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Zusammenfassung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung einer schritteffizienten Synthese
von Crocapeptin A, die fiir die Herstellung von Derivaten von Crocapeptinen verwen-
det werden kann. Dariiber hinaus wurde eine Methode zur Modifikation von Di- bzw.
Tripeptiden via allylischer Alkylierung entwickelt, die fiir eine , late-stage* Funktionali-
sierung zum Erhalt von Crocapeptin-analogen Verbindungen angewendet werden kann.
Die Synthesestrategie beziiglich des Depsipeptids zielte auf den Aufbau des cyclischen
Kerns ab, an den anschlieffend die Einfithrung verschiedener Seitenketten moglich ist.
In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Strategien zur Synthese des cyclischen Kerns
beziiglich Ihrer Effizienz und Anwendbarkeit verglichen. Es konnte gezeigt werden, dass
eine lineare Synthese zum Aufbau des Hexapeptids mit anschlieBendem Ringschluss der
konvergenten Synthese vorzuziehen ist. Dies zeigte sich insbesondere in der Epimerisie-
rungsempfindlichkeit der einzelnen Bausteine in der konvergenten Synthese. Die Studien
zur Peptidmodifizierung via allylischer Alkylierung am Di- bzw. Tripeptid zeigten deut-
lich, dass hydroxylierte und nicht-proteinogene Aminoséduren in den zu alkylierenden
Peptiden die Reaktion limitieren. Schliellich konnte eine Methode entwickelt werden,
bei der Allylglycin als Precurser fiir eine funktionalisierte Aminosiure diente. Dieser
konnte im Anschluss der allylischen Alkylierung in das 5-Hydroxynorvalin iiberfiihrt
werden.

Abstract

The goal of this thesis was the developement of a step efficient Synthesis of Crocapeptin
A which can be used for the production of derivatives of Crocapeptins. Furthermore Di-
and Tripeptides were modified via an allylic Alkylation. This method can be applied for
a late-stage-functionalisation to obtain analogues of Crocapeptin. The strategy of the
synthesis of the Depsipeptide primarily focuses on the construction of the cyclic core.
Afterwards the introduction of different sidechains should be possible. In this thesis two
different synthetic strategies for the cyclic core are compared with respect to efficiency
and universal applicability. It has been shown that the linear synthesis of the Hexa-
peptide with a subsequent ringclosure is prefered compared to the convergent synthesis.
This was indicated by epimerisation of several buildingblocks during peptidecouplings.
The studies of peptidemodification towards Di- and Tripeptides via allylic alkylations
clearly show that hydroxy-containing and non-proteinogenic aminoacids can limit the
reaction. Finally, a method was developed, in which allylglycin is used as precurser for
the functionalized sidechain. After the allylic alkylation allylglycin is transformed to the
original 5-Hydroxynorvaline.
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Kapitel 1

Einleitung

Die Wirkstoffe vieler Medikamente basieren auf Strukturen natiirlicher Herkunft, wie
z.B. Aspirin, das durch Acetylierung der aus der Weidenrinde enthaltenen Salicylsdure
hergestellt wurde und als giingiges Schmerzmedikament Verwendung findet. X! Weiterhin
werden Naturstoffe, wie Taxol, ein Paclitaxcel aus der Rinde der pazifischen Eibe, sowie
Digoxin, ein Steroidglycosid aus dem Fingerhut, medizinisch in der Krebstherapie?
und bei Herzbehandlungen angewendet. B Dies zeigt, dass die strukturelle Vielfalt der
Natur ein grofles Potential fiir die Behandlung verschiedener Krankheiten liefert. In Folge
dessen ist die naturstoff-basierte Forschung, insbesondere mit dem Ziel neue potente

Wirkstoffe zu identifizieren, heutzutage unerlésslich.

Die chemische Synthese von Naturstoffen ist ein wichtiger Bestandteil der pharmazeu-
tischen Forschung.® Bei der Entwicklung eines potenten Wirkstoffes muss in vielen
Féallen auf die Synthese der Naturstoffe, die zunédchst als Leitstruktur dienen, zuriickge-
griffen werden. Insbesondere ist dies notwendig, wenn die Natur nicht in der Lage ist,
eine ausreichende Menge der aktiven Substanz in angemessener Zeit herzustellen. Wei-
terhin macht sich der grofie wirtschaftliche Nutzen einer chemischen Herstellung gerade
dann bemerkbar, wenn die Darstellung von Derivaten notwendig ist, welche nicht iiber

die Natur zugénglich sind.

Im Bereich der Naturstoffforschung spielen vor allem Mikroorganismen eine bedeutende
Rolle. Bl Als Produzent von diversen Sekundirmetaboliten sind Bakterien eine vielver-
sprechende Quelle fiir neue Wirkstoffe. Insbesondere steht die Gruppe der Myxobakte-
rien im Fokus der Forschung des Helmholtz Zentrums fiir Infektionsforschung (HZI).
Diese Bakterien produzieren ein vielfiltiges Spektrum an Sekundérmetaboliten, die oft-
mals antibiotische oder zytostatische Wirkungen aufweisen.® Eine kleine und bisher

noch nicht breit erforschte Gruppe von Sekundérmetaboliten bilden die in Abbildung[1.1]
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gezeigten cyclischen Depsipeptide, die von den Myxobakterien Chondromyces Sp. pro-
duziert werden. Die Struktur besteht grundlegend aus einem Makrocyclus, der sich aus
sechs Aminoséuren sowie einer Seitenkette mit einer Aminoséure und einer ungeséittigten
Fettsdurekette zusammensetzt. Alle bekannten Vertreter dieser Naturstoffklasse beinhal-

ten im Cyclus eine charakteristische 3-Amino-6-hydroxypiperidon (Ahp) Einheit.

OH

0 co §
\

H
e (0]
H © R'= Phe, lle, Val
R1 N H )
o R%=-H, -Me
HO R®= -CONH,, -CH,NHCONH,

R*=-Me, -Phe, -Pr, -Bu
ABBILDUNG 1.1: Grundstruktur der cyclischen Depsipeptide aus Chondromyces Sp.

Diese Verbindungen sind aufgrund ihrer Struktur bekannt als potente Serin-Protease-In-
hibitoren, die medizinische Anwendung z.B. im dermatologischen Bereich finden kénnen.
Die Nowartis AG konnte eine spezifische Aktivitdt von diesen Strukturen gegen Kalli-
krein 7 (KLKT7) nachweisen, welches mitunter ein zentraler Mitspieler bei verschiedenen
dermatologischen Krankheiten ist. [ Fiir ein besseres Verstiindnis iiber den Zusammen-
hang von KLK7 und dessen physiologische Rolle in der Haut werden im Folgenden die

Funktionsweise der Epidermis sowie die Rolle von Serinproteasen in der Haut dargelegt.

1.1 Anwendungsgebiet Haut

Die Haut ist das grofite Organ des menschlichen Organismus und ist stéindig der Umwelt
ausgesetzt. Sie ist als Schicht zwischen dem Organismus und der Umgebung die erste
schiitzende Barriere gegeniiber dufleren Einfliissen. Als Kontaktorgan besitzt die Haut
viele verschiedene Funktionen, wie z.B. das Aufbewahren und die Exkretion von Fliissig-
keiten, die Kontrolle der Koérpertemperatur, sowie der Schutz vor UV-Einstrahlung,
chemischen Umwelteinfliisssen und Bakterien. ® Die generelle Struktur der Haut ist in
Abbildung[1.2] gezeigt. Sie besteht hauptséchlich aus Keratinocyten, die in verschiedenen
Schichten, sog. Strata, angeordnet sind. Von der unteren bis zur &ufleren Hautschicht
beginnen die Zellen sich zu entwickeln und differenzieren sich je nach Lage in der Epider-
mis. Wie in Abbildung[1.2]zu sehen, liegen in den unteren Strata noch Zellen mit Zellkern
vor, wobei die obere Schicht, das stratum corneum (SC), nur noch aus abgestorbenen

Zellen, sogenannten Corneocyten, besteht. Diese Zellen werden von Corneodesmosomen,
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ABBILDUNG 1.2: Aufbau der Epidermis®!

einem Peptidgeflecht inner- und auflerhalb der Corneozyten, zusammengehalten. Der in-
terzellulare Raum der SC ist mit hydrophoben Lipiden gefiillt, die eine unterstiitzende

Funktion der Hautbarriere gegen Wasserverlust und UV-Einstrahlung besitzen.

Die Funktionsweise der Haut ist stark reguliert. Viele Prozesse, wie z.B. die Schutzfunk-
tion der Haut und das kontrollierte Abschuppen, werden durch verschiedene Serinpro-
teasen gesteuert. Dabei laufen komplexe Aktivierungskaskaden ab, bei denen mehrere
Enzyme involviert sind. Beim Abschuppungsprozess findet eine ausbalancierte Neupro-
duktion von Hornzellen statt, so dass eine konstante Dicke der Hornschicht in der Haut

beibehalten wird.

Seit Ende der 1980-er Jahre ist bekannt, dass Serinproteasen eine zentrale Rolle in der
Hautphysiologie spielen. In der Hornhautschicht (SC) wurden trypsinogene und chymo-
trypsinogene Serinproteaseaktivitdten gemessen, die der Enzymgruppe der Kallikreine
(KLK) zugeordnet werden konnte. ) Insgesamt sind 15 Kallikreine bekannt, von denen
acht in der Epidermis exprimiert werden. 19 2004 wurden drei Enzyme dieser Kallikrein-
gruppe identifiziert und die Funktion im SC néher erforscht. T2 Zu diesen gehoren
KLK5 , KLK7 und KLK14. Diese Proteasen liegen als Vorstufen (pKLK) im interzel-
luliren Raum der SC vor, wo diese Enzyme aktiviert werden. Im aktivierten Zustand
besitzen KLK5 und KLK7 die Eigenschaft peptidische Strukturen der extrazelluldren

Corneodesmosome zu spalten. 7 Durch diesen Prozess wird das Abschuppen der Haut
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hervorgerufen. Eine Uberaktivitiit der Serinproteasen wird zum einen durch das leicht
saure Milieu im SC und zum anderen durch natiirliche Inhibitoren in der Epidermis

kontrolliert.

Neben dem Abschuppungsprozess ist KLK7 auch an der Regulation der Lipidproduk-
tion™ und an der Auslésung von Entziindungsprozessen beteiligt. 131 B4 Studien an
Méusen zeigten, dass eine Uberaktivitit von KLK7 zu entziindlichen Hautkrankhei-
ten wie atopischer Dermatitis, Schuppenflechte oder dem Comel-Netherton-Syndrom
fithrt @ B495] Das Comel-Netherton-Syndrom zeichnet sich phénotypisch durch eine er-
hohte Serinproteaseaktivitét, einen Abfall an Corneodesmosomen und lipidproduzieren-

den Enzymen sowie durch eine beeintriachtigte Hautbarrierenfunktion aus.

1.2 Crocapeptine als Serinproteaseninhibitoren

KLKY7 ist als ein zentraler Mitspieler im proteolytischen System der Epidermis und als
chymotrypsinogene Serinprotease zu einem physiologischen Target in der Behandlung
der oben genannten Krankheiten geworden. Die Inaktivierung dieses Enzyms erfolgt
idealerweise durch selektive Serinproteaseinhibitoren. Eine solche, effektive Klasse von
Substanzen wird von Myxobakterien der Chondromyces Sp. produziert. Bis heute konn-
ten bis zu 20 dieser cyclischen Depsipeptidstukturen isoliert und identifiziert werden. [7i16]
Fine spezifische Hemmung der KLK7 durch diese Naturstoffe ist bekannt, wodurch diese

Peptide eine wichtige Rolle fiir die Wirkstoffentwicklung spielen. 7

Crocapeptine

NH2
N 3
ji‘/ S0 SK1 R
1) 'NH HN

4 A:R'=H R?=H,R¥=H
Az R'=H R®=Me, R®=H
o A3:R'=H,R?=Me, R®= Me
HO >

B: R'=Me, R?2=Me, R®*=H
ABBILDUNG 1.3: Struktur von Crocapeptin A;_3 und B

Zu dieser Substanzklasse gehort ebenfalls die Gruppe der Crocapeptine, die von Chon-
dromyces chrocatus produziert werden und in Abbildung gezeigt sind. Fiir die Ver-
wendung der Depsipeptide in der Forschung ist die Produktionsrate des Myxobakteriums
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zu gering. Dementsprechend soll in dieser Arbeit eine effiziente Totalsynthese von Cro-
capeptin A erarbeitet werden, wodurch ein besserer Zugang zu derartigen Strukturen

gewdhrleistet werden kann.

1.3 Aufbau dieser Arbeit

In dieser Arbeit liegt das Fokus auf der Synthese von Crocapeptin A und dessen Anwen-
dung als Serinproteaseinhibitor. Fiir das Verstéindnis iiber den Nutzen dieser Inhibitoren
werden zunéchst in Kapitel das Vorkommen sowie die Funktion von Serinproteasen
und deren Inhibitoren erldutert. Vor allem wird in diesem Zusammenhang das Haupt-
augenmerk auf die Gruppe der Cyanopeptoline gelegt. Diese cyclischen Depsipeptide, die
von Cyanobakterien produziert werden, sind in Kapitel 2.2]néher beschrieben. Die Grup-
pe der Crocapeptine wird in Kapitel 2.3]eingefiihrt. Dariiber hinaus wird die Biosynthese
der Crocapeptine erldutert und damit die Besonderheit dieser Strukturen hervorgeho-
ben. Anschlielend werden die bisher bekannten Synthesen von vier verschiedenen Ahp-
enthaltenden Depsipeptiden in Kapitel vorgestellt und verglichen. Das Kapitel
erldutert die Aufgabenstellung und Retrosynthese. In Kapitel [ folgt die ausfiihrliche
Diskussion der Ergebnisse dieser Arbeit beziiglich der Studien zur Synthese und Mo-
difikation von Crocapeptin A. Die dazu entsprechenden experimentellen Daten kénnen
Kapitel [7] entnommen werden. Abschlieflend werden in Kapitel [ die Ergebnisse dieser
Arbeit zusammengefasst und in Kapitel [f]ein Ausblick auf weitere Themenschwerpunkte

gegeben.






Kapitel 2

Kenntnisstand

2.1 Grundlagen der Proteasen

Eine Vielzahl von proteolytischen Enzymen, sogenannten Proteasen, existiert in leben-
den Systemen und spielt eine wichtige Rolle beim Proteinstoffwechsel. Wenn die Funk-
tion eines Proteins erfiillt ist und dieses nicht mehr bendtigt wird, folgt der Abbau des
Proteins zu den jeweiligen Aminosduren, die im Organismus wieder erneut verwendet
werden konnen. Der Abbau von Proteinen wird durch Proteasen katalysiert. Alleine
dieser Prozess ist aus chemischer Sicht eine grofie Herausforderung, da eine kinetisch
relativ stabile Peptidbindung gespalten werden muss. Proteasen lassen sich prinzipiell in
Endo- und Exopeptidasen einteilen: Endopeptidasen hydrolysieren eine innen liegende
Peptidbindung, wohingegen Exopeptidasen jeweils die duflersten Aminosduren abspal-
ten. Dabei zielen Aminopeptidasen auf den N-Terminus und Carboxypeptidasen auf
den C-Terminus des Peptides ab. Der Angriff an die Peptidbindung findet im aktiven
Zentrum der Proteasen durch nucleophile Aminosiurereste statt. Eine weitere Klassifi-
zierung von Proteasen wird anhand der im aktiven Zentrum beteiligten Nucleophile be-
messen, wobei vier verschiedene Klassen unterschieden werden. Neben den Aspartat- und
Metalloproteasen kommen h&ufig Serin- und Cysteinproteasen vor. Bei den ersten zwei
Genannten greift ein aktiviertes Wassermolekiil als Nucleophil an, im Fall der letzten

beiden Proteaseklassen dienen die jeweiligen Aminosdurenseitenketten als Nucleophil.

2.1.1 Serinproteasen

24% aller bisher bekannten Proteasen sind Serinproteasen. 17 Klassischerweise besitzen
diese im aktiven Zentrum eine katalytische Triade aus Asparaginsiure (Asp), Histi-

din (His) und Serin (Ser). Diese treten bei verschiedenen Familien der Serinproteasen
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in unterschiedlicher Reihenfolge auf, wonach sich vier Untergruppen einteilen lassen.
Die grofite Gruppe der Proteasen bilden chymotrypsinverwandte Serinproteasen, welche
die katalytische Triade His-Asp-Ser besitzen (s. Kapitel . Diese Proteasen kom-
men in Pro- und Eukaryoten sowie Viren vor und regeln eine Vielzahl verschiedene
physiologische Prozesse im Organismus. Zu den Chymotrypsin-analogen Serinproteasen

gehoren u.a. Chymotrypsin, Trypsin, Thrombin und die Elastase:

e Das Chymotrypsin agiert als Verdauungsenzym im Diinndarm und wird von der
Bauchspeicheldriise synthetisiert. Als Endopeptidase besitzt es die Eigenschaft
Peptide bevorzugt an Carboxygruppen zu spalten, die von aromatischen Ami-

nosiduren (Phenylalanin, Tyrosin, Tryptophan) oder Leucin abstammen.

e Beim Trypsin handelt es sich ebenfalls um eine Protease, welche an der Verdauung
beteiligt ist. Es gehort zu den Endopeptidasen, die eine Peptidkette nach basischen

Aminosduren wie Lysin oder Arginin spaltet.

e Thrombin ist eines der selektivsten und multifunktionalsten Enzyme unter den

Serinproteasen und gilt primér als wichtigstes Gerinnungsenzym.

e Die Elastase ist ein Breitbandspektrumenzym ¥ und ist am Abbau von Colla-
gen, Elastin, Firbrinonectin sowie bei Komponenten der extrazelluliren Matrix
beteiligt. Weiterhin bilden Elastasen einen wichtigen Teil der Immunantwort. 19
Als Carboxypeptidase spalten sie Peptidbindungen am C-Terminus von kleinen
hydrophoben Aminoséuren, wie z.B. Glycin, Alanin oder Valin. Die Proteasewir-
kung der Elastase ist so unspezifisch, dass dadurch auch korpereigenes Gewebe

gefihrdet ist und abgebaut werden kann.

2.1.2 Aufbau und Struktur chymotrypsinogener Proteasen

Mit weitaus mehr als 250 verschiedenen Proteasen zéhlt Chymotrypsin zu der grofiten
Familie innerhalb der Proteasen, die in Eukaryoten, Prokaryoten, Archaeen und Viren
vorkommen. Mit einer sehr grofien Spannbreite an Umsetzung sind sie an vielen physio-
logischen Prozessen beteiligt, wie z.B. der Verdauung (Trypsin), Himostase (Thrombin),

dem Zelltod, der Signalweiterleitung, Reproduktion sowie der Immunantwort.

Die Funktionsweise des Chymotrypsins kann anhand der Struktur, die 1967 von Da-
vid Blow aufgeklédrt wurde, beschrieben werden. Diese kann in drei Doménen eingeteilt
werden, die miteinander verkniipft sind. Von denen sind die katalytische Domdne sowie
die Substraterkennungsseite fiir die Funktion und Spezifitéit des Enzyms zustindig. Der

Aufbau dieser beiden Doménen wird in diesem Kapitel eingehender erklart.
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Die katalytische Domidne bildet das aktive Zentrum mit Asp 102, His 57 und Ser 195, die
tiber Wasserstoffbriickenbindungen verbunden sind und als katalytische Triade bezeich-
net wird. Die Zusammenarbeit der katalytischen Triade ist in Schema dargestellt

und wird im Folgenden erléutert.

Gly193

tetraedrisches tetraedrisches

<ischenprodukt / Zwischenprodukt

Acyl-Enzym Acyl-Enzym

ScHEMA 2.1: Katalysemechanismus von chymotrypsinogenen Serinproteasen

In der urspriinglichen Form bildet die Hydroxygruppe des Ser 195 mit dem N2 des Imi-
dazolrings von His 57 eine Wasserstoffbriicke (A). Weiterhin besteht ebenso eine Was-
serstoffbriicke zwischen dem Carboxylat des Asp 102 und dem Ng;-H des Imidazolrings,
wodurch der pH-Wert des Imidazols leicht erh6ht wird und folglich eine Deprotonierung
des Ser 195 ablaufen kann. Das Alkoxidion dient in dieser Form als gutes Nucleophil und
kann das eintretende Peptid nucleophil an der Peptidbindung angreifen (B). Das somit
entstandene tetrahedrale Zwischenprodukt wird durch die sogenannte Oxyaniontasche
stabilisiert (C), die aus den NH-Gruppen des Ser 195 und dem Glycin 193 (Gly) gebil-
det wird. Das Stickstoffatom aus dem Peptid wird durch das vom Ser 195 abstrahierten
Protons protoniert und somit die Bindungsspaltung zum Acylrest und Amin vollzogen

(D). Zur Wiederherstellung des Enzyms wird das Acylenzym mittels Wasser hydrolysiert
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(E), wobei auch hier die tetrahedrale Zwischenstufe iiber Wasserstoftbriickenbindungen

in der Oxyaniontasche stabilisiert wird (F).

Die Substraterkennungsseitendomdne ist fiir die Substratspezifitdat verantwortlich. Diese
Doméne wird eingeteilt in die Substrattaschen S:1-S,,, die mit den einzelnen Substrat-
positionen P1-P,, auf der Acylseite in Wechselwirkung treten, sowie die Substrattaschen
S1’-S,’, die mit der entsprechenden Abgangsseite des Substrates mit den Kontaktstellen
P,’-P,) wechselwirken. Diese Nomenklatur erfolgt nach Schechter und Berger und ist in

Abbildung dargestellt. 20/

a) Wechselwirkung zwischen Substrat und Protease

PsH H 0 Py H oy Op,. HH O Substrat
;{N)ﬁrN%N)\n/ >)J\N N>)J\/
H o o HPH QHP1'H oHPg'

w Protease

zu spaltende Bindung

b) S;-Tasche von Chymotrypsin, Trypsin und Elastase

Gly
226 )\
Gl OH
2t6\ NH N val
/—OH 216
Ser 189 Asp 189
Chymotrypsin Trypsin Elastase

ABBILDUNG 2.1: a) Nomenklatur der Enzymsubstratwechselwirkung
b) Aufbau der S;-Taschen

Die Substrattasche Sy liegt benachbart zum aktiven Zentrum und spielt bei der Bindungs-
spaltung eine wichtige Rolle. Die eigentliche Spezifitéit in dieser Tasche wird von den
Positionen 189, 216 und 226 im Enzym gelenkt und ist, wie Abbildung [2.Ip zeigt, je
nach Enzym mit verschiedenen Aminosiduren besetzt. Diese Positionen generieren im
Chymotrypsin mit Ser 189, Gly 216 und Gly 226 eine sehr hydrophobe Seitentasche, wo-
durch eine hydrophobe Seitenkette (Phenylalanin oder Tyrosin) fiir Py stark bevorzugt
wird. Mit den Aminosduren Asp 189, Gly 216 und Gly 226, wie es in Trypsin vorkommt,
wird die Bindungsspaltung am Arginin oder Lysin vorgezogen und durch Valin 216 (Val)
und Threonin 226 (Thr) in der Elastase werden kleine aliphatische Reste toleriert. Dies
zeigt, dass eine kleine Variation im Enzym die Substraterkennung erheblich beeinflussen

kann.
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Bei der Substrathydrolyse spielt die Polypeptidbindungsseite eine wichtige Rolle. Diese
wird durch die Aminoséduren 214-216 des Enzyms gebildet und liegt gegeniiber der Si-
Snp-Seite. Die So-S,,-Seite spiegelt eine geringere Substratdiskriminierung wider. Dabei
bildet in der Sp-Tasche His 57, Tryptophan 215 (Trp) und Leucin 99 (Leu) eine flache
hydrophobe Rille, die mit einer hydrophoben Seitenkette in Po korreliert. Die folgende
Seitentasche Sz ist in Chymotrypsin wenig spezifisch und akzeptiert auch D-Amino-

séuren, wohingegen die S3-Ps-Interaktion in der Elastase ausschlaggebend ist. 21

Die Abgangsgruppenseite S1’-S3’ definiert keine genaue Seitenkette P1’-P3’. Bekannt ist
eine konstant bestehende Wasserstoffbriickenbindung zwischen Phenylalanin 41 (Phe)
und der NH-Bindung von Ps’. Zudem wird im Chymotrypsin aufgrund elektrostatischer
Anziehung zu Asp 55 und Asp 64 Arginin oder Lysin fiir P’ bevorzugt.

2.1.3 Inhibitoren von Serinproteasen

Bindet ein spezifisches Molekiil an ein Enzym und besetzt oder verformt das aktive
Zentrum, so bewirkt es eine Hemmung oder eine Inhibition, wodurch das Enzym inak-
tiv wird. Dieser Prozess dient in biologischen Systemen als Kontrollmechanismus und
sorgt fiir die Regulation verschiedener Abldufe. Laufen unkontrollierte Prozesse ab, in
dem z.B. eine Uberproduktion stattfindet, so kénnen Inhibitoren als Medikamente ein-
gesetzt werden. Aufgrund der Vielzahl an Enzymen im menschlichen Organismus ist die

Spezifitdt des Inhibitors unabdingbar um Nebenwirkungen zu vermeiden.

Inhibitoren lassen sich beziiglich ihres Inhibitionsmechanismus klassifizieren. Eine Klasse
der Inhibitoren ist der sogenannte iibergangszustandanaloge Inhibitor, der wie das Sub-
strat das Schliissel-Schloss-Prinzip nutzt und in gleicher Weise einen Enzym-Inhibitor-
Komplex bildet. (s. Schema Diese Art von Inhibition ist immer eine kompetitive
Inhibition, da das Substrat und der Inhibitor konkurrieren. Dies bedeutet, dass lediglich
die Katalysegeschwindigkeit des eigentlichen Substrates herabgesetzt wird, da nur ein
Anteil des Enzyms durch den Inhibitor besetzt ist. Wenn sich die Substratkonzentration
erhoht, wird die Inhibition aufgehoben. Diese Inaktivierung kann sowohl reversibel als
auch irreversibel verlaufen. Die Reversibilitét einer Inhibition ist lediglich von der Disso-
ziationsgeschwindigkeit des Enzym-Inhibitor-Komplexes abhéingig. Je langsamer dieser

zerfillt, desto irreversibler ist die Hemmung.
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V : Inhibitor

Substrat/\' /

Enzym-Substrat-Komplex Enzym-Inhibitor-Komplex

ScHEMA 2.2: Kompetitive Inhibition

Viele Serinproteaseinhibitoren nutzen das Prinzip des analogen Ubergangszustandes.
Dabei bilden sie ein tetrahedrales Zwischenprodukt mit Ser 195 und entsprechende Ne-
bengruppen lenken die Spezifitit des Inhibitors. Verschiedene Gruppen an geeigneten
Inhibitoren sind stark elektrophil und hemmen alle Serinproteasen irreversibel, wodurch
sie diagnostisch anwendbar sind. Zu dieser Art gehéren Fluorophosphate und Sulfonyl-
fluoride, wie z.B. das Nervengas Diisopropylfluorphosphat (DFP) und Phenylmethansul-
fonylfluorid (PMSF), welche mit Ser 195 irreversibel zu Phosphor- bzw. Sulfonséureester
reagieren. Der Wirkmechanismus ist in Schema abgebildet. Eine unspezifischere
Gruppe an Inhibitoren sind Chlormethylketone (CMK), die neben den Serinproteasen
auch Cysteinproteasen irreversibel hemmen koénnen, wodurch die diagnostische Anwend-
barkeit nicht mehr gegeben ist. Dennoch ist der Wirkmechanismus interessant, da nicht
nur Ser 195 irreversibel gebunden wird: Wie Schema [2:3p zeigt, wird durch die Bildung
eines Epoxids His 57 zum nucleophilen Angreifer und 6ffnet dieses. Das somit gebildete
Oxyanion wird in der entsprechenden Tasche des Enzyms durch Wasserstoffbriickenbin-

dungen stabilisiert. 17

a) Irreversible Hemmung von Serinproteasen
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b) Irreversible Hemmung von Serin- und Cysteinproteasen
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SCHEMA 2.3: Irreversible Proteaseninhibition
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Weiterhin sind eine Reihe von Inhibitoren fiir ihre reversible Hemmung der Serinpro-
teasen bekannt. Dazu gehoren Aldehyde, Trifluormethylketone und Boronsiduren. Das
aus der Hemmung von Aldehyden entstehende Hemiacetalanion kann neben der Sta-
bilisierung der Oxyaniontasche auch mit His 57 in Wechselwirkung treten. Allerdings
wird damit nicht die Stabilitdt des Enzyminhibitorkomplexes erhéht. Auch die Triflour-
methylketone bilden mit Ser 195 ein Halbacetal, welches durch die elektronenziehende
Trifluormethylgruppe eine héhere Stabilitét als gewohnliche Halbacetale mit sich bringt.
Die Boronsduren reagieren zunichst genau wie CMK mit Ser 195, worauf eine nucleo-
phile Substitution durch His 57 ablduft. Der mechanistische Vorgang der aufgefiihrten
Inhibitoren ist in Schema gezeigt. 1722]

a) Reversible Hemmung
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b) Stabile Acylenzymkomplexe
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SCHEMA 2.4: Proteaseinhibition

Eine weitere Klasse von Inhibitoren sind die sogenannten , Selbstmordinhibitoren*, die
das aktive Zentrum derart modifizieren, dass das Enzym keine Katalyse mehr betrei-
ben kann. Im Falle der Serinproteasen bilden diese Inhibitoren mit Ser 195 im aktiven
Zentrum einen stabilen Acylenzymkomplex, die in Schema gezeigt sind. Zu die-
sen Selbstmordinhibitoren zéhlen p-Nitrophenylguanidinbenzoate, Azapeptidester sowie
Arylacrylester. Der in diesen Molekiilen enthaltene Ester, oftmals p-Nitrophenyl, dient
als gute Abgangsgruppe und durch den nucleophilen Angriff von Ser 195 bildet sich ein
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stabiler Enzymester. Eine weitere Inhibition des aktiven Zentrums kann durch 3-Benzyl-
6-chlor-2-pyran erfolgen. Dieses Lacton bildet ein stabiles Acylenzym mit Ser 195 und
geht zudem eine Salzbindung mit His 57 ein. 23 Die Protonierung von His 57 eliminiert
die Wirkung dieser Position als Basenkatalysator, wodurch keine Aktivierung des Was-
sermolekiils fiir den nucleophilen Angriff stattfinden kann. Folglich wird die Hydrolyse
des Acylenzymkomplexes unterbunden. Diese Art der Inhibition entspricht der Funkti-
onsweise der Serpine, welche in Lebewesen vorkommende Proteine sind und als natiirliche

Serinproteaseinhibitoren fungieren. 17

TABELLE 2.1: Inhibitorwirkung verschiedener Naturstoffe im Vergleich

Naturstoff Herkunft IC50 Th ICs50 Tr IC5¢ El IC50 Ch
Cyclotheonamid Theonella Sp. 100 nM
Radiosumin Plectonema 203 pM 323 nM
radiosum
Aeruginosin 98B Microcystis 15 uM 0.9 uM
aeruginosa
Aeruginosin 298A Microcystis 0.5 uM 1.7 uM
aeruginosa
Aeruginosin 102A Microcystis 54.6 nM
viridis
Aeruginosin 102B Microcystis 136.5 nM
viridis
A90720A Microcystis 260 nM 9.6 nM
lokakensis
Symplocamid A Symploca Sp. 80.2 uM 380 nM
Scyptolin A Scytonema 3.1 uM
hofmanni
Micropeptin T20 Microcystis 2.5 nM
aeruginosa
Cyanopeptolin 1020  Microcystis 3.9 nM 670 pM
aeruginosa
FR134043 Streptomyces 2.8 nM*
resistomiciticus 35 nMP
FR901277 Streptomyces 180 nMP 1.2 uM
resistomiciticus 260 nM*
Lyngbyastatin 5 Lyngbya Sp. 3.2 nM 2.8 uM
Lyngbyastatin 7 Lyngbya Sp. 30 nM* 314 nM¢
23 nM*

Th = Thrombin, Tr = Trypsin, El = Elastase, Ch = Chymotrypsin
# Human Neutrophile Elastase (HNE)
® Human Leucocyte Elastase (HLE)
¢ Piggy Pancreas Elastase (PPE)
4 Bovine Pancrease Chymotrypsin (BPC)

Neben den natiirlich vorkommenden Serpinen, welche die Aktivitdt der Serinproteasen

in Lebewesen regulieren, dient zudem eine Vielzahl an Naturstoffen als Inhibitoren
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von Serinproteasen. 2 Einige Naturstoffe sind mit ihren entsprechenden Aktivitiiten
zu verschiedenen Serinproteasen in Tabelle aufgefithrt. Zu einem der ersten iso-
lierten Naturstoffe als aktiver Thrombininhibitor zéhlt Cyclotheonamid, das 1993 aus
dem marinen Schwamm Theonella Sp. isoliert wurde. 5 Dieses makrocyclische Penta-
peptid mit einem enthaltenen a-Ketoamid (s. Abbildung [2.2), welches mit Ser 195 in
Interaktion tritt, besitzt mit einem IC53-Wert von 100 nM exzellente inhibitorische Ei-
genschaften. 28 Ein kleinerer Inhibitor ist das Dipeptid Radiosumin, welcher moderate

Aktivitdten gegen Thrombin aufweist, dagegen aber eine gute Aktivitdt gegen Trypsin
27
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ABBILDUNG 2.2: Serinproteaseinhibierende Naturstoffe

Eine weitere Naturstoffgruppe, die Serinproteasen inhibiert, bilden die Aeruginosine.
Dabei handelt es sich um lineare Pentapeptide, die aus den Cyanobakterien Microcystis
aeruginosa und viridis isoliert wurden. 2880 Aeruginosin 298A, 98B sowie 102A /B zei-
gen unterschiedliche Aktivitdten zu Thrombin und Trypsin (s. Tabelle . Die Kristall-
strukturen von den Enzym-Inhibitorkomplexen geben einen interessanten Einblick in die
Enzym-Inhibitorinteraktionen. Steiner et al. konnte 1998 mit dem Thrombin-Hirugen-
Aeruginosin 298 A-Komplex die Wechselwirkungen mit der katalytischen Triade und den
Seitentaschen aufkldren. Dabei diente Hirugen, ein synthetisches Dodecapeptid, als ein

an der dufleren fibrinogenen Erkennungsseite sitzenden Stabilisator, der eine Autolyse
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des Enzyms verhindern soll. BY Der Enzymkomplex zeigt, dass die Argininol-Seitenkette
(Argol) die Sq-Seitentasche besetzt und die Guanidineinheit zwei Wasserstoffbriickenbin-
dungen zum Asp 189 bildet. Die Hydroxylgruppe des Argols unterbindet die Wasserstoft-
briickenbindung der katalytischen Triade zwischen His 57 und Ser 195, das somit ersetzt
wird und selbst mit dem Kohlenstoffatom des Argols wechselwirkt. Von den Erwartun-
gen abweichend besetzt die Seitenkette des Leucins und der 4-Hydroxyphenylmilchs&dure
(Hpla) die Ss-Seitentasche, welche generell hydrophob ist und D-Aminosduren bevor-
zugt. Dies zeigt, dass die Sequenz oder Stereochemie fiir Inhibitoren nicht vorhersagbar
ist. Thrombin besitzt eine Toleranz in der unprézisen Substrat-Enzym-Erkennung, wo-
durch eine Menge an unterschiedlichen Inhibitoren in Frage kommt. Auch der Trypsin-
Aeruginosin 98B Komplex zeigt eine einzigartige Art der Inhibierung auf. B Die verliuft
in diesem Falle ohne generellen Kontakt mit der katalytischen Triade, sondern durch In-

teraktionen mit spezifischen Elementen der Substraterkennungsseite.

Weitere Einblicke in die Inhibition von Serinproteasen lieferte Bonjoulikan et al. mit der
Struktur von A90720A.B2 Dieses cyclische Depsipeptid mit einer ungewohnlichen 3-
Amino-6-hydroxy-2-piperidon (Ahp) Einheit weist IC50-Werte im nanomolaren Bereich
gegen Thrombin und Trypsin auf. Die genaueren Wechselwirkungen der Inhibition konn-

ten anhand der Kristallisation mit Trypsin aufgezeigt werden und sind in Abbildung

gezeigt,. 133]
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ABBILDUNG 2.3: Enzymsubstratwechselwirkung eines A90720A-Trypsin- und
Scyptolin A-Elastase-Komplexes

A90720A bildet einen nicht-kovalenten substratdhnlichen Komplex und inhibiert durch
zwel komplementére Strategien. Zum einen wird der substratdhnliche Komplex stabi-
lisiert, indem Leucin und Tyrosin eine hydrophobe Bindungstasche besetzen und im
Fall von Tyrosin iiber Wasserstoffbriickenbindungen stabilisiert werden. Auflerdem trégt
auch Arginin durch das Besetzen der S;-Bindungstasche und den damit einhergehenden
Interaktionen mit Asp 189 zu der Stabilisierung des substratdhnlichen Komplexes bei.
Zum anderen wird die erste Strategie durch das Verhindern der Dissoziation ergénzt. Fiir

diesen Fall hat die Ahp-Einheit eine wichtige Funktion, denn die Hydroxygruppe bildet
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eine essentielle Wasserstoffbriicke zur Amidbindung des gegeniiberliegenden Valins, wo-
durch die Bindungskonformation des Inhibititors stabilisiert und eine Dissoziation ver-
mieden wird. In Kombination dieser beiden Strategien wird ein tiefes Energieminimum
des Enzyminhibitorkomplexes erreicht und eine hohe Energiebarriere fiir die Hydrolyse
erzeugt, wodurch sich die starke Inhibitionswirkung von A90720A gegen Trypsin erklédren

lasst.

Die Struktur von A90720A ist dhnlich zu Aeruginopeptinen, Cyanopeptolinen, Micro-
cystilid A und den verschiedenen Micropeptinen, die alle von Cyanobakterien der Micro-
cystis Sp. produziert werden. B4 Auch Scyptolin A aus dem Cyanobakterium Scytone-
ma hofmanni reiht sich in diese Grundstruktur ein und trug zur Aufkldrung iiber die
Besetzung der Bindungstaschen bei der Inhibition von Elastase bei. 5 Die Wechselwir-
kungen zwischen Elastase und Scyptolin A sind in Abbildung wiedergegeben. Es
zeigt sich, dass die wichtigsten Bindungstaschen fiir diese Molekiilstruktur S;-S4 sind.
Scyptolin A besetzt das aktive Zentrum der Elastase wie A90720A das des Trypsins.
Dabei wird die S;-Tasche von dem Aminosiurerest des Leucins besetzt. Betrachtet man
die S;-Tasche der beiden Enzyme (s. Abbildung so zeigt sich hier, dass Scyptolin A
mit Leucin an Position 2, N-stindig zur Ahp-Einheit, keine starke Inhibitionswirkung
auf Trypsin haben kann. Weiterhin besetzt Threonin an Position 1 und das Threonin
aus der Seitenkette die Seitentaschen Ss und S3 sowie Alanin S;. Die Ahp-Einheit be-
setzt das aktive Zentrum, wodurch eine Verdringung des Wassermolekiils, welches zur

Hydrolyse benétig wird, stattfindet. B0

Inwiefern die Ahp-Einheit mit ihrer Wirkung sowie die N-Methylgruppe an Position
5 essentiell fiir die Inhibition sind, haben Stolze et al. an Scyptolin A und Symplo-
camid A untersucht.B7 Dabei stellte sich heraus, dass eine fehlende N-Methylgruppe
die Aktivitét des Inhibitors herabsetzt. Allerdings bewirkt der Austausch von N-Methyl-
Tyrosin gegen Prolin wiederum eine gute Inhibierung, woraus sich schlielen lésst, dass
die cis-Konfiguration in dieser Struktur ausschlaggebend ist. Dies erklart das Vorkom-
men der N-Methylfunktion in jedem Naturstoff mit &hnlicher Struktur, die lediglich die
Konformation des Makrocyclus kontrolliert. Der Ersatz der Ahp-Einheit gegen Serin
bzw. Threonin gibt weitere Aufschliisse beziiglich der Inhibition von Chymotrypsin: Im
Symplocamid A ldsst sich die Ahp-Einheit gut gegen Serin aber nicht gegen Threonin
austauschen. Dagegen zeigt Scyptolin A mit Threonin an der Ahp-Position gute Akti-
vitdten bei Elastase und Chymotrypsin. Ein Austausch gegen Valin wird jedoch nicht
toleriert, wodurch sich schlieflen ldsst, dass eine Hydroxyfunktion in Position 3 fiir die

Aktivitdt eine wichtige Rolle spielt.
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Aus der bisher bekannten Menge der Strukturanaloga von A90720A z&hlt Micropep-
tin T20 mit einem IC5p von 2.5 nM zu den besten Chymotrypsininhibitoren. (s. Abbil-
dung B8l In Bezug auf die Trypsininhibitoren gehort Cyanopeptolin 1020 mit einer
Aktivitat im picomolaren Bereich zu den effektivsten dieser Art. Vergleicht man die Er-
gebnisse der Enzyminhibition in Bezug auf die Elastase, so fillt der Fokus auf die Lyng-
byastatine, welche aus Cyanobakterien der Lyngbya Sp. isoliert wurden. B Diese Natur-
stoffklasse weist in Position 2 die nicht proteinogene Aminosdure 2-Amino-2-butensiure
(Abu) auf, die ohne die Bildung von kovalenten Bindungen die S;-Tasche der Elastase
besetzt und somit ein Schliisselglied zur Elastaseinhibition darstellt. Aulerdem zeigt die
Kristallstruktur des Lyngbyastatin7-Elastase-Komplexes das Bestehen von starken Was-
serstoffbriickenbindungen und Van-der-Waals-Kréiften mit der aktiven Seite der Elastase
und Wassermolekiilen auf. 8 Diese starken Interaktionen spiegeln sich in der guten In-

hibition von Lyngbyastatin 5 wider. 5%
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ABBILDUNG 2.4: Strukturen von Micropeptin T20, Cyanopeptolin 1020, FR901277,
FR134043, Lynbyastatin 5 und 7
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Im Vergleich zu Lyngbyastatin 7 besetzt das bicyclische FR134043 auf gleiche Weise das
aktive Zentrum und die Seitentaschen S; bis S4. Diese Verbindung geht aus dem Natur-
stoff FR901277 hervor, welches aus Streptomyces resistomiciticus isoliert wurde. Auf
Grund der geringen Wasserloslichkeit von FR901277 wurde dieser sulfoniert, wodurch
sich eine sehr gute reversibel-kompetitive Hemmung mit einem ICsp-Wert von 2.8 nM
ergibt. P91l Hier lisst sich vermuten, dass durch das arretierte bicyclische System, in
dem die Seitenkette iiber eine Harnstoffeinheit mit dem Tyrosin verbunden ist, ein Grund

fiir die gute Aktivitat ist.

2.2 Cyanopeptoline

Cyanopeptoline gehoren zu der grofiten Gruppe an cyclischen Peptiden, die aus Cyano-
bakterien isoliert und charakterisiert wurden. Insgesamt sind weit iiber 100 Cyanopep-
toline bekannt und strukturell aufgeklart. Die verschiedenen Gruppen der Cyanopep-
toline sowie deren Herkunft sind in Tabelle aufgefiithrt. 1993 isolierte Martin et al.
erstmals einige dieser cyclischen Peptide, die Cyanopeptolin A-D benannt wurden. #2
Anschlielend folgten weitere Strukturanaloga, die von verschiedenen Cyanobakterien-
spezies (Anabaena, Dichothriz, Lyngbya, Microcystis, Nostoc, Oscillatoria, Planktothriz,
Scytonema, Stigonema und Symploca) produziert werden, wobei aus Microcystis und

Planktothriz die meisten Strukturvarianten stammen. 43!

Diese interessante Klasse an Peptiden besitzt eine hohe strukturelle Diversitit, wo-
durch sich eine Massenverteilung von 770 Da (Tasipeptin A B4) bis 1181 Da (Oscilla-
peptin Bl45J) ergibt. Wie in Kapitel erlautert wurde, besitzen diese Naturstoffe aus

der Gruppe der Cyanopeptoline eine potentielle inhibitorische Aktivitit gegen Proteasen.

Die Namensgebung dieser Naturstoffgruppe ist an keine offizielle Nomenklatur gebunden.
In vielen Fillen orientieren sich die Namen an den Cyanobakterien, aus denen sie isoliert
wurden und werden mittels Buchstaben- bzw. Zahlenfolge nummeriert oder mit den

jeweiligen Massen (in Dalton [Dal) eindeutig benannt.

Strukturell unterscheiden sich die Cyanopeptoline in ihren einzelnen Aminoséduren. Eine
Ubersicht iiber die Variationen der Aminoséuren in den einzelnen Positionen ist in Ab-
bildung dargestellt. Zudem sind die Strukturen aller bekannter Cyanopeptoline im
Anhang [A] tabellarisch aufgefiihrt.

Trotz der strukturellen Vielfalt konnen grundlegende Eigenschaften dieser Verbindungen
definiert werden. Der cyclische Kern von Cyanopeptolinen wird aus sechs Aminoséduren
(1-6) gebildet, der mit einer Seitenkette aus bis zu drei Aminoséure- bzw. Fettsdure-

bausteinen (SK1-3) iiber die Position 1 ein verzweigtes Peptidlacton bildet. Dieses
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TABELLE 2.2: Ubersicht der bisher bekannten Cyanopeptoline und deren Herkunft

Cyanopeptoline Herkunft # bekannter Verbindungen
Aeruginopeptin Microcystis aeruginosa 7 H6HR)
Anabaenopeptilid  Microcystis Sp. 4 B30
Bouillomid Lyngbya bouillonii p L
Cyanopeptolin Microcystis Sp. 35 BE2AE2HET]
Hofmannolin Scytonema hofmanni 1568
Ichthyopeptin Microcystis ichthyoblabe 2 ETET]
Insulapeptolid Nostoc insulare g 68l
Kempopeptin Lyngbya Sp. 21691
Lyngbyastatin Lyngbya Sp. 7 BIBHTI
Microcystilid Microcystis aeruginosa 164
Micropeptin Micocystis Sp. 83 BEBEE2AREETIGAIT2H)
Molassamid Dichothriz utahensis 1839
Nostocyclin Nostoc Sp. 1161
Nostopeptin Nostoc Sp. 32788
Microcystis aeruginosa
Oscillapeptilid Oscillatoria agardhi 29
Oscillapeptin Oscillatoria agardhi g [A5I100/T0T]
Planktopeptin Planktothrixz rubescens 302
Scyptolin Scytonema hofmanni 2 03]
Somamid Lyngbya majuscula o 104
Stigenomapeptin  Stigonema Sp. 1 03]
Symplocamid Symploca Sp. 1 08]
Symplostatin Symploca Sp. 7 [18107)
Lyngbya Sp.
Tasipeptin Symploca Sp. o4

19-gliedrige Depsipeptid wird durch die Ahp-Einheit in Position 3 charakterisiert. In

43l ynd verschiedenen Micropeptinen B3 787984

Einzelfillen, wie beim Oscillapeptin C
kommt an dieser Stelle auch die methylierte Variante der Ahp-Gruppe, das 3-Amino-6-

methoxy-2-piperidinon (Amp), vor.

Eine weitere grundlegende Eigenschaft in diesen Naturstoffen ist die Aminosdure an
Position 1, die mit ihrer S-Hydroxygruppe an der Lactonbindung beteiligt ist. Reguléir
wird diese Position von Threonin besetzt. In den Ausnahmefillen wie bei Nostopeptin A
und B sowie Insulapeptiden A-D bildet 3-Hydroxy-4-methylprolin (Hmp) das Zwischen-

glied. 6897

Mit einer variablen Lénge von bis zu drei Gliedern ist die Seitenkette an die Amino-
funktion des Threonins bzw. Hmps gebunden. Diese lasst sich strukturell in zwei Klas-
sen einteilen. Zum einen existieren bis zu zwei Aminosduren mit einem aliphatischen

[A9150]

Fettsdurerest von Ameisensdure (Anabaenopeptilide) Essigsdure (Oscilla-

peptilide) ) Butansiure (Bouillomide) B, Hexan- und Oktansiure (z.B. verschiedene
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Cyanopeptoline und Mikropeptine) 6164

. Als Acylrest existieren auch Hydroxyphenyl-
milchsidure (Hpla), wie z.B. in Microcystiliden 1% oder 2-Hydroxy-3-methylvalerian-
siure (Hmv) in Hofmannolin. 68 Zum anderen enthilt die Seitenkette bis zu zwei Amino-
siuren und abschlieBend Glycerinsdure (GS), wobei die Hydroxyfunktionen sulfati-

siert 181 phosphoryliert B3l ynd methyliert I8 gein kénnen.

Die Variationen der Aminosduren in der Seitenkette sind zahlreich. Sie reichen von
neutralen bis zu sauren Aminosduren (Glu, Asp) iiber hydroxy-Aminosduren (Thr,
Tyr) bis hin zu den nicht-proteinogenen Aminosduren wie homo-Serin bzw -Tyrosin
(hSer/hTyr)E596] - Citrullin (Cit) 68!, §-Oxo-Methionin (OMet) % oder Prolin-4-on
(OPro)192l An diesen Positionen (SK1-SK2) ist die Konfiguration der Amino-
sduren nicht zwingend auf die natiirlichen S-Aminoséduren beschréinkt. Zudem sind auch
Mikropeptine (88B-F/N/Y) bekannt, bei denen Glutaminséure iiber die e-Position mit

Threonin verkniipft ist. 389

(0]
HaTyr HOJ\:/\@
Asp (OMe) NH, OH
Glu (OMe)
GS (OX)
Met/ OMet O
R Tyr/ hTyr  BS
R lle Hpla Cit Aba  HO =
Leu hSer Gin
val R X e Gly NH;
xMe—_I?he O Gin T\ | Leu OPro O SK2
e-1rp " N_Thr R Val
m-Cl/Br, 5 ~ H *
o e, N N e The o N HN. SK3,  AS  HMV HO™
NMe-OAPhe O  Hmp 0 ''ski \rr BS ;
AS ES OH
lle Thr O o H HN Ava BS 0 HS
Leu Val 4 l Arg ES Hpla o
Phe R N2 Ng aen HS GS (0SO3H)
OMe-Tyr N™3 GS (OX) DL-  Ho
o] Gin 0s Hpla
RO Ahp Glu Ala OH OH
Amp HyTyr Gin
hPhe ﬁly o
mv
hSer Hpla J OH
lle lle " HO™
Leu Lou mp O .....
Lys (NMey) Pro HN
AS = Ameisensaure mMe-hTyr Thr
BS = Butanséaure Tyr/ hTyr
ES = Essigsaure Tyrl ATyr L y 0 o NH,
GS = Glycerinsaure NMe- HO
HS = Hexanséaure OAPhe E
OS = Oktansaure HN

hAS = homo-Aminosaure
Amp = 3-Amino-6-methoxy-piperidon

*Stereochemie nicht publiziert

ABBILDUNG 2.5: Grundstruktur und Varianten der Cyanopeptoline

Neben der Seitenkette gehort auch Position 2 zu einem stark variablen Bereich. An
dieser Stelle konnen alle Aminosdurefunktionalititen auftreten. Neben aromatischen
Aminoséuren von homo-Phenylalanin (hPhe) 88 und Tyr/hTyrB%3 | sind auch alipha-
tische (Leu, Ile) BH9TO9I02003] " saure (Glu) B8, basische (Lys, Arg) BS54 ynd polare
Aminosiuren (Gln, Asn, hSer) 828696 hekannt. Dabei sind unter anderem mono- und di-

methylierte Lysine® sowie meta-Methyl-homo-Tyrosine #¥ gefunden worden. Wie sich
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schon zuvor bei den Lyngbyastatinen BP0 gozeigt hat, ist in Position 2 bei mehre-
ren Gruppen (z.B. Boulliomide "1, Molassamid %!, Somamide ™! Stigonemapeptin 105!
und Symplostatine B1070) 2-Amino-2-butensiure (Abu) bekannt. Eine weitere fiir diese
Position spezielle und nicht proteinogene Aminoséure ist Tetrahydrotyrosin (H4Tyr), die

3]

vereinzelt in Oscillapeptinen l45J, Micropeptinen B0 ynd Aeruginopeptinen ¢ erscheint.

Position 4, C-terminal zur Ahp-Position, variiert fast ausschlieflich zwischen unpolaren
Resten in den Aminosduren (Ile, Leu, Val und Phe). Einzelne Spezies, wie Hofman-

661 Planktopeptin 192 und Scyp‘colime[m3J weisen O-Methyltyrosin oder Threonin

nolin
in dieser Position auf. An Position 5 kommt ausschliefllich eine aromatische und N-
methylierte Aminosaure vor. Hier variieren die drei proteinogenen aromatischen Amino-
sduren Phenylalanin, Tryptophan und Tyrosin. Letztere kann verschiedene Substituti-
onsmuster, wie eine O-1\/Iethylierung[102J oder meta-Halogenierung (Cl, Br) [ELTER3T08
aufweisen. Doppelt halogenierte Substitutionsmuster sind bisher nicht bekannt. Eine
eher ungewohnliche Aminosiure in dieser aromatischen Position wurde in Micropeptin
SD99964 gefunden. Dabei handelt es sich um 3-Oxo-ortho-amino-Phenylalanin (N-Me-
OAPhe), welches bisher einmalig in der Gruppe der Cyanopeptoline auftritt. Die letztere
Position in dieser Aufzihlung ist die einzige in diesen Verbindungen, welche (mit nur
einer Ausnahme: Gln in Cyanopeptolin 984162J) mit aliphatischen Aminosiuren besetzt
ist. Hier ldsst sich Valin, Leucin und Isoleucin finden, wobei letztere auch als allo-Isomer
vorkommt. 1% Gleiche Beobachtungen wurden bei den Oscillapeptinen A-F auch an

Position 4 gemacht. 5]

Es wird spekuliert, dass Cyanopeptoline in der Natur als Phagodeterrent dienen, d.h. als
fra8 verhindernder Stoff. Als Proteaseinhibitoren (s. Kapitel [2.1.3)) wirken diese Natur-

stoffe als Verdauungsinhibitor bei Pflanzenfressern und regulieren moglicherweise die

H8109 Rine weitere Hypothese

Biosynthese von koexistierenden Sekundidrmetaboliten.
ist, dass derartige Cyanopeptoline als Pflanzenschutzmittel wirken kénnen. Es ist be-
kannt, dass die Inhibition von Proteasen als induzierter Wundschutz bei Agrarpflanzen

dient. 1101

Die spezifische Inhibition der S; Serinprotease Kallikrein durch Cyanopeptoline oder ver-

wandter Strukturen zeigte einen Behandlungsansatz fiir Hautkrankheiten wie Psoriasis

o, 11l

und atopischer Dermatiti Neben den inhibierenden Aktivitdten von Serinproteasen

ist zudem eine Cytotoxizitit gegen Daphnien ausgehend von Cyanopeptolin SS (jedoch
nicht von Cyanopeptolin S) sowie eine starke Inhibition von Influenza A durch Ichthyo-

peptinen bekannt. 67112
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2.3 Crocapeptine

Neben den oben aufgezidhlten Cyanopeptiden existieren Strukturanaloga, die nicht von
Cyanobakterien produziert werden. Dazu gehoren verschiedene Crocapeptine, die aus
Myxobakterien Chondromyces crocatus isoliert wurden und in Abbildung [2.6] abgebildet

sind.

Myxobakterien sind bekannt als Multiproduzenten verschiedener Familien von Sekundér-
metaboliten. ¥ Neben den Serinprotease inhibierenden Crocapeptinen Aj_s /B wurden

4 Crocacine ™3 Chon-

aus Chondromyces crocatus auch Ajudazole 13/ Chondramide
drochlorene M9 und Thuggacine[117J isoliert, die zytotoxische, antibakterielle sowie
antifungizide Eigenschaften besitzen. Die entsprechenden Verbindungen sind in Abbil-

dung gezeigt.

Die strukturelle Verwandtschaft der Crocapeptine mit den Cyanopeptolinen ist in Abbil-
dung[2.6|deutlich zu erkennen. Das cyclische Hexapeptid, das den Kern bildet, beinhaltet
wie die Mehrzahl der Cyanopeptoline Threonin an Position 1, welches mit seiner Hydro-
xygruppe die Lactonbindung zum Valin bzw. Isoleucin (in Crocapeptin B) in Position
6 bildet. Die Ahp-Position wird auf Position 2 mit Leucin und auf der anderen Seite
mit Phenylalanin flankiert. Als aromatische Aminosiure auf Position 5 kommt in den
Crocapeptinen stets Tyrosin vor. Die Seitenkette besteht aus zwei Elementen und setzt
sich aus Glutamin (SK1) und einem variablen Fettsdurerest von Propansdure (Aj),
Isobutanséure (Ag) oder 2-Methylbutanséure (As) zusammen. In der Seitenkette von
Crocapeptin Aj ist die genaue Stereochemie in der 2-Methylbutansiure noch nicht be-
kannt. Bei allen vorkommenden Aminosduren handelt es sich ausschlieSlich um natiirli-
che S-Aminosduren. Die Struktur von Crocapeptin A; dhnelt der Struktur von Nosto-
peptin BN920, dieses unterscheidet sich nur im Fettsdurerest und wurde 2002 aus dem
Cyanobakterium Nostoc Sp. isoliert (s. Anhang . 198)

2009 wurden 15 weitere Crocapeptinanaloga aus verschiedenen Chondromyces Stimmen
isoliert, welche in Tabelle aufgelistet sind. Die wesentlichen Unterschiede bestehen
in der Fettsdureeinheit, wie es auch in Crocapeptin Ai-A3 beobachtet wurde. Weiterhin
wurde, wie auch bei Crocapeptin B, in Position 6 Isoleucin identifiziert. Diese Amino-
sdure und Valin finden sich bei einigen Strukturverwandten aus Chondromyces crocatus
auch an Position 4 anstelle von Phenylalanin wieder. Zwei weitere Strukturen konnten
aus Chondromyces apiculatus isoliert werden. Diese enthielten in der Seitenkette ein
eher seltenes Citrullin. In der Position der Ahp-Einheit konnten in vier Verbindungen
ein Prolin bzw. ein Dehydro-Ahp aufgeklédrt werden. Ein in diesen Substanzen aufer-
gewoOhnlicher Fettsdurerest, ein Sulfoxid-Derivat, findet sich in einer Struktur aus dem

Stamm Chondromyces crocatus wieder. Die meisten Unterschiede dieser Verbindungen
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OH Crocapeptine
A;:R'=H,R?=H,R®=H
R! Ay:R'=H,R?=Me, R®=H
0] As:R'=H, R? = Me, R®*=Me
Q S O g hINTK sk B: R'=Me, R?=Me, R®=H

Chondrochlorene A/B OH

A: R®=Me, B: R®=Et cl
Chondramide A-D
A:R'=0Me, R?=H

B:R' = OMe, R2 = Cl : oM Ry
: H e1 - z
C:R'=H R?=H WA/H(N %

C:R'=H,R2=c M OH O OH O
Q CeH
613 Thuggacin A
R? HN 0 N7

N © OH OH

Ajudazol A/B
A: R* = =CH,, B: R* = Me, H

I
HO X

Chrocacine A/B
A:R®=Me, B:R®=H

—Z

ABBILDUNG 2.6: Sekundirmetaboliten aus dem Myxobakterium
Chondromyces Chrocatus

treten in den neutralen Positionen 4, 6 und der Fettsdurekomponente (SK2) auf. Die
etwas selteneren Differenzen finden sich in den Positionen 3, der Ahp-Einheit, und der
Seitenkette SK1, wo reguldr nur Glutamin auftaucht, wieder. Insgesamt wurden aus
diesen 15 neueren Crocapeptinanaloga jeweils zwei aus Chondromyces apiculatus und

Chondromyces robustus und die restlichen elf aus Chondromyces crocatus isoliert.

Aufgrund der neutralen Aminosiuren in Position 2 und 4 gehéren Crocapeptine zu den
potenten Chymotrypsininhibitoren (s. Kapitel 2.1.1]). Die IC50-Werte fiir die Inhibition
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TABELLE 2.3: Strukturen der Crocapeptinanaloga

OH
R1

O

o~ 0o
5 N°°©
NMe O 1y
| O HN H

O

R
SK1§
>\\\‘ R3

) AN—('sk2 DhAhp
\3 e} H
SOkl
X
ICs0[pM]
Verb. Herkunft 3 4 R! R? R? HNE ©K7
G Chondromyces Ahp Phe H Yo - -
H apiculatus Ahp Phe Me T \/L 0.08  0.004
I Chondromyces ~ Ahp Phe H N - i,
J robustus Pro Phe H /Wof XU 02 0.02
K Ahp Ile Me 0.01 0.0004
L Chondromyces DhAhp Ile Me NH, 0.07 0.005
M crocatus Ahp Ile H ’Sor \g\/ - -
N Pro Ile Me 2.7 0.2
O Ahp Ile Me 0.01 0.001
P Chondromyces DhAhp Ile Me /S(NHZ \2\ 0.06 0.006
Q crocatus Ahp Val Me o - _
R Ahp Tle H - -
S Ahp Ile Me X 0.05 0.004
T Chondromyces ~ Ahp Ile Me /WNHz \(© 0.03  0.0007
crocatus 0
(o] (o]
U Ahp Ile Me Wé\ - -

DhAhp = Dehydro-Ahp, HNE = Humane neutrophile Elastase, hK7 = Humanes Kalli-
krein 7

von Chymotrypsin betragen 100 pM fiir Crocapeptin Ai-As und 200 pM fiir Croca-
peptin B.19 Dabei zeigt sich, dass die zusitzliche Methylgruppe in Position 6 beim
Crocapeptin B ein ausschlaggebender Punkt fiir die geringere Aktivitét zu sein scheint.
Zudem zeigen die in Tabelle aufgefithrten 1C5y-Werte der Crocapeptinanaloga vom
humanen Kallikrein 7 (KLK7) im Vergleich zur humanen neutrophilen Elastase (HNE),
dass von diesen Substanzen eine stérkere Inhibition beziiglich des chymotrypsinogenen
Kallikreins ausgeht. Weiterhin lésst sich beobachten, dass die Vorgéngerstrukturen mit
Prolin an Position 3, J und N, keine vergleichbare Inhibitionswirkung wie die Ahp-
analoge Struktur besitzt. Zusammenfassend gehoren diese Strukturen der Crocapeptine
zu einer auflergewohnlichen Klasse von Naturstoffen, was sich auch im folgenden Kapitel

in der Biosynthese widerspiegelt.
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2.3.1 Biosynthese der Crocapeptine

Unabhéngig von der Herkunft sind alle Ahp-enthaltenden Depsipeptide nicht-ribosomale
Peptide. Dies bedeutet, dass diese Naturstoffe nicht wie ,,gew6hnliche“ Peptide durch
Translation von der RNS am Ribosom zusammengesetzt werden, sondern iiber eine
nicht-ribosomale Peptidsynthetase (NRPS). Dabei handelt es sich um einen modular
organisierten Multienzymkomplex von enormer Gréfle. Dieser Komplex bildet mit den
starren Synthesemodulen zugleich die Vorlage fiir das zu synthetisierende Enzym als
auch die Biosynthesemaschine. Die NRPS kann in einem Gen oder mehreren Genen
codiert sein und ist in Module unterteilt. Ein Modul ist fiir den Einbau einer Amino-
sdure und ggf. dessen Modifikation zustdndig. Jedes Modul besitzt je nach Synthese-
aufwand mindestens drei Doménen. Diese katalysieren jeweils einen Syntheseschritt an
einer spezifischen Aminoséiure und sind somit fiir die Erkennung, Aktivierung, Bindung,
Modifizierung, Verlangerung und Abspaltung zusténdig. Dementsprechend existieren so
viele verschiedene Doménen in einem Modul, wie an Umsetzungsschritten notwendig ist.
Die Funktionsweise der wichtigsten Domé&nen ist in Schema dargestellt und wird im

Folgenden erliutert. H3018019]

Zunichst existieren drei Hauptdoménen, die in jedem Modul vorkommen. Dabei han-
delt es sich um die Adenylierungs- (A), Kondensationsdoméne (C), sowie das Peptid-
carrierprotein (PCP). Die Adenylierungsdoméne aktiviert die Aminosédure mittels ATP
unter Freisetzung von Diphosphat (PP;) zum Aminoacyladenylat. Dies ist der erste
Schritt zur Spezifizierung des zu entstehenden Peptids, denn jede Adenylierungsdoméne
kann durch die Geometrie ihrer Bindungstasche nur eine spezifische Aminosaure aktivie-
ren. 43 Dies zeigt, dass jede Adenylierungsdomine im NRPS-Komplex je nach einzubau-
ender Aminosiure unterschiedliche Bindungstaschen vorzuweisen hat. Die nun aktivierte
Aminoséure wird anschliefend durch den nucleophilen Angriff des Thiols aus der PCP-
Doméne zum Thioester umgesetzt und damit an die NRPS gebunden. Dieser Schritt

wird von der Adenylierungsdoméne katalysiert.

Die PCP-Domiéine liegt direkt neben der A-Doméne und sorgt mit seinem ,,freischwingen-
den Arm*“ fiir den Transport der Aminoacylsubstrate zu den unterschiedlichen Doménen,
mit denen dieses Substrat interagieren kann. Bei dem freischwingenden Arm handelt
es sich um den Anhang des 4’-Phosphopantetheins, welches post-translatorisch an die
Seitenkette eines Serins im PCP gebunden wird und die PCP-Doméne charakterisiert.
Diese besitzt keine katalytischen Aufgaben sondern ist lediglich fiir den Transport der

Intermediate, die iiber das Thiol kovalent zum PCP gebunden sind, zusténdig.

Die letzte der drei Hauptdoménen ist die Kondensationsdoméne, die die Peptidbindungs-

bildung zwischen der aktivierten PCP-gebundenen Aminoséure des gleichen Moduls und
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der Aminoséure des vorhergehenden Moduls mit freier Aminfunktion katalysiert. Da-
durch werden die Peptidketten stets durch den nucleophilen Angriff der Aminosiure
aus dem Modul x um die Aminoséure des vorhergehenden Moduls x-1 verldngert. Diese
Peptidkette wird von den jeweiligen PCP-Doménen der einzelnen Module weitergeben,
wobei die Katalyse iiber die Kondensationsdoméne verlduft. Diese ist im Komplex un-
abdingbar, denn mittels einer Histidinseitenkette wird die Aminofunktion der nucleophil
angreifenden Aminosdure aktiviert, wodurch die Nucleophilie am Stickstoff erhoht und
die Bildung der Peptidbindung begiinstigt wird (s. Schema [2.5p).

Modul 1 Modul 2 Modul X Modul n-1 Modul n g = ppan: Q
HO-P-
Q‘Q‘ °‘Q‘@ f
SH SH SH SH SH
jNH
a) Aktivierungsprozess

° 1. Adenylierung ° 2. Acylierung °
BH B

OH 4 |
R N \NJ —_— R O@ o oH ——————> R
o PP, ® 4y o0l.0 AMP HaN
o 9\% OH HaN g OH
HOO‘ OO\, A ,O 7z (0] (o]
PR OH
5 6 ©
b) Kondensationsprozess
Modul 1 Modul 2 Modul 1 Modul 2
r A N A N
QQ QQ T
B~ @ 3 BH
H3N (s HaN S s._0O C =Kondensationsdoméne
R Rz/\\( L, A, = Adenylierungsdoméane
o o @HN" R PCP = Peptidylcarrierprotein
HaN (] MT = Methylierungsdomane
R TE = Thioesterasedomane

SCHEMA 2.5: Funktionsweise der Hauptdoménen a) und b)

Diese drei Hauptdoménen bilden die Grundlage in jedem Modul. Sind nur die Doménen
C-A-PCP vorhanden, so werden die Aminosiuren ohne weitere Modifizierung zu einem
Polypeptid zusammengesetzt. Die nicht-ribosomale Peptidsynthetasen konnen durch
weitere Modifizierungsdoménen die urspriingliche Struktur und Konfiguration der natiir-
lichen Aminoséuren veréandern, wodurch Epimerisierungen, Oxidationen, Methylierungen

oder auch Homologisierungen der Aminoséuren stattfinden kénnen.
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FEine weitere Doméne, die auch in der Synthetase der Crocapeptine vorkommt, ist die
N-Methylierungsdoméne (MT). Diese ist in der oben erwéhnten Adenylierungsdoméne
integriert. Wie Schema [2.6| zeigt, katalysiert MT den Transfer von einer S-Methylgruppe
des S-Adenosylmethionins (SAM) auf die Aminofunktion der PCP-gebundenen Amino-
sdure unter Bildung von S-Adenosyl-homo-cystein als Nebenprodukt. Dieses wird durch
die Spaltung zu Adenosin und homo-Cystein wiederum zur Regeneration von Adenosyl-

methionin verwendet.

NH, NH,
N S
I N N
© < | <
oocws N N/) oocj/\/s N N/)
NH; 0 Né—ls 0
HO  OH HO  OH

Ho.
WMs }_H\‘N _{ R’ @4

2

/
L
—R
S HN
ad
o R
SCHEMA 2.6: Funktionsweise der Methylierungsdoméne

Abschlielend sollte in dieser Erldauterung der wichtigsten NRPS-enthaltenen Doménen
die Thioesterase (TE) erwiihnt werden. Diese kommt in jeder Peptidsynthetase ein-
mal vor, da sie den abschliefenden Schritt des zu synthetisierenden Peptids katalysiert.
Diese Abspaltung von dem NRPS-Komplex kann zum einen in einem cyclischen (Cycli-
sierung) und zum anderen in einem linearen Peptid (Hydrolyse) resultieren. Fiir diese
Freisetzung des Produktes findet ein nucleophiler Angriff ausgehend eines Serin-Restes
aus der Thioesterase am PCP-Thioacylester statt, wodurch sich ein kovalent gebundenes
Acyl-Thioesterase-Intermediat bildet. Durch anschlieBende Hydrolyse bzw. Cyclisierung
wird das Produkt abgespalten. Welchen Weg die Synthese an diesem Punkt einschlégt
ist abhéngig von den Seitentaschen in der TE. Bei diesem Enzym handelt es sich um
eine dhnliche Struktur wie in Kapitel beschrieben wurde. Ermdglichen nun die Sei-
tentaschen der TE, dass die gebildete Aminosidurekette hinein passt und ein intramo-
lekularer nucleophiler Angriff stattfinden kann, findet eine Cyclisierung statt. Ist diese
intramolekulare Anndherung nicht méglich, so wird, wie in Schema beschrieben, die

Acyl-Enzym-Bindung katalytisch hydrolysiert.

Die Struktur und Biosynthese von Crocapeptin As wurde 2013 von Viehrig et al. auf-
geklirt. 19 Diese Struktur wird, wie Schema zeigt, iiber eine NRPS ausgehend von
der Fettsdureeinheit, iiber Threonin und Leucin bis hin zum Valin linear aufgebaut.
Die erste Aminoséure ist Glutamin, welches durch A; adenyliert und an PCP gebun-
den wird. Dieser Aminosédure wird iiber die Ci-Doméne die entsprechende Fettsdure

angehédngt. Nach diesem Start wird die Peptidkette sukzessive verlangert. Im Modul
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4 wird als Ahp-Vorstufe Prolin eingebaut. Diese Erkenntnis differenziert sich eindeu-
tig von den Biosynthesen der Cyano-peptoline, die keinen Prolineinbau an dieser Po-
sition aufweisen. Weiterhin wird iiber Modul 6 Tyrosin in die Peptidkette eingefiigt,
welches mittels der Methyltransferasen-Doméne (MT) einer N-Methylierung unterzogen
wird. Abschlieend folgt nach der Verldngerung mit der letzten Aminosaure, dem Prolin,
die Weiterleitung der Peptidkette an die TE. An dieser Position findet die Abspaltung
von der NRPS durch die Cyclisierung zum Depsipeptid statt. Dieser Baustein, als Vor-
stufe zum eigentlichen Crocapeptin, wird nun nachtréglich durch ein Cytochrom P450
(CpnF) am C-5 des Pyrrolidinrings hydroxyliert. Das dadurch erhaltene Halbaminal la-
gert sich mithilfe von CpnE in die stabilere Ahp-Struktur um, wodurch sich das bioaktive
Crocapeptin bildet.

Modul 1 Modul 2 Modul 3 Modul 4 Modul 5 Modul 6 Modul 7

ooo@“o@

OH OH o
o)
z\»NH2 NH;
S o 0
- . N P = I(O
H o \'NH HN +'NH HN
Oy NMe o o
©\i 0 0 NNy 1. Hydroxylierung ©\I
HJ@ \/ BN )\)j
Pra-Crocapeptin A, Crocapeptin A,

SCHEMA 2.7: Biosynthese von Crocapeptin A2

Diese Biosynthese macht deutlich, warum aus zwei Chondromyces Stammen Naturstoffe
mit der Aminosdure Prolin in der eigentlichen Ahp-Position isoliert wurden, denn dabei
muss es sich um die entsprechende Vorstufe handeln (s. Tabelle [2.3]). Zudem zeigt sich,
dass der Einbau der neutralen Aminoséuren, insbesondere beim Valin und Isoleucin,
nicht sehr selektiv ablduft, wenn anzunehmen ist, dass mehrere Naturstoffe aus dersel-

ben NRPS aufgebaut werden. Dadurch lassen sich zudem die Produktion der analogen
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Strukturen, die in Tabelle [2.3] abgebildet sind, erkldren. Die Produktionsrate von Croca-
peptinen durch die Fermentation von Chondromyces crocatus ist sehr gering und eignet

sich weder zur Produktion im industriellen Mafistab noch fiir das Technikum.

2.4 Synthesen von Cyanopeptolinen

Die geringe Produktionsrate von Cyanopeptolinen aus ihren jeweiligen Bakterienstdm-
men (Cyano- bzw. Myxobakterien) erfordert andere synthetische Wege fiir die Her-
stellung dieser Substanzen, damit eine tiefergehende Analyse beziiglich des Einsatzes
und dem Potential dieser einzigartigen Depsipeptidstrukturen erméglicht werden kann.
Innerhalb der letzten 14 Jahre wurden vier Totalsynthesen einzelner Cyanopeptoline

entwickelt, die in diesem Kapitel vorgestellt werden.

Zunichst begann Yokokawa et al. 2002 die Synthese von Somamid A, welches aus einer
Ansammlung von marinen Cyanobakterien - Lyngbya majuscula und Schizothrixz Sp. -
von den Fiji Inseln isoliert wurde.2% Drei Jahre spiter folgte aus der gleichen Ar-
beitsgruppe eine Totalsynthese von Micropeptin T20. Die Isolation von diesem cycli-
schen Depsipeptid erfolgte zuvor aus dem Cyanobakterium Microcystis aeruginosa aus
Thailand. Wie in Kapitel erwahnt, gehdrt Micropeptin T20 zu den wirksamsten
Chymotrypsininhibitoren unter den Cyanopeptolin-ihnlichen Verbindungen. ™2 Eine
weitere Depsipeptid-Struktur mit der Ahp-Einheit, die von Myxobakterien produziert
wird, wurde von der Nowvartis AG vertffentlicht und von den oben erwdhnten Synthe-

sen abweichend synthetisiert. 122

2016 wurde eine Totalsynthese aus der Gruppe der
Lyngbyastatine publiziert. 123 Lyngbyastatin 7 ist ein aktiver Elastaseinhibitor (s. Ta-
belle und ein vielversprechender Kandidat als Therapeutikum fiir Lungenerkran-

kungen wie COPD. H23]

Ergéinzend zu den oben genannten ist zudem die Synthese von Symplocamid A, welches
in Kapitel aufgefithrt wurde, zu erwihnen. 124 Diese Verbindung wurde iiber Fest-
phasensynthese aufgebaut, wobei eine ungesittigte Aminosdure als Bindungsstelle zur
Festphase diente und gleichermaflen als Glutaminsdurealdehyd maskiert ist. Somit wird
durch eine oxidative Spaltung von der Festphase der Aldehyd erhalten, der im Gleich-
gewicht das Ahp-Geriist bildet. Auf diese Festphasensynthese von Stolze et al. wird im

Folgenden nicht weiter eingegangen.

Die Strategien der Totalsynthesen von Somamid A, Micropeptin T20 und Lyngbya-
statin 7 unterscheiden sich minimal in der Zusammensetzung der Fragmente. Die retro-
synthetischen Schnittstellen sind in Schema [2.8] aufgezeigt. Die Synthese von Acemoglu

et al. von Novartis AG hebt sich von den anderen ab, indem diese in linearer Reihenfolge
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ausgehend von der Position 2 bis zum N-Terminus (Position 3) durchgefiihrt wurde. Der

Aufbau der Ahp-Einheit erfolgt in allen Synthesen iiber eine 5-Hydroxynorvalineinheit,

bei der die Hydroxyfunktion zum Aldehyd oxidiert wird, der sich im Gleichgewicht zum

Ahp umwandelt.
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SCHEMA 2.8: Ubersicht der Synthesestrategien im Vergleich

Die Totalsynthesen der oben aufgefiihrten Ahp-enthaltenden Depsipeptide fordern die

Entwicklung von effektiven naturstoffbasierten Therapeutika als Serinproteaseinhibi-

toren. Die Einzelheiten der Synthesen werden in den folgenden Unterkapiteln detaillierter

aufgezeigt.
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2.4.1 Synthese von Somamid A

Somamid A zeichnet sich, wie in Schema[2.8|gezeigt, durch das nichtproteinogene und un-
geséttigte Abu in Position 2 aus. Zudem befindet sich in der Seitenkette ein S-oxidiertes
Methionin, wodurch sich dieses natiirliche Depsipeptid von den anderen strukturidhn-
lichen Naturstoffen abhebt. Yokokawa et al. setzten diesen Makrocyclus aus drei Bau-
steinen zusammen. 129 Die einzelnen Synthesen der drei Bausteine B, D und H sind in
den Schema und dargestellt. Bei dem ersten Baustein B handelt es sich um die
eigentliche Ahp-Einheit. Diese wurde ausgehend von Glutaminsiure A aufgebaut und
als reduzierte Glutaminsiure, dem 5-Hydroxynorvalin B, als Vorstufe in das Hexapeptid
eingebaut. Ausgehend vom geschiitzten N-Methyl-tyrosin C wurde iiber drei Stufen das

Dipeptid D erhalten, welches in dieser Form in die Synthese einging.

Baustein B
BnOOC.__NHAlloc  EocCl, Et;N BnOOC.__NHAlloc 1) TBSCI, Im HOOC._ _NHAlloc
J NaBH, J DMF, 94 % /\j
R S . —_—
HOOC THF/H,0 HO 2) aq. LiOH TBSO
A 84% THF, 87% B
Baustein D OTBDPS OTBDPS
OTBDPS
Cd/Pb
1) HCI-EtOAC NH4OAc
2) Boo(S}Phe-OH COOTce ——— COOH
oc-(S)-Phe- THF, quant.
COOTee  gopcl, Et;N O_NMe O_NMe
b (2 Stufen) NHBoc NHBoc
c D
BOPCI: 0 9 o) Eoc = Ethyloxycarbonyl-
Tce = Trichlorethyl-
0 N’F'K"‘//(o ’
G

SCHEMA 2.9: Bausteinsynthesen von B und D

Bei dem letzten Baustein handelt es sich um das Tetrapeptid H mit einer Hexansdure als
Acylrest am Methionin in der Seitenkette. Dieses wurde ausgehend von der Seitenkette,
dem Methionin E, aufgebaut. Zunéichst wurde das lineare Tripeptid F synthetisiert,
das nach der Allylentschiitzung mit (S)-Threoninallylester zum Tetrapeptid G umge-
setzt wurde. Mit der freien Hydroxyfunktion am Threonin konnte diese Pepidkniipfung
mit 82% durchgefiihrt werden. Die eigentliche Abu-Einheit in Position 2 wurde durch
Wassereliminierung aus dem Threonin mittels Martin's Sulfuran erhalten. Insgesamt
konnte der Baustein H {iber acht Stufen mit einer Gesamtausbeute von 4% synthetisiert

werden.
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SCHEMA 2.10: Bausteinsynthese von H

Die abschlielenden Schritte, ausgehend von den drei Bausteinen B, D und H, zum
Somamid A sind in Schema [2.11] abgebildet. Die nun erhaltenen Bausteine D und H
wurden mittels DEPC epimerlslerungsfrel zum Pentapeptid gekniipft, welches mittels
Trifluoressigsdure (TFA) in das freie Amin I tiberfithrt wurde. Eine weitere Kniipfung
mittels DEPC mit Baustein B zum linearen Hexapeptid verlief mit partieller TBS-
Entschiitzung. Aus diesem Grund folgte wiederum die Einfiihrung von TBS. Nach der
gleichzeitigen Allyl- und Alloc-Entschiitzung zum linearen Heptapeptid J folgte die Ma-
krolactamisierung in einer hohen Verdiinnung mittels Pentafluorphenyldiphenylphos-
phinat (FDPP). Diese lieferte mit 64% den Makrocyclus. Vor der finalen Oxidation
des Methionins mittels Wasserstoffperoxid wurde die Ahp-Einheit generiert. Diese Bil-
dung wurde erstmals von Yokokawa et al. beschrieben. Der freie Alkohol K konnte mit
Iodoxybenzoesdure (IBX) zum Aldehyd oxidiert werden, der sich im Gleichgewicht in
das Halbaminal umwandelt. Mit einer abschlieBenden Entschiitzung mittels tert-Butyl-
ammoniumfluorid (TBAF) wurde zum einen der Naturstoff Somamid A generiert und zu
39% die nicht oxidierte Verbindung L, die mittels Wasserstoffperoxid in den Naturstoff
tiberfiithrt werden konnte. In dieser Synthese dient IBX als doppeltes Oxidationsmittel.
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OTBDPS
OTBDPS |

|
S Os_GCsH o .,
0 N Y ®" 1)B, DEPC, o N
O. « ‘u. NH EtsN, DMF N O
N \ ‘ tman H N0
H 2) TBSCI, 0. NMe o N
Oy NMe © vy S0 Et;N, DMAP o
Ph HN H CH,Cl, Ph N NH NN
NH, 0 3) Pd(Ph3P), H HO
AIIyIOOC/Q\/ Morpholin A
THF 5
1) DEPC | 59% (3 Stufen) TBSO J
NMM
ovg /2 TFA,
69% CH,Cl 1) FDPP, DIPEA
quant. IBX FOPP  F CH,Cly
) OH E . 64%
1/ o) 2) TFA
D+H ®o p THF/H,0
Ph” 10 F 89%
Ph
o) F
OTBDPS OTBDPS
s s”
HN ) 5)3\ 1) IBX HN )
o H : DMSO o H
N N CsH14 -~ N C5H11
MeN 0O \Y(H 2) TBAF MeN 00O {
Ph o) O THE Ph 0 o}
0 0 HN 0 0 HN"YO
.{l} W 39% + 50% Somamid A HO HN NH \

H,0,, THF, 57% [ K

SCHEMA 2.11: Finale Schritte zu Somamid A
2.4.2 Synthese von Micropeptin T20

Der herausragende Chymotrypsininhibitor, Micropeptin T20, welches mit einer Glycerin-
sdure eine kurze Seitenkette besitzt, wurde 2005 von Yokokawa et al. zur Struktur-

H21l Die Synthese ist vergleichbar mit der vorherigen, wobei

bestdtigung synthetisiert.
hier der Kern des Molekiils aus zwei Tripeptiden P und T zusammengesetzt wurde.
Auf Grund der Polaritét wurde die Einfiihrung der Seitenkette am Ende der Synthese
durchgefiihrt. Anschliefend folgten der Aufbau der Ahp-Einheit und die Abspaltung der

Schutzgruppen.

Die Synthesen der beiden Tripeptide P und T sind in Schema [2.12] dargestellt. Das erste
Tripeptid P wurde ausgehend von N-Methyl-(S)-tyrosin M synthetisiert, welches mit
Boc-(S)-Phenylalanin mittels Bis-(2-oxo0-3-oxazolidinyl)-phosphinséurechlorid (BopCl)
zum Dipeptid N gekniipft wurde. Die Verldngerung zum Tripeptid erfolgte durch die
Kniipfung mit dem Ahp-Vorgénger, dem 5-Hydroxynorvalin O, der ebenso wie in der
Synthese aus Kapitel aus (5)-Glutaminsdure erhalten wurde. An dieser Stelle zeigt
sich, dass TBS als Schutzgruppe fiir das Phenol des Tyrosins zu labil ist. Es konnten
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dabei nur 16% des Produktes P1 erhalten werden, wohingegen 24% des Tripeptids P2
ohne TBS-Funktion erhalten wurden. Eine Kniipfung ausgehend vom freien Phenol-

derivat N2 ergab lediglich 60% des entsprechenden Tripeptids P2.

OR OR
1) a) HCI/EtOAC
QTBS (R=TBS)
Boc-(S)-Phe-OH b) HCl/Dioxan
BopCl, Et;N coom (R=H) coom
CH,Cly, 72% ®  2)0,DEPC e
COCH MeN__O EtsN, DMF MeN._O
NMeBoc j \j
Ph NHBoc Ph H NHBoc
M N P

HOOC__NHBoc
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THF E o
quant. ~ N2:R=H 60 P1: R = TBS (16%)
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SCHEMA 2.12: Synthese der Tripeptide P1, P2 und T

Die Synthese des zweiten Peptidfragmentes T wurde ausgehend von (S)-Phenylalanin-
allylester Q begonnen, welcher mit dem Troc-geschiitzten (.5)-Threonin R zum Dipeptid
S gekniipft wurde. Mittels Steglich-Veresterung mit Boc-(S)-Isoleucin konnte das zweite
Tripeptid T erhalten werden.

Die Zusammenfiithrung der beiden Fragmente und die folgenden Schritte bis zum Micro-
peptin T20 sind in Schema[2.13]dargestellt. Die beiden Tripeptide P und T wurden nach
Entfernung der Schutzgruppen zum Hexapeptid U gekniipft. In diesem Schritt wurde
wiederum DEPC verwendet, wobei auch an dieser Stelle unter Einsatz des TBS-geschiitz-
ten Tripeptids P1 die Schutzgruppe entfernt und somit 40% des Hexapeptids U1l mit
freiem Phenol erhalten wurde. Wenn bei der gleichen Kniipfung das Tripeptid P2 ein-
gesetzt wurde, konnten 77% des entsprechenden Hexapeptids U1 isoliert werden. Fiir
die nachfolgenden Schritte wurde die TBS-Gruppe wieder eingefiihrt. Fiir die Makro-
lactamisierung wurden der Allylester und die Boc-Schutzgruppe entfernt. Auf der Suche
nach dem passenden Kniipfungsreagenz fiir die Cyclisierung kristallisierte sich heraus,
dass von allen getesteten Reagenzien (DEPC, DPPA, HATU) Pentafluorphenyldiphenyl-
phosphinat (FDPP) mit 84% die beste Ausbeute lieferte. Dabei zeigte sich, dass hier
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das Losemittel (Dichlormethan statt DMF) eine entscheidende Verbesserung beziiglich
der Ausbeute ergab.
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SCHEMA 2.13: Fertigstellung von Micropeptin T20

In den folgenden Schritten 4 und 5 wurde die Aminogruppe des Threonins auf Boc um-
geschiitzt. Daraufhin folgte die Abspaltung der Benzylgruppe an der Hydroxylgruppe der
5-Hydroxynorvalineinheit. Somit wurde die Seitenkette X schliefilich am Cyclus V ein-
gefiigt. Anschlielend folgte die Oxidation des Alkohols fiir die Bildung der Ahp-Einheit.
Detaillierte Studien zeigten an dieser Stelle, dass kein starkes Oxidationsmittel notwen-

dig ist. Die Oxidation mit IBX und die Verwendung von einem Phosphatpuffer mit einem
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pH-Wert von 6 produzierte eine 1:1-Mischung aus dem Aldehyd und der Halbaminal-
struktur. Zudem zeigte sich, dass der Aldehyd instabil gegeniiber p-Toluolsulfonsiure
sowie Pyridinium-p-Toluolsulfonsiure ist. Eine gute Kombination aus Oxidationsmit-
tel und Entschiitzungsreagenz bilden IBX und TBAF. Nach der Oxidation konnte mit
TBAF zum einen die TBS-Schutzgruppe entfernt werden und zum anderen wurde das
Halbaminal als einzelnes Stereoisomer erhalten. Mit der katalytischen Hydrierung der
Benzylfunktionen am Phosphatrest und anschlieender Aufreinigung konnte das Micro-

peptin T20 mit 77% erhalten werden.

Die eingefiihrte Seitenkette X wurde ausgehend von (S5)-Serin synthetisiert, das mit-
tels Diazotierung in die entsprechende Glycerinsdure iiberfithrt wurde. Dabei wird das
Stereozentrum beibehalten, da sich bei dieser Reaktion eine doppelte Inversion durch
Lactonbildung und -6ffnung durch ein Wassermolekiil beobachten lief}. Somit konnte
aus (S)-Serin die entsprechende (S)-Glycerinsiure enthalten werden. 25! Ausgehend
von der vollstandig geschiitzten Glycerinsdure W konnte der priméare Alkohol selek-
tiv mit Cerchlorid und Natriumiodid in Acetonitril mit 62% entschiitzt werden. Nach-
dem die Versuche zur Phosphorylierung mittels N, N-Diethylphosphoramidit bzw. der
Mitsonobu-Reaktion mit Dibenzylphosphat scheiterten, konnte iiber die Bildung des
Phosphits durch N, N-Diisopropylphosphoramidit und anschliefender Oxidation mit m-
Chlorperoxybenzoesiure (mCPBA) sowie Allylenschiitzung das entsprechende Produkt

X erhalten werden.

Beziiglich der Stabilitéit der Ahp-Einheit sollte erwahnt werden, dass das Halbaminal
gegen Hydrogenolyse stabil ist, jedoch in stark basischen bzw. sauren Bedingungen zur
Eliminierung neigt. Ein von Yokokawa synthetisiertes Testsubstrat, ein Phenylalaninyl-
hexanol, weist eine hohere Labilitdt des Halbaminals auf, da dieses nicht wie im Makro-

cyclus iiber Wasserstoffbriickenbindungen stabilisiert vorliegt.

2.4.3 Lineare Synthese von Nowvartis

Die Synthese der Novartis AG beschreibt als einzige einen konsequenten linearen Aufbau
von Verbindung AF.[22 Dieser Naturstoff gehort zu den wenigen, die von Myxobakte-
rien Chondromyces crocatus produziert werden (s. Kapitel[2.3). Ziel dieser Synthese sollte
eine geringe Nebenproduktbildung und der damit einhergehende Erhalt hoher Ausbeu-
ten sein. Weiterhin zielte die Synthese auf die Befahigung zur Produktion im industri-
ellen Mafistab ab. Die Schutzgruppenstrategie wurde so gewéhlt, dass keine unnétigen
Umschiitzungen durchgefiihrt werden miissen. Die Synthese ist in Schema abgebil-
det und beginnt mit dem (5)-Leucinbenzylester. Dieser wurde mit Boc-(.S)-Threonin

zum Dipeptid Y gekniipft, welches nach Entfernung der Boc-Schutzgruppe mittels TFA



38 Kapitel 2: Kenntnisstand

erhalten wurde. Anschlieflend folgten vier weitere Kniipfungen mit den entsprechenden
Aminosiuren Z, AB, Fmoc-(S)-Isoleucin und AD. Alle Peptidkniipfungen dieser Syn-
these, mit Ausnahme der Steglichversterung zum Tetrapeptid AA, wurden mit HATU
und die anschlieSenden Fmoc-Entschiitzungen mit TBAF durchgefiihrt.
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SCHEMA 2.14: Synthese nach Novartis
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Die letzte einzufithrende Aminoséure konnte nach bekannter Sequenz aus den vorheri-
gen Kapiteln und aus Fmoc-(9)-Glutaminsiurebenzylester hergestellt werden.
Die daraus resultierende Siure AD wurde als letzter Baustein an das Hexapeptid AC
angefiigt. Die folgende Cyclisierung wurde ebenfalls mit HATU durchgefiihrt, wodurch
mit 95% der Makrocyclus erhalten werden konnte. Die hohe Ausbeute der Makrolac-
tamisierung zeigt, dass die freie Hydroxyfunktion keinen Nachteil darstellt. Diese kann
im Anschluss direkt mit IBX oxidiert werden. Das resultierende Produkt besteht aus
einem Gemisch vom Aldehyd, dem 5-Ring-isomer sowie dem Produkt als Ahp-Einheit.
Eine anschlieende Entschiitzung der Produktmischung mittels TFA lieferte mit 59%
den Naturstoff AF.

Acemoglu et al. zeigten alternativ zum Alkoholderivat AD die Verwendung eines ge-
schiitzten Aldehyds AH als Acetalkomponente fiir den Einbau der letzten Aminosiure
auf, wie es in Schema abgebildet ist.
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SCHEMA 2.15: Synthese nach Novartis iiber das Aldehyd-Derivat AG
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Nach der Kniipfung zum Heptapeptid AG konnten die nétigen Schutzgruppen am N-
und C-Terminus in einem hydrogenolytischen Schritt entfernt werden. Die Makrolacta-
misierung erfolgte analog zum obigen Derivat, wobei diese Cyclisierung mit dem Ace-
tal geschiitzten Heptapeptid AG eine schlechtere Ausbeute im Vergleich zum Alkohol-
derivat AE aus Schema [2.14] aufweist. Das Entfernen der iibrigen Schutzgruppen konnte
in diesem Molekiil mit TFA in einem Schritt erfolgen und das Produkt AF mit 75%

isoliert werden.

Diese Synthese zeigt einen geradlinigen Aufbau der Verbindung AF. Diese wurde mit
guten Ausbeuten und in einer geringen Anzahl an Stufen effizient hergestellt. Insgesamt
konnten iiber 15 bzw. 14 lineare Stufen 21% bzw. 18% des Naturstoffs AF synthetisiert

werden.

2.4.4 Synthese von Lyngbyastatin 7

Lynbyastatin 7, ein Sekundérmetabolit aus den marinen Cyanobakterien Lyngbya Sp.,
besitzt strukturell viele Ahnlichkeiten mit Somamid A (s. Schema und gehort mit
seinen niedrigen 1C50-Werten im nanomolaren Bereich zu den herausragenden Elastase-
inhibitoren (s. Tabelle [2.1]).

Im Gegensatz zur Synthese von Somamid A wurde in dieser Synthese zunéchst der Ma-
krocyclus fertiggestellt, an den anschliefend die Seitenkette angefiigt wurde. Der Makro-
cyclus konnte analog zur Vorgéngersynthese iiber drei Fragmente, einem Tri- AL, einem
Dipeptid AN und dem 5-Hydroxynorvalin-Derivat AO, aufgebaut werden. 123! Die Syn-
thesen von AL, AN und AO sind in Schema gezeigt und im Folgenden erldutert.
Das Tripeptid AK wurde ausgehend vom Threonin AI und dem Dipeptid AJ synthe-
tisiert. Fiir die Peptidkniipfung wurde das Phosphoniumreagenz BOP verwendet. Die
stereospezifische Dehydratation fiir den Erhalt der Abu-Aminosédure wurde ebenso wie
in der Synthese von Somamid A (s. Kapitel mit Martin’s Sulfuran durchgefiihrt,
wodurch das Tripeptid AL mit 70% erhalten wurde. Das Dipeptid AN wurde von Luo
et al. ausgehend vom geschiitzten N-Methyltyrosin AM mit Fmoc-(.S)-Phenylalanin
zum Dipeptid gekniipft. Unter Verwendung von HATU konnten in diesem Schritt 42%
Ausbeute erreicht werden. Mittels einer Cadmium-Blei-Verbindung wurde dieses in die
freie Sdure AN iiberfiihrt. Das 5-Hydroxynorvalin-derivat AO wurde analog zu Baustein
B aus Kapitel synthetisiert, wobei in dieser Sequenz weitaus niedrigere Ausbeuten

in dem Reduktionsschritt erreicht werden konnten.
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Tripeptid AL
HO . Fmoc-(S)-Val-OH N BOP
EDC-HCI, DMAP O °N
j ——————  FmocHN j

. 9 NI
AlylooC” “NHBoc ~ CH2Cla: 92% ° b-phMez
AllylOOC™ 'NHBoc 7~ NMe,
Al AJ MezN
) ’ Pd(PPhg)4

HCI, Dioxan Morpholin, THF
BOP, DIPEA
63% (3 Stufen)

o O. o
FmocHN\/Q( Martin's Sulfuran FmocHl\I( '

o T —— 0

N _“NHBoc CH,Cly, 70% 1O NHBos
AllyloOC Y Allyl0OC
~—OH \_©
) AK AL
Dipeptid AN OTBDPS
OTBDPS 1) Fmoc-(S)-Phe-OH
HATU, DIPEA
CH,Cl,
42%
2) Cd/Pb COOH
COOQOTce NH,OAc o NiMo
NHMe THF, quant. @
NHFmoc
AM AN

5-Hydroxy-Norvalin-Derivat AO
1) AllocCl, NaHCO3

BnOOC._ _NH, CH,Cly BnOOC.__NHAlloc 1) TBSCI, Im HOOC.__NHAlloc
DMF. 61%
_ DMF.61%
2) EocCl, Et3N 2) LiOH,
NaBH,, THF/H,0 THF/MeOH/H,0
COOH 39% (2 Stufen) HO TBSO
AO

SCHEMA 2.16: Synthese des Tri- AK, Dipeptids AM und des 5-Hydroxy-Norvalin-
derivats AN

Die komplette Sequenz der anschlieenden Syntheseschritte kann Schema entnom-
men werden und wird im Folgenden erldutert. Die beiden Fragmente AL und AN wur-
den mit HATU zum linearen Pentapeptid zusammengefiihrt, welches mittels Diethyl-
amin zum freien Amin AP umgesetzt wurde. Anschlieend erfolgte die Einfiihrung des
Bausteins AO, der mittels DEPC in das Peptid eingefiihrt wurde. Die Schutzgruppen des
somit erhaltenen Hexapeptids wurden reduktiv abgespalten. Dieser Schritt konnte mit-
tels Palladium-tetrakis(triphenylphosphin) und dem Dimethylaminboran-Komplex, der
als Scavenger im Vergleich zu den anderen getesteten (Morpholin, N-Methylanilin, Dime-
don) die besten Ausbeuten lieferte, realisiert werden. Die Makrolactamisierung wurde
nach dem Testen verschiedener Reagenzien (FDPP, PyBOP, PyAOP, HATU/HOAT,
HATU) mittels HATU durchgefiihrt. Somit konnte der Makrocyclus AQ mit 49% tiber
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zwei Schritte erhalten werden. Anschlieflend folgte der Einbau der Seitenkette AR, wo-
zu zunéchst die Boc-Schutzgruppe am Threonin entfernt werden musste. Dieser Schritt
bedurfte Optimierungsbedarf, da mit den iiblichen sauren Reagenzien (HCl/EtOAc,
TFA/THF+H50) mehrere Nebenprodukte auftraten. Schliellich konnte dieser Schritt
mit 50 Aquivalenten Trimethylsilyltriflat und 62.5 Aquivalenten 2,6-Lutidin realisiert
werden. Analog zu diesem Schritt wurden auch mehrere Testreaktionen fiir die Kniipfung
mit der Seitenkette AR durchgefiihrt. Nachdem HATU, EDCI, BOP und DEPBT mit
verschiedenen Basen und Loésungsmitteln getestet wurden, konnte die Methode mit
DEPBT und DIPEA in DMF zur Seitenkettenannelierung verwendet werden. Mit den
abschliefenden Schritten wurde die Tritylschutzgruppe abgespalten und mit IBX und
TBAF die Ahp-Einheit aufgebaut. Somit konnte das Lyngbyastatin mit 14% iiber die

letzten beiden Stufen erhalten werden.

OTBDPS
AL HATU, DIPEA 0 1) AO, DEPC, Et;N
\ CH,Cl,, 70% \ O DMF, 78%
AN  2) Et,NH, CH,Cl, oo MMe H & 2) Pd(PhsP),
quant_ \i "“"NHBoc MeNH'BH3, CH2C|2
Ph 3) HATU, DIPEA
NH, HN™ o CH,Cl,
Anylooc&/ 49% (2 Stufen)
AP
OTBDPS OTBDPS
CsH
5 )i 1) TMSOTF
HN HN (0] 2,6-Lutidin
O H CH20|2
MeN 0O 0 2) AR, DEPBT MeN 0 NHBoe
PthzO 0 DIPEA, DMF
O  HN" ~O 29% (2 Stufen) O HN

NHTrt
HN \ HN
TBSO NH TBSO

HN™ O
1) TFA, TIPS o HMNHz
N o]
o

CH,Cly, 77% MeN O O
2) IBX, DMSO F’h 0 0 T

3) TBAF, THF HN 0 HN™
14% (2 Stufen) N o )%o Lfo
5111

Lyngbyastatin 7

SCHEMA 2.17: Finale Schritte zum Lyngbyastatin 7
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2.4.5 Zusammenfassung

Insgesamt haben alle vier Synthesen mit den jeweiligen Strategien entsprechende Vor-
und Nachteile. Beim Vergleich der Strategien, die vom Aufbau her von einer linearen Syn-
these iiber drei bis zu vier Fragmenten variieren, liasst sich feststellen, dass mit einer ho-
hen Anzahl von Fragmenten die Durchfiihrung der Synthese komplexer wird. Dies macht
sich vor allem in der Wahl der Schutzgruppen bemerkbar. Im ungiinstigsten Fall miissen
zusitzliche Schritte fiir Umschiitzungen bzw. wieder Neuschiitzungen durchgefiihrt wer-
den. Dies spiegelt sich in der Synthese von Micropeptin T20 wider (s. Kapitel , was
sich in der hohen Stufenanzahl der Synthese zeigt. Der Verlust der TBS-Schutzgruppe

am Phenol des Tyrosins weist auf eine ungiinstige Wahl der Schutzgruppe.

Weiterhin kénnen mit einer besseren Schutzgruppenstrategie einige Schritte eingespart
werden, was der Wechsel der Troc- auf die Boc-Schutzgruppe in der Synthese von Micro-
peptin T20 zeigt. Insgesamt konnte Yokokawa et al. Micropeptin T20 und dessen Stereo-
isomer iiber 23 lineare Stufen mit einer Gesamtausbeute von 1.6% synthetisieren. 121 Die
Synthesen von Somamid A und Lyngbyastatin 7 zeigen, dass TBDPS als Phenolschutz-
gruppe am Tyrosin besser geeignet ist. Diese beiden Synthesen weisen strukturbedingt
viele identische Elemente auf, wobei sie sich insbesondere in der Strategie beziiglich der

Seitenkette unterscheiden.

In der Synthese von Yokokawa et al. wurde die Seitenkette schon zu Beginn eingefiihrt. 120

Der Oxidationsschritt durch IBX ist in Somamid A vorteilhaft, da gleichzeitig auch
die Seitenkette teilweise zum Sulfoxid oxidiert wurde. Luo et al. dagegen wollten mit
der Synthese die Moglichkeit zur variablen Seitenkette bewahren und integrierte diese

erst zum Ende der Synthese. [123]

Durch diese Strategie musste an den Stellen der Boc-
Entschiitzung sowie der Seitenketteneinfithrung ein Ausbeuteverlust hingenommen wer-
den. Hier ldsst sich vermuten, dass sterische Effekte eine Rolle spielen. Zudem zeig-
te sich durch die ungliickliche Wahl der Boc-Schutzgruppe am Threonin, dass damit
die geringe Ausbeute im folgenden Kniipfungsschritt einhergeht. Denn die somit freie
primére Hydroxyfunktion kann zusétzlich als Nucleophil reagieren. Im Vergleich der bei-
den Synthesen aus Kapitel 2.4.TJund 2.4.4] fillt ergéinzend auf, dass erhebliche Ausbeuten-
unterschiede bei den gleichen Reaktionen auftreten. Die Gesamtausbeute von Soma-
mid A betrigt 1% iiber 18 lineare Stufen, wohingegen Lyngbyastatin 7 iiber 15 lineare

Stufen mit 0.3% synthetisiert wurde. Die Gesamtausbeuten der Synthesen sind in Ta-
belle [2.4] aufgelistet.
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TABELLE 2.4: Vergleich der Synthesen im Uberblick

Synthese lineare Stufen Gesamtausbeute
Somamid A 18 1%
Micropeptin T20 23 2%
Novartis AG 15/ 14 21% / 18%
Lyngbyastatin 7 15 0.3%

In der Strategie abweichend von den bisher erwidhnten ist die Synthese von Acemoglu

et al.. 122

Der stringente lineare Aufbau des Depsipeptids weist in fast jeder Stufe sehr
gute Ausbeuten auf. Zudem sind durch die durchdachte Schutzgruppenstrategie keine
zusétzlichen Syntheseschritte durchgefiihrt worden. Dadurch konnte dieser Naturstoff
AF iiber 15 bzw. 14 lineare Stufen mit 21% und 18% sogar im TechnikumsmaBstab
hergestellt werden. Alle Synthesen gleichen sich in der von Yokokawa ausgearbeiteten
Methode zum Aufbau der Ahp-Einheit durch die Oxidation des priméren Alkohols zum
Aldehyd. Trotz der eher schlechten Ausbeuten von 14% - 68%, in denen das Produkt
als Gemisch vom Aldehyd und den cyclisierten Varianten zum 5- und 6-Ring vorliegt,

ist dies bisher die einzige effektive Variante fiir diese Reaktion.

2.5 Peptidmodifizierung

Peptide spielen heutzutage eine wichtige Rolle in der Entwicklung von Pharmazeu-
tika. 261 Aus diesem Grund ist die chemische Synthese von Polypeptiden sowie pep-
tidischen Naturstoffen unerlésslich. In der Regel wird der chemische Zugang zu peptidi-
schen Strukturen durch einen sukzessiven Aufbau erméglicht. Eine Abdnderung in einer
Peptidkette fiir dem Erhalt einer dhnlichen Struktur ist auf herkémmlichen Weg mit
einer neuen Synthese verbunden, was zeit- und kostenintensiv ist. Aus diesem Grund ist
die nachtrigliche Modifikation von Peptiden eine effiziente Alternative fiir den Erhalt
von analogen Peptidstrukturen. Diese Methodik findet vor allem in Struktur-Aktivitats-

Studien Anwendung. 127129

1) Seitenkettenmodifikation

2) Peptidriickgratmodifizierung
a) N-Alkylierung
b) Thionierung
c) a-C-Alkylierung

ABBILDUNG 2.7: Positionen die zur Peptidmodifizierung genutzt werden kénnen
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Die Modifikation von Peptiden kann entweder an der Peptidseitenkette (R) oder am
Peptidriickgrat ablaufen, wie es an der Peptidkette in Abbildung gezeigt ist. Auf-
grund der funktionellen und aromatischen Seitenkettenreste R, die aus den proteinoge-
nen Aminosduren hervorgehen, besteht fiir die Variation der Seitenkette eine Vielzahl

von Moglichkeiten.

Beispielsweise konnen fiir die Modifikation der Seitenkette freie funktionelle Gruppen,
wie z.B. Alkohole oder (Hetero)-Aromaten, als Ausgangspunkt fiir Kreuzkupplungen
bzw. CH-Funktionalisierung dienen, wie es in Schema abgebildet ist. 1261301 Der
Vorteil in der Modifikation an der Seitenkette besteht darin, dass die stereochemische

Information durch die Seitenkette gegeben ist.
a) Modifikation an der Hydroxyfunktion des Serins

NO,
1) [P(OPh);Me]l
OH DMF, 60%
Q 2) Zn*, THF Q
BocHN OMe ’ BocHN OMe
JL” 3) 4-1C4H,NO, JLH
Ph”” © Ph” ©

[Pdy(dba)s)/P(o-tol)3
55% (2Schritte)

Zn* = aktiviertes Zink
b) Palladiumkatalysierte C-H-Arylierung am Tryptophan

o) o)
AcHN Pd(OAc AcHN
¢ :JJ\Lys-Leu-VaI-GIy-AIa-COOH Phg(OH))Zz ¢ :JJ\Lys-Leu-VaI-GIy-AIa-COOH

Cu(OAc),
_—
N 86% Umsatz N Ph
H H

SCHEMA 2.18: Beispiele der Seitenkettenmodifikation: a)Kreuzkupplung nach Metal-
linsertion 3% b) Palladium katalysierte C-H-Arylierung 131!

Eine Modifikation am Peptidriickgrat kann, wie in Abbildung[2.7] verdeutlicht ist, an drei
verschiedenen Positionen ablaufen: dem Stickstoff (a), der Carbonylfunktion (b) sowie
dem a-Kohlenstoff (c). Bei allen Abwandlungen am Peptidriickgrat spielt die Regio-
selektivitédt eine wichtige Rolle. Die Alkylierung am Stickstoff in einem Peptid ist eine
der einfachsten und bekanntesten chemischen Modifikationen in der Natur. 32 Das hohe
Vorkommen an N-methylierten Naturstoffen zeigt die Bedeutung dieser Transformation.
Die Einfiihrung eines Alkylrestes am Stickstoff bewirkt eine strukturelle Abdnderung.
Dies hat zur Folge, dass die Peptidbindung bevorzugt in cis-Konfiguration vorliegt.
Zudem sind an dieser Position durch den Verlust des Wasserstoffes keine inter- bzw.
intramolekularen Wechselwirkungen iiber Wasserstoffbriickenbindungen méglich. Neben
den strukturellen Folgen besitzen N-methylierte Peptide einen Vorteil fiir die Einsetz-
barkeit als Medikament, da sie im Vergleich zu den unmethylierten Verbindungen eine

deutlich bessere proteolytische Stabilitit und Membranpermeabilitit aufweisen. 133l
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Bei der chemischen Synthese von N-methylierten Peptiden besteht das Problem, dass
diese Reaktion an einem Polypeptid nicht selektiv ablauft. Aus diesem Grund werden
viele Naturstoffe iiber den Einbau der einzelnen N-methylierten Aminosiuren syntheti-
siert. Fiir die N-Methylierung einzelner Aminosiuren exisitieren verschiedene Methoden,
bei denen die Racemisierungsempfindlichkeit der Aminoséure beachtet werden muss und
die in Schema aufgefiihrt sind. Schon seit den 1980-er Jahren wurde in der Natur-
stoffsynthese die Einfiihrung der Methylgruppe am Stickstoff mittels Natriumhydrid und
Methyliodid realisiert (Schema ).1134J Neben dieser Methode hat Freidinger et al.
1983 die reduktive Spaltung von 5-Oxazolidinonen A entwickelt, die eine enantiomeren-
reine Synthese der jeweiligen N-Alkylaminosdure B lieferte (Schema ) BEH]

a) N-Methylierung mittels NaH und Mel

N Some Mel Me” > “OMe
: NaH H
THF/DMF, 85°C
OBn 97% OBn
o) 0

b) Reduktive Spaltung von 5-Oxazolidinonen

RCHO Et,SiH
J\fo T340H> FmocN o TFA FmocN o
FmocHN
Toluol, reflux )'O CHC|3 ) OH
OH 30-96% 74-98% R
A B

R = H, Me, Bn, Cyclohexyl
c) Isonitrilkupplung
I\Ille 0}

. 0 :
BocHN /E\H/SH + CN \E)J\OBn MNeHcls BocHN WN \E)J\OBn
o

2) BuzSnH, AIBN

: I
Y 100°C, Toluol Y
59% (2 Stufen)

Cc

d) N-Alkylierung am cyclischen Tetrapeptid

Bn
o o)
\N/Y \N)\f /tBU
NT BnBr N~ NN
o l Phosphazenbase 0 l (ELN)sP” "P™ “P(NEt)3

HN N _N
THF, 80% - 2
j]ﬂu o) o Bn" ) N0 (Et,N);P
O Bn
D

0 Phosphazenbase

SCHEMA 2.19: Beispiele zur N-Alkylierung: a) nach Boger et al. B34 b) nach Freidinger
et al. 39| ¢) Kupplung nach Danishefsky et al. 136 d) N-Perbenzylierung nach Seebach
et al. 137

Bei der Kupplung von N-methylierten Aminosiuren kénnen aufgrund der sterischen
Hinderung Epimisierungen oder Diketopiperazinbildungen stattfinden. Um diese zu um-
gehen werden fiir diese Reaktionen spezielle Kniipfungsreagenzien wie BEP, PyBOP oder

COMU verwendet. Danishefsky et al. nutzte eine racemisierungsfreie Kupplung unter
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Verwendung von Isonitrilen fiir den Erhalt von N-methylierten Peptiden C und syn-
thetisierte mit dieser Methode Cyclosporin (Schema ) 136 Neben diesen einzelnen
Synthesen von N-methylierten Peptiden konnte 1992 von Seebach et al. eine Perben-
zylierung der beiden Stickstoffe und eines a-Kohlenstoffes durch die Verwendung von
Phosphazenbase am cyclischen Tetrapeptid D erreichen (Schema ) Ha7)

Ahnlich wie bei der N-Methylierung von Peptiden kann auch die Abwandlung eines
Amids in ein Thioamid Auswirkungen auf die Struktur des Peptides haben, die {iber
Wasserstoffbriickenbindungen stabilisiert vorliegt. Thioamide sind im Vergleich zu Ami-
den schwache Wasserstoffbriickenakzeptoren, wodurch sich ldngere Wasserstoffbriicken
bilden. Fiir die Umwandlung der Carbonylgruppe zum Thioamid hat sich die Verwen-
dung des Lawesson sowie des verwandten Yokoyama Reagenzes bewdhrt gemacht, von

denen jeweilige Beispiele in Schema abgebildet sind. L3839

a) Thionierung am sterisch gehinderten und ungehinderten Dipeptid

g v e :
BOCHN,,,I)LN 2 OMe vV . BOCHN"'HLN%(OME\
H THF, rt
R’ 0 bzw. R’ H o
E Toluol, 100 °C

R'=R2=H: 93%
R'=R? = Me: 16%

b) Thionierung am cyclischen Hexapeptid

Ph Ph

0 0
0}
N Ph Yokoyama N Ph
O+ _NH HNf Reagenz O _NH H
D —— e
;: THF, rt
N 27%
Ph
o TH Ph,, NTH
(e}

O
F
MeO OMe
/S\ -,
QO e
P/S\P § g S

S’, \S/ \\S

Lawesson Reagenz Yokoyama Reagenz

SCHEMA 2.20: Thionierungen an Peptiden H40141]

Auch bei dieser Modifikation besteht beim Vorkommen mehrerer Amidgruppen die Pro-
blematik der Regioselektivitéit. Diese kann allerdings durch sterische Hinderung beein-
flusst werden, wie es die Thionierung am Dipeptid E zeigt (Schema ).ll41J Ein
zunédchst kontréires Beispiel zeigt Kessler et al. mit einer selektiven Thionierung am cy-
clischen Hexapeptid F (Schema [2.20p). Auf den ersten Blick scheint das Amid zwischen
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beiden Benzylresten sterisch gehindert zu sein. Jedoch zeigen Studien iiber die Kon-
formation, dass genau diese Amidbindung nach auflen steht und das Glycinamid {iber

Wasserstoffbriickenbindungen nach innen koordiniert ist. 249

Die Modifizierung am a-Kohlenstoff des Peptidriickgrats ist aufgrund der vielen che-
mischen Moglichkeiten eine herausragende Methode, die den Zugang zu einer Vielzahl
an peptidischen Derivaten ermoglicht. 12 Durch die Einfiihrung eines Restes an der
a-Position eines Glycins wird ein Stereozentrum erzeugt. Die Kontrolle der Stereochemie
spielt bei dieser Methode der Modifizierung am Peptidriickgrat eine wichtige Rolle. Dies-
beziiglich sind verschiedene Moglichkeiten denkbar. Zunéchst kann die stereochemische
Information von der schon vorhandenen Nachbaraminosiure iibertragen werden. Diese
Moglichkeit kann vor allem bei vielen cyclisierten Peptiden durch die starre Konformati-
on genutzt werden, wobei eine derartige Kontrolle bei linearen Peptiden schwieriger ist.
Fiir den Fall, dass die chirale Information im Peptid nicht fiir eine selektive Reaktion
ausreicht, ist der Einsatz von chiralen Auxiliaren moglich. Diese kénnen durch die Bin-
dung in der N&he zur a-Position, demnach C- oder N-terminal, die selektive Reaktion
induzieren. Daraus resultiert, dass diese zuvor im Peptid eingefiigt und anschlieend
abgespalten werden miissen. Eine letzte Moglichkeit besteht in der Verwendung von
externen chiralen Quellen. Diese kénnen in Form eines Katalysators oder selbst im Sub-
strat vorhanden sein. Da die Chiralitdt bei dieser Methode nicht vom Peptid ausgeht,
konnen somit beide Stereoisomere zuginglich gemacht werden, sofern die Konformation

der Peptidstruktur es erméglicht und kein missmatched-Fall existiert.

a) elektrophiles Dehydroglycin

H 0} 5 O
Nw)l _Base N
Cl
G H
0}
H
AN
Glycineinheit
b) neutrales Glycylradikal c) nucleophiles Glycinenolat
H Smi H H 0} H OLi
N o2 NJ ,N\)l\ Base ,N%\
-RSSml, - ) ’
SR
| J K L

SCHEMA 2.21: Generierung von aktiven Glycineinheiten
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Die Modifikation am a-Kohlenstoff in einem Peptid wird in der Regel an Glycineinheiten
durchgefiihrt. Diese kann, wie in Schema abgebildet ist, als Elektrophil (a), Radikal
(b) oder Nucleophil (c) reagieren.

Fiir die Uberfithrung einer Glycineinheit in ein Elektrophil, was einem Dehydroglycin
H entspricht, ist ein a-Haloglycin G notwendig. Diese a-halogenierten Glycineinheiten
sind nicht sehr stabil, und bilden unter Einwirkung einer Base das Dehydroglycin H,
welches sich mit Nucleophilen umsetzen lisst. Wie das Beispiel in Schema [2.22a zeigt,
erfolgt die Generierung von a-Haloglycinen aufgrund der Instabilitét in situ. Steglich
et al. iiberfithrte anhand eines Cyclopentapeptides einen a-Ethylthioether M in das
entsprechende Haloglycin N, welches unter basischen Bedingungen zum Dehydroglycin

[143]

reagierte. Diese Zwischenstufe wurde in situ mit diversen Nucleophilen wie Thiolen,

Aminen oder Alkoholen mit guten Selektivititen zu O umgesetzt.

a) elektrophiles Dehydroglycin
Ph Ph Ph

0] @) @)
C)LN o O)LN o CAN 0
H H H
(o) N_O (0}

EtS" “NH HN

Nu = -S-CH(CHg),, Boc-(L)-Cys-OMe, 38-91%, de 75-97%
-(L)-Ala-OMe, -(R)-Ala-OMe,
-NHBn, -PO(OMe), -CN, -OH, -OMe

b) neutrales Glycylradikal

o HO

/ (o
N HN Smly, Nil, N HN
Pthz Cyclohexanon Ph o} o
OHN THF ng OHN
J{)\ HNJ{)\
Ph

P S Ph

OSmI2 7 55%, de 33%
A Qk/ e
e’

SCHEMA 2.22: Beispiele zur Modifikation des a-Kohlenstoffs a) Reaktion als
Elektrophil 743 b) Reaktion als Radikal 44!

Die Bildung einer neutralen Glycineinheit als Radikal J kann unter anderem auch aus-
gehend von a-Thioethern I durchgefiihrt werden (s. Schema|2.21p). In Schema [2.22p ist
die radikale Abspaltung des 2-Pyridylsulfids P mittels Samariumiodid abgebildet. 144
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Dadurch bildete sich ein stabilisiertes Glycinradikal Q, welches durch ein weiteres Sa-
mariumiodid in ein stabiles Samariumenolat R iiberfithrt wurde. In Anwesenheit eines

Ketons bildete sich unter Nickel(II)katalyse das entsprechende Aldolprodukt S.

Die Generierung von nucleophilen Peptidenolaten L aus Glycineinheiten K ist eine der
bekanntesten Methoden unter den Modifikationen der a-Position von Peptiden. 142145
Diese erfolgt durch die Deprotonierung der Glycin- bzw. der Sarcosineinheit K. Je nach
Molekiilstruktur konnen Reaktionen N-terminal, C-terminal oder intern ablaufen. Das
Beispiel am Cyclosporin T in Schema zeigt, dass eine Deprotonierung der Sar-
cosineinheit mit einem Uberschuss an LDA méglich ist, wodurch zunichst die freien
Amide deprotoniert wurden. Das hexalithiierte Molekiil konnte mit guten Ausbeuten
mit verschiedenen Elektrophilen umgesetzt werden. Dabei stellte sich heraus, dass sich

die Stereochemie durch den Einsatz von Lithiumchlorid umkehren lisst. 246

a) nucleophiles Sarcosinenolat

T

O Methode:
0 LOH  a)LDA,RX
HN ' THF, -78°C HN
\/&o \HN b) LDA/nBuLi \/&o 2
O NH N@ «  LCLRX 0 NH R? |
/a L 5 THF, -78°C /d 1
P ~N
N H N0 N
o 0 bis 92%
(0] (0] de bis 70%
T R = -Me, -Allyl, -Propargyl, -Bn, -CH,OH, -MeS

nach Methode a) R'=H, b) R%=H

b) nucleophiles Glycinenolat

/@[OAHYI )@[OAIIyI
0} k Br 0} : Br

0 0
N 1) LDA, ArCHO NP Ar
O _NH | HN THF. -78°C O._NH | HN_. o
L 2) DMP, CH,Cl,
) o0 Yo
(RV(S) (R)/(S)
\ \ 28-58%
de 50% (S)
U v 94% (R)

Ar = Ph, p-Br-C6H4, p-F-C6H4

SCHEMA 2.23: Beispiele zur Modifikation des a-Kohlenstoffs iiber die Generierung von
Peptidenolaten a) Modifikation des Cyclosporins ™0l b) Aldolreaktion als Synthese-
schritt zu Miuarenamiden 147
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Weiterhin konnte Lisa Karmann mit einer selektiven Enolatbildung an der Glycininheit
im cyclischen Depsipeptid U verschiedene Aldolprodukte erhalten, wodurch der Zu-
gang zu den Naturstoffen der Miuarenamide sowie dessen Derivate V ermdoglicht werden
konnte (Schema [2.23b).B47 Dabei wurde die Bildung der reinen Diastereomere durch
die a-stédndige Methylgruppe zum Ester begiinstigt (im Falle des (R)-Enantiomers) bzw.
gehindert (im Falle des (5)-Enantiomers).

Die Beispiele aus Schema zeigen, dass Peptidenolate auf vielfialtige Art und Weise
mit Elektrophilen umgesetzt werden kénnen. Die Darstellung von allylischen Peptiden
via einer Palladium-katalysierten allylischen Alkylierung wird im Arbeitskreis Kazmaier

durchgefiihrt und im folgenden Kapitel niher erlautert.

2.5.1 Allylische Alkylierung an Peptidbausteinen
Die Methode der allylischen Alkylierung dient zur Modifikation an Aminosduren und

Peptidbausteinen und erdffnet damit einen synthetischen Zugang zu neuen Aminosiure-

derivaten, die in der Naturstoffsynthese Verwendung finden. 148l

a) PdL,, 1
A R
o) TEA \\/'/\ 1 o :/\/
H LDA, ZnCl N R H :
FaC N@J\N/YO'BU LOA 2nCl,  H, aT>—oBu  — {}J\
I

FsC. _Nys ~__OBu
R YN YOYNAEY
o) 0 w O R 0
b) )J\

o} LHMDS, ZnCl, o -
TFAHN\@)J\N/YOtBu [allylPdCl,], PPhs TFAHN gL A oBu
R OH S Ny ocooet o ”(R)O

X R2 = Me: 85%, dr 83:17
Bn: 92%, dr 93:7
CH,OMOM: 72%, dr 75:25
CH,OTBDPS: 98%, dr 92:8
(CH,),SMe: 89%, dr 90:10
4-OMe-Bn: 93%, dr 92:8
c)
0 LHMDS, ZnCl, 0O R?
TFAHN@LN/\H/otBu [allylPdCl,), PPhs AN gl A ot
I H o EtOOCO-R? I H )
Ph” Ph”
Y

: OTBDMS " 0TBDMS

~ 96% 88% 94%
dr 97.5:2.5 dr 98:2 dr97.5:2.5

SCHEMA 2.24: Allylische Alkylierung am Dipeptidester a) iiber hypothetische Zwi-
schenstufe, b) an verschiedenen Dipeptiden, ¢) mit verschiedenen Allylsubstraten f49
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Durch die Deprotonierung von Peptiden in Gegenwart von Zinkchlorid lassen sich stabile
und zugleich reaktive Peptidenolate erzeugen, die mit guten Ausbeuten und Diastereos-
elektivititen mit einem terminalen 7-Allyl-palladiumkomplex reagieren. Dabei wird die
Stereochemie von der Peptidkette gesteuert, die in der angenommenen Zwischenstu-
fe W eine Seite des Zinkkomplexes abschirmt. Somit wird von einer (S)-Aminosdure
die Bildung einer (R)-Aminosiure hervorgerufen, wie es in Schema gezeigt ist.
Anhand verschiedener Dipeptidester X wurde im Arbeitskreis Kazmaier erwiesen, dass
TFA-geschiitzte Dipeptide mit unterschiedlichen Resten allyliert werden kénnen (s. Sche-
ma [2.24p). Weiterhin wurde mit dieser Methode die Einfithrung unterschiedlicher Sei-

tenketten, insbesondere geschiitzte Hydroxyfunktionen, am Dipeptidester Y ermoglicht

(s. Schema ) [149]

a) ><
o LHMDS, ZnCl, N
TFAHN (. 1 N [allylPdCll, PPhs | TFAHN L AN
2N o~ > ONRY
/ H 0] Oj_(o;ooa / H o)
Ph Ph
z 89%, dr 95:5
b)
o 0 NHPh LHMDS, ZnCl, o 0 NHPh
cozHN I (J,/ 1alylPdCllp PPhs CbzHN (& J/
N™ ™, " 0C00Et N~ ™
/ N /
AA 92%, dr 80:20
c)
Ph o ON_NHPh LDA, ZnCl, Ph o O\ -NHPh
HQL (J/ [allylPdCl],, PPhg y (J/
TFAHN(s) NT ™, R-OCOOEt TFAHN (S) N~ ™,
o) / o R W/
AB
12 .R2 = ‘R3= W ;R4 =
R \(\I/ y R W O | 2)
SnBuj 07&
OTBS
82% 75% 67% 70% (E)
dr 96:4 dr 100:0 dr 90.5:9.5 dr 98.5:1.5
I:b 100:0 I:b 93:7
d
) EtOOCO [allylPdCI] N L,Pd A
@ PPhy —  Lpd” - . L,Pd”
OTBS OTBS OTBS OTBS

SCHEMA 2.25: Allylische Alkylierung a) C-terminal am Dipeptidamid, b) N-terminal
am Dipeptidamid, ¢) intern am Tripeptidamid 1481 d) m-o-m-Isomerisierung des
Palladium-allyl-komplexes

Neben der Modifikation von Peptidestern konnte Swarup Datta anhand von zwei Di-

peptidamiden Z und AA die interne und N-terminale Enolatbildung erméglichen. 48]
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Die in Schema [2.25h-b abgebildeten Reaktionen weisen sehr gute Ausbeuten und Dia-
stereoselektivitdten auf, woraufhin sich diese Methode auch auf Tripeptide weiterent-
wickeln lieB.H28 Die Ergebnisse der gezeigten Beispiele am Tripeptid AB in
Schema sind vergleichbar zu den Dipeptiden Z und AA. Beim Einsatz von ver-
zweigten Allylsubstraten (R*) wurden bei der Allylierung am Tripeptid bevorzugt die li-
nearen Produkte erhalten. Dies zeigt deutlich, dass die w-o-m-Isomerisierung der
m-Allylintermediate (s. Schema [2.25{d) schneller ablduft als der nucleophile Angriff des
Enolates, der bei Tripeptidenolaten erst bei =55 °C eintritt. Im Vergleich zu den Ester-
enolaten aus Schema welche schon bei —78 °C reagieren, lduft dabei diese Isomeri-
sierung nicht ab.

a)
I a) Stille-Kupplung R

/& b) Sonogashira.Kupplung /§

0 : c) Negishi-Kupplung 0 :
AN gl Aot TraN gl 5ot
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Ph Ph
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R' = Alkine (b), Alkane (c)
R' = -COOBn, -COOMe, -CO-N-LeuOMe,
-CO-N-Val-AlaOMe (d)

d) Carbonylierende Kupplung

SHBU3 Rz
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Pd(PPh )\Q R? = Ally 99%
3/4
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R3 RS
NH, 1) NaNO,, HCI/MeCN
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o
TrARN g L A motBu
WY
Ph” °
AE
RE=H 86%
R®=Me 85%
R%=CF; 92%

o
3) hv :
TrAHN gL A moBu
2N

-
Ph
AF

R3=H 75%
R®=Me 67%
R®=CF; 54%

SCHEMA 2.26: Anwendungsbeispiele aus dem stannylierten Dipeptid AC a) mittels
Kreuzkupplungen 159 | b) zu Tryptophanderivaten AF 151

Stannylierte Allylreste (R?), wie sie am Tripeptid AB eingefiihrt werden konnten, stellen
aufgrund ihrer weiteren Funktionalitét ein interessantes Substrat dar. Denn anschlieend

kann dieses wia Stille-Kupplung weiter umgesetzt werden. Die vielseitige Anwendung
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stannylierter Produkte aus der allylischen Alkylierung ist in Schema [2.26] am Dipeptid
AC abgebildet. Durch einen Metall-Halogenaustausch konnte das umgepolte lodid AD
erhalten werden, welches wiederum durch Kreuzkupplungen oder einer carbonylierenden
Kupplung eine reichhaltige Folgechemie ersffnete (s. Schema ) (50

Stannylierte Allyldipeptide AC wurden auflerdem fiir den Aufbau von substituierten
Tryptophanen AF genutzt, wie es in Schema gezeigt ist. I3 Dabei wurde das stan-
nylierte Allyldipeptid AC mit o-lodanilinen gekuppelt und das somit erhaltene Anilin
AE {iiber Diazotierung in das Azid tiberfiihrt, welches photochemisch zum Tryptophan

AF cyclisiert werden konnte.

Eine weitere Anwendung der allylischen Alkylierung konnte mit der Einfithrung von elek-
trophilen Fluoreszenzlabeln AH am Glycinester AG gezeigt werden, wie in Schema[2.27]
abgebildet ist. Mit diesen Coumarin-Labeln kénnen peptidbasierende Naturstoffe bzw.
Pharmazeutika markiert und fiir medizinische Studien, in denen eine spektroskopische

Verfolgung in Zellen von Interesse ist, eingesetzt werden.

o LHMDS, ZnCl,
TFAHN \)J\OtBu l[jzl:jllPdCI]z,o PPr: TEAHN
AG Wﬁ%\j
N CooEt
AH

SCHEMA 2.27: Fluoreszenzlabel via allylischer Alkylierung 152!

Die in diesem Kapitel aufgezeigten Beispiele lassen erkennen, dass die Methode der
allylischen Alkylierung an Peptidbausteinen vielfaltige Anwendungsmoglichkeiten auf-
weist. Insbesondere im Bereich der Natur- und Wirkstoffsynthese, in denen unnatiirliche
Derivate von Aminosduren vorkommen, konnen allylische Alkylierungen zur Peptid-

modifizierung effizient genutzt werden.



Kapitel 3

Aufgabenstellung und
Retrosynthese

3.1 Aufgabenstellung

Die vorgestellten Synthesen von Cyanopeptolinen aus Kapitel [2| beschéiftigen sich haupt-
séchlich mit dem Aufbau des jeweiligen Naturstoffes und beinhalten viele Schritte. Dabei
kann die richtige Wahl der Schutzgruppen und eine adédquate Synthesestrategie zu einer
effizienten und 6konomischen Synthese fithren. Zudem ist es von Interesse einen Synthe-
seweg zu wéhlen, der es ermoglicht auf einfache Art und Weise Derivate des Naturstoffes
fiir die Evaluierung von Struktur-Wirkungs-beziehungen zu erzeugen. Dazu kénnen z.B.
das Einfiigen anderer Aminoséiuren innerhalb des Cyclus oder auch eine abgednder-
te Seitenkette zdhlen. Abschlieflend ist eine Schritt-6konomische Synthese von Nutzen,

wenn sie sich auf andere strukturverwandte Naturstoffe iibertragen l&sst.

In dieser Arbeit wurden am Beispiel von Crocapeptin A Studien zur effizienten Total-
synthese des 19-gliedrigen Depsipeptids durchgefiihrt, dessen Struktur in Schema (3.1
dargestellt ist. Beziiglich der Synthesestrategie soll die Mdoglichkeit der Modifikation
gegeben sein, insbesondere in der variablen Seitenkette, die hier in Form eines acylierten
Glutamins auftritt. Aus diesem Grund sollte diese erst in den letzten Schritten der

Synthese eingefiihrt werden.

Weiterhin werden in der vorliegenden Arbeit, basierend auf der Methode der allyli-
schen Alkylierung von Peptiden, Studien zur ,late-stage“-Modifikation durchgefiihrt.
Aufgrund des N-methylierten Tyrosins bietet sich dazu die Position 4 im Makrocyclus
an, wie in Schema gezeigt wird. Zunéchst soll diese Methode am Tripeptid erar-

beitet werden, wodurch die Toleranz der Seitenketten der flankierenden Aminoséuren

55
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OH 0SG
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SCHEMA 3.1: Struktur von Crocapeptin A;_3 und B

getestet werden kann (s. Schema ) Mit der Ubertragung dieser Methode auf den
cyclischen Naturstoff kénnen nachtréiglich verschiedene unnatiirliche Aminosiuren im
Cyclus generiert werden, ohne fiir jede Variante eine neue Synthese durchzufiihren. Dies
ist vor allem fiir die genannte Position 4 interessant, die C-terminal zu der Ahp-Einheit
gebunden ist. Im Vergleich zu den bekannten Cyanopeptolinen weist diese nur neutra-
le Aminosduren auf. Aus diesem Grund ist von Interesse, ob Modifikationen an dieser

Position in Bezug auf die Aktivitéit an Serinproteasen toleriert werden.

a) "late-stage"-Modifikation

0SG OSG
o o]
SN 5N
H
ou MMe S © 4NM8 !
A A
SGO
SGO Position fiir Modifikationen
via allylischer Alkylierung
b) Allylische Alkylierung am Tripeptidamid
Ph
EocO0” > “Ph J/

0 o} o 0
Me LDA/ZnCl, : Me
SGNH N SGNH N
%N/\[( \:)LNHPh [AllylPdCI],/PPhg \)J\N/\n/ \:)J\NHPh
R H z S H =

(6] \©\ THF, -78°C—>rt R (6] \©\
0SG 0SG

SCHEMA 3.2: Regioslektive a-Modifikation wvia allylischer Alkylierung an Position 4
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3.2 Retrosynthese

Fiir eine Schritt-effiziente Synthese der Crocapeptinvarianten Aj_s ist die Retrosyn-
these so gewdhlt, dass erst in den abschlielenden Schritten die Seitenkette eingefiihrt
wird. Dementsprechend soll Crocapeptin Ao {iber das Depsipeptid A zugénglich gemacht
werden, wie in Schema[3.3|gezeigt. Die Ahp-Einheit wird wie auch in den bekannten Syn-
thesen, die in Kapitel vorgestellt wurden, iiber eine Oxidation aus dem Alkohol D
aufgebaut. Die Einfithrung der Seitenkette findet nach dem Ringschluss statt. Aus diesem
Grund dient am Threonin Troc als Schutzgruppe, die selektiv unter reduktiven Bedin-
gungen entfernt werden kann. Die Cyclisierung zu B erfolgt zwischen den Positionen 2
und 3 als Cyclolactamisierung. Auf Grund einer héheren Nukleophilie des Stickstoffs im

Vergleich zum Sauerstoff ist diese einer Cyclolactonisierung in der Regel vorzuziehen.

HoN o TrtHN
(0]
Entschitzung
OX|dat|on
NH NH
NMe NH
NMe

o:g_\

1 2

)\)j/ R R N N R! R2
H o

Crocapeptin A3 A

Ai:R'=H,RZ2=H B - Oxidation:
A1 R1 Mo, R2 —H Ahp-Bildung via Oxidation: Seitenketten-
z einfihrung

Ag: R! = Me, R2 = Me ;{(:j/ }; OX|dat|on fi/\)j/ }:‘; Entschitzung

o @ Nkrf,(i

Cc B

SGO
SCcHEMA 3.3: Retrosynthese der Crocapeptine Aj_3

Das lineare Hexapeptid C kann an dieser Stelle iiber zwei verschiedene Wege hergestellt
werden. Zum einen kann die Synthese iiber eine konvergente Route verlaufen, die durch
die parallele Synthese der Fragmente zeitsparend ist und einen flexibleren Austausch
verschiedener Aminoséduren ermoglicht. Dennoch darf bei einer Fragmentsynthese das

Auftreten von Racemisierungen, die bei der Zusammenfithrung der einzelnen Bausteine
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stattfinden kénnen, nicht auler Acht gelassen werden. Aus diesem Grund ist die Synthese
iiber einen zweiten Weg denkbar. Dieser stellt die lineare Syntheseroute dar, in der ein
sukzessiver Aufbau des Hexapeptids C vorgesehen ist. Der Vorteil der linearen Route
ist eine geringe Racemisierungsgefahr und eine vereinfachte Planung der Schutzgruppen,
da nur an einem Terminus entschiitzt wird. Andererseits ist diese lineare Syntheseroute
im Vergleich zur konvergenten Route fiir eine flexible und schnelle Parallelsynthese von
Derivaten nicht so gut geeignet. Anders als in den Synthesen zuvor wird das Hexapeptid
C1 bei der konvergenten Syntheseroute iiber das Dipeptid, dem Ostbaustein, und das
Tetrapeptid als Westbaustein dargestellt. Dies ist in Schema [3.4] gezeigt.

OAllyl

OAllyl
Egk Ir ; i IWOH
“NHTroc :> O
\
HO HN “NHTroc
BuO HN
i\/( j)/NHBoc > 2
Westbaustein Ostbaustein
konvergent
OAllyl OAllyl
BnO
oM NHTroc
0 *OHN ¢ —— o HOQ
e
OH o o
BocN
+ +

Oy _OH
oH BuQ
O. _OMe o NHBoc NH
+ T
@J j)/ NHBoc
NH, 0
O~ "OBn TBSO

SCcHEMA 3.4: Retrosynthese des Hexapeptids C1 nach konvergenter Strategie

Der Ostteil setzt sich aus den jeweiligen geschiitzten Aminosduren, dem Threonin und
Leucin, zusammen. Die Synthese wird in Kapitel [4.1.1.T]erldutert. Der Aufbau des West-
bausteins ist iiber eine lineare und verzweigte Synthese moglich und setzt sich aus Valin,
N-Methyltyrosin, Phenylalanin und Glutaminsédure, welche iiber eine Reduktion das 5-
Hydroxynorvalin bereitstellt, zusammen. Der Vergleich des linearen versus konvergenten

Aufbaus vom Westbaustein ist in Kapitel [4.1.1.2] und [4.1.1.3] zu finden. Die Veresterung
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des Westbausteins zum Hexapeptid C1 und die darauffolgenden Schritte sind in Kapi-
tel 4.1.1.4] erldutert. Fiir eine gemeinsame Abspaltung der Schutzgruppen am C- und
N- Terminus sind an diesen Positionen ein tert-Butylester und eine Boc-Schutzgruppe

vorgesehen, die beide zusammen unter sauren Bedingungen entfernt werden konnen.

Die lineare Syntheseroute beginnt mit Leucin als Trimethylsilylester und ist retrosynthe-
tisch in Schema gezeigt. Jede weitere Aminosédure wird mit Ausnahme von Threo-
nin und dem 5-Hydroxynorvalin als Boc-Aminosédure eingefiigt. Als letzter Baustein
wird am Pentapeptid E das 5-Hydroxynorvalin F, welches am N-Terminus mit Fmoc
geschiitzt ist, eingebaut. Dieser Baustein soll ebenso wie zuvor aus der entsprechenden
Glutaminsdure G dargestellt werden. In dieser Synthese ist die Schutzgruppenstrategie
so gewdhlt, dass die N-terminalen Schutzgruppen basisch abgespalten werden und ab-
schlieffend im Hexapeptid C2 eine gemeinsame Schutzgruppenabspaltung des C- und
N-Terminus durchgefiihrt werden kann. Die Ergebnisse dieser Synthesesequenz werden
in Kapitel diskutiert.
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ScHEMA 3.5: Retrosynthese des Hexapeptids C2 nach linearer Strategie






Kapitel 4

Ergebnisse und Diskussion

4.1 Synthesestrategien zum Aufbau des Makrocyclus der

Crocapeptine

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die konvergente Synthesestrategie zum Auf-
bau des Makrocyclus der Crocapeptine mit der Linearen verglichen. In beiden Routen
wurden verschiedene Schutzgruppenstrategien angewendet. Dabei zielen beide darauf
ab, dass die C- und N-terminalen Schutzgruppen des Hexapeptids gemeinsam entweder
sauer oder basisch entfernt werden kénnen, worauthin der Ringschluss erfolgt. Die Ergeb-

nisse der einzelnen Synthesestrategien werden in den Kapiteln und erldutert.

4.1.1 Die konvergente Synthesestrategie

Fiir die konvergente Synthese war, wie zuvor in Kapitel erwahnt, der Aufbau des
Ost- und Westbausteins des Molekiils vorgesehen. Uber diese beiden Bausteine wurde
das lineare Hexapeptid aufgebaut. Vorab kann bei der Veresterung zum Hexapeptid
eine Racemisierung nicht ausgeschlossen werden. Jedoch ist bei der Betrachtung des
Naturstoffes anzunehmen, dass der Ring in jedem Fall mit dem ,,richtigen* Stereoisomer
geschlossen wird. Demnach ist an dieser Stelle eine Abtrennung der moglichen Isomere

denkbar. Die einzelnen Synthesen werden in den folgenden Unterkapiteln erlédutert.

4.1.1.1 Synthese des Ostbausteins

Der Ostbaustein 8, bestehend aus Threonin und Leucin mit einem C-terminalen tert-

Butylester sowie einer N-terminalen Troc-Schutzgruppe, lidsst sich iiber vier Schritte
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sukzessive aufbauen. Wie in Schema dargestellt, wurde das N-geschiitzte Leucin
1 nach bekannter Methode von Takeda et al. in den entsprechenden tert-Butylester 2
iiberfithrt. 13 Nach der Vorschrift wurden fiir diese Veresterung zwei Aquivalente Boc-
Anhydrid verwendet. Diese Bedingungen ermoglichen prinziliell eine Einfiihrung einer
zweiten Schutzgruppe am Stickstoff, in diesem Fall Boc. Anhand der Ausbeute zeigte
sich jedoch, dass primér die Esterbildung ablduft. Es konnte kein doppelt N-geschiitz-
tes Leucin isoliert werden. Im folgenden Schritt zum freien Amin 3 wurde dieses mittels
einer Palladium-katalysierten hydrogenolytischen Abspaltung des Benzylcarbamates mit
50% erhalten. Diese Reaktion bendtigte einen erhohten Wasserstoffdruck von 3.5 bar.
Bei niedrigeren Driicken bis zu 1 bar wurde lediglich ein Bruchteil des Eduktes um-
gesetzt. Diese Reaktionssequenz wurde auch mit Fmoc als Schutzgruppe durchgefiihrt.
Dabei konnte bei der Veresterung kein sauberes Produkt erhalten werden, welches im
Folgeschritt mit einer Ausbeute von 32% den Leucinester lieferte. Eine alternative Bil-
dung des tert-Butylesters ist nach Plastina et al. unter Verwendung von Perchlorsiure
in tert-Butylacetat iiber eine Stufe moglich. 154 Diese Reaktionsbedingungen erbrachten
einen guten Umsatz, jedoch bestand die Problematik in der Isolierung des freien Amins
aus der wissrigen Phase. Aus diesem Grund konnte das Produkt mit 31% isoliert wer-

den. Insgesamt lieferte die zweistufige Synthese ausgehend vom Cbz-Leucin 1 die besten

Ergebnisse.
2.0 Ag. Boc,0 H, (3.5 bar)
on 0.3 Aq. DMAP ol 10 mol% Pd/C o
—_— u —_— u
CbzHN 'BUOH, rt, 18 h CbzHN MeOH, rt, 6 h HoN
0 91% o] 50% o
1 2 3
+
O " z O A z O
BnO OH — BnO OH 1 AQ BnO OH
0°C— rt, 4h 4 o o
NHBoc Dioxan, 96% cl NH3 0°C rt, 18 h, 81% NHTroc
4 5 6
o H, (1 bar) o 1.1 Aq. HATU
: o 10 mol% Pd/C : o 2.0 Aq. Collidin
u B — u
HO%N EE, t, 18 h Bnoﬁ)k” 0°C—>rt 18h
NHTroc O 96% NHTroc O CH,Cl,, quant.
8 7

SCHEMA 4.1: Synthese des Ostbausteins 8

Ausgehend von Boc-Threonin 4 konnte mittels Standardreaktionen zunéchst das Hydro-
chlorid 5 und anschlieend das entsprechende Troc-Threonin 6 {iber zwei Stufen erhalten
werden. Die Kniipfung mit dem Leucinester 3 zum Dipeptid 7 erfolgte mittels HATU

als Kniipfungsreagenz mit sehr guten Ausbeuten. An dieser Stelle wurde die Kniipfung
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auch tiber die giinstigere Variante des gemischten Anhydrids durchgefiihrt, die mit hoher
Wahrscheinlichkeit aus sterischen Griinden kein Produkt lieferte. Die Kniipfung konnte
auch mit einer freien Hydroxylgruppe am Threonin durchgefiihrt werden, wodurch dieses
auch als Nucleophil reagierte und sich ca. 10% des Tripeptids (Thr-Thr-Leu) bildeten.
Die abschlieflende katalytische Hydrierung der Benzylgruppe zum Ostbaustein 8 zeigte in
Ethylacetat sehr gute Ausbeuten, wohingegen die Reaktion in Methanol nicht vollstandig

und sehr langsam ablief.

4.1.1.2 Lineare Synthese des Westbausteins

Die Synthese des Westbausteins 19a wurde zunéchst iiber die lineare Variante durch-
gefithrt, die in Schema abgebildet ist. Beginnend mit Boc-Tyrosin 9, das zunéchst
iiber drei Stufen in die N-methylierte und geschiitzte Séure 12 iiberfiithrt werden konnte.
In dieser Synthese wurde als phenolische Schutzgruppe der Allylrest gewéhlt, der an
dieser Position gegeniiber sauren und basischen Bedingungen stabil ist. Eine Silylfunk-
tion an dieser Stelle stellte sich als nicht funktional heraus, da diese schon unter basischen
Bedingungen (wihrend der Verseifung) abgespalten wurde. Somit begann die Synthese
mit der Einfithrung der Allylschutzgruppe, die in einem Schritt zugleich am Phenol und
der Saure eingefiihrt wurde. Die N-Methylierung verlief racemisierungsfrei mit der freien
Sdure 11 in THF, wozu unter Standardbedingungen der Allylester 10 quantitativ ab-
gespalten wurde. Die iiberschiissigen Aquivalente von Methyliodid und Natriumhydrid

sind notwendig, da sonst kein vollstédndiger Umsatz erreicht werden konnte.

Die Kniipfung des Tyrosinderivates 12 mit dem Valinmethylester zum Dipeptid 13 er-
folgte mit HATU. Die Verwendung von EDC konnten vergleichbare Ausbeuten erreicht
werden, wohingegen die Methode des gemischten Anhydrids auch wie zuvor aus ste-
rischen Griinden kein Erfolg zeigte. Die Standard-Boc-Entschiitzung im HCl-Dioxan-
gemisch lieferte quantitativ das Hydrochlorid 14, welches in der folgenden Kniipfung
mittels BOP in das Tripeptid 15 iiberfithrt werden konnte. Dabei sind die géngigen
Standardkniipfungsmethoden, wie z.B. EDC oder das gemischte Anhydrid, aufgrund der
sterischen Hinderung unbrauchbar. Diesbeziiglich muss an dieser Stelle ein Kniipfungs-
reagenz zwei Voraussetzungen erfiillen: Zum einen ist eine stabile aktivierte Sdure er-
forderlich, da der nucleophile Angriff des Amins langsamer ablauft. Zum anderen sollte
die aktivierte Form der Sdure nicht mit der Schutzgruppe des Amins in Wechselwirkung
treten, wie z.B. bei der Bildung von N-Carboxyanhydriden unter Verwendung von DCC
und Boc-Aminosiuren, die bei einer N-Methylierung bevorzugt gebildet werden. 155
Aus diesem Grund ist in diesem Fall die Verwendung der Phosphonium Aktivierungs-
reagenzien wie PyBOP oder BOP notwendig. Bei dieser Kniipfung stellt sich heraus, dass
BOP die besseren Ausbeuten im Vergleich zu PyBOP (42%) lieferte. Das entsprechende
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Boc entschiitzte Tripeptid 16 wurde wiederum aus der Standardentschiitzung wie zuvor

mit quantitativen Ausbeuten erhalten.

O._OH O._OAllyl O+ _OH
NHBoc 4.0 Aq. AllylBr NHBoc 3 Ag. LiOH NHBoc
+0Aq. Alyler -
DMF/H;0 (10:1) (D3'°1X?;" ';t"ezc_)sH{]H?O
0°C,3h,79% quant.
OH OAllyl OAllyl
9 10 11
. O+~ _OH
AllylO 1 Ag. Val-OMe HCI
Bedingungen A
o oder NMeBoc 4 Aq. NaH
H\)J\ Bedingungen B 10 Ag. Mel
BocN 7 OMe abs. THF
0 AL 0°C —>rt,18h
OAllyl 83%
13 86% (A) 12
70% (B)
Allylo 1.1 Aqg. Boc-Phe-OH
1.1 Aq. BOP
10 Ag. 4 M HCI G . Hi 2.2 Aq. DIPEA
e AL -
Dioxan, 0 °C, 4 h HoN 7 OMe 0*C >t 18h
quant. o A CH,Cl,, 86%
14

9 10 Ag. 4 M HCI 9
+ N OMe — N OMe
HaN~ JLN Dioxan, 0°C,4h  BocHN JL”
Cl O X (0] quant. o) 2 o)
: “OAllyl : “OAllyl

16 15
Bedingungen A: Bedingungen B: BOP: PyBOP: _
1.1 Ag. HATU 1.1 Ag. EDC + PFg
2.2 Aq. DIPEA 1.1 Aq. HOB 0-PH(NMe;); o-R
CH,Cl, 2.0 Aq. DIPEA N o - N NQ
0°C—=rt,18h CH,Cl, @ N FPFe @ N
0°C —rt, 18 h N’ N 3

SCHEMA 4.2: Lineare Synthese zum Westbausteins

Die Synthese der letzten einzufiigenden Aminoséure, des 5-Hydroxynorvalins 18, wurde
wie auch in den beschriebenen Synthesen iiber die Reduktion der Glutaminsdure her-
gestellt und ist in Schema abgebildet. 2211231 Ayggehend vom Boc-Glutaminsiiure-
benzylester konnten 82% des Alkohols 17a isoliert werden. Vergleichbare Ausbeuten
wurden auch mit der Fmoc-Schutzgruppe erhalten. Diese Reaktion ist vor allem in

kleinen Mafistdben gut durchzufiihren. Lediglich bei Reaktionen mit einer Ansatzgrofie
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von iiber 2 mmol entstehen unerwiinschte Dimere, die aus dem Gemisch von noch akti-
vierter Sdure und schon reduziertem Alkohol 17 den jeweiligen Ester bilden. Daher ist

bei grofleren Ansétzen eine Optimierung der Reaktionsbedingung unerlésslich.

1.4 Aq. EocCl 1) 2.2 Aq. TBDPSCI

@) O
RHN 1.4 Aq. Et3N RHN 4.4 Aq. Imidazol
\:)J\osn T3 \:)J\osn d
: dann 3 Ag. NaBH, : DMF, rt, 18 h

THF,-50°C>rt, 2 h 2) H, (1 bar)
10 mol% Pd/C
O~ "OH OH EE, rt,18 h

17a: 82% (R = Boc)
17b: 86% (R = Fmoc)

O PhMe 0 16, 1.1 Aq. EDC \)OJ\
BocHN\_)LN/EWN_QLN OMe 1.1 Aq. HOBY RAN"on
=n oson 2.2 Aq. DIPEA :
I \©\ 0°C—>rt, 18h \L
oTEOPS oAy CH,Cl,, 62% OTBDPS
19

18a: 21% (R = Boc)
30% uber 8 Stufen 18b: 66% (R = Fmoc)

SCHEMA 4.3: Synthese des Westbausteins 19

Nach dem Erhalt der freien Sdure 18a konnte diese mittels EDC und HOBt an das zuvor
synthetisierte Tripeptid 16 gekniipft werden. Uber die lineare Synthesesequenz lésst sich

der Westbaustein 19 iiber 8 Stufen mit einer Gesamtausbeute von 30% aufbauen.

4.1.1.3 Konvergente Synthese des Westbausteins

Als Alternative zu der linearen Synthese des Westbausteins 19a besteht auch die Moglich-
keit das Tetrapeptid 19 iiber zwei Dipeptidfragmente 14 und 24 zusammenzusetzen.
Hierbei besteht der Vorteil, dass ein Aminosédureaustausch einfacher zu realisieren ist,
da nur eines der Fragmente neu aufgebaut werden muss. Bei einem Austausch in der
linearen Synthese, muss in jedem Fall das Tetrapeptid 19 neu synthetisiert werden. Die
konvergente Synthese ist in Schema 4.4 abgebildet. Zunichst wurde das Dipeptid 20 aus-
gehend von Glutaminsiure und Phenylalaninmethylester iiber das gemischte Anhydrid
gekniipft. Die anschlieende hydrogenolytische Abspaltung des Benzylesters erbrachte
die freie Saure 21, die wie zuvor in Kapitel iiber das gemischte Anhydrid mit Na-
triumborhydrid in den Alkohol 22 iiberfiihrt wurde. Nachfolgend konnte das Dipepid 24
iiber die Schiitzung des Alkohols zum TBS-Ether 23 und die Verseifung des Esters iiber
insgesamt 5 Stufen erhalten werden. Dieser Baustein wurde mit dem aus Kapitel
synthetisierten N-methylierten Dipeptid 14 zum Tetrapeptid 19 umgesetzt.
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Diese Reaktion wurde aufgrund der sterischen Hinderung durch die N-Methylierung
mit den Reagenzien BOP-Cl, PyBroP und PyBOP getestet. Dabei stellte sich heraus,
dass mit PyBOP die beste Ausbeute von 45% erreicht werden konnte. Wohingegen die
anderen Reagenzien nur Ausbeuten von 30% (BOP-CI) und 36% (PyBroP) lieferten.
Neben dem Produkt konnten zudem 9% des Pyrrolidinamids 25 isoliert werden, das
durch die Ubertragung des Pyrrolidins aus dem Kniipfungsreagenz herriihrt. Neben der
niedrigen Ausbeute der Dipeptidkniipfung tritt zudem eine Epimerisierung des Phenyl-
alanins auf. Das Diastereomerenverhiltnis von 69:31 wurde per HPLC bestimmt. Uber
die verzweigte Synthesesequenz lésst sich das Tetrapeptid 25 iiber 6 Stufen mit insge-

samt 34% darstellen.

o 1.1 Aq. IBCF
BocHN 25/9.NMM BocHN Ha (1 bar) BocHN
o¢ \E)J\OH 11 Aq. Phe-OMe HCI - \)L OMe 10 mol% PA/C_ baic Boc \)L OMe
) THF, -20 °C > 1t, 3 h EE,,18h
quant. quant.
07 >0Bn 07 >0Bn 07 OH
20a 21a

Ph Ph )
i 1.1 Aq. TBSCI 0 1.4 Aq. EocCl
BocHNJI\N OMe M BocHN JJ\N OMe ;:nﬁ% (I)EtAag -
z T . . X
H H e} CH.Cl,, rt, 18 h : H 0 =
\L 96% \L gOH/F -20°C>rt, 2 h
(]
OTBS OH
23a 2223

3 Ag. LiOH

Dioxan/MeOH/H,0
(3:1:1), rt, 18 h, 98%

PyBroP: BOP-CI:
PFe + Br o 1.4 Aq. PyBOP
Q 3.0 Aq. DIPEA
| 1\ /U\
N P70 CH,Cly, 0°C—>1t, 18 h
SN
3

BocHNEQOLHgF:D + BocHN\)J\ er \)LX(
\L ) \LOTBS \©\OAIIyl

OTBS
25 19a
9% 45% (dr = 69:31)

34% Uber 6 Stufen

SCHEMA 4.4: Synthese des Westbausteins 19a {iber zwei Dipeptide 24a und 14
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4.1.1.4 Zusammensetzung von Ost- und Westbaustein

Nach dem Erhalt der Ost- und Westbausteine aus den vorherigen Kapiteln folgten die
Schritte der Verseifung und Veresterung zum Hexapeptid 28a, wie es in Schema
gezeigt ist. Dazu wurde zunéchst der Ester des Tetrapeptides 19a verseift. Unter Ver-
wendung von Lithiumhydroxid konnte das Produkt 27a mit 78% isoliert werden, jedoch
wurde trotz nachtriglicher Basenzugabe kein kompletter Umsatz erreicht. Aus diesem
Grunde wurde die Verseifung auch mittels Bariumhydroxid durchgefiihrt. Diese Metho-
de ermoglicht ein wasserfreies Reaktionsmedium, da sich Bariumhydroxid in Methanol
16st. Weiterhin ist keine wéssrige Aufarbeitung erforderlich, was beim Tetrapeptid als
freie Siure von Vorteil ist. 158 Mit dieser Methode konnten bis zu 83% der Siure 27a er-
halten werden. Mit einer Verseifung durch Thiophenol, wodurch der nucleophile Angriff
an der Methylgruppe stattfindet und somit auch sterisch anspruchsvolle Ester verseift

werden kénnen, wurde kein besserer Umsatz erzielt. 157

Bedingungen
A: 3 Ag. LiOH

Dioxan/MeOH/H,O
(3:1:1), 1,24 h

Me B: 1.5 Ag. Ba(OH), - 8 H,0 Me
BOCHNJJ\ /EW QJ\ \/g( MeOH, rt, 24 h Bo HNQL QL
C: 1.0 Aq. PhSH
e CL,CEE &y
OTBS OAllyl NMP, reflux, 24 h OTBS OAllyl
9a 27a 78% (A)

83% (B)
44% (C)

1.1Aq. 8

e 0.3 Aq. DMAP
BocHN A
o¢ \)L /[,( \)J\N - o‘Bu 2.0 Aq. DIPEA
0°C>rt, 18 h
I \©\ Y CH,Cly 32%
OTBS OAllyl

28a dr:67:30:3

SCHEMA 4.5: Zusammenfithrung von Ost- 8 und Westbaustein 27 zum Hexapeptid 28

Die Sdure 27a wurde im Folgenden fiir die Kniipfung mit dem Ostteil 8 eingesetzt.
Tabelle zeigt, dass fiir die Esterbindung zum einen das richtige Kniipfungsreagenz
zur Aktivierung der Sdure, sowie zum anderen ein Aktivierungsreagenz fiir den Alkohol
(i.d.R. DMAP) erforderlich ist. Fiir diese Reaktion wurden verschiedene Kniipfungs-
reagenzien mit Boc-Prolin als Séure getestet. Die Ergebnisse der Testreaktionen sind
in Tabelle dargestellt. Die Verwendung der Kniipfungs-reagenzien TBTU, HATU
und T3P ohne weiteren Zusatz erbrachten 18-22% des Tripeptids. Wurde diese Reakti-
on unter Zusatz von DMAP mit dem Yamaguchi-Reagenz (2,4,6-Trichlorbenzoylchlorid,
TCB) 158 bzw. mit TBTU eingesetzt, so konnten in den Testreaktionen 77% bzw. 86%
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des Tripeptids 29 erhalten werden. Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dass der Zusatz von
DMAP von Néten ist. Ubertragen auf die Veresterung im Hexapeptid 28a in Schema
konnten mit diesen Bedingungen von 38% (TCB) und 32% (TBTU) erreicht werden.

TABELLE 4.1: Optimierung der Peptidkupplung am Tripeptid 29

CbzHN O Reaktions- CbzHN O
: H ! : H
oH , HO N\.)J\OMe bedingungen_ - g oHiN © N\:)J\OMe
BocHN : :
e} O \( O O \(

29
Eintrag Reaktionsbedingung Ausbeute
1 TBTU, EtsN, CH2Cl,, 0 °C 21%
2 HATU, Collidin, CH5Cls, —10 °C 17%
3 T3P, DIPEA, DMAP, CH,Cly/EE (2:1), 0 °C 22%
4 TCB, EtgN, DMAP, Toluol, rt 7%
5 TBTU, DIPEA, DMAP, CH5Cly, 0 °C 86%

Zunichst lag an dieser Stelle die Vermutung nahe, dass die TBS-Gruppe am Alkohol ge-
geniiber den Bedingungen nicht stabil ist. Um zu iiberpriifen, ob die TBS-Schutzgruppe
die Ursache fiir die niedrige Ausbeute ist, wurde das entsprechende THP-Derivat 27b
geméfl Schema [4.6] synthetisiert. Dazu wurde der TBS- 19a in einen THP-Ether 19b
iiberfiithrt. Bei dieser Synthesesequenz lief die Verseifung mit besseren Ausbeuten und
ohne die Bildung von Nebenprodukten ab, als mit der TBS-Funktion. Im Vergleich zur
Kniipfung zum Hexapeptid 28b zeigt sich auch hier, dass Ausbeuten bis zu 30% er-
reicht wurden. Demnach kann die Schutzgruppe der Alkoholfunktion nicht das zugrunde

liegende Problem sein.

Folglich wurde die Bildung der Nebenprodukte in dieser Reaktion néher betrachtet. Bei
den Messungen per LC-MS stach eine Masse unter den verschiedenen Signalen beson-
ders hervor. Mit 761 g/mol wies dieses Nebenprodukt eine Differenz von 18 g/mol zum
Edukt 27b (M = 780 g/mol) auf. Dies deutet darauf hin, dass sich ein geschiitztes Cyclo-
tetrapeptid bildet. Diese interne Cyclisierung des geschiitzten N-Terminus scheint par-
tiell schneller abzulaufen als der nucleophile Angriff des Alkohols 8. Um diese Kniipfung
eingehender zu betrachten, wurde Valin 30a, das Dipeptid 30b, das Tripeptid 30c und
abschlieflend das entsprechenden Tetrapeptid 30d, bei dem Boc-Prolin den N-Terminus
bildet, mit dem Ostbaustein gekniipft. Die Ergebnisse sind in Schema [4.7] abgebildet
und zeigen, dass die Kniipfung prinzipiell mit guten Ausbeuten verlduft. Die niedrigsten
Ausbeute von 60% wurde in dieser Reaktion mit dem Tetrapeptid 31d beobachtet. Die
Reaktion des Tripeptides 30c verlief mit gleichen Ausbeuten wie mit dem Dipeptid 30b,
jedoch sind in dieser Reaktionen mehr Nebenprodukte entstanden, die nicht abgetrennt

werden konnten.
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1) 1.0 Aq. TBAF

" 0°C—>rt,18h "
BocHN\)L Lff e\)L _THF BocHN\)L /g( e\)L
2) 2.2 Aq. DHP
0.2 Aq. PPTS
\L \©\ CH,Cl, rt, 18 h I \©\
OTBS OAllyl 73% (2 Stufen) OTHP OAllyl

9a 9b

Me
BocHN .
¢ \)L /E[( \)L ji,( 3 Aq. LIOH
1.1Aq. 8 Dioxan/MeOH/H,O
15 Aq. TCB (3:1:1), 1t, 4 h
OTHP OAllyl

1.5 Aq. Et3N quant.
2.0 Aq. DMAP
0°C—>rt,18h 27b

Toluol, 30 %

Me TrocHN O
BocHN \)J\ \)J\ N * OtBU
IOTHP : OAllyl

SCHEMA 4.6: Versuch der Esterkniipfung mit THP als Schutzgruppe

Vergleicht man die Strukturen des Di- und Tetrapeptides 30b und 30d, so haben beide
durch den doppelt geschiitzten Stickstoff keine Moglichkeit zur Cyclisierung, wodurch in
erster Linie der Angriff des Alkohols 8 ablduft. Somit ist ersichtlich, dass das Problem
der Kniipfung am N-Terminus der Tetrapeptide 27a bzw. 27b zu liegen scheint.

15 Aq. EtN

H‘gocHl;l Hjj\ 1.5 Aq. TCB TrocHN o
Roy OH m ~ oy 20Ad4.DMAP_ - R. j/\ff OtBu
H o 0°C>rt, 18 h
o Y Toluol \(

30 8 31a: 91%
31b: 66%
31c: 66%
31d: 60%

30a: 30c: 30d: Ph__

R_%OBn R NMeBoc R § R= Rl’le : Q Eoc
NHBoc N
53 T T
AllylO AlYIO

Allylo

SCHEMA 4.7: Kniipfungsreaktionen mit Valin, Di-, Tri- und Tetrapeptid 30a-d

Um das Problem in dieser Kupplung zu umgehen, sollte der N-Terminus mit einer dop-

pelten Schutzgruppe versehen werden. Als erstes wurde die Einfithrung einer zweiten
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Boc-Schutzgruppe am Tetrapeptid 19b versucht. Allerdings stellte sich heraus, dass die
Reaktion nur fiir die einzelne Aminoséure geeignet ist. Nach einem Tag bei Raumtempe-
ratur und weiteren zehn Tagen, sowie dem Aufheizen auf 60 °C, wurde kein Produkt 32
gebildet. Aus diesem Grunde wurde das 5-Hydroxynorvalin mit doppelter Boc-Funktion
37 synthetisiert, wie in Schema gezeigt. Dabel war die zweite Boc-Schutzgruppe
instabil gegeniiber den basischen Bedingungen der Verseifung, wodurch letztendlich die
Séure als mono-Boc-Norvalin 38 nach 5 Schritten isoliert wurde. Dies zeigt, dass bei dop-
pelt Boc-geschiitzten Aminosduren basische Bedingungen vermieden werden sollten. Auf-
grund dieser basischen Instabilitdt wurde zunéchst auf eine Verbesserung der Kniipfung
zum Hexapeptid 28 durch einen doppelt geschiitzten N-Terminus verzichtet, da auch am
Tetrapeptid 19 eine basische Verseifung durchgefiihrt werden muss. Aus diesen Grund

wurde mit dem bisher erhaltenen Hexapeptid 28b fortgefahren.

a)
Me 1.1 Aq. Boc,O 'V'e
BocHN\)L /(If QL I(OMe 02 A DVAP BoczN\)L \)J\
I \©\ ACN, rt—=60 °C, 10 d i \@\
OTBS OAllyl OTBS OAllyl

32
b)
0 o} o}
BocHN L. ome  50Aa.Boc,0  BooN N ome  Hz (1 ban) Boc,N._J o
: ® 04 Aq. DMAP : € 10 mol% Pd/C : e
ACN, rt, 24 h EE, 1t, 18 h
99% 94%
07 ~0Bn 07 >0Bn 0”7 “OH
33 34 35
1.4 Ag. EocCl
1.4 Aq. Et;N
dann 3.0 Aq. NaBH,
-50°C = rt, 2 h
THF, 77%
i i 1.6 Aq. TBSCI i
.6 Aq.
BocHN \:)J\OH 3 Aq. LiOH BoczN \:)J\OMe 3.2 Aq. Imidazol B°°2N\:)J\0Me
= - z - z
Dioxan/MeOH/H,0O DMF, rt, 18 h
(3:1:1), rt, 18 h 81%
OTBS  87% OTBS OH

38 37 36

SCHEMA 4.8: Doppelte Boc-schiitzung des N-Terminus a) am Tetrapeptid, b) am
Glutamin

An dem Punkt des Hexapeptids 28b folgte die Entschiitzung der C- und N-terminalen
Schutzgruppen, die unter sauren Bedingungen abgespalten werden koénnen. In Sche-
ma ist die Reaktion und verwendeten Reagenzien dargestellt. Unter Verwendung
von TFA wurde das Hexapeptid 28b komplett zersetzt. Mit der Vermutung, dass die

Bedingungen mit TFA zu sauer sind, wurde die Methode nach Liu et al. gewéhlt. 59
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Diese Boc-Entschiitzung wurde unter Verwendung von N, O-Bis(trimethylsilyl)trifluor-
acetamid (BSTFA) und Trimethylsilyliodid (TMSI) durchgefiihrt, wobei TMSI kata-
lytisch zum Einsatz kommt. Dabei wird die Boc-Schutzgruppe durch das TMSI in
das entsprechende TMS-Carbamat umgewandelt, welches sich unter COs-Freisetzung
in das freie Amin hydrolysieren ldsst. Das dabei gebildete tert-Butyliodid zersetzt sich
in Isobuten und Wasserstoffiodid, welches durch BSTFA abgefangen wird und das TMSI
wieder bildet. Selbst diese milde Variante der Entschiitzung fithrte zur Zersetzung des
Eduktes. Als weitere Alternative wurde die Entschiitzung mittels TMS-Triflat getestet,
wobei auch mit diesem Reagenz nicht die Entschiitzung von 28b durchgefiihrt werden

konnte. F60l

a) TFA
Me TrOCHN b) BSTFA/TMSI
BocHN QJ\ QJ\ . i ¢) TMSOTf
H O Bu
iOTHP : OAllyl
NTMS Methode nach Liu et al. Me (0] TrocHl§l

R H2N\)J\ ‘e (6] HN\)J\OH

. Y N " <
NTMS TMSI H oH L :
BocHN OAllyl
FsC OTMS

BSTFA OTHP
& R O
SN N
o _NH H

BSTFA = N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid OTMS

SCHEMA 4.9: Boc-Entschiitzung von 28b

In dieser konvergenten Synthese stellte sich die gleichzeitige Entschiitzung des C- und
N-Terminus als nicht durchfiithrbar heraus. Zudem traten bei den einzelnen Fragment-
kniipfungen jeweils Epimeri-sierungen auf, die kein optimiertes Ergebnis fiir die Synthese
liefern konnten. Insgesamt ist diese Syntheseroute, insbesondere bei der Betrachtung der
Veresterung zum Hexapeptid, nicht als optimal anzusehen. Aus diesem Grunde wird im

folgenden Kapitel die lineare Syntheseroute verfolgt.

4.1.2 Lineare Synthese

Mit der linearen Synthesesequenz sollten die Probleme der Epimerisierungen umgangen
werden. Zudem wurden in dieser Synthese die Schutzgruppen so gewéhlt, dass sie in den

letzten Schritten zeitgleich leicht basisch entfernt werden kénnen. An diesem Punkt ist
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zu beachten, dass zu basische Bedingungen zur Spaltung des internen Esters fithren. Als
Schutzgruppen wurden Fmoc und der TMSE Ester gewéhlt, so dass die Entschiitzung
mit TBAF erfolgen kann, welches auch schon von Acemoglu et al. eingesetzt wurde. 122
Wihrend des Aufbaus des Hexapeptids wurden alle Aminoséuren bis auf die letzte als
Boc-Aminoséduren eingefiigt, deren Schutzgruppe mit TFA entfernt werden kann. Wie in
der konvergenten Synthese zuvor ist auch hier die Synthesestrategie so ausgelegt, dass

die Seitenkette erst im Anschluss der Cyclussynthese eingefiigt wird.

4.1.2.1 Synthese des Hexapeptids

Diese lineare Synthese begann mit Alloc-Leucin 39, welches mit guten Ausbeuten unter
Steglich-Bedingungen in den entsprechenden TMSE-Ester 40 iiberfithrt wurde. Nach
der reduktiven Abspaltung des Alloc-Carbamats wurde das erhaltene Amin 41 mittels
HATU zum Dipeptid 42 gekniipft. Die anschlieBende Palladium-katalysierte Hydrierung
der Benzylgruppe fiihrte zum freien Alkohol 43, der einmal mit Valin sowie mit Isoleucin
in das jeweilige Depsipeptid 44a-b tiberfiihrt werden konnte. Die ersten Kniipfungen
zum Tripeptid sind in Schema, abgebildet.

O 4.0 Aqg. TMS-EtOH o) ™S 50 ol PA/C o) ™S
AllocHN 1.1 Aq. DCC AllocHN mol% P HN
o :JJ\OH 6 mol% DMAP o :QJ\O 10 Ag. HSiEt; 2 :JJ\O
) 0°C >rt, 18 h : MeOH/CHCl, (10:1) ;
CH,Cly, 91% it, 1 h, 82% Y
39 40 4

1.1 Aq 6
™S ™S 1.0 Aq. Collidin

TrocHN |, O J/ Hy (1 ban) TrocHN |, O J/ 1.1 Aq. HATU
: > ar : 0°C>rt,18h
HOY\WN\Z)J\O 10 mol% Pd/C B”OwN\z)\o CHCL 1%
o Y EE, rt, 18 h, 93% o \(

43 42
1.1 Ag. BocValOH/BoclleOH A:15Aq. Et;N B: 2.2 Aq. BocValOH
Bedingungen A 1.5Aq. TCB 2.2Aq.EDC
oder 2.0 Ag. DMAP 0.1 Ag. DMAP
Bedingungen B 0°C>rt,18h 0°C>rt,18h
Toluol CH,Cl,
TMS TMS

TrocHN H\)CJ)\ J/ 10 Aa. TEA TrocHN Hi J/
H q. =
BocHN _ -
oc j/\ff - © CH,Cly, 4 h, rt HaN j/\ff S
o 0 0 o

h h

442 99% (A), 87% (B) (R = H) 45a 82% (R = H)
44b 79% (A) (R= Me) 45b 79% (R = Me)

SCHEMA 4.10: Lineare Synthese bis zum Tripeptid 45
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Diese Veresterung wurde zum einen mit dem Yamaguchi-Reagenz durchgefiihrt. Unter
diesen Bedingungen konnten sehr gute Ausbeuten der Produkte 44a-b erhalten werden.
Neben den Yamaguchi-Bedingungen wurde diese Reaktion unter anderem auch unter
Steglich-Bedingungen (B) durchgefiihrt. Mit dieser Reaktion wurde auch Isoleucin ein-
gebaut, wodurch parallel die Synthese von Crocapeptin B angestrebt wurde. Mit der
Boc-Abspaltung mittels TFA wurden die freien Amine 45a-b erhalten.

Fiir die weiterfithrenden Schritte wurde das zu kniipfende Tyrosinderivat 48 iiber vier

Schritte ausgehend von Boc-Tyrosin 9 synthetisiert, wie in Schema dargestellt.

O.__OH 0._0Bn 0.__OR!
p 1.0 Aq. NaH *
NHBoc 4.0 Aq. BnBr NHBoc 8.0 Ag. Mel NMeBoc
. abs. THF
DU (10 06 e
' 93%
quant.
OH OBn OBn
1 = 1
9 46 2), 94% 4T: R1 Bn, er: 98:2
48:R'=H
R2
T™S 1.0 Ag. 45
TrocHN 0 At
roc J/ 1.1 Aq. HATU

3 o0
R MeN\)J\ w 1.1 Aq. DIPEA
CH,Cly, 0°C>rt, 18 h

\Q Y 74-95%
OBn

49a: R?2 = H, R® = Boc, dr; 98:2"

49b: R? = Me, R® = Boc, dr: 98:2"
o 3_ a2 b), quant.
50a: R2=H, R®=H, dr: 91:9

50b: R2 = Me, R® = H, dr: 92:82
1.1 Aq. Boc-(L)-Phe-OH Ph o TrochN o T™S
1.1 Aq. HATU I\N/Iu o H\)L
1.1 Aq. DIPEA RAHN 2NN \‘/\T o
CH,Cl,, 0°C = rt, 18 h o __H o o
69-78% \©\ Y
OBn

51a: R? = H, R* = Boc, dr: 92:82
b), 87% 51b: R% = Me, R* = Bog, dr: 93:7?

52: R2=H, R* = H, dr: 92:82

1.1Aq. 18b
TrocHN o J/TMS 1.1 Aq. HATU

Me 1.1 Aq. DIPEA
FmocHN\)J\ /E[f \)J\ O q

CH,Cl,, 0°C>rt, 18 h

\L \©\ Y 55%
OTBDPS

53

a) 1 Ag. LiOH, Dioxan/MeOH/H,0 (3:1:1), rt, 48 h
b) 10 Ag. TFA, CH,Cl,, rt, 18 h
" bestimmt per HPLC; 2 bestimmt per LCMS

SCHEMA 4.11: Lineare Synthese des Hexapeptids 53
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In diesem Fall wurde als Schutzgruppe fiir das Phenol ein Benzylrest verwendet, der
hydrogenolytisch entfernt werden kann. Bei dieser vierstufigen Synthesesequenz von 48
wurde die N-Methylierung am Tyrosinallylester 46 durchgefiihrt, wodurch eine geringe
Racemisierung des Stereozentrums auftrat. Das Enantiomerenverhéltnis wurde mittels
HPLC bestimmt. Die freie Sdure 48 wurde anschlieflend in die Peptidkniipfung mit dem
Tripeptid 45 eingesetzt und mit HATU aktiviert. Beide Tetrapeptide 49a-b konnten mit
guter Ausbeute von 95% (49a) und 74% (49b) erhalten werden. Diese wurden mittels
TFA in das freie Amin 50a-b iiberfithrt. Die Diastereomerenverhéltnisse der Tetra- 50
und Pentapeptide 51-52 wurden per HPLC und die freien Amine per LC-MS bestimmt.
Dabei muss beachtet werden, dass die LC-MS-Werte nicht direkt mit den Ergebnissen
der HPLC zu vergleichen sind, da sie um 10% abweichen. Die folgenden Kniipfungen zum
Penta- und Hexapeptid sowie die darauffolgenden Boc-Entschiitzungen wurden wieder-
um mit HATU und TFA durchgefiihrt. Dabei konnten keine weiteren Epimerisierun-
gen beobachtet werden. Im letzten Schritt wurde als Aminosdure das Fmoc-geschiitzte

5-Hydroxynorvalin 18b eingesetzt, dessen Synthese parallel zum Boc-Derivat 18a in

Kapitel [4.1.1.2] verlief und in Schema [4.3] gezeigt ist.

Zusammenfassend zeigt die lineare Synthesestrategie des Hexapeptids 53 im Vergleich
zur konvergenten Synthese aus Kapitel eine gute Alternative dar. Der geringe Epi-
merisierungsgrad trat durch die N-Methylierung des Tyrosinesters 46 auf und kann
durch die Verwendung der freien Sdure ganz unterdriickt werden kann. Dies konnte
am Beispiel des Allyltyrosinderivates 11 aus der konvergenten Synthese in Schema
gezeigt werden. Insgesamt konnte das Hexapeptid 53 iiber 11 Stufen mit einer Gesamt-
ausbeute von 16% synthetisiert werden. Zudem ist dabei in jedem Schritt eine andere
Aminosdure einfithrbar. Andere funktionelle Gruppen miissten in diesem Fall mit hydro-
genolytisch abspaltbaren Schutzgruppen versehen sein, so dass im abschlieffenden Schritt
moglichst alle Schutzgruppen simultan und ohne weitere Aufarbeitung entfernt werden

konnen.

4.1.2.2 Cyclisierung

Fiir die Cyclisierung des Hexapeptids 53 mussten zunéchst die C-und N-terminalen
Schutzgruppen abgespalten werden. Fiir eine gemeinsame Abspaltung wurde zunéchst
TBAF verwendet, da dieses schon fiir die Abspaltung von Fmoc als auch TMSE geeignet
ist. 22161 GemiB Schema dient das Fluoridion bei der Silylgruppe als Nucleophil,
wodurch sich ein Silylrest und Ethen bildet. Fiir die Entschiitzung von Fmoc wird die
Basizitit des Fluoridions ausgenutzt, welches zur Deprotonierung des Fluorenylprotons
fiihrt. Aufgrund des geringen Wasseranteils wurde fiir diese Reaktion TBAF in THF-

162]

Losung (4-7% H,0) sowie auf Silicagel (nicht hygroskopisch) verwendet. 162 Denn eine
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geringe Wasserkonzentration soll verhindern, dass im basischen Milieu der interne Ester

gespalten wird.

OBn

0
1) Reagenz N o
2) HATU H ' '"NHTroc

53 - o
(0] NMS HN
H (e}
N
N
193 “o)l
verwendete Reagenzien: HO
- TBAF 54
- TBAF/AcOH (1:1)
- TBAF/pTsOH (1:1) TAS-F: | |
- Et;N HF NGNS
- Py xHF I |
- Ammoniumfluorid N sie
- TAS-F | 'F
(5
H
. !-l O. N H2N
~ TBAF N
0 oo o
R a0
TR -HF
A% -FSiMes HO
_ -Ethen

SCHEMA 4.12: Entschiitzung und Cyclisierung

Die Ergebnisse der Reaktionen mit TBAF wurden mittels LC-MS gemessen und in Ab-
bildung dargestellt. Die Identifizierung des Eduktes erfolgte anhand des Vergleich-
chromatogramms. Die Zwischenstufen sowie das Produkt wurden anhand der Masse be-
stimmt. Die gemessenen Chromatogramme zeigen, dass eine Verwendung von 1.5 Aqui-
valenten TBAF in THF nach 1.5 Stunden bei 0 °C kaum eine Reaktion ablief. Nach 16
Stunden und dem Aufwirmen auf Raumtemperatur wurden neben dem verbleibenden
Edukt zudem die Abspaltung von Fmoc und die Spaltung des internen Esters beobachtet
(55 und 59). Wurde diese Reaktion in DMF durchgefiihrt, so zeigte sich, dass das Edukt
schneller abgebaut wurde. Allerdings konnte kein Produkt sondern nur die Bildung des
Fmoc- 55 sowie des Fmoc- und TBDPS-entschiitzten 57 Zwischenprodukte und die Spal-
tung des internen Esters 59 beobachtet werden. Um die Bildung des Spaltproduktes 59
zu unterdriicken, musste die Basizitdt in der Reaktionsmischung herabgesetzt werden.
Aus diesem Grund wurde darauthin TBAF in einer 1:1 Mischung mit Essigséiure ange-
wendet. Durch diese Mischung konnte ein komplett entschiitztes Produkt 58 erhalten
werden. Das gebildete Zwischenprodukte 57 wurde selbst nach zwei Tagen nicht weiter

umgesetzt wurde.
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25 T
235nm

T T T
TBAF (1.5 Aq.) in THF nach 1.5 Std. bei 0° C
61 ——— TBAF (1.5Aq.) in THF nach 16 Std. bei rt
TBAF/AcOH (je 1.5 Ag.) in DMF nach 2 Tagen
——— TBAF/TsOH (je 2.25 Aq.) in DMF nach 24 Std.
TBAF/TsOH (je 3 Aq.) in DMF nach 18 Std.
‘ ‘ TBAF/TsOH (je 3 Aqg.) in DMF nach 5 Tagen
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(0] (@)
(o) HN\/Q¢ NHTroc o) HNIf

Q j’ Oj/\fo Q j/ OH

HN
o _NH Me p/ o _NH Me
R%0” 0
NHR? NH,
OR' OBn OH OBn
55: R' = TBDPS, R? = H, R® = TMSE 59
56: R' = H, R? = Fmoc, R® = TMSE
57:R'=H,R?=H, R® = TMSE 60: MW = 987 g/mol
58:R'"=H,R?=H,R%=H 61: MW = 1225 g/mol

ABBILDUNG 4.1: Vergleich der LC-MS der Entschiitzungen mittels TBAF

Die anschlieflend durchgefiihrte Cyclisierung mittels HATU als Eintopfreaktion weist in
einem Gemisch an Produkten auch das Cyclisierungsprodukt 63 in kleinen Mengen sowie
die Kniipfung mit Essigséure 62 auf (s. Abbildung. Um diese zu unterdriicken wurde
im weiteren Versuch die Essigsdure gegen p-Toluolsulfonsédure ausgetauscht. Mit dieser
ist die Funktion als Protonendonor gegeben und die Moglichkeit als Kniipfungspartner
unterbunden. Der Einsatz von 2.25 und 3 Aquivalenten der jeweiligen Reaktanden zeigte
dhnliche Ergebnisse wie zuvor. Es bildeten sich die bekannten Nebenprodukte 55, 56
und 57 und ein gewisser Anteil des entschiitzten Produktes 58. Da in diesen Reaktio-
nen mit kleinsten Mengen gearbeitet wurde, hat keine Aufarbeitung sowie Aufreinigung
stattgefunden. Die entstandenen Nebenprodukte in dem Bereich von 10 bis 11 Minuten
konnten nicht aufgeklart werden. Zudem sind in jeder Reaktion die Nebenprodukte 60
und 61 aufgetreten, die trotz ihrer Masse von 987 g/mol und 1225 g/mol keiner Struktur

zugeordnet werden konnten.

Zum FErhalt eines besseren Ergebnisses wurde diese Reaktion mit weiteren Reagenzien

getestet. Dazu wurde zunéchst Triethylamintrihydrofluorid und Pyridin-Hydrofluorid
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verwendet. Ersteres wurde in Tetrahydrofuran, Acetonitril, Dimethylformamid und ohne
Losemittel getestet. Dabei wurden bis zu 40 Aquivalente eingesetzt. In Abbildung
ist vom Triethylamintrihydrofluorid die Reaktion mit 20 Aquivalenten abgebildet. Diese
Kurve zeigt eine geringe Bildung von Nebenprodukten, die unbekannt sind. Lediglich das
TBDPS-entschiitzte Zwischenprodukt 56 war neben dem Edukt aufgetreten. Mit beiden
Reagenzien (Et3N-3 HF und Py-HF) wurde das Edukt kaum umgesetzt und es konnte
kein Produkt detektiert werden. Als eine weitere Fluoridquelle dient auch Ammonium-
fluorid, welches in diesem Zusammenhang getestet wurde und selbst nach fiinf Tagen
keine Bildung des Produktes aufweisen lieff. Die Darstellung in Abbildung zeigt
einen Riickgang des Eduktes aber dafiir die Bildung diverser Neben- und Zwischenpro-
dukte. Unter Verwendung von TBAF ist vor allem der TMSE-Ester als Zwischenpro-
dukt vorhanden. Aus diesem Grund wurde abschlieend Tris(dimethylamino)sulfonium
difluortrimethylsilicat (TAS-F) verwendet, welches als Alternativreagenz zu TBAF zur
Abspaltung der TMSE-Gruppe gilt. 163 Die Verwendung dieses Reagenzes bewirkte den
kompletten Abbau des Eduktes. Dabei war die Bildung des Produktes sowie das TMSE

unentschiitzte Zwischenprodukt 57 zu erkennen.

235nm

Et,;N-3HF (20 "A'q.) in DMF nach‘ 3std. |
—— NH,F (50 Aq.) in DMF nach 18 Std.
NH,F (50 Ag.) in DMF nach 5 Tagen
——— TAS-F (1 Ag.) in DMF nach 16 Std.

20—

59 58 60

Intensitat [mAU x10°%]

Zeit [min]

ABBILDUNG 4.2: Vergleich der LC-MS der Entschiitzungen mittels verschiedener
Fluorierungs-Reagenzien

In allen beschriebenen Testreaktionen entstanden weitaus mehr Nebenprodukte, von
denen einige keiner Struktur zugeordnet werden konnten. Das Spektrum der Cyclisie-
rung in Abbildung zeigt, dass das cyclisierte Produkt 63 nur zu geringen Mengen
im Vergleich zu den Nebenprodukten 62 und 64 entstanden ist. In der Cyclisierungs-
reaktion sind zudem die Zwischenprodukte 57 und 60 als acetylierte Produkte 62 und
64 hervorgegangen. Dies zeigt, dass das unbekannte Zwischenprodukt 60 mit der Masse

987 zumindest eine geschiitzte Saurefunktion sowie ein freies Amin aufweisen muss. Bei



78 Kapitel 4: Ergebnisse und Diskussion

dieser Menge an Nebenprodukten ist die Isolierung des Produktes erschwert. Eine kleine
Probe von 4 mg, die mittels TBAF und Essigsédure entschiitzt wurde, konnte nach der
Cyclisierung mittels HATU durch préparativer HPLC aufgereinigt werden. Insgesamt
wurden 50% des Produktes 63 isoliert. Aufgrund der geringen Menge konnte das Pro-
dukt nur mittels LC-MS detektiert werden. Eine weitere Fortfithrung der Synthese war
aufgrund von Substanzmangel nicht moglich.

6

196nm

50 4

Intensitat [mAU x10°%]

6 7 8 9 10 1" 12
Zeit [min]
OBn
OO HNjifO NHTroc
0 j;(o J o Ao
N N e \‘/Y
H «NHTroc Me HN
0._NMe 0 O -NH
0 HN 60 + Ac
H © NHA o0
c
MW: 1029 g/mol
HO
62 63 64

ABBILDUNG 4.3: Cyclisierung des Hexapeptids

4.1.3 Synthese der Seitenkette

Die Seitenkette bestehend aus Glutamin, mit einem Fettsdurerest am N-Terminus, sollte
am Stickstoff des Threonins eingefiihrt werden. Betrachtet man die funktionellen Grup-
pen der Seitenkette, so muss in diesem Molekiil das Amid geschiitzt werden, um bei
der Peptidkniipfung eine Cyclisierung des Glutamins zu vermeiden. Diese Schutzgruppe

muss fiir alle letzten Schritte in der Synthese stabil sein und wird dann zum Schluss
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abgespalten. Diesbeziiglich wurde fiir das Amid die gingige Tritylschutzgruppe gewihlt,
die sich abschlieBend mit TFA abspalten lisst. 164 Die Synthese begann mit Fmoc-
Glutamin 65, das tiber drei Schritte zum N-Acylglutamin 67 umgesetzt wurde. Diese
Synthesesequenz ist in Schema[d.13]abgebildet. Dazu wurde 65 zunéichst mittels Steglich-
Bedingungen in den Benzylester 66 iiberfiihrt. Anschlieend folgte die Fmoc-Abspaltung
mittels Tris(aminoethyl)amin (TAA), das das gebildete Dibenzofulvaren abfingt und
somit die Bildung eines Niederschlages oder einer Emulsion verhindert. 163 Da TAA
neben der Fmoc-Abspaltung auch als Base fungiert, kann hier die Acylierung durch die
Zugabe der Séurechloride 69a-b in einer Eintopfreaktion durchgefiithrt werden. Die an-
schlieffende hydrolytische Abspaltung der Benzylester 67a-b lieferte jeweils das acylierte
Glutamin mit 68a 66% und 68b 72% iiber insgesamt drei Stufen.

Oy OH 1.1 Ag. BnOH O+_OBn ) O _OH
1.1 Aq DCC 14 Aq. TAA
NHEmoc  0.1Ag. DMAP NHFmoe  CH2Cla. 4 h NH
(¢} 0°C=>rt,18 h e} dann 0 R
CH,ClI,, quant. 15 Ag. 69a/69b (6]
NHTrt NHTrt 0°C>rt, 18 h NHTrt
65 66 67a 66% (R = H)
H, (1 bar) B
o o 10 moi% Pa/C | 87R72% (R=Me)
TAA = Tris(aminoethyl)amin, 69a = )J\/ ,69b = EE, rt, 18? 68a (R = H)
N(EtNH,); Cl Cl quant. 68b (R = Me)

SCHEMA 4.13: Synthese der Seitenkette

Eine Kniipfung an den Cyclus konnte aufgrund des oben genannten Substanzmangels
nicht mehr durchgefiihrt werden. Allerdings zeigt eine in Schemald.14]abgebildete Kniipfung
des geschiitzten Glutamins zum Tripeptid 70 mit Ausbeuten von 62% und 64%, dass
diese Reaktion mit BEP durchgefiihrt werden kann.

0)

TBSO“‘S/:NH2 1.1 Ag. R-GIn(NHTt)OH

o.
1.1 Aq. BEP N UNHR
07 NH 2.0 Ag. DIPEA TBs0" N NH
0 CH,Cly, -10 °C>rt, 18 h
07 NH
OMe fe)
BEP
@\ OMe
+ -
- N Br
BF, 70a: 62% (R = Fmoc)
70b: 64% (R = Cbz)

NHTrt

SCHEMA 4.14: Testreaktion zur Einfiihrung der Seitenkette

Betrachtet man diese Reaktion im Cyclus, so kommen sterische Aspekte hinzu, die mit

hoher Wahrscheinlichkeit bei der Synthese von Luo et al. wihrend der Boc-Entschiitzung
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und anschliefenden Kniipfung fiir die niedrigen Ausbeuten verantwortlich sind. 123 Die
Kniipfung zum Tripeptid 70 zeigt, dass die Reaktion grundlegend funktioniert und auf
den Cyclus angewendet werden kann. Zudem ist an dieser Stelle auch die Einfiihrung
von Fmoc-Glutamin oder Cbz-Glutamin méglich. Dies ist vor allem bei einer Synthe-
se sinnvoll, in der die Seitenkette aus mehreren Aminosduren besteht. Somit sollte im

Anschluss jede beliebige Aminoséure an der Seitenkette eingefiihrt werden kénnen.

Fine weitere Reaktion, die nicht am Cyclus durchgefiihrt werden konnte, ist die Oxida-
tion des Alkohols zum Aldehyd, der sich in die Ahp-Einheit umlagert. Diese Reaktion
wurde, wie zuvor beschrieben, mit IBX am Dipeptid durchgefithrt und ist in Sche-
ma gezeigt. P20123] Dabei bildete sich von dem Aldehyd ein Gemisch aus dem 5-
und 6-Ring als Halbaminal 71a. Zudem zeigte sich, dass ein bzw. zwei Aquivalente IBX
nicht ausreichten, um einen guten Umsatz zu erzielen. Mit zwei Aquivalenten konnten
40% eines Gemisches aus dem 5- und 6-Ring 71a erhalten werden. Die Zusammenset-
zung des Gemisches ist zunéchst von keiner grofien Bedeutung, da diese Verbindungen
im Gleichgewicht zueinander stehen. Dementsprechend bildet sich auch im Makrocyclus
das stabilere Regioisomer, welches zudem durch Wasserstoftfbriicken stabilisiert wird.
Neben dem Gemisch der Produkte 71a bildete sich zu 15% das cyclische Amid 71b, das

durch eine zweite Oxidation des Halbaminals entstanden ist.

Ph
0
BocHNQLN/(WOMe
:\/L“OHO

o Ph ) 5 Ph
1-2 Aq. IBX Boc

BocHN_JJ\N/g(OMe s . NJJ\ OMe

: H § DMSO o B

J/ 30°C, 16 h Boe © : o)
o o N\:)J\N OMe
SOH
22 71a 71b
25-40% 15%

SCHEMA 4.15: Testoxidation zur Ahp-Bildung

4.2 Allylische Alkylierung von Peptidbausteinen

Die Methode der allylischen Alkylierung von Peptiden wurde zuvor im Arbeitskreis Kaz-
maier entwickelt. F43166167] Dahej konnte Anton Bayer zeigen, dass sich Tri- und Tetra-
peptide iiber die Bildung eines internen Peptidenolates Palladium-katalysiert alkylieren
lassen. P28 Die verwendeten Tri- und Tetrapeptide besitzen intern eine Glycineinheit,
die C-Terminal mit einer N-methylierten Aminoséure verbunden ist. Dieses Merkmal

ist notwendig, damit die Enolatbildung der Glycineinheit ablaufen kann. In den bisher
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alkylierten Peptiden wurden vor allem neutrale Aminosiduren wie Leucin und Phenyl-
alanin verwendet. Ergédnzend dazu wurden von Jan Deska auch Dipeptide mit geschiitz-

168 Fiir die Anwendung an

tem Serin eingesetzt, die in der Reaktion toleriert wurden.
Crocapeptin wurden zunéchst die Bedingungen an dem entsprechenden Tripeptid ge-
testet. Die Synthese und Ergebnisse der allylischen Alkylierung werden in Kapitel

erlautert.

4.2.1 Allylische Alkylierung am Tripeptid

Die Tripeptiden 75a-b setzen sich aus 5-Hydroxynorvalin, Glycin und Tyrosin bzw.
Phenylalanin zusammen. Dies entspricht den Positionen 3-5 aus der Struktur der Cro-
capeptine (s. Schema . Dabei wird an Position 3 das Phenylalanin durch Glycin
ersetzt, an dem wia allylischer Alkylierung iiber die Bildung des Enolats eine neue
Seitenkette eingefiigt werden kann. Das Tripeptid 75b mit Phenylalanin anstatt des
Tyrosins sollte lediglich die Struktur um eine weitere Funktionalitidt vereinfachen. Der
C-Terminus des Tripeptids wurde als Anilid ,,geschiitzt“, da eine NH-Amidfunktion im
Vergleich zum Ester in der allylischen Alkylierung unproblematisch ist. Dieses wurde
aus den N-methylierten Séuren 72a-b iiber die Methode des gemischen Anhydrids mit
guten Ausbeuten dargestellt und wurden anschliefend mit TFA in das freie Amin 74a-b

iiberfiihrt. Die entsprechende Synthese ist in Schema [4.16] abgebildet.

0 1.1 Aq. NMM 0
MOH ©/NH2 1.1 Aq. IBCF
+ —_— N
-20°C*0°C, 3h H
R _NBoc RZN\

THF R
72a: R' = OAllyl 73a: 94% (R = OAllyl, R? = Boc)
72b: R'=H 10 Aq. TFA 73b: 95% (R" = H, R? = Boc)
CH,Cly, 1,
18 h, quant. 74a: R = OAllyl, R2=H

74b:R=H,R*=H

SCHEMA 4.16: Synthese der Anilide

Die Synthese des 5-Hydroxynorvalins erfolgte nach dem gleichen Prinzip wie in Kapi-
tel beschrieben. Dazu wurde die Glutaminsédure in diesem Fall mit Glycin ge-
kniipft. Die folgenden Schritte der Reduktion bis hin zum Dipeptid 24b kénnen Sche-
ma [4.17] entnommen werden. Das Dipeptid 24b konnte iiber fiinf Stufen mit guten

Ausbeuten erhalten werden.

Anschlieflend folgte die Kniipfung mit den zuvor hergestellten Aniliden 74a-b. Dabei
stellte sich heraus, dass diese Kniipfung nicht mit jedem Kniipfungsreagenz durchfithrbar

ist.
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1.1 Aq. IBCF

0 (0]
BocHNQLOH 2.5 Aq. NMM BocHNQLN/\WOMe H, (1 bar) BocHN\)J\NAﬂ/OMe
: H H
0

1.1 Aq. Gly-OMe HCI 10 mol% Pd/C

H : H 0 H
THF,-20°C—=>rt, 3 h EE, rt, 18 h
99% quant.
O~ "OH

O~ "OBn O~ "OBn
20b 21b
0 o) 1.4 Ag. EocCl
BocHN L OR  11Aq.TBSCl  BocHN.__J OMe 14 Aq. EtN
: H/\ﬂ/ 2.2 Aq. Imidazol : N/\ﬂ/ dann 3.0 Aq. NaBH,
< O B B EE— - O
CH,Cly, 1t, 18 h THF, 20 °C>1t, 2 h
90% 85%
OTBS OH
22b

23b: R =Me 3 Aq. LiOH, Dioxan/MeOH/H,O
:1:1), rt, 18 h, 979
24b: R = H (3:1:1), 1t, 18 h, 97%

SCHEMA 4.17: Synthese des Dipeptids 24b

Fiir diese Reaktion wurden verschiedene Kniipfungsreagenzien getestet. Die Ergebnisse
sind in Tabelle aufgelistet. Bei Verwendung von T3P konnte das Produkt mit 55%
isoliert werden. Mit den Reagenzien, die zur Kniipfung von N-methylierten Aminoséduren
vorgesehen sind, wie BOPCI, BOP und BEP, wurde das Tripeptid 75a mit maximal 51%
isoliert. Die Nutzung des Yamaguchi Reagenzes TCB sowie der Pentafluorphenolester
(PFP) erbrachten bis zu 54%. Letztendlich konnte die beste Ausbeute mittels PyBOP

erhalten werden.

TABELLE 4.2: Screening der Kniipfungsreagenzien

0
BocHN\)L /\”/OH Hlll\)’\Nth Kniipfungs- BocHNQL /Y QLNHPh

reagenz
_—
IOTBS : R \LOTBS : “R
24b 74a-b 75a: R = OAllyl
75b: R=H

Eintrag Kniipfungsreagenz Produkt Ausbeute

1 T3P 75b 55%
2 BOPCI 75b 35%
3 BOP 75a 51%
4 BEP 75b 5%

5 PFP 75b 54%
6 TCB 75b 37%
7 PyBOP/HOBt 75b 68%

Mit den erhaltenen Tripeptiden 75a-b konnte die allylische Alkylierung durchgefiihrt
werden, die in Schema abgebildet ist. Als Elektrophil wurde in diesem Fall das
Carbonat des Zimtalkohols verwendet. Das Tripeptid wurde zunéchst bei —78 °C mit
5 Aq. LDA und ZnCly versetzt und auf —50 °C aufgewiirmt, wodurch sich das Enolat
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bildete. Anschlielend erfolgte die Zugabe des Allylsubstrates und des Katalysators sowie
Triphenylphosphin wiederum bei —78 °C. Als Katalysator wurden 2 mol% des Allyl-
palladiumchlorid-Dimers verwendet. Unter diesen Bedingungen konnte das Tripeptid
76 in 26%-iger Ausbeute allyliert werden. Neben dem Produkt 76 sind diverse Neben-

produkt entstanden.

1 Aq.EocO” > "Ph

5 Aq. LDA Ph
1.5 Ag. ZnCl, )|/
2 mol% [AllylPdCl],

SEVs 8, Cicd, 0
BocHN\g)J\H/\H/N\g)J\H 9 mol% PPhs BOCHN\g)J\”/-\ﬂ/N\g)I\H

THF, -78 °C —=rt, 18 h

\|\ (0] \@ 26% i (0] \©
oTBS OTBS
7

5b 76

Nebenproduktbildung:
B HN\)?\ AIU?\ /@ i | Q
PN TN BocHN. |~ _NH
: H r: H LDA H/\ﬂ/ . N

On R o) | H
THF, -78 °C i
OTBS 10%

OTBS
RoN—Li

75b 77 78

SCHEMA 4.18: Allylische Alkylierung am Tripeptid

Aufgrund der geringen Ausbeute des Produktes und der vielen Nebenprodukte wurde
diese Reaktion zunéchst genauer betrachtet und die Stabilitéit gegeniiber der Base ge-
testet. Das Tripeptid wurde bei =78 °C mit LDA versetzt und aufgewérmt. Dabei wurde
bei einer Erwiarmung von 10 °C eine Probe entnommen. Neben LDA wurde auch ein
Vergleich mit LHMDS durchgefiihrt. Diese Versuche zeigten, dass schon bei —78 °C
die Bildung der Nebenprodukte durch die Base stattfindet. Auch mit LHMDS findet
diese Reaktion bei —78 °C statt. Die Isolierung von zwei Nebenprodukten Produkte 77
und 78 zeigte, dass die benzylische Position des Phenylalanins deprotoniert wird und
dadurch das Dipeptid- N-methylamid 77 und Zimtsédureanilid 78 zu 10% entstehen. Die
Struktur des Tripeptids zeigt fiir die Reaktion der allylischen Alkylierung die Grenzen
auf. Die benzylische CHa-Gruppe des Phenylalanins in Nachbarschaft zum methylierten
Stickstoff, stellt hier einen limitierenden Faktor dar. Inwiefern die N-terminale Amino-
sdure vom Glycin variiert werden kann, wird im folgenden Kapitel mittels allylischen

Alkylierungen von Dipeptiden erldutert.
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4.2.2 Allylische Alkylierung von Dipeptiden

Die bisher durchgefiihrten allylischen Alkylierung an Dipeptiden im Arbeitskreis Kaz-
maier wurden von Jan Deska auf die Anwendbarkeit auf heterofunktionalisierter Peptide
getestet. 168 Dabei konnte gezeigt werden, dass fiir diese Reaktionen Aminoséiuren wie
Methionin, Tryptophan, Tyrosin sowie Serin toleriert werden. Lediglich die Ausbeute
von Tryptophan hob sich mit 55% von den Vergleichsreaktionen (72-98%) ab. Weiter-
hin konnte er zeigen, dass der Einsatz von Alkoholschutzgruppen, wie TBS, TBDPS
und MOM, moglich ist. Beim Vergleich der Diastereoselektivitdten ist markant, dass
Tryptophan sowie TBS- und MOM-geschiitztes Serin schlechtere Selektivitéiten liefern.

Die Verwendung von nicht-proteinogenen Aminosiuren im Dipeptid zur allylischen Al-
kylierung wurde bisher noch nicht getestet und soll im Hinblick auf die Anwendung am
Makrocyclus von Crocapeptin unter Verwendung verschiedener Hydroxy-Aminosduren
erprobt werden. Zunéichst wurde der Einfluss der 5-Hydroxynorvalineinheit auf die Re-
aktion getestet. Dazu wurde diese Aminosédure im Dipeptid 79 mit TIPS geschiitztem
Alkohol und als Benzylester hergestellt. In Schema ist die Synthese des Dipeptids
79 ausgehend von 22b iiber drei Stufen abgebildet.

2.5 Ag. Imidazol

0 DMF, rt, 2 h, 80% 0 DMF, rt, 16 h
82%

OH OTIPS OTIPS

22b 1 Ag. LIOH 23c: R=Me 79
Dioxan/MeOH/H,0O
(3:1:1), 1t, 4 h, 91% 24c: R=H

o) o) ) o)
BocHN L OMe 12Aq.TIPSCI  gocHn L OR [:0AQ.KCOs oy I OBn
N N 2.0 Aq. BB N

SCHEMA 4.19: Synthese des Dipeptids 79

Anschlielend folgte die Allylierung des Dipeptids 79, die in Schema dargestellt ist.

149 Dabei konn-

Bei der Alkylierung von Dipeptiden wird als Base LHMDS verwendet. !
ten von dem allylierten Produkt 24% mit einem Diastereomerenverhiltnis von 81:19,
welches mittels NMR bestimmt wurde, isoliert werden. Neben 80 wurden zudem auch
zu 5% doppelt allyliertes Produkt 81 sowie Benzylkalkohol isoliert, der aus dem basen-
labilen Benzylester hervorgeht. Weitere Nebenprodukte, die auf den Abbau des Eduktes

hinweisen wiirden, konnten nicht gefunden werden.

Die geringe Ausbeute der Reaktion an diesem Substrat zeigt, dass die anhidngende
Aminosidure den Ablauf der allylischen Alkylierung zu blockieren scheint. Diese ,,Blocka-
de* verhindert die Moglichkeit der Anwendung auf den Makrocyclus des Crocapeptins.
Aus diesem Grunde wurde weiterhin nach einer moglichen Struktur an der Position des

5-Hydroxynorvalins gesucht, die eine Hydroxylgruppe aufweist.
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1.0 Aq. EocO” " ph Ph Ph
3.1 Ag. LHMDS Bh X %
1.5 Ag. ZnCl, /\/

0 0
1 mol% [AllylPdCl]
BocHN L OBn 2 BocHN OBn  BocHN
g N/\n/ N/\”/ - N

4.5 mol% PPhy

I H :H
\k o] THF, -78 °C—>r1t, 18 h \L \L o

OTIPS OTIPS OTIPS
79 80 81
24% 5%

SCHEMA 4.20: Allylische Alkylierung des Dipeptids

Wie Stolze et al. beschrieb, dient diese Funktion lediglich zur Stabilisation der Struktur
iiber eine Wasserstoffbriickenbindung. ®7 Die strukturellen Untersuchungen an Scypto-
lin A ergaben, dass auch Threonin oder Serin an der Position der Ahp-Einheit ver-
gleichbare Aktivititen aufweisen. Da Serin an dieser Position in Bezug auf den Ein-
satz bei einer allylischen Alkylierung schon bekannt ist, wurden im Folgenden die Di-
peptide als tert-Butylester mit 5-Hydroxynorvalin, homo-Serin und Threonin als N-
terminale Aminosdure dargestellt. Die Verwendung von homo-Serin kann ebenso wie das
5-Hydroxynorvalin im Makrocyclus eingebaut werden. Denn die Oxidation der Hydro-
xyfunktion zum Aldehyd wiirde an dieser Position einen stabilen 5-Ring als Halbaminal

bilden. Dadurch sollte die Funktionalitit der Hydroxylgruppe gegeben sein.

o 11Aq.IBCF o
BochN__JL_ 257 NMM BocHN.__JL 0B 6 ook BocHN\)L o'Bu
<~ “OH 1.1 Aq. Gly-O'Bu HCI - HAH/ 10 _10 mol% Pd/C_ /\n/
R THF,-20 °C>rt, 4 h R o} EE8h HOW(C
82a: 95% (R = -(CH,),COOBn) o
82b: 92% (R = -CH,COOBN) 83a: quant. (n = 2)
< 83b: 98% (n=1)
82c: 95% <R = E—‘% )
OTBS
1.4 Aq. EocCl
1.1 Aq. TBSCI 1.4 Aq. Ets;N

BOCHNJJ\ /\n/otBu 2.2 Ag. Imidazol BOCHNJJ\ /\n/OtBu dann 3.0 Aq. NaBH,
- T
(6]

TBSO\/(/ CH,Cly, 1t, 18 h HO\/(/ THF, -20 °C->rt, 2 h

85a: 67% (n=2) 84a: 39% (n=2)
85b: 97% (n=1) 84b: 50% (n=1)

SCHEMA 4.21: Synthese der zu allylierenden Dipeptide 85a und 85b

Zunéchst wurden die Dipeptide 82c und 85a-b synthetisiert. Die Ergebnisse zu die-
sen Synthesen sind in Schema [4.21| dargestellt. Der erste Schritt der Synthese war eine
Peptidkniipfung mit dem Glycm—tert—butylester. Somit konnte das erste Dipeptid 82c
zur allylischen Alkylierung in einem Schritt erhalten werden. Fiir den Erhalt des 5-
Hydroxynorvalin- und homo-Serin-Dipeptids 85a-b wurde die Synthese iiber die be-
kannte Sequenz iiber die Reduktion der Sdure 83 durchgefiihrt. Somit konnten diese

beiden Dipeptide 85a-b {iber vier Stufen mit guten Ausbeuten dargestellt werden.
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Diese Dipeptide 82c¢ und 85a-b wurden im Anschluss nach bekannter Methode alky-
liert. Dabei wurde in diesen Versuchen weniger des Allylsubstrates eingesetzt, um eine
doppelte Allylierung, die zuvor aufgetreten ist (s. Schema , zu vermeiden. Die Er-
gebnisse sind in Tabelle aufgelistet. Die allylische Alkylierungen dieser Dipeptide
82c und 85a-b verliefen fiir die linearen Hydroxy-aminosduren 85a-b mit moderaten
Ausbeuten und mit sehr guten Diastereomerenverhiltnissen, die per HPLC bestimmt
wurden. Jedoch konnten teilweise bis zu 55% der Edukte zuriick isoliert und die Pro-
dukte nicht sauber erhalten werden. Weiterhin zeigte das Dipeptid 82c einen durchaus

guten Umsatz von 61%.

TABELLE 4.3: Allylische Alkylierung der Dipeptide 82c und 85a-b

0.7 Aq.EocO” > "Ph

3.1 Aq. LHMDS

1.5 Aqg. ZnCl,

1 mol% [AllylPdCl], X Ph

0 o -
BocHN L oy _4:5mol% PPhy BocHN I A __oBu
TN TN

THF, -78 °C>rt, 18 h

O O
82c, 85a-b 86a-c
Edukt R Produkt Ausbeute dr
85a -(CH2)sOTBS 86a 35% >98:22
85b -(CH2)2,OTBS 86b 40% >98:22
(R) .qb
82c %_<OTBS 86¢ 61% 97:3

& bestimmt per LC-MS, Nebendiastereomer nicht detektierbar
b bestimmt per HPLC

An diesem Punkt ist unbekannt, warum die Dipeptide mit der linearen Seitenkette in
dieser Reaktion solche geringen Umsétze aufweisen. Die Isolierung der Edukte 82¢ und
85a-b zeigt deutlich, dass das Molekiil stabil gegeniiber den Bedingungen der Reaktion
ist. Weiterhin bestétigt die Bildung des Produktes, dass die Enolatbildung stattfindet.
Die sehr guten Diastereomerenverhéltnisse zeigen deutlich, dass die Seitenkette R die
Stereochemie der eingefiihrten Allyleinheit beeinflusst. Dies lédsst sich anhand der hypo-
thetischen Zwischenstufe in Schema[4.22] verdeutlichen. Mit der Abschirmung der oberen
Seite des Enolatkomplexes durch die Seitenkette R kann der Angriff am Pd-Allylkomplex
nur an der Unterseite stattfinden, wodurch in diesem Fall das neue Stereozentrum mit
einer (R)-Konformation und guter Selektivitit gebildet wurde. Im Vergleich der verschie-
denen hypothetischen Zwischenstufen 82¢’ und 85a’-b’ erkennt man, dass mit jeder
weiteren Verldngerung um eine Methylen-Gruppe weitere Freiheitsgrade der Seitenkette
hinzukommen. Dadurch ldsst sich schwer vorhersagen, welche Konformation diese im

chelatisierten Zustand annimmt.
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0} OLi
H 3.1 Ag. LDA
o_N_N ogy  >1ALDA NS o'Bu
X
#/W TN THF, -78°C \i/ N
O R 0 ou R OLi
/
A
§ ZnCI2
N
N t
2o O'Bu
Boc

4

/
orsld
Hsc—’gzo N = N NS oBy

M — Zn-
N H 'N-4n-O
N- Zn/B_O‘Bu Boc
Boc
82c'
7 I
\
Si
/ \
(0]
O O O-TBS
t t
N Zn/>—0 Bu N Zn/>—0 Bu
Boc Boc
85b’ 85a’

SCHEMA 4.22: Vergleich der angenommenen Enolatstrukturen

Aus den Ergebnissen der allylischen Alkylierung von Dipeptiden ist fiir die Anwendung
im Makrocyclus nur der Einsatz von Threonin an der Position der Ahp-Einheit geeignet.
Fiir die Moglichkeit einer Anwendung im Makrocyclus, in der die Ahp-Einheit wie im
Naturstoff vorhanden ist, miisste diese erst nach der Modifikation gebildet werden. Somit
sollte die N-terminale Aminoséure als Precurser fiir das 5-Hydroxynorvalin dienen, und
sich im Nachhinein in den Alkohol bzw. dem Aldehyd umwandeln lassen. Fiir diesen An-
satz ist ein Allylrest 89 geeignet, der sich nach der allylischen Alkylierung mittels einer
Hydroborierung in das 5-Hydroxynorvalin 87 iiberfithren lésst, wie es Schema [4.23] an-
hand der Retrosynthese zeigt. Der Alkohol 87 kann im Anschluss oxidativ zum Aldehyd

reagieren.

O R
: Hydro- o allylische

TFAHN\E)J\N/:\H/O‘ U porierung TFAHNQLN/\H/otBu Alkylierung TFAHNQLN/\n/o*Bu

J ¢ 7

87 88 89

HO

SCHEMA 4.23: Retrosynthetische Ubersicht

Diese Sequenz ist in Schema [4.24] dargestellt. Zunichst wurde das Allylglycinyl-glycin-
Dipeptid 89 synthetisiert. Dies erfolgte iiber den Erhalt von Allylglycin 91, welches aus
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der Claisenumlagerung des Allylesters 90 gebildet wurde. Die Umlagerung konnte nach
bekannter Methode, die im Arbeitskreis Kazmaier entwickelt wurde, durchgefithrt wer-
den. B89 Aus dem racemischen Gemisch, das aus der Umlagerung erhalten wurde, wurde
das entsprechende (S5)-Allylglycin mittels (R)-Phenylethylamin als chirales Agens mit
36% ausgefillt. Fiir die anschliefende Kniipfung zum Dipeptid 89 wurde T3P verwen-
det, wodurch das Dipeptid 89 mit 85% erhalten werden konnte. Diese Kniipfung wurde
zudem {iiber die Methode des gemischten Anhydrids durchgefiihrt. Allerdings konnte
auf diese Weise nur 57% von 89 erhalten werden. Das erhaltene Dipeptid 89 konnte mit
hervoragender Ausbeute und Diastereoselektivitéit allyliert werden. Die Diastereoselekti-
vitédt wurde per HPLC bestimmt. Anschlieend wurde die Hydroborierung durchgefiihrt,
um die eigentliche 5-Hydroxynorvalineinheit 87 zu erhalten. Aufgrund der zwei Doppel-
bindungen in diesem Molekiil wurde ein Aquivalent des Borans eingesetzt. Dafiir wurde
als Boran 9-BBN gewihlt, das wegen seines sterischen Anspruchs nur an der endsténdi-
gen Doppelbindung angreift. Zunichst konnten mit einem Aquivalent des Borans nur
20% Produkt isoliert werden. Daher wurden weitere Reaktionen mit mehr Aquivalenten
des Borans durchgefiihrt. Mit 2.5 Aquivalenten konnten nach oxidativer Aufarbeitung
mittels Wasserstoffperoxid und Natronlauge 46% des Produktes 87 erhalten werden. Der

Einsatz von 3 Aquivalenten fithrte zu 40%.

1.5 Aq. Allylbromid o) 1) 2.5 Aq. LDA o]
o 1.2 Ag. K,CO3 TFAHN 1.2 Ag. ZnCl, TFAHN\)J\
TrAHN L o - OH
OH  DMF/H,0 (10:1) THF, -78 °C— rt :
P o 7
0°C,2h, 77% 2) Racematspaltung ~F
920 36% 91
0.7 Aq.EocO” >"Ph
3.1 Aq. LHMDS . X
0 z/\/Ph 1.5 Aq. ZnCl, 0 ;; Qq CD;:)F/;EOABU HCl
TraiN. I Aoy 1mol% [AllyIPdCll, TranN._JL oy 22Aa
: H/\”/ 4.5 mol% PPhs : NA”/ 1.5 Aq. T3P
o] o] THF, -20 °C — rt

THF, -78 °C ™ rt, 18 h
i 5% B

85%

88 dr:97:3 89
o PN T3P:
1) 2.5 Ag. 9-BBN, TFAHN\)J\ ~__OBu O C.H
N A Lafly
THF, rt, 18 h : H/\ﬂ/ 4
2) H,0,/NaOH, 0 °C, 1 h © e
ot HrCaP~ .R=0
HO o C3Hy

87

SCHEMA 4.24: Synthese iiber die Struktur von Allylglycin

Abschlielend konnte die allylische Alkylierung des Dipeptids mit Allylglycin 89 als

benachbarte Aminosiure die besten Erfolge fiir eine Anwendung dieser Methode auf
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die Struktur des Crocapeptins zeigen. Als C-terminale Aminoséduren sind N-Methyl-
phenylalanin und -tyrosin aufgrund der benzylischen CHo-Gruppe nicht favorisiert. Den-
noch kann mit diesen Ergebnissen die Anwendung auf den Makrocyclus, wobei Allyl-
glycin an Position 3 und Glycin an Position 4 eingebaut wird, in Betracht gezogen

werden.
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Zusammenfassung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung einer schritteffizienten Synthese
von Derivaten der Crocapeptine. Dariiber hinaus wurde eine Methode zur Modifikation
von Di- bzw. Tripeptiden via allylischer Alkylierung entwickelt, die fiir eine , late-stage“
Funktionalisierung von Crocapeptin-analogen Verbindungen angewendet werden kann.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden in Bezug auf die Synthese von Crocapeptinderiva-
ten eine konvergente mit einer linearen Strategie hinsichtlich ihrer Effizienz verglichen.
Beiden Varianten ist gemeinsam, dass zunichst der makrocyclische Kern synthetisiert
wurde und anschliefend die Glutamin-Seitenkette eingefiihrt werden sollte. Die konver-
gente Synthesestrategie konnte bis zum linearen Hexapeptid realisiert werden und ist in
Schema [5.1] abgebildet. Diese verlief iiber den Aufbau des Ostbausteins 8 und des West-
bausteins 19, die anschliefend zum Hexapeptid 28a zusammengefiigt wurden. Zunéchst
konnte der Ostbaustein 8 ausgehend vom zuvor geschiitzten Leucin- 3 und Threonin-
derivat 6 mit 96% erhalten werden. Der Westbaustein 19 wurde linear aufgebaut und
konnte iiber acht Stufen mit 30% synthetisiert werden. Eine um zwei Stufen kiirzere Syn-
these dieses Bausteins 19a verlief iiber zwei Dipeptide 13 und 24a mit insgesamt 34%
Ausbeute, bei der jedoch eine Epimisierung auftrat. Eine weitere Epimerisierung konnte
bei der Kniipfung des Ost- 8 und Westbausteins 19a beobachtet werden, bei der das
Hexapeptid 28a mit einer maximalen Ausbeute von 32% synthetisiert wurde. Die an-
schlieBende Entschiitzung der sédurelabilen Schutzgruppen bewirkte eine Zersetzung des
Eduktes. Uber diese konvergente Synthesestrategie konnte somit der Cyclus 62 nicht
erhalten werden. Zudem ist eine konvergente Synthese beziiglich der Schritteffizienz vor-
teilhaft, jedoch konnte an diesem Beispiel deutlich gezeigt werden, dass Epimerisierungen

die Folge sein konnen.

91
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a)
: @) 1) HATU, Collidin : (0]
t > quant. 2 t
HoN OBu + BnO OH Z)HT’ HO H OBu
2
o NHTroc 96% NHTroc (6]
3 6 8
b) O._OH )
1) (L)-Val-OMe ¢, ©°
NMeBoc HATU, DIPEA N OMe
o, Y N
86% : H
2) HCI-Dioxan 0
quant.
Allylo
OAllyl
10 13
o Ph 1) EocCl, EtN; o Ph
dann NaBH,4
BocHN_QJ\N/EWOMe 80% BocHN_QLNLWOH
i H 3) TBSCI, Im : H
© 96% ©
4) LiOH, 98%
O~ "OH OTBS
20a EocCl = Ethylchloroformiat 24a
1) Boc-(L)-Phe-OH
Me BOP, DIPEA
86%
BocHN
PyBOP oc \)J\ /[[( \)J\ 2) HCI-Dioxan
13 + 24 DIPEA quant. 13
45% 3) 18a, EDC, HOBt
OAllyl DIPEA, 62%
19: R = TBDPS o
19a: R = TBS (dr 69:31) TBDPSOWLOH
30% Uber 8 Stufen (lineare Synthese) NHBoc
34% Uber 6 Stufen (verzweigte Synthese) 18a
c)
TrocHN O
o BocHN JL \)J\ v Hosy
19a 1) LiOH, 78%

—_—
2)8, TBTU Y
DMAP, DIPEA
OTBS OAllyl

32%
28a dr 67:30:3

SCHEMA 5.1: Konvergente Synthese a) Ostbaustein 8 b) Westbaustein 19 ¢) lineares
Hexapeptid 28a

In der linearen Synthesestrategie wurde das Hexapeptid 53 ausgehend von Leucin als
Trimethylsilylethylester (TMSE) 41 sukzessive aufgebaut. Die zum Makrocyclus 54
flihrende Synthesesequenz ist in Schema zusammengefasst. In dieser Variante wur-
den der TMSE-Ester und Fmoc als abschlieBende Schutzgruppen verwendet, da sich in
der konvergenten Synthese die sdurelabilen Schutzgruppen (Boc und tert-Butyl) als un-
geeignet erwiesen haben. Das Dipeptid 43 wurde mit (L)-Valin sowie mit (L)-Isoleucin
zu den beiden Tripeptiden 44a-b gekniipft, wodurch auch der Zugang zu Crocapep-
tin B gewéhrleistet wurde. Diese Tripeptide 44a-b wurden parallel bis zum Pentapeptid
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weiter umgesetzt. Wahrend der N-Methylierung des Tyrosinderivates 48 trat eine ge-
ringe Racemisierung (er = 94:6) auf. Auf diesem Weg konnte das lineare Hexapeptid 53
iiber 12 Stufen mit 31% Ausbeute erhalten werden. An dieser Stufe konnte die simul-
tane Entschiitzung der C- und N-terminalen Schutzgruppen mit einer 1:1-Mischung aus
TBAF und Essigsidure realisiert werden. Durch eine anschlieBende Cyclisierung mittels

HATU wurden Spuren des makrocyclischen Produktes 62 isoliert.

H bzw. Boc-(L)-lleOH

O J/
Collidin :
HoN :JI\O 81% HO\‘/\WNQ]\O TCB, Et;N, DMAP
: 2) Hy, Pd/C o = 2) TFA
Y oo \(

41 43

R
T™S
NMeB TrocHN H 0]
1) HATU, DIPEA esoc + o. NQJ\
H,N <0
2) TFA :
(0] (6] \(

45a81% (R =H)
48 er 94:6' 45b 62% (R = Me)

1) 6, HATU TrocHN 0 J/TMS 1) Boc-(L)-ValOH

R 1) Boc-(L)-Phe-OH
HATU, DIPEA
TrocHN 78%

0 0
Y H
metin L Ao N\)J\OJ/ 2) TFA, 87%
H H W :

: 0 o 3) 18b, HATU, DIPEA
\O\ \( 55%
OBn

50a 95% (R = H) dr 91:92
50b 74% (R = Me) dr 92:82

Me TrocHN o} J/ ™S
FmocHN N
1) TBAF, AcOH moe \)J\ JL \:)J\O
2) HATU, DIPEA s
Spuren \L \(

OTBDPS OBn
53 dr 91:92

OBn

Spuren von 54

1 bestimmt per HPLC; 2 bestimmt per LCMS
TCB = 2,4,6-Trichlorbenzoylchlorid

SCHEMA 5.2: Lineare Synthese des cyclischen Kerns 54
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Die Studien zur Totalsynthese von Crocapeptin A wurden in dieser Arbeit durch me-
thodische Untersuchungen zur Peptidmodifizierung via allylische Alkylierung an aus-

gewéhlten Di- bzw. Tripeptiden ergénzt (s. Schema .

Ph

J
BocHN\)J\ /YN\)J\ _Ph

EocO” > "Ph \L \©
LDA, ZnCl, OTBS

BocHNQJ\ A[(NQL _Ph  [AllylPdCI];, PPhs 76: 26% dr 97:3"
THF

i \@ (0] | o
oTBS BocHN I N NH oh
© H
75b \L o+

OTBS

Iz

77 78
10% 10%

EocO” > Ph AP
LHMDS, ZnCl,

BocHN \)J\ /\ﬂ/OtBu [AIIyIPdCI]2, PPh BocHN \)J\N /\ﬂ/OtBu
TBs0._{). THF mBs0._{)

85an=2 86a: 35% (n = 2) dr > 98:22

85bn =1 86b: 40% (n = 1) dr > 98:22
EocO” > "Ph o NP
BocHN, o's a2 BocHN,, o'
oc /\n/ u [AllylPdCI],, PPh 0C u
yPACl, Py 0
ﬁ THF
TBSO TBSO

86¢: 61% dr 97:3'

1 bestimmt per HPLC
2 pestimmt per LC-MS (das Nebendiastereomer nicht detektierbar)

ScHEMA 5.3: Allylische Alkylierung am Di- und Tripeptid

Zunichst wurde das entsprechende Tripeptid 75b synthetisiert und mittels der Methode
der allylischen Alkylierung zu dem gewiinschten Produkt 76 umgesetzt. Durch die Iso-
lierung der Nebenprodukte 77 und 78 konnte gezeigt werden, dass das N-methylierte
Phenylalaninfragment eine Ursache der Nebenreaktion war und durch die verwendete
Base an der benzylischen Position deprotoniert wurde. Weiterhin wurde die Variabilitat
der N-terminalen Aminosidure beziiglich der allylischen Alkylierung am Dipeptid gete-
stet. Dabei konnten die Dipeptide 85a-b, die 5-Hydroxy-norvalin 85a bzw. homo-Serin
85b am N-Terminus enthalten, bis zu 40%-iger Ausbeute allyliert werden. In diesen
Féllen wiesen die Produkte die zu erwartenden hohen Diastereoselektivitdten auf. Wur-

de die N-terminale Aminosaure durch Threonin 82c ausgetauscht, so konnte eine geringe
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Verbesserung der Ausbeute erreicht und ein #hnliches Diastereomerenverhéltnis beob-

achtet werden.

Um die Ausbeuten zu erhdéhen wurde im Dipeptid 85a das 5-Hydroxynorvalin gegen
Allylglycin 89 ersetzt. Mit dieser Gruppe bestand nach der allylischen Alkylierung die
Mboglichkeit der Uberfithrung in eine 5-Hydroxynorvalineinheit 87 mittels 9-BBN, wobei
keine Reaktion an der internen Doppelbindung beobachtet wurde (Schema .

Ph
TFAHN \)L O'Bu EocO” 7"Ph TFAHN \)L ~_O'Bu
N LHMDS, ZnCl, N
: o} [AllylPdCI],, PPh; : o
—_—
( THF, 95% (
89 88 dro7:3
X Ph

9-BBN, THF
H202, NaOH

46%

o
TFAHN OB
QLH/\[J u

J

HO 87

SCHEMA 5.4: Allylische Alkylierung am Dipeptid 89 mit nachfolgender Hydroborierung
zu 87

Mit der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass beziiglich der Synthese von
Crocapeptin A eine lineare Synthesestrategie der konvergenten vorzuziehen ist. Weiter-
hin konnte durch die Studien zur ,late-stage “-Modifikation am Aminoséureriickgrat von
Dipeptiden dargelegt werden, dass die flankierende Aminosédure die Reaktion der ally-
lischen Alkylierung limitiert. Infolgedessen wurde durch die allylische Alkylierung am
Dipeptid von 89 eine Methode entwickelt, die sich fiir die Modifikation am Crocapep-

tincyclus anbietet.
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Ausblick

Optimierung der Synthesestrategie zu Crocapeptin A

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der makrocyclische Kern von Crocapep-
tin A nach einer linearen Synthesestrategie hergestellt. Bei dieser Synthese bestand die
Schwierigkeit vor allem in der simultanen Schutzgruppenabspaltung des linearen Hexa-
peptids 53 mit TBAF, wobei viele Nebenprodukte entstanden sind. Vergleicht man die
Struktur von Crocapeptin mit denen aus der Synthese von Acemoglu et al., der mit guten
Ausbeuten die Entschiitzung von Fmoc mit TBAF durchgefiihrt hat, so sind die Natur-
stoffe sehr #hnlich. 22 Ein markanter Unterschied besteht in der Troc-Schutzgruppe
von 53, die fiir die schlechten Ausbeuten verantwortlich sein koénnte. Basierend auf
den Ergebnissen dieser Arbeit im Vergleich zur Synthese von Acemoglu et al.. ist fiir
eine effektivere Synthese der Austausch der Schutzgruppe am Stickstoff des Threon-
ins gegen eine sdure- und basenstabile Schutzgruppe denkbar. Diese Kriterien erfiillt
die Carboxybenzoylschutzgruppe (Cbz), die sich zudem ohne die Notwendigkeit einer
wéssrigen Aufarbeitung hydrogenolytisch entfernen liasst. Dies ist vor allem vorteilhaft
fiir die nachfolgenden Syntheseschritte, wie z.B. der Einfithrung der Seitenkette. Mit dem
Schutzgruppenwechsel von Troc nach Cbz muss folglich auch die Benzylschutzgruppe am
Tyrosin durch eine nicht hydrogenolytisch abspaltbare ersetzt werden. Da das Phenol
des Tyrosins durch die komplette Synthese geschiitzt sein sollte, ist es von Vorteil eine
Schutzgruppe zu wahlen, die parallel mit der Trityl-Funktion am Ende abgespalten wer-
den kann. Fiir eine saure Abspaltung mit TFA bietet sich in diesem Fall ein tert-Butylrest
bzw. Methoxymethyl (MOM) an. 1621701 Ays diesem Wechsel folgt, dass mit dem Ein-
bau des Tyrosins keine Boc-Schutzgruppen verwendet werden konnen. Somit sollten
die Tyrosin-, Phenylalanin- und 5-Hydroxynorvalin-Bausteine als Alloc-geschiitzte Ami-

noséaurederivate eingefiithrt werden. Denn Allylcarbamate lassen sich selektiv z.B. mittels

97
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Tributylzinn und Palladium(0) als Katalysator in Gegenwart einer Cbz-Schutzgruppe
abspalten. ™ Die beschriebenen Anderungen der Schutzgruppen sind in Schema
dargestellt.

Cbz
r TMS

TrocHN
FmocHN, Me J/
(0]

OTBDPS 2
Bu/MOM

0 TMS
NHTroc
> HN L J/
BnO 2 OH Y 0
BocHNji'(OH * W + :
5 o Y
Alloc

(0] 0]
Ph
FmocHN .JJ\OBn T BocMeN \.)J\OH
H + + :
BocHN OH l
o Alloc
O~ "OH

SCHEMA 6.1: Schutzgruppenwechsel fiir die Synthese von Crocapeptin A

OBn tg,/Mmom

Weiterentwicklung der ,,late-stage‘“-Modifikation

Basierend auf den Ergebnissen aus den Studien der allylischen Alkylierung am Dipeptid
89, kann diese Methode mit dem oben genannten Schutzgruppenwechsel am cyclischen
Kern des Crocapeptins angewendet werden. Dabei muss statt des Phenylalanins ein
Glycin und anstelle der 5-Hydroxynorvalin- eine Allylglycineinheit in der Synthese ver-
wendet werden um den Makrocyclus 92 in Schema zu erhalten. Dieses cyclische
Depsipeptid konnte anschlieend anhand der bekannten Methode am Peptidriickgrat
der Glycineinheit alkyliert (R) werden. Das daraus resultierende modifizierte Produkt
konnte daraufhin wie im Beispiel von 88 iiber eine Hydroborierung in die Hydroxy-
funktion 93 iiberfithrt werden. An diesem modifizierten Cyclus kann nachfolgend eine
beliebige Seitenkette eingefiigt und die Hydroxyfunktion in die eigentliche Ahp-Einheit
iiberfithrt werden. Somit lassen sich auf eine effiziente Art und Weise verschiedene De-
rivate der Naturstoffgruppe der Cyanopeptoline und von Crocapeptinen erhalten, die in

Struktur-Reaktivitétsstudien Verwendung finden kénnen.
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OBu O'Bu
0 1) Allylische o
N (0] Alkylierung N ©
L NHARo  LITToRoTee- T > "NHCbz
H § NHCbz  2) Hydroborierung H o
O._NMe O NMe
S HN Q &)
H o § ©
N " N
(0]
H_ o} HO
92 93
' 1) Cbz-Entschiitzung
1 2) Seitenketten-
VI einflhrung
OtBU OtBU

i I( S Q . 0 ‘o
0— >\—R2 1) Oxidation zur 0z -
N Jation 2 "
N Q.,.NH . Anp-Einheit___ N Q...NﬁH

@) 2) Entschiitzun @)
o NM(e) HN ) g o NMg HN
H o) H 0
RN N RN N
o H o
HO HO

SCHEMA 6.2: Anwendung der Methode der allylischen Alkylierung am Cyclus
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Experimenteller Teil

7.1 Allgemeine Angaben

Diinnschichtchromatographie

Zur Reaktionsverfolgung bzw. -kontrolle wurden Diinnschichtchromatographieplatten
(Kieselgel 60 auf TLC-PET- bzw. Alu-Folie, 4x8 cm) der Firma Sigma-Aldrich verwen-
det. Die Detektion erfolgte mittels UV-Licht, Kaliumpermanganatlésung oder Ninhydrin

als Anférbereagenz.

Sdulenchromatographie

Soweit nicht anders erwihnt wurde die Siulenchromatographie mit Kieselgel (Kiesel-
gel 60, 0.04-0.063 mm) der Firma Macherey € Nagel durchgefiihrt. Zudem wurde ein
Flash-Chromatographie-System (Reveleris®) der Firma Grace verwendet. Die fertig ge-
packten Kieselgelsidulen (RediSep® Ry Normal-Phase Silica) der Firma Teledyne Isco
wurden nach jedem Sdulvorgang gespiilt und getrocknet. Zur Probenaufgabe wurden die
Rohprodukte auf ISOLUTE® (HM-N) der Firma Biotage aufgezogen.

NMR-Spektroskopie

Die 'H-NMR-Spektren wurden mit 500 MHz- (DRX 500 bzw. AV 500) bzw. einem
400 MHz- Kernresonanzspektrometer (AV 400 UltraShield Plus) der Firma Bruker auf-
genommen. Die Auswertung erfolgte durch MestReNova (Version 5.2.2-3675). Dabei
wurde die Kalibrierung auf die Losemittel wie folgt vorgenommen: CDCls: § = 7.24 ppm
bzw. DMSO-dg: § = 2.5 ppm. Die Abkiirzungen der Multiplizitdten bedeuten:

s = Singulett, d = Dublett, t = Triplett, q = Quartett, dd = Dublett von Dublett,
dt = Dublett von Triplett, ddt = Dublett von Dublett von Triplett, m = Multiplett,
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sh = Signalhaufen, br s = breites Singulett. Die chemischen Verschiebungen (d-Werte)

sind in ppm angegeben.

Die 13C-NMR-Spektren wurden ebenfalls mit den oben genannten Spektrometern breit-
bandentkoppelt aufgenommen (DRX 500 bzw. AV 500: Messfrequenz 125 MHz; AV 400:
Messfrequenz 101 MHz) und der oben genannten Software ausgewertet. Die Kalibrierung
erfolgte in Bezug auf die Losemittelsignale wie folgt: CDCls: 77.2 ppm bzw. DMSO-
d¢: 0 = 39.5 ppm). Die Abkiirzungen bedeuten: s = Singulett (quartires C-Atom),
d = Dublett (CH-Gruppe), t = Triplett (CHa-Gruppe), q = Quartett (CH3-Gruppe).
Zur korrekten Zuordnung der 'H- und '3C-Signale wurden zweidimensionale Messme-
thoden wie H,H-COSY, HSQC und HMBC zu Hilfe genommen. Signale, die aus dem

HSQC-Spektrum entnommen wurden, sind mit * gekennzeichnet.

Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Fiir die Bestimmung der Stereochemischen Reinheit bzw. der Produktreinheit wurden

folgende HPLC-Systeme verwendet.

a) HPLC-UV /MS (reversed phase)

Die Messungen erfolgten an einem Shimadzu System (10A VP; Pumpe LC-10AT; Con-
troller SCL-10A). Zur Detektion dienten ein UV-Detektor (Diodenarray SPD-M10A;
190-300 nm) und dazu ein parallel geschalteter Massendetektor (Shimadzu LCMS-2020;
die Erzeugung der Ionen erfolgte mittels Elektrospray-Ionisation (ESI)). Die Auswer-
tung wurde mit Hilfe der Software ,LabSolutions“ der Firma Shimadzu durchgefiihrt.
Als Séule wurde Luna 100 (50 x 4.6 mm, 3 pym Korngréfie) der Firma Phenomenex ver-
wendet und als Elutionsmittel dienten Acetonitril/Methanol, Wasser bzw. Wasser mit

0.1% Ameisensiure.

b) HPLC-UV (normale Phase)

Die Messungen erfolgten an einer HPLC-Anlage der Firma Merck-Hitachi (Modell La
Chrome D-7000). Zur Detektion dienten ein UV-Detektor (Diodenarray L-7455;
190-300 nm, Merck-Hitachi) und dazu ein parallel geschalteter ELSD-Detektor (3300
ELSD, Alltech). Die Auswertung wurde mit Hilfe des Multi-HSM-Managers der Firma
Merck-Hitachi durchgefiihrt. Als Sdule wurde ReproSil 100 Chiral-NR (250 x 4.6 mm,
Porengréfie 100 A, 8 ym KorngroBe) der Firma Trentec Analysentechnik verwendet und

als Elutionsmittel dienten Hexan und Isopropanol.

Gaschromatographie (GC-FID, GC-MS)

Die gaschromatographischen Messungen wurden an der Shimadzu GC-2010 bzw.
Varian CP-3380 durchgefiihrt. Als stationéire Phase dienten CP-Chirasil-Dex-CB- bzw.
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L-Chirasil-Val-Kapillarsdulen (jeweils 25 m x 25 mm, 0.25 pm). Die Auswertung wur-
de mit Hilfe von GC(MS)Solution (Firma Shimadzu) bzw. Galaxie Chromatography
Data System (Firma Varian) durchgefiihrt. Die Detektion erfolgte mittels eines FID-
Detektors bzw. im Falle des Shimadzu Gerétes wahlweise auch mit dem Massendetektor
GCMS-QP2010 Plus. Als Trigergas wurde Stickstoff verwendet.

Elementaranalyse (CHN-Messungen)

Die durchgefiihrten Elementaranalysen wurden an der Fakultét 8.1, Fachbereich Chemie
der Universitéit des Saarlandes von Frau Susanne Harling auf der Anlage CHN-900 der

Firma Leco gemessen.

Hochaufgel6ste Massenspektrometrie (HRMS)

Die Massenspektren wurden am Institut fiir organische Chemie der Universitidt des
Saarlandes von Herrn Rudi Thomes auf dem Massenspektrometer MAT 90 der Firma
Finnigan aufgenommen. Die Fragmentierung erfolgte durch chemische Ionisation (CI).
Verbindungen mit MW > 800 g/mol wurden gesondert per UHPLC-UV/HRMS von
Herrn Michael Hoffmann am Helmholtz Institut fir Infektionsforschung Saarland (HIPS)
vermessen. Das System setzt sich aus Dionex Ultimate 3000 RSLC mit einer ACQUITY
UPLC BEH C18-Siule und dem maXis 4G hr-ToF-Spektrometer von Bruker Daltonics

zusamimen.

Schmelzpunktbestimmung

Die Schmelzpunkte wurden in einseitig offenen Glaskapillaren mittels eines Schmelz-

punktmessgerits Mel-Temp II der Firma Laboratory Devices Inc. gemessen.

Optische Drehwerte

Die Messung der optischen Aktivitit wurde mittels eines Polarimeters der Firma
PerkinElmer (Modell 341) in einer thermostatisierten (20 °C + 0.1 °C) 1 dm-Kiivette
gemessen. Als Strahlungsquelle diente eine Natriumdampflampe (v = 589 nm). Nach
Eingabe der Konzentration wurde die spezifische Rotation ([a]4)-Werte) vom Messgerit

berechnet.

Losungsmittel

Die verwendeten Losungsmittel wurden vom zentralen Chemikalienlager der Universitét

des Saarlandes bezogen und ggf. vor Verwendung destilliert.
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Wasserfreie Losungsmittel

Die verwendeten wasserfreien Losungsmittel wurden aus den ungetrockneten nach
iiblichen Verfahren getrocknet (THF iiber Natrium) und unter Ny-Atmosphire gelagert
bzw. aus dem Zentralen Chemikalienlager der Universitit des Saarlandes bezogen. Ver-
suche mit wasserfreien Losungsmitteln wurden grundsétzlich in zuvor am Hochvakuum

ausgeheizten Glasgerdten unter No-Atmosphére durchgefiihrt.

7.2 Allgemeine Arbeitsvorschriften

AAV 1: Peptid-Kniipfung

a) via gemischtes Anhydrid:

1.0 Aq. der Siure wurde in abs. THF (0.1 M) gelost und es folgte die tropfenweise Zuga-
be von 1.1 Aq. N-Methylmorpholin (NMM). Die Reaktionsmischung wurde auf —20 °C
abgekiihlt und anschlieBend 1.1 Aq. Chlorameisensaure-iso-butylester (IBCF) langsam
zugetropft. Nach 20 Minuten bei —20 °C wurden 1.1 Aq. des Amin-hydrochlorids sowie
1.4 Aq. NMM zugegeben und langsam auf Raumtemperatur erwirmt. Nach beendeter
Reaktion (DC-Kontrolle) wurde die entstandene Suspension mit Wasser versetzt und
die wissrige Phase mit Ethylacetat extrahiert (3 x). Die vereinigten organischen Phasen
wurden mit 1 M KHSO4-Lésung, Wasser, ges. NaHCO3-Losung und ges. NaCl-Losung
gewaschen, iiber NagSO, getrocknet und das Losemittel unter reduziertem Druck ent-

fernt.

b) mittels HATU:

1.4 Aq. der Siure und 1.0 Aq. des Amins (bzw. Hydrochlorids) wurden unter No-
Atmosphiére in abs. Dichlormethan (0.1 M) gelost und auf 0 °C abgekiihlt. Es erfolgte
die Zugabe von 1.4 Aq. HATU und 2 Aq. DIPEA (bzw. 3 Aq. beim Einsatz des Hydro-
chlorids). Die Reaktion wurde auf Raumtemperatur erwirmt. Nach beendeter Reaktion
wurde der Ansatz mit Ethylacetat verdiinnt und mit 1 M KHSO4-Loésung versetzt. Die
org. Phase wurde mit 1 M KHSO4-Loésung, Wasser, ges. NaHCO3-Losung und ges. NaCl-
Losung gewaschen, iiber NasSO4 getrocknet und das Losemittel unter reduziertem Druck

entfernt.

A AV 2: Boc-Entschiitzung

e a) HCl/Dioxan: 1.0 Aq. der Boc-geschiitzten Aminosiure wurde in Dioxan geldst

und bei 0 °C mit 10 Aq. einer HCI-Losung in Dioxan (4 M) versetzt.

e b) TFA: 1.0 Aq. der Boc-geschiitzten Aminosiure wurde in Dichlormethan (1 M)

gelost und bei 0 °C mit 9 Aq. Trifluoressigsiure versetzt.
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Nach beendeter Reaktion (DC-Kontrolle) wurde das Losemittel unter reduziertem Druck
entfernt und das entsprechende HCIl- bzw. TFA-Salz erhalten. Zum Erhalt des freien
Amins wurde das HCI- bzw. TFA-Salz in Dichlormethan gelost und mit ges. NaHCOg3-
Losung versetzt. Nach beendeter COs-Entwicklung wurde die wéssrige Phase mehrmals
mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten org. Phasen wurden iiber NaxSO4 ge-

trocknet und das Losemittel unter reduziertem Druck enfernt.

A AV 3: Verseifung

1.0 Aq. des Esters wurde in einem Gemisch aus Dioxan, Methanol und Wasser (3:1:1)
gelsst und es folgte die Zugabe von 3.0 Aq. LiOH. Die Reaktionsmischung wurde bei
Raumtemperatur geriihrt. Nach beendeter Reaktion (DC-Kontrolle) wurde das Losemit-
tel unter reduziertem Druck entfernt, der Riickstand in 1 M KHSOy4-Losung aufgenom-
men und mehrmals mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten org. Phasen wurden

tiber NagSOy4 getrocknet und das Losemittel unter reduziertem Druck entfernt.

AAV 4: Hydrierung
1.0 Aq. der zu hydrierenden Siure bzw. des zu hydrierenden Alkohols wurde in Ethyl-

acetat gelost. Dieser Losung wurde 1 mol% Palladium auf Kohle zugefiigt und unter Ho-
Atmosphére geriihrt. Nach beendeter Reaktion (DC-Kontrolle) wurde der Katalysator
iiber Celite abfiltriert und das Filtrat eingeengt.

AAV 5: Reduktion mittels NaBH, iiber gemischtes Anhydrid

1.0 Aq. der Siure wurde in THF (0.1 M) gelost und auf —20 °C abgekiihlt. Es folgte
die Zugabe von 1.4 Aq. Triethylamin und 1.4 Aq. Ethylchloroformiat. Nach 20 Minu-
ten wurde das Reaktionsgemisch auf —50 °C abgekiihlt. AnschlieBend wurden 3.0 Aq.
Natriumborhydrid und 1 mL Wasser zum Reaktionsgemisch zugegeben. Dieses wur-
de langsam {iber 4 Stunden auf 10 °C erwdrmt, mit Ethylacetat verdiinnt und 1 M
KHSO4-Losung versetzt. Die org. Phase wurde mit 1 M KHSO4-Losung, Wasser, ges.
NaHCOs3-Losung und ges. NaCl-Losung gewaschen, iiber NaoSOy4 getrocknet und das

Losemittel unter reduziertem Druck entfernt.

A AV 6: Veresterung
a) via 2,4,6-Trichlorbenzoylchlorid

1.0 Aq. der Séure wurde in Toluol (0.5 M) gelsst und auf 0 °C abgekiihlt. Dieser Losung
wurden 1.5 Aq. Triethylamin, 1.5 Aq. Trichlorbenzoylchlorid, 2.0 Aq. DMAP und 1.1 Aq.
des Alkohols zugegeben und iiber Nacht auf Raumtemperatur erwiarmt. Nach beendeter

Reaktion (DC-Kontrolle) wurde die Reaktionslosung mit Ethylacetat verdiinnt und die
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organische Phase mit 1 M KHSO4-Losung, Wasser, ges. NaHCO3-Lésung und ges. NaCl-
Losung gewaschen, iiber NaoSO4 getrocknet und das Losemittel unter reduziertem Druck

entfernt.

b) via TBTU

1.0 Aq. der Siure wurde in Dichlormethan (1 M) gelost und auf 0 °C abgekiihlt. Dieser
Losung wurden 1.3 Aq. TBTU, 2.0 Aq. DIPEA, 0.3 Aq. DMAP und 1.1 Aq. des Alko-
hols zugegeben und iiber Nacht auf Raumtemperatur erwarmt. Nach beendeter Reaktion
(DC-Kontrolle) wurde die Reaktionslosung mit Ethylacetat verdiinnt und die organische
Phase mit 1 M KHSO4-Losung, Wasser, ges. NaHCO3-Losung und ges. NaCl-Losung ge-

waschen, iiber NagSQOy4 getrocknet und das Losemittel unter reduziertem Druck entfernt.

AAV T7: Allylische Alkylierung eines Dipeptids mittels Palladium

Herstellung des Zn-Enolats

In einem ausgeheizten Schlenkrohr wurden unter No-Atmosphére 2.0 Aq. ZnCly aus-
geheizt in abs. THF (1 mL/mmol Substrat) gelost. Diese Losung wurde einer Lésung
von 1.0 Aq. des Dipeptids in abs. THF (1 mL/mmol Dipeptid) zugegeben und auf
—78 °C abgekiihlt. AnschlieBend folgte die tropfenweise Zugabe von 3.5 Aq. LHMDS.
Zur vollstandigen Bildung des Zinkenolats wurde diese Losung fiir 30 Minuten bei —78 °C
geriihrt.

Herstellung der Katalysator/Substratlésung

In einem ausgeheizten Schlenkrohr wurde unter No-Atmosphiire 1 mol% des Allylpalla-
diumchlorid Dimers und 4.5 mol% Triphenylphosphin in abs. THF (1 mL/mmol Sub-
strat) gelost. Diese gelbe Losung wurde etwas bei Raumtemperatur gerithrt und an-
schlieBend mit 0.7 Aq. E-Zimtalkohol-ethylcarbonat versetzt. Diese Losung wurde der

Zinkenolatlosung zugegeben und {iber Nacht auf Raumtemperatur erwarmt.

Die Loésung wurde mit Ethylacetat verdiinnt und mit 1 M KHSO4-Lésung hydrolysiert.
Die wissrige Phase wurde mit Ethylacetat extrahiert und die organische Phase mit ges.
NaCl-Losung gewaschen, iiber Nag SO, getrocknet und das Losemittel unter reduziertem

Druck entfernt.
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7.3 Synthese der Verbindungen

N-Benzyloxycarbonyl-(S)-leucin-tert-butylester (2)

Eine Losung von 26.3 g (1.0 Aq., 89.0 mmol) Cbz-geschiitztem (S)-Leucin in 445 mL
tert-Butanol wurde mit 3.26 g (0.3 Aq., 26.7 mmol) DMAP sowie 41.4 mL (2.0 Aq.,
178 mmol) BocoO versetzt und fiir 18 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach dem
Entfernen des Losemittels und sdulenchromatographischer Aufreinigung (PE/EE 8:2)
konnten 27.7 g (81.0 mmol, 91%) von 2 als farbloses Ol erhalten werden.

R;(2) = 0.64 (PE/EE 1:1)

'H-NMR . (400 MHz, CDCI3)

§ = 0.93 (m, 6 H, 5-H), 1.43 (s, 9 H, 7-H), 1.47 (m, 1 H, 3-H,), 1.58 (m, 1 H, 3-H,),
1.69 (m, 1 H, 4-H), 4.25 (dd, 3.J23 = 14.2 Hz, 3Joxu = 8.7 Hz, 1 H, 2-H), 5.08 (s, 2 H,
9-H), 5.16 (d, *Jyu2 = 8.2 Hz, 1 H, NH), 7.26 — 7.38 (sh, 5 H, 11-H, 12-H, 13-H).

I3C-NMR (101 MHz, CDCl;)

§ = 22.2 (q, 5-Ca), 23.0 (q, 5-Cy), 25.0 (d, 4-C), 28.2 (q, 7-C), 42.3 (t, 3-C), 53.3 (d,
2-C), 67.0 (t, 9-C), 82.0 (s, 6-C), 128.3, 128.3, 128.7 (3 d, 11-C, 12-C, 13-C), 136.6 (s,
10-C), 156.1 (s, 8-C), 172.5 (s, 1-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden

C1sHosNOy [M+H]T 3222013  322.1982

Elementaranalyse
CigH27NO4  berechnet: C 67.26 H 847 N 4.36
(321.41) gefunden: C67.38 H 8.64 N 4.55

(S)-Leucin-tert-butylester (3)

27.7 g (1.0 Aq., 86.0 mmol) N-Benzyloxycarbonyl-(S)-leucin-tert-butylester 2 wurden
in 431 mL Methanol gelost, mit 917 mg (1 mol%, 0.86 mmol) Palladium auf Kohle
(10%-ig) versetzt und unter Ho-Atmosphére (40 psi) fiir 6 Stunden geschiittelt (Parr-
Apparatur). Nach beschriebener Aufarbeitung und anschliefender Aufreinigung mittels
Flashchromatograph wurden 8.06 g (43.0 mmol, 50%) des Produktes 3 als farbloses Ol

erhalten.
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H,N "2, Oje<
o)

7

'H-NMR . (400 MHz, CDCl3)

6 = 0.85 (d, 3J504 = 6.6 Hz, 3 H, 5-H,), 0.88 (d, ®Jsp4 = 6.7 Hz, 3 H, 5-H;), 1.30 (ddd,
% J3a,30 = 13.6 Hz, 3J340 = 8.4 Hz, 3J3,4 = 6.3 Hz, 1 H, 3-H,), 1.36 (br s, 2 H, NHy),
1.40 (s, 9 H, 7-H), 1.45 (ddd, %J3p3, = 13.6 Hz, 3J3,4 = 8.0 Hz, 3J3,2 = 5.8 Hz, 1 H,
3-Hp), 1.71 (m, 1 H, 4-H), 3.26 (dd, 3.J2 3, = 8.4 Hz, >Jo3, = 5.8 Hz, 1 H, 2-H).

I3C-NMR (101 MHz, CDCls;)
§ = 22.1 (q, 5-Cy), 23.1 (q, 5-Cy), 25.0 (d, 4-C), 28.2 (q, 7-C), 44.4 (t, 3-C), 53.6 (d,
2-C), 80.8 (s, 6-C), 176.2 (s, 1-C).

O-Benzyl-(S)-threonin Hydrochlorid (5)

Gemi# AAV 2a wurden 3.01 g (1.0 Aq., 9.72 mmol) N-Boc-O-benzyl-(S)-threonin mit
24.3 mL (10 Aq., 97.0 mmol) einer HCI-Lésung in Dioxan (4 M) versetzt. Nach be-
schriebener Aufarbeitung konnten 2.30 g (9.37 mmol, 96%) des Hydrochlorids 5 als

weifler Feststofl erhalten werden.

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg)

§ =129 (d, 3Jy3 = 6.5 Hz, 3 H, 4-H), 3.97 (d, 3Jo3 = 3.3 Hz, 1 H, 2-H), 4.12 (dd,
3J34 = 6.5 Hz, 3J35 = 3.6 Hz, 1 H, 3-H), 4.46 (d, ?Jsa5, = 11.9 Hz, 1 H, 5-H,), 4.59
(d, 2Jsp54 = 11.9 Hz, 1 H, 5-H,), 7.28 (m, 1 H, 9-H), 7.32 — 7.37 (sh, 4 H, 7-H, 8-H),
8.48 (br s, 1 H, COOH).

I3C-NMR (101 MHz, DMSO-dg)
§ = 16.2 (q, 4-C), 56.6 (d, 2-C), 70.3 (t, 5-C), 72.7 (d, 3-C), 127.5, 127.6, 128.2 (3 d,
7-C, 8-C, 9-C), 138.0 (s, 6-C), 169.3 (s, 1-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
C11HigNOs [M+H]T  210.1125  210.1108
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Elementaranalyse
C11H16CINO3  berechnet: C 53.77 H 6.56 N 5.70
(245.70) gefunden: C53.34 H 6.64 N 5.93

N-(2,2,2-Trichlorethoxycarbonyl)- O-benzyl-(S)-threonin (6)

1.60 g (1.0 Aq., 5.87 mmol) des Hydrochlorids 5 wurden mit 14.7 mL (2.5 Aq., 14.7 mmol)
Natronlauge (1 M) versetzt und auf 0 °C abgekiihlt. Anschlieend folgte die Zugabe von
0.87 mL (1.1 Aq., 6.45 mmol) 2,2,2-Trichlorethylchloroformiat und die Reaktionslosung
wurde iiber Nacht auf Raumtemperatur erwiarmt. Anschliefflend wurde die Losung mit-
tels 1 M KHSO4-Losung auf pH 2 gestellt und mit Dichlormethan (3 x) extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden mit ges. NaCl-Losung gewaschen, {iber NasSOy
getrocknet und das Losemittel unter reduziertem Druck entfernt. Nach Aufreinigung mit-
tels Flashchromatograph wurden 1.83 g (4.77 mmol, 81%) des Troc-geschiitzten Threo-

nins 6 als weifler Feststoff erhalten.

R;(6) = 0.36 (PE/EE 1:1)

t o
7 5 H
9 O<__NH
10
11(O
12CCl3
6

'H-NMR . (400 MHz, CDCIl3)

§ =1.26 (d, 3Jy3 = 6.3 Hz, 3 H, 4-H), 4.21 (dq, 3J34 = 6.2 Hz, 3J35, = 2.1 Hz, 1 H,
3-H), 4.40 (d, 2J114,115 = 11.6 Hz, 1 H, 11-H,,), 4.41 (dd, 3Joxg = 9.4 Hz, 3J5 3 = 2.3 Hz,
1 H, 2-H), 4.57 (d, 2J11p114 = 11.7 Hz, 1 H, 11-Hp), 4.67 (d, 2Js450 = 12.0 Hz, 1 H,
5-H,), 4.81 (d, 2J5p54 = 12.0 Hz, 1 H, 5-H,), 5.80 (d, 3Jnm2 = 9.5 Hz, 1 H, NH), 7.18
~7.36 (sh, 5 H, 7-H, 8-H, 9-H), 9.22 (br s, 1 H, COOH).

13C.NMR (101 MHz, CDCl;)

§ = 16.3 (q, 4-C), 58.9 (d, 2-C), 71.4 (¢, 11-C), 74.2 (d, 3-C), 75.0 (t, 5-C), 95.5 (s,
12-C), 128.0, 128.7 (2 d, 7-C, 8-C), 128.2 (d, 9-C), 137.5 (s, 6-C), 155.3 (s, 10-C), 175.5
(s, 1-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
C14H17Cl3NOs [M+H]t  384.0167  384.0162
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Elementaranalyse
Cl4H16013NO5 berechnet: C43.72 H4.19 N 3.64
(384.64) gefunden: C 43.88 H 4.21 N 3.59

Optische Drehung
(] = +12.9 °(c = 1.1, CHCl3)

Schmelzpunkt
Smp(6) = 74°C

N-(2,2,2-Trichlorethoxycarbonyl)- O-benzyl-(S)-threonyl-(.S)-leucin-
tert-butylester (7)

Zu einer Losung von 4.99 g (1.1 Aq., 13.0 mmol) des geschiitzten Threonins 6 und 2.64 g
(1.0 Aq., 11.8 mmol) (S)-Leucin-tert-butylester Hydrochlorid in 33.7 mL Dichlormethan
wurde bei ~10°C 3.14 mL (2.0 Aq., 23.6 mmol) Collidin und 4.93 g (1.1 Aq., 13.0 mmol)
HATU zugegeben. Die Reaktion wurde iiber Nacht geriihrt und auf Raumtemperatur
erwirmt. Die erhaltene Losung wurde mit Ethylacetat verdiinnt und mit 1 M KHSO4-
Losung, Wasser, ges. NaHCO3-Losung und ges. NaCl-Losung gewaschen, iiber NasSOy
getrocknet und das Losemittel unter reduziertem Druck entfernt. Nach Aufreinigung
mittels Flashchromatograph wurden 6.75 g (12.2 mmol, quant.) des Dipeptids 7 als

weifler Feststoff erhalten.

R;(7) = 0.65 (PE/EE 1:1)

0
1 O
QM*
7

14CCl3

'H-NMR (400 MHz, CDCl3)

§ = 0.87 (d, 3Jsqu = 6.5 Hz, 3 H, 5-H,), 0.89 (d, 3Js5p4 = 6.4 Hz, 3 H, 5-H,), 1.24
(d, 3J1110 = 6.4 Hz, 3 H, 11-H), 1.45 (s, 9 H, 7-H), 1.50 — 1.61 (sh, 2 H, 3-H,, 4-H),
1.67 (m, 1 H, 3-Hy), 4.18 (qd, 3Ji911 = 6.4 Hz, 3J199 = 3.2 Hz, 1 H, 10-H), 4.38 (dd,
3Jonu = 6.5 Hz, 3Jg10 = 3.1 Hz, 1 H, 9-H), 4.44 (ddd, 3Jonu = 3Ja3, = 8.6 Hz,
3Ja3, = 5.0 Hz, 1 H, 2-H), 4.58 (d, 2J154,150 = 11.4 Hz, 1 H, 15-H,,), 4.71 (d, ?Ji5p,150 =
11.4 Hz, 1 H, 15-Hy), 4.71 (d, 2J134,130 = 11.9 Hz, 1 H, 13-H,,), 4.76 (d, 213,13, = 12.0 Hz,
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1 H, 13-Hy), 6.06 (d, 3Jxmo = 6.5 Hz, 1 H, NH,), 7.00 (d, 3Jxm2 = 8.1 Hz, 1 H, NH,),
7.27 - 7.38 (sh, 5 H, 17-H, 18-H, 19-H).

I3C-NMR (101 MHz, CDCls;)

§ = 14.9 (q, 11-C), 22.1 (q, 5-C,), 23.0 (q, 5-Cp), 25.0 (d, 4-C), 28.2 (q, 7-C), 41.7 (4,
3-C), 51.9 (d, 2-C), 57.7 (d, 9-C), 71.8 (t, 15-C), 74.6 (d, 10-C), 74.9 (t, 13-C), 82.1 (s,
6-C), 95.8 (s, 14-C), 128.0, 128.2, 128.7 (3 d, 17-C, 18-C, 19-C), 137.9 (s, 16-C), 154.6
(s, 12-C), 168.7 (s, 8-C), 171.7 (s, 1-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
CoqH36CI13N20g [M+H]T  553.1633  553.1631

Elementaranalyse
CQ4H35C13N206 berechnet: C52.04 HG6.37 N 5.06
(553.90) gefunden: C 52.19 H 640 N 5.04

Optische Drehung
[ = 4+2.4° (c = 1.0, CHCl;)

Schmelzpunkt
Smp(7) =79 °C

N-(2,2,2-Trichlorethoxycarbonyl)-(.S)-threonyl-(S)-leucin-tert-butyl-
ester (8)

Gemifl AAV 4 wurden 1.49 g (1.0 Aq., 2.68 mmol) des Dipeptids 7 in Ethylacetat (1 M)
geldst, mit 285 mg (10 mol%, 270 pmol) Palladium auf Kohle (10%-ig) versetzt und unter
Ho-Atmosphére (1 bar) fiir 18 Stunden geriihrt. Nach beschriebener Aufarbeitung und

anschliefender Aufreinigung mittels Flashchromatograph wurden 1.21 g (2.61 mmol,
97%) des Produktes 8 als weifler Feststoff erhalten.

R;(8) = 0.53 (PE/EE 1:1)

5

4
151 0 3
HOW"LN 2 Oj6<
Os__NH, Ha o 7
Yo
13 0O

14CCl3

'H-NMR (400 MHz, CDCIl3)
§ = 0.88 (d, 3Jsq4 = 5.8 Hz, 3 H, 5-H,), 0.90 (d, 3Jsp4 = 6.0 Hz, 3 H, 5-Hy), 1.17 (d,
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3J1110 = 6.5 Hz, 3 H, 11-H), 1.42 (s, 9 H, 7-H), 1.47 (m, 1 H, 3-H,), 1.53 — 1.64 (sh, 2 H,
3-Hy, 4-H), 1.75 (brs, 1 H, OH), 4.18 (dd, 3 Jo xu = 7.8 Hz, 3Jg 10 = 2.8 Hz, 1 H, 9-H), 4.31
(ad, 3J1011 = 6.4 Hz, 3J109 = 2.6 Hz, 1 H, 10-H), 4.44 (ddd, 3Joxu = 3J2,3, = 8.8 Hz,
3Ja3 = 4.9 Hz, 1 H, 2-H), 4.69 (d, 213413, = 12.0 Hz, 1 H, 13-H,,), 4.73 (d, 2J13p,134 =
12.0 Hz, 1 H, 13-H,), 6.03 (d, >Jxpo = 7.8 Hz, 1 H, NH,), 6.68 (d, *Jxn2 = 8.3 Hz,
1 H, NH,).

I3C-NMR (101 MHz, CDCI;)

§ = 18.0 (q, 11-C), 22.1 (q, 5-Ca), 23.0 (q, 5-Cp), 25.2 (d, 4-C), 28.2 (q, 7-C), 41.4 (t,
3-C), 51.9 (d, 2-C), 58.6 (d, 9-C), 67.2 (d, 10-C), 74.9 (t, 13-C), 82.6 (s, 6-C), 95.5 (s,
14-C), 155.1 (s, 12-C), 170.2 (s, 8-C), 172.3 (s, 1-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
C17H30ClI3N3Og [M+H]+ 463.1164 463.1164

Elementaranalyse
C17H29013N206 berechnet: C44.03 H6.30 N 6.04
(463.78) gefunden: C44.21 H6.35 N 5.94

Optische Drehung
[ = -19.9° (c = 1.0, CHCl;)

Schmelzpunkt
Smp(8) = 57 °C

N-tert-Butoxycarbonyl- O-allyl-(S)-tyrosin-allylester (10)

10.1 g (1.0 Aq., 35.9 mmol) N-Boc-(S)-Tyrosin und 11.9 g (2.4 Aq., 86.0 mmol) Kalium-
carbonat wurden in einem Losemittelgemisch von DMF und Wasser (10:1, 0.3 M) gelost
und auf 0 °C abgekiihlt. Danach erfolgte die tropfenweise Zugabe von 12.4 mL (4.0 Aq.,
144 mmol) Allylbromid. Nach 3 Stunden wurde die Reaktion mit Wasser versetzt und
die wéssrige Phase mit Ethylacetat (3 x) extrahiert. Die vereinigten organischen Pha-
sen wurden mit 5%-iger KHSO4-Losung, ges. NaHCO3-Losung, Wasser (3 x) und ges.
NaCl-Losung gewaschen, iiber NapSO,4 getrocknet und das Losemittel unter reduziertem
Druck entfernt. Es wurden 10.3 g (28.5 mmol, 79%) des Produktes 10 als farbloses Ol

erhalten.

R;(10) = 0.65 (PE/EE 1:1)
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'H-NMR . (400 MHz, CDCl3)

§ =1.40 (s, 9 H, 13-H), 3.01 (m, 2 H, 3-H), 4.49 (ddd, 3.Js 9 = 5.3 Hz, *J5 100 = *Js 100 =
1.5 Hz, 2 H, 8H), 4.53 (d, 3Joxu = 7.7 Hz, 1 H, 2-H), 4.57 (dt, 3J1415 = 5.7 Hz,
4 J1a16 = 0.8 Hz, 2 H, 14-H), 4.94 (d, 3Jxu2 = 7.7 Hz, 1 H, NH), 5.20 — 5.33 (sh, 3 H,
16-H, 10-H,), 5.38 (ddt, Jiop9 = 17.2 Hz, 2J10p10a = *J10bs = 1.5 Hz, 1 H, 10-Hy),
5.85 (ddt, 3J1516 = 16.3 Hz, 3J15164 = 10.4 Hz, 3.J15 14 = 5.8 Hz, 1 H, 15-H), 6.02 (ddt,
3J9.100 = 17.3 Hz, 3J910, = 10.5 Hz, 3Jg s = 5.3 Hz, 1 H, 9-H), 6.81 (m, 2 H, 6-H), 7.02
(d,3Js5 = 8.6 Hz, 2 H, 5-H).

I3C-NMR (101 MHz, CDCI3)

§ = 28.5 (q, 13-C), 37.7 (¢, 3-C), 54.8 (d, 2-C), 66.1 (t, 8-C), 69.0 (t, 14-C), 80.1 (s,
12-C), 115.0 (d, 6-C), 117.8 (t, 16-C), 119.1 (t, 10-C), 128.3 (s, 4-C), 130.6 (d, 5-C),
131.8 (d, 15-C), 133.5 (d, 9-C), 155.3 (s, 11-C), 157.9 (s, 7-C), 171.9 (s, 1-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
CooHosNO5 [M+H|T  362.1962  362.1961

Elementaranalyse
CooH27NO5  berechnet: C 66.46 H 7.53 N 3.88
(361.43) gefunden: C 66.08 H 7.76 N 4.09

N-tert-Butoxycarbonyl- O-allyl-(S)-tyrosin (11)

GemiB AAV 3 wurden 10.3 g (1.0 Aq., 28.5 mmol) des geschiitzten Tyrosins 10 mit
3.66 g (3.0 Aq., 86.0 mmol) Lithiumhydroxid verseift. Nach 2.5 Stunden und beschrie-
bener Aufarbeitung konnten 9.48 g (29.5 mmol, quant.) der Siure 11 als farbloses Ol

erhalten werden.

R;(11) = 0.41 (PE/EE 1:1)
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IH-NMR (400 MHz, CDCls)

Rotamerenverhdltnis: 69:31

§ = 1.40 (s, 9 H, 13-H), 3.01 (dd, %J3,3, = 14.0 Hz, 3J3,2 = 6.1 Hz, 1 H, 3-H,),
3.11 (dd, ?Jsp3, = 13.8 Hz, 3J3,0 = 5.4 Hz, 1 H, 3-H,), 4.49 (ddd, 3Js9 = 5.3 Hz,
4Js10a = *Js100 = 1.5 Hz, 2 H, 8-H), 4.56 (m, 1 H, 2-H), 4.94 (d, *Jxu2 = 8.0 Hz,
1 H, NH), 5.25 (ddt, 3Ji0a0 = 10.6 Hz, 2Ji0a100 = 1.6 Hz, *J10,8 = 1.4 Hz, 1 H,
10-Hy,), 5.38 (ddt, 3Ji0p9 = 17.3 Hz, *J10p8 = 2J10p,100 = 1.6 Hz, 1 H, 10-Hy), 6.02 (ddt,
3J9100 = 17.2 Hz, 3Jg 100 = 10.6 Hz, 3Jgs = 5.3 Hz, 1 H, 9-H), 6.83 (d, 3.Js5 = 8.6 Hz,
2 H, 6-H), 7.07 (d, 3J56 = 8.1 Hz, 2 H, 5-H), 9.66 (br s, 1 H, COOH).

Sichtbare Signale des Nebenrotamers:

§=1.29 (s, 9 H, 13-H), 2.85 (brs, 1 H, 3-H,), 4.33 (br's, 1 H, 2-H), 6.3 (d, 3Jxm2 = 5.5 Hz,

1 H, NH).

I3C-NMR (101 MHz, CDCIl3)

§ = 28.5 (q, 13-C), 37.1 (t, 3-C), 54.6 (d, 2-C), 69.0 (t, 8-C), 80.4 (s, 12-C), 115.0 (d,
6-C), 117.9 (t, 10-C), 128.2 (s, 4-C), 130.6 (d, 5-C), 133.5 (d, 9-C), 155.6 (s, 11-C), 157.9

(s, 7-C), 176.6 (s, 1-C).

Sichtbares Signal des Nebenrotamers:
§ = 28.3 (13-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
C17H24NO; [M+H]T 3221649  322.1628

Elementaranalyse
C17H23NOs berechnet: C 63.54 H 7.21 N 4.36
(321.37) gefunden: C63.19 H 7.35 N 4.30

N-tert-Butoxycarbonyl- N-methyl- O-allyl-(S)-tyrosin (12)

9.54 g (1.0 Aq., 29.7 mmol) von 11 wurden unter Ny-Atmosphiire in abs. THF (0.23 M)
gelost und mit 18.6 mL (10 Aq., 297 mmol) Methyliodid versetzt. Die resultierende

Losung wurde auf 0 °C abgekiihlt woraufhin eine portionsweise Zugabe von 4.75 g
(4.0 Aq., 119 mmol) NaH (60%-ig in Mineralsl) erfolgte. Das Gemisch wurde iiber Nacht
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geriihrt und auf Raumtemperatur erwérmt. Im Anschluss wurde die Suspension mit
Wasser versetzt und die wissrige Phase mit Ethylacetat extrahiert. Die wéssrige Phase
wurde mit 10%-iger Zitronenséure angesiuert und anschliefend mit Ethylacetat (3 x) ex-
trahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit 5%-iger NasSoO3-Losung und
ges. NaCl-Losung gewaschen und iiber NasSO,4 getrocknet. Nach dem Entfernen des
Losemittels und sédulenchromatographischer Aufreinigung (PE/EE 7:3 + 1 vol% AcOH)
konnten 8.26 g (24.6 mmol, 83%) der N-methylierten Séure 12 als gelbliches Ol erhalten

werden.

R;(12) = 0.45 (PE/EE 1:1 + 1 vol% AcOH)
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'H-NMR (400 MHz, CDCIs)

Rotamerenverhdltnis: 56:44

§ = 1.41 (s, 9 H, 13-H), 2.81 (s, 3 H, 14-H), 3.08 (m, 1 H, 3-H,), 3.31 (m, 1 H, 3-H),
4.57 (d, 3J39 = 5.3 Hz, 2 H, 8H), 4.61 (dd, 3J23, = 10.9 Hz, 3Jo3, = 4.3 Hz, 1 H,
2-H), 5.33 (ddt, 3.J10a,0 = 10.5 Hz, 2J104,100 = *J10a,8 = 1.4 Hz, 1 H, 10-H,), 5.33 (ddt,
3J10b9 = 17.3 Hz, 2J10p10a = *J10ps = 1.6 Hz, 1 H, 10-H,), 6.10 (ddt, 3.Jg 105 = 17.2 Hz,
3J9.10a = 10.5 Hz, 3Jo s = 5.3 Hz, 1 H, 9-H), 6.91 (d, 3Js5 = 7.4 Hz, 2 H, 6-H), 7.15 (m,
2 H, 5-H), 10.6 (br s, 1 H, COOH).

Sichtbare Signale des Nebenrotamers:
§ =146 (s, 9 H, 13-H), 2.76 (s, 3 H, 14-H), 4.90 (dd, 3J23, = 10.5 Hz, 3.J5 3, = 4.6 Hz,
1 H, 2-H).

I3C-NMR (101 MHz, CDCl;)

§ = 28.4 (q, 13-C), 32.8 (q, 14-C), 34.1 (t, 3-C), 61.8 (d, 2-C), 69.0 (t, 8-C), 80.9 (s,
12-C), 115.1 (d, 6-C), 117.8 (t, 10-C), 128.4 (d, 5-C), 129.8 (s, 4-C), 133.5 (d, 9-C), 156.6
(s, 11-C), 157.7 (s, 7-C), 176.5 (s, 1-C).

Sichtbare Signale des Nebenrotamers:
d = 28.5 (q, 13-C), 33.1 (q, 14-C), 34.6 (t, 3-C), 61.0 (d, 2-C), 115.0 (d, 6-C), 129.2 (s,
4-C), 155.3 (s, 11-C), 156.6 (s, 7-C), 176.1 (s, 1-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
C1sH24NO5 [M-H]™ 3341660  334.1651
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Optische Drehung
[]® = -65.3° (c = 1.0, CHCl;)

N-tert-Butoxycarbonyl- N-methyl- O-allyl-(S)-tyrosyl-(.S)-valin-
methylester (13)

Gemifs AAV 1b wurden 3.91 g (1.0 Aq., 11.1 mmol) der Séure 12 und 1.87 g (1.0 Aq.,
11.2 mmol) Valinmethylester Hydrochlorid in Dichlormethan (0.1 M) gelost und mit
4.66 g (1.1 Aq., 12.3 mmol) HATU und 4.28 mL (2.2 Aq., 24.5 mmol) DIPEA versetzt.
Am folgenden Tag konnten nach beschriebener Aufarbeitung 4.28 g (9.53 mmol, 86%)
des Dipeptids 13 als farbloses Ol erhalten werden.

R;(13) = 0.51 (PE/EE 1:1)

'H-NMR . (400 MHz, CDCl3)

Rotamerenverhdltnis: 57:43

§ = 0.84 (d, 3J4q3 = 6.0 Hz, 3 H, 4-H,), 0.88 (d, 3Jsp3 = 7.0 Hz, 3 H, 4-H;), 1.39 (s,
9 H, 19-H), 2.13 (dq, 3J32 = 13.2 Hz, 3J54 = 6.6 Hz, 1 H, 3-H), 2.70 (s, 3 H, 15-H),
2.94 (m, 1 H, 7-H,), 3.23 (m, 1 H, 7-Hy), 3.67 (s, 3 H, 16-H), 4.47 (d, 3J12.13 = 5.3 Hz,
2 H, 12-H), 4.49 (s, 1 H, 2-H), 4.77 (br s, 1 H, 6-H), 5.24 (dd, 3J140.13 = 10.5 Hz,
2Ji4a14s = 1.3 Hz, 1 H, 14-H,), 5.36 (dd, 3Jiap13 = 17.3 Hz, J1ap 140 = 1.3 Hz, 1 H,
14-Hy), 6.01 (ddt, 3Jy3 145 = 17.3 Hz, 3J13144 = 10.5 Hz, 3J1314 = 5.3 Hz, 1 H, 13-H),
6.66 (d, >Jxue = 7.7 Hz, 1 H, NH), 6.89 (d, 3J199 = 8.5 Hz, 2 H, 10-H), 7.07 (m, 2 H,
9-H).

Sichtbare Signale des Nebenrotamers:
§ =1.33 (s, 9 H, 19-H), 2.76 (s, 3 H, 15-H), 3.71 (s, 3 H, 16-H), 6.33 (d, 3Jxn2 = 5.5 Hz,
1 H, NH).

I3C-NMR (101 MHz, CDCl;)
§ = 19.2 (q, 4-C), 28.5 (q, 19-C), 31.4 (q, 15-C), 31.5 (d, 3-C), 33.2 (t, 7-C), 52.3 (q,
16-C), 57.1 (d, 2-C), 60.1 (d, 6-C), 69.0 (t, 12-C), 80.6 (s, 18-C), 114.9 (d, 10-C), 117.7
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(t, 14-C), 129.9 (s, 8-C), 130.1 (d, 9-C), 133.6 (d, 13-C), 156.7 (s, 17-C), 157.4 (s, 11-C),
170.6 (s, 5-C), 172.2 (s, 1-C).

Sichtbare Signale des Nebenrotamers:
§ =17.7 (q, 4-C), 61.6 (t, 7-C), 81.1 (s, 18-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
CoyH37NoOg [M+H|T  449.2646  449.2647

Elementaranalyse
Cos4H36NoOg  berechnet: C 64.26 H 809 N 6.25
(448.26) gefunden: C64.24 H 816 N 6.13

Optische Drehung
[]® = -1.8° (¢ = 1.3, CHCl3)

N-Methyl- O-allyl-(S)-tyrosyl-(S)-valin-methylester Hydrochlorid (14)

GemiB AAV 2a wurden 4.10 g (1.0 Aq., 8.73 mmol) des Dipeptids 13 bei 0 °C mit
21.8 mL (10 Aq., 87 mmol) einer HCl-Losung in Dioxan (4 M) versetzt. Nach beschriebe-
ner Aufarbeitung konnten 3.06 g (8.73 mmol, quant.) des Hydrochlorids 14 als gelbliches

Ol erhalten werden.

'H-NMR (400 MHz, CDCl3)

§ = 0.91 (d, 3J4a3 = 6.8 Hz, 3 H, 4-H,), 0.94 (d, 3Jy3 = 6.8 Hz, 3 H, 4-H,), 2.16
(dq, 3J32 = 3J34 = 6.6 Hz, 1 H, 3-H), 2.76 (s, 3 H, 15-H), 3.29 (dd, 2.J7, 7, = 13.1 Hz,
3J7a6 = 9.6 Hz, 1 H, 7-H,), 3.46 (m, 1 H, 7-H,), 3.56 (s, 3 H, 16-H), 4.27 (dd, 3Joxu =
7.0 Hz, 3Ja3 = 6.0 Hz, 1 H, 2-H), 4.31 — 4.46 (sh, 3 H, 12-H, 6-H), 5.21 (dd, >J144.13 =
10.5 Hz, 2J140.14» = 1.3 Hz, 1 H, 14-H,), 5.33 (dd, ®J14p13 = 17.3 Hz, 2 J14p.140 = 1.5 Hz,
1 H, 14-Hp), 5.96 (ddt, 3J1314 = 17.3 Hz, 3J13144 = 10.5 Hz, 3J1319 = 5.3 Hz, 1 H,
13-H), 6.76 (d, 3J109 = 8.4 Hz, 2 H, 10-H), 7.17 (d, 3Jg 10 = 8.3 Hz, 2 H, 9-H), 7.85 (d,
3Jxmz2 = 7.5 Hz, 1 H, NH,), 9.05 (br s, 1 H, NH,), 9.98 (br s, 1 H, NHy).

I3C-NMR (101 MHz, CDCl;)
§ = 18.5 (q, 4-C,), 19.3 (q, 4-Cy), 30.6 (d, 3-C), 32.0 (q, 15-C), 35.7 (t, 7-C), 52.3 (q,
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16-C), 58.7 (d, 2-C), 63.6 (d, 6-C,), 68.9 (t, 12-C), 115.2 (d, 10-C), 117.8 (t, 14-C), 126.1
(s, 8-C), 130.8 (d, 9-C), 133.3 (d, 13-C), 158.8 (s, 11-C), 167.1 (s, 5-C), 171.4 (s, 1-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
C19H29NoOy4 [M+H]+ 349.2122  349.2123

Optische Drehung
[]® = +8.4° (c = 1.3, CHCl;)

N-tert-Butoxycarbonyl-(.S)-phenylalanyl- N-methyl- O-allyl-(S)-tyrosyl-
(S)-valin-methylester (15)

562 mg (1.1 Aq., 2.12 mmol) Boc-Phenylalanin und 741 mg (1.0 Aq., 1.93 mmol) des
Hydrochlorids 14 wurden unter Na-Atmosphire in abs. Dichlormethan (1 M) gelost und
auf 0 °C abgekiihlt. AnschlieBend folgte die Zugabe von 937 mg (1.1 Aq., 2.12 mmol)
BOP und 1.0 mL (3.0 Aq., 5.78 mmol) DIPEA. Die Reaktion wurde iiber Nacht geriihrt
und auf Raumtemperatur erwdrmt. Das Reaktionsgemisch wurde mit Ethylacetat ver-
diinnt und mit 1 M KHSO4-Lésung versetzt. Die org. Phase wurde mit 1 M KHSOy-
Losung, Wasser, ges. NaHCOj3-Losung und ges. NaCl-Losung gewaschen, iiber NasSOy
getrocknet und das Losemittel unter reduziertem Druck entfernt. Nach sdulenchromato-
graphischer Aufreinigung (PE/EE 7:3) konnten 981 mg (1.65 mmol, 86%) des Tripeptids

15 als farbloses Ol erhalten werden.

R;(15) = 0.40 (PE/EE 1:1)

23 21
0 4
19 1|5 o 3
bHN1817 AN 10\16
2 ) Ha o
o o~ TN Ho
25 11 12 14
26 10 0 13 Ha
15

'H-NMR (400 MHz, CDCIl3)

Rotamerenverhdltnis: 57:43

§ = 0.89 (d, 3Jya3 = 6.8 Hz, 3 H, 4-H,), 0.92 (d, 3Jy3 = 6.8 Hz, 3 H, 4-H,), 1.30
(s, 9 H, 26-H), 1.60 (dd, 2Ji94100 = 14.7 Hz, 3J19418 = 4.2 Hz, 1 H, 19-H,), 2.09
(m, 1 H, 3-H), 2.38 (dd, %2Ji9p10¢ = 14.7 Hz, 3J19p15 = 10.6 Hz, 1 H, 19-H,), 2.74
(dd, 2J747 = 14.5 Hz, 3J7,6 = 10.4 Hz, 1 H, 7-H,), 2.92 (s, 3 H, 15-H), 3.16 (dd,
2Jtb7a = 14.5 Hz, 3J,6 = 4.5 Hz, 1 H, 7-H,), 3.69 (s, 3 H, 16-H), 4.37 — 4.42 (sh, 3 H,
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2-H, 12-H,, 18-H), 4.47 (ddd, 3J19513 = 5.3 Hz, *J19p 140 = *J120140 = 1.5 Hz, 1 H, 12-
Hy), 4.78 (d, 3Jxm1s = 5.9 Hz, 1 H, NH,), 4.89 (dd, 3Js,7, = 10.3 Hz, 3Js 7, = 4.4 Hz, 1 H,
6-H), 5.24 (ddt, 3J146,13 = 10.6 Hz, 2 J140146 = *J14a,12 = 1.4 Hz, 1 H, 14-H,,), 5.37 (ddt,
3J1ap13 = 17.3 Hz, 2 J14p 140 = *J14p12 = 1.6 Hz, 1 H, 14-H,), 6.01 (ddt, 3Jy3,14 = 17.2 Hz,
313140 = 10.5 Hz, 3J1319 = 5.3 Hz, 1 H, 13-H), 6.72 (d, 3Ji09 = 8.5 Hz, 2 H, 10-H),
6.93 (d, 3Ja190 = 7.0 Hz, 2 H, 21-H), 7.04 (d, Jo10 = 8.6 Hz, 2 H, 9-H), 7.18 (%,
3J2390 = 7.8 Hz, 1 H, 23-H), 7.24 (m, 2 H, 22-H), 8.01 (d, *Jxu2 = 8.2 Hz, 1 H, NH,,).

Sichtbare Signale des Nebenrotamers:

§ = 0.78 (d, ®Jua3 = 6.9 Hz, 3 H, 4-H,), 0.84 (d, 3Jy3 = 6.9 Hz, 3 H, 4-H,), 1.35
(s, 9 H, 26-H), 2.09 (m, 1 H, 3-H), 2.80 (m, 1 H, 19-H,), 2.87 (s, 3 H, 15-H), 2.90 (m,
1 H, 7-H,), 2.97 (dd, 2Ji9p190 = 13.6 Hz, 3Jigp15 = 6.7 Hz, 1 H, 19-H;), 3.21 (m, 1 H,
7-Hyp), 3.68 (s, 3 H, 16-H), 4.15 (dd, 2J124125 = 12.9 Hz, 3J124,13 = 5.2 Hz, 1 H, 12-H,,),
4.25 (dd, 2Jy2p 124 = 12.8 Hz, 3J19p13 = 5.3 Hz, 1 H, 12-Hp), 4.72 (m, 1 H, 18-H), 5.00
(d, 3Jxmas = 9.1 Hz, 1 H, NHp), 5.10 (dd, 3J144,13 = 10.5 Hz, 2J140.14» = 1.3 Hz, 1 H,
14-H,), 5.19 (dd, 3Jy4p13 = 17.3 Hz, 2J14p 140 = 1.5 Hz, 1 H, 14-H,), 5.19 (m, 1 H, 6-H),
5.81 (ddt, 3Jy3 145 = 17.2 Hz, 3J13140 = 10.5 Hz, 3J1312 = 5.3 Hz, 1 H, 13-H), 6.26 (d,
3Jnnz2 = 8.4 Hz, 1 H,NH,), 6.79 (d, 3J109 = 8.7 Hz, 2 H, 10-H), 7.06 (d, 3Jg 10 = 8.6 Hz,
2 H, 9-H).

13C-NMR (101 MHz, CDCls)

§ =19.2 (q, 4-Cq), 19.5 (q, 4-Cp), 28.3 (q, 26-C), 29.9 (q, 15-C), 30.8 (d, 3-C), 33.8 (t,
7-C), 36.9 (t, 19-C), 49.9 (d, 18-C), 52.1 (q, 16-C), 57.5 (d, 2-C), 62.8 (d, 6-C), 68.9 (t,
12-C), 80.7 (s, 25-C), 115.6 (d, 10-C), 117.8 (t, 14-C), 127.0 (d, 23-C), 128.7 (d, 22-C),
129.1 (d, 21-C), 129.9 (s, 8-C), 130.6 (d, 9-C), 133.3 (d, 13-C), 136.4 (s, 20-C), 156.2 (s,
24-C), 157.8 (s, 11-C), 169.5 (s, 5-C), 172.5 (s, 1-C), 173.2 (s, 17-C).

Sichtbare Signale des Nebenrotamers:

d = 18.1 (q, 4-C,), 19.1 (q, 4-Cp), 28.5 (q, 26-C), 31.3 (q, 15-C), 33.5 (t, 7-C), 39.4
(t, 19-C), 52.1* (d, 18-C), 52.3 (q, 16-C), 58.6 (d, 2-C), 59.0* (d, 6-C), 70.0 (t, 12-C),
80.0 (s, 25-C), 115.0 (d, 10-C), 117.7 (t, 14-C), 127.1 (d, 23-C), 130.2 (d, 9-C), 133.5 (d,
13-C), 136.7 (s, 20-C), 155.1 (s, 24-C), 157.6 (s, 11-C), 172.0 (s, 1-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
C33HysN3O7 [M+H]"  596.3330  596.3275

Elementaranalyse
C33Hy5N30O7  berechnet: C 66.53 H 7.61 N 7.05
(595.73) gefunden: C 66.37 H 7.84 N 6.95

Optische Drehung
[]® = -51.7° (c = 1.0, CHCl;)
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(S)-Phenylalanyl- N-methyl- O-allyl-(S)-tyrosyl-(.S)-valin-methylester
Hydrochlorid (16)

GemiB AAV 2a wurden 570 mg (1.0 Aq., 0.96 mmol) des Tripeptids 15 bei 0 °C mit
2.39 mL (10 Aq., 9.57 mmol) einer HCl-Losung in Dioxan (4 M) versetzt. Nach be-
schriebener Aufarbeitung konnten 509 mg (0.96 mmol, quant.) des Hydrochlorids 16 als
gelbliches Ol erhalten werden.

'H-NMR . (400 MHz, CDCIl3)

Rotamerenverhdaltnis: 80:20

§ =0.78 (d, 3Jyq3 = 6.9 Hz, 3 H, 4-H,), 0.87 (d, 3Jyp3 = 6.9 Hz, 3 H, 4-H,), 1.60 (dd,
2 Ji9a90 = 14.7 Hz, 319418 = 4.2 Hz, 1 H, 19-H,), 2.09 (m, 1 H, 3-H), 2.63 (m, 1 H,
19-Hp), 2.90 (s, 3 H, 15-H), 2.97 (m, 2 H, 7-H), 3.07 (dd, 3J1s19, = 9.4 Hz, 3J15 105 =
4.2 Hz, 1 H, 18-H), 3.68 (s, 3 H, 16-H), 4.50 (ddd, 3.J1213 = 5.3 Hz, 212140 = *J12,14p =
1.4 Hz, 2 H, 12-H), 4.52 (d, 3Ja3 = 4.9 Hz, 1 H, 2-H), 4.64 (dd, 3Js 7, = 10.0 Hz, 3Js 7 =
4.6 Hz, 1 H, 6-H), 5.25 (ddt, 3J14413 = 10.5 Hz, 2J14414p = *J140,12 = 1.4 Hz, 1 H, 14-
H,), 5.27 (m, 1 H, 18-H), 5.38 (ddt, 3Ji4p13 = 17.3 Hz, 2J14p 140 = *J1ap12 = 1.6 Hz,
1 H, 14-H,), 6.02 (ddt, 3.J1514 = 17.2 Hz, 3J13144 = 10.5 Hz, 3J1312 = 5.4 Hz, 1 H,
13-H), 6.83 — 6.88 (sh, 3 H, 10-H, 23-H), 7.01 (d, 3Jo 10 = 8.7 Hz, 2 H, 9-H), 7.13 — 7.32
(sh, 4 H, 21-H, 22-H), 8.65 (d, 3Jxm2 = 9.0 Hz, 1 H, NH,,).

Sichtbare Signale des Nebenrotamers:

§ = 0.85 (d, 3Jua3 = 6.9 Hz, 3 H, 4-H,), 2.88 (s, 3 H, 15-H), 3.22 (dd, 2J7, 75 = 14.4 Hz,
3Ja6 = 7.1 Hz, 1 H, 7-H,), 3.21 (m, 1 H, 7-Hy), 3.69 (s, 3 H, 16-H), 4.20 (m, 1 H,
6-H), 4.42 (dd, 3Jonug = 8.7 Hz, 3Jo3 = 5.2 Hz, 1 H, 2-H), 4.46 (ddd, 3.J12,15 = 5.3 Hz,
4 T12,140 = Y 12,145 = 1.5 Hz, 2 H, 12-H), 5.36 (ddt, 3 J1ap13 = 17.2 Hz, 2 J1ap 140 = 3 J14p 12 =
1.6 Hz, 1 H, 14-Hp), 5.81 (ddt, 3J13 14 = 17.3 Hz, 3.J13 144 = 10.6 Hz, 3.J1512 = 5.3 Hz,
1 H, 13-H), 6.47 (d, 3Jxn2 = 8.5 Hz, 1 H, NH,), 6.79 (d, Ji09 = 8.7 Hz, 2 H, 10-H),
7.09 (d, 3Jo 10 = 8.6 Hz, 2 H, 9-H).

I3C-NMR (101 MHz, CDCIl3)
§ = 17.4 (q, 4-Cy), 17.9 (q, 4-Cy), 29.0 (q, 15-C), 31.2 (d, 3-C), 32.3 (¢, 7-C), 41.6 (t,
19-C), 52.3 (q, 16-C), 53.4 (d, 18-C), 57.3 (d, 2-C), 62.1 (d, 6-C), 69.0 (t, 12-C), 115.2
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(d, 10-C), 118.0 (t, 14-C), 126.8 (s, 8-C), 127.1, 127.4, 129.2, 129.4, 129.5 (3 d, 21-C,
22-C, 23-C), 130.2 (d, 9-C), 133.4 (d, 13-C), 138.1 (s, 20-C), 157.8 (s, 11-C), 170.0 (s,
5-C), 172.8, 176.2 (2 s, 1-C, 17-C).

Sichtbare Signale des Nebenrotamers:

d = 31.3 (q, 15-C), 36.0 (t, 7-C), 40.9 (t, 19-C), 31.3 (q, 16-C), 52.3 (d, 2-C), 115.0 (d,
10-C), 118.0 (t, 14-C), 130.1 (d, 9-C), 133.2 (d, 13-C), 136.4 (s, 20-C), 158.5 (s, 11-C),
173.3 (s, 1-C/17-C).

MS (ESI) berechnet gefunden
CogH3gN305 [NI—I—H]Jr 496.28 496.35

Optische Drehung
(] = -42.5° (c = 1.0, CHCl3)

N,N-Di-tert-Butoxycarbonyl-5-hydroxy-(.S)-norvalin-benzylester (17a)

Gem#B AAV 5 wurden 525 mg (1.0 Aq., 1.56 mmol) Boc-(S)-Glutaminsiurebenzyl-
ester in THF gelost und bei 20 °C mit 188 pL (1.1 Aq., 1.71 mmol) NMM und
164 uL (1.1 Aq., 1.71 mmol) Ethylchloroformiat versetzt. Nach 20 Minuten wurde das
Reaktionsgemisch auf ~50 °C abgekiihlt und diesem 58.8 mg (1.0 Aq., 1.56 mmol)
Natriumborhydrid sowie 1 mL Wasser zugegeben. Nach beschriebener Aufarbeitung
und anschliefilender séulenchromatographischer Aufreinigung (PE/EE 7:3—EE) konn-
ten 503 mg (1.56 mmol, quant.) des Alkohols 17a als farbloses Ol erhalten werden.

R;(17a) = 0.24 (PE/EE 1:1)

17a

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg)

Rotamerenverhdltnis: 76:24

d =1.36 (s, 9 H, 8H), 1.44 (m, 2 H, 4-H), 1.58 (m, 1 H, 3-H,), 1.74 (m, 1 H, 3-Hy),
3.97 (ddd, 3J2,3, = 8.5 Hz, 3Jonu = 8.3 Hz, 3.Ja3, = 5.4 Hz, 1 H, 2-H), 4.42 (br s, 1 H,
OH), 5.07 (d, >Joa9p = 12.6 Hz, 1 H, 9-H,), 5.14 (d, 2Jgp 0, = 12.7 Hz, 1 H, 9-H,), 7.28
(d, 3Jxm2 = 7.8 Hz, 1 H, NH), 7.30 — 7.39 (sh, 5 H, 11-H, 12-H, 13-H).

Das Signal von 5-H liegt unter dem Wassersignal bei 3.34 ppm
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I3C-NMR (101 MHz, DMSO-dy)

= 28.2 (t, 4-C), 28.2 (q, 8-C), 28.9 (t, 3-C), 53.6 (d, 2-C), 60.1 (t, 5-C), 65.7 (t, 9-C),
782 (s, 7-C), 127.7 (d, 11-C/12-C), 128.0 (d, 13-C), 128.4 (d, 11-C/12-C), 136.1 (s,
10-C), 155.6 (s, 6-C), 172.6 (s, 1-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
C14H2sNO5 [M+H]+ 290.1962  290.1929

N-Fluorenylmethoxycarbonyl-5-hydroxy-(S)-norvalin-benzylester
(17b)

CemiB AAV 5 wurden 294 mg (1.0 Aq., 607 pumol) N-Fmoc-(S)-Glutaminsiure-benzyl-
ester in THF (0.1 M) gelost und bei —20 °C mit 82 uL (1.4 Aq., 850 pmol) Ethyl-
chloroformiat und 118 uL (1.4 Aq., 850 pmol) Triethylamin versetzt. Nach 20 Minuten
wurde das Reaktionsgemisch auf 50 °C abgekiihlt und 69 mg (3.0 Aq., 1.82 mmol)
Natriumborhydrid und 0.5 mL. Wasser zugegeben. Nach beschriebener Aufarbeitung und
anschlieBender sdulenchromatographischer Aufreinigung (PE/EE 1:1) konnten 232 mg
(521 pmol, 86%) des Alkohols 17b als farbloses Ol erhalten werden.

R;(17b) = 0.20 (PE/EE 1:1)

'H-NMR (400 MHz, CDCIs)

§ = 1.55 (m, 2 H, 4-H), 1.77 (m, 1 H, 3-H,), 1.94 (m, 1 H, 3-H,), 3.61 (t, 3J54 = 6.1 Hz,
2 H, 5-H), 4.19 (t,3Js 7 = 7.0 Hz, 1 H, 8-H), 4.38 (d, 3J7 g = 7.0 Hz, 2 H, 7-H), 4.45 (ddd,
3Jonn = 7.9 Hz, 3J 3, = 7.8 Hz, 3J5 3, = 5.4 Hz, 1 H, 2-H), 5.14 (d, ?J154,15 = 12.2 Hz,
1 H, 15-H,), 5.19 (d, 2J15p150 = 12.2 Hz, 1 H, 15-H,), 5.54 (d, 3Jxn2 = 8.2 Hz, 1 H,
NH), 7.29 (dd, 3J1110 = 3J11,12 = 7.4 Hz, 2 H, 11-H), 7.32 — 7.35 (sh, 5 H, 17-H, 18-H,
19-H), 7.38 (dd, 3Ji2.13 = 3J1211 = 7.5 Hz, 2 H, 12-H), 7.58 (d, ®Ji0.11 = 7.4 Hz, 2 H,
10-H), 7.75 (d, 3J13,12 = 7.5 Hz, 2 H, 13-H).

13C-NMR (101 MHz, CDCls)
§ = 28.3 (t, 4-C), 29.5 (t, 3-C), 47.4 (d, 8-C), 53.8 (d, 2-C), 62.3 (t, 5-C), 67.2 (¢, 7-C),
67.5 (t, 15-C), 120.2 (d, 13-C), 125.3 (d, 10-C), 127.3 (d, 11-C), 127.9 (d, 12-C), 128.6,
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128.7, 128.8 (3 d, 17-C, 18-C, 19-C), 135.4 (s, 16-C), 141.5 (s, 14-C), 143.9 (s, 9-C),
156.2 (s, 6-C), 172.5 (s, 1-C).

UHRMS (ESI) berechnet gefunden
Co7HosNO5 [M+H]+ 446.1962  446.1966

Elementaranalyse
Co7H97NOs  berechnet: C 72.79 H 6.11 N 3.14
(445.51) gefunden: C 7240 H6.26 N 3.11

Optische Drehung
[ = +4.9° (c = 1.5, CHCl3)

N, N-Di-tert-Butoxycarbonyl-5- O-tert-butyldiphenylsilyl-(S)-norvalin
(18a)

503 mg (1.0 Aq., 1.56 mmol) des Alkohols 17a wurde in DMF (0.3 M) gelést und an-
schlieBend mit 233 mg (2.2 Aq., 3.42 mmol) Imidazol und 879 uL (2.2 Aq., 3.42 mmol)
TBDPS-Chlorid versetzt. Die Reaktionslosung wurde iiber Nacht bei Raumtemperatur
geriihrt, anschlieBend wurde Wasser zugegeben und die wissrige Phase mit Ethylacetat
extrahiert (3 x). Die vereinigten organischen Phasen wurden mit 1 M KHSO,4-Losung
und ges. NaCl-Losung gewaschen, iiber NagoSQOy getrocknet und das Losemittel unter
reduziertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde anschlieBend in Methanol gelost
(0.5 M) und mit 17 mg (10 mol%, 156 pmol) Palladium auf Kohle (10%-ig) versetzt.
Das Reaktionsgemisch wurde unter Ha-Atmosphére (1 bar) fiir 18 Stunden bei Raum-
temperatur gerithrt. Nach beschriebener Aufarbeitung und anschlieender siulenchro-
matographischer Aufreinigung (PE/EE 7:3 4+ 1 vol% AcOH) konnten 158 mg (333 pmol,
21%) des silyl-geschiitzten Alkohols 18a als farbloses Ol erhalten werden.

14
Pd}{ 5 , 3 o
. \OMOH
12 10 O NH
1 %
7.0
8

>

18a

'H-NMR (400 MHz, CDCl3)

Rotamerenverhdaltnis: 75:24

§ = 1.09 (s, 9 H, 14-H), 1.43 (s, 9 H, 8-H), 1.62 (m, 2 H, 4-H), 1.79 (m, 1 H, 3-H,),
1.98 (m, 1 H, 3-H,), 3.66 (t, >Js4 = 6.0 Hz, 2 H, 5-H), 4.30 (m, 1 H, 2-H), 5.12 (d,
3Jxmz2 = 7.7 Hz, 1 H, NH), 7.33 — 7.43 (sh, 6 H, 11-H, 12-H), 7.64 (dd, 3J10.11 = 7.6 Hz,
4J1012 = 1.3 Hz, 4 H, 10-H).
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Sichtbare Signale des Nebenrotamers:

9 =4.16 (br s, 1 H, 2-H), 6.05 (br s, 1 H, NH).

I3C-NMR (101 MHz, CDCIl3)

§ = 19.4 (s, 13-C), 27.1 (q, 14-C), 28.5 (t, 4-C), 28.5 (q, 8-C), 28.9 (t, 3-C), 53.5 (d,
2-C), 63.3 (t, 5-C), 80.4 (s, 7-C), 127.9 (d, 12-C), 129.9 (d, 11-C), 133.9 (s, 9-C), 135.8
(d, 10-C), 155.9 (s, 6-C), 177.3 (s, 1-C).

Sichtbare Signale des Nebenrotamers:

§ =19.2 (s, 13-C), 54.6* (d, 2-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
CaH3sNOsST [MAH]® 4722514 472.2477

Optische Drehung
[]® = +11.4 °(c = 0.7, CHCl3)

N-Fluorenylmethoxycarbonyl-5- O-tert-butyldiphenylsilyl-(.S)-norvalin
(18b)

232 mg (1.0 Aq., 521 pmol) des Alkohols 17b wurden in Dichlormethan (0.3 M) gelost
und anschlieBend mit 156 mg (4.4 Aq., 2.29 mmol) Imidazol und 300 pL (2.2 Aq.,
1.15 mmol) TBDPS-Chlorid versetzt. Die Reaktionslésung wurde iiber Nacht bei Raum-
temperatur geriihrt, anschlieend auf 1/3 eingeengt und mit Ethylacetat verdiinnt. Die
organische Phase wurde mit 1 M KHSO,4-Losung und ges. NaCl-Losung gewaschen, {iber
NaoSO4 getrocknet und das Losemittel unter reduziertem Druck entfernt. Das Rohpro-
dukt wurde gemé AAV 4 in Ethylacetat gelost (0.5 M) und mit 65.5 mg (10 mol%,
52.1 pmol) Palladium auf Kohle (10%-ig) versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde unter
Ha-Atmosphére (1 bar) fiir 18 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach sdulenchro-
matographischer Aufreinigung (PE/EE 7:3 4+ 1 vol% AcOH) konnten 269 mg (453 pmol,
87%) der Séure 18b als farbloses Ol erhalten werden.
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18b

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg)

§ = 0.99 (s, 9 H, 20-H), 1.60 (m, 2 H, 4-H), 1.70 (m, 1 H, 3-H,), 1.87 (m, 1 H, 3-H),
3.65 (m, 2 H, 5-H), 3.97 (ddd, 3Joxg = 3J23, = 8.7 Hz, 3J23, = 5.0 Hz, 1 H, 2-H), 4.22
(m, 1 H, 8-H), 4.28 (m, 2 H, 7-H), 7.31 (dd, 3J11,10 = 3J1112 = 7.3 Hz, 2 H, 11-H), 7.34
— 7.49 (sh, 8 H, 12-H, 17-H, 18-H), 7.61 (dd, 3Ji617 = 6.2 Hz, *J1618 = 1.1 Hz, 4 H,
16-H), 7.66 (d, 3Jxu2 = 8.1 Hz, 1 H, NH), 7.72 (dd, 3.J1911 = 7.4 Hz, *J1012 = 1.3 Hz,
2 H, 10-H), 7.89 (d, 31312 = 7.5 Hz, 2 H, 13-H), 12.53 (br s, 1 H, COOH).

13C-NMR (101 MHz, DMSO-dy)

§ = 18.8 (s, 19-C), 26.6 (q, 20-C), 27.3 (t, 3-C), 28.6 (t, 4-C), 46.7 (d, 8-C), 53.5 (d,
2-C), 62.9 (t, 5-C), 65.6 (t, 7-C), 120.1 (d, 13-C), 125.3 (d, 10-C), 127.0 (d, 11-C), 127.6
(d, 12-C), 127.9 (d, 17-C), 129.8 (d, 18-C), 133.2 (s, 15-C), 135.0 (d, 16-C), 140.7 (s,
14-C), 143.8 (s, 9-C), 156.1 (s, 6-C), 173.9 (s, 1-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
Ca6HioNOsSi [M+H]*Y  594.2670  594.2658

Elementaranalyse
C36H39NO5Si  berechnet: C 72.82 H 6.62 N 2.36
(593.78) gefunden: C 7257 H6.93 N 2.21

N-tert-Butoxycarbonyl-5- O-tert-butyldiphenylsilyl-(.S)-norvalyl-(.S)-
phenylalanyl- N-methyl- O-allyl-(.S)-tyrosyl-(S)-valin-methylester (19)

50 mg (1.1 Aq., 94 gmol) der Sdure 18a wurden in Dichlormethan (1 M) bei 0 °C geldst
und mit 20.3 mg (1.2 Aq., 106 pmol) EDC und 16.6 mg (1.3 Aq., 108 ymol) HOBt ver-
setzt. Nach 10 Minuten erfolgte die Zugabe von 50 mg (1.0 Aq., 85 umol) des Tripeptids
16 und 38.5 uL (2.6 Aq., 220 pmol) DIPEA. Die Reaktionslosung wurde iiber Nacht

geriihrt und auf Raumtemperatur erwérmt, anschlieBend mit Ethylacetat verdiinnt und
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mit 1 M KHSOy4-Losung versetzt. Die org. Phase wurde mit 1 M KHSOy4-Losung, Was-
ser, ges. NaHCO3-Losung und ges. NaCl-Losung gewaschen, iiber NaoSO,4 getrocknet
und das Losemittel unter reduziertem Druck entfernt. Nach sdulenchromatographischer
Aufreinigung (PE/EE 8:2) konnten 49.5 mg (52 pumol, 62%) des Tetrapeptids 19 als

farbloses Ol erhalten werden.

19

'H-NMR (400 MHz, CDCl3)

Rotamerenverhdltnis: 63:37

§ = 0.86 (d, ®Jua3 = 6.9 Hz, 3 H, 4-H,), 0.92 (d, 3Jy3 = 6.8 Hz, 3 H, 4-H,), 1.00
(s, 9 H, 34-H), 1.36 (s, 9 H, 37-H), 1.47 — 1.82 (sh, 5 H, 26-H, 27-H, 19-H,), 2.12 (dq,
3J32=13.5Hz,3J34=6.7Hz, 1 H, 3-H), 2.53 (dd, 219519, = 14.1 Hz, 3 J195.15 = 10.6 Hz,
1 H, 19-Hy), 2.69 (m, 1 H, 7-H,), 2.90 (s, 3 H, 15-H), 3.08 (dd, 2J77, = 14.6 Hz,
3Jm6 = 4.2 Hz, 1 H, 7-Hy), 3.51 (m, 2 H, 28-H), 3.68 (s, 3 H, 16-H), 3.95 (m, 1 H, 25-H),
419 (ddt, *Jioe12s = 12.9 Hz, 3Ji9q13 = 5.1 Hz, ‘Jigq14 = 1.4 Hz, 1 H,
12-H,), 4.28 (ddt, 2Ji2p 124 = 12.8 Hz, 3Jy9p13 = 5.3 Hz, *J19p14 = 1.4 Hz, 1 H, 12-
Hy), 4.37 (dd, 3.J2 3 = 13.9 Hz, 3Jo nu = 7.8 Hz, 1 H, 2-H), 4.59 (ddd, ®J15 195 = 10.7 Hz,
3Jisnu = 6.7 Hz, 3Ji810a = 4.3 Hz, 1 H, 18-H), 4.90 (br s, 1 H, NH,.), 5.02 (dd,
3J6,7a = 10.0 Hz, 3Js 7, = 4.4 Hz, 1 H, 6-H), 5.11 (ddt, 3J146,13 = 10.5 Hz, 2J14014p =
4 J14a12 = 1.3 Hz, 1 H, 14-H,), 5.20 (ddt, 3J14p 13 = 17.3 Hz, 2J14p 140 = *J1ap,12 = 1.5 Hz,
1 H, 14-Hp), 5.83 (ddt, 3Jy314p = 17.0 Hz, 3J13144 = 10.5 Hz, 3J1312 = 5.3 Hz, 1 H,
13-H), 6.73 (d, 3Jxm1s = 6.7 Hz, 1 H, NH,), 6.72 (d, 3J109 = 8.5 Hz, 2 H, 10-H), 6.89
(d, 3J2120 = 7.1 Hz, 2 H, 21-H), 7.03 (d, 3Jg10 = 8.5 Hz, 2 H, 9-H), 7.07 — 7.24 (sh,
3 H, 22-H, 23-H), 7.31 - 7.44 (sh, 6 H, 31-H, 32-H), 7.61 (m, 4 H, 30-H), 8.03 (br s, 1 H,
NH,).

Sichtbare Signale des Nebenrotamers:

§ = 0.78 (d, 3Jya3 = 6.8 Hz, 3 H, 4-H,), 0.84 (d, 3Jy3 = 6.9 Hz, 3 H, 4-H,), 1.03
(s, 9 H, 34-H), 1.43 (s, 9 H, 37-H), 2.05 (m, 1 H, 3-H), 2.80 (dd, 2J194100 = 13.8 Hz,
3J19a,8 = 7.2 Hz, 1 H, 19-H,), 2.85 (s, 3 H, 15-H), 3.01 (dd, 2Jigp19, = 13.5 Hz,
3J19p18 = 6.8 Hz, 1 H, 19-H,), 3.21 (m, 2J7p7 = 14.2 Hz, 3J7,6 = 8.6 Hz, 1 H, 7-H,),
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3.60 (m, 2 H, 28-H), 3.66 (s, 3 H, 16-H), 4.45 (ddd, 3.J12.13 = 5.3 Hz, *J12,140 = *J12.100 =
1.4 Hz, 2 H, 12-H), 5.15 (m, 1 H, 6-H), 5.22 (ddt, 3J144,13 = 10.5 Hz, 2140 14 = *J140,12 =
1.4 Hz, 1 H, 14-H,), 5.35 (ddt, 3Jiap13 = 17.1 Hz, 2J1ap 140 = *J1ap12 = 1.5 Hz, 1 H,
14-Hyp), 5.98 (ddt, 3J1314p = 17.0 Hz, 3J13140 = 10.5 Hz, 3J1319 = 5.3 Hz, 1 H, 13-H),
6.31 (d, 3Jxm2 = 8.6 Hz, 1 H, NH,), 6.67 (d, 3Jnm1s = 8.2 Hz, 1 H, NHy), 6.76 (d,
3J10,0 = 8.4 Hz, 2 H, 10-H), 7.04 (d, 3J9,10 = 8.5 Hz, 2 H, 9-H).

I3C-NMR (101 MHz, CDCI3)

0 =19.3 (q, 4-C,), 19.4 (q, 4-Cp), 25.6 (s, 33-C), 27.1 (q, 34-C), 28.2 (t, 27-C), 28.5 (q,
37-C), 28.7 (t, 26-C), 29.8* (q, 15-C), 30.6 (d, 3-C), 33.9 (t, 7-C), 36.6* (t, 19-C), 49.1
(d, 18-C), 52.1* (q, 16-C), 54.4* (d, 25-C), 58.5 (d, 2-C), 62.6 (d, 6-C), 63.4 (t, 28-C),
68.9 (t, 12-C), 80.7 (s, 36-C), 115.6 (d, 10-C), 117.8 (t, 14-C), 127.9 (d, 31-C), 128.8
(d, 22-C), 129.0 (d, 21-C), 129.6 (d, 23-C), 129.9 (d, 32-C), 130.6 (d, 9-C), 133.3 (d,
13-C), 135.7 (d, 30-C), 136.0 (s, 20-C), 156.2 (s, 35-C), 157.8 (s, 11-C), 167.5, 169.4 (s,
5-C/17-C/24-C), 173.0 (s, 1-C), 175.7 (s, 5-C/17-C/24-C).

Die Signale von 8-C und 29-C sind nicht sichtbar.

Sichtbare Signale des Nebenrotamers:

d =18.2 (q, 4-C,), 19.2 (q, 4-Cp), 27.1 (q, 34-C), 28.5 (q, 37-C), 28.8 (t, 26-C), 31.3* (d,
3-C), 31.8* (q, 15-C), 33.5* (t, 7-C), 38.7* (t, 19-C), 50.5* (d, 18-C), 52.3* (q, 16-C),
57.5 (d, 2-C), 59.1* (d, 6-C), 63.5* (t, 28-C), 69.0 (t, 12-C), 80.0 (s, 36-C), 115.1 (d,
10-C), 117.9 (t, 14-C), 129.0 (d, 21-C), 129.0 (d, 22-C/23-C), 130.2 (d, 9-C), 133.9 (d,
13-C), 135.8 (d, 30-C), 136.7 (s, 20-C), 155.1 (s, 35-C), 157.6 (s, 11-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
CuoHesN4O7Si [M-Boc+H]*  849.4617  849.4618

Optische Drehung
[]® = -97.0° (c = 0.8, CHCl;)

N-tert-Butoxycarbonyl-5- O-tert-butyldimethylsilyl-(S)-norvalyl-(S)-
phenylalanyl- N-methyl- O-allyl-(.S)-tyrosyl-(S)-valin-methylester (19a)

1.0 Aq. der Séure 24a und 1.1 Aq. des Hydrochlorids 14 wurden unter Ny-Atmosphére
in Dichlormethan (0.1 M) gelést und auf 0 °C abgekiihlt. Anschlieend folgte die Zuga-
be von 1.71 g (1.4 Aq., 3.28 mmol) PyBOP und 0.78 mL (3.0 Aq., 4.48 mmol) DIPEA.
Die Reaktion wurde iiber Nacht geriihrt und auf Raumtemperatur erwiarmt. Der Ansatz
wurde mit Ethylacetat verdiinnt und mit 1 M KHSOy4-Losung versetzt. Die org. Phase
wurde mit 1 M KHSO4-Losung, Wasser, ges. NaHCOs3-Losung und ges. NaCl-Losung
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gewaschen, {iber NasSOy4 getrocknet und das Losemittel unter reduziertem Druck ent-
fernt. Nach Aufreinigung mittels Flashchromatograph konnten 1.10 g (1.34 mmol, 45%,
dr 69:31) des Tetrapeptids 19a als farbloses Ol erhalten werden.

R;(19a) = 0.44 (PE/EE 1:1)

19a

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg, 373 K)

Diastereomerenverhiltnis: 85:15 (die Signale des Nebendiastereomers sind nicht explizit
aufgefiihrt)

§ = 0.05 (s, 6 H, 28-H), 0.87 — 0.93 (sh, 15 H, 4-H, 30-H), 1.41 (s, 9 H, 33-H), 1.45 (m,
2 H, 26-H), 1.52 (m, 1 H, 25-H,), 1.63 (m, 1 H, 25-H,), 2.07 (dq, >J32 = 3J34 = 6.8 Hz,
1 H, 3-H), 2.88 (s, 3 H, 15-H), 3.15 (dd, ?Jigp180 = 14.3 Hz, 3Jigp17 = 6.7 Hz, 1 H,
18-Hy), 3.56 (t, 3Ja726 = 6.0 Hz, 2 H, 27-H), 3.64 (s, 3 H, 34-H), 3.93 (m, 1 H, 24-
H), 4.21 (dd, 3Jonn = 8.1 Hz, 3Ja3 = 6.2 Hz, 1 H, 2-H), 4.49 (d, 3.J1213 = 4.8 Hz,
2 H, 12-H), 4.91 (m, 1 H, 6-H), 5.09 (br s, 1 H, 17-H), 5.20 (ddt, 3J14413 = 10.6 Hz,
2J4a1a0 = *Ji4a12 = 1.4 Hz, 1 H, 14-H,), 5.34 (ddt, 3Jip13 = 17.3 Hz, 2J1ap 140 =
4Jiap12 = 1.5 Hz, 1 H, 14-H,), 6.00 (m, 1 H, 13-H), 6.06 (br s, 1 H, NH,), 6.82 (d,
3J109 = 8.7 Hz, 2 H, 10-H), 7.11 (d, 3Jg 10 = 8.6 Hz, 2 H, 9-H), 7.13 — 7.19 (sh, 4 H,
21-H, 22-H, NHy), 7.21 (d, Jag 21 = 7.1 Hz, 2 H, 20-H), 7.54 (br s, 1 H, NH,).

Die Signale der Protonen 7 und 18a liegen unter dem Wassersignal bei 2.76 ppm.

13C-NMR (125 MHz, DMSO-dg, 373 K)

d =-5.3 (q, 28-C), 18.0 (s, 29-C), 18.4 (q, 4-C,), 18.9 (q, 4-Cyp), 25.8 (q, 30-C), 28.2 (q,
33-C), 28.5, 28.7 (2 t, 25-C, 26-C), 29.1 (q, 15-C), 29.7 (d, 3-C), 33.3 (t, 18-C), 36.1 (t,
7-C), 48.9 (d, 6-C), 51.6 (q, 34-C), 54.1 (d, 24-C), 57.5 (d, 2-C), 60.9 (d, 17-C), 62.2 (t,
27-C), 68.1 (t, 12-C), 78.1 (s, 32-C), 114.3 (d, 10-C), 117.1 (t, 14-C), 126.2 (d, 22-C),
127.9, 129.2, 130.5 (3 d, 9-C, 20-C, 21-C), 133.7 (d, 13-C), 136.9 (s, 19-C), 155.1 (
31-C), 156.9 (s, 11-C), 170.5, 171.3, 171.6, 172.6 (4 s, 1-C, 5-C, 16-C, 23-C).

Das Signal von 8-C ist nicht sichtbar.

S,
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HRMS (CI) berechnet gefunden
C39Hg1N4O7Si [M-Boc+H]*  725.4304  725.4303

Elementaranalyse
CuaHgsN4OgSi  berechnet: C 64.05 H 831 N 6.79
(825.12) gefunden: C 64.02 H 8.02 N 6.79

HPLC-MS (Luna, ACN/H,O+HCOOH (0.1%) 5:95—90:10, 0.8 mL/min, 190 nm)
(S,5,5,5)-19a: tp = 11.2 min (69%)
(S,R,S,5)-19a: tg = 11.6 min (31%)

N-tert-Butoxycarbonyl-5- O-tetrahydropyranyl-(.S)-norvalyl-(S)-
phenylalanyl- N-methyl- O-allyl-(.S)-tyrosyl-(S)-valin-methylester (19b)

364 mg (1.0 Aq., 442 pmol) des Tetrapeptids 19a wurden in THF (1 M) gelost und
bei 0 °C mit 442 uL (1.0 Aq., 442 pmol) einer TBAF-Losung in THF (1 M) versetzt.
Nach beendeter Reaktion (DC-Kontrolle) wurde die Reaktion mit Wasser verdiinnt und
die wassrige Phase mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten org. Phasen wurden iiber
NaoSO4 getrocknet und das Losemittel unter reduziertem Druck entfernt. Das Roh-
produkt wurde in Dichlormethan (0.25 M) gelost und mit 11.1 mg (0.1 Aq., 44 pmol)
PPTS versetzt. Anschliefend folgte die Zugabe von 44.5 pL (1.1 Aq., 486 mmol) 3,4-
Dihydropyran. Nach beendeter Reaktion (DC-Kontrolle) wurde die Reaktionslésung auf
Isolute aufgezogen und sdulen-chromatographisch aufgereinigt (PE/EE 7:3—1:1). Es
konnten 258 mg (325 pmol, 73%) des umgeschiitzten Tetrapeptids 19b als farbloses Ol

erhalten werden.

R;(19b) = 0.46 (PE/EE 1:1)

19b
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'H-NMR (400 MHz, CDCIl3)

Rotamerenverhdltnis: 67:33

§ = 0.89 (d, 3Jya3 = 6.9 Hz, 3 H, 4-H,), 0.90 (d, 3Jy3 = 6.8 Hz, 3 H, 4-H,), 1.36
(s, 9 H, 30-H), 1.38 — 1.86 (sh, 11 H, 18-H,, 25-H, 26-H, 32-H, 33-H, 34-H), 2.14
(daq, 3J32 = 3J34a = 3J34, = 6.8 Hz, 1 H, 3-H), 2.59 (dd, ?Jigp18. = 15.3 Hz,
3Jigpa7 = 10.9 Hz, 1 H, 18-H,), 2.68 (m, 1 H, 7-H,), 2.89 (s, 3 H, 15-H), 3.07 (dd,
2Jzp7a = 15.5 Hz, 3J76 = 4.7 Hz, 1 H, 7-H,), 3.28 — 3.53 (sh, 2 H, 27-H,, 35-H,), 3.70
(s, 3 H, 36-H), 3.72 — 3.89 (sh, 2 H, 27-H,, 35-Hy), 4.34 — 4.41 (sh, 2 H, 2-H, 24-H), 4.43
— 4.51 (sh, 3 H, 12-H, 31-H), 4.63 (m, 1 H, 17-H), 5.04 (m, 1 H, 6-H), 5.16 (m, 2 H,
14-H), 5.83 (ddt, 3J1314p = 17.2 Hz, 3J13144 = 10.6 Hz, 3Ji312 = 5.2 Hz, 1 H, 13-H),
6.31 (d, 3JNm24 = 8.3 Hz, 1 H, NH,.), 6.64 (d, 3Jxm17 = 5.1 Hz, 1 H, NH,), 6.71 (d,
3J109 = 8.6 Hz, 2 H, 10-H), 6.92 (d, 3.J22.91 = 7.0 Hz, 1 H, 22-H), 7.01 (d, 3Jg 10 = 8.6 Hz,
2 H, 9-H), 7.11 — 7.27 (sh, 4 H, 20-H, 21-H), 8.10 (br s, 1 H, NH,).

Sichtbare Signale des Nebenrotamers:

§ =0.79 (d, 3J4a3 = 6.9 Hz, 3 H, 4-H,), 0.84 (d, 3Jyp3 = 6.9 Hz, 3 H, 4-H;), 1.42 (s,
9 H, 30-H), 2.02 (m, 1 H, 3-H), 2.81 (dd, ?Jigs 180 = 13.9 Hz, 3Jig,17 = 6.9 Hz, 1 H,
18-H,), 2.85 (s, 3 H, 15-H), 3.01 (dd, %Jisp184 = 13.7 Hz, 3J18517 = 6.8 Hz, 1 H, 18-H,),
3.20 (dd, 2J7p7q = 14.3 Hz, 3J56 = 8.2 Hz, 1 H, 7-H,), 3.67 (s, 3 H, 36-H), 4.17 (m,
1 H, 12-H,), 4.26 (m, 1 H, 12-H,), 4.38 (m, 1 H, 2-H), 4.55 (m, 1 H, 31-H), 5.23 (m,
1 H, 14-H,), 5.36 (ddt, 3Jiap13 = 17.2 Hz, 2J1ap 140 = Jrap12 = 1.5 Hz, 1 H, 14-Hy),
6.01 (ddt, 3Jy314 = 17.2 Hz, 3J13140 = 10.6 Hz, 3J1312 = 5.3 Hz, 1 H, 13-H), 6.78 (d,
3J109 = 8.4 Hz, 2 H, 10-H), 7.05 (d, 3Jg 10 = 8.6 Hz, 2 H, 9-H).

I3C-NMR (101 MHz, CDCIl3)

9 =19. 2 (q, 4-Cy), 19.3 (q, 4-Cp), 19.9 (¢, 33-C), 25.5 (t, 34-C), 25.7 (t, 26-C), 28.5 (q,
30-C), 29.8 (q, 15-C), 30.6 (d, 3-C), 30.8 (t, 32-C), 30.9 (t, 25-C), 33.8 (t, 7-C), 36.5 (t,
18-C), 49.1 (d, 17-C), 52.1 (q, 36-C), 57.5 (d, 2-C), 58.5 (d, 24-C), 62.6 (d, 6-C), 62.7
(t, 27-C), 67.6 (t, 35-C), 68.9 (t, 12-C), 99.4 (d, 31-C), 115.0 (d, 10-C), 117.7 (t, 14-C),
127.0 (d, 22-C), 128.7, 128.9 (2 d, 20-C, 21-C), 129.9 (s, 8-C), 130.6 (d, 9-C), 133.3 (d,
13-C), 136.4 (s, 19-C), 157.8 (s, 11-C), 169.4, 172.0, 173.1, 173.2 (4 s, 1-C, 5-C, 16-C,
23-C).

Die Signale von 28-C und 29-C sind nicht sichtbar.

Sichtbare Signale des Nebenrotamers:

= 18. 2 (q, 4-C,), 18.5 (q, 4-Cyp), 20.0 (t, 33-C), 25.6 (t, 34-C), 28.5 (q, 30-C), 31.3
(q, 15-C), 33.6 (t, 7-C), 40.0 (t, 18-C), 50.0* (d, 17-C), 52.3 (q, 36-C), 62.9 (t, 27-C),
67.3 (t, 35-C), 70.0 (t, 12-C), 99.4 (d, 31-C), 115.5 (d, 10-C), 117.8 (t, 14-C), 127.2 (d,
22-C), 129.8 (s, 8-C), 130.1 (d, 9-C), 133.5 (d, 13-C).
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HRMS (CI) berechnet gefunden
C3sHs5N408 [M-Boc+H]™  695.4020  695.4021

Elementaranalyse
Ci3Hg2N4O19 berechnet: C 64.97 H 7.86 N 7.05
(825.12) gefunden: C 64.73 H8.03 N 6.79

N-tert-Butoxycarbonyl- O-benzyl-(S)-a-glutamyl-(S)-phenylalanin-

methylester (20a)

Gemi#fl AAV 1la wurden 3.64 g (1.0 Aq., 10.8 mmol) Boc-O-benzyl-(S)-Glutaminsiure
und 1.3 mL (1.1 Aq., 11.9 mmol) NMM bei ~20 °C mit 1.56 mL (1.1 Aq., 11.9 mmol)
IBCF versetzt. Nach 20 Minuten folgte die Zugabe von 1.66 mL (1.4 Aq., 15.1 mmol)
NMM und 2.49 g (1.1 Aq., 11.6 mmol) Phenylalanin-methylester Hydrochlorid. Nach
beschriebener Aufarbeitung konnten 5.37 g (10.8 mmol, quant.) des Dipeptids 20a als

weifler Feststoff erhalten werden.

R;(20a) = 0.42 (PE/EE 1:1)

'H-NMR . (400 MHz, CDCIl3)

§ = 1.4 (s, 9 H, 15-H), 1.86 (m, 1 H, 10-H,), 2.08 (m, 1 H, 10-H,), 2.43 (m, 2 H, 11-H),
3.03 (dd, 2J343p = 13.9 Hz, 3J3,2 = 6.5 Hz, 1 H, 3-H,), 3.13 (dd, %2J3p3, = 13.9 Hz,
3Jspo = 5.7 Hz, 1 H, 3-H,), 3.68 (s, 3 H, 16-H), 4.13 (m, 1 H, 9-H), 4.81 (m, 1 H, 2-H),
5.10 (s, 2 H, 17-H), 5.15 (d, 3Jxno = 6.4 Hz, 1 H, NH,), 6.62 (d, 3Jxu2 = 6.9 Hz, 1 H,

NH,), 7.09 (m, 2 H, 5-H), 7.17 - 7.39 (sh, 8 H, 6-H, 7-H, 19-H, 20-H, 21-H).

I3C-NMR (101 MHz, CDCl;)

§ = 28.1 (t, 10-C), 28.5 (q, 15-C), 30.6 (t, 3-C), 38.1 (t, 11-C), 52.5 (q, 16-C), 53.5 (d,
2-C), 53.8 (d, 9-C), 66.8 (t, 17-C), 80.3 (s, 14-C), 127.4 (d, 7-C), 128.5 (d, 21-C), 128.5,
128.8, 128.8 (3 d, 6-C, 19-C, 20-C), 129.4 (d, 5-C), 135.9 (2 5, 4-C, 18-C), 155.7 (s, 13-C),

171.4 (s, 8-C), 171.8 (s, 1-C), 173.3 (s, 12-C).
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HRMS (CI) berechnet gefunden
Ca7H34N2O7 [M+H|T  499.2439  499.2458

Elementaranalyse
CooH9sNoOs  berechnet: C 65.04 H 6.87 N 5.62
(376.20) gefunden: C64.80 H 7.00 N 5.46

Optische Drehung
[]® = +22.9° (¢ = 1.0, CHCl3)

Schmelzpunkt
Smp(20a) = 85 °C

N-tert-Butoxycarbonyl- O-benzyl-(S)-a-glutamyl-glycin-methylester
(20Db)

Gemifl AAV la wurden 9.79 g (1.0 Aq., 29.0 mmol) der N-Boc- O-benzyl-(S)-glutamin-
siiure und 3.5 mL (1.1 Aq., 31.9 mmol) NMM bei 20 °C mit 4.2 mL (1.1 Aq., 31.9 mmol)
IBCF versetzt. Nach 20 Minuten folgte die Zugabe von 4.5 mL (1.4 Aq., 40.6 mmol)
NMM und 4.01 g (1.1 Aq., 31.9 mmol) Glycin-tert-butylester Hydrochlorid. Nach be-
schriebener Aufarbeitung konnten 11.8 g (28.9 mmol, 99%) des Dipeptids 20b als weifler

Feststoff erhalten werden.

R;(20b) = 0.25 (PE/EE 1:1)

'H-NMR (400 MHz, CDCIls)

= 1.39 (s, 9 H, 10-H), 1.93 (dtd, 2Jsa 5 = 14.5 Hz, 3J506 = 3J5a4 = 7.7 Hz, 1 H,
5-H,), 2.14 (dtd, 2Jsp 54 = 14.3 Hz, 3J56 = 7.4 Hz, 3J5,4 = 5.6 Hz, 1 H, 5-Hy), 2.49
(m, 2 H, 6-H), 3.69 (s, 3 H, 11-H), 3.95 (dd, 2Jsq9, = 18.1 Hz, 3Jouxu = 5.5 Hz, 1 H,
2-H,), 4.02 (dd, ?Jop2, = 18.1 Hz, 3Jopnu = 5.6 Hz, 1 H, 2-H,), 4.24 (m, 1 H, 4-H),
5.09 (s, 2 H, 12-H), 5.40 (d, 3Jyu4 = 7.1 Hz, 1 H, NH,), 6.92 (br s, 1 H, NH,), 7.25 —
7.33 (sh, 5 H, 14-H, 15-H, 16-H).

I3C-NMR (101 MHz, CDCIl3)
§ = 28.1 (t, 5-C), 28.4 (q, 10-C), 30.5 (t, 6-C), 41.3 (t, 2-C), 52.4 (q, 11-C), 53.6 (d,



Kapitel 7: Experimenteller Teil 133

4-C), 66.7 (t, 12-C), 80.2 (s, 9-C), 128.4, 128.7 (2 d, 14-C, 15-C), 128.4 (d, 16-C), 135.9
(s, 13-C), 155.9 (s, 8-C), 170.2 (s, 1-C), 172.1 (s, 3-C), 173.3 (s, 7-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
CooHo9N5O7 [M+H]+ 409.1969  409.1960

Elementaranalyse
Con28N207 berechnet: C 58.81 H 6.91 N 6.86
(408.45) gefunden: C 58.48 H 6.65 N 6.87

Optische Drehung
[]® = -5.9° (c = 1.3, CHCl3)

Schmelzpunkt
Smp(20b) = 71 °C

N-tert-Butoxycarbonyl-(S)-a-glutamyl-(.S)-phenylalanin-methylester
(21a)

GemiB AAV 4 wurden 4.49 g (1.0 Aq., 9.02 mmol) 20a in Methanol (0.1 M) gelost, mit
500 mg (10 gew%, 470 pmol) Palladium auf Kohle (10%-ig) versetzt und iiber Nacht
unter Ho-Atmosphiire (1 bar) geriihrt. Nach beschriebener Aufarbeitung konnten 3.68 g

(9.02 mmol, quant.) der freien Sdure 21a als weiler Schaum erhalten werden.

R;(21a) = 0.14 (PE/EE 1:1)

'H-NMR . (400 MHz, CDCl3)

§ =1.38 (s, 9 H, 15-H), 1.84 (dd, 2 J10a,100 = 13.4 Hz, 3J104,9 = 6.9 Hz, 1 H, 10-H,), 1.95
(dd, 2 J10p,100 = 13.2 Hz, 3J1gp.0 = 5.9 Hz, 1 H, 10-Hy), 2.33 (br s, 2 H, 11-H), 3.01 (dd,
2J30.30 = 13.8 Hz, 3 J340 = 7.1 Hz, 1 H, 3-H,), 3.11 (dd, % J3p 3, = 13.8 Hz, 3.J3,2 = 5.9 Hz,
1 H, 3-H), 3.64 (s, 3 H, 16-H), 4.25 (br s, 1 H, 9-H), 4.79 (dd, 3J23, = 7.0 Hz,
3Ja3p = 5.7 Hz, 1 H, 2-H), 5.42 (br s, 1 H, NH,), 7.11 (d, 3J5 6 = 6.9 Hz, 2 H, 5-H), 7.14
~7.28 (sh, 3 H, 6-H, 7-H), 7.45 (br s, 1 H, NH,).
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13C-NMR (101 MHz, CDCls)

§ = 28.1 (t, 10-C), 28.5 (q, 15-C), 29.9 (t, 11-C), 38.0 (t, 3-C), 52.6 (q, 16-C), 53.3 (d,
9-C), 53.7 (d, 2-C), 80.7 (s, 14-C), 127.2 (d, 7-C), 128.7 (d, 6-C), 129.4 (d, 5-C), 136.1
(s, 4-C), 156.2 (s, 13-C), 172.0 (s, 1-C), 172.4% (s, 8-C), 176.2 (s, 12-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
C20HaoNoO7 [MAH]™  409.1069  409.1982

Elementaranalyse
CooH2gsNoO7  berechnet: C 5881 H 6.91 N 6.86
(408.45) gefunden: C 5895 H7.09 N 6.80

Optische Drehung
(] = +21.2° (c = 1.0, CHCl3)

Schmelzpunkt
Smp(21a) = 110 °C

N-tert-Butoxycarbonyl-(S)-a-glutamyl-glycin-methylester (21b)

Gemifs AAV 4 wurden 10.3 g (1.0 Aq., 30.5 mmol) des Benzyl geschiitzten Dipeptids
20b in Ethylacetat (0.5 M) gelost, mit 100 mg (1 gew%, 94 pmol) Palladium auf Kohle
(10%-ig) versetzt und iiber Nacht unter Ho-Atmosphére geriihrt. Nach beschriebener
Aufarbeitung konnten 9.51 g (29.9 mmol, 98%) der freien Siure 21b als farbloses Ol

erhalten werden.

Ho @
Y| os N 240
Yoty

O 5~.62 O
T

O~ "OH

21b

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg)

§ = 1.39 (s, 9 H, 10-H), 1.90 (m, 1 H, 5-H,), 2.08 (m, 1 H, 5-H,), 2.45 (m, 2 H,
6-H), 3.70 (s, 3 H, 11-H), 3.96 (dd, 2Jas2, = 18.2 Hz, 3Jounn = 4.5 Hz, 1 H, 2-H,),
4.10 (dd, 2J2p 24 = 18.9 Hz, 3Jop xu = 4.6 Hz, 1 H, 2-H,), 4.42 (m, 1 H, 4-H), 5.59 (d,
3Jnma = 8.2 Hz, 1 H, NHy), 7.43 (brs, 1 H, NH,), 9.13 (br s, 1 H, COOH).

13C-NMR (101 MHz, DMSO-dy)
§ = 28.5 (q, 10-C), 29.9 (t, 6-C), 30.1 (t, 5-C), 41.4 (t, 2-C), 52.5 (q, 11-C), 53.2 (d,
4-C), 80.8 (s, 9-C), 156.3 (s, 8-C), 170.5 (s, 1-C), 172.7 (s, 3-C), 176.6 (s, 7-C).
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HRMS (CI) berechnet gefunden
C13H23N2O7 [M+H]T  319.1500  319.1477

Elementaranalyse
C13H9oN9O7  berechnet: C 49.05 H 6.97 N 8.80
(318.32) gefunden: C49.20 H 6.93 N 8.60

Optische Drehung
[]® = -6.3° (¢ = 0.7, CHCl3)

N-tert-Butoxycarbonyl-5-hydroxy-(S)-norvalyl-(.S)-phenylalanin-
methylester (22a)

Gem# AAV 5 wurden 5.74 g (1.0 Aq., 14.0 mmol) 21a in THF gelst und bei —20 °C
mit 2.74 mL (1.4 Aq., 19.7 mmol) Triethylamin und 1.89 mL (1.4 Aq., 19.7 mmol)
Ethylchloroformiat versetzt. Nach 20 Minuten wurde das Reaktionsgemisch auf —50 °C
abgekiihlt und 1.59 g (3.0 Aq., 42.1 mmol) Natriumborhydrid sowie 1 mL Wasser zuge-
geben. Nach beschriebener Aufarbeitung und anschlieSender sdulenchromatographischer
Aufreinigung (PE/EE 1:1) konnten 4.42 g (11.2 mmol, 80%) des Alkohols 22a als farb-

loses Ol erhalten werden.

R;(22a) = 0.26 (PE/EE 1:2)

'H-NMR . (400 MHz, CDCl3)

§ =1.45 (s, 9 H, 15-H), 1.60 (m, 2 H, 11-H), 1.73 (m, 1 H, 10-H,), 1.87 (m, 1 H, 10-H,),
2.38 (br s, 1 H, OH), 3.08 (dd, 2J3,3, = 13.8 Hz, 3J3,2 = 6.4 Hz, 1 H, 3-H,), 3.16 (dd,
2J3b30 = 13.8 Hz, 3J32 = 5.7 Hz, 1 H, 3-H,), 3.67 (m, 2 H, 12-H), 3.72 (s, 3 H, 16-H),
4.23 (m, 1 H, 9-H), 4.87 (td, 3J23 = 3Joxu = 6.1 Hz, 1 H, 2-H), 5.32 (br s, 1 H, NH,),
6.92 (brs, 1 H, NH,), 7.14 (d, 3J56 = 6.7 Hz, 2 H, 5-H), 7.22 — 7.33 (sh, 3 H, 6-H, 7-H).

I3C-NMR (101 MHz, CDCl;)
§ = 28.1 (t, 11-C), 28.5 (q, 15-C), 30.2 (t, 10-C), 38.1 (t, 3-C), 52.5 (q, 16-C), 53.4 (d,
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2-C), 54.1 (d, 9-C), 62.6 (t, 12-C), 80.2 (s, 14-C), 127.3 (d, 7-C), 128.8 (d, 6-C), 129.4
(d, 5-C), 136.0 (s, 4-C), 155.8 (s, 13-C), 172.0, 172.1 (2 s, 1-C, 8-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
CooH31N2Og [M+H]+ 395.2177  395.2169

Elementaranalyse
CQOHgONQOﬁ berechnet: C 60.90 H 7.67 N 7.10
(394.46) gefunden: C 60.84 H7.77 N 6.91

Optische Drehung
[ = +26.7° (c = 1.0, CHCl3)

N-tert-Butoxycarbonyl-5-hydroxy-(S)-norvalyl-glycin-methylester
(22b)

Gemif AAV 5 wurden 1.11 g (1.0 Aq., 3.49 mmol) 21b in THF (0.1 M) gelost und bei
—20 °C mit 1.5 mL (3.0 Aq., 10.5 mmol) Triethylamin und 1.0 mL (3.0 Aq., 10.5 mmol)
Ethylchloroformiat versetzt. Nach 20 Minuten wurde das Reaktionsgemisch auf —50 °C
abgekiihlt und 528 mg (4.0 Aq., 14.0 mmol) Natriumborhydrid und 1 mL Wasser zuge-
geben. Nach beschriebener Aufarbeitung und anschliefender Aufreinigung mittels Flas-
hchromatograph konnten 0.91 g (2.96 mmol, 85%) des Alkohols 22b als farbloses Ol und
Produktgemisch, welches 11.5% Edukt enthielt, erhalten werden.

R (22b) = 0.24 (EE)

He ©
© 08 N<4)J\ 2 1.0
\% N : :H:\[g ~0

O s
k

OH

22b

'H-NMR (400 MHz, CDCl3)

§ = 1.40 (s, 9 H, 10-H), 1.63 (m, 2 H, 6-H), 1.77 (m, 1 H, 5-H,), 1.89 (m, 1 H, 5-H),
3.66 (t, >J76 = 5.7 Hz, 2 H, 7-H), 3.71 (s, 3 H, 11-H), 3.96 (dd, 2Ja,2 = 18.2 Hz,
3Joann = 5.4 Hz, 1 H, 2-H,), 4.04 (dd, %2Jop 2, = 18.2 Hz, 3Jop xu = 5.7 Hz, 1 H, 2-Hy),
4.28 (m, 1 H, 4-H), 5.50 (m, 1 H, NH), 7.23 (br s, 1 H, NH,).

13C-NMR (101 MHz, CDCIs)
§ = 28.1 (t, 6-C), 28.5 (q, 10-C), 30.1 (t, 5-C), 41.3 (t, 2-C), 52.5 (q, 11-C), 54.0 (d,
4-C), 62.4 (t, 7-C), 80.3 (s, 9-C), 156.1 (s, 8-C), 170.6 (s, 1-C), 172.9 (s, 3-C).
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HRMS (CI) berechnet gefunden
C13Ho25N206 [M+H|T  305.1707  305.1715

Optische Drehung
[ = -7.9° (c = 1.1, CHCl3)

N-tert-Butoxycarbonyl-5- O-tert-butyldimethylsilyl-(S)-norvalyl-(S)-
phenylalanin-methylester (23a)

4.52 g (1.0 Aq., 11.0 mmol) des Alkohols 22a wurden in Dichlormethan (0.3 M) gelost
und anschlieBend mit 1.65 g (2.2 Aq., 24.2 mmol) Imidazol und 1.82 g (1.1 Aq.,
12.1 mmol) TBS-Chlorid versetzt. Die Reaktionslosung wurde tiber Nacht bei Raum-
temperatur geriihrt, anschlieBend auf 1/3 eingeengt und mit Ethylacetat verdiinnt. Die
organische Phase wurde mit 1 M KHSOy4-L6sung und ges. NaCl-Losung gewaschen, {iber
NaoSOy4 getrocknet und das Losemittel unter reduziertem Druck entfernt. Nach séulen-
chromatographischer Aufreinigung (PE/EE 8:2) konnten 5.36 g (10.5 mmol, 96%) des
silyl-geschiitzten Alkohols 23a als farbloses Ol erhalten werden.

R;(23a) = 0.59 (PE/EE 1:1)

'H-NMR (400 MHz, CDCIs)

§ =0.00 (s, 6 H, 17-H), 0.84 (s, 9 H, 19-H), 1.38 (s, 9 H, 15-H), 1.50 (m, 2 H, 11-H), 1.63
(m, 1 H, 10-H,), 1.78 (m, 1 H, 10-H,), 3.03 (dd, 2J343, = 13.9 Hz, 3J3,2 = 6.0 Hz, 1 H,
3-Hg), 3.10 (dd, 2J3p 3, = 13.8 Hz, 3J32 = 5.9 Hz, 1 H, 3-H,), 3.56 (t, 3J12,11 = 4.5 Hz,
2 H, 12-H), 3.65 (s, 3 H, 16-H), 4.00 (br s, 1 H, 9-H), 4.81 (m, 1 H, 2-H), 5.19 (br s, 1 H,
NH,), 6.53 (d, 3Jxu2 = 7.7 Hz, 1 H, NH,), 7.06 (d, 3J56 = 6.7 Hz, 2 H, 5-H), 7.15 —
7.26 (sh, 3 H, 6-H, 7-H).

I3C-NMR (101 MHz, CDCls;)
§ = -5.1 (q, 17-C), 18.6 (s, 18-C), 26.2 (q, 19-C), 28.5 (q, 15-C), 28.6 (t, 11-C), 29.0
(t, 10-C), 38.2 (t, 3-C), 52.5 (q, 16-C), 53.4 (d, 2-C), 54.7 (d, 9-C), 62.8 (t, 12-C), 80.1
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(s, 14-C), 127.3 (d, 7-C), 128.8 (d, 6-C), 129.5 (d, 5-C), 136.0 (s, 4-C), 155.8 (s, 13-C),
171.8, 172.0 (2 s, 1-C, 8-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
CagHusN2OgSi [M+H]*  509.3041  509.3047

Elementaranalyse
CQGH44N206Si berechnet: C61.38 HR72 N5.51
(508.72) gefunden: C 61.62 H 872 N 548

Optische Drehung
[ = +27.6° (c = 0.9, CHCl3)

N-tert-Butoxycarbonyl-5- O-tert-butyldimethylsilyl-(.S)-norvalyl-gly-
cin-methylester (23b)

1.74 g (1.0 Aq., 5.72 mmol) des Alkohols 22b wurden in Dichlormethan (0.2 M) gelost
und anschlieBend mit 1.58 g (4.0 Aq., 23.0 mmol) Imidazol und 2.04 g (2.32 Aq.,
13.3 mmol) TBS-Chlorid versetzt. Die Reaktionslosung wurde iiber Nacht bei Raum-
temperatur geriihrt, anschlieBend auf 1/3 eingeengt und mit Ethylacetat verdiinnt. Die
organische Phase wurde mit 1 M KHSO4-L6sung und ges. NaCl-Losung gewaschen, {iber
NagS0O4 getrocknet und das Losemittel unter reduziertem Druck entfernt. Nach Aufreini-
gung mittels Flashchromatograph konnten 2.15 g (5.14 mmol, 90%) des silyl-geschiitzten
Alkohols 23b als farbloses Ol erhalten werden.

R/(23b) = 0.70 (EE)
Q 2
V| o8 N 0
AR

12/ 13

23b

'H-NMR (400 MHz, CDCl3)

§ = 0.00 (s, 6 H, 12-H), 0.83 (s, 9 H, 14-H), 1.38 (s, 9 H, 10-H), 1.58 (m, 2 H,
6-H), 1.71 (m, 1 H, 5-H,), 1.82 (m, 1 H, 5-H,), 3.59 (t, >J76 = 6.0 Hz, 2 H, 7-H),
3.68 (s, 3 H, 11-H), 3.95 (dd, 2Ja4.2p = 16.3 Hz, 3Joyxu = 3.3 Hz, 1 H, 2-H,), 4.00 (dd,
2Job2a = 15.7 Hz, 3Jop nu = 2.7 Hz, 1 H, 2-H,), 4.11 (d, 3Jynu = 5.1 Hz, 1 H, 4-H),
5.35 (d, 3Jnma = 5.0 Hz, 1 H, NHy), 6.81 (br s, 1 H, NH,).



Kapitel 7: Experimenteller Teil 139

13C-NMR (101 MHz, CDCls)

§ = -5.2 (q, 12-C), 18.5 (s, 13-C), 26.2 (q, 14-C), 28.5 (q, 10-C), 28.6 (t, 6-C), 29.3 (¢,
5-C), 41.3 (t, 2-C), 52.5 (q, 11-C), 54.4 (d, 4-C), 63.0 (t, 7-C), 80.2 (s, 9-C), 156.0 (s,
8-C), 170.3 (s, 1-C), 172.7 (s, 3-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
CioHzoNoOgSi [MAH]*  419.2572  419.2573

Elementaranalyse
C19H3gN9OgSi  berechnet: C 54.52 H 9.15 N 6.69
(418.60) gefunden: C 54.80 H 8.87 N 6.49

Optische Drehung
[]® = -12.1° (c = 0.9, CHCl3)

N-tert-Butoxycarbonyl-5- O-tri-isopropylsilyl-(S)-norvalyl-glycin-
methylester (23c)

892 mg (1.0 Aq., 2.93 mmol) des Alkohols 22b wurden in DMF (1.5 M) gelost und an-
schlieBend mit 499 mg (2.5 Aq., 7.32 mmol) Imidazol und 745 uL (1.2 Aq., 3.52 mmol)
TIPS-Chlorid versetzt. Die Reaktionslosung wurde fiir 2 Stunden bei Raumtempera-
tur gerithrt und anschliefend mit Ethylacetat verdiinnt. Die organische Phase wurde
mit 1 M KHSOy4-Losung und ges. NaCl-Losung gewaschen, iiber NasSOy4 getrocknet
und das Losemittel unter reduziertem Druck entfernt. Nach Aufreinigung mittels Flash-
chromatograph konnten 1.06 g (2.30 mmol, 79%) des silyl-geschiitzten Alkohols 23c als

farbloses Ol erhalten werden.

R;(23c) = 0.40 (PE/EE 1:1)

'H-NMR (400 MHz, CDCIl3)

§ =0.94 - 1.12 (sh, 21 H, 11-H, 12-H), 1.40 (s, 9 H, 10-H), 1.60 (m, 2 H, 6-H), 1.75 (m,
1 H, 5-H,), 1.76 (dtd, 2Jsp5, = 14.0 Hz, 3J56 = 7.8 Hz, 3J5,4 = 5.6 Hz, 1 H, 5-H,),
3.68 (t, 3J76 = 6.1 Hz, 2 H, 7-H), 3.70 (s, 3 H, 13-H), 4.00 (d, >*Joxg = 5.4 Hz, 2 H,
2-H), 4.13 (d, 3Jynu = 5.1 Hz, 1 H, 4-H), 5.34 (d, 3Jxma = 5.3 Hz, 1 H, NHy), 6.79 (t,
3Jnmz2 = 5.3 Hz, 1 H, NH,,).
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13C-NMR (101 MHz, CDCls)

§ = 12.1 (d, 11-C), 18.2 (q, 12-C), 28.5 (q, 10-C), 28.8 (t, 6-C), 29.1 (t, 5-C), 41.3 (t,
2-C), 54.6 (d, 4-C), 63.0 (t, 7-C), 67.3 (q, 13-C), 80.2 (s, 9-C), 156.0 (s, 8-C), 170.3 (s,
1-C), 172.7 (s, 3-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
CooH45N206S1 [M+H]+ 461.3041 461.3043

Elementaranalyse
CQQH44N206Si berechnet: C57.36 H9.63 N 6.08
(460.68) gefunden: C 5742 H 9.55 N 6.06

Optische Drehung
[]® = -10.7° (c = 1.3, CHCl;)

N-tert-Butoxycarbonyl-5- O-tert-butyldimethylsilyl-(S)-norvalyl-(S)-
phenylalanin (24a)

GemiB AAV 3 wurden 5.37 g (1.0 Aq., 10.6 mmol) des Dipeptids 23a in einem Ge-
misch aus Dioxan, Methanol und Wasser (3:1:1, 0.2 M) gelost und mit 0.41 g (1.6 Aq.,
16.9 mmol) Lithiumhydroxid versetzt. Nach beschriebener Aufarbeitung konnten 4.82 g
(9.73 mmol, 92%) der freien Séure 24a als farbloses Ol erhalten werden.

18

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg)

§ = 0.02 (s, 6 H, 16-H), 0.85 (s, 9 H, 18-H), 1.36 (s, 9 H, 15-H), 1.38 — 1.48 (sh, 3 H,
10-H,, 11-H), 1.57 (m, 1 H, 10-Hy), 2.89 (dd, 2J3,3, = 13.9 Hz, 3J3,2 = 8.7 Hz, 1 H,
3-Hg), 3.04 (dd, 2J3p 3, = 13.8 Hz, 3J32 = 5.0 Hz, 1 H, 3-H,), 3.51 (t, 3J1211 = 6.1 Hz,
2 H, 12-H), 3.88 (br s, 1 H, 9-H), 4.43 (ddd, 3>Jonn = 3J23, = 8.1 Hz, 3Ja3, = 5.3 Hz,
1 H, 2-H), 6.81 (d, 3Jxno = 8.4 Hz, 1 H, NH,), 7.16 — 7.28 (sh, 5 H, 5-H, 6-H, 7-H),
7.94 (d, 3Jnu2 = 7.9 Hz, 1 H, NH,,), 12.76 (br s, 1 H, COOH).

I3C-NMR (101 MHz, DMSO-dg)
§ = -5.3 (q, 16-C), 18.0 (s, 17-C), 25.9 (q, 18-C), 28.2 (q, 15-C), 28.6, 28.7 (2 t, 10-C,
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11-C), 36.8 (t, 3-C), 53.1 (d, 2-C), 54.0 (d, 9-C), 62.3 (t, 12-C), 78.0 (s, 14-C), 126.4 (d,
7-C), 128.2 (d, 6-C), 129.2 (d, 5-C), 137.3 (s, 4-C), 155.1 (s, 13-C), 171.9 (s, 8-C), 172.8
(s, 1-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
Co5Hy3N2OgSi [M+H]+ 494.2812  494.2809

Elementaranalyse
CQ5H42N206Si berechnet: C60.70 H 856 N 5.66
(494.70) gefunden: C60.91 H 879 N 5.58

Optische Drehung
[]® = +1.0° (c = 0.8, MeOH)

N-tert-Butoxycarbonyl-5- O-tert-butyldimethylsilyl-(.S)-norvalyl-glycin
(24b)

GemiB AAV 3 wurden 206 mg (1.0 Aq., 492 pmol) des Dipeptids 23b in einem Ge-
misch aus Dioxan, Methanol und Wasser (3:1:1, 0.2 M) gelost und mit 18 mg (1.5 Aq.,
738 pmol) Lithiumhydroxid versetzt. Nach beschriebener Aufarbeitung konnten 195 mg
(456 pmol, 93%) der freien Siure 24b als farbloses Ol erhalten werden.

Hb

\i/OB N N/\H/OH
O 5
Y
O
T3
—Si
1/ \\ﬁ

24b

'H-NMR (400 MHz, CDCl3)

§ =0.03 (s, 6 H, 11-H), 0.87 (s, 9 H, 13-H), 1.41 (s, 9 H, 10-H), 1.57 (m, 2 H, 6-H), 1.70
(dtd, 2Js4,50 = 13.7 Hz, 3J50,6 = 3J504 = 8.0 Hz, 1 H, 5-H,), 1.85 (m, 1 H, 5-Hy), 3.63
(t, 3J76 = 6.0 Hz, 2 H, 7-H), 3.98 (dd, 2Ja4.25 = 18.8 Hz, 3Joo nu = 3.6 Hz, 1 H, 2-H,,),
4.08 (dd, 2J2p 24 = 19.0 Hz, 3Jop xu = 2.8 Hz, 1 H, 2-H,), 4.27 (m, 1 H, 4-H), 5.53 (d,
3Jnma = 7.2 Hz, 1 H, NHy), 7.06 (br s, 1 H, NH,), 7.85 (br s, 1 H, COOH).

I3C-NMR (101 MHz, CDCls;)

§ = -5.1 (q, 11-C), 18.6 (s, 12-C), 26.2 (q, 13-C), 28.5 (q, 10-C), 28.7 (t, 6-C), 29.5 (4,
5-C), 41.6 (t, 2-C), 54.2 (d, 4-C), 62.9 (t, 7-C), 80.7 (s, 9-C), 156.4 (s, 8-C), 172.4 (s,
3-C), 173.0 (s, 1-C).
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HRMS (CI) berechnet gefunden
C1sH37N2OgSi [M+H|T  405.2415  405.2421

Elementaranalyse
C1gH3N2OgSi  berechnet: C 53.44 H 897 N 6.92
(404.57) gefunden: C 53.04 H9.13 N 6.60

N-tert-Butoxycarbonyl-5- O-tri-isopropylsilyl-(.S)-norvalyl-glycin (24c)

GemiB AAV 3 wurden 976 mg (1.0 Aq., 2.12 mmol) des Dipeptids 23c in einem Ge-
misch aus Dioxan, Methanol und Wasser (3:1:1, 0.5 M) gelést und mit 71 mg (1.6 Aq.,
3.39 mmol) Lithiumhydroxid versetzt. Nach beschriebener Aufarbeitung konnten 859 mg

(1.92 mmol, 91%) der freien Sdure 24c als farbloses Ol erhalten werden.

R;(24c) = 0.23 (PE/EE 1:1)

'H-NMR (400 MHz, CDCl3)

§ = 0.93 — 1.11 (sh, 21 H, 11-H, 12-H), 1.40 (s, 9 H, 10-H), 1.59 (m, 2 H, 6-H), 1.72
(m, 1 H, 5-H,), 1.89 (m, 1 H, 5-Hy), 3.69 (t, 3Jr6 = 6.0 Hz, 2 H, 7-H), 3.97 (dd,
2 Joao = 18.6 Hz, 3Jaq nu = 3.7 Hz, 1 H, 2-H,), 4.07 (m, 1 H, 2-Hp), 4.31 (m, 1 H, 4-H),
5.52 (d, 3Jnma = 6.8 Hz, 1 H, NH), 7.05 (br s, 1 H, NH,), 8.48 (br s, 1 H, COOH).

Sichtbare Signale des Nebenrotamers:
§ =3.85 (m, 1 H, 2-H,), 4.35 (m, 1 H, 4-H), 6.03 (d, 3Jxp2 = 5.0 Hz, 1 H, NH,), 6.12
(m, 1 H, NHy).

I3C-NMR (101 MHz, CDCls;)

d =12.1 (d, 11-C), 17.9 (q, 12-C), 28.5 (q, 10-C), 28.9 (t, 6-C), 29.3 (t, 5-C), 41.6 (t,
2-C), 54.4 (d, 4-C), 63.0 (t, 7-C), 172.4, 173.1 (2 s, 1-C, 3-C).

Die Signale von 8-C und 9-C sind nicht sichtbar.

HRMS (CI) berechnet gefunden
Co1HysNoOgSi [M+H|T  447.2885  447.2887
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Optische Drehung
[]® = -7.2° (¢ = 1.0, MeOH)

N-tert-Butoxycarbonyl-5- O-tert-butyldimethylsilyl-(S)-norvalyl-(S)-
phenylalanyl- N-methyl- O-allyl-(.S)-tyrosyl-(S)-valin (27a)

GemiB AAV 3 wurden 74.1 mg (1.0 Aq., 80.0 umol) des Esters 19a in einem Gemisch
aus Dioxan, Methanol und Wasser (3:1:1, 0.2 M) gelést und mit 2.53 mg (1.3 Aq.,
104 pmol) Lithiumhydroxid versetzt. Nach 4 Stunden Riithren bei Raumtemperatur und
anschlieBender Erwarmung auf 50 °C konnte kein vollstéindiger Umsatz erreicht werden.
Aus diesem Grund wurde das Edukt séulenchromatographisch (CH2Cl2/MeOH 95:5)
abgetrennt. Es konnten 50.5 mg (62.0 pumol, 78%, dr 72:28) der Sdure 27a als farbloses

Ol erhalten werden.

R;(27a) = 0.46 (PE/EE 1:1)

Hp
14

27a

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg, 373 K)

Diastereomerenverhdltnis: 72:28 (die Signale des Nebendiastereomers sind nicht explizit
aufgefiihrt)

§ = 0.01 (s, 6 H, 28-H), 0.89 (d, ®Jya3 = 6.8 Hz, 3 H, 4-H,), 0.90 (s, 9 H, 30-H), 0.92
(d, 3Jap3 = 6.9 Hz, 3 H, 4-H,), 1.41 (s, 9 H, 33-H), 1.42 (m, 2 H, 26-H), 1.50 (m, 1 H,
25-H,), 1.63 (m, 1 H, 25-Hy), 2.08 (qd, 3J34 = 3J32 = 6.7 Hz, 1 H, 3-H), 2.67 — 2.84 (sh,
3 H, 7-H, 18-H,), 2.89 (s, 3 H, 15-H), 3.18 (m, 1 H, 18-Hy), 3.40 (t, 3Ja7 26 = 6.4 Hz, 2 H,
27-H), 3.93 (ddd, 3Josnu = 3Joa250¢ = 8.2 Hz, Joq 95, = 5.8 Hz, 1 H, 24-H), 4.19 (dd,
3Jonm = 8.5 Hz, 3Jo3 = 6.1 Hz, 1 H, 2-H), 4.49 (d, 3J1213 = 4.8 Hz, 2 H, 12-H), 4.91
(m, 1 H, 6-H), 5.11 (br s, 1 H, 17-H), 5.20 (dd, 3J140,13 = 10.4 Hz, 2J14414p = 1.4 Hz,
1 H, 14-H,), 5.34 (dd, 3Jip13 = 17.3 Hz, 2Jigp140 = 1.6 Hz, 1 H, 14-H,), 6.00 (ddt,
3Ji314p = 17.2 Hz, 3J13140 = 10.3 Hz, 3J1312 = 5.2 Hz, 1 H, 13-H), 6.00 (br s, 1 H,
NH,), 6.82 (d, 3Ji09 = 8.6 Hz, 2 H, 10-H), 7.11 (d, 3Jy 19 = 8.7 Hz, 2 H, 9-H), 7.13 —
7.24 (sh, 6 H, 20-H, 21-H, 22-H, NHy), 7.54 (br s, 1 H, NH,).
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13C-NMR (125 MHz, DMSO-dg, 373 K)

0 =-3.9 (q, 28-C), 17.5 (q, 4-Cy,), 18.7 (q, 4-Cy), 25.2 (q, 30-C), 27.6 (q, 33-C), 28.0, 28.6
(2 t, 25-C, 26-C), 30.0 (d, 3-C), 30.7 (q, 15-C), 32.4 (t, 18-C), 57.0*, 57.3* (2 d, 2-C,
24-C), 59.3* (d, 17-C), 62.4* (t, 27-C), 68.1 (t, 12-C), 77.7 (s, 32-C), 114.3 (d, 10-C),
116.2 (t, 14-C), 125.6 (d, 22-C), 127.3, 128.3 (2 d, 20-C, 21-C), 129.1 (d, 9-C), 133.4 (d,
13-C), 136.8 (s, 19-C), 154.4 (s, 31-C), 156.5 (s, 11-C).

Die Signale von 1-C, 5-C, 6-C, 7-C, 8-C, 16-C, 23-C und 29-C sind nicht sichtbar.

UHRMS (ESI) berechnet gefunden
CusHegNaOgSi [MAH]* 8114672 811.4646

Schmelzpunkt
Smp(27a) = 114°C

N-(2,2,2-Trichlorethoxycarbonyl)- O-[ N -tert-butoxycarbonyl-5- O-tetra-
hydropyranyl-(.S)-norvalyl-(S)-phenylalanyl- N-methyl- O-allyl-(S)-
tyrosyl-(.S)-valyl]-(S)-threonyl-(S)-leucin-tert-butylester (28b)

GemiB AAV 3 wurden 52 mg (1.0 Aq., 64.0 umol) des Esters 19b in einem Gemisch aus
Dioxan, Methanol und Wasser (3:1:1, 0.2 M) gelést und mit 8.23 mg (3.0 Aq., 192 pmol)
Lithiumhydroxid versetzt. Nach beschriebener Aufarbeitung wurden 50 mg (64.0 pmol)
der freien Séure als farbloses Ol erhalten und das Rohprodukt gemi AAV 6 mit 32.7 mg
(1.1 Aq., 70 pmol) des Dipeptids 8 unter No-Atmosphire in Toluol (0.36 M) gelost und
auf 0 °C abgekiihlt. AnschlieBend folgte die Zugabe von 13.4 uL (1.5 Aq., 96 gmol) Tri-
ethylamin, 15 uL (1.5 Aq., 96 gmol) 2,4,6-Trichlorbenzoylchlorid und 15.6 mg (2.0 Aq.,
128 pmol) DMAP. Nach beschriebener Aufarbeitung und anschlieflender sédulenchroma-
tographischer Aufreinigung (PE/EE 6:4) konnten 91.1 mg (74 pmol, 30%, dr 61:31:8)
des Hexapeptids 28b als farbloses Ol erhalten werden.

R;(28b) = 0.25 (PE/EE 1:1)

14
CCl,
13 e}
18 17 12
0] 0" "NHy y, O J<7
. : 6
:019N1615O109 8 N%o

23 5

C
(@] 1 Hbo 3 4
250/26\/@;
4 27 a

2

28b
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'H-NMR (500 MHz, CDCl3)

Nebenrotamere und -diastereomere sind nicht explizit aufgefiihrt.

§ = 0.80 — 0.90 (sh, 12 H, 5-H, 18-H), 1.20 (d, 3J11,10 = 6.5 Hz, 3 H, 11-H), 1.33 (s,
9 H, 7-H), 1.36 (s, 9 H, 49-H), 1.42 — 1.66 (sh, 13 H, 3-H, 4-H, 39-H, 40-H, 43-H, 44-
H, 45-H), 1.93 (m, 1 H, 17-H), 2.78 (dd, 2J324,320 = 13.3 Hz, 3J32,31 = 7.3 Hz, 1 H,
32-H,), 2.99 (dd, 2J21001p = 14.1 Hz, 3J21400 = 5.6 Hz, 1 H, 21-H,), 3.04 (s, 3 H,
29-H), 3.07 (m, 1 H, 32-Hp), 3.14 (dd, 2Ja1p214 = 14.5 Hz, 3J21520 = 8.0 Hz, 1 H,
21-Hy), 3.37 — 3.47 (sh, 2 H, 41-H,, 46-H,), 3.70 — 3.81 (sh, 2 H, 41-H,, 46-H,), 4.12
— 4.34 (sh, 3 H, 16-H, 38-H, 42-H), 4.42 (d, ®Jog 27 = 5.2 Hz, 2 H, 26-H), 4.60 (m,
1 H, 2-H), 4.65 (m, 1 H, 9-H), 4.84 (m, 1 H, 10-H), 5.02 — 5.17 (sh, 2 H, 20-H, 31-H),
5.20 (ddt, 3Jage o7 = 10.4 Hz, 2Joga 08, = Jogas = 1.3 Hz, 1 H, 28-H,), 5.32 (ddt,
3Jaspor = 17.3 Hz, 2Jagp 980 = *Jaspos = 1.5 Hz, 1 H, 28-H,), 5.68 (m, 1 H, NH,), 5.96
(ddt, 3 Jo7.98 = 17.2 Hz, 3Ja7 98, = 10.5 Hz, 3Ja796 = 5.3 Hz, 1 H, 27-H), 6.12 (br s, 1 H,
NH,), 6.72 (d, 3J2403 = 8.5 Hz, 2 H, 24-H), 7.00 (d, 3Jo3 24 = 8.5 Hz, 2 H, 23-H), 7.02
~7.19 (sh, 6 H, 34-H, 35-H, 36-H, NHy), 7.41 (br s, 1 H, NH,), 8.19 (br s, 1 H, NH,).

UHRMS (ESI) berechnet  gefunden
C59Hg7ClI3NgO15 [N[—FH]+ 1225.5368 1225.5391

Elementaranalyse
C59H87C13N6015 berechnet: C 57.77 H 7.15 N 6.85
(1226.71) gefunden: C57.72 H7.11 N 6.57

HPLC-MS (Luna, ACN/H,O+HCOOH (0.1%) 1:1-+100% ACN, 0.8 mL/min, 193 nm)
(S,S,5,R,S,S)-28b: tr = 10.2 min (8%)

(S,5,5,9,5,5)-28b: tp = 10.5 min (61%)

(S,R,S,S,S,5)-28b: tp = 10.7 min (31%)

N,N-Di-tert-Butoxycarbonyl- O-benzyl-(S)-glutaminsdure-methylester
(34)

510 mg (1.0 Aq., 1.45 mmol) Boc-(S)-Glutaminsiuremethylester wurden in Acetonitril
(0.2 M) gelost und mit 35.3 mg (0.2 Aq., 0.29 mmol) DMAP sowie 1.7 mL (5.1 Aq.,
7.40 mmol) Boc-Anhydrid versetzt. Die Reaktionslosung wurde iiber Nacht bei Raum-
temperatur geriihrt und anschliefend mit Ethylacetat verdiinnt. Die organische Phase
wurde mit 1 M KHSO4-Losung, Wasser, ges. NaHCO3-Losung und ges. NaCl-Losung ge-
waschen, iiber NaySOy4 getrocknet und das Losemittel unter reduziertem Druck entfernt.
Nach sdulenchromatographischer Aufreinigung (PE/EE 8:2) wurden 673 mg (1.45 mmol,
quant.) des Produktes 34 als farbloses Ol erhalten.

R;(34) = 0.65 (PE/EE 1:1)
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%" "%

LO

IH-NMR (400 MHz, CDCls)

§ =1.46 (s, 18 H, 8-H), 2.17 (m, 1 H, 3-H,), 2.40 — 2.55 (sh, 3 H, 3-H,, 4-H), 3.69 (s,
3 H, 9-H), 4.93 (dd, 32,3, = 9.5 Hz, 3Jy 5, = 4.8 Hz, 1 H, 2-H), 5.10 (s, 2 H, 10-H), 7.28
~ 7.35 (sh, 5 H, 12-H, 13-H, 14-H).

I3C-NMR (101 MHz, CDCI3)

§ =254 (t, 3-C), 28.1 (q, 8-C), 31.1 (t, 4-C), 52.4 (g, 9-C), 57.5 (d, 2-C), 66.6 (t, 10-C),
83.5 (s, 7-C), 128.4, 128.7 (3 d, 12-C, 13-C, 14-C), 136.1 (s, 11-C), 152.2 (s, 6-C), 171.0
(s, 1-C), 172.7 (s, 5-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
Co3H3sNOg [M+H]t 4522279  452.2287

Elementaranalyse
Co3H33NOg  berechnet: C 61.18 H 7.37 N 3.10
(451.51) gefunden: C61.33 H 7.06 N 3.30

Optische Drehung
[]® = -37.4 °(c = 1.1, CHCl3)

N, N-Di-tert-Butoxycarbonyl-(S)-Glutaminsiure-methylester (35)

GeméB AAV 4 wurden 673 mg (1.0 Aq., 1.45 mmol) der Glutaminsiure 34 in Ethylacetat
gelost, mit 66 mg (4 mol%, 62 pumol) Palladium auf Kohle (10%-ig) versetzt und fiir
18 Stunden unter Hp-Atmosphére (1 bar) geriihrt. Nach beschriebener Aufarbeitung
konnten 493 mg (1.36 mmol, 94%) der Siure 35 als farbloses Ol erhalten werden.

(0]

o)
- °
HOWO/
N._O

R
5

3
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'H-NMR (400 MHz, CDCl3)
§ = 1.49 (s, 18 H, 8-H), 2.17 (m, 1 H, 3-H,), 2.37 — 2.52 (sh, 3 H, 3-H,, 4-H), 3.70 (s,
3 H, 9-H), 4.92 (dd, 3Jo3, = 9.5 Hz, 3Ja3, = 4.3 Hz, 1 H, 2-H).

13C-NMR (101 MHz, CDCls)
§ =25.1 (t, 3-C), 28.1 (q, 8-C), 30.7 (t, 4-C), 52.5 (q, 9-C), 57.5 (d, 2-C), 83.7 (s, 7-C),
152.1 (s, 6-C), 171.0 (s, 1-C), 177.9% (s, 5-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
C16H2sNOg [M+H]+ 362.1809 362.1824

Elementaranalyse
C16Ho7NOg berechnet: C 53.18 H 7.53 N 3.88
(361.39) gefunden: C 53.48 H 7.52 N 3.80

N, N-Di-tert-Butoxycarbonyl-5-hydroxy-(.S)-norvalin-methylester (36)

GeméB AAV 5 wurden 832 mg (1.0 Aq., 2.30 mmol) 35 in THF geldst und bei —20 °C mit
449 pL (1.4 Aq., 3.22 mmol) Triethylamin und 310 pL (1.4 Aq., 3.22 mmol) Ethylchlo-
roformiat versetzt. Nach 20 Minuten wurde das Reaktionsgemisch auf —50 °C abgekiihlt
und 261 mg (3.0 Aq., 6.91 mmol) Natriumborhydrid sowie 1 mL Wasser zugegeben.
Nach beschriebener Aufarbeitung und anschliefender siulen-chromatographischer Auf-
reinigung (PE/EE 8:2—EE) konnten 618 mg (1.78 mmol, 77%) des Alkohols 36 als

farbloses Ol erhalten werden.

R;(36) = 0.34 (PE/EE 1:1)

{\/O O\’/
7
36

'H-NMR (400 MHz, CDCl3)

§ = 1.47 (s, 18 H, 8-H), 1.61 (m, 2 H, 4-H), 1.91 (m, 1 H, 3-H,), 2.21 (m, 1 H, 3-H), 3.65
(t,3Js54 = 6.4 Hz, 2 H, 5-H), 3.59 (s, 3 H, 9-H), 4.86 (dd, 3 Jo3, = 9.1 Hz, 3.J5 3, = 5.5 Hz,
1 H, 2-H).

13C-NMR (101 MHz, CDCI3)
§ = 25.6 (t, 4-C), 26.7 (t, 3-C), 28.1 (q, 8-C), 52.4 (q, 9-C), 57.8 (d, 2-C), 64.2 (t, 5-C),
83.5 (s, 7-C), 152.2 (s, 6-C), 171.2 (s, 1-C).
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HRMS (CI) berechnet gefunden
C16H30NO7 [M+H]+ 348.2017  348.2017

Elementaranalyse
C1H29NO7 berechnet: C 55.32 H 841 N 4.03
(347.40) gefunden: C 5541 H 838 N 3.89

N,N-Di-tert-Butoxycarbonyl-5- O-tert-butyldimethylsilyl-(S)-norvalin-
methylester (37)

144 mg (1.0 Aq., 415 ymol) des Alkohols 36 wurden in DMF (0.3 M) gelést und anschlie-
Bend mit 90.5 mg (3.2 Aq., 1.33 mmol) Imidazol und 100 mg (1.6 Aq., 0.67 mmol) TBS-
Chlorid versetzt. Die Reaktionslésung wurde iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt,
anschlieend mit Wasser versetzt und die wéssrige Phase mit Ethylacetat extrahiert
(3 x). Die organische Phase wurde mit 1 M KHSO4-Losung und ges. NaCl-Losung ge-
waschen, iiber NaoSOy4 getrocknet und das Losemittel unter reduziertem Druck entfernt.
Nach sdulenchromatographischer Aufreinigung (PE/EE 9:1) konnten 155 mg (336 pmol,
81%) des silyl-geschiitzten Alkohols 37 als farbloses Ol erhalten werden.

R;(37) = 0.75 (PE/EE 1:1)

N 5 3 9
11SI\O : ;107
12 O._N__O
% \f
7.0 O
X° O
37

'H-NMR (400 MHz, CDCl3)

§ =0.02 (s, 6 H, 10-H), 0.85 (s, 9 H, 12-H), 1.47 (s, 18 H, 8-H), 1.54 (m, 2 H, 4-H), 1.91
(m, 1 H, 3-H,), 2.14 (m, 1 H, 3-H), 3.61 (t, 3J54 = 6.4 Hz, 2 H, 5-H), 3.68 (s, 3 H,
9-H), 4.84 (dd, 3Jo3, = 9.7 Hz, 3J23, = 5.2 Hz, 1 H, 2-H).

13C-NMR (101 MHz, CDCls)

§ = -5.1 (q, 10-C), 14.4 (s, 11-C), 26.2 (q, 12-C), 26.6 (t, 3-C), 28.2 (q, 8-C), 29.8 (t,
4-C), 52.3 (q, 9-C), 58.2 (d, 2-C), 62.9 (t, 5-C), 83.2 (s, 7-C), 152.3 (s, 6-C), 171.6 (s,
1-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
CooHuNO;Si [MAH|T  462.2882  462.2889
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Elementaranalyse
CooHysNO7Si  berechnet: C57.24 H 9.39 N 3.03
(461.66) gefunden: C57.19 H9.06 N 3.15

N-Allyloxycarbonyl-(S)-leucin-2-(trimethylsilyl)ethylester (40)

3.93 g (1.0 Aq., 15.8 mmol) N-Allyloxycarbonyl-(S)-leucin und 1.87 g (1.0 Aq.,
15.8 mmol) Trimethylsilylethanol wurden in Dichlormethan (1 M) gelést und auf 0 °C
abgekiihlt. Anschlieflend folgte die Zugabe von 116 mg (6 mol%, 950 ymol) DMAP und
3.59 g (1.1 Aq., 17.4 mmol) DCC. Diese Lésung wurde iiber Nacht gerithrt und auf
Raumtemperatur erwédrmt. Anschlieend wurde das Reaktionsgemisch mit Ethylacetat
verdiinnt und mit 1 M KHSO4-Lésung versetzt. Die org. Phase wurde mit 1 M KHSO4-
Losung, Wasser, ges. NaHCO3-Losung und ges. NaCl-Losung gewaschen, iiber NasSOy
getrocknet und das Losemittel unter reduziertem Druck entfernt. Nach sdulenchromato-
graphischer Aufreinigung (PE/EE 8:2) konnten 4.60 g (14.4 mmol, 91%) des Esters 40

als farbloses Ol erhalten werden.

R;(40) = 0.70 (PE/EE 1:1)

O
11 H 6 |
H O N2 Si
2 o \)1J\O/\'// e
Hb o} 3-\4(
5
40

'H-NMR (400 MHz, CDCl3)

§=0.01 (s, 9 H, 8-H), 0.92 (m, 6 H, 5-H), 0.98 (m, 2 H, 7-H), 1.48 (m, 1 H, 3-H,), 1.59 (m,
1 H, 3-Hp), 1.68 (m, 1 H, 4-H), 4.18 (m, 2 H, 6-H), 4.32 (ddd, 3Jonu = 3J23, = 8.8 Hz,
3Ja3p = 5.4 Hz, 1 H, 2-H), 4.54 (d, 3J1911 = 5.3 Hz, 2 H, 10-H), 5.11 (br s, 1 H, NH),
5.18 (dd, 3J12411 = 10.5 Hz, 2J194125 = 1.1 Hz, 1 H, 12-H,), 5.27 (d, 3J12p.11 = 17.2 Hz,
1 H, 12-Hp), 5.88 (d, 3J11,195 = 16.7 Hz, 311,12, = 11.0 Hz, 3J31 10 = 5.6 Hz, 1 H, 11-H).

I3C-NMR (101 MHz, CDCI3)

§=1.3 (q, 8-C), 17.6 (¢, 7-C), 22.0 (q, 5-Ca), 23.1 (q, 5-Cy), 24.9 (d, 4-C), 42.1 (t, 3-C),
52.8 (d, 2-C), 63.9 (t, 6-C), 66.0 (t, 10-C), 117.9 (¢, 12-C), 132.9 (d, 11-C), 156.0 (s,
9-C), 173.5 (s, 1-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden

C15H3NO4Si [M+H]"™  316.1939  316.1950

Optische Drehung
[]® = -7.7° (c = 0.8, CHCl3)
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(S)-Leucin-2-(trimethylsilyl)ethylester (41)

3.87 g (1.0 Aq., 12.3 mmol) des geschiitzten Leucins 40 wurden in einem Gemisch aus
Methanol und Chloroform (10:1, 0.5 M) gelost und unter No-Atmosphére mit 386 mg
(10 gew%, 363 pmol) Palladium auf Kohle (10%-ig) versetzt. Anschliefend folgte eine
tropfenweise Zugabe von 9.8 mL (5.0 Aq., 61.3 mmol) Triethylsilan. Nach beendeter
Reaktion (DC-Kontrolle) wurde der Katalysator iiber Celite abfiltriert und das Fil-
trat unter reduziertem Druck eingeengt. Nach sdulenchromatographischer Aufreinigung
(PE/EE 1:1 + 1 vol% Et3N) konnten 2.24 g (8.88 mmol, 72%) des Leucins 41 als
farbloses Ol erhalten.

R;(41) = 0.42 (PE/EE 1:1 + 1 vol% Et3N)

o}
|
6 .
H2N \%)]LO/\/S'I\ 8
H 7
3-\4(
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'H-NMR (400 MHz, CDCIs)

§ =0.02 (s, 9 H, 8-H), 0.89 (m, 6 H, 5-H), 0.97 (m, 2 H, 7-H), 1.38 (m, 1 H, 3-H,), 1.53
(ddd, 2J3p,3, = 13.7 Hz, 3J3,0 = 8.2 Hz, 3 J3 4 = 5.6 Hz, 1 H, 3-H,), 1.65 — 1.85 (sh, 3 H,
4-H, NHy), 3.40 (dd, 3Jo3, = 8.7 Hz, 3J5 3, = 5.6 Hz, 1 H, 2-H), 4.17 (m, 2 H, 6-H).

I3C-NMR (101 MHz, CDCIl3)
§ =-1.3 (q, 8-C), 17.6 (t, 7-C), 22.0 (q, 5-C4), 23.2 (q, 5-Cp), 25.0 (d, 4-C), 44.3 (¢, 3-C),
53.2 (d, 2-C), 63.3 (t, 6-C), 177.0 (s, 1-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
C11Ho6NO5Si [M+H]+ 232.1727  232.1737

N-(2,2,2-Trichlorethoxycarbonyl)- O-benzyl-(S)-threonyl-(.S)-leucin-2-
(trimethylsilyl)ethylester (42)

GemiB AAV 1b wurden 1.63 g (1.1 Aq., 4.23 mmol) Threonin 6 und 0.890 g (1.0 Aq.,
3.85 mmol) Leucin 41 in 11 mL Dichlormethan gelost und bei —10 °C mit 739 uL
(1.1 Aq., 4.23 mmol) DIPEA und 1.61 g (1.1 Aq., 4.23 mmol) HATU versetzt. Nach be-
schriebener Aufarbeitung und anschliefender sdulen-chromatographischer Aufreinigung
(PE/EE 9:1) konnten 1.85 g (3.10 mmol, 81%) des Dipeptids 42 als weiler Feststoff

erhalten werden.

R;(42) = 0.73 (PE/EE 1:1)
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20 O)\NHb H,
19 W RIP N\)J\ /\/SI
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42

'H-NMR (400 MHz, CDCl3)

5 =0.02 (s, 9 H, 8-H), 0.84 (d, 3J554 = 6.2 Hz, 3 H, 5-H,), 0.87 (d, 3Jsp4 = 6.1 Hz, 3 H,
5-Hp), 0.96 (m, 2 H, 7-H), 1.23 (d, 3J1211 = 7.1 Hz, 3 H, 12-H), 1.37 — 1.62 (sh, 3 H,
3-H, 4-H), 4.13 — 4.22 (sh, 3 H, 6-H, 11-H), 4.37 (dd, >Jionu = 6.4 Hz, 3.J1911 = 3.3 Hz,
1 H, 10-H), 4.49 (ddd, 3J23, = 3Jonn = 8.7 Hz, 3Ja3, = 4.7 Hz, 1 H, 2-H), 4.57 (d,

2 J16a16v = 11.3 Hz, 1 H, 16-H,), 4.69 (d, 2Jip160 = 11.3 Hz, 1 H, 16-H,), 4.70 (d,
2 N4aa40 = 12.0 Hz, 1 H, 14-H,), 4.74 (d, ?Jiap140 = 12.0 Hz, 1 H, 14-H,), 6.04 (d,
3Jnm10 = 6.3 Hz, 1 H, NH,), 7.03 (d, 3Jxn2 = 8.0 Hz, 1 H, NH,,), 7.25 — 7.36 (sh, 5 H,
18-H, 19-H, 20-H).

I3C-NMR (101 MHz, CDCls;)

§ = -1.3 (q, 8-C), 14.7 (q, 12-C), 17.6 (t, 7-C), 22.0 (q, 5-Cy), 23.0 (q, 5-C4), 25.0 (d,
4-C), 41.5 (t, 3-C), 51.4 (d, 2-C), 57.6 (d, 10-C), 63.9 (t, 6-C), 71.8 (t, 16-C), 74.6 (d,
11-C), 74.9 (t, 14-C), 95.6 (s, 15-C), 128.0, 128.2, 128.7 (3 d, 18-C, 19-C, 20-C), 137.9
(s, 17-C), 154.6 (s, 13-C), 168.9 (s, 9-C), 172.8 (s, 1-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
CosHyoCl3N206Si [M+H]T  597.1716  597.1725

Elementaranalyse
Co5H39ClI3N9OgSi  berechnet: C 50.21 H 6.57 N 4.68
(598.03) gefunden: C 50.58 H 6.56 N 4.60

Optische Drehung
(] = 4+2.3° (c = 0.7, CHCl;)

Schmelzpunkt
Smp(42) = 55 °C

N-(2,2,2-Trichlorethoxycarbonyl)-(.S)-threonyl-(S)-leucin-2-(trimethyl-
silyl)ethylester (43)

Gemi AAV 4 wurden 1.75 g (1.0 Aq., 2.93 mmol) des Dipeptids 42 in Ethylacetat (1 M)
geldst, mit 311 mg (10 mol%, 292 pmol) Palladium auf Kohle (10%-ig) versetzt und fiir
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18 Stunden unter Ha-Atmosphére (1 bar) geriihrt. Nach beschriebener Aufarbeitung und
anschlieBender sédulenchromatographischer Aufreinigung (PE/EE 8:2) konnten 1.29 g
(2.54 mmol, 87%) des Produktes 43 als farbloses Ol erhalten werden.

R;(43) = 0.56 (PE/EE 1:1)

07 NH, p, O |
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'H-NMR (400 MHz, CDCl;)

§ =0.01 (s, 9 H, 8-H), 0.89 (m, 6 H, 5-H), 0.98 (m, 2 H, 7-H), 1.18 (d, 3J1211 = 5.9 Hz,
3 H, 12-H), 1.45 — 1.68 (sh, 3 H, 3-H, 4-H), 3.23 (br s, 1 H, OH), 4.15 — 4.22 (sh,
3 H, 6-H, 10-H), 4.37 (qd, 3J1112 = 6.4 Hz, 3J1110 = 2.8 Hz, 1 H, 11-H), 4.52 (ddd,
30230 = 3Jonn = 8.8 Hz, 3Ja 3, = 4.6 Hz, 1 H, 2-H), 4.69 (d, 2J14414p = 12.0 Hz, 1 H,
14-H,), 4.73 (d, >J1ap14a = 12.0 Hz, 1 H, 14-Hy), 6.01 (d, 3Jnm,10 = 7.6 Hz, 1 H, NH,),
6.69 (d, 3Jxn2 = 8.1 Hz, 1 H, NH,).

13C-NMR (101 MHz, CDCIs)

§ =-1.3 (q, 8-C), 17.6 (t, 7-C), 18.0 (q, 12-C), 21.9 (q, 5-C,), 23.1 (q, 5-Cy), 25.1 (d,
4-C), 41.3 (t, 3-C), 51.4 (d, 2-C), 58.6 (d, 10-C), 64.3 (t, 6-C), 67.1 (d, 11-C), 75.0 (t,
14-C), 95.3* (s, 15-C), 155.2 (s, 13-C), 170.4 (s, 9-C), 173.2 (s, 1-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
C1g8H33CI3N5OgSi [M—I—H]+ 507.1246  507.1211

Optische Drehung
[]® = -17.9° (c = 0.9, CHCl3)

N-(2,2,2-Trichlorethoxycarbonyl)- O-[ N-tert-butoxycarbonyl-(.S)-va-
lyl]-(S)-threonyl-(.S)-leucin-2-(trimethylsilyl)ethylester (44a)

Gemifl AAV 6 wurden 330 mg (1.5 Aq., 1.52 mmol) Boc-(S)-Valin und 582 mg (1.0 Aq.,
1.01 mmol) des Dipeptids 43 in Toluol (0.2 M) gelost und auf 0 °C abgekiihlt. Anschlie-
Bend folgte die Zugabe von 211 pL (1.5 Aq., 1.51 mmol) Triethylamin, 236 pL (1.5 Aq.,
1.51 mmol) 2,4,6-Trichlorbenzoylchlorid und 246 mg (2.0 Aq., 2.02 mmol) DMAP. Nach

beschriebener Aufarbeitung und anschlielender sdulenchromatographischer Aufreinigung
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(PE/EE 9:1) konnten 713 mg (1.01 mmol, quant.) des Tripeptids 44a als weifler Feststoff

erhalten werden.
R(44a) = 0.75 (PE/EE 1:1)
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44a

'H-NMR (400 MHz, CDCIs)

§ =0.01 (s, 9 H, 8-H), 0.89 (d, 3J544 = 5.9 Hz, 3 H, 5-H,), 0.90 (d, 3J5,4 = 5.8 Hz, 3 H,
5-Hyp), 0.95 (d, 319418 = 6.5 Hz, 3 H, 19-H,), 0.96 (d, 3Jigp1s8 = 6.7 Hz, 3 H, 19-H,),
0.98 (m, 2 H, 7-H), 1.22 (d, 3Ji211 = 6.1 Hz, 3 H, 12-H), 1.40 (s, 9 H, 22-H), 1.53 —
1.69 (sh, 3 H, 3-H, 4-H), 2.01 (m, 1 H, 18-H), 3.97 (dd, 3Ji17xu = 3Ji718 = 7.1 Hz, 1 H,
17-H), 4.18 (m, 2 H, 6-H), 4.36 (dd, 3Jionu = 7.1 Hz, 3J1011 = 4.3 Hz, 1 H, 10-H), 4.59
(m, 1 H, 2-H), 4.68 (d, ?J140,14o = 12.0 Hz, 1 H, 14-H,,), 4.73 (d, 2J14p,144 = 12.0 Hz, 1 H,
14-Hy), 5.00 (d, 3Jxm17 = 7.6 Hz, 1 H, NH..), 5.30 (qd, 311,12 = 5.9 Hz, 3.J11 10 = 4.4 Hz,
1 H, 11-H), 6.04 (d, *Jxm.10 = 7.0 Hz, 1 H, NH), 7.21 (d, 3Jxu2 = 8.0 Hz, 1 H, NH,).

I3C-NMR (101 MHz, CDCl;)

§ =-1.3 (q, 8-C), 14.7 (q, 12-C), 17.7 (t, 7-C), 18.6 (q, 19-Cy), 19.2 (q, 19-Cy), 22.0 (q,
5-Ca), 23.0 (q, 5-Cp), 25.0 (d, 4-C), 28.5 (q, 22-C), 30.3 (d, 18-C), 41.1 (t, 3-C), 51.5 (d,
2-C), 56.6 (d, 10-C), 59.9 (d, 17-C), 63.8 (t, 6-C), 69.8 (d, 11-C), 74.9 (t, 14-C), 80.6
(s, 21-C), 95.5 (s, 15-C), 154.0 (s, 13-C), 156.5 (s, 20-C), 167.5 (s, 9-C), 171.7 (s, 16-C),
172.7 (s, 1-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
CogH51 ClgN3OgSi [M—I—H]+ 706.2455  706.2450

Elementaranalyse
C28H50C13NgoQSi berechnet: C 47.56 H 7.13 N 5.94
(707.16) gefunden: C47.56 H 7.16 N 5.89

Optische Drehung
[]® = +8.8° (c = 0.5, CHCl;)

Schmelzpunkt
Smp(44a) = 93°C



154 Kapitel 7: Experimenteller Teil

N-(2,2,2-Trichlorethoxycarbonyl)- O-[ N-tert-butoxycarbonyl-(S)-iso-
leucyl]-(S)-threonyl-(S)-leucin-2-(trimethylsilyl)ethylester (44b)

Gem#B AAV 6 wurden 145 mg (1.5 Aq., 605 pymol) Boc-(S)-Isoleucin und 231 mg
(1.0 Aq., 400 pmol) des Dipeptids 43 in Toluol (0.2 M) gelsst und auf 0 °C abgekiihlt.
AnschlieBend folgte die Zugabe von 84 pL (1.5 Aq., 600 pmol) Triethylamin, 94 pL
(1.5 Aq., 600 pmol) 2,4,6-Trichlorbenzoylchlorid und 98 mg (2.0 Aq., 2.02 mmol) DMAP.
Nach beschriebener Aufarbeitung und anschlieffender siulenchromatographischer Auf-
reinigung (PE/EE 8:2) konnten 229 mg (318 pmol, 79%) des Tripeptids 44b als weifler

Feststoff erhalten werden.

R;(44b) = 0.74 (PE/EE 1:1)

44b

'H-NMR (400 MHz, CDCl3)

§ =0.02 (s, 9 H, 8-H), 0.86 — 0.95 (sh, 12 H, 5-H, 19-H, 21-H), 0.99 (m, 2 H, 7-H), 1.16
(m, 1 H, 20-H,), 1.23 (d, 3J12,11 = 6.5 Hz, 3 H, 12-H), 1.41 (s, 9 H, 24-H), 1.53 (m, 1 H,
20-Hp), 1.58 — 1.71 (sh, 3 H, 3-H, 4-H), 1.77 (m, 1 H, 18-H), 4.05 (m, 1 H, 17-H), 4.19
(m, 2 H, 6-H), 4.37 (dd, 3Jionxn = 7.1 Hz, 3J1911 = 4.3 Hz, 1 H, 10-H), 4.60 (m, 1 H,
2-H), 4.68 (d, 2J144.140 = 12.0 Hz, 1 H, 14-H,,), 4.74 (d, 2J14p 140 = 12.1 Hz, 1 H, 14-Hy),
5.00 (d, 3Jxma7 = 7.5 Hz, 1 H, NH,.), 5.31 (m, 1 H, 11-H), 6.06 (d, 3Jxu.10 = 7.0 Hz,
1 H, NHy), 7.25 (d, 3Jxm2 = 9.6 Hz, 1 H, NH,).

13C-NMR (101 MHz, CDCls)

§ =-1.3 (q, 8-C), 11.4 (q, 21-C), 14.7 (q, 12-C), 15.5 (q, 19-C), 17.7 (t, 7-C), 22.0 (q,
5-Cq), 23.0 (q, 5-Cp), 25.0 (d, 4-C), 25.6 (t, 20-C), 28.5 (q, 24-C), 36.8 (d, 18-C), 41.0
(t, 3-C), 51.5 (d, 2-C), 56.5 (d, 10-C), 58.8 (d, 17-C), 63.8 (t, 6-C), 69.8 (d, 11-C), 74.9
(t, 14-C), 80.7 (s, 23-C), 95.5 (s, 15-C), 154.0 (s, 13-C), 156.4 (s, 22-C), 167.6 (s, 9-C),
171.7 (s, 16-C), 172.7 (s, 1-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
CooH53C13N309Si [M+H|T  720.2611  720.2655
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Elementaranalyse
029H52013N30981 berechnet: C4830 H7.27 Nb5.83
(721.18) gefunden: C 4848 H7.15 N5.71

Optische Drehung
[]® = +10.7° (c = 0.9, CHCl3)

Schmelzpunkt
Smp(44b) = 63°C

N-(2,2,2-Trichlorethoxycarbonyl)- O-[(S)-valyl]-(.S)-threonyl-(.S)-
leucin-2-(trimethylsilyl)ethylester (45a)

GeméB AAV 2b wurden 408 mg (1.0 Aq., 577 pmol) des Tripeptids 44a in Dichlormethan
(1 M) gelést und auf 0 °C abgekiihlt. Diese Losung wurde mit 444 L (10 Aq., 5.77 mmol)
TFA versetzt. Nach beschriebener Aufarbeitung konnten 290 mg (474 pmol, 82%) des

freien Amins 45a als weifler Feststoff erhalten werden.
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45a

'H-NMR . (400 MHz, CDCIl3)

§=0.03 (s,9 H, 8-H), 0.86 — 1.02 (sh, 14 H, 5-H, 7-H, 19-H), 1.27 (d, 3J19,11 = 6.4 Hz, 3 H,
12-H), 1.47 - 1.68 (sh, 5 H, 3-H, 4-H, NHs(c)), 2.01 (qd, 3J1519 = 6.7 Hz, 3J15 17 = 5.5 Hz,
1 H, 18H), 3.29 (d, 3J1718 = 5.1 Hz, 1 H, 17-H), 4.19 (m, 2 H, 6-H), 4.36 (dd,
3Jionu = 7.6 Hz, 3J1911 = 4.3 Hz, 1 H, 10-H), 4.53 (ddd, 3J23, = 3Jonu = 8.4 Hz,
3Ja3p = 4.7 Hz, 1 H, 2-H), 4.70 (d, 2J140.14» = 11.9 Hz, 1 H, 14-H,,), 4.76 (d, > J14p.140 =
12.0 Hz, 1 H, 14-H,), 5.36 (qd, 3J1112 = 6.4 Hz, 3J1110 = 4.4 Hz, 1 H, 11-H), 5.96 (d,
3Jnma0 = 7.6 Hz, 1 H, NH,), 6.66 (d, 3Jxm2 = 7.9 Hz, 1 H, NH,).

I3C-NMR (101 MHz, CDCls;)

§ =-1.3 (q, 8-C), 15.6 (q, 12-C), 17.4 (q, 19-C,), 17.6 (t, 7-C), 19.5 (q, 19-Cyp), 22.1 (q,
5-Cy), 23.0 (q, 5-Cp), 25.1 (d, 4-C), 32.1 (d, 18-C), 41.7 (t, 3-C), 51.5 (d, 2-C), 57.9 (d,
10-C), 60.1 (d, 17-C), 64.2 (¢, 6-C), 70.1 (d, 11-C), 75.0 (¢, 14-C), 95.5 (s, 15-C), 154.6
(s, 13-C), 167.9 (s, 9-C), 172.8 (s, 1-C), 174.3 (s, 16-C).
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HRMS (CI) berechnet gefunden
Ca3H42Cl13N307Si M)t 605,1858  605.1839

Optische Drehung
[]® = +35.7° (c = 0.4, CHCl3)

Schmelzpunkt
Smp(45a) = 56°C

N-(2,2,2-Trichlorethoxycarbonyl)- O-[(S)-isoleucyl]-(.S)-threonyl-(S)-
leucin-2-(trimethylsilyl)ethylester (45b)

GeméB AAV 2b wurden 198 mg (1.0 Aq., 274 pmol) des Tripeptids 44b in Dichlorme-
than (1 M) gelost und auf 0 °C abgekiihlt. Diese Losung wurde mit 211 pL (10 Aq.,
2.74 mmol) TFA versetzt. Nach beschriebener Aufarbeitung konnten 134 mg (216 pmol,
79%) des freien Amins 45b als farbloses Ol erhalten werden.

21

45b

'H-NMR (400 MHz, CDCIls)

§ =0.03 (s, 9 H, 8-H), 0.85 — 0.95 (sh, 12 H, 5-H, 19-H, 21-H), 0.98 (m, 2 H, 7-H), 1.20
(m, 1 H, 20-H,), 1.27 (d, 3J1211 = 6.4 Hz, 3 H, 12-H), 1.44 (m, 1 H, 20-H;), 1.48 — 1.67
(sh, 5 H, 3-H, 4-H, NHz(c)), 1.74 (m, 1 H, 18-H), 3.34 (d, >J171s = 5.2 Hz, 1 H, 17-H),
4.19 (m, 2 H, 6-H), 4.35 (dd, 3Jionu = 7.7 Hz, 3J1011 = 4.2 Hz, 1 H, 10-H), 4.53 (ddd,
3J230 = 3Jonn = 8.4 Hz, 3Jy 3, = 4.7 Hz, 1 H, 2-H), 4.70 (d, 2J140.14» = 11.9 Hz, 1 H,
14-H,), 4.76 (d, 2J14p14a = 12.0 Hz, 1 H, 14-H,), 5.36 (qd, 3J11,12 = 6.2 Hz, 3J1119 =
4.3 Hz, 1 H, 11-H), 5.94 (d, 3Jxm,10 = 7.7 Hz, 1 H, NHy), 6.63 (d, 3Jxp2 = 7.8 Hz, 1 H,
NH,).

13C-NMR (101 MHz, CDCI3)

§ =-1.3 (q, 8-C), 11.8 (q, 21-C), 15.6 (q, 12-C), 16.0 (q, 19-C), 17.6 (t, 7-C), 22.1 (q,
5-Cq), 23.0 (q, 5-Cp), 24.9 (d, 4-C), 25.1 (t, 20-C), 39.1 (d, 18-C), 41.7 (t, 3-C), 51.5 (d,
2-C), 57.9 (d, 10-C), 59.4 (d, 17-C), 64.2 (t, 6-C), 70.1 (d, 11-C), 75.0 (t, 14-C), 154.6
(s, 13-C), 167.9 (s, 9-C), 174.4 (s, 16-C).

Die Signale von 1-C und 15-C sind nicht sichtbar.
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HRMS (CI) berechnet gefunden
CoyHy5CI3N307Si [M+H]T  620.2087  620.2122

Optische Drehung
[ = +12° (c = 0.2, CHCl3)

N-tert-Butoxycarbonyl- O-benzyl-(S)-tyrosin-benzylester (46)

19.7 g (1.0 Aq., 70.0 mmol) N-Boc-(S)-Tyrosin und 23.2 g (2.4 Aq., 168 mmol) Kalium-
carbonat wurden in einem Losemittelgemisch von DMF und Wasser (10:1, 0.3 M) gelost
und auf 0 °C abgekiihlt. Danach folgte die tropfenweise Zugabe von 33.3 mL (4.0 Aq.,
280 mmol) Benzylbromid. Nach 16 Stunden wurde die Reaktion mit Wasser versetzt und
die wissrige Phase mit Ethylacetat (3 x) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden mit 5%-iger KHSO4-Losung, ges. NaHCO3-Losung, Wasser (3 x) und ges. NaCl-
Losung gewaschen, iiber NapSO4 getrocknet und das Losemittel unter reduziertem Druck
entfernt. Nach séulenchromatographischer Aufreinigung (PE/EE 8:2) konnten 32.3 g
(70.0 mmol, quant.) des Produktes 46 als farbloses Ol erhalten werden.

R;(46) = 0.63 (PE/EE 1:1)

6 4
o s 210 7 10
7 HN O 20

'H-NMR (400 MHz, CDCl3)

§ = 1.41 (s, 9 H, 15-H), 3.01 (m, 2 H, 3-H), 4.58 (m, 1 H, 2-H), 4.69 (d, 3>Jxn2 = 8.4 Hz,
1 H, NH), 5.00 (s, 2 H, 8-H), 5.08 (d, 2Jia16p = 12.3 Hz, 1 H, 16-H,), 5.16 (d,
2 J16b.16a = 12.3 Hz, 1 H, 16-H,), 6.82 (d, 3 Js 5 = 8.6 Hz, 2 H, 6-H), 6.93 (d, 3J5 6 = 8.3 Hz,
2 H, 5-H), 7.26 — 7.45 (sh, 10 H, 10-H, 11-H, 12-H, 18-H, 19-H, 20-H).

I3C-NMR (101 MHz, CDCl;)

§ = 28.5 (q, 15-C), 37.6 (t, 3-C), 54.8 (d, 2-C), 67.3 (t, 16-C), 70.2 (t, 8-C), 80.1 (s,
14-C), 115.1 (d, 6-C), 127.7, 128.2, 128.7, 128.8 (6 d, 10-C, 11-C, 12-C, 18-C, 19-C,
20-C), 128.3 (s, 4-C), 130.6 (d, 5-C), 135.4 (s, 17-C), 137.2 (s, 9-C), 155.3 (s, 13-C),
158.1 (s, 7-C), 172.0 (s, 1-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
CosH3oNO5 [M+H]|T  462.2275  462.2270
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Optische Drehung
[]® = -1.6° (c = 1.0, CHCl3)

Schmelzpunkt
Smp(46) = 73 °C

N-tert-Butoxycarbonyl- N-methyl- O-benzyl-(S)-tyrosin-benzylester
(47)

2.37 g (1.0 Aq., 59.4 mmol) Natriumhydrid (60%-ig) wurden unter No-Atmosphére mit
Hexan gewaschen und anschlieSend mit 791 mL DMF versetzt und auf 0 °C abgekiihlt.
Es folgte die Zugabe von 27.4 g (1.0 Aq., 59.4 mmol) 46 und 29.7 mL (8 Aq., 475 mmol)
Methyliodid. Das Gemisch wurde iiber Nacht geriihrt und auf Raumtemperatur erwarmt.
Im Anschluss wurde die Suspension mit Wasser versetzt und die wiéssrige Phase mit
Ethylacetat (3 x) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit 5%-iger
NagSy03-Losung, Wasser (3 x) sowie ges. NaCl-Losung gewaschen und iiber NagSOy
getrocknet. Nach dem Entfernen des Losemittels und der Aufreinigung mittels Flash-
chromatograph konnten 26.2 g (55.2 mmol, 93%, er 94:6) des N-methylierten Tyrosins

47 als farbloses Ol erhalten werden.

R;(47) = 0.68 (PE/EE 1:1)

47

'H-NMR (400 MHz, CDCl;)

Rotamerenverhdltnis: 61:39

§ = 1.30 (s, 9 H, 15-H), 2.71 (s, 3 H, 21-H), 2.96 (m, 1 H, 3-H,), 3.24 (m, 1 H, 3-H),
4.55 (dd, 3Jo3, = 10.3 Hz, 3Jo3, = 4.5 Hz, 1 H, 2-H), 5.02 (s, 2 H, 8-H), 5.12 (d,
2 J16a166 = 13.1 Hz, 1 H, 16-H,), 5.18 (d, %Jigp160 = 12.5 Hz, 1 H, 16-H,), 6.88 (d,
3Js5 = 8.1 Hz, 2 H, 6-H), 7.06 (d, 3J56 = 8.2 Hz, 2 H, 5-H), 7.26 — 7.44 (sh, 10 H, 10-H,
11-H, 12-H, 18-H, 19-H, 20-H).

Sichtbare Signale des Nebenrotamers:
§ =1.36 (s, 9 H, 15-H), 2.67 (s, 3 H, 21-H), 4.90 (dd, 3J2,3, = 10.0 Hz, 3.J5 3, = 5.4 Hz,
1 H, 2-H), 7.10 (d, 3J56 = 8.2 Hz, 2 H, 5-H).
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13C-NMR (101 MHz, CDCls)

§ = 28.3 (q, 15-C), 32.6 (q, 21-C), 34.8 (t, 3-C), 61.9 (d, 2-C), 67.0 (t, 16-C), 70.2 (t,
8-C), 80.4 (s, 14-C), 115.1 (d, 6-C), 127.6, 128.1, 128.3, 128.7 (6 d, 10-C, 11-C, 12-C,
18-C, 19-C, 20-C), 130.0 (s, 4-C), 130.1 (d, 5-C), 135.7 (s, 17-C), 137.2 (s, 9-C), 155.2
(s, 13-C), 157.8 (s, 7-C), 171.1 (s, 1-C).

Sichtbares Signal des Nebenrotamers:

= 32.3 (q, 21-C), 34.3 (t, 3-C), 60.0 (d, 2-C), 66.8 (t, 16-C), 80.1 (s, 14-C), 114.9 (d,
6-C), 128.1, 128.2, 128.5, 128.6 (6 d, 10-C, 11-C, 12-C, 18-C, 19-C, 20-C), 129.8 (s, 4-C),
130.5 (d, 5-C), 156.0 (s, 13-C), 157.7 (s, 7-C), 171.4 (s, 1-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
CogH34NO5 [M+H]+ 476.2431 476.2463

HPLC (Reprosil, 10 °C, nHex/iPrOH 7:3, 1 mL/min, 210 nm)
(R)-47: tgp = 11.4 min (6%)
()-47: tp = 13.5 min (94%)

N-tert-Butoxycarbonyl- N-methyl- O-benzyl-(.S)-tyrosin (48)

Gemifl AAV 3 wurden 991 mg (1.0 Aq., 2.08 mmol) 47 mit 92 mg (1.05 Aq., 2.19 mmol)
Lithiumhydroxid verseift. Nach 48 Stunden konnten nach beschriebener Aufarbeitung
756 mg (1.96 mmol, 94%) der Sdure 48 als gelblicher Feststoff erhalten werden.

o]
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48

'H-NMR . (400 MHz, CDCIl3)

Rotamerenverhdltnis: 52:48

§ =1.39 (s, 9 H, 15-H), 2.67 (s, 3 H, 16-H), 3.05 (dd, ?J34,3, = 14.2 Hz, 3.J3, 2 = 11.3 Hz,
1 H, 3-H,), 3.24 (m, 1 H, 3-H,), 4.54 (dd, 3Ja3, = 10.5 Hz, 3J5 3, = 3.9 Hz, 1 H, 2-H),
5.02 (s, 2 H, 8-H), 6.89 (d, 3Js 5 = 8.5 Hz, 2 H, 6-H), 7.08 (d, >J5 6 = 8.4 Hz, 2 H, 5-H),
7.30 (m, 1 H, 12-H), 7.33 — 7.43 (sh, 4 H, 10-H, 11-H), 9.91 (br s, 1 H, COOH).

Sichtbare Signale des Nebenrotamers:

§ =133 (s, 9 H, 15-H), 2.74 (s, 3 H, 16-H), 2.97 (dd, 2J3,,3 = 14.2 Hz, 3.J3,2 = 11.3 Hz,
1 H, 3-H,), 4.76 (dd, 3Ja 3, = 10.6 Hz, 3J2.3, = 5.0 Hz, 1 H, 2-H), 7.11 (d, 3.J5 6 = 8.4 Hz,
2 H, 5-H).
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13C-NMR (101 MHz, CDCls)

§ = 28.5 (q, 15-C), 33.2 (q, 16-C), 34.1 (t, 3-C), 61.8 (d, 2-C), 70.2 (t, 8-C), 80.9 (s,
14-C), 115.1 (d, 6-C), 127.7 (d, 10-C/11-C), 128.1 (d, 12-C), 128.8 (d, 10-C/11-C), 129.6
(s, 4-C), 130.1 (d, 5-C), 137.2 (s, 9-C), 156.6 (s, 13-C), 157.8 (s, 7-C), 176.7 (s, 1-C).

Sichtbare Signale des Nebenrotamers:
d =284 (q, 15-C), 32.8 (q, 16-C), 34.6 (t, 3-C), 61.1 (d, 2-C), 115.2 (d, 6-C), 129.9 (s,
4-C), 130.2 (d, 5-C), 155.2 (s, 13-C), 157.9 (s, 7-C), 176.3 (s, 1-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
CooHo7NO5; M)t 385.1889  385.1886

Elementaranalyse
Co9H97NOs  berechnet: C 6855 H 7.06 N 3.63
(385.45) gefunden: C 68.35 H 7.03 N 3.76

N-(2,2,2-Trichlorethoxycarbonyl)- O-[ N-tert-butoxycarbonyl- N -
methyl- O-benzyl-(S)-tyrosyl-(.5)-valyl]-(S)-threonyl-(S)-leucin-2-
(trimethylsilyl)ethylester (49a)

GeméB AAV 1b wurden 270 mg (1.3 Aq., 701 gmol) Tyrosin 48 und 327 mg (1.0 Aq.,
539 pmol) Tripeptid 45a in Dichlormethan (0.1 M) gelést und bei =10 °C mit 188 uL
(2.0 Aq., 1.08 mmol) DIPEA und 269 mg (1.3 Aq., 701 ymol) HATU versetzt. Nach be-
schriebener Aufarbeitung und anschlieBender sdulenchromatographischer Aufreinigung
(PE/EE 8:2) konnten 525 mg (539 umol, quant., dr 94:6) 49a als weifler Feststoff er-

halten werden.

R;(49a) = 0.79 (PE/EE 1:1)
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'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg, 373 K)
Die Signale des Nebendiastereomers sind nicht explizit aufgefihrt

§ = 0.05 (s, 9 H, 8-H), 0.86 (d, 3.J50.4 = 6.6 Hz, 3 H, 5-H,), 0.88 (d, 3.J190.18 = 7.2 Hz,
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3 H, 19-H,), 0.89 (d, 3J19p18 = 6.8 Hz, 3 H, 19-H,), 0.91 (d, 3Jsp4 = 6.6 Hz, 3 H, 5-Hy),
0.96 (m, 2 H, 7-H), 1.21 (d, 3J1211 = 6.3 Hz, 3 H, 12-H), 1.33 (s, 9 H, 35-H), 1.52 (dd,
3J30="3J34="7.1Hz 2H,3-H), 1.67 (m, 1 H, 4-H), 2.12 (qd, 3J18,19 = 3J13,17 = 6.5 Hz,
1 H, 18-H), 2.73 (s, 3 H, 32-H), 2.87 (dd, 2J204,925 = 14.7 Hz, 3Ja2491 = 10.7 Hz, 1 H,
22-H,), 3.10 (dd, ?Jagp 224 = 14.7 Hz, 3Ja9p 21 = 5.1 Hz, 1 H, 22-Hy), 4.15 (m, 2 H, 6-H),
4.26 (dd, 3Ji7xu = 8.3 Hz, 3Ji718 = 6.3 Hz, 1 H, 17-H), 4.33 (ddd, 3Jong = 3234 =
3Ja3p = 7.6 Hz, 1 H, 2-H), 4.36 (dd, 3Jionu = 9.0 Hz, 3J1911 = 5.0 Hz, 1 H, 10-H),
4.75 (d, 2J140.140 = 12.3 Hz, 1 H, 14-H,,), 4.84 (d, >J14p140 = 12.4 Hz, 1 H, 14-H,), 4.86
(dd, 3J21,224 = 10.6 Hz, 3Ja1 095 = 5.0 Hz, 1 H, 21-H), 5.07 (s, 2 H, 27-H), 5.15 (qd,
3J1112 = 6.2 Hz, 3J1110 = 5.0 Hz, 1 H, 11-H), 6.92 (d, 3Ja524 = 8.6 Hz, 2 H, 25-H),
7.16 (d, 3J2425 = 8.6 Hz, 2 H, 24-H), 7.32 (t, 3J3130 = 7.2 Hz, 1 H, 31-H), 7.38 (dd,
33031 = 3J3029 = 7.2 Hz, 2 H, 30-H), 7.43 (d, 3J29.30 = 7.2 Hz, 2 H, 29-H), 7.49 (br s,
1 H, NH,), 7.58 (d, 3Jxn,17 = 7.9 Hz, 1 H, NH,), 8.09 (d, 3Jxm 10 = 8.2 Hz, 1 H, NH,).

I3C-NMR (125 MHz, DMSO-dg, 373 K)

§ =-2.0 (q, 8-C), 15.9 (q, 12-C), 16.5 (t, 7-C), 17.5 (q, 19-C,), 18.4 (q, 19-Cy), 21.0 (q,
5-Cy), 22.0 (q, 5-Cp), 23.9 (d, 4-C), 27.6 (q, 35-C), 29.3 (d, 18-C), 30.1 (q, 32-C), 33.1
(t, 22-C), 40.1* (t, 3-C), 50.3 (d, 2-C), 57.2 (d, 17-C), 57.8 (d, 10-C), 58.6* (d, 21-C),
62.1 (t, 6-C), 69.2 (t, 27-C), 70.3 (d, 11-C), 73.6 (t, 14-C), 78.7 (s, 34-C), 95.6 (s, 15-C),
114.4 (d, 25-C), 126.9 (d, 29-C), 127.1 (d, 31-C), 127.8 (d, 30-C), 129.2 (d, 24-C), 129.8
(s, 23-C), 136.9 (s, 28-C), 154.0 (s, 13-C), 155.6* (s, 33-C), 156.7 (s, 26-C), 167.7, 169.5,
170.3, 171.3 (4 s, 1-C, 9-C, 16-C, 20-C).

UHRMS (ESI) berechnet gefunden
C45HggCl3sN4O11 51 [N[—I—H]+ 973.3714  973.3698

Elementaranalyse

C45H67C13N40118i berechnet: C 55.46 H 6.93 N 5.75
(974.48) gefunden: C 55.54 H 6.78 N 5.66
Schmelzpunkt

Smp(49a) = 54°C

HPLC-MS (Luna, ACN/H,O+HCOOH (0.1%) 1:1—+100% ACN, 0.8 mL/min, 197 nm)
(S,5,5,5)-49a: tr = 12.1 min (94%)
(R,S,S,5)-49a: tg = 15.0 min (6%)
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N-(2,2,2-Trichlorethoxycarbonyl)- O-[ N-tert-butoxycarbonyl- N -
methyl- O-benzyl-(S)-tyrosyl-(S)-isoleucyl]-(S)-threonyl-(S)-leucin-2-
(trimethylsilyl)ethylester (49b)

Gemifl AAV 1b wurden 101 mg (1.3 Aq., 262 pmol) Tyrosin 48 und 125 mg (1.0 Aq.,
202 pmol) Tripeptid 45b in Dichlormethan (0.1 M) gelost und bei 10 °C mit 71 pL
(2.0 Aq., 404 pmol) DIPEA und 101 mg (1.3 Aq., 262 pumol) HATU versetzt. Nach be-
schriebener Aufarbeitung und anschlieflender séulenchromatographischer Aufreinigung
(PE/EE 8:2) konnten 187 mg (189 pmol, 94%, dr 97:3) 49b als weifler Feststoff erhalten

werden.

R;(49b) = 0.73 (PE/EE 1:1)

49b

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg, 373K)

Die Signale des Nebendiastereomers sind nicht explizit aufgefiihrt

§ = 0.05 (s, 9 H, 8-H), 0.84 — 0.89 (sh, 9 H, 5-H,, 19-H, 21-H), 0.91 (d, 3Jsp4 = 6.5 Hz,
3 H, 5-Hp), 0.97 (m, 2 H, 7-H), 1.21 (m, 1 H, 20-H,), 1.21 (d, 3J12,11 = 6.3 Hz, 3 H, 12-H),
1.34 (s, 9 H, 37-H), 1.44 (m, 1 H, 20-H,), 1.58 (dd, 3J32 = 3J34 = 6.5 Hz, 2 H, 3-H),
1.68 (m, 1 H, 4-H), 1.87 (m, 1 H, 18-H), 2.72 (s, 3 H, 34-H), 2.87 (dd, 2J244,24p = 14.6,
3J24a23 = 10.6, 1 H, 24-H,), 3.10 (dd, ?Josp 240 = 14.5, 3Jogpe3 = 5.1, 1 H, 24-H,),
4.15 (m, 2 H, 6-H), 4.31 (m, 1 H, 2-H), 4.33 — 4.38 (sh, 2 H, 10-H, 17-H), 4.76 (d,
214014 = 12.3 Hz, 1 H, 14-H,), 4.82 (d, 2J14p 144 = 12.3 Hz, 1 H, 14-H,), 4.83 (m, 1 H,
23-H), 5.07 (s, 2 H, 29-H), 5.15 (m, 1 H, 11-H), 6.92 (d, 3Ja796 = 8.5 Hz, 2 H, 27-H),
7.15 (d, 3Jae27 = 8.5 Hz, 2 H, 26-H), 7.30 (br s, 1 H, NH,), 7.32 (d, 3J3332 = 7.4 Hz,
1 H, 33-H), 7.37 (dd, 3J3231 = 3J3233 = 7.5 Hz, 2 H, 32-H), 7.42 (d, 3J31320 = 7.5 Hz,
2 H, 31-H), 7.47 (d, 3Jxn2 = 8.2 Hz, 1 H, NH,), 8.03 (d, 3Jxm17 = 7.9 Hz, 1 H, NH,).

13C-NMR (125 MHz, DMSO-dg, 373K)

§ =-2.1 (q, 8-C), 10.3 (q, 21-C), 14.7 (q, 19-C), 15.8 (q, 12-C), 16.5 (t, 7-C), 21.0 (q,
5-Cq), 22.0 (q, 5-Cp), 23.8 (d, 4-C), 24.3 (t, 20-C), 27.5 (q, 37-C), 30.1 (q, 34-C), 33.0 (t,
24-C), 33.8 (d, 18-C), 39.5* (t, 3-C), 50.3 (d, 2-C), 56.2 (d, 17-C), 57.8 (d, 10-C), 58.7*
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(d, 23-C), 62.0 (t, 6-C), 69.2 (t, 29-C), 70.3 (d, 11-C), 73.6 (t, 14-C), 78.6 (s, 36-C),
114.4 (d, 27-C), 126.8 (d, 31-C), 127.1 (d, 33-C), 127.8 (d, 32-C), 129.2 (d, 26-C), 153.8
(s, 13-C), 156.7 (s, 28-C), 167.6, 170.1, 171.3, 172.6 (4 s, 1-C, 9-C, 16-C, 22-C).

Die Signale von 15-C, 25-C, 30-C und 35-C sind nicht sichtbar.

UHRMS (ESI) berechnet gefunden
Cy6H70CI3N4011Si [M+H]t  987.3870  987.3856

Elementaranalyse

C46H69013N401181 berechnet: 05589 H 704 Nb5.67
(988.51) gefunden: C 55.80 H 6.97 N 5.58
Schmelzpunkt

Smp(49b) = 54°C

HPLC-MS (Luna, ACN/H2O+HCOOH (0.1%) 1:1—+100% ACN, 0.8 mL/min, 197 nm)
(R,S,S,5)-49b: tp = 13.4 min (2%)
(S,5,5,5)-49b: tp = 24.7 min (97%)

N-(2,2,2-Trichlorethoxycarbonyl)- O-[ N-methyl- O-benzyl-(S)-tyrosyl-
(S)-valyl]-(S)-threonyl-(S)-leucin-2-(trimethylsilyl)ethylester (50a)

Gemifl AAV 2b wurden 525 mg (1.0 Aq., 539 pmol) des Tetrapeptids 49a in Dichlor-
methan (1 M) gelést und auf 0 °C abgekiihlt. Diese Losung wurde mit 581 pL (14 Aq.,
7.55 mmol) TFA versetzt. Nach beschriebener Aufarbeitung konnten 471 mg (539 pmol,

quant., dr 90:10) des freien Amins 50a als farbloses Ol erhalten werden.
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'H-NMR (400 MHz, CDCIs)

Die Signale des Nebendiastereomers sind nicht explizit aufgefiihrt

§ = 0.03 (s, 9 H, 8-H), 0.91 (d, 3Js544 = 6.5 Hz, 3 H, 5-H,), 0.93 (d, 3Jsp4 = 6.5 Hz,
3 H, 5-Hyp), 0.94 (d, 3J19418 = 6.6 Hz, 3 H, 19-H,), 0.96 (d, 3.J1gp1s = 6.7 Hz, 3 H,
19-H,), 1.01 (m, 2 H, 7-H), 1.25 (d, 3J1211 = 6.6 Hz, 3 H, 12-H), 1.55 — 1.81 (sh,
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3 H, 3-H, 4-H), 2.08 (m, 1 H, 18-H), 2.33 (s, 3 H, 32-H), 2.62 (dd, 2Jag4 205 = 13.9 Hz,
322421 = 9.3 Hz, 1 H, 22-H,), 3.07 (dd, 2Jagp 22, = 14.0 Hz, 3Ja9p 21 = 3.7 Hz, 1 H,
22-H,), 3.16 (dd, 3J21224 = 9.3 Hz, 3Ja109 = 3.7 Hz, 1 H, 21-H), 4.13 (m, 1 H,
17-H), 4.20 (m, 2 H, 6-H), 4.47 (dd, 3Jionu = 7.0 Hz, 3J1011 = 4.3 Hz, 1 H, 10-H), 4.56
(ddd, 3Jonu = 3Ja30 = 9.1 Hz, 3Ja 3, = 5.4 Hz, 1 H, 2-H), 4.70 (d, ?J140,145 = 11.6 Hz,
1 H, 14-H,), 4.73 (d, 2Jy4p 140 = 12.1 Hz, 1 H, 14-H,), 5.03 (s, 2 H, 27-H), 5.30 (qd,
3Ji112 = 6.5 Hz, 3J1110 = 4.3 Hz, 1 H, 11-H), 6.13 (d, 3Jxp10 = 7.0 Hz, 1 H, NHy),
6.91 (d, Jos24 = 8.6 Hz, 2 H, 25-H), 7.08 (d, 3Joy05 = 8.6 Hz, 2 H, 24-H), 7.31 (t,
3J3130 = 7.0 Hz, 1 H, 31-H), 7.34 — 7.43 (sh, 4 H, 29-H, 30-H), 7.63 (d, 3Jxu2 = 8.4 Hz,
1 H, NH,), 7.66 (d, 3Jxu,17 = 6.9 Hz, 1 H, NH,).

I3C-NMR (101 MHz, CDCls;)

§ =-1.3 (q, 8-C), 14.6 (q, 12-C), 17.7 (¢, 7-C), 18.7 (q, 19-Cy), 19.2 (q, 19-Cy), 21.8 (q,
5-Cy), 23.2 (q, 5-Cy), 24.9 (d, 4-C), 30.1 (d, 18-C), 35.7 (q, 32-C), 38.5.1 (t, 22-C), 40.8
(t, 3-C), 51.6 (d, 2-C), 56.2 (d, 10-C), 58.5 (d, 17-C), 63.7 (t, 6-C), 66.1 (d, 21-C), 69.8
(d, 11-C), 70.2 (¢, 27-C), 74.8 (t, 14-C), 95.6 (s, 15-C), 115.4 (d, 25-C), 127.7 (d, 29-C),
128.2 (d, 31-C), 128.8 (d, 30-C), 129.6 (s, 23-C), 130.2 (d, 24-C), 137.1 (s, 28-C), 153.9
(s, 13-C), 158.1 (s, 26-C), 167.6 (s, 9-C), 170.9 (s, 16-C), 172.8 (s, 1-C), 174.7 (s, 20-C).

UHRMS (ESI) berechnet gefunden
Cy0HgoCl3N4O09Si [M+H]T  873.3190  873.3192

UPLC-MS (BEH, 45 °C, ACN/H,0 (+0.1% HCOOH), 0.6 mL/min)
(S,5,5,5)-50a: tp = 5.8 min (90%)
(R,S,S,5)-50a: tgp = 5.9 min (10%)

N-(2,2,2-Trichlorethoxycarbonyl)- O-[ N-methyl- O-benzyl-(S)-tyrosyl-
(S)-isoleucyl]-(.S)-threonyl-(S)-leucin-2-(trimethylsilyl)ethylester (50b)

GemiB AAV 2b wurden 168 mg (1.0 Aq., 170 pmol) des Tetrapeptids 49b in Dichlor-
methan (0.9 M) gelost und auf 0 °C abgekiihlt. Diese Losung wurde mit 184 uL (14 Aq.,
2.39 mmol) TFA versetzt. Nach beschriebener Aufarbeitung konnten 157 mg (170 pmol,
quant., dr 92:8) des freien Amins 50b als farbloses Ol erhalten werden.
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'H-NMR (400 MHz, CDCl3)

Die Signale des Nebendiastereomers sind nicht explizit aufgefihrt

§ = 0.03 (s, 9 H, 8-H), 0.88 — 0.95 (sh, 12 H, 5-H, 19-H, 21-H), 1.00 (m, 2 H, 7-H),
1.17 (m, 1 H, 20-H,), 1.25 (d, 3J1a11 = 6.9 Hz, 3 H, 12-H), 1.49 (m, 1 H, 20-H,),
1.63 (m, 2 H, 3-H), 1.75 (m, 1 H, 4-H), 1.84 (m, 1 H, 18-H), 2.33 (s, 3 H, 34-H), 2.62
(dd, %J244,24p = 13.9 Hz, 3Jo44903 = 9.3 Hz, 1 H, 24-H,,), 3.06 (dd, 2Ja4p 240 = 14.0 Hz,
3Joap2s = 3.7 Hz, 1 H, 24-H,), 3.16 (dd, 3J23244 = 9.1 Hz, 3Jo304 = 3.5 Hz, 1 H,
23-H), 4.15 — 4.24 (sh, 3 H, 6-H, 17-H), 4.47 (dd, 3Jionxu = 6.9 Hz, 3J1911 = 4.3 Hz,
1 H, 10-H), 4.56 (m, 1 H, 2-H), 4.71 (s, 2 H, 14-H), 5.02 (s, 2 H, 29-H), 5.30 (m, 1 H,
11-H), 6.12 (d, 3Jxm10 = 6.8 Hz, 1 H, NH,), 6.90 (d, 3.Ja726 = 8.6 Hz, 2 H, 27-H),
7.08 (d, 3Jos27 = 8.5 Hz, 2 H, 26-H), 7.31 (t, 3J3332 = 7.0 Hz, 1 H, 33-H), 7.37 (dd,
33233 = 3J3231 = 7.3 Hz, 2 H, 32-H), 7.41 (d, 3J31320 = 6.9 Hz, 2 H, 31-H), 7.66 (d,
3Jxma7 = 6.3 Hz, 1 H, NH,), 7.70 (d, 3Jxu2 = 7.8 Hz, 1 H, NH,).

I3C-NMR (101 MHz, CDCl;)

d =-1.3 (q, 8-C), 114 (q, 21-C), 14.5 (q, 12-C), 15.5 (q, 19-C), 17.7 (t, 7-C), 21.8 (q,
5-Cq), 23.2 (q, 5-Cp), 24.9 (d, 4-C), 25.7 (t, 20-C), 35.7 (q, 34-C), 36.4 (d, 18-C), 38.4
(t, 24-C), 40.8 (t, 3-C), 51.6 (d, 2-C), 56.1 (d, 10-C), 57.5 (d, 17-C), 63.7 (t, 6-C), 66.0
(d, 23-C), 69.7 (d, 11-C), 70.2 (t, 29-C), 74.8 (t, 14-C), 95.6 (s, 15-C), 115.3 (d, 27-C),
127.7 (d, 31-C), 128.2 (d, 33-C), 128.8 (d, 32-C), 129.5 (s, 25-C), 130.2 (d, 26-C), 137.1
(s, 30-C), 153.9 (s, 13-C), 158.1 (s, 28-C), 167.6 (s, 9-C), 170.8 (s, 16-C), 172.8 (s, 1-C).
Das Signal von 22-C ist nicht sichtbar.

UHRMS (ESI) berechnet gefunden
Cy1He2Cl3N409Si [M+H]T  889.3328  889.3308

UPLC-MS (BEH, 45 °C, ACN/H,0 (+0.1% HCOOH), 0.6 mL/min)
(S,S,5,5)-50b: tp = 5.9 min (92%)
(R,S,S,5)-50b: tp = 6.0 min (8%)
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N-(2,2,2-Trichlorethoxycarbonyl)- O-[ N -tert-butoxycarbonyl-
(S)-phenylalanyl- N-methyl- O-benzyl-(S)-tyrosyl-(.S)-valyl]-(S)-
threonyl-(S)-leucin-2-(trimethylsilyl)ethylester (51a)

Gemif8 AAV 1b wurden 184 mg (1.4 Aq., 695 pmol) Boc-(S)-Phenylalanin und 434 mg
(1.0 Aq., 496 pmol) Tetrapeptid 50a in Dichlormethan (0.1 M) gelést und bei —10 °C
mit 173 pL (2.0 Aq., 993 mmol) DIPEA und 264 mg (1.4 Aq., 695 pmol) HATU ver-
setzt. Nach beschriebener Aufarbeitung und anschliefender sdulenchromatographischer
Aufreinigung (PE/EE 8:2) konnten 422 mg (376 pmol, 76%, dr 93:7) des Pentapeptids

51a als farbloses Ol erhalten werden.

R;(51a) = 0.63 (PE/EE 1:1)
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'H-NMR. (400 MHz, CDCl3)

Rotamerenverhdltnis: 69:31 (die Signale des Nebendiastereomers sind nicht explizit auf-
gefiihrt)

§ = 0.03 (s, 9 H, 8-H), 0.86 — 1.05 (sh, 14 H, 5-H, 7-H, 19-H), 1.25 (d, 3J12,11 = 6.6 Hz,
3 H, 12-H), 1.30 (s, 9 H, 42-H), 1.42 (dd, %J354,35 = 15.3 Hz, 3J35034 = 3.4 Hz, 1 H,
35-H,), 1.58 — 1.85 (sh, 3 H, 3-H, 4-H), 2.13 (m, 1 H, 18-H), 2.28 (dd, 2J35 35, = 14.7 Hz,
3J3s5p34 = 11.0 Hz, 1 H, 35-Hy), 2.70 (dd, %2Ja04925 = 14.7 Hz, 3J92,21 = 11.1 Hz, 1 H,
22-H,), 2.88 (s, 3 H, 32-H), 3.23 (dd, 2Jagp 204 = 14.5 Hz, 3.Ja9p 21 = 2.9 Hz, 1 H, 22-H,),
3.95 (dd, 3Ji718 = 8.6 Hz, 3Jiznu = 6.1 Hz, 1 H, 17-H), 4.21 (m, 2 H, 6-H), 4.37 (m
1 H, 34-H), 4.46 (dd, 3J10nu = 5.8 Hz, 3J19.11 = 4.6 Hz, 1 H, 10-H), 4.59 (m, 1 H, 2-H),
4.62 (d, 2Ja7q0m = 11.9 Hz, 1 H, 27-H,,), 4.71 (s, 2 H, 14-H), 4.72 (d, ?Ja7p,274 = 11.6 Hz,
1 H, 27-H,), 4.75 (br s, 1 H, NHy), 4.92 (dd, 3Jo1 924 = 10.7 Hz, 3.J3; 205 = 3.1 Hz, 1 H,
21-H), 5.29 (qd, 3J11.12 = 6.3 Hz, 3J11 10 = 4.7 Hz, 1 H, 11-H), 6.18 (d, 3Jxm,10 = 6.4 Hz,
1 H, NHy), 6.78 (d, 3.J2524 = 8.4 Hz, 2 H, 25-H), 6.95 (d, J3733 = 7.2 Hz, 2 H, 37-H),
7.06 (d, 3J2425 = 8.6 Hz, 2 H, 24-H), 7.11 — 7.31 (sh, 8 H, 29-H, 30-H, 31-H, 38-H, 39-H),
7.78 (d, 3Jxna = 7.8 Hz, 1 H, NH,), 8.43 (d, ®Jxn17 = 5.5 Hz, 1 H, NH,).

Sichtbare Signale des Nebenrotamers:
5 =0.02 (s, 9 H, 8-H), 1.35 (s, 9 H, 42-H), 1.99 (m, 1 H, 18-H), 2.78 (s, 3 H, 32-H), 4.10
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(m, 1 H, 17-H), 6.56 (d, 3Jxm17 = 5.7 Hz, 1 H, NH,.), 6.88 (d, 3.J2524 = 8.5 Hz, 2 H,
25-H).

I3C-NMR (101 MHz, CDCIl3)

d=-1.3(q, 8-C), 14.2 (q, 12-C), 17.7 (t, 7-C), 19.8, 20.1, 21.7, 23.3 (2 q, 5-C, 19-C), 24.9
(d, 4-C), 28.3 (q, 42-C), 29.2 (d, 18-C), 29.9 (q, 32-C), 33.3 (t, 22-C), 36.4 (t, 35-C), 40.6
(t, 3-C), 49.8 (d, 34-C), 51.7 (d, 2-C), 55.9 (d, 10-C), 61.0 (d, 17-C), 63.0 (d, 21-C), 63.6
(t, 6-C), 69.5 (d, 11-C), 70.1 (t, 27-C), 74.9 (t, 14-C), 80.8 (s, 41-C), 115.8 (d, 25-C),
127.5, 128.1, 128.7, 128.9, 129.0 (6 d, 29-C, 30-C, 31-C, 37-C, 38-C, 39-C), 130.0 (s,
23-C), 130.5 (d, 24-C), 136.1 (s, 36-C), 137.0 (s, 28-C), 153.8 (s, 13-C), 156.3 (s, 40-C),
158.2 (s, 26-C), 167.5 (s, 9-C), 170.7 (s, 20-C), 171.4 (s, 16-C), 172.8 (s, 1-C), 173.1 (s,
33-C).

Das Signal von 15-C ist nicht sichtbar.

Sichtbare Signale des Nebenrotamers:

d = 14.7 (q, 12-C), 17.7 (¢, 7-C), 19.1, 21.9, 23.1 (2 q, 5-C, 19-C), 25.0 (d, 4-C), 28.5
(q, 42-C), 51.5 (d, 2-C), 63.8 (t, 6-C), 70.2 (t, 27-C), 74.9 (t, 14-C), 115.3 (d, 25-C),
127.2, 127.7, 128.1, 128.7, 128.8, 129.5 (6 d, 29-C, 30-C, 31-C, 37-C, 38-C, 39-C), 130.1
(d, 24-C).

UHRMS (ESI) berechnet  gefunden
Cs4H77ClsN501281 [MAH]T  1120.4398  1120.4390

Elementaranalyse
C54H76013N501281 berechnet: C 57.82 H 6.83 N 6.24
(1121.65) gefunden: C 5792 H6.97 N6.15

HPLC (Reprosil, 20 °C, nHex/iPrOH 8:2, 1 mL/min, 210 nm)
(S,5,5,5,5)-51a: tg = 20.5 min (93%)
(S,R,S,S,5)-51a: tgp = 24.7 min (7%)

N-(2,2,2-Trichlorethoxycarbonyl)- O-[ N -tert-butoxycarbonyl-(.S)-
phenylalanyl- N-methyl- O-benzyl-(S)-tyrosyl-(.S)-isoleucyl]-(.S)-
threonyl-(S)-leucin-2-(trimethylsilyl)ethylester (51b)

Gemi# AAV 1b wurden 61 mg (1.4 Aq., 230 pumol) Boc-(S)-Phenylalanin und 146 mg
(1.0 Aq., 164 pmol) Tetrapeptid 50b in Dichlormethan (0.1 M) gelést und bei 0 °C
mit 57 uL (2.0 Aq., 328 gmol) DIPEA und 87 mg (1.4 Aq., 230 umol) HATU versetzt.
Nach beschriebener Aufarbeitung und anschlieender sdulenchromatographischer Auf-
reinigung (PE/EE 75:25) konnten 128 mg (113 pmol, 69%, dr 93:7) des Pentapeptids
51b als farbloses Ol erhalten werden.
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R;(51b) = 0.63 (PE/EE 1:1)
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'H-NMR (400 MHz, CDCIs)

Rotamerenverhiltnis: 68:32 (die Signale des Nebendiastereomers sind nicht explizit auf-
gefiihrt)

§ =0.03 (s, 9 H, 8-H), 0.79 - 0.96 (sh, 12 H, 5-H, 19-H, 21-H), 1.01 (m, 2 H, 7-H), 1.24
(d, 3J1211 = 6.5 Hz, 3 H, 12-H), 1.30 (s, 9 H, 44-H), 1.35 (m, 1 H, 20-H,), 1.46 (dd,
2 J37a370 = 14.9 Hz, 3J37, 36 = 3.8 Hz, 1 H, 37-H,), 1.51 (m, 1 H, 20-H,), 1.55 — 1.86 (sh,
3 H, 3-H, 4-H), 1.97 (m, 1 H, 18-H), 2.30 (dd, ®J37p 374 = 14.3 Hz, 3J37, 36 = 11.3 Hz,
1 H, 37-Hy), 2.68 (dd, 2Jo4q 24 = 14.1 Hz, 3Jo4423 = 11.1 Hz, 1 H, 24-H,,), 2.88 (s, 3 H,
34-H), 3.22 (dd, 2Jagp 24 = 14.7 Hz, 3 Josp 03 = 3.1 Hz, 1 H, 24-H,), 4.09 — 4.25 (sh, 3 H,
6-H, 17-H), 4.38 (m, 1 H, 36-H), 4.43 (dd, 3Jionu = 5.7 Hz, 3J109 = 4.4 Hz, 1 H, 10-H),
4.57 (m, 1 H, 2-H), 4.62 (d, 2Jaga 20 = 11.4 Hz, 1 H, 29-H,), 4.71 (s, 2 H, 14-H), 4.73
(d, 2Jagp29 = 11.5 Hz, 1 H, 29-Hy), 4.75 (br s, 1 H, NHy), 4.93 (dd, 3J23 244 = 10.1 Hz,
3J2324» = 3.1 Hz, 1 H, 23-H), 5.29 (m, 1 H, 11-H), 6.16 (d, 3Jxm,10 = 6.2 Hz, 1 H, NH,),
6.78 (d, 3Ja796 = 8.4 Hz, 2 H, 27-H), 6.96 (d, 3J3940 = 7.2 Hz, 2 H, 39-H), 7.06 (d,
3Ja6.07 = 8.5 Hz, 2 H, 26-H), 7.16 — 7.31 (sh, 8 H, 31-H, 32-H, 33-H, 40-H, 41-H), 7.76
(d, 3Jxm2 = 8.0 Hz, 1 H, NH,), 8,33 (d, 3Jnu17 = 5.3 Hz, 1 H, NH,.).

Sichtbare Signale des Nebenrotamers:

§=0.02 (5,9 H, 8H), 1.35 (s, 9 H, 44-H), 2.75 (s, 3 H, 34-H), 2.79 (dd, 2J374,375 = 14.2 Hz,
337036 = 7.5 Hz, 1 H, 37-H,), 2.85 (m, 1 H, 24-H,), 2.93 (dd, 2J3737, = 14.4 Hz,
3Jam36 = 7.5 Hz, 1 H, 37-Hp), 3.19 (m, 1 H, 24-H,), 4.20 (m, 1 H, 17-H), 4.43 (dd,
3Jionu = 7.2 Hz, 3Jy09 = 4.5 Hz, 1 H, 10-H), 5.07 (m, 1 H, 23-H), 5.13 (d, 3Jxn36 =
7.3 Hz, 1 H, NHy), 5.38 (m, 1 H, 11-H), 6.54 (d, 3Jxm17 = 6.4 Hz, 1 H, NH,), 6.78 (d,
3Ja796 = 8.5 Hz, 2 H, 27-H), 7.03 (d, 3.Ja6 27 = 8.3 Hz, 2 H, 26-H), 7.14 (d, 3J39.40 =
7.8 Hz, 2 H, 39-H), 7.34 (dd, 3J3231 = 3J3233 = 7.2 Hz, 2 H, 32-H), 7.39 (d, 3J3332 =
7.1 Hz, 1 H, 33-H).

I3C-NMR (101 MHz, CDCls;)
§ =-1.3 (q, 8-C), 104 (q, 21-C), 14.2 (q, 12-C), 15.4 (q, 19-C), 17.7 (¢, 7-C), 21.8 (q,
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5-Ca), 23.3 (q, 5-Cp), 25.0 (d, 4-C), 25.9 (t, 20-C), 28.4 (q, 44-C), 29.9 (q, 34-C), 33.4
(t, 24-C), 34.8 (d, 18-C), 36.5 (t, 37-C), 40.7 (t, 3-C), 49.7 (d, 36-C), 51.6 (d, 2-C), 55.9
(d, 10-C), 58.8 (d, 17-C), 62.8 (d, 23-C), 63.6 (t, 6-C), 69.4 (d, 11-C), 70.1 (t, 29-C),
74.9 (t, 14-C), 80.8 (s, 43-C), 83.9 (s, 15-C), 115.8 (d, 27-C), 127.5, 128.1, 128.7, 128.8,
128.9, 129.0 (6 d, 31-C, 32-C, 33-C, 39-C, 40-C, 41-C), 129.9 (s, 25-C), 130.5 (d, 26-C),
136.2 (s, 38-C), 137.0 (s, 30-C), 153.6* (s, 13-C), 155.4 (s, 42-C), 158.2 (s, 28-C), 167.5
(s, 9-C), 170.5, 171.1, 172.7, 173.1 (4 s, 1-C, 16-C, 22-C, 35-C).

Sichtbare Signale des Nebenrotamers:
§ = 17.7 (t, 7-C), 25.0 (d, 4-C), 28.5 (q, 44-C), 32.2 (q, 34-C), 51.5 (d, 2-C), 52.3 (d,
36-C), 55.9 (d, 10-C), 63.8 (t, 6-C), 70.2 (t, 29-C), 75.0 (t, 14-C), 115.3 (d, 27-C).

UHRMS (ESI) berechnet  gefunden
Cs5H79CI3N5015Si [N[—I—H]+ 1134.4555 1134.4569

Elementaranalyse
C55H78013N50128i berechnet: C 58.17 H 6.97 N 6.17
(1135.68) gefunden: C 5842 H6.99 N 6.14

UPLC-MS (BEH, 45 °C, ACN/H,0 (+0.1% HCOOH), 0.6 mL/min)
(5,5,5,5,5)-51b: tgp = 7.6 min (93%)
(S,R,S,S,5)-51b: tgp = 7.7 min (7%)

N-(2,2,2-Trichlorethoxycarbonyl)- O-[(S)-phenylalanyl- N -methyl- O-
benzyl-(S)-tyrosyl-(S)-valyl]-(.S)-threonyl-(.S)-leucin-2-(trimethylsilyl)-
ethylester (52)

Gemifl AAV 2b wurden 401 mg (1.0 Aq., 357 pmol) des Tetrapeptids 51a in Dichlor-
methan (1 M) gelést und auf 0 °C abgekiihlt. Diese Losung wurde mit 385 pL (14 Aq.,
5.00 mmol) TFA versetzt. Nach beschriebener Aufarbeitung konnten 316 mg (310 pmol,
87%, dr 90:10) des freien Amins 52 als farbloses Ol erhalten werden.
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'H-NMR (400 MHz, CDCIl3)

Rotamerenverhdltnis: 73:27 (die Signale des Nebendiastereomers sind nicht explizit auf-
gefiihrt)

§ =0.03 (s, 9 H, 8-H), 0.88 (d, 3J194,1s = 7.0 Hz, 3 H, 19-H,), 0.88 (d, 3J19p.18 = 3 J5a,4 =
6.3 Hz, 6 H, 5-H,, 19-H,), 0.95 (d, ®Jsp4 = 6.5 Hz, 3 H, 5-Hy), 0.98 (m, 2 H, 7-H), 1.23
(d, 3Ji2.11 = 6.6 Hz, 3 H, 12-H), 1.54 — 1.69 (sh, 2 H, 3-H,, 4-H), 1.74 (m, 1 H, 3-H),
2.01 (m, 1 H, 18-H), 2.60 (dd, ?Js5, 35, = 14.0 Hz, 3J35, 34 = 9.4 Hz, 1 H, 35-H,,), 2.86
(s, 3 H, 32-H), 2.90 (m, 1 H, 35-H;), 3.04 (m, 1 H, 22-H,), 3.15 (m, 1 H, 34-H), 3.20
(dd, 2J92p,92q = 14.3 Hz, 3Ja9p01 = 3.6 Hz, 1 H, 22-Hy), 4.11 — 4.24 (sh, 3 H, 6-H, 21-H),
4.46 (dd, 3Jionn = 7.0 Hz, 3J1911 = 4.3 Hz, 1 H, 10-H), 4.57 (m, 1 H, 2-H), 4.67 (d,
2J14a10 = 11.9 Hz, 1 H, 14-H,), 4.68 (m, 1 H, 17-H), 4.72 (d, ?J14p140 = 12.0 Hz,
1 H, 14-H,), 4.99 (d, 2Ja7427 = 12.5 Hz, 1 H, 27-H,), 5.05 (m, 1 H, 27-H,), 5.26 (qd,
3Ji112 = 6.4 Hz, 3J1110 = 4.5 Hz, 1 H, 11-H), 6.10 (d, 3Jxm,10 = 6.9 Hz, 1 H, NH,),
6.86 (d, 3J3738 = 6.9 Hz, 2 H, 37-H), 6.91 (d, 3J524 = 8.6 Hz, 2 H, 25-H), 7.02 (d,
3Ja405 = 8.6 Hz, 2 H, 24-H), 7.19 - 7.42 (sh, 9 H, 29-H, 30-H, 31-H, 38-H, 39-H, NH,),
8.73 (d, 3Jnm17 = 6.6 Hz, 1 H, NH,.).

Sichtbare Signale des Nebenrotamers:
§ = 0.02 (s, 9 H, 8H), 3.09 (s, 3 H, 32-H), 6.97 (d, 3J2524 = 8.7 Hz, 2 H, 25-H), 7.07
(d, 3Ja425 = 8.6 Hz, 2 H, 24-H).

I3C-NMR (101 MHz, CDCl;)

§ =-1.3 (q, 8-C), 14.5 (q, 12-C), 17.7 (t, 7-C), 18.7 (q, 19-Cy), 19.2 (q, 19-Cy), 21.8 (q,
5-Cq), 23.3 (q, 5-Cp), 25.0 (d, 4-C), 28.9 (q, 32-C), 30.0 (d, 18-C), 32.6 (t, 22-C), 36.0
(t, 35-C), 40.9 (t, 3-C), 51.6 (d, 2-C), 53.2 (d, 34-C), 56.3 (d, 10-C), 61.8 (d, 17-C), 63.4
(d, 21-C), 63.8 (t, 6-C), 69.9 (d, 11-C), 70.2 (t, 27-C), 74.9 (t, 14-C), 115.4 (d, 25-C),
126.9, 127.6, 128.2, 128.8, 128.9, 129.4 (6 d, 29-C, 30-C, 31-C, 37-C, 38-C, 39-C), 129.9
(s, 23-C), 130.1 (d, 24-C), 136.4 (s, 28-C), 137.9 (s, 36-C), 153.9 (s, 13-C), 158.0 (s,
26-C), 166.0 (s, 33-C), 167.5 (s, 9-C), 171.1 (s, 20-C), 172.7 (s, 16-C), 173.2 (s, 1-C).
Das Signal von 15-C ist nicht sichtbar.

Sichtbare Signale des Nebenrotamers:

d = 33.3 (q, 32-C), 41.5 (¢, 35-C), 51.5 (d, 2-C), 56.4 (d, 10-C), 59.1 (d, 21-C), 63.8 (t,
6-C), 70.2 (t, 27-C), 74.9 (¢, 14-C), 115.7 (d, 25-C), 127.4, 127.7, 128.1, 128.7, 129.4 (6
d, 29-C, 30-C, 31-C, 37-C, 38-C, 39-C), 130.1 (d, 24-C), 158.6 (s, 26-C).

UHRMS (ESI) berechnet  gefunden
CyoHgoCl3N5010Si [M+H]T  1020.3874  1020.3867
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HPLC-MS (Luna, ACN/H2O+HCOOH (0.1%) 1:1—-100% ACN, 0.8 mL/min, 200 nm)
(5,5,8,5,5)-52: tg = 7.2 min (90%)
(S,R,S,S,5)-52: tg = 7.6 min (10%)

N-(2,2,2-Trichlorethoxycarbonyl)- O-[ N-fluorenylmethoxycarbonyl-5-
O-tert-butyldiphenylsilyl-(.S)-norvalyl-(S)-phenylalanyl- N-methyl- O-
benzyl-(S)-tyrosyl-(S)-valyl]-(.S)-threonyl-(.S)-leucin-2-(trimethylsilyl)-
ethylester (53)

GemiB AAV 1b wurden 108 mg (1.4 Aq., 182 pmol) Fmoc-5-Hydroxy-(S)-norvalin
Derivat 18b und 133 mg (1.0 Aq., 130 gmol) Pentapeptid 52a in Dichlormethan (0.1 M)
gelost und bei 10 °C mit 55 pL (2.4 Aq., 313 mmol) DIPEA und 70.1 mg (1.4 Aq.,
182 pmol) HATU versetzt. Nach beschriebener Aufarbeitung und anschlieBender séulen-
chromatographischer Aufreinigung (PE/EE 75:25) konnten 115 mg (72 pmol, 55%,
dr 94:6) des Hexapeptids 53 als farbloses Ol erhalten werden.

R;(53) = 0.69 (PE/EE 1:1)
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Die Signale des Nebendiastereomers sind nicht explizit aufgefihrt

§ = 0.03 (s, 9 H, 8H), 0.79 — 0.95 (sh, 12 H, 5-H, 19-H), 1.03 (s, 9 H, 46-H), 1.05 (m
2 H, 7-H), 1.22 (m, 3 H, 12-H), 1.27 — 1.57 (sh, 3 H, 42-H,, 43-H), 1.56 — 1.81 (sh, 4 H,
3-H, 4-H, 35-H,), 1.98 (m, 1 H, 42-H,), 2.08 (m, 1 H, 18-H), 2.34 — 2.47 (sh, 2 H, 22-H,,
35-Hy), 2.85 (s, 3 H, 32-H), 3.13 (dd, 2Jagp 224 = 14.1 Hz, 3Ja9p 21 = 4.5 Hz, 1 H, 22-H,),
3.60 (m, 2 H, 44-H), 4.03 — 4.15 (sh, 3 H, 17-H, 41-H, 53-H), 4.15 — 4.25 (sh, 3 H, 6-H,
52-H,), 4.32 (m, 1 H, 52-Hy), 4.50 (dd, 3J1oxu = 7.0 Hz, 3J1011 = 3.9 Hz, 1 H, 10-H),
4.53 — 4.66 (sh, 2 H, 2-H, 34-H), 4.72 (m, 2 H, 14-H), 4.90 — 5.00 (sh, 3 H, 21-H, 27-H),
5.28 (m, 1 H, 11-H), 5.42 (d, 3Jxma1 = 8.0 Hz, 1 H, NH.), 6.42 (d, 3Jxu10 = 6.1 Hz,
1 H, NH,), 6.79 (d, 3Jo524 = 8.2 Hz, 2 H, 25-H), 7.02 (d, 3J2425 = 8.2 Hz, 2 H, 24-H),
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7.05 — 7.42 (sh, 24 H, 29-H, 30-H, 31-H, 37-H, 38-H, 39-H, 48-H, 49-H, 50-H, 56-H,
57-H), 7.49 — 7.59 (sh, 2 H, NH,, NHy), 7.63 (d, 3J55 56 = 7.8 Hz, 2 H, 55-H), 7.75 (d,
3Jss57 = 7.5 Hz, 2 H, 58-H), 8.35 (d, 3Jxm17 = 4.0 Hz, 1 H, NH,.).

I3C-NMR (101 MHz, CDCI3)

§ = -1.3 (q, 8-C), 14.7 (q, 12-C), 17.7 (¢, 7-C), 19.2 (q, 19-C), 19.4 (s, 45-C), 21.9 (q,
5-Cy), 23.2 (q, 5-Cyp), 25.0 (d, 4-C), 27.1 (q, 46-C), 28.3 (t, 43-C), 29.7 (d, 18-C und q,
32-C), 29.9 (t, 42-C), 33.4 (t, 22-C), 36.6 (t, 35-C), 41.1 (t, 3-C), 47.2 (d, 53-C), 49.7 (d,
34-C), 51.6 (d, 2-C), 54.5* (d, 41-C), 56.5* (d, 10-C), 60.0* (d, 17-C), 62.7 (d, 21-C),
63.7 (t, 44-C), 63.8 (t, 6-C), 67.4 (t, 52-C), 70.0 (d, 11-C), 70.1 (t, 27-C), 74.9 (t, 14-C),
115.6 (d, 25-C), 120.2 (d, 58-C), 125.2, 127.3, 127.5, 128.0, 128.1, 128.7, 128.9, 129.0 (11
d, 29-C, 30-C, 31-C, 37-C, 38-C, 39-C, 48-C, 49-C, 50-C, 56-C, 57-C), 129.8 (s, 23-C),
130.5 (d, 24-C), 135.9 (d, 55-C), 141.5 (s, 59-C), 143.9 (s, 54-C), 158.1 (s, 26-C), 167.8
(s, 9-C), 170.7 (s, 20-C), 172.0, 172.7, 173.1, 173.9 (4 s, 1-C, 16-C, 33-C, 40-C).

Die Signale von 13-C, 15-C, 28-C, 36-C, 47-C und 51-C sind nicht sichtbar.

UHRMS (ESI) berechnet  gefunden
CssHi06C13NgO14Sis [M+H]T  1595.6366 1595.6319

HPLC-MS (Luna, ACN/H2O+HCOOH (0.1%) 1:1—+100% ACN, 0.8 mL/min, 280 nm)
(S,5,R,S,5,5)-53: tg = 18.6 min (6%)
(S,5,5,85,5,5)-563: tr = 19.1 min (94%)

N ,-Fluorenylmethoxycarbonyl- N s-trityl-(.S)-glutamin-benzylester (66)

4.25 g (1.0 Aq., 6.96 mmol) Na-Fmoc-Nd-trityl-(S)-Glutamin wurden in Dichlormethan
(0.5 M) gelost und auf 0 °C abgekiihlt. Es folgte die Zugabe von 796 uL (1.1 Aq.,
7.66 mmol) Benzylalkohol, 1.58 g (1.1 Aq., 7.66 mmol) DCC und 85 mg (0.1 Aq.,
70 umol) DMAP. Die Reaktionslosung wurde iiber Nacht gerithrt und auf Raumtem-
peratur erwdrmt. Der ausgefallene Feststoff wurde abfiltriert und mit Dichlormethan
gewaschen. Die organische Phase wurde mit 1 M KHSO4-Losung und ges. NaCl-Losung
gewaschen, {iber NasSO,4 getrocknet und das Losemittel unter reduziertem Druck ent-
fernt. Es wurden 4.85 g (6.93 pmol, quant.) des Benzylesters 66 als gelblicher Feststoff

erhalten.

R;(66) = 0.51 (PE/EE 1:1)
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66

'H-NMR (400 MHz, CDCl3)

§ = 1.99 (m, 1 H, 3-H,), 2.25 (m, 1 H, 3-Hy), 2.34 (m, 1 H, 4-H,), 2.36 (m, 1 H,
4-Hy), 4.24 (t, 3J1g17 = 6.8 Hz, 1 H, 18-H), 4.32 — 4.52 (sh, 3 H, 2-H, 17-H), 5.17 (d,
2J11a110 = 12.2 Hz, 1 H, 11-H,), 5.22 (d, ?J11p11o = 12.2 Hz, 1 H, 11-H,), 5.66 (d,
3Jnm2 = 7.9 Hz, 1 H, NH,,), 6.87 (s, 1 H, NHy), 7.23 (d, 3Js 9 = 7.1 Hz, 6 H, 8-H), 7.25
~ 748 (sh, 18 H, 9-H, 10-H, 13-H, 14-H, 15-H, 21-H, 22-H), 7.61 (d, 3J021 = 7.3 Hz,
2 H, 20-H), 7.79 (d, Jaz 22 = 7.5 Hz, 2 H, 23-H).

13C-NMR (101 MHz, CDCls)

§ = 285 (t, 3-C), 33.4 (t, 4-C), 47.4 (d, 18-C), 53.8 (d, 2-C), 67.2 (t, 17-C), 67.5 (t,
11-C), 70.8 (s, 6-C), 120.1 (d, 23-C), 125.3 (d, 20-C), 127.2, 127.9, 128.1, 128.6, 128.7,
128.8, 128.9 (8 d, 8-C, 9-C, 10-C, 13-C, 14-C, 15-C, 21-C, 22-C), 135.4 (s, 12-C), 141.5
(s, 24-C), 143.8 (s, 19-Cy), 144.1 (s, 19-Cy), 144.7 (s, 7-C), 156.5 (s, 16-C), 170.9 (s,
5-C), 172.0 (s, 1-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
CysHy1N2O5 [M+H]"  701.3010  701.2980

Optische Drehung
[]® = +3.1° (c = 1.0, CHCl;)

Schmelzpunkt
Smp(66) = 74°C

N ,-Propionyl- N s-trityl-(.S)-glutamin-benzylester (67a)

478 mg (1.0 Aq., 683 pmol) 66 wurden in Dichlormethan (0.05 M) gelést und mit
894 pL (14 Aq., 10.2 mmol) tris(Aminoethyl)amin versetzt. Nach 4 Stunden wurde
das Gemisch auf 0 °C abgekiihlt und 1.49 mL (15 Aq., 9.6 mmol) Propionylchlorid
zugesetzt. Die Reaktionsmischung wurde iiber Nacht geriihrt und auf Raumtemperatur

erwidrmt. Anschlieend wurde die Reaktion mit Wasser versetzt und die Losung mit
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Ethylacetat verdiinnt. Die organische Phase wurde mit 1 M KHSO,4-Losung gewaschen,
iiber NagSQOy4 getrocknet und das Losemittel unter reduziertem Druck entfernt. Nach
séulenchromatographischer Aufreinigung (PE/EE 7:3—1:1) konnten 241 mg (451 pmol,

66%) des acylierten Glutamins 67a als farbloses Harz erhalten werden.

R;(67a) = 0.26 (PE/EE 1:1)

11 13
1 14

ho O
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67a

'H-NMR (400 MHz, CDCl3)

§ = 1.10 (t, 31517 = 7.6 Hz, 3 H, 18-H), 1.99 (ddt, 2J3,,3, = 15.0 Hz, 3J3,2 = 9.0 Hz,
3J304 = 6.5 Hz, 1 H, 3-H,), 2.14 (q, 3J1718 = 7.6 Hz, 2 H, 17-H), 2.20 (m, 1 H, 3-Hy),
2.36 (m, 2 H, 4-H), 4.56 (ddd, 3J23, = 9.0 Hz, 3Joxg = 7.2 Hz, 3Jy3, = 4.0 Hz, 1 H,
2-H), 5.15 (d, 2J114.116 = 12.2 Hz, 1 H, 11-H,), 5.20 (d, 2J11p 114 = 12.2 Hz, 1 H, 11-H,),
6.63 (d, 3Jym2 = 7.1 Hz, 1 H, NH,), 6.90 (s, 1 H, NHy), 7.20 (m, 6 H, 8-H), 7.23 — 7.38
(sh, 14 H, 9-H, 10-H, 13-H, 14-H, 15-H).

I3C-NMR (101 MHz, CDCIl3)

§ = 9.7 (q, 18-C), 27.5 (t, 3-C), 29.5 (t, 17-C), 33.6 (t, 4-C), 52.4 (d, 2-C), 67.4 (t, 11-C),
70.9 (s, 6-C), 127.2 (d, 10-C), 128.1, 128.6, 128.8, 128.9 (5 d, 8-C, 9-C, 13-C, 14-C, 15-C),
135.6 (s, 12-C), 144.7 (s, 7-C), 171.5 (s, 5-C), 172.0 (s, 1-C), 174.4 (s, 16-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
C34H35N204 [MAH]T  535.2501  535.2591

Elementaranalyse
C34H34N204 berechnet: C76.38 H641 Nb5.24
(534.64) gefunden: C 76.16 H 6.52 N 5.24

N ,-isoButanoyl- N s-trityl-(.5)-glutamin-benzylester (67b)

952 mg (1.0 Aq., 1.36 mmol) 66 wurden in Dichlormethan (0.05 M) gelst und mit 3.0 mL
(14 Aq., 19.0 mmol) ¢ris(Aminoethyl)amin versetzt. Nach 4 Stunden wurde das Reak-
tionsgemisch auf 0 °C abgekiihlt und 2.2 mL (15 Aq., 20.4 mmol) isoButanoylchlorid
zugesetzt. Die Reaktionsmischung wurde iiber Nacht geriihrt und auf Raumtempera-

tur erwéarmt. Anschliefend wurde die Reaktion mit Wasser versetzt und mit Ethylacetat
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verdiinnt. Die organische Phase wurde mit 1 M KHSOy4-Losung gewaschen, iiber NasSOy
getrocknet und das Losemittel unter reduziertem Druck entfernt. Nach sdulenchromato-
graphischer Aufreinigung (PE/EE 7:3) konnten 598 mg (1.09 mmol, 80%) des acylierten

Glutamins 67b als weiller Feststoff erhalten werden.

R/ (67b) = 0.34 (PE/EE 1:1)

11 13
1 14

Sy
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67b

'H-NMR (400 MHz, CDCl3)

§ = 1.10 (d, 3Ji8a,17 = 6.9 Hz, 3 H, 18-H,), 1.11 (d, 3Jigp17 = 6.9 Hz, 3 H, 18-Hy),
2.00 (m, 1 H, 3-H,), 2.19 (m, 1 H, 3-Hy), 2.24 — 2.45 (sh, 3 H, 4-H, 17-H), 4.55 (ddd,
32,30 = 9.0 Hz, 3Joxu = 7.2 Hz, 3Ja 3, = 4.1 Hz, 1 H, 2-H), 5.13 (d, 2J114,115 = 12.2 Hz,
1 H, 11-H,), 5.20 (d, 2J11p110 = 12.2 Hz, 1 H, 11-Hp), 6.63 (d, 3Jxu2 = 7.1 Hz, 1 H,
NH,), 6.89 (s, 1 H, NH,), 7.20 (dd, 3Jsg9 = 8.0 Hz, *Jg19 = 1.6 Hz, 6 H, 8-H), 7.23 —
7.38 (sh, 14 H, 9-H, 10-H, 13-H, 14-H, 15-H).

13C-NMR (101 MHz, CDCI3)

§ = 19.6 (q, 18-C), 27.7 (t, 3-C), 33.6 (t, 4-C), 35.4 (d, 17-C), 52.3 (d, 2-C), 67.4 (4,
11-C), 70.9 (s, 6-C), 127.3 (d, 10-C), 128.2, 128.7, 128.8, 128.9 (5 d, 8-C, 9-C, 13-C, 14-C,
15-C), 135.6 (s, 12-C), 144.7 (s, 7-C), 1715 (s, 5-C), 172.1 (s, 1-C), 177.6 (s, 16-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
C35H36N2Oy [M+H]+ 548.2670  548.2668

Optische Drehung
[]® = -11.3° (c = 1.2, CHCl3)

Schmelzpunkt
Smp(67b) = 137°C

N ,-Propionyl- N j-trityl-(S)-glutamin (68a)

Gemif AAV 4 wurden 189 mg (1.0 Aq., 354 umol) 67a in Ethylacetat (1 M) gelost, mit
38 mg (10 mol%, 35 pmol) Palladium auf Kohle (10%-ig) versetzt und fiir 18 Stunden
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unter Ha-Atmosphére (1 bar) geriihrt. Nach beschriebener Aufarbeitung konnten 164 mg
(354 pmol, quant.) des Produktes 68a als weifler Feststoff erhalten werden.

H. O
13/1%]1/N%OH

O 3x\.1
Js
07 NH,
Ph—S
Ph
8 10

68a

'H-NMR (400 MHz, CDCIs)

§ = 1.03 (t, 3J1312 = 7.6 Hz, 3 H, 13-H), 2.02 (m, 2 H, 4-H), 2.09 (q, 3.J12.13 = 7.6 Hz, 2 H,
12-H), 2.46 (dt, 2J34,3 = 16.1 Hz, > J3,4 = 6.2 Hz, 1 H, 3-H,), 2.73 (dt, 2.J3,3, = 15.9 Hz,
3Jspa = 6.4 Hz, 1 H, 3-H,), 4.25 (m, 1 H, 2-H), 7.07 (s, 1 H, NH,), 7.16 (m, 6 H, 8-H),
7.19 — 7.30 (sh, 10 H, 9-H, 10-H, NH,).

I3C-NMR (101 MHz, CDCls)

§ = 9.7 (q, 13-C), 27.0 (t, 4-C), 29.4 (t, 12-C), 33.7 (t, 3-C), 53.2 (d, 2-C), 71.3 (s, 6-C),
127.4 (d, 10-C), 128.3 (d, 9-C), 128.9 (d, 8-C), 144.3 (s, 7-C), 173.0 (s, 1-C), 173.5 (s,
5-C), 175.9 (s, 11-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
Co7rHogNoOy [M+H|T  444.2049  444.2034

Schmelzpunkt
Smp(68a) = 199°C

N ,-isoButanoyl- N s-trityl-(S)-glutamin (68b)

Gemif AAV 4 wurden 503 mg (1.0 Aq., 917 ymol) 67b in Ethylacetat (1 M) gelost, mit
98 mg (10 mol%, 92 pumol) Palladium auf Kohle (10%-ig) versetzt und fiir 18 Stunden
unter Ho- Atmosphiire (1 bar) geriihrt. Nach beschriebener Aufarbeitung konnten 378 mg
(823 pmol, 90%) des Produktes 68b als weifler Feststoff erhalten werden.
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H, ©
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68b

'H-NMR . (400 MHz, CDCl3)

§=1.08 (d,3J1312 = 6.9 Hz, 6 H, 13-H), 2.07 (m, 2 H, 4-H), 2.31 (qq, 3J12,13¢ = >J12.13 =
6.9 Hz, 1 H, 12-H), 2.50 (dt, 2J3,3 = 16.1 Hz, 3J3,4 = 6.1 Hz, 1 H, 3-H,), 2.73 (dt,
2J3b30 = 16.0 Hz, 3J34 = 6.4 Hz, 1 H, 3-H,), 4.25 (m, 1 H, 2-H), 7.11 (s, 1 H, NH,),
7.20 (dd, 3Jsg = 6.7 Hz, *Js 10 = 1.6 Hz, 6 H, 8-H), 7.23 — 7.34 (sh, 9 H, 9-H, 10-H),
7.36 (d, 3Jnm2 = 5.5 Hz, 1 H, NH,,).

I3C-NMR (101 MHz, CDCl;)

§ = 19.6 (q, 13-C), 27.1 (t, 4-C), 33.8 (t, 3-C), 35.3 (d, 12-C), 53.1 (d, 2-C), 71.3 (s,
6-C), 127.4 (d, 10-C), 128.3 (d, 9-C), 128.9 (d, 8-C), 144.3 (s, 7-C), 173.0 (s, 1-C), 173.5
(s, 5-C), 179.1 (s, 11-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
CagHzoNoOy [M]* 458.2200  458.2200

Optische Drehung
[]® = 4+33° (¢ = 0.1, MeOH)

Schmelzpunkt
Smp(68b) = 206°C

N-tert-Butoxycarbonyl- N-methyl- O-allyl-(S)-tyrosin-anilid (73a)

Gemi# AAV la wurden 151 mg (1.0 Aq., 449 pmol) 12 in THF (0.1 M) gelost und
bei —20 °C mit 54 pL (1.1 Aq., 494 gmol) NMM und 65 pL (1.1 Aq., 494 pmol) IBCF
versetzt. Nach 20 Minuten erfolgte die Zugabe von 41 pL (1.0 Aq., 449 pmol) Anilin
und die Reaktionslésung wurde iiber Nacht geriihrt und auf Raumtemperatur erwérmt.
Nach beschriebener Aufarbeitung und anschlieBender Aufreinigung mittels Flashchro-
matograph konnten 179 mg (436 pmol, 97%) des Anilids 73a als farbloses Ol erhalten

werden.

R;(73a) = 0.61 (PE/EE 1:1)
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1|5 O 12 1314
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73a

'H-NMR (400 MHz, CDCl3)

Rotamerenverhdaltnis: 70:30

§ =1.42 (s, 9 H, 18-H), 2.78 (s, 3 H, 15-H), 2.96 (dd, ?J34,3, = 13.6 Hz, 3.J3, 2 = 8.6 Hz,
1 H, 3-H,), 3.30 (dd, 2J3p 3, = 13.7 Hz, 3.J3,0 = 7.1 Hz, 1 H, 3-H,), 4.49 (d, 3Js 9 = 5.3 Hz,
2 H, 8-H),4.91 (t,3J23 = 7.1 Hz, 1 H, 2-H), 5.25 (dd, 3 J104,9 = 10.5 Hz, 2J104 10 = 1.4 Hz,
1 H, 10-H,), 5.38 (ddt, 3Jigp.9 = 17.3 Hz, 2Ji0p.10a = *Ji0ps = 1.6 Hz, 1 H, 10-H,),
6.02 (ddt, 3Jg100 = 17.3 Hz, 3Jg10, = 10.6 Hz, 3Jos = 5.3 Hz, 1 H, 9-H), 6.82 (d,
3Js5 = 8.1 Hz, 2 H, 6-H), 7.01 - 7.19 (sh, 3 H, 5-H, 14-H), 7.26 (m, 2 H, 13-H), 7.46 (d,
3J12.13 = 7.9 Hz, 2 H, 12-H), 8.30 (br s, 1 H, NH).

Sichtbare Signale des Nebenrotamers:
§=1.32 (s, 9 H, 18-H), 3.43 (m, 1 H, 3-,), 4.66 (m, 1 H, 2-H), 7.56 (br s, 1 H, NH).

I3C-NMR (101 MHz, CDCIs)

§ = 28.5 (q, 18-C), 31.2 (q, 15-C), 33.2 (t, 3-C), 61.0 (d, 2-C), 69.0 (t, 8-C), 81.1 (s,
17-C), 115.0 (d, 6-C), 117.8 (t, 10-C), 119.9 (d, 12-C), 124.4 (d, 14-C), 129.2 (d, 13-C),
129.7 (s, 4-C), 130.2 (d, 5-C), 133.5 (d, 9-C), 138.1 (s, 11-C), 157.3 (s, 7-C), 169.1 (s,
1-C).

Das Signal von 16-C ist nicht sichtbar.

Sichtbares Signal des Nebenrotamers:
d =63.2 (d, 2-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
CoyH31N2O4 [M+H]T  411.2278  411.2302

Elementaranalyse
Co4H39oNoOy4  berechnet: C 70.22 H 7.37 N 6.82
(410.51) gefunden: C 70.07 H 7.48 N 6.61

Optische Drehung
[]® = -74.8° (c = 1.4, CHCl3)
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N-tert-Butoxycarbonyl- N-methyl-(S)-phenylalanin-anilid (73b)

GemiB AAV la wurden 7.12 g (1.0 Aq., 25.5 mmol) N-Boc- N-methyl-(.S)-phenylalanin
in THF (0.1 M) gelost und bei —20 °C mit 3.0 mL (1.1 Aq., 28.1 mmol) NMM und 3.7 mL
(1.1 Aq., 28.1 mmol) IBCF versetzt. Nach 20 Minuten erfolgte die Zugabe von 2.6 mL
(1.1 Aq., 28.1 mmol) Anilin und die Reaktionslésung wurde iiber Nacht geriihrt und
auf Raumtemperatur erwérmt. Nach beschriebener Aufarbeitung und anschliefflender
Aufreinigung mittels Flashchromatograph konnten 8.54 g (24.1 mmol, 95%) des Anilids

73b als farbloses Harz erhalten werden.

R;(73b) = 0.42 (PE/EE 1:1)

'H-NMR (400 MHz, CDCIl3)

Rotamerenverhdltnis: 67:33

§=1.39 (s, 9 H, 15-H), 2.78 (s, 3 H, 12-H), 2.99 (m, 1 H, 3-H,), 3.35 (dd, % J3p 3, = 14.0 Hz,
3J3p2 = 6.8 Hz, 1 H, 3-Hy), 4.98 (m, 1 H, 2-H), 7.06 (m, 1 H, 11-H), 7.14 — 7.36 (sh,
7 H, 5-H, 6-H, 7-H, 10-H), 7.59 (d, 3Jg 10 = 7.6 Hz, 2 H, 9-H), 8.34 (br s, 1 H, NH).

Sichtbare Signale des Nebenrotamers:
0 =1.28 (s, 9 H, 15-H), 3.49 (m, 1 H, 3-H;), 4.74 (m, 1 H, 2-H), 7.59 (br s, 1 H, NH).

13C-NMR (101 MHz, CDCls)

§ = 28.4 (q, 15-C), 31.1 (q, 12-C), 34.1 (t, 3-C), 60.8 (d, 2-C), 81.1 (s, 14-C), 120.0 (d,
9-C), 124.4 (d, 11-C), 126.8 (d, 7-C), 128.7 (d, 10-C), 129.1, 129.3 (2 d, 5-C, 6-C), 137.5
(s, 4-C), 138.1 (s, 8-C), 157.2 (s, 13-C), 169.0 (s, 1-C).

Sichtbare Signale des Nebenrotamers:
d =63.3 (d, 2-C), 1554 (s, 13-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
Co1HosNoO3 M)t 354.1943  354.1925

Optische Drehung
(] = -43.9° (c = 1.2, CHCl3)
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N-methyl-O-allyl-(S)-tyrosin-anilid (74a)

GeméB AAV 2b wurden 499 mg (1.0 Aq., 1.22 mmol) des Anilids 73a in Dichlormethan
(1 M) gelost und auf 0 °C abgekiihlt. Diese Losung wurde mit 937 pL (14 Aq., 12.2 mmol)
TFA versetzt. Nach beschriebener Aufarbeitung konnten 381 mg (1.23 mmol, quant.)

des freien Amins 74a als farbloses Ol erhalten werden.

'H-NMR (400 MHz, CDCl3)

§ = 2.33 (s, 3 H, 15-H), 2.71 (dd, 2J3,3, = 13.6 Hz, 3J3,2 = 9.2 Hz, 1 H, 3-H,), 3.17
~ 3.28 (sh, 2 H, 2-H, 3-Hp), 4.50 (ddd, 3Js9 = 5.3 Hz, 1J3100 = *Js100 = 1.5 Hz,
2 H, 8-H), 5.27 (ddt, Ji0a0 = 10.5 Hz, 2Jioa100 = *J10as = 1.4 Hz, 1 H, 10-H,),
5.39 (ddt, 3Jiop9 = 17.3 Hz, 2Jiop10a = *Jiops = 1.6 Hz, 1 H, 10-H,), 6.03 (ddt,
3Jga00 = 17.2 Hz, 3J910, = 10.6 Hz, 3Jgs = 5.3 Hz, 1 H, 9-H), 6.86 (m, 2 H, 6-H),
7.09 (tt, 3J1413 = 7.5 Hz, 4J1412 = 1.3 Hz, 1 H, 14-H), 7.13 (m, 2 H, 5-H), 7.32 (m, 2 H,
13-H), 7.58 (dd, ®Ji213 = 8.6 Hz, 4J1514 = 1.1 Hz, 2 H, 12-H), 9.22 (br s, 1 H, NH,).

I3C-NMR (101 MHz, CDCIl3)

§ = 35.9 (q, 15-C), 38.5 (t, 3-C), 66.9 (d, 2-C), 69.0 (t, 8-C), 115.2 (d, 6-C), 117.9 (4,
10-C), 119.6 (d, 12-C), 124.2 (d, 14-C), 129.1 (d, 13-C), 129.5 (s, 4-C), 130.2 (d, 5-C),
133.4 (d, 9-C), 138.0 (s, 11-C), 157.8 (s, 7-C), 172.0 (s, 1-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
C19H23N2 09 [M—I—H]+ 311.1754  311.1751

Elementaranalyse
C19H2oN5O9  berechnet: C 73.52 H 7.14 N 9.03
(310.39) gefunden: C 73.16 H 745 N 9.14

Optische Drehung
[]® = -116.8° (¢ = 1.3, CHCl3)

N-methyl-(S)-phenylalanin-anilid (74b)

GemiB AAV 2b wurden 6.38 g (1.0 Aq., 15.7 mmol) des Anilids 73b in Dichlor-
methan (1 M) gelost und auf 0 °C abgekiihlt. Diese Losung wurde mit 12.1 mL (14 Aq.,
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157 mmol) TFA versetzt. Nach beschriebener Aufarbeitung konnten 4.00 g (15.7 mmol,

quant.) des freien Amins 74b als weifler Feststoff erhalten werden.

10

1|2 o i@ﬂ
HN
b2~ N

74b

'H-NMR (400 MHz, CDCl5)

§ =2.33 (s, 3 H, 12-H), 2.77 (dd, 2J343, = 14.9 Hz, 3J3,2 = 10.7 Hz, 1 H, 3-H,,), 3.26
—3.34 (sh, 2 H, 2-H, 3-H,), 7.10 (tt, 3J11,10 = 7.4 Hz, *J119 = 1.2 Hz, 1 H, 11-H), 7.20
—7.36 (sh, 7 H, 5-H, 6-H, 7-H, 10-H), 7.58 (dd, 3Jo 10 = 8.6 Hz, *Jg11 = 1.0 Hz, 2 H,
9-H), 9.23 (br s, 1 H, NH,).

I3C-NMR (101 MHz, CDCls;)

§ = 35.8 (q, 12-C), 394 (t, 3-C), 66.8 (d, 2-C), 119.7 (d, 9-C), 123.5 (d, 11-C), 127.2 (d,
7-C), 129.1, 129.2, 129.3, (3 d, 5-C, 6-C, 10-C), 137.5 (s, 4-C), 138.0 (s, 8-C), 171.9 (s,
1-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
C16H19N2O [M+H]+ 255.1492 255.1522

N-tert-Butoxycarbonyl-5- O-tert-butyldimethylsilyl-(.S)-norvalyl-glycyl-
N-methyl- O-allyl-(S)-tyrosin-anilid (75a)

106 mg (1.1 Aq., 262 pmol) der Siure 24b und 74.0 mg (1.0 Aq., 238 pmol) des
Anilids 74a wurden unter No-Atmosphére in Dichlormethan (0.1 M) gelést und auf 0 °C
abgekiihlt. AnschlieBend folgte die Zugabe von 120 mg (1.1 Aq., 503 gmol) BOP, 42 mg
(1.1 Aq., 271 pmol) HOBt und 83 uL (2.0 Aq., 477 umol) DIPEA. Die Reaktionslésung
wurde {iber Nacht geriihrt und auf Raumtemperatur erwérmt, anschlieBend mit Ethyla-
cetat verdiinnt und mit 1 M KHSOy4-Lésung versetzt. Die org. Phase wurde mit 1 M
KHSO4-Losung, Wasser, ges. NaHCO3-Losung und ges. NaCl-Losung gewaschen, {iber
NaySO, getrocknet und das Losemittel unter reduziertem Druck entfernt. Nach Aufrei-
nigung mittels Flashchromatograph konnten 85.4 mg (123 pmol, 51%) des Tripeptids

75a als farbloses Harz erhalten werden.

R;(75a) = 0.31 (PE/EE 1:1)
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14
023N N
25>ﬁ4 \1%]5\” 13 2 ’ HS
O 7~ O 3_4 S Hy
19 5 26 Pt
(u) 6 70 27 Ha
—Si
20/ K %2
75a

'H-NMR (400 MHz, CDCIls)

Rotamerenverhdltnis: 80:20

§ = 0.00 (s, 6 H, 20-H), 0.84 (s, 9 H, 22-H), 1.36 (s, 9 H, 25-H), 1.49 (m, 2 H, 18-H),
1.66 (m, 1 H, 17-H,), 1.81 (m, 1 H, 17-H), 2.89 (m, 1 H, 3-H,), 2.92 (s, 3 H, 12-H),
3.28 (dd, %2Jsp3, = 14.3 Hz, 3J30 = 7.3 Hz, 1 H, 3-H,), 3.55 (t, 3Ji91s = 6.1 Hz,
2 H, 19-H), 3.86 (dd, %Jy4q14p = 17.6 Hz, 3Jy4qnu = 4.6 Hz, 1 H, 14-H,), 3.97 (dd,
2J1ap14a = 17.6 Hz, 3J1pnun = 3.9 Hz, 1 H, 14-H,), 4.19 (m, 1 H, 16-H), 4.42 (ddd,
3J26.27 = 5.2 Hz, Y26 980 = *J2628p = 1.4 Hz, 2 H, 26-H), 5.22 (ddt, 3.Jasq 27 = 10.3 Hz,
2 Joga2sh = YJasa6 = 1.4 Hz, 1 H, 28-H,), 5.34 (ddt, 3Jogpor = 17.3 Hz, 2Jagp o84 =
4 Jogp.26 = 1.7 Hz, 1 H, 28-Hy), 5.36 (m, 1 H, 2-H), 5.47 (d, ®Jxn16 = 7.4 Hz, 1 H, NH,),
5.98 (ddt, 3Ja728p = 17.2 Hz, 3Ja7.98¢ = 10.5 Hz, 3Ja796 = 5.3 Hz, 1 H, 27-H), 6.76 (d,
3Js5 = 8.0 Hz, 2 H, 6-H), 7.02 (t, 3J11.10 = 7.4 Hz, 1 H, 11-H), 7.06 (d, 3J5 6 = 8.4 Hz,
2 H, 5-H), 7.18 — 7.24 (sh, 3 H, 10-H, NHy), 7.43 (d, 3Jo 10 = 7.6 Hz, 2 H, 9-H), 8.45
(brs, 1 H, NHy).

Sichtbare Signale des Nebenrotamers:

§ = 2.60 (dd, 2J140,140 = 15.1 Hz, 3J14qnm = 4.4 Hz, 1 H, 14-H,), 3.18 (dd, % J3p3, =
14.4 Hz, 3J3 20 = 3.8 Hz, 1 H, 3-Hp), 3.47 (m, 2 H, 19-H), 4.78 (dd, ?Jo3, = 10.1 Hz,
3J2.3, = 3.1 Hz, 1 H, 2-H), 5.97 (ddt, 3Jo7.28p = 15.8 Hz, 3Ja7.98, = 10.5 Hz, 3Ja796 =
5.3 Hz, 1 H, 27-H), 6.97 (d, 3J56 = 8.1 Hz, 2 H, 5-H), 7.26 (m, 2 H, 10-H), 7.59 (d,
3J910 = 7.9 Hz, 2 H, 9-H), 7.62 (br s, 1 H, NH,), 9.36 (br s, 1 H, NH,).

I3C-NMR (101 MHz, CDCls)

§ = -5.2 (q, 20-C), 18.5 (s, 21-C), 26.1 (q, 22-C), 28.5 (q, 25-C), 28.8 (t, 18-C), 29.3 (t,
17-C), 30.6 (q, 12-C), 33.6 (t, 3-C), 41.7 (t, 14-C), 54.5 (d, 16-C), 59.2 (d, 2-C), 62.8
(t, 19-C), 68.9 (t, 26-C), 80.0 (s, 24-C), 115.0 (d, 6-C), 117.7 (t, 28-C), 120.2 (d, 9-C),
124.5 (d, 11-C), 128.8 (s, 4-C), 129.0 (d, 10-C), 130.0 (d, 5-C), 133.4 (d, 27-C), 137.9 (s,
8-C), 156.0 (s, 23-C), 157.6 (s, 7-C), 168.0 (s, 1-C), 169.8 (s, 13-C), 172.7 (s, 15-C).

Sichtbare Signale des Nebenrotamers:
d = 33.7 (t, 3-C), 39.7 (t, 14-C), 54.3 (d, 16-C), 63.6 (d, 2-C), 115.2 (d, 6-C), 117.8 (¢,
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28-C), 120.0 (d, 9-C), 124.4 (d, 11-C), 129.3 (s, 4-C), 130.3 (d, 5-C), 133.3 (d, 27-C),
138.3 (s, 8-C), 157.8 (s, 7-C), 167.3 (s, 1-C), 169.6 (s, 13-C), 171.3 (s, 15-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
C37H56N4O7Si [M+H]*  697.3991  697.3987

Elementaranalyse
037H56N407Si berechnet: C 63.76 H 810 N 8.04
(696.95) gefunden: C 63.34 H 824 N 7.65

N-tert-Butoxycarbonyl-5- O-tert-butyldimethylsilyl-(.S)-norvalyl-glycyl-
N-methyl-(S)-phenylalanin-anilid (75b)

204 mg (1.1 Aq., 503 pmol) der Siure 24b und 116 mg (1.0 Aq., 458 pmol) des
Anilids 74b wurden unter Na-Atmosphére in Dichlormethan (0.1 M) gelost und auf
0 °C abgekiihlt. AnschlieBend folgte die Zugabe von 262 mg (1.1 Aq., 503 pmol) PyBOP,
77 mg (1.1 Aq., 503 pmol) HOBt und 161 L (2.0 Aq., 922 pmol) DIPEA. Das Reaktions-
gemisch wurde iiber Nacht geriihrt und auf Raumtemperatur erwérmt, anschlieBend mit
Ethylacetat verdiinnt und mit 1 M KHSO4-Loésung versetzt. Die org. Phase wurde mit
1 M KHSOg4-Losung, Wasser, ges. NaHCO3-Losung und ges. NaCl-Losung gewaschen,
iiber NasSOy4 getrocknet und das Losemittel unter reduziertem Druck entfernt. Nach
Aufreinigung mittels Flashchromatograph konnten 166 mg (260 pmol, 57%) des Tripep-
tids 75b als weifler Feststoff erhalten werden.

R;(75b) = 0.71 (EE)

Ho 9 @“
14
(0] N N
SR SNy
DU H, DOH,
o 17 18 o 3 3
W']\g
0 5 7
—Si °
20/ . 22
75b

'H-NMR . (400 MHz, CDCIl3)

Rotamerenverhdltnis: 80:20

§ =0.00 (s, 6 H, 20-H), 0.84 (s, 9 H, 22-H), 1.37 (s, 9 H, 25-H), 1.50 (m, 2 H, 18-H), 1.65
(m, 1 H, 17-H,), 1.81 (m, 1 H, 17-H,), 2.92 (s, 3 H, 12-H), 2.98 (dd, 2J3,3, = 14.4 Hz,
3J302 = 8.7 Hz, 1 H, 3-H,), 3.35 (dd, 2J3p3, = 14.4 Hz, 3J3,2 = 7.2 Hz, 1 H, 3-H,),
3.56 (t, 3J191s = 6.1 Hz, 2 H, 19-H), 3.83 (dd, 2J140.14» = 17.7 Hz, 3J14axn = 4.7 Hz,
1 H, 14-H,), 3.97 (dd, ?J14p,140 = 17.6 Hz, 3J14p xu = 4.0 Hz, 1 H, 14-H,), 4.17 (m, 1 H,
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16-H), 5.39 (dd, 3Jo3, = 8.4 Hz, 3.Jo3, = 7.5 Hz, 1 H, 2-H), 5.44 (d, 3Jxm,16 = 5.5 Hz,
1 H, NH,), 7.02 (t, 3Ji110 = 7.4 Hz, 1 H, 11-H), 7.12 — 7.24 (sh, 8 H, 5-H, 6-H, 7-H,
10-H, NHy), 7.43 (d, 3Jg10 = 7.6 Hz, 2 H, 9-H), 8.40 (br s, 1 H, NH,).

Sichtbare Signale des Nebenrotamers:

§ =-0.03 (s, 6 H, 20-H), 0.81 (s, 9 H, 22-H), 2.50 (dd, ?J14414p = 15.4 Hz, 3J14ann =
5.1 Hz, 1 H, 14-H,), 3.03 (dd, ?J34,35 = 14.4 Hz, 3J3,2 = 10.9 Hz, 1 H, 3-H,), 3.25 (dd,
2 J3p30 = 14.3 Hz, 3J3,0 = 3.8 Hz, 1 H, 3-H,), 3.50 (m, 2 H, 19-H), 3.90 (m, 1 H, 14-H,),
4.83 (m, 1 H, 2-H), 5.34 (d, 3Jxm16 = 5.4 Hz, 1 H, NH,), 7.59 (d, 3Jg 10 = 7.8 Hz, 2 H,
9-H), 7.54 (brs, 1 H, NHy), 9.34 (br s, 1 H, NH,).

I3C-NMR (101 MHz, CDCIl3)

§ =-5.2 (q, 20-C), 18.5 (s, 21-C), 26.1 (q, 22-C), 28.5 (q, 25-C), 28.8 (t, 18-C), 29.3 (t,
17-C), 30.6 (q, 12-C), 34.3 (t, 3-C), 41.7 (t, 14-C), 54.5 (d, 16-C), 59.1 (d, 2-C), 62.8 (4,
19-C), 80.1 (s, 24-C), 120.2 (d, 9-C), 124.5 (d, 11-C), 127.0, 128.8, 129.0 (4 d, 5-C, 6-C,
7-C, 10-C), 136.8 (s, 4-C), 137.8 (s, 8-C), 156.0 (s, 23-C), 168.0 (s, 1-C), 169.9 (s, 13-C),
172.6 (s, 15-C).

Sichtbare Signale des Nebenrotamers:
d = 34.6 (t, 3-C), 39.5 (t, 14-C), 54.3 (d, 16-C), 63.6 (d, 2-C), 120.0 (d, 9-C), 124.4 (d,
11-C), 137.4 (s, 4-C), 138.4 (s, 8-C), 169.7 (s, 13-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
Cs34H53N406S1 [M+H]+ 641.3729 641.3767

Optische Drehung
[]® = -82.7° (c = 1.1875, CHCl3)

Schmelzpunkt
Smp(75b) = 77°C

N-tert-Butoxycarbonyl-5- O-tert-butyldimethylsilyl-(S)-norvalyl-(R)-
(3-phenylallyl)-glycyl- N-methyl- O-allyl-(.S)-tyrosin-anilid (76)
Herstellung der Basenlésung:

In einem ausgeheizten Schlenkrohr wurden unter Ng-Atmosphére 170 pL (5.3 Aq.,
1.18 mmol) Diisopropylamin in 1 mL abs. THF gelost und auf —30 °C abgekiihlt. Es
erfolgte die Zugabe von 720 uL (5.0 Aq., 1.12 mmol) nButyllithium (1.55 M) in Hexan.
Diese Losung wurde fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur geriihrt und anschliefend auf
—78 °C abgekiihlt.

Herstellung des Zn-Enolats:

In einem zweiten ausgeheizten Schlenkrohr wurden unter No-Atmosphire 45.6 mg
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(1.5 Aq., 334 pmol) ZnCly ausgeheizt und mit einer Losung von 143 mg (1.0 Aq.,
223 pmol) des Tripeptids 75b in 3 mL abs. THF versetzt. Die Losung wurde auf —78 °C
abgekiihlt und anschliefflend der zuvor hergestellten Basenltsung tropfenweise zugege-
ben. Zur vollsténdigen Bildung des Zinkenolats wurde diese Losung fiir 45 Minuten auf

—40 °C erwarmt.

Herstellung der Katalysator/Substratlésung:

In einem dritten ausgeheizten Schlenkrohr wurden unter Na-Atmosphére 2 mg (2 mol%,
4.5 pmol) des Allylpalladiumchlorid Dimers und 5 mg (9 mol%, 20 umol) Triphenylphos-
phin in 1 mL abs. THF gelost. Diese gelbe Losung wurde 5 Minuten bei Raumtemperatur
geriihrt und anschlieBend mit 46 mg (1.0 Aq., 223 umol) Zimtalkoholethylcarbonat ver-
setzt. Diese Losung wurde im Anschluss bei =78 °C der Zinkenolatlsung zugegeben
und iiber Nacht auf Raumtemperatur erwiarmt. Die Reaktionslosung wurde mit Ethyl-
acetat verdiinnt und mit 1 M KHSO4-Losung hydrolysiert. Die wéssrige Phase wurde
mit Ethylacetat extrahiert und die organische Phase mit ges. NaCl-Losung gewaschen,
iiber NasSO4 getrocknet und das Losemittel unter reduziertem Druck entfernt. Nach
séulenchromatographischer Aufreinigung (PE/EE 7:3) konnten 43.9 mg (58 pmol, 26%,
dr 93:7) des Tripeptids 76 als farbloses Ol erhalten werden.

R;(76) = 0.53 (PE/EE 1:1)

30 32
28| 29
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'H-NMR (400 MHz, CDCl;)

§ = 0.00 (s, 3 H, 20-H,), 0.00 (s, 3 H, 20-Hy), 0.84 (s, 9 H, 22-H), 1.30 (s, 9 H,
25-H), 1.50 (m, 2 H, 18-H), 1.69 (m, 1 H, 17-H,), 1.80 (m, 1 H, 17-H,), 2.17 (dd,
3J26.14 = 3Jae 27 = 7.1 Hz, 2 H, 26-H), 2.99 (dd, 2J34,3, = 15.2 Hz, 3.J3,2 = 11.1 Hz, 1 H,
3-Hg), 3.04 (s, 3 H, 12-H), 3.51 (m, 2 H, 19-H), 3.55 (dd, 2J3p,3, = 15.3 Hz, 3J3; 2 = 5.7 Hz,
1 H, 3-Hp), 4.08 (m, 1 H, 16-H), 4.59 (m, 1 H, 14-H), 5.37 (d, 3Jxn16 = 5.5 Hz, 1 H,
NH.), 5.73 (dt, 3Ja798 = 15.7 Hz, 3Jor96 = 7.4 Hz, 1 H, 27-H), 5.74 (m, 1 H, 2-H),
6.33 (d, 3.J2s 27 = 15.7 Hz, 1 H, 28-H), 6.89 (br s, 1 H, NHy), 7.07 (tt, 3.J1110 = 7.4 Hz,
4J119 = 1.1 Hz, 1 H, 11-H), 7.14 — 7.32 (sh, 12 H, 5-H, 6-H, 7-H, 10-H, 30-H, 31-H,
32-H), 7.68 (d, 3Jg 10 = 7.6 Hz, 2 H, 9-H), 8.45 (br s, 1 H, NH,).
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13C-NMR (101 MHz, CDCls)

§ = -5.2 (q, 20-Cy), -5.1 (q, 20-Cy), 18.6 (s, 21-C), 26.2 (q, 22-C), 28.4 (q, 25-H), 28.5
(t, 18-C), 28.9 (t, 17-C), 31.5 (q, 12-C), 33.8 (t, 3-C), 34.8 (t, 26-C), 49.9 (d, 14-C), 54.6
(d, 16-C), 58.3 (d, 2-C), 62.7 (t, 19-C), 80.4 (s, 24-C), 120.2 (d, 9-C), 123.4 (d, 27-C),
124.4 (d, 11-C), 126.5, 127.0, 127.9, 128.8, 129.0 (7 d, 5-C, 6-C, 7-C, 10-C, 30-C, 31-C,
32-C), 134.4 (d, 28-C), 136.7, 137.3, 138.3 (3 s, 4-C, 8-C, 29-C), 156.0 (s, 23-C), 168.2
(s, 1-C), 173.2, 173.3 (2 s, 13-C, 15-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
C43Hg1 N4OgSi [M+H]+ 757.4355 757.4351

HPLC (Reprosil, 10 °C, nHex/iPrOH 7:3, 1 mL/min, 210 nm)
(S,R,S)-76: tr = 32.0 min (93%)
(S,5,8)-76: tp = 42.5 min (7%)

N-tert-Butoxycarbonyl-5- O-tri-isopropylsilyl-(S)-norvalyl-glycin-
benzylester (79)

921 mg (1.0 Aq., 2.06 mmol) des Dipeptids 24c und 285 mg (1.0 Aq., 2.06 mmol)
Kaliumcarbonat wurden in DMF (0.5 M) gelost und mit 491 uL (2.0 Aq., 4.12 mmol)
Benzylbromid versetzt. Nach 16 Stunden wurde die Reaktion mit Wasser versetzt und
die wissrige Phase mit Ethylacetat (3 x) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden mit 1 M KHSO4-Losung, Wasser (3 x) und ges. NaCl-Losung gewaschen, iiber
NaoSO4 getrocknet und das Losemittel unter reduziertem Druck entfernt. Es wurden

903 mg (1.68 mmol, 82%) des Produktes 79 als farbloses Ol erhalten.
R/(79) = 0.58 (PE/EE 1:1)
16
© 08 N.a 2 10"
SN YO
O 5T a O
7

'H-NMR . (400 MHz, CDCI3)

§ =0.98 —1.05 (sh, 21 H, 11-H, 12-H), 1.41 (s, 9 H, 10-H), 1.61 (m, 2 H, 6-H), 1.76 (ddt,
2Jsa50 = 14.5 Hz, 3J504 = 3J5a6 = 7.6 Hz, 1 H, 5-H,), 1.76 (dtd, 2J5 5, = 14.5 Hz,
3Js06 = 7.6 Hz, 3J5,4 = 5.7 Hz, 1 H, 5-H,), 3.68 (t, 3J76 = 6.0 Hz, 2 H, 7-H), 4.05 (d,
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3JoNH = 5.3 Hz, 2 H, 2-H), 4.14 (m, 1 H, 4-H), 5.15 (s, 2 H, 13-H), 5.31 (br s, 1 H,
NH,), 6.74 (br s, 1 H, NH,), 7.28 - 7.37 (sh, 5 H, 15-H, 16-H, 17-H).

I3C-NMR (101 MHz, CDCIl3)

§ = 12.1 (d, 11-C), 18.2 (q, 12-C), 28.5 (q, 10-C), 28.9 (t, 6-C), 29.1 (¢, 5-C), 41.5 (4,
2-C), 54.6 (d, 4-C), 63.0 (t, 7-C), 67.3 (t, 13-C), 80.2 (s, 9-C), 128.6 (d, 15-C/16-C),
128.7 (d, 17-C), 128.8 (d, 15-C/16-C), 135.4 (s, 14-C), 156.0 (s, 8-C), 169.7, 172.6 (2 s,
1-C, 3-C).

HRMS (CI) berechnet  gefunden
CosHy9N2OgSi [M+H]™  537.3354  537.3363

Elementaranalyse
CQgH48NQOGSi berechnet: C62.65 H9.01 N 5.22
(536.78) gefunden: C 62.39 H8.76 N 5.18

Optische Drehung
[]® = -11.8° (c = 1.3, CHCl3)

N-tert-Butoxycarbonyl-5- O-tri-isopropylsilyl-(S)-norvalyl-( R)-(3-
phenylallyl)-glycin-benzylester (80)

Gemi# AAV 7 wurden 215 mg (1.0 Aq., 400 gmol) 79 mit 66 mg (0.8 Aq., 178 umol)
E-Zimtalkohol-ethylcarbonat umgesetzt. Nach beschriebener Aufarbeitung und anschlie-
Bender Aufreinigung mittels Flashchromatograph konnten 60.7 mg (93 umol, 23%,
dr 81:19) des allylierten Produktes 80 als farbloses Ol erhalten werden.

R;(80) = 0.66 (PE/EE 1:1)

'H-NMR (400 MHz, CDCl;)
Diastereomerenverhdltnis 81:19 (NMR)
d =0.89 - 1.04 (sh, 21 H, 11-H, 12-H), 1.33 (m, 9 H, 10-H), 1.50 (m, 2 H, 6-H), 1.64
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(ddt, 2Jsa50 = 14.5 Hz, 3J50.4 = 3J506 = 7.0 Hz, 1 H, 5-H,), 1.80 (m, 1 H, 5-Hy), 2.63
(m, 2 H, 18-H), 3.54 (t, >J;6 = 6.0 Hz, 2 H, 7-H), 4.07 (m, 1 H, 4-H), 4.68 (m, 1 H,
2-H), 5.04 (d, 2J13413 = 12.1 Hz, 1 H, 13-H,), 5.13 (d, 2J13,13, = 12.1 Hz, 1 H, 13-H,),
5.13 (brs, 1 H, NHy), 5.88 (dt, 3Ji920 = 15.7 Hz, 3J191s = 7.5 Hz, 1 H, 19-H), 6.29 (d,
320,10 = 15.8 Hz, 1 H, 20-H), 6.70 (br s, 1 H, NH,), 7.09 — 7.30 (sh, 10 H, 15-H, 16-H,
17-H, 22-H, 23-H, 24-H).

Sichtbare Signale des Nebendiastereomers:

§ = 5.88 (dt, 3J19,20 = 15.8 Hz, 3J19.18 = 7.3 Hz, 1 H, 19-H), 6.29 (d, 3J20,19 = 16.0 Hz,
1 H, 20-H).

13C-NMR (101 MHz, CDCI3)

d =121 (d, 11-C), 18.2 (q, 12-C), 28.4 (q, 10-C), 28.8, 28.9 (2 t, 5-C, 6-C), 36.0 (t,
18-C), 52.2 (d, 2-C), 54.7 (d, 4-C), 62.8 (t, 7-C), 67.4 (t, 13-C), 80.2 (s, 9-C), 123.4 (d,
19-C), 126.5 (d, 22-C), 127.7 (d, 24-C), 128.6, 128.7, 128.8 (4 d, 15-C, 16-C, 17-C, 23-C),
134.3 (d, 20-C), 135.4 (s, 14-C), 136.9 (s, 21-C), 156.0 (s, 8-C), 171.5, 172.1 (2 s, 1-C,
3-C).

Sichtbare Signale des Nebendiastereomers:

d = 28.5 (q, 10-C), 36.1 (t, 18-C), 51.7 (d, 2-C), 62.9 (t, 7-C), 67.4 (t, 13-C), 123.5 (d,
19-C), 126.6 (d, 22-C), 127.8 (d, 24-C), 134.2 (d, 20-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
C37H56N206Si Mt 652.3902  652.3905

N-tert-Butoxycarbonyl- O-tert-butyldimethylsilyl-(S)-threonyl-glycin-
tert--butylester (82c)

Gem#f AAV la wurden 10.0 g (1.0 Aq., 32.3 mmol) des TBS geschiitzten (S)-Boc-
Threonins und 3.9 mL (1.1 Aq., 35.6 mmol) NMM bei —20 °C mit 4.7 mL (1.1 Aq.,
35.6 mmol) IBCF versetzt. Nach 20 Minuten erfolgte die Zugabe von 5.0 mL (1.4 Aq.,
45.3 mmol) NMM und 5.96 g (1.1 Aq., 35.6 mmol) Glycin-tert-butylester Hydrochlorid.
Nach beschriebener Aufarbeitung konnten 13.0 g (30.7 mmol, 95%) des Dipeptids 82c

als weifler Feststoff erhalten werden.

R;(82c) = 0.67 (PE/EE 1:1)
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'H-NMR (400 MHz, CDCIl3)
§ =0.05 (s, 3 H, 12-H,), 0.07 (s, 3 H, 12-Hy), 0.85 (s, 9 H, 14-H), 1.12 (d, 3Js 5 = 6.3 Hz,
3 H, 6-H), 1.45 (s, 18 H, 8-H, 11-H), 3.94 (dd, 2J24.25 = 19.1 Hz, 3.Jo, xu = 5.2 Hz, 1 H,
2-H,), 3.94 (dd, % Jap 24 = 19.0 Hz, 3Jop xu = 4.8 Hz, 1 H, 2-Hy), 4.10 (d, 3Jy nu = 6.3 Hz,
1 H, 4-H), 4.41 (qd, 3J56 = 6.1 Hz, 3J54 = 2.1 Hz, 1 H, 5-H), 5.36 (d, *Jxm4 = 7.0 Hz,
1 H, NH,), 7.03 (br s, 1 H, NH,).

I3C-NMR (101 MHz, CDCl;)

§ =-4.9 (q, 12-C,), -4.5 (q, 12-Cy), 18.1 (s, 13-C), 19.5 (q, 6-C), 25.9 (q, 14-C), 28.2 (q,
11-C), 28.5 (q, 8-C), 42.2 (t, 2-C), 59.8 (d, 4-C), 68.4 (d, 5-C), 2 (s, 10-0), 4 (s,
7-C), 156.1 (s, 9-C), 168.7 (s, 1-C), 170.4 (s, 3-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
Co1H43N2O4Si [N[—%—H]+ 447.2885 447.2891

Elementaranalyse
CooHosNoOs  berechnet: C 56.47 H 9.48 N 6.27
(376.20) gefunden: C 56.54 H 9.04 N 6.22

Optische Drehung
[]® = +4.7° (c = 1.0, CHCl;)

Schmelzpunkt
Smp(82c) = 74 °C

N-tert-Butoxycarbonyl-(S)-a-glutamyl-glycin-tert-butylester (83a)

Gemif AAV la wurden 10.0 g (1.0 Aq., 29.6 mmol) der Boc-Glutaminsiure und 3.5 mL
(1.1 Aq., 32.6 mmol) NMM bei —20 °C mit 4.3 mL (1.1 Aq., 32.6 mmol) IBCF versetzt.
Nach 20 Minuten folgte die Zugabe von 4.4 mL (1.4 Aq., 41.4 mmol) NMM und 5.46 g
(1.1 Aq., 32.6 mmol) Glycin-tert-butylester Hydrochlorid. Nach beschriebener Aufarbei-
tung wurden 12.7 g (28.1 mmol) des Dipeptids 82a als Rohprodukt gemé8 AAV 4 in
Ethylacetat (1 M) geldst, mit 950 mg (3 mol%, 900 pmol) Palladium auf Kohle (10%-ig)
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versetzt und iiber Nacht unter Ho-Atmosphére geriihrt. Nach beschriebener Aufarbei-
tung konnten 9.28 g (28.1 mmol, 95%) der freien Sdure 83a als weifler Feststoff erhalten

werden.

R;(83a) = 0.20 (PE/EE 1:1)

83a

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg)

§ =1.37 (s, 9 H, 9-H/12-H), 1.39 (s, 9 H, 9-H/12-H), 1.70 (m, 1 H, 5-H,), 1.88 (m, 1 H,
5-Hy), 2.26 (t, 3Js5 = 7.8 Hz, 2 H, 6-H), 3.64 (dd, 2Jaq25 = 17.3 Hz, 3Joq xu = 5.6 Hz,
1 H, 2-H,), 3.76 (dd, ®Japo, = 17.3 Hz, 3Joypnu = 6.1 Hz, 1 H, 2-H,), 3.95 (ddd,
S3Junu = 3Jasa = 8.5 Hz, 3Jy5, = 5.2 Hz, 1 H, 4-H), 6.90 (d, 3Jxu4 = 8.2 Hz, 1 H,
NH,), 8.12 (t, 3Jxm2 = 5.9 Hz, 1 H, NH,), 12.06 (br s, 1 H, COOH).

13C-NMR (101 MHz, DMSO-dy)
§ = 27.3 (t, 5-C), 27.7, 28.2 (2 q, 9-C, 12-C), 30.1 (t, 6-C), 41.4 (t, 2-C), 53.4 (d, 4-C),
78.1, 80.6 (2 s, 8-C, 11-C), 155.3 (s, 10-C), 168.8 (s, 1-C), 172.1 (s, 3-C), 174.0 (s, 7-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
C16HaoN2O7 [M+H]T  361.1069  361.1970

Elementaranalyse
Ci6H29NoO7  berechnet: C 53.32 H 7.83 N 7.77
(360.40) gefunden: C 53.65 H7.72 N 7.73

Optische Drehung
(] = -4.7° (¢ = 1.025, CHCl3)

Schmelzpunkt
Smp(83a) = 111 °C

N-tert-Butoxycarbonyl-(S)-a-aspartyl-glycin-tert-butylester (83b)

GemiB AAV la wurden 10.0 g (1.0 Aq., 30.9 mmol) der Asparaginsdure und 3.7 mL
(1.1 Aq., 34.0 mmol) NMM bei —20 °C mit 4.5 mL (1.1 Aq., 34.0 mmol) IBCF versetzt.
Nach 20 Minuten folgte die Zugabe von 4.8 mL (1.4 Aq., 43.3 mmol) NMM und 5.70 g
(1.1 Aq., 34.0 mmol) Glycin-tert-butylester Hydrochlorid. Nach beschriebener Aufar-
beitung wurden 12.4 g (28.5 mmol) des Dipeptids 82b als Rohprodukt geméfi AAV 4
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in Ethylacetat (0.2 M) gelost, mit 1.21 g (10 gew%, 11.4 mmol) Palladium auf Kohle
(10%-ig) versetzt und iiber Nacht unter Ho-Atmosphére geriihrt. Nach beschriebener
Aufarbeitung konnten 9.69 g (27.9 mmol, 90%) der freien Sdure 83b als weiler Feststoff

erhalten werden.

R;(83b) = 0.27 (PE/EE 1:1)

83b

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg)

§=1.38 (s,9 H, 11-H), 1.39 (s, 9 H, 8-H), 2.46 (dd, 2J54,55 = 16.0 Hz, 3 J544 = 9.4 Hz, 1 H,
5-Hg), 2.63 (dd, 2J5p,5, = 16.5 Hz, 3J5 4 = 4.8 Hz, 1 H, 5-H,), 3.65 (dd, 2.Ja, 25 = 17.3 Hz,
3Joann = 5.8 Hz, 1 H, 2-H,), 3.73 (dd, 2Jap, = 17.3 Hz, 3Jypnxu = 6.0 Hz, 1 H,
2-Hy), 4.33 (ddd, 3Jy5, = 8.7 Hz, 3Jyxu = 8.5 Hz, 3Jy5 = 4.8 Hz, 1 H, 4-H), 7.04
(d, 3Jxma = 8.3 Hz, 1 H, NHy), 8.04 (t, 3Jyu2 = 5.7 Hz, 1 H, NH,), 12.24 (br s, 1 H,
COOH).

IBC-NMR (101 MHz, DMSO-dg)
§ =27.7,28.2 (2 q, 8-C, 11-C), 36.3 (t, 5-C), 41.5 (t, 2-C), 50.8 (d, 4-C), 78.2 (s, 10-C),
80.6 (s, 7-C), 155.2 (s, 9-C), 168.7 (s, 1-C), 171.5 (s, 3-C), 171.8 (s, 6-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
C15H27No O [M+H]+ 347.1813  347.1819

Elementaranalyse
Ci5Ho6NoO7  berechnet: C 52.01 H 7.57 N 8.09
(346.38) gefunden: C52.25 H7.51 N&.11

Optische Drehung
[]® = +18.3° (c = 1.025, CHCl3)

Schmelzpunkt
Smp(83b) = 97 °C

N-tert-Butoxycarbonyl-5-hydroxy-(S)-norvalyl-glycin-tert-butylester
(84a)

Gemi AAV 5 wurden 1.00 g (1.0 Aq., 2.78 mmol) 83a in THF (0.1 M) gelost und bei
~20 °C mit 388 pL (1.0 Aq., 2.78 mmol) Triethylamin und 267 uL (1.0 Aq., 2.78 mmol)
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Ethylchloroformiat versetzt. Nach 20 Minuten wurde das Reaktionsgemisch auf —50 °C
abgekiihlt und 316 mg (3.0 Aq., 8.35 mmol) Natriumborhydrid und 1 mL Wasser zuge-
geben. Nach beschriebener Aufarbeitung und anschliefender sdulenchromatographischer
Aufreinigung (PE/EE 1:1) konnten 379 mg (1.09 mmol, 39%) des Alkohols 84a als farb-
loses Ol und Produktgemisch, welches 12% Edukt enthielt, erhalten werden.

R;(84a) = 0.17 (PE/EE 1:2)

'H-NMR . (400 MHz, CDCI3)

§ = 1.40 (s, 9 H, 12-H), 1.43 (s, 9 H, 9-H), 1.63 (m, 2 H, 6-H), 1.78 (m, 1 H, 5-H,),
1.89 (m, 1 H, 5-H,), 3.66 (t, 3J76 = 5.8 Hz, 2 H, 7-H), 3.87 (dd, 2Jaq 0 = 17.6 Hz,
3Joann = 4.7 Hz, 1 H, 2-H,), 3.94 (dd, 2Jap 2, = 17.2 Hz, 3Jop xu = 4.0 Hz, 1 H, 2-H,),
4.28 (m, 1 H, 4-H), 5.47 (d, ®Jyu4 = 6.7 Hz, 1 H, NH,), 6.98 (br s, 1 H, NH,).

I3C-NMR (101 MHz, CDCI3)
§ = 28.2,28.5 (2 q, 9-C, 12-C), 28.2 (t, 6-C), 30.1 (t, 5-C), 42.1 (¢, 2-C), 54.0 (d, 4-C),
62.2 (t, 7-C), 80.1 (s, 11-C), 82.4 (s, 8-C), 156.0 (s, 10-C), 169.2 (s, 1-C), 172.8 (s, 3-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
C16H31N2Og [M+H]+ 347.2177  347.2185

N-tert-Butoxycarbonyl-(.S)-homo-seryl-glycin-tert-butylester (84b)

Gemi#f8 AAV 5 wurden 1.02 g (1.0 Aq., 2.93 mmol) 83b in THF (0.1 M) gelost und bei
~20 °C mit 409 pL (1.0 Aq., 2.93 mmol) Triethylamin und 282 uL (1.0 Aq., 2.93 mmol)
Ethylchloroformiat versetzt. Nach 20 Minuten wurde das Reaktionsgemisch auf —50 °C
abgekiihlt und 333 mg (3.0 Aq., 8.80 mmol) Natriumborhydrid und 1 mL Wasser zu-
gegeben. Nach beschriebener Aufarbeitung und anschlieflender sédulenchromatographi-
scher Aufreinigung (PE/EE 1:1) konnten 486 mg (1.46 mmol, 50%) des Alkohols 84b
als farbloses Ol und als Produktgemisch, welches 8% Edukt enthielt, erhalten werden.
R/(84b) = 0.24 (PE/EE 1:2)



Kapitel 7: Experimenteller Teil 193

(0]
11 Osnb4 2 .o 8
23N
\%"T : HWJ(
o) 62 0
OH
84b

'H-NMR (400 MHz, CDCl3)

§ = 141 (s, 9 H, 11-H), 1.43 (s, 9 H, 8-H), 1.77 (m, 1 H, 5-H,), 2.01 (m, 1 H, 5-H),
3.71 (m, 2 H, 6-H), 3.89 (dd, 2Jaq2, = 17.2 Hz, 3Jounu = 4.1 Hz, 1 H, 2-H,), 3.94 (dd,
2Job2a = 16.8 Hz, 3Jop nu = 4.1 Hz, 1 H, 2-Hy), 4.33 (ddd, 3Jysnu = 3Ja5. = 8.3 Hz,
3Jy5 = 4.2 Hz, 1 H, 4-H), 5.62 (d, 3Jxma = 7.1 Hz, 1 H, NH,), 6.95 (t, 3Jxm 2 = 4.6 Hz,
1 H, NH,).

I3C-NMR (101 MHz, CDCls;)
§ =282, 28.5 (2 q, 8-C, 11-C), 36.4 (t, 5-C), 42.2 (t, 2-C), 51.8 (d, 4-C), 58.9 (t, 6-C),
80.5 (s, 10-C), 82.6 (s, 7-C), 156.6 (s, 9-C), 169.1 (s, 1-C), 172.4 (s, 3-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
C15H9N2Og [M+H]T  333.2020  333.2026

N-tert-Butoxycarbonyl-5- O-tert-butyldimethylsilyl-(.S)-norvalyl-
glycin-tert-butylester (85a)

229 mg (1.0 Aq., 0.66 mmol) des Alkohols 84a wurden in DMF (0.5 M) gelost und an-
schlieBend mit 179 mg (4.0 Aq., 2.64 mmol) Imidazol und 199 mg (2.0 Aq., 1.32 mmol)
TBS-Chlorid versetzt. Die Reaktionslosung wurde iiber Nacht bei Raumtemperatur
geriihrt und anschlieend mit Ethylacetat verdiinnt. Die organische Phase wurde mit
1 M KHSOy4-Losung und ges. NaCl-Losung gewaschen, iiber NaoSOy4 getrocknet und
das Losemittel unter reduziertem Druck entfernt. Nach sdulenchromatographischer Auf-
reinigung (PE/EE 7:3) konnten 203 mg (0.44 mmol, 67%) des silyl-geschiitzten Alkohols

85a als farbloses Ol erhalten werden.

R/ (85a) = 0.60 (PE/EE 1:1)

B/ Ta

85a
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'H-NMR (400 MHz, CDCIl3)

§ = 0.03 (s, 6 H, 13-H), 0.88 (s, 9 H, 15-H), 1.42 (s, 9 H, 12-H), 1.44 (s, 9 H, 9-H), 1.59
(m, 2 H, 6-H), 1.74 (m, 1 H, 5-H,), 1.86 (m, 1 H, 5-Hy), 3.62 (t, 3J7 5 = 6.0 Hz, 2 H, 7-H),
3.87 (dd, 2Jaq 95 = 16.3 Hz, 3Joqnu = 3.1 Hz, 1 H, 2-H,), 3.92 (dd, ?Jap 9, = 16.3 Hz,
3Jop N = 3.0 Hz, 1 H, 2-H,), 4.13 (m, 1 H, 4-H), 5.30 (d, 3Jxn4 = 4.5 Hz, 1 H, NH,),
6.63 (t, >Jnm2 = 4.2 Hz, 1 H, NH,).

13C-NMR (101 MHz, CDCls)

§ =-5.2 (q, 13-C,), -5.1 (q, 13-Cy), 18.6 (s, 14-C), 26.2 (q, 15-C), 28.2, 28.5 (2 q, 9-C,
12-C), 28.7 (t, 6-C), 29.5 (t, 5-C), 42.2 (t, 2-C), 54.5 (d, 4-C), 63.0 (t, 7-C), 80.2 (s,
11-C), 82.4 (s, 8-C), 156.3 (s, 10-C), 168.9 (s, 1-C), 172.3 (s, 3-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
CooHysN2O0g6Si [M+H|T  461.3041  461.3037

Elementaranalyse
CooH4yN9OgSi  berechnet: C 57.36 H 9.63 N 6.08
(460.68) gefunden: C 57.36 H 9.46 N 6.06

Optische Drehung
[]® = —6.4° (c = 1.85, CHCl;)

N-tert-Butoxycarbonyl- O-tert-butyldimethylsilyl-(.S)-homo-seryl-
glycin-tert-butylester (85b)

461 mg (1.0 Aq., 1.39 mmol) des Alkohols 84b wurden in DMF (0.5 M) gelést und an-
schlieBend mit 377 mg (4.0 Aq., 5.56 mmol) Imidazol und 418 mg (2.0 Aq., 2.77 mmol)
TBS-Chlorid versetzt. Die Reaktionslosung wurde iiber Nacht bei Raumtemperatur
gerithrt und anschliefend mit Ethylacetat verdiinnt. Die organische Phase wurde mit
1 M KHSOg4-Losung und ges. NaCl-Losung gewaschen, iiber NagSO,4 getrocknet und
das Losemittel unter reduziertem Druck entfernt. Nach sdulenchromatographischer Auf-
reinigung (PE/EE 7:3) konnten 601 mg (1.35 mmol, 97%) des silyl-geschiitzten Alkohols
85b als farbloses Ol erhalten werden.

R;(85b) = 0.54 (PE/EE 1:1)
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'H-NMR (400 MHz, CDCl3)

§ = 0.03 (s, 6 H, 12-H), 0.88 (s, 9 H, 14-H), 1.41 (s, 9 H, 11-H), 1.43 (s, 9 H, 8-H), 1.97
(m, 2 H, 5-H), 3.75 (m, 2 H, 6-H), 3.86 (dd, ?Jaq 2 = 18.3 Hz, 3Joaxu = 5.0 Hz, 1 H,
2-H,), 3.93 (dd, ?Jop o, = 18.3 Hz, 3Jo,nu = 5.3 Hz, 1 H, 2-H,), 4.25 (m, 1 H, 4-H),
6.03 (br s, 1 H, NHy), 6.91 (br s, 1 H, NH,).

13C-NMR (101 MHz, CDCI3)

§ = -5.5 (q, 12-C), 18.3 (s, 13-C), 25.7 (q, 14-C), 28.2, 28.5 (2 q, 8-C, 11-C), 33.9 (4,
5-C), 42.2 (t, 2-C), 54.3 (d, 4-C), 61.2 (t, 6-C), 80.1 (s, 10-C), 82.3 (s, 7-C), 156.1 (s,
9-C), 168.8 (s, 1-C), 172.2 (s, 3-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
Co1Hy3NoOgSi [M+H|T  447.2885  447.2892

Elementaranalyse
Co1H49N9OgSi  berechnet: C 56.47 H 9.48 N 6.27
(446.65) gefunden: C 56.36 H 9.38 N 6.10

Optische Drehung
[ = -14.5° (c = 0.92, CHCl3)

N-tert-Butoxycarbonyl-5- O-tert-butyldimethylsilyl-(.S)-norvalyl-(R)-
(3-phenylallyl)-glycin-tert-butylester (86a)

Gemi AAV 7 wurden 107 mg (1.0 Aq., 233 pmol) 85a mit 34 mg (0.7 Aq., 163 umol)
E-Zimtalkohol-ethylcarbonat umgesetzt. Nach beschriebener Aufarbeitung und anschlie-

Bender sdulenchromatographischer Aufreinigung (PE/EE 8:2) konnten 32.4 mg (56 pmol,
35%, dr 98:2) des allylierten Produktes 86a als farbloses Ol erhalten werden.

R;(86a) = 0.64 (PE/EE 1:1)

'H-NMR (400 MHz, CDCIl3)
§ = 0.01 (s, 6 H, 13-H), 0.85 (s, 9 H, 15-H), 1.38 (s, 9 H, 12-H), 1.43 (s, 9 H, 9-H),
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1.53 (m, 2 H, 6-H), 1.67 (m, 1 H, 5-H,), 1.84 (m, 1 H, 5-Hp), 2.62 (m, 1 H, 16-H,),
2.71 (m, 1 H, 16-Hy), 3.54 (t, 3J76 = 6.0 Hz, 2 H, 7-H), 4.09 (m, 1 H, 4-H), 4.57 (td,
3J216 = 7.2 Hz, 3Jonu = 5.8 Hz, 1 H, 2-H), 5.30 (d, 3Jxm4 = 4.0 Hz, 1 H, NH,), 6.04
(dt, 3Ji718 = 15.7 Hz, 3Ji716 = 7.4 Hz, 1 H, 17-H), 6.40 (d, 3J1s17 = 15.8 Hz, 1 H,
18-H), 7.00 (d, 3Jym2 = 5.9 Hz, 1 H, NH,), 7.18 (t, 3Jo221 = 6.9 Hz, 1 H, 22-H), 7.22
—7.30 (sh, 4 H, 20-H, 21-H).

I3C-NMR (101 MHz, CDCI;)

§ =-5.2 (q, 13-C,), -5.1 (q, 13-Cy), 18.6 (s, 14-C), 26.2 (q, 15-C), 28.2, 28.5 (2 q, 9-C,
12-C), 28.7 (t, 6-C), 29.3 (t, 5-C), 36.3 (t, 16-C), 52.7 (d, 2-C), 54.7 (d, 4-C), 62.8 (t,
7-C), 80.1 (s, 11-C), 82.5 (s, 8-C), 124.0 (d, 17-C), 126.4 (d, 20-C), 127.6 (d, 22-C), 128.7
(d, 21-C), 134.0 (d, 18-C), 137.1 (s, 19-C), 155.9 (s, 10-C), 170.7 (s, 1-C), 171.8 (s, 3-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
C31Hs3NoOgSi [MAH]*  577.3667  577.3668

HPLC (Reprosil, 10 °C, nHex/iPrOH 95:5, 1 mL/min, 220 nm)
(S,R)-86a: tp = 23.1 min
(S,S)-86a: konnte nicht detektiert werden

N-tert-Butoxycarbonyl- O-tert-butyldimethylsilyl-(S)-homo-seryl-( R)-
(3-phenylallyl)-glycin-tert-butylester (86b)

GemiB AAV 7 wurden 113 mg (1.0 Aq., 254 pmol) 85b mit 37 mg (0.7 Aq., 178 pmol)
E-Zimtalkohol-ethylcarbonat umgesetzt. Nach beschriebener Aufarbeitung und anschlie-
Bender sdulenchromatographischer Aufreinigung (PE/EE 8:2) konnten 39.7 mg
(70 pmol, 40%, dr 98:2) des allylierten Produktes 86b als farbloses Ol erhalten wer-

den.

R;(86b) = 0.56 (PE/EE 1:1)
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'H-NMR (400 MHz, CDCl3)

§ =0.02 (s, 6 H, 12-H), 0.87 (s, 9 H, 14-H), 1.36 (s, 9 H, 11-H), 1.42 (s, 9 H, 8-H), 1.95
(m, 2 H, 5-H), 2.64 (m, 1 H, 15-H,), 2.71 (m, 1 H, 15-H), 3.68 (m, 1 H, 6-H,), 3.76
(m, 1 H, 6-Hp), 4.25 (m, 1 H, 4-H), 4.57 (td, 3J215 = 7.5 Hz, 3Jonxn = 5.5 Hz, 1 H,
2-H), 6.05 (dt, 3J1617 = 15.8 Hz, 3Ji615 = 7.4 Hz, 1 H, 16-H), 6.05 (br s, 1 H, NH),
6.41 (d, 3Ji716 = 15.8 Hz, 1 H, 17-H), 7.00 (d, *Jxu2 = 5.4 Hz, 1 H, NH,), 7.17 (t,
3J2120 = 7.1 Hz, 1 H, 21-H), 7.20 — 7.31 (sh, 4 H, 19-H, 20-H).

I3C-NMR (101 MHz, CDCl;)

d =-5.5 (q, 12-C), 18.2 (s, 13-C), 26.1 (q, 14-C), 28.2, 28.4 (2 g, 8-C, 11-C), 33.6 (t,
5-C), 36.2 (t, 15-C), 52.7 (d, 2-C), 54.7 (d, 4-C), 61.2 (t, 6-C), 80.0 (s, 10-C), 82.3 (s,
7-C), 124.0 (d, 16-C), 126.5 (d, 19-C), 127.5 (d, 21-C), 128.6 (d, 20-C), 134.0 (d, 17-C),
137.2 (s, 18-C), 170.5 (s, 1-C), 171.7 (s, 3-C).

Das Signal von 9-C ist nicht sichtbar.

HRMS (CI) berechnet gefunden
C3pH51N2O6Si [M+H]+ 563.3511 563.3525

HPLC (Reprosil, 10 °C, nHex/iPrOH 95:5, 1 mL/min, 220 nm)
(S,R)-86b: tp = 35.8 min
(S,5)-86b: konnte nicht detektiert werden

N-tert-Butoxycarbonyl- O-tert-butyldimethylsilyl-(.S)-threonyl-(R)-(3-
phenylallyl)-glycin-tert-butylester (86c)

GemiB AAV 7 wurden 132 mg (1.0 Aq., 296 pmol) 82¢ mit 43 mg (0.7 Aq., 207 pmol)
E-Zimtalkohol-ethylcarbonat umgesetzt. Nach beschriebener Aufarbeitung und anschlie-

Bender sdulenchromatographischer Aufreinigung (PE/EE 9:1) konnten 71.3 mg
(127 pmol, 61%, dr 93:7) des allylierten Produktes 86c als farbloses Ol erhalten werden.

R;(86c) = 0.72 (PE/EE 1:1)
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'H-NMR (400 MHz, CDCl;)

Die Signale des Nebendiastereomers sind nicht explizit aufgefiihrt

5 =0.04 (s, 3H, 12-H,), 0.05 (s, 3 H, 12-H}), 0.84 (s, 9 H, 14-H), 1.09 (d, 3Js 5 = 6.3 Hz,
3 H, 6-H), 1.40 (s, 9 H, 8-H/11-H), 1.41 (s, 9 H, 8-H/11-H), 2.62 (m, 1 H, 15-H,), 2.72
(m, 1 H, 15-Hy), 4.09 (m, 1 H, 4-H), 4.37 (m, 1 H, 5-H), 4.61 (ddd, 3J 15, = 7.9 Hz,
3Jo150 = 3Jonm = 5.7 Hz, 1 H, 2-H), 5.36 (d, *Jxm4 = 6.6 Hz, 1 H, NH,), 6.06 (dt,
3Ji617 = 15.8 Hz, 3J1615 = 7.3 Hz, 1 H, 16-H), 6.41 (d, 3J1716 = 15.8 Hz, 1 H, 17-H),
7.14 (d, 3Jyn2 = 6.4 Hz, 1 H, NH,), 7.18 (m, 1 H, 21-H), 7.21 — 7.29 (sh, 4 H, 19-H,
20-H).

I3C-NMR (101 MHz, CDCIs)

§ = -4.9 (q, 12-C,), -4.5 (q, 12-Cp), 18.1 (s, 13-C), 19.5 (q, 6-C), 26.0 (q, 14-C), 28.3
(q, 11-C), 28.5 (q, 8-C), 36.5 (t, 15-C), 52.9 (d, 2-C), 59.9 (d, 4-C), 68.4 (d, 5-C), 80.2
(s, 10-C), 82.4 (s, 7-C), 124.0 (d, 16-C), 126.4 (d, 19-C/20-C), 127.5 (d, 21-C), 128.6
(d, 19-C/20-C), 134.0 (d, 17-C), 137.2 (s, 18-C), 156.0 (s, 9-C), 169.7 (s, 1-C), 170.5 (s,
3-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
C30H51N206Si [M+H]™  563.3511  563.3512

Elementaranalyse
C30H50N2OgSi  berechnet: C 64.02 H 895 N 4.98
(562.81) gefunden: C 64.15 H 9.27 N 4.76

HPLC (Reprosil, 10 °C, nHex/iPrOH 98:2, 1 mL/min, 220 nm)
(S,5)-86¢: tp = 23.3 min (7%)
(S,R)-86¢: tp = 30.4 min (93%)

N-Trifluoracetyl-5-hydroxy-(S)-norvalyl-( R)-(3-phenylallyl)-glycin-
tert-butylester (87)

21.9 mg (1.0 Aq., 50 pmol) 88 wurden bei Raumtemperatur mit 249 uL (2.5 Aq.,
124 pmol) einer 9-BBN-Losung (0.5 M) in THF versetzt. Nach 6 Stunden wurde die
Losung auf 0 °C abgekiihlt und 166 pL (10 Aq., 497 pmol) Natronlauge (3 M)
sowie 92 pL (20 Aq., 994 pmol) einer HyOs-Losung (33%-ig) zugegeben. Nach 10 Mi-
nuten wurde die Reaktion fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur nachgeriihrt und an-
schliefend mit Ethylacetat verdiinnt und Wasser versetzt. Die wissrige Phase wur-
de mit Ethylacetat extrahiert und die vereinigten organischen Phasen mit 10%-iger

NaoSo03-Losung sowie ges. NaCl-Losung gewaschen, iiber NasSO,4 getrocknet und das
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Losemittel unter reduziertem Druck entfernt. Nach sdulenchromatographischer Aufrei-
nigung (PE/EE 1:1) konnten 14.5 mg (23 pmol, 46%) des Produktes 87 als farbloses Ol

erhalten werden.

R;(87) = 0.31 (PE/EE 1:1)

'H-NMR (400 MHz, CDCl3)

§ = 1.45 (s, 9 H, 9-H), 1.59 (m, 2 H, 6-H), 1.85 (m, 2 H, 5-H), 2.63 (m, 1 H, 12-H,),
2.75 (m, 1 H, 12-Hy), 3.59 (m, 2 H, 7-H), 4.57 — 4.69 (sh, 2 H, 2-H, 4-H), 6.04 (dt,
3Ji314 = 15.7 Hz, 3J1312 = 7.3 Hz, 1 H, 13-H), 6.42 (d, 3J1413 = 15.7 Hz, 1 H, 14-H),
6.94 (d, 3Jxp2 = 7.5 Hz, 1 H, NH,), 7.22 (m, 1 H, 18-H), 7.26 — 7.31 (sh, 4 H, 16-H,
17-H), 7.78 (d, ®Jxm2 = 7.3 Hz, 1 H, NHy).

I3C-NMR (101 MHz, CDCl;)

§ = 274 (t, 6-C), 28.2 (q, 9-C), 30.9 (t, 5-C), 36.3 (t, 12-C), 52.9, 53.0 (2 d, 2-C,
4-C), 62.7 (t, 7-C), 83.1 (s, 8-C), 123.7 (d, 13-C), 126.4 (d, 16-C/17-C), 127.9 (d, 18-C),
128.8 (d, 16-C/17-C), 134.4 (d, 14-C), 136.9 (s, 15-C), 169.6 (s, 3-C), 170.7 (s, 1-C).
Die Signale von 10-C und 11-C sind nicht sichtbar.

HRMS (CI) berechnet gefunden
CaoHs0F3NoO5 [M+H]Y  459.2101  459.2110

N-Trifluoracetyl-(S)-allylglycyl-(R)-(3-phenylallyl)-glycin-tert-
butylester (88)

Gemi#fB AAV 7 wurden 104 mg (1.0 Aq., 319 pmol) 89 mit 46 mg (0.7 Aq., 224 pmol)
E-Zimtalkohol-ethylcarbonat umgesetzt. Nach beschriebener Aufarbeitung und anschlie-
Bender sdulenchromatographischer Aufreinigung (PE/EE 8:2) konnten 93.3 mg
(212 pmol, 95%, dr 97:3) des allylierten Produktes 88 als farbloses Ol erhalten wer-

den.

R;(88) = 0.67 (PE/EE 1:1)
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'"H-NMR (400 MHz, CDCl;)

Die Signale des Nebendiastereomers sind nicht explizit aufgefiihrt

§ = 1.45 (s, 9 H, 9-H), 2.47 (m, 1 H, 5-H,), 2.56 (m, 1 H, 5-H;), 2.63 (m, 1 H, 12-H,),
2.74 (m, 1 H, 12-H,), 4.51 (m, 1 H, 4-H), 4.61 (dt, >Joxg = 7.3 Hz, 3J212 = 5.7 Hz, 1 H,
2-H), 5.09 (m, 2 H, 7-H), 5.67 (ddt, 3Js 7, = 17.3 Hz, 3Jg 7, = 9.7 Hz, 3Js 5 = 7.2 Hz, 1 H,
6-H), 6.01 (dt, 3J1314 = 15.7 Hz, 3J1312 = 7.4 Hz, 1 H, 13-H), 6.42 (d, 3J14 13 = 15.7 Hz,
1 H, 14-H), 6.48 (d, ®Jxu2 = 7.3 Hz, 1 H, NH,), 7.18 — 7.25 (sh, 2 H, NH,, 18-H), 7.26
~7.30 (sh, 4 H, 16-H, 17-H).

13C-NMR (101 MHz, CDCI3)

§ = 28.2 (q, 9-C), 36.3 (t, 12-C), 37.2 (t, 5-C), 52.7, 53.0 (2 d, 2-C, 4-C), 83.3 (s, 8-C),
115.8 (q, 1J11,r = 288 Hz, 11-C), 120.3 (t, 7-C), 123.4 (d, 13-C), 126.4 (d, 16-C), 127.9
(d, 18-C), 128.8 (d, 17-C), 131.6 (d, 6-C), 134.5 (d, 14-C), 136.8 (s, 15-C), 156.9 (q,
2 Ji0,r = 38 Hz, 10-C), 168.8 (s, 3-C), 170.4 (s, 1-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
CooHogF3NoOy [M+H]+ 441.1996  441.2005

Elementaranalyse
020H28N205 berechnet: C5999 H6.18 N6.36
(376.20) gefunden: C 60.23 H 6.33 N 6.32

HPLC (Reprosil, 10 °C, nHex/iPrOH 98:2, 1 mL/min, 210 nm)
(S,5)-88: tp = 18.5 min (3%)
(S,R)-88: tp = 26.8 min (97%)

N-Trifluoracetyl-(S)-allylglycyl-glycin-tert-butylester (89)

181 mg (1.0 Aq., 857 mmol) (5)-91 und 158 mg (1.1 Aq., 943 mmol) Glycin-tert-
butylester Hydrochlorid wurden in Dichlormethan (0.1 M) gelést und auf 0 °C abgekiihlt.
AnschlieBend folgte die Zugabe von 329 uL (2.2 Aq., 1.89 mmol) DIPEA und 765 uL
(1.5 Aq., 1.29 mmol) einer T3P-Losung (50%-ig) in Ethylacetat. Die Losung wurde iiber
Nacht auf Raumtemperatur erwéirmt, mit Ethylacetat verdiinnt und 1 M KHSO4-Losung
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versetzt. Die organische Phase wurde abgetrennt und mit ges. NaCl-Losung gewaschen,
iiber NagSQOy4 getrocknet und das Losemittel unter reduziertem Druck entfernt. Nach
séulenchromatographischer Aufreinigung (PE/EE 8:2) konnten 236 mg (728 pmol, 85%)
des Dipeptids 89 als weifler Feststoff erhalten werden.

Rf(89) = 0.55 (PE/EE 1:1)
F_py O
F b 2 9
N O
F 11 12 4 3 Ha/\ﬁ/ \~8/
0 s~s2 O
e
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89

'H-NMR . (400 MHz, CDCIl3)

§ =1.45(s,9H, 9-H), 2.52 (m, 1 H, 5-H,), 2.61 (m, 1 H, 5-H,), 3.89 (dd, 2J24 25 = 18.2 Hz,
3Joann = 5.0 Hz, 1 H, 2-H,), 3.96 (dd, 2Jop 2, = 18.2 Hz, 3Jop xu = 5.3 Hz, 1 H, 2-H,),
4.57 (m, 1 H, 4-H), 5.14 (d, 3J76 = 17.6 Hz, 1 H, 7-H,), 5.16 (d, 3J746 = 10.4 Hz, 1 H,
7-H,), 5.72 (m, 1 H, 6-H), 6.55 (br s, 1 H, NH,), 7.34 (d, 3Jxn4 = 5.3 Hz, 1 H, NH,).

I3C-NMR (101 MHz, CDCI3)

§ = 28.1 (q, 9-C), 36.8 (t, 5-C), 42.2 (t, 2-C), 52.8 (d, 4-C), 82.9 (s, 8-C), 115.9 (q,
L1 r = 288 Hz, 11-C), 120.0 (t, 7-C), 131.8 (d, 6-C), 157.1 (q, 2J10.r = 38 Hz, 10-C),
168.6 (s, 1-C), 169.8 (s, 3-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
C13H50F35N504 [M+H]+ 325.1370 325.1371

Elementaranalyse
Ci13H19F3NoO4 berechnet: C 4815 H 591 N 8.64
(324.30) gefunden: C 48.15 H 5.81 N 8.57

Optische Drehung
[]® = -10.8° (c = 1.08, CHCl3)

Schmelzpunkt
Smp(89) = 94 °C

N-Trifluoracetyl-(S)-glycin-allylester (90)

10.3 g (1.0 Aq., 60.2 mmol) N-TFA-Glycin und 9.98 g (1.2 Aq., 72.2 mmol) Kalium-
carbonat wurden in einem Losemittelgemisch von DMF und Wasser (10:1, 0.3 M) gelost
und auf 0 °C abgekiihlt. Danach folgte die tropfenweise Zugabe von 7.8 mL (1.5 Aq.,
90.0 mmol) Allylbromid. Nach 16 Stunden wurde die Reaktion mit Wasser versetzt und
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die wissrige Phase mit Ethylacetat (3 x) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden mit 5%-iger KHSOy4-Losung, ges. NaHCOs3-Losung, Wasser (3 x) und ges. NaCl-
Losung gewaschen, iiber NasSO4 getrocknet und das Losemittel unter reduziertem Druck
entfernt. Nach sdulenchromatographischer Aufreinigung (PE/EE 9:1) konnten 9.76 g
(46.2 mmol, 77%) des Produktes 90 als weifler Feststoff erhalten werden.

R;(90) = 0.54 (PE/EE 1:1)

Fey © Hp
76N\)J\/3\/\5
F S0 H,
o}
90

'H-NMR (400 MHz, CDCIs)

§ = 4.10 (d, 3Jonug = 5.4 Hz, 2 H, 2-H), 4.64 (d, 3J34 = 5.8 Hz, 2 H, 3-H), 5.25
(dd, 3Js544 = 10.4 Hz, 2Js505, = 1.0 Hz, 1 H, 5-H,), 5.30 (ddt, 3J54 = 17.2 Hz,
2Jsb5a = YJsp3 = 1.1 Hz, 1 H, 5-H,), 5.86 (ddt, 3Jy5 = 16.4 Hz, 3J45, = 10.7 Hz,
3Ju3 =5.9Hz, 1 H, 4H), 7.24 (br s, 1 H, NH).

I3C.NMR (101 MHz, CDCls3)
§ = 41.4 (t, 2-C), 66.7 (t, 3-C), 115.8 (q, LJ7 r = 288 Hz, 7-C), 119.6 (t, 5-C), 131.2 (d,
4-C), 157.6 (q, 2Js.p = 37 Hz, 6-C), 168.2 (s, 1-C).

HRMS (CI) berechnet gefunden
C7HoF3NOs [M+H]™  212.0529  212.0510

Elementaranalyse
C7HgF3NO3; berechnet: C 39.82 H 3.82 N 6.63
(211.14) gefunden: C 39.66 H 3.79 N 6.87

N-Trifluoracetyl-(S)-allylglycin (91)

In einem ausgeheizten Schlenkrohr wurden unter Np-Atmosphire 6.4 g (1.2 Aq.,
47.0 mmol) Zinkchlorid ausgeheizt und in abs. THF (1 M) gelost. Diese Losung wurde
einer Losung von 9.2 g (1.0 Aq., 39.2 mmol) 90 in abs. THF (1 M) zugegeben und auf
~78 °C abgekiihlt. Anschliefend folgte die tropfenweise Zugabe von 2.5 Aq. LDA, das zu-
vor bei —20 °C aus 16.2 mL (2.9 Aq., 114 mmol) Diisopropylamin und 63.3 mL (2.5 Aq.,
98.0 mmol) einer nButyllithiumlésung (1.55 M) hergestellt und auf 78 °C abgekiihlt
wurde. Die erhaltene Losung wurde iiber Nacht auf 10 °C erwarmt, mit Diethylether
verdiinnt und mittels einer 1 M KHSO4-Losung hydrolisiert. Die wéssrige Phase wurde
mit Diethylether extrahiert. AnschlieBend wurden die vereinigten organischen Phasen

mit einer ges. NaHCOj3-Losung (3 x) extrahiert. Die wiissrige Phase wurde mit KHSO4
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auf pH 1 gestellt und wiederum mit Diethylether (3 x) extrahiert. Die vereinigten orga-
nischen Phasen wurden iiber NasSO,4 getrocknet und das Losemittel unter reduziertem
Druck entfernt. Zum Erhalt des reinen S-Enantiomers wurde das Racemat in Diethyl-
ether (0.1 M) gelost und mit (R)-Phenylethylamin versetzt, wodurch eine Kristallisation
des Salzes einsetzte. Nach der Hydrolyse des Salzes wurden 2.98 g (14.1 mmol, 36%) des
umgelagerten enantiomerenreinen Allylglycins (S)-91 als farbloses Ol erhalten. Fiir die
Bestimmung der Enantiomerenreinheit wurde eine kleine Probe von (5)-91 mit einer
Losung von Trimethylsilyldiazomethan in Diethylether (2 M) zum Methylester umge-

setzt, die per GC analysiert wurde.

'"H-NMR (400 MHz, CDCl5)

§ =2.64 (m, 1 H, 3-H,), 2.73 (m, 1 H, 3-H}), 4.72 (td, 3Jo3 = 7.5 Hz, 3Joxu = 5.7 Hz,
1 H, 2-H), 5.20 (m, 2 H, 5-H), 5.68 (ddt, 3.Jy 5, = 17.4 Hz, 3 Jy 5, = 10.2 Hz, 3J4 3 = 7.3 Hz,
1 H, 4-H), 6.77 (d, 3Jxn2 = 6.1 Hz, 1 H, NH).

13C-NMR (101 MHz, CDCIs)
d =358 (t, 3-C), 51.9 (d, 2-C), 121.1 (¢, 5-C), 130.7 (d, 4-C), 174.6 (s, 1-C).
Die Signale von 6-C und 7-C sind nicht sichtbar.

HRMS (CI) berechnet gefunden
C7HoF3NOs [M+H]t  212.0529  212.0521

Elementaranalyse
C7HgF3NO3 berechnet: C 39.82 H 3.82 N 6.63
(211.14) gefunden: C 40.04 H 4.07 N 6.69

GC (Permabond-L-Chirasil-Val, 25 m - 0.25 mm 80 °C)
(5)-91-OMe: tp = 7.64 min






Anhang A

Liste der Cyanopeptoline

In den folgenden Tabellen kénnen die Strukturen der in dieser Arbeit erwédhnten Cya-

nopeptoline alphabetisch sortierter Reihenfolge entnommen werden:

A.1 Aeruginopeptin
A.2 Anabaenopeptilid
A.3 Bouillomid
A.4 Cyanopeptolin
A.5 Hofmannolin
A.6 Ichthyopeptin
A.7 Insulapeptolid
A.8 Kempopeptin
A.9 Lyngbyastatin
A.10 Microcystilid
A.11 Micropeptin
A.12 Molassamid
A.13 Nostocyclin
A.14 Nostopeptin
A.15 Oscillapeptilid
A.16 Oscillapeptin
A.17 Planktopeptin
A.18 Scyptolin
A.19 Somamid
A.20 Stigenomapeptin
A.21 Symplocamid
A.22 Symplostatin
A.23 Tasipeptin

205
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Anhang B

Liste der Aminosauren

In dieser Tabelle kénnen die Strukturen der in dieser Arbeit erwiéhnten proteinogenen
sowie nicht-proteinogenen Aminoséuren in der natiirlichen S-Form mit den entsprechen-

den Abkiirzungen entnommen werden:

Abkiirzung Aminoséure Struktur
(0]
Abu 2-Amino-2-butenséure HOJ\%\
NH,
(0]
3-Amino-6-hydroxy-2- NH
Ahp e A i
piperidinon HO
(0]
Ala Alanin Ho
NH,
(0]
3-Amino-6-methoxy-2- NH
Amp e AN i
piperidinon MeO
o} NH
Arg Arginin HOJ\:/\ANJLNHz
NH, H
(0]
Asn Asparagin Hok:/\[( NH;
NH, O
(0]
Asp Aspartat HO)W OH
NH, O

219



220

Kapitel B: Liste der Aminoséuren

Cit

DhAhp

Gln

Glu

Gly

H4Ty1“

His

Ile

Leu

Lys

NMe-OAPhe

OMet

Citrullin

Dehydro-Ahp

Glutamin

Glutaminséaure

Glycin

Tetrahydrotyrosin

Histidin

3-Hydroxy-4-methylprolin

2-Hydroxy-3-

methylvaleriansidure

Isoleucin

Leucin

Lysin

3-Oxo-ortho-

Aminophenylalanin

S-Oxo-Methionin

0 0
HOMNJ\NH

NH, H

OH
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(0]
OPro Prolin-4-on HOJ\%O
HN

Phe Phenylalanin HO

(0]
Pro Prolin Ho%
HN

o)
Serin HO)J\.AOH

Ser :
NH,
o]
Thr Threonin HO*/LOH
NH,
o]
Trp Tryptophan HOW
NH, Sy

H
o
Tyr Tyrosin HOJ\E/\©\
NH, o

(0]
Val Valin HOM







Abkiirzungsverzeichnis

Einheiten

[°] Grad

[°C] Grad Celsius

[7%] prozent

[Da] Dalton

[g] Gramm

[Hz] Hertz

[L] Liter

[M] molar, mol/L
[m)] Meter

[mol%)] Molprozent

[mol] Mol (Stoffmenge)
[ppm] parts per million
[vol%] Volumenprozent
[Aq.] Aquivalent

Allgemein

Ry Retentionszeit

tr Retentionszeit

9-BBN bis-9-Borabicyclo[3.3.1]nonan
dr Diastereomerenverhéltnis

er Enantiomerenverhé&ltnis
iPrOH isoPropanol

mCPBA metaChlorperoxybenzoesiure
nHex nHexan

pKLK prd-Kallikrein

A Adenylisierungsdoméine

AAV allgemeine Arbeitsvorschrift
ACN Acetonitril

AcOH Essigsdure

AS Aminoséure

ATP Adenosyltriphosphat

BEP 2-Brom-1-ethyl-pyridiniumtetrafluoroborat

223
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Boc tert-Butyloxycarbonyl

Bop-Cl bis (2-Oxo-3-oxazolidinyl)-phosphinsidurechlorid

BPC Bovine pancreas chymostrypsin

br s breites Signal

BS Butansdure

BSTFA N, O-bis(Trimethylsilyl)trifluoracetamid

C Kondensationsdoméne

Cbz Benzyloxycarbonyl

Ch Chymostrypsin

CI chemische Tonisation

CMK Chlormethylketon

COMU (1-Cyano-2-ethoxy-2-oxoethylidenaminooxy )dimethylamino-
morpholino-carbenium-hexafluorophosphat

COPD Chronisch obstruktive Lungenerkrankung

d Dublett

DC Diinnschichtchromatographie

DCC N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid

delta chemische Verschiebung

DEPBT 3-(Diethoxyphosphoryloxy)-1,2,3-benzotriazin-4(3H)-one

DEPC Diethylcyanophosphonat

DFP Diisopropylfluorphosphat

DIPEA Diisopropylethylamin

DMAP Dimethylaminopyridin

DMF Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

DPPA Phosphorséure-diphenylester-azid

EDCI N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'-
ethylcarbodiimid Hydrochlorid

EE Ethylacetat

El Elastase

ES Essigsdure

ESI Elektronenspray-Ionisation

EtsN Triethylamin

EtOAc Ethylacetat

FDPP Pentafluorphenyldiphenylphosphinat

Fmoc Fluorenyloxycarbonyl

GS Glycerinsédure

H, Wasserstoff

HATU O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N, N’ N'-tetramethyluronium-
hexafluorphosphat

HLE Humane leucocyte Elastase

HNE Humane neutrophile Elastase

HOA¢ 1-Hydroxy-7-azabenzotriazol

HOBt 1-Hydroxybenzotriazol

Hpla 4-Hydroxyphenylmilchsdure

HPLC high performance liquid chromatography

HRMS high resolution mass spectrometry

HS Hexanséure
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IBCF
IBX

J
KLK7, hK7
LC
LDA
LHMDS
m
MeOH
MOM
MT
N,
NMM
NMR
NRPS
org.
0S
PCP
PE
PFP
PMSF
PP;
PPE
PPTS

PyAOP

PyBOP

PyBroP

quant.
RNS

SAM
SC
sh
SK
Smp.

T3P
TAA
TAS-F
TBAF
TBDPS
TBS
TBTU

Chlorameisensdureisobutylester
Todoxybenzoesdure

Kopplungskonstante

Kallikrein 7

Fliissigchromatographie

Lithiumdiisopropylamin
Lithiumhexamethyldisilacit

Multiplett

Methanol

Methoxymethyl
Methylierungstransferasendoméne

Stickstoff

N-Methylmorpholin

nuclear magnetic resonance

nicht-ribosomale Peptidsynthetase

organisch

Oktanséure

Peptid-Carrier-Protein

Petrolether

Pentafluorphenol

Phenylmethansulfonylfluorid

Diphosphat

Pig pancreas Elastase
Pyridinium-(toluol-4-sulfonat)

Pyridin
(7-Azabenzotriazol-1-yloxy)tripyrrolidinophosphonium-
hexafluorophosphat
(Benzotriazol-1-yloxy)tripyrrolidinophosphonium-
hexafluorophosphat
Brom-tripyrrolidinophosphonium-hexafluorophosphat
Quartett

quantitativ

Ribonucleinséure

Singulett

Seitentasche

S-Adenosylmethionin

Stratum corneum

Signalhaufen

Seitenkette

Schmelzpunkt

Triplett

Propylphosphonsédure-anhydrid
tris(Aminoethyl)amin
tris(Diethylamino)sulfoniumdifluortrimethylsilicat
tert-Butylammoniumfluorid
tert-Butyldiphenylsilyl

tert-Butyldimethylsilyl
O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N’ N’-tetramethyluronium-
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tetrafluoroborat

TCB 2,4,6-Trichlorbenzoylchlorid

TE Thioesterase

TFA Trifluoressigséure

Th Thrombin

THF Tetrahydrofuran

TIPS Triisopropylsilyl

TMS Trimethylsilyl

TMSE Trimethylsilylethyl

TMSI Trimethylsilyliodid

Tr Trypsin

Troc Trichlorethyloxycarbonyl

UHRMS ultra high resolution mass spectrometry

UPLC ultra high performance liquid chromatography

uv Ultraviolett

Verb. Verbindung
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