/Vc
a) ~",b~° b) BnO—^/\^C02fBu c)

_

/\
C02fBu

0Bn H* "'C02fBu O

XIV

Q^ll H«y/V^CQ2ffiU
a) "S~0 b) H^A^C°2^Bu C) /T

;0

XVI

H„7V%*C02ffiu
/V AcO—^/\^CONH2 AcO—^/\^NHBoc

XIV

HO—^y\^NHBoc
H%* "'C02fBu

XV

Schema 3 Herstellung der (Z)-Cyclopropylderivate von Homoserin. Ausgehend von den einfach ge¬

schützten Triolen XIII und XV (hergestellt aus dem L-Glucono-l,4-lacton [36] oder D-Mannitol [43]) wur¬

den die Lactone XIV und XVI hergestellt, und zu geschütztem (2/?,3S)-Methanoamino-homoserin XV

(aus Lacton XIV) bzw. dessen Enantiomer (aus Lacton XVI, nicht dargestellt) [27,35] umgesetzt. Die

Homoserinderivate wiederum sind Ausgangsverbindungen für die Herstellung weiterer Cyclopropyl-

analoga bekannter a-Aminosäuren [28,32,35,36]. Beide diastereoisomeren Enantiomerenpaare von

Methanohomoserin sind zugänglich, jedoch teilweise mit recht tiefen Ausbeuten [33]. a) 1. SOCl2, 2.

RuCyNaI04; b) CH2(C02tBu)2, NaH; c) 1, H2, Pd/C, 2. TsOH; d) 1. NH3/CH3OH, 2. Ac20; e) Pb(OAc)4,

tBuOH; f) K2C03/CH3OH.

Die für die Synthese von cyclischen disubstituierten a-Aminosäuren eingesetzten

Reaktionen reichen von der Alkylierung eines Glycinäquivalents [25-27,29,34,43]

über Cyclisierungsreaktionen [42,44], Diels-Alder-Varianten [45-50], Cyclopro-

panierungen [48-52] und asymmetrischen Ylid-Reaktionen [53] bis zur "klassi¬

schen" Strec/cer-Synthese [54].
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3 Einleitung

Die Kupplung von Peptiden aus disubstituierten a-Aminosäurebausteinen ist auf¬

grund der sterischen Hinderung am Ca-Zentrum oft sehr schwierig [10,55], und

bereits die Einführung von Schutzgruppen kann Probleme bereiten [21]. Einer¬

seits schränken diese synthetischen Hindernisse den Einsatz quaternärer

a-Aminosäuren in der Praxis ein, andererseits stellt die chemische Robustheit6 der

entsprechenden Peptide ein Potential für neue Anwendungen dar (siehe auch Ab¬

schnitt 3.1.3.3).

3.1.2 Sekundärstrukturen

3.1.2.1 Aib: Die einfachste disubstituierte a-Aminosäure

Verglichen mit einfach substituierten a-Aminosäuren (beispielsweise Alanin), be¬

sitzt Aib7 einen stark eingeschränkten Konformationsraum [5,60,61], wie im

Ramachandran-Diagramm leicht zu erkennen ist (siehe Abbildung la und b). Da

Peptide mit solchen Bausteinen ausserordentlich gut kristallisieren, existiert für die

Strukturanalyse eine breite Basis von Röntgenbeugungsdaten. In Abbildung lc ist

das Ergebnis einer Suche in der Cambridge Kristallstrukturdatenbank (CSD) für

Rückgratwinkel von Aib-Einheiten dargestellt. Die gefundenen (|)/i|/-Winkelkombi-

nationen liegen in der Region des "erlaubten" Bereichs des Ramachandran-

diagramms von Aib.

1B0 %

a)

<\>
0

180 i^#§jW**aft*!É#tB, '

———————g -~s

b)

i

1

¥ ¥

Abbildung 1 Vergleich der Konformationsräume von L-Alanin und Aminoisobuttersäure-Bausteinen

(Aib). a) Ramachandran-Diagramm für L-Alanin-Einheiten [5]. Es können Konformationen im Bereich der

rechts- und linksgängigen oc- und 310-Helices, parallelen und antiparallelen Faltblätter sowie der Poly-

prolin-Helix besetzt werden, b) Ramachandrandiagramm für Aib-Einheiten [5]. Die erlaubten Konformati-

ons-Bereiche beschränken sich auf rechts- und linksgängige oc- und 310-Helices, sowie ß1"-Schleifen, c)

Rückgratwinkel von Aib-Einheiten in Kristallstrukturen (CSD-Recherche, 208 Verbindungen). <j) : CO-N—

Ca-CO; y: N-Ca—CO-N.

6
Peptide mit disubstituierten Aminosäurebausteinen sind oft stabiler gegenüber Hydrolyse und enzymati-

schen Abbau.

7
Die Struktureigenschaften von Aib und anderen disubstituierten a-Aminosäureeinheiten in Peptiden wur¬

den in den Zitaten [56-59] zusammengefasst.
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Sekundärstrukturen, deren §- und \|/-Diederwinkel in demselben engen Bereich

des Ramachandran-Diagramms liegen, welcher von Aib-Einheiten besetzt wird,

werden natürlich durch Einbau derartiger Bausteine in eine Peptidsequenz stabili¬

siert. Die a- und 310-Helices, sowie ßIH-Schleifen besitzen Diederwinkelkombi-

nationen, welche von Aib-Einheiten8 eingenommen werden können.

Bei Untersuchungen verschiedener Peptide wurde gefunden, dass Aib-Einheiten

in einem Peptid in der Tat starke schleifen- und helixinduzierende9 Eigenschaften

besitzen [56,58,66]. Sie stabilisieren a- und 310-helikale Strukturen viel stärker als

einfach substituierte a-Aminosäuren [63,67], nicht-helikale Strukturen werden

nur wenige gefunden10. Sehr kurze Peptide mit der Aminosäurefolge Pro-Aib bzw.

Aib-Pro können ß-Schleifen bilden [69], welche aufgrund ihrer Diederwinkel auch

als Beginn einer 310-Helix betrachtet werden können11.

Die a-Helix (eine 3.613-Helix) und die 310-Helix besitzen ähnliche Rückgratwinkel,

unterscheiden sich jedoch im Wasserstoffbrückenbindungsmuster. In der a-Helix

werden Wasserstoffbrücken zwischen den Aminosäureeinheiten i und i+4

(1 <— 5), in der 310-Helix zwischen den Einheiten i und i+3 (1 <— 4) ausgebildet

(siehe Abbildung 2).

\H II H H H II

^^^^ 71

Abbildung 2 Wasserstoffbrücken-Bindungsmuster der Helices von a-Peptiden. Die Wasserstoffbrücken

werden jeweils zwischen der CO-Gruppe einer Einheit i und der NH-Gruppe einer Einheit i+3 (310-Helix),
i+4 (a-Helix) oder i+5 (71-Helix, wurde bei Peptiden mit disubstituierten a-Aminosäureneinheiten nicht

beschrieben) ausgebildet [61].

8
Ungefährer Bereich der Diederwinkel einiger Sekundärstrukturmotive [62-64]: (P)-a-Helix: <j) = -57°, v|/

= -47° ((M)-a-Helix mit umgekehrten Vorzeichen); (P)-310-Helix: (|> = -49°, \\i = -26°; (P)-Ti-Helix: (|> =

-57°, X[l = -70°; 2.27-Band <|> = -78°, \V = +59°; (M)-Poly-Gly-II und Poly-L-Pro-II-Helix: <|> = -79°, \V =

+ 150°; Collagen: (|> = -51°, \\i = +153°; Paralleles Faltblatt: (|> = -119°, \\i = +113°; Antiparalleles Falt¬

blatt: <|> = -139°, y = +135°; ß'-Turn <|> = -60/-90", y = -30/0°; ß"-Turn <|> = -60/+800, y = +120/0°;

ß'"-Turn (fi = -60°, \\i = -30°. y-Turn: § = +70°, \\i = -60°. Für einen Übersichtsartikel zu Wasserstoff¬

brücken und deren Geometrie in Sekundärstruktur-Motiven von globulären Proteinen siehe Zitat [61].
9
Für einen Übersichtsartikel über helikale Peptide aus natürlichen und unnatürlichen Aminosäuren siehe

Zitat [65].
10 Ein Peptid mit a-Aib und ß-Alanin (Boc-ß-Ala-Aib-ß-Ala-NHMe) bildet im Festkörper eine ungewöhnli¬

che, Faltblattähnliche Struktur [68].
11

Schleifen-Peptide dieser Art wurden von Miller als Katalysatoren für die stereoselektive Addition von

Aziden an a,ß-ungesättigte Carbonylverbindungen eingesetzt [70].

O

O
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3 Einleitung

Tabelle 1 Vergleich der Strukturdaten von oc- und 310-Helix [62,71]. Beide Helix-Arten werden in natürli¬

chen Peptiden gefunden. Bei der Untersuchung helikaler Bereiche von 57 globulären Proteinen wurde ge¬

funden, dass ca. 3.4% der Aminosäureeinheiten an 310-Helices beteiligt sind (meist irreguläre Strukturen

an "Helixenden").

Parameter a-Helix 310-Helix

* -57° -49°

¥ -47° -26°

N-0=CH-Brücken

Bindungswinkel
156° 128°

Rotation pro Einheit 99° 111°

Einheiten pro Windung 3.63 3.24

Ganghöhe 5.67 Â 6.29 Â

310-Helices sind im Allgemeinen etwas weniger stabil als a-Helices. Da die Helix-

typen jedoch energetisch nahe beieinander liegen, kann bei gewissen Peptid-

sequenzen die 310- gegenüber der a-Helix stabilisiert werden. Welche Helix von

einem Peptid gebildet wird, hängt von dessen Länge, sowie der Anzahl Aib-Ein¬

heiten in der Sequenz ab. Beispielsweise bilden kurze, reine Aib-Ketten (z.B. pBr-

Bz-(Aib)10-OtBu [72]) bevorzugt 310-Helices.

Karle und Balaram fanden für kurze, Aib-reiche Oligomere eine Tendenz zur Bil¬

dung von 310-Helices, längere und Aib-ärmere Peptide bilden bevorzugt a-Helices

[56,58,73]. Im Übergangsbereich zwischen den beiden reinen Helixarten findet

man Mischformen bzw. das gleichzeitige Vorkommen12 der beiden Spezies (siehe

auch Abbildung 3).

12 Besonders oft besitzen terminale Bereiche von a-Helices 310-helikalen Charakter [71,74]. Von einigen

Peptiden werden auch polymorphe (Koexistenz unterschiedlicher Strukturen in einem Kristall [75]) bzw.

mehrere Kristalle mit unterschiedlichen Anordnungen der Peptide gefunden [76]. NMR-Messungen haben

gezeigt, dass oc- und 310-Helices in Peptidlösungen gleichzeitig vorkommen können [77,78]. Der Übergang
zwischen den beiden Helixformen wurde von Millhauser und Barone untersucht [79].

11



Abbildung 3 Kristallstrukturen von Peptiden mit Aib-Einheiten (siehe Pfeile), a) a-Helix des Decapeptids
Boc-Aib-Ala-Leu-Ala-Leu-Aib-Leu-Ala-Leu-Aib-OMe [80]; b) 310-Helix von Z-(Aib)9-OMe [81]; c) ge¬

mischt helikale Struktur des Hexadecapeptids Boc-Trp-Ile-Ala-Aib-Ile-Val-Aib-Leu-Aib-Pro-Ala-Aib-Pro-
Aib-Pro-Phe-OMe. Die Helix besteht aus oc- und 310-helikalen Bereichen, sowie einer bandartigen Struktur

im Aib-Pro-Bereich [82]. Oligomere, welche ausschliesslich aus Aib und Prolin bestehen ((L-Pro-Aib)n), bil¬

den im Kristall ähnliche helikale ß-Schleifenbänder aus [83].

Die helixinduzierenden und -stabilisierenden Eigenschaften von Aib bewirken,

dass bereits sehr kurze Peptide Helices bilden (reine Aib-Peptide bereits ab Tri-

mer-Stufe [84]) [71,85]. Helikale Strukturen von Peptiden mit Aib-Einheiten kön¬

nen als robust bezeichnet werden, da sie auch bei Einbau von Helix-destabilisier-

enden Bausteinen nicht völlig zerstört werden,: i) Der Einbau von zwei Glycinein-

heiten in ein Octapeptid (Boc-Leu-Aib-Val-Gly-Gly-Leu-Aib-Val-OMe) [86] oder

12



3 Einleitung

einer ß-Ala-y-Abu13-Sequenz in ein Undecapeptid (Boc-Leu-Aib-Val-ß-Ala-y-

Abu-Leu-Aib-Val-Ala-Leu-Aib-OMe) [87] erlaubt noch immer die Ausbildung

einer 310-Helix (im ersten Fall), bzw. einer anderen helikalen Struktur, ii) Wenn in

einer Peptidsequenz eine Prolineinheit, eigentlich ein "helixbrechender" Baustein,

eingeführt wird (Boc-(Val)2-Aib-Pro-(Val)2-0]V[e) [88], bildet sich noch immer ei¬

ne (leicht "gestörte") 310-Helix aus. iii) Bei Einbau einer einzelnen "falsch" konfigu¬

rierten a-Aminosäure14 in ein Peptid [58,89] bildet sich eine 310-Helix aus, in wel¬

cher die D-Aminosäureeinheit dieselben Rückgratwinkel annimmt wie die übrigen

L-konfigurierten Bausteine. Von einem 19-Mer wird noch eine a-Helix gebildet,

wenn drei falsch konfigurierte a-Aminosäuren zentrale Positionen besetzen [90].

iv) Depsipeptide, bei welchen Alanin durch Milchsäure (Lac) ersetzt wird (Boc-

Val-Ala-Leu-Aib-Val-Lac-Leu-Aib-Val-Ala-Leu-Aib-Val-Ala-Leu-OMe) [91 ], bil¬

den im Kristall Helices, obwohl die Lac-Einheit keine Wasserstoffbrücken-bilden¬

de NH-Gruppe besitzt.

3.1.2.2 Achirale disubstituierte Aminosäuren: Aib-Homologe

a-Aminoisobuttersäure ist nur der einfachste Vertreter einer ganzen "Familie" von

disubstituierten a-Aminosäuren. Wie in Abschnitt 3.1.1 beschrieben, wurden di¬

substituierte Derivate mit chiralen und achiralen, offenkettigen und cyclischen Sei¬

tenketten hergestellt. Der Einbau solcher Bausteine in Peptide hat je nach Art der

Substituenten einen unterschiedlichen Einfluss auf Peptidstrukturen [4,5,57].

Achirale disubstituierte a-Aminosäuren mit längeren, offenkettigen Substituen¬

ten15 besitzen etwas andere Eigenschaften als Aib. Wenn sie als einzelne Baustei¬

ne in Peptiden vorkommen, fördern sie, wie Aib, die Ausbildung von helikalen

Strukturen. Man findet jedoch bei Deg-Einheiten und den höheren Homologen

einen mit der Länge der Seitenketten wachsenden Trend zur völlig gestreckten

planaren Konformation16 [92], welche bei Aib nicht vorkommt. Sowohl bei

Homopeptiden [93-95] als auch bei gemischten Sequenzen (mit chiralen, ein-

und zweifach substituierten a-Aminosäuren) [96,97] von Deg-, Dpg- und Dbg-

Verbindungen findet man im Festkörper und in Lösung helikale wie auch ge¬

streckte Strukturen.

13
Eine ß-Ala-y-Abu-Sequenz ist gleich lang wie eine (Gly)3-Sequenz.

14
In diesem Zusammenhang bedeutet "falsch", dass in ein Peptid aus achiralen und mehrheitlich L-konfi¬

gurierten a-Aminosäuren ein einzelner oder wenige D-konfigurierte Bausteine eingefügt werden.
15 Nomenklatur für achirale disubstituierte a-Aminosäuren mit linearen Seitenketten: Deg = a,a-Diethyl-

glycin, Dpg = a,a-Dipropylglycin, Dbg = a,a-Dibutylglycin etc.

16
Die so genannte C5-Konformation (= 2.05-Helix), bei welcher jeweils eine Wasserstoffbrücke zwischen

der NH- und der C=0-Gruppe derselben Aminosäureeinheit gebildet wird (siehe Abbildung 4b; für detail¬

lierte geometrische Angaben siehe Zitat [57]).

13



Abbildung 4 Röntgenstrukturen von zwei CF3CO-(Deg)5-OR Derivaten. Obwohl sich die beiden Peptide

nur in der C-terminalen Schutzgruppe unterscheiden, nehmen sie im Festkörper völlig verschiedene Kon¬

formationen ein. Die Verschiedenartigkeit der Strukturen kann, muss jedoch nicht direkt mit den Schutz¬

gruppen zusammenhängen. Von einigen Peptiden wurden mehrere Kristallstrukturen gelöst, in welchen

die Moleküle jeweils unterschiedliche Konformationen einnehmen, a) R = Et; die Einheitszelle des unter¬

suchten Kristalls besteht aus zwei leicht unterschiedlichen Molekülen mit 310-helikaler Konformation [95].

b) R = tBu; das Peptid liegt in der gestreckten C5-Konformation vor [94]. Man sieht, dass jeweils die NH-

und die C=0-Gruppe einer Aminosäureeinheit leicht zueinander hin orientiert sind (siehe auch Fussnote

16).

Disubstituierte a-Aminosäureeinheiten17 mit Ca-Ca-Cyclisierung stabilisieren, wie

ihre offenkettigen Analoga, ßIH-Schleifen und a/310-helikale Peptidkonforma-

tionen [104,106-111]. Bei Seitenketten-Ringgrössen von vier bis zwölf Atomen

wird hauptsächlich die 310-Helix gebildet. Gestreckte Konformationen wie sie bei

Deg und Dpg beobachtet werden, findet man bei derartigen Substituenten

kaum18.

Cyclopropylglycin (Ac3c) nimmt durch seine spezielle Geometrie19 und die daraus

resultierenden Konformationseigenschaften innerhalb der cyclischen a-Amino-

17
Cyclische a-Aminocarbonsäurebausteine mit unsubstituierten Alkylringen werden mit Acnc abgekürzt,

wobei n für die Anzahl Ringatome in der Seitenkette (inklusive Ca) steht. Für Arbeiten über a-Aminosäu¬

ren mit verschiedenen Ringgrössen siehe folgende Zitate: Ac3c [98-102]; Ac4c [103,104]; Ac5c [105,106];

Ac6c [107]; Ac7c [108,109]; Ac8c [109]; Ac9c [110]; Ac12c [111]. Vergleichende Rechnungen über konfor-

mationelle Präferenzen von Dipeptiden aus Aib, Ac3c und Ac4c wurden von Alemân durchgeführt [112].
18

Lediglich wenige "exotische" cyclische a-Aminosäuren besitzen eine Tendenz zur Ausbildung gestreckter
Konformationen [59]. Die Ausnahme bilden Derivate der a-Amino-cyclopropancarbonsäure (Ac3c), wel¬

che auch teilweise gestreckte Konformationen einnehmen können [99,100].
19

Die Winkel im Cyclopropylring von Ac3c betragen ca. 60°, der N-Ca-CO-Bindungswinkel beträgt ca.

117° [98].
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3 Einleitung

säurebausteine eine Sonderstellung ein. Ac3c-Homopeptide bilden "deformierte"

ßIH-Schleifen und 310-Helices. Die Rückgratbindungswinkel können im Rama¬

chandran-Diagramm Werte in der "Brückenregion"20 einnehmen, welche durch

andere a-Aminosäureeinheiten wenig besetzt werden. Dies erweitert das Spek¬

trum der Strukturen, welche für das Peptiddesign potentiell zur Verfügung stehen,

auf ß1- und ßn-Schleifen (die nur rechnerisch, jedoch noch nicht experimentell ge¬

funden wurden) [59,101,112].

Durch Substitution der cyclischen a-Aminosäuren, beispielsweise in Form der

Cyclopropylanaloga von proteinogenen Aminosäuren (siehe Abschnitt 3.1.1) las¬

sen sich deren Struktureigenschaften variieren [98,113]. So hat die Cyclopropyl-

variante von Valin ähnliche Eigenschaften wie (a-Me)Val, und ist ein guter ß-

Schleifen- und Helix-Induktor [114], vom analogen Phenylalaninderivat wurde

eine Pro-c3Phe-Schleife beschrieben [38].

3.1.2.3 Chirale disubstituierte Aminosäuren

Im Gegensatz zu einfach substituierten L-Aminosäuren, welche üblicherweise (P)-

a-Helices induzieren, wird bei chiralen a-methylierten a-Aminosäuren kein ein¬

heitlicher Trend gefunden [57,59]. (a-Me)Val bildet 310-Helices mit demselben

[115,116], (a-Me)Leu, (a-Me)Phe und (a-Me)Trp solche mit entgegengesetztem

Drehsinn21 wie ihre natürlichen Analoga [116,117]. Bei reinen (S)-Isovalin-Pep-

tiden (Iva) wurden sowohl rechts- als auch linksdrehende 310-Helices gefunden

mit einer leichten Bevorzugung der (P)-Form [118]. a-Methylaminosäuren bilden

ab Tripeptidstufe ß1- oder ßIH-Schleifen, bzw. 310-Helices22, jedoch keine Faltblatt¬

strukturen. Gestreckte Anordnungen wurden bei (a-Me)Leu [119] und teilweise

bei (a-Me)Phe sowie Iva-Derivaten gefunden [57,59].

Chirale a-Ethylaminosäuren ((a-Et)Leu, (a-Et)Nva, (a-Et)Nle) bilden gestreckte

und 310-helikale Strukturen aus. Sie zeigen jedoch kaum eine Tendenz zur Induk¬

tion eines bestimmten Helixdrehsinns [97,120].

20 Als Brückenregion bezeichnet man den Bereich, welcher von Winkelkombinationen mit der Bedingung

[+120° < (|> < +60°; +25° < \\i < +(-25°)] erreicht wird [100]. Typische Werte für Ac3c-Bausteine sind § =

±90° und \V = 0°.

21 Nach gegenwärtigem Wissensstand bevorzugen a-methylierte a-Aminosäuren mit linearen, ß- und 5-

verzweigten Seitenketten denselben Schleifen- und Helixdrehsinn wie ihre einfach substituierten Analoga.
Bei y-verzweigten Seitenketten (Leu, Phe, Trp) werden entgegengesetzt gewundene Strukturen gebildet

[59].
22

Ein L-(a-Me)Val-Homo-Octapeptid ist das einzige bekannte, ausschliesslich aus disubstituierten a-Ami¬

nosäuren bestehende Peptid, welches und eine a-Helix (im Gleichgewicht mit einer 310-Helix) bildet [78].
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3.1.3 Natürliche Quellen und Biologie

Disubstituierte a-Aminosäuren (z.B. Aib, Iva, (a-Me)Nva) wurden in meteoriti¬

schen Materialien gefunden23 [121,122] und spielen, obwohl nicht proteinogen,

in verschiedenen Verbindungen24 natürlichen Ursprungs eine Rolle. Durch ihren

eingeschränkten Konformationsraum, und das damit verbundene Potential zur

Stabilisierung bestimmter, vor allem helikaler Sekundärstrukturmotive (siehe Ab¬

schnitt 3.1.2) sind sie für das Peptid- und Proteindesign potentiell bioaktiver Ver¬

bindungen interessant.

3.1.3.1 Peptidische Antibiotika mit disubstituierten a-Aminosäuren

Disubstituierte a-Aminosäuren, hauptsächlich Aib und Iva, werden in verschiede¬

nen peptidischen Antibiotika gefunden. Einige Beispiele sind:

Alamethicin [127-129] Antiamoebin [130]

Chlamydocin25 [131] Emerimicin [132,133]

Hypelcin [134] Samarosporin25 [135]

Stilbellin [136] Suzukacillin [137]

Trichotoxin [138] Zervamicin [82,133,139]

Den meisten dieser Peptide ist gemeinsam, dass sie aufgrund des hohen Anteils

an disubstituierten a-Aminosäuren robuste helikale Strukturen bilden, und ver¬

mutlich ähnliche Wirkmechanismen besitzen.

Das am besten untersuchte dieser antibiotischen Peptide ist Alamethicin (aus dem

Pilz Trichoderma viride), dessen Hauptbestandteil ein Peptid mit der Aminosäure¬

sequenz26 Ac-Aib-Pro-Aib-Ala-Aib5-Ala-Gln-Aib-Val-Aib10-Gly-Leu-Aib-Pro-
Valls-Aib-Aib-Glu-Gln-Phl20 ist [140]. Das Peptid besitzt im Festkörper und in

23
Von Cronin und Pizzarello wurde bei mehreren disubstituierten a-Aminosäuren aus dem Murchison-

Meteorit ein leichter Enantiomerenüberschuss gemessen [121].
24 Aib wurde beispielsweise in Casein [123], aber auch in bioaktiven Verbindungen gefunden (siehe fol¬

genden Abschnitt). a-Methylierte a-Aminosäuren [124], Ac3c-Bausteine [125] sowie ein Ac4c-Derivat von

Asparaginsäure [126] wurden in Mikroorganismen und Pflanzen nachgewiesen. Sie wirken teilweise als

Antimetaboliten.

25
Chlamydocin und Samarosporin nehmen eine Sonderstellung ein, da sie aus cyclischen Peptiden be¬

stehen, und deshalb einen anderen Wirkmechanismus als die übrigen aufgeführten Peptide besitzen müs¬

sen (siehe Text zu Alamethicin). Chlamydocin ist ein Aib-haltiges Cyclotetrapeptid. Es wirkt cytostatisch
und bei Pflanzen als Wachstumshemmer.

26
Die grau hinterlegten hochgestellten Nummern (n) zeigen die Position der jeweiligen Aminosäureeinheit

in der Peptidsequenz an. Die C-terminale Einheit ist ein Aminoalkohol, welcher sich von Phenylalanin ab¬

leitet (Phenylalaninol, Phl).
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3 Einleitung

Lösung eine helikale Struktur27, welche im Bereich der Pro14-Einheit geknickt ist

[142]. Da alle polaren Reste und einige Carbonylsauerstoffatome auf derselben

Seite liegen, entsteht eine amphiphile Helix, bei welcher die polaren Gruppen auf

einem zur zentralen Achse parallelen Streifen auf der Helixoberflache liegen.

Diese Helices können sich in Lipiddoppelschichten von Zellmembranen einlagern

und selbstorganisierte Aggregate bilden. Dabei liegen die polaren Bereiche der

Helices im Inneren des Oligomers, wodurch ein (spannungsabhängiger) Ionen¬

kanal entsteht (siehe Abbildung5) [127,143].

Abbildung 5 Modell eines Alamethicin-Ionenkanals [127]. Polare Gruppen, welche in das Innere des Ka¬

nals weisen, sind durch Kugeln dargestellt. Carbonylsauerstoffatome, welche zum polaren Inneren des Ka¬

nals beitragen, sind mit schwarzen Punkten gekennzeichnet. Vermutlich bildet sich zwischen der Gln19-Ein-

heit eines Peptids (Kugeln am oberen Ende der Peptide) und einer C=0-Gruppe des Nachbarmoleküls

eine Oligomer-stabilisierende Wasserstoffbrücke aus. Die Anzahl der an einem solchen Ionenkanal betei¬

ligten Peptide ist noch nicht genau bestimmt worden (ca. vier bis sechs Monomere, evtl. koexistieren meh¬

rere verschieden grosse Aggregate) [144].

Alamethicin wird als einfaches Modell für komplexere Ionenkanäle und Trans¬

membranproteine angesehen und war Gegenstand verschiedener Untersuchun¬

gen. Beispielsweise wurden stabilisierende und destabilisierende Faktoren für die

Bildung der Ionenkanäle untersucht, um ein vertieftes Verständnis für das Wirk¬

prinzip solcher Gebilde zu erlangen [145]. Durch Austausch der polaren Seiten¬

ketten konnte die leichte Ionenselektivität für Kationen in eine für Anionen "um¬

gedreht" werden [146].

27 Mehrere Arbeiten haben sich, zum Teil mit widersprüchlichen Ergebnissen, mit der Struktur der Alame-

thicin-Helix beschäftigt [127,128,141]. Das Peptid scheint mehrheitlich in einer a-helikalen Struktur vorzu¬

liegen, die im Bereich der Pro14-Einheit gestört ist, und auch einzelne 1—»4 Wasserstoffbrücken (charakte¬

ristisch für die 310-Helix) enthält.
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3.1.3.2 1-Aminocyclopropan-carbonsäure: Zwischenprodukt in der Ethylen-

Biosynthese von Pflanzen

Ethylen ist ein wichtiges pflanzliches Hormon, welches bei Reifungsvorgängen

von Früchten, bei Verletzungen und anderen Stresssituationen eine wichtige Rolle

spielt [147,148]. Das Wissen über die Biosynthese, bzw. die Wirkungsweise dieses

Gases, ist von grosser wirtschaftlicher Bedeutung, da es die gezielte Kontrolle über

den Reifezeitpunkt und die Entwicklung von Aromastoffen von Früchten und Ge¬

müsen ermöglicht (allgemein bekannt ist zum Beispiel die beschleunigende Wir¬

kung von Ethylen aus Äpfeln, auf die Reifung von Bananen) [149].

Die Ethylen-Biosynthese geht von Methionin aus28, welches in einem ersten

Schritt zu S-Adenosyl-methionin (SAM) umgewandelt wird (siehe Schema 4). Das

PLP-Enzym29 ACC-Synthase [150,151] spaltet die Thiomethylgruppe ab, und

setzt die 1-Aminocyclopropan-1 -carbonsäure (Ac3c = ACC) frei30. Bei den meisten

Pflanzen scheint die ACC-Synthase am geschwindigkeitsbestimmenden Schritt

beteiligt zu sein. Die cyclische a-Aminosäure wird schliesslich unter oxidativen

Bedingungen von der ACC-Oxidase [152] zu Ethylen, C02 und HCN abgebaut.

Dass die Ac3c-Aminosäure in Früchten (Äpfeln und Birnen) vorkommt war bereits

seit 1957 bekannt [153]. In den letzten drei bis vier Wochen der Reifung trat Ac3c

in besonders grosser Menge in den untersuchten Früchten auf. Man wusste dass

sie von Hefe schlechter abgebaut wird als die anderen (proteinogenen) Amino¬

säuren, da sie nach der Fermentation des Fruchtsaftes ein Hauptbestandteil im

Rückstand war.

28 Aus den beiden C-Atomen der Seitenkette (C13 und C) wird das Ethylen gebildet.
29

PLP: Pyridoxal-5'-phosphat, aktive Form des Vitamins B6.
30
Der Schwefel von Methionin geht dabei nicht verloren, sondern kann als Methylthioribose wieder in die

Methionin-Biosynthese einfliessen.
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3 Einleitung
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co2H3N

Methionin
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PPi + P
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Ribose

Homoserin

'Ribose

Ado

HIN'

S-Adenosyl-methionin

MTR

ACC-

Synthase

-Adenin

Me' 7\do

MTA

H3N C02

ACC

02, Ascorbat Acc-

Oxidase

H2C = CH2 + HCN + C02 + Dehydroascorbat

Ethylen

Schema 4 Biosyntheseweg für das pflanzliche Hormon Ethylen. Methionin wird mit der S-Adenosyl-

methionin-Synthetase (a)) zu S-Adenosyl-methionin (SAM) umgesetzt, und durch die ACC-Synthase zu

1-Aminocyclopropyl-l-carbonsäure (Ac3c = ACC) cyclisiert. Diese disubstituierte a-Aminosäure wiederum

wird unter oxidativen Bedingungen von der ACC-Oxidase (mit Ascorbat als Coenzym) in Ethylen, HCN

und C02 umgewandelt. Der Schwefel aus Methionin geht bei der Umsetzung zu Ac3c nicht verloren, son¬

dern wird in Methionin zurückverwandelt (Yang-Zyklus) [148,154]. Ado: Adenosyl; ATP: Adenosin-5'-tri-

phosphat; MTA: 5'-Methylthioadenosin; MTR: 5'-Methylthioribose; P,: Phosphat; PP,: Diphosphat.

Unter in uifro-Bedingungen müssen dem Reaktionsmedium 02, Eisen31, Ascorbat

und Carbonat bzw. C02 zugesetzt werden, um die ACC-Oxidase zu aktivieren.

Die Kontrolle der Biosynthese von Ethylen scheint über die C02-Konzentration zu

verlaufen. Zu tiefe und zu hohe C02-Werte verhindern die Ethylenproduktion

gleichermassen [154]. Die Aufklärung des Biosyntheseweges von Ethylen wurde

unter anderem durch den Einsatz verschiedener Enzymhemmer (z.B. Aminooxy-

essigsäure, Indolessigsäure oder L-Vinylglycin) ermöglicht [25,148,157].

Im aktiven Zentrum der ACC-Oxidase befindet sich ein nicht-Häm Eisenzentrum (Fe") [155,156].
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Schema 5 Reaktionsmechanismen von ACC-Synthase und -Oxidase, a) Postulierter Reaktionsmecha¬

nismus für eine rekombinante Apfel-ACC-Synthase [150], ein PLP-abhängiges Enzym, b) Teil-Mechanis¬

mus der ACC-Oxidase für die Umwandlung von ACC in Ethylen unter aeroben Bedingungen [155]. Das

Enzym besitzt im aktiven Zentrum ein Fe"-Ion, und ist von Ascorbat als Coenzym abhängig. Das C02 ist

für die Regulation der Enzymaktivität verantwortlich. E: Enzym; PLP: Pyridoxal-5'-phosphat; SAM: S-

Adenosyl-methionin; DA: Dehydroascorbat (bleibt ev. teilweise als Ligand im System).

Die ACC-Synthase besitzt strukturelle Ähnlichkeit mit einigen (ebenfalls PLP-ab-

hängigen) Aminotransferase-Enzymen. In Bakterien {Pseudomonas) kommt die

PLP-abhängige 1-Aminocyclopropan-carbonsäure-Deaminase vor, welche den

Cyclopropanring öffnen und Ac3c zu a-Ketobuttersäure und Ammoniak abbauen

kann [158].
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3 Einleitung

3.1.3.3 Anwendungen von disubstituierten a-Aminosäuren

Die freie a-Aminoisobuttersäure wurde als Modellsubstanz in Transportstudien an

Zellen eingesetzt [159].

Disubstituierte a-Aminosäuren werden in chemisch oder biologisch aktiven Pepti¬

den eingesetzt, um eine bestimmte Sekundärstruktur zu stabilisieren32 [2]. So kön¬

nen sie beispielsweise auf einen Biorezeptor optimiert werden, um natürliche Pro¬

teine oder andere Moleküle zu imitieren [103,161]. Sie können auch katalytisch

aktive Einheiten, quasi "Minimalenzyme" bilden [70,160,162]. Elzer und

McLaughlin stellten zu natürlichen antibiotisch wirksamen Peptiden analoge Ver¬

bindungen mit helikaler Struktur her und untersuchten deren Wirksamkeit gegen

Bakterien [163].

Die synthetische Handhabung der disubstituierten a-Aminosäuren ist aufgrund

ihrer sterisch anspruchsvollen Substituenten oft schwierig, tiefe Kupplungsausbeu¬

ten sind die Konsequenz [10,21,55]. Was bei der Herstellung ein Problem dar¬

stellt, kann in den Produkten hingegen ein grosser Vorteil sein. Um Peptide resis¬

tenter gegen Hydrolyse oder enzymatischen Abbau zu machen, werden deshalb

auch Aib- oder andere disubstituierte Aminosäurebausteine eingesetzt [10,57,

163,164]. Bei Reaktionen mit disubstituierten a-Aminosäurederivaten besteht

ausserdem keine Racemisierungsgefahr, da diese Bausteine chemisch "robust"

sind!

Peptide aus a-methylierten a-Aminosäuren [164,165] und Ac3c-Derivaten [166]

wurden auf deren Geschmack (Süsse) untersucht. Es wurde erwartet dass diese

eine bessere Hitze- und Hydrolysebeständigkeit besitzen als Aspartam (L-Asp-L-

Phe-OMe), welches beim Kochen schnell zerstört wird. Einige Varianten besassen

keinen, oder bitteren Geschmack, andere wiederum waren süss, teilweise süsser

als Aspartam.

32
Peptide mit Aib-Einheiten bilden in Wasser bei kürzeren Sequenzen helikale Strukturen, als solche mit

einfach substituierten a-Aminosäuren [160].
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3.2 a-ß-Didehydro-a-aminosäure-Derivate in der Peptidchemie

a-ß-Didehydro-a-aminosäuren33 (AXaa) werden als Bausteine in der Peptid¬

chemie, und als vielseitig verwendbare Ausgangsstoffe für die chemische Synthe¬

se eingesetzt. In Anlehnung an den vorangehenden Abschnitt 3.1 kann man sie

quasi als disubstituierte a-Aminosäuren mit einem "Zweiring"-Substituenten (Ac2c)

betrachten. Sie besitzen jedoch markant andere chemische Eigenschaften als die

gesättigten Derivate.

Der erste Teil dieses Kapitels wird sich mit der Synthese von ungesättigten

a-Aminosäuren und -Peptiden befassen und auf die speziellen synthetischen Pro¬

bleme bei der Herstellung dieser Verbindungen eingehen. Im zweiten Teil werden

die Struktureigenschaften zusammengefasst, und der letzte Teil zeigt biologische

Wirkungen von Peptiden mit AXaa-Bausteinen auf.

3.2.1 Herstellung

3.2.1.1 Eliminierungsreaktionen

Der am häufigsten eingesetzte Reaktionstyp für die Herstellung von Dehydro-

aminosäurederivaten34 ist die ß-Eliminierung eines Heteroatom-Substituenten aus

einer Vorläuferverbindung (siehe Schema 6). Dabei kann unter anderem direkt

von den proteinogenen Aminosäuren Serin, Threonin und Cystein ausgegangen

werden.

Cystein-Derivate können mit einem Alkylierungsmittel (z.B. Mel, FS03Me) zum

entsprechenden Sulfoniumsalz umgesetzt und anschliessend basisch zu Dehydro-

alanin eliminiert werden [168]. Alternativ dazu besteht die Möglichkeit, einen ß-

Thioalkyl/aryl-Substituenten mit NaI04 oder H202 zum Sulfoxid zu oxidieren, um

anschliessend durch Pyrolyse35 (Rückfluss in Toluol, Xyxlol oder Dioxan) die Eli¬

minierung zu erzielen [169,170]. Mit Sulfensäure-fangenden Reagenzien (Ph3P,

(PhO)3P) können die zur Eliminierung notwendigen Reaktionszeiten und -Tempe¬

raturen reduziert werden, was wegen der milderen Bedingungen breitere Anwen¬

dungsmöglichkeiten für diese Methode eröffnet [171]. Bei ß-substituierten Cys-

teinderivaten kann mit geeigneter Reaktionsführung eine gewisse E/Z-Selektivi-

33 Im Folgenden jeweils auch als Dehydroaminosäuren bzw. AXaa bezeichnet.

34
Für einen Übersichtsartikel über AXaa-Derivate siehe Zitat [167].

35
Es wurden auch Eliminierungsreaktionen von Sulfoxiden mit DBU bzw. NaOH in MeOH [169] beschrie¬

ben.
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3 Einleitung

tat36 erreicht werden. Meist wird vorwiegend das thermodynamisch stabilere (Z)-

Isomere gebildet.

Die mit der Sulfoxidpyrolyse verwandte Selenoxidpyrolyse [172] wird bei einer

neuen Art von Festphasen-Ankergruppen für die Synthese von Peptiden mit

Dehydroaminosäureeinheiten eingesetzt [173,174]. Dazu wird zunächst ein ge¬

eignet geschütztes Selenocysteinderivat mit der Se-Gruppe am Harz verankert,

und anschliessend das Peptid auf diesem Baustein basierend aufgebaut. Nach der

letzten Kupplung wird das Selenid mit H202 zum Selenoxid oxidiert und abge¬

spalten, wobei die gewünschte AXaa-Einheit im Peptid entsteht (siehe Schema

6g). Da das Peptid bei dieser Methode während der Kupplungsreaktionen über

eine Seitenkette mit dem Harz verbunden ist, kann vor der Abspaltung zusätzlich

eine Makrocyclisierung durchgeführt werden37.

^
x

R3.

fr
H -HX

R2

O a) X = SR5

b) X = SeR5

c) X = OR5

d) X = OH

e) X = NR|

f) X = N02

g) CK
HN

*&* -^p* *M
0 über Nacht °

Schema 6 Herstellung von Dehydroaminosäuren durch ß-Eliminierung. a) R5 = H, Alkyl (S-Alkylierung)

[168] R5 = Alkyl, Aryl (Oxidation) [169-171]; b) R5 = Phenyl (Oxidation) [172]; c) R5 = COAlk, SiMe3

[175-178]; d) (Dehydratisierung) [179-190]; e) R5 = Me (Ho/mann-Eliminierung) [191,192]; f) [193]; g)

Abspaltung eines Peptides von der Festphase, unter gleichzeitiger Bildung einer a-ß-Didehydroalanin-
einheit [173,174]. Für Details siehe Text.

36 Über die Reaktionsbedingungen kann das Verhältnis der beiden diastereoisomeren Sulfoxide beeinflusst

werden. Die Sulfoxide lassen sich anschliessend selektiv zum (E)- bzw. (Z)-Produkt umsetzen [171].
37

Mit dieser Methode konnte das cyclische Tetradepsipeptid AM-Toxin II hergestellt werden [173]. Siehe

auch Abschnitt 3.2.3 über biologisch aktive AXaa-Peptide.
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Aus Serin und Threonin38 lassen sich durch Eliminierung der acylierten39

Hydroxylgruppe als Carboxylat RC02" [175-177] ebenfalls Dehydroaminosäuren

herstellen. Bei einer Variante aus der Arbeitsgruppe von Maia wurden N- und C-

terminal geschützte Serinderivate mit einer Boc20/DMAP-Mischung in einer "Ein¬

topfreaktion" zu a-ß-ungesättigten a-Aminosäurederivaten umgesetzt [179].

Die Eliminierung der ß-OH-Gruppe kann auch ohne "Umweg" über eine Acyl-

ierung durchgeführt werden. Dazu wird mit einem dehydratisierenden Reagens

ein Wasseräquivalent aus Serin/Threonin-Verbindungen entfernt. Es wurden Vari¬

anten publiziert mit:

—» Säurehalogeniden (SOCl2, (EtO)2POCl) oder Im2CO zusammen mit

einer Base [180,181]

-> Carbodiimiden (EDC, DCC) mit CuCl40 [183-185]

-> DAST [181,186]

-> DEAD [187]

-> DSC [188]

-> Martin-Sulfuran41 [181,189]

Von Schreiber et al. wurde in einem Peptid basisch (mit Ba(OH)2) eine Threonin-

in eine AAbu-Einheit umgewandelt [190].

Die meisten ß-Eliminierungsreaktionen an Serin- und Cysteinderivaten sind auch

auf Aminosäureeinheiten in Peptiden angewendet worden [168-172,176,177,

179-181,183], welche teilweise an Festphasen gebundenen waren [184,185]. De¬

nydroaminosäurederivate und -Peptide lassen sich auch über eine Ho/mann-Eli-

minierung herstellen [191]. Toniolo wählte diese Variante, um bei seinen Dide-

hydroalanin-Oligomeren nach der Kupplung alle a-ß-Doppelbindungen in den

Peptiden auf einmal zu erzeugen [192].

ß-Nitro-a-aminosäuren können unter Erwärmen mit Diisopropylamin zu AXaa-

Derivaten umgesetzt werden [193]. Auch diese Reaktion wurde mit Peptiden

durchgeführt.

38
Bei der N-Alkylierung von Threonin- und Serinderivaten mit einer zusätzlichen Elektronenziehenden

Gruppe am Stickstoff (z.B. eine Nitrophenylsulfonylgruppe) wurden solche Eliminierungen als Nebenreak¬

tionen beobachtet [194].
39
Abgangsgruppen z.B. OAc, OTos, OMs oder OCOR mit R = CH2C1, CHC12, CC13.

40
In einem Fall wurde auch CuCl2 eingesetzt [182].

41
Bis[a,a-bis(trifluoromethyl)benzenemethanolato]diphenylsulfuran
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3 Einleitung

Es wurden auch einige "exotischere" Varianten für die Herstellung von Dehydro¬

aminosäuren über Eliminierungsreaktionen beschrieben:

—» Simchen ging von F3CCO-Gly-OMe aus und stellte (über eine

ß-Silyloxy-Verbindung) ß-Aryl-dehydroalanin und ß-Phenyl-

dehydrothreonin her [178].

—» Durch Deprotonierung von a-Azidocarbonsäureestern lassen sich

Dehydroaminosäurederivate herstellen [195].

—» In einer Rheniumkatalysierten Reaktion von a-Azidocarbonsäuren

mit Phosgen entstehen Dehydroaminosäureanhydride [196].

3.2.1.2 Cyclische AXaa-Derivate

Mit der Erlenmeyer-Reaktlon [197,198] oder durch die Dehydrochlorierung von

N-chlorierten a-Aminosäurederivaten [199] wurden 4-Alkyliden-oxazol-5-one

(Azlactone) hergestellt (siehe Schema 7a), welche zu a-ß-Didehydro-a-amino-

säurederivaten umgesetzt [51,200], bzw. in der Peptidsynthese als AXaa-Baustei-

ne42 eingesetzt werden können.

a) o o

R1 N^r°H +
R2 R3

H
o

b> i h i h i r

Ph^O ^NHBoc Ph^Sr
^

Ph^N^YR1
R2

Schema 7 Cyclische a-ß-Didehydro-aminosäurederivate. a) Herstellung von 4-Alkylidenoxazol-5-onen

(Azlactone) [207] und nukleophile Öffnung zum AXaa-Derivat [51,197,200-202,204-206]; R1 = Alkyl,

Aryl, Peptid; R2, R3 = Alkyl, Aryl; R4 = Alkyl, C-geschützte Aminosäure. Anstelle eines Amins kann zur

Öffnung auch ein Alkoholat eingesetzt werden, b) Herstellung der l,2,3,6-Tetrahydropyrazin-2-one, wel¬

che als Ausgangsstoffe für die Aminosäuresynthese dienen [47-50]. i) Ac20, Pb(OAc)4, AT; ii) RNH2, Base;

iii) 1. HCl/AcOEt2. K2C03; iv) 1. Boc20, DMAP2. R^OR2 Bu4N+Br", K2C03.

Cyclische Iminolactame aus AXaa-Einheiten und einem a-Aminoketon43 werden

als Vorläuferverbindungen für die stereoselektive Herstellung von gesättigten

42 Azlactone können mit N-terminal entschützten Aminosäurederivaten oder Peptiden geöffnet werden,

wobei sich ein Peptid mit einer AXaa-Einheit bildet [201-203]. Azlactone können auch aus Peptiden her¬

gestellt werden (—> Fragmentkupplung) [202,204,205]. Mit Diaminen und Bis-Azlactonen wurden Makro-

lactamisierungen durchgeführt [206].
43

l,2,3,6-Tetrahydropyrazin-2-on, hergestellt aus L-Valin. Reaktionen mit einer ähnlichen Verbindung,

hergestellt aus dem analogen a-Hydroxyketon, ergaben bessere Selektivitäten [47,48,50].
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Aminosäurederivaten eingesetzt (siehe Schema 7b). Mittels Cyclopropanierungen

können beispielsweise Ac3c-Derivate, und über die Diels-Alder Reaktion

a-Aminosäuren mit einem Norbornangerüst44 hergestellt werden [47-50,209].

Cyclische AXaa-Dipeptide (Piperazin-2,5-dione) besitzen oft interessante biolo¬

gische Wirkungen (beispielsweise als Antibiotika und Cytostatika [210,211]). Sie

sind relativ leicht aus cyclischen Glycindimeren zugänglich, und besitzen ein Po¬

tential für die Synthese weiterer Verbindungen mit kombinatorischen Methoden.

Bei der Suche nach neuen Wirkstoffen wurden bereits kleinere Bibliotheken her¬

gestellt [212].

3.2.1.3 Ca=Cß-Verknüpfende Reaktionen

Zu den wichtigsten Ca=Cß-verknüpfenden Reaktionen für die Herstellung von

AXaa-Derivaten gehört die Horner-Wadsworth-Emmons-Reaktlon, bei welcher

der Phosphonsäurediester eines Glycinderivates (mit passenden Schutzgruppen)

mit einem Aldehyd oder Keton gekuppelt wird. Das Spektrum der so herstellbaren

AXaa-Verbindungen ist sehr gross, es wurden hauptsächlich Derivate mit aroma¬

tischen Seitenketten synthetisiert [213-216]. Die Diastereoselektivität der Ole-

finierung ist abhängig von den Reaktanden und den Reaktionsbedingungen,

meist wird bevorzugt das thermodynamisch stabilere (Z)-Isomere gebildet45. Die

Olefinierung kann auch mit Peptiden [213,214,219,220] und an der Festphase

durchgeführt werden [221], was breite Anwendungsmöglichkeiten eröffnet.

Eine interessante, ebenfalls 'Wittig-artige" Reaktion wurde von Kinoshita und Na¬

gano beschrieben.

Ts

R1-NH2
';
> R^A^OEt

H
O

R2^f"3
ü)

RVVEt
H II

0

R1 = Z, Boc

Schema 8 Herstellung von AXaa-Bausteinen aus geschützten a-tosylierten Glycinderivaten und Alde¬

hyden. In einer
"

Wittig-ähnlichen" Reaktion wird ein Aldehyd mit Tributylphosphan unter Ausbildung einer

Doppelbindung mit einem a-Glycinäquivalent gekuppelt. Die Reaktion verläuft sehr selektiv, es werden

fast ausschliesslich (Z)-Isomere gebildet. In einer Variante der Reaktion wird anstelle des Aldehyds eine

Nitroverbindung eingesetzt. Variante 1 [222]: R2 = Alkyl, Aryl; R3 = H i) OHC-C02Et, TsNa4 H20,

HC02H; ii) R2CHO, Na2C03, Bu3P, Bu4N+Br", THF oder Toluol. Variante 2 [223]: R2, R3 = Alkyl, Aryl,

OR; i) wie Var. 1; ii) R^CHNO,, DBU, THF.

44 Solche Aminosäuren wurden als Enzyminhibitoren eingesetzt [208].
45 Auch eine nachträgliche E/Z-Isomerisierung der Produkte ist möglich [213,217]. Für einen Übersichts¬

artikel über die cis-trans-Isomerisierung von organischen- und Biomolekülen siehe Zitat [218].
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3 Einleitung

a-Tosylierte Glycinderivate wurden dabei mit Aldehyden und Tributylphosphan46

zu geschützten Dehydroaminosäuren umgesetzt (siehe Schema 8) [222,223]. Sie

haben AXaa-Derivate der meisten proteinogenen Aminosäuren mit sehr guten

Diastereoselektivitäten (hauptsächlich (Z)-konfigurierte Produkte), und in guten

Ausbeuten hergestellt.

Einige weitere Ca=Cß-verknüpfende Reaktionen für die Herstellung von AXaa-

Derivaten sind:

—» Kondensation von a-Isocyanoestern mit Aldehyden [224].

—» Kondensation von a-(Aminomethylen)-3H-Indol mit einem geschütz¬

ten Glycinderivat [225].

—» Auch über Azomethin-Ylide kann ein Substituent mit Doppelbindung

in ein Glycinderivat eingeführt werden [226].

3.2.1.4 Ca-N-Verknüpfende Reaktionen

a-Ketoester können unter Wasserabspaltung47 mit Carbamaten oder Amiden zu

AXaa-Derivaten kondensiert werden [217,227,228]. Die Reaktion wurde mit ei¬

ner grossen Vielfalt an Keton- und Amid-Reagenzien durchgeführt. Bei Reaktion

mit einem Peptid bzw. einer Aminosäure, welche eine C-terminale Amidgruppe

besitzen, lassen sich direkt Peptide herstellen. Eine weitere Reaktion, bei welcher

der Amino-Stickstoff in das AXaa-Derivat eingeführt wird, wurde von Trost be¬

schrieben (Addition von Phthalimid oder eines Sulfonamids an ein Propiolsäure-

ester-Derivat R-C=C-C02R) [229].

3.2.1.5 ß-Substitutionsreaktionen

Aus einem geschützten, oxidierten Serinderivat (also einer a-Formyl-a-amino-

säure) lässt sich durch Abfangen der Enolform des Moleküls eine Dehydroamino-

säure mit ß-OTs-Substituent herstellen [230]. Die OTs-Gruppe kann anschlies¬

send durch verschiedene Gruppen substituiert werden (siehe Schema 9) [230,

231]. Aus N-tosyliertem Boc-AAla-Methylester können, über Boc-AAla(ß-Tos)-

OMe als Zwischenprodukt, verschiedene ß-substituierte Dehydroalaninderivate

hergestellt werden [232,233].

46 In einer Variante dieser Reaktion wurde anstelle des Aldehyds eine Nitroverbindung eingesetzt (siehe

Schema 8).
47

Die Reaktion wird am Wasserabscheider durchgeführt, oder es werden Wasser-bindende Reagenzien

eingesetzt.

27



Eine ähnliche Synthese für AXaa-Derivate geht von einem a-Nitro-acrylsäurederi-

vat mit einem ß-OEt-Substituenten aus. Die Ethoxygruppe wird durch Indol

substituiert, und die Nitrogruppe anschliessend zur Aminogruppe reduziert, wobei

H-ATrp-OMe entsteht [234,235].

%

iü)

Schema 9 Herstellung von Z-ATrp-NH2 aus Z-geschütztem Glycinamid. Nach der "Suiern-artigen" Oxi¬

dation der Seitenkette zum a-Formylderivat, wird das Enol-Tautomere als Tosylat abgefangen, und über

eine Enamin-Zwischenstufe zum Z-geschützten Dehydro-Tryptophanamid umgesetzt [231]. i) 1. p-TsCl,

Me2SO/DMF (1:2), 2. Et3N; ii) MeNH2, MeOH; iii) Indol, AcOH.

Mittels Hec/c-Reaktion lassen sich Palladium-katalysiert Phenyl- und Vinyl-Grup-

pen in Didehydroalanin-Derivate einführen48 [48,238]. Dabei wird meist selektiv

das (Z)-konfigurierte ß-substituierte Produkt gebildet. Die Reaktion lässt sich auch

mit grossen und sperrigen Arylsubstituenten (z.B. Ferrocenderivate, 4-Iod-3,5-

dimethylanisol) [216,239,240], und an Festphasen-gebundenen Peptiden durch¬

führen [221]. Diese Methode eignet sich auch für Synthesen im Kilogramm-Mass¬

stab [240].

An ß-bromierte AXaa-Bausteine [241] können mit der Suzu/ci-Reaktion terminale

Alkine [242] bzw. Vinylborsäurederivate [243] gekuppelt werden. Die mit der

zweiten Variante hergestellten a-ß-y-5-Tetradehydro-a-aminosäurederivate wur¬

den anschliessend mit einem chiralen Rh-Katalysator chemo- (a/ß-Doppelbin-

dung) und enantioselektiv hydriert [244].

AXaa-Derivate mit einer ß-Thiocyanatgruppe oder ß-Disulfidverbrückung können

durch Addition von Thiocyansäurechlorid oder Schwefeldichlorid an Didehydro-

alanin (gefolgt von einer HCl-Eliminierung) hergestellt werden [245].

Cativiela beschrieb eine Methode, bei welcher in einfach (Z)-ß-Aryl-substituierte

AXaa-Derivate mit Diazomethan stereoselektiv ein ß-Methylsubstituent eingeführt

werden kann [246].

48
Typische Reaktionsbedingungen sind: Arylhalogenide (meist Jodide, teilweise Bromide [236]) bzw. Aryl-

oder Vinyltriflate [237] mit Pd(OAc)2 (auch mit PPh3-Zugabe), Base (NaHC03 oder Amin-Base), in einem

dipolar aprotischen Lösungsmittel (manchmal mit zusätzlichem Phasentransferreagens).
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3 Einleitung

3.2.1.6 Dehydroaminosäuren in der Organischen Synthese

Dehydroaminosäuren sind Ausgangsstoffe für verschiedene Synthesen. Ein wich¬

tiger Bereich, in welchem diese Verbindungen zum Einsatz kommen, ist die Her¬

stellung von gesättigten a-Aminosäurederivaten49. Die a-ß-Doppelbindung kann

mittels enantioselektiver Hydrierung (mit einem chiralen Katalysator [235,236,

240,244,248], mit chiralen Gruppen im Molekül [50,222,239] bzw. einem ko-

valent gebundenen Hilfsstoff [249]) abgesättigt werden. Diese Reaktionen sind

auch an Peptiden [176] und an Festphasengebundenen Molekülen möglich

[221].

Substituenten können mit S/N/O-Nukleophilen [48,228,233] oder Organometall-

Verbindungen [48,250] an AXaa-Derivate addiert werden. Meist tritt die neue

Gruppe dabei in ß-Stellung ("Michae/-artig") ein. Die Addition eines Schwefel-

substituenten in a-Stellung kann über die Hydrohalogenierung des ungesättigten

Derivates mit HCl bzw. HBr durchgeführt werden [245].

Auch für Die/s-A/der-Reaktionen [46-50] (teilweise mit Festphase-gebundenen

Aminosäuren und Peptiden [45]) und Cyclopropanierungen [48-52] werden

AXaa-Derivate eingesetzt. Die daraus entstehenden disubstituierten a-Amino-

säurebausteine werden für das Design neuer synthetischer Peptide eingesetzt,

welche teilweise biologische Aktivität besitzen (siehe Abschnitt 3.1). Von Beck

wurde eine Methode publiziert, mit welcher sich aus AAla-Derivaten entsprechen¬

de a-Metallcarbene erzeugen lassen [251].

AXaa-Einheiten können in Synthesen von grösseren Molekülen als Zwischen¬

stufen auftreten, beispielsweise um Makrocyclisierungen durchführen zu können

[206,216].

N-Methylierte Dehydroaminosäuren kommen in Peptiden natürlichen Ursprungs

vor und sind deshalb auch für die Peptidsynthese wichtig. Sie lassen sich aus den

geschützten unmethylierten Derivaten mit K2C03/MeI (DMF) oder K2C03/Me2S02

(MeCN) herstellen [252].

3.2.1.7 Dehydropeptide

Die Herstellung von Peptiden mit a-ß-Didehydro-a-aminosäureeinheiten bereitet

einige spezielle Probleme, welche bei Reaktionen mit gesättigten Derivaten nicht

auftreten [55,167,184].

Bei AXaa-Verbindungen stellt sich nach einer N-terminalen Entschützung ein

Enamin-Imin-Gleichgewicht50 ein, wobei die Lage des Gleichgewichts von den

49
In einem grossen Übersichtsartikel über die stereoselektive Herstellung von a-Aminosäuren wurden eini¬

ge dieser Synthesen zusammengefasst [247].
50 Siehe dazu Zitat [253] und dort zitierte Literatur.
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Lösungsparametern (Polarität, pH-Wert etc.) und der jeweiligen Aminosäure ab¬

hängt.

Imine hydrolysieren leicht zu Ketonen, weshalb N-terminal entschützte AXaa-Deri¬

vate nur in "inerten" Medien stabil sind. Die Enamin-Imin-Tautomerie ist auch der

Grund für die verminderte Nukleophilie von ungesättigten a-Aminosäurederi-

vaten, verglichen mit gesättigten Analogen [254]. Dies führt bei Kupplungs¬

reaktionen zu Problemen (tiefe Ausbeuten). Zudem ist die Aktivierung der

Carboxylgruppe solcher Verbindungen meist schwierig [255]. Der kleinste, syn¬

thetisch Sinnvolle Baustein für die Peptidsynthese stellt deshalb meist ein Tri-

peptid dar, welches die a-ß-Didehydro-a-aminosäureeinheit in der mittleren Posi¬

tion trägt [55,169]. Oft werden AXaa-Einheiten über deren Azlactone [201-205]

oder Anhydride [176,196] in Peptide eingeführt, um Probleme bei der Akti¬

vierung zu vermeiden.

AXaa-Einheiten sind "anfällig" auf Nebenreaktionen51, weshalb man öfter Peptide

mit Vorläuferbausteinen herstellt (z.B. Serin-/Cystein), und die Olefinierung erst

nach Beendigung der Peptidkupplungen durchführt. Einige der Methoden sind

nur für die Lösungssynthese geeignet, andere wiederum können auch an der

Festphase vor Abspaltung des fertigen Peptids durchgeführt werden. Welche Me¬

thoden für die Anwendung am Peptid geeignet sind, steht jeweils im Text (siehe

oben).

Sehr interessant ist der oben bereits beschriebene Selenid-Linker für die Peptid-

Festphasensynthese, bei welchem die Doppelbindung in der Abspaltungsreaktion

gebildet wird [173,174] (siehe oben, Schema 6).

Da C-terminale AAla-NHEt-Einheiten sehr säurelabil sind, können sie als Schutz¬

gruppen für Glutamin- und Asparagin-Seitenketten52 eingesetzt werden.

3.2.2 Sekundärstrukturen

Dehydroaminosäurebausteine besitzen wegen ihres Aufbaus - das trigonale Ca-

Zentrum bildet zusammen mit den beiden benachbarten Amidgruppen eine Kette

von fünf konjugierten Atomen - eine starre Geometrie, für welche rein formal be¬

trachtet Rückgratwinkel §/\\j von 0° und 180° bevorzugt sein sollten53. Diese Ein-

51 Addition von Nukleophilen, Hydrolyse etc. Didehydroalanin ist der empfindlichste AXaa-Baustein.

ß-Substitution, besonders mit aromatischen Gruppen, bewirkt eine geringere Empfindlichkeit der Doppel¬

bindung auf derartige Nebenreaktionen. (E)-AXaa-Bausteine neigen unter Kupplungsbedingungen zur Iso-

merisierung in die stabilere (Z)-Konfiguration.
52
Abspaltung mit In HCl/AcOH, [55,167].

53 Welche (|)/v|/-Winkelkombinationen für AXaa-Einheiten am günstigsten sind, hängt von den jeweiligen
Substituenten ab. Sie können beträchtlich von einer planaren Geometrie abweichen. Für Arbeiten über

die Struktur einzelner AXaa-Einheiten siehe Zitate [256-259].
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3 Einleitung

schränkung im Konformationsraum der AXaa-Einheiten ist für das Peptiddesign

interessant, da so bestimmte Strukturelemente durch deren Einbau stabilisiert

werden. Die beiden bestuntersuchten Dehydroaminosäurebausteine sind AAla

und (Z)-APhe. Die strukturellen Eigenschaften von Dehydroalanin54 werden hier

nicht detailliert besprochen, sie sind unten im Abschnitt 8.3.1 beschrieben.

Im Vergleich zu Peptiden mit Aib-Einheiten, existieren von AXaa-Peptiden viel

weniger Kristallstrukturdaten. Die überwiegende Mehrzahl der gelösten Strukturen

stammt von Peptiden mit (Z)-konfigurierten APhe-Bausteinen55.

Dehydrophenylalanin besitzt ein Potential zur Induktion von Schleifen und Heli¬

ces, wie sonst vermutlich nur Aib. Im direkten Vergleich von gesättigten und un¬

gesättigten Dipeptiden (Boc-(A)Phe-Val-OMe) findet man nur beim (Z)-APhe-

Derivat den Ansatz zu einer Faltung [263], was auf dessen eingeschränkten Kon¬

formationsraum zurückzuführen ist. Bei kurzen Peptiden werden, abhängig von

der jeweiligen Peptidsequenz (also von benachbarten Aminosäureeinheiten)

ß-Schleifen56 verschiedenen Typs gefunden [266]. Kurze Peptide, in welchen ein

(Z)-APhe-Baustein von zwei ß-verzweigten Aminosäureresten (Val, Ile) flankiert

ist, bilden eher ungeordnete, S-förmige Anordnungen [267].

Längere Peptide mit (Z)-Didehydrophenylalanin bilden oft 310-Helices57 [270-

281]. Diese besitzen bei Kombination mit L-Aminosäureeinheiten eine gewisse

Präferenz für den (P)-Drehsinn, es kommen jedoch auch (M)-Helices vor (siehe

Tabelle 2).

54 AAla-Einheiten liegen meist gestreckt in einer C5-Konformation (2.05-Helix) vor, können aber möglicher¬
weise auch C7-Bänder bilden [192,260]. Rechnungen deuten darauf hin, dass AAla-Homooligomere auch

eine 310-Helix bilden können (dies konnte jedoch experimentell nicht bestätigt werden).
55 Für Zusammenfassungen über die Struktureigenschaften von AXaa-Einheiten in Peptiden siehe Zitate

[57,259-261]. CD-Untersuchungen [262].
56

Aufeinanderfolgende Schleifen bilden teilweise Schleifenbänder [264], oder relativ ungeordnete Knäuel

[265].
57 a-Helices sind bei (Z)-APhe-Peptiden im Kristall [268] und in Lösung [269] eher selten.
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Tabelle 2 Drehsinn von 310-Helices verschiedener Peptide mit (Z)-APhe-Bausteinen (APhe steht hier je¬

weils für (Z)-APhe). Die gesättigten, einfach substituierten a-Aminosäurebausteine besitzen jeweils L-Kon-

figuration. P: rechtsgängige Helix; M: linksgängige Helix; P/M: rechts- und linksgängige Helices wurden im

selben Kristall gefunden; P-M: gemischt rechts- und linksgängige Helix.

Peptidsequenz Drehsinn

Boc-Val-APhe-Ala-Leu-Gly-OMe[268] P (a)58

Z-AVal-Val-APhe-Ile-OMe [270] P

Boc-Val-APhe-APhe-Ile-OMe [271] P

Boc-Leu-Phe-Ala-APhe-Leu-OMe [272] P

Boc-Leu-APhe-APhe-Ala-Phe-NHMe [273] P

Boc-Phe-APhe-Val-Phe-APhe-Val-OMe [274] P

Boc-Val-APhe-Leu-Ala-APhe-Ala-OMe [275] P

Boc-Val-APhe-APhe-Val-APhe-APhe-Val-OMe [276] P

Boc-Val-APhe-Phe-Ala-Phe-APhe-Val-APhe-Gly-OMe[277] P

Boc-Val-APhe-APhe-APhe-Val-OMe [278] M

Boc-(Aib-APhe)4-Aib-OMe [279] P/M

Boc-Ala-APhe-APhe-APhe-APhe-Ala-APhe-APhe-APhe-Gly-OMe [280] P/M

Ac-APhe-Val-APhe-Phe-Ala-Val-APhe-Gly-OMe [281 ] P-M

Um 310-Helices mit (Z)-APhe-Einheiten zu stabilisieren, sollten diese die Positio¬

nen i und i+3 in der Peptidsequenz besetzen. Durch Wechselwirkungen zwischen

den Phenylsubstituenten wird die Struktur stabilisiert, und oft sehr regelmässig

ausgebildet. Übereinander liegende Phe- und APhe-Einheiten können eine 310-

helikale Struktur ebenfalls begünstigen [277].

Das Peptid mit der Sequenz

Gly-APhe-D-Ala-APhe-APhe-D-Ala-APhe-APhe-L-Ala-(Gly)4-

APhe-L-Ala-L-Leu-APhe-L-Ala-L-Leu-APhe-L-Ala

(alle APhe-Einheiten mit (Z)-Konfiguration) [282]

bildet eine links- und eine rechtsgängige 310-Helix (antiparallel angeordnet), wel¬

che über eine flexible Kette (Gly4) miteinander verbunden sind (siehe Abbildung

6). Zwischen den Helices bildet sich eine Art "APhe-Zipper" [280], der die Struktur

zusätzlich stabilisiert. Dieses Peptid ist ein Beispiel für die Möglichkeiten des ratio¬

nalen Peptiddesigns, unter Zuhilfenahme von Aminosäurebausteinen mit definier¬

tem Konformationsbereich.

Dieses Peptid bildet eine (P)-a-Helix.
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3 Einleitung

Abbildung 6 Tertiärstruktur eines AXaa-Peptids, die rational geplant und experimentell bestätigt wurde.

Eine linksgängige 310-Helix wurde über eine flexible Kette mit einer gegenläufigen rechtsgängigen 310-Helix
verbunden. Zwischen den Helices wirken hydrophobe und aromatische Effekte strukturstabilisierend

[282]. Für Peptidsequenz siehe Text.

Inai hat der 310-Helix des achiralen Peptids H-ßAla-((Z)-APhe-Aib)4-OMe, die in

Lösung als rechts- und linksgängige Variante vorliegt, durch Zugabe von ex¬

ternen, chiralen Molekülen (z.B. Boc-L-Leu) einen mehrheitlich rechtsgängigen

Drehsinn aufgeprägt [283]. Diesen Effekt nennt er den "nicht-kovalenten chiralen

Dominoeffekf.

ALeu besitzt einen ähnlichen Einfluss auf die Peptidstruktur wie APhe, es wurde

jedoch viel weniger gut untersucht [260]. Bei Peptiden aus anderen Dehydro-

aminosäureeinheiten mit aromatischen Substituenten (Naphthyl- [205], Pyrenyl-

Derivate [284]) wurden ebenfalls ß-Schleifen und 310-Helices gefunden.

3.2.3 Natürliche Quellen und Biologie

a-ß-Didehydro-a-aminosäurederivate werden, indem sie gesättigte Bausteine er¬

setzen, zur Aufklärung des Wirkmechanismus bestimmter Peptide und Proteine

eingesetzt [167]. Derartige Modifikationen werden auch eingesetzt, um die Wir¬

kung von bestimmten bioaktiven Peptiden durch verbesserte Abbauresistenz zu

steigern.

33



AXaa-Bausteine werden, zusammen mit anderen seltenen Aminosäuren, in einer

grossen Vielfalt von Peptidantibiotika59 in Mikroben und Schwämmen gefunden

[55,167,286]. Oft gehören diese zur Klasse der Lantibiotika: Polycyclische, anti¬

biotisch wirksame Peptide, welche neben Dehydroaminosäuren auch Lanthionin

(sulfidverbrücktes Alanindimer) in der Aminosäuresequenz enthalten [179,287].

Um die Relevanz der zahlreichen Peptide mit AXaa-Einheiten abschätzen zu kön¬

nen, wurde nach der Anzahl Publikationen zu den einzelnen Verbindungen ge¬

sucht, und diese mit den entsprechenden Zahlen für Penicillin und Taxol ver¬

glichen (siehe Abbildung 7). Die meisten dieser Verbindungsnamen stehen nicht

für ein bestimmtes Molekül, sondern für eine ganze Gruppe von Peptiden.
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Abbildung 7 Anzahl der Publikationen über einige Verbindungen mit AXaa-Bausteinen, verglichen mit

jenen für die bekannten Verbindungen Penicillin (a) und Taxol (c). Es wurde nach Publikationen mit dem

jeweiligen Verbindungsnamen im Titel gesucht60. Der linke Balken entspricht der gesamten Anzahl gefun¬
dener Publikationen (Anzahl jeweils angegeben), der rechte Balken steht für Publikationen bis 1979. Die

Skala ist logarithmisch aufgetragen, b) Cephalosporin [288,289]; c) Die Suche für Paclitaxel (= Taxol) er¬

gab weitere 3557 Treffer; d) Nisin [290-292]; e) Microcystin [220,293]; f) Alamethicin (Aib-Peptid, siehe

Abschnitt 3.1.3.1) [127-129]; g) Thienamycin [294,295]; h) Viomycin [296]; i) Capreomycin [297,298]; k)

Tentoxin [170,202,299]; 1) Subtilin [292]; m) Thiostrepton [300]; n) Nodularin [301]; o) AM-Toxin [302].

Für Beschreibungen der Verbindungen siehe Text.

Die beiden Peptide mit den meisten Publikationen - Nisin und Microcystin -

werden in den nachfolgenden Abschnitten genauer beschrieben. Hier folgt eine

kurze Beschreibung der restlichen neun Verbindungen:

Cephalosporine bilden eine Gruppe von ß-Lactam-Antibiotika, welche erstmals

aus Cephalosporium acremonium isoliert wurden (siehe Abbildung 8) [288]. Sie

besitzen eine breitbandige Wirkung gegen gram-positive und gram-negative Bak¬

terien [289]. In der Humanmedizin werden synthetische und halbsynthetische

Derivate eingesetzt.

59
Beispielsweise können cyclische AXaa-Dipeptide (—> Albonoursin aus Actinomyces tumemacerans

[211]) und deren Derivate antibiotische und cytostatische Wirkungen besitzen [210], sind Inhibitoren der

Endonuclease von Influenza-Viren [285] oder greifen in den Blutgerinnungsvorgang ein [209].
60

Online, bei ISI - Web of Science (wos.consortium.ch), Standardeinstellungen.
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3 Einleitung

Thienamycin wurde aus Streptomyces cattleya isoliert und gehört zur Gruppe

der Carbapenem-ß-Lactam-Antibiotika61 (siehe Abbildung 8). Es ist strukturell mit

Penicillin verwandt, und wirkt gegen gram-positive und gram-negative Bakterien

(Breitbandantibiotikum) [294]. Aufgrund seiner chemischen Instabilität besitzt es

keine praktische Bedeutung. Die von ihm abgeleiteten Derivate (z.B. Ertapenem,

Meropenem und Imipenem62) hingegen werden in der Humanmedizin bei bak¬

teriellen Infektionen eingesetzt.

a) co2h o b)
HO H H

C02H O
c)

C02H

Abbildung 8 ß-Lactam-Antibiotika. a) Cephalosporin C aus Cephalosporium acremonium. b) Thiena¬

mycin aus Streptomyces cattleya. Das Carbapenem-Grundgerüst ist mit jenem der Penicilline verwandt61,

c) Die (gesättigten) ß-Lactam-Antibiotika der Penicillin-Gruppe wurden aus verschiedenen Schimmelpilzen
extrahiert (z.B. Pénicillium notatum und Pénicillium chrysogenum). Sie besitzen ein Penam-Grundgerüst61.
Es existieren vielfältige Varianten mit unterschiedlichen R-Gruppen. Einige Derivate besitzen eigene Na¬

men, so gehören etwa Ampicillin, Meticillin oder Epicillin ebenfalls zu den Penicillinen.

Viomycin ist ein cyclisches Pentapeptid-Antibiotikum aus Streptomyces puniceus

oder Streptomyces floridae [296]. Es besteht aus mehreren ungewöhnlichen

Aminosäuren. Unter anderem enthält es ein Dehydroalaninderivat (mit einer ß-

Harnstoffgruppe), und eine ß-verknüpfte a-ß-Diaminopropionsäureeinheit. Frü¬

her wurde es gegen Tuberkulose eingesetzt, aufgrund seiner gehörschädigenden

Wirkung ist es heute jedoch nicht mehr in Gebrauch.

Capreomycin ist ein cyclisches Pentapeptid-Antibiotikum (mit ähnlichen Bau¬

steinen wie Viomycin) aus Streptomyces capreolus [297]. Es wird zur Therapie

von Tuberkulose eingesetzt. Aufgrund seiner toxischen Nebenwirkungen ist es je¬

doch ein Antibiotikum zweiter Wahl63 [298].

61
Carbapenem ((5/?)-7-Oxo-l-aza-bicyclo[3.2.0]hept-2-en-2-carbonsäure) ist die schwefelfreie Variante

des ß-Lactam-Grundgerüstes Penem. Das Penem-Grundgerüst ist die ungesättigte Variante von Penam,

dem Penicillin-Kern [303].
62
Imipenem war das erste ß-Lactam-Antibiotikum auf dem Markt [295]. Meropenem [304] ist bereits seit

einiger Zeit auf dem Markt, Ertapenem wurde Ende 2001 durch die amerikanische FDA zugelassen. Die¬

ses Antibiotikum wird wegen seiner guten Abbauresistenz üblicherweise nur einmal täglich gespritzt [305].
63
Wenn aufgrund von Bakterienresistenzen die besser verträglichen Antibiotika keine Wirkung mehr zei¬

gen.
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Tentoxin ist ein cyclisches Tetrapeptid aus Alternaria tenuis, Alternaria alter-

nata64 und Alternaria mali [170,202]. Es wirkt phytotoxisch, indem es die Chlo-

roblasten durch Hemmung der Phosphorylierung schädigt (Chlorose) [299]. Das

Peptolid enthält eine (Z)-APhe(N-Me)-Einheit.

Subtilin ist eng mit Nisin verwandt (Details siehe Abschnitt 3.2.3.1 unten) [287,

306].

Thiostrepton wurde erstmals aus Streptomyces azureus extrahiert, und besitzt

antibiotische Aktivität gegen gram-positive Bakterien (Proteinsynthese-Inhibitor).

Es wurde in der Veterinärmedizin eingesetzt. Das komplexe bicyclische Peptid be¬

steht unter anderem aus drei AAla-Einheiten und mehreren Heterocyclen [300].

Ähnliche Verbindungen sind Siomycin, Thiopeptin und "Seh 18640".

Nodularine sind cyclische hepatotoxische Pentapeptide. Sie werden, wie Micro-

cystine, von Cyanobakterien produziert (siehe Abschnitt 3.2.3.2).

AM-Toxine sind mit Tentoxin verwandte cyclische Tetradepsipeptide aus Alter¬

naria alternata64 [173,302]. Sie bestehen aus Ala, AAla, Homologen von Phe und

Tyr sowie aus a-Hydroxy-Isovaleriansäure.

3.2.3.1 Nisin

Nisin65 ist ein Lantibiotikum (34-Mer) von Streptococcus lactis (einem Milchsäure-

bakterium), welches sowohl Lanthionin und ß-Methyllanthionin [308] als auch

AXaa-Aminosäuren enthält [309] (siehe Abbildung 9). Die bakterizide Wirkung

wurde erstmals 1928 beschrieben [310], die Struktur war 1971 vollständig aufge¬

klärt [290] und wurde durch die Totalsynthese und anschliessende biologische

Tests bestätigt [291]. Der Biosyntheseweg von Nisin verläuft über ein ribosomal

synthetisiertes Vorläuferpeptid aus 57 Aminosäureeinheiten, welches posttrans-

lational zum endgültigen Lantibiotikum modifiziert wird [309,311]. Dabei wird ein

Teil des Peptids (ein 23-Mer) abgetrennt, und drei gesättigte (Serin- und Threo¬

nin-) in a-ß-ungesättigte Aminosäureeinheiten umgewandelt. Zudem werden fünf

Sulfidbrücken aus Cystein und AAla/AAbu gebildet (—» Lanthioninderivate).

Subtilin und Epidermin sind zwei mit Nisin verwandte Lantibiotika, denen ähn¬

liche DNA-Sequenzen zugrunde liegen [292].

64 Alernaria alternata ist ein verbreiteter Schimmelpilz (Schwärzepilz). Er ist Verursacher einer Blattkrank¬

heit bei Apfelbäumen, und kommt in Wandschimmel, Textilien und auf Lebensmitteln vor.

65
Nisin kommt in zwei Modifikationen vor: Nisin A und Nisin Z. Ihre Aminosäuresequenzen unterscheiden

sich an der Position 27, wo His (A) oder Asn (Z) stehen kann [307]. Beide Peptide besitzen in etwa gleiche
Aktivität.
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3 Einleitung

Abbildung 9 Struktur des Lantibiotikums Nisin A aus Streptococcus lactis. Die während der Biosynthese
des Peptids posttranslational modifizierten Aminosäureeinheiten sind fett dargestellt. Dha66 = AAla, Dhb =

AAbu, Ala-S-Ala = Lanthionin, Ala-S-Abu = ß-Methyllanthionin.

Das Peptid nimmt eine Struktur aus ß-Schleifen ein, die schraubenartig angeord¬

net sind. Es besitzt jeweils in Lösung oder an Micellen assoziiert eine leicht unter¬

schiedliche Konformation [312]. Der Wirkmechanismus von Nisin wird noch in¬

tensiv untersucht. Man geht jedoch allgemein davon aus, dass es eine Pore in der

Zellmembran von gram-positiven Bakterien67 bildet, durch welche Ionen, Amino¬

säuren und ATP aus der Zelle entweichen können. Der Zusammenbruch des

osmotischen Gradienten führt zum Verlust der protonenmotorischen Kraft, und in

Folge zum Absterben der Zelle. Da das Peptid eine Reihe positiv geladener Sei¬

tenketten besitzt, kann es Membranen mit einem grossen Anteil anionischer Li¬

pide besonders effektiv angreifen. Ebenso begünstigen grosse Potentialdifferenzen

bzw. pH-Unterschiede über der Membran die Porenbildung durch Nisin [313].

Ein in einem Übersichtsartikel aufgrund von experimentellen Befunden postulier¬

ter Mechanismus wurde folgendermassen beschrieben [314]: Nisin scheint zuerst

mit dem C-Terminus an die Zelle anzukuppeln [315], um sich anschliessend ganz

in die Lipiddoppelschicht einzulagern (parallel zur Membranebene [316]). DerN-

Terminus (oder C-Terminus [317]) "wandert" dann in Richtung Zeilinnenraum,

wobei sich durch Anlagerung von Lipidmolekülen an das Peptid eine. ca. 1 nm

grosse Pore bildet (kooperativer Mechanismus mit mehreren Peptiden). Schliess¬

lich wandert Nisin ganz auf die Innenseite der Membran (siehe Abbildung 10).

66 Die Nomenklatur für Dehydroaminosäuren wird uneinheitlich gehandhabt. In der Biologie wird meist

eine Dreibuchstabenabkürzung (Dha, Dhb) verwendet, in chemisch dominierten Publikationen findet man

AXaa (AAla, AAbu) und DDAA für allgemeine Dehydroaminosäurebausteine.
67

In Einzelfällen ist es auch gegen gram-negative Bakterien aktiv, besonders wenn diese (aufgrund von

äusseren Einflüssen) eine geschwächte Zellwand aufweisen.
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Abbildung 10 Postulierter (noch unbewiesener) Mechanismus fur die Porenbildung durch Nisin [314]. I)

Das kationische Peptid bindet mit dem C-Terminus an anionisch geladene Lipide der Zellmembran, bzw.

an Lipid II (siehe Text). II) Das Peptid lagert sich parallel zur Oberflache in die Lipiddoppelschicht ein. III)

Der N-Terminus bewegt sich durch die Zellmembran, dabei konnte die Pore durch Assoziation mehrerer

Peptide gebildet werden. Lipide konnten sich, wie auf der rechten Seite gezeigt, an Nisin anlagern, und zur

Stabilisierung der Pore beitragen. IV) Das Peptid wandert vollständig auf die Innenseite der Zellmembran.

In den letzten Jahren wurde herausgefunden, dass Lipid II68, der Rezeptor für Ni¬

sin, selbst auch an der Porenbildung beteiligt ist [318]. Bakterien mit einem gros¬

sen Anteil dieses Komplexes in der Zellmembran waren viel anfälliger auf das

Antibiotikum als solche mit einem kleinen Anteil. Vermutlich sind die beiden N-

terminalen sulfidgebundenen Ringe von Nisin verantwortlich für die Interaktion

mit Lipid II.

Nisin ist eines der wenigen (L)Antibiotika die als Lebensmittelzusatzstoff69 zugelas¬

sen sind. Da es von Milchsäurebakterien produziert wird, kommt es natürlicher¬

weise in Milch vor. Es wird eingesetzt, um das Wachstum gram-positiver Bakteri¬

en in Fisch- und Fleischprodukten [319] oder anderen Lebensmitteln zu verzö¬

gern. Bei der Käseproduktion verhindert es Fehlgärungen [320], und bei der Fer¬

mentation von Fruchtmeischen (Obstbrand-Produktion) kann es das Wachstum

von unerwünschten Keimen70 unterdrücken, welche einen negativen Einfluss auf

die Qualität des Produktes haben können [321]. Um eine gute Wirkung des Anti-

68
Lipid II ist ein membrangebundener Vorlaufer der Peptidoglycan-Synthese. Ein Polyisoprenrest, der

über eine Pyrophosphatgruppe mit einem Disaccharid und einem Pentapeptid verbunden ist.

69 Nisin ist neu seit der Revision des Lebensmittelrechts und der Totalrevision der Zusatzstoffverordnung

(ZuV) 2002 in der Schweiz als E234 in Griesspudding und ahnlichen Erzeugnissen sowie in gereiftem Kä¬

se, Schmelzkäse und Mascarpone zugelassen.
70 Hefen sind wenig empfindlich auf Nisin.
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3 Einleitung

biotikums zu erzielen, sollte der pH-Wert tiefer als 7 sein. Die Zugabe von Emul-

gatoren, Fettsäuren etc. vermindert die Wirkung von Nisin.

3.2.3.2 Microcystine

Microcystine sind eine Gruppe von cyclischen Heptapeptiden [293], von der bis¬

her über 65 Verbindungen bekannt sind (siehe Abbildung 11). Sie sind aus meh¬

reren ungewöhnlichen bzw. ungewöhnlich verknüpften Aminosäureeinheiten auf¬

gebaut. So findet man beispielsweise Dehydro- und N-methylierte- sowie ß-, oder

y-verknüpfte Bausteine. Darunter sind auch einige modifizierte proteinogene

Aminosäuren (z. B. ß-Methylasparaginsäure oder Homotyrosin).

Microcystine werden von verschiedenen Cyanobakterien (Blaualgen, Microcystis,

Anabaena, Oscillatoria) produziert. Besonders bei Algenblüten (starke Ver¬

mehrung der Cyanobakterien aufgrund von Umwelteinflüssen, vor allem in eu-

trophen Gewässern) sind grössere Mengen dieser Peptide im Wasser von Seen,

Flüssen und im Meer vorhanden. Jedoch auch in sauberem Wasser können

Microcystine nachgewiesen werden71.

Me Me o'

4
R ° co2h° 2

3

D-Ala—X—D-Masp-Y-Adda—D-Glu—AAIa(N-Me)—i

Abbildung 11 Allgemeine Struktur von Microcystinen: Cyclo-[ (-D-Ala-X-D-Masp-Y-Adda-D-G lu-AAla (N-

Me)-)]. Nomenklatur: Die hochvariablen Bausteine X (2) und Y (4) werden in der Einbuchstabenschreib¬

weise für Aminosäuren mit Bindestrich an den Namen angefügt (z.B. Microcystin-LR für X = Leu und R

= Arg). Auch die "fixen" Einheiten 1, 3 und 5-7 sind teilweise variabel, zusätzliche Modifikationen wer¬

den dem Namen in eckigen Klammern vorangestellt (z.B. [Dha7]Microcystin-LR wenn 7 unmethyliertes
AAla ist). Beim Rest 7 findet man auch Serin oder N-Methylserin, welche vermutlich Vorläuferbausteine

für die ungesättigten AXaa-Einheiten sind. Anstelle von AAla kann auch AAbu oder N-Methyl-ß-amino-
oxalsäure stehen [323]. Masp: (2/?,3S)-ß-Methylasparaginsäure; Adda: (allS,allE)-3-Amino-9-methoxy-

2,6,8-trimethyl-10-phenyldeca-4,6-diensäure [324].

71
Zur Messung der Konzentration von Microcystinen wurden sehr sensitive Methoden auf Immunoassay-

Basis entwickelt [322].
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Microcystine72 sind für viele Tierarten (auch für Säugetiere) und Pflanzen73 giftig.

Sie sind starke Hepatotoxine und können schwere Leberschädigungen hervor¬

rufen, die zum Tod führen. Einige Untersuchungen deuten auch auf Tumor¬

promovierende Eigenschaften dieser Peptolide hin [327]. Da in verschiedenen

Regionen der Welt Trinkwasser durch Microcystine verunreinigt ist, besteht ein

grosses Interesse an der Aufklärung des Gefahrenpotentials dieser Verbindungen

[328].

In Lösung nehmen Microcystine eine kompakte, sattelartige Struktur ein [329], in

welcher sie an das aktive Zentrum der Phosphatase 1 und 2a in Hepatocyten bin¬

den und die Enzyme inhibieren können [330]. Der apolare Adda-Rest (ein

ß-Aminosäurebaustein) passt dabei in eine hydrophobe Tasche des Enzyms. Er

scheint der zentrale Baustein zu sein, der die biologische Aktivität von Microcysti¬

nen (und auch von Nodularinen) vermittelt.

Die Derivate mit verschiedenen Peptidsequenzen besitzen unterschiedliche Akti¬

vitäten (Microcystine-LA > -LR > -RR > -LY) [331]. Durch rationales Design

konnte die Substratselektivität von synthetischen Microcystinanaloga leicht erhöht

werden [332], was für die Untersuchung biochemischer Vorgänge nützlich sein

könnte.

72
Microcystine sind verwandt mit der Familie der Nodularine und mit Motuporin (Cyclopentapeptide) Die¬

se werden ebenfalls von Cyanobakterien (Nodularia) [301] bzw. Schwämmen (Theonella swinhoei) [325]

gebildet, und besitzen ähnliche Wirkungen wie Microcystine. Auch sie besitzen den ß-Aminosäurebaustein
Adda in ihrer Peptidsequenz.
73 Sie stören beispielsweise das Wachstum von Senfkeimlingen [326].
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3 Einleitung

3.3 Bekannte Strukturen von ß-Peptiden

In diesem Abschnitt sollen die wichtigsten bekannten Strukturmotive von ß-Pepti¬

den besprochen werden. Rückgrat- und Bindungswinkel der "regelmässigen"

Strukturen (Helices, Faltblatt) sind im Anhang 10.2 zusammengefasst.

3.3.1 Die314-Helix

Die (M)-314-Helix, welche von ß3-Peptiden aus homologisierten, proteinogenen

Aminosäurebausteinen gebildet wird, wurde erstmals 1996 von Seebach und Mit¬

arbeitern beschrieben [333].

a) o

R O

Vr*
R O

/-N^.

(M)-314-Helix

îén'vV.
R

R O

•/

R O

S*N-J V-

(P)-314-Helix

Abbildung 12 Die ß-peptidische 314-Helix [333-347]. a) Substitutionsmuster von ß-Aminosäuren, welche

in eine 314-Helix passen. Peptide aus den Bausteinen links bilden linksgängige, jene mit Bausteinen auf

der rechten Seite rechtsgängige 314-Helices. Gemischte ß2/ß2'3 und ß3/ß2'3-Peptide bilden ebenfalls 314-Heli-

ces. b) Darstellung einer 314-Helix von der Seite (oben) und entlang der Helixachse (unten, die meisten

Wasserstoffatome wurden zur Vereinfachung weggelassen). An den Ca- und Cß-Zentren gibt es je einen la¬

teralen und einen axialen (grosse Kugeln) Substituenten. Die axialen Positionen können (nach aktuellem

Wissensstand) nur durch Wasserstoff oder Fluor besetzt sein, grössere Gruppen passen nicht in die Helix.

Alle C=0- bzw. N-H-Gruppen weisen jeweils in dieselbe Richtung, weshalb

entlang der Helixachse ein Makrodipol entsteht (siehe Abbildung 12b oben). Die

Ganghöhe der Helix beträgt ca. 5 Â. An den beiden sp3-Zentren (Ca und Cß) steht

jeweils ein Substituent in axialer, und einer in lateraler Position. In axialer

Position (grosse Kugeln in Abbildung 12b) sind aus sterischen Gründen nur

Wasserstoff- und Fluoratome erlaubt. Die Helix kann also nur von Peptiden aus
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"homochiralen"74 ß2-, ß3- oder /i/ce-ß2,3-Aminosäuren gebildet werden, da sonst

Substituenten in axialer Position zu stehen kämen. Geminal disubstituierte

ß-Aminosäuren passen aus diesem Grund nicht in eine 314-Helix [334]. Einfach

substituierte ß-Aminosäureeinheiten können zusammen mit "passenden" ß2,3-Deri-
vaten in einer 314-Helix vorkommen, alternierend gemischte ß2/ß3-Peptide können

hingegen eine 12/10-Helix bilden (siehe folgenden Abschnitt) [335].

Disulfid- und Salzbrücken [336,337], (/i/ce)-ß2,3-distubstituierte Aminosäureeinhei¬

ten [335], Zn2+-Komplexierung zwischen zwei His-Seitenketten [338] und ver¬

zweigte Seitenketten [339] stabilisieren die 314-Helix. Peptide aus (ß,ß)-2-Amino-

cyclohexan-carbonsäuren bilden eine sehr stabile 314-Helix (mit leicht veränder¬

ten Rückgratwinkeln) [340,341]. Weniger stabile 314-Helices werden gebildet

wenn: das Peptid ausschliesslich aus ß2-Aminosäureeinheiten besteht [335,342],

ßhGly-Einheiten in der Sequenz vorkommen [334,343], oder die N- und C-Ter-

mini geschützt sind [333,334,343].

3.3.2 Die 12/10-Helix

Obwohl ß2- und ß3-Aminosäureeinheiten in eine 314-Helix passen, bildet ein Pep¬

tid, welches alternierend aus ß2- und ß3-Bausteinen besteht, eine vollkommen

neuartige Helix [335,343,348,349]. Die Aminosäureeinheiten besitzen abwechs¬

lungsweise zwei verschiedene Konformationen (zwei Sätze an Rückgratwinkeln,

siehe Anhang 10.2), und es werden zehn- und zwölfgliedrige Wasserstoffbrücken-

gebundene Ringe gebildet. Die Amidbindungen sind abwechslungsweise von

Substituenten flankiert (Zehnring) oder besitzen zwei benachbarte CH2-Gruppen

(Zwölfring). Die Carbonyl- und NH-Gruppen weisen abwechselnd zum N- bzw.

C-Terminus, weshalb kein Makrodipol entlang der Helixachse entsteht (siehe

Abbildung 13).

74 Homochiral bedeutet, dass die Substituenten in allen Aminosäureeinheiten dieselbe Orientierung be¬

sitzen, unabhängig von der Reihenfolge der ClP-Prioritäten (R/S) der absoluten Konfiguration (siehe

Abbildung 12 links). Wenn ein Peptid ausschliesslich Methylsubstituenten trägt, müssen sämtliche

Rückgrat-Stereozentren des Peptids (S) bzw. (R) Konfiguration besitzen (—> (M)- bzw. (P)-Helix). Für

andere Seitengruppen (z.B. i'Pr) kann die Bezeichnung der absoluten Konfiguration aufgrund veränderter

ClP-Prioritäten bei gleich bleibender Konnektivität der Gruppen umkehren.
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a) o r o
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(P)-12/10-Helix

O R O

H | H

(M)-12/10-Helix

Abbildung 13 Die ß-peptidische (P)-2.710>12-Helix (12/10-Helix) [335,343,348,349]. a) Eine ß-

Peptidkette, die abwechslungsweise aus ß2- und ß3-Aminosäureeinheiten besteht, bildet eine 12/10-Helix.

b) Darstellung einer 12/10-Helix von der Seite (oben) und entlang der Helixachse (unten, die meisten

Wasserstoffatome wurden zur Vereinfachung weggelassen). Die Substituenten stehen lateral, die Wasser¬

stoffatome der entsprechenden Methingruppen axial (grosse Kugeln). An den Methylengruppen weisen

beide Wasserstoffsubstituenten von der Helix weg (mittlere Kugeln).

Die Wasserstoffatome an den substituierten Zentren stehen axial, und können aus

sterischen Gründen vermutlich nicht durch grössere Substituenten als ein Fluor¬

atom ersetzt werden. Die Wasserstoffatome der Methylengruppen weisen beide

von der Helix weg (siehe Abbildung 13b), ob sie durch grössere Gruppen ersetzt

werden können ist nicht bekannt. Möglicherweise könnte ein Peptid mit sich ab¬

wechselnden ß2'2'3- und ß2,3,3-Einheiten bzw. ein ß2,2/ß3,3-Peptid ebenfalls eine

12/10-Helix bilden (dabei würde kein Substituent in axialer Position stehen).

3.3.3 Die 2.612-Helix

Peptide aus (ß,ß)-2-Amino-cyclopentancarbonsäureeinheiten bilden im Kristall

eine (M)-2.612-Helix. Entlang der Helixachse besteht ein Makrodipol (alle C=0-

und N-H-Bindungen zeigen jeweils in die gleiche Richtung) [350,351]. Die Was¬

serstoffatome an den Methingruppen stehen axial (siehe Abbildung 14). Die Helix

ist weniger homogen als die anderen ß-peptidischen Helices, die Rückgratbin¬

dungswinkel variieren in einem relativ breiten Bereich (siehe Anhang 10.2).
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Abbildung 14 Die ß-peptidische (M)-2.612-Helix, welche von ß-Peptiden aus (R,/?)-2-Amino-cyclopen-
tancarbonsäuren gebildet wird. Seitenansicht (links) und Blick entlang der Helixachse (rechts, die meisten

Wasserstoffatome wurden zur Vereinfachung weggelassen). Die Methin-Wasserstoffatome (grosse Kugeln)
stehen axial.

3.3.4 Die28-Helix

Ein Peptid aus unlike (2ß,3S)-a-Hydroxy-ß3-aminosäuren bildet in Lösung eine

sehr flache (P)-28-Helix [352]. Die Wasserstoffsubstituenten an den beiden

Methingruppen jeder Einheit sind immer von der Helix weg gerichtet, grössere

Substituenten sollten in diesen Positionen also prinzipiell erlaubt sein (siehe

Abbildung 15). Die Rückgratwinkel der Struktur sind vergleichbar mit jenen, die

für ß2hAc3c-Peptide (ß2,2-Cyclopropyl-aminosäurebausteine) gefunden wurden

(siehe Abschnitte 6.1.2 und 10.2) [353].

Abbildung 15 Die ß-peptidische 28-Helix (die meisten Wasserstoffatome wurden zur Vereinfachung weg¬

gelassen). Die Struktur ist ähnlich wie die für geminal disubstituierte Peptide mit einem Cyclopropanring

(ß2hAc3c) postulierte Treppenstruktur (siehe unten Abbildung 20, Abschnitt 6.1.2).
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3 Einleitung

3.3.5 ß-Peptidisches Faltblatt und Schleife

Peptide aus un/i/ce-ß2,3-Aminosäureeinheiten können aus sterischen Gründen kei¬

ne 314-Helix bilden, da in jedem Baustein jeweils ein Substituent axial stehen wür¬

de (siehe Abschnitt oben) [333,354]. Derartige Oligomere können jedoch ein

Faltblatt oder Schleifen bilden (siehe Abbildung 16). Die Substituenten stehen

dann auf beide Seiten aus der Faltblattebene hinaus. ß-Peptidische Faltblätter

können auch von ß2- oder ß3-Peptiden gebildet werden75. Peptide aus geminal

disubstituierten und /i/ce-ß2,3-Aminosäuren können keine derartige Struktur bilden,

da jeweils ein Substituent jedes Bausteins in die Faltblattebene zu liegen käme

[355].

Das H-Brücken-Bindungsmuster ist bei parallelen und antiparallelen ß-peptidi-

schen Faltblättern gleich (14-gliedrige Wasserstoffbrücken-gebundene Ringe). Da

beim parallelen und beim antiparallelen Faltblatt alle C=0- bzw. N-H-Bindungen

jeweils in die gleiche Richtung weisen, ist das Faltblatt polar.

a) o o b)
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h | Hi ^vkA^y.
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r o r o h h | antiparalleies
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ß-peptidisches Faltblatt

R O R O h H I

H = H I
ig# •*#

ß-peptidische Schleife

Abbildung 16 ß-Peptidisches Faltblatt und Schleife, a) Substitutionsmuster von ß-Aminosäurebaustei¬

nen, welche in ein (paralleles oder antiparalleles) ß-peptidisches Faltblatt passen, b) Seitenansicht (oben)

und Aufsicht (unten) auf ein antiparalleles ß-peptidisches Faltblatt (die meisten Wasserstoffatome wurden

zur Vereinfachung weggelassen). Die Substituenten ragen oben und/oder unten aus der Faltblattebene

hinaus. Die Positionen in der Faltblattebene (grosse Kugeln) können nur durch H- oder F-Substituenten

besetzt sein, c) Eine Folge von ß3-ß2-Aminosäurebausteinen in einem un/i/ce-ß2'3-Peptid induziert die Bil¬

dung eines zehngliedrigen H-Brücken-gebundenen Rings, wodurch eine Schleife entsteht (—> vgl. Zehnring

in der 12/10-Helix).

75
Aminosäure-Substitutionsmuster, welche in ein Faltblatt passen sollten: all-(S)- und all-(/?)-ß2- bzw. ß3-

Peptide; gemischte (S)-ß2-(ß)-ß3- bzw. (ß)-ß2-(S)-ß3-Peptide; unlike-a\\-(2S,3R)- und all-(2ß,3S)-ß2-3-Pep-
tide. Siehe Abbildung 16a.
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Ein Peptid, aus un/i/ce-ß2,3-Aminosäuren, das in der Mitte eine Folge von ß2-ß3-
Bausteinen besitzt, kann eine Haarnadelschleife bilden (ähnlich den ß-Schleifen

bei a-Peptiden) [354,356]. Dabei wird über die von zwei substituierten Zentren

flankierte Amidbindung, wie in der 12/10-Helix, ein zehngliedriger Wasserstoff¬

brücken-gebundener Ring gebildet.
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4 Aufgabenstellung

Im Jahre 1996 entdeckten Seebach und Mitarbeiter dass kurze Peptide aus

ß3-Aminosäuren in Lösung eine helikale Struktur einnehmen [333]. Die Bildung

einer Sekundärstruktur von so kurzen Oligomeren - sie wurde bereits bei

Kettenlängen von sechs Bausteinen beobachtet - war erstaunlich, findet man für

a-Peptide doch nur in Gegenwart spezieller, nicht-proteinogener Aminosäure¬

einheiten (z.B. Aib oder APhe) bereits bei so kurzen Sequenzen helikale Struk¬

turen.

In den folgenden Jahren wurden weitere ß-peptidische Sekundärstrukturmotive

entdeckt, und die Zusammenhänge zwischen der Art des gebildeten Motivs, und

dem Substitutionsmuster des jeweiligen Peptids aufgeklärt [335,352,354]. Mit

CD- und NMR-Spektroskopie, sowie Modellbetrachtungen wurde abgeklärt, wel¬

che Substitutionsmuster mit welchen Sekundärstrukturelementen kompatibel sind

[334]. Dabei wurde gefunden, dass geminal disubstituierte ß-Aminosäuren weder

in die 314-Helix, noch in eine Haarnadelschleife oder ein Faltblatt passen können.

Ob, und wenn ja welche Sekundärstrukturen von ß2,2- und ß3,3-Peptiden gebildet

werden, wurde an verschiedenen achiralen Peptiden untersucht [353,357].

Da dabei nur die Strukturen von kurzen Peptiden aufgeklärt werden konnten,

sollten im Rahmen dieser Dissertation zwei spezifisch 13C- und 15N-markierte

ß2,2hAib-Derivate hergestellt werden, welche Untersuchungen mittels TEDOR-

REDOR-Festkörper-NMR-Messungen erlauben. Durch den Abgleich der dadurch

erhaltenen Informationen mit Peptidmodellen, würde eine Eingrenzung der vor¬

liegenden Peptidstruktur möglich. Das Projekt erforderte auch die Herstellung

grösserer Mengen eines unmarkierten ß2,2hAib-Heptapeptids, welches zur Verdün¬

nung der markierten Peptide in den Messungen eingesetzt werden sollte.

In einem zweiten Projekt sollte ein Hexapeptid aus a-Methylen-ß3-aminosäureein-
heiten hergestellt werden. Von a-Dehydroalanin-Oligomeren ist bekannt, dass sie

im Festkörper und in Lösung als völlig flache Peptide vorliegen [192]. Es sollte er¬

mittelt werden, ob ß-Peptide aus a-ungesättigten ß-Aminosäuren ebenfalls eine

definierte Struktur einnehmen. Um gegebenenfalls eine NMR-Strukturaufklärung

zu erleichtern, sollte das Peptid verschiedene Seitenketten tragen, welche sich von

natürlichen Aminosäuren ableiten.

Die Methylengruppen dieser ß-Aminosäureeinheiten sollten, ähnlich dem zweiten

Substituenten bei geminal disubstituierten ß-Aminosäuren, verhindern, dass sol¬

che Derivate in die bekannten Sekundärstrukturmotive passen.
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5 Synthese von geminal disubstituierten ß-Peptiden

5.1 Einleitung

ß-Peptide bilden Sekundärstrukturen, welche denen von a-Peptiden (Helices,

Faltblätter, Schleifen) ähneln. Von Peptiden aus geminal disubstituierten ß-Ami¬

nosäuren ist bisher nicht bekannt, ob und wenn ja welche Sekundärstrukturen sie

ausbilden. Ausser möglicherweise in die 28-Helix, sollten sie in die bisher gefun¬

denen ß-peptidischen Strukturelemente aufgrund von ungünstigen sterischen

Wechselwirkungen nicht passen (siehe Einleitung, Abschnitt 3.3).

Von den in der Literatur [357] beschriebenen markierten und unmarkierten

ß2,2hAib-Homopeptiden konnte keine Strukturbestimmung durchgeführt werden.

Es wurden keine Kristalle mit ausreichender Qualität für eine Röntgen-Struktur-

bestimmung erhalten, und Pulver-Röntgenaufnahmen76 an Peptiden dieser Art er¬

brachten keine Ergebnisse. Auch Lösungs-NMR-Messungen an ß2,2hAib-Peptiden
Hessen keine Strukturbestimmung zu, da die Signale kaum dispergiert waren (sie¬

he Abschnitt 6.5).

Festkörper-NMR-Methoden lassen die Bestimmung einiger Strukturparameter zu,

wofür jedoch selektiv markierte Peptide notwendig sind. Von vollständig 13C- und

15N-markierten Peptiden können im Festkörper die Winkel zwischen benachbar¬

ten Amidebenen bestimmt werden (MAS-Festkörper-NMR). Mit der REDOR77-

und TEDOR-REDOR-Festkörper-NMR-Methode ist es möglich, Abstände zwi¬

schen verschiedenen magnetischen Kernen (hier 13C, 15N und 19F) zu messen. Die

markierten Moleküle werden dazu jeweils mit einer unmarkierten Matrix, hier

ebenfalls ein ß2,2hAib-Heptapeptid, verdünnt, um sicher zu stellen, dass aus¬

schliesslich intramolekulare, und keine intermolekularen Abstände gemessen wer¬

den (siehe Abschnitt 6.4).

Die chiralen Bausteine für die ß2,2,3-Hexapeptide78 wurden, ausgehend von natür¬

lichen a-Aminosäuren, durch Homologisierung und zweifache Alkylierung herge-

76
Pulverröntgenaufnahmen an den im Rahmen dieser Arbeit hergestellten ß2'2hAib-Peptiden wurden in

der Gruppe von Dr. L. McCusker am Laboratorium für Kristallographie der ETH Zürich durchgeführt. Es

wurden bei Testmessungen zu wenige verwertbare Reflexe gefunden. Für Pulverröntgenuntersuchungen

von ß-Cyclotetrapeptiden siehe [358,359].
77 MAS = Magic Angle Spinning; REDOR = Rotational Echo DOuble Resonance; TEDOR = Trans-

fered-Echo DOuble-Resonance; CPMAS = Cross Polarization Magic Angle Spinning. Die MAS-Messun¬

gen (Abschnitt 6.4.1) wurden in der Gruppe von Prof. Dr. B. H. Meier, Laboratorium für Physikalische

Chemie, ETH Zürich durchgeführt und ausgewertet. Die REDOR-, TEDOR- und CPMAS-Messungen (Ab¬

schnitt 6.4.2) wurden in der Gruppe von Prof. Dr. J. Schaefer an der Washington University, St. Louis

durchgeführt. Für Details siehe experimentellen Teil.

78
Die ß2'2'3-Aminosäuren und -Peptide wurden von Dr. Th. Sifferlen im Rahmen eines Postdokdorates in

der Gruppe von Prof. Dr. D. Seebach hergestellt.
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stellt. Die an diesen Peptiden durchgeführten Untersuchungen sind in Abschnitt

6.6 beschrieben.

5.1.1 Überlegungen zum Markierungsmuster der ß2'2hAib-Heptapeptide

N-Teminal sollten die markierten ß2,2hAib-Peptide jeweils eine (kernresonanz-

aktive) CF3-Gruppe besitzen, welche als Ausgangspunkt für die Distanzmessungen

dient. Die 13C- und 15N-Markierung sollte die Messung möglichst vieler Abstände

erlauben, und gleichzeitig, aufgrund der beträchtlichen Kosten solcher Verbin¬

dungen, mit einer minimalen Anzahl und Menge an markierten Aminosäuren er¬

reichbar sein. Die beiden Verbindungen 1 und 2 {Abbildung 17) können mit

lediglich zwei verschieden markierten Aminosäuren hergestellt werden, ermög¬

lichen jedoch die Messung einer ganzen Reihe von intramolekularen Abständen.

ÜHHÜ ü ü ü H H ü ü ü

m i5n

H 13c

9hh9 9 9 h h 9 9 ° 9

/'sAWr^SrrfW*!
H /\ 1

OMe

00000000

"OMe

uuuuuuuu

3

00000000

*0Me

uuuuuuuu

Abbildung 17 Markierte ß22hAib-Heptapeptide 1 und 2 für REDOR-NMR-Messungen und unmarkiertes

acetyliertes ß2'2hAib-Heptapeptid 3, welches als Matrix eingesetzt wurde. Das CF3-Peptid 4 wurde zur Ab¬

klärung der Mischbarkeit von 3 und 4 hergestellt.

Zur "Verdünnung" dieser markierten Moleküle wurde das Peptid 3 {Abbildung 17)

mit einer N-terminalen COCH3-Gruppe hergestellt. Die Mischbarkeit von Substrat

und Matrix, welche sich chemisch lediglich in der N-terminalen CH3/CF3-Gruppe

unterscheiden, wurde mittels eines Schmelzdiagramms der Peptide 3 und 4, und

vorgängigen NMR-Messungen sichergestellt (Abschnitt 6.3).

50



5 Synthese von geminal disubstituierten ß-Peptiden

Die an den markierten Peptiden gemessenen Abstände sollten dazu dienen, ver¬

schiedene für ß2,2hAib-Peptide mögliche Konformationen auszuschliessen bzw.

die Wahrscheinlichkeit von deren Vorliegen abzuschätzen. Eine komplette Struk¬

turbestimmung, wie beispielsweise mit einer Röntgenstrukturanalyse, ist mit dieser

Methode nicht möglich. Die Messungen und deren Auswertung sind in Abschnitt

6.6 detailliert beschrieben.

5.2 Herstellung von unmarkierten ß2 2hAib-Aminosäuren und -Peptiden

5.2.1 Herstellung der ß2'2hAib-Aminosäurederivate

Analog der Literaturvorschrift [357] wurde ß-Alanin (= ßhGly) 5 über die Boc-ge-

schützte Säure 6 zum vollgeschützten Methylester 7 umgesetzt. Durch zweifache

Alkylierung der Lithiumderivate von 7 bzw. Boc-ßhGly(a-Me)-OMe 8 mit Methyl-

jodid wurde das geminal disubstituierte Aminosäurederivat 9 erhalten (siehe

Schema 10).

o O

a) Boc, ^^N)H b) Boc»

O

OMe

C)

o o o

TFA H2N OMe
d) Boc,

OMe
C) Boc,

OMe

10

o

Boc,
OH

11

Schema 10 Herstellung der Boc-ß2'2hAib-OMe Derivate und deren Entschützung. a) Boc20, NaOH,

Dioxan, H20, 0° -+ KT, 4h; b) Cs2C03, Mel, DMF, 0° -+ KT, 17h; c) 2 LDA, Mel, -78°C, 2h; d) TFA,

CH2C12, 0° -+ KT, 2h; e) NaOH, MeOH, H20, 0° -+ KT, 16h.

Da relativ grosse Mengen Heptapeptid 3 als Matrix für die NMR-Messungen

hergestellt werden sollten, wurden mehrere Alkylierungen im Multigrammassstab

durchgeführt79. Die Verbindung 9 wurde nach Standardmethoden zum TFA-Salz

10 und der Säure 11 entschützt, welche ohne weitere Reinigung für die

Insgesamt wurden 23 g des Aminosäurederivates 9 und 2.3 g des Heptapeptids 19 hergestellt.
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Kupplungen eingesetzt wurden. Die selektiv 13C- und 15N-markierten Boc-

ß2,2hAib-OMe-Derivate (20 und 24) wurden in einer Auftragssynthese herge¬

stellt80 (siehe nächsten Abschnitt).

5.2.2 Herstellung der unmarkierten ß2'2hAib-Heptapeptide

Die unmarkierten ß2,2hAib-Peptide 12, 14, 16 und 19 wurden gemäss Schema

11 durch Fragmentkupplungen hergestellt. Die Kupplungen konnten mit der üb¬

lichen EDC/ HOBt-Methode [333,334,357,360,361] ohne Probleme durchgeführt

werden. Die teilentschützten Fragmente (TFA-Salze 13, 15, 18 und Säure 17)

wurden jeweils ohne weitere Reinigung eingesetzt, die Vollständigkeit der Ent-

schützungen wurde mittels NMR-Spektroskopie überprüft.

10

R,

a) + 11

o~

rx1 OMe

2

|—
K=DOC 1

a) + 11 R*,

J2

R=Boc

12

rx1 a) + 11 Boc.

'OMe —

J3

rR=Boc 14

L^R=HTFA15

c)

o

tort 'OMe

16

b)

Boc,

U

ko4°h TFAH2N,

17

o

'N^V^OMe

a) 18

Boc,

OOOOOOO

19

Schema 11 Herstellung der ß2'2hAib-Heptapeptide. Bei allen Kupplungsreaktionen wurden die Kompo¬

nenten bei 0° gemischt und dann auf Raumtemperatur aufwärmen gelassen, a) EDC, HOBt, Et3N, CH2C12,

15h; b) TFA, CH2C12, 2h; c) NaOH, MeOH, H20, 16h.

Alle geschützten Peptide konnten chromatographisch (FC) gereinigt werden. Bei

keinem der Peptide traten Löslichkeitsprobleme auf81, und die Ausbeuten waren

80
Bei ISOTEC Inc., Miamisburg.

81
Die CH3CO/CF3CO-ß2'2hAib-Heptapeptidester 3 und 4 waren jedoch merklich schlechter löslich als das

entsprechende Boc-Derivat 19.

52



5 Synthese von geminal disubstituierten ß-Peptiden

zufriedenstellend bis gut. Interessanterweise zeigten alle Peptide nur wenige Sig¬

nale für die a-Methylgruppen (siehe Abschnitt 6.5)1

Die Acetylierung und die Trifluoracetylierung des Boc-entschützten ß2,2hAib-

Heptapeptids (Schema 12) verliefen in guten Ausbeuten, und die dabei erhal¬

tenen Produkte waren in den üblichen organischen Lösungsmitteln recht gut lös¬

lich. Interessanterweise zeigen die Heptapeptide 3 und 4 in der Dünnschichtchro¬

matographie82 ein sehr unterschiedliches Laufverhalten. Eine chromatographische

Trennung der beiden, sich einzig durch die N-terminale CH3- bzw. CF3-Gruppe

unterscheidenden Moleküle, scheint möglich, was die Rückgewinnung der mar¬

kierten Peptide erlaubt hätte.

o

N JÇ *OMe

19

H3C

F3C

O

A

o

A

o

N^V^OMe

3

o"

Schema 12 Acetylierung und Trifluoracetylierung zu den ß2'2hAib-Heptapeptiden 3 und 4. Bei allen

Reaktionen wurden die Komponenten bei 0° gemischt und dann auf Raumtemperatur aufwärmen gelas¬

sen, a) TFA, CH2C12, 120 min; b) CH2C12, DIPEA, Ac20, 160 min.; c) CH2C12, DIPEA, TFAA, 90 min.

Um ein gut handhabbares Pulver zu erhalten, wurden die zur Glasbildung neigen¬

den Peptide jeweils aus Dichlormethan mit Hexan gefällt, das Lösungsmittel ab¬

destilliert, und das Produkt im Hochvakuum getrocknet. Die Herstellung der Pro¬

ben für das Schmelzdiagramm und die NMR-Messungen sind in den jeweiligen

Abschnitten beschrieben.

Wenn CH2C12-Lösungen der beiden Peptide 3 und 4 langsam eintrocknen gelas¬

sen wurden, bildeten sich kleine kristalline "Haufen". Ausführliche Kristallisations¬

versuche mit verschiedenen Lösungsmitteln führten jedoch zu keinem Ergebnis,

es wurden uneinheitliche faserige Gebilde erhalten, die nicht für Röntgenbeu-

gungsuntersuchungen geeignet waren. Die gefällten Peptidpulver zeigten in Rönt¬

genaufnahmen76 keine verwertbaren Reflexe. Vermutlich besitzen ß2,2hAib-Pep-
tide zu viele Freiheitsgrade und bilden keine einheitlichen, sondern Mischkristalle

(für Strukturen von ß2,2-Peptiden siehe Abschnitte 6.1 und 6.6.2).

82
Das acetylierte und das trifluoracetylierte Peptid sind bei der Dünnschichtchromatographie schwierig

nachzuweisen. UV-Entwicklung war wegen fehlender Chromophore unmöglich, mit KMn04-Lösung (siehe

experimentellen Teil) konnte ein "Schatten" der Peptide sichtbar gemacht werden.
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5.3 Herstellung der selektiv 13C- und 15N-markierten ß2 2hAib-Hepta-
peptide

Die für die Herstellung der markierten Heptapeptide 1 und 2 eingesetzten Amino¬

säurederivate 9, 20 und 24 wurden über eine Fragmentkupplung mit der

EDC/HOBt-Methode [333,334,357,360,361] zu Peptiden umgesetzt. Die Markier¬

ungsmuster der beiden Heptapeptide richteten sich einerseits nach den Bedürf¬

nissen der Strukturbestimmung mittels REDOR-NMR-Methode, andererseits sollte

die Synthese mit möglichst wenigen Kupplungsschritten und damit kleinem Ami¬

nosäurebedarf durchgeführt werden können. Schliesslich ging man nach der in

Schema 13 dargestellten Strategie vor, bei welcher zunächst über Dipeptid 22

das Tripeptid 26 hergestellt wurde, welches bereits beide markierten Aminosäu¬

ren enthält. Kupplung mit jeweils einer unmarkierten Aminosäure am N- bzw. C-

Terminus führte zu den beiden Tetrapeptiden 29 und 31, welche mit einem wei¬

teren markierten Tripeptidbaustein zu den beiden Boc-geschützten Heptapeptiden

33 und 35 umgesetzt wurden. Die Peptide wurden N-terminal entschützt, mit

(F3CCO)20 zu den gewünschten Trifluoracetamiden 1 und 2 umgesetzt und chro¬

matographisch gereinigt82. Die teilentschützten Fragmente (TFA-Salze 21, 23,

27, 30, 32, 34, 36 und Säuren 25, 28) wurden jeweils ohne weitere Reinigung

eingesetzt. Für Festkörper-NMR-Messungen und Strukturanalyse der markierten

Peptide siehe Abschnitte 6.4 und 6.6.2.
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5 Synthese von geminal disubstituierten ß-Peptiden

o

*OMe

,i— R=Boc zu

;L^^R=HTFA 21
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b) +11 iO^
H H O

OMe ; "Jlfr.
x i— R = Boc 22 . i— R = Me 24

;|—»R=HTFA 23
; •—*
- R = H 25

H H O O O

b)

c)
-J= R1 = Me, R2 = Boc 26

;|— R1 = Me, R2 = HTFA 27

R1 = H, R2 = Boc 28

b) +11 R.
27

O h H O O O

R = Boc 29

H H O O O

b) + 10 R
28 *- IT^tfxSo^tfX^"-

a)

a)

30

(R = HTFA)

R = Boc 31

32

(R = HTFA)

30
b) + 28

° H H oHHO o o OhhO o o

32
b) + 28

R = Boc 33

TFA 34

* R = COCF3 1

a)!" R=B

H H ? ° H H O O O

'VV^^VV^O^O^
R = Boc 35

ï~ R = HTFA 36

* R = COCF-, 2

m i5n

H 13c

Schema 13 Herstellung der selektiv markierten ß22hAib-Heptapeptide 1 und 2, mit dem Tripeptid 26 als

gemeinsamem Vorläufer. Bei allen Ansätzen wurden die Komponenten bei 0° gemischt und dann auf

Raumtemperatur aufwärmen gelassen, a) TFA, CH2C12, 2h; b) EDC, HOBt, Et3N, CHC13, 15h; c) NaOH,

MeOH, H20, 16h; d) CH2C12, DIPEA, TFAA, 90 min.
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5.4 Herstellung der ß2 2—Aminosäuren und -Peptide aus a-Amino¬

säuren mit natürlichen proteinogenen Seitenketten

Die Boc-geschützten a-Aminosäuren wurden, wie in unserer Gruppe üblich, nach

der Arndt-Eistert-Methode über Diazoketone zu ß3-Aminosäuren homologisiert

(siehe Schema 26 im experimentellen Teil) [333,334,360,362,363]. Analog der

Herstellung der ß2,2hAib-Bausteine oder der like- und un/i/ce-ß3hXaa(a-Me)-Ver-

bindungen [335,354,364] wurden die geschützten ß3-Aminosäurederivate mit

LDA zweifach deprotoniert (A, Schema 14) und mit Mel am Ca-Atom methyliert.

Boc, ^^OMe a)

Boc-ß3hAla-OMe
oder enf-Boc-ß3hAla-OMe

Boc,
*NH O

Boc,

~^^^ ^^\~..
2 LDA

Y a>

R ^5Ç OMe A *"

H >

/-39 R = ;'-Pr

/-40 R = /-Bu

OMe

/-37 und u-37

tBuO
-4/ v^

N O

Rfs^f*" ^OMe

O

a) Boc,

2 LDA

OMe

38a oder enf-38a

Boc,

R

-NH O

OMe

H

u-39 R = ;'-Pr

u-40 R = ;'-Bu

Boc,

O

OR

»>C
R=Me 41

R = H 42

Mel

OMe

43
. i— R = Boc

C;|—R^TFA 44

O

fBuO

rx^S\ °Me

H Me

/-B

O

fBuO

r**Sv °Me

Me^ H

u-B

Schema 14 Zweifache Methylierung der geschützten ß3-Aminosäuren. Oben: Die doppelte Methylierung

von ß3-Alanin (zwei Reaktionsschritte über die einfach alkylierte Zwischenstufe 37) konnte im Gegensatz

zu den Derivaten von Valin 39 und Leucin 40 ohne Probleme durchgeführt werden. Unten: Bei den an¬

deren beiden, sterisch anspruchsvoller substituierten Aminosäuren, konnten nur die un/i/ce-Derivate zum

Dianion A deprotoniert werden, a) 2 LDA, Mel, THF, -78°; b) ION NaOH, CF3CH2OH, 40°; c) TFA,

CH2C12, 0° -> RT.
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5 Synthese von geminal disubstituierten ß-Peptiden

Es wurde eine Mischung von zwei Diastereoisomeren mit /- bzw. u-Konfiguration

erhalten83, welche direkt für die zweite Alkylierung eingesetzt werden sollte. Wie

sich zeigte, Hess sich von den a-methylierten Derivaten von ß3hLeu 39 und

ß3hVal 40, jeweils nur das u-Isomer ein zweites Mal alkylieren, die /-Isomere re¬

agierten nicht.

Boc,
'NH O

R (S) T OMe

Me

/-37,39,40 oder u-37/39/40

37 R = Me, 39 R = ;-Pr, 40 R = ;-Bu

Boc.M Boc.

'OMe

45a

0:0

sOMe

45b

Boc,

45c

46a R1 = Me, R2 = Boc

46b R1 = H, R2 = Boc

46c R1 = H, R2 = H-TFA

R2. sV. 'OR1

38 R1 = Me, R2 = Boc a n = 1

47 R1 = Me, R2 = H-TFA b n = 2

48 R1 = H, R2 = Boc c n = 4

R2.

0 = 0

vor1

49 R1 = Me, R2 = Boc a n = 1

50 R1 = Me, R2 = H-TFA b n = 2

51 R1 = H, R2 = Boc

s.

.0:0.0

Abbildung 18 Übersicht über die hergestellten ß ' ' -Aminosäurederivate und -Peptide.

'OMe

2

2,2,3

52 R = Boc

53 R = H-TFA

83 Bei der einfachen Alkylierung wurde im vorliegenden Fall der Diastereoselektivität keine spezielle Auf¬

merksamkeit geschenkt, da nach der zweiten Alkylierung in a-Position kein Stereozentrum mehr vorhan¬

den sein würde. In früheren Arbeiten wurde gefunden, dass Zugabe von Li-Salzen bzw. DMPU ('N,N-Di-

methyl-propylenharnstoff) die Diastereoselektivität stark erhöhte. Die Art der N-terminalen Schutzgruppe
hat ebenfalls einen Einfluss auf die Diastereoisomerenverhältnisse der Alkylierungsprodukte [364,365].
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Um komplizierte Trennungen von einfach alkylierten /-39/40 und doppelt al-

kylierten Aminosäuren 41 und 43 zu vermeiden, wurden die beiden Diastereo¬

isomere getrennt, und das u-Isomer mit 75-80% Ausbeute zum ß2,2,3-Derivat um¬

gesetzt. Offenbar ist die sterische Hinderung der Protonabstraktion durch i-Pr und

i-Bu Gruppen in den mono Li-Spezies /-B derart gross, dass ausschliesslich das u-

Derivat in nennenswerten Mengen reagiert, in welchem das Proton auf der dem

Substituenten in 3-Stellung abgewandten Seite abstrahiert wird.

Mit den erhaltenen ß2'2,3-Aminosäuren konnten die Peptide 45 und 46 mithilfe

einer Fragmentkupplungsstrategie hergestellt werden (für eine Übersicht siehe

Abbildung 18). Die Peptide 38b, c, 45, 47b-48b, c, 49a-51a, b, 52 und 53,

welche ausschliesslich Alanin-Seitenketten besitzen, konnten wie die oben be¬

schriebenen ß2-2hAib-Derivate mit der EDC/HOBt-Methode [333,334,357,360,

361] gekuppelt werden. Für die Verseifung der C-terminalen Methylestergruppen

waren jedoch drastischere Bedingungen notwendig (bis 100 Equiv. NaOH in

CF3CH2OH bei 40-50°). Die Synthesestrategie ist in Schema 15 dargestellt.

38a
a)

-* 48a

b), c) 48a

38b
a)

-»- 48b

b), c) 48b

b), c) 48b
38c —^—^

*~ 45a

enf-38a

b), c) 48a

49a
a)

b), c)51a

49b

b), c)51a

45b

51a

c)47b

52

b), c) 48b

45c

Schema 15 Syntheseschema für die Herstellung der ß2'2'3-Hexapeptide welche ausschliesslich Alanin-Sei¬

tenketten tragen, a) 10n NaOH, CF3CH2OH, 40°; b) TFA, CH2C12, 0° -> RT; c) EDC, HOBt, Et3N, CHC13,
0° -> RT.

Die Fragmentkupplungsstrategie für die Herstellung der "gemischten" Hexa¬

peptide 46a-c ist in Schema 16 dargestellt (Zwischenprodukte: Peptide 54, 56;

Boc-geschützte Säuren 42, 55, 58; TFA-Salze, 44, 47a, 57). Wiederum waren

drastische Bedingungen für die Methylesterhydrolyse nötig, und die letzten zwei

Kupplungsschritte mussten mit HATU/EtN(i-Pr)2 [366,367], anstatt mit EDC und

HOBt durchgeführt werden.
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5 Synthese von geminal disubstituierten ß-Peptiden

47a 42
c)

44 55
d)

57 58
d)

Boc,

I—
54 R = Me
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L^ 55 R = H

a)
--j= 56 R1 = Me, R2 = Boc

I ^ C7 Dl = l\/1o d2 _

46a
a)

57 R1
=

Me, R^
= H-TFA

58 R1 = H, R2 = Boc

b)
- 46b -^- 46c

Schema 16 Synthese der ß2'2'3-Hexapeptide mit den Seitenketten von Valin, Alanin und Leucin in ß3-
Stellung. a), b) und c) wie in Schema 15; d) HATU/EtN(i-Pr)2, CHC13, RT.

Die Peptide, welche ausschliesslich aus Aminosäuren mit Methyl-Seitenketten be¬

stehen, wurden in der Hoffnung hergestellt, Kristalle mit ausreichender Qualität

für die Röntgenstrukturanalyse zu erhalten. Die vielen durchgeführten Kristalli¬

sationsversuche erbrachten jedoch kein Ergebnis. Das Hexapeptid 46c, mit drei

verschiedenen Seitenketten, wurde für die NMR-Analyse hergestellt (siehe Ab¬

schnitt 6.5). Eine MD-Simulation für dieses Peptid ist in Abschnitt 6.6.1 beschrie¬

ben.

Die ß2,2,3-Peptide sind wie ß2,2hAib-Derivate recht gut löslich in organischen Lö¬

sungsmitteln, im Gegensatz zu ß2- und ß3-Peptiden mit aliphatischen Seitenketten,

welche bei wachsender Kettenlänge zunehmend unlöslich werden.
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6 Strukturuntersuchungen an geminal disubstituierten ß-Peptiden

6 Strukturuntersuchungen an geminal disubstituierten

ß-Peptiden

6.1 Einleitung

6.1.1 Bisherige Arbeiten über geminal disubstituierte ß-Peptide und Über¬

legungen zu den neuen Synthesen

Es ist bisher nicht bekannt ob Peptide aus geminal disubstituierten

ß-Aminosäuren im Festkörper oder in Lösung Sekundärstrukturmotive wie Heli¬

ces, Schleifen oder Faltblätter ausbilden. In die bekannte 314-Helix, in das Falt¬

blatt oder in eine Schleife "passen" sie aus sterischen Gründen nicht. Dass Peptide

aus Aminosäurebausteinen mit gleichem Substitutionsmuster (reine ß2,2, ß3,3, ß2,2,3
oder ß2'3,3-Peptide) eine 12/10-Helix bilden können ist sehr unwahrscheinlich

(siehe Einleitung, Abschnitt 3.3).

Von unserer Arbeitsgruppe wurden bereits früher Arbeiten über Peptide mit gemi¬

nal disubstituierten ß-Aminosäuren84 publiziert [334,353,355,357]. Abbildung 19

zeigt eine Übersicht der bisher hergestellten Peptide85. Die einfachen achiralen,

geminal disubstituierten Peptide (Abbildung 19a-d) wurden in der Hoffnung her¬

gestellt, Kristalle in ausreichender Qualität für eine Röntgenstrukturanalyse zu er¬

halten. Von den cyclischen Derivaten konnten Kristallstrukturen bis zum Tetra-

peptid bestimmt werden (siehe Abbildung 20).

Um trotz der unzureichenden Kristallisationsfähigkeit acyclischer ß2,2-Peptide
Strukturinformationen zu erhalten, sollten im Rahmen dieser Arbeit markierte

ß2,2hAib-Peptide hergestellt und mittels Festkörper-NMR-Methoden untersucht

werden. Mit 2D-MAS-Festkörper NMR-Messungen77 an diesen Peptiden erhält

man Informationen über die relative Orientierung von benachbarten Amid-

ebenen. Mit REDOR- und TEDOR-REDOR-NMR-Methoden können intramoleku¬

lare Abstandsmessungen an selektiv markierten Peptiden vorgenommen werden.

Durch die Analyse der erhaltenen Winkel- und Distanzinformationen, sollten sich

dann gewisse Molekülanordnungen im Festkörper ausschliessen, bzw. die mögli¬

chen Strukturen eingrenzen lassen (siehe Abschnitt 6.4 und 6.6.2).

84 Für einen Übersichtsartikel über die Herstellung von geminal disubstituierten ß-Aminosäuren siehe Zitat

[368].
85 Geminal disubstituierte ß-Aminosäureeinheiten kommen auch in biologisch aktiven Verbindungen vor.

Diese besitzen beispielsweise Antitumor- [369], antivirale [370] und Enzym-inhibierende Wirkungen

[371]. Einige kleinere Moleküle und Peptide interagieren gezielt mitbestimmten Rezeptoren [372,373].

61



a) /.XJa b) -/-^
H H /\

* *nfr d) e)
Boc,

O

OMe

(CH2)n n = 0,1,2,3

Boc. M^VX^M^X^M^^M^ ^M^X^M^^M^VX^,

g)

R'n
{/ ° {/ ° {/ ^

o

R'-

H ) H ) H )
< ph <

Abbildung 19 Peptide aus a) ß3'3- und b) ß2'2hAib-Aminosäuren bildeten keine Kristalle in ausreichender

Qualität für Röntgenstrukturanalysen (Pulverröntgenaufnahmen76 der im Rahmen dieser Arbeit hergestell¬
ten Peptide 19 und 3 blieben ohne Ergebnis), c) ß2'2-Cyclopropyl-Peptide (ß2hAc3c) bildeten bis zum Tet-

rapeptid Kristalle, von welchen Röntgenstrukturenbestimmungen durchgeführt werden konnten [353]. d)

ß2'2-Cyclohexyl-Peptide (ß2hAc6c), von welchen Röntgenstrukturen des Trimers erhalten werden konnten

[357]. e) Herstellung von geschützten Cyclopropyl-, -butyl-, -pentyl- und -hexyl-ß2'2-Aminosäuren [357]. f)

Ein einzelner ß3'3hAib-Baustein in einem ß3-Peptid führt zum Verlust des für die 314-Helix als typisch ange¬

sehenen CD-Spektrums [334]. g) Von chiralen ß2'2- und ß3'3-Peptiden [355], gelang die Strukturaufklärung
mittels NMR-Messungen nicht. Für Strukturen vom Typ c) und d) siehe Abbildung 20.

Bereits seit 1996 war bekannt dass das für 314-Helices als charakteristisch angese¬

hene CD-Spektrum von ß3-Peptiden verschwindet, wenn eine einzelne ß3,3hAib-
Einheit in das Peptid eingeführt wird (Abbildung 19f und Abschnitt 3.3.1) [334].

Bei den im Rahmen dieser Arbeit hergestellten ß2,2,3-Peptide 45 und 46 besitzt

jede Aminosäureeinheit ein dimethyliertes Zentrum, was die Bildung von 314- und

wahrscheinlich auch von 12/10-Helices verhindert.

Die ausschliesslich aus ß3hAla(a-Me2)-Einheiten aufgebauten Moleküle 45 und

die ß2,2hAib-Derivate 3, 4 und 19 wurden primär für Festkörperuntersuchungen

(Kristallisationsversuche, NMR-Messungen) hergestellt. Für das Peptid 46c mit

drei verschiedenen, grösseren und flexibleren Seitenketten, war eine NMR-Struk-

turbestimmung in Lösung geplant.
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6 Strukturuntersuchungen an geminal disubstituierten ß-Peptiden

6.1.2 Bekannte Strukturen von geminal disubstituierten ^-Peptiden

Von achiralen ß2,2-Peptiden aus ringförmigen ß-Aminosäuren konnten Kristalle für

die Röntgenstrukturanalyse erhalten werden. Die Strukturen der ß2hAc3c-Deri-
vate86 59-61 und des Cyclohexylderivats 62 sind in Abbildung 20 dargestellt

[353].

Abbildung 20 Kristallstrukturen von Peptiden aus ß2'2-Aminosäuren mit cyclischen Substituenten. Was¬

serstoffatome (ausser NH) wurden zur Vereinfachung weggelassen. Strukturen von Boc-ß2hAc3c-Peptiden,
welche ausschliesslich achtgliedrige Wasserstoffbrücken-gebundene Ringe bilden: 59 (Methylester), 60

(Carbonsäure) und 61 (Methylester). Das Peptid 62 (Boc-(ß2hAc6c)3-OMe) besitzt einen sechs- und einen

zehngliedrigen Wasserstoffbrückenring [353].

Die ß2hAc3c-Peptide 59-61 zeigen im Kristall ausschliesslich achtgliedrige Was-

serstoffbrücken-gebundene Ringe87. Wenn die Struktur des Tripeptids 60 in ei¬

nem Modell weitergeführt wird, erhält man ein treppenförmiges Band, ähnlich der

oben erwähnten 28-Helix (siehe Abschnitt 3.3.4) [353]. Im Tetrapeptid liegt die

vierte Aminosäureeinheit wiederum in einer völlig anderen Konformation vor,

was in Anbetracht der Tatsache dass Peptidtermini oft wenig geordnet sind, wenig

86 Für einen Übersichtsartikel über ß-Aminosäurederivate mit Cyclopropylgruppe siehe Zitat [374].
87

Die Grösse solcher wasserstoffbrückengebundenen Ringe wird als möglicherweise bestimmend für die

bei ß-Peptiden beobachteten CD-Spektren angesehen. Für eine detailliertere Besprechung siehe Abschnitt

6.6.1.
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überrascht (Tabelle 3 fasst die auftretenden Peptidrückgrat-Diederwinkel

zusammen).

Tabelle 3 Diederwinkel aus den Röntgenstrukturen der in Abbildung 20 gezeigten Peptide. Die Amino¬

säureeinheiten sind vom N-Terminus (1) zum C-Terminus hin aufgeführt. Negative Winkel sind dunkel

hinterlegt. Das ß2hAc3c-Tripeptid 60 besitzt zwei geometrisch leicht verschiede Moleküle in der Einheits¬

zelle des Kristalls, es sind die Werte beider Moleküle aufgeführt. Am C-Terminus liegt eine freie Carboxyl-

gruppe vor, weshalb diese Winkel in Klammern stehen. Der Amid-Diederwinkel (Ca-CO—N-Cß) beträgt
immer 180°.

Peptid (Einheit Nr.)

CO-N—Cß-Ca

0

N-Cß—Ca-CO

0

Cß-Ca—CO-N

59(1) -116.5 70.0 2.6

59(2) 147.5 72.7

-63.0 / -65.4

2.6

60(1) 111.9/110.5 -8.9/-8.7

60(2) 114.1 /111.6 -71.9 / -73.3 -6.0/-2.1

60(3) (-152.5/-151.4) (-66.9 / -71.6) (0.5/2.5)

61(1) -105.5 71.3 1.6

61(2) -110.7 72.6 1.8

61(3) 117.9 -69.5 4.6

61 (4) -92.9 177.5 3.2

62(1) -114.1 -60.3 174.1

62(2) -101.8 -59.7 -75.8

62(3) -93.7 64.8 81.9

Die aus achiralen ß2,2-Aminosäuren aufgebauten Peptide besitzen eine grosse

Strukturvielfalt. Wenn von einer bestimmten Konformation alle Winkel gespiegelt

(also jeweils das Vorzeichen umgekehrt wird) werden, besitzt die neue Konfor¬

mation die gleiche Energie wie die Ausgangskonformation. Wenn nur die Winkel

einer einzelnen Aminosäureeinheit gespiegelt werden, ändert sich zwar die Ge¬

samtenergie des Peptids, möglicherweise findet sich so aber ein anderes lokales

Minimum auf der Konformations-Energiehyperflache.

Dies könnte der Grund für das regelmässige Muster in den Winkeln der ß2hAc3c-

Peptide sein (Tabelle 3). Abgesehen vom Vorzeichen scheint für die Cyclopropyl-

derivate 59-61 eine Winkelkombination (±[-110 : 70 : 0] für N—Cß : Cß—Ca :

Ca—CO) bevorzugt zu sein. In einem regelmässigen, aus dem Tripeptid 60 mo¬

dellierten Band müssten in jeder Aminosäureeinheit entsprechende Winkel iden¬

tisch sein (vgl. 28-Helix aus chiralen Aminosäuren Abschnitt 3.3.4). Da die Rück¬

gratwinkel mit umgekehrten Vorzeichen gleich stark begünstigt sind, kann sich die

Konformation grundsätzlich von Aminosäure zu Aminosäure ändern (Vorzeichen-
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6 Strukturuntersuchungen an geminal disubstituierten ß-Peptiden

Wechsel). Für eine längere Kette aus solchen achiralen Aminosäuren ist die Wahr¬

scheinlichkeit der einheitlichen Orientierung aller Bausteine klein.

Die strukturelle Variabilität die sich bei der Betrachtung der Rückgrat-

Diederwinkel der Peptide 59-62 zeigt, dürfte auch ein Grund dafür sein, dass

von ß2'2hAib-Peptiden wie 3, 4 bzw. 19 keine einheitlichen Kristalle erhalten

wurden, und Pulverröntgenbeugungsversuche keinen Erfolg brachten. Die Be¬

weglichkeit der Aminosäureeinheiten mit zwei a-Methylgruppen dürfte, verglichen

mit den eher starren Cyclopropylderivaten noch grösser sein, was offensichtlich

das Wachstum einheitlicher Kristalle verunmöglicht (siehe Strukturunter¬

suchungen Abschnitt 6.6.2).

Für den zentralen ("Ethan"-) Diederwinkel der Peptide 59-62 ist die ±synclinale

Konformation bevorzugt, wie auch bei den meisten bekannten ß-peptidischen

Strukturen (siehe Anhang 10.2). Beim Cyclohexylderivat 62 stimmt dieser Winkel

gut, bei den Cyclopropylderivaten 59-61 ist der Winkel aufgrund der veränder¬

ten Geometrie88 etwas grösser (rund 70°). Die C-terminalen Aminosäureeinheiten

sind weniger geordnet als der Rest der Peptide, eine Beobachtung die auch bei

der NMR-Strukturbestimmung von ß-Peptiden in Lösung gemacht wurde.

Mittels Cambridge-Strukturdatenbank-Recherchen wurde festgestellt, dass der

Winkel um die N-Cß-Bindung (O) für beliebige Amide im Bereich um ±60° bis

±180° liegt (siehe unten, Abbildung 52g). Bei den Peptiden 59-62 liegt dieser

Winkel um ca. (±)100-115°, wiederum mit stärkeren Schwankungen bei den C-

terminalen Bausteinen.

Der Winkel um die Ca-CO-Bindung (¥) ist bei ß2hAc3c- und ß2hAc6c-Peptiden
sehr unterschiedlich. Bei den Cyclopropylderivaten 59-61 beträgt er ca. 0°

(bisected-Konformation), die drei sehr verschiedenen Winkel des ß2hAc6c-Peptids
62 lassen keine "allgemeine" Aussage zu.

Von ß2,2,3-Peptiden sind keine Kristallstrukturen bekannt, es sind lediglich Struk¬

turen einzelner Aminosäurederivate gelöst worden. In Abbildung 21 sind zwei

solche Strukturen dargestellt.

88 Durch die Cyclopropyl-Geometrie wird der Bindungswinkel am a-Kohlenstoffzentrum (C-Ca-CO) auf

ca. 120° aufgeweitet.
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Abbildung 21 Kristallstrukturen von zwei Molekülen, welche eine ß2'2'3-Aminosäureeinheit enthalten.

Wasserstoffatome (ausser NH) wurden zur Vereinfachung weggelassen. Bei 63 [372] enthält die Einheits¬

zelle zwei Moleküle mit sehr unterschiedlichen Konformationen (für Details siehe Text). Molekül 64 [375]

besitzt mehrere sterisch anspruchsvolle Substituenten, was die konformationelle Freiheit einschränkt. Die

Rückgrat-Diederwinkel sind in Tabelle 4 zusammengestellt.

Tabelle 4 Rückgrat-Diederwinkel der Moleküle 63 und 64 aus Abbildung 21. Für Molekül 63 entspricht
die obere Abbildung der Zeile 63(1), die untere der Zeile 63(2).

Molekül

CO-N—Cß-

0

-Ca N-_Cß—Ca-

0

CO Cß--Ca—CO-N

63(1)

63(2)

121.7

110.3

-169.4

67.2

-130.2

127.7

64 -91.7 160.2 108.5

In der Einheitszelle des ß2,2,3-Aminosäurederivats 63 wurden zwei Moleküle sehr

unterschiedlicher Konformation gefunden. Beide Konformationen sind in

Abbildung 21 dargestellt, die Rückgrat-Diederwinkel sind in Tabelle 4 aufgeführt.

In der oberen Konformation sind die beiden Carbonylgruppen parallel

angeordnet, in der unteren fast antiparallel. Der Winkel 0 liegt um 60° bzw. bei

fast 180° (siehe auch Besprechung der MD-Simulation von ß2,2,3-Hexapeptid 46c,

Abschnitt 6.6.1).
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6 Strukturuntersuchungen an geminal disubstituierten ß-Peptiden

6.2 CD-Spcktrcn der ß2 2 3-Peptide 45 und 46

Da bei ß2,2,3-Peptiden davon ausgegangen wird, dass sie keine 314-Helix bilden

können (siehe Abschnitt 3.3.1), überrascht das Ergebnis von CD-Messungen

umso mehr! Die Peptide 45a, 46a und 46c besitzen ein Spektrum, welches je¬

nem, das der 314-Helix zugeordnet wird, sehr ähnlich ist, mit einem Minimum um

215 nm und einem Maximum um 195 nm (siehe Abbildung 22, rechts). Sogar

wenn die Konfiguration einer einzelnen Aminosäure des ß2'2,3hAla(a-Me2)-Hexa-

peptids invertiert wird, wie bei Peptid 45c, bleibt das Grundmuster der Kurve er¬

halten, lediglich die Intensität nimmt ab. Bei Peptid 45b, in welchem alternierend

(S)- und (R)-Aminosäuren vorkommen, verschwindet das Spektrum dagegen fast

völlig.
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Abbildung 22 CD-Spektren der ß2,2,3-Hexapeptide 45 und 46 in Methanol [355] (oben). Oben links:

Vergleich mit dem Spektrum der 314-Helix von H-(ß3hVal-ß3hAla-ß3hLeu)2-OH [333]. Die Reihenfolge der

Beschriftung im Spektrum oben rechts bezieht sich auf das linke, kurzwellige Ende der jeweiligen Kurven.

Unten: Berechnete Spektren aus der MD-Simulation des Hexapeptids 46c, für Cluster 1 (75% der berech¬

neten Konformationen, graue Kurve) und Cluster 2 (13% der berechneten Konformationen, schwarze Kur¬

ve) [376]. Die senkrechte Linie liegt bei 190 nm. Das für Cluster 1 berechnete CD-Spektrum gleicht je¬

nem, das experimentell gemessen wurde, es ist jedoch leicht rotverschoben und von kleinerer Intensität

(für Details siehe Abschnitt 6.6.1).
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Die Aussagekraft der CD-Spektren bezüglich des Vorhandenseins bzw. der Art ei¬

ner Sekundärstruktur bei ß-Peptiden ist nach wie vor nicht klar [336,340,344,

351,355,376,377]. Aussagen über Strukturunterschiede zwischen ähnlichen Mo¬

lekülen aufgrund von CD-Spektren sollten dennoch möglich sein.

Die starken Cofton-Effekte in den Spektren gewisser ß-Peptide könnten durch die

gesamte Sekundärstruktur oder durch deren "Unterstrukturen" hervorgerufen wer¬

den. So wird z.B. wird vermutet, dass das Spektrum der 314-Helix hauptsächlich

durch 14-gliedrige Wasserstoffbrücken-gebundene Ringe87 hervorgerufen wird

[376], welche Teil dieser Struktur sind. Solche (isolierten) 14-Ringe könnten auch

bei den hier untersuchten ß2,2,3-Peptiden auftreten und das so beobachtete Spek¬

trum hervorrufen. Eine MD-Simulation und die Berechnung des CD-Spektrums

des ß2'2,3-Hexapeptids 46c werden in Abschnitt 6.6.1 diskutiert.

6.3 Schmelzdiagramm der Heptapeptide 3 und 4

Für die REDOR-NMR-Messungen sollten die trifluoracetyHerten, markierten ß-

Peptide 1 und 2 im unmarkierten acetylierten Heptapeptid89 3 "gelöst" werden

(sie sollen Mischkristalle bilden [378]). Da sich die Peptide bei einem relativ ho¬

hen Molekulargewicht (ca. 768 und 822 g mol-1) lediglich in einer CH3/CF3-Grup-

pe unterscheiden, wurde angenommen dass sie sich gut mischen würden90. Um

die Mischbarkeit der Peptide, welche für die NMR-Messungen unabdingbar ist, zu

überprüfen, wurde ein Schmelzdiagramm der beiden unmarkierten Verbindungen

3 und 4 erstellt (Abbildung 23, Strukturformeln siehe Abbildung 17 unten).

Für die Herstellung der fünf gemessenen Mischungen (mit 16.7, 33.3, 50.0, 66.7

und 83.3% Anteil an 3) wurden beide Peptide in CH2C12 gelöst, Hexan wurde zu¬

gegeben und anschliessend das Lösungsmittel bei RT verdunsten gelassen (2-

3 Tage). Die erhaltenen Feststoffe wurden im Hochvakuum getrocknet und deren

Schmelzbereiche bestimmt. Beim Schmelzen der Proben mit einem Anteil an 3

von 16.7-50% war ein komplettes Aufschmelzen zwischen 156 und 160 °C, mit

anschliessendem Verfestigen, und erneutem, endgültigem Schmelzen zu beobach¬

ten (Abbildung 23 unten). Die anderen Mischungen (66.7 und 83.3% 3) wurden

89 Die Markierung mit 13C- und 15N-Atomen hat in diesem Fall natürlich keinen Einfluss auf das chemische

Verhalten.

90 Bemerkenswert ist das stark unterschiedliche Laufverhalten der beiden Peptide in der Dünnschichtchro¬

matographie (siehe Synthese Abschnitt 5.2).
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6 Strukturuntersuchungen an geminal disubstituierten ß-Peptiden

im gleichen Temperaturbereich leicht gelartig, die reinen Peptide zeigten ein nor¬

males Schmelzverhalten (Smp. 3: 168.0-170.5 °C; Smp. 4: 166.0-168.0 °C).

100% 80% 60% 40% 20% 0% 4

0% 20% 40% 60% 80% 100% 3

Abbildung 23 Schmelzdiagramm der Peptide 3 und 4. Die Prozentzahlen beziehen sich auf den Ge¬

wichtsanteil von 3 in der Mischung. Die Gemische mit einem Anteil an 3 von 16-50% schmolzen bei einer

Temperatur um 158 °C auf, verfestigten sich wieder und schmolzen endgültig im dargestellten Bereich.

Aufgrund des Schmelzverhaltens muss angenommen werden dass sich die Pep¬

tide zumindest teilweise entmischt haben, wahrscheinlich haben sie beim lang¬

samen Eintrocknen getrennte Kristalldomänen gebildet91. Nach dem "getrennten"

Aufschmelzen scheinen sich die gewünschten Mischkristalle gebildet zu haben,

welche einen höheren Schmelzpunkt (176.5-178.0 °C) als die ursprüngliche Mi¬

schung und die beiden reinen Peptide besitzen.

6.4 Festkörper-NMR-Messungen

6.4.1 "Magic-Angle-Spinning"-Messungen am vollständig 13C- und 15N-markier-

ten ß2'2hAib-Hexapeptid 65.

Zweidimensionale Austauschspektren [379] unter langsamen magic-angle

spinning (MAS) Bedingungen erlauben die Bestimmung der relativen Orientier-

91
Die Herstellung der Proben für die REDOR-NMR-Messungen wurde dementsprechend modifiziert. Die

Proben wurden durch Fällung und sofortiges Eindampfen und Trocknen im Vakuum vorbereitet (Ab¬

schnitt 6.4.2).
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ung von chemischen Verschiebungstensoren92 in einem Molekül [380]. Solch ein

Experiment folgt dem generellen Schema der zweidimensionalen NMR-Spektro-

skopie. Während der Zeit tx wird die Polarisation mit der Resonanzfrequenz des

erstens Spins frequenzmarkiert, dann übertragen auf einen zweiten Spin, und

während der Zeit ^ mit der Resonanzfrequenz des zweiten Spins gemessen [381].

Unter MAS wurde ein Seitenbanden-Spektrum von 6593 erhalten (siehe

Abbildung 24), welches für die relative Orientierung von zwei chemischen Ver¬

schiebungstensoren charakteristisch ist. Die Abbildung 25 zeigt zweidimensionale

15N-Austauschspektren des vollständig markierten Hexapeptids 65 unter lang¬

samem "magic-angle spinning" (vr = 1000 Hz) ohne (Abbildung 25, a), und mit

der Mischzeit zm = 1 s (Abbildung 25b).
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>15N *13C
H /V
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Abbildung 24 13C-MAS-Festkörper-NMR-Spektren des vollständig 13C- und 15N-markierten ß22hAib-
Hexapeptids 65. Das grosse Bild in der Mitte ist das Spektrum des Peptids im Festkörper (hohe Spinge¬

schwindigkeit). Die scharfen Signale deuten auf eine relativ homogene Umgebung der einzelnen Gruppen
hin. Das Peptid scheint mit einer gewissen Ordnung im Festkörper vorzuliegen. Die kleinen Bilder zeigen

13C-Festkörper-NMR-Spektren bei verschiedenen "magic-angle" Spinfrequenzen (die Frequenz ist jeweils

angegeben). Die Spin-Seitenbanden sind deutlich zu erkennen (Pfeile im Spektrum bei 5'400 Hz).

92 Für MAS-Untersuchungen an Cyclotetrapeptiden siehe [358].
93

Dieses Peptid wurde von Dr. Th. Sifferlen hergestellt [357]. Die MAS-NMR-Messungen und deren Inter¬

pretation wurden von Dr. Matthias Ernst in der Gruppe von Prof. Dr. Beat Meier (ETH-Zürich) durchge¬
führt [382].
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Abbildung 25 Zweidimensionales MAS-15N-Austauschspektrum des vollständig 13C- und 15N-markierten

Hexapeptids 65. Die Spektren wurden mit einer anfänglichen Kreuzpolarisierungsperiode der Protonen

aufgenommen um die Signalintensität zu erhöhen, mit protonengetriebener Spindiffusion als Mischse¬

quenz. Die Spinfrequenz wurde auf 1000 Hz gesetzt und innerhalb ±5 Hz stabilisiert. Das Spektrum mit

einer Mischzeit von xm = 0 s (a) zeigt, wie erwartet, keine Kreuzpeaks, wohingegen das Spektrum mit einer

Mischzeit von xm = 1 s (b) schwache Kreuzpeaks in der ersten und zweiten Seitendiagonalen zeigt. Teil c)

zeigt fünf simulierte Quasi-Gleichgewichts-2D-Austauschspektren mit verschiedenen Winkeln ß zwischen

den zwei axialsymmetrischen chemischen Verschiebungstensoren für Stickstoff. Für einen Winkel ß = 0°

sieht man wie erwartet keine ausserdiagonalen Signale, während für alle anderen Winkel signifikante Aus-

serdiagonalsignale entstehen.

Wie erwartet zeigt das Spektrum ohne Mischzeit (Abbildung 25a) kerne Kreuz¬

peaks, und zwei Sätze Diagonalpeak-Familien im Abstand der Spinfrequenz. Die

schwächere Seitenbandenfamilie mit der Zentralbande bei -1.54 kHz kommt von

der N-terminalen Boc-geschützten Aminogruppe. Alle anderen fünf Amid N-

Atome tragen zur stärkeren Seitenbandenfamilie bei, mit dem Zentralband bei

0 Hz. Die volle Breite bei halber Höhe der Linien ist ca. 140 Hz, was auf eine

grosse strukturelle Ähnlichkeit der fünf N-Atome hindeutet.

Das Spektrum mit einer Mischzeit xm = ls (Abbildung 25b) zeigt schwache Kreuz¬

peaks entlang der ersten und zweiten Seitendiagonalen. Numerische Simula¬

tionen der Tensor-Korrelationsspektren zeigen, dass ein solches Spektrum ein kla¬

res Anzeichen für parallele bzw. antiparallele Symmetrieachsen zwischen zwei
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axialsymmetrischen Tensoren innerhalb von ±10° ist, wie in Abbildung 25c zu er¬

kennen. Vorausgesetzt dass die Symmetrieachse der chemischen Verschiebungs¬

tensoren entlang der N-H-Achse verläuft impliziert dies, dass die N-H-Bindungen

zueinander parallel oder antiparallel innerhalb ±10° stehen.

Sehr ähnliche experimentelle Resultate wurden für 13C-2D-Austauschspektren des

Hexapeptids 65 erhalten, bei der Messung der relativen Orientierung der chemi¬

schen Verschiebungstensoren für C=0 (Daten sind nicht aufgeführt). Bei einer

Mischzeit von xm = 100 ms traten aufgrund des schnellen Polarisationstransfers

über die dipolare ein-Bindungs-Kopplung intensive Kreuzpeaks zwischen dem

C=0 C-Atom und allen anderen C-Atomen auf. Es waren schwache Kreuzpeaks

entlang der ersten Seitenbanddiagonalen innerhalb der C=0-Tensor-Seitenband-

familie zu sehen, auch bei langen Mischzeiten wie xm = 1 s. Numerische Simula¬

tionen der Tensor Korrelationsspektren zeigten, dass die Tensoren parallel oder

antiparallel innerhalb von weniger als ±10° sind. Da der C=0-Tensor nicht axial¬

symmetrisch ist impliziert dies, dass die beiden Peptidebenen zueinander ent¬

weder parallel oder antiparallel innerhalb ±10° sind, und dass sowohl die N-H-

Bindungen als auch die C=0-Bindungen ebenfalls parallel oder antiparallel in¬

nerhalb von ±10° zueinander stehen müssen.

6.4.2 REDOR und TEDOR-REDOR-NMR Spektren von selektiv 13C- und 15N-

markierten ß2'2hAib-Heptapeptiden.

Wie in Abschnitt 6.3 beschrieben, war es nötig für die REDOR und TEDOR-

REDOR-Festkörper-NMR-Messungen94 Mischkristalle [378] aus den markierten

CF3-Peptiden 1 und 2 und dem unmarkierten CH3-Peptid 3 herzustellen, um

ausschliesslich intramolekulare Abstände zu messen (Formeln siehe Abbildung 17

und 26). Da sich die Peptide bei langsamem Festwerden aus einer

CH2C12/Hexan-Mischung offenbar zumindest teilweise entmischten, wurden die

Proben für die NMR-Messungen mit einer modifizierten Methode vorbereitet. Das

markierte und das unmarkierte ß2'2-Heptapeptid wurden gemischt, in CH2C12 auf¬

genommen, filtriert, mit Pentan gefällt und das Lösungsmittel direkt am Rotations¬

verdampfer abdestilliert95. Nach Trocknen im Hochvakuum konnten die Proben

gemessen werden.

94 REDOR = Rotational Echo DOuble Resonance; TEDOR = Transfered-Echo DOuble-Resonance;

CPMAS = Cross Polarization Magic Angle Spinning. Die REDOR-, TEDOR- und CPMAS-Messungen
und deren Interpretation wurden in der Gruppe von Prof. Dr. J. Schaefer an der Washington University,

St. Louis durchgeführt.
95 Wobei der Druck sehr langsam erniedrigt werden musste, da die trocknenden Peptide stark zum

Spritzen neigen.
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6 Strukturuntersuchungen an geminal disubstituierten ß-Peptiden

Eine erste Probe wurde mit den unmarkierten ß-Heptapeptiden 3 und 4 herge¬

stellt, und die CF3-CF3-Abstände mit Festkörper-NMR Methoden gemessen96. Da¬

bei wurden zu kurze intermolekulare Abstände gemessen, was auf Entmischung

der beiden Peptide hindeutete. Nach Lösen der Mischung in einem Methanol/

Wasser Gemisch und anschliessender Lyophilisation, wurden Abstände gemes¬

sen, welche auf eine vollständige Durchmischung der beiden Peptide schliessen

Hessen (Mischkristalle). Die Proben mit dem markierten Heptapeptid 1 und dem

unmarkierten Heptapeptid 3, welche für die Strukturanalyse ebenfalls durch Fäl¬

len aus einer CH2C12/Pentan-Mischung hergestellt worden waren (siehe auch Ab¬

bildungen und Legenden unten), zeigten ausreichende intermolekulare Abstände.

Auf die Lyophilisierung konnte in diesen Fällen verzichtet werden.

Rest 1

F,C
'

N

3 7

iH->i3e

b)

C- und CH2-ßMeA2-7

CO-ßMeA.,.6
CO-ßMeA7

£ÜL

CH2-ßMeA5-

CH2-ßMeA.,

15N->13C TEDOR

r~T~1~

200 150 100

Sc [PPm]

—I—'—'—r

50 0

Abbildung 26 CPMAS-13C-NMR-Spektrum (a) und 15N -> 13C-TEDOR Spektrum (b) einer homogenen

Festkörpermischung aus einem Teil markiertem ß-Heptapeptid 1 und zehn Teilen unmarkiertem ß-Hepta-

peptid 3. Die Mischung wurde aus einem CH2C12/Pentan-Gemisch gefällt. Die TEDOR-Auswahl wurde so

eingestellt, dass ausschliesslich 13C-Zentren beobachtet wurden, welche direkt an 15N gebunden sind (Ein¬

heiten 1 und 5).

96
Dazu wurden je eine 100 mg-Probe des reinen, unmarkierten CF3-Peptids 4, und eine 200 mg-Probe

des CF3-Pepdids, verdünnt mit CH3-Peptid 3, gemessen (Verhältnis 1:10, Herstellung wie im Text be¬

schrieben).
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Das CPMAS-13C-NMR-Spektrum des markierten ß-Heptapeptids 1, 10-fach mit 3

verdünnt, zeigt Peaks nahe 180, 45 und 25 ppm (Abbildung 26a), welche von

markierten und natürlichen C=0, CH2 und Me 13C-Atomen herrühren. Die Auf¬

lösung der Signale der einzelnen Gruppen innerhalb des Peptids ist klein. Das

15N —» 13C TEDOR-Spektrum dieser Mischung ist einfacher, jedoch nicht besser

aufgelöst (Abbildung 26b).

Die Vergrösserung der C=0 C-Atom-Region des REDOR-Spektrums des Peptids

1 (50-fach verdünnt mit 3) zeigt zwei überlappende Peaks (Abbildung 27c). Der

Tieffeldpeak dieses Paars wurde in Spektren von 2 nicht beobachtet (nicht darge¬

stellt), was die Zuordnung dieses Peaks zum terminalen markierten C=0 C-Atom

in Einheit 7 erlaubt.

13C{«F} REDOR
REDOR

CO-ßMeA

CO-ßMeA^

CO-ßMeA7-

MeA1

ßMeA5

pMeA5

,—CHo-ßMeAi

190

Abbildung 27 Entfaltung der 13C{19F}-REDOR-Spektren (a) und c)) und der 15N -> 13C{19F}-TEDOR-

REDOR-Spektren (b) und d)) einer homogenen Mischung aus einem Teil markiertem ß-Heptapeptid 1

und 50 Teilen unmarkiertem ß-Heptapeptid 3. Die REDOR-Differenzen sind in a) und b) dargestellt, die

vollen Echos in c) und d). Ein intensiver Tieffeldpeak (CO-ßMeA7) nahe 180 ppm im REDOR-Spektrum
wurde ausschliesslich in Proben mit einem 13C-markierten C=0 C-Atom in der C-terminalen Einheit 7 be¬

obachtet.

Die Kombination von TEDOR mit REDOR innerhalb der selben Pulsfrequenz

wird TEDOR-REDOR genannt. Das 15N -> 13C{19F}-TEDOR-REDOR-Vollecho-

Spektrum der CH2-C-Atom-Region von 1 (50-fach mit 3 verdünnt) zeigt einen
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6 Strukturuntersuchungen an geminal disubstituierten ß-Peptiden

einzelnen, relativ breiten Peak mit Zentrum nahe 45 ppm und der Andeutung ei¬

ner Schulter zum Tieffeld hin (Abbildung 27d). Nur die CH2-C-Atome der Einhei¬

ten 1 und 5 sind direkt an ein 15N-Zentrum gebunden und tragen zu diesem Spek¬

trum bei. Die korrespondierende REDOR-Differenz ist ebenfalls ein einzelner

Peak, aber sein Zentrum ist, verglichen mit dem Zentrum des Vollechopeaks,

leicht tieffeldverschoben (um einige ppm, Abbildung 27b und d). Die Kurvenan¬

passung mit überlappenden Gauss-Peaks ergibt eine Entwicklung, welche konsis¬

tent ist mit einer viel stärkeren 13C,19F-Dipolarkopplung (grössere REDOR-Diffe¬

renz) für den schwächeren Tieffeld-Vollechopeak. Die gleiche, starke 13C{19F}-

Dephasierung wurde mit einer ^-^F-^C-Doppelkreuzpolarisierung beobachtet

(nicht gezeigt). Entsprechend wird der Tieffeldpeak (48 ppm) dem markierten

CH2-C-Atom in Einheit 1 (CH2-ßMeAl5 Abbildung 26), welches nahe der CF3-

Gruppe ist, zugeordnet, und der stärkere Hochfeld-Vollechopeak (46 ppm) dem

entfernteren CH2-C-Atom in Einheit 5 (CH2-ßMeA5). Die Unterschiede der Voll¬

echo-Intensitäten nach 128 Rotorzyklen werden Unterschieden in T2-Werten für

das Ende und die Mitte des ß-Heptapeptids zugeordnet. Die 13C{19F}-Dephasier-

ung (AS/S0) für die CH2 C-Markierung in Einheit 1 deutet auf einen ca. 5 Â-Ab-

stand zur terminalen CF3-Gruppe (Abbildung 28), was für einen Dreiatom-Ab-

stand plausibel erscheint.

Die 13C{19F}-Dephasierung (AS/S0) für die C=0 C-Markierung in Einheit 7

(Abbildung 29) und die CH2-C-Markierung in Einheit 5 (Abbildung 30) liegt zwi¬

schen 6 und 10° nach 25 ms dipolarer Entwicklung. Für so kleine Dephasierung

besteht die Möglichkeit, dass der natürliche 13C-Gehalt nahe den 19F-Zentren, mit

gleicher chemischer Verschiebung wie eine der Markierungen, zur REDOR-Diffe¬

renz beitragen kann. Die kleine aber erkennbare Auflösung der chemischen Ver¬

schiebung des terminalen C=0 C-Atoms in Einheit 7 (Abbildung 27c) erlaubte

die Abschätzung des Beitrags der natürlichen 13C-Konzentration zur Dephasier¬

ung. Es wurde bestimmt, dass die 13C{19F}-Dephasierung (AS/S0, Tieffeldpeak bei

178 ppm) für eine homogene Mischung aus zehn Teilen 3 und einem Teil 4

10±2% nach 128 Rotorzyklen war, und für eine homogene Mischung aus 50

Teilen 3 und einem Teil 4 nur 2%. Somit stammen 70-80% der Dephasierung

(Abbildung 29 für C=0 und Abbildung 30 für CH2, durchgezogene Linien) von

der intramolekularen 13C,19F-Kopplung. Das bedeutet dass ein Teil des ß-Hepta¬

peptids in einer gebogenen oder geknickten Konformation vorliegen muss, wo¬

durch die beiden Enden nahe zusammen kommen. Die Dephasierungssimulatio-

nen, welche in den kleinen Einschüben der beiden Abbildungen gezeigt sind,

deuten auf ca. 5-10% des ß-Heptapeptids hin, die in solch einer gebogenen Kon¬

formation vorliegen. Die restlichen 90-95% sind im Festkörper voll gestreckt.
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Abbildung 28 13C{19F}-Dephasierung (AS/S0) für das markierte CH2 C-Atom in Einheit 1 (Quadrate) der

ß-Heptapeptidmischung, wie sie in der Legende von Abbildung 26 beschrieben wurde. Die durchgezoge¬

ne und die gestrichelte Linie zeigen die berechnete Dephasierung unter der Voraussetzung einer Distanz

von 5 Â von der 13C-Markierung zum Zentrum des 19F-Dreiecks, und einem 13C -> C(F3)-Vektor parallel (0°)

oder senkrecht (90°) zur Ebene der drei F-Atome.
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Abbildung 29 13C{19F}-Dephasierung (AS/S0) für das markierte C=0 C-Atom in Einheit 7 (CO-ßMeA7)
der ß-Heptapeptidmischung, wie sie in der Legende von Abbildung 26 beschrieben wurde. Die durchge¬

zogene Linie im kleinen Einschub zeigt die berechnete Dephasierung unter der Voraussetzung einer

Gauss-Verteilung der Abstände (zentriert bei 6.7 Â mit einer Breite von 5 Â) von der 13C-Markierung zum

CF3-Dephasierungszentrum für 6% des markierten ß-Heptapeptids, und einen Abstand von über 30 Ä für

94% des markierten ß-Heptapeptids 1.

- . i . L
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Abbildung 30 13C{19F}-Dephasierung (AS/S0) für das markierte CH2 C-Atom in Einheit 5 (CH2-ßMeA5)
der ß-Heptapeptidmischung, wie sie in der Legende von Abbildung 26 beschrieben wurde. Die durchge¬

zogene Linie im kleinen Einschub zeigt die berechnete Dephasierung unter der Voraussetzung einer

Gaussverteilung der Abstände (zentriert bei 7.7 Â mit einer Breite von 3.6 Â) von der 13C-Markierung zum

CF3-Dephasierungszentrum für 11% des markierten ß-Hexapeptids, und einen Abstand von über 20 Â für

89% des markierten ß-Heptapeptids 1.
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6.5 NMR-Messungen an den ß22- und ß2'23-Peptiden 3, 45a und 46c in

Lösung

Eine NMR-Strukturbestimmung des ß-Heptapeptids 3 in Lösung ist aufgrund

kaum vorhandener Dispersion der Signale97 unmöglich. Vermutlich ist das Peptid

zu flexibel und besitzt keine Sekundärstruktur. Im 400MHz-1H-NMR-Spektrum

von 3 ist für alle 14 a-Methylgruppen nur ein Singulett zu sehen (siehe Abbildung

31). Dies deutet darauf hin dass das ganze Peptid sehr flexibel ist und sich schnell

bewegt, so dass alle Methylsignale auf der NMR-Zeitskala ausgemittelt werden.

Die CH2-Signale liegen ebenfalls in einem schmalen Bereich (3.29-3.35 ppm),

jene der NH-Gruppen sind von 6.5 bis 7.3 ppm etwas stärker dispergiert.

VJL_

70 50 40 30 1 0

Abbildung 31 Grosses Bild: ^-NMR-Spektrum (400 MHz) des ß2 2-Heptapeptids 3. Alle a-Methyl¬

gruppen fallen in einem Singulett-Signal zusammen. Kleines Bild: ^-NMR-Spektrum (500 MHz) des ß2 2 3-

Peptids 45a.

97
Die ^-NMR-Spektren (400 MHz) der im Rahmen dieser Arbeit hergestellten ß2 2-Heptapeptide zeigen

beispielsweise lediglich 3 (19), 2 (4) bzw. 1 (3) Signal(e) fur alle 14 Methylgruppen! (siehe auch

Abbildung 31)
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6 Strukturuntersuchungen an geminal disubstituierten ß-Peptiden

Im öOOMHz^H-NMR-Spektrum des ß2'2'3-Hexapeptids 45a sind für die 18 Rück¬

grat-Methylgruppen 14 Signale zwischen 1.08 und 1.30 ppm zu sehen (theo¬

retisch zu erwarten: 12 Singuletts und 6 Dubletts, Abbildung 31). Die CHN-

Methingruppen bilden drei Multipletts bei 3.53, 3.81 und 3.98 ppm, sämtliche

NH-Gruppen sind erkennbar. Eine Strukturbestimmung erscheint, besonders

nach Vermessung mit einem höher auflösenden Spektrometer, nicht unmöglich

zu sein.

Die unterschiedlichen Seitenketten von Valin, Alanin und Leucin im ß2,2,3-Peptid
46c wurden gewählt, um durch deren unterschiedliche NMR-Signale eine Struk¬

turaufklärung zu ermöglichen. Das entschützte Peptid wurde in Methanol mit ei¬

nem 500MHz-Gerät vermessen (Abbildung 32), wobei ein Spektrum mit guter

Signaltrennung erhalten wurde, welches die vollständige Zuordnung aller 22 Me¬

thylgruppen erlaubte. Mittels DQF-COSY, TOCSY, HSQC und HMBC-Techniken

wurden die Aminosäure-Spinsysteme identifiziert.

Die Sequenzzuordnung wurde mittels HMBC-Messung und mit dNa(Me)(i,i-l) se¬

quentiellen NOEs durchgeführt (Tabelle 5). Die NH-Wasserstoffe der Amino¬

säureeinheiten 2 bis 6 zeigen Kopplungskonstanten J(NH,HCß) im Bereich von 8-

10 Hz, was einer antiperiplanaren Anordnung von H-N und H-Cß entspricht (vgl.

auch N-Cß-Rückgratwinkel aus der MD-Simulation in Abschnitt 6.6.1). Um mehr

Information über die dreidimensionale Struktur in Lösung zu erhalten, wurden

ROESY-Spektren mit verschiedenen Mischzeiten aufgenommen, die NOEs wur¬

den aus dem ROESY-Spektrum mit 100 ns Mischzeit extrahiert (Tabelle 6). Die

Integration der Kreuzpeakvolumina, gefolgt von einer Kalibrierung, erlaubte die

Klassifizierung der NOEs in drei Distanzkategorien: stark, mittel und schwach.

Eine qualitative Analyse der NOEs zeigte, dass nur NOEs innerhalb einzelner

Aminosäureeinheiten bzw. sequentielle NOEs vorhanden sind, was auf eine un¬

strukturierte Konformation von 46c hindeutet. Es wurden insbesondere keine

Hinweise auf eine 314-helikale Struktur gefunden (vgl. CD-Spektrum Abschnitt

6.2). Die gefundenen Kontakte deuten auf keine der bisher bekannten ß-peptidi-

schen Strukturen (ohne cyclische Aminosäureeinheiten) hin. Auch bei der MD-

Simulation von Hexapeptid 46c wurde keine Struktur gefunden (Abschnitt

6.6.1).
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Abbildung 32 ^-NMR-Spektren des ß2 2 3-Hexapeptids 46c. Die Zuordnung der H-Atome in den Spek¬

tren ist durch Nummern von 1 bis 6 gekennzeichnet (Einheiten 1 und 4 = ßhVal(a-Me2), Einheiten 2 und

5 = ßhAla(a-Me2), Einheiten 3 und 6 = ßhLeu(a-Me2)).
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6 Strukturuntersuchungen an geminal disubstituierten ß-Peptiden

Tabelle 5 Chemische Verschiebungen in den 1H- und 13C-NMR-Spektren des ß2'2'3-Hexapeptids 46c.

ß-Amino- NH C=0 Me-C(a) H-C(ß) H-C(y), H-C(8), Me-C(s)

saure (J(NH,Hp)

[Hz])

2H-C(y),

Me-C(y)

Me-C(8)

Val1 - 177 59 1 352/1 341 316 217 1 110/0 968

24 82/22 77 65 06 28 72 22 11/16 26

Ala^ 8 53 178 81 1 312/1 233 3 86 1 116

(8 86) 23 48/25 78 54 31 17 06

LeuJ 7 60 178 89 1 315/1 246 4 09 1 41/1 31 1 50 0 917/0 880

(9 72) 24 35/24 19 55 46 41 77 26 44 23 00/24 14

Val4 819 178 86 1 318/1 196 3 82 2 05 0 914/0 799

(9 35) 23 60/26 77 62 44 30 62 21 67/17 61

Alab 8 42 178 92 1 231/1 295 3 80 1 096

(8 61) 25 79/23 43 54 38 22 21

Leu" 711 180 24 1 160/1 188 4 20 1 47/1 25 1 51 0 915/0 918

(9 84) 22 81/24 10 54 49 40 87 26 46 21 67/24 09

Tabelle 6 NOEs in den ROESY-Spektren (300 ms) von 46c in MeOH (w = schwach, m = mittel,

s = stark).

Atom Rest Atom Rest NOE Atom Rest Atom Rest NOE

ß Y 1 m ß 3 s 3 m

ß a(CH3) 1 m NH 4 ß 3 m

ß 8 1 m NH 4 ß 4 m

ß 8 1 w NH 4 Y 3 w

Y a(CH3) 1 m NH 4 Y 4 m

Y S 2 m NH 4 a(CH3) 3 s

Y S 1 m NH 4 a(CH3) 3 s

NH 2 ß 3 w NH 4 8 4 w

NH 2 ß 2 m NH 4 8 4 m

NH 2 ß 1 w ß 4 Y 4 m

NH 2 Y 1 w ß 4 a(CH3) 4 s

NH 2 Y 3 w ß 4 a(CH3) 4 s

NH 2 a(CH3) 2 s ß 4 8 4 m

NH 2 a(CH3) 1 m Y 4 a(CH3) 3 m

NH 2 Y 1 m Y 4 8 4 m

NH 2 8 1 w Y 4 8 4 w

ß 2 a(CH3) 2 m NH 5 ß 5 m

ß 2 a(CH3) 2 s NH 5 Y 4 w

ß 2 Y 2 m NH 5 a(CH3) 4 s

NH 3 ß 3 m NH 5 a(CH3) 4 s

NH 3 ß 2 m NH 5 Y 5 m

NH 3 S 3 m NH 5 8 4 w

NH 3 Y 3 s NH 5 8 4 w

NH 3 a(CH3) 3 s ß 5 Y 5 m

NH 3 a(CH3) 3 m NH 6 ß 5 m

NH 3 S 2 w NH 6 Y 6 m

NH 3 s 3 w NH 6 a(CH3) 5 s

NH 3 s 3 w NH 6 a(CH3) 5 m

ß 3 8 3 m NH 6 a(CH3) 6 w

ß 3 Y 3 s NH 6 a(CH3) 6 w

ß 3 Y 3 m NH 6 Y 5 w

ß 3 a(CH3) 3 s NH 6 s 6 w

ß 3 Y 2 w ß 6 Y 5 m

ß 3 s 3 s P 6 s 6 w
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6.6 Strukturanalyse von geminal disubstituierten ß-Peptiden

NMR-Messungen an geminal disubstituierten ß-Peptiden in Lösung, (ß2,2-Hepta-

peptide 3, 4, 19 und ß2'2,3-Hexapeptide 45a, 46c) erbrachten keine Hinweise

auf eine Sekundärstruktur (siehe Abschnitt 6.5). Interessanterweise besitzen aber

die Hexapeptide 45a und 46 ein CD-Spektrum, welche jenem gleichen, die für

eine 314-Helix erwartet würden (siehe oben, Abbildung 22).

An den markierten ß2,2hAib-Peptiden 1 und 65 wurden Festkörper-NMR-Mes-

sungen durchgeführt, aus welchen gewisse Strukturparameter (Winkel und Ab¬

stände) erhalten wurden (siehe Abschnitt 6.4). Aufgrund dieser Daten lassen sich

Aussagen über mögliche und unmögliche Peptidkonformationen machen. Sie

werden im zweiten Teil dieses Abschnitts besprochen.

6.6.1 MD-Simulation und Strukturanalyse des ß2'2'3-Hexapeptids 46c

Das Peptid 46c wurde in der Arbeitsgruppe von van Gunsteren mittels MD-Simu¬

lation untersucht, und aus den erhaltenen Strukturdaten das theoretische CD-

Spektrum errechnet (siehe oben, Abbildung 22) [376].

H2N

46c

Eine MD-Simulation von 100 ns Dauer, mit Methanol als Lösungsmittel (bei 298

und 340 K, 1 atm), erbrachte sehr viele verschiedene Konformationen, jedoch

keine geordnete, über längere Zeit bestehende Sekundärstruktur. Es traten ledig¬

lich einzelne Wasserstoffbrücken zwischen den Einheiten 2 und 4 (achtgliedriger

Ring) bzw. innerhalb einer Einheit (sechsgliedriger Ring98) auf. Insgesamt wurde

rechnerisch gefunden, dass das Peptid 46c aus ß2,2,3-Aminosäuren konformatio-

nell eingeschränkt ist: Die zwei grössten Cluster" deckten 87% aller gefundenen

Strukturen ab. Zum Vergleich: für das analoge, reine ß3-Peptid100, von welchem

bekannt ist, dass es in Lösung eine 314-Helix bildet [333,334], beinhalten die zehn

98 Sechs- und achtgliedrige Wasserstoffbrücken-gebundene Ringe wurden auch in Kristallstrukturen von

ß2hAcnc-Peptiden gefunden (siehe oben, Abbildung 20).
99 Cluster: Zusammenfassung ähnlicher Strukturen in der MD-Simulation.

100 H-(ß3hVal-ß3hAla-ß3hLeu)2-OH. Dieses Peptid bildet in Lösung eine 314-Helix, und zeigt das dafür als

typisch angesehene CD-Spektrum (siehe oben, Abbildung 22).
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6 Strukturuntersuchungen an geminal disubstituierten ß-Peptiden

grössten Cluster 76% der gefundenen Strukturen. ß3-Peptide scheinen also eine

grössere strukturelle Vielfalt zu besitzen als ß2'2,3-Peptide, trotzdem (oder gerade

deswegen) sind sie in der Lage 314-helikale und teilstrukturierte Konformationen

einzunehmen.

Die CD-Spektren des ß2,2,3-Peptids 46c und seines reinen ß3-Analogen wurden

anhand von MD-Strukturen101 berechnet. Die dabei erhaltenen Kurven zeigen

Ähnlichkeit mit den experimentell gefundenen Spektren, sind jedoch leicht rot¬

verschoben und von kleinerer Intensität. Den Hauptbeitrag zu diesen theoreti¬

schen CD-Spektren lieferten bei beiden Peptiden hauptsächlich wenig oder un¬

geordnete Konformationen.

Experimentelle Befunde deuten hingegen darauf hin, dass die 314-Helix ursäch¬

lich für das CD-Spektrum, welches bei ß3-Peptiden beobachtet wird, verantwort¬

lich sein sollte [333,334,336-338,340,383]: Helix-stabilisierende Einflüsse (län¬

gere Peptidkette102, apolares Lösungsmittel, tiefere Temperaturen, cyclische

ß-Aminosäureeinheiten, Salzbrücken) bewirken eine Zunahme des Cotton-Effekts,

Helix-destabilisierende Faktoren (polares Lösungsmittel, höhere Temperatur, "in¬

kompatible" Aminosäureeinheiten) resultieren in einem schwächeren Effekt, oder

lassen das typische CD-Spektrum verschwinden. Wenn die beobachteten Spek¬

tren also hauptsächlich von "ungeordneten" Strukturen hervorgerufen würden,

sollten diese Einflüsse eher einen gegenteiligen Effekt auf die Intensität des

Cotton-Effekts haben!

In der Arbeitsgruppe Seebach war bisher davon ausgegangen worden, dass die

Grösse der Wasserstoffbrücken-gebundenen Ringe in einer bestimmten Peptid¬

struktur die Art des entsprechenden CD-Spektrums bestimmt103 [343]. Dieser An¬

satz wäre auch in gewissem Masse vereinbar mit dem CD-Spektrum des Peptids

46c, welches auf eine Struktur mit 14-gliedrigen Wasserstoffbrücken-gebundenen

Ringen hindeutet. Einzelne solche Ringe könnten (isoliert) vorkommen, und das

experimentell beobachtete Spektrum hervorrufen104. Ganz allgemein bleibt der

Zusammenhang zwischen CD-Spektren von ß-Peptiden und deren Struktur je¬

doch weiter unklar [344,355].

101
Die CD-Spektren wurden aus den Teilspektren von je über lO'OOO Strukturen pro Peptid ermittelt.

102
Das auf die Anzahl Aminosäureeinheiten normierte CD-Spektrum eines ß3-Hexapeptids besitzt eine

grössere Intensität als jenes eines Tripeptids, was auf die Existenz einer Sekundärstruktur hindeutet [333].
103 In der Arbeit von van Gunsteren wurde beschrieben, dass die relativen Orientierungen der Amid-Chro-

mophoren im Peptid für das CD-Spektrum verantwortlich sind. Die Geometrie solcher Wasserstoff¬

brücken-gebundener Ringe beeinflusst natürlich auch die relative Lage der Amid-Chromophoren zueinan¬

der.

104
Wie oben beschrieben wurden jedoch in der MD-Simulation keine 14-gliedrigen Ringe beobachtet.
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Aus den berechneten Konformationen des Peptids 46c wurden die Diederwinkel

des Peptidrückgrats extrahiert. Wir waren an den Werten der Winkel N—Cß (O),

Cß—Ca (0) und Ca—CO (XF) interessiert. Abbildung 33 zeigt schematisch die

wichtigsten beobachteten Konformationen.

*F

0

O 0 *F

---OC—N—CHR—CMe2—C—N-
H OH

-CHR---

AW

HN-r^o hnAo

Me

HN f )0
RHC—^Me

i

80° 200° 320°

JWW JW ./vwvr

CO | CO

h>H"ynh R/iNfH
| CO

HNy-k^R

Me-^T^Me Me^p^Me
R NH

1

Me^-p^Me
H

(+)-sc (60°) (-)-ap (180°) (-)-sc (300°)

o

HCO o h

^'"CIV^
R

(-)-ac (240°)

Abbildung 33 Diederwinkel O, © und *F für die Rückgratanalyse des ß2'2'3-Peptids 46c. Die Winkel sind

nicht wie üblich mit Werten von -180° bis +180° bezeichnet, sondern mit jenen, die das GROMOS Simu¬

lationspaket in der MD-Rechnung verwendet. Der Zahlenbereich reicht von 0° bis 360°, wobei 180° den

sonst üblichen ±180° entsprechen, 270° sind -90° in üblicher Benennung. Für die Peptidbindung (CO—

NH) wird ein Diederwinkel von 180° vorausgesetzt, ap = antiperiplanar, sc = synclinal, ac = anticlinal.

Für Details siehe Text und folgende Abbildungen.
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6 Strukturuntersuchungen an geminal disubstituierten ß-Peptiden

340 K

1

ßhVa!(a-Me2) ßhAla(a-Me2)

ßhl_eu(a-Me2) ßhVal(a-Me2)

ßhA!a(a-Me2)
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2000
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2000

Abbildung 34 Histogramm der Diederwinkelverteilung von *F (Cß-Ca—CO-N) für die Einheiten 1 bis 5

in der MD-Simulation des ß2'2'3-Peptids 46c. Die Winkel wurden aus 200'000 Strukturen berechnet, wel¬

che in Intervallen von 0.5 ps aus der Simulation extrahiert wurden. x-Achse: Winkel *F (zur Definition des

Winkelbereichs siehe Legende Abbildung 33). y-Achse: Anzahl der Strukturen mit einem bestimmten Win¬

kel. Bedingungen: Simulationsdauer 100 ns, MeOH, 298 und 340 K, 1 atm [376].

Für den Winkel105 ¥ (Abbildung 34) findet man bei 298 K für alle Aminosäure¬

einheiten eine bevorzugte Konformation. Die beiden Valin-Einheiten nehmen

einen Winkel ¥ von ca. 200° (-160°) ein, die anderen drei Bausteine einen von

ca. 320° (-40°). Bei 340 K findet man bei allen Einheiten recht breite Winkelver¬

teilung, mit "Schwerpunkten" bei ca. 80°, 200° und 320°.

105
Das GROMOS-Simulationspaket rechnet mit Winkeln von 0° bis 360° (siehe Legende Abbildung 33). In

Klammern sind jeweils die üblichen Winkelbezeichnungen von -180° bis 180° angegeben.
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Abbildung 35 Histogramm der Diederwinkelverteilung von © (N-Cß—Ca-CO) für die Einheiten 1 bis 6

in der MD-Simulation des Peptids 46c. sc = synclinal (gauche), ap = antiperiplanar. Für Simulations¬

details siehe Legende Abbildung 34.

Tabelle 7 Prozentuale Aufschlüsselung der Winkelverteilung für den "zentralen" Winkel © der Amino¬

säureeinheiten aus der MD-Simulation des ß2'2'3-Hexapeptids 46c (Abbildung 35).

Einheit Nr. 298 K 340 K

ap (180°) ±sc (60/300°) ap (180°) ±sc' (60/300°)

1 Val 12 -/88 88 12/-

2 Ala 100 — 53 47/-

3 Leu 75 25/- 13 87/-

4Va\ — 100 — 31/69

5 Ala 100 — 59 41/-

6 Leu 100 — 62 24/14

Die "zentrale" Ethanbindung, mit dem Diederwinkel 0, liegt natürlich bei höherer

und tieferer Simulationstemperatur immer gestaffelt vor (Abbildung 35 und

Tabelle 7). Die Valin-Einheiten nehmen bei 298 K eine Sonderstellung ein, da sie
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6 Strukturuntersuchungen an geminal disubstituierten ß-Peptiden

als einzige fast ausschliesslich einen Winkel von 300° (-60°, {-)-sc) einnehmen.

Die Alanin- und Leucin-Bausteine liegen hauptsächlich mit einem Winkel von

180° (ap) vor. Bei höherer Temperatur zeigen die Alanin- und Leucin-Einheiten

eine mehr oder weniger starke "Verschiebung" hin zur ( + )-sc-Konformation. Die

beiden Valinbausteine hingegen zeigen keinen einheitlichen Trend. Die vermut¬

lich weniger stark geordnete N-terminale Einheit 1 nimmt bei 340 K zu 88% die

ap-Konformation ein.

8000
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2000

8000

6000 -

4000 -

2000

8000

6000 h
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2000 h

340 K ßhAla(oc-Me2).

0

ßhVal(a-Me2)

ßhLeu(a-Me2).

ßHLeü(a-K/ie2J 3

-+""i—f—f—;—i—(—(-4

ßhAla(ot-Me2)_
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Abbildung 36 Histogramm der Diederwinkelverteilung von O (CO-N—Cß-Ca) für die Einheiten 2 bis

in der MD-Simulation des Peptids 46c. Für Simulationsdetails siehe Legende der Abbildung 34.

Ausser bei der ersten Einheit ist ein Trend zur (±)sc-Konformation bei höheren

Temperaturen zu erkennen. Die ß2'2,3-Bausteine zeigen bei 298 K eine von der je¬

weiligen Seitenkette abhängige Bevorzugung einer bestimmten Konformation.

Besonders sticht die Sonderstellung der ßhVal(a-Me2)-Einheit hervor (siehe

Tabelle 7). Vermutlich bewirkt die sterisch anspruchsvolle i-Pr-Einheit eine starke

sterische Wechselwirkung mit den beiden a-Methylgruppen bzw. mit den benach¬

barten Aminosäureeinheiten, und vermag die Konformation des Bausteins zu do¬

minieren. Interessanterweise zeigen die beiden Peptide 45a und 46c fast das
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gleiche CD-Spektrum, obwohl nur ersteres diese strukturell so verschiedene

Aminosäure enthält (siehe oben, Abbildung 22).

Für den Diederwinkel O findet man in der ganzen Simulation, und bei beiden

Temperaturen, für alle Aminosäureeinheiten nur einen engen Wertebereich. Er

liegt um 245° (-115°), und somit im für die N-Cß-Bindung üblichen Bereich106

(siehe Abbildung 39).

Das C=0 Sauerstoffatom und das HCß-Wasserstoffatom liegen dabei in einer

1,5-koplanaren Anordnung (keine Neiuman-Spannung [384]), was auch experi¬

mentell durch die Analyse von NMR-Messungen gefunden wurde (siehe Abschnitt

6.5). Bei Peptiden aus cyclischen geminal disubstituierten Aminosäuren (ß2hAc3c
und ß2hAc6c) wurden ähnliche Werte für den Winkel O gefunden (siehe oben,

Tabelle 3, Seite 64).

In Tabelle 8 sind die bevorzugten Rückgratwinkel aus der MD-Simulation (bei

298 K107) für das Peptid 46c aufgeführt. Aus den Daten ist ersichtlich, dass Valin

eine konformationelle Sonderstellung gegenüber den anderen beiden Aminosäu¬

ren einnimmt.

Tabelle 8 Bevorzugte Rückgratwinkel der Aminosäureeinheiten im Peptid 46c (aus der MD-Simulation

bei 298 K).

AS-Einheit

CO--N—Cß-

0

-Ca N--Cß—ca-

0

-CO Cß-Ca—CO-N

ß223hVal(a-Me2) -115° -60° -160°

ß223hAla(a-Me2) -115° 180° -40°

ß223hLeu(a-Me2) -115° 180° -40°

In Abbildung 37,a ist ein vereinfachtes Modell des Peptids 46c dargestellt, für

welches die Rückgratwinkel aus obiger Tabelle für die jeweiligen Aminosäure¬

einheiten eingesetzt wurden. Es bildet keine regelmässige Struktur, und besitzt

höchstens eine zentrale Wasserstoffbrücke. Die beiden anderen dargestellten

Konformationen sind ausschliesslich aus den Winkeln für die Alanin- und Leucin-

Einheiten (b), bzw. aus den Winkeln für die Valin-Einheiten (c) modelliert. Beide

Konformationen sind bandartig. Beim Modell c) wären innerhalb der Amino-

106 Bei Amiden findet man allgemein einen N-Cß-Winkel zwischen ±60° und ±180°. Siehe auch unten,

Abbildung 52g, mit Resultaten aus Kristallstruktur-Datenbankabfragen.
107

Wegen der wenig einheitlichen Konformationen der ß2'2'3-Einheiten bei 340 K wurden nur die Werte

der Simulation bei tieferer Temperatur berücksichtigt. Für die Simulation bei höherer Temperatur lassen

sich kaum mehr einzelne Werte angeben.
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6 Strukturuntersuchungen an geminal disubstituierten ß-Peptiden

säureeinheiten (geometrisch ungünstige) Wasserstoffbrücken möglich108 (sechs-

gliedrige Ringe).

c)

Abbildung 37 Modelle des Hexapeptids 46c, welche mit den Winkelinformationen aus der MD-Simu¬

lation erstellt wurden. Die Seitenketten wurden zur Vereinfachung zu Methylgruppen reduziert und alle

Wasserstoffatome ausser NH weggelassen, a) Modell des Peptids 46c mit den Diederwinkeln aus Tabelle

8. b) Hexapeptid, welches ausschliesslich mit den Rückgratwinkeln für ß2'2'3hAla(a-Me2)- und ß2'2'3hLeu(a-
Me2)-Einheiten modelliert wurde, c) Modell eines Hexapeptids mit den Winkeln für ß2'2'3hVal(a-Me2)-Ein¬
heiten.

Für eine Zusammenfassung der Daten von ß-peptidischen Strukturen siehe Kapi¬

tel 10.

108
Die zentrale Wasserstoffbrücke im Modell a) wird im Bereich der Valin4-Einheit gefunden. Siehe dazu

auch oben, Abbildung 20 - ein Tripeptid aus ß2'2hAc6c-Einheiten bildet im Kristall ebenfalls einen sechs-

gliedrigen Wasserstoffbrücken-gebundenen Ring.
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6.6.2 Strukturanalyse von ß2'2hAib-Peptiden

An ß2,2hAib-Peptiden konnte, wegen zu kleiner, bzw. gänzlich fehlender Auflö¬

sung der Signale, keine Lösungs-NMR-Strukturbestimmung durchgeführt werden

(siehe Abschnitt 6.5). Weil diese Verbindungen auch keine Festkörper mit ausrei¬

chender Qualität für (Einkristall- oder Pulver-) Röntgenbeugungs-Untersuchungen

bildeten, setzten wir andere Methoden ein, um Informationen über deren Struktur

zu erhalten. An markierten ß2,2hAib-Peptiden wurden Festkörper-NMR-Mes-

sungen durchgeführt, wodurch zwar keine vollständige Strukturbestimmung mög¬

lich war, aber einige Strukturparameter bestimmt werden konnten (siehe Ab¬

schnitt 6.4). In diesem Teil sollen die gewonnen Informationen mit Peptid-

modellen verglichen werden.

a) Relative Orientierung benachbarter Amidgruppen (MAS-Messungen am Hexapeptid 65):

.vV Xk ,,-V V*
H H H O

parallel antiparallel

b) Intramolekulare Abstände (TEDOR-REDOR-Messungen am Heptapeptid 1):

>20Â
i 1

00000000

12 3 4 5 6 7

I I

,_5A ,

>30Â

Abbildung 38 Gemessene Strukturparameter von ß2'2hAib-Peptiden. a) Mittels Festkörper-MAS-NMR-

Messungen an Hexapeptid 65 wurde festgestellt, dass benachbarte Amidgruppen zueinander parallel oder

antiparallel stehen (innerhalb +10°). b) Mit Festkörper-REDOR- und TEDOR-REDOR-NMR-Messungen
bestimmte intramolekulare Abstände im Heptapeptid 1. Für Details siehe Abschnitt 6.4.

Mittels MAS-Festkörper-NMR-Untersuchungen am vollständig 13C- und 15N-mar-

kierten ß2,2hAib-Hexapeptid 65 wurde herausgefunden, dass alle Amidgruppen

entweder parallel oder antiparallel zueinander orientiert sein müssen (±10°). Am

selektiv markierten Heptapeptid l109 wurden mittels REDOR- und TEDOR-

REDOR-Festkörper-NMR-Methoden intramolekulare Abstände vermessen: Der

Abstand vom N-terminalen CF3-Zentrum zum CH2-C-Atom der ersten Amino¬

säureeinheit beträgt 5 Â, jener zum CH2-C-Atom der fünften Einheit mehr als

20 Â. Die Länge des ganzen Peptids (CF3 bis zum C-terminalen C=0-C-Atom)

109
Für Struktur und Markierungsmuster von 1 siehe oben, Abbildung 17.
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6 Strukturuntersuchungen an geminal disubstituierten ß-Peptiden

wurde auf über 30 Â bestimmt (siehe Abbildung 38). Bei einem Teil der Moleküle

(5-10%) wurde für den Abstand der beiden Molekülenden ein viel kleinerer Wert

gemessen, was auf eine gebogene bzw. geknickte Anordnung hindeutet110. Dieser

kleine Anteil wird in der Diskussion nicht berücksichtigt.

Zusätzlich zu den Informationen aus den Festkörpermessungen kann noch von

folgenden Annahmen ausgegangen werden111:

—» Die Amidgruppe besitzt einen Ca-CO—N-Cß-Diederwinkel von 180°.

—» Die vier Atome (Ca-CO-N-Cß) einer Amidgruppe liegen in einer Ebene.

—» Die Ethanbindung (Cß-Ca) liegt bevorzugt in einer gestaffelten Konforma¬

tion vor.

Aus diesen Informationen alleine kann keine Aussage über die genaue Struktur

von ß2,2hAib-Peptiden im Festkörper gemacht werden. Es können jedoch ver¬

schiedene Modelle erstellt, und nach einem Vergleich mit den gefundenen Struk¬

turparametern ausgeschlossen werden. Die eindeutige Bestätigung eines Modells

ist aufgrund der vorliegenden Daten nicht möglich!

Um zusätzliche Strukturinformation zu bekommen, wurde in der Cambridge-

Strukturdatenbank (CSD) nach "Unterstrukturen" der vermessenen ß2,2-Peptide

gesucht (siehe Abbildung 39). Der Diederwinkel ¥ kann beliebige Werte anneh¬

men, und zeigt lediglich eine leichte Bevorzugung der Konformationen um ±60°

und 180°. Die "Ethanbindung" (Winkel 0) liegt wie erwartet immer gestaffelt vor,

mit einer Tendenz zur ±synclinalen (gauche-) Stellung. Der Winkel O um die N-

Cß-Bindung liegt zwischen ±94° und ±152°.

110 Hierbei kann es sich jedoch nicht um die bekannte ß-peptidische Haarnadelschleife handeln, da das

ß2'2-Substitutionsmuster der Aminosäureeinheiten nicht damit vereinbar ist (siehe dazu Abschnitt 3.3.5).

Möglicherweise handelt es sich bei dem gemessenen Anteil an Peptiden mit kürzeren Abständen zwischen

den Molekülenden um ungeordnete Bereiche im Festkörper. Siehe auch Abschnitt 6.3 über das Schmelz¬

diagramm der Heptapeptide 3 und 4, in welchem anfängliche Festkörper-Mischprobleme beschrieben

werden.

111
Ein Abgleich mit CSD-Strukturen bestätigte diese Annahmen (Daten nicht aufgeführt).
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Abbildung 39 Resultate einer Suche in der Cambridge-Strukturdatenbank (CSD) für Unterstrukturen von

ß2'2hAib-Peptiden. at) Der Diederwinkel *F kann beliebige Werte annehmen; a2) Der Bindungswinkel C-

Ca-CO ist abhängig vom Diederwinkel *F. Er wird grösser, bis zu 115°, bei coplanarer Anordnung von

H-N und Ca-CSubstltuent. b) Die zentrale Ethanbindung liegt wie erwartet gestaffelt vor (+60° und 180°). c)

Der Diederwinkel O liegt um +120°. Ein Wasserstoffatom am C13-Zentrum steht somit jeweils ungefähr anti-

periplanar zur N-H-Bindung (vgl. Winkel O in der MD-Simulation des ß2'2'3-Hexapeptids 46c, Abbildung

36). Abfrageoptionen: Ca wurde mit drei beliebigen Kohlenstoffsubstituenten gewählt. Parameter: R Wert

<0.07Â, keine Fehler, keine ungeordneten Strukturen, Polymere und Ionen erlaubt. x-Achse: jeweiliger

Diederwinkel; y-Achse (a1;c,b): Anzahl Strukturen mit entsprechendem Winkel.

Bei Peptiden aus achiralen ringförmigen ß2,2-Aminosäuren, von welchen Rönt-

genbeugungs-Strukturdaten bekannt sind, stehen die Amidgruppen zueinander

nicht parallel oder antiparallel (siehe Abschnitt 6.1.2). Strukturen dieser Art kön¬

nen somit für ß2,2hAib-Derivate ausgeschlossen werden.
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6 Strukturuntersuchungen an geminal disubstituierten ß-Peptiden

Mittels Modellbetrachtungen an ß2,2hAib-Peptiden und einfachen Konformations¬

analysen am Computer112 wurden vier mögliche Strukturen a)-d) ausgeschieden.

Eine schematische Darstellung ist in Abbildung 40 gegeben, in Abbildung 41 sind

die Moleküle als dreidimensionale Modelle dargestellt.

abc d

— Amidebene — Cß-Ca-Bindung

Moleküllänge 36Â 35Â 34Â 27Â

bis CH2-Rest 5 24Â 23Â 23Â 18Â

Abbildung 40 Schematische Darstellung der Modelle von ß2'2hAib-Peptiden im Festkörper (Aufsicht). Die

breiten Linien entsprechen den Amidebenen Ca-CO-N-Cß, die schmalen Linien den "Ethanbindungen"
Cß-Ca. In der Tabelle sind die Distanzen vom Zentrum der N-terminalen CF3-Gruppe zum C-terminalen

13C=0-C-Atom (oben) und zum 13CH2-C-Atom in Einheit 5 (unten) aufgeführt. Ausser d), welches etwas

zu kurz ist, sind alle Anordnungen mit den gemessenen intramolekularen Abständen vereinbar (>30 bzw.

>20 Â). Eine 3D-Darstellung der Strukturen ist in Abbildung 41 gegeben.

Die Strukturen reichen von ganz gestreckten, über "flach-helikale"113 bis zu mä¬

anderartigen Anordnungen. Sie besitzen parallele CO-Gruppen, gestaffelte Ethan¬

bindungen, planare trans Amidgruppen und sind mit den Resultaten der REDOR-

Messungen vereinbar. Eine Faltblattbildung wird in allen Fällen wegen der steri¬

schen Hinderung durch die zweite a-Methylgruppe verhindert (siehe Abschnitt

3.3.5). Die gute Löslichkeit der Peptide ist ein Hinweis darauf, dass sich im Fest¬

körper keine starken intermolekularen Wasserstoffbrücken ausbilden, wie dies

beim Faltblatt der Fall wäre.

112
Die Molekülmodelle wurden mit dem Programm SPARTAN SGI Version 5.1.3 erstellt und mittels MD

Methoden einer Energieminimierung unterzogen. Dazu wurden Einschränkungen (constraints) für paralle¬

le/antiparallele CO-Bindungen sowie für die oben angegebenen intramolekularen Abstände gesetzt. Die

Modelle a), b) und c) gingen je nach angewandter MD-Methode ineinander über. Die stark gestreckten
Konformationen a) und b) zeigten zudem über das ganze Molekül eine leichte Krümmung, was vermutlich

mit veränderter Geometrie am Ca-Zentrum zu tun hat (siehe Winkel/Diederwinkelabhängigkeit in

Abbildung 39a2).
113 Ähnlich der 28-Helix von a-Hydroxy-ß-peptiden [352].
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Abbildung 41 Dreidimensionale Darstellungen der Modelle a)-d). Die Konformationen a)-c) sind mit den

gemessenen Festkörper-Strukturparametern von ß2'2-hAib-Peptiden vereinbar, d) besitzt etwas zu kurze

intramolekulare Abstände. Die Moleküle sind parallel (oben) und senkrecht (unten) zu den Amidebenen

abgebildet. Rechts daneben ist der Blick entlang des Peptidrückgrats zu sehen.

Bei der völlig gestreckten ("zick-zack") Konformation a) betragen sämtliche Rück¬

gratwinkel 180° (siehe Tabelle 9), das Peptid besitzt eine Gesamtlänge von gut

über 30 Â. Alle Methylgruppen besitzen fast die gleiche chemische Umgebung.

Die Konformation b) entspricht jener, welche in ß-peptidischen Faltblättern vor¬

liegt. Das Modell c) besitzt Aminosäureeinheiten mit den gleichen Rückgratwin-
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6 Strukturuntersuchungen an geminal disubstituierten ß-Peptiden

kein wie b), jedoch mit abwechslungsweise invertierten Vorzeichen114. Im Fest¬

körper könnten Mischformen der beiden Modelle b) und c) vorkommen, in wel¬

chen die Methylgruppen unregelmässig in beide Richtungen von der Peptidkette

wegzeigen. Es ist denkbar, dass solch unregelmässige Anordnungen der Peptid-

ketten auch der Grund dafür sind, weshalb von ß2,2hAib-Peptiden keine Ein¬

kristalle gezüchtet werden konnten.

Das mäanderartige Modell d) ist kürzer als für das Heptapeptid 1 mittels REDOR-

Messungen bestimmt wurde. Die Aminosäureeinheiten besitzen wiederum ab¬

wechslungsweise gespiegelte Winkel. Konformationen mit Diederwinkeln in einem

ähnlichen Bereich wurden in cyclischen ß-Tripeptiden und in der 314-Helix gefun¬

den (siehe Anhang 10.2).

Tabelle 9 Rückgrat-Diederwinkel der Modelle für die untersuchten ß2'2hAib-Peptide. In den Modellen a),

b) und e) besitzen alle Aminosäureeinheiten dieselben Diederwinkel. Bei c) und d) besitzen jeweils die

Aminosäurebausteine i/i+2 und i+l/i+3 die gleichen Diederwinkel. Die beiden Winkelsätze entspre¬

chen dabei gespiegelten Konformationen. Für Darstellungen des Modells e) siehe Abbildung 42.

Modell114
CO--N—Cß-

0

-Ca N--Cß—Ca-

0

-CO Cß--Ca—CO-N

a 180° 180° 180°

b -120° 180° 120°

c

-120°

120°

180°

180°

120°

-120°

d

120°

-120°

-80°

80°

120°

-120°

e -177° -56° -58°

114
Da ß2'2hAla-Peptide achiral sind, besitzen die Spiegelbilder der dargestellten Modelle (alle Diederwinkel

invertiert) jeweils dieselben Stabilitäten, wie das Modell selbst. Das Spiegelbild von Modell a) ist mit dem

Modell identisch.
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Ausser dem in Abbildung 42 dargestellten Peptidmodell besassen alle betrachte¬

ten Konformationen mit antiparallelen Amidgruppen verdeckte Ethanbindungen.

Das Modell e) beschreibt eine enge Helix, die Ähnlichkeit mit der bei Peptiden

aus (2ß,3S)-a-Hydroxy-ß3-aminosäuren gefundenen 28-Helix115 besitzt (siehe Ab¬

schnitt 3.3.4).

Abbildung 42 Dreidimensionales Modell und schematische Darstellung der einzigen ß2'2hAib-Peptid-
struktur mit antiparallelen C=0-Bindungen, bei welcher die Ethanbindungen nicht verdeckt sind. Das Mo¬

lekül ist in dieser Konformation jedoch mit knapp 26 Â zu kurz, als dass es für die untersuchten Peptide als

Festkörperstruktur in Frage käme.

Für eine Übersicht über die Strukturdaten von ß-Peptiden siehe Kapitel 10.

In der 28-Helix sind aufeinander folgende Amidebenen auch jeweils antiparallel orientiert.
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7 Synthese von a-Methylen-ß3-Peptiden

7 Synthese von ot-Methylen-ß3-peptiden

7.1 Einleitung

a-ß-Didehydro-a-aminosäuren116 spielen in der Natur in biologisch aktiven Mole¬

külen eine wichtige Rolle. Viele dieser Verbindungen wirken cytotoxisch, einige

Peptidantibiotika (Lantibiotika) finden auch in der Medizin oder der Lebensmittel¬

technik Verwendung (siehe Einleitung, Abschnitt 3.2).

Unter den Dehydro-a-aminosäuren nimmt das relativ verbreitete Dehydroalanin

(AAla) eine gewisse Sonderstellung ein (siehe Abbildung 43a). Es kann beispiels¬

weise in der Biosynthese leicht aus Serin oder Cystein gebildet werden, die Dop¬

pelbindung geht leichter Reaktionen ein, als bei ß-substituierten AXaa-Derivaten.

Zudem besitzt es andere Struktureigenschaften als substituierte Dehydro-a-amino¬

säuren.

a-Methylen-ß-aminosäurederivate (ßhXaa(a-CH2), Abbildung 43b) sind in gewis¬

ser Weise mit AAla verwandt. Zwischen den beiden Bausteinarten bestehen je¬

doch auch einige wichtige Unterschiede: In beiden Einheiten findet man eine

a-ß-ungesättigte Carbonsäure- bzw. Amidgruppe117. Die Doppelbindung kann in

beiden Fällen verschiedene Reaktionen eingehen, was einerseits interessante Syn¬

thesemöglichkeiten eröffnet und potentiell biologische Wirkungen bringt, anderer¬

seits einige Vorsicht bei der Handhabung dieser Derivate bedingt (siehe Ein¬

leitung Abschnitt 3.2.1 und unten Abschnitt 7.1.3).

a)
,,

0 b) R2 R1 o

XR ^N^^n^^XR

CH2
H

CH2

Abbildung 43 Strukturformeln von Dehydroalanin (AAla, a) und a-Methylen-ß-aminosäuredrivaten

(ßhXaa(a-CH2), b). Das "eingeschobene" sp3-Zentrum in ßhXaa(a-CH2)-Einheiten bewirkt grundlegende
Unterschiede in den chemischen und strukturellen Eigenschaften dieser beiden Peptidbausteine. R =

Schutzgruppen, Peptidkette; R1, R2 = H, Aryl, Alkyl; X = O, NH.

Wenn Dehydroalanin N-terminal entschützt wird, stellt sich ein Enamin-Imin-

Gleichgewicht ein, was zu Problemen in der Peptidsynthese führen kann, N-ent-

schützte ßhXaa(a-CH2)-Derivate hingegen sind "normale" Amine. Durch eine

AAla-Einheit wird in einem Peptid eine Kette von fünf aufeinander folgenden

(konjugierten) sp2-Zentren eingeführt, wohingegen bei ßhXaa(a-CH2)-Bausteinen

jeweils das Cß-Zentrum sp3-hybridisiert ist (—» drei aufeinanderfolgende sp2-hybri-
disierte Zentren). Die daraus folgenden unterschiedlichen Einflüsse auf die Peptid-

6
Im Folgenden jeweils nur als Dehydroaminosäuren bzw. AXaa bezeichnet.

7 Beide Bausteine sind Acrylsäure- bzw. Acrylamidderivate.

AA
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struktur werden im Kapitel 8.3 diskutiert. Da bei ßhXaa(a-CH2)-Derivaten die

Möglichkeit besteht, am Cß-Zentrum bis zu zwei Substituenten einzuführen, lassen

sich die Eigenschaften dieser Bausteine variieren. Diese Möglichkeit fehlt bei

AAla-Einheiten völlig, will man die Methylengruppe erhalten.

7.1.1 Biologie

Derivate von a-Methylen-ß-aminosäuren wurden aus Mikroben, Pflanzen und

Schwämmen isoliert. Es handelt sich dabei um ßhGly(a-CH2)-Derivate, welche

N-terminal mit einer Fettsäure, a-Hydroxy- oder a-Ketofettsäure118 [386], bzw. ei¬

nem y-Glutamylrest acyliert sind [387]. Auch die freie Aminosäure wurde be¬

schrieben [388]. Die Verbindungen sind für Mäuse und Pflanzen cytotoxisch.

Synthetisches ß-Methylen-asparagin (ebenfalls ein a-Methylen-ß-aminosäurederi-

vat) ist ein selektiver Inhibitor der Glutamat-Aspartat-Transaminase [389]. Verbin¬

dungen mit einer ßhGly(a-CH2)-Einheit inhibieren gewisse Rezeptoren119 in

menschlichen Zellen irreversibel (durch kovalente Bindungen) [390].

ßhXaa(a-CH2)-Derivate können als Isostere von a-Keto-ß-aminosäuren angese¬

hen werden. Diese Oxo-analogen Bausteine werden oft zusammen mit anderen

"ungewöhnlichen" Aminosäuren in Peptiden, welche cytotoxische oder enzym¬

hemmende Eigenschaften haben, aus Schwämmen120 oder Mikroben extrahiert

(z.B. Keramamide [391], Cyclotheonamide [392], Eurystatine [393], Oriamide

[394] oder Orbiculamide [395]). Synthetische a-Peptide mit a-Keto-ß3-amino-
säureeinheiten besitzen Peptidase-hemmende Aktivität [396]. Einige dieser Deri¬

vate wurden auf die Inhibierung von viralen Peptidasen optimiert, und deren

Nutzen als mögliche HIV- oder Hepatitis-Therapeutika untersucht [397].

7.1.2 Bisherige Arbeiten über die Herstellung von a-Methylen-ß3-aminosäuren

Für die Herstellung von a-Methylen-ß3-aminosäurederivaten sind gerade in jün¬

gerer Zeit mehrere neue Synthesemethoden publiziert worden.

In älteren Arbeiten (bis ca. 1998) waren ß3hXaa(a-CH2)-Derivate praktisch aus¬

schliesslich über Varianten der Bay/is-Hi//man-Reaktion hergestellt worden

(Schema 17a). Diese Reaktion diente ursprünglich zur Herstellung von a-Methy-

len-ß-hydroxysäurederivaten, und wurde erst später so modifiziert, dass damit

auch a-Methylen-ß-aminosäuren hergestellt werden können. Noch immer stellt

die Kontrolle des Verhältnisses zwischen Amino- und Hydroxyprodukten eine

118
Diese Verbindungen wurden auch synthetisch hergestellt [385].

119
Epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptoren (EGFR und HER-2).

120
Für einen Übersichtsartikel über bioaktive Schwamm-Peptide siehe Zitat [286].
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7 Synthese von a-Methylen-ß3-Peptiden

Herausforderung dar [398]. In einem Übersichtsartikel über neuere Arbeiten zur

Bay/is-Hi//man-Reaktion finden sich lediglich vereinzelte Aza-Varianten [399]. Ei¬

nige Protokolle beschrieben die enantioselektive Herstellung von ß3hXaa(a-CH2)-
Derivaten. Die erhaltenen Verbindungen sind jedoch oft auf aromatische Substi¬

tuenten in ß3-Stellung beschränkt [400,401]. Es wurden auch a-Methylen-ß3,3-
Derivate mit CF3-Substituenten in 3-Stellung, bzw. einem CF3- und einem

Me02C-Substituenten, hergestellt [402,403]. Yamamoto führte mittels stereo¬

selektiver katalytischer Hydrierung eine kinetische Racematspaltung an Aza-

Bay/is-Hi//man-Produkten durch [404] (Schema 17b).

a) h

N R
C02R*

b)
NHC02Me

\C02Me

NHC02Me

^^^C02Me +

NHC02Me

,C02Me

or

c)

NH

IN)
J—NH

d)

e)

Alk

O

NBn2

iv)

v) ci vi)

NBn2

-^ ry^0H Ox.

NBn2

vii)

R^ ,,NHBoc

}Y°
Bi

1
u3Sn OMe

viii)

E OMe

Schema 17 Bekannte Synthesen für a-Methylen-ß3-aminosäurederivate. a) Bay/i's-Hi'/Zman-Reaktion

[398-402,404,405], mit chiralem Hilfsstoff am Stickstoff oder an der Estergruppe; b) Kinetische Racemat¬

spaltung von geschützten a-Methylen-ß3-aminosäuren durch selektive Hydrierung [404]; c) Kinetische

Racematspaltung von a-Methylen-ß3-lactamen mit Lipase [406]; d) En-Reaktion von Nitrosoaromaten,

Triazolindionen oder Singulett-Sauerstoff mit Tiglinsäurederivaten [407]; e) Über Halomethyl-Epoxidderi-
vate [408]; f) Ausgehend von chiralen Propargylaminen [409]; i) Base, Lewis-Säure; ii) Rh-Kat*., H2

(30 atm), MeOH; iii) Lipase; iv) X=Y, Nitrosoaromaten, Triazolindione, Singulett-Sauerstoff; v) 1. CH2I2,

THF, 2. MeLi, -78 -+ 25 °C; vi) 1. Li, ^0 °C, 2. H20, anschliessend Cr03/H2S04-Oxidation bei R = Bn;

vii) Bu3Sn(Bu)CuLi2CN, C02, Me2S04; viii) Elektrophil.
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Die neueren Synthesen sind in Schema 17c-f) dargestellt. Ausgehend von a-Me-

thylen-ß-hydroxysäuren wurden racemische a-Methylen-ß3-lactame hergestellt,

und mittels Lipase selektiv ein Enantiomer zur Aminosäure hydrolysiert (Schema

17c). Von Adam und Mitarbeitern wurde eine En-Reaktion von Tiglinsäurederi-

vaten mit Nitrosoaromaten, Triazolindionen oder Singulett-Sauerstoff durch¬

geführt, die a-Methylen-ß3-alanin- bzw. -valinderivate ergab (Schema 17d). Eine

Möglichkeit aus Halomethylketonen a-Methylen-ß-aminoalkohole herzustellen, ist

in Schema 17e) dargestellt. Reginato et. al. stellten aus chiralen Propargylaminen

y-stannylierte a-Dehydro-ß3-aminosäurederivate her, welche anschliessend mit ei¬

nem Elektrophil derivatisiert wurden (Schema 17f).

Für die Herstellung von a-Methylen-ß3-aminosäurederivaten zur späteren Peptid-

kupplung sind nicht alle Methoden geeignet. Die erhaltenen Produkte müssen teil¬

weise zuerst umgeschützt, bzw. mit geeigneten Schutzgruppen versehen werden,

was aufgrund der Reaktivität der Methylenderivate zu Problemen führen kann.

Die zahlreichen neuen Synthesewege zeigen aber das aktuelle Interesse an der¬

artigen Verbindungen.

a-Methylen-ß-aminosäurederivate können nicht nur zur Herstellung von Pepti¬

den, sondern auch als Ausgangsstoffe für vielfältige Synthesen eingesetzt werden

(vgl. dazu auch Abschnitt 3.2.1.6 über Dehydro-a-Aminosäuren). Kündig führte

beispielsweise Radikaladditionen an solche Derivate durch [410]. Über enantio-

selektive Hydrierungen [411] und H-Transfer [412] wurden gesättigte ß2- und

ß2,3-Aminosäuren hergestellt, und auch für die Synthese von Docetaxelderivaten

(Taxotere, eine Taxol-verwandte Verbindung) wurden a-Methylen-ß3-amino-
säureeinheiten eingesetzt [400].
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7 Synthese von a-Methylen-ß3-Peptiden

7.1.3 Überlegungen zur Herstellung der a-Methylen-ß3-aminosäuren und

-peptide

Im Rahmen dieser Arbeit sollte das Peptid 66 hergestellt werden, welches in jeder

Aminosäureeinheit eine a-Methylengruppe und einen ß3-Substituenten aufweist

(siehe Abbildung 44). Die unterschiedlichen Substituenten sollten, bei Vorliegen

einer Sekundärstruktur, deren Aufklärung mittels NMR-Methoden erleichtern.

Analog den ersten in unserer Arbeitsgruppe hergestellten ß3-Peptiden [333,334]

und dem ß2,2,3-Peptid 46c (Abschnitt 5.4) wurden die Seitenketten von Valin,

Alanin und Leucin gewählt.

OMe

66

Abbildung 44 Hexapeptid 66 aus a-Methylen-ß3-aminosäureeinheiten. Um die Aufklärung einer mög¬

licherweise vorhandenen Sekundärstruktur zu erleichtern, wurden, ausgehend von natürlichen Aminosäu¬

ren, Bausteine mit drei verschiedenen Seitenketten eingesetzt.

Für die Herstellung der a-Methylen-ß3-aminosäurederivate wurden mehrere We¬

ge in Betracht gezogen. Keine der im vorangehenden Abschnitt aufgezeigten Syn¬

these-Methoden schien für die Herstellung der Bausteine für das Peptid 66 geeig¬

net121.

Da die Seitenketten der einzelnen Bausteine jenen von natürlichen a-Aminosäu¬

ren entsprechen sollten, würde der direkteste Weg über die Einführung einer

a-Methylengruppe in ß3-Aminosäurederivate verlaufen, welche leicht über eine

Arndt-Eistert-Homologisierung aus natürlichen Aminosäuren zugänglich sind (sie¬

he Schema 18). Ein Vorteil dieser Variante liegt darin, dass das Chiralitätszentrum

am Cß-Zentrum bereits vorhanden ist, und nicht mit einer selektiven Reaktion ein¬

geführt werden muss.

121
Die Synthesen in Abschnitt 7.1.2 sind ausschliesslich zur Herstellung von ungesättigten ß-Aminosäure-

derivaten geeignet, und lassen keine "Olefinierung" im Peptid zu, vgl. Schema 19.
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Schema 18 Retrosynthetische Analyse für die Herstellung von a-Methylen-ß3-aminosäurebausteinen aus

ß3-Aminosäuredrivaten. Mit den Wegen a)-d) ist grundsätzlich die Herstellung eines Vorläuferpeptids mög¬

lich, bei welchem die Olefinierung erst nach erfolgter Kupplung durchgeführt wird. Einige Varianten sind

nur mit a-Aminosäuren bekannt (siehe Einleitung, Abschnitt 3.2.1). a) Oxidation eines Alkyl/Aryl-Sulfids

zum Sulfoxid, bzw. Alkylierung eines Alkylsulfids zum Sulfoniumsalz, und anschliessende Eliminierung

[347]; b) Acetylierung bzw. Tosylierung/Mesylierung eines hydroxymethylierten Derivates, und anschlies¬

sende Eliminierung [413]; c) Ho/mann-Abbau [404]; d) Wittig-Olefinierung; e) Ausgehend von a-Keto-

ß3-aminosäurederivaten [414] mit anschliessender Peterson-, Wittig oder Tebbe-Olefinierung.

Ein wichtiges Kriterium für die Wahl der Synthesemethode war auch der mög¬

liche "Zeitpunkt der Olefinierung" zur Einführung der Methylengruppe. Für die

Strukturanalyse von a-Dehydroalanin-Peptiden stellten Toniolo und Mitarbeiter

"Vorläuferpeptide" her, und eliminierten in einem abschliessenden Schritt mehre¬

re ß-Aminogruppen gleichzeitig (Ho^fman-Eliminierung), wobei die Doppelbin¬

dungen gebildet wurden [192]. Die Herstellung dieser Peptide durch Kupplung

einzelner AAla-Einheiten wäre nicht möglich gewesen122.
Da die Gefahr bestand dass direkte Kupplungen mit a-Methylen-ß3-aminosäure-
bausteinen synthetische Probleme aufwerfen würden, musste für die Herstellung

des Hexapeptids 66 ein ähnliches Vorgehen ebenfalls in Betracht gezogen wer¬

den. Aus einem "Vorläuferpeptid" 67, mit einer eliminierbaren Gruppe in jeder

Aminosäureeinheit, würde dabei in einer konzertierten, finalen Eliminierungsreak-

tion das Peptid 66 freigesetzt (siehe Schema 19).

122
Die Aktivierung von a-Dehydroaminosäuren ist schwierig, und bei der Kupplung auftretende Nebenre¬

aktionen können Probleme bereiten. Für a-Dehydroaminosäurederivate wird davon ausgegangen, dass

die kleinste synthetisch sinnvolle Einheit ein Tripeptid, mit der AXaa-Einheit in der Mitte ist [55].
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7 Synthese von a-Methylen-ß3-Peptiden

Boc

Boc

OMe

OMe

Schema 19 Strategie zur Herstellung des Hexapeptids 66 über ein "Vorläuferpeptid" 67. Jede Amino¬

säureeinheit des Peptids 67 trägt eine eliminierbare ß-RnX-Gruppe (X = N, O, S; R = H, Alkyl, Aryl, Boc,

Z ...). Die Olefinierung (durch ß-Eliminierung) würde erst in einem abschliessenden Schritt, nach Beendi¬

gung der Kupplungsreaktionen, durchgeführt. Damit sollten Nebenreaktionen an der Methylengruppe
während des Peptidaufbaus verhindert werden. Die dazu durchgeführten Versuche sind in Abschnitt 7.2.2

beschrieben.

7.2 Herstellung der a-Methylen-ß3-aminosäuren und -Peptide

Wie im vorangehenden Abschnitt beschrieben, musste zunächst entschieden wer¬

den welche Strategie - direkte Kupplung von Dehydroaminosäureeinheiten oder

Herstellung eines "Vorläuferpeptids" - für die Synthese des Peptids 66 die beste

ist.

Es wurde entschieden, dass der zweite Weg, der den ersten nicht ausschliesst (die

Olefinierung kann dann sowohl am Peptid als auch an einzelnen Aminosäurederi¬

vaten durchgeführt werden), begangen werden sollte. Somit wurden also ß3-
Aminosäuren mit einer eliminierbaren a-CH2-XRn-Gruppe als Ausgangsverbin¬

dungen benötigt.

Versuche zur Herstellung von ß3-Aminosäurederivaten mit einer RO-CH2- oder

R2N-CH2-Gruppe am Ca-Zentrum123 führten zu keinem Ergebnis, die a-Thio-

methylierung von ß3-Aminosäuren hingegen erwies sich als praktikabel.

Die Herstellung von a-Methylen-ß3-aminosäurederivaten über eine selektive Vari¬

ante der Bay/is-Hi//man-Reaktion124 wurde ebenfalls versucht.

123
Alkylierung mit Halomethyletherderivaten (XCH2-0-Bn, X = Cl, I) oder dem Eschenmoser-Salz.

124
Es wurden Versuche zu einer Bay/is-Hi/Zman-Variante mit Menthyl-Acrylat durchgeführt [400]. Die Ver¬

suche wurden abgebrochen, da ausschliesslich ß-Hydroxyderivate isoliert wurden (siehe auch Abschnitt

7.1.2).
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7.2.1 Herstellung der a-Methylen-ß3-aminosäurederivate aus natürlichen Amino¬

säuren

7.2.1.1 Einführung der a-Thiomethylgruppe

Die geschützten ß3-Aminosäurederivate 69 von Alanin, Valin, Leucin und Prolin

wurden, wie in unserer Arbeitsgruppe routinemässig üblich, mittels Arndt-Eistert-

Homologisierung aus den natürlichen, Boc-geschützten L-Aminosäuren 68 her¬

gestellt (siehe Schema 26 im experimentellen Teil) [333,334,360,362,363,415].

Als N-terminale Schutzgruppe wurde die Boc-Gruppe gewählt, welche auch er¬

folgreich für die Synthese von a-Dehydropeptiden angewendet wird [55]. Eine Z-

Schutzgruppe konnte nicht eingesetzt werden, da bei deren hydrogenolytischer

Abspaltung möglicherweise die Doppelbindung in den Aminosäureeinheiten

ebenfalls hätte hydriert werden können. Als Säureschutzgruppe wurde der Me¬

thylester gewählt. Es wurde erwartet, dass diese Gruppe unter milden basischen

Bedingungen verseift werden konnte. Zudem waren in der Literatur Beispiele be¬

kannt, in welchen Methylester in Gegenwart von a-Methylen-carbonylverbin-

dungen erfolgreich gespalten worden waren [416].

Zur Herstellung der a-thiomethylierten Derivate 71-73 wurde mit LDA das Di-

lithiumderivat125 der geschützten ß3-Aminosäuren 69 erzeugt, und mit dem ent¬

sprechenden Schwefelelektrophil (RSCH2I, R = Me, tert-Bu, Ph) versetzt (Schema

20).

Die benötigten Jodmethyl-sulfidderivate wurden direkt vor Gebrauch über eine

Finkelstein-Reaktion aus den entsprechenden Chlormethylderivaten126 70 herge¬

stellt. Die dabei gebildete Suspension wurde ohne vorherige Filtration zur Enolat-

lösung tropfen gelassen. Somit war bei den Alkylierungsreaktionen immer auch

NaCl in der Reaktionsmischung, was jedoch keine Probleme bereitete. Eine Iso¬

lierung der Jodmethylsulfide [418] war in mehreren Versuchen nicht möglich127.

125
... analog der Methylierung bei der Herstellung von ß2'2- und ß2'2'3-Derivaten (Abschnitt 1).

126
Das Phenyl-chlormethylsulfid 70a wurde durch Chlorierung von Thioanisol hergestellt [417]. Das tBu-

Chlormethylsulfid 70b wurde mittels einer Phasentransferreaktion aus dem entsprechenden Thiol herge¬
stellt (siehe Schema 27 im experimentellen Teil). Das Methylderivat 70c ist kommerziell erhältlich.

127 Nach Halogenaustausch in Aceton oder DME wurden beim Aufkonzentrieren im Vakuum immer ölige,
fast schwarze Rückstände erhalten, sie sich offensichtlich schnell zersetzten. Alkylierungen mit diesen Ge¬

mischen ergaben sehr wenig Produkt.
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7 Synthese von a-Methylen-ß3-Peptiden

R R 0

Boc^ yK^ ^OH —*~-p. Rnc-N^k^QMe a) b)
'

pqp|_| pi
N T1^
h S H

R = Me 69a R = Ph 70a

68 R = ;Pr 69b R = ffiu 70b

R = ;Bu 69c y R = Me 70c

R 0 R 0

Bocv X
y^OMe

c) BOCV y\N^^OMe

d) SOR' SR'

R' = Me, tBu 74 R' = Ph 71 R = Me a

\f R' = fBu 72 R = /Pr b

R' = Me 73 R = ;Bu c

Boc.

R O

OMe

R = Me 75a

R = ;Pr 75b

R = ;Bu 75c Boc.

TFA H2N

R O

R = Me 76a

R = ;Pr 76b

OMe

77c

C >CA0Me
I

Boc

69d

OMe
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^
R1 = Boc,

R1 = Boc,
>1 =

OR2

R2 = OMe 75d

R2 = H 76d

2 _

* R '
= HTFA, R^ = OMe 77d

Schema 20 Herstellung der a-Methylen-ß3-aminosäurederivate 75. Die Boc-geschützten a-Aminosäuren

68 wurden nach der Arndt-Eistert-Methode homologisiert. Die ß3-Aminosäurederivate 69 wurden mit ei¬

nem Schwefel-Elektrophil (R-S-CH2I, in situ aus den Chlormethylsulfiden 70 hergestellt) zu den

a-thiomethylierten Derivaten 71-73 alkyliert, und nach Oxidation zu den Sulfoxiden 74 in einer "ba¬

sischen Thermolyse" zu den gewünschten a-Methylen-ß3-aminosäurederivaten 75 dehydrosulfenyliert. Die

Boc-Entschützung führte mit Standardmethoden zu den TFA-Salzen 77. Für die Methylesterhydrolyse zur

Freisetzung der Säuren 76 mussten etwas mildere Bedingungen als üblich eingesetzt werden, a) 2 LDA,

THF, -78 -> -30 °C, 22 h; b) NaI, DME, RT, 30 min.; c)

90 °C, 20^10 h; e) LiOH, THF, H20, RT, 15 h; f) TFA, CH2C12, 2 h.

H202, H20, EtOH, RT, 15 min; d) Pyridin, 80-
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Die Reaktionsmischung wurde nach Zugabe des Elektrophils während 17 h bei

-78° gerührt, und anschliessend während fünf Stunden auf -30 °C aufwärmen

gelassen. Das erhaltene Rohprodukt wurde direkt nach der Aufarbeitung chro¬

matographisch gereinigt, um den Elektrophil-Überschuss128 abzutrennen. Unum-

gesetzte Edukte und Produkte129 Hessen sich nur schwer trennen, weshalb

mehrere Reinigungsschritte notwendig waren. Die ebenfalls schwer abtrennbaren

Spuren von restlichem Elektrophil störten in der folgenden Oxidationsreaktion

nicht.

Nach der Thiomethylierung mit in-situ-erzeugtem PhSCH2I Hessen sich Edukte 69

und Produkte 71 jeweils nicht trennen. Um ein Vorläuferpeptid herstellen zu kön¬

nen, mussten die a-CH2SR-Aminosäuren jedoch unbedingt rein erhalten werden,

weshalb auf tert-BuSCH2I als Elektrophil130 gewechselt wurde.

Im Falle der Prolinderivate131 73d und 75d war die Abtrennung der

ß3-Aminosäure 69d vor und nach der Olefinierung sehr schwierig. Es musste

mehrfach chromatographisch gereinigt werden, wobei immer nur eine teilweise

Trennung erfolgte.

7.2.1.2 Oxidation zum Sulfoxid

Die verbreitete Methode zur Oxidation eines Sulfids zum Sulfoxid mit NaI04 [169,

347,420,421] führte bei den Phenylsulfid-ß3-Derivaten 71 zu guten, bei den

tBuS-Derivaten 72 jedoch zu keinem befriedigenden Ergebnis. Die Reaktion zu

den Sulfoxiden 74 (R = tBu) war bei verschiedenen getesteten Substraten und

Reaktionsbedingungen immer unvollständig. Die NMR-Spektren der Produkte

zeigten jeweils sehr "unsaubere132 Gemische" (siehe Tabelle 10).

128
Es bestand die Gefahr, dass überschüssiges Elektrophil die thiomethylierten Aminosäuren zu einem

Sulfoniumsalz alkyliert.
129

Die Diastereoisomeren des Prolinderivats 73d liessen sich chromatographisch nicht trennen, die Tren¬

nung bei den aliphatischen Derivaten war aufwändig. Die anhand der NMR-Spektren ermittelten Dia-

stereoisomeren-Verhältnisse (dr) sind im experimentellen Teil angegeben.
130 Die Ähnlichkeit zu Chlormethylethern, welche cancerogen sind [419], liess vermuten dass auch Chlor¬

methylsulfide mit Vorsicht eingesetzt werden müssen! Die tert-Butylsulfid-Gruppe wurden gewählt, um in

den Thiomethylierungsreaktionen ein wenig flüchtiges Elektrophil einsetzen zu können.

131
Die Prolinderivate wurden ausgehend von Substanzen aus der Diplomarbeit von Kurt Vögtli (Gruppe

Seebach, 1998/99, ETH Zürich) hergestellt [360].
132

Die entstandenen Produktgemische waren NMR-spektroskopisch schwierig zu analysieren, da bis zu

vier Diastereoisomere vorkamen (je zwei mögliche Konfigurationen am Ca-Kohlenstoff und im Sulfoxid-

Schwefelatom). Aus der Dünnschichtchromatographie konnten keine Aussagen gemacht werden, eine

chromatographische Trennung der Sulfoxide war nicht möglich. Spektren nach langen, unvollständigen
Oxidationsreaktionen sahen jeweils deutlich unsauberer aus, als jene mit der verbesserten H202-Methode

(siehe Tabelle 10 unten). Die Weiteroxidation zum entsprechenden Sulfon wurde nicht beobachtet.
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7 Synthese von a-Methylen-ß3-Peptiden

Tabelle 10 Verschiedene Bedingungen für die Oxidation der Sulfidgruppen der ß2'3-Aminosäurederivate
71-73 zu Sulfoxidgruppen (74). Die Reaktionszeiten der beiden ganz unten aufgelisteten Reaktionen sind

nicht in Stunden sondern in Minuten angegeben.

R O R O

Boc*

71-73

Boc,
OMe

Verbindung
Oxidations

mittel

Anz.

Equiv.

Lsm. Temp.

[°C]

Zeit

[h]

Umsatz

71a Nal04 2.4 MeOH 25 2 unvollständig

71a Nal04 6 MeOH 25 17 vollständig

71b Nal04 5 MeOH 25 23 vollständig

71c Nal04 5 MeOH 25 23 vollständig

72a Nal04 5.2 MeOH/H20 25 21 unvollständig

72a Nal04 1.1 THF/H20 0^65 41 unvollständig

72a H202 12 Dioxan/H20 0^65 25 unvollständig

72b MCPBA 1.2 CH2CI2 -78 -> 25 25 unvollständig

72b H202 20 Dioxan/H20 25^70 5 vollständig

Peptid 78 H202 22 Dioxan/H20 25^65 23 unvollständig

Peptid 79 H202 120 EtOH/H20 25 15 min vollständig

73a-d HzOz 40-60 EtOH/H20 25 15 min vollständig

Oxidationen mit MCPBA [421-423] mussten aufwändig bei tiefer Temperatur

durchgeführt werden, und waren ebenfalls unvollständig. Erste Versuche mit

Wasserstoffperoxid als Oxidationsmittel in Dioxan/Wasser (unter Erwärmen)

[422], führten nur in einem Fall zu vollständigem Umsatz. Erst mit der Vorschrift

von Boiadjiev und Lightner [424] konnte in einer sehr kurzen (15-20 min) und

einfachen Reaktion bei Raumtemperatur eine zuverlässige, vollständige und sau¬

bere Oxidation zu den Sulfoxiden 74 erreicht werden, auch beim Peptid 79.

Da sich Sulfidgruppen auch nach einer Alkylierung zum Sulfoniumsalz eliminieren

lassen sollten [168,425], wurden Versuche mit Methyljodid als Alkylierungsmittel

durchgeführt. Die Alkylierung verlief dabei jeweils nur zu ca. 60-70%, die Elimi-

nierungsversuche ergaben sehr uneinheitliche Produktgemische mit Zersetzungs¬

produkten. Diese Variante wurde deshalb nicht weiter verfolgt.
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7.2.1.3 Eliminierung zur a-Methylen-ß3-aminosäure

Wie die Oxidationsreaktion, bereitete auch die Eliminierung zu den Dehydro-

aminosäurederivaten 75 zunächst einige Probleme. Da sich die gut dehydro-

sulfenylierbaren S-Phenyl-Aminosäurederivate 71 nicht vollständig reinigen Hes¬

sen, musste auf Elektrophile mit anderen Sulfidresten umgestellt werden. Die Eli¬

minierung durch Thermolyse in Toluol, welche bei den Phenylderivaten keine

Probleme bereitete, führte bei den Sulfoxiden der tert-Butyl-sulfidderivate 72 zu

unvollständiger Reaktion und teilweiser Zersetzung (siehe Tabelle 11).

Tabelle 11 Verschiedene Bedingungen für die Dehydrosulfenylierung der Sulfoxide 74 zu den a-Methy-

len-ß3-aminosäurederivaten 75. Bei allen Reaktionsbedingungen, ausser der "basischen Pyrolyse" in Pyri¬

din, entstanden viele Nebenprodukte.

R 0

Boc^ ^K^ JK^ Boc,

'N^Y^OMe

75

Verbindung
Lsm. Temp

[°C]

Dauer

[h]

Umsatz

R' = Ph, R = Me

R' = Ph, R = ;Bu

R' = ffiu, R = Me

Toluol

Toluol

Toluol

110

110

110

2.5

2.5

10

vollständig

vollständig

unvollständig

R' = fBu, R = /Pr DMF 155 4.6 teilw. Zers.

R' = fBu, R = /Pr

R' = ffiu, R = Me

R' = ffiu, R = Me

MeOH/DBU

MeOH/DBU

Dioxan/DBU

23

50

50

7

5

25

unvollständig

MeOH-Addukt

unvollständig

Pepeitd 78

(oxidiert)
Dioxan/DBU 65 100 unvollständig

R' = /Bu, R = /'Pr Toluol/lMEt3N 110 1.6
vollständig,

teilw. Zers.

R'= Me

R = Me, /Pr, /"Bu
Pyridin 85 20^10

fast vollständig,
kaum Nebenprodukt

Um die Pyrolysetemperatur für eine bessere Eliminierung weiter erhöhen zu kön¬

nen, wurde DMF als Lösungsmittel eingesetzt, was jedoch zu viel mehr Zer¬

setzungsprodukten führte. Die Zugabe von wenig Base (Et3N) bei der Thermolyse

in Toluol, ergab eine kürzere Reaktionszeit und mehr Eliminierungsprodukt bei

gleichzeitig grösserer Verunreinigung. Die Eliminierung mit DBU in MeOH [169]

führte bei leicht erhöhter Temperatur zum Additionsprodukt (ca. 30%). Die bes¬

ten Resultate, bei denen kaum Verunreinigungen zu beobachten waren, wurden
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7 Synthese von a-Methylen-ß3-Peptiden

durch Erwärmen in Pyridin133 (basisches Lösungsmittel) erzielt. Für eine gleich¬

zeitige Eliminierung von mehreren Sulfoxidgruppen in einem Peptid war diese

Methode jedoch auch ungeeignet (siehe Abschnitt 7.2.2).

Die chromatographische Reinigung der a-Methylen-ß3-aminosäurederivate 75

war wiederum aufwändig, da sich die schwefelhaltigen Eliminierungsprodukte

sehr schlecht abtrennen Hessen. Nur vom Valinderivat 75b wurde eine saubere

Elementaranalyse erhalten, die anderen Derivate konnten nicht vollständig ge¬

reinigt werden. Wie sich herausstellte, störten die geringen Verunreinigungen aus

der Eliminierung bei den nachfolgenden Kupplungsreaktionen nicht134. Es war je¬

doch immer sicher zu stellen, dass die Vorläufer-Aminosäurebausteine 69 und 73

vollständig entfernt wurden, um die Bildung von unerwünschten Peptidgemischen

zu vermeiden!

Die Bedingungen für die Methylesterhydrolyse zu den Säuren 76 mussten opti¬

miert werden. Die Verseifung mit NaOH in wässrigem Methanol verlief langsam

und ergab Produktgemische. Die Reaktion mit LiOH in THF135/Wasser hingegen

ergab gute Ergebnisse. Bei der Boc-Entschützung der ungesättigten Derivate zu

den TFA-Salzen 77 traten keine Probleme auf.

7.2.2 Versuche zur Herstellung von a-Methylen-ß3-peptiden über ein Vorläufer-

peptid

Alle Versuche, die Sulfidgruppen des Dipeptids 78 über eine Oxidation zum Sul¬

foxid mit anschliessender "basischer Thermolyse" zu eliminieren, schlugen fehl

(siehe Schema 21). Die Oxidation zum Disulfoxid verlief vollständig, nach der

Thermolyse konnte jedoch kein Eliminierungsprodukt 80 isoliert werden.

Da angenommen wurde, dass die sperrigen tert-Butyl-Gruppen die Eliminierung

behinderten, wurde das Tripeptid 79 mit Methylsulfidgruppen hergestellt. Wieder¬

um führte jedoch die Dehydrosulfenylierung nach erfolgreicher vollständiger Oxi¬

dation nicht zum erwarteten Tripeptid 82. Im NMR-Spektrum136 des sehr kom¬

plexen Rohproduktes konnten Spuren des Peptids, bzw. teilweise eliminierter

Derivate oder Zersetzungsprodukte allenfalls "vermutet" werden.

133
Bei der Dehydrosulfenylierung von Cysteinderivaten wurde beobachtet, dass die Zugabe von Sulfen-

säuren abfangenden Reagenzien die Reaktion beschleunigt [171].
134 Das Laufverhalten der Peptide 80 und 82 unterscheidet sich stark von jenem der schwefelhaltigen Ver¬

unreinigungen, so dass diese problemlos abgetrennt werden konnten.

135
Achtung! Handelsübliches Tetrahydrofuran enthält oft einen Stabilisator. Um Verunreinigungen zu ver¬

meiden sollte das Lösungsmittel vor der Hydrolyse immer frisch destilliert werden.

136 Weder preparative Dünnschicht- noch Säulenchromatographie ergab eine Produktfraktion.
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Schema 21 Eliminierungsversuche mit den Peptiden 78 und 79 blieben erfolglos. Die Einführung
mehrerer Methylengruppen nach Beendigung der Kupplungsreaktionen scheint bei Peptiden dieser Art un¬

möglich. Die Variante b) entspricht der Methode, mit welcher alle a-Methylen-ß3-aminosäuren erfolgreich

hergestellt werden konnten (siehe Schema 20), beim Peptid 79 führte sie jedoch nicht zum Ziel, a) 1.

Dioxan, H20, H202, RT; 2. Dioxan (DBU), 65 °C, 96 h; b) EtOH, H20, H202; 2. Pyridin, 75°C, 15 h bzw.

Toluol, Et3N (0.3m), 110 °C, 9 h.

Da die Strategie der Peptidsynthese über ein "Vorläuferpeptid" zu keinem Ergeb¬

nis geführt hatte, musste zur Kupplung von a-Methylen-ß3-aminosäurebausteinen

übergegangen werden (siehe folgende Abschnitte).

Von den a-thiomethylierten ß-Peptiden 78 und 79 wurden nur sehr kleine Men¬

gen hergestellt. Es galt lediglich abzuklären, ob die Olefinierung in ß-Peptiden

durchführbar ist.

7.2.3 Kupplung zum a-Methylen-ß3-hexapeptid 66

Die Kupplungen zum Peptid 66 wurden mit der üblichen EDC/HOBt-Methode

nach Schema 22 durchgeführt. Auch bei längeren Reaktionszeiten wurden nur

Spuren von Nebenprodukten gefunden, welche sich leicht abtrennen Hessen. Bei

der Boc-Entschützung zu den TFA-Salzen 81 und 83 wurden keine Schwierig¬

keiten festgestellt. Die Methylesterhydrolyse zum Säure-Baustein 84 bereitete

unter den eingesetzten milden Bedingungen keine Probleme. Geringe schwefel¬

haltige Verunreinigungen der Aminosäurefragmente konnten nach der Kupplung

zu den Peptiden 80 und 82 mittels FC gut abgetrennt werden.

Sowohl die ungesättigten Aminosäurederivate 75, als auch die daraus herge¬

stellten Peptide erwiesen sich unter Laborbedingungen und Lagerung bei -20 °C

als stabil. Es wurden keine Anzeichen von Zersetzung festgestellt. Die Produkte
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7 Synthese von a-Methylen-ß3-Peptiden

Hessen sich durch Flashchromatographie mit Silicagel und einem (protischen)

CH2Cl2/MeOH-Gemisch reinigen. Das Hexapeptid 66 wurde nach RP-HPLC-Rei-

nigung und Lyophilisierung als weisses, sehr feines, voluminöses Pulver erhalten.

Es war etwas schwerer löslich als ß2,2hAib-Derivate (Abschnitt 5.2.2), jedoch nicht

so unlöslich wie reine ß3-Peptide.

76a 77c
a) 'k\^V0M8

..i— R = Boc 80

b)LZR = H-TFA 81

R1 = HTFA R2 = Me 83 <
b)

+

R1 = Boc R2 = H 84 -»

Boc

66

Schema 22 Syntheseschema für die Synthese des a-Methylen-ß3-hexapeptids 66 mit der herkömmlichen

EDC/HOBt-Methode. a) Et3N, HOBt, EDC, CH2Cl2 oder CHCl3; b) TFA, CH2Cl2; c) LiOH, H20, THF.

Die hohe Stabilität der ungesättigten Aminosäurederivate 75 ist erstaunlich, im

Vergleich zu den chemisch schwieriger handhabbaren Dehydro-a-Aminosäuren

[55,167]. Sie lassen sich wie ihre gesättigten ß3-Vorläuferbausteine mit guten Aus¬

beuten kuppeln. Ob sie auch für andere (Festphasen-kompatible) Schutzgruppen¬

systeme geeignet sind, musste mit weiteren Versuchen geklärt werden. Die Her¬

stellung der ß3hXaa(a-CH2)-Derivate 75 gestaltet sich wegen der schwierigen

Reinigungsgänge, besonders für grössere Mengen, aufwändig. Das sterisch an¬

spruchsvolle Prolinderivat 75d Hess sich mit der beschriebenen Methode ebenfalls

herstellen. Da die Synthesebedingungen recht mild sind, sollten damit auch einige

Aminosäurederivate mit funktionalisierten Seitenketten zugänglich sein.

Vom Hexapeptid 66 wurden mit dem Ziel der Strukturaufklärung die üblichen

mehrdimensionalen NMR-Spektren aufgenommen. Siehe dazu Abschnitt 8.2.
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7.2.4 Peptide mit a-Methylen-fi3-homoprolin-Einheiten

Die folgenden Peptide wurden hergestellt, da vermutet wurde, dass a-Methylen-

ß3-homoprolin 75d ein sehr starrer Aminosäurebaustein ist, und einen starken

Einfluss auf die Struktur eines ß-Peptids haben könnte (siehe Strukturbespre¬

chung im Abschnitt 8.3.3). Vor allem wurde angenommen, dass die direkt an den

Prolin-Ring gebundene Aminosäureeinheit aufgrund von sterischen Wechsel¬

wirkungen mit diesem starren Baustein je nach Substitutionsmuster die Bildung

einer Schleifenstruktur begünstigen sollte137.

Das ß3hAla-Derivat 69a wurde nach Verseifung mit HCl-MeNH2 zum Methylamid

85 umgesetzt, und nach Entschützung zum TFA-Salz 86 unter Standardbedin¬

gungen mit dem Prolinderivat 76d zum Dipeptid138 87 gekuppelt (siehe Schema

23).

H

i— R = B

cJ|_^r = h-TFA 86

N ^^ NHMe
H

69a

76d + 86
d)

NHMe

i— R = Boc 87

C)L^ R = HTFA 88

Schema 23 Herstellung des ß3hPro(a-CH2)-Dipeptids138 87. a) NaOH, H20, MeOH; b) Et3N, MeNH3Cl,

HOBt, EDC, CH2C12; c) TFA, CH2C12; d) Et3N, HOBt, EDC, CH2C12.

Für die Herstellung der Tripeptide 94a-c (Schema 25) wurden zunächst die Di-

peptide 91 aus Boc-ß3hLeu-OH 89 und den TFA-Salzen139 90 hergestellt, wel¬

che zu den N-terminal acetylierten Derivaten 92 umgesetzt wurden (siehe

Schema 24). Bei der Methylesterhydrolyse dieser Dipeptide zu den Säuren 93 er-

137 Siehe auch Abbildung 47 mit den CD-Spektren der Tripeptide 94a-c. Das Valinderivat zeigt einen

leicht anderen Cotton-Effekt als die beiden anderen Peptide.
138

Interessant ist der grosse Unterschied in den Eigenschaften des Monomers 85 und des Peptids 87. Das

Methylamid 85 ist ein kristalliner, eher schlecht löslicher Feststoff, das Dipeptid 87 hingegen ist gut löslich

und bildet einen Schaum, bzw. ein Glas, welches erst nach langem Stehen während mehreren Wochen

kristallisiert. Die Retentionsfaktoren in der DC liegen näher beieinander, als dies für ein Monomer/Dimer-

Paar zu erwarten ist (CH2Cl2/MeOH 20:1; 85 = 0.20; 87 = 0.17).
139 Die ß-Aminosäure Boc-ß3'3hAib-OH stammte von Stefan Abele (ETH Dissertation No. 13203). Sie wur¬

de analog der Verbindung 6 (siehe Schema 10) zum entsprechenden Methylester umgesetzt [357]. Die

Boc-Methylester-geschützten Derivate wurden nach der Standardmethode (TFA, CH2C12) zu den TFA-Sal¬

zen 90 umgesetzt.
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7 Synthese von a-Methylen-ß3-Peptiden

gaben sich unerwartete Probleme. Mit NaOH als Base entstanden viele Neben¬

produkte, weshalb LiOH eingesetzt wurde. Zudem war die Extraktion der freien

Säuren nach der Hydrolyse schwierig, es musste öfter extrahiert werden als üb¬

lich, die Ausbeuten waren unterdurchschnittlich.

Boc»

R2 R1 O

OH + TFAH2N"'7ÇT>Me El Boc.

89

R3 R3

10 oder

90a-c

- N

H

£a;kx
H R3 R3

Ac,
C)

Ac,

H R3 R3

OMe

93a-d

H R3 R3

92a-d

*

a R1 = /Pr R2 = H R3=H

b R1 = H R2 = H R3=H

c R1 = Me R2 = Me R3=H

d R1 = H R2 = H R3=Me

Schema 24 Herstellung der Dipeptid-Säuren 93. (10 = 90d) a) Et3N, HOBt, EDC, CH2C12; b) 1. TFA,

CH2C12; 2. Ac20, Et3N, CH2C12; c) LiOH, H20, MeOH.

Die Kupplung der Säuren 93a-c mit dem Prolinderivat 77d konnte mit der übli¬

chen HOBt/EDC-Methode durchgeführt werden140 (siehe Schema 25 oben). In¬

teressant ist, dass die acetylierten ß-Dipeptide 92 in organischen Lösungsmitteln

sehr schlecht, die Tripeptide 94 hingegen gut löslich waren. Die Kupplungsver¬

suche mit dem N-terminal entschützten Dipeptid 88 führten weder mit der EDC-

noch mit der HATU-Methode zu den Tetrapeptiden141 95a-c (Schema 25, un¬

ten). Offenbar verhindert die zusätzliche ß3hAla-Einheit die Reaktion. Dies könnte

mit einer unterschiedlichen Geometrie der Prolineinheit142 im Monomer 77d, ver¬

glichen mit dem Dipeptid 88, zusammenhängen.

140
Die Kupplung zum ß2'2hAib-Derivat 93d war, vermutlich aufgrund der sterischen Hinderung durch die

beiden geminalen a-Methylgruppen an der Säuregruppe, nicht möglich.
141 Die geplanten Tetrapeptide 95 konnten aus Zeitgründen leider nicht mehr hergestellt werden ("befohle¬

nes" Ende der Laborarbeit). Letzte experimentelle Hinweise haben jedoch gezeigt, dass die HATU-Kup¬

plung der C-terminal entschützten Tripeptide 94 mit dem Methylamid 86 möglich sein sollte.

142
Die CD- und NMR-Spektren des Monomers 75d und des Dipeptids 87 unterscheiden sich deutlich.
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Ac, ^^N^V^OH
+

N ^^ N

H H

93a-c

OH
+

77d * Ac^

94a-c

MeO

Ac,

9 rvr1 II

N^^OH
H

93a,c

88 Ac, 9R>Cl

95

MeHN

Schema 25 Herstellung der Tripeptide 94a-c. Die Kupplung der Dipeptide 93a, c mit dem TFA-Salz 88

konnte weder mit der HOBl/EDC-Methode, noch mit einer HATU-Variante erreicht werden. Die Buchsta¬

ben bei den Substanznummern entsprechen jenen im Schema 24. a) Et3N, HOBt, EDC, CHC13.

Für CD-Spektren aller Verbindungen siehe Abschnitt 8.1, die Struktureigenschaf¬

ten werden im Abschnitt 8.3 besprochen.
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8 Strukturuntersuchungen an a-Methylen-ß3-Peptiden

8 Strukturuntersuchungen an ot-Methylen-ß3-peptiden

Über die Strukturen von a-Methylen-ß3-aminosäuren und -Peptiden gibt es unse¬

res Wissens keine Arbeiten, Peptide mit solchen Bausteinen wurden bisher nicht

hergestellt143.

Dieser Abschnitt behandelt die zum Zweck der Strukturaufklärung aufgenomme¬

nen CD- und NMR-Spektren der a-Methylen-ß3-Peptide aus Abschnitt 7.2. Mit

Modellbetrachtungen und Kristallstrukturdaten sollen zudem die möglichen Kon¬

formationen dieser Verbindungen abgeschätzt werden.

8.1 CD-Spcktrcn

Das CD-Spektrum144 des Hexapeptids 66 gleicht in seiner Form jenem eines ana¬

logen, entschützten reinen ß3-Peptids [343], besitzt jedoch eine etwas geringere

Intensität (siehe Abbildung 45). Spektren dieser Art wurden der ß-peptidischen

314-Helix zugeordnet145.

Das ß2,2,3-Peptid 46c, welches keine derartige Sekundärstruktur ausbilden kann,

zeigt eine ähnliche CD-Kurvenform (siehe oben, Abschnitt 6.2). Von einem

a-Methylen-ß3-Peptid ist ebenfalls nicht zu erwarten dass es eine 314-helikale

Struktur einnehmen kann. Die berechnete Summe der CD-Spektren der sechs ge¬

schützten Aminosäurebausteine, aus welchen das Peptid 66 aufgebaut ist

(2-[©75a + ©75b + ©75c]), ergibt interessanterweise eine deutlich grössere molare

Elliptizität als das Hexapeptid selbst (siehe Abbildung 45b). Bei Vorliegen einer

314-Helix musste das Peptid aber einen überproportional starken Cofton-Effekt

aufweisen.

143
Von Iqbal und Mitarbeitern wurden gemischte a-/ß-Peptide hergestellt, welche a-Alkyliden-ß-amino-

säurebausteine enthalten [426]. Diese kleinen Peptide bilden turnartige Strukturen (ähnlich wie ihre oc-

peptidischen Analoga, siehe Einleitung Abschnitt 3.2.2). Cyclische ßhGly(a-CH2)-Dipeptide wurden als

Nebenprodukt bei der Herstellung von a-Methylen-ß-lactamen beschrieben [427].
144

Für CD-Untersuchungen von a-Dehydroaminosäuren und -Peptiden siehe Zitate [262].
145

Die Aussagekraft der CD-Spektren von ß-Peptiden bezüglich der möglichen Existenz einer Sekundär¬

struktur ist nach wie vor unklar [344,355,376].
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Boc,
OMe

66

250

Abbildung 45 CD-Spektren der offenkettigen geschützten a-Methylen-ß3-aminosäurederivate und -Pep¬

tide aus Abschnitt 7.2. a) Boc-ß3hAla(a-CH2)-OMe 75a (Punkt-Strich), Boc-ß3hVal(a-CH2)-OMe 75b (ge¬

punktet), Boc-ß3hLeu(a-CH2)-OMe T75c (gestrichelt), Peptide (durchgezogene Linien, von unten nach

oben) Dipeptid 80, Tripeptid 82, Hexapeptid 66; Die steile Spitze (193 nm) im Spektrum des Hexa¬

peptids 66 kann ein Artefakt sein, bedingt durch die MeOH-Absorption bei dieser Wellenlänge, b) Ver¬

gleich des CD-Spektrums des Hexapeptids 66 (durchgezogene Linie) mit der berechneten Summe der

Spektren der geschützten Aminosäurederivate ([©75a-
wurden in MeOH (0.2 mM) aufgenommen; Einheit: [© :

©75b+©75c]-2) (gestrichelte Linie); Alle Spektren
= 10 degcm2mor1]. Skala Y-Achse: ©10"4.

Im Gegensatz zu den analogen ß3-Aminosäurederivaten 69a-c, welche keinen

Cotton-Effekt zeigen146, weisen die geschützten a-Methylen-ß3-aminosäuren 75a-

c einen leichten Effekt auf, der jenem des Hexapeptids 66 gleicht. Die

Aminosäurederivate 75b und 75c besitzen ein gegenüber dem Alaninderivat

75a und den a-Methylen-ß3-Peptiden leicht rotverschobenes Spektrum147, die

Cotton-Effekte sind stärker als jener des Dipeptids 80. Die Spektren dieser beiden

Aminosäuren dominieren offensichtlich Form und Intensität des "Summen¬

spektrums" der Aminosäuren, welches auch leicht rotverschoben ist.

Bei den (gesättigten) Dipeptiden aus Abschnitt 7.2.4 ist der Unterschied zwischen

den CD-Spektren der Boc-geschützten Dipeptide 91, und jenen der N-acetylier-

146 Die Messwerte sind nicht dargestellt. Lediglich das ß3hAla Derivat mit C-terminaler Methylamid-Gruppe
85 zeigte einen sehr schwachen positiven Effekt.

147
Die beiden Aminosäurederivate 75b und 75c liegen laut ^-NMR-Spektren als Gemisch von

Rotameren vor, das Monomer 75a und die Peptide 66, 82 und 80 hingegen nicht.

116



8 Strukturuntersuchungen an a-Methylen-ß3-Peptiden

ten Derivate 91 interessant148. Während erstere praktisch keinen Cofton-Effekt

zeigen, ergeben die Acetamide 92 einen relativ schwachen, aber für alle Peptide

sehr ähnlichen Cotton-Effekt (Abbildung 46).

Abbildung 46 CD-Spektren der ß3hLeu-ßnhXaa-OMe-Dipeptide aus Abschnitt 7.2.4. a) Boc-geschützte

Dipeptide 91a-d. b) N-Acetylierte Dipeptide 92a-d. 91a/92a (ßnhXaa = ß3hVal, Punkt-Strich), 91b/92b

(ßnhXaa = ßhGly, gepunktet), 91c /91c (ßnhXaa = ß3-3hAib, durchgezogene Linie), 91d/92d (ßnhXaa =

ß2'2hAib, gestrichelt); alle Spektren wurden in MeOH aufgenommen (0.4 mM); Einheit [© =

10 degcm2mor1]. Skala Y-Achse: ©10"3.

Die Ähnlichkeit der Spektren der acetylierten Peptide 92 ist deshalb bemerkens¬

wert, weil nur 92a aus zwei chiralen Aminosäuren besteht. Die drei anderen Deri¬

vate besitzen je einen achiralen Baustein. Möglicherweise liegt bei allen acylierten

Dipeptiden ein Wasserstoffbrücken-gebundener Ring149 gleicher Grösse vor, wel¬

cher für die gemessenen Spektren verantwortlich ist (siehe auch Diskussion über

den möglichen Ursprung von CD-Spektren im Abschnitt 6.6.1). Wasserstoff¬

brücken-gebundene Ringe wurden auch in MD-Simulationen von N-acetylierten

ß-Dipeptiden gefunden [428].

Die geschützte a-Methylen-ß3-aminosäure Boc-ß3hPro(a-CH2)-OMe 75d zeigt

praktisch keinen Ausschlag im CD-Spektrum, das Dipeptid 87 hingegen, mit ei¬

ner ß3hAla-NHMe-Einheit, zeigt einen deutlichen negativen Effekt (siehe

148
Schmelzpunkte: Die an beiden Aminosäuren substituierten acetylierten Dipeptide 92a,cd besitzen trotz

den unterschiedlichen Substitutionsmustern ähnliche Schmelzpunkte (149, 145.0, 139.5 °C). Das Dipeptid

92b, mit einem ßhGly-Baustein, besitzt einen deutlich tieferen Schmelzpunkt (103.5 °C). Bei den Boc-ge-

schützten Derivaten besitzt das reine ß3-Peptid 91a (129 °C [345]) einen höheren Schmelzpunkt als die

Dipeptide 91b-d (93.0, 87.0, 84.0 °C).
149

Bei Boc-Methylester-geschützten ß-Dipeptiden sind prinzipiell sechs-, acht- und zehngliedrige intramole¬

kulare Wasserstoffbrücken-gebundene Ringe möglich.
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Abbildung 47). Auch hier besteht die Möglichkeit, dass das Spektrum auf das Vor¬

handensein einer Wasserstoffbrücke150 zurückzuführen ist.

Die a-Methylen-ß3Homoprolin-Tripeptide 94b und 94c zeigen lediglich einen

schwachen positiven Effekt. Das ß3hLeu-ß3hVal-ß3hPro(a-CH2)-Derivat 94a hin¬

gegen zeigt einen Cotton-Effekt mit einem schwachen Maximum bei ca. 210 nm

und einem Nulldurchgang bei 203 nm.

10 -

o 0_

©
, h^Ç^"'' 2"10'' "2"2ii-'""--23Ö'"" 240 250
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* /
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i
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Abbildung 47 CD-Spektren der a-Methylen-ß3hPro-Derivate aus Abschnitt 7.2.4. Monomer Boc-

ß3hPro(a-CH2)-OMe 75d (gepunktet, oben), Dipeptid Boc-ß3hPro(a-CH2)-ß3hAla-NHMe 87 (gepunktet,

unten), Tripeptide Boc-ß3hLeu-ßnhXaa-ß3hPro(a-CH2)-OMe 94a (ßnhXaa = ß3hVal, durchgezogene Li¬

nie), 94b (ßnhXaa = ßhGly, gestrichelt) und 94c (ßnhXaa = ß3,3hAib, Punkt-Strich); alle Spektren wurden

in MeOH aufgenommen (0.4 mM); Einheit [© = 10 deg-cm2 mol"1]. Skala Y-Achse: ©10"4.

8.2 NMR-Spcktrcn der a-Methylen-ß3-Derivate

Vom a-Methylen-ß3-Hexapeptid 66 wurden die zweidimensionalen NMR-Spek¬

tren aufgenommen, welche heute standardmässig für eine Strukturaufklärung ein¬

gesetzt werden (ROESY, TOCSY, HSQC, HMBC und DQF.COSY; siehe zur Illus¬

tration Abbildung 48).

Möglich sind prinzipiell sechs-, acht- und zwölfgliedrige Wasserstoffbrücken-gebundene Ringe.
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Abbildung 48 NMR-Spektren des a-Methylen-ß3-hexapeptids 66 in CD30H/CDC13. a) ROESY 300 ms;

b) ROESY 100 ms; c) TOCSY; d) HSQC; e) HMBC; f) DQF.COSY; g) Methylen-Bereich im 500 MHz^H-

NMR-Spektrum des Hexapeptids 66 (das Signal der NH-Boc Gruppe liegt auch in diesem Bereich).

Im 500 MHz^H-NMR-Spektrum des Hexapeptids 66 sind alle 12 Signale der vi-

nylischen Methylen-Protonen zu erkennen, was, wegen der guten Signaldisper¬

sion, auf das Vorhandensein einer Sekundärstruktur hoffen Hess. Die Bestimmung

einer Struktur gelang jedoch trotz aufwändiger Bemühungen151 nicht, da wegen

fehlender Rückgrat-Wasserstoffatome zu wenige NOEs erhalten wurden.

Bei den beiden Prolinderivaten, dem Monomer 75d und dem Dipeptid 87, deu¬

ten die ^-NMR-Spektren auf unterschiedliche Strukturen in Lösung hin. Im

NMR-Spektrum von Boc-ß3hPro(a-CH2)-OMe 75d sind deutlich zwei Rotamere

Die NMR-Spektren wurden von Prof. Dr. B. Jaun und Raveendra Mathad (ETH-Zurich) analysiert.
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zu sehen (bei den Signalen der tert-Butyl-Gruppe (1.4 ppm, nicht gezeigt), der

Methylestergruppe (3.75 ppm) und dem Methinproton am Stereozentrum

(4.75 ppm), Abbildung 49a). Die beiden Rotamere entsprechen vermutlich den

cis/trans-Anordnungen der Carbamatgruppe. Weil Prolin eine disubstituierte

Aminogruppe hat, besteht beim entsprechenden tertiären Carbamat keine klare

Bevorzugung trans-Orientierung. Offenbar besitzt das Dipeptid 87 eine stärker

definierte Konformation, auf der NMR-Zeitskala werden keine Rotamere beob¬

achtet (siehe Abbildung 49b).

a)

N
I
Boc

=CH2

H

"OMe

75d

*CH OMe CH2N

-1-M^,|.-.,1,„Mll„1 —..„,f
„

p,,,. „|
„„
„y—.p^ , ».|-—T , -J—r 1 r—1 f f J j.

6.0 5.5 5.0 4.5 4.06.5 3.5

N "^ NHMe

H 87

CH2N

6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5

Abbildung 49 ^-NMR-Spektren des Prolinderivats 75d (a, 500 MHz) und des Dipeptids 87 (b,

400 MHz). Bei allen Signalen des Monomers 75d (a) sind zwei Rotamere (Verhältnis ca. 2:3) erkennbar.

Deutlich ist der Unterschied in der chemischen Verschiebung bei den Methylensignalen von a) und b) zu

sehen (Acrylester 75d vs. Acrylamid 87).

Die beiden Rotamere bewirken auch eine Aufspaltung der Methylensignale des

Monomers 75d. Der Unterschied in der chemischen Verschiebung der Methylen-
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8 Strukturuntersuchungen an a-Methylen-ß3-Peptiden

gruppen der beiden Moleküle ist dadurch zu erklären, dass einmal ein Acrylester-

(75d) und einmal ein Acrylamidderivat152 (87) vorliegt.

Beim ß3hLeu-ß3hVal-ß3hPro(a-CH2)-Derivat 94a sind im ^-NMR-Spektrum vier

Rotamere zu erkennen (an der Methingruppe des Prolinrings), die beiden an¬

deren Tripeptide 94b und 94c zeigen je zwei Rotamere.

152 Siehe dazu experimentelle Daten der a-Methylen-ß3-aminosäuren und -Peptide. Die Methylensignale
des Aminosäurederivats Boc-ß3hAla(a-CH2)-OMe 75a liegen bei 5.73 und 6.17 ppm, jene der ß3-Alanin-
Methylengruppe im Dipeptid 80 bei 5.43 und 5.59 ppm.
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8.3 Konformationsanalyse für a-Methylen-ß3-peptide aufgrund von

Kristallstrukturdaten

Mit Daten aus der Cambridge-Strukturdatenbank (CSD) sollten Informationen

über Teilstrukturen von a-Methylen-ß3-aminosäurebausteinen erhalten werden,

um deren Konformationsraum abschätzen, und Aussagen über mögliche Struk¬

turen solcher Einheiten machen zu können. Um die Relevanz und Plausibilität der

Strukturanalyse mittels statistischer Auswertung von Kristallstrukturdaten zu über¬

prüfen, wurden auch Daten von AAla-Derivaten gesucht.

8.3.1 Struktureigenschaften von a-Dehydroalanin

Kurze homo-Dehydroalanin-Peptide mit bis zu sechs Aminosäureeinheiten liegen

bevorzugt in einer gestreckten, flachen C5-Konformation153 vor, wie durch Kristall-

und NMR-Strukturuntersuchungen festegestellt wurde [192,260,261,431]. Von

MD-Rechnungen wurden teilweise widersprüchliche Resultate publiziert: Einige

Rechnungen bestätigten, dass die experimentell beobachtete flache C5-Konfor-

mation am stabilsten sein sollte [259], andere Resultate deuten hingegen darauf

hin, dass 310-helikale Anordnungen ebenso möglich sind [432]. Möglicherweise

liegen längere AAla-Peptide (bereits ab sechs Aminosäureeinheiten) in Lösung in

einem Gleichgewicht der C5- und C7-Konformationen vor [433].

Brl

Abbildung 50 Konformation von AAla-Oligomeren [192]. Wasserstoffbrücken (fünfgliedrige Ringe) wer¬

den nur innerhalb einer Aminosäureeinheit ausgebildet.

153 Es werden nur Wasserstoffbrücken (fünfgliedrige Ringe) innerhalb einer Aminosäureeinheit gebildet. In¬

teressanterweise besitzt ein ausschliesslich aus natürlichen Aminosäuren bestehendes Tetrapeptid

(PheGlyPheGly) im Festkörper ebenfalls eine völlig gestreckte und flache Konformation [429]. Bei der C7-

Konformation werden siebengliedrige Wasserstoffbrücken-gebundene Ringe gebildet (Nomenklatur nach

Zitat [430]).
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8 Strukturuntersuchungen an a-Methylen-ß3-Peptiden

Dehydroalanineinheiten besitzen nicht nur eingeschränkte Rückgrat-Diederwinkel

§ (N—Ca) und v|/ (Ca—CO), sondern, wegen des sp2-hybridisierten Rückgrat¬

zentrums, auch eine von gesättigten Aminosäureeinheiten verschieden Bindungs¬

geometrie. Diese beeinflusst die Form einer Sekundärstruktur natürlich ebenfalls.

In Tabelle 12 sind Resultate einer CSD-Abfrage und die dazu eingesetzte Such¬

struktur aufgeführt. Für die gemittelten Bindungslängen und -winkel von AAla-

Einheiten154 wurden, verglichen mit (den analogen, gesättigten) Alaninbausteinen,

folgende Trends gefunden:

—» die C=C-Bindung155 ist in der Länge praktisch unverändert.

—» die Ca-CO- und C=0-Bindungen sind leicht verkürzt.

—» die N-Ca-Bindung ist stark verkürzt.

—» die CO-X-Bindung ist leicht verlängert.

—» der Ca-CO-X-Bindungswinkel ist praktisch unverändert.

—» der N-Ca-CO-Bindungswinkel155 ist verengt.

Die starke Verkürzung der N-Ca-Rückgratbindung deutet auf Konjugation der

Methylengruppe mit der N-terminalen Amidgruppe hin. Die leicht verkürzte

Ca-CO-Bindung dürfte hauptsächlich auf unterschiedliche Bindungslängen zwi¬

schen C(sp3)-C(sp2)- und C(sp2)-C(sp2)-Bindungen156 zurückzuführen sein.

Die konjugierten Doppelbindungen in AAla-Einheiten sind mitverantwortlich da¬

für, dass Rückgratwinkel § und \\i von 180° (oder 0°), und damit gestreckte Kon¬

formationen, stabilisiert werden [256]. In dieser Anordnung werden also die

Amidgruppen eines AAla-Homopeptids durch die eingeschobenen Methylengrup¬

pen praktisch "elektronisch" miteinander verbunden.

154 Sowohl die Bindungslänge zum Substituenten, als auch der Bindungswinkel N-Ca-CO sind aufgrund
der verschiedenen Hybridisierung am Ca-Zentrum zwischen Ala- und AAla-Einheiten nicht vergleichbar.
155

In Bezug auf eine allgemeine C=C-Bindung: H2C=C(CR3)2, R = beliebige Gruppen, acyclisch.
156 Zum Vergleich: Der Längenunterschied zwischen einer C(sp3)-C(sp3) und einer C(sp3)-C(sp2)-Bindung

beträgt aufgrund der unterschiedlichen Hybridisierung eines Kohlenstoffzentrums ca. 0.015 Ä. In einem

konjugierten Dien (C(sp2)-C(sp2)-Bindung) beträgt die Länge der zentralen C-C-Einfachbindung ca. 1.42-

1.48 Ä. Die analoge Bindung ist in einem a-ß-ungesättigten Keton bzw. einem Acroleinderivat (R-

C( = CR2)-C( = 0)-C/H) ca. 1.40-1.50 Â lang. (CSD-Abfragen 2004, Daten sind nicht aufgeführt).
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Tabelle 12 Ergebnisse aus CSD-Recherchen für AAla-Einheiten. Über der Tabelle ist die eingesetzte

Suchstruktur zu sehen. An den "angeschnittenen Bindungen" wurden beliebige Atome/Reste erlaubt. Die

Daten sind aufgeschlüsselt nach Carbonsäure- und Amidderivaten, in Klammern ist jeweils die Anzahl be¬

rücksichtigter Datenbankwerte angegeben, i) Bindungslänge und -winkel von Alaninderivaten, sp3-hybridi-
siertes Ca-Zentrum und Einfachbindung zum Substituenten (—> nicht vergleichbar mit AAla-Einheiten).

X = N, O

n = 1,2

Bindungslängen [Â] C=C c=o Ca-CO CO-X N-Ca

-AAla-O- (7) 1.320 1.197 1.494 1.314 1.405

-AAIa-N-(13) 1.327 1.217 1.508 1.346 1.406

-Ala-0-(416) (1.522)
° 1.215 1.521 1.303 1.469

-Ala-NH-(1104) (1.521)° 1.231 1.524 1.338 1.460

H2=C(CR3)2 1.329

Bindungswinkel [°] N-Ca-CO Ca-CO-X

-AAla-O- (7) 111.4 113.1

-AAIa-N-(13) 113.2 116.1

-Ala-0-(416) (109.4)° 113.8

-Ala-NH-(1104) (111.1)° 116.7

H2=C(CR3)2 116.5

Im direkten Vergleich von zwei ähnlichen AAla-Derivaten 96 und 97 wird deut¬

lich, dass die planare C=C—C=0-Geometrie durch andere Einflüsse "aufge¬

brochen" werden kann. Da die Methylengruppe im Dimethylamid 96 aus

sterischen Gründen nicht antiperiplanar zur CO-Gruppe stehen kann, wird sie aus

der Ebene gedreht (der Diederwinkel H2C=Ca—C=0 beträgt 110°, der Winkel

Ca-CO-N wird auf 120° aufgeweitet, siehe Abbildung 51b). Die Tendenz der

Amidbindung zur planaren Konformation - mit einer Methylgruppe antiperiplanar

zur Carbonylgruppe (Diederwinkel: 169°) - ist grösser als jene der Acrylgruppe159.

Im einfach N-methylierten Molekül 97, (zwei Moleküle in der Einheitszelle) be¬

tragen die Diederwinkel H2C=Ca—C=0 148° bzw. -167°, und sind somit deut¬

lich näher157 an den für maximale Konjugation optimalen 180°. Die Amidgruppe

ist in beiden Molekülen fast perfekt trans orientiert.

Im Kristall bildet das Methylamid 97 antiparallele Dimere, bei denen die Me¬

thylengruppen jeweils nach "aussen" weisen. Als Wasserstoffbrückendonor fun-

157
Wegen der Anordnung der Moleküle im Kristall, weicht der Winkel auch hier vom 180°-Wert ab (die

Acetyl- und Methylamid-Gruppen behindern sich gegenseitig).
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8 Strukturuntersuchungen an a-Methylen-ß3-Peptiden

giert die N-terminale Amidgruppe, und nicht die CONHMe-Gruppe, welche fast

coplanar mit der Methylengruppe in dieselbe Richtung zeigt.

Der Diederwinkel CH2=Ca—C=0 lag bei den gefundenen AAla-Strukturen im

Mittel um ca. 0° (30%) oder zwischen ±120° und ±180°, mit klarem Schwer¬

punkt um ±180° (50%) (siehe Abbildung51c).

a)
u

o

Abbildung 51 a) Strukturformeln der Dehydroalaninderivate 96 [257] und 97 [431]. b) 3D-Darstellung
der Struktur des Dimethylamids 96, mit Blick entlang der Ca-CO-Bindung. Es ist deutlich zu erkennen

dass die Methylengruppe (vorne links) nicht in der Amidebene liegt. Eine der beiden Methylgruppen am

Amid-Stickstoff steht praktisch antiperiplanar zur Carbonylgruppe, und verdrangt die Methylengruppe aus

der Ebene (siehe auch Diederwinkel von N,N-disubstituierten Acrylamiden in Abbildung 52). Der Dieder¬

winkel um die N—Ca-Bindung (<j)) betragt -42°, und weicht somit ebenfalls recht stark von den idealen 0°

und 180° ab. c) Der Diederwinkel zwischen der Methylengruppe und der Carbonylgruppe von AAla-Deri-

vaten betragt bevorzugt 180° oder 0° (Diederwinkel der Daten aus der CSD-Recherche in Tabelle 12).

8.3.2 Struktureigenschaften von a-Methylen-ß3-aminosäurederivaten und -pep¬

tiden

Die Abschätzung der Bindungslängen und -winkel von a-Methylen-ß3-amino-

säureeinheiten, wurde mit Daten von Acrylderivaten durchgeführt. Folgende Un¬

terschiede wurden im Vergleich mit den entsprechenden gesättigten Derivaten ge¬

funden (CSD-Daten, siehe Tabelle 13):

—» die C=C-Bindung155 ist verlängert.

—» die CO-N- und CO-O-Bindungen sind verlängert.

—» die Ca-CO-Bindung ist verkürzt.
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Tabelle 13 Daten einer CSD-Recherche über Bindungslängen und -winkel von Acryl-Unterstrukturen,

verglichen mit den entsprechenden gesättigten Derivaten (a-Methylamide und -säurederivate) und einer

"allgemeinen" terminalen Doppelbindung. An den "angeschnittenen Bindungen" wurden beliebige Atome/

Reste erlaubt, es wurden ausschliesslich acyclische Verbindungen berücksichtigt. Die Daten sind auf¬

geschlüsselt nach Carbonsäure- und Amidderivaten, in Klammern ist die Anzahl berücksichtigter Daten¬

bankwerte angegeben, i) Werte für eine allgemeine terminale Doppelbindung mit zwei benachbarten tetra-

gonalen Kohlenstoffzentren (CH2=C(CR3)2, alle Zentren acyclisch), gemittelt über 117 Werte; ii) Es wur¬

den 228 Werte von Carbonsäure- und 43 Werte von Amidderivaten miteinbezogen.

v ,
0

./VW» M

X = 0, NH

Bindungslängen [Â] C=C c=o Ca-CO CO-X

-Cß-Ca(CH2)-COO- (116) 1.338 1.208 1.491 1.329

-Cß-Ca(CH2)-CON- (22) 1.357 1.222 1.489 1.358

Carbonsäurederivate 1.329
° 1.211'° 1.515'° 1.315'°

Amidderivate dito 1.231'° 1.512'° 1.341'°

Bindungswinkel [°] Cß-Ca-CO Ca-CO-X H2C=Ca-CO

-Cß-Ca(CH2)-COO- (116) 116.2 113.5 119.5

-Cß-Ca(CH2)-CON- (22) 116.5 116.8 121.1

Normwerte fürX = O 116.5° 113.0'° 121.5°

Normwerte fürX = N dito 116.0'° dito

Dehydroalanin-Einheiten weisen einen stark verengten C-Ca-CO-Bindungswin-

kel auf (siehe Tabelle 12), bei Arcylderivaten hingegen ist er gleich gross wie bei

einer beliebigen H2C=C-Gruppe. Die Verkürzung der Ca-CO-Bindung ist etwas

stärker ausgeprägt, als nur aufgrund der unterschiedlichen Hybridisierung156 des

Ca-Zentrums zu erwarten wäre.

Bei a-Methylen-ß3-aminosäurederivaten besteht, im Gegensatz zu a-Dehydro-

aminosäure-Bausteinen, keine ununterbrochene Reihe von konjugierten sp2-

Rückgrat-Zentren. Die Konformationsräume der Strukturelemente dieser Einhei¬

ten können also einzeln betrachtet werden, um daraus die bevorzugten Werte der

Rückgratwinkel O, 0 und ¥ in diesen Bausteinen abzuschätzen (siehe Abbildung

52).
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8 Strukturuntersuchungen an a-Methylen-ß3-Peptiden

Abbildung 52 Abschätzung der möglichen Rückgrat-Diederwinkel von a-Methylen-ß3-aminosäure-Ein-
heiten aufgrund von CSD-Recherchen. Der im Histogramm dargestellte Winkel ist in der Struktur darunter

grau hinterlegt. C-Atome (ohne H) welche ohne jede Einschränkung158 in die Suche eingegeben wurden,

sind fett-kursiv gedruckt. Die Anzahl miteinbezogener Winkel wird in Klammern angegeben, a) einfach

substituierte Acrylamidderivate (33). b) Acrylsäureesterderivate (144). c) N,N-disubstituierte Acrylamid-
derivate (21). d) cyclische Acrylamidderivate (ein- oder zweifach N-substituiert) (11); e) Cß—Ca-Dieder-

winkel für a-ß-ungesättigte Carbonylverbindungen (60); f) Cß—Ca-Diederwinkel für acylierte a-Amino-

Methylengruppen (11); g) N—Cß-Diederwinkel O sehr allgemein für ein Amid (mindestens ein Wasser¬

stoffatom an Cß, 8783) oder h) für ein Amid mit einer Methylengruppe in ß-Stellung (11). ACHTUNG, nur

in den Abfragen g) und h) handelt es sich um Peptid-Rückgratwinkel!

Auf einen Diederwinkel wird in diesem Abschnitt nicht weiter eingegangen: die

Amidgruppe (Ca-CO—NH-Cß) ist planar und nimmt einen Diederwinkel von

180° ein.

Aus Abbildung 52a und b) ist ersichtlich, dass Acrylamid- und Acrylesterderivate

eine klare Präferenz für Diederwinkel H2=Ca—C=0 nahe 0° und ±180° besit-

Mit beliebiger Anzahl Substituenten und auch beliebiger Hybridisierung an diesen Zentren.
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zen159. Diese Konformation wird durch Konjugation zwischen der Methylen- und

der Carbonylgruppe stabilisiert. Abbildung 52c zeigt, dass dieser Winkel in N,N-

disubstituierten Amiden praktisch jeden Winkel annehmen kann, mit Schwer¬

punkten bei 0° und ±120°. Die planare Konformation der Amidgruppe ist stärker

bevorzugt als die planare Konformation der "Acrylgruppe" H2=Ca—C=0 (vgl.

Rotationsbarrieren159). Eine ähnliche Beobachtung wurde auch bei AAla-Deri-

vaten gemacht (siehe dazu Abbildung 51). Wenn die Acrylgruppe Teil eines

Ringes ist, wird natürlich die s-cis-Konformation klar bevorzugt (siehe Abbildung

52d); nur bei grossen Ringen wäre die s-trans-Konformation möglich.

Für den zentralen Diederwinkel Z-Cß—Ca-CH2 findet man Winkel von 0° und

±120° (Abbildung 52e und/), was einem Peptid-Rückgratwinkel N-Cß—Ca-CO

(0) von ±60° bzw. 180° entspricht. Werden die Daten in Abbildung 52e) genauer

aufgeschlüsselt sieht man, dass der Winkel zum Wasserstoffatom einer Cß-Methin-

gruppe fast immer ±120° beträgt, so dass jeweils die Peptidkette oder der ß3-Sub-
stituent in einer Ebene mit der Methylengruppe liegt (Daten nicht dargestellt).

Der Peptid-Rückgratwinkel O (CO-N—Cß-Ca) kann Werte in einem grossen Be¬

reich160 zwischen ±60 und ±180° annehmen (Abbildung 52g und h).

Aufgrund der obigen Daten kann man für die Rückgratwinkel von a-Methylen-

ß-Peptiden die folgenden bevorzugten Wertebereiche annehmen:

CO-N—Ca-Cß N-Cß—Ca-CO Cß-Ca—CO-N

O 0 y

±60-180° ±60° oder 180° 180° (0°)

a-Methylen-ß3-Peptide können, abgesehen von elektronischen Unterschieden,

quasi als "Zweiring-Vertreter" der Peptide aus ringförmigen ß-Aminosäuren be¬

trachtet werden (siehe Abschnitt 6.1.2). ß2hAc3c-Peptide, die Derivate mit dem

"nächst grösseren" Ring, nehmen im Kristall Diederwinkel O = ±115 und© =

±60° ein, welche auch mit den Werten für die a-Methylen-Derivate vereinbar

159 In Acrolein (H2C=CH-CHO) ist die s-trans-Konformation um 7.1 kJ/mol stabiler als die s-cis-Konfor¬

mation (Rotationsbarriere (Ca-C) = 20.9-26.8 kJ/mol). Beim Acrylsäure-methylester beträgt der Unter¬

schied zwischen den beiden Konformationen nur 0.71 kJ/mol (Rotationsbarriere (Ca-C) = 16 kJ/mol)

[434]. Zum Vergleich: Die Rotationsbarriere in Amiden (CO-N-Bindung) liegt um 70-90 kJ/mol. Der

Vergleich der Daten von Kristallstrukturen der Art H-C(=CR2)—C(=X)-Y (R = beliebiger Rest) ergab für

die Einfachbindung zwischen den konjugierten Doppelbindungen folgende Diederwinkel: Diene (X=CR2,

Y=H) 180° (s-trans), Acroleinderivate (X = O, Y = H): 180° (s-trans), a-ß-unges. Ketone (X = O, Y = C)

0° (s-cis); CSD-Abfrage 2004.

160
In den ß-peptidischen Strukturen findet man z. B. (absolute) Diederwinkel O von 80-111° (12/10 Helix,

12-Helix, Faltblatt), 129° (314-Helix), 135° (28-Helix), 58-158° (ß-Cyclotetrapeptide). Eine Zusammenstel¬

lung der Diederwinkel von bekannten ß-Peptidstrukturen ist in Abschnitt 10.2 gegeben.
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8 Strukturuntersuchungen an a-Methylen-ß3-Peptiden

sind. Der Winkel ¥ liegt jedoch dort um 0°, was für die a-Methylen-Verbindun-

gen vermutlich möglich, aber weniger günstig ist als eine "trans-Acrylgruppe".

Ausser bei der ß-peptidischen 28-Helix, in welcher der Diederwinkel ¥ = 28° be¬

trägt, besitzen die Konformationen der bekannten regelmässigen Strukturen von

ß-Peptiden161 aus chiralen Aminosäuren Rückgratwinkel, die für ß3hXaa(a-CH2)-
Derivate vermutlich nicht optimal sind.

In Abbildung 53 ist die Struktur des ß3hPgl(a-CH2)-Derivates 98 dargestellt [400].

Für die Diederwinkel 0 und ¥ werden näherungsweise 180° und 0° gefunden, O

liegt bei 90°. Die Werte liegen in den oben für a-Methylen-ß3-aminosäureein-
heiten angegebenen Bereichen.

Ph

O Ph O

.X

H

Ph" 'N' Y 'O***

98

Abbildung 53 Dreidimensionale Darstellung und Formel des ß3hPgl(a-CH2)-Derivates 98 (die meisten

Wasserstoffatome wurden zur Vereinfachung weggelassen) [400]. Die Diederwinkel sind: O = 91°, © =

-179°, Y = -176°.

In Abbildung 54 ist ein Hexapeptid dargestellt, welches mit den Strukturdaten des

Monomers 98 modelliert162 wurde. Ein solches Peptid würde eine Helix mit vier

Aminosäureeinheiten pro Windung bilden, könnte jedoch keine stabilisierenden

intramolekularen Wasserstoffbrücken ausbilden. Da die CH2-Gruppe bei einem

Diederwinkel ¥ = 180° in derselben Ebene liegt wie die Amidgruppe ist fraglich,

ob die Ausbildung von Wasserstoffbrücken zur benachbarten NH-Gruppe über¬

haupt möglich ist (siehe Text zum AAla-Derivat 97, oben).

161
Einige ß-Cyclotetrapeptide nehmen im Kristall Diederwinkel *F von fast 180° ein. Die ß2'2'3hVal-Einheit

in der MD-Simulation des Peptids 46c nimmt bevorzugt einen Winkel *F von 160° ein (siehe Tabelle 8).

Interessanterweise besitzt dieses Peptid ein ähnliches CD-Spektrum wie das a-Methylen-ß-Peptid 66.

162
Mit der absoluten Konfiguration von (3S)-ß3hAla(a-CH2) 75a, die Diederwinkel wurden gespiegelt.
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Abbildung 54 Modell eines Hexapeptids aus a-Methylen-(S)-ß3-aminosäureeinheiten, modelliert nach

den Röntgenstrukturdaten von 98 [400]. Das Modell zeigt eine Helix mit vier Einheiten pro Windung,
ohne intramolekularen Wasserstoffbrücken (Ganghöhe 16 Â). a) Blick entlang der Helixachse; b) Blick

von der Seite auf die Helix. Die Phenylgruppen des Monomers wurden für eine bessere Übersichtlichkeit

der Darstellung zu Methylgruppen reduziert.

8.3.3 Die Struktureigenschaften von a-Methylen-ß3-homoprolinderivaten

Basierend auf Modellbetrachtungen und einfachen Konformationsstudien am

"Computer" wurde angenommen, dass Boc-ß3hPro(a-CH2)-OMe 75d eine starre

Struktur besitzt, und möglicherweise als "turninduzierende"163 Aminosäure einge¬

setzt werden könnte. Wenn die Konjugation der Methylengruppe mit der benach¬

barten Carbonylgruppe einen Diederwinkel ¥ von 180° ausreichend stabilisiert,

sollte das Monomer wie in Abbildung 55a und b) dargestellt vorliegen. Die Dre¬

hung um die Ca-Cß-Bindung ist eingeschränkt, eine Konformation, bei welcher

die Methylengruppe in Richtung Boc-Carbonylgruppe164 weist (wie in der sche¬

matischen Darstellung gezeigt), scheint aus sterischen Gründen unmöglich. Somit

würde dieser Baustein in einer Peptidkette einen "Knick", bzw. eine Schleife indu¬

zieren, da ein C-terminaler Rest dadurch zu einer N-terminal gebunden Gruppe

hin "gedrückt" wird.

163 In "qualitativen" MD-Konformationsstudien mit dem Programm SPARTAN SGI Version 5.1.3 wurde

gefunden, dass solche turnartigen Strukturen bevorzugte Konformationen sein sollten.

164
Wenn die Carbamatgruppe nicht wie dargestellt als trans- sondern als ds-Konformeres vorliegt,

blockiert die grosse OtBu-Gruppe die Drehung der Methylengruppe nach "vorne".
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8 Strukturuntersuchungen an a-Methylen-ß3-Peptiden

Abbildung 55 Mögliche Konformationen von ß3hPro(a-CH2)-Derivaten. Aufgrund von Modellbetrach¬

tungen wurde angenommen, dass das Monomer 75d zwei Hauptkonformere besitzt, in welchen die Me¬

thylengruppe zum Prolin-Fünfring (a) oder zum Wasserstoffatom am Stereozentrum (b) zeigt. Das Vorlie¬

gen des Moleküls wie in der schematischen Darstellung c) gezeigt, scheint aus sterischen Gründen unmög¬

lich. Die Modelle d) und e) zeigen mögliche Haarnadelschleifen-Anordnungen von ß3hPro(a-CH2)-Pepti-
den (mit 12- und 14-gliedrigen Wasserstoffbrücken-gebundenen Ringen).

Die Carbonylgruppe am Prolinstickstoff kann jeweils zwei Orientierungen165 an¬

nehmen (zur Methylengruppe hin - trans - wie in Abbildung 55 a) und b) gezeigt

oder aus dem "Turn" hinaus - eis).

In den Abbildung 55 d) und e) sind die Modelle von zwei möglichen Schleifen¬

strukturen an einer ß3hPro(a-CH2)-Einheit dargestellt (wieder mit den beiden be¬

vorzugten Orientierungen der Methylengruppe). Die Modellbetrachtungen am

"Computer" führten zu dem Schluss, dass eine Abweichung von der planaren

"Acrylamid"-Geometrie möglich sein könnte, wenn diese Gruppe eine starke in¬

tramolekulare Wasserstoffbrücke ausbilden kann (dargestellt in Abbildung 55d,

mit einem Winkel ¥ = -145°).

165 a-Prolin liegt gemäss einer CSD-Abfrage in Peptiden vorwiegend trans, mit einer N-terminalen Car-

bamatschutzgruppe fast ausschliesslich eis orientiert vor.
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Die folgenden experimentellen Befunde deuten darauf hin, dass sich a-Methylen-

ß3-Prolin-Derivate strukturell von den offenkettigen Analoga unterscheiden:

—» Das ß3hPro(a-CH2)-Monomer 75d lässt sich nach Entschützung wie die of¬

fenkettigen Bausteine sowohl N- also auch C-terminal gut mit einem weite¬

ren Baustein kuppeln. Das Dipeptid Boc-ß3hPro(a-CH2)-ß3hAla-NHMe
87166 hingegen Hess sich nach der Boc-Entschützung nicht mehr kuppeln

(siehe Abschnitt 7.2.4). Bei offenkettigen a-Methylen-ß3-aminosäuren und

-Peptiden bereiteten die Kupplungsreaktionen keine Probleme.

—» Das CD-Spektrum des Monomers 75d zeigt praktisch keinen, jenes des Di-

peptids 87 hingegen einen ungewöhnlich starken Cotton-Effekt (siehe

oben, Abbildung 47). Möglicherweise wird dieser von einer Struktur her¬

vorgerufen, die durch eine intramolekulare Wasserstoffbrücke stabilisiert ist

(das Peptid kann sechs-, acht-, und zwölfgliedrige Wasserstoffbrücken-ge¬

bundene Ringe bilden). Bei offenkettigen a-Methylen-ß3-Peptiden wurden

keine derartigen "Sprünge" in CD-Spektren beobachtet.

-> Im NMR-Spektrum von Boc-ß3hPro(a-CH2)-OMe 75d sind deutlich zwei

Rotamere zu erkennen, wohingegen das Dipeptid 87 auf der NMR-Zeit-

skala nur ein Rotamer aufweist. Dies ist ein weiterer Hinweis auf eine mög¬

licherweise vorhandene, Struktur-stabilisierende Wasserstoffbrücke im Di¬

peptid 87.

Weitere Arbeiten an a-Methylen-ß3-peptiden konnten leider nicht durchgeführt

werden, da uns aufgrund der Pensionierung von Prof. Dr. D. Seebach keine

Laborplätze mehr zur Verfügung standen!

166
Das ß3hAla-Monomer 85 und die Dipeptide 92 besitzen völlig andere Eigenschaften als die "Kupp¬

lungsprodukte" (Dipeptid 87 und Tripeptide 94) mit einer ß3hPro(a-CH2)-Einheit, siehe Abschnitt 7.2.4.
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9.1 Abkürzungen

AAV Allgemeine Deg Diethylglycin

Arbeitsvorschrift DIPA Diisopropylamin

Abu Aminobuttersäure DIPEA Ethyl-diisopropylamin

Ac Acetyl DME Dimethoxyethan

ACC 1-Aminocyclopropan-1 - DMF N,N-DimethyIformamid

carboxylat Dpg Dipropylglycin

Acnc Cycloalkylglycin (n = dr Diastereoisomerenver-

Anzahl hältnis

Ringkohlenstoffatome) DS Diastereoisomer

Ac20 Essigsäureanhydrid DSC Disuccinimidyl-

AcOEt Essigsäureethylester carbonat ((Suc-0)2CO)

Aib Aminoisobuttersäure AXaa a-Dehydroaminosäure

= a-Methylalanin EDC N-(3-Dimethylamino-

Anal. ber. Analyse berechnet propyl)-N'-ethylcarbodi-

Equiv. Äquivalente imid-hydrochlorid

aq. wässrig EI Elektronenstoss Ioni¬

ßAla H2N-CH2CH2-COOH sation

Boc tert-Butoxycarbonyl ESI Elektronenspray Ioni¬

br. breit sation

BuLi Butyllithium (Lsg. in FAB fast atom bombardment

Hexan) FC Flash-Säulenchromato¬

ßhXaa ß-Homoaminosäure graphie

CD Circular Dichroismus gef. gefunden

CPMAS cross polarization magic ges. gesättigt.

angle spinning h Stunde, Stunden

CSD Cambridge Struktur¬ halbges. halbgesättigt

datenbank HATU (N,N,N\AT-tetramethyl-

d Tag, Tage 0- (7-azabenzotriazol-1 -

DAST Diethylamino-schwefel- yl)-uronium hexafluoro-

trifluorid phosphate)

Dbg Dibutylglycin HOBt 1-Hydroxy-lH-benzo-

DBU 1,8-Diazabicyclo[5.4.0] triazol

undec-7-en HPLC high performance liquid

DC Dünnschichtchromato¬ chromatography

graphie Hse Homoserin

DEAD Diethyl-azodicarboxylat HRMS high resolution mass
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spectrometry NMR Kernresonanzspektros¬

HRMALDI high resolution matrix kopie

assisted laser MS Massenspektrum

desorption ionisation MTBE Methyl-tert-butylether

HV Hochvakuum Nva Norvalin (H2N-CH(Pr)-

hXaa beliebige C02H)

homologisierte Amino¬ org. organisch

säure p.a. pro analysi

Hz Hertz Pgl Phenylglycin

IR Infrarotspektroskopie Phl L-Phenylalaninol

i.V. im Vakuum PLP Pyridoxal-5'-phosphat

Iva Isovalin = ppm parts per million

Ethylmethylglycin präp. präparativ

J Kopplungskonstante quant. quantitativ

[Hz] rac. racemisch

konz. konzentriert REDOR rotational echo double

LDA Lithiumdiisopropylamid resonance

Lit. Literatur fif Retentionsfaktor

Lsg. Lösung Rkt. Reaktion

Lsm. Lösungsmittel RT Raumtemperatur

M molar RV Rotationsverdampfer

M Molekülpeak (MS) Smp. Schmelzpunkt

MALDI matrix sssisted laser TEBAC Triethyl-benzyl-

desorption ionisation ammoniumchlorid

MAS magic angle spinning TEDOR transfered echo double

Max. Maximum resonance

MCPBA meta-Chlor-perbenzoe- Temp. Temperatur

säure TFA Trifluoressigsäure

MHz Megahertz TFAA Trifluoressigsäure-

Min. Minimum anhydrid

min Minute, Minuten TFE 2,2,2-Trifluorethanol

Nie Norleucin THF Tetrahydrofuran

(H2N-CH(Bu)-C02H) Xaa beliebige Aminosäure

NMM N-Methylmorpholin Zers. Zersetzung
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9.2 Geräte, Reagenzien, Lösungsmittel, Arbeitstechniken

3D-Darstellungen von Molekülen wurden mit MolMol 2K.2 [435] und POV-

RAY 3.5 für WINDOWS (www.povray.org) erzeugt.

CD-Spektren: Jasco J-710, Messung von 190 bis 250 nm bei 20.0°C, 1 mm

Quarzzelle, Mittelwert über fünf Messungen, geglättet mit Jasco-Software. Molare

Elliptizität in deg-cmMmol1.

Reagenzien wurden in purum oder puriss Qualität von Fluka bezogen oder wa¬

ren in ausreichenden Mengen in der Gruppe Seebach vorhanden. DIPA, DIPEA

und Et3N wurden über CaH2 destilliert. NaI wurde bei 80 °C i.V. getrocknet und

über Blaugel aufbewahrt. MeSCH2Cl (95%) wurde von Aldrich bezogen.

Aminosäurederivate wurden von Fluka bezogen (Boc-geschützte a-

Aminosäurederivate 68). Die 13C- und 15N-markierten ß2,2hAib-Derivate 20 und

24 wurden von ISOTEC Inc.167 gekauft.

13C-NMR-Spektren: Varian Gemini 300, Mercury-vx 300 (75 MHz), Bruker

AMX400 (100 MHz), AMX500 und DRX500 (125 MHz). Die Spektren wurden

im jeweils angegebenen Lsm. bei RT aufgenommen. Die chemischen Verschie¬

bungen 8 sind in ppm bezüglich Tetramethylsilan (TMS) als internem Standard

(8 = 0) angegeben. Die Multiplizitäten wurden mittels DEPT-Messungen bestimmt

und sind nach Art des Zentrums mit C, CH, CH2 bzw. Me angegeben. Markierte

Zentren sind kursiv geschrieben.

Dünnschichtchromatographie (DC): Glas DC-Fertigplatten Kieselgel 60 ¥254

(Merck). Entwicklung durch UV und/oder Eintauchen in Kaliumpermanganat-Lsg.

(0.5 g KMn04, 100 ml In aq. NaOH), Vanillin-Lsg. (1 g Vanillin, 20 ml EtOH,

80 ml konz. H2S04), Anisaldehyd-Lsg. (340 ml EtOH, 12.5 ml konz. H2S04,

9.2 ml Anisaldehyd, 3.75 ml Essigsäure), Mo/Ce-Lsg. (2.5 g Phosphormolybdän¬

säure Hydrat, 1 g Ce(S04)2-(H20)4, 6 ml konz. H2S04, 94 ml H20) und anschlies¬

sendes Erhitzen mit einem Heissluftfön.

Elementaranalysen (C, H, N und S) wurden im Mikroanalytischen Labor des

Laboratoriums für Organische Chemie der ETH Zürich durchgeführt.

Isotec Inc., 3858 Benner Road, Miamisburg, OH 45342, USA
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Flash-Säulenchromatographie (FC): Kieselgel 60 für Flashchromatographie

(0.040-0.063 mm, Aktivität 2-3, Fluka). Durchgeführt bei RT bei einem Über¬

druck von ca. 0.1-0.3 bar. Die Zusammensetzung der mobilen Phase ist jeweils in

Klammern angegeben.

Glasapparaturen wurden für alle wasserempfindlichen Reaktionen bei 140° im

Ofen getrocknet und im Exsikkator über Blaugel abgekühlt.

^-NMR-Spektren: Varian Gemini 300, Mercury-vx 300 (300 MHz), Bruker

AMX400 (400 MHz), AMX500 und DRX500 (500 MHz). Die Spektren wurden

im jeweils angegebenen Lsm. bei RT aufgenommen. Die chemischen Verschie¬

bungen 8 sind in ppm bezüglich Tetramethylsilan (TMS) als internem Standard (8

= 0) angegeben. Die Kopplungskonstanten J sind in Hz angegeben. Für die

Multiplizitäten werden folgende Abkürzungen verwendet: s = Singulett, d =

Dublett, t = Triplett, q = Quadruplett, m = Multiplett (auch mehrere überlagerte

Signale), br. = breites Signal.

Infrarot-Spektren (IR): Perkin-Elmer 1600 FT-IR-Spektrometer. Die Spektren

wurden in CHC13 aufgenommen, die Lage der Absorptionsmaxima wird in cm-1

angegeben. Die Intensität der Banden wird mit w (schwach), m (mittel) und s

(stark) bezeichnet, br. für breite Signale.

Lösungsmittel für Reaktionen wurden in puriss Qualität von Fluka, Merck,

Riedel de Haën oder T.J. Baker bezogen. THF und DME wurden über Kalium

unter Ar-Atmosphäre frisch destilliert. CH2C12 und Pyridin wurden über Moleku¬

larsieb 4 A (bei 350 °C i.V. aktiviert) aufbewahrt. CHC13 für Peptidkupplungen

wurde direkt vor Gebrauch über Aluminiumoxid (Alumina Woelm N and ICN

Alumina B, Akt. I) filtriert, um EtOH zu entfernen. Lsm. zur Aufarbeitung und FC

wurden in technischer Qualität bezogen, getrocknet und über Sikkon (wasserfrei¬

es CaS04 Fluka; Pentan, Hexan, AcOEt, MeOH), FeS04-(H20)7/KOH (Et20),

NaH (t-BuOMe), P205 (CH2C12, AcOEt) destilliert.

Lyophilisierungen wurden mit einer HETO Hetosicc Apparatur mit Ölpumpe

durchgeführt.

Massenspektren (MS): FAB: VG-ZAB2-SEQ mit 3-Nitrobenzylalkohol-Matrix;

EI: VG Tribrid 70 eV; ESI: Finnigan MAT TSQ-7000; MALDI/HRMS: IosSpec

Ultima FT-Spektrometer mit 2,5-Dihydroxybenzoesäure-Matrix; Die detektierten
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Ionenmassen sind in m/z, die Intensitäten in Klammern in Prozent, bezogen auf

das intensivste Signal, angegeben.

Optische Drehwerte [a^T: Perkin-Elmer 241 Polarimeter, 10 cm-Zelle mit 1 ml

Inhalt, gemessen bei RT. Das Lsm. und die Konzentration (c in g/100 ml) sind in

Klammern angegeben.

Schmelzpunkte wurden in offenen Glaskapillaren mit einer Schmelzpunktappa¬

ratur Büchi 510 bestimmt und sind nicht korrigiert.
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9.3 Allgemeine Arbeitsvorschriften

Boc-Entschützung (AAV 1):

Gemäss Literaturvorschriften [333-335,357] wurde das entsprechende Boc-ge-

schützte Fragment in CH2C12 (0.23M bis 0.8m) gelöst, auf 0 °C gekühlt und mit

dem gleichen Volumen TFA versetzt. Die Mischung wurde auf RT aufwärmen ge¬

lassen (1 h), und nach 1 h rühren bei RT am RV eingedampft. Der Rückstand

wurde mehrmals in CH2C12 gelöst, und jeweils am RV eingeengt. Trocknung des

TFA-Salzes im HV bei RT. Die Vollständigkeit der Boc-Entschützung wurde mit¬

tels NMR überprüft, und das erhaltene TFA-Salz ohne weitere Reinigung einge¬

setzt.

Herstellung der Trifluoroacetamid-ß22-Peptide (AAV 2):

Angelehnt an zwei Literaturvorschriften [176,436] wurde eine Lsg. des entspre¬

chenden TFA-Salzes in CH2C12 (O.lM) auf 0 °C gekühlt, und unter Rühren mit

DIPEA (4-5 Equiv.) und TFAA (1.5 Equiv.) versetzt. Nach 60 min bei 0 °C wurde

die Lsg. auf RT aufwärmen gelassen, und für weitere 30 min gerührt. Nach Ver¬

dünnen mit CHC13 wurde die org. Phase mit IN NaHS04 (3x), ges. NaHC03 (3x)

sowie ges. NaCl-Lsg. (2x) gewaschen, über Na2S04 getrocknet und am RV einge¬

engt. Das erhaltene Rohprodukt wurde mittels FC gereinigt.

Methylester-Hydrolyse (AAV 3):

3a: Eine Lsg. des entsprechenden Methylesters in MeOH (1.2m) wurde, ähnlich

wie in einer Literaturvorschrift beschrieben [361], bei 0 °C mit IN aq. NaOH

(1.2 Equiv.) versetzt. Die Lsg. wurde auf RT aufwärmen gelassen, und für weitere

16 h gerührt. Nach Verdünnen mit H20 wurde mit IN NaHS04-Lsg. ein pH-Wert

von ca. 2 eingestellt. Es wurde mit AcOEt (3x) extrahiert, die org. Phase mit ges.

NaCl-Lsg. gewaschen, über MgS04 getrocknet und am RV eingeengt. Die erhal¬

tene Säure wurde im HV getrocknet, und ohne weitere Reinigung eingesetzt.

3b: Der entsprechende Methylester wurde in TFE (1.2m) gelöst, mit ION aq.

NaOH (20-30 Equiv.) versetzt und die Mischung auf 40 °C erwärmt. Nachdem

die Rkt. vollständig abgelaufen war (DC-Kontrolle) wurde mit H20 verdünnt und

bei 0 °C mit IN HCl angesäuert (auf ca. pH 2-3). Es wurde mit AcOEt extrahiert,

die org. Phase mit ges. NaCl-Lsg. gewaschen, über MgS04 getrocknet und am RV

eingeengt. Die erhaltene Säure wurde im HV getrocknet, und ohne weitere Reini¬

gung eingesetzt.

3c: Eine Lsg. des entsprechend geschützten Fragments in THF (25mM) wurde,

ähnlich wie in der Literatur beschrieben [437], auf 0 °C gekühlt, und unter
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Rühren mit H20 (4.8 ml/mmol) und IN aq. LiOH (10 ml/mmol) versetzt. Nach 10

min wurde die Kühlung entfernt und die Reaktionsmischung weitere 15 h bei RT

stark gerührt. Nachdem die Rkt. vollständig abgelaufen war (DC-Kontrolle), wur¬

de mit H20 verdünnt, mit Pentan gewaschen (2x), mit IN HCl ein pH-Wert von

1-2 eingestellt und mit CH2C12 extrahiert (4x). Die org. Phase wurde über Na2S04

getrocknet, am RV eingeengt und der Rückstand im HV getrocknet. Die erhaltene

Säure wurde ohne weitere Reinigung eingesetzt.

3d: Eine Lsg. des entsprechenden Methylesters in MeOH (50mM) wurde bei 0 °C

mit IN aq. LiOH (20 Equiv.) versetzt. Die Lsg. wurde auf RT aufwärmen gelassen

und für weitere 4 h gerührt. Nachdem die Rkt. vollständig abgelaufen war (DC-

Kontrolle), wurde mit H20 verdünnt, mit Pentan gewaschen (2x), mit IN HCl ein

pH-Wert von 1-2 eingestellt, mit CHC13 (3x) und AcOEt (lx) extrahiert, erneut IN

HCl zugegeben und mit CHC13 (2x) und AcOEt (lx) extrahiert. Die vereinigten

org. Phasen wurden über Na2S04 getrocknet und am RV eingeengt. Die erhaltene

Säure wurde im HV getrocknet, und ohne weitere Reinigung eingesetzt.

Peptidkupplung mit EDC (AAV 4a):

Das entsprechende TFA-Salz wurde in CH2C12 oder CHC13 gelöst (0.5m) und auf

0 °C gekühlt. Diese Lsg. wurde, ähnlich wie in der Literatur beschrieben [357,

438], mit einem Uberschuss Et3N (3-8 Equiv.), HOBt (1.2 Equiv.), einer Lsg. des

Boc-geschützten Fragmentes (1 Equiv.) im entsprechenden Lsm. (0.25m) und

EDC (1.2 Equiv.) versetzt. Die Mischung wurde auf RT aufwärmen gelassen und

für weitere 15 h unter Lichtausschluss gerührt. Nach Verdünnen mit CHC13 wurde

die org. Phase mit IN HCl (3x), ges. NaHC03 (2x) sowie ges. NaCl-Lsg. (lx)

gewaschen, über Na2S04 getrocknet und am RV eingeengt. Das erhaltene Roh¬

produkt wurde mittels FC gereinigt.

Peptidkupplung mit HATU168 (AAV 4b)

Das entsprechende TFA-Salz wurde zusammen mit HATU169 (1.2 Equiv.) und

dem Boc-geschützten Fragment (1 Equiv.) in CHC13 (0.4m) gelöst, und mit DIPEA

(5 Equiv.) versetzt. Die erhaltene Lsg. wurde unter Ar gerührt, und der Fortschritt

mit DC verfolgt. Nachdem die Rkt. vollständig abgelaufen war wurde mit CHC13

verdünnt, mit IN HCl (4x), ges. NaHC03 (3x), und ges. NaCl-Lsg. (lx) gewa¬

schen, über MgS04 getrocknet und am RV eingeengt. Das erhaltene Rohprodukt

168 Das bekannte Kupplungsreagenz HATU liegt nicht wie bisher vermutet als Uronium-Salz vor (N,N,N,N-

tetramethyl-0-(7-azabenzotriazol-l-yl)-uronium hexafluorophosphat [439]), sondern, wie mittels Röntgen-

Kristallanalysen gefunden wurde, als Guanidinium-Salz [366].
169

Für alternative Kupplungsreagenzien siehe auch [440].
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wurde mittels FC gereinigt.

Alkylierung von ß2'3-Aminosäurederivaten (AAV 5)

Wie in einer Literaturvorschrift beschrieben [334], wurde unter Ar-Atmosphäre zu

einer gerührten Lsg. von DIPA (2.2 Equiv.) in THF (1.42m) bei -78 °C BuLi (2.2

Equiv.) zugetropft. Nach 1 h wurde eine Lsg. des entsprechenden ß2,3-Aminosäu-
rederivates (1 Equiv.) in THF (0.40m) langsam zugetropft, und die Mischung für

weitere 1.5 h bei -78 °C gerührt. Zur Enolatlsg. wurde langsam Mel (4 Equiv.) zu¬

gegeben, für 5 h bei dieser Temp, gerührt, und anschliessend die Rkt. durch Zu¬

gabe von ges. NH4C1-Lsg. gestoppt. Zur Mischung wurde Et20 zugegeben, und

die org. Phase mit ges. NaHC03, NH4C1 und NaCl-Lsg. gewaschen, über MgS04

getrocknet und am RV eingeengt. Das erhaltene Rohprodukt wurde mittels FC ge¬

reinigt.

Herstellung der N-Boc-geschützten Diazoketone aus a-Aminosäure-

derivaten (AAV 6a)

Achtung! Diazomethan ist explosiv und ein starkes Alkylierungsmittel (Cancero-

gen). Für folgende Rkt. sind entsprechende Sicherheitsmassnahmen zu treffen!

Unter Ar-Atmosphäre wurde eine Lsg. der entsprechenden Boc-geschützten

a-Aminosäure (1 Equiv.) in THF (0.2m) auf -20 °C gekühlt, und ähnlich wie in

der Literatur [363] unter rühren mit Et3N (1 Equiv.) und ClC02i-Bu (1 Equiv.)

versetzt. Nach 20 min wurde die Suspension auf 0 °C aufgewärmt und eine Di-

azomethanlsg. (in Et20, ca. 1.25 Equiv.) zugegeben. Das Reaktionsgemisch wur¬

de auf RT aufwärmen gelassen, und während 12 h gerührt. Überschüssiges Di¬

azomethan wurde durch Zugabe von AcOH vernichtet. Das Volumen der Mi¬

schung wurde am RV auf ein Drittel reduziert, und mit AcOEt auf das doppelte

Volumen verdünnt. Die org. Phase wurde mit ges. NaHC03, ges. NH4C1, und ges.

NaCl-Lsg. gewaschen, über MgS04 getrocknet und am RV eingeengt. Das erhal¬

tene Rohprodukt wurde mittels FC gereinigt.

Umlagerung der N-Boc-geschützten Diazoketone zu ß3-Aminosäure¬

methylestern (AAV 6b)

Analog einer Literaturvorschrift [363] wurde eine Lsg. des entsprechenden Diazo-

ketons (1 Equiv.) in MeOH (0.25m) unter Ar-Atmosphäre auf -25 °C gekühlt, und

unter Lichtausschluss mit einer Lsg. von CF3C02Ag (0.11 Equiv.) in NMM (2.9

Equiv.) versetzt. Die Reaktionsmischung wurde während 12 h im Dunkeln auf RT

aufwärmen gelassen, am RV eingeengt und der Rückstand in Et20 aufgenom¬

men. Die org. Phase wurde mit ges. NH4C1, ges. NaHC03 und ges. NaCl-Lsg. ge-

142



9 Experimenteller Teil

waschen und am RV eingeengt. Nach FC wurden die geschützten ß3-Aminosäure¬
derivate erhalten.

Thiomethylierung von ß3-Aminosäurederivaten (AAV 7)

Wie in einer Literaturvorschrift beschrieben [347], wurde unter Ar-Atmosphäre zu

einer gerührten Lsg. von DIPA (2.4 Equiv.) in THF (0.25m) BuLi (2.4 Equiv.) bei

-78 °C zugetropft, und die Lsg. anschliessend während 30 min bei -30 °C ge¬

rührt. Nach erneutem Abkühlen wurde bei -78 °C eine Lsg. des entsprechenden

ß3-Aminosäurederivats (1 Equiv.) in THF (0.4m) langsam zugetropft, und die Lsg.

während einer weiteren Stunde gerührt.

In einem zweiten Reaktionsgefäss wurde unter Ar-Atmosphäre zu einer Lsg. von

NaI (2.5 Equiv.) in DME (2m) ein Chlormethylsulfid RSCH2C1 (R = Ph
, tert-Bu,

Me; 2.5 Equiv.) gespritzt, die resultierende gelbe Suspension unter Lichtaus-

schluss während 30 min bei RT gerührt, und langsam zur Enolatlsg. (-78 °C) zu¬

getropft (ohne Filtration). Die Reaktionsmischung wurde während 17 h bei

-78 °C gerührt, während 5 h auf -30 °C aufwärmen gelassen und mit ges.

NH4C1-Lsg. hydrolysiert. Nach Verdünnen mit H20 wurde mit CH2C12 (3x) extra¬

hiert und die vereinigten org. Phasen mit 1 N HCl (3x), ges. NaHC03 (2x) und

ges. NaCl-Lsg. (2x) gewaschen, über Na2S04 getrocknet und am RV eingeengt.

Das Rohprodukt wurde sofort mittels FC von überschüssigem Elektrophil gerei¬

nigt, und durch erneute FC rein erhalten.

Oxidation der a-thiomethyHerten ß3-Aminosäurederivate zum Sulfoxid

und Eliminierung zu a-Methylen-ß3-Aminosäuren (AAV 8)

Zu einer Lsg. des entsprechenden a-Thiomethylierten-ß3-Aminosäurederivats (1

Equiv.) in EtOH (O.lM) wurde analog einer Literaturvorschrift [424] bei RT eine

30% aq. H202-Lsg. (40-60 Equiv.) zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde

während 20 min intensiv gerührt und anschliessend auf CH2C12 gegossen. Die

org. Phase wurde mit H20 gewaschen (2x) über Na2S04 getrocknet, am RV ein¬

geengt und im HV getrocknet. Die Vollständigkeit der Oxidation wurde mittels

NMR-Spektroskopie überprüft.

Das erhaltene Sulfoxid wurde unter Ar-Atmosphäre in trockenem Pyridin gelöst

(30-60mM) und während 20-40 h bei 85 °C gerührt. Die braune Rktlsg. wurde

am RV eingeengt, der Rückstand in AcOEt gelöst und mit ges. NaHC03, IN HCl

und ges. NaCl-Lsg. gewaschen, über Na2S04 getrocknet und am RV eingeengt.

Das erhaltene Rohprodukt wurde mittels FC gereinigt. Einige Verunreinigungen

aus der Eliminierungsreaktion konnten erst nach einer Peptidkupplung durch FC

entfernt werden.
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9.4 Herstellung von markierten und unmarkierten ß2 2hAib-Amino-

säuren und -Peptiden

*CF3CO-ß2 2hAib(15N,13CH2)-ß2 2hAib-ß2 2hAib(13CO)-ß2 2hAib-

ß2'2hAib(15N,13CH2)-ß2'2hAib-ß2'2hAib(13CO)-OMe(l)
Das markierte Heptapeptid 33 (50 mg, 60 umol, 1 Equiv., siehe Seite 151) wur¬

de gemäss AAV 1 Boc-entschützt, in CH2C12 (0.6 ml) gelöst, und gemäss AAV 2

mit DIPEA (51 ul, 298 umol, 5 Equiv.) und TFAA (12 ul, 90 umol, 1.5 Equiv.)

versetzt. Nach FC (CH2Cl2/MeOH 30:1) und fällen aus CH2C12/Hexan wurde das

Trifluoracetamid 1 (46 mg, 56 umol, 93%) als farbloses Pulver erhalten.

ßf = 0.07 (CH2Cl2/MeOH 30:1). IR (CHC13): 3442u;, 3007m, 2971m, 2933u;,

2872u;, 1719m, 1646s, 1506s, 1474m, 1395u;, 1369u;, 1310u;, 1167m, 985u;,

885u;. XH-NMR (400 MHz, CDC13): 1.18-1.23 (m, 14 Me); 3.29 (dd, y(H,13C) =

140.1, 3J(H,NH) = 5.2, CH2); 3.28-3.36 (m, 5 CH2); 3.39 (dd, y(H,13C) =

141.4, 3J(H,NH) = 5.8, CH2); 3.71 (d, 3J(H,13C) = 3.8, MeO); 6.48 (br. NH);

7.10-7.35 (br., 5 NH); 7.93 (br., V(H,15N) = 98.2, 5 NH). 13C-NMR (100 MHz,

CDC13): 23.09, 23.74 (Me); 41.82, 41.92, 42.06, 42.11, 42.20, 42.27, 42.31,

42.84, 43.40 (C); 46.74, 47.44, 47.54, 47.71, 47.81 (CH2); 52.23, 52.26 (Me);

83.33 (CH2); 177.21, 177.36, 177.51, 177.61, 177.85, 177.93, 178.21 (C).

HRMALDI: 850.5 (100, [M+Na]+), 828.5 (4.0), 696.4 (7.3), 597.3 (13.7), 532.4

(2.4), 496.3 (5.4), 432.3 (9.1), 425.2 (5.7), 397.2 (3.7), 333.2 (14.0), 283.5

(12.6).

*CF3CO-ß2'2hAib(15N,13CH2)-ß2'2hAib-ß2'2hAib(13CO)-ß2'2hAib(15N,13CH2)-

ß22hAib-ß22hAib(13CO)-ß22hAib-OMe(2)
Das markierte Heptapeptid 35 (50 mg, 60 umol, 1 Equiv., siehe Seite 152) wur¬

de gemäss AAV 1 Boc-entschützt, in CH2C12 (0.6 ml) gelöst, und gemäss AAV 2

mit DIPEA (51 ul, 298 umol, 5 Equiv.) und TFAA (12 ul, 90 umol, 1.5 Equiv.)

versetzt. Nach FC (CH2Cl2/MeOH 30:1) und fällen aus CH2C12/Hexan wurde das

Trifluoracetamid 2 (45 mg, 54 umol, 91%) als farbloses Pulver erhalten.

ßf = 0.08 (CH2Cl2/MeOH 30:1). IR (CHC13): 3440u;, 3007m, 2971m, 2933u;,

2872u;, 1718m, 1645s, 1509s, 1474s, 1395u;, 1369u;, 1309m, 1162m, 1044u;,

990u;, 887u;. XH-NMR (400 MHz, CDC13): 1.17-1.22 (m, 14 Me); 3.28 (br.,

^(H^C) = 136.8, CH2); 3.38 (dd, ^(H^C) = 141.2, 3J(H,NH) = 5.6, CH2);

3.24-3.34 (m, 5 CH2); 3.70 (s, MeO); 6.46 (br., NH); 7.08-7.36 (br., 5 NH); 7.91

(br., V(H,15N) = 93.1, NH). 13C-NMR (100 MHz, CDC13): 23.10, 23.74 (Me);

41.81, 41.87, 42.00, 42.05, 42.11, 42.18, 42.24, 42.33, 42.49, 43.14 (C); 46.74,

47.47, 47.57, 47.72, 47.82, 48.00 (CH2); 52.25 (Me); 177.22, 177.26, 177.51,
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177.66, 177.75, 177.93 (C). HRMALDI: 850.5 (100, [M+Na]+), 828.4 (2.3),

697.4 (8.1), 597.3 (13.2), 532.4 (2.7), 498.3 (10.7), 432.3 (10.2), 425.7 (2.6),

425.2 (5.8), 397.2 (9.0), 331.2 (14.6), 283.5 (12.8).

Ac-[ß2'2hAib]7-OMe (3)

Das Heptapeptid 19 (830 mg, 1 mmol, siehe Seite 148) wurde gemäss AAV 1

Boc-entschützt, und analog AAV 2 in CH2C12 (10 ml) gelöst und auf 0 °C gekühlt.

Die Lsg. wurde mit DIPEA (685 ul, 4 mmol, 4 Equiv.) und Ac20 (142 ul,

1.5 mmol, 1.5 Equiv.) versetzt, 70 min bei 0 °C, und 90 min bei RT gerührt. Die

Rktlsg. wurde mit CHC13 verdünnt, gewaschen mit IN NaHS04 (3x), ges.

NaHC03 (3x) und ges. NaCl-Lsg. (2x), über MgS04 getrocknet und am RV einge¬

engt. Nach FC (CH2Cl2/MeOH 18:1) und fällen aus CH2C12/Hexan wurde das

Acetamid 3 (736 mg, 0.96 mmol, 96%) als farbloses Pulver erhalten.

Smp. 168.0-170.5 °C. ßf = 0.12 (CH2Cl2/MeOH 18:1). IR (CHC13): 3443u;,

3004m, 2971m, 2876u;, 1714u;, 1649s, 1507s, 1474m, 1392u;, 1369u;, 1312u;,

1157m, 988u;, 890u;. XH-NMR (400 MHz, CDC13): 1.19 (s, 14 Me); 1.97 (s,

MeCON); 3.29-3.35 (m, 7 CH2); 3.71 (s, MeO); 6.50 (br., NH); 6.63 (br., NH);

7.07-7.13 (br., 2NH); 7.23-7.27 (br., 3 NH). 13C-NMR (100 MHz, CDC13): 23.09,

23.38, 23.73, 23.75, 23.77 (Me); 42.09, 42.12, 42.26, 42.27, 42.57, 43.13 (C);

46.73, 47.43, 47.50, 47.61 (CH2); 52.25 (Me); 170.29, 177.52, 177.61, 177.63,

177.68, 177.93(C). FAB-MS: 790.4 (22.6, [M+Na]+), 768.4 (100), 439.2 (5.2),

340.2 (7.1), 241.2 (9.7). Anal. ber. für C38H69N709 (768.00): C 59.43, H 9.06,

N 12.77; gef.: C 59.22, H 9.02, N 12.70.

CF3CO-[ß22hAib]7-OMe (4)

Das Heptapeptid 19 (200 mg, 242 umol, 1 Equiv., siehe Seite 148) wurde ge¬

mäss AAV 1 Boc-entschützt, in CH2C12 (2.4 ml) gelöst, und gemäss AAV 2 mit

DIPEA (166 ul, 970 umol, 4 Equiv.) und TFAA (50 ul, 360 umol, 1.5 Equiv.) ver¬

setzt. Nach FC (CH2Cl2/MeOH 25:1) und fällen aus CH2C12/Hexan wurde das Tri¬

fluoracetamid 4 (168 mg, 204 umol, 84%) als farbloses Pulver erhalten.

Smp. 166.0-168.0 °C. ßf = 0.08 (CH2Cl2/MeOH 25:1). IR (CHC13): 3442u;,

3008m, 2971m, 2872u;, 1720m, 1647s, 1508s, 1474m, 1394u;, 1369u;, 1311m,

1160m, 986u;, 892u;. XH-NMR (400 MHz, CDC13): 1.19 (s, 12 Me); 1.23 (s, 2

Me); 3.29-3.32 (m, 5 CH2); 3.34 (d, 3J(H,NH) = 6.2, CH2); 3.40 (d, 3J(H,NH) =

5.9, CH2); 3.71 (s, MeO); 6.49 (br., NH); 7.12 (br., NH); 7.22-7.26 (br., 4 NH);

7.94 (br., NH). 13C-NMR (100 MHz, CDC13): 23.09, 23.55, 23.73 (Me); 42.02,

42.06, 42.07, 42.11, 42.26, 43.13 (C); 46.72, 47.43, 47.51, 47.76 (CH2); 52.25

(Me); 114.62, 117.48, 120.34, 156.88, 157.25, 157.61, 157.98, 177.22, 177.51,

177.62, 177.68, 177.94 (C). FAB-MS: 844.4 (33.2, [M+Na]+), 822.5 (100,
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[M+l]+), 493.2 (6.6), 394.2 (7.0), 295.1 (7.2). Anal. ber. für C38H66F3N709

(821.98): C 55.53, H 8.09, N 11.93; gef.: C 55.40, H 8.09, N 11.82.

3-[(tert-Butoxycarbonyl)amino]-propansäure (Boc-ßhGly-OH; 6)

Zu einer auf 0°C gekühlten Lsg. von ß-Alanin 5 (10 g, 112 mmol) in Dioxan (225

ml) und H20 (112 ml) wurden IN aq. NaOH (112 ml) und Boc20 (26.9 g,

123 mmol) zugegeben. Nach 20 min Rühren bei 0 °C wurde die Reaktionsmi¬

schung auf RT aufgewärmt, weitere 4 h gerührt, und am RV auf ca. 100 ml einge¬

dampft (40 °C). Der Rückstand wurde mit IN NaHS04-Lsg. auf pH 2-3 einge¬

stellt, und mit AcOEt (4x) extrahiert. Die vereinigten org. Phasen wurden über

MgS04 getrocknet, am RV eingeengt und im HV getrocknet. Die Säure 6 (20.3 g,

107 mmol, 96%) wurde als farbloser Feststoff erhalten und ohne weitere Reini¬

gung eingesetzt. Die physikalischen Daten stimmen mit den Literaturwerten

überein [441].

3-[(tert-Butoxycarbonyl)amino]-propansäuremethylester

(Boc-ßhGly-OMe; 7)

Eine Lsg. der Säure 6 (20.3 g, 107 mmol) in EtOH (410 ml) und H20 (41 ml)

wurde mit 10% aq. Cs2C03-Lsg. (171 ml) versetzt, die erhaltene Suspension am

RV eingeengt und im HV getrocknet. Der Rückstand wurde in DMF (216 ml) ge¬

löst und unter Rühren bei 0 °C mit Mel (28.1 ml, 450 mmol) versetzt. Nach

15 min wurde die Reaktionsmischung auf RT aufgewärmt und während weiteren

17 h gerührt. Die erhaltene Suspension wurde mit 14 ml H20 versetzt (kurzzeitig

Eisbadkühlung) und nach 15 min rühren bei RT am RV (40 °C) eingeengt. Der

Rückstand wurde in AcOEt suspendiert, über Celite filtriert und mit AcOEt gewa¬

schen. Die org. Phase wurde mit ges. NaHC03 (3x) und ges. NaCl-Lsg. (2x) ge¬

waschen, über MgS04 getrocknet und am RV (im HV) eingedampft. Nach FC

(Et20/Pentan 1:2) wurde das Aminosäurederivat 7 (21.1 g, 104 mmol, 97%) als

farbloses Ol erhalten. Die physikalischen Daten stimmen mit den Literaturwerten

überein [442].

3-[(tert-Butoxycarbonyl)amino]-2-methyl-propansäuremethylester

(Boc-ßhGly(a-Me)-OMe; 8)

Zu einer gerührten Lsg. von DIPA (12 ml, 85.0 mmol) in THF (250 ml) wurde un¬

ter Ar-Atmosphäre bei -78 °C BuLi (50 ml, 1.7m, 85.0 mmol) zugetropft. Nach

30 min wurde eine Lsg. des ß-Aminosäurederivates 7 (7.85 g, 38.6 mmol) in

THF (50 ml) langsam zugetropft, und die Mischung für 1 h bei -78 °C gerührt.

Zur Enolatlsg. wurde langsam Mel (4.82 ml, 77.3 mmol) zugegeben, für 2 h bei

dieser Temp, gerührt, und anschliessend die Rkt. durch Zugabe von ges. NH4C1-
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Lsg. gestoppt. Der Mischung wurde Et20 und H20 zugegeben und die org. Phase

mit ges. NH4C1 (2x), ges. NaHC03 (2x), und ges. NaCl-Lsg. (2x) gewaschen, über

MgS04 getrocknet und am RV eingeengt. Das ß2-Aminosäurederivat 8 (8.49 g,

quant.) wurde als braunes Ol erhalten, und ohne weitere Reinigung eingesetzt.

Die physikalischen Daten stimmen mit den Literaturwerten überein [357].

3-[(tert-Butoxycarbonyl)amino]-2,2-dimethyl-propansäuremethylester

(Boc-ß2 2hAib-OMe; 9)

Zu einer gerührten Lsg. von DIPA (15.3 ml, 109 mmol) in THF (200 ml) wurde

unter Ar-Atmosphäre bei -78 °C BuLi (62 ml, 1.75M, 109 mmol) zugetropft.

Nach 30 min wurde eine Lsg. des ß2-Aminosäurederivates 8 (9.20 g, 42.3 mmol)

in THF (50 ml) langsam zugetropft, und die Mischung für 1 h bei -78 °C gerührt.

Der Enolatlsg. wurde langsam Mel (10.8 ml, 173.6 mmol) zugegeben, für 2 h bei

dieser Temp, gerührt, und anschliessend die Rkt. durch Zugabe von ges. NH4C1-

Lsg. gestoppt. Zur Mischung wurde Et20 und H20 gegeben, und die org. Phase

mit ges. NH4C1 (2x), ges. NaHC03 (2x), und ges. NaCl-Lsg. (2x) gewaschen, über

MgS04 getrocknet und am RV eingeengt. Nach FC (Et20/Pentan 1:4) wurde das

ß2'2-Aminosäurederivat 9 (6.73 g, 29.1 mmol, 69%) als farbloses Ol erhalten. Die

physikalischen Daten stimmen mit den Literaturwerten überein [357].

3-[(tert-Butoxycarbonyl)amino]-2,2-dimethyl-propansäure

(Boc-ß2 2hAib-OH; 11)

Das ß2,2-Aminosäurederivat 9 (4.31 g, 18.6 mmol) wurde gemäss AAV 3a hydro-

lysiert, und die Säure 11 (4.123 g, quant.) als farbloses Pulver erhalten. Die phy¬

sikalischen Daten stimmen mit den Literaturwerten überein [357].

Boc-[ß22hAib]2-OMe (12)

Das ß2,2-Aminosäurederivat 9 (4.21 g, 18.2 mmol, 1 Equiv.) wurde gemäss

AAV 1 Boc-entschützt, in CH2C12 (73 ml) gelöst, und gemäss AAV 4a mit Et3N

(10.1 ml, 72.8 mmol, 4 Equiv.), HOBt (2.95 g, 21.8 mmol, 1.2 Equiv.) der Säure

11 (3.95 g, 18.2 mmol, 1 Equiv.) in CH2C12 (36 ml) und EDC (4.18 g,

21.8 mmol, 1.2 Equiv.) versetzt. Nach FC (Et20/Pentan 3:2) wurde das Dipeptid

12 (5.34 g, 16.2 mmol, 89%) als farbloses Pulver erhalten. Die physikalischen

Daten stimmen mit den Literaturwerten überein [357].

Boc-[ß22hAib]3-OMe (14)

Das Dipeptid 12 (5.98 g, 18.1 mmol, 1 Equiv.) wurde gemäss AAV 1 Boc-ent¬

schützt, in CH2C12 (72 ml) gelöst, und gemäss AAV 4a mit Et3N (12.6 ml, 90.5

mmol, 5 Equiv.), HOBt (2.93 g, 21.7 mmol, 1.2 Equiv.) der Säure 11 (3.93 g,
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18.1 mmol, 1 Equiv.) in CH2C12 (36 ml) und EDC (4.16 g, 21.7 mmol, 1.2

Equiv.) versetzt. Nach FC (AcOEt/Pentan 1:1) wurde das Dipeptid 14 (6.67 g,

15.5 mmol, 86%) als farbloses Pulver erhalten. Die physikalischen Daten stimmen

mit den Literaturwerten überein [357].

Boc-[ß22hAib]4-OMe (16)

Das Tripeptid 14 (3.71 g, 8.64 mmol, 1 Equiv.) wurde gemäss AAV 1 Boc-ent¬

schützt, in CH2C12 (25 ml) gelöst, und gemäss AAV 4a mit Et3N (6.0 ml, 43 mmol,

5 Equiv.), HOBt (1.40 g, 10.3 mmol, 1.2 Equiv.) der Säure 11 (1.91g, 8.79

mmol, 1 Equiv.) in CH2C12 (15 ml) und EDC (1.98 g, 10.3 mmol, 1.2 Equiv.) ver¬

setzt. Nach FC (CH2Cl2/MeOH 40:1) wurde das Tetrapeptid 16 (3.38 g, 6.39

mmol, 74%) als farbloses Pulver erhalten.

Smp. 135.0-136.0 °C. Rf = 0.15 (CH2Cl2/MeOH 40:1). IR (CHC13): 3451m,

3007m, 2972m, 2933u;, 2872u;, 1710s, 1649s, 1507s, 1474m, 1392u;, 1367m,

1312m, 1158s, 990u;. XH-NMR (400 MHz, CDC13): 1.18 (s, 2 Me); 1.19 (s, 6 Me);

1.42 (s, t-BuO); 3.20 (d, 3J(H,NH) = 6.4, CH2); 3.30-3.35 (m, 3 CH2); 3.71 (s,

MeO); 5.30 (br., NH); 6.50 (br., NH); 7.00-7.05 (br., 2 NH). 13C-NMR (100 MHz,

CDC13): 23.09, 23.61, 23.73, 23.75, 28.39 (Me); 42.35, 42.41, 43.15 (C); 46.72,

47.38, 47.41, 48.95 (CH2); 52.23 (Me); 78.82, 156.42, 177.20, 177.48, 177.68,

177.91 (C). FAB-MS: 551.3 (7.5, [M+Na]+), 529.3 (100.0, M+), 429.2 (69.4),

399.2 (10.3), 231.2 (11.2). Anal. ber. für C26H48N407 (528.69): C 59.07, H 9.15,

N 10.60; gef.: C 59.19, H 9.12, N 10.48.

Boc-[ß22hAib]3-OH (17)

Das Tripeptid 14 (1.04 g, 2.42 mmol) wurde gemäss AAV 3a hydrolysiert, und

die Säure 17 (1.00 g, quant.) als farbloser Schaum erhalten. Die physikalischen

Daten stimmen mit den Literaturwerten überein [357].

Boc-[ß22hAib]7-OMe (19)

Das Tetrapeptid 16 (513 mg, 0.95 mmol, 1 Equiv.) wurde gemäss AAV 1 Boc-

entschützt, in CH2C12 (1.5 ml) gelöst, und gemäss AAV 4a mit Et3N (662 ul, 4.73

mmol, 5 Equiv.), HOBt (153 mg, 1.14 mmol, 1.2 Equiv.), der Säure 17 (393 mg,

0.95 mmol, 1 Equiv.) in CH2C12 (3.5 ml) und EDC (218 mg, 1.14 mmol, 1.2

Equiv.) versetzt. Nach FC (CH2Cl2/MeOH 25:1) wurde das Heptapeptid 19

(539 mg, 0.65 mmol, 68%) als farbloses Pulver erhalten.

Smp. 177.5-179.0 °C. Rf = 0.16 (CH2Cl2/MeOH 25:1). IR (CHC13): 3448u;,

3007m, 2970m, 2930u;, 2869u;, 1710m, 1647s, 1506s, 1474m, 1392u;, 1368m,

1312m, 1159m, 1046u;, 988u;. XH-NMR (400 MHz, CDC13): 1.18-1.19 (m, 14

Me); 1.41 (s, t-BuO); 3.20 (d, 3J(H,NH) = 6.4, CH2); 3.29-3.32 (m, 5 CH2); 3.34
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(d, 3J(H,NH) = 6.2, CH2); 3.71 (s, MeO); 5.31 (br., NH); 6.50 (br., NH); 7.05-

7.07 (br., NH); 7.12 (br., NH); 7.19-7.25 (br., 3 NH). 13C-NMR (100 MHz,

CDC13): 23.09, 23.62, 23.73, 23.77, 28.40 (Me); 42.10, 42.12, 42.14, 42.27,

43.13 (C); 46.72, 47.43, 47.48, 48.95 (CH2); 52.25 (Me); 78.79, 156.43, 177.21,

177.50, 177.62, 177.63, 177.67, 177.93 (C). FAB-MS: 848.3 (39.2, [M+Na]+),

826.3 (72.8, M+), 726.3 (100), 696.2 (5.1). Anal. ber. für C41H75N7O10 (826.08):

C 59.61, H 9.15, N 11.87; gef.: C 59.49, H 9.22, N 11.69.

*Boc-ß2 2hAib-ß2 2hAib(13CO)-OMe 22

Das markierte ß2,2-Aminosäurederivat 20 (474 mg, 2.04 mmol, Markierungsgrad

ca. 99%, 1 Equiv.) wurde gemäss AAV 1 Boc-entschützt, in CHC13 (4.1 ml) gelöst,

und gemäss AAV 4a mit Et3N (1.28 ml, 9.18 mmol, 4.5 Equiv.), HOBt (400 mg,

2.96 mmol, 1.45 Equiv.), der Säure 11 (532 mg, 2.45 mmol, 1.2 Equiv.) in

CHC13 (8.2 ml) und EDC (626 mg, 3.26 mmol, 1.6 Equiv.) versetzt. Nach FC

(Et20/Pentan 3:2) wurde das Dipeptid 22 (622 mg, 1.88 mmol, 92%) als farb¬

loses Pulver erhalten.

ßf = 0.31 (Et20/Pentan 3:2). XH-NMR (400 MHz, CDC13): 1.18-1.19 (m, 4 Me);

1.42 (s, t-BuO); 3.21 (d, 3J(H,NH) = 6.5, CH2); 3.33-3.36 (m, CH2); 3.71 (d,

3J(H,13C) = 3.8, MeO); 5.20 (br., NH); 6.41 (br., NH). 13C-NMR (100 MHz,

CDC13): 23.13, 23.65, 28.38 (Me); 42.93, 43.38, 43.49 (C); 46.67, 48.89 (CH2);

52.15, 52.18 (Me); 79.02 (C); 83.10 (CH2); 156.41, 177.00, 177.61,177.89 (C).

*3-[(tert-Butoxycarbonyl)amino]-2,2-dimethyl-propansäure

(Boc-ß2 2hAib(15N,13CH2)-OH; 25)

Das markierte ß2,2-Aminosäurederivat 24 (690 mg, 2.96 mmol, Markierungsgrad

ca. 99.5%) wurde gemäss AAV 3a hydrolysiert, und die Säure 25 (640 mg, 2.92

mmol, 99%) als farbloser Feststoff erhalten.

ßf (Et20/Pentan 1:2) 0.32. XH-NMR (400 MHz, CDC13): 1.23 (d, 3J(H,13C) = 4.6,

2 Me); 1.44, 146 (s, t-BuO); 3.04-3.09 (m, 0.5 CH2); 3.39-3.44 (m, 0.5 CH2);

5.02, 6^5 (dm, y(H,15N) = 90.9, NH). 13C-NMR (100 MHz, CDC13): 22.90,

28.37 (Me); 43.40, 43.77, 44.20 (C); 47.92, 48.03, 49.51, 49.61 (CH2); 79.40,

80.89, 156.12, 156.38,181.22,182.90 (C).

*Boc-ß2 2hAib(15N,13CH2)-ß2 2hAib-ß2 2hAib(13CO)-OMe (26)

Das markierte Dipeptid 22 (812 mg, 2.45 mmol, 1 Equiv.) wurde gemäss AAV 1

Boc-entschützt, in CHC13 (4.5 ml) gelöst, und gemäss AAV 4a mit Et3N (1.88 ml,

13.5 mmol, 5.5 Equiv.), HOBt (463 mg, 3.43 mmol, 1.4 Equiv.), der Säure 25

(630 mg, 2.87 mmol, 1.2 Equiv.) in CHC13 (8 ml) und EDC (751 mg, 3.92 mmol,
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1.6 Equiv.) versetzt. Nach FC (AcOEt/Pentan 3:2) wurde das Tripeptid 26 (961

mg, 2.22 mmol, 91%) als farbloses Pulver erhalten.

Rf = 0.22 (AcOEt/Pentan 3:2). IR (CHC13): 3446m, 3007m, 2977m, 2933m,

2872u;, 1703s, 1652s, 1514s, 1490s, 1472s, 1392m, 1368m, 1310m, 1166s,

1144s, 916iu, 858u;. XH-NMR (400 MHz, CDC13): 1.17-1.19 (m, 6 Me); 1.42 (s,

t-BuO); 3.03 (d, 3J(H,NH) = 5.7, 0.5 CH2); 3.31-3.39 (m, 2.5 CH2); 3.71 (d,

3J(H,13C) = 3.8, MeO); 5.25 (br., V(H,15N) = 91.1, NH); 6.47 (br., NH); 6.88

(br., NH). 13C-NMR (100 MHz, CDC13): 23.10, 23.11, 23.62, 23.80, 28.40 (Me);

42.55, 42.90, 43.02, 43.39, 43.46 (C); 46.71, 47.36, 48.89, 49.00, 50.29 (CH2);

52.19, 52.22 (Me); 78.88 (C); 83.23 (CH2); 156.28, 156.54, 177.26, 177.56,

177.62,177.90,178.18(C).

*Boc-ß2 2hAib(15N,13CH2)-ß2 2hAib-ß2 2hAib(13CO)-OH (28)

Das markierte Tripeptid 26 (226 mg, 523 umol) wurde gemäss AAV 3a hydroly¬

siert, und die Säure 28 (222 mg, quant.) als farbloser Feststoff erhalten

XH-NMR (400 MHz, CDC13): 1.17-1.23 (m, 6 Me); 1.42, L67 (s, t-BuO); 3.04-

3.05 (br., 0.5 CH2); 3.32-3.39 (m, 2.5 CH2); 5.24 (br., V(H,15N) = 91.2, NH);

6.16-6.87 (br., 2 NH). 13C-NMR (100 MHz, CDC13): 23.15, 23.42, 23.74, 28.39

(Me); 42.64, 42.79, 43.18, 43.51 (C); 46.77, 47.49, 47.93, 48.13, 48.84, 48.96,

50.36, 50.46 (CH2); 79.34 (C); 83.23 (CH2); 177.41,180.07 (C).

*Boc-ß2 2hAib-ß2 2hAib(15N,13CH2)-ß2 2hAib-ß2 2hAib(13CO)-OMe (29)

Das markierte Tripeptid 26 (206 mg, 476 umol, 1 Equiv.) wurde gemäss AAV 1

Boc-entschützt, in CHC13 (1 ml) gelöst, und gemäss AAV 4a mit Et3N (366 ml,

2.63 mmol, 5.5 Equiv.), HOBt (100 mg, 740 umol, 1.55 Equiv.), der Säure 11

(135 mg, 621 umol, 1.3 Equiv.) in CHC13 (2 ml) und EDC (165 mg, 861 umol,

1.8 Equiv.) versetzt. Nach FC (CH2Cl2/MeOH 40:1) wurde das Tetrapeptid 29

(239 mg, 450 umol, 95%) als farbloses Pulver erhalten.

Rf = 0.17 (CH2Cl2/MeOH 40:1). XH-NMR (500 MHz, CDC13): 1.18-1.19 (m, 8

Me); 1.42 (s, t-BuO); 3.20 (d, 3J(H,NH) = 6.4, CH2); 3.30 (dd, y(H,13C) =

140.0, 3J(H,NH) = 5.4, CH2); 3.31-3.37 (m, 2 CH2); 3.71 (d, 3J(H,13C) = 3.8,

MeO); 5.29 (br., NH); 7.00 (br., V(H,15N) = 91.0, NH); 7.04 (br., NH). 13C-NMR

(125 MHz, CDC13): 23.10, 23.63, 23.74, 28.40 (Me); 42.19, 42.0, 42.48, 42.92,

43.14, 43.19, 43.36 (C); 46.72, 47.36, 47.45, 47.69, 47.77, 48.96 (CH2); 52.22,

52.25 (Me); 78.82 (C); 83.29 (CH2); 156.43, 177.13, 177.24, 177.48, 177.70,

177.92,178.15,178.21 (C).
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*Boc-ß2 2hAib(15N,13CH2)-ß2 2hAib-ß2 2hAib(13CO)-ß2 2hAib-OMe (31)

Das ß2,2-Aminosäurederivat 9 (150 mg, 648 umol, 1.3 Equiv.) wurde gemäss

AAV 1 Boc-entschützt, in CHC13 (1 ml) gelöst, und gemäss AAV 4a mit Et3N (383

ul, 2.74 mmol, 5.5 Equiv.), HOBt (105 mg, 773 umol, 1.55 Equiv.), der Säure

28 (209 mg, 499 umol, 1 Equiv.) in CHC13 (2 ml) und EDC (172 mg, 898 umol,

1.8 Equiv.) versetzt. Nach FC (CH2Cl2/MeOH 40:1) wurde das Tetrapeptid 31

(251 mg, 472 umol, 95%) als farbloses Pulver erhalten.

Rf = 0.15 (CH2Cl2/MeOH 40:1). XH-NMR (500 MHz, CDC13): 1.17-1.19 (m, 8

Me); 1.42 (s, t-BuO); 3.06 (d, 3J(H,NH) = 5.8, 0.5 CH2); 3.30-3.35 (m, 3.5

CH2); 3.71 (s, MeO); 5.29 (br., y(15N,H) = 91.1, NH); 6.48 (br., NH); 7.00-7.06

(br., 2 NH). 13C-NMR (125 MHz, CDC13): 23.10, 23.63, 23.74, 23.77, 28.40

(Me); 42.19, 42.35, 42.58, 43.01, 43.16, 43.30 (C); 46.71, 47.39, 47.42, 48.90,

48.99, 50.30 (CH2); 52.24 (Me); 78.82(C); 83.23 (CH2); 156.31, 156.52, 177.20,

177.28,177.45, 177.68, 177.77, 177.92(C).

*Boc-ß2 2hAib(15N,13CH2)-ß2 2hAib-ß2 2hAib(13CO)-ß2 2hAib-

ß2'2hAib(15N,13CH2)-ß2'2hAib-ß2'2hAib(13CO)-OMe(33)
Das markierte Tetrapeptid 29 (225 mg, 423 umol, 1 Equiv.) wurde gemäss

AAV 1 Boc-entschützt, in CHC13 (0.9 ml) gelöst, und gemäss AAV 4a mit Et3N

(324 ul, 2.33 mmol, 5.5 Equiv.), HOBt (89 mg, 656 umol, 1.55 Equiv.), der Säu¬

re 28 (182 mg, 423 umol, 1 Equiv.) in CHC13 (1.5 ml) und EDC (146 mg, 761

umol, 1.8 Equiv.) versetzt. Nach FC (CH2Cl2/MeOH 25:1) wurde das Heptapep¬

tid 33 (268 mg, 322 umol, 76%) als farbloses Pulver erhalten.

Rf = 0.13 (CH2Cl2/MeOH 25:1). IR (CHC13): 3445m, 3008m, 2971m, 2933m,

2873u;, 1702m, 1646s, 1497s, 1392u;, 1368m, 1310m, 1170m, 987u;, 889u;.

XH-NMR (400 MHz, CDC13): 1.17-1.19 (m, 14 Me); 1.41 (s, t-BuO); 3.02 (d,

3J(H,NH) = 5.8, 0.5 CH2); 3.28-3.38 (m, 5.5 CH2); 3.29 (dd, y(H,13C) = 140.1;

3J(H,NH) = 5.3, CH2); 3.71 (d, 3J(H,13C) = 3.8, MeO); 5.30 (br., J(15N,H) =

90.9, NH); 6.48 (br., NH); 7.05-7.34 (br., 5 NH). 13C-NMR (100 MHz, CDC13):

23.10, 23.64, 23.75, 23.79, 28.41 (Me); 41.88, 41.93, 42.07, 42.13, 42.27,

42.37, 42.84, 42.95, 43.32, 43.40 (C); 46.40, 46.74, 47.26, 47.44, 47.54, 47.72,

48.24, 48.91, 49.03, 50.29 (CH2); 52.22, 52.25 (Me); 78.77 (C); 83.33 (CH2);

156.28, 156.54, 177.20, 177.38, 177.46, 177.49, 177.62, 177.92, 178.19 (C).

HRMALDI: 854.6 (20.4, [M+Na]+), 754.5 (100), 732.5 (33.3), 532.4 (16.7),

501.4 (12.4), 432.3 (17.5), 400.3 (18.2), 382.3 (12.3), 333.2 (9.4), 301.2 (5.9),

251.5(11.2).
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*Boc-ß2'2hAib(15N,13CH2)-ß2'2hAib-ß2'2hAib(13CO)-ß2'2hAib(15N,13CH2)-

ß22hAib-ß22hAib(13CO)-ß22hAib-OMe(35)
Das markierte Tetrapeptid 31 (236 mg, 444 umol, 1 Equiv.) wurde gemäss

AAV 1 Boc-entschützt, in CHC13 (0.9 ml) gelöst und gemäss AAV 4a mit Et3N

(340 ul, 2.44 mmol, 5.5 Equiv.), HOBt (93 mg, 688 umol, 1.55 Equiv.), der Säu¬

re 28 (180 mg, 428 umol, 1 Equiv.) in CHC13 (1.6 ml) und EDC (153 mg,

799 umol, 1.8 Equiv.) versetzt. Nach FC (CH2Cl2/MeOH 25:1) wurde das Hepta¬

peptid 35 (299 mg, 359 umol, 84%) als farbloses Pulver erhalten.

Rf = 0.15 (CH2Cl2/MeOH 25:1). IR (CHC13): 3444m, 3007m, 2972s, 2933m,

2873u;, 1710s, 1645s, 1509s, 1393u;, 1368m, 1310m, 1158s, 989u;, 889u;. XH-

NMR (400 MHz, CDC13): 1.17-1.19 (m, 14 Me); 1.41 (s, t-BuO); 3.02 (d,

3J(H,NH) = 6.1, 0.5 CH2); 3.29 (br., y(H,13C) = 138.0, CH2); 3.29-3.38 (m, 5.5

CH2); 3.71 (s, MeO); 5.30 (br., V(H,15N) = 91.5, NH); 6.48 (br., NH); 7.12-7.36

(br., 5 NH). 13C-NMR (100 MHz, CDC13): 23.10, 23.64, 23.74, 23.79, 28.41

(Me); 41.86, 41.92, 42.02, 42.14, 42.27, 42.34, 42.41, 42.51, 42.96, 43.14,

43.33 (C); 46.40, 46.50, 46.74, 47.26, 47.44, 47.54, 47.71, 47.80, 48.23, 48.91,

49.02, 50.30 (CH2); 52.25 (Me); 78.79 (C); 83.32 (CH2); 156.29, 156.55,

177.21, 177.26, 177.30, 177.51, 177.55, 177.63, 177.69, 177.93 (C).

HRMALDI: 854.6 (11.9, [M+Na]+), 754.5 (100), 732.5 (18.8), 532.4 (11.3),

501.4 (8.0), 432.3 (11.8), 402.3 (10.7), 384.3 (8.2), 331.2 (6.9), 283.2 (6.8),

251.5 (10.2).

9.5 Herstellung von ß2'2'3-Aminosäuren und -Peptiden

Die ß2,3-Aminosäurederivate /-37/u-37, ent-1-37/ent-u-37, u-39 und u-40 wur¬

den gemäss Literaturvorschriften hergestellt [333-335,354,364]. Die in diesem

Abschnitt beschriebenen ß2,2,3-Derivate wurden von Dr. Th. Sifferlen im Rahmen

eines Postdoktorates in der Gruppe Seebach hergestellt.

(S)-3-[(tert-Butoxycarbonyl)amino]-2,2-dimethyl-buttersäuremethyl-

ester (Boc-(S)-ß2 2 3hAla(cc-Me2)-OMe; 38a)

Das Aminosäurederivat Boc-(3S)-ß2-3hAla(a-Me)-OMe /-37/u-37 (7.48 g, 32.3

mmol) wurde gemäss AAV 5 alkyliert. Nach FC (Et20/Pentan 1:5) wurde das tri-

substituierte Aminosäurederivat 38a (5.89 g, 24.0 mmol, 74%) in Form farbloser

Kristalle erhalten.

Smp. 71-73 °C. Rf = 0.31 (Et20/Pentan 1:4). [«]- = -3.5 (c = 1.0, CHC13). IR

(KBr) : 3311m, 2978m, 1733s, 1694s, 1544s, 1456m, 1394m, 1367m, 1272s,

1178s, 1139s, 1106s, 1056s, 1006m, 939u;, 872m, 783u;, 772w, 689w, 550w.

XH-NMR (400 MHz, CDC13): 1.09 (d, 3J(H,CH) = 6.8, Me); 1.19 (s, Me); 1.20 (s,
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Me); 1.44 (s, t-BuO); 3.69 (s, MeO); 3.74-3.84 (m, CH); 5.03 (d, 3J(H,CH) =

10.0, NH). 13C-NMR (100 MHz, CDC13) : 17.2, 22.8, 22.9, 28.4 (Me); 46.5 (C);

51.8 (Me); 52.6 (CH); 79.1, 155.6, 177.2 (C). FAB-MS: 513 (7, [2M+Na]+), 491

(5, [2M+1]+), 268 (39, [M+Na]+), 247 (7, [M+2]+), 246 (48, [M+l]+), 190

(100, [M-55]+), 146 (55, [M-Boc+l]+). Anal. ber. für C12H23N04 (245.32):

C 58.75, H 9.45, N 5.71; gef. : C 58.89, H 9.50, N 5.67.

(ß)-3-[(tert-Butoxycarbonyl)amino]-2,2-dimethyl-buttersäuremethyl-

ester (Boc-(Ä)-ß2 2 3hAla(oc-Me2)-OMe; ent-38a)

Das Aminosäurederivat Boc-(3ß)-ß2'3hAla(a-Me)-OMe ent-l-37/ent-u-37 (4.29 g,

18.5 mmol) wurde gemäss AAV 5 alkyliert. Nach FC (Et20/Pentan 1:5) wurde

das trisubstituierte Aminosäurederivat ent-38a (3.18 g, 13.0 mmol, 70%) in Form

farblose Kristalle erhalten.

Smp. 71-73 °C. Rf = 0.31 (Et20/Pentan 1:4). [a% = +3.3 (c = 1.0, CHC13).

NMR-Daten in Übereinstimmung mit den jenen von 38a.

Boc-[(S)-ß2'2'3hAla(a-Me2)]2-OMe(38b)
Das ß2'2,3-Aminosäurederivat 38a (2.02 g, 8.23 mmol, 1 Equiv.) wurde gemäss

AAV 1 Boc-entschützt, in CHC13 (9 ml) gelöst, und gemäss AAV 4a mit Et3N (4

ml, 28.7 mmol, 3.5 Equiv.), HOBt (1.11 g, 8.24 mmol, 1 Equiv.), der Säure 48a

(1.90 g, 8.21 mmol) in CHC13 (27 ml) und EDC (1.89 g, 9.89 mmol, 1.2 Equiv.)

versetzt. Nach FC (CH2C12/CH30H 72:1) wurde das Dipeptid 38b (2.70 g, 7.53

mmol, 91%) als farbloses Ol erhalten.

Rf = 0.19 (CH2C12/CH30H 72:1). [a% = -3.3 (c = 1.0, CHC13). IR (CHC13):

3682u;, 3436u;, 3036u;, 3005m, 2985m, 1703s, 1641m, 1497s, 1456m, 1364m,

1344u;, 1277u;, 1164s, 1051m, 892u;, 861iu, 600u;. XH-NMR (400 MHz, CDC13):

1.08 (d, 3J(H,CH) = 6.8, Me); 1.10 (d, 3J(H,CH) = 6.7, Me); 1.21 (s, 2 Me); 1.23

(s, 2 Me); 1.43 (s, t-BuO); 3.58-3.67 (m, CH); 3.72 (s, MeO); 3.96-4.06 (m,

CH); 5.88 (br. d, 3J(H,CH) = 9.2, NH); 6.80 (br. d, 3J(H,CH) = 9.1, NH). 13C-

NMR (100 MHz, CDC13): 16.9, 17.4, 22.8, 22.9, 24.5, 24.6, 28.4 (Me); 45.5,

45.6 (C); 51.3 (CH); 52.1 (Me); 53.7 (CH); 78.7, 155.9, 176.0, 177.5 (C). FAB-

MS: 740 (10, [2M+Na+1]+), 739 (31, [2M+Na]+), 717 (13, [2M+1]+), 382 (11,

[M+Na+1]+), 381 (55, [M+Na]+), 360 (20, [M+2]+), 359 (100, [M+l]+), 358

(2, [M]+), 357 (3, [M-l]+), 303 (13, [M-55]+), 260 (18, [M-Boc+3]+), 259 (99,

[M-Boc+2]+). Anal. ber. für 0.75 [C18H34N205] 0.25 CHC13 (388.32): C 55.29,

H 8.69, N 7.03; gef.: C 55.73, H 8.49, N 7.03.
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Boc-[(S)-ß2'2'3hAla(a-Me2)]4-OMe(38c)
Das Dipeptid 38b (309 mg, 0.86 mmol, 1 Equiv.) wurde gemäss AAV 1 Boc-ent¬

schützt, in CHC13 (1 ml) gelöst, und gemäss AAV 4a mit Et3N (0.5 ml, 3.58 mmol,

4.2 Equiv.), HOBt (140 mg, 1.03 mmol, 1.2 Equiv.), der Säure 48b (297 mg,

0.86 mmol, 1 Equiv.) in CHC13 (3 ml) und EDC (199 mg, 1.03 mmol, 1.2 Equiv.)

versetzt. Nach FC (CH2C12/CH30H 36:1) wurde das Tetrapeptid 38c (401 mg,

0.68 mmol, 80%) als farbloser Feststoff erhalten.

Smp. 137-139 °C. Rf = 0.16 (CH2C12/CH30H 36:1). [a% = + 1.6 (c = 1.0,

CHC13). IR (KBr): 3433m, 3367m, 2978m, 1717s, 1644s, 1517s, 1494s, 1461m,

1394m, 1378m, 1344m, 1306m, 1278m, 1250m, 1206m, 1178m, 1161m,

1128m, llOOiu, 1050m, 978u;, 894u;, 778u;, 640u;. XH-NMR (400 MHz, CDC13):

1.05-1.14 (m, 4 Me); 1.19-1.32 (m, 8 Me); 1.42 (s, t-BuO); 3.52-3.63 (m, CH);

3.73 (s, MeO); 3.78-3.92 (m, 2 CH); 3.94-4.04 (m, CH); 6.19 (d, 3J(H,CH) =

9.4, NH); 7.09 (d, 3J(H,CH) = 9.3, NH); 8.15 (d, 3J(H,CH) = 8.3, NH); 8.26 (d,

3J(H,CH) = 8.6, NH). 13C-NMR (100 MHz, CDC13): 17.0, 17.1, 17.5, 22.8, 22.8,

23.0, 23.2, 24.7, 25.0, 25.8, 26.0, 28.5 (Me); 44.1, 45.1, 45.4 (C); 51.7 (CH);

52.2 (Me); 52.7, 52.7, 54.0 (CH); 78.4, 156.0, 176.0, 176.4, 176.4, 177.6 (C).

FAB-MS: 1192 (6, [2M+Na]+), 609 (4, [M+Na+2]+), 608 (19, [M+Na+1]+),

607 (78, [M+Na]+), 587 (6, [M+3]+), 586 (31, [M+2]+), 585 (100, [M+l]+),

584 (1, [M]+), 583 (3, [M-l]+), 486 (20, [M-Boc+3]+), 485 (71, [M-Boc+2]+).

(S)-3-[(tert-Butoxycarbonyl)amino]-2,2,4-trimethyl-pentansäure-methyl-

ester (Boc-(S)-ß2 2 3hVal(a-Me2)-OMe; 41)

Das ß2,3-Aminosäurederivat u-39 (2.19 g, 8.44 mmol) wurde gemäss AAV 5 alky¬

liert. Nach FC (Et20/Pentan 1:4) und (CH2C12/Et20 30:1) wurde das trisubstituier-

te Aminosäurederivat 41 (1.82 g, 6.65 mmol, 79%) als farbloses Ol erhalten.

Rf = 0.35 (CH2C12/Et20 30:1). [«£T = -9.6 (c = 1.0, CHC13). IR (CHC13): 3446u;,

2974m, 1708s, 1503s, 1390m, 1369m, 1318iu, 1159s, 1092u;, 1026u;, 985u;,

903u;, 867u;, 826u;. XH-NMR (400 MHz, CDC13): 2 Rotamere (Verhältnis 9/1)

0.72 (d, 3J(H,CH) = 6.8, Me); 075 (d, 3J(H,CH) = 6.8, Me); O90 (d, 3J(H,CH)
= 6.8, Me); 0.91 (d, 3J(H,CH) = 6.8, Me); L18 (s, Me); 1.19 (s, Me); L20 (s,

Me); 1.21 (s, Me); 1.44, 146 (s, t-BuO); 1.79-1.97 (m, CH + CH); 3J52 (dd,

3J(H,CH) = 3.8, 3J(H,NH) = 10.9, CHN); 3.61 (dd, 3J(H,CH) = 3.7, 3J(H,NH)
= 10.8, CHN); 3.67 (s, MeO); 479_(d, 3J(H,CH) = 10.0, NH); 5.17 (d, 3J(H,CH)
= 10.6, NH). 13C-NMR (100 MHz, CDC13): 16.9, 22.1, 231, 23.8, 24.0, 2A3,

284, 28.4 (Me); 29.2, 29L (CH); 45.6 (C); 51.8 (Me); 61.5, 6Z8 (CH); 78.9,

797, 156.6, 177.8 (C). FAB-MS: 547 (27, [2M+1]+), 296 (6, [M+Na]+), 275

(10, [M+2]+), 274 (58, [M+l]+), 218 (100, [M-55]+), 174 (39, [M-Boc+2]+).

Anal. ber. für C14H27N04 (273.37): C 61.51, H 9.95, N 5.12; gef.: C 61.36,
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H 9.92, N 5.03.

(S)-3-[(tert-Butoxycarbonyl)amino]-2,2,4-trimethyl-pentansäure

(Boc-(S)-ß2'2'3hVal(oc-Me2)-OH;42)
Das Aminosäurederivat 41 (1.14 g, 4.17 mmol, 1 Equiv.) wurde gemäss AAV 3b

in TFE gelöst und mit ION aq. NaOH (12.6 ml, 126 mmol, 30 Equiv.) versetzt,

und während 24 h hydrolysiert. Die Säure 42 (1.06 g, 4.09 mmol, 98%) wurde

als farbloser Feststoff erhalten.

Smp. 161-163 °C. [alT = -14.6 (c = 1.0, CHC13). IR (KBr): 3299s, 2979s,

2658u;, 1690s, 1674s, 1539s, 1478m, 1458m, 1406m, 1389m, 1367m, 1349u;,

1297s, 1249s, 1174s, 1120u;, 1040u;, 1018m, 986m, 947w, 880m, 782u;, 764u;,

730u;, 677u;, 657u;, 582u;, 548u;, 438u;. XH-NMR (400 MHz, CDC13): 2 Rotamere

(Verhältnis 85/15) 0.80 (d, 3J(H,CH) = 6.8, Me); 086 (d, 3J(H,CH) = 6.5, Me);

0.94 (d, 3J(H,CH) = 6.8, Me); 1.18-1.28 (m, 2 Me); 142-1.50 (m, t-BuO); 1.80-

1.92 (m, CH); 1.92-2.04 (m, CH); 3.63 (dd, 3J(H,CH) = 3.5, 3J(H,NH) = 10.8,

CHN); 5.22 (d, 3J(H,CH) = 10.7, NH); 570 (d, 3J(H,CH) = 10.7, NH). 13C-NMR

(100 MHz, CDC13): 1A2, 15^6, 16.8, UÄ, 22.2, 23.6, 24.2, 28.4 (Me); 29.2,

29.9 (CH); 45.4 (C); 61.3, 6Z3 (CH); 79.1, 804, 156.6, 183.3 (C). FAB-MS:

541 (4, [2M+Na]+), 519 (12, [2M+1]+), 282 (17, [M+Na]+), 260 (32, [M+l]+),

204 (100, [M-55]+), 160 (19, [M-Boc+2]+).

(S)-3-[(tert-Butoxycarbonyl)amino]-2,2,5-trimethyl-hexanaäure-methyl-

ester (Boc-(S)-ß2 2 3hLeu(a-Me2)-OMe; 43)

Das ß2,3-Aminosäurederivat u-40 (682 mg, 2.49 mmol) wurde gemäss AAV 5 al¬

kyliert. Nach FC (Et20/Pentan 1:6) wurde das trisubstituierte Aminosäurederivat

43 (542 mg, 1.88 mmol, 75%) als farbloses Öl erhalten.

Rf = 0.35 (Et20/Pentan 1:6). [«]- = -25.7 (c = 1.0, CHC13). IR (CHC13): 3443u;,

2956m, 2870u;, 1710s, 1504s, 1470u;, 1435u;, 1392m, 1368m, 1292u;, 1162s,

lllliu, 1049u;, 1005u;, 880u;, 658u;, 626u;, 600u;. XH-NMR (500 MHz, CDC13):

2 Rotamere (Verhältnis 85/15) 0.89 (d, 3J(H,CH) = 6.7, Me); 0.92 (d, 3J(H,CH)
= 6.5, Me); 1.17 (s, Me); 1.19 (s, Me); 1.13-1.22 (m, CH2); 1.43, 147 (s, É-BuO);

1.58-170 (m, CH); 3.68 (s, MeO); 372-3.80 (m, CHN); 439 (d, 3J(H,CH) =

11.0, NH); 4.73 (d, 3J(H,CH) = 10.5, NH). 13C-NMR (125 MHz, CDC13): 2L0,

21.4, 22.2, 23.1, 23^, 23.9, 24,8 (Me); 25.2 (CH); 28.4 (Me); 40.8, 4L2 (CH2);

46.8 (C); 51.7 (Me); 55.0, 561 (CH); 78.9, 797, 156.0, 177.0, 177.3 (C). FAB-

MS : 597 (6, [2M+Na]+), 575 (10, [2M+1]+), 310 (29, [M+Na]+), 289 (13,

[M+2]+), 288 (50, [M+l]+), 233 (20, [M-54]+), 232 (100, [M-55]+), 188 (68,

[M-Boc+2]+), 186 (38, [M-Boc]+). Anal. ber. für C15H29N04 (287.40): C 62.69,

H 10.17, N 4.87; gef.: C 62.53, H 9.97, N 4.67.

155



Boc-[(S)-ß2'2'3hAla(a-Me2)]6-OMe(45a)
Das Tetrapeptid 38c (280 mg, 0.47 mmol, 1 Equiv) wurde gemäss AAV 1 Boc-

entschützt, in CHC13 (0.6 ml) gelöst, und gemäss AAV 4a mit Et3N (0.5 ml, 3.58

mmol, 7.6 Equiv.), HOBt (78 mg, 0.57 mmol, 1.2 Equiv.), der Säure 48b (170

mg, 0.49 mmol, 1 Equiv.) in CHC13 (2 ml) und EDC (110 mg, 0.57 mmol, 1.2

Equiv.) versetzt. Nach 2xFC (CH2C12/CH30H 18:1) wurde das Hexapeptid 45a

(197 mg, 0.24 mmol, 51%) als farbloser Feststoff erhalten.

Smp. 214-216 °C. Rf = 0.26 (CH2C12/CH30H 18:1). [a% = + 3.8 (c = 1.0,

CHC13). IR (KBr): 3356m, 2978m, 2878u;, 1717s, 1639s, 1506s, 1456s, 1394u;,

1372m, 1344u;, 1306u;, 1278u;, 1244u;, 1172m, 1128m, 1117iu, 1050u;, 944w,

917iu, 889u;, 772w, 644w, 594w. XH-NMR (500 MHz, CDC13): 1.02-1.16 (m, 6

Me); 1.17-1.38 (m, 12 Me); 1.42 (s, t-BuO); 3.52-3.61 (m, CH); 3.73 (s, MeO);

378-3.90 (m, 4 CH); 3.93-4.03 (m, CH); 6.20 (d, 3J(H,CH) = 9.2, NH); 7.10

(d, 3J(H,CH) = 9.4, NH); 8.18 (d, 3J(H,CH) = 8.4, NH); 8.30 (d, 3J(H,CH) =

8.6, NH); 8.39 (d, 3J(H,CH) = 8.2, NH); 8.40 (d, 3J(H,CH) = 8.2, NH). 13C-

NMR (125 MHz, CDC13): 17.0, 17.1, 17.1, 17.2, 17.5, 22.8, 22.8, 22.8, 22.9,

23.0, 23.3, 24.8, 25.0, 25.8, 25.9, 26.0, 26.0, 28.5, 29.3 (Me); 44.0, 44.1, 45.1,

45.4 (C); 51.8 (CH); 52.2 (Me); 52.7, 52.8, 52.9, 54.1 (CH); 78.4, 156.0, 176.0,

176.3, 176.4, 176.4, 177.6 (C). FAB-MS: 848 (21, [M+K-2]+), 836 (5,

[M+Na+2]+), 835 (18, [M+Na+1]+), 833 (100, [M+Na-1]+), 831 (4, [M+Na-

3]+), 814 (4, [M+3]+), 813 (23, [M+2]+), 811 (69, [M]+), 809 (3, [M-2]+), 714

(5, [M-Boc+4]+), 713 (28, [M-Boc+3]+), 711 (85, [M-Boc+l]+). ESI-MS

(pos.): 834 (100, [M+Na]+), 835 (46, [M+Na+1]+).

Boc-[(S)-ß2'2'3hAla(a-Me2)-(Ä)-ß2'2'3hAla(a-Me2)]3-OMe(45b)
Das Tetrapeptid 49b (172 mg, 0.29 mmol, 1 Equiv., siehe Seite 160) wurde ge¬

mäss AAV 1 Boc-entschützt, in CHC13 (0.5 ml) gelöst, und gemäss AAV 4a mit

Et3N (0.25 ml, 1.79 mmol, 6.2 Equiv.), HOBt (47 mg, 0.35 mmol, 1.2 Equiv.),

der Säure 51a (101 mg, 0.29 mmol, 1 Equiv.) in CHC13 (1.3 ml) und EDC

(68 mg, 0.35 mmol, 1.2 Equiv.) versetzt. Nach FC (CH2C12/CH30H 24:1) wurde

das Hexapeptid 45b (152 mg, 0.18 mmol, 64%) als farbloser Feststoff erhalten.

Smp. 244-246 °C (dec). Rf = 0.24 (CH2C12/CH30H 18:0.75). [«£T = -0.4 (c =

1.0, CHCI3). IR (KBr): 3359m, 2967m, 2879u;, 1711s, 1639s, 1511s, 1462s,

1393u;, 1371m, 1366m, 1347u;, 1309u;, 1281iu, 1239u;, 1170m, 1127m,

1091iu, 1050u;, 1002u;, 945w, 918iu, 890u;, 776u;, 677u;, 605u;, 534u;, 463u;.

XH-NMR (500 MHz, CDC13): 1.04-1.16 (m, 6 Me); 1.18-1.34 (m, 12 Me); 1.42 (s,

t-BuO); 3.51-3.61 (m, CH); 3.73 (s, MeO); 378-3.89 (m, 4 CH); 3.95-4.03 (m,

CH); 6.15 (d, 3J(H,CH) = 9.3, NH); 7.11 (d, 3J(H,CH) = 9.4, NH); 8.14 (d,
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3J(H,CH) = 8.5, NH); 8.26 (d, 3J(H,CH) = 8.6, NH); 8.32-840 (m, 2 NH). 13C-

NMR (125 MHz, CDC13): 17.1, 17.2, 17.3, 17.3, 22.7, 22.8, 22.9, 23.0, 23.3,

24.7, 24.8, 25.7, 25.7, 28.5 (Me); 44.2, 44.2, 44.3, 44.3, 45.1, 45.7 (C); 51.7

(CH); 52.1 (Me); 52.8, 52.8, 52.9, 53.0, 54.1 (CH); 78.4, 156.0, 175.9, 176.3,

176.3, 177.6 (C). ESI-MS (pos.): 834 (100, [M+Na]+), 835 (47, [M+Na+1]+).

Boc-(S)-ß2'2'3hAla(a-Me2)-(S)-ß2'2'3hAla(a-Me2)-(S)-ß2'2'3hAla(a-Me2)-(Ä)-

ß2'2'3hAla(a-Me2)-(S)-ß2'2'3hAla(a-Me2)-(S)-ß2'2'3hAla(a-Me2)-OMe(45c)
Das Tetrapeptid 52 (230 mg, 0.39 mmol, 1 Equiv., siehe Seite 161) wurde ge¬

mäss AAV 1 Boc-entschützt, in CHC13 (0.5 ml) gelöst, und gemäss AAV 4a mit

Et3N (0.3 ml, 2.15 mmol, 5.5 Equiv.), HOBt (63 mg, 0.47 mmol, 1.2 Equiv.), der

Säure 48b (136 mg, 0.39 mmol, 1 Equiv.) in CHC13 (1.7 ml) und EDC (91 mg,

0.47 mmol, 1.2 Equiv.) versetzt. Nach FC (CH2C12/CH30H 24:1) wurde das

Hexapeptid 45c (211 mg, 0.26 mmol, 66%) als farbloser Feststoff erhalten.

Smp. 224-225 °C. ßf = 0.35 (CH2C12/CH30H 18:1). [«£T = + 2.9 (c = 1.0,

CHC13). IR (KBr): 3364m, 2975m, 1713s, 1639s, 1501s, 1392u;, 1374m, 1341u;,

1171m, 1128m, 1049u;, 1004u;, 945w, 920u;, 890u;, llbw, 610w, 60bw, 458u;.

XH-NMR (500 MHz, CDC13): 1.04-1.16 (m, 6 Me); 1.18-1.35 (m, 12 Me); 1.42 (s,

É-BuO); 3.52-3.62 (m, CH); 3.73 (s, MeO); 378-3.91 (m, 4 CH); 3.92^1.03 (m,

CH); 6.20 (d, 3J(H,CH) = 9.4, NH); 7.10 (d, 3J(H,CH) = 9.4, NH); 8.18 (d,

3J(H,CH) = 8.3, NH); 8.30 (d, 3J(H,CH) = 8.6, NH); 8.32-843 (m, 2 NH). 13C-

NMR (125 MHz, CDC13): 16.9, 17.0, 17.1, 17.2, 17.4, 17.5, 22.7, 22.8, 22.8,

22.9, 23.0, 23.2, 24.8, 25.0, 25.6, 25.7, 25.8, 26.1, 28.5 (Me); 43.9, 44.1, 44.2,

44.4, 45.1, 45.4 (C); 51.7 (CH); 52.2 (Me); 52.7, 52.8, 52.9, 53.0, 54.0 (CH);

78.4, 156.0, 176.0, 176.3, 176.3, 176.3, 176.4, 177.6 (C). ESI-MS (pos.): 834

(100, [M+Na]+), 835 (47, [M+Na+1]+).

Boc-[(S)-ß2'2'3hVal(a-Me2)-(S)-ß2'2'3hAla(a-Me2)-(S)-ß2'2'3hLeu(a-Me2)]2-
OMe (46a)

Das Tripeptid 56 (101 mg, 0.18 mmol, 1 Equiv., siehe Seite 162) wurde gemäss

AAV 1 Boc-entschützt, und gemäss AAV 4b mit der Säure 58 (98 mg,

0.18 mmol, 1 Equiv.), HATU (85 mg, 0.22 mmol, 1.2 Equiv.) und DIPEA

(0.16 ml, 0.93 mmol, 5 Equiv.) in CHC13 (1ml) versetzt (Reaktionszeit: 2.5 d).

Nach FC (CH2C12/CH30H 36:1) wurde das Hexapeptid 46a (133 mg,

0.13 mmol, 75%) als farbloser Feststoff erhalten.

[a£T = _Y]\ (c = ! o, CHC13). XH-NMR (400 MHz, CDC13): 0.75 (d, 3J(H,CH) =

6.9, Me); 0.77 (d, 3J(H,CH) = 6.9, Me); 0.84 (d, 3J(H,CH) = 6.6, Me); 0.87-0.97

(m, 7 Me); 1.09 (s, Me); 1.10 (s, Me); 1.13-141 (m, 10 Me, 2 CH2); 1.43 (s,

É-BuO); 141-1.57 (m, 2 CH); 1.90-2.08 (m, 2 CH); 3.42 (dd, 3J(H,CH) = 2.7,
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3J(H,NH) = 10.0, CH); 3.71 (s, MeO); 3.68-3.82 (m, 3 CH); 3.84-3.93 (m, CH);

3.96-4.05 (m, CH); 6.42 (d, 3J(H,CH) = 10.0, NH); 6.57 (d, 3J(H,CH) = 10.0,

NH); 7.77 (d, 3J(H,CH) = 9.6, NH); 8.27-8.36 (m, 2 NH); 8.38 (d, 3J(H,CH) =

8.4, NH). 13C-NMR (100 MHz, CDC13): 16.8, 16.8, 17.0, 17.1, 21.5, 21.7, 22.9,

22.9, 23.0, 23.2, 23.3, 23.4, 23.5, 23.9, 24.0 (Me); 24.6, 25.2 (CH); 25.3, 26.5,

26.7, 26.8, 27.6, 28.5 (Me); 29.1, 29.4 (CH); 40.6, 41.3 (CH2); 52.0 (Me); 53.0,

53.8, 54.8, 61.0, 63.0 (CH); 78.1, 157.0, 176.7, 176.8, 176.9, 177.2, 177.5,

177.6 (C). HR-MALDI (pos.): 976 (1, [M+Na+2]+), 975 (4, [M+Na+1]+), 974

(7, [M+Na]+), 876 (15, [M-Boc+Na+3]+), 875 (52, [M-Boc+Na+2]+), 874

(100, [M-Boc+Na+l]+), 734 (40, [M-217]+), 733 (93, [M-218]+).

TFA-H-[(S)-ß2'2'3hVal(a-Me2)-(S)-ß2'2'3hAla(a-Me2)-(S)-ß2'2'3hLeu(a-Me2)]2-
OH (46c)

Das Hexapeptid 46a (90 mg, 94 umol, 1 Equiv.) wurde gemäss AAV 3b in TFE

gelöst und mit ION aq. NaOH (0.5 ml, 5 mmol, 50 Equiv.) versetzt. Nach 4 d

wurde die Reaktionsmischung nochmals mit ION aq. NaOH (0.5 ml, 5 mmol, 50

Equiv.) versetzt, und während 8 d auf 50 °C erwärmt bis die Rkt. vollständig ab¬

gelaufen war. Die erhaltene Säure 46b (88 mg, 93 umol, 99%) wurde gemäss

AAV 1 Boc-entschützt. Die RP-HPLC Analyse (Nucleosil 100-7 C8-Säule) wurde

mit einem linearen Gradienten von A (0.1% TFA in H20) und ß (MeCN) bei ei¬

ner Durchflussrate von 1 ml/min mit UV-Detektion bei 220 nm durchgeführt. tR in

min. Das Rohprodukt wurde mittels präp. RP-HPLC gereinigt, mit einem Gradi¬

enten von A und ß (30% bis 70% ß in 20 min), bei einer Durchflussrate von

20 ml/min. Nach der Lyophilisation wurde das entschützte Hexapeptid 46c

(52 mg, 54 umol, 58%) als voluminöser, farbloser Feststoff erhalten.

(S)-3-[(tert-Butoxycarbonyl)amino]-2,2-dimethyl-buttersäure

(Boc-(S)-ß2 2 3hAla(a-Me2)-OH; 48a)

Das ß2'2,3-Aminosäurederivat 38a (3.14 g, 12.8 mmol, 1 equiv.) wurde in TFE

(11 ml) gelöst, und gemäss AAV 3b mit ION aq. NaOH (25.6 ml, 256 mmol, 20

Equiv.) versetzt, und während 8 h hydrolysiert. Die Säure 48a (2.92 g, 12.6

mmol, 99%) wurde als farbloser Feststoff erhalten.

Smp. 165-167 °C (dec). [a% = -2.2 (c = 1.0, CHC13). IR (KBr): 3300m,

3244m, 3089u;, 2978m, 2544w, 1694s, 1644s, 1456m, 1406s, 1367m, 1283m,

1167m, 1144m, 1094m, 1056m, 972w, 861w, 844u;, 778u;, 689u;, 633u;, 578u;,

517iu, 450u;. XH-NMR (400 MHz, CDC13): 1.16 (d, 3J(H,CH) = 6.8, Me); 1.22 (s,

Me); 1.25 (br., Me); 1.45 (s, t-BuO); 374-3.85 (m, CH); 5.08 (d, 3J(H,CH) =

9.6, NH). 13C-NMR (100 MHz, CDC13): 17.2, 22.9, 23.1, 28.4 (Me); 46.4 (C);

52.5 (CH); 79.3, 155.7, 182.3 (C). FAB-MS: 485 (15, [2M+Na]+), 463 (25,
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[2M+1]+), 254 (45, [M+Na]+), 232 (57, [M+l]+), 176 (100, [M-55]+), 132 (24,

[M-Boc+2]+), 130 (21, [M-Boc]+).

Boc-[(S)-ß2'2'3hAla(a-Me2)]2-OH(48b)
Das Dipeptid 38b (1.59 g, 4.43 mmol, 1 Equiv.) wurde in TFE (3.7 ml) gelöst,

und gemäss AAV 3b mit ION aq. NaOH (8.9 ml, 89 mmol, 20 Equiv.) versetzt,

und während 6.5 h hydrolysiert. Die Säure 48b (1.57 g, 4.09 mmol, 98%) wurde

als farbloser Feststoff erhalten.

[alT = + 1.9 (c = 1.0, CHC13). IR (KBr): 3411u;, 2978m, 2933u;, 1700s, 1644s,

1522s, 1456m, 1394m, 1367m, 1250m, 1167s, 1056m, 894u;, 867u;, 756u;,

600u;. XH-NMR (500 MHz, CDC13): 1.05-1.30 (m, 6 Me); 1.38-1.52 (m, t-BuO);

3.60^1.19 (m, 2 CH); 571-5.89 (m, 0.6 NH); 645-6.67 (m, 0.5 NH); 670-6.88

(m, 0.6 NH); 7.30-740 (m, 0.3 NH). 13C-NMR (125 MHz, CDC13): 16.1, 16.6,

16.9, 17.2, 17.3, 22.6, 22.8, 23.2, 24.0, 24.4, 25.4, 28.3, 28.4, 28.5 (Me); 45.0,

45.4, 45.6, 46.1 (C); 51.1, 51.7, 52.9, 53.5 (CH); 79.0, 81.3, 156.0, 157.9,

175.2, 176.1, 180.8, 182.2 (C). FAB-MS: 711 (11, [2M+Na]+), 368 (17,

[M+Na+1]+), 367 (86, [M+Na]+), 346 (19, [M+2]+), 345 (100, [M+l]+), 344

(3, M+), 343 (7, [M-l]+), 289 (23, [M-55]+), 246 (9, [M-Boc+3]+), 245 (56,

[M-Boc+2]+).

Boc-(S)-ß2'2'3hAla(a-Me2)-(Ä)-ß2'2'3hAla(a-Me2)-OMe(49a)
Das ß2'2,3-Aminosäurederivat ent-38a (884 mg, 3.60 mmol, 1 Equiv.) wurde ge¬

mäss AAV 1 Boc-entschützt, in CHC13 (4 ml) gelöst, und gemäss AAV 4a mit Et3N

(1.6 ml, 11.47 mmol, 3.2 Equiv.), HOBt (584 mg, 4.32 mmol, 1.2 Equiv.), der

Säure 48a (833 mg, 3.60 mmol, 1 Equiv.) in CHC13 (18 ml) und EDC (829 mg,

4.32 mmol, 1.2 Equiv.) versetzt. Nach FC (CH2C12/CH30H 72:1) wurde das Di¬

peptid 49a (996 mg, 2.77 mmol, 77%) als farbloser Feststoff erhalten.

Smp. 88-90 °C. ßf = 0.15 (CH2C12/CH30H 72:1). [«]- = +4.8 (c = 1.0,

CHC13). IR (KBr): 3364m, 3304m, 2984m, 1736s, 1691s, 1638s, 1526s, 1477m,

1458m, 1403u;, 1362m, 1272m, 1174m, 1148m, 1121m, 1090m, 1053m,

1028u;, 1009u;, 9EAw, 918w, 898w, 870w, 850w, 811w, 788w, 758w, 663w,

637w, 460u;. XH-NMR (500 MHz, CDC13): 1.09 (d, 3J(H,CH) = 6.7, Me); 1.10 (d,

3J(H,CH) = 6.8, Me); 1.20 (s, Me); 1.21-1.26 (m, 3 Me); 1.43 (s, t-BuO); 3.56-

3.65 (m, CH); 3.72 (s, MeO); 3.98^1.07 (m, CH); 5.88 (br. d, 3J(H,CH) = 9.2,

NH); 6.76 (br. d, 3J(H,CH) = 9.1, NH). 13C-NMR (125 MHz, CDC13): 17.1, 17.2,

22.7, 23.2, 24.3, 24.5, 28.5 (Me); 45.4, 45.9 (C); 51.2 (CH); 52.1 (Me); 53.8

(CH); 78.7, 155.9, 175.8, 177.5 (C). FAB-MS: 717 (9, [2M]+), 382 (4,

[M+Na+1]+), 381 (20, [M+Na]+), 360 (22, [M+2]+), 359 (100, [M+l]+), 358

(2, M+), 303 (15, [M-55]+), 260 (17, [M-Boc+3]+), 259 (99, [M-Boc+2]+).
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Anal. ber. für C18H34N205 (358.47): C 60.31, H 9.56, N 7.81; gef.: C 60.25, H

9.51, N 7.77.

Boc-[(S)-ß2'2'3hAla(a-Me2)-(Ä)-ß2'2'3hAla(a-Me2)]2-OMe(49b)
Das Dipeptid 49a (180 mg, 0.50 mmol, 1 Equiv.) wurde gemäss AAV 1 Boc-ent¬

schützt, in CHC13 (0.6 ml) gelöst, und gemäss AAV 4a mit Et3N (0.35 ml, 2.51

mmol, 5 Equiv.), HOBt (81 mg, 0.60 mmol, 1.2 Equiv.), der Säure 51a (173 mg,

0.50 mmol, 1 Equiv.) in CHC13 (1.75 ml) und EDC (115 mg, 0.60 mmol, 1.2

Equiv.) versetzt. Nach FC (CH2C12/CH30H 36:1) wurde das Tetrapeptid 49b

(219 mg, 0.37 mmol, 75%) als farbloser Feststoff erhalten.

Smp. 174-176 °C. Rf = 0.17 (CH2C12/CH30H 36:1). [a% = -1.2 (c = 1.0,

CHC13). IR (KBr): 3462m, 3368s, 2972s, 1743s, 1713s, 1643s, 1506s, 1391m,

1373m, 1338m, 1313m, 1275m, 1231m, 1157s, 1128m, 1098m, 1048m,

1004u;, 986u;, 945w, 920u;, 897u;, 856u;, 832u;, 766u;, 668m, 603m, 461 iu. 1H-

NMR (400 MHz, CDC13): 1.07 (d, 3J(H,CH) = 6.5, Me); 1.09 (d, 3J(H,CH) = 7.0,

Me); 1.10 (d, 3J(H,CH) = 6.7, Me); 1.13 (d, 3J(H,CH) = 6.8, Me); 1.19-1.31 (m,

8 Me); 1.42 (s, t-BuO); 3.51-3.62 (m, CH); 3.73 (s, MeO); 377-3.90 (m, 2 CH);

3.94-4.05 (m, CH); 6.12 (d, 3J(H,CH) = 9.5, NH); 7.08 (d, 3J(H,CH) = 9.3,

NH); 8.08 (d, 3J(H,CH) = 8.4, NH); 8.18 (d, 3J(H,CH) = 8.5, NH). 13C-NMR

(100 MHz, CDC13): 17.1, 17.2, 17.3, 22.7, 22.8, 23.0, 23.3, 24.6, 24.8, 25.7,

25.7, 28.5 (Me); 44.3, 44.4, 45.1, 45.7 (C); 51.6 (CH); 52.1 (Me); 52.7, 52.8,

54.1 (CH); 78.4, 156.0, 175.9, 176.4, 177.6 (C). FAB-MS: 608 (12,

[M+Na+1]+), 607 (39, [M+Na]+), 587 (6, [M+3]+), 586 (32, [M+2]+), 585

(100, [M+l]+), 584 (2, [M]+), 583 (3, [M-l]+), 487 (4, [M-Boc+4]+), 486 (24,

[M-Boc+3]+), 485 (83, [M-Boc+2]+), 441 (26, [M-143]+).

Boc-(S)-ß2'2'3hAla(a-Me2)-(Ä)-ß2'2'3hAla(a-Me2)-OH (51a)

Das Dipeptid 49a (593 mg, 1.65 mmol, 1 Equiv.) wurde in TFE (1.5 ml) gelöst,

und gemäss AAV 3b mit ION aq. NaOH (3.3 ml, 33 mmol, 20 Equiv.) versetzt,

und während 2.5 h hydrolysiert. Die Säure 51a (542 mg, 1.57 mmol, 95%) wur¬

de als farbloser Feststoff erhalten.

Smp. 146-149 °C. [a% = +4.6 (c = 1.0, CHC13). IR (KBr): 3430m, 3315u;,

2982s, 1740s, 1666s, 1638s, 1535s, 1476u;, 1449u;, 1400u;, 1365m, 1320u;,

1276m, 1255u;, 1225m, 1156s, 1095u;, 1059m, 921iu, 894u;, 864u;, 805u;,

786u;, 740u;, 721iu, 632u;, 584u;, 451iu. XH-NMR (400 MHz, CDC13): 1.01-1.31

(m, 6 Me); 1.36-1.55 (m, t-BuO); 3.56-370 (m, 0.67 CH); 3.91-4.14 (m, 1.33

CH); 5.83 (d, 3J(H,CH) = 8.8, 0.67 NH); 6.27-642 (m, 0.33 NH); 6.73 (d,

3J(H,CH) = 8.2, 0.67 NH); 7.10-7.21 (m, 0.33 NH). 13C-NMR (100 MHz,

CDC13): 17.1, 22.8, 23.0, 24.1, 24.3, 28.4 (Me); 45.5, 45.6 (C); 51.0, 53.7 (CH);
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78.9, 156.0, 176.0, 180.9 (C). FAB-MS: 712 (5, [2M+Na+1]+), 711 (15,

[2M+Na]+), 689 (6, [2M]+), 368 (9, [M+Na+1]+), 367 (45, [M+Na]+), 346 (21,

[M+2]+), 345 (85, [M+l]+), 344 (2, M+), 343 (3, [M-l]+), 289 (25, [M-55]+),

246 (17, [M-Boc+3]+), 245 (100, [M-Boc+2]+), 243 (6, [M-Boc]+).

Boc-(S)-ß2'2'3hAla(a-Me2)-(Ä)-ß2'2'3hAla(a-Me2)-(S)-ß2'2'3hAla(a-Me2)-

(S)-ß2'2'3hAla(a-Me2)-OMe (52)

Das Dipeptid 38b (310 mg, 0.86 mmol, 1 Equiv.) wurde gemäss AAV 1 Boc-ent¬

schützt, in CHC13 (1 ml) gelöst, und gemäss AAV 4a mit Et3N (0.6 ml, 4.29 mmol,

5 Equiv.), HOBt (50 mg, 0.36 mmol, 0.4 Equiv.), der Säure 51a (297 mg, 0.86

mmol, 1 Equiv.) in CHC13 (3 ml) und EDC (199 mg, 1.03 mmol, 1.2 Equiv.) ver¬

setzt. Nach 2 x FC (CH2C12/CH30H 36:1) wurde das Tetrapeptid 52 (302 mg,

0.51 mmol, 60%) als farbloser Feststoff erhalten.

Smp. 168-170 °C. ßf = 0.18 (CH2C12/CH30H 36:1). [a% = -3.5 (c = 1.0,

CHC13). IR (KBr): 3390m, 2976m, 1712s, 1643s, 1508s, 1457s, 1392m, 1374m,

1338m, 1312m, 1271m, 1171m, 1129m, 1098u;, 1050m, 1002u;, 948u;, 920u;,

898u;, 774w, 651iu, 604u;, 451 iu. XH-NMR (400 MHz, CDC13): 1.04-1.14 (m, 4

Me); 1.19-1.31 (m, 8 Me); 1.42 (s, t-BuO); 3.52-3.62 (m, CH); 3.73 (s, MeO);

378-3.91 (m, 2 CH); 3.94-4.04 (m, CH); 6.12 (d, 3J(H,CH) = 9.3, NH); 7.07

(d, J3J(H,CH)= 9.2, NH); 8.09 (d, 3J(H,CH) = 8.6, NH); 8.22 (d, 3J(H,CH) =

8.7, NH). 13C-NMR (100 MHz, CDC13): 17.0, 17.1, 17.3, 17.4, 22.7, 22.8, 23.0,

23.3, 24.8, 25.0, 25.6, 25.7, 28.5 (Me); 44.3, 44.5, 45.1, 45.4 (C); 51.7 (CH);

52.1 (Me); 52.7, 54.0 (CH); 78.4, 156.0, 175.9, 176.3, 176.5, 177.6 (C). FAB-

MS: 608 (7, [M+Na+1]+), 607 (22, [M+Na]+), 587 (7, [M+3]+), 586 (33,

[M+2]+), 585 (100, [M+l]+), 584 (2, [M]+), 583 (3, [M-l]+), 486 (19, [M-

Boc+3]+), 485 (65, [M-Boc+2]+).

Boc-(S)-ß2'2'3hVal(a-Me2)-(S)-ß2'2'3hAla(a-Me2)-OMe(54)
Das ß2'2,3-Aminosäurederivat 38a (588 mg, 2.39 mmol, 1 Equiv.) wurde gemäss

AAV 1 Boc-Entschützt, in CHC13 (5.5 ml) gelöst, und gemäss AAV 4a mit Et3N

(1.1 ml, 7.89 mmol, 3.3 Equiv.), HOBt (389 mg, 2.87 mmol, 1.2 Equiv.), der

Säure 42 (622 mg, 2.39 mmol, 1 Equiv.) in DMF (5.5 ml) und EDC (552 mg,

2.87 mmol, 1.2 Equiv.) versetzt. Nach 2 x FC (CH2C12/CH30H 72:1) wurde das

Dipeptid 54 (696 mg, 1.80 mmol, 75%) als farbloses Ol erhalten.

Rf = 0.19 (CH2C12/CH30H 72:1). [«]- = -2.8 (c = 1.0, CHC13). IR (CHC13):

3422m, 2978m, 1702s, 1643m, 1495s, 1392m, 1366m, 1318iu, 1162s, 1090m,

1040u;, 1021iü, 981iu, 911iu, 862u;, 657u;, 650u;, 606u;. XH-NMR (400 MHz,

CDC13): 0.77 (d, 3J(H,CH) = 6.8, Me); 0.95 (d, 3J(H,CH) = 6.8, Me); 1.07 (d,

3J(H,CH) = 6.7, Me); 1.22 (s, Me); 1.23 (s, 2 Me); 1.25 (s, Me); 1.44 (s, t-BuO);
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1.86-1.99 (m, CH); 3.46 (dd, 3J(H,CH) = 2.9, 3J(H,NH) = 10.2, CH); 3.73 (s,

MeO); 3.87-3.98 (m, CH); 6.10 (br. d, 3J(H,CH) = 10.2, NH); 6.93 (br. d,

3J(H,CH) = 9.1, NH). 13C-NMR (100 MHz, CDC13): 16.9, 17.0, 22.8, 22.9, 23.4,

24.8, 26.2, 28.5 (Me); 29.2 (CH); 44.7, 45.6 (C); 51.7 (CH); 52.1 (Me); 62.6

(CH); 78.4, 156.9, 176.8, 177.5 (C). FAB-MS: 773 (9, [2M+1]+), 410 (6,

[M+Na+1]+), 409 (28, [M+Na]+), 389 (5, [M+3]+), 388 (31, [M+2]+), 387

(100, [M+l]+), 386 (3, [M]+), 385 (5, [M-l]+), 331 (11, [M-55]+), 289 (4, [M-

Boc+4]+), 288 (19, [M-Boc+3]+), 287 (76, [M-Boc+2]+). Anal. ber. für

C20H38N2O5 (386.51): C 62.15, H 9.91, N 7.25; gef.: C 62.29, H 9.80, N 7.21.

Boc-(S)-ß2'2'3hVal(a-Me2)-(S)-ß2'2'3hAla(a-Me2)-OH(55)
Das Dipeptid 54 (668 mg, 1.72 mmol, 1 Equiv.) wurde gemäss AAV 3b in TFE

gelöst und mit ION aq. NaOH (3.45 ml, 34.5 mmol, 20 Equiv.) versetzt, und

während 10 h hydrolysiert. Die Säure 55 (640 mg, 1.71 mmol, 99%) wurde als

gelbliches Ol erhalten.

[alT = -1.8 (c = 1.0, CHC13). IR (CHC13): 3428m, 2979m, 1694s, 1641m,

1496s, 1392m, 1367m, 1168s, 1123u;, 1089m, 1040u;, 1022u;, 998u;, 909u;,

843u;, 637u;, 600u;. XH-NMR (500 MHz, CDC13): 2 Rotamere (Verhältnis 50/50)

0.78 (d, 3J(H,CH) = 6.8, Me); 087 (d, 3J(H,CH) = 6.7, Me); 0.94 (d, 3J(H,CH)
= 6.8, Me); 098 (d, 3J(H,CH) = 6.8, Me); 1.11 (d, 3J(H,CH) = 6.7, Me); L13

(d, 3J(H,CH) = 6.7, Me); 1.19-1.27 (m, 8 Me); 1.44, 146 (s, t-BuO); 1.87-1.98

(m, CH); 3.49 (dd, 0.5 CHN, 3J(H,CH) = 2.9, 3J(H,NH) = 10.3, CHN); 3.88-

4.01 (m, 1.5 CHN); 6.04 (d, 3J(H,CH) = 10.1, 0.5 NH); 673-6.83 (m, 0.5 NH);

6.93 (d, 3J(H,CH) = 9.3, 0.5 NH); 7.39 (d, 3J(H,CH) = 9.5, 0.5 NH).13C-NMR

(125 MHz, CDC13): 16.8, 17.1, 18.1, 22.9, 22.9, 23.3, 23.3, 23.7, 23.9, 24.7,

25.6, 25.9, 28.3, 28.5 (Me); 29.2 (CH); 44.9, 45.0, 45.3, 47.1 (C); 51.5, 51.7,

61.3, 62.4 (CH); 78.7, 81.2, 157.0, 158.7, 175.3, 176.8, 180.6, 182.3 (C). FAB-

MS: 746 (4, [2M+2]+), 745 (11, [2M+1]+), 396 (8, [M+Na+1]+), 395 (32,

[M+Na]+), 375 (5, [M+3]+), 374 (32, [M+2]+), 373 (100, [M+l]+), 372 (3,

[M]+), 317 (19, [M-55]+), 274 (22, [M-Boc+3]+), 273 (99, [M-Boc+2]+), 271

(5, [M-Boc]+).

Boc-(S)-ß2'2'3hVal(a-Me2)-(S)-ß2'2'3hAla(a-Me2)-(S)-ß2'2'3hLeu(a-Me2)-OMe(56)

Das ß2,2,3-Aminosäurederivat 43 (332 mg, 1.15 mmol, 1 Equiv.) wurde gemäss

AAV 1 Boc-entschützt, und gemäss AAV 4b mit der Säure 55 (431 mg, 1.15

mmol, 1 Equiv.), HATU (528 mg, 1.38 mmol, 1.2 Equiv.) und DIPEA (0.99 ml,

5.78 mmol, 5 Equiv.) in CHC13 (2.5 ml) versetzt (Reaktionszeit: 2.5 d). Nach FC

wurde das Tripeptid 56 (493 mg, 0.90 mmol, 79%) als farbloser Feststoff erhal¬

ten.
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[a£T = -17.1 (c = 1.0, CHC13). IR (KBr): 3456m, 3366m, 2972s, 1716s, 1646s,

1498s, 1391m, 1365s, 1315m, 1261m, 1175s, 1086m, 1039u;, 1023u;, lOOliu,

933u;, 911iu, 862u;, 772w, 62^w, 4EAw. XH-NMR (400 MHz, CDC13): 0.77 (d,

3J(H,CH) = 6.8, Me); 0.90 (d, 3J(H,CH) = 6.8, Me); 0.91 (d, 3J(H,CH) = 6.6,

Me); 0.94 (d, 3J(H,CH) = 6.8, Me); 1.08 (d, 3J(H,CH) = 6.6, Me); 1.17-1.36 (m,

2 CH); 1.20-1.30 (m, 6 Me); 1.44 (s, t-BuO); 140-1.54 (m, CH); 1.90-2.01 (m,

CH); 3.43 (dd, 3J(H,CH) = 2.8, 3J(H,NH) = 10.1, CH); 3.71 (s, MeO); 3.73-

3.82 (m, CH); 3.97-4.06 (m, CH); 6.32 (br. d, 3J(H,CH) = 10.0, NH); 6.51 (br.

d, 3J(H,CH) = 10.0, NH); 8.14 (br. d, 3J(H,CH) = 8.3, NH). 13C-NMR (100 MHz,

CDC13): 16.9, 17.0, 21.6, 22.9, 23.0, 23.3, 23.5, 23.9, 24.5 (Me); 25.3 (CH);

26.4, 26.5, 28.5 (Me); 29.2 (CH); 40.6 (CH2); 52.0 (Me); 52.8, 53.6, 62.9 (CH);

78.2, 157.0, 176.8, 176.9, 177.6 (C). HRMALDI (pos.): 581 (4, [M+K+l]+), 580

(12, [M+K]+), 565 (12, [M+Na+1]+), 564 (38, [M+Na]+), 443 (8, [M-

Boc+3]+), 442 (33, [M-Boc+2]+), 413 (12, [M-128]+), 394 (11, [M-147]+), 371

(61, [M-170]+). Anal. ber. für C29H55N306 (541.77): C 64.29, H 10.23, N 7.76;

gef. : C 64.06, H 10.04, N 7.81.

Boc-(S)-ß2'2'3HVal(a-Me2)-(S)-ß2'2'3hAla(a-Me2)-(S)-ß2'2-3hLeu(a-Me2)-OH(58)

Das Tripeptid 56 (267 mg, 0.49 mmol, 1 Equiv.) wurde gemäss AAV 3b in TFE

gelöst und mit ION aq. NaOH (0.99 ml, 9.9 mmol, 20 Equiv.) versetzt, und wäh¬

rend 24 h hydrolysiert. Die Säure 58 (258 mg, 0.48 mmol, 99%) wurde als farb¬

loser Feststoff erhalten, und ohne weitere Reinigung eingesetzt.

9.6 Herstellung von a-Methylen-ß3-aminosäuren und -peptiden

Boc-[(S)-ß3hVal(a-CH2)-(S)-ß3hAla(a-CH2)-(S)-ß3hLeu(a-CH2)]2-OMe66
Das Tripeptid 82 (37 mg, 75 umol, 1 Equiv., siehe Seite 175) wurde gemäss

AAV 1 Boc-entschützt, zusammen mit der Tripeptidsäure 84 (44 mg, 91 umol,

1.2 Equiv.) in CHC13 (12 ml) gelöst, und gemäss AAV 4a mit Et3N (77 ul,

550 umol, 7.3 Equiv.), HOBt (16 mg, 127 umol, 1.7 Equiv.) und EDC (44 mg,

227 umol, 3.0 Equiv.) versetzt. Nach 3xFC (CH2Cl2/MeOH 30:1, CHCl3/MeOH

60:1, 70:1) wurde das Hexapeptid 66 (54 mg, 63 umol, 84%) als farbloser Fest¬

stoff erhalten. Weitere Reinigung erfolgte mittels FC (CH2Cl2/MeOH 220:1) und

präp. RP-HPLC.

Die RP-HPLC Analyse (Nucleosil 100-7 C8-Säule) wurde mit einem linearen Gra¬

dienten von A (0.1% TFA in H20) und ß (MeCN) bei einer Durchflussrate von

1 ml/min mit UV-Detektion bei 220 nm durchgeführt. Das Rohprodukt wurde

mittels präp. RP-HPLC gereinigt, mit einem Gradienten von A und ß (2% bis

98% ß in 35 min), bei einer Durchflussrate von 20 ml/min. Nach der Lyophilisa-
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tion wurde das entschützte Hexapeptid 66 (52 mg, 54 umol, 58%) als sehr volu¬

minöser, farbloser Feststoff erhalten.

Smp. 208-220 °C (Zers.). Rf = 0.19 (CHCl3/MeOH 60:1). IR (CHC13): 3621u;,

3426u;, 3005m, 2972m, 2872u;, 1703m, 1662s, 1617s, 1493s, 1456m, 1390m,

1369m, 1333u;, 1174m, 1045m, 944m, 877u;. XH-NMR (500 MHz, CD3OH/

CDC13 80:20, ca. 9 mg/ml): 0.87-.095 (m, 8 Me); 1.33 (d, J = 6.91, Me); 1.34 (d,

J = 6.90, Me); 1.44 (s, tBuO); 147-1.67 (m, 2 CH + 2 CH2); 1.86-1.93 (m,

CH); 1.96-2.04 (m, CH); 3.78 (s, MeO); 4.06-4.14 (m, CHN); 4.42 (dd, J =

8.90, CHN); 5.441, 5.509, 5.511, 5.514, 5.536, 5.677, 5.681, 5.709, 5.715,

5.756 (s, HHC=C, 10H); 5.797 {t, J = 0.88, HHC=C); 6.212 (d, J = 0.56,

HHC=C); 6.47 (d, J =8.98, NH); 8.17 (d, J = 8.42, NH); 8.21-8.25 (m, 3NH);

8.34 (d, J = 8.02, NH). 13C-NMR (125 MHz, CD30H/CDC13 80:20, ca. 9 mg/ml)

18.82, 19.48, 20.13, 20.24, 20.35, 20.41, 22.02, 22.30, 23.20, 23.39 (Me);

26.09, 26.26 (CH); 28.73 (Me); 32.14, 32.22 (CH); 44.01, 44.29 (CH2); 47.66,

49.75, 50.03, 50.56, 50.78 (CH); 52.34 (Me); 59.47, 60.39 (CH); 80.11 (C);

118.46, 118.66, 118.78, 119.82, 120.93, 125.46 (CH2); 142.83, 145.47, 145.83,

146.23, 147.46, 147.60, 157.62, 167.69, 169.47, 169.55, 169.68, 169.80 (C).

HR-MALDI: 877.5 (80.2, [M+Na]+), 777.5 (100, [M-Boc+Na]+), 755.5 (69.8).

CD (MeOH, 0.2 mM): 221.5 nm (Min.), 210.8 (0)

Arndt-Eistert-Homologisierung der Boc-geschützten a-Aminosäuren zu ge¬

schützten ß3-Aminosäurederivaten [362,363,415,443].

R R R O

Bocv ^^^OH Bocv A^^S^. Bocv ^^^\
N >f N ff N2 N ^^ OMe

H II H II H
O O

68 68|\|2 "9

1
o

'
o

'

Boc Boc Boc

68d 68dN2 69d

Schema 26. Für die Substanznummerierungen 68, 68N2 und 69 gilt a: R = Me, b: R = i'Pr, c: R = i'Bu;

i) 1. Et3N, ClC02i-Bu, THF, -20 °C 2. CH2N2, Et20, 0 °C; ii) CF3C02Ag, NMM, MeOH, -25 °C -> RT; iii)

PhC02Ag, Et3N, MeOH, -25 °C -+ RT.
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(S)-3-[(tert-Butoxycarbonyl)amino]-butansäuremethylester

(Boc-(S)-ß3hAla-OMe 69a)

Das Aminosäurederivat Boc-Ala-OH 68a (29.3 g, 155 mmol) wurde gemäss

AAV 6a mit Diazomethan umgesetzt. Nach FC (Pentan/AcOEt 2:1) wurde das Di-

azoketon 68aN2 (25.8 g, 121 mmol, 78%) als gelbes Pulver erhalten. Die physika¬

lischen Daten stimmen mit den Literaturwerten überein [444].

Umsetzung des Diazoketons 68aN2 (6.15 g, 28.9 mmol) gemäss AAV 6b ergab

nach FC (Pentan/AcOEt 5:1) das ß3-Aminosäurederivat 69a (6.02 g, 27.7 mmol,

96%) in Form farbloser Kristalle. Die physikalischen Daten stimmen mit den Lite¬

raturwerten überein [445].

(i?)-3-[(tert-Butoxycarbonyl)amino]-4-methylpentansäuremethylester

(Boc-(Ä)-ß3hVal-OMe 69b)

Das Aminosäurederivat Boc-Val-OH 68b (33.2 g, 153 mmol) wurde gemäss

AAV 6a mit Diazomethan umgesetzt. Nach FC (Pentan/Et20 3:2) wurde das Di-

azoketon 68bN2 (24.7 g, 103 mmol, 67%) in Form gelber Kristalle erhalten. Die

physikalischen Daten stimmen mit den Literaturwerten überein [444].

Umsetzung des Diazoketons 68bN2 (6.97 g, 28.9 mmol) gemäss AAV 6b ergab

nach FC (Pentan/AcOEt 7:1) das ß3-Aminosäurederivat 69b (6.93 g, 28.3 mmol,

98%) als farbloses Ol. Die physikalischen Daten stimmen mit den Literaturwerten

überein [334].

(S)-3-[(tert-Butoxycarbonyl)amino]-5-methylhexansäuremethylester

(Boc-(S)-ß3hLeu-OMe 69c)

Das Aminosäurederivat Boc-Leu-OH 68c (35.3 g, 153 mol) wurde gemäss

AAV 6a mit Diazomethan umgesetzt. Nach Umkristallisation (Hexan/AcOEt) und

FC (Pentan/Et20 3:1) wurde das Diazoketon 68cN2 (28.7 g, 113 mmol, 74%) als

gelbes Pulver erhalten. Die physikalischen Daten stimmen mit den Literaturwerten

überein [446].

Umsetzung des Diazoketons 68cN2 (7.38 g, 28.9 mmol) gemäss AAV 6b ergab

nach FC (Pentan/AcOEt 7:1) das ß3-Aminosäurederivat 69c (6.78 g, 26.0 mmol,

90%) als farbloses Ol. Die physikalischen Daten stimmen mit den Literaturwerten

überein [446].

(S)-2-Carboxymethyl-pyrrolidin-l-carbonsäure-tert-butylester

(Boc-(S)-ß3hPro-OMe; 69d)

Das Aminosäurederivat Boc-Pro-OH 68d (26.9 g, 125 mmol) wurde gemäss

AAV 6a mit Diazomethan umgesetzt. Nach FC (AcOEt/Pentan 1:3) wurde das Di-
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azoketon 68dN2 (22.9 g, 96 mmol, 77%) als gelbes Wachs170 erhalten. Die physi¬

kalischen Daten stimmen mit den Literaturwerten überein [360,447,448].

Zu einer Lsg. des Diazoketons 68dN2 (4.4 g, 18.4 mmol) in MeOH (74 ml) wurde,

wie in einer Literaturvorschrift beschrieben [448], bei -25 °C unter Lichtausschluss

tropfenweise eine Lsg. von Ag(PhC02) (463 mg, 2.02 mmol) in Et3N (7.47 ml,

53.6 mmol) zugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde während 4 h auf RT aufwär¬

men gelassen, mit AcOEt verdünnt, und die org. Phase gewaschen mit ges.

NaHC03 (lx), ges. NH4C1 (lx) und ges. NaCl-Lsg. (lx), über Na2S04 getrocknet

und am RV eingeengt. Nach FC (Et20/Pentan 1:2) wurde das ß3-Aminosäurederi¬
vat 69d (4.14 g, 17 mmol, 93%) als farbloses Ol erhalten. Die physikalischen Da¬

ten stimmen mit den Literaturwerten überein [448,449].

Herstellung der Chlormethylsulfid-Derivate 70a und 70b.

so2ci2

b)

Thioanisol

CH2CI2

RT, 90min

Y"
KOH/TEBAC

CH2CIBr

RT, 20 min

er
CI

70a

X
XI

70b

Schema 27 a) Thioanisol wird nur an der Methylgruppe chloriert (bei Dialkylsulfiden können Regioselek-

tivitätsprobleme auftreten) [450]. Die Rkt. verläuft mit guter Ausbeute, b) Bei der Chlormethylierung von

tert-Butylthiol erwärmt sich die Reaktionsmischung, Wasserkühlung ist zu empfehlen [451]. Die Rkt. ver¬

läuft mit massigen Ausbeuten. VORSICHT: GERUCHSBELÄSTIGUNG MÖGLICH!

Chlormethyl-phenyl-sulfid (70a)

Analog einer Literaturvorschrift [450] wurde zu einer Lsg. von Thioanisol (4.7 ml,

40 mmol) bei RT langsam eine Lsg. von S02C12 (3.65 ml, 45 mmol) in CH2C12

(5 ml) zugetropft (Gasentwicklung). Die Lsg. wurde während 1.5 h bei RT ge¬

rührt, und anschliessend am RV eingeengt. Der Rückstand wurde in 150 ml Et20

gelöst, mit halbges. NaHC03, 5% NaS203 und ges. NaCl-Lsg. gewaschen, über

MgS04 getrocknet und das Lsm. am RV abdestilliert. Das Chlormethylsulfid 70a

(5.84 g, 36.8 mmol, 92%) wurde als dunkelgelbes Ol erhalten, und nach Charak¬

terisierung (NMR) ohne weitere Reinigung eingesetzt. Die physikalischen Daten

stimmen mit den Literaturwerten überein [452].

Das Diazoketon wurde im Rahmen der Diplomarbeit von Kurt Vögtli hergestellt [360].
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tert-Butyl-chlormethyl-sulfid (70b)

In Anlehnung an eine Literaturvorschrift [451] wurde eine Lsg. von tBuSH

(4.5 ml, 40 mmol, 1 Equiv.) in CH2ClBr (100 ml) mit TEBAC (911 mg, 4 mmol,

0.1 Equiv) und fein gepulvertem KOH (3.14 g, 56 mmol, 1.4 Equiv.) versetzt

(Wasserbad, 12 °C). Die Reaktionsmischung wurde intensiv gerührt, und erwärm¬

te sich leicht. Das Wasserbad wurde nach 5 min. entfernt, die Reaktionsmischung

nach weiteren 15 min. filtriert, und das Filtrat mit IN HCl und ges. NaCl-Lsg. ge¬

waschen, über MgS04 getrocknet, und das Lsm. über eine 10 cm Vigreux-Kolon-

ne abdestilliert. Nach Destillation i.V. wurde das tert-Butyl-chlormethyl-sulfid 70b

(2.96 g, 21 mmol, 53%) als farbloses Ol erhalten, und dessen Reinheit mittels

NMR überprüft.

Sdp. 75-78 °C (ca. lOOmbar, [453]). XH-NMR (300 MHz, CDC13): 1.43 (s, t-

BuS); 4.86 (s, CH2S).

(3S)-3-[(tert-Butoxycarbonyl)amino]-2-tert-butylsulfanylmethyl-butter-

säure-methylester (Boc-(3S)-ß2 3hAla(a-CH2StBu)-OMe; u//-72a)

Das ß3-Aminosäurederivat 69a (273 mg, 1.26 mmol) wurde gemäss AAV 7 mit

tert-BuSCH2Cl 70b (440 ul, 3.13 mmol) thiomethyliert. Nach 2xFC

(AcOEt/Pentan 1:5 und Et20/Pentan 1:6) wurde das ß2,3-Aminosäurederivat 72a

(286 mg, 0.90 mmol, 71%) mit einem dr 10:1 (nach FC) erhalten. Analyse des

Hauptdiastereoisomers, farbloser Feststoff.

Smp. 44.0^5.5 °C. Rf = 0.25 (AcOEt/Pentan 1:10). IR (CHC13): 3428u;, 3007u;,

2976m, 1707s, 1501s, 1458m, 1367s, 1163s, 1090u;, 1050u;, 1026u;, 995w. 1H-

NMR (400 MHz, CDC13): 1.15 (d, J = 6.83, Me); 1.30 (s, t-BuS); 1.44 (s, t-BuO);

2.68-2.72 (m, CH2S); 2.79-2.85 (m, CHCO); 3.73 (s, MeO); 4.05 (br., CHN);

5.16 (d br., J = 8.56, NH). 13C-NMR (100 MHz, CDC13): 19.80 (Me); 27.76

(CH2); 28.40, 30.82 (Me); 42.53 (C); 47.18 (CH); 50.83 (Me); 51.81 (CH);

79.28, 155.41, 174.00 (C). ESI-MS: 661 (30), 358.2 (17), 342.2 (45), 320.3

(100, [M+l]+), 264.2 (71), 220.2 (19). Anal. ber. für C15H29N04S (319.46):

C 56.40, H 9.15, N 4.38, S 10.04; gef.: C 56.54, H 9.10, N 4.38, S 9.92.

(3S)-3-[(tert-Butoxycarbonyl)amino]-2-tert-butylsulfanylmethyl-4-

methyl-pentansäure-methylester

(Boc-(3S)-ß23hVal(cc-CH2St-Bu)-OMe; u//-72b)

Das ß3-Aminosäurederivat 69b (220 mg, 0.90 mmol) wurde gemäss AAV 7 mit

tert-BuSCH2Cl 70b (248 ul, 1.79 mmol) thiomethyliert. Nach FC (Et20/ Pentan

1:6) wurde das ß2,3-Aminosäurederivat 72b (223 mg, 0.64 mmol, 71%) mit ein¬

em dr 2:1 (nach FC) erhalten. Analyse des Hauptdiastereoisomers, farbloses Ol.

Rf = 0.21 (anderes Diastereoisomer R{ = 0.15) (Et20/Pentan 1:6). IR
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(CHCl3):3431w, 2970m, 1708s, 1503s, 1459m, 1438m, 1392m, 1367s, 1302u;,

1163s, 1114iu, 1041iu, 10171U, 964u;, 869u;. XH-NMR (400 MHz, CDC13): 2

Rotamere (Verhältnis 9:1); 0.92 (d, J = 6.69, Me); 0.95 (d, J = 6.68, Me); 1.30

(s, t-BuS); 1.44, 147 (s, t-BuO); 1.53-1.62 (m, CH); 2.68-2.72 (m, 0.5 CH2S);

2.79-2.89 (m, 0.5 CH2S + CHCO); 3.60-3.65 (m, CHN); 3.71 (s, MeO); 4,93

(br., NH); 5.22 (d, J = 10.42, NH). 13C-NMR (100 MHz, CDC13): 19.23, 19.81,

28.40 (Me); 28.81 (CH2); 30.84 (Me); 32.32 (CH); 42.45 (C); 47.01 (CH); 51.76

(Me); 57.39 (CH); 79.02, 156.11, 174.43 (C). ESI-MS: 348.1 (100, M+), 292.0

(47), 248 (13), 244 (6). Anal. ber. für C17H33N04S (347.52): C 58.76, H 9.57,

N 4.03, S 9.23; gef.: C 58.81, H 9.37, N 4.12, S 9.27.

(3S)-3-[(tert-Butoxycarbonyl)amino]-2-tert-butylsulfanylmethyl-5-

methyl-hexansäure-methylester

(Boc-(3S)-ß23hLeu(a-CH2St-Bu)-OMe; u//-72c)

Das ß3-Aminosäurederivat 69c (295 mg, 1.14 mmol) wurde gemäss AAV 7 mit

tert-BuSCH2Cl 70b (388 ul, 2.80 mmol) thiomethyliert. Nach 2xFC (Et20/Pentan

1:8) wurde das ß2,3-Aminosäurederivat 72c (257 mg, 0.71 mmol, 62%) als gelb¬

liches Ol erhalten. Nur ein Diastereoisomer beobachtet (NMR, FC/DC).

Rf = 0.10 (Et20/Pentan 1:8). IR (CHC13): 3430u;, 3008u;, 2961m, 2872u;, 1706s,

1504s, 1456m, 1438m, 1390m, 1367s, 1164s, 1113iu, 1044u;, 964u;, 871iu. XH-

NMR (400 MHz, CDC13): 2 Rotamere (Verhältnis 8:2); 0.91 (d, J = 6.66, Me);

0.92 (d, J = 6.54, Me); 1.19-1.24 (m, CH2); 1.30 (s, t-BuS); 1.44, 148 (s,

t-BuO); 1.59-1.70 (m, CH); 2.69-2.74 (m, CH2S); 2.79-2.85 (m, CHCO); 3.72

(s, MeO); 3.99-4.06 (m, CHN); 4J30 (br., NH); 5.06 (d, J = 10.07, NH). 13C-

NMR (100 MHz, CDC13): 22.24, 22.86 (Me); 24.89 (CH); 27.92 (CH2); 28.39,

30.83 (Me); 42.47 (C); 43.44 (CH2); 49.65, 49.75 (CH); 51.73 (Me); 79.13,

155.72, 174.15 (C). ESI-MS: 745.1 (25), 400.1 (15), 384.1 (100, [M+Na]+),

361.1(7, M+) Anal. ber. für C18H35N04S (361.54): C 59.80, H 9.76, N 3.87; gef.:

C 59.80, H 9.72, N 3.89.

(3S)-3-[(tert-Butoxycarbonyl)amino]-2-methylsulfanylmethyl-butter-

säure-methylester (Boc-(3S)-ß2 3hAla(cc-CH2SMe)-OMe; u//-73a)

Das ß3-Aminosäurederivat 69a (870 mg, 4 mmol) wurde gemäss AAV 7 mit

MeSCH2Cl 70c (825 ul, 10 mmol) thiomethyliert. Nach FC (AcOEt/ Pentan 1:10)

wurde das ß2,3-Aminosäurederivat 73a (982 mg, 3.54 mmol, 89%) erhalten, dr

9:2(DSl:DS2nachFC).

DS1: farbloser, kristalliner Feststoff. Smp. 42.5-43.5 °C. Rf = 0.19 (Et20/Pentan

1:4). IR (CHC13): 3430u;, 3005m, 2980m, 2923u;, 1706s, 1502s, 1438m, 1368m,

1164s, 1089m, 1022u;, 852u;. XH-NMR: (400 MHz, CHC13): 1.16 (d, J = 6.8,
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Me); 1.44 (s, t-BuO); 2.11 (s, MeS); 2.63-2.70 (m, 0.5 CH2S); 2.77-2.85 (m,

0.5 CH2S + CHCO); 3.74 (s, MeO); 4.03 (br., CHN); 5.15 (d, J = 8.4, NH). 13C-

NMR: (100 MHz, CHC13): 15.90, 19.81, 28.39 (Me); 33.57 (CH2); 47.05, 50.22

(CH); 51.86 (Me); 79.36, 155.40, 173.93 (C). EI-MS: 277.2 (2.1, M+), 221.1

(49.8), 204.1 (9.7), 190.1 (13.4), 172.0 (20.8), 160.0 (15.2), 157.1 (17.8), 142.0

(18.0), 133.0 (100), 128.0 (36.0), 114.0 (56.4), 101.0 (86.6), 87.0 (54.0), 70.0

(30.7), 61.0 (56.1), 57.0 (93.8), 44.0 (47.6). Anal. ber. für C12H23N04S (277.38):

C 51.96, H 8.36, N 5.05, S 11.56; gef.: C 52.05, H 8.27, N 5.10, S 11.81.

DS2: gelbes Öl. Rf = 0.12 (Et20/Pentan 1:4). IR (CHC13): 3440u;, 3005m,

2981m, 2923u;, 1728s, 1708s, 1501s, 1456m, 1438m, 1368m, 1292u;, 1165s,

1053u;, 1056u;, 869u;. XH-NMR (400 MHz, CDC13): 1.13 (d, J = 6.8, Me); 1.45

(s, t-BuO); 2.11 (s, MeS); 2.60-2.64 (m, 0.5 CH2S); 2.78-2.88 (m, 0.5 CH2S +

CHCO); 3.74 (s, MeO); 4.02 (br., CHN); 4.71 (br., NH). 13C-NMR (100 MHz,

CDC13): 15.86, 17.86, 28.40 (Me); 33.05 (CH2); 47.46, 51.02 (CH); 51.91 (Me);

79.55, 155.05, 173.03 (C). EI-MS: 277.2 (3.4, M+), 221.1 (72.6), 204.0 (9.7),

190.0 (13.9), 172.0 (23.9), 160.0 (11.3), 156.0 (15.6), 142.0 (23.2), 133.0

(90.1), 128.0 (40.3), 114.0 (56.6), 101.0 (67.5), 87.0 (41.5), 70.0 (26.9), 61.0

(35.5), 57.0 (100), 44.0 (53.2).

(3S)-3-[(tert-Butoxycarbonyl)amino]-4-methyl-2-methylsulfanylmethyl-

pentansäure-methylester (Boc-(3S)-ß2 3hVal(a-CH2SMe)-OMe; u//-73b)

Das ß3-Aminosäurederivat 69b (981 mg, 4 mmol) wurde gemäss AAV 7 mit

MeSCH2Cl 70c (825 ul, 10 mmol) thiomethyliert. Nach 4xFC (AcOEt/ Pentan

1:8, 1:10 (2x); Et20/Pentan 1:7 für DS-Trennung) wurde das ß2,3-Aminosäure-
derivat 73b (1.08 g, 3.54 mmol, 89%) erhalten, dr ca. 2:3 (DS1:DS2 nach NMR).

DS1: farbloser, kristalliner Feststoff. Smp. 42.0^3.5 °C. Rf = 0.67

(AcOEt/Pentan 1:4). IR (CHC13): 3431u;, 2976m, 2923u;, 1872u;, 1707s, 1503s,

1438m, 1392m, 1368m, 1303u;, 1164s, 1113iu, 1046u;, 1015iu, 867u;. XH-NMR

(400 MHz, CDC13): 2 Rotamere (Verhältnis 8:1); 0.93 (d, J = 6.69, Me); 0.97 (d,

J = 6.69, Me); 1.44, 147 (s, t-BuO); 1.54-1.63 (m, CH); 2.11 (s, MeS); vA =

2.66, vB = 2.81 (ABX, JAB = 13.27, JAX = 5.57, JBX = 9.50, CH2S); 2.93-2.98

(m, CHCO); 3.57-3.63 (m, CHN); 3.72 (s, MeO); 491 (br., NH); 5.22 (d, J =

10.39, NH). 13C-NMR (100 MHz, CDC13): 15.89, 19.19, 19.83, 28.40 (Me);

32.44 (CH); 34.66 (CH2); 46.51 (CH); 51.83 (Me); 57.22 (CH); 79.12, 156.10,

174.35 (C). EI-MS: 305.1 (0.9, M+), 249.1 (16.8), 206.0 (10.6), 188.0 (12.6),

162.0 (48.8), 133.0 (28.5), 126.1 (13.1), 114.0 (100), 101.0 (14.3), 87.0 (20.8),

72.0 (72.3), 61.0 (60.0). 57.0 (52.5), 41.0 (14.1). Anal. ber. für C14H27N04S

(305.44): C 55.05, H 8.91, N4.59, S 10.50; gef.: C 55.14, H 8.82, N4.68,

S 10.38.
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DS2: farbloses Harz. Rf = 0.52 (AcOEt/Pentan 1:4). IR (CHC13): 3444m, 3007m,

2971s, 2872u;, 1732s, 1712s, 1501s, 1456m, 1437m, 1392m, 1368s, 1300m,

1167s, 1095u;, 1042u;, 983u;, 964u;, 866u;, 826u;. XH-NMR (400 MHz, CDC13): 2

Rotamere (Verhältnis 8:1); 0.88 (d, J = 6.79, Me); 0.93 (d, J = 6.72, Me); 1.44,

147 (s, t-BuO); 1.65-1.72 (m, CH); 2.10 (s, MeS); 2.67-2.85 (m, CH2S +

CHCO); 3.72 (s, MeO); 3.79-3.85 (m, CHN); 423 {br., NH); 4.41 (d, J = 10.53,

NH). 13C-NMR (100 MHz, CDC13): 15.98, 16.40, 20.18, 28.31 (Me); 30.44 (CH);

32.87 (CH2); 49.85 (CH); 51.91 (Me); 56.89 (CH); 79.48, 155.85, 173.29 (C).

EI-MS: 305.2 (1.3, M+), 249.1 (19.8), 206.0 (7.7), 188.1 (13.2), 162.0 (34.9),

133.0 (42.1), 126.1 (15.5), 114.0 (84.0), 101.0 (24.1), 87.0 (24.7), 72.1 (100),

61.0 (58.0), 57.1 (58.3), 41.1 (10.2).

(3S)-3-[(tert-Butoxycarbonyl)amino]-5-methyl-2-methylsulfanylmethyl-

hexansäure-methylester (Boc-(3S)-ß2 3hLeu(a-CH2SMe)-OMe; u//-73c)

Das ß3-Aminosäurederivat 69c (563 mg, 2.17 mmol) wurde gemäss AAV 7 mit

MeSCH2Cl 70c (447 ul, 5.41 mmol) thiomethyliert. Nach FC (AcOEt/Pentan

1:10) wurde das ß2,3-Aminosäurederivat 73c (584 mg, ca. 60%, leicht mit 69c

verunreinigt) erhalten, dr ca. 5:2 (DS1:DS2 nach NMR).

DS1: gelbliches Öl. Rf = 0.32 (Et20/Pentan 1:4). IR (CHC13): 3433u;, 2959m,

2923m, 2871u;, 1706s, 1503s, 1456u;, 1438m, 1368s, 1164s, lllöiu, 1046u;,

1024u;, 962u;, 871iu. XH-NMR (400 MHz, CDC13): 2 Rotamere (Verhältnis 8:1)

0.91-0.93 (m, 2 Me); 1.18-1.34 (m, CH2); 1.43, 148 (s, t-BuO); 1.62-1.70 (m,

CH); 2.11 (s, Me); 2.65-2.71 (m, 0.5 CH2S); 2.78-2.85 (m, 0.5 CH2S + CHCO);

3.73 (s, MeO); 3.96^.03 (m, CHN); 4.79 (br., NH); 5.04 (d, J = 10.01, NH).

13C-NMR (100 MHz, CDC13): 15.92, 22.18, 22.92 (Me); 24.89 (CH); 28.39 (Me);

33.75, 43.47 (CH2); 49.29, 49.51 (CH); 51.79 (Me); 79.22, 155.72, 174.06 (C).

EI-MS: 319.3 (0.4, M+), 156.1 (12.4), 140.1 (10.4), 133.0 (29.0), 114.0 (20.9),

101.0 (14.9), 86.1 (100), 61.0 (30.5), 57.0 (40.6), 41.0 (15.7). Anal. ber. für

C15H29N04S (319.46): C 56.40, H 9.15, N 4.38, S 10.04; gef.: C 56.67, H 8.99,

N 4.57, S 9.78.

DS2: farbloser, kristalliner Feststoff. Smp. 66.5-68.0 °C. Rf = 0.23

(CH2Cl2/AcOEt 30:1). IR (CHC13): 3441 w, 2958m, 2923m, 2872u;, 1728s,

1709s, 1502s, 1437m, 1392m, 1368m, 1163s, 1050u;, 1021iu, 9EAw, 872w. 1H-

NMR (500MHz, CDC13): 2 Rotamere (Verhältnis 6:1); 0.91 (d, J = 6.72, 2 Me);

1.15-1.20 (m, 0.5 CH2); 1.27-1.33 (m, 0.5 CH2); 1.44, L48 (s, t-BuO); 1.63-

1.67 (m, CH); 2.11 (s, MeS); 2.60-2.87 (m, CH2S + CHCO); 3.73 (s, MeO);

3.90 (br., CHN); 3.98^.04 (m, 0.75 CHN); 430 (br., NH); 4.51 (d, J = 9.63,

NH).13C-NMR (125 MHz, CDC13): 15.88, 21.48, 23.55 (Me); 24.88 (CH); 28.36

(Me); 32.60, 41.42 (CH2); 49.97, 50.92 (CH); 51.91 (Me); 79.44, 155.39, 173.23
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(C). EI-MS: 319.2 (0.5, M+), 156.1 (8.8), 140.1 (12.1), 133.1 (23.0), 114.1

(14.0), 101.1 (14.7), 86.2 (100), 61.1 (28.8), 57.1 (32.8), 41.1 (8.2).

(2S)-2-(l-Methoxycarbonyl-2-methylsulfanyl-ethyl)-pyrrolidin-l-carbon-

säure-tert-butylester

(Boc-(2S)-ß23hPro(a-CH2SMe)-OMe; u//-73d)

Das ß3-Aminosäurederivat 69d (2.15 g, 8.82 mmol) wurde gemäss AAV 7 mit

MeSCH2Cl 70c (1.44 ml, 17.3 mmol) thiomethyliert. Nach 3xFC (Et20/Pentan

1:3, CH2C12/Et20 30:1, 35:1) wurde das ß2-3-Aminosäurederivat 73d (1.37 g,

51%) erhalten, dr ca. 2:3 (DS1:DS2 nach NMR). Trennung der Diastereoisome¬

ren mittels FC konnte nicht erreicht werden.

Analyse eines Gemischs (dr ca. 1:1): Rf = 0.12 (CH2Cl2/AcOEt 1:10). IR (CHC13):

3005m, 2979m, 2882u;, 1730s, 1685s, 1477u;, 1437m, 1398s, 1368m, 1166s,

1122m, 908u;, 872u;. XH-NMR (400 MHz, CDC13): 1.48 (s br., t-BuO); 1.74-1.91

(m, 2 CH2); 2.08, 2.11 (2 s, MeS); 243-247, 2.57-2.62, 2.82-2.88 (3 m, CH2S);

3.15-3.21, 3.25-3.31 (2 m, CHCO); 3.35-3.65 (br., CH2N); 3.69, 3.71 (2 s,

MeO); 4.0O4.20 (br., CHN). 13C-NMR (100 MHz, CDC13): 15.88 (Me); 22.99,

23.74, 24.08, 27.25, 27.44, 27.93 (CH2); 28.47, 28.52 (Me); 30.77, 33.47,

33.74, 46.37, 46.72, 47.22 (CH2); 47.80, 48.09, 49.10 (CH); 51.91 (Me); 58.40,

58.60 (CH); 79.40, 79.96, 154.48, 173.21, 173.63 (C). HR-MALDI: 413.27

(76.4), 326.14 (38.07, [M+Na]+), 273.04 (100), 200.09 (24.3). Anal. ber. für

C14H25N04S (303.42): C 55.42, H 8.30, N 4.62, S 10.57; gef.: C 55.57, H 8.26,

N 4.75, S 10.63.

(S)-2-(l-tert-Butoxycarbonylamino-ethyl)-acrylsäure-methylester

(Boc-(S)-ß3hAla(cc-CH2)-OMe; 75a)

Das ß2,3-Aminosäurederivat 73a (620 mg, 2.24 mmol) wurde gemäss AAV 8 in

EtOH (13.0 ml) gelöst, und mit 30% aq. H202-Lsg. (8.0 ml) versetzt. Nach Aufar¬

beitung wurde das erhaltene Sulfoxid in Pyridin (40 ml) gelöst, und während 22 h

bei 85 °C erwärmt. Nach FC (CH2Cl2/AcOEt 50:1) wurde das a-Methylen-ß3-
Aminosäurederivat 75a (379 mg, 1.65 mmol, 74%) als brauner Feststoff erhal¬

ten171.

Smp. 80-81 °C. Rf = 0.16 (CH2Cl2/AcOEt 50:1). [«]- = -13.8° (c = 1.0, CHC13).

IR (CHC13): 3447u;, 3008u;, 2980m, 1715s, 1628u;, 1498s, 1440m, 1392u;,

1368m, 1332m, 1302m, 1170s, 1056m, 1025u;, 959w, 859w. *H-NMR (400

MHz, CDC13): 1.32 (d, J = 6.94, Me); 1.43 (s, t-BuO); 3.77 (s, MeO); 4.57 (br.,

CHN), 5.11 (br., NH); 5.73 (s, HHC=C); 6.17 (d, J = 0.95, HHC=C). 13C-NMR

Es wurden bereits ähnliche Verbindungen hergestellt [406,454].

171



(lOOMHz, CDC13): 21.07, 28.37 (Me); 48.72 (CH); 51.77 (Me); 79.38 (C),

125.04 (CH2); 141.75, 154.87, 166.39 (C). EI-MS: 173.1 (13.0), 158.1 (43.9),

142.1 (16.2), 129.1 (26.1), 114.2 (79.3), 99.1 (14.6), 82.0 (24.9), 57.1 (100),

41.1 (18.7). CD (MeOH, 0.2 mM): 223 nm (Min.), 208.4 nm (0).

(S)-2-(l-tert-Butoxycarbonylamino-2-methyl-propyl)-acrylsäure-methyl-

ester (Boc-(S)-ß3hVal(a-CH2)-OMe; 75b)

Das ß2,3-Aminosäurederivat 73b (412 mg, 1.35 mmol) wurde gemäss AAV 8 in

EtOH (8.0 ml) gelöst, und mit 30% aq. H202-Lsg. (4.9 ml) versetzt. Nach Aufar¬

beitung wurde das erhaltene Sulfoxid in Pyridin (30 ml) gelöst, und während 23 h

bei 85 °C erwärmt. Nach FC (AcOEt/Pentan 1:10) wurde das a-Methylen-ß3-
Aminosäurederivat 75b (307 mg, 1.19 mmol, 88%) als gelbliches Öl erhalten.

Rf = 0.6 (AcOEt/Pentan 1:4). [«£T = -18.6° (c = 1.0, CHC13). IR (CHC13):

3442u;, 3006u;, 2974m, 2873u;, 1711s, 1629u;, 1498s, 1440m, 1392u;, 1368m,

1330m, 1168s, 1042u;, 1014iu, 960u;, 918iu, 873u;. XH-NMR (400 MHz, CDC13):

2 Rotamere (Verhältnis 5:1); 0.84 (d, J = 6.76, Me); 0.94 (d, J = 6.73, Me); 1.43

(s, t-BuO); 1.91-2.00 (m, CH); 3.76 (s, MeO); 4.08 (dd, J = 9.29, 9.29 CHN);

4.80 (br., NH); 5.25 (d, J = 9.09, NH); 5,62 (br., H2C=C); 5.69 (s, HHC=C);

6.21 (d, J = 1.16, HHC=C). 13C-NMR (100 MHz, CDC13): 18.85, 20.22, 28.43

(Me); 31.15 (CH); 51.81 (Me); 59.90 (CH); 79.21 (C); 127.13 (CH2); 139.49,

155.49, 166.66 (C). EI-MS: 158.1 (51.0), 141.1 (11.0), 114.1 (100), 109.1 (9.5),

82.0 (22.2), 57.1 (40.7). Anal. ber. für C13H23N04 (257.33): C 60.68, H 9.01,

N5.44; gef: C 60.81, H 8.87, N 5.42. CD (MeOH, 0.4 mM): 227 nm (Min.),

217 nm (0).

(S)-2-(l-tert-Butoxycarbonylamino-3-methyl-butyl)-acrylsäure-methyl-

ester (Boc-(S)-ß3hLeu(oc-CH2)-OMe; 75c)

Das ß2,3-Aminosäurederivat 73c (950 mg, 2.97 mmol) wurde gemäss AAV 8 in

EtOH (17.0 ml) gelöst, und mit 30% aq. H202-Lsg. (10.6 ml) versetzt. Nach Auf¬

arbeitung wurde das erhaltene Sulfoxid in Pyridin (50 ml) gelöst, und während

22 h bei 85 °C erwärmt. Nach FC (CH2Cl2/MeOH 220:1) wurde das a-Methylen-

ß3-Aminosäurederivat 75c (714 mg, 2.63 mmol, 89%) als braunes Öl erhalten.

Rf = 0.27 (CH2Cl2/MeOH 220:1). [a% = -10.6° (c = 1.0, CHC13). IR (CHC13):

3444u;, 3008u;, 2958m, 2872u;, 1713s, 1628u;, 1498s, 1440m, 1392u;, 1368m,

1330m, 1168s, 1127iu, 1046u;, 953u;, 872u;. XH-NMR (400 MHz, CDC13): 2

Rotamere (Verhältnis 5:1); 0.92 (dd, J = 9.11, 6.51, 2 Me); 1.43 (s, t-BuO);

147-1.51 (m, CH2); 1.54-1.61 (m, CH); 3.77 (s, MeO); 445-4.51 (m, CHN);

4.68 (br., NH); 5.12 (d, J = 8.39, NH); 5J38 (br., H2C=C); 5.73 (s, HHC=C);

6.17 (d, J = 1.07, HHC=C). 13C-NMR (100 MHz, CDC13): 22.26, 22.57 (Me);
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25.13 (CH); 28.42 (Me); 43.88 (CH2); 51.77, 51.85 (Me); 79.28 (C); 125.94

(CH2); 140.78, 155.15, 166.52 (C). EI-MS: 158.0 (62.0), 123.0 (12.1); 114.0

(100), 82.0 (16.3), 57.0 (23.8). CD (MeOH, 0.4 mM): 226.2 nm (Min.), 214.6 nm

(0), 199.0 nm (Max.).

(S)-2-(l-Methoxycarbonyl-vinyl)-pyrrolidin-l-carbonsäure-tert-butyl-

ester (Boc-(S)-ß3hPro(a-CH2)-OMe (75d)

Das ß2,3-Aminosäurederivat 73d (319 mg, 1.05 mmol) wurde gemäss AAV 8 in

EtOH (4.8 ml) gelöst, und mit 30% aq. H202-Lsg. (3.0 ml) versetzt. Nach Aufar¬

beitung wurde das erhaltene Sulfoxid in Pyridin (16 ml) gelöst, und während 39 h

bei 90 °C erwärmt. Nach FC (CH2C12/MTBE 45:1) wurde das a-Methylen-ß3-
Aminosäurederivat 75d (218 mg, 0.85 mmol, 81%) als brauner, kristalliner Fest¬

stoff erhalten.

Smp. 65.0-66.5 °C. ßf = 0.23 (CH2C12/MTBE 1:10). [«]- = -51.6° (c = 1.0,

CHC13). IR (CHC13): 3467u;, 3007m, 2379m, 2954m, 2881u;, 1715s, 1686s,

1636u;, 1477u;, 1439m, 1402s, 1367m, 1339u;, 1277m, 1163m, 1137s, 1088m,

1046u;, 992w, 952w, 953w, 918w, 882w. XH-NMR (500 MHz, CDC13): 2 Rota¬

mere (Verhältnis 3:2); 1.38, 146 (s, t-BuO); 1.73-1.86 (m, 1.5 CH2); 2.08-2.16

(m, 0.5 CH2); 3.36-3.50 (m, CH2N); 375, 3.78 (s, MeO); 4.69, 479 (d, J =

7.87, CHN); 5.49, 5^51 (s, HHC=C); 6.21, 62A (s, HHC=C).13C-NMR (125

MHz, CDC13): 2 Rotamere; 22.26, 22.92 (CH2); 28.34, 28.50 (Me); 31.38, 32.35,

46.51, 46.96 (CH2); 5173, 51.82 (Me); 57.54, 58.51 (CH); 79.58 (C); 123.00,

123.22 (CH2); 14073, 141.85, 154.14, 154.30, 166.44, 166.58 (C). ESI-MS:

278.2 (100, [M+Na]+), 222.2 (67), 178.2 (15). CD (MeOH, 0.2, 0.4, 1.0 mM):

kein Effekt gefunden.

(S)-2-(l-tert-Butoxycarbonylamino-ethyl)-acrylsäure

(Boc-(S)-ß3hAla(cc-CH2)-OH; 76a)

Das Aminosäurederivat 75a (23 mg, 100 umol) wurde gemäss AAV 3c in THF

(4 ml) und H20 (0.5 ml) gelöst, und mit IN LiOH (1 ml) versetzt. Nach der Auf¬

arbeitung wurde die Säure 76a (18 mg, 82 umol, 82%) als gelblicher Feststoff er¬

halten, und ohne weitere Reinigung eingesetzt.

Smp. 123-129 °C. ßf = 0.39-0.22 (CH2Cl2/MeOH 15:1). [«]- = -8.9° (c = 1.0,

CHC13). IR (CHC13): 3447u;, 3005m, 2980m, 2933u;, 1705s, 1627u;, 1499s,

1455m, 1393m, 1368m, 1334u;, 1303u;, 1169s, 1056m, 962u;, 857u;. XH-NMR

(400 MHz, CDC13): 1.36 (d, J = 6.96, Me); 1.44 (s, t-BuO); 4.57 (br., CHN); 5.11

(br., NH); 5.83 (s, HHC=C); 6.31 (d, J = 0.62, HHC=C). 13C-NMR (100 MHz,

CDC13): 21.03, 28.40 (Me); 48.46 (CH); 79.72 (C); 127.23 (CH2); 141.40,

155.06, 170.39 (C). ESI-MS: 451.0 (100, [2M-2+Na]+); 214.0 (69, [M-l]+).
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(S)-2-(l-tert-Butoxycarbonylamino-2-methyl-propyl)-acrylsäure

(Boc-(S)-ß3hVal(cc-CH2)-OH; 76b)

Das Aminosäurederivat 75b (100 mg, 0.39 mmol) wurde gemäss AAV 3c in THF

(14 ml) und H20 (3 ml) gelöst, und mit IN LiOH (5 ml) versetzt. Nach der Auf¬

arbeitung wurde die Säure 76b (81 mg, 0.33 mmol, 85%) als gelblicher Feststoff

erhalten, und ohne weitere Reinigung eingesetzt.

Smp. 111.5-113.0 °C. Rf = 0.23 (CH2Cl2/MeOH 15:1). [«£T = -13.8° (c = 1.0,

CHC13). IR (CHCI3): 3444u;, 3008m, 2973m, 2874u;, 1706s, 1627u;, 1498s,

1392m, 1368m, 1314m, 1170s, 1108iu, 1042u;, 1015iu, 962u;, 918iu, 874u;. 1H-

NMR (400 MHz, CDC13): 2 Rotamere (Verhältnis 7:3); 0.86 (d, J = 6.75, Me);

0.96 (d, J = 6.69, Me); 1.44 (s, t-BuO); 1.95-2.19 (br., CH); 3.88^.02, 4.02-

4.12 (br. CHN); 5.24 (d, J = 8.31, NH); 5,68, 5.80 (br., HHC=C); 6.23-643

(br., HHC=C). 13C-NMR (100 MHz, CDC13): 2 Rotamere; 18.95, 20.21, 28.41

(Me); 31.10, 59.62, 61.19 (CH); 79.50 (C); 12747, 129.35 (CH2); 139.10,

140.06, 155.57, 157.30, 16973, 170.85 (C). ESI-MS: 766.3 (39), 507.2 (37,

[2M-2+Na]+), 242.1 (100, [M-l]+), 168.0 (10).

(S)-2-(l-Carboxy-vinyl)-pyrrolidin-l-carbonsäure-tert-butylester

(Boc-(S)-ß3hPro(a-CH2)-OH; 76d)

Das Aminosäurederivat 75d (208 mg, 0.82 mmol) wurde gemäss AAV 3c in THF

(43 ml) und H20 (6.9 ml) gelöst, und mit IN LiOH (7.74 ml) versetzt. Nach der

Aufarbeitung wurde die Säure 76d (198 mg, 0.82 mmol, quant.) als bräunlicher,

kristalliner Feststoff erhalten, und ohne weitere Reinigung eingesetzt.

Smp. 94.0-95.5 °C. Rf = 0.26 (CH2Cl2/MeOH 15:1). [«]- = -53.4° (c = 1.0,

CHCI3). IR (CHCI3): 2980m, 2882u;, 1688s, 1633m, 1477u;, 1451iu, 1401s,

1367m, 1272u;, 1163s, 1123m, 1089m, 1040u;, 956u;, 918iu, 881 iu. XH-NMR

(400 MHz, CDC13): 142 (s, t-BuO); 175-1.88 (m, 1.5 CH2); 2.09-2.22 (m br.,

0.5 CH2); 3.32-3.57 (br., CH2N); 4.61-4.82 (br., CHN); 5.52-570 (s br.,

HHC=C); 6.35 (s, HHC=C). 13C-NMR (100 MHz, CDC13): Rotamere; 22.42

(CH2); 28.41 (Me); 2971, 31.54, 32.29, 49.71, 57.30 (CH2); 79.81 (C); 125.05

(CH2); 141.31, 154.43, 170.21, 170.74 (C). ESI-MS: 503.1 (32, [2M-2+Na]+),

481.1 (38, [2M-1]+), 240.0 (100, [M-l]+).

Boc-(S)-ß3hAla(a-CH2)-(S)-ß3hLeu(a-CH2)-OMe(80)
Das ß-Aminosäurederivat 75c (91 mg, 0.34 mmol, 1 Equiv.) wurde gemäss

AAV 1 Boc-entschützt, zusammen mit der Säure 76a (87 mg, 0.40 mmol, 1.2

Equiv.) in CHC13 (4.5 ml) gelöst, und gemäss AAV 4a mit Et3N (223 jj.1, 1.60

mmol, 4.7 Equiv.), HOBt (75 mg, 0.56 mmol, 1.6 Equiv.) und EDC (153 mg, 0.8
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mmol, 2.4 Equiv.) versetzt. Nach FC (AcOEt/Pentan 1:4) wurde das Dipeptid 80

(97 mg, 0.26 mmol, 76%) als farbloser Feststoff erhalten.

Smp. 131-133 °C. Rf = 0.13 (AcOEt/Pentan 1:4). [«]- = -26.7° (c = 1.0,

CHC13). IR (CHCI3): 3436u;, 3007m, 2959m, 2872u;, 1708s, 1663m, 1623m,

1496s, 1441m, 1392u;, 1368m, 1333m, 1167s, 1056m, 990u;, 961iu, 939u;,

868u;. XH-NMR (400 MHz, CDC13): 0.91-0.94 (m, 2 Me); 1.33 (d, J = 6.90);

1.43 (s, t-BuO); 1.50-1.61 (m, CH + CH2); 3.78 (s, MeO); 4.42-4.49 (m, CHN);

4.84-4.90 (m, CHN); 5.18-5.32 (br., NH); 5.43 (s, HHC=C); 5.59 (s, HHC=C);

5.79 (t, J = 0.83, HHC=C); 6.20 (d, J = 0.98, HHC=C); 6.82 (d, J = 8.7, NH).

13C-NMR (100 MHz, CDC13): 21.08, 22.27, 22.54 (Me); 25.18 (CH); 28.41 (Me),

43.44 (CH2); 49.11, 50.42 (CH); 51.90 (Me); 79.42 (C); 117.88, 126.76 (CH2);

139.93, 146.72, 155.22, 166.56, 166.90 (C). ESI-MS: 391.2 (100, [M+Na]+),

369.1 (5, M+). Anal. ber. für C19H32N205 (368.47): C 61.93, H 8.75, N 7.60; gef:

C 61.93, H 8.81, N 7.58. CD (MeOH, 0.2 mM): 221.8 nm (Min.), 209.5 nm (0),

198 nm (Max.).

Boc-(S)-ß3hVal(a-CH2)-(S)-ß3hAla(a-CH2)-(S)-ß3hLeu(a-CH2)-OMe(82)
Das Dipeptid 80 (69 mg, 187 umol, 1 Equiv.) wurde gemäss AAV 1 Boc-ent¬

schützt, zusammen mit der Säure 76b (54 mg, 210 umol, 1.1 Equiv.) in CHC13

(14 ml) gelöst, und gemäss AAV 4a mit Et3N (205 ul, 1.47 mmol, 7.9 Equiv.),

HOBt (37 mg, 273 umol, 1.6 Equiv.) und EDC (100 mg, 523 umol, 2.8 Equiv.)

versetzt. Nach FC (AcOEt/Pentan 2:3) wurde das Tripeptid 82 (89 mg, 180 umol,

96%) als bräunlicher Feststoff erhalten.

Smp. 164.0-165.5 °C. Rf = 0.17 (AcOEt/Pentan 2:3). [«]- = -35.6° (c = 1.0,

CHCI3). IR (CHCI3): 3431u;, 3007m, 2964m, 2872u;, 1705s, 1661m, 1619m,

1493s, 1391iu, 1368m, 1332m, 1168s, 1082u;, 1044u;, 1014iu, 941iu, 872u;. 1H-

NMR (400 MHz, CDC13): 0.83 (d, J = 6.73, Me); 0.90-0.93 (m, 3 Me); 1.34 (d, J

= 6.90, Me); 1.42 (s, t-BuO); 147-1.63 (m, CH + CH2); 1.88-1.97 (m, CH);

3.78 (s, MeO); 3.96 (dd, J = 9.12, 9.12, CHN); 4.77-4.88 (m, 2 CHN); 5.40 (s,

HHC=C); 5.49 (d, J = 0.60, HHC=C); 5.50-5.56 (br., NH); 5.60 (s, HHC=C,

2H); 5.80 (s, HHC=C); 6.21 (d, J = 0.92, HHC=C); 6.90 (d, J = 9.06, NH);

7.19 (d, J = 8.58, NH).13C-NMR (100 MHz, CDC13): 19.08, 20.13, 20.69, 22.28,

22.48 (Me); 25.17 (CH); 28.44 (Me); 31.41 (CH); 43.40 (CH2); 48.20, 50.59

(CH); 51.95 (Me); 60.73 (CH); 79.07 (C); 118.68, 119.50, 126.90 (CH2);

139.70, 144.41, 145.52, 155.73, 166.55, 166.92, 167.35 (C). HR-MALDI: 516.3

(80, [M+Na]+), 416.3 (38), 394.3 (100), 223.1 (18). Anal. ber. für C26H43N306

(493.64): C 63.26, H 8.78, N8.51; gef: C 63.30, H 8.70, N 8.32. CD (MeOH,

0.2 mM): 224.5 nm (Min.), 213.3 nm (0).
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Boc-(S)-ß3hVal(a-CH2)-(S)-ß3hAla(a-CH2)-(S)-ß3hLeu(a-CH2)-OH(84)
Das geschützte Tripeptid 82 (50 mg, 101 umol) wurde gemäss AAV 3c in THF

(30 ml) und H20 (5 ml) gelöst, und mit IN LiOH (2 ml) versetzt. Nach der Auf¬

arbeitung wurde die Säure 84 (42 mg, 88 umol, 87%) als farbloser Feststoff er¬

halten, und ohne weitere Reinigung eingesetzt.

Smp. 143.5-146.0 °C. Rf = 0.27 (CH2Cl2/MeOH 7:1). [«£T = -31.7° (c = 1.0,

CHC13). IR (CHCI3): 3433u;, 3007m, 2964m, 2872u;, 1702s, 1661m, 1620m,

1494s, 1392m, 1368m, 1310iu, 1171m, 1042u;, 1015iu, 940u;, 874u;. XH-NMR

(400 MHz, CDC13): 0.78 (d, J = 6.65, Me); 0.82-0.86 (m, 3 Me); 1.30 (d, J =

6.88, Me); 1.37 (s, t-BuO); 145-1.58 (m, CH + CH2); 1.83-1.91 (m, CH); 3.90-

4.00 (br. CHN); 4.72-4.79 (m, 2 CHN); 5.30-5.65 (br., NH); 5.34 (s, HHC=C);

5.43 (s, HHC=C): 5.57 (s, HHC=C, 2H); 5.81 (s, HHC=C); 6.26 (d, J = 0.78,

HHC=C); 6.95-7.08 (br., NH); 7.08-7.20 (br., NH).13C-NMR (100 MHz, CDC13):

18.91, 20.08, 20.43, 22.34, 22.43 (Me); 25.70 (CH); 28.42 (Me); 31.31 (CH);

43.17 (CH2); 47.98, 50.49, 60.17 (CH); 79.48 (C); 119.08, 119.85, 128.39

(CH2); 139.57, 144.35, 145.59, 155.96, 167.32, 167.68, 168.91 (C). HR¬

MALDI: 502.3 (41, [M+Na]+), 402.2 (100), 380.2 (42).

(S)-(l-Methyl-2-methylcarbamoyl-ethyl)-carbamidsäure-tert-butylester

(Boc-(S)-ß3hAla-NHMe; 85)

Das geschützte ß3-Aminosäurederivat 69a (300 mg, 1.38 mmol) wurde gemäss

AAV 3a in MeOH (6.8 ml) gelöst, und mit IN NaOH (2.07 ml) hydrolysiert. Nach

der Aufarbeitung wurde die Säure Boc-(S)-ß3hAla-OH (277 mg, 1.36 mmol,

99%) als farbloser Feststoff erhalten, und ohne weitere Reinigung172 gemäss

AAV 4a zusammen mit NH3MeCl (184 mg, 2.73 mmol, 2 Equiv., Fluka purum) in

CH2C12 (7 ml) suspendiert, und mit Et3N (950 ul, 6.82 mmol, 5 Equiv.), HOBt

(221 mg, 1.64 mmol, 1.2 Equiv.) und EDC (313 mg, 1.64 mmol, 1.2 Equiv.) ver¬

setzt. Nach FC (CH2Cl2/MeOH 30:1) wurde das N-Methylamid 85 (217 mg, 1.00

mmol, 73%) als farbloser Feststoff erhalten.

Smp. 121.0-122.5 °C. Rf = 0.20 (CH2Cl2/MeOH 20:1). [«£T = -4.5° (c = 1.0,

CHCI3). IR (CHCI3): 3459m, 3005m, 2980m, 2933u;, 1698s, 1667s, 1502s,

1455m, 1414m, 1392m, 1368m, 1310iu, 1166s, 1104iu, 1064m, 944w, 871iu,

841iu. XH-NMR (500 MHz, CDC13): 1.21 (d, J = 6.71, Me); 1.41 (s, t-BuO); 2.32-

2.41 (m, CH2CO); 2.78 (d, J = 4.81, MeN); 3.90-3.98 (m, CHN); 5.18-5.30

(br., NH); 5.99-6.12 (br., NH). 13C-NMR (125 MHz, CDC13): 20.76, 26.19, 28.39

(Me); 42.87 (CH2); 44.13 (CH); 79.36, 155.60, 171.49 (C). ESI-MS: 455.2 (100,

[2M+Na]+), 255.2 (16, [M+K]+), 239.2 (50, [M+Na]+). Anal. ber. für

Die physikalischen Daten stimmen mit den Literaturwerten überein [444].
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C10H20N2O3 (216.28): C 55.53, H 9.32, N 12.95; gef.: C 55.45, H 9.18, N 13.05.

CD (MeOH, 0.8 mM): 208 nm (Max., schwach).

Boc-(S)-ß3hPro(a-CH2)-(S)-ß3hAla-NHMe(87)
Das ß3-Aminosäurederivat 85 (177 mg, 818 umol, 1.1 Equiv.) wurde gemäss

AAV 1 Boc-entschützt, zusammen mit der Säure 76 (180 mg, 746 umol, 1

Equiv.) in CH2C12 (5 ml) gelöst, und gemäss AAV 4a mit Et3N (520 ul, 3.73

mmol, 5 Equiv.), HOBt (120 mg, 895 umol, 1.2 Equiv.) und EDC (171 mg, 895

umol, 1.2 Equiv.) versetzt. Nach FC (CH2Cl2/MeOH 25:1) wurde das Dipeptid 87

(229 mg, 675 umol, 90%) als farbloser, poröser Schaum erhalten.

Smp. 58-60 °C. Rf = 0.17 (CH2Cl2/MeOH 20:1). [«]- = -42.9° (c = 1.0, CHC13).

IR (CHC13): 3460u;, 3007m, 2882u;, 1664s, 1623m, 1509s, 1477u;, 1454m,

1402s, 1357m, 1318iu, 1162m, 1124m, 1089u;, 1046u;, 964u;, 918iu, 882u;,

851iu. XH-NMR (400 MHz, CDC13): 1.25 (d, J = 6.73, Me); 1.42 (s, t-BuO); 1.80-

1.87 (m, 1.5 CH2); 2.11-2.16 (m, 0.5 CH2); vA = 2.34, vB = 2.48 (ABX, JAB =

14.79, JAX = 5.03, JBX = 4.92, CH2CO); 2.80 (d, J = 4.81, MeN); 3.39-345 (m,

CH2N); 4.28^.34 (m, CHN); 4.69 (d, J = 4.69, CHN); 5.23 (d, J = 0.96,

HHC=C); 5.64 (s, HHC=C); 5.95-6.20 (br., NH); 7.15-7.35 (br., NH). 13C-

NMR (100 MHz, CDC13): 20.09 (Me); 22.70 (CH2); 26.21, 28.44 (Me); 31.95,

41.42 (CH2); 42.74 (CH); 46.70 (CH2); 58.15 (CH); 79.45 (C); 115.74 (CH2);

146.34, 154.41, 167.13, 171.77 (C). HR-MALDI 362.2 (100, [M+Na]+), 262.2

(41.1), 240.2 (68.4). Anal. ber. für C17H29N304 (339.43): C 60.16, H 8.61,

N 12.38; gef.: C 60.09, H 8.52, N 12.37. CD (MeOH, 0.2 mM): Wert fällt auf

-30'000 (250->195 nm).

(S)-3-[(tert-Butoxycarbonyl)amino]-5-methyl-hexansäure

(Boc-(S)-ß3hLeu-OH; 89)

Das geschützte ß3-Aminosäurederivat 69c (657 mg, 2.53 mmol) wurde gemäss

AAV 3a in MeOH (12.7 ml) gelöst, und mit IN NaOH (3.8 ml) hydrolysiert. Nach

der Aufarbeitung wurde die Säure 89 (620 mg, 2.35 mmol, quant.) als farbloser

Feststoff erhalten, und ohne weitere Reinigung eingesetzt. Die physikalischen Da¬

ten stimmen mit den Literaturwerten überein [455].

Boc-(S)-ß3hLeu-(Ä)-ß3hVal-OMe(91a)
Das ß3-Aminosäurederivat 69b (360 mg, 1.39 mmol, 1.1 Equiv.) wurde gemäss

AAV 1 Boc-entschützt, zusammen mit der Säure 89 (322 mg, 1.27 mmol, 1

Equiv.) in CH2C12 (7 ml) gelöst, und gemäss AAV 4a mit Et3N (882 jul, 6.33

mmol, 5 Equiv.), HOBt (205 mg, 1.52 mmol, 1.2 Equiv.) und EDC (290 mg,

1.52 mmol, 1.2 Equiv.) versetzt. Nach FC (CH2Cl2/MeOH 40:1) wurde das Di-

177



peptid 91a (465 mg, 1.25 mmol, 98%) als farbloser Feststoff erhalten. Die physi¬

kalischen Daten stimmen mit den Literaturwerten überein [345].

Boc-(S)-ß3hLeu-ßhGly-OMe (91b)

Das ß-Aminosäurederivat 7 (380 mg, 1.87 mmol, 1 Equiv.) wurde gemäss AAV 1

Boc-entschützt, zusammen mit der Säure 89 (505 mg, 2.06 mmol, 1.1 Equiv.) in

CH2C12 (11ml) gelöst, und gemäss AAV 4a mit Et3N (1.3 ml, 9.35 mmol, 5

Equiv.), HOBt (303 mg, 2.24 mmol, 1.2 Equiv.) und EDC (428 mg, 2.24 mmol,

1.2 Equiv.) versetzt. Nach FC (CH2Cl2/MeOH 45:1) wurde das Dipeptid 91b

(573 mg, 1.73 mmol, 93%) als farbloser Feststoff erhalten.

Smp. 84-85 °C. Rf = 0.11 (CH2Cl2/MeOH 60:1). [«]- = -21.2° (c = 1.0, CHC13).

IR (CHC13): 3440m, 3007m, 2958m, 2872u;, 1729s, 1701s, 1667s, 1500s,

1439m, 1410iu, 1392m, 1368s, 1328u;, 1173s, 1118iu, 1052u;, 1018iu, 867u;.

XH-NMR (500 MHz, CDC13): 0.901 (d, J = 6.65, Me); 0.910 (d, J = 6.55, Me);

1.25-1.31 (m, 0.5 CH2); 1.43 (s, t-BuO); 140-149 (m, 0.5 CH2); 1.59-1.66 (m,

CH); vA = 2.32, vB = 2.42 br. (ABX, JAB = 14.69, JAX = 5.75, CH2CO); 2.53-

2.56 (m, CH2CO); 346-3.56 (m, CH2N); 3.70 (s, MeO); 3.86-3.93 (m, CHN);

5.08-5.17 (br., NH); 6.30-640 (br., NH). 13C-NMR (125 MHz, CDC13): 22.13,

22.88 (Me);24.99 (CH); 28.38 (Me); 33.83, 34.80, 41.62, 43.70 (CH2); 46.32

(CH); 51.81 (Me); 79.17, 155.67, 171.04, 172.89 (C).HR-MALDI: 353.2 (100,

[M+Na]+), 337.2 (22.1), 253.2 (80.2), 231.2 (24.6). Anal. ber. für C16H30N2O5

(330.42): C 58.16, H 9.15, N 8.48; gef.: C 58.23, H 9.05, N 8.50. CD (MeOH,

0.4 mM): 208 nm (Max., schwach).

Boc-(S)-ß3hLeu-ß33hAib-OMe(91c)
Das ß3,3-Aminosäurederivat 99 (433 mg, 1.87 mmol, 1 Equiv.) wurde gemäss

AAV 1 Boc-entschützt, zusammen mit der Säure 89 (505 mg, 2.06 mmol, 1.1

Equiv.) in CH2C12 (11ml) gelöst, und gemäss AAV 4a mit Et3N (1.3 ml, 9.35

mmol, 5 Equiv.), HOBt (303 mg, 2.24 mmol, 1.2 Equiv.) und EDC (428 mg,

2.24 mmol, 1.2 Equiv.) versetzt. Nach FC (CH2Cl2/MeOH 60:1) wurde das Di¬

peptid 91c (645 mg, 1.80 mmol, 96%) als farbloser Feststoff erhalten.

Smp. 93.0-94.5 °C. Rf = 0.18 (CH2Cl2/MeOH 60:1). [«]- = -22.5° (c = 1.0,

CHCI3). IR (CHCI3): 3436m, 3007m, 2976m, 2872u;, 1702s, 1672s, 1499s,

1439m, 1391m, 1368s, 1333m, 1167s, 1118m, 1046u;, 1024u;, 868u;. XH-NMR

(400 MHz, CDC13): 0.91 (d, J = 6.65, Me); 0.92 (d, J = 6.54, Me); 1.27-1.33 (m,

0.5 CH2); 1.41, 1.43 (s, 2 Me); 1.43 (s, t-BuO); 1.38-149 (m, 0.5 CH2); 1.60-

1.76 (m, CH); vA = 2.25, vB = 2.39 br. (ABX, JAB = 14.61, JAX = 5.89, CH2CO);

2.73 (d, J = 14.80, 0.5 CH2CO); 2.81 (d, J = 14.80, 0.5 CH2CO); 3.67 (s,

MeO); 3.85-3.92 (m, CHN); 5.20-5.28 (br., NH); 6.03 (s, NH). 13C-NMR (100
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MHz, CDC13): 22.22, 22.88 (Me); 25.01 (CH); 27.16, 27.18, 28.44 (Me); 42.41,

43.51, 43.61 (CH2); 46.44 (CH); 51.49 (C); 52.12 (Me); 79.04, 155.64, 170.82,

171.86 (C). HR-MALDI: 381.2 (100, [M+Na]+), 281.2 (96.8). Anal. ber. für

C18H34N205 (358.48): C 60.31, H 9.56, N7.81; gef.: C 60.46, H 9.29, N 7.83.

CD (MeOH, 0.4 mM): 208 nm (Max., schwach).

Boc-(S)-ß3hLeu-ß22hAib-OMe(91d)
Das ß2,2-Aminosäurederivat 9 (321mg, 1.39 mmol, 1.1 Equiv.) wurde gemäss

AAV 1 Boc-entschützt, zusammen mit der Säure 89 (322 mg, 1.27 mmol, 1

Equiv.) in CH2C12 (7 ml) gelöst, und gemäss AAV 4a mit Et3N (882 jul, 6.33

mmol, 5 Equiv.), HOBt (205 mg, 1.52 mmol, 1.2 Equiv.) und EDC (290 mg,

1.52 mmol, 1.2 Equiv.) versetzt. Nach FC (CH2Cl2/MeOH 60:1) wurde das Di¬

peptid 91d (417 mg, 1.16 mmol, 92%) als farbloser Feststoff erhalten.

Smp. 87-88 °C. Rf = 0.15 (CH2Cl2/MeOH 60:1). [«]- = -22.4° (c = 1.0, CHC13).

IR (CHC13): 3441m, 2959m, 2872u;, 1703s, 1672s, 1499s, 1473m, 1436m,

1392m, 1368m, 1310m, 1158s, 1113iu, 1046u;, 1015iu, 980u;, 868u;. XH-NMR

(400 MHz, CDC13) 0.909 (d, J = 6.23, Me); 0.913 (d, J = 6.54, Me); 1.19 (s, 2

Me); 1.27-1.35 (m, 0.5 CH2); 1.44-1.52 (m, 0.5 CH2); 1.43 (s, t-BuO); 1.59-

1.67 (m, CH); vA = 2.33, vB = 2.45 br. (ABX, JAB = 14.68, JAX = 5.44, CH2CO);

vA = 3.33, vB = 3.40 (ABX, JAB = 13.63, JAX = 6.24, JBX = 6.60, CH2N); 3.70 (s,

MeO); 3.85-3.94 (m, CHN); 5.13-5.24 (br., NH); 6.17-6.27 (br., NH). 13C-NMR

(100 MHz, CDC13): 22.22, 22.87, 23.10, 23.24 (Me); 25.05 (CH); 28.41 (Me);

41.47, 43.33 (CH2); 43.64 (C); 46.44 (CH); 46.67 (CH2); 53.10 (Me); 79.10,

155.58, 171.15, 177.71 (C). HR-MALDI: 381.2 (100, [M+Na]+), 253.2 (42.9),

337.2 (20.7), 281.2 (68.8), 259.2 (31.6), 253.2 (29.0). Anal. ber. für C18H34N205

(358.48): C 60.31, H 9.56, N7.81; gef.: C 60.44, H 9.45, N7.71. CD (MeOH,

0.4 mM): 210 nm (Max., schwach).

Ac-(S)-ß3hLeu-(Ä)-ß3hVal-OMe(92a)
Das Dipeptid 91a (465 mg, 1.25 mmol) wurde gemäss AAV 1 Boc-entschützt,

analog der AAV 2 in CH2C12 (12 ml) gelöst, und auf 0 °C gekühlt. Die Lsg. wurde

mit Et3N (697 ul, 5 mmol, 4 Equiv.) und Ac20 (177 ul, 1.87 mmol, 1.5 Equiv.)

versetzt, 150 min bei 0 °C, und 75 min bei RT gerührt. Die Reaktionslsg. wurde

mit CH2C12 verdünnt, mit IN HCl (3x), ges. NaHC03 (3x) und ges. NaCl-Lsg. ge¬

waschen, über Na2S04 getrocknet und am RV eingeengt. Nach FC (CH2C12/

MeOH 25:1) wurde das Acetamid 92a (356 mg, 1.13 mmol, 91%) als farbloses

Pulver erhalten.

Smp. 149-150 °C. Rf = 0.20 (CH2Cl2/MeOH 20:1). [«]- = -62.9° (c = 1.0,

CHCI3). IR (CHCI3): 3429m, 3006m, 2963m, 2872u;, 1731m, 1660s, 1506s,

179



1438m, 1372m, 1276m, 1045u;. XH-NMR (500 MHz, CDC13): 1.26-1.31, 1.48-

1.55 (m, 2-0.5 CH2); 1.56-1.63 (m, CH); 178-1.86 (m, CH); 1.96 (s, MeCON);

vA = 2.31, vB = 2.49 (ABX, JAB = 15.07, JAX = 5.10, JBX = 4.69, CH2CO); 2.52-

2.53 (m, CH2CO); 3.68 (s, MeO); 4.04-4.10 (m, CHN); 4.22^.28 (m, CHN);

6.28 (d, J = 9.30, NH); 6.53(d, J = 8.79, NH). 13C-NMR (125 MHz, CDC13):

18.88, 19.25, 22.30, 22.81, 23.54 (Me); 25.13, 31.41 (CH); 36.48, 40.59, 43.24

(CH2); 44.83, 51.55 (CH); 51.80 (Me); 169.60, 170.88, 172.29 (C). HR-MALDI:

337.2 (100, [M+Na]+), 315.2 (23.0, [M+l]+). Anal. ber. für C16H30N2O4

(314.42): C 61.12, H 9.62, N8.91; gef.: C 61.10, H 9.38, N 8.70. CD (MeOH,

0.4 mM): 208.5 nm (Max., 8000).

Ac-(S)-ß3hLeu-ßhGly-OMe (92b)

Das Dipeptid 91b (532 mg, 1.61 mmol) wurde gemäss AAV 1 Boc-entschützt,

analog der AAV 2 in CH2C12 (16 ml) gelöst, und auf 0 °C gekühlt. Die Lsg. wurde

mit Et3N (898 ul, 6.44 mmol, 4 Equiv.) und Ac20 (228 ul, 2.42 mmol, 1.5

Equiv.) versetzt, 30 min bei 0 °C, und 90 min bei RT gerührt. Die Reaktionslsg.

wurde mit CH2C12 verdünnt, mit IN HCl (3x), ges. NaHC03 (3x) und ges. NaCl-

Lsg. gewaschen, über Na2S04 getrocknet und am RV eingeengt. Nach FC

(CH2Cl2/MeOH 25:1) wurde das Acetamid 92b (216 mg, 0.79 mmol, 49%) als

farbloses Pulver erhalten.

Smp. 103.5-105.0 °C. ßf = 0.11 (CH2Cl2/MeOH 25:1). [«£T = -30.4° (c = 1.0,

CHC13). IR (CHC13): 3436m, 3005m, 2958m, 2872u;, 1731s, 1660s, 1511s,

1439m, 1369m, 1272m, 1178m, 1082u;, 1014u;, 892u;. XH-NMR (400 MHz,

CDC13): 0.906 (d, J = 6.61, Me); 0.909 (d, J = 6.46, Me); 1.25-1.32 (m, 0.5

CH2); 148-1.64 (m, 0.5 CH2 + CH); 1.96 (s, MeCON); vA = 2.29, vB = 2.46

(ABX, JAB = 15.08, JAX = 5.38, JBX = 4.68, CH2CO); 2.53-2.56 (m, CH2CO);

345-3.57 (m, CH2N), 3.71 (s, MeO); 4.20^.29 (m, CHN); 6.43 (br., 2 NH). 13C-

NMR (100 MHz, CDC13): 22.25, 22.86, 23.49 (Me); 25.13 (CH); 33.82, 34.88,

40.71, 43.30 (CH2); 44.81 (CH); 51.86 (Me); 169.73, 171.30, 172.86 (C). HR¬

MALDI: 295.2 (100, [M+Na]+), 273.2 (45.5, [M+l]+). Anal. ber. für C13H24N204

(272.34): C 57.33, H 8.88, N 10.29; gef.: C 57.30, H 9.05, N 10.17. CD (MeOH,

0.4 mM): 215.0 nm (Max., 7200).

Ac-(S)-ß3hLeu-ß3 3hAib-OMe (92c)

Das Dipeptid 91c (593 mg, 1.65 mmol) wurde gemäss AAV 1 Boc-entschützt,

analog der AAV 2 in CH2C12 (16 ml) gelöst, und auf 0 °C gekühlt. Die Lsg. wurde

mit Et3N (920 ul, 6.6 mmol, 4 Equiv.) und Ac20 (234 ul, 2.48 mmol, 1.5 Equiv.)

versetzt, 60 min bei 0 °C, und 90 min bei RT gerührt. Die Reaktionslsg. wurde mit

CH2C12 verdünnt, mit IN HCl (3x), ges. NaHC03 (3x) und ges. NaCl-Lsg. gewa-
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sehen, über Na2S04 getrocknet und am RV eingeengt. Nach FC (CH2C12/ MeOH

25:1) wurde das Acetamid 92c (475 mg, 1.58 mmol, 96%) als farbloses Pulver

erhalten.

Smp. 145-147 °C. Rf = 0.16 (CH2Cl2/MeOH 25:1). [«]- = -39.5° (c = 1.0,

CHC13). IR (CHCI3): 3434u;, 3004m, 2959m, 2872u;, 1727m, 1660s, 1509s,

1472m, 1439m, 1390m, 1368m, 1277u;, 1153iu, 1087u;, 1012iu, 964u;. XH-NMR

(400 MHz, CDC13): 0.909 (d, J = 6.63); 0.918 (d, J = 6.52); 1.28-1.35 (m, 0.5

CH2); 1.39, 1.43 (s, 2 Me); 145-1.52 (m, 9,5 CH2); 1.56-1.66 (m, CH); 1.98 (s,

MeCON); vA = 2.24, vB = 2.42 (ABX, JAB = 14.70, JAX = 5.05, JBX = 4.64,

CH2CO); 2.69 (d, J = 14.89, 0.5 CH2CO); 2.88 (d, J = 14.89, 0.5 CH2CO); 3.67

(s, MeO); 4.20^.29 (m, CHN); 6.07 (s, NH); 6.60 (d, J = 8.78, NH).13C-NMR

(100 MHz, CDC13): 22.32, 22.84, 23.47 (Me); 25.11 (CH); 27.24 (Me); 41.56,

43.03, 43.30 (CH2); 44.89 (CH); 51.52 (C); 52.17 (Me); 169.63, 171.03, 171.97

(C). HR-MALDI: 323.2 (100, [M+Na]+), 301.2 (24.1, [M+l]+), 269.2 (21.9).

Anal. ber. für C15H28N204 (300.40): C 59.98, H 9.39, N 9.33; gef.: C 60.12,

H 9.56, N 9.44. CD (MeOH, 0.4 mM): 209.5 nm (Max., 6600).

Ac-(S)-ß3hLeu-ß2 2hAib-OMe (92d)

Das Dipeptid 91d (385 mg, 1.07 mmol) wurde gemäss AAV 1 Boc-entschützt,

analog der AAV 2 in CH2C12 (11 ml) gelöst, und auf 0 °C gekühlt. Die Lsg. wurde

mit Et3N (599 ul, 4.30 mmol, 4 Equiv.) und Ac20 (151 ul, 1.60 mmol, 1.5

Equiv.) versetzt, 55 min bei 0 °C, und 95 min bei RT gerührt. Die Reaktionslsg.

wurde mit CH2C12 verdünnt, mit IN HCl (3x), ges. NaHC03 (3x) und ges. NaCl-

Lsg. gewaschen, über Na2S04 getrocknet und am RV eingeengt. Nach FC

(CH2Cl2/MeOH 25:1) wurde das Acetamid 92d (295 mg, 0.98 mmol, 92%) als

farbloses Pulver erhalten.

Smp. 139.5-141.0 °C. Rf = 0.24 (CH2Cl2/MeOH 20:1). [«£T = -32.9° (c = 1.0,

CHCI3). IR (CHCI3): 3439u;, 3004m, 2959m, 2872u;, 1717m, 1660s, 1511s,

1472m, 1436m, 1369u;, 1310m, 1273u;, 1155s, 1087u;, 1051iu, 980u;. XH-NMR

(400 MHz, CDC13): 0.907 (d, J = 6.54, Me); 0.912 (d, J = 6.47, Me); 1.19, 1.20

(s, 2 Me); 1.27-1.36 (m, 0.5 CH2); 148-1.64 (m, 0.5 CH2 + CH); 1.97 (s,

MeCON); vA = 2.32, vB = 2.49 (ABX, JAB = 15.01, JAX = 4.95, JBX = 4.70,

CH2CO); vA = 3.34, vB = 3.39 (ABX, JAB = 13.63, JAX = 6.32, JBX = 6.49,

CH2CO); 3.71 (s, MeO); 4.21^.29 (m, CHN); 6.31 (br., NH); 6.56 (d, J = 7.53,

NH). 13C-NMR (100 MHz, CDC13): 22.26, 22.76, 23.08, 23.16, 23.41 (Me);

25.11 (CH); 40.47, 43.17 (CH2); 43.25 (C); 44.83 (CH); 46.73 (CH2); 52.12

(Me); 169.67, 171.41, 177.61 (C). HR-MALDI: 323.2 (100, [M+Na]+); 301.2

(29.0, [M+l]+). Anal. ber. für C15H28N204 (300.40): C 59.98, H 9.39, N 9.33;

gef.: C 60.03, H 9.19, N 9.32. CD (MeOH, 0.4 mM): 208.5 nm (Max., 7200).
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Ac-(S)-ß3hLeu-(Ä)-ß3hVal-OH(93a)
Das Dipeptid 92a (80 mg, 0.25 mmol) wurde gemäss AAV 3d in MeOH (4.5 ml)

gelöst, und mit IN LiOH (4.2 ml) versetzt. Nach der Aufarbeitung wurde die Säu¬

re 93a (60 mg, 0.20 mmol, 80%) als farbloses Pulver erhalten, und ohne weitere

Reinigung eingesetzt.

Smp. 188.0-190.5 °C. Rf = 0.16 (CH2Cl2/MeOH 7:1). [«£T = -20.9° (c = 0.5,

CHCl3/MeOH 1:1). IR (CHC13): 3613m, 3427m, 3338m, 3297m, 3007s, 2976s,

1718m, 1659s, 1511s, 1446m, 1371m, 1332u;, 1377m, 1078u;, 1046m, 979w,

931w, 881 iu. XH-NMR (400 MHz, CDC13/CD30D 4:1): 078-0.82 (m, 4 Me);

1.15-1.22 (m, 0.5 CH2); 1.32-1.39 (m, 0.5 CH2); 1.44-1.52 (m, CH); 1.68-178

(m, CH); 1.84 (s, MeCON); 2.19-243 (m, 2 CH2CO); 3.93-3.98 (m, CHN);

4.01-4.08 (m, CHN). 13C-NMR (100 MHz, CDC13/CD30D 4:1): 18.17, 18.79,

21.55, 22.48, 22.68 (Me); 24.78, 31.44 (CH); 36.46, 41.45, 42.03 (CH2); 45.41,

51.60 (CH); 171.22, 171.35, 173.94 (C). HR-MALDI: 323.2 (100, [M-Na]+),

301.2 (47.4, [M+l]+), 283.2 (22.8).

Ac-(S)-ß3hLeu-ß3 3hAib-OH (93c)

Das Dipeptid 92c (80 mg, 0.27 mmol) wurde gemäss AAV 3d in MeOH (4.5 ml)

gelöst, und mit IN LiOH (4.2 ml) versetzt. Nach der Aufarbeitung wurde die Säu¬

re 93c (74 mg, 0.26 mmol, 97%) als farbloses Pulver erhalten, und ohne weitere

Reinigung eingesetzt.

Smp. 90-93 °C. Rf = 0.23 (CH2Cl2/MeOH 7:1). [«]- = -13.6° (c = 0.5,

CHCl3/MeOH 1:1). IR (CHC13): 3433m, 3007m, 2960s, 2872m, 1714s, 1661s,

1511s, 1444m, 1369m, 1318iu, 1158iu, 1123iu, 1087u;, 1046u;, 964u;, 881 iu.

XH-NMR (400 MHz, CDC13): 0.90 (d, J = 6.50, 2 Me); 1.27-1.39 (m, 0.5 CH2);

1.43, 1.45 (s, 2 Me); 149-1.56 (m, 0.5 CH2 + CH); 1.99 (s, MeCON); vA =

2.31, vB = 2.45 (ABX, JAB = 14.80, JAX = 6.52, JBX = 4.79, CH2CO); 2.68 (d, J

= 14.66, 0.5 CH2CO); 2.86 (d, J = 14.67, 0.5 CH2CO); 4.18-4.26 (m, CHN);

6.49 (s, NH); 6.72 (d, J = 8.90, NH). 13C-NMR (100 MHz, CDC13): 22.22, 22.87,

23.23 (Me); 25.04 (CH); 27.27, 27.43 (Me); 41.79, 43.34, 43.87 (CH2); 45.48

(CH); 52.28, 170.93, 171.54, 174.22 (C). HR-MALDI: 309.2 (100, [M+Na]+),

287.2 (52.4, [M+l]+), 269.2 (37.7).

Ac-(S)-ß3hLeu-ß2 2hAib-OH (93d)

Das Dipeptid 92d (80 mg, 0.27 mmol) wurde gemäss AAV 3d in MeOH (4.5 ml)

gelöst, und mit IN LiOH (4.2 ml) versetzt. Nach der Aufarbeitung wurde die Säu¬

re 93d (68 mg, 0.24 mmol, 89%) als farbloses Pulver erhalten, und ohne weitere

Reinigung eingesetzt.
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Smp. 195-200 °C. Rf = 0.21 (CH2Cl2/MeOH 7:1). [a% = -17.1° (c = 0.5,

CHCl3/MeOH 1:1). IR (CHC13): 3439m, 3268m,3008s, 2975s, 1700s, 1659s,

1473m, 1437m, 1369m, 1292m, 1128iu, 1082u;, 1044m, 933u;, 878u;. XH-NMR

(400 MHz, CDC13/CD30D 4:1): 0.90 (d, J = 5.48, Me); 0.92 (d, J = 5.61, Me);

1.19 (s, 2 Me); 1.26-1.33 (m, 0.5 CH2CO); 144-1.51 (m, 0.5 CH2CO); 1.55-

1.65 (m, 0.5 CH2CO); 1.95 (s, MeCON); vA = 2.35, vB = 2.40 (ABX, JAB =

14.39, JAX = 5.92, JBX = 6.25, CH2CO); 3.30-340 (m, CH2CO), 4.12-4.21 (m,

CHN). 13C-NMR (100 MHz, CDC13/CD30D 4:1): 21.65, 22.51, 22.70, 22.84,

22.97 (Me); 24.83 (CH); 41.26 (CH2); 42.89 (C); 43.01 (CH2); 45.31 (CH);

46.75 (CH2); 171.15, 171.97, 179.29 (C).

Ac-(S)-ß3hLeu-(Ä)-ß3hVal-(S)-ß3hPro(a-CH2)-OMe(94a)
Das Prolinderivat 75d (48 mg, 188 umol, 1.1 Equiv.) wurde gemäss AAV 1 Boc-

entschützt, zusammen mit der Säure 93a (51 mg, 170 umol, 1 Equiv.) in CHC13

(2 ml) gelöst, und gemäss AAV 4a mit Et3N (190 ul, 1.36 mmol, 8 Equiv.), HOBt

(37 mg, 273 umol, 1.6 Equiv.) und EDC (71 mg, 374 umol, 2.2 Equiv.) versetzt.

Nach FC (CH2Cl2/MeOH 12:1) wurde das Tripeptid 94a (28 mg, 64 umol, 38%)

als farbloses Glas erhalten.

Rf = 0.43 (CH2Cl2/MeOH 10:1). XH-NMR (300 MHz, CDC13): Rotamere; 0.89-

0.93 (m, 4 Me); 1.21-1.31 (m, 0.5 CH2); 144-1.61 (m, 0.5 CH2 + CH); 1.79-

2.02 (m, CH + 2 CH2); 1.944, 1.948, 1.952 (s, MeCON); 2.04-275 (m, 2

CH2CO); 345-371 (m, CH2N); 3.76, 3J51, 3J32 (s, MeO); 3.83-3.96 (m, CHN);

4.24-4.32 (m, CHN); 479 (d, J = 7.79, CHN); 4,85 (d, J = 7.78, CHN); 4.92-

4.96 (m, CHN); 5XH (d, J = 7.78, CHN); 533, 5.40, 546, 5^53 (s, HHC=C);

6.20, 6.22, 630, 633 (s, HHC=C); 6.60-6.80, 6.80-6.97, 6.97-6.18 (br., NH).

13C-NMR (75 MHz, CDC13): Rotamere; 19.69, 19.90 (Me); 21.04 (CH2); 22.48,

22.82 (Me); 23.42 (CH2); 23.62 (Me); 25.18 (CH); 31.07 (CH2); 32.32 (CH);

32.57, 35.52, 40.24, 43.19, 43.30 (CH2); 44.76 (CH); 46.51, 47.71 (CH2); 51.93

(CH); 52.09, 52.25 (Me); 57.75, 57.86, 58.32 (CH); 122.99, 124.38 (CH2);

139.85, 165.55, 169.14, 169.81, 170.69 (C). HR-MALDI: 615.4 (26.3), 593.4

(82.9), 460.3 (100, [M+Na]+), 438.3 (52.9, [M+l]+), 283.2 (67.7).

Ac-(S)-ß3hLeu-ßhGly-(S)-ß3hPro(a-CH2)-OMe(94b)
Das Prolinderivat 75d (50 mg, 196 umol, 1 Equiv.) wurde gemäss AAV 1 Boc-

entschützt, zusammen mit der Säure 93b (51 mg, 197 umol, 1 Equiv.) in CHC13

(2.5 ml) gelöst, und gemäss AAV 4a mit Et3N (223 ul, 1.60 mmol, 8.2 Equiv.),

HOBt (43 mg, 318 umol, 1.6 Equiv.) und EDC (84 mg, 439 umol, 2.2 Equiv.)

versetzt. Nach FC (CH2Cl2/MeOH 18:1) wurde das Tripeptid 94b (9 mg, 23

umol, 12%) als farbloses Glas erhalten.
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Rf = 0.13 (CH2Cl2/MeOH 18:1). IR (CHC13): 3618u;, 3489u;, 3007s, 2976m,

2882u;, 1716m, 1657s, 1509s, 1440s, 1370m, 1292m, 1137m, 1082u;, 1045m,

990u;, 959w, 909w, 977w. XH-NMR (400 MHz, CDC13): Rotamere; 0.89-0.92 (m,

2 Me); 1.21-1.29 (m, 0.5 CH2); 1.41-1.51 (m, 0.5 CH2); 1.52-1.61 (m, CH);

174-1.94 (m, CH2); 1.96 (m, MeCON, 3 Signale); 2.05-2.54 (m, 2 CH2CO +

CH2); 341-3.69 (m, 2 CH2N); 377-3.81 (m, MeO, 3 Signale); 4.24-4.26 (m,

CHN); 4.79 (d, J = 7.23, CHN); 4^98 (d, J = 6.74, CHN); 537 (m, 0.125

HHC=C, 3 Signale); 542 (m, 0.125 HHC=C, 3 Signale); 548-549 (m, 0.25

HHC=C, 4 Signale); 622, 6.30 (s, HHC=C); 6.51 (d, J = 8.84, 0.2 NH); 6.58-

6.72 (br., 1.8 NH). 13C-NMR (100 MHz, CDC13): Rotamere; 20.93 (CH2); 2232,

22.34, 22.82, 22.88 (Me); 23.23, 23.27 (CH2); 23.53 (Me); 25.12, 25.16 (CH);

2971, 30.92, 32.36, 3239, 33.60, 33.63, 34.13, 34.20, 34.67, 3472, 3476,

40.17, 40.25, 4030, 40.54, 43.11, 43.15, 43.18, 4334 (CH2); 44.69, 4472,

4479 (CH); 46.52, 4739, 4743 (CH2); 51.92, 52.21 (Me); 57.67, 5772, 58.00,

58.02 (CH); 123.25, 123.39, 124.34, 12444 (CH2); 139.81, 139.92, 140.69,

140.77, 165.78, 166.09, 166.13, 169.49, 169.52, 170.18, 171.04, 171.22,

171.27, 17137 (C). HR-MALDI: 418.2 (100, [M+Na]+), 396.2 (41.8, [M+l]).

Ac-(S)-ß3hLeu-ß3 3hAib-(S)-ß3hPro(a-CH2)-OMe (94c)

Das Prolinderivat 75c (60 mg, 235 umol, 1 Equiv.) wurde gemäss AAV 1 Boc-

entschützt, zusammen mit der Säure 93c (67 mg, 234 umol, 1 Equiv.) in CHC13

(2.5 ml) gelöst, und gemäss AAV 4a mit Et3N (260 ul, 1.87 mmol, 7.9 Equiv.),

HOBt (51 mg, 374 umol, 1.6 Equiv.) und EDC (98 mg, 515 umol, 2.2 Equiv.)

versetzt. Nach FC (CH2Cl2/MeOH 20:1) wurde das Tripeptid 94d (44 mg, 104

umol, 44%) als farbloses Glas erhalten.

Rf = 0.19 (CH2Cl2/MeOH 20:1). IR (CHC13): 3436u;, 3316u;, 3005m, 2957m,

2872u;, 1716s, 1658s, 1626s, 1511s, 1439s, 1385m, 1367m, 1293m, 1266m,

1167m, 1093u;, 1047u;, 990u;, 958u;. XH-NMR (300 MHz, CDC13): Rotamere;

0.88-0.92 (m, 2 Me); 1.25-148 (m, CH2); 139-148 (m, 2 Me); 1.53-171 (m,

CH); 174-1.93 (m, CH2); 1.95-2.00 (m, MeCON); 2.02-231 (m, CH2); 2.33-

2.54 (m, CH2CO); 271-2.86 (m, 0.5 CH2CO); 3.29-370 (m, 0.5 CH2CO +

CH2N); 376, 3.82 (s, MeO); 4.19-432 (m, CHN); 4.84-4.85, 4.98-5.01 (m,

CHN); 538-540, 5.49 (m, HHC=C); 620, 6.35 (m, HHC=C); 6J37 (d, J =

9.65, 0.5 NH); 6.94-7.17 (br., 1.5 NH). 13C-NMR (75 MHz, CDC13): Rotamere;

20.95 (CH2), 22.48, 2274, 22.84 (Me); 23.28 (CH2); 2333, 2343, 23.49 (Me);

25.13 (CH); 26.86, 26.99, 27.10, 27.27, 27.44 (Me); 30.85, 32.32, 40.44, 4134,

41.43, 41.55, 42.65, 42.76, 42.84, 42.93, 43.06, 43.12, 43.25 (CH2); 44.77

(CH); 46.41, 48.02, 48.12 (CH2); 51.92, 52.23 (Me); 52.63, 52.69 (C); 5744,

57.53, 58.26, 5832 (CH), 122.97, 124.65, 124.85 (CH9), 139.69, 139.81,
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140.25, 140.54, 165.55, 165.63, 165.81, 169.22, 169.28, 16943, 169.55,

170.23, 170.44, 170.50, 170.77 (C). HR-MALDI: 446.3 (100, [M+Na]+), 269.2

(33.9).

3-[(tert-Butoxycarbonyl)amino]-3-methyl-buttersäuremethylester

(Boc-ß3 3hAib-OMe; 99)

Analog zur Herstellung des Methylesters 7 [357] wurde die geschützte ß-Amino-

säure Boc-ß3-3hAib-OH173 (1 g, 4.6 mmol) in EtOH (17.6 ml) gelöst, mit 10% aq.

CsC03-Lsg. (7.3 ml) versetzt, und am RV eingeengt. Der Rückstand wurde in

DMF (9.2 ml) gelöst, und bei 0 °C mit Mel (1.22 ml, 19.6 mmol) versetzt. Nach

Aufarbeitung und FC (Et20/Pentan 1:6) wurde das ß3,3-Aminosäurederivat 99

(866 mg, 3.7 mmol, 81%) als farbloses Ol erhalten. Die physikalischen Daten

stimmen mit den Literaturwerten überein [357].

9.7 Experimentelle Daten der Festkörper-NMR-Messungen

MAS Doppelresonanzmessungen

(Diese Messungen und die Interpretation der Messwerte wurden von Dr. Matthias

Ernst in der Gruppe von Prof. B. H. Meier an der ETH Zürich durchgeführt.)

Alle Spektren wurden auf einem Bruker Avance 500 Spektrometer aufgenom¬

men, mit einem Bruker 4 mm-Aussendurchmesser "magic-angle spinning" (MAS)

Doppelresonanz-Messkopf. Alle Messungen wurden an einer Probe des vollstän¬

dig 13C- und 15N-markierten Hexapeptids Boc-(ß2,2hAib)6-OMe 65 durchgeführt,

welches 1:10 mit dem analogen, unmarkierten Peptid verdünnt war (zur Vermei¬

dung intermolekularer Kontakte). Um die Werte und Orientierungen des chemi¬

schen 15N-Verschiebungstensors zu erhalten, wurden ID NMR Spektren mit der

Spinfrequenz 1 kHz aufgenommen. Die Spektren wurden mit der GAMMA Simu¬

lation Environment-Soiiware gefittet. Der chemische 15N-Verschiebungstensor

wurde axialsymmetrisch mit Act = -146+1 ppm gefunden. Die Orientierung des

Hauptachssystems wurde so angenommen, dass die Symmetrieachse des Tensors

entlang des N-H-Bindungsvektors verläuft [456,457], die Bindungsgeometrie

wurde als planar angenommen, mit Winkeln von 120° zwischen den Bindungen.

Die Hauptwerte des chemischen CO-Verschiebungstensors wurden mit

<txx = 70+1 ppm, <jyy
= 10+0.5 ppm, und azz = -80+1.5 ppm gefunden. Der

Tensor wurde so angenommen, dass die <rzz-Achse aus der Amidebene, und die

<T -Achse entlang der Carbonylbindung zeigt. Es wurde gefunden, dass eine Ab-

173
Dieses Aminosäurederivat wurde im Rahmen der ETH Dissertation No. 13203 von Stefan Abele herge¬

stellt.
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weichung der <ryy-Achse von der Richtung der Carbonylbindung [456] die Tensor¬

werte nicht signifikant verändert. Zweidimensionale Austauschspektren [379] mit

Kreuzpolarisierung der Protonen wurden aufgenommen, um die ursprüngliche

Polarisierung zu erhöhen. Die Mischzeit der Austauschspektren wurde rotorsyn¬

chron implementiert, um mit protonengetriebener Spindiffusion als Transferme¬

chanismus reine Absorptionspeaks zu erhalten[458].

REDOR und TEDOR-REDOR Messungen

(Diese Messungen und die Interpretation der Messwerte wurden in der Gruppe

von Prof. J. Schaefer an der Washington University in St. Louis durchgeführt.)

REDOR wurde eingesetzt um die durch "magic-angle spinning" entfernte dipolare

Kopplung zwischen heteronuklearen Spinpaaren wiederherzustellen [459].

REDOR-Experimente werden immer in zwei Teilen durchgeführt, einmal mit Ro¬

tor-synchronen dephasierenden Pulsen (S) und einmal ohne (S0). Die dephasie-

renden Pulse (siehe Abbildung 56a) ändern das Vorzeichen der heteronuklearen

Dipolarkopplung, was zu Interferenz mit der entfernungsabhängigen Mittelung

durch die Rotorbewegung führt.

1H

a) 19F [y] [ill
n i

13q
jte^SfWsw*

13C{1BF}

19p

b) «c JLDl

15N ^

ÏÏT

i 1 1» A.

Hn-
Pft|^p^»v"

I r ' r ' r « r i r '[ * r * r

TEDOR-REDOR

Abbildung 56 Aufstellung der Pulssequenzen für 13C{19F}-REDOR (a) und 15N^13C{19F}-TEDOR-
REDOR (b), ausgelöst durch einen Kreuzpolarisationstransfer von den Protonen. In beiden Sequenzen
wurde nur ein einziger 13C-refokusierender 7i-Puls eingesetzt, um mögliche Interferenzen von 13C-13C-Kop-

plungen im mehrfach markierten System zu minimieren. Der Kohärenztransfer im TEDOR-Teil der unteren

Sequenz wurde nach m Rotordrehungen mit zusammenfallenden 15N- und 13C 7i/2-Pulsen erreicht. Das Ti¬

ming der ^-Pulse war in beiden Sequenzen gleich.

Die Differenz der Signalintensitäten (AS = S0 - S) für den beobachteten Spin in

den beiden Teilen des REDOR-Experiments, ist direkt verknüpft mit dem korres¬

pondierenden Abstand des depasierenden Spins [460].
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9 Experimenteller Teil

In einem 15N—»13C TEDOR-Experiment wird die nicht-observable bilineare Kohä¬

renz der 15N-Magnetisierung (ursprünglich von den Protonen übertragen) mit 13C-

REDOR-Pulsen entwickelt (siehe Abbildung 26b, Seite 73). Diese Kohärenz wird

vom 15N-Kanal zum 13C-Kanal durch zusammenfallende 7t/2-Pulse übertragen,

und anschliessend durch 15N-REDOR-Pulse in observable 13C-Magnetisierung

entwickelt [461]. Dieser Prozess erlaubt eine selektive Beobachtung der Signale

von 13C-Kernen, die direkt an 15N-Kerne gebunden sind. TEDOR wurde als Filter

für die 13C-19F-REDOR-Abstandsmessungen, ohne Interferenz mit dem natürli¬

chen 13C/15N-Hintergrund eingesetzt [462].

REDOR and TEDOR-REDOR wurde mit einem 4-Frequenzmesskopf (mit 14 mm

lange, 9 mm innendurchmessende Spule) [463] mit einem Chemagnetics/Varian

stator und Spingehäuse durchgeführt. Die pulverisierten Proben wurden in

Chemagnetics/Varian 7.5 mm Aussendurchmesser Zrikonia-Rotoren gemessen.

Die Rotoren drehten mit 5000 Hz (aktive Regulation ±2 Hz). Die Experimente

wurden mit einem 4.7 Tesla Magnet (200 MHz für Protonen) und einem Teemag

Pulsgenerator durchgeführt. Die Radiofrequenzpulse wurden mit Kalmus und

American Microwave Technology Verstärkern generiert. Die 7t-Pulslängen waren

10 us für 13C, 15N und 19F. Für das Dephasieren wurde Standard-XY-8 phase

cycling [464] eingesetzt. Die Proton-Kohlenstoff Kreuzpolarisierung wurde in 2 ms

bei 50 kHz durchgeführt. Die Protonen Dipolarentkopplung war 100 kHz wäh¬

rend der Datenmessung. Die 13C-chemische Verschiebungsskala bezieht sich auf

externes TMS. Die Berechung der Dephasierung durch CF3-Gruppen berücksich¬

tigte Orientierungseffekte [465].
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10 Anhang

10 Anhang: Zusammenfassung der Strukturdaten von

ß-Peptiden

Im ersten Teil dieses Abschnitts sind die bevorzugten Diederwinkel der im Rah¬

men dieser Arbeit hergestellten Verbindungen, und im zweiten Teil die Daten von

bekannten ß-Peptidstrukturen zusammengefasst. Dadurch soll der Vergleich der

Strukturen untereinander und die Einordnung neuer Strukturen erleichtert wer¬

den.

10.1 ß22-, ß223- und a-Methylen-ß3-peptide

Bevorzugte Winkelbereiche der Bausteine von ß2'2'3-Peptiden in der MD-Simula¬

tion. Besprechung siehe Abschnitt 6.6.1. Die untersuchten Bausteine verschiede¬

ne bevorzugte Konformationen (Val vs. Leu/Ala).

AS-Einheit

CO--N—Cß-

0

-Ca N--Cß—Ca-

0

-CO Cß--Ca—CO-N

ß223hVal(a-Me2)

ß223hAla(a-Me2)

ß223hl_eu(a-Me2)

-115

-115

-115

-60

180

180

-160

-40

-40

Bevorzugte Winkelbereiche von ß2'2hAib-Peptiden. Besprechung siehe Ab¬

schnitt 6.6.2. Die Winkel beziehen sich auf die Modelle, welche aufgrund von ex¬

perimentellen Daten als möglich erachtet wurden. Rückgratwinkel von Peptiden

aus ringförmigen geminal disubstituierten ß2,2-Aminosäurebausteinen sind in

Tabelle 3 (Seite 64) aufgeführt (Röntgenbeugungs-Strukturen).

Modell

CO--N—Cß-

0

-Ca N-_Cß—Ca-

0

-CO Cß--Ca—CO-N

a 180 180 180

b -120 180 120

c

-120

120

180

180

120

-120

d

120

-120

-80

80

120

-120

e -177 -56 -58
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Bevorzugte Winkelbereiche von a-Methylen-ß3-Peptiden aufgrund von CSD-

Daten. Besprechung siehe Abschnitt 8.3.2.

CO-N—Cß-Ca N--Cß—Ca--CO Cß--Ca—CO-N

0 0 ¥

+60-180 +60

180

(0)

180

10.2 Gemittelte Daten von bekannten ß-Peptidstrukturen

Die unten angegebenen Winkel sind Durchschnittswerte aus bekannten ß-Peptid¬

strukturen. Sie sollen als Richtwerte dienen, in welchem Bereich die Diederwinkel

einer bestimmten Sekundärstruktur liegen.

Die Diederwinkel der (M)-314-Helix wurden aufgrund der NMR-Strukturdaten

eines (2S,3S)-ß2,3-Hexapeptids [335,336] und eines ß3-Heptapeptids174 (mit Di-

sulfidbrücke [347]) bestimmt. Wasserstoffbrücken werden zwischen der

NH-Gruppe der Einheit (i), und der C=0-Gruppe der Einheit (i+2) ausgebildet.

Bindungswinkel: 111° (N-Cß-Ca), 113° (Cß-Ca-CO), 117° (Ca-CO-N), 124°

(CO-N-Cß).

CO-N—Cß-Ca N-Cß—Ca-CO Cß-Ca—CO-N

0 0 ¥

-129 60 -141

Für ein Hexapeptid aus (S,S)-2-Amino-cyclohexancarbonsäureeinheiten wurde

eine der (M)-314-Helix ähnliche Helix mit folgenden Winkeln gefunden (Kristall¬

strukturdaten) [340,341]. Bindungswinkel: 111° (N-Cß-Ca), 111° (Cß-Ca-CO),
117° (Ca-CO-N), 123.5° (CO-N-Cß).

CO-N—Cß-Ca N-Cß—Ca-CO Cß-Ca—CO-N

0 0 ¥

-142 55 -127

Mit einer zentralen cyclischen 5-Amino-[l,2]dithian-4-carbonsäureeinheit.
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10 Anhang

Die Diederwinkel der (P)- 12/10-Helix wurden aufgrund der NMR-Strukturdaten

eines (S)-ß2/(S)-ß3-Hexa-und eines (S)-ß2/(S)-ß3-Nonapeptids bestimmt [335,

348]. Für die zwei verschiedenen, abwechselnd eingebauten Aminosäurearten,

werden zwei Sätze Diederwinkel angegeben. Die Diederwinkel der 12/10-Helix

scheinen relativ flexibel175, sie unterscheiden sich in den beiden betrachteten

Modellen. Das Schema der Wasserstoffbrückenbindungen (10- und 12-Ring) ist

unten angegeben.

Wasserstoffbrücken-Bindungsschema der 12/10-Helix:

10
i 1

O O R O O

H I H H J H

I I

12

Bindungswinkel der 12/10-Helix (a: Hexapeptid, b: Nonapeptid):

Einheit N-Cß-Ca Cß-Ca-CO Ca-CO-N CO-N-C6

a) ß2-AS 111.4 110.1 117.7 123.4

ß3-AS 110.3 112.8 117.0 123.8

b) ß2-AS 110.3 108.6 113.0 118.6

ß3-AS 108.7 109.7 113.0 118.5

Diederwinkel der 12/10-Helix (a: Hexapeptid, b: Nonapeptid):

Einheit CO--N—Cß-

0

-Ca N--Cf!—ca-

0

-CO Cß--Ca—CO-N

a) ß2-AS

ß3-AS

80

-94

65

61

-117

95

b) ß2-AS

ß3-AS

91

-96

75

66

-115

77

175
Das Nonapeptid besitzt lediglich sechs Aminosäureeinheiten welche aufgrund ihrer Konformation zur

12/10-Helix gerechnet werden können. Vom Hexapeptid wurden fünf Einheiten berücksichtigt.
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Peptide aus (2ß,3S)-a-Hydroxy-ß3-aminosäureeinheiten bilden eine flache (P)-

28-Helix (NMR-Strukturdaten) [352]. Bindungswinkel: 106° (N-Cß-Ca), 109.5°

(Cß-Ca-CO), 120° (Ca-CO-N), 105° (CO-N-Cß).

CO-N—Cß-Ca

0

0=C-Ca-OH N-Cß—Ca-CO

0

Cß-Ca—CO-N

-135 -33 58 28

Ein Octapeptid aus (ß,ß)-2-Amino-cyclopentancarbonsäureeinheiten bildet eine

so genannte (M)-12-Helix (= 2.612-Helix, Kristallstrukturdaten) [350,351]. Die

Diederwinkel besitzen keine fixen Werte, sondern liegen in einem Winkelbereich.

In der Tabelle sind zwei Hauptkonformationen und der gesamte Bereich angege¬

ben, in welchem die Winkel liegen. Bindungswinkel: 113° (N-Cß-Ca), 112° (Cß-

Ca-CO), 116° (Ca-CO-N), 124° (CO-N-Cß).

CO-N—Cß-Ca N_Cß—Ca-CO Cß-Ca—CO-N

0 0 ¥

Konf. 1 90 -90 110

Konf. 2 105 -95 98

Bereich (84 bis 116) (- 88 bis -113) (93 bis 112)

Ein Tripeptid aus (2ß,3S)-ß2,3-Aminosäureeinheiten bildet im Festkörper ein

Faltblatt (Kristallstrukturdaten) [354]. Bindungswinkel: 109° (N-Cß-Ca), 110°

(Cß-Ca-CO), 116° (Ca-CO-N), 123° (CO-N-Cß).

CO-N—Cß-Ca N-Cß—Ca-CO Cß-Ca—CO-N

0 0 ¥

-110 178 127
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10 Anhang

Cyclotetrapeptide von (J?/S)-ß3hAla besitzen im Festkörper gut definierte

Strukturen. Es wurden Tetrapeptide des all-(S)-Derivats und mit einem (S,R,S,R)

bzw. (S,S,ß,ß)-Substitutionsmuster hergestellt [358,359,466]. Ein ß3hPhe-Cyclo-

tetrapeptid besitzt ähnliche Rückgratwinkel [467]. Die Aminosäureeinheiten dieser

cyclischen Peptide besitzen zwei alternierende bzw. vier verschiedene Konforma¬

tionen und Bindungsgeometrien. Von den Rückgrat-Bindungswinkeln (rechts in

der Tabelle) ist jeweils das zentrale Atom angegeben. Bemerkenswert ist die fast

verdeckte Ethanbindung im (S)-ß3hAla-Cyclotetrapeptid!

Cyclotetrapeptid O 0 Y CO N Cß Ca

(S)-(ß3hAla)4 -149.9 143.9 -173.7

-105.9 58.9 -102.4

116.0 122.0 108.5 112.0

116.1 122.0 106.6 111.1

(S)-(ß3hPhe)4 -143.2 -58.0 -172.1

57.5 50.8 -99.8

117.8 122.0 111.1 114.5

115.3 120.5 114.2 112.5

(SRSR)-(ß3hAla)4 S:

R:

60.9 68.5 -157.3

-60.9 -68.5 157.3

116.0 122.2 114.1 113.2

116.0 122.2 114.1 113.2

(SSRR)-(ß3hAla)4 S:

S:

R:

R:

-137.1 76.2 -153.4

-158.4 72.7 37.7

137.1 -76.2 153.4

158.4 -72.7 -37.7

116.1 121.5 110.8 113.2

115.6 121.9 109.7 116.6

116.1 121.5 110.8 113.2

115.6 121.9 109.7 116.6
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Abbildung 57 Diagramme der Rückgrat-Diederwinkel von bekannten ß-Peptidstrukturen. In jedem Dia¬

gramm sind zwei Winkel kombiniert aufgetragen. Die Winkel der offenkettigen Strukturen entsprechen den

schwarzen Punkten, die Werte der Cyclotetrapeptide sind grau eingetragen. Die grosse Variabilität der

Winkel in den cyclischen Peptiden ist deutlich erkennbar (Punkte sind über die Diagrammflachen verteilt).

Fur den Winkel O wird die Bevorzugung des Bereichs zwischen 60° und 180° deutlich (siehe auch

Abbildung 52g). Fur © werden Werte um 60-90° und 180° gefunden. Helices mit (P)-Drehsinn: 12/10-

und 28- Helices; (M)-Drehsinnn: 314- und 12-Helix.
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