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1. Einfuhrung

., A discipline buried by success “ titelte die Fachzeitschrift ,,Nature* im Mai 2001, als es um
die Frage ging, welche Wertschitzung der Chemie von der Gesellschaft und unter
Wissenschaftlern entgegengebracht wird.!"! Die Chemie wird heute als zentrale Wissenschaft
angesehen, die flr ihre Beitrdge zur positiven Entwicklung von Nachbardisziplinen wie der
Nanotechnologie, Medizin oder Biologie ein hohes MaB an Anerkennung verdient.”) So hat
gerade in der Biologie in den letzten zwanzig Jahren der Einsatz kleiner, gegen spezielle
Proteine gerichteter Molekiile dazu gefiihrt, dass komplexe biologische Vorgédnge nun besser
verstanden werden. Diese Art der Vorgehensweise wird oftmals mit den Schlagworten
,Chemische Biologie* oder ,,Chemische Genetik* umschrieben. !

Ein  wesentlicher Gegenstand solcher Untersuchungen stellt die biologische
Signaltransduktion dar. In die dabei ablaufenden Prozesse sind eine Vielzahl
unterschiedlicher Proteine eingebunden, von denen sich einige durch kovalent gebundene
Lipidreste auszeichnen.”™ Diese Lipidmodifizierungen sind in den meisten Fillen essenziell
fiir eine korrekte Funktion der betreffenden Proteine.””!

Prominente Vertreter dieser Substanzklasse sind die sogenannten Ras-Proteine.'” Sie sind in
Signaltransduktionskaskaden involviert, {iber die unter anderem das Zellwachstum und die
Zellteilung gesteuert werden. Durch Mutationen in den entsprechenden ras-Genen, die
Defekte in den Ras-Proteinen nach sich ziehen, kann diese Regulation gestort werden. In
30 % aller menschlichen Krebserkrankungen sind onkogene Formen der Ras-Proteine
beteiligt.!'"!

Unter den Lipidmodifizierungen, die bei Ras-Proteinen essenziell sind, befinden sich die
N-Myristoylierung terminaler Glycine, die S-Prenylierung terminaler sowie die
S-Palmitoylierung interner Cysteine.”) Wihrend die Mechanismen der Myristoylierung und
Prenylierung weitgehend verstanden sind,l'*'*! herrscht im Hinblick auf die molekulare
Maschinerie und Bedeutung der Palmitoylierung nach wie vor Forschungsbedarf.

Motiviert durch die kiirzlich erfolgte Charakterisierung der Acyl-Protein-Thioesterase 1
(APT1), einem Enzym, welches in der Lage ist, unter anderem das H-Ras-Protein zu

depalmitoylieren,!"!

sollten im Rahmen der vorliegenden Arbeit potenzielle Inhibitoren der
APT1 synthetisiert und in biologischen Untersuchungen evaluiert werden. Dies kdnnte neue
Erkenntnisse beziiglich der physiologischen Bedeutung der Palmitoylierung von

Signalproteinen liefern.
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2. Allgemeiner Teil

2.1. Lipidierung von Signalproteinen

2.1.1. Arten und Vorkommen von Lipidmodifizierungen

Die kovalente Ankniipfung von Lipidresten an Proteine wurde erstmals 1951 am
Gehirnprotein Myelin beobachtet.') Im Gegensatz zur Glycosylierung und Phosphory-
lierung riickte die Lipidierung von Proteinen allerdings erst seit den achtziger Jahren verstérkt
in den Fokus des wissenschaftlichen Interesses. Inzwischen unterscheidet man folgende

Lipidmodifizierungen (Abbildung 1):!

e Die N-Myristoylierung, bei der die unverzweigte C4-Fettsdure amidisch an die
Aminogruppe eines N-terminalen Glycins gebunden ist.

e Die S-Palmitoylierung, bei der die Cj¢-Fettsdure als Thioester an ein nicht terminales
Cystein eines Proteins gebunden ist.

e Die Prenylierung, bei der ein terpenoider Farnesyl- (Cs) oder Geranylgeranylrest (Cyo) als
Thioether an ein Cystein am oder nahe des C-Terminus eines Proteins gekniipft ist.

e Die Veresterung der C-terminalen Aminosdure eines Proteins mit Cholesterin.

y O y O 4 O

H N H
E H z
s~ s
O
Myristoyl Palmitoyl n = 1: Farnesyl

n = 2: Geranylgeranyl

Abbildung 1: Bekannte Lipidmodifizierungen von Proteinen.
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Die N-Mpyristoylierung von Proteinen geschieht kotranslational, nachdem die
Initiatoraminosdure Methionin am Aminoterminus durch eine Methionylaminopeptidase
entfernt wurde."? Die Ubertragung der Fettsdureeinheit erfolgt anschlieBend durch die
N-Myristoylproteintransferase (NMT) hochspezifisch auf die Aminofunktion eines N-
terminalen Glycins der Konsensussequenz GXXXS- (G steht hierbei fiir Glycin, X fiir eine
beliebige Aminosiure und S fiir Serin).!'*'”! Beispiele myristoylierter Peptide stellen die
a-Untereinheiten heterotrimerer G-Proteine dar. Durch Ausbildung der unter physiologischen
Bedingungen stabilen Amidbindung ist die N-Myristoylierung irreversibel.

Die Prenylierung erfolgt posttranslational an den Rohproteinen, die carboxyterminal spezielle
Erkennungssequenzen tragen. So werden nur solche Proteine prenyliert, die C-terminal ein
-CAAX, -CC, -CXC oder -CCXX-Motiv tragen.[lg’w] Hierbei steht C fiir Cystein, A fiir eine
aliphatische und X fiir eine beliebige Aminosdure. Im Fall der -CAAX-Sequenz, wie sie bei
Ras-Proteinen auftritt, wird anhand von X die Art der Prenylierung festgelegt. Ist X gleich
Serin, Methionin oder Glutamin wird das Cystein durch die entsprechende
Farnesylproteintransferase (FPT) farnesyliert. Im Fall von X gleich Leucin {iibertrigt die
Geranylgeranylproteintransferase I (GGPT 1) den dazugehorigen Prenylrest auf die
Thiolfunktion. AnschlieBend wird die AAX-Sequenz proteolytisch abgebaut und der
Carboxyterminus durch die Prenylcysteincarboxymethyltransferase (pcCMT)
carboxymethyliert. Bei den -CC, -CXC und -CCXX-Erkennungssequenzen, die bei der
Familie der Rab-Proteine angetroffen werden, libertridgt die Geranylgeranylproteintransferase
IT (GGPT II oder auch Rab-GGPT) den Geranylgeranylrest auf beide Cysteine. Wéhrend bei
Rab-Proteinen mit -CC oder -CCXX-Motiv der C-Terminus unverdndert als Carboxylat
verbleibt, erfolgt beim -CXC-Motiv ebenfalls eine Carboxymethylierung.*”! Da die Lipidreste
als Thioether angebunden werden, ist die Prenylierung ebenso irreversibel wie die N-
Myristoylierung.

Als eine weitere, noch wenig erforschte Lipidmodifizierung wurde 1996 bei der aktiven Form
des Hedgehog-Proteins das an den Carboxyterminus des Proteins als Ester verkniipfte
Cholesterin identifiziert.*"

Die S-Palmitoylierung von Proteinen ist nicht an spezielle Erkennungssequenzen gebunden
und der Mechanismus dieser Lipidmodifizierung ist noch weitgehend ungeklirt. Verschiedene

[22-27]

Befunde sprechen fiir eine enzymatische Ubertragung des Fettsiurerestes , allerdings

[28,29

laufen Palmitoylierungen in vitro auch unter nichtenzymatischen Bedingungen ab I Diese

Art der Modifizierung ist im Gegensatz zu allen anderen vorgestellten Lipidierungen unter
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physiologischen Bedingungen reversibel. In Abschnitt 2.2. werden unterschiedliche derzeit

diskutierte Theorien zur Palmitoylierung von Proteinen vorgestellt werden.

2.1.2. Funktionen der Lipidmodifizierungen

Zurzeit kennt man zwei verschiedene Funktionen der Lipidmodifizierungen. Es wird sowohl
die Membranassoziation von Proteinen reguliert als auch ein direkter Einfluss auf Protein-
Protein-Wechselwirkungen diskutiert.”!

Durch die Anbindung von Lipidresten wird zweifelsohne die Hydrophobizitdt eines Proteins
erhoht. Die Ankniipfung einer Myristoyl- bzw. Prenylgruppe verleiht den Proteinen eine
malige Membrangingigkeit sowohl fiir die Zellmembran als auch fiir die Membranen von
Zellorganellen. Durch die Einfiihrung zusétzlicher Palmitoylgruppen wird eine feste
Membranassoziation erreicht. Doppel- oder Mehrfachlipidierungen treten zum Beispiel bei
den a-Untereinheiten heterotrimerer G-Proteine und bei Ras-Proteinen auf. Fiir die
Palmitoylierung solcher mehrfach lipidierter Proteine ist dabei das Vorhandensein einer
Myristoyl- bzw. einer Prenylgruppe essenziell.”

Eine feste Membranassoziation kann aber auch, wie im Fall des K-Ras-4B-Proteins, durch
eine Polylysindoméne nahe des C-Terminus erreicht werden. Hier interagieren die positiv
geladenen Aminogruppen der Lysine mit den Phosphatgruppen der Lipiddoppelschicht.[3o]
Palmitoylierung tritt auch bei Proteinen auf, die in die Membran eingelagert sind, zum
Beispiel bei vielen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR). Durch die Palmitoylierung
wird in diesen Fillen eine feste Membranassoziation bestimmter Proteinabschnitte erreicht.”*"!
Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass die Palmitoylierung auch Beitrdge zur Lokalisierung
unterschiedlicher Ras-Proteine in verschiedenen Mikrodominen der Plasmamembran
leistet.*?) Hierbei werden H- und N-Ras nach ihrer posttranslationalen Modifikation iiber den
exocytischen sekretorischen Weg zur Plasmamembran geschleust. Dort wechseln sie in einem
GTP-regulierten Gleichgewicht zwischen ungeordneten Plasmamembran-Bereichen und
sogenannten ,,lipid-rafts* hin und her. K-Ras hingegen wird am Golgi-Apparat vorbei iiber
einen bislang unbekannten Weg ausschlielich zu ungeordneten Membranbereichen
verbracht.”? Diese Beobachtungen konnten eine Erklarung fiir die biologischen Unterschiede
der ansonsten hochkonservierten Ras-Proteine liefern.

Neben der Regulierung der Membranassoziation gibt es auch Hinweise auf die Beeinflussung

von Protein-Protein-Wechselwirkungen durch die Lipidmodifizierungen.”® Durch ihre
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Membranlokalisierung kommen bestimmte Proteine in rdumliche Néhe zueinander, sodass
mit der Erhohung der lokalen Konzentration die gegenseitige Erkennung und Interaktion
verstirkt werden kann.”! Solche Effekte konnen auch direkt durch Wechselwirkung der
Lipidreste der Proteine selbst hervorgerufen werden. Beispielsweise wurde gezeigt, dass bei
bestimmten heterotrimeren G-Proteinen durch das Fehlen von Lipidresten bzw. moglichen
Lipidierungstellen die gegenseitige Interaktion gestort wird."*”!

Ein direkter Hinweis auf die Beteiligung des Farnesylrestes an der Protein-Protein-
Wechselwirkung konnte am Ras2-Protein aus Hefe gezeigt werden. Das farnesylierte Protein
zeigt gegeniiber dem nichtfarnesylierten eine etwa 100-fach hohere Affinitit fiir die
Adenylatcyclase, wobei als Ursache dieses Effekts die Membranrekrutierung allein
ausgeschlossen werden kann.**

Auch bei bestimmten G-Protein-gekoppelten Rezeptoren konnte die Bedeutung der
Palmitoylierung auf die Protein-Protein-Wechselwirkung gezeigt werden.* So wurden
Hinweise fiir eine direkte Einflussnahme der Lipidgruppe auf die Interaktion zwischen
Rezeptor und Effektor gefunden.®® In anderen Fillen konnte eine Auswirkung auf die
Phosphorylierung des Rezeptors gezeigt werden, welche hier die Protein-Protein-

Wechselwirkung reguliert.”®”!

2.2. Mechanismen der Palmitoylierung von Signalproteinen

Die reversible Modifizierung mit Palmitat ist ein Merkmal vieler Signalproteine, die mit der
cytoplasmatischen Seite der Plasmamembran assoziiert sind.””! Unter diesen Proteinen
befinden sich «-Untereinheiten von G-Proteinen, Kinasen aus der Src-Familie sowie
verschiedene Ras-Proteine. Palmitat oder auch andere langkettige Fettsduren werden hierbei
als Thioester an die Sulthydrylgruppe eines Cysteins gekniipft. Da die Thioacylierung
aufgrund dieser Verkniipfungsweise ein reversibler Prozess ist, konnten dynamische
Acylierungs-/Deacylierungscyclen eine regulatorische Funktion in der Signaltransduktion
besitzen. Die Thioacylierung von Signalproteinen trigt, wie schon erwidhnt, zur
Membranassoziation und Protein-Protein-Wechselwirkung bei; die Mechanismen dieser
Modifizierung sind jedoch vollig unklar. Die Frage, ob es sich hierbei um einen
enzymatischen oder nichtenzymatischen Prozess handelt, blieb bislang unbeantwortet. In den

folgenden Abschnitten soll daher der Stand der aktuellen Diskussion beleuchtet werden.
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2.2.1. Enzymatische Palmitoylierung / Depalmitoylierung von Signalproteinen

Protein-Acyltransferasen

In verschiedenen Arbeitsgruppen wurden Protein-Acyltransferase-(PAT)-Aktivititen unter
Zuhilfenahme von Signalproteinen als Substrate charakterisiert. Darunter finden sich das
Protein p59”".*4 Ras®**) sowie heterotrimere G-Proteine.*® Die PAT-Aktivititen, die fiir
Acylierung von p59”" und G, beschrieben wurden, besitzen einige Gemeinsamkeiten. IThre
Substratspezifitit zeichnet sich durch eine Préiferenz fiir myristoylierte Proteine sowie flir

24260 Riir die Isolierung beider Enzyme war die Verwendung von

langkettige Acyl-CoAs aus.!
Detergenzien notwendig. Die Transferase-Aktivitit im G-Protein-Fall wurde hierbei in der
Plasmamembranfraktion von Rattenleber gefunden, was mit ihrer mutmaBlichen Rolle in der
Modulation der Funktion der G-Proteine einhergeht. Die Lokalisierung im Falle des Fyn-
Proteins wurde nicht bestimmt. Leider konnte in beiden Féllen nur eine partielle Reinigung
der Acyltransferase-Aktivititen erreicht werden, sodass weitere Studien beziiglich der
Identitét und physiologischen Bedeutung der beiden Enzyme nétig sind.

Eine Protein-Acyltransferase, die H-Ras als Substrat akzeptiert, wurde in Rattenleber-
Mikrosomen gefunden.”) Nach Sequenzierung wurde dieses Enzym jedoch als peroxysomale
Thiolase A identifiziert, ein Enzym das in die Fettsdure-B-Oxidation involviert ist.*”! Eine
Beteiligung dieses Enzyms in der Palmitoylierung von Ras scheint daher unwahrscheinlich zu
sein.

Die 16slichen Proteine p260/270 aus Bombyx mori sind in der Lage, Palmitat auf synthetische
Peptide der C-terminalen Region von Drosophila-ras] und -ras2-Sequenzen zu iibertragen.*®!
Diese Transferase-Aktivitdten scheinen jedoch nicht physiologisch relevant zu sein, da keine
Abhingigkeit von einer vorherigen Prenylierung besteht, was fiir eine Palmitoylierung in vivo
charakteristisch wire.”’

Unter Zuhilfenahme von Spectrin als Substrat konnte eine Protein-Palmitoyltransferase aus
roten Blutzellen zu scheinbarer Homogenitit gereinigt werden.*”! Die enzymatische Aktivitit
fand sich in den Membranen und resultierte nach 86facher Reinigung in einer einzelnen 70
kDa-Bande im SDS-PAGE-Gel. Es wurde jedoch keine Sequenzierung dieses Enzyms
vorgenommen. Es bleibt daher weiter unklar, ob das isolierte Protein intrinsische PAT-
Aktivitét besitzt.

Die bisherigen Ergebnisse lassen die folgende Hypothese fiir die Palmitoylierung von

Signalproteinen der inneren Plasmamembran zu (Abbildung 2): Einerseits konnten

Signalproteine, wie hier an H-Ras gezeigt, nach erfolgter Prozessierung im
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Endoplasmatischen Retikulum (ER) an die Plasmamembran gelangen, um von einer dort
lokalisierten Palmitoyltransferase palmitoyliert zu werden. Andererseits konnte eine
Palmitoylierung auch direkt im Anschluss an die Modifizierungen im ER erfolgen, worauthin
das Protein iiber den Golgi-Apparat durch vesikuldren Transport an die Innenseite der
Plasmamembran gelangt. Beiden Vorgingen wiirde sich dann eine Aktivierung der

Signalkaskade anschlief3en.

Plasmamembran

S \

PalCoA
%9 .
Transport zur %
Plasmamembran : ¢
Golgi
c-OM PalCoA o a °
3 Signal-Kaskade
S 4

>
>

aaXx

Endoplasmatisches
Retikulum

Abbildung 2: Hypothese fiir die enzymatische Palmitoylierung von Signalproteinen.

Palmitoyl- / Acyl-Protein-Thioesterasen

Ein weiteres Feld der Enzymologie der Proteinpalmitoylierung stellen verschiedenene
charakterisierte Thioesterasen dar. So konnte eine Palmitoyl-Protein-Thioesterase (PPT1) aus
Rattenleber isoliert werden, die H-Ras und G,-Untereinheiten deacyliert.l*!) Nachfolgende
Untersuchungen ergaben, dass dieses Enzym in Lysosomen lokalisiert und somit fiir die
Deacylierung von Signalproteinen an der Plasmamembran wahrscheinlich nicht relevant
ist.*”) Eine zweite lysosomale Thioesterase (PPT2) mit unterschiedlicher Substratspezifitit
konnte spiter ebenfalls isoliert und charakterisiert werden.[*!

Ein neuer Kanditat fiir ein Regulationsenzym von palmitoylierten Signalproteinen wurde

1996 identifiziert. Aus dem Cytosol von Rattenleber konnte das Enzym Acyl-Protein-
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Thioesterase 1 (APT1) isoliert werden." Dieses Enzym katalysiert die Depalmitoylierung
von a-Untereinheiten hetreotrimerer G-Proteine sowie von H-Ras. APT1 wurde bereits friiher
als Lysophospholipase isoliert™* und Orthologe davon wurden in verschiedenen Organismen
wie Saccharomyces cerevisiae oder Caenorhabditis elegans entdeckt. Als Substrate bevorzugt
dieses Enzym acylierte Proteine. In Sdugetierzellen, die eine stabile Expression von APTI
zeigen, ist die Geschwindigkeit der Depalmitoylierung von Gy, signifikant hoher als bei
Kontrollzellen. Diese Tatsache deutet auf eine erhebliche biologische Relevanz dieses

Enzyms hin.

2.2.2. Autoacylierung von Signalproteinen

Versuche, Palmitoyltransferase-Aktivititen aus biologischen Systemen zu isolieren, wurden
von vielen Seiten unternommen, jedoch bisher ohne durchschlagenden Erfolg (vgl. Abschnitt
2.2.1.) Die Tatsache jedoch, dass einfache, nichtenzymatische Acylierungen in vitro
beobachtet werden konnten, leisteten der Vermutung Vorschub, dass die in vivo-
Palmitoylierung von Signalproteinen ein nicht-enzymatischer Prozess sein konnte.

Schon 1987 konnte gezeigt werden, dass der Transfer einer Palmitoylgruppe von Palmitoyl-
CoA auf Rhodopsin®! oder auf das Hauptproteolipid von Myelin*? nichtenzymatisch
erfolgen kann. Ebenso fand man wenige Jahre spiter, dass lipidmodifizierte, cysteinhaltige
Peptide in vitro effizient S-acyliert werden, wenn sie Palmitoyl-CoA in Liposomen ausgesetzt
werden.[*’]

Einer anderen Arbeitsgruppe gelang es, in vitro myristoylierte o-Untereinheiten von G-
Proteinen schnell und stochiometrisch mit Palmitoyl-CoA auf nichtenzymatischem Wege zu

(28] Die Reaktion fand am entsprechenden Cystein unter physiologischen

acylieren.
Temperatur- und pH-Bedingungen statt. Die Ergebnisse der in vitro-Reaktion waren
erstaunlicherweise denen sehr dhnlich, die mit einer G-Protein-Palmitoyltransferase-Aktivitét
aus Rinderhirn in vivo erzielt wurden.”® Die Palmitoylierung war hierbei abhingig von dem
Vorhandensein eines intakten Proteinsubstrats mit vorheriger Myristoylierung, auflerdem
konnte eine Beschleunigung der Acylierung in Anwesenheit der Py-Untereinheiten auf das
Fiinffache festgestellt werden.

Kiirzlich wurde die nichtenzymatische Palmitoylierung eines myristoylierten Peptids mit der

N-terminalen Sequenz der p62'“-Protein-Tyrosin-Kinase aus der Familie der Src-Kinasen

beschrieben.”! Es wurde beobachtet, dass, wie im Fall der G-Protein-Untereinheiten, mit
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steigendem pH-Wert und Konzentration an Palmitoyl-CoA und Peptid sowie ldngerer Dauer
auch die nichtenzymatische Reaktion zunimmt. Auflerdem wurde festgestellt, dass nach
Zugabe von subzelluldren Fraktionen aus COS-Zellen, die eine Acyltransferase-Aktivitat
beinhalten,”” keine Beschleunigung der Acylierungsreaktion erfolgte.

Eine ebenfalls nichtenzymatische Palmitoylierung konnte fiir das synaptosomale Protein
SNAP-25 in vitro gezeigt werden. Hierbei musste SNAP-25 jedoch durch Interaktion mit
seinem physiologischen Bindungspartner, dem SNARE-Protein Syntaxin 1, aktiviert
werden.[**]

Eine weitere Stufe der Komplexitédt der Autoacylierungshypothese wurde mit Studien an dem
Acyl-CoA-bindenden Protein (ACBP) erreicht.*”) Das in Zellen redundant vorkommende
ACBP bindet langkettige zelluldre Acyl-CoA-Verbindungen, wie etwa Palmitoyl-CoA. Fiir
die in vivo-Palmitoylierung wiirde dies bedeuten, dass die verfligbare cytosolische
Konzentration an Palmitoyl-CoA im femtomolaren Bereich fiir eine nichtenzymatische

[

Reaktion zu niedrig wire.°*>" In der Tat wurde die Autoacylierung von G-Protein-o.-

Untereinheiten bei Anwesenheit von ACBP zu 90 9% inhibiert. Die entsprechende
enzymatische Reaktion war noch zu etwa 50 % prisent.[*”’

Diese Daten lassen den Schluss zu, dass cytosolische Proteine aufgrund der zu geringen
Verfligbarkeit an freiem Palmitoyl-CoA in vivo nicht einfach autoacyliert werden kénnen. Die
einzige verfligbare Acyl-CoA-Quelle befindet sich in den Zellmembranen. Aufgrund dieser
Erkenntnisse wurden Modelle fiir die in vitro- sowie die in vivo-Autoacylierung von Proteinen
entwickelt (Abbildungen 3 und 4).*

In vitro konnte eine vorhandene Farnesyl-, Geranylgeranyl- oder Myristoylgruppe eine zu ihr
parallele Orientierung der Palmitoyl-CoA-Kette vermitteln. Die wiirde eine chemische
Ubertragung des Acylrests auf ein sich in der Nachbarschaft befindliches Cystein
ermdglichen (Abbildung 3).

In vivo wiirden Proteine, die nach ihrer Prozessierung im Endoplasmatischen Retikulum zur
Membranassoziation fahig sind, mit diesen interagieren und mit dem dort verfiigbaren
Palmitoyl-CoA reagieren (Abbildung 4). Immerhin sind in Zellen 10 % des verfiigbaren

| Hierbei wiirden nur Proteine

Palmitoyl-CoAs an der Plasmamembran lokalisiert.l*’
palmitoyliert, die auBler einer membranbindenden Einheit, wie Myristoyl-, Farnesyl- oder
Geranylgeranylreste sowie Polylysindoménen auch ein oder mehrere Cysteine in richtiger
Orientierung und annehmbarem Abstand in Richtung Acyl-CoA présentieren, wie es hier am
Beispiel von H-Ras gezeigt ist. Dies wire im Einklang mit den Merkmalen der

[39]

Palmitoylierung in vivo. Die Acyl-Protein-Thioesterase 1 (APT1) konnte bei der
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Deacylierung der modifizierten Proteine und der damit verbundenen Regulation

palmitoylierter Signalproteine eine bedeutende Funktion tibernehmen.

NH,
OHO . . H-Ras
H \‘ H H
BHECRE GRS 0
%~ N NsH Ng\F = =
M sH S\ COA(S)\?]/\/\/\/\/\/\/\/
N )
CoAS
U\ﬂ/\/\/\/\/\/\/\/
(0]
l-ZHSCOA
NH,
H-Ras
OHO (0] (0]
H W H H
H\)OJ\Oj/N\E)J\”/\n/N\E)J\”/\H/N\E)J\O/
%%/N N7 N SN 0 Ng ™ F — =

Abbildung 3: Hypothese fiir die in vitro-Autoacylierung von Proteinen.

Die Frage, ob der Mechanismus der Palmitoylierung in vivo enzymatischer oder
nichtenzymatischer Natur ist, ldsst sich erst dann beantworten, wenn nach Isolierung,
Sequenzierung und Klonierung ein Enzym gefunden wird, welches eindeutig eine
Palmitoyltransferase-Aktivitét zeigt.

Kennt man dessen Gen, wire der finale Beweis ein entsprechendes Knock-Out-Experiment
mit einhergehendem Ausbleiben der Protein-S-Acylierung. Solange jedoch ein solcher
Kandidat nicht zweifelsfrei gefunden wurde, sollte die Madoglichkeit, dass die
nichtenzymatische S-Acylierung ein wichtiges in vivo-Phidnomen darstellt, jederzeit in
Betracht gezogen werden. Hierbei wire das regulierende Element die enzymatische

Deacylierung, wofiir die Acyl-Protein-Thioesterase 1 durchaus in Frage kommen konnte.*
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Plasmamembran .
)}F oJ 3
S S S

CoRS CoAS"— ok - G-C-M-8-C-L-C-OMe
c Mo
?
;
PalOH

Endoplasmatisches
Retikulum

Abbildung 4: Hypothese fiir die in vivo-Autoacylierung von Proteinen.

2.3. Das Enzym Acyl-Protein-Thioesterase 1

Das Enzym Acyl-Protein-Thioesterase 1 wurde aus dem Cytosol von Rattenleber isoliert und

charakterisiert..'* Es handelt sich um ein Protein der molekularen Masse von 25 kDa, welches

bereits zuvor als Lysophospholipase ebenfalls in Rattenleber identifiziert werden konnte.[*¥

Das Enzym wird in samtlichen bislang untersuchten Sdugetier-Zelltypen exprimiert und
Homologe davon wurden auch in niederen Organismen wie Saccharomyces cerevisiae und
Caenorhabditis  elegans  gefunden.*  Bisher wurden verschiedene Studien zur

Substratspezifitit der APT1 unternommen!'***°]

[54]

und kiirzlich gelang sogar die Losung einer

Kristallstruktur des Enzyms.
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2.3.1. Substratspezifitat der APT1

Nach der Isolierung und Charakterisierung der Acyl-Protein-Thioesterase 1 konnte von
verschiedenen Arbeitsgruppen gezeigt werden, dass das Enzym in der Lage ist, sowohl in
vitro als auch in vivo palmitoylierte Signalproteine zu deacylieren. Darunter befinden sich a-
Untereinheiten von G-Proteinen, H-Ras, die Endothel-Stickstoffmonoxid-Synthase sowie
verschiedene virale Glycoproteine.

Beim Vergleich der katalytischen Effizienz des Enzyms gegeniiber Gjo;-Untereinheiten bzw.
H-Ras und dem Substrat der Lysophospholipase-Aktivitit, Lysophosphatidylcholin, konnte
festgestellt werden, dass im Falle der Palmitoyl-Protein-Substrate die Effizienz etwa 200mal
héher war als fiir Lysophosphatidylcholin.'*! Dies ist ein Beleg dafiir, dass zumindest in vitro
acylierte Proteine die bevorzugten Substrate fiir die APT1 darstellen. Um ein Gefiihl fiir die
Substrat-Spezifitit in vivo zu bekommen, wurden Untersuchungen an transfizierten HEK293-
Zellen unternommen, die eine stabile APTI1-Expression zeigten. Aus den Experimenten
resultierte, dass die Acyl-Protein-Thioesterase 1 auch in vivo in der Lage ist, Gso-
Untereinheiten zu depalmitoylieren.!'

In weiteren Untersuchungen konnte bewiesen werden, dass die APT1 die Depalmitoylierung
der Endothel-Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) reguliert.”* Sowohl bei der Koexpression
von APT1 und eNOS in COS-7-Zellen in situ, als auch bei Versuchen, mit eNOS und
isolierter APT1 in vitro konnte eine Beschleunigung der Depalmitoylierung von eNOS
beobachtet werden. Diese wird durch Ca®’-Calmodulin (CaM), einem allosterischen Aktivator
von eNOS, noch potenziert. Im Gegensatz dazu scheint Caveolin, ein palmitoyliertes
Membranprotein, kein Substrat fiir die Acyl-Protein-Thioesterase 1 darzustellen."””

In Studien an viralen Glycoproteinen konnte gezeigt werden, dass APT1 eine schnelle und
effiziente Depalmitoylierung unterschiedleicher Virusproteine bewirkt. Hierunter befinden
sich ein G-Protein aus dem vesikularen Stomatitisvirus, Himagglutinin-Proteine aus dem
Influenza-A- und -C-Virus sowie dem Protein E2 des Semikli-Forest-Virus (SFV).”*! Im
Gegensatz dazu zeigte das entsprechende El1-Protein aus SFV eine Resistenz gegen die
APT1-Aktivitit.

Bei Untersuchungen zur subzelluldren Lokalisierung der Lysophospholipase bzw. Acyl-
Protein-Thioesterase 1 an menschlichen WISH-Zellen wurde festgestellt, dass sich das Enzym
hauptsdchlich am Endoplasmatischen Retikulum, dem Ort der posttranslationalen

Prozessierung von Ras-Proteinen, sowie an der AuBenhiille des Zellkerns befindet.>
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Alle gezeigten Ergebnisse lassen auf eine physiologische Bedeutung der Acyl-Protein-

Thioesterase 1 bei der Regulierung der posttranslationalen Palmitoylierung schlieen.

2.3.2. Struktur und Mechanismus der APT1

Kiirzlich gelang es einer Arbeitsgruppe, nach Uberexpression in E. coli und anschlieBender
Aufreinigung eine Kristallstruktur der menschlichen APT1 zu erhalten.’

Das Enzym Acyl-Protein-Thioesterase 1 ist ein Mitglied der Familie der ubiquitdren o/f3-
Hydrolasen. Es =zeigt hierbei eine ausgeprigte strukturelle Ahnlichkeit mit einer
Carboxylesterase aus Pseudomonas fluorescens (Cpf).”® Durch Sequenzvergleiche konnte
festgestellt werden, dass mindestens 34 eindeutige Homologe dieses Enzyms in
unterschiedlichsten Organismen existieren. Darunter sind unter anderem der Mensch,
Schistosoma mansoni, Drosophila melanogaster, Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis
elegans, Arabidopsis thaliana sowie Mycobacterium leprea.™

Mit wenigen Ausnahmen sind o/f-Hydrolasen monomere Enzyme, wobei die homodimere
Variante Cpf aus Pseudomonas fluorescens eine Ausnahme darstellt. So zeigte sich auch bei
der APT1 eine homodimerische Struktur. Hierbei ist es wichtig zu erwihnen, dass der Zugang
zu beiden aktiven Zentren durch die Dimerisierung stark eingeschrankt wird. Die Grenzflache
zwischen beiden Enzymhilften bildet einen recht groBen Hohlraum von etwa 200 A®, der mit
mindestens zehn geordneten Wassermolekiilen gefiillt ist. Hierdurch sollte die
Dissoziationskonstante beider Dimerhélften im Vergleich zu anderen Homodimeren erhoht
werden. Dies konnte auf einen Regulationsmechanismus beziiglich der Substratspezifitit
hindeuten."**!

Das aktive Zentrum beherbergt eine katalytische Triade aus Ser-114, His-203 und Asp-169,
wie es fiir Serin-abhidngige Hydrolasen {iblich ist. In Abbildung 5 ist der wahrscheinliche
Mechanismus der Depalmitoylierung durch APT1 dargestellt. Der Einfachheit halber ist nur
Ser-114 dargestellt. Zunéchst findet eine Transacylierung des Palmitoylrestes vom Substrat
auf die APT1 statt. Hierbei fungiert Ser-114 als Nukleophil, wobei eine Aktivierung durch die
Diade Asp-His stattfindet, die eine Protonensenke darstellt. Es bildet sich im
Ubergangszustand ein tetrahedrales Intermediat aus, welches dann unter Freisetzung der
Sulthydylgruppe am Substrat in ein Acyl-Enzym-Intermediat iibergeht. Dieser Ester wird nun

seinerseits von einem durch Asp-His aktivierten Wassermolekiil angegriffen, wodurch

Palmitat abgespalten und das aktive Ser-114 zuriickgebildet wird. Die in den
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Ubergangszustinden gebildeten Oxyanionen werden, wie erwartet, in positiv geladenen

Oxyanionenldchern des Enzyms stabilisiert.

Nukleophiler Angriff
von Ser-114

'O Tetrahedrales

s O Intermediat

Freisetzung des
depalmitoylierten Proteins

o Abspaltung
MMMAJ"-O— von Palmitat

Abbildung 5: Mechanismus der Depalmitoylierung durch APT1.

Die Bindungstasche fiir die Acyl-Protein-Substrate ist mit zahlreichen hydrophoben
Aminosduren, wie Trp-140, Leu-68, Leu-73 und Phe-176, ausgekleidet. Dies geht mit einer
Substratspezifitit fiir langkettige Acylverbindungen einher. Betrachtet man das
elektrostatische Potenzial um das aktive Zentrum herum, so stellt man eine stark negative
Polarisierung fest. Dieses Merkmal aller Esterasen und Lipasen unterstiitzt die Dissoziation
vom negativ geladenen Reaktionsprodukt, wie in diesem Fall Palmitat.*"!

Fiir Untersuchungen der physiologischen Bedeutung der Acyl-Protein-Thioesterase 1 wéren
Inhibitoren des Enzyms ein niitzliches Werkzeug. Aufgrund des beschriebenen Mechanismus
bietet sich hierfiir die Synthese von Ubergangszustandsanaloga des tetrahedralen

Intermediates an. Ein Zugang zu solchen Verbindungen sowie deren biologische Evaluierung

wird im Folgenden beschrieben werden.
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3. Ziel der Arbeit

Das Interesse an der Aufkldrung der molekularen Prozesse wahrend der Signaltransduktion
nimmt stetig zu. Einen bislang vollig unverstandenen Vorgang stellt hierbei die
Palmitoylierung bzw. Depalmitoylierung von Signalproteinen wie H-Ras dar. Kiirzlich gelang
es, mit der Acyl-Protein-Thioesterase 1 (APT1) ein Enzym zu charakterisieren, das neben H-
Ras noch zahlreiche weitere Signalproteine deacylieren kann.'¥ Durch diese Ergebnisse
motiviert, sollten im Rahmen der vorliegenden Arbeit Inhibitoren dieses Enzyms synthetisiert
und in biologischen Testsystemen evaluiert werden, um so tiefere Einblicke in die molekulare
Maschinerie der Depalmitoylierung von Proteinen zu erhalten.

Zunichst sollten basierend auf dem C-Terminus des H-Ras-Proteins, einem Substrat der
APT1, Mimetika des Ubergangszustands der Enzymreaktion (vgl. Abschnitt 2.3.2.) dargestellt
werden (Abbildung 6). Dabei wurden unterschiedliche Substanzklassen anvisiert, wie etwa

Benzodiazepine, Lactame, Prolinderivate oder peptidische Verbindungen.

Isolierung : ‘:
] *

H-Ras als Basis Entwicklung eines
Inhibitionsassays

UZ-Analoga

= ml:mm Wareslergth (nm)
Evaluierung
Zellbiologische
Experimente
wirksame Inhibitoren —_—

Neue Einblicke in die
Palmitoylierung von Signalproteinen

J Synthese von

Fluorsscent imensity (arb. unks)

Abbildung 6: Ziele der vorliegenden Arbeit.
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Nach Isolierung der APT1 aus Rattenleber'* sollte dann ein fluoreszenzbasiertes
Assaysystem entwickelt werden, um die inhibitorische Wirkung der generierten
Verbindungen zu evaluieren. Auf diese Weise sollte ein Zugang zu wirksamen Inhibitoren
geschaffen werden, die abschlieBend in biologischen Untersuchungen helfen sollten,
wertvolle neue Erkenntnisse zum Vorgang der Palmitoylierung bzw. Depalmitoylierung von

Signalproteinen zu erlangen.
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4. Spezieller Teil

4.1. Konzeption der zu synthetisierenden Mimetika

Das menschliche H-Ras-Protein stellt in vitro ein Substrat fiir die Acyl-Protein-Thioesterase 1

5759 gor

(APT1) dar. Aus diesem Grund wurde H-Ras als Basis fiir die Konzeption
potenziellen Inhibitoren gewéhlt (Abbildung 7). Der Thioester sollte hierbei im Hinblick auf
den postulierten Mechanismus der Enzymreaktion (vgl. Abschnitt 2.3.2) in eine
Sulfonamideinheit beziehungsweise eine sekundire Alkoholfunktion transformiert werden.
Um den Verbindungen eine gewisse konformationelle Fixierung zu geben, sollte ein Teil des

Peptidriickgrats durch Benzodiazepin-, 3-Lactam- oder Prolin-Grundkdrper ersetzt werden.

o /" T e
N
Np\f = N\f N
5 0 i W

H-Ras

\\O
\ Transformation

/\

S g

II\IH
O:IS\
o HO™ ™

Abbildung 7: Konzeption der zu synthetisierenden Mimetika.
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Unter den zu synthetisierenden Benzodiazepinen befinden sich die Strukturen 1, 2 und 3. 1 ist

hierbei doppelt lipidmodifiziert, 2 und 3 besitzen jeweils einen Lipidrest (Abbildung 8).

1 H\)?\
N I
~ s
° N
R —"&9)\/\/\/\/\/\/\/\/
\ R' 2 _
HN R'= OH
O=g o] o]
I’\
O R R=CH3
3 H O
R'=L%?/N\E)LO/
_\s Z Z =

Abbildung 8: Zu synthetisierende Benzodiazepine.

Die beiden Prolinderivate 4 und 5, die als Inhibitoren vorgesehen sind, unterscheiden sich
lediglich in der N-terminalen Aminosdure. Bei Verbindung 4 ist diese ein B-Alaninderivat,

beim Prolinderivat 5 handelt es sich um eine Diaminopropionsdure (Abbildung 9).

Abbildung 9: Zu synthetisierende Prolinderivate.

Auch die beiden Lactame 6 und 7 unterscheiden sich in der N-terminal angekniipften
Aminosdure (Abbildung 10). Wie bei den Prolinderivaten bestehen diese auch hier aus

modifizierten B-Alanin- und Diaminopropionsdureeinheiten.
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Abbildung 10: Zu synthetisierende Lactame.

Die beiden geplanten Pentapeptide tragen jeweils zentral unterschiedliche Aminosduren
(Abbildung 11). Bei Verbindung 8 handelt es sich um ein Diaminopropionsdurederivat, bei

Peptid 9 um eine von Homoserin abgeleitete C,;-Aminosdure.

NH,
OH
H O H O H O
\[(N;JJ\NL(N;JLNWN;JJ\O/
OE\HOE\NHHOE\S///
S O:,,é\/\/\/\/\/\/\/\/
0
8
NH,

Abbildung 11: Zu synthetisierende Pentapeptide.
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Das als Inhibitor vorgesehene Tripeptid 10 ist in Abbildung 12 dargestellt. Auch hier wurde

das palmitoylierte Cystein durch eine modifizierte Diaminopropionsdure ersetzt.

NH,
y O y O
N
o) ;\'.\'HH O Ng&F _ Z
é§\/\/\/\/\/\/\/\/

Abbildung 12: Zu synthetisierendes Tripeptid.

Mit den vorgestellten Strukturen sollten Verbindungen zuginglich sein, die ein hohes
inhibitorisches Potenzial mit einer guten chemischen Stabilitit vereinen. Dies sind die
Grundvoraussetzungen fiir eine anschlieende biologische Evaluierung an unterschiedlichen

Zellsystemen.

4.2. Synthese der unterschiedlich modifizierten Benzodiazepin-

Mimetika

4.2.1. Retrosynthetische Analyse

Bei einer retrosynthetischen Betrachtung der allgemeinen Zielstruktur 11 féllt deren
modularer Aufbau ins Auge (Schema 1). Die Aminoethylgruppe kann hier durch Alkylierung
der Amidfunktion mit Bromacetonitril und anschlieBender Reduktion der Cyanogruppe
aufgebaut werden. Die Acylgruppe am Benzolring sollte durch eine oxidative Spaltung eines
entsprechenden Zimtsdurederivats 12 generierbar sein. Dieses kann konventionell iiber eine
Heck-Kupplung erhalten werden. Die Sulfonamidstruktur in 11 konnte iiber die Einfiihrung
einer Azidgruppe nach deren Reduktion dargestellt werden. Das Benzodiazepin-Grundgeriist

selbst lieBe sich durch Kondensation von 4-(R)-Hydroxy-L-prolin 13  und
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5-Bromisatosdureanhydrid 14 generieren. Insgesamt bietet die vorgestellte Benzodiazepin-
Struktur breite Variationsmdoglichkeiten der verschiedenen Gruppen, was im Rahmen der

geplanten Wirkstruktursuche grundsétzlich von Vorteil ist.

NH2  Alkylierung und Reduktion

—

O ,\] oxidative Spaltung
via Azid e. Zimtsaurederivats
~ OO o
HN® )i
O=zg (0] 0]
1y \R
0] 1

Heck-Kupplung

o H H
N COOH O _N
3 = ; C( " \\Io;(\©\
N3 N ~ZC0,'Bu Ho™ S\ N1 Br
O 12

13 O 14

Schema 1: Retrosynthetische Analyse der Benzodiazepin-Strukturen.

4.2.2. Synthese des zweifach lipidmodifizierten Benzodiazepins

Der Beginn der Synthese fiihrte iiber eine Kondensationsreaktion von frans-Hydroxy-L-prolin

13 und 5-Bromisatosdureanhydrid 14 zum Benzodiazepin-Grundgeriist'®**"

, welches auf
diese Weise in hoher Ausbeute erhalten werden konnte (Schema 2). Eine sich anschlieBende
Heck-Reaktion®*®* mit Acrylsiure-ert-butylester 16 in einem DruckgefiB transformierte das
Bromid in das entsprechende Zimtsdurederivat 17. Hierbei wurde zundchst mit
Triphenylphosphin als Ligand gearbeitet, wobei jedoch eine maximale Ausbeute von 20 %
erzielt werden konnte. Durch Verwendung von Tri-o-tolylphosphin'® als Ligand fiir das
Palladium konnte diese auf 97 % gesteigert werden. Im weiteren Verlauf wurde die
Hydroxygruppe unter Standardbedingungen mesyliert und nachfolgend zum Azid 12
derivatisiert. Hierbei mussten 50 Aquivalente Natriumazid, sowie lange Reaktionszeiten
angewendet werden, um préparativ wertvolle Ausbeuten zu erhalten. SchlieBlich konnte die

Verbindung 12 mit 89 % Ausbeute tiber zwei Stufen ausgehend vom Alkohol 17 erhalten

werden.
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H o H
COOH OYN 140 °C, DMSO, 5 h N
G 7 8 .
HO\\“ NH Br 93 % HO\\“ N Br
13 O 14 O 45
P t o  H
Z>C0,'Bu 16, PA(OAC),, P(o-Tol)s, N
NEts, CHsCN, 100 °C, Druckgef®, 20 h P
> HO™ N COZtBU
97 % N
17

1) MsCl, Pyridin, 0 °C —» Rt, 18 h

H
N
2) NaN3, DMF, 45 °C, 4 d TQ@\/\
> N > t
89 % (2 Stufen) N3 CO,Bu

Schema 2: Synthese des Azido-Zimtsdurederivats 12.

Fir die Einfiihrung der Aminoethylgruppe sollte nun die Amidfunktion in 12 alkyliert
werden. Hierzu wurde die Verbindung 12 zunédchst bei —40 °C mit Natriumhydrid
deprotoniert und anschlieBend mit Bromacetonitril als Elektrophil gequencht (Schema 3). Es
gelang so, eine Ausbeute von 95 % an alkyliertem Benzodiazepin 18 zu erzielen.
Urspriinglich war an dieser Stelle geplant, an die Zimtsdureester-Gruppe als Michael-
Akzeptor mit Farnesylthiol nukleophil zu addieren. Da diese Syntheseroute jedoch bereits in
der Gruppe von Prof. Dr. A. Giannis an der Universitit Karlsruhe im Rahmen einer
Kooperation angegangen worden war, wurde entschieden die Kettenldnge an dieser Stelle zu
verkiirzen und eine oxidative Spaltung der Doppelbindung vorzunehmen. Dies konnte mit
Ruthenium(IIl)chlorid und Natriumperiodat als Spaltungsreagenzien erreicht werden. Hierbei
wird zundchst die Doppelbindung durch in sifu generiertes Ruthenium(VIII)oxid

bishydroxyliert und anschliefend mit Natriumperiodat einer Glycolspaltung unterzogen.®”

66671 fiihrte zum fert-Butylester 19 in

Die nachfolgende Umsetzung mit ferz-Butylbromid!
hoher Ausbeute. Die selektive Reduktion der Azidfunktion zum Amin 20 in Gegenwart eines
Nitrils gelang in quantitativem Umfang durch Hydrogenolyse unter Verwendung von
Palladium auf Bariumsulfat. Das in geringen Mengen eingesetzte Chloroform spielt hierbei
als kontrollierte Chlorwasserstoffquelle eine entscheidende Rolle als aktivierendes
Reagenz.® Ohne Zusatz von Chloroform verlief die Reaktion #uBerst langsam, wobei

erhebliche Mengen an reduziertem Nitril gefunden wurden.



4. Spezieller Teil 23

1) NaH, THF,
-40 °C, 30 min —N
SN 2) BrCH,CN, o =
-40 °C - Rt, 20 h N
P >
Ns N CO,'Bu 95 % N, N T\J@\/ACO;BU
O 12 o 18
=N
1) RuCls, NalOg4, H,O / CH3CN / CCly (2:1:1), Rt, 18 h 0 N
2) MesCBr, K,CO3, Et3(PhCH,)NCI, DMA, 55 °C, 16 h
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H,N N COZtBu
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20

Schema 3: Darstellung des Aminoesters 20.

Die weitere Derivatisierung von 20 wurde nun durch Umsetzung der Aminofunktionalitdt mit
Hexadecansulfonsdurechlorid zum entsprechenden Sulfonamid 21 vorgenommen (Schema 4).
Hierbei wurde als Base Ethyldiisopropylamin eingesetzt und das Produkt in guter Ausbeute
erhalten. Die nachfolgende hydrogenolytische Reduktion der Nitrilfunktion mit
Platin(IV)oxid als Katalysator ergab das Amin 22 mit 81 % Ausbeute. Auch hier fungiert das
in  Spuren zugesetzte Chloroform als aktivierendes Agens unter Bildung von
Chlorwasserstoff.'®® Ohne Zusatz von Chloroform fand auch hier so gut wie keine Reaktion
statt. Die Abtrennung des entstehenden Platins gestaltete sich mitunter schwierig. In einigen
Féllen wurde ein extrem fein verteilter Niederschlag von Platin erhalten, der nur durch
mehrmalige chromatographische Aufreinigung entfernt werden konnte. Die Reaktion selbst
verlduft jedoch sehr glatt und ist hervorragend geeignet, um Nitrile zu reduzieren. Im
Vergleich zur Reduktion mit Raney-Nickel, bei der oftmals hohe Driicke und erhdhte
Temperaturen ndtig sind, kann hier mittels eines Wasserstoff-Ballons und bei

Raumtemperatur gearbeitet werden.
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—N
=N 0 -
0 N// C16H33S0,Cl, DIPEA, N
}’ DMF, 0 °C - Rt, 22 h p
> N CO,'Bu
,Z N t o HN 2
H,N 0 CO,Bu 82 % O:é o
1 ~
20 G Crefss 21
NH,
o) /)
H,, PtO,-H,0, EtOH, CHCI3, Rt, 4.5 h N
[v)
81% HN N CO,'Bu
0=4 0
5 “CigH33 22

Schema 4: Darstellung des derivatisierten Sulfonamids 22.

Die auf diese Weise generierte Aminofunktion in 22 sollte nun fiir die weitere Synthese

geschiitzt werden. Hierfir wurde die Allyloxycarbonylgruppe!®

gewdhlt. Die sich
anschliefende saure Spaltung des fert-Butylesters in Verbindung 23 lieferte sodann die

kupplungsfahige Carbonsdure 24 in quantitativer Ausbeute.

o)
NH, IR
o)
o) /) AlocCl, NEts, 0 /) N\

N CH,Cl,, Rt, 18 h N
HN N J:j\COZtBu 84 % HN NpCOgtBu

O:é\ (0] O:é\ (0]
11 "CqgH33 22 & C16H33 23
NHAloc
R N
TFA / CH,Cl, (1:1), Rt, 4 h, quant.
anm~ N COOH
O:é O
7 >CyeH
o Cutss

Schema 5: Darstellung der kupplungsfahigen Carbonsdure 24.
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Fiir die Synthese des zweifach lipidmodifizierten Benzodiazepins wurde nun die Carbonsiure
24 mit farnesyliertem L-Cysteinmethylester'’” 25 zum entsprechenden Amid 26 gekuppelt.
(Schema 6). Durch nachfolgende Abspaltung der Allyloxycarbonyl-Schutzgruppe mittels

[71-73]

Palladiumkatalyse und N,N’-Dimethylbarbitursdure als Allylakzeptor konnte das

Zielmolekiil 1 in hoher Ausbeute dargestellt werden.

NHAloc H-Cys(Far}-OMe 25, NHAloc
0 /) EDC, HOBt, CH,Cls, 0
N 0°C >Rt 18h N e
o - N
HN NT(‘ : ~COOH 89 % HN ij}( \g)J\OMe
O:é (0] O=¢ O o ~
17 ~CqeH T ~C.H SFar
16M33 ., 16133 26
NH,
o) H
Pd(PPhs),, DMB, N 0
H
THF, Rt, 3 h
g HN N&NJO/
0, =
80 % 0=4 o) o X % % Y

Schema 6: Darstellung des zweifach lipidmodifizierten Benzodiazepins 1.

4.2.3. Synthese des monolipidierten Benzodiazepins

Um Aussagen dariiber machen zu konnen, welche funktionelle Gruppen fiir eine eventuelle
Inhibition notwendig sind, sollten verschiedene Derivate von 1 synthetisiert werden. Fiir die
Darstellung der hexadecylierten und an der Carboxylfunktion deblockierten Verbindung 2
konnte vom bereits vorgestellten Benzodiazepin 22 ausgegangen werden, wobei lediglich die
tert-Butylschutzgruppe entfernt werden musste (Schema 7). Dies gelang quantitativ mit einer
gesittigten Losung von Chlorwasserstoff in Diethylether. Das resultierende Zielmolekiil, die

Aminoséure 2, konnte nach Digerieren mit Ethylacetat in reiner Form erhalten werden
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NH2 NH,
HCI / Et,0, 0 N/)
Rt, 4 h, quant TD\
! ‘ I :L N
O=g 0]

l, H -
) C16 2 22 O\/\/z\/\/\/\/\/\/

Schema 7: Darstellung des ausschlieBlich hexadecylierten Benzodiazepins 2.

4.2.4. Synthese des farnesylierten und mesylierten Benzodiazepins

Fiir die Darstellung der gewiinschten Verbindung mit Farnesyl- und Mesylrest konnte vom in
Abschnitt 4.1.2. bereits beschriebenen Aminoester 20 ausgegangen werden. Die Umsetzung
mit Methansulfonsdurechlorid fiihrte in nahezu quantitativer Ausbeute zum Sulfonamid 27
(Schema 8). Die Cyanogruppe wurde anschlieBend mit Platin(IV)oxid als Katalysator
hydrogenolytisch reduziert.® In einer glatten Reaktion konnte so das Amin 28 in hoher
Ausbeute dargestellt werden. Dieses Derivat sollte spdter ebenfalls in Inhibitionsstudien

Verwendung finden.

=N
=N =
o I~ CH4S0,Cl, DIPEA, N
N DMF, 0 °C - Rt, 22 h
N co.'Bu 92 % HN N CO,'Bu
HoN 2 o
O :S\ O
20 o 27
NH,
0 /)
H,, PtO,-H,0, EtOH, CHCls, Rt, 4.5 h N
0 - o]
85 % Hl\ll NT& j<
O=
“3\ 0] (e}
o 28

Schema 8: Darstellung des mesylierten Sulfonamids 28.
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Fiir die Vervollstindigung der Synthese des farnesylierten Zielmolekiils musste nun wieder
die erzeugte Aminofunktion blockiert werden. Auch hier wurde die Allyloxycarbonylgruppe
gewdhlt, die mit 83 %iger Ausbeute eingefiihrt werden konnte (Schema 9). Die Spaltung des
tert-Butylesters in 29 mit Trifluoressigsdure fiihrte zur freien Carbonsdure, die mit
farnesyliertem L-Cysteinmethylester 25 in hoher Ausbeute zum entsprechenden Amid 30
umgesetzt werden konnte. Als Kupplungsreagenzien fanden hier wieder EDC und HOBt
Verwendung. Die abschlieende palladiumvermittelte Deblockierung der Aminofunktion

verlief mit einer noch akzeptablen Ausbeute von 65 % unter Generierung der gewiinschten

Zielverbindung 3.
O
NH, NS
o [ o=
N AlocCl, NEtj3, e)
Tg@\ CH,Cl,, Rt, 18 h N
N t g
O'l”\ll ) C02 Bu 83 % HN N\YQ@\CO;BU
\/, g - O: | o)
o} g 29
NHAloc
1) TFA/ CH,Cl, (1:1), Rt, 4 h o /2
2) H-Cys(Far)-OMe 25, EDC, HOBt, CH,Cl,, N o
0°C—> Rt 18h H
> N N\)J\
89 % HN r” “OMe
O= (0] 3
N © SFar
0] 30

NH,
Pd(PPhs),, DMB,

o} /)
,CF
THF, Rt, 3h H
- N _
- N p\m e
O:é @] (e 7
Ul

o)
\S/\)\/\/W\

0 3

Schema 9: Darstellung des mesylierten und farnesylierten Benzodiazepins 3.

Das Verhalten der synthetisierten Verbindungen in den Inhibitionstests und biologischen

Studien wird in Kapitel 4.8. erldutert und beurteilt.
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4.3. Synthese der Mimetika mit Prolin-Substruktur

4.3.1. Synthese des zentralen, kupplungsfdhigen Prolinderivats

Die Synthese des zentralen, modifizierten Prolin-Bausteins ging aus von 4-(R)-Hydroxy-L-
Prolin 31, welches durch Umsetzung mit Di-tert-butyldicarbonat unter Schotten-Baumann-

Bedingungen!™

an der Aminofunktion mit der tert-Butyloxycarbonylfunktion blockiert
wurde (Schema 10). AnschlieBend wurde die freie Carboxylfunktion in 32 mit der
Céasiumcarbonat-Methode verestert, wobei zunédchst das Casiumsalz der Sdure generiert wird,
welches anschliefend mit Methyliodid abgefangen wird. Das Produkt 33 konnte so in guter
Ausbeute erhalten werden. Die verbliebene Hydroxylfunktion wurde nachfolgend mittels
Dess-Martin-Periodinan (DMP)!">) mit einem guten Ergebnis zum Keton 34 oxidiert. Dieses

erwies sich als duBlerst stabil und bei —78 °C {iber einen ldngeren Zeitraum als lagerungsfahig.

Boc,0O, NaOH,
oH Dioxan / H,0 (2:1), OH 1) Cs,CO3, MeOH, Rt, 5 min

Q 0°C—>Rt, 7h Q 2) Mel, DMF, Rt, 20 h
HN 95 % N 88 %

O 32
OH 0
Q DMP, CH,Cl,, Rt, 1 h &
BocN B} BocN
N co,Me 81 % N co,Me
33 34

Schema 10: Darstellung des Ketons 34.

Fiir die Erzeugung der gewlinschten Aminoethylgruppe sollte im Folgenden zunéchst mittels
Horner-Wadsworth-Emmons-Reaktion (HWE)!® ein Acrylnitril-Derivat aufgebaut werden,
welches anschlieBend reduziert werden sollte. Hierzu wurde das Keton 34 mit
Cyanomethyldiethylphosphonat 35  umgesetzt, wobei in guter Ausbeute die
Cyanomethylenverbindung 36 resultierte (Schema 11). Diese wurde im weiteren Verlauf
hydrogenolytisch mittels Platin(IV)oxid-Katalyse reduziert. Hierbei konnte festgestellt
werden, dass lediglich das Reduktionsprodukt mit (S)-Konfiguration am neu generierten

Stereozentrum entstanden war. Dies ist scheinbar auf den sterischen Anspruch der Boc-
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Gruppe zuriickzufithren. Aufgrund dieser ist eine Wasserstoff-Ubertragung nur von einer
Seite her moglich. Die weitere Umsetzung erfolgte ohne Aufreinigung sofort mit
Chlorameisensédureallylester zum Aloc-geschiitzten Prolin 37. Die Abspaltung der tert-

Butyloxycarbonylgruppe gelang quantitativ unter Generierung des zentralen Prolins 38.

1) Hp, PtO,-H,0,

_N EtOH, CHCl3, Rt, 2.5 h
v’
o (EtO),OPCH,CN 35, | 2) AlocCl, DIPEA,
Hi NaH, THF, Rt, 1.5 h CHoCl, Rt, 18 h
BocN 0 "~ BocN 95 % (2 Stufen
oc CO,Me 85 % oc COMe o ( )
34 36
o)
HN JJ\o/\7 NHAloc

TFA / CH,CI, (1:1), Rt, 30 min, quant.

BocN(l TFA- HN(l

CO,Me CO,Me
37 38

Schema 11: Darstellung des zentralen Prolin-Bausteins 38.

4.3.2. Synthese des p-Alanin-Sulfonamids

Das fiir die Kupplung mit dem Prolinderivat 38 benétigte -Alanin-Sulfonamid wurde auf
effiziente Weise dargestellt (Schema 12).7 Zundchst wurde mit Chlortrimethylsilan die
Carboxylfunktion im [(-Alanin 39 tempordr blockiert; danach wurde mit
Hexadecansulfonsdurechlorid die Sulfonamidgruppierung erzeugt. Das [-Alaninderivat 40

konnte so in einer hervorragenden Ausbeute von 93 % erhalten werden.

1) TMSCI, CH4CN, Rf, 1 h
2) NEty
e _COOH 3) C1gHa3S0,Cl, Rt 161 e _COOH
H,N 93 % > C16H33SO,HN
39 40

Schema 12: Darstellung des B-Alaninderivats 40.
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4.3.3. Synthese des p-Alanyl-Prolyl-Cystein-Mimetikums

Um die Synthese des ersten Prolin-Mimetikums zu vervollstindigen, lagen nun alle Bausteine
vor. Zundchst wurde das Trifluoressigsduresalz 38 mit dem B-Alanin-Sulfonamid 40 zum
Dipeptid 41 verkniipft (Schema 13). Die Verwendung von EDC und HOBt als
Kupplungsraegenzien lieferte hierbei gute Ergebnisse. AnschlieBend wurde der Methylester
mit 1 M Natriumhydroxidlosung verseift. Ohne weitere Aufarbeitung konnte dieser mit
farnesyliertem L-Cysteinmethylester 25 zum geschiitzten Tripeptid 42 gekuppelt werden. Die
Ausbeute betrug hierbei 87 % iiber zwei Stufen. Die finale Deblockierung der Aminofunktion
mittels palladiumkatalysierter Allyliibertragung fithrte mit einem guten Ergebnis von 79 %
zur Zielverbindung 4. Somit stand der erste Vertreter einer weiteren Substanzklasse fiir die

Inhibitionsstudien zur Verfiigung.

NHAIloc
NHAloc

C16H33802-B-A|G-OH 40, EDC,
HOBt, DIPEA, CH,Cl,, 0 °C —» Rt, 18 h

- N
CO,Me
TFA-HN(l 81 % Cr ’

CO,Me NH O
38 O=zg 41

1) 1 M NaOH, MeOH, Rt, 3 h

2) H-Cys(Far)-OMe 25, EDC, o
HOBt, CH,Cl,, 0 °C > Rt, 20 h H
2Llo N N\)J\
OMe
0

b

87 % (2 Stufen)

O:é \SFar
3 CiHazs 4o
J
Pd(PPhs),, DMB, THF, Rt, 20 h H i
> N N -
79 % Y = O
NH O (0] ~ = = =
O:é S
o]
4

Schema 13: Darstellung des ersten Prolin-Mimetikums 4.
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4.3.4. Synthese des Diaminopropionsaurederivats

Fir die Synthese des zweiten Prolin-Mimetikums war es notwendig ein entsprechend
modifiziertes Diaminopropionsdurederivat herzustellen. Ausgehend von
L-Diaminopropionsdurehydrochlorid 43 wurde zundchst in drei Stufen’® der acetylierte
Allylester 44 synthetisiert (Schema 14). Bei der anschlieBenden Umsetzung der
Aminofunktion mit Hexadecansulfonsdurechlorid konnte das Sulfonamid 45 mit 75 %
Ausbeute erhalten werden. Um die kupplungsfahige Komponente 46 zu erhalten, musste nun

nur noch die Allylgruppe entfernt werden, was mit einer sehr hohen mit einer Ausbeute von

99 % gelang.
C16H33S0,Cl, DIPEA,
HoN . -COOH 3 Stufen!”® AcHN __COAl DMF, 0 °C - Rt, 20 h
E B ——— z >
“NH, HCI “NHyHCI 5%
43 44
AcHN __COAll Pd(PPhs),, DMB, THF, Rt, 1.5 h AcHN __COOH
SNHSO0,C1gHs33 99 % SNHSO0,C6H33
45 46

Schema 14: Darstellung des kupplungsfahigen Diaminopropionséurederivats 46.

4.3.5. Synthese des Diaminopropionséaure-Prolin-Cystein-Mimetikums

Der weitere Verlauf der Synthese folgte der in Abschnitt 4.2.3. bereits beschriebenen
Sequenz. Zunéchst wurde die Diaminopropionsdure 46 mittels EDC und HOBt an das Prolin
38 angekniipft (Schema 15). AnschlieBend konnte der Methylester in 47 auf die schon
gezeigte Weise verseift werden. Ohne jede Aufarbeitung wurde nun das Cysteinderivat 25
aufgekuppelt. Auch hier konnte ein sehr gutes Ergebnis erzielt werden. Abschliefend wurde
vom Tripeptid 48 mit Tetrakis(triphenylphosphin)palladium(0) und
N,N’-Dimethylbarbitursdure die Aloc-Gruppe entfernt. Hierbei war eine etwas ldngere
Reaktionszeit von 24 h vonndten. Dennoch konnte die gewiinschte Zielverbindung 5 in

akzeptabler Ausbeute erhalten werden.
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NHAIloc
NHAloc =
) Ac-Dap(S0,C4gHs3)-OH 46, EDC,
HOBL, DIPEA, CH,Cl,, 0 °C —> Rt, 18 h AcHN
> o N
76 % I H( CO,Me
TFA-HN(l
CO,Me NH O
38 O=g 47
7] ~
5 CieH33
NHAloc
1) 1 M NaOH, MeOH, Rt, 3 h :
2) H-Cys(Far)-OMe 25, EDC, :
HOB, CH,Cl,, 0 °C — Rt, 20 h AcHN S Hi
o > |\\\‘\\H}/ = OMe
83 % (2 Stufen) z
NH O 0
O:IS SFar
1" ~CqgH33 48
NH,
0 )
Pd(PPhj),, DMB, THF, Rt, 24 h NH H O
- KWN N o
64 % | :
NH O 0 = = =
O=g S
1y
0
5

Schema 15: Darstellung des zweiten Prolin-Mimetikums 5.

Die Untersuchung der synthetisierten Verbindungen in den Inhibitionstests und biologischen

Studien ist in Kapitel 4.8. dargelegt.

4.4. Synthese der Lactam-Mimetika

4.4.1. Retrosynthetische Analyse

Bei einer retrosynthetischen Betrachtung der allgemeinen Zielstruktur 49 fillt, dhnlich wie bei

den Benzodiazepin-Strukturen,

thr modularer Aufbau ins Auge (Schema 16). Die

Aminoethylfunktion konnte hier, wie schon in Kapitel 4.3. gezeigt, nach einer HWE-Reaktion
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zum Acrylnitrilderivat durch Reduktion erhalten werden. Das exocyclische Amid liee sich
durch eine konventionelle Synthese darstellen. Die Derivatisierung des Lactam-Stickstoffs
konnte durch eine Alkylierung der Verbindung 50 mit dem Mesylat 51 geschehen. Der
Aufbau der Lactamstruktur wiirde {iber ein Nitril nach dessen Reduktion zum Amin erfolgen.
Das hierfiir benétigte Cyanhydrinderivat 52 liefe sich aus dem Aldehyd 53 und dieser
letztlich aus 2-(S)-Aminobutyrolactonhydrobromid 54 darstellen. Insgesamt bietet auch diese

Synthesestrategie breite Variationsmoglichkeiten bei der Ankniipfung unterschiedlicher

funktioneller Gruppen.
NH,
Amid-Knupfung 2 HWE-Reaktion / Reduktion
_/ OR'
(0]
OX
MsO
M — NH t \;)J\O/
R™ /N R"5N z
H e) ~ss'Bu
50 51
Alkylierung
OR'
CN 0
p— p— p—
R"2N CO Rlll Rll CO Rlll HBerN O
52 53 54

Schema 16: Retrosynthetische Analyse der Lactam-Strukturen.

4.4.2. Synthese der Lactam-Grundstruktur

Zu Beginn der Synthese wurde zunichst 2-(S)-Aminobutyrolacton-hydrobromid 54 zweifach
mit der fert-Butyloxycarbonylgruppe versehen, um bei der spdteren Cyclisierung
Nebenreaktionen zu minimieren (Schema 17). Dies war auf direktem Wege, d. h. unter
Verwendung von doppelter Menge an Boc,0, nicht moglich. Es wurde daher zunéichst auf
herkdmmliche Weise eine Monoschiitzung durchgefiihrt. Um nun die zweite Boc-Gruppe auf

den sterisch sehr abgeschirmten Stickstoff transformieren zu konnen, wurde
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unter DMAP-Katalyse und Wechsel des Losungsmittels ein weiteres Aquivalent Boc,O zur
Reaktion gebracht. Es ist bekannt, dass unter diesen Bedingungen auch sterisch sehr
anspruchsvolle Zweifachschiitzungen gelingen!’”. In diesem Fall konnte das Bis-Boc-Derivat
55 in 94 %iger Ausbeute iiber zwei Stufen erhalten werden. AnschlieBend erfolgte eine
Ringoffnung mit Césiumhydroxid unter gleichzeitiger Generierung des entsprechenden
Césiumsalzes der entstehenden Carbonsdure. Dieses wurde dann mit Methyliodid als
Elektrophil zum Methylester 56 abgefangen. Das Homoserinderivat war somit schnell und

effizient zuginglich.

o)
1) Boc,0, NEt3, CH,Cly, 0 °C — Rt, 20 h j\ L (QO
J:;O 2) Boc,O, DMAP, CH4CN, Rt, 15 h 0" "N
HBr-H,N PN

- o)
o) 94 % (2 Stufen) 0" =0
54 /f\ 55
1) CsOH, MeOH, Rt, 2 h OH
2) Mel, DMF, Rt, 18 h
79 % (Boc),N” ~CO,Me
56

Schema 17: Synthese des Homoserins 56.

Bei der Durchfiihrung der Ringdffnung/Veresterungssequenz musste allerdings strikt darauf
geachtet werden, dass keine iiberstochiometrische Menge Base verwendet wurde. In Féllen,
bei denen 1.1 bis 1.2 Aquivalente Cisiumhydroxid zum Einsatz kamen, wurden erhebliche
Mengen recyclisiertes Homoserinlacton 55 beobachtet. Man verliert auf diese Weise zwar
kein Edukt, jedoch wird die Effizienz der Reaktionssequenz deutlich vermindert. Durch
Einhalten einer unterstdchiometrischen Reaktionsfiihrung mit 0.99  Aquivalenten
Césiumhydroxid konnten jedoch hervorragende Ergebnisse erzielt werden.

Im weiteren Verlauf der Synthese wurde das Homoserin 56 zunidchst mittels Swern-

[80,81]

Oxidation in den entsprechenden Aldehyd iiberfiihrt (Schema 18). Dieser erwies sich

unter den Bedingungen der Flash-Chromatographie als stabil, wurde jedoch nicht gelagert,

821 Die verbliebene

sondern direkt mit Cyanotrimethylsilan zum Cyanhydrin umgesetzt.
Silylgruppe an der entstandenen Hydroxylfunktion wurde durch kurzes Behandeln mit
Ammoniumfluorid entfernt, sodass das Cyanhydrin 57 mit 90 %iger Ausbeute iiber drei

Stufen erhalten werden konnte. Die freie Alkoholfunktion musste nun mit einer stabileren
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Silylgruppe blockiert werden, um Nebenreaktionen bei einem spéteren Ringschluss zu
vermeiden. Das Cyanhydrin 57 wurde daher mit tert-Butyldiphenylsilylchlorid blockiert. Fiir
den Ringschluss wurde anschlieBend die Cyanogruppe in S8 palladiumkatalysiert
hydrogenolytisch zum Amin reduziert und dieses danach in Toluol unter Riickfluss zum
Lactam 59 cyclisiert. Hierbei konnte die cyclische Verbindung mit 67 % iiber zwei Stufen

dargestellt werden.

1a) (COCl),, DMSO, -60 °C, 4 h
b) DIPEA, -60 °C — Rt
OH OH
2) TMSCN, CH,Cly, Rt, 20 h TBDPSCI, ImH,
3) NH4F, Rt, 5 min R Ny DMF.RtL15h
(Boc)oN COo,Me 90 % (3 Stufen) (Boc)oN CO5,Me 90 %
56 57
0,
oTepps 1) Ha Pd/C (10 %), OTBDPS
MeOH, 0.1 % HOAc, Rt, 15 h
X 2) Toluol, Rf, 42 h
I\ ) Toluol, Rf, . NN NH
(Boc),N” >CO,Me 67 % (2 Stufen) (Boc), I
58 59

Schema 18: Darstellung der Lactam-Grundstruktur 59.

Zur  Einfilhrung der  Acrylnitril-Gruppierung wurde der  Silylether 59 mit
Tetrabutylammoniumfluorid zundchst quantitativ entschiitzt (Schema 19). Der Alkohol 60
wurde sodann mit Dess-Martin-Periodinan zum Keton oxidiert und dieses sofort in einer
Horner-Wadsworth-Emmons-Reaktion zur Cyanomethylenverbindung 61 umgesetzt. Die
Reaktionen erfolgten sehr glatt, sodass die zur Alkylierung benétigte Lactamkomponente mit
einer hervorragenden Ausbeute von 90 % {iiber zwei Stufen zugénglich gemacht werden
konnte. Von den zwei moglichen Doppelbindungsisomeren wurde nur das Auftreten eines
Isomeren beobachtet. Aufgrund der sterischen Situation beziiglich der beiden Boc-Gruppen

und anhand von Spektrenvergleichen wurde dieses Isomer als Z-Isomer identifiziert.
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OTBDPS OH
TBAF, THF, Rt, 1.5 h, quant.

f

NH NH
(Boc),N (Boc)oN

O O
59 60

N
pd

1) DMP, CH,Cl,, Rt, 1 h
2) (EtO),OPCH,CN, NaH, |

THF, Rt, 1.5 h
90 % (2 Stufen) (Boc)oN NH

61

Schema 19: Darstellung der alkylierbaren Lactamkomponente 61.

4.4.3. Synthese des fiir die Alkylierung benétigten Mesylats

Fiir die Synthese des fiir die Alkylierung des Lactam-Stickstoffs bendtigten Mesylats wurde
auf eine bereits literaturbekannte Synthesesequenz zuriickgegriffen, die an verschiedenen

Punkten abgewandelt wurde.*”!

Zunidchst wurde in sechs Stufen ausgehend von o,f3-
Isopropyliden-D-glycerinsduremethylester 62 der Thioester 63 dargestellt (Schema 20). Dieser
wurde sodann mit Natriummethanolat zum freien Thiol verseift. Die anschlieBende
Einflihrung der tert-Butylsulfanylgruppe erfolgte mit dem kauflichen
Hydrazindicarbonsiurederivat 64 nach einer Methode von E. Wiinsch ez al.®". Das Disulfid
65 konnte auf diese Weise mit einer Ausbeute von 88 % liber zwei Stufen synthetisiert
werden. Die Abspaltung der acetalischen Methoxytetrahydropyranylgruppe erfolgte unter
saurer Katalyse mit p-Toluolsulfonsédure in Methanol. Ohne weitere Aufreinigung wurde

danach der entstandene Alkohol ins Mesylat {iberfiihrt. Das Elektrophil 51 fiir die Alkylierung

des Lactams konnte auf diese Weise mit sehr guter Ausbeute zuginglich gemacht werden.
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X]’

(@)

COMe GStufen[83] \ﬂ/o CO;Me 1) NaOMe, MeOH, Rt, 30 min
MeO \E

S 2)>L o y
J N_Oo__  DMF,Rt18h
63 o)\ o>‘/2 \g/j<
64

88 % (2 Stufen)

o) 1) TsOH, MeOH, Rt, 1 h
0. _,CO,Me 2) MsCl, Pyridin, 0 °C — Rt, 15 h MSO\ECOZMG
MeO \ES/S\’< quant. (2 Stufen) ss!Bu
51

Schema 20: Darstellung des Mesylats 51.

4.4.4. Alkylierung des Lactams

Um die Alkylierung des Lactams zu optimieren, mussten zahlreiche Reaktionsbedingungen
variiert werden (Schema 21). In einer ersten Versuchsequenz sollte das Lactam 61 zunichst
bei —30 °C deprotoniert werden, um dann mit dem Mesylat 51 als Elektrophil abgefangen
werden zu konnen. Bei der Verwendung von Natriumhexamethyldisilazid und Kalium-zert-
butanolat als Basen konnten bei dieser Reaktionsfiihrung lediglich Spuren an Produkt
detektiert werden. Mit Natriumhydrid wurden etwa 2 % Produkt erhalten. In allen Fillen
entstanden keine Nebenprodukte, sondern die Edukte wurden wiedergefunden, was auf eine
zu geringe Temperatur fiir die Deprotonierung schlieBen ldsst. Aus diesem Grund wurde eine
zweite Versuchsreihe durchgefiihrt.

Hierbei wurde zunéchst bei 0 °C deprotoniert, und dann die Reaktionlosung nach Addition
des Mesylats auf Raumtemperatur erwarmt. Aber auch hier waren die Ergebnisse zunichst
erniichternd. Bei den Hexamethyldisilazid-Basen konnte eine klare Gemeinsamkeit erkannt
werden. Alle drei Basen fiihrten zu maximal 11 % Ausbeute. Bei Verwendung von Kalium-
tert-butanolat konnte die Ausbeute auf immerhin 21 % gesteigert werden. In Falle von
Natriumhydrid wurden 33 % an Produkt erhalten. Dieses Verhalten konnte auf eine eventuelle
sterische Konfrontation der sperrigen Basen mit den beiden Boc-Gruppen im Lactam erklért
werden. Auch in dieser Sequenz wurden kaum Nebenprodukte gefunden, im

Reaktionsgemisch befanden sich auBler Produkt hauptsédchlich die beiden Edukte.
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’z ’z
| MsO._ ,COs,Me |
. \[ s Base, THF @)
NH s’ - N
(Boc)oN j< (Boc),N \E)J\OMe
0] 51 9 E\ t
SS'Bu
61 62
Base (1 Aq) Reaktionsfiihrung Ausbeute
NaHMDS Deprotonieren bei -30 °C, dann Addition des Mesylats, dann auf Rt Spuren
KOBu erwirmen Spuren
NaH ~2%
NaHMDS 10 %
KHMDS . C .. 11 %
LiHMDS Deprotonieren bei 0 °C, danen rvé;lr(rillltelgn des Mesylats, dann auf Rt 99,
KO'Bu 21 %
NaH 33%
KO'Bu . . . 19 %
Nall Deprotonieren bei Rt, dann Addition des Mesylats 30 %

NaH Addition des Mesylats, dann Deprotonieren bei 0 °C, dann auf 57 %
Rt erwirmen

Schema 21: Alkylierungsversuche des Lactams 62.

In einer dritten Reihe wurde nun gleich bei Raumtemperatur deprotoniert und anschlieend
mit dem Mesylat abgefangen. Wie die Tabelle zeigt, war hier iiberhaupt kein positiver Effekt
im Vergleich zu den bereits beschriebenen Versuchen erkennbar. Im abschlieBenden
Verfahren wurde dazu iibergegangen, das Lactam in Gegenwart des Elektrophils mit
Natriumhydrid bei 0 °C zu deprotonieren. Bei diesen Versuchen konnte die Ausbeute an
Produkt erheblich gesteigert werden, wobei reproduzierbar 57 % an Verbindung 62 erhalten
werden konnten. Somit war die gewlinschte Lactamstruktur zugénglich gemacht worden, und
es konnte mit der weiteren Synthese fortgefahren werden. Zuvor soll an dieser Stelle jedoch
kurz darauf eingegangen werden, warum letzten Endes die eben vorgestellte Variante der

Darstellung von Verbindung 62 gewéhlt wurde.
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4.4.5. Exkurs: Zuvor fehlgeschlagene Cyclisierungsvarianten

Auf den ersten Blick mag die Synthesesequenz, die verwendet wurde, um zum Lactam 62 zu
gelangen, nicht diejenige sein, an die man zuerst wahrend einer Syntheseplanung denkt. In der

Tat wurden im Vorfeld schon verschiedene Cyclisierungsoptionen getestet.

Cyclisierungsversuch iiber die intramolekulare Alkylierung eines Amids

Ausgehend von Verbindung 63, die zu Anfang dieser Dissertation synthetisiert wurde!®,
sollte durch basenvermittelte Alkylierung des amidischen Stickstoffs durch das
intramolekular vorhandene Mesylat, respektive Tosylat, die Lactamstruktur 64 aufgebaut
werden (Schema 22). Hierbei konnte jedoch in keinem Fall Produkt detektiert werden.
Leider verlief die Reaktion unter Eliminierung des Farnesylthiolrestes und ergab lediglich das
Dehydroalaninderivat 65. Nach diesen negativen Ergebnissen wurde diese Option des

Ringschlusses verworfen.

N(AIl), N(AIl),
-
R=Ms, Ts
OR versch.
Pt 4 Q' H Basen
N N \=/002Me —H4 BN N \/COQMe
H z E
(e ~ z
(0]
§ O SFar \SFar
63 64
versch.
Basen
N(All),
OR
H CO,M
PfHN \”/ 2ie
(0]
65

Schema 22: Cyclisierungsoption 1: Intramolekulare Alkylierung eines Amids.
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Cyclisierungsversuch iiber eine intramolekulare Mitsunobu-Reaktion

Die zweite untersuchte Cyclisierungsoption sah vor, iiber eine intramolekulare Mitsunobu-
Reaktion des Amids mit dem Alkohol in 66 zum Lactam 64 zu gelangen (Schema 23).
Hierbei wurden verschiedene Phosphine, wie Triphenylphosphin oder Tributylphosphin,
sowie unterschiedliche Azodicarboxylate, wie etwa Diethyldiazodicarboxylat oder
Diisopropyldiazodicarboxylat, eingesetzt. In keinem Fall gelang die Cyclisierung; es wurde
nach der Reaktion jeweils nur Edukt zuriickerhalten. Offensichtlich ist das amidische Proton
fiir eine Mitsunobu-Reaktion nicht azide genug, was einen nukleophilen Angriff auf die

Phosphonium-Zwischenstufe erschwert.[***7]

N(AIl),

N(AIl),
i OH Mitsunobu-Bedingungen
N_ _CO,Me g
~ 2
PfHN I PFHN N\E/COzMe
~ z
SFar 9 ~SFar
66 64

Schema 23: Cyclisierungsoption 2: Intramolekulare Mitsunobu-Reaktion.

Cyclisierungsversuch iiber eine intramolekulare reduktive Aminierung

Die dritte Option eines Ringschlusses sollte iiber eine reduktive Aminierung zwischen dem
Amid in 67 und dem aus der Hydroxylgruppe zuginglichen Aldehyd bewerkstelligt werden
(Schema 24). Hierzu wurde mit Dess-Martin-Periodinan, beziechungsweise iiber eine Swern-
Reaktion der Aldehyd generiert. Nach Zugabe des Reduktionsmittels, in allen Fillen
Natriumcyanoborhydrid, konnte jedoch kein Lactam 64 detektiert werden. Als Produkt der
Reaktion entstand hauptsédchlich das Prolinderivat 68. Dieser Befund ist durch die erhdhte
Nukleophilie des Aminstickstoffs im Vergleich zum Amidstickstoff zu erkldren. Ein Angriff
der Aminofunktion sollte jedoch eigentlich durch die Verwendung der sterisch &duferst
anspruchsvollen Phenylfluorenyl-Schutzgruppe!™ verhindert werden. Eventuell liegt aber
eine Vorzugs-Konformation des Molekiils derart vor, dass die Bildung des Fiinfrings

favorisiert ist.
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1) Oxidation
- OH 2) Reduktive Aminierung
N M g
PFHN - COMe BIHN N_CO,Me
(0] : :
SFar O Ssear
67 64
(All),N
N N\_/COZMG
Pf :
© SFar
68

Schema 24: Cyclisierungsoption 3: Intramolekulare reduktive Aminierung.

Aufgrund dieser Fakten wurde die in den Abschnitten 4.4.2. bis 4.4.4. beschriebene
Darstellungsweise fiir das Lactam 62 gewéhlt. Sie bietet im Vergleich zu den vorstehend
beschriebenen Cyclisierungsvarianten den Vorteil, dass sie eine hohere Flexibilitdt in der
Wahl der anzubringenden funktionellen Gruppen besitzt. Wéihrend diese in den
intramolekularen Verfahren bereits im Molekiil vorhanden sein miissten, konnten sie bei der
intermolekularen Synthese auch nach der Darstellung des Lactam-Grundkorpers noch
modifiziert werden. Fiir eine eventuelle kombinatorische Synthese wire die hier gewéhlte

Methode in jedem Fall besser geeignet.

4.4.6. Fortfiihrung der Synthese der Lactam-Mimetika

Fiir die Ankupplung der verschiedenen Aminosduren an das Lactam 62 mussten dort zunichst
die beiden Boc-Schutzgruppen entfernt werden (Schema 25). Dies konnte mit
Trifluoressigsdure in nahezu quantitativer Ausbeute erreicht werden. Der zentrale Baustein 69
wurde anschlieend mit dem (-Alaninderivat 40 unter Standardbedingungen zur Verbindung
70 verkniipft. Mit dem Diaminopropionsdurederivat 46 konnte das Lactam-Dipeptid 71

zuginglich gemacht werden, wobei die Ausbeute mit 62 % akzeptabel erschien.
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N N
| |
o) TFA / CH,Cl, (1:1), Rt, 30 min o)
N > N
(Boc),N \E)J\OMe 99 % TFA'HoN ;JJ\OMe
] o) 5
O Nssuy ~ss'Bu
62 69
N

| C16H33802-B-A|G-OH 40,
EDC, HOBt, DIPEA,

o) o)
N\)J\ _ | CH,Cl,, 0°C >Rt 18
N = © 67 %
H H (V)
HN O Sssi
Os<g
0 70
_N
o’

Ac—Dap(SOZC16H33)-OH 46,
| EDC, HOBt, DIPEA,
CH,Cl,, 0°C - Rt, 18 h

2 H 5 62 %
HN™ sstBu
O:é
,,\/\/\/\/\/\/\/\/
71

Schema 25: Darstellung der Lactam-Dipeptide 70 und 71.

Fiir die weitere Synthese war es nun notwendig, die Acrylnitril-Struktur in 70 bzw. 71 zu
reduzieren. Dies sollte hydrogenolytisch unter Edelmetallkatalyse erfolgen (Schema 26). In
der Literatur ist kein Fall beschrieben, bei dem durch Hydrogenolyse mit Palladium- oder
Platinkatalysatoren Disulfidgruppen in Mitleidenschaft gezogen wurden. Lediglich die
Aktivitdt der eingesetzten Katalysatoren wird herabgesetzt. Von Raney-Nickel hingegen ist
bekannt, dass er entschwefelnd wirkt,’® weshalb auf dessen Einsatz verzichtet wurde.
Trotzdem konnte nach Ablauf der Reaktion lediglich die vollstindig entschwefelten
Alaninderivate 74 und 75 erhalten werden. Auch Zugabe von Sdure oder Variation der

Losungsmittel hatten hierauf keinen Einfluss.
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NH,

N J

|

H,, diverse =
R \)OJ\ N \)CJ)\ Katzalysatoren \)CJ)\ o
"N x” “OMe > RSN N\z)J\OMe
z H z z H S
s (0] ~
m SS'Bu HN ©  Ngstuy
=3 O:,,S‘C16H33
70 R=H 0 72 R=H

l 71 R = AcHN 73 R = AcHN
_N
o’

|

o) o)
R N
\E)J\N \E)J\OMe
E H :
HN” O Ny

O=¢
:,S"C16H33 74 R=H
© 75 R=AcHN

Schema 26: Versuch der Reduktion der Acrylnitrilfunktion.

Da die Reduktion der Nitrilfunktion und Doppelbindung jedoch fiir ein Fortkommen nétig
gewesen wire, wurde an dieser Stelle die weitere Synthese abgebrochen. Dies war fiir die
Inhibitionsstudien jedoch ohne Belang, da mit dem Disulfid und dem Fehlen einer
Aminofunktion ein interessantes Muster in den Substanzen 70 und 71 vorhanden war, das

eine ndhere Betrachtung auf alle Fille lohnenswert erscheinen lieB3.

4.5. Synthese der unterschiedlich modifizierten Pentapeptide

4.5.1. Synthese des zentralen Diaminopropionsaurederivats

Das zentrale Diaminopropionsdurederivat 77 konnte ausgehend von L-Diaminopropionsdure-
hydrochlorid 43 in zwei Stufen synthetisiert werden (Schema 27). Zundchst wurde die
Aminosdure 43 durch azeotrope Veresterung in den entsprechenden Allylester 76 iiberfiihrt.

Anschliefend konnte bei —70 °C selektiv die B-Aminofunktion mit einer Ausbeute von 72 %
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zum Sulfonamid umgesetzt werden. Das kupplungsfihige Diaminopropionsdurederivat 77

stand somit fiir die weitere Synthese zur Verfiigung.

O Tooh,

H,N . COOH Benzol, R, 18 h TsOH-H,N __COAIl
“NHzHCl 79 % “NHyHOTs
43 76

C1 6H33SOzC|, NEt3,

CH,Cl,, -70 °C > Rt, 15 h HoN \E/COZAII
72 % “NHSO,C16Ha3
77

Schema 27: Darstellung des zentralen Diaminopropionsdurederivats 77.

4.5.2. Synthese des ersten Pentapeptids

Fiir die Synthese des ersten Pentapeptids wurde zunédchst N-Acetyl-L-Methionin 78 mit L-
Serinbenzylester-hydrochlorid 79 zum geschiitzten Dipeptid 80 gekuppelt (Schema 28). Eine
eventuell mogliche Racimisierung wurde nicht beobachtet. Die Entfernung des Benzylesters
durch palladiumkatalysierte Hydrogenolyse lieferte in nahezu quantitativer Ausbeute das

kupplungsfdhige Dipeptid 81.

AC"\gzt'OH EDC, HOBt, NEts,
CH,Cl,, 0 °C - Rt, 20 h
+ > Ac-Met-Ser-OBzl
86 %
HCI-H-Ser-OBzI 80
79
OH
Hp, Pd/ C (10 %), H O (
MeOH, Rt, 3d \H/N:JJ\N/\H/OH
99 % o] :\ H o
_s 81

Schema 28: Darstellung des kupplungsfihigen Dipeptids 81.



4. Spezieller Teil 45

Das Dipeptid 81 wurde im weiteren Verlauf der Synthese nun mit der Diaminopropionséure
77 zum geschiitzten Tripeptid 82 gekuppelt (Schema 29). Unter Verwendung von
Standardbedingungen konnte eine gute Ausbeute von 73 % erzielt werden. Die
palladiumkatalysierte Allylabspaltung lieferte das C-terminal freie Tripeptid 83 in nahezu
quantitativer Ausbeute. Dieses wurde nachfolgend mit dem N-terminal freien Dipeptid H-
Lys(Aloc)-Cys(Far)-OMe 84 zum vollstindig geschiitzten Pentapeptid 85 umgesetzt.[go] Das
verwendete Dipeptid 84 wurde frisch hergestellt, um eine Diketopiperazinbildung weitgehend
zu unterdriicken. Die etwas niedrige Ausbeute von 50 % riihrt jedoch eben von dieser
Diketopiperazinbildung her. Dies wurde allerdings billigend in Kauf genommen, da auf diese

Weise zwei Schritte in der Reaktionsequenz gespart werden konnten.

H-Dap(SOzC1 6H33)-OA“ 77,

EDC, HOBt, DMF, 0 °C - Rt, 18 h
Ac-Met-Ser-OH > Ac-Met-Ser-Dap(SO,C4gH33)-OAll

Pd(PPhs),, DMB, THF, Rt, 1.5 h

> Ac-Met-Ser-Dap(SO,C45H33)-OH
99 % 83

H-Lys(Aloc)-Cys(Far)-OMe 84,
EDC, HOBt, CH,Cl,, 0 °C — Rt, 16 h

> Ac-Met-Ser-Dap(SO,C4gH33)-Lys(Aloc)-Cys(Far)-OMe

50 % g
Pd(PPhs),, DMB,
THF, Rt 4 h,
82 %
NH,
OH
H O r H © H O
N N N
\ NH s
]
_S NG NG NG NN
o
8

Schema 29: Darstellung des ersten Pentapeptids 8.
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AbschlieBend wurde die Allyloxycarbonylgruppe des Lysins palladiumvermittelt abgespalten.

Hierbei konnte das Pentapeptid 8 in 82 %iger Ausbeute isoliert werden. Somit stand der erste

Vertreter einer weiteren Substanzklasse fiir die Inhibitionstests zur Verfiigung.

4.5.3. Synthese der zentralen Cy-Aminoséaure

Fiir die Synthese des zweiten Pentapeptides war es notwendig, die zentrale C,;-Aminosdure

92

aufzubauen. Hierzu wurde zundchst ausgehend von L-Glutaminsdure-5-methylester 86 die

Carboxylfunktion als tert-Butylester geschiitzt (Schema 30). AnschlieBend erfolgte eine

zweifache Blockierung der Aminofunktion in 87 zum Diallylamin.®"! Dies konnte mit

katalytischen Mengen Tetrabutylammoniumiodid erreicht werden. Die Allylgruppe wurde

gewidhlt, um in einer spiteren Grignard-Reaktion unerwiinschte Deprotonierungen an

eventuell verwendeten Urethanschutzgruppen und damit potentielle Nebenreaktionen zu

unterbinden.
CO,Me
COzMe |sobuten, H,SO,, CO,Me AlIBr, NEts,
Dioxan, Rt, 3 d TBAI, THF, Rf, 2 d
- - N"N7co,Bu
o, o,
H,N~ > COOH 55% H,N~ >CO,'Bu 80 %
86 87 | 88
1) DMP, CH,Cly, Rt, 1 h
OH 2) C4H33MgBr 90, HO.., CrehHss
LiBH,, THF, Rt, 36 h THF, -78 °C, 15 min
0 63 % (2 Stufen
% (AIN,N”>CO,'Bu o ( ) (AN~ >CO,'Bu
89 91
HO.., CieHs3
Pd(PPhs),, DMB, THF, 35 °C, 6 h
75 %
H,N~ >CO,'Bu
92

Schema 30: Darstellung der zentralen C,;-Aminoséure 92.
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Die selektive Reduktion des Methylesters 88 zum Alkohol mit Lithiumborhydrid als
Reduktionsmittel lieferte mit 71 % Ausbeute die Verbindung 89. Die Differenzierung der
beiden Esterfunktionen wird durch deren unterschiedlichen Raumbedarf bewirkt. Die
Reaktion des Reduktionsmittels mit dem Methylester ist hier deutlich schneller als die mit
dem fert-Butylester. Auch nach der recht langen Reaktionszeit von 36 h wurde kaum
Reduktion des tert-Butylesters beobachtet. Der Alkohol 89 wurde sodann mit Dess-Martin-
Periodinan zum  Aldehyd oxidiert und wunverziiglich mit frisch Dbereitetem
Hexadecylmagnesiumbromid 90 zur C,;-Verbindung 91 umgesetzt. Die Reaktionszeit war
hierbei kurz zu halten, da bei ldngerer Exposition in der basischen Reaktionslosung eine
Cyclisierung zum entsprechenden Lacton beobachtet wurde. AbschlieBend mussten die
Allylgruppen abgespalten werden, um zur kupplungsfihigen Aminosdure 92 zu gelangen.
Dies konnte palladiumkatalysiert mit N,N’-Dimethylbarbitursdure bei leicht erhohter
Temperatur erreicht werden.”” Die zentrale C,i1-Aminosdure 92 stand somit fir die weitere

Synthese zur Verfiigung.

4.5.4. Synthese des zweiten Pentapeptids

Fiir die Synthese des zweiten Pentapeptids wurde zunidchst Ac-Met-Ser-OH 81 mit der C;;-
Aminosdure 92 zum geschiitzten Tripeptid 93 gekuppelt (Schema 31). AnschlieBend sollte der
tert-Butylester sauer entfernt werden. Bei der Reaktion mit Trifluoressigsdure musste jedoch
festgestellt werden, dass in erheblichem Mal3 eine sauer katalysierte Cyclisierung der y-
Hydroxyfunktion der C,;-Aminosdure mit dem fert-Butylester zum entsprechenden
Sechsringlacton stattfindet. Es wurde daher eine basische Verseifung des Esters mit
Natriumhydroxid versucht, welche auf Anhieb ohne nachweisbare Racemisierung gelang. Auf
diese Weise liel sich das kupplungsfihige, C-terminal freie Tripeptid generieren. Ohne
weitere Aufarbeitung wurde anschlieBend das frisch hergestellte Dipeptid 84 aufgekuppelt,
wodurch das vollgeschiitzte Pentapeptid 94 dargestellt werden konnte. Die eher méBige
Ausbeute von 44 % kann durch den erheblichen sterischen Anspruch der Ci¢-Kette erklért
werden, die offenbar eine gute Kupplung erschwert. Im abschlieBenden Reaktionsschritt
wurde wiederum palladiumkatalysiert die Aloc-Schutzgruppe entfernt. Dies konnte mit einer
guten Ausbeute von 80 % erreicht werden. Somit stand auch das zweite Pentapeptid 9 fiir

nachfolgende Inhibitionsstudien zur Verfiigung.
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H-Hhe-O'Bu 92, EDC, HOBt,

CH,Cl,, 0°C - Rt, 20 h ¢
Ac-Met-Ser-OH - Ac-Met-Ser-Hhe-O'Bu

81 69 % 93

1) 1 M NaOH, MeOH, Rt, 3 h
2) H-Lys(Aloc)-Cys(Far)-OMe 84,
EDC, HOBt, CH,Cl,, 0 °C —»> Rt, 15 h

> Ac-Met-Ser-Hhe-Lys(Aloc)-Cys(Far)-OMe

44 % (2 Stufen) 04

Pd(PPh3),, DMB,
THF, Rt, 6 h,
80 %

Schema 31: Darstellung des zweiten Pentapeptids 9.

4.6. Synthese des tripeptidischen Inhibitors

Zu Beginn der Tripeptid-Synthese wurde die Diaminopropionsiure 46 mit H-Lys(Aloc)-O'Bu
95 zum geschiitzten Dipeptid 96 in hoher Ausbeute gekuppelt (Schema 32). Anschlieend
konnte mit Trifluoressigsdure der terz-Butylester mit quantitativer Ausbeute gespalten
werden. Das C-terminal freie Dipeptid 97 wurde nun mit farnesyliertem L-Cysteinmethylester
25 unter Standardbedingungen zum vollgeschiitzten Tripeptid 98 verkniipft. Abschliefend
musste lediglich noch die Aloc-Schutzgruppe entfernt werden. Hierzu wurde
palladiumkatalysiert mit N,N’-Dimethylbarbitursdure als Fianger gearbeitet. Auf diese Weise
war das Tripeptid 10 mit 73 % Ausbeute zugédnglich und konnte in den nachfolgenden

Inhibitionsstudien Verwendung finden.
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H-Lys(Aloc)-O'Bu 95, EDC,
HOBt, CH,Cl,, 0 °C — Rt, 18 h t
Ac-Dap(S0O,CgH33)-OH » Ac-Dap(SO,C1gH33)-Lys(Aloc)-O'Bu
46 82 % 96

TFA / CH,Cl, (1:1), Rt, 4 h, quant.
- Ac-Dap(S0O,C4gH33)-Lys(Aloc)-OH

97

H-Cys(Far)-OMe 25, EDC,
HOBt, CH,CI,, 0 °C —» Rt, 18 h

> Ac-Dap(S0O,CgH33)-Lys(Aloc)-Cys(Far)-OMe
90 %

98
Pd(PPhs),, DMB,
THF, Rt, 8 h,
73 %
NH,
H O H O
S o
: H :
(0} \NH (0] \S = 7 =
O:é

Schema 32: Darstellung des tripeptidischen Inhibitors 10.

4.7. Synthese des Substrats fur die APT1-Inhibitionstests

Als Substrat fiir die Inhibitionstests mit dem Enzym Acyl-Protein-Thioesterase 1 wurde ein
pentameres, C-terminales Fragment des menschlichen H-Ras-Proteins gewéhlt. Da APT1 das

H-Ras-Protein als Substrat akzeptiert!'!

, erschien diese Vorgehensweise sinnvoll.

Fiir die Synthese wurde vom C-terminal freien Dipeptid Ac-Met-Ser-OH 81 ausgegangen,
welches mit Cystin-bis(tert-butylester)dihydrochlorid 99 zum dimeren Tripeptid 100
gekuppelt wurde (Schema 33). Das Disulfid wurde im nichsten Schritt mit 1,4-Dithiothreitol
(DTT) gespalten und die freie Thiolfunktion in situ palmitoyliert. Uber zwei Stufen konnte so

das palmitoylierte Tripeptid 101 mit einer guten Ausbeute von 75 % dargestellt werden. Die
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Spaltung des tert-Butylesters mit Trifluoressigsdure verlief glatt und generierte den

kupplungsfahigen Baustein 102.

(HCI-H-Cys-OtBu), 99, EDC, HOB,

t
DIPEA, CH,Cl,, 0 °C - Rt, 18 h Ac-Met-Ser-Cys-O'Bu
Ac-Met-Ser-OH >
0,
81 65 % Ac-Met-Ser-Cys-O'Bu
100

1) DTT, CH,Cl,, Rt, 2 h
2) PalCl, NEt, Rt, 3.5 h

> Ac-Met-Ser-Cys( Pal)—OtBu

0,
% 101

TFA / CH,Cl, (1:1), Rt, 2 h, quant.

Ac-Met-Ser-Cys(Pal)-OH
102

H-Lys(Aloc)-Cys(Far)-OMe 84,
EDC, HOBt, CH,Cl,, 0°C » Rt, 16 h

> Ac-Met-Ser-Cys(Pal)-Lys(Aloc)-Cys(Far)-OMe
65 %

103
Pd(PPhs),, DMB,
THF, Rt, 4 h,
75 %
NH,
OH
H © H © H O
S U HE NS
o) \H o) E\SH o) E\S _ _ _
S OMV\MM
104

Schema 33: Darstellung des Substrats 104 fiir die APT1-Inhibitionstests.

Die Synthese zum Pentapeptid 103 gelang durch Ankniipfen des frisch bereiteten Dipeptids
84. Die Ausbeute von 65 % ist unter Beriicksichtigung der Bildung geringer Mengen an
Diketopiperazin akzeptabel. Im abschlieBenden Schritt wurde die Allyloxycarbonylgruppe
palladiumvermittelt in 75 %iger Ausbeute entfernt und das pentapeptidische Substrat 104

somit fiir die biologischen Untersuchungen zur Verfiigung gestellt.
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4.8. Biologische Evaluierung der synthetisierten Verbindungen

4.8.1. Der fluoreszenzbasierte APT1-Inhibitionsassay

Von dem Enzym Acyl-Protein-Thioesterase 1 ist bislang bekannt, dass es préferenziell
palmitoylierte Proteine depalmitoyliert. Um solche Enzymreaktionen verfolgen zu kdnnen,
wurden bislang hauptsichlich auf Radioaktivitit basierende Assaysysteme entwickelt.!'*%>
Derartige Systeme besitzen allerdings erhebliche Nachteile. Als Erstes ist hier der Aufwand
fiir die Sicherheit im Umgang mit radioaktiv markierten Substanzen zu nennen. Diese
Auflagen schrinken die Flexibiltit radioaktiver Assaysysteme deutlich ein. Zweitens sind
solche Testverfahren sehr zeitaufwendig. In der Regel muss in der Reaktion gebildetes
Palmitat zunichst ausgeféllt und dann szintillationstechnisch untersucht werden. Aus diesem
Grund lassen sich Depalmitoylierungen nicht auf einfache Weise zeitabhdngig untersuchen.
Das heifit, die direkte Messung einer Kinetik ist nicht moglich. Das Problem des Ausfillens
von Palmitat fithrt unmittelbar zu einem dritten Nachteil, ndmlich der relativen Ungenauigkeit
dieser Verfahren. Es muss strikt darauf geachtet werden, dass s@mtliches Palmitat ausgetallt
und der Szintillationszdhlung zugefiihrt wird, da sich sonst erhebliche Fehler in die Messung
einschleichen konnen. Aus diesen genannten Griinden wurde von Herrn M. Biel aus der
Arbeitsgruppe A. Giannis in Leipzig und mir ein neues, fluoreszenzbasiertes Assaysystem
entwickelt, welches die genannten Nachteile nicht mehr besitzt.

Zuvor musste jedoch das Enzym Acyl-Protein-Thioesterase 1 prépariert werden. Dies erfolgte
durch Isolierung aus Rattenleber nach einem Verfahren von Duncan er al'"! Aus 40 g
Rattenleber konnten auf diese Weise nach Durchfiithrung von sechs chromatographischen
Reinigungsschritten 30 ng APT1 isoliert werden.

Das Prinzip des Assays ist in Abbildung 13 dargestellt. Zundchst wird das in Abschnitt 4.7.
vorgestellte Substrat mit Hilfe des Enzyms APT1 bei pH 7.4 depalmitoyliert. Die Menge an
freier Fettsdure wird daraufthin indirekt bestimmt. Die Detektion des in der Enzymreaktion
freigesetzten Palmitats basiert auf dem Fettsdurerezeptor ADIFAB (acrylodated intenstinal
fatty acid binding protein).”” Dieses System wurde von Alan Kleinfeld und seinen
Mitarbeitern am Medical Biology Institute in Californien (USA) entwickelt und kann von
Molecular Probes (Eugene/Oregon (USA)) bezogen werden. ADIFAB ist ein Protein, welches
ausschlieBlich freie Fettsiuren mit hoher Affinitit bindet.”® Im ungebundenen Zustand
besetzt eine an den Rezeptor gebundene Acrylodaneinheit die Bindungstasche fiir die

Fettsdure. Durch eine Anregung bei 386 nm resultiert dann eine Fluoreszenzemission des
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Acrylodans bei 432 nm. Befindet sich freie Fettsdure in der Untersuchungslosung wird diese
innerhalb von wenigen Sekunden vollstindig an ADIFAB gebunden, wodurch der
Acrylodanrest aus der Bindungstasche verdrangt und die Fluoreszenzantwort bathochrom auf

505 nm verschoben wird. Kovalent gebundene Fettsdurereste beeintrachtigen die Fluoreszenz

bei der Messung nicht.

ADIFAB

T
0 uM Oleate

-

_OA/VWVVV\
Ny
ADIFA

Fluorescent Intensity (arb. units)

Emission Wavelength (nm)

Abbildung 13: Fluoreszenzbasierter APT1-Inhibitionsassay.

Aus dem Verhiéltnis der beiden Fluoreszenzmaxima lédsst sich nach dem folgenden Verfahren
die Menge an freier Fettsiure im Untersuchungsmedium bestimmen.””!
Zunichst werden die Fluoreszenzemissionen bei 505 nm und 432 nm (Anregungswellenlidnge

386 nm) im Probenpuffer mit Substrat (MeBkonzentration 1 uM) und potenziellem Inhibitor

(MeBkonzentration variabel) gemessen. Dies liefert die Werte 724" und 7. . Danach wird

ADIFAB zu einer MeBkonzentration von 100 nM zupipettiert. Es werden wiederum die
0

Emissionen bei 505 nm und 432 nm gemessen (5, I.,). Hieraus wird der sogenannte

Ry-Wert berechnet:
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10 _Iblank
Ry=2>—2_  (Gleichung 1).
] _ I an
432 432
Nach Zugabe des Enzyms (MeBkonzentration 1.6 pM; absolute Enzymmenge 30 ng) und

20 miniitiger Inkubation bei 25 °C werden wiederum die Fluoreszenzemissionen gemessen

(/5055 143,)- Hiermit ldsst sich der R-Wert berechnen:

I _Iblank
e (Gleichung 2).
1 432 1 432

Die Berechnung der Konzentration an freiem Palmitat erfolgt dann nach folgender Formel:

R-R,  [ADIFAB],, *19.5*(R-R,)

[Pal] = K¢*19.5*
11.5-R 11.5-R+19.5*(R-R,)

(Gleichung 3).

Darin ist K4 die temperaturabhiingige Bindungskonstante fiir Palmitat an ADIFAB® und
[ADIFAB] 01 die eingesetzte Menge an ADIFAB.

Die Empfindlichkeit dieses MeBverfahrens ist im Vergleich zu radioaktivitdtsbasierten Assays
konkurrenzféhig. Es lassen sich auf die gezeigte Weise Konzentrationen an freier Fettsdure
von 1 nM bis etwa 20 uM bestimmen."”!

Die Untersuchungen wurden im Rahmen dieser Dissertation in herkdmmlichen Quarz-
Kiivetten vorgenommen. Wenn man die Methodik jedoch auf Mikrotiterplatten iibertragt,
konnte die Geschwindigkeit der Analyse und die Anzahl der Messpunkte pro Zeit noch
deutlich gesteigert werden. Dies wire mit einem radioaktiven Assaysystem keineswegs
denkbar, da die Ausfillung und Abtrennung des freien Palmitats in Mikrotiterplatten nicht
moglich ist. Weiterhin wédre nur noch ein Bruchteil der eingesetzten Substanzmengen
(Enzym, Substrat, Inhibitor, ADIFAB) vonndten. Mit dem vorgestellten Assaysystem steht
also ein leistungsfahiges Werkzeug flir das Studium von Depalmitoylierungsreaktionen zur

Verfligung.

4.8.2. Ergebnisse der Inhibitionstests

Die Inhibitionskurven der untersuchten Verbindungen sind im Folgenden dargestellt. Dabei

ist auf der Ordinate das prozentuale Verhéltnis der Freisetzung von Palmitat mit Inhibitor zu

der ohne Inhibitor aufgetragen. Auf der Abszisse befinden sich die jeweilig eingesetzten
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Konzentrationen der Inhibitoren. Die Messpunkte wurden nach der Auftragung mit dem
Programm Origin® gefittet und ausgewertet. Die Fehlerbalken beruhen auf den

Standardabweichungen der Mittelwerte der einzelnen Messungen.

Ergebnisse der getesteten Benzodiazepine

In Abbildung 14 sind die beiden doppelt lipidmodifizierten Benzodiazepine dargestellt. Das
freie Amin 1 lieferte bei den Untersuchungen einen ICsop-Wert von 27 nM £ 5. Bei dem
geschiitzten Derivat 26 war die Inhibition etwa um eine Grofenordnung schlechter. Hier
wurden immerhin noch 149 nM =+ 30 erreicht. Dies scheint nicht ungewdhnlich zu sein, da im
Falle von 26 die freie Aminogruppe fehlt, und so eine eventuelle Wechselwirkung im aktiven
Zentrum geschwécht oder verhindert wird. Bei beiden Molekiilen stellt die schlechte
Loslichkeit im Probenpuffer jedoch ein erhebliches Problem dar. Diese Tatsache fiihrte auch

zu den recht gro3en Fehlerbalken in den Diagrammen.

NH, 1001 1
o) H o
N 0 iz
H $g 60y
N - 8E
H’\.l( N j@( \E)J\O 33 a0
O=s o o -\S = = ¥Z g’g\
é/v\/\/\/\/\/\/\/ 20 IC,, =27 M+ 5
1 0 . . . | !
01 1 10 100 1000
Konzentration Inhibitor [nM]
O 100
HN J( 2
/) O \= =2
(0] 'Esi
N 58 oo
N E J
HN N : o~ gg 40
O:/,S N ° s Z = Z & 20 IC,, = 149 nM + 30
(6] \/\/\/\/\/\/\/\/
0
26 01 1 10 100 1000 10000

Konzentration Inhibitor [nh)]

Abbildung 14: Ergebnisse der doppelt lipidmodifizierten Benzodiazepine 1 und 26.
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Um eine Aussage dariiber machen zu kénnen, ob der Farnesylrest in 1 und 26 eine Rolle fiir
die inhibitorische Potenz spielt, wurden die beiden ausschlieBlich hexadecylierten
Verbindungen 2 und 22 getestet (Abbildung 15). Die freie Sdure 2 zeigte sich hierbei mit 97
nM = 8 im Vergleich zum Ester 22 mit 148 nM + 6 als leicht liberlegen. Dies konnte
moglicherweise an der deutlich besseren Loslichkeit der Séure liegen. Im Vergleich zu den
doppelt lipidmodifizierten Benzodiazepinen liegen sie um etwa eine Gréflenordnung unter
deren Inhibitionspotenzial. Ein gewisser positiver Effekt des Farnesylrests scheint also

vorzuliegen.
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Abbildung 15: Ergebnisse der monolipidierten Verbindungen 2 und 22.

Bei den in Abbildung 16 dargestellten Verbindungen 3 und 28 wurde die Sulfonamideinheit
beibehalten, jedoch fehlt die lange Hexadecylkette. Diese wurde durch eine einfache
Methylgruppe substituiert. Hierbei ist ein dramatischer Abfall in der Inhibitionswirkung auf
APT1 zu erkennen. Wihrend das Benzodiazepin 3 noch einen Farnesylrest besitzt und es
immerhin noch auf einen ICsp-Wert von 26 uM + 17 erreicht, liefert die vollstindig
unlipidierte Substanz 28 einen um etwa eine GroBenordnung schlechteren Wert von 252 uM

+ 159. Am Sulfonamid muss sich also offensichtlich eine lingere Alkylkette befinden, um
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eine gute inhibitorische Wirkung zu liefern. Der Farnesylrest in 3 kompensiert ein wenig das
Fehlen einer langen Kette in 28. Jedoch scheint seine Position fiir das aktive Zentrum nicht

optimal zu sein.
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Abbildung 16: Ergebnisse der Methansulfonsdureamide 3 und 28.

Insgesamt kann festgestellt werden, dass das inhibitorische Potential der Benzodiazepine
auBerordentlich hoch zu sein scheint, wenn eine Hexadecansulfonsdureamidgruppe im

Molekiil vorhanden ist.

Ergebnisse der getesteten Prolinderivate

Die folgende Abbildung 17 enthélt die Ergebnisse fiir die drei Prolinderivate, die im APT1-
Inhibitionsassay untersucht wurden. Das -Alaninderivat 4 zeigte hier die stirkste Inhibition
mit einem ICsp-Wert von 61 nM £ 6. Das mit Diaminopropionsdure versehene Prolin 5
lieferte einen Wert von 140 nM + 18, wohingegen die an der Aminofunktion geschiitzte
Variante 48 mit 1223 nM + 258 wiederum um eine Gréfenordnung schwicher abschnitt. Dies

ist offensichtlich auf die blockierte Aminogruppe zuriickzufiihren. Alles in allem zeigen aber
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auch die Prolin-Mimetika eine sehr gute inhibitorische Wirkung, wie aus den Ergebnissen zu

entnehmen ist.
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Abbildung 17: Ergebnisse der drei getesteten Prolin-Mimetika 4, S, und 48.

Ergebnisse der getesteten Lactam-Verbindungen

Die Lactam-Mimetika 70 und 71 sind duBerst interessante Verbindungen. Sie besitzen zwar
beide die Hexadecylsulfonamideinheit, jedoch fehlt ihnen die wichtige Aminogruppe. Diese
Tatsache wirkt sich auch auf die ICso-Werte aus. Beide sind im Vergleich zu den ebenfalls nur

monolipidierten Benzodiazepinen 2 und 22 (Abbildung 15) um etwa eine GroBenordnung
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schlechter. Hierbei besitzt das Molekiil 70 einen ICso-Wert von 725 nM =+ 19, wohingegen bei
dem Lactam 71 ein Wert von 975 nM =+ 7 resultierte (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Ergebnisse der Lactam-Mimetika 70 und 71.

Ergebnisse der getesteten Pentapeptide

Die im Folgenden (Abbildung 19) gezeigten Pentapeptide sind exakt an den C-Terminus des
H-Ras-Proteins angelehnt. Lediglich die zentrale Aminosdure unterscheidet sich von der
natiirlichen Sequenz. Nach Untersuchung im Assay folgt flir das Pentapeptid 8, welches eine
Diaminopropionséure an der zentralen Stelle tragt, ein ICso-Wert von 291 nM + 11. Léasst man
die Aminofunktion geschiitzt (85) fallt die inhibitorische Wirkung, wie in allen anderen
Féllen, um etwa eine GroBenordnung auf 1583 nM + 240. Die relativ groen Fehlerbalken
sind auch hier wieder auf Loslichkeitsprobleme zuriickzufiihren. Beim Pentapeptid 9, welches
die C,;-Sdure in zentraler Position tragt, konnte in dieser Reihe das beste Ergebnis erzielt
werden. Mit 147 nM =+ 20 liegt der Wert nur wenig iliber denen, die mit einigen
Benzodiazepinen erzielt werden konnten. Die Tatsache, dass sie doch etwas schlechter sind,

kann zwei Griinde haben. Einerseits konnte die schon angesprochene schlechte Loslichkeit
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die Werte verfdlschen. Andererseits konnte auch die groBere Flexibilitdt der Verbindungen im
Vergleich zu den rigiden Benzodiazepinen diesen Effekt hervorrufen. Zusammenfassend ldsst

sich jedoch auch hier feststellen, dass ein grof3es Potenzial in diesen Verbindungen steckt.
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Abbildung 19: Ergebnisse der getesteten Pentapeptide 8, 85 und 9.

Ergebnisse der getesteten Tripeptide

Die Ergebnisse fiir die beiden Tripeptide, die untersucht wurden, finden sich in Abbildung 20.
Dabei resultierte mit Verbindung 10 ein guter Inhibitor fiir das Enzym APT1. Der ICso-Wert

betragt bei diesem Molekiil 65 nM + 3. Beim geschiitzten Vertreter 98 war wiederum eine
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Verschlechterung der Inhibition zu beobachten. Mit 153 nM + 21 liegt die Substanz aber
immer noch in einem hervorragenden Bereich. Die Tatsache, dass das Tripeptid eine bessere
Wirksamkeit gegen die APT1 zeigt, als die Pentapeptide, kann durch deren grof3ere
Flexibilitdt in der Peptidkette erkldrt werden. Beim Tripeptid 10 scheinen die einnehmbaren

Konformationen weniger variabel zu sein als bei den Verbindungen 8 und 9.
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Abbildung 20: Ergebnisse der untersuchten Tripeptide 10 und 98.

Zusammenfassung der Ergebnisse aus den Inhibitionstests

Die folgende Abbildung 21 zeigt die berechneten ICsp-Werte aller untersuchten Verbindungen
noch einmal im Uberblick. Dabei wird deutlich, dass nahezu alle Mimetika, die eine
Hexadecansulfonsdureamidgruppe tragen, das Enzym APTI im nanomolaren Bereich
inhibieren. Bei den Benzodiazepinen 3 und 28 fehlt diese lange Alkylkette, was sich drastisch
in den ICso-Werten widerspiegelt. Weiterhin féllt auf, dass in den Féllen, bei denen die
zentrale Aminogruppe mit der Allyloxycarbonylgruppe blockiert war, das inhibitorische
Potenzial dieser Verbindungen im Vergleich um etwa eine Grof3enordnung niedriger war. In

dieses Bild passen auch die zwei getesteten Lactame 70 und 71, bei denen statt einer
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Aminogruppe lediglich eine Cyanofunktion im Molekiil enthalten war. Ein weiterer Schluss,
den man aus den Untersuchungen ziehen kann, ist, dass die tripeptidischen Strukturen eine
dhnliche, wenn nicht sogar besserere Inhibition zeigen als die gezeigten Pentapeptide.
Problematisch bei einigen der untersuchten Substanzen war deren geringe Loslichkeit im
Probenpuffer. Aus diesem Grund ist gerade das Benzodiazepin 2 fiir Mikroinjektionsstudien
an Zellen ein duBerst interessantes Molekiil. Es besitzt eine hervorragende Loslichkeit und mit
97 nM ein auBerordentlich starkes Inhibitionsverhalten. In den im néichsten Kapitel
beschriebenen Mikroinjektionsstudien fanden daher neben Verbindung 1 auch die

Benzodiazepine 2 und 22 Verwendung.
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Abbildung 21: Zusammenfassung der berechneten ICso-Werte.

Zusammenfassend betrachtet kann festgestellt werden, dass es gelungen ist, eine gro3e Zahl

aulerordentlich leistungsfdhiger Inhibitoren fiir das Enzym Acyl-Protein-Thioesterase 1 zu
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finden. Die synthetisierten Strukturen wiirden sich in weiterfiihrenden Arbeiten hervorragend
fiir einen kombinatorischen Ansatz eignen, um verbesserte Strukturen zu finden, die neben
einer starken inhibitorischen Wirkung auch gute physikalische Eigenschaften im Hinblick auf

biologische Untersuchungen besitzen.

4.8.3. Ergebnisse der Mikroinjektionsstudien an PC12-Zellen

Uber Mikroinjektionsstudien kann die biologische Aktivitit von onkogenen Ras-Proteinen
und kiinstlichen Protein-Konstrukten getestet werden.”*'°) Wird ein intaktes onkogenes Ras-
Protein in Pheochromocytoma-Zellen (PC12-Zellen) injiziert, so bilden sich ausgehend von
den Zellen Auslaufer, sogenannte Dendriten oder Neuriten. Einem solchen Test wurde das
Konstrukt aus verkiirztem N-Ras und dem Heptapeptid MIC-Gly-Cys-Met-Gly-Leu-Pro-

1991 Dieses Konstrukt ist nicht palmitoyliert und wird daher erst

Cys(Far)-OMe unterworfen.
nach Prozessierung in der Zelle in seine onkogene und damit Neuriten verursachende Form
iiberfiihrt.

Bei den durchgefiihrten Untersuchungen wurde zunéchst das Proteinkonstrukt allein und
danach zusammen mit dem jeweiligen Inhibitor koinjiziert (Abbildung 22). In Bild A ist die
Neuritenbildung nach Zugabe des Proteins deutlich zu erkennen. Die Rate des Wachstums
betrug hierbei 47.7 %."°" In Bild B sind die Zellen nach Koinjektion mit dem Inhibitor 22
dargestellt und es zeigt sich, dass die PC12-Zellen voéllig frei von Neuriten sind. Das
statistische Ausmass des Neuritenwachstums betrug hier nur noch 14.2 %. Bild C schliesslich
zeigt das Ergebnis, das mit Inhibitor 1 erhalten wurde. Auch hier sind die Zellen nahezu
dendritenfrei. Der hier erhaltene Prozentsatz der neuritenbildenden Zellen betrug 16.3 %.
Allerdings streuten die Werte in diesem Fall sehr, was auf die relativ schlechte Loslichkeit der
Verbindung 1 im verwendeten Medium zuriickzufithren ist. Ergebnisse zu den
Untersuchungen mit dem Benzodiazepin 2 liegen derzeit noch nicht vor.

Das gleiche Experiment wurde auch mit einem entsprechenden K-Ras-Protein durchgefiihrt.
Dieses besitzt keine Palmitoylierungsstelle, weshalb in beiden Féllen, mit und ohne Inhibitor,
Neuritenwachstum zu erwarten wire. Es zeigte sich jedoch auch hier, dass nach Koinjektion
des Inhibitors 22 die Neuritenbildung deutlich reduziert wurde.

Eine eindeutige regulative Rolle des Enzyms APT1 bei der Palmitoylierung und
Depalmitoylierung von Ras-Proteinen kann aus diesen Untersuchungen noch nicht gefolgert

werden. Jedoch wirkt sich die Koinjektion des Inhibitors 22 deutlich auf die Differenzierung
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der PCl12-Zellen aus. Ob dies eventuell durch das Eingreifen in andere =zelluldre
Mechanismen als dem Ras-Signalweg geschieht, muss in weiteren Untersuchungen geklért

werden.

A: Zellen nach Injektion von N-RasMIC7CysFar.

B: Zellen nach Injektion von N-RasMIC7CysFar + 22.

C: Zellen nach Injektion von N-RasMIC7CysFar + 1.

Abbildung 22: Ergebnisse der Mikroinjektionsstudien.

In einem zweiten Experiment wurde fluoreszenzmarkiertes H-Ras-Protein hinsichtlich seiner
Plasmamembranlokalisation untersucht.'®? Es zeigte sich, dass bis vier Stunden nach
Koinjektion des Inhibitors 22 mit dem modifizierten H-Ras-Protein keine
Plasmamembranlokalisation erfolgte. Erst acht Stunden nach Injektion konnte eine
signifikante Anreicherung des Proteins an der Plasmamembran beobachtet werden.!'”!) Um
diese ersten Untersuchungen zu quantifizieren, bedarf es allerdings noch einer

weitergehenden Betrachtung.
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4.8.4. AbschlieBende Bewertung der gezeigten Ergebnisse

Die préisentierten Ergebnisse der zellbiologischen Untersuchungen lassen bislang noch keine
fundierte Aussage iiber die physiologische Bedeutung der Acyl-Protein-Thioesterase 1 zu. Es
ist gelungen, im Fall von N-Ras-Konstrukten eine reduzierte Differenzierungsquote durch
Koinjektion verschiedener Inhibitoren nachzuweisen. Wire die APT1 ein Regulativ bei der
Depalmitoylierung von Ras-Proteinen, hitte die Differenzierungsquote jedoch zunehmen
miissen. Die Ergebnisse deuten also auf eine Beteiligung der APTI bei der
Palmitoylierungsreaktion hin. Die Tatsache jedoch, dass auch bei K-Ras, bei dem die
Palmitoylierung fiir die biologische Aktivitdt keine Rolle spielt, die Ausbildung von Neuriten
unterbunden wird, spricht wiederum eher dafiir, dass die synthetisierten Inhibitoren in andere,
vom Ras-Signaltransduktionsweg verschiedene, zelluldire Mechanismen eingreifen. Dies muss
in weitergehenden Studien evaluiert werden.

Die scheinbare Verzdgerung der Plasmamembranlokalisation von fluoreszenzmarkiertem H-
Ras konnte ebenfalls auf eine regulierende Rolle der APT1 hindeuten. Die Inhibition eines in
die Palmitoylierung von Ras-Proteinen involvierten Enzyms, wiirde exakt diesen Effekt
hervorrufen. Zu kléren bleibt allerdings, ob es sich bei diesem Enzym tatsdchlich um die
Acyl-Protein-Thioesterase 1 handelt, oder ob eventuell eine bislang nicht charakterisierte
Palmitoyltransferase durch die verwendeten Inhibitoren blockiert wird.

In jedem Fall sprechen die erzielten Ergebnisse dafiir, dass es mit den entwickelten
Verbindungen in naher Zukunft mdéglich sein wird, zur Aufkldrung der physiologischen

Bedeutung der Palmitoylierung von Signalproteinen beizutragen.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Die Bedeutung der Chemie fiir ihre Nachbardisziplinen ist immens. So fiihrte nicht zuletzt der
Einsatz kleiner, wohldefinierter Verbindungen in der Erforschung biologischer Phinomene
bis hinunter auf die molekulare Ebene zu einer duBlerst positiven Entwicklung der Medizin
und Biologie. Einen wesentlichen Untersuchungsgegenstand dieser ,,Chemischen Biologie*
stellt die Signaltransduktion dar, deren Protagonisten oftmals lipidmodifizierte Proteine sind.
Prominente Vertreter dieser Klasse sind die sogenannten Ras-Proteine, bei denen als
Lipidmodifizierungen die N-Myristoylierung, die S-Prenylierung sowie die S-Palmitoylierung
vorkommen. Wihrend die Myristoylierung und die Prenylierung weitgehend verstanden sind,
herrscht im Hinblick auf die Mechanismen der Palmitoylierung nach wie vor akuter
Forschungsbedarf. Angetrieben durch die kiirzlich erfolgte Isolierung des Enzyms Acyl-
Protein-Thioesterase 1 (APT1), welches H-Ras depalmitoylieren kann, sollten im Rahmen
dieser Arbeit Inhibitoren fiir die APT1 synthetisiert und in biologischen Untersuchungen
evaluiert werden, um so tiefere Einblicke in die physiologische Bedeutung der

Palmitoylierung von Signalproteinen zu erlangen.

Die Hauptaufgabe wihrend dieser Dissertation bestand in der Synthese einer Reihe
potenzieller Inhibitoren aus unterschiedlichen Substanzklassen. Diese
Ubergangszustandsanaloga leiteten sich vom C-Terminus des H-Ras-Proteins ab, wobei
zunéchst eine konformative Fixierung des Peptidriickgrats durch Benzodiazepin-, Prolin- oder
Lactamstrukturen erreicht werden sollte. Weiterhin sollten durch den Einbau modifizierter

Aminoséuren verschiedene Peptidanaloga dargestellt werden.

Die Synthese der Benzodiazepinstrukturen begann mit der Kondensation von 4-(R)-Hydroxy-
L-prolin 13 mit 5-Bromisatosdureanhydrid 14, wonach im Anschluss daran die zentrale
Grundstruktur 20 in acht Stufen dargestellt werden konnte (Schema 34). Die nachfolgende
Derivatisierung der Aminofunktion sowie die Reduktion der Nitrilgruppe lieferten die
Verbindung 22 als ersten Vertreter fiir spétere biologische Untersuchungen. Ausgehend von
diesem war es dann auch moglich, sowohl das Benzodiazepin 2 als auch die Verbindung 1 als

weitere potenzielle Inhibitoren zu synthetisieren.
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Schema 34: Synthese der Benzodiazepinderivate 1 und 2.

Weiterhin gelang es mit der zentralen Struktur 20 als Startpunkt, zwei weitere
Benzodiazepine darzustellen (Schema 35). Die vollstdndig unlipidierte Verbindung 28 war
hierbei in zwei Stufen zugénglich, und ausgehend von diesem gelang die Synthese des
Inhibitors 3 in weiteren vier Stufen. Somit standen fiir fiir biologische Tests insgesamt sechs

unterschiedlich substituierte Benzodiazepine zur Verfligung.
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Schema 35: Synthese des Benzodiazepinderivats 3.

Die Synthese der gewiinschten Prolinderivate startete mit 4-(R)-Hydroxy-L-prolin 13.
Ausgehend hiervon war es moglich, das wichtige, zentrale Trifluoressigsduresalz 38 in nur
sieben Stufen darzustellen (Schema 36). Fiir die weitere Synthese war nun eine Kupplung mit
den unterschiedlichen Aminoséuren 40 und 46 notig. Das -Alaninderivat 40 wurde hierzu
zunéchst effizient in einer Eintopfreaktion dargestellt, auf das Prolin 38 gekuppelt und dieses
sodann in drei Stufen in das gewilinschte Mimetikum 4 {berfiihrt. Der Aufbau der
Diaminopropionséure 46 erolgte in fiinf Stufen, wonach in analoger Weise die Verbindung 5§
dargestellt werden konnte. Fiir die Evaluierung wirksamer Inhibitoren der APT1 konnten

somit zwei Vertreter einer weiteren Substanzklasse zuginglich gemacht werden.
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Schema 36: Synthese der Proline 4 und 5.

Fir die Synthese der o-Lactamverbindungen wurde von 2-(S)-Aminobutyrolacton-
hydrobromid 54 ausgegangen, welches in zehn Stufen in die Lactamzwischenstufe 61
iiberfiihrt werden konnte (Schema 37). Durch eine Alkylierung mit dem in zehn Stufen
zuganglichen Mesylat 51 und nach Abspaltung der Schutzgruppen war es moglich den
zentralen Lactambaustein 69 darzustellen. Im weiteren Verlauf erfolgte nun die Kupplung
einerseits mit dem schon beschriecbenen Alaninderivat 40, andererseits mit der ebenfalls
bekannten Diaminopropionsdure 46. Auf diese Weise konnten die Verbindungen 70 und 71
synthetisiert werden. Leider gelang es im Folgenden nicht, die Nitrilfunktion in beiden
Molekiilen ohne Verlust der kompletten Disulfidgruppe zu reduzieren. Da die gezeigten
Verbindungen jedoch ein duBerst interessantes Substitutionsmuster besallen, erschien eine

Evaluierung in den biologischen Testsystemen in jedem Fall lohnenswert.



5. Zusammenfassung und Ausblick 69

Lo
HBr-H,N
o)

54
10 Stufen,
36 %
//N 1) MsO\ECOzMe //N
| ss'Bu 51, NaH, THF |
2) TFA / CH,Cl, (1:1) 0
> N
(Boc),N NH 56 % (2 Stufen) TFA-HoN \E)J\OMe
° O Sssiay
61 69
//N
|
o) o) C16H33802-B-Ala-OH 40,
EDC, HOBt, DIPEA
N ) )
ﬁ“ o~ -
H : 67 %
(0]
HN ~ss'Bu
0=¢
O 70
_N
’
o | 0 AC-Dap(SOZC16H33)-OH 46,
A HN\)J\ N EDC, HOBt, DIPEA
TN =07 - 62 %
z H 0 = 0
HN” ss'Bu
O:é
i N N\ P
O 71

Schema 37: Synthese der Lactam-Mimetika 70 und 71.

Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde die Synthese unterschiedlicher Penta- und Tripeptide in
Angriff genommen. Zunichst wurde durch Kupplung von N-Acetyl-L-methionin 78 und L-
Serinbenzylesterhydrochlorid 79 mit anschlieBender hydrogenolytischer Abspaltung des
Benzylesters das Dipeptid 81 generiert. Die Kupplung mit der Diaminopropionsdure 77 und
eine nachfolgende Abspaltung der Allylschutzgruppe lieferten das kupplungsfihige Tripeptid
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83 (Schema 38). Durch Verkniipfung mit dem frisch bereiteten Dipeptid 84 und finaler

Deblockierung konnte das Pentapeptid 8 zugénglich gemacht werden.

1) H-Dap(SOzC16H33)-OAII 77,
EDC, HOBt, DMF

2) Pd(PPh3),, DMB, THF
Ac-Met-Ser-OH > Ac-Met-Ser-Dap(SO,C4gH33)-OH
o1 72 % (2 Stufen) 83

1) H-Lys(Aloc)-Cys(Far)-OMe 84,
EDC, HOBt, CH,Cl,

2) Pd(PPh3),, DMB, THF,
41 % (2 Stufen)

NH,
OH
H O H O H O
YN%N%N%NWNE o
OE\HOE\NHHOE\S///
S 038 e
© 8

Schema 38: Synthese des Pentapeptids 8.

Die Synthese eines zweiten Pentapeptids erforderte zunichst die Kupplung des Dipeptids 81
mit der Cp;-Aminosdure 92, die in sechs Stufen zuginglich ist, zum Tripeptid 93 (Schema
39). Eine saure Spaltung des fert-Butylesters gelang hier allerdings nicht, weshalb der Ester

basisch verseift wurde. Die anschlieBende Kupplung des frisch hergestellten Dipeptids 84 und
die finale Deblockierung der Aminofunktion des Lysins lieferte das zweite Pentapeptid 9,

welches nun auch fiir biologische Untersuchungen bereitgestellt war.

Fir die Synthese des gewlinschten Tripeptids wurde die C-terminal freie
Diaminopropionsdure 46 zunichst mit dem Lysin 95 gekuppelt und das entstandene Dipeptid
anschlieend C-terminal entschiitzt (Schema 40). Das kupplungsfiahige Dipeptid 97 wurde
dann mit farnesyliertem L-Cysteinmethylester 25 umgesetzt und das generierte Tripeptid final
palladiumkatalyiert entschiitzt. Auf diese Weise war es moglich, das Tripeptid 10 als weiteren

peptidischen Vertreter fiir die Inhibitionstests zu generieren.
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H-Hhe-O'Bu 92
EDC, HOBt, CH,Cl,
Ac-Met-Ser-OH > Ac-Met-Ser-Hhe-O'Bu
81 69 % 93

1) 1 M NaOH, MeOH

2) H-Lys(Aloc)-Cys(Far)-OMe 84,
EDC, HOBt, CH,Cl,

3) Pd(PPh3)4, DMB, THF,
24 % (3 Stufen)

<
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Schema 39: Synthese des Pentapeptids 9.
1) H-Lys(Aloc)-O'Bu 95,
EDC, HOBt, CH,Cl,
2) TFA / CH,Cl, (1:1)
Ac—Dap(SOzC16H33)—OH > Ac-Dap(SOzC16H33)-Lys(Aloc)-OH
0,
46 82 % (2 Stufen) 97
NH,
1) H-Cys(Far)-OMe 25,
EDC, HOBt, CH,Cl,
2) Pd(PPhs),, DMB, THF Ho O H O
> \n/N \_)J\NAH/N\_)J\O/
66 % (2 Stufen) o : H o ;
\II\IH NG N\F 7 57
O:S

Schema 40: Synthese des Tripeptids 10.

Um die enzymatischen Tests durchfithren zu konnen, war es notwendig, ein peptidisches

Substrat fiir das Enzym zu synthetisieren. Dazu wurde das Dipetid Ac-Met-Ser-OH 81
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zunédchst mit Bis(L-cystin-tert-butylesterhydrochlorid) 99 gekuppelt, das Disulfid gespalten
und anschlieBend in situ palmitoyliert (Schema 41). Das so erhaltene Tripeptid 101 wurde C-
terminal deblockiert und mit dem frisch bereitetem Dipeptid 84 gekuppelt. Durch die finale
Abspaltung der Aloc-Schutzgruppe konnte das Substrat flir die Acyl-Protein-Thioesterase 1
104 dargestellt werden.

1) (HCI-H-Cys-OtBu), 99,
EDC, HOBt, DIPEA, CH,Cl,
2) DTT, CH,Cl,

3) PalCl, NEt,
Ac-Met-Ser-OH >  Ac-Met-Ser-Cys(Pal)-O'Bu
81 49 % (3 Stufen) 101

1) TFA/ CH,CI, (1:1)

2) H-Lys(Aloc)-Cys(Far)-OMe 84,
EDC, HOBt, CH,Cl,

3) Pd(PPhs),, DMB, THF,
49 % (3 Stufen)

Y

NH,
OH
H O ( H O H O
N N N -
\[O]/ E\ ”/\g/ E\S ” (0] E\S ° = = =
S OW
104

Schema 41: Synthese des Substrats fiir die Inhibitionstests 104.

Im Ganzen standen also 16 potenzielle Inhibitoren zur Verfiigung, die auf ihre antagonistische
Wirkung gegen die APT1 getestet werden sollten. Nach der Isolierung des Enzyms aus

1.4 wurde im weiteren Verlauf der Arbeit

Rattenleber nach einem Protokoll von Duncan ef a
ein fluoreszenzbasiertes Assaysystem fiir die Depalmitoylierung von Peptiden und Proteinen
entwickelt. Basis hierfiir war der von Alan Kleinfeld entwickelte und von Molecular Probes
vertriebene, fluoreszenzmarkierte Fettsiurerezeptor ADIFAB.”> Mit Hilfe dieses
Assaysystems war es dann moglich, die synthetisierten Verbindungen auf ihre inhibitorische
Potenz gegen die APT1 =zu testen. In Abbildung 23 sind die Ergebnisse dieser

Untersuchungen grafisch zusammengefasst. Folgende Trends lassen sich hierbei formulieren:
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e Alle Substanzen, die eine Hexadecansulfonamidgruppe tragen, inhibieren im nanomolaren
Bereich. Fehlt diese lange Alkylkette, verschlechtern sich die ICso-Werte deutlich.

e Verbindungen mit deblockierter Aminogruppe sind aktiver als solche mit geschiitzter oder
nicht vorhandener Aminofunktion.

e Tripeptide sind in etwa genauso wirksam wie Pentapeptide, d. h. ihre strukturelle
Information reicht fiir ein gutes Inhibitionsverhalten bereits aus.

e FEin Farnesylrest scheint nicht essenziell zu sein.

J 26075

J 252208

I 1
10000 100000 1000000

ICs0-Werte [nM]

Abbildung 23: Ergebnisse der Inhibitionstests.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass es gelungen ist, verschiedene Klassen
auBerordentlich leistungsfahiger Inhibitoren fiir das Enzym Acyl-Protein-Thioesterase 1 zu
synthetisieren. Die Verbindungen 1 und 22 fanden im Folgenden in Mikroinjektionsstudien an
PC12-Zellen Verwendung. Hierbei sollte ihre Wirkung auf die Transformation lebender
Zellen im Hinblick auf eine eventuelle Beteiligung der APT1 bei diesem ProzeB untersucht
werden.

Die Benzodiazepine 1 und 22 zeigten eine deutliche Wirkung gegen die Ausbildung von
Neuriten an den behandelten Zellen (Abbildung 24). Weiterhin wurde durch Koinjektion des

Inhibitors 22 auch die Plasmamembranlokalisation von fluoreszenzmarkiertem H-Ras-Protein
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verzogert. Ob es sich in beiden Féllen um einen durch APT1 regulierten Prozess handelt, kann
jedoch noch nicht abschliessend beurteilt werden. Allerdings stehen mit den synthetisierten
Verbindungen wertvolle Werkzeuge fiir weitere zellbiologische Untersuchungen zur

Verfiigung.

Zellen nach Injektion von N-RasMICCysFar. Zellen nach Injektion von N-RasMICCysFar + 22.

Abbildung 24: Ergebnisse der Mikroinjektionsstudien.

Ausblick

Aufgrund dieser duBerst ermutigenden Ergebnisse ist flir die Zukunft geplant, durch einen
kombinatorischen Ansatz eine Bibliothek von Benzodiazepinderivaten zu synthetisieren, die
nach der Evaluierung ihrer inhibitorischen Wirkung in weiteren biophysikalischen
Experimenten zum Einsatz kommen sollen.'”"% Die Benzodiazepine kénnten hierbei an
den Resten R'-R’ durch die Variation der Alkylkettenlinge oder den Einbau verschiedener
modifizierter Aminosduren derart derivatisiert werden, dass eine konkretere Aussage iiber die

Struktur-Aktivitits-Beziehungen dieser Substanzen mdglich ist (Abbildung 25).

. &
N R' = verschiedene Alkylketten

N R? = verschiedene Aminoalkylketten

HN R® = verschiedene Alkylketten oder modifizierte Aminosauren
|

O:SQ (0] (0]
o)

Abbildung 25: Kombinatorischer Ansatz fiir die Entwicklung einer Benzodiazepin-
Bibliothek.
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Weiterhin konnten mit Benzophenonen modifizierte Inhibitoren ein niitzliches Werkzeug fiir
die Affinititsmarkierung eines eventuell in die Palmitoylierung involvierten Enzyms sein, um
zu versuchen, dieses iiber eine Ankniipfung an die photoaktive Gruppe zu isolieren.

Dadurch und mit den etablierten biologischen Untersuchungen an lebenden Zellen sollte es
moglich sein, weitere Erkenntnisse iiber die molekulare Maschinerie und die physiologische
Bedeutung der Acyl-Protein-Thioesterase 1 beziiglich ihrer Rolle in der Palmitoylierung von

Signalproteinen zu erlangen.
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6. Experimenteller Teil

6.1. Messgerate und Hilfsmittel

Die 'H- und 13C-NMR-Spektren wurden auf folgenden Geréten aufgenommen:

Bruker AC 250 250 MHz "H-NMR

Bruker AM 400 400 MHz 'H-NMR, 100.6 MHz *C-NMR
Varian Mercury 400 400 MHz 'H-NMR, 100.6 MHz “C-NMR
Bruker DRX 500 500 MHz 'H-NMR, 125.8 MHz C-NMR.

Die chemischen Verschiebungen sind in ppm angegeben und beziechen sich auf
Tetramethylsilan (TMS, 6 = 0 ppm) als internen Standard. Die Kopplungskonstanten J sind in
Hertz (Hz) angegeben und die Signalmultiplizitdten werden wie folgt abgekiirzt: s = Singulett,

d = Dublett, dd = Dublett von Dubletts, t = Triplett, m = Multiplett, br = breites Signal.

Die 70 eV EI- und die FAB-Massenspektren wurden mit einem Finnigan MAT MS 70
Spektrometer gemssen. Angegeben sind die m/z-Werte. Die FAB-Spektren wurden in einer

3-Nitrobenzylalkohol (3-NBA)-Matrix gemessen.

Die Elementaranalysen wurden mir einem Verbrennungsautomaten CHN-Rapid der Firma

Heraeus durchgefiihrt.

Die spezifischen Drehwerte [o];, wurden mit einem Perkin-Elmer Polarimeter 341 oder 241

bestimmt und beziehen sich auf die Na-D-Linie. Die Losungsmittel und Konzentrationen (in

g/100 ml) sind bei den jeweiligen Substanzen angegeben.

Die Schmelzpunkte wurden mit einer Schmelzpunktmessapparatur 530 oder 540 der Firma

Biichi ermittelt und sind unkorrigiert.

Zur Diinnschichtchromatographie wurden Aluminiumplatten beschichtet mit Kieselgel 60g;s4

der Firma Merck verwendet. Laufmittel und R-Werte sind bei den Substanzen angegeben.
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Zur Detektion wurden folgende Anférbereagenzien verwendet:

e Reagenz A 2.5 g Molybdatophosphorsdure, 1 g Cer(IV)-sulfat, 6 ml konz.

Schwefelsdure und 94 ml Wasser

Reagenz B 300 mg Ninhydrin, 3 ml Essigsdure und 997 ml abs. Ethanol

Reagenz C 0.5 %ige Losung von Kaliumpermanganat in Wasser

Reagenz D lod-Dampf
UV-Licht 254 nm.

Die préparative Séulenchromatographie!'®®

erfolgte mit Flash-Kieselgel (KorngrofRe
40-64 pm) der Firma Merck in geschlossenen Siulen bei einem Uberdruck von 0.3-1.0 bar.
Laufmittel und R-Werte sind bei den jeweiligen Substanzen angegeben.

Fir die gaschromatographischen Untersuchungen wurde ein HP 5890-Series 1I
Gaschromatograph mit einem HP 5972-Series Mass Selective Detector der Firma Hewlett-
Packard und einer Kapillarsdule Optima-1 (0.2 mm x 25 m) der Fa. Macherey-Nagel mit

Helium als Tragergas eingesetzt.

Fluoreszenzmessungen wurden an einem Perkin Elmer 50 S bei einer Anregungswellenlédnge

von 386 nm in Quarzkiivetten durchgefiihrt.

Alle Chemikalien wurden bei den Firmen Fluka, Aldrich oder Acros erworben mit Ausnahme
der Palladium/Aktivkohle-Hydrierkatalysatoren (5 % und 10 %, wassernass), die aus
Schenkungen der Degussa AG stammen. Alle Losungsmittel wurden vor Gebrauch nach
Standardvorschriften destilliert und bei Bedarf absolutiert.'”! Alle Reaktionen wurden unter
Argonathmosphédre durchgefiihrt. ADIFAB wurde als 200 pg lyophilisiertes Pulver von der
Firma Molecular Probes (Eugene, OR) bezogen.



78 6. Experimenteller Teil

6.2. Versuche zu Kapitel 4.2.

6.2.1. Versuche zu Kapitel 4.2.2.

7-Brom-2-(R)-hydroxy-1,2,3,11a-tetrahydro-10H-benzo[e|pyrrolo[1,2-a][1,4]diazepin-
5,11-dion (15)
HO-5-7-6-Br

Eine Losung von 5.219 g (20.90 mmol) 5-Bromisatosdureanhydrid 14 und 3.525 ¢
(26.80 mmol) 4-(R)-Hydroxy-L-prolin 13 in 30 ml DMSO wird 5 h bei 140 °C geriihrt. Die
erkaltete Mischung wird auf 30 ml Eiswasser gegossen und viermal mit je 50 ml Ethylacetat
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden danach dreimal mit je 30 ml Eiswasser
gewaschen. Nach Trocknen der organischen Phase iiber Na,SO,4 wird das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wird sédulenchromatographisch an

Kieselgel mit Cyclohexan/Ethylacetat 1:10 (v/v) als Eluens gereinigt.

Ausbeute: 6.043 g (93 %) eines blassgelben Feststoffs.

Schmp.: 128 °C.
[a])): +415.0° (¢ = 1.0, CHCly).

ReWert: 0.22 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:10 (v/v)).

'H-NMR (CD;0D, 400 MHz): & = 2.00 (m, 1 H, -CHa,-), 2.83 (m, 1 H, -CHy,-), 3.61 (dd,
J=4.9,12.5 Hz, 1 H, -CH2,N-), 3.76 (ddd, /= 1.4, 3.7, 12.3 Hz, 1 H, -CHy,N-), 4.31 (dd,
J=15.9,82 Hz, 1 H, -CHOH), 4.50 (m, 1 H, -CHC(O)-), 7.05 (d, J = 8.6 Hz, 1 H, arom.
CH), 7.67 (dd, J= 2.3, 8.6 Hz, 1 H, arom. CH), 7.99 (d, J= 2.3 Hz, 1 H, arom. CH).

BC-NMR (CD;OD, 100.6 MHz): 8 = 342 (CH,), 54.0 (CH.N), 55.8 (CHC(O)), 68.2
(CHOH), 117.1 (arom. C), 123.3 (arom. CH), 127.8 (arom. C), 132.9 (arom. CH), 135.4
(arom. CH), 135.7 (arom. C), 165.6 (C=0), 170.5 (C=0).

C12H11BI‘N203 (31 113)
HRMS (EI, 70 eV) fiir C;,H;;BrN,O3 [M]": ber..  309.9953
gef.:  309.9943.
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Elementaranalyse (%): ber.: C:46.32 H: 3.56 N:9.00
gef.: C:46.11 H:3.54 N: 8.93.

3-(2-(R)-Hydroxy-5,11-dioxo0-2,3,5,10,11,11a-hexahydro-1H-benzo[e|pyrrolo[1,2-a][1.4]
diazepin-7-yl)-acrylsiure-tert-butylester (17)
HO-5-7-6-C,H,CO,'Bu

Zu einer entgasten, mit Argon gesittigten Losung von 4.000 g (12.86 mmol) HO-5-7-6-Br 15,
0.404 g (1.29 mmol) Tri-o-tolylphosphin, 5.375 ml (38.57 mmol) Triethylamin und 5.655 ml
(38.57 mmol) tert-Butylacrylat in 16 ml Acetonitril in einem Druckglas werden 0.145 g
(0.64 mmol) Palladium(Il)acetat gegeben. Das Druckglas wird verschlossen und die Losung
20 h bei 100 °C geriihrt. Nach dem Abkiihlen wird das Losungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wird sédulenchromatographisch an Kieselgel mit

Dichlormethan/Ethanol 20:1 (v/v) als Eluens gereinigt.

Ausbeute: 5.588 g (97 %) eines gelblichen Feststoffs.

Schmp.: 88 °C.
[a])): +238.8° (¢ = 1.0, CHCly).

ReWert: 0.11 (Dichlormethan/Ethanol 20:1 (v/v)).

'H-NMR (CDCl;, 400 MHz): & = 1.52 (s, 9 H, -C(CH3)3), 2.20 (m, 1 H, -CHa,-), 2.92 (m,
1 H, -CHa-), 3.50 (sur, 1 H, OH), 3.63 (dd, J =4.5, 12.7 Hz, 1 H, -CH2,N-), 4.02 (d, J =
12.7 Hz, 1 H, -CH,N-), 4.32 (m, 1 H, -CHOH-), 4.61 (m, 1 H, -CHC(O)-), 6.35 (d, J =
16.0 Hz, 1 H, -CH=CHC(O)-), 7.12 (d, J = 8.4 Hz, 1 H, arom. CH), 7.48 (d, J = 16.0 Hz,
1 H, -CH=CHC(0O)-), 7.58 (dd, J = 2.2, 8.6 Hz, 1 H, arom CH), 8.00 (d, /= 2.0 Hz, 1 H,
arom. CH), 9.27 (s, 1 H, NH).

BC-NMR (CDCl;, 100.6 MHz): & = 28.3 (C(CHs)3), 34.8 (CH,), 46.3 (CH,N), 55.9
(CH,C(0)), 68.9 (CH,OH), 81.0 (C(CH3)3, 121.2 (CH=CHC(O)), 122.0 (arom. CH),
126.6 (arom. C), 131.3 (arom. CH), 131.6 (arom. C), 131.7 (arom. CH), 136.5 (arom. C),
141.6 (CH=CHC(0)), 165.9 (C=0 Ester), 166.2 (C=0O Amid), 169.2 (C=0 Amid).
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C19H2N,05 (358.39).
HRMS (EI, 70 eV) fiir C;oH2N,05 [M]": ber..  358.1529
gef.:  358.1547.

3-(2-(S)-Azido-5,11-dioxo0-2,3,5,10,11,11a-hexahydro-1H-benzo[e|pyrrolo[1,2-a][1,4]di-
azepin-7-yl)-acrylsaure-tert-butylester (12)
N;-5-7-6-C,H,CO,'Bu

Zu einer Losung von 2.200 g (6.14 mmol) HO-5-7-6-C,H,CO,Bu 17 in 20 ml Pyridin werden
bei 0 °C 0.570 ml (7.37 mmol) Methansulfonsdurechlorid gespritzt. Nach 18 h wird die
Reaktionslésung mit 100 ml Dichlormethan verdiinnt und dreimal mit je 30 ml 1 N Salzsédure
gewaschen. Nach Trocknen der organischen Phase iiber Na,SO,4 wird das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Man erhélt 2.494 g (93 %) eines briaunlichen Feststoffs als
Zwischenprodukt.

Das Zwischenprodukt wird in 40 ml Dimethylformamid gelost, mit 8.900 g (137.46 mmol)
Natriumazid versetzt und 4 d bei 45 °C geriihrt. Danach wird das Ldésungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt, der Riickstand in 50 ml Wasser aufgenommen und mit je 50 ml
Chloroform dreimal extrahiert. Nach Trocknen der organischen Phase iiber Na,SO, wird das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wird
sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Cyclohexan/Ethylacetat 1:1 (v/v), dann

Chloroform als Eluens gereinigt.

Ausbeute: 1.950 g (89 %) eines farblosen Feststoffs.
Schmp.: 211 °C.

[a])): +305.0° (c = 1.0, CHCLy).
Re-Wert: 0.53 (Dichlormethan/Ethanol 10:1 (v/v)).

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): & = 1.53 (s, 9 H, -C(CHs)3), 2.38 (m, 1 H, -CHy,-), 3.12 (m,
1 H, -CHy-), 3.72 (d, J = 12.9 Hz, 1 H, -CHy,N-), 3.82 (dd, J = 5.3, 129 Hz, 1 H,
-CH2,N-), 4.23 (dd, J = 2.0, 9.0 Hz, 1 H, -CHN3), 4.39 (m, 1 H, -CHC(O)-), 6.40 (d, J =
15.8 Hz, 1 H, -CH=CHC(0O)-), 7.16 (d, J = 8.4 Hz, 1 H, arom. CH), 7.56 (d, J = 15.8 Hz,
1 H, -CH=CHC(0O)-), 7.62 (dd, J = 2.2, 8.4 Hz, 1 H, arom CH), 8.15 (d, /=2.0 Hz, 1 H,
arom. CH), 9.63 (s, 1 H, NH).
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PC-NMR (CDCl;, 100.6 MHz): & = 28.3 (C(CHs)3), 31.0 (CH,), 53.1 (CH,N), 56.2
(CHN3), 58.0 (CHC(0)), 80.9 (C(CH3)s, 121.3 (CH=CHC(0)), 122.0 (arom. CH), 125.8
(arom. C), 131.5 (arom. CH), 131.8 (arom. C), 131.9 (arom. CH), 136.7 (arom. C), 141.5
(CH=CHC(0)), 165.5 (C=0 Ester), 166.1 (C=0 Amid), 171.0 (C=0 Amid).

C19H21N504 (383.40).
HRMS (EI, 70 eV) fiir C;oH,NsO4 [M]": ber..  383.1594
gef.:  383.1603.

3-(2-(S)-Azido-10-cyanomethyl-5,11-dioxo0-2,3,5,10,11,11a-hexahydro-1H-benzo[e|pyrro-
lo[1,2-a][1,4]diazepin-7-yl)-acrylsdure-fert-butylester (18)
N3-5-7(CH,CN)-6-C>H,CO,'Bu

Zu einer Suspension von 0.315 g (12.49 mmol) Natriumhydrid in 20 ml Tetrahydrofuran
werden bei —40 °C 3.990 g (10.41 mmol) N3-5-7-6-C2H,CO,'Bu 12 in 20 ml Tetrahydrofuran
gespritzt. Nach 30 min bei —40 °C werden 0.897 ml (12.49 mmol) Bromacetonitril zugespritzt
und die Reaktionslosung 20 h bei Raumtemperatur gerithrt. Das Losungsmittel wird unter
vermindertem Druck entfernt, der Riickstand in 200 ml Chloroform aufgenommen und mit
50 ml Wasser gewaschen. Nach Trocknen der organischen Phase iiber Na,SO4 wird das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wird
sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Dichlormethan/Ethanol 50:1 (v/v) als Eluens

gereinigt.

Ausbeute: 4.176 g (95 %) eines farblosen Feststoffs.
Schmp.: 173 °C.

[a]}): +468.0° (c = 1.0, CHCL,).
Re-Wert: 0.18 (Dichlormethan/Ethanol 40:1 (v/v)).

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): 8 = 1.54 (s, 9 H, C(CHs)3), 2.42 (m, 1 H, -CHp,-), 3.08 (m, 1 H,
-CHap-), 3.70 (d, J =129 Hz, 1 H, -CH2,N-), 3.83 (dd, J = 5.3, 12.9 Hz, 1 H, -CH3,N-),
4.25 (m, 1 H, -CHN3), 4.30 (d, /= 17.2 Hz, 1 H, -CH,CN), 4.39 (m, 1 H, -CHC(O)-),
4.96 (d,J=17.2 Hz, 1 H, -CH,CN), 6.44 (d, J=16.0 Hz, 1 H, -CH=CHC(O)-), 7.45 (d,
J =284 Hz, 1 H, arom. CH), 7.56 (d, J = 16.0 Hz, 1 H, -CH=CHC(O)-), 7.75 (dd, J =
2.2,8.4 Hz, 1 H, arom. CH), 8.19 (d, /=2.2 Hz, 1 H, arom. CH).
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“C-NMR (CDCls, 100.6 MHz): § = 28.2 (C(CHs)s), 31.4 (CH,), 37.3 (CH,CN), 52.6 (CHLN),
56.5 (CHN3), 58.2 (CHC(0)), 81.2 (C(CHs)3), 115.4 (CN), 121.3 (CH=CHC(0)), 122.9
(arom. CH), 129.6 (arom. C), 130.8 (arom. CH), 132.0 (arom. CH), 133.7 (arom. CH),
139.0 (arom.C), 140.6 (CH=CHC(O)), 164.7 (C=0O Ester), 165.7 (C=O Amid), 169.7
(C=0 Amid).

C21H2oNgOy4 (422.44).
HRMS (EI, 70 eV) fiir C;;H2oNgO4 [M] ber..  422.1703
gef.:  422.1707.

2-(5)-Azido-10-cyanomethyl-5,11-dioxo-2,3,5,10,11,11a-hexahydro-1H-benzo[e]|pyrrolo
[1,2-a][1,4]diazepin-7-carbonsiure-tert-butylester (19)
N3-5-7(CH,CN)-6-CO,'Bu

Zu einer Losung von 10.229 g (47.34 mmol) Natriumiodat in 150 ml
Wasser/Acetonitril/Tetrachlormethan 2:1:1 (v/v/v) werden 73.56 ml einer Ldsung von
Ruthenium(IIl)chlorid in 1 mM Salzsdure (2 mg RuCly/ml 1 mM Salzsdure) gegeben. Nach
5 min wird eine Losung von 2.000 g (4.73 mmol) N;3-5-7(CH,CN)-6-C,H,CO,'Bu 18 in
150 ml Acetonitril/Tetrachlormethan 1:1 (v/v) zugetropft und bei Raumtemperatur geriihrt.
Nach 18 h wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt, der Riickstand mit
50 ml 1 N Salzsdure aufgenommen und dreimal mit je 50 ml Chloroform extrahiert. Nach
Trocknen der organischen Phase iiber Na,SO4 wird das Losungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt. Man erhélt 1.604 g (100 %) eines farblosen Feststoffs als Rohprodukt.

Das Rohprodukt wird zusammen mit 1.090 g (4.70 mmol) Benzyltriethylammoniumchlorid in
45 ml Dimethylacetamid gelost. Es werden 17.100 g (122.29 mmol) Kaliumcarbonat und
2620 ml (225.69 mmol) Bromtrimethylmethan zugegeben und danach die
Reaktionsmischung 16 h bei 55 °C geriihrt. Das Losungsmittel wird unter vermindertem
Druck entfernt, der Riickstand in 50 ml Wasser aufgenommen und mit 100 ml Chloroform
extrahiert. Nach Trocknen der organischen Phase iiber Na,SO,4 wird das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wird sédulenchromatographisch an

Kieselgel mit Cyclohexan/Ethylacetat 1:1 (v/v), dann Ethylacetat als Eluens gereinigt.

Ausbeute: 1.758 g (90 %) eines farblosen Feststoffs.
Schmp.: 140 °C.
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[a])): +287.7° (¢ = 1.0, CHCly).
ReWert: 0.28 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:1 (v/v)).

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): & = 1.59 (s, 9 H, C(CHz)3), 2.40 (m, 1 H, -CHa,-), 3.14 (d, J =
12.9 Hz, 1 H, -CHy,-), 3.68 (d, J = 12.9 Hz, 1 H, -CH,,N-), 3.77 (dd, J = 5.5, 12.9 Hz,
1 H, -CHx3N-), 420 (dd, J = 2.3, 9.0 Hz, 1 H, -CHN3), 428 (d, J = 17.4 Hz, 1 H,
-CH2,CN), 4.36 (m, 1 H, -CHC(O)-), 4.95 (d, J=17.4 Hz, 1 H, -CH»,CN), 7.48 (d, J =
8.8 Hz, 1 H, arom.CH), 8.18 (dd, J = 2.2, 8.6 Hz, 1 H, arom. CH), 8.49 (d, J = 2.2 Hz,
1 H, arom. CH).

BC-NMR (CDCls, 100.6 MHz): & = 28.3 (C(CHs)3), 31.5 (CH,), 37.3 (CH,CN), 52.6 (CH,N),
56.5 (CHNj3), 58.2 (CHC(O)), 82.4 (C(CHs)3), 115.3 (CN), 120.7 (arom. CH), 128.7
(arom. C), 130.8 (arom. CH), 132.6 (arom. CH), 134.0 (arom. C), 141.2 (arom. C), 163.8
(C=0 Ester), 164.6 (C=0 Amid), 169.3 (C=0O Amid).

C19H20NsO4 (396.40).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir C1oH, NgO4 [M+H]": ber..  397.1625
gef.:  397.1622.

Elementaranalyse (%): ber.. C:57.57 H: 5.09 N:21.20
gef.: C:57.33 H:5.00 N:20.97.

2-(5)-Amino-10-cyanomethyl-5,11-dioxo-2,3,5,10,11,11a-hexahydro-1H-benzo[e]pyrrolo
[1,2-a][1,4]diazepin-7-carbonsiure-tert-butylester (20)
H,N-5-7(CH,CN)-6-CO,'Bu

Eine entgaste Losung von 0.660 g (1.67 mmol) N3-5-7(CH,CN)-6-CO,'Bu 19 in 132 ml
Methanol und 4.4 ml Chloroform wird mit 0.354 g (0.17 mmol) Palladium auf Bariumsulfat
versetzt und unter Wasserstoff-Uberdruck 4 h hydriert. Das Reaktionsgemisch wird sodann

tiber Celite® filtriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.

Ausbeute: 0.615 g (100 %) eines farblosen Feststoffs.
Schmp.: 148 °C.

[a])): +216.2° (¢ = 1.0, CH;0H).
Re-Wert: 0.38 (Dichlormethan/Ethanol 1:1 (v/v)).
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'H-NMR (CD;OD, 400 MHz): & = 1.63 (s, 9 H, C(CHs)3), 2.67 (m, 1 H, -CHas-), 2.93 (dbr,
J =147 Hz, 1 H, -CHa-), 3.86 (dd, J = 6.3, 13.5 Hz, 1 H, -CH»,N-), 4.02 (dd, J =
6.3, 13.5 Hz, 1 H, -CH»N-), 4.13 (m, 1 H, -CHC(O)-), 4.53 (dw, J = 6.3 Hz, 1 H,
-CHNH;),4.94 (d,J=17.6 Hz, 1 H, -CH,,CN), 5.13 (d, J=17.6 Hz, 1 H, -CH,,CN), 7.62
(d, J = 8.6 Hz, 1 H, arom. CH), 8.21 (dd, J = 2.2, 8.6 Hz, 1 H, arom. CH), 8.43 (d, J =
2.2 Hz, 1 H, arom. CH).

PC-NMR (CD;OD, 100.6 MHz): & = 27.1 (C(CHs)3), 30.4 (CH,), 36.1 (CH,CN), 49.4
(CH,N), 56.8 (CHNHS,), 60.0 (CHC(O)), 82.3 (C(CHs)3), 115.5 (CN), 122.3 (arom. CH),
128.5 (arom. C), 130.3 (arom. CH), 131.6 (arom. CH), 133.5 (arom. C), 141.6 (arom. C),
164.0 (C=0 Ester), 165.2 (C=0 Amid), 169.8 (C=0O Amid).

C19H2N404 (370.40).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir C;oH»;N4O04 [M+H]": ber.. 371.1720
gef.:  371.1702.

10-Cyanomethyl-2-(S)-(hexadecan-1-sulfonylamino)-5,11-dioxo-2,3,5,10,11,11a-hexa-
hydro-1H-benzo|[e]pyrrolo[1,2-a][1,4]diazepin-7-carbonsiure-tert-butylester (21)
C16H3380,HN-5-7(CH,CN)-6-CO,'Bu

Zu einer Losung von 0.615 g (1.66 mmol) H,N-5-7(CH,CN)-6-CO,Bu 20 in 20 ml
Dimethylformamid und 0.568 ml (3.32 mmol) Ethyldiisopropylamin werden bei 0 °C 0.674 g
(1.99 mmol) Hexadecansulfonsdurechlorid gegeben. Nach 22 h wird das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wird in 50 ml Ethylacetat aufgenommen und
mit 30 ml 1 N Salzsdure gewaschen. Nach Trocknen der organischen Phase iiber Na,SO4 wird
das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wird

sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Cyclohexan/Ethylacetat 2:1 (v/v) gereinigt.

Ausbeute: 0.887 g (82 %) eines farblosen Feststoffs.

Schmp.: 96 °C.
[a])): +298.1° (¢ = 1.0, CHCly).

ReWert: 0.32 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:1 (v/v)).

'"H-NMR (CDCl3, 400 MHz): 6 = 0.88 (t, J = 6.6 Hz, 3 H, ©-CH;3 Hexadecyl), 1.22-1.37 (m,
24 H, 12*CH, Hexadecyl), 1.43 (m, 2 H, y-CH, Hexadecyl), 1.60 (s, 9 H, C(CH3)3), 1.84
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(m, 2 H, B-CH, Hexadecyl), 2.50 (m, 1 H, -CHaa-), 2.76 (d, J = 14.5 Hz, 1 H, -CHy-),
3.07 (m, 2 H, a-CH, Hexadecyl), 3.86 (dd, J = 5.5, 13.1 Hz, 1 H, -CH2,N-), 3.97 (d, J =
13.1 Hz, 1 H, -CHx,N-), 4.27 (d, J = 8.8 Hz, 1 H —-CHNH-), 4.29 (m, 1 H, -CHC(O)-),
431 (d, J=17.2, 1 H, -CH2,CN), 5.05 (d, J = 17.2, 1 H, -CH»,CN), 5.40 (d, J = 7.4 Hz,
1 H, NH), 7.51 (d, J = 8.6 Hz, 1 H, arom. CH), 8.23 (dd, J = 2.1, 8.6 Hz, 1 H, arom. CH),
8.53 (d, J=2.1 Hz, 1 H, arom. CH).

BC-NMR (CDCL, 100.6 MHz): & = 14.3 (o-CH;3 Hexadecyl), 22.9 (CH,), 23.8 (CH,), 28.3
(C(CHs)3), 28.5 (CH,), 29.3 (CH,), 29.5 (CH,), 29.6 (CH,), 29.7 (CH,), 29.8 (CH,), 29.8
(CH,), 29.9 (CH,), 29.9 (CH,), 29.9 (CH,), 29.9 (CH,), 32.1 (CH,), 33.0 (CH,), 37.4
(CH,CN), 51.9 (CH,N), 54.2 (a-CH, Hexadecyl), 55.4 (CHNH), 57.0 (CHC(0)), 82.6
(C(CHs)3), 114.9 (CN), 121.1 (arom. CH), 129.4 (arom. C), 131.4 (arom. CH), 132.7
(arom. CH), 134.1 (arom. C), 141.0 (arom. C), 163.7 (C=0 Ester), 164.1 (C=0O Amid),
170.3 (C=0O Amid).

C35Hs4N404S (658.89).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir C35HssN4O4S [M+H] " ber..  659.3843
gef.:  659.3863.

10-(2-Aminoethyl)-2-(S)-(hexadecan-1-sulfonylamino)-5,11-dioxo0-2,3,5,10,11,11a-hexa-
hydro-1H-benzo|[e]pyrrolo[1,2-a][1,4]diazepin-7-carbonsiure-tert-butylester (22)
C6H3380,HN-5-7(C,H4NH,)-6-CO,'Bu

Eine entgaste Losung von 0.670 g (1.02 mmol) C16H33SO,HN-5-7(CH,CN)-6-CO,'Bu 21 in
45 ml Ethanol und 0.9 ml Chloroform wird mit 0.025 g (0.10 mmol) Platin(IV)oxid-Hydrat
versetzt und unter Wasserstoff-Uberdruck 4.5 h hydriert. Das Reaktionsgemisch wird sodann
tiber Celite® filtriert und das Lsungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene
Rohprodukt wird sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Dichlormethan/Ethanol 10:1

(v/v), dann 1:1 (v/v) als Eluens gereinigt.

Ausbeute: 0.543 g (81 %) eines farblosen Feststoffs.

Schmp.: 109 °C.
[a])): +287.4° (¢ = 1.0, CH;0H).

ReWert: 0.51 (Dichlormethan/Ethanol 1:1 (v/v)).
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'H-NMR (CDCls, 400 MHz): & = 0.88 (t, J = 6.6 Hz, 3 H, »-CH; Hexadecyl), 1.22-1.37 (m,
24 H, 12*CH, Hexadecyl), 1.42 (m, 2 H, y-CH, Hexadecyl), 1.58 (s, 9 H, C(CHs)3), 1.83
(m, 2 H, B-CH; Hexadecyl), 2.41 (m, 1 H, -CHp,-), 2.74 (dv, J = 14.5 Hz, 1 H, -CHy-),
2.92-3.13 (m, 4 H, a-CH, Hexadecyl, -NCH,CH>NH>), 3.84 (dd, J = 5.5, 13.0 Hz, 1 H,
-CH2,N-), 3.91 (m, 2 H, -CH,,N-, NCH,,CH,NH,), 4.17 (d, J = 8.8 Hz, 1 H, -CHNH-),
4.24 (m, 2 H, -CHC(O)-, NCH,,CH;NH,), 7.48 (d, J= 8.6 Hz, 1 H, arom. CH), 8.14 (dd,
J=2.1,8.6 Hz, 1 H, arom. CH), 8.49 (d, /= 2.0 Hz, 1 H, arom. CH).

BC-NMR (CDCls, 100.6 MHz): & = 14.3 (o-CH;3 Hexadecyl), 22.9 (CH,), 23.7 (CH,), 28.3
(C(CHs)3), 28.5 (CHy), 29.3 (CH»), 29.5 (CH,), 29.6 (CH»), 29.7 (CH>), 29.8 (CH»), 29.8
(CHy), 29.9 (CH»), 29.9 (CH,), 30.0 (CHy), 30.0 (CHy), 32.1 (CHy), 33.0 (CHy), 51.8
(CH2N), 54.1 (a-CH; Hexadecyl), 55.2 (CHNH), 57.2 (CHC(O)), 58.1 (NCH,CH;NH,),
60.5 (NCH,CH,;NH,), 82.4 (C(CHs)3), 121.0 (arom. CH), 129.3 (arom. C), 131.6 (arom.
CH), 132.5 (arom. CH), 134.2 (arom. C), 141.2 (arom. C), 163.5 (C=0O Ester), 164.4
(C=0 Amid), 170.6 (C=0O Amid).

C35HsgN4OgS (662.92).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir C35HsoN4O06S [M+H]": ber..  663.4156
gef.:  663.4177.

10-(2-Allyloxycarbonylaminoethyl)-2-(S)-(hexadecan-1-sulfonylamino)-5,11-dioxo-
2,3,5,10,11,11a-hexahydro-1H-benzo[e]pyrrolo[1,2-a][1,4]diazepin-7-carbonsaure-tert-
butylester (23)

C16H33S0,HN-5-7(C,H4sNHAloc)-6-CO,'Bu

Zu einer Losung von 0.510 g (0.77 mmol) C16H33SOZHN-S-7(C2H4NH2)-6-COZtBu 22 in
20 ml Dichlormethan und 0.214 ml (1.54 mmol) Triethylamin werden 0.127 ml (1.15 mmol)
Chlorameisensdureallylester gespritzt und bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 18 h wird die
Reaktionslésung mit 100 ml Ethylacetat verdiinnt und mit 30 ml 1 N Salzsdure gewaschen.
Nach Trocknen der organischen Phase iiber Na,SOs wird das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wird sédulenchromatographisch an

Kieselgel mit Cyclohexan/Ethylacetat 1:1 (v/v) als Eluens gereinigt.

Ausbeute: 0.483 g (84 %) eines farblosen Feststoffs.
Schmp.: 90 °C.
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[a])): +269.3° (¢ = 1.0, CHCly).
ReWert: 0.31 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:1 (v/v)).

'"H-NMR (CDCls, 400 MHz): § = 0.88 (t, J = 6.6 Hz, 3 H, »-CH, Hexadecyl), 1.22-1.37 (m,

24 H, 12*CH, Hexadecyl), 1.42 (m, 2 H, y-CH;, Hexadecyl), 1.58 (s, 9 H, C(CHs)3), 1.83
(m, 2 H, B-CH; Hexadecyl), 2.41 (m, 1 H, -CHg,-), 2.74 (dw, J = 14.5 Hz, 1 H, -CHyy-),
3.04 (m, 2 H, a-CH, Hexadecyl), 3.37 (m, 1 H, -NCH,CH,;,NH-), 3.63 (m, 1 H,
-NCH,CHNH-), 3.82 (dd, J = 5.8, 13.0 Hz, 1 H, -CH2,N-), 3.93 (m, 2 H, -CH,N-,
-NCH,,CH,;NH-), 4.14 (m, 2 H, -CHNH-, -NCH,,CH,NH-), 4.27 (m, 1 H, -CHC(O)-),
450 (m, 2 H, -OCH,CH=CH;), 5.00 (m, 1 H, NH Urethan), 5.14-5.28 (m, 2 H,
-OCH,CH=CH,), 5.86 (m, 1 H, -OCH,CH=CH,), 5.93 (m, 1 H, NH Sulfonamid), 7.44 (d,
J=28.6 Hz, 1 H, arom. CH), 8.15 (dd, /= 2.0, 8.6 Hz, 1 H, arom. CH), 8.48 (d, /= 2.1 Hz,
1 H, arom. CH).

BC-NMR (CDClLs, 100.6 MHz): 8 = 14.2 (0-CH; Hexadecyl), 22.9 (CH,), 23.7 (CH,), 28.3

(C(CHs3)3), 28.4 (CHy), 29.4 (CH»), 29.5 (CH,), 29.6 (CH»), 29.7 (CH>), 29.8 (CH»), 29.8
(CHy), 29.9 (CH»), 29.9 (CH,), 30.0 (CHy), 30.1 (CHy), 32.1 (CHy), 33.1 (CHy), 51.8
(CH2N), 54.0 (a-CH; Hexadecyl), 55.1 (CHNH), 57.2 (CHC(O)), 58.1 (NCH,CH;NH»),
60.4 (NCH,CH,;NH,), 66.1 (OCH,CH=CH,), 82.3 (C(CH3)3), 118.0 (OCH,CH=CH,),
121.2 (arom. CH), 129.3 (arom. C), 131.5 (arom. CH), 132.4 (arom. CH), 132.6
(OCH,CH=CHy), 134.2 (arom. C), 141.2 (arom. C), 156.7 (C=0O Urethan), 163.4 (C=0

Ester), 164.4 (C=0 Amid), 170.4 (C=O Amid).

C39HeaN4OsS (747.00).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir C39Hg3N4O05S [M+H] " ber..  747.4367
gef.:  747.4379.

10-(2-Allyloxycarbonylaminoethyl)-2-(S)-(hexadecan-1-sulfonylamino)-5,11-dioxo-
2,3,5,10,11,11a-hexahydro-1H-benzo[e]pyrrolo[1,2-a][1,4]diazepin-7-carbonsiure (24)
C16H33SOzHN-S-7(C2H4NHAIOC)-6-COOH

Zu einer Losung von 0.405 g (0.54 mmol) C16H33SOzHN-S-7(C2H4NHAloc)-6-COztBu 23 in

8 ml Dichlormethan werden langsam 8 ml Trifluoressigsdure gespritzt und es wird bei

Raumtemperatur geriihrt. Nach 4 h wird das Reaktionsgemisch dreimal mit Toluol und einmal

mit Chloroform koevaporiert.
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Ausbeute: 0.374 g (100 %) eines farblosen Feststoffs.
Schmp.: 165 °C.

[a]}): +229.8° (¢ = 1.0, CH;0OH).
Re-Wert: 0.64 (Dichlormethan/Ethanol 1:1 (v/v)).

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): & = 0.87 (t, J = 6.6 Hz, 3 H, »-CH, Hexadecyl), 1.22-1.36 (m,
24 H, 12*CH, Hexadecyl), 1.44 (m, 2 H, y-CH, Hexadecyl), 1.56 (s, 9 H, C(CH3)3), 1.84
(m, 2 H, B-CH; Hexadecyl), 2.42 (m, 1 H, -CHy,-), 2.73 (dv, J = 14.5 Hz, 1 H, -CHy-),
3.03 (m, 2 H, a-CH, Hexadecyl), 3.35 (m, 1 H, -NCH,CH,,NH-), 3.64 (m, 1 H,
-NCH,CH;NH-), 3.82 (dd, J = 5.8, 13.0 Hz, 1 H, -CH2,N-), 3.93 (m, 2 H, -CHy,N-,
-NCH,,CH,;NH-), 4.13 (m, 2 H, -CHNH-, -NCH,,CH,NH-), 4.26 (m, 1 H, -CHC(O)-),
4.50 (m, 2 H, -OCH,CH=CH,), 528 (m, 1 H, NH Urethan), 5.14-5.26 (m, 2 H,
-OCH,CH=CH,), 5.86 (m, 1 H, -OCH,CH=CH,), 5.95 (m, 1 H, NH Sulfonamid), 7.45 (d,
J=8.6 Hz, 1 H, arom. CH), 8.14 (dd, /= 2.0, 8.6 Hz, 1 H, arom. CH), 8.46 (d, /= 2.1 Hz,
1 H, arom. CH).

BC-NMR (CDCls, 100.6 MHz): & = 14.2 (»-CH;3 Hexadecyl), 22.8 (CH,), 23.6 (CH,), 28.4
(CHy), 29.3 (CH»), 29.5 (CH,), 29.7 (CHy), 29.7 (CHy), 29.8 (CH>), 29.9 (CH>), 29.9
(CH»), 29.9 (CH»), 29.9 (CH»), 30.1 (CH»), 32.1 (CH»), 33.3 (CH»), 51.8 (CH2N), 54.2
(a-CH, Hexadecyl), 554 (CHNH), 57.5 (CHC(O)), 58.1 (NCH,CH,;NH,), 60.3
(NCH,CH;NHy), 66.1 (OCH,CH=CHy), 118.2 (OCH,CH=CH,), 121.4 (arom. CH), 129.4
(arom. C), 131.6 (arom. CH), 132.5 (arom. CH), 132.6 (OCH,CH=CH,), 134.0 (arom. C),
141.0 (arom. C), 156.5 (C=0O Urethan), 164.3 (C=0O Amid), 170.3 (C=O Amid), 175.1
(C=0 Saure).

Cs5Hs54N403S (690.89).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir C35HssN4OgS [M+H]'": ber.. 691.3741
gef.:  691.3755.
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10-(2-Allyloxycarbonylaminoethyl)-2-(S)-(hexadecan-1-sulfonylamino)-5,11-dioxo-
2,3,5,10,11,11a-hexahydro-1H-benzo[e]pyrrolo[1,2-a][1,4]diazepin-7-yl-S-farnesyl-L-
cysteinmethylester (26)

Ci16H33SO,HN-5-7(C,H4sNHAloc)-6-Cys(Far)-OMe

Zu einer Losung von 0.367 g (0.53 mmol) C;¢H33SO,HN-5-7(C,HsNHAloc)-6-COOH 24,
0.216 g (0.63 mmol) H-Cys(Far)-OMe 25 und 0.166 g (1.06 mmol) HOBt in 20 ml
Dichlormethan werden bei 0 °C 0.125 g (0.64 mmol) EDC gegeben. Nach 18 h wird die
Reaktionslosung mit 50 ml Ethylacetat verdiinnt und mit je 30 ml 1 N Salzsdure und 10 %iger
Natriumcarbonatlosung gewaschen. Nach Trocknen der organischen Phase iiber Na,SO,4 wird
das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wird
sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Cyclohexan/Ethylacetat 1:1 (v/v) als Eluens

gereinigt.

Ausbeute: 0.423 g (89 %) eines farblosen Feststoffs.

Schmp.: 77 °C.
[a])): +194.1° (¢ = 0.5, CHCly).

Re-Wert: 0.13 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:1 (v/v)).

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): & = 0.88 (t, J= 6.7 Hz, 3 H, »-CH;3 Hexadecyl), 1.20-1.35 (m,
24 H, 12*CH, Hexadecyl), 1.43 (m, 2 H, y-CH, Hexadecyl), 1.50 (s, 6 H, 2*CHj; Far),
1.55 (s, 3 H, CH; Far), 1.57 (s, 3 H, CHj Far), 1.73 (m, 2 H, B-CH, Hexadecyl), 1.82-2.08
(m, 8 H, 4*CH; Far), 2.33 (m, 1 H, -CHj,-), 2.62 (m, 1 H, -CHyy-), 2.90-3.24 (m, 6 H,
o-CH;, Hexadecyl, B-CH; Cys, -SCH»-), 3.38 (m, 1 H, -NCH,CH>,NH-), 3.62 (m, 1 H,
-NCH,CHNH-), 3.76 (s, 3 H, OCHs), 3.83-3.99 (m, 3 H, -CH,N-, -NCH,,CH,NH-),
4.12-430 (m, 3 H, -CHNH-, -CHC(O)-, -NCH,CH,NH-), 450 (m, 2 H,
-OCH,CH=CH3), 496 (m, 1 H, a-CH Cys), 5.04-529 (m, 6 H, 3*CH Far,
-OCH,CH=CH,, NH Urethan), 5.84 (m, 1 H, OCH,CH=CH;), 596 (m, 1 H, NH
Sulfonamid), 7.23 (m, 1 H, NH Amid), 7.49 (d, /= 8.6 Hz, 1 H, arom. CH), 8.08 (dd, J =
2.1,8.6 Hz, 1 H, arom. CH), 8.30 (d, /=2.1 Hz, 1 H, arom. CH).

BC-NMR (CDCls;, 100.6 MHz): 8 = 14.3 (0-CH; Hexadecyl), 16.2 (CH; Far), 16.4 (CH;
Far), 16.5 (CHs Far), 17.9 (CHs Far), 22.9 (CH,), 23.8 (CH»), 25.9 (CH>), 26.6 (CH,),
26.9 (CH»), 27.0 (CH»), 27.3 (CH»), 27.5 (CHy), 27.7 (CHy), 27.9 (CH,), 28.1 (CH>), 28.2
(CHy), 28.4 (CH»), 28.7 (CH,), 29.0 (CHy), 29.4 (CHy), 29.9 (CH,), 32.1 (CH,), 33.3
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(CH»), 39.2 (CH; Far), 39.8 (CH; Far), 39.9 (CHNH), 43.3 (NCH,CH;NH), 49.8 (CH2N),
51.9 (OCH3), 52.5 (NCH,CH;NH), 52.9 (CHC(O), 54.3 (a-CH; Hexadecyl), 57.4 (a-CH
Cys), 66.0 (OCH,CH=CH,), 118.08 (OCH,CH=CH,), 119.6 (CH Far), 123.4 (arom. CH),
123.9 (CH Far), 124.5 (CH Far), 129.2 (arom. C), 129.8 (arom. CH), 131.5 (arom. CH),
131.7 (arom. C), 132.4 (C Far), 132.9 (OCH,CH=CH,), 135.5 (C Far), 140.3 (C Far),
142.5 (arom. C), 156.7 (C=0O Urethan), 164.5 (C=O Amid), 165.1 (C=O Amid), 170.2
(C=0 Amid), 171.6 (C=0O Amid).

Cs4HgsN5OoS, (1012.41).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir Cs4HgsNsOoS,Na [M+Na]™:  ber..  1034.5689
gef.:  1034.5699.

10-(2-Aminoethyl)-2-(S)-(hexadecan-1-sulfonylamino)-5,11-dioxo0-2,3,5,10,11,11a-hexa-
hydro-1H-benzo[e]pyrrolo[1,2-a][1,4]diazepin-7-yl-S-farnesyl-L-cysteinmethylester (1)
C16H33SOzHN-S-7(C2H4NH2)-6-CYS(FaI‘)-OMe

Eine Losung von 0.200 g (0.20 mmol) C;6H33SO,HN-5-7(C,H4NHAloc)-6-Cys(Far)-OMe 26,
0.031 g (0.20 mmol) N,N’-Dimethylbarbitursdure in 20 ml Tetrahydrofuran wird sorgfaltig
entgast. Dann werden 0.023 g (0.02 mmol) Pd(PPh;)4 zugegeben und 3 h bei Raumtemperatur
geriihrt. Das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt und das erhaltene
Rohprodukt wird sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Dichlormethan/Ethanol 30:1
(v/v), dann 15:1 (v/v), dann 5:1 (v/v) + 1 % Triethylamin als Eluens gereinigt.

Ausbeute: 0.147 g (80 %) eines leicht gelblichen Schaums.
[a])): +165.2° (¢ = 0.5, CHCL,).
Re-Wert: 0.16 (Dichlormethan/Ethanol 10:1 (v/v)).

'H-NMR (CD;0D, 400 MHz): & = 0.88 (t, J= 6.7 Hz, 3 H, »-CH;3 Hexadecyl), 1.20-1.35 (m,
24 H, 12*CH, Hexadecyl), 1.43 (m, 2 H, y-CH, Hexadecyl), 1.50 (s, 6 H, 2*CH; Far),
1.55 (s, 3 H, CHj Far), 1.57 (s, 3 H, CHj; Far), 1.73 (m, 2 H, B-CH, Hexadecyl), 1.82-2.08
(m, 8 H, 4*CH; Far), 2.33 (m, 1 H, -CHp,-), 2.62 (m, 1 H, -CHa-), 2.90-3.20 (m, 8 H,
o-CH, Hexadecyl, B-CH, Cys, -SCH,-, -NCH,CH,NH,), 3.70 (m, 1 H, -NCH,,CH,;NH,),
3.74 (s, 3 H, OCH3), 3.99 (m, 1 H, -NCH»,CH,NH-), 4.12-4.30 (m, 2 H, -CHC(O)-,
-CHNH-), 4.80 (m, 1 H, a-CH Cys), 5.01 (m, 2 H, 2*CH Far), 5.15 (m, 1 H, CH Far),
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7.49 (d, J= 8.6 Hz, 1 H, arom. CH), 8.08 (dd, J = 2.1, 8.5 Hz, 1 H, arom. CH), 8.30 (d, J
=2.1Hz, 1 H, arom. CH).

BC-NMR (CD;OD, 100.6 MHz): 8 = 14.3 (0-CH; Hexadecyl), 16.2 (CH; Far), 16.5 (CH;
Far), 16.5 (CHs Far), 17.9 (CH; Far), 22.7 (CH), 23.7 (CH»), 25.9 (CH,), 26.5 (CH,),
26.8 (CHy), 27.1 (CH»), 27.3 (CHy), 27.4 (CH,), 27.7 (CH,), 27.7 (CH>), 28.2 (CH»), 28.2
(CH»), 28.3 (CH>), 28.6 (CH,), 29.0 (CHy), 29.3 (CH»), 29.9 (CH»), 32.1 (CH>), 33.2
(CHz), 39.1 (CH, Far), 39.8 (CH;, Far), 39.9 (CHNH), 43.5 (NCH,CH,NH,), 49.7
(CH2N), 51.9 (OCHs), 52.7 (NCH,CH;NH»), 52.7 (CHC(O), 54.3 (0-CH, Hexadecyl),
57.4 (a-CH Cys), 119.5 (CH Far), 123.5 (arom. CH), 123.9 (CH Far), 124.5 (CH Far),
129.4 (arom. C), 129.7 (arom. CH), 131.5 (arom. CH), 131.6 (arom. C), 132.4 (C Far),
135.5 (C Far), 140.3 (C Far), 142.5 (arom. C), 164.4 (C=O Amid), 165.4 (C=O Amid),
170.4 (C=0 Amid), 171.6 (C=0O Amid).

CsoHg1N5O4S; (928.34).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir C5oHs,NsO-S, [M+H]": ber..  928.5656
gef.:  928.5638.

6.2.2. Versuche zu Kapitel 4.2.3.

10-(2-Aminoethyl)-2-(S)-(hexadecan-1-sulfonylamino)-5,11-dioxo0-2,3,5,10,11,11a-hexa-
hydro-1H-benzo[e|pyrrolo[1,2-a][1,4]diazepin-7-carbonsiure (2)
C16H33SO,HN-5-7(C,H4NH,;)-6-COOH

Zu einer Losung von 0.178 g (0.27 mmol) C16H33SOZHN-S-7(C2H4NH2)-6-COZtBu 22 in 1 ml
Dichlormethan werden 20 ml einer gesittigten Losung von Chlorwasserstoff in Diethylether
gespritzt und bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 4 h wird das Reaktionsgemisch dreimal mit

Toluol und einmal mit Chloroform koevaporiert.

Ausbeute: 0.164 g (100 %) eines farblosen Feststoffs.
Schmp.: 166 °C.

[a])): +260.2° (¢ = 0.5, CH;0H).
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'H-NMR (CD;0D, 400 MHz): & = 0.88 (t, J = 6.6 Hz, 3 H, »-CH; Hexadecyl), 1.22-1.37 (m,

24 H, 12*CH, Hexadecyl), 1.42 (m, 2 H, y-CH, Hexadecyl), 1.83 (m, 2 H, B-CH,
Hexadecyl), 2.41 (m, 1 H, -CHp,-), 2.74 (m, 1 H, -CHy-), 3.13 (m, 2 H, o-CH,
Hexadecyl), 3.35 (m, 1 H, -CH,N-), 3.54 (dd, J= 5.5, 13.0 Hz, 1 H, -CH,N-), 4.04-4.44
(m, 6 H, -NCH,CH>;NH,, NCH,CH,;NH,, -CHNH-, -CHC(0O)-), 7.60 (d, /= 8.6 Hz, 1 H,
arom. CH), 8.21 (dd, /= 2.1, 8.6 Hz, 1 H, arom. CH), 8.49 (d, /= 2.0 Hz, 1 H, arom. CH).

BC-NMR (CD;0D, 100.6 MHz): & = 14.3 (o-CH; Hexadecyl), 22.9 (CH,), 23.7 (CH,), 28.5

(CH»), 29.3 (CH>), 29.5 (CH,), 29.6 (CHy), 29.7 (CH»), 29.8 (CH>), 29.8 (CH>), 29.9
(CH»), 29.9 (CH>), 30.0 (CH»), 30.0 (CH>), 32.1 (CHy), 33.0 (CH»), 51.8 (CH2N), 54.1 (-
CH; Hexadecyl), 55.2 (CHNH), 57.2 (CHC(O)), 58.1 (NCH,CH;NH;), 60.5
(NCH,;CH;NH,), 121.0 (arom. CH), 129.3 (arom. C), 131.6 (arom. CH), 132.5 (arom.
CH), 134.2 (arom. C), 141.2 (arom. C), 164.4 (C=O Amid), 170.6 (C=O Amid), 173.5
(C=0 Saure).

C31HsoN4O6S (606.81).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir C3;Hs;N4O4S [M+H]": ber..  607.3530
gef.:  607.3553.

6.2.3. Versuche zu Kapitel 4.2.4.

10-Cyanomethyl-2-(S)-(methansulfonylamino)-5,11-dioxo-2,3,5,10,11,11a-hexahydro-

1H-benzo[e|pyrrolo[1,2-a][1,4]diazepin-7-carbonsiaure-tert-butylester (27)
CH;3SO,HN-5-7(CH,CN)-6-CO,'Bu

Zu einer Losung von 0.118 g (0.32 mmol) H,N-5-7(CH,CN)-6-CO,Bu 20 in 15 ml

Dimethylformamid und 0.161 ml (0.64 mmol) Ethyldiisopropylamin werden bei 0 °C

0.037 ml (0.48 mmol) Methansulfonsdurechlorid gegeben. Nach 22 h wird das Losungsmittel

unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wird in 50 ml Ethylacetat aufgenommen

und mit 30 ml 1 N Salzséure gewaschen. Nach Trocknen der organischen Phase iiber Na,SO4

wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wird

sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Cyclohexan/Ethylacetat 1:5 (v/v) gereinigt.

Ausbeute: 0.132 g (92 %) eines farblosen Feststoffs.
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Schmp.: 114 °C.
[a])): +378.4° (¢ = 1.0, CHCly).

ReWert: 0.34 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:5 (v/v)).

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): & = 1.52 (s, 9 H, C(CH3)3), 2.42 (m, 1 H, -CH,,-), 2.61 (m, 1 H,
-CHap-), 2.95 (s, 3 H, CH3S0,-), 3.70 (dd, J = 2.5, 12.9 Hz, 1 H, -CH,N-), 3.90 (dd, (5.9,
12.9 Hz, 1 H, -CH,N-), 4.18 (m, 2 H, -CHNH-, -CHC(O)-), 4.34 (d, J = 174, 1 H,
-CH2,CN), 493 (d, J = 17.4, 1 H, -CH2,CN), 7.42 (d, J = 8.6 Hz, 1 H, arom. CH), 8.16
(dd, J=2.1, 8.6 Hz, 1 H, arom. CH), 8.42 (d, 2.1 Hz, 1 H, arom. CH).

BC-NMR (CDCls, 100.6 MHz): & = 28.1 (C(CHs)3), 32.6 (CH,), 37.2 (CH,CN), 41.5 (CH,N),
51.4 (CH3S0y), 54.0 (CHNH), 56.7 (CHC(0O)), 82.7 (C(CHj3)3), 115.1 (CN), 121.2 (arom.
CH), 129.0 (arom. C), 132.0 (arom. CH), 132.4 (arom. CH), 134.0 (arom. C), 141.1
(arom. C), 163.9 (C=0 Ester), 164.6 (C=0 Amid), 169.8 (C=0O Amid).

C20H24N4O6S (448.49).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir C50H,5N406S [M+H]'": ber..  449.1496
gef.:  449.1486.

10-(2-Aminoethyl)-2-(S)-(methansulfonylamino)-5,11-dioxo-2,3,5,10,11,11a-hexahydro-
1H-benzo[e]pyrrolo[1,2-a][1,4]diazepin-7-carbonsaure-tert-butylester (28)
CH;3SO,HN-5-7(C,H4NH,)-6-CO,'Bu

Eine entgaste Losung von 0.123 g (0.27 mmol) CH;3SO,HN-5-7(CH,CN)-6-CO,'Bu 29 in
9 ml Ethanol und 0.18 ml Chloroform wird mit 0.008 g (0.03 mmol) Platin(IV)oxid-Hydrat
versetzt und unter Wasserstoff-Uberdruck 4.5 h hydriert. Das Reaktionsgemisch wird sodann
tiber Celite® filtriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene
Rohprodukt wird sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Dichlormethan/Ethanol 10:1
(v/v), dann Dichlormethan/Methanol 1:1 (v/v) + 1 % Triethylamin als Eluens gereinigt.

Ausbeute: 0.105 g (85 %) eines farblosen Feststoffs.
Schmp.: 123 °C.

[a]}): +310.1° (¢ = 1.0, CH;0OH).
Re-Wert: 0.39 (Dichlormethan/Ethanol 1:1 (v/v)).
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'H-NMR (CDCls, 400 MHz): 8 = 1.58 (s, 9 H, C(CHs)3), 2.41 (m, 1 H, -CHa,-), 2.74 (dr, J =
14.5 Hz, 1 H, -CHay-), 2.95 (s, 3 H, CH3SO»-), 3.03 (m, 2 H, -NCH,CH>NH>), 3.84 (dd,
J=5.5,13.0 Hz, 1 H, -CH2.N-), 3.91 (m, 2 H, -CH,,N-, NCH,,CH,NH,), 4.17 (d, J =
8.8 Hz, 1 H, -CHNH-), 4.24 (m, 2 H, -CHC(O)-, NCH,,CH,;NH;), 7.48 (d, /= 8.6 Hz,
1 H, arom. CH), 8.14 (dd, /= 2.1, 8.6 Hz, 1 H, arom. CH), 8.49 (d, /= 2.0 Hz, 1 H, arom.
CH).

PC-NMR (CDCl;, 100.6 MHz): & = 28.3 (C(CHs)3), 33.0 (CH,), 41.8 (CH,N), 51.4
(CH3S03), 55.2 (CHNH), 57.2 (CHC(O)), 58.1 (NCH,CH,NH,), 60.5 (NCH>CH,;NH,),
82.4 (C(CHs)3), 121.0 (arom. CH), 129.3 (arom. C), 131.6 (arom. CH), 132.5 (arom. CH),
134.2 (arom. C), 141.2 (arom. C), 163.5 (C=0 Ester), 164.4 (C=0O Amid), 170.6 (C=0
Amid).

Ca0H2sN4O6S (452.53).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir C,0H0N406S [M+H]": ber..  453.1809
gef.:  453.1793.

10-(2-Allyloxycarbonylaminoethyl)-2-(S)-(methansulfonylamino)-5,11-dioxo-
2,3,5,10,11,11a-hexahydro-1H-benzo[e]pyrrolo[1,2-a][1,4]diazepin-7-carbonsaure-tert-
butylester (29)

CH;SO,HN-5-7(C,HsNHAloc)-6-CO,'Bu

Zu einer Losung von 0.107 g (0.24 mmol) CH3SOZHN-S-7(C2H4NH2)-6-C02tBu 28 in 4 ml
Dichlormethan und 0.066 ml (0.47 mmol) Triethylamin werden 0.040 ml (0.36 mmol)
Chlorameisensidureallylester gespritzt und bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 18 h wird die
Reaktionslosung mit 50 ml Ethylacetat verdiinnt und mit 10 ml 1 N Salzsdure gewaschen.
Nach Trocknen der organischen Phase iiber Na,SOs wird das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wird sédulenchromatographisch an

Kieselgel mit Cyclohexan/Ethylacetat 1:5 (v/v) als Eluens gereinigt.

Ausbeute: 0.105 g (83 %) eines farblosen Feststoffs.

Schmp.: 111 °C.
[a]}): +288.3° (¢ = 1.0, CHCL,).

R~-Wert: 0.28 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:5 (v/v)).
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'H-NMR (CDCls, 400 MHz): & = 1.58 (s, 9 H, C(CHs)3), 2.41 (m, 1 H, -CHa,-), 2.74 (dr, J =
14.5 Hz, 1 H, -CHa-), 2.95 (s, 3 H, CH3S0»-), 3.37 (m, 1 H, -NCH,CH,NH-), 3.63 (m,
1 H, -NCH,CHNH-), 3.82 (dd, /= 5.8, 13.0 Hz, 1 H, -CH,,N-), 3.93 (m, 2 H, -CHN-,
-NCH,,CH;NH-), 4.14 (m, 2 H, -CHNH-, -NCH,,CH,;NH-), 4.27 (m, 1 H, -CHC(O)-),
4.50 (m, 2 H, -OCH,CH=CH;), 5.00 (m, 1 H, NH Urethan), 5.14-5.28 (m, 2 H,
-OCH,CH=CH,), 5.86 (m, 1 H, -OCH,CH=CH,), 5.93 (m, 1 H, NH Sulfonamid), 7.44 (d,
J=28.6 Hz, 1 H, arom. CH), 8.15 (dd, /= 2.0, 8.6 Hz, 1 H, arom. CH), 8.48 (d, /= 2.1 Hz,
1 H, arom. CH).

BC-NMR (CDCl;, 100.6 MHz): & = 28.3 (C(CHs)3), 33.1 (CH,), 41.8 (CH,N), 51.4
(CH3S03), 55.1 (CHNH), 57.2 (CHC(O)), 58.1 (NCH,CH,;NH,), 60.4 (NCH,CH,;NH,),
66.1 (OCH,CH=CH,), 82.3 (C(CHs)3), 118.0 (OCH,CH=CHy;), 121.2 (arom. CH), 129.3
(arom. C), 131.5 (arom. CH), 132.4 (arom. CH), 132.6 (OCH,CH=CH,), 134.2 (arom. C),
141.2 (arom. C), 156.7 (C=0O Urethan), 163.4 (C=0O Ester), 164.4 (C=O Amid), 170.4
(C=0 Amid).

C24H3:N405S (536.60).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir C,4H33N405S [M+H] " ber..  537.2020
gef.:  537.2007.

10-(2-Allyloxycarbonylaminoethyl)-2-(S)-(methansulfonylamino)-5,11-dioxo-
2,3,5,10,11,11a-hexahydro-1H-benzo[e]pyrrolo[1,2-a][1,4]diazepin-7-yl-S-farnesyl-L-
cysteinmethylester (30)

CH;SO,HN-5-7(C,H4sNHAloc)-6-Cys(Far)-OMe

Zu einer Losung von 0.050 g (0.09 mmol) CH3SOzHN-S-7(C2H4NHAloc)-6-COztBu 29 in
5 ml Dichlormethan werden langsam 5 ml Trifluoressigsdure gespritzt und bei
Raumtemperatur geriihrt. Nach 4 h wird das Reaktionsgemisch dreimal mit Toluol und einmal
mit Chloroform koevaporiert. Man erhélt 0.045 g (100 %) an Zwischenprodukt.

Zu einer Losung dieses Zwischenprodukts, 0.032 g (0.09 mmol) H-Cys(Far)-OMe 25 und
0.029 g (0.19 mmol) HOBt in 10 ml Dichlormethan werden bei 0 °C 0.022 g (0.11 mmol)
EDC gegeben. Nach 18 h wird die Reaktionslosung mit 50 ml Ethylacetat verdiinnt und mit je
30 ml 1 N Salzsdure und 10 %iger Natriumcarbonatlosung gewaschen. Nach Trocknen der

organischen Phase iiber Na,SO4 wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.



96 6. Experimenteller Teil

Das erhaltene Rohprodukt wird sdulenchromatographisch an  Kieselgel mit

Cyclohexan/Ethylacetat 1:5 (v/v) als Eluens gereinigt.

Ausbeute: 0.056 g (75 %) eines farblosen Feststoffs.

Schmp.: 92 °C.
[a])): +196.6° (¢ = 0.5, CHCly).

ReWert: 0.13 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:5 (v/v)).

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): & = 1.50 (s, 6 H, 2*CHjs Far), 1.55 (s, 3 H, CH; Far), 1.57 (s,
3 H, CH; Far), 1.82-2.08 (m, 8 H, 4*CH, Far), 2.33 (m, 1 H, -CHa,-), 2.62 (m, 1 H,
-CHay-), 2.95 (s, 3 H, CH3S0,-), 2.90-3.24 (m, 4 H, p-CH, Cys, -SCH,-), 3.38 (m, 1 H,
-NCH,CH,NH-), 3.62 (m, 1 H, -NCH,CH;NH-), 3.76 (s, 3 H, OCH3), 3.83-3.99 (m,
3 H, -CH,N-, -NCH,,CH,NH-), 4.12-4.30 (m, 3 H, -CHNH-, -CHC(O)-, -NCH,;CH,NH-,
4.50 (m, 2 H, -OCH,CH=CH,), 4.96 (m, 1 H, a-CH Cys), 5.04-5.29 (m, 6 H, 3*CH Far,
-OCH,CH=CH,, NH Urethan), 5.84 (m, 1 H, OCH,CH=CH,), 596 (m, 1 H, NH
Sulfonamid), 7.23 (m, 1 H, NH Amid), 7.49 (d, J = 8.6 Hz, 1 H, arom. CH), 8.08 (dd, J =
2.1,8.6 Hz, 1 H, arom. CH), 8.30 (d, /= 2.1 Hz, 1 H, arom. CH).

BC-NMR (CDCls, 100.6 MHz): & = 16.2 (CH; Far), 16.4 (CH; Far), 16.5 (CH; Far), 17.9
(CH; Far), 22.9 (CH, Far), 23.3 (CH, Far), 32.1 (CH,S), 33.3 (CHy), 39.2 (CH, Far), 39.4
(CH,), 39.8 (CH, Far), 39.9 (CHNH), 43.3 (NCH,CH,NH), 49.8 (CH,N), 51.4 (CH3S0,),
51.9 (OCH;3), 52.5 (NCH,CH,NH), 529 (CHC(O), 574 (a-CH Cys), 66.0
(OCH,CH=CH,), 118.0 (OCH,CH=CH,), 119.6 (CH Far), 123.4 (arom. CH), 123.9 (CH
Far), 124.5 (CH Far), 129.2 (arom. C), 129.8 (arom. CH), 131.5 (arom. CH), 131.7 (arom.
C), 132.4 (C Far), 132.9 (OCH,CH=CHy,), 135.5 (C Far), 140.3 (C Far), 142.5 (arom. C),
156.7 (C=0O Urethan), 164.5 (C=0 Amid), 165.1 (C=0 Amid), 170.2 (C=O Amid), 171.6
(C=0 Amid).

C39Hs5N500S, (802.01).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir C30HssNsO00S, [M+H]": ber..  802.3520
gef.:  802.3527.
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10-(2-Aminoethyl)-2-(S)-(methansulfonylamino)-5,11-dioxo-2,3,5,10,11,11a-hexahydro-
1H-benzo[e|pyrrolo[1,2-a][1,4]diazepin-7-yl-S-farnesyl-L-cysteinmethylester (3)
CH3SO,HN-5-7(C,H4NH;)-6-Cys(Far)-OMe

Eine Losung von 0.037 g (0.05 mmol) CH3SO,HN-5-7(C,H4sNHAIloc)-6-Cys(Far)-OMe 30,
0.007 g (0.05 mmol) N,N’-Dimethylbarbitursdure in 5 ml Tetrahydrofuran wird sorgfaltig
entgast. Dann werden 0.011 g (0.01 mmol) Pd(PPhs)s zugegeben und 3 h bei Raumtemperatur
gerithrt. Das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt und das erhaltene
Rohprodukt wird sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Dichlormethan/Ethanol 20:1
(v/v), dann 15:1 (v/v), dann 5:1 (v/v) + 1 % Triethylamin als Eluens gereinigt.

Ausbeute: 0.021 g (65 %) eines leicht gelblichen Schaums.
[a])): +180.5° (¢ = 0.5, CHCly).
Re-Wert: 0.16 (Dichlormethan/Ethanol 1:1 (v/v)).

'H-NMR (CD;O0D, 400 MHz): & = 1.50 (s, 6 H, 2*CHj3 Far), 1.55 (s, 3 H, CH3 Far), 1.57 (s,
3 H, CHj Far), 1.82-2.08 (m, 8 H, 4*CH, Far), 2.33 (m, 1 H, -CHp,-), 2.62 (m, 1 H,
-CHap-), 2.95 (s, 3 H, CH3S0y), 2.90-3.20 (m, 6 H, B-CH; Cys, -SCH,-, -NCH,CH,NH,),
3.70 (m, 1 H, -NCH,,CH;NH,), 3.74 (s, 3 H, OCH3), 3.99 (m, 1 H, -NCH,,CH;NH,),
4.12-4.30 (m, 2 H, -CHC(O)-, -CHNH-), 4.80 (m, 1 H, a-CH Cys), 5.01 (m, 2 H, 2*CH
Far), 5.15 (m, 1 H, CH Far), 7.49 (d, J = 8.6 Hz, 1 H, arom. CH), 8.08 (dd, J =
2.1,8.5 Hz, 1 H, arom. CH), 8.30 (d, /=2.1 Hz, 1 H, arom. CH).

BC-NMR (CD;OD, 100.6 MHz): & = 16.2 (CH3 Far), 16.5 (CH; Far), 16.5 (CH; Far), 17.9
(CHj; Far), 22.9 (CH; Far), 23.9 (CH; Far), 33.2 (CHy), 32.1 (CH»S), 39.1 (CH; Far), 39.4
(CHz), 39.8 (CH, Far), 39.9 (CHNH), 43.5 (NCH,CH;NH,), 49.7 (CH;N), 51.4
(CH3S03), 51.9 (OCHj3), 52.7 (NCH,CH,NH,), 52.7 (CHC(O), 57.4 (a-CH Cys), 119.5
(CH Far), 123.5 (arom. CH), 123.9 (CH Far), 124.5 (CH Far), 129.4 (arom. C), 129.7
(arom. CH), 131.5 (arom. CH), 131.6 (arom. C), 132.4 (C Far), 135.5 (C Far), 140.3 (C
Far), 142.5 (arom. C), 164.4 (C=0 Amid), 165.4 (C=0O Amid), 170.4 (C=0O Amid), 171.6
(C=0 Amid).

C35Hs1N50S, (717.94).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir C35Hs5;N5O;S;Na [M+Na]™:  ber..  740.3130
gef.:  740.3144.
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6.3. Versuche zu Kapitel 4.3.

6.3.1. Versuche zu Kapitel 4.3.1.

N-tert-Butyloxycarbonyl-4-(R)-hydroxy-L-prolin (32)
Boc-Pro(OH)-OH

Zu einer Losung von 2.000 g (15.25 mmol) 4-(R)-Hydroxy-L-prolin 31 in 54 ml
1,4-Dioxan/Wasser 2:1 (v/v) werden bei 0 °C nacheinander 24 ml 1 M
Natriumhydroxidlosung und 4.118 g (18.30 mmol) Di-tert-butyldicarbonat in 6 ml
1,4-Dioxan gegeben. Nach 7 h wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck weitgehend
entfernt. Die zuriickbleibende wissrige Phase wird mit 200 ml Ethylacetat versetzt und mit
1 N Salzsdure auf pH 3 angesduert. Die wissrige Phase wird dann zweimal mit je 50 ml
Ethylacetat extrahiert. Nach Trocknen der organischen Phase iiber Na,SO; wird das

Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.

Ausbeute: 3.360 g (95 %) eines farblosen Schaums.

Schmp.: 96 °C.
[a])): —54.1° (¢ = 1.0, CHCl).

ReWert: 0.56 (Chlororform/Methanol 1:1 (v/v)).

'H-NMR (CDCl3, 400 MHz): & = 1.35, 1.40 (2*s, 9 H, C(CHs)3), 2.06-2.35 (m, 2 H, B-CH,
Pro), 3.36-3.58 (m, 2 H, 5-CH; Pro), 4.30-4.43 (m, 2 H, a-CH Pro, y-CH Pro).

PC-NMR (CDCls, 100.6 MHz): & = 20.9 (C(CHs)3), 28.5 (B-CH; Pro), 54.7 (3-CH, Pro), 54.8
(a-CH Pro), 69.2 (y-CH Pro), 81.2 (C(CHj)3), 154.2 (C=0O Urethan), 178.4 (C=0 Siure).

Ci0H17NOs (231.25).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir C;oH;sNOs [M+H]": ber.. 232.1186
gef.:  232.1175.

Elementaranalyse (%): ber.. C:51.94 H: 7.41 N: 6.06
gef.: C:51.77 H: 7.35 N: 6.00.
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N-tert-Butyloxycarbonyl-4-(R)-hydroxy-L-prolinmethylester (33)
Boc-Pro(OH)-OMe

Zu einer Losung von 3.350 g (14.49 mmol) Boc-Pro(OH)-OH 32 in 80 ml Methanol werden
2.560 g (7.24 mmol) Céasiumcarbonat gegeben. Nach 5 min wird die Reaktionslosung
zweimal mit Toluol koevaporiert.

Das resultierende Cidsiumsalz wird in 100 ml Dimethylformamid gel6st. Zu dieser Losung
werden 1.350 ml (21.73 mmol) Methyliodid gespritzt. Nach 20 h Riihren bei Raumtemperatur
wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt, der Riickstand in 200 ml
Ethylacetat aufgenommen und mit 50 ml 10 %iger Natriumcarbonatlosung, sowie 30 ml
gesdttigter Natriumchloridlosung gewaschen. Nach Trocknen der organischen Phase iiber
Na,SO4 wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene
Rohprodukt wird sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Cyclohexan/Ethylacetat 1:1 (v/v)

als Eluens gereinigt.

Ausbeute: 3.138 g (88 %) eines gelblichen Ols.
[a])): —50.6° (c = 1.0, CHCl).
Re-Wert: 0.22 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:1 (v/v)).

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): & = 1.41 (s, 9 H, C(CH3)3), 2.03 (m, 1 H, B-CHa, Pro), 2.25 (m,
1 H, p-CHy, Pro), 2.93 (s, 1 H, OH), 3.41-3.62 (m, 2 H, 8-CH, Pro), 3.71 (s, 3 H,
OCH3), 4.30-4.48 (m, 2 H, a-CH Pro, y-CH Pro).

PC-NMR (CDCls, 100.6 MHz): & = 28.6 (C(CHs)3), 39.2 (B-CH, Pro), 52.2 (3-CH, Pro), 54.9
(OCHj3), 58.1 (a-CH Pro), 69.4 (y-CH Pro), 80.6 (C(CHs)3), 154.2 (C=0 Urethan), 173.8
(C=0 Ester).

C11H19NOs (245.27).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir C;;H;oNOs [M+H]": ber..  246.1342
gef.:  246.1338.
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N-tert-Butyloxycarbonyl-4-oxo-L-prolinmethylester (34)
Boc-Pro(O)-OMe

Zu einer Losung von 2.600 g (10.60 mmol) Boc-Pro(OH)-OMe 33 in 104 ml Dichlormethan
werden 27.20 ml (12.79 mmol) 15 %ige Dess-Martin-Periodinan-Losung in Dichlormethan
gespritzt. Nach 1 h wird die Reaktionslosung mit 200 ml Ethylacetat verdiinnt und mit 30 ml
einer Mischung aus gesdttigter  Natriumthiosulfatlosung und gesattigter
Natriumhydrogencarbonatlosung 1:3 (v/v) versetzt. Nach Kldrung der Phasen wird die
organische =~ Phase  abgetrennt und  nochmals mit 30 ml  geséttigter
Natriumhydrogencarbonatlosung gewaschen. Nach Trocknen der organischen Phase iiber
Na,SO4 wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene
Rohprodukt wird sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Cyclohexan/Ethylacetat 1:1 (v/v)

als Eluens gereinigt.

Ausbeute: 2.100 g (81 %) eines farblosen Ols.
[a]}): —36.7° (¢ = 0.5, CHCL,).
Re-Wert: 0.42 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:1 (v/v)).

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): & = 1.45 (s, 9 H, C(CH3)3), 2.56 (m, 1 H, B-CHa, Pro), 2.90 (m,
1 H, B-CHy, Pro), 3.73 (s, 3 H, OCH3), 3.87 (m, 2 H, 8-CH, Pro), 4.75 (m, 1 H, o-CH
Pro).

PC-NMR (CDCl;, 100.6 MHz): & = 28.4 (C(CH3)3), 40.9 (B-CH, Pro), 52.8 (OCH3), 53.0
(a-CH Pro), 56.5 (8-CH, Pro), 81.5 (C(CHs)3), 154.22 (C=O Urethan), 173.8 (C=O
Ester), 206.9 (C=0 Keton).

C11H17NOs (243.26).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir C;;H;sNOs [M+H]": ber.. 244.1186
gef.:  244.1191.

N-tert-Butyloxycarbonyl-4-(cyanomethylen)-L-prolinmethylester (36)
Boc-Pro(CHCN)-OMe

Zu einer Suspension von 0.708 g (28.01 mmol) Natriumhydrid in 80 ml Tetrahydrofuran
werden 4.400 ml (28.01 mmol) Cyanomethyldiethylphosphonat gespritzt. Nach 10 min wird
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eine Losung von 1.947 g (8.00 mmol) Boc-Pro(O)-OMe 34 in 80 ml Tetrahydrofuran
zugespritzt. Nach 1.5 h wird die Reaktionslosung mit 20 ml gesittigter
Ammoniumchloridlésung versetzt und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Der Riickstand wird in 200 ml Ethylacetat aufgenommen und mit je 50 ml gesittigter
Ammoniumchloridlosung und gesittigter Natriumchloridlosung gewaschen. Nach Trocknen
der organischen Phase iiber Na,SO4 wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wird sdulenchromatographisch an Kieselgel mit

Cyclohexan/Ethylacetat 6:1 (v/v) als Eluens gereinigt.

Ausbeute: 1.812 g (85 %) eines gelblichen Ols.
[a]}): —23.3° (¢ = 1.0, CHCL,).
R~-Wert: 0.40 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:1 (v/v)).

'H-NMR (CDCl3, 400 MHz): & = 1.45 (2*s, 9 H, C(CH3)3), 3.10-3.22 (m, 2 H, pB-CH, Pro),
3.72 (s, 3 H, OCH3), 4.12-4.40 (m, 2 H, 6-CH; Pro), 4.97 (m, 1 H, a-CH Pro), 5.81 (m,
1 H, -CHCN).

BC-NMR (CDCls, 100.6 MHz): & = 28.5 (C(CHs)s), 36.2 (B-CH, Pro), 52.5 (OCHjs), 54.8
(8-CH, Pro), 60.5 (a-CH Pro), 80.9 (C(CH3)3), 93.4 (C=CHCN), 115.7 (CN), 153.2 (C=0
Urethan), 170.5 (C=CHCN), 171.2 (C=0 Ester).

Ci13H sN,04 (266.29).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir C;3H,sN,O4 [M]: ber.. 266.1267
gef.:  266.1265.

N-tert-Butyloxycarbonyl-4-(S)-(/V’-allyloxycarbonylaminoethyl)-L-prolinmethylester (37)
Boc-Pro(C,H4NHAloc)-OMe

Eine entgaste Losung von 0.670 g (2.52 mmol) Boc-Pro(CHCN)-OMe 36 in 114 ml Ethanol
und 2.2 ml Chloroform wird mit 0.063 g (0.25 mmol) Platin(IV)oxid-Hydrat versetzt und
unter Wasserstoff-Uberdruck 2.5 h hydriert. Das Reaktionsgemisch wird sodann iiber
Celite® filtriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Man erhilt 0.685 g
(100 %) Zwischenprodukt.

Zu einer Losung von diesem in 27 ml Dichlormethan und 0.861 ml (5.03 mmol)

Ethyldiisopropylamin werden 0.413 ml (3.77 mmol) Chlorameisensédureallylester gespritzt.
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Nach 18 h wird die Reaktionslosung mit 100 ml Ethylacetat verdiinnt und mit 30 ml 1 N
Salzsdure gewaschen. Nach Trocknen der organischen Phase iiber Na,SO, wird das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wird
sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Cyclohexan/Ethylacetat 1:1 (v/v) als Eluens

gereinigt.

Ausbeute: 0.852 g (95 %) eines farblosen Ols.
[a]}): —17.6° (¢ = 0.5, CHCL,).
Re-Wert: 0.31 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:1 (v/v)).

'H-NMR (CDCl;, 400 MHz): & = 1.38 (s, 9 H, C(CHs)3), 1.53 (m, 3 H, y-CH Pro,
-CH,CH,NH-), 2.10 (m, 1 H, B-CHa, Pro), 2.41 (m, 1 H, p-CHyp, Pro), 2.98 (m, 1 H,
8-CHa, Pro), 3.14 (m, 2 H, -CH,CH,NH-), 3.62 (s, 3 H, OCH3), 3.62-3.74 (m, 1 H,
8-CH,p Pro), 4.08-4.20 (m, 1 H, a-CH Pro), 4.48 (m, 2 H, -OCH,CH=CH,), 4.63 (m, 1 H,
NH Urethan), 5.11-5.24 (m, 2 H, OCH,CH=CH>), 5.84 (m, 1 H, OCH,CH=CH,).

BC-NMR (CDCl;s, 100.6 MHz): & = 27.1 (B-CH, Pro), 27.5 (y-CH Pro), 28.7 (C(CHs)3), 33.1
(CH,CH,NH), 42.2 (CH,CH,NH), 48.5 (5-CH, Pro), 50.4 (OCHj3), 57.5 (a-CH Pro), 66.1
(OCH,CH=CH,), 80.9 (C(CHs)3), 118.06 (OCH,CH=CH,), 132.8 (OCH,CH=CH,), 156.6
(C=0 Urethan), 159.4 (C=0 Urethan), 172.0 (C=0 Ester).

C17H28N,06 (356.41).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir C;7H0N,04 [M+H]": ber..  357.2026
gef.:  357.2022.

4-(5)-(N-Allyloxycarbonylaminoethyl)-L-prolinmethylesterhydrotrifluoroacetat (38)
TFA*H-Pro(C,HsNHAloc)-OMe

Zu einer Losung von 0.698 g (1.96 mmol) Boc-Pro(C,HsNHAloc)-OMe 37 in 60 ml
Dichlormethan werden 15 ml Trifluoressigsdure langsam zugespritzt. Nach 30 min wird die

Reaktionslésung dreimal mit Toluol koevaporiert.

Ausbeute: 0.725 g (100 %) eines farblosen Ols.
[a])): —39.8° (c = 1.0, CH;0H).
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ReWert: 0.38 (Dichlormethan/Ethanol 5:1 (v/v)).

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): & = 1.56-1.74 (m, 3 H, y-CH Pro, -CH,CH,NH-), 2.46 (m, 1 H,
B-CH,, Pro), 2.59 (m, 1 H, B-CHy, Pro), 2.96 (m, 1 H, 5-CH,, Pro), 3.14 (m, 2 H,
-CH,CH,NH-), 3.62 (s, 3 H, OCHs), 3.54 (m, 1 H, 8-CHy, Pro), 4.36 (a-CH Pro), 4.48
(m, 2 H, -OCH,CH=CH,), 5.02 (my, 1 H, NH Urethan), 5.11-5.23 (m, 2 H,
-OCH,CH=CH>), 5.83 (m, 1 H, -OCH,CH=CH,).

BC-NMR (CDCls, 100.6 MHz): & = 32.7 (8-CH, Pro), 34.9 (y-CH Pro), 36.2 (CH,CH,NH),
39.4 (CH,CH,NH), 50.7 (8-CH, Pro), 53.7 (OCHs3), 59.1 (a-CH Pro), 65.8
(OCH,CH=CH,), 117.8 (OCH,CH=CH,), 128.4 (CF;COOH), 132.9 (OCH,CH=CH,),
161.8 (C=0O Urethan), 169.5 (C=0 Ester), 176.0 (CF;COOH).

Ci4H21F3N»O6 (370.32).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir C1,H, N,O4 [M+H]": ber..  257.1502
gef.:  257.1512.

6.3.2. Versuche zu Kapitel 4.3.2.

3-(Hexadecan-1-sulfonylamino)propionsiaure (40)

CmH33SOz-B-A13-OH

Zu einer Suspension von 0.229 g (2.56 mmol) B-Alanin 39 in 10 ml Acetonitril werden
0.651 ml (5.13 mmol) Trimethylsilylchlorid gespritzt und die Mischung 1 h unter Riickfluss
geriihrt. Nach Erkalten werden 1.43 ml (10.26 mmol) Triethylamin, sowie eine Losung von
1.000 g (3.08 mmol) Hexadecansulfonsdurechlorid in 10 ml Acetonitril zugespritzt. Nach
16 h wird die Reaktionslosung mit 50 ml Ethylacetat verdiinnt und mit 20 ml 1 N Salzsdure
gewaschen. Nach Trocknen der organischen Phase iiber Na,SO, wird das Losungsmittel unter

vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wird aus Aceton umkristallisiert.

Ausbeute: 0.900 g (93 %) eines farblosen Feststoffs.
Schmp.: 124 °C.
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'H-NMR (CDCls, 400 MHz): & = 0.72 (t, J = 6.6 Hz, 3 H, ©-CH; Hexadecyl), 1.18 (m, 24 H,
12*CH, Hexadecyl), 1.24 (m, 2 H, y-CH, Hexadecyl), 1.60 (m, 2 H, B-CH, Hexadecyl),
240 (t, J = 6.4 Hz, 2 H, a-CH; B-Ala), 2.82 (m, 2 H, a-CH, Hexadecyl), 3.12 (t, J =
6.4 Hz, 2 H, B-CH, B-Ala), 4.20 (spr, 1 H, NH Sulfonamid).

BC-NMR (CDCls, 100.6 MHz): 8 = 17.9 (o-CH; Hexadecyl), 26.7 (CH,), 27.5 (CH,), 32.3
(CH,), 32.4 (CH»), 32.6 (CH»), 32.7 (CH>), 33.0 (CH,), 33.2 (CH,), 33.7 (CH,), 33.8
(CH,), 34.6 (CH,), 34.8 (CH»), 35.2 (CH»), 35.9 (CH,), 38.8 (B-CH; B-Ala), 42.7 (a-CH,
B-Ala), 56.5 (a-CH, Hexadecyl), 178.0 (C=0 Saure).

C1oH30NO4S (377.58).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir C19H4NO4S [M+H]": ber.. 378.2679
gef.:  378.2677.

6.3.3. Versuche zu Kapitel 4.3.3.

N-[3-(Hexadecan-1-sulfonylamino)propionyl]-4-(S)-(N’-allyloxycarbonylaminoethyl)-L-
prolinmethylester (41)
C 1 6H33 S02-B-Ala-PI'O-(C2H4NHA10C)-OMG

Zu einer Losung von 0.440 g (1.19 mmol) TFA*H-Pro(C,H4sNHAloc)-OMe 38, 0.538 g
(1.43 mmol) C,cH33S0,-B-Ala-OH 40, 0.371 g (2.38 mmol) HOBt und 0.244 ml (1.43 mmol)
Ethyldiisopropylamin in 45 ml Dichlormethan werden bei 0 °C 0.279 g (1.43 mmol) EDC
gegeben. Nach 18 h wird die Reaktionslosung mit 100 ml Ethylacetat verdiinnt und mit je
30 ml 1 N Salzsdure und 10 %iger Natriumcarbonatlosung gewaschen. Nach Trocknen der
organischen Phase iiber Na,SO4 wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Das erhaltene  Rohprodukt wird sdulenchromatographisch an Kieselgel mit

Cyclohexan/Ethylacetat 1:2 (v/v) als Eluens gereinigt.

Ausbeute: 0.593 g (81 %) eines farblosen Ols.
[a])): —13.2° (¢ = 1.0, CHCL,).
Re-Wert: 0.30 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:3 (v/v)).
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'H-NMR (CDCls, 400 MHz): & = 0.86 (t, J = 6.6 Hz, 3 H, ©-CH; Hexadecyl), 1.23 (m, 24 H,
12*CH, Hexadecyl), 1.37 (m, 2 H, y-CH, Hexadecyl), 1.60 (m, 3 H, y-CH Pro,
-CH,CH;,;NH-), 1.76 (m, 2 H, B-CH, Hexadecyl), 2.29 (m, 1 H, 3-CHj, Pro), 2.45 (m, 1 H,
B-CHyp, Pro), 2.58 (m, 2 H, a-CH; B-Ala), 2.97 (m, 2 H, a-CH, Hexadecyl), 3.19 (m, 3 H,
B-CH, B-Ala, 6-CH, Pro), 3.36 (m, 3 H, -CH,CH,NH-, 5-CH;, Pro), 3.71 (s, 3 H, OCHz),
4.34 (m, 1 H, NH Urethan), 4.53 (m, 2 H, -OCH,CH=CH,), 4.92 (m, 1 H, o-CH Pro),
5.16-5.34 (m, 3 H, NH Sulfonamid, -OCH,CH=CH>), 5.88 (m, 1 H, -OCH,CH=CH,).

BC-NMR (CDClLs, 100.6 MHz): 8 = 14.3 (0-CH; Hexadecyl), 22.8 (CH,), 24.7 (CH,), 28.5
(CH), 28.6 (CH»), 28.9 (CH»), 29.1 (CH>), 29.5 (CH,), 29.6 (CH,), 29.8 (CH,), 30.3
(CH,), 30.5 (CH,), 30.7 (CH»), 31.5 (CH»), 32.3 (CH,), 33.3 (CH,), 35.2 (y-CH Pro), 35.5
(CH,), 36.7 (CH,CH,NH), 38.8 (3-CH; B-Ala), 39.4 (CH,CH,NH), 42.7 (a-CH; B-Ala),
52.5 (6-CH; Pro), 52.8 (OCH;), 59.1 (a-CH, Hexadecyl), 59.2 (a-CH Pro), 65.8
(OCH,CH=CH,), 117.9 (OCH,CH=CH,), 133.0 (OCH,CH=CH,), 156.4 (C=0O Urethan),
170.2 (C=0 Amid), 172.8 (C=O Ester).

C31Hs7N304S (615.87).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir C3;HsgN;04S [M+H] " ber.. 616.3996
gef.:  616.3976.

N-[3-(Hexadecan-1-sulfonylamino)propionyl]-4-(S)-(V’-allyloxycarbonylaminoethyl)-L-
prolyl-S-farnesyl-L-cysteinmethylester (42)
Ci16H33S0,-B-Ala-Pro-(C,H4sNHAloc)-Cys(Far)-OMe

Zu einer Losung von 0.539 g (0.88 mmol) C;cH33S0,-B-Ala-Pro-(C,HsNHAloc)-OMe 41 in
3.500 ml Methanol werden 1.750 ml 1 M Natriumhydroxidlosung gegeben. Nach 3 h Riihren
bei Raumtemperatur wird die Reaktionslosung mit 50 ml Chloroform verdiinnt und mit 1 N
Salzsdure auf pH 3angeséduert. Die wéssrige Phase wird danach zweimal mit je 30 ml
Chloroform extrahiert. Nach Trocknen der organischen Phase iiber Na,SO, wird das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Man erhilt 0.526 g (100 %) eines
farblosen Feststoffs.

Zu einer Losung von 0.562 g (0.87 mmol) von obiger Carbonsdure, 0.356 g (1.05 mmol)
H-Cys(Far)-OMe 25, 0.273 g (1.75 mmol) HOBt in 50 ml Dichlormethan werden bei 0 °C
0.205 g (1.05 mmol) EDC gegeben. Nach 20 h wird die Reaktionslosung mit 100 ml

Ethylacetat verdiinnt und mit je 30 ml 1 N Salzsdure und 10 %iger Natriumcarbonatlosung
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gewaschen. Nach Trocknen der organischen Phase iiber Na,SO, wird das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wird sdulenchromatographisch an

Kieselgel mit Cyclohexan/Ethylacetat 1:1 (v/v), dann 1:5 (v/v) als Eluens gereinigt.

Ausbeute: 0.701 g (87 %) eines farblosen Ols.
[a])): —8.4° (¢ =0.5, CHCl3).
ReWert: 0.29 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:5 (v/v)).

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): & = 0.86 (t, J = 6.6 Hz, 3 H, ©-CH; Hexadecyl), 1.23 (m, 24 H,
12*CH, Hexadecyl), 1.37 (m, 2 H, y-CH, Hexadecyl), 1.50 (s, 6 H, 2*CHj; Far), 1.55 (s,
3 H, CH; Far), 1.57 (s, 3 H, CHj; Far), 1.60 (m, 3 H, y-CH Pro, -CH,CH,;NH-), 1.76 (m,
2 H, B-CH; Hexadecyl), 1.82-2.08 (m, 8 H, 4*CH; Far), 2.29 (m, 1 H, B-CHa, Pro), 2.45
(m, 1 H, B-CHyp Pro), 2.58 (m, 2 H, a-CH; B-Ala), 2.72 (m, 2 H, -SCH,-), 2.96 (m, 3 H,
o-CH, Hexadecyl, 56-CH,, Pro), 3.20 (m, 4 H, B-CH, B-Ala, B-CH, Cys), 3.41 (m, 3 H,
-CH,CH,NH-, 3-CHy, Pro), 3.68 (s, 3 H, OCH3), 4.53 (m, 2 H, -OCH,CH=CH,), 4.76
(a-CH Cys), 492 (m, 1 H, a-CH Pro), 5.04-5.29 (m, 6 H, 3*CH Far, NH Urethan,
-OCH,CH=CH,), 5.54 (m, 1 H, NH Sulfonamid), 5.90 (m, 1 H, -OCH,CH=CH,), 7.11
(m, 1 H, NH Amid).

BC-NMR (CDCls;, 100.6 MHz): 8 = 14.3 (0-CH; Hexadecyl), 16.2 (CH; Far), 16.4 (CH;
Far), 16.5 (CH; Far), 17.9 (CH; Far), 22.8 (CH,), 22.9 (CH,), 23.8 (CH;), 24.7 (CH,),
28.5 (CH»), 28.6 (CH»), 28.9 (CH»), 29.1 (CHy), 29.5 (CH,), 29.6 (CH>), 29.8 (CH>), 30.3
(CHy), 30.5 (CH»), 30.7 (CH,), 31.5 (CHp), 32.1 (CHy), 32.3 (CHy), 33.3 (CH,), 33.4
(CH»), 35.2 (y-CH Pro), 35.5 (CH»), 36.7 (CH,CH,;NH), 38.8 (B-CH, B-Ala), 39.2 (CH;
Far), 39.4 (CH,CH,NH), 39.8 (CH; Far), 42.7 (a-CH; B-Ala), 52.5 (3-CH; Pro), 52.9
(OCHj;), 57.4 (a-CH Cys), 59.1 (a-CH, Hexadecyl), 59.2 (a-CH Pro), 65.8
(OCH,CH=CH,), 117.9 (OCH,CH=CH,), 119.7 (CH Far), 123.9 (CH Far), 124.5 (CH
Far), 132.3 (C Far), 133.0 (OCH,CH=CH;), 135.5 (C Far), 140.8 (C Far), 156.4 (C=0O
Urethan), 170.2 (C=0O Amid), 171.0 (C=O Amid), 172.8 (C=0 Ester).

Ca9HgeN4OsS, (923.36).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir C40Hg7N405S, [M+H]": ber..  923.5966
gef.:  923.5955.
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N-[3-(Hexadecan-1-sulfonylamino)propionyl]-4-(S)-(aminoethyl)-L-prolyl-S-farnesyl-L-
cysteinmethylester (4)
C 1 6H33 S02-[3-Ala-Pro-(C2H4NH2)-Cys(Far)-OMe

Eine Losung von 0.300 g (0.33 mmol) C,cH33S0;-B-Ala-Pro-(C;H4NHAloc)-Cys(Far)-OMe
42, 0.051 g (0.33 mmol) N,N’-Dimethylbarbitursdure in 30 ml Tetrahydrofuran wird
sorgfiltig entgast. Dann werden 0.038 g (0.03 mmol) Pd(PPhs)s zugegeben und 3 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt und das
erhaltene Rohprodukt wird sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Dichlormethan/Ethanol
20:1 (v/v), dann 10:1 (v/v), dann 5:1 (v/v) + 1 % Triethylamin, dann 1:1 (v/v) + 1 %

Triethylamin als Eluens gereinigt.

Ausbeute: 0.216 g (79 %) eines leicht gelblichen Schaums.
[a]}): — 14.5° (¢ = 0.5, CHCL,).
Re-Wert: 0.07 (Dichlormethan/Ethanol 10:1 (v/v)).

'H-NMR (CD;0D, 400 MHz): & = 0.86 (t, J = 6.6 Hz, 3 H, »-CH; Hexadecyl), 1.23 (m, 24
H, 12*CH, Hexadecyl), 1.37 (m, 2 H, y-CH, Hexadecyl), 1.50 (s, 6 H, 2*CH; Far), 1.55
(s, 3 H, CHj; Far), 1.57 (s, 3 H, CH3 Far), 1.60 (m, 3 H, y-CH Pro, -CH,CH,NH,), 1.76
(m, 2 H, B-CH, Hexadecyl), 1.82-2.08 (m, 8 H, 4*CH, Far), 2.29 (m, 1 H, -CH;, Pro),
245 (m, 1 H, B-CHyp, Pro), 2.58 (m, 2 H, a-CH, B-Ala), 2.72 (m, 2 H, -SCH>-), 2.96 (m,
3 H, a-CH; Hexadecyl, 6-CH», Pro), 3.20 (m, 4 H, B-CH; B-Ala, B-CH;, Cys), 3.41 (m,
3 H, -CH,CH:NH;, 3-CHy, Pro), 3.68 (s, 3 H, OCHs3), 4.76 (a-CH Cys), 4.92 (m, 1 H,
o-CH Pro), 5.04-5.29 (m, 3H, 3*CH Far).

PC-NMR (CD;0OD, 100.6 MHz): & = 14.3 (o-CH; Hexadecyl), 16.2 (CH; Far), 16.4 (CH;
Far), 16.5 (CH; Far), 17.9 (CH; Far), 22.8 (CH,), 22.9 (CH,), 23.8 (CH>), 24.7 (CH,),
28.5 (CH,), 28.6 (CH>), 28.9 (CH3), 29.1 (CH»), 29.5 (CHa»), 29.6 (CH,), 29.8 (CH,), 30.3
(CH,), 30.5 (CHy), 30.7 (CHy), 31.5 (CH,), 32.1 (CH,), 32.3 (CH,), 33.3 (CH,), 33.4
(CH,), 35.2 (y-CH Pro), 35.5 (CH,), 36.7 (CH,CH,NH,), 38.8 (B-CH, B-Ala), 39.2 (CH,
Far), 39.4 (CH,CH,;NH,), 39.8 (CH; Far), 42.7 (a-CH, B-Ala), 52.5 (6-CH, Pro), 52.9
(OCH3), 57.4 (a-CH Cys), 59.1 (a-CH; Hexadecyl), 59.2 (a-CH Pro), 119.7 (CH Far),
123.9 (CH Far), 124.5 (CH Far), 132.3 (C Far), 135.5 (C Far), 140.8 (C Far), 170.2 (C=0
Amid), 171.0 (C=0 Amid), 172.8 (C=0O Ester).
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CasHgN4 OS5 (839.29).
HRMS (FAB, 3-NBA) fur C45H32N40682Na [M+Na]+ ber.: 861.5576
gef.:  861.5562.

6.3.4. Versuche zu Kapitel 4.3.4.

2-(S)-Acetylamino-3-(hexadecan-1-sulfonylamino)propionsiaureallylester (45)

AC-Dap(SOQC16H33)-OA11

Zu einer Losung von 0.540 g (2.43 mmol) 2-(S5)-Acetylamino-3-aminopropionsdureallylester-
hydrochlorid 44 in 5 ml Dimethylformamid werden bei 0 °C nacheinander 1.04 ml
(6.06 mmol) Ethyldiisopropylamin sowie eine Losung von 0.965 g (2.91 mmol)
Hexadecansulfonsdurechlorid in 10 ml Dimethylformamid zugespritzt. Nach 20 h wird die
Reaktionslésung mit 150 ml Ethylacetat verdiinnt und dreimal mit je 30 ml 1 N Salzsédure
gewaschen. Nach Trocknen der organischen Phase iiber Na,SO,4 wird das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wird sédulenchromatographisch an

Kieselgel mit n-Hexan/Ethylacetat 1:1 (v/v) als Eluens gereinigt.

Ausbeute: 0.865 (75 %) eines farblosen Feststoffs.

Schmp.: 70 °C.
[a])): +17.5° (¢ = 1.0, CHCL).

ReWert: 0.20 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:1 (v/v)).

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): & = 0.84 (t, J = 6.6 Hz, 3 H, ©-CH;3 Hexadecyl), 1.24 (m, 24 H,
12*CH, Hexadecyl), 1.38 (m, 2 H, y-CH, Hexadecyl), 1.72 (m, 2 H, B-CH, Hexadecyl),
2.08 (s, 3 H, CHj Acetyl), 2.95 (a-CH;, Hexadecyl), 3.54 (m, 2 H, 3-CH; Dap), 4.62 (m,
1 H, -OCH,,CH=CH,), 4.73 (m, 2 H, a-CH Dap, -OCH,,CH=CHy), 5.23-5.36 (m, 2 H,
-OCH,CH=CH;), 5.66 (t, J = 6.8 Hz, 1 H, NH Sulfonamid), 591 (m, 1 H,
-OCH,CH=CHy), 7.11 (d, J= 7.6 Hz, 1 H, NH Amid).

BC-NMR (CDCls, 100.6 MHz): & = 14.3 (o-CH; Hexadecyl), 22.8 (CH; Acetyl), 23.1 (CH,),
23.8 (CH,), 28.4 (CH>), 29.5 (CH>), 29.6 (CH»), 29.7 (CH»), 29.8 (CHa»), 29.8 (CH»), 29.8
(CH), 29.8 (CH,), 29.9 (CH,), 30.0 (CH,), 30.2 (CH,), 32.1 (CH,), 44.6 (B-CH, Dap),
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532 (0-CH, Hexadecyl), 66.9 (OCH,CH=CH,), 119.5 (OCH,CH=CH,), 131.5
(OCH,CH=CH,), 170.2 (C=0O Amid), 171.0 (C=O Ester).

C24H46N,05S (474.70).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir C,4H47N,05S [M+H]'": ber..  475.3206
gef.:  475.3230.

2-(S)-Acetylamino-3-(hexadecan-1-sulfonylamino)propionsiure (46)

Ac-Dap(SOzC16H33)—OH

Eine Losung von 0.530 g (1.12 mmol) Ac-Dap(SO,C;sHs3)-OAll 45, 0.104 g (0.67 mmol)
N,N’-Dimethylbarbitursdure in 40 ml Tetrahydrofuran wird sorgfiltig entgast. Dann werden
0.077 g (0.07 mmol) Pd(PPh;); zugegeben und 1.5 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das
Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt und das erhaltene Rohprodukt wird
sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Dichlormethan/Ethanol 10:1 (v/v) + 1 %

Essigsdure als Eluens gereinigt.

Ausbeute: 0.480 g (99 %) eines farblosen Feststoffs.

Schmp.: 91 °C.
[a])): +15.7° (¢ = 1.0, CH;0H).
ReWert: 0.22 (Dichlormethan/Ethanol 10:1 (v/v) + 1 % Essigséure).

'"H-NMR (CD;OD, 400 MHz): 6 = 0.87 (t, J = 6.6 Hz, 3 H, ©-CH; Hexadecyl), 1.30 (m,
24 H, 12*CH, Hexadecyl), 1.41 (m, 2 H, y-CH, Hexadecyl), 1.79 (m, 2 H, B-CH,
Hexadecyl), 2.03 (s, 3 H, CH3 Acetyl), 3.04 (m, 2 H, a-CH, Hexadecyl), 3.52 (m, 2 H,
B-CH; Dap), 4.51 (m, 1 H, a-CH Dap).

PC-NMR (CD;OD, 100.6 MHz): & = 13.2 (o-CH; Hexadecyl), 21.6 (CH; Acetyl), 23.1
(CH,), 23.8 (CHy), 28.4 (CH»), 29.5 (CH,), 29.6 (CH,), 29.7 (CH,), 29.8 (CH;), 29.8
(CH,), 29.8 (CH>), 29.8 (CH»), 29.9 (CH), 30.0 (CH,), 30.2 (CH»), 32.1 (CH,), 43.3 (B-
CH; Dap), 52.0 (a-CH, Hexadecyl), 53.3 (a-CH Dap), 170.2 (C=O Amid), 171.3 (C=0

Saure).
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C21HaoN,OsS (434.63).
HRMS (FAB, 3-NBA) fur C21H42N2058Na [M+Na]+ ber.: 457.2714
gef.:  457.2682.

6.3.5. Versuche zu Kapitel 4.3.5.

N-[2-(S)-Acetylamino-3-(hexadecan-1-sulfonylamino)propionyl]-4-(S)-(/V’-allyloxy-
carbonylaminoethyl)-L-prolinmethylester (47)
Ac-Dap(S0,C,¢H33)-Pro-(C,HsNHAloc)-OMe

Zu einer Losung von 0.150 g (0.35 mmol) TFA*H-Pro(C,H4sNHAloc)-OMe 38, 0.128 g
(0.35 mmol) Ac-Dap(SO,C¢H33)-OH 46, 0.108 g (0.69 mmol) HOBt und 0.071 ml (0.41
mmol) Ethyldiisopropylamin in 15 ml Dichlormethan werden bei 0 °C 0.081 g (0.41 mmol)
EDC gegeben. Nach 18 h wird die Reaktionslosung mit 50 ml Ethylacetat verdiinnt und mit je
15 ml 1 N Salzsdure und 10 %iger Natriumcarbonatldsung gewaschen. Nach Trocknen der
organischen Phase iiber Na,SO4 wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Das erhaltene  Rohprodukt wird sdulenchromatographisch an  Kieselgel mit

Cyclohexan/Ethylacetat 1:5 (v/v), dann Ethylacetat als Eluens gereinigt.

Ausbeute: 0.176 g (76 %) eines farblosen Feststoffs.
Schmp.: 78 °C.

[a])): —9.2° (¢ = 1.0, CHCL).

ReWert: 0.09 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:5 (v/v)).

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): 8 = 0.81 (t, J = 6.5 Hz, 3 H, ©-CH; Hexadecyl), 1.18 (m, 24 H,
12*CH, Hexadecyl), 1.33 (m, 2 H, y-CH, Hexadecyl), 1.55 (m, 3 H, y-CH Pro,
-CH,CH,;NH-), 1.72 (m, 2 H, 3-CH, Hexadecyl), 1.94 (s, 3 H, CH;3 Acetyl), 2.25 (m, 1 H,
B-CHa, Pro), 2.45 (m, 1 H, B-CH, Pro), 2.93 (m, 2 H, (a-CH, Hexadecyl), 3.14 (m, 3 H,
8-CHy, Pro, -CH,CH>NH-), 3.30 (m, 3 H, 8-CH,}, Pro, B-CH, Dap), 3.68 (s, 3 H, OCH3),
3.99 (m, 1 H, NH Urethan), 4.40 (m, 1 H, a-CH Dap), 4.48 (m, 2 H, -OCH,CH=CH,),
4.86 (m, 1 H, a-CH Pro), 5.12-5.25 (m, 2 H, -OCH,CH=CH,), 5.64 (m, 1 H, NH
Sulfonamid), 5.85 (m, 1 H, -OCH,CH=CH,), 6.70 (m, 1 H, NH Amid).
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PC-NMR (CDCl3, 100.6 MHz): & = 14.3 (0-CH; Hexadecyl), 22.8 (CH; Acetyl), 22.9 (CH,),
24.5 (CH,), 28.6 (CH,), 28.8 (CH»), 29.2 (CH»), 29.5 (CH), 29.6 (CH,), 29.9 (CH,), 30.2
(CH,), 30.5 (CH>), 30.6 (CH>), 31.3 (CH»), 32.0 (CH»), 33.1 (CHy), 35.1 (y-CH Pro), 36.7
(CH,), 36.9 (CH,CH,NH), 39.6 (CH,CH,;NH), 45.0 (B-CH; Dap), 51.1 (6-CH, Pro), 52.8
(a-CH Dap), 52.9 (OCHj3), 59.3 (a-CH, Hexadecyl), 59.4 (a-CH Pro), 65.7
(OCH,CH=CH,), 117.8 (OCH,CH=H,), 133.0 (OCH,CH=CHy;), 156.5 (C=0O Urethan),
168.5 (C=0 Amid), 169.2 (C=0O Amid), 172.8 (C=O Ester).

Ci33HeoN4OsS (672.92).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir C33HgoN4OgSNa [M+Na]":  ber..  695.4032
gef.:  695.4054.

N-[2-(S)-Acetylamino-3-(hexadecan-1-sulfonylamino)propionyl]-4-(S)-(/V’-allyloxy-
carbonylaminoethyl)-L-prolyl-S-farnesyl-L-cysteinmethylester (48)
Ac-Dap(S0,C,¢H33)-Pro-(C,HsNHAloc)-Cys(Far)-OMe

Zu einer Losung von 0.140 g (0.21 mmol) Ac-Dap(SO,C;sHs3)-Pro-(C;HsNHAloc)-OMe 47
in 0.832 ml Methanol werden 0.416 ml 1 M Natriumhydroxidlosung gegeben. Nach 3 h
Riihren bei Raumtemperatur wird die Reaktionslosung mit 30 ml Chloroform verdiinnt und
mit 1 N Salzsdure auf pH 3angeséuert. Die wissrige Phase wird danach zweimal mit je 20 ml
Chloroform extrahiert. Nach Trocknen der organischen Phase iiber Na,SO; wird das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Man erhilt 0.137 g (100 %) eines
farblosen Feststoffs.

Zu einer Losung von 0.137 g (0.21 mmol) von obiger Carbonsdure, 0.085 g (0.25 mmol)
H-Cys(Far)-OMe 25, 0.065 g (0.42 mmol) HOBt in 25 ml Dichlormethan werden bei 0 °C
0.049 g (0.25 mmol) EDC gegeben. Nach 20 h wird die Reaktionslosung mit 50 ml
Ethylacetat verdiinnt und mit je 15 ml 1 N Salzsdure und 10 %iger Natriumcarbonatlosung
gewaschen. Nach Trocknen der organischen Phase iiber Na,SO, wird das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wird sédulenchromatographisch an
Kieselgel mit Cyclohexan/Ethylacetat 1:8 (v/v), dann Dichlormethan/Ethanol 10:1 (v/v) als

Eluens gereinigt.

Ausbeute: 0.169 g (83 %) eines farblosen Ols.
[a])): ~9.0° (¢ =0.5, CHCL).
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ReWert: 0.13 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:8 (v/v)).

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): 8 = 0.81 (t, J = 6.6 Hz, 3 H, ©-CH; Hexadecyl), 1.18 (m, 24 H,
12*CH, Hexadecyl), 1.34 (m, 2 H, y-CH, Hexadecyl), 1.50 (s, 6 H, 2*CHj; Far), 1.55 (s,
3 H, CHj Far), 1.57 (s, 3 H, CH; Far), 1.59 (m, 3 H, y-CH Pro, -CH,CH,NH-), 1.72 (m,
2 H, B-CH, Hexadecyl), 1.94 (s, 3 H, CH; Acetyl), 1.82-2.08 (m, 8 H, 4*CH, Far), 2.25
(m, 1 H, B-CHy, Pro), 2.45 (m, 1 H, B-CHy, Pro), 2.72 (m, 2 H, -SCH;-), 2.96 (m, 3 H,
o-CH, Hexadecyl, 3-CH,, Pro), 3.20 (m, 4 H, B-CH; Dap, p-CH; Cys), 3.41 (m, 3 H,
-CH,CH,NH-, 6-CH,;, Pro), 3.71 (s, 3 H, OCHj3), 4.53 (m, 2 H, -OCH,CH=CH,), 4.76
(a-CH Cys), 492 (m, 1 H, a-CH Pro), 5.04-5.29 (m, 6 H, 3*CH Far, NH Urethan,
-OCH,CH=CH,), 5.54 (m, 1 H, NH Sulfonamid), 5.90 (m, 1 H, -OCH,CH=CH,), 7.11
(m, 1 H, NH Amid).

BC-NMR (CDCls;, 100.6 MHz): 8 = 14.3 (0-CH; Hexadecyl), 16.2 (CH; Far), 16.4 (CH;
Far), 16.5 (CH; Far), 17.9 (CH; Far), 22.8 (CH; Acetyl), 22.8 (CHy), 22.9 (CH,), 23.8
(CHp), 24.7 (CHy), 28.5 (CHy), 28.6 (CH>), 28.9 (CH,), 29.1 (CHy), 29.5 (CH»), 29.6
(CHy), 29.8 (CH>), 30.3 (CH,), 30.5 (CHp), 30.7 (CHy), 31.5 (CH»), 32.1 (CH,), 32.3
(CH»), 33.3 (CH»), 33.4 (CH»), 35.2 (y-CH Pro), 35.5 (CH»), 36.7 (CH,CH,NH), 39.2
(CH; Far), 39.4 (CH,CH,NH), 39.8 (CH, Far), 45.7 (B-CH, Dap), 52.5 (6-CH, Pro), 52.8
(a-CH Dap), 53.0 (OCH3), 57.4 (a-CH Cys), 59.1 (a-CH; Hexadecyl), 59.2 (a-CH Pro),
65.8 (OCH,CH=CH,), 117.9 (OCH,CH=CH,), 119.7 (CH Far), 123.9 (CH Far), 124.5
(CH Far), 132.3 (C Far), 133.0 (OCH,CH=CH,), 135.5 (C Far), 140.8 (C Far), 156.4
(C=0 Urethan), 170.2 (C=0 Amid), 171.0 (C=0O Amid), 171.2 (C=0O Amid), 172.8 (C=0
Ester).

Cs1HgoN509S, (980.41).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir Cs;HooNs0S, [M+H]": ber..  980.6181
gef.:  980.6188.

N-[2-(S)-Acetylamino-3-(hexadecan-1-sulfonylamino)propionyl]-4-(S)-(aminoethyl)-L-
prolyl-S-farnesyl-L-cysteinmethylester (5)
Ac-Dap(S0,C,¢H33)-Pro-(C,H4NH;)-Cys(Far)-OMe

Eine Losung von 0.149 g (0.15 mmol) Ac-Dap(SO,C;sH33)-Pro-(C;H4sNHAIloc)-Cys(Far)-
OMe 48, 0.024 g (0.15 mmol) N,N’-Dimethylbarbitursdure in 15 ml Tetrahydrofuran wird
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sorgfiltig entgast. Dann werden 0.018 g (0.02 mmol) Pd(PPhs)s; zugegeben und 24 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt und das
erhaltene Rohprodukt wird sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Dichlormethan/Ethanol
10:1 (v/v), dann 5:1 (v/v), dann 1:1 (v/v), dann 1:1 (v/v) + 1 % Triethylamin als Eluens

gereinigt.

Ausbeute: 0.087 g (64 %) eines leicht gelblichen Schaums.
[a]}): —4.9°(c=0.5, CHCL).
Re-Wert: 0.04 (Dichlormethan/Ethanol 1:1 (v/v)).

'H-NMR (CDsOD, 400 MHz): & = 0.81 (t, J = 6.6 Hz, 3 H, ©-CH; Hexadecyl), 1.18 (m,
24 H, 12*CH; Hexadecyl), 1.34 (m, 2 H, y-CH, Hexadecyl), 1.50 (s, 6 H, 2*CH; Far),
1.55 (s, 3 H, CHj3 Far), 1.57 (s, 3 H, CH; Far), 1.59 (m, 3 H, y-CH Pro, -CH,CH,;NH),
1.72 (m, 2 H, B-CH, Hexadecyl), 1.94 (s, 3 H, CH; Acetyl), 1.82-2.08 (m, 8 H, 4*CH,
Far), 2.25 (m, 1 H, B-CHy, Pro), 2.45 (m, 1 H, 3-CHy, Pro), 2.72 (m, 2 H, -SCH;-), 2.96
(m, 3 H, a-CH, Hexadecyl, 6-CH;, Pro), 3.20 (m, 4 H, 3-CH; Dap, -CH, Cys), 3.41 (m,
3 H, -CH,CH:NH,, 3-CHyy, Pro), 3.71 (s, 3 H, OCHs), 4.76 (a-CH Cys), 4.92 (m, 1 H,
o-CH Pro), 5.04-5.29 (m, 3 H, 3*CH Far).

BC-NMR (CD;OD, 100.6 MHz): 8 = 14.3 (0-CH; Hexadecyl), 16.2 (CH; Far), 16.4 (CH;
Far), 16.5 (CH; Far), 17.9 (CH; Far), 22.8 (CH; Acetyl), 22.8 (CH,), 22.9 (CHy), 23.8
(CHy), 24.7 (CH»), 28.5 (CH>), 28.9 (CHy), 29.1 (CHy), 29.5 (CH»), 29.6 (CH>), 29.8
(CHy), 30.3 (CH>), 30.5 (CH,), 30.7 (CHp), 31.5 (CHy), 32.1 (CH»), 32.3 (CH,), 33.3
(CH»), 33.4 (CH,), 35.2 (y-CH Pro), 35.5 (CH,), 36.7 (CH,CH,NH>), 39.2 (CH; Far), 39.4
(CH,CH;NH;), 39.8 (CH; Far), 45.7 (B-CH; Dap), 52.5 (6-CH; Pro), 52.8 (a-CH Dap),
53.0 (OCH3), 57.4 (a-CH Cys), 59.1 (a-CH;, Hexadecyl), 59.2 (a-CH Pro), 119.7 (CH
Far), 123.9 (CH Far), 124.5 (CH Far), 132.3 (C Far), 135.5 (C Far), 140.8 (C Far), 170.2
(C=0 Amid), 171.0 (C=0O Amid), 171.2 (C=0O Amid), 172.8 (C=0 Ester).

C47HssN507S; (896.34).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir C47HgsNs07S, [M+H] " ber..  897.5969
gef.:  897.5938.
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6.4. Versuche zu Kapitel 4.4.

6.4.1. Versuche zu Kapitel 4.4.2.
2-(S)-|Bis(tert-butyloxycarbonyl)amino]butyrolacton (55)

Zu einer Losung von 20.000 g (109.88 mmol) 2-(S)-Aminobutyrolactonhydrobromid 54 und
56.43 ml (329.63 mmol) Ethyldiisopropylamin in 500 ml Dichlormethan werden bei 0 °C
29.666 g (131.85 mmol) Di-tert-butyldicarbonat in 50 ml Dichlormethan getropft. Nach 20 h
wird die organische Phase mit 100 ml 1 N Salzsdure gewaschen. Nach Trocknen der
organischen Phase iiber Na,SO4 wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Man erhélt 22.100 g (100 %) Zwischenprodukt als farblosen Feststoft.

Zu 22.100 g (109.88 mmol) des monogeschiitzten Lactons und 2.740 g (21.98 mmol)
N,N-Dimethylaminopyridin in 380 ml Acetonitril werden portionsweise 27.200 g
(120.86 mmol) Di-tert-butyldicarbonat gegeben. Nach 15 h wird das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wird sédulenchromatographisch an

Kieselgel mit Cyclohexan/Ethylacetat 1:1 (v/v) als Eluens gereinigt.

Ausbeute: 31.030 g (94 %) eines farblosen Feststoffs.
Schmp.: 75 °C.

[a]): —42.5° (¢ = 1.0, CHCly).

Re-Wert: 0.51 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:1 (v/v)).

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): & = 1.52 (s, 18 H, C(CH3)3), 2.53 (m, 2 H, B-CH,), 4.26 (dt, J =
8.4,9.1 Hz, 1 H, y-CHa,), 4.48 (dt, J = 5.7, 6.3 Hz, 1 H, y-CHa), 5.12 (t, J=9.9 Hz, 1 H,
o-CH).

BC.NMR (CDCls, 100.6 MHz): & = 26.8 (B-CH,), 28.2 (C(CHs);), 54.0 (a-CH), 65.4
(y-CH,), 84.3 (C(CH3)3), 151.7 (C=0 Urethan), 173.9 (C=O Lacton).

C14H23NOg (301.34).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir C;4H24NOg [M+H]": ber..  302.1604
gef.:  302.1615.
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2-(S)-[Bis(tert-butyloxycarbonyl)amino]-4-hydroxybuttersiuremethylester (56)

Zu einer Losung von 30.915 g (102.59 mmol) 2-(S)-[Bis(tert-butyloxycarbonyl)amino]-
butyrolacton 55 in 220 ml Methanol werden 102.59 ml (102.59 mmol) 1 M
Césiumhydroxidlosung getropft. Nach 2 h wird die Reaktionslosung dreimal mit Toluol
koevaporiert.

Das so erhaltene Cidsiumsalz wird in 834 ml Dimethylformamid gel6st und mit 7.67 ml
(123.11 mmol) Methyliodid versetzt. Nach 18 h wird das Lésungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt. Der Riickstand wird in 500 ml Ethylacetat aufgenommen und mit je 100 ml
Wasser und gesittigter Natriumchloridlosung, gewaschen. Nach Trocknen der organischen
Phase iiber Na,SO,4 wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene
Rohprodukt wird sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Cyclohexan/Ethylacetat 4:1 (v/v)

als Eluens gereinigt.

Ausbeute: 27.019 g (79 %) eines farblosen Feststoffs.

Schmp.: 89 °C.
[a])): —37.8° (c = 1.0, CHCl,).

Re-Wert: 0.36 (Cyclohexan/Ethylacetat (1:1 (v/v)).

'H-NMR (CDCl;, 400 MHz): & = 1.51 (s, 18 H, C(CHs)3), 2.03 (m, 1 H, p-CHa,), 2.42 (m,
1 H, B-CHay), 2.48 (spr, 1 H, OH), 3.59 (m, 1 H, y-CHay), 3.73 (m, s, 4 H, y-CHap, OCHs3),
5.01 (dd, J=4.7,9.8 Hz, 1 H, a-CH).

PC-NMR (CDCl;, 100.6 MHz): & = 28.1 (C(CHs)3), 33.2 (B-CHy), 52.5 (OCH3), 55.6
(a-CH), 59.2 (y-CH), 83.8 (C(CHs)3), 152.6 (C=0 Urethan), 171.5 (C=O Ester).

Ci5H»NO; (333.38).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir C;sH»NO; [M+H]": ber..  334.1867
gef.:  334.1886.

2-(5)-[Bis(tert-butyloxycarbonyl)amino]-4-cyano-4-hydroxybuttersiuremethylester (57)
Zu einer Losung von 8.285 ml (94.48 mmol) Oxalylchlorid in 189 ml Dichlormethan werden

bei —60 °C 9.352 ml (131.78 mmol) Dimethylsulfoxid in 28 ml Dichlormethan gespritzt. Nach
30 min werden 13.500 g (40.49 mmol) 2-(S)-[Bis(tert-butyloxycarbonyl)amino]-4-
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hydroxybuttersduremethylester 56 in 57 ml Dichlormethan bei —60 °C zugespritzt. Nach 4 h
werden 39.293 ml (281.91 mmol) Ethyldiisopropylamin zugegeben und die Reaktionslosung
auf Raumtemperatur erwdrmt. Die Mischung wird auf 100 ml 1 ™M
Kaliumdihydrogenphosphatlosung gegeben und mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden dann mit je 50 ml Wasser und geséttigter Natriumchloridlosung
gewaschen. Nach Trocknen der organischen Phase iiber Na,SO, wird das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Man erhilt 12.314 g (92 %) eines farblosen Ols als
Zwischenprodukt.

Dieses wird in 200 ml Dichlormethan gelost und mit 9.3 ml (72.43 mmol)
Trimethylsilylcyanid versetzt. Nach 20 h wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Der Riickstand wird in 100 ml Methanol aufgenommen und mit 2.700 g
(72.43 mmol) Ammoniumfluorid versetzt. Nach 5 min wird das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wird in 500 ml Ethylacetat aufgenommen und
mit je 100 ml Wasser und gesittigter Natriumchloridlosung gewaschen. Nach Trocknen der
organischen Phase iiber Na,SO4 wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Das erhaltene  Rohprodukt wird sdulenchromatographisch an  Kieselgel mit

Cyclohexan/Ethylacetat 6:1 (v/v) als Eluens gereinigt.

Ausbeute: 11.680 g (90 %) eines farblosen Ols.
R~-Wert: 0.40 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:1 (v/v)).

'H-NMR (CDCl;, 400 MHz, Gemisch von Diastereomeren): & = 1.53 (s, 18 H, C(CHs)3), 2.36
(m, 1 H, B-CHaz,), 2.73 (m, 1 H, B-CHu), 3.76 (s, 3 H, OCH3), 4.51 (m, 2 H, y-CH), 4.74
(Sbr, 1 H, OH), 5.10 (m, 1 H, a-CH).

BC-NMR (CDCls, 100.6 MHz, Gemisch von Diastereomeren): 8 = 28.2 (C(CHs)3), 35.3, 36.5
(B-CHy), 52.9, 55.0 (OCH3), 54.5, 58.7 (a-CH), 58.4, 60.6 (y-CH), 84.7, 84.9 (C(CHs)3),
119.3, 119.4 (CN), 152.5, 152.4 (C=0 Urethan), 170.4, 170.8 (C=0 Ester).

C16H26N207 (358.39).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir C;¢H»;N,0; [M+H]": ber.. 359.1819
gef.:  359.1846.
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2-(S)-[Bis(tert-butyloxycarbonyl)amino|-4-(fert-butyldiphenylsilanyloxy)-4-cyano-
buttersiuremethylester (58)

Zu einer Losung von 10.500 g (29.30 mmol) 2-(S)-[Bis(tert-butyloxycarbonyl)amino]-4-
cyano-4-hydroxybuttersduremethylester 57 und 6.000 g (87.89 mmol) Imidazol in 30 ml
Dimethylformamid werden 11.661 ml (43.95 mmol) fert-Butyldiphenylsilylchlorid gespritzt.
Nach 15 h wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wird in
500 ml Ethylacetat aufgenommen und mit je 100 ml 1 N Salzsdure und geséttigter
Natriumchloridlosung gewaschen. Nach Trocknen der organischen Phase iiber Na,SO4 wird
das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wird
sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Cyclohexan/Ethylacetat 10:1 (v/v) als Eluens

gereinigt.

Ausbeute: 15.517 g (90 %) eines farblosen Ols.
R~-Wert: 0.13 (Cyclohexan/Ethylacetat 7:1 (v/v)).

'H-NMR (CDCls, 400 MHz, Gemisch von Diastereomeren): & = 1.09, 1.10 (s, 9 H, C(CH;)s
Silyl), 1.45, 1.47 (s, 18 H, C(CHs); Boc), 2.36 (m, 1 H, B-CHz,), 2.75 (m, 1 H, B-CHap),
3.66, 3.67 (s, 3 H, OCH3), 4.53, 4.64 (dd, J=5.3, 7.4 Hz, 1 H, y-CH), 5.05, 5.19 (dd, J =
49,84 Hz 1 H, a-CH), 7.37-7.49 (m, 6 H, arom. CH), 7.63-7.73 (m, 4 H, arom. CH).

BC-NMR (CDCls, 100.6 MHz, Gemisch von Diastereomeren): & = 19.4 (C(CHs); Silyl), 26.9,
27.0 (C(CHj3); Silyl), 28.1, 28.2 (C(CH3)s Boc), 37.3, 37.6 (B-CH>), 52.6, 54.8 (OCH3),
53.8, 60.4 (a-CH), 60.5, 61.5 (y-CHy), 83.7, 83.9 (C(CH3); Boc), 119.0, 119.2 (CN),
128.0, 128.1 (arom. CH), 128.2, 128.2 (arom. CH), 128.2, 128.3 (arom. CH), 130.5, 130.6
(arom. C), 131.6, 131.7 (arom. C), 135.9, 136.0 (arom. CH), 136.1, 136.1 (arom. CH),
151.7, 151.9 (C=0 Urethan), 170.4, 170.5 (C=0 Ester).

C3,HuN,01Si (596.79).
HRMS (FAB, 3-NBA) fur C32H44N20781Na [M+Na]+ ber.: 619.2818
gef.:  619.2830.
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3-(S)-[Bis(zert-butyloxycarbonyl)amino]-5-(zert-butyldiphenylsilanyloxy)piperidin-2-on
(39)

Eine Losung von 6.300 g (19.56 mmol) 2-(S)-[Bis(tert-butyloxycarbonyl)amino]-4-(tert-
butyldiphenylsilanyloxy)-4-cyanobuttersduremethylester 58 in 630 ml Methanol und 3.5 ml
Essigsdure wird sorgfiltig entgast und mit 1.176 g 10 %igem Palladium auf Aktivkohle
versetzt. Die Reaktionsldsung wird 15 h unter Wasserstoff-Uberdruck hydriert. Danach wird
das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt, der Riickstand in 250 ml Chloroform
aufgenommen und mit 50 ml 10 %iger Natriumcarbonatlosung gewaschen. Nach Trocknen
der organischen Phase iiber Na,SO4 wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt.

Das erhaltene Rohprodukt wird in 500 ml Toluol aufgenommen und zusammen mit 0.270 g
(2.21 mmol) N,N-Dimethylaminopyridin unter Riickfluss 42 h geriihrt. Danach wird das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wird
sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Cyclohexan/Ethylacetat 2:1 (v/v) als Eluens

gereinigt.

Ausbeute: 4.022 g (67 %) eines farblosen Schaums.
R~-Wert: 0.27 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:1 (v/v)).

'H-NMR (CDCls, 400 MHz, Gemisch von Diastereomeren): & = 1.05, 1.08 (s, 9 H, C(CH;)s
Silyl), 1.48, 1.49 (s, 18 H, C(CHz3); Boc), 2.16-2.30 (m, 2 H, B-CH,), 3.11-3.30 (m, 2 H,
8-CHy), 3.99, 4.19 (m, 1 H, y-CH), 4.57, 532 (m, 1 H, a-CH), 6.59, 6.77 (m, 1 H, NH),
7.36-7.46 (m, 6 H, arom. CH), 7.62-7.71 (m, 4 H, arom. CH).

BC-NMR (CDCl, 100.6 MHz, Gemisch von Diastereomeren): 8 = 19.3, 19.4 (C(CHs); Silyl),
27.0, 27.1 (C(CHs)s Silyl), 28.2, 28.3 (C(CHs); Boc), 34.0, 36.2 (B-CH,), 52.7 (a-CH),
54.2 (8-CH,), 65.7, 66.0 (y-CH»), 82.9, 83.2 (C(CHj3); Boc), 128.0 (arom. CH), 130.1
(arom. CH), 130.2 (arom. CH), 133.3, 133.4 (arom. C), 133.5, 133.6 (arom. C), 135.7,
135.8 (arom. CH), 135.8, 135.9 (arom CH), 151.9, 152.1 (C=0O Urethan), 169.5, 170.0
(C=0 Amid).

C31H44N,06Si (568.78).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir C3;H44N>O¢SiNa [M+Na]:  ber..  591.2869
gef.:  591.2888.
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3-(S)-[Bis(zert-butyloxycarbonyl)amino]-5-hydroxypiperidin-2-on (60)

Zu einer Losung von 1.100 g (1.93 mmol) 3-(S)-[Bis(tert-butyloxycarbonyl)amino]-5-(zert-
butyldiphenylsilanyloxy)piperidin-2-on 59 in 30 ml Tetrahydrofuran werden 9.7 ml
(9.70 mmol) 1 M Tetrabutylammoniumfluoridlosung in Tetrahydrofuran gespritzt. Nach 1.5 h
wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wird
sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Cyclohexan/Ethylacetat 1:1 (v/v), dann Ethylacetat

als Eluens gereinigt.

Ausbeute: 0.638 g (100 %) eines farblosen Feststoffs.
Schmp.: 81 °C.
R~-Wert: 0.19 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:10 (v/v)).

"H-NMR (CDCls, 400 MHz, Gemisch von Diastereomeren): & = 1.47, 1.48 (s, 18 H,
C(CHj3)3), 2.12-2.38 (m, 2 H, B-CH>), 3.18-3.41 (m, 2 H, 5-CH,), 3.44-3.61 (si, | H, OH),
4.05,4.23 (m, 1 H, y-CH), 4.81, 5.09 (m, 1 H, a-CH), 6.51 (m, 1 H, NH).

BC-NMR (CDCls, 100.6 MHz, Gemisch von Diastereomeren): 8 = 27.9 (C(CHs);), 33.0, 35.8
(B-CH), 52.3 (a-CH), 53.3 (6-CH»), 63.5, 63.7 (y-CH), 82.9, 83.3 (C(CHs)3), 152.1 (C=0O
Urethan), 169.4, 169.9 (C=0 Amid).

C15HsN205 (330.38).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir C;sH»7N,04 [M+H]": ber.. 331.1870
gef.:  331.1856.

3-(S)-[Bis(zert-butyloxycarbonyl)amino|-5-(cyanomethylen)piperidin-2-on (61)

Zu einer Losung von 0.638 g (1.93 mmol) 3-(S)-[Bis(tert-butyloxycarbonyl)amino]-5-
hydroxypiperidin-2-on 60 in 20 ml Dichlormethan werden 8.2 ml (3.86 mmol) 15 %ige Dess-
Martin-Periodinan-Losung in Dichlormethan gespritzt. Nach 1 h wird die Reaktionslésung
mit 100 ml FEthylacetat verdiinnt und mit 30 ml einer Mischung aus gesittigter
Natriumthiosulfatlosung und gesittigter Natriumhydrogencarbonatlosung 1:3 (v/v) versetzt.
Nach Klarung der Phasen wird die organische Phase abgetrennt und nochmals mit 30 ml
gesittigter Natriumhydrogencarbonatlosung gewaschen. Nach Trocknen der organischen

Phase liber Na,SO,4 wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene
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Rohprodukt wird sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Cyclohexan/Ethylacetat 1:1 (v/v)
als Eluens gereinigt. Man erhélt 0.445 g (70 %) Keton.

Zu einer Suspension von 0.120 g (4.73 mmol) Natriumhydrid in 15 ml Tetrahydrofuran
werden 0.746 ml (4.73 mmol) Cyanomethyldiethylphosphonat gespritzt. Nach 1 h wird das
oben dargestellte Keton in 15 ml Tetrahydrofuran zugespritzt. Nach 1.5 h wird das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wird in 50 ml Ethylacetat
aufgenommen und mit je 10 ml Wasser, 1 N Salzsdure und gesittigter Natriumcarbonatlosung
gewaschen. Nach Trocknen der organischen Phase iiber Na,SO,4 wird das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wird sédulenchromatographisch an

Kieselgel mit Cyclohexan/Ethylacetat 2:1 (v/v) als Eluens gereinigt.

Ausbeute: 0.428 g (90 %) eines farblosen Feststoffs.

Schmp.: 128 °C.
[a])): +27.4° (c = 1.0, CHCL).

ReWert: 0.18 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:1 (v/v)).

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): 8 = 1.45 (s, 18 H, C(CHs)3), 2.40 (dd, J = 9.6, 16.8, 1 H,
B-CHz,), 2.99 (m, 1 H, B-CHap), 3.02 (m, 2 H, 8-CH,), 5.13 (m, 1 H, a-CH), 6.05 (m, 1 H,
-CHCN), 7.10 (m, 1 H, NH).

PC-NMR (CDCl;, 100.6 MHz): & = 22.1 (B-CH,), 28.2 (C(CHs)3), 30.2 (5-CH,), 54.2
(a-CH), 83.7 (C(CHj3)3, 105.4 (CHCN), 116.5 (CN), 122.6 (C=CHCN), 152.1 (C=0
Urethan), 167.2 (C=0 Amid).

C17H25N305 (351.40).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir C;7HsN3;05 [M+H]": ber.. 352.1873
gef.:  352.1852.
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6.4.2. Versuche zu Kapitel 4.4.3.

3-tert-Butyldisulfanyl-2-(R)-(4-methoxytetrahydropyran-4-yloxy)propionsiuremethyl-
ester (65)

Zu einer Losung von 0.670 g (2.29 mmol) 3-Acetylsulfanyl-2-(R)-(4-methoxytetrahydro-
pyran-4-yloxy)propionsduremethylester 63 in 27 ml Methanol werden 11.375 ml
(2.28 mmol) 0.2 M Natriummethanolatlosung in Methanol getropft. Nach 30 min wird das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wird in 50 ml Ethylacetat
aufgenommen und mit je 10 ml gesattigter Ammonioumchloridlésung und geséttigter
Natriumchloridlosung gewaschen. Nach Trocknen der organischen Phase iiber Na,SO4 wird
das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.

Zu einer Losung von 2.200 g (6.87 mmol) N-tert-Butylsulfanyl-hydrazinodicarbonséduredi-
tert-butylester 64 in 43 ml Dimethylformamid wird das oben dargestellte Thiol in 86 ml
Dimethylformamid zugetropft. Nach 18 h wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Der Riickstand wird in 100 ml Ethylacetat aufgenommen und mit 20 ml gesattigter
Natriumchloridlosung gewaschen. Nach Trocknen der organischen Phase iiber Na,SO4 wird
das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wird
sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Cyclohexan/Ethylacetat 8:1 (v/v) als Eluens

gereinigt.

Ausbeute: 0.682 g (88 %) eines leicht gelblichen Ols.
[a])): +23.8° (¢ = 1.0, CHCLy).
ReWert: 0.27 (Cyclohexan/Ethylacetat 3:1 (v/v)).

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): & = 1.33 (s, 9 H, C(CHs)3). 1.78-1.88 (m, 4 H, -CH,OCH)-),
3.00 (d, J = 6.6 Hz, 2 H, B-CH>), 3.23 (s, 3 H, CH30- Acetal), 3.61, 3.78 (m, 4 H,
-CH,C(O)CH>-), 3.76 (s, 3 H, OCH3; Ester), 4.53 (t,J= 6.6 Hz, 1 H, o-CH).

PC-NMR (CDCls, 100.6 MHz): & = 30.0 (C(CHs)3), 34.2 (CH,C(0),CH,), 34.7 (B-CH,), 43.7
(C(CHs)s), 48.3 (OCHj3 Acetal), 49.0 (OCHj; Ester), 65.0 (CH,OCH,), 69.1 (a-CH), 100.0
(C Acetal), 172.5 (C=0 Ester).
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C14H2605S; (338.49).
GCMS (100 °C, 3 min, dann 20 °C/min bis 300 °C): R; = 9.8 min, MS: 338 [M]", 250 [M+H-
(CH3);CS]".

3-tert-Butyldisulfanyl-2-(R)-(methansulfonyloxy)propionsiuremethylester (51)

Zu einer Losung von 0435 g (1.29 mmol) 3-fert-Butyldisulfanyl-2-(R)-(4-
methoxytetrahydropyran-4-yloxy)propionsduremethylester 65 in 35 ml Methanol werden
0.251 g (1.29 mmol) p-Toluolsulfonsdure-Monohydrat gegeben. Nach 1 h wird die
Reaktionslosung mit 5 ml 10 %iger Natriumcarbonatlosung versetzt und das Losungsmittel
unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wird in 100 ml Ethylacetat aufgenommen
und mit 10 ml gesittigter Natriumhydrogencarbonatlésung gewaschen. Nach Trocknen der
organischen Phase iiber Na,SO4 wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Man erhélt 0.288 g (100 %) Zwischenprodukt.

Dieses wird in 9 ml Pyridin gelost und mit 0.120 ml (1.54 mmol) Methansulfonséurechlorid
versetzt. Nach 15 h wird die Reaktionslésung mit 50 ml Ethylacetat verdiinnt und mit je 10 ml
1 N Salzsdure dreimal gewaschen. Nach Trocknen der organischen Phase iiber Na,SO4 wird
das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wird
sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Cyclohexan/Ethylacetat 3:1 (v/v) als Eluens

gereinigt.

Ausbeute: 0.388 g (100 %) eines leicht gelblichen Ols.
[a])): +12.9° (¢ = 0.5, CHCLy).
ReWert: 0.27 (Cyclohexan/Ethylacetat 3:1 (v/v)).

'"H-NMR (CDCls, 400 MHz): & = 1.33 (s, 9 H, C(CHs)3), 3.00 (dd, J = 8.4, 13.4 Hz, 1 H,
B-CHa,), 3.15 (s, 3 H, CH3SO,-), 3.19 (dd, J = 4.1, 13.9 Hz, 1 H, p-CHay), 3.81 (s, 3 H,
OCHs), 5.24 (dd, J= 4.1, 8.4 Hz, 1 H, a-CH).

BC-NMR (CDCls, 100.6 MHz): & = 30.0 (C(CHs)s), 39.2 (B-CH,), 41.8 (CH;S0y), 45.2
(C(CHs)s), 48.6 (OCHs3), 69.7 (a-CH), 172.4 (C=O Ester).

CoH1505S5 (302.43).
GCMS (100 °C, 3 min, dann 20 °C/min bis 300 °C): R; = 8.6 min, MS: 302 [M]+, 246 [M+H-
(CH3);0)]".
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6.4.3. Versuche zu Kapitel 4.4.4.

2-(8)-{3-(S)-|Bis(tert-butyloxycarbonyl)amino]-5-cyanomethylen-2-oxopiperidin-1-yl}-3-
tert-butyldisulfanylpropionsiuremethylester (62)

Zu einer Suspension von 0.021 g (0.84 mmol) Natriumhydrid in 6 ml Tetrahydrofuran wird
bei 0 °C eine Losung von 0.235 g (0.67 mmol) 3-(S)-[Bis(ztert-butyloxycarbonyl)amino]-5-
(cyanomethylen)piperidin-2-on 61 und 0.326 g (1.08 mmol) 3-terz-Butyldisulfanyl-2-(R)-
(methansulfonyloxy)propionséduremethylester 51 in 2 ml Tetrahydrofuran gespritzt. Nach
5 min bei 0 °C wird 20 h bei Raumtemperatur weitergeriihrt. Danach wird mit 50 ml
Ethylacetat verdiinnt und mit 10 ml Wasser gewaschen. Nach Trocknen der organischen
Phase iiber Na,SO,4 wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene
Rohprodukt wird sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Cyclohexan/Ethylacetat 4:1
(v/v), dann 1:2 (v/v) als Eluens gereinigt.

Ausbeute: 0.213 g (57 %) eines farblosen Ols.
[a])): +46.8° (c = 0.5, CHCL).
Re-Wert: 0.22 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:1 (v/v)).

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): & = 1.32 (s, 9 H, C(CH3); S'Bu), 1.49 (s, 18 H, C(CHs); Boc),
2.38 (dd, J = 9.6, 16.8 Hz, 1 H, p-CH,, Lactam), 2.99-3.27 (m, 5 H, B-CHy, Lactam,
B-CH, Cys, 8-CH, Lactam), 3.72 (s, 3 H, OCH3), 5.17 (dd, J = 8.4, 15.6 Hz, 1 H, a-CH
Lactam), 5.25 (dd, J=4.1, 8.4 Hz, 1 H, a-CH Cys), 6.20 (m, 1 H, -C=CHCN).

BC.NMR (CDCL;, 100.6 MHz): & = 22.3 (B-CH, Lactam), 28.5 (C(CHs); Boc), 29.9
(C(CH3); S'Bu), 30.0 (8-CH, Lactam), 39.2 (B-CH, Cys), 48.8 (C(CH3); S'Bu), 49.7
(OCHj3), 52.7 (a-CH Lactam), 69.7 (a-CH Cys), 83.4 (C(CHs); Boc), 105.3 (CHCN),
116.5 (CN), 128.9 (C=CHCN), 152.2 (C=0 Urethan), 166.4 (C=0 Amid), 171.3 (C=0O
Ester).

Ca5H30N307S, (557.73).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir C,5H39N30;S;Na [M+Na]™:  ber..  580.2129
gef.:  580.2104.
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6.4.4. Versuche zu Kapitel 4.4.6.

2-(5)-[3-(S)-Amino-5-cyanomethylen-2-oxopiperidin-1-yl]-3-ztert-butyldisulfanyl-

propionsiuremethylesterhydrotrifluoroacetat (69)

Zu einer Losung von 0.109 g (0.20 mmol) 2-(S)-{3-(S)-[Bis(tert-butyloxycarbonyl)amino]-5-
cyanomethylen-2-oxopiperidin-1-yl}-3-fert-butyldisulfanylpropionsduremethylester 62 in
6 ml Dichlormethan werden 1.5 ml (19.54 mmol) Trifluoressigsdure gespritzt. Nach 30 min

wird das Losungsmittel mit Toluol koevaporiert.

Ausbeute: 0.090 g (99 %) eines farblosen Ols.
[a])): +24.2° (¢ = 1.0, CH;0H).
Re-Wert: 0.01 (Dichlormethan/Ethanol 10:1 (v/v)).

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): & = 1.31 (s, 9 H, C(CHs)3), 2.62-2.85 (m, 2 H, B-CH, Lactam),
3.16-3.28 (m, 4 H, B-CH, Cys, 6-CH, Lactam), 3.73 (s, 3 H, OCHj3), 4.19 (m, 1 H, a-CH
Lactam), 5.23 (m, 1 H, a-CH Cys), 6.20 (m, 1 H, -CHCN).

PC-NMR (CDCl3, 100.6 MHz): & = 30.1 (C(CHj)3), 30.2 (8-CH, Lactam), 39.2 (-CH, Cys),
40.4 (B-CH, Lactam), 48.4 (C(CH3)3), 49.4 (OCHs), 52.6 (a-CH Lactam), 69.7 (a-CH
Cys), 105.4 (CHCN), 116.6 (CN), 126.8 (CF;COOH), 128.7 (C=CHCN), 166.5 (C=0
Amid), 171.11 (C=0 Ester), 176.0 (CF;COOH).

C17H24F3N305S; (471.52).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir C;5H4N303S; [M—C,F30,]": ber.:  358.1260
gef.:  358.1245.

3-tert-Butyldisulfanyl-2-(S)-{5-cyanomethylen-3-(5)-[3-(hexadecan-1-sulfonylamino)-

propionylamino]-2-oxopiperidin-1-yl}-propionsiuremethylester (70)

Zu einer Losung von 0.039 g (0.08 mmol) 2-(S5)-[3-(S)-Amino-5-cyanomethylen-2-
oxopiperidin-1-yl]-3-tert-butyldisulfanylpropionsduremethylesterhydrotrifluoroacetat 69,
0.038 g (0.10 mmol) 3-(Hexadecan-1-sulfonylamino)propionséure 40, 0.026 g (0.16 mmol)
HOBt und 0.017 ml (0.10 mmol) Ethyldiisopropylamin in 6 ml Dichlormethan werden bei
0 °C 0.020 g (0.10 mmol) EDC gegeben. Nach 18 h wird die Reaktionslosung mit 50 ml
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Ethylacetat verdiinnt und mit je 10 ml 1 N Salzsdure und 10 %iger Natriumcarbonatlosung
gewaschen. Nach Trocknen der organischen Phase iiber Na,SO, wird das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wird sédulenchromatographisch an

Kieselgel mit Cyclohexan/Ethylacetat 1:2 (v/v) als Eluens gereinigt.

Ausbeute: 0.040 g (67 %) eines farblosen Schaums.
[a])): +4.1° (¢ = 1.0, CHCl).
Re-Wert: 0.16 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:2 (v/v).

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): & = 0.86 (t, J = 6.5 Hz, 3 H, ©-CH; Hexadecyl), 1.23 (m, 24 H,
12*CH, Hexadecyl), 1.33 (s, 9 H, C(CHj3)3), 1.38 (m, 2 H, y-CH, Hexadecyl), 1.76 (m,
2 H, B-CH, Hexadecyl), 2.55 (m, 3 H, B-CH,, Lactam, a-CH, B-Ala), 2.71 (m, 1 H,
B-CH,, Lactam), 2.98 (m, 2 H, a-CH, Hexadecyl), 3.16 (m, 2 H, -CH, -Ala), 3.36 (m,
2 H, 3-CH; Lactam), 3.73 (s, 3 H, OCH3), 4.58 (m, 1 H, o-CH Lactam), 5.38 (m, 1 H, NH
Sulfonamid), 5.48 (m, 1 H, a-CH Cys), 6.18 (m, 1 H, -CHCN), 6.66 (m, 1 H, NH Amid).

BC-NMR (CDCls, 100.6 MHz): & = 14.3 (0-CH; Hexadecyl), 22.1 (CH,), 22.8 (CH,), 23.8
(CHy), 28.5 (CH»), 28.7 (CH,), 28.9 (CHy), 29.1 (CH»), 29.3 (CH»), 29.5 (CH>), 29.7
(CHy), 29.8 (CHy), 29.9 (CH,), 29.9 (CH;), 30.0 (CHy), 30.1 (C(CH3)3), 31.2 (3-CH;
Lactam), 32.1 (B-CH, Cys), 36.7 (B-CH, B-Ala), 39.6 (a-CH, B-Ala), 48.8 (B-CH,
Lactam), 49.1 (C(CHj3)3), 49.4 (OCH3), 52.3 (a-CH Lactam), 52.8 (a-CH, Hexadecyl),
52.8 (a-CH Cys), 108.1 (CHCN), 116.3 (CN), 128.5 (C=CHCN), 167.5 (C=O Amid),
170.3 (C=0 Amid), 171.7 (C=O Ester).

C34Hs0N4O6S3 (717.06).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir C34HgN4OS3 [M+H] " ber.. 718.3754
gef.:  718.3727.

2-(8)-{3-(5)-[2-(S)-Acetylamino-3-(hexadecan-1-sulfonylamino)propionylamino]-5-
cyanomethylen-2-oxopiperidin-1-yl}-3-(tert-butyldisulfanyl)propionsiuremethylester
(71)

Zu einer Losung von 0.039 g (0.08 mmol) 2-(S5)-[3-(S)-Amino-5-cyanomethylen-2-
oxopiperidin-1-yl]-3-tert-butyldisulfanylpropionsduremethylesterhydrotrifluoroacetat 69,
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0.043 g (0.10 mmol) 2-(S)-Acetylamino-3-(hexadecan-1-sulfonylamino)propionsiure 46,
0.026 g (0.16 mmol) HOBt und 0.017 ml (0.10 mmol) Ethyldiisopropylamin in 3 ml
Dichlormethan werden bei 0 °C 0.020 g (0.10 mmol) EDC gegeben. Nach 18 h wird die
Reaktionslosung mit 50 ml Ethylacetat verdiinnt und mit je 10 ml 1 N Salzsdure und 10 %iger
Natriumcarbonatlosung gewaschen. Nach Trocknen der organischen Phase iiber Na,SO,4 wird
das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wird
sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Cyclohexan/Ethylacetat 1:10 (v/v) als Eluens

gereinigt.

Ausbeute: 0.038 g (62 %) eines farblosen Schaums.
[a]}): +17.2° (¢ = 1.0, CHCl,).
R~-Wert: 0.07 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:3 (v/v)).

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): & = 0.81 (t, J = 6.5 Hz, 3 H, ©-CH;3 Hexadecyl), 1.18 (m, 24 H,
12*CH, Hexadecyl), 1.33 (s, 9 H, C(CHj3)3), 1.36 (m, 2 H, y-CH, Hexadecyl), 1.71 (m,
2 H, B-CH; Hexadecyl), 2.01 (s, 3 H, CH; Acetyl), 2.40 (m, 1 H, B-CH,, Lactam), 2.60
(m, 1 H, B-CHy, Lactam), 2.94 (m, 2 H, a-CH, Hexadecyl), 3.11 (m, 1 H, 6-CHy,
Lactam), 3.33 (m, 1 H, 3-CHy, Lactam), 3.52 (m, 2 H, -CH, Dap), 3.67 (s, 3 H, OCH,),
4.55 (m, 2 H, a-CH Lactam, a-CH Dap), 5.24 (m, 1 H, a-CH Cys), 5.97 (m, 1 H, NH
Sulfonamid), 6.13 (m, 1 H, -CHCN), 6.86 (m, 1 H, NH Amid), 6.97 (m, 1 H, NH Amid).

BC-NMR (CDCls, 100.6 MHz): & = 14.3 (0-CH; Hexadecyl), 22.1 (CH,), 22.8 (CH,), 22.9
(CH; Acetyl), 23.8 (CH,), 28.5 (CH,), 28.7 (CH»), 28.9 (CH,), 29.1 (CH,), 29.3 (CH,),
29.5 (CHy), 29.7 (CH>), 29.8 (CH»), 29.9 (CH>), 29.9 (CH,), 30.0 (CH>), 30.1 (C(CHjs)3),
31.2 (6-CH; Lactam), 32.1 (B-CH; Cys), 44.7 (B-CH; Dap), 48.8 (B-CH, Lactam), 49.1
(C(CH3)3), 49.4 (OCHj3), 52.3 (a-CH Lactam), 52.8 (a-CH; Hexadecyl), 52.8 (a-CH
Cys), 53.3 (a-CH Dap), 107.1 (CHCN), 116.3 (CN), 128.5 (C=CHCN), 167.5 (C=0
Amid), 170.3 (C=0O Amid), 170.6 (C=0O Amid), 171.7 (C=O Ester).

C36Hg3N504S; (774.11).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir C36HsNsO-S; [M+H] " ber.. 7743969
gef.:  774.3989.
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6.5. Versuche zu Kapitel 4.5.

6.5.1. Versuche zu Kapitel 4.5.1.

2-(S)-Amino-3-(hexadecan-1-sulfonylamino)propionsaureallylester (77)

H-Dap(SOzC 1 6H33)-OAH

Zu einer Losung von 0.200 g (0.41 mmol) 2-(S)-Amino-3-aminopropionsédureallylester-bis-
hydrotosylat 76 in 2 ml Dichlormethan und 0.174 ml (2.37 mmol) Triethylamin wird bei
—70 °C eine Losung von 0.136 g (0.41 mmol) Hexadecansulfonsdurechlorid in 2 ml
Dichlormethan gespritzt. Man ldsst die Reaktionslosung iiber 15 h auf Raumtemperatur
kommen, verdiinnt mit 20 ml Dichlormethan und wischt dann mit 10 ml 10 %iger
Natriumcarbonatlosung. Nach Trocknen der organischen Phase iiber Na,SO, wird das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wird
sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Chloroform/Methanol 5:1 (v/v) als Eluens

gereinigt.

Ausbeute: 0.129 g (72 %) eines farblosen Feststoffs.
Schmp.: 73 °C.

[a]}): +29.5° (¢ = 1.0, CHCLy).

ReWert: 0.58 (Chloroform/Methanol 5:1 (v/v)).

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): & = 0.84 (t, J = 6.5 Hz, 3 H, 0-CH;3 Hexadecyl), 1.22 (m, 24 H,
12*CH, Hexadecyl), 1.36 (m, 2 H, y-CH, Hexadecyl), 1.76 (m, 2 H, B-CH, Hexadecyl),
2.98 (m, 2 H, a-CH, Hexadecyl), 3.20 (dd, J = 6.8, 13.1 Hz, 1 H, B-CH,, Dap), 3.40 (dd,
J=4.5,13.1 Hz, | H, B-CHy, Dap), 3.63 (dd, J = 4.5, 6.8 Hz, 1 H, a-CH Dap), 4.61 (m,
2 H, -OCH,CH=CH,), 5.21-536 (m, 2 H, -OCH,CH=CH)), 591 (m, 1 H,
-OCH,CH=CH)).

BC-NMR (CDClLs, 100.6 MHz): 8 = 14.3 (0-CH; Hexadecyl), 22.8 (CH,), 23.7 (CH,), 28.5
(CH,), 28.6 (CH,), 28.7 (CH,), 28.9 (CH,), 29.1 (CH,), 29.2 (CH,), 29.3 (CH,), 29.3
(CH,), 29.3 (CH,), 29.5 (CH,), 29.8 (CH,), 32.1 (CH,), 46.2 (B-CH, Dap), 53.0 (a-CH
Dap), 54.5 (a-CH, Hexadecyl), 66.3 (OCH,CH=CH,), 119.2 (OCH,CH=CH,), 131.7
(OCH,CH=CH,), 173.1 (C=0 Ester).
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C2oHsNO4S (432.66).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir C,,H4sN,O4S [M+H]": ber..  433.3101
gef.:  433.3120.

6.5.2. Versuche zu Kapitel 4.5.2.

N-Acetyl-L-methionyl-L-serinbenzylester (80)
Ac-Met-Ser-OBzI

Zu einer Losung von 3.288 g (17.19 mmol) Ac-Met-OH 78, 3.983 g (17.19 mmol)
HCI1-H-Ser-OBzl 79, 5.372 g (34.38 mmol) HOBt in 100 ml Dichlormethan werden bei 0 °C
nacheinander 3.6 ml (25.79 mmol) Triethylamin, sowie 4.036 g (20.63 mmol) EDC gegeben.
Nach 20 h wird die Reaktionslosung mit 50 ml 1 N Salzsdure, sowie 50 ml 10 %iger
Natriumcarbonatlosung gewaschen. Nach Trocknen der organischen Phase iiber Na,SO4 wird
das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wird
sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Chloroform/Methanol 50:1 (v/v) als Eluens

gereinigt.

Ausbeute: 5.447 g (86 %) eines farblosen Feststoffs.

Schmp.: 57 °C.
[a])): —21.4° (c = 1.0, CH;0H).

ReWert: 0.17 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:3 (v/v)).

'H-NMR (CD;0D, 400 MHz): 8 = 1.92 (m, 1 H, B-CHa, Met), 2.01 (s, 3 H, CH; Acetyl), 2.06
(m, 1 H, B-CH,, Met), 2.08 (s, 3 H, CH3 Met), 2.55 (m, 2 H, y-CH, Met), 3.85 (dd, J =
3.7, 11.3 Hz, 1 H, B-CHz, Ser), 3.99 (dd, J = 3.7,11.3 Hz, 1 H, B-CHy, Ser), 4.54 (dd,
J =6.1, 8.0 Hz, 1 H, a-CH Met), 4.61 (t, J = 3.9 Hz, 1 H, a-CH Ser), 5.21 (s, 2 H,
-OCHy-), 7.31-7.38 (m, 5 H, arom. CH).

BC-NMR (CD;0D, 100.6 MHz): & = 18.7 (CH; Acetyl), 25.9 (CH; Met), 33.9 (y-CH, Met),
35.5 (B-CH; Met), 56.5 (a-CH Met), 59.0 (a-CH Ser), 65.7 (B-CH, Ser), 71.2 (OCH,),
132.15 (arom. CH), 132.3 (arom.CH), 132.5 (arom. CH), 139.4 (arom. C), 174.1 (C=0
Amid), 176.0 (C=0O Amid), 176.3 (C=0 Ester).
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C17H24N,05S (368.45).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir C;7H»sN,OsS [M+H]": ber..  369.1485
gef.:  369.1493.

N-Acetyl-L-methionyl-L-serin (81)
Ac-Met-Ser-OH

Eine entgaste Losung von 2.000 g (5.43 mmol) Ac-Met-Ser-OBzl 80 in 125 ml Methanol und
12.5 ml Essigsdure wird mit 0.354 g 10 %igem Palladium auf Aktivkohle versetzt und unter
Wasserstoff-Uberdruck 3 d hydriert. Das Reaktionsgemisch wird sodann iiber Celite® filtriert
und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wird
sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Chloroform/Methanol 10:1 (v/v), dann Methanol

als Eluens gereinigt.

Ausbeute: 1.496 g (99 %) eines farblosen Feststoffs.

Schmp.: 93 °C.
[a])): —17.0° (c = 1.0, CH;0H).

Re-Wert: 0.19 (Chloroform/Methanol 5:1 (v/v)).

'H-NMR (CD;0D, 400 MHz): 8 = 1.98 (m, 1 H, B-CH,, Met), 2.05 (s, 3 H, CH3 Acetyl), 2.13
(m, 1 H, p-CHy, Met), 2.14 (s, 3 H, CH3 Met), 2.60 (m, 2 H, y-CH, Met), 3.85 (dd, J =
3.7,11.3 Hz, 1 H, B-CHa, Ser), 3.99 (dd, J =3.7,11.3 Hz, 1 H, B-CHa, Ser), 4.39 (dd, J =
6.1, 8.0 Hz, 1 H, a-CH Met), 4.54 (t,J=3.9 Hz, 1 H, a-CH Ser).

BC-NMR (CD;OD, 100.6 MHz): & = 18.7 (CH; Acetyl), 25.9 (CH; Met), 33.9 (y-CH, Met),
35.5 (B-CH; Met), 56.5 (a-CH Met), 60.9 (a-CH Ser), 64.7 (B-CH, Ser), 174.1 (C=0O
Amid), 176.0 (C=0 Amid), 176.3 (C=0 Siure).

Ci1oH1sN,0sS (278.33).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir C;oH;9N,05S [M+H]'": ber..  279.1015
gef.:  279.1028.
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N-Acetyl-L-methionyl-L-seryl-[2-(S)-amino-3-(hexadecan-1-sulfonylamino)]-propion-
sidureallylester (82)
Ac-Met-Ser-Dap(SO,CsH33)-OAll

Zu einer Losung von 0.080 g (0.19 mmol) H-Dap(SO,C;sHs3)-OAll 77, 0.062 g (0.22 mmol)
Ac-Met-Ser-OH 81 und 0.058 g (0.37 mmol) HOBt in 5 ml Dimethylformamid werden bei
0 °C 0.043 g (0.22 mmol) EDC gegeben. Nach 18 h wird das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wird in 50 ml Ethylacetat aufgenommen und
mit je 15 ml 1 N Salzsdure und 10 %iger Natriumcarbonatlosung gewaschen. Nach Trocknen
der organischen Phase iiber Na,SO4 wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wird sdulenchromatographisch an Kieselgel mit

Dichlormethan/Ethanol 15:1 (v/v), dann 10:1 (v/v) als Eluens gereinigt.

Ausbeute: 0.093 g (73 %) eines farblosen Feststoffs.
Schmp.: 78 °C.

[a]}): —9.4° (¢ = 1.0, CH;0H).

Re-Wert: 0.28 (Dichlormethan/Ethanol 10:1 (v/v)).

'H-NMR (CDsOD, 400 MHz): & = 0.87 (t, J = 6.5 Hz, 3 H, ©-CH; Hexadecyl), 1.25 (m,
24 H, 12*CH, Hexadecyl), 1.40 (m, 2 H, y-CH, Hexadecyl), 1.75 (m, 2 H, B-CH,
Hexadecyl), 1.95 (m, 1 H, B-CH,, Met), 2.02 (s, 3 H, CHj3 Acetyl), 2.11 (s, 3 H, CH;
Met), 2.12 (m, 1 H, B-CHy, Met), 2.56 (m, 2 H, y-CH, Met), 2.98 (m, 2 H, a-CH,
Hexadecyl), 3.53 (m, 2 H, -CH, Dap), 3.78 (dd, /= 3.7, 11.3 Hz, 1 H, B-CHy, Ser), 3.92
(dd, J=3.8, 11.3 Hz, 1 H, B-CHyy, Ser), 4.40 (t, J = 4.3 Hz, 1 H, a-CH Ser), 4.45 (dd, J =
6.0, 8.1 Hz, 1 H, a-CH Met), 4.59 (t, J = 5.4 Hz, 1 H, a-CH Dap), 4.66 (m, 2 H,
-OCH,CH=CH,), 5.24-5.36 (m, 2 H, -OCH,CH=CH), 5.93 (m, 1 H, -OCH,CH=CH,).

BC-NMR (CD;0OD, 100.6 MHz): & = 14.2 (o-CH; Hexadecyl), 22.6 (CH; Acetyl), 22.9 (CH;
Met), 23.4 (CHy), 23.7 (CHy), 28.5 (CHy), 28.6 (CH,), 28.7 (CH,), 28.9 (CH,), 29.1
(CHy), 29.2 (CHy), 29.3 (CHy), 29.3 (CHy), 29.3 (CH,), 29.5 (CH,), 29.8 (CH), 30.3
(CHy), 31.2 (y-CH, Met), 32.1 (B-CH, Met), 43.5 (B-CH, Dap), 53.2 (a-CH Dap), 53.3
(a-CH Met), 55.6 (a-CH, Hexadecyl), 60.9 (a-CH Ser), 61.9 (B-CH, Ser), 66.8
(OCH,CH=CH,), 119.2 (OCH,CH=CH,), 131.6 (OCH,CH=CH;), 169.5 (C=0 Amid),
170.8 (C=0 Amid), 172.6 (C=0O Amid), 172.8 (C=O Ester).
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C3,HgoN405S; (692.97).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir C3,Hg;N4OsS, [M+H] " ber..  693.3932
gef.:  693.3944.

N-Acetyl-L-methionyl-L-seryl-[2-(S)-amino-3-(hexadecan-1-sulfonylamino)|propion-
sidure (83)
Ac-Met-Ser-Dap(SO,CsH33)-OH

Eine Losung von 0.090 g (0.13 mmol) Ac-Met-Ser-Dap(SO,C;6H33)-OAll 82, 0.012 ¢
(0.08 mmol) N,N’-Dimethylbarbitursdure in 5 ml Tetrahydrofuran wird sorgfiltig entgast.
Dann werden 0.015 g (0.01 mmol) Pd(PPhs)s zugegeben und 1.5 h bei Raumtemperatur
geriihrt. Das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt und das erhaltene
Rohprodukt wird sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Dichlormethan/Ethanol 5:1 (v/v)

+ 1 % Essigsdure als Eluens gereinigt.

Ausbeute: 0.085 g (99 %) eines farblosen Feststoffs.

Schmp.: 82 °C.
[a])): —8.6° (c = 1.0, CH;0H).

ReWert: 0.09 (Chloroform/Methanol 5:1 (v/v) + 1 % Essigséure).

'H-NMR (CD;OD, 400 MHz): & = 0.86 (t, J = 6.5 Hz, 3 H, »-CH; Hexadecyl), 1.27 (m,
24 H, 12*CH, Hexadecyl), 1.43 (m, 2 H, y-CH, Hexadecyl), 1.77 (m, 2 H, B-CH,
Hexadecyl), 1.98 (m, 1 H, B-CH,, Met), 2.09 (s, 3 H, CH3 Acetyl), 2.12 (s, 3 H, CHj
Met), 2.13 (m, 1 H, p-CHa, Met), 2.60 (m, 2 H, y-CH, Met), 3.01 (m, 2 H, a-CH,
Hexadecyl), 3.51 (m, 2 H, p-CH, Dap), 3.80 (dd, J= 3.7, 11.3 Hz, 1 H, p-CHa, Ser), 3.96
(dd, J=3.8, 11.3 Hz, | H, p-CHa, Ser), 4.27 (m, 1 H, o-CH Dap), 4.43 (t,/J=4.3 Hz, | H,
o-CH Ser), 4.48 (dd, J= 6.0, 8.1 Hz, 1 H, o-CH Met).

BC-NMR (CD;OD, 100.6 MHz): & = 14.2 (o-CH; Hexadecyl), 22.6 (CH; Acetyl), 22.9 (CH;
Met), 23.4 (CH,), 23.7 (CH,), 28.5 (CH,), 28.6 (CH,), 28.7 (CH,), 28.9 (CH,), 29.1
(CH,), 29.2 (CH,), 29.3 (CH,), 29.3 (CH,), 29.3 (CH,), 29.5 (CH,), 29.8 (CH,), 30.3
(CH,), 31.2 (y-CH, Met), 32.1 (B-CH, Met), 43.5 (B-CH, Dap), 53.2 (a-CH Dap), 53.3
(a-CH Met), 55.6 (a-CH, Hexadecyl), 60.9 (a-CH Ser), 61.9 (B-CH, Ser), 169.5 (C=0
Amid), 170.8 (C=0 Amid), 172.6 (C=0 Amid), 175.8 (C=0 Séure).
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C20HssN4OsS (652.91).
HRMS (FAB, 3-NBA) fur C29H56N40882Na [M+Na]+ ber.: 675.3440
gef.:  675.3468.

N-Acetyl-L-methionyl-L-seryl-[2-(S)-amino-3-(hexadecan-1-sulfonylamino)propionyl]-
N°-(allyloxycarbonyl)-L-lysyl-S-farnesyl-L-cysteinmethylester (85)
Ac-Met-Ser-Dap(SO,C6H33)-Lys(Aloc)-Cys(Far)-OMe

Zu einer Losung von 0.052 g (0.08 mmol) Ac-Met-Ser-Dap(SO,C;¢H33)-OH 83, 0.044 ¢
(0.08 mmol) frisch hergestelltem H-Lys(Aloc)-Cys(Far)-OMe 84 und 0.025 g (0.16 mmol)
HOBt in 6 ml Dichlormethan werden bei 0 °C 0.019 g (0.10 mmol) EDC gegeben. Nach 16 h
wird die Reaktionslosung mit 30 ml Ethylacetat verdiinnt und mit je 10 ml 1 N Salzséure und
10 %iger Natriumcarbonatlosung gewaschen. Nach Trocknen der organischen Phase tiber
Na,SO4 wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene
Rohprodukt wird sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Dichlormethan/Ethanol 20:1
(v/v), dann 10:1 (v/v) als Eluens gereinigt.

Ausbeute: 0.047 g (50 %) eines farblosen Feststoffs.

Schmp.: 101 °C.
[a])): +6.1° (c = 0.5, CHCly).

ReWert: 0.30 (Dichlormethan/Ethanol 10:1 (v/v)).

'H-NMR (CDCl3/CD;OD (1:1, v/v), 400 MHz): & = 0.78 (t, J = 6.6 Hz, 3 H, ©-CHj;
Hexadecyl), 1.15 (m, 24 H, 12*CH, Hexadecyl), 1.49 (s, 6 H 2*CHj; Far), 1.57 (s, 6 H,
2*CHj Far), 1.26-1.68 (m, 8 H, 2*CH, Lys, 2*CH, Hexadecyl), 1.93 (s, 3 H, CH; Acetyl),
2.00 (s, 3 H, CH;3 Met), 1.76-2.05 (12 H, p-CH, Met, CH, Lys, 4*CH, Far), 2.46 (m, 2 H,
y-CH, Met), 2.68-3.17 (m, 6 H, a-CH, Hexadecyl, B-CH, Cys, -SCH,-), 3.26-3.46 (m,
4 H, B-CH, Dap, e-CH, Lys), 3.64 (s, 3 H, OCH3), 3.68 (m, 1 H, B-CH,, Ser), 3.87 (m,
B-CHyp Ser), 4.25-4.54 (m, 7 H, 5*a-CH, -OCH,CH=CH,), 5.00 (m, 2 H, 2*CH Far),
5.08-5.22 (CH Far, -OCH,CH=CH,), 5.74 (1 H, -OCH,CH=CH,).

BC-NMR (CDCl3/CD;0D (1:1, v/v), 100.6 MHz): 8 = 14.0 (o-CH; Hexadecyl), 16.5 (CH;
Acetyl), 16.8 (CH; Met), 17.0 (CH; Far), 17.2 (CH; Far), 19.3 (CH; Far), 19.3 (CH,),
21.3 (CHy), 24.0 (CH,), 24.3 (CH,), 25.3 (CHj; Far), 28.6 (CH,), 29.2 (CH,), 29.3 (CHy),
30.0 (CHy), 30.0 (CHy), 30.3 (CH,), 30.3 (CH,), 30.3 (CH,), 30.3 (CH,), 30.3 (CH,), 30.3
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(CHa), 30.3 (CHy), 30.3 (CH,), 30.9 (CH,), 31.8 (CHy), 32.5 (CH,), 33.8 (CH,), 34.4
(CHa), 39.8 (CH, Far), 40.5 (CH, Far), 42.0 (B-CH, Dap), 44.6 (c-CH, Lys), 50.4 (OCHs),
53.5 (a-CH), 54.2 (a-CH), 54.5 (0-CH, Hexadecyl), 56.0 (a-CH), 56.1 (a-CH), 57.1 (o
CH), 64.8 (B-CH, Ser), 67.3 (OCH,CH=CH,), 115.1 (OCH,CH=CH,), 117.1 (CH Far),
121.7 (CH Far), 122.5 (CH Far), 133.9 (C Far), 137.5 (OCH,CH=CHy,), 138.8 (C Far),
139.3 (C Far), 157.5 (C=0O Urethan), 170.9 (C=O Amid), 172.0 (C=O Ester), 174.7 (C=O
Amid), 175.4 (C=0 Amid).

CssH103N701S5 (1186.68).
HRMS (FAB, 3-NBA) fur C58H103N701283Na [M+Na]+ ber.: 1208.6727
gef.:  1208.6708.

N-Acetyl-L-methionyl-L-seryl-[2-(S)-amino-3-(hexadecan-1-sulfonylamino)propionyl]-L-
lysyl-S-farnesyl-L-cysteinmethylester (8)
Ac-Met-Ser-Dap(SO,C6Hs3)-Lys-Cys(Far)-OMe

Eine Losung von 0.021 g (0.02 mmol) Ac-Met-Ser-Dap(SO,C;sHs3)-Lys(Aloc)-Cys(Far)-
OMe 85, 0.003 g (0.02 mmol) N,N’-Dimethylbarbitursdure in 3 ml Tetrahydrofuran wird
sorgfiltig entgast. Dann werden 0.007 g (0.01 mmol) Pd(PPhs)s zugegeben und 4 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt und das
erhaltene Rohprodukt wird sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Dichlormethan/Ethanol
10:1 (v/v), dann Dichlormethan/Methanol 1:1 (v/v) + 1 % Triethylamin als Eluens gereinigt.

Ausbeute: 0.016 g (82 %) eines leicht gelblichen Feststoffs.

Schmp.: 86 °C.
[a])): +10.3° (¢ = 0.5, CH;0H).

ReWert: 0.01 (Dichlormethan/Ethanol 10:1 (v/v)).

'"H-NMR (CD;OD, 400 MHz): 6 = 0.78 (t, J = 6.6 Hz, 3 H, ©-CH; Hexadecyl), 1.15 (m,
24 H, 12*CH, Hexadecyl), 1.49 (s, 6 H 2*CHj Far), 1.57 (s, 6 H, 2*CHj; Far), 1.26-1.68
(m, 8 H, 2*CH; Lys, 2*CH, Hexadecyl), 1.93 (s, 3 H, CHj3 Acetyl), 2.00 (s, 3 H, CH;
Met), 1.76-2.05 (12 H, B-CH, Met, CH; Lys, 4*CH, Far), 2.46 (m, 2 H, y-CH, Met), 2.68-
3.17 (m, 6 H, a-CH, Hexadecyl, f-CH, Cys, -SCH;-), 3.26-3.46 (m, 4 H, B-CH, Dap,
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e-CH, Lys), 3.64 (s, 3 H, OCH3), 3.68 (m, 1 H, B-CH,, Ser), 3.87 (m, p-CHay Ser), 4.25-
4.54 (m, 5 H, 5*a-CH), 5.00 (m, 2 H, 2*CH Far), 5.14 (m, 1 H, CH Far).

BC-NMR (CD;OD, 100.6 MHz): & = 14.0 (o-CH; Hexadecyl), 16.5 (CH; Acetyl), 16.8 (CH;
Met), 17.0 (CH; Far), 17.2 (CH; Far), 19.3 (CH; Far), 19.3 (CH,), 21.3 (CH,), 24.0 (CH),
24.3 (CH,), 25.3 (CH; Far), 28.6 (CH,), 29.2 (CH,), 29.3 (CH,), 30.0 (CH,), 30.0 (CHy),
30.3 (CH,), 30.3 (CH,), 30.3 (CH,), 30.3 (CH,), 30.3 (CH,), 30.3 (CH,), 30.3 (CH,), 30.3
(CH,), 30.9 (CH,), 31.8 (CH,), 32.5 (CH,), 33.8 (CH,), 34.4 (CH,), 39.8 (CH, Far), 40.5
(CH, Far), 42.0 (B-CH, Dap), 44.6 (s-CH, Lys), 50.4 (OCH3), 53.5 (a-CH), 54.2 (a-CH),
54.5 (a-CH, Hexadecyl), 56.0 (a-CH), 56.1 (a-CH), 57.1 (a-CH), 64.8 (B-CH, Ser),
117.1 (CH Far), 121.7 (CH Far), 122.5 (CH Far), 133.9 (C Far), 138.8 (C Far), 139.3 (C
Far), 170.9 (C=0 Amid), 172.0 (C=0 Ester), 174.7 (C=0 Amid), 175.4 (C=O Amid).

CssHooN7010S5 (1102.60).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir Cs4Hi00N7010S; [M+H]:  ber.:  1102.6695
gef:  1102.6685.

Elementaranalyse (%): ber.: C:58.82 H: 9.05 N: 8.89
gef.: C:58.65 H: 9.01 N: 8.65.

6.5.3. Versuche zu Kapitel 4.5.3.

L-Glutaminsiure-1-ter-butylester-5-methylester (87)
H-Glu(OMe)-O'Bu

Zu einer Losung von 5.000 g (31.03 mmol) L-Glutaminsdure-5-methylester 86 in 45 ml
Dioxan und 4.5 ml konz. Schwefelsdure werden 75 ml Isobuten gegeben. Nach 3 d wird die
Reaktionslésung in 500 ml eines Gemisches aus Ethylacetat und gesattigter
Natriumhydrogencarbonatlosung gegeben. Die organische Phase wird abgetrennt und
nochmals mit 50 ml gesittigter Natriumhydrogencarbonatlosung gewaschen. Nach Trocknen
der organischen Phase tliber Na,SO, wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck

entfernt.
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Ausbeute: 3.728 g (55 %) eines farblosen Ols.
[a])): +25.7° (¢ = 1.0, CHCL,).
ReWert: 0.17 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:1 (v/v)).

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): & = 1.44 (s, 2 H, NH,), 1.46 (s, 9 H, C(CH3)3), 1.78 (m, 1 H,
B-CHa, Glu), 1.99 (m, 1 H, B-CHy, Glu), 2.42 (t, J = 7.8 Hz, 2 H, y-CH, Glu), 3.32 (dd,
J=5.3,82Hz, 1 H, a-CH Glu), 3.69 (d, 3 H, OCH;).

PC-NMR (CDCl;, 100.6 MHz): § = 28.1 (C(CH3)s), 30.0 (B-CH, Glu), 30.7 (y-CH, Glu),
51.8 (a-CH Glu), 54.5 (OCH3), 81.4 (C(CHj)s), 173.8 (C=0 Ester), 175.0 (C=O Ester).

CioH19NO4 (217.13).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir C;oHyNO, [M+H]": ber.. 218.1393
gef.:  218.1372.

N-Diallyl-L-glutaminsiure-1-tert-butylester-S-methylester (88)
(All),-Glu(OMe)-O'Bu

Eine Losung von 8.000 g (36.82 mmol) H-Glu(OMe)-O'Bu 87, 1.360 g (3.68 mmol)
Tetrabutylammoniumiodid, 12.8 ml (92.05 mmol) Triethylamin und 64.7 ml (736.39 mmol)
Allylbromid in 184 ml Tetrahydrofuran wird 2 d unter Riickfluss geriihrt. Nach Erkalten der
Reaktionslosung wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand
wird in 500 ml Ethylacetat aufgenommen und zweimal mit je 50 ml 10 %iger
Natriumcarbonatlosung gewaschen. Nach Trocknen der organischen Phase iiber Na,SO,4 wird
das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wird
sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Cyclohexan/Ethylacetat 8:1 (v/v) als Eluens

gereinigt.

Ausbeute: 8.760 g (80 %) eines farblosen Ols.
[a]}): +17.3° (¢ = 1.0, CHCLy).
Re-Wert: 0.49 (Cyclohexan/Ethylacetat 2:1 (v/v)).

'"H-NMR (CDCls, 400 MHz): & = 1.42 (s, 9 H, C(CHs)3), 1.84 (m, 2 H, B-CH, Glu), 2.32 (m,
2 H, y-CH, Glu), 2.97 (dd, J = 8.0, 14.4 Hz, 2 H, 2*-NCH,,CH=CH,), 3.28 (m, 3 H,
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a-CH Glu, 2*NCH,,CH=CH,), 3.60 (s, 3 H, OCH;), 4.98-5.12 (m, 4 H,
2*-NCH,CH=CH>), 5.64 (m, 2 H, 2*-NCH,CH=CHa).

BC-NMR (CDCl;, 100.6 MHz): 8 = 24.7 (B-CH, Glu), 28.4 (C(CH3)3), 30.8 (y-CH, Glu),
51.5 (a-CH Glu), 53.4 (OCH;3), 613 (NCH,CH=CH,), 80.9 (C(CHs);), 117.0
(NCH,CHCH,), 136.8 (NCH,CH=CH,), 171.9 (C=0 Ester), 173.8 (C=0 Ester).

C16H27NO4 (297.39).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir C;HxsNO, [M+H]": ber..  298.2019
gef.:  298.2027.

2-(S)-Diallylamino-5-hydroxypentansiure-tert-butylester (89)
(All),-Hpa-O'Bu

Zu einer Losung von 5.600 g (18.83 mmol) (All),-Glu(OMe)-O'Bu 88 in 90 ml THF werden
12.2 ml (24.48 mmol) 2 M Lithiumborhydrid-Losung in THF gespritzt. Nach 36 h wird mit
50 ml gesittigter Natriumchloridlésung gequencht und dreimal mit je 100 ml Ethylacetat
extrahiert. Nach Trocknen der organischen Phase iiber Na,SO,4 wird das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wird sédulenchromatographisch an

Kieselgel mit Cyclohexan/Ethylacetat 3:1 (v/v) als Eluens gereinigt.

Ausbeute: 3.601 g (71 %) eines farblosen Ols.
[a])): +24.0° (c = 1.0, CHCL).
ReWert: 0.31 (Cyclohexan/Ethylacetat 2:1 (v/v)).

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): & = 1.48 (s, 9 H, C(CHs)3), 1.52-1.73 (m, 4 H, p-CH, Hpa,
v-CH, Hpa), 3.21 (dd, J = 8.0, 14.4 Hz, 2 H, 2*-NCH,,CH=CH,), 3.32 (m, 1 H, a-CH
Hpa), 3.45 (m, 2 H, 2*-NCH,,CH=CH,), 3.53 (m, 1 H, 5-CH,, Hpa), 3.62 (m, 1 H,
8-CHa, Hpa), 5.10-5.24 (m, 4 H, 2*-NCH,CH=CH>), 5.80 (m, 2 H, 2*-NCH,CH=CH)).

BC-NMR (CDCl;, 100.6 MHz): & = 27.7 (B-CH, Hpa), 28.5 (C(CHs)3), 30.7 (y-CH, Hpa),
53.7 (a-CH Hpa), 62.8 (NCH,CH=CH,), 63.6 (8-CH, Hpa), 81.2 (C(CHs)3), 118.1
(NCH,CH=CH,), 136.0 (NCH,CH=CH,), 172.3 (C=O Ester).
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Ci15H»7NOs (269.38).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir C;sH»NO; [M+H]": ber.. 270.2070
gef.:  270.2063.

2-(5)-Diallylamino-5-hydroxyheneicosansiure-ter-butylester (91)
(All),-Hhe-O'Bu

Zu einer Losung von 0.810 g (3.01 mmol) 2-(S)-Diallylamino-5-hydroxypentansdure-tert-
butylester 89 in 27 ml Dichlormethan werden 9.59 ml (4.51 mmol) einer 15 %ige Dess-
Martin-Periodinan-Losung in Dichlormethan gespritzt. Nach 1 h wird die Reaktionslésung
mit 100 ml Ethylacetat verdinnt und mit 30 ml einer Mischung aus geséttigter
Natriumthiosulfatlosung und geséttigter Natriumhydrogencarbonatlosung im Verhéltnis 1:3
(v/v) versetzt. Nach Kldrung der Phasen wird die abgetrennte organische Phase mit 30 ml
gesittigter Natriumhydrogencarbonatlosung gewaschen. Nach Trocknen der organischen
Phase iiber Na,SO,4 wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene
Zwischenprodukt wird sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Cyclohexan/Ethylacetat 4:1
(v/v) als Eluens gereinigt. Man erhilt 0.800 g (97 %) Aldehyd.

Zu 0.109 g (4.48 mmol) ausgeheizten Magnesiumspdnen in 1.5 ml Tetrahydrofuran werden
portionsweise 1.41 ml (4.48 mmol) Hexadecylbromid gespritzt. Nach Ende der Reaktion wird
diese Losung bei —78 °C zu einer Losung des oben hergestellten Aldehyds in 15 ml
Tetrahydrofuran gespritzt. Nach 15 min wird die Reaktionslosung mit 5 ml Wasser
gequencht, mit 50 ml Ethylacetat verdiinnt und mit 10 ml Wasser gewaschen. Nach Trocknen
der organischen Phase tliber Na,SO; wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wird sdulenchromatographisch an Kieselgel mit

Cyclohexan/Ethylacetat 10 :1 (v/v) als Eluens gereinigt.

Ausbeute: 0.930 g (63 %) eines farblosen Ols.
Re-Wert: 0.44 (Cyclohexan/Ethylacetat 3:1 (v/v)).

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): & = 0.82 (t, J = 6.6 Hz, 3 H, ©-CH; Hhe), 1.13-1.38 (m, 32 H,
B-CH, Hhe, 15*CH, Hhe), 1.40 (s, 9 H, C(CHs)3), 1.52-1.80 (2 H, y-CH, Hhe), 3.01 (m,
2 H, 2*-NCH,CH=CH,), 3.21 (m, 1H —CHOH), 3.24-3.46 (m, 3 H, o-CH Hhe,
2% NCH»CH=CH,), 5.02-5.14 (m, 4 H, 2*NCH,CH=CH,), 5.86 (m, 2 H,
2*NCH,CH=CH,).
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BC-NMR (CDCls, 100.6 MHz): 8 = 14.2 (o-CH; Hhe), 29.9 (C(CHs)s), 24.3-37.6 (17*CH,
Hhe), 53.5, 53.7 (a-CH Hhe), 61.4, 62.4 (NCH,CH=CH,), 71.3, 71.8 (HCOH), 81.2
(C(CH3)3), 117.5, 117.7 (NCH,CH=CH,), 136.1, 136.4 (NCH,CH=CH,), 172.3, 172.5
(C=0 Ester).

C31HsoNO5 (493.81).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir C3;HgNO; [M+H]": ber..  494.4574
gef.:  494.4540.

2-(S)-Amino-5-hydroxyheneicosansiure-zer-butylester (92)
H-Hhe-O'Bu

Eine entgaste Losung von 0.950 g (1.92 mmol) (All),-Hhe-O'Bu 91 und 1.800 g (11.59 mmol)
N,N’-Dimethylbarbitursdure in 100 ml Dichlormethan wird mit 0.222 g (0.19 mmol)
Pd(PPhs;), versetzt und 6 h bei 35 °C geriihrt. Danach wird die Reaktionslosung mit 250 ml
Ethylacetat verdiinnt und mit 50 ml 10 %iger Natriumcarbonatlosung gewaschen. Nach
Trocknen der organischen Phase iiber Na,SO4 wird das Losungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wird sdulenchromatographisch an Kieselgel mit
Cyclohexan/Ethylacetat 3:1 (v/v), dann Dichlormethan/Ethanol 10:1 (v/v) als Eluens

gereinigt.

Ausbeute: 0.597 g (75 %) eines gelblichen Feststoffs.
Schmp.: 63 °C.
ReWert: 0.29 (Dichlormethan/Ethanol 10:1 (v/v)).

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): 8 = 0.88 (t, J = 6.6 Hz, 3 H, ©-CH; Hhe), 1.21-1.47 (m, 28 H,
14*CH, Hhe), 1.48-1.52 (m, 4 H, 8-CH, Hhe, f-CH, Hhe), 1.49 (s, 9 H, C(CHs)3), 1.59-
1.71 (m, 2 H, y-CH, Hhe), 3.30 (m, 1 H, a-CH Hhe), 3.55 (m, 1 H, -CH(OH)-).

BC-NMR (CDCls, 100.6 MHz): 8 = 14.3 (o-CH; Hhe), 29.5 (C(CHs)3), 24.0-37.5 (17*CH,
Hhe), 53.6 (a-CH Hhe), 71.6 (HCOH), 81.2 (C(CH3)3), 172.5 (C=0 Ester).

CysHs5/NO; (413.68).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir C,5Hs,NO; [M+H]": ber.:. 414.3948
gef.:  414.3929.
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6.5.4. Versuche zu Kapitel 4.5.4.

N-Acetyl-L-methionyl-L-seryl-[2-(S)-amino-5-hydroxy]heneicosansiure-zer-butylester
93)
Ac-Met-Ser-Hhe-O'Bu

Zu einer Losung von 0.480 g (1.16 mmol) H-Hhe-O'Bu 92, 0.388 g (1.39 mmol) Ac-Met-Ser-
OH 81 und 0.362 g (2.32 mmol) HOBt in 25 ml Dichlormethan werden bei 0 °C 0.272 g
(1.39 mmol) EDC gegeben. Nach 20 h wird die Reaktionslosung mit 100 ml Ethylacetat
verdiinnt und mit je 50 ml 1 N Salzsdure und 10 %iger Natriumcarbonatlosung gewaschen.
Nach Trocknen der organischen Phase iiber Na,SOs wird das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wird sédulenchromatographisch an

Kieselgel mit Dichlormethan/Ethanol 15:1 (v/v), dann 10:1 (v/v) als Eluens gereinigt.

Ausbeute: 0.536 g (69 %) eines farblosen Ols.
R~-Wert: 0.23 (Dichlormethan/Ethanol 10:1 (v/v)).

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): 8 = 0.87 (»-CHj Hhe), 1.24 (m, 28 H, 14*CH, Hhe), 1.40 (m,
4 H, 8-CH, Hhe, B-CH, Hhe), 1.48 (s, 9 H, C(CHs)3), 1.70-2.14 (m, 4 H, y-CH, Hhe,
B-CH, Met), 2.01 (s, 3 H, CH3 Acetyl), 2.10 (s, 3 H, CH; Met), 2.53 (m, 2 H, y-CH, Met),
3.54 (m, 1 H, -CH(OH)-), 3.72 (dd, J = 3.7, 11.3 Hz, 1 H, B-CH,, Ser), 3.95 (dd, J =
3.8, 11.3 Hz, 1 H, p-CHa Ser), 4.44 (m, 1 H, a-CH Hhe), 4.60 (m, 1 H, o-CH Ser), 4.71
(dd, J = 6.1, 8.0 Hz, 1 H, a-CH Met), 7.02 (m, 1 H, NH Amid), 7.62 (m, 2 H, 2*NH
Amid).

BC-NMR (CDCls, 100.6 MHz): 8 = 14.3, 15.5 (o-CH; Hhe), 22.9 (CH;3 Acetyl), 23.2 (CH;
Met), 25.6-30.3 (17*CH, Hhe), 30.1 (C(CHs)s), 37.6, 37.7 (B-CH, Met), 53.0 (a-CH
Hhe), 53.4 (a-CH Met), 54.9 (a-CH Ser), 62.9, 63.1 (B-CH, Ser), 71.4 (CHOH), 82.5
(C(CHs)3), 170.3, 170.4 (C=O Amid), 171.0, 171.1 (C=0 Amid), 171.5, 171.7 (C=0
Amid), 172.1, 172.2 (C=0 Ester).

C3sHg7N;05S (673.99).
HRMS (FAB, 3-NBA) fur C35H67N3O7SNa [M+Na]+ ber.: 696.4600
gef.:  696.4612.
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N-Acetyl-L-methionyl-L-seryl-[2-(S)-amino-5-hydroxy]heneicosanoyl-/V-(allyloxy-
carbonyl)-L-lysyl-S-farnesyl-L-cysteinmethylester (94)
Ac-Met-Ser-Hhe-Lys(Aloc)-Cys(Far)-OMe

Zu einer Losung von 0.530 g (0.79 mmol) Ac-Met-Ser-Hhe-O'Bu 93 in 16 ml Methanol
werden 16 ml 1 M Natriumhydroxydlosung gespritzt. Nach 3 h wird das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt, der Riickstand in 100 ml Chloroform aufgenommen und mit
50 ml gesittigter Ammoniumchloridlésung gewaschen. Nach Trocknen der organischen
Phase iiber Na,SO4 wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Man erhalt
0.485 g (100 %) eines farblosen Feststofts.

Zu 0.067 g (0.11 mmol) der so erhaltenen Carbonsdure in 5 ml Dichlormethan und 3 ml
Dimethylformamid werden 0.059 g (0.11 mmol) frisch hergestelltes H-Lys(Aloc)-Cys(Far)-
OMe 84 und 0.034 g (0.22 mmol) HOBt gegeben. Bei 0 °C werden 0.032 g (0.16 mmol) EDC
zugegeben. Nach 15 h wird die Reaktionslosung mit 50 ml Ethylacetat verdiinnt und mit je
15 ml 1 N Salzsédure und 10 %iger Natriumcarbonatlosung gewaschen. Nach Trocknen der
organischen Phase iiber Na,SO4 wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Das erhaltene  Rohprodukt wird sdulenchromatographisch an Kieselgel mit
Cyclohexan/Ethylacetat 1:1 (v/v), dann Dichlormethan/Ethanol 20:1 (v/v), dann 10:1 (v/v),

dann Ethanol als Eluens gereinigt.

Ausbeute: 0.055 g (44 %) eines farblosen Ols.
Re-Wert: 0.11 (Dichlormethan/Ethanol 10:1 (v/v)).

'H-NMR (CDCIL3/CH;0D (1:1, v/v), 400 MHz): & = 0.80 (t, J = 6.6 Hz, 3 H, ©-CH; Hhe),
1.52 (s, 6 H, 2*CH; Far), 1.61 (s, 6 H, 2*CH; Far), 1.13-1.70 (m, 36 H, 15*CH, Hhe,
B-CH, Hhe, 2*CH, Lys), 1.93 (s, 3 H, CH; Acetyl), 2.00 (s, 3 H, CH; Met), 1.72-2.05 (m,
14 H, y-CH, Hhe, p-CH, Met, CH, Lys, 4*CH, Far), 2.49 (m, 2 H, y-CH, Met), 2.72 (m,
1 H, B-CHa, Cys), 2.86 (m, 1 H, p-CHay Cys), 3.00-3.18 (m, 4 H, -SCH,-, &-CH, Lys),
3.50 (m, -CH(OH)-), 3.67 (s, 3 H, OCHs), 3.72 (m, 1 H, B-CHa, Ser), 3.95 (m, 1 H,
B-CHay Ser), 4.25-4.60 (m, 7 H, 5*a-CH, -OCH,CH=CH,), 5.01 (m, 2 H, 2*CH Far),
5.08-5.22 (m, 3 H, CH Far, -OCH,CH=CH}>), 5.80 (m, 1 H, -OCH,CH=CH),).

3C-NMR (CDCly/CD;OD (1:1, v/v), 100.6 MHz): & = 14.3 (o-CH; Hhe), 17.0 (CH; Far),
17.2 (CH; Far), 19.3 (CH; Far), 22.9 (CH; Acetyl), 23.2 (CH; Met), 25.3 (CH; Far), 23.6-
34.2 (25*CH,), 37.9 (B-CH, Met), 39.9 (CH, Far), 40.5 (CH, Far), 44.6 (e-CH, Lys), 50.4
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(OCHs), 54.2 (a-CH), 55.9 (a-CH), 56.0 (a-CH), 57.1 (a-CH), 59.6 (a-CH), 64.9 (-CH,
Ser), 67.3 (OCH,CH=CH,), 82.2 (CHOH), 115.1 (OCH,CH=CH,), 117.1 (CH Far), 121.7
(CH Far), 122.5 (CH Far), 133.9 (C Far), 137.5 (OCH,CH=CH,), 139.3 (C Far), 142.4 (C
Far), 157.5 (C=0O Urethan), 170.9 (C=0O Amid), 172.1 (C=0 Amid), 174.7 (C=0 Amid),
175.1 (C=0 Ester).

CeoH106N6O11S5 (1151.65).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir CoH10sNsO11S:Na [M+Na]*: ber.:  1173.7261
gef:  1173.7325.

N-Acetyl-L-methionyl-L-seryl-[2-(S)-amino-5-hydroxy]heneicosanoyl-L-lysyl-S-farnesyl-
L-cysteinmethylester (9)
Ac-Met-Ser-Hhe-Lys-Cys(Far)-OMe

Eine Losung von 0.007 g (0.01 mmol) Ac-Met-Ser-Hhe-Lys(Aloc)-Cys(Far)-OMe 94,
0.001 g (0.01 mmol) N,N’-Dimethylbarbitursdure in 2 ml Tetrahydrofuran wird sorgfaltig
entgast. Dann werden 0.001 g (0.001 mmol) Pd(PPhs); zugegeben und 6 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt und das
erhaltene Rohprodukt wird sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Dichlormethan/Ethanol

10:1 (v/v), dann Dichlormethan/Methanol 1:1 (v/v) + 1 % Triethylamin als Eluens gereinigt.

Ausbeute: 0.005 g (80 %) eines leicht gelblichen Feststoffs.
Schmp.: 71 °C.
ReWert: 0.01 (Dichlormethan/Ethanol 10:1 (v/v)).

'H-NMR (CDCl3/CH;0D (1:1, v/v), 400 MHz): & = 0.80 (t, J = 6.6 Hz, 3 H, o-CH; Hhe),
1.52 (s, 6 H, 2*CH; Far), 1.61 (s, 6 H, 2*CHj3 Far), 1.13-1.70 (m, 36 H, 15*CH, Hhe,
B-CH, Hhe, 2*CH, Lys), 1.93 (s, 3 H, CH;3 Acetyl), 2.00 (s, 3 H, CH; Met), 1.72-2.05 (m,
14 H, y-CH, Hhe, p-CH, Met, CH, Lys, 4*CH, Far), 2.49 (m, 2 H, y-CH; Met), 2.72 (m,
1 H, B-CHy, Cys), 2.86 (m, 1 H, B-CHy, Cys), 3.00-3.18 (m, 4 H, -SCH;,-, e-CH, Lys),
3.50 (m, -CH(OH)-), 3.67 (s, 3 H, OCH3), 3.72 (m, 1 H, B-CHy, Ser), 3.95 (m, 1 H,
B-CHyp Ser), 4.25-4.60 (m, 5 H, 5*a-CH), 5.01 (m, 2 H, 2*CH Far), 5.14 (m, 1 H, CH
Far).
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3C-NMR (CDCL/CD;0D (1:1, v/v), 100.6 MHz): & = 14.2 (0-CH; Hhe), 17.0 (CH; Far),
17.2 (CH; Far), 19.1 (CHs Far), 22.7 (CHs Acetyl), 23.0 (CH; Met), 25.3 (CHs Far), 23.2-
34.7 (25*CH,), 37.9 (B-CH, Met), 39.9 (CH, Far), 40.5 (CH, Far), 44.6 (s-CH, Lys), 50.4
(OCHs), 54.2 (a-CH), 55.9 (0-CH), 56.2 (0-CH), 57.1 (a-CH), 59.6 (a-CH), 64.7 (B-CH,
Ser), 82.0 (CHOH), 117.3 (CH Far), 121.7 (CH Far), 122.5 (CH Far), 133.9 (C Far), 139.3
(C Far), 142.4 (C Far), 170.7 (C=0 Amid), 172.0 (C=0 Amid), 174.7 (C=O Amid), 175.3

(C=0 Ester).

CssH102Ng06S5 (1067.58).

HRMS (FAB, 3-NBA) fiir Cs¢H¢3N¢00S> [M+H]": ber.:
gef.:
Elementaranalyse (%): ber.: C:63.00 H: 9.63

gef.: C:62.65 H: 9.56

6.6. Versuche zu Kapitel 4.6.

1067.7229
1067.7237.

N: 7.87
N: 7.66.

N%[2-(S)-Acetylamino-3-(hexadecan-1-sulfonylamino-propionyl]-N°-(allyloxycarbonyl)-

L-lysin-zert-butylester (96)
Ac-Dap(SO,C¢Hs3)-Lys(Aloc)-O'Bu

Zu einer Losung von 0.100 g (0.23 mmol) Ac-Dap(SO,C;6H33)-OH 46, 0.066 g (0.23 mmol)
H-Lys(Aloc)-O'Bu 95, 0.072 g (0.46 mmol) HOBt in 8 ml Dichlormethan werden bei 0 °C
0.054 g (0.28 mmol) EDC gegeben. Nach 18 h wird die Reaktionsmischung mit 50 ml

Ethylacetat verdiinnt und mit je 20 ml 1 N Salzsdure und 10 %iger Natriumcarbonatlosung

gewaschen. Nach Trocknen der organischen Phase iiber Na,SO, wird das Losungsmittel unter

vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wird sédulenchromatographisch an

Kieselgel mit Cyclohexan/Ethylacetat 1:3 (v/v) als Eluens gereinigt.

Ausbeute: 0.132 g (82 %) eines farblosen Feststoffs.
Schmp.: 80 °C.
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[a])): —12.1° (¢ = 1.0, CHCl).
ReWert: 0.24 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:3 (v/v)).

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): & = 0.81 (t, J = 6.5 Hz, 3 H, ©-CH;3 Hexadeycl), 1.48 (s, 9 H,
C(CHj3)3), 1.12-1.52 (m, 30 H, 13*CH, Hexadecyl, 2*CH; Lys), 1.54-1.85 (m, 4 H, y-CH;
Hexadecyl, CH; Lys), 2.02 (s, 3 H, CH; Acetyl), 2.96 (m, 2 H, a-CH, Hexadecyl), 3.02-
3.29 (m, 3 H, B-CHy, Dap, e-CH; Lys), 3.56 (m, 1 H, -CHa, Dap), 4.30 (m, 1 H, a-CH
Lys), 4.52 (m, 3 H, a-CH Dap, -OCH,CH=CH,), 4.95 (m, 1 H, NH Urethan), 5.10-5.25
(m, 2 H, -OCH,CH=CH,), 5.76 (m, 1 H, NH Sulfonamid), 5.88 (m, 1 H, -OCH,CH=CH,),
6.70 (m, 1 H, NH Amid), 7.19 (m, 1 H, NH Amid).

BC-NMR (CDCls, 100.6 MHz): & = 14.3 (o-CH;3 Hexadecyl), 22.9 (CH; Acetyl), 23.1 (CH,),
23.8 (CHy), 28.3 (C(CHs3)3), 28.4 (CHy), 28.5 (CH»), 29.2 (CHy), 29.3 (CH»), 29.5 (CH,),
29.6 (CH»), 29.7 (CHy), 29.7 (CHy), 29.7 (CHy), 29.8 (CHy), 29.9 (CH,), 29.9 (CH,), 30.0
(CH»), 30.2 (CH,), 32.1 (CH»), 43.3 (B-CH; Dap), 44.6 (e-CH; Lys), 53.5 (a-CH), 54.2
(a-CH, Hexadecyl), 56.0 (a-CH), 67.3 (OCH,CH=CH,), 82.4 (C(CHs)3;), 115.1
(OCH,CH=CH;), 137.4 (OCH,CH=CH;), 157.5 (C=0O Urethan), 172.1 (C=0 Amid),
174.7 (C=0 Amid), 174.8 (C=0 Ester).

CssHes6N4O3S (702.99).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir C35HssN4OgSNa [M+Na]™:  ber..  725.4501
gef.:  725.4512.

N%[2-(S)-Acetylamino-3-(hexadecan-1-sulfonylamino)propionyl]-N°-(allyloxycarbonyl)-
L-lysin (97)
Ac-Dap(SOQC 16H33)-Lys (AIOC)-OH

Zu einer Losung von 0.117 g (0.17 mmol) Ac-Dap(SO,C¢Hs3)-Lys(Aloc)-O'Bu 96 in 10 ml
Dichlormethan werden langsam 10 ml Trifluoressigsdure gespritzt. Nach 4 h Riihren bei
Raumtemperatur wird die Reaktionslosung dreimal mit Toluol koevaporiert.

Ausbeute: 0.107 g (100 %) eines farblosen Feststoffs.

Schmp.: 83 °C.
[a])): —14.0° (c = 1.0, CH;0H).
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ReWert: 0.01 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:3 (v/v)).

'"H-NMR (CD;0D, 400 MHz): 6 = 0.85 (t, J = 6.5 Hz, 3 H, ®-CH3 Hexadeycl), 1.12-1.52 (m,
30 H, 13*CH, Hexadecyl, 2*CH, Lys), 1.54-1.85 (m, 4 H, y-CH, Hexadecyl, CH, Lys),
2.02 (s, 3 H, CH3 Acetyl), 2.96 (m, 2 H, a-CH, Hexadecyl), 3.02-3.29 (m, 3 H, B-CHa,
Dap, e-CH; Lys), 3.56 (m, 1 H, B-CHy, Dap), 4.30 (m, 1 H, a-CH Lys), 4.52 (m, 3 H,
o-CH Dap, -OCH,CH=CH;), 5.10-5.25 (m, 2 H, -OCH,CH=CH,), 5.88 (m, 1 H,
-OCH,CH=CH,).

PC-NMR (CD;OD, 100.6 MHz): & = 14.2 (o-CH; Hexadecyl), 22.9 (CH; Acetyl), 23.1
(CH,), 23.8 (CHy), 28.3 (CH»), 28.4 (CH,), 28.5 (CH,), 29.4 (CH,), 29.5 (CH,), 29.6
(CH,), 29.7 (CHy), 29.7 (CH»), 29.8 (CH,), 29.8 (CH,), 29.9 (CH,), 29.9 (CH,), 30.0
(CH,), 30.2 (CHy), 32.1 (CH,), 43.3 (B-CH, Dap), 44.6 (e-CH; Lys), 53.5 (a-CH), 54.2
(a-CH, Hexadecyl), 56.0 (a-CH), 67.3 (OCH,CH=CH,), 115.1 (OCH,CH=CH,), 137.4
(OCH,CH=CH,), 157.5 (C=0O Urethan), 172.1 (C=0O Amid), 174.7 (C=O Amid), 175.8
(C=0 Saure).

Cs31HssN4Og3S (646.88).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir C3;HssN4OsSNa [M+Na]™:  ber..  669.3875
gef.:  669.3887.

N%[2-(S)-Acetylamino-3-(hexadecan-1-sulfonylamino)propionyl]-N°-(allyloxycarbonyl)-
L-lysyl-S-farnesyl-L-cysteinmethylester (98)
Ac-Dap(S0,C,¢H33)-Lys(Aloc)-Cys(Far)-OMe

Zu einer Losung von 0.100 g (0.16 mmol) Ac-Dap(SO,C;¢H33)-Lys(Aloc)-OH 97, 0.053 g
(0.16 mmol) H-Cys(Far)-OMe 25, 0.048 g (0.31 mmol) HOBt in 10 ml Dichlormethan
werden bei 0 °C 0.036 g (0.19 mmol) EDC gegeben. Nach 18 h wird die Reaktionsmischung
mit 50 ml Ethylacetat verdiinnt und mit je 20 ml 1 N Salzsdure und 10 %iger
Natriumcarbonatlosung gewaschen. Nach Trocknen der organischen Phase iiber Na,SO4 wird
das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wird
sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Cyclohexan/Ethylacetat 1:5 (v/v) als Eluens

gereinigt.
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Ausbeute: 0.135 g (90 %) eines farblosen Ols.
[a])): +5.8° (¢ = 0.5, CHCly).
ReWert: 0.22 (Cyclohexan/Ethylacetat 1:5 (v/v)).

'H-NMR (CDCly/CD;OD (1:1, v/v), 400 MHz): & = 0.81 (t, J = 6.5 Hz, 3 H, ©-CH;
Hexadecyl), 1.24 (m, 24 H, 12*CH, Hexadecyl), 1.58 (s, 6 H, 2*CHj; Far), 1.67 (s, 6 H,
2*CHj; Far), 1.35-1.84 (m, 8 H, 2*CH, Lys, 2*CH, Hexadecyl), 2.04 (s, 3 H, CH; Acetyl),
1.85-2.14 (m, 10 H, CH; Lys, 4*CH; Far), 2.68-3.28 (m, 10 H, a-CH, Hexadecyl, f-CH,
Cys, -S-CH,, B-CH; Dap, €-CH; Lys), 3.71 (s, 3 H, OCH3), 4.40 (m, 1 H, a-CH Lys),
4.52 (m, 3 H, a-CH Dap, -OCH,CH=CHy), 4.72 (m, 1 H, a-CH Cys), 5.12-5.30 (m, 5 H,
3*CH Far, -OCH,CH=CH,), 591 (m, 1 H, -OCH,CH=CH;), 6.10 (m, 1 H, NH
Sulfonamid), 6.99 (m, 2 H, NH Amide), 7.21 (m, 1 H, NH Amid).

BC-NMR (CDCIl3/CD;0D (1:1, v/v), 100.6 MHz): & = 14.3 (0-CH; Hexadecyl), 16.5 (CH;
Acetyl), 17.0 (CH; Far), 17.2 (CH; Far), 19.3 (CH; Far), 23.1 (CH,), 23.8 (CHy), 25.3
(CHj3 Far), 28.3 (CH»), 28.4 (CH»), 28.5 (CH>), 29.4 (CH»), 29.5 (CH>), 29.5 (CH»), 29.6
(CHy), 29.7 (CH»), 29.8 (CH,), 29.8 (CH), 29.8 (CH»), 29.8 (CH>), 29.9 (CH,), 30.0
(CHy), 30.2 (CH,), 32.1 (CHy), 33.0 (CH,), 33.3 (CH»), 34.4 (CH,), 39.8 (CH; Far), 40.5
(CH; Far), 42.0 (B-CH; Dap), 44.6 (¢-CH; Lys), 50.4 (OCHj3), 53.4 (a-CH), 54.2 (a-CH),
54.5 (a-CH, Hexadecyl), 56.0 (a-CH), 67.3 (OCH,CH=CH,;), 115.1 (OCH,CH=CH,),
117.1 (CH Far), 121.7 (CH Far), 122.5 (CH Far), 133.0 (C Far), 137.5 (OCH,CH=CH,),
138.8 (C Far), 139.3 (C Far), 157.5 (C=0O Urethan), 170.9 (C=O Amid), 172.0 (C=0
Amid), 174.7 (C=0 Amid), 174.8 (C=0 Ester).

CsoHsoN5OoS; (968.40).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir C5oHgoNsOoS,Na [M+Na]™:  ber.:  990.6002
gef.:  990.6030.

N%[2-(S)-Acetylamino-3-(hexadecan-1-sulfonylamino)propionyl]-L-lysyl-S-farnesyl-L-
cysteinmethylester (10)
Ac-Dap(SO,C¢Hs3)-Lys-Cys(Far)-OMe

Eine Losung von 0.061 g (0.06 mmol) Ac-Dap(SO,C;¢Hs3)-Lys(Aloc)-Cys(Far)-OMe 98,
0.010 g (0.06 mmol) N,N’-Dimethylbarbitursdure in 6 ml Tetrahydrofuran wird sorgfaltig
entgast. Dann werden 0.007 g (0.01 mmol) Pd(PPhs)s zugegeben und 8 h bei Raumtemperatur
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geriihrt. Das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt und das erhaltene
Rohprodukt wird sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Dichlormethan/Ethanol 5:1 (v/v),

dann Dichlormethan/Methanol 1:1 (v/v) + 1 % Triethylamin als Eluens gereinigt.

Ausbeute: 0.041 g (73 %) eines farblosen Ols.
[a])): +8.1° (c = 0.5, CH;0H).
ReWert: 0.04 (Dichlormethan/Ethanol 1:1 (v/v)).

'H-NMR (CD;OD, 400 MHz): 6 = 0.81 (t, J = 6.5 Hz, 3 H, ©-CH; Hexadecyl), 1.24 (m,
24 H, 12*CH; Hexadecyl), 1.58 (s, 6 H, 2*CHj; Far), 1.67 (s, 6 H, 2*CH; Far), 1.35-1.84
(m, 8 H, 2*CH; Lys, 2*CH, Hexadecyl), 2.04 (s, 3 H, CH; Acetyl), 1.85-2.14 (m, 10 H,
CH; Lys, 4*CH; Far), 2.68-3.28 (m, 10 H, a-CH, Hexadecyl, f-CH; Cys, -S-CH,, 3-CH,
Dap, e-CH; Lys), 3.71 (s, 3 H, OCH3), 4.20 (m, 1 H, a-CH Lys), 4.25 (m, 1 H, a-CH
Dap), 4.45 (m, 1 H, a-CH Cys), 4.90 (m, 2 H, 2*CH Far), 5.02 (m, 1 H, CH Far).

BC-NMR (CD;OD, 100.6 MHz): & = 14.3 (o-CH; Hexadecyl), 16.5 (CH3 Acetyl), 17.0 (CH;
Far), 17.2 (CHj; Far), 19.3 (CHj; Far), 23.1 (CH,), 23.8 (CH,), 25.3 (CHj; Far), 28.3 (CH,),
28.4 (CH»), 28.5 (CHy), 29.4 (CHy), 29.5 (CHy), 29.5 (CH,), 29.6 (CH,), 29.7 (CH>), 29.8
(CH»), 29.8 (CH»), 29.8 (CH>), 29.8 (CHy), 29.9 (CH,), 30.0 (CH»), 30.2 (CH»), 32.1
(CHy), 33.0 (CHy), 33.3 (CH,), 34.4 (CH»), 39.8 (CH; Far), 40.5 (CH; Far), 42.0 (-CH;
Dap), 44.6 (e-CH, Lys), 50.4 (OCHj3), 53.4 (a-CH), 54.2 (a-CH), 54.5 (o-CH;
Hexadecyl), 56.0 (a-CH), 117.1 (CH Far), 121.7 (CH Far), 122.5 (CH Far), 133.0 (C Far),
138.8 (C Far), 139.3 (C Far), 170.9 (C=O Amid), 172.0 (C=0O Amid), 174.7 (C=O Amid),
174.8 (C=0 Ester).

C46HssNsO5S, (884.33).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir C4sHssNsO-S, [M+H] " ber..  884.5969
gef.:  884.5936.
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6.7. Versuche zu Kapitel 4.7.

Bis-[(/V-Acetyl-L-methionyl)-L-seryl]-L-cystin-di-zerz-butylester (100)
(Ac-Met-Ser-Cys-O'Bu),

Zu einer Losung von 0.300 g (1.08 mmol) Ac-Met-Ser-OH 81, 0.252 g (0.59 mmol)
(HCI¥H-Cys-O'Bu), 99, 0.337 g (2.16 mmol) HOBt und 0.221 ml (1.29 mmol)
Ethyldiisopropylamin in 25 ml Dimethylformamid werden bei 0 °C 0.253 g (1.29 mmol) EDC
zugegeben. Nach 18 h wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt, der
Riickstand in 100 ml Chloroform aufgenommen und mit je 20 ml 1 N Salzsdure und 10 %iger
Natriumcarbonatlosung gewaschen. Nach Trocknen der organischen Phase iiber Na,SO,4 wird
das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wird
sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Dichlormethan/Ethanol 10:1 (v/v), dann 5:1 (v/v)

als Eluens gereinigt.

Ausbeute: 0.336 g (65 %) eines farblosen Ols.
[a]}): —16.4° (¢ = 1.0, CH;0H).
R~-Wert: 0.10 (Dichlormethan/Ethanol 10:1 (v/v)).

'H-NMR (CD;OD, 400 MHz): 8 = 1.48 (s, 18 H, 2*C(CHs)3), 2.01 (s, 6 H, 2*CH; Acetyl),
2.09 (s, 6 H, 2*CH; Met), 1.91-2.14 (m, 4 H, 2*B-CH, Met), 2.55 (m, 4 H, 2*y-CH, Met),
3.06 (dd, J= 7.8, 13.8 Hz, 2 H, 2*B-CH,, Cys), 3.20 (dd, J = 5.3, 13.9 Hz, 2 H, 2*B-CHy,
Cys), 3.82 (m, 4 H, 2*pB-CH, Ser), 4.51 (m, 4 H, 4*a-CH Ser, Cys), 4.68 (m, 2 H,
2*a-CH Met).

BC-NMR (CD;OD, 100.6 MHz): & = 14.2 (CH; Acetyl), 21.4 (CH; Met), 27.1 (C(CHs)3),
29.9 (B-CH, Met), 31.6 (y-CH, Met), 39.9 (B-CH, Cys), 53.0 (a-CH Cys), 53.6 (a-CH
Met), 55.4 (a-CH Ser), 61.7 (B-CH, Ser), 82.6 (C(CHs)3), 169.5 (C=0O Amid), 170.8
(C=0 Amid), 172.4 (C=0O Amid), 172.8 (C=O Ester).

C34HeoN6O12S4 (873.14).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir C34HgNgO12S4 [M+H] " ber..  873.3231
gef.:  873.3268.
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N-Acetyl-L-methionyl-L-seryl-S-palmitoyl-L-cystein-fert-butylester (101)
Ac-Met-Ser-Cys(Pal)-O'Bu

Zu einer entgasten Losung von 0.236 g (0.27 mmol) (Ac-Met-Ser-Cys-O'Bu), 100 in 10 ml
Dichlormethan werden 0.208 g (1.35 mmol) 1,4-Dithiothreitol und 0.075 ml (0.54 mmol)
Triethylamin gegeben. Nach 2 h wird die Reaktionslosung dreimal mit je 2 ml 1 N Salzséure
gewaschen. Nach Trocknen der organischen Phase iiber Na,SO4 werden zu der so erhaltenen
Losung bei 0 °C 0.075 ml (0.54 mmol) Triethylamin und 0.418 ml (1.35 mmol)
Palmitoylchlorid gespritzt. Nach 3.5 h wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Der Riickstand wird in 100 ml Ethylacetat aufgenommen und mit 20 ml 1 N
Salzsdure gewaschen. Nach Trocknen der organischen Phase {iiber Na,SO, wird das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wird
sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Dichlormethan/Ethanol 30:1 (v/v), dann 20:1
(v/v), dann 10:1 (v/v) als Eluens gereinigt.

Ausbeute: 0.273 g (75 %) eines farblosen Feststoffs.

Schmp.: 53 °C.
[a])): —15.0° (¢ = 1.0, CHCl).

ReWert: 0.31 (Dichlormethan/Ethanol 10:1 (v/v)).

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): & = 0.88 (t, J = 6.6 Hz, 3 H, ©-CHj3 Pal), 1.20-1.40 (m, 24 H,
12*CH,; Pal), 1.48 (s, 9 H, C(CHj3)3), 1.65 (m, 2 H, B-CH; Pal), 2.05 (s, 3 H, CHj3 Acetyl),
2.12 (s, 3 H, CH3 Met), 1.94-2.18 (m, 2 H, B-CH, Met), 2.59 (m, 4 H, a-CH, Pal, y-CH,
Met), 3.30 (dd, J = 7.8, 13.9 Hz, 1 H, B-CHy, Cys), 3.48 (dd, J = 5.3, 13.9 Hz, 1 H,
B-CHap, Cys), 3.50 (dd, J= 5.4, 11.5 Hz, 1 H, B-CHa, Ser), 4.03 (dd, /=39, 11.7 Hz, 1 H,
B-CHyy, Ser), 4.52 (m, 1 H, a-CH Ser), 4.68 (m, 2 H, a-CH Cys, a-CH Met), 6.62 (m,
1 H, NH), 7.21 (m, 1 H, NH), 7.25 (m, 1 H, NH).

PC-NMR (CDCls, 100.6 MHz): & = 14.3 (0-CHj3 Pal), 22.9 (CH; Acetyl), 23.2 (CH; Met),
23.3 (CHy), 25.7 (C(CHs)3), 28.1 (CH,), 28.8 (CH»), 28.4 (CH,), 28.6 (CH,), 28.9 (CH,),
29.1 (CH,), 29.3 (CH,), 29.4 (CH»), 29.5 (CH»), 29.6 (CH»), 29.7 (CH»), 29.8 (CH,), 29.9
(CH,), 30.1 (CHy), 30.2 (CH,), 30.3 (CH,), 32.1 (CH,), 44.3 (a-CH, Pal), 52.7 (a-CH
Cys), 53.4 (a-CH Met), 54.8 (a-CH Ser), 63.0 (B-CH; Ser), 83.6 (C(CH3)3), 169.1 (C=0O
Amid), 170.3 (C=O Amid), 170.6 (C=O Amid), 171.9 (C=O Ester), 197.6 (C=O
Thioester).
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C33Hg1N305S; (675.99).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir C33HN304S, [M+H] " ber..  676.4030
gef.:  676.4008.

N-Acetyl-L-methionyl-L-seryl-S-palmitoyl-L-cystein (102)
Ac-Met-Ser-Cys(Pal)-OH

Zu einer Losung von 0.100 g (0.15 mmol) Ac-Met-Ser-Cys(Pal)-O'Bu 101 in 10 ml
Dichlormethan werden 10 ml Trifluoressigsdure gespritzt. Nach 2 h wird das Losungsmittel

mit Toluol koevaporiert. Der getrocknete Riickstand wird dreimal mit Diethylether digeriert.

Ausbeute: 0.092 g (100 %) eines farblosen Feststofts.

Schmp.: 64 °C.
[a])): —17.0° (c = 1.0, CH;0H).

ReWert: 0.04 (Dichlormethan/Ethanol 10:1 (v/v)).

'H-NMR (CD;O0D, 400 MHz): & = 0.88 (t, J = 6.6 Hz, 3 H, ©-CHj3 Pal), 1.20-1.40 (m, 24 H,
12*CH, Pal), 1.65 (m, 2 H, -CH, Pal), 2.05 (s, 3 H, CH3 Acetyl), 2.12 (s, 3 H, CH; Met),
1.94-2.18 (m, 2 H, B-CH; Met), 2.59 (m, 4 H, a-CH; Pal, y-CH, Met), 3.30 (dd, J = 7.8,
13.9 Hz, 1 H, B-CHa, Cys), 3.48 (dd, J = 5.3, 13.9 Hz, 1 H, B-CHy, Cys), 3.50 (dd, J =
5.4, 11.5 Hz, 1 H, B-CHy, Ser), 4.03 (dd, J=3.9, 11.7 Hz, 1 H, B-CHy, Ser), 4.38 (m, 1 H,
o-CH Ser), 4.49 (m, 2 H, a-CH Cys, a-CH Met).

BC-NMR (CD;0D, 100.6 MHz): & = 14.3 (0-CH; Pal), 22.9 (CH; Acetyl), 23.2 (CH; Met),
23.3 (CHy), 28.1 (CHy), 28.8 (CHy), 28.4 (CHy), 28.6 (CH,), 28.9 (CH>), 29.1 (CH»), 29.3
(CH»), 29.6 (CH>), 29.7 (CH,), 29.8 (CHy), 29.9 (CH»), 30.1 (CH>), 30.2 (CH,), 30.3
(CHy), 32.1 (CHy), 44.3 (a-CH; Pal), 52.7 (a-CH Cys), 53.4 (a-CH Met), 54.8 (a-CH
Ser), 63.0 (B-CH; Ser), 169.1 (C=0 Amid), 170.3 (C=0 Amid), 170.6 (C=0 Amid), 174.9
(C=0 Saure), 197.6 (C=0 Thioester).

C29Hs3N307S; (619.88).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir Cy0Hs3N30,S,Na [M+Na]™:  ber.:  642.3225
gef.:  642.3218.
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N-Acetyl-L-methionyl-L-seryl-S-palmitoyl-L-cysteyl-N°-(allyloxycarbonyl)-L-lysyl-S-
farnesyl-L-cysteinmethylester (103)
Ac-Met-Ser-Cys(Pal)-Lys(Aloc)-Cys(Far)-OMe

Zu einer Losung von 0.060 g (0.10 mmol) Ac-Met-Ser-Cys(Pal)-OH 102, 0.053 g
(0.10 mmol) frisch hergestelltem H-Lys(Aloc)-Cys(Far)-OMe 84 und 0.030 g (0.19 mmol)
HOBt in 10 ml Dichlormethan werden bei 0 °C 0.023 g (0.12 mmol) EDC gegeben. Nach
16 h wird die Reaktionslosung mit 30 ml Ethylacetat verdiinnt und mit je 10 ml 1 N Salzsdure
und 10 %iger Natriumcarbonatlosung gewaschen. Nach Trocknen der organischen Phase iiber
Na,SO4 wird das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das erhaltene
Rohprodukt wird sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Dichlormethan/Ethanol 20:1
(v/v), dann 10:1 (v/v) als Eluens gereinigt.

Ausbeute: 0.055 g (65 %) eines farblosen Feststoffs.

Schmp.: 71 °C.
[a])): —11.4° (¢ = 0.5, CHCl,).

ReWert: 0.31 (Dichlormethan/Ethanol 10:1 (v/v)).

'H-NMR (CDCl:/CD;0D (1:1, v/v), 400 MHz): & = 0.78 (t, J = 6.6 Hz, 3 H, »-CHj Pal), 1.15
(m, 24 H, 12*CH, Pal), 1.49 (s, 6 H 2*CHj Far), 1.57 (s, 6 H, 2*CHj; Far), 1.26-1.68 (m,
8 H, 2*CH,; Lys, 2*CH, Pal), 1.93 (s, 3 H, CH; Acetyl), 2.00 (s, 3 H, CH3 Met), 1.76-2.05
(12 H, B-CH; Met, CH; Lys, 4*CH, Far), 2.46 (m, 2 H, y-CH, Met), 2.68-3.17 (m, 8 H,
o-CH, Pal, 2*B-CH, Cys, -SCH,-), 3.26-3.46 (m, 2 H, €-CH; Lys), 3.64 (s, 3 H, OCHj),
3.68 (m, 1 H, B-CHy, Ser), 3.87 (m, B-CHj, Ser), 4.25-4.54 (m, 7 H, 5*a-CH,
-OCH,CH=CH,), 5.00 (m, 2 H, 2*CH Far), 5.08-5.22 (CH Far, -OCH,CH=CH,), 5.74
(1 H, -OCH,CH=CH,).

BC-NMR (CDCL/CD;OD (1:1, v/v), 100.6 MHz): & = 14.0 (o-CHj3 Pal), 16.5 (CH;3 Acetyl),
16.8 (CH; Met), 17.0 (CHj; Far), 17.2 (CHj; Far), 19.3 (CHj; Far), 19.3 (CH,), 21.3 (CHy),
24.0 (CHy), 24.3 (CH»), 25.3 (CHs; Far), 28.6 (CH»), 29.2 (CH>), 29.3 (CH,), 30.0 (CH»),
30.0 (CHy), 30.3 (CHy), 30.3 (CHy), 30.3 (CH,), 30.3 (CH,), 30.3 (CH,), 30.3 (CH,), 30.3
(CH), 30.3 (CHy), 30.9 (CHy), 31.8 (CH,), 32.5 (CH,), 33.8 (CH,), 34.4 (CH,), 34.5
(CH,), 39.8 (CH; Far), 40.5 (CH; Far), 44.6 (¢-CH; Lys), 50.4 (OCH3), 53.5 (a-CH), 54.2
(a-CH), 54.5 (a-CH; Pal), 56.0 (a-CH), 56.1 (a-CH), 57.1 (a-CH), 64.8 (B-CH; Ser),
67.3 (OCH,CH=CH,), 115.1 (OCH,CH=CH,), 117.1 (CH Far), 121.7 (CH Far), 122.5
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(CH Far), 133.9 (C Far), 137.5 (OCH,CH=CH,), 138.8 (C Far), 139.3 (C Far), 157.5
(C=0 Urethan), 170.9 (C=0 Amid), 172.0 (C=O Ester), 174.7 (C=O Amid), 175.4 (C=0
Amid), 197.6 (C=0 Thioester).

CssH100NgO11S5 (1153.65).
HRMS (FAB, 3-NBA) fur C58H100N601183Na [M+Na]+ ber.: 1175.6512
gef.:  1175.6524.

N-Acetyl-L-methionyl-L-seryl-S-palmitoyl-L-cysteyl-L-lysyl-S-farnesyl-L-cysteinmethyl-
ester (104)
Ac-Met-Ser-Cys(Pal)-Lys-Cys(Far)-OMe

Eine Losung von 0.050 g (0.04 mmol) Ac-Met-Ser-Cys(Pal)-Lys(Aloc)-Cys(Far)-OMe 103,
0.007 g (0.04 mmol) N,N’-Dimethylbarbitursdure in 6 ml Tetrahydrofuran wird sorgfaltig
entgast. Dann werden 0.007 g (0.01 mmol) Pd(PPhs)s zugegeben und 4 h bei Raumtemperatur
gerithrt. Das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt und das erhaltene
Rohprodukt wird sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Dichlormethan/Ethanol 10:1
(v/v), dann 5:1 (v/v), dann Dichlormethan/Methanol 1:1 (v/v) + 1 % Triethylamin als Eluens

gereinigt.

Ausbeute: 0.034 g (75 %) eines leicht gelblichen Feststoffs.
Schmp.: 69 °C.

[a])): —9.0° (¢ = 0.5, CH;0H).

ReWert: 0.01 (Dichlormethan/Ethanol 10:1 (v/v)).

'H-NMR (CD;O0D, 400 MHz): & = 0.78 (t, J = 6.6 Hz, 3 H, »-CH; Pal), 1.15 (m, 24 H,
12*CH, Pal), 1.49 (s, 6 H 2*CH; Far), 1.57 (s, 6 H, 2*CHs Far), 1.26-1.68 (m, 8 H,
2%CH, Lys, 2*CH, Pal), 1.93 (s, 3 H, CH; Acetyl), 2.00 (s, 3 H, CH; Met), 1.76-2.05
(12 H, B-CH, Met, CH, Lys, 4*CH, Far), 2.46 (m, 2 H, y-CH, Met), 2.68-3.17 (m, 8 H,
o-CH, Pal, 2*B-CH, Cys, -SCH,-), 3.26-3.46 (m, 2 H, e-CH, Lys), 3.64 (s, 3 H, OCHs),
3.68 (m, 1 H, B-CHa, Ser), 3.87 (m, B-CHap Ser), 4.25-4.54 (m, 5 H, 5*a-CH), 5.00 (m,
2 H, 2*CH Far), 5.14 (CH Far).

'3C-NMR (CD;0OD, 100.6 MHz): § = 14.0 (0-CHs Pal), 16.5 (CH; Acetyl), 16.8 (CH; Met),
17.0 (CH; Far), 17.2 (CH; Far), 19.3 (CH; Far), 19.3 (CHa), 21.3 (CHa,), 24.0 (CH,), 24.3
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(CH»), 25.3 (CHj; Far), 28.6 (CH»), 29.2 (CH»), 29.3 (CH»), 30.0 (CH>), 30.0 (CH,), 30.3
(CH»), 30.3 (CH>), 30.3 (CH,), 30.3 (CH,), 30.3 (CH»), 30.3 (CH>), 30.3 (CH>), 30.3
(CHy), 30.9 (CH,), 31.8 (CHa), 32.5 (CH»), 33.8 (CH,), 34.4 (CH,), 34.5 (CH>), 39.8 (CH
Far), 40.5 (CH; Far), 44.6 (¢-CH; Lys), 50.4 (OCHs), 53.5 (a-CH), 54.2 (a-CH), 54.5
(a-CH, Pal), 56.0 (a-CH), 56.1 (a-CH), 57.1 (a-CH), 64.8 (B-CH, Ser), 117.1 (CH Far),
121.7 (CH Far), 122.5 (CH Far), 133.9 (C Far), 138.8 (C Far), 139.3 (C Far), 170.9 (C=0
Amid), 172.0 (C=O Ester), 174.7 (C=0O Amid), 175.4 (C=O Amid), 197.6 (C=0O
Thioester).

Cs4HogNcOoS;5 (1069.57).
HRMS (FAB, 3-NBA) fiir Cs4Ho7Ns00S3 [M+H]": ber..  1069.6480
gef.:  1069.6503.

6.8. Versuche zu Kapitel 4.8.

6.8.1. Puffer- und Probenvorbereitung

Vorbereitung und Lagerung von ADIFAB

200 ug ADIFAB (MW = 15350 g/mol) werden in 1000 ul Lagerungspuffer gelost und bei
—80 °C aufbewahrt. Der Lagerungspuffer besteht aus 50 mM HEPES, 1 mM EDTA, 0.5 mM
PMSF und 0.05 % NaNj; (w/v) bei einem pH-Wert von 8.0. Hierbei resultiert eine finale
Konzentration von ADIFAB von 13 uM.

Vorbereitung der Substratlosung

4 mg (3.74 umol) Ac-Met-Ser-Cys(Pal)-Lys-Cys(Far)-OMe 104 werden in 500 pl
Dimethylsulfoxid gelost. Von dieser Losung werden 5 pl ad 50 pl mit Probenpuffer (20 mM
HEPES, 150 mM NacCl, 5 mM KCI, 1 mM Na,HPOy,, pH 7.4) verdiinnt.
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Vorbereitung der Inhibitorlosungen

Von sidmtlichen untersuchten Inhibitoren wurden fiir die Einstellung der verschiedenen
Messkonzentrationen jeweils drei Stammldsungen unterschiedlicher Konzentration angesetzt.

Folgende Vorgehensweise wurde hierbei gewéhlt:

e Stammldsung 1: Je nach Molmasse des Inhibitors wurden 2.0 bis 8.5 mg desselben in

200 bis 500 pul Dimethylsulfoxid gelost, sodass Konzentrationen von 9.1 bis 25.6 mM

resultierten.

e Stammldsung 2: Von obigen Losungen wurden jeweils 5 pl mit Probenpuffer auf

1000 pl verdiinnt. Hierbei resultierten Konzentrationen von 45.3 bis 128.2 uM.

e Stammlésung 3: Von den Losungen 2 wurden jeweils 10 pl mit Probenpuffer auf

100 pl verdiinnt. Hierbei resultierten Konzentrationen von 4.5 bis 12.8 uM.

Verwendete APT1-Losung

Die verwendete APT1-Losung resultiert aus der Isolierung des Enzyms nach Duncan und

[14

Gilman'* und setzt sich zusammen aus 30 pg APTI in 10 ml Puffer bestehend aus 50 mM

HEPES, 2 mM MgCl,, 1 mM EDTA und 7.5 mM CHAPS bei einem pH-Wert von 8.0.

6.8.2. Durchfiihrung der Inhibitionstests

Bestimmung der maximalen Palmitatkonzentration

In eine Quarz-Kiivette mit 1.5 ml Probenpuffer werden 2 pl Subtratlosung pipettiert

(Messkonzentration: 1 uM). Nun werden bei einer Anregungswellenlinge von 386 nm die

Fluoreszenzemissionen bei 432 nm und 505 nm gemessen (752, I124). Anschliessend

werden 10 pul ADIFAB-L6sung hinzupipettiert (Messkonzentration: 100 nM). Nun werden

wiederum die Fluoreszenzemissionen bei 432 nm und 505 nm gemessen (13, 1.;,). Hieraus

wird der Ry-Wert folgendermaflen berechnet:

0 blank
1 505 I 505

0 blank
1 432 1 432
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Nun werden 20 pl APT1-Losung zupipettiert (Messkonzentration: 1.6 pM) und nach 15-
miniitiger Inkubation bei 25 °C die Fluoreszenzemission bei 432 nm und 505 nm mindestens

achtmal gemessen und hieraus ein Mittelwert gebildet (7, /,3,).
Hieraus ldsst sich der R-Wert folgendermaf3en berechnen:

blank
_ LTsos = Lsos

blank
1 432 1 432

Die Berechnung der Konzentration an freigesetztem Palmitat erfolgt nach folgender Formel:

R-R, | [ADIFAB],, *19.5*(R-R,)

[Pal] = Kg*19.5*
11.5-R 11.5-R+19.5*(R-R,)

Hierbei betrigt K4 = 0.28 uM und [ADIFAB] 51 = 100 nM.

Bestimmung der 1Cso-Werte der Inhibitoren

Die Bestimmung des freigesetzten Palmitats in Anwesenheit des jeweiligen Inhibitors erfolgt

auf gleichem Wege wie oben beschrieben. Die Bestimmung der Blank-Werte (752, 124"

erfolgt jedoch erst nach Zupipettieren der entsprechenden Inhibitormenge aus den drei
vorbereiteten Stammldsungen, um die gewliinschten Inhibitor-Konzentrationen zu erhalten.
Die weitere Vorgehensweise ist gleich. Fiir die Berechnung der ICso-Werte werden die
gemessenen Palmitat-Konzentrationen prozentual auf die vorher bestimmte maximale
Palmitat-Konzentration bezogen. Es erfolgt dann ein Kurven-Fitting unter Zuhilfenahme des

Programms Origin®.

Ergebnisse der Inhibitionstests

Die Ergebnisse der Inhibitionstests flir die jeweiligen Inhibitoren sind in den folgenden
Tabellen zusammengefaf3t. Die obere Zeile gibt dabei die jeweilige Inhibitor-Konzentration
an. In der zugehorigen unteren Zeile ist das prozentuale Verhiltnis der Freisetzung von

Palmitat beziiglich des Maximalwerts ohne Inhibitor eingetragen.
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Benzodiazepine Inhibitor-Konzentration [nM] ICq,
% Palmitat vom Maximalwert (xStandardabweichung)
0 10 50 100 250 1000
1 100.00 9599 2364 20.12 13.85 0.00 27nM =5

(£10.00) (+£48.37) (£24.64) (£25.60) (£45.35) (£10.00)

0 10 30 50 100 150 200 250 1000

2 100.00 97.13 86.56 7252 5489 2631 1023  0.00 0.00 97 nM £ 8
(+£10.00) (+8.65) (£6.07) (£7.61) (£7.20) (+6.12) (+9.48) (£7.17) (£10.00)
0 10 50 100 150 200 250 1000
22 100.00 101.14 96.82 9259 4893  9.46 3.95 0.00 148 nM + 6
(+£10.00) (£7.58) (£8.00) (+6.03) (£12.35) (£0.68) (+13.30) (+10.00)
0 10 100 500 1000 10000
26 100.00 9450 59.99 2353  0.00 0.00 149 nM + 30
(+10.00) (£10.93) (£29.00) (+10.00) (x10.00) (+10.00)
0 10 500 1000 10000  10°
3 100.00  99.87 9457  92.62 7262  0.00 26 p\M =17
(+10.00) (£9.41) (£7.11) (+14.97) (£13.23) (£10.00)
0 10 1000 100000 10’
28 100.00 9930 78.98  70.57  0.00 252 uM + 159

(£10.00) (+£5.40) (+10.56) (+20.48) (+10.00)

Tabelle 1: Ergebnisse der untersuchten Benzodiazepine.

Proline Inhibitor-Konzentration [nM]

IC
% Palmitat vom Maximalwert (+Standardabweichung) 0

48

0 42 76 98 179 208 1000

100.00 7549 4977 17.88 1531 1276 0.0  61nM=6
(£10.00) (+8.85) (+6.78) (£10.00) (£7.60) (+4.59) (+10.00)

0 10 100 250 500 1000 10000

100.00 88.94 5935 3374 701 000 0.0 140nM=18
(£10.00) (£7.77) (+4.19) (£3.81) (£14.47) (£10.00) (+10.00)

0 100 1000 5000 10000 10

100.00 9597 53.60 21.07  0.00  0.00 1223 nM + 258
(£10.00) (£6.52) (£14.54) (£6.94) (£10.00) (£10.00)

Tabelle 2: Ergebnisse der untersuchten Proline.
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Lactame Inhibitor-Konzentration [nM] ICy

% Palmitat vom Maximalwert (xStandardabweichung)

0 1 500 750 900 1000 10000
70 100.00 100.00 7574 40.18 1129 117 0.0 725nM=19
(£10.00) (+8.85) (£12.32) (£19.11) (£12.03) (£14.50) (+10.00)
0 10 100 500 1000 10000
71 100.00 87.82 9093 10536 3192  0.00 975 nM =7

(£10.00) (£6.81) (£19.95) (£6.01) (£7.21) (£10.00)

Tabelle 3: Ergebnisse der untersuchten Lactame.

Pentapeptide Inhibitor-Konzentration [nM] ICy

% Palmitat vom Maximalwert (£Standardabweichung)

0 10 150 500 1000
9 100.00 8773 4897  7.66  0.00 147 nM + 20
(£10.00) (£16.98) (£12.23) (+34.89) (+10.00)
0 10 100 250 350 500 1000
8 100.00 9581 9123 7809 1750 0.00 0.0 291nM=11
(£10.00) (£12.28) (+4.26) (+3.15) (£7.60) (£10.00) (:10.00)
0 10 100 500 1000 5000 10000
85 100.00 100.00 100.13 101.75 59.97 1673  0.00 1583 nM +240

(+£10.00) (+20.50) (£10.70) (+35.57) (£5.45) (£15.35) (10.00)

Tabelle 4: Ergebisse der untersuchten Pentapetide.

Tripeptide Inhibitor-Konzentration [nM] ICq

% Palmitat vom Maximalwert (+Standardabweichung)

0 50 75 100 500 1000 10000
10 100.00 78.62 3239 88  3.89 000 000  65nM3
(£10.00) (£8.94) (£2.99) (£2.74) (£8.20) (£10.00) (10.00)
0 10 100 500 1000 5000
98 100.00 8638 7947 224  0.00  0.00 153 nM 21

(£10.00) (£12.25) (£10.13) (£6.80) (£10.00) (£10.00)

Tabelle 5: Ergebnisse der untersuchten Tripeptide.
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8. Anhang

Abkirzungsverzeichnis

abs. absolut

Ac Acetyl

ACBP Acyl-CoA binding protein

ADIFAB acrylodated intestinal fatty acid binding protein
All Allyl

Aloc Allyloxycarbonyl

APTI1 Acyl-Protein-Thioesterase 1

arom. aromatisch

ber. berechnet

Boc tert-Butyloxycarbonyl

Bu Butyl

Bzl Benzyl

CaM Ca*"-Modulin

CoA Coenzym A

Cpf Carboxylesterase aus Pseudomonas fluorescens
Dap Diaminopropionséure

DIPEA Diisopropylethylamin

DMA N, N-Dimethylacetamid

DMAP N, N-Dimethylaminopyridin

DMB N, N’-Dimethylbarbitursdure

DMF N, N-Dimethylformamid

DMP Dess-Martin-Periodinan

DMSO Dimethylsulfoxid

DTT 1,4-Dithiothreitol

EDC N-(3-Dimethylaminopropyl)-N -ethylcarbodiimidhydrochlorid
EDTA Ethylendiamintetraacetat

EI electron impact

eNOS Endothel-Stickstoffmonoxid-Synthase

ER Endoplasmatisches Retikulum
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Et

FAB
Far
FPP
FPT
Ftase
GCMS
gef.
GGPTL II
GPCR
G-Protein
GTPase
HEPES
Hhe
HMDS
HOBt
HRMS
HWE
Hz

ICso
ImH
Me
MIC
min

Ms
3-NBA
NMR
NMT
NSF
Pal
PalTase
PAT
pcCMT
Pf

Ethyl

fast atom bombardment

Farnesyl

Farnesylpyrophosphat
Farnesyl-Protein-Transferase
Farnesyltransferase
Gaschromatographie-Massenspektrometrie
gefunden
Geranylgeranyl-Protein-Transferase I, 11
G-protein coupled receptor
Guaninnukleotid-bindendes Protein
Guanosintriphosphatase
N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N-2-ethansulfonsédure
2-(S)-Amino-5-hydroxyheneicosansiure
Hexamethyldisilazid
1-Hydroxybenzotriazol

high resolution mass spectrometry
Horner-Wadsworth-Emmons

Hertz

Inhibitorkonzentration, bei der 50 % der Enzymaktivitét blockiert sind
Imidazol

Methyl

Maleinimidocaproyl

Minuten

Methansulfonyl

3-Nitrobenzylalkohol

nuclear magnetic resonance
N-Myristoyltransferase
N-Ethylmaleimid-sensitiver Faktor
Palmitoyl

Palmitoyltransferase
Palmitoyl-Acyl-Transferase
Prenylcysteincarboxymethyltransferase

Phenylfluorenyl
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Ph Phenyl

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid
PPT1, 2 Palmitoyl-Protein-Thioesterase 1, 2
quant. quantitativ

Rab von Ras-like in rat brain

Ras von rat sarcoma

R¢ Retentionsfaktor

Schmp. Schmelzpunkt

SFV Semikli-Forest-Virus

SNAP soluble NSF attachment protein
SNARE SNAP receptor

Src von sarcoma

TBAI Tetrabutylammoniumiodid
TBDPS tert-Butyldiphenylsilyl

tert tertidr

TFA Trifluoressigsdure

THF Tetrahydrofuran

TMS Trimethylsilyl

o-Tol ortho-Tolyl

TsOH para-Toluolsulfonsiure

Aminosduren werden in der liblichen Weise durch den Dreibuchstaben-Code abgekiirzt (vgl.
IUPAC-IUB Commission of Biochemical Nomenclature, Pure Appl. Chem. 1982, 54, 1517
und 1525).
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