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Abkiurzungsverzeichnis

Die in dieser Arbeit verwendete Nomenklatur orientiert sich an den von Chemical Abstracts
(Chemical Abstracts, ,,Index Guide”, 77, 210) und den IUPAC-IUB-Kommissionen
empfohlenen Richtlinien (IUPAC, Eur. J. Biochem. 1971, 21, 455-477; ITUPAC, Pure Appl.
Chem. 1996, 68, 1919; IUPAC Commission on Nomenclature of Organic Chemistry (CNOC)
and I[UPAC-IUB Joint Commission on Biochemical Nomenclature (JCBN), Biochemistry
1974, 10, 3983; IUPAC-IUB (JCBN), Eur. J. Biochem. 1984, 138, 9-37). Fachausdriicke, die

aus dem Englischen {ibernommen wurden, sind im Text kursiv gedruckt.

AA Amino Acid [dt.: Aminoséure)
AAV Allgemeine Arbeitsvorschrift
abs. absolut (wasserfrei)

Ac Acetyl

Ac,O Essigsdureanhydrid

AcOH Essigsédure
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HIV Human Immunodeficiency Virus
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1. Einleitung und Zielsetzung

Fir den in rdumlichen Strukturen denkenden, bioorganischen Chemiker stellen
Zuckeraminosiuren eine herausragende Verbindungsklasse dar. Zuckeraminosduren (SAAs)
sind pyranoide oder furanoide Zuckerbausteine, die mindestens eine Carboxyl- und eine
Aminogruppe enthalten. Aufgrund einer definierten und zugleich variablen Anordnung der
Amino- und Carboxylgruppen sowie funktionalisierbarer Hydroxygruppen an einem
furanoiden bzw. relativ starren pyranoiden Ringsystem, lassen sich durch Zuckeraminosiuren
eine Vielzahl von Konformationsrdumen erschlieBen. Zuckeraminoséduren werden daher in

vielfiltiger Weise in der Wirkstoff- und Strukturforschung eingesetzt!' .

In der Wirkstoffforschung ist die Entwicklung von Peptidmimetika, die glinstigere
pharmakologische Eigenschaften als ihre peptidischen Leitstrukturen besitzen, nach wie vor
eine groBer Herausforderung. Eine interessante Klasse an Peptidmimetika ist die Gruppe der
Zuckeraminosduren. Durch Modifikation des Peptidriickgrats oder der Seitenkette von
Cyclopeptiden mit Zuckeraminosduren lédsst sich die Aktivitat!' ! die Pharmakokinetik® "

und die metabolische Stabilitét peptidischer Leitstrukturen verbessern.

Der Einbau von Zuckeraminosduren in zyklische Peptide kann weiterhin dazu dienen,
zyklische Verbindungen aufzubauen, die als Gerlistmimetika fiir templat-assoziierte
synthetische Proteine (TASP) verwendet werden konnen. Nach dem TASP-Konzept werden
amphiphile, sekundirstrukturbildende Peptidblocke auf einem topologisch mafigeschneiderten
Templatmolekiil kovalent gebunden. Dabei hat das Templatmolekiil die Aufgabe, die
Peptidketten zu einer @hnlichen, definierten Packungsordnung wie in Proteinen zu
dirigieren.® "

Zuckeraminosduren stellen eine einheitliche Klasse beziiglich ihrer physikalischen und
chemischen Eigenschaften dar und haben die Fahigkeit, unterschiedliche Konformationen in
einem Peptid gezielt zu fixieren. So wurde in unserem Arbeitskreis ein umfangreicher
Baukasten an Zuckeraminosduren als Turn- bzw. Peptidmimetika geschaffen, mit dem sich
Konformationsfreiriume von Peptiden in abgestufter Weise einschrinken lassen, um so
Struktur-Wirkungsbeziehungen von biologisch aktiven Peptiden zu erforschen.""’ Manche

Zuckeraminosiduren haben die Eigenschaft eines Dipeptidisosters, d. h. ihre Amino- und
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Carboxylgruppen nehmen die Positionen des N- bzw. C-terminalen Restes eines Dipeptids

ein, bei dem die Amidbindung durch eine andere Verkniipfung ersetzt wird.

Ein solches Dipeptidisoster, das die Fiahigkeit zur Schleifenbildung hat, ist der in unserem

Arbeitskreis etablierte Gum-Baustein! '

HO,C

HO 0
HO NH,

OH

Die Abkiirzung Gum wurde von dem Namen Glucosyl-uronsdure-methylamin abgeleitet. Der
systematische ~[UPAC-Name lautet 7-Amino-2,6-anhydro-7-desoxy-L-glycero-L-gulo-

heptonséure.

Ziel dieser Arbeit war es, zundchst die schon existierenden Synthesewege fiir den benzyl- und
ungeschiitzten Gum-Baustein zu verbessern. Die bisherigen Synthesewege waren sehr
zeitintensiv und ergaben nur méfBige Ausbeuten, weshalb hier noch Optimierungsbedarf
bestand. Als neue Modifikation sollte der acetylgeschiitzte Gum-Baustein synthetisiert
werden. Man erhoffte sich, mit ihm einen verhéltnisméfBig unpolaren Baustein in der Hand zu
haben, der im NMR-spektroskopischen Vergleich mit dem benzylgeschiitzten Gumbaustein
deutlich einfachere Seitengruppensignale aufweist. Somit konnten NMR-spektroskopische

Strukturuntersuchungen vereinfacht werden.

Durch Kombination von Festphasensynthese und Synthese in Losung sollten neuartige,
zyklische Geriiststrukturen aufgebaut werden, die den pyranoiden Gumbaustein alternierend
mit den Aminosduren Alanin, Phenylalanin und Lysin jeweils in der D- und L-Form sowie
Gly enthalten. Um einen strukturellen Vergleich mit zyklischen Hexapeptiden zu haben,
sollten in erster Linie alternierende, zyklische Tetramere synthetisiert werden. Der
GroBenvergleich  basiert auf der Tatsache, dass Gum als Dipeptidisoster
groflenordnungsmafBig fiir zwei Aminosduren steht. Konformationen zyklischer Hexapeptide
werden in unserem Arbeitskreis seit langem griindlich untersucht, weshalb sich ein
Strukturvergleich mit ihnen anbietet. Um diesen zu gewihrleisten, sollten umfangreiche
NMR-Daten bereitgestellt werden, aus denen sich {iber Distanzgeometrie- und

Molekiildynamikrechnungen Strukturen ermitteln lassen.
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Zuckeraminoséduren lassen sich nicht nur als Peptid- und Geriistmimetika einsetzen, sondern
auch als Kohlenhydratmimetika. Bisher wurden fast ausschlielich lineare Homooligomere
von Zuckeraminosduren synthetisiert. E. Locardi aus unserem Arbeitskreis gelang es als erste,
durch Homooligomerisierung und Zyklisierung des ungeschiitzten Gumbausteins
Cyclodextrinmimetika auf Zuckeraminosdurebasis zu synthetisieren und Wirt-Gast-
Strukturvergleiche mit ihnen anzustellen."”) Ankniipfend an diese Ergebnisse, sollten im
Rahmen dieser Arbeit zyklische Homooligomere des benzylgeschiitzten Gumbausteins vom

Di- bis zum Hexamer synthetisiert und NMR-spektroskopisch untersucht werden.
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2. Zuckeraminosiauren und ihr Einsatz in der
Struktur- und Wirkstoffforschung

2.1 Allgemeine Erlauterungen zu Zuckeraminosiuren

Zuckeraminosduren (engl. Sugar Amino Acids, abgekiirzt SAAs) sind pyranoide oder
furanoide Zuckerbausteine, die mindestens eine Carboxyl- und eine Aminogruppe enthalten

(Abbildung 2.1).

(OH),

| (OH)y,
@o{ JED @Iy
O (0)

Abbildung 2.1: Allgemeine Struktur von pyranoiden und furanoiden Zuckeraminosauren.

Der Begriff ,,Zuckeraminosiure wurde mit Beginn der Arbeiten von E. Graf von Roedern!'"
"2 durch unseren Arbeitskreis geprigt und in diesem Sinn auch noch von den Arbeitsgruppen
um J. Gervay,[M'w] J. H. van Boom,[”'lg] und A. Dondoni”®” verwendet. Zwei weitere

Arbeitsgruppen verwenden diesen Begriff, jedoch in einem anderen Kontext.”'**! Der in

Bezug auf Zuckeraminosiuren von den Arbeitsgruppen um K. C. Nicolaou,**! Y. Ichikawa'*”

und G. W. J. Fleet®>" verwendete Begriff ,,carbopeptoids* ist in sofern irrefiihrend, als dass

es sich auch bei den Oligomeren nicht um Peptoidbindungen handelt, wie es der Name

«[27,31]

vermuten ldsst. Von G. W. J. Fleet werden die Bergriffe ,,carbohydrate amino acids und

«[28, 32, 33]

im Fall von furanoiden Zuckeraminosduren ,tetrahydrofuran amino acids gepragt.

Bei Begriffen wie ,,glycosamino acids*,”** | peptidosaccharides“*™ und ,,saccharopeptides“**
%1 denkt man bevorzugt an glycosylierte Aminosiuren oder Peptide und nicht an die

vorliegenden amino- bzw. carboxyfunktionalisierten Kohlenhydrate.

Zuckeraminosiuren sind keine Erfindung des Menschen, sondern kommen auch in der Natur
vor (Abbildung 2.2). Der wohl bekannteste Vertreter der natiirlichen Zuckeraminosduren ist
die Neuraminsdure 1. Sie ist als Bestandteil fast aller Glycoproteine die wichtigste

39491 Die Muraminsiure 2 sowie in selteneren

Zuckeraminosdure in hoheren Organismen.
Fillen auch die Uronsduren des Galactosamins 3, Glucosamins 4 und Mannosamins 5 wurden

aus bakteriellen Zellmembranen isoliert, in denen sie in Form vernetzter Polysaccharide eine
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42]

Stiitzfunktion innehaben.™*" Zuckeraminosiuren sind ferner Bestandteile diverser,

mikrobieller Antibiotika.'*> *' So wurde z. B. die Glucosaminuronsiure 4 in einem dem

Vancomycin verwandten Glycopeptid-Antibiotikum A40926 nachgewiesen.!*”’

CO,H
Muraminsdure 2

Neuraminsdure 1

HO,C HO,C  NH,
HO HO
N o o~ o
NH,

Glucosaminuronsiure 4 Mannosaminuronsaure 5

HO,C

H O

S N
H,N 0
HO,C
HN Pco  on
OH
%f—J
Ezoamin-
uronsdure 7 NH

0
NH,

NH,

0
HO
ey
(NH
Ho  on©

Hydanthocidin 9

HO
0 o)
HO
0 OH HO%OH
NH, NH,

Galactosaminuronsdure 3

HO,C,

O
H,N
N on

OH

4-Amino-4-desoxy-glucuronsiure 6

CO,H
H2N \W\/

HO

Galantinsdure 8

OH

CO,H
HO
NH

NHAc

Siastatin B 10

Abbildung 2.2: Auswahl an natiirlichen Zuckeraminosauren.

In dem von Streptomyceten produzierten, nucleosiden Antibiotikum Gougerotin fand man 4-

Amino-4-desoxy-glucuronsiure 6, die nucleosidisch mit Cytosin verkniipft ist."** **°! Ein

weiteres nucleosides Antibiotikum, in dem Zuckeraminosiduren wie die Ezoaminuronsidure 7

involviert sind, ist das Ezomycin A;.’%°"" Die Galantinsdure 8 ist die einzige natiirliche

[52]

Zuckeraminosédure, die innerhalb eines Peptidriickgrats vorkommt.”” Sie entsteht unter
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dehydratisierenden Bedingungen als Zersetzungsprodukt von Galantin I durch Zyklisierung
der linearen Galantinamsdure. Galantin I ist ein antibakteriell wirkender Metabolit des
Bacillus pulviaciens. (+)-Hydanthocidin 9 ist die einzige furanoide Zuckeraminoséure, die
nicht von menschlicher Hand kiinstlich hergestellt wurde. Sie repridsentiert ein
Spirohydanthoinderivat mit herbizider Aktivitit.”* Ein Beispiel fiir eine natiirliche
Zuckeraminosédure, bei der der Stickstoff in den pyranoiden Ring integriert ist, stellt das
Siastatin B 10 dar. Es wurde aus einer Streptomyces-Kultur isoliert und stellt einen Inhibitor
sowohl fiir B-Glucuronidase als auch N-Acetylneuraminidase dar."”®

Als erste Zuckeraminosdure wurde 1955 von K. Heyns und H. Paulsen Glucosaminuronsiure
und einige ihrer Derivate im Labor hergestellt.””! Die Synthese diente damals in erster Linie
der Strukturaufkldrung und der Erforschung von Bakterienzellwidnden. Spéter wurden
Zuckeraminosduren auch zur Darstellung von Antibiotika eingesetzt. Mittlerweile gibt es
unzdhlige, synthetisch hergestellte Zuckeraminosduren. Eine Auswahl ist in Tabellen 2.1 fiir
furanoide Zuckeraminosduren und in Tabelle 2.2 fiir pyranoide Zuckeraminosiduren
dargestellt. In unserem Arbeitskreis wurden bisher vorwiegend pyranoide Zuckeraminosiuren
synthetisiert und untersucht, da die konformative Rigiditét eines nur dquatorial substituierten
Sechsringes eine stabilisierende Wirkung auf Cyclopeptide verspricht (Einschrinkung des
Konformationsraumes). Viele furanoide Zuckeraminosduren werden in Form der
Azidvorlduferverbindungen synthetisiert. So sind z. B. die furanoiden o-Zuckeraminosduren
nur in Form der Azidvorlduferverbindungen oder in der N-terminal geschiitzten Form stabil.
In freier Form oder als Ester zeigen sie starke Anomerisierung in Losung. Sie werden in der
Regel erst kurz vor Umsetzung in situ zum Amin reduziert. S. Gruner aus unserem
Arbeitskreis hat die zwei stabilen Fmoc-geschiitzten, furanoiden Zuckeraminoséuren 14 und
17 (siche Tabelle 2.1) hergestellt und oligomerisiert.”® * **! Umfangreiche Bibliotheken an
furanoiden Zuckeraminosduren wurden von den Arbeitsgruppen um J. P. T. Lansbury,”** G.
W. J. Fleet,”” ) T. K. Chakraborty® °" und Y. L. Merrer'®® hergestellt. Der Schwerpunkt der
vorliegenden Arbeit liegt jedoch auf pyranoiden Zuckeraminosduren, insbesondere auf dem
Gumbaustein 32, der erstmals 1994 von E. Graf von Roedern vorgestellt wurde!'? (siche

Kapitel 2.3).
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Tabelle 2.1: Auswahl an furanoiden Zuckeraminosiuren bzw. deren Vorlduferverbindungen.

o-Zuckeraminosiuren

O HO
>< 0 I,, 0 NH,
o NH,
e )’
1 1[63, 64] 1 2[65] 1 3[66]
B-Zuckeraminosiuren
H02C\®>O Ho/ﬁ‘\\\COZH HO/\Q"\\C()zH
FmocHN /O)T HO N3 HO N3
141459 1532 671 16132 671
y-Zuckeraminsiuren
1O o O _COH T
2
. )\Qﬂ HOAQ/ HO\/'\@,cozH
s 'I"O)T N} OTBDMS S
H,N N3 OTBDMS
171684591 18032-671 1913267
O0-Zuckeraminosiuren
O _COH O\ _COH — \CO,H
RO\\ OR 0: E’) 0] 9)
R=H, Ac, Bn ><

213 62.60. 69,61}

271160. 69]

2160. 69]
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Tabelle 2.2: Auswahl an pyranoiden Zuckeraminosduren bzw. deren Vorlduferverbindungen.

o-Zuckeraminosiuren

BnO __0OBn HO,C NHBoc HO,C NHBoc
0] 0 AcO 060
Bnogﬁ/wzw{e ACO/%/OM Aco: ; i:
BnO OAc
NH2 OAc OAc
23[20.70.71] 241721 25171
B-Zuckeraminosiuren
2
0 0
HO HO,C O
HO/%{/C@H 2 B0
O BnO
2 Me,N \_-O "™ OMe
26774 27175] 2817
y-Zuckeraminosiuren
HO,C OAc
o 2 0 HO,C ol o
HO NH, HO&/ AcO
ol HO NH, AcO CO,Et
NHAc
29l77-80] 3081821 3118
0-Zuckeraminosiuren
HO,C OH
HO,C \_0 CO.H
HO Q BrO” 0
HO NH, . Bro HO NH,
OH OH
NHFmoc
311,12, 84] 330791 34185.86]
OH NH2 HOzC HOzC
0 HO R HOﬂ/OM
HO CO,H HO Ay HO - ¢
OH 27 OMe 2
3 5[87] 3 6[57, 84] 37[84]
g-Zuckeraminosiuren
N3
BnO O BnO ~0
BnO \/NHFI’I’IOC BnO HO— -0
OBn BnO 0 ~~(C0,Me
COzMe
3g!7] 390341 40134
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2.2 Funktion und Eigenschaften von Zuckeraminosauren

1,2,11, 12, 88]

Zuckeraminosiuren werden als Schleifen- bzw. Turn-Mimetika! , peptidmimetische

und glycomimetische Geriiststrukturen (scaffolds)” * *) und in der kombinatorischen

[34, 89-91]

Chemie eingesetzt.

2.2.1 Zuckeraminosiuren als Peptid- und 7urn-Mimetika

Die Entwicklung von Peptidmimetika, die giinstigere pharmakologische Eigenschaften als
ihre peptidischen Leitstrukturen besitzen, ist Gegenstand der Forschung. Der Begriff
Peptidmimetika umfasst zundchst einmal Peptide, in denen nur einzelne Atome oder
Atomgruppen aus den Seitenketten oder dem Peptidriickgrat der natiirlichen Peptide verdndert
oder ersetzt wurden. Aber auch Strukturen, die mit ihrer peptidischen Leitstruktur, abgesehen
von generellen Ahnlichkeiten der funktionellen Gruppen, nur noch den Aspekt der
physiologischen Wirkung gemeinsam haben, kénnen als Peptidmimetika bezeichnet werden.

Es handelt sich hierbei fiir gewdhnlich um kleine, nichtpeptidische Molekiile.

Eine vielversprechende Klasse an Peptidmimetika stellt die Gruppe der Zuckeraminosiuren
dar. Der EinfluB3 der Zuckeraminosduren auf die Konformation von Peptiden ist abhéngig von
der Anordnung der Amino- und Carboxylfunktionen am furanoiden oder pyranoiden Ring.
Ferner haben die funktionalisierbaren Hydroxygruppen oder andere Substituenten am Ring
EinfluB} auf die Konformation. Zuckeraminosauren besitzen (abgesehen von ihren geschiitzten
Derivaten) fast alle gleiche Losungseigenschaften und 4dhnliche Raumstrukturen.
Zuckeraminosduren erlauben daher die Ausarbeitung eines einheitlichen Konzepts zur
gezielten Fixierung unterschiedlicher Konformationen in Peptiden. Der in unserem
Arbeitskreis entwickelte, umfangreiche Baukasten an Turn- bzw. Peptidmimetika, mit dem
sich Peptidkonformationen in abgestufter Weise einschrianken lassen, ist in Tabelle 2.3 zu
sehen. Die Einstufung erfolgt hierbei nicht nur nach der auszubildenden oder zu
induzierenden Raum- bzw. Schleifenstruktur (7urn-Eigenschaften), sondern auch nach der
Positionierung der Amino- und Carboxylfunktion am Ring (c-, B-, Y- und 6-SAA). Manche,
in Tabelle 2.3 aufgelisteten Zuckeraminosiduren haben die Eigenschaft eines Dipeptidisosters,
d. h. ihre Amino- und Carboxylgruppen nehmen die Positionen des N- bzw. C-terminalen
Restes eines Dipeptids ein, bei dem die Amidbindung durch eine andere Verkniipfung ersetzt
wird. Auch diese Eigenschaft wurde in Tabelle 2.3 beriicksichtigt. Alle in Tabelle 2.3

aufgefiihrten Zuckeraminosiuren liegen in der starren Sesselkonformation *C; vor.
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Tabelle 2.3: Uberblick iiber die in diesem Arbeitskreis hergestellten pyranoiden
Zuckeraminosiuren.

Dipeptidisostere, 5-SAA

HO,C HO,C HO,C HO,C
HO 0 HO 0 HO 0 HO 0,
HO HO OMe o HO NH,
HoN HO OH
N NI,
NH
36 37 41 2 32

linear flexibler B-Turn
Dipeptidisoster, 3-SAA v-SAA B-SAA
HO NH, Hgm/wz HO CO,H
OH OH NH,
34 29 26

[flexibler f-Turn P-Turn y-Turn

Auf multifunktionelle Gumderivate, die analoge 7urn-Eigenschaften wie 32 aufweisen, wird
gesondert eingegangen (siehe Kapitel 2.2.2, 2.2.3 und 2.3). Die Zuckeraminosduren 36 und 37
wurden von E. Graf von Roedern™ hergestellt. Ein Vergleich der Seitenketten von SAA 36
mit denen eines natiirlichen Dipeptids zeigt eine strukturelle Verwandtschaft mit der D-Ser-
Ser-Sequenz. Der Einbau dieses Bausteins in das lineare Enkephalinanalogon H-Tyr-SAA36-

Phe-Leu-OMe sowie in zwei HIV-Proteaseinhibitoren zeigten keine bzw. nur sehr schwache
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biologische Aktivitit. Die Konformation dieser Peptidanologa ist gestreckt und zeigt wie

erwartet keine Schleifenbildung.

Die Zuckeraminosiure 29 wurde von E. Lohof’” eingehend untersucht und in
Somatostatinanaloga wie cyclo(-SAA29-Phe-D-Trp-Lys(Boc)-Thr(‘Bu)-) 42 eingebaut.
Wegen der fehlenden hydrophoben Benzylethergruppen fiel die biologische Aktivitét
erwartungsgemdifl gering aus. Durch die von G. HeBler in unserem Arbeitskreis durchgefiihrte
Konformationsanalyse konnte eine Eignung von SAA 29 als Dipeptidisoster und B-Turn-

Mimetikum nachgewiesen werden”” (Abbildung 2.3).

SAA 29 SAA 32 SAA 26

OH

HN

(‘Bu)Thr

(Boe)Lys

Abbildung 2.3: Uberlagerung der Riickgratstrukturen der zyklischen Peptide 42, 43 und 44,
die die Zuckeraminosduren, 29, 32 bzw. 26 enthalten mit den rein-peptidischen
Riickgratstrukturen einer idealisierten BII’/BII’-Anordnung (grau hinter den Zyklen 42 und 43
hinterlegt) bzw. einer BII’/y-Turn-Struktur (grau hinter dem Zyklus 44 hinterlegt) .
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Das Peptid cyclo(-SAA32-Phe-D-Trp-Lys-Thr-) 43 weist eine sehr dhnliche Struktur mit zwei
BII’-Schleifen auf wie sein Pendant 42 (Abbildung 2.3). Der Gumbaustein 32 besetzt
erwartungsgemdl die Positionen i+1 und i+2 in einer der beiden Schleifen. Obwohl dem
Cyclopeptid 43 eine aktivititssteigernde, lipophile Seitenkette fehlt, zeigt es eine nur um den
Faktor 75 niedrigere Aktivitdt als die Leitstruktur cycl/o(-Phe-Pro-Phe-D-Trp-Lys-Thr-) 45.
Gemessen wurde hierbei die Inhibierung des spezifisch rezeptorgebundenen Radioliganden
['*1]-Tyr'' Somatostatin-14 durch die Somatostatinanaloga an Zellmembranen AtT20, die aus

einer aus Méusehypophyse gewonnen Zelllinie erhalten wurden.

Die Zuckeraminosdure 26 wurde erstmals nach der von V. Wittmann entwickelten

Dianionenmethode von M. Hoffmann!’*

aus unserem Arbeitskreis synthetisiert. M. Born
baute diesen Baustein in seiner ungeschiitzten als auch benzylgeschiitzten Form in
verschiedene Somatostatinanaloga ein.!”! Ein von M. Hoffmann synthetisiertes Modellpeptid
cyclo(Ala-SAA26-Ala-D-Pro-Ala-) 44 wurde von G. HeBler gerechnet'®”! (Abbildung 2.3).
Wie erwartet liegt die Zuckeraminosdure in der Position i+1 eines aufgeweiteten y-Turns. Die
iibrigen vier Aminoséduren sind in dieser Konformation in einem BII’-7urn angeordnet (D-Pro
in i+1). Eine dhnliche Struktur nimmt die Hauptkonformation des von M. Born hergestellten
Somatostatinanalogons cyclo(-Thr-SAA26(Bn);-Tyr-D-Trp-Lys-) ein. Diese
Hauptkonformation steht iiber eine cis/trans-Isomerisierung der Peptidbindung zwischen SAA
26 und Tyr mit einer Nebenkonformation im Gleichgewicht. Das Cyclopeptid hat eine
zytostatische Aktivitdit in einer Tumorzellline, allerdings keine Apoptose-induzierende

Wirkung.

Die erste nichtzyklische, peptidische f-Haarnadelstruktur, die eine Zuckeraminoséure enthilt,
wurde letztes Jahr von der Arbeitsgruppe um J. H. van Boom publiziert!'”. Die Autoren
setzten die mit dem Gumbaustein 32 verwandte Zuckeraminosédure 46 ein, um einen 3-7urn in

der Polypeptidkette ACKKYTVSI-SAA46-KKITVSI 47 zu stabilisieren (Abbildung 2.4).

Ein weiteres, wegweisendes Beispiel fiir den Einsatz von Zuckeraminosduren als
Peptidmimetika stammt ebenfalls aus der Arbeitsgruppe um J. H. van Boom.!"® Die Autoren
konnten durch Substitution aliphatischer Aminosduren durch die Zuckeraminosédure 46 (=
Produkt 48) und deren 2,6-cis-Isomer 49 (= Produkt 50) in einem pre-Ras Proteinfragment
einen potenten Inhibitor fiir die Protein:Farnesyltransferase synthetisieren (Abbildung 2.5).
Dieser  Inhibitor kann bei der Bekdmpfung bestimmter Dickdarm- und

Bauchspeicheldriisentumoren eine entscheidende Rolle spielen.
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T

Abbildung 2.4: B-Haarnadelstruktur des Polypeptids 47.'") Abgebildet ist nur das Riickgrat.
Die Seitenketten wurden der besseren Ubersicht halber weggelassen und nur durch einen

Stern markiert.

SAA 46 SAA 49
\O i
jﬁ( \\\ \)k H,N
\/ ~
48
IC5y =764 mM IC5p =214 mM

Abbildung 2.5: Strukturen und ICso-Werte der Protein:Farnesyltransferase-inhibitoren 48 und
5018

2.2.2 Zuckeraminosiuren und Kohlenhydrate als Geriistmimetika (Scaffolds)

Pyranoide Zuckeraminosduren eignen sich neben ihrem Einbau in Peptidketten aufgrund ihrer
starren Sesselkonformation besonders gut als Geriistmimetika. Bei Geriistmimetika sind an
einem meist vollig artfremden Riickgrat die fiir die Bindung an die Zielstruktur erforderlichen
Seitenkettenelemente des Referenzpeptids verankert. Man erhofft sich durch Einsatz von
Gerlistmimetika, die orale Bioverfiigbarkeit biologisch aktiver Peptidvorlduferverbindungen

zu steigern. Wichtig bei Gerlistmimetika ist die relative Starrheit ihrer Konformationen, die



14 2. Zuckeraminosiuren und ihr Einsatz in der Struktur- und Wirkstoffforschung

ein Zusammenfallen der Struktur zu einer inaktiven Konformation verhindern soll. Aus
diesem Grund werden die relativ flexiblen furanoiden Zuckeraminosduren in geringerem Maf3

als Geriistmimetika eingesetzt.””

Erste Gedanken in die Richtung von Gerilistmimetika wurden 1980 von P. S. Farmer
angestellt, der aufgrund von thermodynamischen Betrachtungen postulierte, dass sich rigide,
stark vereinfachte Geriiststrukturen, versehen mit funktionellen, peptidischen Gruppen, als

Geriistmimetika eignen sollten.”¥

Das wohl bekannteste Beispiel fiir ein Geriistmimetikum auf Kohlenhydratbasis ist das
Beispiel aus dem Jahr 1993 von R. Hirschmann et al.””! (Abbildung 2.6): Ausgehend von p-
D-Glucose wurde ein Peptidmimetikum 51 synthetisiert, bei dem die drei entscheidenden
funktionellen Seitenketten an den Positionen i, i+1 und i+2 des B-Turns des hochaktiven,
zyklischen Somatostatinanalogons cyclo(-Pro-Phe-Thr-Lys-D-Trp-Phe-) 45 an dem

pyranoiden Kohlenhydratgeriist verankert wurden.

/ NH
O
H
NH
N \)
N /
o = 0Ny
N
H
o
OH
H,N AcHN
45 51

Abbildung 2.6: Zyklisches Hexapeptid 45 als Vorbild fiir das Geriistmimetikum 51.°

Das Glucosegeriist ersetzt somit das gesamte Riickgrat des zyklischen Hexapeptids. Die
biologische Aktivitdt blieb teilweise erhalten, obwohl samtliche Amidbindungen ersetzt oder
eliminiert wurden. Einzige Grundvoraussetzung war, dass die relativen Positionen der

funktionellen Gruppen der Seitenketten erhalten blieben. Dieses bekannte Beispiel der
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systematischen =~ Reduzierung einer Grundgeriiststruktur unter Beibehaltung der
pharmakophoren Seitenketten lieferte einen mafigeblichen Beitrag zum Verstidndnis der

Struktur-Wirkungs-Beziehungen von Somatostatinanaloga.

Auch in unserem Arbeitskreis wird auf dem Gebiet der Kohlenhydrat-Geriistmimetika
geforscht. So hat J. Boer Gerlistmimetika auf der Grundlage von [-D-Mannose
synthetisiert.”* °7!

VCAM-1 und MAdCAM-1 der a4f;- und oufs-Integrinrezeptoren dar. Diese Arbeiten

Diese stellen nichtpeptidische Mimetika der natiirlichen Liganden

werden derzeit von E. Locardi und A. Modlinger fortgefiihrt.

Neben den zahlreichen Kohlenhydrat-Geriistmimetika gibt es auch Beispiele fiir
Zuckeraminoséduren als zentrales Strukturtemplat. So konnte R. Hirschmann in Kooperation
mit A. B. Smith III und B. S. Cooperman eine Zuckeraminosdure weiter derivatisieren und in
ein Peptid einbauen.” Zusitzlich zu den Aminosduren, die mit der Amino- und
Carboxylfunktion der Zuckeraminosdure verkniipft waren, wurden weitere Pharmakophore
am Zucker verankert. Heraus kam ein Inhibitor 52 der Mammamalian Ribonucleotid
Reduktase (mRR), der sich an der Bindungskonformation des Heptapeptides N-AcFTLDADF
53 orientierte (Abbildung 2.7).

0
N
H
Os__NH HN CO,H
0 0
H
AcHN ., OH N
N 0~ "N : OH
H H H

AcHN

o ., U

Abbildung 2.7: Zuckeraminosdure-Geriistmimetikum 52 als Inhibitor von mRR, abgeleitet

vom Peptidvorbild 53.

1998 stellte M. Sofia die beiden Zuckeraminosduren 54 und S5 vor, die als Templatmolekiile
im Rahmen einer kombinatorischen Synthese zur Fixierung von potentiellen pharmakophoren

1" (Abbildung 2.8). Mit einer freien Hydroxygruppe, einer Fmoc-

Substituenten dienen
geschiitzten Aminogruppe und einer Carboxylgruppe besitzen diese Gerliststrukturen drei
Ankergruppen, an die selektiv pharmakophore Gruppen angebracht werden kénnen. Einen

dhnlichen Ansatz, multifunktionalisierbare Zuckeraminosduren herzustellen, wihlte C. Mang
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aus unserem Arbeitskreis, der die beiden Gumderivate 56 und 57, die zusitzlich in 4- bzw. 2-
Position des Ringes eine weitere Boc-geschiitzte Aminogruppe enthalten, synthetisierte!®

(Abbildung 2.8).

l ﬂ

HO,C HO,C

—> HO 0 HO 0
MeO FmocHN OMe
FmocHN OMe % OAc

54 ﬂ 55 ﬂ

HO,C

H02C

BocHN
HO NHFmoc O NHFmoc
NHBoc
56 57

Abbildung 2.8: Zuckeraminosduren mit mehreren Angriffspunkten.

2.2.3 Zuckeraminosiuren als Kohlenhydratmimetika

Zuckeraminoséduren lassen sich nicht nur als Peptid- und Geriistmimetika einsetzen, sondern
auch als Kohlenhydratmimetika. Hierbei werden die Zuckeraminosduren meist unter dem
Gesichtspunkt der (Homo-)Oligomerisierung betrachtet, um Oligosaccharide nachzuahmen.
Die zentrale Aufgabe liegt in der ErschlieBung neuer Synthesewege und der Untersuchung,
inwieweit diese Oligosaccharidmimetika Sekundér- bzw. Tertidrstrukturen ausbilden oder von
biologischen Systemen erkannt werden. Zuckeraminosdurenoligomere werden als potentielle

Antimetaboliten von synthetisch schwerer zugénglichen Oligosacchariden angesehen.

Die ersten noch in der Kettenldinge unbestimmten Zuckeraminosdurenoligomere wurden 1976
durch unselektive Polykondensation von E.-F. Fuchs, und J. Lehmann erhalten!'"”
(Abbildung 2.9). Die Charakterisierung erfolgte hierbei noch ausschlieBlich iiber

Massenspektrometrie. Strukturaussagen z. B. iiber NMR-Untersuchungen waren noch nicht
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moglich. Seitdem wurden zahlreiche Zuckeraminosdurenoligomere publiziert, auf die hier nur

punktuell eingegangen werden kann.

OH [ ]
0 O OH o
HzNH o - 0 OH o
OH HHO ~N 0
OH HHO OMe
i In OH

Abbildung 2.9: Erste Zuckeraminosiurenoligomere.!'”) (n = 0, 1, 2 oder 3)

Oligomere der a-2-Aminoglucuronsiure wurden von den Arbeitsgruppen um P. Fiigedi®®® (R
= Me, Oligomer 58 in Abbildung 2.10a) bzw. P. Wessel!'”"! (R = Bn, Oligomer 59 in
Abbildung 2.10a) publiziert.

) OH
(@)
O
O Nucleobase I—IOHO 0OCy,H;s
HN HN
O
O
O O Nucleobase H%O OC,Hys
HN HN

n
O
(0]
Nucleobase HCI)—IO OC/,Hps
HN HN
O
O
O Nucleobase H%O OC2Hys
NH,
OR

58: R = Me 61
59: R=Bn

Abbildung 2.10: a) Oligomere 58 (R = Me) und 59 (R = Bn) der a-2-Aminoglucuronsiure.
b) a-2-Aminoglucuronsdure als GNA-Riickgrat. ¢) Polymere hoherer Alkylglycoside der [3-2-

Aminoglucuronséure.

Das analoge P-Zuckeraminosédureriickgrat wurde von R. A. Goodnow verwendet, um
Oligonucleotidanaloga 60 darzustellen!'® '®! (Abbildung 2.10b). Diese auch unter dem

Namen Glucopyranosyl-Nucleinsdure-Amide (GNA) bekannte Gruppe ist das Pendant zu den
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Peptidnukleinsduren (PNA). Interessante Oberflicheneigenschaften zeigen Polymere 61
hoherer Alkylglycoside der B-2-Aminoglucuronsdure, die von der Arbeitsgruppe um S.-I.
Nishimura vorgestellt wurden!'®! (Abbildung 2.10c). Die Polymere haben Molmassen
zwischen 700 und 4500 Daltons und bilden Monolayer auf Wasseroberflachen.

Im Hinblick auf medizinische Anwendung interessante Zuckeraminoséurenoligomere sind die
in der Arbeitsgruppe von Y. Ichikawa synthetisierten, sulfatisierten Oligomere 62" und
63} (Abbildung 2.11). Die Autoren homooligomerisierten die mit dem Gumbaustein
verwandten Zuckeraminosdure 64 und lieferten gleichzeitig den Nachweis biologischer
Eigenschaften des sulfatisierten Oligomers 62. Dieses ist ein potenter Inhibitor der HIV-
Replikation (ICsp = 1 um). Das gleiche gilt flir das sulfatisierte Tetramer 63 (ICso = 50 pm)
der Zuckeraminosédure 26. Beide Oligomeren sind naturgemal3 gegen Glycosidasen stabil und
stellen somit eine interessante Alternative zu den Heparinderivaten dar. Neben den
Homooligomeren 62 und 63 synthetisierten die Mitarbeiter um Y. Ichikawa auch noch die
Homooligomeren 65 und 66 der Zuckeraminosduren 67 bzw. 68 (Abbildung 2.11). Die
Homooligomeren wurden NMR-spektroskopisch untersucht, zeigten jedoch keine
Sekundérstrukturen, d. h. die NMR-Spektren der Oligomeren unterschieden sich nicht von

denen der entsprechenden Monomerbausteine.

SAA 26 (R = H)

SAA 64 (R = H)

0 ) 0 0
o o o o
BocHN N N N
H H H
rRo™ “or RO “10R RO™" “0rR RO™ “10R
OR OR OR OR

62 (R = H, SO;Na)

CO,Me

=z

Abbildung 2.11: Homotetramere der Zuckeraminosiuren 26, 64, 67 und 68.

Eines der ersten Beispiele fiir eine stabile Sekundérstruktur eines Homooligomers einer

pyranoiden Zuckeraminosdure in Wasser wurde 1998 von der Arbeitsgruppe um J. Gervay
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prisentiert’” (Abbildung 2.12). Die Autoren synthetisierten Di- bis Oktamere der
Neuraminsdure und konnten {iber NMR-spektroskopische Bestimmung des H/D-Austausches
der Amidprotonen sowie liber CD-Spektroskopie die Verdnderung der Sekundérstruktur in
Abhingigkeit von der Kettenldnge nachweisen. Umfangreiche Strukturuntersuchungen von

Oligosaccharidmimetika wurden in den Arbeitskreisen um S. H. Gellman''! und G. W. J.

Fleet® durchgefiihrt.

Abbildung 2.12: Amidverkniipfte Sialooligomere.!"™™ (n=0—6)

1997 oligomerisierten die Mitarbeiter von J. H. van Boom erstmals eine glycosylierte
Zuckeraminosdure und stellten ein zuckeraminosédurehaltiges Glycan her!!"”! (Abbildung
2.13). Die Autoren konnten gleichzeitig zeigen, dass das amidische Glycan 69 nicht mehr
iiber die biologische Aktivitit des natiirlichen Vorldufers 70 verfiigt. Hierfiir konnten die
starren Amidbindungen verantwortlich sein, die vermutlich einen entscheidenden Einflufl auf

die Konformation und Bildung von Wasserstoftbriickenbindungen haben.

Abbildung 2.13: Zuckeraminosdurehaltiges Glycan 69 und sein natiirlicher Vorlaufer 70.

Das erste Beispiel fiir amidische Verzweigungseinheiten in Oligosaccharidmimetika ist das

von C. Mang synthetisierte, verzweigte Zuckeraminosidurenheterooligomer 71156 (Abbildung
2.14).
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AcHN

71

Abbildung 2.14: Verzweigtes Zuckeraminosdurenheterooligomer 71.

Die ersten zyklischen Zuckeraminosdurenhomooligomere, die als Cyclodextrinmimetika
angesehen werden kénnen, wurden von E. Locardi in unserem Arbeitskreis synthetisiert.!"”’
Da es sich um Homooligomere des ungeschiitzten Gum-Bausteins handelt, werden sie in

Zusammenhang mit Gum in Kapitel 2.3.4 ndher erlautert.

2.2.4 Zuckeraminosiuren in Verbindung mit natiirlichen Aminosiuren

Von groBlem Interesse sind nicht nur Homooligomere von Zuckeraminoséuren, sondern auch
Oligomere, in denen alternierend Zuckeraminosduren mit normalen Aminosduren kombiniert
sind. So konnte Y. Ichikawa 1997 zeigen, dass die Kombination von Zuckeraminosduren mit

natiirlichen Aminosdauren auch biologisch interessant sein kann.!'®

Oligomere 72, die
alternierend aus der Zuckeraminosidure 4-Amino-p-1-carboxy-D-glucose und -
Asparaginsdure bestehen (Abbildung 2.15a), konnten die Metastatisierung von Tumorzellen
unterbinden. Es konnte sowohl die Zelladhdsion an Vitronectin bindende Zellen als auch die
Invasion von Tumorzellen unterdriickt werden. -Asparaginsdure wurde dabei sowohl in der

L- als auch in der D-Form eingesetzt, wobei sich die L-Form als etwas wirkungsvoller erwies.
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Abbildung 2.15: a) Zuckeraminosiure-Aminosidure Konjugat 72 mit unterbindender Wirkung
gegeniliber der Metastatisierung von Tumorzellen. b) schwach wirkender Sialidaseinhibitor

73.

Die Gruppe um J. Gervay konnte zeigen, dass Neuraminsdurebausteine alternierend verkniipft
mit Glycin (= 73; Abbildung 2.15b) eine schwach inhibierende Wirkung auf clostridial
Sialidase haben!'®!.

Zuckeraminosdure-Aminosdure-Konjugate sind nicht nur unter biologischem Aspekt, sondern
auch strukturell sehr interessant. So zeigt das von S. Gruner hergestellte alternierende, lineare
Oligomer 74 aus einer furanoiden 3-Zuckeraminosdure in Kombination mit 3-Alanin eine fiir
B-Aminosduren typische rechtsdrehende 12/10/12-Helix®* # (Abbildung 2.16a). Das
entsprechende, zyklisierte Produkt 75 =zeigte im Rahmen der NMR-Zeitskala eine
hochsymmetrische C3-Symmetrie (Abbildung 2.16b).

Zyklisierte Zuckeraminosidure-Aminosdure-Konjugate wurden zudem von Mitarbeitern des
Arbeitskreises um J. H. van Boom publiziert!"” (Abbildung 2.17). Die Autoren wihlten
hierbei wieder eine furanoide Zuckeraminosdure, kombinierten diese jedoch nicht nur
alternierend (Zyklen 76-79 in Abbildung 2.17), sondern verkniipften auch ein SAA-Dimer mit
Dipeptiden (Zyklen 80 und 81 in Abbildung 2.17).
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Abbildung 2.16: a) Stereobild der 12/10/12-Helix-Struktur des linearen, alternierenden
Oligomers 74. b) C3-symmetrisches Zyklisierungsprodukt 75.
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Abbildung 2.17: Zyklische Heterooligomere von van Boom.!'”)
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Wie erste NMR-Studien an Verbindung 81 zeigten, liegt eine bevorzugte Konformation
dieses Zyklus vor. Eine auf Grundlage von NMR-Daten berechnete Struktur steht noch aus.
Ferner wurden bisher noch nie alternierende Zyklen publiziert, in denen pyranoide
Zuckeraminosduren involviert waren. Diese Liicke wurde im Rahmen dieser Arbeit und der

daraus hervorgegangenen Publikation!'*”!

geschlossen (siehe Kapitel 3). Dabei wurden nicht
nur Tetramere, wie in der Arbeitsgruppe von J. H. van Boom synthetisiert, sondern auch
Hexamere. Zyklen dieses Typs sind denkbare Molekiile fiir Wirt-Gast-Strukturen analog
denen der Cyclodextrine.!''*!"®]

Durch Einbau von Aminosduren mit funktionellen Seitenketten (z. B. Lysin), wie es im
Rahmen der vorliegenden Arbeit geschehen ist, wire ein Einsatz dieser Zyklen als
Transportmolekiile fiir Wirkstoffe im Organismus moglich. Ferner lieBen sich derartige
Templatmolekiile auch fiir das von M. Mutter und G. Tuchscherer entwickelte TASP-

Konzept[g'lo]

verwenden. Das Konzept setzt sich zum Ziel, das bisher ungeloste
Faltungsproblem der Proteinchemiker, d. h. aus der linearen Proteinsequenz unmittelbar auf
die unverwechselbare, dreidimensionalen Struktur zu schlieBen oder umgekehrt, zu umgehen.
Es ist eine Strategie zur Konstruktion von kiinstlichen Proteinen, die die GesetzmifBigkeiten
der Proteinstruktur mit den Moglichkeiten der synthetischen Organischen Chemie
konzeptionell verbindet. Nach dem TASP-Konzept  werden amphiphile,
sekundirstrukturbildende  Peptidblocke auf einem topologisch maligeschneiderten
Templatmolekiil kovalent gebunden. Dabei hat das Templatmolekiil die Aufgabe, die
Peptidketten zu einer dhnlichen Packungsordnung wie in Proteinen zu dirigieren, indem es
zum einen die intramolekularen Wechselwirkungen der kovalent fixierten Peptidblocke
begiinstigt und zum anderen aufgrund der rdumlichen Anordnung der funktionellen Gruppen
die Packungstopologie des TASP-Molekiils festlegt. Das Tragermolekiil hat sowohl die
Aufgabe als ,,Quervernetzer strukturstabilisierend zu wirken als auch als Templat fiir die zu
entwerfende dreidimensionale Konformation des Molekiils zu dienen. Es hat eine
strukturinduzierende Wirkung auf die verankerten Polypeptidketten. Die resultierenden
Makromolekiile werden entsprechend ihrem strukturellen Aufbau als Templat-assoziierte
synthetische Proteine (TASP) bezeichnet. In Abbildung 2.18a werden als Beispiel
schematisch zwei p-Faltblattstringe und ein a-Helixblock auf einem trifunktionellen
Templatmolekiil zu einer ,,fof“-dhnlichen Faltungseinheit zusammengelagert. Abbildung
2.18b zeigt den hypothetischen Faltungsweg von TASP-Molekiilen am Beispiel einer 4a-
Helixbiindel-Struktur.
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Abbildung 2.18: Templat-assoziierte synthetische Proteine (TASP) als Konzept fiir
kiinstliche Proteine. a) Verkniipfung zweier B-Faltblattstringe und einem o-Helixblock auf
einem trifunktionellen Templatmolekiil zu einer ,,foaf“-dhnlichen Faltungseinheit. b)
Hypothetischer Faltungsweg von TASP-Molekiilen am Beispiel einer 4a-Helixbiindel-
Struktur.

2.3 Der Gum-Baustein und seine Derivate

2.3.1 Allgemeine Bemerkungen

Der Gum-Baustein 32 besitzt in dieser Arbeit eine zentrale Bedeutung und wird in diesem
Kapitel gesondert besprochen. Der Name Gum geht auf E. Graf von Roedern zuriick, der
diesen Baustein erstmals synthetisierte.' '* *¥ Die Abkiirzung Gum wurde vom Namen
Glucosyl-uronsidure-methylamin abgeleitet. Der systematische [UPAC-Name lautet 7-Amino-
2,6-anhydro-7-desoxy-L-glycero-L-gulo-heptonsdure. Der Gum-Baustein ist die in unserem
Arbeitskreis am besten untersuchte Zuckeraminosaure. Sie ist die erste Zuckeraminosiure, die
in Peptide eingebaut wurde. Der Gum-Baustein als Dipeptidisoster imitiert von seiner Grofie

und Raumstruktur her die Gly-Ser-Sequenz (Abbildung 2.19a). Es wurden jedoch auch schon
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Peptide synthetisiert, bei dem der Gum-Baustein eine Gly-Gly-, Phe-Pro-, D-Phe-Val, Tyr-
Gly oder Trp-Phe-Einheit ersetzt.”” * Der Gumbaustein ist eine Zuckeraminosiure, die die
Féahigkeit zur Schleifenbildung besitzt (Abbildung 2.19b). Fiir gewohnlich vertritt er in

Cyclopeptiden die i+1 und i+2 Position eines BII’-Turns.

a) b)

Abbildung 2.19: Der Gum-Baustein als a) Dipeptidisoster und b) als B-7urn-Mimetikum.

Sofern in diesem Kapitel nicht anders angegeben, liegt der Gum-Baustein stets in der
thermodynamisch giinstigen, starren ‘C,-Sesselkonformation vor, bei der alle groBen Reste

dquatorial stehen.
2.3.2 Strukturuntersuchungen

Zur systematischen Untersuchung der strukturellen Eigenschaften des Gum-Bausteins in
zyklischen Hexa- und Pentapeptiden synthetisierte E. Graf von Roedern die beiden zyklischen
Modellpeptide cyclo(-Gum'-Phe’-D-Pro’-Ala*-Phe’-) 82 und cyclo(-Gum'-Phe’-Phe’-Phe*-)
83 (Abbildung 2.20). 82 entspricht dabei der Ringgrofe eines zyklischen Hexapeptids, 83 der
eines zyklischen Pentapeptids. Das D-Prolin in Modellpeptid 82 soll hierbei in der giinstigen
i+1-Position einer BII’-Schleife liegen, so dass mit hoher Wahrscheinlichkeit die Positionen
i+1 und i+2 der anderen B-Schleife von Gum eingenommen werden. Diese Annahme ist in
sofern berechtigt, als zyklische Hexapeptide fiir gewohnlich in einer mehr oder minder
starren, meist gut bestimmbaren Hauptkonformation mit zwei gegeniiberliegenden [3-
Schleifen vorliegen. NMR- und MD-Studien zeigten, dass in dem Modellpeptid 82 in der Tat

zwei gegeniiberliegende BII’-Turns zu beobachten sind. Allerdings sind die beiden Schleifen
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nicht in einer Ebene, wie es ndherungsweise bei der Referenzsequenz cyclo(-Gly-Ala-Ala-

Gly-Ala-Ala-) 84 oder anderen Cyclohexapeptiden mit sechs natiirlichen Aminoséuren der
Fall ist.

Ala*———D-Pro°

82 83

Abbildung 2.20: Sequenzbilder der zyklischen Modellpeptide 82 und 83.

Aufgrund der ungiinstigen Wechselwirkung zwischen dem Ringsauerstoffatom von Gum und
dem Carbonylsauerstoff von Phe’ kommt es zu einer starken Wolbung des Peptidrings
(Abbildung 2.21a). Dennoch sind sich die Riickgratstrukturen von 82 und 84 recht dhnlich,
wie in Abbildung 2.21b zu sehen ist (vergleiche auch die strukturelle Ahnlichkeit zu
Cyclopeptid 43 in Abbildung 2.3).

N
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Abbildung 2.21: a) Stereodarstellung der gemittelten und energieminimierten MD-Struktur
von 82 in DMSO. Zur besseren Ubersicht sind nur die polaren Wasserstoffatome abgebildet,
Sauerstoff ist dunkel, Stickstoff hell schraffiert. b) Superpositionierung des Riickgrates von
82 mit dem Referencyclopeptid 84.



2. Zuckeraminosiuren und ihr Einsatz in der Struktur- und Wirkstoffforschung 27

Wie aus Strukturuntersuchungen des zyklischen Modellpeptids 83 hervorgeht, schrinkt der
Einbau von Gum den Konformationsfreiraum zyklicher Pentapeptide stark ein (Abbildung
2.22). Das zyklische Peptidriickgrat ist gespannt. Zwar liegt der Gum-Baustein auch unter den
gespannten Strukturverhiltnissen in der gewiinschten *C;-Sesselkonformation vor, allerdings
ist er nicht mehr in der Lage, in zyklischen Pentapeptiden eine -Schleife auszubilden, da
hierbei kein Ringschluf3 moglich wire. Die librigen Aminosduren 2 bis 4 nehmen jedoch eine
dhnliche Konformation wie in ,,gew6hnlichen* Pentapeptiden ein, d. h. sie bilden eine y-turn-
dhnliche Struktur aus. Uberdies kann die , Versteifung“ des Riickgrates von
Cyclopentapeptiden durchaus erwiinscht sein. Obwohl die Ringgrofle kleiner ist als bei den
Hexapeptiden, sind Pentapeptide haufig flexibler als diese und liegen teilweise in mehreren

or"" M8 Eine Anderung des Konformationsraumes von

Konformationen v
Cyclopentapeptiden durch den Einbau von Peptidisosteren oder 7urn-Mimetika wie dem
Gum-Baustein, ist somit durchaus interessant und kann Aufschlu3 {iber Struktur-

Wirkungsbeziehungen von biologisch aktiven Cyclopentapeptiden geben.

(Y 7 oW
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Abbildung 2.22: Stereodarstellung der gemittelten und energieminimierten MD-Struktur von
83 in DMSO. Zur besseren Ubersicht sind nur die polaren Wasserstoffatome abgebildet,
Sauerstoff ist dunkel, Stickstoff hell schraffiert.

Um den EinfluB, den Gum auf die Konformation linearer Peptide ausiibt, zu untersuchen,
baute E. Graf von Roedern den Gum-Baustein in Leu-Enkephalin H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-
OH 85 ein. Der Gum-Baustein ersetzt in dieser Sequenz die Diglycin-Einheit. Dies bot sich
an, da fiir das rezeptorgebundene Enkephalin an dieser Stelle eine -Schleife prognostiziert

91 yund Gum in der Lage ist, eine solche Schleifenstruktur auszubilden. In der Tat wird,

wird!
wie NMR-Studien =zeigten, in dem Peptid H-Tyr-Gum-Phe-Leu-OMe 86 eine

Schleifenstruktur mit Auswirkung auf die benachbarte, aromatische Seitenkette des Tyrosins
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beobachtet, ohne das Gum in diesem Peptid ein starres (B-)7urn-Mimetikum darstellt

(Abbildung 2.23).

86

Abbildung 2.23: Schematische Darstellung der Konformation von Gum im

Enkephalinanalogon 86.

2.3.3 Gum in biologisch aktiven Peptiden

Der Einbau des Gum-Bausteins in Leu-Enkephalin 85 ist eines der Beispiele, bei denen Gum
in biologisch aktive Peptide eingebaut wurde. Enkephaline sind Pentapeptide mit den
Sequenzen H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-OH 85 oder H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-O 87. Sie wurden
1975 von J. Hughes et al.'*” in Hirnsubstanz entdeckt und wirken im gleichen Sinne wie
Morphine und andere Opiate blockierend auf die spezifischen (kx-, 8- und p-) Opiatrezeptoren;
sie unterbinden damit als sogenannte endogene Opiate die Schmerzfortleitung. Das
Enkephalinanalogon zeigt allerdings bei den an Meerschweinchen-Ileum-Gewebe (Teil des
Diinndarms) gemessenen Rezeptoraffinitétstests keinerlei biologische Aktivitdt. Dies bestétigt
Studien, nachdem ein Leu-Enkephalinanalogon, bei dem das Diglycin durch die Gly-Ser-
Sequenz ersetzt wurde, nur noch eine schwache Aktivitdt gegeniiber dem nativen Enkephalin
zeigt 1?1

Eine breite Anwendung fand der Gum-Baustein und seine Derivate beim Einbau in
Somatostatinanaloga. Das Peptidhormon Somatostatin 88 (Abbildung 2.24), ein iiber eine
Disulfid-Briicke zyklisiertes Tetradecapeptid, wird vom Hypothalamus gebildet. Es hemmt

die Freisetzung des Wachstumshormons Somatropin in der Hypophyse. Ferner bestehen
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Wechselwirkungen zu den Hormonen Insulin und Glucagon. Es hemmt die
Gastrinausschiittung und die Magensaureproduktion und beeinflusst viele weitere Hormone
des Verdauungssystems. AuBBerdem wirkt Somatostatin zytoprotektiv auf Leberzellen. Wegen
der sehr kurzen Halbwertszeit von nur wenigen Minuten im Kd&rper und seinen zahlreichen
Nebenwirkungen bei hoher Dosierung, ist das Bestreben, geeignete Somatostatinanaloga zu
finden, ungebrochen hoch. Die wohl bekanntesten Somatostatinanaloga sind das Octreotid 89

(Abbildung 2.24) das heute erfolgreich in der Tumorbehandlung eingesetzt wird!'**!

, SOwie
dessen Analogon 90 (Abbildung 2.24) und das von D. F. Veber et al.l'”! synthetisierte,
hochaktive zyklische Hexapeptid 45 (Abbildung 2.24), das wiederum R. Hirschmann und K.
C. Nicolaou™ bei der Entwicklung ihrer nichtpeptidischen Scaffold-Verbindung 51 als

Leitpeptid diente (siche Kapitel 2.2.2, Abbildung 2.6).

0
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(l)H Gly H ITIHz |
Cro=s—5-Cys Thro) ~ D-Phe X }'Phe
Ser Lys Phe Pro
| oo Cys Cys
Tlhr A:sn Cys—S—S—Cys /
Phe Phe Thr Phe
| | Thr Phe LyS Tyl'
Thr Phe \
|
Lys Trp Lys D-Trp D-Trp Lys D-Trp
88 89 90 45

Abbildung 2.24: Somatostatin 88 und seine bekanntesten Analoga das Octreotid 89, dessen
Analogon 90 sowie das zyklische Hexapeptid 45.

Auch in unserem Arbeitskreis bot es sich an, neue Somatostatinanaloga in Anlehnung an die
drei Leitpeptide 89, 90 und 45 zu entwickelt. Die vom Leitpeptid 45 abgeleiteten
Somatostatinderivate, die den Gum-Baustein oder Derivate desselben enthalten, sind in
Abbildung 2.25 aufgefiihrt. Die Verbindungen 43 und 91 weisen Inhibierungskonstanten im
mikromolaren Bereich auf. Die Rezeptoraffinitit der Verbindung 43 ist im Vergleich mit dem
hochaktiven Somatostatinanalogon 45 nur um den Faktor 75 niedriger und das, obwohl die
zur Steigerung der Somatostatinwirkung wichtigen lipophilen Reste an beiden Seiten der
aktiven Tetrasequenz fehlen (Testbedingungen: siche Kapitel 2.2.1, S. 12).'**! Die

benzylethergeschiitzte Verbindung 92 zeigt im Gegensatz zu ihrem Pendant 93 eine

beachtliche SSTR2 Rezeptorselektivitit im Vergleich zu SSTR 5 bei einer zudem
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beachtlichen Affinitit. Mit einer Aktivitdt im nanomolaren Bereich ist sie die mit Abstand
aktivste Verbindung der in Abbildung 2.25 dargestellten Somatostatinanaloga. Die teilweise
benzylierten Analoga 94 und 95 sind von Interesse, da man iiber sie erfahren kann, inwieweit
sich durch selektive Benzylierung die zusdtzliche Phenylalaninseitenkette der
Ursprungssequenz 45 nachahmen ldsst und ob sich damit beziiglich der biologischen
Relevanz der Peptide Konsequenzen ergeben. Ergebnisse der biologischen Tests liegen leider

fiir diese Verbindungen wie auch fiir die Galactosederivate 96 und 97 nicht vor.

OH OH OH
HOy,,

O

W |
Thr Phe Thr Phe Thr Phe
Lys——D-Trp Lys——D-Trp Lys——D-Trp Lys——D-Trp
43 91 94 95
OBn OBn OBn
BnO,,, OBn
\\ O
0
II\IH
Thr Phe Thr Phe Thr P}|1e
Lys——D-Trp Lys—D-Trp Lys——D-Trp Lys——D-Trp
92 93 96 97

Abbildung 2.25: Vom Leitpeptid 45 abgeleitete Cyclopeptide, die Gum bzw. eines seiner

Derivate enthalten.

In Anlehnung an das Octreotid 89 und dessen Analogon 90 wurden die Gum-glycosylierten

Octreotidverbindungen 98 und 99 von E. Lohof synthetisiert (Abbildung 2.26).
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Abbildung 2.26: Gum-glycosylierte Octreotidderivate.

Ein weiterer wichtiger Forschungsschwerpunkt in unserem Arbeitskreis liegt auf der Synthese
und Erforschung von RGD-Peptiden. Das Tripeptid Arg-Gly-Asp (RGD) ist eine der
wichtigsten Zelladhisionssequenzen vieler extrazellulirer Matrixproteine.!'**'**) Die RGD-
vermittelte Zelladhdsion geht iiber Integrine. Diese sind neben Cadherinen, Selektinen und
Rezeptoren der Immunglobulin-Superfamilie die groite Familie der Extrazelluldren-Matrix-
Adhisionsrezeptoren. Integrine haben einen wichtigen Anteil an der Zell-Zell-Adhésion und
-Kommunikation sowie an Wechselwirkungen zwischen Zelle und dem extrazelluldren Raum.
Sie spielen fiir viele Korperfunktionen eine entscheidende Rolle, wie z. B. bei der
Immunantwort, der Wundheilung, dem Knochenauf- und -abbau, der Thrombusbildung oder
der Tumor- und Metastasenbildung. Die Darstellung von selektiven Inhibitoren fiir Integrine
ist daher von groflem therapeutischen Interesse und wird in unserem Arbeitskreis erforscht.
Schon kleine Cyclopentapeptide konnen die Bindung eines Adhésionsproteins inhibieren. So
ist es M. Gurrath aus unserem Arbeitskreis gelungen, mit dem zyklischen Pentapeptid cyclo(-
D-Phe-Val-Arg-Gly-Asp-) 100 einen selektiven Inhibitor fiir den Vitronectinrezeptor o33 zu
synthetisieren.'”"**!  Durch Inhibierung dieser o.Bs-Rezeptoren, die gehduft auf
metastatisierenden Tumorzellen nachgewiesen wurden, konnte bei verschiedenen
Tumorzelllinien eine Metastatisierung verhindert werden.['** '3

Viele der kleinen RGD-Peptide blockieren auch den fiir die Blutplittchenaggregation

wichtigen Fibrinogenrezeptor oypP3. Deshalb ist es fiir die therapeutische Anwendung
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besonders wichtig, selektiv wirkende Integrinantagonisten zu entwickeln. Im Rahmen dieser
Bemiihungen wurden Cyclopeptide synthetisiert, die den Gum-Baustein enthalten (Abbildung
2.27). Bei den biologischen Assays wurde die Inhibierung von isolierten, immobilisierten
Rezeptoren o3, o5 und aypPs durch die RGD-Peptide im Vergleich zu ihren natiirlichen
Adhisionsproteinen Vitronectin und Fibrinogen gemessen'™. Als Referenzverbindung diente
das lineare Standardpeptid H-Gly-Arg-Gly-Asp-Ser-Pro-Lys-OH und das zyklische
Leitpeptid 100.

OBn OBn
Bl’lO/, ‘\\\OBI’I
DPhe—Val /\“" O
o
Asp Arg Asp, Arg
Gly Gly
100 103
Peptid ICso [nM] ICso [nM] ICso [nM]
Fibrinogen Vitronectin
an (11le3 an (le33 an aVBS
GRGDSPK 1700 210 >10000
100 8000 2.5 320
101 2200 275 715
102 13.4 25 >10000
103 720 150 935

Abbildung 2.27: Zyklische RGD-Peptide, die Gum enthalten.

Die Aktivitdt wird zwar durch Einbau des benzylgeschiitzten Gum-Bausteins anstatt des
ungeschiitzten Gum-Bausteins erheblich gesteigert, dafiir sinkt jedoch die Selektivitit

gegeniiber den o, 33- und oy B3-Rezeptoren.

Um den EinfluB der Glycosylierung an RGD-Peptiden auf die biologische Aktivitdt zu testen,
wurde cyclo(-Arg-Gly-Asp-D-Tyr-Lys-) gewdhlt.”) Die mit Gum bzw. mit Gumderivaten
glycosylierten Produkte sind in Abbildung 2.28 zu sehen.
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O\Ioj/ _NH, O\U, _NHAc o\\\“‘Qj,, _NH, o\\\\\.Q; _NHAc
\ILH \ILH \II\JH \II\IH
D-Trp—Lys D-Trp—Lys D-Trp—L)é_/_/ D-Trp—L)é_/_/
As{ >rg As{ Xrg As{ Xrg As{ Xrg
Gly GIy GIy Gly
104 105 106 107
Peptid ICso [nM] ICso [nM] ICso [nM]
Fibrinogen Vitronectin
an (11le3 an (le33 an aVBS
GRGDSPK 1700 210 >10000
100 8000 2.5 320
104 450 15 >10000
105 5000 21 970
106 >10000 55 2750
107 1910 0.8 24.7

Abbildung 2.28: Mit Gum bzw. mit Gumderivaten glycosylierte RGD-Peptide.

Die glycosylierten RGD-Peptid 104 und 105 zeigen beide eine Aktivitdt, die der des
Leitpeptids 100 schon recht nahe kommt. In Hinblick auf die Selektivitdt unterscheiden sich
die beiden Zyklen jedoch erheblich: wihrend Verbindung 104 eine starke oyf3s-
Rezeptorantiselektivitit aufweist, ist die Selektivitit von 105 gegeniiber den o,33- und otypP3-
Rezeptoren deutlich hoher als bei 104. Generell kann man sagen, dass die Rezeptorselektivitit
durch die Glycosylierung nicht wesentlich beeintrichtig wird. Dies gilt auch fiir die
Galactosederivate 106 und 107. Bemerkenswert ist bei Zyklus 107, dass er als einziger von
den glycosylierten RGD-Peptiden um den Faktor 2.5 aktiver ist als das Leitpeptid 100.
Weiterhin {iberraschend ist die Umkehrung der Tendenz beim Aktivitdtsvergleich zwischen
den Pirchen 104/105 und 106/107. Wihrend der Austausch des gluco- gegen den
galactokonfigurierten Zucker im Fall der nicht acetylierten Verbindungen zu einem
Aktivitdtsabfall fiihrt, ist mit der Acetylierung eine Umkehrung dieser Tendenz zu

beobachten. Bisher ist es noch nicht gelungen, die Ursache fiir dieses Phanomen aufzukliren.

Neben dem FEinbau von Gum und seinen Derivaten in Enkephalinanaloga,
Somatostatinanaloga und RGD-Peptide unternahm E. Graf von Roedern den Versuch, den

Gum-Baustein als Riickgratmodifikation in einen linearen LH-RH-Agonist sowie in zwei
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lineare LH-RH-Antagonisten einzubauen. LH-RH ist neben Somatoliberin und Somatostatin
ein weiteres wichtiges Peptidhormon, das vom Hypothalamus gebildet wird. Weitere,
verbreitete Synonyme fiir LH-RH sind Gonadoliberin, Gonadorelin und Gonadotropin-
Realising-Hormon (GnRH). In Rezeptoraffinitdtstests zeigen die dargestellten LH-RH-
Analoga jedoch nur eine schwache Bindung. Auerdem war es anhand von NMR-Daten nicht
moglich, bei den synthetisierten Verbindungen eine Vorzugskonformation zu ermitteln. Ein
weiterer Schwerpunkt dieses Projekts war die Verknilipfung u. a. des Gum-Bausteins mit der
Lysinseitenkette eines LH-RH-Antagonisten mit dem Ziel, den Saccharidteil eines
Glycopeptids zu imitieren. Ein Antagonist mit Z-Gum an der Lysinseitenkette zeigt im
Tierversuch an Ratten eine dhnlich lang andauernde Testosteronunterdriickung wie das von

der Firma Asta Medica (heute Baxter) entwickelte hochaktive Cetrorelix.

Unter Anlehnung an das sehr aktive Neurokininanalogon cyclo(-Phe-Trp-Gly-Leu-Met-Gln-)
als Leitstruktur synthetisierte E. Lohof die beiden Zyklen cyclo(-SAA33-Gly-Leu-Met-Gln-)
und cyclo(-Gum(Bn);-Gly-Leu-Met-Gln-). Beide Verbindungen zeigten eine sehr hohe
Aktivitdt im nanomolaren Bereich fiir den NK-2-Rezeptor. Ferner gelang ihr die Ankniipfung
des N-acetylierten Gum-Baustein an Substanz P-analoge Peptide. Neurokinine bilden eine
Klasse von kurzen linearen Peptiden. Substanz P ist eines von ihnen und ist der erste

peptidische Neurotransmitter.!'**!

Erginzend soll erwdhnt werden, dass der Gum-Baustein, wie auch teilweise andere
Zuckeraminoséduren, als Glucosidaseinhibitor geeignet ist. Bei Tests, in denen die Wirkung
des Gum-Bausteins auf die B-Glucuronidaseaktivitit bei HMR (Behringwerke) untersucht
wurde, konnte festgestellt werden, dass Fmoc-Gum-OH eine besonders hohe Inhibierung
gegeniiber der B-Glucuronidase aus E. coli zeigt, wohingegen Z-Gum-OH ausschlieBlich
gegeniiber menschlicher [B-Glucuronidase (humane FUP 960105 [B-Glucuronidase) eine
Wirkung zeigt. Dieser iiberraschende Unterschied in der Spezifizitit fiir die beiden Enzyme
lasst Unterschiede in der Néhe des aktiven Zentrums vermuten, das mit den hydrophoben

Resten der Zuckeraminosiuren wechselwirkt.



2. Zuckeraminosiuren und ihr Einsatz in der Struktur- und Wirkstoffforschung 35

2.3.4 Gum in Homooligomeren

Wihrend bei den bisher geschilderten Anwendungen des Gum-Bausteins stets nur eine
Zuckeraminosdure involviert war, gelang es E. Locardi, lineare und zyklische Di-, Tri-, Tetra-
und Hexamere zu synthetisieren.”) NMR-Studien im Temperaturbereich zwischen 273 K und
293 K brachten interessante Erkenntnisse. Wiahrend bei den zyklischen Tri-, Tetra- und
Hexameren auf den ersten Blick (von einer minimalen relativen Verschiebung der Signale fiir
die diastereotopen Methylenprotonen in Abhéingigkeit von der Temperatur beim Trimer
einmal abgesehen) nur ein Satz an NMR-Signalen zu beobachten war, was auf eine
hochsymmetrische, im Rahmen der NMR-Zeitskala gemittelte Konformation schliefen lésst,
konnten beim Dimer drei zeitaufgeloste Konformere beobachtet werden. Zwei von ihnen
waren bei 273 K unter 10 % populiert und gingen bei héheren Temperaturen ineinander {iber.
Die Hauptkonformation konnte iiber NMR-Daten eindeutig als die anti-Konformation in
Bezug auf die beiden Gumzyklen identifiziert werden. Wie in Abbildung 2.29 exemplarisch
fiir das Trimer gezeigt, ist die all-anti-Konformation hochsymmtrisch und nahezu planar. Sie
dhnelt der Struktur einer makrozyklischen Chelatverbindung. Die all-syn-Konformation
hingegen ist stark gekriimmt. Analog zu den Cyclodextrinen ist ihre AuBenschicht polar,

wihrend sich im Innern ein lipophiler Hohlraum ausbildet.

B)

Abbildung 2.29: Stereobilder der syn- und anti-Konformation des zyklischen Homotrimers

von Gum."?!
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Bei allen synthetisierten, zyklischen Homooligomeren sind die Amidbindungen trans-
konfiguriert und die Gumbausteine in der starren *C;-Sesselkonformation fixiert. Mit
zunehmender RinggroBe verschiebt sich das syn : anti-Verhéltnis in Richtung der syn-
Konformation. Wahrend beim Dimer ausschlie8lich die anti-Konformation beobachtet wurde,
betragt das im Rahmen der NMR-Zeitskala gemittelte syn : anti-Verhédltnis beim Trimer
schon 3 : 7 und beim Tetra- sowie Hexamer 1 : 1. Dies konnte {iber Abstandsberechnungen
aus ROE-Daten ermittelt werden. Je grofer also die zyklischen Homooligomere des Gum-
Bausteins werden, desto bevorzugter nehmen sie die syn-Konformation ein und dhneln damit
der Struktur von Cyclodextrinen. Das zyklische Hexahomooligomer des Gum-Bausteins sollte
demnach mit geeigneten Gastmolekiilen dhnliche Wirt-Gast-Strukturen ausbilden kdnnen wie
Cyclodextrine es tun. NMR-spektroskopische Komplexstudien mit Benzoesdure und p-
Nitrophenol als Gastmolekiile und dem zyklischen Hexahomooligomer des Gumbausteins als

Wirtmolekiil bestitigen dies.

Die Moglichkeit, durch Verdnderung der RinggroBe die HohlraumgréBe fiir potentiell
einzuschlieBende Wirkstoffe oder sonstige Gruppierungen zu variieren, macht diese Klasse
von zyklischen Homooligomeren zu einem niitzlichen Werkzeug fiir Ligandbindungsstudien

und die molekulare Erkennung.

Ausgehend von diesen sehr interessanten Studien war es von Interesse, nun auch den
benzylgeschiitzten Gum-Baustein zu homooligomerisieren und zu zyklisieren. Dies war neben

der Synthese von alternierenden Zyklen ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit.
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2.3.5 Synthesestrategien

Fir den Einsatz zur Peptidkupplung in Losung synthetisierte E. Graf von Roedern
Z-Gum-OMe 108 ausgehend von der preiswerten Glucose 109 in einer vierstufigen Synthese

mit einer Gesamtausbeute von 12 % (Schema 2.1).

1. CH3NO,, OH
NaOMe Hz Pd/C o
HO
O + O HO NH
t 2
2.H /H20 quan -

112
35%

OH 1. O,, Pt/C © OMe
Z-Cl -0y, Pt
L HO NHZ 2. DCC, HO NHZ

1n situ
OH DMAP, OH
99 % 113 MeOH 108

34 %

Schema 2.1: Synthese von Z-Gum-OMe.

Der zentrale Reaktionsschritt ist die basenkatalysierte Umsetzung von Glucose 109 mit

Nitromethan zu -D-Glucopyranosylnitromethan 110 nach L. Petrus et al.!'** (Schema 2.2)

OH OH © ®
Mutarotation H,C-NO, | Na
HO 0 HO o .~
HO OH HO - NaOH

OH OH
109
OH . OH
H"-Ionenaustauscher
HO OH - > HO 0
OH NO, OH
111 110

Schema 2.2: Synthese von 110 iiber Nitroaldolkondensation aus Glucose 109.

Es handelt sich hierbei um eine Nitroaldolreaktion, bei der im ersten Schritt das offenkettige
Kondensationsprodukt 111 entsteht. AnschlieBend erfolgt sdurekatalysiert in einer

intramolekularen Addition der Ringschlufl zum B-D-Glucopyranosylnitromethan 110. Das bei
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der Reaktion ebenfalls entstehende a-Anomer konnte durch Umkristallisation in Methanol
groBtenteils abgetrennt werden. Katalytische Hydrierung der Nitrogruppe von 110 ergab
nahezu quantitativ -D-Glucopyranosylmethylamin 112. Dieses konnte in sifu ohne weitere
Aufreinigung mit Benzyloxycarbonylchlorid (Z-Chlorid) in die entsprechend Z-geschiitzte
Verbindung 113 tibergefiihrt werden. Die Oxidation der primédren Hydroxygruppe erfolgte

(1341 it Sauerstoff an einem

nach der von K. Heyns und H. Paulsen beschriebenen Methode
Platinkatalysator. Die Ausbeuten hierbei waren niedrig, da es unter den recht drastischen
Reaktionsbedingungen (85°C) teilweise zur Oxidation der Z-Schutzgruppe kam. Uber die
Aktiv-Estermethode mit Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) und 4-(Dimethylamino)pyridin
(DMAP) in Methanol wurde die Sduregruppe verestert. Mit dem als kristallines Pulver
vorliegenden Methylester 108 konnten Kupplungen in Losung durchgefiihrt werden.
Verseifung des Methylesters mit Natronlauge und hydrogenolytische Entfernung der Z-

Schutzgruppe liefert den ungeschiitzte Gum-Baustein 32.

E. Lohof entwickelte die Synthese des auch fiir die Festphasensynthese geeigneten Gum-

Bausteins Fmoc-Gum-OH 114 (Schema 2.3).

1. CH3NO,, OH O OH
NaOM 1. Hy; Pd/C
#, HO Q _ ", |Ho Q
o H*/Hzo HO NO, 2 Fmoo-Cl HO NHFmoc

OH .N co > OH
a
110 3 114
3. TEMPO,
NaOCl

27 %

Schema 2.3: Synthese von Fmoc-Gum-OH 114 nach E. Lohof.!"”!

Sie ersetzte die nur mit schlechten Ausbeuten und Nebenreaktionen verlaufende Oxidation
der primidren Hydroxygruppe mit Platin/O, durch die wesentlich mildere und selektiv
verlaufendere TEMPO-Oxidation!>>"** (TEMPO = 2,2,6,6-Tetramethyl-piperidin-1-oxyl).
Auf diese Weise gelang es ihr, die Gesamtausbeute von 12 % flir Z-Gum-OMe auf 27 % fiir
das synthetisch viel giinstigere Fmoc-Gum-OH zu steigern. Eine weitere Optimierung dieser

Synthese erfolgte im Rahmen dieser Arbeit (siehe Kapitel 3.1).

Zur Herstellung des benzylgeschiitzten Gum-Bausteines Fmoc-Gum(Bn);-OH 115 wurde

bisher der von E. Lohof ausgearbeitete und publizierte Syntheseweg in Schema 2.4

beschritten.!!
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OH 1. Ac,O, NaOAc OAc

1. NaOMe, MeOH ot
Riickflufl - NaOMe, Méf
HO OH  EtsH, s$nCl, AcO SEL 5. Tit-Cl, Pyridin HO SEt
OH OAc OH
109 DM 87 %
48 % ’
1. BnBr, KOH, OAc HF. NBS OAc TMS-CN,
18-K-6, DMF Pyridin BF; Et,0
. BnO ] _ M | Bno X —
“_Jonen- BnO SEt BnO
2. H -Ionen OBn 83 9% OBn CH;CN

austauscher 65 %

3. Acy0, Pyridin
47 %

OAe o TEMPO, NaOCl © oH
1. LiAlH4, THF , NaOCl,
BnO Q 5 BnO 0 - 4 |BnO O
BnO OB CN 2. Fmoc-Cl, BnO NHFmoc BnO NHFmoc

OBn BuyNCl, NaBr, OBn
10 % Na,COs, DCM
Dioxan arp~1:l .y a: 33
0 .
57 9% B: 115

Schema 2.4: Synthese von Fmoc-Gum(Bn);-OH 115 und der anomeren Verbindung 33 nach
E. Lohof.!

Die Gesamtausbeute der in Schema 2.4 dargestellten Synthese von Fmoc-Gum(Bn);-OH 115
belief sich ausgehend von Glucose 109 iiber 12 Stufen auf magere 3 %. Zudem konnte auf
diesem Weg nur ein schwer trennbares Anomerengemisch erhalten werden. Die Ausarbeitung
eines Syntheseweges, iiber den sich Fmoc-Gum(Bn);-OH 115 in guten Ausbeuten

anomerenrein darstellen ldsst, war u. a. Gegenstand dieser Arbeit (siche Kapitel 3.1).
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1 Synthese der Monomerbausteine

Der zentrale Baustein fiir die Synthese von Gum ist B-D-Glucopyranosylmethylamin 112.
Dieses lésst sich auf drei verschiedene Arten herstellen (Schema 3.1). Da 112 in situ weiter

umgesetzt wird, ist eine genaue Ausbeuteangabe der Reduktionsschritte nicht moglich.

1. H;C-NO,
OH NaOMe/MeOH, OH
DMSO
HO OH 7 Amberlite IR 120 HO NO,
OH 28 % OH
109 110
H, (50 bar), Pd/C
MeOH, H,0
OH
HO Q
HO NH,
OH
112
LiAlH,, THF
TMS-CN
OAc BF3 Et,0, OAc OAc
H5C-NO Hg(CN)
AcO o T2 L A 0 L e AcO 0
AcO OAc o AcO CN AcO
42 % Schmelze, 30 min
OAc OAc AcO
77 % Br
117 116 118

Schema 3.1: Synthese von  B-D-Glucopyranosylmethylamin 112, einem wichtigen

Zwischenprodukt der Gumsynthese.

Der  bisher im  Arbeitskreis von E. Graf von Roedern und E.
Lohof beschrittene Weg!'"" '*** fiihrt iiber p-D-Glucopyranosylnitromethan 110. Dieses lisst

sich durch Nitroaldolreaktion aus Glucose 109 herstellen (siche Schema 2.2).



3. Ergebnisse und Diskussion 41

Der zeitliche und experimentelle Aufwand fiir diesen Schritt ist gro und die Ausbeuten
zudem niedrig (28-35 %). Die Reduktion zum gewiinschten Zwischenprodukt 112 erfolgt im
Autoklaven unter einem Druck von 50 bar in Wasserstoffatmosphére und Pd/C-Katalyse {iber
Nacht sehr sauber und in hohen Ausbeuten (laut DC-Kontrolle quantitativ). Insgesamt erweist

sich dieser Weg jedoch als unvorteilhaft.

Deutlich komfortabler ist die Synthese iiber 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-B-D-glucopyranosylcyanid
116. Die Reduktion zum gewiinschten Intermediat 112 verlduft in diesem Fall unter
Verwendung von LiAlH4 zwar nicht so glatt wie im vorherigen Fall (geschétzte Ausbeute
gemdll DC 60 %), da hier neben der Cyanogruppe auch noch vier Acetylschutzgruppen
(Estergruppierungen) reduktiv entfernt werden miissen, dafiir erfolgt die Synthese der
Vorstufe 116 ungleich schneller und mit deutlich hoheren Ausbeuten. In der Literatur sind

1491 15sten das

zwei Synthesemethoden zur Darstellung von 116 beschrieben: P. K&l et al.!
Syntheseproblem durch Umsetzung von Pentaacetylglucose 117 mit TMS-CN, wobei unter
strickt wasserfreien Bedingungen gearbeitet werden muss. E.-F. Fuchs et al.[*] gingen von
2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-glucopyranosylbromid 118 aus, das sie mit Quecksilber(Il)cyanid

in der Schmelze zu 116 umsetzten.

Alle drei hier skizzierten Synthesewege wurden im Verlauf der Arbeit getestet mit dem
Ergebnis, dass sich der zuletzt genannte Weg ausgehend von 118 als am praktikabelsten
erwies. Gegen den traditionellen Weg iiber den Nitrozucker 110 spricht dessen aufwendige
Herstellung. Bei dem Weg ausgehend von 117 besteht die Gefahr, dass sich, wie in der
Literatur beschrieben!'*'"'*] eine Orthoesterverbindung 119 bildet (Schema 3.2). Hierauf

beruht die niedrige Ausbeute von nur 42 %.

Aktivierung durch

OAc Lewissdure oder B OAc ° OAc
Schwermetallionen CN
AcO 0 /5 A » | AcO Q —» AcO Q
AcO ¢ 0® AcO 0 AcO
0\%0 -Ac 0

117 119

Schema 3.2: Nebenreaktion bei der Synthese von 116 in Losung.

Arbeitet man in der Schmelze ohne LoOsungsmittel unter Schutzgas, so kann obige

Nebenreaktion unterbunden werden. Die Ausbeute iiber den dritten Weg nach E.-F. Fuchs et
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al. ist demnach am hdchsten (77 %) und kann sogar noch auf rund 90 % gesteigert werden,
indem man die Reaktionszeit von 30 min auf 1 h erhoht. Allerdings entstehen bei der lingeren
Reaktionszeit auch mehr, nicht charakterisierte Nebenprodukte, die sich nur schwer

chromatographisch abtrennen lassen.

Ausgehend von 112 lassen sich der OH-freie, der acetylierte und der benzylierte Gum-
Baustein in der am N-Terminus Fmoc-geschiitzten Form synthetisieren. Wéhrend alternative
Synthesewege flir den ungeschiitzte Gumbaustein 114 und sein benzylgeschiitztes Derivat 115
bekannt waren (siehe Kapitel 2.3.5), stellt der acetylierte Gum-Baustein 120 ein neues Derivat
dar. 120 ist im Vergleich zu 114 deutlich unpolarer und weist im Gegensatz zu dem
benzylgeschiitzten Baustein 115 sehr einfache Singulettsignale flir die Acetylschutzgruppen
im NMR auf. Dadurch werden die NMR-Spektren deutlich iibersichtlicher. Zudem sind die
Acetylschutzgruppen sterisch nicht so anspruchsvoll wie die Benzylschutzgruppen, was sich

bei der Kupplung positiv bemerkbar machen sollte.

Zur Darstellung von Fmoc-Gum-OH [7-N-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-2,6-
anhydro-7-desoxy-L-glycero-L-gulo heptonsdure] 114 und Fmoc-Gum(Ac);-OH [7-N-(9H-
Fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-3,4,5-tri-O-acetyl-2,6-anhydro-7-desoxy-L-glycero-L-

gulo heptonsdure] 120 wird 112 zunichst mit Fmoc-Chlorid und Natriumhydrogencarbonat
als Base in THF/Wasser (3:2) zu Fmoc-N-(B-D-glucopyranosyl)methylamin 121 nahezu

quantitativ umgesetzt (Schema 3.3).

TEMPO,
OH Fmoc-Cl, OH NaOCl,
NaHCO NaBr, TBABr
HO NH, THF/H,0 HO NHFmoc  THF/H,0
OH OH o
quant. 78%
112 121
HO,C PD}II\I;[iii;/A%O (1:2), HO,C,
HO O AcO 0
HO NHFmoc 499, AcO NHFmoc
OH ° OAc
114 120

Schema 3.3: Synthese von Fmoc-Gum-OH 114 und Fmoc-Gum(Ac);-OH 120.



3. Ergebnisse und Diskussion 43

TEMPO-Oxidation!'*>"** (TEMPO = 2,2,6,6-Tetramethyl-piperidin-1-oxyl) in einem
THF/Wasser-Gemisch mit NaBr und Tetrabutylammoniumbromid unter Zugabe von
13 Gew%iger, wissriger NaOCl-Losung liefert mit 78 % Ausbeute den OH-freien Gum-
Baustein 114. Dieser lésst sich mit absolutem Pyridin/Essigsdureanhydrid (2:1) unter Zugabe
katalytischer Mengen an 4-(Dimethylamino)pyridin (DMAP) zum acetylierten Gum-Baustein
120 umsetzen (49 % Ausbeute). Grund fiir die schlechte Ausbeute der Acetylierungsreaktion

sind vermutlich Eliminierungsprodukte, die bei der Reaktion leicht entstehen konnen.

Der  benzylgeschiitzte =~ Gum-Baustein ~ Fmoc-Gum(Bn);-OH [7-N-(9H-Fluoren-9-
ylmethoxycarbonylamino)-2,6-anhydro-3,4,5-tri-O-benzyl-7-desoxy-L-glycero-L-gulo

heptonsdure] 115 wurde bisher iiber eine zwdlfstufige Synthese ausgehend von D-Glucose
mit einer Gesamtausbeute von 3 % hergestellt'"?! (siche Kapitel 2.3.2, Schema 2.4). Hier war
noch Optimierungsarbeit zu leisten, zumal nach dem bisher in der Literatur beschriebenen
Verfahren nur ein Anomerengemisch erhalten wurde. Gegenstand dieser Arbeit war es, einen
alternativen Syntheseweg auszuarbeiten, {iber den sich mit deutlich héherer Gesamtausbeute

(21 %) und anomerenrein Fmoc-Gum(Bn);-OH 115 synthetisieren 16t (Schema 3.4).

OH BocsO OH MMTr-chlorid,
0Cy TEA, DMAP
HO NH, 81 % HO NHBoc DMF

OH (iiber 2 Stufen) OH 78 %
112 122
OMMTr BnBr, 18-Krone-6, OMMTr 1.20Vol% TFA
KOH-Pulver ’
HO 0 _ BnO 0 DCM _
HO NHBoc THF BnO NHBoc 2. Fmoc_chlorid’
OH 63 % OBn NaHCO;,
123 124 THE/H,0
71 %
TEMPO,
OH NaOCl, HO,C,
BnO 0) KBr, TBABr BnO o)
BnO NHFmoc  pem /H,0 BnO NHFmoc
OBn 96 % OBn
0
125 115

Schema 3.4: Synthese von Fmoc-Gum(Bn);-OH 115.
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Die Einfiihrung der Boc-Aminoschutzgruppe in B-D-Glucopyranosylmethylamin 112 erfolgt

in situ unter Standardbedingungen!'**!

mit Boc,O zu Boc-N-(B-D-glucopyranosyl)methylamin
122 (81 % tiber 2 Stufen ausgehend von 116). Dieses reagiert mit Monomethoxytritylchlorid
(1.1 Aquiv.), Triethylamin (1.5 Aquiv.) und katalytischer Menge DMAP in DMF mit guten
Ausbeuten (78 %) zu Boc-N-(6-O-MMTr-B-D-glucopyranosyl)methylamin 123. Boc-N-
(2,3,4-Tri-O-benzyl-6-O-MMTr-B-D-glucopyranosyl)methylamin 124 wird mit 63 %
Ausbeute erhalten, indem man 123 in THF mit Benzylbromid (3.3 Aquiv.), KOH-Pulver (5.4
Aquiv.) und katalytischen Mengen an 18-Krone-6 behandelt. Nach gleichzeitiger Spaltung
des Monomethoxytriphenylmethylethers und Abspaltung der Boc-Schutzgruppe, wird das
Zwischenprodukt in  situ mit Fmoc-Chlorid zu Fmoc-N-(2,3,4-Tri-O-benzyl-p-D-
glucopyranosyl)methylamin 125 umgesetzt (71 % tiber 2 Stufen). SchlieBlich fithrt TEMPO-
Oxidation in einem Zwei-Phasensystem (Wasser/Dichlormethan) mit
Tetrabutylammoniumbromid als Phasentransferkatalysator zum gewiinschten Endprodukt 7-
N-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-2,6-anhydro-3,4,5-tri-O-benzyl-7-desoxy-L-

glycero-L-gulo heptonsidure [Fmoc-Gum(Bn);-OH] 115 in hervorragender Ausbeute (96%).
Die Gesamtausbeute ausgehend von 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-a-D-glucopyranosylbromid 118

betrigt 21 %.

3.2 Oligomerisierung und Zyklisierung

3.2.1 Synthese alternierender, linearer Oligomere

Bisher wurden noch nie alternierende Zyklen publiziert, in denen pyranoide
Zuckeraminosiuren involviert waren. AuBBerdem existieren in der Literatur keine gerechneten

Strukturen derartiger Zyklen auch nicht fiir furanoide Zuckeraminosduren. Diese Liicke wurde

[109]

im Rahmen dieser Arbeit geschlossen. Dabei wurden nicht nur Tetramere, wie in der

1 gynthetisiert, sondern auch Hexamere. Zyklen dieses

[110-

Arbeitsgruppe von J. H. van Boom
Typs sind denkbare Molekiile fiir Wirt-Gast-Strukturen analog denen der Cyclodextrine.
1 Als Aminosduren wurden Alanin, Phenylalanin und Lysin jeweils in der D- und L-Form
sowie Gly gewidhlt. Durch den Einbau von Lysin ergibt sich die Madaglichkeit,
Seitenkettenmodifikationen an den Zyklen vorzunehmen, um sie so dem TASP-Konzept
zuginglich zu machen (siche Kapitel 2.2.4). Der Einbau von Phenylalanin erh6ht zum einen

die UV-Aktivitit der Zyklen, um sie so besser per HPLC reinigen zu kdnnen, zum anderen
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besitzt D-Phe strukturinduzierende Eigenschaften und ermdglicht somit eine gute Separierung
der NMR-Signale. Alanin als die einfachste, chirale Aminosdure und Glycin mit seiner hohen
konformativen Beweglichkeit sowie seiner Achiralitit, was eine Razemisierung beim

Kuppeln ausschlie8t, wurden schon héufig in der Vergangenheit in Modellpeptide eingebaut.

Die Oligomerisierung von Gum(Bn);-OH in abwechselnder Reihenfolge mit Glycin und den
L- und D-Formen der Aminosduren Alanin, Lysin und Phenylalanin erfolgt an fester Phase
1] in akzeptablen Ausbeuten (60 % - 75 %). Die Kupplung erfolgt

an TentaGel S Trt-Harz (Rapp Polymere), das wahlweise mit Gly, L-Ala, D-Ala, L-Phe bzw.

nach der Fmoc-Strategie

D-Phe belegt vom Hersteller bezogen werden kann. O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-

tetramethyl-uronium hexafluorophosphat (HATU)!!*¢ 147]

und 1-Hydroxy-7-azabenzotriazol
(HOA)!"*™ dienen hierbei als Kupplungsreagenzien, 2.4,6-Collidin als Kupplungsbase. Als

Losungsmittel kommt absolutes DMF zum Einsatz (Schema 3.5).

Y

H,N % a,b b d
0 » —_—
R' HN
‘ % R = H oder Bn
R' = H, CHj oder Bn
TentaGel-S-Trt-AA" R" =H., CHj;. Bn oder
Boc-aminobutyl

a: Fmoc-Gum(R)3-OH (2 Aquiv.).
HATU (2 Aquiv.), HOAt (2 Aquiv.),
2.4.6-Collidin (20 Aquiv.),

DMF, 15 h,RT

L OH b: Piperidin/DMF (1:4), zweimal 30 min, RT

¢: Fmoc-AA-OH (3 Aquiv.),

HATU (3 Aquiv.), HOAt (3 Aquiv.),
94 2.4,6-Collidin (20 Aquiv.),
DMF, I15h. RT

d: TFE/AcOH/DCM (1:1:3). zweimal 1 h, RT
Schema 3.5: Oligomerisierung von Gum(R); (R = H oder Bn) in abwechselnder Reihenfolge
mit Gly und den L- und D-Formen von Ala, Lys und Phe am Tentagel S Trt-Harz.

Die auf Azabenzotriazol basierenden Kupplungsreagenzien erwiesen sich als am geeignesten,

da sie hohe Kupplungsausbeuten und zugleich geringe Razemisierung erlauben. Wie Studien
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in Losung gezeigt haben!'*

, ist die Razemisierung kleiner, wenn 2,4,6-Collidin als Base
anstatt Diisopropylethylamin (DIPEA) verwendet wird. Dies konnte durch Arbeiten in
unserem Arbeitskreis bestitigt werden!'”. Die Oligomeren werden mit einer Lsung aus
2,2,2-Trifluorethanol, Eisessig und Dichlormethan im Verhéltnis 1:1:3 oder mit 20 Vol%iger

Hexafluorisopropanol-Losung in DCM abgespalten.

Ungeschiitzte lineare, alternierende Oligomere konnten durch Oligomerisierung von Gum-OH
und den entprechenden Aminosduren analog zu dem oben beschriebenen Kupplungsprotokoll
(Schema 3.5) erhalten werden. Die Ausbeuten hierfiir waren jedoch deutlich schlechter (30 %
- 50 %). Storende Einfliisse durch freie Hydroxygruppen konnten hierfiir ausschlaggebend

sein.

Oligomerisierungen mit Gum(Ac)s schlugen leider fehl, da bei der Fmoc-Abspaltung partiell
eine Acetylschutzgruppenwanderung zu beobachten war, die weitere Kupplungsschritte

unmoglich machte (Schema 3.6).

Base
AcO 0 o AcO 0
AcO CNH AcO NHAc

4\0/771 OH
(0]

6-gliedriger Ubergangszustand

Schema 3.6: Acetylschutzgruppenwanderung bei der Fmoc-Abspaltung von Fmoc-Gum(Ac);

Damit lassen sich die sonstigen, eingangs erwéhnten Vorteile acetylgeschiitzter Verbindungen

gegeniiber den benzylgeschiitzten nicht nutzen.

Eine Ubersicht iiber die hergestellten, linearen Oligomere zeigt Tabelle 3.1.
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Tabelle 3.1: Synthetisierte, lineare, alternierende Oligomere

Oligomer Sequenz

126 H,N-Gum-Lys(Boc)-Gum-Phe-OH

127 H,N-Gum-Lys(Boc)-Gum-D-Phe-OH

128 H,N-Gum-D-Lys(Boc)-Gum-Phe-OH

129 H,;N-Gum-D-Lys(Boc)-Gum-D-Phe-OH

130 Fmoc-Gum-Gly-Gum-Gly-Gum-Gly-OH

131 Fmoc-Gum-Gly-Gum-Gly-Gum-Gly-Gum-Gly-OH
132 H,N-Gum(Bn);-Gly-Gum(Bn);-Gly-OH

133 H,;N-Gum(Bn);-Ala-Gum(Bn);-Ala-OH

134 H,N-Gum(Bn);-Ala-Gum(Bn);-D-Ala-OH

135 H,N-Gum(Bn);-D-Ala-Gum(Bn);-D-Ala-OH

136 H,N-Gum(Bn);-Lys(Boc)-Gum(Bn);-Phe-OH

137 H,;N-Gum(Bn);-Lys(Boc)-Gum(Bn);-D-Phe-OH
138 H,N-Gum(Bn);-D-Lys(Boc)-Gum(Bn);-Phe-OH
139 H,N-Gum(Bn);-D-Lys(Boc)-Gum(Bn);-D-Phe-OH
140 H,;N-Gum(Bn);-Ala-Gum(Bn);-Ala-Gum(Bn);-Ala-OH

Die Priifung auf Vollstindigkeit der Kupplungen wéhrend der Synthese erfolgte iiber den

Kaisertest!?% 131

(sieche auch AAV 6 in Kapitel 5.3), die Bestimmung der
Kupplungsausbeuten zum einen durch Gewichtskontrolle und zum anderen iiber UV-
spektroskopische Bestimmung des bei der Fmoc-Abspaltung mit 20 Vol% Piperidin in DMF

sich bildenden Fmoc-Piperidin-Komplexes!'** 141 (Schema 3.7).

Aus der gemessenen Absorption ldsst sich liber das Lambert-Beersche Gesetz (Gleichung 3.1)
die Konzentration der vermessenen Losung bestimmen und {iiber das Produkt aus
Konzentration und Volumen schlieBlich die Stoffmenge. Dieses Verfahren eignet sich auch

hervorragend zur Bestimmung der Belegungsdichte von Harzen.
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‘%,NJJ\O O DMF N O
S L O 2 o
s SN

141

Lambert-Beersches Gesetz:

E=¢-c-d (Gleichung 3.1)
UV-Maxima mit Extinktionskoeffizienten
) n n_E-V . von 141 in DCM
Mit ¢ = ;: T od (Gleichung 3.2) Yomms [0m1] & [em?/mmol]
n: Stoffmenge [mmol] 267 17500
E: Extinktion 290 5800
V: Volumen [cm?] 301 7800

e: Extinktionskoeffizient [cm?/mmol]

d: Dicke der Kiivette = 1 cm

Schema 3.7: Bestimmung der Kupplungausbeuten und Belegungsdichten iiber den Fmoc-

Piperidin-Komplex.

3.2.2 Synthese von Homooligomeren

Ausgehend von den in Kapitel 2.3.4 erlduterten, sehr interessanten Studien von E. Locardi
iiber Homooligomere des ungeschiitzten Gum-Bausteins, war es von Interesse, auch den

benzylgeschiitzten Gum-Baustein zu homooligomerisieren und zu zyklisieren.

Zur Festphasensynthese wurde das in dieser Arbeitsgruppe bewihrte Tritylchlorid-Polystyrol-
Harz (TCP-Harz) der Firma PepChem verwendet (Schema 3.8). Das Harz verfiigt iiber eine
sehr hohe Belegungsdichte (0.95 mmol/g), was sich fiir sterisch anspruchsvolle Kupplungen
eher nachteilig auswirkt. Da die sperrige Tritylgruppe jedoch das Ankuppeln des ersten
Gum(Bn);-Bausteines mit 2,4,6-Collidin in DMF erschwert, lagen die beobachteten
Kupplungsausbeuten bei 15 %. Dies entspricht einer Belegungsdichte von nur noch 0.14

mmol/g, ideal fiir die anstehenden Gum(Bn);-Gum(Bn);-Kupplungen.
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‘ HO,C
O
cl +  BnO
O . Bnm/\ NHFmoc

l OBn

TCP-Harz

2,4,6-Collidin, DMF O

P

> Q
- HCI d O
0 OBn

0,
I5% FmocHN OBn
BnO

Schema 3.8: Belegung von TCP-Harz mit Fmoc-Gum(Bn);-OH.

Auf die Verwendung der starken Kupplungsbase DIPEA wurde bewusst verzichtet, da
Studien mit dem ungeschiitzten Gum-Baustein gezeigt haben,!'! dass ein Umklappen der 'Cy-

Sesselkonformation des pyranoiden Rings die Folge ist.

Noch niedrigere Belegungsdichten wurden mit TentaGel S AC-Harz der Firma Rapp-
Polymere erzielt. Das Harz hat eine Belegungsdichte von 0.27 mmol/g. Die Kupplung des

50 mit 1-

ersten Gum-Bausteines an das Harz erfolgte nach Blankemeyer-Menge et al.!
(Mesitylen-2-sulfonyl)-3-nitro-1H-1,2,4-triazol (MSNT) und 1-Methylimidazol in DCM
(Schema 3.9). Die Ausbeute lag bei 20 %, d. h. die resultierende Belegungsdichte betrug 0.05

mmol/g.

Die Homooligomerisierung an fester Phase erfolgte analog zu den oben beschriebenen
Kupplungen mit HATU und HOAt als Kupplungsreagenzien sowie 2.,4,6-Collidin als
Kupplungsbase in DMF (siche AAV 3 in Kapitel 5.3). Die Gesamtausbeute der linearen
Oligomere schwankte sehr stark zwischen 35 % (Hexamer) und 80 % (Dimer), wobei eine
erhebliche Ausbeuteminderung um ca. 30 % von der dritten Gum(Bn);-Gum(Bn);-Kupplung
(Tetramer) auf die vierte Gum(Bn);-Gum(Bn);-Kupplung (Pentamer) zu beobachten war. Ein

Grund hierfiir sind vermutlich sterische Hinderung durch die langen, sich gegenseitig
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storenden und eventuell auch aggregierenden Homooligomeren am Harz. Eine Ubersicht {iber

die hergestellten Homooligomere gibt Tabelle 3.2.
HCO
» \

HO,C

OBn

TentaGel-S-AC-Harz

Q

CH3 CH3
T HC CH; - H;C” j: “CH,
o:ls:o (MSNT) 0:|s:o
N 0
N( W u ©
o

O,N

A Y

3

0O OBn HN
FmocHN OBn
BnO %

20 %

Schema 3.9: Belegung von TentaGel S AC-Harz mit Fmoc-Gum(Bn);-OH.

Q
BnO
+
HN_\ Bn&/\ NHFmoc

CHj;
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Tabelle 3.2: Synthetisierte, lineare, Homooligomere

Oligomer Sequenz

142 H,N-{Gum(Bn);3},-OH
143 H,N-{Gum(Bn)3}3;-OH
144 H,N-{Gum(Bn)3}4-OH
145 H,N-{Gum(Bn)3}s-OH
146 H,N-{Gum(Bn);}¢-OH

3.2.3 Zyklisierungen

Um einen Strukturvergleich mit zyklischen Hexapeptiden zu haben, sollten in erster Linie
zyklische Tetramere des Typs cyclo(-Gum-Xaa-Gum-Xaa-) mit Xaa = Ala, Phe, Lys jeweils
in der L- und D-Form sowie Gly synthetisiert werden. Der Grofenvergleich basiert auf der

Tatsache, dass Gum als Dipeptidisoster flir zwei Aminoséuren steht.

Zyklische Oligomere wurden durch Zyklisierung der lineraren Oligomere mit
Diisopropylcarbodiimid (DIC, 10 Aquiv), HOAt (1 Aquiv.) und N-Methylmorpholin (NMM,
3 Aquiv.) in einer sehr stark verdiinnten Lsung (0.1 mM — 0.2 mM) von DCM/DMF (9:1)
bei 4 °C in vier Tagen erhalten (Methode A in Schema 3.10); oder aber iiber Nacht durch
Behandeln der linearen Oligomere mit HATU (1 Aquiv.), HOAt (1 Aquiv.) und 2.4,6-
Collidin in einer 0.2 mM Losung in DMF (Methode B in Schema 3.10).

Wihrend fiir die Zyklisierung alternierender Oligomere, die den benzylierten Gum-Baustein
enthalten, beide Methoden geeignet waren, erwies sich fiir die Zyklisierung der ungeschiitzten
Oligomere aufgrund der schlechten Loslichkeit der linearen Oligomere in DCM nur die
Methode B als brauchbar. Die Zyklisierung der Homooligomeren erfolgte ebenfalls nach
dieser Methode. Die Zyklisierungszeit betrug in diesem Fall jedoch vier Tage statt einem.
Wihrend die Zyklisierungsausbeuten fiir die alternierenden Zyklen mit Gum(Bn); zwischen
guten 60 — 80 % lagen, konnten fiir die alternierenden Zyklen mit Gum(H); sowie fiir die
Homooligomeren nur Zyklisierungsausbeuten von 30 — 60 % erhalten werden. Bei der
letztgenannten Gruppe spielen mit Sicherheit sterische Aspekte eine Rolle, wihrend bei den
alternierenden Zyklen mit Gum(H); mdglicherweise stérenden Einfliisse der freien

Hydroxygruppen geltend gemacht werden konnen.
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Methode A:

R DIC (10Aquiv.), HOAt (1 Aquiv.),
NMM (3 Aquiv.),
DCM/DMF (9:1; 0.1 - 0.2 mM)

4°C, 4 Tage

OBn n=2.3 60 % - 80 %

Methode B: L
HATU (1 Aquiv.),

R HOAt (1 Aquiv.),
2,4,6-Collidin
OH DMF (0.2 mM)

1 Tag

- 30 % - 60 % (R' = H)
=23 609%-80% (R =Bn)

HATU (1 Aquiv.),
HOAt (1 Aquiv.),
2,4,6-Collidin
DMF (0.2 mM)

4 Tage

30 % - 60 %

OBn OBn

n (Dimer bis
Hexamer)

Schema 3.10: Zyklisierungsmethoden.

=

OR' n

o Z

BnO" “OBn BnO"

OBn

Ungeschiitzte Zyklen wurden neben der Zyklisierung von linearen, ungeschiitzten Oligomeren

auch durch hydrogenolytische Spaltung der Benzylether aus den geschiitzten Zyklen mit Pd/C
(5 %, trocken) und Wasserstoff (50 bar) liber Nacht in N, N-Dimethylacetamid/MeOH/AcOH
(7:2:1) in hervorragenden Ausbeuten (95 %) erhalten (Schema 3.11). Die Abspaltung der

Boc-Schutzgruppe der Lysinseitenkette erfolgte mit 50 Vol% TFA in DCM nahezu

quantitativ.

B ] H; (50 bar), Pd/C, 1 Tag,
N, N, Dimethylacetamid/MeOH/AcOH
(7:2:1)

95 %

Schema 3.11: Hydrogenolytische Spaltung der Benzylether.

Eine Ubersicht aller in dieser Arbeit hergestellten Zyklen zeigt Tabelle 3.3.
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Tabelle 3.3: Synthetisierte Zyklen.

Oligomer  Sequenz

147 cyclo[-Gum-Gly-Gum-Gly-]

148 cyclo[-Gum-Ala-Gum-Ala-]

149 cyclo[-Gum-Ala-Gum-D-Ala-]

150 cyclo[-Gum-D-Ala-Gum-D-Ala-]

151 cyclo[-Gum-Lys-Gum-Phe-]

152 cyclo[-Gum-Lys-Gum-D-Phe-]

153 cyclo[-Gum-D-Lys-Gum-Phe-]

154 cyclo[-Gum-D-Lys-Gum-D-Phe-]

155 cyclo[-Gum(Bn);-Gly-Gum(Bn);-Gly-]

156 cyclo[-Gum(Bn);-Ala-Gum(Bn);-Ala-]

157 cyclo[-Gum(Bn);-Ala-Gum(Bn);-D-Ala-]

158 cyclo[-Gum(Bn);-D-Ala-Gum(Bn);-D-Ala-]
159 cyclo[-Gum(Bn);-Lys(Boc)-Gum(Bn);-Phe-]
160 cyclo[-Gum(Bn);-Lys(Boc)-Gum(Bn);-D-Phe-]
161 cyclo[-Gum(Bn);-D-Lys(Boc)-Gum(Bn);-Phe-]
162 cyclo[-Gum(Bn);-D-Lys(Boc)-Gum(Bn);-D-Phe-]
163 cyclo[-Gum-Ala-Gum-Ala-Gum-Ala-]

164 cyclo[-Gum(Bn);-Ala-Gum(Bn);-Ala-Gum(Bn);-Ala-]
165 cyclo[-{Gum(Bn); },-]

166 cyclo[-{Gum(Bn); } ;-]

167 cyclo[-{Gum(Bn);}4-]

168 cyclo[-{Gum(Bn);}s-]

169 cyclo[-{Gum(Bn);}¢-]
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3.3 CD-Spektroskopie

Die CD-Spektroskopie ist eine hiufig und erfolgreich eingesetzte chiroptische Methode, um
Sekundérstrukturen von Peptiden und Proteinen unter vielseitigen Bedingungen (variable
Losungsmittel, Temperaturen, Konzentrationen, etc.) zu untersuchen. Zirkulardichroismus
(CD) wird iiberwiegend bei elektronischen Ubergiingen im ultravioletten oder sichtbaren
Bereich des Spektrums beobachtet. Die Uberginge miissen sowohl elektrische als auch

magnetische Anteile besitzen (siche Anhang).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die linearen Oligomere 126-129 im Vergleich zu
den entsprechenden Zyklen 151-154 sowie die langen Oligomere 130 und 131 in Bezug auf
Sekundérstrukturmerkmale mit Hilfe der CD-Spektroskopie untersucht. Hierzu wurden mit
einem CD-Spektrometer der Firma Jasco CD-Spektren bei verschiedenen Temperaturen und
in verschiedenen Losungsmitteln aufgenommen. CD-Spektren der benzylgeschiitzten
Verbindungen konnten nicht aufgenommen werden, da sie sich in Losungsmitteln, die

zwischen 180 nm und 250 nm UV-durchldssig sind, nicht 16sten.

Abbildung 3.1 zeigt die CD-Spektren der linearen Oligomere 126-129 im UV-Bereich von
180 nm bis 250 nm in einem Losungsmittelgemisch von Acetonitril/Wasser (4:1) bei 20 °C

und einer Konzentration von 0.25 mM.

Die CD-Kurven sind nahezu spiegelbildlich angeordnet. Wahrend die Oligomere mit D-Phe
127 und 129 ein relatives Minimum bei 218 nm, ein absolutes Minimum bei 198 nm bzw. 196
nm und schlieBlich ein absolutes Maximum bei 187 nm aufweisen, ergibt sich flir die L-Phe
enthaltenden Zyklen 126 und 128 das umgekehrte Bild: relatives Maximum bei 216 nm,
absolutes Maximum bei 197 nm bzw. 198 nm und absolutes Minimum bei 187 nm bzw.

188 nm.

Die Struktur einer a-Helix kann bei allen vier Oligomeren anhand der CD-Spektren
ausgeschlossen werden. Dieser Sekundérstrukturtyp war ohnehin nicht zu erwarten, da hierfiir
die Sequenz der Oligomeren zu kurz war, als dass sich in Losung stabile Helices héitten

ausbilden konnen.
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200
6 H.N-Gum-D-Lys(Boc)-Gum-Phe-OH 128
H,N-Gum-Lys(Boc)-Gum-Phe-OH 126
- 4
=
/S O
Ll S
o
N
) V H,N-Gum-D-Lys(Boc)-Gum-D-Phe-OH 129
H,N-Gum-Lys(Boc)-Gum-D-Phe-OH 127
-100r
_200 1 | I | 1 |
180 200 220 240 250
A [nm]

Abbildung 3.1: CD-Spektren der linearen Oligomere 126-129 in MeCN/H,O (4:1) bei 20 °C,
c=0.25mM.

Aufgrund des Kurvenverlaufs konnte man bei den Oligomeren 127 und 129 am ehesten auf
eine miniaturisierte -Faltblattstruktur schlieBen. Allerdings liegt das beobachtete absolute
Minimum der CD-Kurven von 127 und 129 bei deutlich zu kurzer Wellenldnge (197 nm statt
216 nm). Bei dieser Wellenldnge erwartet man bei -Faltblattstrukturen eher das Maximum.
Aufgrund des fehlenden Minimums im kurzwelligen Bereich ist eine ungeordnete Struktur fiir
die Oligomeren 127 und 129 auszuschlieBen, das gleiche gilt fiir den Vergleich mit den
Spektren eines P-Turns der Klassen A bis C (Tabelle 6.1). Wider Erwarten ergeben
Temperaturmessreihen von 20 °C bis 70 °C (siehe Kapitel 4.5.4) jedoch kaum eine Abnahme
der Maxima bei hoheren Temperaturen, was untypisch fiir geordnete Strukturen ist. Der
Wechsel zum stark polaren Losungsmittel Wasser hat eine Abnahme der Elliptizitit zur
Folge. Diese Abnahme muf3 jedoch nicht zwingend auf Konformationsédnderungen, z. B.
durch den Wegfall intramolekularer Wasserstoffbriickenbindungen beruhen, sondern kann
lediglich durch Solvatationseffekte ausgeldost worden sein. Qualitativ dndert sich der
Kurvenverlauf der CD-Spektren beim Ubergang zu reinem Wasser nicht. Fiir weitere

Strukturaussagen miissen NMR-Spektren herangezogen werden.
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Auf den ersten Blick vermutet man bei den CD-Spektren der linearen Oligomere 126 und 128
eine ungeordnete Struktur mit einem starken CD-Minimum unterhalb 200 nm. Beim
genaueren Vergleich der CD-Spektren mit den CD-Kurven der Klassen A und B fiir B-7urns
(sieche Tabelle 6.1) kann man jedoch deutliche Gemeinsamkeiten erkennen. So ist fiir diese
Sekundérstrukturtypen ein Maximum um 200 nm sowie ein Minimum zwischen 180 nm und
190 nm charakteristisch. Beides konnte bei den CD-Spektren der linearen Oligomere 126 und
128 beobachtete werden. Der schwache n-n*-Ubergang, der in Form einer schwachen,
negativen Bande um 225 nm hervorgerufen werden sollte, ist allerdings nur andeutungsweise
zu erkennen. Dass es sich moglicherweise um einen modifizierten und keinen typischen [3-
Turn handelt, zeigt auch das zweite relative Maximum bei 216 nm, das bei den klassischen 3-
Turn-Konformationen nicht zu sehen ist. Temperaturmessreihen zeigen eine deutlich
Abnahme der Maxima und auch sonst vergleichsweise starke Anderungen der Elliptizitit mit
Erhéhung der Temperatur. Auch der Ubergang von dem recht unpolaren
Losungsmittelgemisch Acetonitril/Wasser (4:1) zu reinem, stark polaren Wasser zeigt eine
erhebliche Abnahme der Elliptizitit der Maxima. Alles deutet darauf hin, dass die linearen
Oligomere 126 und 128 Strukturelemente eines modifizierten P-Turns enthalten, die in

polaren Losungsmitteln weniger stark ausgepragt sind als in unpolareren.

Abbildung 3.2 zeigt die CD-Spektren der vier zyklisierten Oligomere 151-154 im UV-Bereich
von 180 nm bis 250 nm bei 20 °C in einem Losungsmittelgemisch von Acetonitril/Wasser
(4:1). Die Konzentration der Losungen wurde dieses Mal mit 0.14 mM etwas niedriger
gewihlt, da bei einer Konzentration von 0.25 mM ab einer Wellenldnge von knapp unter 200
nm die Empfindlichkeit des UV-Detektors iiberschritten war. Dies hétte eine negative
Beeinflussung der  Spektrenqualitit zur Folge gehabt. Der Unterschied im
Aggregationsverhalten zwischen 0.14 mM und 0.25 mM diirfte aufgrund der ohnehin schon

sehr starken Verdiinnung vernachléssigbar sein.

Die Spiegelbildsymmetrie der CD-Kurven im Vergleich zu den linearen Oligomeren 126-129
wurde teilweise aufgehoben. Bemerkenswert ist auch die Umkehr der Minima und Maxima
der CD-Kurven bei den Zyklen 151, 152 und 154 im Vergleich zu den entsprechenden
linearen Oligomeren 126, 127 und 129 (Tabelle 3.4).
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Abbildung 3.2: CD-Spektren der zyklischen Oligomere 151-154 in MeCN/H,O (4:1) bei
20°C,c=0.14 mM.

Wider den allgemeinen Trend der Gegenlédufigkeit, sind bei den Verbindungen 128 und 153
deutliche Parallelen zu erkennen. Die Temperaturabhidngigkeit bei den zyklischen
Verbindungen ist im Allgemeinen gering. Lediglich beim Zyklus 154 ist eine deutliche
Abnahme des Maximums bei 199 nm mit steigender Temperatur zu beobachten. Dies ist
verwunderlich, denn Zyklisierungen bringen fiir gewdhnlich eine Strukturstabilisierung mit
sich, die eine starke Temperaturabhéngigkeit der CD-Kurven erwarten lieBe. Mdglicherweise
kommt es bei den Zyklen jedoch zu einer partiellen, gegenseitigen Authebung der
resultierenden elektrischen und magnetischen Dipole, so dass letztendlich keine
Temperaturabhiingigkeit beobachtet werden kann. Auf einen Vergleich mit dem polaren
Losungsmittel Wasser wurde bei den Zyklen verzichtet. Ein Hinweis auf géngige
Sekundérstrukturelemente konnte aus den CD-Spektren der zyklischen Oligomere 151-154
nicht abgelesen werden. Hierzu miissen NMR-Studien und auf NMR-Daten basierende

Strukturrechnungen herangezogen werden.
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Tabelle 3.4: Vergleichender Uberblick iiber die Minima und Maxima der linearen und

zyklischen Oligomere.

Lineares Oligomer Zyklisches Oligomer
126: 151:
216 nm: relatives Maximum 216 nm: relatives Minimum
197 nm: absolutes Maximum 202 nm: absolutes Minimum
187 nm: absolutes Minimum 184 nm: absolutes Maximum
127: 152:
218 nm: relatives Minimum 214 nm: relatives Maximum
198 nm: absolutes Minimum 190 nm: absolutes Maximum
187 nm: absolutes Maximum 182 nm: absolutes Minimum
128: 153:
217 nm: relatives Maximum 230 nm: sehr schwaches, relatives Maximum
198 nm: absolutes Maximum 198 nm: absolutes Maximum
188 nm: absolutes Minimum 189 nm: absolutes Minimum
129: 154:
218 nm: relatives Minimum 218 nm: relatives Maximum
196 nm: absolutes Minimum 199 nm: absolutes Maximum
187 nm: absolutes Maximum 182 nm: absolutes Minimum

Bisher erwiesen sich die linearen Oligomere als zu kurz, um in Losung stabile
Helixkonformationen ausbilden zu kénnen. Es wurden deshalb die um eine bzw. zwei Gum-
Xaa-Sequenzen verldngerten linearen Hexa- und Oktamere 130 und 131 synthetisiert und
deren CD-Spektren untersucht. Wéihrend in reinem Wasser keinerlei nennenswert
ausgepriagten CD-Kurven zu beobachten waren (siehe Kapitel 5.5.4) konnten im
Losungsmittelgemisch  Acetonitril/Wasser (4:1) zumindest Ansdtze einer CD-Kurve

beobachtet werden (Abbildung 3.3).

Mit Minima bei 211 nm bzw. 214 nm und Maxima bei 194 nm bzw. 195 nm &hnelten die
Spektren am ehesten dem einer Helix, allerdings wurden keine ausgepragten Doppelminima
beobachtet, wie sie z. B. fiir ein a-Helix charakteristisch sind. Beim Vergleich mit dem CD-
Spektrum einer 14-Helix (314-Helix) konnten jedoch Ubereinstimmungen beobachtet werden.
Das Referenz-CD-Spektrum einer 14-Helix weist ein Maximum bei 200 nm und ein starkes

Minimum bei 215 nm auf. Da dieser Helixtyp meist bei B-Peptiden beobachtet wird,!'*® es
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sich jedoch weder bei 130 noch bei 131 um ein B-Peptid handelt, sind Zweifel an einer
solchen Struktur angebracht. Gegen diese sprechen zudem die sehr schwachen Minima bei
211 nm bzw. 214 nm. Diese miissten in einer 14-Helix deutlich stirker sein. Zudem wurden
keinerlei Verdanderungen der CD-Kurven im Verlauf von 20 °C bis 70 °C beobachtet, was

ebenfalls gegen eine stabile Helixstruktur spricht.

50

40

1)

Fmoc-Gum-Gly-Gum-Gly-Gum-Gly-Gum-Gly-OH 131

dmol

deg- cm?

(0] [

180 200 220 240 250

A [nm]

Abbildung 3.3: CD-Spektren der Hexa- und Oktamere 130 und 131 in MeCN/H,O(4:1) bei
20 °C, c=0.33 mM.

3.4 NMR-Studien!!>*1%7!

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit war es, Strukturvergleiche zwischen den hergestellten
Zyklen (siche Tabelle 3.3) und den in unserer Arbeitsgruppe intensiv untersuchten
Hexapeptiden anzustellen. Ferner war es von Interesse zu erfahren, inwieweit die Ergebnisse
von E. Locardi beziiglich der ungeschiitzten, zyklischen Homooligomeren des Gum-Bausteins

auf die in dieser Arbeit hergestellten benzylgeschiitzten Derivate iibertragen werden kdnnen.
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Um all diese Fragen kldren zu kénnen, mussten NMR-Daten bereitgestellt werden, aus denen

sich liber Distanzgeometrie- und Molekiildynamikrechnungen Strukturen ermitteln lassen.
3.4.1 Aligemeine Mef3verfahren

Fiir die detaillierte NMR-spektroskopische Charakterisierung der Monomerbausteine, die
Zuordnung der Protonen- und *C-Signale der Oligomeren sowie zur Bestimmung von
Strukturparametern wurden NMR-Studien durchgefiihrt. Neben den klassischen,

eindimensionalen 'H- und "*C-NMR-Spektren'*®), wurden zahlreiche zweidimensionale

159] 160-165]

Spektren!*”! aufgenommen. Das DQF-COSY-Experiment! zeigt Kreuzsignale zwischen
direkt benachbarten skalar koppelnden Kernen, im homonuklearen Fall also in der Regel *J-
und “J-Kopplungen."®? Mit Hilfe dieses Spektrentyps gelang die Zuordnung der
Amidprotonen und der dazu benachbarten Protonen. Die Zuordnung der Zuckerprotonen
erwies sich mit diesem Experiment schwierig, da starke Uberlappung der Signale die
Auswertung  erschwerte. In diesen Fillen wurde das TOCSY-Experiment!'®¢'%%!
herangezogen. Das TOCSY-Experiment ist das Standardexperiment zur Identifizierung
ganzer Spinsysteme. In dieser Arbeit wurde eine Mischzeit von 80 ms gewihlt. Dies
ermdglicht nahezu die gesamte Erfassung eines Spinsystems. Zur Bestimmung der 'H/"C-
Korrelationen wurden HMQC-Spektren!'® 7" bzw. *C-HSQC-Spektren!' " aufgenommen.
Die Auswertung von HMQC-COSY-Spektren'' ™ ') half bei schwierigen Entscheidungen
beziiglich der richtigen Zuordnung weiter. Das HMQC-COSY-Spektrum ermdglicht in einem
einzigen Experiment die vollstindige Zuordnung der Spinsysteme der Protonen und der aller
Protonen tragenden Kohlenstoffe. Die Sequenzbestimmung der Oligomeren erfolgte mit Hilfe
des ROESY-Experiments!'"*'7 {iber die Bestimmung von Raumabstinden zwischen
Protonen bzw. iiber HMBC-Spektren!'”® '™ und den daraus ablesbaren Informationen iiber
die Korrelation zwischen Protonen und der iiber eine C-C bzw. C-X-Bindung benachbarten

Kohlenstoffatome. Mit dem HMBC-Experiment lassen sich somit auch quartdre

Kohlenstoffatome detektieren und zuordnen.

Zur Erhohung der Messempfindlichkeit wurde das Wassersignal in Spektren, die in Wasser
oder wasserhaltigen Losungsmitteln aufgenommen wurden, unterdriickt. Bei Proben, die nur
wenig Wasser enthielten, geschah dies nach der Methode der Vorsittigung.!'®" ! Hierbei
wird die Losungsmittelresonanz durch einen langen (1 s), schwachen (ca. 60 dB) Puls
vorgesittigt. Diese Methode konnte jedoch nur bei Spektren angewandt werden, bei denen die

Intensitdten der Integrale nicht quantitativ ausgewertet werden muliten (TOCSY, HMQC,



3. Ergebnisse und Diskussion 61

etc.), da alle chemisch austauschbaren Protonen eine Verfilschung der Integrale erfahren. Ein
weiterer Nachteil dieser Methode ist die Sittigung der Resonanzen, die auf oder nahe bei der
Losungsmittelresonanz liegen. Sehr gutes Shimmen ist Grundvoraussetzung flir diese

Methode.

Eine deutlich héhere Wasserunterdriickung ist mit der WATERGATE-Methode!'**'%! 2y
erreichen. Austauschbare Protonen werden bei dieser Technik, bei der gepulste
Feldgradienten eingesetzt werden, nur wenig bis gar nicht beeinflusst. Es ist kein
Phasensprung der Wasserresonanz zu beobachten, wie dies z. B. bei der ,,Jump and Return‘-
Methode!"™ '™ der Fall ist. Eine Unterdriickung der Signale, die sehr dicht am

Wasserresonanzsignal liegen, lésst sich jedoch auch bei dieser Methode nicht vermeiden.

Zur Auswahl der Losungsmittel ldsst sich folgendes sagen: Das gebréuchlichste
Losungsmittel fiir Peptide und Peptidmimetika, wie sie in dieser Arbeit hergestellt wurden, ist
[D6]DMSO. Dieses aprotische Losungsmittel, in dem sich fast alle Peptide 16sen, dient als
Akzeptor fiir Wasserstoffbiicken. Es kann nur im begrenzten Temperaturbereich von 300 K

bis 350 K eingesetzt werden.

CDCl; lost unpolare Peptide und Peptidmimetika. Es koordiniert an Carbonylgruppen und
erlaubt fiir NMR-Messungen einen Temperaturbereich von 250 K bis 330 K. Die chemische
Verschiebungen der "H-NMR-Resonanzsignale zeigen meist eine groBe Dispersion in CDCls.
Allgemein kénnen hydrophobe Losungsmittel wie CDCls die lipophile Umgebung bei der
Bindung des Peptids bzw. eines Peptidmimetikums an einen Rezeptor simulieren.!'®”

Hervorragende Wasserstoftfbriickenakzeptor- und -donoreigenschaften zeigt naturgemafl H,O
bzw. dessen deuterierte Form D,O. Es ist ein protisches, sehr polares Losungsmittel, das
aufgrund seiner Polaritdt nur zum Ldsen sehr polarer, ungeschiitzter Verbindungen geeignet
ist. Es reprisentiert physiologische Bedingungen und wird aufgrund dessen bevorzugt zur

Strukturuntersuchung von biologisch relevanten Verbindungen eingesetzt.
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3.4.2 NMR-spektroskopische Untersuchungen linearer, alternierender Oligomere mit

Lys und Phe

Die NMR-spektroskopische Charakterisierung der linearen Oligomere 126-129 erfolgte in
H,O bei 293 K. Wie aus den in Abbildung 3.4 gezeigten Ausschnitten der aufgenommenen
TOCSY-Spektren zu sehen ist, zeigen alle vier Oligomere zwei nahezu gleichgewichtige
Konformere, die im Rahmen der NMR-Zeitskala langsam austauschen. Auffallend hierbei ist,
dass sich (mit Ausnahme von Gum® in Zyklus 126) lediglich die chemischen Verschiebungen
unterscheiden, wihrend die chemischen

der jeweiligen Phe- bzw. Lys-Signale

Verschiebungen der Gum-Signale zwischen den beiden Konformeren nahezu identisch sind.

Eine Razemisierung wihrend der Synthese in a-Position der Aminosduren konnte
ausgeschlossen werden. So zeigten HPLC-Studien an einer analytischen RP-HPLC-Siule
deutlich unterschiedliche Retentionszeiten fiir die vier Oligomeren. Wire partielle
Razemisierung aufgetreten, so hétte man in der HPLC mindestens zwei dieser Peaks pro
Synthesefraktion beobachten miissen. Zudem unterscheiden sich die vier Oligomeren in der
chemischen Verschiebungen ihrer Protonen deutlich voneinander, so dass auch hier eine
Razemisierung auszuschlieBen ist. Die Auswertung der entsprechenden ROESY-Spektren
ergab keine nennenswerten Wechselwirkungen zwischen den Amidprotonen. Eine durch

Wasserstoffbriickenbindungen stabilisierte Sekundirstruktur ist demnach unwahrscheinlich.

Dies wird durch Temperaturmessreihen bestétigt (siche Tabelle 3.5).

Tabelle 3.5: Temperaturkoeffizienten der Amidprotonen der linearen Oligomere 126-129 mit

folgender Zihlweise: H,N-Gum'-Lys*-Gum’-Phe’-OH. Die Einheit ist ppb/K.

Oligomer Gum' H" Lys* H™! Lys HY?  Gum’H™' Gum’H™? Phe'H™' Phe'H™?
126 -4.85+0.21 -8.15+£0.30 -7.65£0.20 -8.76+0.19 -8.00+0.17 -7.17+0.20 -7.62+0.19
127 -4.63 £0.38 -7.98+0.25 -7.99+0.25 -7.81£0.26 -8.14+£0.28 -8.42+0.27
128 -4.55+0.29 -924%0.18 -9.32%0.16 -8.68 £ 0.15 -7.22+0.29 -7.49+£0.26
129 -4.57+0.25 -921£0.31 -9.30%0.31 -8.53 £ 0.33 -8.47+£0.36 -8.69£0.35

Von starken Wasserstoffbriickenbindungen kann man erst ab Temperaturkoeffizienten von —
3 ppb/K sprechen (sieche Kapitel 3.4.4). Von diesem Wert sind die gemessenen

Temperaturkoeffizienten der linearen Oligomere 126-129 deutlich entfernt.
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Vergleichende NMR-Studien bei 293 K mit den Ursprungsmessungen zeigen nach 9-11
Wochen Lagerung der gelosten Proben im Kiihlschrank deutlich sichtbare Veranderungen der
Populationsverhiltnisse der Konformere (Tabelle 3.6). Dies ist ein weiteres Indiz dafiir, dass
es sich bei den beobachteten Konformeren keinesfalls um in Losung z. B. durch
Wasserstoffbriickenbindungen strukturell stabilisierte Sekundérstrukturen handelt, sondern
vielmehr um ineinander umwandelbare Gleichgewichtskonformationen mit geringer

Energiebarriere.

Tabelle 3.6: Anderung der Populationsverhiltnisse der Konformere der linearen Oligomeren

126-129 ermittelt durch vergleichende NMR-Studien bei 293 K (DMX500).

Oligomer Konformer 1 : Konformer 2 Konformer 1 : Konformer 2
(Probe frisch gelost nach HPLC- (in Wasser geloste Probe im
Trennung) Kiihlschrank gelagert)
126 1:0.93 1:1.40 (11 Wochen Lagerzeit)
127 1:1.13 1:0.92 (9 Wochen Lagerzeit)
128 1:0.74 1:0.42 (11 Wochen Lagerzeit)
129 1:0.61 1:0.43 (11 Wochen Lagerzeit)

Temperaturmessreihen zwischen 277 K und 320 K zeigen ebenfalls deutliche Verdnderungen

der Populationsverhiltnisse der jeweiligen Konformere (Tabelle 3.7).

Tabelle 3.7: Verdnderung der Populationsverhéltnisse in Abhangigkeit von der Temperatur.

Oligomer Prozentualer Anteil bei 277 K Prozentualer Anteil bei 320 K
Konformer 1 Konformer 2 Konformer 1 Konformer 2
126 40 60 45% 55%
127 53 47 48 52
128 71 29 64 36
129 73 27 67 33

*: Werte gelten fiir 300 K, da bei hoheren Temperaturen die Signale ineinander wanderten und nicht mehr

separierbar waren.

Die Extraktion von Strukturparametern aus den vorliegenden NMR-Spektren gestaltete sich
sehr schwierig, denn eine Separierung der ROESY-Signale der zwei koexistierenden

Konformere war nur bedingt moglich. So konnten keine geeigneten, gut separierten
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Kreuzsignale gefunden werden, die zur Bestimmung eines Referenzabstandes herangezogen
werden konnten. Ohne einen Eichabstand ist jedoch keine quantitative Auswertung des
ROESY-Spektrums moglich, so dass auf quantitative Strukturaussagen anhand von NMR-

Daten verzichtet werden mulf3te.

3.4.3 NMR-spektroskopische Untersuchungen zyklischer, alternierender Oligomere mit

Lys und Phe

Wie NMR-Studien an zyklischen Oligomeren zeigten (Abbildung 3.5), ist es durch
Zyklisierung mdglich, das Konformerengleichgewicht der linearen Oligomere zu einem
bevorzugten Konformer hin zu fixieren. Aus in H,O gemessenen 'H-NMR-Spektren geht
hervor, dass der obige Eindruck von konformerenreinen Spektren nicht ganz stimmit.
Genauere Studien zeigen bei Zyklus 152 einen 3-5 %igen Anteil eines zweiten Konformers,
der mit steigender Temperatur zunimmt, wie Temperaturmessreihen von 293 K bis 320 K
zeigen. Die anderen ungeschiitzten Zyklen sind konformerenrein, zumindest im Rahmen der
Messgenauigkeit des DMX500-NMR-Spektrometers. Bei den benzylierten Zyklen 159-162
wurden in allen vier Sequenzen Nebenkonformere zwischen 2 % und 5 % beobachtet. Wegen
zum Teil starker Uberlagerung war eine genaue Bestimmung der Population nicht immer
moglich. Die HMQC bzw. HMQC-COSY-Spektren der Verbindungen 159-162 (Abbildung

3.6) zeigen analog zu oben nur die Hauptkonformere.
3.4.4 Temperaturmessreihen

Aus Temperaturmessreihen lassen sich {iber die Steigung der jeweiligen Temperaturgeraden
die Temperaturkoeffizienten der Amidprotonen bestimmen. Diese lassen Aussagen iiber die
Solvenzzugénglichkeit der jeweiligen Amidprotonen zu. Der Grund hierfiir ist, dass schwache
Wasserstoffbriickenbindungen zum Losungsmittel bei einer Erhohung der Temperatur aus
entropischen Griinden leichter gebrochen werden als intramolekulare
Wasserstoffbriickenbindungen. Die Schwichung einer Wasserstoffbriickenbindung hat eine
Hochfeldverschiebung des Signals zur Folge. Daher sollten Amidprotonen, die zur
Stabilisierung der Sekundédrstruktur hauptsidchlich intramolekulare H-Briickenbindungen
ausbilden, einen sehr kleinen Temperaturgradienten (< | - 3 ppb/K | ) zeigen. Allerdings folgt
iiber die Temperaturgradienten nur ein bedingter Nachweis der Beteiligung eines Protons an
einer Wasserstoftbriicke. Amidprotonen, die durch eine volumindse Seitenkette vom

Losungsmittel rdumlich abgeschirmt sind, zeigen ebenfalls eine Temperaturabhingigkeit der
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chemischen Verschiebung. Dieser Aspekt kann bei den ungeschiitzten Zyklen vernachléssigt

werden, spielt jedoch bei den benzylgeschiitzten Zyklen eine Rolle.

Aus den Temperaturmessreihen der Zyklen 151-154 (Tabelle 3.8) geht hervor, dass der
Austausch der Amidprotonen mit dem Losungsmittel sehr hoch ist, denn die
Temperaturkoeffizienten sind allesamt recht groB3 (-6.69 ppb/K bis —10.64ppb/K). Lediglich
das Amidproton Gum' HY (-4.71 ppb/K) des Zyklus 151 sowie Lys® H" (-5.35 ppb/K) von
152 zeigen eine geringfiigige Abschirmung gegeniiber dem Losungsmittel. Jedoch liegen auch
diese Werte deutlich iiber dem Richtwert von -3 ppb/K ab dem man von einer starken

Wasserstoffbriickenbindung sprechen kann.

Erwartungsgemill sind die Temperaturkoeffizienten der benzylgeschiitzten Zyklen 159-162
im Schnitt betragsméBig deutlich kleiner als bei den ungeschiitzten Analogverbindungen
(Tabelle 3.8). Sie liegen zwischen -1.22 ppb/K und -4.83 ppb/K. Dies kann mit den sterischen
Einfliissen der Benzylschutzgruppen erklart werden, die die Amidprotonen rdumlich vom
Losungsmittel abschirmen. Auffallend sind die extremen GroBenunterschiede der
Temperaturkoeffizienten in Zyklus 162. Wihrend die Amidprotonen von D-Lys und D-Phe
stark vom Losungsmittel abgeschirmt sind (Temperaturgradienten: -1.30 ppb/K bzw. -1.94
ppb/K), beobachtet man bei den Amidprotonen der beiden Gum(Bn);-Bausteine sehr grof3e
Temperaturgradienten  (-9.29 ppb/K  bzw. -9.72 ppb/K). Diese Unterschiede sind
bemerkenswert, signalisieren sie doch deutlich unterschiedliche Orientierungen der

Amidbindungen dieses Cyclopeptids.

Tabelle 3.8: Temperaturkoeffizienten der Amidprotonen der Zyklen 151-154 und 159-162
mit folgender Zahlweise: cyclo(-Gum'-Lys>-Gum’-Phe*-). Die Einheit ist ppb/K.

Zyklus Gum' HY Lys* HY Gum’ H® Phe* HY
151 -4.71£0.20 -6.96+0.18 -8.66+0.19 -7.48+£0.19
152 -8.08+0.13 -5.35+0.10 -9.16 +0.14 -7.60 £0.12
153 -7.09 +0.20 -7.72+0.20 -7.92+0.20 -6.98 £0.21
154 - 6.69 +0.20 -10.64 +0.17 -8.38+0.19 -10.32+0.18
159 -2.83+0.02 -2.40 +0.08 -4.58 +£0.03 -2.52+0.11
160 -122+0.11 -3.45+0.08 -4.56 +0.31 -4.61 +£0.06
161 -4.83+0.03 -3.99+0.03 - 1.60 +0.02 -3.44+0.01

162 -9.29+0.04 - 1.30 £ 0.04 -9.72+£0.06 -1.94 £0.05
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Neben den soeben beschriebenen Temperaturgradienten der 'H-Verschiebung von
Amidprotonen  und  der  daraus sich  ergebenden  Auskunft iiber  die
Losungsmittelzugédnglichkeit gibt es noch weitere, wichtige Strukturparameter, die sich aus
NMR-Daten ablesen lassen. Von besonderem Interesse sind aus den NOE-Aufbauraten

[188-190] " 4ie nicht von der Konstitution des

ableitbare Interprotonenabstinde durch den Raum
Molekiils, sondern allein von dessen Konformation bestimmt werden. Aus der Bestimmung
von Kopplungskonstanten sind Diederwinkel zugénglich, sowohl fiir das Peptidriickgrat als
auch fir die Seitenkettenrotamere. Auf die Bestimmung dieser Parameter soll in den
folgenden zwei Kapiteln anhand des Cyclopeptids 152 eingegangen werden. Von geringerem
Interesse ist im Rahmen dieser Arbeit die NMR-spektroskopische Bestimmung von
Diffusionskonstanten des Molekiills in Losung und dem daraus abgeleiteten

Aggregationsverhalten. Auch auf die Messung von intramolekularer Dynamik soll hier nicht

weiter eingegangen werden.

3.4.5 Bestimmung von Interprotonenabstinden

Die Volumenintegration der Kreuzsignale aus NOESY-Spektren!'?!-%!]

und (kompensierten)
ROESY-Spektren liefert einen Satz von strukturell relevanten NOEs, mit denen die
Interprotonenabstinde bestimmt werden konnen, sofern sich die NOE-Aufbauraten im
linearen Bereich befinden. Der NOE ist die Anderung der Intensitiit I der NMR-Resonanz des
Kernspins 1, hervorgerufen durch die Nicht-Gleichgewichts-Population eines rdumlich
benachbarten Kernspins j und dessen Relaxation. Der NOE beruht auf der Dipol-Dipol-
Wechselwirkung zwischen zwei Kernen. Die Kreuzrelaxationsrate, die die Grof3e des NOE-
Effekts bestimmt, hdngt im wesentlichen von der Korrelationszeit tc und dem
Interprotonenabstand r;; ab. Bei schnellen Molekiilbewegungen (t¢ — 0, extreme narrowing
Bereich) entstehen positive NOE-Effekte. Ist die Molekiilbewegung jedoch sehr langsam ((tc

t.11%]. Kleine Peptide,

— oo, spin diffusion limit) so werden negative NOE-Effekte beobachte
Oligonukleotide oder Kohlenhydrate haben oft Korrelationszeiten in der Gréenordnung des
Nulldurchgangs und liefern deshalb hiufig sehr geringe Signalintensititen. In solchen Fillen,
also auch fir die in dieser Arbeit zu untersuchenden Molekiile, werden daher ROESY-
Spektren aufgenommen. Der ROE wird durch Kreuzrelaxation transversaler Magnetisierung
im rotierenden Koordinatensystem verursacht. Ein schwaches spinlock-Feld (B;) senkrecht
zum By-Feld eliminiert die Wirkung des By-Feldes und die spins relaxieren im B;-Feld im

rotierenden Koordinatensystem mit einer transversalen Relaxationszeit T;,. Der ROE ist

immer positiv und fiihrt zu Signalen mit umgekehrtem Vorzeichen wie die Diagonalsignale.
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Die Intensitidt des ROE zeigt eine zusitzliche Abhingigkeit der Intensitdt vom Abstand des
Resonanzsignals zur Sendefrequenz. Eine mathematische offsett-Korrektur muf3 daher

durchgefiihrt werden.!"”® Ein ROESY-Spektrum der Verbindung 152 zeigt Abbildung 3.7.

Die Mischzeit bei der Aufnahme des ROESY-Spektrums betrug 200 ms. Fiir Peptide mit
einem Molekulargewicht unter 1000 g/mol ist die Spindiffusion bis zu diesem Wert kaum
relevant. Ferner kann man annehmen, dass sich die NOE-Aufbauraten bei dieser Mischzeit
noch im linearen Bereich befinden. Die Zweispinniherung hat somit ihre Giiltigkeit. Uber
eine gfil-Funktion wurde die Mitte des Spektrums in der F2-Projektion geglattet. Auf diese
Weise wurde die storende Wasserbande eliminiert. ROE-Signale in der Ndhe wurden jedoch
hierbei beziiglich ihrer Integralintensitit verfdlscht und durften daher nicht fiir die
Bestimmung der Interprotonenabstinde herangezogen werden. Da jeder ROE zweimal im
Spektrum auftritt (gespiegelt zur Diagonale) wurde im Zweifelsfall das Signal integriert, das
von der Mitte der F2-Projektion am weitesten entfernt war. Nach offsef-Korrektur der
erhaltenen Integrale wurden diese nach der fiir die Zweispinndherung giiltigen Gleichung 3.3
mit dem Programm Excel in 18 entsprechende Interprotonenabstinde r;; zwischen dem Proton

1 und dem Proton j umgerechnet (siche Tabelle 5.11 in Kapitel 5.5.5).

]ref ry6
= (Gleichung 3.3)
]ij rref

I;er = Integral des Eichabstandes rc¢
I;j = Integral des zu bestimmenden Abstandes r;;

Das Integral der Korrelation Gum' H3 - Gum' H5 diente dabei als Referenz. Der
dazugehdrige Referenzabstand betriigt 2.64 A unter der Annahme, dass der Zuckerring in
einer *C;-Sesselkonformation vorliegt, bei der alle groBen Reste dquatorial angeordnet sind.
Die Interprotonenabstinde zusammen mit Kopplungskonstanten, die es im folgenden zu
bestimmen galt, dienten Georg Voll aus unserem Arbeitskreis als Ausgangsbasis fiir eine
Distanzgeometrierechnung, an die sich eine Molekiildynamik-Simulation anschloss (siehe

Kapitel 3.5).



3. Ergebnisse und Diskussion 71

L6

Abbildung 3.7: ROESY-Spektrum von 152 in H,O (+ 10 % D,0) bei 293 K (DMX 500). W :
Gum',; ®: Lys*; [0: Gum’; @: Phe’
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3.4.6 Bestimmung von Kopplungskonstanten und Seitenkettenrotameren

Die indirekte, skalare Spin-Spin-Kopplung (J-Kopplung)!®” '*%

zweier Kernspins ist
vermittelt durch die Bindungselektronen und liefert daher Aussagen iiber die Konstitution des
Molekiils. Die GroBe der Kopplungskonstanten ist jedoch nicht nur von der Anzahl der
Bindungen, die die beiden Kernspins voneinander trennen, abhingig, sondern auch von der
raumlichen Anordnung und der elektronischen Konfiguration.!"” 2*” J-Kopplungen lassen

sich somit auch zur Ermittlung der Konfiguration und Konformation nutzen.

Die vier strukturbestimmenden Diederwinkel in einer Peptidkette sind die Winkel ¢, v, %1
und ® (Abbildung 3.8). GemiB der I[UPAC-IUB-Kommission®"" ist ¢ als der Diederwinkel
C’i.1-N;-C%-C’;, v als der Diederwinkel N;-C*-C’-Niy; und 7 als der Diederwinkel N;-C%-
CP-C"; definiert. Der Torsionswinkel ® um die Peptidbindung C%-C’-Ni;-C%;, ist aufgrund
des partiellen Doppelbindungscharakters in der Regel 180° (¢rans-Konfiguration) oder 0° (cis-

Konfiguration).

Abbildung 3.8: Diederwinkel (Torsionswinkel) o, ¢, y und %; von Aminosduren am Beispiel

des Phenylalanins.

Wihrend ¢, w und o das Peptidriickrat eindeutig festlegen wird durch y; die

Seitenkettenkonformation bestimmt.
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Der ¢-Winkel ldsst sich aus den “J(HY, H%)-, *JHY, C)-, *JHY, C*)- und *JH*, C’i))-
Kopplungskonstanten eindeutig bestimmen. Genauso ldsst sich der y;-Winkel aus den
Kopplungskonstanten SIH®, HP), *JHY, HP), und *J(HP, C*) bestimmen. Der y-Winkel ist
praktisch nur fir ""N-markierte Proben z. B. iiber die *J(H% Ni)-Kopplungskonstante

messbar.

Bei der Bestimmung der homonuklearen Kopplungskonstanten wurde hiufig das 'H-NMR-
Spektrum herangezogen. In manchen Féllen lie sich die Kopplungskonstante auch aus dem
DQF-COSY-Spektrum entnehmen. Hat ein Proton jedoch mehr als einen Kopplungspartner,
so bietet sich zur selektiven Bestimmung der Kopplungskonstanten auch das E.COSY-
Experiment™*?** an. Heteronukleare Kopplungskonstanten lassen sich qualitativ aus den

Intensitdten eines HMBC-Spektrums ablesen.

Die Kopplungskonstanten kdnnen in Verbindung mit den Abstandsinformationen aus dem
ROESY-Experiment zur stereospezifischen Zuordnung von diastereotopen Gruppen und
Protonen herangezogen werden. Die richtige Zuordnung dieser Gruppen erhoht die Qualitét
der mit Abstands-restraints simulierten Strukturen betrdchtlich, da Verfahren wie die

291 picht mehr angewandt werden miissen. Die fiir die diastereotope

Pseudoatomniherung!
Zuordnung der B-Protonen von 152 wichtigen Kopplungskonsten sowie *J(H, H*) sind in

Tabelle 3.9 aufgelistet.

Tabelle 3.9: Kopplungskonstanten von Lys* and D-Phe, die u. a. zur diastereotopen
Zuordnung der B-Protonen in cyclo[-Gum'- Lys®- Gum’- D-Phe’-] 152 dienen.

Atom 3JH, H 3JH, c [qualitativ]

Lys® SJHY, H*) = 7.5 Hz

Lys* 3JH®, HP PRy =94 Hz SJHPPOR €)= sehr klein
Lys’ 3J(H, HP PS5y =58 Hz 3J(HPPS ) = sehr klein
D-Phe* SJHYN, H*) = 8.2 Hz

D-Phe* JHY HPPoRY = 93 Hz 3JHPPR C*) = klein

D-Phe* 3J(HY, HP Py =49 Hz SJHPPS, ) = groB
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Unter der Annahme, dass die gestaffelten Seitenkettenrotamere bevorzugt werden, ergeben
sich fiir Lys und D-Phe die in Abbildung 3.9 gezeigten Konformationen. Unter dem
jeweiligen Rotamer sind die zu erwartenden Kopplungskonstanten und Interprotonenabstéinde
angegeben. Fir *J(HP, C’) bedeutet ,.groB“ eine intensive Korrelation im HMBC. Fiir
3J(HO‘, HB) entspricht ,,gro3* ca. 10-12 Hz und ,,klein* ca. 3-5 Hz. Ein ,,Janger* Abstand heif3t
ca. 300 pm, ,.kurz* bedeutet ca. 220 ppm.

CcO H*
1B pros 11P- proR 11- proR {B- pros 11P- proR
L-Lys
H* NH H* HN co

Y Y
Rotamer PI PII PIII
% 1-Winkel -60° (-sc) 180° (ap) +60° (+sc)
Bezeichnung gauche - trans gauche +
3J(H®, HP- ProRy groB klein klein
3J(H®, HP- Pros) klein grofB3 klein
3y(HP PR ) klein groB klein
3y(HP-ProS ¢ klein klein grofB3
d(H*, HP ProRy lang kurz kurz
d(H*, HP- ProS) kurz lang kurz

H* NH coO

1B pros 1B proR 1B pros 11B- proR 1B pros 11P- proR
D-Phe
ocC NH H* CO HN H*

Ph Ph Ph
Rotamer PI' PIT' PIIT'
% 1-Winkel -60° (-sc) 180° (ap) +60° (+sc)
Bezeichnung gauche - trans gauche +
3J(H*, HP-ProR) klein grof3 klein
3J(H*, HP- Pros) klein klein grof3
3y(HP- PR grof klein klein
33(HP-ProS ¢ klein arof klein
d(H®, HP-ProRy kurz lang kurz
d(H®, HP- ProS) kurz kurz lang

Abbildung 3.9: Seitenkettenrotamere von Lys und D-Phe.
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Sieht man sich unter diesem Aspekt die Kopplungskonstanten von 152 aus Tabelle 3.9 an, so
kann man auf ein schnelles Gleichgewicht mehrerer Rotamere schliefen. Aussagen iiber das
Populationsverhiltnis der Rotamere kénnen iiber die Pachler-Gleichung?® **”! (Gleichung
3.4) gemacht werden. Die gemessene Kopplungskonstante ergibt sich dabei als arithmetisches
Mittel iiber die Kopplungskonstanten J; aller drei Rotamere i, gewichtet mit ihrer jeweiligen

Population P;.

Jbeobachtet = ZE : Jl' (GleiChung 3-4)

Ji = Kopplungskonstante des Rotamers i

P; = Population des Rotamers 1

Die Populationen berechnen sich wie folgt:

_ 3J(Ha,Ha,pruR )_SJSC
3Jap_3‘]sc

3 3J(Ha’Hﬂ,pr05)_3Jsc
=

ap sc

PI , Pll=1-PI-PI

. PII

3 a B, proR 3 3 a B, proS 3
JH, H —J JH, H -J
( 3 b ; ) SC , P[II' — ( 3 b ; ) sc
J, —J J, —J

ap sc ap sc

PI'=1-PII'-PII', PII'=

Nimmt man eine antiperiplanare Kopplungskonstante J,, = 13.6 Hz und eine synclinale
Kopplungskonstante Ji. = 2.6 Hz an, so ergeben sich aus den gemessenen °J (H“-HB)-Werten

der Tabelle 3.9 folgende Konformerenpopulationen in Zyklus 152 (Tabelle 3.10).

Tabelle 3.10: Populationsverhéltnis der Seitenkettenrotamere von Lys und D-Phe in 152.

Aminosiure PI PII PIII P PIP PIIP
Lys 62 % 29 % 9%
D-Phe 18 % 61 % 21 %

Eine genaue Orientierung der Seitenkettenrotamere sowie des Peptidriickrates liefern die

Rechnungen in Kapitel 3.5.
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3.4.7 NMR-spektroskopische Untersuchungen zyklischer, alternierender Oligomere mit

Ala und Gly

Wihrend die Einfiihrung von Phe in die Cyclopeptide 151-154 und 159-162 erwartungsgemal
zu einer guten Separierung der NMR-Signale fiihrte, gilt es in diesem Abschnitt, die Struktur
der Cyclopeptide 147-150 sowie 155-158 zu kliren, die iiber keine strukturinduzierenden
Aminosduren wie Phe verfiigen. Wie aus den NMR-Spektren ersichtlich (Abbildungen 3.10
und 3.11), sind lediglich bei den ,,gemischten Zyklen 149 und 157 Asymmetrien zu
erkennen. Alle anderen Zyklen zeigen im Rahmen der NMR-Zeitskala hochsymmetrische
Konformationen. Daran édndert sich auch nichts durch VergroBerung des Ringsystems vom
Tetramer (entspricht Hexapeptid) zum Hexamer (entspricht Nonapeptid), wie NMR-Studien
zeigen. Aufgrund der sehr geringen Loslichkeit von 158 in DMSO war es nicht moglich, von
diesem Zyklus NMR-Spektren aufzunehmen.

Trotz der starren Sesselkonformationen der Gum-Bausteine und der starren Peptidbindungen
(Doppelbindungscharakter) reichen die Rotationsfreiheitsgerade um die noch verbleibenden
Bindungen im Peptidriickgrat aus, um eine hohe Flexibilitdt zu erzeugen. Die Folge sind

zeitlich gemittelte, hochsymmetrische Konformationen im Rahmen der NMR-Zeitskala.
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3.4.8 NMR-spektroskopische Untersuchungen zyklischer Homooligomere

Wie NMR-Studien in Wasser an ungeschiitzten, zyklischen Homooligomeren des Gum-
Bausteines von E. Locardi gezeigt haben,!'”! ist es durch systematische Verkleinerung der
Zyklen moglich, Asymmetrien bei diesen im Rahmen der NMR-Zeitskala hervorzurufen.
Wihrend die ungeschiitzten, zyklischen Tetra- und Hexahomooligomere im Rahmen der
NMR-Zeitskala und im Temperaturbereich zwischen 273 K und 293 K hochsymmetrisch
waren, wies das Homotrimer bei detaillierter Analyse der NMR-Spektren schon gerinfligige
Differenzen der chemischen Verschiebungen der Methylenprotonen zueinander in
Abhingigkeit von der Temperatur auf. Beim Dimer wurden bei 273 K gleich drei in der
NMR-Zeitskala aufgeloste Konformationen beoabachtet, von denen die beiden

niederpopulierten jedoch bei 293 K ineinander libergingen.

Es galt nun zu kldren, inwieweit sich diese Ergebnisse auf benzylgeschiitzte Homooligomere
des Gum-Bausteines {ibertragen lassen. Hierzu wurden NMR-Studien vom zyklischen
Homodimer 165 bis zum zyklischen Homohexamer 169 durchgefiihrt. Alle fiinf
Homooligomere 165-169 zeigten im Rahmen der NMR-Zeitskala zwischen 277 K und 293 K
hochsymmetrische Konformationen. Es war stets nur ein Signalsatz fiir den Gum(Bn);-
Baustein zu beobachten (Abbildung 3.12). Die vollstindige Signalzuordnung bei beiden

Temperaturen kann Tabelle 5.9 entnommnen werden.

Aufgrund der extremen Unpolaritit der Zyklen war eine Reinigung derselben per RP-HPLC
nur bedingt moglich. Die Verunreinigungen konnten jedoch iiber DQF-COSY- und HMQC-
COSY-Spektren definitiv als Verunreinigungen nachgewiesen werden, deren Signale

keinerlei Bezug zu den Signalen der Homooligomeren hatten.
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3.5 Strukturrechnungen

In dieser Arbeit wurden u. a. alternierende Tetramere synthetisiert, um zyklische Hexapeptide
groflenordnungsméfig nachzuahmen. Bisher konnten in allen Cyclohexapeptiden, in denen
Gum als Einzelbaustein involviert war, B-7urn-Strukturen desselben nachgewiesen werden
(sieche Kapitel 2.3.2). Gegenstand dieser Arbeit war es, herauszufinden, ob der Gumbaustein
seine B-turn-induzierenden Eigenschaften auch in Cyclopeptiden beibehilt, in denen er in
doppelter Ausfiihrung vertreten ist, wie dies in den Zyklen 147-162 der Fall ist. Hierzu fiihrte
Georg Voll aus unserem Arbeitskreis exemplarisch fiir den ungeschiitzten, alternierenden
Zyklus cyclo[-Gum-Lys-Gum-D-Phe-] 152 auf Grundlage der in dieser Arbeit gesammelten
NMR-Daten eine Distanzgeometrie-Rechnung (DG-Rechnung) und daran anschlieend eine

Molekiildynamiksimulation mit (rtMD) und ohne Abstands-restraints durch.

Insgesamt wurden fiir die Rechnungen 18 Abstands-restraints verwendet, die, wie in Kapitel
3.4.5 erldutert, aus dem ROESY-Spektrum der Abbildung 3.7 erhalten wurden. Ferner wurden
die in Tabelle 3.8 aufgefiihrten Kopplungskonstanten beriicksichtigt. Die stereospezifische
Zuordnung von Gum' H® P erfolgte durch geometrische Betrachtungen unter Zuhilfenahme
der Korrelation im ROESY-Spektrum mit Lys> H". Fiir die Distanzgeometrie-Rechnung
wurde eine modifizierte Version!"*”! von DISGEOP* 2! verwendet. Die auf diese Weise
erhaltenen 1000 Startstrukturen wurden nach einem speziellen Algorithmus®'® beziiglich der
Position ihrer Riickgratatome einschlieflich der Zuckeratome im Ring geclustert. Der so
erhaltene Konformationspool wurde fiir weitere strukturelle Verfeinerungen herangezogen.
Hierzu wurde eine 150 ps Molekiildynamiksimulation mit Abstands-restraints in einem

CVFF Kraftfeld, wie es im Discover Programmpaket®'"

enthalten ist, durchgefiihrt. Die
Simulation wurde in einer expliziten, kubischen Wasserbox (46 x 46 x 46 A?%), die 3199
Wassermolekiile enthielt, durchgefiihrt, um so mdglichst realistische Bedingungen zu
simulieren. Alle ROE-Verletzungen, die iiber die gesamte Trajektorie nach dem <r?>'"*-
Mittelungsverfahren berechnet wurden, blieben unter 0.13 A. Die gemittelte und
energieminimierte Struktur der durch Abstands-restraints eingeschrinkten MD-Trajektorie
(Abbildung 3.13) steht in Ubereinstimmung mit den Temperaturgradienten der

Amidprotonen, die, wie zuvor erldutert, im Austausch mit Losungsmittelmolekiilen stehen.
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Abbildung 3.13: Stereobild der dreidimensionalen Struktur von 152 in Wasser. Zur besseren

Ubersicht sind nur die polaren Wasserstoffatome abgebildet.

Um weitere Einblicke in die konformationelle Flexibilitdt von 152 zu bekommen, wurde eine
150 ps MD-Simulation in Wasser ohne Abstands-restraints (freie Dynamikrechnung)
durchgefiihrt. Die Struktur blieb dabei stabil und war nahezu identisch mit der zuvor
gerechneten und in Abbildung 3.13 gezeigten Struktur. Der Abstands-RMSD-Wert zwischen
den gemittelten und minimierten Strukturen sowohl der freien als auch der durch
Abstandsvorgaben  eingeschrinkten =~ Dynamiksimulation  betrdgt  beziiglich  der
Riickgratprotonen 0.46 A. Diese gute Ubereinstimmung beweist, dass die Losungsstruktur
basierend auf den in dieser Arbeit gesammelten NMR-Daten eine stabile Konformation mit

niedriger Energie im CVFF-Kraftfeld darstellt.

Uberraschenderweise agiert Gum in Verbindung 152 nicht als -Turn-Mimetikum. Dies kann
durch einen Vergleich zwischen einem idealen BII’-7urn in einem regulidren Tetrapeptid und
dem analogen Turn in Xaa-Gum-Xaa (Xaa = Lys oder D-Phe) erkldrt werden: Wiahrend in
einem regulidren Tetrapeptid die Amidbindung zwischen den Aminosiuren in den Positionen i
+ 1 und i + 2 planar ist, ist die analoge Bindung in Xaa-Gum-Xaa wie in einer aliphatischen
Kette angeordnet. Daher ist die Wasserstoffbriicke CO(i)-HN(i+4) im Tetrapeptid 1.83 A
kurz, wihrend sie im Xaa-Gum-Xaa-Turn 2.43 A lang ist. Es ist zu vermuten, dass die
Ersetzung einer einfachen Xaa-Xaa-Sequenz in einem reguldren Hexapeptid durch einen

Gum-Baustein eine zusitzliche Ringspannung aufbaut, die jedoch durch den Rest des
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Molekiils geometrisch ausgeglichen werden kann, die B-7urn-Geometrie also noch erhalten
bleibt. Der Ersatz von zwei Xaa-Xaa-Sequenzen filihrt jedoch zu einer so hohen

Ringspannung, dass eine Ausbildung von -Turns energetisch extrem ungiinstig wird.

Ferner ist es Verbindung 152 nicht moglich, eine Konformation, in der D-Phe in der
Standardposition 1 + 1 eines BII’-Turns steht, wie dies bei den iibrigen Modellpeptiden mit
Gum der Fall ist, auszubilden. In einer solchen Konformation wiirden sich ndmlich zwei sehr
ungiinstige Wechselwirkungen zwischen den Sauerstoffatomen CO(i1) und O(i + 4) ausbilden,
die im Widerspruch zu der Ausbildung von stabilisierenden Wasserstoftbriicken in einem

gewohnlichen, zyklischen Sechsring stehen.

Um die wesentlichen Konformationsmerkmale von 152 noch besser herauszuarbeiten, wurde

221 reduziert.

die errechnete Struktur nach dem Prinzip von Dunitz und Waser!
Cyclohexapeptide nehmen in solch einem Modell bevorzugt die Konformation eines
Cyclohexanringes ein.*'*! Das Verfahren soll im folgenden kurz skizziert werden. Zur
Vereinfachung werden folgende Riickgratatome umbenannt: Xaa'C* wird zu C*, Xaa'N zu N’
und Xaa'C’ zu C'. Ein Peptidriickgratfragment C*'-C'-N*-C** wird gewdhnlich durch

formales Verbinden von zwei C*-Atomen zu C*'-C*?* reduziert (Abbildung 3.14a).

Abbildung 3.14: a) Standardverfahren, um C%-Atome zu verbinden und dadurch das
Peptidriickgrat nach Dunitz-Waser zu reduzieren. b) Parallelverschiebung von N-C“-

Fragmenten, um Fehler, die durch den Winkel o in a) entstehen, zu vermeiden.
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Dieses Verfahren liefert fiir gewohnlich eine gute bis nahezu perfekte Nédherung eines
vollstindig reduzierten Diederwinkels, der durch die Riickgratatome C*'-C**-C*-C** in
einem Standardpeptid gebildet wird. Der Differenzwinkel o in Abbildung 3.14a) fiihrt jedoch
zu einer kleinen Differenz bei dem sich durch die Reduktion ergebenden Diederwinkels. Da
die Teilabschnitte C*'-C' und N?-C** in einer Transpeptidbindung beinahe parallel
angeordnet sind, ist es mathematisch sinnvoller, die Fragmente NED D iy der Weise
parallel zu verschieben, dass NED auf die gleiche Position im Raum zu liegen kommt wie c™

(Abbildung 3.14b). Dies kann durch Vektoraddition der folgenden Art leicht erreicht werden.

(%, ¥, Z)C::uwl) =(x,, Z)Ca<f+1> - (x,, Z)Na<i+1> +(x,5,2) c* (Gleichung 3.5)

Nach sukzessiver Translation zweier dieser Fragmente kann der Diederwinkel C*'-C**-C**-
C** wie oben beschrieben bestimmt werden. Bis heute existiert noch keine hundert prozentig
exakte mathematische Beschreibung dieses Reduktionsverfahrens, da die Bindungswinkel um
die Atome C’ und N (sp>-Hybridisierung) nie exakt 120° sind. Dies gilt natiirlich auch fiir die

hier zu reduzierende Struktur von 152.

Der Gum-Baustein verfiigt iiber fiinf grofe Substituenten, die entweder in all-axialer
Anordnung oder in all-dquatorialer Anordnung stehen koénnen. Die letztere Anordnung ist
energetisch klar bevorzugt. Daher kdnnen das Kohlenstoffatom der Methylengruppe im Gum-
Baustein, die drei Ringatome C1, O und C5 sowie das Carbonylkohlenstoffatom C6 als im
Raum sterisch fixiert zueinander betrachtet werden. Als Konsequenz dessen ist es moglich,
Cl, O und C5 zu einem einzelnen Pseudoatom X zu reduzieren (Abbildung 3.15a).
Wenngleich sich die Linien durch die Atome C und C1 sowie durch die Atome C5 und C6
sehr nahe kommen, kreuzen sie sich jedoch nicht. Wollte man den hierdurch gemachten
Fehler beseitigen, so miisste man die Koordinaten eines Punktes berechnen, der zu beiden
Geraden den kiirzesten Abstand hat und zudem von beiden Geraden genau gleich weit
entfernt ist. Die hierdurch gewonnene Genauigkeit steht jedoch in keinem Verhéltnis zu dem
enormen Rechenaufwand, der fiir diese Korrektur notig wire. Fir die Dunitz-Waser-
Reduktion der Verbindung 152 wurde deshalb das Verfahren der Parallelverschiebung
gewihlt. Kombiniert man dieses Reduktionsverfahren mit dem Standardverfahren von Dunitz
und Waser, so erhilt man einen Hexazyklus, der aus Xaa-C” und den beiden Gumatomen X

und C besteht (Abbildung 3.15b).
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a)
b)
D-Phe*
o \
/\/\I
HoN NH HN o
Lys?
©)
Gum’C Gum'C

4cu

Lys’c* D-Phe

Gum®X Gum'X

Abbildung 3.15: a) Reduktion der Zuckerriickgratatome C1, O und C5 zu einem einzelnen
Pseudoatom X nach dem Prinzip von Dunitz und Waser. b) Die sechs Atome, die nach der
Reduktion des Riickgrates von 152 zu ein Hexazyklus noch {iibrigbleiben. c) Getwistete

Bootkonformation von 152 nach der Dunitz-Waser-Reduktion.
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Fiir diese Konformation wurde eine nahezu ideale, getwistete Bootkonformation gefunden
(Abbildung 3.15c). Der Vergleich der Diederwinkel zwischen einem idealen getwistetem
Boot und dem berechneten macht dies deutlich. Startet man beim Diederwinkel Lys*C*-
Gum’C-Gum’X-D-Phe’C* und schaut sich dann im Uhrzeigersinn die Diederwinkel im

Hexazyklus an, so ergeben sich folgende errechneten/idealen Winkel in Grad:
-53.1/-54.8; 17.7/27.0; 43.9/27.0; -64.6/-54.8; 41.9/27.0; 13.1/27.0

Die Struktur der zweiten fiir 152 gefundenen Konformation, die zu 3-5 % populiert ist, konnte
nicht aufgeklirt werden, da sich die Signale der beiden Konformere zu sehr liberlappen. Es ist
jedoch anzunehmen, dass das zweite Konformer, wenn man es nach Dunitz-Waser reduziert,
eine Sesselkonformation einnimmt. Dies wiirde auch erkliaren, weshalb die beiden
Konformationen nur langsam ineinander iibergehen, denn es besteht bei Hexazyklen eine

hohe Energiebarriere zwischen einer Boot- und einer Sesselkonformation.
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4. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Synthese von Fmoc-Gum-OH 114 entscheidend
verbessert, indem die nur mit schlechten Ausbeuten verlaufende Nitroaldolreaktion von
Glucose mit Nitromethan zu B-D-Glucosylnitromethan 110 umgangen wurde. Alternativ
erfolgte die Synthese iiber 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-p-D-glucopyranosylcyanid 116, das sich in
kurzer Zeit (30 - 60 min Reaktionszeit) mit guten Ausbeuten (77 - 90 %) herstellen lie. Die
Gesamtausbeute der Synthese von Fmoc-Gum-OH konnte somit von bisher 27 % (ausgehend
von Glucose) auf nun 48 9% (ausgehend von Acetobromglucose) gesteigert werden.
Acetylierung von 114 ergab mit 49 % Ausbeute Fmoc-Gum(Ac);-OH 120. Weiterhin konnte
Fmoc-Gum(Bn);-OH 115 iiber einen achtstufigen Syntheseweg ausgehend von
Acetobromglucose mit einer Gesamtausbeute von 21 % anomerenrein hergestellt werden.
Damit wurde der bisher 12 stufigen Syntheseweg, bei dem mit einer Gesamtausbeute von 3 %

ausgehend von Glucose nur ein Anomerengemisch von 115 erhalten werden konnte, ersetzt.

Durch Kombination von Festphasensynthese und Synthese in Lésung wurden 18 neuartige
zyklische Geriiststrukturen aufgebaut, die den pyranoiden Gum-Baustein mit freien
Hydroxygruppen sowie in benzylgeschiitzter Form alternierend mit den Aminosduren Alanin,
Phenylalanin und Lysin jeweils in der D- und L-Form sowie Gly enthalten. Kupplungen mit
dem acetylierten Gum-Baustein 120 schlugen fehl, da bei der Fmoc-Abspaltung eine
Acetylschutzgruppenwanderung von der 2-Position des pyranoiden Rings auf die benachbarte

Aminogruppe auftritt.

Durch den Einbau von Lysin in die oben genannten Zyklen wurde die Moglichkeit
geschaffen, Seitenkettenmodifikationen an den Zyklen vorzunehmen. Der Einbau von
Phenylalanin bot sich zum einen aus rein laborpraktischen Griinden an, um die UV-Aktivitét
der Zyklen zu verbessern und somit eine leichte Aufreinigung mittels HPLC zu ermdoglichen.
Zum anderen besitzt D-Phe strukturinduzierende Eigenschaften und ermoglichte folgerichtig
eine gute Separierung der NMR-Signale. Alanin als die einfachste, chirale Aminosdure und
Glycin mit seiner hohen konformativen Beweglichkeit sowie seiner Achiralitit, was eine
Razemisierung beim Kuppeln ausschliet, wurden schon hdufig in der Vergangenheit in

Modellpeptide eingebaut.

Wie aus NMR-Spektren ersichtlich, bilden die linearen, alternierenden Oligomere 126-129

bei 293 K in Wasser jeweils zwei Konformationen aus, die im Rahmen der NMR-Zeitskala
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nur langsam miteinander austauschen. Razemisierung bei der Synthese konnte als mdgliche
Ursache ausgeschlossen werden. Temperatur- und zeitabhingige Verdnderungen der
Konformerenverhéltnisse wurden NMR-spektroskopisch untersucht. Durch Zyklisierung war
es moglich, das Konformerengleichgewicht der linearen Oligomere zu einem bevorzugten

Konformer hin zu fixieren.

Um einen Strukturvergleich mit zyklischen Hexapeptiden zu haben, wurden in erster Linie
zyklische Tetramere des Typs cyclo(-Gum(R);-Xaa-Gum(R);-Xaa-) mit Xaa = L-/D-Ala, L-
/D-Phe, L-/D-Lys bzw. Gly und R = H oder Bn synthetisiert. Wahrend die Zyklen mit L- bzw.
D-Ala und Gly bis auf die gemischten Zyklen 149 und 157 im Rahmen der NMR-Zeitskala
hochsymmetrisch waren, konnte bei den tlibrigen Zyklen mit Lys und Phe jeweils in der L-
und D-Form erwartungsgemal} eine gute Separierung der NMR-Signale beobachtet werden.
Fiir Strukturuntersuchungen wurden NMR-Daten bereitgestellt. Exemplarisch wurde anhand
dieser Daten iiber Distanzgeometrie- und  Molekiildynamikrechnungen  eine
Losungsstrukturen in Wasser des Zyklus cyclo(-Gum'-Lys?-Gum®-D-Phe*-) 152 ermittelt. In
dieser bildet Gum nicht, wie in den bisher in unserem Arbeitskreis untersuchten Zyklen, einen
BII’-Turn aus. Strukturreduktion nach einer modifizierten Methode von Dunitz-Waser ergab
eine getwistete Bootkonformation fiir das Hauptkonformer von 152. Fiir die bei 293 K mit
3 -5 % populierten Nebenkonformation kann nach obiger Reduktukionsmethode eine *C;-

Sesselkonformation angenommen werden.

CD-spektroskopische Untersuchungen an den linearen und zyklischen L-/D-Phe- und L-/D-
Lys enthaltenden, alternierenden Oligomere ergaben interessante Ergebnisse. So zeigten die
linearen Oligomere eine nahezu spiegelbildliche Anordnung der CD-Kurven: Wiahrend die D-
Phe enthaltenden, linearen Oligomere 127 und 129 einen negativen Cotton-Effekt zeigten,
fielen die L-Phe enthaltenden Oligomere 126 und 128 durch einen positiven Cotton-Effekt
auf. Bei den zyklischen Oligomeren 151-154 ergab sich mit Ausnahme des Zyklus 153 ein
umgekehrtes Bild. Wéhrend aus den CD-Kurven der zyklischen, alternierenden Oligomere
keine eindeutigen Strukturaussagen gemachte werden konnten, lasst sich aus den CD-Kurven
der linearen Oligomeren 126 und 128 eine B-turn-dhnliche Struktur ableiten. Bei den anderen
beiden linearen Oligomeren 127 und 129 sind Strukturaussagen anhand der CD-Spektren
schwierig. Eine gédnzlich ungeordnete Struktur ist jedoch auszuschlieBen, da ihre CD-Spektren
keinerlei Ubereinstimmung mit dem Referenz-CD-Spektrum einer random coil-dhnlichen
Struktur haben. Zudem beobachtet man eine starke Temperaturabhingigkeit der Elliptizitét,

was ebenfalls gegen eine ungeordnete Struktur spricht. Aufgrund starker Uberlappung der
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Signale in den entsprechenen ROESY-Spektren waren quantitative Strukturaussagen anhand

von NMR-Daten nicht moglich.

Wihrend bei den linearen Tetrameren 126-129 helixartige Strukturen aufgrund eines
fehlenden Minimums oberhalb von 200 nm ausgeschlossen werden konnten, zeigen die CD-
Kurven der linearen, alternierenden Hexa- und Oktamere 130 und 131 in Acetonitril/Wasser
(4:1) Ansidtze von Minima bei 211 nm und 214 nm sowie starke Maxima bei 194 nm. bzw.
195 nm. Damit dhneln die CD-Kurven am ehesten der Form einer 14-Helix (34-Helix),
dessen Referenz-CD-Spektrum ein starkes Minimum bei 215 nm und ein Maximum um 200
nm aufweist. Auch wenn eine fehlende Temperaturabhidngigkeit der Elliptizitit gegen die
Ausbildung einer stabilen, helixartigen Struktur bei den Zyklen 130 und 131 spricht, ist eine
vollkommen ungeordnete Struktur genauso unwahrscheinlich, da das fiir random-coil-

Strukturen charakteristische, sehr starke Minimum unterhalb 200 nm fehlt.

Neben alternierenden Oligomeren wurden lineare und zyklische Homodi-, -tri-, -tetra-, -penta-
und -hexamere des benzylgeschiitzten Gum-Bausteins 115 synthetisiert. Die NMR-
spektroskopisch untersuchten Homozyklen zeigten im Temperaturbereich zwischen 277 K
und 293 K in CDCl; im Rahmen der NMR-Zeitskala gemittelte, hochsymmetrische
Konformationen. Asymmetrien, wie sie fiir zunehmend kleiner werdende Homozyklen des

ungeschiitzten Gum-Bausteins von E. Locardi beobachtet wurden, sind auszuschlief3en.

Die in dieser Arbeit synthetisierten, alternierende Zyklen lassen sich iiber die Lysinseitenkette
funktionalisieren. Die Zyklen mit freien Hydroxygruppen sind denkbare Molekiile fiir Wirt-
Gast-Strukturen analog denen der Cyclodextrine. Sie konnten als Carriermolekiile fiir

Wirkstoffe in Organismen verwendet werden.

Durch Einbau mehrerer Aminosduren oder sonstiger Verbindungen, die in der Seitenkette
orthogonale, funktionelle Gruppen fiir die chemoselektive Ligation tragen, wire es moglich,
alternierende Zyklen des in dieser Arbeit vorgestellten Typs dem TASP-Konzept zuginglich

zu machen.

Weiterhin besteht Interesse daran, inwieweit sich die extrem unpolaren, zyklischen
Homooligomeren des benzylgeschiitzten Gum-Bausteins in der chiralen Gaschromatographie

einsetzen lassen.
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5. Experimenteller Teil

5.1 Allgemeine experimentelle Bedingungen

Die Losungsmittel fiir die Reaktionen wurden destillativ gereinigt und nach den {iblichen
Methoden bei Bedarf absolutiert?'*! bzw. in absolutierter Form bei den Firmen Fluka bzw.

Sigma Aldrich gekautft.

Die Losungsmittel fiir die DC- und Siulen-Chromatographie wurden vor Gebrauch
destilliert. Fiir schon charakterisierte Zwischenstufen wurde bei der wiederholten Synthese

der Verbindungen auf die destillative Reinigung der mobilen Phase verzichtet.

Das verwendete Tritylchlorid-Polystyrol-Harz (TCP-Harz) wurde von der Firma PepChem,
Tibingen bezogen. Die TentaGel Harze wurde von der Firma Rapp-Polymere GmbH,
Tiibingen geliefert. Die geschiitzten Aminoduren sowie Kupplungsreagenzien kamen von den
Firmen  Bachem, Novabiochem,  Neosystem, Alexis oder Senn  Chemicals.
Palladium/Aktivkohle war eine Spende der Firma Degussa. Zuckerderivate wurden soweit
erhiltlich von der Firma Glycon, Luckenwalde bezogen. Alle iibrigen eingesetzten
Reagenzien stammten von den Firmen E. Merck (VWR), Fluka, Sigma Aldrich und Lancester

und entsprachen der Qualitét ,,zur Synthese*.

Zur analytischen Diinnschichtchromatographie (DC) wurden Aluminiumfertigfolien der
Firma E. Merck (Kieselgel 60 Fjs4, Schichtdicke 0.25 mm) verwendet. Die Detektion erfolgte
durch UV-Absorption bei A = 254 nm und/oder durch Eintauchen in eines der folgenden

Reagenzien sowie anschlieBender Warmebehandlung mit dem HeiBluftfohn.

e Losung aus 2.4 1 10%-iger Schwefelsdure mit 120 g Ammoniummolybdat-tetrahydrat
[(NH4)sM07024 - 4 H;O] und 7.4 g Cer(IV)sulfat.

e 7.5 mL Anisaldehyd, 7.5 mL konz. H,SO4, 1.5 mL Eisessig, 135 mL Ethanol.

e 3% Ninhydrin in EtOH.

Die préaparative Flashchromatographie wurde mit einem Druck von 1.2 bar mit
Kieselgel 60 (0.040-0.063 mm, 230-400 mesh ASTM) der Firma E. Merck durchgefiihrt. Zur
Herstellung eines Sdulenkopfes diente MN Kieselgel 60 (0.063-0.2 mm, 70-230 mesh ASTM)
der Firma Macherey-Nagel.
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Die analytischen und priparativen HPLC-Trennungen wurden mit reversed phase-
HPLC-Séulen an Gerdten der Firmen Beckmann (System Gold, Hochdruckpumpenmodul
126, UV-Detektor 166), PharmaciaBiotech (Pumpenmodell P-900, Detektor UV-900,
Autosampler fiir analytische Proben Modell A-900) sowie Waters (Waters 1525 Binary
HPLC Pump kombiniert mit dem Waters 2487 Dual A Absorbance Detector) durchgefiihrt.
Die mobile Phase bestand in allen Fillen aus Wasser-Acetonitril-Mischungen, die 0.1 Vol%
Trifluoressigsdure enthielten. Beim préaparativen HPLC-Modell der Firma PharmaciaBiotech
musste die Obergrenze flir Acetonitril aus gerdtetechnischen Griinden auf 90 % beschréankt

werden.
Folgende RP-Séulen der Firma YMC wurden verwendet:

° YMC-Pack ODS-A-10-C;s-Sdule (10pum, 12nm; 1= 250 mm; d = 30 mm)
° YMC-Pack ODS-A-11-C3-Sdule (11pm, 12nm; 1= 250 mm; d = 20 mm)
° YMC-Pack ODS-A-10-C;s-Sdule (10pum, 12nm; 1= 250 mm; d = 20 mm)
. YMC-Pack ODS-A-5-C;g-Sdule (Sum, 12nm; 1 =250 mm; d = 20 mm)

. YMC-Pack ODS-A-5-C;g-Sdule (Spm, 12nm; 1 =250 mm; d = 4.6 mm)

. YMC-Pack ODS-A-5-C4-Sdule (Spum, 12nm; 1 =250 mm; d = 20 mm)

° YMC-Pack ODS-A-5-C4-Séule (Spm, 12nm; 1 =250 mm; d = 4.6 mm)

Die Kernresonanzspektren wurden an einem der folgenden Gerite aufgenommen:

. Bruker DMX500 (500 MHz fiir "H-NMR-Spektren, 125 MHz fiir *C-NMR-
Spektren)
. Bruker DMX750 (750 MHz fiir 1H-NMR—Spektren)

Die NMR-Untersuchungen wurden in 0.5 cm Durchmesser Probenrohrchen der Firma
Wilmad Glass Co., Inc (gute Qualitét mit roter Kappe) durchgefiihrt, wobei in der Regel ca.
5 mg bis 10 mg Substanz in 0.5 mL [Ds]DMSO, CDCl;3, D,O bzw. H,O mit ca. 10 % D,O
gelost wurden. Fiir sehr kleine Substanzmengen (< 2 mg) wurden SHIGEMI-R6hrchen der
Firma SHIGEMI Co., LTD verwendet. Als interne Standards dienten fiir [D¢]DMSO und
CDCl; die Restprotonensignale bei 2.49 ppm (DMSO) bzw. 7.24 ppm (CDCls) fiir "H-NMR-
Spektren sowie die *C-Signale bei 39.7 ppm (DMSO) bzw. 77.0 (CDCl3) ppm fiir *C-NMR-
Spektren. Fiir H,0 bzw. D,0O wurde als interner Standard Tetramethylsilan (0 ppm im 'H-

NMR) zugesetzt. Das gleiche galt fiir Spektren, in denen Signale der zu vermessenden
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Verbindungen die Losungsmittelsignale iiberlagern. Die Auswertung der Spektren erfolgte an
SGI-Workstations mit dem Programm XWIN-NMR Version 3.0 der Firma Bruker. Die
verwendeten Pulsprogramme stammen von Bruker oder wurden von Mitgliedern des
Arbeitskreises geschrieben. Fiir die Aufnahme von ROESY-Spektren wurden die Proben

zuvor im Ultraschallbad entgast.
Erlauterungen zu den NMR-Daten:

Es bedeuten: s = Singulett, bs = breites Singulett, d = Dublett, t = Triplett, pt = Pseudotriplett,
q = Quartett, m = Multiplett, dd= Dublett von einem Dublett, etc.

Die Interpretation der 1D-Spektren erfolgte qualitativ, d. h. es wurden stets nur die
Signalbezeichnungen gewihlt, die auch wirklich im Spektrum beobachtet werden konnten
und nicht die theoretisch zu erwartenden. Die Zuordnung der Signale erfolgte mittels 2D-
homo- und heteronuclearer NMR-Spektren (TOCSY, DQF-COSY, E.COSY, ROESY,
HMQC, *C-HSQC, HMQC-COSY und HMBC). Die Kopplungskonstanten wurden soweit
moglich aus den "H-NMR-Spektren entnommen. Alle chemischen Verschiebungen & werden

in ppm angegeben.

HPLC-ESI-MS-Spektren wurden an einem Gerdt der Firma Finnigan mit der
Typbezeichnung NCQ-ESI mit HPLC Kopplung LCQ (HPLC-System Hewlett Packard HP
1100, Sdulenmaterial Nucleosil 100 5C;g) aufgenommen. Zur Berechnung der
Molekulargewichte wurden, wenn nicht anders angegeben, nur die am haufigsten auftretenden
Isotope der einzelnen Elemente beriicksichtigt. Dies sind: 'H: 1.0078; '*C: 12.0000, '*N:
14.0031 und '°0: 15.9949.

FAB- und CI-MS-Spektren wurde an einem Gerdt der Firma Finnigan mit der
Typbezeichnung MAT 90 aufgenommen. Als Matrix diente bei den FAB-Spektren 3-
Nitrobenzylalkohol (NBA). Als Reaktandgas fiir CI-Messungen kam Isobutan zum Einsatz.
Analog zu ESI-MS wurden wieder nur die am haufigsten auftretenden Isotope der einzelnen

Elemente beriicksichtigt.

CD-Spektren wurden an dem Gerét J-715 der Firma Jasco aufgenommen. Dabei wurden
0.1 cm dicke Quarzglaskiivetten der Firma Hellma GmbH & Co KG, Miillheim verwendet.
Die Auswertung der Spektren erfolgte mit dem Progamm J-700 fiir Windows, Version

1.50.01 der Firma Jasco.
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5.2 Ubersicht iiber die hergestellten Verbindungen

Die Verbindungen sind nach der Nummerierung im Hauptteil sortiert.
a) Monomerbausteine

110: B-D-Glucopyranosylnitromethan

112: B-D-Glucopyranosylmethylamin

114: 7-N-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-2,6-anhydro-7-desoxy-L-glycero-L-gulo
heptonsiure [Fmoc-Gum-OH]

115: 7-N-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-2,6-anhydro-3,4,5-tri-O-benzyl-7-
desoxy-L-glycero-L-gulo heptonsdure [Fmoc-Gum(Bn);-OH]

116: 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-B-D-glucopyranosylcyanid

120: 7-N-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-3,4,5-tri-O-acetyl-2,6-anhydro-7-desoxy-
L-glycero-L-gulo heptonsdure [Fmoc-Gum(Ac);-OH]

121: Fmoc-N-(B-D-glucopyranosyl)methylamin

122: Boc-N-(B-D-glucopyranosyl)methylamin

123: Boc-N-(6-O-MMTr-B-D-glucopyranosyl)methylamin

124: Boc-N-(2,3,4-tri-O-benzyl-6-O-MMTr-B-D-glucopyranosyl)methylamin
125: Fmoc-N-(2,3,4-tri-O-benzyl-B-D-glucopyranosyl)methylamin

b) Lineare Oligomere:

126: H,N-Gum-Lys(Boc)-Gum-Phe-OH

127: H,N-Gum-Lys(Boc)-Gum-D-Phe-OH

128: H,N-Gum-D-Lys(Boc)-Gum-Phe-OH
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129:

130:

131:

132:

133:

134:

13S:

136:

137:

138:

139:

140:

142:

143:

144:

145:

146:

H,;N-Gum-D-Lys(Boc)-Gum-D-Phe-OH

Fmoc-Gum-Gly-Gum-Gly-Gum-Gly-OH

Fmoc-Gum-Gly-Gum-Gly-Gum-Gly-Gum-Gly-OH

H,N-Gum(Bn);-Gly-Gum(Bn);-Gly-OH

H,;N-Gum(Bn);-Ala-Gum(Bn);-Ala-OH

H,;N-Gum(Bn);-Ala-Gum(Bn);-D-Ala-OH

H,;N-Gum(Bn);-D-Ala-Gum(Bn);-D-Ala-OH

H,N-Gum(Bn);-Lys(Boc)-Gum(Bn);-Phe-OH

H,;N-Gum(Bn);-Lys(Boc)-Gum(Bn);-D-Phe-OH

H,;N-Gum(Bn);-D-Lys(Boc)-Gum(Bn);-Phe-OH

H,;N-Gum(Bn);-D-Lys(Boc)-Gum(Bn);-D-Phe-OH

H,;N-Gum(Bn);-Ala-Gum(Bn);-Ala-Gum(Bn);Ala-OH

HzN- {Gum(Bn)3 } z-OH

H,N- {Gum(Bn)3 } 3-OH

HzN- {Gum(Bn)3 } 4-OH

H,N-{Gum(Bn)3}s-OH

HzN- {Gum(Bn)3 } 6-OH

¢) zyklische Oligomere

147:

148:

149:

cyclo[-Gum-Gly-Gum-Gly-]

cyclo[-Gum-Ala-Gum-Ala-]

cyclo[-Gum-Ala-Gum-D-Ala-]
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150:

151:

152:

153:

154:

155:

156:

157:

158:

159:

160:

161:

162:

163:

164:

165:

166:

167:

168:

169:

cyclo[-Gum-D-Ala-Gum-D-Ala-]

cyclo[-Gum-Lys-Gum-Phe-]

cyclo[-Gum-Lys-Gum-D-Phe-]

cyclo[-Gum-D-Lys-Gum-Phe-]

cyclo[-Gum-D-Lys-Gum-D-Phe-]

cyclo[-Gum(Bn);-Gly-Gum(Bn);-Gly-]

cyclo[-Gum(Bn);-Ala-Gum(Bn);-Ala-]

cyclo[-Gum(Bn);-Ala-Gum(Bn);-D-Ala-]

cyclo[-Gum(Bn);-D-Ala-Gum(Bn);-D-Ala-]

cyclo[-Gum(Bn);-Lys(Boc)-Gum(Bn);-Phe-]

cyclo[-Gum(Bn);-Lys(Boc)-Gum(Bn);-D-Phe-]

cyclo[-Gum(Bn);-D-Lys(Boc)-Gum(Bn);-Phe-]

cyclo[-Gum(Bn);-D-Lys(Boc)-Gum(Bn);-D-Phe-]

cyclo[-Gum-Ala-Gum-Ala-Gum-Ala-]

cyclo[-Gum(Bn);-Ala-Gum(Bn);-Ala-Gum(Bn);-Ala-]

cyclo[-{Gum(Bn)s -]

cyclo[-{Gum(Bn);}3-]

cyclo[-{Gum(Bn)s } 4-]

cyclo[-{Gum(Bn)s}s-]

cyclo[-{Gum(Bn);}¢-]
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5.3 Allgemeine Arbeitsvorschriften

AAV 1: Oligomerisierung von Fmoc-Gum(Bn);-OH mit Gly, L-Ala, D-Ala, L-Lys, D-
Lys, L-Phe oder D-Phe an fester Phase

TentaGel S Trt-AA-Fmoc (AA = Gly, L-Ala, D-Ala, L-Phe bzw. D-Phe) wird von der Firma
Rapp Polymere GmbH bezogen. Ein eigenstindiges Beladen der Harze entfillt somit. Alle
Oligomerisierungen werden in mit Kunststofffritten (Roland Vetter, Ammerbuch) bestiickten
2 mL- bzw. 5 mL-Spritzen durchgefiihrt. Die Gesamtausbeute der linearen Oligomere

schwankt zwischen 60 % und 75 %.
a) Kupplung von Fmoc-Gum(Bn);-OH an eine Aminosdure:

Nach Fmoc-Entschiitzung der endstindigen, sich am Harz befindenden Aminoséure mit
20 Vol% Piperidin in DMF (zweimal 30 min) wird das Harz nacheinander mit zweimal DMF,
MeOH, DCM, DMF, MeOH, DCM, DMF und abschlieBend zweimal mit wasserfreiem DMF
gewaschen. Eine Kupplungsldsung bestehend aus Fmoc-Gum(Bn);-OH (2 Aquiv.), HATU (2
Aquiv.), HOAt (2 Aquiv.) und 2,4,6-Collidin (20 Aquiv.) in absolutem DMF (c = 0.1 M
beziiglich des eingesetzten Gumbausteins) wird hinzugegeben und die Spritze iiber Nacht bei
Raumtemperatur geschiittelt. Die Kupplungslosung wird entfernt und das Harz griindlich
analog zu oben gewaschen. Das DMF am Ende des Spiilgangs muf3 in diesem Fall jedoch

nicht wasserfrei sein.
b) Kupplung einer Aminosdure an Fmoc-Gum(Bn);-OH:

Nach Fmoc-Entschiitzung des endstidndigen, sich am Harz befindenden Gum-Bausteins mit
20 Vol% Piperidin in DMF (zweimal 30 min) wird das Harz nacheinander mit zweimal DMF,
MeOH, DCM, DMF, MeOH, DCM, DMF und abschlieflend zweimal mit wasserfreiem DMF
gewaschen. Eine Kupplungslosung bestehend aus Fmoc-AA-OH (3 Aquiv.), HATU (3
Aquiv.), HOAt (3 Aquiv.) und 2,4,6-Collidin (30 Aquiv.) in absolutem DMF (c = 0.1 M
beziiglich der eingesetzten Aminosédure) wird hinzugegeben und die Spritze tiber Nacht bei
Raumtemperatur geschiittelt. Die Kupplungslosung wird entfernt und das Harz griindlich
analog zu oben gewaschen. Das DMF am Ende des Spiilgangs muf3 in diesem Fall jedoch

nicht wasserfrei sein.
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¢) Abspaltung vom Harz
Methode I:

Nach Fmoc-Entschiitzung des endsténdigen, sich am Harz befindenden Gum-Bausteins mit
20 Vol% Piperidin in DMF (zweimal 30 min) wird das Harz nacheinander mit zweimal DMF,
MeOH, DCM, DMF, MeOH und abschlieBend zweimal mit DCM gewaschen. AnschlieSend
wird das Harz zweimal 1 h mit 20 Vol% Hexafluorisopropanol in DCM behandelt. Vor dem
Austausch der Abspaltlosung wird das Harz mit DCM, DMF, MeOH und abschlieBend erneut
zweimal mit DCM gewaschen. Am Ende wird das Harz griindlich mit DMF, MeOH, DCM,
DMF, MeOH und DCM gewaschen, die Abspalt- sowie Waschlosungen vereint und
einrotiert. Man erhélt die linearen Oligomere 136-139, die per HPLC gereinigt und per ESI-
MS und analytischer HPLC charakterisiert werden (siche Tabelle 5.1).

Methode II:

Nach Fmoc-Entschiitzung des endstindigen, sich am Harz befindenden Gumbausteins und
Waschen des Harzes analog zu Methode I, wird das Harz zweimal 1 h mit 2,2,2-
Trifluorethanol (TFE)/Essigsdure/DCM (1:1:3) behandelt. Vor dem Austausch der
Abspaltlosung wird das Harz analog zu Methode I gewaschen. Auch das abschlieende
Waschen und Aufarbeiten erfolgt analog zu oben. Die linearen Oligomere 132-135 sowie 140
werden per HPLC gereinigt und per ESI-MS sowie analytischer HPLC charakterisiert (sieche
Tabelle 5.1).

AAYV 2: Oligomerisierung von Fmoc-Gum-OH mit Gly, L-Lys, D-Lys, L-Phe oder D-Phe
an fester Phase

TentaGel S Trt-AA-Fmoc wird von der Firma Rapp Polymere GmbH bezogen. Ein
eigenstindiges Beladen der Harze entfdllt somit. Alle Oligomerisierungen werden in mit
Kunststofffritten (Roland Vetter, Ammerbuch) bestiickten 2 mL bzw. 5 mL-Spritzen
durchgefiihrt. Die Gesamtausbeute der linearen Oligomere schwankt zwischen 30 % und
50 %. Das Kupplungsprotokoll ist identisch mit dem, das fiir die Oligomerisierung von Fmoc-
Gum(Bn);-OH mit Gly, L-Ala, D-Ala, L-Lys, D-Lys, L-Phe oder D-Phe an fester Phase
beschrieben wurde. Die linearen Oligomere 126-131 werden per HPLC gereinigt und iiber

NMR, ESI-MS und analytischer HPLC charakterisiert. (siche Tabellen 5.2 und 5.6)



98 5. Experimenteller Teil

AAYV 3: Homooligomerisierung von Fmoc-Gum(Bn);-OH

Die Homooligomerisierung erfolgt wahlweise am TentaGel S AC Harz von der Firma Rapp
Polymere GmbH oder am TCP-Harz der Firma PepChem. Das TentaGel-Harz léasst sich mit
hoheren Ausbeuten mit dem Fmoc-Gum(Bn);-OH beladen. Die Kupplungen erfolgen am
TCP-Harz jedoch homogener und besser, was Ausbeutebestimmungen iiber den Fmoc-
Piperidin-Komplex (siche AAV 5) als auch HPLC-Analytiken beweisen. Alle
Oligomerisierungen werden in mit Kunststofffritten (Roland Vetter, Ammerbuch) bestiickten
5 mL-Spritzen durchgefiihrt. Die Gesamtausbeute der linearen Oligomere schwankt sehr stark
zwischen 35 % (Hexamer) und 80 % (Dimer), wobei ein eklatanter Ausbeuteeinbruch um ca.
30 % von der dritten Gum-Gum-Kupplung (Tetramer) auf die vierte Gum-Gum-Kupplung
(Pentamer) zu beobachten ist. Die linearen Oligomere 142-146 werden per HPLC gereinigt
und per ESI-MS und analytischer HPLC charakterisiert (siche Tabelle 5.3).

a) Harzbelegung

TentaGel S AC-Harz:

1-(Mesitylen-2-sulfonyl)-3-nitro-1H-1,2,4-triazol (MSNT; 2 Aquiv.) wird in wasserfreiem
Dichlormethan (¢ = 0.125 M beziiglich dem eingesetzten Monomerbaustein) suspendiert.
Nach Zugabe von 1-Methylimidazol (4 Aquiv.) wird die zuvor triibe Suspension klar. Fmoc-
Gum(Bn);-OH (2 Aquiv.) 16st sich sehr schnell in der Reaktionsmischung auf. TentaGel S
AC-Harz (Belegungsdichte, 0.27 mmol/g; 1 Aquiv.) wird in einer Spritze mit DCM
vorgequollen (zweimal 1 min), die Kupplungslosung aufgezogen und die Spritze iiber Nacht
bei Raumtemperatur geschiittelt. Nach Entfernen der Kupplungslosung wird das Harz
griindlich mit zweimal DMF, MeOH, DCM, DMF, MeOH und abschlieend zweimal DCM
gewaschen. Uber den Fmoc-Piperidin-Komplex wird die Belegungsdichte, wie in AAV 5
beschrieben, bestimmt. Die Ausbeute liegt bei ca. 20 %. Dies entspricht einer

Belegungsdichte von 0.05 mmol/g.
TCP-Harz:

TCP-Harz (Belegungsdichte = 0.95 mmol/g, 1 Aquiv.) wird in einer Spritze mit DMF 2 min
vorgequollen und anschlieBend eine Kupplungslosung aus Fmoc-Gum(Bn);-OH (1 Aquiv.)
und 2,4,6-Collidin (10 Aquiv.) in abs. DMF (0.1 M beziiglich eingesetztem Gum-Baustein)

aufgezogen und die Spritze liber Nacht bei Raumtemperatur an einer Riihrwelle des
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Rotationsverdampfers gedreht. Nach Entfernen der Kupplungslosung wird das Harz griindlich
mit zweimal DMF, MeOH, DCM, DMF, MecOH und abschlieBend zweimal mit DCM
gewaschen. Uber den Fmoc-Piperidin-Komplex wird die Belegungsdichte bestimmt (siehe
AAV 5). Die Ausbeute liegt bei ca. 15 %. Dies entspricht einer Belegungsdichte von
0.14 mmol/g.

b) Gum-Gum-Kupplung an fester Phase

Nach Fmoc-Entschiitzung des endstéindigen, sich am Harz befindenden Gum-Bausteins mit
20 Vol% Piperidin in DMF (zweimal 30 min) wird das Harz nacheinander mit zweimal DMF,
MeOH, DCM, DMF, MeOH, DCM, DMF und abschliefend zweimal mit absolutem DMF
gewaschen. Eine Kupplungslosung bestehend aus Fmoc-Gum(Bn);-OH (1 Aquiv. beziiglich
urspriinglicher Belegungsdichte des Harzes), HATU (1 Aquiv.), HOAt (1.1 Aquiv.) und
2,4,6-Collidin (11 Aquiv.) in absolutem DMF (c = 0.1 M beziiglich des eingesetzten
Gumbausteins) wird hinzugegeben und die Spritze iiber Nacht bei Raumtemperatur an einer
Riithrwelle des Rotationsverdampfers gedreht. Die Kupplungslosung wird entfernt und das
Harz griindlich analog zu oben gewaschen. Das DMF am Ende des Spiilgangs muf} in diesem

Fall jedoch nicht wasserfrei sein.
¢) Abspaltung vom Harz

TentaGel S AC-Harz:

Nach Fmoc-Entschiitzung des endstindigen, sich am Harz befindenden Gumbausteines mit
20 Vol% Piperidin in DMF (zweimal 30 min) wird das Harz nacheinander zweimal mit DMF,
MeOH, DCM, DMF, MeOH und abschlieBend zweimal mit DCM gewaschen. AnschlieSend
wird das Harz zweimal 1 h mit 10 Vol% TFA in ,,nassem®“ DCM behandelt. Zwischen dem
Austausch der Abspaltlosung wird das Harz mit DCM, DMF, MeOH und abschlieBend erneut
zweimal mit DCM gewaschen. Am Ende wird das Harz griindlich mit DMF, MeOH, DCM,
DMF, MeOH und DCM gewaschen, die Abspalt- sowie Waschlosungen vereint und

einrotiert.

TCP-Harz:

Die Abspaltung erfolgt mit 2,2,2-Trifluorethanol(TFE)/Essigsdaure/DCM (1:1:3) wie in AAV
lc¢ (Methode II) beschrieben.
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AAYV 4: Zyklisierungmethoden sowohl fiir Homooligomere als auch Heterooligomere
Methode A:

Eine stark verdiinnte Losung (0.1 - 0.2 mM) des entsprechenden linearen Oligomers in
DCM/DMF (9:1) wird im Eisbad auf 0 °C gekiihlt, mit DIC (10 Aquiv.), HOAt (1 Aquiv.)
und NMM (3 Aquiv.) versehen und 1 h im FEisbad geriihrt. Danach wird die
Zyklisierungslosung flir 4 Tage in den Kiihlschrank gestellt. Das Losungsmittel wird am
Rotationsverdampfer entfernt und die zyklisierten Produkte per HPLC gereinigt.

Methode B:

Eine stark verdiinnte Losung (0.1 - 0.2 mM) des entsprechenden linearen Oligomers in DMF
wird im Eisbad auf 0 °C gekiihlt, mit HATU (1 Aquiv.), HOAt (1 Aquiv.) und 2,4,6-Collidin
(10 Aquiv.) versehen und 1 h im Eisbad geriihrt. Danach wird die Zyklisierungsldsung fiir
einen Tag in den Kiihlschrank gestellt, das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt

und die zyklisierten Produkte per HPLC gereinigt.

Fiir gemischte Cyclopeptide, die Gum(Bn); enthalten, sind beide Zyklisierungsmethoden
geeignet. Fiir alternierende Cyclopeptide, die den ungeschiitzten Gumbaustein enthalten, ist
Methode B bevorzugt. Letztere wird auch zur Zyklisierung der Homooligomeren verwendet.
Die Zyklisierungszeit betrdgt hierfiir jedoch vier Tage statt einem. Die
Zyklisierungsausbeuten liegen fiir die alternierenden Zyklen mit dem benzylierten
Gumbaustein zwischen 60 % und 80 %, fiir die alternierenden Zyklen mit dem ungeschiitzten
Gumbaustein sowie fiir die benzylgeschiitzten Homooligomere zwischen 30 % und 60 %.
Alle Zyklen 147-169 wurden sowohl iiber analytische HPLC und ES-MS (siehe Tabellen 5.4
und 5.5) als auch iiber NMR-Spektroskopie charakterisiert (siche Tabellen 5.7, 5.8 und 5.9).

AAYV 5: Bestimmung der Kupplungsausbeuten und Belegungsdichten iiber den Fmoc-
[152]

Piperidin-Komplex
Getrocknetes Harz wird zweimal 30 min mit einer 20 Vol%igen Piperidinlésung in DMF zur
Fmoc-Abspaltung behandelt, zwischendurch mit DMF gewaschen und abschlieBend das Harz
griindlich mit zweimal DMF, MeOH, DCM, DMF, MeOH, DCM gewaschen. Die

Abspaltlosungen wird zusammen mit den Waschlosungen bis zur Trockene einrotiert, z. T. im
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Hochvakuum, der weilen Riickstand in DCM (25 — 100 mL je nach Menge) geldst und die
UV-Absorption bei A = 267 nm, 290 nm und 301 nm bestimmt. Mit Hilfe der
Extinktionskoeffizienten des Fmoc-Piperidinkomplexes bei den genannten Wellenldngen
(8267 = 17500 cm?*/mmol, €399 = 5800 cm?*/mmol, €39 = 7800 cm?/mmol) lassen sich iiber das
Lambert-Beersche Gesetz E = ¢ - ¢ - d und mit ¢ = n/V die Stoffmengen an Fmoc-
Piperidinkomplex ermitteln und hieriiber die Kupplungsausbeuten bzw. die Belegungsdichte

von Harzen (vergleiche Schema 3.7 in Kapitel 3.2.1).

AAYV 6: Nachweis primirer Amine mit dem Kaisertest!">"" 131l

Fiir den Kaisertest werden folgende Losungen benétigt:

e 5 g Ninhydrin in 100 mL Ethanol
e 80 g Phenol in 20 mL Ethanol
e 2 mL einer 0.001 M wiéssrigen Kaliumcyanidldsung in 98 mL Pyridin

Die Losungen sind kduflich zu erwerben. Um auf Vollstdndigkeit einer Kupplungsreaktion an
fester Phase zu priifen, werden ein paar Harzkiigelchen griindlich mit DMF, MeOH und DCM
sowie abschliefend mit Ethanol gewaschen, in ein kleines, schwerschmelzbares Glasrohrchen
gefiillt, mit je zwei Tropfen der obigen Losungen versetzt und 4 - 6 min auf ca. 120 °C mit
dem HeiBluftfohn erwérmt. Eine blauviolette Farbung zeigt freie, noch nicht abreagierte

Aminogruppen an.

AAYV 7: Boc-Entschiitzung der Lysinseitenkette

Die zyklischen Oligomere 159-162, die Boc-geschiitztes L-Lys oder D-Lys enthalten, werden
in 50 Vol% TFA in wasserhaltigem DCM gelost und eine Stunde bei Raumtemperatur
geriihrt. Das Losungsmittel wird abrotiert und der Riickstand dreimal mit Toluol koevaporiert.

Die Boc-Entschiitzung erfolgt nahezu quantitativ.
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AAYV 8: Hydrogenolytische Spaltung der Benzylether

Cyclopeptide, die den benzylgeschiitzten Gumbaustein enthalten, werden in einem
Losungsmittelgemisch aus N,N-Dimethylacetamid/Methanol/Essigsdure (7:2:1) gelost, eine
katalytische Menge Palladium auf Aktivkohle (5 % Pd, trocken) hinzugegeben und die
Suspension iiber Nacht bei Raumtemperatur im Autoklaven unter 50 bar Wasserstoft gertihrt.
Der Pd/C-Katalysator wird abfiltriert, das Losungsmittel abrotiert und das Produkt per HPLC
gereinigt. Die Ausbeute liegt bei ca. 95 %.

5.4 Spezielle Arbeitsvorschriften

B-D-Glucopyranosylnitromethan (110)

OH C,H5NO;,
HO 6} M = 223,18 g/mol
HO NO, m/e: 223.07 (100.0 %), 224.07

OH (8.4 %), 225.07 (1.4 %)

Wasserfreie Glucose 109 (50 g, 277.53 mmol) wird in absolutem DMSO (200 mL) geldst, mit
absolutem Methanol (100 mL) verdiinnt und absolutes Nitromethan (100 mL) zugegeben.
Natrium (12.5 g, 543.72 mmol) wird in absolutem Methanol (350 mL) geldst und die
erhaltenen Natriummethylatlosung iiber eine Kapillare unter Schutzgas (Argon) in den
Kolben mit der Glucose transferiert und 25 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Zugabe von
n-Butanol (250 mL) wird weiter 90 min im Eis/Kochsalzbad (T ~ -10 °C) geriihrt. Von der
ockerfarbenen Reaktionsmischung wird der Niederschlag abfiltriert, mit Isopropanol
(100 mL) und Diethylether (150 mL) gewaschen und 1 h im Hochvakuum getrocknet.
Das hellgelbe Pulver wird in Wasser (200 mL) geldst, mit stark saurem lonenaustauscher
Amberlyst 15 (100 g) versehen, der lonenaustauscher abfiltriert, mit Wasser (1200 mL)
gewaschen, die rote Losung auf ca. 150 mL eingeengt und 37 h bei 90 °C unter Riickfluf3
geriihrt. Die heile Reaktionslosung wird einrotiert und nach  Abkiihlung
sdulenchromatographisch gereinigt. Hierzu wird das Sdulenmaterial (Kieselgel 60, 0.040-
0.063 mm, 230-400 mesh ASTM der Firma E. Merck) mit reinem Chloroform konditioniert

und das mit Restspuren an Wasser versehene Rohprodukt aufgetragen. Chromatographisch



5. Experimenteller Teil 103

getrennt wird schlieBlich mit Chlorform/Ethanol (1:1). Die Fraktionen, die neben dem
gewlinschten B-Produkt auch noch das o-Produkt enthalten, werden einrotiert und der
Riickstand in MeOH unter Zuhilfenahme eines Impfkristalles umkristallisiert. Die
ausgefallenen, leicht gelben Kristalle werden mit eisgekiihltem Methanol und anschlieBend
mit Diethylether gewaschen und im Exsikkator getrocknet. Man erhilt 17.5 g (78.41 mmol,
28.3 % d. Th.) reines B-Anomer.

R{ Chloroform/Ethanol (1:2)] = 0.69
ESI-MS: 224.1 [M + H]"; 447.0 [2M + H]"
CI-MS: 224.1 [M + H]"; 4472 [2M + H]"

'H-NMR (500 MHz, [D6]DMSO + 10 % D50, 300 K): & = 4.81 (m, 1H, H’), 4.47 (m, 1H,
H"), 3.77 (m, 1H, H"), 3.57 (ddd, J5s.¢ = 1.7 Hz, Js.¢ = 5.1 Hz, Js,¢ = 12.0 Hz, 1H, H%), 3.38
(ddd, Js. ¢ = 1.7 Hz, Js.¢ = 5.1 Hz, Js. ¢ = 12.0 Hz, 1H, H®), 3.20 (dd, J3.4 = 8.5 Hz, J, 3 =
8.6 Hz, 1H, H’), 3.09 (m, 1H, H’), 3.06 (dd, J3,4 = 8.5 Hz, I, s = 9.6 Hz, 1H, H*), 3.00 (dd,
J,.3=8.6 Hz, J; ,=9.7 Hz, 1H, H?)

BC-NMR (125 MHz, [D6]DMSO, 300 K): & = 80.86 (C°), 77.78 (C"), 77.71 (C*), 76.85 (C"),
70.94 (C?), 69.88 (C*), 60.99 (C°)

2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-B-D-glucopyranosylcyanid (116)

OAc Ci5H19NOg
ACO 0 M =357,31g/mol
o CN m/e: 357.11 (100.0 %), 358.11
OAC (17.3 %), 359.11 (3.2 %)

Methode I'*%:

a-Acetobromglucose 118 (81.59 g, 198.4 mmol) wird im Morser mit Quecksilber(Il)cyanid
(100 g, 395.8 mmol) verrieben und im 2 L Rundkolben unter Argonatmosphire im Olbad ca.
30 min erhitzt. Der ockerfarbene Reaktionsbrei wird in siedendem Chloroform (ca. 1 L)

aufgenommen, nicht 16sliche Quecksilbersalze abfiltriert und mit siedendem Chloroform (ca.
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250 mL) nachgewaschen. Die organische Phase wird dreimal mit 10 Gew%iger
Kaliumbromidlosung (je 265 mL) und anschlieBend mit reinem Wasser (250 mL)
ausgeschiittelt, die organische Phase mit Natriumsulfat getrocknet und einrotiert. Das Produkt
wird tliber eine grofle Flashsdule chromatographisch gereinigt (Hexan/Essigsdureethylester 9:1
— 4:1 > 7:3 — 3:2) und im Hochvakuum getrocknet. Ausbeute: 54.3 g (77 % d. Th.) weiBBer
Feststoft.

Die Ausbeute obiger Reaktion kann erhoht werden, indem die Schmelzreaktionszeit von
30 min auf 1 h erhoht wird und die Chloroformphase nicht mit KBr-Losung und Wasser
ausgeschiittelt, sondern nur mit Natriumsulfat getrocknet wird. Ein Alternativansatz (119.1 g
o-Acetobromglucose und 146 g Quecksilbercyanid) liefert nach dieser Variante eine
Ausbeute von 94 g (91 % d. Th.) weilen Feststoff. NMR-Studien zeigen jedoch, dass das
Produkt zu ca. 10 9% verunreinigt ist. Diese Verunreinigung ldsst sich auch

sdulenchromatographisch nicht entfernen.

Methode I11"*"- 421,

Pentaacetylglucose 117 (20.5 g, 52.5 mmol) wird in abs. Nitromethan (400 mL) unter
Argonatmosphére gelost, Trimethylsilylcyanid (20.4 mL, 162 mmol) und BF;5-Et,O (4.1 mL,
32.6 mmol) hinzugegeben und iiber Nacht bei Raumtemperatur unter Argonatmosphéire
geriihrt. Am nidchsten Tag wird erneut Trimethylsilylcyanid (10 mL, 79.2 mmol) und
BF;-Et;,0 (2.3 mL, 18.3 mmol) hinzugegeben und abermals 3 h unter Schutzgas geriihrt. Die
rotbraune Losung wird einrotiert und der Riickstand chromatographisch mit

Hexan/Essigsdureethylester 19:1 - 9 :1 —> 4 : 1 — 7:3 gereinigt. Ausbeute: 8 g (42 % d. Th.)
R{Hexan/Essigsdureethylester (1:1)] = 0.44

ESI-MS: 377.2 [(2M + Ca)/2]*"; 380.1 [M + Na]"

FAB-MS: 358.2 [M + H]"

'H-NMR (500 MHz, [D6]DMSO, 300 K): & = 5.32 (pt, Jo5 = J34 = 9.46 Hz, 1H, H’), 5.23 (dd,
J12=10.01 Hz, J,3 =9.46, 1H, H%), 5.13 (d, J,, = 10.01 Hz, 1H, H"), 5.00 (dd, J34 = 9.46 Hz,
Jss =9.77 Hz, 1H, H*), 4.12 (m, 1H, H%), 4.06 (m, 1H, H’), 4.04 (m, 1H, H%), 2.07 (s, 3H,
CH;™9), 2.02 (s, 3H, CH5"), 1.98 (s, 3H, CH;"°), 1.96 (s, 3H, CH;™)
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BC-NMR (125 MHz, [D6]DMSO, 300 K): & = 170.16 (CO™), 169.72 (CO*°), 169.32 (CO™),
169.02 (CO*°), 115.70 (CN), 75.01 (C), 71.74 (C*), 68.37 (C?), 67.18 (C*), 64.55 (C"), 61.49
(C%), 20.31 (CH5™), 20.26 (CH3"), 20.17 (CH3*°), 20.16 (CH;™°)

'H-NMR (500 MHz, CDCls, 300 K): 8 = 5.27 (dd, J,, = 10.1 Hz, J,5 = 9.4 Hz, 1H, H?), 5.14
(dd, Jo3=9.4 Hz, J34=9.5 Hz, 1H, H%), 5.06 (dd, J34 = 9.5 Hz, J45 = 9.8 Hz, 1H, H*), 4.30 (d,
Ji2=10.1 Hz, 1H, H"), 420 (dd, Js6 = 4.9 Hz, J¢ ¢ = 12.6 Hz, 1H, H®), 4.11 (dd, Js 5 = 2.2
Hz, Jos = 12.6 Hz, 1H, H), 3.68 (ddd, J45 = 9.8 Hz, Jss = 4.9 Hz, Js¢ = 2.2 Hz, 1H, H),
2.08 (s, 6H, 2 CH3*°), 2.01 (s, 3H, CH5™), 2.00 (s, 3H, CH5")

BC-NMR (125 MHz, CDCl;, 300 K): & = 170.46 (CO°®), 170.02 (CO?), 169.09 (CO%), 168.68
(CO™Y, 114.08 (CN), 76.86 (C°), 72.83 (C?), 68.97 (C?), 67.28 (C*), 66.50 (C"), 61.42 (C°),
20.63 (CH5"), 20.47 (2 CH3*°), 20.35 (CH;™°)

B-D-Glucopyranosylmethylamin (112)

OH C;H;sNOs
o &/\ M = 193,20 g/mol
o NH, m/e: 193.10 (100.0 %), 194.10
OH (8.2 %), 195.10 (1.3 %)

Methode I:

B-D-Glucopyranosylnitromethan 110 (5 g, 22.4 mmol) wird in hochreinem Wasser (22.4 mL)
und hochreinem Methanol (44.8 mL) gelost, mit Pd/C-Katalysator (5 % Pd, 48 % H,0, 1.2 g)
versehen und iiber Nacht bei Raumtemperatur im Autoklaven bei 35 bar Wasserstoff gertihrt.
Der Pd/C-Katalysator wird abgefiltert und mit Wasser gewaschen. Die Produktldsung wird
auf ca. 90 mL eingeengt und in situ weiter umgesetzt. Gemill DC-Kontrolle erfolgt die

Reduktion quantitativ.

R Acetonitril/Wasser (4:1)] = 0.06
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Methode 11

2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-B-D-glucopyranosylcyanid 116 (94 g, 0.263 mol) wird unter
Argonatmosphére in wasserfreiem Tetrahydrofuran (600 mL) geldst. Zu der klaren, farblosen
Losung wird bei 0 °C im Eisbad iiber eine Kapillare unter Schutzgas eine Suspension aus
LiAlH4 (37 g, 0.973 mol) in absolutem THF (400 mL) gegeben. Die Reaktionsmischung wird
wihrend der Reaktion mit absolutem THF (1300 mL) verdiinnt, um ein Gelieren der Losung
zu vermeiden. Nach 4 h ist die Reaktion beendet. Uberschiissiges LiAlH4 wird durch Zugabe
von Methanol und Wasser hydrolysiert. Die Reaktionsmischung wird auf ca. 400 mL
eingeengt und mit 25 %iger Ammoniumhydroxidldsung (350 mL) versehen. Der Anfangs
graue Niederschlag wird allméhlich weifl und flockig. Der Niederschlag wird abzentrifugiert
und mehrmals griindlich mit Wasser (insgesamt 3500 mL) gewaschen. Die wassrige
Produktlosung wird auf ca. 300 mL eingeengt und die Aminogruppe des Produkts ohne

weitere Reinigung in situ Boc-geschiitzt.

Fmoc-N-(B-D-glucopyranosyl)methylamin (121)

HO&&/\ M = 415,44 g/mol
1o NHFmoc m/e: 415.16 (100.0 %), 416.17
oH (25.1 %), 417.17 (4.4 %)

In einer Losung aus B-D-Glucopyranosylmethylamin 112 (22.4 mmol unter der Annahme, das
vorherige Reaktion quantitativ erfolgte) in Wasser (90 mL) wird Natriumhydrogencarbonat
(2.26 g, 26.9 mmol) gelost, THF (90 mL) hinzugegeben und auf 0 °C im Eisbad gekiihlt.
Fmoc-Chlorid (6.4 g, 24.7 mmol) wird in THF (45 mL) gel6st und zu der Reaktionsmischung
gegeben. Die Reaktionslosung wird langsam auf Raumtemperatur gebracht und 90 min
geriihrt. Zur Aufarbeitung wird mit H'-Tonenaustauscher (Amberlite IR 120 von der Firma
Fluka) neutralisiert, der Ionenaustauscher abfiltriert, mit Methanol (100 mL) oder wahlweise
auch mit Ethanol nachgewaschen und die Produktlésung mit Wasser (100 mL) verdiinnt. Die
Produktlosung wird nun partiell einrotiert bis alle organischen Losungsmittel entfernt sind. Es
fallt ein weiller Niederschlag aus. Die Mutterlauge wird auf ca. 150 mL eingeengt und zwei

Tage im Kiihlschrank aufbewahrt. Der weille Niederschlag wird abzentrifugiert, dreimal mit
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Wasser gewaschen und im Hochvakuum getrocknet. Die Waschlosungen und die Mutterlauge

werden eingeengt und zum Nachfillen in den Kiihlschrank gestellt.

Ausbeute: 9.55 g weilles Pulver, dass sich mit der Zeit bei Raumtemperatur gelb farbt. Das
Produkt ist, wie DC-Kontrollen zeigen, noch leicht verunreinigt, kann jedoch weiter

umgesetzt werden.
R4 Chloroform/Methanol (4:1)] = 0.41

ESI-MS: 416.1 [M + H]", 438.3 [M + Na]*, 634.9 [(3M + H + Na)/2]*, 642.9 [3BM + H +
K)/2]*", 830.9 [2M + H]", 850.4 [(4M + Ca)/2]*", 853.0 [2M + Na]’, 1057.7 [(5M + H +
K)/2]*", 1265.2 [(6M + Ca)/2]*, 1473.0 [(7M + H + K)/2]*", 1680.9 [(8M + Ca)/2]*"

'H-NMR (500 MHz, [D6]DMSO, 300 K): & = 7.88 (d, J = 7.4 Hz, 2H, Fmoc), 7.69 (d, J =
7.4 Hz, 2H, Fmoc), 7.41 (pt, J = 7.4 Hz, 2H, Fmoc), 7.33 (m, 2H, Fmoc), 7.23 (dd, J»», xnu =
4.1Hz, J7 ng = 7.3 Hz, 1H, HY), 4.97 (d, J = 5.3 Hz, 1H, OH?), 4.90 (d, ] = 4.3 Hz, 1H, OH?),
4.88 (d, ] = 5.3 Hz, 1H, OH%), 4.43 (dd, J¢ ou = 4.4 Hz, Js_ou = 8.2 Hz, 1H, OH®), 4.30 (m,
1H, CHH’"™), 4.28 (m, 1H, CHH’"™>), 4.23 (dd, J, = 6.7 Hz, J, = 7.0 Hz, 1H, CH"™), 3.66
(ddd, Js,¢ = 1.9 Hz, Js.ou = 8.2 Hz, J¢ ¢ = 12.0 Hz, 1H, H®), 3.60 (ddd, J, 7 = 2.0 Hz, J; xu =
7.3 Hz, J;.7 = 13.6 Hz, 1H, H’), 3.39 (ddd, J¢ ou = 4.4 Hz, J5. ¢ = 6.7 Hz, Js,¢ = 12.0 Hz, 1H,
H®), 3.14 (dpt, J5, ou = 4.3 Hz, J,3 = J34 = 8.8 Hz), 3.08 (m, 1H, H%), 3.07 (m, 1H, H'), 2.99
(ddd, Js on = 5.3 Hz, J5. 4 = 8.8 Hz, J; s = 9.3 Hz, 1H, H*), 2.91 (m, 1H, H?), 2.88 (m, 1H, H")

BC-NMR (125 MHz, [D6]DMSO, 300 K): & = 156.42 (CO), 144.07 (C'™*), 140.89 (C™),
127.39 (C™), 126.93 (C™), 125.03 (C™), 119.85 (CF™*), 80.36 (C°), 78.23 (C"), 77.82
(C?), 71.70 (C?), 70.43 (C*), 65.35 (CH,"™), 61.77 (C®), 46.58 (CH™*), 42.55 (C")
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Boc-N-(B-D-glucopyranosyl)methylamin (122)

OH C1,H,3NO,
HO 0 M = 293,31 g/mol
HO NHBoc m/e: 293.15 (100.0 %), 294.15

OH (14.0 %), 295.15 (2.3 %)

Zur alkalischen, wissrigen Losung der Vorstufe (B-D-Glucopyranosylmethylamin 112,
Methode 1II, S. 106) wird Boc,O (67 g, 0.307 mol) in THF (250 mL) gegeben. Die Losung
wird iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Der weille Niederschlag wird abzentrifugiert
und mehrmals mit Methanol gewaschen. Das Lésungsmittel wird abrotiert und das Produkt
mit Chloroform/Methanol (9:1 — 4:1 — 7:3) als mobile Phase chromatographisch gereinigt.
Das saubere Produkt wird aus Dioxan lyophylisiert. Ausbeute: 62.4 g (0.213 mol, 81 % d. Th.

iiber zwei Stufen)
R¢[MeCN/H,0 (4:1)] = 0.69

ESI-MS: 194.1 [M — Boc + 2H]"; 316.0 [M + Na]"; 459.5 [(3M + H + K)/2]**; 608.8 [2M +
Na]"; 625.0 [2M + K]"

'H-NMR (500 MHz, [D6]DMSO, 300 K): & = 6.67 (bs, 1H, NH), 4.94 (d, ] = 5.3 Hz, 1H,
OH?), 4.88 (d, ] = 4.7 Hz, 1H, OH®), 4.85 (d, J = 5.4 Hz, 1H, OH"), 4.45 (m, 1H, OH®), 3.63
(m, 1H, H®), 3.54 (m, 1H, H’), 3.34 (m, 1H, H*), 3.11 (m, 1H, H*), 3.04 (m, 1H, H°), 3.01 (m,
1H, H"), 2.94 (m, 1H, H*), 2.86 (m, 1H, H), 2.78 (m, 1H, H), 1.38 (s, 9H, '‘Bu)

BC-NMR (125 MHz, [D6]DMSO, 300 K): & = 80.37 (C°), 78.44 (C"), 77.77 (C*), 71.76 (C?),
70.48 (C*), 61.89 (C%), 42.17 (C7), 28.16 (C'BY)
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Boc-N-(6-O-MMTr-B-D-glucopyranosyl)methylamin (123)

OMMTr C32H39N08
HO 0 M = 565,65 g/mol
1o NHBoc m/e: 565.27 (100.0 %), 566.27 (36.5 %),

OH 567.27 (7.9 %), 568.28 (1.3 %)

Boc-N-(B-D-Glucopyranosyl)methylamin 122 (8.65 g, 29.5 mmol) wird in absolutem DMF
(100 mL) gelost. Zur klaren Losung werden 4-Methoxytriphenylchlormethan (10.05 g, 32.5
mmol), Triethylamin (7.4 mL, 53.4 mmol) und 4-(Dimethylamino)pyridin (0.28 g, 2.3 mmol)
gegeben und {iber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Die gelbe Losung wird in Eiswasser
gegossen, die wissrige Phase mehrmals mit Dichlormethan ausgeschiittelt, die organische
Phase mit Magnesiumsulfat getrocknet und einrotiert. Der Riickstand wird chromatographisch
mit dem Elutionsgemisch Chloroform/Methanol (19:1) mit 1 Vol% Triethylamin gereinigt.
Ausbeute: 12.9 g (22.8 mmol, 78 % d. Th.) weiBles Pulver.

R¢[CHCLy/MeOH (9:1)] = 0.41

ESI-MS: 588.1 [M + Na]"; 604.1 [M + K]*; 1152.9 [2M + Na]"; 1169.0 [2M + K]"; 1432.8
[(5M + H + K)/2]*

'H-NMR (500 MHz, [D6]DMSO, 300 K): & = 7.41 (m, 4H, o-Ph™™™), 7.30 (m, 4H, M-
Ph™™™), 726 (d, 2H, m-Ph-OMe™™™), 7.21 (m, 2H, p-Phi*™™), 6.88 (m, 2H, o-Ph-
OMe"™™), 6.24 (bs, 1H, NH), 4.97 (d, J = 3.8 Hz, 1H, OH?), 4.88 (d, J = 3.3 Hz, 1H, OH’),
4.75 (d, J = 4.4 Hz, 1H, OH"), 3.73 (s, 3H, OCHj3), 3.41 (m, 1H, H’), 3.28 (m, 1H, H’), 3.23
(m, 1H, H%, 3.19 (m, 1H, H"), 3.11 (m, 1H, H%), 3.05 (m, 1H, H"), 3.01 (m, 1H, H®), 2.99
(m, 1H, H*), 2.94 (m, 1H, H?), 1.34 (s, 9H, 'Bu)

BC-NMR (125 MHz, [D6]DMSO0, 300 K): § = 130.07 (C*™™), 128.10 (C*™™), 127.63 (C*™™),
126.53 (C™™), 113.00 (C*™™), 78.04 (C°), 78.03 (C*), 77.85 (C"), 71.99 (C?), 70.51 (CY,
63.96 (C°), 54.91 (OCHj3), 42.23 (C"), 28.15 (C™")
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Boc-N-(2,3,4-Tri-O-benzyl-6-O-MMTr-B-D-glucopyranosyl)methylamin (124)

OMMTr C53H57N08
BnoO 0 M = 836,02 g/mol
BnO NHBoc | m/e: 835.41 (100.0 %), 836.41 (60.5 %), 837.42

OBn (17.7 %), 838.42 (4.4 %), 837.41 (1.8 %)

Boc-N-(6-O-MMTr-B-D-glucopyranosyl)methylamin 123 (7.54 g, 13.3 mmol) wid in
absolutem THF (500 mL) unter Argonatmosphire geldst, 18-Krone-6 (0.44 g, 1.7 mmol),
Kaliumhydroxidpulver (4.0 g, 71.3 mmol) hinzugegeben und abschlieBend nach 15 min
Benzylbromid (5.3 mL, 44.6 mmol). Die weille Suspension wird itiber Nacht unter Schutzgas
(Argon) bei Raumtemperatur gerithrt. Das THF wird abrotiert, der Riickstand in
Essigsdureethylester geldst, mit Wasser ausgeschiittelt, mit Natriumsulfat getrocknet und
einrotiert. Nach Flashchromatographie mit Hexan/Essigsdureethylester (9:1) + 1 Vol%
Triethylamin erhélt man 7.0 g (8.4 mmol, 63 % d. Th.) weiles Produkt.

R¢ [Hexan/Essigsdureethylester (4:1)] = 0.33

ESI-MS : 758.4 [M - Boc + H + Na]"; 802.4 [M - ‘Bu + H + Na]"; 858.4 [M + Na]"; 920.1
[M + HCOOH + K]"; 1692.8 [2M + Na]"

'H-NMR (500 MHz, [D6]DMSO, 300 K): & = 7.44 (m, 4H, o-Ph™™), 7.31-7.18 (m, 22H,
m-Ph™" p-Ph™™M m-Ph-OMe™™™, Ph®"), 6.88 (d, J = 8.9 Hz, 2H, o-Ph-OMe™™™), 6.82
(d, J=7.2 Hz, 2H, Ph®"), 6.43 (m, 1H, NH), 4.79-4.78 (m, 3H, CH,-Ph, CHH’-Ph’), 4.65 (d, J
=11.0 Hz, 1H, CHH’-Ph’), 4.58 (d, J = 10.5 Hz, 1H, CHH’-Ph”’), 4.26 (d, J = 10.5 Hz, 1H,
CHH’-Ph™), 3.71 (s, 3H, OCH3), 3.63 (m, 1H, H"), 3.56 (m, 1H, H*), 3.43 (m, 2H, H', H?),
3.42 (m, 1H, H'), 3.41 (m, 1H, H%), 3.38 (m, 1H, H®%), 3.27 (m, 1H, H"), 3.06 (m, 1H, H®),
1.35 (s, 9H, '‘Bu)

BC-NMR (125 MHz, [D6]DMSO, 300 K): & = 130.08 (C*™™), 128.06 (C*™), 128.02 (C*™™),
127.88 (C™™), 127.68 (C*™™), 127.63 (C*™™), 126.60 (C™™), 113.07 (C*™™), 86.06 (C*),
79.60 (C°), 78.07 (C?), 77.57 (C?), 76.79 (C"), 74.44 (CH,-Ph), 73.81 (CH»-Ph’), 73.79 (CH,-
Ph>*), 62.41 (C®), 54.90 (OCH;), 41.62 (C7), 28.13 (C'BY)
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Fmoc-N-(2,3,4-Tri-O-benzyl-B-D-glucopyranosyl)methylamin (125)

OH C43Hy3NO;
BnO 0 M = 685,80 g/mol
BnO NHFmoc m/e: 685.30 (100.0 %), 686.31 (48.8 %),

OBn 687.31 (13.0 %), 688.31 (2.5 %)

Boc-N-(2,3,4-Tri-O-benzyl-6-O-MMTr--D-glucopyranosyl)methylamin 124 (1.54 g, 1.84
mmol) wird in 20 Vol% TFA in DCM (100 mL) gelost, mit einem Spritzer Wasser versehen
und 1 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wird abrotiert und Restspuren an
TFA durch dreimaliges Koevaporieren mit Toluol entfernt. Der Riickstand wird in THF
(30 mL) gelost und eine Losung aus Fmoc-Chlorid (0.75 g, 2.90 mmol) in THF (5 mL)
hinzugegeben. Die Reaktionslésung wird auf 0 °C im Eisbad gekiihlt und
Natriumhydrogencarbonat (0.2 g, 2.38 mmol) in Wasser (5 mL) hinzugegeben. Die Losung
wird unter Riithren langsam auf Raumtemperatur gebracht. Nach 1 h erfolgt die Zugabe von
gesittigter, wissriger Natriumhydrogencarbonatlosung (10 mL) und Fmoc-Chlorid (0.3 g,
1.16 mmol) in THF (5 mL). Nach einer weiteren Stunde ist die Reaktion vollstindig (DC-
Kontrolle). Die Reaktionslosung wird mit stark saurem lonenaustauscher Amberlite IR 120
der Firma Fluka angesduert, der lonenaustauscher anschlieend abfiltriert und mehrmals mit
Essigsdureethylester gewaschen. Die wissrige Phase wird viermal mit Essigsdureethylester
ausgeschiittelt, die organischen Phasen vereint und das Losungsmittel abrotiert. Der
Riickstand wird iiber eine Flashsdule mit Hexan/Essigsdureethylester (4:1 — 2:1 — 1:1)

chromatographisch gereinigt. Man erhélt 0.89 g (1.3 mmol, 71 % d. Th.) weifes Produkt.
R¢ [Hexan/Essigsaureethylester (1:1)] = 0.37

ESI-MS: 179.2 [Fmoc — CO,]"; 686.2 [M + H]"; 708.3 [M + Na]*; 770.1 [M + HCOOH +
K]"; 838.1 [M + 2 HCOOH — H + Na + KJ*; 1047.9 [(3M + H + K)/2]*"; 1370.9 [2M + H];
1393.0 [2M + Na]"; 1523.1 [M — 2 HCOOH - H + Na + K]"; 1733.4 [(5M + H + K)/2]**

'H-NMR (500 MHz, [D6]DMSO0, 300 K): & = 7.88 (d, J = 7.6 Hz, 2H, Fmoc), 7.69 (d, J = 7.5
Hz, 2H, Fmoc), 7.39 (m, 2H, Fmoc), 7.36-7.21 (m, 18H, NH, Fmoc, 3 CH,-C¢Hs), 4.83 (d, J
=11.3 Hz, 1H, CHH’-Ph), 4.79 (d, J = 11.3 Hz, 1H, CHH’-Ph), 4.73-4.71 (m, 2H, CHH’-Ph’,
CHH’-Ph’* ), 4.62 (d, J = 11.1 Hz, 1H, CHH’-Ph’), 4.54 (d, J = 10.7 Hz, 1H, CHH’-Ph”"),
431 (m, 2H, CH,"™*), 4.23 (t, ] = 7.0 Hz, 1H, CH"™), 3.67 (m, 1H, H’), 3.66 (m, 1H, H°),
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3.52 (m, 1H, H%), 3.44 (m, 1H, H"), 3.43 (m, 1H, H*), 3.34 (m, 1H, H"), 3.28 (m, 1H, H°),
3.26 (m, 1H, H?), 3.20 (m, 1H, H")

BC-NMR (125 MHz, [D6]DMSO, 300 K): 8 = 128.40 (C*™™), 127.94 (C*™™), 127.88 (C*™™),
127.77 (C*™™), 127.72 (C*™™), 127.61 (C™), 127.26 (CF™*), 125.34 (CF™*), 120.29 (CF™),
86.07 (C*), 79.15 (C%, C°), 78.25 (CY), 76.94 (C"), 74.58 (CH,-Ph), 74.07 (CH,-Ph’, CH,-
Ph>*), 65.61 (CH,"™), 60.91 (C%), 46.91 (CH™), 41.79 (C7)

7-N-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-2,6-anhydro-3,4,5-tri-O-benzyl-7-desoxy-
L-glycero-L-gulo heptonsiure [Fmoc-Gum(Bn);-OH] (115)

BnO 0 M = 699,79 g/mol
BnO NHFmoc m/e: 699.28 (100.0 %), 700.29 (48.8 %),
OBn 701.29 (13.2 %), 702.29 (2.6 %)

Fmoc-N-(2,3,4-Tri-O-benzyl-B-D-glucopyranosyl)methylamin 125 (0.42 g, 0.61 mmol) wird
in Dichlormethan (2 mL) gelost und im Eisbad gekiihlt. 2,2,6,6-Tetramethylpiperidin-1-oxyl
(TEMPO, 16 mg, 0.1 mmol) wird hinzugefiigt und anschliefend eine Losung aus geséttigter,
wissriger Natriumhydrogencarbonatlésung (1.3 mL), Kaliumbromid (20 mg, 0.17 mmol) und
Tetrabutylammoniumbromid (25 mg, 78 umol). Wihrend die Reaktionsmischung im Eisbad
gekiihlt wird, tropft man langsam eine Losung aus 13 Gew%iger Natriumhypochloritlosung
(0.92 mL, 2.00 mmol), gesittigter, wassriger Natriumhydrogencarbonatlésung (0.67 mL) und
gesdttigter Kochsalzlosung (1.35 mL) hinzu, so dass der pH-Wert niemals den Wert 10
iibersteigt. Nach 75 min ist die Reaktion beendet (DC-Kontrolle). Die Reaktionslosung wird
mit Dichlormethan und Wasser zur besseren Phasentrennung verdiinnt. Die wissrige Phase
wird mit stark saurem lonenaustauscher Amberlite IR 120 der Firma Fluka angesduert und
mehrmals mit Essigsdureethylester ausgeschiittelt. Die organischen Phasen werden vereint,
die  Losungsmittel  abrotiert und der  Riickstand  chromatographisch  mit
Hexan/Essigsdureethylester (2:1) —  Chloroform/Methanol  (39:1) gereinigt. Das
chromatographisch gereinigte Produkt wird aus Dioxan lyophylisiert. Man erhilt 0.41 g (0.59
mmol, 96 % d. Th.) weilles Pulver, das fiir Oligomerisierungsversuche verwendet werden

kann.
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R¢ [CHCl3/MeOH (4:1)] = 0.60

ESI-MS: 179.2 [Fmoc — CO,]"; 388.3 [(M + 2K)/2]*"; 700.3 [M + H]"; 722.6 [M + Na]";
738.4 [M + K]"; 1069.2 [(3M + H + K)/2]*"; 1399.3 [2M + H]; 1421.4 [2M + Na]*; 1437.7
[2M +K]*; 1768.4 [(5M + H + K)/2]**

'H-NMR (500 MHz, [D6]DMSO, 300 K): & = 7.87 (d, ] = 7.13 Hz, 2H, Fmoc) 7.70 (m, 2H,
Fmoc), 7.39 (m, 3H, NH, Fmoc), 7.32-7.24 (m, 17H, Fmoc, 3 CH,-C¢Hs), 4.82 (d, J = 11.3
Hz, 1H, CHH’-Ph) 4.77 (d, ] = 11.3 Hz, 1H, CHH’-Ph), 4.74 (d, ] = 11.2 Hz, 1H, CHH’-Ph"),
470 (d, J = 10.9 Hz, 1H, CHH’-Ph**), 4.59 (m, 2H, CHH’-Ph’, CHH’-Ph”’), 4.26 (m, 2H,
CH,"™*), 4.20 (m, 1H, CH™®), 3.83 (d, ] = 9.3 Hz, 1H, H°), 3.74 (m, 1H, H’), 3.64 (dd, J34
=9.1 Hz, J45 = 9.3 Hz, 1H, H"), 3.47 (m, 1H, H"), 3.46 (m, 1H, H%), 3.35 (m, 1H H?), 3.14
(m, 1H, H®)

BC-NMR (125 MHz, [D6]DMSO, 300 K): & = 128.14 (C*™™), 127.51 (C*™™), 126.99 (C™™),
125.18 (C™™), 119.99 (C*™™), 84.89 (C%), 79.82 (C*), 78.78 (C?), 77.60 (C°), 77.38 (Ch,
74.33 (CH,-Ph), 73.76 (CH»-Ph’), 73.75 (CH,- Ph**), 65.48 (CH,"™), 46.59 (CH ™)

7-N-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-2,6-anhydro-7-desoxy-L-glycero-L-gulo
heptonsiure [Fmoc-Gum-OH] (114)

HO,C, CypHp3NOg
HO 0 M = 429,42 g/mol
HO NHFmoc m/e: 429.14 (100.0 %), 430.15 (25.1 %),
OH 431.15 (4.6 %)

Fmoc-N-(B-D-glucopyranosyl)methylamin 121 (0.25 g, 0.60 mmol) wird in destilliertem THF
(4 mL) gelost, anschlieBend wird TEMPO (2.6 mg, 0.02 mmol) sowie eine Losung aus
Natriumbromid (24 mg, 0.23 mmol) und Tetrabutylammoniumbromid (10 mg, 0.03 mmol) in
Wasser (12 mL) zugegeben. Die klare, hellgelbe Losung wird im Eisbad auf 0 °C gekiihlt und
binnen 75 min tropfenweise mit 13 Gew%iger Natriumhypochloritlosung (0.80 mL,
1.75 mmol) versetzt. Die Reaktionslosung wird zeitweise triib, klart dann aber wieder auf und
wird zunehmend gelber. Der pH-Wert sollte konstant bei pH 10 liegen. Nach 75 min wird
abermals 13 Gew%iger Natriumhypochloritlosung (0.40 mL, 0.87 mmol) hinzugetropft.
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Dieser Zugabe folgen noch zwei weitere jeweils im 60-Minutenabstand. Neben
Natriumhypochloritlosung (0.5 mL und 0.3 mL) wird auch noch TEMPO (je 1 Spatelspitze)
sowie Tetrabutylammoniumbromid (je 1 Spatelspitze) hinzugegeben und nach der letzten
Zugabe von NaOCl, TEMPO und Tetrabutylammoniumbromid iiber Nacht die
Reaktionslosung langsam auf Raumtemperatur gebracht. Am nédchsten Morgen wird
aufgearbeitet, in dem man die Reaktionslosung mit stark saurem Ilonenaustauscher
Amberlyst 15 der Firma Fluka auf pH 1.5 bringt, den Ionenaustauscher abfiltriert, ihn mit
Wasser sowie Essigsdureethylester wéscht, die wissrigen Losungen vereint und dreimal mit
Essigsdureethylester (je 20 mL) ausschiittelt. Die organischen Phasen werden vereint, mit
Kochsalzlosung (einmal 10 mL) und anschlieBend mit reinem Wasser (zweimal 10 mL)
gewaschen, einrotiert und der Riickstand zweimal mit Toluol (je 15 mL) koevaporiert. Der
gelbe, kristalline Riickstand wird in Diethylether aufgenommen, die gelben Verunreinigungen
gehen dabei in Losung. Zuriick bleibt ein weiller Feststoff, der im Hochvakuum getrocknet

wird. Die Ausbeute betrdgt 0.2 g (0.47 mmol, 78 % d. Th.).
R{ Chloroform/Methanol (4:1)] = 0.09; R{ Acetonitril/Wasser (4:1)] = 0.44 - 0.62

ESI-MS: 179.2 [Fmoc — CO,]"; 430.1 [M + H]"; 452.4 [M + Na]"; 509.0 [M + H,O — H + Na
+K]"663.9 [(3M + H + K)/2]*"; 683.1 [(3M + 2K)/2]*"; 859.1 [2M + H]"; 881.2 [2M + Na];
897.3 [2M + K]"; 1326.0 [3M + K]"; 1364.3 [3M —H + 2K]"

'H-NMR (500 MHz, [D6]DMSO, 300 K): & = 12.,58 (bs, 1H, CO,H), 7.87 (d, J = 7.5 Hz, 2H,
Fmoc), 7.69 (d, ] = 7.6 Hz, 2H, Fmoc), 7.4 (m, 2H, Fmoc), 7.31 (m, 2H, Fmoc), 7.29 (m, 1H,
HY), 4.24 (m, 2H, CH,"™), 4.21 (m, 1H, CH™), 3.54 (d, J4 s = 9.7 Hz, 1H, H’), 3.48 (m,
1H, H’), 3.31 (dd, J5.4 = 9.3 Hz, J4 s = 9.7 Hz, 1H, H"), 3.19 (m, 1H, H'"), 3.16 (dd, J».3 =9.0
Hz, J5.4=9.3 Hz, 1H, H), 2.95 (dd, J,.3=9.0 Hz, J| , = 9.2 Hz, 1H, H%), 2.93 (m, 1H, H)

BC-NMR (125 MHz, [D6]DMSO, 300 K): & = 170.97 (CO,H), 156.41 (NHCO), 144.09
(C™), 144.06 (C™°), 140.87 (C™), 127.45 (C™), 126.97 (C™), 125.15 (C™),
119.95 (CF™*), 79.37 (C), 78.76 (C), 77.24 (C?), 71.54 (C"), 71.48 (C?), 65.44 (CH,"™™),
46.59 (CH™), 42.26 (C7)
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7-N-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-3,4,5-tri-O-acetyl-2,6-anhydro-7-desoxy-
L-glycero-L-gulo heptonsiure [Fmoc-Gum(Ac);-OH] (120)

HO,C CogHy9NOy;
AcO 0 M = 555,53 g/mol
AcO NHFmoe | m/e: 555.17 (100.0 %), 556.18 (32.0 %),
OAc 557.18 (7.2 %), 558.18 (1.2 %)

7-N-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-2,6-anhydro-7-desoxy-L-glycero-L-gulo
heptonsdure 114 (3.0 g, 6.99 mmol) wird in absolutem Pyridin (100 mL) geldst, mit
Essigsdureanhydrid (50 mL) und 4-Dimethylaminopyridin (1 Spatelspitze) versehen und bei
Raumtemperatur geriihrt. Die anfénglich gelbe Reaktionslosung wird mit der Zeit braun.
Nach 2 h wird die Reaktionslésung einrotiert (z. T. im Hochvakuum) und der Riickstand
chromatographisch mit Chloroform/Ethanol (4:1) gereinigt. Die vollstindige Abtrennung
eines strukturell ungeklarten Nebenprodukts (vermutlich umgelagertes Eliminierungsprodukt)
gelingt leider nicht. Das Produkt wird aus Dioxan lyophylisiert. Die Ausbeute betrdgt 1.89 g
( 3.4 mmol, 49 % d. Th.).

R{ Chloroform/Methanol (4:1)] = 0.19

ESI-MS: 179.2 [Fmoc — CO,]"; 556.1 [M + H]"; 578.3 [M + Na]’; 594.2 [M + K]"; 1133.2
[2M + Na]"; 1149.3 [2N + K]

'H-NMR (500 MHz, [D6]DMSO, 300 K): & = 7.88 (d, J = 7.52 Hz, 2 H, Fmoc), 7.68 (m, 2H,
Fmoc), 7.56 (m, 1H, HN), 7.41 (m, 2H, Fmoc), 7.32 (m, 2H, Fmoc), 527 (t, Jo3 = J34 =
9.47 Hz, 1H, HY), 5.01 (dd, J34 = 9.47 Hz, J45=9.75 Hz, 1H, H*), 4.79 (dd, J;, =9.61 Hz, J,3
=9.47 Hz, 1H, H?), 4.27 — 4.20 (m, 4H, CH,"™*, H>, CH™"°), 3.82 (m, 1H, H"), 3.30 (m, 1H,
H’), 3.17 (m, 1H, H"), 2.02 (s, 3H, CH3*°), 1.96 (s, 3H, CH;"°), 1.93 (s, 3H, CH;"%)

BC-NMR (125 MHz, [D6]DMSO, 300 K): & = 169.80 (CO), 169.45 (CO), 169.16 (CO),
144.12 (CF™*), 140.87 (C™©), 127.56 (C™), 127.02 (C™*), 125.11 (C™), 120.03
(C™), 75.45 (C), 74.85 (C), 72.91 (C?), 69.30 (C?), 69.01 (C*), 65.48 (CH,"™), 46.59
(CH ™), 41.46 (C7), 20.67 (CH;3*), 20.31 (2 CH5™)
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5.5 HPLC-, ESI-MS- und NMR-Daten der linearen und
zyklischen Oligomeren

5.5.1 HPLC- und ESI-MS-Daten

Tabelle 5.1: HPLC- und ESI-MS-Daten der linearen Oligomeren mit Gum(Bn); in
Kombination mit Gly, L-Ala, D-Ala, L-Lys, D-Lys, L-Phe oder D-Phe.

Oligomere HPLC  ESI-MS (+
[min] 0.1 % HCOOH)
H,N-Gum(Bn);-Gly-Gum(Bn);-Gly-OH 132 20.5° 1051.6 [M +H]"

1052.5 [My3c + H]"
1073.6 [M + Na]"
1089.4 [M + K]"
H,oN-Gum(Bn);-Ala-Gum(Bn);-Ala-OH 133 21.5° 1079.5 [M + H]"
1080.5 [M3¢c + H]"
1101.5 [M + Na]"
1117.5 M +K]"
H,oN-Gum(Bn);-Ala-Gum(Bn);-D-Ala-OH 134 21.6° 1079.6 [M + H]"
1080.6 [M 3¢ + H]"
1101.6 [M + Na]"
H,N-Gum(Bn);-D-Ala-Gum(Bn);-D-Ala-OH 135 22.5° 1079.6 [M + H]"
1080.5 [M3c + H]"
1101.6 [M + Na]"
H,N-Gum(Bn)3-Lys(Boc)-Gum(Bn);-Phe-OH 136 21.99°  1212.9[M - Boc +
2H]"
1312.8 [M + H]"
1313.8 [My3c + H]"
1334.8 [M + Na]"
H,N-Gum(Bn)3-Lys(Boc)-Gum(Bn)3;-D-Phe-OH 137 22.09°  1212.5[M - Boc +
2H]"
1312.4 [M + H]"
1313.4 [My3c + H]"
1334.4 [M + Na]"
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Tabelle 5.1: Teil II

Oligomere HPLC ESI-MS (+
[min] 0.1 % HCOOH)
H,N-Gum(Bn);-D-Lys(Boc)-Gum(Bn);-Phe-OH 138 21.50°  1212.6 [M - Boc +
2H]"
1312.5 [M +H]"
1313.5 [My3c + H]"
1334.6 [M + Na]"
H,N-Gum(Bn);-D-Lys(Boc)-Gum(Bn);-D-Phe-OH 139 22.23°  1212.8 [M - Boc +

H,;N-Gum(Bn);-Ala-Gum(Bn);-Ala-Gum(Bn);-Ala-OH 140 22.5°

2H]"

1312.7 [M +H]"
1313.7 [My3c + H]"
1334.7 [M + Na]"
1609.7 [M + H]"
1610.6 [M3c + H]"
1631.7 [M + Na]"
1647.6 [M +K]"

a): 5 um ODS-A YMC 20 x 250 mm HPLC-S&ule, 60 — 100 % B in 30 min; (B = CH;CN + 0.1 % TFA)
b): 5 um ODS-A YMC 20 x 250 mm HPLC-S&ule, 80 — 100 % B in 30 min; (B = CH;CN + 0.1 % TFA)
¢): 5 um ODS-A YMC 4.6 x 250 mm HPLC-Saule, 55 — 90 % B in 30 min; (B = CH;CN + 0.1 % TFA)
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Tabelle 5.2: HPLC- und ESI-MS-Daten der linearen Oligomeren mit Gum(H); in

Kombination mit Gly, L-Lys, D-Lys, L-Phe oder D-Phe.

Oligomere

HPLC

[min]

ESI-MS (+
0.1 % HCOOH)

H,;N-Gum-Lys(Boc)-Gum-Phe-OH 126

H,;N-Gum-Lys(Boc)-Gum-D-Phe-OH 127

H,;N-Gum-D-Lys(Boc)-Gum-Phe-OH 128

H,;N-Gum-D-Lys(Boc)-Gum-D-Phe-OH 129

H,N-Gum-Gly-Gum-Gly-Gum-Gly-OH 130

H,N-Gum-Gly-Gum-Gly-Gum-Gly-Gum-Gly-OH 131

22.85°

22.42°

21.84°

22.24°

14.19°

11.83°

672.5 [M - Boc + 2H]"
7723 [M+H]"

794.4 [M + Na]”
672.4 [M - Boc + 2H]"
7723 [M+H]"

773.2 [My3c + H]"
672.5 [M - Boc + 2H]"
7723 [M+H]"

773.3 [Mi3c + H]
794.4 [M + Na]"
672.4 [M - Boc + 2H]"
7723 [M+H]"

773.3 [My3c + H]
794.3 [M + Na]"

979.6 [M + H]"

980.6 [M3¢c + H]"
1001.7 [M + Na]"
1017.5 [M+K]"
12255 [M+H]"
1226.4 [My3c + H]
1247.6 [M + Na]"
1263.5 [M+K]"

a): 5 um ODS-A YMC 4.6 x 250 mm HPLC-S&ule, 55 — 90 % B in 30 min; (B = CH;CN + 0.1 % TFA)
b): 5 um ODS-A YMC 4.6 x 250 mm HPLC-Séule, 20 — 50 % B in 30 min; (B = CH;CN + 0.1 % TFA)
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Tabelle 5.3: HPLC- und ESI-MS-Daten der linearen Homooligomeren mit Gum(Bn);

Oligomere

HPLC

[min]

ESI-MS (+
0.1 % HCOOH)

H,oN-{Gum(Bn)3},-OH 142

HzN- {Gum(Bn)3 } 3-OH 143

HzN- {Gum(Bn)3 } 4-OH 144

H,N-{Gum(Bn)s}s-OH 145

H,N-{Gum(Bn)s}6-OH 146

7.95°

15.97°

23.45°

28.98"

33.18°

937.5 [M+H]"
938.4 [My3c + H]"
959.4 [M + Na]"
975.4 M +K]"
1396.7 [M +H]"
1397.6 [My3c + H]"
1418.7 [M + Na]”
14345 M +K]"
1855.9 [M +H]"
1856.8 [My3c + H]"
23149 [M+H]"
2315.5 [My3c + H]
2336.8 [M + Na]"
27743 [M+H]"

a): 5 um ODS-A YMC 4.6 x 250 mm HPLC-Séule, 70 — 100 % B in 30 min; (B = CH3;CN + 0.1 % TFA)
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Tabelle 5.4: HPLC- und ESI-MS-Daten der zyklischen Oligomeren mit Gum(Bn); oder
Gum(H); in Kombination mit Gly, L-Ala, D-Ala, L-Lys, D-Lys, L-Phe oder D-Phe

Cyclopeptide HPLC ESI-MS (+
[min] 0.1 % HCOOH)
cyclo[-Gum-Gly-Gum-Gly-] 147 4.15° 493.3 [M +H]"

515.4 [M + Na]”
5313 [M+K]"
cyclo[-Gum-Ala-Gum-Ala-] 148 4.15° 521.1 [M+H]"
543.3 [M + Na]"
559.1 [M+K]"

cyclo[-Gum-Ala-Gum-D-Ala-] 149 5.36° 521.4[M+H]"
543.5 [M + Na]"
559.4 M +K]"

cyclo[-Gum-D-Ala-Gum-D-Ala-] 150 6.26° 521.4[M+H]"

543.5 [M + Na]”
559.4 M +K]"
cyclo[-Gum-Lys-Gum-Phe-] 151 13.13° 6543 [M+H]"
676.4 [M + Na]"
6923 [M+K]"
cyclo[-Gum-Lys-Gum-D-Phe-] 152 1470 6543 [M+H]
676.3 [M + Na]"
6922 [M+K]"

cyclo[-Gum-D-Lys-Gum-Phe-] 153 13.75° 6545 [M+H]
676.6 [M + Na]"
cyclo[-Gum-D-Lys-Gum-D-Phe-] 154 16.16° 6543 [M+H]"

676.4 [M + Na]"
692.3 [M +K]"
cyclo[-Gum(Bn);-Gly-Gum(Bn);-Gly-] 155 20.77¢ 1033.4 [M+H]"
1034.4 [M 3¢ + H]"
1055.6 [M + Na]"
1071.4 [M+K]"
cyclo[-Gum(Bn);-Ala-Gum(Bn);-Ala-] 156 20.40° 1061.7 [M+H]"
1062.7 [My3c + H]
1083.9 [M + Na]"
1099.4 [M +K]"
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Tabelle 5.4: Teil 11

Cyclopeptide

HPLC

[min]

ESI-MS (+
0.1 % HCOOH)

cyclo[-Gum(Bn);-Ala-Gum(Bn);-D-Ala-] 157

cyclo[-Gum(Bn);-D-Ala-Gum(Bn);-D-Ala-] 158

cyclo[-Gum(Bn);-Lys(Boc)-Gum(Bn);-Phe-] 159

cyclo[-Gum(Bn);-Lys(Boc)-Gum(Bn);-D-Phe-] 160

cyclo[-Gum(Bn);-D-Lys(Boc)-Gum(Bn);-Phe-] 161

cyclo[-Gum(Bn);-D-Lys(Boc)-Gum(Bn);-D-Phe-] 162

cyclo[-Gum-Ala-Gum-Ala-Gum-Ala-] 163

cyclo[-Gum(Bn);-Ala-Gum(Bn);-Ala-Gum(Bn);-Ala-]

164

22.27¢

23.68°

15.16¢

16.53¢

17.27¢

19.30¢

18.0°

24.0"

1061.4 [M +H]"

1062.4 [My3c + H]"
1083.5 [M + Na]"
1099.3 [M +K]"

10612 [M+H]"

1083.5 [M + Na]"
1194.9 [M — Boc + 2H]"
1294.6 [M + H]"

1316.8 [M + Na]"
1194.5 [M — Boc + 2H]"
12943 [M+H]"

1316.5 [M + Na]"
1194.5 [M — Boc + 2H]"
12942 [M +H]"

1316.4 [M + Na]"
1194.5 [M — Boc + 2H]"
12942 [M +H]"

1316.4 [M + Na]"

7812 [M+H]"

803.4 [M + Na]"

1591.6 [M +H]"

1592.6 [M3c + H]"
1613.7 [M + Na]"

a): 5 um ODS-A YMC 4.6 x 250 mm HPLC-Séule, 5 —20 % B in 30 min; (B = CH;CN + 0.1 % TFA)
b): 5 um ODS-A YMC 4.6 x 250 mm HPLC-Séule, 5 — 30 % B in 30 min; (B = CH3;CN + 0.1 % TFA)
¢): 5 pum ODS-A YMC 4.6 x 250 mm HPLC-Saule, 60 — 100 % B in 30 min; (B = CH3;CN + 0.1 % TFA)
d): 5 pm ODS-A YMC 4.6 x 250 mm HPLC-Séaule, 75 — 100 % B in 30 min; (B = CH;CN + 0.1 % TFA)
e): 5 um ODS-A YMC 20 x 250 mm HPLC-Saule, 0 — 70 % B in 30 min; (B = CH;CN + 0.1 % TFA)

f): 5 pm ODS-A YMC 20 x 250 mm HPLC-S&ule, 85 — 95 % B in 30 min; (B = CH;CN + 0.1 % TFA)
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Tabelle 5.5: HPLC- und ESI-MS-Daten der zyklischen Homooligomeren mit Gum(Bn);

Oligomere HPLC ESI-MS (+
[min] 0.1 % HCOOH)
cyclo[-{Gum(Bn)s},-] 165 6.38" 919.3 [M +H]"
941.5 [M + Na]"
cyclo[-{Gum(Bn);}3-] 166 13.24* 13784 [M+H]"
cyclo[-{Gum(Bn)3}4-] 167 19.63*  1837.6 [M+H]"

1859.8 [M + Na]"
1875.6 [M+K]"
cyclo[-{Gum(Bn);}s-] 168 32.03* 22972 [M+H]
cyclo[-{Gum(Bn); }6-] 169 23.7° 1398.9 [(M+H+K)/2]**
27554 [M+H]"
2778.0 [M + Na]"

a): 5 um ODS-A YMC 4.6 x 250 mm HPLC-Séaule, 90 — 100 % B in 30 min; (B = CH;CN + 0.1 % TFA)
b): 5 um C4 YMC 4.6 x 250 mm HPLC-Séule, 100 % B in 30 min; (B = CH;CN + 0.1 % TFA)

5.5.2 NMR-Zuordnungstabellen

Die folgenden Tabellen enthalten 'H/"C-Korrelationen, wie sie aus den *C-HSQC-, HMQC-
und HMQC-COSY-Spektren ermittelt wurden. Die Sequenzzuordnung erfolgte iiber HMBC-
Spektren. Fiir die exakte Zuordung der 'H-Signale bei den Spektren mit mehreren
Konformationen wurden TOCSY-Spektren herangezogen. DQF-COSY-Spektren dienten zur

allgemeinen Zuordnung der Protonen.
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Tabelle 5.7: 'H/"C-Korrelationen der zyklischen Tetramere cyclo[-Guml(R)3 — Xaa® —
Gum’(R); — Xaa'] (R = H oder Bn; Xaa = Gly, L-Ala, D-Ala, L-Phe, D-Phe, L-Lys oder
D-Lys). 'H-NMR (500 MHz), *C-NMR (125 MHz)

Xaa?

Cyclopeptid Losungs- T Gum'(R); Xaa® Gum’(R); Xaa®
mittel K]

147: D,O 300 1:3.57/7433  1:4.10/45.11 1:3.57/7433  1:4.10/45.11
R=H, 2:334/73.01 1°:3.95/45.11 2:3.34/73.01 1°:3.95/45.11
Xaa = Gly 3:3.57/79.05 3:3.57/79.05

4:3.52/80.15 4:3.52/80.15

5:3.94/80.35 5:3.94/80.35

7:3.83/42.41 7:3.83/42.41

7°:3.46/42.41 7°:3.46/42.41
148: D,0 300 1:3.28/81.52  1:4.27/53.28 1: 328 /81.52  1:4.27/53.28
R=H, 2:332/73.72 CHs: 2:332/73.72 CHs:
Xaa=L-Ala 3:3.50/75.03 1.42/18.66 3:3.50/75.03 1.42/18.66

4:3.49/79.07 4:3.49/79.07

5:3.75/81.55 5:3.75/81.55

7:4.05/42.65 7:4.05/42.65

7°:3.01/42.65 7°:3.01/42.65
149: D,0 300 1:3.50/74.19 1:439/52.17 1:3.50/74.19 1:4.36/52.73
R=H, 2:330/7299 CHs: 2:330/7299 CHs:
Xaa =L-Ala, 3:3.53/79.09 1.41/18.72 3:3.53/79.09 1.44/19.14
D-Ala 4:3.46/80.37 4:3.46/80.37

5:3.85/80.52 5:3.90/80.29

7:3.75/42.32 7:3.81/42.53

7°:3.36/42.32 7°:3.33/42.53
150: D,O 300 1:3.50/7498 1:4.42/53.24 1:3.50/7498 1:4.42/53.24
R=H, 2:3.28/73.60 CHs: 2:3.28/73.60 CHs:
Xaa =D-Ala 3:3.54/7993 1.43/19.83 3:3.54/79.93 1.43/19.83

4:3.52/80.97 4:3.52/80.97

5:3.8/81.26 5:3.8/81.26

7:3.63/43.15 7:3.63/43.15

7°:3.54/43.15

7°:3.54/43.15
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Tabelle 5.7: Teil 11

Cyclopeptid Losungs- T Gum'(R); Xaa’ Gum’(R); Xaa®
mittel K]
151: H,0 293 NH: 8.01 NH: 8.06 NH: 8.18 NH: 8.03
R=H, 1:334/81.17 1:431/56.51 1:3.31/81.10 1:4.62/57.53
Xaa® = L-Lys, 2:332/7395 2:1.88/32.93 2:3.23/73.84 2:3.21/39.39
Xaa®=L-Phe 3:348/79.28 2°:1.80/3293 3:3.41/79.13 2°:3.02/39.39
4:345/7538 3:145/2491 4:298/7499 3:7.30/131.87
5:3.76/81.28 3°:137/2491 5:3.68/8039 4:7.39/131.35
7:3.72/43.01 4:1.70/28.87 7:3.81/43.01 5:7.33/129.81
7°:3.30/43.01 5:3.00/41.84 7°:3.26/43.01
NH,: 7.57
152: H,O 293 NH: 7.88 NH: 8.24 NH: 7.84 NH: 8.35
R=H, 1:345/78.08 1:434/5426 1:3.46/78.08 1:4.65/55.11
Xaa® = L-Lys, 2:331/71.14  2:194/3040 2:3.19/70.55 2:3.31/36.48
Xaa* = D-Phe 3:3.55/77.06 2°:1.75/30.40 3:3.48/76.95 2°:3.06/36.48
4:346/72.57 3:148/22.60 4:339/71.81 3:7.29/129.04
5:3.89/78.05 3°:1.41/22.60 5:3.73/77.79 4:7.39/129.04
7:3.93/40.55 4:1.71/26.52 7:3.69/39.95 5:7.34/127.53
7°:3.25/40.55 5:3.01/39.70 7°:3.48/39.95
NH,: 7.57
153: H,O 293 NH: 7.90 NH: 8.68 NH: 7.97 NH: 8.27
R=H, 1:3.54/78.04 1:4.43/53.60 1:3.42/77.58 1:4.71/55.06
Xaa® = D-Lys, 2:336/7098  2:2.02/30.37 2:3.20/70.63 2:3.38/36.90
Xaa* = L-Phe 3:3.58/77.01 2°:1.75/30.37 3:3.44/76.80 2°:3.03/36.90
4:3.57/71.69 3:149/2238 4:2.89/72.00 3:7.32/129.56
5:393/78.19 3°:1.44/2238 5:3.81/76.64 4:7.44/129.13
7:3.72/40.18 4:1.71/26.47 7:3.87/40.44 5:7.38/127.62
7°:3.48/40.18 5:3.02/39.70 7°:3.32/40.44
NH,: 7.54
154: H,0 293 NH:7.83 NH: 8.56 NH: 7.94 NH: 8.37
R=H, 1:3.55/77.31 1:4.40/53.67 1:3.50/77.34 1:4.71/55.08
Xaa® = D-Lys, 2:330/70.82 2:2.00/30.13 2:3.24/70.00 2:3.32/36.64
Xaa®* = D-Phe 3:3.56/77.08 2°:1.77/30.13 3:3.49/76.83 2°:3.00/36.64
4:3.48/71.7 3:1.52/2243 4:339/71.72  3:7.32/129.43
5:3.89/78.25 3°:1.44/2243 5:371/77.52 4:7.40/128.92
7:3.82/40.20 4:1.71/26.41 7:3.65/39.79 5:7.35/127.32
7°:3.32/40.20 5:3.02/39.64 7°:3.60/39.79

NH,: 7.60
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Tabelle 5.7: Teil 111
Cyclopeptid Losungs- T Gum'(R); Xaa® Gum’(R); Xaa®
mittel K]

155: [D6]DMSO 300 NH: 7.31 NH: 8.51 NH: 7.31 NH: 8.51
R=Bn, 1:3.47/76.18 1:3.99/42.60 1:347/76.18 1:3.99/42.60
Xaa = Gly 2:332/77.50 1°:3.66/42.60 2:332/77.50 1°:3.6/42.60

3:3.73/85.13 3:3.73/85.13

4:3.56/80.35 4:3.56/80.35

5:3.95/76.62 5:3.95/76.62

7:3.56/38.19 7:3.56/38.19

7°:3.49/38.19 7°:3.49/38.19

CH,™": CH,™":

480, 474 / 480, 474 /

74.70 74.70

4.66, 458 / 4.66, 458 /

73.85 73.85

4.65 — 4.61 / 4.65 — 4.61 /

74.00 74.00

Ph"": Ph"":

7.30/128.05 7.30/128.05

7.26, 7.19 / 7.26, 7.19 /

127.80 127.80

7.23/127.34 7.23/127.34
156: [D6]DMSO 300 NH: 7.5 NH: 7.87 NH: 7.5 NH: 7.87
R=Bn, 1:332/77.33  1:4.19/48.77 1:332/7733 1:4.19/48.77
Xaa=L-Ala 2:3.34/79.01 CH;: 2:3.34/79.01 CH;:

3:3.71/8441 1.25/18.14 3:3.71/84.41 1.25/18.14

4:3.61/80.28 4:3.61/80.28

5:3.78/77.85 5:3.78 /77.85

7:3.54/39.57 7:3.54/39.57

7°:3.30/39.57 7°:3.30/39.57

CH,™: CH,™:

479, 474 / 479, 474 /

74.30 74.30

475, 4.62 / 475, 4.62 /

73.74 73.74

4.55/73.41 4.55/73.41

Ph"": Ph"":

7.33/128.18 7.33/128.18

7.29/127.91 7.29/127.91

7.28/127.41 7.28/127.41
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Tabelle 5.7: Teil IV

Cyclopeptid Losungs- T Gum'(R); Xaa® Gum’(R); Xaa®
mittel K]

157: [D6]DMSO 300 NH: 7.36 NH: 8.84 NH: 6.93 NH: 8.20
R=Bn, 1:331/77.99 1:4.29/48.56 1:3.41/76.97 1:4.28/49.08
Xaa = L-Ala, 2:3.36/78.81 CHj: 2:3.32/78.64 CHs:
D-Ala 3:3.71/85.05 1.21/17.03 3:3.75/84.00 1.26/17.98

4:3.70/79.64 4:3.63/80.20

5:3.80/77.48 5:3.8/78.06

7:3.80/39.38 7:4.00/39.92

7°:3.15/39.38 7°:2.90/39.92

CH,™": CH,™":

4.80-4.52/ 4.80-4.52/

74.44 —73.51 74.44 —73.51

Ph®": Ph®":

7.34-7.18/ 7.34-7.18/

128.20 - 127.42 128.20 - 127.42
159: [D6]DMSO 293 NH: 7.54 NH: 7.82 NH: 7.65 NH: 7.90
R=Bn, 1:337/77.13  1:4.15/53.07 1:3.29/77.39 1:4.49/54.55
Xaa® = 2:337/79.00 2:1.71/31.62 2:3.29/78.83 2:3.10/37.83
L-Lys(Boc), 3:3.73/84.53  2°:1.62/31.62 3:3.62/84.47 2°:2.89/37.83
Xaa* = L-Phe 4:3.63/80.65 3:1.33/22.87 4:3.16/80.86 Ph:

5:3.82/77.87 3°:125/2287 5:3.71/7730 7.36-7.08/

7:3.62/39.70  4:1.32/29.16 7:3.57/39.70 138.74 - 127.71

7°:3.28/39.70 5:2.82/39.57 7°:3.27/39.70

CH,™™: NHBoc: 6.73  CH,™:

4.81-4.46/ ‘Bu: 404 & 3.79

74.76 — 73.67 1.31/28.14 /73.43

Ph®": 4.81-4.46/

7.36—-7.08/ 74.76 — 73.67

138.74 - 127.71 Ph®":

7.36—-7.08/

138.74 - 127.71
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Tabelle 5.7: Teil V
Cyclopeptid Losungs- T Gum'(R); Xaa® Gum’(R); Xaa®
mittel K]
160: [D6]DMSO 293 NH: 7.02 NH: 8.15 NH: 7.46 NH: 8.85
R=Bn, 1:344/76.99 1:424/5333 1:333/77.84 1:4.52/54.78
Xaa® = 2:334/78.70  2:1.74/31.66 2:3.29/78.53 2:3.16/36.71
L-Lys(Boc), 3:3.78/84.25 2°:1.64/31.66 3:3.69/84.91 2°:2.86/36.71
Xaa' = D-Phe 4:3.59/80.77 3:131/22.99 4:3.60/78.92 Ph:
5:390/77.87 3°:121/2299 5:3.78/77.11 7.59-7.00/
7:4.06/40.14 4:1.32/2897 7:3.77/39.26 138.70-138.14
7°:2.95/40.14 5:2.82/39.56 7°:3.22/39.26
CH,™™: NHBoc: 6.72  CH,™:
4.81-4.56/ ‘Bu: 433 & 427 /
74.58 — 73.69 1.31/28.13 73.16
Ph®": 4.81-4.56/
7.59-7.00/ 74.58 — 73.69
138.70 — 138.14 Ph®":
7.59-7.00/
138.70 — 138.14
161: [D6]DMSO 293 NH: 7.73 NH: 8.81 NH: 6.90 NH: 8.23
R =Bn, 1:3.34/78.08 1:4.23/53.05 1:333/77.19 1:4.49/5548
Xaa® = 2:341/79.15  2:1.76/30.87 2:3.24/78.54 2:3.15/37.90
D-Lys(Boc), 3:3.76/85.17 2°:1.47/30.87 3:3.60/84.33 2°:2.91/37.90
Xaa*=L-Phe 4:3.73/79.19 3:1.14/22.69 4:2.8/81.15 Ph:
5:3.87/77.47 4:1.22/29.06 5:3.70/77.16  7.36-7.06/
7:3.97/39.65 5:2.73/39.37 7:4.12/39.97 129.58-127.52
7°:3.15/39.65 NHBoc: 6.69 7°:2.94/39.97
CH,™": ‘Bu: CH,™":
482 — 456 / 1.34/28.18 482 — 456 /
74.54 - 73.93 74.54 - 73.93
Ph®": 378 & 3.46 /
7.36—7.06/ 73.48
129.58 — 127.52 Ph®":
7.36 -7.06/

129.58 —127.52
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Tabelle 5.7: Teil VI

Cyclopeptid Losungs- Gum'(R); Xaa® Gum’(R); Xaa®
mittel
162: [D6]DMSO NH: 7.84 NH: 7.98 NH: 7.80 NH: 8.12
R=Bn, 1:3.52/76.15 1:435/52.72 1:3.52/76.15 1:4.66/53.74
Xaa® = 2:330/77.34  2:1.78/3091 2:334/77.12 2:3.13/36.80
D-Lys(Boc), 3:3.69/85.61 2°:1.56/3091 3:3.69/85.61 2°:2.86/36.80
Xaa* = D-Phe 4:349/80.60 3:122/2286 4:3.49/80.60 Ph:
5:3.85/7597 4:135/2924 5:392/76.15 7.31-7.10/
7:3.63/3832 5:2.87/39.59 7:3.65/38.32 128.85-126.24
7°:3.15/38.32 NHBoc: 6.78 7°:3.26/38.32
CH,™": ‘Bu: CH,™":
4.82-73.86/ 1.35/28.19 4.82-73.86/
75.02 —73.86 75.02 —73.86
Ph"": Ph"":
7.31-7.10/ 7.31-7.10/

128.85-126.24

128.85-126.24
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Tabelle 5.8: "H/">C-Korrelationen der zyklischen Hexamere cyclo[-Gum(R);-Ala-Gum(R);-
Ala-Gum(R)3-Ala-] (R = H oder Bn) in DMSO bei 300 K. '"H-NMR (500 MHz), *C-NMR
(125 MHz)

Hexamer Gum(R); L-Ala

R=H NH: 7.52 NH: 8.04
1:3.19/77.67 1: 427/ 48.61
2:2.96/71.50 CH;: 1.31/16.76
3:3.16/77.01
4:3.27/72.06
5:3.54/77.77
7:3.53/40.68
7°:3.01/40.68
OH*: 5.17
OH’:5.13
OH*: 5.08
R=Bn NH: 7.52 NH: 8.31
1: 3.36 / 76.42 1:4.21/49.14
2:3.34/78.47 CH,: 1.26/17.47
3:3.62/84.99
4:3.74/79.75
5:3.81/77.83
7:3.45/39.16
7°:3.22/39.16
CH,": 4.79 & 472/ 74.27
4.66 & 4.56 / 73.72
4.62/73.66
Phe®": 7.30-7.15 / 128.83, 128.34,
128.28, 128.23, 128.11, 127.78,
127.50, 127.48
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Tabelle 5.9: 'H/"*C-Korrelationen der zyklischen Homooligomeren cyclo[-{Gum(Bn)3},-] (n
=2 bis 6) in CDCls. IH-NMR (500 MHz), *C-NMR (125 MHz)

Homooligomer Gum(Bn),
277K 293 K
n=2 NH: 7.17 NH: 7.15
1: 407 /72.23 1: 405/ 72.41
2:3.65/75.84 2:3.64/76.00
3:3.84/81.75 3:3.83/82.15
4:4.55/74.67 4:4.53/75.07
5:4.62/74.68 5:4.59 /74.81
7:4.42/37.79 7:4.39/37.87
7°:3.12/37.79 7°:3.11/37.87
CH,"": 4.63/70.90 CH,"”": 4.61/71.01
4.58 & 4.40 / 74.21 4.57 & 4.40 / 74.26
4.50 & 4.32/70.58 4.49 & 4.31/70.77

Phe®: 7.33 — 7.21, 7.12 — 7.08, Phe®™ 7.34 — 7.19, 7.10 — 7.08,
7.02 - 699 / 128.78, 12853, 7.02 — 7.00 / 128.81, 128.74,
128.26, 128.18, 127.99, 127.73, 128.53, 128.24, 128.19, 128.14,

127.70, 127.66 127.99, 127.75, 127.72, 127.65
n=3 NH: 6.47 NH: 6.42

1: 3.53/76.92 1: 3.53/77.10

2:3.29/78.85 2:3.29/78.93

3:3.73/85.35 3:3.72/85.35

4:3.62/80.24 4:3.63/80.40

5:3.83/78.01 5:3.84/78.32

7:3.69/40.15 7:3.34/40.18

7°:3.30/40.15 7°:3.69 /40.18

CH,"": 4.90 & 4.78 / 75.60 CH,"": 4.87 & 4.76 / 75.51
4.79 & 4.61/74.80 4.76 & 4.60 / 74.80
4.69/75.14 4.70 & 4.65/75.09

Phe®": 7.32 — 7.22/128.49, 128.46, Phe®": 7.30 — 7.20 / 128.47, 128.39,
128.41, 128.04, 127.95, 12791, 128.04, 127.92, 127.86, 127.76
127,81, 127.77
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Tabelle 5.9: Teil 11

Homooligomer Gum(Bn);
277K 293K
n=4 NH: im Aromatenbereich NH: 7.42

1:3.46/78.17 1:3.37/77.03

2:3.46/78.17 2:3.46/78.69

3:3.70/85.13 3:3.69/85.26

4:3.89/78.55 4:3.88/79.03

5:3.89/76.58 5:3.88/77.12

7:3.35/38.78 7:3.36/39.35

7°:3.35/38.78 7°:3.57/39.35

CH,"™: 4.91/74.52 CH,"": 4.90 / 74.70
4.80/74.66 478 & 4.56 / 74.82
4.56 /74.62 4.64/74.57

Phe®": 7.72 — 6.81 / 128.49, 128.43, Phe®™ 7.59 — 7.00 / 128.89 —

128.41, 12826, 128.07, 127.97, 12835

127.85

n=>5 NH: 6.83 NH: 6.75

1: 3.33/76.82 1:3.35/76.97

2:3.31/78.40 2:3.29/78.58

3:3.66/84.97 3:3.65/84.94

4:3.64/79.91 4:3.64/79.99

5:3.70 / 78.09 5:3.70 / 78.28

7:3.55/40.08 7:3.55/40.25

7°: 3.40 / 40.08 7°:3.37/40.25

CH,"™: 4.85 & 4.75/75.11 CH,": 4.83 & 4.72/75.09
471 & 4.51/74.47 4.69 & 4.50 / 74.42
4.62/74.82 4.60/74.75

Phe®": 7.28 — 7.18 / 128.53, 128.43, Phe®: 7.26 — 7.14 / 128.53, 128.42,
128.19, 128.11, 128.01, 127.87, 128.17, 128.09, 127.97, 127.82,
127.79 127.74
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Tabelle 9: Teil 111

Homooligomer Gum(Bn),
277K 293 K
n==6 NH: im Aromatenbereich NH: im Aromatenbereich
1: 3.40/76.33 1: 3.39/76.52
2:3.39/78.08 2:3.39/78.17
3:3.65/84.82 3:3.65/84.78
4:3.70/78.08 4:3.74/79.19
5:3.73/77.72 5:3.74/77.89
7: im Rauschen 7:3.47/40.00

7’°: im Rauschen

CH,"": 4.83 & 4.72/ 74.65
4.65/74.36
4.60 & 4.48 / 74.22

7°: 3.43/40.00

CH,"": 4.83 & 4.72/ 74.67
4.66 & 4.52/74.17
4.66 / 74.33

Phe®": 7.31 — 7.15/128.75, 128.45, Phe®: 7.30 — 7.22/ 128.45, 128.44,

128.41, 128.12, 127.92, 127.85,
127.77,127.72

128.41, 128.10, 127.90, 127.85,
127.82

5.5.3 Temperaturmessreihen

Die Spektren in Wasser wurden auf Tetramethylsilan (0 ppm) geeicht, die Spektren in DMSO

auf das Losungsmittelsignal. Mit Hilfe des Programms Microcal Origin 5.0 wurden aus den

chemischen Verschiebungen der einzelnen Amidprotonen bei 293 K, 297 K, 300 K, 305 K,

310 K, 315 K und 320 K Regressionsgeraden erstellt. Aus deren jeweiliger Steigung wurden

die Temperaturkoeffizient berechnet. In Fillen, in denen die Amidprotonensignale von

Aromatensignalen {iberlagert sind, wurde auf die Angabe des jeweiligen Wertes verzichtet.
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Temperaturmessreihe von HoN-Gum'-Lys?(Boc)-Gum®-Phe*-OH 126 in H,O (+ 10 % D,0)"

Temperaturkoeffizienten [ppb K]

Gum’ HY': -8.76 +/0.19
8,5 - Gum’ HY? -8.00 +/ 0.17
Lys' H'': -8.15 +/ 030
8,4 Lys'H"%: -7.65 +£0.20
'g Phe' H'*: -7.62 +/£ 0.19
& 83 Phe' HY': -7.17 +£0.20
T:db § Gum' H™ -4.85 +/ 0.21
g 3 1
a 824 Gum3 Hﬁ )
g G H
,.S L 2 N, 1
@ 8,1 ¥s, ;}\I,Z
T Lys
>
o 8,0
=
3] ]
R
E 7,9 -
9]
= 1 4 N2
U ;g Phe4 HN .
i Phe 1H \]
Gum H
7,7 — 1

285 290 295 300 305 310 315 320 325
Temperatur [K]

TIK] &(Gum' &(Lys*® &(Lys’ &(Gum’® &(Gum® & (Phe' & (Phe’

HN) T 1) T 2) S 1) v 2) S 1) Tl 2)

[ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm] [ppm]
293 7.904 8.390 8.337 8.444 8.404 7.991 8.066
297 7.898 8.373 8.320 8.422 8.308 7.976 8.049
300 7.883 8.295 8.394 7.953 8.024
305 7.855 8.252 8.345 7913 7.982
310 7.832 8.254 8.214 8.301 8.268 7.877 7.944
315 7.806 8.216 8.176 8.258 8.230 7.842 7.906
320 7.778 8.178 8.137 8.214 8.193 7.803 7.866

*: Temperaturmessreihe wurde ca. 11 Wochen nach dem Spektrensatz in Tabelle 5.6 aufgenommen. In dieser

Zeit haben sich die chemischen Verschiebungen der Konformere geringfiigig veréndert.
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Temperaturmessreihe von H,N-Gum'-Lys*(Boc)- Gum’-D-Phe*-OH 127 in H,O (+ 10 % D,0)"

8,5 7 Temperaturkoeffizienten [ppb/K]
Lys" H'':-7.98 +£0.25

Lys" H'% -7.99 +£0.25

Gum’ H' -7.81 +£0.26

D-Phe' H"": -8.42 +/ 027
D-Phe' H"': -8.14 +/ 0.28
Gum' H" -4.63 +£ 0.38

8,4+

ke
W
1

Lysz HN, 1
2 N2

Lys H
Gum' H'

D-Phe' H?
Cun! HND-Phe4 "'
um

T T T T T T T T T T T T T T T
285 290 295 300 305 310 315 320 325

Chemische Verschiebung [ppm]
T v

N
®
1

Temperatur [K]

T [K] & (Gum' & (Lys’ &(Lys*  &(Gum® & (D-Phe* & (D-Phe’

HY) [ppm]  H™) HY?)  HY)[ppm]  H“) HY?)

[ppm] [ppm] [ppm] [ppm]

293 7.906 8.415 8.365 8.289 8.081 8.122
297 7.905 8.400 8.350 8.276 8.068 8.107
300 7.889 8.374 8.324 8.248 8.040 8.078
305 7.862 8.328 8.278 8.207 7.993 8.030
310 7.837 8.288 8.237 8.166 7.951 7.987
315 7.811 8.248 8.198 8.127 7.912 7.946
320 8.208 8.158 8.086 7.871 7.904

*: Temperaturmessreihe wurde ca. 9 Wochen nach dem Spektrensatz in Tabelle 5.6 aufgenommen. In dieser Zeit

haben sich die chemischen Verschiebungen der Konformere geringfiigig veréndert.
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Temperaturmessreihe von H,N-Gum'-D-Lys*(Boc)-Gum®-Phe*-OH 128 in H,O (+ 10 % D,0)’

Temperaturkoeffizienten [ppb/K]

864 D-Lys' H'':-9.24 +£0.18
D-Lys' H'%:-9.32 +£0.16

85 Gum’ H": -8.68 +£0.15
-gv § Phe* HY% -7.49 +£ 0.26
a8, 64 Phe' HY': 722 +£0.29
B O Gum' H": -4.55 +£0.29
&0
g 834
Q0 2 N, 1
% D-Lys" H

- 2 N, 2

c 82 D-Lys  H
a 3 N
5] Gum H
> 8,1
9}
<
% 8,0
R
g
< 7,9 - 4 N,2
S Phe’ H "

7,8 G 1H\1Phe H”

um
— 1 T T T T ' T ‘T T T T T T

285 290 295 300 305 310 315 320 325

Temperatur [K]

T [K] 8 (Gum' & (D-Lys’ 3&(D-Lys* &(Gum® & (Phe’ 5 (Phe*

HY) [ppm]  H™)) oY% HY)[ppm]  H™)) HY?)

[ppm] [ppm] [ppm] [ppm]

293 7.870 8.535 8.468 8.407 8.030 8.073
297 7.864 8.506 8.439 8.382 8.021 8.061
300 7.851 8.475 8.408 8.354 7.996 8.036
305 7.823 8.422 8.355 8.306 7.956 7.993
310 7.800 8.376 8.309 8.262 7917 7.954
315 7.775 8.336 8.267 8.222 7.883 7.919
320 8.290 8.221 8.177 7.844 7.879

*: Temperaturmessreihe wurde ca. 11 Wochen nach dem Spektrensatz in Tabelle 5.6 aufgenommen. In dieser

Zeit haben sich die chemischen Verschiebungen der Konformere geringfiigig veréndert.
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Temperaturmessreihe von H,N-Gum'-D-Lys*(Boc)-Gum®-D-Phe*-OH 129 in H,O (+ 10 % D,0)"

*
=N
1

ke
o
1

*
=
1

»
w
1

Temperaturkoeffizienten [ppb/K]
D-Lys' H'':-9.21 +/0.31
D-Lys' H"% -9.30 +/0.31
Gum’ H": -8.53 +£ 0.33

D-Phe’ HY?: -8.69 +/ 0.35
D-Phe' H"': -8.47 +/ 0.36
Gum' H': -4.57 +£0.25

18}
é D-Lys" H
% 82 D-Ly52 HN,Z
E 8,1 - Gum’ H
§ 8,0 - D—Ph84 H\1,2
.g vo _— D_Pheq HN,I
<= 4
O
787 \.\-\-\-\.\-\-\
Gum' H\I
77 LI E— — T T T T T T T
285 290 295 305 310 315 320 325
Temperatur [K]
T [K] 5(Gum' 8 (D-Lys*® &(D-Lys’ &(Gum® & (D-Phe' & (D-Phe
HY) [ppm]  HY)) oY% HY)[ppm] HY)) HY?)
[ppm] [ppm] [ppm] [ppm]
293 7.869 8.549 8.477 8.364 8.198 8.221
297 7.868 8.524 8.452 8.344 8.182 8.203
300 7.851 8.493 8.420 8.316 8.152 8.172
305 7.827 8.440 8.367 8.268 8.104 8.122
310 7.801 8.393 8.319 8.223 8.059 8.077
315 7.777 8.363 8.289 8.195 8.032 8.049
320 7.754 8.300 8.226 8.134 7.971 7.988

*: Temperaturmessreihe wurde ca. 11 Wochen nach dem Spektrensatz in Tabelle 5.6 aufgenommen. In dieser

Zeit haben sich die chemischen Verschiebungen der Konformere geringfiigig veréndert.
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Temperaturmessreihe von cyclo[-Gum'-Lys”-Gum’-Phe’-] 151 in H,O (+ 10 % D,0)

8,25
8,20
é 8,15
& 4
o0 8,10
.% 8,05
E B
9 8,00
4]
g ]
7,95 < 2 N
2 A Lys H
O 790 Temperaturkoeffizienten [ppb K]
o 20N
é‘ | Lys' H': 6.96 +/0.18 4. N
T 7,85 Phe' HY: 7.48 +£ 0.19 Phe H
6 g Gum’ H" 8.66 +/ 0.19 Gum3 HN
7,80 — Gum'H": 4.71 +/0.20
1N
1 Gum H
754+ ¥ F 777"

285 290 295 300

305 310 315 320 325

Temperatur [K]

T 5 &(@Lys’ & & (Phe’
K] (Gum' HY) (Gum® HY)
HY) [ppm] HY) [ppm]
[ppm] [ppm]
293 8.021 8.074 8.191 8.042
297 8.001 8.059 8.170 8.025
300 7.972 8.035 8.140  8.000
305 7.926 7.997 8.093 7.957
310 7.885 7.960 8.048  7.920
315 7.846 7.928 8.007 7.886
320 7.809 7.892 7.964 7.845

Temperaturmessreihe von cyclo[-Gum'-Lys*-Gum’-D-Phe*-] 152 in H,O (+ 10 % D,0)

8,45 —
8,40 4
8,35
8,30
8,25
8,20
8,15
8,10
8,05
8,00
7,95
7,90
7,85 4
7,80 4
7,75 4
7,70 4
7,65 4
7,60 4
7,55 4

Chemische Verschiebung [ppm]

\’\‘\‘\‘\‘\‘\‘\ D-Phe’ HY

2 N
Temperaturkoeffizienten [ppb/K] Lys'H
D-Phe' H" -7.60 +£ 0.12
Lys H' -5.35 +/ 0.10
Gum' HY -8.08 +/£0.13
Gum® H': -9.16 +/ 0.14

Gum' H"
3 N

Gum H

285 290 295 300

T T T T T T T T T
305 310 315 320 325

Temperatur [K]

T & 3 3 3
K] (Gum' (Lys’ (Gum® (D-Phe*
HY) H) H) H)
[ppm] [ppm] [ppm] [ppm]
293 7.871 8235 7.837 8.345
297 7.848 8221 7.810 8.323
300 7.821 8203 7.779  8.298
305 7.777 8175 7.729  8.259
310 7.737 8.148  7.684 8219
315 7.697 8.121 7.639 8.182
320 7.658 8.094 7.595 8.144
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Temperaturmessreihe von cyclo[-Gum'-D-Lys*-Gum’-Phe*-] 153 in H,O (+ 10 % D,0)

T d d d d
K] (Gum' (D-Lys’ (Gum® (Phe'
8,84 Temperaturkoeffizienten
D—Lyp; HY l<77f; +f o.zo[ppb/K] HN) HN) HN) HN)
Phe' H': -6.98 +/ 0.21
8,6 - Gum’ H': -7.92 +/0.20 [ppm] [ppm] [ppm] [ppm]
g Gum' HY -7.09 +/£0.20
= DLy Y 293 7.875 8.643 7.940 8240
5
< 297 7.860 8.626 7.922  8.226
% 8,2 -
E 300 7.837 8.600 7.896 8.203
2 80 Phe' H'
é 305 7.798 8.558 7.852 8.163
5}
57 \.\k-\‘\-\\ 310 7760 8517 7811 8127
Gum H
Gum' H"
7,6 — T T T T T T T T T T T 315 7.727 8.481 7.773 8.095

285 290 295 300 305 310 315 320 325

Temperatur [K] 320 7.690 8.441 7.733  8.058

Temperaturmessreihe von cyclo[-Gum'-D-Lys*-Gum®-D-Phe*-] 154 in H,O (+ 10 % D,0)

T 5 5 5 s
) [K] (Gum' (D-Lys* (Gum® (D-Phe*
i oWy ) W
T o8 A0t 015 [ppm| [ppm| [ppm] [ppm]
& 8,4 + Gum' H": -6.69 +/ 0.20
‘® 293 7.813 8562 7.929 8367
§ 82 D-Lys2 H\]
2 297 7.800 8.531 7.909 8338
% D-Phe’ H
38'0‘ 300 7.778 8.496 7.881  8.303
e
g 781 305 7.741 8438 7.835 8247
5 Gum’ HY
M Cum' 310 7.707 8385 7.793 8.195
85 200 295 300 305 310 315 320 35 315 7.673 8333 7.752  8.145

Temperatur [K]
b 320 7.639 8281 7.709  8.095
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Temperaturmessreihe von cyclo[-Gum' (Bn);-Lys?(Boc)-Gum’(Bn);-Phe’-] 159 in [D6]DMSO

T 5 5 5 5
K] (Gum' (Lys’ (Gum® (Phe'

7,90 -
1 \\‘\‘\ HN) HN) HN) HN)
7,85 < 4 N
Phe H

[ppm] [ppm] [ppm] [ppm]

4 e
7,80 - \’\‘\’\0\‘\’\’\
7,754 Lys H' 203 7.543  7.822 7.652 7.901

Temperaturkoeffizienten [ppb/K]
7,704 Phe' HY -2.52 +£ 0.11
1 Lys' H' -2.40 +£0.08

297 7.531 7.814 7.635 7.897

Chemische Verschiebung [ppm]

7,65 __ Gum’ H: 458 +£0.03

7,60 Gum' I 282+ 002 300 7.523 7.807 7.619  7.890

] 305 7.508 7.798 7.597 7.876

7,50 - Gum’ H'

25 ] PR 310 7.494 7.784  7.574  7.864
285 ' 2;0 ' 2;5 ' 3(I)0 ' 3(I)5 ' 31IO ' 31I5 ' 3;0 ' 3;5 ' 315 7480 7771 7551 7850

Temperatur [K]
320 7.467 7.757 7.529 7.835

Temperaturmessreihe von cyclo[-Gum' (Bn)s-Lys*(Boc)-Gum®(Bn);-D-Phe*-] 160 in [D6]DMSO

T 3§ 5 5 )
[K] (Gum' (Lys’ (Gum® (D-Phe*

8,8
M D-Phe' HY HN) HN) HN) HN)
8,6
T, [ppm] [ppm] [ppm] [ppm]
2 84-
&
%0 8,2 293 8.149  7.456 8.843
.% 5o M Ly52 H\I
% . 297 8.131 7.433 8.822
I3} 7/8__ Temperaturkoeffizienten [ppb/K]
> 761 e’ %41 47006 300 7.008 8.126 7.424 8812
6 | Lys’ H': -3.45 +/ 0.08
L u Hﬂ\._\ 3N um’ H: -4.56 +/ 0.
£ Gum H o o 305 6.999 8.107 7.400 8.788
S 7.2
1 LN 310 6.993 8.090 8.765
7,0 4 — &% —% — 88— =8 @  Gum H
285 ' 2;0 ' 2;5 ' 3<|)0 ' 3(|)5 ' 310 ' 31|5 ' 350 ' 32|5 ' 315 6.990 8.073 8.742

Temperatur [K]
320 6.982 8.054 8.717
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Temperaturmessreihe von cyclo[-Gum'(Bn);-D-Lys*(Boc)-Gum®(Bn);-Phe*-] 161 in [D6]DMSO

Chemische Verschiebung [ppm]

88 M
2 N
D-Lys' H
8,6 -
8,4 4
82 A TA A 4 L .
Phe H

8,0 4
7,8 4

1 N
o] \.\.\.\.\.\F\_‘\ Cum' H

Temperaturkoeffizienten [ppb/K]
7,4 D-Lys’ H': -3.99 +/0.03
Phe' H': -3.44 +£ 0.01
727 Gum' H': -4.83 +/ 0.03
.

70 Gum’ H' -1.60 +£0.02

3 N

T —e—9 —e0 e ¢ ¢  Gun H
L e e e
285 290 295 300 305 310 315 320 325

Temperatur [K]

Temperaturmessreihe von cyclo[-Gum'(Bn);-D-Lys*(Boc)-Gum®(Bn);-D-Phe*-] 162 in [D6]DMSO

Chemische Verschiebung [ppm]

8,15 4
8,10 ]
8,05 N
8,00 N
7,95 N
7,90 ]
7,85 ]
7,80 ]
7,75 N
7,70 N
7,65 ]
7,60 N
7,55 ]
7,50 ]

M D_Phe4 HN
M D-Ly52 HN

Temperaturkoeffizienten [ppb/K]
D-Phe’ H': -1.94 +/ 0.05
D-Lys’ H': -1.30 +/- 0.04
Gum' H% -9.29 +/ 0.04
Gum' H'": -9.72 +£ 0.06

Gum' H"

3 N

Gum H

7,45
285

T T T T T T T T T T T T T T T
290 295 300 305 310 315 320 325

Temperatur [K]

T & 3 3 3
K] (Gum' (D-Lys’ (Gum® (Phe’
HY) HY) HY) H)
[ppm] [ppm] [ppm] [ppm]
293 7.739 8811 6911 8236
297 7.718 8795 6.904 8222
300 7.705 8.784 6.899 8212
305 7.681 8.765 6.892  8.195
310 7.657 8.744 6.883 8.178
315 7.632 8724 6875 8.160
320 7.608 8.703 6.868  8.143
T 3§ 5 5 )
[K] (Gum' (D-Lys* (Gum® (D-Phe*
HY) HY) HY) H)
[ppm] [ppm] [ppm] [ppm]
293 7.849 7981 7.806 8.116
297 7810 7977 7765  8.109
300 7.782 7.974 7735 8.104
305 7.736  7.967 7.686  8.095
310 7.689 7.961 7.638  8.085
315 7.643  7.954 7.590 8.075
320 7.598 7.946 7.543  8.063
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5.6 CD-Spektren

Die folgenden Tabellen zeigen Temperaturmessreihen von CD-Spektren, die durch Aufnahme
im Wellenldngenbereich zwischen 180 nm und 250 nm bei 20 °C, 30 °C, 40 °C, 50 °C, 60 °C
und 70 °C entstanden sind. Folgender Strich- und Graustufencode zur Kennzeichnung der

einzelnen Temperaturkurven wurde verwendet:

20°C 50°C — — — —
300C =mrsmmremmnennenes 60°C
40°C === ————~- 70°C

Alle Hauptspektren wurden in einem Losungsmittelgemisch Acetonitril/Wasser im Verhéltnis
4:1 aufgenommen. Im jeweils kleinen Kasten sind Spektren der linearen Oligomeren in
reinem Wasser bei 20°C (grau) im Vergleich zu den entsprechenden Kurven im obigen
Losungsmittelgemisch (schwarz) gezeigt. Die jeweiligen Konzentrationen sind in Klammern
hinter der Uberschrift angegeben. Die Spektren werden in molarer Elliptizitit in Abhéingigkeit
von der Wellenldnge angegeben. Diese wurde mit dem Progamm J-700 fiir Windows, Version

1.50.01 der Firma Jasco gemal der Gleichung 6.6 in Kapitel 6.1 berechnet.
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CD-Spektren von H;N-Gum-Lys(Boc)-Gum-Phe-OH 126 (¢ = 0.25 mM)

80

-.10°
dmol ]

deg-cm

(0] (

-100

=170
180 200 220

» [nm)

240 250

-160 . '
180 200 220

240 250
A [nm]

CD-Spektren von H,N-Gum-Lys(Boc)-Gum-D-Phe-OH 127 (c = 0.25 mM)

150

100

T Y
o
~ |
) : . s s
S| 2 200 220 240 250
?JD S A [nm]
=
A
— = - SR
@ O EUN SR
—

-70

1 1
180 200 220 240 250
A [nm]
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CD-Spektren von H;N-Gum-D-Lys(Boc)-Gum-Phe-OH 128 (¢ = 0.25 mM)

200

145

100
o
i
3|3
ols O
-
A
—
)

-100]

-200
180 200 220 240 250
A [nm]
Spektren von HyN-Gum-D-Lys(Boc)-Gum-D-Phe-OH 129 (¢ = 0.25 mM)
150
100
o
S
;‘Jn § 50 2(.}[] 220 2;10 2;[)
% 3 A [nm)
S A
)
g R
0 P — TP
-40 : :
180 200 220 240 250
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CD-Spektren von Fmoc-Gum-Gly-Gum-Gly-Gum-Gly-OH 130 (¢ = 0.33 mM)

60

50
40

107

40

( deg-em?
dmol

[®1]

T
- 20 -40
. * -50— " L " L . I _
-3 180 200 220 240 250
=~
S|g
g
o=
0
[,
@
—_—

=30 1 | ' 1 | |
180 200 220

A [nm]

CD-Spektren von Fmoc-Gum-Gly-Gum-Gly-Gum-Gly-Gum-Gly-OH 131 (¢ = 0.33 mM)

60

2
: 10'-‘]

dmol

deg-cm

o [

230 1 | | 1 L |
180 200 220 240

A [nm]

250
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CD-Spektren von cyclo[-Gum-Lys-Gum-Phe-] 147 (¢ = 0.14 mM)

200

100

-10“‘)

deg- cm?

(0] [

-100

-200

dmol
[}

180

200 220 240 250
A [nm]

CD-Spektren von cyclo[-Gum-Lys-Gum-D-Phe-] 148 (¢ = 0.14 mM)

80

”

deg- cm?
dmol

(6] (

200 220 240 250
A [nm]
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CD-Spektren von cyclo[-Gum-D-Lys-Gum-Phe-] 149 (¢ = 0.14 mM)

50

2

deg-cm
dmol

-50f
Sl {
)
-100
_130’_ 1 | 1 | | 1
180 200

220 240 250
A [nm]

CD-Spektren von cyclo[-Gum-D-Lys-Gum-D-Phe-] 150 (¢ = 0.14 mM)

300
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5.7 Strukturrechnung

Kurz eine Anmerkung vorweg: Bei der Strukturrechung von cyclo[-Gum-Lys-Gum-D-Phe-]
152 wurde entgegen der bisherigen Konvention folgende Sequenznummerierung
vorgenommen:  cyclo[-Gum’-Lys*-Gum'-D-Phe’-]. Zur besseren Ubersicht wurden die
Originaldaten, sofern mdglich, der in dieser Arbeit verwendeten Standardnummerierung
cyclo[-Gum'-Lys*-Gum®-D-Phe*-] angeglichen. Dies gilt auch fiir die in Abbildung 3.13
gezeigten Struktur. Lediglich bei den Daten der Tabelle 5.12 wurde auf eine Angleichung
verzichtet. Hier ist also im Vergleich mit den anderen Daten in Bezug auf die Nummerierung

Vorsicht geboten.

Zur stereochemischen Zuordnung der B-Protonen von Lys® und D-Phe' werden die
hetereonuklearen Kopplungkonstanten (3JHa,cv) qualitativ aus dem HMBC und die
homonuklearen Kopplungskonstanten (3JHQ, np) aus dem 'H-NMR-Spektrum, welches am
750 MHz-Spektrometer der Firma Bruker aufgenommen wurde, bestimmt (siche Tabelle 3.9).
Die stereochemische Zuordnung von Gum' H“"™ kann durch geometrische Betrachtungen

unter Zuhilfenahme der ROESY-Korrelation mit Lys* H" geklirt werden.

Aus dem ROESY-Spektrum (Abbildung 3.7), das in Wasser bei 293 K auf dem DMX500-
NMR-Spektrometer der  Firma  Bruker  aufgenommen  wurde, lassen  sich
Interprotonenabstdnde bestimmen. Die Datenprozessierung sowie die Integration erfolgt mit
XWIN-NMR (Version 3.0, Bruker, Karlsruhe). Nach der Offset-Korrekturt'”® werden die
Integrale des ROESY-Spektrums in 18 Interatomabstinde konvertiert. Hierzu dient das
Integral der Gum' H3 — Gum' H5-Korrelation als Referenz. Der Abstand dieser beiden Atome
betrigt 2.64 A unter der Annahme, dass der Zuckerring in einer *C;-Sesselkonformation
vorliegt, in der alle grofen Reste &dquatorial stehen. Es werden nur ROESY-Signale
verwendet, die sehr gut separiert sind und eine verniinftige Intensitit aufweisen, um so
groBere Fehler zu vermeiden. Da neben der Hauptkonformation noch eine zweite
Nebenkonformation in Anteilen von 3-5 % zu beobachten ist, die im Rahmen der NMR-
Zeitskala nur langsam mit der Hauptkonformation austauscht, wird die Fehlertoleranz bei der
Distanzgeometrierechnung mit + 15% etwas hoher angesetzt als iiblich (+ 10%). Die
Strukturrechnung wurde von Georg Voll durchgefiihrt!'®®!. Tabelle 5.11 zeigt die tolerierten
Abstinde sowie die Abstandsverletzungen fiir die durch besagten Werte eingeschrankte

Distanzgeometrierechnung bzw. 150 ps Molekiildynamik-Simulation.
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Tabelle 5.11: Distanzverletzungen der 150 ps eingeschrinkten Molekiildynamik-Simulation
von cyclo[-Gum'-Lys?-Gum?®-D-Phe*-], gemittelt als <r>>'".

Untere Obere Berrechneter Abstands-
Atom 1 Atom 2 Fehlergrenze Fehlergrenze  Abstand verletzung

[A] [A] [A] [A]
Gum' H" Gum® H5 4.50 6.00 4.64 0.00
Gum' HY D-Phe*H* 2.86 3.87 3.61 0.00
Gum' HY Lyss HY 4.50 6.00 5.10 0.00
Lyss HY Gum' H5 2.84 3.84 3.50 0.00
Lys HY Gum' HEPeS 3.48 4.70 4.13 0.00
Lys HY Lys> HPPoS 3.17 4.28 3.78 0.00
Lys HY Lys> HPPoR 2.66 3.60 2.64 -0.02
Lys HY Lys’ (" 2.54 5.24 3.29 0.00
Lys’ HPPS Lys* C° 3.06 5.95 4.18 0.00
Gum’ HY D-Phe*HY 4.50 6.00 4.96 0.00
Gum® HY Lys> HY 2.72 3.68 3.07 0.00
Gum® HY Lys’ H* 2.80 3.79 2.98 0.00
Gum® HY Lys> HPPoS 3.61 4.89 4.21 0.00
Gum® HY Lys> HP-PoR 3.54 4.79 3.81 0.00
D-Phe* HY Gum’ H4 3.30 4.46 432 0.00
D-Phe* HY Gum® H5 2.37 3.21 2.24 -0.13
D-Phe* HY D-Phe*H* 2.60 3.52 2.98 0.00
D-Phe’ HY Gum' HY 2.64 3.57 2.86 0.00

Die PDB-Koordinaten der gemittelten und minimierten Struktur der 150 ps eingeschrinkten
MD-Simulation von cyclo[-Gum3-Lys4-Gum1-D-Phez-] (man beachte die Nummerierung!)

sind in Tabelle 5.12 aufgefiihrt.
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Tabelle 5.12: PDB-Koordinaten von cyclo[-Gum’-Lys*-Gum'-D-Phe?-]"

ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM
ATOM

O 01N LN KW~

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50

C5

o
Cl
03
C4
02
C3
01
C2
04
C6

N
C
HN
N
CA
o
C
CB

CG
CD1
CE1

Cz
CE2
CD2

H
C5
o
Cl
03
C4
02
C3
0O1
C2
062
C6
N
C
HN
N
CA
C
o

CB

CG

CD

CE

NZ

H

GUM
GUM
GUM
GUM
GUM
GUM
GUM
GUM
GUM
GUM
GUM
GUM
GUM
GUM
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
PHE
GUM
GUM
GUM
GUM
GUM
GUM
GUM
GUM
GUM
GUM
GUM
GUM
GUM
GUM
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS
LYS

AR PR DR P D PE DD WL LWL LWL WLW WLWWULWLWWNDNMNDNDMNDNNDNDNDNNDND e e =

~

3.513
3.193
3.975
5.356
4.999
7.247
5.938
6.250
5.487
2.519
2.545
2.087
3.529
1.425
1.742
0.788
-0.825
-0.525
0.570
-0.236
-1.604
-2.339
-1.708
-0.345
0.391
1.863
-2.406
-2.122
-3.045
-4.212
-3.831
-6.145
-4.872
-5.418
-4.489
-0.938
-1.327
-1.311
-2.577
-0.893
-0.878
-0.053
1.506
2.184
-0.590
-1.979
-2.375
-3.762
-4.057
-1.184

-0.991
0.249
0.535

-2.224

-0.960

-0.416

-0.647
0.675
0.593

-0.411

-1.197
1.923
1.884
1.214

-2.268

-2.622

-1.093

-1.760

-4.161

-4.765

-5.015

-5.515

-5.770

-5.524

-5.024

-2.836
0.106

-0.088

-0.952
0.853
0.726
0.475

-0.156

-1.303

-0.387
0.622
0.943

-1.804

-1.049

-2.309
2.042
3.083
3.020
3.987
4.460
4.823
6.245
6.613
7.997
2.111

0.556
-0.143
-1.342

1.560

1.006

0.328
-0.183
-2.190
-0.986

2.693

1.744
-2.233
-1.930
-1.896

1.683

2.772

3.775

2.782

2.666

3.824

3.686

4.757

5.974

6.118

5.048

0.843
-2.039
-0.611

0.132
-3.544
-2.179
-1.520
-1.457

0.593

0.022
-3.890
-2.767

1.696

1.599

0.911
-2.151
-2.850
-2.720
-3.087
-2.370
-2.928
-2.509
-3.041
-2.623
-1.175

1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00
1.00

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

TZaoon0no0nnNzZzIZnZaonondondndnaXraonnnnnnnonNzZzTnZaondondondondn

a) Die Koordinaten dieser Tabelle wurden aus NMR-Daten in Losung erzeugt. Die Proteindatenbank (PDB)-
Konvention schreibt vor, kristallographische Daten mit in die Tabelle aufzunehmen. Da es sich hier um eine
Losungsstruktur handelt, sind die Daten in den beiden vorletzten Zeilen in diesem Fall bedeutungslos.
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6.1 Theoretische Betrachtungen zur CD-SpektroskopiemS’ 216]

Die in dieser Arbeit hergestellten und auf Strukturmerkmale zu untersuchenden Verbindungen
sind chiral und somit optisch aktiv, d. h. sie besitzen die Fahigkeit, die Schwingungsebene
von linear polarisiertem Licht zu drehen, sowie deren Polarisationseigenschaften zu
verdandern. Linear polarisiertes Licht ldsst sich als Resultante der Vektoraddition zweier
entgegengesetzt zirkular polarisierter, phasengleicher Lichtstrahlen gleicher Wellenldnge und

halber Schwingungsamplitude betrachten (Abbildung 6.1a).

(@) (©

-

Abbildung 6.1: a) Linear bzw. planar polarisiertes Licht b) elliptisch polarisiertes Licht c)
Trigonometrische Definition der Elliptizitdt ¥ durch die Halbachsen a/2 und b/2. Zusétzlich
ist noch der Drehwinkel o eingezeichnet, um den die Ellipse gegeniiber der urspriinglichen

216]

Schwingungsebene gedreht wurde. (Abbildung wurde aus der Literatur®'® entnommen.)

Beim Durchtritt durch ein chirales Medium werden infolge unterschiedlicher
Wechselwirkungen des elektrischen Lichtvektors mit der dissymetrischen Verteilung der
Elektronen in den chiralen Molekiilen rechts- bzw. linkspolarisiertes Licht verschieden stark
gebrochen und verschieden stark absorbiert. Im erstgenannten Fall spricht man von
Zirkulardoppelbrechung, d. h. die Brechungsindizes fiir den rechts- bzw. linkszirkular
polarisierten, aus der Probe austretenden Lichtstrahl sind verschieden. Dies fiihrt zur
Anderung der Polarisationsebene um den Winkel o (Abbildung 6.1c). Bei unterschiedlichen

Extinktionskoeffizienten spricht man von Zirkulardichroismus. Der austretende Lichtstrahl ist
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nun nicht mehr linear, sondern elliptisch polarisiert (Abbildung 6.1b). Die Elliptizitit y =

arctan b ist der mathematische Ausdruck fiir die Form dieser Ellipse (Abbildung 6.1c).

a
Der Zirkulardichroismus ist mathematisch als die Differenz der molaren dekadischen
Extinktionskoeffizienten Ae definiert. Unter Einbeziehung des Lambert-Beerschen Gesetzes

(Gleichung 3.1 in Schema 3.7) ergibt sich somit:

AE _
As=¢ —&p=—7 (Gleichung 6.1)
c-d
Mit
I, I, I, ,
AE=FE, - E, =log,, — —log,, —=log,, — (Gleichung 6.2)
IL IR IL

€1, er = molare, dekadische Extinktionskoeffizienten des links- bzw. rechtszirkular
polarisierten Lichtstrahls in cm*/mmol

¢ = Konzentration der Probe in mol/L
d = Dicke der Kiivette in cm.

Ip = Intensitit des auf die Proben treffenden Lichtstrahls. Diese ist fiir den rechts und links
zirkularpolarisierten Lichtstrahl gleich, weshalb auf eine unterschiedliche Indizierung
verzichtet wird.

I, Iz = Intensitdt des aus der Probe austretenden links- bzw. rechts zirkularpolarisierten
Lichtstrahls

Wie aus Gleichung 6.2 hervorgeht, hiangt der beobachtete Zirkulardichroismus nicht von der
Intensitét des auftreffenden Lichtstrahles Iy ab. Bei der Aufnahme von CD-Spektren ist also
kein Referenzstrahl ndtig. Die kommerziellen CD-Spektrometer, wie auch das in dieser Arbeit

verwendete Gerét der Firma Jasco (Modell J-715), sind demnach Einstrahlinstrumente.

Die vom CD-Spektrometer J-715 der Firma Jasco gemessenen CD-Daten werden in Form der
Elliptizitdt mit der Einheit [mdeg] angegeben. Der Zusammenhang zwischen der Elliptiziét y

und der vom CD-Spektrometer gemessenen Absorptionsdifferenz AE ist gegeben durch:
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|\|; =33. AEl (Gleichung 6.3)

Um jedoch Molekiile mit gleicher Anzahl und Art an chiralen Gruppen aber unterschiedlichen

Molekulargewichten besser vergleichen zu koénnen, wird die molare Elliptizitit [©O]

eingefiihrt:
_[¥Y]-M .
[O]= 100 (Gleichung 6.4)
Mit
100 -
[V]= o d (Gleichung 6.5)

YV = Elliptizitit in deg; ¢ = Konzentration in g pro 100 ml; d = Dicke der Kiivette in dm ; M =

Molekulargewicht in g/mol.

Die molare Elliptizitit [®] ist, wie auch die anderen genannten Grofen, von der Temperatur,
der Konzentration der Probe, dem Losungsmittel und der Wellenldnge des eingestrahlten

Lichtes abhéngig.

Konventionsgemill werden CD-Kurven in der Literatur stets in der Form [®] in Abhingigkeit

N . . e . | deg-cm?
von der Wellenldnge A abgebildet. [®] hat dabei die Einheit e |
mo

Unter Angabe der Konzentration ¢ in [mol/l] sowie der Dicke d der Kiivette in cm lassen sich
die vom Spektrometer gelieferten y-Werte mit dem Programm J-700 fiir Windows (Version
1.50.01) der Firma Jasco in die geforderten [®]-Werte umrechnen nach der Formel analog zu

Gleichung 6.4

. 2
[©]: molare Elliptizitit in | $°& <"
dmol
& y: Elliptizidt in mdeg,
[©]=———] (Gleichung 6.6) - .
100-¢-d ¢ : molare Konzentration in mol/l

d: Dicke der Kuvette in cm
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Ein quantitatives Mal} fiir den Zirkulardichroismus einer gesamten Absorptionsbande ist die

)
integrale zirkulardichroistische Absorbtion J.Ag(ﬂ)

A

dA mit A = Wellenldnge. Die Integration

erstreckt sich hierbei iiber den Bereich der Absorptionsbande. Die zirkulardichroistische

Absorption ist proportional zu der Rotationsstédrke R:

F ﬂzAg(/l)
R=u- =—. |—2dA
-m J. -

A

(Gleichung 6.7)

10

87N,

F =3hcl0In =91.8-107"

:z = elektrisches Ubergangsmoment

m = magnetisches Ubergangsmoment

Damit der Effekt des Zirkulardichroismus auftritt, dirfen also die beiden
Ubergangsmomentrichtungen nicht senkrecht zueinander stehen, da dann das Skalarprodukt

obiger Gleichung null wird und somit kein CD-Effekt auftritt.

Eng mit dem Phdnomen des Zirkulardichroismus verkniipft ist das Phdnomen der optischen
Rotationsdispersion (ORD). Hierunter versteht man die Tatsache, dass sich die optische
Aktivitdt eines Molekiils mit der Frequenz des eingestrahlten Lichtes &ndert. Die optische
Rotation a beruht auf dem erwidhnten Phinomen der Zirkulardoppelbrechung. Sie ist das

Pendant zur Elliptizitit beim Zirkulardichroismus und wie folgt definiert:

az[a]-c-d

100 (Gleichung 6.8)

. 2
[a] = spezifische Drehung in [M : 10‘1}
g

¢ = Konzentration der Probe in g pro 100 ml

d = Lange des Lichtweges durch die Probe in dm.
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Die spezifische Drehung [o] und damit auch die optische Rotation héngt, analog zur
spezifischen Elliptizitdt, neben der Wellenlénge A des eingestrahlten Lichtes auch noch von

der Temperatur, dem Losungsmittel und der Konzentration der Probe ab.

Bei optisch nicht aktiven Verbindungen nimmt der Brechungsindex mit abnehmender
Wellenldnge des Lichts stetig zu (Dispersion). Fiir den Drehwinkel o eines optisch aktiven
Stoffes bedeutet dies hingegen, dass er zu oder abnehmen kann (Abbildung 6.2). Dieser
sogenannte normale ORD wird im Bereich von Absorptionsbanden gestort. Man spricht dann
von anomalem ORD. Zirkulardichroismus, Elliptizitit und anomaler ORD sind eng
miteinander verkniipft. Alle drei Effekte zusammen ergeben den ,,Cotton-Effekt. Um
Verwechslungen mit den Minima und Maxima von UV-Spektren zu vermeiden, werden beim
Cotton Effekt die beobachteten Extrema Peak (= Gipfel, abgekiirzt ,,p*) und Trough (= Tal,
abgekiirzt ,,t*) bezeichnet. Von einem positiven Cotton-Effekt spricht man, wenn o beim
Fortschreiten von ldngeren zu kiirzeren Wellenldngen zuerst einen Gipfel und danach ein Tal

durchlduft. Fiir negative Cotton-Effekte gilt das Umgekehrte (siche Abbildung 6.2).

Mit Hilfe der Kronig-Kramers-Transformation ist es moglich, anomale ORD-Kurven, wie sie
in Abbildung 6.2 zu sehen sind, in CD-Kurven umzurechnen oder umgekehrt. Der
Zusammenhang zwischen Cotton-Effekt, ORD und CD wird grafisch in Abbildung 6.3 noch
einmal verdeutlicht. So hat die ORD-Kurve iiber der Absorptionsbande einer optisch aktiven
Substanz eine S-Form, wéhrend die entsprechende CD-Kurve mehr konvex ist. Dieses
Phianomen wird Cotton-Effekt genannt. Ein positiver Cotton Effekt gemidB der obigen
Definition ergibt eine positve ORD-Kurve mit einem Peak am Beugungspunkt der S-férmigen
ORD-Kurve. Beim negativen Cotton-Effekt ist es umgekehrt (Abbildung 6.3). Der Cotton-
Effekt, der viele strukturelle Informationen enthélt, ist durch seine Position, die Grof3e, das
Vorzeichen und den Kurvenverlauf charakterisiert. Im Fall einer CD-Kurve wird der Cotton-

Effekt durch Ag oder [®] beim Wellenldngenmaximum A,,x dargestellt.
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anomaler ORD., positiver Cotton-Effekt

p

normaler ORD

normaler ORD

anomaler ORD. negativer Cotton-Effekt

Abbildung 6.2: Positiver und negativer Cotton-Effekt, jeweils im Vergleich zum normalen

ORD.

Positiver Cotton-Effekt

[a] bzw. [WV]
4 CD

ORD

Negativer Cotton-Effekt

[ct] bzw. [W¥]

A

L

ORD

Abbildung 6.3: Zusammenhang zwischen ORD und CD. Thr Verhalten zueinander bestimmt

den Cotton-Effekt.
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6.2 Das Amidchromophor und seine Elektroneniiberginge in
Sekundirstrukturen

In dieser Arbeit wird der CD-Effekt untersucht, der bei elektronischen Ubergiingen im
UV-Bereich beobachtet wird. Da es sich bei den in dieser Arbeit hergestellten Verbindungen
um Peptidmimetika handelt, sind in diesem Zusammenhang die Elektroneniibergéinge des

Amid-Chromophors interessant.

UV-Spektren einfacher Amide in Losung wurden schon Mitte der 60iger Jahre des letzten

(217 Hiernach gibt es im Spektralbereich von 180 nm bis

Jahrhunderts ausgiebig untersucht.
250 nm zwei Elektroneniibergiinge in kondensierter Phase: der n-m*-Ubergang bei 210-

230 nm und der n-n -Ubergang bei 180-200 nm.

Der n-n*-Ubergang entspricht dem auch bei Aldehyden und Ketonen zu beobachtenden
Ubergang. Aufgrund der niedrigen Symmetrie in der Peptidgruppe ist dieser Ubergang nicht
vollkommen elektrisch verboten, allerdings ist er mit €,,x < 100 sehr schwach. Die Energie
des n-m*-Ubergangs hiingt sehr stark von der Bildung von Wasserstoffbriickenbindungen ab.
In Abwesenheit von H-Bindungsdonoren ist der n-m*-Ubergang bei ca. 230 nm zu
beobachten, wihrend er in wissrigem Medium nahe bei 210 nm erscheint. Der n-m*-
Ubergang ist magnetisch erlaubt. Er hat ein magnetisches Ubergangsdipolmoment von ca.

1 Bohrmagneton, ndherungsweise entlang der Carbonylbindung (Abbildung 6.4).

Abbildung 6.4: Richtungen des magnetischen /
Ubergangsdipolmoments von n-n~ und dem G m(n7 )
elektrischen Ubergangsdipolmoments von 7- i °
— : e ! 2.1
7 in einer Amidgruppe. >, /
T ) W
u( )/N o

Der n-n*-Ubergang ist elektrisch erlaubt. In sekundiren Amiden wird dieser Ubergang bei
185 nm bis 190 nm beobachtet, wahrend er in tertidren Amiden bei ca. 200 nm erscheint. Der
Amid n-n*-Ubergang ist ndherungsweise entlang der N-O-Richtung polarisiert, jedoch ist der
Ubergangsdipol um 9.1° in Richtung der C-N-Bindung gedreht?'® (Abbildung 6.4).
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In Peptiden ist der Chromophor (Carbonylgruppe) nicht inhérent chiral, sondern nur
benachbart zum Chiralititszentrum (C®). Damit sind weder Vorzeichen noch Intensitit des

219, 220

CD-Spektrums berechenbar.! I Alle folgenden Betrachtungen zu CD-Spektren von

peptidischen Sekundirstrukturen sind daher von Experimenten abgeleitet.

Tabelle 6.1 gibt einen Uberblick iiber die CD-Spektren der hiufigsten Sekundirstrukturen von
(Poly-)Peptiden. Sofern mdglich werden den einzelnen Banden die Elektroneniibergéinge des

Amidchromophors zugeordnet.

Tabelle 6.1: Die hdufigsten Sekundérstrukturen von Peptiden und ihre CD-Spektren.

Sekundarstruktur CD-Spektrum

o-Helix: 222 nm: negative Bande (n-n*)
208 nm: negative Bande (n-n nach exciton splitting)

Von Pauling et al.”®" 192 nm: starke, positive Bande (n-m nach exciton
vorgeschlagenes, dominantes splitting)

Sekundérstrukturelement  in  vielen 175 nm: positive Schulter

Proteinen. Globuldre Proteine 160 nm: negative Bande

bestehen aus rund 1/3 dieser Struktur.

Kleine Peptide bilden in der Regel in

Losung keine stabile a-Helix aus. n-n -Banden variieren stark mit der Helixldnge.
Helices mit weniger als fiinf Resten weisen in diesem
Bereich starke Verdnderungen auf. Sie tendieren in
Losung zur Instabilitét.

Anmerkung:

B-Faltblatt: 216 nm: starke negative Bande (n-n*)
195 nm: starke positive Bande (n-n*)

B-Faltblattstrukturen, konnen sowohl 175 nm: negative Bande

in der Lange als auch in der Breite

variieren. Sie sind das zweite

dominante  Sekundérstrukturelement

in Proteinen und Polypeptiden.

Anmerkung:

Es gibt eine groBe Vielfalt an B-Faltblattstrukturen,
die stark losungsmittel- und seitenkettenabhdngige
CD-Spektren zeigen. Die Variationen sind deutlich
stirker ausgepragt als bei der a-Helix.

Erhohung der Kettenlédnge flihrt zu stirkeren CD-
Banden fiir den n-n*-Ubergang.

Die 7-m -Rotationsstirke R nimmt erst mit
zunehmender Lange leicht ab, um dann zu steigen.

Die Verbreiterung der B-Faltblattdoméne vermindert
die Rotationsstirke des n-n*-Uberganges und erhoht
die des n-n -Uberganges.




160

6. Anhang

Tabelle 3.4: Teil 11

Sekundéarstruktur CD-Spektrum
B-Turns: Die CD-Spektren der B-Turns werden in drei Klassen
unterteilt.
Dieses Sekundérstrukturelement fiihrt
zu einer Richtungsumkehr des Klasse A:
jeweiligen Peptidstranges. Es gibt

zahlreiche Typen an [-Turns. Die
wichtigsten sind wohl der BI-, BII-
und BIII-7urn und deren jeweilige
Spiegelbildkonformation BI’,  BII
und BII’. Der PIHI-7urn ist eine
Variante des PI-7urns und entspricht
einem 7urn einer 3¢-Helix.

Umfangreiche, experimentelle
Studien von B-Turnmodellen wurden
an Cyclopeptiden durchgefithrt.*** In
zyklischen Penta- und Hexapeptiden
werden haufig B-Turns beobachtet.

Uber NMR-Studien konnten B-Turns
auch in linearen Peptiden gefunden
werden.?2* 224

Banden werden gegeniiber den CD-Spektren der
Klasse B um 5-10 nm zu niedrigeren Wellenldngen
verschoben.

Klasse B: (BII)

225 nm: schwache, negative Bande (l’l-TE*)
200-205 nm: starke, positive Bande (n-n*)
180-190 nm: starke, negative Bande

Klasse C: (B, III und BII’)
220 nm: negative Bande (n-m)
210 nm: negative Bande (n-n nach exciton splitting)

190 nm: positive Bande (n-n* nach exciton splitting)

Das Spektrum dhnelt dem einer a-Helix.

Ungeordnete Konformationen:

Ungeordnete Strukturen miissen vor
allem bei Peptiden nicht einem
random coil entsprechen. Diese
Bezeichnung besagt nur, dass ihnen
keine der anderen  bekannten
Sekundarstrukturelemente zugeordnet
werden kann.

235 nm: sehr schwache, negative Bande (hdufig nicht
zu sehen.)

218 nm: positive Bande

<200 nm: starke, negative Bande

170 nm: schwache, negative Bande

Anmerkung:

Der CD-Spektrenbereich oberhalb von 200 nm
variiert stark von System zu System. Lediglich die
Banden unterhalb 200 nm sind charakteristisch fiir
ungeordnete Strukturen.
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