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Einleitung

1 Einleitung

Die Entwicklung neuer synthetischer Rezeptoren ist ein wichtiges Gebiet der
Supramolekularen Chemie! Viele dieser Rezeptoren basieren auf Kronenethern,?
Cyclodextrinen,® Cyclophanen® und Calixarenen®, Makrocyclen also, die in ihrem Hohlraum
Gaste aufnehmen koénnen. ° Eine zentrales Motiv bei der Darstellung solcher neuen
Rezeptorsysteme ist die Entwicklung von Methoden, um ein flexibles Rezeptorgrundgertist
auf einen bestimmten Gast optimal zuzuschneiden. Gerade die Calixarene (Abb. 1.1) haben in
diesem Zusammenhang in den letzten Jahren grol3e Bedeutung erlangt, da sie sich als
besonders vielseitiges Grundgertst fur eine grof3e Zahl sehr unterschiedlicher Rezeptoren

<_ OH _> lower rim
CH

2

erwiesen haben.’

R upper rim

Abb. 1.1 Calix[n]aren

Dementsprechend haben Rezeptoren, die auf Variationen des Calixarengrundgeristes
beruhen, die unterschiedlichsten Anwendungen als Sensoren,® Kapseln,® Katalysatoren®® und
Bausteine fiir Supramolekulare Aggregate™ gefunden. Die verschiedenen Strategien zu einem
derartigen , Tuning® von Rezeptoren lassen sich anhand der vielzéhligen Arbeiten Uber die
Cdlixarene gut illustrieren.

Calixarene sind cyclische Oligomere, die bei der basischen Kondensation von Phenol mit
Formaldehyd gebildet werden. Die aromatischen Untereinheiten, welche Uber flexible
Methylengruppen verknipft sind, kénnen einen konusférmigen Hohlraum ausbilden (Abb.
1.2), in dem sowohl neutrale als auch kationische Gaste eingelagert werden koénnen.’> Im
Fale kationischer Gastmolekile werden diese durch Kationen-rTeWechselwirkungen
gebunden.’® Sowohl die Selektivitét as auch die Affinitét fir einen bestimmten Gast wird
jedoch durch verschiedene Faktoren beeinfluft. So spielt die Hohlraumgrofie eine wichtige

Rolle, die durch die Zahl der aromatischen Bausteine (n=

2



Einleitung

Abb. 1.2 Hohlraum einer Calix[4] arensin der cone Konformation.

4-8, Abb. 1.1) variiert werden kann. Daneben ist jedoch auch die Form des Hohlraumes von
Bedeutung, die von der Konformation des gesamten Makrocyclus gepragt wird. So kénnen
Calixarene auf Grund der ungehinderten Rotation um die Methylengruppen in einer Vielzahl
an Konformationen vorliegen. Allein fir die Calix[4]arene lassen sich z. B. vier symmetrische
Grundkonformationen finden, die sich in der relativen Anordnung der aromatischen Ringe
zueinander unterscheiden (Abb. 1.3). Dabei bildet die cone-Konformation einen Hohlraum

aus, der zur Einlagerung von Géasten am gunstigsten ist.

OH OH
OH OH OH R
OH OH
R R
OH
R R
cone partial cone
OH OH
R OH R
I OHL : J}
H R H R R H
R OH
1,3-alternate 1,2-alternate
Abb. 1.3 Die vier Grundkonformationen eines Calix| 4] arens.

'H-NM R-Experimente haben gezeigt, dal bei Raumtemperatur diese C,,-symmetrische cone-

Konformation bevorzugt vorliegt; oberhalb Raumtemperatur stellt sich ein schnelles
3
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Gleichgewicht zwischen den beiden entarteten cone-Konformationen ein, die sich Uber ein
Umklappen der OH-Gruppen durch den Innenraum des Konus ineinander umwandeln.*
Diese Rotation der Phenyleinheiten wird durch Einfihrung sperriger Substituenten am lower
oder upper rim oder durch intra- oder intermolekulare Verbriickung der Benzenringe
unterbunden. ** Der Rezeptor kann dadurch gezielt in einer bestimmten Konformation

eingefroren werden.

Durch geschickte Wahl der Substituenten kann neben der Verringerung der konformativen
Freiheit der Calixarene eine zusétzliche Modifikation ihrer Bindungseigenschaften erreicht
werden, wenn diese Substituenten as zusétzliche Bindungszentren fungieren konnen.
Einfihrung von Bindungszentren wie Estern, Ketonen oder Amiden, die Metalionen
komplexieren kénnen, liefert zum Beispiel eine Gruppe von Rezeptoren, die zur spezifischen
Erkennung von Alkali- und Erdalkalimetallionen geeignet sind.'® Die Selektivitat dieser
Verbindungen bel der Gastbindung wird wiederum durch Ringgréf3e, Konformation und die
Art des Bindungszentrums gesteuert. Die Kationen werden von diesen Calixarenderivaten
nicht mehr in den aromatischen Hohlraum eingelagert, das Calixaren stellt vielmehr nur die
Plattform dar, auf der die Bindungsarme angeordnet und fixiert werden. Auf die gleiche
Weise konnten auch Anionenrezeptoren auf Basis von Calixarenen dargestellt werden. Zu
diesem Zweck wurden Wasserstoffbriickendonoren wie z.B. Amide oder Kkationische
Untereinheiten wie z.B. Cobaltocene as zusitzliche Bindungszentren eingefiihrt.
Calixarene, die mit N-verknipften Aminosduren oder Peptidschleifen substituiert sind,
wurden auRerdem zur Erkennung von Aminosduren’® und von Proteinoberflachen™
eingesetzt. Mendoza et al. stellten kirzlich eine molekulare Kapsel aus zwei Calix[6]arenen
dar, die durch Wasserstoffbriicken zwischen am upper rim befestigten Leucinresten
zusammengehalten wurden.?

Die Tatsache, dal3 die EinfUhrung weiterer Bindungszentren gleichzeitig die Konformation
des Rezeptors beeinfluf3t, kann auRerdem gezielt zum Design von ditopen Rezeptorsystemen

mit allosterischen Effekten genutzt werden.*

Neben der Substitution mit zusétzlichen Bindungszentren erreicht man auch durch Variation
der  aromatischen  Cdlixarenbausteine  eine  erhebliche  Veradnderung  ihrer
Rezeptoreigenschaften. Ersetzt man das Phenol z. B. durch Resorcin kommt man zu den
Resorcinarenen (Abb. 1.4, links). Die zweite Hydroxylgruppe in den Resorcinuntereinheiten
fuhrt auf Grund der Ausbildung intramolekularer, cyclischer Wasserstoffbriicken zu einer
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weiteren Verringerung der Beweglichkeit des Makrocyclus. Diese Versteifung des
Hohlraumes kann durch kovalente Verbriickung der Resorcinuntereinheiten noch verstérkt

werden. Solche starren Resorcinarenderivate sind als Cavitanden bekanntgeworden (Abb. 1.4,

rechts).
T > < )
HO OH o o~
n n
Abb. 1.4 Resorcinaren (links) und Cavitand (rechts)

Durch kovalente Verknipfung zweier Habschalen lassen sich aus Cavitanden
Containermolekiile herstellen, die Carceranden.?? Ersetzt man die aromatischen
Untereinheiten der Calixarene durch z.B. Pyrrol, so erhdt man eine Klasse von Rezeptoren,
die auch ohne zusétzliche Bindungszentren zur Erkennung von Anionen befahigt sind.* Die
Anionen werden dabei durch N-H-----X Wasserstoffbrticken gebunden.

Durch Verlangerung des Methylenspacers zwischen den Aromaten kommt man zu den

Homocalixarenen®, die ebenfalls Anwendung in der Kationenerkennung gefunden haben.

Wie kann man diese Konzepte nun nutzen, um eine neue Klasse kinstlicher Rezeptoren zu
etablieren? Ein besonders interessanter Ansatz hierzu ist die Kombination bekannter
Rezeptorbausteine aus dem Bereich der synthetischen Makrocyclen mit Bausteinen aus der
Natur. So haben Ishida et al. 3-Aminobenzoesduren mit natirlichen a-L-Aminosduren
kombiniert, um synthetische Cyclopeptide herzustellen, die sie zur Erkennung von
M onophosphatestern und al's ein Serinproteasemimic einsetzten (Abb. 1.5).%°
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Abb. 1.5 Cyclisches Hexapeptid aus 3-Aminobenzoesiure und einer naturlichen Aminosiure.

Solche synthetischen Cyclopeptide erscheinen als Kandidat fur solche Studien zum Design
neuer Rezeptoren ideal: Neben einer grofen Zahl geeignet substituierter aromatischer
Aminobenzoesauren stehen verschiedenste nattrliche und nicht nattrliche a-Aminoséuren as
Bausteine zur Verfugung. Verwendet man 3- und y-Aminosauren, kann in Analogie zu den
Homocalixarenen auch der Abstand zwischen den aromatischen Untereinheiten verandert
werden. Die Einfuhrung weiterer Bindungszentren ist durch Substitution an beiden Arten von
Cyclopeptiduntereinheiten mdglich. Nicht zu vergessen ist aullerdem die Tatsache, dal3
Cyclopeptide bei Verwendung enantiomerenreiner a-Aminosaureuntereinheiten chiral sind,
was moglicherwel se el ne enantiosel ektive Gastbindung erlauben kdnnte.

Im Vergleich zu den Calixarenen ist die Zahl der rotierbaren Bindungen zwischen den starren
aromatischen Bausteinen der Cyclopeptide grof3er, was die Anzahl méglicher Konformere
deutlich erhoht. Doch bietet die Peptidbindung durch ihre Fahigkeit, sowohl als
Wasserstoffbriickendonor als auch as Akzeptor zu fungieren, Mdglichkeiten, durch
nichtkovalente Wechselwirkungen die Flexibilitdt des Rezeptors einzuschranken. Ein
wesentlicher Vorteil dieser cyclischen Peptide gegentiber den Calixarenen liegt auf3erdem in
der Mdglichkeit eines sequentiellen Aufbaus, durch den Rezeptoren mit definierter Sequenz
unterschiedlicher Bindungszentren entlang des Hohlraums zuganglich sind. Bei den
Calixarenen sind solche Strukturen deutlich schwerer realisierbar.®

Als Modell zur Studie von bevorzugten Sekundarstrukturelementen in Proteinen sind
cyclische Peptide, besonders im Bezug auf ihre Konformation, bereits eingehend untersucht
worden.?” Auch im Hinblick auf ihre biologische Aktivitat haben Cyclopeptide in den letzten
Jahren als potentielle Antibiotika und Antitumorwirkstoffe, als Template fir das Design von
Proteinen und als Regulatoren fir den lonentransport durch Membranen fir einiges Interesse
gesorgt.?® Dabei haben mehr und mehr auch synthetische Cyclopeptide mit nicht-natiirlichen
Bausteinen Anwendung gefunden.?® Synthetische Cyclopeptide aus natiirlichen Aminoséuren
und 3-Aminobenzeosdure-einheiten wurden in den letzten Jahren auch in der Gruppe von S.

Kubik intensiv auf ihre moglichen Rezeptoreigenschaften untersucht. Wie Abbildung 1.6

6
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illustriert, sind diese synthetischen Cyclopeptide (Mitte) Hybride aus Strukturelementen von
nattrlichen Peptiden (links) und Calixarenen (rechts).
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Abb. 1.6 Links: Cyclohexapeptid, rechts: Calix[6]aren, Mitte: Hybrid aus Cyclohexapeptid und
Calix[ 6] aren.

Das erste von Kubik vorgestellte Hexapeptid 1 bindet wie die Calixarene in Chloroform
quaterndre Ammoniumionen in dem von den aromatischen Aminosduren aufgespannten
Hohlraum (Abb. 1.7, links).*® Zusétzlich ist 1 in der Lage durch Wasserstoffbriicken zu den
Amidprotonen Anionen wie Phosphat oder Sulfonat zu binden. Da die Anionenbindung
sowohl die Konformation des Cyclopeptides a's auch seine Kationenbindung beeinfluf, ist 1

ein ditoper Rezeptor mit einem positiven all osterischen Effekt.

CO,iPr
O H 0]
H | U H 9

H N N N
(@] 3 O 3 e) 3

X

1 2 3a-d

Abb. 1.7 Cyclopeptide 1, cyclo-[(L)Glu-(QiPr)-AB]s, 2, cyclo-[(L)Pro-AB]s, und Cyclopeptide mit

Substituenten in 4-Position (X= Cl [3a], CH,OCH; [3b], OCH; [3c], COOCH; [3d]).

Durch Variation der natirlichen Aminosaure konnte sowohl die Kationen- als auch die
Anionenaffinitdt von 1 erhoht werden, indem die Glutaminsdureuntereinheiten durch
Prolinuntereinheiten ersetzt wurden.*! Eine Ursache hierfirr ist die verringerte Flexibilitét der

cyclischen Aminosaure Prolin, bei der eine Rotation um die C(a)-N-Bindung nicht mehr
7



Einleitung

moglich ist. Der Verlust der Rotationsfreiheitsgrade bei Komplexierung eines Gastes ist bei
Rezeptor 2 (Abb. 1.7, Mitte) also geringer als bel Rezeptor 1. Um die Zahl der frel rotierbaren
Bindungen weiter einzuschranken und so Cyclopeptide mit einem noch starreren Grundgerst
zu erhalten, wurden von Kubik die Cyclopeptide 3a-d dargestellt, bei denen in 4-Position am
aromatischen Ring Substituenten eingefiihrt wurden (Abb. 1.7, rechts).* Diese Substituenten
unterbinden, wie in Abbildung 1.8 a) dargestellt, durch Ausbildung intramolekularer
Wasserstoffbriicken zum benachbarten N-H Proton die Rotation der Amidgruppe, die bel 2
beobachtet wurde. Die Amidbindung kann sich nun nicht mehr in der zur
Anionenkomplexierung notwendigen Konformation zur Unterseite des Makrocyclus hin
ausrichten (Abb. 1.8 b)) und infolgedessen verlieren diese Cyclopeptide ihre Eigenschaft as
Anionenrezeptoren. lhre Kationenaffinitat wird auf Grund der besseren Vororganisation aber

in einigen Fallen (3c und 3d) im Vergleich zur Stammverbindung 2 signifikant erhoht.

X. H
¥ RN =
5 L
H

~N O H 0o N
y Al Ll
I
Lo LU
H H
YN AR
YA L]
C = N N =
) N~ A | N
H
Abb. 1.8 Bevorzugte Konformation a) von Cyclopeptid 3 mit geeignetem Substituenten in 4-Position (X=
Cl, CH,OCH;, OCHj;, COOCHS,); b) von Cyclopeptid 2 bei Binden eines Anions c) von

Cyclopeptid 4.

Durch Variation der aromatischen Aminosaure gelang es Kubik ebenfals, cyclische
Hexapeptide darzustellen, in denen die sekundare Amidbindung gerade in der zur
Anionenerkennung geeigneten Konformation fixiert wird (Abb. 1.8 c)). In der 6-
Aminopicolinsdure erzwingt namlich die Pyridyluntereinheit eine antiparallel Ausrichtung des

N®-H®* Bindungsdipols zum lone pair am aromatischen Stickstoffatom.® Dieser Effekt
8
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kommt auch bei Cyclopeptid 4 zum Tragen und bewirkt eine drastische Steigerung der
Anionenaffinitét: 4 ist auch in sehr kompetitiven Ldsungsmitteln wie Wasser/Methanol
Gemischen ein |eistungsfahiger Anionenrezeptor (Abb. 1.9). 3

[

Abb. 1.9 Cyclopeptid cyclo-[ (L)Pro-AP] 3, 4.

Auch das Konzept der Einfuhrung weiterer Bindungszentren zur Verénderung der
Bindungsei genschaften von kinstlichen Rezeptoren wurde von Kubik erfolgreich eingesetzt.
Aufbauend auf Cyclopeptid 5 mit einer Carboxylgruppe in 5-Position an der aromatischen
Aminoséure als Ankergruppe fur weitere Bindungszentren konnten verschiedene Rezeptoren
zur Kohlenhydraterkennung dargestellt werden (Abb. 1.10). *

o1

Abb. 1.10 Cyclopeptid cyclo-[ (L)Pro-AB(5CO,H)] 5, 5.

Die von Kubik verwendete strukturell variable Cyclopeptidgrundstruktur ermdglicht noch
eine Reihe von Ansétzen zur Kontrolle der Rezeptoreigenschaften. Diese Arbeit stellt meinen

Beitrag zu diesen Untersuchungen dar.
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2 Theoretischer Tall

2.1  Aufgabenstellung

Bei den Untersuchungen zur Konformation und den Rezeptoreigenschaften der von Kubik
entwickelten Cyclopeptide wurde bisher der Einflul3 der aromatischen Bausteine und der
natUrliche Aminosdure auf Konformation und Bindungseigenschaften untersucht sowie
weitere Bindungszentren in die Makrocyclen eingefiihrt. Dabel standen im wesentlichen
cyclische Hexapeptide im Mittelpunkt der Untersuchungen, die sequentiell aus den
zugrundeliegenden Dipeptid aufgebaut wurden. Ausgehend von einem geeigneten Dipeptid
aus einer nattrlichen und einer aromatischen Aminosaure wird dieses also erst zum linearen
Tetrapeptid, dann zum linearen Hexapeptid aufgebaut und schliefdlich cyclisiert. Um einen
schnelleren Zugang zu neuen Cyclopeptiden zu ermoglichen, will ich im Rahmen dieser
Arbeit ein Verfahren entwickeln, mit dem solche Cyclopeptide direkt aus einem Dipeptid
hergestellt werden konnen. Bei dieser , Direktcyclisierung® entsteht unter den Bedingungen
der Peptidsynthese aus dem verwendeten Dipeptid das cyclische Hexapeptid, ohne dal3 die
linearen Zwischenstufen wie beim sequentiellen Aufbau isoliert werden missen. Bei den
Calixarenen, die durch Umsetzung von Phenolen mit Formaldehyd gebildet werden, ist dieses
Direktverfahren die Methode der Wahl. Die Ringgrofe 183t sich hier hervorragend durch die

Reaktionstemperatur und die Menge der zugesetzten Base steuern.

Abb. 2.1 Cyclopeptide 6a-d aus L-Cysteindimthylester mit 1,3-Adamantandicarbonyldichlorid; 6a: n=2, 6b:
n=3, 6¢. n=4, 6d: n=5.

D. Ranganathan hat gezeigt, da3 sich eine analoge Methode auch zur Synthese der
Hybridcyclopeptide 6a-d (Abb. 2.1) anwenden |8, die in enem Schritt durch
10
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Direktcycliserung von L-Cysteindimthylester mit 1,3-Adamantandicarbonyldichlorid

dargestel It werden konnten.®

Dartiber hinaus will ich in dieser Arbeit die Untersuchungen zur EinfUhrung weiterer
Bindungszentren in die Cyclopeptide fortfuhren. Vorbild fir meine Studie sind wieder die
Calixarene: Ungaro et a. haben Calix[4]arene hergestellt, die am upper rim entweder eine
Carboxylgruppe oder eine Aminofunktion als Ankergruppe fiir Bindungszentren trugen.*®%
Diese wurden im ersten Fall N-terminal, im zweiten Fall C-terminal mit Aminosauren zu den
eingangs erwdhnten Peptidocalix[4]arenen verknlpft, wodurch sich zwe sehr
unterschiedliche Klassen von Rezeptoren ergaben. Wahrend die N-verknupften
Peptidocalix[4]arene als Vancomycin Mimetikum Anwendung fanden, wurden die C-
verknupften Peptidocalix[4]arene zur Anionenerkennung verwendet. Eben dieses Konzept
soll nun auf Rezeptor 7 Ubertragen werden. Zur Darstellung der Zuckerrezeptoren auf Basis
solcher Cyclopeptide wurde, wie Eingangs erwahnt, ein Cyclohexapeptid verwendet, dasin 5-
Position der aromatischen Untereinheiten Carboxylgruppen trégt, mit der die zusétzlichen
Bindungsarme amidisch angeknipft werden konnten. In  Anaogie zu den
Peptidocalix[4]arenen von Ungaro et al. sollen von mir nun Cyclopeptide hergestellt werden,
die anstelle der Carboxylgruppen Aminofunktionen zur Einfuhrung weiterer Bindungszentren
tragen. Neben der Moglichkelt, verschiedene Carbon- und Aminosduren an diese
Aminogruppen anzubinden, soll in erster Linie die Eignung von Harnstoffsubstituenten als
zusétzliche Bindungszentrum untersucht werden. Harnstoffe sind sowohl in acyclischen®’ as

17d+f,39 und

auch in makrocyclischen Rezeptoren® — darunter auch in Calixarenen
synthetischen Cyclopeptiden®® — a's Bindungszentren fiir verschiedene Anionen eingesetzt
worden. Als selbstkomplementdre Wasserstoffbriickenbildner wurden sie auferdem zur
Selbstassoziation von harnstoffsubstituierten Calixarenen zu molekularen Kapseln
verwendet.** Durch den Einbau von Harnstoff in Hybridcyclopeptide konnten neue
sel bstassoziierte Peptidnanorshren gewonnen werden.*? Zur Untersuchung des Potentials von
Harnstoffsubstituenten in den hier beschriebenen Cyclopeptiden, soll dementsprechend

Rezeptor 7 hergestellt werden (Abb. 2.2).

11
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)
HNCONHPh
4
Abb. 2.2 Cyclopeptid cyclo-[ (L)Pro-AB(5NHCONHPh)] 5, 7.

In einem weiteren Projekt, das ich im Rahmen dieser Arbeit behandeln will, werde ich
versuchen, die Flexibilitdt der Cyclopeptide durch strukturelle Verénderung der natirlichen
Aminosaure weiter zu verringern. Durch den Wechsel von Glutaminsaure zum cyclischen
Prolin hat Kubik die Rigiditét seiner cyclischen Hexapeptide bereits deutlich erhdhen kdnnen.
Mit der EinfUhrung von 2S-Aminosuccinimid (Suc) in Rezeptor 8 (Abb. 2.3) soll nun einen
aternativer Weg getestet werden.*® In Cyclopeptid 8 wird namlich die Rotation der C(a)-
C=0 und der C=0-N Bindung in der Succinimiduntereinheit unterbunden, wahrend in 2 die
Rotation der N-C(a) in den Prolinringen verhindert wird. Dieser Unterschied konnte die

Rezeptoreigenschaften von 8 im Vergleich zu denen von 2 deutlich beeinflussen.

(0]
(0]
He N
e} 3
8

Abb. 2.3 Cyclopeptid cyclo-[(L)Suc-AB] 5, 8.
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2.2  Cyclische Hexapeptide mit Succinimiduntereinheiten

In diesem Teil der Arbeit sollte durch Variation der natirlichen Aminosaure ein cyclisches
Hexapeptid (8) mit einer im Vergleich zu den Peptiden 1 und 2 erhohter Rigiditét hergestellt
werden (Abb. 2.4). Von einer solchen Versteifung des Makrocyclus erwartete ich eine

V erbesserung der Rezeptorei genschaften.

CO,iPr
0]
H 0] IT| o (0]
H N N Ho N
1 2 8
Abb. 2.4 Cyclische Hexapeptide mit verschiedenen natirlichen Aminosduren.

Die cyclischen Hexapeptide 1 und 2 bilden namlich mit ihren aromatischen Untereinheiten
einen Hohlraum aus, in dem quaterndre Alkylammoniumionen durch Kationen-te
Wechselwirkungen gebunden werden konnen. Je besser dieser Hohlraum in der zur
Kationenerkennung optimalen Geometrie vororganisiert ist, desto stabiler sind die
entsprechenden Komplexe, weil ungunstige entropische Faktoren, d. h. die Verringerung der
konformativen Flexibilitét der Cyclopeptide wahrend der Komplexbildung, durch diese
Préorganisation mehr und mehr wegfalen. Konformation und konformative Beweglichkeit
solcher Cyclopeptide spielen also eine mal3gebliche Rolle fur die Kationenaffinitdt. Wie
eingangs beschrieben, hat der Einbau des cyclischen Prolins in Cyclopeptid 2 die Flexibilitét
des Hexapeptides reduziert, indem die Rotation um die C(a)-N-Bindung der a-Aminosaure
unterbunden wurde. Die Rezeptoreigenschaften von 2 wurden damit gegentiber Hexapeptid 1
mit der acyclischen Glutaminsdure al's natiirlichem Baustein deutlich verbessert.

Ich mdchte nun eine weitere Variation der natlrlichen Aminosaure vornehmen und 2S
Aminosuccinimid verwenden. Durch den Einbau des Succinimids wird die Rotation um eine
andere Bindung eingeschrankt, namlich die um die C(a)-C=0 und die C=0-N Bindung der a-
Aminosaure. Dadurch wird die Zahl der rotierbaren Bindungen zwischen zwei aromatischen

Peptiduntereinheiten in Hexapeptid 8 gegentiber 2 auf drel verringert (Abb. 2.5).
13



Theoretischer Teil
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Abb. 2.5 Rotierbare Bindungen a) in Cyclopeptid 2, b) in Cyclopeptid 8.

Die Darstellung des Hexapeptides 8 soll nach dem bereits etablierten sequentiellen Aufbau
erfolgen.®® Der algemeine Ablauf dieser Synthese, ausgehend von der N-geschiitzten
natlrlichen und der (gegebenenfalls substituierten) C-geschitzten 3-Aminobenzoesaure, ist in
Schema 2.1 dargestellt. Als Schutzgruppen haben sich bel dieser Sequenz das t-Butyl carbamat
(Boc-Schutzgruppe) fur  die  diphatischen  Aminogruppen und der Benzylester
(Benzylschutzgruppe) fur die aromatische Carbonsdure bewdhrt. Die natirlichen
Aminosduren waren meist kommerziell erhaltlich, wahrend die aromatischen Aminosauren
synthetisiert werden mufdten. Zur Darstellung des Dipeptides wurde das aromatische Amin
mit der a-Aminocarbonsdure gekuppelt. Trotz der etwas verringerten Nucleophilie der
aromatischen Amine konnen mit PyCloP as Kupplungsreagenz in den meisten Félen
Ausbeuten von Uber 90% erreicht werden. Ausgehend von dem so erhaltenen Dipeptid wird
dann durch wiederholtes Entschitzen und Kuppeln erst das lineare Tetrapeptid, dann das
lineare Hexapeptid und schliefflich das cyclische Hexapeptid hergestellt. Da in der Regel ab
der Stufe des linearen Hexapeptides die Peptide nicht mehr in Chloroform oder
Methylenchlorid, sondern nur in DMF |6slich sind, missen die Kupplungen ab diesem Punkt
mit TBTU durchgeftihrt werden, da die Umsetzung mit PyCloP in DMF zu Nebenreaktionen

fuhrt.*
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Schema 2.1 Sequentieller Aufbau der cyclischen Hexapeptide.
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Soll diese Reaktionssequenz auf die Zielverbindung 8 Ubertragen werden, so mul3 als erstes
das cyclische Imid 9 (Abb. 2.6) aus Asparaginsdure und 3-Aminobenzoesdure hergestellt

werden.
0]
0
Ho N
’TI OBn
Boc

9

Abb. 2.6 Dipeptid Boc-(L)Suc-AB-OBn, 9.

Die Bildung solcher cyclischen Imide als Zersetzungsprodukt von [3-benzylgeschitzten
Asparaginsdure- oder glutaminsdurehaltigen Peptiden ist as Nebenresktion in der
Peptidsynthese wohlbekannt.*® Der Mechanismus der Abbauresktion ist in Schema 2.2
dargestel|t.%®

0 0O -
( 70 BnO o
(\ OBn
HOBn + Base OBn <4
\T N\ - BaseH" \’TI N \T N , SN N
o] O o] | 0
Schema 2.2 Mechanismus der basischen Zersetzung von Asparaginsaure-gZ-benzylestern.

Diese Zersetzungsreaktion von Asparaginsaure-3-benzylestern zum 2S-Aminosuccinimid will
ich nun gezielt zur Synthese von 9 nutzen. Samukov et al. beschrieben eine sehr einfache
Methode zur Cyclisierung des Benzylesters von Boc-Asp(OBn)-Gly-OPse (Pse= 2-[4-
(phenylazo)benzylsulfonyl]ethylether) zum Succinimid unter Einwirkung der Base DBU.*
Ob das Peptid unter den verwendeten, stark basischen Bedingungen racemisiert, wurde dabei
alerdings nicht untersucht. Um zu Uberprifen, ob dieser direkte Weg fir die Darstellung des
enantiomerenreinen Succinimids 9 geeignet ist, habe ich das Dipeptid 11 aus Asparaginsiure-
B-benzylester und 3-Aminobenzoesiurebenzylester TSOH (10)* nach Standardmethoden
hergestellt und nach Samukov mit einem Uberschu? von DBU in DMF umgesetzt (Schema
2.3).
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0
(0] |_(|)Bn O
TSOH* H,N Boc-(L)Asp(OBn)  H_ N
OBn N OBn
PyCloP |
DIEA Boc ©
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Boc O

lo

Schema 2.3 Versuch zur Darstellung des Dipeptides Boc-(L)Suc-AB-OBn, 9, nach Samukov.
Wie durch Drehwertmessung und chirde HPLC nachgewiesen werden konnte, trat unter
diesen Reaktionsbedingungen vollstandige Racemisierung ein. Ursache dafir sind sicherlich

die stark basischen Reaktionsbedingungen, die im Gleichgewicht zu einer Abspaltung des

aciden C(a)-H fuhren konnte, was die Racemisierung erklart (Schema 2.4).

OBn
+ Base/ BaseH
Bn
Boc Boc

OBn (0]

OBn S
+BaseH / Base_ H._ N
’TI Q OBn
Boc o>

Schema 2.4 Mechanismus der Racemisierung von 11.

Um unter milderen Bedingungen das Succinimid enantiomerenrein zu erhalten, wurde 11 statt

mit DBU mit nur einem Aquivalent DIEA umgesetzt. DIEA ist eine wesentlich schwichere
18
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Base, die standardmaliig in der Peptidsynthese eingesetzt wird. Dennoch tritt auch unter
diesen Bedingungen vollsténdige Racemisierung ein. Daher wurde die aternative
Synthesestrategie in Schema 2.5 entworfen, bel der eine Freisetzung von Alkoholat, die

moglicherwel se eine Ursache fir die beobachtete Racemisierung sein kdnnte, umgangen wird.

(o) (@]
TSOH* HN
OoBn + (0]
@]
10 12

BocHN

DIEA PyCloP

o}

0]
OH 0] N
H H
N OH @)
BocHN OBn + BocHN
(0] (0]
13

OBn

DIEA | PyCloP

O

Ho _A_ _N
T/\[( OBn
0

Boc O

lo

Schema 2.5 Alternative Strategie zur Darstellung des Dipeptides Boc-(L)Suc-AB-OBn, 9.

Bei dieser Resktionssequenz wird das Asparaginsiureanhydrid® 12 mit 3
Aminobenzoesdurebenzylester 10 umgesetzt. Dabei wird das Anhydrid getffnet. Je nachdem,
ob der Angriff des aromatischen Amins 10 am a- oder am B-Carbonylkohlenstoff erfolgt,
bilden sich die beiden Regioisomere 13 und 14. Eine Trennung der Regioisomere ist hier
alerdings nicht ndtig, da beide bei der anschlieffenden Cyclisierung zum gewinschten
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Produkt 9 weiterreagieren. Diese Reaktion wurde dinnschichtchromatographisch verfolgt
(Methylenchlorid/Methanol). Es zeigte sich, dal3 13 wesentlich reaktiver ist als 14: Aus der
Mischung der beiden Regioisomere reagiert nur 13 vollstandig zu 9. Das Regioisomer 14 wird
langsamer und auch nur unvollstdndig umgesetzt. Da bel dieser Reaktionsfihrung kein
Alkoholat freigesetzt wird, sollte das Dipeptid unter diesen Bedingungen enantiomerenrein
darzustellen sein. Dennoch zeigte sich in der HPLC, dal3 auch hier teilweise Racemisierung
auftritt (etwa 5%). Der deutlich geringere Grad der Racemisierung ist wahrscheinlich darauf
zurtickzufhren, dal3 nur der aktivierte Ester 14-P(Py)s, flr eine Racemisierung anfélig ist,

wiein Schema 2.6 veranschaulicht wird:

0] N 0]
P(P OBn

o (PY)s o N

H H

N ot 0]

BocHN OBn BocHN P(Py),
o 0]
13*P(Py)

14*P(Py) 5
Base + Base/
- BaseH+
0]
keine Stabilisierung des Anions OBn
durch den aktivierten Ester H
Ot o}
BocHN P(Py),
o)
Schema 2.6 Mechanismus der Racemisierung des Regioisomers 14.

Da eine saubere Trennung der beiden Regioisomere durch chromatographische Methoden
nicht gelang, wurde eine dritter Syntheseweg eingeschlagen, Uber den es schliefdlich mdglich

war, das gewiinschte Dipeptid enantiomerenrein herzustellen (Schema 2.7).
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Schema 2.7 Synthese von Boc-(L)Suc-AB-OBn, 9 Uber den Allylester.

Nach der Methode von Laoie et a.* wurde zunachst das Hydrochlorid des
(L)Asparaginsdure-3-allylesters (15) hergestellt und zum t-Butylcarbamat 16 umgesetzt. Nach
Kupplung zum Dipeptid 17 konnte der 3-Allylester nach Standardmethode gespalten und das
gewiinschte Regioisomer 13 selektiv erhalten werden. Die Cyclisierung von 13 mit PyCloP
fUhrte anschliefRend, wie erwartet, zum enantiomerenreinen Produkt 9. Ausgehend von 9
wurde nun das Cyclopeptid 8 nach der eingangs erlauterten Methode sequentiell aufgebaut

(Schema 2.8).
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Die Synthese verlief bis zur Stufe des linearen Hexapeptides erfolgreich, alle linearen Peptide
waren stabil und konnten analysenrein erhalten werden. Bel der Cyclisierung des vollstandig
entschitzten linearen Hexapeptides wurde jedoch die Bildung zahlreicher Nebenprodukte
beobachtet. Das isolierte Rohprodukt konnte Uber ene Kieselgelsdule mit
Methylenchlorid/Methanol 5:1 jedoch soweit aufgereinigt werden, dal3 das Hexapeptid 8
sauber aus den Fraktionsglaschen auskristallisierte, wie durch C,H-Anayse des isolierten
Produktes gezeigt werden konnte. Dabei war die Ausbeute mit 2% allerdings extrem gering.

In den Mutterlaugen der Produktfraktionen wurden nach Abfiltrieren des Produktes immer
noch samtliche Nebenprodukte dunnschichtchromatographisch nachgewiesen. Diese
Beobachtung legte nahe, dal3 das cyclische Produkt instabil ist und offensichtlich leicht zur
Zersetzung neigt. Dies wurde Uberprift, indem eine kleine Menge des sauberen Cyclopeptides
8 in Methylenchlorid/Methanol 1:1 gelost und auf eine DC-Platte aufgetragen wurde. Nach
Entwicklung mit Methylenchlorid/Methanol 5:1 wurden auf der DC-Platte samtliche
Nebenprodukte, bei denen es sich also offensichtlich um Zersetzungsprodukte handelt,
beobachtet. In der Mischung dieser Zersetzungsprodukte zeigte sich im Massenspektrum als
hochste Masse ein Peak bei einem Verhéltnis m/z von 667, einer Masse, die um 18 schwerer
ist s der M + H" Peak von Cyclopeptid 8. Dieser Peak kann dementsprechend einem
Produkt zugeordnet werden, in dem ein Molekil Wasser an Cyclopeptid 8 addiert wurde.
Diese Reaktion ist sehr wahrscheinlich durch Hydrolyse des Succinimids auf dem sauren
Kieselgel eingetreten, und fuhrt, wie in Schema 2.9 gezeigt, zu eéinem Cyclopeptid, in dem ein
Succinimidring gedffnet ist.

Fir jeden Succinimidring, der gespalten wird, erhéht sich dabei das Molekulargewicht um 18

g/mol, da genau ein Molekil Wasser angelagert wird:

0
0
0 H 0
H
N H,O N
o) 0

Schema 2.9 Hydrolyse des Succinimids auf Kieselgel.

Diese Instabilitét des Cyclopeptides ist sicherlich neben der geringen Flexibilitét der linearen
Hexapeptidvorstufe, die eine Cyclisierung ebenfalls erschweren sollte, ein Grund fiur die

aullergewohnlich schlechte Ausbeute bei der Cyclisierung. Die Ursache fur die erhohte
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Hydrolyseanfalligkeit des Succinimids im Cyclopeptid, die bel den linearen Vorlaufern nicht
beobachtet wurde, muf3 ein Effekt des Makrocyclus sein. Es ist anzunehmen, dal3 der Ring
von Cyclopeptid 8 so gespannt ist, dal3 das Succinimid sehr viel leichter gedffnet wird, um so
Ringspannung des Makrocyclus abzubauen. Das Cyclopeptid sprengt also quas selbst die
Ketten, die ich ihm durch den Succinimidring anlegen wollte. Somit ist der Succinimidring
ein ungeeigneter Baustein, um Cyclohexapeptide mit verminderter Zahl der rotierbaren
Bindungen herzustellen. Bei meinen weiteren Untersuchungen habe ich mich daher auf

Cyclopeptide mit (L)Prolin as starrer nattrlicher Aminosdureuntereinheit konzentriert.
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2.3  Cyclische Hexapeptide mit Har nstoffsubstituenten

Das zweite strategische Ziel meiner Arbeit ist die Einfuhrung von Harnstoffsubstituenten a's
zusétzliche Bindungszentren in das von Kubik entwickelte Cyclohexapeptid aus (L)Prolin und
3-Aminobenzoesdure. Dazu soll Cyclopeptid 7 nach der allgemeinen Reaktionssequenz in
Schema 2.1 sequentiell aufgebaut werden. Es stellte sich dabei zunéchst die Frage, an welcher
Stelle der Synthese der Harnstoff in das Zielmolekl eingebaut werden soll (Schema 2.10).
Man konnte die Harnstoffreste zu Beginn der Synthese einfihren, indem man ene 3-
Aminobenzoesdure mit geeigneten Harnstoffsubstituenten in 5-Position (21) als aromatischen
Baustein in der Peptidsynthese verwendet. Oder aber man stellt zunachst das cyclische
Hexapeptid aus (L)Prolin und 3,5-Diaminobenzoesdure her (20) und fugt die
Harnstoffuntereinheiten erst in das fertige Cyclopeptid ein, zum Beispiel durch Umsetzung

der aromatischen Aminogruppen mit Phenylisocyanat.®41

H 0
: :WN AN OBn
J 3
20

Boc-(L)Pro-OH +

Phenylisocyanat Peptidsynthese

7 HNCONHPh

Schema 2.10 Alternative Synthesestrategien fir den Einbau der Harnstoffsubstituenten in cyclo-[(L)Pro-
AB(SNHCONHPh)] 5, 7.

Auf Grund der geringen Reaktivitét aromatischer Aminogruppen erschien es fraglich, ob eine
gleichzeitige Umsetzung von drei Aminogruppen in einem Hexapeptid am Ende der
Peptidsynthese mdglich sei, besonders, weil die Nucleophilie der zweiten Aminofunktion
durch den elektronenziehenden induktiven Effekt der metastdndigen Amidfunktion im
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Cyclopeptid gegentiber der freien 3,5-Diaminobenzoesdure etwas herabgesetzt wird. Daher
schien es sinnvoller, den Harnstoff zu Beginn der Synthese einzufihren. Schema 2.11 zeigt
die zu diesem Ziel entworfene Reaktionssequenz: Zunéchst wurde nach der Methode von Arai
und Maramatsu der Benzylester 23 hergestellt.®® Durch Zugabe von einem Aquivalent
Phenylisocyanat konnte selektiv der monosubstituierten Harnstoff 21 erhalten werden.
Anschliefiend wurde 21 mit Boc-(L)Pro-OH zum Dipeptid 24 gekuppelt.

H,N H,N
2 OH Benzylalkohol 2 OBn

_
Tosylchlorid/
p-Toluolsulfonséaure

N
&3

Phenylisocyanat HoN OBn

IT| o}

[ j\ N

Boc-(L)Pro-OH ITI OBn
—_—

PyCloP Boc O

NHCONHPh

Schema 2.11 Synthese des Dipeptides Boc-(L)Pro-AB(5-NHCONHPh)-OBn, 24.

Aus dem Dipeptid 24 wurde dann nach dem in Kapitel 2.2 beschriebenen algemeinen
Synthesekonzept das Hexapeptid sequentiell aufgebaut (Schema 2.12). Dabei stellte sich

heraus, dal3 die Aufarbeitung der Produkte von Stufe zu Stufe schwieriger wurde. Zwar storte

die Harnstoffunktion nicht bei den Entschiitzungs- und Kupplungsreaktion.
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Schema 2.12 Synthese des linearen Hexapeptides Boc-[ (L)Pro-AB(5-NHCONHPh)] 5-OBn, 26.
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Je langer jedoch die Peptidkette wurde, desto schwieriger war die Reinigung der Produkte
durch die Ublichen Verfahren (Chromatographie, Umkristallisation). Auf der Stufe des
linearen Hexapeptides 26 war eine Abtrennung des Produktes von den Abbauprodukten des
Kupplungsreagenzes dann gar nicht mehr moglich. Die Ursache hierfir liegt sicherlich bel
den Harnstoffuntereinheiten, die auf Grund ihrer Polaritét und ihrer Tendenz zur Aggregation
die Aufarbeitung der Peptide erschweren. Wegen dieses grundséizlichen Problems in der
Handhabung dieser harnstoffhaltigen Peptide wurde die Synthese an dieser Stelle
abgebrochen, da abzusehen war, dal3 eine Reinigung des cyclischen Endproduktes 7 unter
diesen Bedingungen nicht méglich sein wirde.

Diese Untersuchungen zeigten damit, dal3 es doch wesentlich glnstiger sein sollte, die
aromatische Aminofunktion wahrend der Peptidsynthese zunéchst mit einer unpolaren inerten
Schutzgruppe zu maskieren, von der die Lodlichkelt der Produkte und Zwischenstufen
weitgehend unbeeinflufd bleibt und der Ablauf der Peptidsynthese nicht gestort wird. Die
EinfUhrung der Harnstoffsubstituenten muf? dann am Ende der Synthese auf der Stufe eines
cyclischen Hexapeptides mit freien Aminogruppen erfolgen. Dald diese Vorgehensweise
wahrscheinlich mdéglich sein sollte, hat die Umsetzung des monosubstituierten 3,5-
Diaminobenzoesdurederivates 21 zum Dipeptid 24 mit einer hohen Ausbeute von 97%
gezeigt: Offensichtlich wird die Reaktivitat der freien aromatischen Aminofunktion in 3,5-
Diaminobenzoesdure durch die Derivatisierung nicht so weit herabgesetzt, wie zundchst
angenommen.

Diese Synthesevariante |a3t auRRerdem die Moglichkeit offen, Rezeptoren mit anderen
Substituenten als Harnstoff in 5-Position herzustellen. Erste Ergebnisse zur Direktcyclisierung
von Dipeptiden zu den cyclischen Hexapeptiden hatten zu diesem Zeitpunkt aber bereits
erfolgversprechende Ergebnisse geliefert und gezeigt, dal3 es méglich ist, das Hexapeptid 20
mit dieser neuen Synthesestrategie direkt aus dem Dipeptid zu erhalten. Deswegen wurde zur
Darstellung von 7 das Konzept des sequentiellen Aufbaus nicht weiter verfolgt.
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24  Synthesevon Cyclopeptiden durch , Direktcyclisierung®

Wie aus Schema 2.1 ersichtlich ist, sind vom Dipeptid bis zum fertigen Cyclohexapeptid neun
Stufen erforderlich. Die Ausbeute der Stufen betrégt im Durchschnitt etwa 95%. Lediglich bei
der Cyclisierung ist die Ausbeute deutlich geringer und empfindlich von der Wahl der
Aminosauren abhangig. Je nach Substrat konnten hier Ausbeuten von 30-60% erreicht
werden. Die Gesamtausbeute Uber die neun Stufen einer Cyclopeptidsynthese betragt also
typischerweise 20-40%. Durch eine Direktcyclisierung, ausgehend vom vollstandig
entschitzten Dipeptid, kdnnen sechs der neun Stufen eingespart werden, was eine erhebliche
Arbeitsersparnis darstellt. Bel dieser Reaktionsfihrung wird ein vollstandig entschitztes
Dipeptid direkt unter Bedingungen umgesetzt, die Gblicherweise bel der Cyclisierung linearer
Hexapeptide verwendet werden. Wéhrend der Reaktion bilden sich aus dem Dipeptid
zunéchst die verschiedenen linearen Oligomere, die bei geeigneter Lange zum Cyclopeptid
weiterreagieren konnen. Voraussetzung fur ein Gelingen dieser verkirzten Synthese zur
Darstellung cyclischer Hexapeptide ist natirlich, dald nur die linearen Hexapeptide
cyclisieren, andere im Reaktionsgemisch auftretende Oligomere wie cyclische Tetra- oder
Octapeptide aber nicht. Auf Grund der zu Beginn meiner Arbeit vorliegenden Ergebnisse
schien diese Bedingung gegeben: Zum einen hat S. Kubik bereits gezeigt, dal3 sich durch
Umsetzung linearer Tetrapeptide aus 3-Aminobenzoesaure und Glutamin-  oder
Asparaginsaure unter den Bedingungen der Peptidsynthese ausschliefdlich die entsprechenden
cyclischen Octapeptide bilden. Eine Cyclisierung der linearen Tetrapeptide wurde dabel nicht
beobachtet. Es bestand aso kein Grund anzunehmen, dal3 sich bel der Direktcyclisierung
eines Dipeptides unter dhnlichen Bedingungen cyclische Tetrapeptide bilden sollten. Zum
anderen konnten cyclische Octapeptide mit (L)Prolin als natirlicher Aminosaure durch
sequentiellen Aufbau nicht hergestellt werden, ihre Bildung wurde daher ebenfalls als
unwahrscheinlich betrachtet. Bel Direktcyclisierung eines Dipeptides aus (L)Prolin und 3-
Aminobenzoesaure erwarte ich also nur die Bildung cyclischer Hexapeptide, nicht aber die
von Tetra- oder Octapeptiden. Deswegen habe ich meine Untersuchungen mit dem
unsubstituierten Dipeptid 27 begonnen (Schema 2.8), welches durch Kupplung von Z-(L)Pro-
OH mit dem 3-Aminobenzoesiurebenzylester 10°* hergestellt wurde. Bisher haben wir zur
Darstellung unserer Dipeptide fast immer die Boc-geschitzten Derivate der nattrlichen
Aminosauren eingesetzt. Da fir die Direktcyclisierung das Dipeptid vollstandig und nicht
mehr selektiv entschitzt werden mul3, habe ich in diesem Fal die Z-Schutzgruppe

vorgezogen. Diese kann ndmlich unter den gleichen Bedingungen abgespalten werden wie der
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Benzylester. Durch das simultane Entschiitzen des Dipeptides am N- und am C-Terminus
konnte ich eine weitere Stufe in der Peptidsynthese einsparen. Um bel der Abspaltung der
Schutzgruppen ein Ausfalen des entstehenden Betains aus der Reaktionslésung zu
vermeiden, wurden wahrend der Reaktion 1,2 Aquivalente DIEA zugesetzt. Es schien mir
sinnvoll, fir die Direktcyclisierung des freien Dipeptides 27a zum Hexapeptid zundchst
einmal die gleichen Reaktionsbedingungen anzuwenden, die sich bei der Cyclisierung des
linearen Hexapeptides bereits bewdahrt hatten: Wegen der schlechten Loslichkeit der
Hexapeptide haben wir diese Kupplungen in DMF durchgeftihrt. AulRerdem hat sich gezeigt,
daf3 die Ausbeute der Cyclisierung sehr verbessert werden kann, wenn das lineare Hexapeptid
in grof3er Verdinnung vorgelegt und das Kupplungsreagenz langsam zugegeben wird. Die
optimale Reaktionstemperatur liegt bel 80°C. Unter diesen Bedingungen wurde nun das
entschitzte Dipeptid 27a umgesetzt (Schema 2.13).

(0] |T| 0]
TosH*H,N
2 OBn Z-(L)Pro-OH :N: \H/N OBn
_—
PyCloP lz O
10 27
|T| O
N
H,/Pd/C N OH
H o
27a

|T| O
N
TBTU/DMF
_— n

B o
N
k3

Schema 2.13 Synthese der Cyclopeptide cyclo-[ (L)Pro-AB],, 28, n=2, 2, n=3, 29, n=4.

Das Ergebnis dieser Direktcyclisierung war auf3erst Uberraschend: In der Reaktionsldsung
wurde durch Dunnschichtchromatographie die Bildung eines einzigen Produktes beobachtet,
das mit 20% Ausbeute isoliert werden konnte. Die C,H-Analyse und das *H-NMR Spektrum
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der Verbindung entsprachen einem cyclischen Oligomeren von 27a. Im Massenspektrum der
Verbindung zeigte sich dann aber, dal3 es sich nicht um das erwartete cyclische Hexapeptid 2
handelte, sondern um das cyclische Tetrapeptid 28. Damit habe ich zum ersten Ma zeigen
konnen, dal’3 auch eine Bildung kleiner cyclischer Tetrapeptide mit starren aromatischen

Untereinheiten moglich ist.

Es erschien nach unseren damaligen Erfahrungen sehr erstaunlich, dal3 dieses kleinere und
sicherlich gespannte Tetrapeptid das Hauptprodukt der Direktcyclisierung ist. Dies bedeutet
namlich, dald das lineare Tetrapeptid, das sich in der Reaktionsldsung zunéchst aus dem
Dipeptid 27a bildet, sofort cyclisiert und nicht vor dem Ringschluld mit weiteren
Dipeptideinheiten zu hoheren Oligomeren welterreagiert. Bel  unseren  bisherigen
Untersuchungen zur Cyclisierung linearer Hexapeptide stand die Bildung hoherer Oligomere
mit dem Ringschluld stets in Konkurrenz, so dal3 wir durch Verdiinnung, langsames Zutropfen
des Kupplungsreagenzes und Erhthen der Reaktionstemperatur einige Mihe unternehmen
mufdten, um die Bildung Oligomerisierung gegeniber der Cyclisierung des Hexapeptides zu

unterdriicken.

Um mittels der Direktcyclisierung auch zu cyclischen Hexapeptiden zu gelangen, habe ich
daraufhin die Reaktionsbedingungen in die umgekehrte Richtung veréndert, um die Bildung
hoherer Oligomere gezielt zu fordern. Dabel wurden das Kupplungsreagenz direkt zugegeben,
anstatt es langsam zur Reaktionsldsung dazuzutropfen. Auch die Konzentration der Lésung
wurde von 0,015 M auf 0,03 M verdoppelt. Auf diese Weise wird die bei unseren
Cyclisierungen ubliche Konzentration von 0,01 M erst erreicht, wenn im Schnitt drei lineare
Dipeptide zusammen ein lineares Oligomer gebildet haben.

Da die Cyclisierung gegentiber der Oligomerisierung eine erhthte Aktivierungsenergie hat,
wurde zusétzlich die Reaktionstemperatur auf Raumtemperatur gesenkt, um die Cyclisierung

des linearen Tetrapeptides zuriickzudrangen.

Tatsachlich liefert die optimierte Direktcycliserung bel Raumtemperatur nicht nur das
cyclische Tetrapeptid 28 mit unveranderter Ausbeute von 19%, es bilden sich gleichzeitig das
cyclische Hexa- (2) und das Octapeptid (29) mit Ausbeuten von etwa 6-7%. Unter diesen
veranderten Reaktionsbedingungen ist es mir also gelungen, das cyclische Hexapeptid
darzustellen. Aul3erdem konnte ich erstmals zeigen, dal3 die Darstellung linearer Octapeptide
aus (L)Prolin und 3-Aminobenzoesdure moglich ist.
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Um zu Uberprifen, ob die Direktcyclisierung unempfindlich ist fir die Anwesenheit von
Substituenten in 5-Position an der Aminobenzoeséure, wurde die Direktcyclisierung auf das
funktionalisierte Dipeptid 30 angewendet, das nach der Methode von J. Bitta hergestellt
worden war (Schema 2.14).>* Nachdem mit Standardmethoden entschiitzt worden war, wurde
30b erfolgreich cyclisiert und ergab wiederum das Tetrapeptid 31 (22%) und das Hexa- 32
und Octapeptid 33 (je 7%) mit sehr ahnlichen Ausbeuten wie bei der Cyclisierung des
unsubstituierten Peptides 27.

|T| [0) H O
N N
ITI OAll Morpholln/Pd0 OH

Boc O Boc
30 CO,Bn 30a CO,Bn
H (@]
N
HCI/D|oxan OH
*HCI
30b CO,Bn
(0]

TBTU/DMF
n
1 32 33 CO Bn

Schema 2.14 Synthese der Cyclopeptide cyclo-[ (L)Pro-AB(5-CO,Bn] ,, 31, n=2, 32, n=3, 33, n=4.

Ich habe also tatséchlich mein Ziel redlisieren konnen, mit der Direktcyclisierung einen stark
vereinfachten Zugang zu den cyclischen Hexapeptiden herzustellen. Zwar ist die Ausbeute
mit weniger as zehn Prozent sehr gering, fir eine erste Anayse der Struktur und der
Rezeptoreigenschaften eines neuen Cyclopeptides werden allerdings nur Mengen von 100-
200 mg bendtigt. Im Hinblick auf die Zeit und Arbeitsersparnis ist die Direktcyclisierung
daher fur den ersten Zugang zu einer neuen Verbindung auf jeden Fall eine sinnvolle
Alternative. Ein weiterer Tellerfolg dieser Untersuchungen ist der Befund, dal3 die

Darstellung cyclischer Octapeptide auch mit (L)Prolin a's natiirlichem Baustein moglich ist.
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Der eigentliche Durchbruch, der mir mit der Entwicklung der Direktcyclisierung gelungen ist,
ist jedoch die Entdeckung der cyclischen Tetrapeptide mit starren aromatischen
Untereinheiten, deren Bildung bis jetzt als nicht mdglich galt. Diese kleinen Cyclopeptide
erdffnen vaollig neue Moglichkeiten zur Darstellung von Rezeptoren, die sich wesentlich von
den bisher untersuchten cyclischen Hexapeptiden unterscheiden. Daher habe ich ab diesem
Zeitpunkt die Tetrapeptide intensiv in meine Untersuchungen einbezogen und spéter auch fir

Studien zur Einfihrung zusétzlicher Bindungszentren verwendet.

Auf Grund dieser vielversprechenden Ergebnisse bei der Entwicklung der Direktcyclisierung
habe ich mich entschlossen, die Versuche zur Darstellung des cyclischen Hexapeptides 20
ebenfalls mit dieser vereinfachten Synthesemethode weliterzufiihren. Zu diesem Zweck habe
ich das funktionalisierte Dipeptid 37 hergestellt (Schema 2.15). Die aromatische
Aminogruppe wurde als Benzylcarbamat (Z-Schutzgruppe) geschitzt, da es sich bei der
Direktcyclisierung des carbonylsubstituierten Dipeptides 30 bewéhrt hatte, die funktionelle
Gruppe in 5-Position der Aminobenzoesaure wahrend der Peptidsynthese as Benzylester zu
schitzen. Diese Schutzgruppe stérte bel der Cyclisierung nicht und die fertigen Cyclopeptide
konnte durch Hydrierung so sauber und vollstandig entschiitzt werden, dal3 keine weiteren
Reinigungsschritte notwendig waren.>? Dieser voraussichtliche Vorzug des Benzylcarbamates
sollte bei der Synthese des aminosubstituierten Cyclopeptides 7 ebenfalls ausgenutzt werden.
Dementsprechend wurde bei den anderen funktionellen Gruppen des Dipeptides die gleiche
Kombination von Schutzgruppen verwendet wie bei 30.

Zunédchst wurde der Allylester 35 mit Allylbromid hergestellt. Um Nebenresktionen zu
vermeiden, wurden vorher die beiden Aminogruppen der 3,5-Diaminobenzoesaure mit Boc,O
as t-Butylcarbamat (Boc) geschiitzt (34). Nach der Veresterung wurden die beiden Boc-
Schutzgruppen wieder abgespalten (35a). Dann  wurde mit einem Aquivalent
Benzylchlorformiat (Z-Cl) selektiv nur eine Aminogruppe geschiitzt (36) und die zweite
Aminogruppe anschlief3end mit Boc-(L)Pro-OH zum Dipeptid 37 gekuppelt.
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Schema 2.15 Synthese des Dipeptides Boc-(L)Pro-AB(5-NHZ)-OAll, 37.

Die Schutzgruppen wurden dann nach Standardmethoden entfernt (Schema 2.16) und das
vollstandig entschitzte Dipeptid 37b direkt cyclisiert. Es konnte wiederum das cyclische
Tetrapeptid as Hauptprodukt isoliert werden. Auch die Bildung des Hexa- und des
Octapeptides wurde beobachtet.
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Schema 2.16 Synthese der Cyclopeptide cyclo-[ (L)Pro-AB(5-NHZ)] ,, 49, n=2, 39, n=3, 40, n=4..

Es ist jedoch nicht gelungen, diese Z-geschitzten Cyclopeptide durch Hydrierung ohne
signifikante Bildung von Nebenprodukten, bei welchen es sich wahrscheinlich um
Oxidationsprodukte der aromatischen Aminogruppen handelt, sauber zu entschtitzen.

Daher wurde der aternative Syntheseweg in Schema 2.17 geplant. Bel diesem Weg erhélt
man ein Cyclopeptid, bei dem die Aminogruppe in 5-Position als t-Butylcarbamat geschiitzt
vorliegt. Diese Schutzgruppe kann mit 6N HCI in trockenem Dioxan entschitzt werden,
wobel das Produkt direkt als Hydrochlorid anfdlt. In dieser Form ist das aromatische Amin
wesentlich weniger oxidationsempfindlich und sollte sich daher leichter isolieren lassen.
Dieser Syntheseweg war schlieRlich erfolgreich. Nachdem 34°° zum Benzylester 41
umgesetzt worden war, wurden dann die beiden Boc-Schutzgruppen wieder abgespalten und
unter milderen Bedingungen (0° C, 1,1 Aquivalente Boc,O) das Monocarbamat 42 hergestellt.
Bei dieser Reaktion bildeten sich zwar auch geringe Mengen des Dicarbamates, das aber
leicht chromatographisch auf Kieselgel abgetrennt werden konnte. Das Monocarbamat 42
wurde dann mit Z-(L)Pro-OH zum Dipeptid 43 gekuppelt.
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Schema 2.17 Synthese des Dipeptides Z-(L)Pro-AB(5-NHBoc)-OBn, 43.

Wie Ublich konnte das terminal entschiitzte Dipeptid 43a in einem Schritt durch Hydrierung
von 43 in Gegenwart von 1,2 Aquivaente DIEA erhalten werden (Schema 2.18). Die
Direktcyclisierung ergab wiederum die drei cyclischen Oligomere 44, 45 und 46. Durch
Optimierung der Synthese konnte die Ausbeute der Cycliserung mit dieser Methode
schliefdlich auf 39% fiur das Tetrapeptid erhdht werden. Das Hexapeptid wurde mit 5%, das
Octapeptid mit 2% Ausbeute erhalten. Diese V erbesserung wurde dadurch erreicht, dal3 durch
Arbeiten unter inerten Bedingungen die Zersetzung des Kupplungsreagenzes TBTU
unterbunden wurde. Schon bei anderen Cyclisierungen hatten wir diese Zersetzung oft
beobachtet und einen teillweise erheblichem Aufwand zur Abtrennung der entstehenden
Abbauprodukte vom gewiinschten Cyclopeptid betreiben mtissen.
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Schema 2.18 Synthese der Cyclopeptide cyclo-[ (L)Pro-AB(5-NHBoc)] ,, 44, =2, 45, n=3, 46, n=4.

J. Bitta konnte zeigen, dal3 durch das Arbeiten unter einer Argonatmosphére die Zersetzung
weitgehend verhindert und gleichzeitig bei einigen Synthesen die Ausbeute der Produkte
erheblich gesteigert werden kann. Im Falle meiner Direktcyclisierungen konnte durch das
Arbeiten unter Schutzgas die Aufarbeitung der Produkte so weit vereinfacht werden, dai3
insbesondere der chromatographische Aufwand zur Reinigung der Cyclopeptide erheblich
reduziert wurde.

Nachdem die Direktcyclisierung mehrfach wiederholt und die Aufarbeitung optimiert worden
war, konnten fir eine weitere Umsetzung ausreichende Mengen von 4,70 g Tetrapeptid, 500
mg Hexapeptid 45 und 200 mg Octapeptid 46 erhalten werden. Fir meine Untersuchungen
zur EinfUhrung weiterer Bindungszentren konnte ich nun also nicht nur cyclische
Hexapeptide, sondern auch cyclische Tetra- und Octapeptide miteinbeziehen. Bevor ich diese
Untersuchungen fortgesetzt habe, beschaftigte ich mich jedoch zunéchst eingehend mit der
strukturellen Aufklérung der bis dahin unbekannten cyclischen Tetra- und Octapeptide, um

ihr Potential als Grundgeriist fur neue Rezeptoren zu erforschen.

37



Theoretischer Teil

25  Strukturen und Rezeptor eigenschaften der neuen Cyclopeptide

25.1 Cyclische Octapeptide

Die Darstellung cyclischer Octapeptide mit 3-Aminobenzoesdureuntereinheiten waren bisher
nur erfolgreich, wenn (L)Glutaminsdure und (L)Asparaginsdure als natirliche
Aminosaurekomponente verwendet wurde. Durch die Direktcyclisierung haben wir nun zum
ersten Mal Zugang zu cyclischen Octapeptiden mit starreren (L)Prolinbausteinen. Um eine
erste Momentaufnahme der Konformation dieses neuen Cyclopeptides zu erhalten, habe ich
zunéchst versucht, eine Kristallstruktur zu erhalten. Das cyclische Octapeptid 44 183t sich aus
Methanol zwar umkristalisieren, die erhaltenen Kristalle waren alerdings nicht zur
Rontgenstrukturanalyse geeignet. Auch  eine  systematische  Variation  der
Kristallisationsbedingungen konnte dies nicht &ndern. Meine Untersuchungen zur
Konformation des Octapeptides beschrankten sich daher auf die Lésung. Das H-NMR
Spektrum von 44 in de-DMSO zeigt wie das des vergleichbaren cyclischen Hexapeptides
einen einfachen scharfen Signalsatz, der auf eine im zeitlichen Mittel C4-symmetrische
Konformation hindeutet. Daneben tritt im Spektrum aber ein weiterer Signalsatz auf, der einer
unsymmetrischen Konformation entspricht. Aus der Intensitét der Signale kann ein Verhatnis
der symmetrischen und der unsymmetrischen Konformere von ca. 1:1 abgeschétzt werden.
Auch im *C-NMR Spektrum der Verbindung sind beide Konformere zu beobachten, wegen
der geringeren Intensitdt der Signale war hier alerdings eine genaue Zuordnung nicht
maoglich. Die chemischen Verschiebungen der C(3) und der C(y) in beiden Konformeren in
ds-DM SO deuten alerdings an, dal3 in beiden Strukturen an den tertigren Amiden wie im
entsprechenden Hexapeptid die trans Konformation vorliegt: Die chemischen
Verschiebungen entsprechen den in DM SO typischen Werten fir trans Amide am Prolin in
Peptiden (Tabelle 2.1).>*

Shift trans” Shift cis? 5(44)
C(B) 29,5+ 0,5 ppm 31,3+ 0,5 ppm 29,3-29,7 ppm
C(y) 24,2 + 0,5 ppm 22,5+ 0,5 ppm 24,7 24,9 ppm

a) Literaturwerte fir C() und C(y) in ds-DM SO fiir cisund trans Amide in Peptiden.>

Tabelle 2.1 Zuordnung der C(f3)- und der C(})-Shifts von 44.
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Hochtemperaturmessungen in d-DM SO zeigten, da die Signale im *H-NMR Spektrum der
Verbindung erst bei 120° C zu einem einfachen Signalsatz koaleszieren. Das Octapeptid ist
aso im Vergleich zum cyclischen Hexapeptid deutlich starrer: Der Austausch zwischen der
symmetrischen und der unsymmetrischen Form ist bis 120° C langsam auf der NMR
Zeitskala.  Dieser Umstand  erklart  moglicherweise  auch  die  schlechten
Kristallisationseigenschaften von 44. Das langsame Gleichgewicht zwischen verschiedenen
Konformeren ist fir eine Verwendung von 44 as kinstlicher Rezeptor unglinstig, da ein
erheblicher Anteil der in Lésung vorliegenden Strukturen fir die Gastbindung nicht gut
vororganisiert ist. Daher habe ich mich bel meinen weiteren Untersuchungen im wesentlichen
auf die cyclischen Tetrapeptide konzentriert, die - wie ich spéter zeigen werde - ein

wesentlich grofReres Potential fur die Darstellung neuer interessanter Rezeptoren bieten.
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2.5.2 Cyclische Tetrapeptide

Eine charakteristische Eigenschaft aller von mir dargestellten cyclischen Tetrapeptide ist die
Tatsache, dal’ sie auRergewohnlich gut kristalisieren. Dank dieses Vorzuges konnten die
Strukturen einiger Tetrapeptide im Festkorper durch Rontgenstrukturanalyse untersucht
werden. Die Abbildungen 2.7 und 2.9 geben die Kristallstrukturen des unsubstituierten
Tetrapeptides 28 und die des Boc-geschiitzten Tetrapeptides 44 mit Aminogruppen in 5-
Position der aromatischen Untereinheiten wieder.

Peptid 28 kristallisiert in einer C,-symmetrischen Konformation mit zwei Molektlen Wasser
pro Peptideinheit. Im Gegensatz zu dem entsprechenden Hexapeptid liegen in 28 die beiden
tertidren Amide in der cis Konformation vor, d. h. cis- und trans-Amide alternieren (ctct),
eine recht gangige Anordnung in cyclischen Tetrapeptiden.™® Bei diesen cyclischen
Tetrapeptiden handelt es sich um die ersten Cyclopeptide mit einer cis Konformation an den
Prolinuntereinheiten, welche in unserer Gruppe hergestellt wurden. Die Carbonylgruppen
zeigen in beiden Verbindungen nicht abwechselnd nach oben und nach unten, wie das bei
Cyclotetrapeptiden der Fall ist, die nur aus (L)-a-Aminosauren aufgebaut sind. Vielmehr
bewirkt die aromatische y-Aminoséure, dal3 die Carbonylgruppen ale zur gleichen Seite des
Peptidringes zeigen, ahnlich wie man es bei Cyclotetrapeptiden mit aus (S)--Aminosauren
findet.>

Abb. 2.7 Kristallstruktur von 28.
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Zur Veranschaulichung ist die relative Anordnung der Peptidbindungen in Abbildung 2.8
noch einmal wiedergegeben.

H(4) H(6
H

| X | H(0) | X
o o
o LS
H(2) H(2)
Abb. 2.8 Konformation von 28 im Festkor per.

Auffallig an der Kristallstruktur von 28 ist, dal3 dieses Cyclopeptid keinen definierten
Hohlraum besitzt, sondern eine flache Schale bildet, bel der die beiden Aromaten in einem
Winkel von 109° zueinander stehen. Ganz anders verhdlt sich dies bel 44 (Abb. 2.9). Auch 44
kristallisiert in einer exakt C,-symmetrischen Konformation, allerdings mit einem Molekil
Wasser pro Peptideinheit.

Abb. 2.9 Kristallstruktur von 44.
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Die Aromaten sind hier fast parallel zueinander angeordnet und stehen in einem Winkel von
2° zueinander. Der Abstand der gegentberliegenden aromatischen Kohlenstoffatome, an
denen die Aminosubstituenten befestigt sind, betragt hier nur 4,99 A. In 28 betrégt dieser
Abstand 8,93 A. Diese auf den ersten Blick im Vergleich zu 28 vdllig verschiedene
Konformation ist jedoch nicht auf die relative Anordnung der Amidgruppen entlang der Ringe
zurlckzufiihren, die der in 28 vdllig entspricht. Der Unterschied zwischen den
Kristallstrukturen 44 und 28 resultiert vielmehr aus unterschiedlichen Torsionswinkeln an den

vier nicht amidischen Bindungen:

Bindung: Winkel in 28 Winkel in 44
C1-N1-C11-C12 43° -9°
N2*-C6-C7-C12 51° 120°
N1-C1-C2-N2 167° 136°

C1-C2-N2-C6 -91° -51°

Das heil?t also, dal? 28 die offenere, 44 die gefatete Form einer analogen Grundkonformation
darstellt.

Verschiedene NMR Experimente deuten darauf hin, dal3 die beide Peptide in Lésung flexibel
sind und wahrscheinlich zwischen solchen offenen und gefateten Konformationen
aquilibrieren. So zeigen sowohl die *C- als auch die *H-NMR Spektren der beiden Peptide in
ds-DM SO und in ds-DMSO/CDCI; Mischungen einen scharfen, einfachen Signalsatz und
entsprechen somit einer im zeitlichen Mittel C,-symmetrischen Konformation. Tieftemperatur
NMR-Messungen mit 28 in d,-DMF bestétigen, dal? dieses Cyclopeptid flexibel ist: Bel —
50°C sind die Signale im *H-NMR Spektrum von 28 zwar etwas verbreitert, eine Aufspaltung
der Signale zeichnet sich jedoch nicht ab, d.h. selbst bel dieser Temperatur liegt noch ein
schnelles Gle chgewicht zwischen den mdéglichen Konformeren vor.

Die NOESY-NMR Spektren von 28 und 44 sind sehr dhnlich und weisen auf eine relative
raumliche Anordnung der Protonen hin, welche mit der Konformation in ihren
Kristallstrukturen gut Gbereinstimmt. (Stellvertretend ist das NOESY-NMR Spektrum von 28
in Abbildung 2.10 dargestellt.) So treten in den Spektren beider Peptide in ds-DMSO
deutliche positive NOE Effekte zwischen dem Peptid-NH und dem H(a) am Prolin sowie
dem Peptid-NH und dem H(4) an der 3-Aminobenzoesdure (+ 6%) auf.
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NOESY-NMR Spektrum von 28 in CDCl;
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Abb. 2.10 Ausschnitt aus NOESY-NMR Spektrum von 28 in CDCl .

4.0

4.8

56

64

7.2

80

88



Theoretischer Teil

Ein wesentlich schwacherer NOE Effekt ist zwischen den Peptid-NH und den H(2) am
Aromaten (etwa + 1%) zu beobachten. Diese Beobachtung a3t vermuten, dal3 sich, wie in
Abbildung 2.8 dargestellt, die N-H-Bindung bevorzugt zum aromatischen H(4) hin orientiert,
dal3 alerdings in Lésung auch Konformationen auftreten, in denen die N-H Gruppe zum H(2)
hin orientiert ist. Die chemischen Verschiebungen der C(3) und der C(y) der beiden Peptidein
ds-DM SO liegen im fiir cis-Amide an Prolinuntereinheiten typischen Bereich (Tabelle 2.2):>*

Shift trans? Shift cis? 3(28) 3(44)
C(B) 29,5+ 0,5 ppm 31,3+ 0,5 ppm 31,2 ppm 31,3 ppm

a) Literaturwerte firr C(B) und C(y) in ds-DM SO fiir cisund trans Amidein Peptiden.

Tabelle 2.2 Zuordnung der C(f3)- und der C(})-Shifts von 28 und 44.

Wie im Festkorper liegt aso auch in Lésung eine ctct Anordnung der Amidbindungen vor.
Diese ctct Konformation der Tetrapeptide gibt in gewisser Weise Antwort auf die Frage,
warum sich bei der Direktcyclisierung von Dipeptiden mit Prolin als natirlichem Baustein
ganz unerwartet cyclische Tetrapeptide bilden. Zwar ist die Anwesenheit von cissAmiden
keine notwendige Bedingung furr die Bildung von cyclischen Tetrapeptiden,”” in den meisten
Fallen sind jedoch Prolin oder Sacrosinuntereinheiten mit tertidren Amiden anwesend. Im
Gegensatz zu sekundéren Amiden, bel denen die trans Konformation thermodynamisch
bevorzugt ist, beobachtet man ndmlich be tertidren Amiden auch die cis Konformation.
Tertig?re Amide an Prolinuntereinheiten besitzen auf3erdem eine deutlich geringere
Rotationsbarriere, so dal? an diesen Bindungen eine cis/trans Isomerisierung leichter moglich
ist.** Tatsachlich zeigten Untersuchungen zur Cyclisierung linearer Tetrapeptide aus 3-
Aminobenzoesaure und (L)Glutaminsaure bzw. (L)Asparaginsdure, dal’ hier ausschliefdich
das cyclische Octapeptid entstent und die Bildung cyclischer Tetrapeptide auf Grund des

Fehlens von tertidren Amiden offensichtlich nicht moglich ist.

Welchen Effekt hat die kleinere Ringgrof3e nun auf die Rezeptoreigenschaften? Die
cyclischen Hexapeptide bilden eine flache Schale aus, die durch die drei aromatischen
Untereinheiten aufgespannt wird. In dieser Schale kénnen Alkylammoniumionen durch
K ationen-T-Wechselwirkungen gebunden werden,**** wie durch NMR-Spektroskopie gezeigt
werden kann. Die Einlagerung eines Kations in einen aromatischen Hohlraum bringt das

Kation ndmlich in engen Kontakt mit den aromatischen teOberfl&chen. Infolgedessen bewirkt
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der aromatische Ringstrom eine Abschirmung der Gastprotonen, die durch einen
Hochfeldshift der Signale im *H-NMR sichtbar wird.>®

Auf Grund der verringerten Zahl der Aminobenzoesaureeinheiten in den cyclischen
Tetrapeptiden koénnen diese keinen echten Hohlraum mehr ausbilden, wie die
Kristallstrukturen von 28 und 44 erkennen lassen. Man sollte also nicht erwarten, dal? die
cyclischen Tetrapeptide eine hohe Kationenaffinitét aufweisen. Durch NMR-Experimente mit
Alkylammoniumionen habe ich diesen Sachverhalt Uberprift.

Fur diese Untersuchungen wurde stellvertretend 28 ausgewahlt. Bei unseren NMR-
Untersuchungen verwenden wir in der Regel jewells eine aquimolare Losung des Rezeptors
und des Gastes (meist je 2 mM) in einem geeigneten Losungsmittel, wobei sich fur die
Analyse schwacher nichtkovalenter  Wechselwirkungen wie den  Kationen-te
Wechselwirkungen insbesondere Chloroform as Losungsmittel bewdahrt hat. Auf Grund der
schlechten Loslichkeit von 28 in reinem Chloroform mufdten in diesem Fall ein Gemisch von
2,5% ds-DM SO in CDCl3 und eine maximale Konzentration von 1 mM gewahit werden. Als
Gast wurde das N-Butyltrimethylammoniumion (BTMA) verwendet, weil es bei den
Untersuchungen der cyclischen Hexapeptide als Standard gedient hatte. Um zusétzliche
Effekte durch das Gegenion zu vermeiden, wurde das Pikrat (Pik) eingesetzt, da das Pikrat
bisher eine geringe Bindungsaffinitét zu unseren Cyclopeptiden gezeigt hat.** Im *H-NMR
Spektrum einer 1 mM L6sung von 28 in 2,5% ds-DM SO in CDCl3 konnte nach Zugabe von 1
Aquivalent Butyltrimethylammonium-pikrat ein Hochfeldshift der Gastprotonen beobachtet
werden, wie er bei Erkennung eines Alkylammoniumions durch Kationen-Te
Wechselwirkungen typisch ist. Das Signal der N-Methylprotonen des Gastes verschiebt sich
alerdings nur um -0,02 ppm, ein Wert, der relativ zur Mef3genauigkeit des NMR-
Spektrometers recht klein ist.

Zur Bestimmung von Assoziationskonstanten als Mal3 fur die Stérke der Wechselwirkung
zwischen Wirt und Gast hat sich in der supramolekularen Chemie die NMR-Titration
bewahrt.”*® Bei dieser Methode wird in der Regel eine bestimmte Menge von einer
Komponente (z.B. des Gastes) in Lésung vorgelegt und der induzierte Shift Ad der Signaleim
NMR Spektrum bei kontinuierlicher Zugabe der anderen Komponente (z.B. des Rezeptors)
verfolgt. Da dieser Shift der Konzentration des Komplexes in Lésung proportional ist, erhélt
man durch Auftragung von Ad gegen das Rezeptor/Substrat Verhdtnis eine Séttigungskurve,

aus der durch nichtlineare Regression bei bekannter Stéchiometrie des Komplexes die
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Assoziationskonstante errechnet werden kann. Der induzierte Shift Ad strebt bei dieser
Séttigungskurve gegen einen Grenzwert Adma, der der chemischen Verschiebung des
beobachteten Protons im reinen Komplex entspricht und mit der nichtlineare Regression
ebenfalls berechnet werden kann.

Die Komplexstochiometrie kann ebenfalls NMR spektroskopisch durch die Aufnahme eines
Job-Plots ermittelt werden.®® Bei dieser Messung werden Lésungen mit unterschiedlichem
Verhdltnis von Wirt und Gast vermessen, wobel die Summe der Konzentrationen beider
Komponenten in allen Losungen identisch ist. Im Gegensatz zur NMR Titration steigt die
Konzentration des Komplexes bei dieser Methode nicht kontinuierlich, sondern sie ist dann
maximal, wenn Wirt und Gast in einem Verhdltnis vorliegen, das ihrem Verhdtnis im
Komplex entspricht. Als Mal3 fur die Komplexkonzentration wird ebenfalls der induzierte
Shift Ad der Signale im NMR Spektrum einer der beiden Komponenten verfolgt. Da die
Konzentration des Komplexes bel konstanter Gesamtkonzentration auf3erdem dem
Molenbruch x der beobachteten Komponente proportional ist, trégt man bei einem Job-Plot
das Produkt Ad-x gegen x auf. Man erhdlt eine Glockenkurve, die bei einem 1:1 Komplex ihr
Maximum bel x= 0,5 hat, bel einem 2:1 Komplex bei 0,33 usw. Voraussetzung fur eine
exakte Auswertung solcher NMR-Messungen ist allerdings ein induzierter Shift, der grof3 ist
gegentiber der Mel3genauigkeit des NM R-Spektrometers.

Eine genaue Bestimmung der Assoziationskonstante durch NMR-Titration war daher fir das
System 28/BTMA auf Grund des sehr kleinen Shifts Ad nicht mdglich, die erhaltenen Kurven
lassen aber erkennen, dal? nur eine schwache Bindung vorliegt und K, sicherlich kleiner 100
M™ist.

Das gleiche Resultat ergaben Untersuchungen mit N-Methylpyridiniumpikrat. Dieser Gast
wurde in der Hoffnung ausgewahlt, dal3 die Kationen-teWechselwirkungen durch mogliche
n—tWechselwirkungen dieses Kations mit dem Tetrapeptid verstarkt und eine exakte
Auswertung der NMR-Titration dadurch mdglich werden. Auf Grund seiner Form erscheint
dieser Gast auch besser geeignet, in dem verkleinerten Hohlraum des Tetrapeptides
eingelagert zu werden. Aber auch in diesem Fall betrégt der Shift des Signals der N-
Methylprotonen des Gastes nur —0,03 ppm und die Bindungskonstante konnte ebenfalls mit
Ka < 100 M™ bloRR abgeschétzt werden. Das Cyclohexapeptid 2 bindet dagegen im gleichen
Lésungsmittelgemisch die beiden Kationen mit K, = 1,5 - 2 -10° M™%, Tabelle 2.3 stellt die
Kationenaffinitét von 28 im Vergleich zu 2 dar.
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NS (BTMA Pik) | Ka (BTMA Pik) NS (MePy Pik) | Ka (MePy Pik)

2 -0,43ppm 1480 + 130M* -0,56ppm 2300 + 200M™*

28 -0,02ppm” <100M™ -0,03ppm” <100M™

a) Verfolgt wurde das Signal des N-Methylprotons.
b) Wert entspricht nicht Admax, Sondern Ad des 1:1-Komplex in 1 mM Lésung.

Tabelle 2.3 Vergleich der Kationenaffinitat von Hexa- und Tetrapeptid in 2,5% ds-DMSO in CDCls.

Die Annahme, dal3 die Verkleinerung der Ringgrofe zum Verlust des Hohlraumes und damit
zum Verlust der Kationenaffinitat fihrt, konnte durch diese Untersuchungen somit bestétigt
werden. Im Vergleich zu dem cyclischen Hexapeptid 2 geben diese Ergebnisse einen
zusétzlichen Hinweis, dal3 die Kationenerkennung durch die cyclischen Hexapeptide

tatsachlich auf elner spezifischen Wechselwirkung des Gastes mit dem Hohlraum beruht.

Wie verhdt es sich aber mit der Anionenerkennung? Fir die Hexapeptide konnte gezeigt
werden, daR sie Anionen durch Wasserstoffbriicken zu den Peptid N-H Gruppen binden.®3!
Diese Eigenschaft hangt weniger von der Form des Hohlraums der Cyclopeptide ab und
konnte daher fUr die Tetrapeptide ebenfalls beobachtet werden. Tatsachlich konnte ich durch
NMR Experimente zeigen, dal3 Tetrapeptid 28 trotz der im Vergleich zum Hexapeptid
verringerten Zahl der Amidbindungen in Chloroform verschiedene Anionen komplexieren
kann: Die Signale der N-H Protonen von 28 erfahren ndmlich nach Zugabe verschiedener
Anionen im 'H-NMR Spektrum einen deutlichen Tieffeldshift. Bei Zugabe von einem
Aquivalent Benzoat zu einer 2 mM Losung von 28 in 2,5% ds-DM SO/CDCl5 betragt dieser
Shift zum Beispiel + 1,84 ppm. Durch einen Job-Plot (Abb. 2.11) konnte best&tigen werden,
dald ein 1:1 Komplex zwischen 28 und dem Benzoat vorliegt. Die Bindungskonstante wurde
mit Hilfe einer NMR Titration zu K= 18.200 + 300 M bestimmt, der maximale Shift fiir das
Signal des N-H Protons zu Admax = + 2,8 ppm und fir das Signal des H(2) Protons am

Aromaten zu Admax = -0,1 ppm.
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Abb. 2.11

-0.8
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Job-Plot von Tetrapeptid 28 mit Benzoat in CDCl..

Welche Geometrie hat dieser Anionenkomplex? Bel den cyclischen Hexapeptiden haben wir

festgestellt, dal3 zur Anionenkomplexierung die amidischen N-H Protonen zum H(2) hin

konvergieren und dadurch das Anion auf einer Seite des Makrocyclus binden. Das NOESY -
NMR Spektrum von 28 hat aber gezeigt, dald in Losung die amidischen N-H Protonen

bevorzugt zum H(4) hin orientiert sind. Bildet das Tetrapeptid dennoch Anionenkomplexe mit

einer vergleichbaren Geometrie wie die cyclischen Hexapeptide? Durch ein NOESY-NMR

Spektrum des Komplexes von 28 mit Benzoat lief3 sich diese Frage eindeutig kléren. Nach

Zugabe von einem Aquivalent Benzoat al's Tetrabutylammoniumsalz* (TBA) beobachtet man
im NOESY-NMR Spektrum einer 2 mM Losung von 28 in 2,5% ds-DMSO/CDCI3 eine
deutliche konformative Umordnung des Cyclopeptides (siehe Tabelle 2.4, NOESY-NMR
Spektren siehe Abb. 2.10 und 2.12.).

N-H zu H(a) N-H zu H(2) N-H zu H(4) H(2) zu HonoGast
28 - 6% - 1% - 6%
28-Benzoat - 6% - 10% schwach positiv
Tabelle2.4 Vergleich der NOE Effekte 28 und 28-Benzoat.

[1] Bei der Untersuchung reiner Anionenwechselwirkungen hat es sich bewdhrt, das volumindse

Tetrabutylammoniumion als Gegenion einzusetzen, da eine gleichzeitige Kationenwechselwirkung hier als

unwahrscheinlich betrachtet werden kann.

37-39
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NOESY -NMR Spektrum von 28 + Benzoat in CDCl3

H (o)
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100
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|—|(0t)H H(Z) Q
H(4) H(6)
H(5)
Abb. 2.12 Ausschnitt aus NOESY-NMR Spektrum von 28 + Benzoat in CDCl.
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Der NOE Effekt zwischen dem N-H Proton und dem H(a) ist auch in diesem Spektrum
erkennbar, der Effekt vom N-H Proton zum H(4) verschwindet jedoch im Vergleich zu dem
Spektrum des unkomplexierten Cyclopeptides und der NOE Effekt zum H(2) nimmt stark an
Intensitét zu. Zusétzlich tritt ein schwach positiver NOE zwischen dem zum Gast hin
orientierten H(2) und dem Hqo des Benzoats auf, ein weiterer Hinwels auf eine bindende

Wechselwirkung zwischen 28 und Benzoat.

Zur Anionenkomplexierung nimmt das cyclische Tetrapeptid also wie das entsprechende
Hexapeptid eine Konformation ein, bei der die sekunddren Amidbindungen zum H(2) hin
orientiert sind. Der NOE zwischen dem N-H und dem H(a) am Prolin bleibt dagegen
unbeeinfluldt, ein Effekt zum H([3) tritt nicht auf.

Man muf3 daher annehmen, dal? die Orientierung des N-H Protons zum H(2) nicht auf eine
Rotation der Amidbindung zurtickzufihren ist, da sich die Orientierung der Amidbindung
relativ zum Prolinring offensichtlich nicht dndert. Vergleicht man die beiden Konformationen
in Abbildung 2.13, so sieht man, dal3 der Ubergang von der einen in die andere Konformation

vielmehr auf ein Umklappen der aromatischen Ringe zurtickgeftihrt werden kann.

| N |T| H(a) | N
i A
o L &
H(2) H(2)
H
(0} 0]
Hmr/\* H()
5 H H(a)
) LT N B
oo LS
H(4) H(6
Abb. 2.13 [llustration der NOE Effekte von a) 28 und b) 28 -Benzoat.

Die energieminimierte Struktur des Komplexes von Benzoat mit 28 (Cerius®, Dreiding 2.21)
ist in Abbildung 2.14 wiedergegeben.
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Abb. 2.14 Komplex 28-Benzoat: Seitenansicht (links) und von oben (rechts) (Cerius?, Dreiding 2.21).

Nachdem die Geometrie der Komplexbildung geklért war, wurde nun systematisch die
Affinitt von 28 zu verschiedenen Anionen unterschiedlicher Geometrie® und Basizitat™ in
2,5% ds-DMSO/CDCI3 untersucht, wobei sich folgende Trends ergaben (Tabelle 2.5): Am
schwéchsten gebunden werden die nicht basischen Anionen mit einem pKg > 12, also die
Halogenide, Nitrat und Tosylat. Die Assoziationskonstanten liegen hier zwischen 5-10% und
5.10° M. Dabei wird innerhalb der Reihe der Halogenide das kleine und hértere Chlorid am
besten gebunden, das Bromid weniger als halb so gut, und das lodid schliefdlich wird mit einer
Assoziationskonstante gebunden, die eine ganze GrofRenordnung Kleiner ist als die des
Chlorids. Von den Oxoanionen wird das Nitrat am schlechtesten gebunden, das Tosylat wird
dreimal so gut gebunden und das Hydrogensulfat am besten mit einer Assoziationskonstante,
die ebenfalls fast eine ganze Grolienordnung grof3er ist als die des Nitrats oder des lodids.

Die Assoziationskonstanten der Anionen mit einem pKg < 12 liegen im Bereich von 2 - 8-10*
M™. Die Affinité des Tetrapeptides zu den Anionen steigt also deutlich mit der Basizitét.
Dihydrogenphosphat und Hydrogenphosphonat haben auf Grund des gleichen pKg Wertes
auch praktisch die gleiche Bindungskonstante. Der etwas unterschiedliche Sauerstoff-
Sauerstoff Abstand wirkt sich hier nicht aus.
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Anion | pKs f i KO ABran(N-H)? Aémax()H(z))b Aémax()H(G))b
Cl 21 1,81 A 4200M™* | +1,6ppm | +01ppm | +1,0ppm
Br 23 1,96 A 1580M* | +11ppm | +0,1ppm

I 24 2,20 A 470M* | +06ppm | +0,1ppm
NOs 16 2,12 A 700MT | +08ppm | +0,08 ppm

Tosylat | 16 2,42 A 1900M* | +09ppm | -0,1ppm

Benzoat | 10 2,23A 18200M™* | +2,8ppm | -0,1ppm

HSO, 17 243 A 5760 M™ + 0,07 ppm

H.PO, | 12 251A 27500 M ™ -0,2ppm | +1,4ppm

HPO/ | 7 2,51 A 2w:1c?

PO~ 2 251 A 201
PhHPOs; | 12 2,55 A 26100 M™ -02ppm | +1,0ppm
PhPO5* 7 2,55 A 80000M™ | +29ppm | -0,09ppm | + 0,8 ppm

a) Ka nicht berechnet, dahier 2:1 Komplexe auftraten (durch Job-Plot bestétigt). Mef3daten lieRen sich nicht an 2:1 Kurvefitten.

b) Es wurden jewells die Signale zur Auswertung herangezogen, die Uber den gesamten Mef3bereich verfolgt werden konnten und dabei
einen gentigend grof3en Shift relativ zur Mef3genauigkeit des Spektrometers aufwiesen.

¢) Fehler von K, < 20%.

Tabelle 2.5 Bindungskonstanten von 28 mit verschiedenen Anionen in CDCl4/2,5% dg-DMSO.

Die einzige Ausnahme in dieser Reihe bildet das Benzoat. Obwohl es basischer ist as das
Dihydrogenphosphat, wird es schwécher gebunden, wahrscheinlich da hier der Sauerstoff-
Sauerstoff Abstand um fast 30 pm kiirzer ist.?

In ds-DM SO konnten nur noch die Anionen mit einem pKg < 12 komplexiert werden. Die
Wechselwirkung in diesem polaren Lésungsmittel ist schwach: Benzoat wird mit einer
Bindungskonstante von K,= 65 + M™ gebunden und Dihydrogenphosphat mit K= 340 + 30
M™. Bei Cyclopeptid 28 geht also auf Grund des kleineren Hohlraumes die Fahigkeit zur
Kationenbindung verloren, dafir ist 28 aber ein interessanter Anionenrezeptor. Kann man
etwas unternehmen, um die Bindungseigenschaften von 28 noch zu verbessern? Die NOE
Experimente haben gezeigt, da3 dieser Rezeptor erst in eine geeignete Konformation
ubergehen muf3, bevor er ein Anion bindet. Der Energieunterschied zwischen dieser
Konformationen und der in Lésung stabilsten wurde zu etwa 10 kcal/mol berechnet (Cerius?,

Dreiding 2.21). Wenn es nun geldnge, den Rezeptor in der zur Anionenkomplexierung

[2] Der Abstand der beiden N-H Protonen in der Kristallstruktur von 28 betrégt zum Vergleich 3,09 A.
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geeigneten Konformation zu fixieren, so mifte sich dies positiv auf die gesamte freie
Bindungsenthalpie auswirken. Zum einen entfiele der Energieaufwand von 10 kcal/mol zur
Umwandlung in die energetisch unginstigere Konformation, zum anderen konnte der
Entropieverlust verringert werden, den die Verringerung der Flexibilitdt von 28 bel der
Anionenbindung hervorruft. Frihere Untersuchungen in unserer Gruppe haben bereits
gezeigt, dal3 cyclische Hexapeptide mit Picolinséure as aromatischem Baustein eine erhdhte
Anionenaffinitdt besitzen, da sie in der zur Anionenerkennung geeigneten Geometrie
vororganisiert sind.3* Diese Préorganisation ist darauf zuriickzufiihren, da3 sich in
picolinsdurehaltigen Cyclopeptiden die N-H Bindung zum Pyridylstickstoff hin — dies
entspricht der Position des H(2) in der 3-Aminobenzoessure — orientiert.® Um diesen Effekt
auch zur Optimierung der Bindungseigenschaften meiner cyclischen Tetrapeptide
auszunutzen, habe ich die Verbindung 49 hergestellt.

Zunéchst habe ich versucht, 49 durch Direktcyclisierung von Dipeptid 48 zu gewinnen. Das
Dipeptid wurde aus 6-Aminopicolinsdurebenzylester (47), der mir freundlicherweise von D.
Kubik zur Verflgung gestellt wurde, und Z-(L)Pro-OH hergestellt (Schema 2.19).

lI' o
H,N N [ 1
2 | N OBn Z-(L)PFO-OH N N | N\ OBnN
Y PyCloP lz @) 7
48

H o)
NN
H,/Pd/C N | A OH
48a

lI' 0]
N N
TBTU/DMF | ~
O = 2
49

Schema 2.19 Darstellung des Cyclopeptides cyclo-[ (L)Pro-AP] ,, 49 durch Direktcyclisierung.

Es wurde wie ublich in Gegenwart von 1,2 Aquivalenten DIEA entschiitzt und das so

erhaltene Dipeptid 48a cyclisiert. Schon bei der Cyclisierung des linearen Hexapeptides mit
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6-Aminopicolinsaure war die Ausbeute deutlich geringer als bei Derivaten mit 3-
Aminobenzoesiure als aromatischem Baustein.® Bei der Direktcyclisierung von 48a verlief
der Ringschlul? so schlecht, dal’ das cyclische Tetrapeptid 49 nur mit 2% Ausbeute isoliert

werden konnte.

Daher wurde 49 sequentiell aufgebaut (Schema 2.20). Die Synthese des linearen Vorléufers
50 erfolgte nach der Methode von S. Kubik,** die Cyclisierung von 50b erfolgte unter den
gleichen Bedingungen wie bel der Direktcyclisierung. Die Ausbeute war dabel, wie bei alen
bisher durchgefiihrten Cyclisierungen mit picolinsaurehaltigen Peptiden, recht gering, da die
durch die Picolinsaure erzwungene Konformation zum Ringschlul® wahrscheinlich weniger

gut geeignet ist.
— ¢ .8 w
N N H,/Pd N N
N N N AN
| OBn | OH
o) _— 2 O P 2
Boc 50 Boc
S0a
HCl/Dioxan
Mo o
N N
TBTU N | ~ oH
DMF, DIEA \)/ 5 P 5
*HCI 50b
Schema 2.20 Sequentieller Aufbau von cyclo-[ (L)Pro-AP], 49.

Bevor ich die Bindungseigenschaften von 49 untersucht habe, versuchte ich zunéchst wieder
mit den Ublichen Methoden eine Zuordnung der bevorzugten Konformation dieses
Cyclopeptides im Kristal und in Losung vorzunehmen. 49 kristallisiert aus
Methanol/Methylenchlorid mit einem Molekil Wasser pro Peptideinheit. Das Ergebnis der
Kristallstrukturanalyse ist in Abbildung 2.15 dargestel|t.
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Abb. 2.15 Kristallstruktur von cyclo-[ (L)Pro-AP], 49.

Wie man sieht, orientieren sich die N-H Bindungen im Kristall, wie vorausgesagt, zum
Pyridylstickstoff hin. Die relative Anordnung der Bindungen zwischen den Aromaten
zueinander ist ansonsten identisch mit der in den Kristallstrukturen von 28 und 44. Es liegt
wie bei dem entsprechenden Hexapeptid 4 die cis Konformation am tertiaren Amid vor, und

das H(a) am Prolin zeigt in die gleiche Richtung wie die N-H Bindung.

Diese Strukturmerkmale werden auch in Lésung wiedergefunden. Sowohl das **C- als auch
das 'H-NMR Spektren zeigen in de-DMSO einen scharfen, einfachen Signalsatz und
entsprechen somit einer im zeitlichen Mittel C,-symmetrischen Konformation. Die
chemischen Verschiebungen der C(3) und der C(y)in ds-DMSO weisen auch bei 49 auf das

Vorliegen von cissAmiden an den Prolineinheiten hin (Tabelle 2.6).

Shift trans” Shift cis? 5(49)
C(B) 29,5+ 0,5 ppm 31,3+ 0,5 ppm 32,9 ppm
C(y) 24,2 + 0,5 ppm 22,5+ 0,5 ppm 22,5 ppm

a) Literaturwerte fir C(B) und C(y) in ds-DM SO fiir cisund trans Amide an (L)Prolin in DMSO.>*

Tabelle 2.6 Zuordnung der C(f)- und der C(})-Shifts von 49.
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NOESY-NMR Spektrum 49 in DMSO

Ausschnitt aus NOESY-NMR Spektrum von 49 in DMSO.
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Im NOESY-NMR Spektrum der Verbindungen in ds-DMSO (Abb. 2.16) tritt ein schwacher
positiver NOE Effekt zwischen dem Peptid-NH und dem H(a) am Prolin auf. Ein Kreuzsignal
zwischen dem NH Proton und dem H(5) an der 6-Aminopicolinsdure (entsprechend dem H(4)
an der 3-Aminobenzoesaure) wird nicht beobachtet. Auch in Lésung ist die N-H Bindung also
bevorzugt zum Pyridylstickstoff hin orientiert. In eéinem NOESY-NMR Spektrum von 49 in
Chloroform konnten die gleichen NOE Effekte beobachtet werden.

Abb. 2.17 Ausschnitt aus den Spektren von 49 in dg-DMSO (oben) und in CDCl; (unten).

Vergleicht man aber ein *H-NMR Spektrum von 49 in ds-DM SO mit einem Spektrum in 2,5%
de-DMSO/CDCl3, so stellt man fest, daR das Signal des N-H Protons beim Ubergang in das
unpolarere Losungsmittel von etwa 10,4 ppm nach 12,1 ppm Tieffeld verschoben wird (Abb.
2.17). Aulerdem wird das Signal des H(4) von 7,9 ppm nach 7,7 ppm Hochfeld verschoben,
und das Signal des H(5) shiftet leicht Tieffeld von 7,8 ppm nach 7,9 ppm. Ein derartig grof3er
Tieffeldshift des Signals eines N-H Protons ist héufig ein Indiz fir die Ausbildung einer
Wasserstoffbriicke. Auf eine Wechselwirkung mit dem Dipol des freien Elektronenpaars am
Pyridylstickstoff kann dieser Effekt nicht zuriickzufUhren sein, denn dann mifite er auch im
'H-NMR Spektrum von N-Acetyl-6-aminopicolin in 2,5% ds-DMSO/CDCl; zu beobachten
sein. Hier liegt das Signal des Amidprotons aber bei 8,0 ppm, also bel wesentlich hGherem
Feld.

Einen weiteren Hinweis auf eine Wasserstoffbriicke gibt das IR Spektrum der Verbindung in
2,5% ds-DM SO/CDCl;.
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IR Spektren von 28 und 49 in 2,5% ds-DM SO/CDCI 3 im Vergleich

Q
O
o
©
-+
B
=
)]
o
©
j .
=
— 49
— 28
T T T T T T
3500 3450 3400 3350 3300 3250 3200 3150
Wellenzahl cm™
[}
8]
c
1]
b=
£
[}
c
©
.
|_
— 49
— 28
T T T T
1750 1700 1650 1600 1550 1500
Wellenzahl cm™
Abb. 2.18 Ausschnitte aus den IR Spektren von 28 und 49 in 2,5% DMSO/CDCl..
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Vergleicht man namlich das Spektrum von 49 mit dem IR Spektrum von 28 in dem gleichen
Losungsmittel (Abb. 2.18), so stellt man fest, dal3 die Bande der freien N-H Amidbindung im
Spektrum des picolinsdurehaltigen Cyclopeptides fast vollig verschwindet und die Bande der

wasserstoffverbriickten N-H Amidbindung an Intensitét stark zunimmt.

28 49 Bande

3420 (m) frele N-H

3255 (s) 3283 (s) wasserstoffverbrickte N-H

1690 1708 Amid | von sek. Amid, v(C=0)
1632 1631 Amid | von tert. Amid, v(C=0)
1578 1591 Amid Il von sek. Amid, N-H bend

Die beiden Amid | Banden hingegen werden nicht zu kleineren Wellenzahlen verschoben. Es
ist daher nicht anzunehmen, dal3 die Carbonylfunktionen an der Wasserstoffbriicke beteiligt
sind.

Da die Kristallstruktur keinen Hinweis auf eine intramolekulare Wasserstoffbriicke gibt,
wurde Uberprift, ob intermolekulare Wasserstoffbricken bel 49 in Chloroform zu
Selbstassoziation  fuhren. In diesem Fal miten sich auf Grund der
Konzentrationsabhangigkeit einer Selbstassoziation NMR — Spektren unterschiedlich
konzentrierter Losungen von 49 deutlich unterscheiden. Daher wurden *H-NMR Spektren
einer Reihe von Ldsungen von 49 in 2,5% ds-DM SO/CDCl3, deren Konzentration von 2 mM
bis 0,02 mM variierte, aufgenommen. Es konnte jedoch keine signifikante Abhangigkeit der
chemischen Verschiebungen der einzelnen Signale von der Konzentration der Lésung
beobachtet werden, und man muf3 daher annehmen, dal3 bel 49 in Chloroform intramolekulare
Wasserstoffbriicken auftreten, an der die Amid N-H Bindungen teilhaben, nicht jedoch die
Amid C=0 Bindungen. Durch Molecular Modeling Studien (ChemDraw3D, PM3) konnte
tatséchlich eine  Struktur berechnet werden (Abb. 2.19), in de entsprechende
Wasserstoffbriicken mdglich sind und die um etwa 5 kcal stabiler ist als die Konformation der
Kristallstruktur von 49. Es ist wahrscheinlich, dal3 49 in Chloroform diese durch
intramol ekulare Wasserstoffbriicken stabilisierte Konformation bevorzugt. Bei Kristallisation
von 49 aus enem methanolhaltigen Losungsmittelgemisch sind intermolekulare
Wechselwirkungen der N-H Gruppen mit Lésungsmittel molekilen wahrscheinlich stérker, so
dald im Kristall eine andere Konformation resultiert.
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Abb. 2.19 Sruktur von 49 in CDCls: Seitenansicht (links), von oben (rechts).

Das Vorliegen intramolekularer Wasserstoffbriicken in Chloroform zeigen indirekt auch die
unterschiedlichen Bindungsel genschaften von 49 in DMSO und in Chloroform. Tabelle 2.7
zeigt die Ergebnisse meiner Untersuchungen der Rezeptorei genschaften von 49 im Vergleich
Zu denen von 28.

Ganz allgemein 1813t sich hier sagen, dal3 in DM SO 49 wie erwartet Anionen besser bindet as
28, wobei die Assoziationskonstanten K, um den Faktor 3,5 (Phosphat) bis 6,5 (Benzoat)
grofRer sind als die von 28 mit den selben Anionen. Die Voraussage, dald 49 in Lésung
entsprechend besser zur Erkennung von Anionen vororganisiert ist, wird damit bestétigt. In
Chloroform verhdt es sich jedoch gerade umgekehrt. Hier ist 28 der bessere Rezeptor mit Ko,
die um den Faktor 4,5 (Bromid) bis 10 (Sulfat) mal gréf3er sind als die von 49. Aufféllig ist
bei den Untersuchungen in Chloroform besonders der Shift der Amidprotonensignale in den
NMR Spektren. Bel 28 werden diese bei allen Untersuchungen in Gegenwart eines Anions
um mehr als + 1,0 ppm tieffeldverschoben, bei 49 ist die Verschiebung deutlich kleiner. Bei
den schwach bindenden Anionen Bromid und Sulfat kehrt sich das Vorzeichen von Admax
sogar um und das Signal wird leicht hochfeldverschoben. Diese Beobachtung ist ein weiteres
Indiz fur das Auftreten der beiden intramolekularen Wasserstoffbriicken in Tetrapeptid 49 in
Chloroform (Abb. 2.19). Diese Wasserstoffbriicken muiissen erst aufgebrochen werden, bevor
ein Anion gebunden werden kann, was wahrscheinlich die Ursache fur die geringe

Anionenaffinitét von 49 in Chloroform ist.
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: 28 49 28 49
Anion
in Chloroform?® in Chloroform?® in DMSO in DMSO
K= 1580 M (4%) K= 320 M (11%)
Br DS (N-H)?=+1,1ppm | A8,a(N-H)=-0,8 ppm | Keine Wechselwirkung | Shift sehr klein?
DBmex(H(2))= +0,1 ppm | ABpmax(H(0X))=+1,0 ppm
B K= 4110 M (4%) B 4
K.= 18200 M (4%) K= 65M™ (11%) K.= 440 M (6%)
Adnax(N-H)=+0,6 ppm
Benzoat | Adna(N-H)=+2,8 ppm DB (N-H)=+0,8ppm | Adma(N-H)=+2,0ppm
Adpmax(H(0))=+1,0 ppm
Admex(H(2))=-0,1 ppm ABra(H())=+0,3ppm | Admax(H(0r))=+0,3ppm
Admex(H(5))=-0,2 ppm
K,= 550 M (25%)
| K=5760 M (20%)
HSO, D85 (N-H)=-0,6 ppm | Keine Wechselwirkung Shift sehr klein?
ABmex(H(2))=+0,07ppm
ABpmex(H(5))=+0,09ppm
K= 27500 M (8%) K= 3050 M™ (3%) K.= 1230 M (4%)
) K= 340 M (9%)
HoPOys | Ama(H(0))=+1,4 ppm | Adma(H(0))=+1,2 ppm DS (N-H)=+2,1ppm
Adnax(N-H)=+1,4ppm
Adma(H(2))=-0,2 ppm | Adpa(H(5))=-0,3 ppm A8 (H(a))=+0,4ppm

a) 2,5% ds-DM SO/ CDCls. b) Fehler von K, < 20%. c) Es wurden jeweils die Signale zur Auswertung herangezogen, die Uber den gesamten
MeRbereich verfolgt werden konnten und dabei einen gentigend grof3en Shift aufwiesen relativ zur Mef3genauigkeit des Spektrometers. d)
Shift < 0,01 ppm, daher Auswertung nicht méglich. Titrationskurve 18Rt aber auf sehr schwache Wechselwirkung schlieRen (K.<<100 M)

Tabelle 2.7 Bindungskonstanten von 28 und 49 mit verschiedenen Anionen.

Fir den Vergleich der Bindungseigenschaften des Tetrapeptides 49 zu denen des analogen
Hexapeptides 4 wurde die Wechselwirkung mit Anionen aufl3erdem in 20% d,-Methanol/D,0O
untersucht. Das Hexapeptid 4 komplexiert in diesem polaren Medium Anionen wie
Halogenide oder Sulfat durch Wasserstoffbriicken mit den sekundéren Amid N-H Gruppen.®*
Dabei wird das Anion von zwei Cyclopeptiden komplexiert, die das Anion so umschlief3en,
dal3 es effektiv vom umgebenden Losungsmittel abgeschirmt wird. Die Triebkraft fur die
Anionenkomplexierung ist daher auch ein solvophober Effekt. Ein schneller Austausch der N-
H Protonen in dem protischen Medium verhindert eine Beobachtung des N-H Signals, die
Wechselwirkung mit dem Anion kann aber durch einen Tieffeldshift der H(a) Signale von 4
im H-NMR Spektrum verfolgt werden. Im *H-NMR Spektrum von 49 in 20% d.-
Methanol/D,0 treten jedoch nach Zugabe von Chlorid, lodid oder Tosylat as Natriumsalz
keine signifikanten Anderungen auf. Das kleinere Tetrapeptid ist also nicht in der Lage, diese
Anionen in wéalrigem Medium zu binden.

Durch die Einfuhrung von 6-Aminopicolinsdure als aromatischen Baustein in das cyclische
Tetrapeptid habe ich dessen Konformation also gezielt so beeinflussen kénnen, dal3 der

Rezeptor 49 in DM SO in einer zur Anionenerkennung giinstigen Konformation fixiert wird
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(Abb. 2.21 a)). Diese Praorganisation bewirkt dementsprechend eine erhthte Anionenaffinitét
des Rezeptorsin diesem Losungsmittel .

In  Chloroform wird dieses Cyclopeptid interessanterweise durch intramolekulare
Wasserstoffbrticken in einer Konformation fixiert, die einer verdrillten ,8* dhnelt. Da dieser
Effekt sich nachteilig auf die Anionenerkennung in Chloroform auswirkt, habe ich nach einer
alternativen Methode gesucht, um die Amidbindung in der gewiinschten Konformation zu
stabilisieren. Zu diesem Zweck wurde Cyclopeptid 51 hergestellt (Abb. 2.20).

HO HO
H 0
N
o) 2 o)
51

Abb. 2.20 Cyclopeptide cyclo-[ (SSHyp-AB] 5, 51 und cyclo-[ (SSHyp-AP] 5, 52.

Z—T

Untersuchungen an dem cyclischen Hexapeptid 52 (Abb. 2.20) aus S,,S-Hydroxyprolin
((SSHyp) und 6-Aminopicolinsdure haben namlich gezeigt, dald die Hydroxylgruppe eine
intramolekularen Wasserstoffbriicke zum N-H Amid ausbilden kann, jedoch nur, wenn die
tertidren Amide gleichzeitig die trans Konformation einnehmen. Die Ausrichtung der N-H
Bindungen paralel zum lone pair am aromatischen Stickstoff bleibt dabel erhalten (Abb. 2.21
b)_63

Bei 51 kdnnten die OH Gruppen an den Hydroxyprolinuntereinheiten dementsprechend auf
Grund intramolekularer Wechselwirkungen ein Konformation begunstigen, die fur die
Anionenkomplexierung vororganisiert ist, wie zum Beispiel die Konformation in Abbildung
2.21 ¢), die zu der bevorzugten Konformation von 52 analog ist.
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Abb. 2.21 Bevorzugte Konformation a) im cyclischen Tetra- und Hexapeptid mit Picolinsiure (49+4) b)

im Cyclohexapeptid mit AP und mit (S9Hyp (52) c¢) mdgliche Konformation von
Cyclopeptiden mit AB und (SSHyp (51).

Gleichzeitig kann man auf diese Weise Uberprtfen, ob in den von mir untersuchten cyclischen
Tetrapeptiden trans Amide moglich sind. Bel Hexapeptid 52 erzwingt ndmlich die
intramolekulare Wasserstoffbriicke von der Hydroxylgruppe zum N-H Amid eine all-trans
Konformation, obwohl auch im entsprechenden cyclischen Hexapeptide mit Picolinsaure- und

Prolinuntereinheiten die cis Konformation an den tertidaren Prolinamiden bevorzugt ist.

Die Synthesestrategie zur Darstellung von 51 ist in Schema 2.21 abgebildet. Das lineare
Tetrapeptid 53 wurde mir freundlicherweise von G. Heinrichs Uberlassen, so dal3 bei der
Synthese dieses Tetrapeptids nicht die Direktcycliserung angewandt wurde. Die
Hydroxylgruppe wurde wahrend der Synthese als Acetat geschtitzt und nach der Cyclisierung
mit DIEA in trockenem Methanol entschiitzt. Auch dieses Tetrapeptid kristallisierte aus
Methylenchlorid/Methanol in dicken farblosen Prismen. Die Kristalstruktur von 51 ist in
Abbildung 2.22 wiedergegeben.
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Schema 2.21 Synthese von cyclo-[(SSHyp-AB], 51.

Sie zeigt, dal’3 51 ebenfalls in einer C,-symmetrischen Konformation mit einem Molekil
Wasser pro Peptideinheit kristallisiert. Wie bel alen bisher synthetisierten cyclischen
Tetrapeptiden liegt am tertidren Amid die cis Konformation vor. Die N-H Bindung ist zum
H(4) des aromatischen Ringes hin orientiert und weist in die gleiche Richtung wie das H(a)

am Hydroxyprolin.
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Abb. 2.22
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Kristallstruktur von 51.

Betrachtet man die Kristallstruktur von 51 und von 28 nebeneinander, so stimmen beide

Strukturen fast vollig Gberein, wie in Abbildung 2.23 veranschaulicht wird.

Abbildung 2.23

Vergleich der Kristallstrukturen von 28 (links) und 51 (rechts).
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Die Torsionswinkel zwischen den Bindungsebenen in beiden Kristallstrukturen unterscheiden
sich dementsprechend ebenfalls kaum:

Bindung: Winkel in 28 Winkel in 51
C1-N1-Cl11-C12 43° 37°
N2-C6-C7-C12 51° 55°
N1-C1-C2-N2 167° 171°

C1-C2-N2-C6 -91° -91°
C10-C11-N1-C1 -140° -148°
C8-C7-C6-N2 130° 125°

Auf die Festkorperstruktur von 51 hat die Hydroxylgruppe also keinen Einflu3. Wie die
Untersuchungen mit 49 jedoch gezeigt haben, kdnnen durchaus in L6sung intermolekulare
Wechselwirkungen auftreten, die im Festkorper durch Packungseffekte verhindert werden.
Daher wurde die Struktur des Cyclopeptides wie tblich auch in Losung eingehend untersucht.
Das 'H-NMR Spektrum der Verbindung in de-DMSO zeigt einen scharfen, einfachen
Signalsatz und entspricht somit im zeitlichen Mittel einer C,-symmetrischen Konformation;
die chemischen Verschiebungen der C(B) und der C(y) Signale der Prolinuntereinheiten
weisen wie bel den Tetrapeptiden 28 und 49 auf das Vorliegen von cis-Konformationen an
den tertidren Amiden hin (Tabelle 2.8).

Shift trans” Shift cis? 3(51)
C(B) 29,5+ 0,5 ppm 31,3+ 0,5 ppm 32,9 ppm
C(y) 24,2+ 0,5 ppm 22,5+ 0,5 ppm 22,5 ppm

a) Literaturwerte fir C(B) und C(y) in ds-DM SO fiir cisund trans Amide an (L)Prolin in DMSO.>*

Tabelle 2.8

Zuordnung der C(f)- und der C(})-Shifts von 51.

Im ROESY-NMR Spektrum der Verbindungen in ds-DMSO (Abb. 2.24) treten nur
Kreuzsignale auf, die mit der rd&umlichen Anordnung der Atome in der Kristallstruktur
Ubereinstimmen, das heif%t N-H mit H(4) und N-H mit H(a). Auch ein Kreuzsignal zwischen
N-H und H(2) tritt auf. Der Makrocyclus wird aso auch in Losung nicht in einer bestimmten
Konformation fixiert, die eine Rotation des sekundéren Amids unterbindet.
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ROESY-NMR Spektrum von 51 in DMSO
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Abb. 2.24 Ausschnitt aus ROESY-NMR Spektrumvon 51 in DMSO.
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Somit hat die Hydroxylgruppe am C(y) des Prolinrings auch in Losung keinen Einfluf3 auf die
Konformation des cyclischen Tetrapeptides.

Dieses Ergebnis kann mehrere Ursachen haben. Entweder reicht der Energiegewinn, der bei
Ausbildung ener intramolekularen Wasserstoffbriicke auftrdte, nicht aus, um eine
Umwandlung des tertidren Amids in die trans Konformation zu bewirken, oder die
Ausbildung einer intramolekularen Wasserstoffbriicke zwischen den Hydroxylgruppen am
C(y) der Prolinringe und den N-H Amiden ist aus geometrischen Grinden in dem kleineren
Tetrapeptid gar nicht moglich.

Um letztere Mdglichkeit auszuschlief?en, wurde eine Konformationsanalyse von 51
durchgeftihrt (ChemDraw3D, PM3), bei der verschiedene symmetrische Konformationen von
51 berechnet und im Hinblick auf ihre Energie und den Abstand N-H O-H verglichen
wurden. Die erhaltenen Ergebnisse sind natirlich kritisch zu betrachten, da sie das Verhalten
des Peptides im Festkorper oder in Losung nicht exakt simulieren kdnnen. So weicht z.B. die
berechnete Struktur in Abbildung 2.25 b), die der Konformation von 51 im Festkorper
entspricht, etwas von der beobachteten Festkorperstruktur ab: Der Winkel zwischen den
aromatischen Ringen ist deutlich flacher und der C(1)=O H-O Abstand verringert sich um
0,50 A gegeniiber der Kristalstruktur auf 2,20 A. Dementsprechend wurde in dieser
berechneten Struktur eine Wasserstoffbriicke C(1)=0 H-O gefunden werden.

Bei dieser Konformationsanalyse zeigte sich aber auch, dai3 sich die Festkdrperkonformation
des Hexapeptides 52 tatsachlich nicht auf das Tetrapeptid Ubertragen 1813, wie in Abbildung
2.25 @) dargestellt ist. Nimmt man eine analoge Struktur fur das Tetrapeptid an, so fuhrt die
Berechnung zu einer Konformation, in der zwar die relative Anordnung der Bindungen mit
der in Hexapeptid 52 tbereinstimmen, der Abstand N-H O-H betrégt hier allerdings 3,56 A.
Das sind 1,34 A mehr als im entsprechenden Hexapeptid 52 und gut 0,75 A mehr als der
durchschnittliche N-H O-H Abstand, den man in Kristallstrukturen von Peptiden findet.** Es
scheint also, dal3 sich in dem kleineren, gespannteren Tetrapeptid das N-H Proton und der
Sauerstoff der Hydroxylgruppe am Prolin in dieser Konformation nicht nahe genug kommen
konnen, um eine intramolekulare Wasserstoffbriicke auszubilden. Nach meinen
Berechnungen ist diese Struktur daher um 16 kcal/mol benachteiligt. Es konnte aber durchaus
eine Konformation berechnet werden, bei der intramolekulare N-H-----OH Wasserstoffbrticken
gefunden wurden (Abb. 2.25 c).
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a) zur Kristallstruktur des Hexapeptides 52 b) Konformation der Festkorperstruktur von 51
analoge Konformation (-148 kcal/mol). (-164 kcal/mal).
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T
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) Berechnete Konformation von 51, bei der Wasser stoffbr licken gefunden wurden (-147 kcal/mol).
Abb. 2.25 Ubersicht iber die berechneten Konformere von 51.
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Wie erwartet, ist diese Konformation eine all-trans Konformation. Der Abstand N-H O-H ist
mit 2,38 A etwas langer as in der Festkorperstruktur des Hexapeptides 52, wo der Abstand
2,22 A Dbetragt. Trotz der beiden Wasserstoffbriicken ist diese berechnete Konformation
gegenuber der Konformation, die tatséchlichen im Festkorper vorliegt (Abb. 2.25 b) um 17
kcal/mol benachteiligt, wahrscheinlich well der Energieaufwand fir die konformative
Umordnung und die cis/trans Isomerisierung die bei der Bildung der Wasserstoffbriicken

freilwerdende Bindungsenergie Uberwiegt.

Diese Berechnungen zeigen aso, dal3 eine intramolekulare Wasserstoffbriicke in 51 im
Prinzip geometrisch moglich, energetisch aber unvorteilhaft ist. Damit stehen die berechneten
Daten in gutem Einklang mit den Ergebnissen meiner Untersuchung und geben einen
weiteren Hinweis auf die Notwendigkeit von cis Amiden zur Bildung dieser cyclischen

Tetrapeptide mit aromatischen Bausteinen.

Welches Potential besitzen die von mir vorgestellten Tetrapeptide nun, das Uber die
Anionenerkennung hinausgeht? Der Hohlraum der Tetrapeptide ist zum Einschluf von Gésten
zu klein, und eine Variation der a—Aminosaure, um den Abstand zwischen den Aromaten und
damit den Hohlraum zu vergréi3ern, bietet sich nicht an, da offensichtlich gerade Prolin fir
die Bildung dieser cyclischen Tetrapeptide nétig ist. Nachdem verschiedene Moglichkeiten,
die Konformation der Makrocyclen durch Variation der Peptiduntereinheiten zu beeinflussen,
untersucht worden waren, erschien mir die Einfihrung weiterer Bindungszentren als ein
erfolgversprechendes Konzept zur Gewinnung neuer interessanter Rezeptoren auf Basis
meiner cyclischen Tetrapeptide. Die Einfuhrung von Harnstoff als zusétzliches
Bindungszentrum im bereits bekannten Hexapeptid 2 war von Beginn an geplant. Durch die
gewonnenen Erkenntnisse tber die Struktur und die eingeschrankte Flexibilitéat der cyclischen
Tetrapeptide ertffnen sich mir nun ganz neue Mdglichkeiten, durch Substitution mit
Harnstoff oder anderen funktionellen Gruppen, molekulare Pinzetten auf Basis cyclischer
Tetrapeptide herzustellen. Meine diesbeziiglichen Untersuchungen und Ergebnisse sind im
folgenden Kapitel beschrieben.
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2.6  Tetrapeptide mit aromatischen Substituenten

Die ersten Arbeiten aus unserer Gruppe zur Einfuhrung weiterer Bindungszentren in cyclische
Hexapeptide aus (L)Prolin und 3-Aminobenzoesdure waren die Untersuchungen von J. Bitta
zur Synthese und den Rezeptoreigenschaften von 5 und seinen Derivaten.® Mein
urspruinglicher Plan war es, aufbauend auf diese Arbeiten Hexapeptid 7 herzustellen und seine
Bindungseigenschaften im Vergleich mit anderen cyclischen Hexapeptiden zu untersuchen.
Erste Versuche zur Einfihrung von Harnstoffsubstituenten haben schon gezeigt, wie die
Darstellung von 7 aus dem Hexapeptid 25 zu redlisieren sei. Die Untersuchungen zur Struktur
und den Rezeptoreigenschaften der cyclischen Tetrapeptide haben jedoch ergeben, dal? diese
Cyclopeptide neue Perspektiven fir die Darstellung von Rezeptoren bieten, die sich deutlich
von denen der Hexapeptide unterscheiden. In den Tetrapeptiden sind die aromatischen
Untereinheiten ndmlich recht beweglich zwischen zwei Peptidbriicken aufgehéngt, deren
Konformation eher starr ist (Abb. 2.26).

H H
4 H(6
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Abb. 2.26 Bewegliche Bindungen in den cyclischen Tetrapeptiden.

Man kann die Peptidbindungen daher mit einem Scharnier vergleichen, an dem die
aromatischen Ringe hin und her schwingen konnen. Als Momentaufnahmen mdglicher
Konformationen kann man die Kristallstrukturen von 44 und 49 betrachten. Meine Idee war
nun, solche Tetrapeptide als Gelenk fur die Darstellung molekularer Pinzetten zu nutzen.

Der Begriff ,molekulare Pinzette* wurde von Whitlock®™ fiir Rezeptoren mit zwei
aromatischen Chromophoren gepragt, die kovalent durch einen Spacer verknupft sind und
aromatische Gaste durch T=Stapelwechselwirkungen binden kénnen.®® Inzwischen wird er
etwas algemeiner flr Systeme verwendet, in denen zwei Bindungsarme Uber einen Spacer
verbunden sind.®” Durch Anbringen von Bindungszentren in 5-Position der aromatischen
Aminosaure wollte ich nun Rezeptoren herstellen, bei denen zwei an das
» Cyclopeptidscharnier” gebundene funktionelle Gruppen wie eine Pinzette Gaste umfassen

und erkennen kénnen. Aus diesem Grund habe ich mich bei meinen Untersuchungen zur
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EinfUhrung weiterer Bindungszentren im folgenden ganz auf die cyclischen Tetrapeptide
konzentriert und basierend auf Tetrapeptid 44 neue Cyclopeptide mit verschiedenen
aromatischen Substituenten hergestellt.

2.6.1 Cyclische Tetrapeptide mit Cholsiuresubstituenten

Davis hat mit der Darstellung der Cholaphane demonstriert, dal3 Cholséaure als Baustein fir

8 In diesen von ihm beschriebenen

neue Kohlenhydratrezeptoren® geeignet st
makrocyclischen Rezeptoren sind zwei bis drel Cholsaureeinheiten amidisch Uber einen
aromatischen Spacer verknupft. Die Hydroxylgruppen der Cholséure und die N-H Protonen
der Amidbricken weisen in Chloroform ins Innere des von den Cholsdureeinheiten
aufgespannten Hohlraums und kdnnen dort Zucker durch Wasserstoffbriicken binden. Bei
Untersuchungen der Bindungseigenschaften von Cholaphan 53 (Abb. 2.27) mit
Octylglucopyranosiden in Chloroform zeigt der chirale Hohlraum eine deutliche Préferenz fir
das [3-D-Anomer gegenitiber dem a-D-Anomer. Die gemessenen Bindungskonstanten liegen

im Bereich 3-107 bis 3-10° M1.6%)

33

Abb. 2.27 Cholaphan 53.

Bei den Cholaphanen und verwandten Kohlenhydratrezeptoren™ ist die Cholsiure selbst
Bauelement des Makrocyclus und nicht als zusétzliches Bindungszentrum an einem aus

anderen Untereinheiten aufgebauten makrocyclischen Hohlraum angebracht. Pinzettenartige
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Rezeptoren, in der Cholsduresubstituenten as Bindungsarme dienen, wurden bisher as
Enzym Mimetika und als Podanden zur Solvatisierung von Perylen in Wasser eingesetzt.

HO
OH
HN
OH \/&
s\\\\\\ o
A
Abb. 2.28 Acyclischer Zuckerrezeptor auf Cholsiurebasis.

Der von Burrows as Vorlaufer der Cholaphane beschriebene acyclische Wirt 54 bevorzugt
alerdings, wie in Abbildung 2.28 dargestellt, eine pseudo-makrocyclische Konformation und
kann ebenfalls Zuckermolekiile in den Hohlraum aufnehmen.” Der CH,-Spacer zwischen
dem Aromaten und dem Amidanker in 54 1813 jedoch eine Verdrillung der Cholséureeinheiten
weg von dem Hohlraum zu, wodurch die Bindungseigenschaften verschlechtert werden.
Durch Anbindung von Cholsdureeinheiten an die von mir entwickelten Tetrapeptide kdnnte
man analoge pinzettenartige Kohlenhydratrezeptoren erhalten, in denen die Orientierung der
Bindungsarme durch eine direkte Fixierung an die aromatischen Tetrapeptiduntereinheiten
von der Bewegung des Cyclopeptidscharniers beeinflufdt wird. Dies konnte eine effektivere
Anpassung des Rezeptors an ein gegebenes Substrat ermoglichen. Um dies zu Uberprifen,
habe ich Cyclopeptid 55 dargestellt (Abb. 2.29).
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Abb. 2.29 Cyclo-[(L)Pro-AB(5NHCS)] 4, 55; oben: energieminimierte Darstellung (Cerius’, Dreiding
2.21) Blick auf die Cholsaure von der Seite (links) und auf das Grundger Uist von der Seite (rechts).

Zur Synthese von 55 wurde das Hydrochlorid 44a mit Cholsdure gekuppelt (Schema 2.22).
Als Kupplungsreagenz wurde wie bei allen reaktionstragen aromatischen Aminen PyCloP
verwendet. Daher mufdte die Reaktion in Methylenchlorid durchgefihrt werden.

Auf Grund der schlechten Loslichkeit der beiden Edukte in Methylenchlorid lief die Reaktion
sehr langsam ab, nach 2 Wochen war sie jedoch beendet.

— 13 wOPN
N DIEA N
2 —_— 2

0] Cholséaure 0
PyCloP
adq HC 55  NHCs
Schema 2.22 Synthese von cyclo-[ (L)Pro-AB(5-NHCS9)] ,, 55.
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Die Aufarbeitung erwies sich alerdings als schwierig, da die Abtrennung des Produktes 55
von Uberschiissiger Cholsaure auf Grund der dhnlichen Polaritét beider Verbindungen nicht
gelang. Nur eine geringe Menge des Produktes konnte analysenrein erhalten werden.

Um diese Schwierigkeiten zu umgehen wurden die Cholsaure bel einem zweiten Versuch als
Peracetat eingesetzt, da sich das acetylgeschitzte Cyclopeptid 56 auf Grund seiner geringeren
Polaritét wesentlich leichter von den Edukten abtrennen lassen sollte und man es anschlief3end
durch basische Hydrolyse sauber und vollstandig entschiitzen kénnen miite.®**¥ "% schema
2.23 zeigt diesen Syntheseweg. Das Peracetat wurde nach der Methode von Nakanishi”
dargestellt und erwies sich as gut 6slich im Reaktionsmedium Methylenchlorid. Wie
erwartet, liefd sich der acetylgeschiitzte Rezeptor 56 nach der Kupplung problemlos von den
Verunreinigungen abtrennen und kristallisierte aus M ethanol/Wasser als Heptahydrat aus.

(0] Cholsaureperacetat (0]

_—

NH,CI PyCloP NHCSAC,

5
8

OAc

e) NaOMe (e}
_—
NHCSACc, NHCS
J
6 5
Schema 2.23 Alternative Synthese von cyclo-[ (L)Pro-AB(5-NHCS)] ,, 55.

Als schwierig erwies sich jedoch die Verseifung der Acetatschutzgruppen. Auch bel der
Darstellung der Cholaphane wurde acetylgeschitzte Cholsdure eingesetzt und die
Schutzgruppen am Ende der Synthese mit starken Basen im waldrigen Medium verseift. Bei

75



Theoretischer Teil

Cyclopeptid 56 ist diese Methode ungunstig, da unter solchen Bedingungen mit einer
Hydrolyse der etwas labileren tertiaren Amide zu rechnen ist. Als mildere Variante wurde die
Hydrolyse der Acetatgruppen mit Natriummethanolat in trockenem Methanol gewahlt. Unter
diesen Bedingungen gelang die Abspaltung der ersten beiden Acetatgruppen schnell, die
Spaltung der restlichen vier Schutzgruppen war jedoch sehr langsam. Nach einer Woche war
die Reaktion jedoch auch auf diesem Weg beendet und der frele Rezeptor 55 konnte nach
chromatographischer  Abtrennung der Salze Uber ene Kieselgelsdule mit
Methylenchlorid/Methanol sauber isoliert werden. Die Struktur der beiden Cyclopeptide in
Losung wurde wie bei den vorangegangenen Untersuchungen durch **C-, *H-NMR und
NOESY Spektroskopie analysiert. Dabel zeigte sich, dal3 die Cholséuresubstituenten auf die
Geometrie des Cyclopeptidringes keinen signifikanten Einflufd haben: Bei 55 und 56 wurden

in DM SO &hnliche Konformationen gefunden wie fUr das unsubstituierte Grundgertist 44.

Zur Analyse der Bindungseigenschaften dieser potentiellen neuen Kohlenhydratrezeptoren
wurde, wie in Kapitel 2.4.2 beschrieben, die *H-NMR Spektroskopie genutzt. So zeigte das
NMR Spektrum einer 2mM Losung von 55 in 20% ds-DMSO/CDCI3 nach Zugabe einer
aquivalenten Menge o-D-Methylglucosid eindeutige Veranderungen, die auf eine
Wechselwirkung des Cyclopeptides mit dem Zucker zurtickgefiihrt werden konnen: Die
chemischen Verschiebungen der Hydroxylprotonen des a-D-Methylglucosids shiften nach
Zugabe von einem Aquivalent 55 ale um etwa + 0,015 ppm Tieffeld. Ein solcher
Tieffeldshift ist Ublicherweise ein Hinweis darauf, da die Hydroxylgruppe
Wasserstoffbriicken, zum Beispiel zu Hydroxyl- oder den Amidgruppen eines Wirtes,
aushilden. Ein analoger Shift der Signale der Hydroxylprotonen in Wirt 55 konnte allerdings
nicht nachgewiesen werden, da diese Signale mit den Gastsignalen Uberlagern.
Interessanterweise tritt aber ein Tieffeldshift des Signals des N-H Protons des Chol sdureamids
von + 0,014 ppm auf. Diese Amidbindung konnte also mdglicherweise ebenfalls eine
Wasserstoffbriicke zum dem eingelagerten Gast ausbilden. Eine solche Beteiligung der
Amidgruppen an der Zuckererkennung war auch bel den Cholaphanen beobachtet worden.
Fir eine Bestimmung der Assoziationskonstante durch NMR-Titration waren die
beobachteten Shifts allerdings im Verhdtnis zur Mef3genauigkeit des NM R-Spektrometers zu
klein. Auf Grund der schlechten Léslichkeit von 55 in Chloroform konnte der DM SO Antell
Im Losungsmittelgemisch nicht weiter gesenkt werden, um dadurch die Wirt-Gast-
Wechselwirkung und gleichzeitig die Entschirmung der Gastprotonen zu erh6hen. Daher ist
eine exakte Bestimmung der Bindungskonstanten leider nicht moglich. Eine zur Abschétzung
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der Grofsenordnung der Wechselwirkung durchgefiihrte NMR Titration 1813t aber auf eine sehr
schwache Wechselwirkung mit K,<<100 M schlieRen.

Ein mdglicher Grund fir die schlechteren Bindungsei genschaften von 55 im Vergleich zu den
Cholaphanen konnte der hohe DM SO-Gehalt des von mir verwendeten Losungsmittels sein.
Alle bislang beschriebenen Zuckerrezeptoren mit Cholsdureuntereinheiten sind in reinem
Chloroform untersucht worden und bereits der Wechsel des Loésungsmittels zu
Methylenchlorid resultierte bel einigen Untersuchungen in einer drastischen Abnahme der
Bindungskonstanten. Die Ursache fir die schlechteren Rezeptoreigenschaften
cholsdurehaltiger Rezeptoren in polaren Losungsmitteln ist die schlechte Préorganisation der
Bindungstasche in diesem Medium. Je polarer das Losungsmittel némlich ist, desto groler die
Tendenz der Hydroxylgruppen der Cholsaure, sich weg vom Hohlraum der Rezeptoren in

Richtung des umgebenden L ésungsmittels zu orientieren.

H OH H OH oHpPH
H o H.o H o
HO HO
HO OCgH
OCgH gH17
HO - ~ H HO - - gH17 H on
H OCgHy7 H H H
5 8 59

Abb. 2.30 Verwendete Zucker: a-D-Octylglucopyranosid 57, [S-D-Octylglucopyranosid 58, [-D-
Octylgalactopyranosid 59.

Da der acetylgeschiitzte Rezeptor 56 in Chloroform viel besser [6dlich ist, habe ich die
Affinitét dieser Verbindung fur Kohlenhydrate untersucht. Die Shifts der O-H Signae der
bei den anomeren D-Octylglucoside 57 und 58 (Abb. 2.30) nach Zugabe von einem Aquivalent
56 zu einer 2 mM Losung dieser Gaste in 0,5% ds-DMSO/CDCI3 war bel beiden Anomeren
signifikant: Die Signale der O-H Gruppen wurden ale um etwa + 0,12 + 0,01 ppm Tieffeld
verschoben, eine Tieffeldverschiebung also, die fast um den Faktor 10 grof3er ist als der von
55 induzierte Shift. Darliber hinaus ist im Spektrum des Rezeptors ein Tieffeldshift der
Signale der Acetylprotonen von + 0,001 ppm zu beobachten. Auf die Zugabe von 0,5%
DM SO kann verzichtet werden, wenn man die Konzentration der Rezeptorstammlésung auf 1
mM reduziert. Eine prazise Bestimmung der Bindungskonstanten durch NMR Titration war
jedoch auch bei Rezeptor 56 nicht mdglich, da die Wechselwirkung mit den Kohlenhydraten
ebenfalls schwach ist. Die schlechten Bindungsei genschaften des acetylgeschiitzten Rezeptors
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sind sicherlich darauf zurtickzuftihren, daf3 freie Hydroxylgruppen notwendig sind, um durch
intramolekulare Wasserstoffbriicken zwischen den Cholsdureuntereinheiten die zur
Zuckererkennung geeignete pseudo-makrocyclische Konformation in Abbildung 2.28 zu
stabilisieren.” Dieses Préorganisation wird durch die Acetylschutzgruppen in 56 verhindert.

Dennoch ist die Tatsache, dal’ 56 mit verschiedenen Zuckern wechselwirkt, bemerkenswert:
Bel der vollstandig und der einfach acetylgeschiitzten Vorstufe des Cholaphans 53 konnte

%% Wenn also bereits der

keine Wechselwirkung mit Zuckern nachgewiesen werden.
acetylgeschitzte Rezeptor 56 in Chloroform mit verschiedenen Zuckern eine schwache
Bindung eingeht, so kann man erwarten, dal3 55 in reinem Chloroform ein leistungsfahiger

Kohlenhydratrezeptor sein konnte.

Man konnte sich nun Uberlegen, durch gezielte strukturelle Veranderungen an 55 seine
Lodlichkeit in Chloroform zu erhdhen. Die vorliegende Literatur gibt auch Beispiele, wie die
Lodlichkeit cholsdurehaltiger Makrocyclen in Chloroform durch das Einfiihren hydrophober
Reste erhoht werden kann.®*® Oberste Prioritét dieses Projektes war aber nicht die Darstellung
eines Zuckerrezeptors, es sollte vielmehr erst der Nachweis erbracht werden, dal3 die
Darstellung molekularer Pinzetten mit den von mir entwickelten Tetrapeptiden Uberhaupt
maoglich ist. Die schwachen Effekte von 55 und 56 mit den verschiedenen Zuckern sind dafr
keine ausreichender Bewels. Daher habe ich die Arbeiten zur Zuckererkennung an dieser
Stelle zurtickgestelIt.
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2.6.2 Cyclische Tetrapeptide mit Har nstoffsubstituenten

Bel der zweiten Strategie zur Synthese pinzettenartiger Rezeptoren auf Basis des Tetrapeptids
44 wurde die Einfiihrung von Harnstoffsubstituenten in die aromatischen Peptiduntereinheiten
untersucht, um damit eine verbesserte Anionenaffinitét auch in polaren Medien zu erreichen.
Von den unsubstituierten Tetrapeptiden 28 und 49 werden in DM SO nur Anionen mit einem
pKp < 12 komplexiert, nicht basische Anionen wie Halogenide, Tosylat und Sulfat werden
jedoch nicht gebunden (Tabelle 2.7). Da sich Harnstoffsubstituenten bewahrt haben, um auch
in polaren Losungsmitteln wie DMSO noch Anionen mit K> 10° M zu binden,3
erschienen sie mir as Bindungszentren fir die Darstellung von Cyclopeptiden mit

verbesserter Anionenaffinitét besonders geeignet.

60  HNCONHPh

Abb. 2.31 Cyclo-[ (L)Pro-AB(SNHCONHPh)] 4, 60; oben: energieminimierte Darstellung (Cerius’,
Dreiding 2.21) Ansicht von oben (links) und von der Seite (rechts).

Mit der Darstellung von Cyclopeptid 60 (Abb. 2.31) koénnte darlber hinaus eine

Diskriminierung von Anionen nach ihrer Geometrie moglich sein, da 60, um einem Anion

zwischen den beiden Harnstoffen Raum zu geben, eine Konformation mit einem vergrof3erten
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Offnungswinkel zwischen den beiden Aminobenzoesiureginheiten einnehmen mufR. Durch
die direkte Anbindung des Harnstoffs an das aromatische Amin ohne Spacer wird dieser
Offnungswinkel unmittelbar auf die Bindungsarme Uibertragen. Infolgedessen koénnen sich die
beiden Harnstoff N-H Bindungen nicht mehr linear ausrichten (Abb. 2.32), um z. B.
sphérische Anionen wie Halogenide durch lineare Wasserstoffbriicken zu binden. Man kann
daher erwarten, dal3 Rezeptor 60 trigonale und tetraedrische Anionen wie Nitrat, Phosphat
und Sulfat bevorzugt bindet, welche durch ihre Geometrie mit den N-H Bindungen der

Harnstoffe optimal wechselwirken kénnen.

Abb. 2.32 Energieminimierter Komplex von cyclo-[ (L)Pro-AB(SNHCONHPh)] 4, 60-Nitrat, von vorne
(links), von der Seite (rechts), (Cerius’, Dreiding 2.21).

Die Synthese von 60 ist in Schema 2.24 dargestellt. Das Hydrochlorid des Amins 44a wurde
nach Standardmethoden aus dem geschitzten Derivat 44 erhaten. Unter
Schutzgasatmosphére wurde das Amin freigesetzt und direkt mit Phenylisocyanat in DMF
umgesetzt. Das Produkt 60 wurde mit 64% Ausbeute as leicht gelblicher Feststoff
analysenrein erhalten. Auch bel diesem Cyclopeptid konnte kein Einfluld der Substituenten
auf die Struktur des Grundgeriistes festgestellt werden. Durch temperaturabhéngige *H-NMR
Spektroskopie wurde auferdem Uberprift, ob die Ausbildung ener intramolekularen
Wasserstoffbriicke zwischen den beiden Harnstoffuntereinheiten in DMSO mdoglich ist. Die
Temperaturabhangigkeit der chemischen Verschiebung amidischer N-H Protonen in
Cyclopeptiden ist ndmlich ein guter Indikator daftr, ob die N-H Bindung in ener

intramol ekul are Wasserstoffbriicke involviert ist.
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2
0 Phenylisocyanat 0
_
44a NH,CI DIEA 60 HNCONHPh
Schema 2.24 Synthese von cyclo-[ (L)Pro-AB(5-NHCONHPh)] ,, 60.

Im Falle einer stabilen intramolekularen Wasserstoffbriicke ist der Temperaturgradient AS/T
der Resonanz eines N-H Protons in DM SO < 3-10° ppm/K, ansonsten beobachtet man einen
Wert AS/T> 4-10° ppm/K.>* Bei 60 wurde der Temperaturgradient der Harnstoff N-H
Protonen (iber einen Mefbereich von 18° C bis 100° C zu jeweils 3,7-10° ppm/K bestimm.
Unter der Annahme, dal3 sich die empirischen Grenzwerte, die aus Temperaturgradienten fir
peptidische N-H Protonen ermittelt wurden, auf die Protonen am Harnstoff Ubertragen lassen,
spricht der gefundene Temperaturgradient fir eine schwache Wechselwirkung zwischen den
gegenuberliegenden Harnstoffen. Eine Selbstassoziation des Cyclopeptides durch
intermolekulare Wasserstoffbriicken wurde in DMSO ausgeschlossen: Die chemischen
Verschiebungen im *H-NMR Spektrum der Verbindung zeigen im Konzentrationsbereich 2 -

0,02 mM keine Abhangigkeit von der Konzentration der Losung.

Zur Untersuchung der Anionenaffinitét von 60 wurde eine 2 mM Losung des Peptids in ds-
DMSO hergestellt und die Anderung der chemischen Verschiebung der N-H Protonen nach
Zugabe von einem Aquivalent verschiedner Anionen as Tetrabutylammoniumsalz
beobachtet. Wird ein Anion durch Wasserstoffbriicken zu den Harnstoffprotonen gebunden,
so sollte dies durch einen Tieffeldshift der N-H Signale im *H-NMR Spektrum sichtbar
werden. Tabelle 2.9 fal¥t die Ergebnisse der Untersuchung zusammen.

Alle verwendeten Anionen verursachen in der Tat eine Tieffeldverschiebung der N-H
Protonen. Dabel ist der Shift des N-H(2), das sich in 5-Position an der 3-Aminobenzoesdure
befindet, stets etwas kleiner als der des N-H(1).
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Anion AS(N-H (1)) AJ(N-H(2))

lodid + 0,055 ppm + 0,054 ppm

Nitrat + 0,063 ppm + 0,061 ppm

Bromid + 0,087 ppm + 0,085 ppm

Acetat + 1,346 ppm + 1,321 ppm

Tabelle 2.9 Tieffeldshift der Sgnale der N-H Protonen nach Zugabe diverser Anionen in ds-DMSO.

Nun wurden vier Anionen unterschiedlicher Geometrie ausgewahlt, um durch Job-Plots die

Stochiometrie der mit 60 gebildeten Komplexe zu untersuchen. Anhand der Stéchiometrie

sollte sich unterscheiden lassen, ob der Gast wie gewlnscht in einem 1:1 Komplexes

pinzettenartig von beiden Bindungsarmen umfaldt wird, oder ob beide Harnstoffuntereinheiten

unabhangig voneinander ein Anion binden, also ein 2¢a¢: 1wirr Komplex ausgebildet wird.

B

-0.025

*
XWln Aanrt

-0.010 4

-0.005 +

-0.020 +

-0.015 4

0.0

XWI rl*Aa\Nl rt

Phosphat

0.6 0.7 0.8 0.9 1.0

'Carboxylat

Abb. 2.33 Job-Plots von 60 mit Bromid (oben links), mit Benzoat (oben rechts) und mit Phosphat (unten).
Diese Job-Plots (Abb. 2.33) zeigten, dal3 alle untersuchten Anionen, also Bromid (sphérisch),
Nitrat (trigonal planar), Phosphat (tetraedrisch) und Benzoat, eindeutig in DMSO 2gaq: 1wirt
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Komplexe mit 60 bilden. Auf den ersten Blick scheint dies klar darauf hinzudeuten, dal3 es
sich bei 60 nicht um eine Pinzette handelt, sondern dal3 die Harnstoffuntereinheiten
unabhangig als isolierte Bindungszentren agieren. Da ich aber zeigen konnte, dal3 das
Peptidgrundgertst der cyclischen Tetrapeptide auch ohne die Harnstoffsubstituenten fahig ist,
mit Anionen zu wechselwirken, mufd man die Méglichkeit in Betracht ziehen, dal3 60 das erste
Anion durch kooperative Wechselwirkung mit den beiden Harnstoffsubstituenten komplexiert
und das zweite Anion, wie es bel 28 und 49 beobachtet wurde, an die Peptid N-H Gruppen
bindet. Einen Hinweis darauf gibt ein geringer Tieffeldshift des Peptid N-H Signals, der durch
alle Anionen in unterschiedlichem Umfang hervorgerufen wird und auf eine verénderte
Ausrichtung der Amidbindungen im Komplex, aber auch auf eine schwache
Wasserstoffbriicke eines Anions zu den Amidprotonen zuriickzufihren sein kann.

Wie die Untersuchungen an Tetrapeptid 28 gezeigt haben, kann eine Anionenkomplexierung
an den Peptid N-H Protonen im NOESY-NMR Spekitrum des Komplexes nachgewiesen
werden. Ahnliches miite fur 60 ebenfalls moglich sein, denn auch in diesem Peptid miiten
sich die Amidprotonen, wenn sie mit einem Anion wechsewirken, zum H(2) der
Aminobenzoesdureeinheiten hin orientieren und dadurch eine Verstérkung des NOE Effektes
zwischen dem H(2) und dem Amid N-H Proton bewirken. Um diese zu Uberprifen wurden
Anionen gewahlt, die besonders stark mit dem Peptid wechselwirken, und zwar Benzoat und
Phosphat. Es zeigte sich, dal3 das NOESY-NMR Spektrum von 2 mM 60 in DM SO durch
Zugabe von 2 Aquivalenten der beiden Anionen keine signifikante Veranderung erfahrt
(Tabelle 2.10).

NOE-Effekte: | N-Hamia U H(4) | N-Hamia ZUH(2) | N-Hamig zu H(a) | N-Hamia zu H(B)
60 + 16% +3% + 8%
60+Benzoat + 16% + 2% + 8%
60+Phosphat + 16% + 2% + 8%

Tabelle 2.10 NOE-Effekte von 60 und 60+ Gast in DMSO.

Die Spektren geben also keinen Hinweis darauf, dal3 sich die Amid N-H Bindungen wéahrend
der Anionenkomplexierung verstarkt zum H(2) hin ausrichten. Damit scheint es eher
plausibel, dal’ beide Harnstoffuntereinheiten von 60 jewells ein einzelnes Anion binden und
60 nicht als molekulare Pinzette wirkt. Um diese These zu erhérten, wurde das , einarmige*
Cyclopeptid 61 dargestellt (Abb. 2.34).
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H )
NHCONHPh
61
Abb. 2.34 Cyclopeptid cyclo-[ (L)Pro-AB(5-NHCONHPh)-(L)Pro-AB], 61

Wenn die Anionenkomplexierung von 60, wie vermutet, nur durch die
Harnstoffuntereinheiten erfolgt, dann sollte 61 in DM SO 1:1 Komplexe bilden. Die Synthese
des Peptidsist in Schema 2.25 und 2.26 beschrieben.

O O
HCI*H,N H,N
OAll DIEA OAll
_—
Boc,O
NH,*HCI NHBoc
35a 62
H O
l I
Z-(L)Pro-OH ’Tl N OAll
_——
PyCloP 7 O
NHBoc
63
Schema 2.25 Darstellung des Dipeptides Z-(L)Pro-AB(5-NHBoc)-OAll, 63.
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Schema 2.26 Darstellung des Cyclopeptides cyclo-[ (L)Pro-AB(5-NHCONHPh)-(L)Pro-AB], 61.
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Zunéchst wurde das Dipeptid 63 aus Z-(L)Pro-OH und dem Allylester 35a hergestellt,
welcher bel den Untersuchungen zur Direktcycliserung verwendet worden war. Im
Unterschied zu 43 wurde bei 63 der Allylester statt des Benzylesters gewdhlt, um die
Carbonsaure selektiv in Gegenwart des Benzylcarbamates entschiitzen zu kénnen (Schema
2.25). Das entschiitzte Dipeptid 63a wurde dann mit dem unsubstituierten Dipeptid 64a, das
nach der Methode von S. Kubik® dargestellt und entschiitzt worden war, zum linearen
Tetrapeptid 65 gekuppelt. Dieses konnte dann wieder in einem Schritt am N- und am C-
Terminus entschitzt und anschlief3end cyclisiert werden. Das Cyclopeptid 66 wurde dann
genau wie 44 an der aromatischen Aminofunktion entschiitzt und direkt mit Phenylisocyanat
umgesetzt. Das Produkt 61 kristallisierte aus Wasser/Methanol in feinen weif3en Nadeln. Die
Charakterisierung von 61 mittels *C-, *H-NMR und NOESY Spektroskopie bestétigte die

wesentlichen Strukturmerkmale von 44 auch bel diesem Tetrapeptid.

-0.8
-0.6 -

? -0.4 -

-0.2

0.0 & T T T T Q
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Abb. 2.35 Job-Plot von 61 mit Benzoat in DMSO.

Der Job-Plot von 61 mit Benzoat in DMSO (Abb. 2.35) zeigt eine eindeutige 1.1
Stochiometrie des gebildeten Komplexes. Aul3erdem welist der grol3e Tieffeldshift der Signale
der Harnstoff N-H Protonen von + 2,3 ppm gegentiber dem kleinen Tieffeldshift der Signale
der Peptid N-H Protonen von + 0,05 ppm darauf hin, dad das Anion durch
Wasserstoffbriicken an den Harnstoff und nicht an das Peptid selbst gebunden wird. Fir diese
Untersuchungen habe ich das Benzoat gewdahlt, da dieses Anion von dem unsubstituierten
Rezeptor 28 auch in DM SO noch Uber die Peptid N-H Bindungen gebunden wird. Wenn also
das Benzoat von 61 nur Uber die Harnstoffuntereinheit gebunden wird, so ist es sehr
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wahrscheinlich, dal3 auch andere Anionen nur an die Harnstoffbindungsarme in diesen
cyclischen Tetrapeptiden und nicht an die Peptid N-H Gruppen gebunden werden.

Warum ist aber die 2:1 Stéchiometrie bel den Anionenkomplexen von 60 bevorzugt? Die Zahl
der gebildeten Wasserstoffbriicken ist ja gegentiber der 1:1 Stochiometrie nicht héher, daflr
sind 2:1 Komplexe entropisch auf jeden Fall benachteiligt. Eine Antwort auf diese Frage kann
eigentlich nur ein schlechter Fit der Gaste zwischen die beiden Bindungsarme des Rezeptors
sein. Zur Komplexierung der untersuchten Anionen muf3 sich das Peptidscharnier
moglicherweise so weit Offnen, dald keine wirksamen Wasserstoffbriicken zu den
Harnstoffsubstituenten aufgebildet werden konnen. Diese Vermutung konnte ich durch
Einbeziehung von Chlorid in meine Bindungsstudien bestétigen. Der Job-Plot mit Chlorid®
zeigt, dal3 das kleine Chloridanion tatsachlich einen 1:1 Komplex mit 60 bildet (Abb. 2.36).
Die NMR Titration ergab eine Bindungskonstante K,= 145 + 40 M und einen maximalen
Shift Adma= + 1,51 £ 0,39 ppm.
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Abb. 2.36 Job-Plot von 60 mit Chlorid in DMSO.

Durch Job-Plots von 60 mit verschiedenen Dicarboxylaten (67, 68a-c, 69) (Abb. 2.37) habe
ich versucht herauszufinden, ob das Cyclopeptid in der Lage ist, in einer weit gedffneten
Form, entsprechend etwa einer Konformation wie der in der Kristallstruktur von 28 (Abb.

2.7), bidentate Anionen zu binden.

[3] Von ener Untersuchung mit Tetrabutylammoniumfluorid wurde abgesehen, da dieses Salz extrem
hygroskopisch und daher sehr schwer zu handhaben ist.
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Abb. 2.37 Untersuchte Dicarboxylate.

In so einer Konformation, in der die beiden aromatischen Untereinheiten einen Winkel von
Uber 100° zueinander einnehmen, ist durch den grof3en Abstand der Harnstoffsubstituenten
zueinander eine kooperative Wechselwirkung der beiden Bindungsarme mit einem einzelnen
Anion sicherlich nicht moglich. Ein Gast, der ebenfalls zwe réumlich isolierte
Bindungszentren besitzt, die durch einen geeigneten Spacer miteinander verbunden sind,
konnte also zur kooperativen Bindung an beide Harnstoffuntereinheiten eines Cyclopeptides
geeignet sein. Die Géste 67 — 69 bilden jedoch ebenfalls 2¢a«: 1wir Komplexe mit 60, weil das
Peptidgertst offensichtlich einen Fit beider Bindungszentren an ein einziges Gastmol ekl
nicht gestattet.

Mit der direkten Anbringung der Harnstoffsubstituenten an die aromatischen Untereinheiten
des Cyclopeptidgertstes habe ich aso nicht die gewlnschte Selektivitdt fur trigonale und
tetragonale Anionen erreicht. Wahrscheinlich wird eine optimale Ausrichtung der Harnstoff
N-H Bindungen zur Ausbildung kooperativer Wasserstoffbriicken auf Grund eines
ungiinstigen Offnungswinkels zwischen den aromatischen Untereinheiten verhindert.
Molecular Modeling Studien (ChemDraw3D, PM3) zeigten jedoch, dal3 der Einbau einer
rotierbaren Bindung zwischen dem aromatischen Ring und dem Harnstoff den
Bindungsarmen einen zusétzlichen Rotationsfreiheitsgrad gibt, der es mdglich machen sollte,
den ungunstigen Winkel, den die Offnung des Peptidscharniers zwischen den
gegenuberliegenden Harnstoff N-H Bindungen verursacht, zu kompensieren. Um auf diese
Weise die Anpassungsfahigkeit der Harnstoff-Bindungsarme an eine bestimmte
Gastgeometrie zu verbessern, habe ich in Cyclopeptid 70 einen Methylenspacer zwischen
Makrocyclus und Bindungszentrum als zusétzliches Gelenk eingebaut (Abb. 2.38).
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Abb. 2.38 Cyclopeptid cyclo-[ (L)Pro-AB(5-CH,NHCONHPh] ,, 70.

Abbildung 2.39 zeigt die energieminimierte Struktur von 70 mit Benzoat. Die darin
vorliegenden gegabelten N-H-----"O Wasserstoffbriicken wurden bereits von Anslyn et a. in

der Festkorperstruktur eines Acetatkomplexes mit einem Cyclophanrezeptor nachgewiesen.®®

Abb. 2.39 Energieminimierte Sruktur des Komplexes von 70 mit Benzoat (ChemDraw3D, PM3).

Die Synthese von 70 ist in Schema 2.27 und 2.28 dargestellt. Das Bromid 71 habe ich
ausgehend von 2-1od-3-methyl-5-nitrobenzoesaure, die mir freundlicherweise von D. Kubik
zur Verfigung gestellt wurde, nach einer von S. Kubik entwickelten Methode dargestellt.
Durch Umsetzung mit Natriumazid in trockenem Methanol wurde das Bromid zum Azid 72
umgesetzt. Dann wurde das Azid entschitzt und mit Boc-(L)Pro-OH zum Dipeptid 73
gekuppelt. Dieses wurde nach Standardmethoden vollsténdig entschitzt und unter den
Bedingungen der Direktcyclisierung zum Tetrapeptid 74 cyclisiert. Das Azid 74 wurde dann
unter einer Wasserstoffatmosphére in Methanol mit einem Aquivalent Salzsiaure zum Amin

hydriert, das Amin as Hydrochlorid 75 isoliert und sofort mit Phenylisocyanat zum Produkt
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70 umgesetzt. Die Gesamtausbeute der Synthese war recht unbefriedigend, was vor alen
Dingen auf die schlechte Ausbeute der ersten und der letzten Stufe zurtickzufthren ist. Aus

Zeitgrunden wurde die Synthese allerdings nicht weiter optimiert.

BocHN CO,CH, BocHN CO,CH,
NaN,
—_—
Methanol
CH,Br CH,N,
71 2
HCI*H,N CO,CH,
HCI
Dioxan
CH,N,
72a

] )

N N CO,CH,
Boc-(L)Pro-OH | \©/
_—

PyCloP

Schema 2.27 Darstellung von Boc-(L)Pro-AB(5-CH,Ns)-OMe, 73.
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Schema 2.28 Darstellung von cyclo-[ (L)Pro-AB(5-CH,NHCONHPhH] ,, 70.
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Mit den geringen Mengen erhatenen Produktes 70 konnten erste Bindungsstudien
durchgefiihrt werden. Eine Charakterisierung des Produkts mittels *C-, 'H-NMR und
NOESY Spektroskopie zeigte, dal3 sich die relative Anordnung der Bindungen in 70 nicht von
den anderen cyclischen Tetrapeptiden unterscheidet: An den tertidren Amiden liegt die cis
Konformation vor und die NOE Effekte sprechen fir eine relative Anordnung der Bindungen
zueinander, wie sie bis jetzt bei alen anderen Tetrapeptiden auf Basis von 3-

Aminobenzoesdure gefunden wurde.

Um zu Uberprifen, ob 70 fahig ist, in der gewlnschten Weise als molekulare Pinzette zu
agieren, wurden Job-Plots unter Verwendung von Benzoat bzw. Bromid in DMSO
aufgenommen. Als Gegenion wurde wie immer das Tetrabutylammoniumion eingesetzt.
Dabei ergab sich, dal3 70 im Gegensatz zu 60 mit Benzoat eindeutig einen 1:1 Komplex bildet
(Abb. 2.40). Die Stabilitéatskonstante wurde in DMSO zu K= 740 + 50 M bestimmt. Diese
Bindungskonstante ist um den Faktor 10 grof3er als die entsprechende Bindungskonstante des
Komplexes zwischen dem unsubstituierten Tetrapeptid 28 und Benzoat im gleichen

L 6sungsmittel.
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Abb. 2.40 Job-Plot von 70 mit Benzoat in DMSO.

Die Untersuchung mit Bromid zeigte dagegen keinerlei Wechselwirkung zwischen Anion und
Rezeptor: Die chemischen Verschiebungen der N-H Protonen im *H-NMR Spektrum des
Cyclopeptides blieben bei kontinuierlicher Gastzugabe unverandert. Diese Beobachtung war
erstaunlich. Wenn Rezeptor 60, der nicht in der Lage ist, Bromid in einem 1:1 Komplex durch
kooperative Wasserstoffbriicken zu binden, dennoch eine deutlich mef3bare Wechsalwirkung
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mit Bromid zeigt, warum sollte dieser Effekt bel 70 nicht auftreten? Selbst wenn die
Geometrie der Harnstoffpinzette eine kooperative Bindung des spharischen Bromids durch
beide Bindungsarme nicht zul &3, sollte eine Wechselwirkung des Bromids mit den einzelnen
Harnstoffuntereinheiten immer noch maéglich sein, es sei denn, die Harnstoffe sind z. B. durch
eine intramolekulare Wasserstoffbriicke derart fixiert, dal3 sie fir eine solche Wechselwirkung
mit dem Anion nicht mehr zur Verfligung stehen.

Durch temperaturabhéngige 'H-NMR Spektroskopie wurde daher (iberprift, ob die
Ausbildung ener intramolekularen  Wasserstoffbriicke  zwischen den  beiden
Harnstoffuntereinheiten, wiein Abbildung 2.41 dargestellt, in DM SO auftritt.

Abb. 2.41  Intramolekulare Wasser stoffbriicke in Cyclopeptid 70, berechnet mit ChemDraw3D, PM3.

Im Vergleich zu Cyclopeptid (60), in dem der Methylenspacer zwischen den Harnstoffen und
den aromatischen Untereinheiten fehlt, sprechen die Meflidaten bei 70 eindeutig fur eine
intramolekulare Wasserstoffbriicke an den Harnstoff N-H Protonen: Der Temperaturgradient
der Harnstoff N-H Protonen wurde tber den gleichen Mefbereich zu 2,3-10° ppn/K fiir das
benzylische Amid und zu 1,4-10° ppm/K firr das aromatische Amid bestimmt. Da IR-
spektroskopische Untersuchungen in diesem Losungsmittel nicht méglich waren, konnte
leider nicht nachgewiesen werden, dald auch die Carbonylfunktion des Harnstoffs an dieser
Wasserstoffbriicke partizipiert. Die Geometrie des Rezeptors 18t alerdings eine
intramolekulare Wasserstoffbriicke mit einer anderen Carbonylfunktion nicht zu, so dal die

wasserstoffverbrickte Struktur in Abbildung 2.41 als die plausibelste erscheint.
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Kann man auf Grund dieser Befunde mit Sicherheit sagen, dal3 Rezeptor 70 tatséchlich als
molekulare Pinzette fir Benzoat agiert? Es ware immerhin denkbar, dal3 sich das Benzoat
zum Beispiel ohne vorherigen Bruch der intramolekularen Wasserstoffbriicke in 70 an die
frelen N-H Bindungen der einen Harnstoffuntereinheit anlagert, wie in Abbildung 2.42
dargestellt ist. Die Bindung des Anions durch 70 wére dann genausowenig kooperativ wie die
durch 60. In diesem Fall ware aber nicht verstdndlich, warum eine analoge Wechselwirkung
von Bromid mit den Harnstoffsubstituenten Gberhaupt nicht auftritt. Die Untersuchungen mit
Rezeptor 60 haben schliefdlich gezeigt, dal3 eine einzelne Harnstoffuntereinheit in DM SO
Bromid durchaus binden kann. Eine plausible Erklérung fur die beobachtete Wechselwirkung
von 70 mit Benzoat wére aso, dal3 die intramolekulare Wasserstoffbriicke zwischen den

beiden Harnstoffuntereinheiten zur Erkennung dieses Anions aufgebrochen wird.

Abb. 2.42 Alternative Geometrie des Komplexes von 70 mit Benzoat (ChemDraw3D, PM3).

Einen starken Hinweis hierauf gibt die Verbreiterung des Signals des Methylenspacers
wéhrend der Benzoatkomplexierung (Abb. 2.43). Vor Zugabe des Benzoats beobachtet man
im Spektrum von 70 fur die beiden diastereotopen CH, Protonen ein AB System, in dem jede
Linie auf Grund der Kopplung zum N-H Proton aufgespalten ist. Bei Zugabe des Benzoats
fallen die acht Linien mehr und mehr zusammen und werden gleichzeitig zu hohem Feld
verschoben. Ein dhnliches Bild beobachtet man bei Temperaturerhbhung einer Ldsung von 70
ohne Gastzugabe. Bei 50° C ist die Aufspaltung der Signale mit dem Spektrum von 70 mit 5
Aquivalenten Gast identisch, bei 100° C stimmt sie mit dem Spektrum mit 10 Aquivalenten
Gast Uberein. Die Zugabe des Benzoats hat also den gleichen Effekt wie die Erhéhung der
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Temperatur: Die Wasserstoffbriicke zwischen den Harnstoffen wird geldst und die Rotation
um die CH,-Gruppe damit erleichtert.

M

5 Aquivalente Gast
M 10 Aquivalente Gast

wwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwww

ppm 4.4 4.36 4.32 4.28 4.24 4.20 4.16 4.12 4.08
Abb. 2.43 Veranderung des Signals der CH, Gruppe von 70 im *H-NMR Spektrum bei Zugabe von
Benzoat.

Da die Bindungsenergie des Bromids offensichtlich den Energieaufwand zum Aufheben der
Wasserstoffbriicke nicht kompensieren kann, findet mit diesem Anion keine Wechselwirkung
statt. Das basischere Benzoat dagegen wird stark genug gebunden, um ein Aufbrechen der
Wasserstoffbriicke zu ermdglichen.

Damit konnte ich zeigen, dal3 Cyclopeptid 28 als Grundgerust fur den Aufbau molekularer
Pinzetten verwendet werden kann. Eine entscheidende Voraussetzung daflr ist jedoch ein
gentigendes Spiel zwischen den angebrachten Bindungsarmen und dem Peptidgerist, das ich
in 70 durch Einfihrung der Methylengruppen zwischen den aromatischen
Peptiduntereinheiten und den Harnstoffsubstituenten erreichte.
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3 Zusammenfassung und Ausblick

In unserer Gruppe beschéftigen wir uns mit der Entwicklung neuer makrocyclischer
Rezeptoren, die aus natlrlichen a-Aminosauren und verschiedenen 3-Aminobenzoe-
saurederivaten in aternierender Sequenzen aufgebaut sind. Durch gezielte strukturelle
Veranderungen am Grundgerist dieser synthetischen Cyclopeptide ist es uns gelungen,
Rezeptoren fur sehr unterschiedliche Géste zu erhalten.

Im Rahmen dieser Arbeit habe ich mich zundchst mit der Frage befal’t, inwieweit durch
Einbau des starren, cyclischen 25 Aminosuccinimid als natiirlichem Baustein in das cyclische
Hexapeptid 8 (Abb. 3.1) die Rigiditdt des Makrocyclus erhtht werden kann und ob sich
dadurch die Rezeptoreigenschaften gegentiber Cyclopeptiden mit weniger starren Bausteinen
verbessern lassen. Dabel ist es mir gelungen, eine Methode zu entwickeln, mit der der
Dipeptidgrundbaustein 9 (Abb. 3.1) dieses Cyclopeptides enantiomerenrein hergestellt
werden kann. Aus diesem Grundbaustein habe ich das Cyclopeptid 8 sequentiell aufgebaut.
Allerdings ist 8 so stark gespannt, dal3 es sich bereits bei der Aufreinigung auf Kieselgel

zersetzt und sich dadurch einer weiteren Aufreinigung entzog.

o)

(0]
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Abb. 3.1 Dipeptid 9 und Cyclopeptid 8 mit 2S-Aminosuccinimid als natirlichem Baustein.

Durch die von mir entwickelte , Direktcyclisierung® habe ich dann die in unserer Gruppe
entwickelte Peptidsynthese vereinfachen kdnnen: Bisher wurden die cyclischen Hexapeptide
aus dem Dipeptid Uber das lineare Tetra- und das Hexapeptid sequentiell aufgebaut. Mir ist es
gelungen, cyclische  Hexapeptide aus (L)Prolin  und  verschiedenen  3-
Aminobenzoesdurederivaten  direkt aus dem  Dipeptid unter den  Ublichen
Kupplungsbedingungen der Peptidsynthese herzustellen und die Synthese damit deutlich zu
verkirzen. Unter den Bedingungen dieser Direktcyclisierung konnte ich darliber hinaus
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erstmals die Bildung prolinhaltiger cyclischer Octapeptide nachweisen. Vor allem aber habe
ich zum ersten Ma zeigen konnen, dal3 die Darstellung cyclischer Tetrapeptide mit starren
aromatischen Untereinheiten mdoglich ist. Diese kleinen Makrocyclen unterscheiden sich

deutlich in ihrer Struktur und ihren Rezeptorei genschaften von ihren gréf3eren Analoga:

- Im Gegensatz zu den bis dahin bekannten Hexapeptiden erzwingt der kleinere und
gespanntere Makrocyclus an den tertiaren Amiden die cis Konformation.

- Auf Grund des veklenerten Hohlraums sind die Tetrapeptide reine
Anionenrezeptoren, also zur Komplexierung von Alkylammoniumionen im Gegensatz

Zu den groferen Hexapeptiden nicht in der Lage.

Die Anionenaffinitédt des einfachen Tetrapeptids 28 (Abb. 3.2) aus (L)Prolin und 3-
Aminobenzoesdure habe ich in Chloroform eingehend untersucht und konnte nachweisen, daf3
28 Anionen nicht nur nach ihrer Basizitét, sondern auch nach ihrer Grofe und Geometrie
unterscheiden kann. Dabei wurde in Chloroform folgende Reihenfolge der Komplexstabilitét
beobachtet: 1" (470 M) < NO;s < Br < Tosylat < Cl” < Hydrogensulfat << Benzoat <
Dihydrogenphosphat < Phenylphosphonat (80.000 M™). In dem kompetitiven Lésungsmittel
DMSO ist die Anionenaffinitét deutlich geringer.

Eine Analyse der Geometrie der Anionenkomplexierung von 28 durch 2D-NMR
Spektroskopie zeigte, dal3 sich zur Komplexierung eines Anions die N-H Amidbindungen
zum H(2) der aromatischen Untereinheiten ausrichten. Tetrapeptid 28 ist allerdings in Losung
nicht in dieser zur Anionenerkennung geeigneten Konformation préorganisiert. Eine solche
Préorganisation habe ich bel Cyclopeptid 49 (Abb. 3.2) durch Einbau von 6-
Aminopicolinsdure as aromatischen Baustein erreichen konnen und damit die

Anionenaffinitét im Vergleich zu 28 in DM SO deutlich verbessert.

Abb. 3.2  Cyclische Tetrapeptide mit verschiedenen aromatischen Untereinheiten.
Benzoat und Dihydrogenphosphat werden von 49 z.B. mit Bindungskonstanten im Bereich

10%-10° M komplexiert. In Chloroform dagegen erschwert eine intramolekulare

Wasserstoffbriicke zwischen den Amidprotonen und den lone pairs der gegentberliegenden
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Pyridylstickstoffatome in 49 eine optimale Ausrichtung der Amidbindungen (Abb. 2.19). Die

Anionenaffinitét von 49 ist deswegen in Chloroform deutlich schwécher als die von 28.

Durch Analyse der Struktur und der Flexibilitdt der cyclischen Tetrapeptide in Lésung habe
ich zeigen kénnen, dal3 diese Cyclopeptide relativ starr sind: Nur die aromatischen Ringe
bewegen sich frei zwischen den Peptidbrticken, wahrend die Anordnung der anderen Bindung
zueinander recht fixiert ist. Man kann diese cyclischen Tetrapeptide also als eine Art
Scharnier betrachten, in dem die aromatischen Untereinheiten auf und zu klappen konnen
(Abb. 2.26). Durch Anbringen von Harnstoffresten als zusétzliche Bindungsarme an den
Aminobenzoesdureuntereinheiten konnte ich zeigen, dal3 sich diese Grundstruktur demzufolge
als Grundgerust zur Darstellung molekularer Pinzetten eignet.

Das zuerst untersuchte Cyclopeptid 60 (Abb. 3.3) umfalét das Chloridanion wie eine Pinzette.
Alle grél3eren Anionen werden allerdings als 2¢a«: 1wirt Komplexe gebunden. Da namlich der
Offnungswinkel zwischen den aromatischen Untereinheiten in 60 unmittelbar auf die
Bindungsarme tbertragen wird, ist bei allen Anionen, fir deren Komplexierung ein grol3erer
Offnungswinkel der aromatischen Untereinheiten notwendig ist, eine optimale Anordnung der
Wasserstoffbriicken um den Gast, die eine kooperative Bindung beider Harnstoffsubstituenten

erlaubt, nicht moglich.

PhHNCONH 60 PhHNCONH 70

Abb. 3.3 Cyclische Tetrapeptide mit Harnstoffsubstituenten.

Durch Einbau eines Methylenspacers als zusétzliches Gelenk habe ich in Cyclopeptid 70
(Abb. 3.3) eine optimale Anordnung der Wasserstoffbriicken aber auch bel einem grof3eren
Offnungswinkel zwischen den aromatischen Untereinheiten ermdglicht. Dieser Rezeptor
bindet Benzoat in der in Abbildung 3.4 illustrierten Art und Weise mit einer
Bindungskonstante von 740 M in DMSO. Diese Bindungskonstante ist um den Faktor 10
grof3er als die des einfachen Tetrapeptides 28 mit Benzoat in DM SO. Dabei bindet 70 selektiv
nur Anionen, die bessere Wasserstoffbriickenakzeptoren sind als Harnstoff selbst, da die

98



Zusammenfassung und Ausblick

selbstkomplementéren Harnstoffuntereinheiten im freien Rezeptor in einer intramolekularen
Wasserstoffbriicke gebunden sind.

Abb. 3.4 Molekulare Pinzette 70-Benzoat

Ausgehend von den von mir entwickelten funktionalisierten cyclischen Tetrapeptiden lassen
sich in Zukunft sicherlich noch welitere interessante Pinzettenmol ekiile darstellen, etwa durch
Einfiihren von kurzen Peptidarmen™, Zuckerresten’ oder Boronsauren’® als Bindungszentren.
Dabel ware auch ein kombinatorischer Ansatz denkbar. Aufbauend auf dem zu 44 analogen
Hexapeptid 45 konnen zu vergleichenden Studien auch die entsprechenden dreiarmigen
Rezeptoren mit den gleichen Bindungszentren hergestellt werden. Auch die weitere
Untersuchung der von mir vorgestellten Zuckerrezeptoren mit Cholsdureuntereinheiten ist
sicherlich erfolgversprechend, wenn es gelingt, die Loslichkeit des Rezeptors 55 (Abb. 2.29)
in Chloroform durch Einfiihren unpolarer Reste zu erhéhen.

Ich habe aso in dieser Arbeit das vielseitige Potential solcher cyclischen Tetrapeptide aus
(L)Prolin und 3-Aminobenzoesduren aufzeigen kdnnen und damit den Grundstein fir weitere

Untersuchungen mit diesen neuen Rezeptoren gelegt.
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4 Experimenteller Teil
41  Allgemenes
Apparatives

'H-NM R-Spektroskopie:

13C-NMR-Spektroskopie:

| R-Spektroskopie:

M assenspektrometrie:

C, H, N-Elementaranalyse:

Schmel zpunktbestimmung:

Drehwertbestimmung:

Saulenchromatographie:

Bruker DRX 500 (500 MH2z)
Varian VXR 300 (300 MHz)

Bruker DRX 500 (125,7 MHZ)
Varian VXR 300 (75,4 MHz)

Bruker Vektor 22 FT-IR

Varian MAT 8200 (FAB)

Bruker Daltonics 3000 Esquire (ESI)

Institut fUr Pharmazeutische Chemie der Universitat
Dusseldorf

Schmel zpunktapparatur Biichi 510

Perkin Elmer 241 M C Polarimeter

Kieselgelsaulen:
Kieselgel 60 (230-400 Mesh ASTM) von Merck

RP-Saulen:
Lobar® Fertigsdule von Merck, Grofse B (310-25)

Lichroprep®, RP-8 (40-63um)
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HPLC: Waters 600E Multisolvent Delivery System
Waters 486 UV Absorbance Detektor
Chiralcel OD

Dunnschichtchromatographie: Kieselgel 60 Fps4 auf Aluminiumfolie (Merck)

RP-8 F2s54 auf Glastrager (Merck)

Chemikalien

Acros: Benzylalkohol
N,N-Dimethylaminopyridin
Palladium auf Aktivkohle
p-Toluolsulfonylchlorid

Aldrich: Allylbromid
DIEA
Isophthal séure
Kaliumhexafluorophosphat
Tetrabutylammoniumhydroxid 1M in Methanol
Tetramethylsilan

Bachem: O-(1H-Benzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N’ -tetramethyluronium-
tetrafluoroborat (TBTU)

Eurisotop: CDCl;
ds-Dimethylsulfoxid
DO
d-DMF
ds-Methanol
di-Trifluoressigsaure

Fluka: 3-Aminobenzoesiure
Celite® Filter Gel
Isopropanal, p.A.
Natriumbisulfit
Phosphorpentachlorid
Salzsaure, rauchend (37%)
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Grissing:

Janssen Chimica:

Trifluoressigsaure

Natriumsulfat

Triethylamin
p-Toluolsulfonséure Monohydrat

Merck: Benzylbromid

Nova Biochem:
Riedel-de Haén:

Neben TBTU wurde auch PyCloP as Kupplungsreagenz verwendet, das nach der Methode
von Coste, Frérot und Jovin”’ aus PysPO™ hergestellt wurde, Der Benzylester der 3-
Aminobenzoesaure (10) wurde als Tosylat nach der Methode von S. Kubik hergestellt.*

L dsungsmittel

Alle verwendeten Losungsmittel wurden vor Gebrauch destilliert. Die Lésungsmittel, die

trocken benttigt wurden, sind nach den literaturbekannten Standardmethoden getrocknet

worden.

Chloramel sensaurebenzylester 50% in Toluol
3,5-Diaminobenzoesaure

DMF, p.A.
Di-tert.-butyldicarbonat
Kaiumhydrgensulfat
Natriumazid

Natriumcarbonat
Natriumhydrogencarbonat
Pyrrolidin

Phenylisocyanat

alle verwendeten a-Aminosauren
Natriumdisulfit
Phosphoroxidchlorid
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Gastefur Wirt-Gast Experimente

Alle Glukoside wurden bei Aldrich gekauft mit Ausnahme von a-D-Octylglucosid, das bei
Cerestar erworben wurde. Auch die einfachen Tetrabutylammoniumsalze wurden bis auf das
Sulfat und das Benzoat, die bei Fluka erhdtlich waren, bei Aldrich gekauft. Selber hergestellt
habe ich die Salze der mehrfach geladenen Anionen PhPOs*, HPO,*, PO,> und der
Dicarboxylate. Dafir wurde eine exakte Menge des einfachen Salzes, oder be den
Dicarbonsauren, der freien Saure eingewogen und mit genau einem oder zwei Aquivalenten
Tetrabutylammoniumhydroxid als 1M Loésung in trockenem Methanol versetzt. Das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt, der Rlckstand mehrfach in trockenem
Methylenchlorid aufgenommen und erneut zur Trockne eingeengt. Der Feststoff wurde im
Olpumpenvakuum getrocknet und anschlieRend mit soviel de-DMSO aufgefiillt, dal eine
Losung mit 1 pmol Salz/10 pl erhalten wurde. Zum Ansetzen der Stamml6sungen fir die
NMR-Experimente wurde dann die bendtigte Menge in einer Hamilton Mikroliterspritze
abgemessen und mit dem entsprechenden Losungsmittel aufgefiillt. Die Konzentration der
Salzlosung war so hoch gewéhlt, dal3 in den Stammldsungen mit ds-DMSO/CDCl;
Mischungen ein DM SO Gehalt von 2,5% durch die Salzl6sung nicht Uberschritten wurde.

Die Gé&ste zur Kationenerkennung waren kauflich nicht erhéltlich. Das N-
Butyltrimethylammoniumpikrat wurde mir freundlicherweise von S. Kubik tberlassen, das N-
Methylpyridiniumpikrat habe ich aus dem N-Methylpyridiniumiodid hergestellt, welches ich
zuvor nach der Methode von Kosover”™ synthetisiert hatte. Die Uberfiihrung in das Pikrat
erfolgte mit Silberoxid und Pikrinsdure in wal¥igem Methanol. Zur Reinigung wurde das
Pikrat mit wenig Methanol in Chloroform geldst und mit Ether in der Siedehitze zur
Kristallisation gebracht.

42 NMR-Experimente

Alle NMR-Experimente wurden mit dem Bruker DRX 500 (500 MHz) in CDCl;
durchgefiihrt. Fir die NMR-Titrationen> wurden jeweils zwei Stamml8sungen angesetzt: Die
Stammlésung | enthielt die Verbindung, deren Protonen wahrend der Titration beobachtet
werden sollten. Von dieser Verbindung wurde eine Losung erstellt, die 1 pumol der

Verbindung auf 1 ml Lésungsmittel enthielt. Bei allen Titrationen zur Anionenerkennung war
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dies das Cyclopeptid, bei den Titrationen mit Zuckern oder Alkylammoniumionen war dies
der jeweilige Gast. Stammldsung |1 enthielt dann das jeweilige Anion oder bel den Titrationen
zur Kationen- und Kohlenhydraterkennung das jeweilige Cyclopeptid. Diese zweite Losung
wurde mit einer Konzentration von 0,5 umol, 1 umol oder 2 umol der Verbindung pro 800 pl
L 6sungsmittel angesetzt, je nachdem, ob bis 5, 10 oder 20 Aquivalente titriert werden sollte.
War das Lésungsmittel eine Mischung aus mehreren Komponenten, so wurde eine dritte
Stamml ésung mit dem Lésungsmittelgemisch hergestellt. Alle drel Stammldsungen enthielten
stets das gleich Losungsmittel oder das gleiche Ldsungsmittelgemisch, nur die Stammlosung |
enthielt 10 pl TMS (auf jeweils etwa 4 ml Losung). Mit diesen StammlGsungen wurden 11
Proben angesetzt, in denen jeweils 100 pul Stammldsung | vorgelegt wurden. Dann wurden
den Proben unterschiedliche Mengen der Stammldsung |1 zugesetzt (0-800 ul in Schritten von
jewells 80 pul). Die Proben wurden mit dem Losungsmittel oder der Stammlosung des
Losungsmittelgemisches auf 1 ml aufgefllt und bei 298 K vermessen. Zur Auswertung
herangezogen wurden nur Signale, die Uber ale 11 Spektren der Titration hinweg eindeutig
abgelesen werden konnten. Die Berechnung der Assoziationskonstanten aus Ad erfolgte mit
durch nichtlineare Regression der erhaltenen Titrationskurve. Alle Messungen wurden

mindestens einmal reproduziert.

Fiur die Aufnahme der Job-Plots™®® wurde jeweils eine 1 mM Losung von Wirt und Gast in
dem entsprechenden deuterierten Losungsmittel angesetzt. Mit diesen Lésungen wurden dann
10 Proben angesetzt, bei denen der Molenbruch der Komponente, deren Protonen im NMR
Spektrum verfolgt werden sollten, kontinuierlich von 1 bis 0,1 in 0,1-ser Schritten variierte.
Von dieser Komponente wurden in der ersten Probe also 1000 pl der angesetzten
Stamml 6sung vorgelegt, in der zweiten 900 pl in der dritten 800 pl etc. bis zur letzten Probe,
in der 100 pl vorgelegt wurden. Alle Proben wurden dann mit der Stammlésung der zweiten

Komponente auf 1000 pl aufgefillt und bel 298 K vermessen.
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4.3  Allgemeine Arbeitsweisen

Trocknen von p-Toluolsulfonsdure. Die p-Toluolsulfonsaure wurde 4 h bei 100° C im
Vakuum Uber P4Oyp getrocknet. Dann wurde zigig die benttigte Menge abgewogen und
sofort umgesetzt.

Abspalten der Boc-Schutzgruppe mit Trifluoressigsiure. Das Boc-geschitzte Peptid oder
die Aminosaure wurden in 4 ml trockenem CH,Cl, pro 1 mmol Verbindung vorgelegt, die
Losung in einem Eisbad abgekihlt. Dann wurden das gleiche Volumen Trifluoressigsaure
langsam zugetropft und 1,5 h in der K&lte weitergertihrt. Nach Ende der Reaktionszeit wurde
die Reaktionsl6sung bei einer Badtemperatur < 40° C eingeengt und der Rlckstand in
Ethylacetat aufgenommen. Die organische Phase wurde zweima mit 10% Na,COs - Ldsung
und dreimal mit Wasser gewaschen, getrocknet, mit einem Aquivalent (in Bezug auf die
freilen Aminogruppen) HCl in Form von 37%iger Salzsaure versetzt und im Vakuum zur

Trockne eingeengt. Das zuriickbleibende Ol wurde im Ol pumpenvakuum getrocknet.

Abspalten der Boc-Schutzgruppe mit 6N HCI. Das Boc-geschitzte Peptid oder die
Aminosaure wurden in 10 ml trockenem Dioxan pro 3 mmol Verbindung vorgelegt und die
Losung in einem Eisbad abgektihlt. Dann wurde das doppelte Volumen 6N HCI in trockenem
Dioxan langsam zugetropft und 2 h in der Kéte weitergerihrt. Nach Ende der Reaktionszeit
wurde die Reaktions 6sung bei einer Badtemperatur < 40° C eingeengt und der Rickstand mit
Petrolether 60/80 angerieben, abfiltriert und im Vakuum getrocknet.

Abspalten der Benzylschutzgruppe. Eine Losung aus dem benzyl geschitzten Peptid in 50
ml Methanol wurde mit 100 mg 10% Pd/C versetzt und unter einer Wasserstoffatmosphére
hydriert, bis im DC kein Edukt mehr zu beobachten war. Der Katalysator wurde dann tber
Celite abfiltriert, mit Methanol gewaschen und das Filtrat im Vakuum eingeengt, bis das
Losungsmittel  vollstandig entfernt war. Mit Petrolether 60/80 wurde der Rulckstand
angerieben, abfiltriert und im Vakuum getrocknet.

Abspalten der Allylschutzgruppe. In einem Stickstoffkolben wurde das allylgeschitzte
Peptid eingewogen. Der Kolben wurde dann dreimal sekuriert, wobei auf ein Ausheizen des
Kolbens verzichtet wurde, um ein thermisches Abspalten der Boc-Schutzgruppe zu

verhindern. Als Schutzgas wurde Stickstoff verwendet. Im Stickstoffgegenstrom wurden dann
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nacheinander pro Mol Peptid jeweils 20 ml trockenes THF und 3,2 Aquivalente Morpholin
Zugesetzt. Zwischen jeder Zugabe wurde kurz mit Stickstoff gespilt. Dann wurde eine
Spatel spitze des Katalysators Tetrakig4-(N,N-dimethylamino)phenyl-
diphenylphosphin] palladium(0), den ich nach der Methode von J. Bitta®® hergestellt habe, zur
Reaktionsl 6sung gegeben. Nach 20 Minuten Rihren bel Raumtemperatur wurde das Beenden
der Reaktion mit eéinem DC Uberprift. Bel unvollstandiger Umsetzung wurde eine weitere
Spatelspitze Katalysator zugegeben und weitere 30 Minuten gertihrt. Zeigte sich im DC
vollstdndige Umsetzung oder keine Verbesserung des Reaktionsumsatzes mehr, so wurde die
Reaktion abgebrochen und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde in
Ethylacetat aufgenommen und die organische Phase zweimal mit 10% KHSO, Ldsung und
dreimal mit Wasser gewaschen und getrocknet. Das Ethylacetat wurde im Vakuum entfernt

und der Rickstand mit Hexan angerieben, abfiltriert und getrocknet.
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44  Synthesen

4.4.1 Synthesen zu Kapitel 2.2

1) Versuche zur Darstellung von Boc-(L)Suc-AB-OBn, 9 nach der Methode von
Samukov et al.*’, [Schema 2.3]:

Darstellung von Boc-(L)Asp-(OBn)-AB-OBn, 11: In 100 ml trockenem Methylenchlorid
wurden 5,00 g Boc-(L)-Asp-(OBN)-OH (15,50 mmol), 4,12 g 10 (10,30 mmol) und 6,53 g
PyCloP (15,50 mmol) gel6st und nach Zugabe von 7,16 ml DIEA (41,20 mmol) Uber Nacht
bei Raumtemperatur gertihrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der
Rickstand Uber eine Kieselgelsaule (Ethylacetat/Hexan, 1:1) gereinigt. Die sauberen
Produktfraktionen wurden vereinigt, im Vakuum zur Trockne eingeengt und mit
Ethylacetat/Hexan umgeféllt. Das saubere Produkt wurde abfiltriert, mit Hexan gewaschen

und im Vakuum tber Phosphorpentoxid getrocknet.

Ausbeute: 3,009 (91%d. Th.)

mp: 105° C

[a]%p: -17,7° c=2, Methanol

H-NMR; [500 MHz, ds-DMSO] 3 1,46 (s, 9H, Boc), 2,79 + 2,93 (2m, 1H + 1H,

AspCHCH>), 4,58 (bs, 1H, AspCHCHy), 5,18 + 5,43 (2s, 2H + 2H,
2BnCH,), 7,31-7,59 (m, 12H, 10Bn-H + Asp-NHBoc + H(5)), 7,76 (d,
334= 7.9 Hz, 1H, H(6)), 7,97 (d, 3J4= 7.3 Hz, 1H, H(4)), 8,34 (s, 1H,
H(2)), 10,36 (s, 1H, AryINHCO)

IR: (KBr) cm™ 3318 (5), 2976 (W), 1724 (s), 1685 (m), 1668 (m), 1543 (m),
1529 (m), 1368 (M), 1287 (5), 1168 (), 754 (S), 698 (M)
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C,H, N ber C: 67,66% H: 6,06% N: 5,26 % C3oH3N-O;
gef C.67,40% H:6,01% N: 5,26% Fw: 532,59

Dar stellung von Boc-Suc-AB-OBnN, 9: 3,74 g 11 (7,00 mmol) wurden in 100 ml DMF p. A.
gel6st und nach Zugabe von 3,14 ml DBU (21,00 mmol) tber Nacht bel Raumtemperatur
geruhrt. Das DMF wurde im Olpumpenvakuum abkondensiert und der Riickstand in
Ethylacetat aufgenommen. Nachdem die organische Phase zweima mit 10%
Kaiumhydrogensulfatl6sung und dreimal mit Wasser gewaschen worden war, wurde sie Uber
Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel anschliefend im Vakuum entfernt. Der
Ruckstand wurde Uber eine Kieselgelsdule (Ethylacetat/Hexan, 1:1) gereinigt, die sauberen
Produktfraktionen vereinigt, im Vakuum zur Trockne eingeengt und mit Ethylacetat/Hexan
umgefallt. Das saubere Produkt wurde abfiltriert, mit Hexan gewaschen und im Vakuum tber
Phosphorpentoxid getrocknet. Durch HPLC auf einer chiralen stationdren Phase wurde das
Verhdtnis der beiden Enantiomere zu 1:1 bestimmt. Das gleiche Ergebnis erhielt man bei
Umsetzung mit einem Aquivalent DIEA statt DBU.

Ausbeute: 2,429 (82%d. Th.)

[a]%p: 0° c=2, Methanol

2.) Versuch zur Darstellung von 9 tiber das Anhydrid 12, * [Schema 2.5]:

Darstellung von Boc-Suc-AB-OBn, 9: In 10 ml trockenem Methylenchlorid wurden 480 mg
10 (1,20 mmol), 340 mg 12 (1,56 mmol), das nach der Methode von Schroeder et al.*®
hergestellt worden war, und 20 mg DMAP (120 pmol) bei 0° C vorgelegt. Nach Zugabe von
700 pl DIEA (2,40 mmol) wurde 4h in der Kalte und anschliefiend Uber Nacht bei
Raumtemperatur gertihrt. Das Ldsungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Rickstand in
Ethylacetat aufgenommen. Nachdem die organische Phase zweima mit 10%
Kaliumhydrogensulfatldsung und dreimal mit Wasser gewaschen worden war, wurde sie tUber
Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel anschliefiend im Vakuum entfernt. Das
Zwischenprodukt, die Mischung aus beiden Regioisomeren 13 + 14, wurde im Exsikkator
tiber Phosphorpentoxid und anschliefend im Olpumpenvakuum getrocknet. Dann wurden 600
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mg davon (1,20 mmol) mit 510 mg PyCloP (1,20 mmol) und 420 ml DIEA (2,40 mmol) in 20
ml trockenem Methylenchlorid Gber Nacht be Raumtemperatur gertihrt. Am néachsten Tag
wurde die Reaktionsmischung diinnschichtchromatographisch untersucht. Es zeigte sich, dal3
das eine Regioisomer vollstandig reagiert hatte, das andere fast gar nicht. Es wurden weitere
260 mg PyCloP (0,6 pmol) und 210 ul DIEA (1,20 mmol) zugegeben und noch zwel Tage
gerihrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Rickstand dber eine
Kieselgelsaule (Ethylacetat/Hexan, 1:1) gereinigt. Die sauberen Produktfraktionen wurden
vereinigt und im Vakuum zur Trockne eingeengt. Das erhaltene Ol wurde mit Hexan
angerieben, abfiltriert, mit Hexan gewaschen und im Vakuum Uber Phosphorpentoxid
getrocknet. Durch HPLC auf einer chiralen stationaren Phase wurde das Verhdltnis der beiden

Enantiomere zu 8:1 bestimmt (gewiinschtes Sterecisomer im UberschuR).

Ausbeute: 300 mg (58%d. Th.)

3.) Darstellung des Dipeptides 9 Uber den Allylester 15, [Schema 2.7]:

Darstellung von Boc-(L)Asp-(OAIl)-OH, 16: Zu ener Losung von 5,08 g HCI-(L)Asp-
(OAI)-OH (15) (24 mmol), das nach der Methode von Belshaw hergestellt worden war, *° in
30 ml Wasser wurden 6,31 ml Boc,O (29 mmoal) in 30 ml Dioxan gegeben. Die Ldsung wurde
auf 0 °C gekuhlt und unter Ruhren wurden 7,01 ml Triethylamin (50 mmol) langsam
zugetropft. Danach lie3 man Uber Nacht bel Raumtemperatur rihren und extrahierte
anschliefend zweimal mit Hexan, um Uberschissiges Boc,O zu entfernen. Nun wurde die
wal¥rige Losung auf etwa 20 ml eingeengt. Unter Kihlung im Eisbad wurde der pH der
Losung mit 1IN Salzsdure auf etwa 2 gebracht, dann wurde das Produkt dreimal mit
Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden dreimal mit Wasser neutral
gewaschen und Uber Natriumsulfat getrocknet. Nach Entfernen des Ldsungsmittels im
Vakuum wurde das Produkt an der Olpumpe getrocknet. Die Verbindung entsprach dem von
Belshaw charakterisierten Boc-(L)Asp-(OAll).*

Ausbeute: 6,249 (93%d. Th.)

Dar stellung von Boc-(L )Asp-(OAIl)-AB-(OBn), 17: 5,59 g 16 (20 mmol) wurden mit 4,80 g
10 (20 moal) und 8,42 g PyCloP (20 mmol) in 100 ml trockenem Methylenchlorid gel6st. Nach
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Zugabe von 10,43 ml DIEA (60 mmol) wurde Uber Nacht bei Raumtemperatur gertihrt. Das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Ruckstand Uber eine Kieselgelsaule
(Ethylacetat/Hexan, 1:1) gereinigt. Die sauberen Fraktionen wurden zur Trockne eingeengt

und das zuriickbleibende Ol im Olpumpenvakuum getrocknet.

Ausbeute: 585¢g (61%d. Th.)

mp: 64° C

[a]®p= -22,3° c=2, Methanol

H-NMR [500 MHz, d-DMSO] & 1,46 (s, 9H, Boc), 2,74 (dd, 23,=16,3 Hz,

33.=8,7 Hz, 1H, ASpCHCH>), 2,90 (dd, 2J4=16,3 Hz, *J= 5,7 Hz, 1H,
ASpCHCH,), 4,63 (s, 2H, CH,CH=CH,), 454 — 4,67 (m, 1H,
AspCHCHy), 5,26 (dd, 2J4= 1,6 Hz, 3J4= 10,6 Hz, 1H, CH,CH=CH,,
cis H), 5,38 (dd, 2J4= 1,6 Hz, %J,= 17,3 Hz, 1H, CH,CH=CH>, trans
H), 5,43 (s, 2H, BnCH,), 5,92 — 5,60 (m, 1H, CH,CH=CH,), 7,35 (d,
334= 7,9 Hz, 1H, Asp-NHBoc), 7,44 (m, 1H, H(5)), 7,48 — 7,56 (m, 5H,
Bn-H), 7,76 (d, *J.= 7.9 Hz, 1H, H(6)), 7,97 (d, *J.= 7,3 Hz, 1H, H(4)),
8,34 (s, 1H, H(2)), 10,36 (s, 1H, Aryl-NHCO)

IR (KBr) cm™t 3327 (9), 2982 (m), 1734 (s), 1715 (s), 1670 (s), 1596 (m),
1537 (), 1523 (), 1489 (m), 1371 (9), 1301 (), 1236 (m), 1167 (),

750 (s), 695 (M)

CH,N ber C:64,72 H: 6,14 N: 5,81 C26Hz0N207
gef  C: 64,59 H: 6.27 N: 594 Fw: 482,53

Abspalten der Allyl-Schutzgruppe: 5,85 g 17 (12,12 mmol) wurden nach der allgemeinen
Vorschrift in THF entschiitzt. Das Produkt 13 fiel als Ol an und wurde im Olpumpenvakuum

getrocknet.

Ausbeute: 5609 (100% d. Th.)
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Kupplung zum Succinimid 9: 5,60 g 13 (12,12 mmol) wurde mit 5,11 g PyCloP (12,12
mmol) und 4,21 ml DIEA (24,24 mmol) in 100 ml trockenem Methylenchlorid tGber Nacht
gerthrt. Das LoOsungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der  Rickstand
saulenchromatographisch gereinigt (Ethylacetat/Hexan, 1:1). Die sauberen Fraktionen wurden
im Vakuum zur Trockne eingeengt und der Rickstand mit Hexan angerieben, abfiltriert und
im Exsikkator getrocknet. Durch HPLC auf einer chiralen stationdren Phase konnte gezeigt

werden, dal? das Produkt enantiomerenrein erhalten worden war.

Ausbeute: 4,289 (83%d. Th.)

mp: 117° C

[a]®p= +7,0° c=2, Methanol

H-NMR [500 MHz, d-DMSO] & 1,47 (s, 9H, Boc), 2,73 (dd, 234=17,7Hz,

33,6=5,7Hz, 1H, AspCHCH>), 3,20 (dd, 234=17,7 Hz, *J.= 9,5 Hz, 1H,
ASpCHCH.), 4,57-4,63 (m, 1H, AspCHCH,), 5,46 (s, 2H, BnCH,),
7,43 (d, *J4= 7,6 Hz, 1H, Asp-NHBoc), 7,47 — 7,56 (m, 5H, Bn-H),
7,63 (d, 334= 8,2 Hz, 1H, H(6)), 7,77 (m, 1H, H(5)), 7,95 (s, 1H, H(2)),
8,13 (d, *J4= 7,6 Hz, 1H, H(4))

IR (KBr) cm™ 3394 (m, b), 2978 (m), 1721 (s, b), 1591 (m), 1518 (m),
1453 (m), 1387 (5), 1274 (s), 1165 (s), 755 (S), 699 (W)

CH,N ber  C: 65,08 H: 5,70 N: 6,60 C23H24N206
gef  C: 65,09 H: 5,75 N: 6,54 Fw: 424,45
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4.) Dar stellung des cyclischen Hexapeptides cyclo-[(L)Suc-AB]3, 8, [Schema 2.8]

Abspalten der Benzylschutzgruppe: 2,67 g 9 (6,37 mmol) wurden nach der allgemeinen
Vorschrift in Methanol entschiitzt nach mehrfachem Einengen mit Methylenchlorid as freie
Carbonsdure 9a isoliert.

Ausbeute: 2,029 (95%)

Abspalten der Boc-Schutzgruppe: 1,33 g 9 (3,18 mmol) wurden nach der allgemeinen
Vorschrift mit TFA entschitzt und as Hydrochlorid 9b isoliert.

Ausbeute: 1,009 (87%d. Th.)

Kupplung zum Tetrapeptid Boc-[(L)Suc-AB],-OBn, 18: 0,93 g 9a (2,77 mmal), 1,00 g 9b
(2,77 mmol) und 1,40 g PyCloP (3,32 mmol) wurden in 50 ml trockenem Methylenchlorid
gelést und nach Zugabe von 1,69 ml DIEA (9,70 mmol) Uber Nacht bei Raumtemperatur
gerihrt. Nach Entfernen des LoOsungsmittels im Vakuum wurde das Rohprodukt
saulenchromatographisch gereinigt (Ethylacetat/Hexan, 6:1). Die sauberen Fraktionen wurden

zur Trockne eingeengt und der Riickstand aus Ethylacetat/Hexan umkristallisiert.

Ausbeute: 1,46 g (82%d. Th.)
mp: 193° C
'H-NMR [500 MHz, de-DMSO] & 1,48 (s, 9H, Boc), 2,77 + 2,94 (2 dd, =

17,7Hz, 33e= 5,0Hz, je 1H, ASpCHCH,), 3,21 + 3,30 (2 dd, 2J= 17,7
Hz, 33.= 9,5 Hz, je 1H, AS).CHCH.), 4,60 - 4,65 + 4,93-4,97 (2 m, je
1H, ASpCHCH,), 5,47 (s, 2H, BnCH,), 7,44 (d, 3= 7,6 Hz, 1H, Asp-
NHBoC), 7,47 - 7,56 (m, 5H, Bn-H), 7,67 (m, 2H, H(6)), 7,74 + 7,79 (2
m, je 1H, H(5)), 7,86 (s, 1H, H(2)), 8,00 (m, 2H, H(2) + H(4)), 8,14 (d,
334=7,6 Hz, 1H, H(4)), 9,48 (d, J,=7,6 Hz, 1H, Asp-NHCO)
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IR (KBr) cm* 3422 (m, b), 2979 (m), 1719 (s), 1655 (m), 1589 (m), 1523
(m), 1488 (m), 1387 (s), 1277 (s), 1168 (s), 755 (s), 688 (W)

CH,N ber C: 63,74 H: 5,03 N: 8,75 C34H3N4Og
gef  C: 63,53 H: 5,12 N: 8,49 Fw: 640,65

Abspalten der Benzylschutzgruppe: 1,42 g 18 (2,22 mmol) wurden nach der allgemeinen

Vorschrift in Methanol entschiitzt und als freie Carbonséure 18a isoliert.
Ausbeute: 1,289 (100% d. Th.)

Kupplung zum Hexapeptid Boc-[(L)Suc-AB]s-OBn, 19: 0,75 g 9b (2,22 mmal), 1,28 g 18a
(2,22 mmol) und 0,79 g TBTU (2,45 mmol) wurden in 50 ml DMF p. A. geldst und nach
Zugabe von 1,24 ml DIEA (7,14 mmol) 3h bei Raumtemperatur gertihrt. Der Ansatz wurde
unter Rihren auf 400 ml Wasser gegossen und mit 1IN HCI auf pH 4 gebracht. Zur
Vervollstandigung der Fallung wurde noch 10 min gerthrt, dann wurde der Feststoff
abfiltriert, grindlich mit Wasser gewaschen und im Exsikkator getrocknet. Das Rohprodukt
war DC-sauber und wurde ohne weitere Aufarbeitung fur die nachste Stufe eingesetzt.

Ausbeute: 1,729 (91%d. Th.)

Abspalten der Benzylschutzgruppe: 1,64 g 19 (2,00 mmol) wurden nach der allgemeinen
Vorschrift in Methanol/Methylenchlorid (1:1) entschiitzt. Die freile Carbonsdure 19a, die
wahrend der Reaktion auszufallen begann, wurde durch Zugabe einiger Tropfen DMF wieder
in LAsung gebracht.

Ausbeute: 1,439 (93%d. Th.)

Abspalten der Boc-Schutzgruppe: 1,43 g 19a (2,00 mmol) wurden nach der allgemeinen
Vorschrift mit 6N HCI in Dioxan entschiitzt und als Hydrochlorid 19b isoliert.

Ausbeute: 1,439 (100% d. Th.)

113



Experimenteller Teil

Cyclisierung zum Hexapeptid cyclo-[(L)Suc-AB]s, 8: 1,43 g 19b (2,00 mmol) und 1,11 ml
DIEA (6,40 mmol) wurden in 180 ml DMF p. A. gel6st. Bei Raumtemperatur wurden 0,71 g
TBTU (2,20 mmol) in 40 ml DMF p. A. sehr langsam zugetropft. Es wurde 3d bei
Raumtemperatur gerthrt. Nach Entfernen des Lodsungsmittels im Vakuum wurde das

Rohprodukt mit Methanol angerieben. Der Feststoff wurde filtriert, mit Methanol gewaschen,
getrocknet und Uber eine Kieselgelsaule gereinigt (Methylenchlorid/ Methanol, 10:1). Das
Produkt kristallisierte in den Fraktionsglaschen als Hydrat 8:5,5H,0 aus. Der Feststoff wurde
abfiltriert und im Exsikkator getrocknet.

Ausbeute:

mp:

[O(]ZSD:

'H-NMR

BC-NMR

CH,N

30 mg (2% d. Th.)
>250 °C
-86,4° c=2, DMF

[500 MHz, 4% dg¢-DM SO in CDCl3] 6 2,87 (dd, 234=18,9 Hz, %J.= 4,4
Hz, 3H, AspCHCH,), 3,31 (dd, 2}4=18,9 Hz, 31.=9,5 Hz, 3H,
ASpCHCH>), 4,95 - 4,99 (m, 3H, AspCHCH,), 7,37 (d, 3J4= 7,6 Hz,
3H, H(6)), 7,54 (m, 3H, H(5)), 7,91 (s, 3H, H(2)), 7,99 (d, 3}4=8,2 Hz,
3H, H(4)), 9,11 (d, 3J4=7,6 Hz, 3H, Asp-NHCO)

[500 MHz, de-DMSO] & 35,9 (AspCHCH,), 49,9 (ASpCHCH)), 127,4
(C(2)), 128,0 (C(4)), 129,7 (C(6)), 1315 (C(5)), 133,8 (C(3)), 134,2

(C(2)), 165,9 (Aryl-C=0), 175,1 + 175,8 (Succinimid-C=0)

(KBr) cm™ 3446 (s, b), 1716 (s), 1647 (m), 1587 (w), 1541 (s), 1488
(m), 1396 (s), 1339 (w), 1197 (s, b), 750 (w), 691 (w)

ber C: 53,01% H: 4,72% N: 11,24% C33H24N609'5,5H20
gef C:5285% H: 4,61% N: 10,99% Fw: 747,68
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4.4.2 Synthesen zu Kapitel 2.3

1.) Synthese des Dipeptides Boc-(L )Pro-AB(5-HNCONHPh)-OBn, (24), [Schema 2.11]:

Darstellung  von  3,5-Diaminobenzoesdurebenzylester, (23): 761 g 35
Diaminobenzoesdure (22) (50 mmol) wurden mit 17,21 g p-Toluolsulfonséure (100 mmol),
die vorher 4 h bei 100° C Uber Phosphorpentoxid im Vakuum getrocknet worden war, und
11,40 g p-Toluolsulfonsaurechlorid (60 mmol) in 100 ml Benzylalkohol 3 h lang bel 80° C
gerthrt, bis die Losung klar wurde. Dann wurde die noch warme Ldsung in 800 ml
Diethylether gegossen und tber Nacht im Kuhlschrank gelagert. Der Niederschlag wurde
abfiltriert und in 10% Natriumcarbonatlosung aufgenommen. Es wurde dreima mit
Diethylether extrahiert und die vereinigten organischen Extrakte dreimal mit Wasser
gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das
erhaltene Rohprodukt wurde tber eine Kieselgelsaule (Ethylacetat/Hexan, 1:1) gereinigt und
anschlief3end mit Ethylacetat/Hexan umkristallisiert. Das Produkt fiel in feinen weif3en

Nadeln an, die abfiltriert, mit Hexan gewaschen und im Vakuum getrocknet wurden.

Ausbeute: 4909 (40%d. Th.)
mp: 105°-111° C
H-NMR; [500 MHz, CDCl3] & 3,68 (s, 4H, NH ), 5,32 (s, 2H, Bn-CH,), 6,20 (s,

1H, H(4)), 6,82 (s, 2H, H(2), H(6)), 7,31-7,45 (m, 5H, Bn-H)

IR: (KBr) cmi 3446 (), 2957 (w), 2925 (w), 2854 (w), 1700 (s), 1618 (9),
1559 (m) , 1508 (m), 1386 (), 1246 (), 770 (M), 756 (M), 700 (M)

C H,N ber C:6941% H:582%  N:11,56%  Ci4aH14N20,
gef C:69,38% H:589% N: 11,56%  Fy: 242,28

Dar stellung von N,N’-(3-Amino-5-benzyloxycar bonylphenyl)phenylhar nstoff, (21): In 70
ml trockenem Diethylether wurden 1,26 g 23 (5,20 mmol) vorgelegt. Unter Rihren wurden

570 ul Phenylisocyanat (5,20 mmol) in 10 ml trockenem Diethylether langsam zugetropft,
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worauf die Losung begann, sich durch ausfallendes Produkt zu triiben. Es wurde Uber Nacht
gerthrt, dann wurde der weil3e Niederschlag abfiltriert, mit Ether gewaschen und getrocknet.
Danach wurde das Rohprodukt in wenig Aceton aufgenommen und mit Aceton/\Wasser
umkristallisiert. Das Produkt fiel in feinen weil3en Nadeln an, die abfiltriert, mit Wasser
gewaschen und Uber Phosphorpentoxid im Exsikkator getrocknet wurden.

Ausbeute: 1819 (96%d. Th.)

mp: 192°-206° C

H-NMR: [500 MHz, de-DMSQ] 8 3,31 (s, 2H, NH> ), 5,35 (m, 2H, Bn-CH,),
6,85 (m, 3H, Haom), 7,22 (m, 10H, Hyom), 8,32 + 8,53-9,01 (m, 2H,
HNCONH)

IR: (KBr) cm™ 3336 (s), 1705 (m), 1654 (m), 1599 (s), 1556 (s), 1499 (m),

1447 (3), 1312 (m), 1221 (s), 753 (M), 694 (M)

C, H, N ber C: 69,79% H: 5,30% N: 11,63% C21H19N303
gef C.69,74%  H:5,06% N:11,56%  F,: 361,40

Darstellung des Dipeptides Boc-(L )Pro-AB(5-HNCONHPhH)-OBn, (24): 1,46 g 21 (4,04
mmol) wurden mit 1,30 g Boc-(L)Pro-OH (6,07 mmol), 2,56 g PyCloP (6,07 mmol) und 2,11
ml DIEA (12,12 mmol) in 120 ml trockenem Methylenchlorid tber Nacht gerdhrt. Dann
wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und das Rohprodukt tber eine Kieselgelsaule
(Ethylacetat/Hexan, 1:1) gereinigt. Das Produkt fiel zunéchst als Ol an, das zweimal mit
Methylenchlorid aufgenommen und wieder zur Trockne eingeengt wurde. Dadurch konnte
das Produkt als Feststoff erhalten werden, der im Olpumpenvakuum getrocknet wurde.

Ausbeute: 2,199 (97%d. Th.)
mp: 124° - 162°C
[a]%p: -51,6° c=2, Methanol
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H-NMR: [300 MHz, ds-DM SO, 100° C] & 1,35 (s, 9H, Boc), 1,78-1,85 (m, 1H,
Pro-H(B)), 1,86-1,99 (m, 2H, Pro- H(y)), 2,16-2,21 (m, 1H, Pro-H(B)),
3,33-3,47 (m, 2H, Pro-H(3)), 4,24 (dd, 1H, 3J.=4,0 Hz, J.=8,2 Hz,
Pro-H(a)), 5,35 (s, 2H, Bn-CH,), 7,00 + 7,29 (2 m, 1H + 2H, Ph-H),
7,30-7,46 (m, 7H, 5 Bn-H +2 Ph-H), 7,81 + 7,85 (2 m, 1H + 1H, H(2) +
H(6)), 8,07 (m, 1H, H(4)), 8,35 + 8,73 (2 bs, 1H + 1H, PhAHNCONH),
9,84 (bs, 1H, HNBoc)

IR: (KBr) cm™ 3337 (s), 2977 (m), 2880 (m), 1715 (s), 1668 (s), 1601, (s),
1548 (s), 1499 (m), (m), 1454 (s), 1308 (m), 1257 (m), 1221 (s), 769
(m), 752 (m), 695 (M)

C,H, N ber C: 66,65% H: 6,13% N: 10,03% C31H34N4O5
gef C.66,76% H: 6,23% N: 9,74% Fw: 558,63

2.) Synthese des Hexapeptides Boc-[(L)Pro-AB(5-HNCONHPh)]s-OBn, (26), [Schema
2.12]:

Abspalten der Benzylschutzgruppe: 0,70 g 24 (1,25 mmol) wurden nach der allgemeinen
Vorschrift in Methanol entschtitzt und das Produkt als freie Carbonséure 24a isoliert.

Ausbeute: 0,569 (96%d. Th.)

Abspalten der Boc-Schutzgruppe: 0,70 g 24 (1,25 mmol) wurden nach der allgemeinen
Vorschrift in 6N HCI in Dioxan entschiitzt und das Produkt als Hydrochlorid 24b isoliert.

Ausbeute: 0,629 (100%d. Th.)

Kupplung zum Tetrapeptid Boc-[(L)Pro-AB(5-NHCONHPhH)],-OBn, 25: 0,62 g 24b
(1,25 mmol), 0,56 24a (1,20 mmoal), 0,63 g PyCloP (1,50 mmol) und 0,76 ml DIEA (4,38
mmol) wurden Uber Nacht in 30 ml trockenem Methylenchlorid gertihrt. Das Losungsmittel

wurde im Vakuum entfernt und das erhatene Rohprodukt Uber eine Kieselgelsaule
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(Methylenchlorid/Methanol, 10:1) gereinigt. Die sauberen Produktfraktionen wurden im

Vakuum zur Trockne eingeengt und mit Ethylacetat/Hexan umkristallisiert.

Ausbeute: 1,059 (96% d. Th.)

H-NMR: [300 MHz, ds-DMSO] & 1,35 (s, 9H, Boc), 1,78-1,85 (m, 2H, Pro-
H(B)), 1,86-1,99 (M, 4H, Pro-H(y)), 2,16-2,21 (m, 2H, Pro-H(B)), 3,33-
3,47 (m, 4H, Pro-H(d)), 4,24 (dd, 2H, J.=4,0 Hz, 31.=8,2 Hz, Pro-
H(a)), 5,35 (s, 2H, Bn-CH,), 7,00 + 7,29 (2 m, 2H + 4H, Ph-H), 7,30-
7,46 (M, 9H, 5 Bn-H +4 Ph-H), 7,81 + 7,85 (2 m, 2H + 2H, H(2) +
H(6)), 8,07 (m, 2H, H(4)), 8,35 + 8,73 (2 bs, 2H + 2H, PhAHNCONH),
9,84 (bs, 1H, HNBoc)

C H,N ber C:62,36% H:6,07% N: 11,64%  CsoHsNgOgy-3H,O
gef  C:62,46% H:577% N: 11,44%  Fy: 963,06

Abspalten der Benzylschutzgruppe: 1,02 g 25 (1,12 mmol) wurden nach der allgemeinen
Vorschrift in Methanol entschtitzt und das Produkt als freie Carbonséure 25a isoliert.

Ausbeute: 0,929 (100%d. Th.)

Abspalten der Boc-Schutzgruppe: 0,63 g 24 (1,12 mmol) wurden nach der allgemeinen
Vorschrift in 6N HCI in Dioxan entschiitzt und das Produkt als Hydrochlorid 24b isoliert.

Ausbeute: 0,589 (100% d. Th.)

Kupplung zum Hexapeptid Boc-[(L)Pro-AB(5-HNCONHPh)]s-OBn, 26: 0,58 g 24b (1,12
mmol), 0,92 25a (1,12 mmol), 0,40 g TBTU (1,23 mmol) und 0,62 ml DIEA (3,58 mmol)
wurden in 40 ml DMF p. A. 2 h be Raumtemperatur gerthrt. Die Ldsung wurde auf 400 ml
Wasser gegossen und mit IN HCI auf ph 4 gebracht. Nachdem 10 min gerihrt worden war,
wurde der entstandene Niederschlag abfiltriert, mit Wasser gewaschen und Uber
Phosphorpentoxid im Vakuum getrocknet. Das Rohprodukt wurde tber eine Kieselgelsaule

(Methylenchlorid/Methanol, 10:1) vorgereinigt, konnte aber nicht sauber isoliert werden.
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Ausbeute: 1,009 Rohprodukt
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4.4.3 Synthesen zu Kapitel 2.4

1.) Direktcyclisierung von Z-(L)Pro-AB-OBn, 27, [Schema 2.13]:

Darstellung des Dipeptides Z-(L)Pro-AB-OBn, 27: In 100 ml trockenem Methylenchlorid
wurden 4,33 g 3-Aminobenzoesaurebenzylester-TsOH, (10) (10,8 mmol), 4,04 g Z-(L)Pro-
OH (16,2 mmol) und 6,82 g PyCloP (16,2 mmol) gel6st und nach Zugabe von 7,51 ml DIEA
(43,2 mmol) bei Raumtemperatur Uber Nacht gertihrt. Das Lésungsmittel wurde im Vakuum
entfernt und der Rickstand tber eine Kieselgelsaule mit Ethylacetat Hexan 1:1 gereinigt. Die
sauberen Produktfraktionen wurden im Vakuum zur Trockne eingeengt. Nach Umféllen aus
Methanol/Wasser wurde das Produkt sauber als weil3es Pulver erhalten und im Exsikkator
Uber Phosphorpentoxid getrocknet.

Ausbeute: 3,009 (62%d. Th.)

mp: 118° C

[a]%p: -49,6° c=2, Methanol

H-NMR: [500 MHz, de-DMSO] & 1,88-2,05 (m, 3H, 1 Pro-H(B) + 2 Pro-H(Y)),

2,26-2,36 (m, 1H, Pro-H(B)), 3,47-3,63 (m, 2H, Pro-H(J)), 4,39-4,45
(m, 1H, Pro-H(a)), 5,00-5,19 (m, 2H, Z-CHy), 5,44 (m, 2H, Bn-CH,),
7,13-7,24 + 7,36-7,56 (2m, 1H + 9H, Bn-H + Z-H), 7,29 (m, 1H,
H(5)), 7,51 (m, 1H, H(6)), 7,72 (m, 1H, H(4)), 8,08 (m, 1H, H(2)),
10,36 (s, 1H, Pro-CONHAryl)

IR: (KBr) cm™ 3282 (s), 2957 (m), 2878 (w), 1716(s), 1596 (s), 1551 (m),
1488 (m), 1420 (s), 1357 (m), 1286 (s), 1176 (m), 1119 (m), 754 (9),
697 (s)

C,H,N ber C:70,73%  H:5,72% N: 6,11% Co7H26N205

gef C:7059%  H:5,68% N: 6,02% Fw: 458,51
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Vollstandiges Entschitzen des Dipeptides 27: 2,95 g 27 (6,44 mmol) wurden nach der
algemeinen Vorschrift zur Abspatung von Z- und Benzylschutzgruppen in Methanol
hydriert. Um ein Ausfallen des Betains aus der Losung zu verhindern, wurden 1,2
Aquivalente DIEA zugesetzt. Das Produkt 27a wurde zum SchluB zweimal mit
Methylenchlorid aufgenommen und im Vakuum zur Trockne eingeengt um Reste von

M ethanol und Base zu entfernen

Ausbeute: 1519 (100% d. Th.)

Direktcyclisierung von 27a unter Standardbedingungen bei 80° C: 0,82 g 27a (3,49
mmol) wurden mit 1,94 ml DIEA (11,47 mmol) in 200 ml DMF p. A. auf 80° C erhitzt. Dann
wurde eine Lésung von 1,23 g TBTU (3,84 mmol) in 40 ml DMF p. A. sehr langsam
zugetropft und die Reaktionsmischung 2 h bei 80° C gertihrt. Das L&sungsmittel wurde im
Olpumpenvakuum entfernt und der Riickstand tiber Nacht in trockenem Ether gertihrt. Der
sich bildende Feststoff wurde abfiltriert, mit Ether gewaschen und getrocknet. Zur Isolierung
des Hauptprodukts wurde das Rohprodukt zundchst Uber eine Kieselgelsaule
(Methylenchlorid/Methanol, 10:1) vorgereinigt. Dann wurde das so erhaltene Produkt noch
Uber eine RP-8-Saule (Wasser — Methanol/Wasser 1.5 - 1:2) gereinigt. Es euierte mit
Methanol/Wasser 1:2. Das Produkt kristalliserte Uber Nacht aus den offenen
Fraktionsglaschen aus. Es wurde abfiltriert, mit Wasser gewaschen und Uber P4O10 im
Exsikkator getrocknet. Im Massenspektrum konnte gezeigt werden, dal3 es sich um das

cyclische Tetrapeptid 28 handelte.

Ausbeute: 150 mg (20%d. Th.)

Direktcyclisierung von 27a bel Raumtemperatur: 1,51 g 27a (6,44 mmol) wurden mit 2,28
g TBTU (7,08 mmoal) in einem Stickstoffkolben eingewogen und dreimal sekuriert. Im
Stickstoffgegenstrom wurden dann 230 ml DMF p. A., das vorher durch zweistiindiges
Spilen mit Stickstoff weitgehend sauerstofffrel gemacht worden war, zugegeben und die
entstandene Losung mit 2,46 ml DIEA (14,17 mmol) versetzt. Es wurde Uber Nacht bei
Raumtemperatur geriihrt und anschlieRend das DMF im Olpumpenvakuum abkondensiert.
Der Ruckstand wurde mit Ether angerieben, abfiltriert, mit Ether gewaschen und getrocknet.
Uber eine Kiesalgelsaule (Methylenchlorid/Methanol, 15:1 - 10:1) wurde aus der
Produktmischung von cyclischem Tetra-, Hexa- und Octapeptid zunachst das Tetrapeptid 28
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abgetrennt, das mit Methylenchlorid/Methanol, 10:1 eluiert wurde. Die Mischung aus
Hexapeptid 2 und Octapeptid 29 wurde bei Methylenchlorid/Methanol, 15:1 eluiert. Uber eine
RP-8-Saule (Wasser » Wasser/Methanol, 2.1 - 1:1 - 1:2) konnten Hexa- und Octapeptid
getrennt werden: Das Hexapeptid 2 wurde mit Wasser/Methanol 1:1 euiert, das Octapeptid
29 mit Wasser/Methanol 1:2. Die sauberen Produkte kristallisierten in den Fraktionsglé&schen
aus. Das Tetrapeptid 28 wurde Uber ein RP-8-Séule (Wasser » Wasser/Methanol 5:1 - 2:1)
gereinigt. Es wurde mit Wasser/Methanol 2:1 eluiert. Nach Umkristalisieren aus
Methylenchlorid/Methanol konnte das Tetrapeptid sauber erhalten werden.

Ausbeute: 28: 255 mg (19%d. Th.)
2. 90mg (6%d. Th.)
29: 90 mg (7%d. Th.)

M assenspektrum: 28: [CI, NH3, 200° C]450 (M + NH,4", 100%)
433 (M + H", 20%)
2: [FAB+NBA +Nal] 671 (M + Na', 100%)
29: [FAB + NBA + Nal] 887 (M + Na’, 100%)

Charakterisierung von 28:

mp: >250° C
[a]%p: -126,9° c=2, DMSO
H-NMR: [500 MHz, ds-DMSO] & 1,95-2,07 (m, 6H, 2 Pro-H(B) + 4 Pro-H(Y)),

2,21-2,28 (m, 2H, Pro-H(B)), 3,66-3,69 (m, 4H, Pro-H(3)), 3,98 (dd,
2H, 33=2,5 Hz, 33,,=8,7 Hz, Pro-H(a)), 6,86 (m, 2H, H(4)), 7,08 (m,
2H, H(6)), 7,37 (m, 2H, H(5)), 8,11 (s, 2H, H(2)), 9,79 (s, 2H, Pro-
CONHAryl)

BC-NMR: [500 MHz, de-DMSO] & 22,7 (Pro-C(y)), 31,2 (Pro-C(B)), 46,7 (Pro-
C¥8)), 61,7 (Pro-C(a)), 117,1 (C(2)), 119,3 (C(4)), 120,6 (C(6)), 129,1
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C,HN

(C(5)), 138,1 + 138,3 (C(3) + C(1)), 169,3 (Aryl-C=0), 1717 (Pro-
C=0)

(KBr) cm™ 3442 (m), 3274 (s), 3248 (m), 3086 (m), 2972 (m), 2875
(m), 1695 (s), 1623 (s), 1558 (S), 1449 (s), 1417 (), 1342 (m), 1282 (s),
1261 (m), 1190 (s), 1167 (m), 897 (m), 800 (s), 748 (m), 707 (m), 633
(m), 450 (m)

ber C: 66,65% H: 5,59% N: 12,95% Co4H24N4O4
gef C.66,42%  H:5,89% N:12,93%  F,: 432,48

Kristallstrukturdaten von 28¢2H,0: CyH24N4042H,0, M= 468,5; farblose Prismen
0,10x0,16x0,17 mm, tetragonal, P4,2:2 [no. 92], a=9,5406(4), c=24,405(1) A, V=2221,4(2)
A3 T=100 K, Z=4, D=1,401 g cm™, A=0,71073 A, u=1,02 cm™, Nonius Kappa CCD
Diffraktometer, Bmax=27,48°, 5690 gemessene Reflexe, 2532 unabhéangig, 1638 mit 1>20(1).
Die Struktur wurde mit Direkten Methoden (SHELXS-97) geldst und mit der Methode der
kleinsten Fehlerquadrate (SHELXL-97) verfeinert, Chebyshev Wichtung auf F.° Basis,
R;=0,069 [I>20(1)], wR,=0,175 (ale Daten), 165 Parameter, die H-Atome am Peptid wurden
wurden mittels eines Modells rigider Gruppen in die Verfeinerung miteinbezogen, H-Atome
an einem Solvensmolekiil nicht lokalisiert, S=0,984; Restelektronendichte 0,38 e A,
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2.) Direktcyclisierung von Boc-(L )Pro-AB(5-CO,Bn)-OAll, 30, [Schema 2.14]:

Darstellung von Boc-(L)Pro-AB(5-CO,Bn)-OAll, 30: Das Dipeptid 30 wurde nach der
Methode von J. Bitta>* hergestelt.

Abspalten der Allylschutzgruppe: 2,50 g 30 (4,92 mmol) wurden geméal’ der allgemeinen

Vorschrift in THF entschiitzt und als frele Carbonsaure 30a erhalten.

Ausbeute: 2,40g (100%d. Th.)

Abspalten der Boc-Schutzgruppe: 2,40 g 30a (4,92 mmol) wurden nach der allgemeinen
Vorschrift mit 6N HCI in Dioxan entschiitzt und als Hydrochlorid 30b erhalten.

Ausbeute: 2,02 g (100%d. Th.)

Direktcyclisierung des entschitzten Dipeptides 30b: 2,02 g 30b (4,92 mmol) wurden mit
1,74 g TBTU (5,39 mmol) in einem Stickstoffkolben eingewogen und dreimal sekuriert.
Unter Stickstoffgegenstrom wurden dann 230 ml DMF p. A., das vorher durch zweistindiges
Spilen mit Stickstoff weitgehend sauerstofffrel gemacht worden war, zugegeben und die
entstandene Losung mit 3,00 ml DIEA (17,20 mmol) versetzt. Es wurde Uber Nacht bei
Raumtemperatur gertihrt und anschlieRend das DMF im Olpumpenvakuum abkondensiert.
Der Ruckstand wurde mit Ether angerieben, abfiltriert, mit Ether gewaschen und getrocknet.
Uber eine Kieselgelsaule (Aceton/Chloroform, 1:2) wurde aus der Produktmischung von
cyclischem Tetra-, Hexa- und Octapeptid zunéchst das Tetrapeptid 31 isoliert. Dieses wurde
Uber eine RP-8-Saule (Wasser/Methanol, 5:1 - 3.1 - 1.1 - 1:2) gereinigt und mit der
letzten Mischung eluiert. Das Produkt kristallisierte sauber in feinen, weil3en Nadeln aus den
Fraktionsglaschen aus. Die Mischung aus Hexa- und Octapeptid lief3 sich auf der RP-Phase
nicht trennen. Auch nach Aufziehen auf Kieselgel und Reinigung Uber eine Kieselgelsaule
(Chloroform/Methanol, 20:1) lief? sich keine Trennung erzielen.

Ausbeute: 31:390mg (22%d. Th.)
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Massenspektrum:  31: [FAB + NBA] 701 (M + H*, 100%)
[FAB + NBA +Nal] 1073 (M + Na', 100%) Hexapeptid 32
1424 (M + Na', 80%) Octapeptid 33

Charakterisierung 31.

mp: >250° C

[a]®0: -145,1° c=2, DMF

H-NMR; [500 MHz, ds-DMSO] & 1,95-2,07 (m, 6H, 2 Pro-H(B) + 4 Pro-H(y)),

2,24-2,29 (m, 2H, Pro-H(B)), 3,66-3,69 (m, 4H, Pro-H(d)), 3,95 (m,
2H, Pro-H(a)), 5,41 (m, 4H, Bn-CHy), 7,46-7,66 (m, 12H, Bn-H), 7,66
(s, 2H, H(4)), 8,37 (s, 2H, H(2)), 9,98 (s, 2H, Pro-CONHAryl)

IR: (KBr) cm™ 3431 (m), 3264 (m), 3066 (m), 2974 (m), 2875 (m), 1725
(s), 1695 (s), 1628 (s), 1598 (s), 1560 (s), 1448 (s), 1377 (m), 1301 (9),

1230 (m), 1202 (m), 899 (m), 751 (S), 698 (S)

C,HN ber C:66,84% H:533% N: 7,79% Ca0H36N40g-1H50
gef  C:66,99%  H:526% N: 7,77% Fw: 718,76
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3.) Direkteyclisierung von Boc-(L)Pro-AB(5-NHZ)-OAll, 37:

a) Synthese des Dipeptides Boc-(L )Pro-AB(5-NHZ)-OAll, (37), [Schema 2.15]:

Dar stellung von 3,5-Bis(tert-butyloxycar bonylamino)benzoesiur e nach Meijer >3 (34): In
200 ml Methanol wurden 7,61 g 3,5-Diaminobenzoesédure (22) (50 mmol), 7,93 ml
Triethylamin (57 mmol) und 34,24 ml Boc,O (160 mmol) gelést. Nachdem die CO,-
Entwicklung etwas abgeklungen war, wurde 2 h zum Sieden erhitzt. Das Losungsmittel wurde
im Vakuum entfernt und der Rickstand in 150 ml Ethylacetat aufgenommen. Die organische
Phase wurde mit dem gleichen Volumen Wasser unterschichtet und mit 857 ¢
Kaliumhydrogensulfat (63 mmol) versetzt. Dann wurde die Mischung kréftig geschtittelt und
die wél¥rige Phase abgetrennt; die organische Phase wurde noch zweima mit Wasser
gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und anschlief3end zur Trockne eingeengt. Der 6lige
Ruckstand wurde mit Methylenchlorid angerieben und der sich bildende Feststoff abfiltriert,

mit Methylenchlorid griindlich gewaschen und im Ol pumpenvakuum getrocknet.

Ausbeute: 16,56 g (94%d. Th.)
mp: 158° C
"H-NMR; [300 MHz, ds-DMSQ] 6 1,47 (s, 18H, Boc), 7,68 + 7,68 (2 s, 1H + 1H,

H(2) + H(6)), 7,87 (s, 1H, H(4)), 9,51 (s, 2H, HNBoC)

IR: (KBr) cm™ 3350 (s), 3314 (s), 2981 (m), 2933 (m), 1703 (s), 1612 (9),
1548 (s), 1452 (m), 1427 (m), 1270 (s), 1251 (s), 1158 (s), 885 (W), 774
(w), 693 (w)

C,H,N ber C:5794% H:6,86% N: 7,95% Ci17H24N206

gef C:57,70% H:6,88% N: 8,06% Fw: 352,39

Darstellung von 3,5-Bis(tert-butyloxycar bonylamino)benzoesaur eallylester, (35). In 150
ml DMF p. A. wurden 16,21 g 34 (46 mmol) gelést. Nach Zugabe von 11,60 g
Natriumhydrogencarbonat (138 mmol) und 12,00 ml Allylbromid (138 mmol) wurde die
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entstandene Suspenson 3 d bei Raumtemperatur gerihrt. Dann wurde die
Reaktionsmischung auf 600 ml Ethylacetat gegossen und dreimal mit je 150 ml Wasser
extrahiert. Die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum zur
Trockne eingeengt. Der Rickstand wurde Uber eine Kieselgelsaule (Ethylacetat/Hexan 1:1)
gereinigt. Das Produkt wurde aus Ethylacetat/Hexan umkristallisiert.

Ausbeute: 17,709 (98%d. Th.)
mp: 148°-157° C
H-NMR: [300 MHz, ds-DMSO] & 1,48 (s, 18H, Boc), 4,78 (d, 2H, 334=5,3 Hz,

CH,CH=CHy), 5,29 (dd, 1H, 33,=10,6 Hz, %}4=1,6 Hz, CH,CH=CH,,
cisH), 5,41 (dd, 1H, 334=17,3 Hz, 2J}4=1,6 Hz, CH,CH=CH,, transH),
5,99-6,08 (M, 1H, CH,CH=CH,), 7,74 + 7,75 (2 s, 1H + 1H, H(2) +
H(6)), 7,93 (m, 1H, H(4)), 9,56 (s, 2H, HNBoc)

IR: (KBr) cm! 3363 (5), 2979 (m), 2934 (m), 1708 (), 1611 (m), 1543
(m), 1368 (M), 1235 (5), 1162 (5), 772 (W), 683 (W)

C,H N ber C:61,21% H:7,19% N: 7,14% CooH2sN20e
gef C:61,45% H:7,30% N: 6,89% Fw: 392,45

Abspalten der beiden Boc-Schutzgruppen: 11,90g 35 (30 mmol) wurden geméal der

allgemeinen Vorschrift mit Trifluoressigsaure entschiitzt und als Dihydrochlorid 35a isoliert.

Ausbeute: 7019 (88%d. Th.)

Darstellung von 3-Amino-5-benzyloxycar bonylaminobenzoesdur eallylester, (36): 3,00 g
35a (11,30 mmol) wurden mit 3,93 ml DIEA (22,60 mmol) in 200 ml trockenem
Methylenchlorid vorgelegt und auf 0° C gektihlt. Dann wurden 3,79 ml Z-Cl Ldsung (50% in
Toluol) (11,30 mmol) langsam zugetropft und 10 min in der K&lte gertihrt. Die Ldsung wurde

dabei durch kontinuierliches Zutropfen von 1 ml DIEA leicht basisch gehalten. Danach wurde
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Uber Nacht bei Raumtemperatur gerthrt und anschlief3end das Losungsmittel im Vakuum

entfernt.

Aus dem Rickstand wurde das Produkt durch ene Kieselgelsiule

(Ethylacetat/Hexan, 1:1) isoliert und aus Ethylacetat/Hexan umkristallisiert.

Ausbeute;

mp:

'H-NMR:

C,H N

2,06 g (56% d. Th.)
145°-152° C

[500 MHz, ds-DMSO] 8 4,81 (d, 2H, 3,=5,1 Hz, CH,CH=CH,), 5,21
(s, 2H, Z-CH,), 5,34 (dd, 1H, 33,=10,6 Hz, 2J4=1,6 Hz, CH,CH=CH>,
cisH), 5,46 (dd, 1H, 3,=17,3 Hz, 23,=1,6 Hz, CH,CH=CH,, transH),
6,04-6,14 (m, 1H, CH,CH=CH,), 6,96 + 7,08 (2 s, 1H + 1H, H(2) +
H(6)), 7,38 (m, 1H, H(4)), 7,40-7,51 (m, 5H, Z-H), 9,76 (s, 2H,
HNBoc)

(KBr) cm™ 3472 (m), 3372 (m), 3333 (m), 1700 (s), 1611 (m), 1557
(9), 1486 (m), 1281 (m), 1251 (s), 1229 (s), 985 (M), 768 (M), 739 (M),
696 (M)

ber C:66,25%  H: 5,56% N: 8,58% CigH18N204
Gef C:66,0/1%  H:549% N: 8,49% Fw: 326,35

Darstellung von Boc-(L)Pro-AB(5-NHZ)-OAll, (37): In 120 ml trockenem Methylenchlorid
wurden 1,81 g 36 (5,55 mmal), 1,79 g Boc-(L)Pro-OH (8,33 mmol), 3,51 g PyCloP (8,33
mmol) und 2,89 ml DIEA (16,65 mmol) Uber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Das

Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt, der Rickstand in wenig Methylenchlorid gel st

und Uber ene Kieselgelsdule (Ethylacetat/Hexan, 1:1) gereinigt. Die sauberen

Produktfraktionen wurden vereinigt, das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt und das Produkt

aus Ethylacetat/Hexan umkristallisiert.

Ausbeute:

mp:

2804 (97%d. Th.)

148° C
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[0(]25D3

'H-NMR:

C,H N

-51,6° c=2, Methanol

[500 MHz, de-DMSO] 51,35 + 1,48 (2 s, 6H + 3H, Boc), 1,83-2,01 (m,
3H, 1 Pro-H(B) + 2 Pro-H(y)), 2,20-2,32 (m, 1H, Pro-H(B)), 3,48-3,52
(m, 2H, Pro-H(d)), 4,27 + 4,33 (2 dd, 0,6H + 0,3H, 3J=4,4 Hz,
33.=8,2 Hz + 31.=3,0 Hz, 1.=8,5 Hz, Pro-H(a)), 4,86 (d, 2H, 3J4=5,1
Hz, CH,CH=CH,), 5,24 (s, 2H, Z-CH,), 5,36 (d, 1H, 33},=10,1 Hz,
CH,CH=CHy, cisH), 5,48 (d, 1H, 334=17,7 Hz, CH,CH=CH, transH),
6,07-6,15 (m, 1H, CH,CH=CH,), 7,41-7,52 (m, 5H, Z-H), 7,92 + 8,06
(2's, 1H + 1H, H(2) + H(6)), 8,16 (m, 1H, H(4)), 10,11 (s, 1H, HNZ),
10,28 + 10,30 (2 s, 0,6H + 0,3H, ATHNCO)

(KBr) cm™* 3363 (m), 2978 (m), 2880 (M), 1699 (s), 1682 (3), 1610 (9),
1557 (s), 1542 (s), 1456 (S), 1418 (), 1218 (s), 985 (W), 772 (m), 698
(W)

ber C:64,23% H:6,35% N: 8,03% CosHa3N3z07
gef C:6428% H:647% N: 7,95% Fw: 523,59
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b) Direktcyclisierung des Dipeptides Boc-(L )Pro-AB(5-NHZ)-OAll, (37), [Schema 2.16]:

Abspalten der Allyl-Schutzgruppe: 2,00 g 37 (3,82 mmol) wurden nach der allgemeinen
Vorschrift entschiitzt und als freie Carbonsaure 37a erhalten.

Ausbeute: 1849 (100%d. Th.)

Abspalten der Boc-Schutzgruppe: 1,84 g 37a (3,82 mmol) wurden nach der allgemeinen
Vorschrift mit 6N HCI in Dioxan entschiitzt und als Hydrochlorid 37b erhalten.
Ausbeute: 1879 (100%d. Th.)

Direktcyclisierung des entschitzten Dipeptides 37b: 1,87 g 37b (3,82 mmol) wurden mit
2,13 ml DIEA (12,22 mmol) in 200 ml DMF p. A. auf 80° C erhitzt. Dann wurde eine Losung
von 1,35g TBTU (4,20 mmol) in 40 ml DMF p. A. sehr langsam zugetropft und 2 h bel 80° C
gerthrt. In der DC zeigte sich die Bildung eines Hauptproduktes und zweier Nebenprodukte.
Das Lésungsmittel wurde im Olpumpenvakuum entfernt und der Riickstand tiber Nacht in
trockenem Ether gertihrt. Der sich bildende Feststoff wurde abfiltriert, mit Ether gewaschen
und getrocknet. Zur Isolierung des Hauptprodukts wurde das Rohprodukt zunachst tber zwel
Kieselgelsaulen (1.: Methylenchlorid/Methanol, 20:1; 2.. Methylenchlorid/Methanol, 10:1)
vorgereinigt. Dann wurde das Hauptprodukt noch tber eine RP-8-Saule (Methanol/Wasser,
1:10 - 1.5- 1:25 - 1:1 - 2:1) gereinigt und mit der letzten Mischung eluiert. Das Produkt
kristallisierte Uber Nacht aus den offenen Fraktionsgléschen aus. Es wurde abfiltriert, mit
Wasser gewaschen und Uber P,O,0 im Exsikkator getrocknet. Durch ESI-MS konnte gezeigt
werden, dal3 es sich um das cyclische Tetrapeptid 38 handelte. Die beiden Nebenprodukte
konnten als cyclisches Hexa- (39) und Octapeptid (40) identifiziert werden. Sie wurden in
diesem Fall nicht weiter aufgearbeitet.

Ausbeute: 230 mg (17%d. Th.)
mp: >250° C
[a]®0: -193,7° c=2, DMF
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'H-NMR: [500 MHz, ds-DMSO] & 1,94-2,07 (m, 6H, 2 Pro-H(B) + 4 Pro-H(y)),
2,18-2,26 (m, 2H, Pro-H(B)), 3,63-3,66 (M, 4H, Pro-H(d)), 3,96 (m,
2H, Pro-H()), 5,22 (s, 4H, Z-CH), 7,11 + 7,14 (2's, 2H + 2H, H(2) +
H(6)), 7,41-7,52 (m, 10H, Z-H), 7,74 (s, 2H, H(4)), 9,83 (s, 2H, HNZ),
10,01 (s, 2H, ArHNCO)

IR: (KBr) cm™* 3280 (s), 3091 (m), 2956 (m), 1728 (), 1702 (s), 1678 (9),
1605 (s), 1539 (5), 1451 (), 1410 (s), 1266 (s), 1219 (s), 1074 (m), 868

(m), 750 (m, 699 (M)

C H,N ber C:6574% H:524% N: 11,50%  CsoH3zsNeOsg
gef  C:6569%  H:5,03% N:11,50%  Fy: 730,78

4)) Direkteyclisierung von Z-(L)Pro-AB(5-NHBoc)-OBn, 43

a) Synthese des Dipeptides Z-(L)Pro-AB(5-NHBoc)-OBn, 43, [Schema, 2.17]:

Darstellung von 3,5-Bis(tert-butyloxycar bonylamino)benzoesiur ebenzylester, (41): 6,06
g 34 (17,20 mmol) wurden mit 4,33 g Natriumhydrogencarbonat (51,60 mmol) und 6,14 ml
Benzylbromid (51,60 mmol) in 100 ml DMF p. A. 3 d geriihrt. Dann wurde auf 600 ml
Ethylacetat gegossen und dreima mit je 150 ml Wasser gewaschen. Die organische Phase
wurde Uber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der
Ruckstand wurde in wenig Ethylacetat in der Warme gel6st und Uber Nacht im Kihlschrank
gelagert. Das Produkt kristallisierte in feinen, hellen Nadeln.

Ausbeute: 6,309 (83%d. Th.)
mp: 159° C
"H-NMR; [500 MHz, ds-DMSQ] 6 1,54 (s, 9H, Boc), 5,41 (s, 1H, Bn-CHy), 7,41-

7,54 (m, 5H, Bn-H), 7,81 (d, 2H, “3,=1,9 Hz, H(2) + H(6)), 8,05 (s, 1H,
H(4)), 9,61 (s, 2H, HNBoc)
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IR: (KBr) cm™ 3367 (s), 2978 (m), 2933 (m), 1732 (s), 1700 (s), 1610 (5),
1539 (s), 1499 (s), 1368 (m), 1314 (s), 1157 (s), 971 (m), 869 (m), 772
(m), 748 (m), 696 (M)

C,H, N ber C: 65,14% H: 6,83% N: 6,33% Co4H30N>Og
gef C.6489%  H:7,03% N: 6,20% Fw: 442,51

Abspalten der Boc Schutzgruppen: 6,30 g 41 (14,24 mmol) wurden geméal3 der allgemeinen

Vorschrift mit Trifluoressigsaure entschiitzt und als freies Diamin 23 isoliert.
Ausbeute: 3449 (100% d. Th.)

Darstellung von 3-Amino-5-tert-butyloxycar bonylaminobenzoesiur ebenzylester, (42):
3,44 g 23 (14,24 mmol) wurden mit 2,48 ml DIEA (14,24 mmol) in 80 ml Methylenchlorid
vorgelegt und auf 0° C gekuthlt. Dann wurden 3,35 ml Boc,O (15,66 mmol) in 80 ml
Methylenchlorid langsam zugetropft und 2 h in der Kélte gerthrt. Es wurde Uber Nacht bel
Raumtemperatur weitergertihrt und das Lésungsmittel am néchsten Tag im Vakuum entfernt.
Der Ruckstand wurde Uber eine Kieselgelsdule (Ethylacetat/Hexan, 1:1) gereinigt. Dabel
wurde zunéchst doppelt Boc-geschiitztes Edukt 41 eluiert und dann das Produkt 42. Durch
anschliefiendes Eluieren mit Ethylacetat/Hexan, 2:1 konnte aufRerdem nicht umgesetztes
Edukt 23 zuriickgewonnen werden. Die rickgewonnenen Edukte wurden wieder fur die
Synthese eingesetzt, die sauberen Produktfraktionen wurden im Vakuum zur Trockne
eingeengt und mit Hexan angerieben. Der weil3e Feststoff wurde abfiltriert, mit Hexan
gewaschen und im Ol pumpenvakuum getrocknet.

Ausbeute: 3,079 (63%d. Th.)
mp: 139°-141° C
H-NMR: [500 MHz, ds-DMSQ] 0 1,53 (s, 9H, Boc), 5,36 (s, 2H, NHy), 541 (s,

1H, Bn-CH,), 6,92 + 7,11 + 7,33 (3 m, 1H + 1H+ 1H, H(2) + H(6) +
H(4)), 7,41-7,52 (m, 5H, Bn-H), 9,33 (s, 1H, HNBoc)
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IR: (KBr) cm™ 3385 (m), 3342 (m), 3033 (w), 2979 (w), 1702 (s), 1607
(m), 1547 (m), 1439 (m), 1236 (s), 1161 (s), 975 (m), 867 (m), 769 (m),
757 (M), 699 (m), 678 (M)

C,H, N ber C: 66,65% H: 6,48% N: 8,18% C19H2»N50,
gef C.66,54% H:6,35% N: 7,94% Fw: 342,39

Darstellung des Dipeptides Z-(L)Pro-DAB-Boc-OBn, (43): 1,22 g 42 (3,56 mmoal), 2,25 g
PyCloP (5,34 mmal), 1,33 g Z-(L)Pro-OH (5,34 mmol) und 1,86 ml DIEA (10,68 mmol)
wurden Uber Nacht in 100 ml trockenem Methylenchlorid gerthrt. Das Losungsmittel wurde
im Vakuum entfernt und das Rohprodukt Uber eine Kieselgelsdule (Ethylacetat/Hexan, 1:1)
gereinigt. Die sauberen Produktfraktionen wurden im Vakuum zur Trockne eingeengt und der
Ruckstand mit Hexan angerieben. Der erhaltene Feststoff wurde abfiltriert, mit Hexan

angerieben und im Ol pumpenvakuum getrocknet.

Ausbeute: 2,009 (98%d. Th.)

mp: 160° C

[a]®0: -48,7° c=2, Methanol

H-NMR: [500 MHz, dg-DMSO] & 1,56 (s, 9H, Boc), 1,90-2,03 (m, 3H, 1 Pro-

H(B) + 2 Pro-H(y)), 2,25-2,37 (m, 1H, Pro-H(B)), 3,48-3,60 (m, 2H,
Pro-H(d)), 4,42 (m, 1H, Pro-H(a)), 5,00-5,18 (m, 2H, Z-CHy), 5,42 +
543 (2 s, 1H + 1H, -Bn-CH,), 541 (s, 1H, Bn-CH,), 7,17-7,54 (m,
10H, Bn-H + Z-H), 7,83 + 8,02 (2 m, 1H + 1H, H(6) + H(4)), 8,24 (m,
1H, H(2)), 9,69 (s, 1H, HNBoc), 10,32 (s, 1H, ArHNCO)

IR: (KBr) cm 3317 (s), 3091 (w), 3033 (w), 2978 (m), 2884 (m), 1702 (9),

1608 (s), 1545 (s), 1453 (s), 1423 (), 1356 (9), 1227 (s), 1160 (s), 1117
(s), 983 (m), 880 (m), 770 (s), 753 (s), 697 ()
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C, H, N ber C: 67,00% H: 6,15% N: 7,33% C32H35N307
gef C.66,74%  H: 6,26% N: 7,23% Fw: 573,65

b) Direktcyclisierung von Z-(L)Pro-DAB-Boc-OBn, (43), [Schema 2.18]:

Vollsténdiges Entschiitzen des Dipeptides 43: 2,00 g 43 (3,49 mmol) wurden nach der
allgemeinen Vorschrift zur Abspaltung von Z- und Benzylschutzgruppen in Methanol
hydriert. Um ein Ausfallen des entstehenden Betains aus der Losung zu verhindern, wurden
1,2 Aquivalente DIEA zugesetzt. Das Produkt 43a wurde nach Entfernen des Losungsmittels
zweima mit Methylenchlorid aufgenommen und im Vakuum zur Trockne eingeengt, um

Reste von Methanol und Base zu entfernen

Ausbeute: 1,239 (100%d. Th.)

Direktcyclisierung des entschiitzten Dipeptides 43a: 5,00 g 43a (14,33 mmol) wurden mit
5,06 g TBTU (15,76 mmol) in einem Stickstoffkolben eingewogen und dreimal sekuriert.
Unter Stickstoffgegenstrom wurden dann 500 ml DMF p. A., das vorher durch zweistindiges
Spilen mit Stickstoff weitgehend sauerstofffrel gemacht worden war, zugegeben und die
entstandene Losung mit 5,48 ml DIEA (31,52 mmol) versetzt. Es wurde Uber Nacht bei
Raumtemperatur gertihrt und anschlieRend das DMF im Olpumpenvakuum abkondensiert.
Der Ruckstand wurde mit Ether angerieben, abfiltriert, mit Ether gewaschen und getrocknet.
Uber eine Kieselgelsaule (Aceton/Chloroform, 1:1) wurde aus der Produktmischung von
cyclischem Tetra-, Hexa und Octapeptid zunéchst das Tetrapeptid 44 abgetrennt. Die
Mischung aus Hexa- 45 und Octapeptid 46 wurde auf Kieselgel aufgezogen und Uber eine
zweite Kieselgelsaule (Chloroform/Methanol, 15:1) getrennt. Alle drei Cyclopeptide wurden

aus Aceton umkristallisiert.

Ausbeute: 44:1,92 g 39%d. Th.
45: 260 mg 5%d. Th.
46: 110 mg 2%d. Th.
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Massenspektrum:  44: [FAB + NBA] 663 (M + H", 45%)
551 (M —2 tBu + H", 100%)
45: [FAB + NBA] 994 (M + H*, 15%)

938 (M —tBu + H", 6%)
826 (M - 3tBu + H", 40%)
46: [FAB + NBA + Nal] 1347 (M + Na', 100%)
1247 (M - Boc + Na', 6%)
947 (M - 4Boc + Na', 14%)

Charakterisierung 44.

mp: >250° C
[a]®0: -201,8° c=2, DMF
"H-NMR; [500 MHz, dg-DMSO] & 1,54 (s, 18H, Boc), 1,91 - 2,05 (m, 6H, 2 Pro-

H(B) + 4 Pro-H(y)), 2,19 — 2,24 (m, 2H, Pro-H(B)), 3,64 (m, 4H, Pro-
H(3)), 3,96 (dd, 2H, 3J.=8,5Hz, 3J.=1,6Hz, Pro-H(a)), 7,10 (s, 2H,
H(6)), 7,16 (s, 2H, H(4)), 7,71 (s, 2H, H(2)), 9,62 (HNBoc), 9,80 (Pro-
COHNATryl)

BC.NMR: [500 MHz, ds-DMSO] & 22,7 (Pro-C(y)), 28,1 (Boc-CHs), 31,2 (Pro-
C(B)), 46,7 (Pro-C(3)), 61,6 (Pro-C(a)), 79,4 (Boc-C(CHas)s), 107,9
(C(4)), 109,8 (C(6)), 111,1 (C(2)), 138,5 + 138,6 (C(3) + C(5)), 140,1
(C(1)), 152,7 (Boc-C=0), 169,2 (Aryl-C=0), 171,7 (Pro-C=0)

IR: (KBr) cm™ 3494 (w), 3337 (m), 3271 (m), 3107 (w), 2983 (m), 1736
(s), 1683 (s), 1627 (s), 1602 (s), 1557 (s), 1453 (9), 1417 (s), 1366 (M),

1272 (m), 1238 (m), 1162 (s), 1081 (m), 876 (m), 758 (m), 712 (m)

C,H N ber C:59,99%  H:6,51% N:12,35%  C34H42NsOg-H2O
gef  C:59,63%  H:6,59% N:12,27%  F,: 680,76
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Kristallstrukturdaten von 44¢H,0O: CgH4NeOge2H,0, M,= 680,8; farblose Prismen
0,16x0,16x0,36 mm, tetragonal, P4;2;2 [no. 96], a=12,5767(2), c=21,4083(7) A,
V=3386,2(1) A% T=100 K, Z=4, D,=1,335 g cm™3, A=0,71073 A, 1=0,98 cm'*, Nonius Kappa
CCD Diffraktometer, 6,,x=30,18°, 17664 gemessene Reflexe, 4645 unabhéngig, 2644 mit
I>20(l). Die Struktur wurde Direkten Methoden (SHELXS-97) gel6st und mit der Methode
der kleinsten Fehlerquadrate (SHELXL-97) verfeinert, Chebyshev Wichtung auf F,? Basis,
R;=0,051 [I>20(1)], wR,=0,095 (ale Daten), 226 Parameter, die H-Atome am Peptid wurden
mittels eines Modells rigider Gruppen in die Verfeinerung miteinbezogen, H-Atom an
Solvensmolekiil  verfeinert mit isotropem adp (Un=0,043(8) A%, $=0,870;
Restel ektronendichte 0,24 e A,

Charakterisierung 45:

mp: >250° C
[a]*p: +4,6° c=2, DMF
'H-NMR: [500 MHz, de-DMSO] & 1,57 (s, 27H, Boc), 1,89 - 2,07 (m, 9H, 3 Pro-

H(B) + 6 Pro-H(y)), 2,32 — 2,39 (m, 3H, Pro-H(B)), 3,55 (m, 6H, Pro-
H(3)), 4,72 (m, 3H, Pro-H(a)), 7,18 (s, 3H, H(6)), 7,54 (s, 3H, H(4)),
8,00 (s, 3H, H(2)), 9,60 (s, 3H, HNBoC), 10,34 (s, 3H, Pro-COHNATryl)

3C.NMR: [500 MHz, ds-DMSO] & 24,9 (Pro-C(y)), 28,5 (Boc-CHs), 29,8 (Pro-
C(B)), 49,7 (Pro-C(8)), 60,0 (Pro-C(a))), 79,7 (Boc-C(CHa)s), 109,3
(C(4)), 110,6 (C(6)), 112,4 (C(2)), 138,8 (C(1)), 139,8 + 140,0 (C(3) +
C(5)), 153,1 (Boc-C=0), 169,0 (Aryl-C=0), 170,8 (Pro-C=0)

IR: (KBr) cm™ 3447 (s), 3286 (s), 3098 (m), 2978 (m), 2881 (w), 1700 (s),
1602 (s), 1543 (s), 1451 (s), 1420 (m), 1273 (m), 1239 (m), 1161 (s),
1077 (m), 872 (m), 759 (m),

C, H, N ber C: 55,58% H: 6,86% N: 11,44% C51H63N9012'6H20

gef  C:5559%  H:6,57% N:11,53% F,: 1102,21
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Charakterisierung 46:

mp:

[a]*p:

'H-NMR:

BC-NMR:

C,H N

>250° C
-50,9° c=2, DMF

[500 MHz, de-DMSO, 140° C] & 1,46 (s, 36H, Boc), 1,83 — 1,97 (m,
12H, 4 Pro-H(B) + 8 Pro-H(y)), 2,20 (m, 4H, Pro-H()), 3,55 (m, 8H,
Pro-H(3)), 4,56 (m, 4H, Pro-H(a)), 7,23 (s, 4H, H(6)), 7,35 (s, 4H,
H(4)), 7,75 (s, 4H, H(2)), 8,75 (s, 4H, HNBoc), 9,59 (s, 4H, Pro-
COHNATryl)

[500 MHz, ds-DMSO] & 24,9 (Pro-C(y)), 28,0 (Boc-CHs), 29,7 (Pro-
C(R)), 49,9 (Pro-C(8)), 60,9 (Pro-C(a1)), 79,2 (Boc-C(CHa)s), 110,0
(C(4)), 111,5 (C(6)), 112,1 (C(2)), 136,7 (C(1)), 139,1 + 139,6 (C(3) +
C(5)), 152,6 (Boc-C=0), 167,6 (Aryl-C=0), 170,6 (Pro-C=0)

(KBr) cmi™ 3448 (s), 3287 (s), 3099 (m), 2979 (m), 2882 (W), 1700 (9),
1600 (s), 1560 (S), 1449 (s), 1369 (M), 1275 (m), 1238 (m), 1160 (S),

1077 (m), 871 (m), 756 (m),

ber C:54,90% H:6,91% N:11,30%  CggHgaN12016-9H20
gef  C:5491%  H:6,95% N:11,03% F,: 1487,62
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4.4.4 Synthesen zu Kapitel 2.5

1.) Darstellung von cyclo-[(L)Pro-AP],, 49, durch Direktcycliserung [Schema 2.19]:

Darstellung des Dipeptides Z-(L)Pro-AP-OBn, 48: In 35 ml trockenem Methylenchlorid
wurden 690 mg 6-Amino-2-picolinsaurebenzylester (47) (3,00 mmol), 1,12 g Z-(L)Pro-OH
(4,50 mmol) und 1,90 g PyCloP (4,50 mmol) gelost und nach Zugabe von 1,56 ml DIEA
(9,00 mmol) eine Woche bei Raumtemperatur gertihrt. Das L ésungsmittel wurde im Vakuum
entfernt und der Ruckstand Uber eine Kieselgelsdule mit Ethylacetat/Hexan 1:1 gereinigt. Die
sauberen Produktfraktionen wurden im Vakuum zur Trockne eingeengt. Nach mehrfachem
Aufnehmen des dligen Ruckstandes in trockenem Methylenchlorid und wiederholtem
Einengen im Vakuum konnte das Produkt als weil3er Feststoff erhalten werden. Der Feststoff
wurde im Olpumpenvakuum getrocknet. Auf Grund der harzartigen Konsistenz des Produktes

konnte der Schmelzpunkt nicht bestimmt werden.
Ausbeute: 1419 (100%d. Th.)

'H-NMR: [500 MHz, de-DMSO] & 1,86-2,03 (m, 3H, 1 Pro-H(B) + 2 Pro-H(y)),
2,24-2,36 (m, 1H, Pro-H(B)), 3,48-3,60 (m, 2H, Pro-H(&)), 4,65 (m,
1H, Pro-H(a)), 5,00-5,18 (m, 2H, Z-CHy), 5,46 (s, 2H, Bn-CH,), 7,13
7,20 + 7,44-7,56 (2m, 1H + 9H, Bn-H + Z-H), 7,65 (m, 1H, H(3)), 7,83
(m, 1H, H(5)), 8,14 (m, 1H, H(4)), 11,06 (m, 1H, Pro-CONHAryl)

IR: (KBr) cm™ 3279 (s), 3033 (m), 2954 (m), 2880 (m), 1703(s), 1580 (s),
1535 (), 1499 (m), 1455 (s), 1415 (s), 1356 (M), 1302 (9), 1243 (9),
1162 (), 1080 (M), 986 (M), 826 (M), 767 (S), 696 (S), 587 (M)

C,H, N ber C: 67,96% H: 5,48% N: 9,14% CsH25N305
gef C.6787%  H:5,50% N: 8,94% Fw: 459,50

Vollstandiges Entschitzen des Dipeptides 48: 1,37 g 48 (3,07 mmol) wurden nach der
allgemeinen Vorschrift zur Abspaltung von Z- und Benzylschutzgruppen in 45 ml Dioxan/15
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ml Wasser hydriert. Um ein Ausfallen des entstehenden Betains aus der Losung zu
verhindern, wurden 1,2 Aquivalente DIEA zugesetzt. Das Produkt 48a wurde nach Entfernen
des Lésungsmittels zweimal mit Methylenchlorid aufgenommen und im Vakuum zur Trockne

eingeengt um Reste von Wasser und Base zu entfernen

Ausbeute: 550 mg (76%d. Th.)

Direktcyclisierung von des entschiitzten Dipeptides 48a: 550 mg 48a (2,34 mmol) wurden
mit 830 mg TBTU (2,57 mmol) in einem Stickstoffkolben eingewogen und dreimal sekuriert.
Unter Stickstoffgegenstrom wurden dann 230 ml DMF p. A., das vorher durch zweistindiges
Spilen mit Stickstoff weitgehend sauerstofffrel gemacht worden war, zugegeben und die
entstandene Losung mit 0,9 ml DIEA (5,15 mmol) versetzt. ES wurde Uber Nacht bei
Raumtemperatur gertihrt und anschlieRend das DMF im Olpumpenvakuum abkondensiert.
Der Ruckstand wurde mit Ether angerieben, abfiltriert, mit Ether gewaschen und getrocknet.
Nur ein sehr geringer Teil des erhaltenen Ruckstandes war in Methylenchlorid/Methanol
[6slich und wurde Uber eine Kieselgelsdule mit Methylenchlorid/Methanol 10:1 - 5:1
gereinigt. In der Hauptproduktfraktion konnte das cyclische Tetrapeptid 49 nachgewiesen
werden. Der schwerlgsliche Anteil des Reaktionsriickstandes wurde mit Methanol
ausgekocht, abfiltriert, mit Methanol gewaschen und im Exsikkator getrocknet. Der erhaltene
Feststoff konnte einzig in Trifluoressigsdure geldst werden. Das *H-NMR dieses Feststoffes
zeigte, dald es sich wahrscheinlich um ein héheres cyclisches Oligomer von 48a handelte.

Eine massenspektrometrische Analyse war auf Grund der Schwerl6slichkeit nicht erfolgreich.

Ausbeute: 49: 10 mg (2% d. Th.)

Massenspektrum: ~ 49: [FAB + NBA +Nal] 457 (M+ Na")
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2.) Darstellung von cyclo-[(L)Pro-AP],, 49, ausdem linearen Tetrapeptid [Schema 2.20]:

Cycliserung von Boc-[(L)Pro-AP]»-OBn, 50: 2,56 g des Trihydrochlorides 50b (3,60

mmol), das nach der Methode von Kubik**

dargestellt und vollstandig entschiitzt worden war,
wurde dreimal sekuriert und unter einer Argonatmosphére in 360 ml DMF p. A., das vorher
1h mit Argon gespult worden war, gelost. Danach wurden erst 3,30 ml DIEA (18,72mmol),
dann eine Lésung von 1,27 g TBTU (3,96 mmol) in 40 ml DMF p. A. langsam zugetropft und
die Reaktions6sung Uber Nacht unter Argon gerthrt. Das Ldsungsmittel wurde im
Olpumpenvakuum  entfernt  und der Rickstand (ber eine Kiesegesiule
(Methylenchlorid/Methanol 10:1) vorgereinigt. Das Produkt 49 fiel als gelbes Ol an. Nach
weiterer Aufreinigung Uber eine Kieselgelsdule (Aceton/Chloroform 1:3) kristalisierte das
Produkt aus den Fraktionsgléschen in dicken Prismen mit 2 Kristallwasser pro Formeleinheit
aus. Wurde aus Methylenchlorid/Methanol umkristallisiert, so wurde das Produkt mit nur

einem Wasser pro Formeleinheit erhalten.

Ausbeute: 180 mg (12%d. Th.)

mp: >250° C

[a]%p: +162,2° c=2, DMF, 49-2H,0

H-NMR: [500 MHz, ds-DMSO] & 1,93-2,00 + 2,02-2,09 (2m, 2H + 2H, Pro-H(y)

+ Pro-H(Y')), 2,17-2,24 (m, 2H, Pro-H((3)), (Pro-H(B’) Uberlagert von
DMSO Signa bei 2,58), 3,78-3,87 (m, 4H, Pro-H(3)), 5,77 (m, 2H,
Pro-H(a)), 7,62 (dd, 2H, 334=7,3 Hz, “34=0,9 Hz, H(3)), 7,74 (dd, 2H,
334=7,8 Hz, *34=0,9 Hz, H(5)), 7,87 (m, 2H, H(4)), 10,45 (s, 2H, Pro-
CONHATryl)

BC-NMR: [500 MHz, de-DMSO] & 22,5 (Pro-C(y)), 32,9 (Pro-C(B)), 49,9 (Pro-

C(3)), 62,6 (Pro-C(a)), 117,1 (C(3)), 120,2 (C(5)), 139,5 (C(4)), 149,5
(C(2)), 150,4 (C(6)), 163,2 (Aryl-C=0), 173,0 (Pro-C=0)
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IR: (KBr) cm 3432 (s), 3295 (m), 2980 (w), 2880 (m), 1710 (s), 1617 (3),
1572 (s), 1543 (9), 1466 (), 1423 (5), 1403 (s), 1343 (m), 1304 (9),
1157 (5), 1082 (m), 995 (m), 823 (M), 759 (), 592 (M)

C H,N ber C:56,16% H:557% N:17,86%  CxH2NeO4-2H,0
gef C:56,17%  H:554% N:17,63% F,: 470,48

Kristallstrukturdaten von 49¢2H,0: CxpHxNgO42H,0, M= 452,5; farblose Prismen
0,06x0,15x0,25 mm, tetragonal, P432;2 [no. 96], a=8,7268(2), c=28,0537(4) A, V=2136,5(1)
A3 T=100 K, D,=1,407 g cm?® A=0,71073 A, pu=1,03 cm® Stoe STADI 4 CCD
Diffraktometer, 8 =4,59° — 24,99°, 47810 gemessene Reflexe, 2081 unabhéngig, 2149 mit
I>20(l). Die Struktur wurde mit Direkten Methoden (SHELXS-97) gel6st und mit der
Methode der kleinsten Fehlerquadrate (SHELXL-97) verfeinert, R;=0,0503 wR,=0,0919
[I>20(1)], Ri=0,0504 WR,=0,0920 (alle Daten), die H-Atome am Peptid wurden wurden
mittels eines Modells rigider Gruppen in die Verfeinerung miteinbezogen, S=1,132;
Restel ektronendichte +0,220/-0,172 e A3,

3.) Darstellung von cyclo-[(S,S)Hyp-AB],, 51, [Schema 2.21]:

Die Ausgangsverbindung 53 wurde mir freundlicherweise von G. Heinrichs Uberlassen.
Abspalten der Benzylschutzgruppe: 580 mg Boc-[(SSHyp(OAc)-AB],-OBn, 53 (0,77
mmol) wurden gemél der allgemeinen Vorschrift in Methanol entschitzt und als freie
Carbonsdure 53a erhalten.

Ausbeute: 530 mg (100%d. Th.)

Abspalten der Boc-Schutzgruppe: 530 mg 53a (0,77 mmol) wurden nach der allgemeinen
Vorschrift mit 6N HCI in Dioxan entschiitzt und als Hydrochlorid 53b erhalten.

Ausbeute: 630 mg (100% d. Th.)
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Cyclisierung des entschitzten Tetrapeptides 53b: 630 mg 53b (0,77 mmol) wurden in

einem Stickstoffkolben dreimal sekuriert und unter einer Argonatmosphére in 80 ml DMF p.

A., das vorher eine Stunde mit Argon gespult worden war, geldst. Nach Zugabe von 0,77 ml
DIEA (4,4 mmol) wurde eine Lésung von 280 mg TBTU (0,88 mmol) in 10 ml DMF p. A.
langsam zugetropft. Nach Rihren Gber Nacht bel Raumtemperatur wurde das DMF im

Olpumpenvakuum abkondensiert. Der Rickstand wurde (ber eine Kieselgelsaule mit
Methylenchlorid/Methanol 10:1 gereinigt. Das Produkt 5la kristalliserte sauber als
Monohydrat aus den Fraktionsglaschen aus. Der weil3e Feststoff wurde abfiltriert, mit wenig

Methanol gewaschen und tber Phosphorpentoxid im Vakuum getrocknet.

Ausbeute;

mp:

[0(]25D3

'H-NMR:

BC-NMR:

C,H N

240 mg (53%d. Th.)
>250° C
-176,8° c=2, DMF,

[500 MHz, de-DMSO] & 2,03 (s, 6H, CH5CO), 2,09-2,13 (m, 2H, Pro-
H(B)), 2,69-2,75 (m, 2H, Pro-H(B’)), 3,62 (m, 2H, Pro-H(8)), 4,10-4,19
(M, 4H, 2Pro-H(a) + 2Pro-H(&)), 5,24-5,29 (m, 2H, Pro- H(y)), 7,04
(om, 2H, H(4)), 7,10 (d, 2H, 334=7.6 Hz, H(6)), 7,36 (m, 2H, H(5)),
8,14 (s, 2H, H(2)), 9,81 (s, 2H, CONHAryl)

[500 MHz, ds-DMSO] & 21,2 (Acetyl-CHs), 36,4 (Pro-C(B)), 52,2 (Pro-
C(3)), 61,3 (Pro-C(a)), 71,6 (Pro-C(y)), 117,8 (C(2)), 119,9 (C(4)),
120,9 (C(6)), 129,3 (C(5)), 137,9 + 138,4 (C(3) + C(1)), 169,9 (Aryl-
C=0), 170,5 + 171,0 (Pro-C=0 + Acetyl-C=0)

(KBr) cm* 3500 (m), 3273 (s), 3087 (9), 2881 (m), 1741 (), 1703(s),
1630 (s), 1591 (s), 1559 (s), 1452 (), 1417 (s), 1370 (m), 1228 (s),

1067 (m), 903 (m), 808 (M), 752 (M), 709 (W)

ber C:59,36%  H:5,34% N: 9,89% CosH2sN40Og-H0
gef  C:59,52%  H:5,32% N: 9,60% Fw: 566,57
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Abspalten der Acetylschutzgruppen: 120 mg 51a (0,24 mmol) wurden in 12 ml trockenem
Methanol gel6st und nach Zugabe von 120 pl DIEA Uber Nacht gertihrt. Das Produkt fiel
vollsténdig aus. Es wurde abfiltriert und mit Methanol gewaschen. Nach Umkristallisation aus

Methylenchlorid/Methanol fiel das Produkt 51 in dicken farblosen Prismen an.

Ausbeute: 80 mg (82%d. Th.)

mp: >250° C

[a]®0: -44,4° c=2, DMF,

H-NMR; [500 MHz, d-DMSO] & 1,88-1,93 (m, 2H, Pro-H(B)), 2,47-2,53 (m,

2H, Pro-H(B’)), (ein Signal unter Wassersignal: Pro-H(d)), 3,98-4,01
(m, 2H, Pro-H(3')), 4,08 (dd, 2H, 31.=5,5 Hz, 3J.=8,7 Hz, Pro-H(a)),
4,33-4,36 (m, 2H, Pro-H(Yy)), 5,22 (d, 2H, OH), 6,88 (bm, 2H, H(4)),
7,08 (d, 2H, 334=7,6 Hz, H(6)), 7,36 (m, 2H, H(5)), 8,11 (s, 2H, H(2)),
9,79 (s, 2H, CONHAryl)

BC.NMR: [500 MHz, d-DMSO] & 39,1 (Pro-C(B)), 54,4 (Pro-C(3)), 61,3 (Pro-
C(a)), 68,1 (Pro-C(y)), 117,3 (C(2)), 119,5 (C(4)), 121,0 (C(6)), 129,3
(C(5)), 138,1 + 138,4 (C(3) + C(1)), 169,9 (Aryl-C=0), 172,2 (Pro-
C=0)

IR: (KBr) cm™ 3422 (m), 3268 (s), 3088 (s), 2878 (W), 1671 (s), 1625 (9),
1619 (s), 1591 (s), 1559 (s), 1452 (s), 1417 (s), 1281 (m), 1208 (M),
1084 (m), 805 (m), 752 (m), 709 (w)

C, H, N ber C: 62,06% H: 5,21% N: 12,06% C24H24N406
gef C.6197% H:537% N:12,07%  F,: 464,48

Kristallstrukturdaten von ﬂ.‘HzO: Co4H24N4Og*H-0O, M= 500,6 farblose Prismen,

tetragonal, P4,2,2, a=9,735(2), c=24,880(9) A, V=2357,9(11) A3 T=293 K, Z=8, D,=1,410 g

cm™, A=0,70930 A, 1=0,107 mm™, Nonius, Kappa CCD Diffraktometer, 8,»=33,08°, 32536
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gemessene Reflexe, 2414 unabhangig, 2149 mit 1>20(1). Die Struktur wurde mit Direkten
Methoden (SHELXS-97) gel6st und mit der Methode der kleinsten Fehlerquadrate (SHELXL-
97) verfeinert, Chebyshev Wichtung auf F,? Basis, Ri=0,042 [I>20(1)], wR»=0,111 (alle
Daten), 154 Parameter, die H-Atome am Peptid wurden wurden mittels eines Modells rigider
Gruppen in die Verfeinerung miteinbezogen, die unabhangigen H-Atome am Solvensmol ekl
wurde mit isotropem ADP verfeinert, S=1,109; Restel ektronendichte +0,55/-0,568 e A ™.

144



Experimenteller Teil

445 Synthesen zu Kapitel 2.6

1.) Darstellung von Dar stellung von cyclo-[(L)Pro-AB(CS)],, 55, [Schema 2.22]:

Abspalten der Boc-Schutzgruppe: 1,53 g 44 (2,31 mmol) wurden nach der allgemeinen
Vorschrift mit 6N HCI in Dioxan entschiitzt und als Dihydrochlorid 44a erhalten.

Ausbeute: 1,359 (100%d. Th.)

Umsetzung mit Cholsdure: 280 mg 44a (480 pmol), 620 mg Cholsaure (1,44 mmol) und
610 mg PyCloP (1,44 mmol) wurden in 20 ml trockenem Methylenchlorid suspendiert. Nach
Zugabe von 500 pl DIEA (2,88 mmol) wurde gertihrt, bis im DC kein freies aromatisches
Amin mehr nachzuweisen war (ca. 2 Wochen). Das Methylenchlorid wurde im Vakuum
entfernt und der Ruckstand zunéchst Uber eine Kieselgelsdule (Methylenchlorid/Methanol,
5:1), dann Uber eine RP-8-Saule (Methanol/Wasser, 1.5 1.2 - 1:1 - 4:1) gereinigt. Mit
der letzten Mischung wurde das Produkt eluiert. Nach abschlief3ender Reinigung Uber eine
zweite Kieselgelsule (Methanol/Ethylacetat, 1:6 - 1:1) konnte das Produkt 55 sauber as
Heptahydrat erhalten werden. Bei Wiederholung des Versuchs wurde das Produkt auch mit

3,5 Wasser pro Formeleinheit erhalten.

Ausbeute: 60 mg (9%d. Th.)

mp: >250° C

[a]®p: -86,4° c=2, DMF, 55-3,5 H,0

H-NMR; [500 MHz, ds-DMSO] 3 0,67 + 0,89 (2 s, 6H + 6H, Cholsaure-CHs, 18-

Hs + 19-Hs), 1,04 (d, 6H, 33,=6,3 Hz, Cholsiure-CHs, 21-Hs), 3,60-
3,67 (m, 4H, Pro-H(d)), 3,70 (m, 2H, H an OH-Cholsdure), 3,86 (m,
2H, H an OH-Cholsaure), 3,97 (dd, 2H, 3J=1,5 Hz, 31..=9,0 Hz, Pro-
H(a)), 4,07 (d, 2H, 33,=3,3 Hz, OH-Cholséure), 4,18 (d, 2H, 334=3,3
Hz, OH-Cholsaure), 4,40 (d, 2H, 33,=4,3 Hz, OH-Cholsaure), 7,21 (s,
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2H, H(6)), 7,35 (s, 2H, H(4)), 7,76 (s, 2H, H(2)), 9,85 (s, 2H, HNCO-
Cholséure), 10,02 (s, 2H, Pro-CONHATryl)

BC-NMR: [500 MHz, ds-DMSQ] & 23,0 (Pro-C(y)), 30,7 (Pro-C(B)), 47,0 (Pro-
C(9)), 62,1 (Pro-C(a)), 71,3 + 70,8 + 66,6 (Cholsaure, C-OH), 110,2
(C(4)), 111,3 (C(6)), 112,4 (C(2)), 138,7 + 138,8 (C(3) + C(5)), 140,2
(C(1)), 169,4 (Aryl-C=0), 172,1 (Pro-C=0), 172,4 (Cholséure-C=0)

IR: (KBr) cm™ 3419 (s), 2937 (m), 2870 (m), 1676 (m), 1655 (m), 1602(s),
1560 (s), 1450 (s), 1420 (m), 1382 (m), (s), 1222 (m), 1077 (m), 1042
(m), 860 (M), 612 ()

C,H N ber C:66,18%  H:8,41% N: 6,43% C72H102N6012-3,5H,0
gef C:66,22%  H:8,40% N: 6,25% Fw: 1306,68

2.) Alternative Synthese von cyclo-[(L)Pro-AB(CS)],, 55, [Schema 2.23]:

Darstellung von cyclo-[(L)Pro-AB(CSAG3)],, 56: 680 mg 44a (1,12 mmol), 1,39 g
Cholsdureperacetat (2,61 mmol), das nach der Methode von Nakanishi hergestellt worden
war,”? und 1,10 g PyCloP (2,61 mmol) wurden in einem Stickstoffkolben dreimal sekuriert
und unter Argon in 20 ml trockenem Methylenchlorid suspendiert. Nach Zugabe von 1,40 ml
DIEA (7,70 mmol) im Argongegenstrom wurde gertihrt, bis die Reaktionsl6ésung klar wurde
(ca. 2 Wochen). Nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum, wurde das Rohprodukt erst
durch eine Kieselgelsdule mit Aceton/Chloroform 1:1, dann Uber eine Kieselgelsdule mit
Ethylacetat/Methanol 10:1 gereinigt. Reste von Trispyrrolidinophosphinoxid wurden durch
eine RP-8-Saule (Methanol/ Wasser, 1:2 - 1:1 - 2:1 - 4:1) abgetrennt, wobel das Produkt
mit der letzten Mischung eluierte. Das Produkt kristallisierte in den Fraktionsglaschen aus
und konnte nach Abfiltrieren, grindlichem Waschen mit Wasser und Trocknen uber
Phosphorpentoxid im Exsikkator als Heptahydrat erhalten werden.

Ausbeute: 570 mg (31%d. Th.)
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Charakterisierung von 56:

mp:

[0(]25D3

'H-NMR:

BC-NMR:

C,H N

>250° C
-37,6° c=2, DMF

[500 MHz, ds-DMSOQ] 6 0,77 + 0,97 (2 s, 6H + 6H, Cholsdure-CHj),
0,85 (d, 6H, *34=6,3 Hz, Cholsiure-CHs), 2,05 + 2,08 + 2,15 (3s, 6H +
6H + 6H, Acetyl-CHs), 3,60-3,67 (m, 4H, Pro-H(3)), 3,96 (m, 2H, Pro-
H(a)), 4,50 — 4,57 (m, 2H, HC-OActyl), 4,87 (bs, 2H, HC-OActyl),
4,06 (bs, 2H, HC-OActyl), 7,21 (s, 2H, H(6)), 7,35 (s, 2H, H(4)), 7,76
(s, 2H, H(2)), 9,85 (s, 2H, HNCO-Cholsiure), 10,02 (s, 2H, Pro-
CONHATryl)

[500 MHz, de-DMSO] & 23,0 (Pro-C(y)), 31,0 (Pro-C(B)), 47,0 (Pro-
C(d)), 62,1 (Pro-C(a)), 74,9 + 73,7 + 70,5 (Cholsdure, C-OAc), 109,1
(C(4)), 110,1 (C(6)), 111,3 (C(2)), 138,7 + 138,8 (C(3) + C(5)), 140,2
(C(D), 1694 (Aryl-C=0), 170,0 + 170,1 + 170,2 (Cholsaure,
CH3C=0), 172,0 (Pro-C=0), 172,2 (Cholsiure-C=0)

(KBr) cm™ 3447 (s), 2952 (m), 2874 (w), 1734(s), 1603 (s), 1559 (9),
1449 (s), 1378 (s), 1252 (s), 1026 (m), 864 (M), 966 (w), 887 (W)

ber C:6220%  H:7,95% N:518%  CgsH114N6O18-7H20
gef  C:62,18%  H:7,90% N: 5,14% Fw: 1621,97

Abspalten der Acetylschutzgruppen: In 16 ml trockenem Methanol wurden 160 mg 56 (0,1

mmol) geldst und nach Zugabe von 60 mg Natriummethanolat bei Raumtemperatur gerdhrt.

Die Reaktion wurde dinnschichtchromatographisch verfolgt. Dabel kam die Reaktion auf der

Stufe des einfach, dreifach, vierfach entschitzten Derivates mehrfach zum Erliegen. Wurde

dies beobachtet, wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt, der Rlckstand mit

Methylenchlorid aufgenommen und erneut im Vakuum zur Trockne eingeengt. Dann wurde

wieder in trockenem Methanol gelost, frisches Methanolat zugegeben und weitergerthrt.
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Nach etwa einer Woche war die Reaktion beendet. Das Ldsungsmittel wurde im Vakuum
entfernt und der Ruickstand Uber eine Kieselgelsdule (Methylenchlorid/Methanol 10:1 - 5:1)
gereinigt. Die sauberen Produktfraktionen wurden vereinigt und im Vakuum zur Trockne
eingeengt. Das Produkt 55 wurde mit Ether angerieben, abfiltriert und im Olpumpenvakuum
getrocknet. Die Charakterisierung entspricht der des bei direkter Kupplung mit Cholsdure

erhaltenen Produktes.

Ausbeute: 80 mg (61%d. Th.)

3.) Darstellung von cyclo-[(L)Pro-AB(5-NHCONHPh)],, 60 [Schema 2.24]:

Darstellung von cyclo-[(L)Pro-AB(5-NHCONHPhH)],, 60: 680 mg 44a (1,12 mmol) wurden
in einem Stickstoffkolben dreimal sekuriert und unter Argon in 20 ml entgastem DMF p.A.
suspendiert. Nach Zugabe von 410 pl DIEA (2,35 mmol) im Argongegenstrom ging das
Edukt in Losung. Es wurden noch 290 pl Phenylisocyanat (2,70 mmol) unter Argen zugesetzt,
dann wurde Uber Nacht gertihrt. Nach Zugabe von weiteren 290 pul Phenylisocyanat (2,70
mmol) wurde wiederum tber Nacht gertihrt und die Reaktionsl6sung anschlief3end auf 200 ml
Wasser gegossen. Der sich bildende Feststoff wurde abfiltriert, mit Wasser gewaschen und im
Exsikkator getrocknet. Das Rohprodukt wurde zundchst Uber eine Kieselgelsiule
(Methylenchlorid/ Methanol, 8:1) vorgereinigt, um den entstandenen Diphenylharnstoff
abzutrennen. Dann wurde das Rohprodukt tiber eine RP-8-Séule (Dioxan/Wasser, 1:10 - 1:5
- 1:2 - 1:1) gereinigt, wobel das Produkt mit Dioxan/Wasser 1:1 eluierte. Daim DC noch
immer geringfligige Verunreinigungen zu erkennen waren, wurde das Produkt auf Kieselgel
aufgezogen und uber eine Kieselgelsaule Chloroform/Methanol (6:1 — 5:1 — 4:1) gereinigt.
Die sauberen Produktfraktionen wurden vereinigt und im Vakuum zur Trockne eingeengt.

Nach Auskochen mit Aceton wurde das Produkt als schwach gelbliches Pulver analysenrein

erhalten.

Ausbeute: 500 mg (64%d. Th.)
mp: >250° C

[a]®p: -214,8° c=2, DMF
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'H-NMR:

BC-NMR:

C,H N

[500 MHz, ds-DMSO] & 1,97-2,02 (m, 6H, 2 Pro-H(B) + 4 Pro-H(y)),
2,20-2,27 (m, 2H, Pro-H(B)), 3,64-3,67 (m, 4H, Pro-H(3)), 4,01 (m,
2H, Pro-H()), 7,04 (m, 2H, Phenyl-Hoa), 7,12 (s, 2H, H(6)), 7,15 (s,
2H, H(4)), 7,34 (m, 4H, Phenyl-Hmas), 7,50 (M, 4H, Phenyl-Horo), 7,71
(s, 2H, H(2), 874 (s, 2H, -HNCONHPhenyl), 8,83 (s, 2H,
HNCONHPhenyl), 9,86 (s, 2H, Pro-CONHAryl)

[500 MHz, ds-DMSO] & 23,0 (Pro-C(y)), 31,5 (Pro-C(B)), 47,0 (Pro-
C(d)), 62,1 (Pro-C(0)), 109,1 (C(4)), 110,3 (C(6)), 111,3 (C(2)), 118,6
(Phenyl-Coro), 122,4 (Phenyl-Cpaa),129,2 (Phenyl-Crea), 138,9 + 139,0
(C(3) + C(5)), 139,8 (Phenyl-C(1)), 140,6 (C(1)), 152,7 (Urea-C=0),
169,5 (Aryl-C=0), 172,0 (Pro-C=0)

(KBr) cm™ 3295 (s), 3101 (m), 2974 (m), 2878 (w), 1686(s), 1599 (s),
1545 (s), 1499 (s), 1445 (s), 1313 (m), 1208 (s), 864 (m), 755 (m), 694
(m), 636 (M), 523 (M)

ber C:6350% H:533% N:15,58%  CzgH3sNgOe-H20
gef  C:63,46% H:528% N: 1558%  Fy: 718,77

4.) Dar stellung von cyclo-[(L)-Pro-AB(5-NHCONHPhH)-(L)-Pro-AB], 61

a) Darstellung des Dipeptides Z-(L )Pro-AB(5-NHBoc)-OAll, 63, [Schema 2.25]:

Dar stellung von 3-Amino-5-tert-butyloxycar bonylaminobenzoesaur eallylester, 62: 3,94 g
des Dihydrochlorids 35a (20,40 mmol) wurden in 150 ml Methylenchlorid bei 0° C vorgelegt.
Nach Zugabe von 7,80 ml DIEA (44,88 mmol) wurden 4,58 ml Boc,O (21,40 mmol) in 50 ml
Methylenchlorid langsam zugetropft und anschlief3end 2h in der Kélte gertihrt. Das Eisbad

wurde entfernt und es wurde noch 2d bei Raumtemperatur gerthrt. Dann wurde die

Reaktionsmischung im Vakuum zur Trockne eingeengt und der Rickstand Uber eine

Kieselgelsdule (Ethylacetat/Hexan, 1:1) gereinigt. Die sauberen Produktfraktionen wurden

vereinigt und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Ruckstand wurde mit Hexan
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angerieben, abfiltriert, mit Hexan gewaschen und im Vakuum dber Phosphorpentoxid

getrocknet.

Ausbeute;

mp:

'H-NMR:

C,HN

371g (62%d. Th.)
104° C

[500 MHz, ds-DMSO] & 4,81 (m, 2H, Allyl-CH,), 5,34 (ddd, 1H,
234=2,9 Hz, 3,=10,4 Hz, *3,=1,3 Hz, CH=CH,, cisH), 5,43 (bs, 2H,
NH,), 5,46 (ddd, 1H, 2}=2,9 Hz, 3}4=17,3 Hz, “},=1,3 Hz, CH=CHj,
transH), 6,09 (m, 1H, CH=CHy), 6,92 (s, 1H, H(6)), 7,08 (s, 1H, H(4)),
7,35 (s, 1H, H(2)), 9,34 (s, 1H, BocNH)

(KBr) cm™ 3352 (s), 2964 (m), 2880 (M), 1704(s), 1608 (3), 1547 (9),
1440 (m), 1370 (m), 1245 (s), 1162 (s), 989 (m), 870 (M), 770 (9)

ber C:61,63% H:6,90% N: 9,58% CisH20N204
gef  C:61,77%  H:7,05% N: 9,45% Fw: 292,33

Darstellung von Z-(L)Pro-AB(5-NHBoc)-OAll, 63: In 100 ml trockenem Methylenchlorid
wurden 1,46 g 62 (5,00 mmoal), 1,88 g Z-(L)-Pro-OH (7,50 mmol), 3,48 g PyCloP (7,50
mmol) und 2,60 ml DIEA (15,00 mmol) geldst und Uber Nacht bel Raumtemperatur gerihrt.

Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Rickstand Uber eine Kieselgelsaule

(Ethylacetat/Hexan, 1:1) gereinigt. Die sauberen Produktfraktionen wurden vereinigt und das

Ldsungsmittel im Vakuum entfernt. Der Rickstand wurde mit Petrolether 40/60 angerieben,

abfiltriert, mit Petrolether 40/60 gewaschen und im Vakuum Uber Phosphorpentoxid

getrocknet.

Ausbeute;

mp:

[a]*p:

2,43 ¢ (93%d. Th.)
90° C
-53,3° c=2, Methanol
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'H-NMR: [500 MHz, dg-DMSO] & 1,56 (s, 9H, Boc), 1,90-2,03 (m, 3H, 1 Pro-
H(B) + 2 Pro-H(y)), 2,25-2,37 (m, 1H, Pro-H(B)), 3,48-3,60 (m, 2H,
Pro-H(d)), 4,44 (m, 1H, Pro-H(a)), 4,87 (m, 2H, Allyl-CH,), 5,00-5,18
(m, 2H, Z-CH,), 5,34 (bd, 1H, 3J4=10,4 Hz, CH=CH,, cisH), 5,48 (bd,
1H, 334=17,3 Hz, CH=CHj, transH), 6,12 (m, 1H, CH=CH,), 7,18-7,46
(m, 5H, Z-H), 7,84 (bs, 1H, H(6)), 8,06 (m, 1H, H(4)), 8,18 (m, 1H,
H(2)), 9,71 (s, 1H, BocNH), 10,34 (m, 1H, Pro-CONHAryl)

IR: (KBr) cm™ 3329 (s), 2978 (m), 1721 (s), 1701(s), 1685 (s), 1609 (S),
1544 (3), 1451 (), 1425 (3), 1365 (5), 1230 (9), 1161 (s), 987 (M), 771
(m), 698 (w)

C,H, N ber C: 64,23% H: 6,35% N: 8,03% CxsH33N3Oy

gef C:6412% H:6,56% N: 7,83% Fw: 523,59

b) Darstellung des Tetrapeptides cyclo-[(L)Pro-AB(5-NHBoc)-(L )Pro-AB], 66, [Schema
2.26]:

Abspalten der Allylschutzgruppe: 2,43 g 63 (4,64 mmol) wurden gemal3 der allgemeinen
Vorschrift in THF entschiitzt und als freie Carbonséure 63a erhalten.

Ausbeute: 2,349 (100%d. Th.)

Abspalten der Boc-Schutzgruppe: 2,12 g des unsubstituierten Dipeptides 64 (5,00 mmoal),
das nach der Methode von S. Kubik® hergestellt worden war, wurden nach der algemeinen

Vorschrift mit Trifluoressigsaure entschiitzt und als Hydrochlorid 64a erhalten.

Ausbeute: 1,689 (93%d. Th.)

Darstellung von Z-(L)Pro-AB(5-NHBoc)-(L)Pro-AB-OBn, 65: In 120 ml trockenem
Methylenchlorid wurden 2,34 g 63a (4,64 mmol), 1,68 g 64a (4,67 mmol), 1,98 g PyCloP
(4,64 mmol) und 2,45 ml DIEA (14,07 mmol) gelést und Uber Nacht bel Raumtemperatur
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gerihrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Rickstand dber eine

Kieselgelsaule mit Ethylacetat gereinigt. Die sauberen Produktfraktionen wurden vereinigt

und das Ldésungsmittel im Vakuum entfernt. Der Ruckstand wurde mit Ethylacetat/Hexan

umkristallisiert, abfiltriert, mit Hexan gewaschen und im Vakuum Uber Phosphorpentoxid

getrocknet.

Ausbeute:

mp:

'H-NMR:

C,H N

2344 (63%d. Th.)
141°-145° C

[300 MHz, ds-DMSO, 100°C] & 1,49 (s, 9H, Boc), 1,90-2,03 (m, 6H, 2
Pro-H(B) + 4 Pro-H(y)), 2,23-2,34 (m, 2H, Pro-H(B)), 3,50-3,65 (m,
4H, Pro-H(3)), 4,38 (m, 1H, Pro-H(at)), 4,62 (bs, 1H, Pro-H()), 5,00-
5,13 (M, 2H, Z-CH5), 5,38 (s, 2H, Bn-CH}), 7,27-7,48 (m, 13H, 5 Z-H,
5 Bn-H, H(6) + H(E') + H(4)), 7,68 (m, 1H, H(4)), 7,83 (m, 1H,
H(2)), 7,90 (m, 1H, H(5')), 8,24 (s, 1H, H(2)), 9,09 (s, 1H, BocNH),
9,79 + 10,01 (2, 1H + 1H, 2 Pro-CONHAryl)

(KBr) cm™ 3314 (s), 2978 (m), 1721 (s), 1701(s), 1685 (s), 1598 (s),
1560 (s), 1451 (s), 1420 (s), 1357 (m), 1235 (s), 1162 (s), 872 (W), 755
(m), 698 (M)

ber C:66,91%  H:6,00% N: 8,87% CaaH47NsOg
gef C:66,94% H:6,20% N: 8,66% Fw: 789,89

Entschitzen des Tetrapeptides: 2,07 g 65 (2,62 mmol) wurden nach der allgemeinen

Vorschrift zur Abspaltung von Z- und Benzylschutzgruppen in Methanol hydriert. Um ein

Ausfallen des entstehenden Betains aus der Losung zu verhindern, wurden 1,2 Aquivalente

DIEA zugesetzt. Das Produkt 65a wurde nach Entfernen des Ldsungsmittels zweimal mit

Methylenchlorid aufgenommen und im Vakuum zur Trockne eingeengt, um Reste von

M ethanol und Base zu entfernen

Ausbeute;

1,52 (100% d. Th.)
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Cyclisierung des entschtitzten Tetrapeptides 65a: 1,51 g 65a (2,62 mmol), 930 mg TBTU
(2,88 mmol) und 1,00 ml DIEA (5,76 mmol) wurden in 470 ml DMF p. A. Gber Nacht bel
Raumtemperatur gertihrt und anschlieRend das DMF im Olpumpenvakuum abkondensiert.
Der Ruckstand wurde mit Ether angerieben, abfiltriert, mit Ether gewaschen und getrocknet.
Da sich dieser Ruckstand als sehr schwerldslich in Methanol und Methylenchlorid/M ethanol
erwies, wurde das Rohprodukt mit Methanol ausgekocht, filtriert, mit Methanol gewaschen
und das so erhatene analysenreine Produkt 66 Uber Phosphorpentoxid im Vakuum
getrocknet.

Ausbeute: 720 mg (50%d. Th.)
mp: >250° C
[a]®0: -168,2° c=2, DMF,

'H-NMR: [300 MHz, de-DMSO] & 1,54 (s, 9H, Boc), 1,96-2,06 (m, 6H, 2 Pro-
H(B) + 4 Pro-H(y)), 2,16-2,29 (m, 2H, Pro-H(R)), 3,65 (m, 4H, Pro-
H(3)), 3,96 (m, 2H, Pro-H(a)), 6,86 (m, 1H, H(6')), 7,07 (m, 1H,
H(4)), 7,11 (s, 1H, H(6)), 7,14 (s, 1H, H(4)), 7,38 (m, 1H, H(5)), 7,74
(s, 1H, H(2)), 8,08 (s, 1H, H(2)), 9,61 (s, 1H, BocNH), 9,79 + 9,81 (25,
1H + 1H, 2 Pro-CONHAryl)

BC-NMR: [500 MHz, ds-DMSO] & 23,0 + 23,1 (Pro-C(y)), 28,4 (Boc-CHy), 31,4
+ 31,5(Pro-C(B)), 47,0 + 47,1 (Pro-C(d)), 62,1 (Pro-C(a)), 79,8 (Boc-
C(CH3)3), 108,8 (C(4)), 110,2 (C(6)), 111,3 (C(2), 117,5 (C(2)),
119,7 (C(4)), 121,0 (C(6')), 129,4 (C(5)), 138,3 + 1384 (C(3') +
C(1)), 138,6 + 138,8 (C(3) + C(5)), 140,4 (C(1)), 153,0 (Boc-C=0),
169,5 (Aryl-C=0), 171,9 + 172,1 (Pro-C=0)

IR: (KBr) cm™ 3435 (s), 3279 (s), 3093 (), 2974 (m), 2877 (m), 1717 (9),
1703(3), 1685 (), 1609 (s), 1544 (5), 1448 (s), 1449 (s), 1368 (M), 1236

(9), 1156 (), 1074 (m), 993 (w), 868 (M), 794 (M), 752 (M), 704 (M)
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C, H, N ber C: 62,58% H: 6,16% N: 12,58% C29H33N506'0,5H20
gef C.62,26% H:6,27% N:12,61%  F,: 556,62

Abspalten der Boc-Schutzgruppe: 600 mg 66 (1,10 mmol) wurden nach der algemeinen
Vorschrift in Dioxan/HCI entschiitzt und als Hydrochlorid 66a erhalten.

Ausbeute: 660 mg (100% d. Th.)

Umsetzung mit Phenylisocyanat zu 61: 330 mg 66a (550 pmol) wurden in einem
Stickstoffkolben dreimal sekuriert. Dann wurden im Argongegenstrom 20 ml DMF p. A., das
vorher durch zweistiindiges Spulen mit Argon weitgehend sauerstofffrel gemacht worden
war, zugegeben und die entstandene Losung mit 140 pl DIEA (770 umol) versetzt. Es wurden
80 pl Phenylisocyanat (660 umol) zugesetzt und Uber Nacht bei Raumtemperatur gerthrt.
Anschlief3end wurde die Reaktion durch Zugabe von 60 ml Wasser abgebrochen. Das Produkt
und der gebildete Diphenylharnstoff fielen direkt aus und wurden abfiltriert. Nach Trocknen
im  Exsikkator  Uber  Phosphorpentoxid wurde Uber eine Kieselgelsaule
Methylenchlorid/Methanol 10:1 - 5:1 zundchst der Diphenylharnstoff abgetrennt. Die
Produktfraktionen wurden vereinigt, im Vakuum zur Trockne eingeengt und der Ruckstand
Uber eine RP-8 Saule (Wasser —» Wasser/Methanol 2:1 - 1:1) gereinigt, wobel das Produkt
mit der letzten Mischung eluierte. Das Produkt 61 kristallisierte aus den Fraktionsgléaschen
aus. Der Feststoff wurde abfiltriert, mit Wasser gewaschen und tber Phosphorpentoxid im
Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 130 mg (25%d. Th.)

mp: >250° C

[a]®0: -202,6° c=2, DMF

H-NMR: [300 MHz, dg-DMSO] & 1,98-2,06 (m, 6H, 2 Pro-H(B) + 4 Pro-H(y)),

2,22-2,29 (m, 2H, Pro-H(P)), 3,65 (M, 4H, Pro-H(3)), 3,96 + 4,01 (2m,

1H + 1H, Pro-H(a)), 6,87 (d, 1H, H(6')), 7,04 (m, 1H, Phenyl-Hpua),

7,07 (d, 1H, H(6)), 7,13 (bs, 2H, H(4) + H(4')), 7,34-7,40 (m, 3H, 2
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BC-NMR:

C,HN

Phenyl-Hpea + H(5')), 7,50 (M, 2H, Phenyl-Hqro), 7,74 (s, 1H, H(2)),
8,08 (s, 1H, H(2)), 8,83 (s, 1H, -HNCONHPhenyl), 8,90 (s, 1H,
HNCONHPhenyl), 9,83 + 9,84 (2s, 1H + 1H, 2 Pro-CONHATryl)

[500 MHz, ds-DMSO] & 23,0 + 23,1 (Pro-C(y)), 31, 5(Pro-C(B)), 47,0
+ 48,9 (Pro-C(3)), 62,1 + 62,2 (Pro-C(at)), 109,0 (C(4)), 110,3 (C(6)),
111,3 (C(2)), 117,5 (C(2')), 118,6 (Phenyl-Cono), 119,7 (C(4')), 121,0
(C(6')), 122,4 (Phenyl-Cpara), 129,2 (Phenyl-Caa), 129,4 (C(5')), 138,4
+138,6 (C(3) + C(L')), 139,0 + 139,1 (C(3) + C(5)), 139,8 (Phenyl-
C(1)), 140,6 (C(1)), 152,7 (Urea-C=0), 1695 + 169,6 (Aryl-C=0),
171,9 + 172,1 (Pro-C=0)

(KBr) cm™* 3355 (s), 3087 (m), 2976 (m), 1685 (s), 1655 (s), 1610 (9),
1599 (s), 1544 (), 1499 (M), 1450 (M), 1417 (s), 1218 (s), 981 (w), 868

(W), 799 (M), 752 (M), 694 (M)

ber C:63,69%  H:552% N: 14,37% Cz1H30NsOs5-H20
gef C:6386% H:551% N: 14,29%  F,: 584,62
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4.) Darstellung des Tetrapeptides cyclo-[(L)Pro-AB(5CH,NHCONHPh)],, 67

a) Dar stellung des Dipeptides Boc-(L )Pro-AB(5CH2N3)-OMe, 73, [Schema 2.27]:

Darstelung von 3-Azidomethyl-5-tert-butyloxycar bonylaminobenzoesduremethylester, 72:

1,72 g 3-Bromomethyl-5-tert-butyl oxycarbonyl aminobenzoesiuremethylester* (71) (5 mmol)

und 0,72 g Natriumazid (11 mmol) wurden in 70 ml trockenem Methanol gelést und 2h zum

Sieden erhitzt. Die Reaktionsldsung wurde im Vakuum zur Trockne eingeengt, in Ethylacetat

aufgenommen und dreimal mit Wasser gewaschen. Nachdem das Losungsmittel im Vakuum

entfernt worden war, wurde der Riickstand aus Hexan mit wenig Ethylacetat umkristallisiert.

Das Produkt fiel in feinen weil3en Nadeln an, die abfiltriert, mit wenig Hexan gewaschen und

im Exsikkator getrocknet wurden.

Ausbeute;

mp:

'H-NMR:

C,HN

820 mg (54%d. Th.)
56° C

[500 MHz, de-DMSO] & 1,57 (s, 9H, Boc), 3,93 (s, 3H, CHa), 4,59 (s,
2H, CHy), 7,63 (s, 1H, H(6)), 7,80 (s, 1H, H(4)), 8,18 (s, 1H, H(2)),
9,77 (HNBoC)

(KBr) cm™ 3357 (s), 3087 (w), 2978 (m), 2099 (s), 1712 (s), 1609 (),
1547 (s), 1458 (s), 1429 (s), 1350 (s), 1251 (s), 1160 (s), 1066 (m), 997
(s), 872 (s), 766 (s), 658 ()

ber C: 54,89% H: 5,92% N: 18,29% C14H18N4O4
gef C.54,84% H: 6,00% N: 18,30%  Fy: 306,32

[4] Dargestellt nach der Methode von S. Kubik, unvertffentlicht.
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Abspalten der Boc-Schutzgruppe: 800 mg 72 (2,55 mmol) wurden nach der algemeinen
Vorschrift mit 6N HCI in Dioxan entschiitzt und als Hydrochlorid 72a erhalten.

Ausbeute: 780 mg (100% d. Th.)

Darstellung von Boc-(L)Pro-AB(5CH2N3)-OMe, 73: In 50 ml trockenem Methylenchlorid
wurden 780 mg 72a (2,55 mmal), 1,64 mg PyCloP (3,90 mmol), 0,84 mg Boc-(L)Pro-OH
(3,90 mmol) und 1,81 ml DIEA (10,40 mmol) gel6st und tber Nacht gertihrt. Dann wurde das
Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Rickstand Uber eine Kieselgelsaule
(Ethylacetat/Hexan 1:2) gereinigt. Die sauberen Produktfraktionen wurden zur Trockne

eingeengt und das Produkt als Ol erhalten.
Ausbeute: 620 mg (61%d. Th.)

Massenspektrum:  73: [FAB + NBA] 426 (M + Na', 15%)
404 (M + H*, 12%)
348 (M —tBu + H*, 20%)
304 (M —Boc + H, 55%)
289 (304 — CH3, 10%)
57 (tBu + H', 100%)

H-NMR; [500 MHz, ds-DMSO] & 1,85-2,01 (m, 3H, 1 Pro-H(B) + 2 Pro-H(Y)),
2,20-2,32 (m, 1H, Pro-H(B)), 3,41-3,45 + 3,49-3,54 (2m, 1H + 1H, 2
Pro-H(d)), 4,26-4,29 + 4,32-4,34 (2m, 0,4 H + 0,6 H, Pro-H(a)), 4,64
(s, 2H, CHN), 7,72 (s, 1H, H(4)), 8,00 (s, 1H, H(6)), 8,32 (s, 1H,
H(2)), 10,36 (s, 2H, Pro-CONHATryl)

b) Darstellung des cyclischen Tetrapeptides cyclo-[(L)Pro-AB(5CH3N3)]2, 74, [Schema
2.28]:

Abspalten der Methylschutzgruppe: 620 mg 73 (1,54 mmol) wurden in 10 ml Dioxan
geldst und nach Zugabe von 10 ml IN NaOH 20 min bei Raumtemperatur gerthrt. Das

Dioxan wurde entfernt, der Rickstand mit Wasser verdinnt und mit Ethylacetat
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Uberschichtet. Dann wurde mit 1,5 g Kaliumhydrogensulfat angeséuert. Die organische Phase
wurde abgetrennt und die wa¥rige Phase noch zweimal mit Ethylacetat gewaschen. Die
vereinigten organischen Phasen wurden dreima mit Wasser gewaschen, und im Vakuum
getrocknet. Der Riickstand wurde erneut in Methylenchlorid aufgenommen und wiederum im
Vakuum zur Trockne eingeengt. Auf diese Weise wurde das Produkt als freie Carbonsaure
73a erhalten.

Ausbeute: 590 mg (98%d. Th.)

Abspalten der Boc-Schutzgruppe: 590 mg 73a (1,51 mmol) wurden nach der allgemeinen
Vorschrift mit 6N HCI in Dioxan entschiitzt und als Hydrochlorid 73b erhalten.

Ausbeute: 530 mg (100% d. Th.)

Direktcyclisierung des entschitzten Dipeptides 73b: 530 mg 73b (1,51 mmol) und 540 mg
TBTU (1,66 mmol) wurden in einen Stickstoffkolben eingewogen und dreimal sekuriert.
Unter einer Argonatmosphéare wurden 55 ml DMF p. A. zugegeben, das vorher 1 h mit Argon
gespult worden waren, sowie 0,92 ml DIEA (5,29 mmol). Nach Ruhren Uber Nacht bel
Raumtemperatur wurde das Losungsmittel im Vakuum abkondensiert und der Riickstand tber
eine Kieselgelsaule (Methylenchlorid/Methanol 20:1) gereinigt. Das Produkt kristallisierte
aus den Fraktionsglaschen aus. Es wurde abfiltriert, mit wenig Methanol gewaschen und im

Olpumpenvakuum getrocknet.

Ausbeute: 240 mg (59%d. Th.)
mp: >250° C
H-NMR: [500 MHz, dg-DMSQ] 0 1,95-2,05 (m, 6H, 2 Pro-H((3) + 4 Pro-H(y)),

2,20-2,28 (m, 2H, Pro-H(P)), 3,68 (M, 4H, Pro-H(8)), 3,98 (m, 2H, Pro-
H(a)), 4,53 (m, 4H, CH,N), 6,87 (s, 2H, H(4)), 7,09 (s, 2H, H(6)), 8,07
(s, 2H, H(2)), 9,93 (s, 2H, Pro-CONHAryl)
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Experimenteller Teil

IR: (KBr) cm™ 3449 (s), 3282 (m), 3107 (m), 2971 (m), 2889 (w), 2101 (s),
1701 (m), 1686 (s), 1655 (m), 1618 (s), 1599 (s), 1561 (m), 1450 (s),
1421 (s), 1342 (m)

C, H, N ber C: 57,56% H: 4,83% N: 25,82% C26H25N1004
gef C.5741% H:4,95% N: 25,85%  F,: 542,56

c) Darstellung des har nstoffsubstituierten Rezeptors 70, [Schema 2.28]:

Hydrieren des Azids. 220 mg 74 (0,41 mmol) und 0,81 ml 1IN HCI (0,81 mmol) wurden in
40 ml Methylenchlorid/Methanol 1:1 gelést und nach Zugabe von 10 mg Pd (10%) auf
Aktivkohle unter einer Wasserstoffatmosphare hydriert. Nach einer Stunde war die Reaktion
beendet. Der Katalysator wurde Uber Celite abfiltriert und mit Methanol gewaschen. Die
vereinigten Filtrate wurden im Vakuum zu Trockne eingeengt und das Hydrochlorid 75 im

Olpumpenvakuum getrocknet.

Ausbeute: 220 mg (95%d. Th.)

Umsetzung mit Phenylisocyanat: 220 mg 75 (0,41 mmol) wurden in einen Stickstoffkolben
eingewogen und dreimal sekuriert. Unter einer Argonatmosphéare wurden 10 ml DMF p. A.
zugegeben, welcher vorher 1 h mit Argon gespuilt worden waren, sowie 0,14 ml DIEA (0,82
mmol). Dann wurden 0,13 ml Phenylisocyanat (1,20 mmol) zugefiigt. Nach Rihren Uber
Nacht bei Raumtemperatur wurde das Losungsmittel im Vakuum abkondensiert und der
Rickstand Uber eine Kieselgelsaule (Aceton/Chloroform 2:1) gereinigt. Der als Nebenprodukt
entstandene Diphenylharnstoff wurde mit Aceton/Chloroform 2:1 eluiert. Dann wurde das
Laufmittel auf Chloroform/ Methanol 5:1 umgestellt und das Produkt 70 sauber eluiert. Das
Produkt kristalisierte aus den Fraktionsglaschen aus. Es wurde abfiltriert, mit wenig
Methanol gewaschen und im Olpumpenvakuum getrocknet. Auf Grund der geringen
Ausbeute konnte der Drehwert nicht bestimmt werden.

Ausbeute: 20 mg (7% d. Th.)

mp: >250° C
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Experimenteller Teil

H-NMR: [500 MHz, ds-DMSO] & 1,95-2,05 (m, 6H, 2 Pro-H(B) + 4 Pro-H(Y)),
2,20-2,26 (m, 2H, Pro-H(B)), 3,61-3,70 (m, 4H, Pro-H(3)), 3,95 (m,
2H, Pro-H(a)), 4,31 (dd, 2H, 2J4= 15,9Hz, 3J.,= 5,5Hz, CH,N), 4,39,
(dd, 2H, 23y= 159Hz, 334= 6,2Hz, CH.N), 6,70 (t, 2H, 33}4= 5,8Hz,
CH,NH), 6,81 (s, 2H, H(4)), 6,98 (m, 2H, Phenyl-Hyas), 7,01 (s, 2H,
H(6)), 7,29 (m, 4H, Phenyl-Hiao), 7,47 (d, 4H, 3= 8,2Hz, Phenyl-
Horto), 7,99 (s, 2H, H(2)), 8,70 (s, 2H, -HNCONH Phenyl), 9,87 (s, 2H,
Pro-CONHAryl)

B3C.NMR: [500 MHz, de-DMSO] & 23,0 (Pro-C(y)), 31,5 (Pro-C(B)), 47,1 (Pro-
C(3)), 62,2 (Pro-C(a1)), 65,3 (CH.N), 116,0 (C(2)), 118,0 (Phenyl-
Corto), 118,3 (C(4)), 119,6 (Phenyl-Cpa), 121,5 (C(6)), 129,0 (Phenyl-
Crme), 138,3 + 138,5 (C(3) + C(5)), 140,7 (Phenyl-C(1)), 142,2 (C(1)),
155,6 (Urea-C=0), 169,5 (Aryl-C=0), 172,0 (Pro-C=0)

IR: (KBr) cm™ 3406 (s), 3101 (m), 2970 (m), 2888 (w), 1686(s), 1671 (),
1600 (s), 1550 (s), 1499 (s), 1442 (s), 1314 (m), 1231 (s), 757 (m), 694
(m)

C,H,N ber C:59,99%  H:6,04% N: 13,99%  CyoH4oNgOg -4H,0

gef C:60,18%  H:5,86% N: 13,80%  F,: 800,87
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Liste der verwendeten Abklrzungen

AB
AllBr
AP
BnBr
Boc,O
DBU
DIEA
DMF
DM SO
NBA
PyCloP

PysPO
TBTU
TFA

THF
Z-Cl

3-Aminobenzoesiure

Allylbromid

6-Aminopicolinséure

Benzylbromid

Di-tert.-butyldicarbonat
1,8-Diazabicyclo[5.4.0lundec-7-en
Diisopropylethylamin

N,N-Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

Nitrobenzyla kohol
Chlorotripyrrolidinophosphoniumhexafluorophosphat
Trispyrrolidinophosphinoxid

2S-Aminosuccinimid
O-(1H-Benzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N’ -tetramethyluronium-
tetrafluoroborat

Trifluoressigsaure

Tetrahydrofuran

Benzylchlorformiat
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