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1 Einleitung

Proteolytische Enzyme spielen in einer Vielzahl von physiologischen Prozessen eine
grofde Rolle und kénnen diese sowohl positiv als auch negativ beeinflussen. Die
Proteasen gehoren zu den besonders gut untersuchten Enzymklassen und fiir viele
von ihnen sind bereits dreidimensionale Strukturen, Wechselwirkungen oder

biologische Aufgaben bekannt.

Basierend auf ihrem katalytischen Mechanismus werden die Enzyme in sechs bzw.
sieben Klassen unterteilt: Aspartat-, Cystein-, Glutamat-, Metallo-, Threonin- und
Serinproteasen.[l] Als ,siebte” Klasse werden gelegentlich auch die Asparagin-
Peptidasen genannt, obwohl diese streng-genommen eigentlich auch als Asparagin-
Lyasen charakterisiert werden kénnen.[2!

Neben der Einteilung in katalytische Klassen existiert auch noch die sogenannte
MEROPS-Klassifikation der Proteasen, in welche die Enzyme in unterschiedliche
Clans und Familien eingeteilt werden.[3] Eine der grofiten und biomedizinisch-
relevantesten Proteasefamilien sind in dieser Nomenklatur die S1-Serinproteasen.
Diese sind an einer Vielzahl von wichtigen Prozessen wie z. B. der Verdauung oder
der Blutgerinnung beteiligt. Eine Fehlregulation dieser Proteasen kann hingegen zu
schweren Krankheiten wie z. B. der Bildung eines Emphysem, Schlaganfall oder
Krebs fiihren.*l Dementsprechend wurden bereits fiir viele Serinproteasen
chemische Inhibitoren als Medikamente entwickelt. Ein bekanntes Beispiel dafiir ist
das Peptid Bivalirudin (Handelsname Angiox®).l5! Dieses wird zur Vermeidung von
Thrombosen eingesetzt, indem es an die Serinprotease Thrombin bindet, welche an
der Blutgerinnung beteiligt ist.[®]

Im Gegensatz zu Thrombin und anderen klassischen ,Modell“-Serinproteasen wie
z. B. Elastase, Chymotrypsin oder Trypsin sind speziellere Serinproteasen wie z. B.
die HtrA-Proteasen (high temperature requirement A) noch wenig erforscht,
obwohl sie auch wichtige biologische Funktionen iibernehmen. So scheinen HtrA-
Proteasen eine entscheidende Rolle in der Proteinqualitdtskontrolle zu spielen.
HTRA1 ist ein klassischer Vertreter dieser Proteasen, deren Hyperaktivitat
wiederum mit den Volkskrankheiten Arthritis und altersbedingter
Makuladegeneration in Verbindung gebracht wird.l”l Medikamente zur Behandlung
dieser Erkrankungen durch chemische Modulation der Serinprotease HTRA1 sind

bisher noch nicht verfiigbar.
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Um solche bisher unzureichend erforschte Proteasen wie HTRA1 zu untersuchen,
sind geeignete chemische Inhibitoren mit hoher Hemmpotenz und Selektivitat
notwendig. Durch den Einsatz solcher Verbindungen als chemische Sonden kénnen
Funktionen, Strukturen und die Regulation dieser Proteasen studiert werden. Auch
konnen aus solchen Sonden in einem zweiten Schritt eventuell neuartige
Medikamente entwickelt werden.

Als Ausgangspunkt fiir die Entwicklung neuer chemischer Inhibitoren orientieren
sich viele Forschungsgruppen haufig an Naturstoffen. Der Vorteil ist, dass diese
Verbindungen in ihren Eigenschaften einzigartig sind, eine grof3e chemische Vielfalt
und biochemische Spezifitat zeigen. Ein bedeutender Fund war z. B. die Entdeckung
des Penicillins, einem [-Lactam, welches kovalent an das aktive Zentrum der
bakteriellen Serinprotease Transpeptidase bindet und diese somit effizient
inhibiert.[8]

Die Molekiile der Naturstoffklasse der Ahp-Cyclodepsipeptide
(Ahp: 3-Amino-6-Hydroxy-2-Piperidon) kdnnten einen solchen Ausgangspunkt zur
Entwicklung neuartiger Inhibitoren darstellen. Durch einen speziellen
Bindungsmodus sind diese Molekiile in der Lage, die Aktivitat von Serinproteasen
wie Elastase, Trypsin und Chymotrypsin teils im nanomolaren Bereich zu
hemmen.[*-11] Die Synthese und die biologische Evaluierung dieser Naturstoffklasse
wurden bisher jedoch nur rudimentar bearbeitet.[12-14]

Diese Arbeit ist die erste, die sich mit der Entwicklung einer praktikablen
Synthesestrategie, der systematischen Derivatisierung und der vergleichsweise

breiten biologischen Evaluierung dieser zyklischen Peptide befasst.
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2 Theoretische Grundlagen

2.1 Serinproteasen

Nahezu 40% aller proteolytischen Enzyme kénnen als Serinproteasen klassifiziert
werden. Diese sind in allen Doméanen des Lebens zu finden und an vielen wichtigen
physiologischen Prozessen, wie zum Bespiel der Verdauung, der Himostase, dem
Zelltod, der Signaliibermittlung, der Reproduktion und der Immunreaktion
beteiligt.[115-18] [n vielen biologischen Prozessen arbeiten diese dabei in der Form
von Enzymkaskaden, in welchen ausgewdahlte Proteasen weitere Proteasen durch
limitierte Proteolyse aktivieren. Ein klassisches Beispiel hierzu ist die Regulation
der Blutgerinnung, in welcher unterschiedlichste Serinproteasen involviert sind, die

sich gegenseitig durch Proteolyse aktivieren.[19.20]

2.1.1 Katalytische Triade

Wie der Name Serinproteasen bereits vermuten ldsst, spielt bei diesen die
Aminosaure Serin, welche sich im aktiven Zentrum des Enzyms befindet, eine
besondere Rolle. Diese katalysiert jedoch nicht allein die Hydrolyse, sondern
fungiert in Wechselwirkung mit einem weiteren Histidin- und Aspartat-Rest, welche
zusammen die sogenannte katalytische Triade bilden. Als aktives Zentrum
bezeichnet man den Bereich des Enzyms, in welchem die Hydrolyse der Proteine
bzw. Peptiden, den so genannten Substraten, stattfindet. In Abb. 1 ist die Spaltung
eines Peptides im aktiven Zentrum schematisch dargestellt. Als Beispiel ist die
Serinprotease Chymotrypsin gegeben. Bei dieser Protease besteht die katalytische
Triade aus den Aminosduren Histidin 57 (His57), Aspartat 102 (Asp102) und
Serin 195 (Ser195; die Zahlen geben die Positionen in der Aminosauresequenz der

Protease an).[1.151821]

Im ersten Schritt deprotoniert das Imidazol des Histidins die Hydroxygruppe des
Serins. Die Carbonsdureeinheit des Aspartats wechselwirkt dabei mit dem
Imidazolring, sodass die Basizitat des Imidazols erh6ht wird. Der negativ-geladene
Sauerstoff kann nun die Amidbindung in einem Peptid nukleophil angreifen, sodass
ein tetraedrisches Intermediat entsteht. Dieses Zwischenprodukt wird durch das

sogenannte ,oxyanion hole“ (deutsch: Oxyanion-Loch) stabilisiert. Der Bereich ist
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eine positiv geladene Tasche, welche durch das Peptidriickgrat der Aminosauren
Gly193 und Ser195 induziert wird. Im Folgenden wird ein Proton des positiv
geladenen Imidazols (His57-H*) auf das Peptid iibertragen und der N-terminale-Teil
des Peptides abgespalten. Der C-terminale-Teil verbleibt an der Seitenkette des
Serins und wird Acylenzym-Intermediat genannt. Im nachsten Schritt wird ein
Wassermolekiil deprotoniert und das Hydroxidanion greift nucleophil das
Acylenzym an. Dabei entsteht ein weiteres tetraedrisches Zwischenprodukt,
welches ebenfalls durch das ,Oxyanion hole“ stabilisiert wird. Das Imidazol
ubertragt wieder ein Proton und der C-terminale-Teil des Peptides wird
abgespalten.[1,1518,21-23]
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Abb. 1: Katalysezyklus einer Serinprotease mit der Kkatalytischen Triade: His57 Asp102
Ser195. (Modifiziert nach L. Hedstroml[5]; G. Dodson(?4]; A. R. Buller et al.[25]).

Bei der globalen Betrachtung der Hydrolyse von Peptidbindungen wechselwirken

die Seitenketten des Peptides mit den sogenannten Enzymtaschen. Um diese

Wechselwirkungen zu beschreiben, bedient man sich der Nomenklatur nach

Schechter und Berger.[26] Hierbei betrachtet man den Bindungsmodus ausgehend

von der zu schneidenden Peptidbindung. Durch die Spaltung ergibt sich ein
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Carbonsaure-Teil (C-Terminus) und ein Amin-Teil (N-Terminus). Beim letzten Teil
werden die Aminosduren von P1 bis Pn nummeriert und die korrespondierenden
Enzymtaschen von S1 bis Sn. Flir den C-terminalen-Teil gilt dieselbe Nomenklatur,
jedoch wird der Notation ein ,' “ hinzugefiigt (P1‘ bis Pn‘ und S1" bis Sn‘; siehe Abb.
2).120]

N-Terminus Schnittpunkt

. Substrat

C-Terminus

Protease

Abb. 2: Nomenklatur nach Schechter und Berger. (Modifiziert nach Turk, 2006).[27]

Neben der Spaltung von Amidbindungen koénnen Serinproteasen auch andere

Substrate wie z. B. Anilidene, Ester oder Thioester spalten.[15]

Neben dem oben erwdahnten Chymotrypsin zidhlen viele weitere Proteasen zu den
klassischen S1-Serinproteasen mit der His57-Asp102-Ser195-Triade, wie zum
Beispiel Trypsin oder Elastase. Es existieren jedoch noch weitere Serinproteasen,
wie z. B. solche mit einer katalytischen Duade wie Lactoferrin (Lys73-Ser259) oder
mit nur einem Serin im aktiven Zentrum wie die Aminopeptidase DmpA
(Ser250).[28.29]

Generell konnen Proteasen hinsichtlich ihrer statistisch-signifikanten Ahnlichkeit in
Struktur und Sequenz erfasst werden. Die Informationen werden in der
sogenannten ,MEROPS-Datenbank fiir proteolytische Enzyme“ gesammelt. Hier
werden die Proteasen nach ihrem katalytischen Mechanismus und hinsichtlich ihrer
Aminosauresequenz in sogenannte Clans und Familien eingeteilt. [330]

Eine Ubersicht iiber alle bekannten Serinprotease-Clans ist in Tab. 1 gezeigt. Es
existieren 13 verschiedene Clans, die sich wiederum in insgesamt 40 Familien
unterteilen. Die Spezifitdt gibt an, nach welchen Aminosduren die Proteasen des
Clans die Peptidbindung generell spalten koénnen. Das katalytische System

beschreibt die essentiellen Komponenten des aktiven Zentrums.[1.21]
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Tab. 1: Ubersicht iiber bekannte Serinproteasen.[1.21]

katalytisches

Clan Familien Beispiel System Spezifitit
PA 12* Trypsin His, Asp, Ser ADF, G’;(’ QR W,
SB 2 Subtilisin, sedolisin Asp, His, Ser F,WY
SC 2 Prolyloligopeptidase  Ser, Asp, His G P
SE 6 car]l?)til;lp(]e)pﬁllaase Ser, Lys D, A
SF 3 LexA peptidase Ser, Lys/His A
SH 2 Cytomegalovirus His, Ser, His A
S] 1 Lon peptidase Ser, Lys K, L, MRS
SK 2 Clp peptidase Ser, His, Asp A
SP 3 Nucleoporin His, Ser F
SQ 1 Aminopeptidase DmpA Ser A G KR
SR 1 Lactoferrin Lys, Ser K, R
SS 14 L,D-Carboxypeptidase  Ser, Glu, His K
ST 5 Rhomboid His, Ser D

*In diesem Clan befinden sich sieben zusatzliche Familien mit einem aktiven Cystein als Nukleophil.

2.1.2 Inhibition von Serinproteasen

Eine Fehlregulation von Serinproteasen kann im menschlichen Koérper zu
unkontrollierten bzw. unerwiinschten Proteolysereaktionen fithren, was schliefdlich
zu schweren Krankheiten wie z. B. Emphyseme, Schlaganfall, Krebs, Alzheimer,
Entziindungen oder Arthritis fithren kann. Daher kann eine selektive und potente
Inhibition solcher Serinproteasen einen erheblichen therapeutischen Nutzen

darstellen.[4]

Aufgrund der Bedeutung der Serinproteasehemmung sind bereits vielfaltige
Inhibitoren dieser Enzymklasse bekannt. Dabei unterscheidet man generell
zwischen kovalenten und nicht-kovalenten Inhibitoren. Ein ,Klassiker” fir
kovalente Inhibitoren ist z. B. Diisopropylfluorphosphat, (DFP). Dieses Nervengift
inhibiert verschiedenste Proteasen und bindet dabei kovalent-irreversibel an die

Hydroxygruppe des aktiven Serins (siehe Abb. 3).[15]
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Enzym Enzym
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Abb. 3: Bindung des DFP an eine Serinprotease. (Modifiziert nach L. Hedstrom, 2002)[15]

Um eine hohere Protease-Selektivitat zu erreichen, wurden Substrat-dhnlichere
Phosphonylfluoridanaloga entwickelt (z. B. Phenylalaninanaloga zur Hemmung von
Chymtrypsin). Obwohl diese eine bessere Selektivitdt zeigen, ist ihr Einsatz nur
eingeschrankt moglich, da die P-F-Bindung in physiologischen Puffern hydrolysiert.
Um diesem Effekt entgegenzuwirken, wurden a-Aminoalkyldiphenyl-
phosphonatester synthetisiert. Diese konnten spater zu peptidischen Verbindungen
weiterentwickelt werden. Die elektronegative Phenoxy-Abgangsgruppe ist dabei
notwendig, um den Phosphor fiir den nucleophilen Angriff durch das Serin zu
aktivieren. Sind elektronenziehende Substituenten an dem Ringsystem vorhanden,
so erhoht dies das Inhibitionspotential. Wird diese reaktive Gruppe (die man auch
einen ,warhead“ nennt) mit einem Di- oder Tripeptid versehen, wird eine
effizientere Hemmung erreicht, da die Aminosduren zusatzlich mit den Proteasen
wechselwirken konnen. In anderen Projekten wurde versucht, den peptidischen
Teil zusatzlich mit der S’-Seite der Protease wechselwirken zu lassen (siehe Abb.

4).[31-33]

Abb. 4: Inhibitor, der mit der S- und der S'-Seite einer Protease wechselwirken kann.[15]

Eine weitere kovalente Inhibitorenklasse sind Halomethylketone. Diese binden
ebenfalls kovalent und irreversibel an das aktive Zentrum. Zum Mechanismus der
Inhibition mit einem peptidischen Chloromethylketon existieren zwei Vorschlage,

die in Abb. 5A zusammengefasst sind.[*]
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Abb. 5: A) Mechanismus der Inhibition durch Halomethylketone ; B) Bindungsmodus eines
peptidischen Halomethylketons an Elastase.[341(35]
In beiden Varianten greift zundchst die Hydroxidgruppe des Ser195 nukleophil die
Carbonylfunktion an. Nach Poulos et al. (Reaktionsweg 1) wird das Chloratom direkt
durch den nukleophilen Stickstoff des Imidazols substituiert.[34]
Die Gruppe von Powers postuliert einen anderen Mechanismus (Reaktionsweg 2).
Dabei formt das Hemiacetal im ersten Schritt ein Epoxid durch die Substitution des
Chloratoms. Dieser Drei-Ring wird dann nukleophil von der Seitenkette des His57
angegriffen. Der Inhibitor kann somit sowohl monovalent als auch bivalent
binden.[3%] Die Bindungsvarianten stehen in einem Gleichgewicht.
Durch die Kombination des Chloromethylketons mit einem Peptid kann das
Inhibitionspotential gesteigert werden. Abb. 5B zeigt die bivalente Bindung des
Inhibitors MeO-Suc-Ala-Ala-Pro-Val-CH2Cl an Elastase. Zudem wechselwirkt der
peptidische Teil des Molekiils mit den Enzymtaschen S1 und S2. Das Peptidriickgrat
bildet mit einem Teil der Protease ein antiparalleles B-Faltblatt aus. Durch die
Besetzung des ,,Oxyanion hole“ wird die Bindung zwischen dem Inhibitor und dem
Enzym zusatzlich stabilisiert.[3¢]
Zu einer weiteren grofden kovalenten Inhibitorenklasse gehoren die
Boronsdurederivate. Der Inhibitionsmechanismus ist &dhnlich zu den oben
genannten Verbindungen. Das trigonale Bor kann durch sein unbesetztes p-Orbital
eine weitere Bindung eingehen. Wechselwirkt der Inhibitor mit der Protease, so
wird das ,Oxyanion hole“ von einer OH-Gruppe der Boronsaure besetzt, wie zum

Beispiel bei dem Inhibitor Phenylethanboronsaure (siehe Abb. 6).15.31]
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Abb. 6: Phenylethanboronsiure (Kasten) und Verstirkung der Inhibition durch das
His57.131,37,38]
Die Wechselwirkung des His57 mit dem Inhibitor kann auch bei dieser Klasse den
Effekt verstarken. Tsilikounas et al. zeigten, dass der protonierte Imidazolring des
His57 ein Proton tibertragen kann, sodass Wasser eliminiert wird und das Histidin
an das Bor koordinieren kann (siehe Abb. 6).13839 Dabei konnte gezeigt werden,
dass diese peptidischen Boronsdurederivate zwar kovalente, nichtsdestotrotz
jedoch noch reversible Inhibitoren fiir bestimmte Serinproteasen sind.
a-Aminoboronsdure-Derivate zeigen hdufig eine hohe Hemmpotenz und kénnen
durch geeignete Derivatisierung auch eine hohe Selektivitit erreichen. Allerdings
sind auch diese nicht selektiv fiir Serinproteasen, sondern konnen z. B. auch

Threoninproteasen hemmen.

Auch viele Naturstoffe oder Naturstoffklassen zeigen eine inhibierende Wirkung
gegeniiber Serinproteasen. Dazu zdhlen z. B. Peptidaldehyd-Naturstoffe wie zum
Beispiel Leupeptin oder Antipain. Diese sind jedoch sehr unselektiv und inhibieren
nicht nur Serinproteasen, sondern auch Cystein- und Threoninproteasen. Weitere
Vertreter der Naturstoff-basierten Serinproteaseinhibitoren sind z. B. die
Aeruginosine, welche hervorragende Hemmeigenschaften gegeniiber Thrombin
und Trypsin zeigen. Charakteristisches Merkmal dieser Substanzklasse ist eine
2-Carboxy-6-octahydroindol-Aminosaure, welche haufig von einer D-Aminosaure,
einem Hydroxyphenylmilchsaurederivat und einem Argininderivat umgeben ist. Die
auflerordentliche Hemmung der Protease Thrombin ldsst sich durch den
molekularen Bindungsmodus erklaren: die Aeruginosine wechselwirken in nahezu
optimaler Weise mit den S1, S2 und der S4 Taschen des Thrombins. Die Ss-Tasche
wurde als D-S3 definiert, da die Verbindungen mit einem D-Phenylalanin der

Protease wechselwirken (siehe Abb. 7).[40]
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Abb. 7: Vorhergesagte Wechselwirkung des Naturstoffes Aeruginosin 298A mit der Protease
Thrombin.[*0]

Neben linearen Peptiden sind auch Cyclopeptid-Naturstoffe mit Serinprotease-
Hemmeigenschaften bekannt.[*l] Klassische Vertreter sind z B. die Naturstoffe
Cyclotheonamide A-E, Cyclotheonellazole A-C oder Planktocyclin, die zum Teil
sogar im nanomolaren Bereich inhibieren. Einige dieser zyklischen Peptiden
konnen dabei auch mit der S’-Seite einer Protease wechselwirken.[42-45]

Nicht nur peptidische, sondern auch andere Naturstoffklassen wie Terpene,
Zuckerderivate oder Molekiile mit aromatischen/heteroaromatischen Systemen,
wie Anthracen- oder Isocumarinderivate wurden schon als effiziente Inhibitoren

von Serinprotease beschrieben.[31,46-49]

Einer der wichtigsten Naturstoffvertreter der Serinproteasen sind die Penicilline.
Diese B-Lactame konnen den Aufbau von Zellwdnden in Bakterien verhindern,
indem sie irreversibel an die Serinprotease Transpeptidase binden und werden
daher regelmifdig als Antibiotika in der Therapie eingesetzt. Dabei ,imitiert” die
molekulare Struktur der Penicilline die (D)Ala-(D)Ala-Substratstruktur der
Transpeptidase.>% Strukturell-verwandt mit den Penicilline sind die Cepheme. Im
Vergleich zu den Penicillinen, welche eine Tetrahydrothiazoleinheit besitzen,
verfligen diese tUber eine Dihydro-1.3-Thiazeneinheit und zeigen ebenfalls
antibiotische Wirkung. Die 5. Generation dieser Verbindungsklasse, wie zum
Beispiel Ceftobiprol, oder Ceftarolin, wird als Antibiotikum gegen MRSA

(Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus) eingesetzt.[51]
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Abb. 8: Transpeptidase-Inhibiton durch Cepheme; Rot: Hemmung unter Offnung der
Thiazeneinheit; Blau: Hemmung unter Erhalt der Thiazeneinheit.[52]
Als Inhibitionsmechanismus wird dabei ein nukleophiler Angriff des deprotonierten
Serins am [(-Lactamring angenommen. Dies fiihrt dann zu einer
Elektronenverschiebung im Wirkstoff und letztendlich zu einer Bildung einer
Doppelbindung unter Abspaltung einer Abgangsgruppe. An dieser Doppelbindung
erfolgt nun der nucleophile Angriff des Histidins in einer Art Michael-Addition. Die
weitere Elektronenumlagerung kann nun mit und ohne Thiazenringéffnung

erfolgen (siehe Abb. 8).

2.1.3 Chymotrypsin, Trypsin und Elastase

Eine der grofdsten und biochemisch-relevantesten Familien der Serinproteasen ist
die ,Familie S1 welche dem Clan PA zugeordnet wird. Die S1-Proteasen werden
dabei noch detaillierter nach ihrem urspriinglichen Organismus unterschieden und

in die Subklassen S1-A bis S1-E eingeteilt. [3:30.53]

In diesem Kapitel werden die typischen Vertreter der S1-A-Serinproteasen naher
erldutert. Dazu gehoéren Chymotrypsin, Trypsin und Elastase. Sie sind sogenannte
Endopeptidasen, die Polypeptide in kleinere Peptide abbauen (im Vgl.
Exopeptidasen spalten Peptide endstindig, sodass Aminosauren, Di- und Tripeptide
frei werden). Wie bereits in Kapitel 2.1.1 erwahnt, besitzen alle drei Enzyme eine
His57-Asp102-Ser195-Triade. Die Hydrolyse eines Substrates oder die Bindung
eines Inhibitors wird bei diesen Proteasen haufig iliber die Stirke der
Wechselwirkung zwischen dem Pi-Rest und der Si-Tasche bestimmt.

Wechselwirken weitere Reste des Inhibitors mit dem Enzym, so fiihrt dies natiirlich
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noch zu einer weiteren Verbesserung bzw. Beschleunigung der Inhibition bzw. des
Substratabbaus.[>455]

In Chymotrypsin bilden die Reste Ser189, Gly216 und Gly226 eine tiefe hydrophobe
Tasche in der Si-Position. Die Protease kann somit gut mit unpolaren, volumindsen
Aminosduren wechselwirken. Im Vergleich zu Alanin praferiert Chymotrypsin
Phenylalanin iiber das 50000-fache mehr.[15.2156]

Die Kombination von Asp189, Gly216 und Gly226 formt eine negativ-geladene
Tasche und ist bei Trypsin zu finden. Das Enzym schneidet daher vorwiegend nach
den Aminosduren Arginin oder Lysin in der P1-Position.[1521,56]

Elastase hingegen bevorzugt kleine aliphatische Aminosauren in der Pi-Position.
Die Tasche ist wesentlich kleiner als bei Chymotrypsin oder Trypsin. Besonders
Valin oder Isoleucin sind hier gut geeignet. Ihre Spezifitat erhalt die Tasche durch
die Aminosduren Val216 und Thr226. Bei Elastase ist jedoch auch die P3-Seitenkette
relevant. So ist die Acylierungsrate bei einem ,passenden Rest um das 100-fache

gegeniiber einen nicht-optimalen Rest erhoht.[1556,57]

2.1.4 Humane HtrA-Proteasen

Das Aggregieren von fragmentierten, fehlgefalteten oder fehlgeleiteten Proteinen
kann wichtige biologische Prozesse behindern und zu zelluldren Fehlfunktionen
fiihren. Um diesen potentiell-toxischen Aggregaten entgegenzuwirken, verwendet
die Zelle Enzyme, die Proteinsubstrate neu falten oder, falls nicht mehr maglich,
abbauen. Solche Aggregat-abbauende Proteasen sind somit besonders wichtig in
der Proteinqualitatskontrolle, da sie eine schiitzende und regulierende Funktion

besitzen. Sie kommen sowohl in Einzellern als auch in Mehrzellern vor.[7,58]

Diese Funktionen werden auch von den Proteasen der HtrA-Familie (engl.: high
temperature requirement A) iibernommen. Sie gehdren wie Elastase zum PA-Clan,
sind jedoch der Familie S1C zugeordnet. Es wurden bereits iiber 180 Mitglieder der

HtrA-Familie in verschiedensten Organismen identifiziert.

Alle HtrA-Proteasen besitzen eine S1-Serinprotease-dhnliche Domdne und
mindestens eine C-terminale PDZ-Domane. Dariiber hinaus unterscheiden sie sich
voneinander in weiteren Punkten, z. B. durch die Prasenz einer Signalsequenz (SS),

einem Transmembransegment (TM) oder weiteren N-terminalen Domanen wie z. B.
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einer IGFBP- oder Kazal-Proteaseinhibitor (Kl)-artigen Doméanen. Eine Auswahl an

HtrA-Familienmitgliedern ist in Abb. 9 dargestellt.[59.60]

Protein Species Size SSTM IGF KI  Trypsin

(aa) BP
DegS E. coli 355 Il
DegP E. coli 48
DegQ E. coli 428

HtrA Synechocys 452 (I
HhoA Synechocys 360
HhoB Synechocys 391

HtrA1 H. sapiens 458 V-
HtrA2 H. sapiens 458 [l

HtrA3 H.sapiens 436 O "7 )
HtrA4 H.sapiens 445 Q- 7 )
HtrA2 D. rerero 429 V-

YNM3 S. cerevis. 997
Q9P7S1 S. pombe 996
YNM3-I C. albicans 851
Q8RY22 A. thaliana 1097
DegP1 A. thaliana 437 o
Q9VFJ3 D. melano. 422 oy

Abb. 9: Dominensstruktur ausgewihlter HtrA-Familienmitglieder.[5%]

Strukturell sind alle HtrA-Proteasen dhnlich aufgebaut. Die Grundstruktur dieser
Proteasen ist ein trichterformiges Trimer, welches durch Wechselwirkungen der
Proteasendomaénen gebildet wird und bei der die PDZ-Domanen nach aufden ragen.
Neben den Trimeren kdnnen einige HtrA-Proteasen jedoch auch héhere Oligomere
bilden, bei welchen sich die Trimere in h6here Oligomere wie z. B. Hexamere, 12-
mere oder 24-mere zusammenlagern. Wahrend einige HtrA-Proteasen wie HTRA2
und DegS in ihrer inaktiven als auch in ihrer aktiven Form als Trimere auftreten,
andert sich die Struktur bei anderen HtrA-Proteasen wie DegP und HTRA1 mit der
Aktivierung. Bindet hier ein Substrat bzw. ein allosterischer Aktivator an das Enzym,

so wird die Protease unter der Bildung hoherer Oligomere aktiviert.[”]

Aufgrund der Oligomerstruktur konnen die einzelnen Untereinheiten mit
benachbarten Einheiten ,kommunizieren“, wodurch eine kooperative bzw.
allosterische Regulation der Proteasefunktion moéglich wird. Strukturell wird die
Aktivierung der Protease durch eine Kaskade von Reorierentierungen einzelner
Proteinsegmente gesteuert. Dabei lagern sich einige Loops, schleifenférmige
Sekundarstrukturelemente, um. Bei der HtrA-Protease DegS wird z. B. die

Umlagerung des Loops L3 durch Bindung eines Aktivators an die PDZ-Domane
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ausgelost. Dabei interagiert ein Arginin des Loop L3 mit dem Loop LD der
Nachbaruntereinheit und induziert die korrekte Ausrichtung der Loops L1, L2 und
LD. Dieser Prozess bringt die Protease in die aktive Form und geht mit einem

disorder-to-order-Ubergang einher.[7:61]
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Abb. 10: Aktivierungskaskade einer HTRA-Protease. (Modifiziert nach T. Clausen et al, 2011).[71

Die Aktivierung der humanen Protease HTRA1 ist im Prinzip dhnlich. Diese wird
allerdings bereits durch eine Wechselwirkung des Substrates mit der
Proteasedomane ausgeldst, um das aktive Zentrum und den Loop L3 neu zu ordnen,
da bei dieser Protease das Substrat direkt mit dem Loop L3 wechselwirkt und nicht
auf ein externes Signal angewiesen ist. Daher kann eine Aktivierung von HTRA1
allein durch Substratbindung induziert werden.[”]

Nach der Aktivierung kann die Protease ihre Funktionen iibernehmen. Die
S1-Serinproteasedomédne und die PDZ-Domane sind iiber einen Linker miteinander
verbunden. Bei einigen HtrA-Proteasen wie z. B. DegP wirken dabei die Protease-
und PDZ-Domaine bei der ,Verarbeitung“ eines Substrates zusammen. So bindet
dieses zundchst an die PDZ-Domane und wird dann im aktiven Zentrum gespalten,
anschliefdend erfolgt eine Reorientierung des Substrates, wodurch eine prozessiver
Abbau des Substrates erreicht wird.[61]

Die PDZ-Domaine bevorzugt die Wechselwirkung mit hydrophoben Aminosauren
und bindet C-terminal an die letzten drei bis vier Reste eines Zielproteins. Somit ist

sie generell fiir die Protein-Protein-Wechselwirkung verantwortlich.[621[61]

Die am besten untersuchten humanen HtrA-Proteasen sind HTRA1 und HTRAZ2.

Diese scheinen in einigen Erkrankungen wie z. B. Arthritis, Krebs, altersbedingte
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Makuladegeneration, Parkinson oder Alzheimer eine wichtige Rolle zu
spielen.[7.63-65]

So konnte ein Anstieg der Expression von HTRA1 bei Osteoarthritis beobachtet
werden.[®®] Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass das Zellwachstum von
Krebszellen in vitro und in vivo durch Uberexpression von HTRA1 gehemmt wird. Es
wird daher vermutet, dass HTRA1 als Tumorsupressor fungiert. Im Kontrast dazu
wird die Expression in Melanomen und Fibroblasten in Ovarialkarzinomen
herunterreguliert.[”]

Die Verfiigbarkeit von Molekiilen zur chemisch-biologischen Charakterisierung von
humanen HtrA-Proteasen sind bis heute begrenzt. So existiert fiir HTRAZ2 bislang
nur ein Inhibitor, das Thiobarbitursaurederivat Ucf-101, welches durch ein ,high-
throughput screening” entdeckt wurde (siehe Abb. 11).167] Diese Verbindung ist
jedoch nicht selektiv, sondern hat weitere off-targets.[¢8] Auf der Basis einer
Boronsaure hat die Firma Novartis AG des Weiteren einen Inhibitor fiir HTRA1
entwickelt, der jedoch auch nicht spezifisch fiir diese Protease ist. So hemmt dieser

Inhibitor z. B. auch die Serinprotease Chymotrypsin bereits bei einer Konzentration

von 1 puM.[69]
e 0
MN
\
O N/gs

Abb. 11: Chemische Struktur des HTRA2-Inhibitors Ucf-101.167]
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2.2 Festphasensynthese von Peptiden

In den frithen 60er Jahren des 20. Jahrhunderts ist es Robert Bruce Merrifield zum
ersten Mal gelungen, ein Tetrapeptid mit Hilfe einer festen Phase zu synthetisieren.
Fiir diese Leistung wurde ihm 20 Jahre spater der Nobelpreis verliehen.[7%] Diese
Entwicklung vereinfachte die langwierige, miihsame wund anspruchsvolle
Aufreinigung von Peptiden wahrend der Synthese in der fliissigen Phase.[”1] Durch
weitere systematische Entwicklung der Festphasensynthese von Peptiden, kurz
SPPS (engl: Solid Phase Peptide Synthesis) sind heutzutage Syntheseroboter
erhaltlich, die auf Basis dieses Konzeptes voll- oder semiautomatische Synthesen
von Peptiden durchfiihren. Die Methode ist heute die Wahl, um viele Peptide parallel
herzustellen. Bei groflen Ansdtzen oder sehr schwierigen Peptiden kann die

Losungssynthese jedoch immer noch sinnvoll sein.[72]

2.2.1 Prinzip der Festphasensynthese

Die Festphasensynthese besteht prinzipiell aus zwei ,Komponenten“: Zum einen
aus der festen Phase, welche aus einem unldslichen Polymer mit einem Linker und
dem darauf aufzubauenden Peptid besteht und zum anderen aus der fliissigen
Phase, durch die Edukte und Reagenzien zugefiihrt werden.[71.73]

Der Linker ist das Bindeglied zwischen der unloslichen polymeren Stiitzstruktur
und dem zu synthetisierenden Peptid. Die erste Aminosaure wird tiber den Linker
an das sogenannte Harz (feste Phase) gebunden. Die Synthese erfolgt in der Regel
vom C-Terminus zum N-Terminus. Die erste Aminosdaure wird daher tber die
Carbonsaure an der festen Phase verankert. Dabei miissen das Amin und die
funktionellen Gruppen der Seitenkette mit orthogonalen Schutzgruppen versehen
sein, um diese selektiv abzuspalten. Dies gilt auch fiir alle weiteren Aminosauren.
Ist die erste Aminosaure auf dem Harz verankert, wird die N-terminale
Schutzgruppe abgespalten, die der Seitenkette bleibt bestehen. Die Carbonsaure der
nachsten Aminosaure kann mit Hilfe von Reagenzien und unter der Bildung einer
Amidbindung an die erste Aminosaure gekuppelt werden. Anschlief3end wird die
N-terminale Schutzgruppe abgespalten und eine weitere Aminosdure kann
gekuppelt werden. Dieser alternierende Prozess von Abspalten der N-terminalen
Schutzgruppe und der Kupplung einer Aminoséaure wird so oft wiederholt, bis die

gewiinschte Aminosduresequenz synthetisiert ist. Zum Schluss werden die
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Schutzgruppen der Seitenkette und das Peptid vom festen Trager abgespalten,

sodass das freie Peptid erhalten wird (vergl. Abb. 12).[71.73]
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Abb. 12: Schematische Darstellung der Festphasensynthese eines Peptides; R = Seitenkette
der Aminosaure; PGs = Schutzgruppe der Seitenkette: PGy = Schutzgruppe des Amins.[74

2.2.2 Peptidkupplung und Kupplungsreagenzien

Die Bildung einer Peptidbindung ist eine Kondensationsreaktion einer Carbonséure
mit einer Aminogruppe. Erst bei einer Temperatur von 200 °C tritt jedoch eine
solche Kondensationsreaktion spontan ein.[’s] Soll diese jedoch unter milden
Reaktionsbedingungen geschehen, so ist eine Voraktivierung der Carbonsaure
notwendig.[7¢] Die Aminogruppe kann dann nukleophil den aktivierten C-Terminus
angreifen und die Amidbindung (Peptidbindung) bilden. Wenn bei der
Peptidsynthese die korrespondierenden Amino- bzw. Carboxylgruppen
ungeschiitzt sind, verlduft die Reaktion jedoch unkontrolliert. Dabei kénnen
zyklische Peptide, unerwiinschte Sequenzabfolgen und Polymere entstehen. Aus

diesem Grund ist es wichtig, dass alle funktionellen Gruppen blockiert werden, die



Theoretische Grundlagen 18

nicht an der Bildung der Amidbindung beteiligt sind. Die Schutzgruppen miissen
temporar und reversibel sein.[7476771 Der dazu notwendige Arbeitsablauf lasst sich

in drei Schritte unterteilen:[74]

1. Herstellung von C- bzw. N-terminal geschiitzten Aminosauren, wodurch die
Aminosaure ihre zwitterionischen Eigenschaften verliert.

2. Synthese der Amidbindung durch die Uberfithrung der Carbonséure, der
N-terminal geschiitzten Aminosdure, in ein aktives Intermediat. Dieses
ermoglicht, dass die Aminogruppe der zweiten Aminosaure nukleophil unter
Wasserabspaltung angreift und die Amidbindung geformt wird.

3. Vollstandige oder selektive Abspaltung von Schutzgruppen, um entweder
das gewilinschte Produkt zu erhalten oder um die Peptidsynthese

fortzusetzen.

Abb. 13 zeigt das generelle Prinzip der Bildung einer Amid-/Peptidbindung. Die

C-terminale Schutzgruppe ist im Falle der Festphasensynthese das Harz.

7 Ri O
N _PG
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Abb. 13: Peptidkupplungsprozess; 1) N-terminale Schiitzung; 2) Aktiverung des C-Terminus;
3) C-terminale Schiitzung; 4) Peptidkupplung; 5) bei gewiinschtem Produkt Abspaltung
aller Schutzgruppen; 6) Abspaltung N-terminaler Schutzgruppen; 7) weitere Aminosauren
kuppeln: > Aktivierung -> Peptidkupplung - Schutzgruppen abspalten etc;
PG = Schutzgruppe, PG1 ist im Falle der Festphasensynthese das Harz mit dem Linker.[74]

Zur Aktivierung der Carbonsaure steht ein breites Reagenzspektrum zur Verfiligung.
Dafiir werden z.B. Carbodiimidel’8], Chloroformiatel’?l oder Guanidinium/

Uroniumsalzel8%] eingesetzt.
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Eine Mischung aus HBTU ((2-(1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium-
hexafluorophosphat) sowie HOBt (1-Hydroxybenzotriazol) wird haufig zur
Aktivierung und damit zur Kupplung von Aminosauren in der Festphasensynthese

verwendet.[81]
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Abb. 14: Mechanismus der HBTU/HOBt-Peptidkupplung.[74]

Die zu aktivierende Carbonsdure wird durch eine Base deprotoniert und greift
nukleophil an dem positiv polarisierten Kohlenstoffatom des Aktivierungs-
reagenzes an. Durch diese Reaktion wird ein OBt-Anion frei. Im nachsten Schritt
kann das OBt-Anion den gebildete O-Acylisoharnstoff nukleophil angreifen, sodass
ein hoch reaktiver Ester und Tetramethylharnstoff entsteht. Das Amin greift
schliefilich den Aktivester an, wodurch das OBt-Anion frei und die Peptidbindung
gebildet wird (siehe Abb. 14).[74]

Die Reaktion wird von zahlreichen Nebenreaktionen begleitet. Um diese zu
unterdriicken, muss HOBt im Uberschuss vorhanden sein, denn die Aminosiuren
konnen wahrend der Kupplung durch Bildung von Enolaten oder Oxazolonen
racemisieren.[82831 Des Weiteren Kkonnen inerte N-Acylharnstoffderivate
entstehen(84, was durch Zugabe eines Uberschusses an HOBt effektiv unterdriickt
wird.[85-87] Nebenreaktionen, wie die Bildung von N-Caboxyanhydriden oder
Diketopiperazinen bei N-methylierten Aminosauren sowie die Reaktion des
Kupplungsreagenzes mit dem freien Amin, sind jedoch weitere Nebenreaktionen,
die auftreten konnen.[82] Allgemein werden Racemisierungen vermieden, wenn
Carbamatschutzgruppen und/oder sterisch gehinderte bzw. schwache Basen zur

Deprotonierung eingesetzt werden.

Neben dem haufig eingesetzten Reagenz HOBt existieren weitere Verbindungen wie
HODhat (3-Hydroxy-4-oxo-3,4-dihydro-5-azabenzo-1,2,3-triazen) oder das
verwandte HOAt (1-Hydroxy-7-azabenzotriazol), welche in Abbildung 17

dargestellt sind. Die Unterdriickung der Racemisierung ist bei diesen beiden
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Verbindungen erheblich effizienter, da sie zusatzlich iiber den Stickstoff des
Pyridinrings koordinieren konnen. Die Effizienz kann durch die Zugabe von

Kupfersalzen nochmals gesteigert werden.[88:89,90]
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Abb. 15: Kupplungsreagenzien zur Unterdriickung der Racemisierung wahrend einer
Peptidkupplungsreaktion.[77]
Diese ,Standardkupplungsreagenzien” sind bei sterisch anspruchsvolleren Aminen
wie z. B. 2-Aminoisobutylsdure oder sekundiaren Aminen auf Grund der geringeren
Nucleophilie hdufig ungeeignet.[’”] Um diese Amine trotzdem zu kuppeln, muss die
Carbonsdure starker aktiviert werden. Dies ist zum Beispiel moglich mit
Phosphoniumsalzenl®ll wie PyBroP (Bromo-tripyrrolidino-phosphoniumhexa-

fluorophosphat)[°2l oder BOP-Cl (Bis(2-ox0-3-oxazolidinyl)phosphinchlorid)®3l.

2.2.3 Feste Phase und Linker

Bis heute wurde eine grofde Anzahl von Reaktionen von der fliissigen Phase auf die
Festphasensynthese tiibertragen. Einen Einfluss auf diese Reaktionen hat die
Beschaffenheit der festen Phasel4], welche im Allgemeinen ein unldsliches Polymer

ist, jedoch auch aus Metalloxidnanopartikeln bestehen kann.[94.95]

Die feste Phase, auch Harz genannt, lasst sich in drei Klassen unterteilen: Harz aus
Polystyrol, Polyethylenglycol oder mit Polyethylenglycol-funktionalisiertem
Polystyrol.[96.97]

Die am haufigsten verwendeten Polystyrolharze sind mit 1-2% Divinylbenzol
vernetzt. In DCM, DMF und Toluol laufen die Reaktionen am besten ab, weil das Harz
in ihnen besonders gut quillt und somit die Poren freigibt, in denen sich die meisten
reaktiven Zentren befinden. In polaren Losungsmitteln wie Wasser oder Methanol
quellen Polystyrolharze jedoch nur minimal.[94]

Besteht die feste Phase aus dem Copolymer Polystyrol und Polyethylenglycol
(50-70%), so weist das Harz deutlich unterschiedliche Eigenschaften auf. Das Harz

wechselwirkt deutlich besser mit polaren Losungsmitteln und zeigt im Allgemeinen
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einen hoheren Quellgrad, wodurch eine hohere Beladung mdglich ist und eine
grofiere chemische Stabilitat erreicht wird.[4]

Die Harze der CLEAR-Familie (Cross-Linked Ethoxylate Acrylate Resin) basieren auf
nahezu reinem Polyethylenglycol, welches mit 2-Aminoethylmethacrylat,
Ethoxylattrimethylolpropantriacrylat oder anderen Acrylaten quervernetzt ist.[?8
Dieses wird fiir lange, komplexe und hydrophobe Peptide empfohlen. Es zeigt eine
hohe thermische und chemische Stabilitat. Zudem ist ein nochmals hoherer
Quellgrad in DMF, DCM, Wasser und weiteren polaren sowie unpolaren
Losungsmitteln zu erwarten. Des Weiteren reduzieren die Harze auf PEG-Basis die

intra- und intermolekulare Aggregation der Peptide wahrend der Synthese.[*]

Um eine Festphasensynthese zu beginnen, wird das Startmaterial auf dem Harz
verankert. Dazu ist auf der festen Phase ein Linker installiert, mit dem das
Startmolekiil eine kovalente Bindung eingeht. Der Linker ist im weitesten Sinne eine
bifunktionelle Schutzgruppe, da sie mit dem Harz und dem Startmolekiil verbunden
ist. Zwischen Linker und Harz befindet sich der sogenannte Spacer, der Einfluss auf
die Beladungs- und Abspaltungseffizienz nimmt.[94] Spacer und Linker werden im

Folgenden als Linker zusammengefasst.

In den letzten 50 Jahren wurde eine Vielzahl an Linkern fiir die Festphasensynthese
entwickelt. Somit ist die Verfligbarkeit von unterschiedlichen Linkern fiir
verschiedenste Fragestellungen mittlerweile dufderst grof3.[94]

Der Chloromethyl-Linker, auch besser bekannt als der sogenannte Merrifield-
Linker, ist zu Beginn der Entwicklung der Festphasensynthese entstanden.[°?] Dieser
ist geeignet, um Carbonsduren auf der festen Phase zu verankern. Die Saure wird
dazu mit Caesiumcarbonat deprotoniert und durch eine Substitutionsreaktion auf
das Harz gebracht. Wenn das gewlinschte Produkt synthetisiert ist, wird es z. B. mit
Flusssdure bei 0 °C abgespalten. Da Flusssaure eine sehr toxische Verbindung ist,
wurden weitere Linker entwickelt, deren Abspaltreagenzien ungefahrlicher sind.
Als Beispiel sind hier der Wang-[100], SASRIN- (Super Acid-Sensitive Resin)[101] oder
2-CTC (2-Chlorotritylchlorid)-Linker zu nennen. Bei diesen kann das Produkt mit
20 %iger bzw. 0.1 bis 1 %iger TFA-Losung (Trifluoressigsiaure) abgespalten
werden.[?4 Um das Wang-und SASRIN-Harz zu beladen, wird zu der N-terminal
geschiitzten Aminosdure ein Kupplungsreagenz gegeben. Der resultierende

Aktivester wird dann nukleophil von dem Linker angegriffen, sodass sich eine
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Esterbindung bildet und die Carbonsdure auf dem Harz verankert wird. Die

Beladung des ,2-CTC-Harzes" erfolgt dhnlich wie die des ,Merrifield-Harzes".

4 OH .
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Abb. 16: Ausschnitt eines Polystyrenharzes mit unterschiedlichen Linkern.[®4

Der Vorteil des 2CTC-Harzes ist, dass der Linker auch fiir andere Nukleophile wie
Alkohole, Thiole oder Amine genutzt werden kann, da das Produkt unter
vergleichsweise milden Bedingungen abgespalten werden kann. Des Weiteren wird
die Bildung von Diketopiperazinen sterisch gehindert.[102103103] F{ir Alkohole
konnen auch Silyl- oder Rinkchlorid-Linker eingesetzt werden. Die Abspaltung kann
mild mit TBAF (Tetrabutylammoniumfluorid) oder mit 5%iger TFA-Losung
erfolgen.®l In Abb. 16 ist ein Ausschnitt eines Polystyrolharzes mit

unterschiedlichen Linkern dargestellt.

Die hier beschriebenen Abspaltungsmethoden verwenden elektrophile Sauren oder
nucleophile Molekiile wie TBAF. Die verwendeten Linker definieren dabei die
benoétigte Abspaltungsmethode und miissen entsprechend dem Syntheseproblem
angepasst werden. Eine elegante und praktische Methode ist die zyklisierende
Abspaltung. Bei diesem Ansatz wird das Peptid an der festen Phase synthetisiert und
durch die Zyklisierung abgespalten. Dies konnten z.B. Rosenbaum et al. bei der
Synthese von Stylostatin 1 zeigen.[1041 Dabei wurde ein Hydrazin-Linker verwendet.
Nach der Synthese des linearen Peptides wurde dieser zu einer Azogruppe oxidiert.
Durch das Einleiten der Zyklisierung auf der festen Phase wird Stickstoff und das
zyklische Peptid frei. Bei einem milderen Ansatz wird der sogenannte Safety-Catch-
Linker eingesetzt. Dieser ermoglicht es nach der Peptidsynthese, Teile des Linkers
abzuspalten, was die eigentliche Freisetzung des Produktes initiiert.[102] Eine
physikalische Methode, um Peptide abzuspalten, zeigten Kumar et al. Sie
verankerten das photolabile Molekiil 3-Nitro-4-Bromomethylbenzoesaure auf dem
Harz und konnten das anschliefend synthetisierte Peptid mittels UV-Strahlung

(350 nm) abspalten.l051 Peptide konnen des Weiteren auch enzymatisch
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abgespalten werden, wodurch die hoch chemo-, regio- und stereoselektive
Arbeitsweise der Enzyme ausgenutzt werden konnen.[1061 Auflerdem kennt man
mittlerweile auch sogenannte Safety-Catch-Linker, welche zwei
Aktivierungsschritte zur Einleitung der Abspaltung benoétigen und damit besonders

inert flir chemische Synthesen an der festen Phase sind.[107]

2.2.4 Synthesestrategien und Schutzgruppen

Die Synthese von Peptiden lauft in der Regel vom C- zum N-Terminus. Um ein
definiertes Produkt zu erhalten, ist es ndtig, Schutzgruppen fiir das Amin und die
Seitenketten einzufiihren. Dies verhindert Nebenreaktionen wie zum Beispiel
Polymerisationen. Die Schutzgruppe des N-Terminus muss sich orthogonal zu den

Schutzgruppen der Seitenketten verhalten, sodass diese selektiv abspaltbar sind.[74]

Im Laufe der Zeit haben sich fiir die Festphasenpeptidsynthese zwei Konzepte
durchgesetzt:

Bei der Merrifield-Strategie ist der N-Terminus mit einer Boc-Schutzgruppe (tert-
Butyloxycarbonyl) und die Seitenketten mit Bn- (Benzyl) oder verwandten
Schutzgruppen versehen. Die N-terminale Boc-Schutzgruppe wird in der Regel mit
einer 50%igen TFA-L6sung abgespalten. Wie in Kapitel 2.2.3 beschrieben, lasst sich
das Produkt mit Flusssaure vom Harz abspalten. Mit dem selben Reagenz werden
auch die Schutzgruppen der Seitenketten entfernt. Die Nachteile dieser Strategie
sind die giftige Flusssdure, der hohe apparative Aufwand, eine leichte Sensitivitat
des Linkers gegeniiber TFA und das Auftreten von sdurekatalysierten
Nebenreaktionen.[?9.108]

Das zweite Konzept ist die Fmoc-Strategie. Dabei wird der N-Terminus mit dem
basenlabilen Fmoc geschiitzt und die Seitenketten mit den sdurelabilen Gruppen
t-Bu (tert-Butyl) oder Boc versehen. Die Fmoc-Schutzgruppe wird in den meisten
Fillen mit sekundaren Aminen wie Piperidin, Dimethylamin oder Diethylamin
entfernt.[109] Durch den Einsatz von TFA oder anderen starken Sduren kann das
fertige Peptid von der festen Phase abgespalten werden. Die t-Bu/Boc-
Schutzgruppen der Seitenketten konnen im selben Schritt entfernt werden und sind
damit orthogonal zu der Fmoc-Schutzgruppe.[110]

Der Vorteil dieser Strategie ist die hohe Flexibilitit. Zum einen kénnen viele

verschiedene Linker verwendet werden (auch saurelabile), zum anderen sind die
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Schutzgruppen Fmoc/t-Bu nicht nur untereinander orthogonal, sondern auch mit
vielen weiteren Schutzgruppen kombinierbar.[l10] So koénnen zum Beispiel
Silylschutzgruppen fiir Alkohole (z.B. TBDMS: tert-Butyldimethylsilyl) oder Ester
eingefiihrt werden, die selektiv mit Fluoriden abgespalten werden kénnen. Amine
lassen sich mit Dde-Gruppen (1-(4,4-Dimethyl-2,6-dioxocyclohex-1-ylidene)ethyl)
oder als Phthalimid vor Nebenreaktionen schiitzen. Die Abspaltung erfolgt
gegebenenfalls selektiv mit Hydrazin.[109111] Mit Allyl und Benzyl bzw. Alloc und
Benzyloxycarbonyl lassen sich Carbonsdure bzw. Amine schiitzen, die in Losung mit
Wasserstoff und Palladium abgespalten werden konnen. Allyl- und
Alloc-Schutzgruppen  kénnen  sogar mit der ldslichen Verbindung
Tetrakis(triphenylphosphine)palladium an der festen Phase entfernt werden.[7410]
Neben den chemisch abspaltbaren Gruppen kénnen funktionelle Einheiten auch
enzymatisch oder photoinduziert entschiitzt werden. In Abb. 17 ist ein
theoretisches Peptid dargestellt, bei dem jede Schutzgruppe vor der Abspaltung

vom Harz selektiv entfernt werden kann.

Allyl-Schutzgruppe: Dde-Schutzgruppe:
abspaltbar mit 0O e} abspaltbar mit Hydrazin
Pd- Katalysator

Fmoc-Schutzgruppe:

abspaltbar mit 20% Piperidin O\/\ 2-CT-Linker:
abspaltbar mit 0.1 % TFA
t w O

o _SI— O

HO\EO N
TBDMS-Schutzgruppe:

N
abspaltbar mit TBAF

HO\[H
O

BCMACM-Schutzgruppe:
abspaltbar mit UV-Licht

Abb. 17: Modellpeptid mit verschiedensten orthogonalen Schutzgruppen.

Der photolabile Linker kann bei einer Wellenldnge von 405 nm abgespalten werden
(BCMACM, 7-[Bis(Carboxymethyl)amino]coumarin-4-yl}methyl).[112] So ist es

prinzipiell méglich, auch Seitenketten selektiv zu modifizieren.
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2.3 Ahp-Cyclodepsipeptide

2.3.1 Struktur und Aufbau

Wie bereits in Kapitel 2.1.2 erwahnt, konnen zyklische Peptide als Inhibitoren fiir
Serinproteasen eingesetzt werden. Eine besondere Klasse unter diesen Naturstoffen

sind die Ahp-Cyclodepsipeptide.

Der Naturstoff Dolastatin 13 war die erste Verbindung dieser Klasse, die 1989 von
Pettit et al. aus Dofabeffa auricularia (Seehasen) isoliert und charakterisiert
wurde.[113.114] Dabei konnte festgestellt werden, dass die Verbindung das Wachstum
von lymphatischen Leukdmiezellen effektiv inhibierte. Mittlerweile sind weit liber
100 Verbindungen dieser Naturstoftklasse isoliert worden. Die Molekiile kénnen
prinzipiell aus Blaugriinalgen, Wasserbliiten oder Frischwasser extrahiert werden,

wo sie in der Regel von Cyanobakterien produziert werden.[115-117]

Wie der Name bereits sagt, sind die Ahp-Cyclodepsipeptide zyklische Depsipeptide,
die jedoch zusatzlich noch eine exocyclische Seitenkette besitzen. Der Ring ist
19-gliedrig und aus sechs Aminosauren aufgebaut. Der Wortteil ,Depsi“ verrat, dass
es innerhalb des Zyklus eine Esterbindung vorhanden ist. Besonders ungewohnlich

ist die Ahp-Einheit, wobei ,Ahp* fiir ,,3-Amino-6-Hydroxy-2-Piperidon“ steht.[113]

OH

Abb. 18: A) Ahp-Cyclodepsipeptid Lyngbyastatin 7; B) die Ahp-Einheit (rot).[118]

Durch diesen zweiten Zyklus sind zwei benachbarte Aminosduren zusatzlich tiber
eine Seitenkette und einen N-Terminus miteinander verkniipft. Als Beispiel ist in

Abb. 18 das Ahp-Cyclodepsipeptid Lyngbyastatin 7 dargestellt.[118]

Allgemein lasst sich die Molekiilklasse in zwei Bereiche unterteilen: In den Ring und
in die Seitenkette. Die Seitenkette besteht in der Regel aus bis zu drei Aminosauren

und einer Fettsdure oder aus bis zu drei Aminosduren und einem Glycerinderivat,



Theoretische Grundlagen 26

welches methyliert, sulfatiert oder phosphoryliert vorliegt.[1131119][120] ~A]le
Aminosauren kommen allgemein in der (L)-Konfiguration vor. Es gibt jedoch auch
Ausnahmen. In dem Naturstoff A90720 ist ein Leucin in der (D)-Konfiguration
vorhanden.[121] Die Seitenketten der Aminosduren koénnen sowohl zyklisch,
aromatisch als auch aliphatisch sein und entsprechend Carbonsauren, Guanidin-,
Amid-, Amino- oder Hydroxygruppen tragen.[117.118122] [n einigen Naturstoffen
konnten auch Hydroxycarbonsdauren wie Hydroxyphenylmilchsaure oder Hydroxy-
3-methyl-pentansaure in der Seitenkette nachgewiesen werden.[123-126]

In Position 1 und 5 (siehe Abb. 18) sind aliphatische und aromatische Aminosauren
mit und ohne weitere funktionellen Gruppen zu finden (zum Beispiel: Tetrahydro-
Tyrosin/Tyrosin, Glutamin, Isoleucin, Valin etc.).[121123127] Dje Esterbindung
(Position 2 und 3) wird in der Regel immer tiber die -Hydroxygruppe eines 25,3R-
Threonins und der Carbonsdure eines Valins oder Isoleucins aufgebaut. Die einzigen
Ausnahmen stellen die Verbindungen Nostopeptin A und B dar. In diesen Molekiilen
ist das Threonin durch ein 3-Hydroxy-4-Methylprolin ersetzt.[123.128]

In Position 4 findet man ausschliefllich aromatische Aminosauren, deren
N-Terminus einfach methyliert ist. Die Aminosauren lassen sich von Phenylalanin
oder Tyrosin ableiten und zeigen dabei haufig Halogen-, Hydroxy- oder
Methoxysubstitutionen in Meta- und/oder Parastellung (ausgehend vom
B-Kohlenstoff). Eine Substitution in Orthostellung konnte bisher nicht beobachtet
werden.[121,123,127] Das Molekiil Micropeptin 103 besitzt als einziges bisher isoliertes
Ahp-Cyclodepsipeptid ein aromatisches Tryptophan in der Position 4.[10]
Strukturell ist der Macrozyklus ellipsenformig aufgebaut. Grund dafiir ist zum einen
die N-methylierte Aminosdure, die das cis/trans-Gleichgewicht der Peptidbindung
in Richtung cis-Anordnung verschiebtl®11129] zum anderen die Ausbildung zweier
Wasserstoffbriicken-bindungen zwischen der Ahp-Einheit und der Aminosaure in
Position drei (Aminogruppe des Ahp - C-Terminus der Aminosiure in Position
drei; Hydroxidgruppe des Ahp = N-Terminus der Aminosdure in Position drei;

siehe Abb. 18). Diese tragen zur Form und zur Stabilisierung der Verbindung bei.[®.11]

Von den  Ahp-Cyclodepsipeptiden lassen sich  weitere = verwandte
Verbindungsklassen ableiten. Bei den Amp-Cyclodepsipeptiden (Amp fiir:
3-Amino-6-Methoxy-2-Piperidon) ist die Hydroxygruppe der Ahp-Einheit durch eine
Methoxygruppe ersetzt (siehe Abb. 19 A). Diese zeigen im Vergleich zu einer
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Verbindung mit gleicher Aminosauresequenz eine stiarkere Inhibition von
Trypsin.[130] Ebenso gibt es Naturstoffe, die auf die Seitenkette und die Esterbindung
verzichten, wodurch sich ein 18-gliedriger Ring ergibt (siehe Abb. 19 B). Des
Weiteren konnte eine Verbindung isoliert werden, bei der die Ahp-Einheit eine
intramolekulare Kondensationsreaktion mit der Seitenkette der Aminosdure in
Position 5 einging. Das Produkt stellt ein Oxazolidin dar (siehe Abb. 19 C). Die
Oxazolidinverbindung zeigt schlechtere Inhibitionseigenschaften als das

urspriingliche Ahp-Cyclodepsipeptid.[131]
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Abb.19: A) Micropeptin MZ859 mit Amp-Einheit; B) Actinosynneptide A (ohne
Esterbindung); C) Largamide D Oxazolidin; D) FR901277.

Ein weiterer ungewohnlicher Vertreter ist FR901277. Bei diesem Naturstoff ist die

Seitenkette mit dem Aromaten in Position 5 verkniipft, so dass das Molekiil zwei

Zyklen aufweist (siehe Abb. 19 D).[132]

2.3.2 Wechselwirkung mit biologischen Systemen

In vielen Studien wurde bereits gezeigt, dass Ahp-Cyclodepsipeptide hervorragende
Inhibitoren fiir verschiedenste Serinproteasen und dem Wachstum einiger

Krebszelllinien sind.[113,126]

Wie bereits in Kapitel 2.1.2 behandelt, wechselwirken gewdhnliche lineare

peptidische Inhibitoren haufig nur mit der Si- bis zu der Ss-Seite und binden
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zusatzlich an das aktive Zentrum. Dabei liegt eine kovalente und haufig irreversible
Bindung vor. Der Bindungsmodus eines Ahp-Cyclodepsipeptides unterscheidet sich
jedoch erheblich von diesen klassischen Inhibitoren.[132]

Dieser Naturstoftklasse ist es aufgrund ihrer starren Struktur moglich dhnlich wie
ein Substrat an Proteasen zu binden. Dies bedeutet, dass sie gleichzeitig mit der S-
und der S‘-Seite wechselwirken kénnen. Im Detail ist es dem Molekiil moglich von
S4-Seite bis zur S3° mit den Proteasen zu interagieren. In Abb. 20 ist der
Bindungsmodus eines Ahp-Cyclodepsipeptides schematisch dargestellt.[911.132]
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Abb. 20: Bindungsmodus eines Ahp-Cyclodepsipeptides.

Die S-Seite wird von den Resten der Seitenkette, dem Threonin und der Aminosaure
in P1 besetzt, die S'-Seite hingegen von der Ahp-Einheit der Aminosaure in P2‘ und
dem aromatischen Rest in P3'. Die formale Schnittstelle liegt somit zwischen der
Ahp-Einheit und der benachbarten N-terminalen Aminosaure (P1).[911.132]

Die Molekiile werden jedoch nicht wie gewdhnliche Peptide gespalten. Dabei sind
zwei Effekte von grofler Bedeutung. Zum einen die intramolekularen
Wasserstoftbriicken, die den Ring stabilisieren und so die Aminogruppe der Ahp-
Einheit als vermeintliche Abgangsgruppe nahe der Carbonylgruppe ,fixieren®. Auf
der anderen Seite besetzt die Ahp-Einheit einen wichtigen Teil des aktiven
Zentrums und kann so das katalytische Wasser verdrdangen, welches zur Spaltung
der Peptidbindung nétig ist. Diese Wechselwirkungen bringen das System in einen
thermodynamisch sehr gilinstigen Zustand, wodurch die Hydrolyse der

Peptidbindung verhindert wird.[®11.132]

Die molekularen Wechselwirkungen zwischen dem Naturstoff und der Protease
wurden mit Hilfe der Rontgenkristallographie bestimmt. Bis heute wurden vier

Ahp-Cyclodepsipeptid-Enzym-Komplexe kristallographisch untersucht. In der
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ersten Studie wurde das Depsipeptid A90720A mit der Protease Trypsin
kristallisiert und untersucht. Das in Position P1 befindliche Arginin wechselwirkt
klassisch mit dem Aspartat in der Si-Tasche der Protease und dessen
Carbonylgruppe besetzt das ,Oxyanion hole“.[’] Matern et al. kristallisierten die
Verbindung Scyptolin A mit der Protease Elastase (pankreatische
Schweineelastase). Sie zeigten, dass der Naturstoff zusatzlich tiber drei Seitenketten
mit einem  Wassermolekil wechselwirkt, welches wiederum eine
Wasserstoffbriicke zu einer Glutaminseitenkette der Protease ausbildete. Die so
aufgebaute ideale tetraedrische Struktur verstarkt den Ring zusatzlich.[11] Salvador
et al. zeigte dhnliche Effekte bei der Bindung des Depsipeptids Lyngbyastatin 7 an
Elastase  (pankreatische Schweineelastase). Dieses bildet u. a. ein
Wasserstoffbriickennetzwerk zu Wassermolekiilen aus, die wiederum mit der
Protease wechselwirken. Eine tetraedrische Struktur mit einem Wassermolekiil,
welches sich nahe dem aktiven Zentrum aufhalt, konnte auch hier beobachtet
werden.[118] Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Aminosdure Abu
(2-Amino-2-Butensdure) in Position Pi1 einen grofden Einfluss auf die
Wechselwirkung hat. Dies wurde erwartet, da Elastase kleine aliphatische und
hydrophobe Aminosduren in dieser Position bevorzugt.[l18] Der FR901277-
Elastase-Komplex (pankreatische Schweineelastase) wurde von Nakanishi et al.
untersucht (siehe Abb. 19). Sie vermuten, dass die Ahp-Einheit nur geringe
Wechselwirkungen mit der Protease aufweist und so fiir chemische Modifikationen
zur Verfiigung steht. Zwischen der Briicke und der Grundstruktur treten weitere
Wasserstoffbriickenbindung auf, wodurch es weiter stabilisiert wird. Das Citrullin
wechselwirkt dabei deutlich starker mit der pankreatischen Schweineelastase als

mit der menschlichen Leukozyten-Elastase. Hier ist es deutlich flexibler.[132]

Alle Studien konnten zeigen, dass der Macrozyklus des jeweiligen
Ahp-Cyclodepsipeptides wahrend die Bindung/Inhibition intakt bleibt und kein
Acyl-Enzym-Intermediat gebildet wird.

2.3.3 Synthese von Ahp-Cyclodepsipeptiden

Die Entwicklung von Synthesestrategien zur Darstellung von Ahp-
Cyclodepsipeptiden ist sowohl im akademischen als auch im industriellen Umfeld

erfolgt. Die Methoden lassen sich, wie die allgemeine Peptidsynthese auch, in zwei
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Strategien unterteilen: Losungssynthesen, die bisher am haufigsten angewendet
wurden und eine Festphasensynthese, welche bis heute die aktuellste Synthese
darstellt. In den letzten 15 Jahren wurden vier akademische Artikel und mehrere

Patente zu der Synthese von Ahp-Cyclodepsipeptiden veroffentlicht.[14119,133,134]

Yokokawa et al. konnten 2002 als erste die Totalsynthese eines

Ahp-Cyclodepsipeptides (Somamid A) berichten.[12]
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Abb. 21: Synthesestrategie zur Darstellung von Somamide A.[12]

In Abb. 21 ist die Synthesestrategie schematisch dargestellt. Es wurden drei
Peptidfragmente synthetisiert. Fiir Fragment A wurde das Amin eines
Methioninmethylester mit Capronsaure acetyliert. Der Methylester wurde mit
Lithiumhydroxid verseift und im nachsten Schritt ein Threoninallylester mit Hilfe
von DEPC (Diethyldicarbonat) gekuppelt. Das erhaltene Dipeptid wurde dann
mittels eines Carbodiimid (EDC) und DMAP (Dimethyaminopyridin) mit Boc-Val-OH
verestert. Der Allylester des Threonins wurde unter Palladium-Katalyse mit

Morpholin abgespalten und mit einem weiteren Threoninallylester gekuppelt.
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Aufgrund des freien Alkohols liefs sich das Threonin mit Hilfe des Martins-Sulfuran
dehydratisieren, sodass das Fragment A erhalten wurde.[12]

Fragment B wurde aus Glutamat hergestellt, bei welchem C- und N-Terminus
geschiitzt und die Seitenketten ungeschiitzt waren (Alloc-Glu-OBlz). Die freie
Carbonsdure wurde mit Natriumborhydrid und Ethylchloroformiat zum Alkohol
reduziert, welcher dann mit einer Silylschutzgruppe versehen wurde. Im letzten
Schritt wurde der Benzylester mit Lithiumhydroxid gespalten.[12]

Das Dipeptid, Fragment C, wurde dann durch die Kupplung eines Boc- geschiitzten
Phenylalanins (Boc-Phe-OH) mit einem geschiitzten Tyrosintrichloroethylester
(H-Tyr(TBDPS)-OTce) synthetisiert.[12]

Wie in Abb. 21 gezeigt, wurde aus diesen Bausteinen zuerst ein lineares Peptid
durch  Fragmentkondensation erhalten, welches dann durch eine
Macrolactamisierung cyclisiert wurde. Der Alkohol des ehemaligen Fragments B
wurde dann entschiitzt und mit IBX (1-hydroxy-1,2-benziodoxol-3(1H)-one-1-
oxide) sowie DMSO (Dimethylsulfoxid) zum Aldehyden oxidiert, welcher dann in
einer spontanen Gleichgewichtsreaktion mit dem N-Terminus der benachbarten
Aminosaure die sechsgliedrige Ahp-Einheit bildete. Durch die Zugabe von TBAF
konnte dann die Seitenkette des Tyrosins entschiitzt werden. Die einfache Oxidation
des Schwefels mit Wasserstoffperoxid ergab schlussendlich den Naturstoff
Somamide A.[12]

Zwei Jahre spater synthetisierten Yokokawa et al. mit Micropeptin T20 ein weiteres
Derivat dieser Naturstoffklasse. Die verwendete Strategie war vergleichbar mit dem
ersten Ansatz. Zusatzlich fiihrten sie in dieser Arbeit auch weiterfithrende Studien

zur Zyklisierung des Aldehyds zur Ahp-Einheit durch.[11]
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Abb. 22: Modellverbindung zur Evaluierung der Ahp-Zyklisierung.[11°]

Dazu nutzten sie eine Modellverbindung (siehe Abb. 22), welche sie mit
verschiedenen Salzen, Sduren, wassrigen Pufferlosungen und organischen

Losungsmitteln versetzen. Dabei konnten sie zeigen, dass sich das gewiinschte
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Piperidon in einem wassrigen Phosphatpuffer am besten bildete. Des Weiteren
zeigten sie, dass die Ahp-Einheit gegeniiber Wasserstoff und TBAF stabil ist.[119]
Luo et al. adaptierten die Synthesestrategie und konnte somit den Naturstoff
Lyngbyastatin 7 herstellen.[134]

Eine Festphasensynthese von Ahp-Cyclodepsipeptiden konnte durch Stolze et al.
etabliert werden. In dieser Arbeit wurde der Proteaseinhibitor Symplocamid A
dargestellt. Im Fokus der Veroffentlichung stand dabei die Entwicklung eines
Syntheseansatzes an der festen Phase. Hierzu wurde einerseits eine Synthese eines
Buildingblocks fiir den Ahp-Vorlaufer als auch eine Methode zur Generierung eines
Aldehyds bei der Abspaltung von der festen Phase etabliert. Die 8-stufige Synthese
fir den Ahp-Vorlaufer beginnt dabei mit der Reduktion der Seitenkette von
Boc-Glu-OBn zum 5-Hydroxynorvalin. Der Alkohol wurde anschlieféend mit einer
Silylgruppe und das Amin mit einer zweiten Boc-Gruppe geschiitzt. Die
Benzylschutzgruppe wurde dann mit Wasserstoff entfernt und der sich so
ergebende freie C-Terminus als Allylester geschiitzt. Nach dem Entfernen der
TBDMS-Schutzgruppe mit CuClz wurde der Alkohol mit Dess-Martin-Periodinan
zum Aldehyd oxidiert. Dieses Produkt wurde dann mit einem Wittig-Reagenz

umgesetzt, sodass der Ahp-Vorldufer erhalten werden konnte (siehe Abb. 23).014]
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Abb. 23: Synthese des Ahp-Vorliufer-Molekiils nach Stolze et al.[14]

Dieser Baustein wurde dann auf ein Amin-Harz geladen und der Naturstoff konnte
dann mit einer ,Standard“- Fmoc-SPPS vollstandig am Harz synthetisiert werden.
Die Abspaltung vom Harz erfolgte oxidativ mit Osmiumtetroxid und
Natriumperiodat, wodurch der Aldehyd gebildet wurde, der wiederum spontan die

Ahp-Einheit bildete.[14]

Bei dem patentierten Verfahren der Novartis AG wurden mehrere Derivate der
Naturstoffklasse synthetisiert. Das Peptid wurde hierzu linear an der festen Phase
mit der Fmoc-Strategie synthetisiert, inklusive der Veresterung. Als Ahp-Vorlaufer

wurde die Aminosaure 5,5-Bis(phenylmethoxy)-Norvalin eingesetzt, anschlief3end
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das Peptid abgespalten und iiber den freien C- und N-Terminus zyklisiert. Im letzten
Schritt wurde die Ahp-Einheit durch Oxidation generiert.[133]

Die Novartis AG etablierte dabei zwei Varianten zur Synthese einer Aminosaure, aus
der die Ahp-Einheit generiert werden konnte.

In der ersten Variante wurde Acreloin bromiert und mit Benzylalkohol zu einem
1-Bromoacetal umgesetzt. Das so entstandene Diethylacetamidomalonat wurde
deprotoniert und mit 1-Bromoacetal umgesetzt. Die Ester wurden mit
Kaliumhydroxid verseift und durch Erhitzen eine Decarboxylierungsreaktion
eingeleitet. Das Enzym Acylase spaltete dann stereoselektiv die Acylgruppe des
L-Isomers ab, wodurch dieses im letzten Schritt Fmoc-geschiitzt werden konnte
(siehe Abb. 24). Der Aldehyd war hierbei als Ketal geschiitzt und wird durch die

Behandlung mit Wasserstoff wieder frei.[133]
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Abb. 24: Synthese I des Ahp-Vorlidufers nach Novartis AG.[133]

In einem zweiten Ansatz wird die Aminosdure 5-Oxo-Norvalin als Ausgangsmaterial
fir die Ahp-Einheit verwendet. Dabei sind das Amin und die Carbonsdure
vollstandig geschiitzt (Bnz-Nva(50x0)-0Bn). Der Aldehyd wurde als Acetal und das
Amin mit Fmoc geschiitzt.[133] Die Ahp-Cyclodepsipeptidanaloga wurden wie in der
ersten Variante synthetisiert. Der Aldehyd wurde mit Wasserstoff entschiitzt und

damit die Bildung der Ahp-Einheit eingeleitet.

Viehrig et al. untersuchte die Biosynthese der Ahp-Cyclodepsipeptide. Es wurde
vorgeschlagen, dass der Organismus zunachst das lineare Peptid synthetisiert, dann

die Aminosaure in P3‘ Position methyliert und anschlieféend den Zyklus tiber die
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Esterbindung aufbaut. An Position P1‘ ist zu Beginn ein Prolin, welches zum

Hydroxyprolin oxidiert und dann zur stabileren Ahp-Einheit umgelagert wird.[13]
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3 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, eine praktikable Synthesestrategie fir
Ahp-Cyclodepsipeptide zu entwickeln. Die Strategie soll so gestaltet werden, dass
verschiedenste Derivate dieser Naturstoftfklasse synthetisiert werden kénnen. In
einem zweiten Schritt sollen Inhibitoren fir spezifische Proteasen entworfen und
optimiert werden.

Eine Vielzahl von Krankheiten basiert auf der Hyperaktivitit von Proteasen. Die
Inhibition solcher Enzyme ist somit eine Madglichkeit, die Krankheiten zu
bekampfen. Die industrielle und akademische Forschung ist daher fortlaufend an
neuen Molekilen zur Hemmung von Proteasen interessiert. Haufig sind dies
niedermolekulare Verbindungen, die kovalent oder nicht-kovalent an die
Zielprotease binden. Zu den weniger erforschten und nicht-kovalent-bindenden
Molekiilen gehoren die Ahp-Cyclodepsipeptide.l135] Diese konnten bis heute nur
eine geringe Aufmerksamkeit erlangen, unter anderem weil noch keine geeigneten
Verfahren zur chemischen Darstellung dieser interessanten Verbindungen
existieren. Dies ist bedauernswert, da die Verbindungen ein hohes Potential zur
Hemmung von Serinproteasen besitzen. Sie zeigen damit pharmazeutische Relevanz
und konnen fiir zukiinftige Medikamente Bedeutungl®?l erlangen.[!3¢] Die
synthetische Zuganglichkeit konnte bereits von mehreren Gruppen gezeigt werden,
jedoch sind diese Synthesewege immer noch sehr aufwendig und langwierig.
Aufierdem beschrianken sich die Synthesen auf ausgewdhlte Naturstoffe und
vernachldassigen die Derivatisierung, sowie Erforschung der entsprechenden
Struktur-Wirkungsbeziehungen.[1214.119,134] Die  Ubertragung auf eine
automatisierte oder semi-automatisierte Synthese ist somit nur eingeschrankt
moglich. Diese Liicken im synthetischen Ansatz und in der biologischen Evaluierung
sollen durch diese Arbeit geschlossen werden.

Die Synthesestrategie soll dabei anhand des Naturstoffes Tasipeptin A entwickelt
werden[137], welche so gestaltet sein wird, dass sie auf weitere Naturstoffe oder
synthetische Derivate angewendet werden kann.

Durch das Erreichen des synthetischen Ziels kdnnen im Anschluss Verbindungen
hergestellt werden, die es ermoglichen, Struktur-Wirkungsbeziehungen zu
untersuchen. Um den Einfluss einzelner Positionen auf die Inhibition zu erforschen,

werden die entsprechenden Strukturelemente gezielt verandert.
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Es ist bekannt, dass Ahp-Cyclodepsipeptide neben anderen Naturstoffen und
synthetischen Verbindungen klassische Serinproteasen wie Trypsin, Chymotrypsin
und Elastase inhibieren. Fiir speziellere Serinproteasen wie die humanen HtrA-
Proteasen existieren bis heute jedoch nur wenige oder keine Inhibitoren. Aus
diesem Grund wird eine Leitsequenz auf Basis eines Ahp-Cyclodepsipeptides
entwickelt, mit der es moglich sein wird, HTRA1, -2 und -3 zu inhibieren. Von diesem
Punkt aus kénnen mit Hilfe der zuvor entwickelten Synthesestrategie einzelne
Positionen verandert werden. Durch die systematische Derivatisierung lasst sich die

Selektivitat und das Inhibitionspotential verbessern.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Synthese von Ahp-Cyclodepsipeptiden

4.1.1 Retrosynthetische Analyse

Wie in Kapitel 2.3.3 bereits beschrieben, sind wenige Synthesestrategien fiir
Ahp-Cyclodepsipeptide bekannt. Die bisherigen Syntheserouten sind eher
langwierig, aufwendig und unpraktikabel. Um Struktur-Wirkungsbeziehungen zu
untersuchen, ist die Herstellung von vielen Derivaten notwendig. Daher ist die

Entwicklung einer neuen praktikablen Synthesestrategie erforderlich.

Die literaturbekannten Losungssynthesen sind sehr aufwendig, da die
Aufreinigungsschritte zeitintensiv sind. Fir das angestrebte Ziel sind diese
Strategien daher ungeeignet. Besonders zielfiihrend sollte jedoch eine
Festphasensynthese sein, da sie zeitsparend und automatisierbar ist. Vorstellbar ist
die Verwendung der von Stolze et al. entwickelten Synthesestrategie an der festen
Phase. Diese Strategie bringt die tiblichen Vorteile einer Festphasensynthese mit,
birgt jedoch auch einige Nachteile. Die Herstellung des Ahp-Vorldufers umfasst eine
8-stufige Synthese, die zwar mit guten Ausbeuten (284 % je Stufe) durchgefiihrt
werden kann, aber immer noch sehr zeitintensiv ist.[14] Die Abspaltung des Peptides
von der festen Phase und die eigentliche Bildung der Ahp-Einheit ist auch
verbesserungsfahig. Diese wird u.a. oxidativ mit dem giftigen und fliichtigen
Reagenz Osmiumtetroxid durchgefiihrt. Daraus folgt, dass keine ungeschiitzten
nicht aromatischen C-C-Doppelbindungen in dem Ahp-Cyclodepsipeptid vorhanden
sein dirfen. Das kann ein grofder Nachteil sein, da sich z.B. Dehydrothreonin in
vielen Naturstoffen befindet und der zusatzliche Entschiitzungsschritt Einbufden in
der Ausbeute mit sich bringt.

Die aufgefiihrten Griinde machen es notig, eine neue Synthesestrategie zu
etablieren. Sie muss praktikabel sein und erlauben, flexibel verschiedenste
Aminosaduren in die Ahp-Struktur einzubringen und somit zielgerichtete Derivate zu

synthetisieren.
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Daher wurde eine neue retrosynthetische Analyse durchgefiihrt, welche in Abb. 25

dargestellt ist.
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Abb. 25: Retrosynthetische Analyse zur Festphasen-basierten Synthese von Ahp-
Cyclodepsipeptiden
Die Ahp-Einheit ist ein Hemiaminal, welches im Gleichgewicht mit dem
entsprechenden Aldehyd steht. Die Bildung der Ahp-Einheit ist ein besonders
kritischer Schritt, da sowohl zwei Stereoisomere entstehen konnen, als auch zwei
entsprechende Hydroxyprolinverbindungen. Zudem ist das Hemiaminal sdure- und
basenlabil, was zu einer Dehydratisierung der Verbindungen fithren kann. Abb. 26

zeigt die sechs moglichen Reaktionsprodukte.
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Abb. 26: Mdgliche Reaktionsprodukte aus dem Aldehyd; gewiinschte Ahp-Einheit, siehe
Kasten
Aufgrund der Labilitait wurde die ,Bildung“ des Hemiaminals fir die letzte
Synthesestufe geplant. Die Einfiihrung des Aldehyds kann durch eine Oxidation
eines Alkohols oder eines Amins in Losung erfolgen. Daraus ergibt sich die
Notwendigkeit der Synthese des cyclischen Peptides auf der festen Phase.
Mittlerweile gibt es viele Literaturbeispiele, in denen erfolgreich von
Macrolactamisierungen auf der festen Phase berichtet wurden, so dass dieser
Ansatz als praktikabel eingeschatzt werden kann. Weitere erwartete schwierige
Schritte sind die Kupplung der ,letzten“ Aminosaure, da sie auf ein sekundiares Amin
erfolgt, welches somit sterisch gehindert und weniger nukleophil ist, als auch die
Veresterung des Threonins, da der sekunddre Alkohol der Seitenkette
vergleichsweise unreaktiv ist. Die ersten vier Aminosaurebausteine bzw. die N-

methylierte Aminosaure sollen mittels Standardreagenzien gekuppelt werden.

Als Startmaterial dient eine Aminosaure, deren C- und N-Terminus geschiitzt ist. Sie
soll mit der Seitenkette auf das Harz geladen. Der in Losung synthetisierte
Ahp-Vorlaufer dient als Ankerpunkt. Das ist sinnvoll, da dieser nicht verandert wird
und in allen Verbindungen vorhanden ist. Somit ist es moglich, alle anderen
Positionen zu variieren und flexibel auf entsprechende Anforderungen an das

Molekiil zu reagieren.

4.1.2 Entwicklung einer Totalsynthesestrategie flir Ahp-Cyclodepsipeptide

Die Synthesestrategie wurde anhand des Naturstoffes Tasipeptin A (1) (siehe Abb.
27) entwickelt. Parallel wurde auch Tasipeptin B (2) synthetisiert. Diese

Verbindungen wurden gewahlt, da sich keine funktionellen Gruppen in den



Ergebnisse und Diskussion 40

Aminosauresequenzen befinden und so der Fokus auf den Aufbau der Ahp-Einheit,
sowie des Zyklus gelegt werden konnte. Dennoch wurde bei der Entwicklung darauf

geachtet, dass das Molekiil prinzipiell funktionelle Gruppen tragen kénnte. Das dies

by

moglich ist, wird in Kapitel 4.2.6 gezeigt.
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Abb. 27: Chemische Struktur der Ahp-Cyclodepsipeptide Tasipeptin A (1)
und Tasipeptin B (2).

Um zu einem spdteren Zeitpunkt in der Arbeit mehrere Derivate parallel
synthetisieren zu konnen, wurde die Festphasensynthese gewahlt. Zur Entwicklung
einer praktikablen Synthese sollte die Fmoc-Strategie verwendet werden, wodurch
flexibel auf mogliche Probleme reagiert werden konnte.

Die Entwicklung der Synthese startete mit der Wahl des Ahp-Vorldufers. Die
Ahp-Einheit ist ein sechsgliedriger Ring, welcher aus einem Teil des Peptid-
riickgrates und aus drei Kohlenstoffatomen aufgebaut ist. Der Vorlaufer sollte somit
eine Aminosaure sein, welche in der L-Konfiguration verfiigbar ist. Die Seitenkette
sollte die drei Kohlenstoffatome innehaben und iliber eine funktionelle Gruppe
verfligen, die auf der festen Phase verankert werden kann. Wahrend der Abspaltung
des Peptides sollte sich der Aldehyd bilden oder nach der Freisetzung unter milden
standardisierte Reaktionsbedingungen synthetisierbar sein. Des Weiteren mussten
der C- und der N-Terminus iiber Schutzgruppen verfiligen, die orthogonal abspaltbar

sind.

Als mogliche Kandidaten wurden Ornithin (Orn) und Glutaminsaure (Glu) ermittelt.
Beide besitzen drei linear verkniipfte Kohlenstoffatome in der Seitenkette und eine
endstandige funktionelle Gruppe. Der N-Terminus war Fmoc- und der C-Terminus
als Allylester geschiitzt.

Zunachst wurde untersucht, ob es mdglich ist, einen Aldehyden direkt in die

Seitenketten der Aminosauren einzufithren und dann auf das Harz zu laden. Dazu
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wurde versucht, das Fmoc-geschiitzte Ornithin katalytisch zum Aldehyd zu
oxidieren, was J. Srogl et al. an aliphatischen Aminen zeigte.[138] Nachteil dieser
einstufigen Methode ist, dass die Carbonsdure nachtraglich als Allylester hatte
geschitzt werden miissen.

Als Katalysator wurde Kupfer(I)-3-methylsalicylat eingesetzt. Dieser sollte die
Reaktion bei 50 °C mit Hilfe von Luftsauerstoff initiieren. Nach 20 Stunden
Reaktionszeit konnte kein Edukt oder Produkt identifiziert werden. Ursache hierfiir
konnte die hohere Komplexitat des Startmaterials sein, wodurch deutlich mehr

Nebenreaktionen auftreten konnen (Vergl. Abb. 28).
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Abb. 28: Versuchte Synthese eines Ahp-Vorlaufers aus Fmoc-Orn-OH nach J. Srogl et al.[138]
(a) Kuper(I)-3-methylsalicylat, Ascorbinsaure, DMAc, 50 °C, 20 h.

Der zweite Ansatz umfasste eine zweistufige Synthese. Als Startmaterial wurde
Glutaminsiure verwendet, welche wie oben beschrieben geschiitzt war. Die
Reduktion der Carbonsaure zum Alkohol erfolgte im ersten Schritt. Dazu wurde die
freie Carbonsdure mit Triethylamin deprotoniert und bei 0 °C mit
Isobutylchloroformiat versetzt, sodass ein gemischtes Anhydrid entstand. Als
Hydridspender wurde Natriumborhydrid eingesetzt, welches die reaktive
Verbindung zum Alkohol reduzierte. Nach insgesamt einer Stunde konnte so das
geschitzt 5-Hydroxynorvalin (Fmoc-Hnv-OAll) erhalten werden. Nach einer
Anpassung der Aquivalenten des Natriumborhydrids (NaBH4) und des
Isobutylchloroformiats (IBCF) konnte eine Ausbeute von bis zu 72 % erzielt werden
(vergleiche Abb. 29/Kasten). Ein Upscaling des Reaktionansatzes war nur bedingt
moglich. Dies fiihrte zu Einbufien in der Ausbeute.

Diese milde Reduktionsmethode wurde gewahlt, um den Erhalt des Allylesters zu
sichern und um zu garantieren, dass die Fmoc-Schutzgruppe nicht abgespalten wird,
was grundsatzlich bei der Verwendung von komplexen Hydriden auftreten kann.
In einem Testansatz wurde die Oxidation des Alkohols zum Aldehyden tiberpriift.
Aus anderen Studien, bei denen Boc-geschiitzte-Amine verwendet wurden, war
bekannt, dass die Aldehyde intramolekular Hemiaminale bilden.['4l Es wurde
vermutet, dass dies hier nicht méglich ist, da mit Fmoc eine deutlich voluminésere

und sterisch anspruchsvollere Schutzgruppe verwendet wurde. Wie erwartet war
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eine Oxidation mit Dess-Martin-Periodinan moglich. Das Produkt 5-Oxo-Norvalin
scheint jedoch so reaktiv zu sein, dass es mit dem Fmoc-geschiitzten Amin einen

Fiinfring bildet und das Hemiaminal entsteht (siehe Abb. 29).
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Abb. 29: Synthese des Ahp-Vorldufers aus Fmoc-Glu-OAll. (a): i) EtsN (3 eq), IBCF (3 eq), THF,
0°C, 30 min., 92%; ii) NaBHz4 (5 eq), H20, rt, 30 min.; (b): Dess-Martin-Periodinan (1.5 eq),
DCM, rt, 30 min.

Der Ansatz zeigt, dass Fmoc-Glu-OAll generell als Startmaterial geeignet ist. Ohne

Mehraufwand ist eine direkte Verankerung des Aldehyds auf dem Harz jedoch nicht

moglich. Es wurde daher entschieden, dass die Verbindung 3 auf die feste Phase

geladen wird. So sollte nach der Synthese des Zyklus und der Abspaltung des

Peptides eine Oxidation zum Aldehyden méglich.

Als Linker wurde 2-Chlorotritylchlorid verwendet, da dieser einerseits effizient mit
Alkoholen beladen werden kann als auch das synthetisierte Produkt unter relativ
milden Bedingungen mit TFA (Trifluoressigsaure) abspaltbar ist. Die feste Phase
bestand aus Polystyrol, welches mit 2% Divinylbenzol vernetzt war.

Die Beladung des Harzes erfolgte unter trockenen Bedingungen. Als Losungsmittel
wurde das stark-quellende DCM verwendet, sodass die reaktiven Zentren zur
Beladung sehr gut erreichbar waren. Hierzu wurde das am Hochvakuum
getrocknete Startmaterial Fmoc-Hnv-0All (3) in DCM geldst. Nach der Zugabe zu der
getrockneten festen Phase wurde Pyridin hinzugefiigt, welches den Alkohol
deprotonierte. Das Alkoholat (3) griff nukleophil das zentrale Kohlenstoffatom des

Linkers (4) an, wodurch das Chlorid substituiert wurde. Der Ahp-Vorlaufer wurde
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somit am Harz verankert (5, siehe Abb. 30).[139 Nicht abreagierte reaktive Zentren

wurden dann in einem zweiten Schritt mit Methanol geblockt.

I Cl I Cl NHFmoc
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Abb. 30: Beladung des 2-CTC-Harzes mit Fmoc-Hnv-0All (3). (a) Fmoc-Hnv-0All (1 eq*), Pyridin
(3 eq*), DCM, rt, 72 h; *Bezogen auf die Beladung; (b) DCM/MeOH/DIPEA(17:2:1), rt,
3x 5 min.

Es wurde eine Beladung von 0.2 mmol/g angestrebt. Um diese zu erreichen, musste

das 1.5-fache an Startmaterial (3) eingesetzt werden, da der deprotonierte Alkohol

auch mit dem Allylester zum stabilen sechsgliedrigen Lacton reagiert.

Nach der Verankerung des Ahp-Vorlaufers (3) wurde die Fmoc-Schutzgruppe
abgespalten. Dazu wurde das Harz mit einer 40 %igen Piperidinlésung und ein

zweites Mal mit einer 20 %igen Piperidinlosung behandelt.
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Abb. 31: Kupplung der ersten vier Aminosiaurebausteine. (a) 40 % Piperidin in DMF (v/v), rt, 3
min, ii) 20 % Piperidin in DMF (v/v), rt, 12 min; (b) Fmoc-Leu-OH (4 eq*), HBTU/HOBt (4
eq*), DIPEA (4 eq*), DMF, rt, 45 min; (c) Fmoc-Thr-OH (4 eq*), HBTU/HOBt (4 eq*), DIPEA
(4 eq*), DMF, rt, 45 min; (d) Fmoc-Val-OH (4 eq*), HBTU/HOBt (4 eq*), DIPEA (4 eq*), DMF,
RT, 45 min; (e) i) Butansaure (4 eq*), HBTU/HOBt (4 equiv*), DIPEA (4 eq*), DMF, rt, 45
min; Butansdure (8 eq*), HBTU/HOBt (4 equiv*), DIPEA (8 eq*), DMF, rt, 45 min. ;
Ausbeute: ~ 90 % iiber sieben Stufen nach LC-MS-Analyse; *Bezogen auf die Beladung.
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Nach abwechselnden Waschschritten mit DMF und DCM konnte ein
Fmoc-geschiitztes Leucin gekuppelt werden. Dazu wurden die Kupplungs-
reagenzien HBTU/HOBT, die Base DIPEA (Diisopropylethylamin) und die
Aminosdure in DMF gel6st, zu dem Harz gegeben und bei Raumtemperatur fir 45
Minuten geschiittelt. Nach dem Entfernen der Reaktionslosung wurde das Harz mit
DMF sowie DCM gewaschen. Dann wurde mit den oben genannten Reagenzien
alternierend die Fmoc-Schutzgruppe abgespalten und das Peptidfragment
gekuppelt. Mit den Verbindungen Fmoc-Thr-OH, Fmoc-Val-OH und Butansaure
wurde das Peptid verldngert (6). Nach einer LC-MS-Analyse lief$ sich feststellen,
dass die Kupplung der Fettsaure unvollstdandig war. Die Reaktion musste wiederholt
werden. Dazu wurden die Aquivalente an Butansdure sowie an Base erhoht und die

Reagenzien ein weiteres Mal zu der festen Phase gegeben (siehe Abb. 31).

Der sekundare Alkohol der Seitenkette des Threonins ist vergleichsweise unreaktiv
und weniger nukleophil. Daher konnte die OH-Gruppe wahrend der Verkniipfung
der ersten vier Peptidfragmente ungeschiitzt bleiben. Dies erspart einen
zusatzlichen Entschiitzungsschritt, der voraussichtlich Einbufien in der Ausbeute
bedeutet hatte.

Zum Aufbau der Esterbindung wurde die Steglich-Variante gewdahlt. Dazu wurde
DIC (Diisopropylcarbodiimid) und DMAP (4-Dimetyhlaminopyridin) als Katalysator
eingesetzt. Das Carbodiimid aktiviert die Carbonsdure des Valins. Das DMAP ist
nucleophiler als der Alkohol und greift den Aktivester unter Bildung eines
N-Acylpyridiniumions an. Die Zwischenstufe ist elektrophil genug, um vom Alkohol
angegriffen zu werden. Das DMAP wird abgespalten und der Ester (7)
gebildet.[140.141]

Um eine moglichst hohe Ausbeute zu erzielen, waren die Reaktionsbedingungen
anzupassen, welche in Tab. 2 dargestellt sind.

Die literaturbekannten Reaktionsbedingungen[4ll fiihrten zu einer geringen
Ausbeute. Daher wurde die Reaktionszeit und -temperatur erhoht. Die
Temperaturerhohung fiihrte zu der Bildung eines weifden Niederschlages, der sich
weder in polaren noch in apolaren Lésungsmitteln 16ste. Bei der Verwendung von
HBTU statt DIC und der Erhéhung des DCM Anteils konnte keine Verbesserung der

Ausbeute beobachtet werden.
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Tab. 2: Optimierung der Reaktionsbedingungen des Veresterungsschrittes

LM-

Temp. Zeit Wiederhol R ] Ausbeute*
Verhiltnis iederholungen eagenzien
[°C] [h] [%]
(DCM:DMF)
3:1 rt 2 4 DIC/DMAP <10
3:1 rt 24 2 DIC/DMAP <10
3:1 40 72 1 DIC/DMAP <10
3:1 40 24 1 HBTU/DMAP <10
9:1 40 24 1 DIC/DMAP <10
DCM/
40 1 5 DIC/DMAP >75
DIPEA

*nach LC-MS-Analyse

Wurde die Reaktion in reinem DCM und bei 40 °C durchgefiihrt, konnte eine
deutliche Steigerung der Ausbeute festgestellt werden. Um die Loslichkeit von
Fmoc-Val-OH zu erh6hen, wurde DIPEA zur Reaktionslosung gegeben. Da DMAP bei
erhohter Temperatur nicht langzeitstabil ist[142], wurde dieser Schritt fiinfmal fiir
eine Stunde wiederholt. In Abb. 32 ist der Veresterungsschritt schematisch

dargestellt.

Abb. 32: Veresterung des Threonins mit Fmoc-Val-OH. Fmoc-Val-OH (10 eq*), DIC (10 eq®*),
DMAP (0.5 eq*), DIPEA (10 eq*), DCM, 40 °C, 5 x 1h; *Bezogen auf die Beladung.

Auf die Veresterung folgte die Entschiitzung des N-Terminus mit Piperidin und die

Kupplung der N-methylierten Fmoc-geschiitzten Aminosdure Phenylalanin.
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Es wurden die Standardreagenzien HBTU und HOBt verwendet, um die Verbindung

8 zu erhalten (siehe Abb. 33).
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Abb. 33: Kupplung von Fmoc-Me-Phe-OH sowie Fmoc-Leu-OH; Entschiitzung des C-Terminus.
(a) 40 % Piperidin in DMF (v/v), rt, 3 min, ii) 20 % Piperidin in DMF (v/v), rt, 12 min; (b)
Fmoc-Me-Phe-OH (4 eq*), HBTU/HOBt (4 eq*), DIPEA (4 eq*), DMF, rt, 45 min; (c) Fmoc-
Leu-OH (4 eq*), PyBrOP (4 eq*), DIPEA (4 eq*), DCM, 40 °C,6 x 1h; (d) Morpholin (24
equiv*), Pd(PPhs)s (1 eq*), DCM, rt, 2h; * Bezogen auf die Beladung.

Im Anschluss wurde die Fmoc-Schutzgruppe des methylierten Amins abgespalten.

Die nachste zu kuppelnde Aminosdure war Fmoc-Leucin. Auf Grund des weniger

nukleophilen und sterisch gehinderten N-Terminus mussten Reagenzien eingesetzt

werden, die einen reaktiveren Aktivester bildeten.[’¢l Hierzu wurde PyBroP und

HOBt gewahlt, was jedoch nur zu einer geringen Ausbeute fiihrte. Die Wiederholung

des Reaktionsschrittes flihrte ebenfalls nicht zum gewilinschten Umsatz. Daher

wurden einige Reagenzien und Reaktionsbedingungen zur Optimierung dieses

Reaktionsschrittes getestet, welche in Tab. 3 dargestellt sind.
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Tab. 3: Optimierung der Reaktionsbedingungen zur Kupplung auf die N-methylierte

Aminosidure von Tasipeptin A

Losungsmittel Reagenz Temperatur [°C]  Ausbeute [%]2
DMF PyBroP/HOBt rt <30
DCM PyBroP rt <30
DCM BOP-CI rt <30
DCM PyBrop 40 >70b

a{iber vier Stufen nach LC-MS-Analyse, P nach fiinfmaliger Wiederholung

Die beste Ausbeute konnte mit PyBroP bei einer Temperatur von 40 °C erreicht
werden. Um die Loslichkeit des Fmoc-Leucins zu erhéhen, wurde DIPEA
hinzugegeben. Reagenzien sowie Aminosdure wurden nach einer Stunde durch
neue ausgetauscht und der Vorgang flinfmal wiederholt, sodass die Verbindung 9

erhalten wurde (siehe Abb. 33).

Nach dem Kuppeln der letzten Aminosaure konnte die Carbamatschutzgruppe Fmoc
mit Piperidin abgespalten werden. Anschliefiend wurde der C-Terminus des
Ahp-Vorlaufers entschiitzt. Dazu wurde unter trockenen Bedingungen
Tetrakis(triphenylphosphin)-Palladium(0) und Morpholin in DCM zum Harz
gegeben. Die Palladiumverbindung fungierte als Katalysator und koordinierte an die
C-C-Doppelbindung des Allylesters. Dem Morpholin war es dann mdéglich, die
Allylschutzgruppe nukleophil anzugreifen und so abzuspalten (siehe Abb. 33)[143],

Nach der Abspaltung der Schutzgruppen lagen der C- und N-Terminus der
Verbindung 10 ungeschiitzt vor. Die Macrolactamisierung auf der festen Phase
wurde durch die Zugabe von PyBOP/HOBt und DIPEA eingeleitet. Nach einer
Reaktionszeit von zwei Stunden zeigte eine LC-MS-Analyse einen vollstindigen
Umsatz des Peptides 10 und das Produkt 11. Eine Zyklisierung mit den
Standardkupplungsreagenzien HBTU/HOBT fiihrte zu dem gleichen Ergebnis (siehe
Abb. 34).

Um die Synthese an der festen Phase zu beenden, wurde das Peptid 11 mit Hilfe von
Trifluoressigsaure vom Harz abgespalten. Die zyklische Verbindung 12 wurde
mittels praparativer-HPLC aufgereinigt und es konnte eine Ausbeute von 13 %

bezogen auf die Beladung bestimmt werden.
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Abb. 34: Zyklisierung, Abspaltung vom Harz, Oxidation und Bildung der Ahp-Einheit.
(a) HBTU/HOBt (4 eq*), DIPEA (4 eq*), DMF, rt, 2h; (b) TFA/TIS/Hz0 (95:2.5:2.5), rt, 2h,
13 %; (c) Dess-Martin Periodinan (1.5 eq), DCM, rt, 1.5 h; (d) ACN:H20 (1:1),rt, 72 h, 15 %;
* Bezogen auf die Beladung.
Der primare Alkohol 12 wurde mit Dess-Martin-Periodinan versetzt und so tiber 1.5
Stunden zum Aldehyden 13 oxidiert. Eine LC-MS-Analyse zeigte einen Umsatz von
nahezu 100 %. Aufgrund der unvollstindigen Zyklisierung des Aldehyds und der
Bildung von Hydroxyprolinderivaten konnten mehrere Produkte mit der
erwarteten Masse identifiziert werden (vergl. Abb. 26). Moglich ist auch, dass die
Ahp-Einheit mit entgegengesetzter Stereochemie gebildet wird. Die Verbindung mit
der korrekten Ausrichtung der OH-Gruppe in der Ahp-Einheit kann jedoch eine
intramolekulare Wasserstoftbriicke zu dem gegeniiberliegenden Valin ausbilden.
Dies filihrt zu einem Energiegewinn und verschiebt das Gleichgewicht auf die Seite
des Naturstoffes.
Zum Einstellen des Gleichgewichtes wurde das oxidierte Produkt 72 Stunden in
einer Mischung aus Acetonitril/Wasser (1:1) gertiihrt und mittels praparativer HPLC

aufgereinigt. Das gewlinschte Produkt 1 konnte mit einer Ausbeute von 15 %
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isoliert werden. Uber alle Stufen ergibt sich somit eine Ausbeute von 1.9 % (bezogen
auf die Harzbeladung). Der Vergleich der NMR-Daten der synthetisierten
Verbindung 1 mit den literaturbekannten NMR-Daten des isolierten Naturstoffes
bestatigte die somit erreichte, erste Totalsynthese von Tasipeptin A (1). Mittels des
gleichen Reaktionsweges wurde in einem zweiten Ansatz auch Tasipeptin B (2) mit

einer Ausbeute iiber alle Stufe von 0.7 % synthetisiert.

Die hier entwickelte Totalsynthese fiir Ahp-Cyclodepsipeptide kann auch auf andere
Sequenzen iibertragen werden. Dabei konnen diese prinzipiell auch funktionelle
Gruppen tragen. Sie missen jedoch gegeniiber Dess-Martin-Periodinan stabil sein
(z.B.: Carbonsauren, Amide, Harnstoffe, Guanidine). Sind die funktionellen Einheiten
mit sdurelabilen Schutzgruppen versehen, werden diese wahrend der Abspaltung
des Peptides vom Harz entfernt. In Kapitel 4.2.6 sind solche synthetisierten
Verbindungen beschrieben worden. Kénnen die funktionellen Gruppen durch das
Reagenz oxidiert werden (z.B.: Alkohole), so konnten diese mit hydrierlabilen
Schutzgruppen versehen sein. Wird das Peptid vom Harz abgespalten, bleiben diese
Schutzgruppen bestehen. Nach der Oxidation konnen diese mit Wasserstoff entfernt

werden, ohne dass die Ahp-Einheit beschadigt wird.

4.1.3 Biologische Evaluierung von Tasipeptin A und B

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Michael Ehrmann der
Universitat Duisburg-Essen, wurden die Verbindungen Tasipeptin A und B sowie
alle weiteren synthetisierten Verbindungen hinsichtlich ihres Inhibitionspotentials
gegeniiber Serinproteasen untersucht. Juliana Rey, Dr. Jens Bongard und Dr. Michael
Melzer fiihrten die entsprechenden biochemischen Analysen durch.

Als ,Standardproteasen” kamen Chymotrypsin, Trypsin sowie Elastase und die drei
humanen Proteasen HTRA1, -2 und -3 zum Einsatz. Die Inhibition konnte durch
Enzymkinetikexperimente bestimmt werden. Dazu wurden chromogene
peptidische Substrate eingesetzt. Diese konkurrierten mit der synthetisierten
Verbindung um die Wechselwirkung mit dem Enzym. Verdaut das Enzym das
Substrat, so wird ein Farbstoff freigesetzt, welcher photometrisch detektiert
werden kann. Je weniger Farbstoff freigesetzt wird, desto besser bindet die zu

untersuchende Verbindung an die Protease und desto besser wird diese gehemmt.
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In Tab. 4 sind die biochemischen Inhibitionsdaten in Form von Ki-Werten

dargestellt.

Tab. 4: Biochemische Inhibitionsdaten von Tasipeptin A und B. a) Humane HtrA-Proteasen.

b) Humanes Pankreas-Chymotrypsin. ¢) Humane neutrophile Elastase. d) Bovines Trypsin.

Ki[pm]
Chymo-
HTRA12 HTRA22 HTRA32 Elastasec Trypsind
Trypsinb
Tasipeptin
>50 2.9 3.4 > 50 0.228 >50
A1)
Tasipeptin
> 50 >50 >50 6.3 5.0 > 50
B (2)

Beide Naturstoffe inhibieren wie aus dem bekannten Bindungsmodus erwartet
Elastase im nanomolaren bzw. im niedrigen mikromolaren Bereich. Dagegen wird
Trypsin von beiden Verbindungen bis zu einer Konzentration von 50 pM nicht
inhibiert.

Die Hemmung von Chymotrypsin erfolgt nur durch Tasipeptin B. Die Verbindung
zeigt jedoch bei einer Konzentration von bis zu 50 uM keine Inhibition gegeniiber
HTRA1, -2 und -3. Dagegen ist es Tasipeptin A moglich, HTRAZ und HTRA3 im

niedrigen mikromolaren Bereich zu inhibieren.

Das Inhibitionspotential der beiden Verbindungen zeigt deutliche Unterschiede.
Werden die Strukturen der beiden Molekiile verglichen, so fillt auf, dass diese sich
lediglich durch ein Valin in der Seitenkette unterscheiden. Dadurch ist Tasipeptin A
in der Lage, auch mit der Ss-Tasche zu wechselwirken. Dieser Umstand, und dass
die S3-Tasche durch ein Valin anstatt einer Butylgruppe besetzt wird, verbessert die
Inhibition von Elastase um den Faktor >20. Dies ist in Ubereinstimmung mit der
Literatur, die einen signifikanten Einfluss der Ps-Position auf die Hemmung der
Elastase berichtet.[15]

Neben der Verbesserung des Inhibitionspotentials gegeniiber Elastase ist es
Tasipeptin A zusatzlich moglich, HTRAZ2 und -3 im niedrigen mikromolaren Bereich
zu inhibieren. Dies ist ebenfalls auf die verlangerte Seitenkette des Naturstoffes

zuriickzufiihren, da Tasipeptin B diese Eigenschaften nicht besitzt.
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Dies ist das erste Mal, dass gezeigt werden konnte, dass ein Ahp-Cyclodepsipeptid
in der Lage ist, HTRAZ2 und -3 zu inhibieren. Dies ist besonders interessant, weil die
Verfiigbarkeit von HTRA2-Inhibitoren deutlich begrenzt ist.![”]

Werden die Inhibitionsdaten von HTRA2 mit denen von Elastase verglichen, so ist

Tasipeptin A gegentiber Elastase um den Faktor 10 selektiver.

4.2  Entwicklung, Design und biologische Evaluierung von

HTRA-Inhibitoren

4.2.1 Entwicklung einer Leitsequenz

Um die Spezifitat der Inhibitorenklasse gegeniiber HtrA-Proteasen zu erhoéhen,
wurde eine neue Aminosduren-Leitsequenz (14) entwickelt. Dazu wurde die
sogenannte Spezifitaitsmatrix aus der MEROPS-Datenbank analysiert. Diese gibt die
Praferenz jeder Enzymtasche der humanen HtrA-Proteasen fiir jede proteinogene
Aminosdaure an. Durch die Kombination der Daten ergab sich eine neue
Aminosauresequenz (14). Diese Methode zum Designen des Inhibitors ist nur
moglich, weil die Ahp-Cyclodepsipeptide wie Substrate an die Proteasen binden,
dabei jedoch nicht gespalten werden. Die hieraus abgeleitete, neue Leitsequenz (14)
ist von P4 bis P3‘/Px in Abb. 35 dargestellt. Die Position Px im Molekiil kann keiner
Enzymtasche direkt zugeordnet werden und spielt, laut Literatur, nur eine

untergeordnete Rolle bei der Inhibition.[°]

14

Abb. 35: Leitsequenz fiir einen generellen Inhibitor von humanen HtrA-Proteasen auf Basis

eines Ahp-Cyclodepsipeptides.
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Ein Ahp-Cyclodepsipeptid besteht in der Regel aus acht Aminosauren, von denen
drei mit Hilfe der MEROPS-Datenbank bestimmt wurden (Abb. 35, blau markiert).
Die fiinf anderen Aminosauren sind aus peptidischen Inhibitoren sowie Substraten
bekannt oder in den meisten literaturbekannten Ahp-Cyclodepsipeptiden

vorhanden (Abb. 35, grau markiert).

Fiir P4+ sowie P3 wurde ein Alanin und fiir P2 ein Leucin durch die MEROPS-
Datenbank ermittelt. Fir die Position P1 wurde Valin gewahlt, da bekannt ist, dass
die Si-Tasche von humanen HtrA-Proteasen sehr gut mit kleinen hydrophoben
Aminosduren wechselwirkt.[’] In der Ps3‘-Position ist in jedem Naturstoff eine
N-methylierte aromatische Aminosaure zu finden. Daher wurde hier Phenylalanin
gewahlt. In den Positionen Px und P2 ist in vielen Molekiilen der Naturstoffklasse ein
Valin bzw. ein Threonin vorhanden. Die Aminosduren wurden entsprechend
eingesetzt. Der freie N-Terminus der Seitenketten, welcher sich durch den
Threoninester ergibt, wurde mit einer Cbz-Schutzgruppe versehen. Fiir die Synthese
ist die Schiitzung des ersten N-Terminus essentiell. So kann das lineare Molekiil
synthetisiert, dann verzweigt und im Anschluss zyklisiert werden. Die
Cbz-Schutzgruppe ist orthogonal zur Fmoc-Schutzgruppe, gegentiber TFA stabil und
konnte in zukiinftigen Studien bei Bedarf, nach der Oxidation des Alkohols, mit
Wasserstoff abgespalten werden. Das Naturstoff-Analogon 14 wurde nach der in

Kapitel 4.1.2 entwickelten Methode synthetisiert.

Die Leitsequenz 14 wurde biochemisch evaluiert. Die Daten sind in Tab. 5

dargestellt.

Tab. 5: Biochemische Inhibitionsdaten der Leitsequenz 14. a) Humane HtrA-Proteasen.

b) Humanes Pankreas-Chymotrypsin. ¢) Humane neutrophile Elastase. d) Bovines Trypsin.

Ki [uM]
Chymo-
# HTRA12 HTRA22 HTRA32 Elastasec  Trypsind
trypsinb
14 8.2 4.1 2.0 >50 0.038 >50

Im Vergleich zu den Naturstoffen Tasipeptin A (1) und B (2) kann das neu-
entworfene Ahp-Cyclodepsipeptid auch HTRA1 im niedrigen mikromolaren Bereich
inhibieren. Wie die Inhibition von HTRA2 war auch die Hemmung von HTRA1 durch
Ahp-Cyclodepsipeptide bisher unbekannt und in der Literatur noch nicht
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beschrieben. Das Ergebnis ist insofern relevant, da auch fiir HTRA1 nur sehr wenige
Inhibitoren zur Verfiigung stehen.[”]

Elastase wird von dieser Verbindung besonders gut gehemmt (im nanomolaren
Bereich). Dies war jedoch zu erwarten, da die Si-Tasche der Protease mit einem
Valin besonders gut wechselwirkt. Damit liegt die Selektivitat im Vergleich mit allen
anderen getesteten Proteasen auf der Seite von Elastase.

Um weitere Inhibitionsmadglichkeiten und die Selektivitat zu analysieren, wurde die
Aktivitat der HtrA-Proteasen DegQ, DegP und DegS in Anwesenheit der Leitsequenz
14 untersucht. Eine Hemmung der Proteasen konnte nicht festgestellt werden. Auf
eine biologische Evaluierung aller weiteren Verbindungen mit diesen Enzymen
wurde in der Folge verzichtet, da das Hauptaugenmerk auf der Hemmung human-

relevanter Serinproteasen liegen sollte.

4.2.2 Einfluss spezifischer Positionen auf die Inhibition der humanen HtrA-

Proteasen

Um den Einfluss einzelner Positionen im Molekil auf die Inhibition zu untersuchen,
wurde ein sogenannter Phenylalanin-Scan durchgefiihrt. Dazu wurden sechs
weitere Derivate der neuen Leitsequenz 14 synthetisiert, bei denen je eine
Aminosaure durch ein Phenylalanin ausgetauscht wurde. Die Ahp-Einheit blieb von
diesem Scan ausgeschlossen. Diese Prozedur wurde gewahlt, da davon auszugehen
war, dass der Einfluss durch den grofden, volumindsen Rest des Phenylalanins
ausgepragter ist als durch kleinere Aminosduren. So konnen Verdnderungen des

Inhibitionspotentials schneller identifiziert werden.[144]

Die synthetisierten Derivate sind in Abb. 36 (Seite 54) dargestellt. Neben den
Phenylalanin-Derivaten wurden weitere Verbindungen hergestellt, um das
Inhibitionspotential zu verbessern bzw. Effekte auf diese zu untersuchen.

Mit der in Kapitel 4.1.2 beschriebenen neuen Synthesestrategie konnten diese
Naturstoffanaloga und alle weiteren Derivate dieser Arbeit hergestellt werden. Die
Verbindungen wurden mit Hilfe des Syntheseroboters ,Syro I der Firma
»,MultiSynTech” synthetisiert. Die Peptidkupplungen, die Veresterung, das
Abspalten von Schutzgruppen und die Zyklisierung konnte zum Ende der Arbeit
vollautomatisch durchgefiihrt werden. Die Beladung des Harzes und die Oxidation

des Alkohols wurden manuell durchgefiihrt.
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Abb. 36: Ubersicht der chemischen Strukturen der aus der Festphasensynthese erhalten
Derivate (15-20) des Phenylalanin-Scans
Die Ausbeute der synthetisierten Derivate lag zwischen 0.6 und 6.3 %. Die
Verbindungen wurden hinsichtlich ihres Inhibitionspotentials gegeniiber den
bekannten Proteasen aus Kapitel 4.1.3 und 4.2.1 untersucht. Die entsprechenden Ki-

Werte sind in Tab. 6 (Seite 55) angegeben.

Wie aus dem bekannten Bindungsmodus erwartet, wirkt sich das Ersetzten des
Valins durch ein Phenylalanin in der Pi-Position positiv auf die Inhibition von
Chymotrypsin aus, da die Protease an dieser Stelle besonders gut mit einem

Phenylalanin-Rest wechselwirkt.[15] Fiir den Inhibitor 15 konnte ein Ki-Wert von
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0.372 uM bestimmt werden. HTRA1- bis -3 konnten bis zu einer Konzentration
50 uM nicht gehemmt werden. Eine Inhibition von Elastase ist aufgrund des grof3en
Restes ebenfalls nicht mehr gegeben. Andere Veranderungen scheint Elastase
jedoch zu tolerieren, so wird diese von allen weiteren Verbindungen im niedrigen
mikromolaren und im héheren nanomolaren Bereich inhibiert. Dagegen wird
Trypsin und Chymotrypsin von keiner weiteren Verbindung gehemmt.

Tab. 6: Biochemische Inhibitonsdaten des Phenylalanin-Scans (14-20). a) Humane HtrA-

Proteasen. b)Humanes Pankreas-Chymotrypsin. ¢) Humane neutrophile Elastase.

d) Bovines Trypsin.

Ki [uM]

Chymo-
# Pos. HTRA1a HTRA22 HTRA32 Elastasec Trypsind

trypsinb
14 - 8.2 4.1 2 >50 0.038 >50
15 P1 >50 >50 >50 0.372 >50 >50
16 P2 >50 0.8 8.7 >50 0.587 >50
17 Ps3 >50 0.492 >50 >50 0.332 >50
18 Pa > 50 >50 >50 >50 6.4 >50
19 Px > 50 2.2 9.5 >50 0.317 >50
20  P2f 10.3 2.1 >50 >50 8.0 >50

Die Aminosdure in der P2-Position wurde durch ein (-Hydroxyphenylalanin
ausgetauscht. Die Verbindung 16 ist das erste Ahp-Cyclodepsipeptid, dessen
Esterbindung nicht aus einem Threonin oder einem Hydroxyprolinderivat
aufgebaut ist. Eine Hemmung der Aktivitit von HTRA1 konnte nicht mehr
nachgewiesen werden. So scheint diese Protease kleinere Aminosauren in der
S2-Tasche zu bevorzugen. Denkbar ist, dass die Besetzung der Si-Tasche und der
S2-Tasche fiir die Inhibition essentiell ist oder dass der sterische Anspruch des
Molekiils zu grof3 ist, um mit der Protease zu wechselwirken.

Die Inhibitionseigenschaften beziiglich HTRAZ konnten verbessert werden. Diese
Verbesserung liegt mit 0.8 uM im oberen nanomolaren Bereich. Ebenso konnte die
Selektivitat gesteigert werden. Dazu konnen die Verhaltnisse der Ki-Werte

verglichen werden. Im Fall der Leitsequenz 14 liegt das Verhaltnis von HTRA2 zu
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Elastase bei etwa ,100“. Bei der Verbindung 16 ist das Verhaltnis bei etwa ,,1“. Um
die Hemmung weiter zu optimieren und den Einfluss der Position P2 genauer zu
untersuchen, wurde zusatzlich das Derivat 21 mit einer Ausbeute von 6.3 %

hergestellt (siehe Abb. 37).
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Abb. 37: Derivat der Leitsequenz mit einem f3-Hydroxyleucin in Position P-.

Das B-Hydroxyphenylalanin wurde durch (-Hydroxyleucin ersetzt, da aus einem
Substrat-Screening bekannt ist, dass HTRAZ auch Leucin in der S2-Tasche
praferiert.[145] Des Weiteren wirkt sich diese Modifikation auch positiv auf die
Hemmung von HTRA1 aus, welches nun wieder inhibiert wird. In Tab. 7 sind die
entsprechenden Ki-Werte angegeben.

Tab. 7: Biochemische Inhibitionsdaten der Verbindung 21. a) Humane HtrA-Proteasen.

b) Humanes Pankreas-Chymotrypsin. ¢) Humane neutrophile Elastase. d) Bovines Trypsin.

Ki [uM]
Chymo-
# Pos. HTRAl1a HTRA22 HTRA32 Elastasec Trypsind
trypsinb
21 P: 2.431 0.258 0.480 >50 0.018 >50

Durch den Austausch konnte die Affinitat hinsichtlich HTRAZ verbessert werden
und der Ki liegt nun bei 0.258 pM. Ebenso wird nun HTRA3 im mittleren
nanomolaren Bereich gehemmt. Die Selektivitdt gegeniiber Elastase nimmt zu, ist
jedoch zu HTRAZ im Vergleich zur Leitsequenz 14 um den Faktor 10 verbessert
worden.

Zusatzlich kann die Aktivitit von HTRA1 gehemmt werden, was durch das

Einbringen des Phenylrestes in P2-Position nicht mehr mdéglich war. Dies bestatigt
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die Vermutung, dass der sterische Anspruch der Verbindung 16 zu grof3 war, um mit

dieser Protease zu interagieren.

Durch die Veranderung der Position P3 konnte die Verbindung 17 synthetisiert
werden. Diese kann HTRAZ im mittleren nanomolaren Bereich hemmen
(Ki =0.492 pM) und ist damit einer der besten Inhibitoren fiir dieses Enzym. Die
Verbesserung des Inhibitors hat im Vergleich zu der Verbindung 16 kaum einen
Einfluss auf die Selektivitat gegeniiber Elastase und HTRAZ2. Die Daten zeigen, dass
HTRAZ2 im Vergleich zu den beiden anderen HTRA-Proteasen prinzipiell selektiv

adressiert werden kann, da nur diese und Elastase gehemmt wird.

Wird in die Ps4-Postion ein Phenylalanin ,eingebaut” (Verbindung 18), so ist es
lediglich moglich, Elastase signifikant zu inhibieren. Alle anderen Proteasen werden
bei einer Konzentration >50 pM nicht gehemmt. Neben dem Phenylalanin ist durch
die Cbz-Schutzgruppe ein weiterer grof3er Rest in diesem Bereich vorhanden. Es ist
zu vermuten, dass das Molekiil in diesem Bereich zu voluminés und damit sterisch
zu anspruchsvoll ist, sodass keine Tasche des Enzyms besetzt werden kann. Um ein
besseres Verstandnis fiir die Interaktion des Molekiils mit den Proteasen in diesem

Bereich zu erlangen, wurde ein weiteres Derivat (22) synthetisiert.

@M%ﬁf 1

N%f{

Abb. 38: Derivat der Leitsequenz mit einer Hydrozimtsdure statt Cbz-Phe-OH.

Bei dieser Verbindung 22 wurde das Cbz-geschiitzte Phenylalanin durch eine
Hydrozimtsdaure ersetzt (siehe Abb. 38). Diese soll ein Phenylalanin ohne
Aminogruppe imitieren. Das Derivat konnte mit einer Ausbeute von 2.1%

dargestellt werden. Die zugehorigen Inhibitionsdaten sind in Tab. 8 dargestellt.
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Tab. 8: Biochemische Inhibitionsdaten der Verbindung 22. a) Humane HtrA-Proteasen.

b) Humanes Pankreas-Chymotrypsin. ¢) Humane neutrophile Elastase. d) Bovines Trypsin.

Ki [uM]
Chymo-
# Pos. HTRA12 HTRA22 HTRA3a Elastasec Trypsind
trypsinb
22 Ps >50 3.99 9.49 >50 0.007 >50

Die Aktivitat der Proteasen HTRAZ und -3 wird wieder gehemmt. Die Ki-Werte sind
vergleichbar mit denen der Leitsequenz (14). Der Unterschied ist jedoch, dass
HTRA1 nicht inhibiert wird. Dies ldsst vermuten, dass die Proteasen-
Schutzgruppen-Wechselwirkung eine Konformationsinderung des Enzyms
induziert, wodurch die entsprechenden Verbindungen global mit der Protease
wechselwirken konnen. Ebenso vorstellbar ist, dass die eigentliche Interaktion der
Cbz-Gruppe mit der Protease essentiell fiir die Inhibition von HTRA1 ist. Die
Cbz-Schutzgruppe koénnte dann mit der Ss-Tasche wechselwirken. Dies wiirde
prinzipiell bedeuten, dass eine Verlingerung der Seitenkette durch weitere
Aminosduren die Besetzung zusatzlicher Enzymtaschen ermoglicht. Dadurch

konnten selektivere und potentere Inhibitoren synthetisiert werden.

Nach bisherigen kristallographischen Studien von Ahp-Cyclodepsipeptiden ist der
Einfluss der Aminosaure in der Px-Position bei der Inhibition von Elastase oder
Trypsin nur marginal.[%11115] So wurden lediglich schwache van-der-Waals-
Wechselwirkungen mit der Proteasenoberflache beobachtet. Um dies genauer zu
studieren, wurde das erste Ahp-Cyclodepsipeptid mit einem Phenylalanin in der
Px-Position synthetisiert (Verbindung 19). Der Einfluss scheint grofier zu sein als
bisher angenommen. So steigen die Ki-Werte fiir fast alle getesteten Proteasen.
Unerwartet verzehnfacht sich der Ki-Wert fiir Elastase. Fiir die Inhibition von HTRA2
scheint ein Phenylalanin-Rest in dieser Position giinstig zu sein. Im Vergleich zur
Leitsequenz verdoppelt sich die Affinitat zu der Protease, was zu einer Halbierung
des Ki-Wertes fiihrt. Anhand dieser Daten ist zu vermuten, dass die Position bei der
Verwendung der passenden Aminosdure einen entsprechenden Einfluss auf das
Inhibitionspotential hat. Die Hemmung von HTRA1 scheint mit diesem Derivat nicht

mehr moglich zu sein. Auch hier ist vermutlich der sterische Anspruch das
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Hindernis. Dieser Fakt bestdtigt die Vermutung des Einflusses auf das

Inhibitionspotential der Position Px.

Die P1‘-Position wird nicht verdndert, da dies die Ahp-Einheit betrifft, welche die
Verbindung stabilisiert und mafdgeblich fiir die Inhibition der Proteasen
verantwortlich ist.

Im nachsten Schritt wurde die Position P2 mit einem Phenylalanin versehen und das
Derivat entsprechend getestet. Die Inhibition von HTRAZ ist wie bei der
Verbindung 20 im niedrigen mikromolaren Bereich mdglich. Eine Hemmung der
HTRA1-Aktivitét ist ebenfalls zu beobachten. Dessen Ki-Wert ist im Vergleich zur
Leitsequenz (14) leicht erhoht, jedoch hat die Selektivitiat gegeniiber Elastase
abgenommen. Ein volumindser und sterisch anspruchsvoller Rest in der P2‘-Tasche
scheint fiir die Standardprotease unglinstiger zu sein. Das Verhaltnis der Ki-Werte
(HTRA1 & Elastase) betragt etwa 1, wohingegen dieses mit der Leitsequenz 14 bei
etwa 220 liegt. Damit konnte die Selektivitit um das 167-fache gesteigert werden.
Diese Position zeigt somit Potential zur Derivatisierung, um die Selektivitdt der
Leitsequenz (14) gegeniiber HTRA1 zu verbessern.

Besonders interessant ist, dass die Verbindung 20 die erste ist, die eine grofdere
Affinitat zu HTRAZ2 aufzeigt als zu Elastase. Diese Eigenschaft ist bisher bei keiner
Verbindung zu erkennen und gegeniiber keiner anderen HTRA-Protease zu

beobachten.

In der Position P3‘ befindet sich, wie in allen natiirlichen Ahp-Cyclodepsipeptiden,
eine aromatische Aminosdure, hier Phenylalanin. Um die Abhangigkeit dieser
Position auf die Inhibition zu untersuchen, wurde eine Verbindung synthetisiert, bei
der das N-methylierte Phenylalanin durch ein N-methyliertes Alanin ausgetauscht
wurde. Die Verbindung wurde mit einer Ausbeute von 1.1 % bezogen auf die
Beladung synthetisiert. Auch dies ist das erste dargestellte und bekannte
Ahp-Cyclodepsipeptid, welches keine aromatische Aminosaure in der P3‘-Position

besitzt. Das Molekiil ist in Abb. 39 dargestellt.
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Abb. 39: Synthetisiertes Ahp-Cyclodepsipeptid ohne aromatische Aminosaure in Position P3’

NMR-Studien haben gezeigt, dass zwischen dem Aminosdurerest aus Position P2
und den aromatischen Protonen Wechselwirkungen bestehen.[1371 Wie stark sich
dies auf die geometrische Struktur auswirkt und wie dieses das Inhibitionspotential

beeinflusst, ist bis jetzt unbekannt.

Wie erwartet, fehlt das charakteristische Signal im negativen ppm-Bereich im
NMR-Spektrum. Es wurden keine zusatzlichen oder unerwarteten Signale gefunden.
Daher ist davon auszugehen, dass zwischen den Resten keine Wechselwirkungen
stattfinden. Zunachst war zu vermuten, dass dies die geometrische Struktur und das
Inhibitionspotential leicht beeinflusst. Die Inhibitionsdaten sind in Tab. 9
dargestellt.

Tab. 9: Biochemische Inhibitionsdaten der Verbindung 23. a) Humane HtrA-Proteasen.

b) Humanes Pankreas-Chymotrypsin. ¢) Humane neutrophile Elastase. d) Bovines Trypsin.

Ki [uM]

# Pos. HTRA12 HTRA22 HTRA32 Chymo- Elastasec Trypsind

trypsinb

23 P3* >50 6.896 > 50 >50 0.1079 Aktivierung

Das Ahp-Cyclodepsipeptid 23 ohne die typische aromatische Aminosdure in
P3'-Position ist in der Lage, die Aktivitit von HTRAZ im unteren mikromolaren
Bereich zu hemmen. Ein Einfluss dieser Position auf die Inhibition ist gegeben,
jedoch ist dieser nach den vorliegenden Daten fiir HTRA2 nur gering. Elastase wird
im nanomolaren Bereich inhibiert. Die Selektivitat gegeniiber Elastase hat etwa um
den Faktor zwei abgenommen. Da HTRA1 und -3 nicht inhibiert werden, scheint
eine Modifikation dieser Position nur dann sinnvoll zu sein, wenn das aromatische

System bestehen bleibt.
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Ein neuer Effekt, der in Verbindung mit Ahp-Cyclodepsipeptiden so noch nicht
beschrieben wurde, ist die Aktivierung von Trypsin. Die aus Kapitel 2.3.2 bekannte
Kristallstruktur des Ahp-Cyclodepsipeptides A90720A mit der Protease Trypsin
verdeutlicht, dass die aromatische Seitenkette in der Ps‘-Position eine wichtige
Bindung mit der Protease eingeht.’l Da die Verbindung 23 keine aromatische
Seitenkette in dieser Position besitzt, ist es dieser vermutlich nicht mehr méglich,
an der iiblichen Stelle zu binden. Denkbar ist, dass das Naturstoffanalogon an einer

anderen Stelle mit der Protease wechselwirkt und so allosterisch aktiviert.[146]

Ausgehend von der Leitsequenz 14 konnte durch den Phenylalanin-Scan und die
Synthese weiterer Derivate der Einfluss einzelner Positionen auf das
Inhibitionspotential und die Selektivitat analysiert werden. Eine Verbesserung der
Affinitat gegeniiber HTRA1 kann durch Modifikation der Position P2 erfolgen. Dabei
scheinen kleine aliphatische Reste die Wechselwirkungen zu verstarken und somit
die Protease besser zu inhibieren. Durch eine Verdanderung der Position P2‘ kann die
Selektivitat beeinflusst werden (Verbindung 20). Der Austausch durch Phenylalanin
erhoht die Affinitat gegeniiber HTRA1 und verringert diese gegeniiber Elastase. Dies
verwundert nicht, da die Spezifititsmatrix aus der MEROPS-Datenbank zeigt, dass
haufiger Leucin und Glycin in dieser Position zu finden sind als Phenylalanin.[3!

Alle weiteren Veranderungen hatten negative Auswirkungen auf die Inhibition von
HTRA1, sodass die Protease bei einer Konzentration > 50 pM nicht mehr gehemmt
wurde.

Die biochemischen Daten zeigen zusatzlich, dass das Inhibitionspotential gegentiber
HTRAZ2 durch die Positionen P2, P3, Px und P2‘ positiv beeinflusst werden kann
(bezogen auf die Leitsequenz 14). In Bezug auf das Inhibitionspotential sind
besonders die Positionen P2 und P3 hervorzuheben (Verbindung 16 und 17). Die
jeweilige Besetzung dieser Positionen durch ein Phenylalanin verschiebt die
Gleichgewichtskonstante in den nanomolaren Bereich. Ein Kkleiner Rest
(B-Hydroxyleucin, 21) in der Position P2 fiihrt ebenso zu einer verbesserten
Inhibition, ist jedoch weniger selektiv. Die Besetzung der S3-Tasche mit einem
Phenylalanin scheint hinsichtlich der Selektivitdt interessant zu sein, da nur zwei
Proteasen (HTRA2 und Elastase) inhibiert werden. Die Besetzung des Sx-Bereiches
durch einen aromatischen Rest resultiert eine Halbierung des Ki-Wertes im

Vergleich zu Leitsequenz (14). Die Position P2’ spielt bei der Selektivitit eine grof3e
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Rolle. Die Besetzung der korrespondierenden Tasche verbessert die Selektivitat
gegeniiber HTRA2 im Vergleich zu Elastase. Die Besetzung anderer Positionen
fiihrte zu schlechteren Ergebnissen.

Die Hemmung von HTRA3 ist auch durch das Einbringen des Phenylalanins in der
Position P2 und Px moglich, die Ki-Werte sind im Vergleich zur Leitsequenz 14
erhoht. Die Selektivitat nimmt jedoch zu. Durch das Einfiihren des -Hydroxyleucins
in die Position P2, wird das Inhibitionspotential verbessert und verschiebt sich in

den nanomolaren Bereich.

Das Einfiihren eines Phenylalanins in die verschiedenen Positionen brachte teils
positive Ergebnisse hinsichtlich des Inhibitionspotentials und der Selektivitat. Die
Daten zeigen, dass die Zugdnglichkeit flir einen HTRA2-Inhibitor grofier ist als fiir
einen HTRA1- oder HTRA3-Inhibitor. Im Vergleich zu HTRA1 und -3 liegt die
Selektivitat der Inhibitoren aus Kapitel 4.2.2 in der Regel auf der Seite von HTRAZ2.
Daraus lasst sich ableiten, dass Ahp-Cyclodepsipeptide anscheinend brauchbarere
Inhibitoren fiir HTRA2 sind. Die Affinitat zu HTRA1 ist haufig gering, sollte aber
durch geeignete Optimierung verbesserungsfahig sein.

Die Daten sind jedoch in einen gewissen Kontext zu bringen. So ist es durchaus
moglich, dass gewisse Positionen, die sich im Phenylalanin-Scan als unzureichend
erwiesen, durch die Besetzung mit anderen Aminosauren als wichtig herausstellen.
Trotz dieser Unschirfe sind die erhobenen Daten wichtig, um die Moglichkeiten
dieser Inhibitorenklasse abschatzen zu koénnen und um Inhibition in Abhangigkeit
von bestimmten Positionen genauer zu untersuchen.

Des Weiteren lassen die Ki-Werte vermuten, dass der klassische Bindungsmodus
von Ahp-Cyclodepsipeptiden zu Elastase oder Trypsin auch fiir die HtrA-Proteasen
gilt. Dies implizieren die Inhibitionsdaten des Phenylalanin-Scans, da auch das
Einfiihren und Entfernen des volumindsen Restes auf der P‘-Seite zu einer
Veranderung der Ki-Werte fiihrte. Zusatzlich scheint die Px-Position einen grofderen

Einfluss auf die Inhibition zu haben als bisher angenommen.

4.2.3 Kombination von Derivaten zur Verbesserung der Selektivitat und

Inhibition

Durch die biologische Evaluierung der Derivate (aus Kapitel 4.2.2) konnte gezeigt

werden, dass verschiedene Seitenketten in spezifischen Positionen unterschiedliche
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Einfliisse auf die Inhibition haben. Um die positiven Effekte verschiedener Reste in
einem Molekiil zu vereinen, wurde eine Kombination von vielversprechenden
Verbindungen angestrebt. Es wurde erwartet, dass das resultierende Molekiil
hinsichtlich Inhibitionspotential und Selektivitit verbessert wird.

Aufgrund der guten Ergebnisse hinsichtlich der Hemmung von HTRAZ wurden zwei
Derivate ausgewahlt. Verbindung 17 tragt ein Phenylalanin in Position P3 und sticht
durch seine vergleichsweise hohe Selektivitat hervor. Diese inhibiert lediglich zwei
Proteasen und ist ein nanomolarer Hemmer fiir HTRAZ2. Die Verbindung 21, welche
mit einem B-Hydroxyleucin in Position P2 synthetisiert wurde, inhibiert hingegen

vier Proteasen, ist jedoch ein noch besserer Hemmer fiir HTRAZ2.

Abb. 40: Entwurf eines kombinierten Inhibitors aus den Verbindungen 17 und 21

Die eingefiihrten Reste wurden auf die Leitsequenz iibertragen und so die neue
Verbindung 24 mit einer Ausbeute von 0.5 % synthetisiert. In Abb. 40 ist das neue
Molekiil dargestellt.

Tab. 10 zeigt die biochemischen Inhibitionsdaten der Verbindung 24 und die der
beiden urspriinglichen Inhibitoren. Neben den gezeigten Proteasen wurde auch die
Inhibition gegeniiber Trypsin und Chymotrypsin untersucht. Eine Hemmung bei

einer Konzentration von >50 uM konnte nicht nachgewiesen werden.



Ergebnisse und Diskussion 64

Tab. 10: Biochemische Inhibitionsdaten der Verbindungen 17, 21 und 24.

a) Humane HtrA-Proteasen. b) Humane neutrophile Elastase.

Ki [uM]

# Pos. Substitution HTRA14 HTRA24 HTRA3d ElastaseP
17 P3 Ala 2 Phe >50 0.492 > 50 0.332
21 P2 Thr - Leu(2-0OH) 2.431 0.2582 0.48 0.018

P2 Thr 2 Leu(2-0OH)
24 >50 >50 >50 1.935
P3 Ala 2Phe

Der erwartete positive Effekt war nicht nachgeweisbar. Die Verbindung 24 hemmte
keine der getesteten humanen HtrA-Proteasen bei einer Konzentration >50 pM.
Lediglich Elastase wurde inhibiert. Im Vergleich zur Leitsequenz nimmt die Affinitat
deutlich ab, ndmlich um den Faktor 50.

Zu vermuten ist, dass die Positionen P2 und P3 jeweils mit einem dhnlichen Bereich
der Protease wechselwirken. Dies ware moglich, wenn keine definierten oder sich
stark abgrenzenden Enzymtaschen vorliegen wiirden. In den Molekiilen 17 und 21
sind die jeweiligen benachbarten Aminosauren der Positionen P2 bzw. P3 klein und
somit sterisch nicht anspruchsvoll. Diesen Verbindungen ist es wie gezeigt moglich,
die HtrA-Proteasen zu inhibieren. Da in der neuen Verbindung 24 zwei
vergleichsweise grofde Reste benachbart sind, hindern diese sich gegenseitig und
unterdriicken so die Wechselwirkung mit der Protease. Zudem ist denkbar, dass der
sterische Anspruch so grof ist, dass eine globale Wechselwirkung nicht mehr
moglich ist.

Ein dhnliches Phinomen konnte bereits beim Einsatz der Verbindung 18 als
potentieller Inhibitor beobachtet werden. Durch das Einfiihren des Phenylalanins in
Position P4 lagen auch bei diesem Derivat zwei grofde Seitenketten nebeneinander
und die Hemmung der HtrA-Proteasen war nicht mehr moglich.

Dies verdeutlicht nochmals, dass die auch Wechselwirkungen zwischen den Resten
P2 bis P4+ und der Protease einen grofden Einfluss auf die Inhibition der HtrA-
Proteasen haben.

Eine praktische Erklarung der Ergebnisse bezieht sich auf die Polaritiat der Derivate.
Wie alle anderen synthetisierten Molekiile sind die Verbindungen 24 und 18

unpolar und in dem modifizierten Bereich besonders hydrophob. Da die
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biochemischen Assays im wassrigen Medium stattfinden, fiihrt dies vermehrt zu
intermolekularen Wechselwirkungen. Damit stehen diese Molekiile fiir die

Inhibition nicht mehr zur Verfiigung.

4.2.4 Zellkultur-basierte Evaluierung der Inhibition von HTRA1

Wie gezeigt ist die Hemmung der Aktivitit von HTRA1, -2 und -3 mit
mafigeschneiderten Ahp-Cyclodepsipeptiden und mit Naturstoffen dieser Klasse
moglich.

Eine Ubertragung der Ergebnisse auf biologisch-komplexere Modelle konnte bisher
jedoch noch nicht gezeigt werden. So ist es durchaus moglich, dass eine Inhibition
in solchen Assays nicht mehr gegeben ist, da die Verbindungen z. B. mit anderen
Proteinen wechselwirken oder metabolisch instabil sind.

Bisher sind alle synthetisierten Verbindungen besonders potent gegeniiber HTRAZ2.
Wahrend der Anfertigung dieser Arbeit stand kein Assay zur Verfligung, mit dem die
Aktivititshemmung von HTRA2 in einem Zellkulturmodell bestimmt werden
konnte. Aus diesem Grund wurde in Zusammenarbeit mit Dr. A. N. Tiaden und Priv.-
Doz. Dr. P.]. Richards von der Universitat Ziirich das Inhibitionspotential gegeniiber
HTRA1 in einem zellbasierten Assay untersucht.

Tiaden et al. zeigten bereits 2012 die Abhangigkeit der Osteogenese von HTRA1.[147]
Fiir die Untersuchung werden humane Stromazellen (hBMSCs) aus Knochenmark
entnommen und die Knochenbildung nachverfolgt. Fiir die Differenzierung der
Stromazellen wird die Proteolyseaktivitat von HTRA1 bendétigt. Die Mineralisation
der Matrix ist somit HTRA1-Aktivitatsabhdngig und kann mit dem Farbstoff
Alizarinrot-S sichtbar gemacht werden

Zur Evaluierung der biologischen Aktivitat der Ahp-Cyclodepsipeptide in einem
zellbasierten Assay wurde die Verbindung 21 verwendet. Diese zeigte bis dahin die
grofdte Hemmung gegentiiber HTRA1. Die Matrixmineralisation wurde mit dem
Naturstoffanalogon in An- und Abwesenheit von HTRA1, sowie in Anwesenheit der
proteolytisch-inaktiven Form HTRA1SA, verfolgt. Die Mineralisation konnte mit
Hilfe von Absorptionsmessungen bei 570 nm quantifiziert werden, da das
Alizarinrot-S mit kristallinem Calciumphosphat wechselwirkt und die Probe rot

farbt.[148]
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Abb. 41: Zellkultur-basierte Evaluierung der HTRA1-Inhibition. a) DMSO-Kontrolle b) 10 uM
Verbindung 21 ¢) HTRA1 d) 10 uM Verbindung 21/HTRA1 e) HTRA1SA; Die Fehlerbalken
entsprechen der Standardabweichung aus drei unabhdngigen Messungen.

Die eingefarbten Proben und die daraus erhaltenen Absorptionsdaten sind in Abb.

41 dargestellt. Um sicherzustellen, dass die Farbung auf die Aktivitat der Protease

zurlickzufiihren ist und nicht auf verwendete Reagenzien, wurden Kontrollproben

erstellt. Die DMSO-Kontrolle, die Proben mit der Verbindung 21 ohne HTRA1 und
mit der inaktiven Form HTRA1SA zeigen, wie erwartet, nahezu keine Farbung. Bei
der Abwesenheit des Inhibitors zeigt das Experiment, wie erwartet, eine deutliche

Rotfarbung, was auf die Aktivitdt von HTRA1 zuriickzufiihren ist. Ist die Verbindung

21 jedoch anwesend, so ist ein deutlicher Unterschied zu erkennen. Die Verbindung

hemmt HTRA1 und die Probe ist nur leicht rot gefarbt.
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Abb. 42: Konzentrationsabhingige Aktivitaitshemmung von HTRA1. a) HTRA1 + 21 (0.1 pM);
b) HTRA1 + 21 (1 uM); c) HTRA1 + 21 (5 puM); d) HTRA1 + 21 (10 uM);
e) HTRA1 + 21 (20 uM); f) HTRA; g) HTRA1 + DMSO
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Da die Mineralisierung von der HTRA1-Aktivitit abhdngig ist, bedeutet dieses
Ergebnis, dass die Protease auch in einem komplexeren System von einem

Ahp-Cyclodepsipeptid signifikant inhibiert werden kann.

In einem zweiten Experiment konnte des Weiteren gezeigt werden, dass diese
Hemmung auch dosisabhangig ist. Dazu wurden die entsprechenden Proben mit
Konzentrationen zwischen 0.1 pM bis 20 pM an Verbindung 21 versetzt. Diese

Abhangigkeit ist in Abb. 42 zu sehen.
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4.2.5 Derivatisierung der P1-Position und biochemische Evaluierung dieser

Derivate

Die hier vorgestellten Verbindungen konkurrieren mit einem Substrat um die
Bindung an die Protease. Je besser der Inhibitor mit dem Enzym wechselwirkt, umso
starker wird das Substrat verdrangt und desto besser ist der inhibitorische Effekt.
Die Besetzung der Si-Tasche spielt bei der Hemmung der Aktivitit von
Serinproteasen eine entscheidende Rolle. Trypsin und Chymotrypsin
wechselwirken in dieser Position in der Regel hervorragend mit basischen bzw.
volumindsen Aminosauren. Dies kann bei der Entwicklung spezifischer Inhibitoren
genutzt werden, denn sowohl Elastase als auch HTRA1 bis -3 wechselwirken in
dieser Position besonders gut mit kleinen hydrophoben Aminosaduren.[”l Derivate
mit diesen Aminosauren in der P1-Position sollten erheblich selektiver gegeniiber
den vier zuletzt genannten Proteasen sein. Gezeigt wurde dies bereits mit der
Leitsequenz 14 (siehe Kapitel 4.2.1).
Die bisher synthetisierten Verbindungen zeigten in der Regel eine hohere
Selektivitat gegentiber Elastase im Vergleich zu den HTRA-Proteasen. Wie bereits in
Kapitel 4.2.3 dargestellt, scheint eine einfache Kombination nicht méglich zu sein,
um dies umzukehren.
Um den grofden Einfluss der Si-Tasche zu nutzen, wurde die P1-Position verandert.
Es konnten zehn weitere Derivate hergestellt werden (siehe Abb. 43; Seite 69).
Entsprechend der Literatur wurden Aminosduren mit kleinen hydrophoben
Seitenketten ausgewahlt. Dabei wurden sowohl zyklische als auch aliphatische
Reste verwendet. Systematisch wurden die Seitenketten verldangert, verzweigt
sowie Doppel- und Dreifachbindungen eingefiigt. Des Weiteren wurden solche
Aminosdauren gewadhlt, welche in einer entsprechenden Menge kommerziell
verflighar waren, um moglichst viele Derivate zu generieren. Die Verbindungen
konnten mit einer Ausbeute von 0.6 % bis 2.9 % synthetisiert werden. Abb. 43 zeigt
eine Ubersicht iiber die hergestellten Molekiile und der systematischen
Veranderung ihrer Reste. Die Derivate wurden wie die bisherigen Verbindungen

hinsichtlich ihres Inhibitionspotentials gegen die bekannten Proteasen untersucht.
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Abb. 43:Systematische Derivatisierung der P1-Position
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Bei der Synthese des ersten Pi-Derivates wurde das Valin zunachst durch ein Alanin
(25) ausgetauscht. Die Seitenkette wurde bei den nachsten Verbindungen
systematisch verlangert, sodass ein Ethyl- (26) und ein Propylrest (27) eingefiihrt
wurde. Der Propylrest wurde verzweigt und Derivate mit einem Leucin sowie
[soleucin synthetisiert (siehe Abb. 43, gelber Kasten). Auf die Herstellung einer
Verbindung mit einem Glycin in der P1-Position wurde verzichtet, da dieses nur im
geringen Mafde mit den Proteasen wechselwirken wiirde. Die Tab. 11 zeigt die
biochemischen Inhibitionsdaten dieser Verbindungen.

Tab. 11: Biochemische Inhibitionsdaten der Verbindungen 25-29. a) Humane HTRA-Proteasen.

b) Humanes Pankreas-Chymotrypsin. c) Humane neutrophile Elastase. d) Bovines Trypsin.

R: eingesetzte“ Aminosaure in Position P1.

Ki [uM]

Chymo-
# R HTRA1a HTRA22 HTRA32 Elastasec Trypsind

trypsinb
25 Ala 4.26 0.26 0.982 >50 0.026 Aktiv.
26 Abu 2973 0.696 1.46 >50 0.473 Aktiv.
27 Nva  7.003 0.694 >50 1.248 0.127 Aktiv.
28 Leu >50 2.8 > 50 2.1 3.4 >50
29 lle >50 >50 >50 >50 0.498 Aktiv.

Die Daten zeigen einen Trend bei den evaluierten HTRA-Proteasen. Dabei wird
tendenziell die Affinitdit des Molekiils zu den Proteasen geringer, je langer und
verzweigter die Seitenkette der Aminosdure ist. HTRA3 kann im niedrigen
mikromolaren Bereich inhibiert werden. Die Protease toleriertin der S1-Tasche eine
Seitenkette, die maximal zwei “Kohlenstoffatome* lang ist. Ist die Seitenkette langer
(27) und wird sie dazu noch verzweigt (28, 29), scheint sie nicht zu passen und eine
Inhibition ist nicht mehr mdglich. Die Sequenzen der Verbindungen 1 (Tasipeptin A)
und 29 unterscheiden sich nur in den Positionen P3 und P4. 1 hemmt im Gegensatz
zu 29 auch HTRA3. Daraus lasst sich schliefden, dass diese Reste mitentscheidend
fiir die Inhibition sind.

Eine hohere Toleranz gegeniiber langeren Seitenketten zeigt HTRAZ2. Durch das

Einbringen eines Methyl- (25), Ethyl- (26) oder Propylrestes (27) kann die Protease
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im mittleren bzw. oberen nanomolaren Bereich inhibiert werden. Durch das
endstdndige Verzweigen der Propylkette (28) ist eine Hemmung noch méglich.
Wird jedoch eine Methylgruppe am (-C-Atom eingefiigt (29), kann eine Inhibition
unter 50 uM nicht mehr detektiert werden.

Der Trend lasst sich tendenziell auch bei HTRA1 erkennen. Jedoch hemmt das
Derivat mit einer Ethylseitenkette (26) die Aktivitat besser als eines mit einer
Methylseitenkette (25). Die Protease toleriert auch einen Propylrest in der
S1-Tasche, wobei diese im niedrigen mikromolaren Bereich inhibiert wird. Die
Affinitat zwischen Inhibitor und Protease nimmt deutlich ab, wenn die Seitenkette
verzweigt wird (28, 29).

Elastase wird von allen Verbindungen im nanomolaren bzw. niedrigen
mikromolaren Bereich inhibiert. Um Chymotrypsin zu hemmen, wird ein Propylrest
benotigt. Eine Verzweigung am y-C-Atom (28) verbessert die Affinitat, wohingegen
eine Methylgruppe am (-C-Atom (29) diese verschlechtert. Dieses Ergebnis ist im
Ansatz so erwartet worden. Trypsin wird durch alle Verbindungen aktiviert, eine
Ausnahme zeigt Verbindung 28.

Die Selektivitdt gegeniiber HTRA1 bis -3 im Vergleich zu Elastase konnte bei allen
Verbindungen deutlich verbessert werden, wenn sie einen Ki-Wert <50 uM
aufwiesen (teilweise um den Faktor 200).

Die Si-Taschen der HTRA-Proteasen haben unterschiedliche Affinitaten zu gleichen
Resten. Durch das Korrelieren der Inhibitionsdaten mit der Gréfie der Seitenketten
lasst sich vermuten, dass die Grof3e der S1-Tasche von HTRA2 zu HTRA1 zu HTRA3
abnimmt, da HTRAZ2 fast alle Reste toleriert und HTRA3 die wenigsten.

Tab. 12: Biochemische Inhibitionsdaten der Verbindungen 27, 30 und 31. a) Humane HtrA-

Proteasen. b) Humanes Pankreas-Chymotrypsin. c¢) Humane neutrophile Elastase.

d) Bovines Trypsin. R: ,eingesetzte Aminosdure in Position P.

Ki [uM]
Chymo-
# R  HTRA12 HTRA22 HTRA3a Elastasec  Trypsind
Trypsinb
27 Nva 7.003 0.694 >50 1.248 0.127 Aktivierung
30 Allyl >50 1.377 0.838 0.329 0.156 >50

31 Pra >50 n.t. 17.85 1.011 0.198 n.t.
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Passend zu dem Derivat 27, welches ein Norvalin (n-Propyl) in der P1-Position tragt,
wurden Verbindungen mit einem Allyl- (30) und einem Propargylrest(31)
hergestellt (siehe Abb. 43, roter Kasten). Durch das Einbringen der m-Bindungen
biilen die Reste Flexibilitit ein und haben eine andere Geometrie. Die
Inhibitionsdaten sind in Tab. 12 dargestellt.

Die neuen Reste konnten die Hemmung der Proteasen nicht verbessern, jedoch
zeigen sie zumindestens teilweise noch ausgepriagte Hemmeigenschaften. So
hemmen die Derivate 30 und 31 HTRA3. Das war nicht zu erwarten, da eine
Inhibition durch die flexiblere Verbindung 27 nicht nachgewiesen werden konnte.
HTRA2 kann durch das Ahp-Cyclodepsipeptid 30 ebenfalls inhibiert werden,
wohingegen die Affinitdt zu HTRA1 nur gering ist und eine Inhibition bei einer
Konzentration >50 uM nicht nachgewiesen werden konnte. Die Selektivitidt zu den
HtrA-Proteasen gegeniiber Elastase nimmt tendenziell ab.

Chymotrypsin wird, wie erwartet, im nanomolaren bzw. niedrigen mikromolaren
Bereich inhibiert. Ebenfalls im unteren nanomolaren Bereich wird Elastase
gehemmt.

Die Daten zeigen, dass eine Versteifung des Restes in der P1-Position eher ungiinstig
fir die Hemmung ist. Eine Inhibition ist teilweise moglich, jedoch wird durch die
lange Seitenkette auch die Affinitat zu Chymotrypsin erhoht.

Tab. 13: Biochemische Inhibitionsdaten der Verbindung 14, 25-27, 32 und 33. a) Humane

HtrA-Proteasen. b) Humanes Pankreas-Chymotrypsin. ¢) Humane neutrophile Elastase.

d) Bovines Trypsin. R: ,eingesetzte“ Aminosdure in Position P1.

Ki [uM]

Chymo-
# R HTRA1a HTRA22 HTRA32 Elastasec Trypsind

Trypsinb
25 Ala 4.26 0.26 0.982 >50 0.026 Aktiv.
26 Abu 2973 0.696 1.46 >50 0.473 Aktiv.
14 Val 8.2 4.1 3 >50 0.019 > 50
32 cPr 1.235 1.11 0.736 2.274 1.933 >50
33 Tle Aktiv. >50 8.332 >50 4317 Aktiv.

27 Nva 7.003 0.694 > 50 1.248 0.127 Aktiv.
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Ausgehend von den Verbindungen 25 und 26 wurden weitere Derivate entworfen.
Zu diesen beiden Verbindungen passt die Leitsequenz 14. Diese tragt ein Valin in
der P1-Position, welches eine Verzweigung des Ethylrestes darstellt (siehe Abb. 43,

blauer Kasten).

Durch das Einfiihren einer weiteren Methylgruppe am (3-C-Atom konnte ein sterisch
anspruchsvolleres Derivat mit einer tert-Butyl-Gruppe (33) synthetisiert werden.
In der Verbindung 32 sind die Methylreste verkniipft. Dazu wurde ein
Cyclopropylglycin in die P1-Position gebracht, welches wiederum gegentiber Valin
leicht-veranderte sterische Anspriiche hat. Die passenden Inhibitionsdaten dieser
Reihe sind in Tab. 13 dargestellt.

Durch das Einbringen des Cyclopropylrestes in die Position P1 kann die Aktivitat
aller evaluierten HtrA-Proteasen im niedrigen mikromolaren und im oberen
nanomolaren Bereich gehemmt werden. Besonders hervorzuheben ist, dass das
Derivat 32 die erste Verbindung ist, die gegeniiber HTRA1 im Vergleich zu Elastase
selektiver ist. Die Selektivitit gegeniiber HTRA1 konnte im Vergleich zur
Leitsequenz (14) um den Faktor 670 verbessert werden. Die Selektivitat gegeniiber
HTRAZ und -3 nimmt ebenfalls zu. Die Verbindung ist der bisher beste Inhibitor fiir
HTRA1 und HTRA3 in dieser Arbeit. Die Aktivitat der zuletzt genannten Protease
kann im nanomolaren Bereich gehemmt werden. Unerwartet ist jedoch, dass die
Verbindung auch Chymotrypsin inhibiert.

Die Verbindung 33 mit einem tert-Butylrest in der Pi-Position inhibiert lediglich
HTRA3 und Elastase, was vermutlich auf die sterische Hinderung zuriickzufiihren

ist. HTRA1 und Trypsin werden zudem sogar aktiviert.

In der Reihe Ala (25), Abu (26), Val (14) (Methyl = Ethyl - iso-Propyl) nimmt das
Inhibitionspotential der HTRA-Proteasen tendenziell mit steigender Anzahl der
Kohlenstoffatome ab. Dieser Trend ist bereits in der Reihe Ala (25), Abu (26), Nva
(27) zu erkennen (Methyl = Ethyl = n-Propyl; siehe Tab. 11).

Aufgrund der Grof3e der Reste lasst sich die Form der Si-Taschen abschatzen.
HTRA3 wird, im Gegensatz zu HTRA1 und -2, von der Verbindung 27 (n-Propyl)
nicht inhibiert. Da alle eine hydrophobe Si-Tasche besitzen, ist davon auszugehen,
dass diese bei HTRA3 etwas flacher ist. Zusatzlich scheint diese im oberen Teil auch
etwas breiter zu sein oder sich besser verformen zu lassen, denn die Verbindung 14

(iso-Propyl) inhibiert alle drei Proteasen, doch das Derivat 33 (tert-Butyl), welches
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sterisch deutlich anspruchsvoller ist, hemmt ausschliefslich HTRA3. Es ist davon
auszugehen, dass der tert-Butylrest nicht in die S1-Taschen von HTRA1 und-2 passt
oder dass diese Taschen weniger verformbar sind.

Die Si-Taschen von HTRA1l und -2 scheinen tiefer zu sein als bei HTRA3,
unterscheiden sich jedoch. Die Inhibitionsdaten zeigen, dass die Affinitdt von
Verbindung 27 (n-Propyl) zu HTRA2Z um den Faktor 10 grofer ist und die
Verbindung 28 (iso-Butyl) ausschliefRlich HTRAZ inhibiert. Daher lasst sich
vermuten, dass die P1-Bindungsstelle von HTRAZ im Vergleich zu HTRA1 im
unteren Teil der Tasche etwas breiter oder besser verformbar ist.

Zu der abgeschitzten Taschenform passen auch die Inhibitionsdaten der
Verbindung 32. HTRA2 mit einer vermeintlich flachen Si-Tasche kann als einzige
untersuchte HtrA-Protease im nanomolaren Bereich inhibiert werden.

Dies kann jedoch nur eine grobe Abschitzung sein, da die Enzymtaschen durchaus
in der Lage sind, sich bis zu einem gewissen Grad zu verformen.

Um zu zeigen, dass ausschlief3lich kleinere Reste in die Si-Tasche passen, wurde ein
weiteres Derivat mit einem Cyclohexylrest synthetisiert. Wie erwartet inhibiert die
Verbindung 34 keine der untersuchten HtrA-Proteasen. Es konnte lediglich die
Hemmung von Chymotrypsin nachgewiesen werden. Der Ki-Wert ist mit dem von
Verbindung 15 vergleichbar. Die Inhibitionsdaten sind in Tab. 14 dargestellt.

Tab. 14: Biochemische Inhibitionsdaten der Verbindung 15 und 34. a) Humane HtrA-

Proteasen. b) Humanes Pankreas-Chymotrypsin. ¢) Humane neutrophile Elastase.

d) Bovines Trypsin. R: ,eingesetzte Aminosdure in Position P1.

Chymo-

# R HTRA12 HTRA22 HTRA3a Elastasec Trypsind
Trypsinb

15 Phe >50 > 50 > 50 0.371 >50 > 50

34 cHex  Aktiv. >50 >50 0.274 >50 Aktivierung

4.2.6 Optimierung der Verbindung 32 durch Derivatisierung der P,'-Position
und biochemische Evaluierung dieser Derivate
Um die Bindung zwischen dem Ahp-Cyclodepsipeptid und den humanen HtrA-

Proteasen besser zu verstehen, wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Kenny Bravo

Rodriguez, bioinformatische Kalkulationen durchgefiihrt. Durch molekulares
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Docking konnte die Wechselwirkung der Leitstruktur 14 mit der Protease HTRA1

modelliert werden.

Abb. 44: Modellierter Bindung des Ahp-Cyclodepsipeptids 14 an die Protease HTRA1.

Abb. 44 zeigt den aus diesen Berechnungen erhaltenen, modellierten Ahp-
Cyclodepsipeptid-HTRA1-Komplex. Die Protease ist  mittels einer
Oberflachenreprasentation dargestellt. Die positiv-geladenen Aminosauren sind
dabei blau abgebildet, die negativ-geladenen rot, die polaren griin und die
hydrophoben Bereiche weifd. Das Modell zeigt, dass die Protease nur wenige
ausgepragte Taschen ausbildet, mit denen Aminosauren starke Wechselwirkungen
eingehen konnen. Der mit ‘1° markierte Bereich stellt die Si-Tasche dar. Rechts
daneben (vom Molekiil teilweise verdeckt) liegt die Ahp-Einheit. Die Seitenkette des

Ahp-Cyclodepsipeptids ragt in einen unpolaren Bereich. Der mit einer ‘2° markierte
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Teil des Inhibitors ist die P2'-Position. Deren Seitenkette ist von zwei polaren

Arealen umgeben.

Die molekularen Docking-Ergebnisse lassen sich nur teilweise mit den Daten aus der
biochemischen Evaluation korrelieren. Wie in Kapitel 4.2.2 gezeigt, wird die
Inhibition durch das Einflihren eines Leucins in die Position P2 verbessert. Dieses
Ergebnis wird durch das molekulare Docking bestatigt, denn in diesem Bereich sind
hydrophobe Aminosduren zu finden (siehe Abb. 44, Markierung ‘3°).

Ein weiteres Docking-Experiment zeigt, dass die S2'-Tasche von Elastase durch
einen grofden hydrophoben Bereich gebildet wird. Bei HTRA1 wird dieser Bereich
unter anderem von polaren Aminosauren gebildet. Diese Kalkulationen lassen also
vermuten, dass durch das Einbringen polarer Seitenketten in die P2‘-Position die

Selektivitat und das Inhibitionspotential gegeniiber HTRA1 gesteigert werden kann.

Flir die Derivatisierung wurde die Verbindung 32 gewahlt und nicht wie sonst die
Leitsequenz 14. Mit dem Cyclopropylrest in der Position P1 zeigte das Molekiil 32
die besten Selektivitits- und Inhibitionseigenschaften gegeniiber HTRA1. Aus
Kapitel 4.2.2 ist bekannt, dass die Kombination von zielfiihrenden Resten nicht
zwangslaufig zu einem besseren Inhibitor fiihrt. Dennoch wurden verbesserte
Ki-Werte erwartet. Die Wechselwirkungen mit der Si-Tasche sind essentiell und es
werden polare anstatt hydrophobe Seitenketten eingefiigt. Die Positionen P1/P2’

sind nicht benachbart, sodass keine sterischen Hinderungen auftreten kénnen.

32 35
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Abb. 45: Derivate der Verbindung 32.

In Abb. 45 sind die synthetisierten Verbindungen dargestellt. Es wurden
verschiedene polare Gruppen gewahlt, sowie die Linge der Seitenketten variiert.

Des Weiteren wurde ein 4-Chloro-Phenylalanin ausgewahlt, da der Phenylalanin-
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Scan zeigte, dass die Besetzung der S:-Tasche durch einen volumindsen Rest
beziiglich der Selektivitat giinstig war. Durch das Chloratom bekommt die
Seitenkette eine leicht polare Eigenschaft.

Die Verbindungen wurden hinsichtlich ihres Inhibitionspotentials gegeniiber
HTRA1 untersucht. Alle weiteren Proteasen wurden bis zum Ende dieser Arbeit
nicht evaluiert. Die biochemischen Inhibitionsdaten sind in Tab. 15 dargestellt.

Tab. 15: Biochemische Inhibitionsdaten der Verbindung 32, 35 bis 39.

a) Humane HTRA-Proteasen. b) Humane neutrophile Elastase.

Ki [uM]

# P2’ HTRA12 HTRA22 HTRA32 ElastaseP
32 Leu 1.24 1.11 <50 1.93
35 Glu 5.2 n.b. n.b. n.b.
36 Asp > 50 n.b. n.b. n.b.
37 Asn 1.66 n.b. n.b. n.b.
38 Cit 0.70 n.b. n.b. n.b.
39 4-Cl-Phe 0.065 n.b. n.b. 0.003

Die Verbindung 35 tragt ein Glutamat in der Position P2'. Das Derivat inhibiert die
Protease im niedrigen mikromolaren Bereich, ist jedoch mit einem Ki-Wert von
5.2 uM etwas schlechter als die Ausgangsverbindung 32.

Die gleiche funktionelle Gruppe tragt Aspartat, welches im Derivat 36 ebenfalls die
Position P2 einnimmt. Dieser Verbindung 36 ist es nicht moglich, die Protease zu
inhibieren. Die neue Seitenkette ist im Vergleich zu Glutamat um eine CHz-Einheit
verkiirzt. Es war zu erwarten, dass das Molekiil im niedrigen mikromolaren Bereich
inhibiert. Dies ist jedoch nicht der Fall und es ist zu vermuten, dass die Seitenkette
mit anderen Bereichen des Molekiils wechselwirkt und so die Inhibition verhindert.
Die Carbonsdaure wurde durch ein Amid ersetzt, wodurch das Derivat 37
synthetisiert werden konnte. Die Verbindung inhibiert im Vergleich zum Molekiil
36 bei gleicher Kettenldnge, die Protease im niedrigen mikromolaren Bereich. Zu
vermuten ist, dass die Verbindung 37 in der Lage ist, mit ndherliegenden polaren

Bereichen zu wechselwirken.
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Die Verbindung 38 mit einem Citrullin in der Position P2 hemmt die Aktivitat der
Protease im nanomolaren Bereich. Dabei konnte sowohl die Kettenldnge als auch

die funktionelle Gruppe eine Rolle spielen.

Der bisher beste, nicht-kovalente Inhibitor fiir die Serinprotease HTRA1 ist die
Verbindung 39. Die Einfiihrung eines 4-Chlorophenylalanins verbessert die
Hemmung im Vergleich zu dem Derivat 32 um den Faktor 20. Somit ist die Inhibition

mit einem Ki-Wert von 0.065 pM im nanomolaren Bereich moglich.

Aus den Daten lasst sich schliefden, dass prinzipiell die Einfiihrung eines polaren
Restes positiv ist. Durch die Modifikation der P2‘-Position lasst sich die Affinitat der
Ahp-Cyclodepsipeptide zu der Protease HTRA1 erheblich steigern. Zusatzlich
scheint sich die Kombination eines volumindésen und hydrophoben Restes mit
einem polaren Halogen sehr positiv auf das Inhibitionspotential auszuwirken.

Die Verbesserung des Inhibitors steigert unerwartet auch die Hemmung von

Elastase. So liegt der Ki-Wert bei 0.003 pM.

Die Verbindungen 35 bis 39 konnten mit einer Ausbeute zwischen 0.3 % und 2.4 %
synthetisiert werden. Durch die Herstellung dieser Derivate konnte des Weiteren
gezeigt werden, dass die entwickelte Synthesestrategie auch auf Derivate mit
chemisch-anspruchsvolleren funktionellen Gruppen angewendet werden kann. Bei
der Synthese wurden TFA-labile Standardschutzgruppen eingesetzt. Wahrend des
Abspaltens des Peptides von der festen Phase konnten diese entfernt werden. Die
verwendeten freien funktionellen Gruppen waren dabei unter den
Oxidationsbedingungen stabil.

Bei der finalen Aufreinigung der Verbindung 36 konnten vier verschiedene
Produkte isoliert werden. Dabei handelt es sich um das gewiinschte Ahp- und
Hydroxyprolin-Produkt sowie dessen jeweilige dehydratisierte Varianten. Bei den
ibrigen Verbindungen (35, 37-39) konnten nach der Oxidation ebenfalls
Nebenprodukte identifiziert werden. Daher ist zu vermuten, dass die Aminosaure in
der P2'-Position einen Einfluss auf die Ausbildung der Ahp-Einheit besitzt. Hier sind
sterische Wechselwirkungen denkbar, die das Ausbilden des Hydroxyprolins
begiinstigen oder polare Interaktionen, welche eine Dehydratisierungsreaktion
ermoglichen. Die Verbindung 36 hat die langste und flexibelste Seitenkette und zeigt

die meisten Nebenprodukte, was diese Vermutung bestatigt.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Eine Fehlregulation von Serinproteasen ist die molekulare Basis bzw. beeinflusst
eine Vielzahl von Erkrankungen wie Arthritis, altersbedingte Makuladegeneration,
Parkinson oder Alzheimer. Hemmstoffe dieser Proteasen konnen dementsprechend
vielversprechende Wirkstoffe darstellen. Zur Hemmung von Serinproteasen
werden bisher Molekiile aus unterschiedlichsten Verbindungsklassen eingesetzt;
viele dieser Verbindungen haben jedoch nur begrenzte Hemmpotenz
oder -selektivitdt. Deshalb ist immer noch eine Entwicklung neuer Inhibitoren bzw.
Inhibitorklassen notig, um die Selektivitat und das Inhibitionspotential zu steigern,
sowie die Zuganglichkeit zu Wirkstoffen fiir speziellere Serinproteasen zu
ermoglichen. Haufig werden Naturstoffe als Grundgeriist verwendet, welche bei
einem Screening inhibitorische Eigenschaften zeigten.[8]

Die Verbindungen der Naturstoffklasse der Ahp-Cyclodepsipeptide wechselwirken
sowohl mit den S- also auch mit den S‘-Taschen der Serinproteasen und stellen
potente Inhibitoren ausgewahlter Serinproteasen wie z. B. Elastase, Chymotrypsin
oder Trypsin dar.[°] Die Inhibition anderer Serinproteasen wurde bisher nicht
gezeigt. Obwohl bereits Syntheserouten zu diesen Naturstoffen in der Literatur
berichtet wurden, sind alle diese Synthesen vergleichsweise aufwendig und
unpraktisch und ermoéglichen nur begrenzt die Aufstellung medizinalchemisch-
relevanter Struktur-Wirkungsbeziehungen.[12.14,119,134]

Dementsprechend wurde im ersten Teil der Arbeit die Entwicklung einer neuen
praktikablen Synthesestrategie fiir Ahp-Cyclodepsipeptid durchgefiihrt. Diese
wurde anhand des Naturstoffes Tasipeptin A etabliert. Die etablierte Strategie ist
dabei eine Mischung aus Flissig- und Festphasensynthese. Als Ausgangspunkt
wurde eine Glutaminsaure verwendet, deren Aminogruppe durch Fmoc und deren
Carbonsdure als Allylester geschiitzt war. Durch die Bildung eines gemischten
Anhydrids und anschlief}ender Behandlung mit Natriumborhydrid konnte die freie
Seitenkette zum Alkohol reduziert werden. C- und N-Terminus waren weiterhin
geschiitzt und das 5-Hydroxynorvalin wurde mit Hilfe von Pyridin auf der festen
Phase verankert, wobei 2-Chlorotritylchlorid als Linker verwendet wurde. Mit der
Fmoc-Strategie wurden die Peptidfragmente in der Reihenfolge Valin, Threonin,
Valin und Butansdure gekuppelt. Als Aktivierungsreagenzien wurde HBTU/HOBt

und zum Abspalten der Fmoc-Schutzgruppen Piperidin verwendet. Im nachsten
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Schritt konnte der ungeschiitzte sekundare Alkohol des Threonins unter DMAP-
Katalyse und Valin-Aktivierung mit DIC verestert werden. Nach dem Kuppeln eines
N-methylierten Phenylalanins wurde Fmoc-Leu-OH mit PyBrOP aktiviert und als
letzte Aminosaure gekuppelt. Fmoc wurde entfernt und der Allylester mit Hilfe eines
Palladium-Katalysators und Morpholin gespalten. Durch eine Festphasen-
Macrolactamisierung wurde der Zyklus erhalten, welcher mit Trifluoressigsdure
von der festen Phase abgespalten wurden. Der freie Alkohol des Zyklus wurde in
Losung mit Dess-Martin-Periodinan zum Aldehyd oxidiert, welcher das Hemiaminal,
die Ahp-Einheit, bildete. Tasipeptin A konnte mit einer Ausbeute von 1.9 %
synthetisiert werden. Durch die biologische Evaluierung konnte gezeigt werden,
dass nicht nur Elastase, sondern auch zum ersten Mal mit dieser Verbindungsklasse
die humanen HTRAZ und -3-Proteasen gehemmt werden kénnen.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde auf Basis des Ahp-Cyclodepsipeptides eine
Leitsequenz entwickelt, mit der es moglich war, auch HTRA1 zu hemmen, dessen
Hyperaktivitat Krankheiten wie Arthritis oder altersbedingte Makuladegeneration
verursacht. Um spezifische Einfliisse von Positionen im Molekiil auf die Inhibition
zu untersuchen, wurden ein Phenylalanin-Scan durchgefiihrt und weitere Derivate
synthetisiert. Durch das Einflihren eines Phenylalanins (20) in die P2‘ Position
konnte eine Verbesserung der Selektivitit gegeniiber HTRA1 im Vergleich zu
Elastase beobachtet werden. Wird das Threonin in Position P2 durch Hydroxy-
Phenylalanin (16) oder Hydroxyleucin (21) ersetzt, kann HTRAZ im nanomolaren
Bereich inhibiert werden. Wird Phenylalanin in die P3-Position eingefiihrt (17), sind
ahnliche Ki-Werte bestimmt worden. Um inhibitorische Effekte zu verbessern,
scheint eine einfache Kombination von Derivaten nicht méglich zu sein. Durch das
Einfithren eines Hydroxyleucins in Position P2 und eines Phenylalanins in P3 (24)
konnte lediglich Elastase inhibiert werden.

Die Besetzung der Si-Tasche spielt bei Serinproteasen eine entscheidende Rolle.[15]
Um sowohl das Inhibitionspotential also auch die Selektivitat zu verbessern, wurden
weitere Derivate synthetisiert, bei denen systematisch die Pi-Position verandert
wurde. Entsprechend der Literatur wurden Aminosauren mit kleinen hydrophoben
Seitenketten ausgewahlt, die sowohl zyklische als auch aliphatische Reste
aufwiesen.[”.15] Systematisch wurden die Seitenketten verldangert, verzweigt, sowie
Doppel- und Dreifachbindungen eingefiigt. Die synthetisierte Verbindung 32 tragt

ein Cyclopropylglycin in der Pi-Position und ist die erste, die eine hohere Affinitat
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gegeniiber HTRA1 im Vergleich zu Elastase zeigt. Beide konnen im niedrigen
mikromolaren Bereich gehemmt werden. Um die Inhibition und die Selektivitat
weiter zu verbessern, wurden auf dieser Grundlage neue Molekiile synthetisiert.
Molekulare Docking-Experimente zeigten, dass das Einfiihren von polaren Resten in
die P2'-Position giinstig ist. So wurde unter anderem ein Derivat 39 mit einem 4-
Chloro-Phenylalanin-Rest synthetisiert. Diese Modifikation verbessert die
Inhibition von HTRA1 signifikant und konnte mit einem Ki-Wert von 0.065 uM in

den nanomolaren Bereich verschoben werden.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine effektive Fest-Fliissigphasensynthese fiir
Ahp-Cyclodepsipeptide entwickelt werden, welche auch funktionelle Gruppen
toleriert. Durch die Synthese von 29 Derivaten und deren biologischer Evaluierung
konnten wichtige Informationen iiber die Inhibitionseigenschaften dieser
Naturstoffklasse gewonnen werden. Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass es
moglich ist, mafdgeschneiderte Inhibitoren zu synthetisieren. Zudem konnten die
bisher potentesten, nicht-kovalenten Inhibitoren fiir HTRA1 und HTRAZ entwickelt

werden.

In Zukunft sollten weitere Positionen des Molekiils systematisch verandert werden,
um die Selektivitiat und die Inhibition zu verbessern. Durch das Aufnehmen einer
Kristallstruktur ~ eines = Ahp-Cyclodepsipeptid-HTRA1-Komplexes  konnten
Wechselwirkungen noch besser nachvollzogen und Derivate zielgerichteter
synthetisieren werden.

Ein anderer Ansatz ist die Modifikation der Seitenkette des Zyklus. Diese endet mit
einem N-Terminus. Wiirde die Synthese der Seitenkette mit einer Dicarbonsaure
beginnen, so wird die Abfolge von C- = N-Terminus zu N- 2 C-Terminus geindert
werden. Die Seitenkette endet dann mit einer Carbonsaure, welche wiederum an die
PDZ-Domine der HTRA1-Protease binden kann.[” So ergébe sich ein ,bivalenter”

Inhibitor, welcher voraussichtlich selektiver und potenter ware.
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6 Summary and Outlook

Hyperactivity of serine proteases is involved in several severe human disorders
such as arthritis, age-related macular degeneration, Parkinson's or Alzheimer's
disease, suggesting that molecular inhibition of serine proteases may represent a
promising approach to combat these diseases Accordingly, a wide variety of
compound classes for serine protease inhibition have been developed in the last
decades; however, despite years of research, many of them still harbor
disadvantages such as low inhibition potency or selectivity. Accordingly, the
development of new inhibitors and inhibitor classes for improving inhibition
selectivity and potency as well as to generate customized inhibitors for specific
serine proteases is still a scientifically challenging task. To this end, natural products
with suitable inhibitory properties are frequently used as a scaffold for compound
development.[8]

The the natural product class of Ahp-cyclodepsipeptides act as non-covalent serine
proteases inhibitors. They interact with the S- and the S 'pockets, and thus show a
high inhibition potential vs. various serine proteases such as elastase, chymotrypsin,
and trypsin. Although several synthetic approaches to this compound class have
been reported in the last years, all of them are rather complicated and impractical
for medicinal chemistry purposes.

Accordingly, the first part of this work deals with the development of an alternative
practical synthesis strategy for generating Ahp-cyclodepsipeptides. To this end, a
chemical synthesis of the natural product Tasipeptin A was established. The
resulting strategy turned out to be a mixture of liquid and solid phase synthesis.
Glutamic acid was thereby used as a starting point for the synthesis. To this end, the
amino group of glutamic acid was protected by Fmoc while the carboxylic acid
residue was protected as an allyl ester. The formation of a mixed anhydride and
subsequent treatment with sodium borohydride then reduced the free side chain
carboxylic acid to an alcohol moiety. As the protecting groups on the C and N
terminus were maintained, the 5-hydroxynorvaline residue could subsequently be
anchored on the 2-chlorotrityl resin via its OH group using pyridine as a base. By
usage of the Fmoc SPPS strategy, the amino acids valine, threonine, valine and
butyric acid were subsequently coupled to the resin, using HBTU/HOBt as the

activation and piperidine as the Fmoc deprotection reagents. In the next step, the
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unprotected secondary alcohol of threonine was esterified with valine via DMAP
catalysis and DIC activation. After coupling of an N-methylated phenylalanine
residue, Fmoc-Leu-OH was coupled after PyBrOP activation. Fmoc was removed and
the allyl ester cleaved with morpholine under palladium catalysis. Solid-phase
macrolactamization, followed by cleavage from the solid phase with trifluoroacetic
acid. Resulted in the cyclized alcohol precursor that was oxidized in solution with
Dess-Martin periodinane to the aldehyde. This aldehyde spontaneously formed the
hemiaminal Ahp unit. Tasipeptin A was synthesized with a yield of 1.9% (based on
the initial resin loading). Subsequent biochemical evaluation of its inhibitory
properties then demonstrated that this natural product inhibits the human
proteases HTRAZ and -3 in the low micromolar range.

In the second part of the work, inhibitors of HTRA1 based on Ahp-cyclodepsipeptide
structure were developed. HTRA1 hyperactivity causes diseases such as arthritis or
age-related macular degeneration. To this end, systematic variations of a starting
Ahp-cyclodepsipeptide inhibitor, e.g. via a phenylalanine scan, were performed.
These studies revealed that for example introduction of a phenylalanine residue
(20) into the P2' position results in an improvement in HTRA1 inhibition selectivity.
Substitition of the threonine residue in position P2 by hydroxy-phenylalanine (16)
or hydroxyl leucine (21) results in nanomolar HTRAZ inhibitors. Finally,
introduction of phenylalanine in the P3 position (17), similar Ki values have been
determined.

A proper occupation of the S1 pocket plays a decisive role in the inhibition of serine
proteases.l>] To improve the inhibition potential and the selectivity of the Ahp-
cyclodepsipeptides for HTRA1, further derivatives were synthesized in which the P1
position was systematically altered. According to the literature, amino acids with
small hydrophobic side chains with cyclic or aliphatic residues should be beneficial
for HTRA1 inhibition.[715] Several derivatives with extended, branched and double
and triple bond-carrying side chains were incorporated in this position and one
derivative, compound 32 with a cyclopropyl residue, was the first derivative that
displayed more potent HTRA1 than elastase inhibition; both are inhibited in the low
micromolar range. To further improve inhibition and selectivity, molecular docking
experiments were then performed that showed that the introduction of polar
residues into the P:'-position may further enhance inhibition properties.

Accordingly, a set of P2’-modified derivatives were synthesized and one derivative
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(39) bearing a 4-chloro-phenylalanine residue at this position displayed potent
HTRA1 inhibition in the nanomolar range (with a Ki value of 0.065 pM). In addition,
these studies also demonstrated the effectiveness of the established solid-liquid-
phase synthesis of Ahp cyclodepsipeptides as these derivatives also harbored
chemically more challenging functional groups.

The synthesis of overall 29 derivatives and their biochemical evaluation provided
important information about the inhibition properties of the Ahp- natural product
class and demonstrated that this compound class allows the synthesis of tailor-made
inhibitors. In addition, the most potent noncovalent inhibitors of HTRA1 and HTRAZ2

were developed.

In the future, further positions of the Ahp-cyclodepsipeptide scaffold should be
systematically altered for further improving inhibition selectivity and potency.
These studies could be guided by structural studies from crystallographic analyses

of Ahp-cyclodepsipeptide-HTRA1 complexes,.

An alternative approach to “better” inhibitors could be introduce PDZ domain
binding sequences at the N-terminus of the Ahp-cyclodepsipeptides, thereby
enabling interactions of the Ahp-cyclodepsipeptides not only with the protease
domain but also with the PDZ domains of HtrA proteases. Such bivalent inhibition
modes may not only improve binding but also other pharmacological parameters

such as compound solubility!7].
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7 Experimenteller Teil

7.1  Arbeitsmaterialien und Instrumente

7.1.1 Chemikalien

Aminosduren, Reagenzien und Losungsmittel wurden ohne weitere Aufreinigung
von den Firmen Iris Biotech, Biosolve Chemicals, Carbolution Chemicals, ABCR,
Novabiochem, Riedel de Haen, Merck, Fluka, Carl Roth, Fisher Scientific Sigma Aldrich,
TCI Chemicals, Bernd Kraft, Acros Organics oder VWR Chemicals verwendet. Die
wasserfreien Losungsmittel wurden in der besten verfligharen Qualitat von Sigma
Aldrich oder Acros Organics bezogen. Eine weitere Trocknung wurde nicht

durchgefiihrt.

7.1.2 Festphasensynthese von Peptiden (SPPS)

Die Festphasensynthese von Peptiden wurden an dem Syntheseroboter Syro I der
Firma MultiSynTech durchgefiihrt. Der Roboter ist mit dem Syro-Heizblock und dem
Syro-Inertgas-Modul ausgestattet.

7.1.3 Mit Flissigchromatographie-gekoppelte Massenspektrometrie (LC-MS)

Die Analyse der Reaktionskontrolle und der Endverbindungen wurden mit einem
LC-MS-System von Thermo Scientific durchgefithrt. Das Gerdt enthdlt den
UV-Detektor Thermo Scientific Accela™ mit der chromatographischen Saule Eclipse
XDB-C18 5 pm von Agilent und den Massenspektrometer Thermo Scientific LCQ
Fleet™ ESI-MS. Die Peaks wurden bei 210 nm, 254 nm und 280 nm detektiert. Fiir
die Analyse wurde ein linearer Gradient des Losungsmittels A (0.1% Ameisensaure
in Wasser) in Losungsmittel B (0.1% Ameisensdaure in Acetonitril) mit einer
Flussrate von 1 mL min! verwendet. Es wurde folgender Gradient benutzt:
0 min./10% A - 1 min. /10 % A — 10 min. /100 % A = 12 min. /100 % A — 15 min.
/10 % A.
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7.1.4 Praparative Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC)

Die Aufreinigung der Verbindungen wurde mit Hilfe der praparativen Umkehr-
phasen-Hochleistungsfliissigkeitschromatographie durchgefiithrt. Es wurde ein
Prominence UFLC System von Shimadzu (Peak-Detektion bei 210 nm) verwendet,
welches mit der Umkehrphasen-Saule Luna® 5 pm C18(2), 100 x 21.20 mm von
Phenomenex ausgestattet war. Es wurden lineare Gradienten von Acetonitril in

Wasser mir 0.1 % TFA bei einer Flussrate von 25 mL min-! angewendet.

7.1.5 Saulenchromatographie

Bei der Aufreinigung der Produkte mit Hilfe der Sdulenchromatographie wurden

Glassdulen mit Kieselgel der Firma Acros (Partikelgrofie 35 - 70 um) verwendet.

7.1.6 Dunnschichtchromatographie (DC)

Diinnschichtchromatographie (DC) wurde mit Kieselgel-beschichteten Aluminium-
Platten (60 F2s4) der Firma Merck Millipore durchgefiihrt. Die Detektion der
Verbindungen in Form von sogenannten Spots erfolgte durch die Bestrahlung mit
UV-Licht bei einer Wellenldnge von 254 nm und/oder 366 nm oder wahlweise durch
Anfarben mit einer Kaliumpermanganat-Losung (1.5 g KMnO4, 10 g K2C0O3, 1.25 ml
10 % aq. NaOH in 200 ml Wasser).

7.1.7 Kernspinresonanzspektroskopie (NMR)

Die NMR-Spektren wurden an einem Bruker Avance II 400 (400 MHz fiir 1H- und
100 MHz fiir 13C-NMR) oder an einem Bruker Avance II 700 (700 MHz fiir 1H- und
176 MHz fir 13C-NMR) aufgenommen. Die H-Spektren werden wie folgt
beschrieben: die chemische Verschiebung (8) in ppm (kalibriert auf das
charakteristische Signal des undeuterierten Losungsmittels), die Multiplizitat (s,
Singulett; d, Doublett; t, Triplett; dd, Dublett von Dublett; dt, Dublett von Triplett; q,
Quartett; m, Multiplett), die Kopplungskonstante ] in Hertz (Hz) und die Anzahl der
Protonen (H).

Fiir die Spektren der 13C-Kerne wird die Verschiebung () in ppm angegeben.
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7.2  Synthese des Ahp-Vorlaufers: N-(9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-(1)-5-

hydroxynorvalin-1-allylester

N-(9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-(L)-Glutaminsaure-1-allylester (1.00 g,
2.44 mmol, 1) wurden in trockenem THF (150 mL) unter Argonatmosphare gelost.
Triethylamin (1.01 mL, 7.33 mmol, 3 eq) und Isobutylchloroformiat (1.26 mL, 9.77
mmol, 4 eq) wurden bei Raumtemperatur hinzugefiigt. Die Suspension wurde
geriihrt und nach 15 min wurde Natriumborhydrid (557 mg, 14.66 mmol, 6 eq)
gelost in Wasser (50 mL) langsam hinzugetropft. Die leicht triibe Lésung wurde fiir
weitere 15 min geriihrt. Die Reaktion wurde mit einer 1 M aq.
Kaliumhydrogensulfatlésung (50 mL) gequenched und das Produkt mit DCM (3x
100 mL) extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt und {iiber
Magnesiumsulfat getrocknet. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch

aufgereinigt. (DCM : Methanol (50:1)).

Die Verbindung 3 konnte mit einer Ausbeute von 695 mg (1.76 mmol, 72 %) als

weifder Feststoff isoliert werden.

TLC (EA:CH(1:1)): Re = 0.33; LC-MS (ESI): tr = 8.65 min; m/z = 395.8 [M +H]*, 418.1
[M + Na]*, 377.7 [M + H - OH]*, 337.7 [M + H - OAll]*, berechnet. fiir Cz3H2sNOs;
395.17.

1H NMR (400 MHz, DMS0-d6): § 7.90 (d, ] = 7.5 Hz, 2H), 7.83 (d, ] = 7.8 Hz, 1H), 7.73
(dd, ] =7.4, 2.2 Hz, 2H), 7.42 (t,] = 7.4 Hz, 2H), 7.34 (t, ] = 7.4 Hz, 2H), 5.95 - 5.85 (m,
1H), 5.31 (dg, J= 17.3, 1.8 Hz, 1H), 5.21 (dt, ] = 10.5, 1.6 Hz, 1H), 4.59 (d, ] = 5.3 Hz,
2H), 4.52 - 4.41 (m, 1H), 4.36 - 4.17 (m, 3H), 4.13 - 4.04 (m, 1H), 3.40 (tt,] = 6.4, 3.1
Hz, 2H), 1.85 - 1.77 (m, 1H), 1.70 - 1.61 (m, 1H), 1.57 - 1.40 (m, 2H).

13C NMR (101 MHz, DMSO): 6 172.14, 156.12, 143.79, 140.70, 132.38, 127.61,
127.03,125.23,120.09, 117.66, 65.64, 64.69, 60.00, 53.81, 46.62, 28.83, 27.44.
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7.3 Allgemeine Methoden zur Festphasensynthese von Peptiden.

7.3.1 Methode A: Beladung des Harzes

N-(9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-(L)-5-Hydroxynorvalin-1-allylester (103 mg,
0.26 pmol, 1 eq) wurde in trocknem DCM geldst und Pyridin (63 pL, 0.78 mmol, 3 eq)
dazugegeben. Die Losung wurde unter Inertgas zu dem 2-Chlorotritylchlorid-Harz
gegeben (1 g, max. Ausgangsbeladung: 1.2 mmol g'1). Die Suspension wurde 72 h bei
Raumtemperatur leicht geschiittelt, anschliefdend wurde die L6sung abgesaugt und
das Harz mit DMF gewaschen (2x 1min). Im nachsten Schritt wurde das Harz mit
einer Losung aus DCM/MeOH/DIPEA (85:10:5) behandelt (3x 15 min) und
alternierend mit DMF (3x 1 min) und DCM (3x 1 min) gewaschen.

7.3.2 Methode B: Bestimmung der Harzbeladung

Eine Aliquot des beladenen Harzes (~ 10 mg) wurde fiir 20 min mit einer frischen
20 %-Piperidine/DMF-Losung (5 mL) behandelt. Das Harz wurde entfernt und aus
der Losung Verdinnungen angesetzt. Anschliefiend konnte die UV-Absorption
dieser bei einer Wellenldnge von 301 nm mit Hilfe eines UV-Spektrometers

gemessen werden.

Die Beladung des Harzes mit der Einheit [mmol g-1] wurde mit Hilfe der folgenden
Gleichung bestimmt:
g = AV
e-d-m-F
A ist die Absorption bei einer Wellenldange von 301 nm, V das gesamte Volumen,
e der Extinktionskoeffizient des abgespaltenen Fmoc, d die Schichtdicke der

Kiivette, m die Masse des Harzes und F der Verdiinnungsfaktor.

Die berechnete Harzbeladung war die Grundlage fiir die Berechnung der zu

verwendenden Aquivalenten an Reagenzien.

7.3.3 Methode C: Aminosaurekupplung

Die Kupplung der Aminosdauren wurden mit Hilfe des Syntheseroboters Syro I
durchgefiihrt. Als Syntheseprotokoll wurde das Syrol- Standardkupplungs-

programm verwendet. Dazu wurde die entsprechende Fmoc-geschiitzte
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Aminosaure (4 eq) in 0.2 M HOBt/DMF geldst. Die Aminosaurelésung, HBTU (4 eq)
in DMF sowie DIPEA (4 eq) wurden durch den Roboter zum Harz gegeben
(Gesamtvolumen: 5.5 mL) und fiir 45 min geschiittelt. Die Losung wurde abgesaugt

und das Harz mit DMF gewaschen (3x 1 min).

7.3.4 Methode D: Fmoc-Entschitzung

Die Entschiitzungen des Amins konnten an dem Syntheseroboter Syro I mit dessen
Standardprotokoll durchgefiihrt werden. Eine 40 %ige Piperdin/DMF - Losung
(6 mL) wurden zum Harz gegeben und die Suspension fiir 3 min geschiittelt. Nach
dem Absaugen der Abspaltlosung wurde die feste Phase 12 min mit einer 20%igen
Piperdin/DMF-L6sung (6 mL) behandelt. Anschliefend wurde die Losung entfernt

und das Harz mit DMF gewaschen (6x 1 min).

7.3.5 Methode E: Veresterung eines sek. Alkohols

Die Veresterung des sek. Alkohols wurde am Syntheseroboter Syro I mit einer
selbstprogrammierten Methode durchgefiihrt. Die entsprechende Aminosaure
(10 eq) und DIPEA (10 eq) wurden in DCM (4 mL) gel6st und zum Harz gegeben. Es
folgte die Zugabe von in DCM (0.75 mL) gelésten DMAP (0.5 eq) und DIC (10 eq). Die
erhaltende Suspension wurde geschiittelt und auf 40 °C erhitzt. Nach 60 min wurde
die Losung entfernt und das Harz mit DCM gewaschen (3x 1 min). Die gesamte
Veresterungsstufe wurde vier weitere Male wiederholt. Zum Ende wurde das Harz

mit DMF gewaschen (5x 1min).

7.3.6 Methode F: Kupplung einer Aminosdure auf eine N-methylierte

Aminosaure

Die Kupplung einer Aminosdaure auf eine sek. Aminogruppe wurde am
Syntheseroboter Syro I mit einer selbstprogrammierten Methode durchgefiihrt.
PyBrop (4 eq) und die entsprechende Aminosdure (4 eq) sowie DIPEA (4 eq)
wurden jeweils in DCM (je 2.5 mL) geldst. Nach der Zugabe zum Harz wurde die
Suspension geschiittelt und auf 40 °C erwarmt. Nach 60 min wurde die Losung
entfernt und das Harz mit DCM gewaschen (3x 1 min). Die Prozedur wurde fiinfmal

wiederholt und das Harz am Ende mit DMF gewaschen (5x 1 min).
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7.3.7 Methode G: Spaltung des Allylesters

Die Spaltung des Allylesters wurde am Syntheseroboter Syro I mit einer
selbstprogrammierten Methode durchgefiihrt. Es wurde das Schutzgas-Modul
verwendet und als Inertgas Argon eingesetzt.

Das Harz wurde fiinfmal unter Schutzgas mit trockenem DCM (5 mL) gewaschen.
Anschliefdend wurden eine Losung aus Tetrakis(triphenylphosphine)-palladium(0)
(0.5 eq) und Morpholin (24 eq) in trocknem DCM (5.5 mL) unter Inertgas
hinzugegeben. Die Suspension wurde fiir 2 h bei Raumtemperatur geschiittelt, die
Losung entfernt und das Harz mit DCM (3x 1min), DMF (3x 1 min) und NMP
(3x 1min) gewaschen. Nach einer Behandlung des Harzes mit einer 0.02 M Losung
aus Natriumdiethyldithiocarbamat in NMP (3x 5 min) wurde es erneut mit NMP

(3x 1 min), DMF (3x 1 min) und DCM (3x 1min) gewaschen.

7.3.8 Methode H: Zyklisierung des Peptides

Die Zyklisierung des Peptides wurde am Syntheseroboter Syro I mit einer
selbstprogrammierten Methode durchgefiihrt. HBTU (4 eq), HOBt (4 eq) sowie
DIPEA (4 eq) wurden in DMF (5 mL) gelost und zu dem Harz gegeben. Die
Suspension wurde geschiittelt und die Losung nach 4 h abgesaugt. Das Harz wurde

mit DMF (3x 1min), NMP (3x 1min), DMF (3x 1 min) und DCM (3x 1min) gewaschen.

7.3.9 Methode I: Abspaltung von der festen Phase

Das Harz wurde mit einer Losung aus TFA/Triisopropylsilan/H20 (95:2.5:2.5.9 mL)
fiir 2 h behandelt. Die Abspaltlosung wurde in einen Kolben tberfiihrt und das Harz
mit (3x 1 min, je 9 mL) gewaschen. Die Losungen wurden vereinigt. DCM und TFA
wurden unter reduziertem Druck verdampft bzw. unter reduziertem Druck mit
Toluol co-verdampft. Der resultierende Feststoff wurde am Hochvakuum

getrocknet.

7.3.10 Methode J: Festphasensynthese des Ahp-Cyclodepsipeptid-Vorlaufers

Fmoc-Hnv-OAll wurden mit der Methode A auf das 2-Chlorotritylchlorid-Harz
geladen. Die Beladung des Harzes wurde mit Hilfe der Methode B bestimmt
(B =0.2 mmol g1). AnschliefSend wurde das Harz (1000 mg, 0.2 mmol) in einen
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Reaktor tiberfiihrt und fiir die Synthese am Syntheseroboter Syro [ verwendet. Mit
Hilfe der Methoden C und D wurden die ersten vier Aminosauren gekuppelt. Dazu
wurde alternierend Fmoc abgespalten (Methode D) und die Aminosauren gekuppelt
(Methode C). Unter der Verwendung von Methode E wurde das Peptid mit der Fmoc-
geschitzten Aminosaure verestert. Die Fmoc-Schutzgruppe wurde mit Methode D
abgespalten und durch den Einsatz von Methode C die N-methylierte sowie Fmoc-
geschitzte Aminosaure gekuppelt. Nach einer weiteren Fmoc-Abspaltung
(Methode D) wurde die letzte Fmoc-geschiitzte Aminosaure mit Hilfe der Methode
F gekuppelt. Die Fmoc-Schutzgruppe wurde abgespalten (Methode D) und mit Hilfe
von Methode G der Allylester gespalten. Durch den Einsatz von Methode H wurde
das Peptid zyklisiert. Der Reaktor wurde aus dem Syntheseroboter genommen und

das Peptid mit der Methode I vom Harz abgespalten.

7.3.11 Methode K: Dess-Martin Oxidation und finale Synthese des

Ahp-Cyclodepsipeptide

Der aufgereinigte Ahp-Cyclodepsipeptid-Vorldaufer (1 eq) und Dess-Martin
Periodinan (1.5 eq) wurden in DCM (10 mL) gelost. Die leicht triibe Losung wurde
fir 1.5 h geriihrt. Das Losungsmittel wurde unter reduziertem Druck verdampft und
in Acetonitril/Wasser (1:1. 5 mL) aufgenommen. Die Losung wurde tber Nacht
gerithrt. Nach einer HPLC-Aufreinigung und anschlief3ender Entfernung des

Losungsmittels konnte das Ahp-Cyclodepsipeptid erhalten werden.
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7.4  Synthese von Ahp-Cyclodepsipeptiden

3.3,8-Anhydro(Butanyl-L-Valyl-L-Threonyl-L-Leucyl-L-5-Hydroxy-Norvalyl-L-
Leucyl-L-N-Methyl-Phenylalanyl-L-Valin)

40

Die Verbindung 40 wurde mit der allgemeinen ,Methode |“ synthetisiert. Es konnten

22.2 mg (25.5 mmol, 12.7 %) als weifder Feststoff isoliert werden.

LC-MS (ESI): tr = 8.38 min; m/z = 872.34 [M + H]*, 894.50 [M + Na]*, 916.98
[M + 2Na]*, 1742.40 [2M + H]*, 1764.64 [2M + Na]*;
berechnet fiir C4sH73N7010: 871.54.

3.3,8-Anhydro-C5-5,N26-Cyclo(Butanyl-L-Leucyl-L-Threonyl-L-Valyl-L-
5-Hydroxy-Norvalyl-L-Leucyl-L-N-Methyl-Phenylalanyl-L-Valin)

l%v 2

Die Verbindung 1 wurde mit der allgemeinen ,Methode K“ hergestellt. Es konnten
3.3 mg (3.8 mmol, 14.9 %; lber alle Stufen: 1.9 %) als weifSer Feststoff isoliert

werden.
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1H NMR (400 MHz, DMS0-d6): § 8.00 (d, ] = 9.6 Hz, 1H), 7.30 - 7.21 (m, 6H), 8.71 (d,
] =9.6 (Hz, 1H), 8.40 (d, ] = 4.0 Hz, 1H), 8.18 (d, ] = 8.0 Hz, 1H), 5.71 - 5.54 (m, 1H),
5.43 (d,] = 4.7 Hz, 1H), 5.18 - 5.13 (m, 1H), 4.84 (dd, ] = 11.5, 3.2 Hz, 1H), 4.63 - 4.40
(m, 4H), 4.12 - 3.98 (m, 2H), 3.51 (dd, ] = 14.1, 2.7 Hz, 1H), 2.96 - 2.90 (m, 1H), 2.73
(s, 3H), 2.43 - 2.06 (m, 3H), 1.86 - 1.43 (m, 7H), 1.26 - 1.15 (m, 4H), 1.06 (d, ] = 6.1
Hz, 3H), 0.99 (d, ] = 6.3 Hz, 1H), 0.96 - 0.77 (m, 15H), 0.75 (d, ] = 6.7 Hz, 3H), 0.69 (d,
] = 6.8 Hz, 3H), 0.64 - 0.57 (m, 6H), -0.59 (dt, ] = 14.4, 11.9 Hz, 1H).

13C NMR (101 MHz, DMS0-d6): 6 173.06, 172.50, 171.20, 170.87, 170.72, 169.95,
166.32, 166.29, 135.40, 131.08, 129.92, 128.42, 81.02, 79.90, 71.09, 68.60, 59.72,
55.68, 54.89, 53.72, 49.91, 37.01, 31.73, 30.75, 29.38, 28.78, 26.32, 23.96, 23.40,
23.29,23.14,21.01, 19.52, 19.46, 18.93, 18.60, 18.33, 16.92, 13.54.

LC-MS (ESI): tr = 8.83 min; m/z = 870.0 [M + H]*, 852.0 [M + H - H20]*, 892.5
[M + Na]*, 1760.4 [2M + Na]*, berechnet fiir C4sH71N7010: 869.5.

3.2,7-Anhydro(Butanyl-L-Threonyl-L-Leucyl-L-5-Hydroxy-Norvalyl-L-Leucyl-
L-N-Methyl-Phenylalanyl-L-Valin)

Die Verbindung 41 wurde mit der allgemeinen ,Methode ] synthetisiert. Es konnten

16.2 mg (21.0 mmol, 10.5 %) als weifder Feststoff isoliert werden.

LC-MS (ESI): tr = 8.28 min; m/z = 773.53 [M + H]*, 795.65 [M + Na]*, 1545.79
[2M + H]*, 1566.85 [2M + Na]*; berechnet flir C40He4N6QOo: 772.47.
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3.2,7-Anhydro-C5-5,N26-Cyclo(Butanyl-L-Valyl-L-Threonyl-L-Leucyl-L-
5-Hydroxy-Norvalyl-L-Leucyl-L-N-Methyl-Phenylalanyl-L-Valin)

Die Verbindung 2 wurde mit der allgemeinen ,Methode K“ hergestellt. Es konnten
1.0 mg (1.3 mmol, 6.2 %; iiber alle Stufen: 0.7 %) als weifder Feststoff isoliert

werden.

1H NMR (700 MHz, CDCl3): & 7.34 - 7.15 (m, 6H), 6.91 (d, ] = 7.9 Hz, 1H), 6.62 (d, ] =
9.2 Hz, 1H), 5.95 (d, ] = 8.2 Hz, 1H), 5.51 - 5.48 (m, 1H), 5.45 (dd, ] = 11.7, 3.3 Hz,
1H), 5.21 - 5.15 (m, 1H), 4.89 (dd, ] = 11.0, 4.4 Hz, 1H), 4.74 (dd, ] = 9.2, 1.2 Hz, 1H),
4.62 - 4.51 (m, 2H), 3.52 - 3.45 (m, 1H), 2.95 (s, 1H), 2.92 (s, 3H), 2.51 - 2.44 (m,
1H), 2.38 (t, ] = 7.4 Hz, 2H), 2.18 - 2.13 (m, 1H), 2.12 - 2.03 (m, 1H), 2.00 - 1.96 (m,
1H), 1.88 (m, 1H), 1.77 - 1.74 (m, 2H), 1.69 - 1.54 (m, 1H), 1.51 - 1.47 (m, 1H), 1.43
(dd,] = 6.7, 1.3 Hz, 1H), 1.35 (d, ] = 6.6 Hz, 3H), 1.23 (t, ] = 7.0 Hz, 2H), 1.01 (t, ] = 7.4
Hz, 3H), 0.94 (dd, ] = 8.6, 6.7 Hz, 6H), 0.92 - 0.86 (m, 7H), 0.72 (d, ] = 6.6 Hz, 3H), 0.50
(d,] = 6.6 Hz, 3H), 0.40 - 0.36 (m, 1H), 0.09 (s, 1H).

13C NMR (176 MHz, CDCl3): &6 174.23, 174.11, 172.54, 171.36, 170.40, 169.61,
169.29, 137.17, 129.30, 129.10, 126.89, 77.19, 77.01, 76.83, 74.96, 71.66, 62.23,
57.47, 54.94, 53.42, 52.19, 50.73, 48.74, 39.22, 38.37, 37.44, 33.98, 31.20, 31.00,
29.71, 29.55, 24.78, 24.30, 23.59, 23.23, 21.86, 21.66, 21.31, 19.16, 18.77, 18.28,
18.24, 13.65.

LC-MS (ESI): tr = 8.51 min; m/z = 7709 [M + H]*, 753.4 [M + H - H20]*, 793.6
[M + Na]+, 1562.9 [2M + Na]*, berechnet fiir C40H62N609: 770.46.
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3.3,8-Anhydro(Benzoxycarbonyl-L-Alanyl-L-Alanyl-L-Threonyl-L-Valyl-L-5-
Hydroxy-Norvalyl-L-Leucyl-L-N-Methyl-Phenylalanyl-L-Valin)

Die Verbindung 43 wurde mit der allgemeinen ,Methode J“ synthetisiert. Es konnten

9.9 mg (10.3 mmol, 5.1 %) als weifder Feststoff isoliert werden.

LC-MS (ESI): tr = 7.97 min; m/z = 965.21 [M + H]*, 987.34 [M + Na]*, 1927.61
[2M + H]J*, 1951.10 [2M + Na]*; berechnet flir CsoH73N7012: 963.53.

3.2,8-Anhydro-C5-5,N26-Cyclo(Benzoxycarbonyl-L-Alanyl-L-Alanyl-L-
Threonyl-L-Valyl-L-5-Hydroxy-Norvalyl-L-Leucyl-L-N-Methyl-Phenylalanyl-L-
Valin)

14

Die Verbindung 14 wurde mit der allgemeinen ,Methode K“ hergestellt. Es konnten
3.5 mg (3.8 mmol, 35.4 %; iiber alle Stufen: 5.1 %) als weifder Feststoff isoliert

werden.
1H NMR (400 MHz, DMS0-d6): 6 8.18 (d, ] = 9.4 Hz, 1H), 8.04 (d, ] = 7.8 Hz, 1H), 7.87

(d,] = 9.6 Hz, 1H), 7.51 - 7.10 (m, 12H), 5.98 (t, ] = 1.7 Hz, 1H), 5.65 - 5.55 (m, 1H),
5.08 - 5.02 (m, 3H), 4.89 (s, 1H), 4.78 - 4.70 (m, 2H), 4.61 - 4.51 (m, 1H), 4.52 - 4.43
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(m, 1H), 4.44 - 4.34 (m, 1H), 4.29 (dd, ] = 9.5, 4.0 Hz, 1H), 4.08 (p, ] = 7.2 Hz, 1H),
2.92 - 2.74 (m, 1H), 2.74 (s, 3H), 2.55 (t, ] = 5.6 Hz, 1H), 2.21 - 2.16 (m, 1H), 2.12 -
2.03 (m, 1H), 1.75 - 1.72 (m, 3H), 1.60 - 1.42 (m, 1H), 1.26 - 1.19 (m, 12H), 0.87 (dd,
] = 6.7, 5.2 Hz, 3H), 0.85 - 0.75 (m, 6H), 0.74 (d, ] = 6.9 Hz, 3H), 0.67 (d, ] = 6.6 Hz,
3H), 0.43 (d, ] = 6.5 Hz, 3H), 0.33 - 0.21 (m, 1H).

LC-MS (ESI): tr = 8.27 min; m/z = 962.8 [M + H]*, 945.0 [M + H - H20]*, 985.4
[M + Na]*, berechnet fiir C49H70NsO12: 962.51.

3.3,8-Anhydro(Benzoxycarbonyl-L-Alanyl-L-Alanyl-L-Threonyl-L-
Phenyalanyl-L-5-Hydroxy-Norvalyl-L-Leucyl-L-N-Methyl-Phenylalanyl-L-
Valin)

44

Die Verbindung 44 wurde mit der allgemeinen ,Methode J“ synthetisiert. Es konnten

8.5 mg (8.4 mmol, 4.2 %) als weifder Feststoff isoliert werden.

LC-MS (ESI): tr = 8.34 min; m/z = 1013.38 [M + H]*, 1035.44 [M + Na]*;
berechnet fiir Cs3H72Ng012: 1012.53.
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3.2,8-Anhydro-C5-5,N26-Cyclo(Benzoxycarbonyl-L-Alanyl-L-Alanyl-L-
Threonyl-L-Phenylalanyl-L-5-Hydroxy-Norvalyl-L-Leucyl-L-N-Methyl-
Phenylalanyl-L-Valin)

15

Die Verbindung 15 wurde mit der allgemeinen ,Methode K“ hergestellt. Es konnten
1.1 mg (1.1 mmol, 13.0 %; tiber alle Stufen: 0.6 %) als weif3er Feststoff isoliert

werden.

1H NMR (700 MHz, DMS0-d6): § 8.86 (d, ] = 9.6 Hz, 1H), 8.51 (d, ] = 4.1 Hz, 1H), 8.49
(d,] =7.5 Hz, 1H), 8.34 (d, ] = 9.6 Hz, 1H), 7.33 - 7.03 (m, 17H), 5.60 (d, ] = 5.4 Hz,
1H), 5.43 (t, ] =5.3 Hz, 1H), 5.09 - 5.06 (m, 1H), 4.89 (s, 2H), 4.65 (dd, ] = 9.7, 3.3 Hz,
1H), 4.58 - 4.3 (m, 1H), 4.51 - 4.41 (m, 3H), 4.30 - 4.24 (m, 2H), 4.04 (q, ] = 7.1 Hz,
1H), 3.81 (dd, ] = 14.1, 2.8 Hz, 1H), 2.91 - 2.85 (m, 1H), 2.83 (dd, ] = 14.1, 5.0 Hz, 1H),
2.74 (s, 3H), 2.62 - 2.57 (m, 1H), 2.33 - 2.25 (m, 1H), 1.80 - 1.76 (m, 1H), 1.68 - 1.60
(m, 1H), 1.54 - 1.44 (m, 2H), 1.18 (dd, ] = 7.2, 2.6 Hz, 6H), 1.02 (d, ] = 6.2 Hz, 3H),
0.93 (td, ] = 14.0, 13.5, 3.3 Hz, 1H), 0.88 - 0.82 (m, 1H), 0.79 (d, ] = 6.9 Hz, 3H), 0.69
(dd,] = 9.1, 6.7 Hz, 6H), 0.62 (d, ] = 6.7 Hz, 3H), -0.67 (t, ] = 12.4 Hz, 1H).

13C NMR (176 MHz, DMSO-d6): & 202.86, 173.87, 173.51, 172.11, 171.71, 171.64,
171.04, 170.80, 169.90, 166.46, 155.85, 139.40, 137.45, 137.34, 130.39, 129.32,
129.12, 128.52, 127.90, 127.55, 126.80, 80.43, 73.69, 65.83, 62.86, 60.22, 58.87,
56.09, 55.38, 53.87, 50.95, 49.66, 47.61, 47.37, 37.45, 33.74, 31.39, 30.05, 29.21,
26.81, 23.86, 23.77, 21.24, 20.08, 19.97, 19.83, 17.24, 16.42, 15.40, 14.56, 1.63.

LC-MS (ESI): tr = 8.77 min; m/z = 1011.6 [M + H]J*, 993.0 [M +H + - H20]*, 1033.4
[M + Na]*, berechnet fiir Cs3H70NsO12: 1010.51.
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3.3,8-Anhydro(Benzoxycarbonyl-L-Alanyl-L-Alanyl-L-3-Hydroxy-
Phenylalanyl-L-Valyl-L-5-Hydroxy-Norvalyl-L-Leucyl-L-N-Methyl-
Phenylalanyl-L-Valin)

Die Verbindung 45 wurde mit der allgemeinen ,Methode |“ synthetisiert. Es konnten

3.8 mg (3.7 mmol, 1.9 %) als weifder Feststoff isoliert werden.

LC-MS (ESI): tr=8.49 min; m/z=1027.36 [M + H]*, 1049.46 [M + Na]*;
berechnet fiir Cs4H74Ng012: 1026.54.

3.3,8-Anhydro-C5:5,N26-Cyclo(Benzoxycarbonyl-L-Alanyl-L-Alanyl-L-3-
Hydroxy-Phenylalanyl-L-Valyl-L-5-Hydroxy-Norvalyl-L-Leucyl-L-N-Methyl-
Phenylalanyl-L-Valin)

0 H ~ o
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Die Verbindung 16 wurde mit der allgemeinen ,Methode K" hergestellt. Es konnten

1.0 mg (1.0 mmol, 26.4 %; iiber alle Stufen: 0.5 %) als weifder Feststoff isoliert

werden.

1H NMR (400 MHz, DMS0-d6): § 8.90 (d, ] = 9.6 Hz, 1H), 8.46 (d, ] = 3.9 Hz, 1H), 8.39
(d,] = 9.6 Hz, 1H), 7.98 (d, ] = 7.6 Hz, 1H), 7.41 (d, ] = 9.8 Hz, 1H), 7.37 - 7.18 (m,
16H), 6.14 (d, ] = 2.4 Hz, 1H), 5.67 (d, ] = 5.4 Hz, 1H), 5.47 (t,] = 5.0 Hz, 1H), 5.03 -
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4.96 (m, 2H), 4.95 - 4.87 (m, 2H), 4.82 - 4.77 (m, 2H), 4.59 - 4.53 (m, 1H), 4.49 -
4.39 (m, 2H), 4.20 - 4.08 (m, 2H), 3.73 - 3.62 (m, 1H), 3.04 - 2.91 (m, 1H), 2.78 (s,
3H), 2.46 - 2.19 (m, 1H), 1.84 - 1.74 (m, 2H), 1.69 - 1.45 (m, 2H), 1.25 (d, ] = 6.9 Hz,
4H),1.16 (d,] = 7.0 Hz, 3H), 0.93 (t,] = 11.8 Hz, 1H), 0.86 (d, ] = 6.6 Hz, 3H), 0.81 (t, ]
= 6.9 Hz, 6H), 0.74 (dd, ] = 13.2, 6.7 Hz, 6H), 0.61 (d, ] = 6.5 Hz, 3H), -0.61 (t, ] = 12.4
Hz, 1H).

13C NMR (101 MHz, DMSO0-d6): 6 173.05, 172.44, 172.32, 171.24, 170.94, 169.90,
169.31, 165.80, 159.85, 138.86, 137.61, 136.88, 129.80, 128.60, 128.31, 128.18,
127.76, 127.58, 127.42, 126.44, 125.57, 80.07, 72.34, 68.65, 65.38, 62.49, 58.13,
55.44, 54.98, 54.19, 47.26, 47.05, 31.86, 29.63, 28.77, 28.66, 25.83, 23.15, 19.46,
19.38,18.94, 18.62, 18.45,17.03, 16.85.

LC-MS (ESI): tr = 8.82 min; m/z = 1025.3 [M + HJ*, 1007.2 [M + H - H20]*, 1047.6
[M + Na]*, berechnet fiir CsaH72Ng012: 1024.53.

3.3,8-Anhydro(Benzoxycarbonyl-L-Alanyl-L-Phenylalanyl-L-Threonyl-L-
Valyl-L-5-Hydroxy-Norvalyl-L-Leucyl-L-N-Methyl-Phenylalanyl-L-Valin)
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Die Verbindung 46 wurde mit der allgemeinen ,Methode J“ synthetisiert. Es konnten

9.7 mg (9.3 mmol, 4.7 %) als weifder Feststoff isoliert werden.

LC-MS (ESI): tr = 8.85 min; m/z=1041.45 [M + H]*, 1063.56 [M + Na]*;
berechnet fiir CssH76Ng0O12: 1040.56.
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3.3,8-Anhydro-C5-5,N26-Cyclo(Benzoxycarbonyl-L-Alanyl-L-Phenylalanyl-L-
Threonyl-L-Valyl-L-5-Hydroxy-Norvalyl-L-Leucyl-L-N-Methyl-Phenylalanyl-L-

0 ’ ~ o
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Die Verbindung 17 wurde mit der allgemeinen ,Methode K“ hergestellt. Es konnten

Valin)

1.4 mg (1.3 mmol, 14.5 %; tuber alle Stufen: 0.7 %) als weifder Feststoff isoliert

werden.

1H NMR (700 MHz, DMSO-d6): § 8.83 (d, ] = 9.6 Hz, 1H), 8.43 (d, ] = 4.1 Hz, 1H), 8.33
(d,] = 8.2 Hz, 1H), 8.07 (d, ] = 9.8 Hz, 1H), 7.50 (d, ] = 9.9 Hz, 1H), 7.41 - 7.01 (m,
16H), 5.67 (d, ] = 5.4 Hz, 1H), 5.44 (t, ] = 5.4 Hz, 1H), 5.17 (qd, ] = 6.2, 1.9 Hz, 1H),
4.93 (s, 2H), 4.88 - 4.84 (m, 2H), 4.69 (dd, ] = 9.7, 3.3 Hz, 1H), 4.59 (dd, ] = 9.8, 2.0
Hz, 1H), 4.50 - 4.42 (m, 2H), 4.18 - 4.11 (m, 1H), 4.09 - 4.05 (m, 1H), 3.64 - 3.59 (m,
1H), 3.22 (dd, ] = 14.4, 4.8 Hz, 1H), 2.92 - 2.82 (m, 1H), 2.80 (dd, ] = 14.5, 9.5 Hz, 1H),
2.73 (s, 3H), 2.39 - 2.28 (m, 1H), 1.81 - 1.79 (m, 1H), 1.76 - 1.70 (m, 1H), 1.62 - 1.57
(m, 1H), 1.50 - 1.47 (m, 1H), 1.24 (s, 2H), 1.14 (d, ] = 7.2 Hz, 3H), 1.11 (d, ] = 6.2 Hz,
3H), 0.84 (d, ] = 6.7 Hz, 4H), 0.79 (dd, ] = 13.8, 6.8 Hz, 6H), 0.73 (d, ] = 6.6 Hz, 3H),
0.70 (d, ] = 6.8 Hz, 3H), 0.57 (d, ] = 6.6 Hz, 4H), -0.69 (t, ] = 12.3 Hz, 1H).

13C NMR (176 MHz, DMSO0-d6): § 173.04, 171.33, 171.25, 171.03, 170.90, 170.25,
169.74, 166.36, 155.31, 138.81, 137.98, 136.94, 129.86, 129.16, 128.55, 128.19,
127.98,127.56,127.25,79.98, 72.69, 65.34, 62.43, 58.28, 55.62, 54.93, 54.71, 53.97,
52.61, 49.57, 47.17, 39.53, 37.11, 35.49, 33.27, 31.72, 30.89, 29.58, 28.84, 28.76,
23.41,23.22,19.52,19.45, 19.37, 18.63, 18.40, 16.83, 16.20.

LC-MS (ESI): tr = 7.47 min; m/z = 1039.2 [M + H]*, 1021.1 [M + H - H20]*, 1061.5
[M + Na]*, berechnet fiir CssH74NgO12: 1038.54
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3.3,8-Anhydro(Benzoxycarbonyl-L-Phenylalanyl-L-Alanyl-L-Threonyl-L-
Valyl-L-5-Hydroxy-Norvalyl-L-Leucyl-L-N-Methyl-Phenylalanyl-L-Valin)

Die Verbindung 47 wurde mit der allgemeinen ,Methode J“ synthetisiert. Es konnten

6.6 mg (6.3 mmol, 3.2 %) als weifder Feststoff isoliert werden.

LC-MS (ESI): tr=8.86 min; m/z=1041.39 [M + H]*, 1063.45 [M + Na]*;
berechnet fiir: CssH76NgO12: 1040.56.

3.3,8-Anhydro-C5:5,N26-Cyclo(Benzoxycarbonyl-L-Phenylalanyl-L-Alanyl-L-
Threonyl-L-Valyl-L-5-Hydroxy-Norvalyl-L-Leucyl-L-N-Methyl-Phenylalanyl-L-
Valin)

~
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Die Verbindung 18 wurde mit der allgemeinen ,Methode K“ hergestellt. Es konnten
2.1 mg (2.0 mmol, 31.9 %; lber alle Stufen: 1.0 %) als weifSer Feststoff isoliert

werden.

1H NMR (700 MHz, DMS0-d6): § 8.98 (d, ] = 9.6 Hz, 1H), 8.80 (d, ] = 7.5 Hz, 1H), 8.49
(d,] = 4.1 Hz, 1H), 8.10 (d, ] = 9.7 Hz, 1H), 7.43 - 6.89 (m, 17H), 5.68 (d, ] = 5.4 Hz,
1H), 5.45 (t, ] = 5.3 Hz, 1H), 5.12 - 5.09 (m, 1H), 4.96 (dd, ] = 11.6, 3.0 Hz, 1H), 4.76
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(d,] = 2.8 Hz, 2H), 4.63 (dd, ] = 9.8, 1.7 Hz, 1H), 4.58 (q, ] = 7.3 Hz, 1H), 4.55 - 4.51
(m, 1H), 4.45 (d, ] = 9.4 Hz, 2H), 4.08 (dd, ] = 9.7, 8.0 Hz, 1H), 3.86 (dd, ] = 14.1, 2.7
Hz, 1H), 3.39 (q,] = 7.0 Hz, 2H), 2.96 - 2.90 (m, 2H), 2.78 (s, 3H), 2.65 - 2.59 (m, 1H),
2.34 - 2.30 (m, 1H), 1.81 - 1.78 (m, 1H), 1.76 - 1.70 (m, 1H), 1.68 - 1.62 (m, 1H),
1.58 - 1.51 (m, 1H), 1.50 - 1.48 (m, 1H), 1.30 (d, ] = 7.0 Hz, 3H), 1.10 (t, ] = 7.0 Hz,
3H), 1.05 (d, ] = 6.2 Hz, 3H), 0.96 - 0.90 (m, 1H), 0.87 - 0.80 (m, 6H), 0.77 (d, ] = 6.7
Hz, 3H), 0.71 (d, ] = 6.8 Hz, 3H), 0.63 (d, ] = 6.7 Hz, 3H), -0.57 - -0.67 (m, 1H).

13C NMR (176 MHz, DMSO0-d6): 6 173.52, 173.11, 172.35, 171.77, 171.32, 169.89,
166.82, 156.05, 139.35, 138.42, 137.17, 130.41, 129.51, 129.17, 128.71, 128.46,
127.83,127.42, 80.51, 73.80, 65.76, 65.38, 62.94, 58.67, 56.32, 55.95, 55.18, 54.00,
47.60, 32.07, 30.13, 29.32, 29.20, 23.95, 23.70, 20.19, 19.89, 19.13, 18.82, 17.22,
16.64, 15.64, 15.54.

LC-MS (ESI): tr = 9.40 min; m/z = 1039.0 [M + H]*, 1021.0 [M +H - H20]*, 1061.4
[M + Na]* berechnet fiir: CssH74NgO12: 1038.54.

3.3,8-Anhydro(Benzoxycarbonyl-L-Alanyl-L-Alanyl-L-Threonyl-L-Valyl-L-5-
Hydroxy-Norvalyl-L-Leucyl-L-N-Methyl-Phenylalanyl-L-Phenylalanin)

Die Verbindung 48 wurde mit der allgemeinen ,Methode |“ synthetisiert. Es konnten

19.7 mg (19.5 mmol, 9.7 %) als weifder Feststoff isoliert werden.

LC-MS (ESI): tr =8.30 min; m/z=1013.45 [M + H]*, 1035.52 [M + Na]*;
berechnet fiir: Cs3H72Ng012: 1012.53.
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3.3,8-Anhydro-C5-5,N26-Cyclo(Benzoxycarbonyl-L-Alanyl-L-Alanyl-L-
Threonyl-L-Valyl-L-5-Hydroxy-Norvalyl-L-Leucyl-L-N-Methyl-Phenylalanyl-L-
Phenylalanin)

Die Verbindung 19 wurde mit der allgemeinen ,Methode K“ hergestellt. Es konnten
13.2 mg (13.1 mmol, 67.1 %; tiber alle Stufen: 6.6 %) als weifder Feststoff isoliert

werden.

1H NMR (700 MHz, DMS0-d6): § 9.23 (d, ] = 9.5 Hz, 1H), 8.59 (d, ] = 3.8 Hz, 1H), 8.46
(d,] = 7.4 Hz, 1H), 8.13 (d, ] = 9.8 Hz, 1H), 7.47 (d, ] = 9.8 Hz, 1H), 7.38 - 7.04 (m,
16H), 5.74 (d, ] = 5.5 Hz, 1H), 5.61 (t,] = 5.4 Hz, 1H), 5.16 - 5. (m, 1H), 4.93 - 4.86 (m,
3H), 4.71 (dd, ] = 11.5, 3.2 Hz, 1H), 4.65 (dd, ] = 9.8, 2.1 Hz, 1H), 4.56 - 4.50 (m, 3H),
4.27 - 420 (m, 1H), 4.17 - 4.13 (m, 1H), 3.71 - 3.65 (m, 1H), 2.67 - 2.60 (m, 1H),
2.51 (s, 3H) 1.90 - 1.86 (m, 1H), 1.82 - 1.72 (m, 1H), 1.66 - 1.62 (m, 2H), 1.40 (d, ] =
3.9 Hz, 3H), 1.24 (d, ] = 6.7 Hz, 3H), 1.21 (d, ] = 7.3 Hz, 2H), 1.11 (d, ] = 6.1 Hz, 3H),
0.93 (t,] = 13.1 Hz, 1H), 0.85 (d, ] = 6.7 Hz, 3H), 0.78 - 0.76 (m, 8H), 0.61 (d, ] = 6.7
Hz, 3H), -0.53 (dd, ] = 18.5, 6.5 Hz, 1H).

13C NMR (176 MHz, DMSO-d6): § 173.24, 172.38, 171.91, 171.77, 171.05, 170.51,
170.33, 169.51, 166.44, 155.35, 138.97, 137.71, 136.90, 129.70, 128.96, 128.55,
128.21, 128.07, 127.44, 127.12, 118.08, 80.26, 73.55, 65.31, 62.48, 59.75, 58.37,
54.92, 54.71, 53.70, 51.85, 49.32, 47.26, 47.02, 37.74, 36.65, 32.49, 31.69, 31.28,
28.85, 28.24, 26.34, 23.50, 23.29, 20.77, 19.68, 19.52, 18.71, 18.25, 15.99, 15.45,
14.09, 1.16.

LC-MS (ESI): tr = 8.76 min; m/z = 1011.2 [M + H]*, 993.1 [M + H - H20]*, 1033.1
[M + Na]*, berechnet fiir: CssH70NgO12: 1010.51.
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3.3,8-Anhydro(Benzoxycarbonyl-L-Alanyl-L-Alanyl-L-Threonyl-L-Valyl-L-5-

Hydroxy-Norvalyl-L-Phenylalanyl-L-N-Methyl-Phenylalanyl-L-Valin)

49

Die Verbindung 49 wurde mit der allgemeinen ,Methode J“ synthetisiert. Es konnten

11.2 mg (11.2 mmol, 5.6 %) als weifder Feststoff isoliert werden.

LC-MS (ESI): tr=8.16 min; m/z=999.68 [M + H]*,1021.72 [M + Na]*;
berechnet fiir: Cs2H70Ng0O12: 998.51.

3.3,8-Anhydro-C5-5,N26-Cyclo(Benzoxycarbonyl-L-Alanyl-L-Alanyl-L-
Threonyl-L-Valyl-L-5-Hydroxy-Norvalyl-L-Phenylalanyl-L-N-Methyl-
Phenylalanyl-L-Valin)

Die Verbindung 20 wurde mit der allgemeinen ,Methode K“ hergestellt. Es konnten

2.6 mg (2.6 mmol, 23.3 %; Uber alle Stufen: 1.3 %) als weifder Feststoff isoliert

werden.

1H NMR (700 MHz, DMS0-d6): & 8.80 (d, ] = 9.8 Hz, 1H), 8.50 (d, ] = 3.6 Hz, 1H), 8.43
(d,] = 7.4 Hz, 1H), 8.09 (d, ] = 9.8 Hz, 1H), 7.63 (d, ] = 9.8 Hz, 1H), 7.36 (d, ] = 9.1 Hz,
1H), 7.28 - 7.10 (m, 15H), 5.64 (d, ] = 5.5 Hz, 1H), 5.42 (t, ] = 5.3 Hz, 1H), 5.14 - 5.10
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(m, 2H), 5.00 (d, ] = 12.4 Hz, 1H), 4.96 - 4.88 (m, 2H), 4.71 - 4.66 (m, 2H), 4.60 (q, ]
= 7.2 Hz, 1H), 4.29 (d, ] = 9.2 Hz, 1H), 4.24 (p, ] = 7.4 Hz, 1H), 3.98 (dd, ] = 9.7, 7.5 Hz,
1H), 3.86 (d, ] = 13.7 Hz, 1H), 2.90 (t, ] = 12.8 Hz, 1H), 2.78 (s, 3H), 2.33 - 2.27 (m,
1H), 2.21 - 2.17 (m, 2H), 2.04 - 1.95 (m, 1H), 1.73 - 1.71 (m, 1H), 1.67 - 1.63 (m,
1H), 1.52 - 1.49 (m, 1H), 1.47 - 1.45 (m, 1H), 1.26 (d, ] = 7.1 Hz, 3H), 1.21 (d, ] = 7.3
Hz, 3H), 1.10 (d, ] = 6.2 Hz, 3H), 0.81 (d, ] = 6.9 Hz, 3H), 0.74 - 0.70 (m, 9H).

LC-MS (ESI): tr = 8.58 min; m/z = 997.1 [M + H]*, 979.0 [M + H - H20]*, 1019.5
[M + Na]*, berechnet fiir: Cs2HssNgO12: 996.50.

3.3,8-Anhydro(Benzoxycarbonyl-L-Alanyl-L-Alanyl-L-3-Hydroxy-Leucyl-L-
Valyl-L-5-Hydroxy-Norvalyl-L-Leucyl-L-Methyl-N-Phenylalanyl-L-Valin)

50

Die Verbindung 50 wurde mit der allgemeinen ,Methode J“ synthetisiert. Es konnten
33.8 mg (34.1 mmol, 17.0 %) als weifder Feststoff isoliert werden.
LC-MS (ESI): tr = 8.16 min; m/z =993.48 [M + H]*,1015.54 [M + Na]*;

berechnet fiir: Cs1HsaN7012: 992.56.
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3.3,8-Anhydro-C5-5,N26-Cyclo(Benzoxycarbonyl-L-Alanyl-L-Alanyl-L-3-
Hydroxy-Leucyl-L-Valyl-L-5-Hydroxy-Norvalyl-L-Leucyl-L-N-Methyl-
Phenylalanyl-L-Valin)

0 H 7 o
CszNQJ\N IN 0 N)H
= H O NHOHH?Nf/l/O
© :\)"’OH
21

Die Verbindung 21 wurde mit der allgemeinen ,Methode K“ hergestellt. Es konnten
12.5 mg (12.6 mmol, 37.1 %; tiber alle Stufen: 6.3 %) als weifder Feststoff isoliert

werden.

1H NMR (400 MHz, DMS0-d6): § 8.33 (d, ] = 9.6 Hz, 1H), 7.99 - 7.96 (m, 2H), 7.45 (d,
] = 7.7 Hz, 1H), 7.42 - 7.09 (m, 12H), 5.93 (d, ] = 3.2 Hz, 1H), 5.15 - 5.06 (m, 2H), 5.02
(s, 2H), 4.93 (dd, ] = 9.7, 3.0 Hz, 1H), 4.87 (d, ] = 3.2 Hz, 1H), 4.81 - 4.74 (m, 1H), 4.54
(dd, ] =11.1, 4.0 Hz, 1H), 4.50 - 4.43 (m, 1H), 4.43 - 4.35 (m, 1H), 4.30 (dd, ] = 9.6,
4.0 Hz, 1H), 4.07 (p, ] = 7.2 Hz, 1H), 3.22 (dd, ] = 14.3, 2.9 Hz, 1H), 2.82 (dd, ] = 14.1,
11.6 Hz, 1H), 2.75 (s, 3H), 2.69 - 2.55 (m, 1H), 2.45 - 2.31 (m, 1H), 2.30 - 2.16 (m,
1H), 2.01 - 1.91 (m, 1H), 1.84 - 1.64 (m, 3H), 1.58 - 1.51 (m, 1H), 1.20 (d, ] = 7.0 Hz,
6H), 0.91 (dd, ] = 6.9, 4.3 Hz, 6H), 0.86 (d, ] = 6.5 Hz, 3H), 0.81 (d, ] = 6.9 Hz, 3H), 0.77
(d, ] = 6.9 Hz, 3H), 0.68 (dd, ] = 10.2, 6.7 Hz, 7H), 0.43 (d, ] = 6.5 Hz, 3H), 0.27 - 0.21
(m, 1H).

13C NMR (101 MHz, DMSO-d6): & 172.62, 172.15, 171.64, 170.38, 169.91, 169.84,
169.42, 169.15, 158.75, 137.53, 137.02, 129.23, 128.57, 128.32, 127.73, 127.64,
126.42, 73.37, 67.26, 65.29, 60.51, 56.95, 55.61, 52.46, 49.82, 48.57, 47.65, 47.56,
33.88, 30.81, 30.62, 27.76, 23.79, 23.53, 22.24, 19.65, 19.21, 19.05, 18.44, 18.14,
18.04, 16.16.

LC-MS (ESI): tr = 8.67 min; m/z = 991.0 [M + H]*, 973.2 [M + H - H20]*, 1013.5
[M + Na]*, berechnet fiir Cs1H74Ns012: 990.54.
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3.3,8-Anhydro(Phenylethancarbonyl-L-Alanyl-L-Alanyl-L-Threonyl-L-Valyl-
L-5-Hydroxy-Norvalyl-L-Leucyl-L-N-Methyl-Phenylalanyl-L-Valin)

51

Die Verbindung 51 wurde mit der allgemeinen ,Methode J“ synthetisiert. Es konnten

5.1 mg (5.7 mmol, 2.9 %) als weifder Feststoff isoliert werden.

LC-MS (ESI): tr =8.21 min; m/z =892.52 [M + H]*,914.68 [M + Na]*;
berechnet fiir: C47HeoN7010: 891.51.

3.3,8-Anhydro(Phenylethancarbonyl-L-Alanyl-L-Alanyl-L-Threonyl-L-Valyl-
L-5-Hydroxy-Norvalyl-L-Leucyl-L-N-Methyl-Phenylalanyl-L-Valin)

Die Verbindung 22 wurde mit der allgemeinen ,Methode K“ hergestellt. Es konnten

3.7 mg (4.2 mmol, 72.7 %; Uber alle Stufen: 2.1 %) als weifSer Feststoff isoliert

werden.

1H NMR (400 MHz, DMSO0-d6): § 8.73 (d, ] = 9.6 Hz, 1H), 8.41 (d, ] = 3.9 Hz, 1H), 8.27
(d,] = 7.6 Hz, 1H), 8.00 (d, ] = 9.6 Hz, 1H), 7.44 (d, ] = 9.4 Hz, 1H), 7.32 - 7.22 (m,
10H), 5.44 (d, ] = 4.6 Hz, 1H), 5.15 (dd, ] = 6.3, 2.4 Hz, 1H), 4.84 (dd, ] = 11.5, 3.1 Hz,
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1H), 4.77 - 4.69 (m, 1H), 4.63 (dd, ] = 9.6, 3.5 Hz, 1H), 4.60 - 4.53 (m, 1H), 4.50 (dd,
] = 14.0, 6.7 Hz, 1H), 4.43 (d, ] = 9.0 Hz, 1H), 4.06 (dd, ] = 9.6, 7.8 Hz, 1H), 3.59 - 3.46
(m, 1H), 2.96 (dd, ] = 14.1, 11.5 Hz, 1H), 2.85 (m, 2H), 2.74 (s, 4H), 2.46 - 2.24 (m,
2H), 1.86 - 1.68 (m, 2H), 1.68 - 1.45 (m, 2H), 1.21 (dt, ] = 7.4, 3.7 Hz, 5H), 1.08 (d, ]
= 6.2 Hz, 3H), 0.86 (d, ] = 6.9 Hz, 1H), 0.78 (m, 12H), 0.70 (d, ] = 6.8 Hz, 2H), 0.66 (d,
] = 6.6 Hz, 1H), 0.61 (d, ] = 6.6 Hz, 3H), 0.43 (d, ] = 6.5 Hz, 1H), -0.60 (t, ] = 12.3 Hz,
1H).

LC-MS (ESI): tr = 8.56 min; m/z = 890.25 [M + H]J*, 872.23 [M + H - H20]*, 912.67
[M + Na]*, berechnet fiir Cs1H74Ns012: 889.49.

3.3,8-Anhydro(Benzoxycarbonyl-L-Alanyl-L-Alanyl-L-Threonyl-L-Valyl-L-5-
Hydroxy-Norvalyl-L-Leucyl-L-N-Methyl-Alanyl-L-Valin)

Die Verbindung 52 wurde mit der allgemeinen ,Methode |“ synthetisiert. Es konnten

9.0 mg (10.1 mmol, 5.1 %) als weifder Feststoff isoliert werden.

LC-MS (ESI): tr = 7.08 min; m/z =889.31 [M + H]*,911.47 [M + Na]*;
berechnet fiir: C47HeoN7010: 891.51.
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3.3,8-Anhydro-C5-5,N26-Cyclo(Benzoxycarbonyl-L-Alanyl-L-Alanyl-L-
Threonyl-L-Valyl-L-5-Hydroxy-Norvalyl-L-Leucyl-L-N-Methyl-Alanyl-L-Valin)

\_/

Die Verbindung 23 wurde mit der allgemeinen ,Methode K“ hergestellt. Es konnten
1.9 mg (2.1 mmol, 21.2 %; uber alle Stufen: 1.1 %) als weifder Feststoff isoliert

werden.

1H NMR (400 MHz, DMS0-d6): 6 8.74 (d, ] = 3.7 Hz, 1H), 8.55 (d, ] = 9.7 Hz, 1H), 8.40
(d,] =7.4Hz, 1H), 8.09 (d,] =9.6 Hz, 1H), 7.37 - 7.28 (m, 6H), 7.25 (d, ] = 9.2 Hz, 1H),
5.69 (d,] = 5.4 Hz, 1H), 5.46 (t,] = 5.2 Hz, 1H), 5.10 - 5.06 (m, 1H), 5.02 (d, ] = 3.3 Hz,
3H), 4.94 - 4.87 (m, 1H), 4.61 - 4.32 (m, 4H), 4.29 - 3.99 (m, 3H), 2.56 (s, 3H), 1.94
- 1.74 (m, 2H), 1.70 - 1.47 (m, 2H), 1.39 (d, ] = 6.6 Hz, 3H), 1.23 (d, ] = 5.4 Hz, 3H),
1.20 - 1.10 (m, 5H), 1.04 (t, ] = 6.2 Hz, 7H), 0.98 (d, ] = 6.6 Hz, 3H), 0.91 - 0.85 (m,
4H), 0.84 - 0.71 (m, 6H), 0.68 (d, ] = 6.8 Hz, 3H).

LC-MS (ESI): tr = 7.47 min; m/z = 887.08 [M + H]*, 869.06 [M + H - H20]*, 909.45

[M + Na]*, berechnet fiir C43HesNgO12: 886.48.

3.3,8-Anhydro(Benzoxycarbonyl-L-Alanyl-L-Phenylalanyl-L-3-Hydroxy-
Leucyl-L-Valyl-L-5-Hydroxy-Norvalyl-L-Leucyl-L-N-Methyl-Alanyl-L-Valin)
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Die Verbindung 53 wurde mit der allgemeinen ,Methode |“ synthetisiert. Es konnten

3.6 mg (3.4 mmol, 1.7 %) als weifder Feststoff isoliert werden.

LC-MS (ESI): tr =9.29 min; m/z=1069.51 [M + H]*,1091.66 [M + Na]*;
berechnet fiir: Cs7HsoNgO12: 1068.59.

3.3,8-Anhydro-C5-5,N26-Cyclo(Benzoxycarbonyl-L-Alanyl-L-Phenylalanyl-L-3-
Hydroxy-Leucyl-L-Valyl-L-5-Hydroxy-Norvalyl-L-Leucyl-L-N-Methyl-Alanyl-L-

Valin)
o) . ~ o
CszN\)J\N N ONA:NJ\“‘\
ER B 5 H -

07 NH™ , O NTO
ﬁ\\\‘ N\.)\N ,,//4<
© :\)"’OH

24

Die Verbindung 24 wurde mit der allgemeinen ,Methode K" hergestellt. Es konnten
1.0 mg (0.9 mmol, 27.8 %; tliber alle Stufen: 0.5 %) als weifder Feststoff isoliert

werden.

1H NMR (700 MHz, DMS0-d6): § 9.05 (d, ] = 9.6 Hz, 1H), 8.45 - 8.41 (m, 1H), 8.24 (t,
J = 8.5 Hz, 2H), 7.59 (d, ] = 10.0 Hz, 1H), 7.36 (t, ] = 6.3 Hz, 1H), 7.34 - 7.18 (m, 15H),
5.65 - 5.61 (m, 1H), 5.48 (t, ] = 5.3 Hz, 1H), 5.11 (d, ] = 10.1 Hz, 1H), 4.94 (d,] = 9.5
Hz, 2H), 4.79 (m, 3H), 4.60 (m, 1H), 4.56 - 4.52 (m, 1H), 4.41 (d, ] = 9.1 Hz, 1H), 4.12
(q,] = 7.8 Hz, 1H), 4.08 - 4.01 (m, 2H), 3.64 - 3.56 (m, 1H), 2.87 (m, 1H), 2.74 (s, 5H),
2.12 (m, 1H), 1.80 - 1.72 (m, 2H), 1.56 (m, 2H), 1.48 (dd, ] = 12.3, 6.8 Hz, 1H), 1.14
(d,] = 7.2 Hz, 3H), 0.97 (d, ] = 6.9 Hz, 2H), 0.83 (t, ] = 7.1 Hz, 6H), 0.77 (d, ] = 6.6 Hz,
12H), 0.68 (t,] = 6.6 Hz, 3H), 0.54 (d, ] = 6.5 Hz, 3H), -0.69 (t, ] = 12.4 Hz, 1H).

LC-MS (ESI): tr=9.47 min; m/z=1067.30 [M + H]*, 1049.19 [M + H - H20]*, 1089.67
[M + Na]*, berechnet fiir Cs7H78NgO12: 1066.57.
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3.3,8-Anhydro(Benzoxycarbonyl-L-Alanyl-L-Alanyl-L-Threonyl-L-Alanyl-L-5-
Hydroxy-Norvalyl-L-Leucyl-L-N-Methyl-Alanyl-L-Valin)

54

Die Verbindung 54 wurde mit der allgemeinen ,Methode ] synthetisiert. Es konnten

3.0 mg (3.2 mmol, 1.6 %) als weifder Feststoff isoliert werden.

LC-MS (ESI): tr = 7.67 min; m/z =937.49 [M + H]*,959.59 [M + Na]*;
berechnet fiir: C47HesNgO12: 936.50.

3.3,8-Anhydro-C55,N26-Cyclo(Benzoxycarbonyl-L-Alanyl-L-Alanyl-L- Threonyl
-L-Alanyl-L-5-Hydroxy-Norvalyl-L-Leucyl-L-N-Methyl-Alanyl-L-Valin)

0 ’ 7 o
CszN\:)J\NJ\WNiO NJ\
= °0o NHOHHONf/l/O
. HfNJ\N ,4<
© :\)"’OH
25

Die Verbindung 25 wurde mit der allgemeinen ,Methode K“ hergestellt. Es konnten
1.2 mg (1.3 mmol, 40.1 %; tber alle Stufen: 0.6 %) als weif3er Feststoff isoliert

werden.

1H NMR (400 MHz, DMS0-d6): § 8.81 (d, ] = 9.6 Hz, 1H), 8.50 (d, ] = 7.6 Hz, 1H), 8.44
(d,] = 4.1 Hz, 1H), 8.24 (d, ] = 9.4 Hz, 1H), 7.40 - 7.10 (m, 12H), 5.60 (d, ] = 5.4 Hz,
1H), 5.44 - 5.38 (m, 1H), 5.13 (dt, ] = 6.3, 3.6 Hz, 1H), 4.90 (d, ] = 2.2 Hz, 2H), 4.65
(dd, ] = 9.6, 3.4 Hz, 1H), 4.49 (dd, ] = 8.6, 6.0 Hz, 2H), 4.41 (dd, ] = 9.1, 5.9 Hz, 2H),
432 - 4.22 (m, 1H), 4.09 (q, ] = 5.4 Hz, 1H), 3.76 (d, ] = 13.4 Hz, 1H), 3.17 (d, ] = 4.8
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Hz, 1H), 2.89 (dd, ] = 13.8, 11.2 Hz, 1H), 2.74 (s, 3H), 1.90 - 1.82 (m, 1H), 1.62 (s, 1H),
1.50 (dt, ] = 10.6, 4.8 Hz, 2H), 1.22 (dd, ] = 14.6, 7.0 Hz, 8H), 1.06 (dd, ] = 19.5, 6.5 Hz,
6H), 0.92 (t, ] = 12.9 Hz, 1H), 0.81 (dd, ] = 8.7, 6.7 Hz, 6H), 0.70 (d, ] = 6.8 Hz, 3H),
0.60 (d, ] = 6.6 Hz, 3H).

LC-MS (ESI): tr = 7.98 min; m/z = 935.23 [M + H]*, 917.28 [M + H - H20]*, 957.61
[M + Na]*, berechnet fiir C47Hs6NsO12: 934.48.

3.3,8-Anhydro(Benzoxycarbonyl-L-Alanyl-L-Alanyl-L-Threonyl-L-Ethyl-
Glycyl-L-5-Hydroxy-Norvalyl-L-Leucyl-L-N-Methyl-Alanyl-L-Valin)

CszN¢t JY I\Noo 5 !
% f{
Y

Die Verbindung 55 wurde mit der allgemeinen ,Methode J“ synthetisiert. Es konnten

55

1.5 mg (1.6 mmol, 1.6 %) als weifder Feststoff isoliert werden.

LC-MS (ESI): tr=7.81 min; m/z=951.53 [M + H]*,973.68 [M + Na]*;
berechnet fiir: C4sH70NgO12: 950.51.
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3.3,8-Anhydro-C5-5,N26-Cyclo(Benzoxycarbonyl-L-Alanyl-L-Alanyl-L-
Threonyl-L-Ethyl-Glycyl-L-5-Hydroxy-Norvalyl-L-Leucyl-L-N-Methyl-Alanyl-
L-Valin)

26

Die Verbindung 26 wurde mit der allgemeinen ,Methode K“ hergestellt. Es konnten
1.2 mg (1.3 mmol, 80.1 %; liber alle Stufen: 1.3 %) als weifder Feststoff isoliert

werden.

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): § 8.83 (d, ] = 9.6 Hz, 1H), 8.50 (d, ] = 7.5 Hz, 1H), 8.44
(d,] = 4.0 Hz, 1H), 8.14 (d, ] = 9.6 Hz, 1H), 7.36 - 7.09 (m, 12H), 5.42 (d, ] = 4.5 Hz,
1H), 5.11 (m, 1H), 4.91 (d, ] = 6.1 Hz, 3H), 4.66 (dd, ] = 9.7, 3.3 Hz, 1H), 4.58 - 4.47
(m, 3H), 4.42 (d, ] = 9.0 Hz, 1H), 4.32 - 4.19 (m, 2H), 3.85 - 3.73 (m, 1H), 2.89 (dd, ]
=13.9, 11.4 Hz, 1H), 2.75 (s, 3H), 1.82 (dd, ] = 12.3, 6.2 Hz, 1H), 1.69 - 1.58 (m, 1H),
1.57 - 1.47 (m, 3H), 1.36 (m, 1H), 1.28 - 1.17 (m, 9H), 1.04 (d, ] = 6.2 Hz, 3H), 0.94
(m, 1H), 0.84 - 0.77 (m, 9H), 0.70 (d, ] = 6.8 Hz, 3H), 0.61 (d, ] = 6.5 Hz, 3H), -0.62 (t,
] = 12.4 Hz, 1H).

LC-MS (ESI): tr = 8.13 min; m/z = 949.65 [M + H]*, 931.18 [M + H - H20]*, 971.72
[M + Na]*, berechnet fiir C4sHesNgO12: 948.50.
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3.3,8-Anhydro(Benzoxycarbonyl-L-Alanyl-L-Alanyl-L-Threonyl-L-Propyl-
Glycyl-L-5-Hydroxy-Norvalyl-L-Leucyl-L-N-Methyl-Alanyl-L-Valin)

Die Verbindung 56 wurde mit der allgemeinen ,Methode J“ synthetisiert. Es konnten

2.8 mg (2.9 mmol, 2.9 %) als weifder Feststoff isoliert werden.

LC-MS (ESI): tr =8.04 min; m/z=965.52 [M + H]*,987.67 [M + Na]*;
berechnet fiir: C49H72Ng012: 964.53.

3.3,8-Anhydro-C55,N26-Cyclo(Benzoxycarbonyl-L-Alanyl-L-Alanyl-L-
Threonyl-L-Propyl-Glycyl-L-5-Hydroxy-Norvalyl-L-Leucyl-L-N-Methyl-Alanyl-
L-Valin)

Die Verbindung 27 wurde mit der allgemeinen ,Methode K" hergestellt. Es konnten

1.0 mg (1.0 mmol, 35.8 %; iiber alle Stufen: 1.0 %) als weifder Feststoff isoliert

werden.

1H NMR (400 MHz, DMS0-d6): § 8.84 (d, ] = 9.7 Hz, 1H), 8.48 (t,] = 5.5 Hz, 2H), 8.12
(d,] = 9.6 Hz, 1H), 7.39 - 7.03 (m, 13H), 5.42 (d, ] = 4.3 Hz, 1H), 5.10 (m, 1H), 4.90 (s,
3H), 4.66 (dd, ] = 9.7, 3.3 Hz, 1H), 4.59 - 4.44 (m, 3H), 4.41 - 4.21 (m, 3H), 3.79 (dd,
] =14.1,2.6 Hz, 1H), 2.90 (dd, ] = 13.9, 11.5 Hz, 1H), 2.74 (s, 3H), 1.88 - 1.78 (m, 1H),
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1.62 (m, 1H), 1.50 (dt, ] = 11.1, 4.8 Hz, 2H), 1.39 (m, 2H), 1.28 - 1.18 (m, 9H), 1.05 (d,
] = 6.2 Hz, 3H), 0.99 - 0.87 (m, 1H), 0.85 - 0.76 (m, 9H), 0.69 (d, ] = 6.8 Hz, 3H), 0.60
(d,] = 6.6 Hz, 4H), -0.64 (t, ] = 12.4 Hz, 1H).

LC-MS (ESI): tr = 8.31 min; m/z = 963.18 [M + H]*, 945.36 [M + H - H20]*, 985.64
[M + Na]*, berechnet fiir C49H70Ns012: 962.51.

3.3,8-Anhydro(Benzoxycarbonyl-L-Alanyl-L-Alanyl-L-Threonyl-L-Leucyl-L-5-
Hydroxy-Norvalyl-L-Leucyl-L-N-Methyl-Alanyl-L-Valin)

57

Die Verbindung 57 wurde mit der allgemeinen ,Methode J“ synthetisiert. Es konnten
40.1 mg (41.0 mmol, 20.5 %) als weifder Feststoff isoliert werden.
LC-MS (ESI): tr=8.29 min; m/z=979.48 [M + H]*, 1001.57 [M + Na]*;

berechnet fiir: CsoH74Ng012: 978.54.
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3.3,8-Anhydro-C5-5,N26-Cyclo(Benzoxycarbonyl-L-Alanyl-L-Alanyl-L-
Threonyl-L-Leucyl-L-5-Hydroxy-Norvalyl-L-Leucyl-L-N-Methyl-Alanyl-L-
Valin)

28

Die Verbindung 28 wurde mit der allgemeinen ,Methode K" hergestellt. Es konnten
11.8 mg (12.1 mmol, 29.5 %; tiber alle Stufen: 6.0 %) als weifder Feststoff isoliert

werden.

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): § 8.84 (d, ] = 9.7 Hz, 1H), 8.54 (d, ] = 4.1 Hz, 1H), 8.48
(d,] = 7.5 Hz, 1H), 8.11 (d, ] = 9.6 Hz, 1H), 7.41 (d, ] = 9.9 Hz, 1H), 7.38 - 7.03 (m,
11H), 5.70 - 5.48 (m, 1H), 5.45 - 5.36 (m, 1H), 5.09 (dt, ] = 7.9, 5.6 Hz, 1H), 4.90 (s,
3H), 4.67 (dd, ] = 9.7, 3.2 Hz, 1H), 4.58 - 4.48 (m, 3H), 4.40 - 4.21 (m, 3H), 3.84 - 3.72
(m, 1H), 2.94 - 2.87 (m, 1H), 2.75 (s, 3H), 2.45 - 2.24 (m, 2H), 1.88 - 1.78 (m, 1H),
1.65 - 1.55 (m, 1H), 1.49 (q, ] = 5.8, 3.4 Hz, 2H), 1.45 - 1.32 (m, 2H), 1.31 - 1.09 (m,
8H), 1.05 (d, ] = 6.1 Hz, 3H), 0.99 - 0.73 (m, 12H), 0.69 (d, ] = 6.8 Hz, 3H), 0.58 (d, ] =
6.5 Hz, 3H), -0.67 (t,] = 12.4 Hz, 1H).

13C NMR (101 MHz, DMSO-d6): & 173.33, 173.12, 171.96, 171.18, 170.49, 169.48,
166.25, 155.37, 138.91, 136.85, 129.92, 128.67, 128.05, 127.43, 127.10, 126.39,
79.77, 73.18, 65.35, 62.35, 58.35, 55.56, 53.60, 49.27, 47.66, 47.03, 46.94, 38.86,
37.05, 30.90, 29.58, 28.72, 23.95, 23.32, 23.25, 23.17, 21.16, 19.54, 19.45, 19.17,
16.70, 15.95, 15.27.

LC-MS (ESI): tr = 8.31 min; m/z = 977.13 [M + H]*, 959.07 [M + H - H20]*, 999.51
[M + Na]*, berechnet fiir CsoH72Ns012: 976.53.
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3.3,8-Anhydro(Benzoxycarbonyl-L-Alanyl-L-Alanyl-L-Threonyl-L-Isoleucyl-L-
5-Hydroxy-Norvalyl-L-Leucyl-L-N-Methyl-Alanyl-L-Valin)

CszN¢t JY l\ n”N
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Die Verbindung 58 wurde mit der allgemeinen ,Methode J“ synthetisiert. Es konnten

5.5 mg (5.6 mmol, 2.8 %) als weifder Feststoff isoliert werden.

LC-MS (ESI): tr =8.21 min; m/z=979.53 [M + H]*, 1001.61 [M + Na]*;
berechnet fiir: CsoH74NgO12: 978.54.

3.3,8-Anhydro-C5-5,N26-Cyclo(Benzoxycarbonyl-L-Alanyl-L-Alanyl-L-
Threonyl-L-Isoleucyl-L-5-Hydroxy-Norvalyl-L-Leucyl-L-N-Methyl-Alanyl-L-
Valin)

29

Die Verbindung 29 wurde mit der allgemeinen ,Methode K“ hergestellt. Es konnten
2.3 mg (2.4 mmol, 41.9 %; Uber alle Stufen: 1.2 %) als weifSer Feststoff isoliert

werden.

1H NMR (400 MHz, DMS0-d6): § 8.90 (d, ] = 9.6 Hz, 1H), 8.50 (d, ] = 7.4 Hz, 1H), 8.43
(d,] = 4.2 Hz, 1H), 8.04 (dd, ] = 8.6, 2.5 Hz, 1H), 7.42 - 7.01 (m, 12H), 5.44 (d, ] = 5.0
Hz, 1H), 5.13 - 5.04 (m, 1H), 4.91 (d, ] = 5.4 Hz, 3H), 4.67 (dd, ] = 9.6, 3.2 Hz, 1H), 4.59
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- 4.42 (m, 4H), 4.34 - 4.23 (m, 1H), 4.11 (t, ] = 9.4 Hz, 1H), 3.84 - 3.73 (m, 1H), 2.90
(dd, ] = 13.9, 11.4 Hz, 1H), 2.75 (s, 3H), 2.33 (m, 1H), 1.79 (dd, ] = 12.4, 6.8 Hz, 1H),
1.55 (m, 4H), 1.34 (dqd, ] = 14.7, 7.3, 3.0 Hz, 1H), 1.22 (dd, ] = 18.4, 7.1 Hz, 9H), 1.04
(d,] = 6.1 Hz, 3H), 1.01 - 0.86 (m, 1H), 0.78 (dt, ] = 22.8, 6.8 Hz, 12H), 0.69 (d, ] = 6.8
Hz, 3H), 0.60 (d, ] = 6.6 Hz, 3H), -0.62 (t, ] = 12.4 Hz, 1H).

LC-MS (ESI): tr = 8.63 min; m/z = 977.20 [M + H]*, 959.25 [M + H - H20]*, 999.61
[M + Na]*, berechnet fiir CsoH72Ns012: 976.53.

3.3,8-Anhydro(Benzoxycarbonyl-L-Alanyl-L-Alanyl-L-Threonyl-L-Allyl-
Glycyl-L-5-Hydroxy-Norvalyl-L-Leucyl-L-N-Methyl-Alanyl-L-Valin)

Die Verbindung 59 wurde mit der allgemeinen ,Methode J“ synthetisiert. Es konnten

4.4 mg (4.6 mmol, 4.6 %) als weifder Feststoff isoliert werden.

LC-MS (ESI): tr=7.97 min; m/z=963.57 [M + H]*, 985.69 [M + Na]*;
berechnet fiir: C49H70Ng012: 962.5.
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3.3,8-Anhydro-C5-5,N26-Cyclo(Benzoxycarbonyl-L-Alanyl-L-Alanyl-L-
Threonyl-L-Allyl-Glycyl-L-5-Hydroxy-Norvalyl-L-Leucyl-L-N-Methyl-Alanyl-L-
Valin)

Die Verbindung 30 wurde mit der allgemeinen ,Methode K“ hergestellt. Es konnten
1.1 mg (1.1 mmol, 25.1 %; tber alle Stufen: 1.1 %) als weifer Feststoff isoliert

werden.

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): § 8.83 (d, ] = 9.6 Hz, 1H), 8.52 (d, ] = 7.3 Hz, 1H), 8.45
(d,] = 4.2 Hz, 1H), 8.22 (d, ] = 9.5 Hz, 1H), 7.44 - 7.01 (m, 13H), 5.62 (d, ] = 5.5 Hz,
1H), 5.42 (d, ] = 5.2 Hz, 1H), 5.16 - 5.11 (m, 1H), 5.07 (d, ] = 1.9 Hz, 1H), 5.04 - 4.99
(m, 2H), 4.90 (d, ] = 6.0 Hz, 3H), 4.66 (dd, ] = 9.7, 3.3 Hz, 1H), 4.53 - 4.47 (m, 3H),
4.38(dd,] = 12.1, 7.9 Hz, 2H), 4.32 - 4.26 (m, 1H), 3.79 (d, ] = 13.1 Hz, 1H), 2.89 (dd,
] =13.8, 11.3 Hz, 1H), 2.74 (s, 3H), 2.40 - 2.07 (m, 3H), 1.86 - 1.80 (m, 1H), 1.62 (s,
1H), 1.54 - 1.44 (m, 3H), 1.20 (d, ] = 7.3 Hz, 4H), 1.07 - 1.01 (m, 4H), 0.90 - 0.82 (m,
2H), 0.80 (t, ] = 5.9 Hz, 7H), 0.69 (d, ] = 6.8 Hz, 3H), 0.60 (d, ] = 6.5 Hz, 3H), -0.63 (t, ]
=12.5 Hz, 1H).

LC-MS (ESD): tr = 8.31 min; m/z = 961.32 [M + H]*, 943.30 [M + H - H20]*, 983.70
[M + Na]*, berechnet fiir C49HesNgO12: 960.50.
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3.3,8-Anhydro(Benzoxycarbonyl-L-Alanyl-L-Alanyl-L-Threonyl-L-Propagyl-
Glycyl-L-5-Hydroxy-Norvalyl-L-Leucyl-L-N-Methyl-Alanyl-L-Valin)

60

Die Verbindung 60 wurde mit der allgemeinen ,Methode J“ synthetisiert. Es konnten

4.4 mg (4.6 mmol, 4.6 %) als weifder Feststoff isoliert werden.

LC-MS (ESI): tr = 7.88 min; m/z=961.58 [M + H]*, 983.71 [M + Na]*;
berechnet fiir: C49HesNgO12: 960.5.

3.3,8-Anhydro-C55,N26-Cyclo(Benzoxycarbonyl-L-Alanyl-L-Alanyl-L-
Threonyl-L-Propagyl-Glycyl-L-5-Hydroxy-Norvalyl-L-Leucyl-L-N-Methyl-
Alanyl-L-Valin)

CszNﬁ JY i nﬁ )H
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Die Verbindung 31 wurde mit der allgemeinen ,Methode K“ hergestellt. Es konnten

2.4 mg (2.5 mmol, 54.7 %; Uber alle Stufen: 2.5 %) als weifSer Feststoff isoliert

werden.

LC-MS (ESI): tr =8.23 min; m/z =959.30 [M + H]*,941.21 [M + H - H20]*, 981.69
[M + Na]*, berechnet fiir C49HesNgO12: 958.48.
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3.3,8-Anhydro(Benzoxycarbonyl-L-Alanyl-L-Alanyl-L-Threonyl-L-
Cyclopropyl-Glycyl-L-5-Hydroxy-Norvalyl-L-Leucyl-L-N-Methyl-Alanyl-L-
Valin)
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Die Verbindung 61 wurde mit der allgemeinen ,Methode |“ synthetisiert. Es konnten

2.7 mg (2.8 mmol, 2.8 %) als weifder Feststoff isoliert werden.

LC-MS (ESI): tr = 7.88 min; m/z=963.59 [M + H]*, 985.66 [M + Na]*;
berechnet fiir: C490H70NgO12: 962.51.

3.3,8-Anhydro-C5-5,N26-Cyclo(Benzoxycarbonyl-L-Alanyl-L-Alanyl-L-
Threonyl-L-Cyclopropyl-Glycyl-L-5-Hydroxy-Norvalyl-L-Leucyl-L-N-Methyl-
Alanyl-L-Valin)

Die Verbindung 32 wurde mit der allgemeinen ,Methode K“ hergestellt. Es konnten
2.0 mg (2.1 mmol, 74.2 %; Uber alle Stufen: 2.1 %) als weifder Feststoff isoliert

werden.

1H NMR (400 MHz, DMS0-d6): § 8.80 (d, ] = 9.6 Hz, 1H), 8.49 (d, ] = 7.6 Hz, 1H), 8.45
(d,] = 4.0 Hz, 1H), 8.26 (d, ] = 9.6 Hz, 1H), 7.41 - 7.02 (m, 12H), 5.69 (d, ] = 5.6 Hz,
1H), 5.41 (t,] = 5.3 Hz, 1H), 5.13 - 5.05 (m, 1H), 4.92 - 4.82 (m, 3H), 4.64 (dd, ] = 9.7,
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3.3 Hz, 1H), 4.61 - 4.42 (m, 3H), 4.40 (d, ] = 9.1 Hz, 1H), 4.32 - 4.21 (m, 1H), 3.95 (m,
1H),3.79 (d,] = 13.9 Hz, 1H), 2.89 (dd, ] = 14.0, 11.4 Hz, 1H), 2.73 (s, 4H), 2.44 - 2.22
(m, 1H), 1.78 (dd, ] = 12.4, 6.4 Hz, 1H), 1.66 - 1.44 (m, 2H), 1.20 (d, ] = 7.2 Hz, 5H),
1.04 (d, ] = 6.1 Hz, 3H), 0.99 - 0.82 (m, 2H), 0.78 (dd, ] = 6.8, 3.9 Hz, 7H), 0.68 (d, ] =
6.8 Hz, 3H), 0.60 (d, ] = 6.6 Hz, 4H), 0.45 - 0.29 (m, 3H), 0.13 (m, 1H),-0.63 (t,] = 12.4
Hz, 1H).

LC-MS (ESI): tr = 8.14 min; m/z = 961.31 [M + H]*, 943.27 [M + H - H20]*, 983.70
[M + Na]*, berechnet fiir C49HssNsO12: 960.50.

3.3,8-Anhydro(Benzoxycarbonyl-L-Alanyl-L-Alanyl-L-Threonyl-L-tert.-Butyl-
Glycyl-L-5-Hydroxy-Norvalyl-L-Leucyl-L-N-Methyl-Alanyl-L-Valin)

Die Verbindung 62 wurde mit der allgemeinen ,Methode |“ synthetisiert. Es konnten

5.9 mg (6.0 mmol, 6.0 %) als weifder Feststoff isoliert werden.

LC-MS (ESI): tr =8.21 min; m/z=979.57 [M + H]*, 1001.79 [M + Na]*;
berechnet fiir: Cso0H74NgO12: 978.54.

3.3,8-Anhydro-C55,N26-Cyclo(Benzoxycarbonyl-L-Alanyl-L-Alanyl-L-
Threonyl-L-tert.-Butyl-Glycyl-L-5-Hydroxy-Norvalyl-L-Leucyl-L-N-Methyl-
Alanyl-L-Valin)
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Die Verbindung 33 wurde mit der allgemeinen ,Methode K“ hergestellt. Es konnten
1.4 mg (1.4 mmol, 23.8 %; liber alle Stufen: 1.4 %) als weifder Feststoff isoliert

werden.

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): § 8.89 (d, ] = 9.6 Hz, 1H), 8.53 - 8.45 (m, 2H), 7.94 (d,
] =9.9 Hz, 1H), 7.50 - 7.44 (m, 1H), 7.41 - 7.05 (m, 11H), 5.66 (s, 1H), 5.46 (s, 1H),
5.12 (d,] = 6.6 Hz, 1H), 5.03 (s, 1H), 4.89 (d, ] = 14.1 Hz, 3H), 4.66 (dd, ] = 9.7, 3.2 Hz,
1H), 4.60 (d, ] = 9.9 Hz, 1H), 4.57 - 4.48 (m, 2H), 4.28 (q, ] = 8.4, 7.6 Hz, 1H), 4.19 -
4.14 (m, 1H), 3.78 (d, ] = 13.6 Hz, 1H), 2.96 - 2.84 (m, 1H), 2.75 (d, ] = 1.4 Hz, 3H),
2.36 - 2.24 (m, 1H), 1.76 (dd, ] = 12.1, 7.1 Hz, 1H), 1.68 (d, ] = 26.3 Hz, 2H), 1.51 (m,
3H), 1.21 (d, ] = 7.6 Hz, 4H), 1.06 (d, ] = 6.1 Hz, 3H), 0.85 (s, 11H), 0.80 (dd, ] = 6.8,
2.7 Hz, 6H), 0.69 (d, ] = 6.6 Hz, 3H), 0.62 (d, ] = 6.6 Hz, 3H), -0.60 (t, ] = 12.4 Hz, 1H).

LC-MS (ESI): tr=8.55min; m/z=977.43 [M + H]*, 959.33 [M + H - H20]*, 999.78
[M + Na]*, berechnet fiir Cs0H72Ng012: 976.53.
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3.3,8-Anhydro(Benzoxycarbonyl-L-Alanyl-L-Alanyl-L-Threonyl-L-Cyclohexyl-
Glycyl-L-5-Hydroxy-Norvalyl-L-Leucyl-L-N-Methyl-Alanyl-L-Valin)

63

Die Verbindung 63 wurde mit der allgemeinen ,Methode J“ synthetisiert. Es konnten
6.5 mg (6.5 mmol, 6.5 %) als weifder Feststoff isoliert werden.
LC-MS (ESI): tr = 8.47 min; m/z=1005.67 [M + H]*, 1027.74 [M + Na]*;

berechnet fiir: Cs2H76Ns8O12: 1004.56.

3.3,8-Anhydro-C5-5,N26-Cyclo(Benzoxycarbonyl-L-Alanyl-L-Alanyl-L-
Threonyl-L-Cyclohexyl-Glycyl-L-5-Hydroxy-Norvalyl-L-Leucyl-L-N-Methyl-
Alanyl-L-Valin)

CszNﬁ JY ;E\N Hv @
b
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Die Verbindung 34 wurde mit der allgemeinen ,Methode K“ hergestellt. Es konnten
2.9 mg (2.9 mmol, 44.7 %; Uber alle Stufen: 2.9 %) als weifder Feststoff isoliert

werden.

1H NMR (400 MHz, DMS0-d6): § 8.86 (d, ] = 9.6 Hz, 1H), 8.51 (d, ] = 7.5 Hz, 1H), 8.40
(d,] = 4.1 Hz, 1H), 7.99 (d, ] = 9.7 Hz, 1H), 7.38 - 7.02 (m, 12H), 5.65 (d, ] = 5.3 Hz,
1H), 5.42 (t,] = 5.2 Hz, 1H), 5.10 (m, 1H), 4.90 (s, 3H), 4.66 (dd, ] = 9.7, 3.1 Hz, 1H),
4.60 - 4.42 (m, 5H), 4.34 - 4.21 (m, 1H), 4.09 (t, ] = 9.2 Hz, 1H), 3.86 - 3.74 (m, 1H),
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2.95 - 2.83 (m, 1H), 2.74 (s, 3H), 2.41 - 2.26 (m, 1H), 1.80 (dd, ] = 12.4, 6.7 Hz, 2H),
1.56 - 1.38 (m, 2H), 1.25 - 1.17 (m, 13H), 1.05 (t, ] = 7.6 Hz, 5H), 0.97 - 0.85 (m, 2H),
0.80 (t, ] = 7.2 Hz, 6H), 0.69 (d, ] = 6.9 Hz, 3H), 0.62 (d, ] = 6.6 Hz, 4H), -0.61 (t, ] =
12.4 Hz, 1H).

LC-MS (ESI): tr=8.93 min; m/z=1003.33 [M + H]*,985.51 [M + H - H20]*, 1025.81
[M + Na]*, berechnet fiir Cs2H74Ng012: 1002.54.

3.3,8-Anhydro(Benzoxycarbonyl-L-Alanyl-L-Alanyl-L-Threonyl-L-
Cyclopropyl-Glycyl-L-5-Hydroxy-Norvalyl-L-Glutamyl-L-N-Methyl-Alanyl-L-
Valin)

64

Die Verbindung 64 wurde mit der allgemeinen ,Methode J“ synthetisiert. Es konnten

17 mg (17.4 mmol, 17.4 %) als weifder Feststoff isoliert werden.

LC-MS (ESI): tr=6.67 min; m/z=979.45 [M + H]*, 1001.74 [M + Na]*;
berechnet fiir: C4sHesNgO14: 978.47.
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3.3,8-Anhydro-C5-5,N26-Cyclo(Benzoxycarbonyl-L-Alanyl-L-Alanyl-L-
Threonyl-L-Cyclopropyl-Glycyl-L-5-Hydroxy-Norvalyl-L-Glutamyl-L-N-
Methyl-Alanyl-L-Valin)
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Die Verbindung 35 wurde mit der allgemeinen ,Methode K“ hergestellt. Es konnten
1.8 mg (1.8 mmol, 10.6 %; tliber alle Stufen: 1.8 %) als weifder Feststoff isoliert

werden.

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): § 8.29 (d, ] = 8.9 Hz, 1H), 7.81 (d, ] = 7.4 Hz, 1H), 7.63
(d,] = 9.2 Hz, 1H), 7.24 (t,] = 9.2 Hz, 2H), 7.16 - 6.92 (m, 11H), 5.79 (d, ] = 3.2 Hz,
1H), 5.25 (dt, ] = 7.4, 6.0 Hz, 1H), 4.79 (s, 2H), 4.64 (dt, ] = 6.5, 3.0 Hz, 2H), 4.48 (dd,
] = 9.6, 4.5 Hz, 1H), 4.36 (dd, ] = 9.2, 1.3 Hz, 1H), 4.27 - 4.16 (m, 3H), 3.85 (m, 1H),
3.70 (t,] = 8.3 Hz, 1H), 2.98 (dd, ] = 14.2, 2.9 Hz, 1H), 2.58 (dd, ] = 14.0, 11.6 Hz, 1H),
2.50 (s, 3H), 1.90 - 1.81 (m, 1H), 1.63 - 1.47 (m, 2H), 1.46 - 1.32 (m, 1H), 1.23 (dt, ]
= 8.6, 6.1 Hz, 2H), 0.98 (dt, ] = 13.8, 7.5 Hz, 13H), 0.63 (d, ] = 6.9 Hz, 3H), 0.52 - 0.47
(m, 4H), 0.32 (m, 1H), 0.11 (m, 1H), 0.01 (m, 1H), -0.09 (m, 1H).

LC-MS (ESI): tr = 7.05 min; m/z = 977.27 [M + H]*, 959.28 [M + H - H20]*, 999.60
[M + Na]*, berechnet fiir C4sHe4NgO14: 976.45.



Experimenteller Teil 127

3.3,8-Anhydro(Benzoxycarbonyl-L-Alanyl-L-Alanyl-L-Threonyl-L-
Cyclopropyl-Glycyl-L-5-Hydroxy-Norvalyl-L-Aspartyl-L-N-Methyl-Alanyl-L-
Valin)

Die Verbindung 65 wurde mit der allgemeinen ,Methode |“ synthetisiert. Es konnten

3 mg (3.1 mmol, 3.1 %) als weifder Feststoff isoliert werden.

LC-MS (ESI): tr =6.67 min; m/z=965.47 [M + H]*, 987.59 [M + Na]*;
berechnet fiir: C47He4NgO14: 964.45.

3.3,8-Anhydro-C5-5,N26-Cyclo(Benzoxycarbonyl-L-Alanyl-L-Alanyl-L-
Threonyl-L-Cyclopropyl-Glycyl-L-5-Hydroxy-Norvalyl-L-Aspartyl-L-N-Methyl-
Alanyl-L-Valin)

Die Verbindung 36 wurde mit der allgemeinen ,Methode K“ hergestellt. Es konnten
0.3 mg (0.3 mmol, 10.0 %; tber alle Stufen: 0.3 %) als weifder Feststoff isoliert

werden.

LC-MS (ESI): tr = 7.05 min; m/z = 963.00 [M + H]*, 945.31 [M + H - H20]*, 985.61
[M + Na]*, berechnet flir C47He62Ng014: 962.44.
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3.3,8-Anhydro(Benzoxycarbonyl-L-Alanyl-L-Alanyl-L-Threonyl-L-
Cyclopropyl-Glycyl-L-5-Hydroxy-Norvalyl-L-Asparaginyl-L-N-Methyl-Alanyl-
L-Valin)
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Die Verbindung 66 wurde mit der allgemeinen ,Methode J“ synthetisiert. Es konnten

14.4 mg (15.0 mmol, 15.0 %) als weifder Feststoff isoliert werden.

LC-MS (ESI): tr=6.43 min; m/z=964.48 [M + H]*,986.51 [M + Na]*;
berechnet fiir: C47HesNoO13: 963.47.

3.3,8-Anhydro-C5-5,N26-Cyclo(Benzoxycarbonyl-L-Alanyl-L-Alanyl-L-
Threonyl-L-Cyclopropyl-Glycyl-L-5-Hydroxy-Norvalyl-L-Asparaginyl-L-N-
Methyl-Alanyl-L-Valin)
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Die Verbindung 37 wurde mit der allgemeinen ,Methode K“ hergestellt. Es konnten
2.3 mg (2.4 mmol, 16.0 %; Uber alle Stufen: 2.4 %) als weifder Feststoff isoliert

werden.
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1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): § 8.27 (d, ] = 8.9 Hz, 1H), 7.81 (d, ] = 7.3 Hz, 1H), 7.69
(d,] =9.2 Hz, 1H), 7.24 (d, ] = 7.7 Hz, 1H), 7.17 - 6.93 (m, 12H), 6.72 (d, ] = 2.5 Hz,
1H), 6.51 (d, ] = 2.5 Hz, 1H), 5.68 (d, ] = 3.2 Hz, 1H), 5.26 (dt, ] = 7.5, 5.9 Hz, 1H), 4.98
(m, 2H), 4.80 (s, 2H), 4.76 (t,] = 3.1 Hz, 1H), 4.48 (dd, ] = 9.5, 4.3 Hz, 1H), 4.37 (dd, ]
=9.2,1.4 Hz, 1H), 4.23 (p,] = 7.1 Hz, 1H), 4.06 (ddd, ] = 12.3, 9.0, 6.6 Hz, 1H), 3.86 (p,
] = 7.2 Hz, 1H), 3.73 (t, ] = 8.3 Hz, 1H), 3.02 (dd, ] = 14.0, 5.1 Hz, 1H), 2.65 (dd, ] =
13.9, 9.3 Hz, 1H), 2.44 (s, 3H), 2.19 (dd, ] = 14.8, 9.6 Hz, 1H), 1.86 (s, 1H), 1.56 (dt, ]
= 15.3, 11.1 Hz, 3H), 1.25 (dd, ] = 14.7, 5.4 Hz, 1H), 1.07 - 0.97 (m, 7H), 0.94 (d, ] =
6.5 Hz, 3H), 0.64 (d, ] = 6.8 Hz, 4H), 0.50 (d, ] = 6.9 Hz, 3H), 0.33 (m, 1H), 0.16 - 0.07
(m, 1H), 0.01 (m, 1H), -0.09 (m, 1H).

LC-MS (ESI): tr = 6.50 min; m/z = 962.23 [M + H]*, 944.21 [M + H - H20]*, 984.55
[M + Na]*, berechnet flir C47He3N9013: 961.45.

3.3,8-Anhydro(Benzoxycarbonyl-L-Alanyl-L-Alanyl-L-Threonyl-L-
Cyclopropyl-Glycyl-L-5-Hydroxy-Norvalyl-L-Citrullyl-L-N-Methyl-Alanyl-L-
Valin)
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Die Verbindung 67 wurde mit der allgemeinen ,Methode |“ synthetisiert. Es konnten

3.0 mg (3.0 mmol, 3.0 %) als weifder Feststoff isoliert werden.

LC-MS (ESI): tr = 6.45 min; m/z =1007.45 [M + H]*, 1029.61 [M + Na]*;
berechnet fir: C49H70N10013: 1006.51.
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3.3,8-Anhydro-C5-5,N26-Cyclo(Benzoxycarbonyl-L-Alanyl-L-Alanyl-L-
Threonyl-L-Cyclopropyl-Glycyl-L-5-Hydroxy-Norvalyl-L-Citrullyl-L-N-Methyl-
Alanyl-L-Valin)
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Die Verbindung 38 wurde mit der allgemeinen ,Methode K" hergestellt. Es konnten
1.1 mg (1.1 mmol, 36.7 %; tiber alle Stufen: 1.1 %) als weifder Feststoff isoliert

werden.

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): § 8.53 (d, ] = 9.0 Hz, 1H), 8.05 (t, ] = 7.6 Hz, 1H), 7.88
(d,] = 9.3 Hz, 1H), 7.51 - 7.43 (m, 2H), 7.44 - 7.14 (m, 11H), 5.99 (d, ] = 3.2 Hz, 1H),
5.50 (m, 1H), 5.34 (d, ] = 10.1 Hz, 2H), 5.01 (d, ] = 4.0 Hz, 3H), 4.95 - 4.86 (m, 2H),
4.72 (dd,] = 9.5, 4.4 Hz, 1H), 4.59 (d, ] = 9.3 Hz, 1H), 4.42 (m, 3H), 4.08 (m, 2H), 3.94
(t,] = 8.3 Hz, 1H), 2.88 - 2.76 (m, 1H), 2.72 (s, 3H), 2.67 (m, 3H), 2.33 (m, ] = 1.9 Hz,
1H), 2.22 - 2.03 (m, 1H), 1.75 (dd, ] = 17.8, 11.0 Hz, 3H), 1.22 (dt, ] = 13.0, 7.4 Hz,
11H), 1.09 (t, ] = 7.0 Hz, 2H), 0.84 (dd, ] = 17.5, 6.8 Hz, 6H), 0.72 (d, ] = 6.9 Hz, 3H),
0.55 (td, ] = 8.6, 4.0 Hz, 2H), 0.35 (m, 2H), 0.23 (m, 1H), 0.14 (m, 1H).

LC-MS (ESI): tr=6.38 min; m/z=1005.33 [M + H]*, 987.42 [M + H - H20]*, 1027.64
[M + Na]*, berechnet fiir C49HesN10013: 1004.50.
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3.3,8-Anhydro(Benzoxycarbonyl-L-Alanyl-L-Alanyl-L-Threonyl-L-
Cyclopropyl-Glycyl-L-5-Hydroxy-Norvalyl-L-4-Chloro-Phenylalanyl-L-N-
Methyl-Alanyl-L-Valin)
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Die Verbindung 68 wurde mit der allgemeinen ,Methode |“ synthetisiert. Es konnten

3.5 mg (3.4 mmol, 3.4 %) als weifder Feststoff isoliert werden.

LC-MS (ESI): tr =8.41 min; m/z=1031.56 [M + H]*, 1053.63 [M + Na]*;
berechnet fiir: Cs2He7CINgO12: 1030.46.

3.3,8-Anhydro-C5-5,N26-Cyclo(Benzoxycarbonyl-L-Alanyl-L-Alanyl-L-
Threonyl-L-Cyclopropyl-Glycyl-L-5-Hydroxy-Norvalyl-L-4-Chloro-
Phenylalanyl-L-N-Methyl-Alanyl-L-Valin)

Die Verbindung 39 wurde mit der allgemeinen ,Methode K“ hergestellt. Es konnten
0.5 mg (0.5 mmol, 14.3 %; lber alle Stufen: 0.5 %) als weifder Feststoff isoliert

werden.

1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): § 8.49 (d, ] = 8.8 Hz, 1H), 8.03 (d, ] = 7.4 Hz, 1H), 7.84
(d,] = 9.3 Hz, 1H), 7.50 - 7.18 (m, 14H), 7.06 (d, ] = 8.8 Hz, 1H), 6.82 - 6.75 (m, 2H),
6.07 (d, ] = 3.1 Hz, 1H), 5.42 (q, ] = 6.6 Hz, 1H), 5.05 (s, 1H), 5.02 (s, 2H), 4.92 (dd, ] =
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11.5,2.9 Hz, 1H), 4.73 - 4.63 (m, 2H), 4.55 (d, ] = 9.4 Hz, 1H), 4.45 (p, ] = 7.0 Hz, 1H),
4.08 (m, 1H), 3.80 (t, ] = 8.4 Hz, 1H), 3.68 (dt, ] = 12.1, 8.4 Hz, 1H), 3.14 (d, ] = 5.5 Hz,
1H), 2.90 - 2.81 (m, 1H), 2.79 (s, 3H), 2.44 - 2.30 (m, 1H), 2.08 (h, ] = 6.9 Hz, 1H),
1.64 (dt, ] = 24.6, 16.9 Hz, 3H), 1.26 - 1.19 (m, 8H), 1.16 (d, ] = 6.6 Hz, 3H), 0.90 -
0.84 (m, 3H), 0.76 - 0.70 (m, 4H), 0.51 (m, 1H), 0.31 (m, 1H), 0.20 (dt, ] = 9.8, 4.8 Hz,
1H), 0.09 (dt, ] = 9.7, 4.9 Hz, 1H).

LC-MS (ESI): tr=6.51min; m/z=1029.02 [M + H]*,1011.39 [M + H - H20]+, 1051.63
[M + Na]*, berechnet fiir Cs2Hs5CINgO12: 1028.44.
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9 Anhang

9.1 Abkirzungsverzeichnis

Es wurde der empfohlene Dreibuchstabencode nach IUPAC-1UB joint commission on

bio-chemical nomenclature (JCBN) zur abgekiirzt der Aminosauren verwendet.[14°]

°C

Boc

BOP-Cl

Cbz

CH

DC

DCM

dd

DIC

DIPEA

DMACc

DMAP

DMF

DMSO

Grad Celsius

Nummer

Prozent

mikro

Abbildung
3-Amino-6-Hydroxy-2-Piperidon
tert-Butyloxycarbonyl
Bis(2-ox0-3-oxazolidinyl)Phosphinsaurechlorid
Benzoxycarbonyl

Cyclohexan

Dublett
Diinnschichtchromatographie
Dichlormethan

Dublett von Dublett
Diisopropylcarbodiimid
Diispropylethylamin
Dimethylacetamid
4-(Dimethylamino)-pyridin
Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid
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dt

EA

eq

ESI

et al.

Fmoc

HBTU

HOBt

HPLC

HTRA

Hz

Ki

LC-MS

LM

Dublett von Triplett

Ethylacetat

Aquivalente
Elektrospray-lonisation

und andere (lat. et alii)
N-(9-Fluorenylmethoxycarbonyl)
Gramm

Stunden (hour)

(2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-

tetramethyluronium-hexafluorophosphat)
1-Hydroxybenzotriazol

Hochleistungsfliissigkeits-chromatographie (High

pressure liquid chromatography)
High-temperature requirement A
Herz

Kopplungskonstante
Gleichgewichtskonstante

Liter

Flissigchromatographie mit Massenspektrometrie-

Kopplung (liquid chromatography mass spectrometry)
Losungsmittel

milli

mol/L

Mega

Multiplett

Masse pro Ladung

Minuten
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NMP

NMR

PyBOP

PyBrop

Rt

rt

SPPS

Tab.
tert
TFA
THF
TIS
tr

uv

N-Methyl-2-pyrrolidon

Kernspinresonanzspektroskopie (nuclear magnetic

resonance)

Benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidinophosphonium-

hexafluorophosphat
Bromotripyrrolidinophosphoniumhexafluorophosphat
Quartett

Retentionsfaktor

Raumtemperatur

Singulett

Festphasensynthese von Peptiden (Solid phase
peptide synthesis)

Triplett

Tabelle

Tertiar
Trifluoressigsaure
Tetrahydrofuran
Triisopropylsilan
Retentionszeit
Ultraviolett

Beta

chemische Verschiebung
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