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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Medikamentenentwicklung

Wihrend bis vor ca. 150 Jahren Arzten bei der Behandlung von Krankheiten nur
empirisch gefundene Naturheilmittel zur Verfiigung standen, ist seitdem die gezielte
Suche nach aktiven Verbindungen in den Vordergrund gedrungen.? 2 Im Kern geht
es darum, ein medizinisches Problem (dies konnen Krankheiten, Verletzungen oder
auch Alterungserscheinungen sein) durch die Gabe von im (menschlichen) Korper
aktiven Substanzen zu vermindern oder ganz zu beheben. Fiir die gezielte Suche
nach diesen Wirkstoffen (Abbildung 1) ist es zundchst notwendig, das Problem mit
Hilfe moderner Analysemethoden auf molekularer Ebene genau zu beschreiben.
Anhand dieser Daten kann ein Modell entwickelt werden und ein Angriffspunkt
(target) fur einen Wirkstoff validiert werden.

Erfolgreiches screening auf Binder dieses targets ergeben hits, von denen sich
aufgrund ihrer chemischen und pharmakologischen Eigenschaften nur wenige als
Leitstrukturen eignen. In der screening-Phase der Medikamentenentwicklung wird
heute vielfach das high throughput screening (HTS) eingesetzt, mit der man in kurzer
Zeit Substanzbibliotheken durchsuchen kann. Die zahlreichen Substanzen sind
durch kombinatorische Synthese zugénglich, in der mehr oder weniger frei mogliche
Binder eines fargets variiert werden. Sie konnen auch bei der breit angelegten Suche
in pflanzlichen und tierischen Organismen anfallen. Dort werden grob aufgereinigte
Naturstoffextrakte gegen targets getestet. Trotz der geringen Wahrscheinlichkeit
eines hits ist das HTS im Vergleich zur gezielten Synthese aktiver Verbindungen
effektiv genug, da sehr viele Verbindungen in kurzer Zeit untersucht und auch voéllig
neue Wirkstoffklassen gefunden werden. Als Leitstrukturen fiir die weiteren
Untersuchungen kommen auch nattirliche Wirkstoffe, bekannte Medikamente (Me-

too-Forschung) oder de novo entwickelte Liganden in Betracht.
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Um die in Abbildung 1 blau hervorgehobene Optimierungs- und Designphase geht
es in dieser Arbeit. Design beinhaltet die computergesttitzten Verfahren (siehe auch
Abschnitt 2.1) wie Docking und Datenbanksuche, aber auch die rationale Selektion

wahrscheinlich gtinstiger Ansétze.

medizinisches
Problem

|

Target

|

Screening

|

Leitstruktur

N\

Forschung

/ Design

biologische | Synthese

Prufung - \—‘ Anal
nalyse

Optimierung + Design

weitere Entwicklung .
(Toxizitat, Formulierung, Entwicklung
klinische Phase, Zulassung)

Abbildung 1: Kurze Ubersicht iiber die verschiedenen Stadien der Medikamentenentwicklung.

Die blau hervorgehobene Design- und Optimierungsphase ist Gegenstand dieser Arbeit
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Die Analytik umfasst neben der Charakterisierung der Verbindungen auch die
Struktur-Wirkungsbeziehungen (structure activity relationships, SAR bzw. quantitative
structure activity relationships QSAR) und die nichtbiologischen Aktivitdts-
bestimmungen (z.B. nuclear magnetic resonance NMR, enzyme linked immunosorbent
assay ELISA und surface plasmon resonance SPR). Verbindungen, die die biologische
Aktivitatsbestimmung erfolgreich {iberstehen, gehen in die Entwicklungsphase.
Dabei werden die pharmakologischen Eigenschaften und die Toxizitdt genauer
untersucht, eine geeignete Applikationsform muss gefunden und die Synthese fiir
grofitechnische Anforderungen optimiert werden. Nach Tierversuchen und
rechtlichen Zulassungsverfahren wird zum Schluss am Menschen die
Vertraglichkeit, Verfligbarkeit und Wirksamkeit des Medikaments getestet.

In allen Stadien der Medikamentenentwicklung kann sich eine Verbindung oder
sogar eine ganze Verbindungsklasse als ungeeignet herausstellen; sie kann nicht
(genug) aktiv sein, zu toxisch, zu teuer, schwere Nebenwirkungen hervorrufen oder
auch abhédngig machen. Nur ca. 0,02% der hits werden zu Medikamenten. Zudem
dauert die Entwicklung eines neuen Medikaments sehr lange (5-15 Jahre) und ist
sehr kosteninstensiv (150-500 Mio US-$). Die Medikamentenentwicklung ist ein
langwieriger Prozess, an dem Wissenschaftler verschiedener Fachrichtungen eng
miteinander arbeiten miissen, u.a. Chemiker, Biologen, Physiker, Mediziner und

Informatiker.

1.2 Peptide, Glycopeptide und deren Mimetika

Peptide sind hdufig tiberaus biologisch aktiv. Typische Vertreter der bioaktiven
Peptide sind z.B. zahlreiche Hormone oder Antibiotika (siehe Abbildung 2).3
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w,—A G C K N F F Val=Orn>Leu=D-Phe—=>Pro
W
woon—C S T F T K Pro<=D-Phe<leu=Orn<Val
Somatostatin Gramicidin S

Abbildung 2: Beispiele fiir bioaktive Peptide. Somatostatin ist ein humanes Hormon des
Hypotalamus, das unter anderem auf die Hypophyse wirkt. Gramicidin S ist ein antibiotisches
Decapeptid mit der fiir Peptidantibiotika typischen Cyclisierung und der Verwendung von

nichtproteinogenen Aminosiuren. Es ist auch fiir Eukaryonten stark toxisch.

Peptide sind auf Grund ihrer biologischen Aktivitit und der einfachen,
automatisierbaren = Synthese  hdufig ein erster Ansatzpunkt in der
Wirkstoffentwicklung. Obwohl Peptide biologisch tiberaus aktiv sein konnen, ist die
gezielte Verwendung von Peptiden als Wirkstoff in biologischen Systemen
schwierig, da sie eine Reihe von Eigenschaften haben, die sie als Wirkstoffe

unattraktiv machen:2 4

- sie werden zu schnell von Proteasen im Serum hydrolysiert.

- sie sind zu gut wasserloslich und werden daher schlecht aufgenommen und/oder
schnell renal ausgeschieden.

- sie sind hdufig konformationell sehr flexibel. Dies fiihrt zu einer schlechten
Bindungskinetik.

- sie sind meist nicht oral verftigbar, da sie im Magen oder Darm verdaut bzw.

hydrolysiert werden.

Unter den bioaktiven Peptiden und Proteinen kommen vielfach mit Kohlenhydraten
verkntipfte Spezies, die Glycopeptide und -proteine, vor.> Der Kohlenhydratanteil
kann dabei von unter 1 % bis tiber 80 % reichen, so dass die physikalischen
Eigenschaften der Glycoproteine teilweise mehr denen von Polysacchariden dhneln.3
Die Kohlenhydratstrukturen haben Einfluss auf die Faltung oder Konformation des
Peptids,® tragen einen Teil der Information bei der Wechselwirkung mit anderen
Molekiilen oder sorgen fiir das korrekte targeting.” 8 Glycosylierung beeinflusst auch

4
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die Stabilitdt von Peptiden und Proteinen (i.A. kommt es durch die Glycosylierung
zu einer Verlingerung der Serumhalbwertszeit). Zuckerstrukturen auf
Krankheitserregern dienen hdufig der Maskierung von Antigenen, da Kohlenhydrate
immunologisch deutlich schlechter erkannt werden als peptidische Strukturen.

Die Kohlenhydrate in Glycoproteinen sind kovalent tiber Aminosdureseitenketten
mit dem Peptid verkniipft. Man unterscheidet O- und N-Typen, wobei O-Typen
haufiger vorkommen. Bei ihnen ist der Zucker tiber die Hydroxylgruppe von Ser,
Thr, Tyr, Hyp etc. gebunden. Bei den N-Typen findet die Bindung am Asn statt. Alle
N-Typ Glycopeptide besitzen zudem noch ein gleiches Pentasaccharid, die
sogenannte core-Struktur. In Mikroorganismen kommt sehr selten noch eine

S-Verkniipfung tiber Cys vor.

1.2.1 Peptidomimetika

Peptidomimetika sind Verbindungen, die von ihrer Gestalt oder ihrer Wirkung her
den Peptiden &hneln,® aber nicht deren beim gezielten Einsatz unerwiinschte
Eigenschaften haben. Peptidomimetische Verdnderungen fithren zu einer hoheren
Bioverfiigbarkeit, Aktivitat und Selektivitit der Verbindungen. Inzwischen sind sehr
viele Peptidomimetika gut untersucht und zum Teil durch automatisierbare

Synthese zugdnglich. Peptidomimetika kann man in folgende Klassen einteilen:

1.2.1.1 Verdnderungen in den Seitenketten

Im Genom werden nur zwanzig verschiedene a-Aminosduren codiert. Diese
unterscheiden sich in den Seitenketten. In manchen Organismen vorkommend oder
kommerziell verfligbar sind aber eine ganze Reihe von Aminosduren mit
modifizierten Seitenketten, die andere Funktionalitdten bzw. sterische Anspriiche in

die Peptide einfithren kénnen (siehe Abbildung 3).
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- NH
H—N OH
© H—” OH H—N OH
o) i O
trans-4-Hydroxy-L-prolin L-Citrullin L-Cyclohexylglycin
1

Abbildung 3: Aminosiuren mit nicht genetisch codierten Seitenketten, teilweise natiirlich

vorkommend (posttranslationale Modifikation), teilweise artifiziell.

1.2.1.2 Verdnderungen des backbones

Die Verdnderung des backbones fiihrt normalerweise zu einer hoheren
Proteolysestabilitdt, da keine natiirliche Peptidbindung mehr da ist, die von
Enzymen erkannt und gespalten werden kann. Bei geeigneter Wahl der
Verkniipfung kann man zu einer giinstigeren Anordnung der Seitenketten in der
Bindungstasche kommen, insbesondere der Abstand der Seitenketten voneinander

kann so optimiert werden. Dazu stehen folgende Varianten zur Verfiigung:

D-Aminosiduren

Die Verwendung von D- statt L-Aminos&uren fiihrt zu einer anderen Anordnung der
Aminosduren in der Bindungstasche. Sie werden u.a. gerne verwendet, wenn
cyclische Strukturen synthetisiert werden sollen, da sie hdufig einen ,Knick” in der

Peptidkette verursachen (siehe Abbildung 4).
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D-Alanin L-Alanin

Abbildung 4: Vergleich von D-Ala und L-Ala sowie zwischen den Konformationen der Peptide
GMIPS (links) und GMFPS (rechts). Das D-Phe fiihrt zu einem Knick im backbone (dargestellt
durch das blaue tube).

Als Beispiel ist hier die Untersuchung der beiden willkiirlich ausgesuchten Peptide
GMIPS und GMFPS gewdhlt. Diese wurden tiber 1000 Schritte in einer molecular
dynamics (MD) Rechnung verfolgt, wobei sich an der Position der D-Aminosdure im

GMIPS ein Knick im backbone als energetisch giinstigste Konformation darstellt.

Zusiatzliche backbone-Substitution

Wenn eine Aminosdure zusdtzliche backbone-Substitutionen besitzt (z.B. N-
Methylglycin (Sarcosin) oder 2-Aminoisobuttersdure (Aib), Abbildung 5), so hat dies
einen Einfluss auf die Rigiditdt der entsprechenden Peptide, eine Verdnderung bei

biologischen Wechselwirkungen und eine hohere Lipophilie zur Folge.
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H,C CH,
H—T/\rrOH H—H>\H—OH

CH. O O

N-Methylglycin (Sarcosin) 2-Aminoisobuttersaure

Abbildung 5 : Beispiele einer zusitzlichen backbone-Subsitution: N-Methylglycin (Sarcosin) und 2-

Aminoisobuttersiure.

Peptoide

Peptoide tragen die Seitenketten am amidischen N statt am C. Diese
Verbindungsklasse ist gut per Festphasensynthese zuganglich.1% 11 Da die Verbin-
dungen nicht mehr chiral sind, sind sie konformationell hédufig zu flexibel, um eine
starke Bindung einzugehen. Aufserdem sind keine Wasserstoffbriickenbindungen zu
amidischen Wasserstoffen des backbones mehr moglich, da diese nicht mehr
vorhanden sind. Die Erfahrung zeigt, dass rein peptoidische Strukturen kaum noch
die Bindungsaktivitit der zu Grunde liegenden Peptide zeigen, aber einzelne
peptoidische Ersetzungen kénnen durchaus interessant sein.’> Um die Anordnung
der Seitenketten beizubehalten, werden die Peptoide quasi-retro synthetisiert

(Austausch Carboxy/ Aminoende, siehe Abbildung 6).

NH

NH,
ool rL i NH
H—N N\)J—N OH Ho,c— I
H : H Y
o) : o) o)
WNHZ

O @)
Peptid ANK das entsprechende Retro-Peptoid
Abbildung 6: Ein Peptid im Vergleich zum Peptoid. Beim Peptoid sitzen die Seitenketten am

amidischen N. Die Peptoide sind nicht chiral und haben weniger Mboglichkeiten zur

Wasserstoffbriickenbindung.
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Andere Verkniipfungen als Amidbindungen

Beispiele hierfiir sind u.a. (Thio)carbamate,'31¢ B-Peptide, vinyloge Peptide,
Sulfonamide!” 18 oder (Thio)Harnstoffe (mehr Beispiele in Abbildung 7).12 Diese
Ersetzungen sind dazu geeignet, den Abstand zwischen Seitenkette optimal

einzustellen, da sie zum Teil ein oder mehrere Atome mehr als normale Peptide

besitzen.
Peptidomimetika
R1
40
H+H n N\)J*OH
¢} H
R2
Peptid
R1 R1
Y w 8 m
. . - — H
gleiche Lange: H+H \W]FN\NJ—OH HOZC—” \HFN\N%;H
(o) | 0 |
R2 R2
(Azatid) (Azatoid)
i O
O R1
* H
* N/]; /FK/IL CH /PJ\/ N\ *
/FH:\H ) \” 4’[1 3 * é H%ﬁ
. . R1
B-Peptid (Hydrazinotoid) (Hydrazinotid)
+1 Atom: -
0o R1
* )\/\\SZC])\ /'\E\S
T P e
Sulfonamide Sulfinamide

+ 2 Atome:
(teilweise als Dipeptidomimetika)

0 0 0 R1

H H I
RHN/HJ\H/\E/N#H RHN/HJ\O/\E/N\]?\H RHN/HkH/\/NﬂFH
R1 R1
Harnstoff Urethan (Carbamat) Ureapeptoid
y Q.0 9y e OH 0
R1 R1 R1
Vinyloge Sulfonamid-Pseudopeptide vinyloges Peptid Hydroxyethyl-Peptid

Abbildung 7: Ersetzung der Amidbindung durch dhnliche funktionelle Gruppen. Alle diese
Verbindungen sind synthetisch iiber die Festphasensynthese zuginglich.
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1.2.1.3 Mimetika von Di- und Tripeptiden und Festlegung von Sekundirstrukturen

Entscheidend fiir die Kinetik von Assoziationsreaktionen ist die stabile
Konformation der Bindungspartner. Fiir Proteine ist diese oft gegeben, wahrend
Peptide flexibler sind. Mimetika von Di- oder Tripeptiden werden hé&ufig durch
Ringstrukturen erzeugt, die an den geeigneten Stellen Substituenten tragen, welche
die Aminosdureseitenketten imitieren. Durch den starren Ring wird jedoch eine
bestimmte Konformation vorgegeben (z.B. cis-Amidbindung, B-turn etc.), die dann
tir gtinstigere Wechselwirkungen sorgt (Abbildung 8).24

Oligopeptidomimetika, in denen der Carbonylkohlenstoff durch ein tetraedrisches
Atom (z.B. sp3-C, P) mit einer daran gebundenen Hydroxylgruppe ersetzt ist, binden
besonders gut an proteolytische Enzyme, da hier der tetraedrische
Ubergangszustand der katalysierten Reaktion imitiert wird. Haufig erreicht man mit
diesen Verbindungen eine totale Blockierung des entsprechenden Enzyms (z.B.

Protease Inhibitoren, PIs).?> Typische Beispiele hierfiir sind die Statine oder auch

Diaminodiole.
H \/E\> 0 R1  OH
* N H
- N
o R \_< LN H g
R” N—" o} COH OH R1 O
cis-Peptidbindungsmimetikum Ala-Pro-Mimetikum Ein Diaminodiol

(turn-induzierend) (Inhibitor der Aspartatproteasen)

Abbildung 8 : Beispiele fiir Struktur und Eigenschaften von Oligopeptidmimetika.

1.2.1.4 Wirkmimetika

Wirkmimetika von Peptiden haben tiberhaupt keine peptidische Struktur mehr, aber
dieselbe Wirkung wie nattirliche Peptide oder Proteine. Ein Beispiel ist Morphin
(siehe Abbildung 9), das die Wirkung der korpereigenen Enkephaline besitzt.3
Wirkmimetika sind das eigentliche Ziel des Wirkstoffdesigns; die nattirlich
vorkommenden Vertreter mit ihren vielen Stereozentren und dem oligocyclischen

Aufbau sind synthetisch jedoch nur schwer zuganglich.

10



Einleitung

OH _

Morphin Met-Enkephalin

Abbildung 9: Morphin, das natiirlich vorkommende Wirkmimetikum der korpereigenen

Enkephaline (hier als Beispiel: Met-Enkephalin).

1.3 Die HIV-Infektion

Anfang der 1980er Jahre traten die ersten Félle einer Krankheit auf, die dann als
AIDS (acquiered immunodeficiency syndrome) bezeichnet wurde: Das Immunsystem
von meist jungen Menschen brach vollig zusammen, so dass sie an Infektionen von
Erregern starben, die im Allgemeinen als harmlos gelten. Unabhéngig voneinander
konnten Robert Gallo und Luc Montagnier 1983 den Erreger dieser Erkrankung

entdecken: das HIV (human immunodeficiency virus).
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Abbildung 10: Aufbau des HIV-Nucleocapsids.
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Die 4&duflere Hille eines HI-Virions (Abbildung 10) wird durch eine
Lipiddoppelschicht gebildet, mit der mehrere Proteine (HLA, GP41, GP120)
assoziiert sind. Das transmembrane GP41 liegt als Trimer vor und bindet an der
Aufienseite nichtkovalent an das ebenfalls trimere GP120. Dieses ist fiir die
Erkennung von Wirtszellen zustandig. Die ssSRNA des Virus wird zusammen mit der
Reversen Transkriptase, der HIV-Protease, der Integrase und einigen weiteren
Bestandtteilen von mehreren Proteinhiillen (aus P17, P6 und P24) umgeben. Die
Wirtszellen dieses Retrovirus sind Zellen, die fiir die Immunabwehr verantwortlich
sind (T-Helfer-Zellen und Makrophagen).

Der zeitliche Ablauf einer HIV-Infektion (Abbildung 11) sieht folgendermafien aus:
Nach einer kurzen akuten Phase mit hohem Virustiter etwa 4 Wochen nach der
Infektion, die sich bei manchen Patienten mit grippedhnlichen Symptomen
manifestiert, kommt es danach zu einer lange anhaltenden, klinisch unauffilligen
Phase. Nach durchschnittlich 3-8 Jahren sinkt die Zahl der CD4*-Zellen bei
gleichzeitigem Anstieg der Viruslast (mind. eine Grofienordnung) rapide ab (von
normal 500-1200/mL auf weniger als 200/mL); dadurch und durch die
opportunistischen Infektionen wird das Krankheitsbild AIDS definiert. Das Virus
wird durch Blut- und Blutprodukte sowie bei ungeschiitztem sexuellen Verkehr

ubertragen.
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Abbildung 11: Zeitlicher Ablauf von HIV-Infektionen. Mit der Abnahme der Zahl der CD4*-Zellen
steigt die Mortalitit stark an, da dass Immunsystem die Fihigkeit verliert, Krankheitserreger zu

bekdmpfen.

Die Bildung von Impfstoffen (die auch finanziell sehr wiinschenswert wire) ist
bisher wegen der grofien Anzahl verschiedener Virusstimme und der hohen
Mutationsrate des HIV erfolglos geblieben.262 Da auch keine medikamenttse
Heilung der HIV-Infektion bekannt ist, ist der einzige Schutz vor den Folgen einer
HIV-Infektion die Vermeidung einer Ansteckung.

Die notige Aufklarung iiber die Ubertragung von HIV-Infektionen, AIDS und seine
Folgen, aber auch Sexualitit im Allgemeinen ist aus politischen und religitsen
Grinden in vielen Ldndern ein Problem. Dies fithrt vor allem in
Entwicklungsldndern zu einer massiven Ausbreitung der HIV-Infektionen. In
einigen Gegenden Afrikas betrdgt die Durchseuchungsrate der Leute im
erwerbsfahigen Alter tiber 80%; dies fiihrt in wahrscheinlich spétestens 10 Jahren zu
einer regelrechten Entvolkerung von Gebieten, mit drastischen Folgen fiir die
politische und wirtschaftliche Stabilitdt ganzer Regionen und dem Zusammenbruch
der Infrastruktur. Aber auch in den USA und Europa steigt die Neuansteckungsrate
wieder an; einerseits ist den ,Safer-Sex’-Kampagnen in vielen Staaten das Budget

zusammengestrichen worden, andererseits sorgten Falschmeldungen tiber den
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,Durchbruch’ in der HIV-Forschung oder angebliche ,Heilmittel” daftir, dass HIV
verharmlost wird.

Der Replikationszyklus des Virus konnte gekldrt werden (Abbildung 12). Der erste
Schritt der Infektion humaner Zellen mit HIV besteht in der Wechselwirkung des
viralen Oberflachenproteins GP120 (vergleiche Abbildung 15) mit dem CD4. Das
GP120 ist ein Glycoprotein mit einer Molmasse von 120 kDa, wovon etwa 50%
Kohlenhydrate sind.3® Es liegen 22-24 N-Typ-Oligosaccharide (komplex und
hochmannosidisch, evtl. auch Hybrid-Typen) im Protein vor (vergleiche Abbildung
57). Das GP120 liegt trimer vor und ist nicht kovalent an das ebenfalls trimere,
transmembrane GP41 gebunden, mit dem es gemeinsam in einer Kette exprimiert
wird. Durch die Wechselwirkung mit dem CD4 wird ein weiteres Epitop des GP120
freigelegt (V3-loop),®! und erst dann kann der Corezeptor CCR5 bzw. CXCR4
gebunden werden. Anschliefend erfolgt die GP41-vermittelte Membran-
verschmelzung zwischen Virus und Zelle und das Erbgut sowie Proteine des Virus
werden freigesetzt.32 Durch die Reverse Transkriptase (RT) wird die single strand
ribonucleic acid (ssSRNA) des Virus in DNA umgeschrieben und durch die Integrase in
die zelleigene DNA integriert. Dann werden von der Zelle neue Virusproteine
erzeugt, die durch die Protease zurechtgeschnitten werden. Danach finden sich alle

Bestandteile des neuen Virus zusammen (Assembly) und neue Viruspartikel knospen.

14



Einleitung

Virion

gp41/gp120-Trimere

R +
g ﬁ'& C?—Zelle

; / DNA-Kopie der
Co- Rezeptor Protease \\ HIV-RNA 7
>

CCRS5 oder / =
! CXCR4 HIV-RNA m -~
~ CD4 b k-
7 3@@68’? ‘5“ H W
v
. s
‘ . HIV-RNA

Abbildung 12: HIV-Infektionszyklus. A: Molekulare Erkennung der Wirtszelle; B+C:
Membranfusion und Freisetzung der Virusproteine und RNA; D: Reverse Transkription der
ssRNA in DNA; E: Integration der neu erzeugten DNA in das Genom der Wirtszelle; F: Produktion
der HIV-Proteine und -RNA; G: Assembly; H: Knospung neuer Virionen.

Es gibt eine Korrelation zwischen der Art des Corezeptors und dem Fortschritt der
Erkrankung. Zundchst ist CCR5 der Angriffspunkt; er kommt auf Makrophagen vor
(die entsprechend aktiven Virusstimme bezeichnet man als M-trop). Spéat in der
Infektion greifen die T-tropen Stimme T-Helfer-Zellen tiber CXCR4 an; dabei kommt
es zu einem raschen Fortschritt der Erkrankung. Die T-tropen Stamme tragen dabei
weniger Kohlenhydratstrukturen als die M-tropen; offensichtlich sind die M-tropen
Stamme weniger infektits, sind aber nicht so leicht durch das Immunsystem zu
erkennen, da die Zucker die Peptidepitope abschirmen. Die T-tropen Stamme sind
viel virulenter, werden jedoch zu Beginn der Infektion vom Immunsystem besser
neutralisiert. Bricht das Immunsystem in einer spdten Phase der Infektion
zusammen, so vermehren sich die T-tropen Stimme schneller.

Die Behandlung der HIV-Infektion beschrankt sich immer noch auf eine
Verlangsamung der Infektion. Dazu wird zur Zeit eine Mehrfachtherapie eingesetzt

(Zwei- oder Dreifachkombination verschiedener Prdparate, sog. HAART (highly
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active anti retroviral therapy)),® die die Vermehrung des Virus im Schritt der Reversen
Transkriptase (nRTIs und nnRTIs) oder der Protease (PIs) vermindert.2> 3436 Da HIV
eine sehr hohe Mutationsrate besitzt, kommt es relativ schnell zur Resistenzbildung.
Zudem sind die Medikamente extrem teuer, so dass sie nur in den Erstwelt-Staaten
flichendeckend eingesetzt werden konnen. Auflerdem ist die Einnahme der
Medikamente zeitlich genau zu befolgen, um einen Behandlungserfolg zu erzielen.
Es herrscht also dringender Bedarf nach neuen Medikamenten.3” Neben der reversen
Transkription und proteolytischen Spaltung von HIV Precursor Proteinen sind auch
die anderen Schritte des HIV-Replikationszyklus mogliche targets fiir Wirkstoffe.
Verbindungen, die die Anheftung des Virus an eine Wirtszelle oder die
Membranverschmelzung behindern, bezeichnet man als Entry-Inhibitoren.38-44 Die
Idee dafiir wurde geboren, als festgestellt wurde, dass ein Teil der Bevolkerung ein
defektes Gen tragt, das dafiir sorgt, dass der fiir die Infektion essentielle Corezeptor
nicht vollstandig exprimiert wird. Das Fehlen des Corezeptors fiihrt nicht zu
Beschwerden. Bei heterozygoten Tragern dieses Allels schreitet jedoch eine HIV-
Erkrankung deutlich langsamer voran, homozygote Trdger erkranken gar nicht.
Inzwischen ist mit Pentafusid™ ein peptidischer Wirkstoff auf dem Markt, der die
Membranfusion verhindert. Dieser Wirkstoff muss zweimal tédglich subcutan
gespritzt werden, ist aber gut vertraglich und fiihrt wie alle erfolgreichen anti-HIV-
Medikamente zu einem Anstieg der Zahl der CD4*-Zellen sowie zu einem raschen
Absinken der wirus load. Eine ganze Reihe weiterer Verbindungen dieser
Wirkstoffklasse (hdufig Peptid-basierend) sind inzwischen in der Kklinischen
Erprobung. Neben den Liganden der HIV-Proteine sind auch Vertreter der Entry-
Inhibitoren denkbar, die an das entsprechende humane Protein binden und es
dadurch fiir HIV unzuginglich machen. Auf diese Weise wird man eine schnelle
Resistenzbildung durch die hohe Virusmutationsrate umgehen, handelt sich aber
unter Umstidnden Probleme ein, wenn durch den Wirkstoff die normale Funktion des
Proteins behindert wird. Dies konnte zu Nebenwirkungen wie z.B. einer
Immunsupression fithren.

Auch Inhibitoren der Integrase und des Assemblys werden intensiv untersucht.3” Die

Integrase kann durch eine Vielzahl von Stoffen inhibiert werden, jedoch erst kiirzlich
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konnte mit den 1,3-Diketosduren eine Verbindungsklasse identifiziert werden, die
sowohl in vivo aktiv ist, als auch spezifisch auf die HIV-Integrase wirkt. Durch die
1,3-Diketosduren wird selektiv der strand transfer Schritt der Integraseaktivitit
inhibiert. Das Assembly neuer Viruspartikel wird durch die viralen Proteine gag und
vpu gesteuert. Das peptidische Motiv GPG ist hierbei als wichtig fiir Inhibierung des
Assemblys erkannt worden, nachdem vorher vermutet wurde, dass Verbindungen
dieses Typs auf den Entry wirken. Dies lag wegen der Verwandtheit zur prinzipell
neutralisierenden Doméne (PND) GPGRAF aus der V3-loop des GP120 nahe. Sowohl
bei den Integrase- als auch den Assembly-Inhibitoren ist zu erwarten, dass in naher

Zukunft Verbindungen fiir die klinische Erprobung zur Verfiigung stehen.

1.3.1 Der CD4 Rezeptor

CD4 (Abbildung 13) ist ein humanes Glycoprotein, das auf verschiedenen Zellen des
Immunsystems zu finden ist (T-Helferzellen, Macrophagen, Monocyten,
inflammatorischen T-Zellen und Thymocyten).4> Der nattirliche Bindungspartner des
CD4 sind die MHC Klasse II-Proteine.

CD4 ist ein Transmembranprotein, bestehend aus einem kleinen intracelluldren Rest,
einer Transmembrandoméne und vier extracelluldiren, immunglobulinartigen
Doménen (D1-D4), von denen drei durch Disulfidbriicken zusammen gehalten

werden. CD4 hat zwei N-Typ Glycosylierungsstellen in den Doménen D3 und D4.
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Abbildung 13: Schema des humanen Proteins CD4. Die schwarzen Kistchen zeigen die beiden N-
Typ-Glycosylierungsstellen an (CYT = cytosolische Domine, TM = Transmembran-Domine, EC =

extracellulire Domine).

Inzwischen sind 16sliche Varianten des CD4 (sCD4) kommerziell verfiigbar. Sie
bestehen nur aus den extracelluldren loops (D1 und D2 bzw. D1-D4), behalten aber
biologische Aktivitdt. Die Hoffnung, sCD4 in der Behandlung der HIV-Infektion
einsetzen zu konnen, hat sich nicht bestdtigt, da sCD4 eine viel zu kurze
Serumhalbwertszeit hat (1h)* und nicht gut durch Membranen geschleust werden

kann.
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1.3.2 Die Bindung vom GP120 an das CD4

Nachdem jahrelang nur durch Mutationsstudien die fiir diese Wechselwirkung
wichtigen Bereiche identifiziert werden konnten, steht seit 1998 die
Rontgenstrukturanalyse von Kwong et al. zur Verfiigung,*” bei der ein gekiirztes,
partiell deglycosyliertes GP120 mit der D1 und D2-Domine des CD4 und einem

GP120-Antikorper cokristallisiert werden konnte.

Abbildung 14: Stereodarstellung der aus der Rontgenstrukturanalyse von Kwong et al
identifizierten CD4-bindenden Peptide des GP120 (farbig) und ihre Wechselwirkung zum CD4

(grau).

Wiilfken untersuchte die Grenzfliche CD4/GP120 und identifizierte diejenigen
Aminosduren des GP120, die in einem besonders engen Kontakt zum CD4 stehen
und daher wahrscheinlich fiir die Bindung verantwortlich sind (Abbildung 14).48
Abbildung 15 zeigt die Aminsdureabfolge des GP120. Die blasser dargestellten
Bereiche wurden in dem GP120-Konstrukt fiir die Rontgenstruktur
herausgeschnitten. Rot hervorgehoben sind diejenigen Peptide, die in der

Rontgenstrukturanalyse besonders nahe am CD4 stehen. Gelb unterlegt sind die
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Peptide NMWQKYV und TPL, die ohne Lagednderung tiber ein Glycin verbriickt
werden konnen und so das Peptidkonstrukt NMWQKVGTPL 2 ergeben. Dies zeigt
eine 6 mM Dissoziationskonstante zum CD4 und inhibiert in einem Virusinhibitions-

Assay?® in vitro die Infektion von Zellen mit HIV.
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Abbildung 15: Die Aminosdureabfolge von GP120. Blasser dargestellte Bereiche sind fiir die
Rontgenstrukturanalyse entfernt worden, die rot hervorgehobenen Peptide zeigen im Kristall

einen besonders engen Kontakt zum CD4.

Saturation Transfer Difference (STD) NMR-Untersuchungen (vergleiche 2.3.2) des
Peptids NMWQKVGTPL 2 zeigten eine Beteiligung der hervorgehobenen Gruppen
(Abbildung 16) bei der Bindung zum CD4.
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Abbildung 16 : Bindungsepitop des Peptids NMWQKVGTPL 2 an CD4 bestimmt mit STD-NMR
(TOCSY bzw. HSQC).

1.4 Vergleich der CD4-GP120- und der CD4-MHC Klasse lI-Protein-

Wechselwirkung

Der nattirliche Bindungspartner von CD4 sind die MHC Klasse II-Proteine. Diese
sind ftir die Aktivierung der zelluldren Immunantwort zustindig. Wie die
Rontgenstrukturanalyse eines Komplexes aus einem humanen CD4 und einem
murinen MHC Klasse II-Protein zeigt, wird dieselbe Bindungsregion des CD4 wie
bei der Bindung an GP120 verwendet, wobei vor allem dem Phes; des CD4 eine
entscheidende Bedeutung zukommt.>0 GP120 hat jedoch eine grofiere Kontaktfldche
zum CD4 als die MHC Klasse II-Proteine.5! Dies fiihrt dazu, dass GP120 stirker als
MHC Klasse II-Proteine gebunden werden, was ein Grund dafiir ist, warum HIV
immunsupprimierend wirkt. Wenn Substanzen gefunden werden konnen, die an
Bereiche des CD4 binden, die nur vom GP120, aber nicht von den MHC Klasse II-
Proteinen erkannt werden, erdffnet sich die Moglichkeit, selektive Inhibitoren der

CD4/GP120-Wechselwirkung zu entwickeln.
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2 Methoden

In diesem Kapitel wird eine kurze Einfiihrung in die in dieser Arbeit verwendeten

Methoden gegeben.

2.1 Molecular Modelling

Man versteht unter molecular modelling die Darstellung, Berechnung und Bearbeitung
von dreidimensionalen Molekiilstrukturen mit Hilfe von Computerprogrammen.?
Durch den Einsatz leistungsfahiger Computer ist es inzwischen moglich geworden,
auch sehr komplexe Systeme wie Protein-Protein-Wechselwirkungen zu modellieren.
Dabei kann man auch dynamische Untersuchungen durchfiihren, und ist bei
spateren  Fragestellungen nicht nur auf die statischen Daten der
Rontgenstrukturanalyse angewiesen. Mit Hilfe der auf einem Kraftfeld basierenden
MD-Rechenverfahren und Minimierungen kommt man von kristallographischen
Daten oder im Rechner generierten neuen Strukturen zu den in einem (lokalen)
energetischen Minimum befindlichen Konformationen der Molekiile und dem
dynamischen Verhalten der Verbindungen. Es ist bei allen weiteren Schritten des
molecular modellings essentiell, mit einer minimierten, und daher plausiblen
Startkonformation zu beginnen, um verniinftige Ergebnisse zu bekommen.

Wenn in der Rontgenstrukturanalyse oder einer NMR-bestimmten Struktur eines
Proteins die Bindungsregion eines Liganden identifiziert werden konnte, so kann
man mit einem Docking weitere Molekiile in diese Bindungsregion einpassen. Dabei
werden die Liganden moglichst flexibel gehalten, um ihre Konformation zu
optimieren. Eine scoring Funktion findet die fiir die Wechselwirkungen giinstigsten
Konformationen heraus, mit denen dann weitergearbeitet werden kann. Das in
dieser Arbeit verwendete Programm Flexidock arbeitet dabei mit einem genetischen
Algorithmus, der fiir Energieminimierungen besonders geeignet ist. Er basiert auf
den Regeln der biologischen Evolution und begiinstigt in einem iterativen Verfahren
die Generierung von Strukturen mit besonders guten Wechselwirkungen. Vom

Programm werden die van der Waals-, elektrostatischen und Torsionsenergien des
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Tripos-Kraftfeldes berticksichtigt. Um einen denkbaren induced fit des Liganden an
den Rezeptor berticksichtigen zu kénnen, gibt es die Moglichkeit, auch Teile des
Rezeptors beweglich zu halten.

Bei einem de novo Design geht man von einer aufgekldrten oder putativen
Bindungsregion eines Proteins aus, ohne jedoch einen bekannten Liganden vorliegen
zu haben. Durch Analyse der Bindungsregion konnen die lipophilen Regionen,
mogliche Wasserstoffbriickenbindungsdonoren bzw. -akzeptoren etc. heraus-
gefunden werden. Daraufhin werden komplementdre Strukturen (z.B. eine
Carboxylfunktion in der Néhe einer Arg- oder Lys-Seitenkette) aus einer Datenbank
an diese hot spots angepasst und anschlieflend miteinander verbunden. Leider ist das
Verstdandnis der Protein-Ligand-Wechselwirkungen noch nicht so gut, dass
allgemeingiiltige, in mathematische Formeln umsetzbare Regeln formuliert und
damit diese Wechselwirkungen im Computer perfekt simuliert werden konnten. Bei
tieferen Bindungstaschen kommt man mit dieser Methode zu brauchbaren
Ergebnissen, wéahrend grofiflachige Bindungsareale auf der Oberfldche (wie bei der

CD4-GP120-Wechselwirkung) meist nicht richtig bewertet werden.

2.2 Charakterisierung und Konformationsanalyse von Peptiden

Bei komplizierten Molekiilen hoher Molmasse reichen 1D-NMR Spektren nicht mehr
aus, um ihre Struktur aufzukldren. Sehr hilfreich sind hingegen 2D-Spektren.>? Im
TOCSY findet man alle Protonen eines Spinsystems in einer Spur. So kann man z.B.
bei Oligoamiden wie den Peptiden die einzelnen Aminosduren einfach
unterscheiden. Besonders gut gelingt dies im NH-Bereich des Spektrums, da hier die
Protonen besonders gut dispergiert sind. NOESY- bzw. ROESY-Spektren, deren
Kreuzsignale auf Grund dipolarer Kopplung durch den Raum zu Stande kommen,
ermoglichen einem die Ermittlung der Reihenfolge der Spinsysteme, da hier eine
Kopplung tiber die Amidbindung hinweg moglich ist (Kontakt NHasx-Hoasx1).
Zusdtzlich konnen diese Spektren genutzt werden, Sekundérstrukturen
nachzuweisen, wenn weiter entfernte Protonen ein Kreuzsignal ergeben. Diese Daten

konnen mit molecular modelling zu einem dreidimensionalen Modell umgesetzt
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werden. Teilweise tiberlappen die Signale verschiedener Protonen sehr stark, hier
konnen HSQC- oder HMBC-Spektren weiterhelfen, da man hier Protonen den an sie
gebundenen Kohlenstoffen zuordnen kann. Letztere unterscheiden sich in ihrer
chemischen Verschiebung starker. TH-TH-COSY-Spektren bzw. TOCSY-Spektren mit
kurzer Mischzeit konnen in Ringsystemen und Ketten fiir die Zuordnung der
genauen Abfolge der Atome genutzt werden. Die Konformation des backbones kann
auch tiber die Analyse der 3J-Kopplungskonstanten zwischen NH- und Ha-Protonen
genauer bestimmt werden.

Massenspektren von Verbindungen mit hoher Molmasse sind mit den klassischen
Methoden hdufig nicht zu bekommen. Die matrix assisted laser desorption ionization -
time of flight — mass spectrometry (MALDI-TOF-MS) und die electron spray ionization -
mass spectrometry (ESI-MS) haben hier Abhilfe geschaffen.>® Durch ihre besonderen
Ionisierungsmethoden werden hier vor allem die Molekiilpeaks und nicht nur
Bruchstiicke der zu untersuchenden Verbindungen nachgewiesen. Mit MALDI-TOF-
MS konnen auch aus Gemischen und Losungen (z.B. HPLC-Fraktionen) schnell gute

Spektren gewonnen werden.

2.3 Bindungsstudien

Zur Bestimmung von Bindungskonstanten und Bindungsepitopen wurden in der

vorliegenden Arbeit zwei verschiedene Methoden verwendet.

2.3.1 Surface Plasmon Resonance (SPR)

Die SPR verwendet ein heterogenes Messsystem.>* Im vorliegenden Fall wurde das
CD4 auf einer carboxymethylierten Dextranmatrix, die auf einer diinnen Goldfolie
aufgebracht war (CM5-Chip von Biacore), kovalent verankert und der jeweilige
Ligand in gelostem Zustand tber diese Oberfliche geleitet. Bei einem
Bindungsereignis kommt es zu einer Massenzunahme an der Oberfldche und damit
zu einem verdnderten Brechungsindex. Dieser wirkt direkt auf die Plasmonen der
Goldschicht, was durch die Anderung des Totalreflexionswinkels eingestrahlten

Lichtes detektiert werden kann. Mit Hilfe der einzelnen Messkurven (siehe
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Abbildung 17) kénnen Assoziations- und Dissoziationskonstanten sowie kinetische

Daten gewonnen werden.
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Abbildung 17 : Typische Messkurve eines SPR Experiments.

Bei einem angenommen one-site binding Modell verhalten sich die im SPR
gemessenen response units (RU) im steady state proportional zur Konzentration,
gemdfs der Gleichung1. Trdgt man die Gleichgewichts-RU-Werte gegen die
Konzentration auf, so erhdlt man durch eine Regressionsanalyse eine Funktion,
deren Wert bei RUmax/2 der Dissoziationskonstante Kp entspricht.

*
_ RU . * conc.

RU
K, + conc.

Gleichung 1 : one-site binding Modell

Die Methode ist schnell und sehr empfindlich. 1 RU entspricht in etwa 1 pg
gebundenem Material. Da das Basislinienrauschen bei dem verwendeten
Biacore 3000 kleiner als 0.1 RU ist, kann die Bindung von wenigen 100 fg Material

detektiert werden.
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2.3.2 Die Saturation Transfer Difference (STD)-NMR Spektroskopie

Die STD-NMR-Spektroskopie ist eine leistungsfdhige Methode, um biomolekulare
Interaktionen zwischen Proteinen und Liganden zu untersuchen. 56 Mit dem STD-
NMR-Verfahren konnen Substanzbibliotheken gescreent, Dissoziationskonstanten
bestimmt und Bindungsepitope des Liganden genau charakterisiert werden.5”- % Eine

schematische Darstellung ist in Abbildung 18 zu sehen.
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Abbildung 18: Prinzip der saturation transfer difference NMR Spektroskopie. Die selektive

Sittigung des Proteins wird auf einen Liganden iibertragen, der in Losung detektiert werden kann.

Bei der Messung wird das Protein selektiv gesattigt. Dies ist moglich, da Proteine
durch Linienverbreiterung Resonanzen in Bereichen besitzt, in denen kleine

Molekiile keine aufweisen. Diese Sittigung wird auf Liganden des Proteins wahrend
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der Bindung tibertragen, und sie wird in Losung nach der Dissoziation beibehalten.
Dadurch werden die Signale des Liganden im NMR-Spektrum verringert. Ein
Differenzspektrum aus diesem on-resonance Spektrum und einem off-resonance
Spektrum (ohne Sittigung des Proteins) enthdlt nun die Signale des Liganden.
Nichtbinder erscheinen nicht im Spektrum, und die Signale des Proteins konnen z.B.
durch ein Spinlockfeld herausgefiltert werden. Da Molekiilgruppen von Liganden,
die in engem raumlichen Kontakt zum Protein stehen, effektiver gesittigt werden als
andere, spiegelt die Intensitit des STD-Signals die rdumliche Né&he der
verschiedenen Molekilgruppen zum Protein wieder. Dies kann man zur
Bestimmung des Bindungsepitops nutzen. Der Intensitdtsvergleich des Integrals
eines individuellen Protons im STD Spektrum mit dem im herkémmlichen Spektrum

wird im Allgemeinen durch die rel. STD% angegeben (Gleichung 2)

Integral (STD — Spektrum) , 2* Scanzahl (Referenzspektrum)
Integral (Referenzspektrum) Scanzahl (STD — Spektrum)

rel. STD% =

Gleichung 2: Definition der rel. STD %.

Der STD-Amplifikationsfaktor ergibt sich aus dem Produkt der rel. STD % eines
Protons mit dem Ligandiiberschuss in der Probe. Eine Auftragung des STD-
Amplifikationsfaktors gegeniiber der Konzentration folgt ebenfalls in guter
Néherung der Gleichung des one-site binding Modells. Eine Regressionsanalyse
vergleichbar der aus Gleichung 1 ergibt auch hier die Dissoziationskonstanten.
Inzwischen ist eine Anpassung der Daten an eine variierte Gleichung vorgeschlagen
worden, die die fiir die STD-NMR-Spektroskopie wichtige Relaxationszeit des
betrachteten Protons und die Sattigungszeit berticksichtigt.

Die STD-NMR-Spektroskopie ldsst sich mit allen bekannten Pulsprogrammen
kombinieren, und man kann mit ihr Bindungen in einem groflen Kp-Wertebereich
untersuchen (pM-mM). Wichtiger als die Dissoziationskonstante fiir die Anwendung
des STD-NMR-Verfahrens ist jedoch die Geschwindigkeitskonstante der
Dissoziationsreaktion. Bei einer zu schnellen Dissoziation kann nicht gentigend

Sattigung auf den Liganden tibertragen werden, so dass Spektren mit einem sehr
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schlechten Signal/Rausch-Verhiltnis entstehen. Bleibt der Ligand zu lange am
Protein gebunden, dann sind zu wenig gesittigte Liganden in Losung vorhanden,
die detektiert werden konnen. Dies fithrt zum selben Problem. Es gibt also Protein-
Ligand-Systeme, die auf Grund ihrer Kinetik nicht mit STD-NMR untersucht werden
konnen.

Die STD-NMR-Methode ist inzwischen erfolgreich auf Festphasensysteme,
Transmembranproteine, die in Liposomen eingebettet waren,®® und sogar auf ganze

Zellen iibertragen worden.6!
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3 Aufgabenstellung

Jan Wiiltken entwickelte wiahrend seiner Doktorarbeit das vom Hiillprotein GP120
des HIV abgeleitete Peptid NMWQKVGTPL 2 (siehe Abbildung 19). Dieses bindet an

den humanen CD4 Rezeptor.
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Abbildung 19: Die peptidische Leitstruktur NMWQKVGTPL 2.

Trotz seiner geringen Bindungskonstante von Kp = 6 mM zeigt es schon eine

antivirale Aktivitédt in einem Virus-Neutralisations-Assay gegentiber dem HIV .48

Ausgehend von diesem Peptid und dem mit STD-NMR bestimmten Bindungsepitop
sollen zundchst mit Hilfe von molecular modelling peptidomimetische Strukturen
entworfen und anschlieffend synthetisiert werden, die giinstigere pharmakologische
Eigenschaften als das Leitpeptid aufweisen, inbesondere eine bessere
Bindungskonstante, eine hohere Proteolysestabilitit sowie ein geringeres
Molekulargewicht.

Die synthetisierten Verbindungen sollen mit Hilfe von MALDI-TOF-Spektrometrie
und NMR-Spektroskopie charakterisiert werden. Die Bindung an CD4 soll mit SPR
und STD-NMR verifiziert und quantifiziert werden. Weiterhin soll die proteolytische

Stabilitdt untersucht werden.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Molecular Dynamics Rechnung der Rontgenstruktur

Um das Bindungsepitop des CD4 zum Peptidkonstrukt NMWQKVGTPL 2 genau
beschreiben zu konnen, wurde zundchst die Rontgenstruktur von CD4 im Komplex
mit GP120 und einem GP120-Antikorper analysiert. Dazu wurden die Rohdaten der
Rontgenstruktur von Kwong et al. (PDB-Code 1gcl) mit SYBYL bearbeitet.4”
Zundchst wurden die Wasserstoffe ergédnzt, die in der Rontgenstrukturanalyse von
Proteinen nicht aufgelost werden. Die daraus erhaltene Struktur war energetisch sehr
ungiinstig, da die zugeftigten Wasserstoffatome teilweise miteinander oder mit
anderen Teilen des Molekiils tiberlappten. Um dieses Problem zu beheben, wurde
eine Energieminimierung (1000 Schritte) durchgefiihrt. Darauffolgend wurden der
Antikorper, alle Zucker und Wassermolekiile und alle Aminosduren des GP120 bis
auf NopsMWQKVy30 und T123PL12s entfernt. Im Anschluss wurden die beiden Peptide
mit einem neu eingefiigten Glycin verbunden und minimiert. Die Aminosduren
NMWQK und PL wurden dabei fixiert, um das Peptid in der Bindungsregion zu
halten. Anschlieflend wurde in einer Wasserbox eine Molekiildynamik-Simulation
von 100 ps berechnet und die energetisch giinstigste Konformation zur Bestimmung
des Bindungsepitops auf dem CD4 benutzt. Dieses wird durch die Peptide Q40GSF43
und RseSLWDQGes sowie das Sz gebildet (vergleiche Abbildung 20). Besonders
hervorzuheben sind dabei folgende Wechselwirkungen von Aminosduren der
Leitstruktur:

- Tryptophan mit Sers> und Phess

- die Aminogruppe des Lysins mit der Carboxylatgruppe des Aspes

- die hydrophobe Interaktion zwischen Threonin und Leucin mit Serso und Leus:.

- die Valin-Seitenkette wird eingebettet durch Trpe> (,Boden”), Sers> und Phess, Argso

und Sereo, Aspss sowie Seras (,Seitenwéande™).
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Abbildung 20: Stereodarstellung von CD4 (blau) mit dem Peptidbindungsepitop (orange) und dem
Peptid NMWQKVGTPL (weif)

4.2 in silico Alanin-Scan

Um zu verifizieren, dass das Programm Flexidock geeignet ist, die Bindung von
Liganden an CD4 korrekt vorherzusagen, wurde ein in silico Alanin-Scan der
Leitstruktur NMWQKVGTPL durchgefiihrt. Zuerst wurde tiber mehrere 100 000
Generationen die Leitstruktur gedockt, bis sich keine Anderung der
Wechselwirkungsenergie mehr erreichen liefs. Daraufhin wurde jede Aminosdure
des Peptids einmal durch Alanin ersetzt und ebenso das lokale Energieminimum
gesucht. Dazu wurden nicht mehr als 100000 Generationen gebraucht. Die
Aminosduren des CD4, die an der Wechselwirkung beteiligt sind (s.0.), wurden
dabei beweglich gehalten, um Verdnderungen in der Ligandstruktur besser
molekular erkennen zu konnen, also einen induced fit zu modellieren. Da vom
Programm polare Interaktionen viel stiarker gewichtet werden als unpolare, wurden
die Aminosduren in zwei Gruppen eingeteilt, die getrennt betrachtet wurden (siehe

Tabellen 1 und 2).
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Aminosduren mit polaren Interaktionen:

Aminosiure AE [kcal/mol]
Lys -> Ala 58.2
GIn -> Ala 19.2
Asn -> Ala 14.8

Tabelle 1: AE nach der Ersetzung der polare Interaktionen eingehenden Aminosiuren durch Alanin
im Docking.

Die Ersetzung von Lysin hat einen drei mal grofleren Einfluss auf die berechnete
Bindungsenergie als die Ersetzung von Glutamin oder Asparagin; dies stimmt mit
dem STD epitope mapping tiberein und unterstreicht die Bedeutung der basischen
Aminosdure Lys, die einen direkten Kontakt zum Asps; des CD4 eingehen kann, fiir
die Bindung zum CD4. Weder Glutamin noch Asparagin zeigen im Modelling einen

direkten Kontakt zum CD4 (vergleiche Abbildung 20).

Aminosduren mit unpolaren Interaktionen:

Aminosiure AE [kcal/mol]
Gly -> Ala 8.1

Leu -> Ala 74

Trp -> Ala 7.2

Val -> Ala 6.1

Thr -> Ala 5.7

Pro -> Ala -0.5

Met -> Ala -5.2

Tabelle 2: AE nach dem Austausch der unpolare Interaktionen eingehenden Aminosiduren durch

Alanin im Docking.

In diese Gruppe wurden neben den natiirlichen” Mitgliedern Leu, Trp, Val, Pro und
Met auch Gly und Thr aufgenommen. Gly gehort von sich aus zu keiner der beiden
Gruppen, und zeigt weder im epitope mapping (vergleiche Abbildung 16) noch in den
gemodellten Strukturen (vergleiche Abbildung 21) einen direkten Kontakt zum CD4.
Dennoch erscheint eine Ersetzung durch Ala ungtinstig. Da Glycin eine konformativ

sehr flexible Aminosdure ist, kann sich die giinstige Energie daraus ergeben, dass
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Glycin den anderen Aminosduren eine ideale Wechselwirkung mit der CD4-
Oberfldche erlaubt.

Threonin ist eine polare Aminosdure, hat jedoch durch die Methylgruppe auch die
Moglichkeit fiir unpolare Interaktionen. Auf der CD4-Oberfldche findet sich keine
polare Gruppe als Bindungspartner, so dass davon auszugehen ist, dass die
Wechselwirkung mit dem CD4 in diesem Fall eher von hydrophober Natur ist. Dies
wird durch das STD-NMR epitope mapping gestiitzt, das eine Wechselwirkung der
Threonin-Hy-Protonen, aber nicht des HB-Protons zeigt.

Die Ersetzung der STD-aktiven Aminosduren Leucin, Tryptophan, Valin und
Threonin fiihrt zu einer geringeren berechneten Bindungsenergie, wahrend die
Ersetzung der nicht-STD-aktiven Aminosdure Methionin energetisch vorteilhaft ist.
Diese zeigt auch im Modelling keinen direkten Kontakt zum CD4. Kaum eine
Anderung tritt bei der Ersetzung von Prolin durch Alanin auf, wobei anzumerken
ist, dass hier die STD-aktiven B-Protonen erhalten bleiben. Das Docking kann leider
nicht erkldren, warum das Prolin oder das Tryptophan einen deutlichen Beitrag zur

Bindung leisten sollen.

Abbildung 21: Stereodarstellung des gedockten Peptids NMWQKVGTPL (ball + stick) an CD4
(griin).
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Da das STD-epitope mapping und das Docking vergleichbare Aussagen geben, ist
diese Form des Modellings geeignet, die Bindung von peptidischen Liganden an

CD4 quantitativ zu beschreiben, sowie die Art der Wechselwirkung vorherzusagen.

4.3 Design der Liganden

Die Entwicklung neuer Liganden sollte Verbindungen ergeben, die bessere
pharmakologische Eigenschaften als die Leitstruktur haben. Also sollten die

Liganden folgende Eigenschaften haben:

Eigenschaft Zu erreichen durch

1. Niedrigerer Kp Entfernung der Gruppen, die ungiinstige
Wechselwirkungen hervorrufen.

Verdanderung der Gruppen, die giinstige
Interaktionen zeigen, um deren Eigenschaften zu
verstdrken.

Einfiihrung neuer Gruppen, die bisher nicht genutzte
Bindungsareale auf dem CD4 erschliefsen.

Giinstige Konformationen stabilisieren.

2. Hohere Proteolysestabilitdt | Ersetzung der peptidischen Bindung.
Verwendung von Aminosduren mit unnattirlichen

Seitenketten.
3. Geringere Molmasse Kleinere Molekiile entwerfen.
4. Giuinstigerer clogP Hydrophile Teile entfernen.

Tabelle 3: Ziele der Drug Design Phase und wie man sie erreichen kann.

Zunidchst wurde das achirale retro-Peptoid von 2 in silico erzeugt und das Docking
mit dem des Peptids verglichen, wobei das Peptoid energetisch deutlich ungtinstiger
war. Daher wurde auf eine weitere Untersuchung dieser Strukturen verzichtet.

Beim rationalen Design der Liganden auf Peptidbasis wurde nun folgendermafien
vorgegangen: Zundchst wurden alle Aminosduren der Leitstruktur entfernt, die
weder im STD epitope mapping noch im Alanin-Scan einen Beitrag zur Bindung
erkennen lieflen (also Asparagin, Methionin, Glutamin). Wahrend die Kern-Region
KVGTP der verbleibenden Aminosduren einen Kontakt zum CD4 zeigt (vor allem

Lysin mit der Bindung zum Aspe; und Valin in der hydrophoben Tasche, die von
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Trpe2 (Boden), Sers, Phess, Argso, Serso, Aspess sowie Serzs (Seitenwénde) gebildet
wird), zeigen Tryptophan und Leucin keine so genau zu erkldrenden
Wechselwirkungen. Daher liegt die Vermutung nahe, dass hier eher ungerichtete
Wechselwirkungen vom CD4 mit dem aromatischen System des Tryptophans bzw.
mit dem hydrophoben Rest des Leucins auftreten. Darum sollte man hier genauso
gunstige Wechselwirkungen erzielen kéonnen, wenn man diese Reste konservativ
ersetzt (d.h. das Indolsystem des Tryptophans durch andere Aromaten und den
Isobutylrest des Leucins durch andere hydrophobe Reste), so lange man durch einen
geeigneten Linker eine giinstige Anordnung dieser Reste erreichen kann. Dies wird
durch das Docking bestatigt: ein Austausch des Tryptophans durch verschiedene
Aromaten und des Leucins durch hydrophobe Reste fiihrt nicht zu einem Verlust der
Bindungsenergie. Aus diesen Uberlegungen resultierte das in Abbildung 22 gezeigte

Templat.
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Abbildung 22: vorliufiges Design der Liganden mit dem Kernpeptid KVGTP und zwei

austauschbaren endstindigen Gruppen.

Im Docking wurden nun zuerst nur die Kernregion untersucht, dann diese um
Aromaten bzw. hydrophobe Reste erweitert und zum Schluss die gesamten

Strukturen analysiert.

Docking der Kernregion:

Es konnte eine Bindungsaffinitit zum CD4 festgestellt werden, jedoch deutlich
geringer als bei dem Leitpeptid 2 (siehe Tabelle 4). Dies war durchaus zu erwarten,

da weniger Wechselwirkungen stattfinden.
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Der Austausch der Aminosdure Lysin durch Arginin zeigte eine bessere
Wechselwirkung des Lysins auf, da es anscheinend eine stabilere Wasserstoff-
briickenbindung mit Glue; eingehen kann als das etwas lingere Arginin. Dies steht
nicht im Einklang mit den Ergebnissen von Wiilfken und Moller, die durchweg
positive Effekte durch diese Ersetzung in SPR Untersuchungen nachweisen
konnten. 48, 62

Die Ersetzung des nicht an der Wechselwirkung zum CD4 beteiligten Glycins durch
Histidin und Glutaminsdure sollte zeigen, dass nicht nur hydrophobe Seitenketten
(wie beim Alanin), sondern auch basische und saure Seitenketten an dieser Position
ungiinstig sind. Richtig ist dabei, dass der Austausch durch Histidin eine deutliche
Verringerung der Bindungsenergie zur Folge hat. Die Ersetzung des Glycins durch
Glutamat hingegen wird von Flexidock energetisch giinstig eingeschitzt. Dies mag
auf einer potentiellen Wasserstoffbriickenbindung zum Serso beruhen. Diese
Wasserstoffbriickenbindung scheint jedoch auf Grund des Abstandes oder Winkels

nicht besonders stabil zu sein, da sie nur in wenigen Strukturen auftaucht.

Peptid Bindungsenergie
[kcal/mol]

NMWQKVGTPL  |-322

KVGTP -258

RVGTP -245

KVHTP -248

KVETP -309

Tabelle 4: Von Flexidock berechnete Bindungsenergien gedockter Variationen des Kernpeptids.

Der Austausch G->E wurde in einer ganzen Reihe von Verbindungen in silico
durchgefiihrt. Der durchschnittliche Energiegewinn bei der Ersetzung von Glycin

durch Glutamat betragt dabei 27 kcal/mol.

Docking der kurzen Peptide mit einem Aromaten:

Um eine breite Auswahl von Aromaten zu untersuchen, wurde in der Awvailable
Chemicals Database (ACD) eine Suche nach anellierten Systemen, bei denen zumindest

ein Ring aromatisch sein sollte, durchgefiihrt, und eine Auswahl (sieheAbbildung 23)
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dieser Verbindungen in silico tiber einen Linker an das Kernpeptid gekntipft.
Anschliefsend wurden diese Verbindungen gedockt (50 000-100 000 Generationen, bis

das lokale Energieminimum erreicht wurde).

Aromaten + Linker

(0)
|
R
P ehige energetech
n=0,1,23 O@ Aromaten

Cly?

einige energetisch
ungunstig beurteilte
Aromaten

Abbildung 23 : Aromaten, die iiber einen Linker an das Kernpeptid KVGTP gekniipft und gedockt

wurden.
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Wéahrend sich Naphthylsysteme und die ihnen verwandten Cumarin- und
Chinolinderivate als giinstig erweisen, binden Derivate des Isochinolins, Purins,
Benzodiazols, Biphenyls und Benzothiazols deutlich schlechter, teilweise binden sie
nur dann, wenn mehr als das Kernpeptid vorhanden ist (Tabelle 5). Einen weiteren
Einfluss auf die Bindungsenergien hat die Art des Linkers und die Position der
Substituenten am Aromaten. Grundsitzlich gesehen steigert die Anwesenheit eines
richtig verkniipften Aromaten die Bindungsenergie der Liganden zum CD4, wobei
noch immer eine geringere Energie als die des Peptids NMWQKVGTPL berechnet

wird.
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Verbindung Bindungsenergie
[kcal/mol]
NMWQKVGTPL -322
o -274

Gy e

-277

CH, 0
oo v e e
0”0

o}

-270

<\_N>\:</ OJ\K V G T P—ocooH

’ -264 (nur mit dem

N 0 " hydrophoben Rest,
> HJI\K V G T/N(l/O N sonst keine Aktivitét)
N T
ol

OQLK V G T P—coon -

-250 (nur mit dem
hydrophoben Rest,

[0}
N H
N KV G T/Q/O\H/NO sonst keine Aktivitit)
N 5

-234 (nur mit dem
0 Q H hydrophoben Rest,
KV G 1T O\H/N‘<:> sonst keine Aktivitit)
H
o (ohne Aktivitat)

S
@N»_ OJ\K V G T P—ocoon

Tabelle 5: Untersuchung verschiedener Aromaten mit Flexidock.

Als Linker wurden Ketten von 2-5 Kohlenstoff- und Heteroatomen verwendet, die
tiber eine amidische Bindung oder als Amin {iber die a-Aminogruppe des Lysins mit
dem restlichen Peptid verkniipft waren (siehe Tabelle 6). Bei den dreiatomigen
Linkern kamen besonders niedrige Energien fiir den Oxyacetyl-Linker heraus.
Waéhrend der kiirzere Linker schon von Flexidock energetisch ungtinstig beurteilt

wurde, schienen die ldngeren Linker aufgrund ihrer zu hohen Flexibilitat
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ungeeigneter als vom Programm vorhergesagt (vorrausichtlich haben diese

Substanzen schlechtere Bindungskinetiken).

Verbindung Bindungsenergie
[kcal/mol]
2 -274
oot ver e
P——cooH '264

KV G T P—ocoon |-261

7

°“"K V G T P—ocoon [-259

5

0 (Verlust der
KV G T P——cooH
-292

0

o/\)I\K V. G T P—coo
o)

OV\)J\K V G T P—c

-290

& |5

Tabelle 6: Untersuchung verschiedener Linker zum Aromaten mit Flexidock. Der Linker ist jeweils

an die a-Aminogruppe des Lysins gekniipft.

kurze Peptide + Carbamate:

Bei der in silico Verkniipfung des Kernpeptids KVGTP mit einem hydrophoben Rest
wurden folgende Verkntipfungsarten ausprobiert: (Thio)Carbamat, (Thio)Harnstoff,
Sulfonamid sowie B-Peptid (vergleiche Abbildung 7). Auf diese Weise sollte ein
nichtpeptidischer Baustein in das Zielmolekiil integriert werden. Als hydrophobe
Reste wurden zundchst tBu, Cyclohexyl sowie ein Ethylacetatderivat getestet. Dabei
stellte sich heraus, dass die Einfithrung des hydrophoben Restes an dieser Stelle eine
deutliche Steigerung der Bindungsenergie zur Folge hat (siehe Tabelle 7). Besonders
glinstig erschienen die Carbamate. Sie sind im Gegensatz zu den B-Peptiden starr
und leichter synthetisch zugénglich als Sulfonamide und auch die Harnstoffderivate.

Die Carbamate haben auch keine bekannten toxischen Eigenschaften, die
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Thioderivate dagegen hdufig besitzen. Die berechneten Bindungsenergien dieser
Konstrukte waren mit Ausnahme des B-Peptids, das keine Bindung zeigte, deutlich

glinstiger als die der Leitstruktur.

Verbindung Bindungsenergie
[kcal/mol]
NMWQKVGTPL -322
q/ '357
CH,
MK VG T\ O N——CH,
2 YL
o
-352
w—K V G T/“var“@
o
-346
o
NH,—K V. G T/Q/O\”/H\/lko/\CH
O
q -348
CH,
m—K V G T N o § CH,
2 v
S
-355
CH,
nH,—K VG T/Q/H “+CH3
T
0
-358

CH,
w—K V G T \N H+CH3
T o
s
o (Verlust der
\ CH, Bindung)
M—K V. G T H+CH3
CH,
-351
CH,
N H
N,—K VG T/Q/\SO/N+CH3
T

Tabelle 7: Untersuchung unterschiedlicher Linker vom Kernpeptid KVGTP zum hydrophoben

Rest mit Flexidock.
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Liganden:

Beim Docking der vollstindigen Liganden zeigt sich ein synergistischer Effekt von
Aromaten und Carbamaten; sie binden deutlich besser als das Peptid
NMWOQKVGTPL. Die entworfenen Liganden zeigen im Docking eine giinstigere
Wechselwirkung als das Originalpeptid und erfiillen vorraussichtlich viele
Anforderungen, die an pharmakologisch geeignetere Substanzen gestellt werden.
Gepriift werden kann dies allerdings nur durch Synthese und Analyse dieser
Substanzen. Zur Synthese wurden zwei Verbindungen ausgewdhlt (Liganden I und
II, Abbildung 24). Als Aromat-Linker-System wurde (2'-Naphthyloxy)essigsdure
verwendet, da es sich im Modelling als giinstig erwies und kommerziell verfiigbar
war. Beim Carbamatrest unterscheiden sich die Liganden I und II. Obwohl der tBu-
Rest im Docking die giinstigsten Wechselwirkungen zeigte (vergleiche Tabelle 7),
wurde von der Synthese Abstand genommen, da Schwierigkeiten mit seiner
Hydrolyseempfindlichkeit bei der sauren Abspaltung anderer Schutzgruppen
beftirchtet wurden. Statt dessen wurden der Cyclohexylrest (I) und das
Ethylacetatderivat (II) dargestellt. Das Docking (Abbildungen 25 und 26

) zeigt eine sehr gute Passform der Liganden. Besonders schon zu sehen ist die
Wechselwirkung Lysin-Aspes, die Ausnutzung der hydrophoben Tasche durch das
Valin und die Interaktion der hydrophoben Bereiche des N- und C-Terminus mit der
Oberfldche. Die berechneten Bindungsenergien von -376 kcal/mol (Ligand I) und
-377 kcal/mol (Ligand II) sind deutlich niedriger als von der Leistruktur 2
(-322 kcal/mol). In Tabelle 14, S. 86, wird die berechnete Bindungsenergie aller

synthetisierten Liganden gezeigt.
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Abbildung 24 : Liganden I und II

H,C~ “OH

Ligand |

ZT
b4

Ligand Il

Abbildung 25: Stereobild von Ligand I (ball + stick) gedockt an CD4 (als griine Oberfliche). Der
Ligand schmiegt sich deutlich besser an die Oberfliche an als das Peptid NMWQKVGTPL 2 (siehe

Abbildung 21).
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Abbildung 26: Stereobild von Ligand II (ball + stick) gedockt an CD4 (als griine Oberfliche). Der

Bindungsmodus gleicht dem von Ligand I.

4.4 Synthese der Liganden | und Il
1. Uberpriifung der Carbamatkupplung

Fiir die Synthese von Carbamaten gibt es eine Reihe von Moglichkeiten, die
Alkoholyse von den kommerziell in einer grofsen Vielfalt verfiigbaren Isocyanaten ist
jedoch die einfachste Losung. Diese Reaktion kann durch die Verwendung von
Lewis-aciden Metallhalogeniden katalysiert werden.®® Um eine geeignete Methode
herauszufinden, wurde Boc-L-Prolinol 3 nach der Vorschrift von Duggan et al. in
DMF mit tert-Butylisocyanat unter Zusatz von CuCl zur Reaktion gebracht
(Abbildung 27).64 Die Aufarbeitung verlief problemlos, und die Ausbeute von 80%
war zufriedenstellend. Daher wurde diese Methode in der Arbeit fiir alle

Carbamatsynthesen benutzt.
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Abbildung 27: Carbamatsynthese durch die Cu(I)-katalysierte Reaktion eines primidren Alkohols

mit einem Isocyanat und unerwiinschte Nebenreaktion bei Isocyanatiiberschuss.

2. Synthese der Liganden

Um die Synthese moglichst komfortabel zu gestalten, wurde sie zweistufig geplant.
Zundichst sollten die Amidbindungen (peptidischer Teil und Aromat) als Festphasen-
synthese gekniipft werden und nach Abspaltung vom Harz die Carbamatkupplung
in Losung stattfinden. Dazu war es notwendig, eine orthogonale Schutz-
gruppenstrategie zu verwenden, die die Abspaltung des freien Alkohols vom Harz
zuldsst, aber die Seitenkettenschutzgruppen von Threonin und Lysin erhalt.

Daher wurde zunidchst als Test versucht, N-Boc-L-Prolinol 3 manuell an ein
chlormethyliertes Polystyrol-Harz (Merrifield-Harz) zu kuppeln, und dann nach
Abspaltung der Boc-Gruppe und Verkniipfung mit zwei weiteren Aminosduren nach
Fmoc-Strategie, das entstandene Peptid durch Hydrogenolyse vom Harz abzuspalten
(Abbildung 28).%> Dabei sollten die Seitenkettenschutzgruppen erhalten bleiben. Die
Ankniipfung an das Harz und die Kupplung weiterer Aminosduren verlief
erfolgreich, wenn auch mit méafligen Ausbeuten (28% nach der ersten Aminosédure,
bestimmt tiber den Fmoc-Wert). Alle Abspaltversuche auf diesem Wege waren

jedoch nicht erfolgreich.
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Abbildung 28: Erste Syntheseversuche zur Darstellung der entworfenen Liganden. 3 wird iiber die
Hydroxyfunktion an ein Merrifield-Harz gebunden. Nach Abspaltung der Boc-Gruppe findet eine
Fmoc-Peptidsynthese statt und das Produkt sollte hydrogenolytisch vom Harz abgespalten werden.

Versuche zu dieser Synthese blieben erfolglos.

Der erfolgreiche Synthesezugang zu den Liganden startet mit dem tuber die

Hydroxylfunktion an ein 2’-Chlorotritylharz gebundenen Aminoalkohol L-Prolinol
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(vergleiche Abbildung 29). An diesen wurden die Fmoc-geschiitzten Aminosduren in
DMF unter dem Zusatz von TBTU/DIPEA als Aktivator gekniipft und Fmoc mit
20 % Piperidin in DMF abgespalten. Die (2'Naphthyloxy)essigsdure kann unter
denselben Bedingungen an der Festphase an das Peptidomimetikum gekntipft
werden. Die entstehende Amidbindung ist unter den weiteren Synthesebedingungen
stabil, sollte aber nicht von Proteasen erkannt werden. Wird das Harz nun mit 1 %
TFA in Dichlormethan behandelt, so wird das Peptidomimetikum vom Harz
abgespalten, wobei alle Seitenkettenschutzgruppen erhalten bleiben. Die Analyse
mittels MALDI-TOF-MS zeigte, dass das Hauptprodukt eine Verbindung war, die
96 g/mol schwerer war als erwartet. Es wurde angenommen, dass der primdre
Alkohol hierbei als TFA-Ester vorliegt, der durch Schiitteln mit Natriumcarbonat-
Losung und Ionentauscher Amberlyst A-21 hydrolysiert werden konnte.
Anschlieffend kann man den primédren Alkohol der Prolinoleinheit selektiv mit
einem Isocyanat Kupfer(I)-katalysiert zu einem Carbamat umsetzen. Dabei kann nur
im 1:1-Verhiltnis gearbeitet werden, da sonst die Gefahr von Nebenreaktionen
zunimmt (vergleiche Abbildung 27).

Beim Extrahieren in einem H>O/EE-System kam es bei den ersten Aufarbeitungen zu
storenden Niederschligen von Kupfersalzen. Eine deutliche Verbesserung konnte
durch den Zusatz von NHsHCO3 zur wéssrigen Phase erreicht werden. Das Kupfer
wird dann als Kupfer-Amin-Komplex abgetrennt, was durch die Blaufdrbung
deutlich erkennbar ist. Auch der Wechsel zu Dichlormethan als organische Phase
erleichterte die Aufarbeitung. Die saure Schutzgruppenabspaltung in 95 % TFA
zersetzt das Carbamat nicht, da keine aktivierte C-O-Bindung im Carbamat (wie z.B.
bei der Boc-Schutzgruppe) vorliegt. Das Peptidomimetikum kann per RP-HPLC

gereinigt werden.
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Peptidsynthese
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Abbildung 29: Synthese der Liganden I und II
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Die Synthese wurde mehrere Male durchgefiihrt, wobei die Bedingungen optimiert
wurden. Die erste, manuelle Synthese gab die Moglichkeit, mit Hilfe der Fmoc-Werte
bei der Schutzgruppenabspaltung den Kupplungserfolg zu tiberpriifen. Dabei wurde
festgestellt, dass vor allem die Kupplungen an das Prolinol und das Valin in extrem
schlechten Ausbeuten abliefen (jeweils 40 %). Eine zufriedenstellende Ausbeute
konnte erreicht werden, wenn dreimal fir 120 min frisches Reagenz zum Ansatz
gegeben wurde. Dies ergab nach der Kupplung der vier Aminosduren eine
Gesamtausbeute von 65-70 % (gemdfS Fmoc-Wert). Synthesen auf dem
Durchflusssynthesizer waren nicht moéglich, da das Harz eine zu hohe Belegung hat
und dadurch die Harzmenge fir die Sdulen zu gering war. Eine deutliche
Arbeitserleichterung konnte durch die Verwendung des automatischen
Pipettierroboters ACT 496 Q erreicht werden, wobei die Ausbeuten denen der
Handkupplung entsprachen. Die Abspaltung ergab eine Rohausbeute von 30-35 %.
Diese konnte auch durch wiederholtes Abspalten nicht gesteigert werden; das heifst,
die Verkniipfung mit den Arenoxycarbonsduren verlduft nur mit etwa 50 %
Ausbeute. Dies konnte nicht verbessert werden. Alle freien Zwischenprodukte und
die Produkte konnten per MALDI-TOF-Spektrometrie nachgewiesen werden, wobei
sich eine CCA-Matrix in EtOH/H2O als besonders giinstig erwies. Die Aufreinigung
erfolgte erst nach der letzten Schutzgruppenabspaltung per HPLC an einer
praparativen C18-RP Sdule.

Ausbeute insgesamt (nach HPLC-Reinigung):

Ligand I: 5 % (14 % bezogen auf das Rohprodukt nach der Abspaltung vom Harz)
Ligand II: 6 % (17 % bezogen auf das Rohprodukt nach der Abspaltung vom Harz)

4.5 Struktur- und Konformationsanalyse der beiden Liganden

Wéhrend im MALDI-TOF-Spektrum und im HPLC-Chromatogramm nur eine
Substanz nachgewiesen werden konnte, so zeigten sich im NH-Bereich der 2D-NMR-

Spektren jeweils zwei Spuren pro Aminosdure (siehe Abbildung 30). Besonders
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grofle Unterschiede in der chemischen Verschiebung war fiir die NH- und Ho-

Protonen zu entdecken.
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Abbildung 30: NH-Bereich des TOCSY Spektrums von Ligand I (500 MHz, 290 K, pH 2). Fiir jedes

backbone-NH sind zwei Spuren zu sehen, die bei 320 K im Verhiltnis von ca. 2.3:1 sind.

Dies beruht wahrscheinlich auf einem Konformerengleichgewicht zwischen den
beiden Threonin-Prolinol-Amidbindungs-Rotameren (trans : cis, vergleiche
Abbildung 31), das fur Ligand I bei 320 K etwa 2.3:1 zueinander betrégt
(Bestimmung tiber die Hy-Protonen des Valins im 1D-"H-presat-Spektrum
(700 MHz). Leider lasst sich das Verhaltnis bei anderen Temperaturen nicht genau
bestimmen, da die Signale im 1D-'H-Spektrum tiberlappen; die einzig gut

aufgespaltenen Signale, die NH-Protonen, konnen nicht gut integriert werden.
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Abbildung 31: Die Rotamere der trans und cis Threonin-Prolinol Amidbindung stehen bei den
Liganden in einem thermodynamischen Gleichgewicht. Das Verhiltnis betrigt fiir Ligand I bei
320 K etwa 2.3:1.

Modelling und allgemeine Erfahrung sprechen dafiir, dass die stabilere der beiden
Formen die trans-Form ist und diese auch besser an CD4 bindet. Daftir spricht auch
der geringe Unterschied der chemischen Verschiebungen von CB und Cy des
Prolinols von nur ca. 2-3 ppm. Bei Prolinen liegt die chemische Verschiebung der
beiden Kohlenstoffe bei einer cis-Amidbindung deutlich weiter auseinander (ca.

9 ppm), wahrend bei trans-Amidbindungen ein Unterschied von 4 ppm normal ist.%6

4.6 Biacore-Ergebnisse

Die beiden Liganden wurden auf einem Biacore-3000 vermessen. Es wurde ein CM5-
Chip verwendet, der von Heiko Moller und Jan Wiilfken mit 6200 RU CD4
(=138 fmol) belegt wurde. Um die Aktivitit des CD4 zu uberpriifen, wurde eine
250 nM Losung von GP120 tiber den Chip geleitet (5 pnL/min Flussrate, Kontaktzeit
660 s) und die Kurve extrapoliert. Dies ergab eine Aktivitit von 10 % des
immobilisierten CD4 (entsprechend 11 fmol aktives CD4 ).

Die Liganden selbst wurden in HBS-EP-Puffer, pH 7.4 gelost und folgende
Konzentrationen wurden jeweils doppelt, angefangen bei der kleinsten, vermessen.
Ligand I: 2, 4, 8, 16, 32, 64, 125, 250, 500, 1000 uM

Ligand II: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 13, 20, 30, 50, 125, 250, 500 und 1000 uM

Die Proben wurden mit einer Flussrate von 15 pL/min und einer Kontaktzeit von
120 s tiber den Chip geleitet, was zumindest bei den geringeren Konzentrationen
zum steady state fiihrte. Vor der Injektion einer Ligandlosung wurde eine

Pufferinjektion unter denselben Bedingungen durchgefiihrt, die theoretisch keinen
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beobachtbaren Biacore-Effekt haben sollte. Dies war jedoch nicht der Fall:
Pufferinjektionen fiihrten zu einem Signal, das in den meisten Fillen schwach
negativ war. Dies ist nicht eindeutig zu erklédren; evtl. fiithrt ein ldngeres Stehen des
Puffers an der Luft durch Aufnahme von Gasen aus der Luft zu einer verdnderten
Dichte, die dann detektiert wird. Um diesen Effekt bei den Ligandproben
herauszurechnen, wurden die Puffer-Werte vor der Probeninjektion und vor der
nédchsten Konzentration gemittelt und den Messwerten subtrahiert. Der Chip wurde
entsprechend der Vorschrift von Jan Wiilfken mit zwei Pulsen 100 mM H3PO fiir je
32 s regeneriert. Diese Regeneration scheint nicht optimal zu sein (schwache baseline
drift), funktioniert jedoch im Rahmen der Genauigkeit gut genug. Ahnlich wie bei
den Untersuchungen von Jan Wiiltken und Heiko Moller mit diesem System kommt
es nicht zu einer Sittigung des Chips; nur die ersten Punkte verhalten sich wie in
einem one-site binding Modell, ab einer Konzentration von ca. 30 M hingegen steigt
die Kurve steil an, was auf unspezifische Bindung an das CD4 zurtickzuftihren ist.
Wenn jedoch nur die ersten Punkte zur Auswertung herangezogen werden, so
ergeben sich fiir den Liganden I ein Kp von 39 pM und fiir den Liganden II von
20 uM. Die y2- und R>-Werte zeigen die Giite des Fits an (wobei x2im Idealfall 0, R?
hingegen 1 ist). Im Fall von Ligand I betragen %2 = 0.0421 und R?= 0.9985, bei Ligand
II ist %2 = 0.04687 und R? = 0.98416. Es liegt also ein nahezu idealer Fit vor.
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Abbildung 32: Bestimmung von Kp des Liganden I mittels SPR. Ein Fit an die Funktion ergibt
einen Kp = 39 uM.
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Abbildung 33: Bestimmung des Kp-Wertes des Liganden II mittels SPR. Ein Fit an die Funktion
ergibt Kp = 20 uM.

Kinetische Daten konnten fiir die beiden Verbindungen aus den Biacore-Kurven
leider nicht bestimmt werden, da die Kurven dazu nicht gut genug waren (siehe
Abbildung 34). Abgeschitzt ergeben sich kon-Werte von ca. 4*103-3*10¢ M-1s1 und

kott-Werte von etwa 0.1-0.2 s1.
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Abbildung 34 : SPR-Kurve des Liganden I bei einer Konzentration 12 uM.

Die beiden Liganden wurden auch von der Firma Biacore auf einem Biacore S51 mit
dem gleichen Messprotokoll vermessen, wobei dem Probenpuffer 5% DMSO
zugesetzt wurde. Fir Ligand I wurde ein Kp=10pM und fir Ligand II der
Kp = 6 uM bestimmt. Leider waren die RUmax-Werte bei dieser Untersuchung sehr
gering, da nur wenig aktives CD4 nach der Immobilisierung erhalten wurde. Die
Reihenfolge der Liganden bleibt jedoch erhalten und der Kp-Bereich ist dem am
Biacore 3000 bestimmten sehr dhnlich. Allgemein wurde bei dieser Untersuchung
festgestellt, dass die Peptidomimetika weniger unspezifische Wechselwirkungen
zum CD4 eingehen als die untersuchten CD4 bindenden Peptide von Wiilfken und
Moller.

4.7 STD-Ergebnisse

Fir die STD-Titrationsexperimente wurden zwei NMR Proben mit 8.8 uM sCD4 in
einem PBS Puffer in D>O angesetzt. Eine der beiden Proben enthielt keinen Liganden,
die andere die hochste zu vermessende Konzentration des jeweiligen Liganden. Die
einzelnen Konzentrationen wurden durch Pipettieren eingestellt und die genaue
Konzentration durch Vergleich mit dem als internen Standard zugesetzten DSS

bestimmt.
54



Ergebnisse und Diskussion

4.7.1 Titration Ligand |

Die Titrationsreihe des Liganden I wurde am Bruker DRX 500 Spektrometer
vermessen. Die Datenpunkte konnen nach einem one-site binding Modell gefittet
werden (siehe Abbildung 35), wenn die Daten fiir die hochste Konzentration
(156 uM) nicht beachtet werden. Hier wurden bei allen betrachteten Protonen ein
deutlich hoherer Wert als erwartet gemessen. Bei dieser Konzentration trat
wahrscheinlich entweder ein Messfehler auf, oder aber unspezifische Assoziation an
das CD4 findet statt. Wenn auf diese Daten verzichtet wird, so konnen fiir die
beobachtbaren Protonen individuelle Kp-Werte zwischen 18 uM (Val-Hy) und
119 uM  (Pro-HBy/  Val-HB) bestimmt werden. Die unterschiedlichen
Dissoziationskonstanten sind in Tabelle 8 zusammengefasst. Das Auftreten
unterschiedlicher Kp-Werte fiir einzelne Protonen einer Verbindung kann
verschieden begriindet werden. Zum Einen zeigen diejenigen Protonen, die nahe am
Protein stehen, einen deutlicheren STD Effekt als diejenigen, die von ihm abgewandt
sind. Dieses zum epitope mapping verwendete Phidnomen fiihrt bei der Berechnung
der Kp-Werte zu Unterschieden zwischen einzelnen Protonen. Bei denjenigen
Protonen, bei denen es auf Grund von sehr dhnlichen chemischen Verschiebungen zu
Signaltiberlappung kommt, kommt es zu Fehlern, wenn auf diese Protonen durch
ihre unterschiedliche Stellung zum Protein unterschiedlich gut Saittigung tibertragen
wird. Der Kp-Wert wird dann aus dem Mittelwert eines gut und eines schlecht
erkennbaren Protons berechnet. Dies ist wahrscheinlich bei Naph-H4/5/8 sowie Pro-
Hpy / Val-HP der Fall. Der Kp wird am genauesten durch die Protonen bestimmt, die
am ndchsten am CD4 stehen. Wir erhalten somit einen mittleren Kp von 31 pM (unter
Berticksichtigung der Protonen Val-Hy, Cyclohexyl-H3 und Naphthyl-H6/7), was
dem per SPR bestimmten Wert (39 pM) im Rahmen der Messgenauigkeit entspricht.
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Abbildung 35: Gezeigt sind die STD-Titrationskurven von Protonen aus verschiedenen Bereichen

des Liganden I (vergleiche Tabelle 8)

Alle Punkte Ohne letzten Punkt
Proton Kp [uM] Kp [uM]
Naphthyl-H4/5/8 n.b. (211)
Naphthyl-H6/7 120 45
Naphthyl-H3 n.b. 88
Naphthyl-H1 n.b. 109
Pro-Hpy // Val-Hp 270 119
Thr-Hy 95 66
Cyclohexyl-H3 56 29
Val-Hy 68 18

Tabelle 8: Die aus der STD-Titration bestimmten Kp-Werte einzelner Protonen von Ligand I (n.b. =

nicht bestimmbar).

4.7.2 Titration Ligand Il

Bei der Titration von Ligand II am Bruker Avance 700 Spektrometer konnte ein

grofierer Konzentrationsbereich vermessen werden. Auch hier

passen die

Datenpunkte sehr gut zum Fit des one-site binding Modells (siehe Abbildung 33). Die

tiir die einzelnen Protonen bestimmten Kp-Werte sind in Tabelle 9 zusammengestellt.

Sie betragen fiir die aliphatischen Protonen zwischen 37 puM (fur die Thr-Hy-

Protonen) und 104 puM (fur die Protonen Pro-HBy / Val-HB, wobei hier dhnliche
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Probleme bei der Bestimmung von Kp wie bei Ligand I auftreten). Die aromatischen
Protonen zeigen alle Kp-Werte tiber 100 uM. Zusammenfassend liegt der per STD
NMR bestimmte Kp von Ligand II auch dann hoher als der per SPR bestimmte, wenn
man nur die aliphatischen Protonen Thr-Hy, Ester-CHs und Val-Hy betrachtet (44 uM
im Gegensatz zu 20 pM). Hier ergeben die beiden Methoden also nicht so gut
tibereinstimmende Werte wie bei Ligand I. Dartiberhinaus liegt der bestimmte
Kp-Wert auch hoher als der von Ligand I, was eine Umkehr der Reihenfolge
bedeutet, die eigentlich nicht beim Wechsel des Untersuchungssystems stattfinden

sollte.
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Abbildung 36: Bestimmung der Kp-Werte einzelner Protonen von Ligand II mit einer STD-NMR-

Titration. Vier reprisentative Protonen sind ausgewihlt (vollstindige Daten, sieheTabelle 9).

57



Ergebnisse und Diskussion

Proton Kp [uM]
Naphthyl-H4/5/8 140
Naphthyl-H6/7 160
Naphthyl-H3 176
Naphthyl-H1 113
Pro-HBy // Val-Hp 104
Thr-Hy 37
Ester-CHj 49
Val-Hy 45

Tabelle 9: Ubersicht iiber die mit STD-NMR-Titration bestimmten Kp-Werte individueller

Protonen von Ligand II.

4.7.3 Epitope Mapping

Die Informationen fiir das epitope mapping wurden aus den 1D-TH-STD-Spektren
gewonnen. Beide Liganden zeigen STD-aktive Gruppen in den gleichen Bereichen
des Molekiils (Abbildung 37). Besonders wichtig fiir die Bindung scheinen die
aromatischen Protonen H6/7, die Valin-Hy-Protonen sowie ein hydrophober Teil des
Carbamats zu sein. Dies stimmt mit dem epitope mapping des CD4-Binders 2 tiberein;
die Peptidomimetika haben also mit grofler Wahrscheinlichkeit denselben

Bindungsmodus wie das Peptid.
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Abbildung 37: Epitope mapping des Peptids NMWQKVGTPL und der Liganden I und II per STD-
NMR. In allen Verbindungen stehen die vergleichbaren Bereiche in engem Kontakt zum CD4, es

liegt ein analoger Bindungsmodus der Leitstruktur und der Peptidomimetika vor.

4.8 Proteolysestabilitat

Da es kein Standard-Verfahren zum Testen der Proteolysestabilitdt von Peptiden
gibt, wurde in Anlehnung an die Methode von Osapay et al. die 1 mM Losungen der
Peptidomimetika in 100 mM Tris-Puffer, pH = 7.5, bei 37 °C mit dem Enzymgemisch

Pronase aus Streptomyces griseus verdaut.®” Dieses Enzymgemisch aus verschiedenen
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Endo- und Exoproteasen ist in geeigneter Konzentration fahig, Peptide und Proteine
zu den einzelnen Aminosduren zu zerlegen. Zunidchst wurde das Referenzpeptid 2
mit verschiedenen Pronasekonzentrationen verdaut, um geeignete Testbedingungen
zu erzielen. Als gut geeignet erwies sich eine Endkonzentration von 8 mg Pronase/L.
Dem Verdauansatz wurden nach 5, 10, 15, 20 und 30 Minuten Proben entnommen,
diese mit 1 M Essigsdure gemischt, um den Verdau zu beenden, und sofort in
flussigem Stickstoff eingefroren. Die frisch aufgetauten Losungen wurden dann tiber
eine RP-HPLC getrennt und die einzelnen Peaks per MALDI-TOF-MS

charakterisiert.

Pronase Verdau

m  Referenz-Peptid 2
Ligand |
Ligand Il

80 -

60 -

%

40

20 +

Min

Abbildung 38: Vergleich des proteolytischen Verdaus der Referenzpeptids 2 und der Liganden I
und II mit Pronase. Die Halbwertszeiten der beiden Peptidomimetika sind deutlich linger (ca. 4-5

x) als die des Peptids.

Die beiden getesteten Peptidomimetika haben deutlich hohere Halbwertszeiten
(27.3 min bzw. 23 min) als das Referenzpeptid (6 min). Besonders interessant ist die
Betrachtung der durch den Verdau gebildeten Bruchstiicke (siehe Abbildungen 39
und 42). Dabei wird deutlich, dass die Carbamat-Bindung unter den gewdéhlten
Bedingungen offensichtlich gar nicht angegriffen wird. Im MALDI konnten kaum
Bruchstiicke gefunden werden, die sich aus einer Bindungsspaltung der
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B-NOA-Lys-Amidbindung  ergeben, doch beweist dies aufgrund der
Ionisierungstechnik nicht eindeutig eine hohere Stabilitit der Bindung. Mit den
gewdhlten Bedingungen lassen sich die Bruchstiicke auf der HPLC nicht
voneinander trennen, so dass die einzelnen Molekiile nicht quantifiziert werden

konnen (siehe das Beispiel von Ligand I in den Abbildungen 40 und 41).

H,C™ "oH

NH,
Doy TouR
O\)_H T N\E)LOH HQN/\g—H\E)j—N OJLH@
H,C” O CH, S

MG (Cy3H34N;05) = 429.52 MG (C,gH3,N,O5) = 384.48

H

H :
oi |
HC™ CH, HC” “OH
NH,
e N OJ_N
o

O\)_ Y
Hac/:""OH
MG (C,¢H,gN;0,) = 327.43

MG (C15H,,N,0,) = 330.39

N
H,.C” YCH, HC

o] (e} (]
s P om
MG (C,5H,NsOj) = 483.61

Abbildung 39: Ligand I und die nach dem Pronase-Verdau per MALDI-TOF-MS nachgewiesenen
Haupt-Bruchstiicke.
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Abbildung 40: HPLC-Lauf von Ligand I mit vorher inaktivierter Pronase.
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Abbildung 41: HPLC-Lauf von Ligand I nach 10 miniitigem Verdau. Die Bruchstiicke lassen sich

nicht voneinander trennen, so dass sich keine Aussage iiber die bevorzugte Spaltungsstelle treffen
lasst.
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Abbildung 42: Ligand II und die nach dem Pronase-Verdau per MALDI-TOF-MS nachgewiesenen
Haupt-Bruchstiicke.

4.9 Design der Bibliothek

Die Liganden I und II zeigen den Erfolg der gewdhlten Strategie, basierend auf dem
Templat in Abbildung 22. Nun wurde mit Hilfe einer kleinen Bibliothek versucht, die
Bindungsaffinitdten weiter zu verbessern bzw. die Proteolysestabilitit weiter zu
erhohen. Dies sollte auch dazu beitragen, die Vorhersagegenauigkeit des Flexidock-

Dockings besser einschitzen zu kdnnen. Dazu wurde untersucht, welche Aromaten
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und hydrophoben Reste die giinstigsten Wechselwirkungen geben, und ob

quantitative Struktur-Aktivitdts-Beziehungen gefunden werden kénnen.

Hvdrophobe Reste:

Es wurden vom sterisch einfachsten Cyclopropylrest bis zum anspruchsvollen
Adamantylrest vier neue hydrophobe Reste in die Peptidomimetika eingebaut und
miteinander  verglichen. Statt des Cyclopropylisocyanats wurde das
Cyclopropylisothiocyanat verwendet, da nur dieses kommerziell verfligbar war

(Liganden III-VI).

NH,
0
Q Q
(0] H H
N N N/\rrN N 0 N{]
H " H : H
H,C” CH, H,C” “OH

3

Ligand Il

NH,
0
0 0] (0] CH,
O\/lK H H <j¥
N/iN\/U;N/\FrN\/U;N OJ'I_N CH,
H ' H ' H
0 o CH,
HC” CH, HC” “OH

Ligand IV
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Abbildung 43: Die Liganden III-VI unterscheiden sich vom Liganden I im hydrophoben Rest

Austausch einzelner Aminosiduren:

Wé@m“ﬂ%iu@

Im Docking gelang es, die Aminosduren Lysin, Valin, Glycin und das Prolinol durch

Gruppen zu ersetzen (Citrullin, Cyclohexylglycin, Glutaminsdure bzw. Alaninol), die

Wechselwirkungen mit dem CD4 eingehen konnen und daher ndher untersucht

werden sollten. Beim Threonin war dies nicht moglich (Liganden VII-XI).
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Abbildung 44: Bei den Liganden VII-XI wurde jeweils eine Untereinheit der Kernregion

ausgestauscht.

Aromaten:

Nachdem schon beim Design der Liganden giinstige aromatische Systeme
herausgefunden wurden, erschien nun besonders interessant, inwiefern eine
Unterscheidung zwischen 1- und 2’-sustituierten Systemen gefunden werden
konnte. Zusitzlich ist der Vergleich der reinen Kohlenwassertoffsysteme mit den
heteroaromatischen Chinolin- und Cumarinderivaten von Interesse (Liganden XII-

XIV).
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Abbildung 45: Die Liganden XII-XIV unterscheiden sich im aromatischen Rest von Ligand I

Dipeptidomimetika:

Das Glycin als Verbindungssttick zwischen den beiden urspriinglichen Peptiden
NMWQKYV und TPL ist ein nahe liegender Kandidat zur Ersetzung durch andere
Gruppen, da es keinen direkten Kontakt zum CD4 zeigt. Vor allem
Dipeptidomimetika, die Val-Gly oder Gly-Thr ersetzen, sind interessant, wobei

letztere synthetisch nicht so einfach zur Verftigung stehen. Val-Gly kann hingegen
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durch eine Reihe anderer Verbindungen nachempfunden werden, unter anderem

durch die Statine sowie vinyloge Peptide und Sulfonamide (siehe Abbildung 46).

H,C CH,
(o}
H
R—N N\)J—NHR'
H
(o]
Val-Gly
HSCICH/s\
NHR'
~
R—N = so0,
H,C CH;, vinyloges Sulfonamid
R—N = NHR'
(o]
ACHPA 6 vinyloges Peptid

Abbildung 46: Ersetzung des Dipeptids Val-Gly durch Dipeptidomimetika. Alle gezeigten
Dipeptidomimetika sind um ein Atom verkiirzt, zeigen aber im Docking noch immer eine

energetische giinstigere Wechselwirkung mit CD4 als 2 und sollten deutlich Protease stabiler sein.

Die Wahl fiel auf die Statine Statin 5 und ACHPA 6, da sie kommerziell verfiigbar
waren. Sie waren im Docking nicht so gut wie die Liganden I und II, aber deutlich

besser als das Peptid 2 (Liganden XV-XVI).
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Ligand XV

NH,
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O
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Abbildung 47: In den Liganden XV und XVI ersetzen 5 bzw. 6 das Val-Gly-Dipeptid.

4.10 Synthese der Aromaten

Die Aryloxyessigsduren (8-Chinolyloxy)essigsdure 8, (1’-Naphthyloxy)essigsdure 9
und 6-Carboxymethoxy-4-methylcumarin 10 wurden aus den entsprechenden
Phenolen durch basische Veretherung mit Bromessigsdure dargestellt. Dabei erwies
sich die Methode nach Rasshofer et al.%¢ (siehe Abbildung 48) als deutlich effektiver
als die klassische Variante der Umsetzung der Phenole in Aceton unter Zusatz von
Kaliumcarbonat.®® Da nur das Kaliumsalz von 8 durch Féllung abgetrennt werden
konnte, wurde die Aufarbeitung bei den beiden anderen Aryloxyessigsduren
verandert. Die Ausbeuten waren sehr unterschiedlich; wahrend 9 in 46.5 % Ausbeute
erhalten wurde, ergab der Synthese von 8 nur 25 %, die von 10 nur 18.7 % Ausbeute.
Die Reinheit der Produkte war jedoch sehr gut. Da gentigend Substanz fiir alle

Synthesen erhalten wurde, wurden die Reaktionen nicht optimiert.
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Abbildung 48: Darstellung der Arenoxycarbonsiuren nach Rasshofer et al. am Beispiel von

(8’-Chinolyloxy)essigsdure 8.

4.11Synthese der Bibliothek

Das Syntheseschema gleicht dem der ersten beiden Peptidomimetika (siehe
Abbildung 29). Der Festphasenteil wurde als Parallelsynthese am ACT 496 Q System
durchgefiihrt. Es wurde jeweils ein 90 puM-Ansatz eingesetzt und die Kupplung der
Aminosduren und der Arenoxycarbonsduren 3x120 Minuten bei Verwendung eines
vierfachen Uberschusses Carbonsiure und eines jeweils fiinffachen Uberschusses
DIPEA und TBTU durchgefiihrt. Nach Abspaltung von der festen Phase wurden
zwischen 14 und 33 % Rohausbeute erhalten. Die Kupplung zum Carbamat verlief in
Ausbeuten zwischen 62 und 97 %. Nach dem Abspalten der Schutzgruppen wurden
die einzelnen Peptidomimetika per RP-HPLC gereinigt und Gesamtausbeuten von
1-8 % tiber alle Stufen inklusive Reinigung erhalten.

Bei drei Verbindungen lief die Carbamatkupplung nur zum Teil ab, so dass als
Nebenprodukt relativ grofse Mengen der Prolinol-OH-freien Liganden Ib, VIIb und

Xb entstanden. Diese wurden ebenfalls im Biacore untersucht.

4.12 Biacore-Ergebnisse der Bibliothek

Die Biacore-Studien der Bibliothek wurden nach demselben Messprotokoll
durchgefiihrt wie bei den ersten Liganden. Allerdings wurde zundchst ein CM5-Chip
neu belegt. Durch eine verkiirzte Aktivierungszeit konnte bei einer geringeren
Belegung erreicht werden, dass 50% des gekoppelten sCD4 aktiv blieben (Bestimmt

durch die Extrapolation der Messkurve von GP120, entspricht 53 fmol aktivem CD4).
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Es wurden jeweils Konzentrationen von 4, 8, 10, 12, 15, 20, 25, 30, 50, 100, 500 und
1000 uM vermessen. Dabei wurden Doppelbestimmungen der einzelnen Messpunkte
vorgenommen und mit der kleinsten Konzentration begonnen. Bei der Untersuchung
der Bibliothek mit SPR traten dieselben Probleme auf wie bei den Messungen der
beiden ersten Liganden, d.h.

1. Injektionen von Pufferlosung fithrten zu negativen RU-Werten.

2. Bei hohen Ligandkonzentrationen steigen die RU-Werte immer weiter an, sogar
deutlich tiber den theoretisch hochsten RU-Wert fiir ein one-site binding Modell
(vergleiche Abbildung 49).

Zur Auswertung der Datenpunkte wurden daher zu den Messwerten eine
Pufferkorrektur addiert (gemittelt aus dem RU-Wert der Pufferinjektion vor der
Probe und der Pufferinjektion vor der ndchsten Probe) und nur der
Konzentrationsbereich berticksichtigt, dessen Werte zu einem one-site binding Modell
passen (i.A. bis 30 uM, in wenigen Fillen wurden mehr oder weniger Datenpunkte
berticksichtigt). Die Datenpunkte und der Fit sind in Abbildung 50 dargestellt,
wahrend Abbildung 51 einen Fit tiber alle Datenpunkte zeigt. Dies ist nur bei drei
Verbindungen moglich. Fiir diese Verbindungen sind Fehler bei der Bestimmung des
Kp-Werts nicht auszuschliefen. Nur fur die Verbindung Xb konnte keine

Bindungsaktivitdat nachgewiesen werden.

72



Ergebnisse und Diskussion

140 - Ligand Il
120 (one-site binding Modell)
1 (linearer Fit)
100
| 4
80 - _
RU 1 _ -
60 | rd
~
1 e
40 e
| - /
20 P
0 r/l-/./f T T T T 1
0 10 200 300 400 500

Konzentration [uM]

Abbildung 49: Hier wird am Beispiel von Ligand III gezeigt, dass die Datenpunkte der héheren
Konzentrationen nicht mehr durch das one-site binding Modell erklirt werden kénnen, sondern
auf unspezifischen oder nicht bekannten Wechselwirkungen beruhen. Das wird vor allem daran

deutlich, dass der RUmaxtheor. ca. = 40 ist.
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Abbildung 50: Biacore-Daten mit dem nach einem one-site binding Modell gefitteten Graphen. Die

Graphen zeigen den analysierten Bereich der jeweiligen Verbindungen
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Abbildung 51: Biacore-Daten mit dem nach einem one-site binding Modell gefitteten Graphen iiber

alle Datenpunkte. Hier kann nicht so gut wie bei den anderen Verbindungen gefittet werden, so

dass die Ergebnisse aus dem unteren Datenbereich fehlerbehaftet sein konnen.

Wenn man die Datenpunkte fiir hohe Ligandkonzentrationen nicht mit in die

Analyse einflieflen ldsst, so zeigen fast alle Verbindungen eine hervorragende

Ubereinstimmung mit dem one-site binding Modell. Die berechneten Kp-Werte liegen

zwischen 6 uM (Ligand IV) und 146 pM (Ligand X) (siehe Tabelle 10).
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Verbindung |Kp[uM] |Fehler |y2 Fit bis Konz. [uM]
Ligand I 39 4.6 0 32
Ligand Ib 26 10.1 2.5 100
Ligand II 20 43 0 14
Ligand III 27 12.4 1.8 50
Ligand IV 59 1.9 3.5 50
Ligand V 16 42 3.1 30
Ligand VI 13 1.8 1.1 20
Ligand VII 10 3.9 2.3 30
Ligand VIIb | 103 50.3 15 500
Ligand VIII |30 7 2.7 30
Ligand IX 26 5 6.3 100
Ligand X 146 94 12 50
Ligand XI 31 55 35 50
Ligand XII 16 4 1.1 30
Ligand XIII |26 4 3.4 100
Ligand XIV. |55 19 2.1 30
Ligand XV 66 21.3 1.8 30
Ligand XVI | 118 28.8 44 30

Tabelle 10: Kp-Werte aus der Regressionsanalyse der Biacore-Daten nach dem omne-site binding

Modell.

Der Kp-Wert von Ligand IV (6 uM) ist um drei Zehnerpotenzen besser als der des
Ausgangspeptids 2 (6 mM).

4.13 Weitere STD-NMR Untersuchungen

4131 Ligand IV
Die STD-Spektren wurden bei 290 K am 700 MHz-Spektrometer aufgenommen. Die

ermittelten Datenpunkte passen sehr gut zu einem one-site binding Modell. Sie liegen
zwischen 16 pM (fiir Lys-He) und 165 pM (fiir Naph-H4/5/8), mit einem ungefdhr
gemittelten Wert von 75 puM. Dies stimmt nicht sehr genau mit dem im SPR

bestimmten Kp-Wert von 6 uM iiberein.
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Abbildung 52: Bestimmung der Kp-Werte individueller Protonen von Ligand IV mit einer STD-

Titration. Vier reprisentative Protonen sind dargestellt (vollstindigen Daten siehe Tabelle 11). Die

Kp-Werte reichen von 16 uM (Lys-Hge) bis 165 uM (Naph-H4/5/8).

Proton Kp-Wert [uM]
Naph-H4/5/8 165
Naph-H6/7 136
Naph-H1/3 126

Lys-He 16
Pro-HBy/Val-Hp |48

Cyc-H3 123

Thr-Hy 88

Val-Hy 86

Tabelle 11: Kp-Werte individueller Protonen von Ligand IV, bestimmt iiber die Angleichung der

Datenpunkte einer STD-Titrationsreihe an das one-site binding Modell
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4.13.2 Ligand VII

Die STD-Spektren wurden bei 290 K am 700 MHz Spektrometer aufgenommen. Es
konnte wegen Problemen bei der Probenvorbereitung nur ein relativ geringer
Konzentrationsbereich vermessen werden. Die Datenpunkte stammen alle aus dem
kritischen Bereich der Steigung und passen sehr gut zu einem one-site binding Modell

(Abbildung 53).
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Abbildung 53: Bestimmung der Kp-Werte individueller Protonen von Ligand VII mit einer STD-
Titration. Vier reprisentative Protonen sind dargestellt (vollstindigen Daten siehe Tabelle 12). Die

Kp-Werte reichen von 8.9 uM (Thr-Hy) bis 46.6 uM (Val-Hp).

Die ermittelten Kp-Werte fiir die betrachteten Protonen sind in Tabelle 12
zusammengestellt. Die Kp-Werte reichen von 9 uM (fiir die Thr-Hy-Protonen) bis
47 uM (fur die Val-HB-Protonen). Im Mittel wird ein Kp-Wert von 24.5 uM bestimmt.

Dies sind kleinere Werte als fiir die Liganden I und II, was mit den Ergebnissen der
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SPR-Untersuchungen zusammenpasst, wo ein Kp-Wert von 10.3 uM fur Ligand VII

bestimmt wurde.

Proton Kp-Wert [uM]
Naph-H4/5/8 12
Naph-H6/7 30
Naph-H1/3 16
Val-HB 47
Cyclohexyl-H4 35
Cyclohexyl-H3 23
Thr-Hy 9
Val-Hy 25

Tabelle 12: Kp-Werte individueller Protonen, bestimmt iiber die Angleichung der Datenpunkte

einer STD-Titrationsreihe an das one-site binding Modell.

4.14 Design und Synthese einer zweiten Bibliothek

In einer zweiten Bibliothek sollte zundchst verifiziert werden, dass die optimale
Linkerldnge zwischen Kernregion und Aromat tatsdchlich drei Atome betrégt

(Liganden XVII und XVIII, Abbildung 54). Anhand weiterer fiinf Verbindungen

sollte versucht werden, die Bindungsaffinitit weiter zu steigern, indem die als
gunstig erkannten Teile der Liganden verkntipft werden. Dazu wurden die Liganden
XIX-XXIII synthetisiert. Als Aktivator wurde diesmal TCTU verwendet, was zu
Ausbeuten zwischen 2 und 6 % fiihrte. Dies gleicht den Ausbeuten bei der

Verwendung von TBTU.

81



Ergebnisse und Diskussion

COLL {ﬁ &wwﬁm 1

‘y

CO ﬁi Jrp et O

/'/

H,C” “CH,  H,C~ “OH

Ligand XVl

H.c” 'OH

H,C” “CH, X

3

Ligand XIX

e

; HSC OH

H,C” “CH

Ligand XX

82



Ergebnisse und Diskussion

H3C CH, HsC “OH

9

Ligand XXI

0 0 0 )L 0
H H
o\)L NJ*N%NJ;N oLy
-~ H - H H
0] : (0] :

Iz
I
S
o
I
T
o
\u
S
T

Ligand XXII

&L gi Uy AL &,
OO cH,

H,c” CH H,c” " OH

3 3

Ligand XXIII

Abbildung 54: Die Liganden XVII-XXIII, die als zweite Bibliothek synthetisiert wurden.

4141 SPR Ergebnisse

Die Untersuchungen wurden nach dem etablierten Messschema vorgenommen. Es
musste ein neuer CM5-Chip mit CD4 belegt werden, wobei eine geringere Aktivitat
bei hoherer Belegung als beim zweiten Chip erreicht wurde (ca. 20 % aktives CD4,
entsprechend 44 fmol). Bei den Messungen fiihrten Pufferinjektionen wiederum zu
Antworten, die den gemessenen RUs der Verbindungen abgezogen wurden. Bei den
hoheren Konzentrationen kam es meistens zu den schon frither beobachteten

unspezifischen Antworten. Bis auf Ligand XVIII zeigen alle Verbindungen einen
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guten Fit nach dem one-site binding Modell (Abbildung 55). Die Verbindungen zeigen

alle eine Bindung an CD4, nur konnten durch die Verkniipfung bisher giinstiger

Bausteine keine Verbesserung der Dissoziationskonstanten (vollstindige Daten siehe

Tabelle 13) erreicht werden.
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Abbildung 55: Steady State SPR-Daten fiir die Verbindungen Ligand XVII-XXIII, gefittet nach dem
one-site binding Modell.

Verbindung |Kp [uM] |Fehler |42 |Fitbis Konz.
Ligand XVII |105 33 8.3 (100

Ligand XVIII |53 1022 |74 |25

Ligand XIX |26 8.2 3.2 |100

Ligand XX 13 3 14 500

Ligand XXI |20 15.2 93 |50

Ligand XXII |62 29.7 12 |50

Ligand XXIII |80 34.8 34 |100

Tabelle 13: Nach dem one-site binding Modell berechnete Kp-Werte und Fehlerangaben fiir die
Verbindungen Ligand XVII-XXIII.
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4.15Vergleich Modelling/Biacore

Da das Design mit Hilfe des Dockings sehr erfolgreich war, sollte auch eine genauere
quantitative Beziehung zwischen der berechneten Bindungsenergie im Docking und

dem per SPR bestimmten Dissoziationskonstanten (siehe Tabelle 14) untersucht

werden.
Verbindung Kp-Wert Bindungsenergie
SPR (Flexidock)
[uM] [kcal/mol]
Ligand I 39 -376
Ligand II 20 -377
Ligand III 27 -379
Ligand IV 5.9 -388
Ligand V 16 -379
Ligand VI 13 -384
Ligand VII 10 -372
Ligand VIII 30 -400
Ligand IX 26 -387
Ligand X 146 -378
Ligand XI 31 -344
Ligand XII 16 -379
Ligand XIII 26 -382
Ligand XIV 55 -370
Ligand XV 66 -373
Ligand XVI 118 -353
Ligand XVII | 105 -376
Ligand XVIII |53 -374
Ligand XIX 26 -385
Ligand XX 13 -375
Ligand XXI 20 -381
Ligand XXII 62 -382
Ligand XXIII |80 -382

Tabelle 14: Ubersicht iiber die mit Flexidock berechneten Bindungsenergien und die mit SPR

bestimmten Kp-Werte der einzelnen Liganden.

Eine Auftragung dieser beiden Parameter gegeneinander zeigt keine eindeutige

Beziehung auf, obwohl ein Trend zu einer Korrelation zu erkennen ist

(Abbildung 56).
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Abbildung 56: Vergleich der Ergebnisse der mit SPR bestimmten Kp-Werte und den im Docking
bestimmten Wechselwirkungsenergien. Gestrichelt eingezeichnet ist ein exponentieller Fit. Ein
Zusammenhang ist nur sehr grob zu sehen. Die Fehlerbalken geben den fitting Fehler der aus den

SPR-Experimenten bestimmten Daten an.

Probleme bei einer solchen Analyse resultieren vor allem aus der Ungenauigkeit der
Daten. Die SPR-Daten haben zwei Fehlerquellen: Messfehler (Genauigkeiten des
Geriéts und der Handhabung) sowie die Varianz im Fit an das one-site binding Modell.
Die berechneten Energien des Dockings beruhen auf einer Reihe von
Vereinfachungen beim Erstellen des Systems, der Parametrisierung, der Eignung des
Kraftfeldes sowie der Auslassung des Solvenz.

Bei den nicht so gut bindenden Liganden liegt die berechnete Bindungsenergie am
oberen Ende des Bereichs der Liganden. Doch auch diese Liganden binden sowohl
im Modelling als auch in der SPR-Untersuchung besser als die Leitstruktur 2. Fiir
einen genauen Zusammenhang zwischen den Energien im Modelling und den SPR-

Daten wire eine hohere Genauigkeit der Daten unverzichtbar.
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4.16 Structure Activity Relationships (SAR)

Durch die vorliegenden Daten aus Docking, SPR und STD-NMR lassen sich einige
Riickschliisse auf eine Abhidngigkeit von Struktur und Bindungseigenschaften
ziehen. Wirklich quantitative Abhédngigkeiten konnten jedoch nicht nachgewiesen
werden.

Der aromatische Rest scheint besonders giinstig Wechselwirkungen eingehen zu
konnen, wenn er 2’-substituiert ist oder mindestens ein Heteroatom enthilt. Die
Linkerldnge hat ihr Optimum bei drei Atomen; kiirzere Linker bzw. Verbindungen,
bei denen das backbone verkiirzt wurde, sind deutlich ungiinstiger. Langere Linker
hingegen sind moglich, auf Grund der grofieren Freiheitsgrade aber nicht so fest
bindend wie die 3-Atom-Linker. Die Verkiirzung des backbones schlédgt sich auch in
der schlechteren Bindungsenergie der Statine nieder. Der Cyclohexylrest zum
Besetzen der hydrophoben Tasche, die normalerweise von Valin eingenommen wird,
hat sich weder bei ACHPA noch beim Cyclohexylglycin bewihrt. Dies steht nicht im
Einklang mit den Ergebnissen von Heiko Moller, der diese Ersetzung positiv
bewertete.

Es konnte kein genauer Zusammenhang zwischen dem Kp-Wert und der Molmasse
bzw. dem Volumen des Isocyanatrestes festgestellt werden. Allgemein scheinen
jedoch tertidre Isocyanate die besten Bindungen einzugehen (tButyl und Adamantyl
sind besser als Cyclohexyl oder Cyclopentyl).

Obwohl in den NMR-Untersuchungen bei der Ersetzung des Prolinols durch
Alaninol keine Rotamerengemische nachgewiesen werden konnten, und somit bei
der gleichen Konzentration mehr bindungsfdhige Teilchen der Ala-Variante
vorhanden sind, zeigen diese Verbindungen zwar gute, aber nicht eindeutig bessere
Interaktionen mit dem CD4 als die Prolinol enthaltenden Strukturen.

Es konnte auch kein Zusammenhang zwischen der Lipophilie der Liganden (die
grob proportional zur Acetonitrilkonzentration sein sollte, die fiir die Elution von der
C18-Sdule gebraucht wird) und dem bestimmten Kp-Wert oder der berechneten
Energie nachgewiesen werden. Dies kann so gedeutet werden, dass vorwiegend

spezifische Wechselwirkungen stattfinden.
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4.17 Modelling der Glycostrukturen

Struktur des nativen GP120
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Abbildung 57: Struktur des nativen GP120 mit allen N-Typ Glycosylierungsstellen und den fiir die
CD4-Bindung wichtigen Bereichen. In unmittelbarer rdaumlicher Nihe zum carboxyterminalen
Ende der Leitstruktur NMWQKVGTPL 2 sitzt eine N-Typ Glycosylierungsstelle, deren Bedeutung

fiir die Bindung bisher nicht untersucht wurde.

In direkter rdumlicher Ndhe zum peptidischen Bindungsepitop des GP120 befindet
sich eine Komplex-Typ N-Glycosylierungsstelle. Welchen Einfluss diese
Glycosylierung auf die CD4-GP120-Wechselwirkung hat, ist bisher nicht bekannt.
Die Analyse der Rontgenstruktur zeigt, dass kein direkter Kontakt vom
Kohlenhydrat zum CD4 stattfindet. Dennoch koénnte die Glycosylierung einen
Beitrag zur Bindung vom GP120 oder der Peptidomimetika zum CD4 leisten, z.B.

durch Verdanderung der Bindungskinetik oder auch der Bioverfiigbarkeit.
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Der Kohlenhydratanteil unterschiedlicher, glycosylierter Glyco-Liganden kann
dieselbe rdumliche Stellung einnehmen wie die nattirlichen Saccharidstrukturen

(Modelling siehe Abbildung 58, Strukturen siehe Abbildung 59).

Abbildung 58: NMWQKYV und TPLC(S-S)CN-GIcNAc (gelb) und die unnatiirlich glycosylierten
Peptidomimetika Glyco-Ligand B (magenta) und C an CD4 (cyan). Die Kohlenhydratreste nehmen

dieselbe riumliche Struktur ein und haben einen potenziellen Einfluss auf die Bindung zum CD4.
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Abbildung 59: Vergleich der Strukturen des GP120-Ausschnitts aus der Rontgenstruktur und den

fiir das Modelling verwendeten Glyco-Liganden A-C. Gezeigt sind die mit GIcNAc ersetzten

Verbindungen, theoretisch untersucht wurden auch die chitobiosylierten Strukturen (Glyco-

Liganden [c]A-[c]C

Ein Docking dieser Strukturen an CD4 zeigt, dass die Kohlenhydrate auch hier
keinen direkten Kontakt zum CD4 eingehen, trotzdem zeigen sowohl die GlcNAc-
ersetzten als auch die chitobiosylierten Glyco-Liganden bessere Energien als die
unglycosylierten Liganden (Glyco-Ligand [u]A, Ligand I und Glyco-Ligand [u]C)
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(sieche Tabelle 15). Bei den GIcNAc-Derivaten treten zwei interne
Wasserstoffbriickenbindung auf; eine zwischen der 3-OH-Funktion des Zuckers und
dem NH der Carbamatbindung, die andere zwischen der 4- und der 6-OH-Funktion
des Zuckers (siehe Abbildung 60). Diese fithren zu einer bevorzugten Konformation
der Peptidomimetika und so zu guten Bindungsenergien. Den nichtglycoslyierten

Verbindungen fehlen intramolekulare Wasserstoffbriickenbindungen.

Abbildung 60: Der Glyco-Ligand C (nach Atomtyp eingefirbt) wird durch zwei
Wasserstoffbriickenbindungen (in magenta dargestellt, zwischen der 3-OH-Funktion des GlcNAc
und der NH-Funktion des Carbamats sowie zwischen den 4- und 6-OH-Funktionen des GlcNAcs)

bei der Bindung zum CD#4 (tiirkis) in seiner Struktur stabilisiert.

Verbindung Bindungsenergie
(laut Flexidock)
[kcal/mol]
NMWQKVGTPL |-322
Glyco-Ligand [u]A |- 351
Glyco-Ligand A |- 355
Glyco-Ligand [c]A |- 351
Ligand I - 376
Glyco-Ligand B |-391
Glyco-Ligand [c]B |-39%4
Glyco-Ligand [u]C |- 371
Glyco-Ligand C  |-377
Glyco-Ligand [c]C |- 379

Tabelle 15: Vergleich der mit Flexidock bestimmten Bindungsenergien der glycosylierten und

nichtglycosylierten Verbindungen.
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4.18 Syntheseversuche

4.18.1 Substituierte Hydroxyprolinole

Die Synthese des mehrfach substituierten Hydroxyprolinols startet zweckméfliig mit
dem billigen Edukt trans-4-Hydroxy-L-prolin 1, dass schon die richtige Stereochemie
aufweist. Die Syntheseplanung (siehe Abbildung 61) sah zundchst vor, die
Aminofunktion des Hydroxyprolinols zu schiitzen und anschlieffend die
Sdurefunktion zum primdren Alkohol zu reduzieren. Diese muss nun selektiv
geschiitzt werden, bevor die sekunddre Alkoholfunktion verethert werden kann.
Danach wird die O-Schutzgruppe abgespalten, das primdre OH zu einem Carbamat
umgesetzt und der 1-Aminozucker an die freie Carboxylfunktion gekuppelt. Dessen
freie OH-Funktionen werden acetyliert und die N-Schutzgruppe abgespalten. Die
Boc-Schutzgruppe kann sauer hydrolysiert werden, wéhrend sich fiir die Tosyl-
Schutzgruppe eine reduktive Spaltung mit Magnesium in Methanol anbietet. Das
dies bei einem sekunddren Amin funktioniert, konnte durch die N-Entschiitzung des
Ts-Hyp-OTrt nachgewiesen werden (siehe S. 180). Der Zuckerbaustein wird dann an
das durch Festphasensynthese zugangliche Peptid gekuppelt. Zum Schluss werden
die Schutzgruppen entfernt.

Die ersten beiden Schritte laufen problemlos in sehr guten Ausbeuten ab. Als
Aminoschutzgruppe wurden dabei sowohl Tosyl als auch Boc verwendet. Die
Schiitzung der primadren Alkoholfunktion und die Veretherung verursachten jedoch
Schwierigkeiten. Um die primdre OH-Funktion zu tritylieren (15 und 17), wurden
verschiedene Vorschriften versucht, die letztlich alle nicht zu befriedigenden
Ergebnissen fithrten. Zundchst wurden 1.1 eq. Trt-Cl in DMF unter Zusatz von 0.1 eq
DMAP und 1.1 eq. N(Et); eingesetzt. Als weitere Losungsmittel wurden Acetonitril
und Pyridin verwendet, jedoch eignete sich Acetonitril gar nicht, und auch die
Umsetzung in Pyridin verlief noch schlechter. Als weitere Variante wurde
Tritylpyridinium Tetrafluoroborat als Tritylierungsreagenzien eingesetzt. Dies sah

bei der Reaktionsverfolgung per DC verniinftig aus, doch die Abtrennung des als
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Nebenprodukt entstehenden Tritylalkohols und der HBFs gelang nur unter
Ausbeuteverlust. Auch die Schiitzung mit 4-Methoxytrityl, die in der Literatur fur
das Enantiomer beschrieben ist, konnte nicht umgesetzt werden. Als Alternativen zu
den Tritylschutzgruppen wurden zudem die Silylschutzgruppen TBDMS und TIPS
eingesetzt. Wahrend das TBDMS-Derivat nicht dargestellt werden konnte, wurde die
TIPS-Verbindung 18 wiederum nur in schlechten Ausbeuten erhalten.

Die relativ geringen Mengen der Trityl-geschiitzten Verbindung sollten nun mit
Bromessigsdure verethert werden. Diese Umsetzung konnte nicht erfolgreich

durchgefiihrt werden, weder mit NaH in THF noch mit dem DMSO-Anion in DMSO

als Basen.
HQ, HO
3 ayTscl MY BF, % Ho,
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H CO,H  b)Boc,O 1;1 CO,H [}l CH,OH  oder N “r2 17 R1 = Boe, R2 = Trt
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Abbildung 61: Syntheseplanung auf dem Weg zu Glyco-Ligand B. Da 20 auf diesem Weg nicht

zuginglich war, wurde die Synthese ohne Erfolg abgebrochen.

Die Schiitzung der primadren Alkoholfunktion bereitete Probleme, da vermutlich die
relativ volumintse N-Schutzgruppe den Zugang zur primédren OH-Funktion
beeintrachtigte. Daher wurde versucht, auf diese Schutzgruppe zu verzichten, um 20
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direkt aus 13 oder 14 darzustellen. Wenn mit einer sehr starken Base beide
Hydroxylfunktionen deprotoniert werden konnen, dann sollte die sekundére
Hydroxylfunktion nucleophiler sein als die primdre. Man erwartet zumindest ein
Gemisch aus drei verschiedenen Verbindungen; die jeweils einfach an der primédren
bzw. sekunddren OH-Funktion veretherten Hydroxyprolinole und das doppelt
substituierte Produkt. Bei der Reaktionsverfolgung erscheinen wie erwartet im DC
auch drei Spots mit hoherer Polaritdt als die Ausgangsverbindung, doch nach der
chromatographischen Reinigung konnte das gewiinschte Produkte nicht erhalten

werden.

4.18.2 Versuch der Synthese von Glyco-Ligand C

Da die Synthese der Carboxymethoxy substituierten Prolinole nicht gelang, wurde
versucht, das im Modelling etwas schlechter bindende Glutamolderivat zu
synthetisieren (siehe Abbildung 62). Ausgehend vom Fmoc-Glu(tBu)tamol, wird
zundchst die freie OH-Funktion zum Carbamat umgesetzt. Anschliefsend wird die
Carboxylfunktion entschiitzt und der Zucker eingefiihrt. Die freien OH-Funktionen
des GIcNAcs werden mit AccO acetyliert und die Aminofunktion entschiitzt. Nun
sollte in einer Blocksynthese die Vorstufe 29 dargestellt werden. Die Synthese wurde
bis zu diesem Schritt ohne Aufreinigung der Zwischenprodukte durchgefiihrt, alle
Zwischenprodukte und der Verbrauch der Edukte jedoch per MALDI-TOF-MS
nachgewiesen. Da die Block-Kupplung in DMF als Losungsmittel nicht gelang,
wurden N-Methylpyrrolidon und DMSO als Alternativen ausprobiert. Auch in

diesen Losungsmitteln konnte keine Reaktion beobachtet werden.
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Abbildung 62: Synthese des Glycopeptidomimetikums Glyco-Ligand C

Da die Blocksynthese nicht funktioniert, wére eine Festphasensynthese anzudenken.
Dazu wiirde nach der Kupplung des Zuckers tiber eine der OH-Funktionen des
Kohlenhydrats an ein Harz gekoppelt (z.B. 2’-Chloro-Tritylharz) und die anderen

OH-Funktionen acetyliert. Dann kann eine Peptidsynthese durchgefiihrt werden.
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5 Zusammenfassung

Ausgehend von dem CD4-bindenden Dekapeptid NMWQKVGTPL 2 wurden in
dieser Arbeit peptidomimetische Strukturen entworfen, synthetisiert und analysiert,
die deutlich bessere pharmakologische Eigenschaften als die Leitstruktur besitzen.
Die dargestellten Peptidomimetika weisen bessere Dissoziationskonstanten, hohere
Proteolysestabilitdt sowie ein geringeres Molekulargewicht auf.

Zunidchst wurde {iiberpriift, ob das Programm Flexidock in der Lage ist, die Bindung
von Peptiden und Peptidomimetika an CD4 korrekt vorherzusagen. Dazu wurde ein
in silico Alanin-Scan durchgefiihrt, bei dem jede Aminosdure des NMWQKVGTPL 2
nacheinander durch Alanin ersetzt und die neue Bindungsenergie bestimmt wurde.
Die Aussagen tber an der Bindung beteiligte Aminosduren und unbeteiligte
Aminosduren deckten sich dabei mit den Ergebnissen eines STD-NMR epitope
mappings. Aufbauend auf diesen Erkenntnissen wurde ein Templat entworfen, in
dem nichtbindende Strukturen entfernt, die bindenden Teile des Peptids erhalten
oder konservativ ersetzt, sowie peptidomimetische Ersetzungen eingefiihrt wurden.
Die Peptidomimetika haben mit MG = ~ 800 g/mol eine deutlich geringere
Molmasse als das Leitpeptid (1200 g/mol) und sie zeigen im Modelling eine deutlich
bessere Bindung zum CD4.

Der erfolgreiche Synthesezugang zu diesen Verbindungen lief zum Teil an der festen
Phase, zum Teil in Losung ab. Zunédchst wurde an einen Aminoalkohol, der an ein 2’-
Chlorotritylharz gebunden war, mit einer Fmoc-Peptidsynthese eine Reihe von
Amidbindungen gekniipft. Anschlieffend wurde von der festen Phase abgespalten,
wobei  die  Seitenkettenschutzgruppen erhalten blieben. Die primére
Hydroxylfunktion konnte dann selektiv unter Kupfer(I)-Katalyse mit Isocyanaten
zum Carbamat umgesetzt werden. AnschlieBend wurden die restlichen
Schutzgruppen abgespalten und das Produkt per RP-HPLC gereinigt. Die zwei
ersten synthetisierten Liganden I und II zeigten mit Kp-Werten von 40 und 20 pM
(SPR) bzw. von ca. 31 und 45 pM mit STD-NMR im Gegensatz zu einem Kp = 6 mM
der Leitstruktur eine deutlich bessere Bindung zum CD4 als das urspriingliche
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Peptid. Sie haben eine 4-5 mal hohere Proteolysestabilitdt in einem Pronaseverdau.
Das STD-NMR epitope mapping zeigte zudem, dass die Peptidomimetika einen
vergleichbaren Bindungsmodus zum CD4 wie das Dekapeptid besitzen.

Die Synthesestrategie erlaubt den einfachen Zugang zu weiteren Verbindungen. Um
Substanzen mit noch besserer Bindungsaffinitit zu erhalten sowie Struktur-
Aktivititdts-Beziehungen zu finden, wurden 16 Peptidomimetika mit Ersetzungen
einzelner Bausteine parallel synthetisiert. Sie wurden mit MALDI-TOF und 2D-
NMR-Experimenten  vollstindig charakterisiert und mit SPR auf ihre
Bindungseigenschaften untersucht. Dabei wurden Verbindungen mit Kp-Werten von
6 bis 146 pM gefunden. Die beste Verbindung (Ligand IV) bindet also 1000 mal
besser als die Leitstruktur. In einer weiteren Parallelsynthese wurden fiinf
Peptidomimetika hergestellt, die vorher als giinstig identifizierte Bausteine
miteinander verkniipfen sollte. Es wurden Verbindungen mit Kp-Werten von 11 bis
120 uM erhalten (SPR). Die Verkniipfung giinstiger Bausteine fiihrte also nicht zu
einer weiteren Verbesserung der Dissoziationskonstanten.

Die Peptidomimetika mit einer Prolinoleinheit zeigen ein Gleichgewicht zwischen
den cis- und trans-Konformeren an der Threonin-Prolinol-Amidbindung. Modelling
und analytische Daten zeigen, dass die trans-Konformation stabiler ist und auch
besser an CD4 bindet. Eine Stabilisierung dieser trans-Konformation wiére ein
wichtiger Schritt in der weiteren Entwicklung dieser Substanzklasse.

Ein direkter Zusammenhang zwischen der von Flexidock berechneten
Bindungsenergie und den im SPR bestimmten Dissoziationskonstanten konnte nicht
nachgewiesen werden, obwohl ein Trend erkennbar ist.

Die Bedeutung einer im GP120 dem bindenden Dekapeptid rdaumlich benachbarten
Glycosylierungsstelle wurde in dieser Arbeit mit molecular modelling naher
untersucht, da die Synthese der Glycopeptidmimetika erfolglos blieb. Obwohl der
Kohlenhydratrest keinen direkten Kontakt zum CD4 eingehen kann, zeigen alle
Peptide und Peptidomimetika, die an einer vergleichbaren Stelle eine Glycosylierung
aufweisen, einen besseren Kontakt als die nichtglycosylierten Vergleichssubstanzen.
Die glycosylierten Substanzen haben intramolekulare Wasserstoffbriickenbindungen,

die anscheinend die bindende Konformation energetisch bevorzugen.
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6 Summary

Starting with the CD4 binding peptide NMWOQKVGIPL 2, peptidomimetic
structures have been designed, synthesized and analyzed. All have better
pharmacological properties than the lead. In detail, these compounds have better
dissociation constants, a higher proteolytic stability and a lower molecular weight.
First of all, it was tested if the program Flexidock can be used to calculate the binding
energies of peptides and peptidomimetics binding to CD4. Therefore, an in silico
alanine scan was conducted, replacing each amino acid of NMWQKVGTPL 2
subsequentially with alanine and calculating the binding energies. The results of this
matched with the findings of a STD epitope mapping.

These data resulted in the design of a template for the peptidomimetics. All non
binding subunits were removed, while keeping or replacing conservatively the
binding parts and introducing peptidomimetic replacements. With a
MW = ~800 g/mol, the peptidomimetics have a lower molecular weight than the
lead (MW =~1200 g/mol) and they show a lower calculated binding energy.

The synthesis of the compounds is partially a solid phase and partially a solution
phase synthesis. It starts with an amino alcohol bound to a 2’chloro trityl resin, to
which several subunits are coupled, using a Fmoc protocol to form the amide bonds.
Afterwards, mild acid treatment results in cleavage from the resin, retaining all side
chain protecting groups. The primary hydroxyl function is reacted with an
isocyanate to give a carbamate. At last, the side chain protecting groups were
removed and the product is purified on a RP-HPLC.

The two synthesized compounds I and II showed Kp-values of 40 and 20 pM (SPR)
and 31 and 45 pM (STD), respectively, much stronger binding to CD4 than the lead
(Kp = 6 mM). They have a 4-5 times longer half-life in a proteolytic pronase digestion
assay. The STD epitope mapping shows a similar binding mode of the
peptidomimetics and the lead.

The design concept allowed an easy access to similar compounds. To improve on the

binding affinity and to get structure acitivity relationship information, 16

99



Summary

peptidomimetics with single substitutions have been synthesized in parallel. The
compounds were fully characterized with MALDI-TOF-MS and 2D-NMR
experiments. SPR analysis shows Kp-values of 6 to 146 uM for these compounds, the
best (Ligand IV) having a 1000 fold lower dissociation constant than the lead.
Furthermore, 5 compounds combining the best subunits have been synthesized in
parallel. They have Kp-values of 11-120 pM, not showing a further increase in
binding affinity.

The peptidomimetics containing a prolinol subunit show a equilibrium between two
conformers, differing at the threonine prolinol amide bond (cis and trans
conformations). Modeling and analytical data show the trans form to be more stable
and to bind better to CD4. The stabilization of the trans form will be an important
task for the further development of these substances.

A direct correlation between the binding energies calculated by Flexidock and the
dissociation constants determined by SPR could not be found. However, the general
trend of a correlation can be seen.

The importance of a glycosylation site in GP120, directly neighbouring the binding
decapeptide was clearified with molecular modelling, since the synthesis of the
glycopeptidomimetics could not be finished. While the saccharide is not showing any
direct contact to CD4, all glycosylated peptides and peptidomimetics show a better
calculated binding energy than the corresponding nonglycosylated compounds. This
is due to the structure stabilizing effect of the saccharide, mediated via hydrogen

bonds.
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7 Experimenteller Teil

7.1 Gerate und Methoden:

- NMR

Die NMR Spektren wurden auf Bruker AMX400, DRX 500 bzw. Avance 700 (mit
Cryo-Probenkopf) Spektrometern aufgenommen. Mit der Software XWINNMR
(Version 3.1, Fa. Bruker) wurden die Spektren auf Silicon Graphics Workstations (02,
Octane bzw. Octane2) prozessiert, die Basislinien korrigiert, integriert, kalibriert und

ausgewertet.

-SPR

Die SPR Messungen wurden im AK Prof. Peters in Liibeck an einem Biacore 3000
durchgefiihrt. Zusatzlich wurden zwei Liganden an einem Biacore S51 vermessen.
An beiden Gerdten wurde ein CM5-Chip der Firma Biacore verwendet und als

Probenpuffer der HBS-EP-Puffer der Firma Biacore verwendet.

- MALDI-TOF-MS
MALDI-Spektren wurden an einem Bruker Biflex III (Bruker Daltronics) im

Reflektions-Modus aufgenommen.

- LC-ESI Messungen und analytische HPLC

Fiir LC-ESI-Messungen und analytische HPLC-Ldufe wurden die jeweiligen Proben
tiber das Agilent HPLC Series 1100 System der Firma Agilent, Waldbronn, mit einer
CC 250/2 mm NUCLEOSIL 100-5 uM C18-Sdule, Volumen 900 pL, der Firma
Macherey und Nagel, Diiren, gegeben. Fiir die Massenspektren wurde das
HP59987A API-Electrospray LC/MS Interface von Hewlett-Packard, Boblingen, als
Ionenquelle verwendet, wahrend die Spektren selbst am HP5989B MS Engine

Massenspektrometer von Hewlett-Packard, Boblingen, aufgenommen wurden.
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- Praparative HPLC

Alle praparativen HPLC-Reinigungen wurden mit dem BioCad Sprint Perfusions
Chromatography System der Firma PerSeptive Biosystems, Wiesbaden,
durchgefiihrt. Als Sdule diente eine ET 250/4 mm NUCLEOSIL 100-5 uM C18-Séule,
Volumen 3.142 mL der Firma Macherey und Nagel, Diiren, Artikel-Nr. 720014. Als
Laufmittel wurden 5% MeCN/H>O + 0.1 % TFA (A) und 95% MeCN/HxO + 0.1 %
TFA (B) verwendet.

- Modelling
Alle Modelling und Docking Experimente wurden mit dem Programmpaket Sybyl
6.8 und 6.9 (Tripos) auf Octane bzw. Octane2 Workstations von Silicon Graphics

durchgeftihrt

- Zentrifugen
Nicht proteinhaltige Proben wurden bei Raumtemperatur in einer Centrifuge 5415C
von Eppendorf, Hamburg, zentrifugiert; proteinhaltige Proben bei 6 °C in einer

Laborzentrifuge 2K15 der Firma Sigma, Deisenhofen.

- Automatisierte Synthesen

Fir die Festphasensynthese wurde im Allgemeinen das automatische
Pipettiersystem ACT 496 Q der Firma Advanced Chemtech, Giessen, verwendet.
Eine Synthese wurde an dem Durchflusssynthesizer Pioneer Peptide Synthesis

System der Firma PerSeptive Biosystems, Wiesbaden, durchgefiihrt.

- Diinnschichtchromatographie

Als stationdre Phase wurde ein mit Fluoreszenzmarker durchsetztes Kieselgel 60 auf
einer Aluminiumfolie verwendet. Die Spots wurden sichtbar gemacht durch UV-
Licht, Iodkammer oder Tauchbidder und anschliefendem Anwirmen. Das
Schwefelsdure-Tauchbad bestand aus 10 % H>SO4 in EtOH, das Kaliumpermanganat-
Tauchbad aus 5% KMnOs in 5% H:SOs das Anisaldehyd-Tauchbad aus

EtOH:AcOH:H>SO4:Anisaldehyd 100:1:3:4
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7.2 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden von den nachfolgenden Firmen bezogen.

Lancaster

Bortrifluorid-Diethyletherat Komplex, tert.-Butylisocyanat Cyclohexylisocyanat,
Cyclopropylisothiocyanat, Di-tert.-butyloxydicarbonat, Ethyl-(2-isocyanato)acetate,
trans-4-Hydroxy-L-prolin Iodethanol, Kupfer(I)-chlorid, (2’-Naphthyl)-3-
thiopropionsdure, Natriumborhydrid, Natriumhydrid (60% in Paraffin), 4-
Toluensulfonylchlorid Triisopropylsilan, Triisopropylsilylchlorid

-ACT
Chlormethyliertes Polystyrolharz (Merrifield-Harz), Prolinol-2’-chlorotritylharz,
Alaninol-2’-chlorotritylharz, H-Thr(But)-2’-chlorotritylharz, alle Aminosdurederivate

-Sigma

6-Hydroxy-4-methylcumarin, Boc-L-prolin

-Fluka
Amberlyst A21, Calciumchlorid, Diethylether, Dimethylsulfoxid,

Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat, trans-4-Hydroxy-L-prolinmethylester
Hydrochlorid, lodessigsdure, Methanol, N-Acetyl-D-glucosamin,
Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat, ~ 4-Pentensdure, Pyridin,  TBTU,

Tetrahydrofuran, Tritylchlorid

-Merck

Acetanhydrid, = Ammoniumhydrogencarbonat, Anisaldehyd, Bromessigsdure,
Dichlormethan, Diiospropylethylamin,  4-(N,N-Dimethylamino)pyridin, DSS,
Essigsdureethylester, =~ 8-Hydroxychinolin, = Kaliumchlorid, = Kaliumhydroxid,
Kaliumpermanganat, Kieselgel G60, 18-Krone-6,Magnesiumsulfat-Hydrat, 1-
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Naphthol, (2’-Naphthyloxy)essigsdure, Natriumazid, Natriumchlorid,
Natriumhydrogencarbonat, Natriumhydroxid, Natriumiodid, Palladium-Kohle,
Phenol, 2-Propanol,Salzsdaure 37%, Schwefelsdure 95-97%, tert-

Butyldimethylsilylchlorid, Triethylamin, Trifluoressigsdure, Zitronensdure

-Iris Biotech

TCTU

-BIE

Chloroform, Toluol

-HAL

Petrolether

-Proligo
N,N-Dimethylformamid

-Baker

Acetonitril

-Aldrich
1-Adamantylisocyanat, Glycolaldehyd Dimer, Hydroxyaceton Dimer, Kalium-tert-
butylat, (2’-Naphthyl)essigsdure ,Tritylpyridinium Tetrafluoroborat

- PE Biosystems
Piperidin 20 % Losung in DMF

- BFB
Ethanol
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- Biacore

Acetatpuffer, Ethanolamin, HBS-EP Puffer, N-Hydroxysuccinimid

- Deutero GmbH
DCI-Losung, DCI, DO, MeOH-d4

- Linde
Stickstoff, Wasserstoff

7.3 SPR-Experimente

Samtliche SPR Experimente wurden an einem Biacore 3000 Gerdt mit CM5-Chips
durchgefiihrt. Fur die Immobilisierung des sCD4 wurde die handelstibliche Losung
von 1 mg/mL (ca. 2.2 uM) in einem Acetatpuffer, pH 4.5, verdinnt, so dass eine
Konzentration von 50 mg/L (0.9 uM) resultierte und tiber die mit NHS und EDC
aktivierte carboxymethylierte Dextranmatrix gegeben. Die Referenzzelle wurde
direkt nach der Aktivierung, die anderen Zellen nach der Belegung mit CD4 fiir 900 s
mit Ethanolamin gecappt (alles bei einer Flussrate von 5 pL/min). Die Aktivitadt des
immobilisierten CD4 wurde durch die Vermessung mit GP120 verifiziert. Dieses
wurde in einer Konzentration von 250 nM (Flussrate 15 pL/min, Assoziationszeit:
11 min) tber den Chip gegeben, und die Bindungskurve mit dem Programm
BiaEvaluation analysiert. Die Daten fiir die Belegung der Chips sind zur besseren

Ubersicht in den Tabellen 16-18 zusammengefasst:

Flusszelle | Aktivierungszeit | Belegungszeit | Belegung | % Aktivitdt | Aktives
CD4 (fmol)

Fcl 1200 s -(Referenz) |- - -

Fc2 1200 s 480 s 6200 RU 10 % 11 fmol

Fc3 1200 s 480 s 6000 RU 8 % 9 fmol

Fc4 1200 s 120's 1500 RU 8 % 2 fmol

Tabelle 16: Belegung des 1. CM5 Chips mit CD4 (durchgefiihrt von J. Wiilfken und H. Méller). Zur

Auswertung wurden spiter die Kurven der Fc2 verwendet.
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Flusszelle | Aktivierungszeit | Belegungszeit | Belegung | % Aktivitat | Aktives
CD4 (fmol)

Fcl 900 s -(Referenz) |- - -

Fc2 900 s 480 s 5330 RU 50 % 48 fmol

Fc3 720's 480 s 5800 RU 50 % 53 fmol

Fc4 480 s 480 s 5790 RU 50 % 53 fmol

Tabelle 17: Belegung des 2. CM5 Chips mit CD4. Zur Auswertung wurden spiter die Kurven der

Fc3 verwendet.

Flusszelle | Aktivierungszeit | Belegungszeit | Belegung | % Aktivitat | Aktives
CD4 (fmol)

Fcl 900 s -(Referenz) |- - -

Fc2 900 s 480 s 11800 RU |20 % 43 fmol

Fc3 720 s 480 s 12200RU |20 % 44 fmol

Fc4 480 s 480 s 10150 RU |20 % 37 fmol

Tabelle 18: Belegung des 3. CM5 Chips mit CD4. Zur Auswertung wurden spiter die Kurven der
Fc3 verwendet.

Ein Messzyklus wurde folgendermafien duchgefiihrt: Zundchst wurden 30 puL extra
abgefiillter ~Puffer injiziert (Befehl KINJECT, Assoziationszeit: 120 s,
Dissoziationszeit: 60 s), anschliefend eine Minute gewartet, dann 30 pL
Probenlosung wie der Puffer injiziert und nach einer weiteren Warteminute zwei
Pulse (je 32 s, Befehl QUICKINJECT) 100 mM Phosphorsdure zur Regeneration tiber
den Chip gegeben. Die Messreihen der einzelnen Peptidomimetika wurde beginnend
mit der kleinsten Konzentration in Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Es wurden
jeweils folgende Konzentrationen vermessen: 2 uM, 4 uM, 6 pM, 8 uM, 10 uM, 12 uM,
15 uM, 20 uM, 25 uM, 30 uM, 50 uM, 100 uM, 500 uM und 1 mM.

7.4 STD-Titrationsexperimente

Ansetzen der Proben:

200 pg CD4 (4.4 nmol) in 200 uL PBS-Puffer wurden durch Verdiinnen und

Membranzentrifugation in einen deuterierten PBS-Puffer umgepuffert, so dass
250-300 pL Losung erhalten wurden (genau bestimmt durch Abwiegen). Der D>O-
STD-Titrationspuffer enthdlt 8 mM Na>HPO,, 2 mM NaH>PO,, 140 mM NaCl, 3 mM
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KCl und 6 mM NaNs und wurde auf pH =7-7.5 (unkorrigiert) eingestellt. Die
Losung wurde in zwei Halften geteilt und jeweils 5 pL. 1 mM DSS-Losung in D2O
zugesetzt. Anschliefend wurden die Losungen auf 250 pL mit PBS-Puffer aufgefiillt,
der in einem Fall zusdtzlich den zu vermessenden Liganden in erwtinschter
Konzentration enthielt. So wurden zwei NMR-Proben mit der gleichen Menge
Protein und Standard erhalten, einmal ohne Ligand, und einmal mit der hochsten zu
vermessenden Konzentration. Diese wurden in Shigemi-Rohrchen tberfiihrt,
vermessen und dann wurde durch Kreuztitration die ndchsten zu vermessenden

Ligandkonzentrationen erreicht.

Messung der Proben

Durch Vermessung der Liganden im Titrationspuffer ohne CD4 wurden die on
resonance Einstrahlpunkte ermittelt (der Einstrahlpunkt wurde so gewdhlt, dass evtl.
auftretende Artefakte <<1 rel. STD % blieben. Sie waren bei Ligand I -0.25 ppm
(500 MHz Spektrometer), bei Ligand II -1 ppm und bei den Liganden IV und X
-1.5 ppm (alle 700 MHz Spektrometer). Die Anzahl der scans des Referenzspektrums
und des STD Spektrums wurden dem Spektrometer und der Konzentration
angepasst (bis zu 37 k scans fiir die niedrigste Konzentration des Liganden I am 500
MHz Spektrometer fiir das STD-Spektrum). Der off resonance Einstrahlpunkt wurde
auf +40 ppm (500 MHz) bzw. +28.6 ppm (700 MHz) gesetzt.

Auswertung
Die 1D H-NMR-Spektren wurden mit einer spektralen Weite von 12.0223 ppm

(500 MHz) bzw. 10.0021 ppm (700 MHz) und 32 k Datenpunkten aufgenommen und
vor der Fourier-Transformation auf 64k mit Nullen aufgefiillt. Durch Multiplikation
des FID mit einer Exponentialfunktion (Linienverbreiterung um 5 Hz) wurde eine
Verbesserung des Signal-zu-Rausch-Verhdltnisses erreicht und anschliefend die
Phase korrigiert. Mit einem Spinlock-Puls (Liange 30 ms (500 MHz) bzw. 15 ms
(700 MHz), Abschwéachung 20 dB (500 MHz) bzw. 12 dB (700 MHz)) als T1p-Filter
wurde die Unterdriickung der Proteinresonanzen erreicht. Die Phasenzyklen der

STD-NMR-Experimente wurden so gewdhlt, dass die Subtraktion zur Bildung der
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Differenzspektren jeweils alternierend nach jedem Scan erfolgte. Dadurch werden
Subtraktionsartefakte aufgrund von Temperatur- oder Magnetfeldinhomogenitédten
minimiert. Die on- und off resonance Frequenz der Vorsittigung wechselt nach jedem
Scan. Die STD-Experimente wurden mit WATERGATE Wasserunterdriickung
aufgenommen. Um den prozentualen STD-Effekt bzw. den STD-Amplifikations-
Faktor zu bestimmen, wurde bei jedem Ligandiiberschuss ein Referenzexperiment
unter identischen Konditionen aufgenommen, d.h. mit derselben Repetitionsdauer
und einem Spinlock-Puls gleicher Linge. Die zu vergleichenden NMR-Experimente
wurden mit den gleichen Parametereinstellungen prozessiert. Die Integrale wurden
tiber den Dual-Display Modus in XWINNMR miteinander verglichen. Zur genauen
Bestimmung der Konzentration des Liganden wurde das Signal des 20 uM DSS im
1H-Presat integriert und mit den Protonen der Aromaten verglichen. Die Messungen

wurden bei 285 K durchgefiihrt.

7.5 Synthesen

7.5.1 AAV 1: Festphasensynthese

Der Festphasenteil der Synthese wird zweckmadssig in einem Parallelsynthesesystem
automatisiert durchgefiihrt. Die manuelle Synthese erfolgt analog in einer Glassaule
mit Frittenboden. Das mit einem Aminoalkohol belegte 2’-Chlorotritylharz wird
zundchst in DMF gequollen. Anschlieffend wird die Amidbindung in einer 3x120
Minuten Dreifachkupplung gekniipft, wobei ein vierfacher Uberschuss an
Carbonsdure (0.5 M Losung in DMF) und je ein fiinffacher Uberschuss Aktivator
(TBTU oder TCTU, 0.5 M) und DIPEA (1 M) zugesetzt wird und nach jedem
Kupplungsschritt das Harz mit 5x1 mL DMF gewaschen wird. Das Cappen der nicht
umgesetzten Aminofunktionen erfolgt mit 1 mL einer 10 Vol % Losung von Ac20O in
DMF fiir zweimal zehn Minuten. Anschlieffend wird die Fmoc-Schutzgruppe durch
Schiitteln mit 20 % Piperidin in DMF abgetrennt und das Harz erneut gewaschen.
Danach folgt die Kupplung der nidchsten Aminosdure. Nach Kupplung der

Arenoxycarbonsdure wird das Harz mehrere Male mit DMF und anschlieffend mit
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2-Propanol, DCM und wieder 2-Propanol (je 1 mL) gewaschen und im
Stickstoffstrom fiir 15 Minuten getrocknet. Das Harz wird zum Uberfiihren in einer
Mischung aus DMF und DCM 1:1 aufgeschlammt und kann dann mit einer 1 mL
Eppendorfpippette pipettiert werden.

7.5.2 AAV 2: Abspaltung vom 2’-Chlorotritylharz

Das Harz wird in einer Losung bestehend aus 1880 pL Dichlormethan, 20 pL TFA
und 100 pL TIPS fiir eine Stunde in einer Fritte geschiittelt, abgesaugt und das Harz
mit der gleichen Losung gewaschen. Die Losung wird daraufhin dreimal mit einer
Natriumacetatlosung  geschiittelt, die waifirigen Losungen zweimal mit
Dichlormethan extrahiert und die vereinigten organischen Phasen eine Stunde mit
einer grofien Spatelspitze Anionentauscher Amberlyst A-21 geschiittelt. Es wird
abfiltriert, der Anionentauscher mit Dichlormethan gewaschen und die Losung tiber
MgSOs getrocknet. Anschlieffend wird das Dichlormethan am Rotationsverdampfer
entfernt. Das Rohprodukt wird per MALDI charakterisiert.

7.5.3 AAV 3: Knupfung der Carbamatbindung

In einem kleinem Rundkolben werden folgende Losungen gemischt:

1 eq einer frische (!) Losung/Suspension von CuCl in DMF (3mg / 75 uL)

1 eq Peptid (laut Ansatzgrofie) in DMF

1 eq Isocyanat

und eine Stunde geschiittelt. (Griinfarbung) AnschlieSend wird mit Dichlormethan
verdinnt und mit 5%iger NH4HCOs-Losung 3x ausgeschiittelt. Die vereinigten
organischen Phasen werden tiber MgSOs getrocknet und das Losungsmittel am

Rotationsverdampfer entfernt. Das Rohprodukt wird per MALDI charakterisiert

7.5.4 AAV 4: Schutzgruppenabspaltung

In einem 10 mL Rundkolben werden das Peptidomimetikum mit einer Losung aus
1.9 mL TFA, 100 pL TIPS und 40 pL Wasser versetzt und das Gemisch fiir eine
Stunde geschiittelt. Anschliefend werden die Loésungsmittel an einer Olpumpe

entfernt, 3 mL Wasser zugegeben und lyophylisiert.
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7.5.5 AAV 5: Reinigung der Peptidomimetika per HPLC

Fur die HPLC werden die Laufmittel C (95 % H2O, 5% Actonitril, 0.1 % TFA) und D
(95 % Acetonitril, 5 % H>O, 0.1 % TFA) verwendet. Die Peptide werden in 1 mL einer
20 % Losung von D in C suspendiert und fiir 15 min ultrabeschallt. Anschliefiend
wird die Losung durch einen Zentrifugenfilter zentrifugiert und auf die Sadule
gegeben. Gradientenverlauf: Start bei 20 % D (wird fiir 1 CV beibehalten), Gradient
auf 50 % D (innerhalb von 1 CV), weiter auf 75 % D (innerhalb von 3 CV), auf 100 %
D (innerhalb von 0.5 CV), was noch 1.5 CV beibehalten wird. Die Peptidomimetika
eluieren i.A. bei 50-65 % D.

7.5.6 Darstellung und Charakterisierung der Peptidomimetika

7.5.6.1 Cyclohexyl-carbamic acid (S)-1-{(25, 3R)-2-[2-((S)-2-{(S)-6-amino-2-[2-

(naphthalen-2-yloxy)-acetylamino]-hexanoylamino}-3-methyl-

butyrylamino)-acetylaminol]-3-hydroxy-butyryll-pyrrolidin-2-ylmethyl ester

(Ligand I):

NH,
1 (109
0 0
H H
O\)J\N N\)J*N/\rrN\)J;N OJJ_N
H ' H y H
0 o
H.C” cH H.C” OH

3 3 3

MG (C,,Hg;N,0,) = 795.98 g/mol

Nach AAV 1 wurde der Festphasenteil der Synthese durchgefiihrt. Ansatzgrofe :
100 mg 2’-Chlorotritylharz, entsprechend 90 pmol gebundenes L-Prolinol.
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Substanz (verwendet als) Einwaage/Verbrauch
B-NOA(0.5 M Losung in DMF) 218 mg / 2.16 mL
Fmoc-Lys(Boc)-OH (0.5 M Losung in DMF) | 506 mg / 2.16 mL
Fmoc-Val-OH (0.5 M Losung in DMF) 366 mg / 216 mL
Fmoc-Gly-OH (0.5 M Losung in DMF) 321 mg / 2.16 mL
Fmoc-Thr(But)-OH (0.5 M Losung in DMF) | 368 mg / 2.16 mL
TBTU (0.5 M Losung in DMF) 217 g/ 13.5mL
DIPEA (1 M Loésung in DMF) 872 pg / 6.75 mL
AcyO (10 % in DMF) 10 mL

Piperidin (20 % in DMF) 10 mL

Tabelle: Chemikalienverbrauch bei der Synthese von Ligand I.

Nun wurde nach AAV 2 vom Harz abgespalten, wobei im MALDI Hauptpeaks bei
m/z = 923 und 955 zu finden waren. Dies entspricht den (M+H*)- und (M+Na*)-
Werten des TFA-Ester der gewtinschten Zwischenverbindung. Nach Spaltung des
Esters erhélt man den priméren Alkohol in 25.3 mg (34%) Rohausbeute.
MALDI-TOEF-MS: m/z = 827 (M+H*), 849 (M+Na), 865 (M+K*).

Nach AAV 3 wurde die Carbamatbindung durch Reaktion mit Cyclohexylisocyanat
gekntipft. Charakterisierung des geschiitzten Liganden : MALDI-TOF-MS, m/z = 952
(M+H?), 974 (M+Na*), 990 (M+K*). Rohausbeute: 17.1 mg (67.5 %)

Nach AAV 4 wurden die Schutzgruppen abgespalten und dann nach AAV 5 per
HPLC gereinigt. Ligand I wurde bei 59.6 % Losungsmittel D eluiert. Es wurden nach
der Gefriertrocknung 3 mg (3.8 pmol, 5 % tber alle Stufen) weifSer Feststoff erhalten.
MALDI-TOE-MS: 796 (M+H*), 818 (M+Na*), 834 (M+K*).

NMR-Untersuchungen: 500 MHz, T = 290 K, pH = 2, H.O/D20 9:1,

kalibriert auf HDO = 4.88 ppm und Aceton-CHs = 30.1 ppm.
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Spinsystem |NH |Ha/a' |HB/B’ Hyly sonstige

B-NOA H1: 7.264, H3: 7.311, H4: 7.916, H5:
7904, He: 7.462, H7: 7.549, HS:
7.849, O-CH,: 4.86

Lys 8.521 |4.466 1.772 1.165 H&: 1.492, He: 2.613,
NH-Z:7.45

Val 8.297 |4.068 1.997 0.888

Gly 8.607 |3.96

Thr 8.041 |4.539 4.028 1.132

Prolinol 4.247 2.029/1.902 1.984/1.886 H§/ §: 3.745/3.596, H1: 3.966

Cyclohexyl |6.841 H1:3.28, H2/2": 1.781/1.692, H3/3":
1.54/1.115, H4:1.25

Tabelle 19: 'TH-NMR-Verschiebungen des trans-Rotamers von Ligand I (bestimmt aus 'H, TOCSY,

ROESY, COSY, HSQC).

Spinsystem Ca CPB Cy Sonstige

B-NOA C1: 107.158, C3: 118.437, C4: 127.608, C5: 127.706, C6:
124.616, C7:126.97, C8: 126.921

Lys 52983 32421 |21.841 |C8:26.19, Ce: 39.155

Val 59.866 29912 |18.154

Gly 42.289

Thr 57449 |67.241 |21.798

Prolinol 64.086 |23.764 |26.608 |C5:48.189, Cl:64.127

Cyclohexyl C1:50.074, C2/6:30.372, C3/5: 24.81, C6: 24.559

Tabelle 20: 3C-NMR-Verschiebungen des trans-Rotamers von Ligand I (bestimmt aus dem HSQC).

Daten fiir die Carbonyl-Kohlenstoffe und andere quartire Kohlenstoffe konnen nicht angegeben

werden, da nur HSQC-Spektren aufgenommen und ausgewertet wurden.

Spinsystem |NH |Ha/a' |HB/B’ Hyly sonstige

B-NOA n.b.

Lys 8.561 |4.466 1.747 1.153 H&: 1.492, He: 2.608,
NH-Z:7.45

Val 8.187 |4.125 2.027 0.879

Gly 8.522 |3.986

Thr 7.938 |5.055 4.091 1.163

Prolinol 4.333 2.029/1.902 1.984/1.886 H&/ 8': 3.745/3.596, H1: 3.966

Cyclohexyl |6.499 H1: 3219, H2/2": 1.759/1.651,
H3/3":1.534/1.093, H4:1.23

Tabelle 21: TH-NMR-Verschiebungen des cis-Rotamers von Ligand I (bestimmt aus 'H, TOCSY,
ROESY, COSY, HSQC).

Fiir die 13C-NMR chemischen Verschiebungen des cis-Rotamers konnten keine Werte

bestimmt werden.
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7.5.6.2 ((S)-1-{(2S,3R)-2-[2-((S)-2-{(S)-6-Amino-2-[2-(naphthalen-2-yloxv)-

acetylamino]-hexanovylamino}-3-methyl-butyrylamino)-acetylamino]-3-

hydroxy-butyryll-pyrrolidin-2-ylmethoxycarbonylamino)-acetic acid ethyl

ester (Ligand II):

0

NH,
i Q o Q o
o H H
O \)\N NVU*H/\HfNJ* NT O HWO\/CW
0] : @) :
O HC” “CH, HC” “OH
MG (CaeHs,N,O,,) = 799.93 g/mol
Nach AAV 1 wurde der Festphasenteil der Synthese durchgefiihrt. Ansatzgrofe :

100 mg 2’-Chlorotritylharz, entsprechend 90 pmol gebundenes L-Prolinol.

Substanz (eingesetzt als) Einwaage/Verbrauch
B-NOA / (0.5 M Losung in DMF) 218 mg / 216 mL
Fmoc-Lys(Boc)-OH (0.5 M Losung in|506 mg / 2.16 mL
DMEF)

Fmoc-Val-OH (0.5 M Losung in DMF) 366 mg / 2.16 mL
Fmoc-Gly-OH (0.5 M Losung in DMF) 321 mg / 216 mL
Fmoc-Thr(But)-OH (0.5 M Losung in|368 mg/2.16 mL

DMEF)

TBTU (0.5 M Losung in DMF) 217 g / 13.5mL
DIPEA (1 M Losung in DMF) 872 pg / 6.75mL
Ac0 (10 % in DMF) 10 mL

Piperidin (20 % in DMF) 10 mL

Tabelle 22: Chemikalienverbrauch bei der Festphasenynthese eines Teils von Ligand II.

Nun wurde nach AAV 2 vom Harz abgespalten, wobei im MALDI Hauptpeaks bei
m/z = 923 und 955 zu finden waren. Dies entspricht den (M+H*)- und (M+Na*)-
Werten des TFA-Ester der gewtinschten Zwischenverbindung. Nach Spaltung des
Esters erhélt man den priméren Alkohol in 25.6 mg (36 %) Rohausbeute.
MALDI-TOEF-MS: m/z = 827 (M+H*), 849 (M+Na*), 865 (M+K*).
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Nach AAV 3 wurde die Carbamatbindung durch Reaktion mit Ethyl-(2-
Isocyanato)acetat gekntipft. Charakterisierung des geschiitzten Liganden : MALDI-
TOF-MS, m/z = 956 (M+H*), 978 (M+Na*), 994 (M+K*). Rohausbeute: 19 mg (62 %)
Nach AAV 4 wurden die Schutzgruppen abgespalten und dann nach AAV 5 per
HPLC gereinigt. Ligand II wurde bei 66.5 % Losungsmittel D eluiert. Es wurden
nach der Gefriertrocknung 4.5 mg (5.6 umol, 6 % {iiber alle Stufen) weifser Feststoff
erhalten.

MALDI-TOF-MS: 800 (M+H?*), 822 (M+Na*), 838 (M+K*).

NMR-Untersuchungen: 500 MHz, T = 290K, pH = 2, H-O/D>0 911,
kalibriert auf HDO = 4.88 ppm und Lys-Ce = 38.567.

Spinsystem NH | Ho/o' |HB/P’ Hyly' sonstige

B-NOA H1: 7264, H3: 7.304, H4:
7.915, H5: 7.905, Hé: 7.46, H7:
7.543, H8: 7.848, O-CH,: 4.854

Lys 8.523 |4.454 |1.746 1.149 Ha: 1.482, He: 2.605,
NH-Z:7.409

Val 8.284 [4.082 [1.997 0.889

Gly 8.594 |3.966

Thr 8.039 |4.547 |4.047 1.158

Prolinol 4263 |2.034/1.91 2.004/1.917 |H&/&: 3.761/3.645, HI1/1"
4.371/4.065

Ethoxycarbonylmethyl | 7.343 N-CH»: 3.862, O-CHa: 4.177,
CHs:1.232

Tabelle 23: tH-NMR-Verschiebungen des trans-Rotamers von Ligand II (bestimmt aus 'H, TOCSY,
ROESY, COSY, HSQC).

Spinsystem Ca CB Cy Sonstige

B-NOA C1: 106.579, C3: 117.979, C4: 127.28, C5:127.203, Cé6:
124.163, C7: 126.478, C8: 126.443, O-CHx: 66.162

Lys 52.54 29.823 |26.664 | C8:26.571, Ce: 38.567

Val 59.368 |29.356 |17.463

Gly 41.82

Thr 56.931 |64.1 17.956

Prolinol 56.065 23913 |26.651 |C3:48.296, C1: 64.552

Cyclohexyl N-CHo>: 41.949, O-CH»: 62.031, CHs: 12.767

Tabelle 24: 13C-NMR-Verschiebungen des trans-Rotamers von Ligand II (bestimmt aus dem
HSQCQ).
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Spinsystem |NH |Ha/a' |HB/B’ Hyly sonstige

B-NOA

Lys 8.549 |4.439 1.741 1.142 H&: 1.489, He: 2.595,
NH-Z:7.409

Val 8.203 |4.099 1.991 0.866

Gly 8.506 |3.982

Thr 7.941 |5.018 4.064 1.164

Prolinol

Cyclohexyl |7.035 N-CHo: 3.862

Tabelle 25: TH-NMR-Verschiebungen des cis-Rotamers von Ligand II (bestimmt aus 'H, TOCSY,
ROESY, COSY, HSQC).

Fiir die 13C-NMR chemischen Verschiebungen des cis-Rotamers konnten keine Werte

bestimmt werden.

7.5.6.3 Cyclopropyl-thiocarbamic acid (S)-1-{(2S,3R)-2-[2-((S)-2-{(S)-6-amino-2-]2-

(naphthalen-2-yloxy)-acetylamino]-hexanovlamino}-3-methyl-

butyrylamino)-acetylaminol]-3-hydroxy-butyryl}-pyrrolidin-2-ylmethyl ester

(Ligand III):

a8,

NH,
0
0
0 H H
N N N%N
H 7 H
0 0
PN

H,C CH

3 3

/"/,

H,C~ “OH

MG (C,5HssN,0,S) = 769.97 g/mol

%QLQ

Nach AAV 1 wurde der Festphasenteil der Synthese durchgefiihrt. Ansatzgrofle :

100 mg 2’-Chlorotritylharz, entsprechend 90 pmol gebundenes L-Prolinol.

Tabelle 26: Einwaagen bei der Synthese von Ligand III

Substanz (eingesetzt als)

Einwaage / Verbrauch

B-NOA (0.5 M Losung in DMF)

218 mg / 2.16 mL

Fmoc-Lys(Boc)-OH (0.5 M Losung in DMF) | 506 mg / 2.16 mL

Fmoc-Val-OH (0.5 M Losung in DMF)

366 mg / 216 mL

Fmoc-Gly-OH (0.5 M Losung in DMF)

321 mg / 216 mL

Fmoc-Thr(But)-OH (0.5 M Losung in DMF) |368 mg / 2.16 mL

TBTU (0.5 M Losung in DMF) 217 g/ 13.5mL
DIPEA (1 M Loésung in DMF) 872 pg / 6.75 mL
Ac20 (10 % in DMF) 10 mL
Piperidin (20 % in DMF) 10 mL
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Nun wurde nach AAV 2 vom Harz abgespalten, wobei im MALDI Hauptpeaks bei
m/z = 923 und 955 zu finden waren. Dies entspricht den (M+H*")- und (M+Na*)-
Werten des TFA-Ester der gewtinschten Zwischenverbindung. Nach Spaltung des
Esters erhélt man den priméren Alkohol.

MALDI-TOF-MS: m/z = 827 (M+H*), 849 (M+Na*), 865 (M+K*).

Nach AAV 3 wurde die Carbamatbindung durch Reaktion mit Cyclopentylisocyanat
gekntipft. Charakterisierung des geschiitzten Liganden : MALDI-TOF-MS, m/z = 938
(M+HY), 960 (M+Na*), 976 (M+K*).

Nach AAV 4 wurden die Schutzgruppen abgespalten und dann nach AAV 5 per
HPLC gereinigt. Ligand III wurde bei % Losungsmittel D eluiert. Es wurden nach
der Gefriertrocknung 0.1 mg (0.1 pmol, <0.3 % {iber alle Stufen) weifler Feststoff
erhalten.

MALDI-TOE-MS: 782 (M+H*), 804 (M+Na*), 820 (M+K*).

Die Synthese dieser Verbindung lduft auf Grund der geringeren Aktivitdt des
Thiocarbamats in nur sehr geringen Ausbeuten ab. Die Verbindung wurde mit SPR
auf Bindungsaktivitdt zum CD4 untersucht, jedoch aufgrund der geringen Menge

nicht NMR-spektroskopisch charakterisiert.

7.5.6.4 tert-Butyl-carbamic acid (S)-1-{(2S,3R)-2-[2-((S)-2-{(S)-6-amino-2-[2-

(naphthalen-2-yloxy)-acetylamino]-hexanoylamino}-3-methyl-

butyrylamino)-acetylaminol]-3-hydroxy-butyryl}-pyrrolidin-2-ylmethyl ester

(Ligand IV):

NH,
0
0 0 (0] CH3
H ' H . H
o o cH,
H.c” CH He

s .

3 3 3

MG(CaoHsoN-0,) = 769.95 g/mol
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Nach AAV 1 wurde der Festphasenteil der Synthese durchgefiihrt. Ansatzgrofe :
100 mg 2’-Chlorotritylharz, entsprechend 90 pmol gebundenes L-Prolinol.

Substanz (eingesetzt als) Einwaage / Verbrauch
B-NOA (0.5 M Losung in DMF) 218 mg / 2.16 mL
Fmoc-Lys(Boc)-OH (0.5 M Losung in|506 mg / 2.16 mL
DMEF)

Fmoc-Val-OH (0.5 M Losung in DMF) 366 mg / 216 mL
Fmoc-Gly-OH (0.5 M Losung in DMF) 321 mg / 216 mL
Fmoc-Thr(But)-OH (0.5 M Losung in|368 mg /2.16 mL

DMEF)

TBTU (0.5 M Losung in DMF) 217 g/ 13.5mL
DIPEA (1 M Losung in DMF) 872 ug / 6.75 mL
AcyO (10 % in DMF) 10 mL

Piperidin (20 % in DMF) 10 mL

Tabelle 27: Einwaagen bei der Synthese von Ligand IV.

Nun wurde nach AAV 2 vom Harz abgespalten, wobei im MALDI Hauptpeaks bei
m/z = 923 und 955 zu finden waren. Dies entspricht den (M+H*)- und (M+Na*)-
Werten des TFA-Ester der gewtinschten Zwischenverbindung. Nach Spaltung des
sters erhédlt man den priméren Alkohol in 26.2 mg (35 %) Rohausbeute.
MALDI-TOEF-MS: m/z = 827 (M+H*), 849 (M+Na), 865 (M+K*).

Nach AAV 3 wurde die Carbamatbindung durch Reaktion mit tert.-Butylisocyanat
gekntipft. Charakterisierung des geschiitzten Liganden : MALDI-TOF-MS, m/z = 926
(M+HY), 958 (M+Na*), 974 (M+K*). Rohausbeute: 21.4 mg (73 %)

Nach AAV 4 wurden die Schutzgruppen abgespalten und dann nach AAV 5 per
HPLC gereinigt. Ligand IV wurde bei 59.4 % Losungsmittel D eluiert. Es wurden
nach der Gefriertrocknung 0.7 mg (0.9 pymol, 1 % {iber alle Stufen) weifSer Feststoff
erhalten.

MALDI-TOF-MS: 770 (M+H?), 792 (M+Na*), 808 (M+K*).

NMR-Untersuchungen: 500 MHz, T = 295K, pH = 2, H.O/D-0 9:1,
kalibriert auf HDO = 4.725 ppm und MeOH = 48.372 ppm
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Spinsystem |NH Ho/o” | HB/P Hyly Sonstige

B-NOA H1:7.178, H3: 7.219, H4: 7.829, H5:
7.816, H6: 7.366, H7: 7.453, HS:
7.758, O-CH,: 4.776

Lys 8.404 |4.368 1.695/1.604 1.053 Hs: 1.390, He: 2.515, NH-Z: 7.304

Val 8.145 |3.988 1.909 0.778

Gly 8.456 |3.878

Thr 7921  4.453 3.958 1.066

Prolinol 4148 1.906/1.795 1.952/1.818 |Hd/d": 3.648/3.508, H1/1"
4196/4.177

tButyl (8.013) tBu: 1.155

Tabelle 28: 'H-NMR-Verschiebungen des trans-Rotamers von Ligand IV (bestimmt aus 'H,
TOCSY, ROESY, COSY, HSQC).

Spinsystem Ca CB Cy Sonstige

B-NOA C1:106.91, C3:117.512, C4 :126.854, C5: 126.682, C6 :
124.39, C7:126.739, C8 : 126.682, O-CHy: ?

Lys 52959 29484 21516 |Cd:25.807, Ce:39.012

Val 59.051 ]29.561 |18.006

Gly 41.938

Thr 56.724 66.923 |17.783

Prolinol 56.108 26,197 |23.522 | Cd:47.277, C1:62.542

tButyl tBu: 27.255

Tabelle 29: 3C-NMR-Verschiebungen des trans-Rotamers von Ligand IV (bestimmt aus dem

HSQCQ).

Spinsystem |NH |Ho/o' |HPB/PR’ Hyly' Sonstige

B-NOA

Lys 8.438 |4.355 1.701/1.604 1.053 Hs: 1.390, He: 2.515, NH-Z : 7.304

Val 8.059 |4.043 1.916 0.778

Gly 8.456 |3.915

Thr 7.797 14.942 3.988 1.059

Prolinol

tBu 1.098

Tabelle 30: tTH-NMR-Verschiebungen des cis-Rotamers von Ligand IV (bestimmt aus 'H, TOCSY,
ROESY, COSY, HSQC).

Fiir die 3C-NMR chemischen Verschiebungen des cis-Rotamers konnten keine Werte

bestimmt werden.
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7.5.6.5 Cyclopentyl-carbamic acid (S)-1-{(2S,3R)-2-[2-((S)-2-{(S)-6-amino-2-[2-

(naphthalen-2-yloxy)-acetylamino]-hexanoylamino}-3-methyl-

butyrylamino)-acetylaminol]-3-hydroxy-butyryl}-pyrrolidin-2-ylmethyl ester

(Ligand V):

NH,
i 0
0 0
O\)J\ H H <j¥

N N\)}—N/\rrN\)J;N ol

H " H . H
C K L
HC” CH He

",
3 3 3 OH

MG (C,,oHsoN-0,) =781.96 g/mol

Nach AAV 1 wurde der Festphasenteil der Synthese durchgefiihrt. Ansatzgrofe :
100 mg 2’-Chlorotritylharz, entsprechend 90 pmol gebundenes L-Prolinol.

Substanz (eingesetzt als) Einwaage / Verbrauch
B-NOA (0.5 M Lésung in DMF) 218 mg / 216 mL
Fmoc-Lys(Boc)-OH (0.5 M Losung in DMF) 506 mg / 2.16 mL
Fmoc-Val-OH (0.5 M Losung in DMF) 366 mg / 216 mL
Fmoc-Gly-OH (0.5 M Losung in DMF) 321 mg / 216 mL
Fmoc-Thr(But)-OH (0.5 M Losung in DMF) 368 mg / 2.16 mL
TBTU (0.5 M Losung in DMF) 217 g/ 13.5mL
DIPEA (1 M Loésung in DMF) 872 ug / 6.75 mL
Ac20 (10 % in DMF) 10 mL

Piperidin (20 % in DMF) 10 mL

Tabelle 31: Einwaagen bei der Synthese von Ligand V

Nun wurde nach AAV 2 vom Harz abgespalten, wobei im MALDI Hauptpeaks bei
m/z = 923 und 955 zu finden waren. Dies entspricht den (M+H")- und (M+Na%)-
Werten des TFA-Ester der gewiinschten Zwischenverbindung. Nach Spaltung des
sters erhilt man den primédren Alkohol in 24.1 mg (32 %) Rohausbeute.
MALDI-TOEF-MS: m/z = 827 (M+H*), 849 (M+Na*), 865 (M+K*).

Nach AAV 3 wurde die Carbamatbindung durch Reaktion mit Cyclopentylisocyanat
gekntipft. Charakterisierung des geschiitzten Liganden : MALDI-TOF-MS, m/z = 938
(M+H*), 960 (M+Na*), 976 (M+K*). Rohausbeute: 17.8 mg (65 %)
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Nach AAV 4 wurden die Schutzgruppen abgespalten und dann nach AAV 5 per
HPLC gereinigt. Ligand V wurde bei 63.4 % Losungsmittel D eluiert. Es wurden
nach der Gefriertrocknung 0.7 mg (0.9 umol, 1 % {iiber alle Stufen) weifser Feststoff
erhalten.

MALDI-TOF-MS: 782 (M+H), 804 (M+Na*), 820 (M+K*).

NMR-Untersuchungen: 500 MHz, T = 290K, MeOH-d4,
kalibriert auf CD>H-OD = 3.34 ppm und 47.84 ppm

Spinsystem |Ho/o/ Hp/p’ Hyly' Sonstige

B-NOA H1: 7.281, H3: 7.310, H4: 7.836, H5:
7.831, Heé: 7.390, H7: 7.475, HS:
7.797, O-CHy: 4.758

Lys 4616 1.886/1.766 | 1.356 Ha: 1.601, He: 2.797,

Val 4117 2.066 1.011/0.996

Gly 4.069/3.833

Thr 4.565 4.076 1.201

Prolinol 4.266 Ca. 2.01 2088/1.961 |H&/&:  3.819/3.638,  HI/1"
4361/4.015

Cyclopentyl HI: 3872, H2/2: 1.911/1.464,

H3/3":1.607/1.360

Tabelle 32: TH-NMR-Verschiebungen von Ligand V (bestimmt aus 'H, TOCSY, ROESY, COSY,
HSQCQ).

Spinsystem Ca CPB Cy Sonstige

B-NOA C1: 107.056, C3: 118.280, C4: 126.869, C5:126.869, C6:
123.915, C7:126.233, C8: 126.788, O-CH»: 66.847

Lys 52357 |31.388 |21.980 |C8:23.271, Ce: 39.105

Val 59.930 |30.266 |17.992

Gly 41.944

Thr 57.436  |67.029

Prolinol 56.522 |26.720 |30.167 |Cd: ca. 50, C1: 63.384

Cyclopentyl C1: 52,571, C2/5: 32.284, C3/4: 26.710

Tabelle 33: 3C-NMR-Verschiebungen von Ligand V (bestimmt aus dem HSQC).

Im Losungsmittel Methanol konnten keine Hinweise auf eine cis/trans-

Rotamerisierung gefunden werden.

120




Experimenteller Teil

7.5.6.6 Adamantan-1-yl-carbamic acid (S)-1-{(2S,3R)-2-[2-((S)-2-{(S)-6-amino-2-[2-

(naphthalen-2-yloxy)-acetylamino]-hexanoylamino}-3-methyl-

butyrylamino)-acetylaminol]-3-hydroxy-butyryl}-pyrrolidin-2-ylmethyl ester

(Ligand VI):

NH,
0
Q 0 9
N N\)LN/\WN\)‘—N oLy
H < H : H
HC” CH H,C” “OH

3 3 3

MG (C,5HgsN,O,) = 848.06 g/mol

Nach AAV 1 wurde der Festphasenteil der Synthese durchgefiihrt. Ansatzgrofle :
100 mg 2’-Chlorotritylharz, entsprechend 90 pmol gebundenes L-Prolinol.

Substanz (eingesetzt als) Einwaage / Verbrauch
B-NOA (0.5 M Losung in DMF) 218 mg / 2.16 mL
Fmoc-Lys(Boc)-OH (0.5 M Losung in DMF) 506 mg / 2.16 mL
Fmoc-Val-OH (0.5 M Losung in DMF) 366 mg / 2.16 mL
Fmoc-Gly-OH (0.5 M Losung in DMF) 321 mg / 216 mL
Fmoc-Thr(But)-OH (0.5 M Losung in DMF) 368 mg / 216 mL
TBTU (0.5 M Losung in DMF) 217 g/ 13.5mL
DIPEA (1 M Losung in DMF) 872 ug / 6.75 mL
Ac;O (10 % in DMF) 10 mL

Piperidin (20 % in DMF) 10 mL

Tabelle 34: Einwaagen bei der Synthese von Ligand VI

Nun wurde nach AAV 2 vom Harz abgespalten, wobei im MALDI Hauptpeaks bei
m/z = 923 und 955 zu finden waren. Dies entspricht den (M+H*)- und (M+Na*)-
Werten des TFA-Ester der gewtinschten Zwischenverbindung. Nach Spaltung des
sters erhélt man den primédren Alkohol in 24.2 mg (33 %) Rohausbeute.
MALDI-TOF-MS: m/z = 827 (M+H*), 849 (M+Na*), 865 (M+K*).

Nach AAV 3 wurde die Carbamatbindung durch Reaktion mit Adamantylisocyanat
gekntipft. Charakterisierung des geschiitzten Liganden: MALDI-TOF-MS, m/z =
1004 (M+H*), 1026 (M+Na*), 1042 (M+K*). Rohausbeute: 24.1 mg (82 %)
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Nach AAV 4 wurden die Schutzgruppen abgespalten und dann nach AAV 5 per

HPLC gereinigt. Ligand VI wurde bei 58.4 % Losungsmittel D eluiert. Es wurden

nach der Gefriertrocknung 2 mg (2.4 umol, 3 % tuber alle Stufen) weifler Feststoff

erhalten.

MALDI-TOF-MS: 848 (M+H), 870 (M+Na*), 886 (M+K*).

NMR-Untersuchungen: 500 MHz, T = 300 K, pH = 2, H.O/D20 9:1,
kalibriert auf HDO = 4.72 ppm und Lys-Ce = 39.685 ppm.

Spinsystem |NH |Ho/o' |HB/B’ Hyly' Sonstige

B-NOA H1: 7.234, H3: 7.271, H4: 7.881, H5:
7.870, Hé: 7.425, H7: 7.51, H8: 7.807,
O-CH,: 4.823

Lys 8.407 |4.421 1.762/1.653 1.120 H3: 1.447, He: 2.592,
NH-Z:7.355

Val 8.169 |4.039 1.956 0.842

Gly 8.492 13.936

Thr 7.926 4511 4.015 1.12

Prolinol 4.383 2.005/1.865 1.949/1.842 Hd/§": 3.694/3.546, H1/1": 4.250

Adamantyl H2/2: 1.799/1.742, H3: 2675,
H4/4':1.599/1.572

Tabelle 35: 'TH-NMR-Verschiebungen des trans-Rotamers von Ligand VI (bestimmt aus H,
TOCSY, ROESY, COSY, HSQC).

Spinsystem Ca CB Cy Sonstige

B-NOA C1: 107.701, C3: 118.840, C4: 128.139, C5:127.897, Cé:
124.991, C7:127.558, C8:127.461

Lys 53436 30.702 22316 |C8§:26.717, Ce: 39.698

Val 60.350 |29.497 ]18.332

Gly 42.883

Thr 57803 |67.749 |19.027

Prolinol 57.075 124.262 26949 |C3:48.463, C1:63.928

Adamantyl C2:41.31, C3: 35.195, C4: 36.076

Tabelle 36: 13C-NMR-Verschiebungen des trans-Rotamers von Ligand VI (bestimmt aus dem

HSQC).
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Spinsystem |NH |Ha/a' |HB/B’ Hyly sonstige

B-NOA

Lys 8.444 |4.408 1.75/1.647 1.12 H&: 1.465, He: 2.604,
NH-Z:7.409

Val 8.048 |4.100 1.962 0.817

Gly 8.353 |3.978

Thr 7.840 |5.002 4.045 1.126

Prolinol

Cyclohexyl

Tabelle 37: TH-NMR-Verschiebungen des cis-Rotamers von Ligand VI (bestimmt aus 'H, TOCSY,
ROESY, COSY, HSQC).

Fiir die 13C-NMR chemischen Verschiebungen des cis-Rotamers konnten keine Werte

bestimmt werden.

7.5.6.7 Cyclohexyl-carbamic acid (S)-1-{(2S,3R)-2-[2-((S)-2-{(S)-6-amino-2-[2-

(naphthalen-2-yloxy)-acetylamino]-hexanoylamino}-3-methyl-

butyrylamino)-acetylaminol]-3-hydroxy-butyryl}-pyrrolidin-2-ylmethyl ester

(Ligand VII):

a8,

NH,
CH
O 3
I A
H H
H " H : H H
(0] : (0] :
N P

H.,C

CH, H

.C~ "OH

MG (C,gHsoN,O,) = 769.44

Nach AAV 1 wurde der Festphasenteil der Synthese durchgefiihrt. Ansatzgrofie :

180 mg 2’-Chlorotritylharz, entsprechend 90 pmol gebundenes L-Alaninol.
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Substanz (eingesetzt als) Einwaage / Verbrauch
B-NOA (0.5 M Losung in DMF) 218 mg / 216 mL
Fmoc-Lys(Boc)-OH (0.5 M Losung in DMF) | 446 mg / 2.16 mL
Fmoc-Val-OH (0.5 M Losung in DMF) 366 mg / 2.16 mL
Fmoc-Gly-OH (0.5 M Losung in DMF) 321 mg / 216 mL
Fmoc-Thr(But)-OH (0.5 M Loésung in DMF) | 368 mg / 2.16 mL
TBTU (0.5 M Losung in DMF) 217 g/ 13.5mL
DIPEA (1 M Losung in DMF) 872 pg / 6.75 mL
AcyO (10 % in DMF) 10 mL

Piperidin (20 % in DMF) 10 mL

Tabelle 38: Einwaagen bei der Synthese von Ligand VII

Nun wurde nach AAV 2 vom Harz abgespalten, wobei im MALDI Hauptpeaks bei
m/z = 896 und 918 zu finden waren. Dies entspricht den (M+H*)- und (M+Na*)-
Werten des TFA-Ester der gewtinschten Zwischenverbindung. Nach Spaltung des
Esters erhélt man den priméren Alkohol.

MALDI-TOF-MS: m/z = 800 (M+H*), 822 (M+Na*), 838 (M+K*).

Nach AAV 3 wurde die Carbamatbindung durch Reaktion mit Cyclohexylisocyanat
gekntipft. Charakterisierung des geschiitzten Liganden : MALDI-TOF-MS, m/z = 925
(M+H*), 947 (M+Na*), 963 (M+K*).

Nach AAV 4 wurden die Schutzgruppen abgespalten und dann nach AAV 5 per
HPLC gereinigt. Ligand VII wurde bei 59.4% Losungsmittel D eluiert. Es wurden
nach der Gefriertrocknung 4.9 mg (6.4 umol, 7% tber alle Stufen) weifser Feststoff
erhalten.

MALDI-TOF-MS: 769 (M+H?*), 791 (M+Na*), 807 (M+K*).

NMR-Untersuchungen: 700 MHz, T = 285K, pH = 2, H:O/D-0 9:1,
kalibriert auf HDO = 4.7 ppm und MeOH = 48.711 ppm.
Es konnte, wie bei allen betrachteten Peptidomimetika mit einer Alaninol-Einheit,

keine cis/ trans Rotamerisierung beobachtet werden.
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Spinsystem |NH |Ha/a' Hp/p’ Hyly Sonstige

B-NOA H1: 7.298, H3: 7.341, H4: 7.936, H5:
792, H6: 7.484, H7: 7.566, HS8:
7.865, O-CH,: 4.865

Lys 8.443 |4.536 1.86/1.76 1.231 H$: 1.578, He: 2.701,
NH-Z:7.588

Val 831 ]4.131 2.06 0.949

Gly 8.645 |4.084/3.966

Thr 7.968 |4.272 4178 1.207

Alaninol 8.316 |4.201 1.201 H1/1':4.078/3.972

Cyclohexyl |6.873 H1: 3.337, H2/2": 1.825/1.178,

H3,/3":1.602, H4/4:1.713/1.3

Tabelle 39: TH-NMR-Verschiebungen von Ligand VII (bestimmt aus 'H, TOCSY, ROESY, COSY,

HSQCQ).

Spinsystem Ca CB Cy Sonstige

B-NOA C1: 107.633, C3: 118.727, C4: 128.103, C5:128.057, Cé:
124.993, C7:127.268, C8: 127.361, O-CH,: 67.155

Lys 53.206 |31.14 22.652 | Cd:26.879, Ce: 39.554

Val 60.369 [30.394 |18.305

Gly 42.762

Thr 60.091 |67.716 [16.121

Alaninol 45488 [16.121 Cl1:67.162

Cyclohexyl C1:50.433, C2/6: 33.004, C3/5: 25.355, C4: 24.855

Tabelle 40: 3C-NMR-Verschiebungen von Ligand VII (bestimmt aus dem HSQC).

7.5.6.8 4-((S)-2-{(S)-6-Amino-2-[2-(naphthalen-2-yloxy)-acetylamino]-

hexanoylamino}-3-methyl-butyrylamino)-4-[(1S,2R)-1-((S)-2-

cyclohexylcarbamovloxymethvl-pyrrolidine-1-carbonyl)-2-hydroxy-

propylcarbamoyvl]-butyric acid (Ligand VIII):

a8,

H.,C

I=z

NH,
CO,H
(0]
0 0 0
N N\/U~ N\/U—N OJ'|—N4<:>
H v v H
(6] : (6] H
P

CH, HC” “OH

MG (C,4H¢sN,O,,) = 868.05 g/mol
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Nach AAV 1 wurde der Festphasenteil der Synthese durchgefiihrt. Ansatzgrofe :
100 mg 2’-Chlorotritylharz, entsprechend 90 pmol gebundenes L-Prolinol.

Substanz (eingesetzt als) Einwaage / Verbrauch
0-NOA (0.5 M Lésung in DMF) 218 mg / 216 mL
Fmoc-Lys(Boc)-OH (0.5 M Losung in DMF) 446 mg / 216 mL
Fmoc-Val-OH (0.5 M Losung in DMF) 366 mg / 2.16 mL

Fmoc-Glu(tBu)-OH (0.5 M Losung in DMF) 477 mg / 216 mL
Fmoc-Thr(But)-OH (0.5 M Losung in DMF) 368 mg / 2.16 mL

TBTU (0.5 M Losung in DMF) 217 g / 13.5mL
DIPEA (1 M Losung in DMF) 872 pg / 6.75mL
AcyO (10 % in DMF) 10 mL
Piperidin (20 % in DMF) 10 mL

Tabelle 41: Einwaagen bei der Synthese von Ligand VIII

Nun wurde nach AAV 2 vom Harz abgespalten, wobei im MALDI Hauptpeaks bei
m/z = 1051 und 1073 zu finden waren. Dies entspricht den (M+H*)- und (M+Na*)-
Werten des TFA-Ester der gewiinschten Zwischenverbindung. Nach Spaltung des
Esters erhilt man den priméren Alkohol in 18.2 mg (23 %) Rohausbeute.
MALDI-TOEF-MS: m/z = 955 (M+H*), 977 (M+Na*), 993 (M+K*).

Nach AAV 3 wurde die Carbamatbindung durch Reaktion mit Cyclohexylisocyanat
gekntipft. Charakterisierung des geschiitzten Liganden : MALDI-TOF-MS, m/z =
1080 (M+H*), 1102 (M+Na*), 1118 (M+K*). Rohausbeute: 17 mg (78 %)

Nach AAV 4 wurden die Schutzgruppen abgespalten und dann nach AAV 5 per
HPLC gereinigt. Ligand VIII wurde bei 59.4 % Losungsmittel D eluiert. Es wurden
nach der Gefriertrocknung 0.8 mg (0.9 umol, 1 % {iiber alle Stufen) weifser Feststoff
erhalten.

MALDI-TOF-MS: 868 (M+H?*), 890 (M+Na*), 906 (M+K*).

NMR-Untersuchungen: 500 MHz, T = 285 K, pH = 2, H O/D»0 9:1,
kalibriert auf HDO = 4.700, Lys-He: 39.433 ppm
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Spinsystem |NH |Ha/a' |HB/B’ Hyly Sonstige

B-NOA H1: 7.019, H3: 7.074, H4: 7.686, H5:
7.673, He: 7.223, H7: 7.310, HS:
7.618, O-CH,: 4.610

Lys 8.314 |4.194 1.542/1.459 0.871 Hé: 1.227, He: 2.325,
NH-Z:7.188

Val 8.067 |3.826 1.720 0.616

Glu 8.374 |4.206 1.844/1.702 2.189

Thr 8.081 [4.295 3.826 0.966

Prolinol 4.033 1.830/1.710 1.847/1.713 Hé/ 8": 3.529/3.403,
H1/1":4.166/3.744

Cyclohexyl |6.615 H1: 3120, H2/2": 1.581/0.959,
H3/3":1.356, H4/4": 1.466/1.078

Tabelle 42: TH-NMR-Verschiebungen des trans-Rotamers von Ligand VIII (bestimmt aus H,

TOCSY, ROESY, COSY, HSQC).

Spinsystem Ca CB Cy Sonstige

B-NOA C1: 107.248, C3: 118508, C4: 1275, C5:127.5, Ce:
124.803, C7: 126.997, C8: 127.228, O-CHy: 67.696

Lys 53.300 [30.536 |22.131 |C8&: 26.548, He: 39.433

Val 59.869 30.291 |18.082

Glu 53.191 |26.855 |30.107

Thr 57.772 167486 |19.002

Prolinol 56.723 126.794 |24.278 |C3:48.554, C1: 64.285

Cyclohexyl C1:49.195, C2/6:32.745, C3/5: 25.505, C4: 24.953

Tabelle 43: 3C-NMR-Verschiebungen des trans-Rotamers von Ligand VIII (bestimmt aus dem

HSQC).

Es konnten nur fiir das Valin (NH: 8.031, Ho: 3.838, HP: 30.291, Hy: 18.082) ein

doppelter Signalsatz gefunden werden, was auch bei Ligand VIII auf ein cis-trans-

Gleichgewicht schliefSen ldsst.
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7.5.6.9 Cyclohexyl-carbamic acid (S)-1-((2S,3R)-2-{2-[((S)-2-{(S)-6-amino-2-[2-

(naphthalen-2-yloxy)-acetylamino]-hexanoylamino}-3-methvl-butyryl)-

methyl-aminol-acetylaminol-3-hydroxy-butyryl)-pyrrolidin-2-ylmethyl ester

(Ligand IX):

NH,
I 0
o) H
N N\)LN/\FF
H . \
e} c
Hc” CcH

iR
H
ISt
H, O 5
A,

H,C OH

3 3 3

MG (C,,Hs3N,O,) = 810.01 g/mol

Nach AAV 1 wurde der Festphasenteil der Synthese durchgefiihrt. Ansatzgrofe :
100 mg 2’-Chlorotritylharz, entsprechend 90 pmol gebundenes L-Prolinol.

Substanz (eingesetzt als) Einwaage / Verbrauch
B-NOA (0.5 M Losung in DMF) 218 mg / 216 mL
Fmoc-Lys(Boc)-OH (0.5 M Losung in DMF) | 446 mg / 2.16 mL
Fmoc-Val-OH (0.5 M Losung in DMF) 366 mg / 216 mL
Fmoc-Sar-OH (0.5 M Losung in DMF) 336 mg / 2.16 mL
Fmoc-Thr(But)-OH (0.5 M Losung in DMF) | 368 mg / 2.16 mL
TBTU (0.5 M Losung in DMF) 217 g / 13.5mL
DIPEA (1 M Losung in DMF) 872 ug / 6.75 mL
AcO (10 % in DMF) 10 mL

Piperidin (20 % in DMF) 10 mL

Tabelle 44: Einwaagen bei der Synthese von Ligand IX

Nun wurde nach AAV 2 vom Harz abgespalten, wobei im MALDI Hauptpeaks bei
m/z = 936 und 958 zu finden waren. Dies entspricht den (M+H")- und (M+Na%)-
Werten des TFA-Ester der gewtinschten Zwischenverbindung. Nach Spaltung des
Esters erhélt man den priméren Alkohol in 17.2 mg (23 %) Rohausbeute.
MALDI-TOEF-MS: m/z = 840 (M+H*), 862 (M+Na*), 878 (M+K*).

Nach AAV 3 wurde die Carbamatbindung durch Reaktion mit Cyclohexylisocyanat
gekntipft. Charakterisierung des geschiitzten Liganden : MALDI-TOF-MS, m/z = 965
(M+HY), 987 (M+Na*), 1003 (M+K*). Rohausbeute: 15 mg (76 %)
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Nach AAV 4 wurden die Schutzgruppen abgespalten und dann nach AAV 5 per

HPLC gereinigt. Ligand IX wurde bei 62.3 % Losungsmittel D eluiert. Es wurden

nach der Gefriertrocknung 0.7 mg (0.9 umol, 1 % {iiber alle Stufen) weifser Feststoff

erhalten.

MALDI-TOF-MS: 809 (M+H*), 831 (M+Na*), 847 (M+K*).

NMR-Untersuchungen: 500 MHz, T = 300 K, pH = 2, H.O/D20 9:1,
kalibriert auf HDO = 4.725 ppm und Naph-C1 = 107.725 ppm

Spinsystem |(NH |Ho/o’ |HB/B’ Hyly Sonstige

B-NOA H1: 7.23, H3: 7.275, H4: 7.886, H5:
7.868, H6: 7.408, H7: 7.488, HBS:
7.813, O-CH,: 4.812

Lys 8.424 |4.406 1.741/1.644 1.113 HS&: 1.455, He: 2.599,
NH-Z: 7.340

Val 8.110 |4.371 1.985 0.834

Sar 3.709 N-CHs: 3.139

Thr 8.004 |4.497 4.009 1.141

Prolinol 4.263 2.034/1.91 2.004/1.917 Hé/ §": 3.761/3.645, H1/1"
4.371/4.065

Cyclohexyl |6.745 H1:3.255, H2/6, H3/5: , H4:

Tabelle 45: TH-NMR-Verschiebungen des trans-Rotamers von Ligand IX (Bestimmt aus H, TOCSY,

ROESY, COSY, HSQC).

Spinsystem Ca CB Cy Sonstige

B-NOA C1: 107.725, C3: 118.924, C4: 128.16, C5: 128.16, Cé6:

125.080, C7:127.522, C8 : 127.415, CH,: 66.947

Lys 53.561 |30.769 |22.529 | CS§: 26.606, Ce: 39.627

Val 55.58 30.537 |18.813

Sar 48637 N-CHs;: ca. 37.8

Thr 57903 |67.727 |19.007

Prolinol 67955 |27.139 |24.331 C3: 55.864, C1: 55.631

Cyclohexyl C1: ca. 38,C2/6:32.947, C3/5:24.96, C6: 22.6

Tabelle 46: 13C-NMR-Verschiebungen des trans-Rotamers von Ligand IX (bestimmt aus dem

HSQC).
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Spinsystem |NH |Ha/a' |HB/B’ Hyly Sonstige

B-NOA

Lys 8.358 |4.512 1.728/1.639 1.167 H&: 1.460. He: 2.620,
NH-Z:7.346

Val 8.031 |4.557 1.989 0.842/0.779

Sar

Thr 7.841 |5.003 4.047 1.129

Prolinol

Cyclohexyl

Tabelle 47: TH-NMR-Verschiebungen des cis-Rotamers von Ligand IX (bestimmt aus 'H, TOCSY,
ROESY, COSY, HSQC).

Fiir die 13C-NMR chemischen Verschiebungen des cis-Rotamers konnten keine Werte

bestimmt werden.

7.5.6.10 Cyclohexyl-carbamic acid (S5)-1-{(2S,3R)-2-[2-((S)-2-{(S)-6-amino-2-[2-

(naphthalen-2-yloxy)-acetylamino]-hexanoylamino}-2-cyclohexyl-

acetylamino)-acetylamino]-3-hydroxy-butyryll-pyrrolidin-2-ylmethvyl ester

(Ligand X):

a8

NH,
(0]
\)J\ H i H
(e} N N\)LN/\FFN
H v H
(e} : (e}

O H,C

" OH

MG (C,,HgsN,O,) = 835.48 g/mol

Nach AAV 1 wurde der Festphasenteil der Synthese durchgefiihrt. Ansatzgrofie :

100 mg 2’-Chlorotritylharz, entsprechend 90 pmol gebundenes L-Prolinol.
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Substanz (eingesetzt als) Einwaage / Verbrauch
B-NOA (0.5 M Losung in DMF) 218 mg / 2.16 mL
Fmoc-Lys(Boc)-OH (0.5 M Losung in DMF) | 446 mg / 2.16 mL
Fmoc-Chg-OH (0.5 M Losung in DMF) 366 mg / 2.16 mL
Fmoc-Gly-OH (0.5 M Losung in DMF) 321 mg / 2.16 mL
Fmoc-Thr(But)-OH (0.5 M Losung in DMF) |368 mg / 2.16 mL
TBTU (0.5 M Losung in DMF) 217 g/ 13.5mL
DIPEA (1 M Loésung in DMF) 872 pg / 6.75 mL
AcyO (10 % in DMF) 10 mL

Piperidin (20 % in DMF) 10 mL

Tabelle 48: Einwaagen bei der Synthese von Ligand X

Nun wurde nach AAV 2 vom Harz abgespalten, wobei im MALDI Hauptpeaks bei
m/z = 962 und 984 zu finden waren. Dies entspricht den (M+H*)- und (M+Na*)-
Werten des TFA-Ester der gewtinschten Zwischenverbindung. Nach Spaltung des
Esters erhélt man den priméren Alkohol.

MALDI-TOF-MS: m/z = 866 (M+H*), 888 (M+Na*), 904 (M+K*).

Nach AAV 3 wurde die Carbamatbindung durch Reaktion mit Cyclohexylisocyanat
gekntipft. Charakterisierung des geschiitzten Liganden : MALDI-TOF-MS, m/z = 991
(M+H¥), 1013 (M+Na*), 1027 (M+K*).

Nach AAV 4 wurden die Schutzgruppen abgespalten und dann nach AAV 5 per
HPLC gereinigt. Ligand X wurde bei 64% Losungsmittel D eluiert. Es wurden nach
der Gefriertrocknung 2.5 mg (3.0 umol, 3.3 % tiber alle Stufen) weifler Feststoff
erhalten.

MALDI-TOF-MS: 835 (M+H?*), 857 (M+Na*), 873 (M+K*).

NMR-Untersuchungen: 500 MHz, T = 290K, pH = 2, H.O/D-0 9:1,
kalibriert auf HDO = 4.7 ppm und Lys-He = 39.468 ppm
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Spinsystem |NH |Ha/a' |HB/B’ Hyly Sonstige
B-NOA H1: 7.077, H3: 7.137, H4: 7.752, H5:
7.743, He: 7.298, H7: 7.383, HS:
7.682, O-CH,: 4.678
Lys 8.371 |4.287 1.629/1.543 1.014 H&: 1.1.348, He: 2.481,
NH-Z:7.277
Chg 8.088 |3.925 1.486 Siehe rechts | Hy/8/8/e/e":
1.446/1.405/0.968/0.818/0.738
Gly 8.425 |3.798
Thr 7.856 |4.367 3.873 0.991
Prolinol 4.095 1.835/1.727 1.884/1.758 H&/ 8": 3.586/3.441,
H1/1:4.176/3.798
Cyclohexyl |6.687 H1: 3.125 H2/2": 1.635/0.991,
H3/3": 1.405/0.991, H4/4"
1.514/1.106
Tabelle 49: TH-NMR-Verschiebungen des trans-Rotamers von Ligand X (bestimmt aus 'H, TOCSY,
ROESY, COSY, HSQC).
Spinsystem Ca CB Cy Sonstige
B-NOA C1:107.421, C3:118.712, C4: 128.013, C5: 128.054,
C6:125.0074, C7: 127.282,
C8:127.363, O-CHz: n.b.
Lys 56.881 |30.657 |22.298 C3: 26.618, Ce: 39.496
Chg 59.574 |39.536 |Sieherechts |Cy/8/e: 25.587/28.777/29.337
Gly 42.603
Thr 57904 |67.764 |18.899
Prolinol 56.934 26938 |24.178 C3: 48.529, C1: 64.424
Cyclohexyl C1:50.469, C2/6: 32.697, C3/5: 25.698,
C4: 24.898

Tabelle 50: 13C-NMR-Verschiebungen des trans-Rotamers von Ligand X (bestimmt aus dem

HSQQ).

Spinsystem |NH |Ho/o' |HB/PR’ Hyly' Sonstige

B-NOA

Lys 8.412 |4.275 1.635/1.56 1.02 H3 : 1.353, He : 2.498

Chg 798 [3.959 1.48

Gly 8.324 |3.827

Thr 7.772 14891 3.919 1.014

Prolinol H1/1:3.921/3.811

Cyclohexyl |6.343 H1: 3.085, H2/2: 1.642/0.962,
H3/3": 1.394/0.962, H4/4"
1.514/1.106

Tabelle 51: TH-NMR-Verschiebungen des cis-Rotamers von Ligand X (bestimmt aus 'H, TOCSY,
ROESY, COSY, HSQC).
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Fiir die 3C-NMR chemischen Verschiebungen des cis-Rotamers konnten nur zum

Teil Werte bestimmt werden.

Spinsystem Ca Cp Cy Sonstige

ChinOA

Lys

Val 59.69 30.76 18.692

Gly 41.232

Thr 67.9798 |18.925

Prolinol

Cyclohexyl C1:49.181

Tabelle 52: 13C-NMR-Verschiebungen des cis-Rotamers von Ligand X (bestimmt aus dem HSQC).

7.5.6.11 Cyclohexyl-carbamic acid (S)-1-{(2S,3R)-3-hydroxy-2-[2-((S)-3-methy1-2-{(S)-

2-[2-(naphthalen-2-yloxy)-acetylamino]-5-ureido-pentanoylaminol-

butyrylamino)-acetylaminol]-butyryl}-pyrrolidin-2-ylmethyl ester

(Ligand XI):

H,N.__O

NH
0 0
0 0
N N\)LN/\WN\)‘—N oLy
H y H ' H
H.C” CH e o

3 3 3 H

MG (C4HgoNgO,,) = 824.98 g/mol

Nach AAV 1 wurde der Festphasenteil der Synthese durchgefiihrt. Ansatzgrofse :
100 mg 2’-Chlorotritylharz, entsprechend 90 pmol gebundenes L-Prolinol.
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Substanz (eingesetzt als) Einwaage / Verbrauch
B-NOA (0.5 M Losung in DMF) 218 mg / 2.16 mL
Fmoc-Cit-OH (0.5 M Losung in DMF) 446 mg / 2.16 mL
Fmoc-Val-OH (0.5 M Losung in DMF) 366 mg / 216 mL
Fmoc-Gly-OH (0.5 M Losung in DMF) 321 mg / 216 mL
Fmoc-Thr(But)-OH (0.5 M Losung in DMF) |368 mg / 2.16 mL
TBTU (0.5 M Losung in DMF) 217 g/ 13.5mL
DIPEA (1 M Loésung in DMF) 872 pg / 6.75 mL
AcyO (10 % in DMF) 10 mL

Piperidin (20 % in DMF) 10 mL

Tabelle 53: Einwaagen bei der Synthese von Ligand XI

Nun wurde nach AAV 2 vom Harz abgespalten, wobei im MALDI Hauptpeaks bei
m/z = 851 und 873 zu finden waren. Dies entspricht den (M+H*)- und (M+Na*)-
Werten des TFA-Ester der gewtinschten Zwischenverbindung. Nach Spaltung des
Esters erhélt man den priméren Alkohol in 19.4 mg (28 %) Rohausbeute.
MALDI-TOF-MS: m/z = 755 (M+H*), 777 (M+Na*), 793 (M+K*).

Nach AAV 3 wurde die Carbamatbindung durch Reaktion mit Cyclohexylisocyanat
gekntipft. Charakterisierung des geschiitzten Liganden : MALDI-TOF-MS, m/z = 880
(M+H*), 902 (M+Na*), 918 (M+K*). Rohausbeute: 13.1 mg (59 %)

Nach AAV 4 wurden die Schutzgruppen abgespalten und dann nach AAV 5 per
HPLC gereinigt. Ligand XI wurde bei 64.8 % Losungsmittel D eluiert. Es wurden
nach der Gefriertrocknung 1.4 mg (1.7 pymol, 2 % {iber alle Stufen) weifSer Feststoff
erhalten.

MALDI-TOF-MS: 825 (M+H*), 847 (M+Na*), 863 (M+K*).
NMR-Untersuchungen: 500 MHz, T = 295 K, pH = 2, H.O/D>0 9:1,

kalibriert auf HDO = 4.725 ppm und MeOH = 49.4 ppm. Die Probe war so gering

konzentriert, dass nicht alle Signale aufgeltst wurden
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Spinsystem |NH |Ha/a' |HB/B’ Hyly Sonstige

B-NOA H1: 7.18, H3: 7.214, H4: 7.819, H5:
7.802, Hé6: 7.356, H7: 7.445, HS:
7.746, O-CHy: 4.781

Cit 8.395 |4.368 1.693/1.602 1.252 H&: 1.252

Val 8.182 |3.986 1.913 0.786

Gly 8.424 |3.856

Thr 7911 [4.433 3.927 1.045

Prolinol 4152 1.954/1.795 H&/ 6’: 3.400

Cyclohexyl |6.698 H1:3.175,H4/4’: 1.584/1.182

Tabelle 54: TH-NMR-Verschiebungen des trans-Rotamers von Ligand XI (bestimmt aus 'H, TOCSY,

ROESY, COSY, HSQC).

Spinsystem Ca CB Cy Sonstige

B-NOA C1: 107.708, C3: 118.537, C4: 128.231, C5:128.001, Cé6:

124.896, C7:127.368, C8: 127.311

Cit 53.54 28.461 25.717 | C8:39.526

Val 60.369

Gly 42.673

Thr 58112 |67.851

Prolinol 57.044 |24.26

Cyclohexyl C4:24.709

Tabelle 55: 3C-NMR-Verschiebungen des trans-Rotamers von Ligand XI (bestimmt aus dem

HSQQ).

Spinsystem |NH |Ho/o' |HB/PR’ Hyly' Sonstige

B-NOA

Cit 8.425 |4.361 1.693/1.608 1.252 Hs: 2.846

Val 8.08 0.786

Gly 8.331 |3.889

Thr 7.799 [4.944 3.979 1.071

Prolinol

Cyclohexyl |6.378 H1:3.148

Tabelle 56: TH-NMR-Verschiebungen des cis-Rotamers von Ligand XI (bestimmt aus 'H, TOCSY,

ROESY, COSY, HSQC).

Fiir die 13C-NMR chemischen Verschiebungen des cis-Rotamers konnten keine Werte

bestimmt werden.
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7.5.6.12 Cyclohexyl-carbamic acid (S)-1-{(2S,3R)-2-[2-((S)-2-{(S)-6-amino-2-[2-

(quinolin-8-yloxy)-acetylamino]-hexanoylamino}-3-methyl-butyrylamino)-

acetylamino]-3-hydroxy-butyryll-pyrrolidin-2-ylmethyl ester (Ligand XII):

%@OJ_H@

NH,
0
o)
= N N N/\rrN
H g H
\ 0 0
H.C”~ CH H.C

O
Sy
3 3 3 0

H

MG (C,oHeoNzOs) = 796.97 g/mol

Nach AAV 1 wurde der Festphasenteil der Synthese durchgefiihrt. Ansatzgrofse :
100 mg 2’-Chlorotritylharz, entsprechend 90 pmol gebundenes L-Prolinol.

Substanz (eingesetzt als) Einwaage / Verbrauch
ChinOA (gesittigte Losung in DMF) 219 mg / 216 mL
Fmoc-Lys(Boc)-OH (0.5 M Losung in DMF) | 446 mg / 2.16 mL
Fmoc-Gly-OH (0.5 M Losung in DMF) 366 mg / 216 mL
Fmoc-Gly-OH (0.5 M Lésung in DMF) 321 mg / 216 mL
Fmoc-Thr(But)-OH (0.5 M Loésung in DMF) | 368 mg / 2.16 mL
TBTU (0.5 M Losung in DMF) 217 g / 13.5mL
DIPEA (1 M Losung in DMF) 872 pg / 6.75mL
Ac20 (10 % in DMEF) 10 mL

Piperidin (20 % in DMF) 10 mL

Tabelle 57: Einwaagen bei der Synthese von Ligand XII

Die (8-Chinolyloxy)essigsdure loste sich in DMF extrem schlecht, so dass hier
wahrscheinlich nicht die Konzentration von 0.5 M erreicht wurde. Dies erklart die
schlechte Ausbeute bei der Festphasensynthese.

Anschliefend wurde nach AAV 2 vom Harz abgespalten, wobei im MALDI
Hauptpeaks bei m/z = 924 und 946 zu finden waren. Dies entspricht den (M+H*)-
und (M+Na*)-Werten des TFA-Ester der gewtinschten Zwischenverbindung. Nach
Spaltung des Esters erhdlt man den primdren Alkohol in 104 mg (14 %)
Rohausbeute.

MALDI-TOF-MS: m/z = 828 (M+H?), 850 (M+Na*), 866(M+K*).
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Nach AAV 3 wurde die Carbamatbindung durch Reaktion mit Cyclohexylisocyanat

gekntipft. Charakterisierung des geschiitzten Liganden : MALDI-TOF-MS, m/z = 953
(M+H?), 975 (M+Na*), 991 (M+K*). Rohausbeute: 10.3 mg (86 %)

Nach AAV 4 wurden die Schutzgruppen abgespalten und dann nach AAV 5 per

HPLC gereinigt. Ligand XII wurde bei 54.9 % Losungsmittel D eluiert. Es wurden

nach der Gefriertrocknung 3 mg (3.8 umol, 4 % tber alle Stufen) weifler Feststoff

erhalten.

MALDI-TOF-MS: 797 (M+H?*), 819 (M+Na*), 835 (M+K*).

NMR-Untersuchungen: 500 MHz, T = 290K, pH = 2, H.O/D>0O 9:1,
kalibriert auf HDO = 4.7 ppm und MeOH = 49.2 ppm.

Spinsystem |NH |Ho/o' |HPB/B’ Hyly' Sonstige

ChinOA H2: 8.963, H3: 7.936, H4: 8.902, H5:
7.701, He: 7.741, H7: 7.353, O-CHa:
4.903

Lys 8.704 |4.308 1.663 1.25 H8: 1.508, He: 2.792,
NH-Z:7.401

Val 8.331 |3.946 1.882 0.753

Gly 8.491 |3.817

Thr 7.919 14391 3.882 0.986

Prolinol 4.075 1.879/1.754 1.837/1.709 Ho/ &: 3.434,
H1/1’:4.13/3.765

Cyclohexyl |6.673 H1: 3.088, H2/2": 1.586/0.953,
H3/3": 1.379/0.93, H4/4"
1.502/1.076

Tabelle 58: TH-NMR-Verschiebungen des trans-Rotamers von Ligand XII (bestimmt aus H,

TOCSY, ROESY, COSY, HSQC).

Spinsystem Ca CB Cy Sonstige

ChinOA C2: 147.401, C3: 122.714, C4: 143.644, C5:126.001, Cé:
121.841, C7: 114.328, O-CH,: 67.696

Lys 53.91 30.634 |22.323 | C8: 26.621, Ce: 39.676

Val 60.12 30.443  |17.93

Gly 42.589

Thr 57.779 167.619 |18.857

Prolinol 56.919 24138 |26.813 |C3:48.274, C1: 64.295

Cyclohexyl C1:50.375, C2/6:32.672, C3/5: 25.061, C4: 24.681

Tabelle 59: BC-NMR-Verschiebungen des trans-Rotamers von Ligand XII (bestimmt aus dem

HSQC).
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Spinsystem |NH |Ho/o’ |HPB/B’ Hyly' Sonstige

ChinOA

Lys

Val 819 4.011 1.863 0.741

Gly 8.491 |3.869

Thr 7.783 14.869 3.908 0.992

Prolinol

Cyclohexyl |6.616 H1: 3121, H2/2": 1.476/1.063,
H3/3:1.34/0.953, H4/4": 1.618

Tabelle 60: TH-NMR-Verschiebungen des cis-Rotamers von Ligand XII (bestimmt aus 'H, TOCSY,
ROESY, COSY, HSQC).

Fiir die 3C-NMR chemischen Verschiebungen des cis-Rotamers konnten nicht fiir
alle Atome Werte bestimmt werden. Sie werden in etwa denen des trans-Rotamers

entsprechen.

Spinsystem Ca CB Cy Sonstige

ChinOA

Lys

Val 59.69 30.76 18.692

Gly 41.232

Thr 67.9798 |18.925

Prolinol

Cyclohexyl C1:49.181, C2/6:

Tabelle 61: 3C-NMR-Verschiebungen des cis-Rotamers von Ligand XII (soweit bestimmbar aus

dem HSQC).

7.5.6.13 Cyclohexyl-carbamic acid (S)-1-{(2S,3R)-2-[2-((S)-2-{(S)-6-amino-2-[2-(4-

methyl-2-ox0-2H-chromen-6-yloxy)-acetylamino]-hexanoylaminol-3-methyl-

butyrylamino)-acetylaminol]-3-hydroxy-butyryl}-pyrrolidin-2-ylmethvlester

(Ligand XIII):
NH,
CH, jj\ /{ o o Q 0
o) H H e
g N e e ”{>
0™ o ° A °

H,C~ “CH, H,C~ “OH

MG (C,HgN,0,,) = 827.98 g/mol
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Nach AAV 1 wurde der Festphasenteil der Synthese durchgefiihrt. Ansatzgrofe :
100 mg 2’-Chlorotritylharz, entsprechend 90 pmol gebundenes L-Prolinol.

Substanz (eingesetzt als) Einwaage / Verbrauch
CumOA (0.5 M Losung in DMF) 253 mg / 216 mL
Fmoc-Lys(Boc)-OH (0.5 M Losung in DMF) | 446 mg / 2.16 mL
Fmoc-Val-OH (0.5 M Losung in DMF) 366 mg / 216 mL
Fmoc-Gly-OH (0.5 M Losung in DMF) 321 mg / 216 mL
Fmoc-Thr(But)-OH (0.5 M Losung in DMF) | 368 mg / 2.16 mL
TBTU (0.5 M Losung in DMF) 217 g / 13.5mL
DIPEA (1 M Losung in DMF) 872 ng /6.75 mL

Ac0 (10 % in DMEF) 10 mL

Piperidin (20 % in DMF) 10 mL

Tabelle 62: Einwaagen bei der Synthese von Ligand XIII

Nun wurde nach AAV 2 vom Harz abgespalten, wobei im MALDI Hauptpeaks bei
m/z = 955 und 977 zu finden waren. Dies entspricht den (M+H")- und (M+Na*)-
Werten des TFA-Ester der gewtinschten Zwischenverbindung. Nach Spaltung des
Esters erhilt man den primédren Alkohol in 25.5 mg (32 %) Rohausbeute.
MALDI-TOEF-MS: m/z = 859 (M+H*), 881 (M+Na*), 897 (M+K*).

Nach AAV 3 wurde die Carbamatbindung durch Reaktion mit Cyclohexylisocyanat
gekntipft. Charakterisierung des geschiitzten Liganden : MALDI-TOF-MS, m/z = 984
(M+H), 1006 (M+Na*), 1022 (M+K*). Rohausbeute: 18.2 mg (62 %)

Nach AAV 4 wurden die Schutzgruppen abgespalten und dann nach AAV 5 per
HPLC gereinigt. Ligand XIII wurde bei 57.9 % Losungsmittel D eluiert. Es wurden
nach der Gefriertrocknung 0.8 mg (1.0 umol, 1 % {iber alle Stufen) weifser Feststoff
erhalten.

MALDI-TOEF-MS: 828 (M+HY*), 850 (M+Na*), 866 (M+K*). Diese Verbindung wurde
nicht NMR-spektroskopisch charakterisiert.
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7.5.6.14 Cyclohexyl-carbamic acid (S)-1-{(2S,3R)-2-[2-((S)-2-{(S)-6-amino-2-[2-

(naphthalen-1-yloxy)-acetylamino]-hexanovylamino}-3-methyl-

butyrylamino)-acetylaminol]-3-hydroxy-butyryl}-pyrrolidin-2-ylmethyl ester
(Ligand XIV):

NH,
0
0 0 0
O\/U\ H H Q
N/iNJ;N%NJ;N oLy
H ' H . H
H.C~ CH e o

3 3 3 H

MG (C,Hg;N,0y) = 795.98 g/mol

Nach AAV 1 wurde der Festphasenteil der Synthese durchgefiihrt. Ansatzgrofse :
100 mg 2’-Chlorotritylharz, entsprechend 90 pmol gebundenes L-Prolinol.

Substanz (eingesetzt als) Einwaage / Verbrauch
0-NOA (0.5 M Losung in DMF) 218 mg / 2.16 mL
Fmoc-Lys(Boc)-OH (0.5 M Losung in DMF) | 446 mg / 2.16 mL
Fmoc-Val-OH (0.5 M Losung in DMF) 366 mg / 2.16 mL
Fmoc-Gly-OH (0.5 M Losung in DMF) 321 mg / 216 mL
Fmoc-Thr(But)-OH (0.5 M Loésung in DMF) |368 mg / 2.16 mL
TBTU (0.5 M Losung in DMF) 217 g / 13.5mL
DIPEA (1 M Losung in DMF) 872 pg / 6.75 mL
AcO (10 % in DMF) 10 mL

Piperidin (20 % in DMF) 10 mL

Tabelle 63: Einwaagen bei der Synthese von Ligand XIV

Nun wurde nach AAV 2 vom Harz abgespalten, wobei im MALDI Hauptpeaks bei
m/z = 923 und 955 zu finden waren. Dies entspricht den (M+H*)- und (M+Na*)-
Werten des TFA-Ester der gewiinschten Zwischenverbindung. Nach Spaltung des
Esters erhélt man den priméren Alkohol in 18.8 mg (25 %) Rohausbeute.
MALDI-TOEF-MS: m/z = 827 (M+H*), 849 (M+Na), 865 (M+K*).

Nach AAV 3 wurde die Carbamatbindung durch Reaktion mit Cyclohexylisocyanat
gekntipft. Charakterisierung des geschiitzten Liganden : MALDI-TOF-MS, m/z = 952
(M+H?), 974 (M+Na*), 980 (M+K*). Rohausbeute: 21 mg (97 %)

140



Experimenteller Teil

Nach AAV 4 wurden die Schutzgruppen abgespalten und dann nach AAV 5 per

HPLC gereinigt. Ligand XIV wurde bei 61.4 % Losungsmittel D eluiert. Es wurden

nach der Gefriertrocknung 1.8 mg (2.3 umol, 3 % {iiber alle Stufen) weifser Feststoff

erhalten.

MALDI-TOF-MS: 796 (M+H"), 818 (M+Na*), 834 (M+K*).

NMR-Untersuchungen: 500 MHz, T = 295K, pH = 2, H.O/D-0 9:1,

kalibriert auf Lys-Ho = 4.384 ppm und Lys-Ce = 39.691 ppm.

Spinsystem |NH |Ho/o/ HB/B’ Hyly' Sonstige

a-NOA H2: 6.817, H3: 7.369, H4: 7.516,
H5: 7.844, He: 7.523, H7: 7.513,
H8: 8.237, O-CHz: 4.835

Lys 8.302 |4.384 1.715/1.619 |1.141 Hé: 1.470, He: 2.742,
NH-Z:7.395

Val 8.221 |4.006 1.950 0.840

Gly 8.504 |3.908/3.805

Thr 7.899 4416 3.903 0.997

Prolinol 4141 1.885/1.783  |1.936/1.793 | H&/&": 3.429,
H1/1": 4.005

Cyclohexyl |6.683 H1: 3.188, H2/2: 1.687/1.057,
H3/3:  1583/1175, H4/4"
1.460/1.057

Tabelle 64: TH-NMR-Verschiebungen des trans-Rotamers von Ligand XIV (bestimmt aus 'H,

TOCSY, ROESY, COSY, HSQC).

Spinsystem Ca CB Cy Sonstige

ChinOA C2: 106.245, C3: 126.450, C4: 121.991, C5:128.029, Cé6:
127.432, C7:126.437, C8: 121.760

Lys 53.475 |30.850 |22.207 | C8:26.601, Ce: 39.691

Val 60.407 |30.293 |18.595

Gly 42.667

Thr 57979 |67.769 |?

Prolinol 56.843 | 27.01 24.097 | Cbs:48.584, C1: 65.05

Cyclohexyl C1:50.398, C2/6:32.822, C3/5: 24.882, C4: 25.324

Tabelle 65: 13C-NMR-Verschiebungen des trans-Rotamers von Ligand XIV (bestimmt aus dem

HSQC).
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Spinsystem |NH |Ho/o’ |HPB/B’ Hyly' Sonstige

ChinOA

Lys 8.341 |4.378 1.721/1.613 1.129 Hd :1.476, He : 2.736, NH-Z : 7.379
Val 8.113 |4.064 1.969 0.826

Gly 8.423 [3.911

Thr 7.798 14.938 3.968 1.045

Prolinol

Cyclohexyl |6.388 H1: 3138, H2/2": 1.684/1.008,

H3/3': 1.556/1.149, H4/4’: 1.435

Tabelle 66: TH-NMR-Verschiebungen des cis-Rotamers von Ligand XIV (bestimmt aus 'H, TOCSY,
ROESY, COSY, HSQC).

Fiir die 13C-NMR chemischen Verschiebungen des cis-Rotamers konnten keine Werte

bestimmt werden.

7.5.6.15 Cyclohexyl-carbamic acid (S)-1-[(2S,3R)-2-((3S,4S)-4-{(S)-6-amino-2-[2-

(naphthalen-2-yloxy)-acetylamino]-hexanoylamino}-3-hydroxy-6-methyl-

heptanoylamino)-3-hydroxy-butyryl]-pyrrolidin-2-ylmethyl ester

(Ligand XV):

O]
Iz

MG (C,,HqsNsO,) = 797.01 g/mol

Nach AAV 1 wurde der Festphasenteil der Synthese durchgefiihrt. Ansatzgrofle :

100 mg 2’-Chlorotritylharz, entsprechend 90 pmol gebundenes L-Prolinol.
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Substanz (eingesetzt als) Einwaage / Verbrauch
o-NOA (0.5 M Losung in DMF) 218 mg / 2.16 mL
Fmoc-Lys(Boc)-OH (0.5 M Losung in DMF) | 446 mg / 2.16 mL
Fmoc-Statin-OH (0.5 M Lésung in DMF) 446 mg / 216 mL
Fmoc-Thr(But)-OH (0.5 M Losung in DMF) | 368 mg / 2.16 mL

TBTU (0.5 M Losung in DMF) 217 g / 13.5mL
DIPEA (1 M Lésung in DMF) 872 ug / 6.75 mL
Ac0O (10 % in DMF) 10 mL
Piperidin (20 % in DMF) 10 mL

Tabelle 67: Einwaagen bei der Synthese von Ligand XV

Nun wurde nach AAV 2 vom Harz abgespalten, wobei im MALDI Hauptpeaks bei
m/z = 924 und 946 zu finden waren. Dies entspricht den (M+H*)- und (M+Na*)-
Werten des TFA-Ester der gewtinschten Zwischenverbindung. Nach Spaltung des
Esters erhélt man den priméren Alkohol in 14.2 mg (19 %) Rohausbeute.
MALDI-TOF-MS: m/z = 828 (M+H*), 850 (M+Na*), 866 (M+K*).

Nach AAV 3 wurde die Carbamatbindung durch Reaktion mit Cyclohexylisocyanat
gekntipft. Charakterisierung des geschiitzten Liganden : MALDI-TOF-MS, m/z = 953
(M+HY), 975 (M+Na*), 991 (M+K*). Rohausbeute: 12.7 mg (77.5 %)

Nach AAV 4 wurden die Schutzgruppen abgespalten und dann nach AAV 5 per
HPLC gereinigt. Ligand XV wurde bei 65.3 % Losungsmittel D eluiert. Es wurden
nach der Gefriertrocknung 5.2 mg (6.5 umol, 8 % {iber alle Stufen) weifser Feststoff
erhalten.

MALDI-TOF-MS: 797 (M+H"), 819 (M+Na*), 835 (M+K*).

NMR-Untersuchungen: 500 MHz, T = 290K, MeOH-d4,
kalibriert auf MeOH = 3.33 und 48.2 ppm.
In Methanol bei diesem pH-Wert konnte kein cis/ trans-Gleichgewicht nachgewiesen

werden
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Spinsystem |Ho/o’ |HB/B’ Hyly Sonstige

B-NOA H1: 7.284, H3: 7.307, H4: 7.827, H5:
7.846, He6: 7.388, H7: 7.475, HS:
7.806, O-CHy: 4.772

Lys 4535 1.911/1.76 1.331 Hd: 1.621, He: 2.761

Statin H2: 2.556, H3: 5.097, H4: 4.211, Hb5:
1.384, H6: 1.712, H7/7°: 0.971/0.907

Thr 4.618 4.07 1.212

Prolinol 4.159 2.064/1.928 1.969/1.611 H&/&": 4.219,
H1/1:3.638

Cyclohexyl H1: 3.347, H2/2': 1.876/1.19, H3/3":
1.641/1.183, H4/4:1.754/1.329

Tabelle 68: TH-NMR-Verschiebungen von Ligand XV (bestimmt aus 'H, TOCSY, ROESY, COSY,

HSQC).

Spinsystem Ca CB Cy Sonstige

B-NOA C1: 107.157 C3: 118.394, C4: 127.458, C5:128.751, Cé:
124.146, C7: 126.649, C8: 126.966, O-CH>: 67.108

Lys 52.852 |31.764 |22.929 | C8: 25.586, Ce: 39.388

Statin C2: 37974, C3: 72.896, C4: 50.087, C5: 22.972, Cé:
39.678, C7/7':22.701/13.441

Thr 56.995 | 67.657

Prolinol 59.676 24126 |27.234 | (C5:50.11, C1: 61.991

Cyclohexyl C1:50.457, C2/6: 33.187, C3/5: 25.655, C4: 25.106

Tabelle 69: 13C-NMR-Verschiebungen von Ligand XV (bestimmt aus dem HSQC).

7.5.6.16 Cyclohexyl-carbamic acid (S)-1-[(2S,3R)-2-((35,45S)-4-{(S)-6-amino-2-[2-

(naphthalen-2-yloxy)-acetylamino]-hexanoylaminol-5-cyclohexyl-3-hydroxy-

pentanoylamino)-3-hydroxy-butyryl]-pyrrolidin-2-ylmethyl ester (Ligand

XVI

NH

MG (C,sHesNgOs) = 836.50 g/mol
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Nach AAV 1 wurde der Festphasenteil der Synthese durchgefiihrt. Ansatzgrofe :
100 mg 2’-Chlorotritylharz, entsprechend 90 pmol gebundenes L-Prolinol.

Substanz (eingesetzt als) Einwaage / Verbrauch
B-NOA (0.5 M Losung in DMF) 218 mg / 216 mL
Fmoc-Lys(Boc)-OH (0.5 M Losung in DMF) | 446 mg / 2.16 mL
Fmoc-ACHPA-OH (0.5 M Losung in DMF)  [490 mg / 2.16 mL
Fmoc-Thr(But)-OH (0.5 M Loésung in DMF) | 368 mg / 2.16 mL

TBTU (0.5 M Losung in DMF) 217 g/ 13.5mL
DIPEA (1 M Losung in DMF) 872 pg / 6.75mL
AcO (10 % in DMF) 10 mL
Piperidin (20 % in DMF) 10 mL

Tabelle 70: Einwaagen bei der Synthese von Ligand XVI

Nun wurde nach AAV 2 vom Harz abgespalten, wobei im MALDI Hauptpeaks bei
m/z = 963 und 985 zu finden waren. Dies entspricht den (M+H")- und (M+Na%)-
Werten des TFA-Ester der gewtinschten Zwischenverbindung. Nach Spaltung des
Esters erhélt man den priméren Alkohol in 19.6 mg (25 %) Rohausbeute.
MALDI-TOEF-MS: m/z = 867 (M+H*), 889 (M+Na*), 905 (M+K*).

Nach AAV 3 wurde die Carbamatbindung durch Reaktion mit Cyclohexylisocyanat
gekntipft. Charakterisierung des geschiitzten Liganden : MALDI-TOF-MS, m/z = 992
(M+HY), 1014 (M+Na*), 1030 (M+K*). Rohausbeute: 17.4 mg (78 %)

Nach AAV 4 wurden die Schutzgruppen abgespalten und dann nach AAV 5 per
HPLC gereinigt. Ligand XVI wurde bei 62 % Losungsmittel D eluiert. Es wurden
nach der Gefriertrocknung 1.6 mg (1.9 umol, 2 % {iiber alle Stufen) weifser Feststoff
erhalten.

MALDI-TOF-MS: 836 (M+H"), 858 (M+Na*), 874 (M+K*).

NMR-Untersuchungen: 500 MHz, T = 300 K, pH = 2, H O/D»0 9:1,
kalibriert auf HDO =4.71 ppm und Naphthyl-C1 = 107.617 ppm.
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Spinsystem |NH |Ho/o’ |HPB/B’ Hyly' Sonstige

B-NOA H1: 7.22, H3: 7.265, H4: 7.876, H5:
7.853, He: 7.411, H7: 7406, HS:
7.817, O-CH,: 4.802

Lys 8.347 14.323 1.712/1.658 1.136 H8: 1.463, He: 2.602,
NH-Z:7.367

ACHPA 7.731 H2: 2454, H3: 4.928, H4: 3.99,
H5/5: 1.197/1.086, Ho6: 1.06,
H7a/7a’/7b/7b":
1.443/0.641/1.392/0.779, H8/8’"
1.396/0.981, H9/9":1.4/1.086

Thr 8.026 |4.512 4.044 1.13

Prolinol 4.075 1.975/1.864 1.918/1.84 Hé/ &': 3.647/3.56,
H1/1’:3.907/3.435

Cyclohexyl |6.677 H1: 3.207, H2/2": 1.7/1.071, H3/3":
1.48/1.071, H4/4’:1.599/1.19

Tabelle 71: TH-NMR-Verschiebungen des trans-Rotamers von Ligand XVI (bestimmt aus 'H,
TOCSY, ROESY, COSY, HSQCQ).

Spinsystem Ca CPB Cy Sonstige

B-NOA C1: 107.617, C3: 118.741, C4: 128.146, C5:128.156, Cé6:
125.213, C7:125.112, C8: 127.488, O-CH>: 66.789

Lys 53.777 130.924 |22.718 |C8§:26.681, Ce: 39.619

ACHPA C1: 38.865, C2: 73.331, C3: 50.644, C4: 37.592, Cb5:
34.095, C6/6": 32.043/33.908, C7: 26.355, C8: 26.075

Thr 57317 |67.645 |19.174

Prolinol 59.695 |24.024 |26.914 |Cs:48.613, C1:55.634

Cyclohexyl C1:50.72, C2/6: 32.816, C3/5: 25.282, C4: 24.909

Tabelle 72: 3C-NMR-Verschiebungen des trans-Rotamers von Ligand XVI (bestimmt aus dem

HSQC).

Bei Ligand 16 konnte nur fiir die Protonen des Threonins eigene chemische

Verschiebungen festgestellt werden ( NH: 7.942, Ha: 4.779, Hp: 3.973, Hy: 1.113 ppm),

die auch hier auf ein cis/trans-Gleichgewicht schlieffen lassen. Bei allen anderen

untersuchten Kernen fallen die - und C-NMR chemischen Verschiebungen

Zusammen.
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7.5.6.17 Cyclohexyl-carbamic acid (S)-1-[(2S,3R)-2-(2-{(S)-2-[(S)-6-amino-2-(2-

naphthalen-2-yl-acetylamino)-hexanoylamino]-3-methyl-butyrylamino}-

acetylamino)-3-hydroxy-butyryl]-pyrrolidin-2-ylmethyl ester (Ligand XVII):

MG (C,Hg;N,Og) = 779.46 g/mol

Nach AAV 1 wurde der Festphasenteil der Synthese durchgefiihrt. Ansatzgrofle :
56 mg 2’-Chlorotritylharz, entsprechend 50 pmol gebundenes L-Prolinol.

Substanz (eingesetzt als) Einwaage / Verbrauch
B-NA (0.5 M Losung in DMF) 112mg / 1.2 mL
Fmoc-Lys(Boc)-OH (0.5 M Losung in DMF) | 281 mg / 1.2 mL
Fmoc-Val-OH (0.5 M Losung in DMF) 204 mg /1.2 mL
Fmoc-Gly-OH (0.5 M Losung in DMF) 178 mg / 1.2 mL
Fmoc-Thr(But)-OH (0.5 M Losung in DMF) | 205mg / 1.2 mL
TBTU (0.5 M Losung in DMF) 484 mg / 7.5 mL
DIPEA (1 M Losung in DMF) 1.2g/3.75mL

AcO (10 % in DMF) 10 mL

Piperidin (20 % in DMF) 10 mL

Tabelle 73: Einwaagen bei der Synthese von Ligand XVII

Nun wurde nach AAV 2 vom Harz abgespalten, wobei im MALDI Hauptpeaks bei
m/z = 907 und 929 zu finden waren. Dies entspricht den (M+H*")- und (M+Na*)-
Werten des TFA-Ester der gewiinschten Zwischenverbindung. Nach Spaltung des
Esters erhélt man den primédren Alkohol.

MALDI-TOEF-MS: m/z = 811 (M+H*), 833 (M+Na*), 849 (M+K*).

Nach AAV 3 wurde die Carbamatbindung durch Reaktion mit Cyclohexylisocyanat
gekntipft. Charakterisierung des geschiitzten Liganden : MALDI-TOF-MS, m/z = 936
(M+HY), 958 (M+Na), 974 (M+K*).

Nach AAV 4 wurden die Schutzgruppen abgespalten und dann nach AAV 5 per
HPLC gereinigt. Ligand XVII wurde bei 60.9 % Losungsmittel D eluiert. Es wurden
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nach der Gefriertrocknung 1.3 mg (1.7 pmol, 3.3 % tiber alle Stufen) weifier Feststoff

erhalten.

MALDI-TOF-MS: 779 (M+H?*), 801 (M+Na*), 817 (M+K*).

NMR-Untersuchungen: 700 MHz, T = 285 K, pH = 2, H.O/D»0 9:1,
kalibriert auf HDO = 4.7 und Lys-He = 38.820 ppm.

Spinsystem |NH |Ho/o' |HB/B’ Hyly' Sonstige

B-NA H1: 7.569, H3: 7.200, H4: 7.688, Hb5:
7.308, He6: 7.684, H7: 7.274, HS:
7.656, -CHy: 3.58

Lys 8.353 |4.129 1.578/1.513 1.151 HS3: 1.394, He: 2.658,
NH-Z:7.309

Val 8.007 |3.844 1.762 0.636

Gly 8.382 |3.718

Thr 7.822 |4.284 3.775 0.900

Prolinol 4.028 1.77/1.667 1.829/1.686  |Hbd/&":3.524/3.376,
H1/1:4.116/3.741

Cyclohexyl |6.645 H1: 3.04, H2/2": 1.536/0.901, H3/3":
1.441/1.028, H4/4':1.441/1.315

Tabelle 74: TH-NMR-Verschiebungen des trans-Rotamers von Ligand XVII (bestimmt aus H,

TOCSY, ROESY, COSY, HSQC).

Spinsystem Ca CB Cy Sonstige

B-NA C1: 126.948, C3: 126.099, C4: ca. 127, C5:125.642, Cé:
ca. 127, C7: ca. 125, C8: ca. 127, -CH;: 41.229

Lys 52.886 |29.516 |21.397 |C3:24.836, Ce: 38.819

Val 57.784 |29.516 |17.799

Gly 41.269

Thr 56.455 66981 |17.831

Prolinol 55.85 25.95 22957 | C6:47.137,C1:53.472

Cyclohexyl C1:49.436, C2/6: 31.776, C3/5: 23.785, C4: 24.332

Tabelle 75: 3C-NMR-Verschiebungen des trans-Rotamers von Ligand XVII (bestimmt aus dem

HSQC).
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Spinsystem |NH |Ho/o’ |HPB/B’ Hyly' Sonstige

B-NA

Lys 8.418 |4.127 1.605/1.529 1.164 Hd : 1.403

Val 7.858 |3.894 1.781 0.63

Gly 8.282 |3.756

Thr 7.713 14.857 3.85 0.932

Prolinol XXX XXX

Cyclohexyl |6.237 H1: 2941, H2/2: 1.532/0.869,
H3/3":1.361/0.984, H4/4": 1.532

Tabelle 76: TH-NMR-Verschiebungen des cis-Rotamers von Ligand XVII (bestimmt aus 'H, TOCSY,
ROESY, COSY, HSQC).

Fiir die 13C-NMR chemischen Verschiebungen des cis-Rotamers konnten keine Werte

bestimmt werden.

7.5.6.18 Cyclohexyl-carbamic acid (S)-1-{(2S,3R)-2-[2-((S)-2-{(S)-6-amino-2-[3-

(naphthalen-2-ylsulfanyl)-propionylamino]-hexanoylamino}-3-methyl-

butyrylamino)-acetylaminol]-3-hydroxy-butyryl}-pyrrolidin-2-ylmethyl ester
(Ligand XVIII):

H.c” “ OH

H,C~ TCH, X

3

MG (C,,HgsN,0,S) = 826.08 g/mol

Nach AAV 1 wurde der Festphasenteil der Synthese durchgefiihrt. Ansatzgrofle :
56 mg 2’-Chlorotritylharz, entsprechend 50 pmol gebundenes L-Prolinol.

Substanz (eingesetzt als) Einwaage / Verbrauch
B-NTP (0.5 M Lésung in DMF) 139mg / 1.2 mL
Fmoc-Lys(Boc)-OH (0.5 M Losung in DMF) |281 mg / 1.2 mL
Fmoc-Val-OH (0.5 M Losung in DMF) 204 mg / 1.2 mL
Fmoc-Gly-OH (0.5 M Losung in DMF) 178 mg / 1.2 mL
Fmoc-Thr(But)-OH (0.5 M Loésung in DMF) |205mg / 1.2 mL
TBTU (0.5 M Losung in DMF) 484 mg / 7.5 mL
DIPEA (1 M Losung in DMF) 1.2g/3.75mL

AcyO (10 % in DMF) 10 mL

Piperidin (20 % in DMF) 10 mL

Tabelle 77: Einwaagen bei der Synthese von Ligand XVIII
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Nun wurde nach AAV 2 vom Harz abgespalten, wobei im MALDI Hauptpeaks bei
m/z = 953 und 975 zu finden waren. Dies entspricht demn (M+H*)- und (M+Na*)-
Werten des TFA-Ester der gewtinschten Zwischenverbindung. Nach Spaltung des
Esters erhélt man den priméren Alkohol.

MALDI-TOF-MS: m/z = 857 (M+H*), 879 (M+Na*), 896 (M+K*).

Nach AAV 3 wurde die Carbamatbindung durch Reaktion mit Cyclohexylisocyanat
gekntipft. Charakterisierung des geschiitzten Liganden : MALDI-TOF-MS, m/z = 982
(M+HY), 1004 (M+Na*), 1020 (M+K*).

Nach AAV 4 wurden die Schutzgruppen abgespalten und dann nach AAV 5 per
HPLC gereinigt. Ligand XVIII wurde bei 63.9 % Losungsmittel D eluiert. Es wurden
nach der Gefriertrocknung 2.3 mg (2.8 pmol, 5.6 % tiber alle Stufen) weifier Feststoff
erhalten.

MALDI-TOF-MS: 826 (M+H"), 848 (M+Na*), 864 (M+K*).

NMR-Untersuchungen: 700 MHz, T = 285 K, pH = 2, H.O/D20 9:1,
kalibriert auf HDO = 4.7 ppm und Lys-He = 38.848 ppm.

Spinsystem |NH |Ho/a’ Hp/B’ Hyly' Sonstige

B-NTP H1: 7.649, H3: 7.265, H4: 7.635, H5:
7.616, H6: 7.290, H7: 7.328, H&:
7.669, S-CHoy: 3.075, CH,: 2.420

Lys 8.084 |3.868 1.423 1.001 HJ: 1.276, He: 2.655,
NH-Z:7.303

Val 7.989 |3.804 1.787 0.708/0.692

Gly 8.348 |3.746/3.67

Thr 7.822 |4.263 3.765 0.867

Prolinol 3.964 1.712/1.615 1.778/1.639 Ho/ &": 3.458/3.329,
H1/1":4.056/3.685

Cyclohexyl |6.625 H1: 3.017, H2/2": 1.527/0.895,

H3/3':1.43/1.297, H4/4’: 1.015

Tabelle 78: TH-NMR-Verschiebungen des trans-Rotamers von Ligand XVIII (bestimmt aus 'H,
TOCSY, ROESY, COSY, HSQC).
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Spinsystem Ca CB Cy Sonstige

B-NTP C1: 126.479, C3: 126.749, C4: 128.054, C5:126.542,
Ce: 125.587, C7: 126.717, C8: 127.720, S-CHz: 27.3.
CHb: 34.263

Lys 52943 |26.661 |21.419 Cd: 25.937, Ce: 38.848

Val 59.247 129.349 |17.882/16.691

Gly 41.228

Thr 56.568 |67.022 |17.917

Prolinol 55993 [26.042 |22.61 Cd: 47.217, C1: 63.397

Cyclohexyl C1: 49476, C2/6: 31.926, C3/5: 29.474, C4: 23.696

Tabelle 79: 3C-NMR-Verschiebungen des trans-Rotamers von Ligand XVIII (bestimmt aus dem

HSQC).

Spinsystem |NH |Ho/o' |HB/B’ Hyly' Sonstige

B-NTP

Lys 8.123 |3.861 1.442 1.027 Hd :1.289, He : 2.648, NH-Z : 7.303

Val 7.890 |3.868 1.825 0.708

Gly 8.290 |3.74

Thr 7.675 |4.819 3.797 0.887

Prolinol XXX XXX

Cyclohexyl |6.255 H1:2.963 H2/2': 1.430/1.003, H3/3":

1.538/0.847, H4/4': 1.291

Tabelle 80: TH-NMR-Verschiebungen des cis-Rotamers von Ligand XVIII (bestimmt aus H,
TOCSY, ROESY, COSY, HSQC).

Fiir die 13C-NMR chemischen Verschiebungen des cis-Rotamers konnten keine Werte

bestimmt werden.

7.5.6.19 tert-Butyl-carbamic acid (S)-1-{(2S,3R)-2-[2-((S)-2-{(S)-6-amino-2-[2-(quinolin-

8-vloxy)-acetylamino]-hexanoylamino}-3-methvl-butyrylamino)-acetylamino]-3-

hydroxy-butyryll-pyrrolidin-2-ylmethvyl ester (Ligand XIX):

H

NH,

MG (Ca5HssNsOs) = 770.93 g/mol
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Nach AAV 1 wurde der Festphasenteil der Synthese durchgefiihrt. Ansatzgrofe :
56 mg 2’-Chlorotritylharz, entsprechend 55 pmol gebundenes L-Prolinol.

Substanz (eingesetzt als) Einwaage / Verbrauch
ChinOA (gesittigte Losung in DMF) 122 mg / 1.2mL
Fmoc-Lys(Boc)-OH (0.5 M Losung in DMF) | 281 mg / 1.2 mL
Fmoc-Val-OH (0.5 M Losung in DMF) 204 mg / 1.2 mL
Fmoc-Gly-OH (0.5 M Losung in DMF) 178 mg / 1.2 mL
Fmoc-Thr(But)-OH (0.5 M Lésung in DMF) | 205 mg / 1.2 mL
TBTU (0.5 M Losung in DMF) 484 mg / 7.5 mL
DIPEA (1 M Losung in DMF) 1.2g/375mL

Ac0 (10 % in DMEF) 10 mL

Piperidin (20 % in DMF) 10 mL

Tabelle 81: Einwaagen bei der Synthese von Ligand XIX

Nun wurde nach AAV 2 vom Harz abgespalten, wobei im MALDI Hauptpeaks bei
m/z = 924 und 946 zu finden waren. Dies entspricht den (M+H*)- und (M+Na*)-
Werten des TFA-Ester der gewtinschten Zwischenverbindung. Nach Spaltung des
Esters erhélt man den primédren Alkohol.

MALDI-TOEF-MS: m/z = 828 (M+H*), 850 (M+Na*), 866 (M+K*).

Nach AAV 3 wurde die Carbamatbindung durch Reaktion mit tert.Butylisocyanat
gekntipft. Charakterisierung des geschiitzten Liganden : MALDI-TOF-MS, m/z = 927
(M+HY), 949 (M+Na), 965 (M+K*).

Nach AAV 4 wurden die Schutzgruppen abgespalten und dann nach AAV 5 per
HPLC gereinigt. Ligand XIX wurde bei 53.9 % Losungsmittel D eluiert. Es wurden
nach der Gefriertrocknung 1.4 mg (1.8 pmol, 3.6 % tiber alle Stufen) weifier Feststoff
erhalten.

MALDI-TOF-MS: 771 (M+H?), 793 (M+Na*), 809 (M+K*).

NMR-Untersuchungen: 700 MHz, T = 285 K, pH = 2, H.O/D»0 9:1,
kalibriert auf HDO = 4.7 ppm und Lys-He = 38.943 ppm.
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Spinsystem |NH |Ha/a' |HB/B’ Hyly Sonstige

ChinOA H2: 8.891, H3: 7.866, H4: 8.830, H5:
7.680, H6: 7.631, H7: 7.294, O-CHz:
4.843

Lys 8.683 |4.234 1.619/1.570 1.186 Hé: 1.431, He: 2.721,
NH-Z:7.345

Val 8.294 |3.883 1.861 0.684

Gly 8.465 |3.743

Thr 7.896 4314 3.831 0.909

Prolinol 3.996 1.749/1.645 1.805/1.667 Hé/ §': 3:51273:373,
H1/1": 4.03173:647

tert.Butyl n.b. tBu: 0.987

Tabelle 82: TH-NMR-Verschiebungen des trans-Rotamers von Ligand XIX (bestimmt aus H,
TOCSY, ROESY, COSY, HSQCQ).

Spinsystem Ca CB Cy Sonstige

ChinOA C2: 146.694, C3: 121.543, C4: 143.514, C5:121.013, Cé6:
129.259, C7: 114.063, O-CHa: 66.560

Lys 52949 ]29.535 |21.32 C3: 25.905, Ce: 38.943

Val 58.776 129.583 |17.739

Gly 41.296

Thr 56436 |67.038 |17.834

Prolinol 56.054 |26.001 |22.514 |C85:47.218, C1:62.501

tert.Butyl t.Bu: 27.386

Tabelle 83: 3C-NMR-Verschiebungen des trans-Rotamers von Ligand XIX (bestimmt aus dem

HSQCQ).

Spinsystem |NH |Ho/o' |HB/B’ Hyly' Sonstige

ChinOA

Lys

Val 8.204 [3.921 1.823 0.697

Gly 3.786

Thr 7.749 14.829 3.857 0.915

Prolinol XXX XXX

tert.Butyl tBu: 27.29

Tabelle 84: TH-NMR-Verschiebungen des cis-Rotamers von Ligand XIX (bestimmt aus 'H, TOCSY,
ROESY, COSY, HSQC).

Fiir die 13C-NMR chemischen Verschiebungen des cis-Rotamers konnten keine Werte

bestimmt werden.
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7.5.6.20 tert-Butyl-carbamic acid (S)-2-{(2S,3R)-2-[2-((S)-2-{(S)-6-amino-2-[2-(quinolin-

8-vloxy)-acetylaminol-hexanoylamino}-3-methyl-butyrylamino)-

acetylamino]-3-hydroxy-butyrylaminol-propyl ester (Ligand XX):

[5¢L§i¢w¢ukL{}}

3 3 3

MG (CgHsgNgOs) = 744.90 g/mol

Nach AAV 1 wurde der Festphasenteil der Synthese durchgefiihrt. Ansatzgrofe :
100 mg 2’-Chlorotritylharz, entsprechend 50 pmol gebundenes L-Alaninol.

Substanz (eingesetzt als) Einwaage / Verbrauch
ChinOA (ges. Losung in DMF) 122mg / 1.2 mL
Fmoc-Lys(Boc)-OH (0.5 M Losung in DMF) |281 mg / 1.2 mL
Fmoc-Val-OH (0.5 M Losung in DMF) 204 mg / 1.2mL
Fmoc-Gly-OH (0.5 M Losung in DMF) 178 mg / 1.2 mL
Fmoc-Thr(But)-OH (0.5 M Losung in DMF) | 205 mg /1.2 mL
TBTU (0.5 M Losung in DMF) 484 mg / 7.5 mL
DIPEA (1 M Losung in DMF) 1.2g/3.75mL

AcyO (10 % in DMF) 10 mL

Piperidin (20 % in DMF) 10 mL

Tabelle 85: Einwaagen bei der Synthese von Ligand XX

Nun wurde nach AAV 2 vom Harz abgespalten, wobei im MALDI Hauptpeaks bei

m/z = 898 und 920 zu finden waren. Dies entspricht den (M+H*)- und (M+Na*)-

Werten des TFA-Ester der gewiinschten Zwischenverbindung. Nach Spaltung des

Esters erhilt man den primédren Alkohol.

MALDI-TOEF-MS: m/z = 802 (M+H*), 824 (M+Na*), 840 (M+K*).

Nach AAV 3 wurde die Carbamatbindung durch Reaktion mit tert.-Butylisocyanat

gekntipft. Charakterisierung des geschiitzten Liganden: MALDI-TOF-MS, m/z =

1024 (M+H*), 1046 (M+Na*), 1062 (M+K*).

Nach AAV 4 wurden die Schutzgruppen abgespalten und dann nach AAV 5 per

HPLC gereinigt. Ligand XX wurde bei 52.5 % Losungsmittel D eluiert. Es wurden
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nach der Gefriertrocknung 1.3 mg (1.7 pmol, 3.5 % tiber alle Stufen) weifier Feststoff

erhalten.

MALDI-TOF-MS: 745 (M+H?*), 767 (M+Na*), 783 (M+K*).

NMR-Untersuchungen: 700 MHz, T = 285 K, pH = 2, H.O/D»0 9:1,

kalibriert auf HDO = 4.7 ppm und Lys-He = 38.978 ppm.

Spinsystem |NH |Ho/o' |HPB/PR’ Hyly' Sonstige

ChinOA H2: 8.896, H3: 7.865, H4: 8.865, H5:
7.680, H6: 7.634, H7: 7.289, O-CHy:
4.855

Lys 8.679 |4.240 1.601 1.182 H&: 1.420, He: 2.728,
NH-Z:7.340

Val 8.270 |3.901 1.817 0.685

Gly 8.456 |3.763

Thr 7.865 |3.963 3.882 0.928

Alaninol 7.961 |3.886 0.898 H1/1":3.758/3.602

tert.Butyl 8.066 tBu: 0.997

Tabelle 86: TH-NMR-Verschiebungen von Ligand XX (bestimmt aus 'H, TOCSY, ROESY, COSY,

HSQCQ).

Spinsystem Ca CPB Cy Sonstige

ChinOA C2: 146.766, C3: 121.091, C4: 143.270, C5:120.862, Cé:

129.172, C7:113.125, O-CH>: 66.853

Lys 53.003 |29.602 |21.459 | C85:26.049, Ce: 38.978

Val 59.005 [29.602 |17.955

Gly 41.646

Thr 59.005 |44.509?? |18.251

Alaninol 67.038 |14.649 C1: 65.93

tert.Butyl tBu: 27.48

Tabelle 87: 13C-NMR-Verschiebungen von Ligand XX (bestimmt aus dem HSQC).
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7.5.6.21 Cyclopentyl-carbamic acid (S)-2-{(2S,3R)-2-[2-((S)-2-{(S)-6-amino-2-[2-

(naphthalen-2-yloxy)-acetylamino]-hexanoylamino}-3-methyl-

butyrylamino)-acetylamino]-3-hydroxy-butyrylamino}-propyl ester

(Ligand XXI):

NH,
o) 0O
H H
o\)~N N\)—N/ﬁrN
H ' H
(0] : O
Hc” CH H.C

3 3 3

7 oH

MG (C,;gHg,N,Og) = 755.92 g/mol

Nach AAV 1 wurde der Festphasenteil der Synthese durchgefiihrt. Ansatzgrofse :
100 mg 2’-Chlorotritylharz, entsprechend 50 pmol gebundenes L-Alaninol.

Substanz (eingesetzt als) Einwaage / Verbrauch
B-NOA (0.5 M Losung in DMF) 122 mg / 1.2 mL
Fmoc-Lys(Boc)-OH (0.5 M Losung in DMF) | 281 mg / 1.2 mL
Fmoc-Val-OH (0.5 M Losung in DMF) 204 mg / 1.2mL
Fmoc-Gly-OH (0.5 M Losung in DMF) 178 mg / 1.2 mL
Fmoc-Thr(But)-OH (0.5 M Losung in DMF) |205mg / 1.2 mL
TBTU (0.5 M Losung in DMF) 484 mg / 7.5 mL
DIPEA (1 M Losung in DMF) 1.2g/3.75mL

AcyO (10 % in DMF) 10 mL

Piperidin (20 % in DMF) 10 mL

Tabelle 88: Einwaagen bei der Synthese von Ligand XXI

Nun wurde nach AAV 2 vom Harz abgespalten, wobei im MALDI Hauptpeaks bei
m/z = 897 und 919 zu finden waren. Dies entspricht den (M+H*)- und (M+Na*)-
Werten des TFA-Ester der gewtinschten Zwischenverbindung. Nach Spaltung des
Esters erhilt man den primédren Alkohol.

MALDI-TOEF-MS: m/z = 801 (M+H*), 823 (M+Na*), 839 (M+K*).

Nach AAV 3 wurde die Carbamatbindung durch Reaktion mit Cyclopentylisocyanat
gekntipft. Charakterisierung des geschiitzten Liganden : MALDI-TOF-MS, m/z = 912
(M+H*), 934 (M+Na*), 950 (M+K*).
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Nach AAV 4 wurden die Schutzgruppen abgespalten und dann nach AAV 5 per

HPLC gereinigt. Ligand XXI wurde bei 58.3 % Losungsmittel D eluiert. Es wurden

nach der Gefriertrocknung 1.9 mg (2.5 pmol, 5.0 % tiber alle Stufen) weifier Feststoff

erhalten.

MALDI-TOF-MS: 756 (M+H"), 778 (M+Na*), 794 (M+K*).

NMR-Untersuchungen: 700 MHz, T = 285 K, pH = 2, H.O/D20 9:1,
kalibriert auf HDO = 4.7 ppm und Lys-He = 38.679 ppm

Spinsystem |NH |Ho/o' |HB/B’ Hyly' Sonstige

B-NOA H1: 7.010, H3: 7.059, H4: 7.672, H5:
7.657, Hé6: 7.215, H7: 7.303, HS:
7.599, O-CH,: 4.638

Lys 8.329 |4.230 1.570/1.493 0.909 H3: 1.256, He: 2.345,
NH-Z:7.174

Val 8.068 |3.865 1.788 0.685

Gly 8.405 |3.768

Thr 7.809 |3.980 3.909 0.948

Alaninol 7.921 |3.944 0.935 H1/1":3.839/3.704

Cyclopentyl |6.612 H1: 3.082, H2/2: 1.571/0.938,
H3/3":1.441/1.061

Tabelle 89: TH-NMR-Verschiebungen von Ligand XXI (bestimmt aus 'H, TOCSY, ROESY, COSY,

HSQC).

Spinsystem Ca CB Cy Sonstige

B-NOA C1: 106.644, C3: 117.551, C4: 129.345, C5:126.878, Cé6:
123.325, C7:126.73, C8: 126.73, O-CH»: 65.895

Lys 52300 |29.605 |21.486 |C&:25.641, Ce: 38.679

Val 59.153 |29.318 |17.856

Gly 41.992

Thr 58.986 |66.898 |18.238

Alaninol 44388 |14.418 C1: 65.839

Cyclopentyl C1:49.514, C2/5:31.85, C3/4:23.778

Tabelle 90: 13C-NMR-Verschiebungen von Ligand XXI (bestimmt aus dem HSQC).
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7.5.6.22 Adamantan-1-yl-carbamic acid (S)-2-{(2S,3R)-2-[2-((S)-2-{(S)-6-amino-2-[2-

(naphthalen-2-yloxy)-acetylamino]-hexanoylamino}-3-methyl-

butyrylamino)-acetylaminol-3-hydroxy-butyrylaminol-propvyl ester

(Ligand XXII):

NH
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MG (C,5HgsN,Og) = 821.47 g/mol

Nach AAV 1 wurde der Festphasenteil der Synthese durchgefiihrt. Ansatzgrofse :
56 mg 2’-Chlorotritylharz, entsprechend 50 pmol gebundenes L-Alaninol.

Substanz (eingesetzt als) Einwaage / Verbrauch
B-NOA (0.5 M Losung in DMF) 122 mg / 1.2 mL
Fmoc-Lys(Boc)-OH (0.5 M Losung in DMF)  |281 mg / 1.2 mL
Fmoc-Val-OH (0.5 M Losung in DMF) 204 mg / 1.2 mL
Fmoc-Gly-OH (0.5 M Losung in DMF) 178 mg / 1.2 mL
Fmoc-Thr(But)-OH (0.5 M Losung in DMF) | 205mg / 1.2 mL
TBTU (0.5 M Losung in DMF) 484 mg / 7.5 mL
DIPEA (1 M Losung in DMF) 1.2¢g/3.75mL

AcyO (10 % in DMF) 10 mL

Piperidin (20 % in DMF) 10 mL

Tabelle 91: Einwaagen bei der Synthese von Ligand XXII

Nun wurde nach AAV 2 vom Harz abgespalten, wobei im MALDI Hauptpeaks bei
m/z = 897 und 919 zu finden waren. Dies entspricht den (M+H*)- und (M+Na*)-
Werten des TFA-Ester der gewtinschten Zwischenverbindung. Nach Spaltung des
Esters erhélt man den priméren Alkohol.

MALDI-TOF-MS: m/z = 801 (M+H*), 823 (M+Na*), 839 (M+K*).

Nach AAV 3 wurde die Carbamatbindung durch Reaktion mit Adamantylisocyanat
gekntipft. Charakterisierung des geschiitzten Liganden : MALDI-TOF-MS, m/z = 978
(M+H*), 1000 (M+Na*), 1016 (M+K*).
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Nach AAV 4 wurden die Schutzgruppen abgespalten und dann nach AAV 5 per

HPLC gereinigt. Ligand XXII wurde bei 61.8 % Losungsmittel D eluiert. Es wurden

nach der Gefriertrocknung 2 mg (2.4 pmol, 4.9 % {iiber alle Stufen) weifser Feststoff

erhalten.

MALDI-TOF-MS: 822 (M+H"), 844 (M+Na*), 860 (M+K*).

NMR-Untersuchungen: 500 MHz, T = 285 K, pH = 2, H.O/D20 9:1,
kalibriert auf HDO = 4.700 ppm und Lys-He = 39.442 ppm

Spinsystem |NH |Ho/a' |HB/B’ Hyl' Sonstige

B-NOA H1: 7.04, H3: 7.092, H4: 7.698, H5:
7.690, Hé6: 7.241, H7: 7.329, HS:
7.632, O-CH,: 4.625

Lys 8,340 |4245 1.557/1.48 0.913 H3: 1.251, He: 2.347,
NH-Z:7.209

Val 8.093 |3.863 1.799 0.678

Gly 8.4330|3.774

Thr 7.828 |3.990 3.914 0.952

Alaninol 7.910 [3.939 0.958 H1/1":3.793/3.634

Adamantyl |6.828 H2/2:1.672/1.607, H3: 1.82, H4/4"
1.431

Tabelle 92: TH-NMR-Verschiebungen des trans-Rotamers von Ligand XXII (bestimmt aus 'H,
TOCSY, ROESY, COSY, HSQCQ).

Spinsystem Ca CPB Cy Sonstige

B-NOA C1: 107.093, C3: 118.770, C4: 127.839, C5:127.820, Cé:
124.891, C7:127.499, C8: 127.215

Lys 53250 |30.392 |16.028 | C8:26.634, Cg: 39.442

Val 60.262 |29.358 |18.462

Gly 42.765

Thr 59940 |67.531 |16.26

Alaninol 45274 |16 66.566

Adamantyl C2: 41.300, C3: 29.592, C4: 35.965

Tabelle 93: 13C-NMR-Verschiebungen von Ligand XXII (bestimmt aus dem HSQC).
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7.5.6.23 tert-Butyl-carbamic acid (S)-2-{(2S,3R)-2-[2-((S)-2-{(S)-6-amino-2-[2-

(naphthalen-2-yloxy)-acetylamino]-hexanoylamino}-3-methyl-

butyrylamino)-acetylaminol-3-hydroxy-butyrylaminol-propvyl ester
(Ligand XXIII):

MG (C;,H5,N,Og) = 743.91 g/mol

Nach AAV 1 wurde der Festphasenteil der Synthese durchgefiihrt. Ansatzgrofe :
56 mg 2’-Chlorotritylharz, entsprechend 50 pmol gebundenes L-Prolinol.

Substanz (eingesetzt als) Einwaage / Verbrauch
B-NOA (0.5 M Lésung in DMF) 122 mg / 1.2 mL
Fmoc-Lys(Boc)-OH (0.5 M Losung in DMF) | 281 mg / 1.2 mL
Fmoc-Val-OH (0.5 M Losung in DMF) 204 mg / 1.2 mL
Fmoc-Gly-OH (0.5 M Lésung in DMF) 178 mg / 1.2 mL
Fmoc-Thr(But)-OH (0.5 M Lésung in DMF) | 205mg / 1.2 mL
TBTU (0.5 M Losung in DMF) 484 mg / 7.5 mL
DIPEA (1 M Losung in DMF) 1.2g/3.75mL

AcO (10 % in DMF) 10 mL

Piperidin (20 % in DMF) 10 mL

Tabelle 94: Einwaagen bei der Synthese von Ligand XXIII

Nun wurde nach AAV 2 vom Harz abgespalten, wobei im MALDI Hauptpeaks bei
m/z = 897 und 919 zu finden waren. Dies entspricht den (M+H")- und (M+Na*)-
Werten des TFA-Ester der gewtinschten Zwischenverbindung. Nach Spaltung des
Esters erhélt man den priméren Alkohol.

MALDI-TOEF-MS: m/z = 801 (M+H*), 823 (M+Na), 839 (M+K*).

Nach AAV 3 wurde die Carbamatbindung durch Reaktion mit tert.-Butylisocyanat
gekntipft. Charakterisierung des geschiitzten Liganden: MALDI-TOF-MS, m/z = 900
(M+HY), 922 (M+Na), 938 (M+K*).
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Nach AAV 4 wurden die Schutzgruppen abgespalten und dann nach AAV 5 per

HPLC gereinigt. Ligand XXIII wurde bei 57.4 % Losungsmittel D eluiert. Es wurden

nach der Gefriertrocknung 1.9 mg (2.6 pmol, 5.1 % tiber alle Stufen) weifier Feststoff

erhalten.

MALDI-TOF-MS: 794 (M+H"), 816 (M+Na*), 832 (M+K*).

NMR-Untersuchungen: 500 MHz, T = 285 K, pH = 2, H.O/D20 9:1,
kalibriert auf HDO = 4.700 ppm und Lys-He = 39.412 pm

Spinsystem |NH |Ho/o' |HB/B’ Hyly' Sonstige

B-NOA H1: 7.023, H3: 7.076, H4: 7.692, H5:
7.673, Hé6: 7.232, H7: 7.320, HS:
7.620, O-CH»: 4.613

Lys 8.338 [4.236 1.527/1.457 1.218 Ho: 1.218, He: 2.315,
NH-Z:7.206

Val 8.079 |3.856 1.759 0.655

Gly 8.412 |3.750

Thr 7.828 |3.982 3.898 0.922

Alaninol 7.926 |3.919 0.901 H1/1:3.771/3.624

tert.-Butyl 6.915 tBu: 1.009

Tabelle 95: TH-NMR-Verschiebungen von Ligand XXIII (bestimmt aus 'H, TOCSY, ROESY, COSY,

HSQCQ).

Spinsystem Ca CB Cy Sonstige

B-NOA C1: 107.161, C3: 118.654, C4: 128, C5: 128, Cé6: 124.855,

C7:127.415, H8: 127.131

Lys 53297 |30.748 22180 |C8: 26.633, Ce: 39.412

Val 60.160 |30.312 |18.114

Gly 42.720

Thr 59.823 |67.530 |19.131

Alaninol 45.027 |15.936 C1:67.024

tert.-Butyl tBu: 29.279

Tabelle 96: 3C-NMR-Verschiebungen von Ligand XXIII (bestimmt aus dem HSQC).
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7.5.7 Darstellung weiterer Verbindungen

7.5.7.1 Darstellung von (S)-2-tert-Butylcarbamovyloxymethyl-pyrrolidine-1-

carboxvlic acid tert-butyl ester 4 ¢4

H.C
{ X S
3
N CH,OH H,C (0] N CH,

CH, N

)Qo cu() # "
(0] - © ’

H30>< HC. O
3 >< 4
HSC CH3 - H3C CH3 —_
(R)-2-Methyl-pyrrolidine-1- (8)-2-tert-Butylcarbamoyloxymethyl-
carboxylic acid tert-butyl ester pyrrolidine-1-carboxylic acid tert-
C,oHgNO, butyl ester
C17H30N204

MG = 185.27 g/mol
MG = 326.44 g/mol

102.5 mg (509 umol) N-Boc-L-prolinol wurden in 5 mL DMF gelost und mit 50 mg
(505 pmol) CuCl und 57 pL tert-Butylisocyanat versetzt 45 min gertihrt. Anschliefiend
wurde mit 20 mL Diethylether verdiinnt, mit Wasser und NaCl-Losung gewaschen,
tiber MgSOs getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Es

wurden 120.3 mg Produkt erhalten, dies entspricht einer Ausbeute von 80%.

Charakterisierung: weifer Feststoff.
TH-NMR (400MHz, CDCls): 8 = 4.5443 (m, 1H, CH), 4.0-3.8 (m, 2H, CH>OH), 3.2636
(m, 2H, Hsap), 1.92-1.68 (m, 4H, Hzap+4av), 1.3957 (s, 9H, OtBu), 1.2457 (s, 9H, NtBu)
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7.5.7.2 Synthese von (8-Chinolyloxy)essigsdure 8 68

OH

0 OH
NS B~ “CO,H O/\[( ¢ O/ﬁ(
P KOH/EtOH NS © H*/H,0 Nas O
|
= = 8

8-Hydroxychinolin Bromessigsaure
CgH,NO C,H,BrO,
MG = 145.16 g/mol MG = 138.95 g/mol

(8-Chinolyloxy)essigséure
C,,HgNO,

MG = 202.19 g/mol

2 g (13.8 mmol) 8-Hydroxychinolin wurden in 27.6 mL Ethanol bis zum Riickfluss
erhitzt. Dann wurde eine Losung von 1.68 g (29.9 mmol) KOH in 11.2 mL Ethanol
zugegeben und anschliefsend eine Losung von 1.92 g (14.2 mmol) Bromessigsdure in
7 mL Ethanol innerhalb von zwei Stunden zugetropft. Die Losung wurde auf
Raumtemperatur gekiihlt und noch zwolf Stunden geriihrt, wobei langsam weifse
Kristalle ausfielen. Das Produkt wurde abgenutscht und anschliefend mit 5 mL
10 %iger HCI iibergossen und 30 min gertihrt. Zundchst ging alles in Losung, doch
nach kurzer Zeit fiel ein leicht gelblicher Feststoff aus, der abgenutscht und an der
Olpumpe getrocknet wurde. Es wurden 690.6 mg (34 mmol) (8-
Chinolyloxy)essigsdure erhalten, dies entspricht einer Ausbeute von 24.6 %

(Lit: 59 %).

Charakterisierung;:

Hellgelber Feststoff, Smp = 168 °C (Lit.: 168 °C).

1H (400 MHz, MeOH-Dy): 6 =9.2735 (m, 1H, H7), 9.2411 (m, 1H, H5), 8.2083 (m, 1H,
H6), 8.02-7.92 (m, 2H, H5+H6), 7.7342 (m, 1H, H7) ppm.

Kalibriert wurde auf MeOH = 3.35 ppm

MS: 203 (3), 158 (100), 145 (8), 129 (55), 102 (15), 89 (10).
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7.5.7.3 Synthese von (1’-Naphthyloxy)essigsdure 9 68
(@]
OH OH
Br/\COzH O/ﬁ( K O/w(

KOH/EtOH © H*/H,0 o

1-Naphthol Bromessigsaure
C,oHgO C,H,BrO,
MG = 144.17 g/mol MG = 138.95 g/mol

(1'-Naphthyloxy)essigséure
C,,Hg04

MG = 201.20 g/mol

1.99 g (13.8 mmol) 1-Naphthol wurden in 27.6 mL Ethanol bis zum Riickfluss erhitzt.
Dann wurde eine Losung von 1.68 g (29.9 mmol) KOH in 11.2 mL Ethanol zugegeben
und anschlieffend eine Losung von 1.92 g (14.2 mmol) Bromessigsdure in 7 mL
Ethanol innerhalb von zwei Stunden zugetropft. Die Losung wurde auf
Raumtemperatur gekiihlt und noch zwolf Stunden geriihrt. Anschliefend wurde fast
das gesamte Ethanol am Rotationsverdampfer entfernt, der Riickstand in Ethylacetat
aufgenommen und mit 5 %iger NaHCOs-Losung 3x ausgeschiittelt. Die vereinigten
wdssrigen Phasen wurde mit konz. HCl angesduert und 3x mit Ethylacetat
ausgeschdittelt. Die vereinigten organischen Extrakte wurden {iber Magnesiumsulfat
getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Man erhalt

1.3 g (6.4 mmol) (1’-Naphthyloxy)essigsdure, dies entspricht 46.5 % (Lit.: 59 %)

Charakterisierung:

Weifser Feststoff, Smp: 194-196 °C (Lit: 193-195 °C)

TH-NMR (400 MHz, MeOH-D4): 5 = 8.39-8.34 (m, 1H, HS8), 7.87-7.815 (m, 1H, H5),
7.55-7.47 (m, 3H, H4/6/7), 7.425-7.365 (m, 1H, H3), 6.89-6.85 (m, 1H, H2), 4.8906 (s,
2H, CHy) ppm.

13C-NMR (400 MHz, MeOH-D4/CDCl; 2:1): & = ca. 175 (CO2H), ca. 155 (C1), 134.905
(C9(4-5)), 127.709 (C5), 126.929 (Cé6), 125.845 (C3), 125.717 (C7), 122.376 (C8), 121.759
(C4),105.393 (C2) , 65.884 (CHz) ppm.

MS (70 eV): 202 (95), 143 (100), 127 (15), 115 (58), 77 (12), 40 (18).
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7.5.7.4 Synthese von 6-Carboxmethoxy-4-methylcumarin 10 8

CHs N CH

oy B oM % 3
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6-Hydroxy-4-methylcumarin Bromessigséure .
C1oHs04 C,H,BrO, 6-Carboxmethoxy-4-methylcumarin

- - C12H1OO5
MG = 176.17 g/mol MG = 138.95 g/mol MG = 234.21 g/mol

2.43 g (13.8 mmol) 6-Hydroxy-4-methylcumarin wurden in 27.6 mL Ethanol bis zum
Riickfluss erhitzt. Dann wurde eine Losung von 1.68 g (29.9 mmol) KOH in 11.2 mL
Ethanol zugegeben und anschliefend eine Losung von 1.92 g (14.2 mmol)
Bromessigsdure in 7 mL Ethanol innerhalb von zwei Stunden zugetropft. Die Losung
wurde auf Raumtemperatur gekiihlt und noch zwolf Stunden geriihrt. AnschliefSend
wurde fast das gesamte Ethanol am Rotationsverdampfer entfernt, der Riickstand in
Ethylacetat aufgenommen und mit 5%iger NaHCOs-Losung 3x ausgeschiittelt. Die
vereinigten wifirigen Phasen wurden mit konz. HCl angesduert und 3x mit
Ethylacetat ausgeschiittelt. Die vereinigten organischen Extrakte wurden {iber
Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer
entfernt. Man erhdlt 0.5 g (21 mmol) 6-Carboxmethoxy-4-methylcumarin, dies
entspricht einer Ausbeute von 18.7 % (Lit: 59 %)

Charakterisierung;:

Weifser Feststoff, Smp = 104-106 °C

1H-NMR (400 MHz, MeOH): 8 = 7.38-7.26 (m, 3H, H5/7/8), 6.3861 (d, 4Jus.cus =
1.02 Hz, 1H, H3), 4.80 (s, 2H, CH>), 2.5091 (d, 3H, CHs) ppm.

13C-NMR (400 MHz, MeOH-D4): § = 121.313 (C5), 119.263 (C7), 116.193 (C8), 110.803
(C3), 19.062 (CHs) ppm.

MS (70 eV): 234 (100), 175 (50), 147 (69), 91 (18).
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7.5.7.5 Darstellung von N-(Toluensulfonyl)-trans-4-hydroxy-L-prolin 11 70

(|3I HO
h Py BN
B Nt
+ I
—a—
H CO,H 0—S=0 1
1
CH,
trans-4-Hydroxy-L-prolin 4-Toluensulfonylchlorid 1-(4'-Toluensulfonyl)-trans-4-hydroxy-L-prolin
C5HgNO, C;H,CIO,S C,,HsNOgS
MG = 131.13 g/mol MG = 190.65 g/mol CH MG = 285.32 g/mol
3

Zu einer Losung von 2 g (15.3 mmol) trans-4-Hydroxy-L-prolin in 15 mL Wasser
wurden bei 0 °C 3.4 g (32 mmol) NaxCOs gegeben und 15 min gertihrt, wobei sich
nicht alles 16ste. Dann wurden zu der Mischung in drei Portionen (im Abstand von
20 min) 349 g (18.3 mmol) 4-Toluensulfonylchlorid hinzugegeben, dann das
Gemisch auf Raumtemperatur erwdrmt und fiir weitere 48 h geriihrt. Die
Reaktionslosung wurde mit konz. HCI (ca. 3 mL) auf pH 2 eingestellt, wobei
zundchst alles in Losung ging, bei saurem pH jedoch das weifse Produkt ausfiel.
Dieses wurde abfiltriert und im Olpumpenvakuum getrocknet. Es wurden 3.68 g
(12.9 mmol) 1-(Toluensulfonyl)-trans-4-hydroxy-L-prolin erhalten, dies entspricht
einer Ausbeute von 84.3 % (63-96 %, Lit: =99 %).

Charakterisierung;

Weifses Pulver, Smp: 149-150 °C (Lit: 149-151 °C).

TH-NMR (500 MHz, MeOH-d4) é = 7.8187 (d, 2H, H2'), 7.4539 (d, 2H, H3’), 4.3993
(mc, 1H, H4), 4.2963 (t, 3Jr2-H3ab = 7.88 Hz, 1H, H2), 3.6373 (dd, Jnsa-nse = 10.94 Hz,
1H, H5a), 3.3250 (mc, 1H, H5b), 2.4950 (s, 3H, 4’-CH3s), 2.14 (mc, 2H, H3ab) ppm.
I3C-NMR (400 MHz, MeOH-d4) 6 = 131.069 (C2'6"), 129.354 (C3’5"), 70.915 (Cg),
61.572 (Ca), 57.947 (C1), ca. 50 (C8, zusammen mit MeOH) 40.707 (Cp), 21.891 (CHs)

MS: 240 (100), 155 (40), 91 (50), 68 (12).
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7.5.7.6 Darstellung von 1-(tert.-Butyloxycarbonyl)-trans-4-hydroxy-L-prolin 12 71

HO
e, RN N R R N A

D] o (o

N CO,H CH, CH,

H = O 12

1 0
. . . H.C

trans-4-Hydroxy-L-prolin Di-tert-butyldicarbonat 3 C N-tert-Butyloxycarbonyl-
C;HgNO, C,oH4505 H.e 3 trans-4-hydroxy-L-prolin
MG = 131.13 g/mol MG = 218.25 g/mol 3 C1oH7NOs

MG =231.25 g/mol

1.31 g (10 mmol) trans-4-Hydroxy-L-prolin wurden in 24 mL THF:HO 2:1 gel6st und
mit 4 mL 10 %iger NaOH versetzt. Zu diesem Gemisch wurden 2.97 g (13.6 mmol)
Di-tert-butyldicarbonat in 12 mL THF:H,O 2:1 gegeben und fiir 24h bei
Raumtemperatur geriihrt. Anschliefend wurde das THF am Rotationsverdampfer
entfernt, 3x mit Ethylacetat ausgeschiittelt, die vereinigten organischen Extrakte mit
Wasser und ges. NaCl-Losung gewaschen, iiber MgSOs getrocknet und das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Es verblieben 1.65 g farbloser,

halbfliissiger Riickstand. Dies entspricht einer Ausbeute von 71.3 % (Lit: 99 %)

Charakterisierung

Nach langem Trocknen (>72 h) kann man einen glasartigen, farblosen Feststoff
erhalten, der einen Smp. von ca. 130 °C besitzt (Literatur: braunes Ol!).

TH-NMR (500 MHz, D;0O) 6 = 4.244-4.17 (m, 1H, Hy (cis + trans)), 4.09-4.02 (m, 1H, Hoa
(cis + trans)), 3.299-3.15 (m, 2H, H3&' (cis + trans), 2.112-2.025 (m, 1H, Hp, (cis + trans)),
1.861-1.761 (m, 1H, HP (cis + trans)), 1.16 (s, 2.6 H, tBu-cis), 1.1175 (s, 6.4 H, tBu-trans)
ppm.

Kalibriert auf HDO = 4.7 ppm

13C-NMR (400 MHz, D;O) d = 69.473 (Cy), 58.8006 (Ca), 54.3525 (C3), 38.490 (CB),
27.828 (tBu) ppm. Die quartdren Kohlenstoffe wurden nicht aufgelost.

MS (70 eV): 231 (1), 187 (6), 186 (10), 158 (10), 130 (100), 86 (67), 68 (38), 57 (78), 41
(38).
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7.5.7.7 Darstellung von (25, 4R)-2-(Hydroxymethyl)-4-hydroxy-1-(4-toluensulfonyl)-

pyrrolidin 13 70

HO HO,
LN Lo
N CO,H ITI
| 4 BF, ' Et,0
e 3 El 0=S=—0
0=9=0 3 NaBH,
11 13
CH, CH,
1-(4'-Toluensulfonyl)-trans-4-hydroxy-L-prolin (28, 4R)-2-(Hydroxymethyl)-4-hydroxy-
C,,HsNO;S 1-(4'-toluensulfonyl)pyrrolidin
MG = 285.32 g/mol CHZNO,S

MG =271.34 g/mol

940 mg (24.8 mmol) NaBHs wurden in einem 250-mL-Dreihalskolben mit
Thermometer und Tropftrichter mit 32.6 mL abs. THF versetzt und auf 10 °C
gekiihlt. Unter gutem Riithren wurden unter Stickstoff 4.075 mL (32.27 mmol)
BFs;-Et;O langsam zugetropft. Anschliefend wurden 3.5g (12.3 mmol) 1-(4-
Toluensulfonyl)-trans-4-hydroxy-L-prolin, aufgeschlammt in 1.63 mL abs. THF,
langsam zugegeben. Nach kurzer Induktionszeit sprang eine heftige Reaktion mit
Schaumbildung und Temperatursteigerung auf 18 °C an, die sich aber schnell wieder
beruhigte. Nach beendeter Zugabe wurde die Kithlung entfernt und fiir 16 Stunden
bei Raumtemperatur geriihrt. Dann wurden zum Quenchen zunéchst 10 mL MeOH
und anschliefend 15 mL 10 %ige HCl zugegeben. Dabei 16ste sich ein Teil des
Niederschlags. Anschliefend wurde das Thermometer durch einen Riickflufikiihler
ersetzt und auf dem Wasserbad fiir drei Stunden auf 60 °C erwarmt. Danach wurde
die Mischung in einen 250-mL-Rundkolben tiberfiihrt, mit ca. 4 mL 50 %iger NaOH
auf pH 7 eingestellt und dann das MeOH und das THF am Rotationsverdampfer
entfernt. Dabei fiel das Produkt aus und konnte durch filtrieren und waschen mit
Wasser isoliert werden. Nach Trocknung an der Olpumpe wurden 3.28 g (12.1 mmol)

Produkt erhalten, dies entspricht einer Ausbeute von 98.3 % (Lit: 85 %).
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Charakterisierung;:

Weifser Feststoff, Smp: 133 °C (Lit: 133 °C)

TH-NMR (500 MHz, CDsOD): 6 = 7.777 (mc, 2H, Ts-H2'6’), 7.434 (mc, 2H, Ts-H3'5),
4.344 (mc, 1H, H-4), 3.8-3.69 (m, 3H, CH2OH + H-2), 3.5675 (dd, 3Hpusa-ns = 10.4 Hz,
Husansb = 4.7 Hz, 1H, Hb5a), 3.185 (mc, SHusb-ns = 11.0 Hz, 4Juspns = 1,3 Hz, 1H,
H5b), 2.471 (s, 3H, Ts-CHs), 2.11-2.04 (mc, 1H, H3a), 1.76-1.685 (mc, 1H, H3b).
I3C-NMR (400 MHz, CDs;OD): 6 = 145.51 (Ts-C1"), 135.89 (Ts-C4’), 131.06 (Ts-C3'5),
129.44 ( Ts-C2'6’), 70.37 (C4), 66.19 (CH20OH), 62.03 (C2), 58.39 (C5), 38.47 (C3), 21.89
(Ts-CHs).

MS (70 MeV): 271 (1), 240 (100), 155 (63), 91 (50), 68 (20), 41 (10).

7.5.7.8 Darstellung von (2S5, 4R)- 1-(Butyloxycarbonyl)-2-(hydroxymethyl)-4-

hydroxypyrrolidin 14 70

HO HO

N~ COH 3 NaBH, N CH,OH

/J:O 12 /j: ©  u
o) 0O

HSC%CHB N-tert—ButonxycarbonyI- HSC%CH (2S, 4R)- 1-(Butyloxycarbonyl)-
H.C trans-4-hydroxy-L-prolin 3 2-(hydroxymethyl)-4-hydroxypyrrolidin
3 C1oH7NOs H,C C1oH2oNO,
MG =231.25 g/mol MG = 202.28 g/mol

266 mg (10.1 mmol) NaBH4 wurden in 13.25 mL abs. THF vorgelegt und bei 5 °C
unter Stickstoffatmosphdre und bei gutem Riithren 1.66 mL (13.2 mmol) BFs-Et:O
langsam zugetropft. Anschlieffend wurden 1.16 g (5 mmol) 1-(Butyloxycarbonyl)-
trans-4-hydroxy-L-prolin, gelost in 660 pL abs. THF (Ultraschall), langsam
zugetropft. Nach kurzer Induktionszeit sprang eine heftige Reaktion mit
Schaumbildung und Temperatursteigerung an. Die Tropfgeschwindigkeit wurde so
gewdhlt, dass die Temperatur 10 °C nicht tiberschritt. Nach beendeter Zugabe wurde
die Kiihlung entfernt und fiir 16 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Dann

wurden zum Quenchen zundchst 4 mL MeOH und anschliefsend 4 mL 10 %ige HCI
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zugegeben. Der pH-Wert wurde dann ztigig mit 50 %iger NaOH auf 2-3 korrigiert
und das Gemisch auf dem Wasserbad fiir eine Stunden auf 60 °C erwdrmt. Die
Mischung wurde mit 50 %iger NaOH auf pH 7 eingestellt und dann die
Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Der sich bildende Niederschlag
lasst sich nicht filtrieren, daher wurde dreimal mit Et2O ausgeschiittelt, mit Wasser
gewaschen, tiber MgSO4 getrocknet und der Ether am Rotationsverdampfer entfernt.
Nach Trocknung im Olpumpenvakuum erhélt man 781 mg eines weiflen Sirups (Lit:
farbloses Ol), dies entspricht 75 % Ausbeute (Literaur: 81 %). Die Reaktion lasst sich

problemlos in grofierem Mafistab durchfiihren.

Charakterisierung:

Farbloser Sirup.

TH-NMR (500 MHz, D;O) 6 = 4.067-3.979 (m, 1H, Hy (cis + trans)), 3.67-3.548 (m, 1H,
Ha (cis + trans)), 3.426-3.349 (m, 1H, H1 (cis + trans)), 3.286-3.212 (m, 1H, H1" (cis +
trans)), 3.158-3.085 (m, 1H, HS (cis + trans)), 3.083-2.948 (m, 1H, HS" (cis + trans),
1.842-1.602 (m, 2H, HBP" (cis + trans)), 1.149 (s, 4H, tBu-cis), 1.139 (s, 5H,tBu-trans)
ppm.

Kalibriert auf HDO = 4.7 ppm

IBC-NMR (500 MHz, D;O, aus dem HSQC) & = 69.3 (Cy) , 62.8 (C1), 57.8 (Ca), 55.18
(Cd), 36.574(CB), 27.79 (CHs) ppm.

MS (70 MeV): 186 (32), 144 (21), 130 (81), 86 (92), 57 (100), 47 (32).

Bei einem grosserem Ansatz (10 g BocHyp = 43 mmol) wurde der pH-Wert vor dem

Erwdrmen auf 60 °C nicht genau kontrolliert und ca. 3 Stunden erwarmt. Dies fiihrte

nur zu einer Ausbeute von 40%.
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7.5.7.9 Darstellung von (3R, 55)-1-(Toluene-4-sulfonyl)-5-trityloxymethylpyrrolidin-

3-0115
HO”' HO’ O
o N
) NSO
13
15
CH, CH,
(2S, 4R)-2-(Hydroxymethyl)-4-hydroxy- (3R,5S)-1-(Toluene-4-sulfonyl)-5-
1-(4'-toluensulfonyl)pyrrolidin trityloxymethyl-pyrrolidin-3-ol
Cy,HyNO,S C34H34NO,S
MG =271.34 g/mol MG = 513.66 g/mol

Variante 1:72 3 g (11.1 mmol) (25, 4R)-2-(Hydroxymethyl)-4-hydroxy-1-(4-toluen-
sulfonyl)-pyrrolidin wurden zusammen mit 3.39 g (12.2 mmol) Tritylchlorid, 2.75 mL
Triethylamin und 67 mg (550 pmol) N,N-Dimethyl-4-aminopyridin in DMF unter
Stickstoffatmosphére tiber Nacht gertihrt. Die milchige Mischung wurde darauthin
in FEiswasser gegeben und 3x mit Dichlormethan extrahiert (langsame
Phasentrennung). Die  vereinigten organischen  Extrakte wurden  mit
Ammoniumsulfatlosung und Wasser gewaschen, tiber MgSOs getrocknet und die
Losungsmittel am Rotationsverdampfer und an der Olpumpe entfernt. Es wurden
590 g Rohprodukt erhalten. Das Produkt wurde per MALDI nachgewiesen. Es
wurde versucht, das Produkt sdulenchromatographisch zu reinigen. In EE:PE 4:1 ist
eine Reinigung nicht moglich, trotz unterschiedlichem Laufverhalten im DC. Der
Zusatz von Toluol zum Laufmittel verbessert die Aufreinigung nicht. Auch in
CHCls/MeOH/NEt; 100:1:0.1 als Laufmittelgemisch fiihrt nur zu einer kleinen
Menge gereinigtem Material (200 mg = 3.5 %), ansonsten wurden hauptséachlich das
Edukt und Tritlyalkohol erhalten. Die Ausbeute konnte durch Verwendung von

Pyridin als Losungsmittel nicht verbessert werden.
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Variante 2: 100 mg (368.6 pmol) (25, 4R)-2-(Hydroxymethyl)-4-hydroxy-1-(4-
toluensulfonyl)-pyrrolidin wurden mit 165.9 mg (405.5 pumol) Tritylpyridinium-
tetrafluoroborat in 4 mL Acetonitril (HPLC grade) unter Stickstoff fiir 24 h gertihrt.
Anschliefsend wurde das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt, der
Riickstand 3x mit Diethylether extrahiert, filtriert und erneut am
Rotationsverdampfer zur Trockne eingeengt. Es wurden 111.5 mg Rohprodukt
erhalten (58.9 %). Diese Reaktion konnte nicht erfolgreich im grofseren Mafistab

durchgefiihrt werden.

Charakterisierung;

hellbrauner Schaum,

TH-NMR (500 MHz): 6 (CDCls) = 7.706 (mc, 2H, Ts-H2'6"), 7.4746 (mc, 6H, Trt-H3’5"),
7.3947-7.2652 (m, 11H, Trt-H2'4'6" + Ts-H3’5"), 4.4154 (mc, 1H, H-4), 3.881 (mc, 1H,
H2), 3.621 (dd, ¥Jusarw = 11.9 Hz, Jusarsy = 4.3 Hz, 1H, Hb5a), 3.441 (mc, 1H,
CH2OH-a), 3.347 (dd, 3Jusb-na = 9.5 Hz, 1H, H5b), 3.333 (mc, 1H, CH>OH-b), 2.464 (s,
3H, Ts-CHs), 2.072 (mc, 1H, H3a), 1.943 (mc, 1H, H3b), (1.332 (mc, 1.5H, OH).
I3C-NMR (500 MHz, als HSQC)): 5 (CDCls) =129-127 (Trt-C23456 + Ts-C2356), 70.879
(C4), 67.02 (CH20H), 58.879 (C2), 57.522 (C5), 39.106 (C3), 22.241 (Ts-CHas).
MALDI-TOF-MS: 514 (M+H*), 536 (M+Na*), 552 (M+K*).

7.5.7.10 Darstellung von (2S,4R)-4-Hydroxy-2-triisopropylsilanyloxymethyl-

pyrrolidine-1-carboxvylic acid tert-butyl ester 18

HO
- CH,

HQ, %CHs

7 O—g; CH
Do ™
CH,OH _ /Lo H,C CH

/J: o) CH, 18
(0] 14 H,C
P CH,
H c% nd
8 2S, 4R)- 1-(Butyloxycarbonyl)- 3 ) .
CH, ( idi (2S,4R)-4-Hydroxy-2-triisopropylsilanyloxy
H,C %_(h|-)|/ drﬁéymethw)-4-hydroxypyrro||d|n methyl-pyrrolidine-1-carboxylic acid tert-butyl ester
& =500 CoH3oNO,Si
19" '39 4

MG = 202.28 g/mol MG = 373.61 g/mol
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200 g (921 mmol) (25, 4R)-1-(tert-Butoxycarbonyl)-2-(hydroxy-methyl)-4-
hydroxypyrrolidin, 2.4 mL (11.20 mmol) TIPS-Cl und 1.57 g (23.06 mmol) Imidazol
wurden in 4 mL DMF in einem trockenen 50 mL Stickstoffkolben unter
Stickstoffatmosphére gelost. Die Reaktionslosung wurde 21 h geriihrt. AnschliefSlend
wurden 10 mL Wasser zu der Mischung gegeben und dreimal mit je 6 mL
Diethylether extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt, {iber
Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Der verbliebene Rest wurde mit Kieselgel sdulenchromatographisch
(Petrolether/Isopropanol 15:1) gereinigt. Das Produkt konnte als hochviskose,

farblose Fliissigkeit erhalten werden.

Ausbeute: 1.2 g (3.2 mmol) farblose, hochviskose Fliissigkeit entsprechend 35 % der
Theorie.

Charakterisierung;:

TH-NMR (CDClIs, 500 MHz): 6 = 4.535 (mc, 1H, Hy), 4.053 (mc, 1H, Ha), 3.815 (mc,
2H, H1/1’), 3.502 (mc, 2H, H5/§"), 2.315 (mc, 1H, HB), 2.066 (mc, 1H, HB"), 1.500 (s,
9H, tBu), 1.097 (mc, 21H, iPro) ppm.

IBC-NMR (CDCls, 500 MHz, bestimmt aus dem HSQC): & = 70.589 (Cy), 65.003 (C1),
58.073 (Ca), 55.9 (Cd), 37.901 (CB), 29.418 (tBu), 18.556 (CH iPro), 12.66 (CHs iPro)

7.5.7.11 Darstellung von 1-Amino--2-acetamido-1,2-didesoxy-B-D-glucopyranose 22

OH OH
o]
HO o NH,HCO, HO NH,

NH : —_— NH
/§ = /g “

H,C™ o HC ~0
2-Acetamido-2-desoxy-D-glucopyranose B-1-Amino-2-acetamido-1,2-didesoxy-D-glucopyranose
CBH15N06 C8H16N205
MG = 221.21 g/mol MG = 220.23 g/mol
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2 g (9 mmol) 2-Acetamido-2-desoxy-D-glucopyranose wurden in 20 mL gesittigter
NHsHCOs-Losung bei 47 °C tiber 48 h gertihrt (kleiner Bodensatz NHiHCO3!).
Anschliefend wurde die Losung bis zur Gewichtskonstanz gefriergetrocknet
(zwischendurch in kaltem H>O auflosen). Es wurden 1.43 g 1-Amino-2-acetamido-
1,2-didesoxy-B-D-glucopyranose erhalten, dies entspricht einer Ausbeute von 71.9 %

(Lit: 2100 %).

Charakterisierung;

Weifser Feststoff, Smp: 151 °C (Lit: 151 °C)

H-NMR (500 MHz, D20): 6 =4.357 (d, 3Ju1-12 = 9.16 Hz, 1H, H1), 4.13-3.55 (m, 6H,
Hb>3,4,5,6ab), 2.2471 (s, 3H, CHa).

MS: 205(5), 179 (7), 149 (12), 137 (26), 123 (20), 107 (36), 97 (48), 81 (62), 69 (100), 56
(69), 44 (62).
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7.5.7.12 Darstellung von (2S,3R)-3-tert-Butoxy-2-[2-((S)-2-{(S)-6-tert-butoxycarbonyl-

amino-2-[2-(naphthalen-2-yloxy)-acetylamino]-hexanoylamino}-3-methyl-

butyrylamino)-acetylaminol]-butyric acid 23

O

CH3
HSC% PR

0]

ﬁi
H

3 3

H
N
0 0
H\)J\ H\)J\
N N
: N/ﬁ( ' OH
: H :
° A O u G
H,C  CH H,C O

3 \'7CH3

(2S,3R)-3-tert-Butoxy-2-[2-((S)-2-{(S)-6-tert-butoxycarbonylamino- CH,
2-[2-(naphthalen-2-yloxy)-acetylamino]-hexanoylamino}-3-methyl-

butyrylamino)-acetylamino]-butyric acid
CSBH57N5010
MG = 743.91 g/mol

Nach AAV 1 wurde die Synthese an der festen Phase durchgefiihrt. Ansatzgrofle :

56 mg 2’-Chlorotritylharz, entsprechend 50 pmol gebundenes L-Threonin(OtBu).

Substanz (eingesetzt als)

Einwaage / Verbrauch

B-NOA (0.5 M Losung in DMF)

122mg / 1.2mL

Fmoc-Lys(Boc)-OH (0.5 M Losung in
DMF)

281 mg / 1.2mL

Fmoc-Val-OH (0.5 M Losung in DMF)

204 mg /1.2 mL

Fmoc-Gly-OH (0.5 M Losung in DMF)

178 mg / 1.2 mL

TBTU (0.5 M Losung in DMF) 387 mg / 6 mL
DIPEA (1 M Loésung in DMF) 096 g /3mL
Ac0 (10 % in DMF) 8 mL
Piperidin (20 % in DMF) 8 mL

Tabelle 97: Einwaagen bei der Synthese von 23

Nun wurde nach AAV 2 vom Harz abgespalten, das Produkt lyophylisiert

(Rohprodukt: 25 mg) und nach AAV 5

per HPLC gereinigt (Start mit 30%

Acetonitril). Es wurden 10 mg Produkt erhalten (24 %).

Charakterisierung;

MALDI-TOF-MS: 744 (M+HY), 766 (M+Na*), 782 (M+K*) m/ z.
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7.5.7.13 Darstellung von (S)-5-Cyclohexylcarbamovyloxy-4-(9H-fluoren-9-ylmethoxy-

carbonylamino)-pentanoic acid tert-butyl ester 25
NCO
o /{ Cu(l) 0
N o - . N 0 N
) ol )

24 25
(S)-4-(9H-Fluoren-9-yimethoxycarbonylamino) (S)-5-Cyclohexylcarbamoyloxy-4-(9H-fluoren-9-yl
-5-hydroxy-pentanoic acid tert-butyl ester methoxycarbonylamino)-pentanoic acid tert-butyl ester
Cy4HpgNOsg CayHaoN206
MG = 411.50 g/mol MG = 536.67 g/mol

500 mg (1.2 mmol) (S)-4-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-5-
hydroxypentansdure-tert-butylester wurden in einem 10-mL-Rundkolben in 2.5 mL
DMF gelost, und anschliefiend wurden 120 mg (1.2 mmol) Kupfer(I)-chlorid sowie
160 L (1.2 mmol) 98 % Cyclohexylisocyanat hinzugegeben. Die Anfangs leicht
gelbliche Losung wurde bei Raumtemperatur geschiittelt und verfiarbte sich nach
kurzer Zeit tiefgriin. Nach 20 h schiitteln konnte im MALDI-TOF noch immer Edukt
detektiert werden, so dass weitere 15 mg CuCl und 20 pL Cyclohexylisocyanat
zugegeben wurden. Nach weiteren 2 h schiitteln wurde die Reaktion abgebrochen, in
dem mit DCM verdiinnt wurde und die Losung dreimal mit 5 %iger NHsHCOs-
Losung gewaschen wurde. Die organsiche Phase wurde tiber MgSO;4 getrocknet und
das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Die Probe wurde ohne weitere
Aufarbeitung fiir die weiteren Umsetzungen verwendet.

Charakterisierung: MALDI-TOF-MS: 537 (M+H?*), 559 (M+Na*), 575 (M+K*) m/z.
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7.5.7.14 Darstellung von (S)-5-Cyclohexylcarbamovyloxy-4-(9H-fluoren-9-ylmethoxy-

carbonylamino)-pentanoic acid 26

H*
0
(S)-5-Cyclohexylcarbamoyloxy-4-(9H-fluoren-9- (S)-5-Cyclohexylcarbamoyloxy-4-(9H-fluoren-
ylmethoxycarbonylamino)-pentanoic acid tert-butyl ester 9-ylmethoxycarbonylamino)-pentanoic acid
C31 H40N206 C27H32N206
MG = 536.67 g/mol MG = 480.57 g/mol

Ca. 1 g rohes 25 wurden mit einem Gemisch aus 1.9 mL TFA, 100 pL TIPS und 40 pL
Wasser versetzt und bei Raumtemperatur geschiittelt. Nach 1.5 h schiitteln konnte
im MALDI-TOF kein Edukt mehr nachgewiesen werden. Die Reaktionslosung
wurde mit DCM verdinnt und mit Wasser gewaschen. Dabei triibte sich die
organische Phase. Daher wurde die wéssrige Phase noch zweimal mit Diethylether
extrahiert, die vereinigten organischen Phasen mit MgSOs getrocknet, am
Rotationsverdampfer eingeengt und die restlicher TFA durch Codestillation mit
Toluol am Rotationsverdampfer entfernt. Charakterisierung: MALDI-TOF-MS: 481
(M+HY), 503 (M+Na*), 519 (M+K*) m/z.

26 wurde ohne Aufarbeitung weiter verwendet. Ausbeute: nicht genau bestimmt.
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7.5.7.15 Darstellung von Acetic acid (2R, 3S, 4R, 5R, 6R)-3,4-diacetoxy-5-acetylamino-

6-[(S)-5-cyclohexylcarbamovyl-oxy-4-(9H-fluoren-9-ylmethoxy-

carbonylamino)-pentanoylamino]tetrahydropyran-2-yvlmethylester 27

AcOH,C

(0]
AcO
AcO

HO.__O H
N (0]
NHAc
o (0]
o o, L
; S W
d H H
26 27

s

(8)-5-Cyclohexylcarbamoyloxy-4-(9H-fluoren-

9-ylmethoxycarbonylamino)-pentanoic acid oxy-4-(9H-fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-

C,7H3oN,Of )
lamino]- h - -2-ylmethyl
MG = 480.57 g/mol (p:en;anﬁyg ino]-tetrahydro-pyran-2-ylmethyl ester
417 752" "4~13

MG = 808.89 g/mol

—_—

Acetic acid (2R,3S,4R,5R,6R)-3,4-diacetoxy-5-
acetylamino-6-[(S)-5-cyclohexylcarbamoyl-

278 mg (1.26 mmol) f-1-Amino-2-acetamido-1,2-didesoy-D-glucopyranose wurden in
10 mL DMF unter Stickstoff gelost und im Eis/Kochsalzbad auf -15 °C gekiihlt.
AnschliefSend wurde ein Gemisch aus dem Rohprodukt von 1-Cyclohexylcarbamat-
2-Fmoc-L-glutamol, 488 mg TBTU und 260 uL. DIPEA in 3 mL DMF, das 10 Minuten
vorher gemischt wurde, dazugegeben. MALDI-TOF-MS aus der Reaktionslésung,
die 1:200 in MeOH verdiinnt wurde, zeigten nach 20 h eine vollstindige Umsetzung.
Anschliefend wurde das DMF im Olpumpenvakuum verdampft. Charakterisierung:
MALDI-TOE-MS: 683 (M+H*), 705 (M+Na*), 719 (M+K*) m/z. Nun wurden unter
Stickstoff 10 mL Ac,O/Pyridin (Verhiltnis 2:3) zugegeben und der Kolben 5 Tage im
Kiuhlschrank belassen. Dabei fiarbte sich die Losung intensiv lila. Anschlieffend
wurden die Losungsmittel im Vakuum entfernt. Charakterisierung: MALDI-TOF-
MS: 809 (M+H*), 831 (M+Na*), 847 (M+K*) m/ z.
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7.5.7.16 Darstellung von Acetic acid (2R,3S,4R,5R,6R)-3,4-diacetoxy-5-acetylamino-6-

[(S)-5-cyclohexylcarbamovl-oxypentanoylamino]-tetrahydro-pyran-2-

yvlmethyl ester 28
AcOH,C 0
AcO H
AcO N (0] AcOH,.C 0
NHAc AcO H
AcO N (0]
NHAc

Acetic acid (2R,3S,4R,5R,6R)-3,4-diacetoxy-5-

acetylamino-6-[(S)-5-cyclohexylcarbamoyl- Acetic acid (2R,3S,4R,5R,6R)-3,4-diacetoxy-5-
oxy-4-(9H-fluoren-9-yimethoxycarbonylamino)- acetylamino-6-[(S)-5-cyclohexylcarbamoyl-
pentanoylamino]-tetrahydro-pyran-2-ylmethyl ester oxypentanoylamino]-tetrahydro-pyran-2-yimethyl ester
C1H5N,O45 Ca1H5oN30,

MG = 808.89 g/mol MG = 397.56 g/mol

Das Rohprodukt 27 wurde in 5 mL 20 % Piperidin in DMF gelost und 2 h gertihrt.
Anschliefsend wurden die Losungsmittel im Rotationsverdampfer entfernt.

Charakterisierung: MALDI-TOF-MS: 587 (M+H*), 609 (M+Na*), 625 (M+K*) m/z.

7.5.7.17 Versuch der Darstellung des geschiitzten Glyco-Liganden C (29)

cH, 1
e
o N
AcOCH,

H,C
AcO (0]
23+28 ———> AcO N
NHAc H
(0]
H
(@] (0] N
N /ﬁ}/ m/
H :
0 /’ H 0
H3C CH;, H,C © CH,
29
C64H97N9020 CH3

MG = 1312.53 g/mol

5 mg 28 wurden in 200 pL DMF unter Stickstoff gelost und anschlieffend eine
Mischung aus 1 mg 23, 1 mg TBTU und 0.7 uL DIPEA in 200 uL DMF, die 10 min
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vorinkubiert worden waren, hinzugegeben. Da per MALDI keine Umsetzung
beobachtet werden konnte, wurde derselbe Ansatz mit DMSO bzw. NMP als

Losungsmittel wiederholt, ohne Bildung des erwiinschten Produkts.

7.5.7.18 Synthese von (3R, 5S)-5-Trityloxymethvyl-pyrrolidin-3-ol 30 (Allgemeine

Detosvlierungsvorschrift)

: O H O’

O\/O O\/
N 0
H

o
I
07}
I
o
Y

15 30
CH,
(3R,5S)-1-(Toluene-4-sulfonyl)-5- (3R,05) 5 Trtyloxymethy-
trityloxymethyl-pyrrolidin-3-ol Py
C24H25N02

C,,HyNO,S

MG = 513.66 g/mol MG = 359.47 g/mol

30 mg (25, 4R)-2-(Hydroxymethyl)-4-hydroxy-1-(4-toluensulfonyl)-pyrrolidin
(5.8 pmol) wurden in einen 10-ml-Rundkolben eingewogen, mit N> gespiilt und mit
700 pL abs. Methanol versetzt. Anschliefsend wurden unter Stickstoff eine
Spatelspitze frisches Magnesiumpulver (ca. 45 mg = 1,85 mmol) hinzugegeben und
der Kolben 2 Stunden im Ultraschallbad beschallt. Danach wurde der Ansatz mit
Dichlormethan verdiunnt und vorsichtig Wasser hinzugegeben. Der gebildete
Niederschlag wurde mit wenig 10 % HCIl in Losung gebracht, das Dichlormethan
abgetrennt und die wdassrige Phase vier mal mit Dichlormethan extrahiert. Die
vereinigten organischen Extrakte wurden tber MgSOs getrocknet und am
Rotationsverdampfer zur Trockne eingeengt. Der Riickstand ist reines 25, 4R)-4-
Hydroxy-2-triphenylmethoxymethyl-pyrrolidin.
Ausbeute: Es wurden 20 mg (55.6 pmol) Produkt erhalten, dies entspricht 95.9 %
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(Lit: 80-100 %)

Charakterisierung :

Weifser Feststoff

TH-NMR (500 MHz, CDCls): 6 = 7.50-7.23 (m, 15H, Trt), 4.4154 (m, 1H, H4), 3.7035 (m,
1H, H2), 3.2-2.9 (m, 4H, H5ab + CH2O), 1.9349 (m, 1H, H3a), 1.6845 (m, 1H, H3Db)
ppm.

IBC-NMR (500 MHz, CDCls, aus dem HSQC ): § = 129 (Aromaten), 72.812 (C4), 66.25
(CH20), 57.031 (C2), 55.156 (C5), 38.907 (C3).

7.6 Proteolytischer Verdau der Peptidomimetika mit Pronase aus
Streptomyces griseus

100 pL einer Losung von Pronase aus Streptomyces griseus in 0.1 M Tris-HCI-Puffer,
pH 7-7.5 (3.6 mg in 9 mL Puffer, 1:50 mit Puffer verdiinnt) werden mit 100 pL 200 uM
Peptidomimetikalosung in H>O gemischt und bei 37°C inkubiert. Nach 5, 10, 15, 20
und 30 Minuten werden Proben von 20 pL entnommen und in 40 pL 1 M Essigsdaure
pipettiert, was die Reaktion stoppt. Die Proben werden gevortext, zentrifugiert und
in N tiefgefroren. Die aufgetauten Proben werden per ESI-MS untersucht. Detektion

auf der HPLC: 280 nm (Aromaten)
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9 Toxikologische Daten

Stoff Gefahrensymbole |R-Sitze S-Sitze

(2’-Naphthyl)-3- Xi 36/37/38 26-36

thiopropionsdure

(2’-Naphthyl)essigsdure |- 36/37/38 26-36

(2’-Naphthyloxy)- Xn 22 -

essigsdure

1-Adamantylisocyanat Xn 20/21/22- 26-27-
36/37/38 36/37/39

1-Naphthol Xn 21/22-37/38-41  |22-26-37/39

2,2-Dimethyl-2-sila-5-

sulfonsdure-Natriumsalz

2-Propanol F, Xi 11-36-67 7-16-24/25-26

4-(N,N-Dimethylamino)- |T 24/25-36/38 22-36/37-45

pyridin

4-Toluensulfonylchlorid |C 34-37 26-28-
36/37/39-45

6-Hydroxy-4- Xi 36/37/38 26-36

methylcumarin

8-Hydroxychinolin Xn 20/22 24/25

Acetanhydrid C 10-20/22-34 26-36/37/39-
45

Acetonitril F, Xn 11-20/21/22-36 16-36/37

Ammoniumhydrogen- Xn 22

carbonat

Anisaldehyd - - -

Boc-L-Prolin - - -

Bortrifluorid- 26-36/37/39-

Diethyletherat T,F C 10-15-22-23-34-48 | 43-45
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Bromessigsdure T,C N 23/24/25-35-50 26-36/37/39-
45-61
Caliumchorid Xi 36 26
Chloroform Xn 22-38-40-48/20/22 |36/37
Chlorotriphenylmethan |C 34 26-36/37/39-
45
10-23-22- 23-26-
Cyclohexylisocyanat T, Xi 36/37/38-42 36/37/39-45
26-36/37/39-
Cyclopropylisothiocyanat | T, C 10-23/25-34 45
Dichlormethan Xn 40 23.2-24/25-
36/37
Diethylether F*, Xn 12-19-22-66-67 9-16-29-33
Diisopropylethylamin F,C 11-22-34-52/53 16-26-
36/37/39-45-
61
Dimethylsulfoxid Xi 36/37/38 23.3-26-36
Dinatriumhydrogen- Xi 36/37/38 26-36
phosphat-Dihydrat
Di-tert.- 26-28-
butyloxydicarbonat T, Xi 26-36/38-43 36/37/39-45
Essigsdureethylester F, Xi 11-36-66-67 16-26-33
Ethanol F 11 7-16
Ethanolamin Xn 20-36/37/38 -
Ethyl-(2-isocyanato)acetat | Xn 20/22-36/37/38- |23-26-
42 36/37/39-45
Iodessigsdure T, C 25-35 22-36/37/39-
45
Kaliumchlorid - - -
Kaliumhydroxid C 22-35 26-36/37/39-
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45
Kaliumpermanganat O, Xn, N 8-22-53/53 60-61
Kalium-tert.-butylat - 11-14-35 16-26-45-7/9-
36/37/39-43
Kieselgel G 60 - - -
Kupfer-(I)-chlorid Xn 22 22
Magnesiumsulfat - - -
Methanol F, T 11-23/24/25- 7-16-36/37-45
39/23/24/25
N,N-Dimethylformamid |T 61-E20/21-36 53-45
N-Acetyl-D-glucosamin |- - -
Natriumazid T+, N 28-32-50/53 28.1-45-60-61
Natriumborhydrid E,TC 15-25-34 26-36/37/39-
43-45
Natriumchlorid - - -
Natriumdihydrogen- - - -
phosphat-Dihydrat
Natriumhydrid (60% in|F 15 7/8-24/25-43
Paraffin)
Natriumhydrogen- - - -
carbonat
Natriumhydroxid C 35 26-37/39-45
Natriumiodid - - -
N-Hydroxysuccinimid - - -
Palladiumacetat Xi 41 22-26-39
Petrolether F, Xn, N 11-38-48/20- 16-23.2-24-33-
51/53-62-65-67 36/37-61-62
Phenol T 24/25-34 28.6-45
Piperidin 20 % in DMF  |F, T 11-23/24-34 16-26-27-45
Pyridin F, Xn 11-20/21/22 26-28
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Salzsdure 37 % C 34-37 26-36/37/39-
45
Schwefelsdure 95-97 % C 35 26-30-45
TBTU Xi 36/37/38 26-36
TCTU - - -
tert.-Butyldimethyl- C 34 26-36/37/39-
silylchlorid 45
11-26-22- 16-23-26-28-
tert.-Butylisocyanat Xn, F 36/37/38-42 36/37/39-45
Tetrahydrofuran F, Xi 11-19-36/37 16-29-33
Toluol F, Xn 11-20 16-25-29-33
Trans-4-Hydroxy-L- - - -
prolin
Trans-4-Hydroxy-L- - - -
prolinmethylester-
Hydrochorid
Triethylamin F,C 11-20/21/22-35 3-16-26-29-
36/37/39-45
Trifluoressigsdure C 20-35-52/53 9-26-27-28.1-
45-61
Triisopropylsilan Xi 10-36/37/38 26-36
Triisopropylsilylchlorid |C 34-37 26-36/37/39-
45
Tritylpyridinium- - 36/37/38 26-36
tetrafluoroborat
Zitronensdure Xi 36-26 -
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