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Abkiirzungsverzeichnis

Aquiv. Aquivalente

arom. aromatisch

ber. berechnet

Boc N-tert-Butoxycarbonyl

BSA Rinderserumalbumin

CIP 2-Chlor-1,3-dimethyl-2-imidazolinium-hexafluorophosphat
Cbz N-Benzyloxycarbonyl

CHAPS 3[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]propansulfonsidure
CSA Camphersulfonsédure

Dansyl 5-Dimethylamino-naphtalin-1-sulfonyl

DCC N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid

DEAD Diethylazodicarboxylat

DHB 2,5-Dihydroxybenzoesédure

DIAD Diisopropylazodicarboxylat

DIC N,N’-Diisopropylcarbodiimid

DIEA N,N-Diisopropylethylamin, Hiinig-Base

DMAP 4-Dimethylamino-pyridin

DME Dimethoxyethan

DMF N,N-Dimethylformamid

DPPA Diphenylphosphorylazid

Drift diffuse Reflektion

EDC N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-ethyl-carbodiimid-hydrochlorid
GDP Guanosindiphosphat

GGPP GeranylGeranylpyrophosphat

DAPI 4’ ,6-Diamidino-2-phenylindol-dihydrochlorid

DTE 1,4-Dithioerythritol

DTT 1,4-Dithiothreitol

DOPA 3,4-Dihydroxyphenylalanin

EDC N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-ethyl-carbodiimid-hydrochlorid
EIl Electron Impact

EMS Ethylmethylsulfild

ESI Elektronenspray lonisation

FAB Fast Atom Bombardment

Far Farnesyl

Fmoc N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl

FPP Farnesylpyrophosphat

gem. gemessen

GerGer GeranylGeranyl

HAPyU 1-(1-Pyrrolidinyl-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]pyridin- 1 ylmethylen)pyrrolidinium

hexafluorophosphat-N-oxid)



HATU N-[(dimethylamino)-1H-1,2,3-triazolo-[4,5b]pyridin-1-yl-methylen]-/N-
methylmethanaminium hexafluorophosphat-N-oxid

HBTU N-[(1H-Benzotriazol-1-yl)(dimethylamino)methylen]-N-methylmethanamini-
um-hexafluorophosphat-/N-oxid

Hepes 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonsaure

His Histidyl

HOACc Essigsdure

HOAt 7-Aza-1-hydroxybenzotriazol

HOBt 1-Hydroxybenzotriazol

HOSu N-Hydroxysuccinimid

HPLC Hochdruckfliissigchromatographie

HRMS Hochaufgeloste Massenspektrometrie

Lsg. Losung

MALDI Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation

MS Massenspektrometrie

MTBD 7-Methyl-1,5,7-triazabicyclo[4.4.0]dec-5-en

3-NBA 3-Nitrobenzylalkohol

NMA N-Methylanilin

NMP 1-Methyl-2-pyrrolidon

PAGE Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese

PBS Phosphat-gepufferte NaCl-Lsg.

PyAOP (7-Azabenzotriazol-1-yloxy)tris(pyrrolidino)phosphonium-hexafluorophosphat
PyBOP (Benzotriazol-1-yloxy)tris(pyrrolidino)phosphonium-hexafluorophosphat
PyBroP Bromotris(pyrrolidino)phosphonium-hexafluorophosphat
RT Raumtemperatur

SDS Natriumdodecylsulfat

TES Triethylsilan

TFFH Tetramethylfluoroformamidinium-hexafluorophosphat
THF Tetrahydrofuran

TFA Trifluoressigsdure

TIPS Triisopropylsilan

TMS Tetramethylsilan

TOF Time of Flight

TosOH p-Toluolsulfonsdure

Tosyl Toluolsulfonyl

Tris 2-Amino-2-hydroxymethyl-propan-1,3-diol

TRITC Tetramethylrhodamin B Isothiocyanat

Tyr Tyrosyl
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Nachdem wihrend des 2. Weltkriegs ein mit grolen Mengen des Kampfstoffs S-Lost
(Senfgas) beladenes Schiff bombardiert worden war, stellte man bei den zahlreichen Opfern
unter anderem Schidigungen der stark proliferierenden Zellen fest.!"! Auf der Basis dieser
Erkenntnisse wurden die strukturell verwandten N-Lost-Analoga als Zytostatika entwickelt,
die noch heute zu den meist verwendeten Chemotherapeutika in der klinischen Tumor-
behandlung zihlen.!""  Dieses Beispiel soll die Verzweiflung wiederspiegeln, mit welcher der
Kampf gegen die Krankheit Krebs gefiihrt wird, denn die Nebenwirkungen dieser und vieler
anderer Zytostatika sind betrdchtlich: Sie reichen von Erbrechen, Gewichtsverlust und
Krampfen bis zu schwersten Organschidden und paradoxerweise Auslosung weiterer maligner

(23] Zwar zeigen zwischenzeitlich Medikamente neueren Typs geringere

Transformationen.
toxische Effekte, doch sind diese héufig auf spezielle Krebsarten beschrinkt. AuBerdem
erzwingt die drohende Resistenzentwicklung vieler aggressiver Tumore eine Kombinations-
therapie mehrerer Priparate mit unterschiedlichen Wirkmechanismen. ¥ Trotz aller Fort-
schritte auf diagnostischem und therapeutischem Gebiet, liegen bei den hdufig auftretenden
soliden Tumoren die Heilungschancen bei unter 20%, so dass Krebs zu den hdufigsten Todes-
ursachen in den Industrieléindern gehort. [2.4]

Zur Entwicklung von Tumortherapeutika wurden in der Vergangenheit vornehmlich Stra-
tegien verfolgt, die auf die erhohte Proliferationsrate von Tumorzellen im Vergleich zu ge-
sundem Gewebe abzielen."”) Damit 148t sich jedoch nur eine begrenzte Selektivitit erzielen, so
dass die ausgelibte Zytotoxizitit zu den oben beschriebenen, gravierenden Nebenwirkungen
fiihrt. Alternative Angriffspunkte blieben oft auf Grund der ungeniigenden Kenntnisse der
zelluldren Abldufe verschlossen. Mit den revolutionédren Fortschritten auf den Gebieten der
Molekularbiologie, Zellbiologie und Biochemie in den letzten 20 Jahren konnte ein wichtiger
Teil der zelluldren Vorginge auf molekularer Ebene aufgeklirt werden.””) Damit verbunden
war ein grofler Erkenntnisgewinn in Bezug auf die Ursachen und die biochemischen
Verdnderungen, die in einer transformierten Zelle auftreten und schlieBlich zur Tumorbildung
filhren. Man hat festgestellt, dass zur malignen Transformation einer Zelle Mutationen in
mehreren speziellen Genen, den sogenannten Onkogenen, vorliegen miissen.!” ” Diese
kodieren sowohl fiir Proteine intrazelluldrer Signalkaskaden, die zellteilungs- und
wachstumsregulierende Signale auslosen oder weiterleiten, als auch fiir Kontrollproteine,

(2641 " die den Zell-Cyclus steuern und genetischen Defekten

sogenannte Tumorsuppressoren
entgegenwirken. Die resultierenden Gen-Produkte weisen oft Defekte auf, die zu

unkontrolliertem Wachstum fiihren. Eine derartige Tumorzelle entzieht sich somit den
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internen Regulationsmechanismen und dadurch den natiirlichen Grenzen, die -einer
untransformierten Zelle auferlegt werden. Aktuelle rationale Ansdtze basieren auf einem
gezielten Eingriff in die gestorten molekularen Signalwege und -mechanismen, um dadurch
die malignen Effekte zu stoppen. Somit wird nicht mehr unspezifisch auf die Tumorzelle und
deren iiberméfigem Proliferationscharakter abgezielt, sondern einzelne Schliisselelemente der
Signalkaskaden werden anvisiert, fiir die das Design entsprechender Modulatoren erforderlich
ist. Diese Strategie wird unter dem Begriff Signaltransduktionstherapie zusammengefaft.™
Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Synthese und der biologischen Evaluierung von
Hemmern der Farnesyltransferase, einem Enzym, welches in direktem Zusammenhang mit
fehlgesteuerten, krebsrelevanten Signalproteinen steht. Von Vertretern dieser Wirkstoftklasse
ist bekannt, dass sie eine Tumorriickbildung bewirken, indem sie die Reaktivierung intrazel-

luldrer Programme ausldsen, welche zur Selbstzerstérung defekter Zellen fithren.!!



2. Allgemeiner Teil 3

2. Alligemeiner Teil

2.1 Apoptose und Krebs

Der Begriff Apoptose beschreibt einen natiirlich ablaufenden Vorgang, bei dem sich eine
Zelle nach einem genau festgelegten Programm selbst zerstort, so dass dieser Prozess als

programmierter Zelltod bezeichnet wird.!'”

Der Ablauf ist von charakteristischen
Verianderungen der Zellmorphologie begleitet, durch die er sich deutlich vom nekrotischen
Zelltod unterscheiden 148t."'"! Die Apoptose liuft in mehreren Phasen ab.” '] Nach Empfang
des apoptotischen Signals rundet sich die Zelle ab, gefolgt von Kondensation der DNA mit
anschliefender Kern-Fragmentierung. Schlie8lich zerfillt die Zelle in mehrere Vesikel,
sogenannte apoptotische Korperchen, welche von benachbarten Zellen phagozytiert werden.
Bei diesem Vorgang handelt es sich einerseits um einen regulativen Prozess des Organismus,
der zum Ziel hat, iiberschiissige oder unerwiinschte Zellen zu eliminieren, andererseits kommt
der Apoptose eine essentielle Abwehrfunktion gegeniiber mutierten oder von Krankheits-
erregern befallenen Zellen zu, die auf diese Weise unschidlich gemacht werden.!'”!

Im Zusammenhang mit der Krebs-Abwehr spielt unter anderem das Tumorsuppressorprotein
p53 eine entscheidende Rolle.!"* ' Treten in einer Zelle irreperable Genmutationen auf, so
initiiert p53 ein spezifisches Signal, welches das apoptotische Programm startet!'’

(Schema 1).

Irreparabler
Genet. Defekt

Desaktlv

| i i Proteasen
m‘ BAK | Freisetz, Cytochrom C M» Aktiv.
Nucleasen
APAF1 |/ +

Zellabbau

Schema 1: Auslosung von Apoptose durch die p53-BAK/BAX-Kaskade
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Hierdurch werden Proteine der BCL-2-Familie aktiviert, wie BAK und BAX,[16] die die
Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien bewirken.!'” ' Das eigentliche BCL-2-
Protein besitzt anti-apoptotische Eigenschaften durch Bildung eines Dimers mit BAX,!"" 2
gibt aber im Rahmen der Apoptose-Kaskade BAX frei. Cytochrom C 16st im Zusammen-
wirken mit APAF1 (Apoptotische Proteolyse-aktivierender Faktor 1) die Aktivierung von
Caspasen *"***1 hochkonservierten Asparaginsiure-spezifischen Cysteinyl-Proteasen, aus, die
in einer komplexen Proteolyse-Kaskade weitere Proteasen und Nucleasen freisetzen.”
Diese fithren den koordiniert ablaufenden Abbau der DNA, der Organellen und Zell-
Kompartimente durch, was zur Auflosung der Zell-Einheit fiihrt. Hierbei ist anzumerken, dass
die p53-BAK/BAX-Kaskade nur eine von mehreren Mechanismen ist, Caspasen zu aktivieren

und damit Apoptose hervorzurufen.”

Bei der Cancerogenese sind durch Genmutation wichtige Schaltstellen der Apoptose-
Signalkette betroffen, die ihre vorgesehene Funktion nicht mehr erfiillen, so dass als Konse-
quenz die notwendige Zelleliminierung nicht mehr ausgefiihrt werden kann und die Zelle
diese Eigenkontrolle verliert. Damit sind - gepaart mit weiteren Gen-Defekten, die Zellcyclus
oder Wachstumskontrolle autheben und zu unkontrollierter Zellproliferation fithren — grund-
legende Voraussetzungen fiir die Tumorbildung gegeben. In diesem Zusammenhang ist in

o 6,7,25
erster Linie der Tumorsuppressor p53 zu nennen,!® "+ %!

welcher aufgrund von Mutation nicht
mehr in der Lage ist, den Apoptose-Prozess zu initiieren. Tatsdchlich werden in ca. 50% aller
menschlicher Tumore p53-Mutationen vorgefunden.”) Da p53 wiederum von sogenannten
Mdm2-Proteinen kontrolliert wird, kann eine Mutation in dem zugehoérigen Gen zu einer
Uberexpression dieser Proteine filhren und trotz intaktem p53 die Apoptosekaskade
lahmgelegt werden.!® Weiterhin kénnen Gen-Defekte zu einer vermehrten Expression von
BCL-2 fiihren, wodurch eine verstirkte Apoptoschemmung die Folge ist. Gewisse
Verbindungen, darunter Farnesyltranferase-Inhibitoren, 16sen in transformierten Zellen Effek-

te aus, die den Apoptosemechanismus starten kénnen.™

2.2 Inhibition der Farnesyltransferase

Bei der intrazelluldren Signaliibertragung spielen eine Reihe von membrangebundenen

Proteinen eine entscheidende Rolle, denen zentrale Schliisselfunktionen bei der Regulation

26]

von Zellwachstum, -teilung und -proliferation zugewiesen werden.”® Bei einigen der

Wichtigsten dieser molekularen Schalter handelt es sich um Proteine der Ras-Superfamilie.
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Von dem Hauptvertreter Ras sind die vier Varianten H-Ras, N-Ras, K-Ras4A und K-Ras4B
bekannt.!*”! Mutationen in den zugehdrigen Genen, ausgewiesenen Onkogenen, konnen zu ir-
reversiblen Ras-Fehlfunktionen fiihren, wodurch permanent Wachstumssignale generiert wer-
den und damit unkontrolliertes Zell-Wachstum und Tumorbildung die Folge sein konnen.
Dementsprechend findet man in ca. 30% aller menschlichen Tumore Ras-Mutationen. Bei den
Hauptkrebsarten wie Darm-, Brust- und Bauchspeicheldriisenkrebs liegt die Mutationsrate
sogar bei bis zu 80%, wobei hier K-Ras4B-Defekte vorherrschend sind.*”  Aufgrund der
Tatsache, dass erst eine posttranslationale Lipidmodifizierung die Membranverankerung und

> 2% 21 wyird die Verhinderung der

5, 30-32]

damit die volle biologische Aktivitit von Ras ermdglicht,!
Ras-Prenylierung als neue Strategie in der Tumortherapie angesehen.| Diese
Lipidierung wird katalysiert durch das heterodimere Enzym Farnesyltransferase (FTase), ein
aus zwei Untereinheiten bestehendes 94 kDa grof3es Protein, welches Zink und Magnesium
fir seine Aktivitdt bendtigt.”*! Mittels der FTase wird der Farnesylrest eines Farnesyl-
pyrophosphats (FPP) auf das Cystein einer endstindigen CAAX-Erkennungs-Sequenz des

Proteins iibertragen. (Schema 2)

SH SLipid

f Lipid-P,0-
Transferase

C =Cys A =aliphat. Aminosdure  Transferase: FTase oder GGTase | Lipid: Far oder GerGer

FTase:  FarP,0; X = Met, GIn, Ser Far = A X DY

GGTase I: GerGerP,0; X=Leu GerGer = S e X Aty

Schema 2: Farnesylierung und GeranylGeranylierung von Signalproteinen durch Farnesyl-

transferase (FTase) und Geranylgeranyltransferase I (GGTase I)

C steht fiir Cystein, A fiir eine aliphatische Aminosdure und X fiir Methionin, Serin oder
Glutamin. Hierbei erkennt das Enzym sowohl Farnesylrest und Phosphatgruppe des FPP-
Substrats, als auch die CAAX-Endsequenz von Ras oder anderer Signalproteine. Nach diesem
Prinzip fungieren auch mit FTase verwandte Enzyme wie die GeranylGeranyltransferase I
(GGTase 1),** die den Transfer eines GeranylGeranyl-Rests auf Proteine, wie z.B. diejenigen

der Rho-Familie,”” katalysiert. Auch in diesem Fall kommt als Selektivititsmerkmal eine



6 2. Allgemeiner Teil

CAAX-Sequenz des jeweiligen Proteins zum Tragen, wobei im Gegensatz zur FTase an der

Position X die Aminosiure Leucin!>®!

eingebaut ist (Schema 2).

Der Bindungsmodus der Substrate im aktiven Zentrum der FTase konnte durch Kristall-
strukturen von kristallisierten Komplexen aus FTase, FPP- und einem CAAX-Mimetikum,
ermittelt werden (Abbildung 1).B7" 38 Der lipophile Farnesylrest (schwarz) kleidet eine
hydrophobe Tasche, gebildet aus aromatischen Resten, aus, wéihrend das Pyrophosphat
(unten, im Vordergrund) mit einem polaren Bereich (unten, im Vordergrund) wechselwirkt.
Demgegeniiber bindet das C-terminale Carboxylat von CVFM an basischen Aminosdure-
resten eines hydrophilen FTase-Kompartiments (rechts oben) und der aromatische Rest von
Aminosiure A” in eine hydrophobe Tasche. Durch Bindung des Cystein-Thiols (links, mittig),
als Thiolat,”” an das zentrale Zink-Ion (kugelformig, teilweise verdeckt) wird diese
Funktionalitét aktiviert und in unmittelbare Nédhe zum Pyrophosphat gebracht. Im Verlauf der
Farnesylierungsreaktion substituiert das Thiolat-Nucleophil die Pyrophosphatgruppe und
bildet die C-S-Bindung aus, wobei ein Ubergangszustand durchlaufen wird, an welchem das
Zink-Ion direkt beteiligt ist.*”! Die Freisetzung des Produktes gilt als der geschwindigkeitsbe-

stimmende Schritt.*!!

Abbildung 1: Bindung von Farnesylpyrophosphat und CAAX-Mimetikum (CVFM-Peptid) im

aktiven Zentrum der Farnesyltransferase

Basierend auf diesen Erkenntnissen wurden sowohl von akademischer als auch von

industrieller Seite intensive Forschungsaktivititen unternommen, wirksame FTase-Inhibitoren
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B1 139 ©2Ipjese  Arbeiten

zu entwickeln und deren Effekte in vitro und in vivo aufzukliren.
fiihrten zu einer Reihe von hocheffizienten Inhibitoren der FTase mit Aktivititen im
einstelligen nanomolaren bis teilweise sub-nanomolaren Bereich. Ferner konnte hohe Selek-
tivitit gegeniiber anderen Prenyltransferasen wie der GGTase I erzielt werden. Nach kurzer
Zeit wurden die ersten Kandidaten préklinischen und darauffolgend klinischen Studien unter-
zogen. Tatsdchlich zeigen diese Substanzen im Tierversuch ausgeprigte Anti-Tumor-Wir-
kung: Tumorstatische Effekte oder Tumorregression. Uberraschenderweise wurden keine nen-
nenswerten Nebenwirkungen festgestellt, was einen immensen Fortschritt im Bereich der
Krebstherapeutika bedeutet. Zurzeit befinden sich mindestens sechs verschiedene Kandidaten

in fortgeschrittenen klinischen Phasen.*]

Gewisse Resultate erscheinen vielversprech-
end”” *?: vor allem in Kombination mit bereits etablierten Tumortherapeutika ist die Anwen-
dung von FTase-Inhibitoren duBerst erfolgreich,”? endgiiltige Ergebnisse bleiben jedoch noch
abzuwarten.

Parallel zu den klinischen Studien wurden die moglichen Wirkungswege der FTase-Inhi-
bitoren untersucht. Die insgesamt beobachteten Effekte sind nicht einheitlich und hingen von
dem jeweiligen Wirkstoff, der betrachteten Tumorzelllinie und dem Charakter der ent-
sprechenden Mutation ab.””’ Die Hemmung des Tumorwachstums wird auf den Stopp des
Zellcyclus in der GO/G1 oder G2/M-Phase zuriickgefiihrt, kann aber auch ohne Beeinflussung

[44]

des Zell-Cyclus ablaufen. Die festgestellte Tumorregression soll eine Folge von

(9]

ausgeloster Apoptose sein.'” Als Erkldrung wird die mogliche Beeinflussung des

Phosphoinositid-3/AKT2-Signalwegs angesehen,[45’ 46]

worauf zwar einige Befunde hindeu-
ten, endgiiltige Klarheit besteht jedoch nicht. In diesem Kontext ist zu erwdhnen, dass Inhi-
bitoren der GGTase I ebenfalls Tumorwachstum hemmen und Apoptose auslésen konnen,
aber analog zu den FTase-Inhibitoren die Wirkungsweise unverstanden ist.[*’*
Untersuchungen zeigten, dass im Gegensatz zu den urspriinglichen Annahmen, die beo-
bachteten Effekte nicht in unmittelbarem Zusammenhang mit der Ras-Lipidierung stehen.”*"
%0- 311 Eg gibt Hinweise, dass die festgestellten Wirkungen durch die Hemmung der Farne-
sylierung des Proteins Rho B ausgelost werden, einem Signalprotein, welches u. a. Zellei-
genschaften wie Adhision, Transkription und Uberleben der Zelle regelt.”” Andere Erken-

ntnisse sprechen jedoch gegen diese Theorie.™

Bis zum jetzigen Zeitpunkt ist trotz des wahrscheinlichen Erfolgs der FTase-Inhibitoren als
faktisch nebenwirkungsfreie Tumortherapeutika unklar, welche Zielproteine von ihrer
Wirkung betroffen sind und welche Mechanismen schlieBlich zu den Effekten Cellcyclus-

Blockade und Apoptose fiihren.
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2.3 Entwicklung von Farnesyltransferase-Inhibitoren

Der Ausgangspunkt fiir die Entwicklung von FTase-Inhibitoren war die CVIM-Endsequenz
von K-Ras 1 (Abbildung 2).*! Durch Variation der Aminoséuren fand man nach kurzer Zeit
heraus, dass es sich bei den Tetrapeptid CVFM 2 um einen effizienten FTase-Inhibitor
handelt, der selbst nicht farnesyliert wird.”* Tetrapeptide, die aromatische Reste an Position
A’ aufweisen wie CVYM und CVWM zeigen vergleichbare Inhibitionseigenschaften. Das
Cystein ist fiir die Wirkung essentiell, wihrend das endstdndige Methionin nicht unerlasslich
ist, aber unter den getesten Aminosiurebausteinen die besten Ergebnisse lieferte. Uber das
Cystein wird eine starke Bindung zum Zink-Ion der FTase erreicht,”” durch das Methionin
eine Bindung in eine polare Tasche®™, durch welche Selektivitit gegeniiber anderen
Prenyltransferasen wie GGTase erzielt wird. Der aromatische Rest des Phenylalanins bewirkt
eine starke hydrophobe Wechselwirkung mit aromatischen Gruppen im aktiven Zentrum %
(vergleiche hierzu Abbildung 1). Dementsprechend wurden in der ersten Inhibitorgeneration
diese Strukturelemente konserviert, wahrend das Peptidriickgrat durch Mimetika weitgehend
ersetzt wurde (Beispielverbindungen 3-6, 7 und 9, Abbildung 2)°°*. Die Methylester 4 und
6 zeigen im Vergleich zu den freien Sduren 3 und S in vitro geringere Inhibitionswirkung
gegeniiber FTase, in zelluliren Testsystemen wirken die Ester aber als Prodrugs mit besser
Membrangingigkeit und werden in der Zelle zu 3 und § hydrolysiert.[SS’ 361 Da NMR-

[59 [38

Studien™!, obwohl umstritten™®), dafiir sprechen, dass bei der Farnesylierungsreaktion das

Tetrapeptid in einer B-Turn-Konformation vorliegt, wurden gezielt Turnmimetika-Strukturen
wie 5, 6 und 7 eingesetzt.*% "

In den nachfolgenden Optimierungsschritten konnte das C-terminale Methionin erfolgreich
durch aromatische Substituenten ersetzt werden (Verbindungen 9 und 10), wéihrend die in
pharmakologischer Hinsicht problematische Thiol-Funktion gegen einen ebenfalls Zink-
bindenden Imidazol-Rest ausgetauscht wurde (8, 10).57-%!

Die in diesem Forschungsgebiet dominierenden industriellen Arbeitsgruppen nutzten neben
den bereits beschriebenen rationalen Ansitzen in hohem Mafe die kombinatorische Chemie
und das Hoch-Durchsatz-Screening grof8er Substanzbibliotheken zur Suche nach leistungs-
fahigen FTase-Inhibitoren. Diese Vorgehensweise sorgte fiir einen Entwicklungsschub und
brachte hocheffiziente Inhibitoren wie 11°% 1 12?1 ynd 13! hervor. Wihrend bei
Verbindung 12 noch das rationale Konzept erkennbar ist, weisen die Produkte aus Substanz-

bibliothek-Screening, 11 und 13, nahezu keine strukturellen Gemeinsamkeit mit den Tetra-

peptid 2 auf, was eindrucksvoll das Potential der kombinatorischen Chemie belegt. Interessant
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ist hierbei, dass 13 keine Zink-bindendende Pharmakophore enthilt, was beweist, dass eine

derartige Gruppe nicht unerldsslich ist.

-Cys-VaI-IIe-Met Cys-Val-Phe-Met
2

1

0
H
HZN)vll\\l/Ie i N;JLOR
HzN% O O O A\ O \SCHg

HS™ 3 R=H ICg=0.5nM O 5 R=H ICsx=1nM
4 R=CH; ICs=50nM 6 R=CH; ICs=32nM
R? 7 R'= HAN R?=CH;  R®=CONH,
RS T
1 /\‘ lCSO =2.8nM
Ry N HS
H o A
o N

OH
N 8 R'= (J\M R=H  R®=SMe
O HN
JJJ” |C50 =0.79 nM
R= HS & o i
\—( ~NC \
NH, \N

9 10
|C50 =1nM ICSO =21 nM
(0]
74 \ o] m
=~ N\ /O
S NH, g
N WN / r
N N \
H Cl VY Br
N/
CN
R115777 BMS-214662 SCH66336
1 12 13
|C50 =0.9nM |C50 =0.7 nM |C50 =2nM

Abbildung 2: Farnesyltransferase-Inhibitoren (CAAX-Mimetika)
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Bei den Verbindungen 11-13 handelt es sich um hochselektive FTase-Inhibitoren, die
Wirkung sowohl in vitro als auch in vivo zeigen und betrichtliche Anti-Tumor-Effekte
aufweisen. Sie gehoren zu den aussichtsreichsten Entwicklungskandidaten, die zur Zeit die
klinischen Testphasen durchlaufen.[* ® (siehe auch Kapitel 2.2)

Neben diesen ausschlieBlich kompetitiv gegeniiber dem Peptid- bzw. Proteinsubstrat
fungierenden Inhibitoren sind auch Verbindungen bekannt, die selektiv die Farnesyl-Bin-

30-42. %4 Inhibitoren auf der Basis von modifizierten Prenylketten kam

dungstasche blockieren.
keine besondere Bedeutung zu, aufgrund moglicher unselektiver Wirkung gegentiber
Enzymen wie der Squalensynthetase. Einige komplexere FPP-Mimetika haben jedoch
durchaus gewisses Interesse erlangt. Hierzu gehdrt der Naturstoff Manumycin A 14 ! der
neben der FTase das Wachstum K-Ras-transformierter Zellen hemmt (Abbildung 3).
Screening von Substanzbibliotheken lieferte das Pentapeptid 16!° und die Verbindung 15 7.

68]

Optimierung der jeweiligen Leitstruktur fiihrte zu dem verkiirzten Peptoid 18 ) und der

7 7] Im Gegensatz zu den Ausgangssubstanzen zeigen 17

erheblich hydrophileren Substanz 1
und 18 betrichtliche, selektive FTase-Inhibition in Zell-Systemen und weisen signifikante
tumorstatische Effekte auf.

Neben den bisher erwihnten Inhibitoren mit kompetitiver Wirkung gegeniiber einem Substrat,
beschiftigen sich einige Forschungsgruppen mit Bisubstrat-Inhibitoren, Verbindungen die
sowohl das Protein als auch das Farnesyl-Substrat imitieren. Derartige Verbindungen sollten
besonders selektiv sein, dennoch sind hierzu nur wenige Beispiele bekannt. Bei den ersten
Inhibitoren dieser Klasse wurde ein Farnesylrest iiber eine geeignete Briicke mit einem AAX-
Tripeptid verkniipft. Neben der hohen in vitro Aktivitit zeichnen sich die Verbindungen 19!%”
und 217" vor allem durch hohe Selektivitit gegeniiber der GGTase aus, der Methylester von
21 zeigte zelluldre FTase-Inhibition und blockierte Ras-induzierte Zelltransformation. Trotz
dieser vielversprechenden Resultate wurde die weitere Entwicklung wegen ungiinstiger
pharmakologischer Eigenschaften eingestellt. Bei den Verbindungen 20 und 22 soll es sich
um weitere Bisubstratinhibitoren handeln, wofiir Modelling-Studien sprechen.’"! p-
Benzyloxycinnamoyl- und Palmitoylrest scheinen die Lipid-Komponente und das
Peptidmimetikum die CAAX-Gruppe zu reprasentieren. Ein dhnlicher Bindungsmodus diirfte

31274 yorliegen. Bei diesem Bisubstratinhibitor sollten

bei dem Naturstoff Pepticinnamin E 2
die drei zentralen Aminosduren und das Diketopiperazin die CAAX-Box imitieren, wihrend
der Pentenylzimtsiurerest der Farnesylkette entspricht. Aufgrund des modularen Aufbaus der
Verbindungen 20, 22 und 23 sollten diese als interessante Ausgangspunkte fiir

Wirkstoffoptimierung durch kombinatorische Chemie dienen kénnen.
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Abbildung 3: Farnesyltransferase-Inhibitoren (FPP-Mimetika oder Bisubstrat-Analoga)
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2.4 Kombinatorische Festphasensynthese

Seit Einfiihrung der Festphasensynthese im Jahre 1963 wurde dieses Konzept fortwihrend
weiterentwickelt und hat die Synthesechemie revolutioniert. Diese Technik wurde
urspriinglich zum Aufbau von Peptiden geplant und hat damit der Synthese von Bio-

polymeren neue Mboglichkeiten erdffnet!’**.

Eindrucksvolle Synthesebeispiele ganzer
Proteine!™! belegen das Potential der Festphasensynthese, gezielt langkettige, klar definierte
Produkte aufzubauen. Erst spéter, in den 80er Jahren, wurde die Festphase als Methode zur
Parallelsynthese einer grofleren Anzahl von Verbindungen erkannt. Dieses Konzept war eng
mit der Idee der kombinatorischen Chemie verbunden, die Ende der 80er Jahre begriindet

(82, 83

wurde. I Hierbei steht nicht mehr die Synthese einer einzelnen Verbindung im Vorder-

grund, sondern der parallele Aufbau einer sogenannten ,,Substanzbibliothek®, welche aus eini-

gen dutzend bis zu mehreren hunderttausend Verbindungen bestehen kann.!™ *!

Die Anwendung der Kombinatorik liegt neben der Material- und Katalyseforschung vor allem
in der Wirkstoffsuche und -optimierung, als Teil einer modernen medizinisch-chemischen
Strategie, die Entwicklung von Medikamenten zu beschleunigen.®™ In den Anfangszeiten
wurden umfangreiche Bibliotheken, bestehend aus Gemischen von mehreren millionen
Verbindungen, hergestellt. Da aber der Vorteil der schnellen Synthese und Evaluierung in
vielen Fillen durch zeitaufwendige Dekonvulierung und verfilschende Misch-Effekte
aufgehoben wird, geht der Trend in der Kombinatorischen Chemie in Richtung deutlich
kleinerer Bibliotheken™” bzw. zur Parallelsynthese von reinen, definierten Verbindungen.™

Der grundlegende Vorteil der Festphasensynthese gegeniiber der Synthese in Losung liegt in
der Vermeidung arbeits- und zeitintensiver Aufarbeitungs- und Reinigungsschritte, die bei

[86. 9. 90] Nach der Umsetzung am polymeren Triger lassen

jeder Losungssynthese anfallen.
sich die Reagenzien leicht durch Waschen entfernen, so dass die Verwendung grof3er
Reagenziiberschiisse moglich wird, durch welche vollstaindige Umsetzungen erreicht werden
konnen. Reaktions- und Reinigungsschritte sind automatisierbar. Eine wichtige Grund-
voraussetzung fiir diese Arbeitsweise sind aber moglichst vollstdandige Umsetzungen und das
Ausbleiben von Nebenreaktionen, die letztendlich zu unldsbaren Reinigungsproblemen
fiihren konnen. Diese Erfordernisse machen die sorgfiltige Ausarbeitung und Optimierung

der jeweiligen Syntheseschritte notwendig.”"
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2.5 Screening von Substanzbibliotheken

Die steigende Leistungsfihigkeit auf dem Gebiet der kombinatorischen Synthese kann jedoch
nur schwer mit den Fortschritten im Bereich der Screening-Technik konkurrieren. Die Test-
systeme arbeiten hier ebenfalls im Parallelverfahren, iiblicherweise im 384er Mikrotiterplat-
tenformat, wobei der Trend in Richtung Miniaturisierung auf kleinere Formate geht.™®! Die
leistungsfdhigsten Hoch-Durchsatz-Assays konnen iiber 100.000 Verbindungen pro Tag
testen. Eine Vielzahl von Bioassays wurde entwickelt, die auf Effekte gegeniiber Rezeptoren,
Enzymen oder Zellsystemen abzielen.® Beim Screening sind zwei Fille zu unterscheiden:
Der Test von Mischungsbibliotheken und Bibliotheken reiner Substanzen. Die Evaluierung
von Mischungsbibliotheken wird im Verlauf der Leitstruktursuche angewendet, da sie mit
wenig Arbeitsaufwand durch einen einzigen Test-Ansatz Aussagen tber Wirkstoff-
eigenschaften in einer groferen Gruppe von Substanzen machen kann. Neben der auf-
wendigen Dekonvulierung bei positiven Ergebnissen haben die Aussagen meist nur quali-
tativen Charakter. Bei der Leistrukturoptimierung sind Parallel-Assays einzelner, definierter

(86

Verbindungen wirkungsvoller.*® Trotz des héheren Arbeitsaufwands sind hier vergleichbare

Testbedingungen erreichbar und die Moglichkeit gegeben, quantitative Aussagen einschliel3-

lich Dosis-Wirkungsbeziehungen zu erhalten.**!

2.6 Peptidsynthese in Losung und an der Festphase[79’ 92.93]

Die Synthese von Peptiden und somit die Amidkniipfung allgemein gilt als eine der am
héchsten entwickelten Reaktionen in Losung und an der festen Phase.”* Hierbei erfolgt die
Kupplung einer an der Carboxyl-Funktion aktivierten Aminosdure 24 mit der Amino-
Funktion der Komponente 25 zum Peptid 26, wobei die nicht an der Reaktion beteiligten
Funktionen, im allgemeinen auch die Aminosédureseitengruppen, blockiert vorliegen miissen
(Schema 3). Dennoch werden nicht in allen Féllen optimale Ergebnisse erzielt: Neben
unvollstindig verlaufenden Kupplungen und spezifischen Nebenreaktionen bestimmter

[79:931 oilt die Racemisierung der aktivierten Komponente als das Hauptproblem

Aminoséduren
der Peptidsynthese.!”*! Diese unerwiinschten Effekte sind in erheblichem MaBe abhingig von
dem jeweiligen Aminosdurebaustein und der entsprechenden Sequenzabfolge.!””

Racemisierung der aktivierten Aminosédure 27 (Schema 3) erfolgt zum einen durch direkte

basenkatalysierte De- und Reprotonierung an der a-Carbonyl-Funktion, welche zu D/L-
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Gemischen 29 fiihrt und besonders hiufig bei Histidin und Cystein auftritt.”” Diesem

Problem kann durch Verwendung sterisch anspruchsvoller Basen begegnet werden.”®

0 W sc° ¥
H | H 9 Y
N 0
@/ JLX r N O , @N%N)YO\E
R o) - HX R H &

24 25 26

Slel = N-termin. Schutzgruppe = Schutzgruppe = C-termin. Schutzgruppe
d. Seitenfunktion

0O R

o R
RJKN)%(X H ka}ﬁgx

Base H o

(o) R' / 28 29

R Nﬁ(
H 0o +HX || - HX
- HX
27 \
X RYO ro ro
| _— _—
H Nfo NfOH Nfo
a R="N_ % =, . .
. : 8 "
R
30 31 32
b R= RO

Schema 3: Peptidkupplung und Mechanismen der Racemisierung

Als Hauptmechanismus der Racemisierung wird die Cyclisierung der aktivierten Aminosiure
27 zu einem Oxazolon 30 angenommen, welches zum Aromaten 31 tautomerisieren kann. Re-
protonierung flihrt schlieBlich zum D/L-Gemisch 32, das sich zu 29 6ffnen ldsst. Diese Reak-
tion tritt verstarkt bei acyliertem Stickstoffatom auf (27a), demgegeniiber wird bei Urethan-

geschiitzten Verbindungen (27b) die Oxazolonbildung bzw. deren Enolisierung unterdriickt.

Dementsprechend wird als Strategie zum Aufbau von Peptiden an der festen Phase bevorzugt
die N-terminale Verlidngerung gewihlt (Schema 4): Die erste Aminosiure (AS') ist iiber den

C-Terminus via einer Linkergruppe an den polymeren Triager gekniipft. Der néchste Baustein
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33 wird nun an am N-terminus von 34 angehingt. Hierbei kann die aktivierte Komponente 33
stets durch eine geeignete Urethanschutzgruppe SG vor der Racemisierung und anderen Ne-

benreaktionen geschiitzt werden.

N-terminale schrittweise Verkniipfung

K l.
B ) oo v bl Q- B il B

33 34 35
sequenzielle Kuppl.
und Deblock.
Deblock. HN— ag2l— Ag! m |nd LebIot
36
Abspaltung
vom Harz 3 ) ]
MAS3*ASZ—AS1{—O > |AS®—|AS2[—AS
37 38

C-terminale schrittweise Verkniipfung

Kuppl.
Q1 As®—{AS2[—COX * HoN—as' E = ()| ASP | A2 AS

39 40 41

ﬁ
@
3)

N-terminale Segmentverniipfung:

B as?f|as?fcox  HaN—as Q) KRRl B a5t astas—Q

42 43 44

pN

Schema 4: Strategien zur Festphasenpeptidsynthese

Nach Deblockierung wird an die freie Aminofunktion von 36 der nichste Baustein gekuppelt.
Dem Kettenaufbau durch sequenzielle Kupplungs- und Entschiitzungsschritte zum
gewlinschten, festphasengebundenem Zielpeptid 37 folgt dann in der Regel die simultane
Abspaltung vom Linker und der Schutzgruppen (N-terminal und gegebenenfalls
Seitengruppen) zum Zielpeptid 38 (Schema 4).

Zur Festphasensynthese von C-terminal-substituierten Verbindungen mit peptidischen

Partialstrukturen ist oftmals die inverse, C-terminale Verldngerung durch Ankniipfung der
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Amino-Komponente 40 an ein Peptidfragment 39 erforderlich, wobei der Urethanschutz an
der aktivierten Aminoséure (AS?) der Kette 39 ausgeschlossen ist und deshalb betrichtliche
Racemisierungsgefahr gegeben ist (Schema 4). Offensichtlich sind aus diesem Grund nur
wenige aktuelle Beispiele dieses Verlidngerungstyps bekannt.”” °® Die ,urethanfreie* Kupp-
lung findet jedoch in der Fesphasensegmentverkniipfung von aktivierten Peptiden 42 mit der
polymergebundenen Kette 43 zu 44 Anwendung und dementsprechend sind geeignete Me-
thoden ausgearbeitet worden (Schema 4),199-1001

Eine unangenehme Nebenreaktion der N-terminalen Verldngerung ist die Cyclisierung von
Dipeptiden 45 zu Diketopiperazinen 46 (Schema 5).” *> ') Diese sdure- und basenkataly-
sierte Reaktion kann wéhrend der Deblockierung oder im nachfolgenden Kupplungsschritt

auftreten, wobei bestimmte Sequenzabfolgen deren Bildung begiinstigen.”” >

/—\ Base 1)
oder
" Rll
H,N i 6! H® HN/Mw/
2 %N)ﬁ( \RC [— .%{NH c
H R a R =
(e

O

R o) -HOR®

45

Schema 5: Mechanismen der Diketopiperazin-Bildung

Sofern nicht sterisch stark abschirmendende Carboxyl-Maskierungsgruppen SG® bzw.

102]

Festphasenlinker L vom fert-Butyl oder Triphenylmethyl (Trityl)-Typ!'** verwendet werden,

sind zur Vermeidung kurze Entschiitzungszeiten und sorgfiltig kontrollierte Reaktions-

bedingungen empfohlen.” 1!

Die Diketopiperazinbildung ist auch bei der Kupplung in C-terminaler Richtung bekannt.””
Hierbei fallt der Amidstickstoff der vorletzten Aminoséure von 47 in die aktivierte Carbonyl-
Funktion, schlieft den Ring zu 48 und beendet damit die Sequenz (Schema 5). Zur
Unterdriickung dieser Nebenreaktion sind ebenfalls besondere Kupplungsbedingungen und

Reagenzien erforderlich.!”®!
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2.7 Kupplungsreagenzienl%, 101]

Bei der Kniipfung einer Amidbindung ausgehend von Carbonsiure und Amin handelt es sich
um einen Zwei-Schritt-Prozess. Zuerst ist eine geeignete Aktivierung der Carboxyl-Funktion
von 49 erforderlich, dann erfolgt der eigentliche Kupplungsvorgang der aktivierten Séure 50
mit der Aminokomponente 51 zu 52. (Schema 6)

Wihrend nach wie vor dieses klassische Umsetzungsprinzip verfolgt wird, sind in den letzten
Jahren, vor allem im Rahmen der fortschreitenden Weiterentwicklung der Festphasen-
peptidsynthese, eine Reihe von bewédhrten Methoden optimiert und neue Kupplungs-
reagenzien entwickelt worden, um Synthese-Effizienz zu steigern und Nebenreaktionen wie
z. B. Racemisierung zu minimieren.!'%! 1%

Die Kombination von Carbodiimiden 53 und 54"'%! mit Additiven wie HOSu ' 105]55,
HOBt! 17 56 sowie der Neuentwicklung HOAt!'®™ 57, finden hiufige Anwendung, vor
allem in der Losungssynthese. Hier erweist sich EDC 53 aufgrund der Wasserldslichkeit und
damit leichten Abtrennbarkeit des gebildeten Urethan-Produkts durch Ausschiitteln als
vorteilhaft. Wegen der guten Loslichkeit seines Urethans in DMF eignet sich DIC 54
besonders fiir die Synthese am polymeren Triger.'"™ Carbodiimide weisen den Vorteil auf,
dass bei der Kupplung keine Hilfsbasen verwendet werden miissen. Hinsichtlich der
Festphasensynthese haben Aminium- 58, 59, 60 und Phosphoniumsalze 61 als Kupplungs-
reagenzien die groBte Bedeutung erlangt und ihre hohere Effizienz im Vergleich zu
Carbodiimiden belegt.!'”" Bei den Aminiumsalzen 58, 59 und 60 ist jedoch zu beachten, dass
diese irreversibel mit der Aminkomponente 51 zu Guanidinen 62 reagieren kénnen.!'? 1%
Deshalb sind Uberschiisse des Reagenzes beziiglich der Carbonséure 49 zu vermeiden und die
Séureaktivierung in Abwesenheit von 51 durchzufithren. Kupplungen mit Aminium- und
Phosphonium-Salzen erfordern die Verwendung von 1-2 Aquivalenten Hilfsbasen, die in
bestimmten Fillen zu Racemisierung fiihren konnen (Schema 6).1'

Ein entscheidender Faktor hinsichtlich der Kupplungsausbeute ist neben der Qualitit des
Kupplungsreagenzes der Charakter der gebildeten aktiven Carbonséure-Species 50. Die Ver-
wendung einer DIC/HOBt-Kombination oder HOBt-enthaltenden Reagenzien wie HBTU 'Y
59a oder PyBOP!''?! 61a fiihren zu einem Benzotriazol-Aktiv-Ester 50a, der die Carbonséure-
Komponente hinsichtlich Racemisierung stabilisiert'®” und im Regelfall fiir eine effiziente
Festphasen-Kupplung sorgt.

Bei problematischen Sequenzen und sterisch anspruchsvollen Komponenten wie N-
methylierten Aminosduren und o,o0 Dialkyl-Aminosduren versagen OBt-Ester S0a jedoch

101

haufig."°" In diesen Fillen sind OAt-Ester 50b eine geeignete Aktiv-Komponente. Der
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zusdtzliche Stickstoff in 7-Position des aromatischen Systems iibt einen Nachbargruppen-
Effekt aus und bewirkt damit Koordination und Aktivierung des Amin-Nucleophils im
Ubergangszustand 63 der Kupplung. HOAt 57 IdBt sich mittels DIC/HOAt oder
CIP/HOAt!'" sowie HATU "% 131 59p HAPyU!!!™* 5] 58 oder PyAOP!''®! 61b cinfiihren.
Zuséatzliches Additiv 57 zum Reagenz kann in bestimmten Fillen die Kupplungseffizienz

weiter erhdhen. !

RNH,
o) - © >1 o)
)k Aktivierung )L Kupplung )k
R™ “OH R X R™ "NHR
49 50 52
X= = X =
~ C -~
0Bt °F @ = ‘
~5 d N
0t ﬁOP{Nij ¢ g Sy
3
©
\ 0
LNCNLN “N PFe
o v Ched
EDC 53 N-OH (I N N& N
x~ "N he
o) OH OAt
}NCN{ HOSu 55 HOBt 56 X =CH HAPyU 58
HOAt57 X =N
DIC 54 OALS
© O ©
.| PFe PFe PFe R R
N® N / ©) /N N\
~ Y ~ /N@(N\ XPJL»NG R N‘ R
X Cl 3 R’
59 CIP 60 61 62

HBTU 59a X = OBt
HATU 59b X = OAt
TFFH 59¢ X =F

o N=N

|
Lot
N=

Me. _H
° N

R

63

PyBOP 61a X = OBt
PyAOP 61b X = OAt
PyBroP 61c X =Br

o -

2
65

Schema 6: Klassische und moderne Peptidkupplungsreagenzien
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[117]

Zur Kupplung N-methylierter Aminosduren wird weiterhin PyBroP 61c empfohlen,

welches ein unsymmetrisches Anhydrid 50d mit der Siure ausbildet, ebenso TFFH!'!® ']
59¢, welches hochaktive Sdurefluoride S0c generiert.

200 wird eine alternative Kupplungsmethode

Mit der Mukayama-Redox-Kondensation!
beschrieben, die fiir C-terminale Peptidverlingerungen geeignet sein soll. Umsetzung der
Carbonsédure mit Dipyridyldisulfid 64 und Triphenylphosphin 65 fiihrt unter Reduktion des

Disulfids und Oxidation des Triphenylphosphins zum Thioaktivester 50e.

Bei der Kupplung von Aminen mit o,-ungeséttigten Carbonsduren zu den entsprechenden
Amiden handelt es sich ebenfalls um eine mit Problemen behaftete Reaktion. Zwar entfallt
hier die Racemisierungsgefahr, durch die Konjugation erweist sich die Carboxyl-Funktion als
wenig reaktiv und schlechte Ausbeuten und Nebenreaktionen konnen die Folge sein.!"*!! Bei
diesem speziellen Carbonsduretyp werden die besten Ergebnisse durch Verwendung von

Reagenzien erzielt, die auf Phosphorsiureestern basieren.['?! 12

Die Verkniipfung von Alkoholen 66 mit Carbonséduren zu den entsprechenden Estern 67 folgt
generell dem fiir Amide beschriebenen Prinzip (Weg A, Schema 7), nur ist hier DMAP!*! 68
als Katalysator notwendig. Ungiinstigerweise fiihrt die Anwendung dieser Base bei Amino-

sduren hiufig zu betrichtlicher Racemisierung.!'**!

o)
R X + R-OH A Ny
N RO,C—N=N-CO,R, PPh;
50 66 o)
-~ -
0 R™ “OR - DEAD 69 R = Et
N = |
R)LO@ . my B 67 DIAD 70 R=iPr
71 72 DMAP 68
®
a Y=0-PPhy
b Y = Hal

Schema 7: Varianten der Veresterung

Alternativ hierzu lésst sich das Reaktionsprinzip invertieren (Weg B, Schema 7), indem man
die Hydroxy-Funktion in eine Abgangsgruppe und somit den Alkohol-Rest in ein Elektrophil
umwandelt. Durch Deprotonierung wird aus der Sdure das Carboxylat 71 gebildet, welches

als Nucleophil fungiert. Diesem Mechanismus (Weg B) folgt die Mitsunobu Reaktion''*), bei
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der die Carbonsdurefunktion von 49 durch das DEAD 66-oder DIAD-Reagenz 67 zu 71
deprotoniert wird, wihrend die Hydroxyfunktion des Alkoholbausteins 66 durch Reaktion mit
dem Triphenylphosphin zu einer Fluchtgruppe wird und die elektrophile Species 72a
generiert wird. Zu dem gleichen Ergebnis kommt man, indem man 49 in das Casium-Salz von

71 umwandelt und mit einem geeigneten Halogenid 72b alkyliert.!'*®!

2.8 Linker und Schutzgruppen fiir die Festphasensynthese“”’ 1281

Ein kritischer Schritt bei der Planung der Festphasensynthese ist die Wahl des Linkers, d. h.

127.128] yon den Eigenschaften

der Verbriickung des ersten Bausteins zum polymeren Triger.!
dieser Gruppierung hédngen alle weiteren Reaktionsschritte ab. Vergleichbar mit einer
permanenten Schutzgruppe, muss er gegeniiber den Umsetzungsbedingungen stabil sein und
nach Abschluss der Synthese die reibungslose Abspaltung der Produkte ermdglichen. Zu den
bedeutendsten und vielseitig anwendbaren Linkern gehoren der Wang-Linker!'*”! 73, sowie
Chlortrityl- und Trityl-Linker 74, welche fiir eine Vielzahl von Funktionalititen wie Sduren,
Amide, Hydroxamséuren, Alkohole, Phenole, Thiole und im Falle von 74 auch fiir Amine
geeignet sind. Diese Ankergruppen zeichnen sich durch Saurelabilitit aus, das Abspal-
tungsprinzip, das am haufigsten Anwendung findet und als am weitesten ausgereift gilt (Ab-
bildung 4).!"**! Die saure Abspaltung beruht weitgehend auf der Stabilitit eines Benzyl- bzw.
Trityl-Kations, welche wahlweise durch Methoxy-Gruppen erhoht und von Chlorsub-
stituenten gesenkt werden kann, wodurch die Sdurelabilitit jeweils erhoht bzw. gesenkt wird.
Die Abspaltung wird durch Abfangen dieser Kationen mit Nucleophilen begiinstigt (siche
weiter unten). Je nach Funktionalitét sind zwischen 1-50%ige TFA-Ldsungen zur Abspaltung
erforderlich. Eine weitere gebrduchliche, ausschlieBlich fiir Alkohole entwickelte und an die
DHP-Schutzgruppe angelehnte, Ankergruppe ist der sogenannte Ellman-Linker!"*”! 75, der

sich ebenso fiir Phenole eignet!'”"]

und unter sauren Bedingungen abgespalten werden kann.

Als Permanentschutzgruppen!*> ! der Aminosiure-Seitengruppenfunktionen!”” **! bieten
sich sdurelabile Gruppen an, die unter leicht bis méaBig sauren Bedingungen am Ende der
Festphasensynthese gleichzeitig mit einer ebenfalls sdureempfindlichen Linkergruppierung
abspaltbar sind.["**! Hier hat sich fiir Alkohole und Phenole vor allem die terz-Butyl-Gruppe
76 ausgezeichnet, sowie fiir Amine die Trityl- 77 und fert.-Butoxycarbonyl-(Boc) Gruppe 78.
Ein groBBer Vorteil dieser Maskierungsstrategie ist die Verwendungsmoglichkeit von
Trifluoressigsdure (TFA) als Abspaltreagenz, welches leicht im Vakuum entfernt werden

kann und deshalb keinen zusitzlichen Abtrennungsaufwand erfordert.
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Qs 069 oo L]

Wang-Linker 73 Chlor-Trityl-Linker 74a X =Cl Ellman-Linker 75
Trityl-Linker 74b X =H

h Nl Ojﬂ .

£ 7 /o7 )
g L)

76 77

78 79 80

Abbildung 4: Linker und Schutzgruppen fiir die Festphasensynthese

Wegen der drohenden Readdition und anderen Nebenreaktionen der bei der Abspaltreaktion
gebildeten Kationen werden diese hiufig mit geeigneten Reagenzien abgefangen. Hierzu

werden neben Wasser und Alkoholen hocheffiziente Silane als Hydriddonoren und S-

Nucleophile in Form von Thioethern und Mercaptanen verwendet.!'** 14!

Als temporére N-terminale Schutzgruppe hat sich neben der sauer spaltbaren Boc-Gruppe 78
vor allem das 9-Fluorenylmethoxycarbonylurethan (Fmoc)!**! 79 etabliert.l”” ** Letzteres, im
basischen Milieu deblockierbares Carbamat, bietet den Vorteil, dass aufgrund seiner

chromophoren Eigenschaften UV-spektroskopische Analyse und damit quantitative Aussagen

99, 126, 136

iiber Beladung und Reaktionsverlauf moglich sind.! ] Desweiteren ermdglicht Fmoc

im Vergleich zu Boc eine weitaus groBere Auswahl an orthogonalen Schutzgruppen und

Linkern.

Als temporire Schutzgruppe fiir C-terminale Verlingerung wurde der Allylester!"*”

£

erfolgreich eingesetzt.”® Die Allylgruppe 80 148t sich mit Hilfe von katalytischen Mengen

eines Pd’-Komplexes und einem geeigneten Allyl-Fianger-Reagenz unter wahlweise neutralen
oder leicht basischen Bedingungen entfernen und bietet somit absolute Orthogonalitit zu den

gebriuchlichen siure- und baselabilen Maskierungsgruppen und Ankern.!*®!
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2.9 Synthese von Pepticinnamin E

Der dieser Arbeit zugrundeliegende Naturstoff Pepticinnamin E, urspriinglich isoliert aus

[72, 73] 74, 139]

Streptomyceten Stdmmen , war bereits auf synthetischem Weg erhalten worden! .

Bei der Totalsynthese!'*”!

zeigte sich, dass zum erfolgreichen Aufbau die Abfolge der
einzelnen Verkniipfungsschritte eine entscheidende Rolle spielt. Ausgehend vom Phenyl-
alanin 81 wurde schrittweise das Tripeptid durch N-terminale Verlangerung aufgebaut, wobei
das Boc-Urethan als tempordre Stickstoff-Schutzgruppe diente, welche sauer entfernt wurde
und zur Ankniipfung der Bausteine 84 und 85 das Carbodiimid EDC und das Additiv HOAt
Verwendung fanden (Schema 8). Die Entschiitzung der C-terminalen Allylesterschutzgruppe
lieferte das Tripeptidfragment 82 an welches der Diketopiperazinbaustein 86 durch
Mitsunobu-Reaktion angekniipft wurde. Diverse alternative Veresterungsmethoden
scheiterten hier. Nach Deblockierung der Schutzgruppen vom Benzyloxycarbonyl- und
Benzyl-Typ durch Hydrogenolyse wurde der Naturstoff 23 durch Anbindung des Pentenyl-
Zimtsdurederivats 87 vervollstandigt. Wahrend die gesamten Schutzgruppen-Deblockierungs-
schritte und der Tripeptidaufbau durchgehend hohe bis sehr hohe Ausbeuten lieferten, waren
die Ankniipfungen des Zimtsdurederivats und des Diketopiperazins nur mit moderaten
Ausbeuten von 33 und 55 % mdglich. Mit der Synthese konnte die L-Konfiguration des
DOPA-Derivats belegt werden, welche sich als elementar fiir die biologische Aktivitét erwies.

[74. 1391 des Naturstoffs und von Zwischenprodukten

Weitere biologische Untersuchungen
zeigten, dass grofere Strukturvariationen am Naturstoff toleriert werden. So scheinen die
exakte Substitution an den aromatischen Seitenketten, die lipophile Pentenyl-Kette am N-
terminalen Baustein, sowie das Diketopiperazin nicht unbedingt erforderlich, wie der

Vergleich der biologischen Aktivitdt von 23 und 82 zeigt.
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Schema 8: Synthese des Naturstoffs Pepticinnamin E
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3. Ziel der Arbeit

Im Verlauf der Entwicklung von Farnesyltransferase-Inhibitoren als potentiell neben-
wirkungsfreie Tumortherapeutika wurden bisher vielversprechende Resultate erzielt.”* **
Trotzdem ist die exakte Wirkungsweise dieser Wirkstoffklasse noch weitgehend unklar,
lediglich die Ausldsung von Apoptose gilt bei einer Vielzahl der Kandidaten als gesichert.”
Essentiell fiir eine Etablierung und einen Ausbau dieses neuen Therapieansatzes ist das
Auffinden des molekularen Angriffspunktes. Aufgrund widerspriichlicher Effekte sind sogar
mehrere Zielproteine der Signalkaskade wahrscheinlich.”’ In diesem Zusammenhang sind
Verbindungen von Interesse, die die Farnesyltransferase (FTase) aufgrund verschiedener

141 'In dieser Hinsicht wertvolle Verbindungen konnten

Wirkmechanismen inhibieren.
Analoga des Naturstoffs Pepticinnamin E 23 sein (Abbildung 5), der als Bisubstratinhibitor
fungiert und somit das Wirkspektrum der vorhandenen FTase-inhibitoren ideal ergénzt (siche

hierzu Kapitel 2.3).
HO

0 Q) 0
(0]

: Meojﬁ(oHN NH
N N ~" N JY
N
C

o) 5\ Me o o) 0
0 | |@ HN)H
H NH
= o)
| 23 86
HO ICs = 42 uM

87 o
Q MeHN\n)kOH MeHN/}(OH
HN " <
(0]

N
89
Cl
88 OMe

HO
90
w AS'—1ASZ2— AS® ﬂ E AS'—{AS2—AS®—OH
91 92

Abbildung 5: Der Bisubstratinhibitor Pepticinnamin E 23 und seine Komponenten



3. Ziel der Arbeit 25

Mit seiner moderaten Aktivitdt im zweistelligen mikromolaren Bereich stellt Pepticinnamin E
einen interessanten Ausgangspunkt dar, durch Strukturvariation die Inhibitionseigenschaften
hinsichtlich Aktivitdt und Selektivitdt zu verbessern. Durch seinen modularen Aufbau aus den
drei zentralen aromatischen Aminosiduren 88-90, der lipophilen Pentenylzimtsdure 87 und
dem polaren Diketopiperazin 86 bietet Pepticinnamin E beste Voraussetzungen fiir eine
Wirkstoffoptimierung durch kombinatorische Chemie (Abbildung 5).

Aufgrund der peptidischen Struktur ldsst sich zur kombinatorischen Variation auf einen
groBen Pool an Aminosiurebausteinen zuriickgreifen, wodurch hohe Diversitit™ ermoglicht
wird. Ferner ist die Kniipfung der erforderlichen Amid- und Esterbindungen gut an polymeren
Trigern durchfiihrbar,” was eine Automatisierung der Synthese erschlieBt. Aufgrund der D-
Konfiguration des Tyrosins und der N-Methylierung der weiteren Aminosduren sollte diese
Verbindung im Gegensatz zu gewohnlichen Peptiden Stabilitdt gegeniiber peptidspaltenden

141 ynd damit ihre Einsetzbarkeit in zelluliren Assays erhohen. Die N-

Enzymen zeigen,
Methylierung bewirkt zusitzlich eine konformative Restriktion des Peptid-Riickgrats,!"*!) was
sich im Allgemeinen vorteilhaft in Bezug auf effektive Inhibition auswirkt. Die Erkenntnis,
dass groBere strukturelle Abwandlungen ohne bedeutenden Aktivitdtsverlust toleriert werden
(siehe Kapitel 2.9), schien einen breiten Variationsspielraum zu geben.

Somit war das Ziel dieser Arbeit, eine kombinatorische Festphasensynthese von Pepticin-
namin E-Analoga zu entwickeln. Auf der Basis dieser Synthese sollte eine Bibliothek von
Analoga des Naturstoffs als potentielle Farnesyltransferase-Inhibitoren aufgebaut werden.
Das Ziel waren Pentamere 91, Derivate des Naturstoffs 23 und Tetramere 92, die sich von
Verbindung 82 (Kapitel 2.9) ableiten, wobei alle Bausteine breit variiert werden sollten.
Hierzu war ein parallelsynthetischer Ansatz geplant, der reine, definierte Verbindungen
liefern sollte. Dem synthetischen Teil sollten sich dann weitreichende biologische Studien
anschliefen. Es war vorgesehen, die dargestellten Verbindungen in einem in vitro-Inhibitions-
Assay gegen FTase zu testen, wobei die Ermittlung von Dosis-Wirkungsbeziehungen eine
wirkungsvolle Leitstrukturoptimierung gewéhrleisten sollte. Kinetische Studien sollten Aus-
kunft tiber den Wirkmechanismus der effektivsten Inhibitoren geben. Hinsichtlich Selektivitit
waren auch Tests gegeniiber anderen Prenyltransferasen wie der GGTase geplant. Zur Eva-
luierung der potentiellen Wirkung auf zelluldre Targets sollten transformierte Zell-Linien mit
charakteristischen Mutationen der Ras-Signalkaskade herangezogen werden. Die vorliegende
Arbeit hat hinsichtlich der Suche nach den biologischen Zielproteinen vorwiegend orien-
tierenden Charakter und soll die Basis fiir spitere intensivere Arbeiten in diese Richtung

bilden.



26 4. Spezieller Teil

4. Spezieller Teil

4.1 Grundlegende Planungen zur kombinatorischen Festphasensynthese

Die bei der Totalsynthese des Naturstoffs!’"

gemachten Erfahrungen bildeten die Grundlage
fiir die geplante Analoga-Synthese an der Festphase. Da die bei der Naturstoffsynthese
verwendeten Schutzgruppen- und Synthesestrategien nicht unmittelbar auf Umsetzungen am
polymeren Tréger iibertragbar waren, und auch wenig kombinatorische Perspektiven boten,
war eine diese Faktoren beriicksichtigende Neuplanung der Synthese erforderlich. Hier
musste sowohl den Erfordernissen der Festphasensynthese Rechnung getragen werden als
auch eine breite Variationsmoglichkeit der Bausteine einbezogen werden. Die Ankniipfung an
den polymeren Triger sollte iiber eine phenolische Tyrosin-Seitenfunktion erfolgen und
wegen der generell schwierigen Verknilipfung des ersten Bausteins mit dem polymeren

128 sollte dieses Modul 93X stets konstant gehalten werden, wihrend die iibrigen

Tréiger[
Fragmente breit und unabhédngig voneinander variiert werden sollten (Abbildung 6). Als
Verbriickung zum Polymer sollte ein sdurelabiler Linker dienen, der mit Trifluoressigsdure

(391 zugegriffen werden, an

problemlos spaltbar ist. Hier konnte auf den Ellman-Linker E
dem schon erste Ankniipfungen und Umsetzungen durchgefiihrt worden waren!'*?. Als
alternative Ankergruppen boten sich die fiir Phenole etablierten Wang- W und Trityl-Linker

[127,

T an. 1281 Als polymerer Triger fiel die Wahl auf das bewihrte Merrifield-Harz

(Polystyrolmatrix mit 1% Divinylbenzol copolymerisiert), das Standard-Harz zum Aufbau

128]
o— L |t =§Q @
o%
E

o]
& ot
93X X=EW,T
w O = Polystyrol

kurzer Peptide.!

Abbildung 6: Unterschiedliche Verbriickungsvarianten des Bausteins 93X

Es war geplant, die Seitenfunktionen und sonstigen funktionellen Gruppen der Bausteine, die
an den Kupplungen nicht beteiligt sind, mit TFA-labilen Permanent-Schutzgruppen zu ver-
sehen. Als tempordre Amino-Schutzgruppe sollte das mit Piperidin spaltbare Fmoc-Urethan

dienen. Zum Schutz der Carbonsiure sollte der Allylester Anwendung finden, der unter Pd’-
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Katalyse deblockiert werden kann. Durch Verwendung von Phenylsilan oder N-Methylanilin
als Allylfinger'*® werden neutrale bzw. schwach basische Abspaltungsbedingungen erreicht,

die Orthogonalitét zu den tibrigen Linker- und Schutzgruppen herstellen (Abbildung 6).

o— L {) A: C-term. Verl. o— L 0

—>
Fmoc—{ AS'—All —, Fmoc— AS' {1 AS2— AS3 Al
93 94
o— L B: C-und N-term. o— L < )
| Verl. |
—
Fmoc—{ AS? Al — Fmoc— AS' 1 AS2— AS® Al
93 95
Oo— L ﬂ ’ Oo— L 4 ’
| C: N-term. Verl. [
— _ [ | [ | 3L
Fmoc— AS® —All — Fmoc— AS' | AS?[—| AS®[—All
93 96

o— L C‘)'—Q

D
Fmoc— Tripeptid —All ——— E Tripeptid —OH
94, 95, 96 97
- |
o— L
1
E AS'—|AS?[—|AS’—OH ﬂ Tripeptid ﬂ
92 98

7

< PSSRl <

91

Substanzbibliothek

Schema 9: Geplante Festphasensynthese zum Aufbau einer Substanzbibliothek

Um alle Fragmente variieren zu konnen, war geplant, an den drei Aminosdure-Positionen

AS', AS? und AS’ in drei unterschiedlichen Ansitzen von jeweils festphasengebundenem
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Tyrosin 93 ausgehend, die zentrale Tripeptideinheit schrittweise aufzubauen (Schema 9).
Somit wiirde sich in jeder der dargestellten Verbindungen mindestens eine aromatische
Gruppe befinden, ein Strukturelement, welches in einem Grof3teil der in Kapitel 2.3 beschrie-
benen FTase-Inhibitoren vorkommt. Ausgehend von den drei Startpunkten AS', AS? und AS®
sollen iiber C-terminale (Weg A), N-terminale (Weg C) und eine Kombination von C-und-N-
terminaler (Weg B) Verlidngerung, durch sequenzielle Deblockierungs- und Kupplungs-
schritte die Tripeptide 94, 95 und 96 aufgebaut werden. Nach Freisetzung des N-Terminus des
jeweiligen Fragments wiirde der lipophile Rest R' angekniipft, gefolgt von Allylesterspaltung
zu 97 (Weg D). Diese, zur Naturstoffsynthese inverse Reihenfolge ermoglicht nach
Abspaltung der basenlabilen Fmoc-Gruppe eine spitere Ankniipfung von R? unter stark
basischen Bedingungen. N-acylierte Tripeptide 92 konnten als Analoga von 82 (Schema 8,
Kapitel 2.9) auf dieser Stufe vom Harz abgeldst werden (Weg E, Schema 9). Zum Aufbau der
naturstoffanalogen Pentamerstruktur 98 wiirden durch C-terminale Veresterung und Amid-
kniipfung die Reste R” angekniipft (Schema 9).

Finale Spaltung vom Harz durch Sdurebehandlung, die gleichzeitig die Permanentschutz-
gruppen abldsen sollte, und Reinigung der Produkte, wiirde die gewiinschte Substanz-Biblio-

thek, bestehend aus den Verbindungen vom Typ 91 und 92 liefern.

4.2 Ankniipfung des ersten Bausteins

4.2.1 Synthese der Aminosiurebausteine

Die Darstellung der Aminosdureallylester-Hydrotosylat-Bausteine 100 geméill Standard-

[37] ausgehend von den entsprechenden Aminosduren 99 verlief problemlos, mit

bedingungen
Ausnahme der Silyl-Aminosdure 100d, deren moderate Ausbeute auf ungeniigende
Loslichkeit zuriickzufiihren ist (Schema 10). Fmoc-Schiitzung beider Enantiomere von 100a
lieferte die Verbindungen L-101 und D-101, die zentralen Module fiir die phenolische
Festphasenverankerung. Das in drei Schritten aus L-100a zugidngliche Aminosdureallylester-
Hydrochlorid 102 sollte nach Einbau in das Peptid aufgrund seiner Triflat-Gruppe Pd-
katalysierte C-C-Verkniipfungen und damit diversititserhohende Seitenkettenmodifikationen
an der festen Phase erlauben.!'** %

Die N-methylierten Aminosduren 104 waren ausgehend von den Boc-geschiitzten Vorldufern

21 yon Benoiton et al.!'*! zuginglich, wobei im

103 durch Alkylierung gemiB einer Variante!'
Gegensatz zur Vorschrift!*”! nur durch einen hohen UberschuB von 8-9 Aquivalenten

Methyliodid eine vollstindige Reaktion erreicht werden konnte (Schema 11).
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Schema 10: Darstellung der Bausteine fiir die Festphasensynthese

Im Fall von 103b erfolgte zusétzlich, wie geplant, die Methylierung der phenolischen Seiten-

funktion zu 104b. Blockierung der Carboxyl-Gruppe als Allylester 105 und nachfolgende sau-

re Entschiitzung des Boc-Urethans fiihrten zu den Kupplungs-Komponenten 106.

R\ O NaH Mel, R O

H%H THE on
NHBoc NMeBoc
103 104

a R=Ph 97% a R=Ph

b R=R' 96% R=R?

¢ R=H 60% ¢ R=H

CSZC03,

AllBr, DMF

92%
95%
94%

R O

oAl _HCIELO

NMeBoc

105

a R=Ph
b R=R?
¢c R=H

Schema 11: Synthese der N-methylierten Synthesebausteine 106

R O
KHkOAu
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NHMe
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92% b R=R?
90% ¢ R=H
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4.2.2 Ankniipfung an den polymeren Triger

1421 mit dem Ellman-Anker 75 konzentrierte sich die Arbeit zu

Aufgrund von Erfahrungen!
Beginn auf dieses System. Vor einer Bausteinankniipfung war die Anbindung des Linker-
Fragments 107 an das Merrifield-Harz 108 durch Williamson-Ether-Synthese erforderlich
(Schema 12).1'*) AnschlieBend erfolgte die Ankniipfung des Tyrosinbausteins D-101 unter

147

schwach sauren Bedingungen und RiickfluB zu D-93E.!"*” Trotz Variation der Reaktions-

parameter einschlieBlich Reaktionszeit, Temperatur, Siure und Baustein-Aquivalente, Kon-

99, 136] keine

zentrationen, sowie doppelte Umsetzung, wurden laut UV-Fmoc-Bestimmung!
hoheren Belegungen als 0.26 mmol/g erzielt, was einer Ausbeute von 28% entspricht. Die
wesentlich ungenauere, und im Regelfall iiberhohte Beladungen liefernde,”"! gravimetrische
Bestimmung der abgespaltenen Produktmenge lieferte 0.36 mmol/g (38%), die den in
vorhergehenden Arbeiten erzielten (und auf die gleiche Weise bestimmten) Wert von 0.40
mmol/g (32%) anndhernd entsprach. Die bescheidenen Resultate waren eindeutig auf den
Ankniipfungsschritt von D-101 an das DHP-funktionalisierte Harz 75 zurlickzufiihren und
nicht auf die vorausgegangene Synthese von 75 da kommerziell erhéltliches Harz 75
vergleichbare unbefriedigende Ergebnisse lieferte. Die alternative Verwendung stirkerer

[146]

Sauren wie p-Toluol'*®)- oder Camphersulfonsiure fihrte zu kaum detektierbaren

Beladungs-Graden (< 0.1 mmol/g), wihrend der Versuch, D-101 zuerst an den Linker 107

149

und dann den resultierenden THP-Ether!'*”’ iiber die Alkohol-Funktion an ein geeignetes Harz

zu binden, erfolglos blieb.

NaH, 108, PPTS, m
| _DMF | D-101, O\/O\/\O/\O
o [ )2 g o [ ) 2w

85 °C
107 75
O/\Cl F HN
mocC o
108 W
0.26 mmol/g COAIl
28% D-93E

Schema 12: Ankniipfung des Bausteins D-101 an den Ellman-DHP-Linker 75

Alternativ wurde der Wang-Linker 73 ins Auge gefasst, von welchem eine hdhere Saure-
stabilitdt zu erwarten war. Zur Ankniipfung wurde die p-Alkoxybenzyl-Funktion mit Trichlor-
acetonitril in das Trichloracetimidat tiberfiihrt, gefolgt von der Umsetzung mit L-101 und

einer katalytischen Menge Saure.'>” Wihrend Trifluormethansulfonsdure zu unbefriedigen-
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der Ankniipfung einschlieBlich Nebenprodukten fiihrte, lieferte die Lewis-Sdure BF;-
Diethyletherat ein sauberes Ankniipfungsprodukt L-93W, jedoch nur mit einer Beladung von
0.20 mmol/g, entsprechend 27%.

(0) AN

DBU, NH L-101, P
HO™ s CCI,CN, Py BF3-OEt,, 0
P BT s ClCT O S i N d

0 CH,Cl, CH,Cl, O
o)

d quant. o OA“

0.20 mmol/g NHFmoc

73 109 27% L-93W

Schema 13: Ankniipfung von L-101 an den Wang-Linker via Trichloracetimidat-Methode

Eine zu diesem Zeitpunkt verdffentlichte Arbeit beschreibt die Ankniipfung des zu 101

B Unter  diesen

analogen Fmoc-Tyrosinmethylesters mittels Mitsunobu Reaktion.!
Bedingungen konnten mit DEAD und PPh; in THF ein akzeptables Resultat (0.53 mmol/g
Beladung, 59% Ausbeute) erzielt werden (Schema 14), wobei der in der Literatur

beschriebene Wert 1'°!1 (0.23 mmol/g, 24%) deutlich iibertroffen wird.

HO 0
101,DEAD,
0 - (0]
PPhs, THF O
Q 0

OAI
NHFmoc D: 0.53 mmol/g, 59%
73 93W L: 0.51 mmol/g, 56%

Schema 14: Ankniipfung des Tyrosinbausteins 101 via Mitsunobu-Reaktion

Bei dieser mehrfach durchgefiihrten Reaktion wurde festgestellt, dass die jeweils erreichte
Ankniipfungsausbeute im besonderen Malle vom polymeren Triager abhéngig ist und je nach
Hersteller und Produktionscharge in ungiinstigen Féllen bei 40-45% liegen kann. Die Kombi-
nation DIAD/PPh; lieferte gegeniiber DEAD/PPh; vergleichbare Ergebnisse, wihrend PPh;

152]

sich dem als reaktiver geltenden P(n-Bu);!'*? iiberlegen erwies.
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4.2.3 Abspaltung vom polymeren Triger

Erste Versuche zur sauren Abspaltung der gebundenen Bausteine 101 von 93E und 93W
zeigten laut Bestimmung der verbliebenen Fmoc-Menge am Harz, dass die Behandlung mit
einem Gemisch von TFA/H,0O 95:5 fiir 1.5 h zur vollstindigen Ablésung vom THP-Linker
bei 93E fiihrt, dass im gleichen Zeitraum bei 93W die Ablosung jedoch nur 60% betrigt, die
auch durch lingere Umsetzungsdauer nicht erhoht, sondern sogar noch leicht gesenkt wurde.
Dieser Befund spricht fiir eine Readdition des abgespaltenen Tyrosinbausteins 101 an das
Benzyl-Kation 110 unter stark sauren Bedingungen, welche durch Alkylierung der aroma-

tischen 3- oder 5-Position zu 111 auf irreversible Weise erfolgen kann (Schema 15).[95:|

OH
. (50— (Y 70

93w 101 110 111

Schema 15: Mechanismus der irreversiblen Readdition von Tyrosin an den Wang-Linker

Durch wiederholte Umsetzungen mit TFA/CH,Cl,/H,O (50:45:5) fiir kurze Reaktionszeiten
konnte die Riickreaktion teilweise zuriickgedridngt und die Abspaltungsrate auf bis zu 75%
gesteigert werden, wihrend sowohl mit 50 als auch 90%igen TFA-Losungen durch Zusatz
von 5% der Kationen-Fénger-Reagenzien TES und TIPS iiber 80% Abspaltung erzielt werden
konnte. Die besten Abspaltungsergebnisse von iiber 90% lieferte die Umsetzung mit 90%
TFA, 5% Wasser und 5% Zusatz der schwefelhaltigen Fianger Ethandithiol (EDT), Ethanthiol,
oder Ethylmethylsulfid (EMS). Die Verwendung oben genannter Fangerreagenzien bietet sich
ferner zur Erleichterung der Abspaltung von sdurelabilen Schutzgruppen an, deren Kationen

ebenfalls readdieren und alkylierend wirken kénnen.!**!

Bei der Priifung der Sdurestabilitidt der Linker von 93E und 93W zeigte sich, dass trotz der
zur Abspaltung angegebenen Sdurekonzentrationen von 10%-95% (Ellman) bzw. 50%-95%
(Wang),!"” ' schon bei unter 1% bzw. bei 2-3 % TFA merkliche Spaltung beobachtbar ist,
die sich im Falle des Wang-Linkers jedoch nicht fiir préaparative Abspaltung eignet, so dass
die oben angegebenen, relativ hohen Abspaltkonzentrationen, durchaus ihre Berechtigung

haben. Aufgrund der hohen Séurelabilitit von 93E wurden in den nachfolgenden Reaktionen
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die Deblockierungs- und Kupplungsreaktionen stets unter basischen Bedingungen durch-

gefiihrt.

4.3 Synthese der Tripeptideinheit
4.3.1 Aufbau durch C-terminale Verlingerung

Zuerst wurde der Aufbau der Tripeptideinheit durch C-terminale Verldngerung ausgehend
von Aminosiureposition AS' (Schema 9) angegangen, iiber welche das Naturstoffgrundgeriist
zuginglich sein sollte. Pd-vermittelte Allylester-Deblockierung des sowohl via Ellman- als
auch Wang-Harz gebundenen Tyrosins D-93X lieferte die freie Sédure 112X (Schema 16).
Beste Garanten fiir einen vollstindigen Umsatz waren das Entgasen des Losungsmittels,
vorzugsweise THF, das Arbeiten unter Schutzgas und die Verwendung von 10-20 mol%
Tetrakistriphenylphosphin-Palladium. Sowohl Phenylsilan als auch N-Methylanilin erwiesen
sich hierbei als leistungsfahige Allylfanger.

7R'
Pd(PPhs)s, o-Q 106b, HATU, 0 om
PhSiH, HOAt, DIEA, ©
oder NMA NMP
D93X —— > o > 0
quant. 5 quant. " OR
NHFmOC FmOCHN Me O
O = Wang 112X 113X R=Al R=Q Pd(PPh3)s,
= Ellman TFA PhSiH3
X=E W weg | 14X R=H R=Q < oderNvMA

quant.
115 R=Al R=H 29%

Schema 16: Aufbau des Dipeptids 114X durch C-terminale Verldngerung

Hieran schloss sich die Kupplung des N-methylierten Bausteins 106b an, durch den das
strukturell komplexe, jedoch fiir die Inhibition scheinbar weniger wichtige, DOPA-Derivat

des Naturstoffs ersetzt wurde (Schema 16, vergleiche Naturstoffstruktur, Schema 8). Auf-

[101]

grund des besonderen sterischen Anspruchs N-methylierter Aminosduren™ ', gekoppelt mit

der Problematik von Aktivierungs- und Amidkniipfungsschritt an der Festphase bei der C-

terminalen Verlingerung®”, wurden die fiir schnelle Aktivierung bekannten Aminiumsalze

[101, 109]

als Kupplungsreagenzien eingesetzt. Zur Vermeidung von Guanidinbildung (siehe
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hierzu Kapitel 2.7) wurde die festphasengebundene Carboxylkomponente 112X mit dem
Aktivierungsreagenz fiir 30-60 min voraktiviert und die Amino-Komponente 106b erst nach
Waschen des Harzes zugegeben. Unter den verwendeten Kupplungsreagenzien ergab alleinig
HATU 59b, kombiniert mit der Base Diisopropylethylamin (DIEA) und dem Losungsmittel
N-Methylpyrrolidon (NMP) vollstindige Umsetzung zu einem laut HPLC sauberen Produkt,
ohne Hinweise auf Racemisierung. DMF und die Base N-Methylmorpholin (NMM) lieferten
etwas schlechtere Ergebnisse, wéahrend sich die Base Lutidin als vollig ineffektiv erwies.
Trotz erfolgreicher Umsetzung wurde nach Abspaltung von der Festphase (113E, Ellman-
Linker) und Reinigung des Produkts 115 eine iiberraschend geringe Ausbeute erzielt, die zu
diesem Zeitpunkt nicht erkldrt werden konnte. Im Anschluf3 an die reibungslos verlaufende
Pd-katalysierte Carboxyl-Freisetzung zu 114X folgten Versuche zur Ankniipfung des
nidchsten N-methylierten Bausteins 106a (Tabelle 1). Wéhrend aufgrund des Fmoc-Urethans
an 112X bei der vorhergehenden Kupplung eine mdgliche Racemisierung und andere
Nebenreaktionen unterdriickt wurden (Schema 16), war jener Schutz bei 114X nicht mehr
gegeben, so dass bei den folgenden Umsetzungen besonderes Augenmerk auf die

Verhinderung der Racemisierung gelegt werden musste.

Das im vorigen Schritt bewéhrte, und fiir komplexe Kupplungsfille empfohlene[lol] Reagenz
HATU 59b lieferte unter verschiedenen Bedingungen vdllig unzureichende Ergebnisse
(Tabelle 1, Eintrage 1-5). Selbst Vierfach-Kupplung fiihrte nur zu einem Umsatz von 25%,
begleitet von der befiirchteten Racemisierung (Eintrag 6). Die Kupplung bei 60°C lieferte
zwar einen deutlichen Produktiiberschuss, die optische Reinheit blieb jedoch nach wie vor
inakzeptabel (Eintrag 7). Als Alternative schien von den fiir die C-terminale Verldngerung
beschriebenen Methoden die Mukaiyama-Redox-Kondensation fiir dieses Kupplungsproblem
geeignet, dennoch wurde hier keine Reaktion beobachtet (Eintrag 8). Das fiir die Kupplung N-
alkylierter Aminosduren empfohlene, Siurefluoride generierende TFFH!'® 59¢ versagte
ebenso wie PyBroP!''"! 61¢ (Eintrige 9-10).

Die Losung war die Verwendung des Phosphoniom-Salzes PyAOP!'®! 61b, welches einen
OAt-Aktivester bildet, im Gegensatz zu Aminium-Salzen!'” wie 58, 59 und 60 jedoch keine
Voraktivierung benétigt. Die entsprechende direkte Umsetzung einer Mischung von
Kupplungsreagenz und Aminkomponente mit 114X lieferte erstmals eine Umsetzung von
anndhernd 70% mit geringer Racemisierung (Eintrag 11).

Diese Reaktion, bei 60 °C durchgefiihrt (Eintrag 12), lieferte einen geringeren Umsatz und
eine niedrigere optische Reinheit, da sich das Kupplungsreagenz wahrscheinlich unter diesen

Bedingungen zersetzte.!'””!
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OMe

, HX'«RHN-Phe-All ,
FmocNH Me o 106a R =Me HX'=HCI FmocNH Me o =
100c R=H HX' =TosOH \©
114X 116X R=Me R =Q
X=E W 117X R=H R=Q TFA
’ 106a=A TFA ' . X =E
100c =B X=E[118 R=Me R'=H 27%
19 R=H R=H 27%
- Kupplungsbedingungen Zeit  Temp Verhiltnis® Epim.*
ntr. " 9
(Aquiv.) (h)  (°C) Edukt : Produkt %)
1 A (4),HATU (3), DIEA (10), NMP  2x3 RT 91:9 (114E:116E) -
2 A (6), HATU (3), DIEA (10), NMP 24 RT  75:25 (114E:116E) -
3 A(6), HATU (3), HOAt (1), DIEA 2x
RT 72:28 (114E:116E) -
(12), NMP 24
4 A (4), HATU (3), DIEA (10), DMF 48  RT 93:7 (114E:116E) -
5 A (4), HATU (3), NMM (10), DMF 48  RT 99:1 (114E:116E) -
6 A (6), HATU (3), HOAt (1), DIEA 4x
RT 72:28 (114E:116E) 45
(19), NMP 24
7 A(8), HATU (4), DIEA (12), NMP 15 60 33:67 (114E:116E) 31
A (3), (PyS)2 (30), PySH (30), PPhs,
8 ? ’ 19 RT  100:0 (114W:116W)
(30), DIEA (6), CHCl,
9 A (8), TFFH (3), DIEA (16), NMP 24 RT  87:13 (114E:116E) 28
10 A (8), PyBroP (4), DIEA (16), DMF 48 RT  63:37 (114E:116E) 41
11 A (8), PyAOP (6), DIEA (12), NMP 48 RT  31:69 (114E:116E) 7
12 A (8), PyAOP (6), DIEA (12), NMP 48 60  53:47 (114E:116E) 54
13 A (4), PyAOP (3 + 3), HOAt (1),
48 RT 23:77 (114E:116E) 5
DIEA (12), NMP
14 B (4), PyAOP (3 + 3), HOAt (1), DIEA
48 RT 13:87 (114E:117E) 3

(12), NMP

Tabelle 1 (Fortsetzung umseitig)
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b Kupplungsbedingungen Zeit  Temp Verhéltnis® Epim.*
intr. . .
(Aquiv.) (h)  (°C) Edukt : Produkt )
15 A (6), PyAOP (6), HOAt (2), DIEA
RT  11:89 (114W:116W) 7
(24), NMP
16 A (6), PyAOP (6), HOAt (2), DIEA
2x20 RT 6:94 (114W:116W) 9
(24), NMP

* Analyse mittels HPLC (Merck-Hittachi: Eintrdge 1-5; HP1100: Eintrdge 6-16)
b Analyse mittels analyt. HPLC (Merck-Hittachi) ergab keine Peak-Aufspaltung.

Tabelle 1 (Fortsetzung): Versuche zur C-terminalen Anbindung von 106a an 114X.

Durch Zugabe von HOAt 57 und weiteren Aquivalenten des bei Raumtemperatur nur
begrenzt stabilen'® Kupplungsreagenzes konnte die Ausbeute noch gesteigert werden
(Eintrige 13-15), wobei letztendlich doppelte Kupplung in Gegenwart von zwei Aquivalenten
HOAt nahezu vollstindigen Umsatz lieferte (Eintrag 16).

Die Erkldrung des erfolgreichen Einsatzes von PyAOP im Vergleich zu den anderen
Reagenzien liegt vermutlich in der extrem schnellen Bildung des OAt-Aktivesters SO0b,
welche durch Zugabe von weiterem HOAt noch beschleunigt wird (Schema 17). Das bereits
in der Reaktionsmischung vorliegende Amin 106a kann direkt mit der derart aktivierten
Carboxylkomponente 50b reagieren, so dass die Halbwertszeit des aktivierten Zustands
minimiert und die Racemisierung gesenkt wird. Da bei der empfohlenen Voraktivierung mit
HATU!' der gebildete Aktivester nicht sofort weiterreagieren kann war moglicherweise die
Umlagerung zum deutlich schwiécher aktiven Verbindung 125 erfolgt (Schema 17),["*%
wodurch sich der letztendliche Misserfolg des Einsatzes von HATU erklédren ldsst. Hierfiir
sprechen auch Ergebnisse neuerer Arbeiten, bei denen bei C-terminaler Verlingerung eine

Voraktivierung vermieden wurde.!"*"

Im Gegensatz zur sekunddren Aminosdure Prolin
konnen N-methylierte Aminosduren nach dem Oxazolon-Mechanismus racemisieren (Schema
17)."°°) Dementsprechend diirfte die aktivierte Komponente 120 zum Oxazolon-lIon 121
cyclisiert sein, welches moglicherweise iiber die Stufe 122 zum partiell racemisierten
Gemisch rac-120 fiihrt. Die Cyclisierung der aktivierten Komponente zu Diketopiperazinen
wie 123 und 124 konnte eine weiteres Problem obiger Reaktion gewesen sein.””! Dies wiirde
Nebenprodukte bei den fehlgeschlagenen Kupplungen (Tabelle 1, Eintrdage 1-10) erkldren, die

in den erfolgreichen Umsetzungen (Tabelle 1, Eintrdge 11, 13, 15 und 16) vernachléssigbar

waren, wobei letztendlich die Bildung der Produkte 123 und 124 jedoch nicht nachgewiesen
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werden konnte. Unvollstandiger Umsatz und Racemisierung treten schon bei C-terminaler
Kupplung gewohnhcher primérer Aminosduren auf, wenn auch in geringerem Ausmaf">,

Diese Erfahrung wurde bei obigen Kupplungsexperimenten bestétigt (vergleiche Eintrége 13
und 14, Tabelle 1). Somit sind die erzielten Resultate bei der Kupplung von N-methylierten
Aminoséduren mit einer Racemisierung von unter 10% als Erfolg zu werten, wobei es sich hier

um das erste Beispiel dieses Typs handelt.

-9

OH
( — I
@ ”//.Kk\,\\lca

N
X
FmocHN  Me FmocHN e FmocHN Me
121 122 L

9
OMe @ )ij

OMe

Ql

(0]
\_/ NMe %}/X
RN FmocHN Me o
0]
’; 123 R =Fmoc rac-120
124 R=H
o N=N 0 —
® /
RkO/N@ A
N= N-N
00
50b 125

Schema 17: Racemisierungsmechanismus, Nebenprodukte und Zwischenprodukte der

Kupplungsreaktion von 114X mit 106a.

In der Kupplungsmischung wurden bei der Verwendung von an Ellman-Linker-gebundener
Verbindungen nach Waschen der Harze 116E und 117E die Verbindungen 118 und 119
detektiert, was fiir eine nicht ausreichende Linkerstabilitit spricht. Dies erklért auch die nach

saurer Abspaltung und Reinigung erhaltenen geringen Ausbeuten von 115 (Schema 16),
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sowie 118 und 119 (Tabelle 1). Aus diesem Grund und den nur geringen erzielbaren Bela-
dungen beim Ellman-System wurde in den weiteren Synthesen ausschlieBlich mit dem sta-

bileren Wang-Linker gearbeitet.

4.3.2 Aufbau durch N-terminale Verlingerung

Als alternativer Startpunkt wurde von Aminosdureposition AS® (Schema 9) ausgegangen.
Dadurch wiirde sich das Tripeptid {iber etablierte N-terminale Verlangerung aufbauen lassen,
wihrend Position AS' als zentrale Bindungsstelle fiir das Zinkion der FTase breit variierbar
wire. Aufgrund der linearen Verldngerung lésst sich ferner der Reaktionsverlauf mittels der
Fmoc-Methode!®" 12 3 bestimmen.

Zur Vermeidung aufwendiger Schutzgruppenoperationen in Losung wurde N-methyliertes

136 1571 hergestellt

Tyrosin 128 durch Alkylierung an der festen Phase nach Miller et al.l
(Schema 18).

Ausgehend von L-93W wurde nach Fmoc-Abspaltung unter basischen Bedingen das o-
Nitrobenzolsulfonamid 126 gebildet, gefolgt von N-Methylierung mit p-Nitrobenzol-sulfon-
sduremethylester und Spaltung des gebildeten N-Methylsulfonamids 127 mit DBU und 2-
Mercaptoethanol als Fanger zu 128 (Schema 18). AnschlieBend erfolgte die Ankniipfung des
nidchsten N-methylierten Bausteins 129a zu 130, wobei bezogen auf 5 Stufen eine
hervorragende Gesamtausbeute von 90% (98%/Schritt) erzielt werden konnte (ermittelt mit
Hilfe der Fmoc-Methode). Nach Fmoc-Deblockierung verlief die Kupplung des dritten
Bausteins zu 131 nach zweifacher Umsetzung mit einem fiir N-methylierte Aminosduren
akzeptablen Ergebnis.

Ausgehend von L-93W verlief der Aufbau der Dipeptide 132 und die Umsetzungen zu den
Tripeptiden 135 und 136 laut Ninhydrin-Test!'*® weitgehend quantitativ und fiihrte laut
HPLC-Analyse zu nur minimal verunreinigten Zielprodukten (Schema 19). Aufgrund der cha-
rakteristischen Racemisierungsempfindlichkeit von Histidin wurde zur Kupplung der Bau-

1591 auf eine Hilfsbase ver-

steine 133 eine Kombination von DIC und HOAt unter Verzicht!
wendet. Die nach der Abspaltung der Verbindungen 137a und 137b von der Festphase und
HPLC-Reinigung erzielten Ausbeuten waren zufriedenstellend, die isolierten Produktmengen

entsprachen den Anforderungen fiir die geplanten biologischen Tests (Schema 19).
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Q

0
1) pNOQPh803Me,
@ MTBD
1) Piperidin/DMF o L 127
L-93W > )k -
2) oNO,PhSO,ClI, OH OAIll 2) DBU, SH(CH,),0OH

Lutidin \‘%/NH
)

NO,
126
Q 0
o) |
FmocMePheOH
129a, HATU,
o DIEA g
OAll
NHMe FmocMeHN

128 130
QQ
o = Wang-Harz 0

o]
1) Piperidin/DMF o OAll
2) FmocPheOH FmocHNVU\NW NMe
129b, HATU, H Me o
DIEA
64% (7 Stufen)
131

Schema 18: Aufbau von zweifach N-methylierten Tripeptiden

Q

0]

S o

NMe

90% (5 Stufen)
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L.93W 1) Piperidin/DMF O
2)129a oder 129b COAIl
HATU, DIEA P NH
FmocN W
1) Piperidin/DMF 132 1) Piperidin/DMF
2) L-133 oder D-133, a R=Me 2)129a oder D-134,
DIC, HOAt b R=H HATU, DIEA
FmocMePheOH 129a O/O

FmocPheOH 129b

FmocHis(Trt)OH L-133
\ / Fmoc-D-His(Trt)OH  D-133 0
OAII Fmoc-Tyr(OfBu)OH  L-134 0 OAIl
FmocHN Fmoc-D-Tyr(OBu)OH D-134 koo, L

/YN

N
R o) R o
TrtN 1
\=N 35 136
a *=D R=Me R . _ .
b *=D R=H a *:D R:Me,'R_—OtBU
¢ *=L R=H b *=L R=H,R'=H
d *=L R=Me
a HN ,I\l 63%
TFA/H,0 oAl TFA
135¢ 95:5 _ .
136b > FmocHNJj\ b @ﬁv 44%

137

Schema 19: Aufbau von Tripeptiden mit einfacher bzw. ohne N-Methylierung

4.3.3 Aufbau durch C-und N-terminale Verlingerung

Dem Startpunkt Aminosiureposition AS? (Schema 9) kommt hinsichtlich FTase-Inhibition
eine besondere Bedeutung zu, da sich sowohl AS' als auch AS® variieren lassen, wobei es
sich um Zink-Bindungsstelle (AS') und den Bereich der aromatischen Tasche (AS?) handelt
(Vergleiche Kapitel 2.3, Abbildung 2). Analog zum vorgehenden Kapitel 4.3.2 wurde der
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Baustein 128 durch Methylierung an der festen Phase ausgehend von L-93W dargestellt
(Schema 20).

Q

o)
L-133, DIC,
L-93W —>» o) HOAL, Lutidin /=N ©)
T > TrtN_
> OAll OAll
NMe
4 Stufen NHMe FmocHNﬁ(
128 138
1) Pd(PPh3),, | 2) 106a,
NMA PyAOP,
HOAt, DIEA
OH
TFA @ TFA/ H,O/ EMS
/=N ©) 90:5:5 /=N
HN_ QL < TrtN
N~ “COLAIl N COAll

| Me
NMe NMe
FmocHNﬁ( FmocHN ﬁ(
(0]

140a 29% (8 Stufen) 139
140b 23% (8 Stufen)

Q

o)
1) Pd(PPhs)s, NMA
COAl = 106a PyaoP, N COLAIl
NH HOAt, DIEA
FmocHN FmocHN ﬁ(
(@] vollst. Umsatz (@]
132b 141 dr2:1

Schema 20: Tripeptidaufbau durch N-terminale und C-terminale Verldngerung

Anschlieend erfolgte die Ankniipfung des racemisierungsanfalligen Histidinbausteins L-133
unter schwach basischen Bedingungen, welche laut HPLC-MS das reine Zielprodukt ohne er-

kennbares Auftreten von Racemisierung lieferte. Nach C-terminaler Deblockierung folgte die
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Kupplung mit dem Phenylalanin 106a zum Tripeptid 139, die vollstindig verlief, aber trotz
exakt befolgter Kupplungsbedingen von Kapitel 4.3.1 trat tiber 40% Racemisierung auf. Nach
saurer Abspaltung mit TFA gelang die Trennung beider Diastereomere 140a und 140b mittels
HPLC. Offensichtlich ist die Racemisierung unabhingig von dem Histidin und der N-
Methylierung des Tyrosins, da die analog durchgefiihrte Synthese des Tripeptids 141
ebenfalls zu einem Epimeren-Gemisch fiihrte (Schema 20).

Da diese Ergebnisse im krassen Gegensatz zu den Resultaten aus Kapitel 4.3.1 stehen, muss
angenommen werden, dass die Molekiileigenschaften in hohem Masse von der jeweiligen
Sequenz bestimmt werden und deshalb die in Kapitel 4.3.1 ausgearbeitete Methode
hinsichtlich Racemisierungsminimierung nicht universell anwendbar ist. Dennoch stellt vom
kombinatorischen Standpunkt aus die Bildung zweier epimerer Verbindungen einen
Diversitidtsgewinn dar und ist durchaus erwiinscht, vor allem wenn eine Trennung beider
Diastereomere problemlos mdoglich ist.

Alternativ wurde die inverse Vorgehensweise gewihlt, die racemisierungsarm verlaufen sollte

(Schema 21).

QQ

o)
1) Piperidin/ tBUO
1) Pd(PPha)s, D'V'F
i L > 143a-f
L-93W _PhSifs " COoAll > 002A||

2)AS-All,  FmocHN 2) D-134, HATU,

PyAOP, DIEA FmocHNﬁ(NH @

DIEA
142a-f 144a-d

AS-All = 100b, 100c, 100d, 102, 106a, 106¢

a A@ e H }% o Mo 2@
b: ESO d H a o . Me H

CHs SEN

Schema 21: Tripeptidaufbau durch C-terminale und N-terminale Verldngerung

Nach Deblockierung der Carboxylfunktion von L-93W erfolgte die C-terminale Ankniipfung
der Allylester-Bausteine 100, 102 und 106 zu den Dipeptiden 142. Nun wurde der N-
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Terminus entschiitzt und die Umsetzung mit dem Tyrosinbaustein D-134 zu den Tripeptiden
144 durchgefiihrt. Wéhrend die Umsetzungen ausgehend von 142a-d ohne feststellbare
Racemisierung die gewiinschten Produkte 144a-d lieferten, wurden bei den methylierten
Verbindungen 140e und 140f sehr polare Verbindungen detektiert, bei den es sich weder um
das jeweilige Amin 143e oder 143f, noch um das erwartete Tripeptid 144e oder 144f handelte.
Ungilinstigerweise ergaben Charakterisierungsversuche durch verschiedene Massenspektros-
kopie-Methoden (MALDI, ESI) keine verwertbaren Aussagen. Mit hoher Wahrscheinlichkeit
ist die Bildung von Diketopiperazinen'” erfolgt (siche Kapitel 2.6), die im Falle von N-
methylierten Aminosduren begiinstigt ist’”). Als Lehre folgt daraus, dass bei den methylieren
Aminosduren sehr kurze Enschiitzungszeiten sinnvoll sind und bei der nachfolgenden

Kupplung leistungsfahige Reagenzien Anwendung finden sollten.!"!

Fazit

Ein Aufbau der zentralen Tripeptideinheit auf verschiedenen Wegen am polymeren Triger
wurde erfolgreich durchgefiihrt. Die Synthese von Dipeptiden in belieber Richtung gelang in
effizienter Weise, unabhingig von einer N-Methylierung. Die C-terminale Verldngerung zum
Aufbau des Tripeptid-Naturstoff-Riickgrats war nach Optimierung der Bedingungen mdglich.
Die konventionelle N-terminale Verldngerung zu Tripeptiden verlief unproblematisch. Die
Kombination von C- und N-terminaler Verlangerung war zum groften Teil wirkungsvoll, in

einigen Féllen wurden Racemisierung oder Nebenreaktionen beobachtet.

4.4 Ankniipfung des lipophilen /V-terminalen Acylrests

4.4.1 Synthese der Bausteine

Nach dem erfolgreichen Aufbau der Tripeptideinheit wurde der Schwerpunkt auf die
Ankniipfung von lipophilen Bausteinen auf der Basis von aromatischen Carbonsduren und
Benzylchloroformiaten gelegt. Wéahrend Zimtsdurederivate 146, soweit nicht kommerziell

(197 aus den entsprechenden Benzaldehyden 145

erhiltlich, durch Knoevenagel-Kondensation
zuginglich waren, lieBen sich die Hydrozimtsduren 147 leicht aus 146 durch Reduktion der

Doppelbindung erhalten (Schema 22).
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O
0] Malonsaure,
Piperidin, X Ho, OH
7 M pyridin S OH MeOH w
/K o - /K R
100 °C
R R
145 146 147
a R = para Ph a R=Ph quant.
a R = paranPentyl b R = para nPentyl 77% b R=nPentyl quant.
b R =ortho Br ¢ R =ortho Br 7% c R=H quant.
¢ R =metaBr d R = meta Br 76%
d R =paraBr e R =paraBr 80%
e R =ortho OBn f R =ortho OBn 82%
f R =metaOBn g R = meta OBn 77%
9 R =paraOBn h R = para OBn 72%
h R=H i R=H 81%
0
1) HB_ 149,
O
2) H,O
148 150
85% (2 Schritte)
0 o)
1) 150, CsF, DME, S
7 M 100 °C X B OH
X - gz
\Br 2) Malonsaure, _
Piperidin,
145¢  meta Pyridin 151c  meta 65% (2 Schritte)
145d para 151d para 65% (2 Schritte)

Schema 22: Synthese der lipophilen Bausteine

Hierbei sollte erwihnt werden, dass die Hydrierung tiber Nacht in Methanol zu betrichtlichen
Mengen des Methylesters fiihren kann und deshalb die Reaktionszeit von wenigen Stunden
nicht tiberschritten werden sollte.

Zur Synthese von Alkenylzimtsduren des Typs 151 wurden Pd-katalysierte C-C Kniipfungen
ins Auge gefasst (Schema 22). Erste Ankniipfungsversuche von 1-Penten und 1-Pentin durch

[162

Heck!'®!\- bzw. Sonogashira-Reaktion!'®” an die Brom-Zimtsduren 146c¢-e verliefen erfolglos,

in erster Linie sicherlich aufgrund des geringen Siedepunkts und der hohen Fliichtigkeit von
Alken und Alkin. Deshalb wurde die Alkenylseitenkette als Boronsdure 150 eingefiihrt, die

durch Hydroborierung von Pentin 148 durch Catecholboran 149 und anschlieBende Hydrolyse

zuginglich war.'®! Suzuki-Reaktion!"*"! mit dem entsprechenden Brombenzaldehyd lieferte
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die Benzaldehyde, die nicht isoliert, sondern direkt durch Knoevenagel-Kondensation in die

Zielprodukte 151¢ und 151d mit hohen Gesamtausbeuten umgewandelt wurden.

4.4.2 Ankniipfung der Bausteine an festphasengebundene Tripeptide

Nach N-terminaler Deblockierung der Modellpeptide 116W, 144d und 135b wurden intensive
Versuche unternommen, die Zimt- und Hydrozimtsdurederivate, sowie Benzylchloroformiate
anzukniipfen (Tabelle 2). Wahrend Hydrozimtsduren 147b und 147c, Zimtsdure 146i und
Benzylchloroformiat mit HATU oder PyAOP bzw. HOAt/DMAP problemlos und unter
kompletter Umsetzung in die jeweiligen Tetramere iiberfiihrt werden konnten (Tabelle 2,
Eintrdge 1-4), waren bei Verwendung des Pentenylzimtsdurederivats 87 unter den oben
genannten Bedingungen die Kupplungen unvollstindig und fiihrten zu einem Produktgemisch
(Eintrdge 5-6). Genauere Untersuchungen dieser Gemische mittels LC-MS-Analyse wiesen
auf eine E/Z-Isomerisierung hin, die spiter im Detail belegt werden konnte (Kapitel 4.6). Die
vorher rein E-stindige Doppelbindung scheint wéahrend der Ankniipfungsreaktion in einem
betrachtlichen Malle zur Z-Konfiguration umgewandelt worden zu sein, woraus ein E/Z-
Gemisch resultierte. Beziiglich Nachweis und moglicher Erkldrungen siehe Kapitel 4.6. Da
eine spdtere Trennung nicht realistisch erschien, wurden diverse weitere Kupplungs-
bedingungen untersucht (Eintrdge 7-10), wovon PyAOP gemeinsam mit DMAP (Eintrag 10)
vollstdndige Umsetzung unter Erhalt der £-Konfiguration lieferte. Diese positiven Ergebnisse
wurden mit obigen Reagenzien auch bei der Ankniipfung von 87 und der bromsubstituierten

Zimtsdurereste 146¢-e an das histidinhaltige Tripeptid 135b erzielt (Eintrége 11 und 12).
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Q

®') 2
> Tripeptid OH

2) @ COX o

Q

o 1) Piperidin/DMF 1:4,

‘ 2 x 10 min, quant.
Tripeptid —OAIl

|

Fmoc -

116W, 144d, 135b X< O, G 152, 153, 154
3) Pd(PPh)y,
Q = Wang-Harz Morpholin/THF 1:4
Eintr. Edukt R'COX Kupplungsbed. Ergebnis Umsatz”

1 116W 147¢ PyAOP, DIEA 152a vollstandig
2 144d 147b HATU, DIEA 153 vollstandig
3 116W CbzCl DMAP, HOAt 152c¢ vollstandig
4 116W 1461 PyAOP, HOAt 152b vollstandig
5 116W 87 HATU, DIEA Produktgem. 152d* unvollst.
6 116W 87 PyAOP, DIEA Produktgem. 152d" 1:1.5 unvollst.
7 116W 87  PyBrOP, DIEA Produktgem. 152d” 1:1.2 unvollst.
8 116W 87  (PyS),, PPh;, PySH,  Produktgem. 152d° 1:3 unvollst.
9 116W 87  PO(O,Ph),N3;, DMAP Produktgem. 152d" 1.1:1 unvollst.
10 116W 87 PyAOP, DMAP 152d vollstandig
11 135b 87 PyAOP, DMAP 154d vollstidndig
12 135b  146¢c-e PyAOP, DMAP 154e-g >95%

* Gemisch zweier Produkte mit der Masse des Zielprodukts gemi HPLC und LC-MS
® laut HPLC und Ninhydrin-Test!">*

o OtBu .
OMe O
o) H
i, HKN N__CO,H = Hk N._-COH
- N =
\[( NH Me 0 < NH \©\
o)
OTf
152aR'=a 152cR'=c¢ 153
152bR'=b 152dR'=d
/7NTrt @/\/ @/N @/\

2 N_ _CO,H
%NW O \g;
TNH
5 @ 9
154dR'=d 154f R'=f f meta
154eR'=e 154gR'=g e ortho g para

Tabelle 2: Ankniipfung des lipophilen Bausteins und C-terminale Deblockierung
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4.4.3 Suzuki-Reaktion am polymeren Trager

Desweiteren wurden Versuche unternommen, durch Suzuki-Reaktion Alkenyl-und Aryl-
methan-Reste in polymergebundene Verbindungen mit aromatischen Brom- und Trifluor-
methansulfonat-Substituenten einzufiihren und damit die Diversitdt zu erhdhen. Unter den
verwendeten Bedingungen!'®! lieBen sich ausgehend von Phenylboronsiure 156a und 154e-g
in ortho-, meta-, und para-Position eine Phenylgruppe einbringen, wéhrend bei der

Pentenboronsdure 150 und 154f keine Reaktion beobachtet wurde (Schema 23).

150,
Pd(PPhs),,
K4PO,

80°C

154f

156a,
Pd(PPhs3),,
K3POy4

80 °C

154e-g

156b,
Pd(PPhg3),,

80 °C

OMe

Schema 23: Versuche zur C-C-Verkniipfung durch Suzuki-Reaktion an der Festphase

Auf diese Weise konnte aus dem Triflat 153 durch Umsetzung mit 156b eine p-Methoxyphe-
nylgruppe eingebaut werden. Die Bildung von 157e-g und 158 als Hauptprodukte konnte
eindeutig durch LC-ESI-MS und MALDI-TOF-MS nachgewiesen werden, war jedoch beglei-

tet von Nebenprodukten.
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4.5 Vervollstindigung der Pentamerstruktur

Da sich in Pepticinnamin E eine polare Diketopiperazin-Endgruppe befindet, deren Einbau

sich im Verlauf der Naturstoffsynthese als problematisch erwiesen hatte!'*”

, lag der
Schwerpunkt in diesem Abschnitt auf der Ausarbeitung zuverldssiger festphasengeeigneter
Einbau-Verfahren. Das Diketopiperazin 86 war aus dem Dipeptid 159 zugénglich, jedoch aus-
schlieBlich unter den in Schema 24 beschriebenen Bedingungen, auflerdem war die An-
bindung von 86 im Verlauf der Naturstoffsynthese nur mit niedriger Ausbeute und lediglich
durch Mitsunobu-Veresterung moglich gewesen. Geplant war nun, den Vorldaufer 159 und
vergleichbare Dipeptide iiber die Hydroxyl-Funktion an ein polymergebundenes Tetramer zu

binden und an der Festphase zu cyclisieren.

HO 0
E Hﬂ 1) PdIC, H,, HO™ " “NH
“__N
CbzHN™ OEt EtOH g HNW)
O 2) NH;, MeOH, o
159 4°C,3d 86
BocPhe, EDC, 89%
DMAP
75%
NHBoc
\\\"Kfo 1) Pd/C, Hy, 0 0
O o. EtOH BocHNﬂo//,,l "
> (@) -
= H quant. =
PPN . HNWH
CbZHNﬁ( OFt 2) Cyclisierungs- ©/ o
o Versuche
160 161
DEAD, PPhj,
FmocMePheOH 0] (¢}
6 1292 _ FmocMeNQko/,,,,  DHNEG Kupplung von
56% z HN 2) 114 W, 162 mit 114W
©/ PyAOP,
o HOAt,
162 DIEA

Schema 24: Versuche zur Einfiihrung des Diketopiperazinfragments 86
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1123} mit der Phenylalanin-

Wihrend die Veresterung von 159 unter Steglich-Bedingungen
Modellverbindung zu 160 eine hohe Ausbeute lieferte, gelang nach Deblockierung des N-Ter-
minus keine der zahlreichen Cyclisierungsversuche zu 161. Selbst die zur Darstellung von 86

erprobte Variante der ammoniakalischen Losung!'*?

scheiterte (Schema 24). Dieses Ergebnis
iiberrascht, da Diketopiperazinbildung oftmals spontan ablduft und es sich demzufolge um
eine hiufig auftretende Nebenreaktion der Peptidsynthese handelt.[””!

Demgegeniiber lieB sich die zu 161 analoge Verbindung 162 durch Veresterung des
Diketopiperazins 86 mit dem Aminosdurebaustein 129a durch Mitsunobu-Reaktion!'*”
erhalten (Schema 24). Die Ausbeute von 56% entspricht dem bei der Pepticinnamin E-
Synthese erzielten Wert.!'**! Nach Deblockierung des N-Terminus gelang es jedoch nicht, das
Fragment an das Tripeptid 114W mittels PyAOP zu kuppeln, was die negativen Erfahrungen

bei der Naturstoffsynthese!'** bestitigt.

Analog zur Naturstoffsynthese wurden nun Versuche durchgefiihrt, durch Mitsunobu-
Veresterung Diketopiperazin 86, Dipeptid 159 und 2-Brombenzylalkohol (164) anzukniipfen
(Tabelle 3). Tatsdchlich wurde weder bei der problematischen Verbindung 86, die nur in
DMF ausreichend 16slich ist, noch bei den Alkoholen 159 und 164 eine Umsetzung
beobachtet. Lediglich in einem Fall (Eintrag 3) wurden im LC-MS-Chromatogramm Spuren
des Zielprodukts detektiert. Da diese Reaktion, wenn auch in maBiger Ausbeute, in Losung
erfolgreich durchfiihrbar ist (Schema 24), scheint das Scheitern an der festen Phase
unmittelbar mit dem polymeren Trager zusammenhdngen, der moglicherweise einen
negativen sterischen Einfluss ausiibt. Zwar handelte es sich bei der Harzankniipfung zu
Beginn der Synthese ebenfalls um eine Mitsunobu-Reaktion (Kapitel 4.2), hier war jedoch nur
ein kleines Fragment involviert und die acide Komponente befand sich im Gegensatz zu
diesem Fall in Losung.

Als Alternative zur Mitsunobu-Reaktion wurde die Veresterung der Carbonsdurefunktion
durch Alkylierung mit Alkyl- und Arylmethylhalogeniden untersucht."*” Die Standard-

Veresterungsmethode mit Alkoholen unter DMAP-Katalyse!'*!

[124]

sollte anhand der in Kapitel
4.3 gemachten und literaturbekannten Erfahrungen zu Racemisierung und
Nebenreaktionen fiihren und wurde deshalb nicht in Betracht gezogen. Die Aktivierung der
Carbonsdure durch Uberfilhrung in das nucleophile Cisiumsalz und Umsetzung mit
Bromessigsdurederivaten 165 und 166 bei Raumtemperatur lieferte praktisch quantitav die

gewlinschten Ester (Tabelle 3, Eintrdge 6 und 7).
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-9 -9
i; OMe = ‘ OMe
N
0 0 0 0
Me Me
Ne I ) Ne L
N" >y oH N" ST Y
Me = X Me =
(Moo g TP
o \© Kupplung o \©
152¢, 152d 163
&)
86 157 Br N 0
Br~ “CO,Et | 'ASMe
HBr N CI7 ™ NH S
Br 165 167 A HNT "COxMe
N
H HCl
B~ CONH, vy N/% 169 170
164 166 168
. . Umsatz
Eintr. Edukt Bedingung };Y Produkt (%)
(0]
h [ ¥07""  “NH
86, DEAD, PPhs, P o
L1582 e ey : HN% 163a -
=
(0]
(0]
86, DIAD, PBus, P ‘ﬁo/“'v%NH
2 152 Ko 6h ﬁ\gj\”ﬁ . 163a )
=
(6]
(6]
86, DEAD, PPh, Fo HKNH
3 152¢ DMF, Molekular- @yo\ 5 HN 163b Spuren
Sieb 4A, 44 h s
(6]
® Yo
159, DIAD, PBu;, P S H
4 182 e o x6h 2 Ny 163¢ )
= O CO,Et
Br
164, DIAD, PBus, P .
50152 ppp 6k o o 163d -
=
165, Cs,COs, @ PN
6 152¢ DMF, 15 h Oy 0~ “COEt 163e >95

Tabelle 3: Fortsetzung umseitig
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Eintr. Edukt Bedingung

Umsatz
}QSJY Produkt (%)

Cs,COs, 166,
DMF, 15 h

1) CSzCO3, DMF,
8  152¢ H,0,2)167,

DMF, 24 h

1) Cs,CO;, DMF,
9 152¢ H»0, 2) 168, KI,

DMF, 24 h

7 152¢ %0 CONH, 163f >95

Of

0. ) 163g 90

B s
o. U~ 1en 70

0P oo,

1) CSzCO3, DMF, 2
10  152¢ H,0,2) 169, o o i* 163i 75
KI,DMF, 24 h 3 N0
O
1) Cs,COs, DMF, »
11 151d H,0, 18 h; 2) 169, 5 79 i* 163j 84
KI, 50 °C,2x 24 h _ NSO
170, PyAOP (5), Shie
OLHONG). \/L;QM
12 151 Sy (20). NMP. 0 N e 163k 76
36 h "0

Tabelle 3 (Fortsetzung): C-terminale Ankiipfung von Bausteinen R’

Ein nahezu vergleichbares Ergebnis wurde mit dem Arylmethylbromid 167 durch getrennte
Voraktivierung und anschlieBender Alkylierung erreicht (Eintrag 8). Die weniger aktiven
Chloride 168 und 169 lieferten trotz Zugabe von katalytischen Mengen KI nur Umsétze von
ca. 70% (Eintrdge 9 und 10). Durch Erhitzen auf 50 °C konnte die Ausbeute jedoch merklich
gesteigert werden (Eintrag 11). Diese Methode eignet sich jedoch nicht zur Ankniipfung des
Diketopiperazin-Bausteins 86, da diverse Versuche zur Uberfiihrung der Hydroxy-Funktion in
ein elektrophiles Tosylat!'*”!, Mesylat und Todid nicht gelangen, wobei sich 86 bei diesen
Reaktionen zersetzte. Mit PyAOP wurden ein Amin bzw. die Aminosdure 170 eingefiihrt und
auf diese Weise das Amid 163k gebildet (Eintrag 12). Die erreichten 76% Umsatz, ohne
feststellbare Racemisierung, lieBen sich durch Verwendung anderer Reagenzien wie
CIP/HOAt"¥ und den Mukaiyama—Redox-Bedingungen[120] nicht steigern. Resultate in die-
ser Hohe sind aber auf der letzten Stufe durchaus akzeptabel auch da sich zeigte, dass sich die
jeweils nicht umgesetzte Saure in der Regel vom Produkt abtrennen ldsst. In kombinatorischer
Hinsicht ist dies interessant, da auf diese Weise pro durchgefiihrte Synthese ein Pentamer 91

und das zugehdrige Tetramer 92, also zwei potentiell aktive Verbindungen, zugénglich sind.
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Fazit: An die festphasengebundene Tripeptideinheit lieBen sich nach N-terminaler
Deblockierung erfolgreich Zimtsdure-, Hydrozimtsdurederivate und Benzylchloroformiat
anbinden. Bei einem Zimtsdurederivat trat bei der Kupplung E/Z-Isomerisierung auf, die
durch Optimierung der Reaktionsbedingungen vermieden werden konnte. Nach Freisetzung
des C-Terminus wurden polare Bausteine an dieser Position durch alkylierende Veresterung

und konventionelle Amidkniipfung mit Aminen eingefiihrt.

4.6 Aufbau der Substanzbibliothek

Nach Ausarbeitung der einzelnen Syntheseschritte und der Darstellung der hierzu erforder-
lichen Bausteine wurde die kombinatorische Festphasensynthese von Pepticinnamin E-Ana-
loga als potentielle FTase-Inhibitoren durchgefiihrt. Aufgrund der Absicht, auf parallelsyn-
thetischem Weg diese Bibliothek, bestehend aus reinen, definierten Verbindungen, zu er-
stellen und diese Substanzen umfangreichen biologischen Tests zu unterziehen, war die Di-
mension der Bibliothek von vorneherein begrenzt. Demzufolge mussten aus den Millionen
von Maoglichkeiten eine geeignete Auswahl getroffen werden. Hierbei diente das peptidische
Naturstoffgeriist als hauptsidchliche Orientierung, wobei aber nicht zuletzt Strukturelemente
anderer Farnesyltransferase-Inhibitoren wie z. B. eine Imidazol-Gruppe Beriicksichtigung
fanden. Somit wurden der aromatische Charakter der Seitengruppen des Tripeptids, sowie der
lipophile, aromatische Rest R' unter Variation beibehalten, auf den polaren Rest R” aber in
einem Grofteil der Félle verzichtet, als erste biologische Tests auf bemerkenswerte Aktivitét
von Tetramerverbindungen hindeuteten (Schema 25). Beziiglich der Synthese wurde bei 60%
der Einzelverbindungen die Festphasensynthese in gebrduchlichen Glas- oder Polyethylen-
reaktoren auf Standard-Festphasenschiittlern unter manueller Reagenzzugabe und manuellen
Waschschritten durchgefiihrt, wéhrend in den {ibrigen Féllen ein thermostatierbarer und mit
einer automatischen Waschfunktion ausgestatteter Quest 210 Synthesizer der Firma Argonaut
Technologies zum Einsatz kam. Ausgehend von dem an Wang-Harz-gebundenen Tyrosin 93
mit Beladungsgraden zwischen 0.40-0.53 mmol/g wurden in einer ersten Etappe die zentralen
Tripeptide 94, 95 und 96 via C-terminaler (Schema 25, Weg I), zweier Varianten einer
Kombination von N-und C-terminaler (Weg II) und N-terminaler (Weg III) Verldngerung
gemidll den in Kapitel 4.3 ausgearbeiteten Deblockierungs- und Kupplungsmethoden
aufgebaut. AnschlieBend wurden nach Fmoc-Spaltung verschiedene lipophile Reste R'
angekniipft, wobei abhingig vom jeweiligen Baustein unterschiedliche Reagenzien
Anwendung fanden (Schema 25, IV, siehe hierzu auch Kapitel 4.4.2). Darauf folgte die

Freisetzung des C-Terminus mit Pd’-Katalyse. Auf dieser Stufe wurden ca. 75% der Ver-
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bindungen als Tetramere 92 mit TFA/Fanger-Mischung abgespalten. Obwohl mit Hydrid-Do-
nor- und schwefelhaltigen Fingerreagenzien die besten Abspaltungsergebnisse erzielt wurden
(Kapitel 4.2), wurde wegen partieller Reduktion von Doppelbindungen durch die Silylhydride
und generell hohem Abtrennungsaufwand der im UberschuB3 eingesetzten Finger auf diese
speziellen Reagenzien in den meisten Féllen verzichtet. Mehrfache Umsetzung mit einer
Kombination von TFA/H,0 lieferte die Produkte in akzeptablen Mengen und Ausbeuten und
erleichterte die Reinigung erheblich. Nach Enfernen der fliichtigen Bestandteile wurde der
jeweilige Riickstand einer Reinigung durch priaparative HPLC, weitgehend im Hochdurch-
satz-Modus, unterzogen.

Durch Pd-katalysierte Hydrierung von Zimtsdurefragmenten mit Wasserstoff liessen sich
ausgehend von 92 weitere Analoga 171 mit gesittigten Resten R' darstellen, wobei wegen
des sauberen und quantitativen Reaktionsverlaufs keine weitere Reinigung erforderlich war.
Diese Reaktion konnte auch problemlos an dem Rohprodukt nach der Abspaltung durch-
gefiihrt werden. Ausgehend von den polymergebundenen Tetrameren 97 wurden Reste R?
durch Amidkniipfung und Alkylierung angekniipft (siche hierzu Kapitel 4.5), was die
Pentamere 98 lieferte. Saure Abspaltung und HPLC-Reinigung lieferte die Verbindungen 91.
Somit wurde eine Bibliothek von 52 Pepticinnamin-Analoga durch 8-11-stufige Synthese am
polymeren Trager mit Gesamtausbeuten zwischen 3% und 63% iiber alle Stufen erhalten, was
einer mittleren Ausbeute von 65-94% je Stufe entspricht (im Regelfall werden tiber 80%
erreicht). Die erzielten Reinheiten liegen bis auf wenige Ausnahmen bei > 90%. Die
erhaltenen Substanzen lassen sich in drei Untergruppen unterteilen, die sich hauptsédchlich
durch ihre zugrundeliegende Tripeptidgeriiste unterscheiden, was von der unterschiedlichen
Darstellungsweise (Schema 25, Wege I-III) herriihrt. Bei der Sub-Bibliothek 1 (Tabelle 4)
wurde das Naturstoffriickgrat konserviert, wobei lediglich das zentrale DOPA-Derivat durch
ein methyliertes Tyrosin substituiert worden war. Variiert wurden zwei Parameter, lipophiler
Rest R' und polarer Kopf R?. Neben unterschiedlich verzweigenden, langkettigen Resten R
(Tabelle 4, Eintrdge 1-12), wurden kurze aromatische Anker eingebaut (Eintrdge 14-24). Als
Reste R? wurden polare cyclische Gruppen (Eintrige 1, 2 und 16), Aminosiuren (Eintrige 14,
15 und 20) und Hydroxyessigsduregruppen (Eintrdge 21 und 22) eingefiihrt. Demgegeniiber
lieferten einige Anbindungsversuche des 5. Bausteins nur Produktspuren (Eintrag 6), aus-
schlieBlich nicht umgesetztes Edukt (Eintrige 9 und 11) oder ein Abbauprodukt der ge-

wiinschten Zielverbindung (Eintrag 7).
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Vi Substanzbibliothek l Vil
52 Verbindungen
I as'H as? as? Ausbeute: 3-63% ‘ As'H AS?H AS®-OH

Mittlere Ausbeute/ @

91 Schritt: 65-94% 171

I: a) Pd(PPH,),, PhSiH; oder NMA; b) AS?All, HATU; c) Pd(PPH,3),, NMA; d) AS3All, PyAOP

ll: Variante A: a) Piperidin; b) FmocAS'OH, DIC/HOA; c) Pd(PPh3),, NMA;d) AS3All, PyAOP

ll: Variante B: a) Pd(PPhs)4, PhSiHj3; b) ASBAIL; PyAOP, c) Piperidin; d) FmocAS'OH, HATU

lll: a) Piperidin; b) FmocASZOH, HATU; a) Piperidin; b) FmocAS1OH, HATU oder DIC/HOAt

IV: a) Piperidin; b) R'CO,H, HATU (R' = alkyl) oder R'CO,H, PyAOP, DMAP (R = alkenyl);
oder R'cOCI, DMAP, HOAt (R' = OBn); ¢) Pd(PPhs),, Morpholin

V: XR?, PyAOP (X = NH,) oder XR?, Cs,CO3 (X = Hal)

VI: TFA, Allyl-Scavenger: H,O oder Et3SiH oder |Pr3SiH oder EtSMe
VII: Pd/C, H,

Schema 25: Kombinatorische Festphasensynthese der Substanzbibliothek
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ASAII: 106a, 106b, FmocASOH: 129a, 129b,
100b, 100c, D-133, L-133,
100d D-134, L-134
(R'—cox  87; 146ab; X{R?) 165,167,168, 169, 170
X=0H,Ccl 146f-;151c.d X = Hal, NHR OfBu
SMe
147a-c HCI HCl '/
H,N~ >CO,B S
CbzCl 2 ofBu  HoN CO,tBu
pNO,CbzCl 172 173
OtBu /N
Br HN O HNQCONHZ
ﬁg )
174 175 176

Abbildung 7: Verwendete Synthesebausteine fiir die Festphasensynthese

Als Erkldrungen konnen im Fall der Pyridin-Gruppe (Eintrag 6) Reinigungsverluste, beim

Methionin (Eintrag 7) dessen Labilitit!*>!

und im Fall des Serins (Eintrag 9) ein zu starker
sterischer Anspruch der zwei tert-Butyl-Gruppen im Edukt-Baustein 173 (Abbildung 7)
angefiihrt werden. Demzufolge ist das Scheitern dieser Reaktionen weitgehend auf
individuelle Schwierigkeiten zuriickzufiihren und spricht nicht gegen die Reaktionen als
solche.

Bei der Teilbibliothek 2, dargestellt iiber Weg Ila in Schema 1 (Eintrdge 1, 3, 5, 6-8, Tabelle
5) bzw. Weg IIb in Schema 1 (Eintrdge 2 und 4, Tabelle 5) wurden ausschlieBlich Tetramere
des Typs 92 synthetisiert. Die Erfahrungen aus Kapitel 4.3 scheinen hier bestétigt zu werden,
da Tripeptid-Aufbau tiber Weg IIb zu Racemisierung, also einem Isomerengemisch fiihrt, das
ungiinstigerweise auf dieser Stufe nicht trennbar war (Eintrdge 2 und 4). Ferner wird {iber
Weg Ila bei N-methylierten Verbindungen kein Produkt detektiert (Eintrdge 1, 3 und 5),
wiahrend unmethylierte Analoga (Eintrdge 6-8) problemlos die gewiinschten Produkte
lieferten. An Position R' wurden Benzyloxycarbonyl-, Hydrocinnamoyl- und n-Pentyl-

hydrocinnamoylreste angefiigt. Weiterhin wurden die Konfiguration an AS' und die ent-

sprechende Seitenkette variiert sowie die N-Methylierung und die lipophile Seitengruppe R”.
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Teilbibliothek 1

HO

4

e

MeO
%’LY Ausbeute
Eintr.  Verb. g (Ausb./Schritt)  Reinheit
®) o
N . 0
1 o Ny O“ﬁi* 14 (80) > 95
N~ ~O
H
3 "
y S
2 912 N oY 10 (77) > 95
©/\ K[N/F
N
3 92/1 N ¥ oH 12 (76) > 95
4 1711 )/Ejm% o 14 (78) > 95
\ ~
5 92 W * Fon 13 (77) > 95
) R
6 913 d@m\é T @ -
N
SMe
7 91/4 d@m? l) > ]
N OH
VT
8 92/3 d@m\% 5“OH 13 (77) 95
OH
9 915 @Nﬁ #y [ on » ]
H o
10 92/4 @N% 5“OH 18 (81) > 95

Tabelle 4 (Fortsetzung umseitig)
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Ausbeute

Eintr.  Verb. /L%LY (Ausb./Schritt)  Reinheit

[%]

sy

1 91/6 @m\% N ° -
o

12 925 @m\% Fon 10 (75) > 95

7

13 926 11 (76) > 95
SMe
: ¢
14 917 T I o 10 (77) >95
O,N ” ﬁo(
O\\S/
i
15 91/8 /@AO o 5(72) > 95
O,N 0
2 ” \[O(
5 N
16 91/9 T ° NH, 13 (78) 60
it
17 9277 ONQAO Fon 5 (69) > 95
2
18 92/8 @A o Fon 13 (77) > 95
\ -
19 92/9 @mz oH 13 (77) > 95
SMe
C
20 91/10 @m 8 (76) 91
37 OMe
N
- 57 oM
21 o1 | :“2 & Y ° 28 (87) > 95
< ~ OH
2 9112 @ma = Y 40 (90) > 95
23 9113 @m% Fonl 31 (85) > 95
24 92/10 | :m% F o 36 (88) 95

® Zielprodukt detektiert, jedoch nur in Spuren isoliert; ° Zielprodukt nicht detektiert.

Tabelle 4 (Fortsetzung): Aufstellung der synthetisierten Verbindungen (Teilbibliothek 1,
dargestellt tiber Weg I, Schema 25)
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Teilbibliothek 2

Mg}
o

HO
Ausb.
Eintr.  Verb. R' R * R’ R* (slzﬁf% Reinh.
[%].
?7?; H
- N
1 em @AO | D Me Q 2
<\Nj}i =
;3 ',:l' Isom.
2 9212 @A o I L Me Q 16 (85) Gem.
N7 % % 7:3
' H
3 3 [ 4l L Me Q - :
= N~ i
8 ',:l' Isom.-
4 9214 y L L Me Q 50(92) Gem.
N7 % % 7:3
%} HO
5 915 @A ° D Me Q .
P b ) )
HO
6  92/16 g @ D H Q
@m L > 14(78) >95
HO
7 9217 @N% @ D H 22(83) >95
L =,
o D/L
8 92/18 @N¥ @ D H \Q 21 (82) (ixsg
3 g

? Produkt nicht detektiert

Tabelle 5: Aufstellung der synthetisierten Verbindungen (Teilbibliothek 2, dargestellt {iber
Weg I, Schema 25)




4. Spezieller Teil 59

Teilbibliothek 3

OH

O

2
m x %NWOH

O O
()

(®)

pd

Ausb.
. 1 2 " 3 4 s (Ausb./ .
Eintr. Verb. R R R R* R Schritt) Reinh.
[%]
3 HO
1 92/19 @AO/ \Q D Me H Me - -
N
%g HO
2 92120 @AO/ \Q D H H Me - i
P
y HO
3 9221 @AO/ \Q D Me H H 14(78) 78
¥
%g HO
4 9222 @AO/ @ D H H H 18(@8l) >95
P
y HO
5 9223 @AO/ \Q D H OH H 21(8) >95
¥
%g HO
6 92124 @AO/ @ L H OH H 3186 >95
P
7 92125 @AO%% L H H H I8@8l) >95

\;/ s
" O
ol
)}
T
T
T

92/26 % 31(86) >95
H
O;g N a
9 92127 @A €] D Me H Me - ]
N~
H
oﬁi N
10 9228 @A {7 D Me H H 2434 >95
N~

Tabelle 6 (Fortsetzung umseitig)
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Ausb.
Eintr. Verb. R! R + R R' RS (Sélllll?lkzt; Reinh.
[%]
3 H
11 9229 @A o <\N1 L Me H H 2484 85
N~
g H
12 92/30 @A 0 <\N1 L H H H 24(84) 95
N~
5N
13 92/31 /@AO £] D H H H 6094 >9
OoN N~ %
H
14 92/32 % <\N1 D Me H H 2182 >95
N~
H
15 92/33 % <\N1 L Me H H 30(86) >95
N~
H
16 92/34 % <\N1 D H H H 2484 >095
N~
H
17 92/35 % <\N1 L H H H 198) 93
N~
H
18 92/36 N <\N1 D H H H 1509 95
N~
G H E/Z-
19 92/37 w €1 L H H H 36 Gem
X N7 % 1:1
Ny t
20 92/38 KV\QN <\N1 D H H H 13(77) =95
N~
) H
21 92/39 Ny <\N1 D H H H 3889 90
@/& N7 3%
S H
2 12 5 <\N1 D H H H 3086 95
@/& N7 3%
O ok H
23 92/40 <\N1 D H H H 3487 >095
C

Tabelle 6 (Fortsetzung umseitig)
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Ausb.
(Ausb./
Schritt)

[7o]

Eintr. Verb. R! R? * R R* R’ Reinh.

O e N E/Z-
N
24 92/41 O Q 1 D H H H 21(82) Gem.

N7 5% 1.7:1

@Ao H E/Z-
25 92/42 ©/x‘f {1 P H H H 1005 Gem

N % 1:25

(6] H

26 92/43 ©A\ N <\N1 L H H H 13(7) 89
DI

27 92/44 J P o H H 286 Gem
N~

1.7:1

O \%/ H
N
28 92/45 OA <\1 L H H H 21082 91
N2
AN

/@/\}{ H

N

o | D H H H 10075 >95
S

29 92/46 @A
NG
IO 67
30 92/47 @”0 €] L H H H 1176 Gem
N7 % 1.6:1

 Produkt nicht detektiert

Tabelle 6: Aufstellung der synthetisierten Verbindungen (Teilbibliothek 3, dargestellt {iber
Weg 111, Schema 25)

Bei der zahlenmiBig umfangreichsten Substanzbibliothek 3 wurden sechs strukturelle
Parameter jeweils variiert, wobei die Reste Rl, R? und R* hervorzuheben sind, neben der
Modifizierung der AS'-Konfiguration und des Rests R”.

Die Synthese gelang hier weitgehend reibungslos. Lediglich die Darstellung von an Position
R’ methylierten Verbindungen scheiterte. (Tabelle 6, Eintriige 1, 2 und 9). Bei einigen
Beispielen (Tabelle 6, Eintrage 19, 24, 25, 26, 30) trat trotz reiner E-Konfiguration der
verwendeten Bausteine bei der Ankniipfung benzyloxy- und para-phenylsubstituierter
Zimtsduren eine unerwartete £/Z Isomerisierung auf, was durch LC-MS und NMR-Analyse

des Produktgemischs eindeutig belegt werden konnte: Beide Substanzen weisen identische
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Molekiilmasse und Fragmentierungsmuster auf, wihrend in den 'H-NMR-Spektren die
Kopplungskonstanten und chemische Verschiebungen der zwei getrennte Olefin-Dubletts
unterschiedlicher Intensitit mit Ji,,s = 15.8 Hz (E-Isomer) und J s = 12.8 Hz (Z-Isomer) mit
Vergleichsspektren von E-und Z-konfigurierten Zimtsdureamiden hinsichtlich chemischer

Verschiebung und Kopplungskonstanten iibereinstimmen.!'®”!

In der Literatur ist eine derartige Umlagerung von Zimtsdurederivaten unter Lichteinflufl

(168 (1681 sowie Bronstedt- und Lewis-

beschrieben, I der von Donor-Substituenten am Aromaten
Sauren!'®” begiinstigt wird und préparativ genutzt werden kann."'’" Da dieser Effekt von den
Kupplungsbedingungen abhéngig ist, scheint er auf dieser Stufe aufzutreten und da nicht
explizit unter Lichtausschlul gearbeitet wurde, wire ein photo-induzierter Umlagerungs-
mechanismus vorstellbar. Dies iiberrascht, da die verwendeten, rein E-konfigurierten Zimt-
sdurebausteine auch nach liangerer Lagerung im Sonnenlicht keine merkliche Photolabilitét
aufweisen.

Obwohl sich zeigt, dass die ausgearbeiteten Methoden nicht universell auf alle Verbindungen
gleichermallen erfolgreich anwendbar sind, konnten in 85% der Fille die gewiinschten
Zielverbindungen erhalten werden. In 85% der Fille wurden Reinheiten von iiber 80%

erreicht, in 70% der Fille wurden Reinheiten von 95% und mehr erreicht.

Fazit
Die in den vorliegenden Kapiteln entwickelte Festphasensynthese lieferte eine Substanz-
bibliothek von Pepticinnamin E-Analoga wobei weitgehend ausreichende Mengen und hohe

Reinheiten fiir die nachfolgenden biologischen Tests erreicht wurden.
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4.7 Durchfithrung der biologischen Tests

Die Verbindungen der Bibliothek und einige weitere synthetisierte Substanzen wurden in
verschiedenen Assays gegeniiber Farnesyltransferase, GeranylGeranyltransferase [ und

transformierten Zelllinien getestet.

4.7.1. Inhibition der Farnesyltransferase

Die nachfolgend beschriebenen Tests sollten quantitative Aussagen hinsichtlich der Inhi-
bitionsfahigkeit der Naturstoffanaloga gegeniiber der Farnesyltransferase liefern. Weitere,
kinetische Studien beziiglich FTase sollten Aufschluf {iber den Inhibitionsmechanismus der
Verbindungen geben. Hierzu dienten drei unterschiedlich Assays, die auf drei Varianten der

FTase (Mensch, Ratte, Hefe) basieren.

4.7.1.1 Radioaktivitit-basierter Inhibitionstest

In diesem Standard-FTase-Assay!'’''wird ein Tritium-markierter Farnesylrest FTase-
katalysiert auf ein K-Ras-Protein {ibertragen (Schema 26). Anhand der Radioaktivitit im

ausgefillten Protein l4sst sich der Inhibierungsgrad ermitteln.

SH 5 S[*H]Far*
" [°HIFar*-P,0;

FTase

Detektion durch Radioaktivitats-
Messung

Schema 26: Radioaktiver Assay zur Inhibition der Farnesyltransferase (FTase)

Hierbei wurde Human-FTase aus Plazenta verwendet, bei K-Ras handelt es sich um die Ras-
Variante, deren Gen-Mutation in menschlichen Tumorzellen am weitaus hdufigsten auftritt.
Dieser Hochdurchsatz-Test im 96-Well-Mikrotiterplatten-Format wurde in Zusammenarbeit
mit Michael Bate, AstraZeneca UK, Alderley Park durchgefiihrt, der freundlicherweise auch
Enzym und K-Ras zur Verfiigung stellte. Bei diesem Ansatz wurden Enzym, Ras-Protein und
Inhibitor vorgelegt und die Reaktion durch Zugabe des FPP-Substrats gestartet. In einem
ersten Screening-Durchgang wurden bei Inhibitorkonzentrationen von 30 umol/l gearbeitet.

Verbindungen, deren 1Cso-Wert oberhalb dieses Grenzwerts lag, wurden nicht weiter getestet.
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Von den iibrigen wurden Verdiinnungsreihen mit 3 Messungen pro Konzentration
aufgenommen und durch graphische Auftragung die jeweiligen ICso-Werte bestimmt. Hierbei
wiesen 10 Verbindungen Aktivititen unterhalb von 20 pmol/l auf, hiervon zeigten 7 Vertreter
50% Inhibition im einstelligen mikromolaren Bereich, wobei bis zu 1 pmol/l erreicht wurden.
Die aktivsten Verbindungen sind in Abbildung 8 dargestellt, eine Gesamtaufstellung der

Ergebnisse des Inhibitionstests ist aus Tabelle 8 ersichtlich.

Aktivitit [%]

0,1 1 10 100
Konzentration [uM]

Abbildung 8: Dosis-Wirkungskurven einer Auswahl getesteter Verbindungen; 171/1 (A),
92/35 (0), 92/8 (W), 92/9 (»).

4.7.1.2 Fluoreszenz-basierter Inhibitionstest

Hierbei katalysiert die FTase die Ubertragung des Farnesylrests vom FPP-Substrat auf ein
Dansyl-markiertes Peptid welches die CAAX-Box von H-Ras imitiert (Schema 27).'"% Da
durch den Farnesyltransfer die rdumliche Umgebung des Dansyl-Fluoreszenzfarbstoffs
verandert wird, so dass die Quantenausbeute um ein Vielfaches ansteigt und sich die
Emissionswellenldnge deutlich zu niedrigeren Wellenldngen verschiebt, ldsst sich selektiv die
Produktbildung detektieren. Aufgrund der Proportionalitit von Reaktionsgeschwindigkeit und
Fluoreszenzzunahme kann der Reaktionsverlauf in Abhdngigkeit von der Inhibition fluores-

zenzspektroskopisch vermessen werden.
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NMe, NMe;

DO (D e
g g

Far-P207
0=S-G-C-V-L-S 0=5S-G-C-V-L-8
6 FTase 5

Detektion durch Fluoreszenz-
Spektroskopie

Y

Schema 27: Fluoreszenz-basierter Assay zur Inhibition der Farnesyltransferase (FTase)

4.7.1.2.1 Screening von Manumycin-Analoga

In einem Nebenprojekt dieser Arbeit wurden eine Reihe von Analogal'”®! 177 und 178
(Tabelle 7) des natiirlichen FTase-Inhibitors Manumycin A 14, gegeniiber Hefe-FTase
getestet. Diese Verbindungen wurden von Dipl.-Chem. O. Block, Abteilung Prof. Dr. H.-J.
Altenbach, Univ. Wuppertal zur Verfiigung gestellt. In einem parallelen Ansatz wurden diese
Verbindungen von Dipl.-Chem. C. Arenz, Abteilung Prof. Dr. A. Giannis, Univ. Karlsruhe
auf ihre Inhibition gegeniiber der neutralen Sphingomyelinase (N-SMase) untersucht. Das
Ziel dieser Gemeinschaftsarbeit war herauszufinden, ob Manumycin und strukturelle Analoga
in der Lage sind, sowohl die FTase als auch die N-SMase zu inhibieren um damit die
vielfdltigen biologischen Eigenschaften des Naturstoffs aufzukliren. Die Funktion des
Enzyms N-SMase wird mit Prozessen in Verbindung gebracht, die Entziindungen, den

Zellcyclus und die Apoptose steuern.!' ™

(1421 wurden Enzym,

Bei diesem fluoreszenzbasierten Assay gemdll einer neueren Variante
Substratpeptid und Inhibitor vorgelegt, die Reaktion durch FPP-Zugabe gestartet und mit
einem LS-50B-Fluoreszenzspektrometer die einzelnen Messpunkte nacheinander vermessen.
Die Farnesyltransferase von S. cerivisae, iiberexprimiert aus E. coli, wurde freundlicherweise
von S. Vollmer, Abteilung von Professor Dr. J. Rétey, Univ. Karlsruhe, zur Verfligung ge-
stellt.

Bei einem Vergleich der erhaltenen Inhibitionsergebnisse mit jenen von C. Arenz!'” fiir N-
SMase werden unterschiedliche Wirkmechanismen deutlich: Verbindungen 14, 177a und

178b inhibieren die FTase reversibel, im oberen nanomolaren bis niedrigen mikromolaren

Bereich, wihrend N-SMase von diesen irreversibel blockiert wird (Tabelle 7).
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\ Neutrale
Eintrag Verbindung® FTaIs(e:SOII[l::il/)atlon Sphnll\}g_osmMyae;;nase
Inhibition’ [%]
1 14 19.4 34
2 177a 0.85 10
3 177b 8.4 90
4 177¢ e e
5 178a e e
6 178b e e
7 178c¢ . e

? Verbindung 14 wurde von Sigma bezogen, Verbindungen 177 und 178 wurden von O. Block, Prof. Altenbach,
Univ. Wuppertal zur Verfiigung gestellt; ® Hefe-FTase[freundlicherweise von S. Vollmer, Prof. Rétey zur Verfii-
gung gestellt]; © die Inhibitionstests an der neutralen Sphingomyelinase wurden von C. Arenz, Prof. Giannis,
Univ. Karlsruhe durchgefiihrt; ¢ bei 50 uM Inhibitorkonzentration; ¢ keine beobachtete Inhibitionswirkung.

(0] (0]
).k )L a= :!‘Xy\/\/\/\/\/\
HN R HN R
o) HOW _~
T, e e
~O
o © o c= Ph
177a R=a 178a R=a
177b R=D 178b R=b
177c R=c 178¢c R=c

Tabelle 7: Inhibition von Hefe-FTase und N-SMase durch Manumycin A und Analoga.

Demgegentiber zeigen Analoga 177¢ und 178a-c¢ gegeniiber beiden Enzymen keinen Effekt.
Offenbar wird eine gewisse Selektivitidt durch den Charakter der lipophilen Kette erzielt, da
177a mit geséttigte Rest gegeniiber FTase die beste Wirkung erzielt. Demgegeniiber ist dies
ein vergleichsweise schwacher N-SMase-Inhibitor, wihrend 177b mit ungesattigtem Rest die
starkste Inhibition hervorruft.

Als wichtigste Erkenntnis dieses Projektes konnte festgestellt werden, dass Manumycin A und
bestimmte Analoga neben der FTase auch N-SMase inhibieren und deshalb die biologische

Aktivitit zumindest partiell mit der N-SMase korrelliert scheint.!'’®

4.7.1.2.2 Screening der Substanzbibliothek

Die unter 4.7.1.2.1 durchgefiihrte lineare Screening-Technik eignet sich hervorragend fiir eine
kleine Anzahl von Testsubstanzen. Angesichts der Grof3e der dargestellten Substanzbibliothek

und der Absicht, umfangreiche kinetische Studien durchzufiihren, war jedoch eine parallele
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Arbeitsweise angebracht, vereint mit 6konomischer Miniaturisierung des Assays. Wie in
Kapitel 4.7.1.2.1 wurde das standardisierte 96-Well-Mikrotiterplattenformat gewahlt. Ent-
sprechend wurde auf ein geeignetes Platten-Lesegerit in Form des Ascent FL Fluorometers
zuriickgegriffen. Aus den vorgegeben Filterpaaren flir Anregungs- und Emissionswellenlédnge
wurde die Kombination 355 nm (A)/460 nm (Aey,) verwendet, die zwar von den optimalen
Werten 340 nm (Ax)/505 nm (Aen) abweicht, das UV-Spektrum der Reaktionsmischung
(nicht gezeigt) belegt aber, dass der Intensitdtsverlust gering ist und dass auf diese Weise
eindeutig zwischen Produkt und Edukt differenziert werden kann.

Die Messungen erfolgten in Zusammenarbeit mit Dipl.-Biochem. B. Popkirova, Abteilung Dr.
J. Kuhlmann, MPI Dortmund, die auch die in diesen Tests verwendete, aus E. coli
tiberexprimierte, Ratten-FTase zur Verfiigung stellte. Hierzu wurden Dansylpeptid, FPP und
Inhibitor in den entsprechenden Plattenvertiefungen vorgelegt und die Reaktion durch Zugabe
der FTase gestartet. Aufgrund dieser Vorgehensweise wurde eine Vorinkubation durch den
Inhibitor oder eine Substratkomponente unterbunden. Die Verwendung der Dispenserfunktion
des Gerdts zur Enzym-Zugabe ermoglichte die vollautomatische Parallel-Messung der
gesamten 96 Felder.

Bei einem ersten Grob-Screening wurden die 52 Mitglieder der Substanzbibliothek
durchgiingig bei 50 uM Inhibitorkonzentration vermessen und Verbindungen mit weniger als
50% Inhibition ausgesondert. Von den aktiven Inhibitoren wurden Dosis-Wirkungskurven mit
4-6 Messpunkten pro Konzentration aufgenommen und die entsprechenden ICso-Werte

graphisch ermittelt (siehe hierzu Beispielverbindungen in Abbildung 9).

100 [TTTTg T T T TTTT] T T

80

60

40

Aktivitat (%)

20

0 Ll I Lol I L1

1 10
Konzentration [uM1

Abbildung 9: Dosis-Wirkungskurven einer Auswahl getesteter Verbindungen; 92/8 (O0), 92/43
(0), 92/32 (@).
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Hiervon wiesen 25 Verbindungen Aktivititen unterhalb von 40 umol/l auf, 19 unterhalb von
20 pmol/l und 13 zeigten Aktivitdt im einstelligen mikromolaren Bereich, mit 5.3 pmol/l als
hochste Aktivitit. Eine Aufstellung der ICsp-Werte sind in Kapitel 4.7.4 Tabelle 8 ersichtlich,

wo auch eine ausfiihrliche Diskussion erfolgt.

4.7.1.2.3 Messung der Inhibitionskinetik

Die in Kapitel 4.7.1.2.2 angewendete Parallelmesstechnik wurde nun fiir die kinetischen
Messungen verwendet. Hierbei wurden bei drei verschiedenen Inhibitorkonzentrationen
jeweils die Konzentration einer Substratkomponente konstant gehalten, wéhrend die der
anderen variiert wurde. Aus einer reziproken Auftragung von 1/Reaktionsgeschwindigkeit
gegen 1/Substratkonzentration nach Lineweaver-Burk kann anschlieBend auf den

(771 der variierten Komponente geschlossen werden: Bei einem

Inhibitionsmechanismus
kompetitiven Mechanismus muss bei sehr hoher Substratkonzentration unabhingig von der
Inhibitorkonzentration die maximale Reaktionsgeschwindigkeit erreicht werden, so dass sich
alle Geraden in einem Punkt der Ordinate schneiden. Aus den besten der im vorhergehenden
Screening ermittelten Inhibitoren wurden exemplarisch die naturstoffnahen Verbindungen
92/8 und 92/5, sowie die histidinhaltigen Inhibitoren 92/43, 29/32 und 92/28 ausgewiéhlt, die

reprisentativ fiir die einzelnen Strukturklassen der Bibliothek stehen.

Die Lineweaver-Burk-Auftragungen dieser fiinf Inhibitoren, jeweils fiir FPP- und Dansyl-
peptidkonzentration-Variation, sind in den Abbildung 10 und 11 ersichtlich. Wahrend bei
Verbindung 92/43 fiir beide Substrate die Endgeschwindigkeiten im Rahmen der
Messgenauigkeit iibereinstimmen und demzufolge die Inhibition einem kompetitiven
Mechanismus folgt (Abbildung 10a, b), wird bei den ebenfalls histidin-enthaltenden Inhibi-
toren 92/28 und 92/32 nur Kompetition gegeniiber dem Peptid-Substrat erreicht (Abbildung
10d, und f). Die Lage der Schnittpunkte in den FPP-Diagrammen 10c und 10e sprechen
eindeutig gegen kompetitive Hemmung. Der duBerst ungewohnliche, jedoch reproduzierbare,
Abfall der Geraden ohne Inhibitorzusatz in 10d und 10f spricht fiir Substratinhibition durch

das Dansylpeptid, welche fiir DansylGCVLS bereits beobachtet wurde.!'”!
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a) Inhibition durch 92/43
[FPP]-Variation, [DansGCVLS] =10 uM

b) Inhibition

durch 92/43

[DansGCVLS]-Variation, [FPP] = 10 uM
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Abbildung 10: Auftragung von 1/v gegen 1/cSubstrat nach Lineweaver-Burk fiir 92/43, 92/28

und 92/32; Inhibitorkonzentration: 0 (#), 10 (0) und 20 (+) uM; v = Anfangsgeschwindigkeit
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a) Inhibition durch 92/8 b) Inhibition durch 92/8
[FPP]-Variation, [DansGCVLS] =10 uM [DansGCVLS]-Variation, [FPP] = 10 uM
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Abbildung 11: Auftragung von 1/v gegen 1/cSubstrat nach Lineweaver-Burk fiir 92/8 und
92/5; Inhibitorkonzentration: 0 (¢), 10 (0) und 20 (+) uM; v = Anfangsgeschwindigkeit

Besonders gravierend scheint sich dieser Effekt bei den Verbindungen 92/8 und 92/5
auszuwirken (Abbildung 11b, d). Dieser Verlauf gleicht den Ergebnissen von Poulter et
al.mg], die Substratinhibition fiir DansGCVLS nachweisen konnten. Somit scheint es sich im
Fall von 92/8 und 92/5 nicht um eine kompetitive Hemmung hinsichtlich des Dansylpeptids
zu handeln, demgegeniiber weisen die Diagramme 1la und 1lc eindeutig auf eine

Verdrangung des FPP-Substrats hin.

Diese Ergebnisse werden von Modelling-Studien untermauert, die freundlicherweise von
Diplom-Chemiker Lars Kissau zur Verfiigung gestellt wurden."”” In Abbildung 12a, welche
die Ausrichtung der Verbindung 92/43 im aktiven Zentrum der Farnesyltransferase zeigt, wird
deutlich, dass diese als Bisubstratinhibitor sowohl die Peptidbindungsstelle blockiert, als auch
in den Bindungsraum des Farnesylrests hineinragt. In erster Linie fixiert durch die Bindung

des Histidins an das Zink-Ion und eine polare Wechselwirkung des Carboxylats in der rechten
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oberen Hiélfte mit einer von basischen Aminosduren gebildeten polaren Tasche, ist der
CAAX-Raum praktisch vollstandig ausgefiillt. Durch die hydrophobe Wechselwirkung der
Benzylgruppe des Rests R' mit der aromatischen Tasche im linken oberen Bereich ragt der
Zimtsdure-Substituent senkrecht in den Bindungsraum des Lipidrests hinein (im Hintergrund)
und blockiert ihn damit. Einen dhnlichen Bindungsmodus ergaben die Berechnungen bei Inhi-
bitor 92/32, der demjenigen von 92/28 vergleichbar ist (Abbildung 12b). Da hier der lipophile
Rest R' zum Betrachter hin in eine aromatische Bindungstasche im Vordergrund bindet (von
dem Ausldufer im Vordergrund teilweise verdeckt), wird lediglich die Peptidbindungsstelle
belegt, jedoch nicht die Farnesyltasche.

a) 92/43 b) 92/32

Abbildung 12: Inhibitoren a) 92/43, b) 92/32, c¢) 92/8 im aktiven Zentrum der

Farnesyltransferase als Ergebnis von Molecular Modelling Berechnungen

Im Fall von 92/8 (Abbildung 12c) und ebenso 92/5 (nicht gezeigt) bewirken die beiden N-
Methylgruppen eine deutliche Rigidisierung des Molekiils und erzwingen damit eine andere
gebundene Konformation als bei 92/43 und 92/32. Der aromatische Rest des D-Tyrosins
wechselwirkt {iber das n-System mit dem Zink-Ion, was durch H-Briicken der phenolischen
OH-Funktion mit polaren Gruppen in der Zink-Umgebung erginzt wird. Die freie
Carboxylatgruppe bindet nicht in die polare Tasche wie 92/43 und 92/32, sondern
wechselwirkt mit einem Arginin-Rest in der rechten unteren Hélfte (verdeckt) und stabilisiert
damit die Turn-Konformation. Der Methoxyphenylalaninrest der mittleren Aminosédure, (am

unteren Rand, teilweise verdeckt) blockiert die Pyrophosphat-Bindungsstelle, wihrend der
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aromatische Substituent der Cbz-Gruppierung (Mitte, obere Hélfte) an die hydrophobe Tasche
bindet, wobei zusitzlich durch den Sauerstoff H-Briickenbindungen ausgebildet werden.
Aufgrund dieser rdumlichen Anordnung blockiert 92/8 die Pyrophosphat-Bindungstasche,

lasst aber ausreichend Raum fiir die Bindung des Peptidsubstrats.

4.7.2 Inhibition der GeranylGeranyltransferase I

Als weitere Prenyltransferase wurde die Inhibition der GGTase I (sieche Kap. 2.2) durch
Bibliothek-Mitglieder untersucht. In diesem Zusammenhang ist interessant, dass auch
Hemmer der GGTase I Apoptose bewirken kénnen.!”! Bei diesem, von Dipl.-Biochem. E.-B.

[180]

Dursina, Abteilung Dr. K. Alexandrov, MPI Dortmund, durchgefiihrten Assay" ~ wurde die

durch GGTase I katalysierte Ubertragung eines Fluoreszenz-markierten GeranylGeranyl-

Analogons!®!!

aus einem entsprechenden Pyrophosphat auf Rho A gemessen. Die
Reaktionslosungen mit und ohne Inhibitor wurden iiber SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (PAGE) aufgetrennt und der Inhibitionsverlauf durch Vergleich der
Fluoreszenzintensitidten mit der Kontrolle qualitativ ausgewertet. Die entsprechenden Gele
sind in Abbildung 13 dargestellt, wobei hier jeweils die Fluoreszenz des Farbstoffs detektiert
wurde. Eine Auswahl von exemplarischen Vertretern der einzelnen Strukturgruppen wurde
diesem Test unterzogen. Wihrend nicht umgesetztes GerGerPyrophosphatanalogon am
unteren Rand nur schwach erkennbar ist, ist das prenylierte und damit Fluoreszenzmarkierte
Rho-Protein deutlich als leuchtende Bande oberhalb des unteren Drittels ersichtlich
(Kontrolle). Eine Reihe von Reaktionen zeigte trotz Inhibitorzusatz (92/8, 92/5, 92/3, 91/11,
91/12, 91/1, 92/2, 91/2, 92/4) eine, der Kontrolle vergleichbare Fluoreszenz, so dass
offensichtlich keine nennenswerte Inhibition bei 100 uM erfolgte. Demgegeniiber zeigte sich
bei vier Verbindungen (92/28, 92/43, 92/29 und 92/35) vollstindige Inhibition der
Lipidierung. Die Aktivitdt der iibrigen Verbindungen liegt zwischen den beiden Extremfillen
Totalinhibition und keinem Effekt. Eine ausfiihrliche Diskussion der hier beobachteten
Wirkungen erfolgt in Kapitel 4.7.4. Trotz der nur begrenzt quantifizierbaren Aussagen gibt

dieser Test aufschlussreiche Tendenzen wieder.
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Abbildung 13: SDS Gel nach inhibierten, von GGTase I-katalysierten Prenylierungsreaktio-
nen (jeweils 100 uM Inhibitorkonzentration): Kontrolle (a), 92/28 (b), 92/43 (c), 92/8 (d),
92/5 (e), 92/29 (f), 92/35 (g), 92/3 (h), 91/11 (i), 92/16 (j), 92/12 (k), 92/18 (1), 91/12 (m),
91/9 (n), 92/26 (0), 91/1 (p), 92/22 (q), 92/2 (r), 91/2 (s), 92/4 (t), 92/14 (u).

4.7.3 Test gegeniiber transformierten MDCK-f3 Zelllinien

Neben der vorstehenden Betrachtung von Enzym-basierten Modellsystemen wurde ca. die
Halfte der synthetisierten Verbindungen auf ihre Wirkungen gegeniiber einer Tumorzelllinie
getestet. Hierzu diente ein Assay!'*? der sich auf mit onkogenem H-Ras transfizierten
MDCK-f3-Tumorzellen aus Hundenieren stiitzt."*! Die transformierten MDCK-f3-Zellen
unterscheiden sich von den entsprechenden nicht transformierten MDCK-Zellen in
zahlreichen morphologischen Parametern. Eine Zellteilung-inhibierende, Morphologie-
verandernde oder Apoptose-induzierende Wirkung einer Substanz auf MDCK-{3-Zellen zeigt
eine Beeinflussung des Ras-Signaltransduktionspfades an. Bei der Durchfiihrung, die in
Zusammenarbeit mit Dipl.-Biol. I.-M. Karaguni, Abteilung von Priv.-Doz. Dr. O. Miiller,
MPI Dortmund, erfolgte, wurden nach einer Inkubation der MDCK-f3-Zellen mit dem
jeweiligen Inhibitor fiir 6 h die Zellen mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert und die
Zellmorphologie im Fluoreszenzmikroskop untersucht. Bei dem grof3ten Teil der untersuchten
Substanzen (siche Tabelle 8, Kapitel 4.7.4) wurde keine Wirkung festgestellt, die
Tumorzellen wiesen unverdndert ihre fadenformige Gestalt auf (Abbildung 14i).
Demgegeniiber 10sten die Verbindungen 92/2, 92/3, 92/4, 171/1 und 92/17 bei den MDCK-{3-
Zellen Apoptose aus. Wihrend bei 100 uM Konzentration von 92/2, 92/3 und 92/4 ein
Anfangsstadium der Apoptose erreicht wird, welches sich in allmdhlichen Abrunden der

Zellen zeigt (Abbildungen 14d, 14e, 14f) sind bei 171/1 und 92/17 ein Apoptoseendstadium
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erreicht, erkennbar durch weitgehende Auflosung bzw. Fragmentierung des Zellkerns.
(Abbildungen 14a und 14b). Eine Absenkung der Inhibitorkonzentration zeigte im Fall von
171/1 bei 20 pM Konzentration keinen Effekt mehr, wihrend bei 50 uM Apoptose im
Friihstadium beobachtet werden konnte (Abbildung 14c¢). 92/17 zeigte schon bei 50 uM keine
Aktivitdt mehr.

a) 171/1 (100 uM), MDCK-f3  b) 92/17(100 uM), MDCK-f3  ¢) 171/1 (50 uM), MDCK-f3

d) 92/3 (100 uM), MDCK-f3  ¢) 92/2 (100 uM), MDCK-f3 ) 92/4 (100 pM), MDCK-f3

g) 171/1 (100 uM), MDCK h) 92/17 (100 uM), MDCK 1) Negativ-Kontrolle, MDCK-f3

Abbildung 14: Fluoreszenzaufnahmen der Zellkulturen nach Inhibitoreinwirkung von 6 h

Um auszuschlieBen, dass die Verbindungen unselektiv cytotoxisch wirken wurden in einem
Vergleichstest unter ansonsten identischen Bedingungen gegeniiber Wildtyp-MDCK-Zellen
getestet. Hier wurde sowohl bei 171/1 und 92/17 keinerlei Aktivitét festgestellt (Abbildungen

14g und 14h zeigt die vollstindig intakten Zellkolonien), was eindeutig gegen eine generelle
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Cytotoxizitit spricht und desweiteren die Wirkung unmittelbar mit dem transformierten Ras-

Signalweg in Verbindung bringt.

4.7.4 Struktur-Wirkungsbeziehungen

Ein Vergleich der Inhibitionsergebnisse beider FTase-Assays fiir die gleiche Substanz zeigt,
dass in einigen Féllen die Resultate beider Tests nahezu exakt {ibereinstimmen (Tabelle 8§,
Eintrage 8, 9, 31, 36), in den meisten anderen ergeben sich groBBere Abweichungen, welche
besonders hoch bei den Verbindungen 171/1, 92/31, 92/42 und 92/45 (Eintrdge 4, 34, 47 und
50) ausfallen. Diese Unterschiede sollten weitgehend mit den unterschiedlichen Assay-
Komponenten (Ratten-FTase/DansylGCVLS gegeniiber humaner FTase/K-Ras) und der
Versuchsdurchfiihrung (Start durch FPP-Zugabe gegeniiber Start durch Enzymzugabe, wobei
im ersten Fall eine Vorinkubation erfolgt, die im zweiten unterblieb) in Zusammenhang
stehen. Weiterhin konnte eine unterschiedliche Loslichkeit der Inhibitoren in den beiden
Assay-Medien eine Rolle gespielt haben. Generell war die Loslichkeit, besonders der His-
tidin-freien Verbindungen, problematisch und damit ein begrenzender Faktor hinsichtlich der
Aktivitdt in allen verwendeten wéssrigen Medien. Dies wurde besonders eindrucksvoll in
einem Projekt mit Frau Dipl.-Biochem. K. Reinecke, Abteilung von Priv. Doz. Dr. H. Prinz,
MPI Dortmund, bestétigt, bei dem ein GroBteil der verwendeten Verbindungen iiber keine

ausreichende Wasserldslichkeit verfiigte und deshalb nicht vermessen werden konnte.!'*

Hinsichtlich der strukturellen Zusammensetzung der Bibliothek (siehe hierzu die Tabellen 4,
5 und 6) lassen sich die dargestellten Inhibitoren in drei Substanzgruppen unterteilen:
Verbindungen, die ein an den Naturstoff angelehntes Riickgrat aufweisen (Tabelle 8, Eintrige
1-20), Verbindungen mit dhnlichen aromatischen Seitenketten, jedoch ohne zweifache N-
Methylierung (Tabelle 8, FEintrdge 21-30) und nicht zuletzt Analoga mit Histidin an
Aminoséureposition 1 (Tabelle 8, Eintrige 31-57).

Ein Vergleich der Naturstoff-nahen Analoga (Tabelle 8, Eintrdge 1-20) zeigt, dass sowohl
Pentamere als auch Tetramere mit ldngeren Alkylresten an N-terminaler Position 91/1, 91/2,
92/1, 92/2, 92/3 und 92/4 (Eintrage 1, 2, 3, 5, 6 und 7) trotz der Moglichkeit, den Farnesylrest
zu imitieren, keine nennenswerte Aktivitdt zeigen. Eine Ausnahme bildet die Verbindung
171/1, die zwar bei Test a nur sehr schwach inhibiert, bei Testsystem b aber deutliche

Aktivitit im mikromolaren Bereich zeigt.
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Eintr. Verb. FTase® FTase’ FTase® FTase® MDCK-f3 MDCK  GGTasel®

(ICsp) (ICsp) beziligl. beziigl. Apoptose Apoptose Inhib.

[uM] [uM] CAAX® FPP'  Inhibitor

[uM] [%0]

1 911 B >3() h 0~
2 912 >30 A 0~
39211 >50 57%F e
4 1711 >50 64 50; 100/ -
5 922 [ 30 100" 0~
6 923 30 100’ o~
7 9214 30 100’ 0~
8 92/8 53 6.7 n.komp. komp. A 0~
9 929 162 128
10 92/7 >50  >30
11 9210 >50  >30
12 92/5 93  57%% n.komp. komp. A 0~
13 92/6 16.0
14 9117 424 0~
15 918 >50
16 91/9 282
17 91710 >50  >30
18 o111 - >30 - 0~
19 91/12 363  >30 - 0~
20 91/13 - >3()
21 9221 >50  >30
229222 >50  >30 b !
23 92/24 - >3()
24 92/25 240  >30
25 92/23 >3()
26 92126 - >3() b !
27 137p - >30
28 92/16 - b !
29 92/17 >50 1008 A
30 92118 - A !
31 9228 8.0 6.4  komp. n.komp. - 100™
329229 133 305 b 100™
33 92/30 >50  >30
34 92/31 579 1.1 b
35 92/32 105 komp. n. komp. -
36 92/33 11,6 169
37 92/34 93
38 9235 7.1 1.1 b 100™
39 92/36 8.1
40 92/37 31.0
41 92/38 312
42 92/39 244
43 92/40 31.6

Tabelle 8 (Fortsetzung umseitig)
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Eintr. Verb. FTase® FTase’ FTase® FTase® MDCK-3° MDCK® GGTasel®
(ICs9) (ICsp) beziligl. beziigl. Apoptose Apoptose Inhib.
[uM] [uM] CAAX® FPP'  Inhibitor
[uM] [%]
44 1712 524
45 92/41 7.7 22.1
46 92/42 153 1.0 b
47 92/43 64 192  komp.  komp. A 100™
48  92/44 12.5
49  92/45 >50 7.6
50 92/46 23.1 4.1
51 92/47 8.2
52 92/12 8.6 A !
53 92/14 50.0  >30 b !
54 1402 >50  >30
55 140b >50  >30
56 137a - >30

? Fluoreszenz-Assay: Ratten-FTase, DansylGCVLS und FPP als Substrate; ° Radioaktiver Assay: Human-FTase,
K-Ras und [*H]FPP als Substrate, ¢ H-Ras-transformierte MDCK-f3-Krebszelle, ¢ MDCK-Wild-Typ;
¢ Fluoreszenz-Assay: GGTasel, RhoA und ein Fluoreszenzmarkiertes GGPP-Analogon, 100 uM Inhibitor-
konzentration; ' keine Inhibition bei 50 puM  Inhibitorkonzentration; ® %Inhibition bei 30 pM Inhibitor-
konzentration. " keine erkennbare Apoptose bei 100 uM (6 h); ' Apoptose im Frithstadium (nach 6h); ! Apoptose
im Endstadium (nach 6 h); “keine eindeutig erkennbare Inhibition bei 100 pM; teilweise Inhibition bei 100 uM
Inhibitorkonzentration; ™ vollstdndige Inhibition bei 100 pM.

Tabelle 8 (Teil 2): Screening der Bibliotheken gegeniiber FTase, GGTase | und MDCK-f3-
Krebszellen

Auffallend ist, dass die strukturell dhnlichen Verbindungen 92/2, 92/3, 92/4 und 171/1
(Eintrdge 4-7) Apoptose bei den MDCK-f3-Tumorzellen auslosen, obwohl auBer bei 171/1
gegenliber Human-FTase keine nennenswerte Aktivitdt gegeniiber diesem Enzym festgestellt
werden konnte. Dies konnte darauf hindeuten, dass ein anderes Target betroffen ist. Hierbei
scheint es sich nicht um GGTase I zu handeln, wofiir die negativen Testergebnisse fiir 92/2,
92/3 und 92/4 (Eintrage 5-7) sprechen.

Bei Verbindungen mit kurzen N-terminalen Ankern (92/8, 92/9, 92/7, 92/10; Eintrdage 8, 9,
10, 11) lasst sich eine klare Tendenz erkennen: Im Gegensatz zu einem Hydrozimtsiurerest
(Eintrag 11) scheint eine Zimtsdure- (Eintrag 9), vor allem aber ein Cbz-Gruppierung (Ein-
trag 8) maligeblich zu einer starken Wechselwirkung mit dem Enzym beizutragen. Ein etwas
schwicherer Effekt wird durch das sterisch anspruchsvollere Fmoc-Urethan 92/6 (Eintrag 13)
ausgelibt, wobei das para-Nitro-Derivat (Eintrag 10) keine nennenswerte Wirkung zu zeigen

scheint.
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Die Inhibition bei Anwesenheit des Zimtsdurerests bei 92/9 sollte auf die Rigiditdt dieser
Gruppe zuriickgefiihrt werden. Ebenfalls merklich potent zeigt sich das Derivat 92/5 mit o-
Benzyloxy-Zimtsdurerest gegeniiber Ratten-FTase. Die kinetischen Studien belegen, gestiitzt
durch Modelling-Ergebnisse (Kapitel 4.7.1.2.3), dass es sich bei 92/8 und 92/5 um FPP-
Mimetika handelt. Interessant ist in diesem Zusammenhang die gewisse strukturelle
Verwandtschaft von 92/8 mit dem literaturbekannten FPP-analogen FTase-Inhibitor 15
(Abbildung 3, Kap. 2.3), der eine dhnliche Aktivitdt zeigt. Insgesamt ist festzustellen, dass ein
C-terminaler, 5. Baustein wie in 91/1 (Eintrag 1) fiir eine starke Inhibition nicht unerléasslich
ist, dass bestimmte, wasserstoffbriicken-bildende C-terminale Fragmente wie Amide und
(unter physiologischen Bedingungen vorliegende) Carboxylate, aber zu hoherer Aktivitét
fiihren, wie der Vergleich von 91/12 mit 92/10 (Eintrdge 19 und 11), sowie 91/7 und 91/9 mit
92/7 (Eintrage 14, 16 und 10) zeigt. Eine freie, deprotonierbare Carbonsdurefunktion ist
hierbei aber wichtig, wie durch einen Vergleich von 91/12 mit 91/11 (Eintrdge 19 und 18)
ersichtlich wird. Leider zeigte sich hier, dass die erzielten Effekte aufgrund der Kombination
mit den aktivitdtssenkenden Hydrocinnamoyl- und p-Nitrobenzyloxycarbonyl-Gruppen gering
sind. Bessere Resultate sollte eine Kombination mit dem o-Benzyloxycinnamoyl- oder dem
Benzyloxycarbonylrest ergeben (siche oben).

In der zweiten Gruppe wurde der Schwerpunkt auf die Variation des Substitutionsmuster an
den aromatischen Ringen und der Konfiguration an Aminosdureposition AS' gelegt, unter
weitgehendem Verzicht auf N-Methylierung (Tabelle 8, Eintrdge 21-30). Hier stellte sich
heraus, dass diese Variationen direkt zu Inaktivitdt gegeniiber Farnesyltransferase fiihren,
abgesehen von Verbindung 92/25 (Eintrag 25) die iiberraschenderweise moderate Wirkung
zeigt. Demgegeniiber 16ste die N-Methyl-freie und eine Naphtalin-Seitengruppe enthaltende
Substanz 92/17 Apoptose aus, in vergleichbarem Malle wie 171/1. Dies belegt, dass das
zweifach methylierte Naturstoffgeriist nicht unbedingt fiir die Apoptose-Wirkung notwendig
ist. Wichtig erscheint hierbei ein langkettiger, hydrophober Rest zu sein, wie ein
Strukturvergleich mit 92/2, 92/3, 92/4 und 171/1 zeigt. Nach den ersten vorldufigen
Ergebnissen des GGTase I-Assays scheinen 92/16 und 92/26 einen inhibierenden Effekt zu
zeigen, so dass es vielversprechend erscheint, die Eigenschaften der Vertreter diese zweiten
Gruppe hinsichtlich GGTase I intensiver zu untersuchen.

Zur gezielten Blockierung des zentralen-Zinkions im aktiven Zentrum und zur Verbesserung
der Wasserloslichkeit wurde die polare Aminoséure Histidin mit ihrer Zink-komplexierenden
Imidazol-Seitenkette an Aminosdureposition AS' eingebaut. Bei der inaktiven Verbindung
92/21 (Eintrag 21) fiihrte der Austausch von Tyrosin gegen Histidin zu 92/28 (Eintrag 31) mit

FTase-Aktivitit im einstelligen mikromolaren Bereich. Demgegeniiber ist das L-konfigurierte
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Epimer 92/29 (Eintrag 32) ein etwas schwécherer FTase-Inhibitor, das vollstindig
unmethylierte Derivat 92/30 (Eintrag 33) dagegen nahezu inaktiv. Das doppelt methylierte,
wiederum L-konfigurierte Derivat 92/12 (Eintrag 52) zeigt Aktivitdt im einstelligen Bereich.
Demgegentiber sinkt die Aktivitidt rapide durch Austausch des Cbz-Urethans gegen einen
Hydrozimtsdurerest (Verbindung 92/14, Eintrag 53), was die Bedeutung des Urethan-
Strukturelements unterstreicht.

Tendenziell konnte durch den Einbau des polaren Histidin-Elements die Wasserloslichkeit
erheblich gesteigert werden.

Weiterhin wurden an unterschiedlichen Positionen substituierte Zimtsdure- und Hydrozimt-
sdurederivate an Histidin-haltige Analoga gekniipft. Hier zeigen besonders para-pentyl-sub-
stituierte Verbindungen (92/32, 92/33, 92/34, 92/35 und 92/36; Eintridge 35-39) auffallende
Aktivitdt, wobei die L-Histidin-Konfiguration gegeniiber D bevorzugt scheint, N-Methy-
lierung senkt offenbar die Aktivitdt, im Gegensatz zu den bereits gezeigten Benzyloxy-
carbonylsubstituierten Verbindungen (92/28-92/29, Eintrdge 31-33). Alkenyl- und ortho-sub-
stituierte Derivate (92/37, 92/38, 92/39, 92/40, Eintrage 40-43) zeigen eine um den Faktor 3-4
schwichere Wirkung. Ein direkter Vergleich der Substanz 92/36 mit dem Tyrosin-haltigen
Derivat 92/26 (Eintrdge 39 und 26) bestitigt, dass die Zink-bindende Imidazol-Gruppe einen
mafgeblichen Anteil an der Inhibitionswirkung hat.

Weiterhin wurden Benzyloxy-substituierte Zimtsdure-Reste an die unmethylierte His-Phe-Tyr
Tripeptideinheit gekniipft (Verbindungen 92/42-92/47, Eintrage 46-51). Auch in diesen Fillen
wurden auffallende Aktivititen beobachtet, die zwischen beiden FTasen jedoch unheitlich
sind, so dass keine eindeutige Korrelation von Substitutionsposition und Histidinkonfigura-
tion mit Aktivitét ersichtlich ist.

Offensichtlich erfolgt, wie erwartet, durch die eingefiihrte Imidazol-Gruppe eine starke, den
Inhibitor fixierende Bindung an das Zink-Ion im aktiven Zentrum der Farnesyltransferase,
wodurch die Bindungsstelle des Peptid-Substrats blockiert wird. Hierbei scheint es sich um
eine zentrale Wechselwirkung zu handeln, da nahezu alle Verbindungen mit dieser
Funktionalitét eine merkliche Inhibition zeigen. Dies wird durch die Modelling-Studien und
die kinetischen Experimente mit den Verbindungen 92/32, 92/28 und 92/43 bestitigt, die die
Kompetition beziiglich der Peptidkomponente aufzeigen. Werden durch geeignete
Substituenten am N-Terminus zusitzlich entscheidende Teile der Farnesylbindungstasche
belegt, so fungieren diese Verbindungen als Bisubstratinhibitor, wie fiir 92/43 gezeigt. Erste
Ergebnisse aus dem GGTase-Assay weisen bei den Verbindungen 92/43, 92/28, 92/29 und
92/35 auf ein betrdchtliches Inhibitionspotential hin. Die Erkldrung diirfte in der Tatsache

begriindet liegen, dass die mit FTase verwandte GGTase I ebenfalls ein Zink-Ion enthilt.
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Gegeniiber den MDCK-f3-Zellen wurde bei keiner Verbindung dieser Untergruppe ein Effekt
festgestellt. Der Grund konnte angesichts der nachgewiesenen in-vitro-FTase Inhibition eine
mangelnde Membranpenetration sein. Diese Frage sollte sich durch Mikroinjektionsexperi-

mente kliren lassen.

Fazit

Die durchgefiihrten umfangreichen biologischen Tests belegen das Potenzial eines groflen
Teils der synthetisierten Pepticinnamin E-Analoga als Farnesyltransferase-Inhibitoren mit bis
zu einstelliger mikromolarer GroBenordnung zu wirken. In kinetischen Studien konnte
nachgewiesen werden, dass unterschiedliche Inhibitionsmechanismen vorliegen und Tests an
Tumorzelllinien zeigten, dass einige Verbindungen in transformierten Zellen selektiv

Apoptose, den programmierten Zelltod, auslosen konnen.

Folgende Trends ergaben sich:

- Strukturell am Naturstoff angelehnte Verbindungen zeigten im allgemeinen keine oder nur
geringe Aktivitit gegeniiber Farnesyltransferase. Ausnahmen bildeten benzyloxycarbonyl-
oder benzyloxycinnamoyl-substituierte Tripeptide, die im einstelligen mikromolaren Be-
reich als kompetitive FPP-Mimetika fungierten.

- Histidinhaltige Verbindungen zeigten im Regelfall merkliche Inhibition der Farne-
syltransferase, in vielen Fallen mit Aktivitdten unter 10 uM. Diese Inhibitoren blockieren
kompetitiv die Peptid-Bindungsstelle, wahrend eine benzyloxycinnamoylsubsubstituierte
Verbindung als Bisubstratinhibitor zusétzlich die FPP-Tasche besetzte.

- Histidin-freie Verbindungen mit aromatischen Seitengruppen und langen N-terminalen

hydrophoben Ketten induzierten Apoptose.
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5. Zusammenfassung

Bei der Farnesyltransferase handelt es sich um ein Enzym, welches eine Reihe von Proteinen
lipidiert, die in unmittelbaren Zusammenhang mit der Zelltransformation und Tumorbildung
gebracht werden.?’ Farnesyltransferase-Inhibitoren stellen eine neue Wirkstoffklasse dar,"!
deren Vertreter das Tumorwachstum hemmen oder sogar Tumorregression bewirken kon-
nen,””’ wobei bisher keine schwerwiegenden Nebenwirkungen beobachtet wurden. Obwohl
die duBerst vielversprechende Wirkung weitgehend auf das Auslésen von Apoptose, den bei
Tumorzellen gehemmten programmierten Zelltod, zurlichgefiihrt wird, sind die betroffenen

Zielproteine und zelluldren Mechanismen bisher ungeklirt."”!

Pepticinnamin E 23
ICg9 =42 uM

Abbildung 15: Der Bisubstrat-Farnesyltransferase-Inhibitor Pepticinnamin E

Im Rahmen dieser Arbeit sollte auf der Basis des Naturstoffs Pepticinnamin E 23 eine kombi-
natorische Festphasensynthese von Pepticinnamin-Analoga entwickelt werden. Ziel war es,
eine Substanzbibliothek von potentiellen Farnesyltransferase-Inhibitoren zu erstellen und

deren biologische Wirkung in einer Reihe von Testsystemen zu evaluieren.

Um alle drei Aminosdurefragmente breit und unabhdngig variieren zu kdnnen, wurden
verschiedenen Synthesesequenzen ausgehend von drei unterschiedlichen Positionen AS', AS?
und AS® im Tripeptid entwickelt. Die Anbindung an ein mit dem Wang-Linker-
funktionalisiertes Polystyrolharz erfolgte liber eine Mitsunobu-Reaktion, welche angesichts
dieses Ankniipfungstyps respektable Beladungsgrade von 0.50-0.53 mmol/g (entspricht
Ausbeuten von 54-59%) lieferte (Schema 28).
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Schema 28: Ankniipfung an den polymeren Trager und Synthese von Tripeptiden. a) DEAD,
PPhs;, THF; b) Pd(PPh;s)s, PhSiH; oder NMA; c) 106b, HATU, HOAt, DIEA; d) 106a,
PyAOP, HOAt, DIEA; e) Piperidin/DMF 1:4; f) 129, HATU, DIEA; g) 129, 133 oder 134,
HATU, DIEA oder DIC, HOAt; h) 0-NO,PhSO,Cl, Lutidin; i) p-NO,PhSOs;Me, MTBD; j)
DBU, 2-Mercaptoethanol; k) Fmoc-L-His(Trt)OH 133, DIC, HOAt; 1) Pd(PPhs)s, NMA; m)
106a, PyAOP, DIEA; n) Pd(PPhs)4, PhSiH;, THF; 0) 106 oder 100, PyAOP, DIEA; p) Fmoc-
D-Tyr(OrBu)OH, HATU, DIEA.
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Zum Autbau der Tripeptid-Einheit 116 W durch C-terminale Verldngerung ausgehend von D-
93W wurden die Allylesterschutzgruppen Pd’-katalysiert mit Phenylsilan oder N-
Methylanilin als Allylfinger gespalten. AnschlieBend wurden die N-methylierten
Aminosdurebausteine unter Verwendung der hochleistungsfahigen Kupplungsreagenzien
HATU und PyAOP angekniipft (Schema 28). Hiermit wurde erstmals ein aus sterisch
anspruchsvollen und fiir schwierige Kupplungen bekannten N-methylierten Aminoséuren
bestehendes Tripeptid durch unkonventionelle C-terminale Verldngerung aufgebaut. Eine
alternative N-terminale Verldngerung ausgehend von Baustein L-93W durch sequenzielle
basische Fmoc-Spaltung und anschlieBende Kupplung lieferte problemlos die Tripeptide 135
und 136 (Schema 28).

Ferner wurde an L-93W nach N-Methylierung des Bausteins in vier Stufen an der Festphase
ein Histidinfragment angekniipft, gefolgt von C-terminaler Kupplung zum Tripeptid 140.
Hierbei trat im letzten Kupplungsschritt Racemisierung auf, wihrend die Umsetzungen
allesamt vollstédndig verliefen. Dieses Problem konnte geldst werden, indem in inverser
Vorgehensweise zuerst die C-terminale Kupplung zum Dipeptid, gefolgt von N-terminaler
Verldngerung zum Tripeptid 144 durchgefiihrt wurde, welche mit kompletter Umsetzung
ohne erkennbare Racemisierung gelang. (Schema 28). Nach dem erfolgreichen Aufbau der
Tripeptideinheit wurden verschiedene lipophile Zimtsdure- und Hydrozimtséure-Derivate
R'CO,H sowie Benzylchloroformiate R'COCI angekuppelt, wobei die Anbindung der
Zimtsduren erst mit einer Kombination von PyAOP und DMAP zufriedenstellend gelang
(Schema 29). Hierbei trat in einigen Fillen eine partielle Isomerisierung der E-stindige
Doppelbindung zur Z-Konfiguration auf. Die Zimtsdure-Bausteine selbst wurden durch
klassische Knoevenagel-Kondensation, die Hydrozimtsduren durch Pd-katalysierte
Hydrierung der Zimtsduren erhalten. Alkenylreste am Aromaten wurden durch Suzuki-
Kupplung eingefiihrt. Die Pd’-katalysierte Allylesterspaltung mit Morpholin und saure
Abspaltung der N-acylierten Tripeptide 97 vom polymeren Triager lieferte die Verbindungen
92, aus denen durch Hydrierung der Doppelbindung des Zimtsdurefragments weitere Analoga
171 mit gesittigten Resten R’ dargestellt wurden (Schema 29). Ausgehend von den
polymergebundenen Verbindungen 97 lieBen sich mittels PyAOP-Kupplung Amine zu
Amiden anbinden, widhrend entsprechende Ester durch Alkylierung des Césiumsalzes der
Carbonséurefunktion mit Alkylhalogeniden effizient zugénglich waren. Saure Ablosung vom

Harz lieferte die Verbindungen 91.
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52 Verbindungen

Ausbeute: 3-63% (65-91% pro Schritt)
Reinheit: 60->95%

Schema 29: Vervollstindigung der Synthese einer Pepticinnamin-Analoga-Bibliothek. a)
Piperidin/DMF 1:4; b) R'CO,H, HATU, HOAt, DIEA, NMP (R' = ArCH,CH,-); ¢) R'CO,H,
PyAOP, DMAP, DIEA, CH,Cl,/DMF 1:2, (R' = ArCH=CH-); d) R'COCIl, HOAt, DMAP,
DIEA, CH,Cl/DMF 2:1; e) Pd(PPhs)s, Morpholin; f) TFA/H,0O 95:5; g) R*’NH,, PyAOP,
DIEA (Y=NH); h) Cs,CO;, KI, R*X, DMF (X = Br), RT oder 50 °C, (X = CI) (Y = 0); i)
Pd/C, 10%, H,, Dioxan oder MeOH.
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Auf diese Weise wurde eine Bibliothek von 52 isolierten Pepticinnamin-Analoga durch 8-11-
stufige Synthese am polymeren Trager mit Gesamtausbeuten zwischen 3% und 63% {iber alle
Stufen erhalten, was einer mittleren Ausbeute von 65-91% je Stufe entspricht (im Regelfall
werden iiber 75% erreicht). Die erzielten Reinheiten liegen nach HPLC-Reinigung bis auf
wenige Ausnahmen bei > 90% (Schema 29).

In Abbildung 16 ist eine Auswahl der wichtigsten Verbindungen illustriert, die sich allgemein
in naturstoffnahe Produkte des Typs I und histidinhaltige Analoga des Typs Il klassifizieren
lassen.
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Abbildung 16: Auswahl der synthetisierten Verbindungen
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Die synthetisierten Verbindungen wurden anschlieBend umfangreichen biologischen Tests
unterzogen. In zwei Assays mit Farnesyltransferase aus zwei unterschiedlichen Quellen (Ratte
und Mensch) wurde auf mogliche Inhibitoren der FTase gepriift. Unter anderem kam ein
Fluoreszenz-basierter Assay zum Einsatz, der zum Zweck eines hohen Durchsatzes auf das
96er Mikrotiterplatten-Format erweitert wurde. Die Testergebnisse einer Substanzauswahl

sind in Tabelle 9 ersichtlich.

Inhib.  Inhib.  Inhib. Inhib.
, ) MDCK-f3°
Ausbeute  Reinh. FTase® FTase’ FTase®  FTase®
Eintr. Verb. ) Apoptose
(pro Schritt) (%)  (ICsp) (ICsp) beziigl.  bezigl. ]
[uM] [uM] CAAX®  Fpp! :
1 911 14 (80) > 95 ! >30 n. g. n. g. -2
2 1711 14 (78) >95  >50 6.4 n. g. n. g. 50" 100°
3 92/8 13 (77) > 95 5.3 6.7 n.komp. komp. -&
4 92/5 10 (75) > 95 93  57% n.komp. komp. £
5 92/28 24 (84) >95 8.0 6.4 komp.  n. komp. £
6 9235  20(81) 93 7.1 1.1 n g. n g. 2
7 92/32 21 (82) >95 10.5 n. g. komp.  n. komp. -&
8  92/43 13 (77) 89 6.4 19.2 komp. komp. -&

® Fluoreszenz-Assay: Ratten-FTase, DansylGCVLS und FPP als Substrate; ° Radioaktiver
Assay: Human-FTase, K-Ras und [°’H]FPP als Substrate; “Variation der Dansyl-Peptidkonz. in
Gegenwart d. Inhibitors bei konstanter FPP-Konz.; *Variation der FPP-Konz. in Gegenwart
des Inhibitors bei konstanter Dansyl-Peptidkonz.; ¢ H-Ras-transformierte MDCK-f3-Krebs-
zelle, "keine erkennbare Inhibition; © keine erkennbare Apoptose bei 100 uM (6 h); h Apop-
tose im Frithstadium (nach 6h); ' Apoptose im Endstadium (nach 6 h); ’ %Inhibition bei 30
uM Inhibitorkonzentration; n. g. = nicht getestet.

Tabelle 9: Auswahl von Synthese- und Screeningergebnissen

Ungefdhr die Halfte der Verbindungen zeigt merkliche Inhibition beider FTase-Typen mit
ICso-Werten unterhalb von 50 umol/l, hiervon 13 mit Aktivitdt im einstelligen mikromolaren
Bereich mit einem Minimal-Wert von 1 umol/l. Interessant war in diesem Zusammenhang,
dass dem Naturstoff strukturell nahestehenden Verbindungen wie 91/1 keine feststellbare
Aktivitét zeigten (Abbildung 16 und Tabelle 9, Eintrag 1). Demgegeniiber scheinen verkiirzte
N-acylierte Tripeptide mit freiem C-Terminus 92 ein wichtiges Strukturmotiv zu sein.

Besonders der Einbau von Histidin fiithrt nahezu durchgéngig zu betréchtlicher Aktivitit.
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Aus der Gruppe der wirksamsten Inhibitoren wurden die fiinf strukturell diversen Verbin-
dungen 92/5, 92/8, 92/28, 92/32 und 92/43 ausgewdhlt und kinetischen Untersuchungen
hinsichtlich des Inhibitionsmechanismus unterzogen. Hierbei wurden Verbindungen gefun-
den, die ausschlieBlich kompetitiv gegeniiber dem Proteinsubstrat inhibieren (Tabelle 9, Ein-
trage 5, 7), andere fungieren als kompetitive Inhibitoren hinsichtlich des Farnesylpyrophos-
phats (Eintrdge 3, 4), wéihrend eine Substanz als Bisubstratinhibitor wirkt (Eintrag 8). Diese

Wirkmechanismen konnten durch Modelling-Studien rationalisiert werden.

In einem Test gegeniiber Ras-transformierten MDCK-f3-Tumorzellen bewirkten Verbin-
dungen wie 171/1 (Tabelle 9, Eintrag 2) die Auslosung von Apoptose (Tabelle 9), wobei je-
doch kein Effekt gegeniiber dem Wild-Typ erzielt wurde. Dies spricht fiir eine selektive, nicht
allgemein cytotoxische Wirkung, die unmittelbar mit dem transformierten Ras-Signalweg in

Zusammenhang steht.
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6. Ausblick

Die vorliegende Arbeit mit ihren positiven Resultaten kann den Weg fiir weitere, fokussierte
Arbeiten in Bezug auf Hemmung der Protein-Farnesylierung und deren Effekte bei der
Tumorbildung er6ffnen.

Mitglieder der dargestellte Substanzbibliothek sollen beziiglich Inhibition weiterer Prenyl-
transferasen wie die GGTasen I und II gepriift werden, von deren Hemmung pharmakologisch

18] Eroebnisse von ersten orientie-

relevante Effekte bekannt sind, bzw. erwartet werden.!
renden Tests (Kapitel 4.7.2) erscheinen vielversprechend. Vor allem sollen weitere Krebs-
zelllinen als Testsysteme herangezogen werden, um die beobachtete Apoptosewirkung nach
Moglichkeit zu verallgemeinern. In dieser Hinsicht erscheint es wichtig herauszufinden, ob
die festgestellte Apoptose mit der Farnesyltransferase-Inhibition korreliert ist. Aus diesem
Grund sollten hierzu die starksten FTase-Inhibitoren wie 92/8, 92/28 und 92/35 zum Einsatz
kommen, deren potentiell geringe Membrangéngigkeit und dem damit verbundenen Aktivi-
titsverlust durch Mikroinjektion umgangen werden konnte. Desweiteren bieten sich die Ver-
bindungen 92/5, 92/8, 29/28, 29/32 und 92/43 mit ihren unterschiedlichen Wirkprofilen als
Leitstrukturen flir weitere Optimierungsschritte an. Hierzu stehen die in dieser Arbeit ent-
wickelten, hohe Diversitit ermdglichenden, Synthesemethoden zur Verfiigung. Ein Schwer-
punkt konnte die Ankniipfung eines C-terminalen, fiinften Bausteins als Amid oder Ester sein
(Abbildung 17), der bei polarem Charakter von R* die Blockierung des aktiven Zentrums der
FTase steigern konnte, worauf einige bisher erzielte Resultate hinweisen (Kapitel 4.7).
Demgegeniiber kénnten hydrophobe Reste R*, angebunden als Protease-labiler Ester-Prodrug,
die Membrangéngigkeit erhohen, worauf dann innerhalb der Zelle nach enzymatischer
Abspaltung wieder die wirksame freie Sdure gebildet werden wiirde. Die Zink-Bindungs-
tendenz und somit die Aktivitdt der Imidazol-haltigen Derivate diirfte weiterhin durch
Einfiihrung eines Alkylrests R’ am t-Stickstoffs des Imidazol-Restes gesteigert werden

konnen, wie es in vielen potenten FTase-Inhibitoren der Fall ist.
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Abbildung 17: Vorgeschlagene Stukturmotive zur weiteren Wirkungsoptimierung

Da der tatsdchliche Einflufl der N-Methylierung bisher nicht geklart werden konnte, wére eine
Permutation der Methylierung durch Variation von R” bei den Verbindungen der Typen I und
II interessant. Da Modelling-Studien dafiir sprechen, dass starke hydrophobe Wechselwir-
kungen mit einer aromatischen Tasche eine entscheidende Rolle vor allem hinsichtlich Bisub-
stratinhibition spielen, sollte weitreichende Einfiithrung und Variation von aromatische Sub-
stituenten R® an Zimtsdureresten erfolgen. Hierzu kénnten auch Pd-vermittelte C-C-Kniipf-
ungen an der Festphase, zu denen hier erste Vorarbeiten geleistet wurden, weiteren Vari-
ationsspielraum erdffnen. Die beobachtete, wahrscheinlich lichtinduzierte partielle Dop-
pelbindungsisomerisierung von Zimtsaurederivaten wahrend der Kupplungsreaktion sollte in-
tensiv untersucht werden, um durch gezielte Steuerung dieser Reaktion jeweils selektiv ein
Isomer zu generieren und damit ein weiteres kombinatorisches Element nutzbar zu machen.
Durch die Variation von Alkyl- und Alkenylresten R® in den Substituenten R' beim Inhibitor-
Typ I konnten moglicherweise Verbindungen mit erhohter Apoptoseaktivitdt erhalten werden

(vergleiche hierzu Verbindung 171/1, Tabelle 9, Eintrag 2).

Somit konnten nach weiteren kombinatorischen Variationszyklen Verbindungen mit

optimalen Inhibitionseigenschaften und multiplen Wirkmechanismen neben den schon



90 6. Ausblick

vorhandenen Inhibitoren erhalten werden. Diese konnten gemeinsam als molekulare Werk-
zeuge zur gezielten Hemmung des Proteinfarnesylierungsprozesses und zum Studiums der da-
raus resultierenden Konsequenzen auf zelluldrerer Ebene einen wertvollen Beitrag zur Kli-

rung der Wirkungsweise von Farnesyltransferase-Inhibitoren leisten.
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7. Experimenteller Teil

7.1 Messgerite und Hilfsmittel

Fiir die Aufnahme der NMR-Spektren standen folgende Gerite zur Verfligung:

250 MHz 'H-NMR Bruker AC 250

400 MHz 'H- und 100.6 MHz *C-NMR Bruker AM 400
400 MHz 'H-, 100.6 MHz "*C-NMR Varian Mercury 400
500 MHz 'H- und 125.7 MHz “C-NMR Bruker DRX 500
600 MHz 'H-NMR Varian Inova 600

Die chemischen Verschiebungen 6 beziehen sich auf Tetramethylsilan als Standard und sind
in ppm angegeben. Die Kopplungskonstanten J sind in Hertz (Hz) angegeben. Die *C-NMR-
Spektren sind breitbandentkoppelt. Die Signalmultiplizititen wurden wie folgt abgekiirzt: s =
Singulett, d = Dublett, dd = Dublett von Dublett, t = Triplett, td = Triplett von Dublett, q =
Quartett, quint. = Quintett, m = Multiplett, br. = verbreitertes Signal, iiberl. = {iberlagertes
Signal.

Die Aufnahme der IR-Spektren erfolgte mit einem IFS 88 Fourier-Transform-IR-Spektro-
meter der Firma Bruker. Feststoffe wurden mittels diffuser Reflektion (drift) von KBr-

Verreibungen vermessen.

Die 70 eV-Elektronenionisatios- (EI) und Fast Atom Bombardment (FAB) Massenspektren
wurden auf einem Finnigan MAT MS 70 Spektrometer gemessen. Als Matrix wurde bei den
FAB-MS-Spektren 3-Nitrobenzylalkohol (3-NBA) verwendet.

Die Messung der MALDI-TOF Massenspektren wurden auf einer Voyager
BioSpectrometry™ Workstation und einer Voyager-DE Pro BioSpectrometry’™ Workstation
der Firma PerSeptive Biosystems aufgenommen mit 2,5 Dihydroxybenzoesdure (DHB) als
Matrix.

Zur Massenbestimmung mittel Elektrospray-lonisationsmethode (ESI) standen folgende LC-
gekoppelte Gerite zur Verfligung:

LC-ESI 1: Thermoquest LCQ ESI-Massenspektrometer der Firma Finnigan gekoppelt mit
dem analytischen HPLC-System LC-MSI1.
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LC-ESI 2: ZMD 2000 ESI-Massenspektrometer der Firma Waters, gekoppelt mit dem ana-
lytischen HPLC-System LC-MS2.

Die Spezifischen Drehwerte [« wurden mit einem Perkin Elmer Polarimeter 241 oder

einem Perkin-Elmer Polarimeter 341 gemessen und beziehen sich auf die Natrium-D-Linie.

Verwendete Losungsmittel und Konzentrationen in g/100 ml sind jeweils angegeben.

Die Schmelzpunkte wurden mit einem Biichi 530 oder einem Biichi B 540 Schmelzpunkt-

mefgerit gemessen und sind nicht korrigiert.
Die Elementaranalysen wurden mit einem Elementar CHN-Rapid Analysator erstellt.

Die automatisierte kombinatorische Festphasensynthese wurde mit einem Quest-210-

Synthesizer der Firma Argonaut Technologies durchgefiihrt.

Zur analytischen und priparativen Diinnschichtchromatographie wurden Kieselgelplatten der
Firma Merck (Kieselgel 60 F,s4) benutzt. Zur Detektion wurde UV-Licht (A = 254 nm) und
zur Anfarbung folgende Reagenzien verwendet: A 2.5 g Molybdatophosphorsdure, 1 g Cer-
(IV)-Sulfat, 6 ml Schwefelsdure in 94 ml Wasser; B 300 mg Ninhydrin, 3 ml Essigsdure in
997 ml Ethanol; C 5 g Kaliumpermanganat in 100 ml Wasser. Die entsprechenden Laufmittel

und Re-Werte sind bei den jeweiligen Substanzen angegeben.

Séulenchromatographische Trennungen erfolgten an Kieselgel der Firma Baker (Korngrofe
40-60 pm) mit einem Uberdruck von 0.3-0.8 bar. Die verwendeten Laufmittel sind jeweils

angegeben.

Fiir die analytische HPLC wurden folgende Systeme verwendet:

Al: L-6000A/Merck-Hittachi mit Multi-Channel L3000 Detektor; Sdule: LiChrosorbR-RP-
18 100 x 5 mm, 5 pm KorngroBBe/Merck, Detektion: 210 und 305 nm; Flussrate:
Iml/min; Laufmittel-Gradient: (CH3CN/H,O/TFA): 45/55/0.1 TFA, innerhalb von 30
min auf 100/0/0.1 TFA.

A2:  HP Modell 1100/Hewlett Packard; Saule: VP 50/10 Nucleosil C18PPN/Macherey-
Nagel, 100 x 5 mm, 5 um KorngrdéBe, Detektion: 210, 220, 254 und 305 nm; Flussrate:

Iml/min; Laufmittel-Gradienten sind jeweils angegeben.
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Fiir die priaparative HPLC wurden folgende Systeme verwendet:

P1:  Pro Star 215/Varian mit Varian Detektor Modell 340, Saule: VP 250/21 Nucleosil
C18PPN, 100 x 5 mm, 5 um Korngrof3e/Macherey-Nagel, Detektion: 210 nm oder 305
nm. Die Flussraten, Laufmittel-Gradienten und die verwendete Temperaturen sind
jeweils angegeben.

P2: Gilson Abimed System 1105 mit ID16 Detektor, Séule: RPC18, Hypersil BDS 18, 100
x 21.1 mm, 5 um KorngréBe/Waters, Detektion: 210 nm, Flussrate: 18 ml/min;
Laufmittel-Gradienten sind jeweils angegeben.

P3: System Gold 126P/Beckmann, System Gold 168 Detektor, Sdule: RPC18, 100 x 19
mm, 5 um Korngrofle/Waters Symmetry, Detektion: 210 und 254 nm; Flussrate:

10 ml/min; Laufmittel-Gradienten sind jeweils angegeben.

Fiir die MS-gekoppelte, analytische HPLC wurden folgende Systeme verwendet:

LC-MSI1 HP Modell 1100/Hewlett Packard; Sédule: VP 50/10 Nucleosil C18PPN/
Macherey-Nagel, 100 x 5 mm, 5 pm Korngr6e; Detektion: 210, 220, 254 und
305 nm; Flussrate: 1 ml/min Laufmittel-Gradient (CH;CN/H,O/HCO,H): A:
45/55/0.1 auf 90/10/0.1 in 30 min; B: 20/80/0.1 auf 90/10/0.1 in 30 min.

LC-MS2: Waters 2790/Waters mit Waters 996 DAD-Detektor, Sdule: RPC18 Synergy
MAX, 50 x 2 mm, 3.5 um KorngroBBe/Phenomenex, Detektion: 254 nm;
Flussrate: 1.1 ml/min; Laufmittel-Gradient: (CH3;CN/H,O/HCO,H): 2.5/97.5/
0.05, auf 97.5/2.5/0.05 in 4 min.

Die verwendeten Polystyrol-Harze (100-200 mesh, mit 1% Divinylbenzol quervernetzt) wur-
den von den Firmen Novabiochem, Advanced ChemTech und Fluka bezogen. Die {ibrigen
Chemikalien wurden von den Firmen Fluka, Aldrich, Senn Chemicals, Sigma, Acros Chimica,
Avocado, Novabiochem und Advanced ChemTech bezogen. Alle verwendeten Losungsmittel
wurden vor Gebrauch destilliert und bei Bedarf nach gebrduchlichen Laboratoriums-

[186] absolutiert.

methoden
Die Verbindung 87 wurde freundlicherweise von Dr. K. Hinterding und die Verbindung 99d

von R. Smith, Arbeitsgruppe Dr. S. Bienz, Universitét Ziirich, zur Verfiigung gestellt.
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7.2 Versuche zu Kapitel 4.2
7.2.1 Versuche zu Kapitel 4.2.1

N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-tyrosinallylester 101

Zu einer Suspension von D- oder L-Tyrosinallylester-hydrotosylat (6.00 g, 15.3 mmol) in

16 ml Wasser wird bei 0°C langsam eine Losung von K,CO; (4.22 g, 30.5 mmol) in 8§ ml

Wasser gegeben. Nach Losen des ausgefallenen weillen Feststoffs durch Zugabe von 32 ml

Dioxan wird bei 0°C portionsweise 9-Fluorenylmethoxycarbonylchlorid (3.95 g, 15.3 mmol)

zugegeben. Nach vierstiindigem Riihren bei dieser Temperatur wird die wissrige Phase mit

3 x 70 ml Ethylacetat extrahiert. Nach Trocknung der vereinigten organischen Phasen iiber

MgSO,4 wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Kristallisation aus Methylenchlorid

liefert das Zielprodukt.

Ausbeute: L-Enantiomer 6.02 g, 13.6 mmol, 89 % weille Kristalle
D-Enantiomer 5.90 g, 13.3 mmol, 87 % weille Kristalle

R¢ = 0.5 (Ethylacetat/Hexan 1:1 (v/v))

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min): R; = 11.90 min

Smp.: 98-99°C

[a]}) =+ 15.8° (CH,Cl,, ¢ = 1.0), Lit."*") = + 15.1° (CHCl;, ¢ = 0.4) [L-Enantiomer]

[a]}) = - 15.6° (CH,Cl,, c= 1.0), Lit."** = — 16.2° (CH,Cl,, ¢ = 0.5) [D-Enantiomer]

"H-NMR (250 MHz, CDCls): & = 3.00-3.11 (m, 2 H, Tyr-B-CH,), 4.20 (t, >°J = 7.0 Hz, 1 H,

Fmoc-CHCH,), 4.34-4.51 (m, 3 H, Tyr-0-CH, Fmoc-CHCH,), 4.63 (d, *J = 5.8 Hz, Allyl-

OCH,), 5.25-5.35 (m, 3 H, NH, Allyl-CH=CH), 5.40-5.84 (m, 1 H, Allyl-CH=CH,), 6.12 (s,

1 H, Ph-OH), 6.73 (d, °J = 8.3 Hz, 2 H, Tyr-arom. CH), 6.95 (d, °J = 8.3 Hz, 2 H, Tyr-arom.

CH), 7.29-7.42 (m, 4 H, Fmoc-arom. CH), 7.56 (d, 3J=74 Hz, 2 H, Fmoc-arom. CH), 7.76

(d,*J=17.5 Hz, 2 H, Fmoc-arom. CH).

BC-NMR (100.6 MHz, CDCLs): & = 37.46 (B-CH,), 47.10 (Fmoc-CHCH,), 55.03 (a-CH),

66.24 (Fmoc-CHCH,), 67.14 (Allyl-OCH,), 115.57 (2 Tyr-arom. CH), 119.28 (Allyl-

CH=CH,), 120.01 (Fmoc-arom. CH), 125.13 (Fmoc-arom. CH), 127.10 (Fmoc-arom. CH),

127.76 (Fmoc-arom. CH), 130.00 (2 Tyr-arom. CH), 131.31 (All-CH=CH;), 141.30 (2 C,

Fmoc-arom. C,), 143.64 (Fmoc-arom. C,), 144.01 (Tyr-C,), 155.21 (Tyr-C), 155.86 (NC=0),

171.55 (C=0).
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IR (KBr, drift): 3318 (Tyr-OH), 3067, 2950, 1701 (C=0), 1614, 1516, 1449, 1341, 1213,
1105, 1051, 938, 838, 759, 741.

MS (MALDI-TOF): 466.7 [M+Na]"

C,7H25NOs (443.49)

[187, 142]

Die analytischen Daten stimmen mit den Literaturwerten tiberein.

3-(2-Naphthyl)-L-alaninallylester-hydrotosylat 100b

Ein Gemisch von 3-(2-Naphthyl)-L-alanin 99b (454 mg, 2.11 mmol) und p-Toluolsulfonsiure
(603 mg, 3.17 mmol) wird unter Riickflul in 9 ml Allylalkohol gel6st. Dann gibt man 20 ml
Toluol hinzu und erhitzt fiir 24 h bei 150°C unter Wasserabscheidung. Nach Abkiihlen auf
Raumtemperatur wird der ausgefallen Feststoff abfiltriert und mit 3 x 3 ml Et,O gewaschen.
Umfillen des Feststoffs aus CH,Cl,/Et,O 5:1 (v/v) liefert die Zielverbindung.

Ausbeute: 867 mg, 2.03 mmol, 96 % hell-brauner Feststoff

Ry = 0.28 (Ethylacetat/Cyclohexan 2:1, 2% NEt; (v/v))

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 90/10/0.1 in 40 min, 50°C): Ry = 9.83 min

Smp.: 188°C

[a]) =—4.9° (MeOH, ¢ = 0.51)

"H-NMR (400 MHz, CD;0D): & = 2.37 (s, 3 H, Tosyl-CHz), 3.38-3.46 (d, °J = 6.8 Hz, 2 H,
B-CH,), 4.46 (t, °J = 6.8 Hz, 1 H, a-CH), 4.68-4.70 (m, 2 H, Allyl-OCH,), 5.19-5.30 (m, 2 H,
All-CH=CH>), 5.81-5.88 (m, 1 H, Allyl-CH=CH,), 7.24 (d, °J = 8.4 Hz, 2 H, Tosyl-arom.
CH), 7.38-7.41 (m, 1 H, arom. CH), 7.49-7.52 (m, 2 H, arom. CH), 7.71-7.76 (m tiiberl., 1 H,
arom. CH), 7.72 (d, 3J=8.2 Hz, 2 H, Tosyl-arom. CH), 7.83-7.90 (m, 3 H, arom. CH).
BC-NMR (100.6 MHz, CD;0D): § = 21.30 (Tosyl-CH3), 37.56 (B-CH,), 55.11 (a-CH), 67.84
(Allyl-OCHy), 119.80 (Allyl-CH=CH;), 126.91 (2 arom. CH, Tosyl), 127.15, 127.38, 127.94,
128.63 (4 arom. CH, Naphtyl), 128.71 (2 Tosyl-arom. CH,), 129.60, 129.82, (2 arom. CH,
Naphtyl), 132.29, 132.69, 134.21 (3 arom. C,, Naphtyl), 134.89 (Allyl-CH=CH,), 141.72,
143.35 (2 arom. Cg, Tosyl), 169.71 (C=0).

MS (ESI-1 ohne LC-Kopplung): 256.1 [M+H]"

MS (EI 70 eV, m/z): 255 (M)

HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C;sH;30, [M+H]" gem. 256.1361, ber. 256.1338

Ci16H17NO; (255.3117) « C7H3O5S (172.20)
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3-(1-Methyl-1-silacyclohexyl)-D/L-alaninallylester-hydrotosylat 100d

Eine Mischung von 99d (150 mg, 750 umol), p-Toluolsulfonsdure (171 mg, 900 pmol), 2 ml
Allylalkohol und 20 ml Benzol wird fiir 9 h bei 120°C unter Wasserabscheidung erhitzt. Nach
Abkiihlen auf Raumtemperatur werden 25 ml Et,O zugegeben, das ausgefallene nicht
umgesetzte Ausgangsmaterial als Hydrotosylat abfiltriert und mit 3 x 5 ml Et,O gewaschen.
Einengen der vereinigten Ether-Phasen im Vakuum lieferte das Zielprodukt.

Ausbeute: 173 mg, 420 pmol, 56 % hellbrauner wachsartiger Feststoff

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 70/30/0.1 in 30 min, 50°C): R; = 10.55 min
"H-NMR (400 MHz, CD;0D): § = — 0.06 (s, 3 H, SiCH3), 0.47-0.53 (m, 4 H, 2 SiCH,), 1.04
(d, *J =72 Hz, 2 H, B-CH,), 1.17-1.29 (m, 2 H, SiCH,CH,CH,), 1.40-1.55 (m, 4 H, 2 CH,,
SiCH,CH>), 2.23 (s, 3 H, Tosyl-CHs3), 3.84-3.92 (m, 1 H, a-CH), 4.41-4.46 (m, 1 H, Allyl-
OCH), 4.56-4.61 (m, 1 H, Allyl-OCH), 5.11-5.24 (m, 2 H, Allyl-CH=CH,), 5.74-5.84 (m, 1
H, Allyl-CH=CH,), 7.09 (d, *J = 8.0 Hz, 2 H, Tosyl-arom. CH), 7.59 (d, *J = 8.0 Hz, 2 H,
Tosyl-arom. CH).

BC-NMR (100.6 MHz, CD;0D): & = — 4.49 (SiCH3), 13.72 [14.08] (2 SiCH,), 18.09 (B-
CH,), 21.42 (Tosyl-CHs), 25.11 [25.23] (2 SiCH,CH,), 30.81 (SiCH,CH,CH>), 52.15 (a-CH),
67.97 (Allyl-OCHy), 120.19 (Allyl-CH=CH,), 126.83, 129.86 (2 x 2 Tosyl-arom. CH), 132.38
(Allyl-CH=CH,), 141.71, 143.31 (2 Tosyl Cg), 170.67 (C=0).

Aufgespaltene Signale (in eckigen Klammern) deuten auf Rotamere hin.

MS (ESI-1 ohne LC-Kopplung): 242.0 [M+H]"

MS (EI, 70 MHz, m/z): 241 (M")

HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C;,H,4SiNO, [M+H]" ber. 242.1576, gem. 242.1570
C12H23SINO; (241.41) «C7HgO5S (172.20)

N-tert-Butyloxycarbonyl-3-[4-[[(trifluormethyl)sulfonyl]oxy|phenyl]-L-alaninallylester
100e

Zu einer Losung von L-Tyrosinallylester-hydrotosylat (5.00 g, 12.7 mmol) in 1.5 ml MeOH
wird bei 0°C NEt; (5.29 ml, 38.1 mmol) und anschlieBend Di-fert-butyl-dicarbonat (3.05 g,
14.0 mmol) gegeben. AnschlieBend wird fiir 10 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach
Entfernen des Losungsmittels im Vakuum, wird der gelbe dlige Riickstand in 100 ml
Ethylacetat gelost und mit 2 x 30 ml 0.5 N HCI-Lsg., 2 x 30 ml 0.5 N NaHCOs-Lsg. und 30
ml H,O gewaschen. Nach Trocknung iiber MgSO, und Einengen im Vakuum erhédlt man V-

tert-Butyloxycarbonyl-L-tyrosinallylester als gelbes hochviskoses Ol welches langsam zu
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einem wachsartigen Feststoff erstarrt, der nicht weiter gereinigt werden braucht und direkt

weiter umgesetzt wird.

Ausbeute: 4.13 g, 12.9 mmol, quant. gelbes Wachs

R¢ = 0.46 (Ethylacetat/Cyclohexan 1:1 (v/v))

"H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 1.42 (s, 9 H, C(CHs)3), 2.93-3.04 (m, 2 H, p-CH,), 4.52-
4.60 (m, 3 H, Allyl-OCH,, a-CH), 5.09-5.32 (m, 2 H, Allyl-CH=CH>), 5.80-5.88 (m, 1 H,
Allyl-CH=CHy), 6.72 (d, >J = 8.0 Hz, 2 H, Tyr-arom. CH), 7.23 (d, °J = 8.0 Hz, 2 H, Tyr-
arom. CH).

C17H23NOs (213.37)

Zu einer Losung von N-tert-Butyloxycarbonyl-L-tyrosinallylester (3.5 g, 10.8 mmol) in 20 ml
CH,Cl, wird bei 0°C Pyridin (5 ml) gegeben. Anschlieend tropft man innerhalb von 2 h 2.19
ml (13.0 mmol) Trifluormethansulfonsdureeanhydrid hinzu, sodass die Reaktionstemperatur
zwischen 0 und 5°C liegt. Nach Riihren fiir weitere 30 min bei 0°C werden 30 ml H,O und 60
ml CH,Cl, zugegeben. AnschlieBend werden die Phasen getrennt und die organische Phase
wird mit 30 ml 0.5 N NaOH-Lsg, 30 ml H,O, 2 x 50 ml 10 %ige Zitronensdure und 30 ml
H,0O gewaschen. Nach Trocknung der organischen Phase iiber MgSO, und Einengen im
Vakuum wird der Riickstand einer Saulenchromatographie an Kieselgel (Laufmittel:
Ethylacetat/Cyclohexan 1:6 (v/v) unterzogen, welche das Zielprodukt liefert.

Ausbeute: 3.44 g, 7.79 mmol, 72 % gelbes Wachs

R¢ = 0.56 (Ethylacetat/Cyclohexan 1:1 (v/v))

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 90/10/0.1 in 40 min, 50°C): R;=29.59 min

[a];) =—9.0° (MeOH, ¢ = 0.50)

"H-NMR (400 MHz, CDCl;): & = 1.41 (s, 9 H, C(CH3)3), 3.02-3.08 (m, 1 H, p-CHH), 3.14-
3.19 (m, 1 H, B-CHH), 4.59 (d, °J = 6.1 Hz, Allyl-OCH,), 5.03-5.05 (m, a-CH), 5.25 (d, *J =
9.4 Hz, 1 H, Allyl-CH=CHH), 5.28 (d, °J = 15.8 Hz, 1 H, Allyl-CH=CHH), 5.78-5.88 (m,
1 H, Allyl-CH=CH>), 7.19 (d, *J = 8.8 Hz, 2 H, Tyr-arom. CH), 7.23 (d, >J = 8.8 Hz, 2 H, Tyr-
arom. CH).

MS (MALDI-TOF): 476.5 [M+Na]"

HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C;sH23F3NO;S [M+H]" 454.1147, gem. 454.1165
CigH22F3NO5S (453.43)
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3-[4-[[(Trifluormethyl)sulfonyl]oxy]phenyl]-L-alaninallylester-hydrochlorid 102
Man 16st 100e (2.02 g, 4.46 mmol) in 40 ml einer HCI-L6sung in Dioxan (4 N, 160 mmol)
und riihrt fiir 4 h. Nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum erhélt man das Zielprodukt,
welches nicht weiter gereinigt werden muss.
Ausbeute: 1.75 g, 4.50 mmol, quant. gelbes Pulver
R¢ = 0.18 (Ethylacetat/Cyclohexan 3:1, 1% NEt; (v/v))
HPLC (A2, CH;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 90/10/0.1 in 40 min, 50°C): Ry = 13.32 min
Smp.: 143-144°C
[a];, =+9.4° (MeOH, ¢ = 0.5)
"H-NMR (400 MHz, CDCl; und 10% CD;OD): & = 3.24-3.18 (dd, °J = 14.3 Hz, °J = 7.4 Hz,
1 H, B-CHH), 3.32-3.37 (dd, %J = 14.1 Hz, °J = 5.7 Hz, 1 H, B-CHH), 4.13-4.24 (m, 1 H, o-
CH), 4.52 (d, °J = 6.1 Hz, 2 H, Allyl-OCH,), 5.14-5.19 (m, 2 H, Allyl-CH=CH>), 5.63-5.71
(m, 1 H, Allyl-CH=CHy), 7.15 (d, >J = 8.6 Hz, 2 H, Tyr-arom. CH), 7.32 (d, >J = 8.6 Hz, 2 H,
Tyr-arom. CH).
BC-NMR (100.6 MHz, CDCl;, 10% CD;OD): & = 35.15 (B-CH,), 53.54 (a-CH), 66.88
(Allyl-OCHy), 116.90 (Allyl-CH=CH,), 119.81, 121.58 (2 x 2 Tyr-arom. CH), 130.20 (Tyr
arom. Cg), 131.39 (Allyl-CH=CH,), 134.54 (Tyr-arom. C,), 148.83 (CF;-C,), 167.92 (C=0).
LC-MS (ESI-1, Grad. B): 353.92 [M+H]"; R, = 1.51 min
MS (MALDI-TOF): 353.4 [M+H]"
HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C;3H;sF3NOsS [M+H]" 354.0623, gem. 354.0616
Elementaranalyse: ber. C40.06, H 3.88, N 3.59

gem. C403, H4.0, N3.6
Ci3H14F3NOsS (353.32)<HCI (36.46)

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung N-tert-Butyloxycarbonyl, ~N-methyl-
aminosiuren (AAV 1)

Eine Losung der N-Boc-Aminosdure (9.8 mmol) in 30 ml abs. THF wird bei 0°C mit Mel
(78.4 mmol, 8 Aquiv.) und mit NaH (50%ige Suspension in Mineraldl, 29.4 mmol, 3 Aquiv.)
versetzt. Man riihrt zunéchst fiir 1 h bei 0°C, anschlieBend fiir 24 h bei Raumtemperatur. Nach
Zugabe von 20 ml Ethylacetat und 3.3 ml 25%iger NH3-Lsg. bei 0°C wird 30 min bei
Raumtemperatur geriihrt. Dann wird der pH-Wert der Mischung bei 0°C mit 1 N HCI-Lsg. auf
2 eingestellt. Man extrahiert mit 3 x 100 ml Ethylacetat und wischt die vereinigten orga-

nischen Phasen mit 20 ml 10%iger Na,SOs-Lsg und 20 ml H,O. Nach Trocknung iiber
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MgSO4 wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das jeweilige Produkt wird tiber Saulen-

chromatographie bzw. durch Kristallisation gereinigt.

N-tert-Butyloxycarbonyl-/N-methyl-L-phenylalanin 104a

Gemill AAV 1 wird 103a (2.60 g, 9.8 mmol) mit Mel (4.88 ml, 78.4 mmol) alkyliert.
Saulenchromatographie des Rohprodukts an Kieselgel (Laufmittel:Ethylacetat/Hexan 1:2, 1 %
HOACc (v/v)) liefert das Zielprodukt.

Ausbeute: 2.67 g, 9.56 mmol, 97% farbloses Ol

R¢ = 0.30 (Ethylacetat/Hexan 1:2, 1 % HOAc (v/v))

[a]}) = - 80.3° (MeOH, ¢ = 1.0), Lit..'"®)= - 84.9° (MeOH, ¢ = 1)

"H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 1.33 [1.38] (s, 9 H, C(CHs)3), 2.69 [2.75] (s, 3 H, NCH3),
2.99-3.11 (m, 1 H, B-CHH), 3.28-3.37 (m, 1 H, B-CHH), 4.60-4.63 [4.88-4.92] (m, 1 H, a-
CH), 7.16-7.29 (m, 5 H, arom. CH).

BC-NMR (100.6 MHz, CDClL;): & = 21.64 (+, NCH3), 28.14 [28.25] (+, C(CHs)s), 34.73
[35.26] (B-CH>), 60.25 [61.50] (a-CH), 80.56 [80.78] (q, C(CHs)3), 125.30 [126.75], 128.45
[128.60], 128.91 [129.03] (3 x 2 arom. CH), 137.16 [137.84] (arom. Cg), 155.11 [156.24]
(C=0 Urethan), 176.37 [177.38] (q, C=0).

Ci5H21NO4 (279.33)

Aufgespaltene Signale (in eckigen Klammern) deuten auf Rotamere hin. Die analytischen Da-

[188]

ten stimmen mit den Literaturwerten uberein.

N-tert-Butyloxycarbonyl-N-methyl-L-alanin 104¢

GemilB AAV 1 wird 103c (2.5 g, 13.2 mmol) mit Mel (6.60 ml, 10.6 mmol) umgesetzt.
Kristallisation aus einem Gemisch von Ethylacetat/Hexan 1:1 (v/v) liefert das Zielprodukt.
Ausbeute: 1.61 g (7.93 mmol, 60 %) weiller Feststoff

R¢ = 0.35 (Ethylacetat/Cyclohexan 1:1, 1% HOAc (v/v))

Smp.: 92°C, Lit."*): 93-94°C

[a]}) =—43.6° (CH,Cl,, 0.78), Lit."®= — 30.4° (EtOH, ¢ = 0.5)

"H-NMR (400 MHz, CDCls): 8 = 1.42-1.46 (m, 12 H, B-CHs, C(CHs)3), 2.84 (m, 3 H,
NCHs), 4.45 [4.84] (m, 1 H, a-CH), 10.63 (br. s, 1 H, CO,H).
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BC-NMR (100.6 MHz, CDCl3): & = 14.78 [15.24] (B-CH3), 28.54 (C(CHs)3), 30.84 [31.46]
(NCH3), 55.78 [55.23] (a-CH), 80.76 (C(CH3)3), 156.53 (C=0 Urethan), 178.01 (C=0).
CoH7NO4 (203.24)

Aufgespaltene Signale (in eckigen Klammern) deuten auf Rotamere hin. Die analytischen

[189]

Daten stimmen mit der Literatur uberein.

N-tert-Butyloxycarbonyl-V,0-dimethyl-L-tyrosin 104b

GemilB AAV 1 wird 103b (1.54 g, 5.20 mmol) mit Mel (2.59 ml, 41.6 mmol) umgesetzt.
Nach Saulenchromatographie an Kieselgel (Laufmittel: Ethylacetat/Hexan = 1:2, 1% HOAc
(v/v) erhélt man die Zielverbindung.

Ausbeute: 1.57 g, 0.50 mmol, 96% farbloses Ol

R¢ = 0.42 (Ethylacetat/Hex = 1:1, 1% HOACc (v/v))

[a]}) = - 82.4° (MeOH, ¢ = 1.0), Lit."*"'= — 16.9° (MeOH, ¢ = 1.0)

"H-NMR (250 MHz, CDCls): & = 1.34 [1.38] (s, 9 H, C(CH3)3), 2.68 [2.74] (s, 3 H, NCH3),
2.91-3.08 (m, 1 H, B-CHH), 3.19-3.29 (m, 1 H, B-CHH), 3.77 (s, 3 H, OCHj3); 4.54 [4.77] (dd,
3J=10.8 Hz, *J = 5.1 Hz, |1 H, a-CH), 6.82 (d, >J = 8.4 Hz, 2 H, Tyr arom. CH), 7.08 [7.11]
(d, >J=8.0 Hz, 2 H, Tyr arom. CH).

BC-NMR (125.7 MHz, CDCl3): & = 28.20 [28.28] (C(CHaz)3), 32.64 [32.99], (NCH3), 33.85
[34.41] (B-CHy), 55.26 (OCHs), 60.90 [61.62] (a-CH), 80.68 (C(CHs);3), 113.90 [114.04]
(2 Tyr-arom. CH), 129.10 [129.41] (Tyr-arom. Cg), (129.91 [129.95] (2 Tyr-arom. CH),
155.05 [156.41] (Tyr-arom. Cg), 158.37 [158.45] (C=0 Urethan), 176.15 [176.56] (C=0).
MS (EI, 70 eV, m/z): 309 (5) [M'], 253 (7) [M" — C4Hg], 236 (4) [M" — C4Hg— OH], 178 (66)
[M" — C4Hg— OH — CO, — CH,], 164 (4) [M" — C4Hy — CO, — CO,], 121 (100) [C¢HsOCH3],
57 (34) [C4Hy'].

C16H23NOs (309.36)

Aufgespaltene Signale (in eckigen Klammern) deuten auf Rotamere hin. Die analytischen

190]

Daten stimmen mit den Literaturwerten!'”" iiberein, lediglich der Drehwert weicht ab.

Allgemeine Arbeitsvorschrifft zur Darstellung von N-fert-Butyloxycarbonyl-NV-methyl-
aminosaureallylestern (AAV 2)
Zu einer Losung der N-tert-Butyloxycarbonyl-N-methyl-aminosdure (3.8 mmol) in 20 ml

trockenem DMF wird Cs,COs (1.24 g, 3.8 mmol, 1.0 Aquiv.) gegeben und die Mischung wird
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fiir 15 min bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend gibt man Allylbromid (658 ul, 7.6
mmol, 2 Aquiv.) tropfenweise hinzu und rithrt 45 min bei Raumtemperatur. Die anorga-
nischen Salze werden abfiltriert und mit 2 ml Ethylacetat gewaschen. Das Filtrat wird im Va-
kuum eingeengt und der Riickstand in 5 ml gesitt. NaHCOs-Lsg. aufgenommen. Nach Ex-
traktion mit 3 x 20 ml Ethylacetat, Trocknung der vereinigten organischen Phasen iiber

Na,SO4 und Entfernung des Losungsmittels erhédlt man das jeweilige Produkt.

N-tert-Butyloxycarbonyl-/N-methyl-L-phenylalaninallylester 105a

Gemill AAV 2 wird 104a (2.57 g, 9.54 mmol) mit Allylbromid (1.65 ml, 19.10 mmol) umge-
setzt. Nach Aufarbeitung erhélt man das gewtiinschte Produkt.

Ausbeute: 2.64 g, 8.27 mmol, 92 % farbloses, wenig viskoses Ol

HPLC (A2, CH;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 90/10/0.1 in 40 min, 50°C): R; = 14.05 min

R¢ = 0.42 (Ethylacetat/Cyclohexan = 1:4 (v/v))

[a]}) = — 66.7° (CH,Cl,, ¢ = 0.98); Lit.'"**= — 67.7 (CH,Cl, ¢ = 0.75)

"H-NMR (500 MHz, CDCls): § = 1.34 [1.38] [s, 9 H, C(CH3)3], 2.70 [2.73] (s, 3 H, NCH3),
2.94-3.12 (m, 1 H, B-CHH), 3.22-3.40 (m, 1 H, B-CHH), 4.61 [4.94] (m iiberl., 1 H, a-CH),
4.62 (d, °J = 5.5 Hz, 2 H, Allyl-OCH,), 5.19-5.41 (m, 2 H, Allyl-CH=CH,), 5.81-6.02 (m,
1 H, Allyl-CH=CH,), 7.09-7.34 (m, 5 H, arom. CH).

BC-NMR (125.7 MHz, CDCl;): & = 28.19 [28.25] (C(CHs)3), 32.14 [32.47] (NCHj3), 35.05
[35.47] (B-CH>), 59.79 [61.62] (a-CH), 65.63 [65.67] (Allyl-OCHa), 79.94 [80.29] (C(CHs)3),
118.26 [118.62] (Allyl-CH=CH,), 126.51 [126.66], 128.38 [128.54] (2 x 2 arom. CH), 128.95
[129.02] (arom. CH), 131.69 [131.90] (Allyl-CH=CHy>), 137.43 [137.65] (arom. C,), 154.96
[155.77] (C=0 Urethan), 170.78 [171.08] (C=0).

Ci3H25sNO4 (319.40)

Aufgespaltene Signale (in eckigen Klammern) deuten auf Rotamere hin. Die analytischen

Daten stimmen mit der Literatur'"*? iiberein.

N-tert-Butyloxycarbonyl, NV,0-dimethyl-L-tyrosinallylester 105b
Gemil AAV 2 wird 104b (1.18 g, 3.8 mmol) mit Allylbromid (658 ul, 920 mg, 7.6 mmol)
umgesetzt. Chromatographie an Kieselgel (Laufmittel: Ethylacetat/Hexan 1:5 (v/v)) ergibt das

gewiinschte Produkt.
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Ausbeute: 1.26 g, 3.6 mmol, 95 % farbloses, wenig viskoses Ol
R¢ = 0.60 (Ethylacetat/Hexan = 1:1 (v/v))
HPLC (A2, CH;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 90/10/0.1 in 40 min, 50°C): R; = 13.20 min
[a ;) =~ 80.4° (CHACly, ¢ = 0.5)
"H-NMR (500 MHz, CDCl;): 1.34 [1.38] (s, 9 H, C(CH3)3), 2.71 [2.73] (s, 3 H, NCH3), 2.94-
3.01 (m, 1 H, B-CHH), 3.20-3.26 (m, 1 H, B-CHH), 3.77 (s, 3 H, OCH3); 4.52 [4.89] (dd, *J =
10.6 Hz, °J = 4.6 Hz, 1 H, a-CH), 4.63 (d, J = 5.5 Hz, 2 H, Allyl-OCH,), 5.21-5.34 (m, 2 H,
Allyl-CH=CH,), 5.89-5.92 (m, 1 H, Allyl-CH=CH,), 6.82 (d, °J = 8.2 Hz, 2 H, Tyr-arom.
CH), 7.08 (d, *J = 8.4 Hz, 2 H, Tyr-arom. CH).
BC-NMR (125.7 MHz, CDCl3): § = 28.22 [28.28] (C(CH3)3], 32.07 [32.57], (NCH3), 34.15
[34.59] (B-CHa), 55.24 (OCH3), 59.86 (a-CH), 61.78 (Allyl-OCH;) 79.93 [80.23] (C(CHa)s),
113.80 [113.97] (2 Tyr-arom. CH), 118.24 [118.59] (Allyl-CH=CHy), 129.39 [129.58] (arom.
Cy), 12991 [129.96] (2 Tyr-arom. CH), 131.71 [131.91] (Allyl-CH=CH,), 155.01 [155.82]
(Cq-OCHz), 158.27 [158.39] (C=0 Urethan), 170.84 [171.15] (C=0).
Aufgespaltene Signale (in eckigen Klammern) deuten auf Rotamere hin.
MS (EL 70 eV): 349 (1) [M'], 276 (8) [M" — C4Hg — CH3], 248 (2) [M" — C4Hy — CO,], 228
(1) [M" — CH,C¢HsOCHj3], 218 (100) [M" — C4Hy — CO, — OCH,], 208 (9) [M" — C4Hg — CO,
— C3Hs], 128 (40) [M" — C4Hg — CO, — NCH; — OC;3Hs — OCH,], 121 (68) [CH,C¢HsOCH; '],
57 (44) [C4Hy'].
Elementaranalyse: ber. C 65.31,H7.79, N 4.01

gef. C 65.55,H 7.81, N 4.07
Ci19H27NOs (349.44)

N-tert-Butyloxycarbonyl-/N-methyl-L-alaninallylester 105¢

gemil AAV 2 wird 104¢ (1.61 g, 7.92 mmol) wird mit Allylbromid (1.37 ml, 15.84 mmol)
umgesetzt. Nach Aufarbeitung erhilt man das gewiinschte Produkt.

Ausbeute: 1.82 g, 7.45 mmol, 94% leicht gelbliches, wenig viskoses Ol.

R¢ = 0.38 (Ethylacetat/Cyclohexan 1:4 (v/v))

[a]}) = —28.5° (CH,Cl,, ¢ = 1.0)

"H-NMR (400 MHz, CDCl3): § = 1.40 (m iiberl. 3 H, B-CH3), 1.43 [1.46] [s, 9 H, C(CH3)s],
2.80 [2.87] (s, 3 H, NCH3), 4.45 [4.85] (m, 1 H, a-CH), 4.60 (d, *J = 5.6 Hz, 2 H, All-OCH),),
5.22-5.34 (m, 2 H, Allyl-CH,), 5.85-5.95 (m, 1 H, Allyl-CH).
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BC-NMR (100.6 MHz, CDCls): & = 14.82 [15.25] (B-CH3), 28.34 (C(CHs)3), 30.49 [31.17]
(NCH3), 53.53 [55.15] (a-CH), 65.50 (OAllyl-CH,), 80.01 [80.25] (C(CHs);), 118.12
[118.44] (Allyl-CH=CH>), 131.79 [131.90] (Allyl-CH=CH,), 155.25 [155.93] (C=0 Urethan),
172.05 (C=0).

Aufgespaltene Signale (in eckigen Klammern) deuten auf Rotamere hin.

MS (EL, 70 eV, m/z (%)): 243 (3) [M], 170 (7) [M" — C4Hy — CH,], 158 (34) [M" — C3H; —
CO,], 142 (17) [M" — C4Hy — CO,], 102 (100) [M" — C4Hy — CO, — C3H4], 57 (34) [C4Hy ], 41
(31) [C3Hs'].

HR-MS (EI, 70 eV, m/z): ber. 243.1471, gem. 243.1488

C1,H2 NO, (243.30)

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung von N-Methylaminosiureallylester-
hydrochloriden (AAYV 3)

Der jeweilige N-tert-Butyloxycarbonyl-N-methylaminosdureallylester (7.26 mmol) wird in
150 ml mit Chlorwasserstoff gesittigtem Diethylether bei 0°C geldst und anschlieend fiir
1.5h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum und
Kristallisation des Riickstands aus einem Gemisch von MeOH und Et,O erhidlt man das

gewiinschte Produkt.

N-Methyl-L-phenylalaninallylester-hydrochlorid 106a

Der Allylester 105a (2.32 g, 7.26 mmol) wird gemiB AAV 3 mit 150 ml mit Chlorwasserstoff
gesittigtem Ether umgesetzt. Nach Kristallisation aus MeOH/Et,O 1:2 (v/v) erhélt man das
gewiinschte Produkt.

Ausbeute: 1.66 g, 6.49 mmol, 89 % weiller Feststoff

R¢ = 0.27 (Ethylacetat/Cyclohexan 3:1, 1% NEt; (v/v))

Smp.: 111-112°C

[a]}) =—17.2° (MeOH, ¢ = 0.5)

"H-NMR (400 MHz, CDCls): & =2.78 (s, 3 H, NCH3), 3.32-3.42 (m, 1 H, B-CHH), 3.62-3.69
(m, 1 H, B-CHH), 4.09 (m, 1 H, a-CH), 4.55 (d, >J = 6.0 Hz, 2 H, All-OCH,), 5.15-5.21 (m,
2 H, Allyl-CH=CH,), 5.61-5.77 (m, 1 H, Allyl-CH=CH,), 7.21-7.34 (m, 5 H, arom. CH), 9.81
(br. s, 1 H, NH), 10.61 (br. s, I H, NH).
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BC-NMR (100.6 MHz, CDCls): & = 31.94 (NCHj3), 35.85 (B-CH,), 62.45 (a-CH), 66.85
(Allyl-OCH,), 119.84 (Allyl-CH=CH,), 127.63 (arom. CH), 128.84 (2 arom. CH), 129.31
(2 arom. CH), 130.46 (Allyl-CH=CHy,), 134.13 (arom. C,), 167.41 (C=0).
IR (KBr, drift): 3494 (NH), 2936 (CH), 2737 (NCH3), 2698, 2424 (C-NR,H"), 1755 (C=0),
1653, 1605, 1575, 1472 (CH), 1456 (CH), 1397 (CH3), 1264.
MS (FAB, m/z): 219.969 [M+H]"
Elementaranalyse: ber. C 61.05, H7.09, N 5.48

gem. C 61.11, H 6.96, N 5.45
C13H17NO; (219.28)-HCI (36.46)

N,0-Dimethyl-L-tyrosinallylester-hydrochlorid 106b
Der Allylester 105b (597 mg, 1.71 mmol) wird gemi3 AAV 3 mit 60 ml Chlorwasserstoft-
gesadttigtem Ether umgesetzt. Nach Kristallisation aus MeOH/Et,O 1:2 (v/v) erhélt man das

gewiinschte Produkt.

Ausbeute: 449 mg, 1.57 mmol, 92% weiller Feststoff
R¢ = 0.25 (Ethylacetat/Cyclohexan 3:1, 1% NEt; (v/v))
Smp.: 107°C

[a]}) =+9.4° (MeOH, ¢ = 0.5)

"H-NMR (250 MHz, CDCls): & = 2.77 (s, 3 H, NCH3), 3.28-3.37 (m, 1 H, B-CHH), 3.53-3.61
(m, 1 H, B-CHH), 3.76 (s, 3 H, OCH3), 4.05 (m, 1 H, a-CH), 4.57 (d, >J = 5.9 Hz, 2 H, Allyl-
OCH,), 5.19-5.26 (m, 2 H, Allyl-CH=CH>), 5.66-5.82 (m, 1 H, Allyl-CH=CH,), 6.82 (d, *J =
8.4 Hz, 2 H, Tyr-arom. CH), 7.20 (d, 3J=8.4 Hz, Tyr-arom. CH), 9.59 (br. s, 1 H, NH), 10.53
(bs, 1 H, NH).

BC-NMR (100.6 MHz, CDCLy): & = 32.10 (NCH3), 35.08 (B-CH,), 55.22 (OCH3), 62.67 (-
CH), 66.91 (Allyl-OCH,), 114.24 (2 Tyr-arom. CH), 119.92 (Allyl-CH=CHy,), 125.87 (arom.
Cy), 130.44 (2 Tyr-arom. CH), 130.53 (Allyl-CH=CH,), 159.05 (C,-OCH3), 167.46 (C=0).
IR (KBr, drift): 3476 (NH), 3003 (arom. CH), 2913, 2839 (CH), 2698, 2449 (C-NR,H"), 1745
(C=0), 1653, 1605, 1575, 1465 (CH), 1453 (CH), 1397 (CH3), 1252.

MS (EL, 70 eV, m/z (%)): 249 (2) [M'— HCI], 164 (35) [M' — HCI — CO, — C3Hs], 128 (100)
[M" — NCH; — OCH, — OC;3Hs], 121 (23) [CH,C¢H4OCH3'], 82 (5) [2 x C4Hio'], 41 (11)
[CsHs'].

Elementaranalyse: ber. C 58.84, H7.05, N 4.90
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gem. C 59.00, H 6.93, N 4.78
C14H2oNO5 (249.31).HCI (36.46)

N-Methyl-L-alaninallylester-hydrochlorid 106¢

Der Allylester 105¢ (1.55 g, 6.39 mmol) wird gemdll AAV 3 in 150 ml mit Chlorwasserstoff
gesittigtem Ether umgesetzt. Nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum erhilt man ein
leicht gelbliches Ol, welches nach mehreren Tagen am Pumpenvakuum erstarrt. Umfillen aus
MeOH/Et,0 1:6 (v/v) liefert die Zielverbindung.

Ausbeute: 1.03 g, 5.75mmol, 90% gelblichbraunes Wachs

R¢=0.18 (Ethylacetat/Cyclohexan 3:1, 1% NEt; (v/v))

[a]}) =—5.3° (MeOH, ¢ = 0.75)

"H-NMR (400 MHz, CDCl3): = 1.69 (d, °J = 7.0 Hz, 3 H, p-CHs), 2.76 (s, 3 H, NCH3), 3.98
(m, 1 H, 0-CH), 4.67 (d, °J = 5.8 Hz, 2 H, All-OCHy), 5.24-5.35 (m, 2 H, Allyl-CH=CH>),
5.83-5.98 (m, 1 H, Allyl-CH=CH>), 9.68 (bs, 1 H, NH), 9.91 (bs, 1 H, NH).

BC-NMR (100.6 MHz, CDCls): & = 14.28 (B-CH3), 30.91 (NCH3), 56.12 (a-CH), 66.95
(Allyl-OCH,), 119.75 (Allyl-CH=CH,), 130.78 Allyl-CH=CH,), 168.44 (C=0).

IR (KBr, drift): 3416 (N-H), 2956, 2717, 2439, 1745 (C=0), 1681, 1650, 1556, 1504, 1455,
1384, 1338, 1304, 1226, 1196, 1104, 1038, 946, 820, 752.

MS (EL 70 eV, m/z (%)): 143 (1) (M" — HCI), 142 (1) (M" — HC1 — H), 128 (1) (M" — HCI —
CH3), 102 (1) (M" — HC1 - C;3Hs), 58 (100) [C4H 0], 41 (31) [C3H5'], 36 (7) (HCI).

HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C;H;sNO, [M+H]" 143.0946, gem. 143.0930

C;H3NO; (143.18)<HCI (36.46)

7.2.2 Versuche zu Kapitel 4.2.2

Allgemeine Arbeitsvorschrift zum Monitoring der N-terminalen Kupplungsreaktion
mittels qualitativen Ninhydrin Test!">* (AAV AP1)

Man suspendiert 1 mg Polymer in 1 ml einer Ninhydrin-Lésung (300 mg Ninhydrin in 3 ml
Essigsdure und 97 ml n-Butanol) und erhitzt fiir 2 min zum Sieden. Kommt es dabei zu einer
Blaufdarbung des Polymers, so weist dies auf eine unvollstindig verlaufene Kupplung. Tritt

keine Blaufarbung auf, so verlief die Umsetzung quantitativ.
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Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Bestimmung des Belegungsgrades mittels UV-
Spektroskopie””'?! (AAV AP2)

Eine eingewogene Menge zwischen 5 und 10 mg Polymer wird mit 12 ml einer 20%igen
Losung von Piperidin in DMF versetzt und fiir 20 min geschiittelt. Man entnimmt 3 ml und
bestimmt UV-spektroskopisch die Absorption bei 301 nm. Die Konzentration und damit der
Belegungsgrad lésst sich mit Hilfe des Lambert-Beerschen-Gesetzes berechnen (e = 7800).

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Abspaltung von einer Polymerprobe zwecks
nachfolgender Analytik (AAV AP3)

Man versetzt 1 mg Polymer mit 0.5 ml TFA/H,O 95:5 (v/v) und schiittelt fiir 20 min. Nach
Abfiltrieren des Harzes wird es mit 2 x 0.5 ml CH,Cl, gewaschen und die vereinigten
Losungen werden im Vakuum eingeengt. Der Riickstand ldsst sich mittels DC, HPLC,

MALDI-TOF und ESI-MS analysieren.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Palladiumo-katalysierten Spaltung von Allylestern an
der festen Phase (AAV P1)

Variante A: Man wischt das entsprechende Harz (0.6 mmol) unter Inertgasatmosphire mit
jeweils 2 x 5 ml THF, CH,Cl, und dem jeweiligen trockenen und im Ultraschallbad entgasten
Losungsmittel und 148t es im gleichen Medium fiir mehrere Minuten quellen. Dann wird eine
Spatelspitze Pd(PPhs)s-Katalysator zugegeben und unter Schiitteln gelost. AnschlieBend gibt
man 10-30 Aquiv. Phenylsilan hinzu und schiittelt die Mischung unter Argon und
Lichtausschluss. Nach Abfiltrieren des Harzes wird es mit jeweils 2 x 5 ml CH,Cl,,
DMF/H,0 1:1 (v/v), DMF, MeOH und CH,Cl, gewaschen.

Variante B: Man wischt das entsprechende Harz (0.6 mmol) unter Inertgasatmosphédre mit
jeweils 2 x 5 ml THF, CH,ClI, und einer trockenen und im Ultraschallbad entgasten Mischung
von NMA/THF (1:5 (v/v)) und 14Bt das Polymer in 10 ml obiger NMA/THF-Mischung fiir
mehrere Minuten quellen. Dann wird eine Spatelspitze Pd(PPh;s)s-Katalysator zugegeben und
man schiittelt die Mischung unter Argon und Lichtausschluss. Nach Abfiltrieren des Harzes
wird es analog Variante A gewaschen.

Variante C: Man wischt das entsprechende Harz (0.6 mmol) unter Inertgasatmosphére mit
jeweils 2 x 5 ml THF, CH,Cl, und einer Mischung von Morpholin/THF (1:9 (v/v)) (trocken
und im Ultraschallbad entgast) und 146t das Harz in 10 ml obiger Morpholin/THF-Mischung

fiir mehrere Minuten quellen. Dann wird eine Spatelspitze Pd(PPhs)s-Katalysator zugegeben
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und man schiittelt die Mischung unter Argon und Lichtausschlufl. Nach Abfiltrieren des

Harzes wird es analog Variante A gewaschen.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur basenvermittelten Spaltung von Fluorenylmethoxycar-
bonylschutzgruppen an der festen Phase (AAV P2)

Das Polymer (0.5 mmol/g, 50 umol) wird mit einer Mischung von 3 ml Piperidin/DMF 1:4
(v/v) versetzt und zwischen 5 und 30 min geschiittelt. Anschlieend spiilt man, gibt weitere
3 ml obiger Mischung hinzu und schiittelt wieder zwischen 5 und 30 min. Nun wird mit 4 x 5
ml DMF, 4 x 5 ml MeOH und 4 x 5 ml CH,Cl, gewaschen und das Harz direkt weiter

umgesetzt.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur C-terminalen Kupplung von Aminosiureallylestern an
festphasengebundene Aminosiuren (AAV P3)

Variante A: Zu einer in NMP gequollener polymergebundenen Verbindung (0.50 mmol/g,
0.50 mmol) wird eine Lésung von 3-6 Aquivalenten HATU, 1-2 Aquivalenten HOAt und 3-6
Aquivalenten DIEA in NMP gegeben. Nach Schiitteln fiir 30-60 min wird abfiltriert, mit 2 x 5
ml NMP gewaschen und dann eine Losung von 3-6 Aquivalenten der Aminkomponente und
6-12 Aquivalenten DIEA in NMP zugegeben. Nach mehrstiindigem Schiitteln wird das Harz
abfiltriert, mit 3 x 5 ml DMF, 3 x 5 ml DMF/H,0 1:1 (v/v), 3 x 5 ml DMF, 3 x 5 ml MeOH
und 4 x 5 ml CH,Cl, gewaschen und im Vakuum getrocknet.

Variante B: Zu einer Losung von 3-6 Aquivalenten PyAOP, 3-6 Aquivalenten Amin-
komponente und wahlweise 1-2 Aquivalenten HOAt in NMP werden 12-15 Aquivalente
DIEA gegeben, und diese Losung wird unmittelbar zu einer Suspension der entsprechenden
polymergebundenen Verbindung (0.50 mmol/g, 0.50 mmol) in NMP gegeben. Nach
mehrstiindigem Schiitteln wird das Harz abfiltriert, mit 3 x 5 ml DMF, 3 x 5 ml DMF/H,0 1:1
(v/v), 3 x 5 ml DMF, 3 x 5 ml MeOH und 4 x 5 ml CH,Cl, gewaschen und im Vakuum
getrocknet.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur /N-terminalen Ankniipfung von N-9-Fluorenylmetho-
xycarbonyl-Aminosiuren an der Festphase (AAV P4)

Variante A: Zu einer Losung von 3-5 Aquivalenten der N-Fluorenylmethoxycarbo-
nylaminosiure, 2.8-4.8 Aquivalenten HATU und wahlweise 1 Aquivalent HOAt in ml NMP
werden 10-16 Aquivalente DIEA gegeben und die Mischung fiir einige Minuten geschiittelt.
Anschlieend gibt man dieses Gemisch zu in 5 ml NMP gequollenem Polymer (0.50 mmol/g,
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0.50 mmol). Nach Schiitteln der Mischung fiir mehrere Stunden wird das Polymer abfiltriert,
mit 3 x 5 ml DMF, 3 x 5 ml DMF/H,0 1:1, 3 x 5 ml DMF, 3 x 5 ml MeOH und 4 x 5 CH,Cl,
gewaschen und im Vakuum getrocknet.

Variante B: Zu einer Losung von jeweils 4-6 Aquivalenten Aminosiure, HOAt und
wahlweise 2,6-Lutidin in 15 ml absolutem DMF werden 4-6 Aquivalente N,N’-
Diisopropylcarbodiimid gegeben. Nach 5-miniitigem Schiitteln wird diese Losung zu einer
Mischung von in 10 ml DMF gequollenem Polymer (0.50 mmol/g, 1.0 mmol) gegebenen und
die Suspension fiir mehrere Stunden geschiittelt. AnschlieBend wird das Harz abfiltriert, mit 5
x 5 ml DMF, 5 x 5 ml DMF/H,0O 1:1 (v/v), 5 x 5 ml DMF, 5 x 5 ml MeOH und 8 x 5 ml

CH,Cl, gewaschen und im Vakuum getrocknet.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Abspaltung der Verbindungen vom polymeren Triger
(AAV P5)

Variante A: Nach Quellen des Harzes in 5 ml CH,Cl, fiir 10 min wird das Losungsmittel
abgesaugt und eine Mischung von TFA und dem jeweiligen Fénger zugegeben. Nach
mehrstiindigem Schiitteln wird der polymere Trager abfiltriert und mit 5 ml TFA, 5 ml CHCl;,
2 x 5 ml CH,Cl,, 5 ml MeOH und 5 ml Toluol gewaschen. Die vereinigten Filtrate werden
anschliefend im Vakuum eingeengt. Sofern nicht anders angegeben, erfolgt die Reinigung
mittels priaparativer HPLC. Gefriertrocknung liefert das jeweilige Zielprodukt als pulverfor-
migen Feststoff.

Variante B: Nach Quellen des Harzes in 5 ml CH,Cl, fiir 10 min wird das Losungsmittel
abgesaugt und mit 5 ml einer Mischung von TFA/CH,Cl,/H,O 47:47:6 (v/v/v) versetzt. Nach
Schiitteln fiir mehrere Minuten wird die Losung abgesaugt. Analog wird dieser Vorgang mit
5 ml TFA/CH,CIl,/H,O 47:47:6 (v/v) und 2 x 5 ml TFA/H,O 95:5 (v/v) wiederholt, wobei
jeweils fiir mehrere Minuten bis Stunden geschiittelt wird. Nach Abfiltrieren und Waschen des
Polymers mit 3 x 5 ml CH,Cl,, 2 x 5 ml EtOH und 5 ml Toluol werden die vereinigten
Waschlosungen eingeengt. Sofern nicht anders angegeben, erfolgt die Reinigung mittels
praparativer HPLC. Gefriertrocknung liefert das jeweilige Zielprodukt als pulverférmigen
Feststoft.

Darstellung eines 2,3-Dihydro-4H-pyran-2-carbinol-modifizierten Merrifield-Harzes 75

Eine Losung von mit 2-Hydroxymethyl-5,6 dihydropyran 107 (216 pl, 2.79 mmol) in 6 ml
DMF wird bei 0°C mit NaH (112 mg, 2.80 mmol, 60%ige Suspension in Mineral6l) versetzt
und fiir 30 min bei Raumtemperatur geschiittelt. AnschlieBend wird Merrifield-Harz 108 (750
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mg, 1.24 mmol/g, 0.93 mmol) zugegeben und fiir 20 h bei Raumtemperatur geschiittelt. Nach
Abfiltrieren des Harzes wird es mit 2 x 10 ml DMF, 10 ml H,O, 2 x 10 ml DMF/H,0O 1:1
(v/v), 2 x 10 ml DMF, 2 x 10 ml EtOH, 2 x 10 ml CH,Cl, und 2 x 10 ml absolutem CH,Cl,
gewaschen und im Vakuum getrocknet.

IR (KBr, drift): 3083, 3060, 3027, 2925, 2852, 1944, 1872, 1804, 1747, 1651, 1602, 1493,
1453, 1362, 1241, 1071.

Synthese des polymergebundenen Tyrosinbausteins D-93E

Man wischt Oxymethyldihydropyranfunktionalisiertes Merrifield-Harz 75 (450 mg, 1.24
mmol/g, 0.56 mmol) jeweils mit 2 x 5 ml absoluten THF und CH,Cl,, trocknet das Polymer
fiir 2 h im Vakuum und transferiert es in einen ausgeheizten Kolben. Nach Quellen in 5 ml
trockenem 1,2-Dichlorethan werden D-101 (989 mg, 2.23 mmol) und PPTS (280 mg, 1.12
mmol) zugegeben und man erhitzt die Suspension unter vorsichtigem Riihren fiir 60 h bei
80°C. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wird das Polymer abfiltriert, mit 2 x 10 ml
CH,Clp, 2 x 10 ml MeOH, 2 x 10 ml CH,Cl,, 2 x 10 ml Hexan, und 2 x 10 ml CH,Cl,
gewaschen und im Vakuum getrocknet.

IR (KBr, drift): 3434 (Amid-NH), 3082, 3059, 3026, 2926, 2851, 1943, 1874, 1802, 1729
(C=0), 1667, 1601, 1493, 1453, 1362, 1104, 1070.

Belegung: 0.26 mmol/g, 28% (Fmoc-Bestimmung gemiss AAV AP2)

Analyse nach Abspaltung von einer Harzprobe gemél3 AAV AP3:

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C): R;=11.58 min

R¢ = 0.46 (Ethylacetat/Hexan 1:1 (v/v))

Die analytischen Daten stimmen mit der Verbindung 101 iiberein.

Trichloracetimid-funktionalisiertes Wang-Harz 109

Nach Waschen mit 2 x 5 ml trockenem THF und 2 x 5 ml CH,Cl,, Trocknen im Vakuum iiber
Nacht und Transfer in einen ausgeheizten Kolben wird Wang-Harz (277 mg 0.71 mmol/g, 197
umol) in 4 ml trockenem CH,Cl, fiir 30 min gequollen. AnschlieBend werden Trichloraceto-
nitril (520 mg, 3.6 mmol) und bei 0°C DBU (30 pul, 0.20 mmol) zugegeben. Es wird nun 1 h
bei 0°C und weitere 2 h bei Raumtemperatur geschiittelt. Dann wird das Polymer abfiltriert,
mit 20 ml CH,Cl,, 10 ml DMSO, 2 x 5 ml DMF, 2 x 5 ml THF und 2 x 5 ml CH,Cl,

gewaschen und im Vakuum getrocknet.
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Im IR-Spektrum zeigt sich die charakteristische C=N-Bande bei 1665 cm™.
IR (KBr, drift): 3341 (Imid-NH), 3083, 3060, 3026, 2924, 2850, 1944, 1877, 1804, 1747,
1665 (C=N), 1602, 1584, 1514, 1493, 1301, 1244, 1070, 1028.

Darstellung des polymergebundenen Tyrosinfragments L-93W (Trichloracetimid-
Kupplung)

Das mit 2 x 5 ml THF und 2 x 5 ml CH,Cl, gewaschene und iiber Nacht getrocknete Polymer
109 (300 mg, 0.71 mmol/g, 230 pmol) wird fiir 30 min in 3 ml CH,Cl, gequollen.
AnschlieBend erfolgt die Zugabe einer Losung von L-101 (205 mg, 460 pmol) in 5 ml CH,Cl,
und anschlieBend BF;«OEt, (30 pl, 240 mmol). Nach Riihren fiir 10 min wird das Polymer
abfiltriert, mit 2 x 5 ml CH,Cl,, 5 ml MeOH, 5 ml DMF/H,O 1:1 (v/v), 2 x 5 ml DMF,
2 x 5 ml MeOH und 4 x 5 ml CH,Cl, gewaschen und im Vakuum getrocknet.

Im IR-Spektrum ist das Verschwinden der C=N-Bande und die Bildung einer C=0-Bande bei
1734 cm™ ersichtlich.

IR (KBr, drift): 3531 (br. Amid-NH), 3429 (br. Amid-NH), 3082, 3059, 3025, 2922, 2849,
1944, 1872, 1799, 1727 (C=0), 1601, 1509, 1493, 1452, 1242, 1029.

Belegung: 0.20 mmol/g, 27% (Fmoc-Bestimmung gemidfl AAV AP2)

Analyse nach Abspaltung von einer Harzprobe gemél3l AAV AP3:

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C): R;=11.75 min

R¢ = 0.46 (Ethylacetat/Hexan 1:1 (v/v))

Die Analytischen Daten stimmen mit den Werten fiir Verbindung L-101 {iberein

Darstellung des polymergebundenen Tyrosinbausteins 93W (Mitsunobu-Reaktion)

Ein mit 2 x 5 ml THF und 2 x 5 ml CH,Cl, gewaschenes und fiir 20 h im Vakuum
getrocknetes Wang-Harz (500 mg, 1.29 mmol/g, 0.65 mmol) wird fiir 45 min in 4 ml
trockenem THF gequollen. AnschlieBend gibt man eine Losung von L-101 oder D-101
(865 mg, 1.95 mmol) und Triphenylphosphin (511 mg, 1.95 mmol) in 4 ml THF hinzu.
Darauthin wird bei 0°C langsam eine Losung von DEAD (303 pl, 1.95 mmol) in 1 ml THF
getropft. Man 146t die Suspension unter gelegentlichem Schiitteln bei dieser Temperatur
stehen und schiittelt dann 24 h bei Raumtemperatur. Nach Abfiltrieren und Waschen mit 2 x 5
ml THF, 2 x 5 CH,Cl,, 2 x 5 DMF, 2 x 5 ml DMF/H,0 1:1 (v/v), 2 x 5 DMF, 2 x 5 MeOH
und 2 x 5 CH,Cl, wird das Polymer im Vakuum getrocknet.
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IR (KBr, drift): 3530 (Amid-NH), 3430 (Amid-NH), 3083, 3060, 3026, 2923, 2848, 1944,
1873, 1802, 1734 (C=0), 1602, 1507, 1493, 1452, 1182, 1068, 1028.

Belegung: 0.53 mmol/g, 59% (Fmoc-Bestimmung gemidll AAV AP2)

Analyse nach Abspaltung von einer Harzprobe gemil3 AAV AP3:

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C): Ry = 11.52 min

Rs = 0.45 (Ethylacetat/Hexan 1:1 (v/v))

Die Analytischen Daten stimmen mit den Werten fiir Verbindung L-101 {iberein

Zum Blockieren von nicht abreagierten Hydroxyfunktionen der Wang-Harz-Ankergruppe
wischt man das Harz (500 mg, 0.53 mmol/g) mit 2 x 5 ml THF und 2 x 5 ml CH,Cl, (jeweils
absolut) unter Schutzgas und gibt eine Losung von 1.5 ml Pyridin und 1.5 ml Acetanhydrid in
20 ml CH,Cl, hinzu. Nach Schiitteln fiir 30 min bei wird das Harz abfiltriert und mit 3 x 10
ml CH,Cl,, 3 x 10 ml DMF, 3 x 10 ml MeOH und 2 x 10 ml CH,Cl, gewaschen und im

Vakuum getrocknet.

7.3 Versuche zu Kapitel 4.3

7.3.1 Versuche zu Kapitel 4.3.1

Festphasengebundenes N-Fluorenylmethoxycarbonyltyrosin 112E

Gemill AAV APl Variante A wird polymergebundene Verbindung 93E (280 mg, 0.20
mmol/g, 56 pmol) mit Pd(PPhs); und Phenylsilan (104 pl, 0.84 mmol) in 2 ml CH)Cl,
umgesetzt.

IR (KBr, drift): 3437 (Amid-NH), 3082, 3058, 3025, 2924, 2851, 1943, 1875, 1805, 1728
(C=0), 1651, 1602, 1583, 1511, 1493, 1453, 1238, 1181.

Analyse nach Abspaltung von einer Harzprobe gemél3l AAV AP3:

R¢ = 0.23 (Ethylacetat/Hexan 1:1, 1% HOAc (v/v))

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C): R; = 6.77 min

Die analytischen Daten stimmen mit den Angaben fiir die Referenzverbindung 9-N-Fluorenyl-

methoxycarbonyl-D-tyrosin ! {iberein und belegen eine vollstindige Umsetzung.
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Festphasengebundenes N-9-Fluorenylmethoxycarbonyltyrosin 112W
Die polymergebundene Verbindung D-93W (2 g, 0.52 mmol/g, 1.04 mmol) wird gemi3 AAV
P1 Variante B fiir 24 h mit Pd(PPhs)4 in 50 ml NMA/THF umgesetzt.
Analyse nach Abspaltung von einer Harzprobe gemil3 AAV AP3:
HPLC (Al): R;=8.43 min
(A2, CH3CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C): Ry = 6.50 min
R¢ = 0.28 (Ethylacetat/Hexan 1:1, 1% HOAc (v/v))
Die analytischen Daten stimmen mit den Werten fiir die Referenzverbindung N-9-Fluorenyl-

methoxycarbonyl-L-tyrosin'*!! {iberein und sprechen fiir eine vollstindige Umsetzung.

Polymergebundener N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-D-tyrosyl-V,0-dimethyl-L-tyrosin-
allylester 113E
Gemill AAV P3 Variante A wird polymergebundene Verbindung 112E (800 mg, 0.25
mmol/g, 0.2 mmol) mit einer Losung von HATU (228 mg 0.6 mmol), HOAt (27 mg, 0.2
mmol) und DIEA (102 pl, 0.6 mmol) in 5 ml NMP fiir 60 min voraktiviert und anschlieend
mit 106b (1.16 g, 4.05 mmol) und DIEA (238 ul, 1.4 mmol) in 5 ml NMP fiir 72 h umgesetzt.
Analyse nach Abspaltung von einer Harzprobe gemil3 AAV AP3:
R¢ = 0.40 (Ethylacetat/Hexan 1:1, 1% HOAc (v/v))
HPLC (Al): Ri=17.50 min

(A2, CH3CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C): R; = 15.62 min
C3sH33N207(634.73)
Die analytischen Daten stimmen mit den Werten fiir die der Referenzverbindung 115 iiberein.

Die Ausgangsverbindung wurde vollstindig in 113E {iberfiihrt.

Polymergebundener /N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-D-tyrosyl-V,0-dimethyl-L-tyrosin-
allylester 113W

Gemidl AAV P3 Variante A wird die polymergebundene Verbindung 112W (2.00 g,
0.50 mmol/g, 1.0 mmol) in 5 ml mit einer Losung von HATU (1.54 g 4.05 mmol), HOAt (184
mg, 1.35 mmol) und DIEA (690 pl, 4.05 mmol) in 5 ml NMP fiir 60 min voraktiviert und
anschliefend mit 106b (1.16 g, 4.05 mmol) und DIEA (1.05 ml ) in 10 ml NMP fiir 24 h

umgesetzt.
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IR (KBr, drift): 3434 (Amid-NH), 3083, 3060, 3026, 2925, 2852, 1945, 1874, 1802, 1731
(C=0), 1650, 1602, 1583, 1511, 1494, 1453, 1423, 1365, 1239, 1181.
Analyse nach Abspaltung von einer Harzprobe gemél3l AAV AP3:
R¢ = 0.43 (Ethylacetat/Hexan 1:1, 1% HOAc (v/v))
HPLC (Al): R;=17.66 min
(A2, CH3CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C): Ry = 15.84 min
CigH3sN207(634.73)
Die analytischen Daten stimmen mit den Werten fiir die Referenzverbindung 115 {iberein. Die

Ausgangsverbindung wurde vollstindig in 113W iiberfiihrt.

N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-D-tyrosyl-/V,0-dimethyl-L-tyrosinallylester 115

Eine Probe des Harzes 113E (160 mg, 0.21 mmol/g, 33 pmol) wird mit 2 ml
CH,CIL/TFA/EtOH 2:2:1 (v/v) versetzt und fiir 4 h geschiittelt. Nach Abfiltrieren des Poly-
mers, Waschen mit 3 x 3 ml CH,Cl, und Einengen der vereinigten Filtrate im Vakuum liefert
die Chromatographie des Riickstands an Kieselgel (Laufmittel: Ethylacetat/Hexan 1:2 (v/v))
die Zielverbindung.

Ausbeute: 6.0 mg, 9.5 umol, 29% hellbraunes Wachs

R¢ = 0.40 (Ethylacetat/Hex 1:1, 1% HOAc (v/v))

HPLC (Al): Ry=17.72 min

[a]}) =—35.8° (MeOH, ¢ = 0.3)

"H-NMR (500 MHz, CDCls): & = 2.50-2.54 (m, 1 H, p-CH), 2.61-2.65 (m, 1 H, p-CH), 2.70
(s, 3 H, NCHs), 2.74-2.96 (m, 2 H, 2 B-CH), 3.72 [3.74] (s, 3 H, OCHs), 4.08-4.47 (m, 4 H,
Fmoc-CH,, Fmoc-CH, o-CH) 4.62-4.65 (d, *J= 6.3 Hz, 2 Allyl-OCH,), 4.80-4.82 (m, 1 H, o-
CH), 5.20-5.31 (m, 2 H, Allyl-CH=CH,), 5,80-5.91 (m, 1 H, Allyl-CH=CH,), 6.60-6.61 (d,
4 H, *J = 8.3 Hz, Tyr-arom. CH), 6.80-6.82 (d, 4 H, °J = 8.5 Hz, Tyr-arom. CH), 7.27-7.32
(m, 2 H, Fmoc-arom. CH), 7.36-7.39 (m, 2 H, Fmoc-arom. CH), 7.53-7.58 (m, 2 H, Fmoc-
arom. CH), 7.73-7.75 (d, 3J=17.4 Hz, 2 H, Fmoc-arom. CH).

BC-NMR (125.7 MHz, CDClL): § = 30.95 (NCH3), 33.86 (B-CH,), 37.74 (B-CH,), 47.00
[47.10] (Fmoc-CH), 52.35 (a-CH), 55.20 [55.28] (OCHj3), 59.43 (a-CH), 66.11 (Fmoc-
CHCH,), 67.44 (Allyl-OCH,), 114.17 [114.59] (2 Tyr-arom. CH), 115.39 [115.60] (2 Tyr-
arom. CH), 118.94 [119.95] (Allyl-CH=CH,), 125.16 [125.22] (2 Fmoc-arom. CH), 127.08
[127.72] (2 Fmoc-arom. CH), 128.49 (arom. C,), 129.86 (2 Fmoc-arom. CH), 130.14
(2 Fmoc-arom. CH), 130.38 [130.54] (2 Fmoc-arom. CH), 131.47 (Allyl-CH=CH,), 141.23
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(2 Fmoc-arom. Cg), 143.24 (2 Fmoc-arom. Cg), 154.83 (arom. C4-OH), 155.90 (C=0O
Urethan), 159.52 (arom. C4-OCH3), 167.59 (C=0), 173.02 (C=0).

Aufgespaltene Signale (in eckigen Klammern) deuten auf Rotamere hin.

HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C33H30N,07 [M+H]" 635.2757, gef. 635.2893
CsgH3sN207(634.73)

Polymergebundene Verbindung N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-D-tyrosyl-/V,O-Dime-
thyl-L-tyrosin 114E
Gemill AAV Pl Variante A wird polymergebundene Verbindung 113E (189 mg, 0.21
mmol/g, 40 umol) mit Pd(PPh;)4 und Phenylsilan (74 pl, 600 pmol) in 1.5 ml CH,Cl, fiir 24 h
umgesetzt.
Analyse nach Abspaltung von einer Harzprobe gemidl AAV AP3 liefert N-9-Fluorenyl-
methoxycarbonyl-D-tyrosyl-V,0-Dimethyl-L-tyrosin (Fmoc-Tyr-Me(OMe)Tyr-OH)
HPLC (Al): R;=7.02 min

(A2, CH3CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min): R =9.21 min
R¢=0.21 (Ethylacetat/Hexan 2:1, 1% HOAc (v/v))
HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C3sH35N,07 [M+H]" 595.2444, gem. 595.2404
C35H34N»07 (594.65)

Die analytischen Daten belegen die vollstindige Umsetzung zur Zielverbindung.

Polymergebundene Verbindung N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-D-tyrosyl-V,0-Dime-
thyl-L-tyrosin 114W

Gemdll AAV P1 Variante B wird polymergebundene Verbindung 113W (6.22 g, 0.52 mmol/g
3.23 mmol) mit Pd(PPhs)s und 50 ml NMA/THF 1:4 (v/v) fiir 24 h umgesetzt.

Analyse nach Abspaltung von einer Harzprobe gemél3l AAV AP3:

HPLC (A2, CH3CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min): R, =9.10 min

Die analytischen Daten stimmen mit den Werten fiir N-Fluorenylmethoxycarbonyl-D-tyrosyl-
N, O-Dimethyl-L-tyrosin iiberein. Die Ausgangsverbindung wurde vollstindig in 114W iiber-
fiihrt.
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Festphasengebundener N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-D-tyrosyl-V,O-dimethyl-L-tyro-
syl-N-methyl-L-phenylalaninallylester 116E

Gemdll AAV P3 Variante B wird die polymergebundene Verbindung 114E (242 mg, 0.26
mmol/g, 63 umol) mit PyAOP (99 mg, 189 umol), 106a (57 mg, 252 pmol) und DIEA (129
ul, 756 pmol) fiir 48 h in 20 ml NMP umgesetzt.

Analyse nach Abspaltung von einer Harzprobe gemil3 AAV AP3:

HPLC (A2, CH3CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min): R; = 8.48 min (19%, Fmoc-
Tyr-Me(OMe)Tyr-OH) 17.25 min (5%, 118, Epimer 1), 17.60 min (76%, 118, Epimer 2).
LC-MS (ESI-1, Grad. A): 595.2 [M+H]", R; = 10.01 min (Fmoc-Tyr-Me(OMe)Tyr-OH);
818.4 [M+Na]", R, = 20.45 min (118, Epimer 1); 818.4 [M+Na]", R, = 20.89 min (118,
Epimer 2)

Die analytischen Daten stimmen mit den Werten fiir die Referenzverbindungen 114 und 118
tiberein. Laut HPLC-Analyse wurde ein Edukt/Produkt-Verhéltnis von 19:81 erzielt, wobei

5% Epimerisierung auftrat.

Festphasengebundener N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-D-tyrosyl-V,O-dimethyl-L-tyro-
syl-NV-methyl-L-phenylalaninallylester 116W

Gemill AAV P3 Variante B wird die polymergebundene Verbindung 114W (2.40 g, 0.45
mmol/g, 1.08 mmol) mit PyAOP (1.69 g, 3.24 mmol), 106a (731 mg, 3.24 mmol), HOAt (147
mg, 1.08 mmol) und DIEA (2.22 ml, 13.0 mmol) fiir 42 h in 20 ml NMP umgesetzt.

Analyse nach Abspaltung von einer Harzprobe gemil3 AAV AP3:

HPLC (A2, CH3CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min): R; = 8.48 min (11%, Fmoc-
Tyr-Me(OMe)Tyr-OH), 17.28 min (7%, 118, Epimer 1), 17.62 min (82%, 118, Epimer 2).
Die analytischen Daten stimmen mit den Werten fiir die Referenzverbindungen 114 und 118
iiberein. Laut HPLC-Analyse wurde ein Edukt/Produkt-Verhiltnis von 11:89 erzielt, wobei

7% Epimerisierung auftrat.

N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-D-tyrosyl-/V,O-dimethyl-L-tyrosyl-N-methyl-L-phenyl-
alaninallylester 118

Gemill AAV PS5 Variante B wird von polymergebundener Verbindung 116E (75 mg, 0.26
mmol/g, 19.6 pmol) fiir 5, 60 und 120 min mit 1, 1.5 und 2 ml TFA/H,O 95:5 (v/v)
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abgespalten und entsprechend aufgearbeitet. Chromatographie des Riickstands an Kieselgel
(Laufmittel: Ethylacetat/Hexan 1:2) liefert das Zielprodukt 118.

Ausbeute: 4.2 mg, 5.3 umol, 27% hellbraunes Wachs

R¢ = 0.69 (Ethylacetat/Hex 2:1, 1% HOAc (v/v))

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min): R; = 16.90 min

[a];) = 43.6° (MeOH, c = 0.25)

"H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 2.22-2.75 (m iiberl., 4 H, 2 p-CH,), 2.34 [2.64] (s iiberl.,
3 H, NCHs) 2.80 [2.86] (s, 3 H, NCH3), 2.90-2.94 [3.05-3.11] (m, 1 H, B-CHH), 3.27-3.33 (m,
1 H, B-CHH), 3.73 [3.75] (s, 3 H, OCH3), 4.13-4.18 [4.23-4.28] (m, 2 H, Fmoc-CH, o-CH),
4.36-4.41 (m, 2 H, Fmoc-CHCH,), 4.54-4.62 (m, 2 H, Allyl-OCH,), 4.97-5.06 (m, 1 H,
a-CH), 5.14-5.27 (m, 2 H, Allyl-CH=CH,), 5.41-5.44 [5.52-5.54] (m, 1 H, a-CH), 5.69-5.90
(m, 1 H, Allyl-CH=CH,), 6.60-6.75 (m, 4 H, Tyr-arom. CH), 6.81-6.88 (m, 3 H, Tyr-arom.
CH), 6.92-6.94 (m, 1 H, Tyr-arom. CH), 7.15-7.18 (m, 3 H, arom. CH), 7.25-7.36 (m, 4 H,
2 Fmoc-arom. CH, 2 arom. CH), 7.41-7.38 (m, 2 H, Fmoc-arom. CH), 7.54 (d, J=172 Hz, 2
H, Fmoc-arom. CH), 7.75 (d, 3J=17.4 Hz, 2 H, Fmoc-arom. CH).

Aufgespaltene Signale (in eckigen Klammern) deuten auf Rotamere hin.

LC-MS (ESI-1, Grad. B): 818.5 [M+Na]", R;=25.87 min

MS (MALDI-TOF): 818 [M+Na]"

HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C4sH4oN3;05 [M+H]" 796.3597, gem. 796.3550

CasHa9N30s5 (795.92)

N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-D-tyrosyl-N,O-dimethyl-L-tyrosyl-L-phenylalanin-
allylester 119

Gemdll AAV P3 Variante B wird polymergebundene Verbindung 114E (242 mg, 0.26
mmol/g, 63 umol) mit PyAOP (99 mg, 189 pumol), 100c (57 mg, 252 pmol) und DIEA (129
ul, 756 pmol) fiir 48 h in 0.6 ml NMP zu der polymergebundenen Verbindung N-9-
Fluorenylmethoxycarbonyl-D-tyrosyl-N, O-dimethyl-L-tyrosyl-L-phenylalaninallylester (117E)
umgesetzt.

Analyse nach Abspaltung von einer Harzprobe gemil3 AAV AP3:

HPLC (A2, CH3CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min): R; = 8.42 min (13%, Fmoc-
Tyr-Me(OMe)Tyr-OH), 17.28 min (3%, 119 Epimer 1), 17.62 min (85%, 119 Epimer 2).
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Die analytischen Daten stimmen mit der Referenzverbindungen Fmoc-Tyr-Me(OMe)Tyr-
OH und 119 iiberein. Laut HPLC-Analyse wurde ein Edukt/Produkt-Verhéltnis von 12:88
erzielt, wobei 3% Epimerisierung auftrat.

Gemill AAV P5 Variante B wird von einer Probe der polymergebundenen Verbindung 117E
(67 mg, 0.26 mmol/g, 17.4 pumol) Polymer fiir 5, 60 und 120 min mit 1, 1.5 ml und 2 ml
TFA/H,O 95:5 (v/v) abgespalten und entsprechend aufgearbeitet. Chromatographie des
Riickstands an Kieselgel (Laufmittel: Ethylacetat/Hexan 1:2 (v/v)) liefert das Zielprodukt 119.
Reinigung: HPLC (P1, CH3;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 65/35/0.1 in 60 min, 10 ml/min)
Ausbeute: 3.7 mg, 4.7 umol, 27%

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min): Ry = 17.69 min

[a]}) = - 34.6° (MeOH, ¢ = 0.40)

"H-NMR (400 MHz, CDCl3): & =2.21-2.74 (m iiberl., 2 H, p-CH), 2.49 (s iiberl., 3 H, NCH3)
2.76-3.30 (m, 3 H, B-CH), 3.39-5.80 (m, 1 H, B-CH), 3.69 (s, 3 H, OCH3), 4.01-4.19 (m, 2 H,
Fmoc-CH, a-CH), 4.28-4.39 (m, 2 H, Fmoc-CHCH,), 4.50-4.61 (m, 2 H, Allyl-OCH,), 4.82-
4.88 (m, 1 H, a-CH), 5.12-5.34 (m, 2 H, Allyl-CH=CH>), 5.40-5.54 (m, 1 H, a-CH), 5.69-5.89
(m, 1 H, Allyl-CH=CH,), 6.52-6.82 (m, 6 H, Tyr-arom. CH), 6.84-6.93 (m, 2 H, Tyr-arom.
CH), 7.07-7.42 (m, 9 H, arom. CH), 7.55 (t, °J = 7.3 Hz, 2 H, Fmoc-arom. CH), 7.75 (d, °J =
7.3 Hz, 2 H, Fmoc-arom. CH).

LC-MS (ESI-MS 1, Grad. B): 804.4 [M+Na]", R; = 25.07 min

HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C47H47NaN3;Og [M+Na]" 804.3261, gem. 804.3233

C47H47N305 (781.90)

7.3.2 Versuche zu Kapitel 4.3.2

Festphasengebundener N-(o-Nitro-benzolsulfonyl)-L-tyrosinallylester 126
Polymergebundene Verbindung L-93W (2.80 g, 0.50 mmol/g, 1.0 mmol) wird geméil
AAV P2 fiir 2 x 15 min mit 2 x 10 ml Piperidin/DMF umgesetzt und anschlieBend das
Polymer unter Argon mit 6 x 5 ml trockenem THF und 6 x 5 ml CH,Cl, gewaschen. Dann
gibt man eine Losung von o-Nitrobenzolsulfonsdurechlorid (1.24 g, 5.6 mmol) und 2,6-
Lutidin (813 pl, 7.0 mmol) in 10 ml CH,Cl, zu und schiittelt die Suspension fiir 11 h unter
Argonatmosphére. AnschlieBend wird das Polymer abfiltriert und mit 3 x 5 ml CH,Cl,, 3 x 5
ml DMF/H,0 1:1 (v/v), 3 x 5 ml DMF, 3 x 5 ml MeOH und 5 x 5 ml CH,Cl, gewaschen.
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IR (KBr, drift): 3338 (Amid-NH), 3082, 3058, 3025, 2923, 2851, 1744 (C=0), 1650, 1612,
1584, 1542, 1510, 1494, 1453, 1422, 1359, 1299, 1241, 1174, 1114, 1015.

Ninhydrin Test (gemd3 AAV AP1): negativ

Analyse nach Abspaltung von einer Harzprobe gemil3 AAV AP3:

R¢ = 0.50 (Ethylacetat/Hexan 2:1 (v/v))

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C): R; = 6.88 min
LC-MS (ESI-1, Grad. A): 405 [M-H] ", R(=5.15 min

CisH1sN20O5S, (406.41)

Die analytischen Daten sprechen fiir die vollstindige Umsetzung des Ausgangsmaterials.

Festphasengebundener N-(o-Nitro-benzolsulfonyl)-N-methyl-L-tyrosinallylester 127
Polymergebundene Verbindung 126 (2.80 g, 0.50 mmol/g, 1.4 mmol) wird unter Argon mit
8 x 5 ml trockenem THF, 4 x 5 ml CH,Cl, und 2 x 5 ml DMF gewaschen. Nach 15 miniitigem
Quellen in 5 ml DMF wird MTBD (603 pl, 4.2 mmol) und anschlieend eine Losung von 4-
Nitrobenzolsulfonsdauremethylester (1.22 g, 5.6 mmol) 15 ml DMF zugegeben. Nach Schiit-
teln fiir 1.5 h wird das Polymer abfiltriert und mit 2 x 10 ml DMF, 2 x 10 ml MeOH und 3 x
10 ml CH,Cl, gewaschen und im Vakuum getrocknet.

IR (KBr, drift): 3081, 3058, 3025, 2923, 2851, 1742 (C=0), 1678, 1610, 1584, 1545, 1510,
1493, 1453, 1421, 1373,1298, 1241, 1175, 1120, 1059, 1013.

Analyse nach Abspaltung von einer Harzprobe gemil3 AAV AP3:

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min): R; = 8.67 min

Die analytischen Daten sprechen fiir die vollstindige Umsetzung des Ausgangsmaterials.

Eine Probe von polymergebundener Verbindung 127 (70 mg, 0.50 mmol/g, 35 umol) wird
entnommen, mit einer Mischung von 2 ml TFA/CH,Cl, 1:9 (v/v) fiir 15 min umgesetzt und
das Polymer abfiltriert. AnschlieBend wird mit 2 ml CH,CIl,/TFA/H,0O 50:48:2 (v/v/v) und
2 ml TFA/H,0 95:5 (v/v) fiir jeweils 15 min umgesetzt, abfiltriert und mit 5 ml CH,Cl,, 5 ml
CH,Cl/MeOH 1:1 (v/v) und 5 ml MeOH gewaschen. Nach Einengen der vereinigten
Losungen im Vakuum liefert Reinigung tiber préparative Diinnschichtchromatographie
(Laufmittel: Ethylacetat/Hexan 1:1 (v/v)) N-(o-Nitro-benzolsulfonyl)-NV-methyl-L-tyrosin-
allylester.

Ausbeute: 12 mg, 28 pmol, 80% hellbraunes Wachs

Rs=0.55 (Ethylacetat/Hex 2:1 (v/v))

HPLC(A2, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min): R; = 8.60 min
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"H-NMR (500 MHz, CDCl;): & =2.91 (dd, °J = 14.4 Hz, *J = 9.5 Hz, 1 H, p-CHH), 3.03 (s,
3 H, NCH3), 3.29 (dd, °J = 14.4 Hz, °J = 6.1 Hz, 1 H, p-CHH), 4.53-4.60 (m, 3 H, Allyl-
OCH,, a-CH), 5.26 (m, 2 H, Allyl-CH=CH,), 5.79 (m, 1 H, Allyl-CH=CH,), 6.41 (s, 1 H,
OH), 6.68 [6.78] (d, °J = 8.6 Hz, 2 H, Tyr-arom. CH), 7.07 [7.16] (d, °J = 8.5 Hz, 2 H, Tyr-
arom. CH), 7.55-7.58 (m, 2 H, arom. CH), 7.64 (td, >J = 7.4 Hz, *J = 1.4 Hz, 1 H, arom. CH),
7.78 (dd, *J = 8.5 Hz, *J=1.40 Hz, 1 H, arom. CH).

BC-NMR (125.7 MHz, CDCls): & = 30.88 (NCH3), 34.83 (B-CH,), 61.15 (a-CH), 66.08
(Allyl-OCH,), 115.47 (2 Tyr-arom. CH), 119.00 (Allyl-CH=CH,), 124.16 (Allyl-CH=CH,),
127.99 (arom. Cy), 130.30 (2 Tyr-arom. CH), 130.83 (arom. CH), 131.26 (arom. CH), (arom.
CH), 132.78 (arom. C), 147.89 (arom. C4-NO,), 133.24 (arom. CH), 154.62 (arom. C4-OH),
169.83 (C=0).

Aufgespaltene Signale (in eckigen Klammern) deuten auf Rotamere hin.

MS (EL 70 eV, m/z (%)): 420 (7) [M'], 335 (14) [M" — C3Hs— CO,], 149 (49), [M" — CO, —
SO,C¢H4NO, — C3Hs— OH], 107 (100) [C;H;07], 77 (4), [CeHs 1.

HR-MS (EI, 70 eV, m/z): ber. fiir C19H,0N,0,S [M'] 420.0991, gem. 420.0999

C19H2N,07S (420.44)

Festphasengebundener N-Methyl-L-tyrosinallylester 128

Polymergebundene Verbindung 127 (2.70 g, 0.50 mmol/g, 1.35 mmol) wird mit 3 x 10 ml
trockenem THF, 2 x 5 ml CH,Cl, und 5 ml DMF gewaschen. Nach 5 miniitigem Quellen in
15 ml DMF werden DBU (1.05 ml, 7 mmol) und 2-Mercaptoethanol (981 ml, 14 mmol)
zugegeben und man schiittelt die Suspension fiir 1 h, wobei sich die Losung gelb-griin farbt.
Anschlieend wird das Polymer abfiltriert, mit 3 x 5 ml DMF, 3 x 5 ml DMF/H,0 1:1 (v/v),
3 x 5 ml DMF, 3 x 5 ml MeOH und 4 x 5 ml CH,Cl, gewaschen und das Polymer im Vakuum
getrocknet.

Analyse nach Abspaltung von einer Harzprobe gemél3l AAV AP3:

R¢= 0.13 (Ethylacetat/Hex 2:1, 1% NEt; (v/v))

HPLC (A2, CH3CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min): R; = 1.94 min

LC-MS (ESI-1, Grad. A): 236.2 [M+H]", R = 2.04 min

Ci3H17NOs (235.28)

Die analytischen Daten sprechen fiir die vollstindige Umsetzung des Ausgangsmaterials.
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Festphasengebundener N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-N-methyl-L-phenylalanyl-NVN-me-
thyl-L-tyrosinallylester 130

Verbindung 128 (270 mg, 0.50 mmol/g, 135 umol) wird gemédl AAV P4 Variante A mit 129a
(294 mg, 760 umol), HATU (266 mg, 700 pmol) und DIEA (260 pl, 1.52 mmol) in 2 ml
NMP fiir 13 h zum polymergebundenem Zielprodukt umgesetzt.

Ninhydrin-Test (gemdll AAV AP1): negativ

Belegung: 0.45 mmol/g, 90% (Fmoc-Bestimmung gemif3 AAV AP2)

Analyse nach Abspaltung von einer Harzprobe gemil3 AAV AP3:

R¢ = 0.47 (Ethylacetat/Hexan 2:1, 1% NEt;, (v/v))

LC-MS (ESI-1, Grad. A): 641.4 [M+Na]", R, = 18.85 min

CsgH3sN206 (618.72)

Die analytischen Daten sprechen fiir die vollstindige Umsetzung des Ausgangsmaterials.

Festphasengebundener N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-phenylalanyl-/V-methyl-L-phe-
nylalanyl-/V-methyl-L-tyrosinallylester 131

Gemill AAV P2 wird polymergebundene Verbindung 130 (100 mg, 0.50 mmol/g, 50 umol)
fiir 2 x 30 min mit je 2 ml einer Losung von Piperidin/DMF umgesetzt, anschlieBend erfolgt
gemidll AAV P4 Variante A die Ankniipfung von 129b (108 mg, 280 pmol) durch doppelte
Kupplung mit HATU (99 mg, 260 pumol) und DIEA (96 pl, 560 pmol) in 2 ml NMP fiir 2 x
24 h.

Ninhydrin-Test (gemidl AAV AP1): schwach positiv

Belegung: 0.32 mmol/g, 64% (Fmoc-Bestimmung gemidfl AAV AP2)

Analyse nach Abspaltung von einer Harzprobe gemél3l AAV AP3:

R¢ = 0.55 (Ethylacetat/Hexan 3:1, 2% NEt; (v/v))

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min): Ry = 25.13 min

LC-MS (ESI-1, Grad. A): 788.4 [M+Na]"; R;=21.21 min

MS (MALDI-TOF): 787.73 [M+Na]", 803.74 [M+K]"

C47H47N307 (765.89)

Die analytischen Daten sprechen fiir eine Umsetzung von >90%. Bei der Reaktion kam es
neben der Zielverbindung zur Bildung von nicht eindeutig charakterisierbaren Nebenpro-

dukten, die ca. 10% der Produktmenge ausmachen.
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Festphasengebundener /N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-N-methyl-L-phenylalanyl-L-ty-
rosinallylester 132a

Gemdll AAV P2 wird polymergebundene Verbindung L-93W (580 mg, 0.50 mmol/g, 290
umol) fir 2 x 15 min mit je 5 ml einer Losung von Piperidin/DMF umgesetzt, anschlieBend
erfolgt gemiB3 AAV P4 Variante A die Ankniipfung von 129a (629 mg, 1.57 mmol) durch
Kupplung mit HATU (555 mg, 1.46 mmol) in Gegenwart von DIEA (534 pl, 3.13 mmol) in 5
ml NMP fiir 20 h.

Ninhydrin-Test (gemdll AAV AP1): negativ

Analyse nach Abspaltung von einer Harzprobe gemél3l AAV AP3:

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min): Ry = 15.68 min

LC-MS (LC-ESI): 627.5 [M+Na]"; R; = 23.09 min,

C37H36N206 (604.26)

Die analytischen Daten sprechen fiir die vollstindige Umsetzung des Ausgangsmaterials.

Festphasengebundener N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-phenylalanyl-L-tyrosinallyles-
ter 132b

Gemdll AAV P2 wird polymergebundene Verbindung L-93W (696 mg, 0.52 mmol/g,
362 umol) fiir 2 x 30 min mit je 10 ml einer Losung von Piperidin/DMF umgesetzt,
anschlielend erfolgt gemdfl AAV P4 Variante A die Ankniipfung von 129a (651 mg, 1.68
mmol) durch Kupplung mit HATU (597 mg, 1.57 mmol) und DIEA (575 pl, 3.36 mmol) in
10 ml NMP fiir 5 h.

Ninhydrin-Test (gemdll AAV AP1): negativ

Analyse nach Abspaltung von einer Harzprobe gemél3l AAV AP3:

R¢ = 0.47 (Ethylacetat/Hex 1:1, 1% HOAc (v/v))

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min): R; = 14.74 min

LC-MS (ESI-1, Grad. A): 613.3 [M+Na]", R, = 20.62 min

Cs6H34N206 (590.67)

Die analytischen Daten sprechen fiir die vollstindige Umsetzung des Ausgangsmaterials.

Polymergebunder N“-9-Flu0renylmethoxycarbonyl-(Nlm-triphenylmethyl)-D-histidyl-N-
methyl-L-phenylalanyl-L-tyrosinallylester 135a
Gemill AAV P2 wird polymergebundene Verbindung 132a (1.5 g, 0.40 mmol/g, 600 umol)

fiir 2 x 5 min mit je 20 ml einer Losung von Piperidin/DMF umgesetzt. Anschlieend erfolgt
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gemidll AAV P4 Variante B die Ankniipfung von D-133 (1.49 g, 2.40 mmol) durch Kupplung
mit N,N’-Diisopropylcarbodiimid (372 pl, 2.40 mmol) und HOAt (327 mg, 2.40 mmol) in
20 ml DMF fiir 14 h zum Zielprodukt.

Abspaltung einer Probe gemdll AAV AP3 liefert die seitengruppenentschiitzte Verbindung
N®-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-p-histidyl-N-methyl-L-phenylalanyl-L-tyrosinallylester-
hydrotrifluoracetat.

LC-MS (ESI-1, Grad. A): 742.3 [M+H]", R;=1.95 min

C43H43N507 (741.32)«CHF;0, (114.02)

Die analytischen Daten sprechen fiir die vollstindige Umsetzung des Ausgangsmaterials.

Festphasengebundener N“-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-N'"(triphenylmethyl)-D-histi-
dyl-L-phenylalanyl-L-tyrosinallylester 135b

Gemil AAV P2 wird polymergebundene Verbindung 132b (2.1 g, 0.40 mmol/g, 840 umol)
fiir 2 x 5 min mit je 20 ml einer Losung von Piperidin/DMF umgesetzt. AnschlieBend erfolgt
gemidll AAV P4 Variante B die Ankniipfung von L-133 (2.08 g, 3.36 mmol) durch Kupplung
mit DIC (520 pl, 3.36 mmol) und HOAt (457 mg, 3.36 mmol) in 25 ml DMF fiir 14 h zum
Zielprodukt.

Ninhydrin-Test (gemdll AAV AP1): negativ

Abspaltung einer Probe gemil AAV AP3 liefert die seitengruppenentschiitzte Verbindung
N*-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-D-histidyl-L-phenylalanyl-L-tyrosinallylester-hydrotri-
fluoracetat.

HPLC (A2, CH3;CN/H,0O/TFA, 20/80/0.1 - 70/30/0.1 in 30 min, 50°C): R = 19.28 min
LC-MS (ESI-1, Grad. A): 728.3 [M+H]", R, = 1.94 min,

C42H41N507 (727.80)«CHF;0, (114.02)

Die analytischen Daten sprechen fiir die vollstindige Umsetzung des Ausgangsmaterials.

Festphasengebundener  N-9-Fluorenylmethoxycarbony-(O-tert-butyl)-D-tyrosyl-N-me-
thyl-L-phenylalanyl-L-tyrosinallylester 136a

Gemil AAV P2 wird Polymergebundene Verbindung 132a (450 mg, 0.50 mmol/g, 225 pmol)
fiir 2 x 5 min mit je 5 ml einer Losung von Piperidin/DMF umgesetzt, anschlieend erfolgt
gemidll AAV P4 Variante A die Ankniipfung von 134 (565 mg, 1.23 mmol) durch Kupplung
mit HATU (437 mg, 1.15 mmol) und DIEA (534 pl, 3.13 mmol) in 5 ml NMP fiir 20 h.



7. Experimenteller Teil 123

Ninhydrin-Test (gemédl AAV AP1): negativ

Abspaltung einer Probe gemdll AAV A3 liefert die seitengruppenentschiitzte Verbindung N-9-
Fluorenylmethoxycarbony-D-tyrosyl-/V-methyl-L-phenylalanyl-L-tyrosinallylester

HPLC (A2, CH3;CN/H,0O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min): R =13.90 min

ESI-MS (ESI-1 ohne LC-Kupplung): 790.5 [M+Na]"; R; = 19.87 min

Ca6HasN3O3 (767.86)

Die analytischen Daten sprechen fiir die vollstindige Umsetzung des Ausgangsmaterials.

N”-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-D-histidyl-L-phenylalanyl-L-tyrosinallylester-hydrotri-
fluoracetat 137a

GemilB AAV P2 wird polymergebundene Verbindung 132b (270 mg, 0.41 mmol/g, 110 pumol)
fiir 2 x 5 min mit 2 x 2 ml einer Losung von Piperidin/DMF umgesetzt, anschlieBend erfolgt
gemidll AAV P4 Variante A die Ankniipfung von L-133 (196 mg, 316 umol) durch Kupplung
mit HATU (112 mg, 294 pmol) und DIEA (108 pl, 632 mmol) in 3 ml NMP fiir 5 h zur
polymergebundenen Verbindung 135c.

Von 117 mg Harz wird gemidll AAV P5 Variante A fiir 2 x 30 min TFA/H,O 95:5 (v/v)
abgespalten und aufgearbeitet.

Reinigung: HPLC (P1, CH3CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 75/35/0.1 in 60 min, 10 ml/min)

117 mg, 0.41 mmol/g, 48 pmol

Ausbeute: 20.4 mg, 25 umol, 63% weiller Feststoff

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min): R; = 20.90 min

Smp.: 146°C

[a])=—11.61° (MeOH, ¢ = 0.62)

"H-NMR (400 MHz, CD;0D): & = 2.80-3.01 (m, 6 H, 3 f-CH,), 4.08-4.16 (m, 1 H, Fmoc-
CH), 4.29-4.52 (m, 3 H, Fmoc-CHCH,, a-CH), 4.49-4.60 (m, 4 H, Allyl-OCH,, 2 a-CH),
5.15-5.26 (m, 2 H, Allyl-CH=CH>), 5.79-5.86 (m, 1 H, Allyl-CH=CH,), 6.65 (d, *J = 8.8 Hz,
2 H, Tyr-arom. CH), 6.97-6.99 (m, 3 H, 2 Tyr-arom. CH, 1 His-arom. CH), 7.07-7.22 (m, 5 H,
arom. CH), 7.26-7.29 (m, 2 H, Fmoc-arom. CH), 7.32-7.39 (m, 2 H, Fmoc-arom. CH), 7.58
(m, 2 H, Fmoc-arom. CH), 7.67 (d, 3J=175 Hz, 2 H, Fmoc-arom. CH), 8.65 (s, 1 H, His-
arom. CH).

LC-MS (ESI-1, Grad. A): 728.3 [M+H]", 750.3 [M+Na]", R, = 7.73 min

MS (MALDI-TOF): 728.33 [M+H]", 750.3292 [M+Na]", 766.31 [M+K]"

HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C4;H4,N507 [M+H]" 728.3084, gem. 728.3071
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C42Ha1N507 (727.8044)«CHF50; (114.02)

N-9-Fluorenylmethoxycarbony-L-phenylalanyl-L-phenylalanyl-L-tyrosinallylester 137b
Gemdll AAV AP2 wird polymergebundene Verbindung 132a (268 mg, 0.41 mmol/g, 110
umol) fiir 2 x 5 min mit je 2 ml einer Losung von Piperidin/DMF umgesetzt, anschlieend
liefert gemél AAV P4 Variante A die Ankniipfung von 129b (128 mg, 330 umol) durch
Kupplung mit HATU (118 mg, 310 umol) und DIEA (109 pl, 660 pmol) in 2 ml NMP fiir 5 h
in das polymergebundene Tripeptid 136b.

Von 92 mg (38 umol) Harz wird gemdll AAV P5 Variante A fiir 2 x 30 min mit TFA/H,0O
95:5 (v/v) abgespalten.

Reinigung: HPLC (P1, CH3;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 75/35/0.1 in 60 min, 10 ml/min)
Ausbeute: 13 mg, 17 pmol, 44% weiler Feststoff

R¢ = 0.53 (Ethylacetat/Hexan 2:1 (v/v))

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min): R; = 16.74 min

Smp.: 168°C

[a]}) =—20.5° (MeOH, ¢ = 0.4)

"H-NMR (400 MHz, CD;OD): & = 2.68-2.89 (m, 1 H, p-CHH), 2.90-2.94 (m, 1 H, p-CHH),
2.95-3.03 (m, 2 H, B-CH,), 3.04-3.13 (m, 1 H, B-CHH), 3.11-3.18 (m, 1 H, B-CHH), 4.05-4.17
(m, 1 H, Fmoc-CH), 4.23-4.34 (m, 2 H, Fmoc-CHCH,), 4.49-4.60 (m, 3 H, Allyl-OCHa, a-
CH), 4.61-4.68 (m, 1 H, a-CH), 4.80-4.92 (m, 1 H, a-CH), 5.03-5.34 (m, 2 H, Allyl-
CH=CH>), 5.78-5.85 (m, 1 H, Allyl-CH=CH,), 6.68 (d, >J = 8.2 Hz, 2 H, Tyr-arom. CH), 6.98
(d, 3J=8.4 Hz, 2 H, Tyr-arom. CH), 7.07-7.22 (m, 9 H, arom. CH), 7.26-7.29 (m, 2 H, arom.
Fmoc-CH), 7.32-7.39 (m, 2 H, Fmoc-arom. CH), 7.58 (m, 2 H, Fmoc-arom. CH), 7.67 (d, >J =
7.5 Hz, 2 H, Fmoc-arom. CH).

BC-NMR (100.6 MHz, CD;0D): & = 38.97 (B-CH,), 40.04 (B-CH,), 40.17 (B-CH>), 49.35
(Fmoc-CHCH,), 56.79 (a-CH), 56.92 (0-CH), 58.98 (a-CH), 68.02 (Allyl-OCH;), 69.31
(Fmoc-CH-CH,), 117.53 (2 Tyr-arom. CH), 120.03 (Allyl-CH=CH;), 122.09 (2 arom. CH),
127.40 (arom. CH), 127.52 (arom. CH), 128.88 (2 arom. CH), 128.94 (2 arom. CH), 129.37 (2
arom. CH), 129.67 (2 arom. CH), 129.97 (2 arom. CH), 130.64 (2 arom. CH), 130.61 (2 arom.
CH), 131.62, (2 arom. CH), 132.55 (Tyr-arom. C,), 134.41 (arom. Cg), 139.77 (arom. C),
143.75 (2 Fmoc-arom. Cy), 146.39 (2 Fmoc-arom. C,), 158.67 (C=0O Urethan), 159.32 (arom.
C4-OH), 173.62 (C=0), 174.19 (C=0), 174.92 (C=0).

LC-MS (ESI-1, Grad. A): 738.3 [M+H]", 760.5 [M+Na]"; R, = 23.07 min
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MS (MALDI-TOF): 738.6 [M+H]", 760.7 [M+Na]"
HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C4sH44N307 [M+H]" 738.3179, gem. 738.3188
C45H43N307(737.84)

7.3.3 Versuche zu Kapitel 4.3.3

Polymergebundener N‘-9-Flu0renylmethoxycarbonyl-(Nlmtriphenylmethyl)-L-histidyl-
N-methyl-L-tyrosylallylester 138

Verbindung 128 (1.20 g, 0.52 mmol/g, 624 pmol) wird gemédll AAV P4 Variante B mit L-133
(2.08 g, 3.36 mmol), N,N-Diisopropylcarbodiimid (520 pl, 3.36 mmol), HOAt (457 mg, 3.36
mmol) und Lutidin (390 pl, 3.36 mmol) in 15 ml DMF fiir 24 h zum polymergebundenen
Zielprodukt 138 umgesetzt.

Ninhydrin-Test (gemdll AAV AP1): negativ

Analyse nach Abspaltung von einer Harzprobe gemél3l AAV AP3:

HPLC (A2, CH3;CN/H,0O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C): R =5.13 min
LC-MS (ESI-1, Grad. A): 595.4 [M+H]", 617.3 [M+Na]", R, = 4.22 min

C34H34N406 (594.25)

Die analytischen Daten sprechen fiir die vollstindige Umsetzung des Ausgangsmaterials.

N®-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-histidyl-V-methyl-L/D-tyrosin-N-methyl-L-phenyl-
alaninallylester-hydrotrifluoracetat 140

Vom polymergebundenen Dipeptid 138 (1.2 g, 0.52 mmol/g, 624 pmol) wird die Allylester-
gruppe durch Umsetzung mit einer Losung von Pd(PPhs)s in THF/NMA 4:1 (v/v) gemal3
AAV PI1 Variante B im Verlauf von 24 h abgespalten. Ankniipfung der Aminoséure 106a
(569 mg, 2.52 mmol) durch Kupplung mit PyAOP (1.32 g, 2.52 mmol), HOAt (114 mg, 840
umol) und DIEA (1.29 ml, 7.56 mmol) gemid3 AAV P3 Variante B liefert das festphasen-
gebundene Tripeptid N*-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-(N"™triphenylmethyl)-L-histidyl-/N-
methyl-L/D-tyrosyl-N-methyl-L-phenylalaninallylester 139.

Von der polymergebundenen Verbindung 139 (331 mg, 0.52 mmol/g, 172 pmol) wird gemil
AAV P5 Variante A fiir 2 x 2.5 h mit jeweils 5 ml eines Gemischs von TFA/H,O/EMS 90:5:5
abgespalten, gefolgt von Reinigung und Gefriertrocknung.
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Reinigung: HPLC (P1, CH3;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 75/35/0.1 in 60 min, 20 ml/min, 50°C)
Man erhilt zwei diastereomere Verbindungen, was fiir das Auftreten von Epimerisierung

wihrend der Kupplungsreaktion spricht.

Diastereomer 1 (140a)

Ausbeute: 38 mg, 50 pmol, 29% hellbrauner Feststoff

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C): R; = 6.35 min

Smp.: 115-116°C

[a]) =—100.7° (MeOH, ¢ = 1.0)

"H-NMR (400 MHz, CD;0D): & = 2.34-2.54 (m iiberl., 2 H, p-CH,), 2.40 [2.54] (s iiberl.,
3 H, NCHs), 2.67-3.05 (m tiberl., 3 H, B-CH), 2.53 [2.74] (s tiberl., 3 H, NCH3), 3.11-3.18 (m,
1 H, B-CH), 4.01-4.08 [4.22-4.30] (m, 1 H, Fmoc-CH), 4.37-4.59 (m, 4 H, Allyl-OCHa,,
Fmoc-CHCH,), 4.61-4.68 (m, 1 H, a-CH), 4.80 (m, 2 H, a-CH), 5.03-5.34 (m, 3 H, NH,
Allyl-CH=CH>), 5.78-5.85 (m, 1 H, Allyl-CH=CH,), 6.55 (d, °J = 8.4 Hz, 2 H, Tyr-arom.
CH), 6.80 (m, 2 H, Tyr-arom. CH), 6.90 (m, 1 H, His-arom. CH), 7.04-7.06 (m, 2 H, Fmoc-
arom. CH), 7.10-7.19 (m, 5 H, arom. CH), 7.22-7.28 (m, 2 H, Fmoc-arom. CH), 7.58 (d, °J =
7.6 Hz, 2 H, Fmoc-arom. CH), 7.67 (d, 3J=17.4 Hz, 2 H, Fmoc-arom. CH), 8.56 (s, 1 H, His-
CH).

Aufgespaltene Signale (in eckigen Klammern) deuten auf Rotamere hin.

LC-MS (ESI 1, Grad. B): 756.2 [M+H]", 778.4 [M+Na]", R, = 12.09 min

Diastereomer I1 (140b)

Ausbeute: 31 mg, 41 pmol, 23% hellbrauner Feststoff

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C): Ry = 7.99 min

Smp.: 113-114°C

[a]}) =—192.3° (MeOH, ¢ = 0.20)

"H-NMR (400 MHz, CD;0D): § = 2.38-3.23 (m, 12 H, 2 NCHj, 3 -CH,), 4.09-4.20 (m, 1 H,
Fmoc-CH), 4.37-4.59 (m, 2 H, Fmoc-CHCH,), 4.49-4.70 (m, 2 H, Allyl-OCH,), 4.72-4.85 (m,
2 H, a-CH), 5.14-5.25 (m, 2 H, Allyl-CH=CH>), 5.50 (m, 1 H, a-CH), 5.79-5.89 (m, 1 H,
Allyl-CH=CHy), 6.62 (d, °J = 8.4 Hz, 2 H, Tyr-arom. CH), 6.80-6.83 (m, 2 H, Tyr-arom. CH),
7.00-7.01 [7.02-7.04] (m, 1 H, His-CH), 7.09-7.21 (m, 5 H, arom. CH), 7.27-7.31 (m, 2 H,
Fmoc-arom. CH), 7.37-7.40 (t, =14 Hz, 2 H, Fmoc-arom. CH), 7.57 (d, 3J=17.4 Hz, 2 H,
Fmoc-arom. CH), 7.78 (d, 3J=1.6 Hz, 2 H, Fmoc-arom. CH), 8.67 (s, 1 H, His-arom. CH).
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Aufgespaltene Signale (in eckigen Klammern) deuten auf Rotamere hin.
LC-ESI (ESI-1, Grad. B): 756.3 [M+H]", R; = 14.02 min

HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C44H4sN507 [M+H]" 756.3397, gef. 756.3410
C44H4sN50O7 (755.88)«CHF50; (114.02)

Festphasengebundener  N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-phenylalanyl-L/D-tyrosyl-/V-
methyl-L-phenylalanylallylester 141

Von polymergebundenem Dipeptid 132b (120 mg, 0.52 mmol/g, 66 pmol) wird der C-
Terminus durch Umsetzung mit einer Losung von Pd(PPh;)s in 3 ml DMF/NMA (12:1, v/v)
innerhalb von 4.5 h gemidl AAV Pl Variante B deblockiert. Ankniipfung der Aminosiure
106a (75 mg, 330 umol) durch Kupplung mit PyAOP (172 mg, 330 umol), HOAt (15 mg,
110 umol) und DIEA (225 pl, 1.32 mmol) in 2 ml NMP fiir 6 h gemédfl AAV P3 Variante B
liefert das gewiinschte Festphasengebundene Tripeptid.

Analyse nach Abspaltung von einer Harzprobe gemél3l AAV AP3:

Laut LC-MS-Analyse war die Umsetzung vollstindig, es wurden jedoch zwei Produktisomere
gebildet (Verhiltnis 2:1, laut HPLC).

Isomer 1 (Hauptisomer):

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min): R; = 18.19 min

LC-MS (ESI-1, Grad A): 774.6 [M+Na]"; R, = 24.47 min

Isomer 2 (Nebenisomer):

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min): Ry = 18.65 min

LC-MS (ESI-1, Grad. A): 774.5 [M+Na]"; R, = 24.97 min

C46HasN307 (751.86)

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung von Dipeptiden vom Typ 142 (AAV P6)
Gemidll AAV P3 Variante B liefert die Umsetzung von Verbindung L-112W (400 mg, 0.41
mmol/g, 162 umol) mit dem jeweiligen Kupplungspartner (1.8 - 3 Aquivalente), PyAOP
(256 mg, 490 pmol) und DIEA (528 pl, 3.10 mmol) in 5 ml NMP fiir 8 h das jeweilige
polymergebundene Zielprodukt.
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Polymergebundener N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-tyrosyl-L-phenylalaninallylester
142a

Durch Umsetzung von L-112W (400 mg, 0.41 mmol/g, 162 umol) mit 100¢ (185 mg, 490
umol) gemaB3 AAV P6 erhilt man die polymergebundene Zielverbindung.

Analyse nach Abspaltung von einer Harzprobe gemél3l AAV AP3:

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C): R; = 12.90 min
LC-MS (ESI-1, Grad A): 613.3 [M+Na]"; R; = 15.09 min

MS (MALDI-TOF): 613.7 [M+Na]" 629.6 [M+K]"

C36H34N206 (590.67)

Die analytischen Daten belegen einen Umsatz von 89%.

Polymergebundener N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-tyrosyl-L-3-(1-methyl-1-silacyclo-
hexyl)-D/L-alaninallylester 142b
Durch Umsetzung von L-112W (400 mg, 0.41 mmol/g, 162 pmol) mit D/L-100d (118 mg,
290 umol) gemill AAV P6 erhilt man die polymergebundene Zielverbindung.
Analyse nach Abspaltung von einer Harzprobe gemél3l AAV AP3:
HPLC (A2, CH3;CN/H,0O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C):
R;=19.80 min (Epimer 1), R; = 20.26 min (Epimer 2)
LC-MS (ESI-1, Grad. A): 649.9 [M+Na]"; R; = 22.15 min (Diastereomer 1), R; = 22.69 min
(Diastereomer 2)
MS (MALDI-TOF): 649.9 [M+Na]"
C36H42N206S1 (626.81)

Die analytischen Daten belegen einen Umsatz von 89%.

Polymergebundener N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-tyrosyl-L-3-(2-naphthyl)alaninal-
lylester 142¢

Durch Umsetzung von L-112W (400 mg, 0.41 mmol/g, 162 pmol) mit 100b (209 mg, 490
umol) gemdB3 AAV P6 erhilt man die polymergebundene Zielverbindung.

Analyse nach Abspaltung von einer Harzprobe gemél3 AAV AP3:

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C): Ry = 15.49 min
LC-MS (ESI-1, Grad. A): 641.2 [M+H]", 663.3 [M+Na]", R, = 11.83 min
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CaoH3N>Og (640.73)

Die analytischen Daten belegen einen Umsatz von 84%.

Polymergebundener N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-tyrosyl-L-3-[4-[[(trifluormethyl)-
sulfonyl]oxy|phenyl]alaninallylester 142d

Durch Umsetzung von L-112W (400 mg, 0.41 mmol/g, 162 pmol) mit 102 (191 mg,
490 pmol) gemdll AAV P6 erhélt man die polymergebundene Zielverbindung.

Analyse nach Abspaltung von einer Harzprobe gemél3l AAV AP3:

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C): R; = 16.81 min
LC-MS (ESI-1, Grad. A): 739.1 [M+H]", 761.3 [M+Na]", R, = 19.06 min

MS (MALDI-TOF): 761.9 [M+Na]"

C37H33F3N209S (738.73)

Die analytischen Daten belegen einen Umsatz von 87%.

Polymergebundener N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-tyrosyl-N-methyl-L-phenylala-
ninallylester 142e

Durch Umsetzung von L-112W (400 mg, 0.41 mmol/g, 162 umol) mit 106a (125 mg, 490
umol) gemaB3 AAV P6 erhilt man die polymergebundene Zielverbindung.

Analyse nach Abspaltung von einer Harzprobe gemél3l AAV AP3:

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C): R; = 14.10 min
LC-ESI (ESI-1, Grad A): 627.4 [M+Na]", R; = 16.19 min

MS (MALDI-TOF): 627.8 [M+Na]"

C37H36N206 (604.69)

Die analytischen Daten belegen einen Umsatz von 77%.

Polymergebundener N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-tyrosyl-N-methyl-L-alaninallyles-
ter 142f

Durch Umsetzung von L-112W (400 mg, 0.41 mmol/g, 162 pmol) mit 106c (63 mg, 490
umol) gemaB3 AAV P6 erhilt man die polymergebundene Zielverbindung.

Analyse nach Abspaltung von einer Harzprobe gemél3l AAV AP3:

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C): R;=9.70 min
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LC-MS (ESI-1, Grad A): 551.3 [M+Na]", R, = 11.83 min
MS (MALDI-TOF): 551.7 [M+Na]"
C31H3N,06, (528.60)

Die analytischen Daten belegen einen Umsatz von 79%.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung von Tripeptiden vom Typ 144 (AAV P7)
Gemill AAV P2 wird das jeweilige polymergebundene Dipeptid 142 (400 mg, 0.41 mmol/g,
162 pmol) fiir 2 x 3 min mit jeweils 5 ml einer Mischung von Piperidin/DMF umgesetzt.
Anschlieend liefert die Ankniipfung von D-134 (223 mg, 486 umol) durch Kupplung mit
HATU (170 mg, 440 umol), HOAt (22 mg, 162 umol) und DIEA (277 pl, 162 pmol) in 5 ml
NMP fiir 14 h gemi3 AAV P4 Variante A das gewiinschte polymergebundene Tripeptid 144.

Polymergebundener N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-(O-tert-butyl)-D-tyrosyl-L-tyrosyl-
L-phenylalaninallylester 144a

Ausgehend von 142a (400 mg, 0.41 mmol/g, 162 umol) wird durch Umsetzung gemill AAV
P7 das Zielprodukt erhalten.

Ninhydrin-Test (gemdll AAV AP1): negativ

Abspaltung einer Probe gemdfl AAV AP3 liefert die seitenkettenentschiitzte Verbindung /NV-9-
Fluorenylmethoxycarbonyl-D-tyrosyl-L-tyrosyl-L-phenylalaninallylester.

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C): R; = 16.81 min
LC-MS (ESI-1, Grad. A): 754.1 [M+H]", R; = 13.58 min

C4sHa3N3Og5 (753.84)

Die analytischen Daten sprechen fiir die vollstindige Umsetzung des Ausgangsmaterials.

Polymergebundener N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-(O-fert-butyl)-D-tyrosyl-L-tyrosyl-
D/L-3-(1-methyl-1-silacyclohexyl-alaninallylester 144b

Ausgehend von 142b (400 mg, 0.41 mmol/g, 162 umol) wird durch Umsetzung gemill AAV
P7 das Zielprodukt erhalten.

Ninhydrin-Test (geméd AAV AP1): negativ

Abspaltung einer Probe mit TFA gemidll AAV AP3 liefert die seitenkettenentschiitzte
Verbindung  NV-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-D-tyrosyl-L-tyrosyl-p/L-3-(1-methyl-1-sila-
cyclohexyl-alaninallylester als Gemisch der beiden Diastereomere.

HPLC (A2, CH;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C): R; = 16.81 min
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LC-MS (ESI-1, Grad A): 790.2 [M+H]", R, = 19.65 min
C4sHs1N305Si (789.99)

Die analytischen Daten sprechen fiir die vollstindige Umsetzung des Ausgangsmaterials.

Polymergebundener N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-(O-tert-butyl)-D-tyrosyl-L-tyrosyl-
L-3-(2-naphthyl)alaninallylester 144c

Ausgehend von 142¢ (400 mg, 0.41 mmol/g, 162 umol) wird durch Umsetzung gemill AAV
P7 das Zielprodukt erhalten.

Ninhydrin-Test (gemdll AAV AP1): negativ

Abspaltung einer Probe mit TFA gemil3 AAV AP3 liefert die seitenkettenentschiitzte Verbin-
dung N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-D-tyrosyl-L-tyrosyl-L-3-(2-naphthyl)alaninallyles-
ter.

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C): R; = 13.96 min

MS (MALDI-TOF): 827.0 [M+Na]", 842.9 [M+K]"

C49H4sN305 (803.91)

Die analytischen Daten sprechen fiir die vollstindige Umsetzung des Ausgangsmaterials.

Polymergebundener N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-(O-fert-butyl)-D-tyrosyl-L-tyrosyl-
L-3-[4-[[(trifluormethyl)sulfonyl]oxy]phenyl]alaninallylester 144d

Ausgehend von 142d (400 mg, 0.41 mmol/g, 162 umol) wird durch Umsetzung geméll AAV
P7 das Zielprodukt erhalten.

Ninhydrin-Test (gemédll AAV AP1): schwach positiv

Abspaltung einer Probe mit TFA gemdll AAV AP3 liefert die seitenkettenentschiitzte
Verbindung N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-D-tyrosyl-L-tyrosyl-L-3-[4-[[(trifluormethyl)-
sulfonyl]oxy|phenyl]alaninallylester.

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C): R; = 14.93 min
LC-MS (ESI-1, Grad. A): 902.1 [M+H]", R;= 17.57 min

C46Ha2F3N3011S (901.90)

Die analytischen Daten belegen einen Umsatz von >90%.
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7.4 Versuche zu Kapitel 4.4

7.4.1 Versuche zu Kapitel 4.4.1

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung E-Alkenylbenzaldehyden (AAYV 4)

Zu einer Losung von Brombenzaldehyd (1 mmol), 150 (1.2 Aquiv.) und CsF (2 Aquiv.) in
4 ml entgastem DME wird Pd(PPh;s)s (3 mol%) gegeben. AnschlieBend riithrt man die gelbe
Losung fiir 14 h bei 100°C unter Argonatmosphére. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wird
Wasser zugegeben und die Mischung mit Ethylacetat extrahiert. Nach Trocknung der
vereinigten organischen Phasen {iber MgSOs und Einengen im Vakuum erhélt man die

Zielverbindungen.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Synthese von Zimtsiurederivaten ausgehend von
Benzaldehyden (AAYV 5)

Zu einer Losung von Malonsdure (20 mmol) in Pyridin (3 ml) werden nach Abklingen der
exothermen Reaktion der jeweilige Benzaldehyd (17 mmol) und Piperidin (1.7 mmol)
zugegeben. Anschlieend erhitzt man das Reaktionsgemisch auf 100°C bis zur Beendigung
der Gasentwicklung. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wird die Losung auf ein Gemisch
von Eis und konzentrierter Salzsdure gegeben. Die sich als Feststoff abscheidenden Zimt-
sduren werden abfiltriert und mit 1 N HCI gewaschen. Durch Extraktion der Reaktionsmisch-
ung mit Et,O ldsst sich weiteres Produkt isolieren. Kristallisation oder Sdulenchromatographie

liefert die reinen Verbindungen.

3-(4-n-Pentylphenyl)-E-acrylsiure 146b

Gemill AAV 5 wird Malonsédure (2.12 g, 20.4 mmol) mit 4-n-Pentylbenzaldehyd (145a)
(3.00 g, 17 mmol) und Piperidin (169 pl, 1.7 mmol) in 3 ml Pyridin umgesetzt. Kristallisation
aus Cyclohexan liefert die Zielverbindung.

Ausbeute: 2.87 g, 13.2 mmol, 77% weiller Feststoff

R¢ = 0.36 (Ethylacetat/Cyclohexan 1:1, 1% HOAc (v/v))

Smp.: 130-133°C

"H-NMR (400 MHz, CDCls;, 10% CD;OD): & = 0.88-0.92 (t, °J = 6.9 Hz, 3 H, CH3), 1.31-
1.36 (m, 4 H, 2 CH,), 1.59-1.67 (m, 2 H, 2 CH,), 2.61-2.65 (t, >J = 7.6 Hz, 2 H, PhCH,), 6.40-
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6.44 (d, *Juans = 16.0 Hz, 1 H, CH=CH-CO,H), 7.21-7.23 (d, *J = 8.2 Hz, 2 H, arom. CH),
7.77-7.79 (d, *J=8.2 Hz , 2 H, arom. CH), 7.81 (d, *Jisans = 16.0 Hz, 1 H, CH=CH-CO,H).
BC-NMR (100.6 MHz, CDCl;, 10% CD;OD): & = 13.97 (CHs), 22.49 (CH;CH,), 30.86
(CH;CH,CH,), 31.43 (CH,CH,Ph), 35.86 (CH,Ph), 116.17 (CH=CH-C=0), 128.39
(arom. CH), 129.03 (arom. CH), 131.53 (arom. Cg), 146.31 (arom. C,), 147.11 (CH=CH-
C=0), 172.63 (C=0).

MS (ESI-1 ohne LC-Kopplung): 217.1 [M-H]"

C14H,50, (218.30)

[192]

Die analytischen Daten stimmen mit den Literaturwerten" "~ iiberein.

3-(2-Bromphenyl)-E-acrylsidure 146¢

Gemil AAV 5 wird Malonsdure (6.48 g, 62 mmol) mit 2-Brombenzaldehyd (145b) (10.00 g,
54 mmol) und Piperidin (535 pl, 5.4 mmol) in 9.7 ml Pyridin umgesetzt. Kristallisation aus
Ethanol liefert die Zielverbindung.

Ausbeute: 10.8 g, 48 mmol, 77% weiller Feststoff

Ry = 0.38 (Ethylacetat/Cyclohexan 1:1, 1% HOAc (v/v))

Smp.: 213°C, Lit.'): 217-218°C

"H-NMR (400 MHz, CDCl; und 10% CD;0D): & = 6.28 (d, *Jians = 15.9 Hz, 1 H, CH=CH-
CO,H), 7.13 (dd, >°J = 8.0 Hz, °J = 7.3 Hz, | H, arom. CH), 7.2 (ddd, *J= 7.5 Hz, >J = 7.7 Hz,
*J=1.8 Hz, 1 H, arom. CH), 7.52 (d, *J=7.9 Hz, 2 H, 2 arom. CH), 7.95 (d, *Jirans = 15.9 Hz,
1 H, CH=CH-CO,H).

BC-NMR (100.6 MHz, CDCl3, 10% CD;0D): & = 120.88 (CH=CH-C=0), 125.02 (arom. C,-
Br), 127.54 (arom. CH), 127.64 (arom. CH), 131.05 (arom. CH), 133.17 (arom. CH), 134.22
(arom. Cy), 143.38 (CH=CH-C=0), 168.47 (C=0).

CyH7BrO; (227.06)

[193]

Die analytischen Daten stimmen mit den Literaturwerten" - iiberein.

3-(3-Bromphenyl)-E-acrylsidure 146d

Gemil AAV 5 wird Malonséure (6.48 g, 62 mmol) mit 3-Brombenzaldehyd (145¢) (10.00 g,
54 mmol) und Piperidin (535 pl, 5.4 mmol) in 9.7 ml Pyridin umgesetzt. Kristallisation aus
Ethanol liefert die Zielverbindung.

Ausbeute: 9.26 g, 63 mmol, 76% weiller Feststoff
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Ry = 0.37 (Ethylacetat/Cyclohexan 1:1, 1% HOAc (v/v))

Smp.: 177°C, Lit.""¥: 178-179°C

"H-NMR (400 MHz, CDCls): 8 = 6.34 (d, *Jians = 16.0 Hz, 1 H, CH=CH-CO,H), 7.18 (t,*J =
7.9 Hz, 1 H, arom. CH), 7.37 (d, 3J=16 Hz, 1 H, arom. CH), 7.4 (d, =179 Hz, 1 H, arom.
CH), 7.52 (d, *Jians = 16.0 Hz, 1 H, CH=CH-CO,H), 7.59 (t, /= 1.8 Hz, 1 H, 2-CH).
BC-NMR (100.6 MHz, CDCls, 10% CD;0D): § = 119.53 (CH=CH-C=0), 122.79 (arom. C,-
Br), 126.52 (arom. CH), 130.21 (arom. CH), 130.62 (arom. CH), 132.88 (arom. CH), 136.32
(arom. Cy), 143.52 (CH=CH-C=0), 168.73 (C=0).

CoH,BrO; (227.06)

[195

Die 'H-NMR-Daten stimmen mit den Literaturwerten!'**! {iberein.

3-(4-Bromphenyl)-E-acrylsiure 146e

Gemill AAV 5 wird Malonséure (6.48 g, 62 mmol) mit 4-Brombenzaldehyd (145d) (10.00 g,
54 mmol) und Piperidin (535 pl, 5.4 mmol) in 9.7 ml Pyridin umgesetzt. Kristallisation aus
Ethanol liefert die Zielverbindung.

Ausbeute: 11.3 g, 50 mmol, 80% weliller Feststoff

R¢ = 0.37 (Ethylacetat/Cyclohexan 1:1, 1% HOAc (v/v))

Smp.: 257°C, Lit."**: 251-253°C

"H-NMR (400 MHz, CDCls;, 10% CD3;0D): & = 6.34 (d, *Juans = 16.0 Hz, 1 H, CH=CH-
CO,H), 7.33 (d, *J = 8.5 Hz, 2 H, arom. CH), 7.45 (d, °J = 8.5 Hz, 2 H, arom. CH), 7.53 (d,
3 Jians = 15.9 Hz, 1 H, CH=CH-CO,H).

BC-NMR (100.6 MHz, CDCl3, 10% CD;0D): § = 119.06 (CH=CH-C=0), 124.51 (arom.Cq-
Br), 129.55 (2 arom. CH), 132.15 (2 arom. CH), 133.45 (arom. C,), 143.93 (CH=CH-C=0),
174.61 (C=0).

CyH7BrO; (227.06)

[195]

Die 'H-NMR-Daten Daten stimmen mit den Literaturwerten uberein.

3-(2-Benzyloxyphenyl)-E-acrylsiaure 146f

GemilB AAV 5 wird Malonsdure (1.77 g, 16.9 mmol) mit 2-Benzyloxybenzaldehyd (145e)
(3.00 g, 14.1 mmol) und Piperidin (140 pl, 120 mg, 1.41 mmol) in 3 ml Pyridin umgesetzt.
Kristallisation aus Ethanol liefert die Zielverbindung.

Ausbeute: 2.95 g, 12 mmol, 82% weiller Feststoff



7. Experimenteller Teil 135

Ry = 0.42 (Ethylacetat/Cyclohexan 1:1, 1% HOAc (v/v))

Smp.: 139°C

"H-NMR (400 MHz, DMSO-dg): 8 = 5.18 (s, 2 H, Ph-CH»-0), 6.48 (d, *Jyans= 16.0 Hz, 1 H,
CH=CH-CO), 6.97 (t, >J = 7.5 Hz, 1 H, arom. CH), 7.15 (d, °J = 7.6 Hz, 1 H, arom. CH),
7.23-7.51 (m, 6 H, arom. CH), 7.68 (dd, >°J = 7.6 Hz, *J = 1.6 Hz, 1 H, arom. CH), 7.83 (d, *J
=16.2 Hz, 1 H, CH=CH-CO ), 12.23 (s, 1 H, CO,H).

BC-NMR (100.6 MHz, DMSO-dg¢): & = 70.11 (Ph-CH,), 113.47 (arom. CH), 119.78
(CH=CH-CO), 121.33 (arom. CH), 123.21 (arom. Cg), 128.00 (2 arom. CH), 128.34 (arom.
CH), 128.90 (3 arom. CH), 131.99 (arom. CH), 137.11 (arom. C,), 139.00 (CH=CH-CO),
157.12 (arom. C4-O), 168.15 (C=0).

MS (ESI ohne LC-Kopplung): 253.2 [M-H]"

Ci16H1405 (254.28)

3-(3-Benzyloxyphenyl)-E-acrylsiaure 146g

Gemill AAV 5 wird Malonsdure (1.77 g, 16.9 mmol) mit 3-Benzyloxybenzaldehyd (145f)
(3.00 g, 14.1 mmol) und Piperidin (140 pl, 120 mg, 1.41 mmol) in 3 ml Pyridin umgesetzt.
Kristallisation aus Ethanol liefert die Zielverbindung.

Ausbeute: 2.8 g, 11 mmol, 77% hellbrauner Feststoff

R¢ = 0.40 (Ethylacetat/Cyclohexan 1:1, 1% HOAc (v/v))

Smp.: 153°C, Lit.""): 151-153°C

"H-NMR (400 MHz, DMSO-d): & = 5.13 (s, 2 H, Ph-CH,-0), 6.52 (d, 1 H, >J = 16.1 Hz,
CH=CH-C=0), 7.04 (d, °J = 6.5 Hz, 1 H, arom. CH), 7.22 (d, °J = 7.0 Hz, 1 H, arom. CH),
7.26-7.47 (m, 7 H, arom. CH), 7.64 (d, >J=15.9 Hz, 1 H, CH=CH-CO), 12.35 (s, 1 H, CO,H)
BC-NMR (100.6 MHz, DMSO-de): & = 69.67 (Ph-CH,-0), 114.16 (arom. CH), 117.40 (arom.
CH), 119.97 (CH=CH-C=0), 121.38 (arom. CH), 128.11 (2 arom. CH), 128.20 (2 arom. CH),
128.78 (arom. CH), 130.30 (arom. CH), 136.05 (arom. Cgy), 137.30 (arom. Cg), 144.15
(CH=CH-C=0), 159.05 (arom. C4-O), 167.88 (C=0).

Ci6H1405 (254.28)

[197

Die '"H-NMR-Daten sprechen mit den Literaturwerten " iiberein.
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3-(4-Benzyloxyphenyl)-E-acrylsiaure 146h

Gemill AAV 5 wird Malonsédure (5.87 g, 56.4 mmol) mit 4-Benzyloxybenzaldehyd (145g)
(10.0 g, 47 mmol) und Piperidin (465 pl, 5.7 mmol) in 7 ml Pyridin umgesetzt. Kristallisation
aus Ethanol liefert die Zielverbindung.

Ausbeute: 40.61 mmol, 72 % hellbrauner Feststoff

R¢ = 0.37 (Ethylacetat/Cyclohexan 1:1, 1% HOAc (v/v))

Smp.: 202°C, Lit."*®: 208-209°C

"H-NMR (400 MHz, DMSO-de): 8 = 5.14 (s, 2 H, Ph-CH,-0), 6.37 (d, *Jirans = 16.0 Hz, 1 H,
CH=CH-CO), 7.04 (d, 3J=86 Hz, 2 H, arom. CH), 7.27-7.46 (m, 5 H, arom. CH), 7.50 (d,
3Juans = 16.0 Hz, 1 H, CH=CH-CO), 7.62 (d, °J = 8.8 Hz, 2 H, arom. CH), 12.18 (s, 1 H,
CO,H).

BC-NMR (100.6 MHz, DMSO-dg): & = 69.96 (OCH,), 115.08 (2 arom. CH), 116.09
(CH=CH-COyH), 127.21 (2 arom. CH), 127.31 (2 arom. CH), 127.98 (2 arom. CH), 128.49
(arom. Cg), 129.66 (arom. CH), 131.98 (arom. C,), 144.98 (CH=CH-CO,H), 160.43 (arom.
C4-OCHy), 169.42 (C=0)

MS (ESI ohne LC-Kopplung): 253.1 [M-H]"

Ci6H1405 (254.28)

[198

Die analytischen Daten stimmen mit den Literaturwerten ' iberein.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Hydrierung von Acrylsduren AAV 6

Zu einer Losung der Acrylsdure in entgastem Losungsmittel wird Pd auf Aktivkohle gegeben
und die Suspension unter Wasserstoffatmosphére stark geriihrt. Abfiltrieren des Katalysators
iiber Celite, Nachwaschen mit 4 x 5 ml des jeweiligen Losungsmittels und Entfernen des
Losungsmittels der vereinigten Filtrate im Vakuum liefert die hydrierten Produkte, die keine

Reinigung mehr erfordern.

3-(4-Biphenyl)propionsiaure 147a

Gemil AAV 6 wird 146a (1.50 g, 6.69 mmol) in 60 ml Dioxan mit Pd (150 mg, 10% auf
Aktivkohle) und Wasserstoff fiir 7 h umgesetzt.

Ausbeute: 1.52 g, 6.70 mmol, quant. weiler Feststoff

R¢ = 0.39 (Ethylacetat/Cyclohexan 1:1, 1% HOAc (v/v))

Smp.: 149-150°C, Lit.!"*"): 147-149°C
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"H-NMR (400 MHz, CDCl;): & = 2.75 (t, °J = 8.6 Hz, 2 H, PhCH,CH,-CO,H), 3.03 (t, >J =
8.6 Hz, 2 H, PhCH,CH,-CO,H), 7.28-7.32 (d, °J = 8.4 Hz, 2 H, arom. CH), 7.34-7.37 (td, *J =
7.4 Hz, *J= 1.4 Hz, 1 H, arom. CH), 7.42-7.47 (t, >J = 7.8 Hz, 2 H, arom. CH), 7.53-7.57 (m,
3J=8.4 Hz, 2 H, arom. CH), 7.57-7.62 (m, *J = 8.4 Hz, 2 H, arom. CH).

BC-NMR (100.6 MHz, CDCl;): & = 30.17 (Ph-CH,), 35.50 (CH,CO,H), 126.98 (2 arom.
CH), 127.13 (arom. CH), 127.27 (2 arom. CH), 128.67 (2 arom. CH), 128.71 (2 arom. CH),
139.19 (arom. Cy), 139.35 (arom. Cg), 140.86 (arom. C,), 179.02 (q, CO,H).

199]

Die analytischen Daten stimmen mit den Literaturwerten!'*” iiberein.

3-(4-Pentylphenyl)-propionsiure 147b
GemiB AAV 6 wird 146b (1.00 g, 4.58 mmol) in 40 ml MeOH mit Pd (100 mg, 10% auf
Aktivkohle) und Wasserstoff fiir 5 h umgesetzt.

Ausbeute: 1.01 g, 4.58 mmol, quant. weiler Feststoff
R¢ = 0.31 (Ethylacetat/Cyclohexan 1:2, 1% HOAc (v/v))
Smp.: 62-64°C

"H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 0.96 (m, 3 H, CH;), 1.39 (m, 4 H, CH,), 1.66 (m, 2 H,
CH,), 2.63 (m, 2 H, PhCH,), 2.72 (m, 2 H, PhCHy), 2.97 (m, 2 H, CH,CH,-CO,H), 7.16 (m, 4
H, arom. CH), 12.01 (s, 1 H, CO,H).

BC-NMR (100.6 MHz, CDCls): = 14.01 (CHs), 22.53 (CH,CHs3), 30.18 (CH,), 31.19
(CH»), 31.53 (CHy), 35.51 (Ph-CH»), 35.65 (CH,CH,CO,H), 128.08 (2 arom. CH), 128.55
(2 arom. CH), 137.26 (arom. C,), 140.99 (arom. Cy), 179.09 (CO,H).

MS (ESI-1 ohne LC-Kopplung): 219.2 [M—-H]"

C14H 1007 (220.31)

1-(1-Penten)boronsiure 150

1-Pentin (148) (0.9 ml, 9.1 mmol) wird unter Schutzgas mit Catecholboran 149 (1.0 ml, 9.0
mmol) versetzt. Nach Erhitzen der Mischung bei 70°C fir 5 h und Abkiihlen auf
Raumtemperatur wird {iberschiissiges Alkin im Vakuum entfernt. Das 6lige Produkt wird bei
0°C auf 10 ml Wasser gegeben und die Emulsion fiir 2 h bei Raumtemperatur geriihrt. Ab-
filtrieren des ausgefallene Feststoff und Waschen mit kaltem Wasser liefert das Zielprodukt,

welches keine weitere Reinigung erfordert.
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Ausbeute: 871 mg, 7.64 mmol, 85% hellbraunes Wachs

R¢ = 0.48 (Ethylacetat/Cyclohexan 1:1, 1% HOAc (v/v))

HPLC (A2, CH;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 90/10/0.1 in 40 min, 50°C): R; = 6.91 min
"H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 0.93 (t, °J = 6.8 Hz, 3 H, CH;), 1.46-1.52 (m, 2 H,
CH;CH>), 2.17-2.22 (m, 2 H, CH,CH=), 5.51-5.56 (d *Jyuns = 17.6 Hz, 1 H, CH=CH-B), 6.92-
7.00 (m, 1 H, CH=CH-B).

BC-NMR (100.6 MHz, CDCl;): & = 13.74 (CH3), 21.39 (CH,), 37.72 (CH,), 122.19
(CH=CH-B), 157.60 (CH=CH-B).

CsH;1BO; (113.95)

[200

Die analytischen Daten stimmen mit den Literaturdaten®*”! iiberein.

3-(3-(1-E-n-Pentenyl)phenyl)-E-acrylsiure 151¢

Gemill AAV 4 werden 3-Brombenzaldehyd (145¢) (117 ul, 1.0 mmol) mit 150 (137 mg,
1.2 mmol), CsF (365 mg, 2.4 mmol) und Pd(PPh;3)4 (46 mg, 0.04 mmol) umgesetzt und man
erhilt 3-(1-E-n-Pentenyl)benzaldehyd als gelbes Ol, welches ohne Reinigung direkt weiter
umgesetzt wird.

Ry = 0.32 (Ethylacetat/Cyclohexan 1:20 (v/v))

"H-NMR (400 MHz, CDCl;): & = 0.82 (t, °J = 7.4 Hz, 3 H, CH3), 1.36 (m, 2 H, CH;CH,),
2.15-2.17 (m, 2 H, CH,CH=), 6.12-6.20 (m, 1 H, CH,CH=CHPh), 6.25 (d, *Jisans = 15.8 Hz,
1 H, CH,CH=CHPh) 7.22-7.24 (m, 1 H, arom. CH), 7.40-7.44 (m, 1 H, arom. CH), 7.48-7.52
(m, 1 H, arom. CH), 7.62-7.66 (m, 1 H, arom. CH), 9.83 (s, 1 H, CHO).

BC-NMR (100.6 MHz, CDCl3): & = 12.67 (CH3), 21.32 (CH3CH,), 34.00 (CH,=CH), 125.68
(arom. CH), 127.60 (arom. CH), 128.02 (CH=CH), 130.72 (CH=CH), 131.84 (arom. CH),
133.62 (arom. CH), 135.61 (arom. Cg), 137.79 (arom. Cy), 191.22 (CHO).

C12H 140 (174.24)

Der Pentenylbenzaldehyd wird gemidB AAV 5 mit Malonsdure (125 mg, 1.2 mmol) und
Piperidin (9.9 pul, 0.1 mmol) in 1 ml Pyridin umgesetzt. Sdulenchromatographie des Rohpro-
dukts an Kieselgel (Laufmittel: Ethylacetat/Cyclohexan 1:2, 1 % HOAc (v/v) liefert die
Zielverbindung.

Ausbeute: 140 mg, 647 pmol, 65% hellgelbes Wachs

R¢= 0.40 (Ethylacetat/Cyclohexan 1:1, 1% HOAc (v/v))

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C): R; = 10.72 min



7. Experimenteller Teil 139

"H-NMR (400 MHz, CDCl;): & = 1.01 (t, °J = 7.2 Hz, 3 H, CH3), 1.55 (m, 2 H, CH;CH,),
2.24 (m, 2 H, CH;CH,CH,), 6.27-6.33 (m, 1 H, CH;,CH=CH-Ph), 6.40 (d, *Jisans = 15.8 Hz,
1 H, CH=CH-Ph), 6.48 (d, *Jzans = 16.0 Hz, 1 H, CH=CH-C=0), 7.37-7.40 (m, 2 H, 2 arom.
CH), 7.50 (s, 1 H, arom. CH), 7.34 (d, *J = 7.6 Hz, 1 H, arom. CH), 7.80 (d, *Jizans = 16.0 Hz,
1 H, CH=CH-C=0), 12.40 (s, 1 H, CO,H).

BC-NMR (100.6 MHz, CDCl;): & = 14.03 (CH3), 22.72 (CH3CHy), 35.38 (CH,CH=), 117.64
(CH=CH-C=0), 126.24 (arom. CH), 126.89 (arom. CH), 128.44 (arom. CH), 129.28
(CH=CH), 129.37 (CH=CH), 132.42 (arom. CH), 134.47 (arom. Cgy), 138.91 (arom. C,),
147.39 (CH=CH-C=0), 173.08 (C=0).

MS (ESI-1 ohne LC-Kopplung): 215.1 [M-H]"

HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C;4H;;0, [M+H]" 217.1229, gem. 217.1256

Ci14H 160, (216.28)

3-(4-(1-E-n-Pentenyl)phenyl)-E-acrylsiaure 151d

Gemill AAV 4 wird 4-Brombenzaldehyd (145d) (185 mg, 1.0 mmol) mit 150 (137 mg,
1.2 mmol), CsF (365 mg, 2.4 mmol) und Pd(PPh;3)4 (46 mg, 0.04 mmol) umgesetzt und man
erhilt 4-(1-E-n-Pentenyl)benzaldehyd als gelbes Ol, welches ohne Reinigung direkt weiter
umgesetzt wird.

Ry = 0.28 (Ethylacetat/Cyclohexan 1:20 (v/v))

"H-NMR (400 MHz, CDCls): § = 0.91 (t, °J = 7.4 Hz, 3 H, CH3), 1.43-1.49 (sext, °J = 7.4 Hz,
2 H, CH;CH,), 2.15-2.17 (m, 2 H, CH,CH=), 6.30-6.39 (m, 2 H, CH,CH=CH-Ph), 7.40 (d, *J
= 8.0 Hz, 2 H, arom.-CH), 7.73 (d, 3J=8.2 Hz, 2 H, arom. CH), 9.88 (s, 1 H, CHO).
BC-NMR (100.6 MHz, CDCls): & = 13.93 (CH3), 22.46 (CH3;CH,), 35.43 (CH;CH,CH,),
126.53 (2 arom. CH), 128.77 (CH=CH), 129.32 (2 arom. CH), 130.26 (CH=CH), 135.07
(arom. Cy), 140.20 (arom. C,), 191.75 (CHO).

Ci2H 140 (174.24)

Der Pentenylbenzaldehyd wird gemidll AAV 5 mit Malonsdure (125 mg, 1.2 mmol) und
Piperidin (9.9 pl, 0.1 mmol) in 1 ml Pyridin umgesetzt. Kristallisation aus Cyclohexan liefert
die Zielverbindung.

Ausbeute: 141 mg, 654 pmol, 65% hellgelber Feststoff

R¢ = 0.40 (Ethylacetat/Cyclohexan 1:1, 1% HOAc (v/v))

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C): Ry = 11.58 min

Smp.: 175°C (Zers.)
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"H-NMR (400 MHz, CDCL): & = 0.89 (t, °J = 7.2 Hz, 3 H, CH3), 1.55 (m, 2 H, CH,), 2.15
(m, CH,CH,-CH=), 6.21-6.28 (m, 1 H, CH,CH=CH-Ph), 6.32 (d iiberl., *Jiuuns = 16.0 Hz, 1 H,
CH=CH-Ph), 6.33 (d iiberl., *Jyans = 16.0 Hz, 1 H, CH=CH-C=0), 7.29 (d, °J = 8.4 Hz, 2 H,
arom. CH), 7.40 (d, °J = 8.4 Hz, 2 H, arom. CH), 7.60 (d, *Jians = 16.0 Hz, 1 H, CH=CH-
C=0).

BC-NMR (100.6 MHz, CDCl;): & = 14.08 (CH3), 23.43 (CH3CH,), 36.18 (CH;CH,CH,),
118.31 (CH=CH-CO,H), 127.35 (2 arom. CH), 129.38 (CH=CH), 130.54 (CH=CH), 133.49
(2 arom. CH), 134.09 (arom. C,), 141.36 (arom. C,), 146.04 (CH=CH-C=0), 170.41 (C=0).
MS (ESI-1 ohne LC-Kopplung): 215.1 [M-H]"

HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C14H,70, [M+H]" 217.1229, gem. 217.1252

C1sH,60, (216.28)

7.4.2 Versuche zu Kapitel 4.4.2

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur N-terminalen Ankniipfung von Acrylsdurederivaten
an der Festphase (AAV P8)

Nach Waschen des Polymers (0.5 mmol/g, 0.15 mmol) mit 2 x 5 ml THF, 2 x 5 ml CH,Cl,
und anschlieBendem Quellen in 3 ml DMF fiir 30 min wird DIEA (10 Aquivalente)
zugegeben. Dann versetzt man mit einer Losung der Acrylsdure, PyAOP und HOAt (jeweils
3-6 Aquivalente) in 6 ml eines Gemischs von DMF/CH,CI, 1:1 (v/v), absolut. Nach Schiitteln
fiir 1 min werden 0.5 Aquivalente DMAP zugegeben und die Mischung wird fiir mehrere
Stunden geschiittelt. AnschlieBend wird das Harz abfiltriert, mit 3 x 5 ml DMF, 3 x 5 ml
DMF/H,0 1:1, 3 x 5 ml DMF, 3 x 5 ml MeOH und 3 x 5 ml CH,Cl, gewaschen und im

Vakuum getrocknet.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Ankniipfung von gesittigten Carbonsiuren an der
Festphase (AAV P9)

Zu einer Losung der Sdure (3-5 Aquivalente), HATU (2.8-4.8 Aquivalente) und wahlweise
HOAt (1 Aquivalent) in 10 ml NMP wird DIEA (10-15 Aquivalente) gegeben und die
Mischung fiir einige Minuten geschiittelt. AnschlieBend gibt man dieses voraktivierte
Gemisch zu in 5 ml NMP gequollenem Polymer (0.50 mmol/g, 55 umol). Nach mehrstiin-
digem Schiitteln der Mischung wird das Polymer abfiltriert, mit 3 x 5 ml DMF, 3 x 5 ml
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DMF/H,0 1:1 (v/v), 3 x 5 ml DMF, 3 x 5 ml MeOH und 3 x 5 ml CH,Cl, gewaschen und im

Vakuum getrocknet.

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Ankniipfung von Benzylchloroformiaten (AAV P10)

Zu einer Losung von HOAt (3-6 Aquivalente), DMAP (0.1-1 Aquivalent) und DIEA (10-15
Aquivalente) in 6 ml eines Gemischs von CH,Cly/DMF 1:1 (v/v), absolut, wird bei 0°C
langsam Benzyloxycarbonylchlorid (10-20 Aquivalente) gegeben. Nach 10 min bei 0°C wird
die Mischung zu in 3 ml trockemen CH,Cl, gequollenem Polymer (0.5 mmol/g, 0.15 mmol)
gegeben und bei Raumtemperatur fiir mehrere Stunden geschiittelt. Dann wird das Polymer
abfiltriert, mit 3 x 5 ml DMF, 3 x 5 ml DMF/H,0 1:1, 3 x 5 ml DMF, 3 x 5 ml MeOH und 3 x

5 ml CH,Cl, gewaschen und im Vakuum getrocknet.

N-3-Phenylpropionyl-D-tyrosyl-/V,0-dimethyl-L-tyrosyl-/V-methyl-L-phenylalanin 152a
Gemill AAV P2 wird polymergebundene Verbindung 116W (919 mg, 0.52 mmol/g, 0.48
mmol) fiir I h mit 10 ml Piperidin/DMF umgesetzt. AnschlieBend liefert die Umsetzung mit
147c¢ (264 mg, 1.75 mmol), HATU (627 mg, 1.65 mmol), HOAt (75 mg, 0.55 mmol) und
DIEA (941 pl, 5.5 mmol) in 15 ml NMP geméll AAV P9 fiir 4.5 h das polymergebundene
Zwischenprodukt N-3-Phenylpropionyl-D-tyrosyl-N, O-dimethyl-L-tyrosyl-/N-methyl-L-
phenylalaninallylester.

Ninhydrin-Test (gemdll AAV AP1): negativ

Analyse nach Abspaltung von einer Harzprobe gemél3l AAV AP3:

HPLC (A2, CH;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min): R, = 14.45 min

LC-MS (ESI-1, Grad. A): 728.4 [M+Na]", R, = 13.41 min

MS (MALDI-TOF): 728.7 [M+Na]", 744.7 [M+K]"

C42Ha7N307 (705.84)

Die analytischen Daten belegen die vollstindige Umsetzung.

Anschliefend liefert die Deblockierung der Allylgruppe mit Pd(PPhs)s; in 10 ml Morpho-
lin/THF-Gemisch fiir 5 h gemd3 AAV P1 Variante C das Zielprodukt 152a.

Analyse nach Abspaltung von einer Harzprobe gemél3l AAV AP3:

HPLC (A2, CH3CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min): R = 8.63 min

LC-MS (ESI-1, Grad. A): 664.3 [M-H] ", R;=8.18 min

MS (MALDI-TOF): 687.70 [M+Na]", 703.33 [M+K]"

C39H43N307 (665.78)

Die analytischen Daten belegen die vollstindige Umsetzung.
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Polymergebundenes N-3-Phenyl-E-acryloyl-D-tyrosyl-V,0-dimethyl-L-tyrosyl-/N-methyl-
L-phenylalanin 152b

Gemdll AAV P2 wird die polymergebundene Verbindung 116 W (300 mg, 0.50 mmol/g, 0.15
mmol) fiir 2 x 10 min mit jeweils 5 ml Piperidin/DMF umgesetzt, anschlieBend liefert die
Umsetzung mit 146i (89 mg, 0.60 mmol), PyAOP (313 mg, 0.60 mmol), HOAt (82 mg, 0.60
mmol), DMAP (18 mg, 0.15 mmol) und DIEA (257 pl, 1.5 mmol) in 9 ml DMF/CH,CI, fiir
20 h gemidB AAV P8 das polymergebundene Zwischenprodukt N-3-Phenyl-E-acryloyl-D-
tyrosyl-/NV,0-dimethyl-L-tyrosyl-N-methyl-L-phenylalaninallylester:

Ninhydrin-Test (geméd AAV AP1): negativ

Abspaltung einer Probe gemill AAV AP3 liefert N-3-Phenyl-E-acryloyl-D-tyrosyl-N,0-
dimethyl-L-tyrosyl-N-methyl-L-phenylalaninallylester.

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C): R; = 14.46 min

MS (MALDI-TOF): 726.7451 [M+Na]"

C42H4sN307 (703.82)

Die analytischen Daten sprechen fiir eine vollstindige Umsetzung der Ausgangsverbindung.
AnschlieBend liefert die Deblockierung der Allylgruppe mit Pd(PPhs)s in 8 ml Morpho-
lin/THF-Gemisch fiir 4 h geméf AAV P1 Variante C das Zielprodukt 152b.

Abspaltung einer Probe gemidll AAV AP3 liefert N-3-Phenyl-E-acryloyl-D-tyrosyl-V,0-di-
methyl-L-tyrosyl-NV-methyl-L-phenylalanin.

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C): Ry = 6.75 min
LC-MS (ESI-2): 662.1 [M-H]; R(=2.55 min

MS (MALDI-TOF): 686.7 [M+Na]"

C39H41N307 (663.77)

Die analytischen Daten sprechen fiir eine vollstindige Umsetzung der Ausgangsverbindung.

Polymergebundenes /N-Benzyloxycarbonyl-D-tyrosyl-V,0-dimethyl-L-tyrosyl-/N-methyl-
L-phenylalanin 152¢

Gemdll AAV P2 wird die polymergebundene Verbindung 116 W (300 mg, 0.50 mmol/g, 0.15
mmol) fiir 2 x 10 min mit jeweils 5 ml Piperidin/DMF umgesetzt, anschlieBend liefert die
Umsetzung mit Benzylchloroformiat (85 pl, 0.60 mmol), HOAt (82 mg, 0.60 mmol), DMAP
(18 mg, 0.15 mmol) und DIEA (205 pl, 1.2 mmol) in 9 ml DMF/CH,CI, fiir 20 h geméa3 AAV
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P10 das polymergebundene Zwischenprodukt N-Benzyloxycarbonyl-D-tyrosyl-/V,0-dime-
thyl-L-tyrosyl-N-methyl-L-phenylalaninallylester.

Ninhydrin-Test (gemédl AAV AP1): negativ

Analyse nach Abspaltung von einer Harzprobe gemil3 AAV AP3:

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C): R; = 13.89 min

MS (MALDI-TOF): 730.5592 [M+Na]"

C41H4sN305 (707.82)

Die analytischen Daten sprechen fiir eine vollstindige Umsetzung der Ausgangsverbindung.
Anschliefend liefert die Deblockierung der Allylgruppe mit Pd(PPhs)s und 8 ml Morpho-
lin/THF-Gemisch fiir 4 h geméd3 AAV P1 Variante C das Zielprodukt 152c.

Abspaltung einer Probe gemidll AAV AP3 liefert N-Benzyloxycarbonyl-D-tyrosyl-V,0-
dimethyl-L-tyrosyl-/N-methyl-L-phenylalanin.

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C): R;=7.21 min
LC-MS (ESI 2): 666.07 [M-H]", R;=2.60 min

MS (MALDI-TOF): 691.0 [M+Na]"

C3sH41N305 (667.76)

Die analytischen Daten sprechen fiir eine vollstindige Umsetzung der Ausgangsverbindung.

N-3-(2-(1-Z-Pentenyl)phenyl)-E-acryloyl-D-tyrosyl-/NV,0-dimethyl-L-tyrosyl-N-methyl-L-
phenylalanin 152d

Gemill AAV P2 wird die polymergebundene Verbindung 116W (300 mg, 0.50 mmol/g, 0.15
mmol) fiir 2 x 10 min mit jeweils 5 ml Piperidin/DMF umgesetzt, anschlieBend liefert die
Umsetzung mit 87 (130 mg, 0.60 mmol), PyAOP (313 mg, 0.60 mmol), HOAt (82 mg, 0.60
mmol), DMAP (18 mg, 0.15 mmol) und DIEA (257 pl, 1.5 mmol) in 9 ml DMF/CH,CI, fiir
20 h gemall AAV P8 das polymergebundene Zwischenprodukt N-3-(2-(1-Z-Pentenyl)phe-
nyl)-E-acryloyl-D-tyrosyl-V,0-dimethyl-L-tyrosyl-N-methyl-L-phenylalaninallylester.
Ninhydrin-Test (gemdll AAV AP1): negativ

Analyse nach Abspaltung von einer Harzprobe gemél3 AAV AP3:

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C): R; = 18.25 min

MS (MALDI-TOF): 794.71 [M+Na]"

C47Hs53N307 (771.96)

Die analytischen Daten sprechen fiir eine vollstindige Umsetzung der Ausgangsverbindung.
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Anschliefend liefert die Deblockierung der Allylgruppe mit Pd(PPhs)s und 8 ml Morpho-
lin/THF-Gemisch fiir 4 h gemd3 AAV P1 Variante C das Zielprodukt 152d.

Abspaltung einer Probe gemidll AAV AP3 liefert 3-(2-(1-Z-Pentenyl)phenyl)-E-acryloyl-D-
tyrosyl-NV,0-dimethyl-L-tyrosyl-N-methyl-L-phenylalanin.

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C): R; = 13.29 min
LC-MS (ESI-2): 730.1 [M-H], R;=3.02 min

MS (MALDI-TOF): 754.9 [M+Na]"

C44H49N307 (731.89)

Die analytischen Daten sprechen fiir eine vollstindige Umsetzung der Ausgangsverbindung.

Polymergebundenes N-3-(4-n-Pentylphenylpropionyl)-(O-tert-butyl)-D-tyrosyl-L-tyrosyl-
L-3-[4-[[(trifluormethyl)sulfonyl]oxy]|phenyl]alanin 153

Gemill AAV P2 wird die polymergebundenen Verbindung 144d (400 mg, 0.41 mmol/g, 162
umol) fiir 2 x 5 min mit 2 x 5 ml Piperidin/DMF umgesetzt. AnschlieBend liefert die
Umsetzung mit 147b (117 mg, 0.53 mmol), HATU (188 mg, 0.49 mmol), HOAt (22 mg, 162
umol) und DIEA (277 pl, 1.62 mmol) in 5 ml NMP fiir 24 h gemidl AAV P8 das
polymergebundene Zwischenprodukt N-3-(4-n-Pentylphenylpropionyl)-(O-tert-butyl)-D-
tyrosyl-L-tyrosyl-3-[4-[[(trifluormethyl)sulfonyl]oxy]|phenyl]-L-alaninallylester.
Ninhydrin-Test (gemdll AAV AP1): schwach positiv

Abspaltung einer Probe gemdfl AAV AP3 liefert die seitengruppenentschiitzte Verbindung /V-
3-(4-n-Pentylphenylpropionyl)-D-tyrosyl-L-tyrosyl-3-[4-[[(trifluormethyl)sulfonyl]oxy]-
phenyl]-L-alaninallylester.

HPLC (A2, CH3;CN/H,0O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C): R = 19.78 min
LC-MS (ESI-1, Grad. A): (880.3 [M-H]", 882.1 [M+H]": R, = 21.66 min

MS (MALDI-TOF): 882.9 [M+H]", 904.9 [M+Na]"

Ca4sHsoF3N3010S (881.95)

Die analytischen Daten sprechen fiir eine Umsetzung von >90%.

AnschlieBend liefert die Deblockierung der Allylgruppe mit Pd(PPhs)s und 5 ml
Morpholin/THF fiir 14 h gema3 AAV P1 Variante C das Zielprodukt 152.

Abspaltung einer Probe geméfl AAV AP3 liefert die seitengruppenentschiitzte Verbindung /V-
3-(4-n-Pentylphenylpropionyl)-D-tyrosyl-L-tyrosyl-3-[4-[[(trifluormethyl)sulfonyl]oxy]-
phenyl]-L-alanin.

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 90/10/0.1 in 40 min, 50°C): R; = 25.74 min
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MS (MALDI-TOF): 842.7 [M+H]", 864.8 [M+Na]"
C42HysF3N3010S (841.89)

Die analytischen Daten sprechen fiir eine Umsetzung von >95%.

Polymergebundenes N“-3-(2-(1-Z-Pentenyl)phenyl)-E-acryloyl-(Nlm-triphenylmethyl)-D-
histidyl-L-phenylalanyl-L-tyrosin 154d

Gemill AAV 2 wird polymergebundenen Verbindung 135b (400 mg, 0.30 mmol/g, 120 umol)
fiir 2 x 5 min mit 2 x 5 ml Piperidin/DMF umgesetzt. Anschlieend liefert die Umsetzung mit
87 (104 mg, 0.48 mmol), PyAOP (250 mg, 0.48 mmol), DMAP (15 mg, 120 umol), HOAt
(16 mg, 120 umol) und DIEA (205 pl, 1.2 mmol) in 7.5 ml DMF/CH,Cl, geméfl AAV PS8 fiir
24 h das polymergebundene Zwischenprodukt N®-3-(2-(1-Z-Pentenyl)phenyl)-E-acryloyl-
(N'"™-triphenylmethyl)-D-histidyl-L-phenylalanyl-L-tyrosinallylester:

Ninhydrin-Test (gemdll AAV AP1): negativ

Abspaltung einer Probe gemil AAV AP3 liefert die seitengruppenentschiitzte Verbindung
N’-3-(2-(1-Z-Pentenyl)phenyl)-E-acryloyl-D-histidyl-L-phenylalanyl-L-tyrosinallylester-
hydrotrifluoracetat:

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 90/10/0.1 in 40 min, 50°C): R; = 18.76 min

MS (MALDI-TOF): 704.83 [M+H]"

C41H45N506 (703.83)«C,HF;50, (114.02)

Die analytischen Daten sprechen fiir eine vollstindige Umsetzung der Ausgangsverbindung.

Anschliefend liefert die Deblockierung der Allylgruppe mit Pd(PPhs); in 5 ml Morpho-
lin/THF fiir 14 h gemaf AAV P1 Variante C, das Zielprodukt 154d.

Abspaltung einer Probe gemiB AAV AP3 liefert die seitenkettenentschiitzte Verbindung N®-
3-(2-(1-Z-Pentenyl)phenyl)-E-acryloyl-D-histidyl-L-phenylalanyl-L-tyrosin-hydrotri-
fluoracetat.

HPLC (A2, CH3;CN/H,0O/TFA, 20/80/0.1 - 90/10/0.1 in 40 min, 50°C): Ry = 14.57 min
LC-MS (ESI-1, Grad. B): 664.3 [M+H]", R, = 16.09 min

MS (MALDI-TOF): 664.7 [M+H]", 686.6 [M+Na]", 702.6 [M+K]"

C3gH41N506 (663.77)«C,HF30; (114.02)

Die analytischen Daten sprechen fiir eine vollstindige Umsetzung der Ausgangsverbindung.
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Polymergebundenes N"-3-(3-Bromphenyl)-E-acryloyl-(N"™-triphenylmethyl)-p-histidyl-
L-phenylalanyl-L-tyrosin 154e

Gemdll AAV P2 wird die polymergebundener Verbindung 135b (400 mg, 0.30 mmol/g,
120 umol) fiir 2 x 5 min mit 2 x 5 ml Piperidin/DMF umgesetzt, anschlieBend liefert die
Umsetzung mit 146d (109 mg, 480 umol), PyAOP (250 mg, 480 pmol), HOAt (16 mg, 120
umol), DMAP (15 mg, 120 pmol), DIEA (205 pl, 1.2 mmol) in 6 ml DMF/CH,CI, gemal
AAV P8 fir 24 h das polymergebundene Zwischenprodukt N®-3-(3-Bromphenyl)-E-
acryloyl-(Nlm-triphenylmethyl)-D-histidyl-L-phenylalanyl-L-tyrosinallylester-
hydrotrifluoracetat:

Ninhydrin-Test (gemdll AAV AP1): negativ

Analyse nach Abspaltung von einer Harzprobe gemél3l AAV AP3:

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 90/10/0.1 in 40 min, 50°C): R; = 14.99 min
LC-MS (ESI-1, Grad. B): 714.2 [716.2] [M+H]", 712.3 [714.3] [M-H]; R, = 16.16 min

MS (MALDI-TOF): 714.8 [716.8] [M+H]", 736.8 [738.8] [M+Na]"

Cs6H36BrNsOg (714.61)«C,HF30, (114.02)

Die analytischen Daten sprechen fiir eine vollstindige Umsetzung der Ausgangsverbindung.

AnschlieBend liefert die Deblockierung der Allylgruppe mit Pd(PPhs)s und 5 ml Morpho-
lin/THF fiir 14 h gemd AAV P1 Variante C das Zielprodukt 153e.

Abspaltung einer Probe gemidl AAV AP3 liefert N-3-(3-Bromphenyl)-E-acryloyl-D-histi-
dyl-L-phenylalanyl-L-tyrosin-hydrotrifluoracetat:

HPLC (A2, CH3;CN/H,0O/TFA, 20/80/0.1 - 90/10/0.1 in 40 min, 50°C): R;=11.03 min
LC-MS (ESI-1, Grad. B): 672.3 [674.2] [M—H], 674.2 [676.2] [M+H]"; R, = 12.41 min

MS (MALDI-TOF): 674.5 [676.4] [M+H]", 696.7 [698.7] [M+Na]"

Cs3H3,BrNsOg (674.54)«C,HF30, (114.02)

Die analytischen Daten belegen eine Umsetzung von >95%.

7.4.3 Versuche zu Kapitel 4.4.3

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Suzuki-Kupplung an der festen Phase (AAV P11)
Zu einer Suspension der polymergebundenen Verbindung, K;PO4 (2 Aquivalente) und der
jeweiligen Boronséure (10 Aquivalente) in einer entgasten Mischung von DMF/H,0 6:1 (v/v)

wird eine Spatelspitze Pd(PPhs)s gegeben und die Mischung fiir 24 h bei 80°C vorsichtig
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unter Argonatmosphdre geriihrt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wird das Polymer
abfiltriert, mit DMF, DMF/H,0 1:1 (v/v), DMF, MeOH und CH,Cl, gewaschen und im

Vakuum getrocknet.

N"-3-(3-Biphenyl)-E-acryloyl-(N'"™-triphenylmethyl)-D-histidyl-L-phenylalanyl-L-tyrosin
157e

Ein Gemisch der polymergebundenen Verbindung 154e (400 mg, 0.30 mmol/g, 120 umol),
K3POy4 (55 mg, 240 umol), Phenylboronsdure 156a (146 mg, 1.2 mmol) und einer Spatelspitze
Pd(PPh;3)4 wird in 7 ml DMF/H,0 gemdll AAV P11 umgesetzt. Auf diese Weise erhélt man
das polymergebundene Zielprodukt 157e.

Abspaltung einer Probe gemdB AAV AP3 liefert N°-3-(3-Biphenyl)-E-acryloyl-D-histidyl-L-
phenylalanyl-L-tyrosin-hydrotrifluoracetat:

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 90/10/0.1 in 40 min, 50°C): R; = 12.06 min
LC-MS (ESI-1, Grad. A): 670.4 [M-H]", 672.3 [M+H]", R, = 13.17 min

MS (MALDI-TOF): 672.9 [M+H]", 694.8 [M+Na]"

C39H37N506 (671.74)«C,HF30, (114.02)

Die analytischen Daten belegen die vollstandige Umsetzung der Ausgangsverbindung. Neben
dem Zielprodukt 157e wurden weitere, nicht weiter charakterisierbare, Nebenprodukte gebil-

det.

Polymergebundenes N-3-[4-(n-Pentyl)phenyl]propionyl-(O-fert-butyl)-D-tyrosyl-L-tyro-
syl-L-4-(4-methoxyphenyl)phenylalanin 158

Ein Gemisch der polymergebundenen Verbindung 153 (20 mg, 0.42 mmol/g, 8 umol), K3POy4
(6 mg, 16 umol), 4-Methoxyphenylboronsédure (156b) (13 mg, 84 umol) und eine Spatelspitze
Pd(PPh;)s in 1 ml DMF/H,0O wird gemédfl AAV P11 umgesetzt. Auf diese Weise erhélt man
das polymergebundene Zielprodukt 158.

Abspaltung einer Probe gemidll AAV AP3 liefert N-3-[4-(n-Pentyl)phenyl]propionyl-D-
tyrosyl-L-tyrosyl-L-4-(4-methoxyphenyl)phenylalanin:

LC-MS (ESI-1, Grad. A): 800.0 [M+H]", 822.4 [M+Na]", R, = 28.80 min

MS (MALDI-TOF): 823.0 [M+Na]", 838.9 [M+K]"

CasHs3N305 (799.93)

Die analytischen Daten belegen die vollstandige Umsetzung der Ausgangsverbindung. Neben

dem Zielprodukt 158 werden weitere, nicht weiter charakterisierbare, Nebenprodukte gebildet.
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7.5 Versuche zu Kapitel 4.5

N-Benzyloxycarbonyl-D-serylglycinethylester 159

Zu einer Losung von N-Benzyloxycarbonyl-D-serin (2.0 g, 8.36 mmol), Glycinethylester-
hydrochlorid (1.17 g, 8.36 mmol) und DIEA (1.7 ml, 10 mmol) in 60 ml CH,Cl, werden bei
0°C Hydroxybenzotriazol-Monohydrat (1.53 g, 10 mmol) und EDC (1.60 g, 8.36 mmol)
gegeben. Nach Riihren bei Raumtemperatur fir 24 h werden 50 ml 1 N HCI-Losung
zugegeben und nach Phasentrennung die organische Phase mit 3 x 50 ml 1 N HCI, 3 x 50 ml
1 N NaHCOs-Lsg. und 2 x 50 ml gesittigter NaCl-Losung gewaschen. Nach Trocknung iiber
Na,SOy lieferte Abdestillieren des Losungsmittels die Zielverbindung.

Ausbeute: 2.37 g, 6.25 mmol, 75% weisser Feststoff

Smp.: 97-98°C, Lit.*°!1: 98-101°C

[a]}) =—5.9° (EtOH, ¢ = 1.00)

"H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 1.26 (t, °J = 7.0 Hz, 3 H, OCH,CH3), 2.16 (m, 1 H, OH),
3.66-3.70 (m, 1 H, HO-CHH), 3.99-4.06 (m, 3 H, HO-CHH, GlyCH,), 4.18 (q, °J = 7.0 Hz,
2 H, OCH,CH3), 4.27-4.34 (m, 1 H, a-CH), 5.11 (s, 2 H, PhCH,0), 5.98-5.99 (m, 1 H, NH),
7.14 (m, 1 H, NH), 7.32-7.34 (m, 5 H, arom. CH).

BC-NMR (100.6 MHz, CDCl;): & = 14.04 (OCH,CHj3), 41.39 (Gly-CH,), 55.70 (OCH,CHj),
61.74 (a-CH), 62.94 (HO-CH,), 67.28 (PhCH,0), 128.03 (arom. CH), 128.23 (2 arom. CH),
128.52 (2 arom. CH), 135.95 (arom. Cg), 165.11 (C=0, Urethan), 169.94 (C=0), 171.33 (q,
C=0).

Ci5H20N206 (324.33)

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur**!! iiberein.

3-(R)-3-Hydroxymethyl-piperazin-2,5-dion 86

Eine Suspension von 60 mg Pd auf Aktivkohle (10%) und Verbindung 159 (1.00 g, 3.08
mmol) in 20 ml MeOH wird fiir 2 d unter einer Wasserstoffatmosphéire geriihrt. Nach
Abfiltrieren des Katalysators iiber Celite und Entfernen des Losungsmittels unter vermin-
dertem Druck wird der 6lige Riickstand in 30 ml einer gesittigten Losung von Ammoniak in
Methanol geldst und fiir 3 d bei 4°C gelagert. Nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum
16ste man den Riickstand in 0.5 ml Methanol und versetzte mit 1 ml Et,O, worauf das Zielpro-
dukt auskristallisierte.

Ausbeute: 394 mg, 2.73 mmol, 89% gelblich-weiler Feststoff
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Smp.: 224-226°C,  Lit.**?: 227°C

[a]}) =—40.2° (MeOH, ¢ = 0.50)

"H-NMR (250 MHz, CD;0D): & = 3.74 (dd, >J = 11.4 Hz, °J = 2.8 Hz, 1 H, OCHH-CH), 3.83
(d, 2J=17.7 Hz, 1 H, Gly-CHH), 3.92 (m, 1 H, a-CH), 3.97 (dd, >°J = 2.91 Hz, ’J = 11.4 Hz,
1 H, OCHH-CH), 4.05 (d, 2J= 17.7 Hz, 1 H, Gly-CHH).

"H-NMR (250 MHz, DMSO-dq): & = 3.46-3.80 (m, 5 H, HO-CH,, a-CH, Gly-CH,), 5.15 (s,
1 H, OH), 7.98 (bs, 2 H, NH).

BC-NMR (250 MHz, DMSO-de): & = 44.46 (CH,), 57.30 (CHCH,OH), 63.30 (CHCH,OH),
166.41 (C=0), 167.26 (C=0).

CsHsN,0; (144.13)

Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur>" iiberein.

N-Benzyloxycarbonyl-O-(/V-tert-Butyloxycarbonyl-L-phenylalanyl)-D-seryl-glycinethyl-
ester 160

Zu einer Losung von BocPheOH (491 mg, 1.85 mmol), Z-SerGlyOEt (600 mg, 1.85 mmol)
und 4-DMAP (114 mg, 0.93 mmol) in 30 ml trockenem CH,Cl, wird EDC (355 mg, 1.85
mmol) gegeben und die Losung fiir 48 h geriihrt. Nach Zugabe von 10 ml 0.5 N HCl-Lsg. und
Phasentrennung wird die organische Phase noch mit 2 x 10 ml 0.5 N HCI, 3 x 10 ml 0.5 N
NaHCOs-Lsg und 3 x 10 ml gesitt. NaCl-Lsg gewaschen. Die organische Phase wird
anschliefend iiber Na,SO4 getrocknet und das Losungsmittel abdestilliert. Der Riickstand
wird einer Chromatographie an Kieselgel unterzogen (Laufmittel: Ethylacetat/Cyclohexan 1:2
(v/v)), welche das Zielprodukt liefert.

Ausbeute: 790 mg, 1.38 mmol, 75% weiler Feststoff

R¢ = 0.33 (Ethylacetat/Hexan 1:1 (v/v))

Smp.: 109-110°C

[a]}) =+ 2.8° (MeOH, ¢ = 0.50)

"H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 1.26 (t, °J = 7.2 Hz, 3 H, OCH,CHs), 1.37 (s, 9 H,
C(CH3)3), 1.99 (s, 1 H, OH), 2.94-2.99 (m, 1 H, Phe-f-CH), 3.05-3.10 (m, 1 H, Phe-B-CH),
3.92-4.05 (m, 2 H, Gly-CH,), 4.18 (q, °J = 7.2 Hz, 2 H, OCH,CH3), 4.45-4.50 (m, 4 H, Ser-p-
CH,, 2 a-CH), 5.12 (s, 2 H, PhCH,0), 5.93 (s, 1 H, NH), 6.79 (s, | H, NH), 7.14 (m, 2 H,
arom. CH), 7.21-7.31 (m, 3 H, arom. CH), 7.32-7.35 (m, 5 H, arom. CH).
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BC-NMR (100.6 MHz, CDCls): & = 14.32 (OCH,CHj3), 28.44 (C(CH3)3), 37.98 (Phe-B-CH,),
41.64 (GlyCH»), 54.36 (0-CH), 54.96 (a-CH), 61.79 (Ser-B-CH,) 64.64 (OCH,CHj3), 67.62
(PhCH,0), 80.45 (C(CHs)3), 127.30 (arom. CH), 128.43 (2 arom. CH), 128.49 (arom. CH), (2
arom. CH), 128.85 (2 arom. CH), 129.48 (2 arom. CH), 136.15 (arom. Cy), 142.08 (arom. C),
155.59 (C=0, Urethan), 155.89 (C=0, Urethan), 169.26 (C=0), 169.57 (C=0), 172.18 (C=0).
LC-MS (ESI-1, Grad. B): 594.2 [M+Na]", R; = 27.03 min
FAB-HR (FAB, m/z): ber. fiir C;0H33sN309 [M+H]": 572.2608, gem. 572.2630
Elementaranalyse: ber. C 60.93, H 6.52, N 7.35

gem. C61.3, H6.4,N 7.3
Ca9H37N309 (571.62)

N®-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-N-methyl-L-phenylalanin-3-(R)-2,5-dioxo-piperazin-3-
ylmethylester 162

Zu einer Mischung von 129b (100 mg, 0.25 mmol), Triphenylphosphin (131 mg, 0.50 mmol),
Verbindung 86 (71 mg, 0.50 mmol) und Molsieb 4 A in 6 ml trockenem DMF wird Diethyl-
azodicarboxylat (78 pl, 0.50 mmol) getropft. Anschlieend rithrt man die Mischung fiir 36 h
unter Argon. Nach Abfiltrieren des Molsiebs und Waschen mit 3 x 2 ml wird das Filtrat im
Hochvakuum eingeengt. Den Riickstand 16st man in 10 ml H,O, extrahiert mit 3 x 30 ml
Ethylacetat und trocknet die vereinigten organischen Phasen iiber Na,SO,. Nach Entfernen
des Losungsmittels im Vakuum wird der Riickstand einer S&ulenchromatographie an
Kieselgel unterzogen (Laufmittel: Ethylacetat/Ethanol 9:1, 1% HOAc). Kristallisation des
oligen Riickstands aus Methanol lieferte das Zielprodukt.

Ausbeute: 75 mg, 0.14 mmol, 56% weille Kristalle

R¢=0.31 (Ethylacetat/EtOH 9:1, 1% HOAc (v/v))

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C): Ry = 6.39 min

Smp.: 174-175°C

[a]}) =—66.0 (DMSO, ¢ = 0.20)

"H-NMR (400 MHz, CD;OD): & = 2.42-2.52 (m, 3 H, NCH3), 2.75-2.87 (m, 1 H, Phe-p-
CHH), 3.07-3.10 (m, 1 H, Phe-B-CHH), 3.72-3.82 (m, 2 H, GlyCH,), 3.86-4.40 (m, 7 H,
Fmoc-CHCH,, Ser-B-CH,, 2 o-CH), 6.75 (m, 1 H, NH), 7.09-7.49 (m, 9 H, 5 arom. CH, 4
Fmoc-arom. CH), 7.52-7.54 (m, 2 H, 2 Fmoc-arom. CH), 7.74-7.76 (m, 2 H, 2 Fmoc-arom.
CH).

LC-MS (ESI-1, Grad. A): 550.3 [M+Na]"; R, = 7.20 min
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MS (MALDI-TOF): 550.67 [M+Na]"
FAB-HR (FAB, m/z): ber. fiir C30H30N30¢ [M+H]" 528.2135, gem. 528.2111
C30H29N305 (527.57)

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur elektrophilen Ankniipfung (AAV P12):

Variante A: Zu dem Polymer (20 mg, 0.3 mmol/g, 6 pmol) wird eine Losung von Cs,COs3
(10 Aquivalente) in 0.5 ml H,O, 0.5 ml EtOH und 3 ml DMF gegeben und fiir 5 h unter
Lichtausschluf3 geschiittelt. Anschlieend wird mit DMF, EtOH, CH,Cl, und trockenem DMF
gewaschen. Nach 10 miniitigem Quellen in 1 ml trockenem DMF werden variable
Aquivalente des Halogenids und wahlweise Kaliumiodid (1-2 Aquivalente) zugegeben und
die Mischung unter Lichtausschluf3 geschiittelt. AnschlieBend wird mit DMF (4 x 5 ml),
DMF/H,0 1:1 (4 x 5 ml), DMF (4 x 5 ml), MeOH (2 x 5 ml) und CH,Cl, (6 x 5 ml)
gewaschen und im Vakuum getrocknet.

Variante B: Nach Waschen des Polymers (20 mg, 0.3 mmol/g, 6 pmol) mit trockenem THF
(5 x 2 ml) und trockenem CH,CI, (5 x 2 ml), wird es in 1 ml DMF fiir 30 min gequollen.
Dann werden Cs,CO3; (10 Aquiv.) und Halogenid (10-20 Aquiv.) zugegeben und die
Mischung unter Lichtausschlu3 geschiittelt. AnschlieBend wird das Polymer analog Variante

A gewaschen und im Vakuum getrocknet.

Polymergebundener /N-Benzyloxycarbonyl-D-tyrosyl-/V,0-dimethyl-L-tyrosyl-/N-methyl-
L-phenylalanin-ethoxycarbonylmethylester 163e

Gemdll AAV P12 Variante B wird polymergebundene Verbindung 152¢ (20 mg, 0.40 mmol/g,
8 wmol) mit Bromessigsdurethylester (165) (17.4 ul, 160 umol), Cs,CO;3 (52 mg, 160 umol)
in 2 ml DMF fiir 15 h umgesetzt.

Abspaltung einer Probe gemidll AAV AP3 liefert N-Benzyloxycarbonyl-D-tyrosyl-N,0-
dimethyl-L-tyrosyl-N-methyl-L-phenylalanin-ethoxycarbonylmethylester:

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C): Ry = 18.34 min
LC-MS (ESI-1, Grad. A): 840.5 [M+Na]"; R; = 22.62 min

MS (MALDI-TOF): 839.28 [M+Na]"

C4sHs6N4Os (816.98)

Die analytischen Daten belegen eine Umsetzung von > 95% zum Zielprodukt.
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Polymergebundener /N-Benzyloxycarbonyl-D-tyrosyl-V,0-dimethyl-L-tyrosyl-/N-methyl-
L-phenylalanyl-carbamoylmethylester 163f

Gemill AAV P12 Variante B wird die polymergebundene Verbindung 152¢ (30 mg, 0.40
mmol/g, 12 pmol) mit Bromacetamid (166) (34 mg, 240 pmol) und Cs,CO; (78 mg, 240
umol) in 1 ml DMF fiir 24 h umgesetzt.

Abspaltung einer Probe gemidll AAV AP3 liefert N-Benzyloxycarbonyl-D-tyrosyl-V,0-di-
methyl-L-tyrosyl-/N-methyl-L-phenylalanyl-carbamoylmethylester

LC-MS (ESI-1, Grad. A): 723.2 [M-H]", 747.4 [M+Na]"; R, = 15.75 min

C40H4aN4O9 (724.80)

Die analytischen Daten belegen eine Umsetzung von > 95% zum Zielprodukt.

Polymergebundener /N-Benzyloxycarbonyl-D-tyrosyl-V,0-dimethyl-L-tyrosyl-/N-methyl-
L-phenylalanin-pyridin-3-ylmethylester 163g

Gemill AAV P12 Variante A wird die polymergebundene Verbindung 152¢ (30 mg, 0.40
mmol/g, 12 pmol) mit 3-Brommethylpyridin-Hydrobromid (167) (36 mg, 120 pumol) und
Cs,CO;3 (39 mg, 120 pmol) in 1 ml DMF fiir 24 h umgesetzt.

Abspaltung einer Probe gemidl AAV AP3 liefert N-Benzyloxycarbonyl-D-tyrosyl-N,0-
dimethyl-L-tyrosyl-N-methyl-L-phenylalanin-pyridin-3-ylmethylester-hydrotrifluorace-
tat:

LC-MS (ESI-1, Grad. A): 759.2 [M+H]", 782.4 [M+Na]"; 8.38 min

C44H46N4Og (758.86)+C,HF50, (114.02)

Die analytischen Daten belegen eine Umsetzung von 90% zum Zielprodukt.

Polymergebundener /N-Benzyloxycarbonyl-D-tyrosyl-/V,0-dimethyl-L-tyrosyl-N-methyl-
L-phenylalanin-2-methyl-thiazol-5-ylmethylester 163h

Gemill AAV P12 Variante B wird polymergebundene Verbindung 152¢ (30 mg, 0.40 mmol/g,
12 pmol) mit Cs,COs3 (39 mg, 120 umol), 168 (36 mg, 120 umol) und Kaliumjodid (2 mg, 12
umol) in 1 ml DMF fiir 24 h umgesetzt.

Abspaltung einer Probe gemdfl AAV AP3 liefert N-Benzyloxycarbonyl-D-tyrosyl-N,0-di-
methyl-L-tyrosyl-N-methyl-L-phenylalanin-2-methyl-thiazol-5-ylmethylester.

LC-MS (ESI-1, Grad. A ): 723.2 [M-H], 779.1 [M+H]"; R, = 13.85 min

Ca3Ha6N4OsS (778.91)
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Die analytischen Daten belegen eine Umsetzung von 70% zum Zielprodukt.

Polymergebundener /N-Benzyloxycarbonyl-D-tyrosyl-V,0-dimethyl-L-tyrosyl-N-methyl-
L-phenylalanin-2,4-dixo-1,2,3,4-tetrahydro-pyrimidin-Sylmethylester 163i

Gemill AAV P12 Variante A wird polymergebundene Verbindung 152¢ (30 mg, 0.40
mmol/g, 12 pmol) mit 169 (38 mg, 240 umol), Cs,CO; und Kaliumjodid (2 mg, 12 umol) in
1 ml DMF fiir 24 h umgesetzt.

Abspaltung einer Probe gemidll AAV AP3 liefert N-Benzyloxycarbonyl-D-tyrosyl-V,0-
dimethyl-L-tyrosyl-/NV-methyl-L-phenylalanin-2,4-dioxo-1,2,3,4-tetrahydro-pyrimidin-Syl-
methylester:

LC-MS (ESI-1, Grad. A): 792.2 [M+H]", 814.4 [M+Na]", 790.2 [M—H]; R, = 7.43 min

MS (MALDI-TOF): 814.8 [M+Na]"

C43HasNs5010 (791.85)

Die analytischen Daten belegen eine Umsetzung zum Zielprodukt von 75%.

Polymergebundener N-3-(2-(1-Z-Pentenyl)phenyl)-E-acryloyl-D-tyrosyl-V,0-dimethyl-L-
tyrosyl-N-methyl-L-phenylalanin 2,4-dioxo-1,2,3,4-tetrahydro-pyrimidin-Sylmethylester
163j

Gemdl AAV P12 Variante A wird polymergebundene Verbindung 152d (250 mg,
0.49 mmol/g, 130 pmol) mit Cs,CO3 (456 mg, 1.3 mmol), 169 (209 mg, 1.3 mmol) und KI
(46 mg, 280 umol) in 5 ml DMF fiir 2 x 24 h bei 50°C umgesetzt.

Abspaltung einer Probe gemill AAV AP3 liefert 3-(2-(1-Z-Pentenyl)phenyl)-E-acryloyl-D-
tyrosyl-N,0-dimethyl-L-tyrosyl-N-methyl-L-phenylalanin-2,4-dioxo-1,2,3,4-tetrahydro-
pyrimidin-Sylmethylester:

LC-MS (ESI-1, Grad. A): 854.3 [M-HJ, 856.1 [M+H]", 878.3 [M+Na]", R, = 11.80 min

MS (MALDI-TOF): 878.93 [M+Na]", 894.88 [M+K]"

C40Hs53Ns509 (855.97)

Die analytischen Daten belegen eine Umsetzung von 84% zum Zielprodukt.
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Allgemeine Arbeitsvorschrift zur nucleophilen Ankniipfung (AAV P13)

Die polymergebundene Verbindung (50 pmol) wird mit einer Mischung von 8 x 2 ml
MeOH/CH,Cl, 1:1, 1% HOAc, 3 x 5 ml THF, 3 x 5 ml CH,Cl, und 2 x 5 ml NMP
gewaschen. Nach 15 miniitigem Quellen in 3 ml NMP wird eine Losung der
Aminkomponente (5-6 Aquivalente), PyAOP (5-6 Aquivalente), HOAt (1 Aquivalent) und
DIEA (12-19 Aquivalente) in 3 ml NMP zugegeben und fiir mehrere Stunden geschiittelt.
Anschlieend wird das Harz mit 4 x 5 ml DMF, DMF/H,0 1:1, 4 x 5 ml DMF, 2 x 5 ml
MeOH und 5 x 5 ml CH,Cl, gewaschen und im Vakuum getrocknet.

N-Benzyloxycarbonyl-D-tyrosyl-/V,0-dimethyltyrosyl-V-methyl-L-phenylalanyl-L-me-
thioninmethylester

Gemill AAV P13 wird polymergebundene Verbindung 152¢ (30 mg, 0.40 mmol/g, 12 umol)
mit Methioninmethylester-hydrochlorid (170) (10 mg, 60 umol), PyAOP (17 mg, 60 umol),
HOAt (8 mg, 60 pmol) und DIEA (40 pl, 24 umol) in 1 ml NMP fiir 24 h umgesetzt.
Abspaltung von einer Harzprobe gemil AAV AP3 liefert N-Benzyloxycarbonyl-D-tyrosyl-
N,0-dimethyltyrosyl-N-methyl-L-phenylalanyl-L-methioninmethylester:

LC-MS (ESI-1, Grad. A): 835.3 [M+Na]"; R, = 13.45 min

MS (MALDI-TOF): 835.6 [M+Na]", 851.6 [M+K]"

C44Hs52N400S (812.98)

Die analytischen Daten belegen eine Umsetzung von 76% zum Zielprodukt.

7.6 Versuche zu Kapitel 4.6

N-3-(2-(1-Z-n-Pentenyl)phenyl)-E-acryloyl-D-tyrosyl-N,O-dimethyl-L-tyrosyl-N-methyl-
L-phenylalanin-2,4-dioxo-1,2,3,4-tetrahydro-pyrimidin-5-ylmethylester 91/1

Gemdll AAV P12 Variante A wird polymergebundene Verbindung 152d (260 mg, 0.50
mmol/g, 0.13 mmol) mit 169 (209 mg, 1.3 mmmol), Cs,CO; (424 mg, 1.3 mmol) und KI
(43 mg, 0.26 mmol) in 5 ml DMF fiir 24 h bei Raumtemperatur und dann fiir 24 h bei 50°C
umgesetzt. AnschlieBend wird gemédl AAV PS5 Variante B fiir 2 x 20 min mit 2 x 10 ml
TFA/CH,Cl,/H,0 47:47:6 (v/v/v) und fiir 2 x 30 min mit 15 ml TFA/H,O 95:5 (v/v) vom
Harz abgespalten.

Reinigung: HPLC (P1, CH3;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 75/35/0.1 in 30 min, 20 ml/min, 50°C)
Ausbeute: 15 mg, 18 pmol, 14% weiller Feststoff
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R¢ = 0.64 (Ethylacetat/EtOH 5:1 (v/v))

HPLC (A2, CH;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 60/40/0.1 in 60 min, 50°C): R, = 50.41 min

Smp.: > 250 (Zers.)

[a]}) =—50.2° (MeOH, ¢ = 0.64)

"H-NMR (400 MHz, CD;OD): & = 0.79 (t, °J = 7.5 Hz, 3 H, CH,CH;), 1.34 (m, 2 H,
CH,>CH3), 1.93 (td, *J = 7.34 Hz, *J = 1.5 Hz, 2 H, CH,CH,CHj3), 2.14-2.23 (dd, J = 15.0 Hz,
3J=6.0, 1 H, p-CHH), 2.43-2.48 (dd, *J = 15.0 Hz, °J = 7.5 Hz, 1 H, B-CHH), 2.56 [2.57] (s,
3 H, NCH3), 2.67-2.70 (m, 2 H, B-CH,), 2.87 [2.88] (s, 3 H, NCH3), 2.96-3.04 (m, 2 H, p-
CH,), 3.70 [3.73] (s, 3 H, OCH3), 4.61-4.65 [4.72-4.74] (m, 1 H, a-CH), 4.87-4.91 (m, 2 H,
OCHy), 4.96-5.02 [5.07-5.11] (m, 1 H, a-CH), 5.36-5.39 (m, 1 H, a-CH), 5.59-5.63 (m , 1 H,
NH), 5.73-5.78 (m, 1 H, CH=CH-Ph), 6.48 (d iiberl., *J.is = 10.6 Hz, 1 H, CH=CH-Ph), 6.50
(d iiberl., *Jians = 15.8 Hz, 1 H, CH=CH-C=0), 6.64-6.70 (m, 3 H, Tyr-arom. CH), 6.80-6.89
(m, 3 H, Tyr-arom. CH), 6.91-6.94 (m, 1 H, Tyr-arom. CH), 7.00-7.02 (m, 1 H, Tyr-arom.
CH), 7.12-7.19 (m, 4 H, arom. CH), 7.21-7.37 (m, 5 H, arom. CH), 7.53-7.58 (m, 1 H, Olefin-
Pyrimidin-CH), 7.64 (d, *Jians = 15.8 Hz, 1 H, CH=CH-C=0).

Aufgespaltene Signale (in eckigen Klammern) deuten auf Rotamere hin.

LC-MS (ESI-1, Grad B): 854.4 [M-H], 856.1 [M+H]", 878.3 [M+Na]"; R; = 11.80 min

MS (MALDI-TOF): 878.93 [M+Na]", 894.88 [M+K]"

HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C40Hs4sNsOo [M+H]" 856.3922, gef. 856.3941

C40Hs53N500 (855.97)

N-(3-(2-(1-Z-n-Pentenyl)phenyl)-E-acryloyl-D-tyrosyl-NV, O-dimethyl-L-tyrosyl-/N-methyl-
L-phenylalanin-2-methyl-thiazol-5-ylmethylester 91/2

Gemdll AAV P2 wird polymergebundene Verbindung 116W (260 mg, 0.50 mmol/g, 130
umol) fiir 2 x 20 min mit 2 x 5 ml Piperidin/DMF umgesetzt, anschlieBend erfolgt gemal
AAV P9 Umsetzung mit 87 (97 mg, 450 umol), PyAOP (235 mg, 450 umol), DMAP (18 mg,
150 pumol), HOAt (61 mg, 450 pumol) und DIEA (257 ul, 1.5 mmol) in 9 ml DMF/CH,CI, fiir
17 h. Dann wird fiir 24 h mit Pd(PPhs),; gemd3 AAV P1 Variante C der Allylester deblockiert
und anschlieBend gemdll AAV P12 Variante A mit 168 (209 mg, 1.3 mmol), Cs,CO3 (977
mg, 3 mmol) und KI (25 mg, 150 pmol) fiir 24 h bei 50°C umgesetzt. Dann wird gemil AAV
PS5 Variante B fiir 30 und 60 min mit jeweils 5 ml TFA/CH,Cl,/H,0 47:47:6 (v/v/v) und fiir 2
x 2 h mit 5 ml TFA/H,0 95:5 (v/v) vom Harz abgespalten.

Reinigung: HPLC (P2, CH3;CN/H,O/TFA, 10/90/0.1 - 70/30/0.1)
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Ausbeute: 11 mg, 13 pmol, 10% hellbrauner Feststoff

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C): R;=23.17 min

Smp.: 87-89°C

[a])=—72.1° (MeOH, ¢ = 0.59)

"H-NMR (400 MHz, CD;0D): 5 = 0.79 [0.80] (t, °J = 7.2 Hz, 3 H, CH,CH3), 1.35 (q, *J = 7.2
Hz, 2 H, CH,CHs), 1.92-1.96 (m, 2 H, CH,CH,CH3), 2.35-2.40 (m iiberl., 1 H, B-CH), 2.40 (s
tiberl., 3 H, NCHs), 2.56-2.58 (m iiberl., 1 H, B-CH), 2.56 [2.58] (s tiberl., 3 H, NCH3), 2.64-
2.67 (m iberl., 1 H, B-CHH), 2.66 (s iiberl., 1 H, B-CHH), 2.77-2.79 (m, 2 H, B-CH,), 3.70
[3.73] (s, 3 H, OCH3), 4.76-4.81 (m, a-CH), 4.87-4.91 [4.99-5.10] (m, 1 H, a-CH), 5.17 (s,
2 H, OCH,) 5.40-5.44 (m, 1 H, 0-CH), 5.75-5.83 (m, 1 H, CH=CH-Ph), 6.49-6.55 (m iiberl.,
1 H, HC=CH-Ph), 6.53 (d iiberl., *Jians = 15.8 Hz, 2 H, CH=CH-CO) 6.63-6.75 (m, 3 H, Tyr-
arom. CH), 6.82-6.89 (m, 4 H, Tyr-arom. CH), 6.99-7.00 (d, >J = 8.4 Hz, 1 H, Tyr-arom. CH),
7.12-7.18 (m, 5 H, arom. CH), 7.25-7.32 (m, 4 H, arom. CH), 7.55 [7.60] (d, 3J=17.6 Hz, 1 H,
arom. CH), 7.66 [7.71] (d, *Jizans = 15.8 Hz, 1 H, CH=CHCO).

Aufgespaltene Signale (in eckigen Klammern) deuten auf Rotamere hin.

LC-MS (ESI-2): 843.10 [M+H]", R, = 3.25 min

MS (MALDI-TOF): 865.7 [M+Na]"

HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C4oHssN407S [M+H]" 843.3791, gem. 843.3803

Ca9HsaN4O5S (843.04)

N-3-(2-(1-Z-n-Pentenyl)phenyl)-E-acryloyl-D-tyrosyl-/V, O-dimethyl-L-tyrosyl-N-methyl-
L-phenylalanin 92/1

Gemill AAV P2 wird polymergebundene Verbindung 116W (260 mg, 0.50 mmol/g, 130
umol) fiir 2 x 20 min mit 2 x 5 ml Piperidin/DMF umgesetzt, anschlieBend erfolgt gemél
AAV P9 Umsetzung mit 87 (112 mg, 0.52 mmol), PyAOP (313 mg, 600 umol), DMAP
(18 mg, 150 umol), HOAt (82 mg, 600 pmol) und DIEA (205 pl, 1.2 mmol) fiir 20 h in 9 ml
DMF/CH,Cl,. Dann wird fiir 4 h mit Pd(PPhs)s in 10 ml Morpholin/THF gemadl3l AAV P1
Variante C der Allylester deblockiert und gemadfl AAV PS5 Variante B wird fiir 10 und 20 min
mit jeweils 5 ml TFA/CH,Cl,/H,O 47:47:6 (v/v) und fir 30 und 180 min mit jeweils 5 ml
TFA/H,0 95:5 (v/v) abgespalten.

Reinigung: HPLC (P3, CH3;CN/H,O/TFA, 50/50/0.1 - 70/30/0.1 in 20 min, 10 ml/min)
Ausbeute: 11 mg, 15 pmol, 12% weiler Feststoff
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HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C): Ry = 11.96 min

Smp.: 93-94°C

[a]}) =—63.6° (MeOH, ¢ =0.11)

"H-NMR (400 MHz, CD;0D): 0.81-0.87 [0.92-1.0] (t, >J = 7.4 Hz, 3 H, CH,CH3), 1.33-1.42
(m, 2 H, CH,CH3), 1.94-2.0 [2.03-2.09] (m, 2 H, CH,CH,CH3), 2.13-2.43 (m iiberl., 1 H, B-
CHH), 2.32 [2.41] (s, 3 H, NCH3), 2.43-2.70 (m tiberl., 1 H, B-CHH), 2.56 [2.57] (s, 3 H,
NCHs), 2.67-2.70 (m, 2 H, B-CH»), 2.96-3.04 (m, 2 H, B-CH>), 3.70 [3.73] (s, 3 H, OCH3),
4.67-4.73 (m, 1 H, a-CH), 5.45-5.51 (m, 1 H, a-CH), 5.68-5.74 [5.78-5.86] (m, 1 H, a-CH),
5.92-6.08 (m, 1 H, CH,CH=CH-Ph), 6.40 (d, *J.is = 11.3 Hz, 1 H, CH,-CH=CH-Ph), 6.54 (d,
3Juans = 15.6 Hz, 1 H, CH=CH-C=0). 6.61-6.77 (m, 3 H, Tyr-arom. CH), 6.80-6.89 (m, 3 H,
Tyr-arom. CH), 6.91-6.94 (m, 1 H, Tyr-arom. CH), 7.00-7.02 (m, 1 H, Tyr-arom. CH), 7.12-
7.19 (m, 7 H, arom. CH), 7.21-7.37 (m, 2 H, arom. CH), 7.72 (d, *Jyans = 16.0 Hz, 1 H,
CH=CH-C=0).

Aufgespaltene Signale (in eckigen Klammern) deuten auf Rotamere hin.

LC-MS (ESI-2): 730.1 [M—H]", Ry = 3.02 min

MS (MALDI-TOF): 754.9 [M+Na]"

HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C44Hs5oN;07 [M+H]" 732.3649, gem. 732.3664

C44H49N307 (731.89)

N-3-[2-(n-Pentyl)phenyl]propionyl-D-tyrosyl-V, O-dimethyl-L-tyrosyl-/N-methyl-L-phe-
nylalanin 171/1

Gemdll AAV P5 Variante A wird festphasengebundene Verbindung 152d (230 mg, 0.50
mmol/g, 114 pmol) fiir 18 h mit 10 ml TFA/Triisopropylsilan/H,O 95:5:5 (v/v) umgesetzt und
entsprechend aufgearbeitet und gereinigt.

Reinigung: HPLC (P1, CH;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 80/35/0.1 in 60 min, 10 ml/min, 50°C)
Der Riickstand wird in 5 ml Methanol gelost, mit Pd (50 mg, 10% auf Kohle) versetzt und fiir
6 h unter Wasserstoffatmosphére geriihrt. Filtration des Katalysators iiber Celite, Waschen mit
2 x 5 ml Methanol und Einengen des Filtrats im Vakuum liefert das Zielprodukt.

Ausbeute: 12 mg, 16 pmol, 14% weiller Feststoff

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C): R; = 14.72 min

Smp.: 119-122°C

[a]}) =—27.8° (MeOH, ¢ = 0.32)
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"H-NMR (400 MHz, CD;0D): § = 0.87-0.91 (m, 3 H, CH3), 1.28-1.39 (m, 4 H, 2 CH,), 1.53-
1.56 (m, 2 H, CHy), 2.11-2.21 (m, 3 H, Ph-CH), 2.36-2.46 (m, 1 H, Ph-CH), 2.58-2.70 (m,
4 H, NCH3, CH), 2.80-2.94 (m, 3 H, Ph-CH), 2.82 (s iiberl., 3 H, NCHj3), 3.43-3.48 (m, 2 H,
Ph-CH,), 3.68 [3.72] (s, 3 H, OCH3), 4.61-4.72 (m, 1 H, a-CH), 5.04-5.16 [5.36-5.44] (m,
1 H, a-CH), 5.63-5.74 (m, 1 H, a-CH), 6.58-6.67 (m, 4 H, Tyr-arom. CH), 6.75-6.80 (m, 4 H,
Tyr-arom. CH), 7.06-7.12 (m, 5 H, arom. CH), 7.22-7.27 (m, 4 H, arom. CH).

Aufgespaltene Signale (in eckigen Klammern) deuten auf Rotamere hin.

LC-MS (ESI-1, Grad. A): 736.2 [M+H]", 758.5 [M+Na]"; R, = 15.80 min

MS (MALDI-TOF): 758.7 [M+Na]"

HR-MS (FAB, m/z): ber fiir C44HssN307 [M+H]" 736.3962, gem. 736.3937

C44Hs53N307 (735.92)

N-3-(3-(1-E-n-Pentenyl)phenyl)-E-acryloyl-D-tyrosyl-/V,O-dimethyl-L-tyrosyl-/N-methyl-
L-phenylalanin 92/2

Gemill AAV P2 wird polymergebundene Verbindung 116W (240 mg, 0.50 mmol/g, 120
umol) fiir 2 x 20 min mit 2 x 5 ml Piperidin umgesetzt, anschlieend erfolgt gemdfl AAV P8
Ankniipfung von 151¢ (97 mg, 450 umol), PyAOP (235 mg, 450 pumol), DMAP (18 mg, 150
umol), HOAt (61 mg, 450 pumol) und DIEA (257 pmol, 1.5 mmol) in 9 ml DMF/CH,CI, fiir
66 h. Dann wird fiir 4 h mit Pd(PPh3)4 in 10 ml Morpholin/THF gemill AAV P1 Variante C
der Allylester deblockiert und geméd3 AAV PS5 Variante B fiir 10 und 30 min mit jeweils 5 ml
TFA/CH,Cl,/H,0 47:47:6 (v/v/v) und fiir 60 und 120 min mit jeweils 5 ml TFA/H,O 95:5
(v/v) vom Harz abgespalten.

Reinigung: HPLC (P3, CH3;CN/H,O/TFA, 50/50/0.1 - 70/30/0.1 in 20 min, 10 ml/min)
Ausbeute: 12 mg, 16 pmol, 13% weiler Feststoff

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 90/10/0.1 in 40 min, 50°C): R;=26.21 min

Smp.: 127-129°C

[a]) =—64.1° (MeOH, ¢ = 0.32)

"H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 0.93 [0.94] (t, >J = 8.0 Hz, 3 H, CH3), 1.26-1.34 (m, 2 H,
CH;CH,), 1.43-1.50 (m, 2 H, CH,), 2.25-2.57 (m iiberl., 2 H, B-CH,), 2.31 [2.43] (s iiberl.,
NCHs), 2.63-2.92 (m tiiberl., 2 H, B-CH,), 2.78 [2.87] (s iiberl., 3 H, NCH3), 3.04-3.14 (m, 1
H, B-CHH), 3.22-3.34 (m, 1 H, B-CHH), 3.73 [3.74] (s, 3 H, OCHs), 4.79-4.83 (m, 1 H, a-
CH), 5.03-5.15 (m, 1 H, a-CH), 5.37-5.41 (m, 1 H, a-CH), 5.77-5.84 (m, 1 H, NH), 6.28-6.42
(m, 3 H, CH=CH, CH=CH-CO), 6.67-6.90 (m, 8 H, 8 Tyr-CH), 7.09-7.21 (m, 2 H, Ph-CH),
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7.18-7.23 (m, 4 H, arom. CH), 7.27-7.35 (m, 3 H, arom. CH), 7.43 [7.56] (d, 3 Jiwans = 15.6 Hz,
1 H, CH=CHCO).

Aufgespaltene Signale (in eckigen Klammern) deuten auf Rotamere hin.

LC-MS (ESI 2): 730.07 [M—H]; R{=3.10 min

MS (MALDI-TOF): 754.8 [M+Na]"

HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C44HsoN307 [M+H]" 732.3649, gem. 732.3627

C44Ha9N307 (731.89)

N-3-|4-(n-Pentyl)phenyl)]-E-acryloyl-D-tyrosyl-/V,O-dimethyl-L-tyrosyl-N-methyl-L-phe-
nylalanin 92/3

Gemill AAV P2 wird polymergebundene Verbindung 116W (240 mg, 0.50 mmol/g,
120 pmol) fiir 2 x 20 min mit 2 x 5 ml Piperidin/DMF umgesetzt, anschlieend erfolgt gemif3
AAV P8 Ankniipfung von 146b (105 mg, 480 umol), PyAOP (313 mg, 600 umol), DMAP
(18 mg, 150 pmol), HOAt (82 mg, 600 mg) und DIEA (257 ul, 1.5 mmol) in 9 ml
DMF/CH,CIl, fiir 66 h. Dann wird fiir 4 h mit Pd(PPh;)s in 10 ml Morpholin/THF gemal3
AAV P1 Variante C der Allylester deblockiert und gemi3 AAV P5 Variante B wird fiir 10
und 30 min mit jeweils 5 ml TFA/CH,Cl,/H,0O 47:47:6 (v/v/v) und fiir 60 und 120 min mit
jeweils 5 ml TFA/H,0 95:5 (v/v) vom Harz abgespalten.

Reinigung: HPLC (P3, CH3;CN/H,O/TFA, 50/50/0.1 - 70/30/0.1 in 20 min, 10 ml/min)
Ausbeute: 12 mg, 16 pmol, 13% weiler Feststoff

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 40/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C): R; = 14.33 min

Smp.: 134°C

[a]}) =—49.6° (MeOH, ¢ = 0.22)

"H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 0.85-0.88 (m, 3 H, CH3), 1.26-1.34 (m, 6 H, 3 CH,), 1.55-
1.61 (m, 2 H, CHy), 1.80-2.16 (m, 2 H, B-CHy), 2.27-2.55 (m iberl., 3 H, NCHs), 2.32 [2.43]
(s iiberl., NCH3) 2.63-2.92 (m tiberl., 1 H, B-CHH), 3.05-3.14 (m, 1 H, B-CHH), 3.22-3.33 (m,
1 H, B-CH>), 3.73 [3.75] (s, 3 H, OCH3), 4.79-4.82 (m, 1 H, a-CH), 5.05-5.15 (m, 1 H, a-CH),
5.38-5.41 (m, 1 H, a-CH), 5.77-5.84 (m, 1 H, NH), 6.28 [6.35] (d, °J = 15.6 Hz, 1 H,
CH=CH-C=0), 6.60-6.91 (m, 8 H, Tyr-arom. CH), 7.09-7.21 (m, 5 H, arom. CH), 7.29-7.45
(m, 4 H, arom. CH), 7.56 (d, >J = 15.6 Hz, 1 H, CH=CH-C=0).

Aufgespaltene Signale (in eckigen Klammern) deuten auf Rotamere hin.

LC-MS (ESI-2): 732.14 [M-H]; R;=3.18 min

MS (MALDI-TOF): 757.1 [M+Na]", 773.1 [M+K]"
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HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C44Hs;N;0, [M+H]" 734.3805, gem. 734.3831
C44Hs1N;05 (733.90)

N-3-[4-(n-Pentyl)phenyl)|propionyl-D-tyrosyl-/, O-dimethyl-L-tyrosyl-/N-methyl-L-
phenylalanin 92/4

Gemdll AAV P2 wird polymergebundene Verbindung 116W (260 mg, 0.50 mmol/g, 130
umol) fiir 2 x 20 min mit 2 x 5 ml Piperidin/DMF umgesetzt, anschlieBend erfolgt gemal
AAV P9 Ankniipfung von 147b (99 mg, 450 pmol), HATU (171 mg, 450 umol), HOAt (20
mg, 150 umol) und DIEA (257 pl, 1.5 mmol) in 8 ml NMP fiir 66 h. Dann wird fiir 4 h mit
Pd(PPh3)4 in 8 ml Morpholin/THF gemill AAV P1 Variante C der Allylester deblockiert und
gemidll AAV P5 Variante B wird fiir 10 und 30 min mit jeweils 5 ml TFA/CH,Cl,/H,O
47:47:6 (v/v/v) und fiir 60 und 120 min mit jeweils 5 ml TFA/H,O 95:5 (v/v) vom Harz
abgespalten.

Reinigung: HPLC (P3, CH3CN/H,O/TFA, 40/60/0.1 - 70/30/0.1 in 20 min, 10 ml/min)
Ausbeute: 17 mg, 23 pmol, 18% weiller Feststoff

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C) R; = 21.34 min

Smp.: 101°C

[a]}) =—71.7° (MeOH, ¢ = 0.54)

"H-NMR (400 MHz, CD;0D): & = 0.85 (t, °J = 6.9 Hz, 3 H, CH3), 1.28-1.35 (m, 4 H, 2 CH,),
1.53-1.57 (m, 2 H, CHy), 1.80-2.16 (m, 2 H, Ph-CH,), 2.27-2.58 (m, 7 H, Ph-CH,, NCH3),
2.67-2.73 (m, 2 H, Ph-CH), 2.82-2.91 (m, 2 H, Ph-CH), 2.93 [2.95] (s, 3 H, NCH3), 3.00-3.10
[3.13-3.25] (m, 1 H, Ph-CH), 3.33-3.41 (m, 1 H, CH), 3.68 [3.71] (s, 3 H, OCHs), 4.54-4.62
(m, 1 H, a-CH), 4.84-4.94 (m, 1 H, a-CH), 5.02-5.11 (m, 1 H, o-CH), 6.52 (d, >J = 8.4 Hz, 2
H, Tyr-arom. CH), 6.60 [6.66] (d, 3J=84 Hz, 2 H, Tyr-arom. CH), 6.71-6.83 (m, 4 H, Tyr-
arom. CH), 7.18 (d, =178 Hz, 2 H, arom. CH), 7.04 (d, 3J=8.0 Hz, 2 H, arom. CH), 7.11-
7.22 (m, 3 H, arom. CH), 7.24-7.29 (m, 2 H, arom. CH).

Aufgespaltene Signale (in eckigen Klammern) deuten auf Rotamere hin.

LC-MS (ESI-2): 734.16 [M-H]; R = 3.15 min

MS (MALDI-TOF): 758.7 [M+H]"

HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C44Hs54N;07 [M+H]" 736.3962, gem. 736.3942.

C44H53N307 (735.92)
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N-3-(2-Benzyloxyphenyl)-E-acryloyl-D-tyrosyl-V, O-dimethyl-L-tyrosyl-N-methyl-L-
phenylalanin 92/5

Gemdll AAV P2 wird polymergebundene Verbindung 116W (260 mg, 0.50 mmol/g, 130
umol) fiir 2 x 20 min mit 2 x 5 ml Piperidin/DMF umgesetzt, anschlieBend erfolgt gemal
AAV P8 Umsetzung mit 146f (114 mg, 450 umol), PyAOP (235 mg, 450 umol), DMAP
(18 mg, 150 umol), HOAt (61 mg, 450 umol) und DIEA (257 ul, 1.5 mmol) fiir 66 h. Dann
wird fiir 4 h mit Pd(PPh;)4 in 8 ml Morpholin/THF gemidfl AAV P1 Variante C der Allylester
deblockiert und gemiB3l AAV PS5 Variante B wird fiir 10 und 30 min mit jeweils 5 ml
TFA/CH,Cl,/H,O 47:47:6 (v/v/v) und fiir 60 und 120 min mit jeweils 5 ml TFA/H,0 95:5
(v/v) vom Harz abgespalten.

Reinigung: HPLC (P3, CH3CN/H,O/TFA, 50/50/0.1 - 70/30/0.1 in 20 min, 10 ml/min)
Ausbeute: 10 mg, 13 pmol, 10% weiller Feststoff

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C): R; = 10.03 min

Smp.: 120°C

[a]}) = - 88.0° (MeOH, ¢ = 0.10)

"H-NMR (400 MHz, CD;OD): & = 2.23-2.70 (m iiberl. 4 H, 2 p-CH,), 2.32 [2.58] (s iiberl,
3 H, NCH3), 2.79-3.00 (m, 4 H, NCH3, B-CH), 3.21-3.28 (m, 1 H, B-CH), 3.70 [3.73] (s, 3 H,
OCHj3), 4.72-4.80 [4.85-4.96] (m, 1 H, a-CH), 5.08 (m, 2 H, Ph-CH,0), 5.05-5.19 (m, 1 H, a-
CH), 5.50 (m, 1 H, a-CH), 5.94-5.98 (m, 1 H, NH), 6.62-6.84 (m, 7 H, 6 Tyr-arom. CH,
CH=CH-CO) 6.88 (d, °J = 8.6 Hz, 1 H, Tyr-arom. CH), 6.92-7.02 (m, 4 H, 1 Tyr-arom. CH,
3 arom. CH), 7.08-7.18 (m, 4 H, arom. CH), 7.19-7.36 (m, 5 H, arom. CH), 7.40-7.46 (m, 1 H,
arom. CH), 7.54-7.61 (d, *Juans = 15.4 Hz, 1 H, CH=CHCO).

Aufgespaltene Signale (in eckigen Klammern) deuten auf Rotamere hin.

LC-MS (ESI-2): 768.1 [M-H]"; R;=2.86 min

MS (MALDI-TOF): 792.9 [M+Na]"

HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C4sH4sN30g [M+H]" 770.3441, gem. 770.3428

C46Ha7N305 (769.89)

N-9-Fluorenylmethoxycarbonyl-D-tyrosyl-/V,O-dimethyl-L-tyrosyl-N-methyl-L-phenyl-
alanin 92/6

Gemill AAV P1 Variante B wird polymergebundene Verbindung 116W (230 mg, 0.50
mmol/g, 115 pmol) fiir 16 h mit Pd(PPh;)4 in 10 ml NMA/THF 1:4 (v/v) umgesetzt. Dann
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wird gemdf AAV P5 Variante A fiir 19 h mit 10 ml TFA/Triisopropylsilan/H,O 95:5:5 (v/v)
vom Harz abgespalten.

Reinigung: HPLC (P1, CH3;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 75/35/0.1 in 30 min, 20 ml/min, 50°C)
Ausbeute: 9.6 mg, 12.7 pmol, 11% weiller Feststoff

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C): R; = 9.87 min

Smp.: 223°C

[a]}) = - 18.9° (MeOH, ¢ = 0.26)

"H-NMR (400 MHz, CDCl;): & = 2.18-2.70 (m iiberl., 4 H, 2 B-CHy), 2.31 [2.50] (s iiberl.,
3 H, NCHs3) 2.81 [2.89] (s, 3 H, NCH3), 3.02-3.09 (m, 1 H, B-CHH), 3.21-3.37 (m, 1 H, B-
CHH), 3.75 [3.76] (s, 3 H, OCHs;), 4.15-4.18 (m, 1 H, FmocCHCH,), 4.25-4.55 (m, 2 H,
FmocCHCH,), 4.63-4.69 (m, 1 H, a-CH), 4.95-4.97 [5.17-5.21] (m, 1 H, a-CH), 5.48-5.50
[5.54-5.62] (m, 1 H, a-CH), 6.67 (d, °J = 8.4 Hz, 2 H, Tyr-arom. CH), 6.72-6.81 (m, 3 H, Tyr-
arom. CH), 6.84-6.92 (m, 3 H, Tyr-arom. CH), 7.12-7.14 (m, 1 H, arom. CH), 7.18-7.22 (m, 2
H, arom. CH), 7.23-7.31 (m {iberl., 4 H, 2 arom. CH, 2 Fmoc-arom. CH), 7.39 (t, 3J=6.8 Hz,
2 H, 2 Fmoc-arom. CH), 7.50-7.54 (m, 2 H, Fmoc-arom. CH), 7.75 (d, 37=17.0 Hz, 2 H,
Fmoc-arom. CH).

Aufgespaltene Signale (in eckigen Klammern) deuten auf Rotamere hin.

LC-MS (ESI-1, Grad. A): 756.1 [M+H]", 778.2 [M+Na]", 754.1 [M-H] ", R; = 13.27 min

MS (MALDI-TOF): 778.8 [M+Na]", 794.8 [M+K]"

C45HasN30s, (755.85)

N-4-Nitro-benzyloxycarbonyl-D-tyrosyl-V,O-dimethyl-L-tyrosyl-/N-methyl-L-phenylala-
nyl-L-methionin 91/7

Gemdll AAV P2 wird polymergebundene Verbindung 116W (250 mg, 0.50 mmol/g, 130
umol) fiir 2 x 20 min mit Piperidin umgesetzt, anschliefend erfolgt gemidl AAV P10
Umsetzung mit p-Nitro-benzylchloroformiat (129 mg, 600 pmol), DMAP (18 mg, 150 pmol),
HOAt (82 mg, 600 umol) und DIEA (205 pl, 1.2 mmol) in 9 ml DMF/CH,Cl, fiir 17 h. Dann
wird fiir 4 h mit Pd(PPh;3)4 in 5 ml Morpholin/THF gemidfl AAV P1 Variante C der Allylester
deblockiert und gemill AAV P13 mit Methionin-tert-butylester-hydrochlorid (172) (145 mg,
600 pmol), PyAOP (313 mg, 600 pmol), HOAt (20 mg, 150 umol) und DIEA (257 ul, 1.5
mmol) fiir 16 h umgesetzt. Geméal AAV P5 Variante B wird fiir 10 und 30 min mit jeweils
5 ml TFA/CH,Cl,/H,0 47:47:6 (v/v) und fiir 60 und 120 min mit jeweils 5 ml TFA/H,0 95:5

(v/v) vom Harz abgespalten.
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Reinigung: HPLC (P3, CH;CN/H,O/TFA, 50/50/0.1 - 70/30/0.1 in 20 min, 10 ml/min)
Ausbeute: 11 mg, 13 pmol, 10% gelblicher Feststoff

HPLC (A2, CH;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C): R; = 6.99 min

Smp.: 122°C

[a]}) =—23.4° (MeOH, ¢ = 0.30)

"H-NMR (400 MHz, CDCl3): 8 = 1.82-2.18 (m iiberl., 2 H, SCH,CH,), 2.19 [2.24] (s iiberl.,
3 H, SCH3), 2.31-2.72 (m, 6 H, SCH,CH,, NCH3, B-CH), 2.80-3.03 (m, 6 H, NCHj3, 3 B-CH),
3.30-3.32 (m, 2 H, B-CH>), 3.70 [3.72] (s, 3 H, OCH3), 4.36-4.46 [4.61-4.68] (m, 1 H, a-CH),
4.74-4.83 (m, 1 H, 0-CH) 4.98-5.28 (m, 2 H, PhCH,0), 5.42-5.68 (m, 2 H, a-CH), 6.68-6.82
(m, 5 H, Tyr-arom. CH), 6.88-6.95 (m, 3 H, Tyr-arom. CH), 7.12-7.24 (m, 5 H, arom. CH),
7.33-7.46 (m, 2 H, NO,-Phenyl-arom. CH), 8.18 (d, 3J=8.8 Hz, 2 H, NO,-Phenyl-arom. CH).
Aufgespaltene Signale (in eckigen Klammern) deuten auf Rotamere hin.

LC-MS (ESI-1, Grad. B) 866.2 [M+Na]"; R, = 23.30 min

MS (MALDI-TOF): 867.1 [M+Na]"

C43H49N501;S (843.95)

Fraktion 2:
N-4-Nitro-benzyloxycarbonyl-D-tyrosyl-V,O-dimethyl-L-tyrosyl-/V-methyl-L-phenylala-
nin 92/7

Ausbeute: 4 mg, 6 umol, 5% weiller Feststoff

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C): R; = 6.66 min

Smp.: 115°C

[a]}) =—10.0° (MeOH, ¢ = 0.29)

"H-NMR (400 MHz, CDCl;): & = 2.28-2.63 (m, 5 H, p-CH,, NCH3), 2.74-2.99 (m, 6 H, 3 p-
CH, NCH3), 3.00-3.02 (m, 1 H, B-CH), 3.66 [3.67] (s iiberl., 3 H, OCHj3), 3.92-3.95 (m, 1 H,
a-CH), 4.50-5.55 (m, 1 H, a-CH), 5.05-5.11 (m, 2 H, PhCH,0), 5.44-5.46 (m, 1 H, a-CH),
6.61-6.80 (m, 10 H, 8 Tyr-arom. CH, 2 arom. CH), 6.92-7.11 (m, 3 H, arom. CH), 7.32-7.39
(m, 2 H, NO,-Phenyl-arom. CH), 8.09-8.18 (m, 2 H, NO,-Phenyl-arom. CH).

Aufgespaltene Signale (in eckigen Klammern) deuten auf Rotamere hin.

LC-MS (ESI-2): 735.00 [M+Na]"; R; = 2.58 min

MS (MALDI-TOF): 735.7 [M+Na]"

C3sH4oN4O1 (712.75)
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Fraktion 3:
N-4-Nitro-benzyloxycarbonyl-D-tyrosyl-V,O-dimethyl-L-tyrosyl-/NV-methyl-L-phenylala-
nyl-L-methioninsulfoxid 91/8

Ausbeute: 5.2 mg, 6 pmol, 5% gelblich-weiler Feststoff

LC-MS (ESI-1, Grad. B) 882.3 [M+Na]"; R, = 18.27 min

C43H49N501,S (859.95)

N-4-Nitro-benzyloxycarbonyl-D-tyrosyl-V,O-dimethyl-L-tyrosyl-/N-methyl-L-phenylala-
nyl-piperidin-4-carbonsiureamid 91/9
Gemdll AAV P2 wird polymergebundene Verbindung 116W (250 mg, 0.50 mmol/g, 130
umol) fiir 2 x 20 min mit Piperidin umgesetzt, anschliefend erfolgt gemidl AAV P10
Ankniipfung von p-Nitro-benzylchloroformiat (129 mg, 600 umol), DMAP (18 mg, 150
umol), HOAt (82 mg, 600 umol) und DIEA (205 pl, 1.2 mmol) in 9 ml DMF/CH,CI, fiir
17 h. Dann wird fiir 4 h mit Pd(PPhs)4 in 10 ml Morpholin/THF gemdf3 AAV P1 Variante C
der Allylester deblockiert und gemafl AAV P13 mit 4-Piperidin-carbonsdureamid (77 mg, 600
umol), PyAOP (313 mg, 600 pmol), HOAt (20 mg, 150 pmol) und DIEA (257 pl, 1.5 mmol)
fiir 16 h umgesetzt. Gemdl AAV PS5 Variante B wird fiir 10 und 30 min mit jeweils 5 ml
TFA/CH,Cl,/H,O 47:47:6 (v/v/v) und fiir 60 und 120 min mit jeweils 5 ml TFA/H,0 95:5
(v/v) vom Harz abgespalten.
Reinigung: HPLC (P3, CH3CN/H,O/TFA, 50/50/0.1 - 70/30/0.1 in 20 min, 10 ml/min)
Ausbeute: 11 mg, 13 pmol, 13% gelber Feststoff
HPLC (A2, CH3;CN/H,0O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C):

R¢=6.34 min (Isomer 1);  R;=6.63 min (Isomer 2)
Smp.: 105°C
"H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 1.71-1.78 (m, 2 H, CH,), 2.17-2.24 (m, 2 H, CH,), 2.36-
2.76 (m, 8 H, NCH3, 1 CH, 2 B-CH,), 2.80-3.14 (m, 5 H, NCH3, B-CH,), 3.37-3.39 (m, 2 H, 2
CH), 3.62-3.69 (m, 2 H, 2 CH), 3.75 [3.76] (s, 3 H, OCH3), 4.36-4.46 [4.61-4.68] [4.74-4.83]
(m, 1 H, a-CH), 4.98-5.28 (m, 2 H, PhCH,0), 5.42-5.68 (m, 2 H, a-CH), 6.68-6.82 (m, 5 H,
Tyr-arom. CH), 6.88-6.95 (m, 3 H, Tyr-arom. CH), 7.12-7.24 (m, 5 H, arom. CH), 7.33-7.46
(m, 2 H, NO,-Phenyl-arom. CH), 8.18 (d, ’J=88Hz, 2H, NO;-Phenyl-arom. CH).
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LC-MS (ESI-2): 845.10 [M+Na]'; R, = 2.36 min
MS (MALDI-TOF): 845.8 [M+Na]"
C44Hs0N6O1 (822.9132)

N-Benzyloxycarbonyl-D-tyrosyl-/V,O-dimethyl-L-tyrosyl-N-methyl-L-phenylalanin 92/8
Gemdll AAV P2 wird polymergebundene Verbindung 116W (260 mg, 0.50 mmol/g, 130
umol) fiir 2 x 20 min mit 5 ml Piperidin/DMF umgesetzt, anschlieBend erfolgt gemil AAV
P10 Reaktion mit Benzylchloroformiat (85 pl, 600 pmol), DMAP (18 mg, 150 umol), HOAt
(82 mg, 600 umol) und DIEA (205 ul, 1.2 mmol) fiir 20 h in 9 ml DMF/CH,Cl,. Dann wird
fiir 4 h mit Pd(PPhs); in 5 ml Morpholin/THF gemd3 AAV P1 Variante C der Allylester
deblockiert und gemidll AAV PS5 Variante B wird fiir 10 und 20 min mit jeweils 5 ml
TFA/CH,Cl,/H,O 47:47:6 (v/v/v) und fiir 30 und 180 min mit jeweils 5 ml TFA/H,0O 95:5
(v/v) vom Harz abgespalten.

Reinigung: HPLC (P3, CH3CN/H,O/TFA, 40/60/0.1 - 70/30/0.1 in 20 min, 10 ml/min)
Ausbeute: 11 mg, 17 pmol, 13% weiller Feststoff

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C): R; = 6.87 min

Smp.: 112°C

[a])=—127.1° (MeOH, ¢ = 0.24)

"H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 2.17-2.45 (m, 2 H, p-CH,), 2.27 [2.42] (s iberl., 3 H,
NCHs3) 2.46-2.91 (m, 2 H, B-CH,), 2.76 [2.86] (s iiberl., 3 H, NCH3), 2.98-3.09 (m, 1 H, B-
CHH), 3.21-3.37 (m, 1 H, B-CHH), 3.72 [3.75] (s, 3 H, OCH3), 4.40-4.42 [4.59-4.63] (m, 1 H,
a-CH), 4.86-5.05 (m, 2 H, Ph-CH,0), 5.11-5.14 (m, 1 H, a-CH), 5.41-5.44 [5.62-5.66] (m,
1 H, a-CH), (m, 8 H, Tyr-arom. CH), 7.12-7.22 (m, 4 H, arom. CH), 7.28-7.32 (m, 6 H, arom.
CH).

Aufgespaltene Signale (in eckigen Klammern) deuten auf Rotamere hin.

LC-MS (ESI-2): 666.07 [M—H]; Ry =2.60 min

MS (MALDI-TOF): 691.0 [M+Na]"

HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C33H4,N3;0g [M+H]" 668.2972, gem. 668.2987

C3sH41N305 (667.76)
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N-3-Phenyl-E-acryloyl-D-tyrosyl-N, O-dimethyl-L-tyrosyl-NV-methyl-L-phenylalanin 92/9
Gemill AAV P2 wird polymergebundene Verbindung 116W (260 mg, 0.50 mmol/g, 130
umol) fiir 2 x 20 min mit 2 x 5 ml Piperidin/DMF umgesetzt, anschlieBend erfolgt gemél
AAV P8 Ankniipfung von 146i (77 mg, 0.52 mmol), PyAOP (313 mg, 600 umol), DMAP
(18 mg, 150 umol), HOAt (82 mg, 600 pmol) und DIEA (205 pl, 1.2 mmol) fiir 20 h in 9 ml
DMF/CH,Cl,. Dann wird fiir 4 h mit Pd(PPhs); in 8 ml Morpholin/THF gemafl AAV P1
Variante C der Allylester deblockiert und gemédfl AAV P5 Variante B wird 10 und 20 min mit
jeweils 5 ml TFA/CH,Cl,/H,0 47:47:6 (v/v) und fiir 30 min und 180 min mit jeweils 5 ml
TFA/H,0 95:5 (v/v) vom Harz abgespalten.

Reinigung: HPLC (P3, CH3;CN/H,O/TFA, 40/60/0.1 - 70/30/0.1 in 20 min, 10 ml/min)
Ausbeute: 11 mg, 17 pmol, 13% weiler Feststoff

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C): R, = 6.38 min

Smp.: 114-116°C

[a]) =—10.0° (MeOH, ¢ = 0.12)

"H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 2.29-2.58 (m iiberl., 2 H, p-CH,), 2.29 [2.42] (s iiberl., 3 H,
NCHs), 2.68-2.91 (m, 2 H, B-CH,), 2.79 [2.88] (s, 3 H, NCH3), 3.04-3.14 (m, 1 H, B-CHH),
3.22-3.34 (m, 1 H, B-CHH), 3.73 [3.75] (s, 3 H, OCH3), 4.13-4.15 (m, 1 H, a-CH), 4.81-4.84
[5.03-5.08] (m, 1 H, a-CH), 5.12-5.16 [5.37-5.41] (m, 1 H, a-CH), 6.31 [6.39] (d, *J = 15.6
Hz, 1 H, CH=CH-CO), 6.66-6.92 (m, 8 H, Tyr-arom. CH), 7.09-7.11 (m, 5 H, arom. CH),
7.19-7.21 (m, 3 H, arom. CH), 7.29-7.35 (m, 1 H, arom. CH), 7.37-7.47 (m, 1 H, arom. CH),
7.58 (d, *J = 15.6 Hz, 1 H, CH=CH-CO).

Aufgespaltene Signale (in eckigen Klammern) deuten auf Rotamere hin.

LC-MS (ESI-2): 662.1 [M-H]", R{=2.55 min

MS (MALDI-TOF): 686.7 [M+Na]"

HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C3¢H4,N;07 [M+H]" 664.3023, gem. 664.2990

C39H41N307 (663.77)

N-3-Phenylpropionyl-D-tyrosyl-/V, O-dimethyl-L-tyrosyl-N-methyl-L-phenylalanyl-L-
methioninmethylester 91/10

Gemil AAV P13 wird polymergebundene Verbindung 152a (126 mg, 0.50 mmol/g, 63 umol)
zweimal mit 170 (66 mg, 380 umol), PyAOP (197 mg, 378 umol), HOAt (8.6 mg, 63 umol)
und DIEA (108 ul, 630 pmol) in 3 ml NMP fiir 2 x 8 h umgesetzt. Anschlieend wird gemal
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AAV PS5 Variante A fiir 12 h mit 10 ml TFA/Triisopropylsilan/H,O 90:5:5 (v/v/v) vom Harz
abgespalten.

Reinigung: HPLC (P1, CH3;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 65/35/0.1 in 60 min, 10 ml/min)
Ausbeute: 4 mg, 5 umol, 8 % hellbrauner Feststoff

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 65/35/0.1 in 60 min, 50°C): R; = 31.98 min

Smp.: 80°C

[a]) =—63.6° (MeOH, ¢ =0.11)

"H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 0.71-2.22 (m iiberl., 11 H, CHs, 2 Met-CH,, B-CH,) 1.23 (s
tiberl., 3 H, SCH3), 2.23-2.68 (m iiberl., 8 H, CHH, NCH3, 2 B-CH,), 2.84 (s tiberl., 3 H,
NCHs), 2.93 (m, 1 H, CHH), 3.58 (s, 3 H, CO,CH3), 3.70 (s, 3 H, OCH3), 4.48-4.59 (m, 1 H,
a-CH), 5.05-5.14 (m, 1 H, a-CH), 5.15-5.23 [5.39-5.47] (m, 1 H, o-CH), 6.05-6.13 [6.29-
6.34] (m, 1 H, NH), 6.44-6.62 (m, 3 H, Tyr-arom. CH), 6.64-6.83 (m, 5 H, Tyr-arom. CH),
7.08-7.20 (m, 10 H, arom. CH).

Aufgespaltene Signale (in eckigen Klammern) deuten auf Rotamere hin.

LC-MS (ESI): 833.3 [M+Na]", R, = 12.54 min

MS (MALDI-TOF): 833.8 [M+Na]", 849.8 [M+K]"

HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C4sH54N309S [M+H]" 812.3581, gef. 812.3396

C45Hs3N300S (811.99)

N-3-Phenylpropionyl-D-tyrosyl-/V,O-dimethyl-L-tyrosyl-N-methyl-L-phenylalanin-me-
thoxycarbonylmethylester 91/11

Gemil AAV P12 Variante B wird 152a (113 mg, 0.48 mmol/g, 54 umol) zuerst mit Cs,CO;
(293 mg, 0.9 mmol) und anschlieBend mit Bromessigsduremethylester (166 pl, 1.8 mmol) in
1 ml DMF fiir 44 h umgesetzt. Dann wird geméd AAV P5 Variante A fiir 12 h mit 10 ml
TFA/Triisopropylsilan/H,O 90:5:5 (v/v/v), dann fiir 12 h mit 10 ml TFA/H,O 95:5 (v/v) vom
Harz abgespalten.

Reinigung: HPLC (P1, CH3CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 100/0/0.1, 30 min, 10 ml/min)
Ausbeute: 11 mg, 15 pmol, 28% weiler Feststoff

R¢= 0.31 (Ethylacetat/Hexan 2:1, 1% HOAc (v/v)

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 100/0/0.1 in 30 min, 50°C): Ry = 12.17 min

Smp.: 110°C

[a]}) = - 119.4° (MeOH, ¢ = 0.32)
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"H-NMR (400 MHz, CDCl;): § = 2.00-2.11 (m, 1 H, CHH), 2.29-2.55 (m, 5 H, CHH, 2 CH>),
2.66 (s, 3 H, NCH3), 2.70-2.79 (dd, *J = 15.8 Hz, °J = 8.0 Hz, 2 H, p-CH,), 2.85 [2.98] (s,
3 H, NCHj3), 3.01-3.10 (m, 1 H, CHH), 3.27-3.37 (m, 1 H, CHH), 3.70 [3.71] (s, 3 H,
CO,CH3), 3.77 [3.72] (s, 3 H, OCH3), 4.44 [4.61] (d, °J = 15.8 Hz, 1 H, OCHH-C=0), 4.67
(d, 2J = 15.8 Hz, 1 H, OCHH-C=0), 4.77-4.82 (m, 2 H, a-CH), 5.11-5.15 (m, 1 H, a-CH),
5.46-5.50 (t, °J = 7.7 Hz, 1 H, 0-CH), 6.26-6.31 (m, 1 H, NH), 6.56-6.64 (m, 3 H, Tyr-arom.
CH), 6.71-6.74 (d, °J = 8.3 Hz, 2 H, Tyr-arom. CH), 6.78-6.83 (d, >J = 8.5 Hz, 2 H, Tyr-arom.
CH), 6.97-6.98 (d, >J = 6.0 Hz, 1 H, Tyr-arom. CH), 7.08-7.20 (m, 5 H, arom. CH), 7.23-7.26
(m, 4 H, arom. CH), 7.33-7.42 (m, 1 H, arom. CH).

BC-NMR (100.6 MHz, CDCls): = 29.88 (NCHj3), 30.38 (NCHs), 31.43 [31.51] (CH>),
33.44 (CHy), 34.59 (CH>), 37.26 [37.42] (CH,), 37.98 (CH>), 49.99 [50.19] (a-CH), 52.43
[52.48] (CO,CHj3) 53.61 (a-CH), 54.89 [55.38] (OCH3), 59.64 [60.36] (a-CH), 61.15 [61.48]
(OCH,CO,CHj3), 113.74, [113.80] (2 Tyr-arom. CH), 115.33, [115.38] (2 Tyr-arom. CH),
126.26 [126.30] (arom. CH), 126.84 [126.97] (arom. CH), 127.24 (arom. CH), 128.17
[128.24] (arom. CH), 128.40 [128.52] (arom. CH), 128.63 [128.73], (arom. CH), 128.82
[128.98] (2 Tyr-arom. CH), 130.18 [130.32] (2 Tyr-arom. CH), 136.63 (arom. Cg), 135.34
(arom. Cy) , 140.31 (arom. C,), 140.34 (arom. Cg), 155.03 (arom. C4-OH), 158.46 (arom. Cg-
OCHj3), 167.83 (C=0), 169.55 (C=0), 169.75 (C=0), 171.45 ( C=0), 171.88 (C=0).
Aufgespaltene Signale (in eckigen Klammern) deuten auf Rotamere hin.

LC-MS (ESI-1, Grad. A): 736.2 [M-H] ", 760.5 [M+Na]", R; = 12.23 min

MS (MALDI-TOF): 738.85 [M+H]", 759.17 [M+Na]", 775.45 [M+K]"

HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C42H4sN309 [M+H]" 738.3391, gef. 738.3405

C42Ha7N309 (737.84)

N-3-Phenylpropionyl-D-tyrosyl-V, O-dimethyl-L-tyrosyl-/V-methyl-L-phenylalanyl-
carboxymethylester 91/12

Gemill AAV P12 Variante B wird polymergebundene Verbindung 152a (126 mg, 0.50
mmol/g, 63 pmol) zuerst mit Cs;CO; (450 mg, 1.5 mmol) und dann mit Bromessig-
sduremethylester (488 pl, 3.0 mmol) in 6 ml DMF fiir 44 h umgesetzt. Dann wird gemail
AAV PS5 Variante A fiir 12 h mit 10 ml TFA/Triisopropylsilan/H,O 90:5:5 (v/v/v), dann fiir
12 h mit 10 ml TFA/H,0 95:5 (v/v) vom Harz gespalten.

Reinigung: HPLC (P1, CH3;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 65/35/0.1 in 60 min, 10 ml/min)
Ausbeute: 10 mg, 25 pmol, 40% weiller Feststoff
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HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C): R;=9.11 min

[a]) =—93.1° (MeOH, ¢ = 0.39)

Smp.: 95-97°C

"H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 1.93-1.98 (t, °J = 7.8 Hz, 1 H, PACHHCH,), 2.21-2.43 (m
tiberl., 4 H, Ph\CHHCH,, 3 B-CH), 2.40 [2.50] (s tiberl, 3 H, NCH3), 2.61-2.74 (m {iiberl., 3 H,
3 B-CH), 2.71 [2.86] (s iiberl., 3 H, NCH3), 2.92-3.05 (m, 1 H, PhCH,CHH), 3.18-3.29 (m, 1
H, PhCH,CHH), 3.64 [3.65] (s, 3 H, OCH3), 4.41-4.67 (m, 2 H, OCH,-C=0), 4.78-4.95 (m, 2
H, a-CH), 5.39-5.44 (t, °J = 7.7 Hz, 1 H, a-CH), 6.52-6.63 (m, 3 H, Tyr-arom. CH), 6.68 (d,
3J=8.5 Hz, 2 H, Tyr-arom. CH), 6.74 (d, 3J=8.3 Hz, 2 H, Tyr-CH) 6.76 (m, 1 H, Tyr-arom.
CH), 7.01 (d, >J = 7.2 Hz, 2 H, arom. CH), 7.04-7.13 (m, 3 H, arom. CH), 7.14-7.23 (m, 4 H,
arom. CH), 7.25-7.32 (m, 1 H, arom. CH).

Aufgespaltene Signale (in eckigen Klammern) deuten auf Rotamere hin.

LC-MS (ESI-1, Grad. A): 724.0 [M+H]", R, = 7.45 min

MS (MALDI-TOF): 746.8 [M+Na]", 762.8 [M+K]"

HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C4;H46N309 [M+H]" 724.3234, gef. 724.3305

C41HasN309 (723.81)

N-3-Phenylpropionyl-D-tyrosyl-/V,O-dimethyl-L-tyrosyl-N-methyl-L-phenylalaninallyles-
ter 91/13

Gemdfl AAV P2 wird polymergebundene Verbindung 116W (919 mg, 0.52 mmol/g,
478 umol) fiir 2 x 10 min mit 2 x 5 ml Piperidin/DMF umgesetzt, anschlieBend erfolgt gemal
AAV P9 Umsetzung mit 147¢ (264 mg, 1.75 mmol), HATU (627 mg, 1.65 mmol), HOAt (75
mg, 550 pmol) und DIEA (941 pl, 5.5 mmol) in 15 ml NMP fiir 4.5 h.

Gemil AAV PS5 Variante A werden von einem Teil der festphasengebundenen Verbindung

(168 mg, 0.52 mmol/g 87 umol) fiir 12 h mit 10 ml TFA/Triisopropylsilan/H,O 90:5:5 (v/v/v)

abgespalten.
Reinigung: HPLC (P1, CH;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 65/35/0.1 in 60 min, 10 ml/min)
Ausbeute: 19 mg, 27 pmol, 31% weiler Feststoff

HPLC (A2, CH;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 100/0/0.1 in 30 min, 50°C): R, = 14.65 min
Smp.: 77-80°C
[a]}) =—122.1° (MeOH, ¢ = 0.33)
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"H-NMR (400 MHz, CDCls): § = 2.29-2.62 (m iiberl., 5 H, 2 CH, CHH), 2.34 [2.59] (s
tiberl., 3 H, NCH3), 2.56-2.83 (m tiberl., 3 H, CH,, CHH), 2.79 [2.87] (s iiberl., 3 H, NCHs),
3.04-3.12 (m, 1 H, B-CH), 3.27-3.35 (m, 1 H, B-CH), 3.71 [3.73] (s, 3 H, OCH3), 4.60 (d, *J =
5.8 Hz, 2 H, Allyl-CH,0), 4.82-5.08 (m, 2 H, a-CH), 5.20-5.33 (m, 2 H, Allyl-CH=CH,), 5.50
(t,’J=7.5Hz, 1 H, 0-CH), 5.73-5.91 (m, 1 H, Allyl-CH=CH,), 6.13-6.22 (m, 1 H, NH), 6.58-
6.64 (m, 3 H, Tyr-arom. CH), 6.72-6.75 (m, 2 H, Tyr-arom. CH), 6.79-6.83 (m, 2 H, Tyr-
arom. CH), 6.93-6.95 (m, 1 H, Tyr-arom. CH), 7.10-7.19 (m, 6 H, arom. CH), 7.21-7.27 (m,
4 H, arom. CH).

Aufgespaltene Signale (in eckigen Klammern) deuten auf Rotamere hin.

MS (MALDI-TOF): 728.7 [M+Na]", 744.7 [M+K]"

LC-MS (ESI-1, Grad. A): 728.4 [M+Na]", R, = 13.41 min

FAB (3-NBA): 706.4 [M+H]", 728.3 [M+Na]"

HR-MS (FAB, m/z): ber fiir C4oHysN307 [M+H]" 706.3492, gef.: 706.3398

C42HagN307 (705.84)

N-3-Phenylpropionyl-D-tyrosyl-/V, O-dimethyl-L-tyrosyl-N-methyl-L-phenylalanin 92/10
Gemill AAV PS5 Variante A wird von polymergebundener Verbindung 152a (194 mg, 0.50
mmol/g, 97 pumol) mit 10 ml TFA/Triisopropylsilan/H,O 90:5:5 (v/v/v) fiir 12 h und
anschliefend mit 10 ml TFA/H,0 95:5 (v/v) fiir 12 h vom Harz abgespalten.

Reinigung: HPLC (P1, CH3;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 65/35/0.1 in 60 min, 10 ml/min)
Ausbeute: 23 mg, 35 umol, 36% hellbrauner Feststoff

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 100/0/0.1 in 30 min): R; = 8.73 min

Smp.: 126°C

[a]}) =—105.1° (MeOH, ¢ = 1.0)

"H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 2.16-2.53 (m iiberl., 4 H, 2 CH,), 2.24 [2.32] (s iiberl., 3 H,
NCHs), 2.56-2.83 (m iiberl., 4 H, 2 CH,), 2.65 [2.76] (s iiberl., 3 H, NCH3), 2.93-3.03 (m,
1 H, B-CH), 3.12-3.29 (m, 1 H, B-CH), 3.63 (s, 3 H, OCH3), 4.17-4.28 (m, 1 H, a-CH), 4.63-
4.72 [4.73-4.84] (m, 1 H, 0-CH), 4.97 [5.30] (t, °J = 7.3 Hz, 1 H, a-CH), 6.48-6.82 (m, 8 H,
arom. Tyr-CH), 6.91-7.26 (m, 10 H, arom. CH).

BC-NMR (100.6 MHz, CDCl3): & = 29.67 [29.94] (NCH3), 30.31 (NCHj3), 31.28 (CH,),
31.39 (CHy), 33.94 (CH), 34.92 (CH,), 36.81 (CH), 37.80 (CH3), 50.10 [50.54] (a-CH),
53.78 (a-CH), 55.23 [55.26] (OCH3), 55.92 [60.88] (a-CH), 113.78 [113.85] (2 Tyr-arom.
CH), 115.57 [15.67] (2 Tyr-arom. CH), 126.33 [126.38] (arom. CH), 126.70 [127.12] (arom.
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CH), 128.18 [128.26] (2 arom. CH), 128.33 [128.54] (2 arom. CH), 128.58 [128.64] (2 arom.
CH), 128.81 [128.98] (2 arom. CH), 129.00 [130.06] (2 arom. CH), 130.16 [130.40] (2 arom.
CH), 130.81 (arom. Cgy), 136.78 (arom C,), 137.26 (arom C,), 140.06 [140.20] (arom C,),
155.41 [155.59] (arom. C4-OH), 158.31 [158.43] (arom C4-OCHzs), 168.99 (C=0), 169.84
(C=0), 171.71 (C=0), 172.50 (C=0).

Aufgespaltene Signale (in eckigen Klammern) deuten auf Rotamere hin.

LC-MS (ESI-1, Grad. A): 664.3 [M-H] ", R;=8.18 min

MS (MALDI-TOF): 687.70 [M+Na]", 703.33 [M+K]"

HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C30H44N3;07 [M+H]" 666.3179, gef. 666.3164

C39H43N307 (665.78)

N’-Benzyloxycarbonyl-L-histidyl-N-methyl-L/D-tyrosyl-N-methyl-L-phenylalanin-hydro-
trifluoracetat 92/12
Gemil AAV P2 wird polymergebundene Verbindung 140 (336 mg, 0.52 mmol/g, 175 pmol)
fiir 2 x 15 min mit 2 x 6 ml Piperidin/DMF umgesetzt, anschlieend erfolgt gemil AAV P10
Reaktion mit Benzylchloroformiat (191 pl, 1.12 mmol), DMAP (14 mg, 112 umol), HOAt
(152 mg, 1.12 mmol) und DIEA (383 ul, 2.24 mmol) in 9 ml DMF/CH,Cl, fiir 8 h. Dann wird
fiir 24 h mit Pd(PPhs)s in 10 ml Morpholin/THF gema3 AAV P1 Variante C der Allylester
deblockiert und gemd3 AAV P5 Variante A mit einem Gemisch von TFA/H,O/TES 90:5:5
(v/v/v) fiir 24 h vom Harz abgespalten.
Reinigung: HPLC (P1, CH;CN/H,O/TFA, 30/70/0.1 - 60/40/0.1 in 60 min, 10 ml/min, 50°C)
Man erhélt ein nicht weiter auftrennbares Gemisch von Isomeren (7:3, laut HPLC).
Ausbeute: 21 mg, 28 um, 16% brauner Feststoff
HPLC (A2, CH3;CN/H,0O/TFA, 20/80/0.1 - 90/10/0.1 in 40 min, 50°C):

R¢=11.33 min (Isomer 1), R = 11.83 min (Isomer 2)
Smp.: 109°C
[a]}) =—65.3° (MeOH, ¢ = 1.00)
"H-NMR (400 MHz, CD;0D): & = 2.34-3.22 (m, 12 H, 2 NCH3, 6 p-CH), 4.58-4.78 (m, 2 H,
a-CH), 5.08-5.14 (m, 1 H, a-CH), 5.41-5.49 (m, 2 H, PhCH,0), 6.56-6.71 (m, 3 H, Tyr-arom.
CH), 6.91 (m, 1 H, Tyr-arom. CH), 6.98-7.03 (m, 1 H, His-arom. CH), 7.08-7.35 (m, 10 H,
arom. CH), 8.63-8.67 (m, 1 H, His-arom. CH).
LC-MS (ESI-1, Grad A): 628.2 [M+H]", 650.2 [M+Na]’, R, = 2.43 (Isomer 1), R, = 2.48

(Isomer 2)



172 7. Experimenteller Teil

MS (MALDI-TOF): 628.62 [M+H]", 650.61 [M+Na]"
HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C3;H3sNsO; [M+H]" 628.2771, gem. 628.2761.
C34H37N507 (627.69)«C,HF50; (114.02)

N"-3-Phenylpropionyl-L-histidyl-V-methyl-L/D-tyrosyl-N-methyl-L-phenylalanin-hy-
drotrifluoracetat 92/14
Gemill AAV P2 wird polymergebundene Verbindung 140 (346 mg, 0.52 mmol/g, 180 umol)
fiir 2 x 15 min mit 2 x 6 ml Piperidin/DMF umgesetzt, anschlieBend erfolgt gemdfl AAV P9
Reaktion mit 147¢ (135 mg, 896 pumol), HATU (319 mg, 840 umol), HOAt (38 mg, 280
umol) und DIEA (479 pl) in 9 ml NMP fiir 8 h. Dann wird fiir 24 h mit Pd(PPh;3)4 in 10 ml
Morpholin/THF gemd3 AAV P1 Variante C der Allylester deblockiert und gemi3 AAV PS5
Variante A mit einem Gemisch von TFA/H,O/TES 90:5:5 (v/v/v) fiir 24 h vom Harz
abgespalten.
Reinigung: HPLC (P1, CH3;CN/H,O/TFA, 30/70/0.1 - 60/40/0.1 in 60 min, 10 ml/min, 50°C)
Man erhilt ein nicht weiter auftrennbares Gemisch von Isomeren (7:3, laut HPLC)
Ausbeute: 66 mg, 90 pmol, 50% hellbrauner Feststoff
HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 90/10/0.1 in 50 min, 50°C)

R =17.88 min (Isomer 1), R; = 19.14 min (Isomer 2)
Smp.: 122°C
[a]}) =—71.8° (MeOH, ¢ = 0.32)
"H-NMR (400 MHz, CD;0D): & = 2.29-3.23 (m, 16 H, 2 NCH3, 6 p-CH, 2 CH,), 4.58-4.64
(m, 1 H, a-CH), 5.08-5.14 (m, 1 H, a-CH), 5.28-5.48 (m, 1 H, a-CH), 6.56-6.75 (m, 3 H, Tyr-
arom. CH), 6.85-6.93 (m, 1 H, Tyr-arom. CH), 7.01-7.04 (m, 1 H, His-arom. CH), 7.13-7.38
(m, 10 H, arom. CH), 8.61 [8.64] (m, 1 H, His-arom CH).
Aufgespaltene Signale (in eckigen Klammern) deuten auf Rotamere hin.
LC-MS (ESI-1, Grad A): 626.2 [M+H]", 648.3 [M+Na]"; R, = 2.50 min
HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C3sH41N5Os [M+H]" 626.2979, gem. 626.2958
C35H4oN506 (625.71)«C,HF30; (114.02)
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Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung von Tripeptiden des Typs N-3-[(4-(n-
Pentyl)phenyl]propionyl-D-Tyr-Tyr-X-OH (AAV P14)

Gemdll AAV P2 wird das entsprechende polymergebundene Tripeptid 144 (400 mg, 0.41
mmol/g, 162 pmol) fiir 2 x 5 min mit 2 x 5 ml Piperidin/DMF umgesetzt, anschlieend erfolgt
gemill AAV P9 Reaktion mit 147b (117 mg, 530 umol), HATU (188 mg, 480 pmol), HOAt
(22 mg, 162 umol) und DIEA (277 pl, 1.62 mmol) in 5 ml NMP fiir 12 h. Dann wird fiir 12 h
mit Pd(PPhs), in 5 ml Morpholin/THF gemi3 AAV P1 Variante C der Allylester deblockiert.
Gemill AAV P5 Variante B wird fiir 2 x 15 min mit jeweils 5 ml TFA/CH,Cl,/H,O 47:47:6
(v/v/v) und fiir 2 x 1.5 h mit jeweils 5 ml TFA/H,0 95:5 (v/v) vom Harz abgespalten. HPLC-
Reinigung und Gefriertrocknung liefert die Zielverbindungen.

N-3-[(4-(n-Pentyl)phenyl]propionyl-D-tyrosyl-L-tyrosyl-L-phenylalanin 92/16

Ausgehend von Tripeptid 144a erhdlt man nach Umsetzung gemiBl AAV P14 die
Zielverbindung.

Ausbeute: 16 mg, 23 pmol, 14% weiller Feststoff

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C): R; = 8.25 min

Smp.: 214°C

[a]) =—1.1° (MeOH, ¢ = 0.47)

"H-NMR (400 MHz, CD;OD): & = 0.74 (t, °J = 6.8 Hz, 3 H, CH,CH3), 1.16-1.18 (m, 4 H,
2 CH,CH,CHs), 1.42-1.47 (m, 2 H, CH,), 2.26-2.32 (m, 2 H, CH,), 2.39-2.43 (m, 2 H, CH,),
2.51-2.61 (m, 2 H, CH,), 2.65-2.72 (m, 4 H, 4 B-CH), 2.86-2.91 (m, 1 H, B-CH), 3.03-3.07
(m, 1 H, B-CH), 4.26-4.33 (m, 2 H, a-CH), 4.51-4.54 (m, 1 H, a-CH), 6.51-6.55 (m, 4 H, Tyr-
arom. CH), 6.61 (d, °J = 8.4 Hz, 2 H, Tyr-arom. CH), 6.70 (d, °J = 8.4 Hz, 2 H, Tyr-arom.
CH), 6.92-7.15 (m, 9 H, arom. CH).

LC-MS (ESI-1, Grad. A): 694.2 [M+H]", 716.4 [M+Na]"; R;= 11.78 min

MS (MALDI-TOF): 694.9 [M+H]", 716.8 [M+Na]"

HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C4;H4sN307 [M+H]" 694.3492, gem. 694.3522

C41H47N307 (693.83)

N-3-[(4-(n-Pentyl)phenyl]propionyl-D-tyrosyl-L-tyrosyl-L-3-(2-naphthyl)alanin 92/17
Ausgehend von Tripeptid 144d erhdlt man nach Umsetzung gemidl AAV P14 die

Zielverbindung.
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Reinigung: HPLC (P1, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 70/30/0.1 in 30 min, 10 ml/min, 50°C)
Ausbeute: 26.3 mg, 35 umol, 22% weiller Feststoff
HPLC (A2, CH;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C): R, = 9.74 min
Smp.: 102°C
[a]}) =+2.0° (MeOH, ¢ = 1.0)
"H-NMR (400 MHz, CD;MeOD): & = 0.78 (t, °J = 6.9 Hz, 3 H, CH,CH3), 1.20-122 (m, 4 H,
CH-CH-CH3), 1.46-1.49 (m, 2 H, CH,), 2.24-2.29 (m, 2 H, CH,), 2.45 (t, °J = 7.8 Hz, 2 H,
CH,), 2.48-2.62 (m, 2 H, CH,), 2.63-2.75 (m, 4 H, 4 p-CH), 3.06-3.11 (dd, /= 13.9 Hz, °J =
7.8 Hz, 1 H, B-CH), 3.23-3.28 (m, 1 H, p-CH), 4.29 (t, *J = 7.0 Hz, 1 H, 0-CH), 4.35 (dd, *J =
5.9 Hz, °J=7.8 Hz, 1 H, 0-CH), 4.66 (dd, *J = 5.5 Hz, >J=7.6 Hz, | H, a-CH), 6.52-6.57 (m,
4 H, Tyr-arom. CH), 6.64 (d, >J = 8.4 Hz, 2 H, Tyr-arom. CH), 6.68 (d, >J = 8.4 Hz, 2 H, Tyr-
arom. CH), 6.94 (d, 3J=82 Hz, 2 H, arom. CH), 6.98 (d, 3J=82 Hz, 2 H, arom. CH), 7.18
(dd, °J = 8.4 Hz, *J =1.8 Hz, 1 H, Naphtyl-arom. 3-CH), 7.30-7.34 (m, 2 H, Naphtyl-arom. 6-
CH, 7-CH), 7.52 (s, 1 H, Naphtyl-arom. 1-CH), 7.61-7.68 (m, 3 H, Naphtyl-arom. 4-CH, 5-
CH, 8-CH).
LC-MS (ESI 1, Grad. A ): 744.2 [M+H]", 766.4 [M+Na]"; R, = 14.45 min
MS (MALDI-TOF): 766.5 [M+Na]"
HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C4sHsoN307 [M+H]" 744.3649, gem. 744.3660

ber. fiir C4sH49N3NaO; [M+Na]" 766.3468, gem. 766.3498
C4sH4oN30; (743.89)

N-3-[(4-(n-Pentyl)phenyl]propionyl-D-tyrosyl-L-tyrosyl-D/L-3-(1-methyl-1-silacyclo-
hexyl)alanin 92/18
Ausgehend von Tripeptid 144b erhdlt man nach Umsetzung gemidl AAV P14 die

Zielverbindung.
Reinigung: HPLC (P1, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 70/30/0.1 in 30 min, 10 ml/min, 50°C)
Ausbeute: 25.1 mg, 34 umol, 21% weiller Feststoff

HPLC (A2, CH;CN/H,0/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C): R, = 13.73 min

Smp.: 118°C

[a]}) =—5.7° (MeOH, ¢ = 1.00)

"H-NMR (400 MHz, CD;0D): & = 0.00 (s, 3 H, SiCH3), 0.49-0.52 (m, 4 H, 2 SiCH,), 0.81 (t,
3J=17.0 Hz, 3 H, CH,CHj3), 0.90-1.02 (m, 1 H, Si-B-CH), 1.04-1.13 (m, 1 H, Si-B-CH), 1.14-
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1.41 (m, 4 H, 2 CHy), 1.42-1.53 (m, 4 H, 2 SiCH,CH,), 1.54-1.63 (m, 2 H, CH,), 2.32-2.49
(m, 4 H, 2 Ph-CH,), 2.53-2.68 (m, 6 H, Ph-CH,CH,-C=0, 4 B-CH), 4.26-4.41 (m, 2 H, a-
CH), 4.50-4.53 (m, 1 H, 0-CH), 6.58-6.63 (m, 4 H, Tyr-arom. CH), 6.69-6.72 (m, 2 H, Tyr-
arom. CH), 6.75 (d, °J = 8.4 Hz, 2 H, Tyr-arom. CH), 6.99 (d, >J = 8.2 Hz, 2 H, arom. CH),
7.02 (d,*J = 8.2 Hz, 2 H, arom. CH).

LC-MS (ESI-1, Grad A): 730.2 [M+H]", 752.4 [M+Na]": R, = 17.58 min

MS (MALDI-TOF): 752.9 [M+Na]"

HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C4;HssN30,Si [M+H]" 730.3809, gem. 730.3906

C41HssN305Si (729.98)

N-Benzyloxycarbonyl-D-tyrosyl-/N-methyl-L-phenylalanyl-L-tyrosin 92/21

Durch sequenzielle N-terminale Deblockierung ausgehend von polymergebundener
Verbindung L-93W (400 mg, 0.30 mmol/g, 120 umol) mit 2 x 5 ml Piperidin/DMF fiir 2 x 5
min geméd AAV P2 und Aminosdurekupplung von 129a (169 mg, 420 pmol) fiir 2.5 h und
anschlieend von D-134 (193 mg, 420 umol) fiir 14 h durch jeweilige Kupplung mit HATU
(148 mg, 390 umol) in Gegenwart von DIEA (134 pl, 780 pumol) in 5 ml NMP gemil AAV
P4 Variante A wird das polymergebundene Tripeptid aufgebaut. Nun folgte N-terminale
Deblockierung analog AAV P2, Umsetzung mit Benzylchloroformiat (73 pl, 520 pumol),
gemill AAV P10 fiir 10 h, Freisetzung des C-Terminus gema3 AAV P1 Variante C fiir 16 h.
Gemil AAV P5 Variante B wird fiir 30 und 60 min mit jeweils 5 ml TFA/CH,Cl,/H,O
47:47:6 (v/v/v) und fir 2 x 1.5 h mit jeweils 5 ml TFA/H,0 95:5 (v/v) vom Harz abgespalten.

Reinigung: HPLC (P2, CH3CN/H,O/TFA, 10/90/0.1 - 70/30/0.1)

Ausbeute: 11 mg, 17 pmol, 14% weiller Feststoff

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 90/10/0.1 in 40 min, 50°C): R; = 15.74 min

Smp.: 116-117°C

[a]}) =+23.6° (MeOH, ¢ =0.11)

"H-NMR (400 MHz, CD;0D): & = 2.28-2.40 (m, 1 H, B-CH), 2.47 (s, 3 H, NCHj3), 2.60-2.69
(m, 1 H, B-CH), 2.75-2.87 (m, 2 H, B-CH>), 3.05-3.16 (m, 2 H, B-CH,), 4.46-4.50 (m, 1 H, a-
CH), 4.56-4.60 (m, 1 H, a-CH), 4.95 (d, ’J = 12.5 Hz, 1 H, Ph-CHH-0), 5.03 (d, >J = 12.5 Hz,
1 H, Ph-CHH-0), 5.39-5.42 (t, *J = 5.5 Hz, 1 H, a-CH), 6.56 (d, °J = 8.6 Hz, 2 H, Tyr-arom.
CH), 6.62 (d, °J = 8.4 Hz, 2 H, Tyr-arom. CH), 6.75 (d, °J = 8.4 Hz, 2 H, Tyr-arom. CH), 6.93
(d, 3J=8.4 Hz, 2 H, Tyr-arom. CH), 7.11-7.13 (m, 3 H, arom. CH), 7.17-7.25 (m, 7 H, arom.
CH).
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LC-MS (ESI-2): 638.04 [M-H] ", R{=2.22 min

MS (MALDI-TOF): 662.6 [M+Na]", 678.6 [M+K]"

HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C3sH37N3NaOg [M+Na]Jr 662.2478, gem. 662.2538
Cs6H37N305 (639.69)

N-Benzyloxycarbonyl-D-tyrosyl-L-phenylalanyl-L-tyrosin 92/22

Durch sequenzielle schrittweise N-terminale Deblockierung ausgehend von polymerge-
bundener Verbindung L-93W (400 mg, 0.30 mmol/g, 120 pmol) mit 2 x 5 ml Piperidin fiir 2
x 5 min gemd AAV P2 und Aminosdurekupplung von 129b (163 mg, 420 umol) fiir 2.5 h
und D-134 (193 mg, 420 pmol) fiir 14 h durch jeweilige Kupplung mit HATU (148 mg, 390
umol) in Gegenwart von DIEA (134 ul, 780 pmol) in 5 ml NMP geméll AAV P4 Variante A
wurde das polymergebundene Tripepeptid aufgebaut. Nun folgte N-terminale Deblockierung
analog AAV P2, Ankniipfung von Benzylchloroformiat (73 pl, 520 umol) geméd3 AAV P10
fiir 10 h, Freisetzung des C-terminus gemiB AAV P1 Variante C fiir 16 h und geméll AAV P5
Variante B wird fiir 30 und 60 min mit jeweils 5 ml TFA/CH,Cl,/H,0 47:47:6 (v/v) und fiir 2
x 1.5 h mit jeweils 5 ml TFA/H,0 95:5 (v/v) abgespalten und anschlieBend gemiall AAV P5
Variante B aufgearbeitet und das Produkt gereinigt.

Reinigung: HPLC (P2, CH3CN/H,O/TFA, 10/90/0.1 - 70/30/0.1)

Ausbeute: 14 mg, 22 pmol, 18% weiller Feststoff

HPLC (A2, CH;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 90/10/0.1 in 40 min, 50°C): R; = 14.54 min

Smp.: 165°C

[a]}) =+ 1.0° (MeOH, ¢ = 0.35)

"H-NMR (400 MHz, CD;0D): & = 2.52 (dd, %J = 13.5 Hz, °J = 8.8 Hz, | H, p-CHH), 2.72
(dd, 2J=14.1 Hz, °J = 8.8 Hz, 2 H, B-CH,), 2.86 (dd, °J = 14.1 Hz, °J = 8.4 Hz, 1 H, p-CHH),
2.95-3.06 (m, 2 H, p-CH,), 4.15-4.18 (m, 1 H, a-CH), 4.50-4.56 (m, 2 H, a-CH), 4.90 (d, *J =
12.5 Hz, 1 H, Ph-CHH-0), 5.01 (d, >/ = 12.5 Hz, 1 H, Ph-CHH-0), 6.57 (d, *J = 8.4 Hz, 2 H,
Tyr-arom. CH), 6.62 (d, *J = 8.4 Hz, 2 H, Tyr-arom. CH), 6.81 (d, °J = 8.2 Hz, 2 H, Tyr-arom.
CH), 7.02 (d, 3J=28.6 Hz, 2 H, Tyr-arom. CH), 7.10-7.16 (m, 4 H, arom. CH), 7.19-7.25 (m,
5 H, arom. CH).

LC-MS (ESI-2): 624.48 [M—H]; R; = 3.88 min

MS (MALDI-TOF): 648.5 [M+Na]", 664.5 [M+K]"

HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C3sH3¢N30g [M+H]" 626.2502, gem. 626.2523

CssH3sN30s5 (625.67)
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N-Benzyloxycarbonyl-D-tyrosyl-L-tyrosyl-L-tyrosin 92/23

Durch sequenzielle N-terminale Deblockierung ausgehend von polymergebundener Ver-
bindung L-93W (400 mg, 0.30 mmol/g, 120 umol) mit Piperidin/DMF fiir jeweils 2 x 5 min
gemidll AAV P2 und Aminosdurekupplung von L-134 (193 mg, 420 pumol) fiir 2.5 h und
D-134 (193 mg, 420 pumol) fiir 14 h durch jeweilige Kupplung mit HATU (148 mg, 390
umol) in Gegenwart von DIEA (134 ul, 780 pmol) in 5 ml NMP gemdll AAV P4 Variante A
wurde das polymergebundene Tripepeptid aufgebaut. Nun folgt N-terminale Deblockierung
analog AAV P2, Umsetzung mit Benzylchloroformiat (73 pl, 520 pmol), DMAP (16 mg, 130
umol), HOAt (71 mg, 520 pumol) und DIEA (178 pl, 1.04 mmol) in 7.5 ml DMF/CH,ClI,
gemidll AAV P10 fiir 10 h und anschlieBend Freisetzung des C-Terminus gemdl AAV P1
Variante C fiir 16 h. Gemi3 AAV P5 Variante B wird fiir 30 und 60 min mit jeweils 5 ml
TFA/CH,Cl,/H,0 47:47:6 (v/v/v) und fiir 2 x 1.5 h mit jeweils 5 ml TFA/H,O 95:5 (v/v) vom
Harz abgespalten.

Reinigung: HPLC (P2, CH;CN/H,O/TFA, 10/90/0.1 - 70/30/0.1)

Ausbeute: 16 mg, 25 pmol, 21% weiler Feststoff

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 90/10/0.1 in 40 min, 50°C): R;=11.33 min

Smp.: 142-144°C

[a]) =+ 1.1° (MeOH, ¢ = 0.54)

"H-NMR (400 MHz, CD;0D): & = 2.53 (dd, >J = 13.9 Hz, °J = 8.6 Hz, 1 H, B-CH), 2.65 (dd,
J=14.1 Hz, °J = 8.6 Hz, 1 H, B-CH), 2.77 (dd, °’J = 14.1 Hz, *J = 5.8 Hz, 2 H, p-CH), 2.87
(m, 2 H, p-CH,), 3.03 (dd, °J = 8.6 Hz, 1 H, p-CH) 4.17 (dd, *J=8.9 Hz, *J=5.7Hz, 1 H, a-
CH), 4.47-4.53 (m, 2 H, 0-CH), 4.89 (d, °J = 12.5 Hz, 1 H, PhACHHO), 5.01 (d, >J = 12.5 Hz,
1 H, Ph-CHH-0), 6.58-6.65 (m, 6 H, Tyr-arom. CH), 6.82 (d, *J = 8.4 Hz, 2 H, Tyr-arom.
CH), 6.87 (d, >J = 8.4 Hz, 2 H, Tyr-arom. CH), 6.96 (d, °J = 8.4 Hz, 2 H, Tyr-arom. CH),
7.20-7.23 (m, 5 H, arom. CH).

LC-MS (ESI 2): 640.77 [M-H]; Ry = 1.88 min.

MS (MALDI-TOF): 664.8 [M+Na]", 680.8 [M+K]"

MS-HR (FAB, m/z): ber. fiir C3sH36N309 [M+H]" 642.2452, gem. 642.2417

Cs5H35N309 (641.67)

N-Benzyloxycarbonyl-L-tyrosyl-L-tyrosyl-L-tyrosin 92/24
Durch sequenzielle N-terminale Deblockierung ausgehend von polymergebundener Verbin-

dung L-93W (400 mg, 0.30 mmol/g, 120 pumol) mit 2 x 5 ml Piperidin/DMF fiir 2 x 5 min
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gemidl AAV P2 und Aminosdurekupplung von L-134 (193 mg, 420 pmol) fiir 2.5 h und
L-134 (193 mg, 420 umol) fiir 14 h durch jeweilige Kupplung mit HATU (148 mg, 390
umol) in Gegenwart von DIEA (134 ul, 780 pmol) in 5 ml NMP geméll AAV P4 Variante A
wird das polymergebundene Tripeptid aufgebaut. Nun folgt N-terminale Deblockierung
analog AAV P2, Umsetzung mit Benzylchloroformiat (73 pl, 520 umol), DMAP (16 mg, 130
umol), HOAt (71 mg, 520 pmol) und DIEA (178 pl, 1.04 mmol) in 7.5 ml DMF/CH,Cl,
gemidl AAV P10 fiir 10 h und Freisetzung des C-Terminus gemi3 AAV P1 Variante C fiir 16
h. AnschlieBend wird gemidB3 AAV PS5 Variante B fiir 30 und 60 min mit jeweils 5 ml
TFA/CH,Cl,/H,O 47:47:6 (v/v/v) und fiir 2 x 1.5 h mit jeweils 5 ml TFA/H,0 95:5 (v/v) vom
Harz abgespalten.

Reinigung: HPLC (P2, CH3CN/H,O/TFA, 10/90/0.1 - 70/30/0.1)

Ausbeute: 24 mg, 37 pmol, 31% weiller Feststoff

HPLC (A2, CH;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 90/10/0.1 in 40 min, 50°C): R;= 11.20 min

Smp.: 126°C

[a]}) =—12.7° (MeOH, ¢ = 0.45)

"H-NMR (400 MHz, CD;0D): & = 2.57 (dd, 2J = 13.7 Hz, °*J = 9.6 Hz, 1 H, p-CH), 2.71 (dd,
2J=14.1 Hz,*J = 8.6 Hz, 1 H, p-CH), 2.82-2.87 (m, 2 H, p-CH,), 2.91-3.07 (m, 2 H, B-CH,),
4.19 (dd,*J=9.4 Hz, *J=4.9 Hz, 1 H, a-CH), 4.50 (dd, °J = 8.0 Hz, °J= 5.5 Hz, 2 H, o-CH),
4.88 (d, °J = 12.5 Hz, 1 H, Ph-CHH-0), 4.98 (d, ’J = 12.5 Hz, 1 H, Ph-CHH-O), 6.58-6.63
(m, 6 H, Tyr-arom. CH), 6.90-6.95 (m, 6 H, Tyr-arom. CH), 7.15-7.26 (m, 5 H, arom. CH).
LC-MS (ESI-2): 640.00 [M—H]; R;= 1.90 min,

MS (MALDI-TOF): 664.5 [M+Na]"

HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C3sH3sN3;00 [M+H]" 642.2452, gem. 642.2462

Css5H35N309 (641.67)

N-Benzyloxycarbonyl-L-phenylalanyl-L-phenylalanyl-L-tyrosin 92/25

Durch sequenzielle N-terminale Deblockierungen ausgehend von polymergebundener Ver-
bindung L-93W (400 mg, 0.30 mmol/g, 120 umol) mit 2 x 5 ml Piperidin/DMF fiir 2 x 5 min
gemidll AAV P2 und zweimalige Aminosdureankniipfung von 129b (163 mg, 420 umol) fiir
2.5 h und 14 h durch jeweilige Kupplung mit HATU (148 mg, 390 umol) in Gegenwart von
DIEA (134 pl, 780 pmol) in 5 ml NMP gemédfl AAV P4 Variante A wird das polymerge-
bundene Tripepeptid aufgebaut. Nun folgt N-terminale Deblockierung analog AAV P2, Um-
setzung mit Benzylchloroformiat (73 pl, 520 umol), DMAP (16 mg, 130 umol), HOAt (71
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mg, 520 umol) und DIEA (178 pl, 1.04 mmol) in 7.5 ml DMF/CH,Cl, gemdl3 AAV P10 fiir
10 h und anschlieBend Freisetzung des C-Terminus gemidll AAV P1 Variante C fiir 16 h.
GemilB AAV P5 Variante B wird fiir 30 und 60 min mit jeweils 5 ml TFA/CH,Cl,/H,O
47:47:6 (v/v/v) und fir 2 x 1.5 h mit jeweils 5 ml TFA/H,0 95:5 (v/v) vom Harz abgespalten.
Reinigung: HPLC (P2, CH;CN/H,O/TFA, 10/90/0.1 - 70/30/0.1)

Ausbeute: 13 mg, 21 pmol, 18% weiller Feststoff

HPLC (A2, CH;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 90/10/0.1 in 40 min, 50°C) R; = 14.54 min

Smp.: 201-202°C

[a]}) =—20.0° (MeOH, ¢ = 0.39)

"H-NMR (400 MHz, CD;OD): § =2.52 (m, 1 H, B-CH), 2.78-2.94 (m, 3 H, p-CH), 2.98-3.08
(m, 2 H, B-CH), 4.26 (dd, 2J = 9.8 Hz, >*J=4.9 Hz, 1 H, a-CH), 4.50 (dd, °J=7.8 Hz, *J = 5.5
Hz, a-CH), 4.58 (dd, J = 8.4 Hz, °J = 5.5 Hz, |1 H, a-CH), 4.90 (d, 2J = 12.5 Hz, 1 H, Ph-
CHH-0), 4.94 (d, °J = 12.5 Hz, 1 H, Ph-CHHO), 6.63 (d, *J = 8.6 Hz, 2 H, Tyr-arom. CH),
6.96 (d, 3J=8.6 Hz, 2 H, Tyr-arom. CH), 7.08-7.22 (m, 15 H, arom. CH).

LC-MS (ESI2): 608.47 [M-H]; R;=2.43 min

MS (MALDI-TOF): 632.9 [M+Na]", 648.8 [M+K]"

HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C3sH3¢N;07 [M+H]" 610.2553, gem. 610.2554

Cs5H35N307 (609.69)

N-3-[(4-(n-Pentyl)phenyl]-E-acryloyl-D-tyrosyl-L-phenylalanyl-L-tyrosin 92/26

Durch sequenzielle N-terminale Deblockierung ausgehend von polymergebundener Verbin-
dung L-93W (400 mg, 0.30 mmol/g, 120 pmol) mit 2 x 5 ml Piperidin/DMF fiir 2 x 5 min
gemidl AAV P2 und Aminosdurekupplung von 129b (163 mg, 420 pmol) fiir 2.5 h und D-134
(193 mg, 420 umol) fiir 14 h durch jeweilige Kupplung mit HATU (148 mg, 390 umol) in
Gegenwart von DIEA (134 pl, 780 umol) in 5 ml NMP gemill AAV P4 Variante A wird das
polymergebundene Tripeptid aufgebaut. Nun folgt N-terminale Deblockierung analog AAV
P2, Ankniipfung von 146b (85 mg ul, 390 umol) gemdll AAV P8 fiir 18 h, Freisetzung des C-
Terminus gemédl AAV P1 Variante C fiir 16 h. Gemi3l AAV P5 Variante B wird fiir 30 und
60 min mit jeweils 5 ml TFA/CH,Cl,/H,O 47:47:6 (v/v/v) und fiir 2 x 1.5 h mit jeweils 5 ml
TFA/H,0 95:5 (v/v) vom Harz abgespalten.

Reinigung: HPLC (P2, CH3CN/H,O/TFA, 10/90/0.1 - 70/30/0.1)

Ausbeute: 26 mg, 37 umol, 31% weiller Feststoff

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 90/10/0.1 in 40 min, 50°C): R; = 22.25 min
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Smp.: 131-132°C
[a]}) =—1.4° (MeOH, ¢ = 0.58)

"H-NMR (400 MHz, CD;OD): § = 0.82 (t, *J = 7.5 Hz, 3 H, CH,CHs), 1.22-1.29 (m, 4 H, 2
CH,), 1.52-1.56 (m, 2 H, CH,), 2.53 (t, J = 7.4 Hz, 2 H, PhCH,CH,), 2.61 (dd, >J = 13.9 Hz,
3J=8.0 Hz, 1 H, p-CH), 2.71 (dd, %J = 14.1 Hz, °J = 8.8 Hz, | H, B-CH), 2.79 (dd, *J = 14.1
Hz, °J = 6.5 Hz, 1 H, B-CH), 2.88 (dd, >J = 13.9 Hz, °J = 8.4 Hz, 1 H, B-CH), 2.96 (dd, °J =
14.1 Hz, *J = 5.1 Hz, 1 H, p-CH), 3.04 (dd, °J = 14.1 Hz, °J = 5.1 Hz, 1 H, B-CH), 4.49-4.55
(m, 3 H, a-CH), 6.48 (d, *Juans = 15.6 Hz, 1 H, CH=CHCO), 6.57 (d, °J = 8.6 Hz, 2 H, Tyr-
arom. CH), 6.60 (d, 3] =86 Hz, 2 H, Tyr-arom. CH), 6.82 (d, 3J=288 Hz, 2 H, Tyr-arom.
CH), 6.97 (d, °J = 8.6 Hz, 2 H, Tyr-arom. CH), 7.03 (d, *J = 8.4 Hz, 2 H, arom. CH), 7.09-
7.13 (m, 5 H, arom. CH), 7.36 (d, °J = 8.2 Hz, 2 H, arom. CH), 7.56 (d, *Jians = 15.6 Hz, 1 H,
CH=CH-CO).

LC-MS (ESI-2): 690.84 [M-H]; R, = 2.63 min

MS (MALDI-TOF): 714.6 [M+Na]"

HR-MS (FAB, m/z): ber fiir C4;H4sN:07 [M+H]" 632.3336, gem. 692.3332

C41H4sN307 (691.81)

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung der Tripeptide 92/28-92/30 (AAV P15)
Gemill AAV P2 wird polymergebundenes Tripeptid 135 (400 mg, 0.40 mmol/g, 160 umol)
fiir 2 x 5 min mit Piperidin umgesetzt, anschlieend erfolgt gemid3 AAV P10 Reaktion mit
Benzylchloroformiat (113 ul, 800 pmol), DMAP (24 mg, 200 umol), HOAt (109 mg, 800
umol) und DIEA (274 pl, 1.6 mmol) in DMF/CH,CIl, 2:1 (v/v) fiir 12 h. Dann wird fiir 16 h
mit Pd(PPh;3), in 5 ml Morpholin/THF gemdll AAV P1 Variante C der Allylester deblockiert.
Gemil AAV PS5 Variante B wird fiir 2 x 45 min mit jeweils 5 ml TFA/CH,Cl,/H,O 47:47:6
(v/v) und fiir 2 x 1.5 h mit jeweils 5 ml TFA/H,O 95:5 (v/v) vom Harz abgespalten.

N"-Benzyloxycarbonyl-D-histidyl-N-methyl-L-phenylalanyl-L-tyrosin-hydrotrifluorace-
tat 92/28

Umsetzung gemill AAV P15 ausgehend von 135a liefert das Zielprodukt.

Reinigung: HPLC (P2, CH3CN/H,O/TFA, 10/90/0.1 - 70/30/0.1)

Ausbeute: 28 mg, 38 umol, 24% weiller Feststoff

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 70/30/0.1 in 30 min, 50°C) R; = 9.74 min
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Smp.: 128°C

[a]}) =—52.2° (MeOH, ¢ = 0.51)

"H-NMR (400 MHz, CD;0D): & = 2.48-2.51 (m, 2 H, B-CH), 2.66 (s, 3 H, NCH3), 2.73-2.83
(m, 2 H, B-CH), 3.09 (dd, °J = 14.1 Hz, °J = 4.5 Hz, | H, p-CH), 3.18 (dd, °J = 14.7 Hz, °J =
5.09, 1 H, p-CH), 4.58-4.61 (m, 2 H, a-CH), 4.93 (d, ’J = 12.5 Hz, 1 H, PACHH-0O), 5.01 (d,
J=12.3 Hz, 1 H, PACHH-O), 5.36 (dd, >J=11.2 Hz, °J= 5.1 Hz, 1 H, a-CH), 6.56 [6.61] (d,
3J=8.6 Hz, 2 H, Tyr-arom. CH), 6.90-7.01 (m iiberl., 1 H, His-arom. CH), 6.93 [6.99] (d, 3=
8.6 Hz, 2 H, Tyr-arom. CH), 7.07-7.17 (m, 5 H, arom. CH), 7.18-7.32 (m, 5 H, arom. CH),
8.55[8.58] (s, 1 H, His-arom. CH).

Aufgespaltene Signale (in eckigen Klammern) deuten auf Rotamere hin.

LC-MS (LC-ESI 2): 614.08 [M+H]", 636.07 [M+Na]", R, = 1.42 min,

MS (MALDI-TOF): 614.9 [M+H]", 636.9 [M+Na]"

HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C33H3sNsO; [M+H]" 614.2615, gem. 614.2650

C33H35N507 (613.66)«CoHF30, (114.02)

N"-Benzyloxycarbonyl-L-histidyl-V-methyl-L-phenylalanyl-L-tyrosin-hydrotrifluoracetat
92/29

Umsetzung gemill AAV P15 ausgehend von 135d liefert das Zielprodukt.

Reinigung: HPLC (P2, CH3CN/H,O/TFA, 10/90/0.1 - 70/30/0.1)

Ausbeute: 28 mg, 39 umol, 24% weiller Feststoff

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 70/30/0.1 in 30 min, 50°C): R; = 10.82 min

Smp.: 127°C

[a]}) =—64.2° (MeOH, ¢ = 0.88)

"H-NMR (400 MHz, CD;0D): & = 2.44-2.59 (m, 2 H, -CH), 2.74-2.97 (m, 5 H, 2 p-CH,
NCH;), 3.13-3.28 (m, 2 H, B-CH), 4.51-4.61 (m, 1 H, a-CH), 4.67-4.71 (m, 2 H, a-CH), 4.97-
5.00 (m, 1 H, PACHH-0), 5.06-5.09 (m, 1 H, P\CHH-0), 6.67 (d, °J = 8.6 Hz, 2 H, Tyr-arom.
CH), 6.92 [6.97] (d, °J = 8.6 Hz, 2 H, Tyr-arom. CH), 7.13-7.20 (m, 6 H, 5 arom. CH, 1 His-
arom. CH), 7.26-7.34 (m, 5 H, arom. CH), 8.68 [8.73] (s, 1 H, His-arom. CH).

Aufgespaltene Signale (in eckigen Klammern) deuten auf Rotamere hin.

LC-MS (ESI-2): 614.08 [M+H]", 636.07 [M+Na]"; R, = 1.49 min

MS (MALDI-TOF): 614.7 [M+H]", 636.7 [M+Na]"

HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C33H36N507 [M+H]" 614.2615, gem. 614.2637
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C33H3sNsO7 (613.66)«CoHF;0, (114.02)

N"-Benzyloxycarbonyl-L-histidyl-L-phenylalanyl-L-tyrosin-hydrotrifluoracetat 92/30
Umsetzung gemdfl AAV P15 ausgehend von 135c liefert das Zielprodukt.

Reinigung: HPLC (P2, CH;CN/H,O/TFA, 10/90/0.1 - 70/30/0.1)

Ausbeute: 28 mg, 39 umol, 24% leicht gelblicher Feststoff

HPLC (A2, CH;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 70/30/0.1 in 30 min, 50°C): R; = 10.24 min

Smp.: 129°C

[a]}) =—7.3° (MeOH, ¢ = 0.56)

"H-NMR (400 MHz, CD;0OD): & = 2.88-2.98 (m, 3 H, p-CH), 3.06-3.14 (m, 3 H, p-CH),
4.36-4.40 (t,°J = 6.8 Hz, 1 H, 0-CH), 4.58 (dd, *J = 5.3 Hz, *J = 8.4 Hz, | H, a-CH), 4.63 (dd,
3J=53Hz, *J=9.0 Hz, 1 H, a-CH), 5.04 (s, 2 H, PhCH,-0), 6.68 (d, *J = 8.6 Hz, 2 H, Tyr-
arom. CH), 7.06 (d, 3] =8.6 Hz, 2 H, Tyr-arom. CH), 7.16-7.27 (m, 5 H, 5 arom. CH, His-
arom. CH), 7.31-7.34 (m, 5 H, arom. CH), 8.63 (s, 1 H, His-arom. CH).

LC-MS (ESI-2): 600.08 [M+H]", 622.05 [M+Na]"; R; = 1.45 min,

MS (MALDI-TOF): 600.4 [M+H]", 622.4 [M+Na]"

HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C3,H34N5O7 [M+H]" 600.2458, gem. 600.2476
C3,H33N507(599.63)+«C,HF;0, (114.02)

N®-4-Nitro-benzyloxycarbonyl-D-histidyl-L-phenylalanyl-L-tyrosin-hydrotrifluoracetat
92/31

Gemil AAV P2 wird polymergebundenes Tripeptid 135b (400 mg, 0.30 mmol/g, 120 umol)
fiir 2 x 5 min mit 2 x 5 ml Piperidin/DMF umgesetzt, anschlieBend erfolgt gemafl AAV P10
Reaktion mit p-Nitro-benzylchloroformiat (112 mg, 520 pmol), DMAP (16 mg, 130 umol),
HOAt (71 mg, 520 umol) und DIEA (178 ul, 1.04 mmol) in 7.5 ml DMF/CH,Cl, 1:2 (v/v) fiir
20 h. Dann wird fiir 16 h mit Pd(PPhs)s in Morpholin/THF geméd3 AAV P1 Variante C der
Allylester deblockiert und gemédfl AAV P5 Variante B wird fiir 2 x 45 min mit jeweils 5 ml
TFA/CH,Cly/H,O 47:47:6 (v/v/v) und fiir 2 x 1.5 h mit jeweils 5 ml TFA/H,0 95:5 (v/v) vom
Harz abgespalten.

Reinigung: HPLC (P2, CH3CN/H,O/TFA, 10/90/0.1 - 70/30/0.1)

Ausbeute: 58 mg, 76 pmol, 63% hellgelber Feststoff

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 90/10/0.1 in 40 min, 50°C) R; = 8.96 min
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Smp.: 124°C

[a]}) =+3.9° (MeOH, ¢ = 1.00)

"H-NMR (400 MHz, CD;0D): = 2.64-2.81 (m, 3 H, B-CH), 2.88-3.04 (m, 3 H, p-CH), 4.27
(dd, °*J= 6.1 Hz, *J= 7.8 Hz, | H, a-CH), 4.47 (dd, °J = 5.1 Hz, °J = 8.41 Hz, 1 H, a-CH),
4.53 (dd, >J = 4.7 Hz, °J = 9.8 Hz, 1 H, a-CH), 5.02 (s, 2 H, PhCH,0), 6.53 (d, °J = 8.4 Hz,
2 H, Tyr-arom. CH), 6.83 (s, 1 H, His-arom. CH), 6.90 (d, >J = 8.6 Hz, 2 H, Tyr-arom. CH),
7.03-7.09 (m , 5 H, Phe-arom. CH), 7.39 (d, °J = 8.4 Hz, 2 H, NO,-Ph CH), 8.05 (d, *J =
8.80 Hz, 2 H, NO,-Ph CH), 8.51 (s, 1 H, His-arom. CH).

MS (MALDI-TOF): 645.6 [M+H]", 667.6 [M+Na]"

HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C3,H33N¢Oo [M+H]" 645.2309, gem. 645.2295

C3:H3:NeOy (644.64)«CoHF;0, (114.02)

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung der Tripeptide 92/32, 92/33 und 92/35
(AAV P16)

Gemdll AAV P2 wird polymergebundenes Tripeptid 135 (400 mg, 0.40 mmol/g, 160 pmol)
fiir 2 x 5 min mit 2 x 5 ml Piperidin/DMF umgesetzt, anschliefend erfolgt gemiafl AAV P9
Reaktion mit 147b (110 mg, 500 pmol), HATU (175 mg, 460 umol), HOAt (27 mg, 200
umol) und DIEA (342 pl, 2.0 mmol) in 5 ml NMP fiir 12 h. Dann wird fiir 24 h mit Pd(PPh;),4
in Morpholin/THF gemi3 AAV P1 Variante C der Allylester deblockiert. Gemdll AAV PS5
Variante B wird fiir 2 x 45 min mit jeweils 5 ml TFA/CH,Cl,/H,0 47:47:6 (v/v/v) und fiir 2 x
1.5 h mit jeweils 5 ml TFA/H,0O 95:5 (v/v) vom Harz abgespalten.

N"-3-[4-(n-Pentyl)phenyl]propionyl-D-histidyl-N-methyl-L-phenylalanyl-L-tyrosin-hy-
drotrifluoracetat 92/32

Umsetzung gemill AAV P16 ausgehend von 135a liefert das Zielprodukt.

Reinigung: HPLC (P2, CH3CN/H,O/TFA, 10/90/0.1 - 70/30/0.1)

Ausbeute: 27 mg, 34 pmol, 21% leicht gelbliche, farblose Kristalle

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 70/10/0.1 in 30 min, 50°C) R; = 18.95 min
Smp.: 127°C

[a]}) =—20.0° (MeOH, ¢ = 0.75)
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"H-NMR (400 MHz, CD;0D): & = 0.86 (t, °J = 7.0 Hz, 3 H, CH3), 1.29-1.31 (m, 4 H, 2 CH,),
1.54 (quint, *J = 7.4 Hz, 2 H, CH,), 2.32-2.39 (m, 1 H, PhCH), 2.46-2.54 (m, 3 H, PhCH,),
2.60 (dd, 2J = 15.3 Hz, *J = 6.3 Hz, 2 H, p-CH,), 2.70 (s, 3 H, NCH;), 2.78 (t, °J = 7.2 Hz,
2 H, Ph-CH,-CH,-C=0), 2.86-2.92 (m, 4 H, B-CH), 4.56 (dd, °J = 5.1 Hz, ’J=8.2 Hz, 1 H, o-
CH), 4.56-4.62 (m, 2 H, 2 a-CH), 6.67 (d, >J = 8.6 Hz, 2 H, Tyr-arom. CH), 6.93 (s, 1 H, His-
arom. CH), 7.04 (d, °J = 8.6 Hz, 2 H, Tyr-arom. CH), 7.04-7.08 (m, 4 H, arom. CH), 7.17-
7.25 (m, 5 H, arom. CH), 8.58 (s, 1 H, His-arom. CH).

LC-MS (ESI-2): 682.18 [M+H]", 704.16 [M+Na]", R; = 1.92 min

HR-MS (FAB, m/z): ber fiir C30H47N5O0s [M+H]" 682.3605, gem. 682.3615

C39H47N504 (663.76) «C,HF30, (114.02)

N®-3-[4-(n-Pentyl)phenyl]propionyl- L-histidy-N-methyl-L-phenylalanyl-L-tyrosin hydro-
trifluoracetat 92/33

Umsetzung gemdfl AAV P16 ausgehend von Tripeptid 135d liefert das Zielprodukt.
Reinigung: HPLC (P2, CH3;CN/H,O/TFA, 10/90/0.1 - 70/30/0.1)

Ausbeute: 38 mg, 48 umol, 30% weiler Feststoff

HPLC (A2, CH;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 90/10/0.1 in 40 min, 50°C) R; = 18.36 min

Smp.: 120°C

[a]}) =—12.3° (MeOH, ¢ = 1.0)

"H-NMR (400 MHz, CD;0D): & = 0.87 (m, 3 H, CH3), 1.29 (m, 4 H, 2 CH,), 1.54 (m, 2 H,
CH,), 2.33-2.45 (m, 4 H, Ph-CH,-CH,-C=0, PhCH,), 2.52 (s, 3 H, NCH3), 2.65-2.71 (m, 2 H,
B-CH,), 2.79-2.92 (m, 4 H, Ph-CH,-CH,-C=0, B-CH,), 3.12-3.23 (m, 2 H, B-CH,), 4.55-4.67
(m, 1 H, a-CH), 4.94-5.00 (m, 1 H, a-CH), 5.27-5.39 (m, 1 H, a-CH), 6.67 (m, 2 H, Tyr-arom.
CH), 6.94-6.96 (m, 3 H, 2 Tyr-arom. CH, 1 His-arom. H), 7.02-7.20 (m, 9 H, arom. CH), 8.71
(s, 1 H, His-H).

LC-MS (ESI-2):;, 682.18 [M+H]", 704.16 [M+Na]"; R, = 1.99 min

MS (FAB): 682.3 [M+H]", 704.3 [M+Na]"

HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C3¢H4sN506 [M+H]" 682.3605, gem. 682.3625

C39H47N506 (663.76) «C,HF30, (114.02)
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N®-3-[4-(n-Pentyl)phenyl]propionyl-D-histidyl-L-phenylalanyl-L-tyrosin-
hydrotrifluoracetat 92/34
GemilB AAV P2 wird polymergebundene Verbindung 135b (400 mg, 0.30 mmol/g, 120 pumol)
fiir 2 x 20 min mit 2 x 5 ml Piperidin/DMF umgesetzt, anschlieend erfolgt gemill AAV PS8
Umsetzung mit 147b (106 mg, 480 umol), HATU (175 mg, 460 umol), HOAt (27 mg, 200
umol) und DIEA (342 pl, 2.0 mmol) in 5 ml NMP fiir 24 h. Dann wird fiir 4 h mit Pd(PPh;),4
in 5 ml Morpholin/THF gemid3 AAV P1 Variante C der Allylester deblockiert und gemif
AAV PS5 Variante B wird fiir 10 und 20 min mit jeweils 5 ml TFA/CH,Cl,/H,0 47:47:6 (v/v)
und fiir 30 min und 3 h min mit jeweils 5 ml TFA/H,O 95:5 (v/v) vom Harz abgespalten.
Reinigung: HPLC (P1, CH;CN/H,O/TFA, 30/70/0.1 - 60/40/0.1 in 60 min, 10 ml/min, 50°C)
Ausbeute: 23 mg, 29 umol, 24% leicht gelblicher Feststoff
HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C): R; = 16.69 min
Smp.: 130-131°C
[a]}) =+7.6° (MeOH, ¢ = 1.0)
"H-NMR (400 MHz, CD;0D): & = 0.87 (t, °J = 6.8 Hz, 3 H, CH3), 1.15-1.37 (m, 4 H, 2 CH,),
1.55 (quint, °J = 7.6 Hz, 2 H, CH,), 2.41-2.55 (m, 2 H, CH,), 2.54 (t, °*J = 7.6 Hz, 2 H, 2 B-
CH), 2.79 (m, 4 H, 2 CH), 2.90-3.02 (m, 2 H, B-CH), 3.10-3.16 (m, 2 H, B-CH), 4.55-4.64
(m, 3 H, a-CH), 6.68 (d, =84 Hz, 2 H, Tyr-arom. CH), 6.88 (s, 1 H, His-arom. CH), 7.08-
7.11 (m, 6 H, 2 Tyr-arom. CH, 4 arom. CH), 7.14-7.22 (m, 5 H, arom. CH), 8.64 (s, 1 H, His-
arom. CH).
LC-MS (ESI-1, Grad. A): 668.4 [M+H]", 690.3 [M+Na]", 666.4 [M-H] ; R, = 17.27 min
MS (MALDI-TOF): 668.8 [M+H]", 690.8 [M+Na]"
HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C33H46NsOs [M+H]" 668.3448, gem. 668.3418

ber. fiir C3sH4sNsNaOg [M+Na]™ 690.3268, gem. 690.3344
C3gH45N504 (667.80)+C,HF30, (114.02)

N®-3-[4-(n-Pentyl)phenyl]propionyl-L-histidyl-L-phenylalanyl-L-tyrosin-hydrotrifluor-
acetat 92/35

Umsetzung GemiB AAV P16 ausgehend von 135c¢ liefert das Zielprodukt 92/3S5.
Reinigung: HPLC (P2, CH3;CN/H,O/TFA, 10/90/0.1 - 70/30/0.1)

Ausbeute: 24 mg, 31 umol, 19% weiler Feststoff

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 70/30/0.1 in 30 min, 50°C): R; = 20.04 min
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Smp.: >210°C (Zers.)

[a]}) =— 13.2° (MeOH, ¢ = 0.19)

"H-NMR (400 MHz, CD;0D): & = 0.87 (t, °J = 6.8 Hz, 3 H, CH3), 1.25-1.36 (m, 4 H, 2 CH,),
1.52-1.59 (quint, >J = 7.6 Hz, 2 H, CH,), 2.44 (t, °J = 8.4 Hz, 2 H, Ph-CH,-CH,-C=0), 2.54 (t,
3J=17.6 Hz, 2 H, PhCH,), 2.79 (t, >J = 7.6 Hz, 2 H, Ph-CH,-CH,-C=0), 2.81-2.94 (m, 3 H, B-
CH), 3.00-3.13 (m, 3 H, p-CH), 4.56 (dd, °J = 5.1 Hz, >*J=8.2 Hz, 1 H, 0-CH), 4.56-4.62 (m,
2 H, 2 a-CH), 6.67 (d, 3J=8.6 Hz, 2 H, Tyr-arom. CH), 6.93 (s, 1 H, His-arom. CH), 7.04 (d,
3] = 8.6 Hz, 2 H, Tyr-arom. CH), 7.04-7.08 (m, 4 H, arom. CH), 7.17-7.25 (m, 5 H, arom.
CH), 8.58 (s, 1 H, His-arom. CH).

LC-MS (ESI 2): 668.17 [M+H]", 690.15 [M+Na]", R, = 1.94 min

MS (MALDI-TOF): 668.8 [M+H]", 690.8 [M+Na]"

HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C33H4sNsOs 668.3448, gem. 668.3433

C38H4sN504 (667.79): C.HF;0, (114.02)

N"-3-[4-(n-Pentyl)phenyl]-E-acryloyl-D-histidyl-L-phenylalanyl-L-tyrosin-hydrotrifluor-
acetat 92/36

Gemill AAV P2 wird polymergebundene Verbindung 135b (400 mg, 0.30 mmol/g, 120 umol)
fiir 2 x 20 min mit 2 x 5 ml Piperidin umgesetzt, anschlieBend erfolgt gemidl3 AAV P8
Ankniipfung von 146b (105 mg, 480 umol), PyAOP (250 mg, 480 umol), DMAP (15 mg, 120
umol), DIEA (103 ul, 600 pmol) in 3 ml DMF/CH,Cl, fiir 24 h. fiir 24 h. Dann wird fiir 4 h
mit Pd(PPh;)4 in 5 ml Morpholin/THF gemi3 AAV P1 Variante C der Allylester deblockiert
und gemidl AAV P5 Variante B wird fiir 10 und 20 min mit jeweils 5 ml TFA/CH,Cl,/H,O
47:47:6 (v/v/v) und fiir 30 min und 3 h min mit jeweils 5 ml TFA/H,O 95:5 (v/v) vom Harz
abgespalten.

Reinigung: HPLC (P1, CH;CN/H,O/TFA, 30/70/0.1 - 60/40/0.1 in 60 min, 10 ml/min, 50°C)
Ausbeute: 14 mg, 18 pmol, 15% weisser Feststoff

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C): R; = 16.19 min

Smp.: 149°C

[a]) =—5.3° (MeOH, ¢ = 0.53)

"H-NMR (400 MHz, CD;0D): & = 0.90 (t, °J = 7.0 Hz, 3 H, CH3), 1.28-1.36 (m, 4 H, 2 CH,),
1.62 (quint, >J = 7.6 Hz, 2 H, CH,), 2.62 (t, >J = 7.6 Hz, 2 H, PACH,CH>), 2.81 (dd, *J = 14.1
Hz, >J=9.8 Hz, 1 H, B-CH), 2.90-2.97 (m, 2 H, p-CH), 3.08-3.16 (m, 3 H, p-CH), 4.58 (dd, °J
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=53 Hz, °J=8.6 Hz, 1 H, a-CH), 4.65 (dd, °J = 4.7 Hz, °J = 9.2 Hz, 1 H, a-CH), 4.71 (m,
1 H, a-CH), 6.55 (d, *Jians = 15.6 Hz, 1 H, CH=CH-C=0), 6.67 (d, *>J = 8.6 Hz, 2 H, Tyr-
arom. CH), 6.95 (s, 1 H, His-arom. CH), 7.04 (d, >J = 8.4 Hz, 2 H, Tyr-arom. CH), 7.15-7.26
(m, 8 H, arom. CH), 7.45 (d, >J = 8.2 Hz, 1 H, arom. CH), 7.50 (d, *Juans = 15.6 Hz, 1 H,
CH=CHC=0), 8.64 (s, 1 H, His-arom. CH).
LC-MS (ESI-1, Grad. A):  666.3 [M+H]", 688.3 [M+Na]", 664.4 [M—H]; R, = 17.78 min
MS (MALDI-TOF): 666.7 [M+H]", 688.7 [M+Na]', 704.6 [M+K]"
HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C3sH44NsO [M+H]" 666.3292, gem. 666.3317

ber. fiir C33H43N50¢Na [M+Na] " 688.3111, gem. 688.3190

C33H43N506 (665.79)+C,HF30, (114.02)

N"-3-[4-(1-E-n-Pentenyl)phenyl)]-E/Z-acryloyl-D-histidyl-L-phenylalanyl-L-tyrosin-
hydrotrifluoracetat 92/37
Gemill AAV P2 wird polymergebundene Verbindung 135b (400 mg, 0.30 mmol/g, 120 umol)
fiir 2 x 20 min mit Piperidin/DMF umgesetzt, anschlieend erfolgt gemi3 AAV P8 Reaktion
mit 151d (60 mg, 270 umol), PyAOP (250 mg, 480 umol), DMAP (15 mg, 120 umol), DIEA
(205 pl, 1.2 mmol) in 7.5 ml DMF/CH,Cl, fiir 24 h. Dann wird fiir 4 h mit einer Losung von
Pd(PPh3)4 in 5 ml THF/Morpholin gemdll AAV P1 Variante C der Allylester deblockiert und
gemill AAV P5 Variante B fiir 10 und 20 min mit jeweils 5 ml TFA/CH,Cl,/H,0 47:47:6
(v/v/v) und fiir 30 min und 180 min mit jeweils 5 ml TFA/H,O 95:5 (v/v) vom Harz
abgespalten.
Reinigung: HPLC (P1, CH3;CN/H,O/TFA, 30/70/0.1 - 60/40/0.1 in 60 min, 10 ml/min, 50°C)
Man erhélt das Produkt als nicht weiter auftrennbares Gemisch von E- und Z-Isomer (E:Z =
1:1, laut '"H-NMR)
Ausbeute: 3.1 mg, 4.0 umol, 3% hellbrauner Feststoff
HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C):

R =13.47 min (Isomer 1), R; = 15.41 min (Isomer 2)
Smp.: 165°C
[a]}) =+ 6.3° (MeOH, ¢ = 0.24)
"H-NMR (400 MHz, CD;0D): Z-Isomer: & = 0.96 (m, 3 H, CH,CHs), 1.27-1.30 (m, 2 H,
CH,), 1.49-1.52 (m, 2 H, CH,), 2.72-2.78 (m, 6 H, B-CH), 4.56-4.72 (m, 3 H, a-CH), 5.93 (d,
3Jus = 12.7 Hz, 1 H, CH=CH-C=0), 6.30-6.39 (m, 2 H, -CH,-CH=CH-Ph), 6.65-6.68 [6.74-
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6.77] (m, 2 H, Tyr-arom. CH), 6.89 (m, 1 H, His-arom. CH), 6.99 (d, 3J=82 Hz, 1 H, Tyr-

arom. CH), 7.15-7.27 (m, 7 H, 6 arom. CH, CH=CH-C=0), 7.39 (t, 3J=18.8 Hz, 2 H, arom.

CH), 7.47 (d,°J = 8.8 Hz, 1 H, arom. CH), 8.54 (s, 1 H, His-arom. CH, Isomer).

E-Isomer: & = 0.96 (m, 3 H, CH,CH3), 1.27-1.30 (m, 2 H, CH,), 1.49-1.52 (m, 2 H, CH,),

2.72-2.78 (m, 6 H, B-CH), 4.56-4.72 (m, 3 H, a-CH), 6.30-6.39 (m, 2 H, -CH,-CH=CH-Ph),

6.56 (d, *Jirans = 15.9 Hz, 1 H, CH=CH-C=0), 6.74-6.77 (m, 2 H, Tyr-arom. CH), 6.93 (m,

1 H, His-arom. CH), 7.04 (d, 3J=82 Hz, 1 H, Tyr-arom. CH), 7.15-7.27 (m, 6 H, arom. CH),

7.39 (t, °J = 8.8 Hz, 2 H, arom. CH), 7.47 (d, >J = 8.8 Hz, 1 H, arom. CH), 7.47 (d, *Jirans =

16.0 Hz, 1 H, CH=CH-C=0), 8.56 (s, 1 H, His-arom. CH, Isomer).

LC-MS (ESI-1, Grad. A): 664.3 [M+H]", 686.3 [M+Na]"; R, = 16.06 min (Isomer 1),
R¢=17.67 min (Isomer 2)

MS (MALDI-TOF): 664.9 [M+H]", 686.9 [M+Na]"

HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C33H4,N50 [M+H]" 664.3135, gem. 664.3096

C3sH41N506 (663.31)« CoHF30, (114.02)

N®-3-[3-(1-E-n-Pentenyl)phenyl)]-E-acryloyl-D-histidyl-L-phenylalanyl-L-tyrosin-hydro-

trifluoracetat 92/38

Gemil AAV P2 wird polymergebundene Verbindung 135b (200 mg, 0.30 mmol/g, 60 umol)
fiir 2 x 20 min mit 2 x 5 ml Piperidin/DMF umgesetzt, anschlieend erfolgt gemill AAV PS8
Ankniipfung von 151c¢ (39 mg, 180 pumol), PyAOP (94 mg, 180 umol), DMAP (7 mg, 60
umol), HOAt (8 mg, 60 umol), DIEA (103 pl, 600 pmol) in 3 ml DMF/CH,CI, fiir 24 h.
Dann wird fiir 4 h mit Pd(PPhs)s in 5 ml Morpholin/THF gemdf3 AAV P1 Variante C der
Allylester deblockiert und gemill AAV PS5 Variante B wird fiir 10 und 20 min mit jeweils 5
ml TFA/CH,Cl,/H,0 47:47:6 (v/v/v) und fiir 30 min und 180 min mit jeweils 5 ml TFA/H,0O
95:5 (v/v) abgespalten.

Reinigung: HPLC (P1, CH3;CN/H,O/TFA, 30/70/0.1 - 60/40/0.1 in 60 min, 10 ml/min, 50°C)
Ausbeute: 6.1 mg, 7.8 mmol, 13% weiller Feststoff

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C); R; = 15.85 min

Smp.: 144°C

[a]}) =—4.2° (MeOH, ¢ = 0.33)

"H-NMR (400 MHz, CD;OD): & = 0.97 (t, °J = 7.2 Hz, 3 H, CH,CH3), 1.49-1.55 (m, 2 H,
CH,CH3), 2.17-2.23 (m, 2 H, CH,CH,CHj3), 2.81 (dd, °J = 14.1 Hz, >°J = 10.0 Hz, 1 H, p-CH),
2.91-2.97 (m, 2 H, B-CH), 3.09-3.19 (m, 3 H, B-CH), 4.48-4.52 (m, 1 H, a-CH), 4.58-4.66 (m,



7. Experimenteller Teil 189

2 H, a-CH), 6.29-6.34 (m, 1 H, CH,-CH=CH-Ph), 6.41 (d, *Jums = 16.0 Hz, 1 H, CH,-
CH=CH-Ph), 6.60 (d, *Jians = 15.6 Hz, 1 H, CH=CH-CO), 6.67 (d, °J = 8.6 Hz, 2 H, Tyr-
arom. CH), 6.95 (s, 1 H, His-arom. CH), 7.04 (d, 3)=28.4 Hz, 2 H, Tyr-arom. CH), 7.16-7.24
(m, 4 H, arom. CH), 7.29-7.33 (m, 1 H, arom. CH), 7.37 (m, 2 H, arom. CH), 7.50-7.54 (m, 2
H, arom. CH), 7.73 (d, 3 Jirans = 15.8 Hz, 1 H, CH=CH-CO), 8.40 (s, 1 H, His-arom. CH).
LC-MS (ESI-1, Grad. B):  664.3 [M+H]", 686.3 [M+Na]"; R, = 16.06 min

MS (MALDI-TOF): 664.7 [M+H]", 686.7 [M+Na]', 702.7 [M+K]"

HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C33H4NsO6 [M+H]™ 664.3135, gem. 664.3073

C3gH41N506 (663.31)« CoHF30, (114.02)

N"-3-[2-(1-Z-n-Pentenyl)phenyl]-E-acryloyl-D-histidyl-L-phenylalanyl-L-tyrosin-hydro-
trifluoracetat 92/39

Gemill AAV P2 wird polymergebundene Verbindung 135b (400 mg, 0.30 mmol/g, 120 umol)
fiir 2 x 20 min mit 2 x 5 ml Piperidin umgesetzt, anschlieBend erfolgt gemidll AAV P9
Reaktion mit 87 (104 mg, 480 pumol), PyAOP (250 mg, 480 pumol), DMAP (15 mg, 120
umol), DIEA (205 ul, 1.2 mmol) in 3 ml DMF/CH,Cl, fiir 24 h. Dann wird fiir 4 h mit
Pd(PPhs3)4 in 5 ml Morpholin/THF gemdll AAV P1 Variante C der Allylester deblockiert und
gemidll AAV P5 Variante B wird fiir 10 und 20 min mit jeweils 5 ml TFA/CH,Cl,/H,O
47:47:6 (v/v/v) und fiir 30 min und 3 h min mit jeweils 5 ml TFA/H,O 95:5 (v/v) vom Harz

abgespalten.
Reinigung: HPLC (P1, CH3;CN/H,O/TFA, 30/70/0.1 - 60/40/0.1 in 60 min, 10 ml/min, 50°C)
Ausbeute: 35 mg, 45 pmol, 38% leicht gelblicher Feststoff

HPLC (A2, CH;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C): R, = 14.90 min

Smp.: 134°C

[a]}) =+ 7.0° (MeOH, ¢ = 1.00)

"H-NMR (400 MHz, CD;OD): & = 0.76 (t, °J = 7.2 Hz, 3 H, CH,CH3), 1.28-1.33 (m, 2 H,
CH,CHj3), 1.89-1.95 (m, 2 H, CH,CH,CH3), 2.72-2.78 (dd, >J = 13.9 Hz, °J=10.0 Hz, 1 H, B-
CHH), 2.86-2.95 (m, 2 H, -CH,), 2.99-3.10 (m, 3 H, CH,, B-CHH), 4.48-4.52 (m, 1 H, a-
CH), 4.58-4.66 (m, 2 H, 0-CH), 5.63-5.80 (m, 1 H, CH,-CH=CH-Ph), 6.46 (d, *Jus = 11.1 Hz,
1 H, CH=CH-Ph), 6.51 (d, *Jyuans = 15.6 Hz, 1 H, CH=CHCO), 6.61 (d, °J = 8.6 Hz, 2 H, Tyr-
arom. CH), 6.87 (s, 1 H, His-arom. CH), 7.00 (d, 3J=28.6 Hz, 2 H, Tyr-arom. CH), 7.08-7.16
(m, 6 H, arom. CH), 7.21-7.27 (m, 2 H, arom. CH), 7.59 (d, 37=7.0 Hz, 1 H, arom. CH), 7.73
(d, *Jians = 15.8 Hz, 1 H, CH=CHCO), 8.40 (s, 1 H, His-arom. CH).
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LC-MS (ESI-1 Grad. A): 662.4 [M-H], 664.3 [M+H]", 686.3 [M+Na]"; R, = 15.53 min
MS (MALDI-TOF): 664.9 [M+H]", 686.9 [M+Na]", 702.9 [M+K]"

HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C33H4oNsOg [M+H]™ 664.3135, gem. 664.3193
C33H41N504 (663.77)-CoHF;30, (114.02)

N®-3-[2-(n-Pentyl)phenyl]propionyl-p-histidyl-L-phenylalanyl-L-tyrosin-hydrotrifluor-
acetat 171/2
Ausgehend von polymergebundener Verbindung 135b (0.30 mmol/g, 120 pmol) wird geméaf
AAV PS5 Variante B fiir 10 und 20 min mit jeweils 5 ml TFA/CH,Cl,/H,O 47:47:6 (v/v) und
fiir 30 und 180 min mit jeweils 5 ml TFA/H,O 95:5 (v/v) abgespalten und das Polymer mit 2
x 5 ml TFA und 2 x 5 ml CHCI; gewaschen. Nach Entfernen der fliichtigen Komponenten der
vereinigten Losungen im Vakuum wird der Riickstand in 5 ml Dioxan gelost, mit Pd (50 mg,
10% auf Kohle) versetzt und unter Wasserstoffatmosphére fiir 8 h geriihrt. Nach Abfiltrieren
des Katalysators tiber Celite, Einengen der Filtrate im Vakuum und HPLC-Chromatographie
des Riickstands gefolgt von Gefriertrocknung erhilt man die Zielverbindung.
Reinigung: HPLC (P1, CH3;CN/H,O/TFA, 30/70/0.1 - 60/40/0.1 in 60 min, 10 ml/min, 50°C)
Ausbeute: 28 mg, 36 pmol, 30% weisser Feststoff
HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C): R; = 14.70 min
Smp.: 120-121°C
[a])) =+ 7.2° (MeOH, ¢ = 1.00)
"H-NMR (400 MHz, CD;0D): & = 0.89 (t, °J = 7.2 Hz, 3 H, CH3), 1.31-1.35 (m, 4 H, 2 CH>),
1.52-1.58 (m, 2 H, CH,), 2.43-2.49 (m, 2 H, CH,), 2.60 (t, >J = 7.8 Hz, 2 H, PhCH,CH,),
2.73-2.89 (m, 4 H, CHa, 2 B-CH), 2.92-3.03 (m, 2 H, B-CH), 3.10-3.15 (m, 2 H, B-CH), 4.55-
4.64 (m, 3 H, a-CH), 6.68 (d, >J = 8.6 Hz, 2 H, Tyr-arom. CH), 6.85 (s, 1 H, His-arom. CH),
7.04-7.09 (m, 7 H, 2 Tyr-arom. CH, 5 arom. CH), 7.15-7.22 (m, 4 H, arom. CH), 8.60 (s, 1 H,
His-arom. CH).
LC-MS (ESI-1, Grad. A):  668.3 [M+H]", 690.3 [M+Na]", 666.5 [M-H]", R; = 16.33 min
MS (MALDI-TOF): 668.5 [M+H]", 690.5 [M+Na]"
HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C3gH4sNsOg [M+H]" 668.3448, gem. 668.3421

ber. fiir C33H45NsNaOg [M+Na]™ 690.3268, gem. 690.3298
C3gH4sN506 (667.80)«C,HF30; (114.02)
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N®-3-(4-Biphenyl)-E-propionyl-D-histidyl-L-phenylalanyl-L-tyrosin-hydrotrifluoracetat
92/40

GemilB AAV P2 wird polymergebundene Verbindung 135b (400 mg, 0.30 mmol/g, 120 umol)
fiir 2 x 20 min mit 2 x 5 ml Piperidin/DMF umgesetzt, anschlieBend erfolgt gemal AAV P9
Reaktion mit 147a (109 mg, 480 umol), HATU (186 mg, 480 pmol), HOAt (16 mg, 120
umol) und DIEA (205 pl, 1.2 mmol) in 5 ml NMP fiir 24 h. Dann wird fiir 4 h mit Pd(PPh;),4
in 5 ml Morpholin/THF gemid3 AAV P1 Variante C der Allylester deblockiert und gemif
AAV P5 Variante B wird flir 10 und 20 min mit jeweils 5 ml TFA/CH,CIl,/H,O 47:47:6
(v/v/v) und fir 30 min und 180 min mit jeweils 5 ml TFA/H,O 95:5 (v/v) vom Harz

abgespalten.
Reinigung: HPLC (P1, CH3;CN/H,O/TFA, 30/70/0.1 - 60/40/0.1 in 60 min, 10 ml/min, 50°C)
Ausbeute: 32 mg, 41 pmol, 34% weiller Feststoff

HPLC (A2, CH;CN/H,O/TFA, 45/55/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C): R, = 13.00 min

Smp.: 118-119°C

[a]}) =+ 8.9 (MeOH, ¢ = 1.00)

"H-NMR (400 MHz, CD;0D): 2.41-2.45 (m, 2 H, CH,CH,-CO), 2.63-2.93 (m, 6 H, 4 p-CH,
CH,CH,-CO), 2.99-3.04 (m, 2 H, p-CH), 4.29 (t, °J = 7.0 Hz, 1 H, a-CH), 4.35 (dd, >J = 5.9
Hz, *J = 8.6 Hz, 1 H, a-CH), 4.66 (dd, *J = 5.5 Hz, °J = 8.8 Hz, 1 H, 0a-CH), 6.58 (d, *J = 8.6
Hz, 2 H, Tyr-arom. CH), 6.78 (m, 1 H, His-arom. CH), 6.94 (d, =84 Hz, Tyr-arom. CH),
7.04-7.15 (m, 7 H, arom. CH), 7.16-7.21 (m, 2 H, arom. CH), 7.27-7.40 (m, 2 H, arom. CH),
7.39 (d, *J = 7.8 Hz, 2 H, arom. CH), 7.45 (d, °J = 7.8 Hz, 2 H, arom. CH), 8.49 (s, 1 H, His-
arom. CH).

LC-MS (ESI-1, Grad. A): 674.3 [M+H]"; R, = 13.63 min

MS (MALDI-TOF): 674.9 [M+H]", 696.9 [M+Na]", 712.9 [M+K]"

HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C30H4NsOg [M+H]" 674.2979, gem. 674.2947

C30H30N504 (673.77)+C,HF;0, (114.02)

N"-3-(4-Biphenyl)-E/Z-acryloyl-p-histidyl-V-methyl-L-phenylalanyl-L-tyrosin-hydrotri-
fluoracetat 92/41

Gemill AAV P2 wird polymergebundenes Tripeptid 135d (400 mg, 0.40 mmol/g, 160 umol)
fiir 2 x 5 min mit Piperidin umgesetzt, anschlieend erfolgt geméd AAV P8 Umsetzung mit
146a (179 mg, 800 umol), PyAOP (417 mg, 800 umol), HOAt (109 mg, 800 umol), DMAP



192 7. Experimenteller Teil

(25 mg, 200 pmol), DIEA (343 ul, 2.0 mmol) in 7 ml DMF/CH,CI, 2:1 (v/v) fiir 18 h. Dann
wird fiir 16 h mit Pd(PPhs)s und Morpholin/THF gemd3 AAV P1 Variante C der Allylester
deblockiert. Gemdl AAV P5 Variante B wird fiir 2 x 45 min mit jeweils 5 ml
TFA/CH,Cl,/H,0 47:47:6 (v/v/v) und fiir 2 x 1.5 h mit jeweils 5 ml TFA/H,O 95:5 (v/v) vom
Harz abgespalten.
Reinigung: HPLC (P2, CH3;CN/H,O/TFA, 10/90/0.1 - 70/30/0.1)
Man erhélt das Produkt als nicht weiter auftrennbares Gemisch von E- und Z-Isomer (E/Z =
1.6:1, laut "H-NMR).
Ausbeute: 27 mg, 34 umol, 21% weiler Feststoff
HPLC (A2, CH3CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 70/30/0.1 in 30 min, 50°C):

R¢ = 15.20 min (E-Isomer), R; = 16.34 min (Z-Isomer)
Smp.: 161°C
[a]}) =—43.9° (MeOH, ¢ = 0.59)
"H-NMR (400 MHz, CD;OD): Z-Isomer: & = 2.29-2.43 [2.59-2.70] (m iiberl., 1 H, p-CH),
2.42 [2.58] (s Uberl., 3 H, NCH3), 2.81-3.05 (m, 4 H, B-CH), 3.06-3.28 (m, 2 H, B-CH), 4.50-
4.68 (m, 1 H, a-CH), 5.01-5.20 (m, 1 H, a-CH), 5.31-5.50 (m, 1 H, a-CH), 4.68-4.72 (m, 1 H,
a-CH), 5.86 [5.96] [6.01] (d, *Juis = 12.5 Hz, 1 H, CH=CH-C=0), 6.58 (d, °J = 8.4 Hz, 2 H,
Tyr-arom. CH), 6.65-6.69 [6.78-6.82] [6.88-6.93] (m, 1 H, Tyr-arom. CH), 6.97-7.01 (m, 1 H,
His-arom. CH), 7.09-7.25 (m, 9 H, 8 arom. CH, CH=CH-C=0), 7.32-7.36 (m, 1 H, arom.
CH), 7.41-7.45 (m, 3 H, arom. CH), 7.52-7.56 (m, 1 H, arom. CH), 7.59-7.70 (m, 7 H, arom.
CH), 8.65 [8.70] [8.73] (s, 1 H, His-arom. CH).
E-Isomer: § = 2.29-2.43 [2.59-2.70] (m iberl., 1 H, B-CH), 2.42 [2.58] (s iiberl., 3 H, NCHj3),
2.81-3.05 (m, 4 H, B-CH), 3.06-3.28 (m, 2 H, B-CH), 4.50-4.68 (m, 1 H, a-CH), 5.01-5.20 (m,
1 H, a-CH), 5.31-5.50 (m, 1 H, a-CH), 6.46 [6.56] (d, *Jians = 15.8 Hz, 1 H, CH=CH-C=0),
6.58 (d, °J = 8.4 Hz, 2 H, Tyr-arom. CH), 6.65-6.69 [6.78-6.82] [6.88-6.93] (m, 1 H, Tyr-
arom. CH), 6.97-7.01 (m, 1 H, His-arom. CH), 7.09-7.25 (m, 8 H, arom. CH), 7.32-7.36 (m, 1
H, arom. CH), 7.41-7.45 (m, 3 H, arom. CH), 7.52-7.56 (m, 1 H, arom. CH), 7.59-7.70 (m,
8 H, 7 arom. CH, CH=CH-C=0), 8.65 [8.70] [8.73] (s, 1 H, His-arom. CH).
Aufgespaltene Signale (in eckigen Klammern) deuten auf Rotamere hin.
LC-MS (ESI-1, Grad. B): 686.2 [M+H]", 708.3 [M+Na]", R, = 14.22 min (Isomer 1),

R¢=15.31 min (Isomer 2)

MS (MALDI-TOF): 686.1 [M+H]"
HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C4oH40N50¢ [M+H]" 686.2979, gem. 686.3008
C40H39N504 (685.77)«C,HF30; (114.02)
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Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Darstellung der Verbindungen 92/42-92/47 (AAV P17)
Gemill AAV P2 wird polymergebundene Verbindung 135b oder 135¢ (400 mg, 0.40 mmol/g,
160 umol) fiir 2 x 5 min mit 2 x 5 ml Piperidin/DMF umgesetzt, anschlieBend erfolgt gemif3
AAV P8 Umsetzung von 146f, 146g, oder 146h (122 mg, 480 umol), PyAOP (250 mg, 480
umol), DMAP (20 mg, 160 umol) und DIEA (274 pl, 1.6 mmol) in 7 ml DMF/CH,CI, 2:1
(v/v) fiir 18 h. Dann wird fiir 8 h mit Pd(PPhs)s geméd3 AAV P1 Variante C der Allylester
deblockiert und gemidBl AAV P5 Variante B wird fiir 2 x 45 min mit jeweils 5 ml
TFA/CH,Cl,/H,0 47:47:6 (v/v/v) und fiir 2 x 1.5 h mit jeweils 5 ml TFA/H,O 95:5 (v/v) vom
Harz abgespalten.

Reinigung: HPLC (P2, CH3CN/H,O/TFA, 10/90/0.1 - 70/30/0.1)

N®-3-[2-(Benzyloxy)phenyl]-E/Z-acryloyl-D-histidyl-L-phenylalanyl-L-tyrosin-hydrotri-
fluoracetat 92/42
Umsetzung gemdf AAV P17 mit 146f ausgehend von 135b liefert das Zielprodukt.
Man erhélt das Produkt als nicht weiter auftrennbares Gemisch von E- und Z-Isomer (E/Z =
1:2.5, laut "H-NMR)
Ausbeute: 13 mg, 16 pmol, 10% weiller Feststoff
HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 90/10/0.1 in 40 min, 50°C):

R¢ = 14.12 min (Z-Isomer), R; = 14.50 min (£-Isomer)
Smp.: 127°C
[a]}) =—15.3° (MeOH, ¢ = 0.50)
"H-NMR (400 MHz, CD;0D): Z-Isomer: & = 2.74.-3.10 (m, 6 H, p-CH), 4.43-4.58 (m, 3 H,
3 a-CH), 5.04 (s, 2 H, PhCH,0), 5.90 (d, *Js = 12.5 Hz, 1 H, CH=CH-C=0), 6.60 (d, *J = 8.4
Hz, 2 H, Tyr-arom. CH), 6.71-6.75 (m, 1 H, Tyr-arom. CH), 6.79-6.82 (m, 1 H, Tyr-arom.
CH), 6.93-6.97 (m, 3 H, 2 arom. CH, His-CH), 7.10-7.12 (m, 6 H, arom. CH), 7.25-7.33 (i,
3 H, arom. CH), 7.36-7.42 (m, 3 H, 2 arom. CH, CH=CH-C=0), 7.53 (d, 3J=288 Hz, 1 H,
arom. CH), 8.27 (s, 1 H, His-CH).
E-Isomer: 6 =2.74.-3.10 (m, 6 H, B-CH), 4.43-4.58 (m, 3 H, 3 a-CH), 5.14 (s, 2 H, PhCH,0),
6.54 (d, *Juans = 15.8 Hz, 1 H, CH=CH-Cr=0), 6.60 (d, *>J = 8.4 Hz, 2 H, Tyr-arom. CH),
6.71-6.75 (m, 1 H, Tyr-arom. CH), 6.79-6.82 (m, 1 H, Tyr-arom. CH), 6.93-6.97 (m, 3 H, 2
arom. CH, His-CH), 7.10-7.12 (m, 6 H, arom. CH), 7.25-7.33 (m, 3 H, arom. CH), 7.36-7.42
(m, 3 H, 2 arom. CH, CH=CH-C=0), 7.53 (d, 3J=8.8 Hz, 1 H, arom. CH), 8.31 (s, 1 H, His-
CH).
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LC-MS (ESI-1, Grad. B):  702.3 [M+H]", 724.3 [M+Na]"; R, = 17.77 min (Isomer 1),
702.3 [M+H]", 724.3 [M+Na]"; R, = 18.73 min (Isomer 2)
C4oH30N507 (701.78)+C,HF;0, (114.02)

N®-3-[2-(Benzyloxy)phenyl]-E-acryloyl-L-histidyl-L-phenylalanyl-L-tyrosin-hydrotri-
fluoracetat 92/43

Umsetzung gemdf AAV P17 mit 146f ausgehend von 135¢ liefert das Zielprodukt.

Ausbeute: 16 mg, 20 pmol, 13% weiller Feststoff

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 70/30/0.1 in 30 min, 50°C): Ry = 15.61 min

Smp.: 118°C

[a]}) =—3.7° (MeOH, ¢ = 0.43)

"H-NMR (400 MHz, CD;0D): § = 2.80 (d, °J=9.8 Hz, 1 H, p-CH), 2.89-2.95 (m, 2 H, 2 p-
CH), 3.07-3.15 (m, 3 H, p-CH), 4.58 (d, >*J= 5.3 Hz, 1 H, a-CH), 4.64 (d, *J=4.9 Hz, | H, a-
CH), 4.68-4.72 (m, 1 H, a-CH), 5.09 (s, 2 H, PhCH,0), 6.56 (d, *Jians = 15.8 Hz, 1 H,
CH=CH-C=0), 6.66 (d, 3J=8.4 Hz, 2 H, Tyr-arom. CH), 6.92-7.05 (m, 2 H, Tyr-arom. CH),
7.02-7.17 (m, 8 H, 1 His-arom CH, 7 arom. CH), 7.27-7.37 (m, 5 H, arom. CH), 7.42 (d, 3=
7.2 Hz, 2 H, arom. CH), 7.56 (d, *Jizuns = 15.8 Hz, 1 H, CH=CH-CO), 8.63 (s, 1 H, His-CH).
LC-MS (ESI-1, Grad. B): 700.4 [M-H], 702.3 [M+H]"; R = 19.21 min

MS (Maldi-TOF): 703.09 [M+H]", 725.59 [M+Na]"

HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C40H40NsO7; [M+H] 702.2928, gem. 702.2937

C40H39N507 (701.78) « CoHF30, (114.02)

N"-3-[3-(Benzyloxy)phenyl]-E/Z-acryloyl-D-histidyl-L-phenylalanyl-L-tyrosin-hydrotri-
fluoracetat 92/44
Umsetzung gemill AAV P17 mit 146g ausgehend von 135b liefert das Zielprodukt.
Man erhélt das Produkt als nicht weiter auftrennbares Gemisch von E- und Z-Isomer (E/Z =
1.7:1, laut "H-NMR)
Ausbeute: 37 mg, 45 pmol, 28% weiler Feststoff
HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C):
R; = 14.76 min (Z-Isomer), Ry = 15.72 min (E-Isomer)
Smp.: 144°C
[a]}) =—3.5° (MeOH, ¢ = 0.48)
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"H-NMR (400 MHz, CD;0D): Z-Isomer: & = 2.69-2.88 (m, 3 H, B-CH), 2.94-3.09 (m, 3 H,

2 B-CH), 4.50-4.59 (m, 3 H, a-CH), 4.98 (s, 2 H, PhCH,0), 5.78 (d, *Jus = 12.7 Hz, 1 H,

CH=CH-C=0), 6.59-6.61 (m, 2 H, Tyr-arom. CH), 6.81-6.89 (m, 2 H, Tyr-arom. CH), 6.92-

7.01 (m, 4 H, 3 arom. CH, His-arom. CH), 7.05-7.17 (m, 5 H, arom. CH), 7.20-7.45 (m, 7 H,

6 arom. CH, 1 CH=CH-C=0), 8.52 (s, 1 H, His-arom. CH).

E-Isomer: § = 2.69-2.88 (m, 3 H, B-CH), 2.94-3.09 (m, 3 H, B-CH), 4.50-4.59 (m, 3 H, a-

CH), 5.05 (s, 2 H, PhCH,0), 6.41 (d, *Jirans = 15.6 Hz, 1 H, CH=CH-C=0), 6.59-6.61 (m, 2 H,

Tyr-arom. CH), 6.81-6.89 (m, 2 H, Tyr-arom. CH), 6.92-7.01 (m, 4 H, 3 arom. CH, His-arom.

CH), 7.05-7.17 (m, 5 H, arom. CH), 7.20-7.45 (m, 7 H, 6 arom. CH, 1 CH=CH-C=0), 8.54 (s,

1 H, His-arom. CH).

LC-MS (ESI-1, Grad. B):  702.3 [M+H]", 724.3 [M+Na]"; R, = 14.07 min (Isomer 1),
702.3 [M+H]", 724.3 [M+Na]"; R; = 15.02 min (Isomer 2)

MS (MALDI-TOF): 704.2 [M+H]", 725.6 [M+Na]"

C40H39N507 (701.78) « CoHF30, (114.02)

N®-3-[3-(Benzyloxy)phenyl]-E-acryloyl-L-histidyl-L-phenylalanyl-L-tyrosin-hydrotri-
fluoracetat 92/45

Umsetzung gemdf AAV P17 mit 146g ausgehend von 135¢ liefert das Zielprodukt.

Ausbeute: 28 mg, 34 umol, 21% weiller Feststoff

HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 70/30/0.1 in 30 min, 50°C): R; = 16.72 min

Smp.: 147°C

[a]}) =—23.9° (MeOH, ¢ = 0.90)

"H-NMR (400 MHz, CD;0D): & = 2.80-3.21 (m, 3 H, p-CH) 3.07-3.15 (m, 3 H, p-CH), 4.56
(dd, °J = 5.3 Hz, *J = 8.4 Hz, 1 H, a-CH), 4.61 (dd, °J = 5.3 Hz, °J = 9.2 Hz, | H, a-CH),
4.71-4.73 (m, 1 H, a-CH), 5.07 (s, 2 H, PhCH,0), 6.52 (d, *Jyuans = 15.6 Hz, 1 H, CH=CH-
C=0), 6.65 (d, 3J=8.6 Hz, 2 H, Tyr-arom. CH), 6.98-7.04 (m, 3 H, 2 Tyr-arom. CH, 1 His-
arom. CH), 7.06-7.20 (m, 8 H, arom. CH), 7.24-7.37 (m, 4 H, arom. CH), 7.38-7.42 (m, 2 H,
arom. CH), 7.45 (d, 3 Jirans = 15.8 Hz, 1 H, CH=CH-C=0), 8.62 (s, 1 H, His-arom. CH).
LC-MS (ESI-1, Grad. B): 702.3 [M+H]", 724.3 [M+Na]", 700.4 [M—H]; R, = 20.76 min

MS (MALDI-TOF): 703.66 [M+H]", 725.80 [M+Na]".

HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C4oH40N507 [M+H]" 702.2928, gem. 702.2945

C40H39N507 (701.78)«C,HF30, (114.02)
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N®-3-[4-(Benzyloxy)phenyl]-E-acryloyl-D-histidyl-NV-L-phenylalanyl-L-tyrosin
hydrotrifluoracetat 92/46

Umsetzung gemdf AAV P17 mit 146h ausgehend von 135b liefert das Zielprodukt.
Ausbeute: 13 mg, 16 pmol, 10% weiller Feststoff

HPLC (A2, CH;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 90/10/0.1 in 40 min, 50°C): R, = 13.48 min

Smp.: 127°C

[a]}) =+ 5.5° (MeOH, ¢ = 0.33)

"H-NMR (400 MHz, CD;0D): & = 2.74 (d, °J = 13.9 Hz, >°J = 9.8 Hz, 1 H, -CH), 2.83-2.90
(m, 2 H, 2 p-CH), 3.01-3.09 (m, 3 H, p-CH), 4.51 (dd, *J = 5.3 Hz, °J = 8.3 Hz, | H, a-CH),
4.69 (dd, *J=4.7 Hz, J=9.6 Hz, 1 H, a-CH), 4.65 (dd, *J = 6.5 Hz, °J= 7.4 Hz, | H, 0-CH),
4.83 (s iiberl., 2 H, PhCH,0), 6.52 (d, *Jirans = 15.8 Hz, 1 H, CH=CH-CO), 6.55-6.63 (m, 3 H,
Tyr-arom. CH), 6.68-6.77 (m, 1 H, Tyr-arom. CH), 6.87 (s, 1 H, His-arom. CH), 6.93-6.99
(m, 2 H, arom. CH), 7.07-7.15 (m, 11 H, arom. CH), 7.31 (d, 3J=176 Hz, 1 H, arom. CH),
7.88 (d, *Jirans = 15.8 Hz, 1 H, CH=CH-CO), 8.51 (s, 1 H, His-arom. CH).

LC-MS (ESI-2): 702.38 [M+H]"; R, = 1.70 min

MS (MALDI-TOF): 702.6 [M+H]", 724.6 [M+Na]"

C40H30N507 (701.78)+C,HF30, (114.02)

N"-3-[4-(Benzyloxy)phenyl]-E/Z-acryloyl-L-histidyl-L-phenylalanyl-L-tyrosin-hydrotri-
fluoracetat 92/47
Umsetzung gemill AAV P17 mit 146h ausgehend von 135c¢ liefert das Zielprodukt.
Man erhilt das Produkt als Gemisch von E- und Z-Isomer (E/Z = 1.6:1, laut 'H-NMR)
Ausbeute: 14.4 mg 17.6 umol, 11% weiller Feststoff
HPLC (A2, CH3;CN/H,O/TFA, 20/80/0.1 - 90/10/0.1 in 30 min, 50°C):

Ri = 15.84 min (Z-Isomer), R; = 16.78 min (E-Isomer)
Smp.: 145°C
[a]}) =—22.2° (MeOH, ¢ = 0.55)
"H-NMR (400 MHz, CD;0D): Z-Isomer: & = 2.80-2.91 (m, 2 H, B-CH), 2.97-3.17 (m, 4 H,
B-CH), 4.54-4.78 (m, 3 H, o-CH), 5.04 (s, 2 H, PhCH,0), 5.79 (d, *Jus = 12.5 Hz, 1 H,
CH=CH-CO), 6.64-6.67 (m, 3 H, Tyr-arom. CH), 6.86 (d, °J = 8.8 Hz, 1 H, Tyr-arom. CH),
6.98-7.04 (m, 5 H, 4 arom. CH, 1 His-arom. CH), 7.07-7.18 (m, 2 H, arom. CH), 7.26-7.51
(m, 9 H, 8 arom. CH, CH=CH-CO), 8.60 (s, 1 H, His-CH).
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E-Isomer: 6 = 2.80-2.91 (m, 2 H, B-CH), 2.97-3.17 (m, 4 H, B-CH), 4.54-4.78 (m, 3 H, a-
CH), 5.09 (s, 2 H, PhCH,0), 6.41 (d, *Jirans = 15.8 Hz, 1 H, CH=CH-C=0), 6.64-6.67 (m, 3 H,
Tyr-arom. CH), 6.86 (d, 3] =28.8 Hz, 1 H, Tyr-arom. CH), 6.98-7.04 (m, 5 H, 4 arom. CH,
1 His-arom. CH), 7.07-7.18 (m, 2 H, arom. CH), 7.26-7.51 (m, 9 H, 8 arom. CH, CH=CH-
C=0), 8.62 (s, 1 H, His-CH).
LC-MS (ESI-1, Grad. B): ~ 702.3 [M+H]", 724.3 [M+Na]", R; = 15.22 min (Isomer 1)

702.3 [M+H]", 724.3 [M+Na]", R, = 16.16 min (Isomer 2)
MS (MALDI-TOF): 703.9 [M+H]", 725.5 [M+Na]"
HR-MS (FAB, m/z): ber. fiir C4oH40Ns07 [M+H]" 702.2928, gem. 702.2859
C40H39N507 (701.78)«C,HF30; (114.02)

7.7 Versuche zu Kapitel 4.7

Messung der FTase-Inhibition von Pepticinnamin-Analoga (FTase-Test 1)

Pro Feld einer 96er-Mokrotiterplatte werden 10 pl [*H]-FPP-Losung (3.3 mM, 15-30 Ci
mmol™”, New England Nuclear) zu 100 pl einer wissrigen Losung von K-Ras (0.27 mg 1),
humaner FTase, variierten Konzentrationen des Inhibitors (geldst in 10 ul Methanol/Wasser
1:9 zugegeben) und Puffer [MgCl, (8.6 mM), ZnCl, (17.1 pM), DTT (1.32 mg ml™), Tris/HCI
(86 mM, pH = 8.0) pipettiert und die Platte fiir 30 min bei 37°C inkubiert. Dann wird die
Reaktion durch Zugabe von 100 pl einer Losung von konz. HCIl in Ethanol (15%)
abgebrochen, das ausgefallene Ras-Protein iiber Filtermatten (Typ B) in einem Tomtec -
Harvester filtriert und die iibertragene Radioaktivitit mit einem Wallac™ 1024 Betaplate
Szintillationszdhler gemessen. Aus einem Vergleich der gemessenen Radioaktivitidt mit und
ohne Inhibitorzusatz (jeweils nach Subtraktion der Nullrate) 14sst sich der Inhibitionsgrad
ermitteln

Auf diese Weise wurden folgende Verbindungen getestet: 91/1-91/2, 91/10-91/13, 92/1-92/10,
92/14, 92/19-92/31, 92/32-92/33, 92/35, 92/41-92/47, 140a-b, 171/1.

Die in Tabelle 9 illustrierten Verbindungen zeigten relevante Aktivitat.
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Enzymaktivitit (%)
Inhibitor-
Konzentr. |92/29 92/28 92/35 92/33 92/41 92/43 92/44 92/45 92/31 92/46
[LM]
30 40 28 7 42 45 32 18 13 16 28
3 81 61 33 77 85 93 73 38 49 65
0.3 79 77 72 82 100 93 100 62 52 86
Enzymaktivitét (%)
Inhibitor-
Konzentr. 92/9 92/8 171/1
[uM]
30 32 35 45
10 58 47 47
3 84 65 54
1 97 71 55
0.3 - - 70

Tabelle 9: Ergebnisse aus FTase-Test 1

Die zugehorigen ICsp-Werte wurden durch Extrapolation der Daten erhalten. Siehe hierzu

Kapitel 4.7.4 Tabelle 8.

Messung der FTase-Inhibition von Manumycin-Analoga (FTase-Test 2)

Zu 397 ul einer wissrigen Losung von DansylGCVLS (42.1 uM), gereinigter Hefe-
Farnesyltransferase, variierten Konzentrationen des Inhibitors (geldst in 50 pul Methanol zuge-
geben), Probenpuffer (50 mM TrisHCL, 5 mM DTT, 5 mM MgCl,, 10 uM ZnCl,) in einer
Kiivette (Typ Nr.: 115F-OS, Hellma, Schichtdicke 10 mm) werden 3 pl FPP (10 mM,
Endkonzentration 75 uM) pipettiert und nach kurzem Umschwenken der Kiivette die
Fluoreszenzentwicklung bei 30°C fiir 10 min mit einem LS-50B Fluoreszenzspektrometer der
Firma Perkin-Elmer gemessen. Aus einem Vergleich der Anfangssteigungen der

Fluoreszenzentwicklung mit und ohne Inhibitorzusatz lisst sich der Inhibitionsgrad ermitteln.

Auf diese Weise wurden folgende Verbindungen getestet: 14, 177a-¢, 178a-c

Die in Tabelle 10 illustrierten Verbindungen zeigten relevante Aktivitit.
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Enzymaktivitit (%)
Inhibitor-
Konzentr. | 177a 177b 14
[uM]
50 0 8 15
25 2 17 40
5 22 63 89
1.25 42 - -
0.96 76 - -

Tabelle 10: Ergebnisse aus FTase-Test 2

Die zugehorigen ICso-Werte wurden durch Extrapolation der Daten erhalten. Siehe hierzu

Kapitel 4.7.1.2.1 Tabelle 7.

Messung der FTase-Inhibition von Pepticinnamin-Analoga (FTase-Test 3)

Pro Feld einer 96er-Mikrotiterplatte wurden 20 pl einer Losung von Ratten-Farnesyl-
transferase (2.6 uM im unten angegebenen Puffermedium, Endkonzentration 0.26 uM) iiber
die Dispenserfunktion des Gerétes zu 180 ul einer bei 30°C vorinkubierten Losung von FPP
(10 uM), Dansyl-GCVLS-Peptid (10 uM), variierten Konzentrationen des Inhibitors (geldst in
20 ul Methanol zugegeben) und Puffer [Tris/HCI (50 mM, pH 7.5), DTE (5§ mM), ZnCl, (10
uM), MgCl, (5 mM), n-Octyl-B-D-glucopyranosid (0.2% w,v)] gegeben und anschlieBend der
Kurvenverlauf wihrend 5 min bei 30°C mit einem Fluoroscan-FL Fluorometer der Firma
Ascent Labsystems (Filter: Ay = 355 nm, A, = 460 nm) aufgenommen. Aus einem Vergleich
der Anfangssteigungen der Fluoreszenzentwicklung mit und ohne Inhibitorzusatz ldsst sich

der Inhibitionsgrad ermitteln.

Auf diese Weise wurden folgende Verbindungen getestet: 91/1-91/2, 91/7-91/13, 92/1-92/10,
92/12, 92/14, 92/16-92/18, 19-92/31, 92/32-92/33, 92/35, 92/41-92/47, 137a-b, 140a-b,
171/1-171/2.

Die in Tabelle 11 illustrierten Verbindungen zeigten relevante Aktivitit.
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Enzymaktivitit (%)
Inhibitor-
Konzentr. |92/12 92/6 92/9 92/8 92/5 92/25 92/29 92/28 92/35 92/33
[uM]
50 14 36 20 12 29 35 30 13 27 22
25 23 43 41 20 34 55 38 19 31 33
10 49 61 56 37 50 62 57 42 48 57
5 61 79 75 52 63 83 72 59 58 67
2,5 78 91 83 71 80 88 81 75 74 80
0,5 94 100 96 94 92 97 96 90 89 97
Enzymaktivitit (%)
Inhibitor-
Konzentr. |92/32 92/41 92/43 92/47 92/42 92/44 92/31 92/46 92/39 91/9
[uM]
50 16 33 27 12 22 23 51 27 29 31
25 26 39 35 16 35 35 72 50 55 50
10 46 56 44 40 58 58 85 67 75 79
5 59 74 63 52 68 83 92 85 88 90
2,5 69 89 76 76 79 91 67 88 97 98
0,5 77 100 94 83 90 100 91 100 100 100
Enzymaktivitit (%)
Inhibitor-
Konzentr. 91/7 91/12 92/7 92/34 92/36 92/40 92/39 92/37 171/2 92/38
[uM]
50 44 46 52 24 46 42 29 59 54 47
25 59 59 64 35 47 63 55 57 73 56
10 77 79 81 50 56 79 75 68 89 64
5 85 84 86 66 79 87 88 86 97 80
2,5 90 95 89 75 91 100 97 93 100 89
0,5 94 100 95 93 100 100 100 97 100 95

Tabelle 11: Ergebnisse aus FTase-Test 3

Die zugehorigen ICso-Werte wurden durch Extrapolation der Daten erhalten. Siehe hierzu

Kapitel 4.7.4 Tabelle 8.
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Messung der GGTase I-Inhibition von Pepticinnamin-Analoga

Man ldsst eine wassrige Losung von GGPP-Analogon (15 uM), GGTase I (5 uM) Inhibitor
(100 uM) und Puffer [Hepes (50 mM, pH 7.2), NaCl (50 mM), DTT (5 mM), CHAPS 0.3%,
GDP (20 uM), MgCl, (3 mM)] fir 10 min bei Raumtemperatur inkubieren, gibt dann 5 pl
RhoA (Endkonzentration 5uM) hinzu und ldsst die Prenylierungsreaktion fiir 15 min bei
Raumtemperatur ablaufen. Dann werden 10 pl der Losung gelektrophorethisch mittels einer
SDS-PAGE (15% Polyacrylamid) aufgetrennt. Durch einen visuellen Vergleich der Fluores-
zenz der Spots mit und ohne Inhibitorzusatz lésst sich der Inhibitionsgrad abschitzen.

Auf diese Weise wurden folgende Verbindungen getestet:

92/2-92/5, 92/8, 92/12, 92/14, 92/22, 91/1-91/2, 91/9, 91/11-91/12, 92/16, 92/18, 92/26,
92/28-92/29, 92/35, 92/43.

Ein Fluoreszenzaufnehme des Gels ist in Kapitel 4.7.2 abgebildet.

Zur Auswertung sieche Kapitel 4.7.4 Tabelle 8.

Messung der Aktivitiit gegeniiber MDCK-f3-Tumorzellen (MDCK-f3-Test)

Auf einem 8-Fach Objekttrager werden MDCK-13 Zellen in 500 pl Medium mit einer Dichte
von 5 x 10° Zellen/ml mit variierten Konzentrationen (10, 20, 50 und 100 uM) der jeweiligen
Testsubstanz fiir 6 h bei 37°C inkubiert (die Verbindungen werden geldst in 0.5 pl DMSO
zugegeben). AnschlieBend werden die Zellen mit PBS gewaschen und mit kaltem
Methanol/Aceton (1:1) fiir 30 min fixiert und permeabilisiert. Nach Waschen der Zellen mit
PBS und Inkubation mit PBS/BSA 2% fiir 30 min werden sie mit Aktin-spezifischem
Antikorper, gekoppelt mit Fluoreszenzmarker TRITC, fiir 1 h umgesetzt und danach fiir 3 x
10 min mit PBS gewaschen. AnschlieBend wird fiir 10 min mit dem Farbstoff DAPI
(1:20.000) angefarbt und dann wieder fiir 3 x 10 min mit PBS gewaschen. Nach Behandeln
mit Moviol erfolgt Analyse mittels einem Axiophot Fluoreszenzmikroskop der Firma Zeiss,

wobei die Fluoreszenzbilder fotografisch festgehalten werden.

Auf diese Weise wurden folgende Verbindungen getestet:
91/1-91/2, 91/11-91/12, 92/1-92/5, 92/8, 92/12-92/14, 92/16-92/18, 92/22, 92/28-92/29,
92/31-92/32, 92/35, 92/42-92/43.

Hierbei zeigten die Substanzen 92/2-92/4, 92/17 und 171/1 einen Effekt. Die entsprechenden
Fluoreszenzaufnahmen sind in Kapitel 4.7.3 dargestellt.

Zur Auswertung siche Kapitel 4.7.4 Tabelle 8.
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Messung der Aktivitit gegeniiber Wild-Typ MDCK-Zellen
In diesem Assay werden Wild-Typ MDCK-Zellen in 500 ul Medium mit einer Zelldichte von
1 x 10* Zellen/ml verwendet. Ansonsten erfolgte die Durchfiihrung analog der Vorschrift fiir

den MDCK-{3-Test.

Auf diese Weise wurden folgende Verbindungen getestet: 92/17 und 171/1
Die entsprechenden Fluoreszenzaufnahmen sind in Kapitel 4.7.3 dargestellt.

Zur Auswertung sieche Kapitel 4.7.4 Tabelle 8.
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