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Einleitung 8

1 Einleitung

1.1 Notwendigkeit neuer Wirkstoffe

In den letzten 140 Jahren hat sich die Lebenserwartung in Deutschland von knapp
40 auf 80 Jahre verdoppelt (siehe Abbildung 1)." Der rasante Anstieg bis zur Mitte
des vorherigen Jahrhunderts ist zunachst auch der allgemeinen Verbesserung der
Lebensumstande breiter Bevolkerungsgruppen zuzuschreiben aber besonders der
kontinuierliche Anstieg in der zweiten Halfte des zwanzigsten Jahrhunderts ist dem
medizinischen Fortschritt zu verdanken.? Mit der Entdeckung und Entwicklung immer
neuer Arzneimittel haben die Naturwissenschaften hierzu einen entscheidenden

Beitrag geleistet.

Lebenserwartung in
Jahren
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Abbildung 1 Entwicklung der durchschnittlichen Lebenserwartung
in Deutschland von 1871 bis 2007.

Durch die Entwicklung von Antibiotika® und Impfstoffen* wurde vielen vorher oft
todlichen Krankheiten ihr Schrecken genommen. Dennoch sind auch heute noch
viele Erkrankungen nur schlecht therapierbar, oder maflgeschneiderte Wirkstoffe

mussen erst noch entwickelt werden.

So zieht der Einsatz von Antibiotika zwangslaufig die Entstehung resistenter
Bakterienstdamme nach sich.’> Veranderungen der Arbeits- und Lebensbedingungen
bzw. Ernahrungsgewohnheiten fuhrten zur Ausbreitung von ,Zivilisationskrankheiten®
wie Herzkreislaufbeschwerden, Ubergewicht und Diabetes, die mit fortschreitender

Industrialisierung immer weiter um sich greifen. Aufgrund der steigenden
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Lebenserwartung sieht sich die Wirkstoffforschung mit den gesundheitlichen
Problemen einer immer alter werdenden Bevdlkerung konfrontiert, wie z.B. Krebs,G’ !
der Alzheimerschen® und der Parkinsonschen Krankheit®. Trotz allen medizinischen
Fortschritts kdnnen diese Krankheiten bisher nicht geheilt werden. Dabei sollte nicht
vergessen werden, dass Infektionskrankheiten noch immer eine tdédliche Bedrohung
darstellen nicht nur in der dritten Welt. Besonders gefahrlich sind z.B. die in Afrika
immer weiter um sich greifenden Koinfektionen von HI-Viren mit multiresistenten

Tuberkulosebakterien. '

Weiterhin kann sich in einer globalisierten Welt durch
Migration, Handel und Reisen jede Art von Epidemie in einem nie gekannten
AusmaR und innerhalb kiirzester Zeit ausbreiten.' Es besteht zudem die
Moglichkeit, dass sich durch die globale Erwarmung der Lebensraum von
Organismen wie der Anopheles Muicke verschiebt, dem Zwischenwirt des
Malariaerregers.' In Europa wiirden sich dann ehemals ,tropische® Krankheiten
ausbreiten kdnnen, wie Malaria, an der heute in Afrika jahrlich 500 Millionen

Menschen erkranken und ein bis drei Millionen Menschen zum Opfer fallen.™

Um dieser Herausforderung zu begegnen ist es nach wie vor notwendig, neue
Medikamente bzw. Wirkstoffe zu entwickeln. Daflir ist die ldentifizierung neuer

Leitstrukturen eine entscheidende Voraussetzung.

1.2 Naturstoffe als Leitstrukturen

Leitstrukturen weisen bereits wesentliche Eigenschaften eines spateren Wirkstoffs
auf: Aktivitat, Selektivitat und eine Struktur-Wirkungsbeziehung. Sie sind weithin
charakterisiert durch eine potenzielle orale Verfugbarkeit und das Fehlen von

reaktiven Gruppen und Toxizitat.

Zu Beginn der neunziger Jahre des letzten Jahrhunderts stellten viele der
forschenden Pharmaunternehmen ihre bis dahin auf Naturstoffe ausgerichteten
Entwicklungsprogramme um. Der neue Ansatz, mittels semiautomatischen Verfahren
und kombinatorischer Festphasenchemie kleine Molekille in einer bis dahin nicht
gekannten Zahl darzustellen versprach viele Leitstrukturen fur die Entwicklung neuer

Arzneimittel hervorzubringen.™
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Es stellte sich jedoch bald heraus, dass der gewahlte Ansatz die anfanglich gehegten
Erwartungen nicht erflillen konnte. Die Synthese immer grolerer
Substanzsammlungen allein war offenbar nicht ausreichend.” Vielmehr erwiesen
sich vor allem die biologische Relevanz aber auch die Diversitat einer

Substanzsammlung als ausschlaggebend.®

Naturstoffe sind durch die Evolution Uber Millionen von Jahren ausgewahlte
biologisch aktive Molekule. Oft ermdglichen erst die Wechselwirkungen mit ihren
spezifischen Zielproteinen in anderen Organismen das Uberleben der den Naturstoff
produzierenden Tiere, Pflanzen oder Kleinstlebewesen. Diese flir Wachstum und
Fortpflanzung nicht essentiellen Naturstoffe werden als Sekundarmetabolite
bezeichnet. Aufgrund der Fahigkeit an Proteine zu binden und damit biologische
Prozesse zu beeinflussen, weisen Naturstoffe eine hohe sogenannte biologische
Relevanz auf.’ Die Grundgeriiste von Naturstoffen kénnen deshalb als privilegierte
Strukturen betrachtet werden.'® Nach detaillierten Vergleichen der Eigenschaften von
Molekiilen aus groRen kombinatorischen Substanzbibliotheken und Naturstoffen, ' 2°
nehmen letztere folgerichtig wieder einen wichtigen Platz in der akademischen,
industriellen und klinischen Forschung ein.?" > Der wohl erste chemisch reine und
kommerziell erhaltliche Naturstoff Morphin oder das erste auf einem Naturstoff
basierende Arzneimittel Aspirin dienten lediglich zur Behandlung von Symptomen.?®
Heute dienen Naturstoffe nicht nur als Leitstrukturen fur die Darstellung fokussierter
Substanzbibliotheken?* sondern auch zur Untersuchung biologischer Prozesse auf

molekularer Ebene.?> %8
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2 Allgemeiner Teil

2.1 Sekundarmetabolite aus Cyanobakterien

Naturstoffe, die von Tieren, Pflanzen oder Mikroorganismen produziert werden und
fur deren Wachstum oder Fortpflanzung nicht essentiell sind, werden als
Sekundarmetabolite bezeichnet. Fir viele Sekundarmetabolite ist ihr Nutzen fur den
Produzenten nicht geklart, und mdglicherweise sind einige nur ein Uberbleibsel eines
Evolutionsprozesses. Im Allgemeinen gilt jedoch, dass die produzierenden
Organismen durch die Sekundarmetabolite einen Selektionsvorteil genie3en und ihre
okologische Nische leichter verteidigen kénnen.”” Aufgrund ihrer vielfaltigen

biologischen Aktivitat sind sie von aul3erordentlichem wissenschaftlichem Interesse.

Die Cyanobakterien gehdren phylogenetisch zu den prokaryotischen Bakterien. Es
existieren ca. 2000 Arten, die alle zur Photosynthese befahigt sind. Sie kommen in
Form von Einzellern, lockeren Zellaggregaten oder fadenformigen Zellverbanden vor.
Cyanobakterien zahlen zu den altesten Lebensformen tberhaupt und existieren auf
der Erde bereits seit 3.5 Milliarden Jahren, damit sind sie ungleich alter als jede Form
von hoheren Lebewesen.?® Besonders bemerkenswert ist die Vielzahl der
Okosysteme in denen Cyanobakterien vorkommen. Sie bilden riesige Kolonien auf
blanken Felsen, existieren in vulkanischer Asche und Wustensand, heifsen Quellen
oder arktischen Seen. Manche Arten kommen in der Erde vor, jedoch gedeihen die

meisten Cyanobakterien in Frisch-, Salz- oder Brackwasser.?> %

Im Laufe ihrer Existenz von ca. 3.5 Milliarden Jahren haben sie sich an teilweise
extreme Lebensbedingungen und -umgebungen angepasst. Es verwundert daher
nicht, dass sich in Cyanobakterien ein breites Spektrum an Sekundarmetaboliten
findet. Die cyanobakteriellen Sekundarmetabolite (CSM) weisen haufig
ungewdhnliche Strukturmerkmale und unterschiedlichste Bioaktivitaten auf.®" *? Viele
der CSMs sind toxisch fur Eukaryoten, Pilze und Viren oder wirken antibakteriell und

3. 35 Unter den charakterisierten Substanzklassen aus

enzyminhibierend.®*
Cyanobakterien sind die Peptide die mit Abstand haufigsten Vertreter. Danach folgen

Alkaloide und Polyketide.*®


http://de.wikipedia.org/wiki/Evolution
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2.2 Beispiele von cyanobakteriellen Sekundarmetaboliten

Im folgenden Abschnitt sollen einige cyanobakterielle Sekundarmetabolite vorgestellt
werden: Microcystin LR (1, Abbildung 2) ist ein verzweigter Makrozyklus, wobei der
25-gliedrige Ring aus der nichtribosomalen Peptidsynthese hervorgeht, wahrend die
dekorierende Seitenkette vorab durch die Polyketidsynthasen dargestellt wird.
Interessant ist der Ringschluss Uber die Seitenketten der Glutaminsaure und die
ungewohnliche  Aminosauren Adda (3-Amino-9-methoxy-2,6,8-trimethyl-10-
phenyldeka-4,6-diensaure), sowie D-iso-Glutamat, und D-erythro-3-methyl-iso-
Aspartat, welche in allen Microcystinen vorkommen. Microcystine sind Hepatotoxine
und werden Uber den Gallensaure-Transporter in Leberzellen eingeschleust. Die
toxische Wirkung wird durch irreversible Hemmung der Proteinphosphatasen 1 und
2A hervorgerufen. Bisher wurden mehr als 60 Strukturvarianten der Microcystine

beschrieben.®’

Zwei Beispiele flr Neurotoxine aus marinen Cyanobakterien sind das
spannungsgesteuerte Natriumkanale (NaV-Kanale)*® % blockierende Jamaicamid A
(2) und das NaV-Kanale aktivierende Antillatoxin (3). Jamaicamid A (2) ist ein
hochfunktionalisiertes lineares Lipopeptid aus marinen Cyanobakterien. Mit einem
Alkynylbromid, einem Vinylchlorid und einem 3-Methoxy-enon weist es gleich drei fir
Naturstoffe ungewohnliche Strukturmotive auf. Die fur die Biosynthese
verantwortlichen Gene wurden identifiziert und ein Mechanismus fur eine gemischte
Polyketid-Peptid-Synthese vorgeschlagen.®® Antillatoxin (ATX, 3) ist ein zyklisch
verzweigtes Lipopeptid aus Cyanobakterien marinen Ursprungs.*’ Da der
15-gliedrige Ring eine Esterbindung enthalt handelt es sich um ein Depsipeptid.
Bemerkenswert sind der hohe Anteil an ungesattigten Bindungen und der hohe
Methylierungsgrad des Polyketidteils. Die Aufklarung seiner korrekten Stereochemie

erfolgte durch Totalsynthese.*?

1 \

Z Q
= HN
Br o
Microcystin LR Jamaicamid A Antillatoxin Anatoxin A
3) 4

Abbildung 2 Toxische Sekunddrmetabolite aus Cyanobakterien.
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Neben den Peptiden und Polyketiden stellen die Alkaloide eine wichtige Gruppe der
cyanobakteriellen Sekundarmetabolite. Das Anatoxin-A (ANTX-A, 4) ist ein
bizyklisches Amin, das als Agonist des Acetylcholins wirkt. Da es eine hohere
Affinitat zu dem postsynaptischen Acetylcholinrezeptor hat als Acetylcholin und
zusatzlich nur sehr langsam wieder freigesetzt wird wirkt, es als starkes Neurotoxin
und wurde frither als ,very fast death factor* bezeichnet.*> ** Bei den angefiihrten
Toxinen wie bei toxinbildenden Cyanobakterien im Allgemeinen nimmt man an, dass

die Toxine zur Abwehr von FraRfeinden produziert werden.** #°

Viele Sekundarmetaboliten aus Cyanobakterien beeinflussen die Zytoskelettproteine
Tubulin oder Aktin in eukaryotischen Zellen, sie sind damit als potentielle
Chemotherapeutika gegen Krebs von Interesse.*” Das Mikrotubuli zerstdrende
Dolastatin 10 (5, Abbildung 3) ist ein lineares, stark modifiziertes Pentapeptid, das
aus einer gemischten nichtribosomalen Peptid-Polyketidsynthese hervorgeht. Ein
synthetisches Analogon (6, TZT-1027 - Soblidotin) zeigte eine groRere
Antitumoraktivitat als die in der klinischen Anwendung befindlichen
Chemotherapeutika Paclitaxel und Vincristin. 5 und 6 befinden sich zurzeit in der

klinischen Erprobung.*®

I(Aﬁw%@ e

NH

P
Oio/ o]
ﬁ ! HN® Ojg"" OH
o OH
Fischerellin 0 O;\(j/
@

H (0] " H OH
~ N\)k
"\‘ H "\‘ Enterobactin

0 AL OMe O OMe O (8)

TZT-1027
(6)

O

Abbildung 3 Sekundérmetabolite aus Cyanobakterien.

Fischerellin A (7) ist ein besonders interessanter CSM, da er gegen andere
Cyanobakterien und photoautotrophe Organismen, wie z.B. Algen, gerichtet ist.
Sowohl sein Grundgeriast, mit der Endiyneinheit und den 2zwei mit einer

Doppelbindung verknupften Heterozyklen, als auch seine inhibierende Wirkung auf
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das Photosystem-ll sind unter den cyanobakteriellen Sekundarmetaboliten
einzigartig. Derartige die Photosynthese inhibierende Naturstoffe bergen das

Potential zur Entwicklung biologisch vollstindig abbaubarer Herbizide.*°

Eine weitere Interessante Funktion einiger cyanobakteriellen Sekundarmetaboliten
besteht darin Metallkationen zu komplexieren.*® Enterobactin (8) besteht steht aus
jeweils drei L-Serin- und drei 2,3-Dihydroxybenzoesaureeinheiten. Der 12-gliedrige
Ring mit den drei Esterbindungen und die sechs phenolischen Hydroxyfunktionen
ermdglicht es 8 fur den Stoffwechsel bendtigte Eisenionen zu komplexieren und so
auch bei niedrigen Eisenkonzentrationen in der Umgebung die Versorgung der
Einzeller sicherzustellen.®” 8 ist weiterhin ein Beispiel fiir die haufig vorkommenden
Verknupfung von zwei oder drei identischen Grundeinheiten wahrend der
Biosynthese von cyanobakteriellen Sekundarmetaboliten, die dann ein
symmetrisches Produkt liefert. Die Biosynthese von Chelatoren kann auch dem
Schutz zu hohen Konzentrationen von Metallionen dienen. So ist z.B. Kupfer zwar
ein essentielles Spurenelement, aber bei hoheren Konzentrationen wirken
Kupfersalze toxisch und werden deswegen als Algizide oder bei der Ubermaligen
Vermehrung von Cyanobakterien (falschlicherweise oft als ,Algenblite“ bezeichnet)
eingesetzt. Einige Cyanobakterien reagieren mit der Produktion von Microcystinen
(Analoga zu 1, Abbildung 2) um die Kupferionen durch Komplexierung unschadlich

zu machen.%?

Die in diesem Kapitel genannten Verbindungen kdénnen auch als Grundlage fiur die
Synthese von fokussierten Substanzbibliotheken dienen, bei deren Darstellung noch
zusatzliche Modifikationen eingebaut und so Wirkungsmechanismen aufgeklart sowie
teilweise noch potentere Verbindungen entdeckt werden kdnnen. Neben der Suche
oder Kultivierung der Cyanobakterien und der Isolierung der neuen
Sekundarmetabolite, stellt auch die Aufklarung der unbekannten Struktur eine

Herausforderung da.

2.3 Anabaenopeptine und anabaenopeptinartige Naturstoffe

Die Bezeichnung Anabaenopeptine geht auf das Anabaenopeptin A (9, Abbildung 5)

zuruck, das im Jahr 1995 aus Cyanobakterien der Gattung Anabaena isoliert
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wurde.”® Heute sind insgesamt 69 Verbindungen bekannt die das gemeinsame

charakterisierende Grundgerust teilen (Abbildung 4).

Me R3
R* . N__4
I NH AS5 AS4 AS. AS2
o
O NH 072
O HN

)\r R? |
| o
R® )OL R® Ne Lys=——C=0=——AS6
HN o
O} u H)*Y
OH

Abbildung 4 Zwei Darstellungen des Grundgeriistes der Anabaenopeptine

und anabaenopeptinartigen Naturstoffe.

Bei den Anabaenopeptinen handelt es sich um zyklisch verzweigte homodetische
Hexapeptide. Der 19 gliedrige Makrozyklus wird aus funf Aminosauren gebildet,
wobei der Ringschluss durch die Verknupfung der Aminosaure funf (AS5) mit dem Neg
des D-Lysins, also Uber die Seitenkette, erfolgt. Der azyklische Teil der
Anabaenopeptine besteht aus der sechsten Aminosaure, die Uber einen Harnstoff
und das Na des Lysins mit dem Makrozyklus verbunden ist. Die N-Methylierung der

Aminosaure vier ist das dritte Kennzeichen der Anabaenopeptine.

In der Literatur wurden bis Anfang 2009 insgesamt 39 aus Cyanobakterien isolierte
Naturstoffe sowie 20 synthetische Analoga beschrieben, deren Lysin jeweils eine
R-Konfiguration aufweist. Zehn Verbindungen, die dasselbe Grundgerist teilen
(Anzahl der Aminosauren, RinggroRe, N-Methylierung, Harnstoff, freie Saure) und
deren Lysin aber eine S-Konfiguration aufweist, werden als anabaenopeptinartig
bezeichnet. Sechs dieser anabaenopeptinartigen Verbindungen sind synthetischen
Ursprungs, die anderen vier sind Naturstoffe, die nicht aus Cyanobakterien sondern
aus Schwammen stammen. Insgesamt gibt es damit 69 Anabaenopeptine und
anabaenopeptinartige Strukturen, 43 davon sind Naturstoffe und 26 Verbindungen

synthetischen Ursprungs.®*®’

Anabaenopeptin A (9, Abbildung 5) wurde aus Cyanobakterien des Stamms
Anabaena flos-aquae isoliert.®> Es beinhaltet die nicht proteinogene Aminosaure
homo-Tyrosin. Um eine oder mehrere CH,-Einheiten verlangerte Versionen von
homo-Aminosauren kommen in den Anabaenopetinen haufig vor. So zum Beispiel
gleich dreimal im Pompanopeptin B (10), welches 2008 aus Cyanobakterien isoliert

wurde und die bis dahin unbekannte Aminosaure N-Methyl-2-amino-6-(4’-



Allgemeiner Teil 16

hydroxyphenyl)-hexansaure (NMe-Ahpha) enthalt. Weiterhin handelt es sich bei 10
um einen Trypsin-Inhibitor (ICso 2.4 pM).>®* Monzamid A (11) wurde 1997 aus einem
Schwamm isoliert. Es ist nicht nur das erste Beispiel flr einen anabaenopeptinartigen
Naturstoff, sondern weist auch Aminosaduren mit seltener Stereochemie auf. Die
Aminosauresequenz von 11 enthalt sowohl ein D-Valin, als auch ein besonders
seltenes L-allo-Isoleucin.®® Die strukturellen Ahnlichkeiten zwischen Naturstoffen aus
Schwammen und Sekundarmetaboliten von Mikroorganismen sind ein starkes Indiz
daflr, dass der entsprechende Naturstoff auch in den Schwammen tatsachlich durch

symbiotisch lebende Bakterien synthetisiert wird.®

e 55 HO gj )\

: Me : \r Me
""" jﬁNH Y\NH jﬁNH
NH o

@C“I e dwg&fb; i
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OH
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Y

Ye Me Me z
w, N o NN o, S
l Y\NH ( Y\NH ” Y\NH S H2N
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" X i
H N N © i) \_; H
H H OH H
Oscillamid Y Schizopeptin 791 Oscillamid B
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Me : : W Me : Me )\
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i wﬁNH Y i m”NH QBN
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Oscillamid C Anabaenopeptin 908 Konbamid
(15) (16) (17)

Abbildung 5 Ausgewéhlte Anabaenopeptine und anabaenopeptinartige Naturstoffe.

Das Oscillamid Y (12) wurde 1995 aus den Cyanobakterien Oscillatoria agardhii

isoliert. Die Stereochemie des homo-Tyrosins und des N-Methylalanins konnten mit
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den isolierten Mengen nicht bestimmt werden. Es wurde beschrieben, dass 12 bei
einer Konzentration von 10 uM ein starker Chymotrypsininhibitor ist.®” Die Synthese
von vier Verbindungen zur Aufklarung der Konfiguration der beiden Stereozentren
wird in Kapitel 2.5.2 beschrieben. Interessanterweise =zeigte das erhaltene

synthetische Material keine inhibierende Wirkung auf Chymotrypsin.®

Oscillamid B (14) und C (15) wurden als Serin- / Threoninproteinphosphatase (PP1
und PP2A) —Inhibitoren beschrieben.”” Die Unterschiede zwischen den beiden
Verbindungen sind gering, bei 14 ist die Aminosaure zwei ein Methionin und bei 15
ein Isoleucin. Bei einer Konzentration von je 100 uM reduzierte 14 die Aktivitat von
PP1 um 43 und PP2A um 64 %, 15 um 97 bzw. 98 %. Es wurden jedoch weder |Cs-
Werte bestimmt noch weitergehende Untersuchungen angestellt. Anabaenopeptin
908 (16) und 915 wurden 2008 entdeckt und sind die neusten Mitglieder der
Verbindungsklasse.® Sie wirken weder  als Trypsin- noch als
Chymotrypsininhibitoren, jedoch ist 16 ein Carboxypeptidase A-Inhibitor. Das
Konbamid (17) wurde aus Schwammen isoliert und als Calmodulin Antagonist
beschrieben. Die Stereochemie der sehr seltenen Aminosaure 2-Brom-5-hydroxy-
tryptophan konnte nicht bestimmt werden.”® Eine Synthese zur Bestimmung der

korrekten Stereochemie wird in Kapitel 2.5.1 beschrieben.

Die Nomenklatur der cyanobakteriellen Sekundarmetabolite ist nicht konsistent, weil
man aus mehreren gleichberechtigten Moglichkeiten zur Benennung einer neuen
Verbindung gewahlt hat?’ So wurde die erste entdeckte Verbindung
Anabaenopeptin A (9) aus Cyanobakterien der Gattung Anabaena isoliert und nach
seiner Quelle Anabaenopeptin genannt, als erster Naturstoff wurde er mit dem
Zusatz A versehen. Die folgenden Anabaenopeptine wurden mit den Zusatzen B-J
versehen, wahrend die letzten vier weniger systematisch mit KT7864, 820, 908 und
915 benannt wurden. Das Oscillamid Y (12) weist das exakt gleiche Grundgerust wie
die Anabaenopeptine auf, jedoch wurde hier als Namensgeber die Familie des
Organismus Oscillatoria agardhii gewahlt. Die Brunsvicamide wurden aus
Cyanobakterien derselben Familie (Oscillatoria) isoliert, jedoch wurde hier als

Namensgeber der Fundort des Organismus, Braunschweig, gewahlt.
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Die Aminosauresequenzen, die Herkunft und die beschriebenen biologischen
Aktivitaten der in Abbildung 5 gezeigten Verbindungen sind in Tabelle 1
zusammengefasst. Weitere hier nicht naher diskutierte Anabaenopeptine und
anabaenopeptinartigen Verbindungen finden sich in den Originalzitaten.>*®> ™ Der
grofte Teil der genannten Publikationen beschreibt die Isolierung, Strukturaufklarung
und teilweise die biologische Aktivitdt der entdeckten Naturstoffe. Die geringen
isolierten Mengen machten mehrfach eine Strukturaufklarung durch Totalsynthese
notwendig und erlaubten haufig lediglich Anfangsuntersuchungen der biologischen

Aktivitat, die teilweise zu widerspruchlichen Ergebnissen fuhrten.

Aminosauresequenz Herkunft Biologische Aktivitét
AS1 AS2 AS3 AS4 AS5 AS6
9 D-Lys L-Val L-Htyr L-NMe- L-Phe L-Tyr Cyanobakterien, Keine Aktivitat beschrieben
Ala Anabaena
10 b-Lys L-Val L-Htyr X L-Htyr Lllg | Cyanobakterien, Trypsin-Inhibitor (ICso 2.4 uM) %
Lyngbya
L-NMe- @ L-allo- Schwamm, Es wurden keine fiir Enzymtests
T tlys D-Val t-Leu Leu X lle Theonella ausreichenden Mengen isoliert.
L-NMe- Cyanobakterien, Chymotrypsin-lnhibitor67
12 ) olys olle L-Hityr Ala L-Phe L-Tyr Oscillatoria Kein Chymotrypsin-Inhibitor®
L-NMe- Cyanobakterien, Kein Chymotrypsin-Inhibitor
13 | olys tlle | L-Hphe Ala L-Phe Lolle Schizothrix Trypsin-Inhibitor (ICsy 57 uM)®
L-NMe- Cyanobakterien, Serin- / Threoninproteinphosphatase
14 | olys | eMet | L-Hyr Ala L-Phe L-Tyr Oscillatoria (PP1 und PP2A)-Inhibitor™
L-NMe- Cyanobakterien, Serin- / Threoninproteinphosphatase
15 | olys Lolle L-Hityr Ala L-Phe LTyr Oscillatoria (PP1 und PP2A)-Inhibitor™
L-NMe- Cyanobakterien, Kein Trypsin- / Chymotrypsin-Inhibitor®®
16 | olys L-val L-Hityr Htyr Llle L-Tyr Oscillatoria Carboxypeptidase A-Inhibitor (ICs, 130 nM)
Schwamm Bindet an die Calmodulin-aktivierte”
_ (3) N N _ N 3
17 Llys X L-Leu L-Leu L-Ala L-Leu Theonella Phosphodiesterase (CalmodulinAntagonist).

(1) L-NMe-2-Amino-6-(4’-hydroxyphenyl)-hexansaure (L-NMe-Ahpha)
(2) L-5-Hydroxy-tryptophan
(3) 2-Brom-5-Hydroxy-Tryptophan

Tabelle 1 Aminoséduresequenz, Herkunft und biologische Aktivitat

ausgewaéhlter Anabaenopeptine und anabaenopeptinartige Naturstoffe.

Die in den einzelnen Positionen des Grundgeristes vorkommenden Aminosauren
sind in Abbildung 6 zusammengefasst. Hierfur wurden die Aminosauresequenzen
aller Anabaenopeptine und anabaenopeptinartigen Naturstoffe betrachtet.
Aminosauren, die ausschlielllich in den anabaenopeptinartigen Naturstoffen

vorkommen sind kursiv dargestellt. In der Position zwei uberwiegen Aminosauren mit
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aliphatischen Seitenketten ganz eindeutig. L-homo-Tyrosin und L-Leucin kommen in
der Position drei etwa gleich haufig vor. L-homo-Phenylalanin kommt lediglich in den
beiden Nodulapeptinen vor. Die mit Abstand haufigste der N-methylierten
Aminosauren ist L-N-Methyl-Alanin, es folgt L-N-Methyl-homo-tyrosin und eine ganze
Anzahl von L-N-Methyl-Trypthophanen bzw. funktionalisierten Tryptophanen. Die

Aminosauren an Position finf weisen gréfitenteils aromatische Seitenketten auf.

L-NMe-Ala
L-NMe-Htyr
L-NMe-Gl
L-NMe-Tr% t-:llal
L-NMe-5-OH-Trp -le
L-NMe-6CI-50H-Trp L-Leu
L-Phe L-NMe-6CI-Trp L-allo-lle
L-Htyr L-NMe-5Br-Trp L-Met
L-Hphe L-NMe-Ahpha L-Met(O)
L-lle L-NMe-Leu L-Met(O,)
L-Ser(Ac) L-Htyr D-val
L-Leu L-Leu D-lle
2-Br-5-OH-Trp L-Hphe L-Ala
AS5 AS4 AS3 AS2
Ne AS1—C=0—AS6
D-Lys L-lle
L-Lys L-Arg
L-Tyr
L-Phe
L-Trp
L-Lys
L-allo-lle
L-Leu

Abbildung 6 /n den einzelnen Positionen des Grundgeriistes

vorkommende Aminoséuren.

Aufgrund des haufigen Einbaus von homo-, D- und allo-Aminosauren sowie
halogenierter, N-methylierter und oxidierter Bausteine erscheint eine Biosynthese im
Rahmen der nichtribosomalen Peptidsynthese durchaus denkbar. In der Tat
erscheint eine nichtribosomale Biosynthese der Anabaenopetine wahrscheinlich,’?
allerdings ist eine Festlegung darauf verfriht da hierzu bisher keine detaillierten

Untersuchungen durchgefiihrt wurden.”
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2.4 Brunsvicamide

Die Brunsvicamide A (18), B (19) und C (20) (Abbildung 7) sind Hexapeptide und
gehdren zur Gruppe der Anabaenopeptine.” ™ Sie bestehen aus dem 19-gliedrigen
Makrozyklus, wobei der Ringschluss uber die Seitenkette des D-Lysins erfolgt.
Weiterhin ist die Aminosaure in der Position vier N-methyliert und das Na des Lysins
und die Aminosaure sechs sind Uber einen Harnstoff miteinander verbunden. Die
freie Sdure am C-Terminus ist bei allen drei Brunsvicamiden ein L-Isoleucin und die
aromatischen bzw. aliphatischen Seitenketten der Aminosauren zwei bis flnf
entsprechen den fur die Anabaenopeptine charakteristischen Aminosauren. Die
Brunsvicamide wurden aus Cyanobakterien der Gattung Oscillatoria isoliert und fur

das Lysin urspriinglich eine L-Konfiguration angenommen.”® "

L-NMe-Trp, AS (Aminoséure) 4 L-NMe-Trp o D-NMe-Formyl-kynurenin
yH
NH )\ L-Leu, AS3 NH )\L-Leu )\ L-Leu
7 /
Me H Me

i jﬁrNH kL-Val,Asz fNH L-lle TﬁNH L-val

P o)ﬁ Nﬁ &

H O NI'P o)
o HN o HN
L-Phe, ASS o] L-Phe L-Phe \_; i o
H
OH

D-Lys, AST | jie as6 D-Lys L-lle D-Lys L-lle

19 20
Abbildung 7 Brunsvicamid A (18), B (19) und C (20).

Aulier dem D-Lysin enthalten 18 - 20 fast ausschliel3lich proteinogene L-Aminosauren
(Tabelle 2). Die einzige Ausnahme stellt das im Brunsvicamid C (20) enthaltene

D-N-Methyl-N-Formyl-kynurenin dar.

Aminosauresequenz
Herkunft
AS1 AS2 AS3 AS4 AS5 AS6
18 D-Lys L-Val L-Leu L-NMe-Trp L-Phe L-lle Cyanobakterien, Oscillatoria
19 D-Lys L-lle L-Leu L-NMe-Trp L-Phe L-lle Cyanobakterien, Oscillatoria
20 D-Lys L-Val L-Leu XM L-Phe L-lle Cyanobakterien, Oscillatoria

(1) b-NMe-N’-Formyl-kynurenin

Tabelle 2 Aminosduresequenz und Herkunft

der Brunsvicamide A, B und C.
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Das im Brunsvicamid C (20) vorkommende N-Formyl-kynurenin (NFK, 21) ist ein
bisher einmaliges Strukturmotiv in zyklischen Peptiden und entsteht als
Zwischenprodukt im Tryptophanstoffwechsel (Abbildung 8). Der grofdte Teil der
essentiellen Aminosaure Tryptophan (22) wird durch eine Tryptophan- (EC:
1.13.11.11) bzw. Indolamin-2,3-dioxygenase (EC: 1.13.11.52) in NFK (21)
umgewandelt. Dies ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt des
Tryptophanmetabolismus, es folgt die rasche Bildung von 23 durch eine
Arylformamidase (EC: 3.5.1.9). Die beiden Dioxygenasen sind Tryptophan-spezifisch
und setzen beide Enantiomere des Tryptophans um, wobei das L-Tryptophan um ein

vielfaches schneller umgesetzt wird.”> 78

o
Tryptophan-bzw. |
H

HN Indolamin- H Arylformidase
23-di o > 0
,2o-aioxygenase
NP N PO MNP0
OH OH OH
22 21 23

Abbildung 8 Schematische Darstellung der enzymatischen

Entstehung von N-Formyl-kynurenin aus Tryptophan.

Die Aminosaure D-N-Methyl-N-Formyl-kynurenin wurde bis heute lediglich im
Brunsvicamid C (20) gefunden. Damit koénnen Uber seine Biosynthese nur
Vermutungen angestellt werden. So waren der Einbau und die Methylierung eines im
Tryptophanstoffwechsel oxidierten Bausteins im Rahmen der nichtribosomalen
Peptidbiosynthese durchaus denkbar. Eine nichtribosomale Biosynthese der
Brunsvicamide erscheint wahrscheinlich,’? allerdings wurden hierzu bisher keine

detaillierten Untersuchungen durchgefiihrt.”> 7

MptpB
1Cs50 (uM)

CPDA
Ki (uM)

CPDB
Ki (uM)

18

64.2

0.015

339

19

7.3

0.020

2.0

20

8.0

0.040

0.2

Tabelle 3 Biologische Aktivitdten der isolierten Brunsvicamide.



http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?enzyme+1.13.11.11
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?enzyme+1.13.11.11
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?enzyme+1.13.11.52
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?enzyme+3.5.1.9
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Die Oscillamide B (14) und C(15) wurden als Phosphatase-Inhibitoren
beschrieben.”” Daher wurden die isolierten Brunsvicamide auf ihre inhibierende
Wirkung auf Protein Phosphatasen (CdC25a, PTP1b, MptpB, PTP-SHP2 und VHR)

hin untersucht.”®

Bei einer Konzentration von 100 uM inhibierten die BVA lediglich
MptpB (Mycobakterium tuberculosis Proteintyrosinphosphatase), die anschlie3end
bestimmten 1Csy Werte (Tabelle 3) lagen im mikromolaren Bereich. Da die
Anabaenopeptine Carboxypeptidase-Inhibitoren sind wurden auch die isolierten
Brunsvicamide auf ihre inhibierende Wirkung auf Carboxypeptidasen hin
untersucht.”” Die Brunsvicamide erwiesen sich als starke Carboxypeptidase A-

Inhibitoren (Tabelle 3) und auch als Carboxypeptidase B-Inhibitoren.

2.5 Anabaenopeptin-Synthesen

In der Literatur sind die Synthesen zweier Anabaenopeptine beschrieben. Beide
Synthesen wurden zur Aufklarung der korrekten Stereochemie einzelner
Aminosauren unternommen, die bei der Hydrolyse der Makrozyklen racemisiert

waren.

2.5.1 Ldsungssynthese nach U. Schmidt und S. Weinbrenner

Bei der Hydrolyse des Konbamid (17) racemisierte das 2-Brom-5-hydroxytryptophan,
so dass dessen Konfiguration im Naturstoff von Kobayashi et al. nicht ermittelt
werden konnte.”® Zur Aufklarung der Konfiguration fiihrten Schmidt et al. eine
Totalsynthese (Abbildung 9) durch.®’ Der Harnstoff des Konbamid (17) sollte durch
die Umsetzung des zyklischen Pentapeptides 24 mit dem Isocyanat 25 gebildet
werden. Die Syntheseplanung sah vor, dass sowohl das L- (26) als auch das D-5-

Hydroxytryptophan (27) in den Makrozyklus integriert werden sollten.
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Abbildung 9 Schematische Darstellung der retrosynthetischen Betrachtungen und

der Lésungssynthese-Synthese von Schmidt et al.

Zuerst wurden das Tripeptid 28 und das Dipeptid 29 in Losung hergestellt. Es folgte
die Freisetzung der Kupplungsstellen und die Verknlpfung der beiden Fragmente
zum Pentapeptid, welches in den Pentafluorphenolester 30 umgewandelt wurde. Die
Darstellung des zyklischen Pentapeptides gelang in einem zweiphasigen System®’
und lieferte das Produkt mit einer hervorragenden Ausbeute von 63 %. Da
2-Brom-5-hydroxytryptophan nicht stabil ist,%® erfolgte die Bromierung mit NBS erst
auf der Stufe des zyklischen Peptides (75 %). Das erhaltene bromierte Produkt 24
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wurde mit dem Isocyanat 25 in einer Ausbeute von 40 % in den Harnstoff 17
Uberfuhrt. AbschlieRend wurden die Schutzgruppen entfernt und die Verbindungen

31 und 32 in einer Gesamtausbeute von 7 % erhalten.

Keines der beiden erhaltenen Produkte war mit dem isolierten Material identisch, die
korrekte Struktur des Konbamid ist bis heute nicht geklart.

2.5.2 Festphasensynthese nach M. Bradley und I. R. Marsh

Im Falle des OscillamidesY (12) konnte die Stereochemie von zwei
Aminosaureresten nicht ermittelt werden.®” Zur Aufklarung der Konfigurationen der
beiden Stereozentren im Naturstoff 33 fuhrten Bradley et al. eine Synthese
(Abbildung 10) durch.?®® Nach der Synthese eines festphasengebundenen Harnstoffs
(34), sollte ein Zyklisierungsvorlaufer an fester Phase aufgebaut werden und zwar
unter Verwendung von jeweils L- und D-N-methyl-Alanin bzw. L- und D-homo-Tyrosin.
Durch den Vergleich der synthetischen Produkte mit isoliertem Material sollte die

korrekte Struktur des Naturstoffs bestimmt werden.

OH

Me

N
I NH ( tBuO\©\

N0 HN. _O — O A D —— o

‘ % NN NHFmoc == Oscillamid Y ?

—
HN J o o H H
N Q

OH
33 34

12,35-37

Abbildung 10 Zusammenfassung der Synthesestrategie von Bradley et al.

Die Synthese begann mit der Umsetzung des Lysinbausteins 38 mit dem
4-Nitrophenylchloroformiat (39) zum Lysin-4-nitrophenolcarbamat 40 (Abbildung 11).
Dieses wurde mit einer Ausbeute von 72 % erhalten und aus ihm wurde in situ das
Isocyanat 41 erzeugt. Durch die Umsetzung von vier Aquivalenten des Isocyanates
mit dem an fester Phase befindlichen Tyrosin 42 wurde der festphasengebundene

Harnstoff 34 erhalten, die Beladung betrug hier 0.4 mmol g™
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Die Darstellung des Zyklisierungsvorlaufers 43 erfolgte ebenso an fester Phase wie
die abschlieRende Makrolaktamisierung. Die Abspaltung des zyklischen Produktes
44 von der festen Phase und die Spaltung des phenolischen tert-Butyl-Ethers
erfolgte mit 95 % TFA (aq). Das Produkt 12 und analog dazu die Verbindungen 35 -

37 wurden mit einer Ausbeute von 9 % bezogen auf 42 erhalten.

NHFmoc

T

Me  :

///J;NY\NH (

PP PN OtBu
\\Kfo HN._O
HN J o

””J;NJP:NH (

NHFmoc

0]
O)kCI ))
o -
)k
NO, <j OAII

)\ OH
(o)
K]& HN._O o
HN M o
H N H Oscillamid Y
OH

12

M 42

LIl

NH™ O o
N O
R Kf HN Oi
HN
N~ °N 0o
HH H
35

OH
Kfo o
o
HN M o
NN
HH H
36

OH
OH

ijfu H$OH

Abbildung 11 Festphasensynthese von Bradley et al.
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Der Vergleich von isoliertem Material und den vier Verbindungen 12, 35 - 37 zeigte
eindeutig, dass 12 und der Naturstoff identisch sind. Die Konfiguration der beiden
bisher unbekannten Stereozentren des Oscillamid Y (12) ist damit an beiden

Positionen S.

2.5.3 Vergleich und Diskussion der Synthesestrategien

Das Ziel beider Synthesen und auch die grundlegende Strategie waren grundsatzlich
identisch. Zur Ermittlung der korrekten Konfiguration aller Stereozentren der
Naturstoffe wurden jeweils beide moglichen Enantiomere eingebaut und die zwei

bzw. vier erhaltenen Diastereoisomere mit isoliertem Material verglichen.

Der diversitaterzeugende Schritt bei der Synthese von Schmidt et al. ist die
Verwendung der beiden Enantiomere des 5-Hydroxytryptophans bei der Synthese
des Dipeptids 29. Alle weiteren Reaktionen bis zum Erhalt der beiden Produkte 31
und 32 mussen parallel durchgefuhrt werden. Ein Vorteil dieser Synthese ist die mit
63 % hohe Ausbeute der Makrolaktamisierung, jedoch ware die Gesamtstrategie auf
die Darstellung einer Substanzbibliothek nur sehr schwierig erweiterbar. Denkbar
ware allerdings z.B. die Darstellung einer grolleren Menge eines zyklischen
Pentapeptides und dessen Umsetzung mit verschiedenen Isocyanaten zur

Darstellung einiger Analoga mit verschiedenen Harnstoffen.

Bei der Synthese von Bradley et al. erfolgt die Erzeugung von Diversitat wahrend der
Synthese des Zyklisierungsvorlaufers 43 aus dem Harnstoff 34. Die Synthese an
fester Phase ermdglicht die zlgige Verlangerung des Peptides unter Variation der
eingebauten Aminosauren. Durch die Beladung des Harzes mit verschiedenen
Aminosauren und deren Umsetzung mit 40 oder dessen Enantiomer lie3e sich auch

im Harnstoff Diversitat erzeugen.

Die hohere Gesamtausbeute und die Mdéglichkeit der einfacheren Darstellung einer
grolReren Substanzsammlung lasst die Synthese von Bradley et al. der von Schmidt

et al. Uberlegen erscheinen.
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2.6 Biologische Angriffspunkte der Brunsvicamide

2.6.1 Carboxypeptidasen

Die isolierten Brunsvicamide inhibierten die Metallopeptidasen Carboxypeptidase A
und B, die zur Familie der Zink enthaltenden Carboxy-exo-Peptidasen gehoren.
Diese katalysieren die Spaltung von Peptidbindungen am C-Terminus von Peptiden
bzw. Proteinen.®? Diese Enzyme lassen sich in zwei Gruppen unterteilen: Die
Carboxypeptidasen vom Typ A und B werden hauptsachlich in der
Bauchspeicheldruse gebildet und die sogenannten regulatorischen

Carboxypeptidasen des Typs N bzw. E.%

Die Enzyme werden teilweise als inaktive Zymogene (Procarboxypeptidasen)
synthetisiert und bei Bedarf durch partielle Proteolyse in ihre aktive Form

umgewandelt.?

Die Einteilung der Enzyme in A und B erfolgt nach der Art der
bevorzugten Substrate. Bei einer Carboxypeptidase vom Typ A (CPDA) sind dies
Peptide mit einer aliphatischen oder aromatischen Aminosaure am C-Terminus.
Basische Aminosauren am C-Terminus enthalten die Substrate der

Carboxypeptidasen vom Typ B (CPDB).%°

Die Carboxypeptidasen vom Typ E bzw. N werden als regulatorische
Carboxypeptidasen bezeichnet und sind in Prozesse der Blutgerinnung und der
Auflésung von Blutgerinnseln (Fibrinolyse) involviert.®® Sie spielen zudem eine

wichtige Rolle bei Immun- und Entziindungsreaktionen.®’

Die CPDA (EC 3.4.17.1) besteht aus 307 Aminosauren und einem Zink-lon im
aktivem Zentrum. Sie wird als Zymogen synthetisiert, das durch Trypsin oder
Chymotrypsin aktiviert werden muss.®” Die biologische Funktion der CPDA ist der
Abbau von Peptiden durch die hydrolytische Spaltung der C-terminalen
Peptidbindung von Substraten mit hydrophoben L-Aminosauren. Dies geschieht
durch die Aktivierung eines Wassermolekules durch Koordinierung an das Zinkion im
aktiven Zentrum. Obwohl die CPDA als Verdauungsenzym Kkein therapeutisch
relevantes Ziel ist, ist sie eine prototypische Zinkprotease die als Modellsystem fur
zahllose Untersuchungen diente, z.B. als Modellenzym fir die Entwicklung von

Inhibitordesignstrategien.?® Die Roéntgenkristallstrukturanalyse von CPDA mit
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verschiedensten Liganden lieferte die Kristallstrukturen in einer Auflésung von bis zu
1.25 A%

Die so gewonnenen Ergebnisse kdnnen haufig auf andere physiologisch und
therapeutisch relevante Metallopeptidasen Ubertragen werden, da Vviele
Zinkproteasen im katalytisch aktiven Zentrum ein gemeinsames Muster von
Aminosauren zur Koordination des Metallions aufweisen. Therapeutisch relevante
Metallopeptidasen sind das Angiotensin umwandelnde Enzym (angiotensin
converting enzyme), dessen Inhibitoren eine wichtige Klasse von Verbindungen zur
Behandlung von Bluthochdruck darstellen.®® Ein weiteres Beispiel sind die
Matrixmetalloproteasen (MMPs) die am Abbau bzw. der Zerstorung von Gewebe
beteiligt sind und deswegen eine Rolle bei der Therapie von Entzindungen,
degenerativen Krankheiten und Krebs spielen.® 2 Die Gruppe der Enzyme mit der
Bezeichnung ADAM (a disintegrin and metalloproteinase) ist in die Proteolyse
membrangebundener Proteine und die damit verbundene Modulierung von
Signalwegen in Verbindung gebracht worden und stellt deswegen einen moglichen
Ansatzpunkt fiir neue Krebstherapeutika dar.®® Weiterhin hat der auch als Plasma
Carboxypeptidase B bekannte Thrombin-aktivierbare Fibrinolyse Inhibitor (TAFI) bei
der Blutgerinnung und damit bei der Behandlung von Thrombosen und

Schlaganfallen eine entscheidende Bedeutung.®* %°

Das katalytisch aktive Zentrum der CPDA ist durch das fur die Hydrolyse essentielle
Zinkion und die drei Aminosaduren His 69, Glu72 und His 196 in seiner
Ligandensphare charakterisiert (Abbildung 12). Die Seitenketten der drei
Aminosauren Asn 144, Arg 145 und Tyr 248 sind an der Erkennung der C-terminalen
Aminogruppe der naturlichen Substrate beteiligt. Die Aminosauren lle 243, lle 247,
Ala 250, Gly 252, Gly 253, Ser 254, und lle 255 bilden eine hydrophobe Tasche,
welche der Aufnahme der C-terminalen Seitenkette der peptidischen Substrate dient.
Sie wird auch als Selektivitatstasche bezeichnet, da sie bevorzugt aliphatische und

aromatische Seitenketten von L-Aminosauren aufnimmt.%
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lle 254
243

Abbildung 12 Aminoséuren des katalytischen Zentrums der CPDA (Zinkatom: schwarz, Aminosé&uren
der Ligandensphére: rot, an der Erkennung der C terminalen Aminogruppe der natiirlichen Substrate

beteiligte Aminoséuren: grau, hydrophobe Tasche: blau).

Der Vergleich von Kristallstrukturen ligandenfreier und mit einem Substrat
kokristallisierter Carboxypeptidasen offenbarte unterschiedliche Orientierungen fur
die Aminosaure Tyr 248. Im freien Enzym ragt die phenolische Seitenkette in das
umgebende Loésungsmittel (Abbildung 13),°” wahrend sie nach dem Binden eines
Substrates an das aktive Zentrum eine andere Position einnimmt und das Substrat
wie eine Art hydrophober Deckel fixiert. ®® Diese Beobachtungen waren eines der
ersten Beispiele fur die substratinduzierte Konformationsanderung eines Enzymes

und eine Bestétigung des ,Induced fit*-Modells nach D. E. Koshland.*

Abbildung 13 Katalytisches Zentrum der CPDA.
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Bei der durch die CPDA katalysierten Reaktion handelt es sich um eine Hydrolyse,
zu deren Mechanismus (Abbildung 14) zahlreiche Untersuchungen angestellt
wurden.'® Die freie Saure des Substrates 45 wird durch die Bildung zweier
Wasserstoffbricken mit der Guanidium-Gruppe des Arg 145 fixiert. Die Seitenkette
der L-Aminosaure ragt in die Selektivitatstasche und die Carbonylfunktion der
C-terminalen Peptidbindung koordiniert an das Zinkion. Die Carbonylbindung wird so
fur den nukleophilen Angriff des Glu 270 aktiviert, die Peptidbindung wird gespalten
und das proteingebundene Anhydrid 46 gebildet. Nach dessen Hydrolyse, durch ein
an das Zinkion koordiniertes Wassermolekul, werden das um eine Aminosaure

verkurzte Substrat 47 und die Aminosaure 48 freigesetzt und das Enzym regeneriert.
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Abbildung 14 Hydrolysemechanismus der Carboxypeptidase A.

In der Natur gibt es zwei Gruppen von Carboxypeptidaseinhibitoren, bei denen es
sich durchweg um substratahnliche Peptide oder Proteine handelt. Die erste Gruppe
dient der Inhibition von Verdauungsenzymen und damit dem Schutz vor
Frassfeinden. Der Carboxypeptidase-Inhibitor aus Lauch (Leech carboxypeptidase
inhibitor, LCIl) besteht aus 66 Aminosduren und inhibiert die pankreatischen

Carboxypeptidasen A und B sowie die Plasma-Carboxypetidase B, wobei der
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C-Terminus (-Pro-Tyr-Val-Glu) wie ein Substrat an das aktive Zentrum bindet.”' Die
zweite Gruppe von Inhibitoren beeinflusst die Blutgerinnung, also regulatorische
Carboxypeptidasen, und stammt aus blutsaugenden Organismen wie z.B. Blutegeln
oder Zecken. Ein aus 75 Aminosauren bestehender Carboxypeptidase Inhibitor aus
Zecken (tick carboxypeptidase inhibitor, TIC) wird durch sechs Disulfidbricken
stabilisiert und bindet nicht nur mit dem C-Terminus an das aktive Zentrum der
Carboxypeptidase, sondern zusatzlich mit dem N-Terminus an einer entfernten Stelle
der Enzymoberflache. TIC wird von der Zecke in die zur Blutaufnahme dienende
Wunde abgegeben und verhindert durch Inhibierung der Plasmacarboxypeptidase B

(TAFI, thrombin-activatable fibrinolysis inhibitor) die Blutgerinnung.'%?

Erst vor kurzem wurde entdeckt, dass die als Carboxypeptidase A Inhibitoren
bekannten Anabaenopeptine B und F in die Populationsdichte kontrollierende
Kommunikationsprozesse von Cyanobakterien involviert sind (quorum sensing).'®
Allerdings sind bisher nur erste Untersuchungen durchgeflhrt wurden, Uber
mechanistische Details ist wenig bekannt, somit ist noch unklar ob und wie

Carboxypeptidasen in diese Prozesse involviert sind.'®

Unklar ist ebenfalls die Funktion der Anabaenopeptine. Als Peptidaseinhibitoren
konnen sie dem indirekten Schutz vor Frassfeinden dienen, indem sie die
Aufspaltung der gefressenen cyanobakteriellen Proteine und Peptide erschweren.
Weiterhin ist es denkbar, dass sie als Modulatoren der Aktivierung von Proenzymen

an regulatorischen Prozessen beteiligt sind.

2.6.2 Phosphatasen

Die komplexen Netzwerke der Signalwege werden ganz entscheidend durch den
Phosphorylierungsgrad  verschiedener Enzyme  gesteuert. Daher spielen
Phosphatasen in Kombination mit Kinasen eine essentielle Rolle bei der Kontrolle

physiologischer Prozesse.'®

Kinasen katalysieren die Phosphorylierung von
Proteinen und stehen schon langer im Fokus der pharmazeutischen Forschung.106
Die Phosphatasen katalysieren die Dephosphorylierung. Stérungen der
entsprechenden  Gleichgewichte sind z.B. mit Krebs, Diabetes und
Immunschwachekrankheiten verknupft. Phosphatasen werden generell in zwei

Klassen unterteilt, die sich strukturell und mechanistisch voneinander unterscheiden.
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Die erste Gruppe umfasst die Serin- und Threonin-spezifischen Protein
Phosphatasen (kurz PP),'”” die zweite die Protein-Tyrosin-Phosphatasen (PTP),'%®
deren katalytisch aktives Zentrum so aufgebaut ist, dass die Phosphate an den
kirzeren Seitenketten von Serin und Threonin nicht abgespalten werden konnen.
Neben diesen klassischen Phosphotyrosin-spezifischen Phosphatasen gehéren auch
noch die dualspezifischen Phosphatasen (DSP) zu den PTPs.'” Diese sind in der
Lage, neben Phospho-Tyrosin auch Phospho-Serin und -Threonin zu

dephosphorylieren.

Die Serin-/Threonin-spezifischen Protein Phosphatasen katalysieren die direkte
Hydrolyse ihrer phosphorylierten Substrate durch zwei Metallionen im aktiven
Zentrum (Abbildung 15). Da die Protein Phosphatasen 1 und 2A in die Regulierung
des Zellzyklus involviert sind werden sie als mogliche Zielproteine fur

Krebstherapeutika diskutiert.”*
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Abbildung 15 Schematische Darstellung des aktiven Zentrums und des katalytischen

Mechanismuses der Serin- und Threonin spezifischen Protein Phosphatase 1 (PP1).

Die zweite Klasse bedient sich eines reaktiven Cysteins im aktiven Zentrum. Ein
therapeutisch relevantes Beispiel ist die Proteintyrosinphosphatase B des
Mycobakterium tuberculosis, deren katalytisch aktives Zentrum die flir PTPs typische
Aminosaurenabfolge (H/V)C(X)sR(S/T) aufweist.”'" Man nimmt an, dass das Substrat
uber Wasserstoffbricken mit dem Arg 221 (Abbildung 16) stabilisiert wird, was zu
einer Konformationsanderung des Enzyms fuhrt. Das Asp 181 kann dann eine

Wasserstoffbrickenbindung zum phenolischen Sauerstoff des phosphorylierten
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Tyrosins ausbilden. Nun erfolgt ein nukleophiler Angriff des deprotonierten Cys 215,
aus dem die Bildung eines Phosphorsaurethioesters resultiert. Diese wird in einem
zweiten Schritt hydrolysiert und das Enzym regeneriert."'> Es wurde weiterhin
beschrieben, dass MptpB auch Serin- und Theronin- sowie Inositoltrisphosphat
desphosphoryliert."” Die Brunsvicamide A (18), B (19) und C (20) wurden als
Inhibitoren der Mycobakterium tuberculosis Proteintyrosinphosphatase (MptpB)

beschrieben.”
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Abbildung 16 Schematische Darstellung des katalytischen Mechanismuses der

Mycobakterium tuberculosis Proteintyrosinphosphatase (MptpB).

Der Erreger nutzt wahrscheinlich die zentrale Rolle der PTPs bei der
Signalweiterleitung aus, indem er durch das Absondern von MptpB die Immunabwehr
der infizierten Organismen stort.""* Die haufig nur als ein Schrecken aus dem 19.
Jahrhundert betrachtete Tuberkulose breitet sich weltweit erneut aus, vor allem in
Afrika und Osteuropa, und jahrlich sterben iiber zwei Millionen Menschen an ihr.'"
Neue Wirkstoffe werden bendtigt um die langwierige Behandlung zu verkirzen,
multiresistente  Stammen'® zu bekdmpfen sowie Tuberkulose und HIV-

Koinfektionen'® effektiv behandeln zu kénnen.
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3 Motivation und Ziel der Arbeit

In den vorstehenden Kapiteln wurde die herausragende Bedeutung von Naturstoffen
fur die Entwicklung von Leitstrukturen diskutiert und die Brunsvicamide als ein
Vertreter der cyanobakteriellen Sekundarmetaboliten vorgestellt. Weiterhin wurde die
Bedeutung der Totalsynthese fir die Bestatigung von Strukturen und die Evaluierung

biologischer Aktivitaten dargelegt.
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Brunsvicamid A (18) Anabenopeptine (49)

Abbildung 17 Brunsvicamid A (18) und

allgemeine Struktur der Anabaenopeptine (49).

Im Rahmen dieser Doktorarbeit sollte eine Synthese etabliert werden, die einen
flexiblen Zugang zu Analoga der Brunsvicamide mit variierender Stereochemie und
Aminosauresequenz bietet. Fir den Aufbau einer fokussierten Substanzsammlung
von Brunsvicamid-Analoga bzw. Anabaenopeptinen erschienen nicht nur die
Erzeugung von Diversitat am polymeren Trager, sondern ebenfalls die Durchflihrung

der Harnstoffsynthese und der Ringschluf® an fester Phase winschenswert.

Zunachst sollten die Brunsvicamide selbst synthetisiert werden, um die Struktur der
isolierten Naturstoffe zu bestatigen und eine eingehende biologische Untersuchung
zu ermoglichen. Dazu sollte eine moglichst breit einsetzbare
Festphasenpeptidsynthese entwickelt werden. Die synthetisierten Verbindungen
sollten im Rahmen von verschiedenen biochemischen Assays evaluiert werden, um
die fir das isolierte Material publizierte Inhibierung von MptpB und CPDA/B naher zu
untersuchen. Da zahlreiche Sekundarmetaboliten von Cyanobakterien antibakterielle
oder zytotoxische Eigenschaften aufweisen, sollten die im Rahmen dieser Arbeit

erhaltenen Verbindungen ebenfalls auf eine derartige Aktivitat hin untersucht werden.
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Erstes Ziel dieser Arbeit war daher die Entwicklung eines schnellen und flexiblen
synthetischen Zugangs zum Brunsvicamid-Grundgerist. Nach der Totalsynthese des
Naturstoffs sollten weitere Analoga zur systematischen Untersuchung der

biologischen Aktivitaten dargestellt werden.

In der Literatur wurden bisher keine umfassenden Untersuchungen mittels
systematischer Variation der Aminosauresequenz beschrieben. Ebenso wenig
wurden Analoga hergestellt, bei denen die Stereochemie im Harnstoffteil variiert
wurde. Somit sollte die zu entwickelnde Synthese der verschiedenen Diastereomere
und Analoga einen wichtigen Beitrag zum Verstandnis der Struktur-Aktivitats-

Beziehung dieser interessanten Naturstoffklasse leisten.
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4  Spezieller Teil

4.1 Synthese

4.1.1 Retrosynthetische Analyse

Die retrosynthetische Zerlegung (Abbildung 18) des Brunsvicamid-Grundgeristes
(50) berucksichtigt, dass es sich um ein Hexapeptid handelt. Weiterhin kann das
Grundgerust in den 19-gliedrigen Ring und den Harnstoff unterteilt werden. Die
Spaltung der einzelnen Peptidbindungen fuhrt zu sechs Aminosaure- und einem C1-

Baustein.
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NH, NH,

NH o o
o HN RS‘Kf X0 4 RE
X
HoN
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HH H

Harnstoffblldung
Abbildung 18 Retrosynthetische Analyse des zyklisch verzweigten Makrozyklus.

Die Entwicklung einer Synthesestrategie gestaltet sich ungleich komplizierter: Der
Ringschlul® kénnte durch die KnlUpfung von funf verschiedenen Peptidbindungen
erfolgen. Jede dieser Makrolaktamisierungen kénnte in Losung oder an fester Phase
erfolgen, gleiches gilt fir die Synthese des Zyklisierungsvorlaufers. Die
Harnstoffsynthese konnte vor oder nach der Zyklisierung erfolgen und ebenfalls in

Ldsung oder an fester Phase durchgefuhrt werden.

4.1.2 Strategische Moglichkeiten

Vor dem Hintergrund der angestrebten Erzeugung einer Substanzsammlung
erscheint die Durchfiihrung von Syntheseschritten an fester Phase als vorteilhaft, da
diese in der Regel einen geringeren manuellen Arbeitsaufwand bedeuten und die
einfache Variation der Aminosauresequenz gestatten wurden. Durch die sehr
niedrigen Konzentrationen bei einer Makrolaktamisierung in Losung konnte das

Verhaltnis  zwischen intramolekularem Ringschlu® und intermolekularen
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Nebenreaktionen verbessert werden. Bei einem Ringschlul3 an fester Phase waren
die Variation der Beladung und die daraus resultierende Variation der effektiven
Konzentration fur die Zyklisierung, nur zu Beginn der Reaktionssequenz moglich. Zur
Betrachtung der sich bietenden strategischen Moglichkeiten sind mogliche

Synthesestrategien, Reaktionsfolgen und Ankerpunkte in Abbildung 19

zusammengefasst.
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Abbildung 19 Ubersicht méglicher Synthesestrategien, Reaktionsfolgen und Ankerpunkte.

Die Durchfihrung einer Harnstoffsynthese in Lésung mit jedem einzelnen vorab
dargestellten zyklischen Pentapeptid 51 scheint fur die Darstellung einer
Substanzsammlung wenig geeignet. Vielversprechend erscheint hingegen die
Darstellung des Harnstoffs 52 in Losung. Durch die Beladung von Polystyrolharzen
Uber zwei verschiedene Ankergruppen des Bausteins 52 und anschlieRende

Peptidsynthese an fester Phase waren die festphasengebundenen Hexapeptide 53
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und 54 zuganglich. 53 kdnnte abgespalten und 55 in Ldosung zyklisiert werden. Die
Zyklisierung von 54 an fester Phase kdonnte nach der Abspaltung einen direkten
Zugang zum Grundgerust 50 darstellen. Die Durchfihrung der Harnstoffsynthese in
Losung ermoglicht sowohl die einfache Beobachtung des Reaktionsfortschrittes als
auch die Aufreinigung des Rohproduktes. Nachteilig ware, dass flr jede Variation der
Aminosaure 6 ein neuer Baustein in Losung synthetisiert werden musste. Dagegen
wiurde eine Umsetzung von festphasengebundenen Aminosauren 56 mit den
Subtanzen 57 und 58 einen schnellen Zugang zu verschiedenen Harnstoffen 52

darstellen.

Die Etablierung einer Synthese fur einen vollstandig orthogonal geschutzten
Harnstoffbaustein 52 aus den Subtanzen 57 - 59 wirde also den Weg zur
Etablierung von gleich zwei synthetischen Zugangen zu den Brunsvicamiden ebnen.
Der moglicherweise kritische Schritt der Makrolaktamisierung konnte sowohl in
Lésung, als auch an fester Phase stattfinden. Die Mdglichkeit den Ringschluf® unter
verschiedenen Reaktionsbedingungen durchfihren zu kdonnen erscheint vorteilhaft.
Trotz vieler literaturbekannter Reaktionsbedingungen und Reagenzien fur

69, 17. 118 ist die Auswahl eines geeigneten linearen Vorlaufers von

ZykKlisierungen,
entscheidender Bedeutung.""® Die Zyklisierungsstelle zwischen dem Lysin und dem
Valin erscheint vielversprechend. Sie liegt zwar einerseits neben dem -verzweigten
und damit sterisch anspruchsvollen Valin aber andererseits gelten lineare
Pentapeptide bereits als gut geeignete Edukte fur Makrolaktamisierungen, wenn sie
den Ringschluss erleichternde Elemente wie z.B. eine D- oder N-methylierte
Aminosadure beinhalten.’® Weiterhin wurde eine derartige Zyklisierung bei dem
strukturell sehr dhnlichen Oscillamid Y bereits beschrieben.®® Dadurch Iasst sich eine

erfolgversprechende analoge Zyklisierung der Brunsvicamide erwarten.

Von entscheidender Bedeutung ist die Auswahl einer geeigneten Kombination von
drei Schutzgruppen fur 52. Da die Anforderungen an die Schutzgruppen des
Schliisselbausteins 52 sehr vielfaltig sind, sollen die Uberlegungen zur Auswahl einer
Kombination von drei vollstandig orthogonalen Schutzgruppen eingehend diskutiert

werden:
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Die Schutzgruppe Nr.1 (SG1) muss flr die Festphasenpeptidsynthese geeignet sein.
Die SG2 muss vor allem an fester Phase entfernt werden kénnen und SG3 muss
wahrend der Abspaltung von 53 und der Zyklisierung des offenkettigen Vorlaufers 55

intakt bleiben, sowie sich nach dem Ringschluss abspalten lassen (Abbildung 20).
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Abbildung 20 Betrachtung der potentiellen Anforderungen

an mogliche Schutzgruppen des Harnstoffbausteins.

Aus der Vielzahl etablierter Schutzgruppen scheint eine Kombination besonders
geeignet:"?' Fir das Amin in der Lysinseitenkette (SG1) wurde die Fmoc-Gruppe
ausgewahlt (Abbildung 21). Die Notwendigkeit der Entfernung von SG2 an fester
Phase lasst die Verwendung eines Allylesters als sinnvoll erscheinen, da dieser unter
milden Bedingungen Pd-katalysiert gespalten werden kann. Ein tert-Butylester als
SG3 bleibt bei der Abspaltung des offenkettigen Zyklisierungsvorlaufers 53 intakt und

kann nach der Zyklisierung in einer globalen Entschiitzung abgespalten werden.'?
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Abbildung 21 Auswahl der Schutzgruppen des Harnstoffs.

Die gewahlten Schutzgruppen (Abbildung 21) sind zueinander vollstandig orthogonal
und erlauben nach der Synthese von 61 in Losung die selektive Spaltung eines der
beiden Ester und die anschlieBende Beladung des Harzes. Weiterhin ermdglichen
sie die Synthese der offenkettigen Zyklisierungsvorlaufer unter Verwendung der

Fmoc-Strategie.

4.1.3 Synthesestrategie

Nach der ausfuhrlichen Betrachtung der strategischen Moglichkeiten wurde folgende

Synthesestrategie festgelegt (Abbildung 22):

Zuerst sollte die Synthese des Harnstoffs 61 in Losung, dann die Beladung der
polymeren Trager mit den freien Sauren erfolgen und so die festphasengebundenen

Harnstoffe 62 und 63 erhalten werden.

Es war geplant die offenkettigen Zyklisierungsvorlaufer 64 und 65 durch
Festphasenpeptidsynthese darzustellen, die Zyklisierungsstellen zu entschutzen und

den Ring an fester Phase bzw. in LOsung zu schlief3en.
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Abbildung 22 Ausgewéhlte synthetische Zugédnge zum Brunsvicamid A (18).

Diese Synthese wirde sowohl die Vorteile der Ldsungs- als auch der
Festphasenchemie ausnutzen: Die Synthese des Schlusselbausteins 61 und aller
hierfur bendtigten Vorstufen in Losung konnte analytisch effektiv verfolgt werden.
Zusatzlich ware jederzeit eine chromatographische Aufreinigung mdglich. Die
Knlpfung der Peptidbindungen an fester Phase wirde den Vorteil bieten, dass die
Aminosauresequenz spater einfach variiert werden kdnnte. Zu Bedenken ist der recht
hohe Aufwand der notwendig ware, die Aminosauren im Harnstoff spater zu
variieren. Gerade deswegen erscheint es vorteilhaft, dass ausgehend von nur einem
in Loésung dargestellten Baustein (61) gleich zwei unterschiedliche

Zyklisierungsvorlaufer (64, 65) erhalten werden konnten.

4.1.4 Auswahl synthetischer Aquivalente fiir die Harnstoffsynthese

Mogliche Reagenzien zur Darstellung des Harnstoffs 61 sind die Isocyanate 66
(Abbildung 23). 66a wurde bereits in der Konbamidsynthese von Schmidt et al.

benutzt.?® Eine andere Méglichkeit zur Darstellung der Carbamate 67 bietet die
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4-Nitrophenylchlorameisensaure, die bereits flur die Festphasensynthese von
Oligoharnstoff-peptidmimetica verwendet wurde.'® Hier wiirden die Isocyanate 66
durch Zugabe einer entsprechenden Base in situ erzeugt.'® Durch die Abspaltung
des 4-Nitrophenolats (68) tritt eine intensive Gelbfarbung auf, welche fur die

Verfolgung des Reaktionsfortschritts genutzt werden kann.
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Abbildung 23 Mégliche synthetische Aquivalente fiir 58.

4.1.5 Auswahl der Ankergruppe und des polymeren Tragers

Fur die Festphasenpeptidsynthese wurden Fmoc-Schutzgruppen ausgewanhlt
(Abbildung 21). Daher wurde eine basenstabile Ankergruppe fur den polymeren
Trager bendétigt. Die 2-Chlortritylchloridankergruppe (70) ist extrem saurelabil und
erlaubt damit die Abspaltung von 65 vom polymeren Trager ohne die Spaltung des
tert-Buytlesters oder eventuell vorhandener Schutzgruppen in offenkettigen

Vorlaufern fiir eine Zyklisierung in Lésung (Abbildung 24)."%°

LNH Fmoc

Me HN™ "0

@J&

OtBu

CI

70

Abbildung 24 2-Chlortritylchloridharz und

festphasengebundener tert-Butylester fiir eine Zyklisierung in Lésung.
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Nach der Bestatigung der Struktur und der initial gefundenen biologischen Aktivitaten
sollte die Synthese einer Substanzsammlung erfolgen. Fur die dann notwendige
Variation der Aminosauresequenz wirde sich die Verwendung der ,Split-and-pool-
Methode“ (siehe Kapitel 4.1.15) anbieten. Hierfur wird der verwendete polymere
Trager in IRORI MacroKans™ "2 (Abbildung 25) aufgeteilt. Die Polystyrolmatrix
kommerziell erhaltlicher Harze enthalt zur Quervernetzung ein oder zwei Prozent
Divinylbenzol: Zwei Prozent Quervernetzung bedeuten eine groflere mechanische
Stabilitdt, ein Prozent ein starkeres Aufquellen des Harzes in organischen
Lé')sungsmitteln.127 In den IRORI MacroKans™ ist das Harz vor mechanischen
Beanspruchungen gut geschitzt und weiterhin bedeutet ein starkeres Aufquellen
eine geringere raumliche Dichte der festphasengebundenen Zyklisierungsvorlaufer,
dies erscheint im Hinblick auf eine gewunschte intramolekulare Zyklisierung
vorteilhaft und flhrte zur Auswahl eines Polystyrolharzes mit einer geringen

Quervernetzung von einem Prozent.

Abbildung 25 IRORI MacroKan™, Deckel, RFID-tag und 250 mg Harz.

Die PorengroRe der IRORI MacroKans™ macht die Verwendung eines Harzes mit

'28)  notwendig. Andersfalls

einem gewissen Mindestdurchmesser (mesh size
verbleiben die Harzklgelchen wahrend der Festphasensynthese nicht vollstandig in
den Reaktoren und kdnnen damit bei der kombinatorischen Festphasensynthese
nicht weiter umgesetzt werden, da die raumliche Zuordnung zwischen
MacroKan™/RFID-tag und synthetisierter Verbindung verloren geht. Die kommerziell

erhaltlichen Harze weisen meistens eine Gro3e von 100-200 mesh (0.15 — 0.1 mm)
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auf. Das 2-Chlortritylchloridharz mit einem Prozent Quervernetzung war auf Anfrage
beim Hersteller auch in einer GréRenverteilung von 50-100 mesh (0.3 — 0.15 mm)

erhaltlich und war deswegen fur die folgenden Synthesen bestens geeignet.

4.1.6 Erlauterung zu unterschiedlicher Stereochemie

Im Rahmen dieser Arbeit sollte eine Strukturiberpriafung durch Totalsynthese
durchgefuhrt werden. Nach der Isolierung wurde aufgrund der geringen isolierten
Mengen fir das Lysin der BVA eine L-Konfiguration ermittelt. Fir die Abbildungen in
den Kapiteln 4.1.1 bis 4.1.5 (Abbildung 18 bis Abbildung 24) wurde durchgehend die
Darstellung des BVA A mit der, erst im Rahmen dieser Arbeit, als korrekt
identifizierten Stereochemie (D-Lysin) gewahlit. Die synthetischen Arbeiten begannen
jedoch unter Verwendung von Lysinbausteinen mit L-Konfiguration (Abbildung 27 bis
Abbildung 40).

4.1.7 Darstellung der Bausteine fiir die Harnstoffsynthese

Zuerst erfolgte die Umsetzung des L-Lysinbausteins 71 mit
4-Nitrophenolchloroformiat (39) in Anlehnung an eine Literaturvorschrift."® Hier
wurde die Base DIPEA verwendet: Eine intensive Gelbfarbung der Reaktionsldsung
zeigte die Eliminierung von 4-Nitrophenol (68) und die hier unerwiinschte Entstehung

des Isocyantes 72 an (Abbildung 26).

©

AO.__O
o AIO__O AIO_O . X0,
A & FmocHN 1 ————>  FmocHN NS ———— | FmocHN NS |k
f cl M, GN o N 5

NO, NO,

Abbildung 26 Synthese des N“-(4-Nitrophenyloxycarbonyl)-L-lysin-allylester (73):
a) 1 Aq. DIPEA (0 °C), abs. CH,Cl,, 2 h RT.

Pyridin als Base filhrte zu besseren Ergebnissen.®® Es war dadurch mdglich, die
unerwlinschte Bildung des Isocyantes 72 zu unterbinden und den N*-(4-
Nitrophenyloxycarbonyl)-L-lysin-allylester (73) in guten Ausbeuten zu erhalten
(Abbildung 27).
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Abbildung 27 Optimierte Synthese des N*-(4-Nitrophenyloxycarbonyl)-L-lysin-allylester (73):
a) 8 Aq. Pyridin (0 °C), abs. CH,Cl,, 2 h RT.

Die Synthese des N“(4-Nitrophenyloxycarbonyl)-L-isoleucin-tert-butylesters 74
erfolgte dann ebenfalls unter Verwendung von Pyridin als Base (Abbildung 28). Die
sich an die Umsetzung von 4-Nitrophenolchloroformiat (39) und L-Isoleucin-tert-
butylester (69) in Dichlormethan anschlieBende saulenchromatographische
Aufreinigung erwies sich als unproblematisch und das Produkt 74 wurde in sehr guter

Ausbeute (87 %) als farbloses Ol erhalten.

H
O,N (@]
| )L:o
: _> O N-=
H A

OtBu OtBu

74

Abbildung 28 Synthese des N“-(4-Nitrophenyloxycarbonyl)-L-isoleucin-tert-butylester (74):
a) 8 Aq. Pyridin, abs. CH,Cl,, 1 h, 0 °C, 16 h, RT.

Aufgrund des ungleich einfacheren synthetischen Zugangs zu dem
N®-4-Nitrophenolcarbamat des L-Isoleucin-tert-butylesters (74) wurde dieses fir die
Harnstoffsynthese in  Lésung verwendet (Kapitel 4.1.8). Mit dem
N°-4-Nitrophenolcarbamat des (Fmoc)-L-Lysin-allylesters (73) wurden die

Testreaktionen zur Harnstoffsynthese an fester Phase durchgefuhrt (Kapitel 4.1.10).

4.1.8 Harnstoffsynthese in Losung

Die Losungssynthese des Schlusselbausteins 75 (Abbildung 29) begann mit der
in situ Generierung des Isocyanates 66. Nach der Zugabe von DIPEA zu dem in
trockenem Dichlormethan, gelosten N“-(4-Nitrophenyloxycarbonyl)-L-isoleucin-tert-
butylester (74) zeigt eine sofort auftretende intensive Gelbfarbung die Bildung des

Isocyantes 66 an.
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Abbildung 29 Synthese des Schliiisselbausteins 75 und selektive Spaltung der Ester:
a) abs. CH,Cl,, 0 °C; 2 Aq. abs. DIPEA; b) abs. CH,Cl,, 1 h 0 °C, 16 h RT; ¢) 0.1 Aq.
Pd(PPhj3),,10 Aq. Dimedon, abs. THF, 90 min, RT; d) CH,Cl,:TFA 1:1, 3 h, RT.

Die selektive Spaltung des Allylesters 75 gelang unter Verwendung von
Pd(PPhs)s.'® Als Allylakzeptor dienten zuerst Triphenylsilan (77) spater Dimedon
(78). Die vollstandige Entfernung des Uberschuss an eingesetztem Triphenylsilan
erwies sich sowohl mittels Hochvakuum als auch durch Saulenchromatographie als
schwierig, wahrend das alternativ verwendete Diketon Dimedon (78) problemlos

abgetrennt werden konnte.

4.1.9 Beladung des Harzes mit Harnstoffbausteinen
Die Beladung des 2-Chlortritylchloridharzes (70, Abbildung 30) wurde zuerst analog
zur Literatur durchgefiihrt.”*® Allerdings wurde so nur eine Beladung von 0.1 mmol g’

erzielt.
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Abbildung 30 Beladung des polymeren Trdgers mit den in Lésung synthetisierten Harnstoffen:
a) i:1.2Aq.76 bzw. 79, 4.8 Aq. DIPEA, abs. CH,Cl,, 16 h;
b) ii: CH,Cl,/ MeOH /DIPEA (17:2:1, v/v), 30 min.

In Folge wurden die Reaktionszeit und die fur die Beladung verwendeten
Lésungsmittel optimiert. Die Verwendung von DMF oder einer Mischung aus DMF
und Dichlormethan erhdhte die Ausbeute der Reaktion nicht. Eine deutliche
Verlangerung der Reaktionszeiten auf 16 h verbesserte die Ausbeute auf 75 bzw.
82 %. Die festphasengebundenen Harnstoffe 62 und 63 konnten mit einer Beladung

von ca. 0.6 mmol g'1 erhalten werden.

Die im folgenden Absatz genannten Formeln sind in Kapitel 6.4.3 angegeben. Als
Grundlagen fiir die Berechnungen der Beladung (in mmol g™') von Harzen (Formel 6)
und Ausbeuten von Festphasenreaktionen (Formel 7 und

Formel 8) dienen die Bestimmung der Massendifferenz des Harzes vor und nach

einer Reaktion bzw. die Absorption einer DMF-Piperidin-Lésung (Fmoc-Test'?%).

4.1.10 Harnstoffsynthese an fester Phase

Zunachst wurden zur Harnstoffsynthese an fester Phase in Anlehnung an eine
Literaturvorschrift Testreaktionen durchgefiihrt.?® Die Synthese an fester Phase
begann mit der Beladung von 2-Chlortritylchloridharz, mit Fmoc-L-Isoleucin, der
Sn1-Mechanismus fur die Beladungen ist in Abbildung 31 dargestellt. Nach der
Deprotonierung der Aminosaure 80 durch DIPEA (81) erfolgt der nukleophile Angriff
des Carbonsaureanions 82 auf die 2-Chlortritylchloridankergruppe (70). Unter

Abspaltung von HCI entsteht der am Harz verankerte Ester (83).
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Abbildung 31 Sy 1-Mechanismus zur Beladung von 2-Chlortritylharz mit einem Fmoc-L-Isoleucin.

Die eigentliche Harnstoffsynthese an fester Phase (Abbildung 32) begann mit der
Entschitzung von 83 und dessen Umsetzung mit einem Uberschuss des in situ
erzeugten Isocyanats 72. Die bei der Zugabe von DIPEA zu 73 sofort auftretende
Gelbfarbung durch abgespaltenes 4-Nitrophenolat zeigte die Entstehung des
Isocyanates 72 an. Nach griindlichem Waschen des Harzes wurde ein Kaiser-Test'®"
auf freie Amine durchgefihrt. Die ausbleibende Blaufarbung zeigte die vollstandige
Umsetzung des freien Amins 84 an und die nach einer Testabspaltung (Kapitel 6.4.6)

durchgefiihrte Analyse mittels HPLC/MS zeigte die Entstehung des Produktes 62 an.

j & H
. ol . [ . AllO.__O o NO,
FrnocHN H + Cl O PS —_— FmocHN H FmocHN 2 )k
OH l 88 % [6N ] H N °
80 70

83 73

b ‘ quant. c ‘
All ) ¥
SPPS OO o A0 0
- d
~———  FmocHN 2 N)J\N 0 - N ° + FmocHN L .c°
- HH HH o H ﬁ N

62 84 72

Abbildung 32 Harnstoffsynthese an fester Phase:
a)i: 1.2 Aq. 80, 4.8 Aq. DIPEA, abs. CH,Cl,, RT, 2 h; ii: CH,Cl,/ MeOH / DIPEA (17:2:1, v/v), 30 min;
b) DMF:Piperidin (4:1), 15 min; ¢) 1 Aq. DIPEA, DMF ; d) 3 Aq. 73, DMF, RT, 3 h.

Bei der Abspaltung der Fmoc-Gruppe von 63 durch Zugabe von DMF:Piperidin trat
unerwartet eine intensive, fur das 4-Nitrophenolat (68) charakteristische Gelbfarbung
auf. Auch nach intensivem Waschen trat diese Gelbfarbung weiterhin auf, die
HPLC/MS Analyse nach Testabspaltungen zeigte keine Nebenprodukte an. Nach

Abschluss der Festphasensequenz wurde aber nur ein unldsliches Produkt erhalten.
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Aufgrund des erfolgreichen Einsatzes des in Lésung synthetisierten Harnstoffs wurde
der Ansatz der Harnstoffsynthese an fester Phase nicht weiterverfolgt, sondern die

Losungssynthese des vollstandig orthogonal geschutzten Harnstoffs 75 optimiert.

4.1.11 Darstellung der Zyklisierungsvorlaufer

Um die spatere kombinatorische Synthese einer Substanzbibliothek zu ermdglichen
bzw. die entsprechenden Reaktionsbedingungen zu erproben, erfolgte die
Festphasenpeptidsynthese der offenkettigen Peptide 85 (Abbildung 34) und 86
(Abbildung 35) in IRORI MacroKans™. Das Harz wurde auf mehrere IRORI
MacroKans™ aufgeteilt und diese jeweils in einem gemeinsamen Reaktionsgefald mit
Lésungsmittel bedeckt. Die Knlpfung der einzelnen Peptidbindungen erfolgte jeweils
mit den Kupplungsreagenzien DIC (87) und HOBt (88). Fur die Kupplung auf
N-methylierte  Aminosauren (89, 90) wurden die starker aktivierenden
Kupplungsreagenzien HATU (91) und HOALt (92) verwendet (Abbildung 33).

OH

( o N SN SN
N=C=N N LN, o L LN
) N NT N N2 PR NT N

OH O\</

N=

87 88 91 92

Abbildung 33 Verwendete Kupplungsreagenzien: DIC, HOBt, HATU, HOAL.

Wahrend der Synthesen der ersten Verbindungen wurde die Vollstandigkeit der
Peptidkupplungen nach dem Waschen der Harze mittels Kaiser-Test'' bzw. nach
der Kupplung auf die N-methylierten Amine 89 (Abbildung 34) und 90 (Abbildung 35)
mit dem Chloranil-Test'*

durchgefuhrt.

Uberpruft und gegebenenfalls Doppelkupplungen
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Abbildung 34 Synthese des Zyklisierungsvorléufers fiir die Makrolaktamisierung an fester Phase:
a) i: DMF/Piperidin 4:1; ii: 3 Aq. Fmoc-L-Phe, 3 Aq. DIC/HOBt, DMF, RT, 2 h; iii: DMF/Piperidin 4:1; iv:
3 Aq. Fmoc-L-NMe-Trp, 3 Aq. DIC/HOBt, DMF, RT, 2 h; v: DMF/Piperidin 4:1; b) i: 3 Aq. Fmoc-L-Leu,

3 Aq. HATU/HOAt, 6 Aq. DIPEA, DMF, RT, 3 h; ii: DMF/Piperidin 4:1; iii: 3 Aq. Fmoc-L-Val, 3 Aq.

DIC/HOBt, DMF, RT, 2 h; ¢) i: 0.05 Aq. Pd(PPh3),, 10 Aq. PhSO,Na, abs. DMF, RT, 16 h; ii:
DMF/Piperidin 4:1.

Ziel war es optimierte Kupplungsbedingungen zu finden, da das wiederholte
Waschen, Offnen, Testen und die Durchfiihrung von Doppelkupplungen bei der
kombinatorischen Festphasensynthese mit IRORI MacroKans™ eine deutliche
Verlangerung der Gesamtzeit der Synthese bedeutet. Bei der Verwendung von je
drei Aquivalenten Fmoc-geschitzter Aminosduren und Kupplungsreagenzien
(c = 150 mM) erwies sich eine Reaktionszeit von 2 h als stets ausreichend, um die N-
und C-terminal geschutzten, festphasengebundenen Hexapeptide 64 und 65 ohne
Doppelkupplungen zu erhalten. Eine Teilmenge der erhaltenen Produkte wurde vom
polymeren Trager abgespalten um mittels HPLC/MS bzw. NMR-Spektroskopie die
erfolgreiche Synthese der noch geschutzten Zyklisierungsvorlaufer 64 und 65

festzustellen.
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Abbildung 35 Synthese des Zyklisierungsvorléufers fiir die Makrolaktamisierung in Lésung:

a) i: DMF/Piperidin 4:1; ii: 3 Aq. Fmoc-L-Phe, 3 Aq. DIC/HOBt, DMF, RT, 2 h; iii: DMF/Piperidin
4:1; iv: 3 Aq. Fmoc-L-NMe-Trp, 3 Aq. DIC/HOBt, DMF, RT, 2 h; v: DMF/Piperidin 4:1; b) i: 3 Aq.
Fmoc-L-Leu, 3 Aq. HATU/HOAt, 6 Aq. DIPEA, DMF, RT, 3 h; ii: DMF/Piperidin 4:1; iii: 3 Aq. Fmoc-
L-lle, 3 Aq. DIC/HOBt, DMF, RT, 2 h; ¢c) DMF/Piperidin 4:1.

Im Anschluss an die Festphasenpetidsynthese erfolgte die Freisetzung der
Zyklisierungsstellen: Die Spaltung des C-terminalen Allylesters (64, Abbildung 34)
erfolgte unter Verwendung von Tetrakis-triphenylphosphin-Paladium'? (2.5 mM) und

Phenylsulfinsdure-Natriumsalz (93, 500 mM)."** Der Reaktionsmechanismus ist in

Abbildung 36 dargestellt.

- HOI i
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Abbildung 36 Mechanismus zur Pd(0) katalysierten Allylesterspaltung
- Freisetzung der Zyklisierungsstelle.

Pd(0) spaltet den Allylester 64 in Carbonsaureanion und Pd-Allylkomplex (94). Der
groRe Uberschuss an Phenylsulfinsdurenatriumsalz (93) dient als Akzeptor der das

Reaktionsgleichgewicht in Richtung der gewunschten Produkte verschiebt und die
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Allylibertragung auf andere Nukleophile unterbindet. Durch Waschen mit
Natriumdiethyldithiocarbamat (95) (0.5 % in DMF, 6 x 5 min) wurden Palladiumreste
vom Harz entfernt und die harzgebundene Carbonsdure 85 erhalten.®® Die
N-terminalen Fluorenylmethoxygruppen (64, Abbildung 34 und 65, Abbildung 35)
wurden mit 20 % Piperidin in DMF abgespalten.

4.1.12 Makrolaktamisierung an fester Phase

Fur die Ringschluf3reaktion an fester Phase wurden folgende Kupplungsreagenzien
bzw. deren Kombinationen erprobt: DIC/HOBt, DIC/CsFsOH, DIC, HATU/HOAt,
PyBrop (Abbildung 37). Das Harz mit dem offenkettigen Vorlaufer 85 (Abbildung 39)
wurde in DMF mit drei Aquivalenten (150 mM) der jeweiligen Kupplungsreagenzien
Uber Nacht geschuttelt. Die HPLC/MS Analyse nach Testabspaltung zeigte mit einer
Ausnahme die vollstandige Umsetzung des offenkettigen Eduktes (PyBrop ca 50 %)

zum gewunschten Produkt (98) und in geringen Mengen zum Dimer.

F
4( N, F F XN XN B S
N=C=N "N DR \ | N N—P= PFs
— N F oH NN /NE pre NN N
OH F o~ OH )
N=
87 88 96 84 85 97

Abbildung 37 Verwendete Kupplungsreagenzien:
DIC, HOBt, C¢Fs0H, HATU, HOAt, PyBrop.

Die Oligomerisierung ist die haufigste Nebenreaktion bei der Synthese zyklischer
Peptide. Anders als bei Zyklisierungen in Lésung ist ein Teil der Edukte, durch
Verankerung an verschiedenen Harzpartikeln (1, I, Abbildung 38), dauerhaft rdumlich
voneinander getrennt. Das Verhaltnis von inter- zu intramolekularen Reaktionen und
damit die Ausbeute sind unter anderem abhangig von der raumlichen Nahe der
offenkettigen Vorlaufer auf (85-ll, 85-lll) einem Harzpartikel (Il). Deswegen sollte
durch eine Verringerung der Beladung der intramolekulare Ringschluss begulnstigt

werden.
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Abbildung 38 Bildung von Di- oder Oligomeren bei der Zyklisierung an fester Phase.

Eine Verringerung der bei der Beladung des 2-Chlortrityl-polystyrolharzes (Beladung
mit der Ankergruppe 0.7 mmol g™') verwendeten Menge des Harnstoffs 79 (Abbildung
30) von 1.2 (30 mM) Uber 0.6 auf 0.3 Aquivalente fiihrte jedoch nicht zu héheren
Gesamtausbeuten an zyklisiertem Produkt 99 in Bezug auf 62 (in mg Produkt /
g Harz). Auch die Verwendung eines in Ldsung besonders stark aufquellenden
TentaGel-Harzes'® mit einer Ankergruppenbeladung von nur 0.25 mmol g~

verbesserte die Gesamtausbeuten nicht.

Im weiteren Verlauf ~ dieser  Arbeit wurden folgende optimierte
RingschluBbedingungen verwendet: 6 Aquivalente DIC/HOBt (300 mM) und 16 h
schiitteln in DMF (Abbildung 39). Die Verwendung von sechs Aquivalenten (300 mM)
Kuppl