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1 Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Synthese und der Strukturanalyse
neuer 3-Peptide.

In einem ersten Teil wird die Herstellung von B?2- und p?22-Peptiden mit einem
geminal disubstituierten Riickgratzentrum beschrieben.

Es ist bekannt, dass kurze Oligomere von einfach (B2-, B3-) sowie vicinal zweifach
(B%%) substituierten B-Peptiden in Loésung stabile Sekundéarstrukturen ausbilden
(Helices und Schleifen), und sich im Festkorper in regelméssigen Mustern an-
ordnen koénnen (Faltblatt, Stapelbildung von cyclischen Peptiden). Von B-Pep-
tiden mit geminal disubstituierten Aminosaureeinheiten weiss man, dass sie einige
dieser Anordnungen (3;,- und 2.6,,-Helices, Haarnadelschleife, Faltblatt) auf-
grund von ungtinstigen sterischen Wechselwirkungen nicht einnehmen kénnen.
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 Aminoséuren (Aib, Abu etc.) gezielt zur Stabili-
sierung helikaler Sekundéarstrukturen eingesetzt.

Um Informationen tiber die Festkorperstruktur der einfachsten a-disubstituierten
B-Peptide, von B#?hAib-Derivaten A, zu bekommen, wurden selektiv *C- und
15N-markierte Verbindungen hergestellt, und mit Festkérper-NMR-Methoden un-
tersucht. Die gewonnenen Daten wurden zur Erstellung von Konformationsmo-
dellen mit Werten aus &hnlichen Réntgenbeugungsstrukturen ergénzt.
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Trisubstituierte p>23-Peptide B sollten aufgrund der optisch aktiven Bausteine die
Untersuchung mittels CD-Spektroskopie erlauben. Peptide, welche ausschliesslich
Methyl-Seitenketten (R = Me) tragen, wurden hauptsachlich flir Festkorperunter-
suchungen hergestellt. Ein Hexapeptid mit den Seitenketten von Valin, Alanin
und Leucin wurde in der Hoffnung hergestellt, eine Strukturaufklérung mit Lo-
sungs-NMR-Methoden zu erreichen. Die Strukturaufklarung 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-B3-aminoséure-
derivaten und deren Kupplung zu Peptiden beschrieben.

Inspiriert von einer Arbeit tber o-f-Didehydroalanin-Oligomere, welche eine




ganz flache und gestreckte Konformation einnehmen, wurden ahnliche B-peptidi-
sche Verbindungen, a-Methylen-p2-aminoséurederivate, hergestellt, und deren Ei-
genschaften untersucht. Ungeséattigte a-Aminosauren spielen in der Natur eine
wichtige Rolle in biologisch aktiven Molekiilen, und auch a-Methylen-B-homo-
glycinderivate mit physiologisch interessanten Effekten wurden in Naturstoffen ge-
funden.

Boc-Geschiitzte, nattirliche Aminoséuren C wurden zu den bekannten B3-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-
séttigten Bausteinen G dehydrosulfenyliert.
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Die so erhaltenen a-Methylen-B°-aminoséurebausteine erwiesen sich als erstaun-
lich stabil, und konnten unter Standardbedingungen entschiitzt und gekuppelt
werden. Das Hexapeptid H, mit den Seitenketten von Valin, Alanin und Leucin,
wurde CD- und 2D-NMR-spektroskopisch untersucht, die Bestimmung der Lo6-
sungsstruktur gelang jedoch nicht.
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Die Methode zur Herstellung von ungeséttigten -Aminoséurebausteinen konnten
auch auf sterisch anspruchsvolle Derivate angewendet werden: Prolinderivate 1
sind auf diese Weise ebenfalls zuganglich.
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R R =p3hAlaNHMe
N R' = Ac-p3hLeu-phXas




2 Summary

2 Summary

The first part of this thesis describes the synthesis of p%- und p%*°-peptides with
geminally disubstituted backbone centers.

It is a fact that short oligomers of singly (B2-, B%-) and vicinally disubstituted (p>2)
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 (3,4,- and 2.6,4-helices, hairpin, sheet)
cannot be formed by B-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
B-peptides (see the B#?hAib-derivatives A), selectively *C and ®N-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.
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Trisubstituted B%23-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-B3-amino acids and
peptides is described.

Inspired by a work about «-B-didehydro alanine oligomers which adopt a com-
pletely extended and flat conformation similar B-peptidic compounds (a-methy-
lene-B3-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-B*-amino acids were also found in na-
tural products of physiological activities.




Boc-Protected natural amino acids C were homologated to the well known p2-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.
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The a-methylene-B3-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.
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The applied method for the synthesis of these unsaturated B-amino acid derivati-
ves could also be used for the preparation of sterically crowded B*-amino-acid
derivatives. Thus the proline derived compounds I were obtained in this way.
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N R' = Ac-BhLeu-phXas
Iy




3 Einleitung

3 Einleitung

3.1 Disubstituierte a-Aminosauren in der Peptidchemie

Disubstituierte a-Aminoséuren besitzen spezielle chemische und strukturelle Ei-
genschaften. Im wachsenden Gebiet des Aufbaus von neuen Peptiden und Protei-
nen! ("de novo-Design") [2-5] sind sie eine interessante Ergénzung des "Baustein-
repertoires”.

Im ersten Abschnitt dieser Einleitung wird auf die Herstellung der disubstituierten
o-Aminosauren eingegangen. Im zweiten Teil werden die Struktureigenschaften
dieser Verbindungen erlautert und die Folgen der konformationellen Einschrén-
kung durch den zweiten Substituenten aufgezeigt. Der dritte Teil befasst sich
schliesslich mit disubstituierten a-Aminoséauren in der Natur, und mit deren Wir-
kungen und Anwendungen in biologischen Systemen.

3.1.1 Herstellung

In den letzten Jahren wurden vielfaltige Synthesemethoden fir disubstituierte
a-Aminosauren entwickelt. Cativiela und Diaz-de-Villegas haben sie in zwei Uber-
sichtsartikeln (tiber cyclische [6] und acyclische [7] Aminoséaurederivate) detailliert
beschrieben. Eine ausfiihrliche Besprechung wiirde hier zu weit flihren, weshalb
nur einige Beispiele erwahnt werden sollen.

3.1.1.1 «a-Aminoisobuttersaure (Aib)

Die Herstellung der einfachsten disubstituierten a-Aminoséaure — der a-Aminoiso-
buttersaure (Aib = (a-Me)Ala) — wurde bereits 1872 von Urech beschrieben [8].
Da sich bei der Herstellung von Aib keine Stereoselektivitatsprobleme ergeben,
kann eine einfache Synthese mittels einer Strecker-Variante (mit Aceton) [9]
durchgefiihrt werden®. Die homologen achiralen Derivate mit langeren Alkyl-
seitenketten lassen sich auf &hnliche Weise aus den entsprechenden Ketonen her-
stellen.

! Eine interessante aktuelle Publikation beschreibt das de novo-Design der Sequenz und Struktur eines
kinstlichen Proteins (93 Aminosauren) mit computergestiitzten 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.




3.1.1.2 Offenkettige disubstituierte a-Aminoséauren

Fir offenkettige disubstituierte o-Aminosduren mit einem Stereozentrum am
Ruckgrat wurden zahlreiche Herstellungswege publiziert [7]. Aus nattrlichen, ein-
fach substituierten L-Aminosduren lassen sich tber das Prinzip der Selbst-
regeneration von Stereozentren enantiomerenreine, quaternadre a-Aminosaure-
derivate herstellen (siche Schema 1) [11]. Da das in den nattirlichen L-Amino-
sauren vorhandene Stereozentrum ausgenttzt wird, bendtigt man bei dieser Me-
thode keinen chiralen Hilfsstoff.

IR e 3G we
a)/f " [ v
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|||R2 » H2N OH
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R" R
B2 B, R
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Schema 1 Herstellung von chiralen, disubstituierten a-Aminosauren mit Seebachs Methode der Selbst-
regeneration von Stereozentren [11,12]. Uber das Imin I, welches aus einem natiirlichen a-Aminosaure-
derivat und Pivalaldehyd hergestellt wird, kénnen die cis/trans Imidazolidinone II und V hergestellt wer-
den. Nach Alkylierung zu den disubstituierten Derivaten III und VI setzt man die o-Aminosauren IV und
VII durch Hydrolyse frei. Bei dieser Synthese ist besonders interessant, dass beide Enantiomere der jewei-
ligen disubstituierten o-Aminosaure aus den natiirlichen L-Aminosauren zuganglich sind. a) (PhCO),0,

130°C; b) 1. HCI/MeOH, 2. PhCOCI/Et;N; ¢) 1. LDA, 2. R,X, X = By, I; d) HCI, AT.

Viele Synthesen flir asymmetrisch disubstituierte o-Aminosduren werden unter
Einsatz von chiralen Hilfsstoffen durchgefiihrt®’. Eine interessante Variante ist die
Methode von Schéllkopf [15], bei welcher zunachst ein Dimer aus chiralen
a-Aminosauren (Diketopiperazin VIII) hergestellt wird. Jeweils ein Aminosaure-
baustein dient in der anschliessenden Alkylierungsreaktion als chiraler Hilfsstoff
und kann am Schluss zurtick gewonnen werden (siehe Schema 2).

% Einige neuere Publikationen beschreiben beispielsweise die Herstellung von chrialen, disubstituierten
a-Aminosauren mit Cyclohexandiol [13] oder einem Nickelkomplex [14] als Hilfsstoff.
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3 Einleitung
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Schema 2 Herstellung von chiralen, disubstituierten o-Aminosaurederivaten mit der Methode von Schéll-
kopf. Aus (natirlichen) a-Aminoséuren werden homo- (R! = R?) oder hetero-Dimere (R! = R?) 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 zuriickgewonnene Aminoester XII fungiert in dieser Reaktion als chiraler Hilfsstoff. a)

Me,O*BF,; b) 1. BuLj, 2. R®®X, X = C|, Br, I; ¢) 1. HCl aq., 2. NH,OH.

Weitere Methoden fiir die Herstellung von nicht-cyclischen chiralen a-Amino-
saurederivaten flihren beispielsweise tber die Alkylierung von chiralen B-Lacta-
men [17], enantioselektive katalytische Synthese [18], die Wittig-Umlagerung
[19], Strecker-Synthese [20] oder Racematspaltungen [21,22].

3.1.1.3  Cyclische disubstituierte a.-Aminoséuren

Bei den cyclischen disubstituierten o-Aminoséuren [6] nehmen jene mit einer
Cyclopropylgruppe? 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 o-Aminosauren (Me-
thanoaminoséauren, c;Aas) sind in folgenden Zitaten beschrieben:

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

Asparaginsaure [30] Norarginin® [28]
Glutamin [32] Glutaminsaure [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].

* In einem Ubersichtsartikel beschrieb Stammer natiirliche und synthetische Cyclopropyl-a-aminoséure-
derivate [23]. Fiir die Herstellung der unsubstituierten 1-Aminocyclopropan-carbonséure siehe Zitate [24].
® Carnosadin (das Nor-c;Arg-Derivat mit einer Methylengruppe weniger in der Seitenkette) ist eine in Rot-
algen vorkommende Aminosaure [31].




Methano-Homoserin (c;Hse) wird oft als Vorlauferverbindung fiir die Herstellung
anderer Methanoaminosaurederivate eingesetzt (siche Schema 3).
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Schema 3 Herstellung der (Z)-Cyclopropylderivate von Homoserin. Ausgehend von den einfach ge-
schiitzten Triolen XIII und XV (hergestellt aus dem L-Glucono-1,4-lacton [36] oder D-Mannitol [43]) wur-
den die Lactone XIV und XVI hergestellt, und zu geschiitztem (2R,3S)-Methanoamino-homoserin XV
(aus Lacton XIV) bzw. dessen Enantiomer (aus Lacton XVI, nicht dargestellt) [27,35] umgesetzt. Die
Homoserinderivate wiederum sind Ausgangsverbindungen fir die Herstellung weiterer Cyclopropyl-
analoga bekannter o-Aminosauren [28,32,35,36]. Beide diastereocisomeren Enantiomerenpaare von
Methanohomoserin sind zugénglich, jedoch teilweise mit recht tiefen Ausbeuten [33]. a) 1. SOCI,, 2.
RuCl,/NalO,; b) CH,(CO,tBu),, NaH; ¢) 1, H,, Pd/C, 2. TsOH; d) 1. NH.,/CH,OH, 2. Ac,O; e) Pb(OAc),,
tBuOH; f) K,CO,/CH;OH.

Die fiir die Synthese von cyclischen disubstituierten a-Aminosauren eingesetzten
Reaktionen reichen von der Alkylierung eines Glycinaquivalents [25-27,29,34,43]
tiber Cyclisierungsreaktionen [42,44], Diels-Alder-Varianten [45-50], Cyclopro-
panierungen [48-52] und asymmetrischen Ylid-Reaktionen [53] bis zur "klassi-
schen" Strecker-Synthese [54].




3 Einleitung

Die Kupplung von Peptiden aus disubstituierten a-Aminoséurebausteinen ist auf-
grund der sterischen Hinderung am C”-Zentrum oft sehr schwierig [10,55], und
bereits die Einfilhrung von Schutzgruppen kann Probleme bereiten [21]. Einer-
seits schranken diese synthetischen Hindernisse den Einsatz quaternérer
o-Aminoséuren in der Praxis ein, andererseits stellt die chemische Robustheit® der

entsprechenden Peptide ein Potential flir neue Anwendungen dar (siehe auch Ab-
schnitt 3.1.3.3).

3.1.2 Sekundadrstrukturen
3.1.2.1 Aib: Die einfachste disubstituierte a-Aminosaure

Verglichen mit einfach substituierten a-Aminoséauren (beispielsweise Alanin), be-
sitzt Aib’ einen stark eingeschréankten Konformationsraum [5,60,61], wie im
Ramachandran-Diagramm leicht zu erkennen ist (siehe Abbildung 1a und b). Da
Peptide mit solchen Bausteinen ausserordentlich gut kristallisieren, existiert fur die
Strukturanalyse eine breite Basis von Rontgenbeugungsdaten. In Abbildung 1c ist
das Ergebnis einer Suche in der Cambridge Kristallstrukturdatenbank (CSD) ftir
Ruickgratwinkel von Aib-Einheiten dargestellt. Die gefundenen ¢/\y-Winkelkombi-
nationen liegen in der Region des "erlaubten" Bereichs des Ramachandran-
diagramms von Aib.

180 ¥ L | 180

-180 b A -180 I
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Abbildung 1 Vergleich der Konformationsraume von L-Alanin und Aminoisobuttersdure-Bausteinen
(Aib). a) Ramachandran-Diagramm fiir L-Alanin-Einheiten [5]. Es kdnnen Konformationen im Bereich der
rechts- und linksgangigen a- und 3;,-Helices, parallelen und antiparallelen Faltblatter sowie der Poly-
prolin-Helix besetzt werden. b) Ramachandrandiagramm fiir Aib-Einheiten [5]. Die erlaubten Konformati-
ons-Bereiche beschrianken sich auf rechts- und linksgéngige a- und 3,,-Helices, sowie p"-Schleifen. c)
Ruckgratwinkel von Aib-Einheiten in Kristallstrukturen (CSD-Recherche, 208 Verbindungen). ¢ : CO-N—
C*-CO; y: N-C*—CO-N.

6 Peptide mit disubstituierten Aminoséurebausteinen sind oft stabiler gegeniiber Hydrolyse und enzymati-
schen Abbau.

’ Die Struktureigenschaften von Aib und anderen disubstituierten o.-Aminoséureeinheiten in Peptiden wur-
den in den Zitaten [56-59] zusammengefasst.




Sekundarstrukturen, deren ¢- und y-Diederwinkel in demselben engen Bereich
des Ramachandran-Diagramms liegen, welcher von Aib-Einheiten besetzt wird,
werden natlrlich durch Einbau derartiger Bausteine in eine Peptidsequenz stabili-
siert. Die a- und 3,,-Helices, sowie B"-Schleifen besitzen Diederwinkelkombi-
nationen, welche von Aib-Einheiten® eingenommen werden kénnen.

Bei Untersuchungen verschiedener Peptide wurde gefunden, dass Aib-Einheiten
in einem Peptid in der Tat starke schleifen- und helixinduzierende® Eigenschaften
besitzen [56,58,66]. Sie stabilisieren a- und 3;y-helikale Strukturen viel starker als
einfach substituierte a-Aminosauren [63,67], nicht-helikale Strukturen werden
nur wenige gefunden!®. Sehr kurze Peptide mit der Aminosaurefolge Pro-Aib bzw.
Aib-Pro kénnen B-Schleifen bilden [69], welche aufgrund ihrer Diederwinkel auch
als Beginn einer 3,,-Helix betrachtet werden kénnen?!.

Die a-Helix (eine 3.6,5-Helix) und die 3;,-Helix besitzen &hnliche Rickgratwinkel,
unterscheiden sich jedoch im Wasserstoffbriickenbindungsmuster. In der a-Helix
werden Wasserstoffbriicken zwischen den Aminoséureeinheiten i und i+4
(1 « 5), in der 3,,-Helix zwischen den Einheiten i und i+3 (1 <« 4) ausgebildet

(siehe Abbildung 2).
/N{
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Abbildung 2 Wasserstoffbriicken-Bindungsmuster der Helices von a-Peptiden. Die Wasserstoffbriicken
werden jeweils zwischen der CO-Gruppe einer Einheit i und der NH-Gruppe einer Einheit i+3 (3;,-Helix),
i+4 (o-Helix) oder i+5 (n-Helix, wurde bei Peptiden mit disubstituierten a-Aminosaureneinheiten nicht
beschrieben) ausgebildet [61].

8 Ungefahrer Bereich der Diederwinkel einiger Sekundarstrukturmotive [62-64]: (P)-a-Helix: ¢ = -57°,
= —47° ((M)-o-Helix mit umgekehrten Vorzeichen); (P)-3,,-Helix: ¢ = —49°, ¢ = -26°; (P)-n-Helix: ¢ =
=57°% vy = =70°% 2.2,-Band ¢ = -78° y = +59°% (M)-Poly-Gly-1I und Poly-L-Pro-lI-Helix: ¢§ = -79°, y =
+150°% Collagen: ¢ = =51°, y = +153°% Paralleles Faltblatt: ¢ = —119°, v = +113° Antiparalleles Falt-
blatt: ¢ = —139°, v = +135°% B-Turn ¢ = —60/-90°, v = -30/0°% p"-Tum ¢ = —60/+80°, v = +120/0°;
BU-Turn ¢ = —60° y = -30° y-Turn: ¢ = +70° y = —60°. Fiir einen Ubersichtsartikel zu Wasserstoff-
briicken und deren Geometrie in Sekundarstruktur-Motiven von globularen Proteinen siche Zitat [61].

® Fiir einen Ubersichtsartikel tiber helikale Peptide aus natiirlichen und unnatiirlichen Aminosauren siehe
Zitat [65].

19 Ein Peptid mit o-Aib und B-Alanin (Boc-B-Ala-Aib-B-Ala-NHMe) bildet im Festkérper eine ungewshnli-
che, Faltblattdhnliche Struktur [68].

11 Schleifen-Peptide dieser Art wurden von Miller als Katalysatoren fiir die stereoselektive Addition von
Aziden an o, 3-ungesattigte Carbonylverbindungen eingesetzt [70].
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3 Einleitung

Tabelle 1 Vergleich der Strukturdaten von a- und 3,4-Helix [62,71]. Beide Helix-Arten werden in natrli-
chen Peptiden gefunden. Bei der Untersuchung helikaler Bereiche von 57 globuléren Proteinen wurde ge-
funden, dass ca. 3.4% der Aminosaureeinheiten an 3;,-Helices beteiligt sind (meist irregulére Strukturen
an "Helixenden").

Parameter o-Helix 3o-Helix
0 -57° —49°
) —47° —26°
Y induwgsentel 1567128
Rotation pro Einheit 99° 111°
Einheiten pro Windung 3.63 3.24
Ganghohe 5.67A 6.29 A

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 3;5- gegentliber der a-Helix stabilisiert werden. Welche Helix von
einem Peptid gebildet wird, hangt von dessen Lange, sowie der Anzahl Aib-Ein-
heiten in der Sequenz ab. Beispielsweise bilden kurze, reine Aib-Ketten (z.B. pBr-
Bz—(Aib),,—OtBu [72]) bevorzugt 3,,-Helices.

Karle und Balaram fanden fir kurze, Aib-reiche Oligomere eine Tendenz zur Bil-
dung von 3;4-Helices, langere und Aib-érmere Peptide bilden bevorzugt a-Helices
[56,58,73]. Im Ubergangsbereich zwischen den beiden reinen Helixarten findet
man Mischformen bzw. das gleichzeitige Vorkommen!? der beiden Spezies (siehe
auch Abbildung 3).

12 Besonders oft besitzen terminale Bereiche von a-Helices 3,,-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 o- und 3,-Helices in Peptidlésungen gleichzeitig vorkommen kénnen [77,78]. Der Ubergang
zwischen den beiden Helixformen wurde von Millhauser und Barone untersucht [79].
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Abbildung 3 Kristallstrukturen von Peptiden mit Aib-Einheiten (siche Pfeile). a) o-Helix des Decapeptids
Boc-Aib-Ala-Leu-Ala-Leu-Aib-Leu-Ala-Leu-Aib-OMe [80]; b) 3,,-Helix von Z-(Aib),-OMe [81]; c) ge-
mischt helikale Struktur des Hexadecapeptids Boc-Trp-lle-Ala-Aib-lle-Val-Aib-Leu-Aib-Pro-Ala-Aib-Pro-
Aib-Pro-Phe-OMe. Die Helix besteht aus o- und 3;,-helikalen Bereichen, sowie einer bandartigen Struktur
im Aib-Pro-Bereich [82]. Oligomere, welche ausschliesslich aus Aib und Prolin bestehen ((L-Pro-Aib),), bil-
den im Kristall ahnliche helikale B-Schleifenbander 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 kén-
nen als robust bezeichnet werden, da sie auch bei Einbau von Helix-destabilisier-
enden Bausteinen nicht vollig zerstért 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 B-Ala-y-Abu'®>-Sequenz in ein Undecapeptid (Boc-Leu-Aib-Val-B-Ala-y-
Abu-Leu-Aib-Val-Ala-Leu-Aib-OMe) [87] erlaubt noch immer die Ausbildung
einer 3,,-Helix (im ersten Fall), bzw. einer anderen helikalen Struktur. ii) Wenn in
einer Peptidsequenz eine Prolineinheit, eigentlich ein "helixbrechender" Baustein,
eingeftihrt wird (Boc-(Val),-Aib-Pro-(Val),-OMe) [88], bildet sich noch immer ei-
ne (leicht "gestérte") 3;,-Helix aus. iii) Bei Einbau einer einzelnen "falsch" konfigu-
rierten a-Aminosaure!* in ein Peptid [58,89] bildet sich eine 3,,-Helix aus, in wel-
cher die D-Aminosaureeinheit dieselben Riickgratwinkel annimmt wie die tibrigen
L-konfigurierten Bausteine. Von einem 19-Mer wird noch eine a-Helix gebildet,
wenn drei falsch konfigurierte a.-Aminoséauren zentrale Positionen besetzen [90].
iv) Depsipeptide, bei welchen Alanin durch Milchsédure (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 Wasserstoffbriicken-bilden-
de NH-Gruppe besitzt.

3.1.2.2 Achirale disubstituierte Aminosauren: Aib-Homologe

o-Aminoisobutterséure ist nur der einfachste Vertreter einer ganzen "Familie" von
disubstituierten a-Aminosauren. 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-Aminosauren mit langeren, offenkettigen Substituen-
ten®® besitzen etwas andere Eigenschaften als Aib. Wenn sie als einzelne Baustei-
ne in Peptiden vorkommen, férdern sie, wie Aib, die Ausbildung von helikalen
Strukturen. Man findet jedoch bei Deg-Einheiten und den héheren Homologen
einen mit der Lange der Seitenketten wachsenden Trend zur véllig gestreckten
planaren Konformation'® [92], welche bei Aib nicht vorkommt. Sowohl bei
Homopeptiden [93-95] als auch bei gemischten Sequenzen (mit chiralen, ein-
und zweifach substituierten o-Aminosauren) [96,97] von Deg-, Dpg- und Dbg-
Verbindungen findet man im Festkérper und in Lésung helikale wie auch ge-
streckte Strukturen.

1% Eine B-Ala-y-Abu-Sequenz ist gleich lang wie eine (Gly);-Sequenz.

% In diesem Zusammenhang bedeutet "falsch”, dass in ein Peptid aus achiralen und mehrheitlich L-konfi-
gurierten oi-Aminosauren ein einzelner oder wenige D-konfigurierte Bausteine eingefiigt werden.

15 Nomenklatur fiir achirale disubstituierte a-Aminoséuren mit linearen Seitenketten: Deg = o,a-Diethyl-
glycin, Dpg = a,a-Dipropylglycin, Dbg = a,a-Dibutylglycin etc.

1 Die so genannte Cs-Konformation (= 2.05-Helix), bei welcher jeweils eine Wasserstoffbriicke zwischen
der NH- und der C=0-Gruppe derselben Aminoséaureeinheit gebildet wird (siche Abbildung 4b; fir detail-
lierte geometrische Angaben siche Zitat [57]).
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Abbildung 4 Rontgenstrukturen von zwei CF;CO-(Deg)s-OR Derivaten. Obwohl sich die beiden Peptide
nur in der C-terminalen Schutzgruppe unterscheiden, nehmen sie im Festkorper vollig verschiedene Kon-
formationen ein. Die Verschiedenartigkeit der Strukturen kann, muss jedoch nicht direkt mit den Schutz-
gruppen zusammenhangen. Von einigen Peptiden wurden mehrere Kristallstrukturen geldst, in welchen
die Molekiile jeweils unterschiedliche Konformationen einnehmen. a) R = Et; die Einheitszelle des unter-
suchten Kristalls besteht aus zwei leicht unterschiedlichen Molekiilen mit 3;,-helikaler Konformation [95].
b) R = tBu; das Peptid liegt in der gestreckten Cs-Konformation vor [94]. Man sieht, dass jeweils die NH-
und die C=0-Gruppe einer Aminosaureeinheit leicht zueinander hin orientiert sind (siehe auch Fussnote

16).

Disubstituierte a-Aminoséureeinheiten!’” mit C*~C*-Cyclisierung stabilisieren, wie
ihre offenkettigen Analoga, B"-Schleifen und «/3;,-helikale Peptidkonforma-
tionen [104,106-111]. Bei Seitenketten-Ringgréssen von vier bis zwolf Atomen
wird hauptséchlich die 3,,-Helix gebildet. Gestreckte Konformationen wie sie bei
Deg und Dpg beobachtet werden, findet man bei derartigen Substituenten
kaum 8.

Cyclopropylglycin (Acsc) nimmt durch seine spezielle Geometrie!® und die daraus
resultierenden Konformationseigenschaften innerhalb der cyclischen o-Amino-

17 Cyclische o-Aminocarbonséurebausteine mit unsubstituierten Alkylringen werden mit Ac ¢ abgekiirzt,
wobei n fir die Anzahl Ringatome in der Seitenkette (inklusive C*) steht. Fuir Arbeiten Giber a-Aminosau-
ren mit verschiedenen Ringgréssen siche folgende Zitate: Acse [98-102]; Acyc [103,104]; Acsc [105,106];
Acec [107]; Ac,c [108,109]; Acge [109]; Acge [110]; Acyye [111]. Vergleichende Rechnungen tber konfor-
mationelle Praferenzen von Dipeptiden aus Aib, Acsc und Ac,c wurden von Alemdn durchgefithrt [112].

18 [_ediglich wenige "exotische" cyclische a-Aminoséuren besitzen eine Tendenz zur Ausbildung gestreckter
Konformationen [59]. Die Ausnahme bilden Derivate der a-Amino-cyclopropancarbonséure (Acsc), wel-
che auch teilweise gestreckte Konformationen einnehmen kénnen [99,100].

19 Die Winkel im Cyclopropylring von Acsc betragen ca. 60°, der N-C*~CO-Bindungswinkel betragt ca.
117°[98].
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3 Einleitung

saurebausteine eine Sonderstellung ein. Acsc-Homopeptide bilden "deformierte”
B™-Schleifen und 3,,-Helices. Die Riickgratbindungswinkel kénnen im Rama-

"20 einnehmen, welche durch

chandran-Diagramm Werte in der "Briickenregion
andere o-Aminoséureeinheiten wenig besetzt werden. Dies erweitert das Spek-
trum der Strukturen, welche flir das Peptiddesign potentiell zur Verfligung stehen,
auf B~ und B"-Schleifen (die nur rechnerisch, jedoch noch nicht experimentell ge-
funden wurden) [59,101,112].

Durch Substitution der cyclischen o-Aminosduren, beispielsweise in Form der
Cyclopropylanaloga von proteinogenen Aminoséuren (siche Abschnitt 3.1.1) las-
sen sich deren Struktureigenschaften variieren [98,113]. So hat die Cyclopropyl-
variante von Valin ahnliche Eigenschaften wie («-Me)Val, und ist ein guter [3-

Schleifen- und Helix-Induktor [114], vom analogen Phenylalaninderivat wurde
eine Pro-c;Phe-Schleife beschrieben [38].

3.1.2.3 Chirale disubstituierte Aminosauren

Im Gegensatz zu einfach substituierten L-Aminosauren, welche (blicherweise (P)-
a-Helices induzieren, wird bei chiralen a-methylierten a-Aminosauren kein ein-
heitlicher Trend gefunden [57,59]. (a-Me)Val bildet 3;,-Helices mit demselben
[115,116], (a-Me)Leu, (a-Me)Phe und (a-Me)Trp solche mit entgegengesetztem
Drehsinn?! wie ihre nattirlichen Analoga [116,117]. Bei reinen (S)-Isovalin-Pep-
tiden (Iva) wurden sowohl rechts- als auch linksdrehende 3;,-Helices gefunden
mit einer leichten Bevorzugung der (P)-Form [118]. a-Methylaminoséuren bilden
ab Tripeptidstufe B'- oder B-Schleifen, bzw. 3,,-Helices??, 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-Ethylaminosauren ((a-Et)Leu, (a-Et)Nva, (a-Et)Nle) bilden gestreckte
und 3;,-helikale Strukturen aus. Sie zeigen jedoch kaum eine Tendenz zur Induk-
tion eines bestimmten Helixdrehsinns [97,120].

20 Als Briickenregion bezeichnet man den Bereich, welcher von Winkelkombinationen mit der Bedingung
[£120° < ¢ < +60°; +25° < y < +(=25°)] erreicht wird [100]. Typische Werte fir Acsc-Bausteine sind ¢ =
+90° und y = 0°.

2l Nach gegenwértigem Wissensstand bevorzugen o-methylierte a-Aminoséuren mit linearen, B- und 8-
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 o-Ami-
noséauren bestehende Peptid, welches und eine o-Helix (im Gleichgewicht mit einer 3,-Helix) bildet [78].
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3.1.3 Natiirliche Quellen und Biologie

Disubstituierte a-Aminosauren (z.B. Aib, Iva, (a-Me)Nva) wurden in meteoriti-
schen Materialien gefunden? [121,122] und spielen, obwohl nicht proteinogen,
in verschiedenen Verbindungen?* nattirlichen Ursprungs eine Rolle. Durch ihren
eingeschréankten Konformationsraum, und das damit verbundene Potential zur
Stabilisierung bestimmter, vor allem helikaler Sekundérstrukturmotive (siehe Ab-
schnitt 3.1.2) sind sie flir das Peptid- und Proteindesign potentiell bioaktiver Ver-
bindungen interessant.

3.1.3.1 Peptidische Antibiotika mit disubstituierten a.-Aminoséauren

Disubstituierte a-Aminoséauren, hauptsachlich Aib und Iva, werden in verschiede-
nen peptidischen Antibiotika gefunden. Einige Beispiele sind:

Alamethicin [127-129] Antiamoebin [130]
Chlamydocin? [131] Emerimicin [132,133]
Hypelcin [134] Samarosporin® [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 o-Aminosauren robuste helikale Strukturen bilden, und ver-
mutlich &hnliche Wirkmechanismen besitzen.

Das am besten untersuchte dieser antibiotischen Peptide ist Alamethicin (aus dem
Pilz Trichoderma viride), dessen Hauptbestandteil ein Peptid mit der Aminosaure-
sequenz®  Ac-Aib-Pro-Aib-Ala-Aib®-Ala-GIn-Aib-Val-Aib!°-Gly-Leu-Aib-Pro-
Val'®>-Aib-Aib-Glu-GIn-Phl? ist [140]. Das Peptid besitzt im Festkérper und in

% Von Cronin und Pizzarello wurde bei mehreren disubstituierten o-Aminosauren aus dem Murchison-
Meteorit ein leichter Enantiomereniiberschuss gemessen [121].

2 Aib wurde beispielsweise in Casein [123], aber auch in biocaktiven Verbindungen gefunden (siehe fol-
genden Abschnitt). a-Methylierte oi-Aminoséduren [124], Acsc-Bausteine [125] sowie ein Ac,c-Derivat von
Asparaginsaure [126] wurden in Mikroorganismen und Pflanzen nachgewiesen. Sie wirken teilweise als
Antimetaboliten.

% Chlamydocin und Samarosporin nehmen eine Sonderstellung ein, da sie aus cyclischen Peptiden be-
stehen, und deshalb einen anderen Wirkmechanismus als die tibrigen aufgefiihrten Peptide besitzen mis-
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 () zeigen die Position der jeweiligen Aminoséureeinheit
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

Lésung eine helikale Struktur?’, welche im Bereich der Prot*-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 kénnen sich in Lipiddoppelschichten von Zellmembranen einlagern
und selbstorganisierte Aggregate bilden. Dabei liegen die polaren Bereiche der

Helices im Inneren des Oligomers, wodurch ein (spannungsabhéngiger) Ionen-
kanal entsteht (siehe Abbildung 5) [127,143].

Abbildung 5 Modell eines Alamethicin-lonenkanals [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 GIn**-Ein-
heit eines Peptids (Kugeln am oberen Ende der Peptide) und einer C=0-Gruppe des Nachbarmolekiils
eine Oligomer-stabilisierende Wasserstoffbriicke aus. Die Anzahl der an einem solchen Ionenkanal betei-
ligten Peptide ist noch nicht genau bestimmt worden (ca. vier bis sechs Monomere, evil. koexistieren meh-
rere verschieden grosse Aggregate) [144].

Alamethicin wird als einfaches Modell fiir komplexere Ionenkanéle und Trans-
membranproteine angesehen und war Gegenstand verschiedener Untersuchun-
gen. Beispielsweise wurden stabilisierende und destabilisierende Faktoren fiir die
Bildung der Ionenkanéale untersucht, um ein vertieftes Verstandnis fiir das Wirk-
prinzip solcher Gebilde zu erlangen [145]. Durch Austausch der polaren Seiten-
ketten konnte die leichte lonenselektivitat fiir Kationen in eine fiir Anionen "um-
gedreht" werden [146)].

27 Mehrere Arbeiten haben sich, zum Teil mit widerspriichlichen Ergebnissen, mit der Struktur der Alame-
thicin-Helix beschaftigt [127,128,141]. Das Peptid scheint mehrheitlich in einer a-helikalen Struktur vorzu-
liegen, die im Bereich der Pro'-Einheit gestért ist, und auch einzelne 154 Wasserstoffbriicken (charakte-
ristisch fur die 3;,-Helix) enthalt.
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3.1.3.2 1-Aminocyclopropan-carbonséaure: Zwischenprodukt in der Ethylen-
Biosynthese von Pflanzen

Ethylen ist ein wichtiges pflanzliches Hormon, welches bei Reifungsvorgéngen
von Friichten, bei Verletzungen und anderen Stresssituationen eine wichtige Rolle
spielt [147,148]. Das Wissen ber die Biosynthese, bzw. die Wirkungsweise dieses
Gases, ist von grosser wirtschaftlicher Bedeutung, da es die gezielte Kontrolle tiber
den Reifezeitpunkt und die Entwicklung von Aromastoffen von Friichten und Ge-
miusen ermoglicht (allgemein bekannt ist zum Beispiel die beschleunigende Wir-
kung von Fthylen aus Apfeln, auf die Reifung von Bananen) [149].

Die Ethylen-Biosynthese geht von Methionin aus®®, welches in einem ersten
Schritt zu S-Adenosyl-methionin (SAM) umgewandelt wird (siehe Schema 4). Das
PLP-Enzym?® ACC-Synthase [150,151] spaltet die Thiomethylgruppe ab, und
setzt die 1-Aminocyclopropan-1-carbonsaure (Acsc = ACC) frei®’. Bei den meisten
Pflanzen scheint die ACC-Synthase am geschwindigkeitsbestimmenden Schritt
beteiligt zu sein. Die cyclische a-Aminosaure wird schliesslich unter oxidativen
Bedingungen von der ACC-Oxidase [152] zu Ethylen, CO, und HCN abgebaut.
Dass die Acsc-Aminosaure in Friichten (Apfeln und Birnen) vorkommt war bereits
seit 1957 bekannt [153]. In den letzten drei bis vier Wochen der Reifung trat Ac,c
in besonders grosser Menge in den untersuchten Friichten auf. Man wusste dass
sie von Hefe schlechter abgebaut wird als die anderen (proteinogenen) Amino-
sauren, da sie nach der Fermentation des Fruchtsaftes ein Hauptbestandteil im
Rickstand war.

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

2 PLP: Pyridoxal-5'-phosphat, aktive Form des Vitamins B.

%0 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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H,C=CH, + HCN + CO, + Dehydroascorbat
Ethylen

Schema 4 Biosyntheseweg fiir 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-1-carbonsaure (Acsc = ACC) cyclisiert. Diese disubstituierte o-Aminoséure wiederum
wird unter oxidativen Bedingungen von der ACC-Oxidase (mit Ascorbat als Coenzym) in Ethylen, HCN
und CO, umgewandelt. Der Schwefel aus Methionin geht bei der Umsetzung zu Acsc nicht verloren, son-
dern wird in Methionin zurtickverwandelt (Yang-Zyklus) [148,154]. Ado: Adenosyl; ATP: Adenosin-5'-tri-
phosphat; MTA: 5'-Methylthioadenosin; MTR: 5'-Methylthioribose; P;: Phosphat; PP;: Diphosphat.

Unter in vitro-Bedingungen miissen dem Reaktionsmedium O,, Eisen®!, Ascorbat
und Carbonat bzw. CO, zugesetzt werden, um die ACC-Oxidase zu aktivieren.
Die Kontrolle der Biosynthese von Ethylen scheint tiber die CO,-Konzentration zu
verlaufen. Zu tiefe und zu hohe CO,-Werte verhindern die Ethylenproduktion
gleichermassen [154]. Die Aufklarung des Biosyntheseweges von Ethylen wurde
unter anderem durch den Einsatz verschiedener Enzymhemmer (z.B. Aminooxy-
essigsaure, Indolessigsaure oder L-Vinylglycin) erméglicht [25,148,157].

31 Im aktiven Zentrum der ACC-Oxidase befindet sich ein nicht-Ham Eisenzentrum (Fe") [155,156].
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Schema 5 Reaktionsmechanismen von ACC-Synthase und -Oxidase. a) Postulierter Reaktionsmecha-
nismus fir eine rekombinante Apfel-ACC-Synthase [150], ein PLP-abhangiges Enzym. b) Teil-Mechanis-
mus der ACC-Oxidase fiir die Umwandlung von ACC in Ethylen unter aecroben Bedingungen [155]. Das
Enzym besitzt im aktiven Zentrum ein Fe'-lon, und ist von Ascorbat als Coenzym abhéngig. Das CO, ist
fur die Regulation der Enzymaktivitat 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 Ahnlichkeit mit einigen (ebenfalls PLP-ab-
hangigen) Aminotransferase-Enzymen. In Bakterien (Pseudomonas) kommt die
PLP-abhangige 1-Aminocyclopropan-carbonséure-Deaminase vor, welche den
Cyclopropanring 6ffnen und Acsc zu a-Ketobuttersdure und Ammoniak abbauen

kann [158].




3 Einleitung

3.1.3.3 Anwendungen von disubstituierten a-Aminosauren

Die freie a-Aminoisobuttersdure wurde als Modellsubstanz in Transportstudien an
Zellen eingesetzt [159].

Disubstituierte a-Aminoséuren werden in chemisch oder biologisch aktiven Pepti-
den eingesetzt, um eine bestimmte Sekundérstruktur zu stabilisieren®? [2]. So kén-
nen sie beispielsweise auf einen Biorezeptor optimiert werden, um nattirliche Pro-
teine oder andere Molekiile zu imitieren [103,161]. Sie kénnen auch katalytisch
aktive Einheiten, quasi "Minimalenzyme" bilden [70,160,162]. Elzer und
McLaughlin stellten zu natirlichen antibiotisch wirksamen Peptiden analoge Ver-
bindungen mit helikaler Struktur her und untersuchten deren Wirksamkeit gegen
Bakterien [163].

Die synthetische Handhabung der disubstituierten o-Aminosauren 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 Aminoséaurebausteine eingesetzt [10,57,
163,164]. Bei Reaktionen mit disubstituierten a-Aminosaurederivaten besteht
ausserdem keine Racemisierungsgefahr, da diese Bausteine chemisch "robust"
sind!

Peptide aus a-methylierten a-Aminosauren [164,165] und Acsc-Derivaten [166]
wurden auf deren Geschmack (Stisse) untersucht. Es wurde erwartet dass diese
eine bessere Hitze- und Hydrolysebesténdigkeit besitzen als Aspartam (L-Asp-L-
Phe-OMe), welches beim Kochen schnell zerstért wird. Einige Varianten besassen
keinen, oder bitteren Geschmack, andere wiederum waren suss, teilweise stisser
als Aspartam.

2 Peptide mit Aib-Einheiten bilden in Wasser bei kiirzeren Sequenzen helikale Strukturen, als solche mit
einfach substituierten a-Aminosauren [160].
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3.2 a-B-Didehydro-c-aminosaure-Derivate in der Peptidchemie

a-B-Didehydro-a-aminosauren® (AXaa) werden als Bausteine in der Peptid-
chemie, und als vielseitig verwendbare Ausgangsstoffe flir die chemische Synthe-
se eingesetzt. In Anlehnung an den vorangehenden Abschnitt 3.1 kann man sie
quasi als disubstituierte o.-Aminosduren mit einem "Zweiring"-Substituenten (Ac,c)
betrachten. Sie besitzen jedoch markant andere chemische Eigenschaften als die
geséattigten Derivate.

Der erste Teil dieses Kapitels wird sich mit der Synthese von ungesattigten
a-Aminosauren 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 haufigsten eingesetzte Reaktionstyp fiir die Herstellung von Dehydro-
aminosaurederivaten®* ist die B-Eliminierung eines Heteroatom-Substituenten aus
einer Vorlauferverbindung (sieche Schema 6). Dabei kann unter anderem direkt
von den proteinogenen Aminoséauren Serin, Threonin und Cystein ausgegangen
werden.

Cystein-Derivate kénnen mit einem Alkylierungsmittel (z.B. Mel, FSO;Me) zum
entsprechenden Sulfoniumsalz umgesetzt und anschliessend basisch zu Dehydro-
alanin eliminiert werden [168]. Alternativ dazu besteht die Méglichkeit, einen (-
Thioalkyl/aryl-Substituenten mit NalO, oder H,O, zum Sulfoxid zu oxidieren, um
anschliessend durch Pyrolyse®® (Riickfluss in Toluol, Xyxlol oder Dioxan) die Eli-
minierung zu erzielen [169,170]. Mit Sulfensaure-fangenden Reagenzien (Ph,P,
(PhO);P) koénnen die zur Eliminierung notwendigen Reaktionszeiten und -Tempe-
raturen reduziert werden, was wegen der milderen Bedingungen breitere Anwen-
dungsmaglichkeiten flir diese Methode eréffnet [171]. Bei B-substituierten Cys-
teinderivaten kann mit geeigneter Reaktionsfitihrung eine gewisse E/Z-Selektivi-

3 Im Folgenden jeweils auch als Dehydroaminoséuren bzw. AXaa bezeichnet.

3 Fiir einen Ubersichtsartikel iiber AXaa-Derivate siehe Zitat [167].

% Es wurden auch Eliminierungsreaktionen von Sulfoxiden mit DBU bzw. NaOH in MeOH [169] beschrie-
ben.
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3 Einleitung

tat*® 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 fiir die Synthese von Peptiden mit
Dehydroaminosaureeinheiten eingesetzt [173,174]. Dazu wird zunachst ein ge-
eignet geschiitztes 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 H,O, zum Selenoxid oxidiert und abge-
spalten, wobei die gewlinschte AXaa-Einheit im Peptid entsteht (siehe Schema
6g). Da das Peptid bei dieser Methode wéhrend der Kupplungsreaktionen tber
eine Seitenkette mit dem Harz verbunden ist, kann vor der Abspaltung zusétzlich
eine Makrocyclisierung durchgefiihrt werden®’.

RS R4
1 o}
RSN “R2
H o o
_‘_ y
Se
H H
H-05 aq.
. N, . N.
a s em g A
H THF H
% tiber Nacht %

Schema 6 Herstellung von Dehydroaminoséuren durch p-Eliminierung. a) R° = H, Alkyl (S-Alkylierung)
[168] R® = Alkyl, Aryl (Oxidation) [169-171]; b) R® = Phenyl (Oxidation) [172]; ¢) R® = COAlk, SiMe,
[175-178]; d) (Dehydratisierung) [179-190]; e) R® = Me (Hofmann-Eliminierung) [191,192]; f) [193]; g)
Abspaltung eines Peptides von der Festphase, unter gleichzeitiger Bildung einer a-p-Didehydroalanin-
einheit [173,174]. Fur Details siche Text.

3 Uber die Reaktionsbedingungen kann das Verhaltnis der beiden diasterecisomeren Sulfoxide beeinflusst
werden. Die Sulfoxide lassen sich anschliessend selektiv zum (E)- bzw. (Z)-Produkt umsetzen [171].

97 Mit dieser Methode konnte das cyclische Tetradepsipeptid AM-Toxin II hergestellt werden [173]. Siehe
auch Abschnitt 3.2.3 (iber biologisch aktive AXaa-Peptide.
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Aus Serin und Threonin®® lassen sich durch Eliminierung der acylierten®

Hydroxylgruppe als Carboxylat RCO, [175-177] ebenfalls Dehydroaminoséuren
herstellen. Bei einer Variante aus der Arbeitsgruppe von Maia wurden N- und C-
terminal geschiitzte Serinderivate mit einer Boc,O/DMAP-Mischung in einer "Ein-
topfreaktion" zu «-B-ungeséttigten a-Aminosaurederivaten umgesetzt [179].

Die Eliminierung der B-OH-Gruppe kann auch ohne "Umweg" tiber eine Acyl-
ierung durchgefiihrt werden. Dazu wird mit einem dehydratisierenden Reagens
ein Wasseraquivalent aus Serin/Threonin-Verbindungen entfernt. Es wurden Vari-
anten publiziert mit:

Séurehalogeniden (SOCI,, (EtO),POCI) oder Im,CO zusammen mit
einer Base [180,181]

Carbodiimiden (EDC, DCC) mit CuCI* [183-185]

DAST [181,186]

DEAD [187]

DSC [188]

Martin-Sulfuran*' [181,189]

\!

R R A

Von Schreiber et al. wurde in einem Peptid basisch (mit Ba(OH),) eine Threonin-
in eine AAbu-Einheit umgewandelt [190].

Die meisten B-Eliminierungsreaktionen an Serin- und Cysteinderivaten sind auch
auf Aminosaureeinheiten in Peptiden angewendet worden [168-172,176,177,
179-181,183], welche teilweise an Festphasen gebundenen waren [184,185]. De-
hydroaminosaurederivate und -Peptide lassen sich auch tiber eine Hofmann-Eli-
minierung herstellen [191]. Toniolo wahlte diese Variante, um bei seinen Dide-
hydroalanin-Oligomeren nach der Kupplung alle a-B-Doppelbindungen in den
Peptiden auf einmal zu erzeugen [192].

B-Nitro-a-aminosduren kénnen unter Erwérmen mit Diisopropylamin zu AXaa-
Derivaten umgesetzt werden [193]. Auch diese Reaktion wurde mit Peptiden
durchgeftihrt.

% Bei der N-Alkylierung von Threonin- und Serinderivaten mit einer zusatzlichen Elektronenziehenden
Gruppe am Stickstoff (z.B. eine Nitrophenylsulfonylgruppe) wurden solche Eliminierungen als Nebenreak-
tionen beobachtet [194].

% Abgangsgruppen z.B. OAc, OTos, OMs oder OCOR mit R = CH,CI, CHCl,, CCl..

% In einem Fall wurde auch CuCl, eingesetzt [182].

1 Bis[o,o-bis(trifluoromethyl)benzenemethanolato]diphenylsulfuran
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3 Einleitung

Es wurden auch einige "exotischere" Varianten fir die Herstellung von Dehydro-
aminoséauren iber Eliminierungsreaktionen beschrieben:

—  Simchen ging von F;CCO-Gly-OMe aus und stellte (iber eine
B-Silyloxy-Verbindung) B-Aryl-dehydroalanin und B-Phenyl-
dehydrothreonin her [178].

—  Durch Deprotonierung von a-Azidocarbonsaureestern lassen sich
Dehydroaminosaurederivate herstellen [195].

—  In einer Rheniumkatalysierten Reaktion von a-Azidocarbonséuren
mit Phosgen entstehen Dehydroaminosaureanhydride [196].

3.2.1.2 Cyclische AXaa-Derivate

Mit der Erlenmeyer-Reaktion [197,198] oder durch die Dehydrochlorierung von
N-chlorierten o-Aminosaurederivaten [199] wurden 4-Alkyliden-oxazol-5-one
(Azlactone) hergestellt (siehe Schema 7a), welche zu «-B-Didehydro-a-amino-
saurederivaten umgesetzt [51,200], bzw. in der Peptidsynthese als AXaa-Baustei-
ne*? eingesetzt werden kénnen.

a o 0

R2 R2 R3
. .. o)
| Il
R1)1\N/\H/OH + RQJI\RS ) R3 ) )J\ H
H N R1 N \R4
© A H
R o o) 0

b) H H Boo
w, N0 A e m, N0
4 |||) d |V) 4
> 1
N> N R
Ph o} Ph N Ph N
R2

NHBoc

Schema 7 Cyclische o-B-Didehydro-aminosaurederivate. a) Herstellung von 4-Alkylidenoxazol-5-onen
(Azlactone) [207] und nukleophile Offnung zum AXaa-Derivat [51,197,200-202,204-206]; R' = Alkyl,
Aryl, Peptid; R?, R® = Alkyl, Aryl; R* = Alkyl, C-geschiitzte Aminoséaure. Anstelle eines Amins kann zur
Offnung auch ein Alkoholat eingesetzt werden. b) Herstellung der 1,2,3,6-Tetrahydropyrazin-2-one, wel-
che als Ausgangsstoffe fiir die Aminosauresynthese dienen [47-50]. i) Ac,O, Pb(OAc),, AT; ii) RNH,, Base;
iii) 1. HCI/AcOEt 2. K,COs; iv) 1. Boc,O, DMAP 2. R'COR? Bu,N*Br, K,COs.

Cyclische Iminolactame aus AXaa-Einheiten und einem a-Aminoketon®® werden
als Vorlauferverbindungen fiir die stereoselektive Herstellung von geséattigten

42 Azlactone kénnen mit N-terminal entschiitzten Aminosaurederivaten oder Peptiden gedffnet werden,
wobei sich ein Peptid mit einer AXaa-Einheit bildet [201-203]. Azlactone kénnen auch aus Peptiden her-
gestellt werden (— Fragmentkupplung) [202,204,205]. Mit Diaminen und Bis-Azlactonen wurden Makro-
lactamisierungen durchgefiihrt [206].

4 1,2,3,6-Tetrahydropyrazin-2-on, hergestellt aus L-Valin. Reaktionen mit einer @hnlichen Verbindung,
hergestellt aus dem analogen a-Hydroxyketon, ergaben bessere Selektivitaten [47,48,50].
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Aminosaurederivaten eingesetzt (siche Schema 7b). Mittels Cyclopropanierungen
kénnen Dbeispielsweise Acsc-Derivate, und Uber die Diels-Alder Reaktion
a-Aminoséuren mit einem Norbornangertist** 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 zugénglich, und besitzen ein Po-
tential fir die Synthese weiterer Verbindungen mit kombinatorischen Methoden.
Bei der Suche nach neuen Wirkstoffen wurden bereits kleinere Bibliotheken her-
gestellt [212].

3.2.1.3 C*=CP-Verkniipfende Reaktionen

Zu den wichtigsten C*=CP-verkniipfenden Reaktionen fiir die Herstellung von
AXaa-Derivaten gehort die Horner-Wadsworth-Emmons-Reaktion, bei welcher
der Phosphonséaurediester eines Glycinderivates (mit passenden Schutzgruppen)
mit einem Aldehyd oder Keton gekuppelt wird. Das Spektrum der so herstellbaren
AXaa-Verbindungen ist sehr gross, es wurden hauptsachlich Derivate mit aroma-
tischen Seitenketten synthetisiert [213-216]. Die Diastereoselektivitat der Ole-
finierung ist abhangig von den Reaktanden und den Reaktionsbedingungen,
meist wird bevorzugt das thermodynamisch stabilere (Z)-Isomere gebildet*®. Die
Olefinierung kann auch mit Peptiden [213,214,219,220] und an der Festphase
durchgeftihrt werden [221], was breite Anwendungsmoglichkeiten eréffnet.

Eine interessante, ebenfalls "Wittig-artige" Reaktion wurde von Kinoshita und Na-
gano beschrieben.

R? R
- Ts -
R'—NH, o R1\NJYOEt i RN OEt
Ho o Ho o

R'=2Z, Boc

Schema 8 Herstellung von AXaa-Bausteinen aus geschiitzten o-tosylierten Glycinderivaten und Alde-
hyden. In einer "Wittig-ahnlichen" Reaktion wird ein Aldehyd mit Tributylphosphan unter Ausbildung einer
Doppelbindung mit einem o-Glycindquivalent gekuppelt. Die Reaktion verlauft sehr selektiv, es werden
fast ausschliesslich (Z)-Isomere gebildet. In einer Variante der Reaktion wird anstelle des Aldehyds eine
Nitroverbindung eingesetzt. Variante 1 [222]: R? = Alkyl, Aryl; R®* = H i) OHC-CO,Et, TsNa-4 H,O,
HCO,H; ii) R,CHO, Na,CO,, Bu,P, Bu,N*Br, THF oder Toluol. Variante 2 [223]: R?, R® = Alkyl, Awyl,
OR; i) wie Var. 1; ii) RIRZCHNO,, DBU, THF.

# Solche Aminosauren wurden als Enzyminhibitoren eingesetzt [208].
% Auch eine nachtragliche E/Z-Isomerisierung der Produkte ist méglich [213,217]. Fir einen Ubersichts-
artikel tber die cis-trans-Isomerisierung von organischen- und Biomolekiilen sieche Zitat [218].
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3 Einleitung

a-Tosylierte Glycinderivate wurden dabei mit Aldehyden und Tributylphosphan?®
zu geschtitzten Dehydroaminoséuren umgesetzt (siche Schema 8) [222,223]. Sie
haben AXaa-Derivate der meisten proteinogenen Aminosauren mit sehr guten
Diastereoselektivitaten (hauptséachlich (Z)-konfigurierte Produkte), und in guten
Ausbeuten hergestellt.

Einige weitere C*=CP-verkniipfende Reaktionen fiir die Herstellung von AXaa-
Derivaten sind:

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

—  Kondensation von a-(Aminomethylen)-3H-Indol mit einem geschiitz-
ten Glycinderivat [225].

—  Auch tber Azomethin-Ylide kann ein Substituent mit Doppelbindung
in ein Glycinderivat eingeftihrt werden [226].

3.2.14 C*-N-Verkniipfende Reaktionen

a-Ketoester kénnen unter Wasserabspaltung?” 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 durchgefiihrt. Bei Reaktion
mit einem Peptid bzw. einer Aminosaure, welche eine C-terminale Amidgruppe
besitzen, lassen sich direkt Peptide herstellen. Eine weitere Reaktion, bei welcher
der Amino-Stickstoff in das AXaa-Derivat eingefiihrt wird, wurde von Trost be-
schrieben (Addition von Phthalimid oder eines Sulfonamids an ein Propiolséaure-
ester-Derivat R—C=C-CO,R’) [229].

3.2.1.5 B-Substitutionsreaktionen

Aus einem geschiitzten, oxidierten Serinderivat (also einer o-Formyl-o-amino-
saure) lasst sich durch Abfangen der Enolform des Molektils eine Dehydroamino-
saure mit B-OTs-Substituent herstellen [230]. Die OTs-Gruppe kann anschlies-
send durch verschiedene Gruppen substituiert werden (siche Schema 9) [230,
231]. Aus N-tosyliertem Boc-AAla-Methylester kénnen, tiber Boc-AAla(B-Tos)-
OMe als Zwischenprodukt, verschiedene B-substituierte Dehydroalaninderivate
hergestellt werden [232,233].

6 In einer Variante dieser Reaktion wurde anstelle des Aldehyds eine Nitroverbindung eingesetzt (siche
Schema 8).

47 Die Reaktion wird am Wasserabscheider durchgefiihrt, oder es werden Wasser-bindende Reagenzien
eingesetzt.
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Eine ahnliche Synthese fliir AXaa-Derivate geht von einem o-Nitro-acrylsaurederi-
vat mit einem B-OEt-Substituenten aus. Die Ethoxygruppe wird durch Indol
substituiert, und die Nitrogruppe anschliessend zur Aminogruppe reduziert, wobei
H-ATrp-OMe entsteht [234,235].

NH
OH OTs NHMe =

i ii iii
Z\NL'(NHQ L Z\NJQ(NHQ i Z\NJ('(NHz —)> Zey NH,
H o H % H % H %

Schema 9 Herstellung von Z-ATrp-NH, aus Z-geschiitztern Glycinamid. Nach der "Swern-artigen" Oxi-
dation der Seitenkette zum o-Formylderivat, wird das Enol-Tautomere als Tosylat abgefangen, und tber
eine Enamin-Zwischenstufe zum Z-geschiitzten Dehydro-Tryptophanamid umgesetzt [231]. i) 1. p-TsCl,
Me,SO/DMF (1:2), 2. Et;N; ii) MeNH,, MeOH; iii) Indol, AcOH.

Mittels Heck-Reaktion lassen sich Palladium-katalysiert Phenyl- und Vinyl-Grup-
pen in Didehydroalanin-Derivate einfithren*® [48,238]. Dabei wird meist selektiv
das (Z)-konfigurierte B-substituierte Produkt gebildet. Die Reaktion lasst sich auch
mit grossen und sperrigen Arylsubstituenten (z.B. Ferrocenderivate, 4-lod-3,5-
dimethylanisol) [216,239,240], und an Festphasen-gebundenen Peptiden durch-
fihren [221]. Diese Methode eignet sich auch fiir Synthesen im Kilogramm-Mass-
stab [240].

An B-bromierte AXaa-Bausteine [241] kénnen mit der Suzuki-Reaktion terminale
Alkine [242] bzw. Vinylborsaurederivate [243] gekuppelt werden. Die mit der
zweiten Variante hergestellten a-B-y-8-Tetradehydro-a-aminosaurederivate wur-
den anschliessend mit einem chiralen Rh-Katalysator chemo- (o/B-Doppelbin-
dung) und enantioselektiv hydriert [244].

AXaa-Derivate mit einer B-Thiocyanatgruppe oder B-Disulfidverbriickung kénnen
durch Addition von Thiocyansaurechlorid oder Schwefeldichlorid an Didehydro-
alanin (gefolgt von einer HCI-Eliminierung) hergestellt werden [245].

Cativiela beschrieb eine Methode, bei welcher in einfach (Z)-B-Aryl-substituierte
AXaa-Derivate mit Diazomethan stereoselektiv ein 3-Methylsubstituent eingeftihrt
werden kann [246].

* Typische Reaktionsbedingungen sind: Arylhalogenide (meist Jodide, teilweise Bromide [236]) bzw. Aryl-
oder Vinyltriflate [237] mit Pd(OAc), (auch mit PPhs-Zugabe), Base (NaHCO; oder Amin-Base), in einem
dipolar aprotischen Losungsmittel (manchmal mit zusatzlichem Phasentransferreagens).
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3 Einleitung

3.2.1.6  Dehydroaminosauren in der Organischen Synthese

Dehydroaminosauren sind Ausgangsstoffe fiir verschiedene Synthesen. Ein wich-
tiger Bereich, in welchem diese Verbindungen zum Einsatz kommen, ist die Her-
stellung von geséttigten o-Aminosaurederivaten®®. Die o-B-Doppelbindung kann
mittels enantioselektiver Hydrierung (mit einem chiralen Katalysator [235,236,
240,244,248], mit chiralen Gruppen im Molekil [50,222,239] bzw. einem ko-
valent gebundenen Hilfsstoff [249]) abgesattigt werden. Diese Reaktionen sind
auch an Peptiden [176] und an Festphasengebundenen Molekiilen méglich
[221].

Substituenten kénnen 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 B-Stellung ("Michael-artig") ein. Die Addition eines Schwefel-
substituenten in «a-Stellung kann tiber die Hydrohalogenierung des ungeséattigten
Derivates mit HCI bzw. HBr durchgeftihrt werden [245].

Auch flur Diels-Alder-Reaktionen [46-50] (teilweise mit Festphase-gebundenen
Aminosauren und Peptiden [45]) und Cyclopropanierungen [48-52] werden
AXaa-Derivate eingesetzt. Die daraus entstehenden disubstituierten o-Amino-
saurebausteine werden flir das Design neuer synthetischer Peptide eingesetzt,
welche teilweise biologische Aktivitat 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 kénnen in Synthesen von grésseren Molekiilen als Zwischen-
stufen auftreten, beispielsweise um Makrocyclisierungen durchfiihren zu kénnen
[206,216].

N-Methylierte Dehydroaminoséduren kommen in Peptiden nattirlichen Ursprungs

vor und sind deshalb auch fiir die Peptidsynthese wichtig. Sie lassen sich aus den
geschiitzten unmethylierten Derivaten mit K,CO,;/Mel (DMF) oder K,CO5/Me,SO,
(MeCN) herstellen [252].

3.2.1.7 Dehydropeptide

Die Herstellung von Peptiden mit a-B-Didehydro-a-aminoséureeinheiten bereitet
einige spezielle Probleme, welche bei Reaktionen mit gesattigten Derivaten nicht
auftreten [55,167,184].

Bei AXaa-Verbindungen stellt sich nach einer N-terminalen Entschiitzung ein
Enamin-Imin-Gleichgewicht®® ein, wobei die Lage des Gleichgewichts von den

* In einem grossen Ubersichtsartikel tiber die stereoselektive Herstellung von a-Aminoséuren wurden eini-
ge dieser Synthesen zusammengefasst [247].
0 Siehe dazu Zitat [253] und dott zitierte Literatur.
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Losungsparametern (Polaritat, pH-Wert etc.) und der jeweiligen Aminosaure ab-
hangt.

Imine hydrolysieren leicht zu Ketonen, weshalb N-terminal entschiitzte AXaa-Deri-
vate nur in "inerten" Medien stabil sind. Die Enamin-Imin-Tautomerie ist auch der
Grund fiir die verminderte Nukleophilie von ungeséttigten o-Aminosaurederi-
vaten, verglichen mit gesattigten Analogen [254]. Dies fuihrt bei Kupplungs-
reaktionen zu Problemen (tiefe Ausbeuten). Zudem ist die Aktivierung der
Carboxylgruppe solcher Verbindungen meist schwierig [255]. Der kleinste, syn-
thetisch Sinnvolle Baustein fir die Peptidsynthese stellt deshalb meist ein Tri-
peptid dar, welches die a-B-Didehydro-a-aminosaureeinheit in der mittleren Posi-
tion tragt [55,169]. Oft werden AXaa-Einheiten tiber deren Azlactone [201-205]
oder Anhydride [176,196] in Peptide eingeftihrt, um Probleme bei der Akti-
vierung zu vermeiden.

AXaa-Einheiten sind "anféllig" auf Nebenreaktionen®!, weshalb man 6fter Peptide
mit Vorlauferbausteinen herstellt (z.B. Serin-/Cystein), und die Olefinierung erst
nach Beendigung der Peptidkupplungen durchfiihrt. Einige der Methoden sind
nur far die Lésungssynthese geeignet, andere wiederum koénnen auch an der
Festphase vor Abspaltung des fertigen Peptids durchgefiihrt werden. Welche Me-
thoden fir die Anwendung am Peptid geeignet sind, steht jeweils im Text (siehe
oben).

Sehr interessant ist der oben bereits beschriebene Selenid-Linker flir 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 saurelabil sind, kénnen sie als Schutz-
gruppen fiir Glutamin- und Asparagin-Seitenketten® eingesetzt werden.

3.2.2 Sekunddrstrukturen

Dehydroaminoséurebausteine besitzen wegen ihres Aufbaus — das trigonale C*-
Zentrum bildet zusammen mit den beiden benachbarten Amidgruppen eine Kette
von flinf konjugierten Atomen — eine starre Geometrie, flir welche rein formal be-
trachtet Riickgratwinkel ¢/y von 0° und 180° bevorzugt sein sollten®. Diese Ein-

1 Addition von Nukleophilen, Hydrolyse etc. Didehydroalanin ist der empfindlichste AXaa-Baustein.
-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 1N HCI/AcOH, [55,167].

% Welche ¢/\y-Winkelkombinationen fiir AXaa-Einheiten am giinstigsten sind, héngt von den jeweiligen
Substituenten ab. Sie kénnen betrachtlich von einer planaren Geometrie abweichen. Fur Arbeiten Gber
die Struktur einzelner AXaa-Einheiten siehe Zitate [256-259].
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3 Einleitung

schrénkung im Konformationsraum der AXaa-Einheiten ist flir das Peptiddesign
interessant, da so bestimmte Strukturelemente durch deren Einbau stabilisiert
werden. Die beiden bestuntersuchten Dehydroaminoséaurebausteine sind AAla
und (Z)-APhe. Die strukturellen Eigenschaften von Dehydroalanin® 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 tiberwiegende Mehrzahl der gelésten Strukturen
stammt von Peptiden mit (Z)-konfigurierten APhe-Bausteinen®.
Dehydrophenylalanin besitzt ein Potential zur Induktion von Schleifen und Heli-
ces, wie sonst vermutlich nur Aib. Im direkten Vergleich von geséttigten und un-
geséttigten Dipeptiden (Boc-(A)Phe-Val-OMe) findet man nur beim (Z)-APhe-
Derivat den Ansatz zu einer Faltung [263], was auf dessen eingeschrankten Kon-
formationsraum zurtickzufiihren ist. Bei kurzen Peptiden werden, abhéangig von
der jeweiligen Peptidsequenz (also von benachbarten Aminosaureeinheiten)
B-Schleifen®® verschiedenen Typs gefunden [266]. Kurze Peptide, in welchen ein
(Z)-APhe-Baustein von zwei B-verzweigten Aminosaureresten (Val, Ile) flankiert
ist, bilden eher ungeordnete, S-férmige Anordnungen [267].

Langere Peptide mit (Z)-Didehydrophenylalanin bilden oft 3,,-Helices® [270-
281]. Diese besitzen bei Kombination mit L-Aminosdureeinheiten eine gewisse

Préferenz flir den (P)-Drehsinn, es kommen jedoch auch (M)-Helices vor (siehe
Tabelle 2).

% AAla-Einheiten liegen meist gestreckt in einer C--Konformation (2.05-Helix) vor, kénnen aber méglicher-
weise auch C,-Bander bilden [192,260]. Rechnungen deuten darauf hin, dass AAla-Homooligomere auch
eine 3,,-Helix bilden kénnen (dies konnte jedoch experimentell nicht bestatigt werden).

% Fiir Zusammenfassungen iiber die Struktureigenschaften von AXaa-Einheiten in Peptiden siehe Zitate
[57,259-261]. CD-Untersuchungen [262].

%6 Aufeinanderfolgende Schleifen bilden teilweise Schleifenbander [264], oder relativ ungeordnete Knauel
[265].

57 a-Helices sind bei (Z)-APhe-Peptiden im Kristall [268] und in Lésung [269] eher selten.
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Tabelle 2 Drehsinn von 3,,-Helices verschiedener Peptide mit (Z)-APhe-Bausteinen (APhe steht hier je-
weils fir (Z)-APhe). Die gesattigten, einfach substituierten a-Aminoséurebausteine besitzen jeweils L-Kon-
figuration. P: rechtsgangige Helix; M: linksgéangige Helix; P/M: rechts- und linksgangige Helices wurden im
selben Kristall gefunden; P-M: gemischt rechts- und linksgangige Helix.

Peptidsequenz Drehsinn
Boc-Val-APhe-Ala-Leu-Gly-OMe [268] P (a)%®
Z-AVal-Val-APhe-lle-OMe [270] P
Boc-Val-APhe-APhe-lle-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-Lcu-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),-Aib-OMe [279] PM
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 3;,-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 regelméssig
ausgebildet. Ubereinander liegende Phe- und APhe-Finheiten kénnen eine 3,o-
helikale Struktur ebenfalls begtlinstigen [277].

Das Peptid mit der Sequenz

Gly-APhe-D-Ala-APhe-APhe-D-Ala-APhe-APhe-L-Ala-(Gly) -
APhe-1-Ala-L-Leu-APhe-L-Ala-L-Leu-APhe-L-Ala
(alle APhe-Einheiten mit (Z)-Konfiguration) [282]

bildet eine links- und eine rechtsgéngige 3,,-Helix (antiparallel angeordnet), wel-
che uber eine flexible Kette (Gly,) miteinander verbunden sind (siehe Abbildung
6). Zwischen den Helices bildet sich eine Art "APhe-Zipper" [280], der die Struktur
zusatzlich stabilisiert. Dieses Peptid ist ein Beispiel fur die Méglichkeiten des ratio-
nalen Peptiddesigns, unter Zuhilfenahme von Aminoséurebausteinen mit definier-
tem Konformationsbereich.

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

3i0-Helix £

Abbildung 6 Tertiarstruktur eines AXaa-Peptids, die rational geplant und experimentell bestatigt wurde.
Eine linksgéngige 3,,-Helix wurde tber eine flexible Kette mit einer gegenléufigen rechtsgéangigen 3;,-Helix
verbunden. Zwischen den Helices wirken hydrophobe und aromatische Effekte strukturstabilisierend
[282]. Fiir Peptidsequenz siehe Text.

Inai hat der 3,,-Helix des achiralen Peptids H-BAla-((Z)-APhe-Aib),-OMe, die in
Losung als rechts- und linksgangige Variante vorliegt, durch Zugabe von ex-
ternen, chiralen Molekilen (z.B. Boc-L-Leu) einen mehrheitlich rechtsgangigen
Drehsinn aufgepragt [283]. Diesen Effekt nennt er den "nicht-kovalenten chiralen
Dominoeffekt".

ALeu besitzt einen dhnlichen Einfluss auf die Peptidstruktur wie APhe, es wurde
jedoch viel weniger gut untersucht [260]. Bei Peptiden aus anderen Dehydro-
aminoséureeinheiten mit aromatischen Substituenten (Naphthyl- [205], Pyrenyl-
Derivate [284]) wurden ebenfalls B-Schleifen und 3;5-Helices gefunden.

3.2.3 Nattirliche Quellen und Biologie

o-B-Didehydro-a-aminosaurederivate werden, indem sie geséttigte Bausteine er-
setzen, zur Aufklarung 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.
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AXaa-Bausteine werden, zusammen mit anderen seltenen Aminosauren, in einer
grossen Vielfalt von Peptidantibiotika® in Mikroben und Schwémmen gefunden
[55,167,286]. Oft gehdren diese zur Klasse der Lantibiotika: Polycyclische, anti-
biotisch wirksame Peptide, welche neben Dehydroaminosauren auch Lanthionin
(sulfidverbriicktes Alanindimer) in der Aminoséuresequenz enthalten [179,287].
Um die Relevanz der zahlreichen Peptide mit AXaa-Einheiten abschatzen zu kén-
nen, wurde nach der Anzahl Publikationen zu den einzelnen Verbindungen ge-
sucht, und diese mit den entsprechenden Zahlen fiir Penicillin und Taxol ver-
glichen (sieche Abbildung 7). Die meisten dieser Verbindungsnamen stehen nicht
fiir ein bestimmtes Molekiil, sondern fiir eine ganze Gruppe von Peptiden.

00T 19821
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Abbildung 7 Anzahl der Publikationen tiber einige Verbindungen mit AXaa-Bausteinen, verglichen mit
jenen fur die bekannten Verbindungen Penicillin (a) und Taxol (c). Es wurde nach Publikationen mit dem
jeweiligen Verbindungsnamen im Titel gesucht®®. Der linke Balken entspricht der gesamten Anzahl gefun-
dener Publikationen (Anzahl jeweils angegeben), der rechte Balken steht fiir Publikationen bis 1979. Die
Skala ist logarithmisch aufgetragen. b) Cephalosporin [288,289]; c¢) Die Suche fiir Paclitaxel (= Taxol) er-
gab weitere 3557 Treffer; d) Nisin [290-292]; e) Microcystin [220,293]; ) Alamethicin (Aib-Peptid, siche
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].

Fir 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 B-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.

% Beispielsweise kénnen 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].

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

Thienamycin wurde aus Streptomuyces cattleya isoliert und gehoért zur Gruppe
der Carbapenem-B-Lactam-Antibiotika®® (siehe Abbildung 8). Es ist strukturell mit
Penicillin verwandt, und wirkt gegen gram-positive und gram-negative Bakterien
(Breitbandantibiotikum) [294]. Aufgrund seiner chemischen Instabilitat besitzt es
keine praktische Bedeutung. Die von ihm abgeleiteten Derivate (z.B. Ertapenem,
Meropenem und Imipenem®) hingegen werden in der Humanmedizin bei bak-
teriellen Infektionen eingesetzt.

a) COyH O b)
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Abbildung 8 p-Lactam-Antibiotika. a) Cephalosporin C aus Cephalosporium acremonium. b) Thiena-
mycin aus Streptomyces cattleya. Das Carbapenem-Grundgeriist ist mit jenem der Penicilline verwandt®.

c) Die (gesattigten) p-Lactam-Antibiotika der Penicillin-Gruppe wurden aus verschiedenen Schimmelpilzen
extrahiert (z.B. Penicillium notatum und Penicillium chrysogenum). Sie besitzen ein Penam-Grundgeriist®.
Es existieren vielfaltige Varianten mit unterschiedlichen R-Gruppen. Einige Derivate besitzen eigene Na-
men, so gehéren 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 ungewoéhnlichen
Aminosauren. Unter anderem enthélt es ein Dehydroalaninderivat (mit einer -
Harnstoffgruppe), und eine B-verkniipfte o-B-Diaminopropionséureeinheit. Frii-
her wurde es gegen Tuberkulose eingesetzt, aufgrund seiner gehédrschadigenden
Wirkung ist es heute jedoch nicht mehr in Gebrauch.

Capreomuycin ist ein cyclisches Pentapeptid-Antibiotikum (mit &hnlichen 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 Wahl®® [298].

61 Carbapenem ((5R)-7-Oxo-1-aza-bicyclo[3.2.0]hept-2-en-2-carbonséaure) ist die schwefelfreie Variante
des B-Lactam-Grundgertistes Penem. Das Penem-Grundgerist ist die ungeséttigte Variante von Penam,
dem Penicillin-Kern [303].

%2 Imipenem war das erste B-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 tiblicherweise nur einmal taglich gespritzt [305].
% Wenn aufgrund von Bakterienresistenzen die besser vertraglichen Antibiotika keine Wirkung mehr zei-
gen.
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Tentoxin ist ein cyclisches Tetrapeptid aus Alternaria tenuis, Alternaria alter-
nata® und Alternaria mali [170,202]. Es wirkt phytotoxisch, indem es die Chlo-
roblasten durch Hemmung der Phosphorylierung schadigt (Chlorose) [299]. Das
Peptolid enthalt eine (Z)-APhe(N-Me)-Einheit.

Subtilin ist eng mit Nisin verwandt (Details siche Abschnitt 3.2.3.1 unten) [287,
306].

Thiostrepton wurde erstmals aus Streptomyces azureus extrahiert, und besitzt
antibiotische Aktivitdt gegen gram-positive Bakterien (Proteinsynthese-Inhibitor).
Es wurde in der Veterindrmedizin eingesetzt. Das komplexe bicyclische Peptid be-
steht unter anderem aus drei AAla-Einheiten und mehreren Heterocyclen [300].
Ahnliche Verbindungen sind Siomycin, Thiopeptin und "Sch 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 alternata®* [173,302]. Sie bestehen aus Ala, AAla, Homologen von Phe und
Tyr sowie aus a-Hydroxy-Isovalerianséure.

3.2.3.1 Nisin

Nisin® ist ein Lantibiotikum (34-Mer) von Streptococcus lactis (einem Milchséure-
bakterium), welches sowohl Lanthionin und B-Methyllanthionin [308] als auch
AXaa-Aminosauren enthalt [309] (siehe Abbildung 9). Die bakterizide Wirkung
wurde erstmals 1928 beschrieben [310], die Struktur war 1971 vollstandig aufge-
klart [290] und wurde durch die Totalsynthese und anschliessende biologische
Tests bestétigt [291]. Der Biosyntheseweg von Nisin verlauft Giber ein ribosomal
synthetisiertes Vorlauferpeptid aus 57 Aminoséureeinheiten, welches posttrans-
lational zum endgtiltigen Lantibiotikum modifiziert wird [309,311]. Dabei wird ein
Teil des Peptids (ein 23-Mer) abgetrennt, und drei geséattigte (Serin- und Threo-
nin-) in a-B-ungesattigte Aminoséaureeinheiten umgewandelt. Zudem werden ftinf
Sulfidbriicken aus Cystein und AAla/AAbu gebildet (— Lanthioninderivate).
Subtilin und Epidermin sind zwei mit Nisin verwandte Lantibiotika, denen &hn-
liche DNA-Sequenzen zugrunde liegen [292].

% Alernaria alternata ist ein verbreiteter Schimmelpilz (Schwarzepilz). Er ist Verursacher einer Blattkrank-
heit bei Apfelbaumen, und kommt in Wandschimmel, Textilien und auf Lebensmitteln vor.

% Nisin kommt in zwei Modifikationen vor: Nisin A und Nisin Z. Ihre Aminoséuresequenzen unterscheiden
sich an der Position 27, wo His (A) oder Asn (Z) stehen kann [307]. Beide Peptide besitzen in etwa gleiche
Aktivitat.
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3 Einleitung

Abbildung 9 Struktur des Lantibiotikums Nisin A aus Streptococcus lactis. Die wahrend der Biosynthese
des Peptids posttranslational modifizierten Aminoséureeinheiten sind fett dargestellt. Dha® = AAla, Dhb =
AAbu, Ala-S-Ala = Lanthionin, Ala-S-Abu = 3-Methyllanthionin.

Das Peptid nimmt eine Struktur aus B-Schleifen ein, die schraubenartig angeord-
net sind. Es besitzt jeweils in Lésung 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 Bakterien®” bildet, durch welche Ionen, Amino-
sauren und ATP aus der Zelle entweichen kénnen. Der Zusammenbruch des
osmotischen Gradienten flihrt 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 begtinstigen grosse Potentialdifferenzen
bzw. pH-Unterschiede tiber der Membran die Porenbildung durch Nisin [313].

Ein in einem Ubersichtsartikel 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]). Der N-
Terminus (oder C-Terminus [317]) "wandert" dann in Richtung Zellinnenraum,
wobei sich durch Anlagerung von Lipidmolekiilen 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).

% Die Nomenklatur fiir Dehydroaminoséduren wird uneinheitlich gehandhabt. In der Biologie wird meist
eine Dreibuchstabenabkirzung (Dha, Dhb) verwendet, in chemisch dominierten Publikationen findet man
AXaa (AAla, AAbu) und DDAA fir allgemeine Dehydroaminosaurebausteine.

7 In Einzelfallen ist es auch gegen gram-negative Bakterien aktiv, besonders wenn diese (aufgrund von
ausseren Einflissen) eine geschwéachte Zellwand aufweisen.
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Abbildung 10 Postulierter (noch unbewiesener) Mechanismus fiir die Porenbildung durch Nisin [314]. I)
Das kationische Peptid bindet mit dem C-Terminus an anionisch geladene Lipide der Zellmembran, bzw.
an Lipid II (sieche 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 kénnten sich, wie auf der rechten Seite gezeigt, an Nisin anlagern, und zur
Stabilisierung der Pore beitragen. IV) Das Peptid wandert vollstandig auf die Innenseite der Zellmembran.

In den letzten Jahren wurde herausgefunden, dass Lipid I8, der Rezeptor fiir Ni-
sin, selbst auch an der Porenbildung beteiligt ist [318]. Bakterien mit einem gros-
sen Anteil dieses Komplexes in der Zellmembran waren viel anfélliger auf das
Antibiotikum als solche mit einem kleinen Anteil. Vermutlich sind die beiden -
terminalen sulfidgebundenen Ringe von Nisin verantwortlich fiir die Interaktion
mit Lipid II.

Nisin ist eines der wenigen (L)Antibiotika die als Lebensmittelzusatzstoff®® zugelas-
sen sind. Da es von Milchsaurebakterien produziert wird, kommt es nattrlicher-
weise in Milch vor. Es wird eingesetzt, um das Wachstum gram-positiver Bakteri-
en in Fisch- und Fleischprodukten [319] oder anderen Lebensmitteln zu verzo-
gern. Bei der Kaseproduktion verhindert es Fehlgarungen [320], und bei der Fer-
mentation von Fruchtmeischen (Obstbrand-Produktion) kann es das Wachstum
von unerwiinschten Keimen”™ unterdriicken, welche einen negativen Einfluss auf
die Qualitat des Produktes haben kénnen [321]. Um eine gute Wirkung des Anti-

8 Lipid 1I ist ein membrangebundener Vorlaufer der Peptidoglycan-Synthese. Ein Polyisoprenrest, der
iber eine Pyrophosphatgruppe mit einem Disaccharid und einem Pentapeptid verbunden ist.

% 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 Ka-
se, Schmelzkase und Mascarpone zugelassen.

7 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, Fettséduren etc. vermindert die Wirkung von Nisin.

3.2.3.2 Microcystine

Microcystine sind eine Gruppe von cyclischen Heptapeptiden [293], von der bis-
her tiber 65 Verbindungen bekannt sind (siche Abbildung 11). Sie sind aus meh-
reren ungewohnlichen bzw. ungewdhnlich verkniipften Aminosaureeinheiten auf-
gebaut. So findet man beispielsweise Dehydro- und N-methylierte- sowie 3-, oder
y-verkniipfte Bausteine. Darunter sind auch einige modifizierte proteinogene
Aminosauren (z. B. -Methylasparaginséure oder Homotyrosin).

Microcystine werden von verschiedenen Cyanobakterien (Blaualgen, Microcystis,
Anabaena, Oscillatoria) produziert. Besonders bei Algenbliiten (starke Ver-
mehrung der Cyanobakterien aufgrund von Umwelteinfliissen, vor allem in eu-
trophen Gewassern) sind gréssere Mengen dieser Peptide im Wasser von Seen,
Flissen und im Meer vorhanden. Jedoch auch in sauberem Wasser kénnen
Microcystine nachgewiesen werden’.

7

6 COxH l\llle
N
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N NH
o0 CHy 1
o Me o
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I_ D-Ala—X—D-Masp—Y — Adda—D-Glu—AAla(N-Me) -—I

Abbildung 11 Allgemeine Struktur von Microcystinen: Cyclo-[(-D-Ala-X-D-Masp-Y-Adda-D-Glu-AAla(N-
Me)-)]. NomenkKlatur: Die hochvariablen Bausteine X (2) und Y (4) werden in der Einbuchstabenschreib-
weise flir Aminosauren mit Bindestrich an den Namen angefiigt (z.B. Microcystin-LR fir X = Leu und R
= Arg). Auch die "fixen" Einheiten 1, 3 und 5 - 7 sind teilweise variabel, zusatzliche Modifikationen wer-
den dem Namen in eckigen Klammern vorangestellt (z.B. [Dha’]Microcystin-LR wenn 7 unmethyliertes
AAla ist). Beim Rest 7 findet man auch Serin oder N-Methylserin, welche vermutlich Vorlauferbausteine
fur die ungeséttigten AXaa-Einheiten sind. Anstelle von AAla kann auch AAbu oder N-Methyl-B-amino-
oxalsdure stehen [323]. Masp: (2R,3S)-p-Methylasparaginsaure; Adda: (all S,all E)-3-Amino-9-methoxy-
2,6,8-trimethyl-10-phenyldeca-4,6-diensaure [324].

1 Zur Messung der Konzentration von Microcystinen wurden sehr sensitive Methoden auf Immunoassay-
Basis entwickelt [322].
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Microcystine’ sind fiir viele Tierarten (auch fiir Sdugetiere) und Pflanzen™ giftig.
Sie sind starke Hepatotoxine und kénnen schwere Leberschédigungen hervor-
rufen, die zum Tod fithren. 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 Aufklarung des Gefahrenpotentials dieser Verbindungen
[328].

In Losung 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 kénnen [330]. Der apolare Adda-Rest (ein
B-Aminoséaurebaustein) passt dabei in eine hydrophobe Tasche des Enzyms. Er
scheint der zentrale Baustein zu sein, der die biologische Aktivitat von Microcysti-
nen (und auch von Nodularinen) vermittelt.

Die Derivate mit verschiedenen Peptidsequenzen besitzen unterschiedliche Akti-
vitdten (Microcystine-LA > -LR > -RR > -LY) [331]. Durch rationales Design
konnte die Substratselektivitat von synthetischen Microcystinanaloga leicht erhéht
werden [332], was flir die Untersuchung biochemischer Vorgange ntitzlich sein
konnte.

2 Microcystine sind verwandt mit der Familie der Nodularine und mit Motuporin (Cyclopentapeptide) Die-
se werden ebenfalls von Cyanobakterien (Nodularia) [301] bzw. Schwammen (Theonella swinhoei) [325]
gebildet, und besitzen ahnliche Wirkungen wie Microcystine. Auch sie besitzen den -Aminosaurebaustein
Adda in ihrer Peptidsequenz.

7 Sie stéren beispielsweise das Wachstum von Senfkeimlingen [326].
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3 Einleitung

3.3 Bekannte Strukturen von p-Peptiden

In diesem Abschnitt sollen die wichtigsten bekannten Strukturmotive von B-Pepti-
den besprochen werden. Riickgrat- und Bindungswinkel der "regelméassigen"
Strukturen (Helices, Faltblatt) sind im Anhang 10.2 zusammengefasst.

3.3.1 Die 3,,-Helix

Die (M)-3,,-Helix, welche von B3-Peptiden aus homologisierten, proteinogenen
Aminosaurebausteinen gebildet wird, wurde erstmals 1996 von Seebach und Mit-
arbeitern beschrieben [333].
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Abbildung 12 Die B-peptidische 3,,-Helix [333-347]. a) Substitutionsmuster von -Aminoséuren, welche
in eine 3;,-Helix passen. Peptide aus den Bausteinen links bilden linksgangige, jene mit Bausteinen auf
der rechten Seite rechtsgéngige 3,4-Helices. Gemischte p%/p%® und B*/p%*-Peptide bilden ebenfalls 3,,-Heli-
ces. b) Darstellung einer 3,4-Helix von der Seite (oben) und entlang der Helixachse (unten, die meisten
Wasserstoffatome wurden zur Vereinfachung weggelassen). An den C*- und CP-Zentren gibt es je einen la-
teralen und einen axialen (grosse Kugeln) Substituenten. Die axialen Positionen kénnen (nach aktuellem
Wissensstand) nur durch Wasserstoff oder Fluor besetzt sein, grossere 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 (siche Abbildung 12b oben). Die
Ganghohe der Helix betragt ca. 5 A. An den beiden sp*-Zentren (C* und C) steht
jeweils ein Substituent in axialer, und einer in lateraler Position. In axialer
Position (grosse Kugeln in Abbildung 12b) sind aus sterischen Griinden nur
Wasserstoff- und Fluoratome erlaubt. Die Helix kann also nur von Peptiden aus
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"homochiralen"”* B%-, B3- oder like-B?*-Aminosauren gebildet werden, da sonst
Substituenten in axialer Position zu stehen ka&men. Geminal disubstituierte
B-Aminosauren passen aus diesem Grund nicht in eine 34,-Helix [334]. Einfach
substituierte B-Aminosaureeinheiten kénnen zusammen mit "passenden" p#3-Deri-
vaten in einer 3,4-Helix vorkommen, alternierend gemischte B?/B3-Peptide kénnen
hingegen eine 12/10-Helix bilden (siehe folgenden Abschnitt) [335].

Disulfid- und Salzbriicken [336,337], (like)-p%3-distubstituierte Aminosaureeinhei-
ten [335], Zn?"-Komplexierung zwischen zwei His-Seitenketten [338] und ver-
zweigte Seitenketten [339] stabilisieren die 3,,-Helix. Peptide aus (R,R)-2-Amino-
cyclohexan-carbonséauren bilden eine sehr stabile 3,,-Helix (mit leicht verander-
ten Ruckgratwinkeln) [340,341]. Weniger stabile 3;,-Helices werden gebildet
wenn: das Peptid ausschliesslich aus p2-Aminosaureeinheiten besteht [335,342],
BhGly-Einheiten in der Sequenz vorkommen [334,343], oder die N- und C-Ter-
mini geschiitzt sind [333,334,343].

3.3.2 Die 12/10-Helix

Obwohl B2 und B3-Aminosaureeinheiten in eine 3,,-Helix passen, bildet ein Pep-
tid, welches alternierend aus B2- und p3-Bausteinen besteht, eine vollkommen
neuartige Helix [335,343,348,349]. Die Aminosaureeinheiten besitzen abwechs-
lungsweise zwei verschiedene Konformationen (zwei Satze an Rickgratwinkeln,
sieche Anhang 10.2), und es werden zehn- und zwolfgliedrige Wasserstoffbriicken-
gebundene Ringe gebildet. Die Amidbindungen sind abwechslungsweise von
Substituenten flankiert (Zehnring) oder besitzen zwei benachbarte CH,-Gruppen
(Zwolfring). Die Carbonyl- und NH-Gruppen weisen abwechselnd zum N- bzw.
C-Terminus, weshalb kein Makrodipol entlang der Helixachse entsteht (siehe

Abbildung 13).

" Homochiral bedeutet, dass die Substituenten in allen Aminosaureeinheiten dieselbe Orientierung be-
sitzen, unabhangig von der Reihenfolge der CIP-Prioritaten (R/S) der absoluten Konfiguration (siche
Abbildung 12 links). Wenn ein Peptid ausschliesslich Methylsubstituenten tragt, missen samtliche
Rickgrat-Stereozentren des Peptids (S) bzw. (R) Konfiguration besitzen (— (M)- bzw. (P)-Helix). Fur
andere Seitengruppen (z.B. iPr) kann die Bezeichnung der absoluten Konfiguration aufgrund veranderter
CIP-Prioritaten bei gleich bleibender Konnektivitat der Gruppen umkehren.
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Abbildung 13 Die pB-peptidische (P)-2.7,5;,-Helix (12/10-Helix) [335,343,348,349]. a) Eine B-
Peptidkette, die abwechslungsweise aus p?- und p*-Aminoséureeinheiten 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 kénnen aus
sterischen Griinden vermutlich nicht durch gréssere Substituenten als ein Fluor-
atom ersetzt werden. Die Wasserstoffatome der Methylengruppen weisen beide
von der Helix weg (siehe Abbildung 13b), ob sie durch groéssere Gruppen ersetzt
werden kénnen ist nicht bekannt. Méglicherweise kénnte ein Peptid mit sich ab-
wechselnden B%%2- und p?®2-Einheiten bzw. ein B%?/B**-Peptid ebenfalls eine

12/10-Helix bilden (dabei wiirde kein Substituent in axialer Position stehen).

3.3.3 Die 2.6,,-Helix

Peptide aus (R,R)-2-Amino-cyclopentancarbonséaureeinheiten bilden im Kristall
eine (M)-2.6,,-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 B-peptidischen Helices, die Rickgratbin-
dungswinkel variieren in einem relativ breiten Bereich (siche Anhang 10.2).
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2.61-Helix

Abbildung 14 Die B-peptidische (M)-2.6,,-Helix, welche von p-Peptiden aus (R,R)-2-Amino-cyclopen-
tancarbonsauren 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 Die 24-Helix

Ein Peptid aus unlike (2R,3S)-a-Hydroxy-B3-aminosauren bildet in Lésung eine
sehr flache (P)-2s-Helix [352]. Die Wasserstoffsubstituenten an den beiden
Methingruppen jeder Einheit sind immer von der Helix weg gerichtet, grossere
Substituenten sollten in diesen Positionen also prinzipiell erlaubt sein (siehe
Abbildung 15). Die Riickgratwinkel der Struktur sind vergleichbar mit jenen, die
fir B?hAcsc-Peptide (B22-Cyclopropyl-aminosaurebausteine) gefunden wurden
(siche Abschnitte 6.1.2 und 10.2) [353].

Abbildung 15 Die B-peptidische 24-Helix (die meisten Wasserstoffatome wurden zur Vereinfachung weg-
gelassen). Die Struktur ist ahnlich wie die fiir geminal disubstituierte Peptide mit einem Cyclopropanring
(B?hAcsc) postulierte Treppenstruktur (siehe unten Abbildung 20, Abschnitt 6.1.2).
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3 Einleitung

3.3.5 p-Peptidisches Faltblatt und Schleife

Peptide aus unlike-p?3-Aminosaureeinheiten kénnen aus sterischen Griinden kei-
ne 3,-Helix bilden, da in jedem Baustein jeweils ein Substituent axial stehen wiir-
de (siche Abschnitt oben) [333,354]. Derartige Oligomere kénnen jedoch ein
Faltblatt oder Schleifen bilden (siehe Abbildung 16). Die Substituenten stehen
dann auf beide Seiten aus der Faltblattebene hinaus. B-Peptidische Faltblatter
kénnen auch von B2- oder B-Peptiden gebildet werden”. Peptide aus geminal
disubstituierten und like-p%3-Aminosauren kénnen keine derartige Struktur bilden,
da jeweils ein Substituent jedes Bausteins in die Faltblattebene zu liegen kéme
[355].

Das H-Brticken-Bindungsmuster ist bei parallelen und antiparallelen B-peptidi-
schen Faltblattern gleich (14-gliedrige Wasserstoffbriicken-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.
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B-peptidische Schleife

Abbildung 16 p-Peptidisches Faltblatt und Schleife. a) Substitutionsmuster von p-Aminosaurebaustei-
nen, welche in ein (paralleles oder antiparalleles) B-peptidisches Faltblatt passen. b) Seitenansicht (oben)
und Aufsicht (unten) auf ein antiparalleles B-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) kénnen nur durch H- oder F-Substituenten
besetzt sein. ¢) Eine Folge von B*-B%-Aminosédurebausteinen in einem unlike-p*°-Peptid induziert die Bil-

dung eines zehngliedrigen H-Bricken-gebundenen Rings, wodurch eine Schleife entsteht (— vgl. Zehnring
in der 12/10-Helix).

> Aminosaure-Substitutionsmuster, welche in ein Faltblatt passen sollten: all-(S)- und all-(R)-p?- bzw. p°-
Peptide; gemischte (S)-p?-(R)-p°- bzw. (R)-p*(S)-p°-Peptide; unlike-all-(2S,3R)- und all-(2R,3S)-%>-Pep-
tide. Siehe Abbildung 16a.
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Ein Peptid, aus unlike-B?3-Aminosauren, das in der Mitte eine Folge von B2-3-
Bausteinen besitzt, kann eine Haarnadelschleife bilden (&hnlich den B-Schleifen
bei a-Peptiden) [354,356]. Dabei wird tiber die von zwei substituierten Zentren
flankierte Amidbindung, wie in der 12/10-Helix, ein zehngliedriger Wasserstoff-
briicken-gebundener Ring gebildet.
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4 Aufgabenstellung

Im Jahre 1996 entdeckten Seebach und Mitarbeiter dass kurze Peptide aus
B3-Aminosauren in Lésung eine helikale Struktur einnehmen [333]. Die Bildung
einer Sekundéarstruktur von so kurzen Oligomeren — sie wurde bereits bei
Kettenlangen von sechs Bausteinen beobachtet — war erstaunlich, findet man ftr
o-Peptide doch nur in Gegenwart spezieller, nicht-proteinogener Aminosaure-
einheiten (z.B. Aib oder APhe) bereits bei so kurzen Sequenzen helikale Struk-
turen.

In den folgenden Jahren wurden weitere B-peptidische Sekundéarstrukturmotive
entdeckt, und die Zusammenhéange zwischen der Art des gebildeten Motivs, und
dem Substitutionsmuster des jeweiligen Peptids aufgeklart [335,352,354]. Mit
CD- und NMR-Spektroskopie, sowie Modellbetrachtungen wurde abgeklart, wel-
che Substitutionsmuster mit welchen Sekundéarstrukturelementen kompatibel sind
[334]. Dabei wurde gefunden, dass geminal disubstituierte f-Aminoséauren weder
in die 3;4,-Helix, noch in eine Haarnadelschleife oder ein Faltblatt passen kénnen.
Ob, und wenn ja welche Sekundarstrukturen von B22- und B3-Peptiden gebildet
werden, wurde an verschiedenen achiralen Peptiden untersucht [353,357].

Da dabei nur die Strukturen von kurzen Peptiden aufgeklart werden konnten,
sollten im Rahmen dieser Dissertation zwei spezifisch *C- und *N-markierte
B%2hAib-Derivate hergestellt werden, welche Untersuchungen mittels TEDOR-
REDOR-Festkorper-NMR-Messungen erlauben. Durch den Abgleich der dadurch
erhaltenen Informationen mit Peptidmodellen, wiirde eine Eingrenzung der vor-
liegenden Peptidstruktur moglich. Das Projekt erforderte auch die Herstellung
grosserer Mengen eines unmarkierten p?2hAib-Heptapeptids, welches zur Verdiin-
nung der markierten Peptide in den Messungen eingesetzt werden sollte.

In einem zweiten Projekt sollte ein Hexapeptid aus a-Methylen-B3-aminoséureein-
heiten hergestellt werden. Von a-Dehydroalanin-Oligomeren ist bekannt, dass sie
im Festkdrper und in Lésung als vollig flache Peptide vorliegen [192]. Es sollte er-
mittelt werden, ob B-Peptide aus a-ungesattigten B-Aminosduren ebenfalls eine
definierte Struktur einnehmen. Um gegebenenfalls eine NMR-Strukturaufklarung
zu erleichtern, sollte das Peptid verschiedene Seitenketten tragen, welche sich von
natlrlichen Aminoséuren ableiten.

Die Methylengruppen dieser 3-Aminosaureeinheiten sollten, ahnlich dem zweiten
Substituenten bei geminal disubstituierten B-Aminoséuren, verhindern, dass sol-
che Derivate in die bekannten Sekundérstrukturmotive passen.
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5 Synthese von geminal disubstituierten B-Peptiden

5 Synthese von geminal disubstituierten 3-Peptiden
5.1 Einleitung

B-Peptide bilden Sekundarstrukturen, welche denen von a-Peptiden (Helices,
Faltblatter, Schleifen) &hneln. Von Peptiden aus geminal disubstituierten B-Ami-
nosauren ist bisher nicht bekannt, ob und wenn ja welche Sekundéarstrukturen sie
ausbilden. Ausser méglicherweise in die 25-Helix, sollten sie in die bisher gefun-
denen pB-peptidischen Strukturelemente aufgrund von unglinstigen sterischen
Wechselwirkungen nicht passen (siehe Einleitung, Abschnitt 3.3).

Von den in der Literatur [357] beschriebenen markierten und unmarkierten
p*?hAib-Homopeptiden konnte keine Strukturbestimmung durchgefiihrt werden.
Es wurden keine Kristalle mit ausreichender Qualitat fir eine Réntgen-Struktur-
bestimmung erhalten, und Pulver-Réntgenaufnahmen’ an Peptiden dieser Art er-
brachten keine Ergebnisse. Auch Lésungs-NMR-Messungen an B%2hAib-Peptiden
liessen keine Strukturbestimmung zu, da die Signale kaum dispergiert waren (sie-
he Abschnitt 6.5).

Festkérper-NMR-Methoden lassen die Bestimmung einiger Strukturparameter zu,
woflir jedoch selektiv markierte Peptide notwendig sind. Von vollstandig *C- und
15N-markierten Peptiden kénnen im Festkérper die Winkel zwischen benachbar-
ten Amidebenen bestimmt werden (MAS-Festkérper-NMR). Mit der REDOR"’-
und TEDOR-REDOR-Festkorper-NMR-Methode ist es moglich, Abstande zwi-
schen verschiedenen magnetischen Kernen (hier *C, ®N und *°F) zu messen. Die
markierten Molekiile werden dazu jeweils mit einer unmarkierten Matrix, hier
ebenfalls ein B#?hAib-Heptapeptid, verdiinnt, um sicher zu stellen, dass aus-
schliesslich intramolekulare, und keine intermolekularen Absténde gemessen wer-
den (siehe Abschnitt 6.4).

Die chiralen Bausteine fiir die p%?3-Hexapeptide’® wurden, ausgehend von natiir-
lichen a-Aminoséauren, durch Homologisierung und zweifache Alkylierung herge-

7 Pulverréntgenaufnahmen an den im Rahmen dieser Arbeit hergestellten p*?hAib-Peptiden wurden in
der Gruppe von Dr. L. McCusker am Laboratorium fir Kristallographie der ETH Zirich durchgefiihrt. Es
wurden bei Testmessungen zu wenige verwertbare Reflexe gefunden. Fur Pulverréntgenuntersuchungen
von B-Cyclotetrapeptiden siehe [358,359].

7 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 fiir Physikalische
Chemie, ETH Ziirich durchgefiihrt 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
durchgefiihrt. Fir Details siehe experimentellen Teil.

78 Die p**°-Aminoséuren 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 durchgeftihrten Untersuchungen sind in Abschnitt
6.6 beschrieben.

5.1.1 Uberlegungen zum Markierungsmuster der B>*hAib-Heptapeptide

N-Teminal sollten die markierten B%?hAib-Peptide jeweils eine (kernresonanz-
aktive) CFs-Gruppe besitzen, welche als Ausgangspunkt flir die Distanzmessungen
dient. Die ¥C- und ®N-Markierung sollte die Messung méglichst vieler Abstande
erlauben, und gleichzeitig, aufgrund der betrachtlichen Kosten solcher Verbin-
dungen, mit einer minimalen Anzahl und Menge an markierten Aminosauren er-
reichbar sein. Die beiden Verbindungen 1 und 2 (Abbildung 17) kénnen mit
lediglich zwei verschieden markierten Aminoséuren hergestellt werden, ermog-
lichen jedoch die Messung einer ganzen Reihe von intramolekularen Abstanden.

O HH O O HH O

W%%W%xﬁ

m 15N
. 13C

O HH O o) O HH O 0] 0] 0]
H H H H H
2
0 @] o] @] @] @] @] @]
H H H H H H H
) @) o] 0 @) o] 0 @)
H H H H H H H
4

Abbildung 17 Markierte 2?hAib-Heptapeptide 1 und 2 fir REDOR-NMR-Messungen und unmarkiertes
acetyliertes f?hAib-Heptapeptid 3, welches als Matrix eingesetzt wurde. Das CF,-Peptid 4 wurde zur Ab-
klarung der Mischbarkeit von 3 und 4 hergestellt.

Zur "Verdlinnung" dieser markierten Molekiile wurde das Peptid 3 (Abbildung 17)
mit einer N-terminalen COCH;-Gruppe hergestellt. Die Mischbarkeit von Substrat
und Matrix, welche sich chemisch lediglich in der N-terminalen CH3/CF;-Gruppe
unterscheiden, wurde mittels eines Schmelzdiagramms der Peptide 3 und 4, und
vorgangigen NMR-Messungen sichergestellt (Abschnitt 6.3).
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5 Synthese von geminal disubstituierten B-Peptiden

Die an den markierten Peptiden gemessenen Abstande sollten dazu dienen, ver-
schiedene fiir B>?hAib-Peptide mdgliche Konformationen auszuschliessen bzw.
die Wahrscheinlichkeit von deren Vorliegen abzuschétzen. Eine komplette Struk-
turbestimmung, wie beispielsweise mit einer Réntgenstrukturanalyse, ist mit dieser
Methode nicht moglich. Die Messungen und deren Auswertung sind in Abschnitt
6.6 detailliert beschrieben.

5.2 Herstellung von unmarkierten p2?hAib-Aminosiuren und -Peptiden

5.2.1 Herstellung der B**hAib-Aminosdurederivate

Analog der Literaturvorschrift [357] wurde B-Alanin (= BhGly) 5 tGber die Boc-ge-
schitzte Saure 6 zum vollgeschitzten Methylester 7 umgesetzt. Durch zweifache
Alkylierung der Lithiumderivate von 7 bzw. Boc-BhGly(a-Me)-OMe 8 mit Methyl-

jodid wurde das geminal disubstituierte Aminosaurederivat 9 erhalten (siehe
Schema 10).

0O 0 o}

a b
HQN/\)I\OH —)> BOC\N/\)I\OH L BOC‘N/\)I\OMe
H H
5 6 7
o o) o)

1"

Schema 10 Herstellung der Boc-p#*hAib-OMe Derivate und deren Entschiitzung. a) Boc,O, NaOH,
Dioxan, H,0O, 0° — RT, 4h; b) Cs,CO,, Mel, DMF, 0° — RT, 17h; ¢) 2 LDA, Mel, -78°C, 2h; d) TFA,
CH,CI,, 0° - RT, 2h; e¢) NaOH, MeOH, H,0O, 0° — RT, 16h.

Da relativ grosse Mengen Heptapeptid 3 als Matrix flir die NMR-Messungen
hergestellt werden sollten, wurden mehrere Alkylierungen im Multigrammassstab
durchgefiihrt’®. Die Verbindung 9 wurde nach Standardmethoden zum TFA-Salz
10 und der Saure 11 entschiitzt, welche ohne weitere Reinigung fur die

7 Insgesamt wurden 23 g des Aminoséurederivates 9 und 2.3 g des Heptapeptids 19 hergestellt.
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Kupplungen eingesetzt wurden. Die selektiv *C- und !'°N-markierten Boc-
B%?hAib-OMe-Derivate (20 und 24) wurden in einer Auftragssynthese herge-
stellt® (siehe nachsten Abschnitt).

5.2.2 Herstellung der unmarkierten >*hAib-Heptapeptide

Die unmarkierten p??hAib-Peptide 12, 14, 16 und 19 wurden geméass Schema
11 durch Fragmentkupplungen hergestellt. Die Kupplungen konnten mit der Gb-

lichen EDC/ HOBt-Methode [333,334,357,360,361] ohne Probleme durchgefiihrt
werden. Die teilentschiitzten Fragmente (TFA-Salze 13, 15, 18 und Saure 17)
wurden jeweils ohne weitere Reinigung eingesetzt, die Vollsténdigkeit der Ent-
schiitzungen wurde mittels NMR-Spektroskopie tiberpriift.

10

la)+11
(@) (@) 0
R. a) + 11 RJ. a) + 11 Boc,
H OMe ———» H OMe ———» N OMe
H

2 3
R = Boc R = Boc 16
b b
)l:R HTFA13 )I—:R HTFA15

o) o

Boc % TFAHN %
"N OH "N OMe

H H

4
17 a) 18

o) ) o) 0 0 0 0
Boc
N N N N N N N OMe
H H H H H H H
19

Schema 11 Herstellung der B*?hAib-Heptapeptide. Bei allen Kupplungsreaktionen wurden die Kompo-
nenten bei 0° gemischt und dann auf Raumtemperatur aufwarmen gelassen. a) EDC, HOBt, Et;N, CH,Cl,,
15h; b) TFA, CH,Cl,, 2h; ¢) NaOH, MeOH, H,O, 16h.

Alle geschiitzten Peptide konnten chromatographisch (FC) gereinigt werden. Bei
keinem der Peptide traten Loslichkeitsprobleme auf?!, und die Ausbeuten waren

8 Bei ISOTEC Inc., Miamisbhurg.
81 Die CH,CO/CF,CO-p*?hAib-Heptapeptidester 3 und 4 waren jedoch merklich schlechter léslich als das
entsprechende Boc-Derivat 19.

52



5 Synthese von geminal disubstituierten B-Peptiden

zufriedenstellend bis gut. Interessanterweise zeigten alle Peptide nur wenige Sig-
nale flr die a-Methylgruppen (siehe Abschnitt 6.5)!

Die Acetylierung und die Trifluoracetylierung des Boc-entschiitzten B#?hAib-
Heptapeptids (Schema 12) verliefen in guten Ausbeuten, und die dabei erhal-
tenen Produkte waren in den tiblichen organischen Lésungsmitteln recht gut 16s-
lich. Interessanterweise zeigen die Heptapeptide 3 und 4 in der Diinnschichtchro-
matographie®® ein sehr unterschiedliches Laufverhalten. Eine chromatographische
Trennung der beiden, sich einzig durch die N-terminale CH;- bzw. CF;-Gruppe
unterscheidenden Molekiile, scheint méglich, was die Riickgewinnung der mar-

Ao
gk 27

w Aol

7
4
Schema 12 Acetylierung und Trifluoracetylierung zu den B*?hAib-Heptapeptiden 3 und 4. Bei allen

Reaktionen wurden die Komponenten bei 0° gemischt und dann auf Raumtemperatur aufwarmen gelas-

sen. a) TFA, CH,Cl,, 120 min; b) CH,Cl,, DIPEA, Ac,O, 160 min.; c) CH,Cl,, DIPEA, TFAA, 90 min.

kierten Peptide erlaubt hatte.

Um ein gut handhabbares Pulver zu erhalten, wurden die zur Glasbildung neigen-
den Peptide jeweils aus Dichlormethan mit Hexan geféllt, das Lésungsmittel ab-
destilliert, und das Produkt im Hochvakuum getrocknet. Die Herstellung der Pro-
ben fir das Schmelzdiagramm und die NMR-Messungen sind in den jeweiligen
Abschnitten beschrieben.

Wenn CH,Cl,-Lésungen der beiden Peptide 3 und 4 langsam eintrocknen gelas-
sen wurden, bildeten sich kleine kristalline "Haufen". Ausfiihrliche Kristallisations-
versuche mit verschiedenen Lésungsmitteln fiihrten jedoch zu keinem Ergebnis,
es wurden uneinheitliche faserige Gebilde erhalten, die nicht flir Réntgenbeu-
gungsuntersuchungen geeignet waren. Die geféllten Peptidpulver zeigten in Rént-
genaufnahmen’ keine verwertbaren Reflexe. Vermutlich besitzen p**hAib-Pep-
tide zu viele Freiheitsgrade und bilden keine einheitlichen, sondern Mischkristalle
(fiir Strukturen von B#2-Peptiden siehe Abschnitte 6.1 und 6.6.2).

82 Das acetylierte und das triflucracetylierte Peptid sind bei der Diinnschichtchromatographie schwierig
nachzuweisen. UV-Entwicklung war wegen fehlender Chromophore unméglich, mit KMnO,-Lésung (siehe
experimentellen Teil) konnte ein "Schatten" der Peptide sichtbar gemacht werden.
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5.3 Herstellung der selektiv *C- und ’N-markierten p?2hAib-Hepta-
peptide

Die fiir die Herstellung der markierten Heptapeptide 1 und 2 eingesetzten Amino-
saurederivate 9, 20 und 24 wurden Uber 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 Bedtirf-
nissen der Strukturbestimmung mittels REDOR-NMR-Methode, andererseits sollte
die Synthese mit mdglichst wenigen Kupplungsschritten und damit kleinem Ami-
nosaurebedarf durchgeftihrt werden kénnen. Schliesslich ging man nach der in
Schema 13 dargestellten Strategie vor, bei welcher zunéchst tber Dipeptid 22
das Tripeptid 26 hergestellt wurde, welches bereits beide markierten Aminosau-
ren enthalt. Kupplung mit jeweils einer unmarkierten Aminosaure am N- bzw. C-
Terminus fiihrte zu den beiden Tetrapeptiden 29 und 31, welche mit einem wei-
teren markierten Tripeptidbaustein zu den beiden Boc-geschiitzten Heptapeptiden
33 und 35 umgesetzt wurden. Die Peptide wurden N-terminal entschtitzt, mit
(F3CCO),0 zu den gewtinschten Trifluoracetamiden 1 und 2 umgesetzt und chro-
matographisch gereinigt®. Die teilentschiitzten Fragmente (TFA-Salze 21, 23,
27, 30, 32, 34, 36 und Séauren 25, 28) wurden jeweils ohne weitere Reinigung
eingesetzt. Flir Festkorper-NMR-Messungen und Strukturanalyse der markierten
Peptide siehe Abschnitte 6.4 und 6.6.2.
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5 Synthese von geminal disubstituierten B-Peptiden

O
B 90 sl gl
H
R=Boc 20 R = Boc R=Me 24
a)|:>R=H-TFA21 a)E>R H-TFA 23 C)|:>R=H 25

=Me,R2=Boc 26
© a)D = Me, R? = H-TFA 27
L » R'=H, RZ2=Boc 28

O HH O 0 0
R
y D \NWN%N%OMGL %
H H H H _

(R =HTFA)
R= Boc 29
28 b)+10 N % /><ﬁ %OMG _» 32
(R = HTFA)
R =Boc 31
20 b) + 28
R = Boc
R=H-TFA 34
b) + 28 d)I:>R COCF; |1
32
R =Boc 15
a
d) R=H-TFA 36 m N
[ R- COCF; |2 [ c

Schema 13 Herstellung der selektiv markierten p#2hAib-Heptapeptide 1 und 2, mit dem Tripeptid 26 als
gemeinsamem Vorlaufer. Bei allen Ansatzen wurden die Komponenten bei 0° gemischt und dann auf
Raumtemperatur aufwarmen gelassen. a) TFA, CH,Cl,, 2h; b) EDC, HOBt, Et;N, CHCl;, 15h; ¢) NaOH,
MeOH, H,0, 16h; d) CH,Cl,, DIPEA, TFAA, 90 min.
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5.4 Herstellung der *%*-Aminosiuren und -Peptide aus o-Amino-

Die Boc-geschiitzten a-Aminosauren wurden, wie in unserer Gruppe tblich, nach
der Arndt-Eistert-Methode (iber Diazoketone zu B*-Aminosauren homologisiert
(siche Schema 26 im experimentellen Teil) [333,334,360,362,363]. Analog der
Herstellung der p??hAib-Bausteine oder der like- und unlike-p*hXaa(o-Me)-Ver-
bindungen [335,354,364] wurden die geschiitzten B*-Aminosaurederivate mit

sauren mit natiirlichen proteinogenen Seitenketten

LDA zweifach deprotoniert (A, Schema 14) und mit Mel am C*-Atom methyliert.

Schema 14 Zweifache Methylierung der geschiitzten *-Aminoséuren. Oben: Die doppelte Methylierung
von B*-Alanin (zwei Reaktionsschritte tiber die einfach alkylierte Zwischenstufe 37) konnte im Gegensatz
zu den Derivaten von Valin 39 und Leucin 40 ohne Probleme durchgefiihrt werden. Unten: Bei den an-
deren beiden, sterisch anspruchsvoller substituierten Aminosauren, konnten nur die unlike-Derivate zum

Dianion A deprotoniert werden. a) 2 LDA, Mel, THF, -78° b) 10N NaOH, CF,CH,OH, 40°;

Boc

o) o o
Boc J\/U\ a Boc a Boc
SN OMe —)> \NJ%LOMe —)> \N%OMe
H H H

Boc-B3hAla-OMe 1-37 und u-37 38a oder ent-38a
oder ent-Boc-phAla-OMe
0
NH O e B°s\H o
2 LDA Buo—Ny’ 2LDA
RY‘\OMe — X \‘\\kﬁ\ - R/YJ\OMe
3 Me §
H $H
-39 R=i-Pr u-39 R = i-Pr
/-40 R=j-Bu u-40 R=j-Bu
AAN
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SN OR RN OMe
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5 Synthese von geminal disubstituierten B-Peptiden

Es wurde eine Mischung von zwei Diastereoisomeren mit I- bzw. u-Konfiguration
erhalten®, welche direkt fiir die zweite Alkylierung eingesetzt werden sollte. Wie
sich zeigte, liess sich von den a-methylierten Derivaten von p®hLeu 39 und
BhVal 40, jeweils nur das u-Isomer ein zweites Mal alkylieren, die I-Isomere re-
agierten nicht.

Boc
SNH O

mz

A

1-37,39,40 oder u-37/39/40

OMe 37R=Me, 39 R =i-Pr, 40R = i-Bu
Me

0 0
Boc., Boc.
*N *OMe N N
H 6 H H
45a

@] (@] @]
Boc.
H N N “OMe
- 3 2
, [ o) o) o) 46a R' = Me,R? = Boc
RN 46bR'=H, R2=Boc
N N N *OR! 1 5
| H H H ) 46c R'=H, R“=HTFA
o) 38 R'=Me, R%2=Boc an=1
2
R\NJ><‘L~ 1 47R'=Me, R2=H-TFA bn=2
H OR 48R'=H, R?=Boc cn=4
, o = O 49 R'=Me, R?=Boc an=1
RS \N%N% “oR’ 50 R"=Me, R2=HTFA bn=2
H H 51R'=H, R2?=Boc
@] (6] O
R\ 52 R =Boc
m m m *OMe 53R = H-TFA
2

Abbildung 18 Ubersicht iiber die hergestellten p?%°-Aminosaurederivate und -Peptide.

X

“OMe

-

5c

8 Bei der einfachen Alkylierung wurde im vorliegenden Fall der Diastereoselektivitét keine spezielle Auf-
merksamkeit geschenkt, da nach der zweiten Alkylierung in o-Position kein Stereozentrum mehr vorhan-
den sein wiirde. In fritheren Arbeiten wurde gefunden, dass Zugabe von Li-Salzen bzw. DMPU ('N,N-Di-
methyl-propylenharnstoff’) die Diastereoselektivitat stark erhdhte. Die Art der N-terminalen Schutzgruppe
hat ebenfalls einen Einfluss auf die Diastereoisomerenverhaltnisse der Alkylierungsprodukte [364,365].
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Um komplizierte Trennungen von einfach alkylierten I-39/40 und doppelt al-
kylierten Aminoséuren 41 und 43 zu vermeiden, wurden die beiden Diastereo-
isomere getrennt, und das u-Isomer mit 75-80% Ausbeute zum B%%3-Derivat um-
gesetzt. Offenbar ist die sterische Hinderung der Protonabstraktion durch i-Pr und
i-Bu Gruppen in den mono Li-Spezies I-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 B%2*-Aminoséuren konnten die Peptide 45 und 46 mithilfe
einer Fragmentkupplungsstrategie hergestellt werden (fiir eine Ubersicht 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 B%?hAib-Derivate mit der EDC/HOBt-Methode [333,334,357,360,
361] gekuppelt werden. Fir die Verseifung der C-terminalen Methylestergruppen
waren jedoch drastischere Bedingungen notwendig (bis 100 Equiv. NaOH in
CF;CH,OH bei 40-50°). Die Synthesestrategie ist in Schema 15 dargestellt.

a)

38a ——  » 48a ent-38a

lb), c) 48a lb), c) 48a

a) a)

38b — = 48b 49a — " » 51a

lb), c) 48b lb), c) 51a lc) 47b

b), c) 48b
38¢c L» 45a 49b 52
lb), c) 51a lb), c) 48b
45b 45¢

Schema 15 Syntheseschema fiir die Herstellung der p%%*-Hexapeptide welche ausschliesslich Alanin-Sei-
tenketten tragen. a) 10N NaOH, CF,CH,OH, 40° b) TFA, CH,Cl,, 0° — RT; ¢) EDC, HOBt, Et;N, CHCl,,
0° — RT.

Die Fragmentkupplungsstrategie flur die Herstellung der "gemischten" Hexa-
peptide 46a-c ist in Schema 16 dargestellt (Zwischenprodukte: Peptide 54, 56;
Boc-geschiitzte Sauren 42, 55, 58; TFA-Salze, 44, 47a, 57). Wiederum waren
drastische Bedingungen fiir die Methylesterhydrolyse nétig, und die letzten zwei
Kupplungsschritte mussten mit HATU/EtN(i-Pr), [366,367], anstatt mit EDC und
HOB't durchgeftihrt werden.
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5 Synthese von geminal disubstituierten B-Peptiden

47a + 42

54R Me
55R H
d)
4 + 55 R1
56 R' = Me, R?2=Boc

a
) )L—>57R1 Me R? = H-TFA
3 58R'"=H, R?=Boc

d b
57 + 58 —)> 46a —)> 46b —)> 46¢c

Schema 16 Synthese der B**°-Hexapeptide mit den Seitenketten von Valin, Alanin und Leucin in p°-
Stellung. a), b) und c¢) wie in Schema 15; d) HATU/EtN(i-Pr),, CHCl;, RT.

Die Peptide, welche ausschliesslich aus Aminosauren mit Methyl-Seitenketten be-
stehen, wurden in der Hoffnung hergestellt, Kristalle mit ausreichender Qualitat
fir die Rontgenstrukturanalyse zu erhalten. Die vielen durchgefiihrten Kristalli-
sationsversuche erbrachten jedoch kein Ergebnis. Das Hexapeptid 46c¢, mit drei
verschiedenen Seitenketten, wurde fiir die NMR-Analyse hergestellt (sieche Ab-
schnitt 6.5). Eine MD-Simulation flir dieses Peptid ist in Abschnitt 6.6.1 beschrie-
ben.

Die p*23-Peptide sind wie B*?hAib-Derivate recht gut I6slich in organischen Lo-
sungsmitteln, im Gegensatz zu §?- und B*-Peptiden mit aliphatischen Seitenketten,
welche bei wachsender Kettenlange zunehmend unléslich werden.
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6 Strukturuntersuchungen an geminal disubstituierten B-Peptiden

6 Strukturuntersuchungen an geminal disubstituierten
B-Peptiden

6.1 Einleitung

6.1.1 Bisherige Arbeiten liber geminal disubstituierte B-Peptide und Uber-
legungen zu den neuen Synthesen

Es ist bisher nicht bekannt ob Peptide aus geminal disubstituierten
B-Aminosauren im Festkorper oder in Losung Sekundéarstrukturmotive wie Heli-
ces, Schleifen oder Faltblatter ausbilden. In die bekannte 3,,-Helix, in das Falt-
blatt oder in eine Schleife "passen" sie aus sterischen Griinden nicht. Dass Peptide
aus Aminosaurebausteinen mit gleichem Substitutionsmuster (reine B2, g2, p23
oder B#33-Peptide) eine 12/10-Helix bilden kénnen ist sehr unwahrscheinlich
(siehe Einleitung, Abschnitt 3.3).

Von unserer Arbeitsgruppe wurden bereits frither Arbeiten tiber Peptide mit gemi-
nal disubstituierten p-Aminoséuren® publiziert [334,353,355,357]. Abbildung 19
zeigt eine Ubersicht der bisher hergestellten Peptide®. Die einfachen achiralen,
geminal disubstituierten Peptide (Abbildung 19a-d) wurden in der Hoffnung her-
gestellt, Kristalle in ausreichender Qualitat flir eine Réntgenstrukturanalyse zu er-
halten. Von den cyclischen Derivaten konnten Kristallstrukturen bis zum Tetra-
peptid bestimmt werden (siehe Abbildung 20).

Um trotz der unzureichenden Kristallisationsfahigkeit acyclischer p#2-Peptide
Strukturinformationen zu erhalten, sollten im Rahmen dieser Arbeit markierte
B%2hAib-Peptide hergestellt und mittels Festkérper-NMR-Methoden untersucht
werden. Mit 2D-MAS-Festkdérper NMR-Messungen”’” an diesen Peptiden erhalt
man Informationen (iber die relative Orientierung von benachbarten Amid-
ebenen. Mit REDOR- und TEDOR-REDOR-NMR-Methoden kénnen intramoleku-
lare Abstandsmessungen an selektiv markierten Peptiden vorgenommen werden.
Durch die Analyse der erhaltenen Winkel- und Distanzinformationen, sollten sich
dann gewisse Molekiilanordnungen im Festkdrper ausschliessen, bzw. die mogli-
chen Strukturen eingrenzen lassen (siehe Abschnitt 6.4 und 6.6.2).

8 Fiir einen Ubersichtsartikel tiber die Herstellung von geminal disubstituierten f-Aminoséuren siehe Zitat
[368].

% Geminal disubstituierte f-Aminosaureeinheiten kommen auch in biologisch aktiven Verbindungen vor.
Diese besitzen beispielsweise Antitumor- [369], antivirale [370] und Enzym-inhibierende Wirkungen
[371]. Einige kleinere Molekiile und Peptide interagieren gezielt mit bestimmten Rezeptoren [372,373].
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Abbildung 19 Peptide aus a) p>*- und b) p*?hAib-Aminoséuren bildeten keine Kristalle in ausreichender
Qualitat fur Réontgenstrukturanalysen (Pulverréntgenaufnahmen’ der im Rahmen dieser Arbeit hergestell-
ten Peptide 19 und 3 blieben ohne Ergebnis). ¢) p*%-Cyclopropyl-Peptide (3*hAcsc) bildeten bis zum Tet-
rapeptid Kristalle, von welchen Réntgenstrukturenbestimmungen durchgefiihrt werden konnten [353]. d)
B?2-Cyclohexyl-Peptide (B?hAcc), von welchen Réntgenstrukturen des Trimers erhalten werden konnten
[357]. e) Herstellung von geschiitzten Cyclopropyl-, -butyl-, -pentyl- und -hexyl-p**-Aminoséuren [357]. f)
Ein einzelner f**hAib-Baustein in einem B*-Peptid fithrt zum Verlust des fiir die 3,,-Helix als typisch ange-
sehenen CD-Spektrums [334]. g) Von chiralen p#%- und p**-Peptiden [355], gelang die Strukturaufklarung
mittels NMR-Messungen nicht. Fir Strukturen vom Typ ¢) und d) siehe Abbildung 20.

Bereits seit 1996 war bekannt dass das fiir 3,,-Helices als charakteristisch angese-
hene CD-Spektrum von B3-Peptiden verschwindet, wenn eine einzelne p*®hAib-
Einheit in das Peptid eingeftihrt wird (Abbildung 19f und Abschnitt 3.3.1)[334].
Bei den im Rahmen dieser Arbeit hergestellten p??3-Peptide 45 und 46 besitzt
jede Aminosaureeinheit ein dimethyliertes Zentrum, was die Bildung von 34- und
wahrscheinlich auch von 12/10-Helices verhindert.

Die ausschliesslich aus p*hAla(a-Me,)-Einheiten aufgebauten Molekiile 45 und
die p??hAib-Derivate 3, 4 und 19 wurden primér fiir Festkérperuntersuchungen
(Kristallisationsversuche, NMR-Messungen) hergestellt. Fiir das Peptid 46¢ mit
drei verschiedenen, groésseren und flexibleren Seitenketten, war eine NMR-Struk-
turbestimmung in Lésung geplant.
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6 Strukturuntersuchungen an geminal disubstituierten B-Peptiden

6.1.2 Bekannte Strukturen von geminal disubstituierten B-Peptiden

Von achiralen ?2-Peptiden aus ringférmigen B-Aminoséuren konnten Kristalle fiir
die Réntgenstrukturanalyse erhalten werden. Die Strukturen der B?hAcsc-Deri-
vate® 59-61 und des Cyclohexylderivats 62 sind in Abbildung 20 dargestellt
[353].

Abbildung 20 Kristallstrukturen von Peptiden aus B??-Aminoséuren mit cyclischen Substituenten. Was-
serstoffatome (ausser NH) wurden zur Vereinfachung weggelassen. Strukturen von Boc-f#hAc,c-Peptiden,
welche ausschliesslich achtgliedrige Wasserstoffbriicken-gebundene Ringe bilden: 59 (Methylester), 60
(Carbonséure) und 61 (Methylester). Das Peptid 62 (Boc-(B?hAcec);-OMe) besitzt einen sechs- und einen
zehngliedrigen Wasserstoffbriickenring [353].

Die B?hAcsc-Peptide 59-61 zeigen im Kiistall ausschliesslich achtgliedrige Was-
serstoffbriicken-gebundene Ringe®’. Wenn die Struktur des Tripeptids 60 in ei-
nem Modell weitergeftihrt wird, erhalt man ein treppenférmiges Band, ahnlich der
oben erwahnten 2g-Helix (siche Abschnitt 3.3.4) [353]. Im Tetrapeptid liegt die
vierte Aminosaureeinheit wiederum in einer véllig anderen Konformation vor,
was in Anbetracht der Tatsache dass Peptidtermini oft wenig geordnet sind, wenig

% Fiir einen Ubersichtsartikel tiber f-Aminoséurederivate mit Cyclopropylgruppe siehe Zitat [374].

87 Die Grésse solcher wasserstoffbriickengebundenen Ringe wird als méglicherweise bestimmend fiir die
bei B-Peptiden beobachteten CD-Spektren angesehen. Fiir eine detailliertere Besprechung sieche Abschnitt
6.6.1.
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Uberrascht (Tabelle 3 fasst die auftretenden Peptidriickgrat-Diederwinkel
zusammen).

Tabelle 3 Diederwinkel aus den Réntgenstrukturen der in Abbildung 20 gezeigten Peptide. Die Amino-
saureeinheiten sind vom N-Terminus (1) zum C-Terminus hin aufgefiihrt. Negative Winkel sind dunkel
hinterlegt. Das B*hAcsc-Tripeptid 60 besitzt zwei geometrisch leicht verschiede Molekiile in der Einheits-
zelle des Kristalls, es sind die Werte beider Molekiile aufgefiihrt. Am C-Terminus liegt eine freie Carboxyl-
gruppe vor, weshalb diese Winkel in Klammern stehen. Der Amid-Diederwinkel (C*~CO—N-CP) betragt
immer 180°.

CO-N—CP—C* N-C*—C*-CO CP-C*—CO-N

Peptid (Einheit Nr.) o)) ) §e}
59 (1) . 70.0 26
59 (2) 1475 72.7 26

60 (1) 111.9/110.5 _63.0/ 654 -8.9/-8.7
60 (2) 114.1 /11 92 70 6.0/-2.1
60 (3) (-152.5 / ~151 66.9/-716)  (0.5/2.5)

61 (1) -105.5 713 1.6
61 (2) 1107 726 1.8
61 (3) 117.9 - 46
61 (4) 929 1775 3.2
62 (1) 174.1
62 (2) _
62 (3) 81.9

Die aus achiralen B%2-Aminoséuren 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 Aminosaureeinheit gespiegelt werden, andert sich zwar die Ge-
samtenergie des Peptids, mdglicherweise findet sich so aber ein anderes lokales
Minimum auf der Konformations-Energiehyperfléche.

Dies kénnte der Grund fiir das regelméassige Muster in den Winkeln der B?hAcsc-
Peptide sein (Tabelle 3). Abgesehen vom Vorzeichen scheint fiir die Cyclopropyl-
derivate 59-61 eine Winkelkombination (£[-110: 70 : 0] fir N—CP : CP—C*:
C*—CO) bevorzugt zu sein. In einem regelmassigen, aus dem Tripeptid 60 mo-
dellierten Band miissten in jeder Aminoséureeinheit entsprechende Winkel iden-
tisch sein (vgl. 25-Helix aus chiralen Aminoséuren Abschnitt 3.3.4). Da die Riick-
gratwinkel mit umgekehrten Vorzeichen gleich stark begtinstigt sind, kann sich die
Konformation grundséatzlich von Aminoséaure zu Aminosaure andern (Vorzeichen-
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6 Strukturuntersuchungen an geminal disubstituierten B-Peptiden

wechsel). Fir eine langere Kette aus solchen achiralen Aminosauren ist die Wahr-
scheinlichkeit der einheitlichen Orientierung aller Bausteine klein.

Die strukturelle Variabilitat die sich bei der Betrachtung der Ruckgrat-
Diederwinkel der Peptide 59-62 zeigt, dlirfte auch ein Grund daftir sein, dass
von B?2hAib-Peptiden wie 3, 4 bzw. 19 keine einheitlichen Kristalle erhalten
wurden, und Pulverrontgenbeugungsversuche keinen Erfolg brachten. Die Be-
weglichkeit der Aminoséaureeinheiten mit zwei a-Methylgruppen drfte, verglichen
mit den eher starren Cyclopropylderivaten noch grésser sein, was offensichtlich
das Wachstum einheitlicher Kristalle verunmoglicht (siehe Strukturunter-
suchungen Abschnitt 6.6.2).

Fur den zentralen ("Ethan"-) Diederwinkel der Peptide 59-62 ist die *+synclinale
Konformation bevorzugt, wie auch bei den meisten bekannten B-peptidischen
Strukturen (siehe Anhang 10.2). Beim Cyclohexylderivat 62 stimmt dieser Winkel
gut, bei den Cyclopropylderivaten 59-61 ist der Winkel aufgrund der verander-
ten Geometrie®® etwas grésser (rund 70°). Die C-terminalen Aminoséureeinheiten
sind weniger geordnet als der Rest der Peptide, eine Beobachtung die auch bei
der NMR-Strukturbestimmung von B-Peptiden in Loésung gemacht wurde.

Mittels Cambridge-Strukturdatenbank-Recherchen wurde festgestellt, dass der
Winkel um die N-CP-Bindung (®) fiir 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 starkeren Schwankungen bei den C-
terminalen Bausteinen.

Der Winkel um die C*~CO-Bindung (¥) ist bei B?hAcsc- und B2hAcec-Peptiden
sehr unterschiedlich. Bei den Cyclopropylderivaten 59-61 betragt er ca. 0°
(bisected-Konformation), die drei sehr verschiedenen Winkel des B?hAccc-Peptids
62 lassen keine "allgemeine" Aussage zu.

Von B#23-Peptiden sind keine Kiristallstrukturen bekannt, es sind lediglich Struk-
turen einzelner Aminosaurederivate gelost worden. In Abbildung 21 sind zwei
solche Strukturen dargestellt.

8 Durch die Cyclopropyl-Geometrie wird der Bindungswinkel am a-Kohlenstoffzentrum (CP~C*~CO) auf
ca. 120° aufgeweitet.
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Abbildung 21 Kristallstrukturen von zwei Molekiilen, welche eine p%%°-Aminoséureeinheit enthalten.
Wasserstoffatome (ausser NH) wurden zur Vereinfachung weggelassen. Bei 63 [372] enthélt die Einheits-
zelle zwei Molekiile mit sehr unterschiedlichen Konformationen (fiir Details siehe Text). Molekiil 64 [375]
besitzt mehrere sterisch anspruchsvolle Substituenten, was die konformationelle Freiheit einschrankt. Die
Ruckgrat-Diederwinkel sind in Tabelle 4 zusammengestellt.

Tabelle 4 Riickgrat-Diederwinkel der Molekiile 63 und 64 aus Abbildung 21. Fir Molekiil 63 entspricht
die obere Abbildung der Zeile 63(1), die untere der Zeile 63(2).

CO-N—CP_C* N-CP—C“CO C’-C*—CO-N
Molekiil (D @ \P
63 (1) 121.7 -169.4 -130.2
63 (2) 110.3 67.2 127.7
64 -91.7 160.2 108.5

In der Einheitszelle des p??*-Aminosaurederivats 63 wurden zwei Molekiile sehr
unterschiedlicher Konformation gefunden. Beide Konformationen sind in
Abbildung 21 dargestellt, die Ruickgrat-Diederwinkel sind in Tabelle 4 aufgefiihrt.
In der oberen Konformation sind die beiden Carbonylgruppen parallel
angeordnet, in der unteren fast antiparallel. Der Winkel © liegt um 60° bzw. bei
fast 180° (siehe auch Besprechung der MD-Simulation von p*%*®-Hexapeptid 46c,
Abschnitt 6.6.1).
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6 Strukturuntersuchungen an geminal disubstituierten B-Peptiden

6.2 CD-Spektren der B%23-Peptide 45 und 46

Da bei p?23-Peptiden davon ausgegangen wird, dass sie keine 3,,-Helix bilden
kénnen (siche Abschnitt 3.3.1), Uberrascht das Ergebnis von CD-Messungen
umso mehr! Die Peptide 45a, 46a und 46c besitzen ein Spektrum, welches je-
nem, das der 3,,-Helix zugeordnet wird, sehr &hnlich ist, mit einem Minimum um
215 nm und einem Maximum um 195 nm (siche Abbildung 22, rechts). Sogar
wenn die Konfiguration einer einzelnen Aminoséure des B%?*hAla(o-Me,)-Hexa-
peptids invertiert wird, wie bei Peptid 45c¢, bleibt das Grundmuster der Kurve er-
halten, lediglich die Intensitat nimmt ab. Bei Peptid 45b, in welchem alternierend
(S)- und (R)-Aminosauren vorkommen, verschwindet das Spektrum dagegen fast
vollig.
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Abbildung 22 CD-Spektren der p**°-Hexapeptide 45 und 46 in Methanol [355] (oben). Oben links:
Vergleich mit dem Spektrum der 3,,-Helix von H-(p’hVal-p°hAla-p*hLeu),-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, fiir 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 far Cluster 1 berechnete CD-Spektrum gleicht je-
nem, das experimentell gemessen wurde, es ist jedoch leicht rotverschoben und von kleinerer Intensitat

(far Details siehe Abschnitt 6.6.1).
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Die Aussagekraft der CD-Spektren bezliglich des Vorhandenseins bzw. der Art ei-
ner Sekundarstruktur bei B-Peptiden ist nach wie vor nicht klar [336,340,344,
351,355,376,377]. Aussagen uber Strukturunterschiede zwischen ahnlichen Mo-
lektilen aufgrund von CD-Spektren sollten dennoch mdéglich sein.

Die starken Cotton-Effekte in den Spektren gewisser B-Peptide kénnten durch die
gesamte Sekundarstruktur oder durch deren "Unterstrukturen" hervorgerufen wer-
den. So wird z.B. wird vermutet, dass das Spektrum der 3,,-Helix hauptséachlich
durch 14-gliedrige Wasserstoffbriicken-gebundene Ringe® hervorgerufen wird
[376], welche Teil dieser Struktur sind. Solche (isolierten) 14-Ringe kénnten auch
bei den hier untersuchten p?%2-Peptiden auftreten und das so beobachtete Spek-
trum hervorrufen. Eine MD-Simulation und die Berechnung des CD-Spektrums
des p?%3-Hexapeptids 46¢ werden in Abschnitt 6.6.1 diskutiert.

6.3 Schmelzdiagramm der Heptapeptide 3 und 4

Fur die REDOR-NMR-Messungen sollten die ftrifluoracetylierten, markierten (-
Peptide 1 und 2 im unmarkierten acetylierten Heptapeptid®® 3 "geldst" werden
(sie sollen Mischkristalle bilden [378]). Da sich die Peptide bei einem relativ ho-
hen Molekulargewicht (ca. 768 und 822 g mol?) lediglich in einer CH,/CF,-Grup-
pe unterscheiden, wurde angenommen dass sie sich gut mischen wiirden®. Um
die Mischbarkeit der Peptide, welche flir die NMR-Messungen unabdingbar ist, zu
tberpritifen, wurde ein Schmelzdiagramm der beiden unmarkierten Verbindungen
3 und 4 erstellt (Abbildung 23, Strukturformeln siehe Abbildung 17 unten).

Fir die Herstellung der fiinf gemessenen Mischungen (mit 16.7, 33.3, 50.0, 66.7
und 83.3% Anteil an 3) wurden beide Peptide in CH,Cl, gelést, Hexan wurde zu-
gegeben und anschliessend das Losungsmittel 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, endgtiltigem Schmelzen zu beobach-
ten (Abbildung 23 unten). Die anderen Mischungen (66.7 und 83.3% 3) wurden

% Die Markierung mit *C- und ®N-Atomen hat in diesem Fall natiirlich keinen Einfluss auf das chemische
Verhalten.

%0 Bemerkenswert ist das stark unterschiedliche Laufverhalten der beiden Peptide in der Diinnschichtchro-
matographie (siche Synthese Abschnitt 5.2).
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6 Strukturuntersuchungen an geminal disubstituierten B-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).
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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 endgtiltig 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 Kristalldom&nen gebildet”. Nach dem "getrennten"
Aufschmelzen scheinen sich die gewlinschten Mischkristalle gebildet zu haben,
welche einen héheren Schmelzpunkt (176.5-178.0 °C) als die urspriingliche Mi-
schung und die beiden reinen Peptide besitzen.

6.4 Festkorper-NMR-Messungen
6.4.1 "Magic-Angle-Spinning'-Messungen am vollstindig *C- und ®N-markier-
ten B*?hAib-Hexapeptid 65.

Zweidimensionale Austauschspekiren [379] unter langsamen magic-angle
spinning (MAS) Bedingungen erlauben die Bestimmung der relativen Orientier-

! Die Herstellung der Proben fiir die REDOR-NMR-Messungen wurde dementsprechend modifiziert. Die
Proben wurden durch Fallung und sofortiges Eindampfen und Trocknen im Vakuum vorbereitet (Ab-

schnitt 6.4.2).
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ung von chemischen Verschiebungstensoren? in einem Molekiil [380]. Solch ein
Experiment folgt dem generellen Schema der zweidimensionalen NMR-Spektro-
skopie. Wahrend der Zeit t; wird die Polarisation mit der Resonanzifrequenz des
erstens Spins frequenzmarkiert, dann tbertragen auf einen zweiten Spin, und
wahrend der Zeit t, mit der Resonanzfrequenz des zweiten Spins gemessen [381].
Unter MAS wurde ein Seitenbanden-Spektrum wvon 657 erhalten (siche
Abbildung 24), welches flir die relative Orientierung von zwei chemischen Ver-
schiebungstensoren charakteristisch ist. Die Abbildung 25 zeigt zweidimensionale
1°N-Austauschspektren des vollstaindig markierten Hexapeptids 65 unter lang-
samem "magic-angle spinning" (v, = 1000 Hz) ohne (Abbildung 25, a), und mit
der Mischzeit 7, = 1 s (Abbildung 25b).

i
Boc 13 13
\ ~15N/CH2'13C/C\ ~OMe
H /1
13CH313CH3 g
65
, | 20'000Hz
2000 Hz | \
atllig, M |
[ 180 160 140 120 100 80 60 40 20
3000 Hz ['l l 5400 Hz |
N il |
e v SR
T T e e T Taw ML,‘: MLU}M:-

P pLuLﬁ‘ grene
Abbildung 24 '"C-MAS-Festkérper-NMR-Spektren des vollstandig ®C- und N-markierten p#*hAib-
Hexapeptids 65. Das grosse Bild in der Mitte ist das Spektrum des Peptids im Festkérper (hohe Spinge-
schwindigkeit). Die scharfen Signale deuten auf eine relativ homogene Umgebung der einzelnen Gruppen
hin. Das Peptid scheint mit einer gewissen Ordnung im Festkérper vorzuliegen. Die kleinen Bilder zeigen
C-Festkorper-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).

2 Fiir MAS-Untersuchungen an Cyclotetrapeptiden siehe [358].
* 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-Zirich) durchge-
fahrt [382].
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Abbildung 25 Zweidimensionales MAS-"N-Austauschspektrum des vollstandig *C- und **N-markierten
Hexapeptids 65. Die Spektren wurden mit einer anfanglichen Kreuzpolarisierungsperiode der Protonen
aufgenommen um die Signalintensitat zu erhdhen, mit protonengetriebener Spindiffusion als Mischse-
quenz. Die Spinfrequenz wurde auf 1000 Hz gesetzt und innerhalb +5 Hz stabilisiert. Das Spektrum mit
einer Mischzeit von 1,, = 0 s (a) zeigt, wie erwartet, keine Kreuzpeaks, wohingegen das Spektrum mit einer
Mischzeit von t,, = 1 s (b) schwache Kreuzpeaks in der ersten und zweiten Seitendiagonalen zeigt. Teil c)
zeigt funf simulierte Quasi-Gleichgewichts-2D-Austauschspektren mit verschiedenen Winkeln 3 zwischen
den zwei axialsymmetrischen chemischen Verschiebungstensoren fiir Stickstoff. Fiir einen Winkel = 0°
sieht man wie erwartet keine ausserdiagonalen Signale, wahrend fiir alle anderen Winkel signifikante Aus-
serdiagonalsignale entstehen.

Wie erwartet zeigt das Spektrum ohne Mischzeit (Abbildung 25a) keine Kreuz-
peaks, und zwei Satze Diagonalpeak-Familien im Abstand der Spinfrequenz. Die
schwéchere Seitenbandenfamilie mit der Zentralbande bei —1.54 kHz kommt von
der N-terminalen Boc-geschiitzten Aminogruppe. Alle anderen fiinf Amid N-
Atome tragen zur stérkeren Seitenbandenfamilie bei, mit dem Zentralband bei
0 Hz. Die volle Breite bei halber Hohe der Linien ist ca. 140 Hz, was auf eine
grosse strukturelle Ahnlichkeit der finf N-Atome hindeutet.

Das Spektrum mit einer Mischzeit t,, = 1 s (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 flir 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 verlauft impliziert dies, dass die N-H-Bindungen
zueinander parallel oder antiparallel innerhalb +£10° stehen.

Sehr ahnliche experimentelle Resultate wurden fiir *C-2D-Austauschspektren des
Hexapeptids 65 erhalten, bei der Messung der relativen Orientierung der chemi-
schen Verschiebungstensoren flir C=0 (Daten sind nicht aufgeftihrt). Bei einer
Mischzeit von 1, = 100 ms traten aufgrund des schnellen Polarisationstransfers
tiber 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 t,, = 1 s. Numerische Simula-
tionen der Tensor Korrelationsspektren zeigten, dass die Tensoren parallel oder
antiparallel innerhalb von weniger als £10° sind. Da der C=0O-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 miuissen.

6.4.2 REDOR und TEDOR-REDOR-NMR Spektren von selektiv 13C- und °N-
markierten B%?hAib-Heptapeptiden.

Wie in Abschnitt 6.3 beschrieben, war es nétig fir die REDOR und TEDOR-
REDOR-Festkdrper-NMR-Messungen® Mischkristalle [378] aus den markierten
CF;-Peptiden 1 und 2 und dem unmarkierten CHj;-Peptid 3 herzustellen, um
ausschliesslich intramolekulare Abstande zu messen (Formeln siehe Abbildung 17
und 26). Da sich die Peptide bei langsamem Festwerden aus einer
CH,Cl,/Hexan-Mischung offenbar zumindest teilweise entmischten, wurden die
Proben flir die NMR-Messungen mit einer modifizierten Methode vorbereitet. Das
markierte und das unmarkierte B*>*-Heptapeptid wurden gemischt, in CH,Cl, auf-
genommen, filtriert, mit Pentan gefallt und das Lésungsmittel direkt am Rotations-

t95

verdampfer abdestilliert™. Nach Trocknen im Hochvakuum konnten die Proben

gemessen werden.

° REDOR = Rotational Echo DOuble Resonance; TEDOR = Transfered-Echo DQOuble-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 durchgefiihrt.

% 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 B-Peptiden

Eine erste Probe wurde mit den unmarkierten B-Heptapeptiden 3 und 4 herge-
stellt, und die CF,-CF,-Abstande mit Festkdrper-NMR Methoden gemessen®. Da-
bei wurden zu kurze intermolekulare Abstdnde gemessen, was auf Entmischung
der beiden Peptide hindeutete. Nach Ldsen der Mischung in einem Methanol/
Wasser Gemisch und anschliessender Lyophilisation, wurden Abstande gemes-
sen, welche auf eine vollstindige Durchmischung der beiden Peptide schliessen
liessen (Mischkristalle). Die Proben mit dem markierten Heptapeptid 1 und dem
unmarkierten Heptapeptid 3, welche flir die Strukturanalyse ebenfalls durch Fal-
len aus einer CH,Cl,/Pentan-Mischung hergestellt worden waren (siehe auch Ab-
bildungen und Legenden unten), zeigten ausreichende intermolekulare Absténde.
Auf die Lyophilisierung konnte in diesen Féllen verzichtet werden.

Rest 1 3 5 7
| v v
FSCJLN%N%N%\%M%N%N%ocm
C- und CHZ*BMeAzﬁ‘\'

CO-BMeA | CH,-BMeA
Y CO-pMeA, 4 ZPMeA

( CH3

TH—>13C CP ssb K_A\.

b) CHQ”BM@A} —a
1SN—13C TEDOR x2
T I T T T 1 [ ¥ 1 Ll 1 I 1 L) ¥ ¥ l T T ] 1 I
200 150 100 50 0
3¢ [ppm]

Abbildung 26 CPMAS-"C-NMR-Spektrum (a) und N — ®C-TEDOR Spektrum (b) einer homogenen
Festkérpermischung aus einem Teil markiertem B-Heptapeptid 1 und zehn Teilen unmarkiertem p-Hepta-
peptid 3. Die Mischung wurde aus einem CH,Cly/Pentan-Gemisch geféllt. Die TEDOR-Auswahl wurde so
eingestellt, dass ausschliesslich *C-Zentren becbachtet wurden, welche direkt an ®N gebunden sind (Ein-

heiten 1 und 5).

% Dazu wurden je eine 100 mg-Probe des reinen, unmarkierten CF;-Peptids 4, und eine 200 mg-Probe
des CF;-Pepdids, verdiinnt mit CHz-Peptid 3, gemessen (Verhaltnis 1:10, Herstellung wie im Text be-
schrieben).
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Das CPMAS-*C-NMR-Spektrum des markierten p-Heptapeptids 1, 10-fach mit 3
verdiinnt, zeigt Peaks nahe 180, 45 und 25 ppm (Abbildung 26a), welche von
markierten und natiirlichen C=0, CH, und Me ¥*C-Atomen herriihren. Die Auf-
l6sung der Signale der einzelnen Gruppen innerhalb des Peptids ist klein. Das
N — 3C TEDOR-Spektrum dieser Mischung ist einfacher, jedoch nicht besser
aufgelost (Abbildung 26b).

Die Vergrésserung der C=0 C-Atom-Region des REDOR-Spektrums des Peptids
1 (50-fach verdinnt mit 3) zeigt zwei Gberlappende 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{19F} REDOR 15N-»13C{19F} TEDOR-
REDOR

a) b)

128-Tr CHz-BMBA»‘
AS (x2) CH,-BMeA,

— CHQ-BMEAE

——CHz-BMSAnl
d
Sy )
{ v 1 ¥ ] ' i ¥ 1 ' 1
190 180 170 60 50 40
[ppm]

Abbildung 27 Entfaltung der *C{'*F}-REDOR-Spektren (a) und c)) und der N — *C{¥F}-TEDOR-
REDOR-Spektren (b) und d)) einer homogenen Mischung aus einem Teil markiertem B-Heptapeptid 1
und 50 Teilen unmarkiertem B-Heptapeptid 3. Die REDOR-Differenzen sind in a) und b) dargestellt, die
vollen Echos in ¢) und d). Ein intensiver Tieffeldpeak (CO-MeA;) nahe 180 ppm im REDOR-Spektrum
wurde ausschliesslich in Proben mit einem "C-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 ®N — ®¥C{**F}-TEDOR-REDOR-Vollecho-
Spektrum der CH,-C-Atom-Region von 1 (50-fach mit 3 verdiinnt) zeigt einen
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6 Strukturuntersuchungen an geminal disubstituierten B-Peptiden

einzelnen, relativ breiten Peak mit Zentrum nahe 45 ppm und der Andeutung ei-
ner Schulter zum Tieffeld hin (Abbildung 27d). Nur die CH,-C-Atome der Einhei-
ten 1 und 5 sind direkt an ein °N-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 tberlappenden Gauss-Peaks ergibt eine Entwicklung, welche konsis-
tent ist mit einer viel stérkeren *C,?F-Dipolarkopplung (gréssere REDOR-Diffe-
renz) fir den schwacheren Tieffeld-Vollechopeak. Die gleiche, starke *C{'°F}-
Dephasierung wurde mit einer H-°F-*C-Doppelkreuzpolarisierung beobachtet
(nicht gezeigt). Entsprechend wird der Tieffeldpeak (48 ppm) dem markierten
CH,-C-Atom in Einheit 1 (CH,-BMeA,, Abbildung 26), welches nahe der CF;-
Gruppe ist, zugeordnet, und der stéarkere Hochfeld-Vollechopeak (46 ppm) dem
entfernteren CH,-C-Atom in Einheit 5 (CH,-fMeA;). Die Unterschiede der Voll-
echo-Intensitdten nach 128 Rotorzyklen werden Unterschieden in T,-Werten fiir
das Ende und die Mitte des B-Heptapeptids zugeordnet. Die *C{*°F}-Dephasier-
ung (AS/S,) fiir die CH, C-Markierung in Einheit 1 deutet auf einen ca. 5 A-Ab-
stand zur terminalen CF;-Gruppe (Abbildung 28), was flir einen Dreiatom-Ab-
stand plausibel erscheint.

Die BC{F}-Dephasierung (AS/S,) fir die C=0 C-Markierung in Einheit 7
(Abbildung 29) und die CH,-C-Markierung in Einheit 5 (Abbildung 30) liegt zwi-
schen 6 und 10° nach 25 ms dipolarer Entwicklung. Fiir so kleine Dephasierung
besteht die Méglichkeit, dass der natiirliche *C-Gehalt nahe den °F-Zentren, mit
gleicher chemischer Verschiebung wie eine der Markierungen, zur REDOR-Diffe-
renz beitragen kann. Die kleine aber erkennbare Auflésung der chemischen Ver-
schiebung des terminalen C=0 C-Atoms in Einheit 7 (Abbildung 27c) erlaubte
die Abschatzung des Beitrags der natiirlichen *C-Konzentration zur Dephasier-
ung. Es wurde bestimmt, dass die **C{'°F}-Dephasierung (AS/S,, Tieffeldpeak bei
178 ppm) fiir eine homogene Mischung aus zehn Teilen 3 und einem Teil 4
10+2% nach 128 Rotorzyklen war, und fiir eine homogene Mischung aus 50
Teilen 3 und einem Teil 4 nur 2%. Somit stammen 70-80% der Dephasierung
(Abbildung 29 tur C=0 und Abbildung 30 fir CH,, durchgezogene Linien) von
der intramolekularen *C,F-Kopplung. Das bedeutet dass ein Teil des B-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 Einschiiben der beiden Abbildungen gezeigt sind,
deuten auf ca. 5-10% des B-Heptapeptids hin, die in solch einer gebogenen Kon-
formation vorliegen. Die restlichen 90-95% sind im Festkérper voll gestreckt.
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Abbildung 28 “C{°F}-Dephasierung (AS/S,) fiir das markierte CH, C-Atom in Einheit 1 (Quadrate) der
B-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 4 von der >C-Markierung zum Zentrum des '*F-Dreiecks, und einem *C — C(F3)-Vektor parallel (0°)
oder senkrecht (90°) zur Ebene der drei F-Atome.
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Abbildung 29 “C{*F}-Dephasierung (AS/S,) fiir das markierte C=0 C-Atom in Einheit 7 (CO-pMeA,)
der B-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 Abstande (zentriert bei 6.7 A mit einer Breite von 5 A) von der *C-Markierung zum
CF,-Dephasierungszentrum fiir 6% des markierten f-Heptapeptids, und einen Abstand von iiber 30 4 fiir
94% des markierten -Heptapeptids 1.
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Abbildung 30 ®C{'°F}-Dephasierung (AS/S) fiir das markierte CH, C-Atom in Einheit 5 (CH,-BMeAs)
der B-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 Absténde (zentriert bei 7.7 A mit einer Breite von 3.6 A) von der *C-Markierung zum
CF;-Dephasierungszentrum firr 11% des markierten p-Hexapeptids, und einen Abstand von iiber 20 A fiir
89% des markierten -Heptapeptids 1.
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6.5 NMR-Messungen an den B%2- und p%2?3-Peptiden 3, 45a und 46c in
Losung

Eine NMR-Strukturbestimmung des B-Heptapeptids 3 in Lésung ist aufgrund
kaum vorhandener Dispersion der Signale®” unméglich. Vermutlich ist das Peptid
zu flexibel und besitzt keine Sekundéarstruktur. Im 400MHz-'H-NMR-Spektrum
von 3 ist fur 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 CH,-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 starker dispergiert.

- -
“ts Jﬂ |
|
i'-;l*f\i’- A
14 Me —
‘{u ﬁ‘% L
—
O
\‘OMe
Fﬁ | -
_ J L . leL__
70 T 60 ' 5.0 ‘ 4.0 TR 20 1o

Abbildung 31 Grosses Bild: 'H-NMR-Spektrum (400 MHz) des B*?-Heptapeptids 3. Alle a-Methyl-
gruppen fallen in einem Singulett-Signal zusammen. Kleines Bild: 'H-NMR-Spektrum (500 MHz) des 23-
Peptids 45a.

7 Die "H-NMR-Spektren (400 MHz) der im Rahmen dieser Arbeit hergestellten f**-Heptapeptide zeigen
beispielsweise lediglich 3 (19), 2 (4) bzw. 1 (3) Signal(e) fur alle 14 Methylgruppen! (siche auch
Abbildung 31)
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6 Strukturuntersuchungen an geminal disubstituierten B-Peptiden

Im 500MHz-'H-NMR-Spektrum des B?#4-Hexapeptids 45a sind fir die 18 Riick-
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, samtliche
NH-Gruppen sind erkennbar. Eine Strukturbestimmung erscheint, besonders
nach Vermessung mit einem hoéher auflésenden Spektrometer, nicht unméglich
Zu sein.

Die unterschiedlichen Seitenketten von Valin, Alanin und Leucin im B%23-Peptid
46¢ wurden gewahlt, um durch deren unterschiedliche NMR-Signale eine Struk-
turaufklarung zu erméglichen. Das entschiitzte Peptid wurde in Methanol mit ei-
nem 500MHz-Gerét vermessen (Abbildung 32), wobei ein Spektrum mit guter
Signaltrennung erhalten wurde, welches die vollstindige Zuordnung aller 22 Me-
thylgruppen erlaubte. Mittels DQF-COSY, TOCSY, HSQC und HMBC-Techniken
wurden die Aminosaure-Spinsysteme identifiziert.

Die Sequenzzuordnung wurde mittels HMBC-Messung und mit dy g (i,i-1) se-
quentiellen NOEs durchgefiihrt (Tabelle 5). Die NH-Wasserstoffe der Amino-
sdureeinheiten 2 bis 6 zeigen Kopplungskonstanten J(NH,HC?) im Bereich von 8-
10 Hz, was einer antiperiplanaren Anordnung von H-N und H-CP entspricht (vgl.
auch N-CP-Rickgratwinkel aus der MD-Simulation in Abschnitt 6.6.1). Um mehr
Information Uber die dreidimensionale Struktur in Lésung 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
Aminosaureeinheiten bzw. sequentielle NOEs vorhanden sind, was auf eine un-
strukturierte Konformation von 46c¢ hindeutet. Es wurden insbesondere keine
Hinweise auf eine 3,;-helikale Struktur gefunden (vgl. CD-Spektrum Abschnitt
6.2). Die gefundenen Kontakte deuten auf keine der bisher bekannten B-peptidi-
schen Strukturen (ohne cyclische Aminosaureeinheiten) hin. Auch bei der MD-
Simulation von Hexapeptid 46¢ wurde keine Struktur gefunden (Abschnitt

6.6.1).
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Abbildung 32 'H-NMR-Spektren des f??3-Hexapeptids 46c¢. Die Zuordnung der H-Atome in den Spek-
tren ist durch Nummern von 1 bis 6 gekennzeichnet (Einheiten 1 und 4 = hVal(a-Me,), Einheiten 2 und
5 = BhAla(a-Me,), Einheiten 3 und 6 = fhLeu(a-Mey)).
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6 Strukturuntersuchungen an geminal disubstituierten B-Peptiden

Tabelle 5 Chemische Verschiebungen in den 'H- und C-NMR-Spekiren des p*%*-Hexapeptids 46c.

B-Amino- | NH C=0 Me-C(a) H-C(B) H-C(y), H-C(5), Me-C(g)
saure (J(NH,HB) 2H-C(y), Me—-C(3)
[Hz]) Me—C(y)
Val' - 17759 1.352/1.341 3.16 217 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
Leu® 7.60 178.89 1.315/1.246 4.09 1.41/131 1.50 0.917/0.880
(9.72) 24.35/2419 55.46 41.77 26.44 23.00/24.14
Val* 8.19 178.86 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
Ala® 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 147125 1.51 0.915/0.918
(9.84) 22.81/2410 54.49 40.87 26.46 21.67/24.09

Tabelle 6 NOEs in den ROESY-Spektren (300 ms) von 46¢ in MeOH (w = schwach, m = mittel,
s = stark).

Atom Rest Atom Rest NOE | Atom Rest Atom Rest NOE
B 1 ¥ 1 m B 3 g 3 m
B 1 a(CHg) 1 m NH 4 B 3 m
B 1 3 1 m NH 4 B 4 m
B 1 3 1 w NH 4 ¥ 3 w
¥ 1 a(CHg) 1 m NH 4 ¥ 4 m
¥ 1 5 2 m NH 4 «CH;) 3 s
¥ 1 ) 1 m NH 4 «CH;) 3 s

NH 2 B 3 w NH 4 5 4 w
NH 2 B 2 m NH 4 5 4 m
NH 2 B 1 w B 4 ¥ 4 m
NH 2 ¥ 1 w B 4 aCHy) 4 S
NH 2 Y 3 w B 4 «CH;) 4 s
NH 2 a(CH3) 2 s B 4 ) 4 m
NH 2 a(CHag) 1 m Y 4 a(CHs) 3 m
NH 2 ¥ 1 m ¥ 4 5 4 m
NH 2 3 1 w ¥ 4 3 4 w
B 2 a(CHa) 2 m NH 5 B 5 m
B 2 a(CHa3) 2 s NH 5 ¥ 4 w
B 2 ¥ 2 m NH 5 a(CH;) 4 s
NH 3 B 3 m NH 5 a(CH;) 4 s
NH 3 B 2 m NH 5 ¥ 5 m
NH 3 3 3 m NH 5 3 4 w
NH 3 ¥ 3 s NH 5 b 4 w
NH 3 a(CH3) 3 s B 5 ¥ 5 m
NH 3 a(CH3) 3 m NH 6 B 5 m
NH 3 5 2 w NH 6 ¥ 6 m
NH 3 P 3 w NH 6 a(CHs) 5 s
NH 3 P 3 w NH 6 a(CHs) 5 m
B 3 ) 3 m NH 6 a(CH;) 6 w
B 3 ¥ 3 s NH 6 a(CH;) 6 w
B 3 ¥ 3 m NH 6 ¥ 5 w
B 3 a(CHg) 3 s NH 6 € 6 w
[} 3 % 2 w [5 6 % 5 m
[5 3 g 3 S [3 6 g 6 w
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6.6 Strukturanalyse von geminal disubstituierten B-Peptiden

NMR-Messungen an geminal disubstituierten B-Peptiden in Lésung, (p?2-Hepta-
peptide 3, 4, 19 und B??3-Hexapeptide 45a, 46c¢) erbrachten keine Hinweise
auf eine Sekundarstruktur (siehe Abschnitt 6.5). Interessanterweise besitzen aber
die Hexapeptide 45a und 46 ein CD-Spektrum, welche jenem gleichen, die flr
eine 3,,-Helix erwartet wiirden (sieche oben, Abbildung 22).

An den markierten p%?hAib-Peptiden 1 und 65 wurden Festkdérper-NMR-Mes-
sungen durchgefiihrt, aus welchen gewisse Strukturparameter (Winkel und Ab-
sténde) erhalten wurden (siehe Abschnitt 6.4). Aufgrund dieser Daten lassen sich
Aussagen Uber moégliche und unmogliche Peptidkonformationen machen. Sie
werden im zweiten Teil dieses Abschnitts besprochen.

6.6.1 MD-Simulation und Strukturanalyse des p>%3-Hexapeptids 46¢

Das Peptid 46¢ wurde in der Arbeitsgruppe von van Gunsteren mittels MD-Simu-
lation untersucht, und aus den erhaltenen Strukturdaten das theoretische CD-

Spektrum errechnet (siche oben, Abbildung 22) [376].

0 0 0 0 0 0
H,N NJ><U\N N NJ><kN OH
H H H H H
1 2 3 4 5 6

46¢

Eine MD-Simulation von 100 ns Dauer, mit Methanol als Lésungsmittel (bei 298
und 340 K, 1 atm), erbrachte sehr viele verschiedene Konformationen, jedoch
keine geordnete, liber langere Zeit bestehende Sekundéarstruktur. Es traten ledig-
lich einzelne Wasserstoffbriicken zwischen den Einheiten 2 und 4 (achtgliedriger
Ring) bzw. innerhalb einer Einheit (sechsgliedriger Ring”®) auf. Insgesamt wurde
rechnerisch gefunden, dass das Peptid 46¢ aus p>*3-Aminoséuren konformatio-
nell eingeschrankt ist: Die zwei gréssten Cluster” deckten 87% aller gefundenen
Strukturen ab. Zum Vergleich: fiir das analoge, reine B3-Peptid!®°, von welchem
bekannt ist, dass es in Lésung eine 3,,-Helix bildet [333,334], beinhalten die zehn

% Sechs- und achtgliedrige Wasserstoffbriicken-gebundene Ringe wurden auch in Kristallstrukturen von
B?hAc, c-Peptiden gefunden (sieche oben, Abbildung 20).

% Cluster: Zusammenfassung &hnlicher Strukturen in der MD-Simulation.

100 H-(B°hVal-p’hAla-p?hLeu),-OH. Dieses Peptid bildet in Lésung eine 3,,-Helix, und zeigt das dafiir als
typisch angesehene CD-Spektrum (siche oben, Abbildung 22).
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6 Strukturuntersuchungen an geminal disubstituierten B-Peptiden

grossten Cluster 76% der gefundenen Strukturen. B*-Peptide scheinen also eine
grossere strukturelle Vielfalt zu besitzen als p?%4-Peptide, trotzdem (oder gerade
deswegen) sind sie in der Lage 3,-helikale und teilstrukturierte Konformationen
einzunehmen.

Die CD-Spektren des p%23-Peptids 46¢ und seines reinen B3-Analogen wurden
anhand von MD-Strukturen'® berechnet. Die dabei erhaltenen Kurven zeigen
Ahnlichkeit mit den experimentell gefundenen Spektren, sind jedoch leicht rot-
verschoben und von kleinerer Intensitét. Den Hauptbeitrag zu diesen theoreti-
schen CD-Spektren lieferten bei beiden Peptiden hauptséachlich wenig oder un-
geordnete Konformationen.

Experimentelle Befunde deuten hingegen darauf hin, dass die 3,,-Helix urséch-
lich fiir das CD-Spekirum, welches bei 3-Peptiden beobachtet wird, verantwort-
lich sein sollte [333,334,336-338,340,383]: Helix-stabilisierende Einfliisse (lan-
gere Peptidkette!®?, apolares L&sungsmittel, tiefere Temperaturen, cyclische
B-Aminosaureeinheiten, Salzbriicken) bewirken eine Zunahme des Cotton-Effekts,
Helix-destabilisierende Faktoren (polares Loésungsmittel, héhere Temperatur, "in-
kompatible" Aminosaureeinheiten) resultieren in einem schwacheren Effekt, oder
lassen das typische CD-Spektrum verschwinden. Wenn die beobachteten Spek-
tren also hauptséachlich von "ungeordneten" Strukturen hervorgerufen wiirden,
sollten diese Einflisse eher einen gegenteiligen Effekt auf die Intensitat des
Cotton-Effekts haben!

In der Arbeitsgruppe Seebach war bisher davon ausgegangen worden, dass die
Grosse der Wasserstoffbriicken-gebundenen Ringe in einer bestimmten Peptid-
struktur die Art des entsprechenden CD-Spektrums bestimmt'®® [343]. Dieser An-
satz wéare auch in gewissem Masse vereinbar mit dem CD-Spektrum des Peptids
46c, welches auf eine Struktur mit 14-gliedrigen Wasserstoffbriicken-gebundenen
Ringen hindeutet. Einzelne solche Ringe kénnten (isoliert) vorkommen, und das
experimentell beobachtete Spektrum hervorrufen!®. Ganz allgemein bleibt der

Zusammenhang zwischen CD-Spektren von B-Peptiden und deren Struktur je-
doch weiter unklar [344,355].

191 Die CD-Spektren wurden aus den Teilspektren von je tiber 10'000 Strukturen pro Peptid ermittelt.

192 Das auf die Anzahl Aminoséaureeinheiten normierte CD-Spektrum eines p’-Hexapeptids besitzt eine
grossere Intensitat als jenes eines Tripeptids, was auf die Existenz einer Sekundarstruktur hindeutet [333].
198 I der Arbeit von van Gunsteren wurde beschrieben, dass die relativen Orientierungen der Amid-Chro-
mophoren im Peptid fur das CD-Spektrum verantwortlich sind. Die Geometrie solcher Wasserstoff-
briicken-gebundener Ringe beeinflusst naturlich auch die relative Lage der Amid-Chromophoren zueinan-
der.

104 Wie oben beschrieben wurden jedoch in der MD-Simulation keine 14-gliedrigen Ringe becbachtet.
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Aus den berechneten Konformationen des Peptids 46¢ wurden die Diederwinkel
des Peptidriickgrats extrahiert. Wir waren an den Werten der Winkel N—C? (@),
CP—C* (®) und C*—CO (¥) interessiert. Abbildung 33 zeigt schematisch die
wichtigsten beobachteten Konformationen.
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Abbildung 33 Diederwinkel @, ® und W fiir die Riickgratanalyse des p%**-Peptids 46c. Die Winkel sind
nicht wie tblich 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 tblichen =180° entsprechen, 270° sind —=90° in tblicher Benennung. Fir die Peptidbindung (CO—
NH) wird ein Diederwinkel von 180° vorausgesetzt. ap = antiperiplanar, sc = synclinal, ac = anticlinal.
Fir Details siehe Text und folgende Abbildungen.
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6 Strukturuntersuchungen an geminal disubstituierten B-Peptiden
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Abbildung 34 Histogramm der Diederwinkelverteilung von ¥ (CP~C*—CO-N) fur die Einheiten 1 bis 5
in der MD-Simulation des f***-Peptids 46¢. Die Winkel wurden aus 200'000 Strukturen berechnet, wel-
che in Intervallen von 0.5 ps aus der Simulation extrahiert wurden. x-Achse: Winkel ¥ (zur Definition des
Winkelbereichs siche 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].

Fir den Winkel'® ¥ (Abbildung 34) findet man bei 298 K fiir alle Aminosaure-
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°.

195 Das GROMOS-Simulationspaket rechnet mit Winkeln von 0° bis 360° (sieche Legende Abbildung 33). In

Klammern sind jeweils die tiblichen Winkelbezeichnungen von —180° bis 180° angegeben.
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Abbildung 35 Histogramm der Diederwinkelverteilung von © (N-CP—C*-CO) fiir die Einheiten 1 bis 6
in der MD-Simulation des Peptids 46¢. sc = synclinal (gauche), ap = antiperiplanar. Fur Simulations-

details siche Legende Abbildung 34.

Tabelle 7 Prozentuale Aufschlisselung der Winkelverteilung fiir den "zentralen" Winkel ® der Amino-
saureeinheiten aus der MD-Simulation des p***-Hexapeptids 46c (Abbildung 35).
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Die "zentrale" Ethanbindung, mit dem Diederwinkel ©®, liegt nattirlich bei héherer

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 B-Peptiden

als einzige fast ausschliesslich einen Winkel von 300° (-60°, (-)-sc) einnehmen.
Die Alanin- und Leucin-Bausteine liegen hauptséachlich mit einem Winkel von
180° (ap) vor. Bei hoherer 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.
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Abbildung 36 Histogramm der Diederwinkelverteilung von @ (CO-N—CP-C®) fiir die Einheiten 2 bis 6
in der MD-Simulation des Peptids 46¢. Fir Simulationsdetails siche Legende der Abbildung 34.

Ausser bei der ersten Einheit ist ein Trend zur (=+)sc-Konformation bei héheren
Temperaturen zu erkennen. Die B?23-Bausteine zeigen bei 298 K eine von der je-
weiligen Seitenkette abhangige Bevorzugung einer bestimmten Konformation.
Besonders sticht die Sonderstellung der BhVal(a-Me,)-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 Aminosaureeinheiten, 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
Aminoséure enthélt (siehe oben, Abbildung 22).

Fur den Diederwinkel @ findet man in der ganzen Simulation, und bei beiden
Temperaturen, flr alle Aminosaureeinheiten nur einen engen Wertebereich. Er
liegt um 245° (-115°), und somit im fiir die N-CP-Bindung tiblichen Bereich!%
(siehe Abbildung 39).

Das C=0 Sauerstoffatom und das HCP-Wasserstoffatom liegen dabei in einer
1,5-koplanaren Anordnung (keine Newman-Spannung [384]), was auch experi-
mentell durch die Analyse von NMR-Messungen gefunden wurde (siehe Abschnitt
6.5). Bei Peptiden aus cyclischen geminal disubstituierten Aminoséuren (BZhAc,c
und B?hAcgc) wurden &hnliche Werte fiir den Winkel @ gefunden (siehe oben,
Tabelle 3, Seite 64).

In Tabelle 8 sind die bevorzugten Riickgratwinkel aus der MD-Simulation (bei
298 K') fiir das Peptid 46¢ aufgefiihrt. Aus den Daten ist ersichtlich, dass Valin
eine konformationelle Sonderstellung gegentiber den anderen beiden Aminosau-
ren einnimmt.

Tabelle 8 Bevorzugte Riickgratwinkel der Aminosaureeinheiten im Peptid 46¢ (aus der MD-Simulation
bei 298 K).

AS-Einhet CO-N—C-C* N-CP—C“-CO  CP-C*—CO-N
O ® Y
p2**hVal(a-Me,) -115° -60° -160°
p22*hAla(a-Me,) -115° 180° -40°
p>*hLeu(o-Me,) —115° 180° —40°

In Abbildung 37,a ist ein vereinfachtes Modell des Peptids 46c¢ dargestellt, fiir
welches die Rickgratwinkel aus obiger Tabelle fiir die jeweiligen Aminoséure-
einheiten eingesetzt wurden. Es bildet keine regelméassige Struktur, und besitzt
hochstens eine zentrale Wasserstoffbriicke. Die beiden anderen dargestellten
Konformationen sind ausschliesslich aus den Winkeln ftir die Alanin- und Leucin-
Einheiten (b), bzw. aus den Winkeln flir die Valin-Einheiten (c) modelliert. Beide
Konformationen sind bandartig. Beim Modell ¢) wéren innerhalb der Amino-

106 Bej Amiden findet man allgemein einen N-CP-Winkel zwischen +60° und +180°. Siehe auch unten,
Abbildung 52g, mit Resultaten aus Kristallstruktur-Datenbankabfragen.

197 Wegen der wenig einheitlichen Konformationen der p?*®-Einheiten bei 340 K wurden nur die Werte
der Simulation bei tieferer Temperatur beriicksichtigt. Fir die Simulation bei hoherer Temperatur lassen
sich kaum mehr einzelne Werte angeben.
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6 Strukturuntersuchungen an geminal disubstituierten B-Peptiden

saureeinheiten (geometrisch ungtinstige) Wasserstoffbriicken méglich'® (sechs-
gliedrige Ringe).

Abbildung 37 Modelle des Hexapeptids 46¢, 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 46¢ mit den Diederwinkeln aus Tabelle
8. b) Hexapeptid, welches ausschliesslich mit den Riickgratwinkeln fiir ##’hAla(o-Me,)- und B***hLeu(o-
Me,)-Einheiten modelliert wurde. c) Modell eines Hexapeptids mit den Winkeln fiir f#*’hVal(o-Me,)-Ein-
heiten.

Fir eine Zusammenfassung der Daten von B-peptidischen Strukturen siehe Kapi-
tel 10.

198 Dije zentrale Wasserstoffbriicke im Modell a) wird im Bereich der Valin!-Einheit gefunden. Siehe dazu
auch oben, Abbildung 20 — ein Tripeptid aus p*?hAcec-Einheiten bildet im Kristall ebenfalls einen sechs-
gliedrigen Wasserstoffbriicken-gebundenen Ring.
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6.6.2 Strukturanalyse von B*?hAib-Peptiden

An B?2hAib-Peptiden konnte, wegen zu kleiner, bzw. génzlich fehlender Auflé-
sung der Signale, keine Lésungs-NMR-Strukturbestimmung durchgefiihrt werden
(siehe Abschnitt 6.5). Weil diese Verbindungen auch keine Festkérper mit ausrei-
chender Qualitat fir (Einkristall- oder Pulver-) Réntgenbeugungs-Untersuchungen
bildeten, setzten wir andere Methoden ein, um Informationen tber deren Struktur
zu erhalten. An markierten B22hAib-Peptiden wurden Festkérper-NMR-Mes-
sungen durchgefiihrt, wodurch zwar keine vollstindige Strukturbestimmung mog-
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):

H
U | N.
:LL.)J\H/ ~~~~~ .)j\mfi :71-)]\”/ -\g/ ,-95
parallel antiparallel

b) Intramolekulare Abstdnde (TEDOR-REDOR-Messungen am Heptapeptid 1):

>20 A
1 1
o o o ﬁ o o o) ﬁ
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Abbildung 38 Gemessene Strukturparameter von B*?hAib-Peptiden. a) Mittels Festkdrper-MAS-NMR-
Messungen an Hexapeptid 65 wurde festgestellt, dass benachbarte Amidgruppen zueinander parallel oder
antiparallel stehen (innerhalb £10°). b) Mit Festkdrper-REDOR- und TEDOR-REDOR-NMR-Messungen
bestimmte intramolekulare Abstande im Heptapeptid 1. Fiir Details siche Abschnitt 6.4.

Mittels MAS-Festkérper-NMR-Untersuchungen am vollstandig *C- und *N-mar-
kierten pZ?hAib-Hexapeptid 65 wurde herausgefunden, dass alle Amidgruppen
entweder parallel oder antiparallel zueinander orientiert sein missen (+10°). Am
selektiv markierten Heptapeptid 1'® wurden mittels REDOR- und TEDOR-
REDOR-Festkorper-NMR-Methoden intramolekulare Abstédnde vermessen: Der
Abstand vom N-terminalen CFs;-Zentrum zum CH,-C-Atom der ersten Amino-
saureeinheit betragt 5 A, jener zum CH,-C-Atom der fiinften Einheit mehr als
20 A. Die Lange des ganzen Peptids (CF; bis zum C-terminalen C=0-C-Atom)

199 Fiir Struktur und Markierungsmuster von 1 siehe oben, Abbildung 17.
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6 Strukturuntersuchungen an geminal disubstituierten B-Peptiden

wurde auf tiber 30 A bestimmt (sieche Abbildung 38). Bei einem Teil der Molekiile
(5-10%) wurde fiir den Abstand der beiden Molekiilenden ein viel kleinerer Wert
gemessen, was auf eine gebogene bzw. geknickte Anordnung hindeutet!!°. Dieser
kleine Anteil wird in der Diskussion nicht beriicksichtigt.

Zusatzlich zu den Informationen aus den Festkérpermessungen kann noch von
folgenden Annahmen ausgegangen werden!!!:

— Die Amidgruppe besitzt einen C*~CO—N-CP-Diederwinkel von 180°.
— Die vier Atome (C*~CO-N-CP) einer Amidgruppe liegen in einer Ebene.

— Die Ethanbindung (C"~C%) liegt bevorzugt in einer gestaffelten Konforma-
tion vor.

Aus diesen Informationen alleine kann keine Aussage liber die genaue Struktur
von B??hAib-Peptiden im Festkdrper gemacht werden. Es kénnen jedoch ver-
schiedene Modelle erstellt, und nach einem Vergleich mit den gefundenen Struk-
turparametern ausgeschlossen werden. Die eindeutige Bestatigung eines Modells
ist aufgrund der vorliegenden Daten nicht méglich!

Um zusétzliche Strukturinformation zu bekommen, wurde in der Cambridge-
Strukturdatenbank (CSD) nach "Unterstrukturen” der vermessenen p#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 ®) liegt wie erwartet immer gestaffelt vor,
mit einer Tendenz zur *synclinalen (gauche-) Stellung. Der Winkel ® um die N-
CP-Bindung liegt zwischen +94° und +152°.

19 Hierbei kann es sich jedoch nicht um die bekannte B-peptidische Haarnadelschleife handeln, da das
p#2-Substitutionsmuster der Aminoséureeinheiten nicht damit vereinbar ist (siche dazu Abschnitt 3.3.5).
Méglicherweise handelt es sich bei dem gemessenen Anteil an Peptiden mit kiirzeren Abstanden zwischen
den Molekiillenden um ungeordnete Bereiche im Festkorper. Siehe auch Abschnitt 6.3 tiber das Schmelz-
diagramm der Heptapeptide 3 und 4, in welchem anfangliche Festkdrper-Mischprobleme beschrieben
werden.

11 Fin Abgleich mit CSD-Strukturen bestatigte diese Annahmen (Daten nicht aufgefiihrt).
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Abbildung 39 Resultate einer Suche in der Cambridge-Strukturdatenbank (CSD) fur Unterstrukturen von
B#?hAib-Peptiden. a;) Der Diederwinkel ¥ kann beliebige Werte annehmen; a,) Der Bindungswinkel C—
C”-CO ist abhangig vom Diederwinkel W. Er wird grésser, bis zu 115°, bei coplanarer Anordnung von
H-N und C*-CSustitent 1) Die zentrale Ethanbindung liegt wie erwartet gestaffelt vor (£60° und 180°). c)
Der Diederwinkel @ liegt um +120°. Ein Wasserstoffatom am CP-Zentrum steht somit jeweils ungefahr anti-
periplanar zur N-H-Bindung (vgl. Winkel @ in der MD-Simulation des p%%*-Hexapeptids 46¢, Abbildung
36). Abfrageoptionen: C* wurde mit drei beliebigen Kohlenstoffsubstituenten gewahlt. Parameter: R Wert
<0.07 A, keine Fehler, keine ungeordneten Strukturen, Polymere und lonen erlaubt. x-Achse: jeweiliger
Diederwinkel; y-Achse (a;,c,b): Anzahl Strukturen mit entsprechendem Winkel.

Bei Peptiden aus achiralen ringférmigen B?2-Aminosauren, von welchen Rént-
genbeugungs-Strukturdaten bekannt sind, stehen die Amidgruppen zueinander
nicht parallel oder antiparallel (siehe Abschnitt 6.1.2). Strukturen dieser Art kén-
nen somit fiir BZ?hAib-Derivate ausgeschlossen werden.

92



6 Strukturuntersuchungen an geminal disubstituierten B-Peptiden

Mittels Modellbetrachtungen an B%?hAib-Peptiden und einfachen Konformations-
analysen am Computer'!? wurden vier mégliche Strukturen a)-d) ausgeschieden.
Eine schematische Darstellung ist in Abbildung 40 gegeben, in Abbildung 41 sind

die Molekiile als dreidimensionale Modelle dargestellt.

a b c d

= Amidebene — CP-C*-Bindung
Molekiillinge | 36A 35A 34A 27A
bis CH,-Rest 5 | 24A 23A  23A 18A

Abbildung 40 Schematische Darstellung der Modelle von p#?hAib-Peptiden im Festkérper (Aufsicht). Die
breiten Linien entsprechen den Amidebenen C*~CO-N-CP, die schmalen Linien den "Ethanbindungen"
CP—C® In der Tabelle sind die Distanzen vom Zentrum der N-terminalen CF;-Gruppe zum C-terminalen
BC=0-C-Atom (oben) und zum ®CH,~C-Atom in Einheit 5 (unten) aufgefithrt. Ausser d), welches etwas
zu kurz ist, sind alle Anordnungen mit den gemessenen intramolekularen Abstanden vereinbar (>30 bzw.
>20 A). Eine 3D-Darstellung der Strukturen ist in Abbildung 41 gegeben.

Die Strukturen reichen von ganz gestreckten, tiber "flach-helikale"!® bis zu mé-
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 Fallen wegen der steri-
schen Hinderung durch die zweite a-Methylgruppe verhindert (siehe Abschnitt
3.3.5). Die gute Loslichkeit der Peptide ist ein Hinweis darauf, dass sich im Fest-
kérper keine starken intermolekularen Wasserstoffbriicken ausbilden, wie dies
beim Faltblatt der Fall wéare.

112 Dje Molekiilmodelle wurden mit dem Programm SPARTAN SGI Version 5.1.3 erstellt und mittels MD
Methoden einer Energieminimierung unterzogen. Dazu wurden Einschrankungen (constraints) fur paralle-
le/antiparallele CO-Bindungen sowie fir die oben angegebenen intramolekularen Abstdnde gesetzt. Die
Modelle a), b) und c) gingen je nach angewandter MD-Methode ineinander iiber. Die stark gestreckten
Konformationen a) und b) zeigten zudem tiber das ganze Molekiil eine leichte Krimmung, was vermutlich
mit verdnderter Geometrie am C%Zentrum zu tun hat (siche Winkel/Diederwinkelabhangigkeit in
Abbildung 39a,).

118 Ahnlich der 2¢-Helix von a-Hydroxy-p-peptiden [352].
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Abbildung 41 Dreidimensionale Darstellungen der Modelle a)-d). Die Konformationen a)-c) sind mit den
gemessenen Festkérper-Strukturparametern von B?2-hAib-Peptiden vereinbar, d) besitzt etwas zu kurze
intramolekulare Abstande. Die Molekiile sind parallel (oben) und senkrecht (unten) zu den Amidebenen
abgebildet. Rechts daneben ist der Blick entlang des Peptidriickgrats zu sehen.

Bei der vollig gestreckten ("zick-zack") Konformation a) betragen sémitliche Rick-
gratwinkel 180° (sieche Tabelle 9), das Peptid besitzt eine Gesamtlange von gut
iber 30 A. Alle Methylgruppen besitzen fast die gleiche chemische Umgebung.
Die Konformation b) entspricht jener, welche in B-peptidischen Faltblattern vor-
liegt. Das Modell c) besitzt Aminosaureeinheiten mit den gleichen Ruckgratwin-
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6 Strukturuntersuchungen an geminal disubstituierten B-Peptiden

keln wie b), jedoch mit abwechslungsweise invertierten Vorzeichen!'!*. Im Fest-
kérper kdnnten Mischformen der beiden Modelle b) und c¢) vorkommen, in wel-
chen die Methylgruppen unregelmaéssig in beide Richtungen von der Peptidkette
wegzeigen. Es ist denkbar, dass solch unregelméassige Anordnungen der Peptid-
ketten auch der Grund dafiir sind, weshalb von B??hAib-Peptiden keine Ein-
kristalle gezlichtet werden konnten.

Das maanderartige Modell d) ist kiirzer als fiir das Heptapeptid 1 mittels REDOR-
Messungen bestimmt wurde. Die Aminosaureeinheiten besitzen wiederum ab-
wechslungsweise gespiegelte Winkel. Konformationen mit Diederwinkeln in einem
ahnlichen Bereich wurden in cyclischen B-Tripeptiden und in der 3,,-Helix gefun-
den (siehe Anhang 10.2).

Tabelle 9 Riickgrat-Diederwinkel der Modelle fiir die untersuchten f*?hAib-Peptide. In den Modellen a),
b) und e) besitzen alle Aminoséaureeinheiten dieselben Diederwinkel. Bei ¢) und d) besitzen jeweils die
Aminoséaurebausteine i/i+2 und i+1/i+3 die gleichen Diederwinkel. Die beiden Winkelsatze entspre-
chen dabei gespiegelten Konformationen. Fiir Darstellungen des Modells e) siche Abbildung 42.

CO-N—CP-C*  N-C*—C“CO CP-C*—CO-N
Modell'"
() ® b

a 180° 180° 180°
b -120° 180° 120°

-120° 180° 120°
C

120° 180° -120°
. 120° -80° 120°

-120° 80° -120°
e 177° —56° -58°

114 Da p**hAla-Peptide achiral sind, besitzen die Spiegelbilder der dargestellten Modelle (alle Diederwinkel
invertiert) jeweils dieselben Stabilitaten, 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 Ahnlichkeit mit der bei Peptiden
aus (2R,3S)-a-Hydroxy-p3-aminoséuren gefundenen 25-Helix!!® besitzt (sieche Ab-
schnitt 3.3.4).

; " T g

‘

Abbildung 42 Dreidimensionales Modell und schematische Darstellung der einzigen P**hAib-Peptid-
struktur mit antiparallelen C=0-Bindungen, bei welcher die Ethanbindungen nicht verdeckt sind. Das Mo-
lekiil ist in dieser Konformation jedoch mit knapp 26 A zu kurz, als dass es fiir die untersuchten Peptide als
Festkorperstruktur in Frage kame.

Fur eine Ubersicht tiber die Strukturdaten von B-Peptiden siehe Kapitel 10.

115 In der 24-Helix sind aufeinander folgende Amidebenen auch jeweils antiparallel orientiert.
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7 Synthese von a-Methylen-p23-Peptiden

7 Synthese von a-Methylen-f>-peptiden
7.1 Einleitung

a-B-Didehydro-a-aminosauren!!® spielen in der Natur in biologisch aktiven Mole-
kilen 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-aminoséduren 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 B-substituierten AXaa-Derivaten.
Zudem besitzt es andere Struktureigenschaften als substituierte Dehydro-a-amino-
sauren.

o-Methylen-B-aminosaurederivate (BhXaa(a-CH,), 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-B-ungesattigte Carbonséure- bzw. Amidgruppe!'’. Die Doppelbindung kann in
beiden Fallen verschiedene Reaktionen eingehen, was einerseits interessante Syn-
thesemoglichkeiten erdffnet und potentiell biologische Wirkungen bringt, anderer-
seits einige Vorsicht bei der Handhabung dieser Derivate bedingt (sieche Ein-
leitung Abschnitt 3.2.1 und unten Abschnitt 7.1.3).

a) PR b) R2 R1 O
N R, J
R” %XR N XR
CH, H CH,

Abbildung 43 Strukturformeln von Dehydroalanin (AAla, a) und a-Methylen-fB-aminosduredrivaten
(BhXaa(-CH,), b). Das "eingeschobene" sp’-Zentrum in BhXaa(a-CH,)-Einheiten bewirkt grundlegende
Unterschiede in den chemischen und strukturellen Eigenschaften dieser beiden Peptidbausteine. R =
Schutzgruppen, Peptidkette; R, R? = H, Aryl, Alkyl; X = O, NH.

Wenn Dehydroalanin N-terminal entschiitzt wird, stellt sich ein Enamin-Imin-
Gleichgewicht ein, was zu Problemen in der Peptidsynthese fiihren kann, N-ent-
schitzte BhXaa(a-CH,)-Derivate hingegen sind "normale" Amine. Durch eine
AAla-Einheit wird in einem Peptid eine Kette von flinf aufeinander folgenden
(konjugierten) sp®-Zentren eingefiihrt, wohingegen bei phXaa(a-CH,)-Bausteinen
jeweils das CP-Zentrum sp®-hybridisiert ist (— drei aufeinanderfolgende sp?-hybri-
disierte Zentren). Die daraus folgenden unterschiedlichen Einfliisse auf die Peptid-

116 Im Folgenden jeweils nur als Dehydroaminoséuren bzw. AXaa bezeichnet.
117 Beide Bausteine sind Acrylséure- bzw. Acrylamidderivate.
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struktur werden im Kapitel 8.3 diskutiert. Da bei BhXaa(a-CH,)-Derivaten die
Maéglichkeit besteht, am CP-Zentrum bis zu zwei Substituenten einzuftihren, lassen
sich die Eigenschaften dieser Bausteine variieren. Diese Moglichkeit fehlt bei
AAla-Einheiten véllig, will man die Methylengruppe erhalten.

7.1.1 Biologie

Derivate von «-Methylen-f-aminosduren wurden aus Mikroben, Pflanzen und
Schwammen isoliert. Es handelt sich dabei um BhGly(a-CH,)-Derivate, welche
N-terminal mit einer Fettséure, a-Hydroxy- oder a-Ketofettsaure!!® [386], bzw. ei-
nem y-Glutamylrest acyliert sind [387]. Auch die freie Aminoséure wurde be-
schrieben [388]. Die Verbindungen sind fiir Mause und Pflanzen cytotoxisch.
Synthetisches B-Methylen-asparagin (ebenfalls ein a-Methylen-B-aminosaurederi-
vat) ist ein selektiver Inhibitor der Glutamat-Aspartat-Transaminase [389]. Verbin-
dungen mit einer BhGly(a-CH,)-Einheit inhibieren gewisse Rezeptoren!!® in
menschlichen Zellen irreversibel (durch kovalente Bindungen) [390].
BhXaa(a-CH,)-Derivate kénnen als Isostere von a-Keto-f-aminosauren angese-
hen werden. Diese Oxo-analogen Bausteine werden oft zusammen mit anderen
"ungewohnlichen” Aminosauren in Peptiden, welche cytotoxische oder enzym-
hemmende Eigenschaften haben, aus Schwammen!?® oder Mikroben extrahiert
(z.B. Keramamide [391], Cyclotheonamide [392], Eurystatine [393], Oriamide
[394] oder Orbiculamide [395]). Synthetische o-Peptide mit o-Keto-B3-amino-
saureeinheiten besitzen Peptidase-hemmende Aktivitat [396]. Einige dieser Deri-
vate wurden auf die Inhibierung von viralen Peptidasen optimiert, und deren
Nutzen als mogliche HIV- oder Hepatitis-Therapeutika untersucht [397].

7.1.2 Bisherige Arbeiten tiber die Herstellung von a-Methylen-B3-aminosduren

Fiir die Herstellung von a-Methylen-p3-aminoséurederivaten sind gerade in jiin-
gerer Zeit mehrere neue Synthesemethoden publiziert worden.

In &lteren Arbeiten (bis ca. 1998) waren B*hXaa(a-CH,)-Derivate praktisch aus-
schliesslich tber Varianten der Baylis-Hillman-Reaktion hergestellt worden
(Schema 17a). Diese Reaktion diente urspriinglich zur Herstellung von o-Methy-
len-B-hydroxysaurederivaten, und wurde erst spater so modifiziert, dass damit
auch a-Methylen-B-aminoséuren hergestellt werden kénnen. Noch immer stellt
die Kontrolle des Verhéltnisses zwischen Amino- und Hydroxyprodukten eine

118 Djese Verbindungen wurden auch synthetisch hergestellt [385].
112 Epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptoren (EGFR und HER-2).
120 Fiir einen Ubersichtsartikel iber bioaktive Schwamm-Peptide siehe Zitat [286].
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7 Synthese von a-Methylen-p23-Peptiden

Herausforderung dar [398]. In einem Ubersichtsartikel tiber neuere Arbeiten zur
Bavlis-Hillman-Reaktion finden sich lediglich vereinzelte Aza-Varianten [399]. Ei-
nige Protokolle beschrieben die enantioselektive Herstellung von p*hXaa(a-CH,)-
Derivaten. Die erhaltenen Verbindungen sind jedoch oft auf aromatische Substi-
tuenten in B3-Stellung beschrénkt [400,401]. Es wurden auch a-Methylen-f32-
Derivate mit CF;-Substituenten in 3-Stellung, bzw. einem CF;- und einem
MeQO,C-Substituenten, hergestellt [402,403]. Yamamoto fiihrte mittels stereo-
selektiver katalytischer Hydrierung eine kinetische Racematspaltung an Aza-
Bavlis-Hillman-Produkten durch [404] (Schema 17b).

R
a) H 7 _ ~NH
ROt Re ) o K __COR*
NT R | R

NHCO,Me NHCO,Me NHCO,Me

b) . )
coMe M )\/COZMe + A _CO,Me
R R R/\n/
0 0 o
i) v + OH
R R R” “NH;
0 0
d) _
* *
| NR, V) NR,
Alk HY =X " Alk
0
Sy

e) ~ :
| V) R cl Vi) R OH Ox.
E—— EEE— —_—

NBn» NBny NBny
f) R ‘\\\NHBoc R ‘\‘\NHBoc

NHBoo vii) g\(o viii) g\(o

~ —_— —_—

7z 7z
R/\\
N BusSn  OMe E  OMe

Schema 17 Bekannte Synthesen fiir o-Methylen-B*-aminosaurederivate. a) Baylis-Hillman-Reaktion
[398-402,404,405], mit chiralem Hilfsstoff am Stickstoff oder an der Estergruppe; b) Kinetische Racemat-
spaltung von geschiitzten o-Methylen-p*-aminosauren durch selektive Hydrierung [404]; ¢) Kinetische
Racematspaltung von a-Methylen-p®-lactamen mit Lipase [406]; d) En-Reaktion von Nitrosoaromaten,
Triazolindionen oder Singulett-Sauerstoff mit Tiglinsaurederivaten [407]; e) Uber Halomethyl-Epoxidderi-
vate [408]; f) Ausgehend von chiralen Propargylaminen [409]; i) Base, Lewis-Saure; ii) Rh-Kat*., H,
(30 atm), MeOH,; iii) Lipase; iv) X=Y, Nitrosoaromaten, Triazolindione, Singulett-Sauerstoff; v) 1. CH,l,,
THEF, 2. MeLi, -78 — 25 °C; vi) 1. Li, 40 °C, 2. H,O, anschliessend CrO4/H,S0,-Oxidation bei R = Bn;
vii) BugSn(Bu)CuLi,CN, CO,, Me,SO,; viii) Elektrophil.
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Die neueren Synthesen sind in Schema 17c-f) dargestellt. Ausgehend von a-Me-
thylen-B-hydroxyséuren wurden racemische o-Methylen-B’-lactame hergestellt,
und mittels Lipase selektiv ein Enantiomer zur Aminoséaure hydrolysiert (Schema
17c). Von Adam und Mitarbeitern wurde eine En-Reaktion von Tiglinsaurederi-
vaten mit Nitrosoaromaten, Triazolindionen oder Singulett-Sauerstoff durch-
gefiihrt, die a-Methylen-B*-alanin- bzw. -valinderivate ergab (Schema 17d). Eine
Méglichkeit aus Halomethylketonen a-Methylen-B-aminoalkohole herzustellen, ist
in Schema 17e) dargestellt. Reginato et. al. stellten aus chiralen Propargylaminen
y-stannylierte a-Dehydro-B3-aminoséurederivate her, welche anschliessend mit ei-
nem Elektrophil derivatisiert wurden (Schema 17f).

Fiir die Herstellung von a-Methylen-B3-aminosaurederivaten zur spéteren Peptid-
kupplung sind nicht alle Methoden geeignet. Die erhaltenen Produkte miissen teil-
weise zuerst umgeschiitzt, bzw. mit geeigneten Schutzgruppen versehen werden,
was aufgrund der Reaktivitdt der Methylenderivate zu Problemen fiihren kann.
Die zahlreichen neuen Synthesewege zeigen aber das aktuelle Interesse an der-
artigen Verbindungen.

a-Methylen-B-aminoséurederivate kénnen nicht nur zur Herstellung von Pepti-
den, sondern auch als Ausgangsstoffe flr vielfaltige Synthesen eingesetzt werden
(val. dazu auch Abschnitt 3.2.1.6 tuber Dehydro-a-Aminoséuren). Ktindig flihrte
beispielsweise Radikaladditionen an solche Derivate durch [410]. Uber enantio-
selektive Hydrierungen [411] und H-Transfer [412] wurden geséattigte B2 und
BZ3-Aminosauren hergestellt, und auch fiir die Synthese von Docetaxelderivaten
(Taxotere, eine Taxol-verwandte Verbindung) wurden o-Methylen-B3-amino-
saureeinheiten eingesetzt [400].
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7 Synthese von a-Methylen-p23-Peptiden

7.1.3 Uberlegungen zur Herstellung der o~-Methylen-B°-aminosduren und
-peptide

Im Rahmen dieser Arbeit sollte das Peptid 66 hergestellt werden, welches in jeder
Aminosaureeinheit eine a-Methylengruppe und einen B’-Substituenten aufweist
(siche Abbildung 44). Die unterschiedlichen Substituenten sollten, bei Vorliegen
einer Sekundarstruktur, deren Aufklarung mittels NMR-Methoden erleichtern.
Analog den ersten in unserer Arbeitsgruppe hergestellten B3-Peptiden [333,334]
und dem B?23-Peptid 46¢ (Abschnitt 5.4) wurden die Seitenketten von Valin,
Alanin und Leucin gewahlt.

) 0 o) 0 0 o)
Boc
N N N N N N OMe
H H H H H H
66

Abbildung 44 Hexapeptid 66 aus o-Methylen-p°-aminoséaureeinheiten. Um die Aufklarung einer még-
licherweise vorhandenen Sekundarstruktur zu erleichtern, wurden, ausgehend von natiirlichen Aminosau-
ren, Bausteine mit drei verschiedenen Seitenketten eingesetzt.

Fir die Herstellung der a-Methylen-p3-aminoséurederivate wurden mehrere We-
ge in Betracht gezogen. Keine der im vorangehenden Abschnitt aufgezeigten Syn-
these-Methoden schien flir die Herstellung der Bausteine flir das Peptid 66 geeig-
net'?!,

Da die Seitenketten der einzelnen Bausteine jenen von nattrlichen a-Aminoséau-
ren entsprechen sollten, wiirde der direkteste Weg tber die Einfiihrung einer
a-Methylengruppe in B°-Aminoséurederivate verlaufen, welche leicht iiber eine
Arndt-Eistert-Homologisierung aus nattirlichen Aminosauren zuganglich sind (sie-
he Schema 18). Ein Vorteil dieser Variante liegt darin, dass das Chiralitétszentrum
am CP-Zentrum bereits vorhanden ist, und nicht mit einer selektiven Reaktion ein-
geftihrt werden muss.

121 Die Synthesen in Abschnitt 7.1.2 sind ausschliesslich zur Herstellung von ungeséttigten B-Aminoséure-
derivaten geeignet, und lassen keine "Olefinierung" im Peptid zu, vgl. Schema 19.
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Schema 18 Retrosynthetische Analyse fiir die Herstellung von a-Methylen-B*-aminoséurebausteinen aus
B-Aminoséuredrivaten. Mit den Wegen a)-d) ist grundséatzlich die Herstellung eines Vorlauferpeptids mog-
lich, bei welchem die Olefinierung erst nach erfolgter Kupplung durchgefiihrt wird. Einige Varianten sind
nur mit o-Aminosauren bekannt (sieche 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) Hofmann-Abbau [404]; d) Wittig-Olefinierung; e) Ausgehend von a-Keto-
B’-aminosaurederivaten [414] mit anschliessender Peterson-, Wittig oder Tebbe-Olefinierung.

Ein wichtiges Kriterium fiir die Wahl der Synthesemethode war auch der mog-
liche "Zeitpunkt der Olefinierung" zur Einfiihrung der Methylengruppe. Flir die
Strukturanalyse von a-Dehydroalanin-Peptiden stellten Toniolo und Mitarbeiter
"Vorlauferpeptide" her, und eliminierten in einem abschliessenden Schritt mehre-
re B-Aminogruppen gleichzeitig (Hoffman-Eliminierung), wobei die Doppelbin-
dungen gebildet wurden [192]. Die Herstellung dieser Peptide durch Kupplung
einzelner AAla-Einheiten wére nicht méglich gewesen!?2.

Da die Gefahr bestand dass direkte Kupplungen mit a-Methylen-f2-aminoséure-
bausteinen synthetische Probleme aufwerfen wiirden, musste flir die Herstellung
des Hexapeptids 66 ein éhnliches Vorgehen ebenfalls in Betracht gezogen wer-
den. Aus einem "Vorlauferpeptid" 67, mit einer eliminierbaren Gruppe in jeder
Aminosaureeinheit, wiirde dabei in einer konzertierten, finalen Eliminierungsreak-
tion das Peptid 66 freigesetzt (siche Schema 19).

122 Die Aktivierung von a-Dehydroaminoséauren ist schwierig, und bei der Kupplung auftretende Nebenre-
aktionen kénnen Probleme bereiten. Fir o-Dehydroaminosaurederivate 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-p23-Peptiden
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Schema 19 Strategie zur Herstellung des Hexapeptids 66 tiber ein "Vorlauferpeptid" 67. Jede Amino-
séureeinheit des Peptids 67 tragt eine eliminierbare B-R,X-Gruppe (X = N, O, S; R = H, Alkyl, Aryl, Boc,
Z ...). Die Olefinierung (durch B-Eliminierung) wirde erst in einem abschliessenden Schritt, nach Beendi-
gung der Kupplungsreaktionen, durchgefiihrt. Damit sollten Nebenreaktionen an der Methylengruppe
wéahrend des Peptidaufbaus verhindert werden. Die dazu durchgefiihrten Versuche sind in Abschnitt 7.2.2
beschrieben.

7.2 Herstellung der o-Methylen-B3-aminosiuren und -Peptide

Wie im vorangehenden Abschnitt beschrieben, musste zunéachst entschieden wer-
den welche Strategie — direkte Kupplung von Dehydroaminosaureeinheiten oder
Herstellung eines "Vorlauferpeptids" — fir 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 Aminosaurederi-
vaten durchgefiihrt werden), begangen werden sollte. Somit wurden also B2-
Aminosduren mit einer eliminierbaren o-CH,-XR_ -Gruppe als Ausgangsverbin-
dungen benétigt.

Versuche zur Herstellung von B3-Aminoséurederivaten mit einer RO-CH,- oder
R.N-CH,-Gruppe am C*-Zentrum!? fithrten zu keinem Ergebnis, die a-Thio-
methylierung von B*-Aminosauren hingegen erwies sich als praktikabel.

Die Herstellung von a-Methylen-f2-aminoséurederivaten (iber eine selektive Vari-

124

ante der Baylis-Hillman-Reaktion'** wurde ebenfalls versucht.

123 Alkylierung mit Halomethyletherderivaten (XCH,~O-Bn, X = CI, I) oder dem Eschenmoser-Salz.
124 Es wurden Versuche zu einer Baylis-Hillman-Variante mit Menthyl-Acrylat durchgefiihrt [400]. Die Ver-
suche wurden abgebrochen, da ausschliesslich -Hydroxyderivate isoliert wurden (siehe auch Abschnitt

7.1.2).
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7.2.1 Herstellung der a-Methylen-B3-aminosdurederivate aus nattirlichen Amino-
sduren

7.2.1.1 Einftihrung der a-Thiomethylgruppe

Die geschiitzten B3-Aminosaurederivate 69 von Alanin, Valin, Leucin und Prolin
wurden, wie in unserer Arbeitsgruppe routinemassig tblich, mittels Arndt-Eistert-
Homologisierung aus den nattrlichen, Boc-geschiitzten L-Aminoséuren 68 her-
gestellt (sieche Schema 26 im experimentellen Teil) [333,334,360,362,363,415].
Als N-terminale Schutzgruppe wurde die Boc-Gruppe gewahlt, welche auch er-
folgreich flir die Synthese von a-Dehydropeptiden angewendet wird [55]. Eine Z-
Schutzgruppe konnte nicht eingesetzt werden, da bei deren hydrogenolytischer
Abspaltung moglicherweise die Doppelbindung in den Aminoséureeinheiten
ebenfalls héatte hydriert werden koénnen. Als Saureschutzgruppe wurde der Me-
thylester gewahlt. 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 o-Methylen-carbonylverbin-
dungen erfolgreich gespalten worden waren [416].

Zur Herstellung der a-thiomethylierten Derivate 71-73 wurde mit LDA das Di-
lithiumderivat'®® der geschiitzten B*-Aminoséuren 69 erzeugt, und mit dem ent-
sprechenden Schwefelelektrophil (RSCH,I, R = Me, tert-Bu, Ph) versetzt (Schema
20).

Die bendtigten Jodmethyl-sulfidderivate wurden direkt vor Gebrauch tber eine
Finkelstein-Reaktion aus den entsprechenden Chlormethylderivaten!?® 70 herge-
stellt. Die dabei gebildete Suspension wurde ohne vorherige Filtration zur Enolat-
I6sung 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 méglich!?”.

125 .. analog der Methylierung bei der Herstellung von p##- und p#**-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 (siche Schema 27 im experimentellen Teil). Das Methylderivat 70c ist kommerziell erhéltlich.

127 Nach Halogenaustausch in Aceton oder DME wurden beim Aufkonzentrieren im Vakuum immer élige,
fast schwarze Riickstande erhalten, sie sich offensichtlich schnell zersetzten. Alkylierungen mit diesen Ge-
mischen ergaben sehr wenig Produkt.
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Schema 20 Herstellung der a-Methylen-B*-aminosaurederivate 75. Die Boc-geschiitzten a-Aminoséuren
68 wurden nach der Amdit-Eistert-Methode homologisiert. Die B°-Aminosédurederivate 69 wurden mit ei-
nem Schwefel-Elektrophil (R-S-CH,l, in situ aus den Chlormethylsulfiden 70 hergestellt) zu den
o-thiomethylierten Derivaten 71-73 alkyliert, und nach Oxidation zu den Sulfoxiden 74 in einer "ba-
sischen Thermolyse" zu den gewiinschten a-Methylen-p°-aminoséurederivaten 75 dehydrosulfenyliert. Die
Boc-Entschiitzung fiihrte mit Standardmethoden zu den TFA-Salzen 77. Fir die Methylesterhydrolyse zur
Freisetzung der Sauren 76 mussten etwas mildere Bedingungen als blich eingesetzt werden. a) 2 LDA,
THF, =78 — =30 °C, 22 h; b) Nal, DME, RT, 30 min.; ¢) H,O,, H,O, EtOH, RT, 15 min; d) Pyridin, 80—
90 °C, 2040 h; ) LiOH, THF, H,0O, RT, 15 h; f) TFA, CH,Cl,, 2 h.
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Die Reaktionsmischung wurde nach Zugabe des Elektrophils wéhrend 17 h bei
—78° gertihrt, und anschliessend wahrend fiinf Stunden auf —30 °C aufwérmen
gelassen. Das erhaltene Rohprodukt wurde direkt nach der Aufarbeitung chro-
matographisch gereinigt, um den Elektrophil-Uberschuss!?® abzutrennen. Unum-
gesetzte Edukte und Produkte!® liessen sich nur schwer trennen, weshalb
mehrere Reinigungsschritte notwendig waren. Die ebenfalls schwer abtrennbaren
Spuren von restlichem Elektrophil stérten in der folgenden Oxidationsreaktion
nicht.

Nach der Thiomethylierung mit in-situ-erzeugtem PhSCH,I liessen sich Edukte 69
und Produkte 71 jeweils nicht trennen. Um ein Vorlauferpeptid herstellen zu kén-
nen, mussten die a-CH,SR-Aminosauren jedoch unbedingt rein erhalten werden,
weshalb auf tert-BuSCH,I als Elektrophil'®® gewechselt wurde.

Im Falle der Prolinderivate’®® 73d und 75d war die Abtrennung der
B3-Aminosaure 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 NalO, [169,
347,420,421] fiihrte bei den Phenylsulfid-p3-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 unvollstandig. Die NMR-Spektren der Produkte
zeigten jeweils sehr "unsaubere!®? Gemische" (siche Tabelle 10).

128 Es bestand die Gefahr, dass tiberschiissiges Elektrophil die thiomethylierten Aminosauren zu einem
Sulfoniumsalz alkyliert.

129 Die Diastereoisomeren des Prolinderivats 73d liessen sich chromatographisch nicht trennen, die Tren-
nung bei den aliphatischen Derivaten war aufwandig. Die anhand der NMR-Spektren ermittelten Dia-
stereoisomeren-Verhalinisse (dr) sind im experimentellen Teil angegeben.

130 Die Ahnlichkeit zu Chlormethylethern, welche cancerogen sind [419], liess vermuten dass auch Chlor-
methylsulfide mit Vorsicht eingesetzt werden miissen! Die tert-Butylsulfid-Gruppe wurden gewahlt, um in
den Thiomethylierungsreaktionen ein wenig fliichtiges Elektrophil einsetzen zu konnen.

131 Die Prolinderivate wurden ausgehend von Substanzen aus der Diplomarbeit von Kurt Végtli (Gruppe
Seebach, 1998/99, ETH Zirich) hergestellt [360].

132 Die entstandenen Produktgemische waren NMR-spektroskopisch schwierig zu analysieren, da bis zu
vier Diastereoisomere vorkamen (je zwei mégliche Konfigurationen am C*-Kohlenstoff und im Sulfoxid-
Schwefelatom). Aus der Diinnschichtchromatographie konnten keine Aussagen gemacht werden, eine
chromatographische Trennung der Sulfoxide war nicht méglich. Spektren nach langen, unvollstandigen
Oxidationsreaktionen sahen jeweils deutlich unsauberer aus, als jene mit der verbesserten H,O,-Methode
(siche Tabelle 10 unten). Die Weiteroxidation zum entsprechenden Sulfon wurde nicht beobachtet.
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7 Synthese von a-Methylen-p23-Peptiden

Tabelle 10 Verschiedene Bedingungen fiir die Oxidation der Sulfidgruppen der f*°-Aminoséurederivate
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
Boe OMe » BOC\NJ\ELOMe
H o R H ﬁ/ R
71-73 74 ©
Verbindung Oxidations  Anz. Lsm. Temp. Zeit Umsatz
mittel Equiv. [°C] [h]
71a NalO,4 24 MeOH 25 2 unvollstandig
71a NalO,4 6 MeOH 25 17 vollsténdig
71b NalO, 5 MeCH 25 23 vollsténdig
71c NalO,4 5 MeOH 25 23 vollsténdig
72a NalO, 52  MeOH/H,O 25 21 unvollstéandig
72a NalO, 1.1 THF/H,O 0->65 41 unvollstandig
72a H,O, 12 Dioxan/H,O 0—>65 25 unvollstandig
72b MCPBA 1.2 CH.Cl, -78 > 25 25 unvollstéandig
72b H,0, 20 DioxanH,0O 2570 5 vollsténdig
Peptid 78 H,O, 22 Dioxan/H,O0 25— 65 23 unvollstandig
Peptid 79 H,0, 120 EtOH/H,O 15 min  vollstédndig

40-60 FLOH/H-O 15 min  vollsténdig

Oxidationen mit MCPBA [421-423] mussten aufwandig bei tiefer Temperatur
durchgefiihrt werden, und waren ebenfalls unvollstindig. Erste Versuche mit
Wasserstoffperoxid als Oxidationsmittel in Dioxan/Wasser (unter Erwérmen)
[422], fihrten nur in einem Fall zu vollstandigem Umsatz. Erst mit der Vorschrift
von Boiadjiev und Lightner [424] konnte in einer sehr kurzen (15-20 min) und
einfachen Reaktion bei Raumtemperatur eine zuverlassige, vollstandige 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
durchgefiihrt. 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-B*-aminosaure

Wie die Oxidationsreaktion, bereitete auch die Eliminierung zu den Dehydro-
aminosaurederivaten 75 zunachst einige Probleme. Da sich die gut dehydro-
sulfenylierbaren S-Phenyl-Aminosaurederivate 71 nicht vollstandig reinigen lies-
sen, musste auf Elektrophile mit anderen Sulfidresten umgestellt werden. Die Eli-
minierung durch Thermolyse in Toluol, welche bei den Phenylderivaten keine
Probleme bereitete, fiihrte bei den Sulfoxiden der tert-Butyl-sulfidderivate 72 zu
unvollsténdiger Reaktion und teilweiser Zersetzung (siehe Tabelle 11).

Tabelle 11 Verschiedene Bedingungen fir die Dehydrosulfenylierung der Sulfoxide 74 zu den o-Methy-
len-p°-aminoséurederivaten 75. Bei allen Reaktionsbedingungen, ausser der "basischen Pyrolyse" in Pyri-
din, entstanden viele Nebenprodukte.

R ¢} R 0
B B
A e
H , H
NS
Il
74 © 75
Lsm. Temp  Dauer Umsatz
Verbindung s
[°C] [h]
R'=Ph,R=Me Toluol 110 25 vollsténdig
R'=Ph,R =Bu Toluol 110 25 vollsténdig
R'=Bu, R =Me Toluol 110 10 unvollstandig
R'=tBu, R=iPr DMF 155 46 teilw. Zers.
R'=tBu, R=iPr MeOH/DBU 23 7 unvollsténdig
R'=tBu, R = Me MeOH/DBU 50 5 MeOH-Addukt
R'=Bu, R = Me Dioxan/DBU 50 25 unvollstandig
Pepeitd 78 ) L
(oxidiert) Dioxan/DBU 65 100 unvollstandig
. . vollstandig,
R'=tBu, R=iPr | Toluol/im Etz:N 110 1.6 teilw. Zers.
R' = Me - o . fast vollstandig,
R = Me, iPr, Bu e kaum Nebenprodukt

Um die Pyrolysetemperatur flir eine bessere Eliminierung weiter erhéhen zu kén-
nen, wurde DMF als Losungsmittel eingesetzt, was jedoch zu viel mehr Zer-
setzungsprodukten fiihrte. Die Zugabe von wenig Base (Et;N) bei der Thermolyse
in Toluol, ergab eine kiirzere Reaktionszeit und mehr Eliminierungsprodukt bei
gleichzeitig grésserer Verunreinigung. Die Eliminierung mit DBU in MeOH [169]
fihrte bei leicht erhohter 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-p23-Peptiden

133 (basisches Lésungsmittel) erzielt. Fiir eine gleich-

durch Erwéarmen in Pyridin
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-p3-aminoséurederivate 75
war wiederum aufwandig, da sich die schwefelhaltigen Eliminierungsprodukte
sehr schlecht abtrennen liessen. Nur vom Valinderivat 75b wurde eine saubere
Elementaranalyse erhalten, die anderen Derivate konnten nicht vollstandig ge-
reinigt werden. Wie sich herausstellte, stérten die geringen Verunreinigungen aus

der Eliminierung bei den nachfolgenden Kupplungsreaktionen nicht!3

. Es war je-
doch immer sicher zu stellen, dass die Vorlaufer-Aminosaurebausteine 69 und 73
vollstandig entfernt wurden, um die Bildung von unerwtinschten Peptidgemischen
zu vermeiden!

Die Bedingungen fiir die Methylesterhydrolyse zu den Séuren 76 mussten opti-
miert werden. Die Verseifung mit NaOH in wassrigem Methanol verlief langsam
und ergab Produktgemische. Die Reaktion mit LiOH in THF!*3°/Wasser hingegen
ergab gute Ergebnisse. Bei der Boc-Entschilitzung der ungeséattigten Derivate zu

den TFA-Salzen 77 traten keine Probleme auf.

7.2.2 Versuche zur Herstellung von a-Methylen-B3-peptiden tiber ein Vorldufer-
peptid

Alle Versuche, die Sulfidgruppen des Dipeptids 78 tiber eine Oxidation zum Sul-
foxid mit anschliessender "basischer Thermolyse" zu eliminieren, schlugen fehl
(siche Schema 21). Die Oxidation zum Disulfoxid verlief vollstdndig, 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 fiihrte jedoch die Dehydrosulfenylierung nach erfolgreicher vollstandiger Oxi-
dation nicht zum erwarteten Tripeptid 82. Im NMR-Spektrum®¢ 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 becbachtet, dass die Zugabe von Sulfen-
sduren abfangenden Reagenzien die Reaktion beschleunigt [171].

131 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! Handelsiibliches Tetrahydrofuran enthalt oft einen Stabilisator. Um Verunreinigungen zu ver-
meiden sollte das Lésungsmittel vor der Hydrolyse immer frisch destilliert werden.

136 Weder praparative Diinnschicht- noch Saulenchromatographie ergab eine Produktfraktion.
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StBu StBu SMe
78

a) T b) T
o) o) o) 0 o)
Boc Boc
SN N OMe SN N N OMe
H H H H H
82

Schema 21 Eliminierungsversuche mit den Peptiden 78 und 79 blieben erfolglos. Die Einfithrung
mehrerer Methylengruppen nach Beendigung der Kupplungsreaktionen scheint bei Peptiden dieser Art un-
méglich. Die Variante b) entspricht der Methode, mit welcher alle a-Methylen-f°-aminoséuren erfolgreich
hergestellt werden konnten (siche Schema 20), beim Peptid 79 fiihrte sie jedoch nicht zum Ziel. a) 1.
Dioxan, H,O, H,O,, RT; 2. Dioxan (DBU), 65 °C, 96 h; b) EtOH, H,O, H,O,; 2. Pyridin, 75°C, 15 h bzw.
Toluol, Et;N (0.3M), 110 °C, 9 h.

o) o) o) 0 o)
Boc Boc
SN N OMe SN N N OMe
H H H H H
SMe SMe
79

Da die Strategie der Peptidsynthese tiber ein "Vorlauferpeptid" zu keinem Ergeb-
nis gefiihrt hatte, musste zur Kupplung von a-Methylen-B3-aminosaurebausteinen
libergegangen werden (siehe folgende Abschnitte).

Von den a-thiomethylierten B-Peptiden 78 und 79 wurden nur sehr kleine Men-
gen hergestellt. Es galt lediglich abzuklaren, ob die Olefinierung in B-Peptiden
durchfiihrbar ist.

7.2.3 Kupplung zum o-Methylen-p3-hexapeptid 66

Die Kupplungen zum Peptid 66 wurden mit der tiblichen EDC/HOBt-Methode
nach Schema 22 durchgefiihrt. Auch bei langeren Reaktionszeiten wurden nur
Spuren von Nebenprodukten gefunden, welche sich leicht abtrennen liessen. Bei
der Boc-Entschiitzung zu den TFA-Salzen 81 und 83 wurden keine Schwierig-
keiten festgestellt. Die Methylesterhydrolyse zum Séaure-Baustein 84 bereitete
unter den eingesetzten milden Bedingungen keine Probleme. Geringe schwefel-
haltige Verunreinigungen der Aminosaurefragmente konnten nach der Kupplung
zu den Peptiden 80 und 82 mittels FC gut abgetrennt werden.

Sowohl die ungeséttigten Aminosaurederivate 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-p23-Peptiden

liessen sich durch Flashchromatographie mit Silicagel und einem (protischen)
CH,Cl,/MeOH-Gemisch reinigen. Das Hexapeptid 66 wurde nach RP-HPLC-Rei-
nigung und Lyophilisierung als weisses, sehr feines, volumindses Pulver erhalten.
Es war etwas schwerer l&slich als B#?hAib-Derivate (Abschnitt 5.2.2), jedoch nicht
so unléslich wie reine B3-Peptide.

(@] (0]
+ 77 2) R
76a c ——> N N OMe
H H

R = Boc
b
)l—_> R=H-TFA 81

a) 76b

R'=H-TFA R2=Me 83
+
R'=Boc R2=H 84

=BocR%2=Me 82

mw%waQ

Schema 22 Syntheseschema fiir die Synthese des oc-Methylen-BS-hexapeptids 66 mit der herkdmmlichen
EDC/HOBt-Methode. a) Et;N, HOBt, EDC, CH,Cl, oder CHCls; b) TFA, CH,Cl,; ¢) LiOH, H,O, THF.

Die hohe Stabilitat der ungesattigten Aminosaurederivate 75 ist erstaunlich, im
Vergleich zu den chemisch schwieriger handhabbaren Dehydro-o-Aminosauren
[55,167]. Sie lassen sich wie ihre gesattigten B3-Vorlauferbausteine mit guten Aus-
beuten kuppeln. Ob sie auch flir andere (Festphasen-kompatible) Schutzgruppen-
systeme geeignet sind, musste mit weiteren Versuchen geklart werden. Die Her-
stellung der p*hXaa(a-CH,)-Derivate 75 gestaltet sich wegen der schwierigen
Reinigungsgénge, besonders flir gréssere Mengen, aufwéandig. Das sterisch an-
spruchsvolle Prolinderivat 75d liess sich mit der beschriebenen Methode ebenfalls
herstellen. Da die Synthesebedingungen recht mild sind, sollten damit auch einige
Aminosaurederivate mit funktionalisierten Seitenketten zuganglich sein.

Vom Hexapeptid 66 wurden mit dem Ziel der Strukturaufklarung die tblichen
mehrdimensionalen NMR-Spektren aufgenommen. Siehe dazu Abschnitt 8.2.
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7.2.4 Peptide mit a-Methylen-B3-homoprolin-Einheiten

Die folgenden Peptide wurden hergestellt, da vermutet wurde, dass a-Methylen-
B3-homoprolin 75d ein sehr starrer Aminosaurebaustein ist, und einen starken
Einfluss auf die Struktur eines B-Peptids haben kénnte (siehe Strukturbespre-
chung im Abschnitt 8.3.3). Vor allem wurde angenommen, dass die direkt an den
Prolin-Ring gebundene Aminoséureeinheit aufgrund von sterischen Wechsel-
wirkungen mit diesem starren Baustein je nach Substitutionsmuster die Bildung
einer Schleifenstruktur begtinstigen sollte!®”.

Das p®hAla-Derivat 69a wurde nach Verseifung mit HCI-MeNH, zum Methylamid
85 umgesetzt, und nach Entschiitzung zum TFA-Salz 86 unter Standardbedin-
gungen mit dem Prolinderivat 76d zum Dipeptid!*® 87 gekuppelt (siche Schema

23).

L i
Boos _ap, R U
H OMe ‘N NHMe

69a R Boc 85
C)I—_>R H-TFA 86

\\‘H

R =Boc
© I—_> R = H-TFA 88
Schema 23 Herstellung des B*hPro(a-CH,)-Dipeptids'®® 87. a) NaOH, H,O, MeOH; b) Et;N, MeNH,C],
HOB, EDC, CH,Cl: ¢) TFA, CH,Cl: d) Et,N, HOBt, EDC, CH,Cl,.

Fur die Herstellung der Tripeptide 94a-c (Schema 25) wurden zunéchst die Di-
peptide 91 aus Boc-p*hLeu-OH 89 und den TFA-Salzen!®® 90 hergestellt, wel-
che zu den N-terminal acetylierten Derivaten 92 umgesetzt wurden (siehe
Schema 24). Bei der Methylesterhydrolyse dieser Dipeptide zu den Sauren 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 l6slicher Feststoff, das Dipeptid 87 hingegen ist gut léslich
und bildet einen Schaum, bzw. ein Glas, welches erst nach langem Stehen wahrend mehreren Wochen
kristallisiert. Die Retentionsfaktoren in der DC liegen naher beieinander, als dies fiir ein Monomer/Dimer-
Paar zu erwarten ist (CH,Cl/MeOH 20:1; 85 = 0.20; 87 = 0.17).

139 Die B-Aminoséure Boc-p**hAib-OH stammte von Stefan Abele (ETH Dissertation No. 13203). Sie wur-
de analog der Verbindung 6 (siche Schema 10) zum entsprechenden Methylester umgesetzt [357]. Die
Boc-Methylester-geschiitzten Derivate wurden nach der Standardmethode (TFA, CH,Cl,) zu den TFA-Sal-
zen 90 umgesetzt.
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7 Synthese von a-Methylen-p23-Peptiden

gaben sich unerwartete Probleme. Mit NaOH als Base entstanden viele Neben-
produkte, weshalb LiOH eingesetzt wurde. Zudem war die Extraktion der freien
Sauren nach der Hydrolyse schwierig, es musste ofter extrahiert werden als b-
lich, die Ausbeuten waren unterdurchschnittlich.

O R2 R1 O O R2 R1 O
B B 3
RN OH + TFA-HZNMOMe _ A Py N)ggl\owle
H R3 R3 H H R3R3
89 10 oder 91a-d
90a-c
lb)
O R2R!' O O R2ZR! O
Ac 5 <L Acy 5
N N OH N N OMe
H H R3 R3 H H R3 R3
93a-d 92a-d
aa R'=/Pr R?=H R3®=H
b: R'=H R?=H R3=H
¢cc R'=Me R?=Me R3=H
d0 R'=H R?=H R3=Me

Schema 24 Herstellung der Dipeptid-Sauren 93. (10 = 90d) a) Et;N, HOBt, EDC, CH,Cl,; b) 1. TFA,
CH.Cl; 2. Ac,0, Et;N, CH,CL; ¢) LiOH, H,O, MeOH.

Die Kupplung der Séduren 93a-c mit dem Prolinderivat 77d konnte mit der Gibli-
chen HOBYEDC-Methode durchgefiihrt werden!® (siche Schema 25 oben). In-
teressant ist, dass die acetylierten B-Dipeptide 92 in organischen L&sungsmitteln
sehr schlecht, die Tripeptide 94 hingegen gut l6slich waren. Die Kupplungsver-
suche mit dem N-terminal entschtitzten Dipeptid 88 fiihrten weder mit der EDC-
noch mit der HATU-Methode zu den Tetrapeptiden'*! 95a-c (Schema 25, un-
ten). Offenbar verhindert die zusatzliche B*hAla-Einheit die Reaktion. Dies kénnte

t142

mit einer unterschiedlichen Geometrie der Prolineinheit** im Monomer 77d, ver-

glichen mit dem Dipeptid 88, zusammenhéngen.

149 Die Kupplung zum p#*hAib-Derivat 93d war, vermutlich aufgrund der sterischen Hinderung durch die
beiden geminalen a-Methylgruppen an der Sauregruppe, nicht méglich.

141 Die geplanten Tetrapeptide 95 konnten aus Zeitgriinden leider nicht mehr hergestellt werden ("befohle-
nes" Ende der Laborarbeit). Letzte experimentelle Hinweise haben jedoch gezeigt, dass die HATU-Kup-
plung der C-terminal entschiitzten Tripeptide 94 mit dem Methylamid 86 maglich sein sollte.

142 Die CD- und NMR-Spektren des Monomers 75d und des Dipeptids 87 unterscheiden sich deutlich.
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O R2R' O

Ac 3 a
SN N oH + 77d —D Aesy
H H H
93a-c
O R2R' O
Ac 3 + 88 + Ac
N N OH N
H H H
93a,c

o

MeHN

Schema 25 Herstellung der Tripeptide 94a-c. Die Kupplung der Dipeptide 93a, ¢ mit dem TFA-Salz 88
konnte weder mit der HOBt/EDC-Methode, noch mit einer HATU-Variante erreicht werden. Die Buchsta-
ben bei den Substanznummern entsprechen jenen im Schema 24. a) Et;N, HOBt, EDC, CHCl..

Fur 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-p3-Peptiden

8 Strukturuntersuchungen an a-Methylen-B*-peptiden

Uber die Strukturen von a-Methylen-p3-aminosauren und -Peptiden gibt es unse-
res Wissens keine Arbeiten, Peptide mit solchen Bausteinen wurden bisher nicht
hergestellt!*®.

Dieser Abschnitt behandelt die zum Zweck der Strukturaufklarung aufgenomme-
nen CD- und NMR-Spektren der a-Methylen-B3-Peptide aus Abschnitt 7.2. Mit
Modellbetrachtungen und Kristallstrukturdaten sollen zudem die mdéglichen Kon-
formationen dieser Verbindungen abgeschatzt werden.

8.1 CD-Spektren

Das CD-Spektrum!** des Hexapeptids 66 gleicht in seiner Form jenem eines ana-
logen, entschiitzten reinen B°-Peptids [343], besitzt jedoch eine etwas geringere
Intensitéat (siehe Abbildung 45). Spektren dieser Art wurden der B-peptidischen
3,4-Helix zugeordnet'®®.

Das p%23-Peptid 46¢, welches keine derartige Sekundarstruktur ausbilden kann,
zeigt eine ahnliche CD-Kurvenform (siehe oben, Abschnitt 6.2). Von einem
a-Methylen-B3-Peptid ist ebenfalls nicht zu erwarten dass es eine 3,;-helikale
Struktur einnehmen kann. Die berechnete Summe der CD-Spektren der sechs ge-
schitzten Aminosaurebausteine, aus welchen das Peptid 66 aufgebaut ist
(2:[@752+O7°*+@75°]), ergibt interessanterweise eine deutlich gréssere molare
Elliptizitat als das Hexapeptid selbst (siche Abbildung 45b). Bei Vorliegen einer
314-Helix misste das Peptid aber einen Uberproportional starken Cotton-Effekt
aufweisen.

193 Von Igbal und Mitarbeitern wurden gemischte o-/B-Peptide hergestellt, welche a-Alkyliden-p-amino-
saurebausteine enthalten [426]. Diese kleinen Peptide bilden turnartige Strukturen (&hnlich wie ihre o-
peptidischen Analoga, siehe Einleitung Abschnitt 3.2.2). Cyclische BhGly(o-CH,)-Dipeptide wurden als
Nebenprodukt bei der Herstellung von a-Methylen-f-lactamen beschrieben [427].

144 Fiir CD-Untersuchungen von a-Dehydroaminoséuren und -Peptiden siehe Zitate [262].

195 Die Aussagekraft der CD-Spektren von B-Peptiden beziiglich der méglichen Existenz einer Sekundér-
struktur ist nach wie vor unklar [344,355,376].
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Abbildung 45 CD-Spektren der offenkettigen geschiitzten a-Methylen-p*-aminoséurederivate und -Pep-
tide aus Abschnitt 7.2. a) Boc-B°hAla(a-CH,)-OMe 75a (Punkt-Strich), Boc-p*hVal(a-CH,)-OMe 75b (ge-
punktet), Boc-p’hLeu(a-CH,)-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 Wellenlange. b) Ver-
gleich des CD-Spektrums des Hexapeptids 66 (durchgezogene Linie) mit der berechneten Summe der
Spektren der geschiitzten Aminosaurederivate ([©7%2+©7%°+@7%¢].2) (gestrichelte Linie); Alle Spektren
wurden in MeOH (0.2 mM) aufgenommen; Einheit: [® = 10 deg-ecm? mol™]. Skala Y-Achse: ©-107.

Im Gegensatz zu den analogen B3-Aminosaurederivaten 69a-c, welche keinen
Cotton-Effekt zeigen!*®, weisen die geschiitzten a-Methylen-B°-aminosauren 75a-
c einen leichten Effekt auf, der jenem des Hexapeptids 66 gleicht. Die
Aminoséaurederivate 75b und 75c besitzen ein gegeniiber dem Alaninderivat
75a und den a-Methylen-B3-Peptiden leicht rotverschobenes Spektrum!¥’, die
Cotton-Effekte sind starker als jener des Dipeptids 80. Die Spektren dieser beiden
Aminosauren dominieren offensichtlich Form und Intensitét des "Summen-
spekirums" der Aminosauren, welches auch leicht rotverschoben ist.

Bei den (geséttigten) Dipeptiden aus Abschnitt 7.2.4 ist der Unterschied zwischen
den CD-Spektren der Boc-geschiitzten Dipeptide 91, und jenen der N-acetylier-

196 Die Messwerte sind nicht dargestellt. Lediglich das f*hAla Derivat mit C-terminaler Methylamid-Gruppe
85 zeigte einen sehr schwachen positiven Effekt.

147 Die beiden Aminosaurederivate 75b und 75c liegen laut 'H-NMR-Spektren als Gemisch von
Rotameren vor, das Monomer 75a und die Peptide 66, 82 und 80 hingegen nicht.
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8 Strukturuntersuchungen an a-Methylen-p3-Peptiden

ten Derivate 91 interessant'®®. Wahrend erstere praktisch keinen Cotton-Effekt
zeigen, ergeben die Acetamide 92 einen relativ schwachen, aber fiir alle Peptide
sehr ahnlichen Cotton-Effekt (Abbildung 46).
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Abbildung 46 CD-Spektren der B*hLeu-p"hXaa-OMe-Dipeptide aus Abschnitt 7.2.4. a) Boc-geschiitzte
Dipeptide 91a-d. b) N-Acetylierte Dipeptide 92a-d. 91a/92a (p"hXaa = p*hVal, Punkt-Strich), 91b/92b
(B"hXaa = BhGly, gepunktet), 91c /91c (B"hXaa = B*hAib, durchgezogene Linie), 91d/92d (p"hXaa =
B??hAib, gestrichelt); alle Spektren wurden in MeOH aufgenommen (0.4 mM); Einheit [®@ =
10 deg-cm? mol™]. Skala Y-Achse: ®-1073,

Die Ahnlichkeit der Spekiren der acetylierten Peptide 92 ist deshalb bemerkens-
wert, weil nur 92a aus zwei chiralen Aminosauren besteht. Die drei anderen Deri-
vate besitzen je einen achiralen Baustein. Méglicherweise liegt bei allen acylierten
Dipeptiden ein Wasserstoffbriicken-gebundener Ring!*® gleicher Grésse vor, wel-
cher fur die gemessenen Spektren verantwortlich ist (siehe auch Diskussion iber
den moéglichen Ursprung von CD-Spektren im Abschnitt 6.6.1). Wasserstoff-
briicken-gebundene Ringe wurden auch in MD-Simulationen von N-acetylierten
B-Dipeptiden gefunden [428].

Die geschiitzte a-Methylen-f3-aminosdure Boc-p*hPro(a-CH,)-OMe 75d zeigt
praktisch keinen Ausschlag im CD-Spektrum, das Dipeptid 87 hingegen, mit ei-
ner P°hAla-NHMe-Einheit, zeigt einen deutlichen negativen Effekt (siche

198 Schmelzpunkte: Die an beiden Aminoséauren substituierten acetylierten Dipeptide 92a,c,d besitzen trotz
den unterschiedlichen Substitutionsmustern dhnliche Schmelzpunkte (149, 145.0, 139.5 °C). Das Dipeptid
92b, mit einem PhGly-Baustein, besitzt einen deutlich tieferen Schmelzpunkt (103.5 °C). Bei den Boc-ge-
schiifzten Derivaten besitzt das reine B*-Peptid 91a (129 °C [345]) einen hoheren Schmelzpunkt als die
Dipeptide 91b-d (93.0, 87.0, 84.0 °C).

149 Bei Boc-Methylester-geschiitzten B-Dipeptiden sind prinzipiell sechs-, acht- und zehngliedrige intramole-
kulare Wasserstoffbriicken-gebundene Ringe maglich.
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Abbildung 47). Auch hier besteht die Moglichkeit, dass das Spektrum auf das Vor-
handensein einer Wasserstoffbriicke!® zuriickzufiihren ist.

Die a-Methylen-p*Homoprolin-Tripeptide 94b und 94c zeigen lediglich einen
schwachen positiven Effekt. Das B*hLeu-B*hVal-B*hPro(a-CH,)-Derivat 94a hin-
gegen zeigt einen Cotton-Effekt mit einem schwachen Maximum bei ca. 210 nm
und einem Nulldurchgang bei 203 nm.
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Abbildung 47 CD-Spektren der a-Methylen-p*hPro-Derivate aus Abschnitt 7.2.4. Monomer Boc-
B’hPro(a-CH,)-OMe 75d (gepunktet, oben), Dipeptid Boc-B’hPro(a-CH,)-B’hAla-NHMe 87 (gepunktet,
unten), Tripeptide Boc-B’hLeu-p"hXaa-p’hPro(a-CH,)-OMe 94a (p"hXaa = p°hVal, durchgezogene Li-
nie), 94b (f"hXaa = PhGly, gestrichelt) und 94¢ ("hXaa = B*’hAib, Punkt-Strich); alle Spektren wurden
in MeOH aufgenommen (0.4 mM); Einheit [® = 10 deg'cm? mol™]. Skala Y-Achse: ®-107%.

8.2 NMR-Spekiren der a-Methylen-f3-Derivate

Vom a-Methylen-B3-Hexapeptid 66 wurden die zweidimensionalen NMR-Spek-
tren aufgenommen, welche heute standardmassig flir eine Strukturaufklarung ein-
gesetzt werden (ROESY, TOCSY, HSQC, HMBC und DQF.COSY; siehe zur Illus-
tration Abbildung 48).

150 Maglich sind prinzipiell sechs-, acht- und zwélfgliedrige Wasserstoffbriicken-gebundene Ringe.
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8 Strukturuntersuchungen an a-Methylen-p3-Peptiden

i il i M | i } | JAL | il l. l | [LL
— o .- 7 :‘ Co o - j..} ,.‘v.,?'[
—* A /% Y ! b . :
] : ﬁf»" N = - j{@e %
e PR S N /% VT
] _.;i’:ﬁ' . ot ol i ! i
Ay, el el
Al |
j;) | h,‘ls 1 i | Li L al L g l 1 J'L
E | S | . ol )
1 N N TS ‘ﬁt . Ge A
| — i e
] : " « wt
d) e) E T ' ’ f) | ,
. ; - K .\# i * L 3
g) =CH: o
NH
JU S

T m

6.5 6.0 55

Abbildung 48 NMR-Spektren des a-Methylen-p*-hexapeptids 66 in CD,OH/CDCl,. 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 Sekundarstruktur hoffen liess. Die Bestimmung

! nicht, da wegen

einer Struktur gelang jedoch trotz aufwéndiger Bemithungen!®
fehlender Ruckgrat-Wasserstoffatome zu wenige NOEs erhalten wurden.

Bei den beiden Prolinderivaten, dem Monomer 75d und dem Dipeptid 87, deu-
ten die 'H-NMR-Spektren auf unterschiedliche Strukturen in L&sung hin. Im

NMR-Spektrum von Boc-B?hPro(a-CH,)-OMe 75d sind deutlich zwei Rotamere

151 Die NMR-Spektren wurden von Prof. Dr. B. Jaun und Raveendra Mathad (ETH-Ziirich) 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 tertiaren Carbamat keine klare
Bevorzugung trans-Orientierung. Offenbar besitzt das Dipeptid 87 eine starker
definierte Konformation, auf der NMR-Zeitskala werden keine Rotamere beob-

achtet (sieche Abbildung 49b).
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Abbildung 49 'H-NMR-Spekiren des Prolinderivats 75d (a, 500 MHz) und des Dipeptids 87 (b,
400 MHz). Bei allen Signalen des Monomers 75d (a) sind zwei Rotamere (Verhaltnis 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-p3-Peptiden

gruppen der beiden Molekiile ist dadurch zu erkléren, dass einmal ein Acrylester-
(75d) und einmal ein Acrylamidderivat'*? (87) vorliegt.

Beim B®hLeu-p*hVal-g*hPro(a-CH,)-Derivat 94a sind im H-NMR-Spektrum vier
Rotamere zu erkennen (an der Methingruppe des Prolinrings), die beiden an-
deren Tripeptide 94b und 94c zeigen je zwei Rotamere.

%2 Siehe dazu experimentelle Daten der o.-Methylen-f°-aminoséuren und -Peptide. Die Methylensignale
des Aminoséurederivats Boc-B*hAla(a-CH,)-OMe 75a liegen bei 5.73 und 6.17 ppm, jene der p*-Alanin-
Methylengruppe im Dipeptid 80 bei 5.43 und 5.59 ppm.
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8.3 Konformationsanalyse fiir a-Methylen-p3-peptide aufgrund von
Kristallstrukturdaten

Mit Daten aus der Cambridge-Strukturdatenbank (CSD) sollten Informationen
liber Teilstrukturen von a-Methylen-B3-aminoséurebausteinen erhalten werden,
um deren Konformationsraum abschatzen, und Aussagen liber mogliche Struk-
turen solcher Einheiten machen zu kénnen. Um die Relevanz und Plausibilitat der
Strukturanalyse mittels statistischer Auswertung von Kristallstrukturdaten zu tiber-
priifen, wurden auch Daten von AAla-Derivaten gesucht.

8.3.1 Struktureigenschaften von a-Dehydroalanin

Kurze homo-Dehydroalanin-Peptide mit bis zu sechs Aminosaureeinheiten liegen
bevorzugt in einer gestreckten, flachen C.-Konformation!*® vor, wie durch Kristall-
und NMR-Strukturuntersuchungen festegestellt wurde [192,260,261,431]. Von
MD-Rechnungen wurden teilweise widerspriichliche Resultate publiziert: Einige
Rechnungen bestétigten, dass die experimentell beobachtete flache C;-Konfor-
mation am stabilsten sein sollte [259], andere Resultate deuten hingegen darauf
hin, dass 3;,-helikale Anordnungen ebenso maéglich sind [432]. Mdéglicherweise
liegen langere AAla-Peptide (bereits ab sechs Aminosaureeinheiten) in Lésung in
einem Gleichgewicht der C;- und C,-Konformationen vor [433].

Abbildung 50 Konformation von AAla-Oligomeren [192]. Wasserstoffbriicken (fiinfgliedrige Ringe) wer-
den nur innerhalb einer Aminosaureeinheit ausgebildet.

138 Es werden nur Wasserstoffbriicken (fiinfgliedrige Ringe) innerhalb einer Aminoséureeinheit gebildet. In-
teressanterweise besitzt ein ausschliesslich aus natiirlichen Aminosduren bestehendes Tetrapeptid
(PheGlyPheGly) im Festkorper ebenfalls eine vollig gestreckte und flache Konformation [429]. Bei der C7-
Konformation werden siebengliedrige Wasserstoffbriicken-gebundene Ringe gebildet (Nomenklatur nach

Zitat [430]).
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8 Strukturuntersuchungen an a-Methylen-p3-Peptiden

Dehydroalanineinheiten besitzen nicht nur eingeschrankte Riickgrat-Diederwinkel
¢ (N—C*) und vy (C*—CO), sondern, wegen des sp*-hybridisierten Riickgrat-
zentrums, auch eine von gesattigten Aminoséaureeinheiten verschieden Bindungs-
geometrie. Diese beeinflusst die Form einer Sekundarstruktur nattirlich ebenfalls.
In Tabelle 12 sind Resultate einer CSD-Abfrage und die dazu eingesetzte Such-
struktur aufgeftihrt. Flr die gemittelten Bindungsléngen und -winkel von AAla-
Einheiten!® wurden, verglichen mit (den analogen, geséttigten) Alaninbausteinen,
folgende Trends gefunden:

die C=C-Bindung'®® ist in der Lange praktisch unverandert.
die C*~CO- und C=0-Bindungen sind leicht verkiirzt.

die N-C”-Bindung ist stark verkiirzt.

die CO-X-Bindung ist leicht verlangert.

der C*—CO-X-Bindungswinkel ist praktisch unverandert.
der N-C"-CO-Bindungswinkel'®® ist verengt.

R R N N

Die starke Verkiirzung der N-C“”-Riickgratbindung deutet auf Konjugation der
Methylengruppe mit der N-terminalen Amidgruppe hin. Die leicht verkiirzte
C*-CO-Bindung durfte hauptsachlich auf unterschiedliche Bindungslangen zwi-
schen C(sp®)—C(sp?)- und C(sp?)-C(sp?)-Bindungen®® zuriickzufiihren sein.

Die konjugierten Doppelbindungen in AAla-Einheiten sind mitverantwortlich da-
fir, dass Rickgratwinkel ¢ und  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.

1% Sowohl die Bindungslange zum Substituenten, als auch der Bindungswinkel N-C*~CO sind aufgrund
der verschiedenen Hybridisierung am C*-Zentrum zwischen Ala- und AAla-Einheiten nicht vergleichbar.

155 In Bezug auf eine allgemeine C=C-Bindung: H,C=C(CR;),, R = beliebige Gruppen, acyclisch.

1% Zum Vergleich: Der Langenunterschied zwischen einer C(sp®)-C(sp®) und einer C(sp®)-C(sp?)-Bindung
betragt aufgrund der unterschiedlichen Hybridisierung eines Kohlenstoffzentrums ca. 0.015 A. In einem
konjugierten Dien (C(sp?)-C(sp?)-Bindung) betragt die Lange der zentralen C-C-Einfachbindung ca. 1.42-
1.48 A. Die analoge Bindung ist in einem o-f-ungesattigten Keton bzw. einem Acroleinderivat (R-

C(=CR,)-C(=0)-C/H) ca. 1.40-1.50 A lang. (CSD-Abfragen 2004, Daten sind nicht aufgefiihrt).
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Tabelle 12 Ergebnisse aus CSD-Recherchen fir AAla-Einheiten. Uber der Tabelle ist die eingesetzte
Suchstruktur zu sehen. An den "angeschnittenen Bindungen" wurden beliebige Atome/Reste erlaubt. Die
Daten sind aufgeschliisselt nach Carbonsaure- und Amidderivaten, in Klammern ist jeweils die Anzahl be-
riicksichtigter Datenbankwerte angegeben. i) Bindungsldnge und -winkel von Alaninderivaten, sp®-hybridi-
siertes C*-Zentrum und Einfachbindung zum Substituenten (— nicht vergleichbar mit AAla-Einheiten).

;{H R

X=N,O

n=1,2
Bindungslingen [A] Cc=C C=0 C*-CO CO-X N-C“
—AAla-O- (7) 1.320 1.197 1.494 1.314 1.405
—AAla-N- (13) 1.327 1.217 1.508 1.346 1.406
—Ala—O- (416) (1.522) " 1.215 1.521 1.303 1.469
—Ala—NH- (1104) (1.521) " 1.231 1.524 1.338 1.460
H,=C(CR3); 1.329
Bindungswinkel [°] | N-C*-CO  C*-CO-X
—AAla-O- (7) 111.4 113.1
—AAla-N- (13) 113.2 116.1
—Ala—O- (416) (109.4)" 113.8
—Ala—NH- (1104) 111.1)" 116.7
H,=C(CR3), 116.5

Im direkten Vergleich von zwei dhnlichen AAla-Derivaten 96 und 97 wird deut-
lich, dass die planare C=C—C=0-Geometrie durch andere Einfliisse "aufge-
brochen" werden kann. Da die Methylengruppe im Dimethylamid 96 aus
sterischen Grtinden nicht antiperiplanar zur CO-Gruppe stehen kann, wird sie aus
der Ebene gedreht (der Diederwinkel H,C=C"—C=0 betragt 110°, der Winkel
C*-CO-N wird auf 120° aufgeweitet, siche Abbildung 51b). Die Tendenz der
Amidbindung zur planaren Konformation — mit einer Methylgruppe antiperiplanar
zur Carbonylgruppe (Diederwinkel: 169°) — ist grosser als jene der Acrylgruppe!®.
Im einfach N-methylierten Molekiil 97, (zwei Molekiile in der Einheitszelle) be-
tragen die Diederwinkel H,C=C*—C=0 148° bzw. —167°, und sind somit deut-
lich naher'® an den fiir maximale Konjugation optimalen 180°. Die Amidgruppe
ist in beiden Molekiilen fast perfekt trans orientiert.

Im Kristall bildet das Methylamid 97 antiparallele Dimere, bei denen die Me-
thylengruppen jeweils nach "aussen" weisen. Als Wasserstoffbriickendonor fun-

157 Wegen der Anordnung der Molekiile im Kiristall, 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-p3-Peptiden

giert die N-terminale Amidgruppe, und nicht die CONHMe-Gruppe, welche fast
coplanar mit der Methylengruppe in dieselbe Richtung zeigt.

Der Diederwinkel CH,=C*—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 Abbildung 51c).

Y Y
97

Abbildung 51 a) Strukturformeln der Dehydroalaninderivate 96 [257] und 97 [431]. b) 3D-Darstellung
der Struktur des Dimethylamids 96, mit Blick entlang der C*~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 (siche auch Diederwinkel von N,N-disubstituierten Acrylamiden in Abbildung 52). Der Dieder-
winkel um die N—C*Bindung (¢) betragt —42°, und weicht somit ebenfalls recht stark von den idealen 0°
und 180° ab. ¢) 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).

+/-300

8.3.2 Struktureigenschaften von o-Methylen-B°-aminosdurederivaten und -pep-
tiden

Die Abschatzung der Bindungsléngen und -winkel von a-Methylen-p3-amino-
séureeinheiten, wurde mit Daten von Acrylderivaten durchgefiihrt. Folgende Un-

terschiede wurden im Vergleich mit den entsprechenden gesdttigten Derivaten ge-
funden (CSD-Daten, siche Tabelle 13):

—  die C=C-Bindung'® ist verléngert.
—  die CO-N- und CO-0O-Bindungen sind verlangert.
—  die C*~CO-Bindung ist verkiirzt.
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Tabelle 13 Daten einer CSD-Recherche tber Bindungslangen und -winkel von Acryl-Unterstrukturen,
verglichen mit den entsprechenden gesattigten Derivaten (a-Methylamide und -sédurederivate) und einer
"allgemeinen" terminalen Doppelbindung. An den "angeschnittenen Bindungen" wurden beliebige Atome/
Reste erlaubt, es wurden ausschliesslich acyclische Verbindungen berticksichtigt. Die Daten sind auf-
geschlisselt nach Carbonsaure- und Amidderivaten, in Klammern ist die Anzahl beriicksichtigter Daten-
bankwerte angegeben. i) Werte fiir eine allgemeine terminale Doppelbindung mit zwei benachbarten tetra-
gonalen Kohlenstoffzentren (CH,=C(CR;),, alle Zentren acyclisch), gemittelt iber 117 Werte; ii) Es wur-
den 228 Werte von Carbonsaure- und 43 Werte von Amidderivaten miteinbezogen.

At O
zﬁﬁ(xx
X =0, NH

Bindungsldngen [A] c=C C=0 C*-CO CO-X
—CP-C*HCH,)-COO- (116) 1.338 1.208 1.491 1.329
—CP-C*CH,)-CON- (22) 1.357 1.222 1.489 1.358
Carbonséurederivate 1.329" 1.211" 1.515" 1.315"
Amidderivate dito 1.231" 1.512" 1.341"
Bindungswinkel [] CP-C~CO  C%-CO-X  H,C=C’-CO
~CP~CHCH,)-COO- (116) 116.2 113.5 119.5
—CP~CHCH,)-CON- (22) 116.5 116.8 121.1
Normwerte fiir X = O 116.5" 113.0" 121.5"
Normwerte fiir X = N dito 116.0" dito

Dehydroalanin-Einheiten weisen einen stark verengten C’~C*-~CO-Bindungswin-
kel auf (siehe Tabelle 12), bei Arcylderivaten hingegen ist er gleich gross wie bei
einer beliebigen H,C=C-Gruppe. Die Verkiirzung der C*~CO-Bindung ist etwas
starker ausgepragt, als nur aufgrund der unterschiedlichen Hybridisierung!®® des
C"-Zentrums zu erwarten ware.

Bei o-Methylen-B3-aminoséurederivaten besteht, im Gegensatz zu o-Dehydro-
aminosaure-Bausteinen, keine ununterbrochene Reihe von konjugierten sp?-
Ruickgrat-Zentren. Die Konformationsraume der Strukturelemente dieser Einhei-
ten kdénnen also einzeln betrachtet werden, um daraus die bevorzugten Werte der
Rickgratwinkel @, ® und ¥ in diesen Bausteinen abzuschéatzen (siehe Abbildung
52).
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Abbildung 52 Abschatzung der méglichen Riickgrat-Diederwinkel von a-Methylen-B*-aminoséure-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 Einschrankung'®® in die Suche eingegeben wurden,
sind fett-kursiv gedruckt. Die Anzahl miteinbezogener Winkel wird in Klammern angegeben. a) einfach
substituierte Acrylamidderivate (33). b) Acrylsaureesterderivate (144). c¢) N,N-disubstituierte Acrylamid-
derivate (21). d) cyclische Acrylamidderivate (ein- oder zweifach N-substituiert) (11); e) CP—C*Dieder-
winkel fir o-p-ungeséttigte Carbonylverbindungen (60); f) CP—C*-Diederwinkel fiir acylierte a-Amino-
Methylengruppen (11); g) N—CP-Diederwinkel @ sehr allgemein fir ein Amid (mindestens ein Wasser-
stoffatom an CP, 8783) oder h) fiir ein Amid mit einer Methylengruppe in p-Stellung (11). ACHTUNG, nur
in den Abfragen g) und h) handelt es sich um Peptid-Riickgratwinkel!

Auf einen Diederwinkel wird in diesem Abschnitt nicht weiter eingegangen: die
Amidgruppe (C*~CO—NH-CP) ist planar und nimmt einen Diederwinkel von
180° ein.

Aus Abbildung 52a und b) ist ersichtlich, dass Acrylamid- und Acrylesterderivate
eine klare Praferenz fiir Diederwinkel H,=C“—C=0 nahe 0° und +180° besit-

158 Mit beliebiger Anzahl Substituenten und auch beliebiger Hybridisierung an diesen Zentren.
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n'®®. Diese Konformation wird durch Konjugation zwischen der Methylen- und

ze
der Carbonylgruppe stabilisiert. Abbildung 52c¢ zeigt, dass dieser Winkel in IN,IN-
disubstituierten Amiden praktisch jeden Winkel annehmen kann, mit Schwer-
punkten bei 0° und +£120°. Die planare Konformation der Amidgruppe ist starker
bevorzugt als die planare Konformation der "Acrylgruppe" H,=C*—C=0 (vgl.

Rotationsbarrieren!®)

. Eine ahnliche Beobachtung wurde auch bei AAla-Deri-
vaten gemacht (sieche dazu Abbildung 51). Wenn die Acrylgruppe Teil eines
Ringes ist, wird natiirlich die s-cis-Konformation klar bevorzugt (siche Abbildung
52d); nur bei grossen Ringen wére die s-trans-Konformation moglich.

Fir den zentralen Diederwinkel Z-CP—C*-CH, findet man Winkel von 0° und
+120° (Abbildung 52e und f), was einem Peptid-Riickgratwinkel N-C*—C*-CO
(®) von £60° bzw. 180° entspricht. Werden die Daten in Abbildung 52e) genauer
aufgeschliisselt sieht man, dass der Winkel zum Wasserstoffatom einer CP-Methin-
gruppe fast immer +120° betrégt, so dass jeweils die Peptidkette oder der B3-Sub-
stituent in einer Ebene mit der Methylengruppe liegt (Daten nicht dargestellt).

Der Peptid-Riickgratwinkel ® (CO-N—CP—C*) kann Werte in einem grossen Be-
reich'® zwischen +60 und +180° annehmen (Abbildung 52g und h).

Aufgrund der obigen Daten kann man fir die Rickgratwinkel von a-Methylen-

B-Peptiden die folgenden bevorzugten Wertebereiche annehmen:

CO-N—C*-CP N-C'—C*-CO CP-C*>—CO-N
) C) Y
+60-180° +60° oder 180° 180° (0°)

a-Methylen-p®-Peptide kénnen, abgesehen von elektronischen Unterschieden,
quasi als "Zweiring-Vertreter" der Peptide aus ringférmigen B-Aminoséauren be-
trachtet werden (sieche Abschnitt 6.1.2). p?hAc,c-Peptide, die Derivate mit dem
"néchst grésseren” Ring, nehmen im Kristall Diederwinkel @ = 115 und ® =
+60° ein, welche auch mit den Werten flir die a-Methylen-Derivate vereinbar

1% In Acrolein (H,C=CH-CHO) ist die s-trans-Konformation um 7.1 kJ/mol stabiler als die s-cis-Konfor-
mation (Rotationsbarriere (C*-C) = 20.9-26.8 kd/mol). Beim Acrylsdure-methylester betragt der Unter-
schied zwischen den beiden Konformationen nur 0.71 kd/mol (Rotationsbarriere (C*-C) = 16 kd/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(=CR,)—C(=X)-Y (R = beliebiger Rest) ergab fur
die Einfachbindung zwischen den konjugierten Doppelbindungen folgende Diederwinkel: Diene (X=CR,,
Y=H) 180° (s-trans), Acroleinderivate (X = O, Y = H): 180° (s-trans), o.--unges. Ketone (X = O, Y = C)
0° (s-cis); CSD-Abfrage 2004.

199 In den B-peptidischen Strukturen findet man z. B. (absolute) Diederwinkel ® von 80-111° (12/10 Helix,
12-Helix, Faltblatt), 129° (3,,-Helix), 135° (25-Helix), 58-158° (B-Cyclotetrapeptide). Eine Zusammenstel-
lung der Diederwinkel von bekannten B-Peptidstrukturen ist in Abschnitt 10.2 gegeben.
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8 Strukturuntersuchungen an a-Methylen-p3-Peptiden

sind. Der Winkel ¥ liegt jedoch dort um 0°, was fiir die a-Methylen-Verbindun-
gen vermutlich méglich, aber weniger gtinstig ist als eine "trans-Acrylgruppe".
Ausser bei der B-peptidischen 25-Helix, in welcher der Diederwinkel ¥ = 28° be-
tragt, besitzen die Konformationen der bekannten regelmassigen Strukturen von
B-Peptiden'®! aus chiralen Aminosauren Riickgratwinkel, die fiir B*hXaa(o-CH,)-
Derivate vermutlich nicht optimal sind.

In Abbildung 53 ist die Struktur des B*hPgl(a-CH,)-Derivates 98 dargestellt [400].
Fur die Diederwinkel ® und ¥ werden néherungsweise 180° und 0° gefunden, @
liegt bei 90°. Die Werte liegen in den oben fiir a-Methylen-B3-aminoséureein-
heiten angegebenen Bereichen.

98

Abbildung 53 Dreidimensionale Darstellung und Formel des p?hPgl(a-CH,)-Derivates 98 (die meisten
Wasserstoffatome wurden zur Vereinfachung weggelassen) [400]. Die Diederwinkel sind: @ = 91°, ® =

-179°, ¥ = -176°.

In Abbildung 54 ist ein Hexapeptid dargestellt, welches mit den Strukturdaten des
Monomers 98 modelliert'®? wurde. Ein solches Peptid wiirde eine Helix mit vier
Aminosaureeinheiten pro Windung bilden, kénnte jedoch keine stabilisierenden
intramolekularen Wasserstoffbriicken ausbilden. Da die CH,-Gruppe bei einem
Diederwinkel ¥ = 180° in derselben Ebene liegt wie die Amidgruppe ist fraglich,
ob die Ausbildung von Wasserstoffbriicken zur benachbarten NH-Gruppe iber-
haupt madglich ist (siehe Text zum AAla-Derivat 97, oben).

161 Einige B-Cyclotetrapeptide nehmen im Kiristall Diederwinkel ¥ von fast 180° ein. Die p?#°hVal-Einheit
in der MD-Simulation des Peptids 46¢ nimmt bevorzugt einen Winkel ¥ von 160° ein (siche Tabelle 8).
Interessanterweise besitzt dieses Peptid ein dhnliches CD-Spektrum wie das a-Methylen-p-Peptid 66.

192 Mit der absoluten Konfiguration von (3S)-B*hAla(a-CH,) 75a, die Diederwinkel wurden gespiegelt.
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Abbildung 54 Modell eines Hexapeptids aus o-Methylen-(S)-B*-aminosaureeinheiten, modelliert nach
den Rontgenstrukturdaten von 98 [400]. Das Modell zeigt eine Helix mit vier Einheiten pro Windung,
ohne intramolekularen Wasserstoffbriicken (Ganghéhe 16 A). a) Blick entlang der Helixachse; b) Blick
von der Seite auf die Helix. Die Phenylgruppen des Monomers wurden fiir eine bessere Ubersichtlichkeit
der Darstellung zu Methylgruppen reduziert.

8.3.3 Die Struktureigenschaften von o-Methylen-B3-homoprolinderivaten

Basierend auf Modellbetrachtungen und einfachen Konformationsstudien am
"Computer" wurde angenommen, dass Boc-B*hPro(a-CH,)-OMe 75d eine starre
Struktur besitzt, und méglicherweise als "turninduzierende"'*® Aminosaure einge-
setzt werden kénnte. 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 C*-CP-Bindung ist eingeschrankt, eine Konformation, bei welcher
die Methylengruppe in Richtung Boc-Carbonylgruppe!® weist (wie in der sche-
matischen Darstellung gezeigt), scheint aus sterischen Griinden unmaoglich. Somit
wlrde 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 "gedrtckt" wird.

185 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 cis-Konformeres vorliegt,
blockiert die grosse OtBu-Gruppe die Drehung der Methylengruppe nach "vorne".
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8 Strukturuntersuchungen an a-Methylen-p3-Peptiden

Abbildung 55 Mogliche Konformationen von B?hPro(a-CH,)-Derivaten. Aufgrund von Modellbetrach-
tungen wurde angenommen, dass das Monomer 75d zwei Hauptkonformere besitzt, in welchen die Me-
thylengruppe zum Prolin-Fiinfring (a) oder zum Wasserstoffatom am Stereozentrum (b) zeigt. Das Vorlie-
gen des Molekiils wie in der schematischen Darstellung c) gezeigt, scheint aus sterischen Griinden unmég-
lich. Die Modelle d) und e) zeigen mégliche Haarnadelschleifen-Anordnungen von B*hPro(a-CH,)-Pepti-
den (mit 12- und 14-gliedrigen Wasserstoffbriicken-gebundenen Ringen).

Die Carbonylgruppe am Prolinstickstoff kann jeweils zwei Orientierungen!®® an-
nehmen (zur Methylengruppe hin — trans — wie in Abbildung 55 a) und b) gezeigt
oder aus dem "Turn" hinaus — cis).

In den Abbildung 55 d) und e) sind die Modelle von zwei méglichen Schleifen-
strukturen an einer B*hPro(a-CH,)-Einheit dargestellt (wieder mit den beiden be-
vorzugten Orientierungen der Methylengruppe). Die Modellbetrachtungen am
"Computer" fiihrten zu dem Schluss, dass eine Abweichung von der planaren
"Acrylamid"-Geometrie moglich sein kénnte, wenn diese Gruppe eine starke in-
tramolekulare Wasserstoffbriicke ausbilden kann (dargestellt in Abbildung 55d,
mit einem Winkel ¥ = -145°).

165 o-Prolin liegt geméss einer CSD-Abfrage in Peptiden vorwiegend trans, mit einer N-terminalen Car-
bamatschutzgruppe fast ausschliesslich cis orientiert vor.
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Die folgenden experimentellen Befunde deuten darauf hin, dass sich a-Methylen-

B3-Prolin-Derivate strukturell von den offenkettigen Analoga unterscheiden:

— Das p*hPro(a-CH,)-Monomer 75d lasst sich nach Entschiitzung wie die of-

fenkettigen Bausteine sowohl N- also auch C-terminal gut mit einem weite-
ren Baustein kuppeln. Das Dipeptid Boc-p2hPro(a-CH,)-p*hAla-NHMe
87%° hingegen liess sich nach der Boc-Entschiitzung nicht mehr kuppeln
(sieche Abschnitt 7.2.4). Bei offenkettigen a-Methylen-p3-aminoséuren und
-Peptiden bereiteten die Kupplungsreaktionen keine Probleme.

Das CD-Spektrum des Monomers 75d zeigt praktisch keinen, jenes des Di-
peptids 87 hingegen einen ungewohnlich starken Cotton-Effekt (siehe
oben, Abbildung 47). Moglicherweise wird dieser von einer Struktur her-
vorgerufen, die durch eine intramolekulare Wasserstoffbriicke stabilisiert ist
(das Peptid kann sechs-, acht-, und zwolfgliedrige Wasserstoffbriicken-ge-
bundene Ringe bilden). Bei offenkettigen a-Methylen-B3-Peptiden wurden
keine derartigen "Spriinge" in CD-Spektren beobachtet.

Im NMR-Spektrum von Boc-B2hPro(a-CH,)-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 még-

licherweise vorhandene, Struktur-stabilisierende Wasserstoffbriicke im Di-
peptid 87.

Weitere Arbeiten an o-Methylen-B3-peptiden konnten leider nicht durchgefiihrt

werden, da uns aufgrund der Pensionierung von Prof. Dr. D. Seebach keine

Laborplatze mehr zur Verfligung standen!

16 Das B*hAla-Monomer 85 und die Dipeptide 92 besitzen vollig andere Eigenschaften als die "Kupp-
lungsprodukte" (Dipeptid 87 und Tripeptide 94) mit einer B*hPro(a-CH,)-Einheit, sieche Abschnitt 7.2.4.
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9 Experimenteller Teil

9.1 Abkiirzungen

AAV

Abu
Ac
ACC

Ac.c

n

Ac,O
AcOEt
Aib

Anal. ber.

Equiv.
aqg.
BAla
Boc
br.
BuLi

BhXaa
CD
CPMAS

CSD

DAST

Dbg
DBU

DC

DEAD

Allgemeine
Arbeitsvorschrift
Aminobuttersaure
Acetyl
1-Aminocyclopropan-1-
carboxylat
Cycloalkylglycin (n =
Anzahl
Ringkohlenstoffatome)
Essigsaureanhydrid
Essigsaureethylester
Aminoisobuttersaure

= o.-Methylalanin
Analyse berechnet
Aquivalente

wassrig
H,N-CH,CH,—COOH
tert-Butoxycarbonyl
breit

Butyllithium (Lsg. in
Hexan)
B-Homoaminoséaure
Circular Dichroismus
cross polarization magic
angle spinning
Cambridge Struktur-
datenbank

Tag, Tage
Diethylamino-schwefel-
trifluorid

Dibutylglycin
1,8-Diazabicyclo[5.4.0]
undec-7-en
Diinnschichtchromato-
graphie
Diethyl-azodicarboxylat

Deg
DIPA
DIPEA
DME
DMF

Dpg
dr

DS
DSC

AXaa
EDC
El
ESI

FAB
FC

gef.

ges.

h
halbges.
HATU

HOBt
HPLC

Hse
HRMS

Diethylglycin
Diisopropylamin
Ethyl-diisopropylamin
Dimethoxyethan
N,N-Dimethylformamid
Dipropylglycin
Diastereocisomerenver-
haltnis

Diastereoisomer
Disuccinimidyl-
carbonat ((Suc-0),CO)
a-Dehydroaminosaure
N-(3-Dimethylamino-
propyl)-N'-ethylcarbodi-
imid-hydrochlorid
Elektronenstoss loni-
sation

Elektronenspray Ioni-
sation

fast atom bombardment
Flash-Saulenchromato-
graphie

gefunden

gesattigt.

Stunde, Stunden
halbgesattigt
(N,N,N’,N’-tetramethyl-
O-(7-azabenzotriazol-1-
yl)-uronium hexafluoro-
phosphate)
1-Hydroxy-1H-benzo-
triazol

high performance liquid
chromatography
Homoserin

high resolution mass
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HRMALDI

HV
hXaa

Hz
IR

Iva

konz.
LDA
Lit.

MHz
Min.
min
Nle

NMM

spectrometry

high resolution matrix
assisted laser
desorption ionisation
Hochvakuum
beliebige
homologisierte Amino-
saure

Hertz
Infrarotspektroskopie
im Vakuum

Isovalin =
Ethylmethylglycin
Kopplungskonstante
[Hz]

konzentriert
Lithiumdiisopropylamid
Literatur

Lésung
Losungsmittel

molar

Molekilpeak (MS)
matrix sssisted laser
desorption ionisation
magic angle spinning
Maximum
meta-Chlor-perbenzoe-
saure

Megahertz

Minimum

Minute, Minuten
Norleucin
(H,N-CH(Bu)-CO,H)
N-Methylmorpholin

NMR

MS
MTBE
Nva

org.
p.a.
Pdl
Phl
PLP
ppm
prap.
quant.

rac.
REDOR

Rkt.

RT

RV
Smp.
TEBAC

TEDOR

Temp.
TFA
TFAA

TFE
THF
Xaa

Zexs.

Kernresonanzspektros-
kopie
Massenspektrum
Methyl-tert-butylether
Norvalin (H,N-CH(Pr)-
CO.H)

organisch

pro analysi
Phenylglycin
L-Phenylalaninol
Pyridoxal-5'-phosphat
parts per million
praparativ

quantitativ

racemisch

rotational echo double
resonance
Retentionsfaktor
Reaktion
Raumtemperatur
Rotationsverdampfer
Schmelzpunkt
Triethyl-benzyl-
ammoniumchlorid
transfered echo double
resonance
Temperatur
Trifluoressigsaure
Trifluoressigsaure-
anhydrid
2,2,2-Trifluorethanol
Tetrahydrofuran
beliebige Aminosaure
Zersetzung
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9.2 Gerate, Reagenzien, Losungsmittel, Arbeitstechniken

3D-Darstellungen von Molekilen wurden mit MolMol 2K.2 [435] und POV-
RAY 3.5 fiir WINDOWS (www.povray.org) erzeugt.

CD-Spektren: Jasco J-710, Messung von 190 bis 250 nm bei 20.0°C, 1 mm
Quarzzelle, Mittelwert tiber funf Messungen, geglattet mit Jasco-Software. Molare
Elliptizitat in deg-cm?-dmol™.

Reagenzien wurden in purum oder puriss Qualitéat von Fluka bezogen oder wa-
ren in ausreichenden Mengen in der Gruppe Seebach vorhanden. DIPA, DIPEA
und Et;N wurden tiber CaH, destilliert. Nal wurde bei 80 °C i.V. getrocknet und
iber Blaugel aufbewahrt. MeSCH,CI (95%) wurde von Aldrich bezogen.

Aminosaurederivate wurden von Fluka bezogen (Boc-geschiitzte o-
Aminoséurederivate 68). Die *C- und *N-markierten p#2hAib-Derivate 20 und
24 wurden von ISOTEC Inc.'%” gekautft.

BC.NMR-Spektren: Varian Gemini 300, Mercury-vx 300 (75 MHz), Bruker
AMX 400 (100 MHz), AMX 500 und DRX 500 (125 MHz). Die Spektren wurden
im jeweils angegebenen Lsm. bei RT aufgenommen. Die chemischen Verschie-
bungen 8 sind in ppm bezlglich Tetramethylsilan (TMS) als internem Standard
(8 = 0) angegeben. Die Multiplizitaten wurden mittels DEPT-Messungen bestimmt
und sind nach Art des Zentrums mit C, CH, CH, bzw. Me angegeben. Markierte
Zentren sind kursiv geschrieben.

Diinnschichtchromatographie (DC): Glas DC-Fertigplatten Kieselgel 60 F254
(Merck). Entwicklung durch UV und/oder Eintauchen in Kaliumpermanganat-Lsg.
(0.5g KMnQ,, 100 ml 1IN ag. NaOH), Vanillin-Lsg. (1 g Vanillin, 20 ml EtOH,
80 ml konz. H,S0,), Anisaldehyd-Lsg. (340 ml EtOH, 12.5 ml konz. H,SO,,
9.2 ml Anisaldehyd, 3.75 ml Essigséure), Mo/Ce-Lsg. (2.5 g Phosphormolybdén-
séure Hydrat, 1 g Ce(SO,),-(H,0),, 6 ml konz. H,SO,, 94 ml H,O) und anschlies-
sendes Erhitzen mit einem Heissluftfon.

Elementaranalysen (C, H, N und S) wurden im Mikroanalytischen Labor des
Laboratoriums fiir Organische Chemie der ETH Zirich durchgefiihrt.

167 Isotec Inc., 3858 Benner Road, Miamisburg, OH 45342, USA
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Flash-Saulenchromatographie (FC): Kieselgel 60 fiir Flashchromatographie
(0.040-0.063 mm, Aktivitat 2-3, Fluka). Durchgefiihrt bei RT bei einem Uber-
druck von ca. 0.1-0.3 bar. Die Zusammensetzung der mobilen Phase ist jeweils in
Klammern angegeben.

Glasapparaturen wurden fir alle wasserempfindlichen Reaktionen bei 140° im
Ofen getrocknet und im Exsikkator tiber Blaugel abgekiihlt.

!H-NMR-Spektren: Varian Gemini 300, Mercury-vx 300 (300 MHz), Bruker
AMX 400 (400 MHz), AMX 500 und DRX 500 (500 MHz). Die Spektren wurden
im jeweils angegebenen Lsm. bei RT aufgenommen. Die chemischen Verschie-
bungen & sind in ppm bezliglich Tetramethylsilan (TMS) als internem Standard (8
= 0) angegeben. Die Kopplungskonstanten J sind in Hz angegeben. Fir die
Multiplizitaiten werden folgende Abkirzungen verwendet: s = Singulett, d =
Dublett, t = Triplett, g = Quadruplett, m = Multiplett (auch mehrere tiberlagerte
Signale), br. = breites Signal.

Infrarot-Spektren (IR): Perkin-Elmer 1600 FT-IR-Spektrometer. Die Spektren
wurden in CHCl; aufgenommen, die Lage der Absorptionsmaxima wird in cm™!
angegeben. Die Intensitédt der Banden wird mit w (schwach), m (mittel) und s
(stark) bezeichnet, br. flir breite Signale.

Losungsmittel fiir Reaktionen wurden in puriss Qualitdt von Fluka, Merck,
Riedel de Haén oder T.J. Baker bezogen. THF und DME wurden tiber Kalium
unter Ar-Atmosphére frisch destilliert. CH,Cl, und Pyridin wurden tiber Moleku-
larsieb 4 A (bei 350 °C i.V. aktiviert) aufbewahrt. CHCI; fur Peptidkupplungen
wurde direkt vor Gebrauch tber Aluminiumoxid (Alumina Woelm N and ICN
Alumina B, Akt. ) filtriert, um EtOH zu entfernen. Lsm. zur Aufarbeitung und FC
wurden in technischer Qualitat bezogen, getrocknet und tber Sikkon (wasserfrei-
es CaSO, Fluka; Pentan, Hexan, AcOEt, MeOH), FeSO,:(H,O)/KOH (Et,0),
NaH (t-BuOMe), P,O; (CH,Cl,, AcOEt) destilliert.

Lyophilisierungen wurden mit einer HETO Hetosicc Apparatur mit Olpumpe
durchgeftihrt.

Massenspektren (MS): FAB: VG-ZAB2-SEQ mit 3-Nitrobenzylalkohol-Matrix;
El. VG Tribrid 70 eV; ESI: Finnigan MAT TSQ-7000; MALDI/HRMS: losSpec
Ultima FT-Spektrometer mit 2,5-Dihydroxybenzoesaure-Matrix; Die detektierten
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lonenmassen sind in m/z, die Intensitadten in Klammern in Prozent, bezogen auf
das intensivste Signal, angegeben.

Optische Drehwerte [, [": Perkin-Elmer 241 Polarimeter, 10 cm-Zelle mit 1 ml
Inhalt, gemessen bei RT. Das Lsm. und die Konzentration (¢ in g/100 ml) sind in
Klammern angegeben.

Schmelzpunkte wurden in offenen Glaskapillaren mit einer Schmelzpunktappa-
ratur Btichi 510 bestimmt und sind nicht korrigiert.
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9.3 Allgemeine Arbeitsvorschriften

Boc-Entschiitzung (AAV 1):

Gemass Literaturvorschriften [333-335,357] wurde das entsprechende Boc-ge-
schiitzte Fragment in CH,Cl, (0.23M bis 0.8M) gel6st, auf 0 °C gekiihlt und mit
dem gleichen Volumen TFA versetzt. Die Mischung wurde auf RT aufwéarmen ge-
lassen (1 h), und nach 1 h rtihren bei RT am RV eingedampft. Der Rickstand
wurde mehrmals in CH,CI, gel6st, und jeweils am RV eingeengt. Trocknung des
TFA-Salzes im HV bei RT. Die Vollstandigkeit der Boc-Entschiitzung wurde mit-
tels NMR tberpriift, und das erhaltene TFA-Salz ohne weitere Reinigung einge-
setzt.

Herstellung der Trifluoroacetamid-p>*-Peptide (AAV 2):

Angelehnt an zwei Literaturvorschriften [176,436] wurde eine Lsg. des entspre-
chenden TFA-Salzes in CH,Cl, (0.1M) auf O °C gekiihlt, und unter Riithren mit
DIPEA (4-5 Equiv.) und TFAA (1.5 Equiv.) versetzt. Nach 60 min bei 0 °C wurde
die Lsg. auf RT aufwarmen gelassen, und flir weitere 30 min gertihrt. Nach Ver-
diinnen mit CHCI; wurde die org. Phase mit 1N NaHSO, (3x), ges. NaHCO; (3x)
sowie ges. NaCl-Lsg. (2x) gewaschen, tiber Na,SO, 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, éhnlich
wie in einer Literaturvorschrift beschrieben [361], bei 0°C mit 1N aq. NaOH
(1.2 Equiv.) versetzt. Die Lsg. wurde auf RT aufwarmen gelassen, und flir weitere
16 h gertihrt. Nach Verdiinnen mit H,O wurde mit 1N NaHSO,-Lsg. ein pH-Wert
von ca. 2 eingestellt. Es wurde mit AcOEt (3x) extrahiert, die org. Phase mit ges.
NaCl-Lsg. gewaschen, Uber MgSO, getrocknet und am RV eingeengt. Die erhal-
tene Saure wurde im HV getrocknet, und ohne weitere Reinigung eingesetzt.

3b: Der entsprechende Methylester wurde in TFE (1.2M) gelost, mit 10N aq.
NaOH (20-30 Equiv.) versetzt und die Mischung auf 40 °C erwérmt. Nachdem
die Rkt. vollsténdig abgelaufen war (DC-Kontrolle) wurde mit H,O verdiinnt und
bei 0 °C mit 1IN HCI angesauert (auf ca. pH 2-3). Es wurde mit AcOEt extrahiert,
die org. Phase mit ges. NaCl-Lsg. gewaschen, tiber MgSO, getrocknet und am RV
eingeengt. Die erhaltene Séure wurde im HV getrocknet, und ohne weitere Reini-
gung eingesetzt.

3c: Eine Lsg. des entsprechend geschitzten Fragments in THF (25mM) wurde,
ahnlich wie in der Literatur beschrieben [437], auf O°C gekihlt, und unter
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Rithren mit H,O (4.8 ml/mmol) und 1N aq. LiOH (10 ml/mmol) versetzt. Nach 10
min wurde die Kiihlung entfernt und die Reaktionsmischung weitere 15 h bei RT
stark gertihrt. Nachdem die Rkt. vollstandig abgelaufen war (DC-Kontrolle), wur-
de mit H,O verdiinnt, mit Pentan gewaschen (2x), mit 1N HCI ein pH-Wert von
1-2 eingestellt und mit CH,Cl, extrahiert (4x). Die org. Phase wurde tiber Na,SO,
getrocknet, am RV eingeengt und der Riickstand im HV getrocknet. Die erhaltene
Saure 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 aufwarmen gelassen
und fiir weitere 4 h gertihrt. Nachdem die Rkt. vollstandig abgelaufen war (DC-
Kontrolle), wurde mit H,O verdiinnt, mit Pentan gewaschen (2x), mit 1N HCI ein
pH-Wert von 1-2 eingestellt, mit CHCI; (3x) und AcOEt (1x) extrahiert, erneut 1N
HCI zugegeben und mit CHCI; (2x) und AcOEt (1x) extrahiert. Die vereinigten
org. Phasen wurden tiber Na,SO, getrocknet und am RV eingeengt. Die erhaltene
Saure wurde im HV getrocknet, und ohne weitere Reinigung eingesetzt.

Peptidkupplung mit EDC (AAV 4a):

Das entsprechende TFA-Salz wurde in CH,Cl, oder CHCI; gel6st (0.5M) und auf
0 °C gektihlt. Diese Lsg. wurde, ahnlich wie in der Literatur beschrieben [357,
438], mit einem Uberschuss Et;N (3-8 Equiv.), HOBt (1.2 Equiv.), einer Lsg. des
Boc-geschitzten Fragmentes (1 Equiv.) im entsprechenden Lsm. (0.25M) und
EDC (1.2 Equiv.) versetzt. Die Mischung wurde auf RT aufwarmen gelassen und
flir weitere 15 h unter Lichtausschluss gertihrt. Nach Verdiinnen mit CHCI; wurde
die org. Phase mit 1N HCI (3x), ges. NaHCO; (2x) sowie ges. NaCl-Lsg. (1x)
gewaschen, tber Na,SO, getrocknet und am RV eingeengt. Das erhaltene Roh-
produkt wurde mittels FC gereinigt.

Peptidkupplung mit HATU!®® (AAV 4b)

Das entsprechende TFA-Salz wurde zusammen mit HATU® (1.2 Equiv.) und
dem Boc-geschiitzten Fragment (1 Equiv.) in CHCI; (0.4M) gelést, und mit DIPEA
(5 Equiv.) versetzt. Die erhaltene Lsg. wurde unter Ar gertihrt, und der Fortschritt
mit DC verfolgt. Nachdem die Rkt. vollstandig abgelaufen war wurde mit CHCl,
verdinnt, mit 1IN HCI (4x), ges. NaHCO; (3x), und ges. NaCl-Lsg. (1x) gewa-
schen, Gber MgSO, 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-O-(7-azabenzotriazol-1-yl)-uronium hexafluorophosphat [439]), sondern, wie mittels Réntgen-
Kristallanalysen gefunden wurde, als Guanidinium-Salz [366].

19 Fiir alternative Kupplungsreagenzien siehe auch [440].
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wurde mittels FC gereinigt.

Alkylierung von B%3-Aminosaurederivaten (AAV 5)

Wie in einer Literaturvorschrift beschrieben [334], wurde unter Ar-Atmosphére zu
einer gertihrten 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 B?3-Aminosau-
rederivates (1 Equiv.) in THF (0.40M) langsam zugetropft, und die Mischung ftr
weitere 1.5 h bei —78 °C gertihrt. Zur Enolatlsg. wurde langsam Mel (4 Equiv.) zu-
gegeben, flir 5 h bei dieser Temp. geriihrt, und anschliessend die Rkt. durch Zu-
gabe von ges. NH,ClI-Lsg. gestoppt. Zur Mischung wurde Et,O zugegeben, und
die org. Phase mit ges. NaHCO;, NH,CI und NaCl-Lsg. gewaschen, tiber MgSO,
getrocknet und am RV eingeengt. Das erhaltene Rohprodukt wurde mittels FC ge-
reinigt.

Herstellung der N-Boc-geschiitzten Diazoketone aus o-Aminosaure-
derivaten (AAV 6a)

Achtung! Diazomethan ist explosiv und ein starkes Alkylierungsmittel (Cancero-
gen). Flr folgende Rkt. sind entsprechende Sicherheitsmassnahmen zu treffen!
Unter Ar-Atmosphére wurde eine Lsg. der entsprechenden Boc-geschiitzten
o-Aminosaure (1 Equiv.) in THF (0.2M) auf —20 °C gekiihlt, und &hnlich wie in
der Literatur [363] unter rithren mit Et;N (1 Equiv.) und CICO,i-Bu (1 Equiv.)
versetzt. Nach 20 min wurde die Suspension auf O °C aufgewarmt und eine Di-
azomethanlsg. (in Et,O, ca. 1.25 Equiv.) zugegeben. Das Reaktionsgemisch wur-
de auf RT aufwérmen gelassen, und wahrend 12 h geriihrt. Uberschiissiges 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 verdinnt. Die org. Phase wurde mit ges. NaHCO;, ges. NH,ClI, und ges.
NaCl-Lsg. gewaschen, tiber MgSO, getrocknet und am RV eingeengt. Das erhal-
tene Rohprodukt wurde mittels FC gereinigt.

Umlagerung der N-Boc-geschiitzten Diazoketone zu pB*-Aminosiure-
methylestern (AAV 6b)

Analog einer Literaturvorschrift [363] wurde eine Lsg. des entsprechenden Diazo-
ketons (1 Equiv.) in MeOH (0.25M) unter Ar-Atmosphére auf —25 °C gekiihlt, und
unter Lichtausschluss mit einer Lsg. von CF;CO,Ag (0.11 Equiv.) in NMM (2.9
Equiv.) versetzt. Die Reaktionsmischung wurde wahrend 12 h im Dunkeln auf RT
aufwarmen gelassen, am RV eingeengt und der Rickstand in Et,0O aufgenom-
men. Die org. Phase wurde mit ges. NH,Cl, ges. NaHCO; und ges. NaCl-Lsg. ge-
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waschen und am RV eingeengt. Nach FC wurden die geschiitzten B*-Aminoséure-
derivate erhalten.

Thiomethylierung von B3-Aminosaurederivaten (AAV 7)

Wie in einer Literaturvorschrift beschrieben [347], wurde unter Ar-Atmosphére zu
einer gertihrten Lsg. von DIPA (2.4 Equiv.) in THF (0.25M) BulLi (2.4 Equiv.) bei
—78 °C zugetropft, und die Lsg. anschliessend wéhrend 30 min bei —30 °C ge-
rihrt. Nach erneutem Abkiihlen wurde bei —78 °C eine Lsg. des entsprechenden
B3-Aminosaurederivats (1 Equiv.) in THF (0.4M) langsam zugetropft, und die Lsg.
wéhrend einer weiteren Stunde gertihrt.

In einem zweiten Reaktionsgeféss wurde unter Ar-Atmosphére zu einer Lsg. von
Nal (2.5 Equiv.) in DME (2M) ein Chlormethylsulfid RSCH,Cl (R = Ph , tert-Bu,
Me; 2.5 Equiv.) gespritzt, die resultierende gelbe Suspension unter Lichtaus-
schluss wahrend 30 min bei RT gertihrt, und langsam zur Enolatlsg. (78 °C) zu-
getropft (ohne Filtration). Die Reaktionsmischung wurde wéhrend 17 h bei
—78 °C gerlihrt, wéhrend 5h auf -30°C aufwarmen gelassen und mit ges.
NH,Cl-Lsg. hydrolysiert. Nach Verdiinnen mit H,O wurde mit CH,Cl, (3x) extra-
hiert und die vereinigten org. Phasen mit 1 N HCI (3x), ges. NaHCO; (2x) und
ges. NaCl-Lsg. (2x) gewaschen, tber Na,5SO, getrocknet und am RV eingeengt.
Das Rohprodukt wurde sofort mittels FC von tiberschtissigem Elektrophil gerei-
nigt, und durch erneute FC rein erhalten.

Oxidation der o-thiomethylierten p’-Aminosiurederivate zum Sulfoxid
und Eliminierung zu o-Methylen-B3-Aminosiuren (AAV 8)

Zu einer Lsg. des entsprechenden o-Thiomethylierten-B°-Aminoséurederivats (1
Equiv.) in EtOH (0.1M) wurde analog einer Literaturvorschrift [424] bei RT eine
30% aq. H,O,-Lsg. (40-60 Equiv.) zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde
wahrend 20 min intensiv gertihrt und anschliessend auf CH,Cl, gegossen. Die
org. Phase wurde mit H,O gewaschen (2x) tiber Na,SO, getrocknet, am RV ein-
geengt und im HV getrocknet. Die Vollsténdigkeit der Oxidation wurde mittels
NMR-Spektroskopie tberprtift.

Das erhaltene Sulfoxid wurde unter Ar-Atmosphére in trockenem Pyridin gel6st
(30-60mM) und wéhrend 20-40 h bei 85 °C geriihrt. Die braune Rkilsg. wurde
am RV eingeengt, der Riickstand in AcOEt gelést und mit ges. NaHCO,, 1N HCI
und ges. NaCl-Lsg. gewaschen, tiber Na,SO, 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 2?hAib-Amino-
sauren und -Peptiden

*CF,CO-B22hAib(*°N,*CH,)-p22hAib-p22hAib(*CO)-B22hAib-
BZ2hAib(°N,*CH,)-f%2hAib-p22hAib(*CO)-OMe (1)

Das markierte Heptapeptid 33 (50 mg, 60 umol, 1 Equiv., sieche Seite 151) wur-
de geméss AAV 1 Boc-entschiitzt, in CH,Cl, (0.6 ml) gel6st, und geméass AAV 2
mit DIPEA (51 ul, 298 umol, 5 Equiv.) und TFAA (12 ul, 90 umol, 1.5 Equiv.)
versetzt. Nach FC (CH,Cl,/MeOH 30:1) und fallen aus CH,Cl,/Hexan wurde das
Trifluoracetamid 1 (46 mg, 56 umol, 93%) als farbloses Pulver erhalten.

R; = 0.07 (CH,Cl/MeOH 30:1). IR (CHCl,): 3442w, 3007m, 2971m, 2933w,
2872w, 1719m, 1646s, 1506s, 1474m, 1395w, 1369w, 1310w, 1167m, 985w,
885w. 'H-NMR (400 MHz, CDCl,): 1.18-1.23 (m, 14 Me); 3.29 (dd, J(H,*C) =
140.1, 3J(HNH) = 5.2, CH,); 3.28-3.36 (m, 5 CH,); 3.39 (dd, J(H,’*C) =
141.4, 3JHNH) = 5.8, CH,); 3.71 (d, 3J(H,’*C) = 3.8, MeO); 6.48 (br. NH);
7.10-7.35 (br., 5 NH); 7.93 (br., J(H,®N) = 98.2, 5 NH). ¥*C-NMR (100 MHz,
CDCl;): 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 (CH,); 52.23, 52.26 (Me);
83.33 (CH,); 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), 5324
(2.4), 496.3 (54), 432.3 (9.1), 425.2 (5.7), 397.2 (3.7), 333.2 (14.0), 283.5
(12.6).

*CF;CO-B22hAib(*°N,*CH,)-p%?hAib-BZ2hAib(*CO)-p22hAib('°N,*CH,)-
B%2hAib-p%2hAib(*CO)-p%?hAib-OMe (2)

Das markierte Heptapeptid 35 (50 mg, 60 umol, 1 Equiv., sieche Seite 152) wur-
de geméss AAV 1 Boc-entschiitzt, in CH,Cl, (0.6 ml) gel6st, und geméass AAV 2
mit DIPEA (51 ul, 298 umol, 5 Equiv.) und TFAA (12 ul, 90 umol, 1.5 Equiv.)
versetzt. Nach FC (CH,Cl,/MeOH 30:1) und fallen aus CH,Cl,/Hexan wurde das
Trifluoracetamid 2 (45 mg, 54 umol, 91%) als farbloses Pulver erhalten.

R; = 0.08 (CH,Cl,/MeOH 30:1). IR (CHCl,): 3440w, 3007m, 2971m, 2933w,
2872w, 1718m, 1645s, 1509s, 1474s, 1395w, 1369w, 1309m, 1162m, 1044w,
990w, 887w. 'H-NMR (400 MHz, CDCl;): 1.17-1.22 (m, 14 Me); 3.28 (br.,
J(H,*C) = 136.8, CH,); 3.38 (dd, J(H,’*C) = 141.2, 3J(H,NH) = 5.6, CH,);
3.24-3.34 (m, 5 CH,); 3.70 (s, MeQ); 6.46 (br., NH); 7.08-7.36 (br., 5 NH); 7.91
(br., WJ(H,"®N) = 93.1, NH). ®*C-NMR (100 MHz, CDClL,): 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,
4747, 47.57,47.72, 47.82, 48.00 (CH,); 52.25 (Me); 177.22, 177.26, 177.51,

144



9 Experimenteller Teil

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-[p>?hAib],-OMe (3)

Das Heptapeptid 19 (830 mg, 1 mmol, siche Seite 148) wurde gemaéss AAV 1
Boc-entschiitzt, und analog AAV 2 in CH,Cl, (10 ml) gel6ést und auf O °C gekuhlt.
Die Lsg. wurde mit DIPEA (685 ul, 4 mmol, 4 Equiv.) und Ac,O (142 pl,
1.5 mmol, 1.5 Equiv.) versetzt, 70 min bei O °C, und 90 min bei RT gertihrt. Die
Rktlsg. wurde mit CHCIl; verdiinnt, gewaschen mit 1N NaHSO, (3x), ges.
NaHCO; (3x) und ges. NaCl-Lsg. (2x), tiber MgSO, getrocknet und am RV einge-
engt. Nach FC (CH,Cl,/MeOH 18:1) und fallen aus CH,Cl,/Hexan wurde das
Acetamid 3 (736 mg, 0.96 mmol, 96%) als farbloses Pulver erhalten.

Smp. 168.0-170.5°C. R; = 0.12 (CH,Cl,/MeOH 18:1). IR (CHCl;): 3443w,
3004m, 2971m, 2876w, 1714w, 1649s, 1507s, 1474m, 1392w, 1369w, 1312w,
1157m, 988w, 890w. 'H-NMR (400 MHz, CDCl,): 1.19 (s, 14 Me); 1.97 (s,
MeCON); 3.29-3.35 (m, 7 CH,); 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). 3C-NMR (100 MHz, CDCl,): 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 (CH,); 52.25 (Me); 170.29, 177.52, 177.61, 177.63,
177.68, 177.93(C). FAB-MS: 7904 (22.6, [M+Na]*), 768.4 (100), 439.2 (5.2),
340.2 (7.1), 241.2 (9.7). Anal. ber. fur C;sHN,O4 (768.00): C 59.43, H 9.06,
N 12.77; gef.: C 59.22, H 9.02, N 12.70.

CF;CO-[B*?hAib],-OMe (4)

Das Heptapeptid 19 (200 mg, 242 umol, 1 Equiv., siehe Seite 148) wurde ge-
mass AAV 1 Boc-entschiitzt, in CH,Cl, (2.4 ml) gel6st, und geméass AAV 2 mit
DIPEA (166 pl, 970 umol, 4 Equiv.) und TFAA (50 pl, 360 umol, 1.5 Equiv.) ver-
setzt. Nach FC (CH,Cl,/MeOH 25:1) und féllen aus CH,Cl,/Hexan wurde das Tri-
fluoracetamid 4 (168 mg, 204 umol, 84%) als farbloses Pulver erhalten.

Smp. 166.0-168.0°C. R; = 0.08 (CH,Cl,/MeOH 25:1). IR (CHCl;): 3442w,
3008m, 2971m, 2872w, 1720m, 1647s, 1508s, 1474m, 1394w, 1369w, 1311m,
1160m, 986w, 892w. 'H-NMR (400 MHz, CDCl,): 1.19 (s, 12 Me); 1.23 (s, 2
Me); 3.29-3.32 (m, 5 CH,); 3.34 (d, °*J(H,NH) = 6.2, CH,); 3.40 (d, 3J(H,NH) =
5.9, CH,); 3.71 (s, MeO); 6.49 (br., NH); 7.12 (br., NH); 7.22-7.26 (br., 4 NH);
7.94 (br., NH). ®*C-NMR (100 MHz, CDCL,): 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 (CH,); 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: 8444 (33.2, [M+Na]"), 822.5 (100,
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[M+1]%), 4932 (6.6), 394.2 (7.0), 295.1 (7.2). Anal. ber. far CyHeFsN,O,
(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]-propansaure (Boc-hGly-OH; 6)

Zu einer auf 0°C gekihlten Lsg. von B-Alanin 5 (10 g, 112 mmol) in Dioxan (225
ml) und H,O (112 ml) wurden 1N aq. NaOH (112 ml) und Boc,O (26.9 g,
123 mmol) zugegeben. Nach 20 min Riihren bei 0 °C wurde die Reaktionsmi-
schung auf RT aufgewarmt, weitere 4 h geriihrt, und am RV auf ca. 100 ml einge-
dampft (40 °C). Der Rickstand wurde mit 1IN NaHSO,-Lsg. auf pH 2-3 einge-
stellt, und mit AcOEt (4x) extrahiert. Die vereinigten org. Phasen wurden tber
MgSO, getrocknet, am RV eingeengt und im HV getrocknet. Die Saure 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
Uiberein [441].

3-[(tert-Butoxycarbonyl)amino]-propansauremethylester
(Boc-BhGly-OMe; 7)

Eine Lsg. der Saure 6 (20.3 g, 107 mmol) in EtOH (410 ml) und H,O (41 ml)
wurde mit 10% aq. Cs,CO;-Lsg. (171 ml) versetzt, die erhaltene Suspension am
RV eingeengt und im HV getrocknet. Der Riickstand wurde in DMF (216 ml) ge-
6st und unter Riithren bei 0°C mit Mel (28.1 ml, 450 mmol) versetzt. Nach
15 min wurde die Reaktionsmischung auf RT aufgewarmt und wahrend weiteren
17 h gertihrt. Die erhaltene Suspension wurde mit 14 ml H,O versetzt (kurzzeitig
Eisbadkiihlung) und nach 15 min rithren bei RT am RV (40 °C) eingeengt. Der
Riickstand wurde in AcOEt suspendiert, Giber Celite filtriert und mit AcOEt gewa-
schen. Die org. Phase wurde mit ges. NaHCO; (3x) und ges. NaCl-Lsg. (2x) ge-
waschen, tber MgS0O, getrocknet und am RV (im HV) eingedampft. Nach FC
(Et,O/Pentan 1:2) wurde das Aminosaurederivat 7 (21.1 g, 104 mmol, 97%) als
farbloses Ol erhalten. Die physikalischen Daten stimmen mit den Literaturwerten
Uberein [442].

3-[(tert-Butoxycarbonyl)amino]-2-methyl-propansauremethylester
(Boc-BhGly(a-Me)-OMe; 8)

Zu einer gertihrten Lsg. von DIPA (12 ml, 85.0 mmol) in THF (250 ml) wurde un-
ter Ar-Atmosphéare bei —78 °C BuLi (50 ml, 1.7m, 85.0 mmol) zugetropft. Nach
30 min wurde eine Lsg. des B-Aminosaurederivates 7 (7.85 g, 38.6 mmol) in
THF (50 ml) langsam zugetropft, und die Mischung fir 1 h bei —78 °C gerthrt.
Zur Enolatlsg. wurde langsam Mel (4.82 ml, 77.3 mmol) zugegeben, flir 2 h bei
dieser Temp. gertihrt, und anschliessend die Rkt. durch Zugabe von ges. NH,CI-
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Lsg. gestoppt. Der Mischung wurde Et,O und H,O zugegeben und die org. Phase
mit ges. NH,Cl (2x), ges. NaHCO; (2x), und ges. NaCl-Lsg. (2x) gewaschen, tiber
MgSO, getrocknet und am RV eingeengt. Das B?-Aminosaurederivat 8 (8.49 g,
quant.) wurde als braunes Ol erhalten, und ohne weitere Reinigung eingesetzt.
Die physikalischen Daten stimmen mit den Literaturwerten tiberein [357].

3-[(tert-Butoxycarbonyl)amino]-2,2-dimethyl-propansauremethylester
(Boc-p22hAib-OMe; 9)

Zu einer gerlihrten Lsg. von DIPA (15.3 ml, 109 mmol) in THF (200 ml) wurde
unter Ar-Atmosphére bei —78 °C BuLi (62 ml, 1.75M, 109 mmol) zugetropft.
Nach 30 min wurde eine Lsg. des B2-Aminoséurederivates 8 (9.20 g, 42.3 mmol)
in THF (50 ml) langsam zugetropft, und die Mischung fiir 1 h bei —78 °C gertihrt.
Der Enolatlsg. wurde langsam Mel (10.8 ml, 173.6 mmol) zugegeben, fir 2 h bei
dieser Temp. gertihrt, und anschliessend die Rkt. durch Zugabe von ges. NH,CI-
Lsg. gestoppt. Zur Mischung wurde Et,O und H,O gegeben, und die org. Phase
mit ges. NH,Cl (2x), ges. NaHCO; (2x), und ges. NaCl-Lsg. (2x) gewaschen, tiber
MgSQO, getrocknet und am RV eingeengt. Nach FC (Et,O/Pentan 1:4) wurde das
B22-Aminosaurederivat 9 (6.73 g, 29.1 mmol, 69%) als farbloses Ol erhalten. Die
physikalischen Daten stimmen mit den Literaturwerten tiberein [357].

3-[(tert-Butoxycarbonyl)amino]-2,2-dimethyl-propansaure
(Boc-p%2hAib-OH; 11)

Das B%2-Aminoséurederivat 9 (4.31 g, 18.6 mmol) wurde geméass AAV 3a hydro-
lysiert, und die Saure 11 (4.123 g, quant.) als farbloses Pulver erhalten. Die phy-
sikalischen Daten stimmen mit den Literaturwerten tiberein [357].

Boc-[3??hAib],-OMe (12)

Das p?2-Aminosaurederivat 9 (4.21 g, 18.2 mmol, 1 Equiv.) wurde geméss
AAV 1 Boc-entschiitzt, in CH,Cl, (73 ml) geldst, und geméass AAV 4a mit Et;N
(10.1 ml, 72.8 mmol, 4 Equiv.), HOBt (2.95 g, 21.8 mmol, 1.2 Equiv.) der Saure
11 (395 g, 182mmol, 1 Equiv.) in CH,Cl, (36 ml) und EDC (4.18 g,
21.8 mmol, 1.2 Equiv.) versetzt. Nach FC (Et,O/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 tiberein [357].

Boc-[3??hAib];-OMe (14)

Das Dipeptid 12 (5.98 g, 18.1 mmol, 1 Equiv.) wurde geméss AAV 1 Boc-ent-
schitzt, in CH,Cl, (72 ml) gelést, und geméass AAV 4a mit Et;N (12.6 ml, 90.5
mmol, 5 Equiv.), HOBt (2.93 g, 21.7 mmol, 1.2 Equiv.) der Séaure 11 (3.93 g,
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18.1 mmol, 1 Equiv.) in CH,Cl, (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 tberein [357].

Boc-[f??hAib],-OMe (16)

Das Tripeptid 14 (3.71 g, 8.64 mmol, 1 Equiv.) wurde geméass AAV 1 Boc-ent-
schtitzt, in CH,Cl, (25 ml) gelést, und geméass AAV 4a mit Et;N (6.0 ml, 43 mmol,
5 Equiv.), HOBt (1.40 g, 10.3 mmol, 1.2 Equiv.) der Saure 11 (1.91 g, 8.79
mmol, 1 Equiv.) in CH,Cl, (15 ml) und EDC (1.98 g, 10.3 mmol, 1.2 Equiv.) ver-
setzt. Nach FC (CH,Cl,/MeOH 40:1) wurde das Tetrapeptid 16 (3.38 g, 6.39
mmol, 74%) als farbloses Pulver erhalten.

Smp. 135.0-136.0°C. R; = 0.15 (CH,Cl,/MeOH 40:1). IR (CHCl;): 3451m,
3007m, 2972m, 2933w, 2872w, 1710s, 1649s, 1507s, 1474m, 1392w, 1367m,
1312m, 1158s, 990w. 'H-NMR (400 MHz, CDCl,): 1.18 (s, 2 Me); 1.19 (s, 6 Me);
1.42 (s, t-BuO); 3.20 (d, 3J(H,NH) = 6.4, CH,); 3.30-3.35 (m, 3 CH,); 3.71 (s,
MeO); 5.30 (br., NH); 6.50 (br., NH); 7.00-7.05 (br., 2 NH). *C-NMR (100 MHz,
CDCl,): 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 (CH,); 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. ftir C,¢H,sN,O, (528.69): C 59.07, H 9.15,
N 10.60; gef.: C 59.19, H9.12, N 10.48.

Boc-[Bf%?hAib];-OH (17)

Das Tripeptid 14 (1.04 g, 2.42 mmol) wurde gemass AAV 3a hydrolysiert, und
die Saure 17 (1.00 g, quant.) als farbloser Schaum erhalten. Die physikalischen
Daten stimmen mit den Literaturwerten tiberein [357].

Boc-[f??hAib],-OMe (19)

Das Tetrapeptid 16 (513 mg, 0.95 mmol, 1 Equiv.) wurde geméass AAV 1 Boc-
entschttzt, in CH,Cl, (1.5 ml) gelést, und geméass AAV 4a mit Et;N (662 ul, 4.73
mmol, 5 Equiv.), HOBt (153 mg, 1.14 mmol, 1.2 Equiv.), der Saure 17 (393 mg,
0.95 mmol, 1 Equiv.) in CH,Cl, (3.5 ml) und EDC (218 mg, 1.14 mmol, 1.2
Equiv.) versetzt. Nach FC (CH,Cl,/MeOH 25:1) wurde das Heptapeptid 19
(539 mg, 0.65 mmol, 68%) als farbloses Pulver erhalten.

Smp. 177.5-179.0°C. R; = 0.16 (CH,Cl,/MeOH 25:1). IR (CHCl;): 3448w,
3007m, 2970m, 2930w, 2869w, 1710m, 1647s, 1506s, 1474m, 1392w, 1368m,
1312m, 1159m, 1046w, 988w. 'H-NMR (400 MHz, CDCl,): 1.18-1.19 (m, 14
Me); 1.41 (s, t-BuO); 3.20 (d, 3J(H,NH) = 6.4, CH,); 3.29-3.32 (m, 5 CH,); 3.34
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(d, 3J(H,NH) = 6.2, CH,); 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). ®C-NMR (100 MHz,
CDCL): 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 (CH,); 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. fir Cy;H,:N,0,, (826.08):
C 59.61, H9.15, N 11.87; gef.: C 59.49, H 9.22, N 11.69.

*Boc-p22hAib-pZ2hAib(}3CO)-OMe 22

Das markierte p22-Aminosaurederivat 20 (474 mg, 2.04 mmol, Markierungsgrad
ca. 99%, 1 Equiv.) wurde geméass AAV 1 Boc-entschiitzt, in CHCI; (4.1 ml) gel6st,
und gemass AAV 4a mit Et;N (1.28 ml, 9.18 mmol, 4.5 Equiv.), HOBt (400 mg,
2.96 mmol, 1.45 Equiv.), der Saure 11 (532 mg, 2.45 mmol, 1.2 Equiv.) in
CHCl; (8.2 ml) und EDC (626 mg, 3.26 mmol, 1.6 Equiv.) versetzt. Nach FC
(Et,O/Pentan 3:2) wurde das Dipeptid 22 (622 mg, 1.88 mmol, 92%) als farb-
loses Pulver erhalten.

R; = 0.31 (Et,O/Pentan 3:2). 'H-NMR (400 MHz, CDCl,): 1.18-1.19 (m, 4 Me);
1.42 (s, t-BuO); 3.21 (d, 3J(H,NH) = 6.5, CH,); 3.33-3.36 (m, CH,); 3.71 (d,
3J(H,’*C) = 3.8, MeQ); 5.20 (br., NH); 6.41 (br., NH). ¥*C-NMR (100 MHz,
CDCly): 23.13, 23.65, 28.38 (Me); 42.93, 43.38, 43.49 (C); 46.67, 48.89 (CH,);
52.15, 52.18 (Me); 79.02 (C); 83.10 (CH,); 156.41, 177.00, 177.61, 177.89 (C).

*3-[(tert-Butoxycarbonyl)amino]-2,2-dimethyl-propansaure
(Boc-p%?hAib(*’N,*CH,)-OH; 25)

Das markierte p?2-Aminosaurederivat 24 (690 mg, 2.96 mmol, Markierungsgrad
ca. 99.5%) wurde gemass AAV 3a hydrolysiert, und die Saure 25 (640 mg, 2.92
mmol, 99%) als farbloser Feststoff erhalten.

R; (Et,O/Pentan 1:2) 0.32. 'H-NMR (400 MHz, CDCl,): 1.23 (d, 3J(H,**C) = 4.6,
2 Me); 1.44, 1.46 (s, t-BuO); 3.04-3.09 (m, 0.5 CH,); 3.39-3.44 (m, 0.5 CH,);
5.02, 6.35 (dm, J(H,®N) = 90.9, NH). ¥3C-NMR (100 MHz, CDCl,): 22.90,
28.37 (Me); 4340, 43.77, 44.20 (C); 47.92, 48.03, 49.51, 49.61 (CH,); 79.40,
80.89, 156.12, 156.38, 181.22, 182.90 (C).

*Boc-p%2hAib(‘°N,*CH,)-p*?hAib-p>?hAib(}*CO)-OMe (26)

Das markierte Dipeptid 22 (812 mg, 2.45 mmol, 1 Equiv.) wurde gemass AAV 1
Boc-entschiitzt, in CHCl; (4.5 ml) gelést, und gemass AAV 4a mit Et;N (1.88 ml,
13.5 mmol, 5.5 Equiv.), HOBt (463 mg, 3.43 mmol, 1.4 Equiv.), der Saure 25
(630 mg, 2.87 mmol, 1.2 Equiv.) in CHCI; (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.

R, = 0.22 (AcOEt/Pentan 3:2). IR (CHCl;): 3446m, 3007m, 2977m, 2933m,
2872w, 1703s, 1652s, 1514s, 1490s, 1472s, 1392m, 1368m, 1310m, 1166s,
1144s, 916w, 858w. 'H-NMR (400 MHz, CDCl,): 1.17-1.19 (m, 6 Me); 1.42 (s,
t-BuO); 3.03 (d, 3J(H,NH) = 5.7, 0.5 CH,); 3.31-3.39 (m, 2.5 CH,); 3.71 (d,
3J(H,3C) = 3.8, MeO); 5.25 (br., }J(H,®N) = 91.1, NH); 6.47 (br., NH); 6.88
(br., NH). ¥C-NMR (100 MHz, CDCl,): 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 (CH,);
52.19, 52.22 (Me); 78.88 (C); 83.23 (CH,); 156.28, 156.54, 177.26, 177.56,
177.62,177.90, 178.18 (C).

*Boc-p%?hAib('°N,3CH,)-B*?hAib-p>2hAib(*CO)-OH (28)

Das markierte Tripeptid 26 (226 mg, 523 umol) wurde geméass AAV 3a hydroly-
siert, und die Saure 28 (222 mg, quant.) als farbloser Feststoff erhalten

'H-NMR (400 MHz, CDCl,): 1.17-1.23 (m, 6 Me); 1.42, 1.67 (s, t-BuO); 3.04—
3.05 (br., 0.5 CH,); 3.32-3.39 (m, 2.5 CH,); 5.24 (br., 1J(H,'*N) = 91.2, NH);
6.16-6.87 (br., 2 NH). 3C-NMR (100 MHz, CDCl,): 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 (CH,); 79.34 (C); 83.23 (CH,); 177.41, 180.07 (C).

*Boc-B2?hAib-p22hAib(°N,3CH,)-p%?hAib-p22hAib(}3CO)-OMe (29)

Das markierte Tripeptid 26 (206 mg, 476 umol, 1 Equiv.) wurde geméss AAV 1
Boc-entschitzt, in CHCI; (1 ml) gelést, und geméass AAV 4a mit Et;N (366 ml,
2.63 mmol, 5.5 Equiv.), HOBt (100 mg, 740 umol, 1.55 Equiv.), der Séure 11
(135 mg, 621 umol, 1.3 Equiv.) in CHCI; (2 ml) und EDC (165 mg, 861 pmol,
1.8 Equiv.) versetzt. Nach FC (CH,Cl,/MeOH 40:1) wurde das Tetrapeptid 29
(239 mg, 450 pmol, 95%) als farbloses Pulver erhalten.

R, = 0.17 (CH,Cl,/MeOH 40:1). 'H-NMR (500 MHz, CDCl,): 1.18-1.19 (m, 8
Me); 1.42 (s, t-BuO); 3.20 (d, 3J(H,NH) = 6.4, CH,); 3.30 (dd, J(H,®C) =
140.0, ®J(H,NH) = 5.4, CH,); 3.31-3.37 (m, 2 CH,); 3.71 (d, 3J(H,*C) = 3.8,
MeQ); 5.29 (br., NH); 7.00 (br., J(H,®N) = 91.0, NH); 7.04 (br., NH). ¥*C-NMR
(125 MHz, CDCl,): 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 (CH,); 52.22,
52.25 (Me); 78.82 (C); 83.29 (CH,); 156.43, 177.13, 177.24, 177.48, 177.70,
177.92,178.15,178.21 (C).
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*Boc-pZ2hAib(°N,3CH,)-p%?hAib-p%2hAib(*CO)-p>2hAib-OMe (31)

Das B?2-Aminosaurederivat 9 (150 mg, 648 umol, 1.3 Equiv.) wurde geméss
AAV 1 Boc-entschiitzt, in CHCIl; (1 ml) gelést, und geméass AAV 4a mit Et;N (383
ul, 2.74 mmol, 5.5 Equiv.), HOBt (105 mg, 773 umol, 1.55 Equiv.), der Séure
28 (209 mg, 499 umol, 1 Equiv.) in CHCI; (2 ml) und EDC (172 mg, 898 umol,
1.8 Equiv.) versetzt. Nach FC (CH,Cl,/MeOH 40:1) wurde das Tetrapeptid 31
(251 mg, 472 umol, 95%) als farbloses Pulver erhalten.

R; = 0.15 (CH,Cl,/MeOH 40:1). 'H-NMR (500 MHz, CDCl,): 1.17-1.19 (m, 8
Me); 1.42 (s, t-BuO); 3.06 (d, ®J(H,NH) = 5.8, 0.5 CH,); 3.30-3.35 (m, 3.5
CH,); 3.71 (s, MeQ); 5.29 (br., WJ(**N,H) = 91.1, NH); 6.48 (br., NH); 7.00-7.06
(br.,, 2 NH). ¥C-NMR (125 MHz, CDCl,): 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 (CH,); 52.24 (Me); 78.82(C); 83.23 (CH,); 156.31, 156.52, 177.20,
177.28,177.48, 177.68, 177.77, 177.92(C).

*Boc-p22hAib(1°N,3CH,)-p%2hAib-pZ2hAib(*CO)-B22hAib-
BZ2hAib('*N,3CH,)-p?2hAib-p22hAib(13CO)-OMe (33)

Das markierte Tetrapeptid 29 (225 mg, 423 umol, 1 Equiv.) wurde gemaéss
AAV 1 Boc-entschiitzt, in CHCI; (0.9 ml) gelést, und geméss AAV 4a mit Et;N
(324 ul, 2.33 mmol, 5.5 Equiv.), HOBt (89 mg, 656 umol, 1.55 Equiv.), der Séau-
re 28 (182 mg, 423 pmol, 1 Equiv.) in CHCIl; (1.5 ml) und EDC (146 mg, 761
umol, 1.8 Equiv.) versetzt. Nach FC (CH,Cl,/MeOH 25:1) wurde das Heptapep-
tid 33 (268 mg, 322 pumol, 76%) als farbloses Pulver erhalten.

R; = 0.13 (CH,Cl,/MeOH 25:1). IR (CHCl;): 3445m, 3008m, 2971m, 2933m,
2873w, 1702m, 1646s, 1497s, 1392w, 1368m, 1310m, 1170m, 987w, 88%w.
'H-NMR (400 MHz, CDCl;): 1.17-1.19 (m, 14 Me); 1.41 (s, t-BuO); 3.02 (d,
®J(H,NH) = 5.8, 0.5 CH,); 3.28-3.38 (m, 5.5 CH,); 3.29 (dd, J(H,*C) = 140.1;
8J(HNH) = 5.3, CH,); 3.71 (d, %J(H,3C) = 3.8, MeO); 5.30 (br., J(**N,H) =
90.9, NH); 6.48 (br., NH); 7.05-7.34 (br., 5 NH). *C-NMR (100 MHz, CDCl,):
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 (CH,); 52.22, 52.25 (Me); 78.77 (C); 83.33 (CH,);
156.28, 156.54, 177.20, 177.38, 177.46, 177.49, 177.62, 177.92, 178.19 (C).
HRMALDI: 854.6 (204, [M+Nal]*), 754.5 (100), 732.5 (33.3), 532.4 (16.7),
5014 (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-p%?hAib('°N,3CH,)-p%?hAib-p%2hAib(*CO)-p%2hAib('°N,*CH,)-
B%2hAib-pZ2hAib(*CO)-p%?hAib-OMe (35)

Das markierte Tetrapeptid 31 (236 mg, 444 umol, 1 Equiv.) wurde gemaéss
AAV 1 Boc-entschiitzt, in CHCIl; (0.9 ml) gelést und geméass AAV 4a mit Et;N
(340 pl, 2.44 mmol, 5.5 Equiv.), HOBt (93 mg, 688 umol, 1.55 Equiv.), der Séu-
re 28 (180 mg, 428 umol, 1 Equiv.) in CHCIl; (1.6 ml) und EDC (153 mg,
799 umol, 1.8 Equiv.) versetzt. Nach FC (CH,Cl,/MeOH 25:1) wurde das Hepta-
peptid 35 (299 mg, 359 umol, 84%) als farbloses Pulver erhalten.

R, = 0.15 (CH,Cl,/MeOH 25:1). IR (CHCl,): 3444m, 3007m, 2972s, 2933m,
2873w, 1710s, 1645s, 1509s, 1393w, 1368m, 1310m, 1158s, 989w, 889%w. 'H-
NMR (400 MHz, CDCl;): 1.17-1.19 (m, 14 Me); 141 (s, t-BuO); 3.02 (d,
*J(H,NH) = 6.1, 0.5 CH,); 3.29 (br., XJ(H,*C) = 138.0, CH,); 3.29-3.38 (m, 5.5
CH,); 3.71 (s, MeO); 5.30 (br., XJ(H,"®N) = 91.5, NH); 6.48 (br., NH); 7.12-7.36
(br., 5 NH). ¥C-NMR (100 MHz, CDCl,): 23.10, 23.64, 23.74, 23.79, 28.41
(Me); 41.86, 41.92, 42.02, 42.14, 42.27, 42.34, 4241, 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 (CH,); 52.25 (Me); 78.79 (C); 83.32 (CH,); 156.29, 156.55,
177.21, 177.26, 17730, 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), 5324 (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 p?2?3-Aminosauren und -Peptiden

Die B?*-Aminoséurederivate I-37/u-37, ent-1-37/ent-u-37, u-39 und u-40 wur-
den gemass Literaturvorschriften hergestellt [333-335,354,364]. Die in diesem
Abschnitt beschriebenen B%23-Derivate wurden von Dr. Th. Sifferlen im Rahmen
eines Postdoktorates in der Gruppe Seebach hergestellt.

(S)-3-[(tert-Butoxycarbonyl)amino]-2,2-dimethyl-buttersauremethyl-
ester (Boc-(S)-p22*hAla(a-Me,)-OMe; 38a)

Das Aminosaurederivat Boc-(3S)-p%°hAla(a-Me)-OMe 1-37/u-37 (7.48 g, 32.3
mmol) wurde geméass AAV 5 alkyliert. Nach FC (Et,O/Pentan 1:5) wurde das tri-
substituierte Aminosaurederivat 38a (5.89 g, 24.0 mmol, 74%) in Form farbloser
Kristalle erhalten.

Smp. 71-73 °C. R; = 0.31 (Et,O/Pentan 1:4). [} = -3.5 (c = 1.0, CHCl). IR
(KBr) : 3311m, 2978m, 1733s, 1694s, 1544s, 1456m, 1394m, 1367m, 1272s,
1178s, 1139s, 1106s, 1056s, 1006m, 939w, 872m, 783w, 772w, 689w, 550w.
'H-NMR (400 MHz, CDCL,): 1.09 (d, 2J(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). 3C-NMR (100 MHz, CDCl,) : 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+Nal*), 491
(5, [2M+1]%), 268 (39, [M+Nal*), 247 (7, [M+2]*), 246 (48, [M+1]*), 190
(100, [M=55]*), 146 (55, [M-Boc+1]*). Anal. ber. fiir C,H,;NO, (245.32):
C 58.75, H 9.45, N 5.71; gef. : C 58.89, H 9.50, N 5.67.

(R)-3-[(tert-Butoxycarbonyl)amino]-2,2-dimethyl-buttersauremethyl-
ester (Boc-(R)-p%2%3hAla(a-Me,)-OMe; ent-38a)

Das Aminosaurederivat Boc-(3R)-B%*hAla(a-Me)-OMe ent-1-37/ent-u-37 (4.29 g,
18.5 mmol) wurde geméass AAV 5 alkyliert. Nach FC (Et,O/Pentan 1:5) wurde
das trisubstituierte Aminosaurederivat ent-38a (3.18 g, 13.0 mmol, 70%) in Form
farblose Kristalle erhalten.

Smp. 71-73 °C. R; = 0.31 (Et,0O/Pentan 1:4). [} = +3.3 (c = 1.0, CHCL).
NMR-Daten in Ubereinstimmung mit den jenen von 38a.

Boc-[(S)-%?*hAla(a-Me,)],-OMe (38b)

Das B?23-Aminosaurederivat 38a (2.02 g, 8.23 mmol, 1 Equiv.) wurde geméss
AAV 1 Boc-entschiitzt, in CHCI; (9 ml) gel6st, und geméass AAV 4a mit Et;N (4
ml, 28.7 mmol, 3.5 Equiv.), HOBt (1.11 g, 8.24 mmol, 1 Equiv.), der Saure 48a
(1.90 g, 8.21 mmol) in CHCI; (27 ml) und EDC (1.89 g, 9.89 mmol, 1.2 Equiv.)
versetzt. Nach FC (CH,Cl,/CH;OH 72:1) wurde das Dipeptid 38b (2.70 g, 7.53
mmol, 91%) als farbloses Ol erhalten.

R; = 0.19 (CH,Cl,/CH;OH 72:1). [of* = -3.3 (c = 1.0, CHCl,). IR (CHCl,):
3682w, 3436w, 3036w, 3005m, 2985m, 1703s, 1641m, 1497s, 1456m, 1364m,
1344w, 1277w, 1164s, 1051m, 892w, 861w, 600w. 'H-NMR (400 MHz, CDCl,):
1.08 (d, 3J(H,CH) = 6.8, Me); 1.10 (d, ®J(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, *J(H,CH) = 9.1, NH). 3C-
NMR (100 MHz, CDCl,): 16.9, 174, 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]7), 382 (11,
[M+Na+1]"), 381 (55, [M+Na]*), 360 (20, [M+2]*), 359 (100, [M+1]*), 358
(2, [M]), 357 (3, [M-1]%), 303 (13, [M-55]%), 260 (18, [M-Boc+3]"), 259 (99,
[M-Boc+2]"). Anal. ber. fir 0.75 [C;sH3,N,O:] - 0.25 CHCI, (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)-p*?*hAla(a-Me,)],-OMe (38c)

Das Dipeptid 38b (309 mg, 0.86 mmol, 1 Equiv.) wurde geméass AAV 1 Boc-ent-
schtitzt, in CHCI; (1 ml) gel6st, und geméass AAV 4a mit Et;N (0.5 ml, 3.58 mmol,
4.2 Equiv.), HOBt (140 mg, 1.03 mmol, 1.2 Equiv.), der Saure 48b (297 mg,
0.86 mmol, 1 Equiv.) in CHCI; (3 ml) und EDC (199 mg, 1.03 mmol, 1.2 Equiv.)
versetzt. Nach FC (CH,Cl,/CH;OH 36:1) wurde das Tetrapeptid 38c (401 mg,
0.68 mmol, 80%) als farbloser Feststoff erhalten.

Smp. 137-139 °C. R; = 0.16 (CH,Cly/CH;0H 36:1). [of" = + 1.6 (c = 1.0,
CHCI,). IR (KBr): 3433m, 3367m, 2978m, 1717s, 1644s, 1517s, 1494s, 1461m,
1394m, 1378m, 1344m, 1306m, 1278m, 1250m, 1206m, 1178m, 1161m,
1128m, 1100w, 1050m, 978w, 894w, 778w, 640w. 'H-NMR (400 MHz, CDCl,):
1.05-1.14 (m, 4 Me); 1.19-1.32 (m, 8 Me); 1.42 (s, t-BuQ); 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, °J(H,CH) =
9.4, NH); 7.09 (d, 3J(H,CH) = 9.3, NH); 8.15 (d, *J(H,CH) = 8.3, NH); 8.26 (d,
*J(H,CH) = 8.6, NH). *C-NMR (100 MHz, CDCl,): 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, 454 (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]1%),
607 (78, [M+Nal]*), 587 (6, [M+3]*), 586 (31, [M+2]7), 585 (100, [M+1]"),
584 (1, [M]"), 583 (3, [M-1]17), 486 (20, [M-Boc+3]%), 485 (71, [M-Boc+2]%).

(S)-3-[(tert-Butoxycarbonyl)amino]-2,2 4-trimethyl-pentansaure-methyl-
ester (Boc-(S)-p%?*hVal(a-Me,)-OMe; 41)

Das p%3-Aminosaurederivat u-39 (2.19 g, 8.44 mmol) wurde geméss AAV 5 alky-
liert. Nach FC (Et,O/Pentan 1:4) und (CH,Cl,/Et,O 30:1) wurde das trisubstituier-
te Aminosaurederivat 41 (1.82 g, 6.65 mmol, 79%) als farbloses Ol erhalten.

R; = 0.35 (CH,Cly/Et,0 30:1). [oF* = 9.6 (c = 1.0, CHCL). IR (CHCl,): 3446w,
2974m, 1708s, 1503s, 1390m, 1369m, 1318w, 1159s, 1092w, 1026w, 985w,
903w, 867w, 826w. 'H-NMR (400 MHz, CDCl;): 2 Rotamere (Verhéltnis 9/1)
0.72 (d, ®J(H,CH) = 6.8, Me); 0.75 (d, °J(H,CH) = 6.8, Me); 0.90 (d, 3J(H,CH)
= 6.8, Me); 0.91 (d, 3J(H,CH) = 6.8, Me); 1.18 (s, Me); 1.19 (s, Me); 1.20 (s,
Me); 1.21 (s, Me); 1.44, 1.46 (s, t-BuO); 1.79-1.97 (m, CH + CH); 3.52 (dd,
*J(H,CH) = 3.8, ®J(H,NH) = 10.9, CHN); 3.61 (dd, 3J(H,CH) = 3.7, 3J(H,NH)
= 10.8, CHN); 3.67 (s, MeO); 4.79 (d, ®*J(H,CH) = 10.0, NH); 5.17 (d, *J(H,CH)
= 10.6, NH). *C-NMR (100 MHz, CDCl,): 16.9, 22.1, 23.1, 23.8, 24.0, 24.3,
284, 284 (Me); 29.2, 29.5 (CH); 45.6 (C); 51.8 (Me); 61.5, 62.8 (CH); 78.9,
79.7, 156.6, 177.8 (C). FAB-MS: 547 (27, [2M+1]%), 296 (6, [M+Na]*), 275
(10, [M+2]"), 274 (58, [M+1]7), 218 (100, [M-55]"), 174 (39, [M-Boc+2]7).
Anal. ber. fur C,,H,,NO, (273.37): C61.51, H9.95, N 5.12; gef.: C 61.36,
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H9.92, N 5.03.

(S)-3-[(tert-Butoxycarbonyl)amino]-2,2,4-trimethyl-pentansaure
(Boc-(S)-p2?3hVal(a-Me,)-OH; 42)

Das Aminosaurederivat 41 (1.14 g, 4.17 mmol, 1 Equiv.) wurde geméass AAV 3b
in TFE gel6st und mit 10N ag. NaOH (12.6 ml, 126 mmol, 30 Equiv.) versetzt,
und wahrend 24 h hydrolysiert. Die Saure 42 (1.06 g, 4.09 mmol, 98%) wurde
als farbloser Feststoff erhalten.

Smp. 161-163 °C. [of* = -14.6 (c = 1.0, CHCL). IR (KBr): 3299s, 29709s,
2658w, 1690s, 1674s, 1539s, 1478m, 1458m, 1406m, 1389m, 1367m, 1349w,
1297s, 1249s, 1174s, 1120w, 1040w, 1018m, 986m, 947w, 880m, 782w, 764w,
730w, 677w, 657w, 582w, 548w, 438w. 'H-NMR (400 MHz, CDCl,): 2 Rotamere
(Verhaltnis 85/15) 0.80 (d, 2J(H,CH) = 6.8, Me); 0.86 (d, *J(H,CH) = 6.5, Me);
0.94 (d, °J(H,CH) = 6.8, Me); 1.18-1.28 (m, 2 Me); 1.42-1.50 (m, t-BuO); 1.80—
1.92 (m, CH); 1.92-2.04 (m, CH); 3.63 (dd, 2J(H,CH) = 3.5, ®3J(H,NH) = 10.8,
CHN); 5.22 (d, ?*J(H,CH) = 10.7, NH); 5.70 (d, 3J(H,CH) = 10.7, NH). ¥C-NMR
(100 MHz, CDCly): 14.2, 15.6, 16.8, 17.6, 22.2, 23.6, 24.2, 28.4 (Me); 29.2,
29.9 (CH); 454 (C); 61.3, 62.3 (CH); 79.1, 804, 156.6, 183.3 (C). FAB-MS:
541 (4, [2M+Nal*), 519 (12, [2M+11%), 282 (17, [M+Na] ™), 260 (32, [M+1]7),
204 (100, [M-55]%), 160 (19, [M-Boc+21%).

(S)-3-[(tert-Butoxycarbonyl)amino]-2,2,5-trimethyl-hexanaaure-methyl-
ester (Boc-(S)-p%?*hLeu(a-Me,)-OMe; 43)

Das B2%-Aminosaurederivat u-40 (682 mg, 2.49 mmol) wurde geméss AAV 5 al-
kyliert. Nach FC (Et,O/Pentan 1:6) wurde das trisubstituierte Aminoséaurederivat
43 (542 mg, 1.88 mmol, 75%) als farbloses Ol erhalten.

R; = 0.35 (Et;O/Pentan 1:6). [} = -25.7 (c = 1.0, CHCL). IR (CHCl;): 3443w,
2956m, 2870w, 1710s, 1504s, 1470w, 1435w, 1392m, 1368m, 1292w, 1162s,
1111w, 1049w, 1005w, 880w, 658w, 626w, 600w. 'H-NMR (500 MHz, CDCL,):
2 Rotamere (Verhaltnis 85/15) 0.89 (d, *J(H,CH) = 6.7, Me); 0.92 (d, *J(H,CH)
= 6.5, Me); 1.17 (s, Me); 1.19 (s, Me); 1.13-1.22 (m, CH,); 1.43, 1.47 (s, t-BuO);
1.58-1.70 (m, CH); 3.68 (s, MeQ); 3.72-3.80 (m, CHN); 4.39 (d, 3J(H,CH) =
11.0, NH); 4.73 (d, 3J(H,CH) = 10.5, NH). ¥*C-NMR (125 MHz, CDCl,): 21.0,
214,222,231, 23.6, 23.9, 24.8 (Me); 25.2 (CH); 28.4 (Me); 40.8, 41.2 (CH,);
46.8 (C); 51.7 (Me); 55.0, 56.1 (CH); 78.9, 79.7, 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+1]%), 233 (20, [M-54]"), 232 (100, [M-55]"), 188 (68,
[M-Boc+2]"), 186 (38, [M-Boc]"). Anal. ber. fur C;;:H,,NO, (287.40): C 62.69,
H 10.17, N 4.87; gef.: C 62.53, H 9.97, N 4.67.
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Boc-[(S)-p*?*hAla(a-Me,)],-OMe (45a)

Das Tetrapeptid 38c (280 mg, 0.47 mmol, 1 Equiv) wurde geméass AAV 1 Boc-
entschitzt, in CHCI; (0.6 ml) gel6st, und gemass AAV 4a mit Et;N (0.5 ml, 3.58
mmol, 7.6 Equiv.), HOBt (78 mg, 0.57 mmol, 1.2 Equiv.), der Séure 48b (170
mg, 0.49 mmol, 1 Equiv.) in CHCI; (2 ml) und EDC (110 mg, 0.57 mmol, 1.2
Equiv.) versetzt. Nach 2xFC (CH,Cl,/CH;OH 18:1) wurde das Hexapeptid 45a
(197 mg, 0.24 mmol, 51%) als farbloser Feststoff erhalten.

Smp. 214-216 °C. R; = 0.26 (CH,Cly/CH;0H 18:1). [of* = + 3.8 (c = 1.0,
CHCL,). IR (KBr): 3356m, 2978m, 2878w, 1717s, 1639s, 1506s, 1456s, 1394w,
1372m, 1344w, 1306w, 1278w, 1244w, 1172m, 1128m, 1117w, 1050w, 944w,
917w, 889w, 772w, 644w, 594w. 'H-NMR (500 MHz, CDCl,): 1.02-1.16 (m, 6
Me); 1.17-1.38 (m, 12 Me); 1.42 (s, t-BuQO); 3.52-3.61 (m, CH); 3.73 (s, MeO);
3.78-3.90 (m, 4 CH); 3.93-4.03 (m, CH); 6.20 (d, *J(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, *J(H,CH) = 8.2, NH). *C-
NMR (125 MHz, CDCl,): 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, 1764, 177.6 (C). FAB-MS: &8 (21, [M+K-2]%), 836 (5,
[M+Na+2]7%), 835 (18, [M+Na+1]*), 833 (100, [M+Na-1]%), 831 (4, [M+Na-
31%), 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+1]*). ESI-MS
(pos.): 834 (100, [M+Na]*), 835 (46, [M+Na+1]").

Boc-[(S)-B*?*hAla(a-Me,)-(R)-p*%**hAla(a-Me,)];-OMe (45b)

Das Tetrapeptid 49b (172 mg, 0.29 mmol, 1 Equiv., siche Seite 160) wurde ge-
mass AAV 1 Boc-entschiitzt, in CHCI; (0.5 ml) gel6st, und geméss AAV 4a mit
Et;N (0.25ml, 1.79 mmol, 6.2 Equiv.), HOBt (47 mg, 0.35 mmol, 1.2 Equiv.),
der Saure 51a (101 mg, 0.29 mmol, 1 Equiv.) in CHCI; (1.3 ml) und EDC
(68 mg, 0.35 mmol, 1.2 Equiv.) versetzt. Nach FC (CH,CIl,/CH;OH 24:1) wurde
das Hexapeptid 45b (152 mg, 0.18 mmol, 64%) als farbloser Feststoff erhalten.
Smp. 244-246 °C (dec.). R; = 0.24 (CH,ClL,/CH,OH 18:0.75). [«F* = 0.4 (c =
1.0, CHCL,). IR (KBr): 3359m, 2967m, 2879w, 1711s, 1639s, 1511s, 1462s,
1393w, 1371m, 1366m, 1347w, 1309w, 1281w, 123%w, 1170m, 1127m,
1091w, 1050w, 1002w, 945w, 918w, 890w, 776w, 677w, 605w, 534w, 463w.
'H-NMR (500 MHz, CDCl;): 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); 3.78-3.89 (m, 4 CH); 3.95-4.03 (m,
CH); 6.15 (d, ®J(H,CH) = 9.3, NH); 7.11 (d, ®*J(H,CH) = 9.4, NH); 8.14 (d,
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®J(H,CH) = 8.5, NH); 8.26 (d, *J(H,CH) = 8.6, NH); 8.32-8.40 (m, 2 NH). 1*C-
NMR (125 MHz, CDCl,): 17.1, 17.2, 17.3, 17.3, 22.7, 22.8, 22.9, 23.0, 23.3,
2477, 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)-p223hAla(a-Me,)-(S)-p22*hAla(a-Me,)-(S)-pZ%3hAla(a-Me,)-(R)-
pZ23hAla(o-Me,)-(S)-p2%3hAla(a-Me,)-(S)-fZ2*hAla(a-Me,)-OMe (45c)
Das Tetrapeptid 52 (230 mg, 0.39 mmol, 1 Equiv., siehe Seite 161) wurde ge-
mass AAV 1 Boc-entschiitzt, in CHCIl; (0.5 ml) gelést, und gemass AAV 4a mit
Et;N (0.3 ml, 2.15 mmol, 5.5 Equiv.), HOBt (63 mg, 0.47 mmol, 1.2 Equiv.), der
Saure 48b (136 mg, 0.39 mmol, 1 Equiv.) in CHCI; (1.7 ml) und EDC (91 mg,
0.47 mmol, 1.2 Equiv.) versetzt. Nach FC (CH,Cl,/CH;OH 24:1) wurde das
Hexapeptid 45¢ (211 mg, 0.26 mmol, 66%) als farbloser Feststoff erhalten.

Smp. 224-225°C. R; = 0.35 (CH,Cl,/CH;OH 18:1). [of* = + 2.9 (c = 1.0,
CHCI,). IR (KBr): 3364m, 2975m, 1713s, 1639s, 1501s, 1392w, 1374m, 1341w,
1171m, 1128m, 1049w, 1004w, 945w, 920w, 890w, 775w, 670w, 605w, 458w.
H-NMR (500 MHz, CDCl,): 1.04-1.16 (m, 6 Me); 1.18-1.35 (m, 12 Me); 1.42 (s,
t-BuQ); 3.52-3.62 (m, CH); 3.73 (s, MeO); 3.78-3.91 (m, 4 CH); 3.92-4.03 (m,
CH); 6.20 (d, 3J(H,CH) = 9.4, NH); 7.10 (d, 3J(H,CH) = 9.4, NH); 8.18 (d,
8J(H,CH) = 8.3, NH); 8.30 (d, ®J(H,CH) = 8.6, NH); 8.32-8.43 (m, 2 NH). 3C-
NMR (125 MHz, CDCl,): 16.9, 17.0, 17.1, 17.2, 174, 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,
444, 45.1, 454 (C); 51.7 (CH); 52.2 (Me); 52.7, 52.8, 52.9, 53.0, 54.0 (CH);
784, 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)-p%%3hVal(a-Me,)-(S)-pZ?*hAla(a-Me,)-(S)-p2%*hLeu(a-Me,)],-
OMe (46a)

Das Tripeptid 56 (101 mg, 0.18 mmol, 1 Equiv., siche Seite 162) wurde gemass
AAV 1 Boc-entschiitzt, und geméass AAV4b mit der Saure 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 CHCIl; (1 ml) versetzt (Reaktionszeit: 2.5 d).
Nach FC (CH,ClL/CH;OH 36:1) wurde das Hexapeptid 46a (133 mg,
0.13 mmol, 75%) als farbloser Feststoff erhalten.

[fF = -17.1 (c = 1.0, CHCl). 'H-NMR (400 MHz, CDCl,): 0.75 (d, *J(H,CH) =
6.9, Me); 0.77 (d, °J(H,CH) = 6.9, Me); 0.84 (d, °J(H,CH) = 6.6, Me); 0.87-0.97
(m, 7 Me); 1.09 (s, Me); 1.10 (s, Me); 1.13-1.41 (m, 10 Me, 2 CH,); 1.43 (s,
t-BuO); 1.41-1.57 (m, 2 CH); 1.90-2.08 (m, 2 CH); 3.42 (dd, *J(H,CH) = 2.7,
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*J(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, °*J(H,CH) = 10.0, NH); 6.57 (d, *J(H,CH) = 10.0,
NH); 7.77 (d, *J(H,CH) = 9.6, NH); 8.27-8.36 (m, 2 NH); 8.38 (d, °*J(H,CH) =
8.4, NH). *C-NMR (100 MHz, CDCl;): 16.8, 16.8, 17.0, 17.1, 21.5, 21.7, 22.9,
229, 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 (CH,); 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+1]"), 734 (40, [M-217]%), 733 (93, [M-218]*).

TFA-H-[(S)-p%>?hVal(a-Me,)-(S)-p>%*hAla(a-Me,)-(S)-pZ?3*hLeu(a-Me,)] -
OH (46c¢)

Das Hexapeptid 46a (90 mg, 94 umol, 1 Equiv.) wurde geméss AAV 3b in TFE
gelost und mit 10N ag. NaOH (0.5 ml, 5 mmol, 50 Equiv.) versetzt. Nach 4 d
wurde die Reaktionsmischung nochmals mit 10N aq. NaOH (0.5 ml, 5 mmol, 50
Equiv.) versetzt, und wahrend 8 d auf 50 °C erwarmt bis die Rkt. vollstandig ab-
gelaufen war. Die erhaltene Saure 46b (88 mg, 93 umol, 99%) wurde gemaéss
AAV 1 Boc-entschiitzt. Die RP-HPLC Analyse (Nucleosil 100-7 Cg-Séaule) wurde
mit einem linearen Gradienten von A (0.1% TFA in H,O) und B (MeCN) bei ei-
ner Durchflussrate von 1 ml/min mit UV-Detektion bei 220 nm durchgefthrt. t; in
min. Das Rohprodukt wurde mittels prép. RP-HPLC gereinigt, mit einem Gradi-
enten von A und B (30% bis 70% B in 20 min), bei einer Durchflussrate von
20 ml/min. Nach der Lyophilisation wurde das entschiitzte Hexapeptid 46c¢
(52 mg, 54 umol, 58%) als volumindser, farbloser Feststoff erhalten.

(S)-3-[(tert-Butoxycarbonyl)amino]-2,2-dimethyl-buttersaure
(Boc-(S)-p%?3hAla(a-Me,)-OH; 48a)

Das B%?*-Aminosaurederivat 38a (3.14 g, 12.8 mmol, 1 equiv.) wurde in TFE
(11 ml) gelost, und geméass AAV 3b mit 10N ag. NaOH (25.6 ml, 256 mmol, 20
Equiv.) versetzt, und wahrend 8 h hydrolysiert. Die Saure 48a (2.92 g, 12.6
mmol, 99%) wurde als farbloser Feststoff erhalten.

Smp. 165-167 °C (dec.). [ofF = 2.2 (¢ = 1.0, CHCL). IR (KBr): 3300m,
3244m, 3089w, 2978m, 2544w, 1694s, 1644s, 1456m, 1406s, 1367m, 1283m,
1167m, 1144m, 1094m, 1056m, 972w, 861w, 844w, 778w, 689w, 633w, 578w,
517w, 450w. 'H-NMR (400 MHz, CDCl,): 1.16 (d, 3J(H,CH) = 6.8, Me); 1.22 (s,
Me); 1.25 (br., Me); 1.45 (s, t-BuO); 3.74-3.85 (m, CH); 5.08 (d, °J(H,CH) =
9.6, NH). *C-NMR (100 MHz, CDCl,): 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]7), 254 (45, [M+Na]*), 232 (57, [M+1]7), 176 (100, [M-55]"), 132 (24,
[M-Boc+2]%), 130 (21, [M-Boc]").

Boc-[(S)-p%%*hAla(a-Me,)],-OH (48b)

Das Dipeptid 38b (1.59 g, 4.43 mmol, 1 Equiv.) wurde in TFE (3.7 ml) gel6st,
und gemaéass AAV 3b mit 10N ag. NaOH (8.9 ml, 89 mmol, 20 Equiv.) versetzt,
und wahrend 6.5 h hydrolysiert. Die Saure 48b (1.57 g, 4.09 mmol, 98%) wurde
als farbloser Feststoff erhalten.

[T = + 1.9 (c = 1.0, CHCL). IR (KBr): 3411w, 2978m, 2933w, 1700s, 1644s,
1522s, 1456m, 1394m, 1367m, 1250m, 1167s, 1056m, 894w, 867w, 756w,
600w. 'H-NMR (500 MHz, CDCl,): 1.05-1.30 (m, 6 Me); 1.38-1.52 (m, t-BuO);
3.60-4.19 (m, 2 CH); 5.71-5.89 (m, 0.6 NH); 6.45-6.67 (m, 0.5 NH); 6.70-6.88
(m, 0.6 NH); 7.30-7.40 (m, 0.3 NH). ®*C-NMR (125 MHz, CDCl;): 16.1, 16.6,
16.9,17.2,17.3, 22.6, 22.8, 23.2, 24.0, 24.4, 254, 28.3, 28.4, 28.5 (Me); 45.0,
454, 45.6, 46.1 (C); 51.1, 51.7, 52.9, 53.5 (CH); 79.0, 81.3, 156.0, 157.9,
1752, 176.1, 180.8, 182.2 (C). FAB-MS: 711 (11, [2M+Na]*), 368 (17,
[M+Na+1]"), 367 (86, [M+Nal]*), 346 (19, [M+2]*), 345 (100, [M+1]*), 344
(3, M*), 343 (7, [M-11%), 289 (23, [M-55]"), 246 (9, [M-Boc+3]"), 245 (56,
[M—Boc+2]7).

Boc-(S)-p??3hAla(a-Me,)-(R)-Z?3hAla(a-Me,)-OMe (49a)

Das p*%3-Aminoséurederivat ent-38a (884 mg, 3.60 mmol, 1 Equiv.) wurde ge-
mass AAV 1 Boc-entschiitzt, in CHCI; (4 ml) gel6st, und geméss AAV 4a mit Et;N
(1.6 ml, 11.47 mmol, 3.2 Equiv.), HOBt (584 mg, 4.32 mmol, 1.2 Equiv.), der
Saure 48a (833 mg, 3.60 mmol, 1 Equiv.) in CHCI; (18 ml) und EDC (829 mg,
4.32 mmol, 1.2 Equiv.) versetzt. Nach FC (CH,CL,/CH;OH 72:1) wurde das Di-
peptid 49a (996 mg, 2.77 mmol, 77%) als farbloser Feststoff erhalten.

Smp. 83-90°C. R; = 0.15 (CH,Cl/CH;OH 72:1). [of* = +4.8 (c = 1.0,
CHCL,). IR (KBr): 3364m, 3304m, 2984m, 1736s, 1691s, 1638s, 1526s, 1477m,
1458m, 1403w, 1362m, 1272m, 1174m, 1148m, 1121m, 1090m, 1053m,
1028w, 1009w, 954w, 918w, 898w, 870w, 850w, 811w, 788w, 758w, 663w,
637w, 460w. 'H-NMR (500 MHz, CDCl,): 1.09 (d, °J(H,CH) = 6.7, Me); 1.10 (d,
%J(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, MeQ); 3.98-4.07 (m, CH); 5.88 (br. d, 3J(H,CH) = 9.2,
NH); 6.76 (br. d, *J(H,CH) = 9.1, NH). ¥C-NMR (125 MHz, CDCl,): 17.1, 17.2,
22.7, 23.2, 24.3, 24.5, 28.5 (Me); 45.4, 459 (C); 51.2 (CH); 52.1 (Me); 53.8
(CH); 78.7, 1559, 1758, 177.5 (C). FAB-MS: 717 (9, [2M]*), 382 (4,
[M+Na+1]"), 381 (20, [M+Na]"), 360 (22, [M+2]"), 359 (100, [M+1]7), 358
(2, M%), 303 (15, [M-55]"), 260 (17, [M-Boc+3]"), 259 (99, [M-Boc+2]").
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Anal. ber. fir C,sHy,N,O5 (358.47): C 60.31, H 9.56, N 7.81; gef.: C 60.25, H
9.51, N 7.77.

Boc-[(S)-p%%*hAla(a-Me,)-(R)-p%%3hAla(a-Me,)],-OMe (49b)

Das Dipeptid 49a (180 mg, 0.50 mmol, 1 Equiv.) wurde gemass AAV 1 Boc-ent-
schtitzt, in CHCI; (0.6 ml) gelést, und geméass AAV 4a mit Et;N (0.35 ml, 2.51
mmol, 5 Equiv.), HOBt (81 mg, 0.60 mmol, 1.2 Equiv.), der Saure 51a (173 mg,
0.50 mmol, 1 Equiv.) in CHCI; (1.75ml) und EDC (115 mg, 0.60 mmol, 1.2
Equiv.) versetzt. Nach FC (CH,Cl,/CH;OH 36:1) wurde das Tetrapeptid 49b
(219 mg, 0.37 mmol, 75%) als farbloser Feststoff erhalten.

Smp. 174-176 °C. R; = 0.17 (CH,Cl,/CH;OH 36:1). [« = -1.2 (c = 1.0,
CHCI,). IR (KBr): 3462m, 3368s, 2972s, 1743s, 1713s, 1643s, 1506s, 1391m,
1373m, 1338m, 1313m, 1275m, 1231m, 1157s, 1128m, 1098m, 1048m,
1004w, 986w, 945w, 920w, 897w, 856w, 832w, 766w, 668m, 603m, 461w. *H-
NMR (400 MHz, CDCl): 1.07 (d, 3J(H,CH) = 6.5, Me); 1.09 (d, *J(H,CH) = 7.0,
Me); 1.10 (d, 2J(H,CH) = 6.7, Me); 1.13 (d, ®J(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); 3.77-3.90 (m, 2 CH);
3.94-4.05 (m, CH); 6.12 (d, °*J(H,CH) = 9.5, NH); 7.08 (d, 3J(H,CH) = 9.3,
NH); 8.08 (d, ®*J(H,CH) = 8.4, NH); 8.18 (d, 3J(H,CH) = 8.5, NH). 3C-NMR
(100 MHz, CDCl,): 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, 444, 45.1, 45.7 (C); 51.6 (CH); 52.1 (Me); 52.7, 52.8,
54.1 (CH); 784, 156.0, 175.9, 1764, 177.6 (C). FAB-MS: 608 (12,
[M+Na+1]1%), 607 (39, [M+Nal*), 587 (6, [M+3]%), 586 (32, [M+2]"), 585
(100, [M+1]%), 584 (2, [M]7), 583 (3, [M-1]"), 487 (4, [M-Boc+4]"), 486 (24,
[M-Boc+3]%), 485 (83, [M-Boc+21%), 441 (26, [M-143]").

Boc-(S)-p%>?*hAla(a-Me,)-(R)-p%%3hAla(a-Me,)-OH (51a)

Das Dipeptid 49a (593 mg, 1.65 mmol, 1 Equiv.) wurde in TFE (1.5 ml) gel6st,
und gemass AAV 3b mit 10N ag. NaOH (3.3 ml, 33 mmol, 20 Equiv.) versetzt,
und wahrend 2.5 h hydrolysiert. Die Saure 51a (542 mg, 1.57 mmol, 95%) wur-
de als farbloser Feststoff erhalten.

Smp. 146-149 °C. [} = + 4.6 (c = 1.0, CHCL). IR (KBr): 3430m, 3315w,
2982s, 1740s, 1666s, 1638s, 1535s, 1476w, 1449w, 1400w, 1365m, 1320w,
1276m, 1255w, 1225m, 1156s, 1095w, 1059m, 921w, 894w, 864w, 805w,
786w, 740w, 721w, 632w, 584w, 451w. 'H-NMR (400 MHz, CDCl,): 1.01-1.31
(m, 6 Me); 1.36-1.55 (m, t-BuO); 3.56-3.70 (m, 0.67 CH); 3.91-4.14 (m, 1.33
CH); 5.83 (d, °J(H,CH) = 8.8, 0.67 NH); 6.27-6.42 (m, 0.33 NH); 6.73 (d,
*JH,CH) = 8.2, 0.67 NH); 7.10-7.21 (m, 0.33 NH). ®*C-NMR (100 MHz,
CDCl,): 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+1]%), 344 (2, M™), 343 (3, [M-1]"), 289 (25, [M-55]"),
246 (17, [M-Boc+3]%), 245 (100, [M-Boc+2]%), 243 (6, [M-Boc]").

Boc-(S)-p??3hAla(a-Me,)-(R)-p2?3hAla(a-Me,)-(S)-p2%3hAla(a-Me,)-
(S)-p2%3hAla(a-Me,)-OMe (52)

Das Dipeptid 38b (310 mg, 0.86 mmol, 1 Equiv.) wurde geméass AAV 1 Boc-ent-
schutzt, in CHCI; (1 ml) gel6st, und geméss AAV 4a mit Et;N (0.6 ml, 4.29 mmol,
5 Equiv.), HOBt (50 mg, 0.36 mmol, 0.4 Equiv.), der Saure 51a (297 mg, 0.86
mmol, 1 Equiv.) in CHCI; (3 ml) und EDC (199 mg, 1.03 mmol, 1.2 Equiv.) ver-
setzt. Nach 2 x FC (CH,Cl,/CH;OH 36:1) wurde das Tetrapeptid 52 (302 mg,
0.51 mmol, 60%) als farbloser Feststoff erhalten.

Smp. 168-170°C. R; = 0.18 (CH,Cl,/CH,OH 36:1). [} = -3.5 (c = 1.0,
CHCL,). IR (KBr): 3390m, 2976m, 1712s, 1643s, 1508s, 1457s, 1392m, 1374m,
1338m, 1312m, 1271m, 1171m, 1129m, 1098w, 1050m, 1002w, 948w, 920w,
898w, 774w, 651w, 604w, 451w. 'H-NMR (400 MHz, CDCL,): 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);
3.78-3.91 (m, 2 CH); 3.94-4.04 (m, CH); 6.12 (d, 3J(H,CH) = 9.3, NH); 7.07
(d, SSJ(H,CH)= 9.2, NH); 8.09 (d, °*J(H,CH) = 8.6, NH); 8.22 (d, 3J(H,CH) =
8.7, NH). 3C-NMR (100 MHz, CDCl,): 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, 454 (C); 51.7 (CH);
52.1 (Me); 52.7, 54.0 (CH); 784, 156.0, 175.9, 176.3, 176.5, 177.6 (C). FAB-
MS: 608 (7, [M+Na+1]1%), 607 (22, [M+Na]*), 587 (7, [M+3]"), 586 (33,
[M+2]"), 585 (100, [M+1]"), 584 (2, [M]*), 583 (3, [M-1]"), 486 (19, [M-
Boc+3]7"), 485 (65, [M-Boc+2]1%).

Boc-(S)-p?3hVal(a-Me,)-(S)-p>23hAla(a-Me,)-OMe (54)

Das p?%3-Aminoséurederivat 38a (588 mg, 2.39 mmol, 1 Equiv.) wurde geméss
AAV 1 Boc-Entschiitzt, in CHCI; (5.5 ml) gelést, und gemass AAV 4a mit Et;N
(1.1 ml, 7.89 mmol, 3.3 Equiv.), HOBt (389 mg, 2.87 mmol, 1.2 Equiv.), der
Saure 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 (CH,CL,/CH;OH 72:1) wurde das
Dipeptid 54 (696 mg, 1.80 mmol, 75%) als farbloses Ol erhalten.

R; = 0.19 (CH,Cl,/CH;OH 72:1). [} = -2.8 (¢ = 1.0, CHCL). IR (CHCl,):
3422m, 2978m, 1702s, 1643m, 1495s, 1392m, 1366m, 1318w, 1162s, 1090m,
1040w, 1021w, 981w, 911w, 862w, 657w, 650w, 606w. 'H-NMR (400 MHz,
CDClL,): 0.77 (d, °J(H,CH) = 6.8, Me); 0.95 (d, J(H,CH) = 6.8, Me); 1.07 (d,
8J(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, °J(H,CH) = 2.9, 3J(H,NH) = 10.2, CH); 3.73 (s,
MeO); 3.87-3.98 (m, CH); 6.10 (br. d, °*J(H,CH) = 10.2, NH); 6.93 (br. d,
’J(H,CH) = 9.1, NH). 3C-NMR (100 MHz, CDCl,): 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); 784, 156.9, 176.8, 177.5 (C). FAB-MS: 773 (9, [2M+1]"), 410 (6,
[M+Na+1]1%), 409 (28, [M+Nal]*), 389 (5, [M+3]%), 388 (31, [M+2]"), 387
(100, [M+1]%), 386 (3, [M]*), 385 (5, [M-11%), 331 (11, [M-55]%), 289 (4, [M-
Boc+4]"), 288 (19, [M-Boc+3]%), 287 (76, [M-Boc+2]"). Anal. ber. fir
CyoH3sN,O5 (386.51): C 62.15, H9.91, N 7.25; gef.: C 62.29, H 9.80, N 7.21.

Boc-(S)-pZ?3hVal(a-Me,)-(S)-pZ?*hAla(a-Me,)-OH (55)

Das Dipeptid 54 (668 mg, 1.72 mmol, 1 Equiv.) wurde geméss AAV 3b in TFE
gelost und mit 10N aqg. NaOH (3.45 ml, 34.5 mmol, 20 Equiv.) versetzt, und
wahrend 10 h hydrolysiert. Die Saure 55 (640 mg, 1.71 mmol, 99%) wurde als
gelbliches Ol erhalten.

F = -1.8 (c = 1.0, CHCL). IR (CHCL): 3428m, 2979m, 1694s, 1641m,
1496s, 1392m, 1367m, 1168s, 1123w, 1089m, 1040w, 1022w, 998w, 909w,
843w, 637w, 600w. 'H-NMR (500 MHz, CDCL,): 2 Rotamere (Verhaltnis 50/50)
0.78 (d, ®3J(H,CH) = 6.8, Me); 0.87 (d, °J(H,CH) = 6.7, Me); 0.94 (d, 3J(H,CH)
= 6.8, Me); 0.98 (d, %J(H,CH) = 6.8, Me); 1.11 (d, 3J(H,CH) = 6.7, Me); 1.13
(d, 3J(H,CH) = 6.7, Me); 1.19-1.27 (m, 8 Me); 1.44, 1.46 (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, ®J(H,CH) = 10.1, 0.5 NH); 6.73-6.83 (m, 0.5 NH);
6.93 (d, °J(H,CH) = 9.3, 0.5 NH); 7.39 (d, ®*J(H,CH) = 9.5, 0.5 NH).*C-NMR
(125 MHz, CDCl;): 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+11*), 395 (32,
[M+Nal*), 375 (5, [M+3]%), 374 (32, [M+2]"), 373 (100, [M+1]"), 372 (3,
[M]7%), 317 (19, [M-55]%), 274 (22, [M-Boc+3]%), 273 (99, [M-Boc+2]%), 271
(5, [M=Boc]™).

Boc-(S)-p***hVal(a-Me,)-(S)->**hAla(a-Me,)-(S)-f>*°hLeu(c-Me,)-OMe (56)
Das p**°-Aminoséurederivat 43 (332 mg, 1.15 mmol, 1 Equiv.) wurde gemass
AAV 1 Boc-entschiitzt, und geméass AAV 4b mit der Saure 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 CHCI; (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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LE = -17.1 (c = 1.0, CHCL). IR (KBr): 3456m, 3366m, 2972s, 1716s, 1646s,
1498s, 1391m, 1365s, 1315m, 1261m, 1175s, 1086m, 1039w, 1023w, 1001w,
933w, 911w, 862w, 772w, 624w, 454w. 'H-NMR (400 MHz, CDCL): 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, 2J(H,CH) = 6.8, Me); 1.08 (d, *J(H,CH) = 6.6, Me); 1.17-1.36 (m,
2 CH); 1.20-1.30 (m, 6 Me); 1.44 (s, BuO); 1.40-1.54 (m, CH); 1.90-2.01 (m,
CH); 3.43 (dd, ®J(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). 3C-NMR (100 MHz,
CDCL): 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 (CH,); 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+1]*), 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. fiir CooH:N;O; (541.77): C 64.29, H 10.23, N 7.76:
gef. : C 64.06, H 10.04, N 7.81.

Boc-(S)-p%**HVal(a-Me,)-(S)-p>**hAla(a-Me,)-(S)-p>**hLeu(a-Me,)-OH (58)
Das Tripeptid 56 (267 mg, 0.49 mmol, 1 Equiv.) wurde geméss AAV 3b in TFE
gelést und mit 10N ag. NaOH (0.99 ml, 9.9 mmol, 20 Equiv.) versetzt, und wéh-
rend 24 h hydrolysiert. Die Saure 58 (258 mg, 0.48 mmol, 99%) wurde als farb-
loser Feststoff erhalten, und ohne weitere Reinigung eingesetzt.

9.6 Herstellung von a-Methylen-B*-aminosiduren und -peptiden

Boc-[(S)-p*hVal(a-CH,)-(S)-p*hAla(a-CH,)-(S)-p*hLeu(a-CH,)],-OMe 66
Das Tripeptid 82 (37 mg, 75 umol, 1 Equiv., siche Seite 175) wurde gemaéss
AAV 1 Boc-entschiitzt, zusammen mit der Tripeptidsaure 84 (44 mg, 91 umol,
1.2 Equiv.) in CHCIl; (12 ml) gelost, und geméss AAV 4a mit Et;N (77 pl,
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 (CH,Cl,/MeOH 30:1, CHCl;/MeOH
60:1, 70:1) wurde das Hexapeptid 66 (54 mg, 63 umol, 84%) als farbloser Fest-
stoff erhalten. Weitere Reinigung erfolgte mittels FC (CH,Cl,/MeOH 220:1) und
prép. RP-HPLC.

Die RP-HPLC Analyse (Nucleosil 100-7 Cg-Séule) wurde mit einem linearen Gra-
dienten von A (0.1% TFA in H,0) und B (MeCN) bei einer Durchflussrate von
1 ml/min mit UV-Detektion bei 220 nm durchgefiihrt. Das Rohprodukt wurde
mittels prap. RP-HPLC gereinigt, mit einem Gradienten von A und B (2% bis
98% B in 35 min), bei einer Durchflussrate von 20 ml/min. Nach der Lyophilisa-
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tion wurde das entschiitzte Hexapeptid 66 (52 mg, 54 umol, 58%) als sehr volu-
minoser, farbloser Feststoff erhalten.

Smp. 208-220 °C (Zers.). R, = 0.19 (CHCIy/MeOH 60:1). IR (CHCl;): 3621w,
3426w, 3005m, 2972m, 2872w, 1703m, 1662s, 1617s, 1493s, 1456m, 1390m,
1369m, 1333w, 1174m, 1045m, 944m, 877w. 'H-NMR (500 MHz, CD,OH/
CDCl; 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); 144 (s, tBuO); 1.47-1.67 (m, 2 CH + 2 CH,); 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); 5441, 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). ¥C-NMR (125 MHz, CD,OH/CDCl; 80:20, ca. 9 mg/ml)
18.82, 19.48, 20.13, 20.24, 20.35, 2041, 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 (CH,); 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 (CH,); 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-geschiitzten a-Aminosauren zu ge-
schiitzten B*-Aminoséurederivaten [362,363,415,443].

R R R (0]
i) i)
BOC\NJﬁ(OH e BOC\N%NQ —_— BOC\NJ\/U\OMe

H 0 H o H

68 68n2 69

(0]

H . H H
S S )
Boc Boc Boc

68d 68dy> 69d

Schema 26. Fir die Substanznummerierungen 68, 68, und 69 gilt a: R = Me, b: R = iPr, ¢: R = iBuy;
i) 1. Et;N, CICO,i-Bu, THF, —20 °C 2. CH,N,, Et,0, 0 °C; ii) CF;CO,Ag, NMM, MeOH, -25 °C — RT; iii)
PhCO,Ag, Et;N, MeOH, 25 °C — RT.
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(S)-3-[(tert-Butoxycarbonyl)amino]-butansauremethylester
(Boc-(S)-p*hAla-OMe 69a)

Das Aminosaurederivat Boc-Ala-OH 68a (29.3 g, 155 mmol) wurde gemaéss
AAV 6a mit Diazomethan umgesetzt. Nach FC (Pentan/AcOEt 2:1) wurde das Di-
azoketon 68ay, (25.8 g, 121 mmol, 78%) als gelbes Pulver erhalten. Die physika-
lischen Daten stimmen mit den Literaturwerten tiberein [444].

Umsetzung des Diazoketons 68ay, (6.15 g, 28.9 mmol) gemass AAV 6b ergab
nach FC (Pentan/AcOEt 5:1) das B3-Aminosaurederivat 69a (6.02 g, 27.7 mmol,
96%) in Form farbloser Kristalle. Die physikalischen Daten stimmen mit den Lite-
raturwerten Uberein [445].

(R)-3-[(tert-Butoxycarbonyl)amino]-4-methylpentansauremethylester
(Boc-(R)-p3hVal-OMe 690)

Das Aminosaurederivat Boc-Val-OH 68b (33.2 g, 153 mmol) wurde gemass
AAV 6a mit Diazomethan umgesetzt. Nach FC (Pentan/Et,O 3:2) wurde das Di-
azoketon 68by, (24.7 g, 103 mmol, 67%) in Form gelber Kristalle erhalten. Die
physikalischen Daten stimmen mit den Literaturwerten tiberein [444].

Umsetzung des Diazoketons 68by, (6.97 g, 28.9 mmol) geméass AAV 6b ergab
nach FC (Pentan/AcOEt 7:1) das B*-Aminoséurederivat 69b (6.93 g, 28.3 mmol,
98%) als farbloses Ol. Die physikalischen Daten stimmen mit den Literaturwerten
tberein [334].

(S)-3-[(tert-Butoxycarbonyl)amino]-5-methylhexansauremethylester
(Boc-(S)-p*hLeu-OMe 69c)

Das Aminosaurederivat Boc-Leu-OH 68c (35.3 g, 153 mol) wurde gemass
AAV 6a mit Diazomethan umgesetzt. Nach Umkristallisation (Hexan/AcOEt) und
FC (Pentan/Et,O 3:1) wurde das Diazoketon 68cy, (28.7 g, 113 mmol, 74%) als
gelbes Pulver erhalten. Die physikalischen Daten stimmen mit den Literaturwerten
Uberein [446].

Umsetzung des Diazoketons 68cy, (7.38 g, 28.9 mmol) gemass AAV 6b ergab
nach FC (Pentan/AcOEt 7:1) das B3-Aminosaurederivat 69c¢ (6.78 g, 26.0 mmol,
90%) als farbloses Ol. Die physikalischen Daten stimmen mit den Literaturwerten
Uberein [446].

(S)-2-Carboxymethyl-pyrrolidin-1-carbonsaure-tert-butylester
(Boc-(S)-p*hPro-OMe; 69d)

Das Aminosaurederivat Boc-Pro-OH 68d (26.9 g, 125 mmol) wurde gemass
AAV 6a mit Diazomethan umgesetzt. Nach FC (AcOEt/Pentan 1:3) wurde das Di-
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azoketon 68dy, (22.9 g, 96 mmol, 77%) als gelbes Wachs!” erhalten. Die physi-
kalischen Daten stimmen mit den Literaturwerten tiberein [360,447,448].

Zu einer Lsg. des Diazoketons 68dy, (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(PhCO,) (463 mg, 2.02 mmol) in Et;N (7.47 ml,
53.6 mmol) zugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde wéhrend 4 h auf RT aufwar-
men gelassen, mit AcOEt verdiinnt, und die org. Phase gewaschen mit ges.
NaHCO; (1x), ges. NH,CI (1x) und ges. NaCl-Lsg. (1x), tiber Na,SO, getrocknet
und am RV eingeengt. Nach FC (Et,O/Pentan 1:2) wurde das p3-Aminosaurederi-
vat 69d (4.14 g, 17 mmol, 93%) als farbloses Ol erhalten. Die physikalischen Da-
ten stimmen mit den Literaturwerten tiberein [448,449].

Herstellung der Chlormethylsulfid-Derivate 70a und 70b.

5C S0,Clp s-C
CH.Cl,
70a

a)

RT, 90min
Thioanisol

b) KOH/TEBAC

SH - s ¢
CH,CIBr
70b

RT, 20 min

Schema 27 a) Thioanisol wird nur an der Methylgruppe chloriert (bei Dialkylsulfiden kénnen Regioselek-
tivitatsprobleme auftreten) [450]. Die Rkt. verlauft mit guter Ausbeute. b) Bei der Chlormethylierung von
tert-Butylthiol erwarmt sich die Reaktionsmischung, Wasserkiithlung ist zu empfehlen [451]. Die Rkt. ver-
l&uft mit massigen Ausbeuten. VORSICHT: GERUCHSBELASTIGUNG MOGLICH!

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 SO,Cl, (3.65 ml, 45 mmol) in CH,Cl,
(5 ml) zugetropft (Gasentwicklung). Die Lsg. wurde wahrend 1.5 h bei RT ge-
rihrt, und anschliessend am RV eingeengt. Der Riickstand wurde in 150 ml Et,O
gelost, mit halbges. NaHCO;, 5% NaS,0; und ges. NaCl-Lsg. gewaschen, tiber
MgSQO, 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 tberein [452].

170 Das Diazoketon wurde im Rahmen der Diplomarbeit von Kurt Végtli 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 CH,CIBr (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 gertihrt, und erwarm-
te sich leicht. Das Wasserbad wurde nach 5 min. entfernt, die Reaktionsmischung
nach weiteren 15 min. filtriert, und das Filtrat mit 1N HCI und ges. NaCl-Lsg. ge-
waschen, tiber MgSO, getrocknet, und das Lsm. tber 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 tberpriift.

Sdp. 75-78 °C (ca. 100 mbar, [453]). 'TH-NMR (300 MHz, CDCl,): 1.43 (s, t-
BuS); 4.86 (s, CH,S).

(3S)-3-[(tert-Butoxycarbonyl)amino]-2-tert-butylsulfanylmethyl-butter-
saure-methylester (Boc-(3S)-p%*hAla(a-CH,StBu)-OMe; u/l-72a)

Das B3-Aminoséurederivat 69a (273 mg, 1.26 mmol) wurde geméss AAV 7 mit
tert-BuSCH,Cl  70b (440 ul, 3.13 mmol) thiomethyliert. Nach 2xFC
(AcOEt/Pentan 1:5 und Et,0O/Pentan 1:6) wurde das B?®-Aminoséurederivat 72a
(286 mg, 0.90 mmol, 71%) mit einem dr 10:1 (nach FC) erhalten. Analyse des
Hauptdiastereoisomers, farbloser Feststoff.

Smp. 44.0-45.5 °C. R; = 0.25 (AcOEt/Pentan 1:10). IR (CHCl;): 3428w, 3007w,
2976m, 1707s, 1501s, 1458m, 1367s, 1163s, 1090w, 1050w, 1026w, 995w. 'H-
NMR (400 MHz, CDCl,): 1.15 (d, J = 6.83, Me); 1.30 (s, t-BuS); 1.44 (s, t-BuO);
2.68-2.72 (m, CH,S); 2.79-2.85 (m, CHCO); 3.73 (s, MeO); 4.05 (br., CHN);
5.16 (d br., J = 8.56, NH). ¥*C-NMR (100 MHz, CDCl;): 19.80 (Me); 27.76
(CH,); 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+11%), 264.2 (71), 220.2 (19). Anal. ber. fur C;:H,JNO,S (319.46):
C 56.40,H9.15,N4.38, S 10.04; gef.: C 56.54, H9.10, N 4.38, S 9.92.

(3S)-3-[(tert-Butoxycarbonyl)amino]-2-tert-butylsulfanylmethyl-4-
methyl-pentansaure-methylester

(Boc-(3S)-p%*hVal(a-CH,St-Bu)-OMe; u/l-72b)

Das p3-Aminosaurederivat 69b (220 mg, 0.90 mmol) wurde geméass AAV 7 mit
tert-BuSCH,Cl 70b (248 ul, 1.79 mmol) thiomethyliert. Nach FC (Et,O/ Pentan
1:6) wurde das p?*-Aminosaurederivat 72b (223 mg, 0.64 mmol, 71%) mit ein-
em dr 2:1 (nach FC) erhalten. Analyse des Hauptdiastereoisomers, farbloses Ol.
R; = 0.21 (anderes Diasterecisomer R; = 0.15) (Et,O/Pentan 1:6). IR
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(CHCl;):3431w, 2970m, 1708s, 1503s, 1459m, 1438m, 1392m, 1367s, 1302w,
1163s, 1114w, 1041w, 1017w, 964w, 869w. 'H-NMR (400 MHz, CDCl,): 2
Rotamere (Verhéltnis 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 CH,S);
2.79-2.89 (m, 0.5 CH,S + CHCO); 3.60-3.65 (m, CHN); 3.71 (s, MeO); 4.93
(br., NH); 5.22 (d, J = 10.42, NH). ¥*C-NMR (100 MHz, CDCl,): 19.23, 19.81,
28.40 (Me); 28.81 (CH,); 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. fur C;;H;3INO,S (347.52): C 58.76, H 9.57,
N4.03, S 9.23; gef.: C 58.81,H9.37, N4.12, $9.27.

(3S)-3-[(tert-Butoxycarbonyl)amino]-2-tert-butylsulfanylmethyl-5-
methyl-hexansaure-methylester

(Boc-(3S)-p%*hLeu(a-CH,St-Bu)-OMe; u/l-72c)

Das B%-Aminosaurederivat 69c¢ (295 mg, 1.14 mmol) wurde geméss AAV 7 mit
tert-BuSCH,CI 70b (388 pl, 2.80 mmol) thiomethyliert. Nach 2xFC (Et,O/Pentan
1:8) wurde das p#3-Aminosaurederivat 72c¢ (257 mg, 0.71 mmol, 62%) als gelb-
liches Ol erhalten. Nur ein Diastereoisomer beobachtet (NMR, FC/DC).

R; = 0.10 (Et,O/Pentan 1:8). IR (CHCI;): 3430w, 3008w, 2961m, 2872w, 1706s,
1504s, 1456m, 1438m, 1390m, 1367s, 1164s, 1113w, 1044w, 964w, 871w. *H-
NMR (400 MHz, CDCl;): 2 Rotamere (Verhéaltnis 8:2); 0.91 (d, J = 6.66, Me);
092 (d, J = 6.54, Me); 1.19-1.24 (m, CH,); 1.30 (s, t-BuS); 1.44, 1.48 (s,
t-BuO); 1.59-1.70 (m, CH); 2.69-2.74 (m, CH,S); 2.79-2.85 (m, CHCO); 3.72
(s, MeO); 3.99-4.06 (m, CHN); 4.80 (br., NH); 5.06 (d, J = 10.07, NH). *C-
NMR (100 MHz, CDCl,): 22.24, 22.86 (Me); 24.89 (CH); 27.92 (CH,); 28.39,
30.83 (Me); 42.47 (C); 43.44 (CHy,); 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. fur C;gH;:NO,S (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-
saure-methylester (Boc-(3S)-p%*hAla(a-CH,SMe)-OMe; u/l-73a)

Das B°-Aminosaurederivat 69a (870 mg, 4 mmol) wurde gemass AAV 7 mit
MeSCH,CI 70c (825 ul, 10 mmol) thiomethyliert. Nach FC (AcOEt/ Pentan 1:10)
wurde das B%®-Aminoséurederivat 73a (982 mg, 3.54 mmol, 89%) erhalten, dr
9:2 (DS1:DS2 nach FC).

DS1: farbloser, kristalliner Feststoff. Smp. 42.543.5 °C. R; = 0.19 (Et,O/Pentan
1:4). IR (CHCl,): 3430w, 3005m, 2980m, 2923w, 1706s, 1502s, 1438m, 1368m,
1164s, 1089m, 1022w, 852w. 'H-NMR: (400 MHz, CHCl,): 1.16 (d, J = 6.8,
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Me); 144 (s, t-BuO); 2.11 (s, MeS); 2.63-2.70 (m, 0.5 CH,S); 2.77-2.85 (m,
0.5 CH,S + CHCO); 3.74 (s, MeQ); 4.03 (br., CHN); 5.15 (d, J = 8.4, NH). *C-
NMR: (100 MHz, CHCI,): 15.90, 19.81, 28.39 (Me); 33.57 (CH,); 47.05, 50.22
(CH); 51.86 (Me); 79.36, 15540, 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. fur C;,H,sNO,S (277.38):
C51.96, H8.36, N 5.05, S 11.56; gef.: C 52.05, H8.27, N 5.10, S 11.81.

DS2: gelbes Ol. R, = 0.12 (Et,O/Pentan 1:4). IR (CHCL): 3440w, 3005m,
2981m, 2923w, 1728s, 1708s, 1501s, 1456m, 1438m, 1368m, 1292w, 1165s,
1053w, 1056w, 869w. 'H-NMR (400 MHz, CDCL): 1.13 (d, J = 6.8, Me); 1.45
(s, t-BuQ); 2.11 (s, MeS); 2.60-2.64 (m, 0.5 CH,S); 2.78-2.88 (m, 0.5 CH,S +
CHCO); 3.74 (s, MeO); 4.02 (br., CHN); 4.71 (br., NH). *C-NMR (100 MHz,
CDCly): 15.86, 17.86, 28.40 (Me); 33.05 (CH,); 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-
pentansiure-methylester (Boc-(3S)-f23hVal(a-CH,SMe)-OMe; u/l-73b)
Das B3-Aminosaurederivat 69b (981 mg, 4 mmol) wurde gemass AAV 7 mit
MeSCH,Cl 70c (825 pl, 10 mmol) thiomethyliert. Nach 4xFC (AcOEt/ Pentan
1:8, 1:10 (2x); Et,0O/Pentan 1:7 fiir DS-Trennung) wurde das B#*-Aminoséure-
derivat 73b (1.08 g, 3.54 mmol, 89%) erhalten, dr ca. 2:3 (DS1:DS2 nach NMR).
DS1: farbloser, kristalliner Feststoff. Smp. 42.0-43.5°C. R, = 0.67
(AcOEt/Pentan 1:4). IR (CHCl,): 3431w, 2976m, 2923w, 1872w, 1707s, 1503s,
1438m, 1392m, 1368m, 1303w, 1164s, 1113w, 1046w, 1015w, 867w. 'H-NMR
(400 MHz, CDCl,): 2 Rotamere (Verhaltnis 8:1); 0.93 (d, J = 6.69, Me); 0.97 (d,
J = 6.69, Me); 144, 147 (s, t-BuO); 1.54-1.63 (m, CH); 2.11 (s, MeS); v, =
2.66, vy = 2.81 (ABX, J,g = 13.27, J,x = 5.57, Jgx = 9.50, CH,S); 2.93-2.98
(m, CHCO); 3.57-3.63 (m, CHN); 3.72 (s, MeO); 4.91 (br., NH); 5.22 (d, J =
10.39, NH). C-NMR (100 MHz, CDCl,): 15.89, 19.19, 19.83, 28.40 (Me);
32.44 (CH); 34.66 (CH,); 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. fur C,;H,,NO,S
(305.44). C55.05, H891, N4.59, S$10.50; gef.: C55.14, H8.82, N 4.68,
S 10.38.

169



DS2: farbloses Harz. R; = 0.52 (AcOEt/Pentan 1:4). IR (CHCl;): 3444m, 3007m,
2971s, 2872w, 1732s, 1712s, 1501s, 1456m, 1437m, 1392m, 1368s, 1300m,
1167s, 1095w, 1042w, 983w, 964w, 866w, 826w. 'H-NMR (400 MHz, CDCL,): 2
Rotamere (Verhéltnis 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, CH,S +
CHCO); 3.72 (s, MeQ); 3.79-3.85 (m, CHN); 4.23 (br., NH); 4.41 (d, J = 10.53,
NH). 3C-NMR (100 MHz, CDCl,): 15.98, 16.40, 20.18, 28.31 (Me); 30.44 (CH);
32.87 (CH,); 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 (68.3), 41.1 (10.2).

(3S)-3-[(tert-Butoxycarbonyl)amino]-5-methyl-2-methylsulfanylmethyl-
hexansaure-methylester (Boc-(3S)-p>*hLeu(a-CH,SMe)-OMe; u/l-73c)
Das B®-Aminosaurederivat 69c¢ (563 mg, 2.17 mmol) wurde geméss AAV 7 mit
MeSCH,Cl 70c (447 ul, 5.41 mmol) thiomethyliert. Nach FC (AcOEt/Pentan
1:10) wurde das p?3-Aminosaurederivat 73c (584 mg, ca. 60%, leicht mit 69c¢
verunreinigt) erhalten, dr ca. 5:2 (DS1:DS2 nach NMR).

DS1: gelbliches Ol. R, = 0.32 (Et,O/Pentan 1:4). IR (CHCL): 3433w, 2959m,
2923m, 2871w, 1706s, 1503s, 1456w, 1438m, 1368s, 1164s, 1115w, 1046w,
1024w, 962w, 871w. H-NMR (400 MHz, CDCl,): 2 Rotamere (Verhéltnis 8:1)
0.91-0.93 (m, 2 Me); 1.18-1.34 (m, CH,); 1.43, 1.48 (s, t-BuO); 1.62-1.70 (m
CH); 2.11 (s, Me); 2.65-2.71 (m, 0.5 CH,S); 2.78-2.85 (m, 0.5 CH,S + CI-ICO),
3.73 (s, MeO); 3.96-4.03 (m, CHN); 4.79 (br., NH); 5.04 (d, J = 10.01, NH).
BC-NMR (100 MHz, CDCl,): 15.92, 22.18, 22.92 (Me); 24.89 (CH); 28.39 (Me);
33.75, 4347 (CH,); 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. fir
C,sH,sNO,S (319.46): C 56.40, H9.15, N4.38, S 10.04; gef.: C 56.67, H 8.99,
N4.57,S59.78.

DS2: farbloser, kristalliner Feststoff. Smp. 66.5-680°C. R, = 0.23
(CH,Cl,/AcOEt 30:1). IR (CHCl,;): 3441w, 2958m, 2923m, 2872w, 1728s,
1709s, 1502s, 1437m, 1392m, 1368m, 1163s, 1050w, 1021w, 954w, 872w. H-
NMR (500MHz, CDCl,): 2 Rotamere (Verhéltnis 6:1); 0.91 (d, J = 6.72, 2 Me);
1.15-1.20 (m, 0.5 CH,); 1.27-1.33 (m, 0.5 CH,); 1.44, 1.48 (s, t-BuO); 1.63-
1.67 (m, CH); 2.11 (s, MeS); 2.60-2.87 (m, CH,S + CHCO); 3.73 (s, MeO);
3.90 (br., CHN); 3.98-4.04 (m, 0.75 CHN); 4.30 (br., NH); 4.51 (d, J = 9.63,
NH).*C-NMR (125 MHz, CDCl;): 15.88, 21.48, 23.55 (Me); 24.88 (CH); 28.36
(Me); 32.60, 41.42 (CH,); 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-(1-Methoxycarbonyl-2-methylsulfanyl-ethyl)-pyrrolidin-1-carbon-
saure-tert-butylester

(Boc-(2S)-p2*hPro(a.-CH,SMe)-OMe; u/l-73d)

Das B3-Aminosaurederivat 69d (2.15 g, 8.82 mmol) wurde geméass AAV 7 mit
MeSCH,Cl 70c (1.44 ml, 17.3 mmol) thiomethyliert. Nach 3xFC (Et,O/Pentan
1:3, CH,Cl,/Et,O 30:1, 35:1) wurde das p*3-Aminoséurederivat 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): R; = 0.12 (CH,Cl,/AcOEt 1:10). IR (CHCl,):
3005m, 2979m, 2882w, 1730s, 1685s, 1477w, 1437m, 1398s, 1368m, 1166s,
1122m, 908w, 872w. 'H-NMR (400 MHz, CDCl,): 1.48 (s br., t-BuO); 1.74-1.91
(m, 2 CH,); 2.08, 2.11 (2 s, MeS); 2.43-2.47, 2.57-2.62, 2.82-2.88 (3 m, CH,S);
3.15-3.21, 3.25-3.31 (2 m, CHCO); 3.35-3.65 (br., CH,N); 3.69, 3.71 (2 s,
MeO); 4.00-4.20 (br., CHN). ¥*C-NMR (100 MHz, CDCl,): 15.88 (Me); 22.99,
23.74, 24.08, 27.25, 27.44, 2793 (CH,); 2847, 28.52 (Me); 30.77, 33.47,
33.74, 46.37, 46.72, 47.22 (CH,); 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. fir
C,,H,:NO,S (303.42): C 55.42, H8.30, N4.62, S 10.57; gef.: C 55.57, H 8.26,
N4.75,S 10.63.

(S)-2-(1-tert-Butoxycarbonylamino-ethyl)-acrylsaure-methylester
(Boc-(S)-p*hAla(a-CH,)-OMe; 75a)

Das p%3-Aminoséurederivat 73a (620 mg, 2.24 mmol) wurde geméass AAV 8 in
EtOH (13.0 ml) gel6st, und mit 30% aq. H,0,-Lsg. (8.0 ml) versetzt. Nach Aufar-
beitung wurde das erhaltene Sulfoxid in Pyridin (40 ml) gelést, und wahrend 22 h
bei 85°C erwarmt. Nach FC (CH,Cl,/AcOEt 50:1) wurde das a-Methylen-3-
Aminosaurederivat 75a (379 mg, 1.65 mmol, 74%) als brauner Feststoff erhal-

ten171

Smp. 80-81 °C. R; = 0.16 (CH,Cl,/AcOEt 50:1). [« = -13.8° (c = 1.0, CHCL).
IR (CHCL): 3447w, 3008w, 2980m, 1715s, 1628w, 1498s, 1440m, 1392w,
1368m, 1332m, 1302m, 1170s, 1056m, 1025w, 959w, 859w. 'H-NMR (400
MHz, CDCl): 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). *C-NMR

171 Es wurden bereits ahnliche Verbindungen hergestellt [406,454].
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(100MHz, CDCls): 21.07, 28.37 (Me); 48.72 (CH); 51.77 (Me); 79.38 (C),
125.04 (CH,); 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 (O).

(S)-2-(1-tert-Butoxycarbonylamino-2-methyl-propyl)-acrylsaure-methyl-
ester (Boc-(S)-p*hVal(a-CH,)-OMe; 75b)

Das B%3-Aminoséurederivat 73b (412 mg, 1.35 mmol) wurde gemass AAV 8 in
EtOH (8.0 ml) gelost, und mit 30% aq. H,O,-Lsg. (4.9 ml) versetzt. Nach Aufar-
beitung wurde das erhaltene Sulfoxid in Pyridin (30 ml) gel6st, und wahrend 23 h
bei 85°C erwarmt. Nach FC (AcOEt/Pentan 1:10) wurde das o-Methylen-p3-
Aminoséurederivat 75b (307 mg, 1.19 mmol, 88%) als gelbliches Ol erhalten.

R; = 0.6 (AcOEt/Pentan 1:4). [f* = -18.6° (c = 1.0, CHCly). IR (CHCl;):
3442w, 3006w, 2974m, 2873w, 1711s, 1629w, 1498s, 1440m, 1392w, 1368m,
1330m, 1168s, 1042w, 1014w, 960w, 918w, 873w. 'H-NMR (400 MHz, CDCl,):
2 Rotamere (Verhaltnis 5:1); 0.84 (d, J = 6.76, Me); 0.94 (d, J = 6.73, Me); 1.43
(s, t-BuQ); 1.91-2.00 (m, CH); 3.76 (s, MeQO); 4.08 (dd, J = 9.29, 9.29 CHN);
4.80 (br., NH); 5.25 (d, J = 9.09, NH); 5.62 (br., H,C=C); 5.69 (s, HHC=C);
6.21 (d, J = 1.16, HHC=C). ¥C-NMR (100 MHz, CDCl,): 18.85, 20.22, 28.43
(Me); 31.15 (CH); 51.81 (Me); 59.90 (CH); 79.21 (C); 127.13 (CH,); 139.49,
15549, 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. fur C;3H,sNO, (257.33): C 60.68, H 9.01,
N 5.44; gef: C60.81, H887, N542. CD (MeOH, 0.4 mM): 227 nm (Min.),
217 nm (0).

(S)-2-(1-tert-Butoxycarbonylamino-3-methyl-butyl)-acrylsaure-methyl-
ester (Boc-(S)-p*hLeu(a-CH,)-OMe; 75c)

Das B?3-Aminoséurederivat 73c (950 mg, 2.97 mmol) wurde geméass AAV 8 in
EtOH (17.0 ml) gelést, und mit 30% aq. H,O,-Lsg. (10.6 ml) versetzt. Nach Auf-
arbeitung wurde das erhaltene Sulfoxid in Pyridin (50 ml) gelést, und wahrend
22 h bei 85 °C erwarmt. Nach FC (CH,Cl,/MeOH 220:1) wurde das a-Methylen-
B3-Aminosaurederivat 75¢ (714 mg, 2.63 mmol, 89%) als braunes Ol erhalten.

R; = 0.27 (CHy,Cl,/MeOH 220:1). [} = -10.6° (c = 1.0, CHCL,). IR (CHCly):
3444w, 3008w, 2958m, 2872w, 1713s, 1628w, 1498s, 1440m, 1392w, 1368m,
1330m, 1168s, 1127w, 1046w, 953w, 872w. 'H-NMR (400 MHz, CDCl;): 2
Rotamere (Verhéaltnis 5:1); 0.92 (dd, J = 9.11, 6.51, 2 Me); 1.43 (s, t-BuO);
1.47-1.51 (m, CH,); 1.54-1.61 (m, CH); 3.77 (s, MeO); 4.45-4.51 (m, CHN);
4.68 (br., NH); 5.12 (d, J = 8.39, NH); 5.68 (br., H,C=C); 5.73 (s, HHC=C);
6.17 (d, J = 1.07, HHC=C). ¥C-NMR (100 MHz, CDCl,): 22.26, 22.57 (Me)

’
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25.13 (CH); 28.42 (Me); 43.88 (CH,); 51.77, 51.85 (Me); 79.28 (C); 125.94
(CH,); 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-(1-Methoxycarbonyl-vinyl)-pyrrolidin-1-carbonsaure-tert-butyl-
ester (Boc-(S)-p*hPro(a-CH,)-OMe (75d)

Das B%*-Aminoséurederivat 73d (319 mg, 1.05 mmol) wurde geméass AAV 8 in
EtOH (4.8 ml) gel6st, und mit 30% aq. H,O,-Lsg. (3.0 ml) versetzt. Nach Aufar-
beitung wurde das erhaltene Sulfoxid in Pyridin (16 ml) gelést, und wéahrend 39 h
bei 90 °C erwarmt. Nach FC (CH,Cl,/MTBE 45:1) wurde das a-Methylen-B3-
Aminosaurederivat 75d (218 mg, 0.85 mmol, 81%) als brauner, kristalliner Fest-
stoff erhalten.

Smp. 65.0-66.5°C. R; = 0.23 (CH,Cl/MTBE 1:10). [o}* = -51.6° (c = 1.0,
CHCL,;). IR (CHCL,): 3467w, 3007m, 2379m, 2954m, 2881w, 1715s, 1686s,
1636w, 1477w, 1439m, 1402s, 1367m, 1339w, 1277m, 1163m, 1137s, 1088m,
1046w, 992w, 952w, 953w, 918w, 882w. 'H-NMR (500 MHz, CDCl;): 2 Rota-
mere (Verhalinis 3:2); 1.38, 1.46 (s, t-BuQ); 1.73-1.86 (m, 1.5 CH,); 2.08-2.16
(m, 0.5 CH,); 3.36-3.50 (m, CH,N); 3.75, 3.78 (s, MeO); 4.69, 4.79 (d, J =
7.87, CHN); 549, 5.51 (s, HHC=C); 6.21, 6.24 (s, HHC=C).*C-NMR (125
MHz, CDCl,): 2 Rotamere; 22.26, 22.92 (CH,); 28.34, 28.50 (Me); 31.38, 32.35,
46.51, 46.96 (CH,); 51.73, 51.82 (Me); 57.54, 58.51 (CH); 79.58 (C); 123.00,
123.22 (CH,); 140.73, 141.85, 154.14, 154.30, 166.44, 166.58 (C). ESI-MS:
278.2 (100, [M+Nal,), 222.2 (67), 178.2 (15). CD (MeOH, 0.2, 0.4, 1.0 mM):
kein Effekt gefunden.

(S)-2-(1-tert-Butoxycarbonylamino-ethyl)-acrylsaure
(Boc-(S)-B*hAla(a-CH,)-OH; 76a)

Das Aminosaurederivat 75a (23 mg, 100 umol) wurde geméass AAV 3c in THF
(4 ml) und H,O (0.5 ml) gel6st, und mit 1N LiOH (1 ml) versetzt. Nach der Auf-
arbeitung wurde die Saure 76a (18 mg, 82 umol, 82%) als gelblicher Feststoff er-
halten, und ohne weitere Reinigung eingesetzt.

Smp. 123-129 °C. R; = 0.39-0.22 (CH,Cl,/MeOH 15:1). [o[f* = -8.9° (c = 1.0,
CHCL,). IR (CHCl,): 3447w, 3005m, 2980m, 2933w, 1705s, 1627w, 1499s,
1455m, 1393m, 1368m, 1334w, 1303w, 1169s, 1056m, 962w, 857w. 'H-NMR
(400 MHz, CDCl,): 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). *C-NMR (100 MHz,
CDCl,): 21.03, 2840 (Me); 48.46 (CH); 79.72 (C); 127.23 (CH,); 141.40,
155.06, 170.39 (C). ESI-MS: 451.0 (100, [2M-2+Na]*); 214.0 (69, [M-1]").
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(S)-2-(1-tert-Butoxycarbonylamino-2-methyl-propyl)-acrylsaure
(Boc-(S)-p2hVal(a-CH,)-OH; 76b)

Das Aminosaurederivat 756b (100 mg, 0.39 mmol) wurde geméass AAV 3c in THF
(14 ml) und H,O (3 ml) gelést, und mit 1IN LiOH (5 ml) versetzt. Nach der Auf-
arbeitung wurde die Saure 76b (81 mg, 0.33 mmol, 85%) als gelblicher Feststoff
erhalten, und ohne weitere Reinigung eingesetzt.

Smp. 111.5-113.0°C. R; = 0.23 (CH,Cl,/MeOH 15:1). [} = -13.8° (c = 1.0,
CHCL,). IR (CHCl;): 3444w, 3008m, 2973m, 2874w, 1706s, 1627w, 1498s,
1392m, 1368m, 1314m, 1170s, 1108w, 1042w, 1015w, 962w, 918w, 874w. H-
NMR (400 MHz, CDCl,): 2 Rotamere (Verhéaltnis 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); 3.88-4.02, 4.02-
4.12 (br. CHN); 5.24 (d, J = 8.31, NH); 5.68, 5.80 (br., HHC=C); 6.23-6.43
(br., HHC=C). ¥C-NMR (100 MHz, CDCl,): 2 Rotamere; 18.95, 20.21, 28.41
(Me); 31.10, 59.62, 61.19 (CH); 79.50 (C); 12747, 129.35 (CH,); 139.10,
140.06, 155.57, 157.30, 169.73, 170.85 (C). ESI-MS: 766.3 (39), 507.2 (37,
[2M-2+Na]*), 242.1 (100, [M-1]%), 168.0 (10).

(S)-2-(1-Carboxy-vinyl)-pyrrolidin-1-carbonsaure-tert-butylester
(Boc-(S)-B*hPro(a-CH,)-OH; 76d)

Das Aminoséurederivat 75d (208 mg, 0.82 mmol) wurde geméass AAV 3c in THF
(43 ml) und H,O (6.9 ml) gelést, und mit 1N LiOH (7.74 ml) versetzt. Nach der
Aufarbeitung wurde die Saure 76d (198 mg, 0.82 mmol, quant.) als braunlicher,
kristalliner Feststoff erhalten, und ohne weitere Reinigung eingesetzt.

Smp. 94.0-95.5°C. R; = 0.26 (CH,Cly/MeOH 15:1). [of* = -53.4° (c = 1.0,
CHCl,). IR (CHCI;): 2980m, 2882w, 1688s, 1633m, 1477w, 1451w, 1401s,
1367m, 1272w, 1163s, 1123m, 1089m, 1040w, 956w, 918w, 881w. 'H-NMR
(400 MHz, CDCly): 142 (s, t-BuO); 1.75-1.88 (m, 1.5 CH,); 2.09-2.22 (m br.,
0.5 CH,); 3.32-3.57 (br., CH,N); 4.61-4.82 (br., CHN); 5.52-5.70 (s br.,
HHC=C); 6.35 (s, HHC=C). ¥C-NMR (100 MHz, CDCl,): Rotamere; 22.42
(CH,); 2841 (Me); 29.71, 31.%4, 32.29, 49.71, 57.30 (CH,); 79.81 (C); 125.05
(CH,); 141.31, 15443, 170.21, 170.74 (C). ESI-MS: 503.1 (32, [2M-2+Na]"),
481.1 (38, [2M-1]7), 240.0 (100, [M-11%).

Boc-(S)-p*hAla(a-CH,)-(S)-f*hLeu(a-CH,)-OMe (80)

Das B-Aminoséurederivat 75¢ (91 mg, 0.34 mmol, 1 Equiv.) wurde gemaéss
AAV 1 Boc-entschiitzt, zusammen mit der Séure 76a (87 mg, 0.40 mmol, 1.2
Equiv.) in CHCl; (4.5 ml) gel6st, und geméss AAV 4a mit Et;N (223 ul, 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. R; = 0.13 (AcOEt/Pentan 1:4). [ = -26.7° (c = 1.0,
CHCl,). IR (CHCl,): 3436w, 3007m, 2959m, 2872w, 1708s, 1663m, 1623m,
1496s, 1441m, 1392w, 1368m, 1333m, 1167s, 1056m, 990w, 961w, 939w,
868w. H-NMR (400 MHz, CDCl;): 0.91-0.94 (m, 2 Me); 1.33 (d, J = 6.90);
1.43 (s, t-BuO); 1.50-1.61 (m, CH + CH,); 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, CDCl,): 21.08, 22.27, 22.54 (Me); 25.18 (CH); 28.41 (Me),
43.44 (CH,); 49.11, 50.42 (CH); 51.90 (Me); 79.42 (C); 117.88, 126.76 (CH,);
139.93, 146.72, 155.22, 166.56, 166.90 (C). ESI-MS: 391.2 (100, [M+Na]*)
369.1 (5, M*). Anal. ber. fur C;oH3,N,O; (368.47): C 61.93, H 8.75, N 7.60; gef:
C61.93, H8.81, N7.58. CD (MeOH, 0.2 mM): 221.8 nm (Min.), 209.5 nm (0),
198 nm (Max.).

K

?

Boc-(S)-p3hVal(a-CH,)-(S)-p3hAla(a-CH,)-(S)-B3hLeu(a-CH,)-OMe (82)
Das Dipeptid 80 (69 mg, 187 umol, 1 Equiv.) wurde geméss AAV 1 Boc-ent-
schiitzt, zusammen mit der Saure 76b (54 mg, 210 umol, 1.1 Equiv.) in CHCl,
(14 ml) gelést, und geméass AAV 4a mit Et;N (205 ul, 1.47 mmol, 7.9 Equiv.),
HOBt (37 mg, 273 umol, 1.6 Equiv.) und EDC (100 mg, 523 pmol, 2.8 Equiv.)
versetzt. Nach FC (AcOEt/Pentan 2:3) wurde das Tripeptid 82 (89 mg, 180 umol,
96%) als braunlicher Feststoff erhalten.

Smp. 164.0-165.5°C. R; = 0.17 (AcOEt/Pentan 2:3). [} = -35.6° (c = 1.0,
CHCI,). IR (CHCl,): 3431w, 3007m, 2964m, 2872w, 1705s, 1661m, 1619m,
1493s, 1391w, 1368m, 1332m, 1168s, 1082w, 1044w, 1014w, 941w, 872w. H-
NMR (400 MHz, CDCl;): 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); 1.47-1.63 (m, CH + CH,); 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); 549 (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).*C-NMR (100 MHz, CDCl,): 19.08, 20.13, 20.69, 22.28,
2248 (Me); 25.17 (CH); 28.44 (Me); 31.41 (CH); 43.40 (CH,); 48.20, 50.59
(CH); 51.95 (Me); 60.73 (CH); 79.07 (C); 118.68, 119.50, 126.90 (CH,);
139.70, 14441, 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. fir C,sH,3N;0¢
(493.64): C63.26, H8.78, N 8.51; gef: C63.30, H8.70, N 8.32. CD (MeOH,
0.2 mM): 224.5 nm (Min.), 213.3 nm (0O).
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Boc-(S)-p*hVal(a-CH,)-(S)-p*hAla(a-CH,)-(S)-p*hLeu(a-CH,)-OH (84)
Das geschiitzte Tripeptid 82 (50 mg, 101 umol) wurde gemass AAV 3c in THF
(30 ml) und H,O (5 ml) gelést, und mit IN LiOH (2 ml) versetzt. Nach der Auf-
arbeitung wurde die Saure 84 (42 mg, 88 umol, 87%) als farbloser Feststoff er-
halten, und ohne weitere Reinigung eingesetzt.

Smp. 143.5-146.0°C. R; = 0.27 (CH,Cl,/MeOH 7:1). [«F* = -31.7° (c = 1.0,
CHCl,). IR (CHCl,): 3433w, 3007m, 2964m, 2872w, 1702s, 1661m, 1620m,
1494s, 1392m, 1368m, 1310w, 1171m, 1042w, 1015w, 940w, 874w. *H-NMR
(400 MHz, CDCl;): 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-Bu0O); 1.45-1.58 (m, CH + CH,); 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);
543 (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).’*C-NMR (100 MHz, CDCl,):
18.91, 20.08, 20.43, 22.34, 22.43 (Me); 25.70 (CH); 28.42 (Me); 31.31 (CH);
43.17 (CH,); 47.98, 50.49, 60.17 (CH); 79.48 (C); 119.08, 119.85, 128.39
(CH,); 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)-(1-Methyl-2-methylcarbamoyl-ethyl)-carbamidséaure-tert-butylester
(Boc-(S)-p*hAla-NHMe; 85)

Das geschiitzte B3-Aminosaurederivat 69a (300 mg, 1.38 mmol) wurde geméss
AAV 3a in MeOH (6.8 ml) gel6st, und mit 1IN NaOH (2.07 ml) hydrolysiert. Nach
der Aufarbeitung wurde die Séure Boc-(S)-p*hAla-OH (277 mg, 1.36 mmol,
99%) als farbloser Feststoff erhalten, und ohne weitere Reinigung!’? geméss
AAV 4a zusammen mit NH;MeCl (184 mg, 2.73 mmol, 2 Equiv., Fluka purum) in
CH,Cl, (7 ml) suspendiert, und mit Et;N (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 (CH,Cl,/MeOH 30:1) wurde das N-Methylamid 85 (217 mg, 1.00
mmol, 73%) als farbloser Feststoff erhalten.

Smp. 121.0-122.5°C. R; = 0.20 (CH,Cl,/MeOH 20:1). [ = 4.5° (c = 1.0,
CHClL;). IR (CHCl;): 3459m, 3005m, 2980m, 2933w, 1698s, 1667s, 1502s,
1455m, 1414m, 1392m, 1368m, 1310w, 1166s, 1104w, 1064m, 944w, 871w,
841w. 'H-NMR (500 MHz, CDCl,): 1.21 (d, J = 6.71, Me); 1.41 (s, t-BuO); 2.32—
2.41 (m, CH,CO); 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). *C-NMR (125 MHz, CDCl,): 20.76, 26.19, 28.39
(Me); 42.87 (CH,); 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. fir

172 Die physikalischen Daten stimmen mit den Literaturwerten iiberein [444].
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C1o0HooN,O5 (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)-p3hPro(a-CH,)-(S)-p*hAla-NHMe (87)

Das B3-Aminoséurederivat 85 (177 mg, 818 umol, 1.1 Equiv.) wurde geméss
AAV 1 Boc-entschiitzt, zusammen mit der Saure 76 (180 mg, 746 umol, 1
Equiv.) in CH,Cl, (5 ml) gelost, und geméass AAV 4a mit Et;N (520 pl, 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 (CH,Cl,/MeOH 25:1) wurde das Dipeptid 87
(229 mg, 675 umol, 90%) als farbloser, poréser Schaum erhalten.

Smp. 58-60 °C. R; = 0.17 (CH,Cl,/MeOH 20:1). [o|* = -42.9° (c = 1.0, CHCL).
IR (CHCl;): 3460w, 3007m, 2882w, 1664s, 1623m, 1509s, 1477w, 1454m,
1402s, 1357m, 1318w, 1162m, 1124m, 1089w, 1046w, 964w, 918w, 882w,
851w. 'H-NMR (400 MHz, CDCl,): 1.25 (d, J = 6.73, Me); 1.42 (s, t-BuO); 1.80-
1.87 (m, 1.5 CHy); 2.11-2.16 (m, 0.5 CH,); v, = 2.34, vg = 2.48 (ABX, J\p =
14.79, J,x = 5.03, Jgx = 4.92, CH,CO); 2.80 (d, J = 4.81, MeN); 3.39-3.45 (m,
CH,N); 4.28-4.34 (m, CHN); 4.69 (d, J = 4.69, CHN); 523 (d, J = 0.96,
HHC=C); 5.64 (s, HHC=C); 5.95-6.20 (br., NH); 7.15-7.35 (br., NH). 3C-
NMR (100 MHz, CDCl,): 20.09 (Me); 22.70 (CH,); 26.21, 28.44 (Me); 31.95,
41.42 (CH,); 42.74 (CH); 46.70 (CH,); 58.15 (CH); 79.45 (C); 115.74 (CHy);
146.34, 15441, 167.13, 171.77 (C). HR-MALDI 362.2 (100, [M+Na]"), 262.2
(41.1), 240.2 (68.4). Anal. ber. fur C;;H,,N;O, (339.43): C60.16, H 8.61,
N 12.38; gef.: C60.09, H8.52, N12.37. CD (MeOH, 0.2 mM): Wert fallt auf
-30'000 (250—195 nm).

(S)-3-[(tert-Butoxycarbonyl)amino]-5-methyl-hexansaure
(Boc-(S)-p*hLeu-OH; 89)

Das geschiitzte B3-Aminosaurederivat 69c (657 mg, 2.53 mmol) wurde geméss
AAV 3a in MeOH (12.7 ml) gel6st, und mit 1N NaOH (3.8 ml) hydrolysiert. Nach
der Aufarbeitung wurde die Saure 89 (620 mg, 2.35 mmol, quant.) als farbloser
Feststoff erhalten, und ohne weitere Reinigung eingesetzt. Die physikalischen Da-
ten stimmen mit den Literaturwerten tiberein [455].

Boc-(S)-f*hLeu-(R)-p*hVal-OMe (91a)

Das B3-Aminosaurederivat 69b (360 mg, 1.39 mmol, 1.1 Equiv.) wurde gemass
AAV 1 Boc-entschiitzt, zusammen mit der Saure 89 (322 mg, 1.27 mmol, 1
Equiv.) in CH,Cl, (7 ml) geldst, und geméass AAV 4a mit Et;N (882 ul, 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 (CH,Cl,/MeOH 40:1) wurde das Di-
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peptid 91a (465 mg, 1.25 mmol, 98%) als farbloser Feststoff erhalten. Die physi-
kalischen Daten stimmen mit den Literaturwerten tiberein [345].

Boc-(S)-p*hLeu-fhGly-OMe (91b)

Das B-Aminosaurederivat 7 (380 mg, 1.87 mmol, 1 Equiv.) wurde geméass AAV 1
Boc-entschiitzt, zusammen mit der Saure 89 (505 mg, 2.06 mmol, 1.1 Equiv.) in
CH,Cl, (11 ml) gel6st, und geméss AAV 4a mit Et;N (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 (CH,Cl,/MeOH 45:1) wurde das Dipeptid 91b
(573 mg, 1.73 mmol, 93%) als farbloser Feststoff erhalten.

Smp. 84-85 °C. R; = 0.11 (CH,Cly/MeOH 60:1). o[ = -21.2° (c = 1.0, CHCL).
IR (CHCl;): 3440m, 3007m, 2958m, 2872w, 1729s, 1701s, 1667s, 1500s,
1439m, 1410w, 1392m, 1368s, 1328w, 1173s, 1118w, 1052w, 1018w, 867w.
'H-NMR (500 MHz, CDCl,): 0.901 (d, J = 6.65, Me); 0.910 (d, J = 6.55, Me);
1.25-1.31 (m, 0.5 CH,); 1.43 (s, t-BuO); 1.40-1.49 (m, 0.5 CH,); 1.59-1.66 (m,
CH); vy, = 2.32, vg = 242 br. (ABX, J,z = 14.69, J,x = 5.75, CH,CO); 2.53-
2.56 (m, CH,CO); 3.46-3.56 (m, CH,N); 3.70 (s, MeQO); 3.86-3.93 (m, CHN);
5.08-5.17 (br., NH); 6.30-6.40 (br., NH). ¥C-NMR (125 MHz, CDCl,): 22.13,
22.88 (Me);24.99 (CH); 28.38 (Me); 33.83, 34.80, 41.62, 43.70 (CH,); 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. fur C;;H;,N,O;
(330.42): C58.16, H9.15, N 8.48; gef.: C 58.23, H9.05, N 8.50. CD (MeOH,
0.4 mM): 208 nm (Max., schwach).

Boc-(S)-f*hLeu-3*hAib-OMe (91c)

Das B%3-Aminosaurederivat 99 (433 mg, 1.87 mmol, 1 Equiv.) wurde geméass
AAV 1 Boc-entschiitzt, zusammen mit der Saure 89 (505 mg, 2.06 mmol, 1.1
Equiv.) in CH,Cl, (11 ml) gelést, und geméass AAV 4a mit Et;N (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 (CH,Cl,/MeOH 60:1) wurde das Di-
peptid 91c¢ (645 mg, 1.80 mmol, 96%) als farbloser Feststoff erhalten.

Smp. 93.0-94.5°C. R; = 0.18 (CH,Cly/MeOH 60:1). [ = -22.5° (c = 1.0,
CHCIL;). IR (CHCl,): 3436m, 3007m, 2976m, 2872w, 1702s, 1672s, 1499s,
1439m, 1391m, 1368s, 1333m, 1167s, 1118m, 1046w, 1024w, 868w. *H-NMR
(400 MHz, CDCl,): 0.91 (d, J = 6.65, Me); 0.92 (d, J = 6.54, Me); 1.27-1.33 (m,
0.5 CH,); 1.41, 143 (s, 2 Me); 1.43 (s, t-BuO); 1.38-1.49 (m, 0.5 CH,); 1.60-
1.76 (m, CH); vy = 2.25, vg = 2.39 br. (ABX, J\z = 14.61, J,x = 5.89, CH,CO);
2.73 (d, J = 14.80, 0.5 CH,CO); 2.81 (d, J = 14.80, 0.5 CH,CO); 3.67 (s,
MeO); 3.85-3.92 (m, CHN); 5.20-5.28 (br., NH); 6.03 (s, NH). *C-NMR (100
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MHz, CDCl,): 22.22, 22.88 (Me); 25.01 (CH); 27.16, 27.18, 28.44 (Me); 42.41,
43.51, 43.61 (CH,); 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. fir
CsH3 N,O; (358.48): C60.31, H9.56, N 7.81; gef.: C60.46, H9.29, N 7.83.
CD (MeOH, 0.4 mM): 208 nm (Max., schwach).

Boc-(S)-pf3hLeu-p22hAib-OMe (91d)

Das p%2-Aminosaurederivat 9 (321 mg, 1.39 mmol, 1.1 Equiv.) wurde geméss
AAV 1 Boc-entschiitzt, zusammen mit der Saure 89 (322 mg, 1.27 mmol, 1
Equiv.) in CH,Cl, (7 ml) gelost, und geméass AAV 4a mit Et;N (882 ul, 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 (CH,Cl,/MeOH 60:1) wurde das Di-
peptid 91d (417 mg, 1.16 mmol, 92%) als farbloser Feststoff erhalten.

Smp. 87-88 °C. R; = 0.15 (CH,Cl,/MeOH 60:1). [o|* = -22.4° (c = 1.0, CHCL;).
IR (CHCly): 3441m, 2959m, 2872w, 1703s, 1672s, 1499s, 1473m, 1436m,
1392m, 1368m, 1310m, 1158s, 1113w, 1046w, 1015w, 980w, 868w. 'H-NMR
(400 MHz, CDCl;) 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 CH,); 1.44-1.52 (m, 0.5 CH,); 1.43 (s, t-BuO); 1.59-
1.67 (m, CH); v, = 2.33, vg = 245 br. (ABX, J,z = 14.68, J,x = 5.44, CH,CO);
vy = 3.33, vg = 3.40 (ABX, J,z = 13.63, J\x = 6.24, Jzx = 6.60, CH,N); 3.70 (s,
MeO); 3.85-3.94 (m, CHN); 5.13-5.24 (br., NH); 6.17-6.27 (br., NH). ¥C-NMR
(100 MHz, CDCl,): 22.22, 22.87, 23.10, 23.24 (Me); 25.05 (CH); 28.41 (Me);
4147, 43.33 (CH,); 43.64 (C); 46.44 (CH); 46.67 (CH,); 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. fir C;sH3,N,O;
(358.48): C60.31, H9.56, N 7.81; gef.: C60.44, H9.45, N7.71. CD (MeOH,
0.4 mM): 210 nm (Max., schwach).

Ac-(S)-p*hLeu-(R)-p*hVal-OMe (92a)

Das Dipeptid 91a (465 mg, 1.25 mmol) wurde gemass AAV 1 Boc-entschiitzt,
analog der AAV 2 in CH,Cl, (12 ml) gel6st, und auf O °C gekiihlt. Die Lsg. wurde
mit Et;N (697 ul, 5 mmol, 4 Equiv.) und Ac,O (177 ul, 1.87 mmol, 1.5 Equiv.)
versetzt, 150 min bei O °C, und 75 min bei RT gertihrt. Die Reaktionslsg. wurde
mit CH,CIl, verdiinnt, mit 1N HCI (3x), ges. NaHCO; (3x) und ges. NaCl-Lsg. ge-
waschen, tber Na,SO, getrocknet und am RV eingeengt. Nach FC (CH,Cl,/
MeOH 25:1) wurde das Acetamid 92a (356 mg, 1.13 mmol, 91%) als farbloses
Pulver erhalten.

Smp. 149-150°C. R; = 0.20 (CH,Cl,/MeOH 20:1). [} = -62.9° (c = 1.0,
CHCL,;). IR (CHCl;): 3429m, 3006m, 2963m, 2872w, 1731m, 1660s, 1506s,
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1438m, 1372m, 1276m, 1045w. 'H-NMR (500 MHz, CDCl,): 1.26-1.31, 1.48-
1.55 (m, 2:0.5 CH,); 1.56-1.63 (m, CH); 1.78-1.86 (m, CH); 1.96 (s, MeCON);
va =231, vg = 2.49 (ABX, J,5 = 15.07, Juy = 5.10, Juy = 4.69, CH,CO); 2.52—
2.53 (m, CH,CO); 3.68 (s, MeO); 4.04-4.10 (m, CHN); 4.22-4.28 (m, CHN);
6.28 (d, J = 9.30, NH); 6.53(d, J = 8.79, NH). *C-NMR (125 MHz, CDCl,):
18.88, 19.25, 22.30, 22.81, 23.54 (Me); 25.13, 31.41 (CH); 36.48, 40.59, 43.24
(CH,); 44.83, 51.55 (CH); 51.80 (Me); 169.60, 170.88, 172.29 (C). HR-MALDI:
337.2 (100, [M+Na]*), 3152 (23.0, [M+1]*). Anal. ber. fir CyHsN,O,
(314.42): C61.12, H9.62, N 8.91; gef.: C61.10, H9.38, N 8.70. CD (MeOH,
0.4 mM): 208.5 nm (Max., 8000).

Ac-(S)-p*hLeu-BhGly-OMe (92b)

Das Dipeptid 91b (532 mg, 1.61 mmol) wurde gemass AAV 1 Boc-entschiitzt,
analog der AAV 2 in CH,CI, (16 ml) gelost, und auf 0 °C gekiihlt. Die Lsg. wurde
mit Et;N (898 ul, 6.44 mmol, 4 Equiv.) und Ac,O (228 ul, 2.42 mmol, 1.5
Equiv.) versetzt, 30 min bei O °C, und 90 min bei RT gertihrt. Die Reaktionslsg.
wurde mit CH,Cl, verdiinnt, mit 1N HCI (3x), ges. NaHCO; (3x) und ges. NaCl-
Lsg. gewaschen, Uber Na,SO, getrocknet und am RV eingeengt. Nach FC
(CH,Cl,/MeOH 25:1) wurde das Acetamid 92b (216 mg, 0.79 mmol, 49%) als
farbloses Pulver erhalten.

Smp. 103.5-105.0 °C. R; = 0.11 (CH,Cl,/MeOH 25:1). [} = -30.4° (c = 1.0,
CHCIL;). IR (CHCl,): 3436m, 3005m, 2958m, 2872w, 1731s, 1660s, 1511s,
1439m, 1369m, 1272m, 1178m, 1082w, 1014w, 892w. H-NMR (400 MHz,
CDCl;): 0.906 (d, J = 6.61, Me); 0.909 (d, J = 6.46, Me); 1.25-1.32 (m, 0.5
CH,); 1.48-1.64 (m, 0.5 CH, + CH); 1.96 (s, MeCON); v, = 2.29, v = 2.46
(ABX, J,g = 15.08, Jx = 5.38, Jgy = 4.68, CH,CO); 2.53-2.56 (m, CH,CO);
3.45-3.57 (m, CH,N), 3.71 (s, MeO); 4.20-4.29 (m, CHN); 6.43 (br., 2 NH). 3C-
NMR (100 MHz, CDCl,): 22.25, 22.86, 23.49 (Me); 25.13 (CH); 33.82, 34.88,
40.71, 43.30 (CH,); 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+1]%). Anal. ber. fir C;3H,,N,O,
(272.34): C 57.33, H 8.88, N 10.29; gef.: C 57.30, H9.05, N 10.17. CD (MeOH,
0.4 mM): 215.0 nm (Max., 7200).

Ac-(S)-p*hLeu-p3*hAib-OMe (92c)

Das Dipeptid 91c (593 mg, 1.65 mmol) wurde geméss AAV 1 Boc-entschiitzt,
analog der AAV 2 in CH,CI, (16 ml) gel6st, und auf 0 °C gekiihlt. Die Lsg. wurde
mit Et;N (920 pl, 6.6 mmol, 4 Equiv.) und Ac,O (234 pul, 2.48 mmol, 1.5 Equiv.)
versetzt, 60 min bei O °C, und 90 min bei RT geriihrt. Die Reaktionslsg. wurde mit
CH,CI, verdiinnt, mit 1IN HCI (3x), ges. NaHCO; (3x) und ges. NaCl-Lsg. gewa-
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schen, Gber Na,SO, getrocknet und am RV eingeengt. Nach FC (CH,Cl,/ MeOH
25:1) wurde das Acetamid 92c¢ (475 mg, 1.58 mmol, 96%) als farbloses Pulver
erhalten.

Smp. 145-147°C. R; = 0.16 (CH,Cly/MeOH 25:1). [« = -39.5° (c = 1.0,
CHCL,;). IR (CHCL,): 3434w, 3004m, 2959m, 2872w, 1727m, 1660s, 15009s,
1472m, 1439m, 1390m, 1368m, 1277w, 1153w, 1087w, 1012w, 964w. 'H-NMR
(400 MHz, CDCl;): 0.909 (d, J = 6.63); 0.918 (d, J = 6.52); 1.28-1.35 (m, 0.5
CH,); 1.39, 143 (s, 2 Me); 1.45-1.52 (m, 9,5 CH,); 1.56-1.66 (m, CH); 1.98 (s,
MeCON); v, = 2.24, vy = 242 (ABX, Jyg = 14.70, J,x = 5.05, Jpx = 4.64,
CH,CO); 2.69 (d, J = 14.89, 0.5 CH,CO); 2.88 (d, J = 14.89, 0.5 CH,CO); 3.67
(s, MeO); 4.20-4.29 (m, CHN); 6.07 (s, NH); 6.60 (d, J = 8.78, NH)."*C-NMR
(100 MHz, CDCl;): 22.32, 22.84, 23.47 (Me); 25.11 (CH); 27.24 (Me); 41.56,
43.03, 43.30 (CHy,); 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+1]%), 269.2 (21.9).
Anal. ber. fur C;sH,sN,O, (300.40): C 59.98, H9.39, 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)-phLeu-p%2hAib-OMe (92d)

Das Dipeptid 91d (385 mg, 1.07 mmol) wurde geméss AAV 1 Boc-entschiitzt,
analog der AAV 2 in CH,Cl, (11 ml) gel6st, und auf O °C gekiihlt. Die Lsg. wurde
mit Et;N (599 ul, 4.30 mmol, 4 Equiv.) und Ac,O (151 pul, 1.60 mmol, 1.5
Equiv.) versetzt, 55 min bei 0 °C, und 95 min bei RT gertihrt. Die Reaktionslsg.
wurde mit CH,Cl, verdiinnt, mit 1N HCI (3x), ges. NaHCO; (3x) und ges. NaCl-
Lsg. gewaschen, tiber Na,50O, getrocknet und am RV eingeengt. Nach FC
(CH,Cl,/MeOH 25:1) wurde das Acetamid 92d (295 mg, 0.98 mmol, 92%) als
farbloses Pulver erhalten.

Smp. 139.5-141.0 °C. R; = 0.24 (CH,Cl/MeOH 20:1). [} = -32.9° (c = 1.0,
CHCl,). IR (CHCIy): 3439w, 3004m, 2959m, 2872w, 1717m, 1660s, 1511s,
1472m, 1436m, 1369w, 1310m, 1273w, 1155s, 1087w, 1051w, 980w. *H-NMR
(400 MHz, CDCl;): 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 CH,); 1.48-1.64 (m, 0.5 CH, + CH); 1.97 (s,
MeCON); v, = 2.32, vg = 249 (ABX, J,z = 15.01, J\x = 4.95, Jgy = 4.70,
CH,CO); v, = 3.34, vz = 3.39 (ABX, J,g = 13.63, J\x = 6.32, Jgx = 649,
CH,CO); 3.71 (s, MeO); 4.21-4.29 (m, CHN); 6.31 (br., NH); 6.56 (d, J = 7.53,
NH). ¥C-NMR (100 MHz, CDCL): 22.26, 22.76, 23.08, 23.16, 23.41 (Me);
25.11 (CH); 40.47, 43.17 (CH,); 43.25 (C); 44.83 (CH); 46.73 (CH,); 52.12
(Me); 169.67, 17141, 177.61 (C). HR-MALDI: 323.2 (100, [M+Na]*); 301.2
(29.0, [M+171%). Anal. ber. fur C,;;H,sN,O, (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)-B*hLeu-(R)-p*hVal-OH (93a)

Das Dipeptid 92a (80 mg, 0.25 mmol) wurde geméss AAV 3d in MeOH (4.5 ml)
geldst, und mit 1N LiIOH (4.2 ml) versetzt. Nach der Aufarbeitung wurde die Sau-
re 93a (60 mg, 0.20 mmol, 80%) als farbloses Pulver erhalten, und ohne weitere
Reinigung eingesetzt.

Smp. 188.0-190.5°C. R; = 0.16 (CH,Cl,/MeOH 7:1). [«F* = -20.9° (c = 0.5,
CHCI;/MeOH 1:1). IR (CHCl;): 3613m, 3427m, 3338m, 3297m, 3007s, 2976s,
1718m, 1659s, 1511s, 1446m, 1371m, 1332w, 1377m, 1078w, 1046m, 97%w,
931w, 881w. 'H-NMR (400 MHz, CDCl,/CD,OD 4:1): 0.78-0.82 (m, 4 Me);
1.15-1.22 (m, 0.5 CH,); 1.32-1.39 (m, 0.5 CH,); 1.44-1.52 (m, CH); 1.68-1.78
(m, CH); 1.84 (s, MeCON); 2.19-243 (m, 2 CH,CO); 3.93-3.98 (m, CHN);
4.01-4.08 (m, CHN). ¥*C-NMR (100 MHz, CDCl,/CD,OD 4:1): 18.17, 18.79,
21.55, 22.48, 22.68 (Me); 24.78, 31.44 (CH); 36.46, 41.45, 42.03 (CH,); 4541,
51.60 (CH); 171.22, 171.35, 173.94 (C). HR-MALDI: 323.2 (100, [M-Nal*),
301.2 (47.4, [M+1]7%), 283.2 (22.8).

Ac-(S)-p*hLeu-p**hAib-OH (93c)

Das Dipeptid 92¢ (80 mg, 0.27 mmol) wurde geméass AAV 3d in MeOH (4.5 ml)
gelost, und mit 1N LiIOH (4.2 ml) versetzt. Nach der Aufarbeitung wurde die Sau-
re 93c (74 mg, 0.26 mmol, 97%) als farbloses Pulver erhalten, und ohne weitere
Reinigung eingesetzt.

Smp. 90-93°C. R; = 0.23 (CH,Cly/MeOH 7:1). [«f* = -13.6° (c= 0.5,
CHCI3/MeOH 1:1). IR (CHCl;): 3433m, 3007m, 2960s, 2872m, 1714s, 1661s,
1511s, 1444m, 1369m, 1318w, 1158w, 1123w, 1087w, 1046w, 964w, 881w.
'H-NMR (400 MHz, CDCl,): 0.90 (d, J = 6.50, 2 Me); 1.27-1.39 (m, 0.5 CH,);
143, 145 (s, 2 Me); 1.49-1.56 (m, 0.5 CH, + CH); 1.99 (s, MeCON); v, =
2.31, vg = 2.45 (ABX, J,g = 14.80, J,x = 6.52, Jgx = 4.79, CH,CO); 2.68 (d, J
= 14.66, 0.5 CH,CO); 2.86 (d, J = 14.67, 0.5 CH,CO); 4.184.26 (m, CHN);
6.49 (s, NH); 6.72 (d, J = 8.90, NH). *C-NMR (100 MHz, CDCl,): 22.22, 22.87,
23.23 (Me); 25.04 (CH); 27.27, 27.43 (Me); 41.79, 43.34, 43.87 (CH,); 45.48
(CH); 52.28, 170.93, 171.54, 174.22 (C). HR-MALDI: 309.2 (100, [M+Na]"),
287.2 (52.4, [M+1]"), 269.2 (37.7).

Ac-(S)-p*hLeu-p%?hAib-OH (93d)

Das Dipeptid 92d (80 mg, 0.27 mmol) wurde gemass AAV 3d in MeOH (4.5 ml)
gel6st, und mit 1N LiIOH (4.2 ml) versetzt. Nach der Aufarbeitung wurde die Sau-
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. R, = 0.21 (CH,Cl/MeOH 7:1). [,}r = -17.1° (c = 0.5,
CHClyMeOH 1:1). IR (CHCL): 3439m, 3268m,3008s, 2975s, 1700s, 1659s,
1473m, 1437m, 1369m, 1292m, 1128w, 1082w, 1044m, 933w, 878w. 'H-NMR
(400 MHz, CDCL,/CD,OD 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 CH,CO); 1.44-1.51 (m, 0.5 CH,CO); 1.55-
1.65 (m, 0.5 CH,CO); 1.95 (s, MeCON); v, = 2.35, v = 2.40 (ABX, J,5 =
14.39, J,y = 5.92, Joy = 6.25, CH,CO); 3.30-3.40 (m, CH,CO), 4.12-4.21 (m,
CHN). ®C-NMR (100 MHz, CDCl/CD,0OD 4:1): 21.65, 22.51, 22.70, 22.84,
22.97 (Me); 24.83 (CH); 41.26 (CH,); 42.89 (C); 43.01 (CH,); 45.31 (CH);
46.75 (CH,); 171.15,171.97, 179.29 (C).

Ac-(S)-p*hLeu-(R)-B*hVal-(S)-B3hPro(a-CH,)-OMe (94a)

Das Prolinderivat 75d (48 mg, 188 umol, 1.1 Equiv.) wurde geméass AAV 1 Boc-
entschiitzt, zusammen mit der Saure 93a (51 mg, 170 umol, 1 Equiv.) in CHCl,4
(2 ml) gelost, und geméass AAV 4a mit Et;N (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 (CH,Cl,/MeOH 12:1) wurde das Tripeptid 94a (28 mg, 64 pmol, 38%)
als farbloses Glas erhalten.

R; = 043 (CH,Cl,/MeOH 10:1). 'H-NMR (300 MHz, CDCl,): Rotamere; 0.89-
0.93 (m, 4 Me); 1.21-1.31 (m, 0.5 CH,); 1.44-1.61 (m, 0.5 CH, + CH); 1.79-
2.02 (m, CH + 2 CH,); 1.944, 1.948, 1.952 (s, MeCON); 2.04-2.75 (m, 2
CH,CO); 3.45-3.71 (m, CH,N); 3.76, 3.81, 3.82 (s, MeO); 3.83-3.96 (m, CHN);
4.24-4.32 (m, CHN); 4.79 (d, J = 7.79, CHN),; 4.85 (d, J = 7.78, CHN); 4.92—
4,96 (m, CHN); 5.01 (d, J = 7.78, CHN); 5.33, 5.40, 5.46, 5.53 (s, HHC=C);
6.20, 6.22, 6.30, 6.33 (s, HHC=C); 6.60-6.80, 6.80-6.97, 6.97-6.18 (br., NH).
BC-NMR (75 MHz, CDCl;): Rotamere; 19.69, 19.90 (Me); 21.04 (CH,); 22.48,
22.82 (Me); 23.42 (CH,); 23.62 (Me); 25.18 (CH); 31.07 (CH,); 32.32 (CH);
32.57, 35.52, 40.24, 43.19, 43.30 (CH,); 44.76 (CH); 46.51, 47.71 (CH,); 51.93
(CH); 52.09, 52.25 (Me); 57.75, 57.86, 58.32 (CH); 122.99, 124.38 (CH,);
139.85, 165.55, 169.14, 169.81, 170.69 (C). HR-MALDI: 6154 (26.3), 593.4
(82.9),460.3 (100, [M+Na]*), 438.3 (52.9, [M+1]%), 283.2 (67.7).

Ac-(S)-p*hLeu-phGly-(S)-p*hPro(a-CH,)-OMe (94b)

Das Prolinderivat 75d (50 mg, 196 umol, 1 Equiv.) wurde geméass AAV 1 Boc-
entschiitzt, zusammen mit der Saure 93b (51 mg, 197 umol, 1 Equiv.) in CHCl,
(2.5 ml) gelost, und gemass AAV 4a mit Et;N (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 (CH,Cl,/MeOH 18:1) wurde das Tripeptid 94b (9 mg, 23
umol, 12%) als farbloses Glas erhalten.
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R; = 0.13 (CH,Cl,/MeOH 18:1). IR (CHCl;): 3618w, 3489w, 3007s, 2976m,
2882w, 1716m, 1657s, 1509s, 1440s, 1370m, 1292m, 1137m, 1082w, 1045m,
990w, 959w, 909w, 977w. 'H-NMR (400 MHz, CDCl,): Rotamere; 0.89-0.92 (m,
2 Me); 1.21-1.29 (m, 0.5 CH,); 1.41-1.51 (m, 0.5 CH,); 1.52-1.61 (m, CH);
1.74-1.94 (m, CH,); 1.96 (m, MeCON, 3 Signale); 2.05-2.54 (m, 2 CH,CO +
CH,); 3.41-3.69 (m, 2 CH,N); 3.77-3.81 (m, MeO, 3 Signale); 4.24-4.26 (m,
CHN); 4.79 (d, J = 7.23, CHN); 4.98 (d, J = 6.74, CHN); 5.37 (m, 0.125
HHC=C, 3 Signale); 542 (m, 0.125 HHC=C, 3 Signale); 5.48-5.49 (m, 0.25
HHC=C, 4 Signale); 6.22, 6.30 (s, HHC=C); 6.51 (d, J = 8.84, 0.2 NH); 6.58-
6.72 (br., 1.8 NH). *C-NMR (100 MHz, CDCl,): Rotamere; 20.93 (CH,); 22.32,
22.34, 22.82, 22.88 (Me); 23.23, 23.27 (CH,); 23.53 (Me); 25.12, 25.16 (CH);
29.71, 30.92, 32.36, 32.39, 33.60, 33.63, 34.13, 34.20, 34.67, 34.72, 34.76,
40.17, 40.25, 40.30, 40.54, 43.11, 43.15, 43.18, 43.34 (CH,); 44.69, 44.72,
44.79 (CH); 46.52, 47.39, 47.43 (CH,); 51.92, 52.21 (Me); 57.67, 57.72, 58.00,
58.02 (CH); 123.25, 123.39, 124.34, 124.44 (CH,); 139.81, 139.92, 140.69,
140.77, 165.78, 166.09, 166.13, 169.49, 169.52, 170.18, 171.04, 171.22,
171.27,171.37 (C). HR-MALDI: 418.2 (100, [M+Na]*), 396.2 (41.8, [M+1]).

Ac-(S)-p*hLeu-B*3hAib-(S)-p*hPro(a-CH,)-OMe (94c)

Das Prolinderivat 75¢ (60 mg, 235 umol, 1 Equiv.) wurde geméass AAV 1 Boc-
entschiitzt, zusammen mit der Sédure 93¢ (67 mg, 234 umol, 1 Equiv.) in CHCl,
(2.5 ml) gelost, und geméss AAV 4a mit Et;IN (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 (CH,Cl,/MeOH 20:1) wurde das Tripeptid 94d (44 mg, 104
umol, 44%) als farbloses Glas erhalten.

R; = 0.19 (CH,Cl,/MeOH 20:1). IR (CHCl;): 3436w, 3316w, 3005m, 2957m,
2872w, 1716s, 1658s, 1626s, 1511s, 1439s, 1385m, 1367m, 1293m, 1266m,
1167m, 1093w, 1047w, 990w, 958w. H-NMR (300 MHz, CDCl,): Rotamere;
0.88-0.92 (m, 2 Me); 1.25-1.48 (m, CH,); 1.39-1.48 (m, 2 Me); 1.53-1.71 (m,
CH); 1.74-1.93 (m, CH,); 1.95-2.00 (m, MeCON); 2.02-2.31 (m, CH,); 2.33-
2.54 (m, CH,CO); 2.71-2.86 (m, 0.5 CH,CO); 3.29-3.70 (m, 0.5 CH,CO +
CH,N); 3.76, 3.82 (s, MeQO); 4.19-4.32 (m, CHN); 4.84-4.85, 4.98-5.01 (m,
CHN); 5.38-5.40, 549 (m, HHC=C); 6.20, 6.35 (m, HHC=C); 6.87 (d, J =
9.65, 0.5 NH); 6.94-7.17 (br., 1.5 NH). ¥*C-NMR (75 MHz, CDCl,): Rotamere;
20.95 (CH,), 22.48, 22.74, 22.84 (Me); 23.28 (CH,); 23.33, 23.43, 23.49 (Me);
25.13 (CH); 26.86, 26.99, 27.10, 27.27, 27.44 (Me); 30.85, 32.32, 40.44, 41.34,
4143, 41.55, 42.65, 42.76, 42.84, 42.93, 43.06, 43.12, 43.25 (CH,); 44.77
(CH); 46.41, 48.02, 48.12 (CH,); 51.92, 52.23 (Me); 52.63, 52.69 (C); 57.44,
57.53, 58.26, 58.32 (CH), 122.97, 124.65, 124.85 (CH,), 139.69, 139.81,
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140.25, 140.54, 165.55, 165.63, 165.81, 169.22, 169.28, 169.43, 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-buttersauremethylester
(Boc-f32hAib-OMe; 99)

Analog zur Herstellung des Methylesters 7 [357] wurde die geschiitzte B-Amino-
saure Boc-p3hAib-OH"® (1 g, 4.6 mmol) in EtOH (17.6 ml) geldst, mit 10% agq.
CsCO;-Lsg. (7.3 ml) versetzt, und am RV eingeengt. Der Riickstand wurde in
DMF (9.2 ml) gelést, und bei 0 °C mit Mel (1.22 ml, 19.6 mmol) versetzt. Nach
Aufarbeitung und FC (Et,O/Pentan 1:6) wurde das B*3-Aminosaurederivat 99
(866 mg, 3.7 mmol, 81%) als farbloses Ol erhalten. Die physikalischen Daten
stimmen mit den Literaturwerten tiberein [357].

9.7 Experimentelle Daten der Festkorper-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 Zirich durchgeftihrt.)

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 vollstan-
dig ¥*C- und ®N-markierten Hexapeptids Boc-(B?2hAib),-OMe 65 durchgefiihrt,
welches 1:10 mit dem analogen, unmarkierten Peptid verdinnt war (zur Vermei-
dung intermolekularer Kontakte). Um die Werte und Orientierungen des chemi-
schen ®N-Verschiebungstensors zu erhalten, wurden 1D NMR Spektren mit der
Spinfrequenz 1 kHz aufgenommen. Die Spektren wurden mit der GAMMA Simu-
lation Environment-Software gefittet. Der chemische '°N-Verschiebungstensor
wurde axialsymmetrisch mit Ac = —146+1 ppm gefunden. Die Orientierung des
Hauptachssystems wurde so angenommen, dass die Symmetrieachse des Tensors
entlang des N-H-Bindungsvektors verlauft [456,457], die Bindungsgeometrie
wurde als planar angenommen, mit Winkeln von 120° zwischen den Bindungen.
Die Hauptwerte des chemischen CO-Verschiebungstensors wurden mit
o, = 701 ppm, o, = 10+0.5ppm, und o, = -80+1.5ppm gefunden. Der
Tensor wurde so angenommen, dass die ¢,-Achse aus der Amidebene, und die
o,,-Achse entlang der Carbonylbindung zeigt. Es wurde gefunden, dass eine Ab-

173 Dieses Aminoséaurederivat wurde im Rahmen der ETH Dissertation No. 13203 von Stefan Abele herge-
stellt.
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weichung der o,,-Achse von der Richtung der Carbonylbindung [456] die Tensor-
werte nicht signifikant verandert. Zweidimensionale Austauschspektren [379] mit
Kreuzpolarisierung der Protonen wurden aufgenommen, um die urspriingliche
Polarisierung zu erhéhen. Die Mischzeit der Austauschspekiren 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 durchgeftihrt.)
REDOR wurde eingesetzt um die durch "magic-angle spinning" entfernte dipolare
Kopplung zwischen heteronuklearen Spinpaaren wiederherzustellen [459].
REDOR-Experimente werden immer in zwei Teilen durchgeftihrt, einmal mit Ro-
tor-synchronen dephasierenden Pulsen (S) und einmal ohne (S;). Die dephasie-
renden Pulse (siehe Abbildung 56a) andern das Vorzeichen der heteronuklearen
Dipolarkopplung, was zu Interferenz mit der entfernungsabhéngigen Mittelung
durch die Rotorbewegung fihrt.

14

‘ 130,18
a) o [l [l REDOR
BC ] ] W
19F (1 ﬁ]n [11] . TobOR RERR
b) 3¢ __[11] | I —
12 N R i
m
Tr Tr Tr Tr Tr Tr Tr Tr

Abbildung 56 Aufstellung der Pulssequenzen fiir *C{*F}-REDOR (a) und *N->*C{¥*F}-TEDOR-
REDOR (b), ausgelést durch einen Kreuzpolarisationstransfer von den Protonen. In beiden Sequenzen
wurde nur ein einziger *C-refokusierender n-Puls eingesetzt, um mdogliche Interferenzen von *C-*C-Kop-
plungen im mehrfach markierten System zu minimieren. Der Koharenztransfer im TEDOR-Teil der unteren
Sequenz wurde nach m Rotordrehungen mit zusammenfallenden °N- und *C n/2-Pulsen erreicht. Das Ti-
ming der 'H-Pulse war in beiden Sequenzen gleich.

Die Differenz der Signalintensitédten (AS = S, - S) flir den beobachteten Spin in
den beiden Teilen des REDOR-Experiments, ist direkt verkntipft mit dem korres-
pondierenden Abstand des depasierenden Spins [460].
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In einem N—¥C TEDOR-Experiment wird die nicht-observable bilineare Koha-
renz der ®"N-Magnetisierung (urspriinglich von den Protonen tibertragen) mit *C-
REDOR-Pulsen entwickelt (sieche Abbildung 26b, Seite 73). Diese Koharenz wird
vom N-Kanal zum ¥C-Kanal durch zusammenfallende n/2-Pulse (ibertragen,
und anschliessend durch N-REDOR-Pulse in observable *C-Magnetisierung
entwickelt [461]. Dieser Prozess erlaubt eine selektive Beobachtung der Signale
von ¥C-Kernen, die direkt an ®N-Kerne gebunden sind. TEDOR wurde als Filter
fir die *C-°F-REDOR-Abstandsmessungen, ohne Interferenz mit dem natiirli-
chen ¥C/*®N-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 Spingehduse durchgefiihrt. 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 fir Protonen) und einem Tecmag
Pulsgenerator durchgefiihrt. Die Radiofrequenzpulse wurden mit Kalmus und
American Microwave Technology Verstarkern generiert. Die n-Pulslangen waren
10 ps fir BC, N und F. Fiir das Dephasieren wurde Standard-XY-8 phase
cycling [464] eingesetzt. Die Proton-Kohlenstoff Kreuzpolarisierung wurde in 2 ms
bei 50 kHz durchgeftihrt. Die Protonen Dipolarentkopplung war 100 kHz wah-
rend der Datenmessung. Die *C-chemische Verschiebungsskala bezieht sich auf
externes TMS. Die Berechung der Dephasierung durch CF;-Gruppen berticksich-
tigte Orientierungseffekte [465].
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10 Anhang

10 Anhang: Zusammenfassung der Strukturdaten von
B-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 B-Peptidstrukturen zusammengefasst. Dadurch soll der Vergleich der
Strukturen untereinander und die Einordnung neuer Strukturen erleichtert wer-
den.

10.1 p%2-, B>23- und a-Methylen-B3-peptide

Bevorzugte Winkelbereiche der Bausteine von B%23-Peptiden in der MD-Simula-
tion. Besprechung siehe Abschnitt 6.6.1. Die untersuchten Bausteine verschiede-
ne bevorzugte Konformationen (Val vs. Leu/Ala).

CO-N—CP-C* N-CP—C*-CO C’-C*—CO-N

AS-Einheit ® o) W
p2?hVal(o-Me;) -115 -60 -160
p??hAla(o-Me;) -115 180 —40
B2 hLeu(o-Me;) -115 180 —40

Bevorzugte Winkelbereiche von B%2hAib-Peptiden. Besprechung siehe Ab-
schnitt 6.6.2. Die Winkel beziehen sich auf die Modelle, welche aufgrund von ex-
perimentellen Daten als méglich erachtet wurden. Riickgratwinkel von Peptiden
aus ringférmigen geminal disubstituierten B?2-Aminosaurebausteinen sind in
Tabelle 3 (Seite 64) aufgefiihrt (Rontgenbeugungs-Strukturen).

CO-N—CF-C* N-C’—C“-CO C’-C*—CO-N

Modell ® o) Wy
a 180 180 180

b -120 180 120
-120 180 120

° 120 180 -120
120 -80 120

‘ -120 80 -120

e -177 -56 -58
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Bevorzugte Winkelbereiche von a-Methylen-p*-Peptiden aufgrund von CSD-
Daten. Besprechung siehe Abschnitt 8.3.2.

CO-N—CF-C* N-CP—C“-CO C’-C*—CO-N

() ® b g
+60-180 +60 0)
180 180

10.2 Gemittelte Daten von bekannten B-Peptidstrukturen

Die unten angegebenen Winkel sind Durchschnittswerte aus bekannten -Peptid-
strukturen. Sie sollen als Richtwerte dienen, in welchem Bereich die Diederwinkel
einer bestimmten Sekundarstruktur liegen.

Die Diederwinkel der (M)-3,,-Helix wurden aufgrund der NMR-Strukturdaten
eines (2S,3S)-p%*3-Hexapeptids [335,336] und eines p3-Heptapeptids'’* (mit Di-
sulfidbriicke [347]) bestimmt. Wasserstofforiicken werden zwischen der
NH-Gruppe der Einheit (i), und der C=0-Gruppe der Einheit (i+2) ausgebildet.
Bindungswinkel: 111° (N-C’-C%), 113° (C*-C*-CO), 117° (C*-CO-N), 124°
(CO-N-CP).

CO-N—CP—C* N-CP—C*-CO CP-C*—CO-N
) O b
-129 60 -141

Fur ein Hexapeptid aus (S,S)-2-Amino-cyclohexancarbonsaureeinheiten wurde
eine der (M)-3,4-Helix @hnliche Helix mit folgenden Winkeln gefunden (Kristall-
strukturdaten) [340,341]. Bindungswinkel: 111° (N-CP-C%), 111° (C*~C*-CO),
117° (C*~-CO-N), 123.5° (CO-N-CP).

CO-N—C’C*  N-C—C*-CO  CP-C“—CO-N
) C) Y
~142 55 -127

17 Mit einer zentralen cyclischen 5-Amino-[1,2]dithian-4-carbonséureeinheit.
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Die Diederwinkel der (P)-12/10-Helix wurden aufgrund der NMR-Strukturdaten
eines (S)-B/(S)-p3-Hexa-und eines (S)-B%/(S)-p*-Nonapeptids bestimmt [335,
348]. Fur die zwei verschiedenen, abwechselnd eingebauten Aminosaurearten,
werden zwei Satze Diederwinkel angegeben. Die Diederwinkel der 12/10-Helix
scheinen relativ flexibel'”®, sie unterscheiden sich in den beiden betrachteten
Modellen. Das Schema der Wasserstoffbriickenbindungen (10- und 12-Ring) ist
unten angegeben.

Wasserstoffbriicken-Bindungsschema der 12/10-Helix:

10

I 1
o O R O 0
,HJ\N/\l)kNJ\/U\N/\l)ka{
H H H H
R L R ]
12

Bindungswinkel der 12/10-Helix (a: Hexapeptid, b: Nonapeptid):

Einheit N-CP-C“ cf-c*-CO C*“-CO-N CO-N-CF
a) p’-AS 111.4 110.1 117.7 123.4

pe-AS 110.3 112.8 117.0 123.8
b) p*-AS 110.3 108.6 113.0 118.6

pe-AS 108.7 109.7 113.0 118.5

Diederwinkel der 12/10-Helix (a: Hexapeptid, b: Nonapeptid):

Einheit CO-N—cf-c* N-CP—C*-CO C’-C*—CO-N

o ® b

a)  P*-AS 80 65 117
B>-AS -94 61 95

by  p-AS 91 75 -115
B>-AS -96 66 77

175 Das Nonapeptid besitzt lediglich sechs Aminoséureeinheiten welche aufgrund ihrer Konformation zur
12/10-Helix gerechnet werden kénnen. Vom Hexapeptid wurden fiinf Einheiten berticksichtigt.
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Peptide aus (2R,3S)-a-Hydroxy-p3-aminoséureeinheiten bilden eine flache (P)-
2.-Helix (NMR-Strukturdaten) [352]. Bindungswinkel: 106° (N-C"-C%), 109.5°
(C*—C*-CO0), 120° (C*~CO-N), 105° (CO-N-CP).

CO-N—CP-C* 0=C-C“-OH N-CP—C*-CO C’-C*—CO-N
O C Y
-135 -33 58 28

Ein Octapeptid aus (R,R)-2-Amino-cyclopentancarbonsaureeinheiten bildet eine
so genannte (M)-12-Helix (= 2.6,,-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-CP-C*), 112° (CP-
C*-C0), 116° (C*~CO-N), 124° (CO-N-CP).

CO-N—CF-C* N-CP—C“-CO C’-C*—CO-N

() ® b
Konf. 1 90 -90 110
Konf. 2 105 -95 98
Bereich (84 bis 116) (-88 bis —~113) (93 bis 112)

Ein Tripeptid aus (2R,3S)-B%*-Aminosaureeinheiten bildet im Festkdrper ein
Faltblatt (Kristallstrukturdaten) [354]. Bindungswinkel: 109° (N-CP-C%), 110°
(CP-C*-CO0), 116° (C*~CO-N), 123° (CO-N-CP).

CO-N—C’-Cc*  N-c*—C*-CO  CP-C*—CO-N
D C) Y
-110 178 127
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10 Anhang

Cyclotetrapeptide von (R/S)-p*hAla besitzen im Festkérper gut definierte
Strukturen. Es wurden Tetrapeptide des all-(S)-Derivats und mit einem (S,R,S,R)
bzw. (S,S,R,R)-Substitutionsmuster hergestellt [358,359,466]. Ein B*hPhe-Cyclo-
tetrapeptid besitzt ahnliche Rickgratwinkel [467]. Die Aminoséureeinheiten dieser
cyclischen Peptide besitzen zwei alternierende bzw. vier verschiedene Konforma-
tionen und Bindungsgeometrien. Von den Rickgrat-Bindungswinkeln (rechts in
der Tabelle) ist jeweils das zentrale Atom angegeben. Bemerkenswert ist die fast
verdeckte Ethanbindung im (S)-p*hAla-Cyclotetrapeptid!

Cyclotetrapeptid o ® g co N cP c“
(S)-(B3hAIa)4 -149.9 1439 -173.7 | 116.0 122.0 108.5 112.0
-105.9 58.9 -102.4 | 1161 122.0 106.6 111.1
(S)-(B3hPhe)4 -1432 -58.0 -1721 | 117.8 122.0 111.1 114.5
57.5 50.8 -99.8 115.3 120.5 114 .2 112.5
(SRSR)-(B3hAIa)4 S:| 609 68.5 -157.3 | 116.0 122.2 1141 113.2
R:| -60.9 -68.5 157.3 116.0 122.2 114 .1 113.2
(SSRR)-(B3hA|a)4 S: | 1371 76.2 -153.4 | 1161 121.5 110.8 113.2
S: | -158.4 72.7 37.7 115.6 121.9 109.7 116.6
137.1 -76.2 153.4 116.1 121.5 110.8 113.2
158.4 -72.7 -37.7 115.6 121.9 109.7 116.6

R:
R:
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O

Q)

Abbildung 57 Diagramme der Riickgrat-Diederwinkel von bekannten -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 Variabilitat der
Winkel in den cyclischen Peptiden ist deutlich erkennbar (Punkte sind Giber die Diagrammflachen verteilt).
Fir den Winkel @ wird die Bevorzugung des Bereichs zwischen 60° und 180° deutlich (siche auch
Abbildung 52g). Fir ® werden Werte um 60-90° und 180° gefunden. Helices mit (P)-Drehsinn: 12/10-
und 24- Helices; (M)-Drehsinnn: 3,,- und 12-Helix.
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