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ABKURZUNGEN

abs.: absolut
Abz: 2-Aminobenzoesaure
AMC: 7-Amino-4-methylcumarin

AS: Aminosaure, 3-Buchstaben-Code,
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Aq.: Aquivalent(e)

Bn: Benzyl

BOC: tert-Butoxycarbonyl
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Bzl: Benzoyl
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DBU: 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]lundec-7-en
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DCC: Dicyclohexylcarbodiimid

DIBALH: Diisobutylaluminiumhydrid
DIEA: Diisopropylethylamin

DMAP: 4-Dimethylaminopyridin

DMF: Dimethylformamid

DMSO: Dimethylsulfoxid

DPPA: Diphenylphosphorylazid,
Phosphorsaurediphenylesterazid

DPSI: Diphenylsulfimin Monohydrat

DTT: Dithiothreitol

EDANS: 5-(Aminoethyl)aminonaphthylsulfonat
EDTA: Ethylendiamintetraessigsaure

Eps: Epoxysuccinyl

Et: Ethyl

EtOAc: Ethylacetat

EtOH: Ethanol

Et,O: Diethylether (Ether)

ges.: gesattigt

HATU : 2-(7-Aza-1H-benzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-tet-
ramethyluronium hexafluorophosphat

HOBt: N-Hydroxybenzotriazol
HOSuc: N-Hydroxysuccinimid

IAA : Isoamylamid

IBCF: Isobutylchloroformiat

ICA : Isocapronsaure

i. Vak.: im Vakuum

LG : leaving group

m-CPBA: meta-Chlorperbenzoesaure
Me: Methyl

MP™: Main Protease (Hauptprotease)
Mts: 2,4,6-Trimethylphenylsulfonyl
NBS: N-Bromsuccinimid

NEts: Triethylamin

NMM: N-Methylmorpholin

Ph: Phenyl

Ph3P: Triphenylphosphin

PLE: Pig liver esterase

pTos: para-Toluolsulfonsaure

PE: Petrolether 40-60

PPA: n-Propylphosphonsaureanhydrid

PyBOP: 1-Benzotriazoloxytrispyrrolidinophos-
phoniumhexafluorophosphat

RT: Raumtemperatur

RP: Reversed-Phase-Kieselgel

SAP: Sekretorische Aspartat-Protease
SC: Saulenchromatographie

TBAF: Tetrabutylammoniumfluorid
TBDMS: Tertbutyldimethylsilyl

TEA: Triethylamin

TFA: Trifluoressigsaure

THF: Tetrahydrofuran

TMS: Tetramethylsilan

TRIS: Tris(hydroxymethyl)aminomethan
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1. Einleitung 1

I. Allgemeiner Teil

1. Einleitung

Infektionskrankheiten wie Malaria, SARS oder HIV fordern laut einer Studie der WHO
jahrlich fast 15 Millionen Todesopfer.["! Verursacht durch pathogene Mikroorganismen wie
Bakterien, Viren, Parasiten oder Pilze konnen diese Krankheiten direkt oder indirekt
sowohl von Menschen als auch von Tieren Ubertragen werden.

Proteasen, die als Peptid-hydrolysierende Enzyme essentielle Rollen im Krankheitsverlauf
spielen kénnen, gehdéren zu den wichtigen Zielstrukturen in der Wirkstoffentwicklung.
Dabei gehort es zu den grolien Herausforderungen, die komplexen Vorgange zwischen
den Ziel-Enzymen und den Arzneistoffen zu verstehen.

Ein neuartiger Ansatz dabei ist es, mit Hilfe von ultra-hochauflésender Rontgen-
strukturanalyse bei ultra-niedrigen Temperaturen die Wechselwirkungen auf molekularer
Ebene zu quantifizieren und mit den biologischen Aktivitdten, den Inhibitions-
Mechanismen und der chemischen Reaktivitdt zu vergleichen und zu Korrelieren.
Gleichzeitig ist es wichtig, neben einer hohen Wirksamkeit auch eine hohe Selektivitat und
Bioverfugbarkeit des Wirkstoffes zu gewahrleisten. Dazu gehdrt beispielsweise eine gute
Hydrolysebestandigkeit des Wirkstoffs, um einen enzymatischen Abbau zu verhindern.
Die Hydrolasen, welche fir die Spaltung von Peptidbindungen in Proteinen verantwortlich
sind, bezeichnet man als die sogenannten Proteasen (EC 3.4). Je nach dem Ort der
Spaltstelle unterteilt man die Proteasen in zwei Gruppen. Die Exopeptidasen (EC 3.4.11-
19) hydrolisieren ein Peptid an der terminalen Aminosaure des N- oder C-Endes, die
Endopeptidasen (EC 3.4.21-99) spalten den Strang dazwischen.”

Eine weitere Unterteilung findet anhand der reaktiven Gruppen im katalytischen Zentrum
des Enzyms statt. So werden die Proteasen in Serin- (EC 3.4.21), Cystein- (EC 3.4.22),
Aspartat- (EC 3.4.23), Metallo- (EC 3.4.24) und Threonin-Proteasen (EC 3.4.25)
gegliedert.®! Glutamat-Proteasen wurden erst vor kurzem zur MEROPS-Datenbank fiir
Proteasen hinzugefiigt.

Weiterhin teilt die MEROPS-Datenbank™ die verschiedenen Proteasetypen aufgrund
ahnlicher Aminosauresequenzen in sog. Familien ein, die wiederum zu Clans
zusammengefasst werden. Proteine eines Clans sind genetisch verwandt und haben sich
aus einem gemeinsamen Vorlaufer-Protein entwickelt. Eine evolutionare Verbindung leitet

sich aus einer ahnlichen Tertidrstruktur oder vergleichbaren Aminosauresequenzen um
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das katalytische Zentrum ab. Weitere Informationen zu allen bekannten Proteasen finden

sich unter http://merops.sanger.ac.uk.

1.1 Cystein-Proteasen

Die insgesamt zehn Clans der Cystein-Proteasen enthalten zusammen 88 (C1-C88)
Subfamilien.® Zu den Clans gehéren der Papain-Clan (Clan CA), Caspase-Clan (Clan
CD), Adenain-Clan (Clan CE), Clan der Pyroglutamyl-Peptidase | (Clan CF), Clan des
Stachelschwein Proteins (Clan CH), Sortase-Clan (Clan CL), CM-Clan (ClanCM), CN-
Clan (Clan CN), CO-Clan (Clan CO) und C-Clan (Clan C-). Dem Papain Clan (Clan-CA)
gehoren die meisten bisher gefundenen Cystein-Proteasen an. Dieser enthalt Vertreter
wie Papain, Cruzipain, Falcipaine 1-3, Rhodesain sowie die Cathepsine B, L, S, K, P, Q
und W. Im Clan CD sind die Caspasen 1-14 und das ICE (interleukin 1B converting
enzyme) einordnet. Weitere wichtige Mitglieder des CL-Clans sind die Sortase bzw. im
PA-Clan (ein Clan mit einem gemischten Katalysemechanismus) die SARS-CoV-MP°

(severe acute respiratory syndrom coronavirus main protease).

1.1.1 Vorkommen, Funktion und Bedeutung von CPs

Cystein Proteasen sind weit verbreitete Enzyme in vielen Organismen und kommen in
Bakterien, Archaeen, Protozoen, Pilzen, Pflanzen, Tieren und Viren vor (vgl. Tabelle 1-1).
Die CPs sind in diesen Organismen fir zahlreiche essentielle physiologische und
pathologische Prozesse wie Verdauung, Fortpflanzung, Wachstum, Differenzierung,
Signalubertragung, Immunabwehr, Wundheilung und Apoptose verantwortlich. Zu den
humanen lysosomalen Cystein-Proteasen gehdren die Cathepsine: Cathepsin B, C, O, X,
L, V,K, S, W, Fund H.

Eine Uberexpression von Cathepsinen oder eine Veranderung des pH-Wertes der
Umgebung (4.5-6.5) fuhrt durch ein Ungleichgewicht zwischen den Cystein-Proteasen
und ihren natlrlichen Regulatoren (Cystatine, Kininogene) zu unerwiinschtem Abbau
verschiedener sowohl intrazellularer als auch extrazellularer Proteine und somit zu
verschiedenen Krankheitsbildern wie beispielsweise Krebs!® Alzheimer oder rheumatoide
Arthritis (vgl. Tabelle 1-2).
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Tabelle 1-1: Vorkommen der Cystein-Protease Clans in verschiedenen Organismen.

Clan Bakterien Archaea Protozoen Pilze Pflanzen Tiere Viren
CA + + + + + + +
CcD + + + + + + +
CE + - + + + + +
CF + + + + + + -
CH - - - - - + -
CL + + - - - - -
CM - - - - - - +
CN - - - - - - +
CcO + + + + + + +
C- + - - - - + +

Tabelle 1-2: Physiologische und pathologische Bedeutung einiger CPs.l” !

Humane Cathepsine

Physiologische Beteiligte Erkrankung bei ]
) . ) Mechanismus
Funktion Enzyme Uberexpression
] Hypertensie?, Prozessierung von
Hormon-Reifung CB, CL
Diabetes? Prohormonen
Epidermale Metabolismus der
Haut-Homeostase CL Hyperplasie, Haut-Zellen
Haarverlust
Freisetzung des MHC
Autoimmun- (major histo-
Antigen-Prasentation  CV, CL, CS, CF  erkrankungen, Asthma, compatibility complex)
Entziindungen und Antigen-
Prasentation
Protein-Abbau und - Muskulare Dystrophie, Zerstorung der
_ CB, CL, CH ) . .
Recycling Arteriosklerose, Krebs extrazellularen Matrix
o N Frihzeitige Aktivierung
Proenzym-Aktivierung CC, CB Pankreatitis )
pankreatischer Enzyme
Protein-Abbau in
Schlaganfall,
neuronalen Zellen
Hirntrauma, Alzheimer?
Calpaine, Abbau von Proteinen
Apoptosis Katarakt .
Caspasen der Augenlinse

Herzinfarkt

Abbau der Proteine der

Myofibrillen
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Resorption und

Remodelling von

Demineralisation und

CK Osteoporose Abbau von Kollagen im
Knochengewebe
Knochengewebe
Reparatur und Zerstérung von
Remodelling des CL, B, S, K Rheumatoide Arthritis Knorpelgewebe durch

Knorpels

Kollagen-Abbau

Tabelle 1-3: Beteiligung verschiedener Cystein-Proteasen an parasitiren Krankheiten.!”!

Parasitdre Enzyme

Protozoa

Plasmodium falc.
Trypanosoma cruzi

T. brucei rhodesiense

+ gambiense
Leishmania sp.
Giardia lamblia

Trichomonas

vaginalis

Falcipain 1, 2, 3

Cruzipain

Rhodesain, Brucipain, Congopain

CL-Like: Typ I, II; CB-Like: Typ Ill

9 CPs: 3 CB-Like (ohne occluding loop)

23 CPs

Amoebapain, Histolysin (CL)

Malaria

Chagas-Krankheit

Schlafkrankheit

Leishmaniasis

Giardiasis

Trichomoniasis

Entamoeba histolytica Amoebiasis
23 CPs, CB- und CL-Like

Platyhelminthes

Schistostoma sp. SmCL1, SmCL2 (CL-Like), Sm31(CB-Like) Bilharziosis

Fasciola sp.

FheCL1, FheCL2 (CL)

Befall der Leber

Nematodes
Befall mit
Ascaris sp. viele CB-Like, CL-Like selten .
Rundwirmern
Toxocara CL-Like: TcCP1 Toxokariasis

Haemonchus

CB-Like




1. Einleitung 5

Im Gegensatz zu den humanen sind parasitare Cystein-Proteasen auch im neutralen bis
schwach alkalischen Milieu noch aktiv. Dadurch ist es ihnen mdglich, sich an
extrazellularen Prozessen wie z.B. der Invasion oder Verbreitung des Parasiten im
Wirtorganismus zu beteiligen. Dementsprechend sind parasitéare Cystein-Proteasen fur
viele entscheidende Schritte im Verlauf von Infektionskrankheiten wie z.B. Malarial'"
verantwortlich. Eine Ubersicht Uber die Beteiligung verschiedener Cystein-Proteasen an
Infektionskrankheiten ist in Tabelle 1-3 zusammengestellt.

Durch die Beteiligung an diversen Prozessen im Verlauf verschiedenster Krankheiten
stellen Cystein-Proteasen potentielle wichtige Targets bei der Entwicklung von neuen

Medikamenten dar.

1.1.2 Aufbau, Struktur und Katalysemechanismus von CPs

Alle Vertreter der Papain-Famile weisen strukturelle Ahnlichkeiten auf. Die Peptidkette ist
in zwei Domanen gefaltet, zwischen denen sich die Spalte mit dem aktiven Zentrum
erstreckt. In der sog. L-Domane befindet sich der an der Hydrolyse beteiligte Cys-Rest, in
der R-Doméne die dazugehdrige His-Funktion.!"” Die meisten Proteasen der Subfamilie

C1 liegen als Monomer vor und besitzen eine hochkonservierte Faltung.

Abb. 1-4: Struktur von Cathepsin L (PDB-Code: 1icfl'* ™® generiert mit PyMOL!*).
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Bei Cathepsin L (vgl. Abb. 1-4) sind die Aminosduren Cys® und His'®® im katalytischen

Zentrum lokalisiert. Das Asn' gehért mit zur katalytischen Triade und dient zur

163 25 [7]

Orientierung des His ™ in Richtung des Cys*”.

Die Benennung der verschiedenen Taschen im aktiven Zentrum eines Enzyms erfolgt

nach der Schechter- und Berger-Nomenklatur.""

Spaltstelle

L@@@@’www

H,N- |-COOH

Abb. 1-5: Terminologie nach Schechter und Berger

Ausgehend von der Spaltstelle in Richtung des N-Terminus bezeichnet man die Taschen
als S1-Sn, in Richtung des C-Terminus als S1’-Sn’. Die entsprechenden Aminosauren des

gebundenen Substrats gibt man mit P1-Pn bzw. P1’-Pn’ an (vgl. Abb. 1-5).

Eine Ubersicht des Hydrolysemechanismus!"® 'l ist am Beispiel von Papain!'” in Schema
1-6 dargestellt. Cys® bildet durch Protonentransfer zusammen mit His™® ein
Thiolat/Imidazolium-lonenpaar (vgl. 1-6 a)). Das entstandene Thiolat besitzt die ndtige
Nucleophilie fir den Angriff auf die Carbonylgruppe der zu spaltenden Peptidbindung (vgl.
1-6 b)). Das intermedidre Oxyanion wird {iber Wasserstoffbriicken (z.B. GIn'®) im sog.
,oxyanion hole“ stabilisiert. Dann finden die Acylierung des Enzyms und eine Protonierung
des abgespaltenen Amins durch den Imidazolium-Rest statt (vgl. 1-6 ¢) und d)).
SchlieBlich erfolgt die Hydrolyse (vgl. 1-6 €) und f)) des Thioesters und somit die

Regeneration des aktiven Zentrums.
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"oxyanion hole"
a) b) /\\_\ c)
)
Q’%\SH»/\ His1s0 Q’S%\g His1so Q’%\S < His1so
R-CO-NH-R R
o N)E _R—.COZH> ( o Hﬁl& . H Hﬁl&
)I\ \\—NH R)l\N/R \\—NH \\—NH
R OH H
2 t o
@325\ HiS159 @825\ /( HiS159 %5\ /( HiS159
S S HO S R
Zgo R R -HN-R RoHNT
H™ &N\ H N A N A Hl N N
(N H,O N (N
f) e 9

Schema 1-6: Katalytischer Hydrolysemechanismus von Papain.

Eine Besonderheit innerhalb der Cystein-Proteasen nehmen die Cathepsin-B-ahnlichen
Enzyme ein. Sie besitzen neben ihrer Endo-Peptidasefunktion zusatzlich eine Exo-

Peptidasefunktion durch den sog. ,occluding loop“ (vgl. Abb. 1-7).

Abb. 1-7: Struktur von Cathepsin B (PDB-Code: 1cpj'®, generiert mit PyMOL!).

Diese Schleife bindet selektiv durch zwei Histidin-Reste (His''® und His'"") ein Substrat
mit einem C-terminalen Carboxylat, dadurch kann die Peptidbindung nach der zweiten

Aminosaure hydrolysiert werden.'
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1.1.3 Inhibitoren der CPs

Prinzipiell folgt das Design eines neuen, irreversiblen Inhibitors immer dem gleichen
Konzept. Man orientiert sich an einem guten Substrat und kuppelt daran einen ,warhead®,

eine nucleophile Kopfgruppe. Als ,warhead“ kommen alkylierende (z.B. Fluoromethyl-

ketone, Chloromethylketone,  Acyloxy-
methylketone, Epoxide, Aziridine, Vinyl-
sulfone und andere Michael-Akzeptoren),
acylierende (z.B. B-Lactame, Lactone, Aza-
Peptide und eine Reihe von
heterocyclischen Derivaten), phosphory-
lierende (z.B. Peptidphosphonate and
Phosphonylfluoride) und sulfonylierende
(z.B. Sulfonylfluoride) Substanzen in Frage,
die vom nucleophilen Cystein-Thiolat
attackiert werden kénnen (vgl. Abb. 1-8).2%

Dieses Konzept hat den Nachteil, dass die

Abb. 1-8: Nucleophiler Angriff an eine elek-

d Iti den Inhibit , haufi ,
araus resultierenden Inhibitoren, haufig trophile Kopfgruppe (X = N, O: Nu = S, O).

Peptidketten, leicht hydrolisiert werden und

deshalb eine schlechte Bioverfligbarkeit besitzen. Hier kann eine Veranderung der
Aminosauresequenz, eine Derivatisierung der Reste oder der Einsatz von unnatrlichen
Aminosauren Abhilfe schaffen. Verwendet man Aldehyde, Ketone oder a-Ketosauren als
elektrophile Kopfgruppe, kommt es durch Bildung eines Halbacetals oder -ketals lediglich
zu einer reversiblen Hemmung des Enzyms.”!

Das Design von Inhibitoren ist mittlerweile soweit fortgeschritten, dass es nicht geniigt,
einfach ein Substratmolekil mit einem ,warhead“ zu verknipfen. Aus diesem Grund
werden zwei weitere Herangehensweisen verfolgt. Zum einen werden grof3e Bibliotheken
nach geeigneten kleinen Molekilen durchsucht (Screening), was aber ebenso eine
Vielzahl von nicht spezifischen Alkylierungsreagenzien ergibt.?"! Zum anderen existiert
das strukturbasierte Wirkstoffdesign. Mit Hilfe hochaufgeloster Réngenstrukturen der
Enzyme lassen sich Leitstrukturen erstellen und stetig verbessern. Diese Anwendung wird
sich zusammen mit immer besseren Moglichkeiten zur Strukturbestimmung

weiterentwickeln.??
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1.1.3.1 Epoxysuccinyl-Inhibitoren der CPs

Der erstmals 1978 aus dem Pilz Aspergillus japonicus isolierte Naturstoff E-64%% (vgl.
Abb. 1-9) ist der wohl bekannteste Vertreter der Epoxysuccinyl-Inhibitoren. Er ist ein
hervorragender, selektiver Inhibitor von Papain und Cathepsin L und dient als Vorbild fir
viele weitere Wirkstoffe. Hierbei ist die trans-(S,S)-Epoxybernsteinsaure als Kopfgruppe
fur die Hemmeigenschaften essentiell®, da hier am C3 unter Ringéffnung die
Alkylierung®® des Enzyms stattfindet. Verantwortlich fiir die gute Substratspezifitat von E-
64 ist der Leucinrest, welcher ausgezeichnet mit der hydrophoben S2-Bindetasche von

Papain und Cathepsin L wechselwirkt.?"

Abb. 1-9: E-64.

Interessante Derivate von E-64 sind das E-64c und dessen Ethylester E-64d (Loxistatin).
E-64d (vgl. Abb. 1-10) ist durch seine Ethylesterfunktion im Vergleich zu seinen
Vorlaufern membrangangig und wird erst in vivo enzymatisch zur freien Saure
hydrolysiert. Studien zu diesem Wirkstoff wurden aber in Phase Il abgebrochen, da es bei

den Versuchspersonen zu Leberschiaden kam.?!

VOTA,,,, Lr\)L PN
h

Weitere interessante Beispiele fur Epoxysuccinyl-Inhibitoren sind in Abb. 1-11 aufgefuhrt.
Es handelt sich hierbei um die Verbindungen CA-074% ein fiir Cathepsin B spezifisch
aktiver Inhibitor, und Verbindungen aus der CLIK-Serie (Cathepsin L Inihibitor

Katunuma)®”!, mit ihrem potentesten Vertreter dem CLIK-148, der gezielt Cathepsin L

Abb. 1-10: E-64d.

hemmt. Die spezifischen Hemmeigenschaften der beiden Moleklle gegenlber Cathepsin
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B bzw. Cathepsin L sind auf deren Wechselwirkungen mit den S’-Bindungstaschen

zurtckzufihren.

o)
N H \)I\
$ ”’( =
/ ~
CLIK-148
o)
O @)
)]\/H N
N v I,//"/ \/\
= o) o)
CA-074

Abb. 1-11: Weitere Beispiele flir Epoxysuccinyl-Inhibitoren.

Wahrend CA-074 mit der freien Carbonsaurefunktion am lle-Pro-OH Terminus in der Lage
ist, mit beiden Histidin-Funktionen in der Schleife von Cathepsin B Wasserstoffbriicken
auszubilden, blockiert der ,occluding loop® den Eintritt des Phenylrings von CLIK-148 in

die Bindungstasche S2’ von Cathepsin B und ist damit Cathepsin-L-selektiv.!*®

1.1.3.2 Aziridinyl-Inhibitoren der CPs

Als Aziridinyl-Inhibitoren sind die aus Streptomyces isolierte (S,S)-Aziridin-2,3-
dicarbonsaure und das Miraziridin A®®! (vgl. Abb. 1-12), ein Naturstoff aus dem Schwamm
Theonella mirabilis, bekannt. Das Miraziridin A zeigt eine unspezifische Hemmung sowohl
gegen Cystein-, als auch Serin- und Aspartat-Proteasen. Dies ist auf die drei enthaltenen
Strukturmotive ((R,R)-Aziridin-2,3-dicarbonsaure, Statin und ein vinyloges Arginin)

zurickzufuhren.
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O

290

NH

A

HN NH,

Iz

Abb. 1-12: Miraziridin A

Vergleicht man die Aziridine mit ihren entsprechenden Epoxysuccinyl-Analoga, findet man
einige Unterschiede. So ist zwar die trans-Konfiguration des Dreirings bei beiden Spezies
fur die Hemmung von Cystein-Proteasen unerlasslich, aber wahrend bei den Epoxiden die
S,S-Konfiguration bevorzugt wird, ist bei den Aziridinen eine Beglnstigung einer
bestimmten Konfiguration nicht immer gegeben. Dennoch ist bei den Aziridinyl-Derivaten
eine geringere Wirksamkeit vorhanden. Dies ist auf die geringere Reaktivitdt des
Aziridinrings im Vergleich zum Oxiran zurtckzufuhren, was zu einer langsameren
nucleophilen Ring6ffnung und somit zu einer langsameren Alkylierung des Enzyms flhrt.
Aziridine hingegen bieten den Vorteil, dass eine weitere Substitution am Stickstoffatom
des Heterocyclus die Darstellung selektiver Inhibitoren erméglicht.

Weitere Aziridinyl-Inhibitoren wurden in der eigenen Arbeitsgruppe bereits dargestellt und
verfugen Uber gute Hemmeigenschaften gegen verschiedene Cystein-Proteasen. Dabei
handelt es sich um Aziridin-2-carboxylate, Aziridin-2,2-dicarboxylate oder Aziridin-2,3-
dicarboxylate (vgl. Abb. 1-13).520-3

R1 R1 R1
! O |
N N N
Rs R R
Rz/%( Rs ZM 3
R R,
O O o)
(@]
R4 =H, Alkyl, Aryl, Aminosauren Ry =H, Alkyl, Aryl, Aminosauren R4 = H, Alkyl, Aryl, Aminosauren
R> = Alkyl, Aryl R, =H, Ayl R, = Ester
Rs = Ester, Aminosaure R; R, = Ester R = Ester, Aminosaure

Abb. 1-13: Verschiedene Typen von Aziridinyl-Inhibitoren.
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1.1.3.3 Michael-Akzeptor-substituierte Inhibitoren der CPs

Als weitere elektrophile Kopfgruppe haben sich, neben den Aziridinen und Epoxiden, die
Michael-Akzeptor-substituierten Systeme bewahrt.''” 2! Einer der ersten beschriebenen
Michael-Akzeptoren ist das Fumarsaureanalogon von E-64c (vgl. Abb 1-14).P" Dieses
hemmt selektiv Clan CA Cystein-Proteasen wie Cathepsin B, L und H, jedoch keinerlei

Proteasen aus dem CD-Clan (z.B. Legumain oder Caspasen).

T

O
;%/:
Iz

ZT

! T

Abb.: 1-14: Fumarsaurederivat des E-64c.

Ein Wirkstoff, welcher gezielt fur klinische Anwendungen entwickelt wurde, ist das
Ruprintrivir (vgl. Abb. 1-15). Es besticht durch hervorragende antirhinovirale Aktivitat und
gleichzeitig niedrige Toxizitat, scheiterete jedoch aufgrund zu geringer Wirksamkeit in der

klinischen Testphase 1.8

NH

Abb. 1-15: Ruprintrivir

Neben den typischen a,B-ungesattigten Cystein-Protease-Inhibitoren®**" sind zudem
noch einige Vinylsulfonsauren bekannt, auf die hier aber nicht weiter eingegangen werden

soll.
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1.1.3.4 Azapeptidische Inhibitoren der CPs

Die Klasse der Azapeptide wurde entwickelt, um dem proteolytischen Abbau normaler
peptidischer Inhibitoren entgegen zu wirken (vgl. Kapitel 1.3). Aus diesem Grund wurden
zahlreiche selektive Inhibitoren mit aza-peptidischem Riickrat synthetisiert.*? So
entstanden einige potentielle Wirkstoffe die beispielsweise gegen die Falcipaine 1, 2 und
33 oder gegen die Humane Rhinovirus-3C-Protease!*¥ aktiv sind.

Azapeptide, die an einen ,warhead®, wie z.B. Epoxide!*® oder Michael-Akzeptoren!*!
gekuppelt sind, wurden von der Gruppe um Powers entwickelt. Beispiele fir
Epoxysuccinyl- bzw Fumaryl-Azapeptide mit einem Cbz-Ala-Ala-AAsn-X-COR Struktur-
schema (AAsn = Azaasparaginyl, X = Epoxysuccinyl oder Fumaryl) sind in den Ab-

bildungen 1-16 und 1-17 gezeigt.
@)
o) H‘\
)I\ N \”/Q)l\
@) N R
H
(J

R = Ester, Amid, Aryl
Abb. 1-16: Cbz-Ala-Ala-AAsn-EP-COR (Aasn = Azaasparaginyl, EP = Epoxysuccinyl).

O

£,

N

N/
H

O>=o

©/\ N
H
R = Ester, Amid, Aryl

Abb. 1-17: Cbz-Ala-Ala-AAsn-trans-CH=CHCOR (Aasn = Azaasparaginyl).

Im Gegensatz zu ihren C-analogen Inhibitoren sind diese E-64-Analoga in der Lage, Clan
CD-Proteasen zu hemmen.!*"! Beide zeigen sehr gute Ergebnisse bei der Inhibition von

Legumainen.
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1.2 Aspartat-Proteasen

Die 31 Subfamilien®® der Aspartat-Proteasen sind in sieben Clans, bestehend aus dem
Pepsin-Clan (Clan AA), dem Nodavirus-Clan (Clan AB), den Clans AC und AD, dem GPR-
Clan (Clan AE), dem Omptin-Clan (Clan AF) und dem Clan A- zusammengefasst.

1.2.1 Vorkommen, Funktion und Bedeutung von APs

Ebenso wie die Cystein-Proteasen kommen auch die Aspartat-Proteasen in Bakterien,

Archaeen, Protozoen, Pilzen, Pflanzen, Viren und Tieren vor (vgl. Tab. 1-19) und spielen

bei zahlreichen physiologischen und pathologischen Prozessen eine grof3e Rolle.

Tabelle 1-19: Vorkommen der Aspartat-Protease Clans in verschiedenen Organismen.

Clan

Bakterien

Archaea

Protozoen Pilze Pflanzen Tiere Viren

AA
AB
AC
AD
AE
AF
A-

+

+

+ + + + +

- - - - +

Tabelle 1-20: Physiologische und pathologische Bedeutung einiger Aspartat-Proteasen.!"®!

Physiologische Bedeutung

Beteiligte Enzyme Erkrankung bei Uberexpression

Abbau von Nahrungsproteinen  Pepsin
Blutdruckregulation Renin Bluthochdruck
unspezifischer Proteinabbau Cathepsin D, E Krebs, Alzheimer, Entziindungen
Memapsin 2
Alzheimer
Presenilin 1

Im menschlichen Korper sind beispielsweise das Verdauungsenzym Pepsin, der

Blutdruckregulator Renin oder die Cathepsine D und E zu finden. Eine Uberexpression
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der Enzyme flhrt auch hier zu schwerwiegenden Erkrankungen, wie z.B. Krebs oder
Alzheimer. Eine Ubersicht ist in Tabelle 1-20 und Tabelle 1-21 zusammengestellt.

Neben den humanen Aspartat-Proteasen sind noch eine Reihe weiterer parasitarer bzw.
viraler APs bekannt. Diese haben entscheidende Funktionen im Verlauf von
Virenerkrankungen (AIDS), Protozoenerkrankungen (Malaria) oder Infektionen mit Pilzen

(Candida albicans).

Tabelle 1-21: Parasitare, virale und fungale Erkrankungen unter Beteiligung von Aspartat-
Proteasen.*®!

parasitar

Plasmodium falc. Plasmepsine I, II, IV Malaria

viral HIV-1-Protease

HIV HIV-2-Protease AIDS

fungal

Candida albicans SAP1-10 Pilzerkrankungen

Gerade im Kampf gegen das HI-Virus und Malaria sind die Aspartat-Proteasen ein

bevorzugtes Ziel der Wirkstoffentwicklung.

1.2.2 Aufbau, Struktur und Katalysemechanismus von APs

Kristallographische Studien zeigen, dass Aspartat-Proteasen der Pepsinfamilie (Clan AA,
Familie A1) aus zwei Domanen bestehen. Diese sind homolog und tragen jeweils einen
fur die Katalyse bendétigten Aspartatrest. Die Hydrolyse eines Substrats findet zwischen
beiden Domanen, im sog. ,active site cleft®, statt.°]

Die Strukturen der Aspartat-Proteasen sind durch B-Faltblatter dominiert,® weisen aber
nur eine geringe Sequenz-Homologie auf. Die Sequenz im hydrophoben Bereich der

Bindungstasche ist dagegen hochkonserviert.”"!
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Cathepsin D

Abb. 1-22: Struktur der Aspartat-Proteasen Cathepsin D (links, PDB-Code: 1lya®?) und
SAP2 (rechts, PDB-Code: 1zap™) generiert mit PyMOL').

Am Hydrolysemechanismus der Aspartat-Proteasen sind aktiv zwei Aspartatreste und ein
Wassermolekl beteiligt. Die Aspartatreste agieren als Protonendonor bzw. -akzeptor bei
der Hydrolyse der Peptidbindung. Das Wassermolekil wird vom Asp aktivert und
attackiert nucleophil den Carbonyl-Kohlenstoff des Substrats. Der Carbonyl-Sauerstoff
wiederum deprotoniert die andere Asparaginsdure und bildet ein tetraedrisches
Intermediat (vgl. 1-23 a)). Aus dem Ubergangszustand heraus ist das Amin die bessere
Abgangsgruppe und ein Bindungsbruch (vgl. 1-23 b)) fuhrt zu einer Spaltung in zwei

Peptidfragmente (vgl. 1-23 c)).['®-%4

0 g o) g o
3 - s
o o HO
H /H( H_ ,,H/
o OA) o
R )“\ — » R H\ _ > )I\ |—|2N’R
r/:"/ R R R™ “OoH
.y O —O
o (I) O« _O O« _O
i b Y°
[VaVa V) [VaVa V) [VaVav)
a) b) c)

Schema 1-23: Katalytischer Hydrolysemechnismus von Aspartat-Proteasen.
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Die Spaltstelle hangt von den Wechselwirkungen des Enzyms mit der Substratseitenkette
ab. Diese Interaktionen bestehen hauptsachlich aus Wasserstoffbriicken und hydro-
phoben Wechselwirkungen in der Nahe des aktiven Zentrums. Das zu spaltende Substrat
sollte eine Lange von sechs bis zehn Aminosduren besitzen, welche hauptsachlich als
Erkennungssequenz dienen.

Aspartat-Proteasen arbeiten bevorzugt im sauren pH-Bereich. Pepsin hat sein pH-
Optimum bei 1.5-3, Renin, die Plasmepsine sowie Cathepsin D und E bei 3-4 und die
HIV-Proteasen bei 4-6.1%!

1.2.3 Inhibitoren der APs

Prinzipiell verfolgt man bei der Entwicklung von Aspartat-Protease-Inhibitoren die gleiche
Strategie wie bei den Cystein-Protease-Inhibitoren. Eine Peptidkette, &hnlich dem
naturlichen Substrat, wird an eine elektrophile Kopfgruppe gekuppelt, die zur irreversiblen
Alkylierung des aktiven Zentrums fuhren soll. (vgl. Kapitel 1.1.3)

Aulerdem gibt es zahlreiche Forschungen zu reversiblen Inhibitoren, die durch Imitation
des Ubergangszustands eine hohe Affinitat zur Bindetasche zeigen und diese blockieren.
Bislang sind viele Inhibitoren unterschiedlicher Typen bekannt.®® Als typische Vertreter
seien hier das Pepstatin A, ein Standard-Aspartat-Protease-Inhibitor, (vgl. Abb. 1-24), ein
nicht-peptidischer Renin-Inhibitor (vgl. Abb 1-25),%% *1 das Saquinavir,®®®% ein HIV1-
Inhibitor (vgl. Abb. 1-26) oder das SC-5003,!" ein Plasmepsin-1-Inhibitor (vgl. Abb. 1-27),

genannt.

Iz

ST h

<
<
S

Y

Abb. 1-24: Pepstatin A.
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ZT

Abb. 1-25: Nicht-peptidischer Renin-Inhibitor.

X o) o)
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Abb. 1-26: Saquinavir.
OH

Abb. 1-27: SC-5003.

1.2.3.1 Epoxide als Inhibitoren von APs

Wie bereits in Kapitel 1.1.3.1 erlautert, war der Naturstoff E-64 ein Vorbild fir die
Entwicklung  zahlreicher  frans-konfigurierter =~ Cystein-Protease-Inhibitoren mit

Epoxidbaustein. Als Aspartat-Protease-Inhibitor wurde zunachst das 1,2-Epoxy-3-(p-
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nitrophen-oxy)propan (EPNP, vgl. Abb. 1-28) gefunden, welches moderate

Hemmeigenschaften gegen Pepsin® und die HIV1-Protease®? besitzt.

O

NG

NO,
Abb. 1-28: EPNP.

Weitere Untersuchungen zeigten, dass, im Gegensatz zu den Cystein-Proteasen, die cis-
Konfiguration bei Aspartat-Proteasen bevorzugt wird.®®! Dies fiihrte zur Entwicklung

zahlreicher neuer Leitstrukturen, wie beispielsweise einem Tripeptidylepoxid,® einem
HIV1-Inhibitor mit cis-konfiguriertem Epoxid (vgl. Abb. 1-29).

gt L i AL
O

Abb. 1-29: Irreversibler HIV1-Inhibitor mit cis-konfiguriertem Epoxid.

1.2.3.2 Aziridinyl-Inhibitoren der APs

Der in Kapitel 1.1.3.2 vorgestellte Naturstoff Miraziridin A hemmt wie bereits erwahnt
neben Cystein-, auch Serin- und Aspartat-Proteasen. Jedoch nicht die Aziridinyl-Funktion,

sondern das Statinanalogon ist der Grund fir die Aktivitat gegeniber Aspartat-Proteasen.

Eine Reihe von irreversiblen Aziridinyl- Il?

Inhibitoren, die zur Alkylierung des aktiven N

Zentrums flhren, wurde in der eigenen Rfﬂ/R
Arbeitsgruppe entwickelt. Diese tragen, wie 5

von Aspartat-Proteasen bevorzugt, ein cis- R = Allyl, Aryl, Ester, Arrid

konfiguriertes  Aziridin-2-carboxylat  als

elektrophile Kopfgruppe. Die iibrigen Sub- Abb. 1-30: cis-Aziridinyl-Inhibitoren
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stituenten sind in den meisten Fallen diverse Alkyl- bzw. Arylreste oder Aminosauren. Das
allgemeine Schema dieser Klasse von Inhibitoren ist in Abb. 1-30 dargestellt. Einige
Vertreter mit dem o.g. Substitutionsmuster hemmen diverse SAP-Enzyme (sekretorische

Aspartat-Protease) sowie Cathepsin D.[°>

1.2.3.3 Michael-Akzeptor-substituierte Inhibitoren der APs

Fir die Hemmung von Aspartat-Proteasen sind bislang nur wenige Michael-Akzeptor-
substituierte Verbindungen bekannt. Hierzu gab es einige Untersuchungen mit a,p-
ungesattigten Derivaten des Neuroleptikums Haloperidol (vgl. Abb. 1-31). Dessen
Hemmung beruht allerdings nicht auf der irreversiblen Alkylierung eines Aspartatrestes im
aktiven Zentrum, sondern auf einer kovalenten Bindung an eine allosterische

Peptidsequenz des Enzyms.[®”

c

Abb. 1-31: a,B-ungesattigtes Haloperidol-Derivat.

1.2.3.4 Azapeptidische Inhibitoren der APs

Azapeptid-Inhibitoren fiir die Aspartat-Proteasen Renin®®” und HIV1 sind die bisher am
haufigsten untersuchten Substanzen.

Das prominenteste Beispiel flr einen Azapeptid-Aspartat-Protease-Inhibitor ist Atazanavir,
welcher (vgl. Abb. 1-32) bereits HIV-Patienten in Kombination mit anderen Medikamenten
verabreicht wird. Der Vorteil gegenlber anderen Wirkstoffen in der Proteaseinhibitor-
basierten, hochaktiven antiretroviralen Therapie (HAART) sind die geringeren

Nebenwirkungen.[""
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Abb. 1-32: Atazanavir

1.2.3.5 Nichtpeptidische Inhibitoren der APs

Durch Screening einer Datenbank kommerziell verfigbarer Verbindungen wurde eine
Reihe von Inhibitoren ermittelt, die selektiv Plasmepsin 2 hemmen. Ein Beispiel ist das
Harnstoffderivat WR-099445 "2 welches in Abb. 1-33 gezeigt ist. Die Inhibition an
Plasmepsinen wurde an isolierten Enzymen bestimmt, jedoch konnte keine Aktivitat am

Parasiten Plasmodium falciparum nachgewiesen werden.
H H
c c N\"/N
O O
o a

Abb. 1-33: Nicht-peptidischer Plasmepsin 2-Inhibitor WR-099445.

Wie bei den Plasmepsinen sind die bekannten nicht peptidischen Cathepsin D-Inhibitoren
ebenfalls durch eine Datenbank-Sichtung ermittelt worden. Der vielversprechendste

Vertreter der Cathepsin D-selektiven Verbindungen ist in Abb. 1-34 dargestellt.[”> ™
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Abb. 1-34: Nicht-peptidischer Cathepsin D-Inhibitor.

1.3 Azapeptide

Peptidomimetika haben die Aufgabe, natirliche Peptide zu imitieren, sie sollen
gleichzeitig eine héhere Bioverfligbarkeit, bessere metabolische Stabilitat und Selektivitat
besitzen. Notwendige Modifizierungen der natlrlichen Substrate kénnen dabei sowohl an
der Seitenkette als auch am Peptidriickgrat durchgeflihrt werden.

Azapeptide!”™ sind Peptidanaloga, bei denen eine oder mehrere zentrale a-CH-Gruppen
durch ein Stickstoffatom ersetzt wurden. Bereits die Substitution dieses einzelnen Atoms
hat erheblichen Einfluss auf die Eigenschaften der Peptidkette. Zunachst ist es

offensichtlich, dass an dieser Stelle die Chiralitat verloren geht (vgl. Abb. 1-35).

o R @]
U SV O
o 0]

L-Aminosaure-Komponente Azapeptid-Komponente
Abb. 1-35: Ausschnitt aus einem Polypeptid ohne (links) und mit (rechts) Azapeptid.

Ferner vermindert sich durch die weitere Amidbindung die Flexibilitat der Kette gegeniber
der ersetzten Kohlenstoff-Kohlenstoffbindung. Diese Eigenschaften machen Azapeptide
zu einem attraktiven Hilfsmittel in der auf der Sekundarstruktur von Peptiden basierten
Wirkstoffentwicklung.[’®!

Ein weiteres Merkmal von Azapeptiden bei der Beeinflussung bezlglich der
dreidimensionalen Proteinstruktur sind die beiden benachbarten Stickstoffatome, die

bedingt durch die Absto3ung ihrer freien Elektronenpaare bestimmte Torsionswinkel des
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Peptids verursachen. Diese Winkel sind vergleichbar mit denen in den sog. B-turns,

bioaktiven Konformationen in vielen Peptiden (vgl. Abb. 1-36).1""]

e
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Abb. 1-36: Torsion der Azapeptids (links) und B-turn Struktur (rechts).

Der Austausch des a-Kohlenstoffs gegen Stickstoff in einem biologisch aktiven Peptid hat
zweifelsohne einen Effekt auf viele seiner Eigenschaften wie beispielsweise die
Erkennung durch einen Rezeptor oder ein Enzym. So ist es z.B. fir Chymotrypsin-artige
Proteasen nicht moglich, Azapeptide zu hydrolysieren. Bedingt durch die Ausbildung einer
starkeren Wasserstoffbriicke der N-H Gruppe am a-Stickstoff, kommt es nicht zur
Entstehung einer anti-parallelen B-Faltblattstruktur und daher zu keiner Erkennung durch
die Enzyme.""! Inre Hydrolysebestindigkeit und somit ihre metabolische Stabilitat machen
die Azapeptide zu einer interessanten Stoffklasse flr die Wirkstoffentwicklung. In den
Kapiteln 1.1.3 und 1.2.3 sind Beispiele fir Azapeptide als Inhibitoren fiir Cystein- bzw.
Aspartatproteasen bereits aufgefihrt.

Die Darstellung von Azaaminosauren und deren Einbau in eine Peptidkette ist prinzipiell
eine Kombination aus Hydrazin- und Peptidchemie. Zu diesem Zweck wird ein Hydrazin
mit einer aktivierten Carbonyl-Gruppe zur Reaktion gebracht. Es ist aber auch maglich,
das Hydrazin zu aktivieren und mit einem Amin zu verknlpfen. Eine Ubersicht Uber die
gangigsten Methoden zur Darstellung von Azapeptiden ist in Schema 1-37 dargestellt. Die
Wahl der Methode hangt davon ab, wo sich hinterher die Azapeptid-Funktion in der
Peptidkette befinden soll.

Verwendet man Hydrazine oder Alkylhydrazine in Verbindung mit Isocyanaten, erhalt man
Azaaminosduren mit einem ungeschiitzen N-Terminus (vgl. Schema 1-37 a)).l"”® Eine
andere Madglichkeit zur Aktivierung des Carbonyl-Kohlenstoffs im Vergleich zu den
Isocyanaten ist der Einsatz als Saurechlorid (LG = Cl) oder als Ester (LG = OR) wie in
Schema 1-37 b) dargestellt. Auf ahnliche Weise kann auch das Hydrazid aktiviert (vgl.
Schema 1-37 c)) und mit einem Amin oder einer Aminosaure umgesetzt werden. Durch

die bessere synthetische Verfligbarkeit der aktivierten Vorstufen und die erhohte
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Flexibilitat bei der Synthese sind diese Methoden im Vergleich zur Isocyanat Methode

gunstiger.

||2 0
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a) _ HoN \"/ OR
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b) _NH G . H2N/ \"/
HN
(@)
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C) H2N/ \"/ > |_|2N/ \"/ ~ R
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Schema 1-37: Mogliche Routen zur Darstellung von Azapeptiden (LG = Abgangsgruppe).

In allen Beispielen wird die Kupplung am bereits substituierten Hydrazin-Stickstoff
bevorzugt, so dass man beispielsweise mit Phenylhydrazin das Aza-Analogon zu
Phenylalanin erhalt.!™®

1.4 Elektronendichtebestimmung

Viele biologische Prozesse beruhen auf der Reaktion zwischen einem kleinen Substrat-
molekil und einem groRen Makromolekil, fir gewdhnlich ein Protein. Im gegenseitigen
Erkennungsprozess der beteiligten Teilchen sind Eigenschaften wie Sterik, Elektrostatik,
Wasserstoffbriicken und van-der-Waals-Effekte von entscheidender Bedeutung. Nach
den ersten nicht-kovalenten Wechselwirkungen folgt in einigen Fallen eine kovalente
chemische Modifizierung des kleinen Substratmolekiils.

Um Informationen Uber diese Art von elektronischen Interaktionen zu bekommen, ist die
ultra-hochaufldsende Réntgenstrukturanalyse eine geeignete Methode. Mit ihrer Hilfe

ist es moglich aus experimentellen Daten die Elektronendichteverteilung p(r) und somit

Informationen Uber elektronische Eigenschaften von bindenden und nicht-bindenden

Wechselwirkungen, Atomeigenschaften, Stabilitdt und Reaktivitat zu erhalten.®”
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Die konventionelle Rontgenstrukturanalyse liefert jedoch lediglich Informationen Uber die
Atomorte der gemessenen Verbindung, da die dahinter stehende Theorie (independent
atom model) auf einer spharischen Elektronenverteilung beruht. Asphéarische Anteile,
welche von bindenden und nicht-bindenden Interaktionen hervorgerufen werden, sind
komplett vernachléssigt. Im so genannten Multipol-Modell von Hansen und Coppens!®"

aus dem Jahr 1978 werden die asphéarischen Anteile beschrieben (vgl. Gl. 1-38).

pa (r) = pcore (r)+ PVK3pvaI (Kf)+ pdef (r)
mit
|nax |

Pet (r) = Z KlSRl(K'r)Z PinYim (9’ ¢)

1=0 m=—|

Gleichung 1-38: Hansen-Coppens-Formalismus.

Die ersten beiden Terme beschreiben die Kern- ( p,,,. ) und Valenzdichten ( p,,, ) und der
dritte Term steht fur den asphérischen Beitrag (p,; ), welcher hauptsachlich durch

kovalente Bindungen oder freie Elektronenpaare entsteht. Um diesen sehr kleinen
asphéarischen Beitrag sichtbar zu machen, sind sehr prazise Réntgenstrukturexperimente
mit qualitativ hochwertigen Einkristallen notwendig, damit man Daten in ausreichender
Menge und Auflésung erhalt. Weiterhin sind moglichst tiefe Temperaturen nétig, welche

die thermische Bewegung der Molekile im Kristall auf ein Minimum reduzieren.

Abb. 1-39: Vierkreis-Diffraktometer, AG Prof. Luger, FU Berlin (mit freundlicher
Genehmigung).
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Erst durch den technischen Fortschritt der letzen Jahre (CCD-Flachendetektoren, Helium-
Klhlsysteme, Synchrotron beamlines) ist es gelungen, die ultra-hochauflésende Rontgen-
strukturanalyse zu einer erfolgreichen Routineanwendung zu machen.®?

Um schlieBlich eine quantitative Aussage aus den Messergebnissen zu bekommen,

[83,

wendet man Baders QTAIM (The Quantum Theory of Atoms in Molecules)®* 8! an. Hier

erhalt man aus der ersten und zweiten partiellen Ableitung der Elektronendichtefunktion

p(r) das Gradientenvektorfeld Vp(r) und den Laplacian Vzp(r). Aus der topologischen

Analyse von p(r) kann man eine quantitative Beschreibung von Atomen, Bindungen,

nicht-bindende Interaktionen, elektronischer Struktur und Reaktivitat bekommen. Das
Konzept beschreibt eine Bindung als ein Maximum der Elektronendichte im

Gradientenvektorfeld entlang des Bindungspfades. Die Starke der Bindung ist durch den
Wert der Elektronendichte am so genannten bindungskritischen Punkt p(rBCP) gegeben.
Der bindungskritische Punkt befindet sich zwischen zwei Atomvolumina auf der flusslosen
Oberflache (surface of zero-flux), wo das Gradientenvektorfeld Vp(r) verschwindet.

Weitere Eigenschaften der Atome, wie beispielsweise Ladung, sind durch Integration Gber

die Ladungsdichte der Atomvolumina zuganglich.
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2. Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit sollen mehrere Teilprojekte bearbeitet werden.

Das erste Teilprojekt befasst sich mit der Synthese, Kristallisation und Elektronen-
dichtebestimmung kleiner elektrophiler Bausteine, die in zukinftigen Inhibitoren als
.warhead“ fungieren sollen. Als elektrophile Bausteine sind in Inhibitoren vor allem
Aziridine, Epoxide oder Akzeptor-substituierte Olefine relevant (vgl. Kapitel 1). Das
Substitutionsmuster soll hierbei relativ einfach gehalten werden, um eine gute
Kristallisationsfahigkeit und eine rasche Auswertung der Elektronendichte-Ergebnisse zu

ermoglichen (vgl. Abb. 2-1).

)
N O (@)
R/An/ R/An/ R X R
@) @)
R = Alkyl, Phenyl, Ester, Amid, H

Abb. 2-1: Elektrophile Bausteine.

Die Elektronendichtemessungen selbst wurden im Rahmen des SPP 1178 und der damit
verbundenen Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Peter Luger (Institut fir Chemie
und Biochemie / Kristallographie, FU Berlin) am hauseigenen Vierkreisdiffraktometer oder
an verschiedenen Synchrotronquellen (HASYLAB, Hamburg; Diamond Light Source,
Oxfordshire; Advanced Photon Source, Chicago.) durchgefiihrt. Die Auswertung der
Daten dbernahm ebenfalls die Arbeitsgruppe Luger. Die Ergebnisse der
Elektronendichtemessungen sollen dazu beitragen, alle Eigenschaften eines Inhibitors zu

verstehen und so Vorhersagen Uber seine potentielle Aktivitat zu ermdglichen.

Das zweite Teilprojekt umfasst die Synthese und Testung von Azapeptiden als Inhibitoren
diverser Enzyme aus der Gruppe der Cystein- und Aspartat-Proteasen. Hierbei dienen
bereits bekannte Inhibitoren als Vorbild (vgl. Abb 2-2).1°!

Die vorhandenen Substanzen sollen zunadchst um einige Derivate erganzt und

anschlielend das entsprechende azapeptidische Analogon dargestellt werden.
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Insbesondere die Klasse der Epoxide gehoért mit ihrem natirlichen Vorbild, dem Naturstoff

E64,1 8% zu den Schwerpunkten des Teilprojekts.

O O
H
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Abb. 2-2: Beispiele von bereits bekannten Aziridin- bzw. Olefin-Inhibitoren.

:

Betrachtet man die Anzahl der unterschiedlichen Substitutionsmuster, so ergibt sich eine
Vielzahl an Variationsmoglichkeiten. So kann man zum einen den ,warhead® (Aziridin,
Epoxid, Akzeptor-substituiertes Olefin) oder deren Substituenten variieren, zum anderen
sind durch einen Austausch der Aminosaure verschiedenste Alkylreste am a-Kohlenstoff
moglich. Schliellich gibt es auch bei der Wahl der Endgruppe mehrere Optionen. Ein

Uberblick der verschiedenen Variationsméglichkeiten ist in Abb. 2-3 dargestellt.

R Seitenkette:
| | H, aliphatisch,
Elektrophiler Baustein: Aziridin, N Amid o
Akzeptor substituiertes Olefin, \”/
Epoxid
Schutzgruppe:
t-Butoxycarbonyl,
R Isoamylamid

0

/\
T Xy

z.B. Reste von Leucin,
Phenylalanin, Valin, Alanin

Abb. 2-3: Variationsmoglichkeiten der zu synthetisierenden Azapeptide.
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3. Synthesen

3.1 Synthese von Aziridin-Bausteinen

Aziridine sind weit verbreitete Bausteine in der organischen Synthese. In biologischen
Systemen agiert der unsubstituierte Stickstoff als Wasserstoffbriickendonor, wohingegen
ein Oxiran als Akzeptor fungiert. Ein weiterer Vorteil gegentber verwandten Epoxiden
liegt in der zusatzlichen Mdglichkeit der Derivatisierung am Heteroatom. Zur Darstellung
des dreigliedrigen Zyklus gibt es je nach gewiinschtem Substitutionsmuster oder
erforderlicher Stereochemie eine Vielzahl von Ansatzen.®™® Aufgrund der Fiille der
modglichen Aziridin-Synthesen soll hier nur auf die in dieser Arbeit verwendeten

eingegangen werden.

3.1.1 Synthese cis-konfigurierter Aziridin-Bausteine nach Cromwell

Die Cromwell-Synthese startet mit der Bromierung eines Michael-Systems oder anderer
ungesattigter Molekile, welche in der Regel kommerziell erhaltlich sind. AnschlieRend
folgen unter Zugabe einer Base (z.B. Triethylamin) eine Bromwasserstoff-Eliminierung
und die Entstehung eines a-bromierten-Michael-Systems. Nach einer Michael-Additon von
Ammoniak oder einem primaren Amin erfolgt, in Kombination mit einer weiteren HBr-
Eliminierung, der Ringschluss zum Uberwiegend cis-konfigueriertem Aziridin (vgl. Schema
3.1 ).[87-96]

/\)k BI’2 C|‘|2C:|2
R —»
RO N ToC=RT )\)‘\ /\)‘\

R1 H, Alkyl, Aryl, Ester, Amid

= Alkyl, Benzyl
R3 H, Alkyl, Aryl, Ester, Amid
ll?s Rs HNR; (Base)
NHY\ O - HBr
TP47 TP49
R = Bh Mo N HNR; (Base) \;
Q= - B R2
Ry= -Me -Et R g - HBr Ri o’
R3— -Bn -0Bn(NO,) ™ 2 Yy

Schema 3-1: Cromwell-Synthese von Aziridinen.
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Die Synthese liefert ein Gemsich der cis/trans-lsomere des Produkts im Verhaltnis von
ungefahr  3-4:1  (cis:trans), bestimmbar mittels = NMR-Spektroskopie. Durch
saulenchromatographische Aufreinigung konnte das cis-lsomer bei der Synthese von
TP47 und TP49 isoliert werden. Versuche mit anderen Aminen und/oder Dibrom-
Verbindungen fluhrten dagegen, auch bei Variation der Reaktionsbedingungen, nicht zum
gewilnschten Produkt.

Das verwendete Amin kann, im Uberschuss eingesetzt, gleichzeitig als Base zum
Abfangen der entstehenden Bromwasserstoffsaure fungieren. Trotz der einfachen
Durchfuhrung der Cromwell-Synthese ist die lange Reaktionsdauer von bis zu 20 Tagen

ein Nachteil.

3.1.2 Synthese trans-konfigurierter Aziridin-Bausteine nach Staudinger

Eine allgemeine Methode =zur Darstellung von am Stickstoff unsubstituierten
Aziridincarboxylaten ist die Staudinger-Reaktion.”! Sie beinhaltet eine Triphenylphosphin-
vermittelte reduktive Cyclisierung von Azidoalkoholen (vgl. Schema 3-2). Die
Konfiguration des Azidoalkohols ist hierbei von entscheidender Bedeutung. Wird
beispielsweise der enantiomerenreine anti-Azidoalkohol eingesetzt, so erhalt man als
Produkt das trans-konfigurierte Aziridin und umgekehrt aus dem syn-Azidoalkohol das

Aziridin mit cis-Konfiguration.

HO H
~ >\\N3 PPhg N

—
/N DIVF, /A
EtO,C COEt o RT 60 °C. EtOC "/CoLEt
2S3R A S TP43
RT; 20 Std. S S

Schema 3-2: Staudinger-Reaktion ausgehend vom (2S,3R)-Azidoalkohol.

Ausgehend vom anti-(2R,3S)-Diethyl-3-azido-2-hydroxysuccinat liefert die Staudinger-
Reaktion (S,S)-Diethyl-aziridin-2,3-dicarboxylat (TP43) mit Ausbeuten von ca. 35 %.

Die reduktive Cyclisierung des Azidoalkohols verlauft tber mehrere Zwischenstufen (vgl.
Schema 3-3). Zunachst addiert sich das Triphenylphosphin unter Stickstoffabspaltung an
den Azidsubstituenten und es bildet sich das 2-Hydroxyiminophosphoran a). Dem folgt ein
intramolekularer Angriff der Hydroxygruppe auf die Phosphor-Stickstoff-Doppelbindung
und somit die Entsehung von 1,3,2-A>-Oxazaphospholidin b). Nach der Offnung der P-N-

Bindung cyclisiert b) unter Inversion der Konfiguration an C3 zum Aziridinring.!*®
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PPhg Ehs
HO N o N o NH
~ J + PPh =~ J>
2 S S 2 S e \ /
-N, N
EtO,C CO,Et EtO,C CO,Et EtO.C TOEt
2S3R b)
EtO,C — NH, ® PPhs
H f I
N -H® 5 — O NH,
- Z
A' ) o COEt \9/
EtO,C oot - O | ). S+
25,38 ®PPh, EtO,C CO.Et
TP43

Schema 3-3: Mechanismus der Staudinger-Reaktion zum frans-Aziridin-2,3-dicarboxylat.

Die Darstellung des bendtigten anti-(2R,3S)-Diethyl-3-azido-2-hydroxysuccinats geschieht
in einer zweistufigen Reaktion, ausgehend vom kommerziell erhaltlichen (2R,2R)-
Diethyltartrat. Zunéchst erfolgt die Umsetzung mit Thionylchlorid zum Dioxathiolan®® und

anschlielend eine Sy2-Reaktion mit Natriumazid unter Abspaltung von Schwefeldioxid

zum Azidoalkohol mit einer Gesamtausbeute von 89 %.['90-10
T
HO OH HO
2 SOC, AN NaNs N
. o O " y
DMFt = DMF g5
RR 50°Cje EtO,C CO.Et 253R
1 Std.

Schema: 3-4: Darstellung des (2S,3R)-Azidoalkohols aus (2R, 2R)-Diethyltartrat.

3.1.3 Synthese von Aziridin-Bausteinen mit DPSI

Eine einfache Methode zur Darstellung von trans-konfigurierten Aziridinen ist die Reaktion
von Diphenylsulfimin (DPSI) mit Fumarsaurederivaten Bei diesem Verfahren findet im
ersten Reaktionsschritt eine Michael-Addition an die Doppelbindung des Fumarats statt.
Anschlieend folgt unter der Stabilisierung des intermediar gebildeten Enols und der

Eliminierung des Diphenylsulfids die Ringbildung des Aziridins. Bedingt durch die
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Reaktionstemperatur von 80 °C entsteht neben dem gewilinschten Produkt jedoch eine
Reihe von Nebenprodukten (vgl. Schema 3-5). In der Literatur werden Ausbeuten des
Racemats von 25-35 % angegeben, die Nebenprodukte sind hauptsachlich Enamin oder
DPSI-Addukte % 171

O NH,
OB
+ Bno/k)\’( n
(@]

” Q
T

Schema 3-5: Reaktion von Dibenzylfumarat mit DPSI.

Verwendet man mildere Reaktionsbedingungen, wie Refluxieren bei 40 °C in
Dichlormethan, gelingen bei der Umsetzung von Dimethyl-2-(4-nitrobenzyliden)malonat
(TPO3) mit DPSI zu Dimethyl-3-(4-Nitrophenyl)aziridin-2,2-dicarboxylat (TP01) Ausbeuten
von bis zu 86 %.!"%!

H
COMe N coMe
X
_ oS S
N COMe  CH,Cl, 40°C
©z TPO3 ON TPO1

Schema 3-6: Synthese des Aziridins TP0O1 ausgehend von TPO3.

3.2 Synthese von Epoxidbausteinen

Epoxide sind sehr vielseitige Intermediate, welche bei der Synthese von komplexeren

organischen Strukturen verwendet werden. Haufig findet eine Darstellung Uber die
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Oxidation von Doppelbindungen, mit beispielsweise m-CPBA,!" statt. Diese verlauft
meist unselektiv und daher sind andere Methoden, wie z.B. die Sharpless-

"% oder die Jacobsen-Epoxidierung,!''"! vorzuziehen.

Epoxidierung
Zur selektiven Darstellung von frans-konfigurierten Oxiran-2,3-dicarboxylaten wird in
dieser Arbeit eine Synthese ausgehend von Weinsdure gewahlt, die Darstellung von
Oxiran-2,2-dicarboxylaten findet durch Oxidation von Maleaten mit Natriumhypochlorid

statt.

3.2.1 Synthese trans-konfigurierter Oxiran-2,3-dicarboxylate aus Tartraten

Ausgehend vom kommerziell erhaltlichen D- bzw. L-Diethyltartrat findet zunachst in einem
Bromwasserstoffsdure-Eisessig-Gemisch eine Mono-Acetylierung statt. Unter Saure-
katalyse bildet sich intermediar das cyclische 1,3-Dioxolan-2-ylium-lon, welches mit
Bromid zu 2-Acetoxy-3-bromsuccinat reagiert. Nach der Hydrolyse mit HBr/Eisessig zum
2-Brom-3-hydroxysuccinat erfolgt der Ringschluss zum Epoxid im basischen Milieu.!"'?

Als Base wurde Kaliumcarbonat in wasserfreiem Aceton verwendet. In der Literatur

kommt auch Natriumethanolat als Base zum Einsatz.!'"® "4
° )\
®
(@) @)
e ACOH He, - < + 1O
) 3
30 % HBr “H,0 S /\
EOC . COE EtO,C CO,Et EtO,C COLEt
e
+Br
O Et C 2
/\ chos L, 2. +HzO o EtO,C o—<
Eto,C Et / ( /—<
0L gr 2 COLEt
TP50: S.S Br COEt

TP52: RR
Schema 3-7: Synthese trans-konfigurierter Oxiran-2,3-dicarboxylate aus Tartrat.
Wenn man als Edukt das L-(+)-Diethyltartrat verwendet, liefert die dreistufige Reaktion

(vgl. Schema 3-7) das (R,R)-Diethyl-oxiran-2,3-dicarboxylat (TP52), beim D-(-)-
Diethyltartrat das entsprechende (S,S)-konfigurierte Produkt (TP50). Die Ausbeuten
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variiren von 45 % (R,R) zu 52 % (S,S). Auf die gleiche Weise konnte das Dimethyl-
(2S,3S)-oxiran-2,3-dicarboxlat (TP05) mit einer Ausbeute von 45 % dargestellt werden.

3.2.2 Synthese von Oxiran-2,2-dicarboxlaten aus Malonat

Sind Alkene geminal mit zwei Elektronen-ziehenden Gruppen (wie z.B. Estern)
substituiert, lassen sich daraus unter milden Bedingungen Epoxide darstellen. Vermittelt
durch Aluminiumoxid als Katalysator und Natriumhypochlorid als oxidierendes Agens

reagiert das eingesetzte Olefin schon bei Raumtemperatur.[''?!

O o)
o}
X o~ NaOd, ALO; N o
Acetonitril o
O.N O o} 1o;
| ON \
TPO3 TPO2

Schema 3-8: Oxidation von Dimethylmaleat zum Oxiran-2,2-dicarboxylat mit Natrium-

hypochlorid.

Die Umsetzung von Dimethyl-2-(4-nitrobenzyliden)malonat (TP03) zu den o.g.
Bedingungen (vgl. Schema 3-8) liefet das entsprechende Dimethyl-3-(4-
nitrophenyl)oxiran-2,2-dicarboxylat (TP02) in Ausbeuten bis zu 36 %.

3.2.3 Synthese von Tetracyanoethylenoxid (TP04) aus Tetracyanoethylen

Friheren Beobachtungen zufolge ensteht aus a,B-ungesattigten Nitrilen mit mehreren
Elektronen-ziehenden Gruppen in Gegenwart von alkalischem Wasserstoffperoxid
unweigerlich das Epoxyamid als Hauptptodukt. Im Gegensatz dazu findet die Oxidation
von Tetracyanoethylenoxid mit Wasserstoffperoxid ohne weitere Zugabe von Base recht

ziigig statt.!"®

— —_— NC CN
CCN NC CN
NC CN = TPO4

Abb. 3-9: Oxidation von Tetracyanoethylen mit Wasserstoffperoxid.
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Die langsame Zugabe von 30 %iger Wasserstoffperoxidlésung zu Tetracyanoethylen in
gekuhltem Acetonitril liefert glatt das Tetracyanoethylenoxid TP04 mit einer Ausbeute von
51 %.

3.3 Synthese von Michael-Akzeptoren

Gangige Michael-Systeme, die an eine Aminosaure oder ein Peptid geknlpft werden
sollen, sind in der Regel in Form von beispielsweise Zimtsaure oder Crotonsaure
kommerziell erhaltlich.

Ein gangiges Verfahren zur Darstellung von Michael-Systemen ist die Knoevenagel-
Kondensation. Bei dieser Reaktion handelt es sich um eine Variante der Aldolreaktion, bei
der C-H-acide Verbindungen (z.B. Malonsdureester) mit Aldehyden oder Ketonen
umgesetzt werden. Als Katalysator wird meist ein Amin wie beispielsweise Piperidin
verwendet. Bei der Reaktion von Malonsaurediethylester und p-Nitrobenzaldehyd entsteht

so das kristalline Produkt TP03 in guten Ausbeuten von 70 %.!"""!

o o)
) o O Piperidin X o
+ —_—
~ ~~  Tolual, reflux
© © ON o Yo

ON

Schema 3-10: Knoevenagel Kondensation zu TPO3.

Wie in Abschnitt 3.1.3 bereits behandelt, entstehen in Folge der Reaktionsbedingungen,
bei der Aziridinsynthese mit DPSI eine Reihe von Nebenprodukten. Mit 50 % den grofiten
Anteil daran hat das Enamin.'"®! Erwarmt man eine Lésung des Dimethyl-aziridin-2,3-
dicarboxylats (TP45) auf Temperaturen von ca. 50 °C, erfolgt der Ringéffnungsprozess
und das Dimethyl-2-aminofumarat (TP54) kann durch saulenchromatische Aufarbeitung

mit einer Ausbeute von 78 % isoliert werden.

H O N+,
50 °C
\M Z > N~ O
O\’\\ ﬁ \ 11 h. MeOH O)‘\‘/\\”/ N
H (@)
TP45 TP54

Schema 3-11: Ring6ffung des Aziridins-2,3-dicarboxylats zum Enamin.
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3.4 Synthese verschiedener Aminosaure-Hydrazide

Azaaminosauren sind eine interessante Klasse von Aminosaurederivaten. Sie dienen
beispielsweise als Vorstufen von 1,2,3-Oxadiazolen und sind durch eine Umsetzung von
Aminosaureestern mit Hydrazinhydrat in einer einfachen Synthese zuganglich. Dazu
muss zunachst der Ester Giber eine DCC-Kupplung aus der entsprechenden Aminosaure

generiert werden, um eine geeignete Abgangsgruppe zu erhalten.!"®!

®) (@)
H DCC, DMVAP, EtOH H
. N Ry > « N Ro
HO \"/ Et,O EtO \"/
Ry O Rq O
o Hydrazinhydrat
H EtOH
HoN . ~N Ry
\N \"/
H
R e}

Schema 3-12: Darstellung von unsubstituierten Aminosaurehydraziden.

Tabelle 3-13: Ubersicht (iber die synthetisierten Aminoséurehydrazide.

Name R1 R2 Ausbeute
HoN-NH-L-Val-ICA (TP59) -CH(CH3)2 -CH2-CH2-CH(CH3)2 46 %
HoN-NH-L-Phe-ICA (TP60) -CHp-Ph -CH9-CH2-CH(CH3)» 91 %
HoN-NH-L-Leu-ICA (TP61) -CH2-CH(CH3)2 -CH2-CH2-CH(CH3)2 100 %

HoN-NH-D-Phe-BOC (TP64) -CHp-Ph -O-C(CH3)3 77 %
HoN-NH-D-Leu-BOC (TP65) -CH2-CH(CH3)2 -O-C(CH3)3 79 %
HoN-NH-L-Phe-BOC (TP66) -CHy-Ph -O-C(CH3)3 39 %
HoN-NH-L-Val-BOC (TP67) -CH(CH3)2 -O-C(CH3)3 66 %
HoN-NH-L-Leu-BOC (TP68) -CH2-CH(CH3)2 -O-C(CH3)3 69%
HoN-NH-L-Pro-BOC (TP69) -CH»-CH2-CHa-N -O-C(CH3)3 54 %
HoN-NH-L-lle-BOC (TP70) -CH(CH3)-CHo-CH3 -O-C(CH3)3 100 %

Je nach Aminosaurerest gelingt die Synthese in unterschiedlich guten Ausbeuten
zwischen 39 % und 100 % (vgl. Tabelle 3-13). Der N-Terminus der Aminosaure ist dabei

entweder tert-Butoxycarbonyl geschiitzt oder mit 4-Methylvaleriansaure (Isocapronsaure,
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ICA) versehen. Synthesen mit Alanin als Aminosaure waren trotz der Variation des
Kupplungsreagenz (DCC oder CDI) nicht erfolgreich.!'™!

In der Literatur wird eine weitere Derivatisierung des Hydrazin-Stickstoffs erst nach der
Kupplung mit einer weiteren Aminosdure, einem Epoxid oder Michael-System
durchgefthrt. Dies kann entweder durch reduktive Aminierung mit dem entsprechenden
Aldehyd oder durch Alkylierung durchgefiihrt werden.['®”

Als neuer Ansatz wurde versucht, eine Reihe von substituierten Aminosdurehydraziden
aus kommerziell erhaltlichen Hydrazinderivaten zu synthetisieren. Bei der Umsetzung von
Methylhydrazin bzw. 2-Hydroxyethylhydrazin mit diversen Aminosauren (Ala, Leu, Phe,
Val) konnte jedoch keinerlei Hydrazid isoliert werden. Auch eine Umsetzung mit eigens
hergestelltem Benzylhydrazin fuhrte nicht zum gewinschten Produkt. Moglicherweise
sinkt durch eine Substitution am Hydrazin dessen Reaktivitdt und verhindet so eine
weitere Reaktion. Eine Alkylierung sollte demnach erst nach der Kupplungsreaktion an
den nachsten Baustein erfolgen.

Eine andere Route bei der Hydrazin-Derivat-Synthese ist die Umsetzung des Hydrazins
mit Benzylchloroformiat. Die Umsetzung erfolgte direkt mit Hydrazinhydrat bzw. dem
eigens hergestellten N-Benzylhydrazin in Dichlormethan!'?" bzw. Diethylether/NaOH!""®!

und lieferte eine Ausbeute von 74 % flr das unsubstituierte Hydrazin und 83 % fir das N-

Benzylhydrazin.
(@) @)
)I\ HoN-NHR -~ HoN_ )j\
d © CH,Clp oder '|\l ©
Et,O/NaOH R
R=H (TP4)

R =-CH,-Ph (TP93)
Schema 3-14: Hydrazincarbonsaurebenzylester TP94 und N-Benzylhydrazincarbonsaure-
benzylester TP93.

Die beiden Molekiile TP93 und TP94 (vgl. Schema 3-14) stellen die Hydrazid-Derivate der
Aminosauren Glycin und Phenylalanin dar, bei denen das a-Kohlenstoff- durch ein
Stickstoffatom ersetzt wurde. Sie sind deshalb interessante Ausgangsverbindungen fir
die weitere Kupplung an eine nucleophile Gruppe, wie beispielsweise an das 1-Benzyl-3-
phenylaziridin-2-carbonsaure-Lithiumsalz (TP48). Somit lieRe sich ein Vergleich zum o.g.
Aziridin BDA-07 (vgl. Abb. 2-2) ziehen.
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3.5 Peptidkupplungsreaktionen

3.5.1 Verschiedene Peptidkupplungsverfahren

Proteine bestehen aus Uber Amidbindungen verknipften Aminosauren. Aus diesem
Grund ist es flr die Synthese organischer Verbindungen nach dem Vorbild der Natur
notwendig, Wege zur Ausbildung einer Peptidbindung zu kennen. Die unzahligen
Methoden haben eines gemeinsam: die Aktivierung der Carboxylgruppe einer Carbon-
oder Aminosaure. Dieses Ziel kann auf verschiedene Arten erreicht werden.'?? Es lassen
sich reaktive Intermediate der Carbonsaure wie Saurechloride mit Thionylchlorid oder
gemischte Anhydride mit iso-Butylchloroformiat einfach darstellen. Eine weitere Klasse
erfolgreicher Kupplungsreagentien sind die Carbodiimide mit ihrem bedeutendesten
Vertreter Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) (vgl. Schemata 3-15 und 3-16). Dieser wird
haufig mit anderen Hilfsregenzien wie p-Dimethylaminopyridin (DMAP) oder N-

Hydroxybenzotriazol (HOBT) eingesetzt.'?’]

R R
N H
Boc. A _OH, H \/w/ DCC HOBT poc M K
N EtOAC N
o) o)

R =-CHy-Ph, -CH(CHg), -CH,-CH(CHg), TP71-TP73

Schema 3-15: Peptidkupplung diverser BOC-geschiitzter Aminosauren an Isoamylamid.

R @) (@) R
* DCC, HOBT "
(@) g (@)
~ * > D
HzN)\”/ HO)J\/\‘/ FIOAC \‘/\)l\ H)\H/
(@) (@)

R =-CH,-Ph, -CH(CHj),, -CH,-CH(CHg), TP56-TP58

Schema 3-16: Peptidkupplung diverser Aminosaureester an 4-Methylvaleriansaure.

Ebenfalls zur Gruppe der Benzotriazole gehdrt o-Benzotriazol-N,N,N',N'-tetramethyl-
uronium-hexafluoro-phosphat (HBTU),['"* welches nur zur geringen Racemisierungen
fuhrt. Als weitere nitzliche Kandidaten zur Aktivierung von Carbonsauren zur
Peptidkupplung haben sich Phosphor-haltige Reagenzien erwiesen. Zum einen das
Diphenylphosphorylazid (DPPA),'®! welches vielfaltige Anwendungen in der organischen

Synthese findet, zum anderen bietet das cyclische Propylphosphonsdureanhydrid
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(PPA)'?! groRe Vorteile durch geringe Reaktionsdauer und bei der Aufarbeitung (vgl.

Abb. 3-17).
Q10 e
| I\k

@)
/\/P\

Abb. 3-17: DPPA (links), PPA (rechts).

Durchgefiihrte Reaktionen verschiedener Aminosduren mit entweder ICA oder IAA
vermittelt durch DCC und HOBT in Ethylacetat als Kupplungsreagenzien fihrten zu
Ausbeuten zwischen 28 % und 84 %, wobei die durchschnittliche Ausbeute bei 70 % liegt
(vgl. Tabelle 3-18). Die dargestellten Verbindungen dienen als Vorstufe fur die
entsprechenden Hydrazide bzw. deren Vergleichssubstanzen, welche im Anschluss an

ein Aziridin-, Epoxid- oder Michael-Akzeptor gekuppelt werden sollen.

Tabelle 3-18: Ausbeuten der ICA- (Isocapronsaure) und IAA-Kupplungen (Isoamylamid).

Name Ausbeute
ICA-L-Val-OMe (TP56) 70 %
ICA-L-Phe-OMe (TP57) 77 %
ICA-L-Leu-OMe (TP58) 84 %
BOC-L-Phe-1AA (TP71) 28 %
BOC-L-Val-IAA (TP72) 80 %
BOC-L-Leu-IAA (TP73) 83 %

Die Wahl des geeigneten Kupplungsreagenzes hangt von der Reaktivitat und Loslichkeit

der Edukte im verwendeten Lésungsmittel ab.
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3.5.2 Aminosaure-verknipfte Aziridine

Die Aziridine BDA-07 und BDA-08 (vgl.

Abb. 3-19) wurden in der eigenen

Arbeitsgruppe als Inhibitoren gegen

Aspartat-Proteasen entwickelt und zei- N H o

gen sehr gute Hemmeigenschaften an WN\')I\O

Cathepsin D und SAP2.°! Aus diesem 5 g /\©
Grund ist es ein interessantes Vorhaben, BDA-07 R=-CH,Ph

deren Azapeptid-Derivate darzustellen, BDA-08 R=-CH(CHs),

um moglicherweise die Hydrolyse- Abb. 3-19: Aziridine BDA-07 und BDA-08.
bestandigkeit der Peptidbindung und somit die Bioverfigbarkeit zu verbessern. Die Aza-
Analoga von Glycin und Phenylalanin (TP93 und TP94, vgl. Kapitel 3.4) sollen dazu Uber
eine DPPA-vermittelte Kupplung an die elektrophile Kopfgruppe (TP48) geknlpft werden.

Eine Isolierung der gewinschten Produkte gelang jedoch nicht. Ebenso brachte der

Einsatz von PPA als Kupplungsreagenz keinen Erfolg (vgl. Schema 3-20).

N o

N N
..
Ph R

TPag © R =Bn (TP93), R=H (TP4)
_ DPPA, NEt; DMF
Ph R= 'C|_|2'Ph, -H 0 OC, 60 Tage
\| oder PPA DNF /)
N @) 0°C, 7 Tage
S -
Ph \ll\l o
O R

Schema 3-20: Versuchte Kupplung zum Aziridinhydrazid.

In der nachsten Versuchsreihe wird BOC-geschutztes Aza-Phenylalanin und Aza-Valin
verwendet. Der Unterschied zu den vorher verwendeten Hydraziden ist, dass diesmal das

Hydrazid am C-Terminus der Aminosaure sitzt.



3. Synthesen

41

TP4A8 O  R=-CH,Ph (TP66), -CH(CH;s), (TP67)

ph DPPA, NEt; DMF
0°C, 60 Tage

AW*{TX*

R =-CHy-Ph (TP06), -CH(CHg), (TPO7)

Schema 3-21: DPPA-vermittelte Kupplung des Aziridins TP48 und zwei Azaaminosauren.

Ohne den Benzylester in direkter Nachbarschaft zur Hydrazid-Funktion, flhrt die Methode

der DPPA-Kupplung zu den gewinschten Produkten. Das Phenylalanin-Derivat (TP06)

kann mit einer Ausbeute von 18 % und das Valin-Derivat (TP0O7) mit 74 % isoliert werden

(vgl. Schema 3-21).

Ebenfalls zum gewlnschten Produkt fihrt die DPPA-vermittelte Kupplung bei der

Darstellung von TP08, das Aziridin-Derivat des Aza-E64d Analogons. Befindet sich, wie in

Schema 3-22 gezeigt eine Isocapronsaure als Endruppe am Leucin-Hydrazid, so liefert

die Reaktion mit dem Monoethyl-aziridin-2,3-dicarboxylat-Lithiumsalz Ausbeuten von

69 %.

O 1pag O

H
. N o H2N\ \”/\)\
N \(A"’//
-

DPPA, NEt; DMF
0°C, 60 Tage

-

ZT

H o
N~ \(A ”//]/
TPOS

Schema 3-22: Darstellung des Aziridins TPO8.
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3.5.3 Aminosaure verknupfte Epoxide

Zur Reihe der Epoxysuccinyl-Inhibitoren gehdren einige wirksame Vertreter wie
beispielsweise das E-64d (vgl. Kapitel 1.1.3.1).”°! Aus diesem Grund wurden zunachst
verschiedene Derivate Uber die PPA vermittelte Kupplung dargestellt (vgl. Schema 3-23).
Das mit verschiedenen Aminosauren verknlpfte Oxiran besitzt (R,R)-Konfiguration, im
Gegensatz zum natirlichen Vorbild, welches (S,S) konfiguriert ist. Dies soll zur besseren
Vergleichbarkeit mit den spater synthetisierten Azapeptiden dienen, die durch die

Kupplung tber dem C-Terminus eine invertierte Aminosauresequenz besitzen.

PPA

DMF
Q " O
Q v N\)]\
N \"\\\ ﬂ/ v R, -
o) o) R

TP19, TP20, TP21, TP23

Schema 3-23: Allgemeine Darstellung von Aminosaure verknipften Expoxysuccinaten.

Die Kupplung des Oxirans mit verschiedenen Aminosaurederivaten gelang mit Ausbeuten
von 10-69 % (vgl. Tabelle 3-24). Hierbei erwies sich der Einsatz des Kupplungsreagenz
PPA in DMF als einfache und elegante Methode. Die Isolierung der gewilnschten

Produkte erfolgte nach sdulenchromatographischer Aufreinigung.

Tabelle 3-24: Ubersicht (iber die synthetisierten Aminoséureepoxide.

Name Epoxid R R, Ausbeute
TP19 R,R L-Phe IAA 10 %
TP20 R,R L-Val IAA 16 %
TP21 R,R L-Leu 1AA 58 %
TP23 R,R L-Phe OBn 69 %

IAA = Isoamylamid
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Als nachster Schritt schloss sich die Synthese der Aza-Analoga der Epoxysuccinate an.
Auch hier wurde hauptsachlich das (R,R)-Epoxid eingesetzt, allerdings zu
Vergleichszwecken in zwei Fallen auch das (S,S)-Derivat (vgl. Schema 3-25). Bei den
peptidischen Substituenten variierte in diesem Fall nicht nur der Aminosaurerest (Phe,
Val, Leu), sondern auch dessen Stereozentrum (L- bzw. D-Konfiguration) und die
Endgruppe (BOC, ICA) (vgl. Tabelle 3-26).

O
a HN N
* * ~N % ~
\/O\H/A\”/O’( + H R2
Ry
(@) (@]
S,S: TP51; RR TP53 TP59-TP61, TP64-TP70 PPA
DMF
@) (@)
o, A\ N N
\/ N H * ~ R2
O O R
TPO9-TP18

Schema 3-25: Allgemeine Darstellung von Hydrazid-verknipften Epoxysuccinaten.

Tabelle 3-26: Ubersicht (iber die synthetisierten Azaaminosaureepoxide.

Name Epoxid R4 R, Ausbeute

TP0O9 R,R L-Phe BOC 37 %
TP10 R,R L-val BOC 17 %
TP11 RR L-Leu BOC 44 %
TP12 RR D-Phe BOC 36 %
TP13 RR D-Leu BOC 37 %
TP14 RR L-Phe ICA 29 %
TP15 RR L-val ICA 17 %
TP16 RR L-Leu ICA 52 %
TP17 S,S L-Phe ICA 56 %

TP18 S,S L-Leu ICA 51 %

BOC = tert-Butoxycarbonyl, ICA = Isocapronsaure



44 3. Synthesen

Bei der Darstellung der Epoxysuccinylhydrazide erwies sich, im Gegensatz zu den
Aziridinhydraziden, erneut PPA in DMF als zuverlassige Methode. Die Kupplung lieferte
nach saulenchromatischer Aufreinigung Ausbeuten zwischen 17 % und 56 %.

Die Synthesen mit Valin-Derivaten fuhrten dabei mit jeweils 17 % immer zu maRigeren
Ausbeuten. Der Einsatz von Phenylalanin oder Leucin hat offensichtlich ebenso wie die
Variation des Stereozentrums und eine Anderung der Endgruppe keinen erheblichen

Einfluss auf das Reaktionsergebnis.

3.5.4 Aminosaure verknupfte Michael-Systeme

In der eigenen Arbeitsgruppe wurden bislang einige Verbindungen mit Michael-Akzeptor
dargestellt. Sie tragen einerseits stets ein L-Phe-OBn-Motiv, variieren aber bei weiteren
Substituenten direkt am Olefin (vgl. Abb. 3-27).

O
/\O / /” O
H\)]\
(@) e
. R Y O
R= \/\" z
O
/ g
O
H (@]

Abb. 3-27: Verschiedene Michael-Systeme mit L-Phe-OBn Motiv.

Jedoch zeigten sie nur schwache bis keine Aktivitat in diversen Enzym-Tests.®® Durch
eine Veranderung der Aminosaure oder des Michael-Systems sollen zunachst deren
Inhibitions-Eigenschaften verbessert und anschlieRend die Aza-Analoga dargestellt
werden.

Inhibitoren mit einem Michael-System als elektropile Kopfgruppe tragen in der Regel eine
E-konfigurierte Doppelbindung.”® Zu Vergleichszwecken wurden diverse Derivate mit Z-
Doppelbindung dargestellt. Eine einfache Mdglichkeit, eine Z-konfigurierte Doppelbindung
zu erhalten, ist eine Umsetzung der Benzyl-geschitzten Aminosaure mit Maleinsaure-
anhydrid (vgl. Schema 3-28). Die Addition der Aminosaureester Alanin-, Valin-, Leucin-
und Phenylalaninbenzylester an das Anhydrid zum Maleat gelang unter basischen

Bedingungen in sehr guten Ausbeuten von 83-90 %.
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@ (\ ! O\/@ ]
S
Ry
\_/ o Name R Ausbeute
TP24: -CH,-Ph 90 %

NEt
EtOAsc TP25: -CH(CHg), 90 %
TP26: -CHs 83 %

HO. o TP27: -CH,-CH(CHg), 86 %
() R
N
H
(@)

Schema 3-28: Synthese Aminosaure-verknupfter Michael-Systeme mit Z-Konfiguration.

Die Kupplung von Michael-Systemen mit E-Doppelbindung an unterschiedliche Amino-
sauren wurde Uber eine DCC-vermittelte Methode durchgefiihrt. Als Olefine kamen die
kommerziell erhaltlichen Carbonsauren Crotonsaure, Monoethylfumarsadure und Zimt-
saure zum Einsatz. Die Wahl der Aminosaureester beschrankte sich auf die bereits oben

genannten Alanin-, Valin-, Leucin- und Phenylalaninbenzylester.

O
Y O
+ —
OH M2 /\©
DCC

Al

R1 \/\"/
O NEt;
@) EtOAC
H
R1 \/\"/ N o
: I
o R
TP28-TP34

Schema 3-29: Kupplung von Aminosauren an verschiedene ungesattigte Carbonsauren.

Die DCC-Kupplung fiihrte in den meisten Fallen zum gewinschten Produkt. Die
Umsetzungen mit Crotonsaure hingegen erwiesen sich als schwierig. In diesen Fallen
sollte auf eine andere Kupplungsmethode zuriickgegriffen werden. Die Isolierung kleiner
Mengen des Produkts gelang nur Uber die praparative HPLC. Auf eine Aufreinigung der

Verbindungen in grolkerem Malstab wurde aufgrund der Screening-Ergebnisse (vgl.
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Kapitel 4.6) verzichtet. Die Ausbeuten sind in Tabelle 3-30 angegeben und bewegen sich
zwischen 30 % und 92 %.

Tabelle 3-30: Ubersicht der synthestierten E-Olefine.

Name R, R, Ausbeute
TP28 -CH; -CH,CH(CHj3), 51 %
TP29 -CO,Et -CH(CHs)2 37 %
TP30 -CO,Et -CHj; 85 %

TP31  -COEt -CH.CH(CH,), 92 %

TP32 -Ph -CH,Ph 50 %
TP33 -Ph -CH(CH), 50 %
TP34 -Ph -CHs 30 %

Die Doppelbindung im Michael-Akzeptor ist die entscheidende Funktion, wenn es um die
Desaktivierung eines Enzyms geht. Aus diesem Grund soll eine Substitution am
konjugierten Aromaten mit Elektronen-ziehenden bzw. Elektronen-schiebenden Gruppen
zeigen, ob diese einen Einfluss auf die Doppelbindung und somit die Hemmeigenschaften
haben. Als elektronenarme Carbonsaure wurde p-Nitrozimtsaure und als elektronenreiche

Carbonsaure p-Dimethylaminozimtsaure gewahlt.

O
HZN\)I\
QN v O
+ = —_—
P~ oH R
SOCl,
O NEt;
ON o Toluol
H \)I\ reflux
F y o
= -
O R
Name R Ausbeute
TP35: -CH,-Ph 0 %
TP36: -CH(CHs)o 55 %

TP37: -CHxyCH(CHz), 59 %

Schema 3-31: Darstellung von Aminosaure-verknupften 4-Nitrophenyl-Michael-Systemen.
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Die Kupplung der p-Nitrozimtsaure an verschiedene Aminosauren wurde nach einer in der
Literatur bekannten Methode!'?"! durchgefiihrt. Es handelt sich dabei um eine Aktivierung
der Carbonsaure unter der Verwendung von Thionylchlorid. Diese Methode mit
drastischeren Reaktionsbedingungen wurde gewahlt, da es sich bei p-Nitrozimtsdure um
eine schwerl6sliche Verbindung handelt. Die Umsetzung des intermediar erzeugten
Saurechlorids mit Phenylalanin-, Valin- und Leucinbenzylester fuhrte zu Ausbeuten
zwischen 55 % und 90 % (vgl. Schema 3-31).

Die Umsetzung von p-Dimethylaminozimtsaure mit Phenylalaninbenzylester Uber die
bereits verwendete DCC- bzw. Thionylchlorid-Methode fuhrte aufgrund der geringen
Loslichkeit zu keiner Reaktion. Erst der Einsatz von PPA in DMF als Kupplungsreagenz
ermdglichte, nach saulenchromatographischer Aufreinigung, die Isolierung des

gewunschten Produkts mit einer Ausbeute von 56 % (vgl. Schema 3-32).

O

Y o

o PPA
| NEt;
N DVF
-~ o
. o
= A
S5 =
TP38  56%

Schema 3-32: Darstellung von TP38.

Eine weitere Verbindung in der Reihe der Zimtsdure-Derivate ist das TP39. Hier ist an die
p-Nitrozimtsdure keine Benzyl-geschitzte Aminosaure geknipft, sondern es wurde direkt
der p-Nitrobenzylester dargestellt. Dies gelang jedoch nicht mit p-Nitrobenzylalkohol und
p-Toluolsulfonsdure am Wasserabscheider'®® oder mit DCC/DMAP in verschiedenen
Lésungsmitteln.'? Das gewiinschte Produkt konnte erst duch eine Umsetzung mit p-
Nitrobenzylbromid und Kaliumhydroxid"*® mit 41 % Ausbeute isoliert werden (vgl. Abb. 3-
33).
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ON NO,
+ —
= OH Br
o} KOH
ON NO,  EtOH
G
<—

TP39 o) 41 %

Schema 3-33: Darstellung von TP39.

Als weitere Vertreter von Michael-Akzeptor-substituierte Inhibitoren sollten die entsprech-
enden Aza-Analoga der oben genannten Doppelbindungssysteme dargestellt werden.
Hierbei waren wie bereits erwahnt Crotonsdure, Monoethylfumarsaure, Zimtsaure, p-
Nitrozimtsaure, p-Dimethylaminozimtsaure und Maleinsdureanhydrid als Michaelsysteme
ausgewahlt worden. Als Aza-Peptidkomponente wurden tert-Butoxycarbonyl geschitze

Hydrazide von Alanin-, Valin-, Leucin- und Phenylalanin eingesetzt.

(@)
H
(@) HZN\H N\"/O\’<
/\o)l\/\n/ OH =+ o)
(@)
PPA, NEt;
DMF

O O
H H
/\O)l\/\n/ NS N N O\’< -
H
I T
TP40

Schema 3-34: Darstellung von TP40.

Jedoch konnte lediglich in einer Kombination von Carbonsdure und Hydrazid das
gewilnschte Produkt TP40 isoliert werden (vgl. Schema 3-34). Dies gelang nach PPA-
Kupplung durch Aufreinigung mittels praparativer HPLC mit einer maRigen Ausbeute von
13 %. Auch eine Variation der Kupplungsmethoden fiihrte zu keiner Verbesserung. Als
Kupplungsreagenzien wurden DCC/DMAP, DCC/HOBT, iBCF, EDC, DPPA, PPA oder
Thionylchlorid verwendet. Alle anderen in Schema 3-35 gezeigten Versuche konnten mit

den oben genannten Methoden nicht erfolgreich dargestellt werden.
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(@)
H
SN N\"/O\’<
H P —
R, O

R~ ’ OH
\/\"/ Metoden 7
wr&rﬁ_

Ry =-CHg -CO,Et, -Ph, -Ph(NO), -Ph(NMe,), -CO,H (Z-Doppelbindung)
Ro = -CH(CHg),, -CH;CH(CHs),, -CH3 -CHPh

Schema 3-35: Versuchte Darstellung verschiedener Aza-Michael-Systeme.

Ein anderes Michaelsystem, bei dem eine Verknupfung mit BOC-Phe-Hydrazid oder BOC-
Val-Hydrazid gelang, stellt das Methyl-2-aminofumarat-Lithium-Salz (TP55) dar (vgl.
Schema 3-36). Uber eine DPPA-vermittelte Kupplung wurden nach s&ulen-chromato-

graphischer Aufreinigung Ausbeuten von 69 % bis 77 % erreicht.

O N, o)
H
~ / OLi HN_ J\‘/N o
AT YK —
H O R O

TP55 TP66, TP67 DPPA
NEt;
DMF
Name R Ausbeute

TP41 -CHyPn 69 %
TP42 -CH(CHz), 77 %

Schema 3-36: Darstellung der Azapeptide TP41 und TP42.

Die Hydrolyse des Dimethyl-2-aminofumarats TP54 zum Lithium-Salz TP55 findet stehts
an C1-Position statt und wurde nach den Kupplungen mit TP66 bzw. TP67 mittels NMR-
Spektroskopie bestatigt.
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4. Enzym-Assays

4.1 Einfahrung

Die in dieser Arbeit synthetisierten und getesteten Verbindungen sind als Protease-
Inhibitoren konzipiert. Dabei wird aufgrund der elektrophilen Bausteine erwartet, dass die
Hemmung auf einer Alkylierung des aktiven Zentrums der Proteasen beruht. Der Cystein-
bzw. Aspartat-Rest im katalytischen Zentrum bindet durch einen nucleophilen Angriff an
einen elektrophilen Akzeptor (hier: Aziridin oder Epoxid). Es entsteht nach der
Ringoffnung eine kovalente Bindung, damit sind diese Substanzen irreversible
Hemmstoffe. Abhangig von der chemischen Struktur des Inhibitors kann es jedoch durch
substratanaloge Peptidketten hier auch zu einer reversiblen Hemmung kommen. Ebenso
kénnen Inhibitoren mit einem nicht-kovalenten oder  kovalent-reversiblen
Hemmmechanismus eine  pseudo-irreversible = Hemmung  vortduschen. Eine
Unterscheidung von einer tatsachlich irreversiblen Hemmung ist nur schwer méglich. Dies
trifft auch zu, wenn sich im Hemmstoff ein Michael-Akzeptor als elektrophiler Baustein
befindet.

Eine Mdoglichkeit zur Unterscheidung von reversibler und irreversibler Hemmung ist die
Entfernung des Inhibitors durch Gelfiltration oder Dialyse. Liegt ein reversibler
Mechanismus vor, steigt die Enzymaktivitdt wieder an, wahrend bei irreversibler
Hemmung ein Ansteigen der Aktivitat nicht moglich ist. Zur Losung der Fragestellung
kann auch ein Verdlinnungsassay durchgefiihrt werden. Durch eine Verdlinnung der
Enzymlosung fallt im Falle eines reversiblen Inhibitors die Aktivitdt des Enzyms nicht so
stark wie erwartet ab, da der Hemmstoff wieder aus dem aktiven Zentrum heraus
diffundiert. Bei einer irreversiblen Inhibition hingegen bleibt der Anteil an noch aktivem
Enzym gleich. Alle genannten Verfahren koénnen jedoch schon aufgrund der
Vorgehensweise Aktivitdtsverluste bei den empfindlichen Enzymen hervorrufen und so
eine irreversible Inhibition vortduschen. Eine weitere Unterscheidung kann durch eine
zeitabhangige Messung erzielt werden. Hier wird die Aktivitdtsabnahme durch einen
reversiblen Inhibitor nach der Einstellung des Gleichgewichtszustands (steady-state)
einen festen Wert annehmen, welcher sich nicht mehr andert. Eine irreversible Hemmung
verlauft nach einer Reaktion pseudo-erster Ordnung und folgt aus diesem Grund einem

exponentiellen Verlauf im Umsatz-Zeit-Diagramm.
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4.2 Charakterisierung irreversibler Hemmung

Dem Fall einer irreversiblen Hemmung eines Enzyms durch einen Inhibitor liegt folgendes

Schema zu Grunde.

70~ O=vQv=-0-@

Schema 4-1: Prinzip einer irreversiblen Hemmung.

Hierbei wird angenommen, dass zunachst das Enzym mit dem Inhibitor einen reversiblen
Assoziationskomplex EI bildet. AnschlieRend erfolgt ein irreversibler Schritt und es
entsteht die inaktive E-I Form. Das natlrliche Substrat des Enzyms konkurriert dabei mit
dem Inhibitor um die Bindungstasche im Enyzm. Wichtige Grélien bei diesem Vorgang
sind die Bindungsaffinitat des Substrats zum Enzym, beschrieben durch die Michaelis-
Menten-Konstante (K.,) und die Wechselzahl (k). Die Hemmung des Enzyms durch den
Inhibitor wird durch die charakteristischen Grofien k;, K; und kg beschrieben.

ki = Geschwindigkeitskonstante erster Ordnung der Bildung des inaktivierten Enzyms E-I
in [min"].

K; = Dissoziationskonstante des Enzym-Inhibitor-Komplexes in [M], welche die Affinitat
vom Enzym zum Inhibitor angibt.

kong = Geschwindigkeitskonstante zweiter Ordnung in [M" *min”] des Inaktivierungs-
schrittes. kong = kil K

Es existieren mehrere Mdglichkeiten zur Bestimmung der Hemmkonstanten k;, K; und kzpg.
Dies ist zum einen ein Verdiinnungsassay nach Kitz und Wilson,[™*"! auf den hier nicht
naher eingegangen wird und zum anderen den kontinuierlichen Assay nach Tian und

Tsou.[*?

4.3 Kontinuierlicher Assay nach Tian und Tsoul**?

Gibt man ein Enzym zu einer Mischung aus Substrat und Inhibitor, so beobachtet man
Uber die Zeit eine Verringerung der Produktzunahme. Bei einem irreversiblen
Hemmmechanismus wird die Produktzunahme exponentiell abnehmen und sich der

Produktkonzentration [P]. annahern.
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[P]t - [P]w(l - exp(_kobst)) 4-2

Hierbei muss der Inhibitor im Uberschuss vorliegen [I]>>[E]o. Um sicher zu gehen, dass
die Aktivitdtsabnahme tatsachlich durch den Inhibitor verursacht wird, ist ebenso eine
hohe Substrat-Konzentration Voraussetzung (steady-state-Bedingungen). Die Abnahme
der Enzymaktivitat E, pro Zeit folgt dann einer Kinetik pseudo-erster Ordnung, die durch
Gleichung 4-3 wiedergegeben wird. k. ist hierbei die charakteristische Geschwindigkeits-

konstante pseudo-erster Ordnung.

[E]a - [E]O exp(_kobst) < _kobS - In(%} mit t% - % 4-3

0 obs

Die Gesamtkonzentration an Enzym [E], ergibt sich durch Addition der Konzentration an
freiem Enzym [E], der Konzentration an reversiblem Enzym-Inhibitorkomplex [EI] und der

Konzentration an inaktiviertem Enzym [E-I] (vgl. Gleichung 4-4).
[E]l, =[E]+[EIT+[E-1] 4-4

Unter der Voraussetzung dass [l]>>[E],, ist die Entstehung von kovalent modifiziertem

Enzym E-I proportional der Konzentration an reversiblem Komplex [EI].

d[E-1] _
— = k[E] 4-5

Entspricht die Bildung des inaktiven Komplexes E-I der Abnahme an aktivem Enzym [E].,,

so bleibt die Gesamtkonzentration an Enzym [E], konstant und somit ist [E-I] = [E]..

— d[E]a

=k, [El 4-6
e =k[El]

Mit K; = [E] [1] / [E]] gilt fur [Ea] = [EI] K; / [I] bzw. [El] = [Ea] / (1 + K; / [I]) und es ergibt sich

daraus fir die Abnahme der Enzymaktivitat Gleichung 4-7.

~d[E], _ kl[E],

at (1+K‘]
[1]
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Eine Integration Uber die Zeit t fihrt zu Gleichung 4-8.

In([E]aJZ _kit 4-8
[1]

Unter den Bedingungen pseudo-erster Ordnung mit In ([Ea] / [Eo]) = -kops t ergibt sich die
hyperbolische Funktion in Gleichung 4-9.

- kobst = _—klt < kobs = ﬁ 4-9

Liegt ein schlecht |6slicher oder schnell reagierender Inhibitor vor, kénnen die
Hemmkonstanten nicht unter den Sattigungsbedingungen [l]>>K; bestimmt werden. In
diesem Fall muissen relativ niedrige Inhibitorkonzentrationen gewahlt werden, die
unterhalb der Dissoziationskonstante liegen [I]<<K; und Gleichung 4-9 vereinfacht sich zu
Gleichung 4-10.

& Ky :?i:% 410

Allerdings lassen sich nun die Hemmkonstanten k und K nicht mehr unabhangig von-
einander bestimmen und man berechnet daher ndherungsweise die Geschwindig-
keitskonstante zweiter Ordnung kong.

Bei der ermittelten Dissoziationskonstante handelt es sich jedoch nicht um den wahren K-
Wert, sondern um Ki,p,, die apparente Dissoziationskonstante. Sie muss noch durch den
Faktor f dividiert werden, welcher beriicksichtigt, dass der Inhibitor mit dem Substrat um

die Bindungsstelle im Enzym konkurriert. Der Faktor f ist in Gleichung 4-11 definiert.

fope 4-11
K

m

Hier ist [S] die Substratkonzentration und K;, die Michaelis-Menten-Konstante, welche die

Affinitat des Enzyms zum Substrat angibt.
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K. wird in einem gesonderten Experiment bestimmt, in dem man die

Reaktionsgeschwindigkeit (dFluoreszenz / min) gegen die Subtratkonzentration auftragt.

— VmaX [S ] 4_1 2

K, +[s]

Bei Gleichung 4-12 ergibt sich der K,-Wert als Substratkonzentration bei halbmaximaler

Enzymaktivitat viay / 2.1

4.4 Charakterisierung reversibler Hemmung

Ob eine Hemmung reversibel ist oder nicht, lasst sich sowohl durch einen
Verdlinnungsassay als auch durch einen kontinuierlichen Assay ermitteln. Die
Enzymaktivitat wird in einem Verdinnungsassay nach Einstellung des Gleichgewichts auf
einem konstanten Niveau verbleiben und sich nicht mehr mit der Zeit &ndern. Verwendet
man einen kontinuierlichen Assay, so ergibt sich bei einer Hemmung eine Umsatz-Zeit-
|.[134]

Kurve mit geringerer Steigung als im ungehemmten Fal

Zur Auswertung der erhaltenen Kurven wird Gleichung 4-13 herangezogen.

<+ Yomin 4-13
1+ 1
IC,,

Verwendet man stattdessen!** den nicht-linearisierten Dixon-Plot (siehe Gleichung 4-14)
mit vo = 100 %, so erhalt man hier den zunachst den Ki;,p-Wert. Liegt eine kompetitive
Hemmung vor, so folgt aus den Gleichungen 4-13 und 4-14 K, = 1Cs, da beide

Gleichungen unter idealen Bedingungen gleiche Werte liefern.

4-14

Hier sind vg und v; die Enzymaktivitadten ohne bzw. mit Inhibitor. K; berechnet sich aus der

Steigung 1/ K; des linearisierten Dixon-Plots. Hier handelt es sich ebenso um eine
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kompetitive Hemmung, bei der von einer Konkurrenz zwischen Substrat und Inhibitor
ausgegangen wird. Deshalb muss auch hier die erhaltene apparente Dissoziations-
konstante Kis,p durch den Faktor f (4-11) dividiert werden.

Die nicht-lineare Regressionsanalyse zur Auswertung der durchgefuhrten Versuche

wurde mit Hilfe der Enzymkinetik Software GraFit® durchgefiihrt.

4.5 Durchfuhrung der fluorimetrischen Assays

Alle potentiellen Inhibitoren, die im Rahmen dieser Arbeit vorliegen, wurden in
fluorimetrischen Assays auf Hemmung der Cystein-Proteasen Cathepsin B, Cathepsin L,
Falcipain 2, Rhodesain, SARS-CoV-M"™ und sowie SARS-CoV-pl’® und der Aspartat-
Proteasen SAP2 und Cathepsin D getestet.

Bei den Assays fir Cathepsin B, Cathepsin L, Falcipain 2 und Rhodesain wird Z-Phe-Arg-
AMC als Substrat verwendet, beim Assay fiir SARS-CoV-pl’® Z-Arg-Leu-Arg-Gly-Gly-
AMC. Die 7-Amino-4-methylcumarin-(AMC)-Substrate zeigen selbst nur eine schwache
Fluoreszenz, sind jedoch nach der enzymatischen Spaltung zwischen Arg und AMC bzw.
Gly und AMC in der Lage, durch eine Anregung bei 380 nm, Licht der Wellenlange von
460 nm zu emittieren. Das Prinzip der enzymatischen Spaltung ist in Schema 4-15

gezeigt.

A =380 nm
®) Cbz-Phe-Arg-OH

Cbz-Phe-Arg_ N P

\

L ] H2N

I
AMC A =460 nm
Fluoreszenzemission

Schema 4-15: Enzymatische Spaltung von Cbz-Phe-Arg-AMC.

Wird das Substrat duch ein aktives Enzym gespalten, steigt im Verlauf der Messung die
emittierte Fluorezenz immer weiter an. Ist das Enzym duch einen Inhibitor desaktiviert,

bleibt das Substrat intakt und die Fluoreszenz steigt langsamer an.

Beim FRET-Assay (FRET : fluorescence resonance energy transfer) mit den Aspartat-

Proteasen SAP2 und Cathepsin D kommt das Substrat Dabcyl-Arg-Lys-Pro-Ala-Leu-Phe-



56 4. Enzym-Assays

Phe-Arg-Leu-Glu(Edans)-Arg-OH zum Einsatz. Das Undecapeptid ist fiir diese Enyzme
optimal. In diesem Molekil befinden sich ein Fluoreszenz-Donor und ein Fluorezenz-
Akzeptor in gewissem Abstand zueinander. Der Akzeptor quencht dadurch die
Wellenlange von 540 nm, die der Donor emittiert. Spaltet ein Enzym das Peptidrickgrat,
so ist ein internes Quenching nicht mehr moglich und die ansteigende Fluoreszenz-
emission wird detektiert. Im Assay mit SARS-CoV-MP*° wird als Substrat ein FRET-
Substrat mit dem Donor/Quencher-Paar Anthranilsdure-Nitrotyrosin eingesetzt. Die

Assay-Bedingungen sind in Tabelle 4-17 angegeben.

_ A=355nm
K
ArgLys-Pro-Ala-Leu-Phe-Phe-Arg-Leu-Glu-Arg
H
O)\ N/\/ N
H
R VAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAV )
Dal — . .

byl N4N internes Quenching )\ =540 nm O SOsH
| |

I

Edans
Enzym
PN
A=355nm

H,N-Phe-Arg-Leu-Glu-Arg /Hrﬂ
O)\ N

N
\ . N/\/
N N o H
/ A\ < > (
HN- Arg-Lys-Pro-Ala-Leu-Phe-OH O

SO;H
Fluoreszenzemission A=540nm

Schema 4-16: Enzymatische Spaltung des Dabcyl-Edans-Substrats.
Tabelle 4-17: Bedingungen fir die Assays mit verschiedenen Enzymen.

Enzym Cathesin B

Substrat Z-Phe-Arg| | 7-amino-4-methylcumarin x HCI
Konzentrationen [S]: 100 pM; K, (CathB): 150 uM

Bedingungen Puffer 1; A(Anreg): 380 nm; A(Detek): 460 nm; Temp.: 25 °C

Enzym Cathesin L

Substrat Z-Phe-Arg| | 7-amino-4-methylcumarin x HCI
Konzentrationen [S]: 6.25 pM; K, (CathL): 6.50 uM

Bedingungen Puffer 1; A(Anreg): 380 nm; A(Detek): 460 nm; Temp.: 25 °C
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Enzym
Substrat
Konzentrationen

Bedingungen

Falcipain 2
Z-Phe-Arg || 7-amino-4-methylcumarin x HCI
[S]: 25.0 uM; K,,, (Falcipain 2): 21.5 yM
Puffer 2; A(Anreg): 380 nm; A(Detek): 460 nm; Temp.: 25 °C

Enzym
Substrat
Konzentrationen

Bedingungen

Rhodesain
Z-Phe-Arg || 7-amino-4-methylcumarin x HCI
[S]: 10.0 uM; K, (Rhodesain): 826.5 nM
Puffer 2; A(Anreg): 380 nm; A(Detek): 460 nm; Temp.: 25 °C

Enzym
Substrat

Konzentrationen

Bedingungen

SARS-CoV-MP"®

H,N-Anthranilsaure-Ser-Val-Thr-Leu-Gin | Ser-Gly-(NO)Tyr-Arg-(MTS) x
TFA

[S]: 50.0 uM; K, (SARS-MP): 190 uM
Puffer 3; A(Anreg): 325 nm; A(Detek): 425 nm; Temp.: 25 °C

Enzym
Substrat
Konzentrationen

Bedingungen

SARS-CoV-pl™™®
Z-Arg-Leu-Arg-Gly-Gly | | AMC x HOAc
[S]: 50.0 uM; K, (SARS-pIP™): 850 uM
Puffer 3; A(Anreg): 325 nm; A(Detek): 425 nm; Temp.: 25 °C

Enzym
Substrat
Konzentrationen

Bedingungen

SAP2
Dabcyl-Arg-Lys-Pro-Ala-Leu-Phe | Phe-Arg-Leu-Glu(EDANS)-Arg-OH
[S]: 1.10 uM; K, (SAP2): 28.7 uM
Puffer 4; A(Anreg): 355 nm; A(Detek): 540 nm; Temp.: 30 °C

Enzym
Substrat
Konzentrationen

Bedingungen

Cathesin D
Dabcyl-Arg-Lys-Pro-Ala-Leu-Phe || Phe-Arg-Leu-Glu(Edans)-ArgOH
[S]: 1.10 pM; K, (CathD): 7.67 uM
Puffer 5; A(Anreg): 355 nm; A(Detek): 540 nm; Temp.: 30 °C

| | markiert die Spaltstelle.
Puffer 1: 50 mM Tris-Puffer pH 6.5 mit 2 mM DTT, 5 mM EDTA, 200 mM NacCl
Puffer 2: 50 mM Acetat-Puffer pH 5.5 mit 5 mM DTT, 5 mM EDTA, 200 mM NacCl
Puffer 3: 20 mM Tris-Puffer pH 7.5 mit 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT und 200 mM NaCl
Puffer 4: 50 mM Na-Citrat-Puffer pH 3.2
Puffer 5: 0.1 M Ameisensaure-Puffer pH 3.7

4.6 Ergebnisse des Screenings

Mit den 37 synthetisierten Inhibitoren wurde zunachst ein Screening durchgefiihrt, um die

potentiellen Hemmeigenschaften zu bestimmen. Bei vielversprechenden Kandidaten mit

einem hohen prozentualen Hemmwert folgte im Anschluss eine Verdiinnungsreihe nach
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Tian und Tsou!" zur Berechnung der ICso, K und kon-Werte (vgl. Abschnitt 4.3). Dies
ermoglicht eine quantitative Aussage Uber die Hemmung eines potentiellen Inhibitors.

Das Screening wurde mit einer Inhibitorkonzentration von 100 uM durchgefiihrt und mit
dem Referenzwert von reinem DMSO verrechnet. Aus dem Verhaltnis der Steigungen der
im fluorimetrischen Assay gemessenen Geraden ergibt sich die Hemmung in [%]. Die
angegebene Zahl stellt jeweils den Mittelwert zweier Messreihen dar und hat eine
Abweichung von etwa 15 %. Alle Ergebnisse Uber 80 % sind in den Tabellen 4-18, 4-19
und 4-20 hervorgehoben.

Tabelle 4-18: Ubersicht Giber die Screening-Ergebnisse der synthetisierten Aziridine in %.

Name | Cath.B | Cath.L | Falc. | Rhod.| MP® | pI°™® | SAP2 | Cath.D
TPO6 10 2 8 19 27 21 43 56
TPO7 10 4 12 13 18 14 7 25
TPO8 9 47 75 48 0 0 47 38
TP41 6 13 27 57 61 35 8 4
TP42 11 8 12 28 65 38 3 17

Cath. B = Cathepsin B; Cath. L = Cathepsin L; Falc. = Falcipain 2; Rhod. = Rhodesain; M"™® =
SARS-CoV-MP?; pl’® = SARS-CoV-pl’®; Cath. D = Cathepsin D, Screening mit ¢ = 100 uM; Werte

angegeben in [%].

Tabelle 4-19: Ubersicht iber die Screening-Ergebnisse der synthetisierten Epoxide in %.

Name | Cath.B | Cath.L | Falc. | Rhod. | MP® | pI°™ | SAP2 | Cath.D
TPO9 71 73 54 40 3 25 47 15
TP10 98 87 38 0 0 14 0 0
TP11 63 24 56 24 21 13 12 0
TP12 74 31 56 23 2 56 6 16
TP13 66 52 34 3 8 8 0 48
TP14 82 90 80 53 0 33 6 5
TP15 97 96 61 25 0 23 9 13
TP16 75 88 64 35 5 24 10 0
TP17 11 50 48 44 11 17 28 43
TP18 4 39 37 12 4 22 24 15
TP19 31 100 20 99 0 12 11 7
TP20 54 70 21 46 0 8 0 14
TP21 49 99 67 95 4 0 21 17
TP22 908 100 99 100 5 0 22 12
TP23 70 98 42 79 9 5 19 95
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Cath. B = Cathepsin B; Cath. L = Cathepsin L; Falc. = Falcipain 2; Rhod. = Rhodesain; M"™° =
SARS-CoV-M"?; pI’® = SARS-CoV-pl’®; Cath. D = Cathepsin D, Screening mit ¢ = 100 uM; Werte

angegeben in [%].

Von den getesteten Aziridinen zeigte keines herausragende Hemmeigenschaften im
Screening (vgl. Tabelle 4-18). Lediglich TP41 und TP42 wiesen gegen die SARS-CoV-
MP Werte von (iber 60 % auf.

Die synthetisierten Azapeptid-Epoxide TP09, TP10, TP12, TP13, TP14, TP15 und TP16
zeigen im Screening insbesondere gegen Cathepsin B und L durchaus gute bis sehr gute
Hemmeigenschaften. Etwas besser schneiden die Vergleichssubstanzen TP19, TP20,
TP21, TP22 und TP23 ab. Hier sind zudem noch sehr gute Werte bei der Rhodesain- und
Falcipain 2-Hemmung erreicht worden. AuRerdem ist beim Epoxid TP23 auch eine hohe

Aktivitat gegen die Aspartat-Protease Cathepsin D zu finden.

Tabelle 4-20: Screening-Ubersicht der synthetisierten Michael-Systeme in %.

Name | Cath.B | Cath.L | Falc. Rhod. MP"° plP® SAP2 | Cath.D
TP24 13 3 7 46 1 1 4 20
TP25 12 12 7 24 0 8 3 7
TP26 18 8 13 32 1 10 0 23
TP27 13 8 11 26 6 13 0 23
TP28 2 8 23 15 6 8 24 8
TP29 15 14 22 7 1 3 52 39
TP30 12 10 9 10 2 3 34 20
TP31 28 25 41 26 8 5 58 32
TP32 57 70 39 33 18 16 14 100
TP33 34 29 23 31 18 18 22 99
TP34 13 18 17 14 13 16 42 99
TP35 60 46 75 94 19 18 68 94
TP36 35 46 72 95 25 18 90 69
TP37 32 40 51 56 47 14 100 100
TP38 99 69 88 89 52 52 100 100
TP39 81 14 81 99 25 20 100 100
TP40 10 3 20 26 7 0 5 0

Cath. B = Cathepsin B; Cath. L = Cathepsin L; Falc. = Falcipain 2; Rhod. = Rhodesain; M"™® =
SARS-CoV-MP?; pI’® = SARS-CoV-pl”®; Cath. D = Cathepsin D, Screening mit ¢ = 100 uM; Werte

angegeben in [%].
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Die Michael-Akzeptor substituierten Inhibitoren zeigen eine breite Aktivitat gegen
verschiedene Enzyme. Insbesondere Verbindungen, die einen Aromaten konjugiert zur
Doppelbindung tragen (TP32, TP35, TP36, TP37, TP38 und TP39) heben sich hervor.
Eine Derivatisierung am aromatischen Ringsystem mit Elektronen-ziehenden oder
Elektronen-schiebenden Substituenten filhrt zu einer weiteren Steigerung der

Hemmeigenschaften.

Korrekturmessungen

Die Verbindungen TP35, TP36, TP37, TP38 und TP39 zeigten in einem ersten Screening
sehr gute Hemmergebnisse (vgl.: Tabelle 4-20). Da es sich bei diesen Verbindungen um
substituierte Aromaten mit Absorptionseigenschaften im Bereich der Wellenlange der
emittierten Strahlung des Substrates handelt, bestand der Verdacht, dass im
fluorimetrischen Enzymassay durch Quenching ein falsch positives Messergebnis
hervorgerufen  wird.®® Um diesen Fall auszuschlieRen, wurde fir die
Korrekturmessungen zunachst eine Messung unter Standardbedingungen (vgl. Kapitel
4.5) mit Puffer und Fluorophor, aber ohne Inhibitor durchgefiihrt. AnschlieRend erfolgte
eine weitere Messung mit Puffer, Fluorophor und dem Inhibitor in DMSO. Erhalt man
einen niedrigeren Fluoreszenzwert, so muss ein Quenching-Prozess innerhalb der
Losung stattfinden. Die aus der Messung mit Inhibitor erhaltenen Intensitaten werden
durch die Intensitat ohne Inhibitor dividiert und man erhalt den Korrekturfaktor fir den
Enzym-Assay. Im Idealfall ist der Korrekturfaktor = 1 (kein Quenching), in schlechteren
Fallen kleiner, so dass daraus eine falsch positive Hemmung, hervorgerufen durch
Quenching des Inhibitors, resultiert. Die Ergebnisse der Korrekturmessungen sind in

Tabelle 4-21 aufgelistet.

Tabelle 4-21: Ubersicht iber die erhaltenen Korrekturfaktoren.

Name CathB Falcipain 2 | Rhodesain SAP2 CathD

TP35 --- 0.83 0.88 --- 1.18
TP36 --- 0.77 0.80 0.94 -

TP37 - --- --- 1.03 1.04
TP38 2.53 3.15 1.52 5.57 2.69

TP39 0.83 0.97 0.83 0.91 1.26
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Anhand der oben gezeigten Ergebnisse lasst sich erkennen, dass lediglich ein zu
vernachlassigendes Quenching durch die Inhibitoren vorhanden ist. Die Abweichung vom
Standard-Screening bewegt sich innerhalb der normalen Messtoleranz von ca. 10 %.
TP38 zeigt zudem eine Eigenfluoreszenz in allen Assays, so dass das Verhaltnis von

Korrekturmessung zur Standardmessung den Faktor 1 Ubersteigt.

4.7 Ergebnisse der Verdinnungsreihen

Bei der Durchfihrung der Verdinnungsreihe nach Tian und Tsou (vgl. Kapitel 4.3)
inkubiert man das Enzym zusammen mit dem Substrat und dem Inhibitor bei
verschiedenen Konzentrationen. Die Inhibitor-Konzentrationen sind 0 uM, 10 uM, 20 uM,
40 uM, 50 pM, 60 pM, 80 uM und 100 uM in DMSO. Bei sehr guten Inhibitoren verdinnt
man die Lésungen noch einmal um den Faktor zehn auf O uyM, 1 uM, 2 uM, 4 uM, 5 uM,
6 uM, 8 uM und 10 uM.

Fir jede Testung wurden 2zwei Verdlinnungsreihen durchgefihrt, jeweils alle

Hemmkonstanten berechnet und anschliefend die Mittelwerte gebildet.

4.7.1 Bestimmung des ICso und K; reversibler Inhibitoren

Die in Kapitel 4.4 beschriebenen Grundlagen zur Bestimmung der Hemmkonstanten
werden im Folgenden am Beispiel der Hemmung von Rhodesain durch TP32 fur eine
reversible Hemmung gezeigt und mit Hilfe verschiedener Diagramme erlautert.
Anschlieend sind die 1Cso- und Ki-Werte aller reversibel hemmenden Inhibitoren

zusammengefasst.
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Abb. 4-22: Umsatz-Zeit-Diagramm des kontinuierlichen Assays bei der reversiblen

Hemmung von Rhodesain durch TP32. Der Ubersichtlichkeit halber ist nur eine der

beiden Messreihen dargestellt.

Zunachst wird die Enzymrestaktivitdt bei konstanter Substratkonzentration aus den
Umsatz-Zeit Kurven (vgl. Abb. 4-22) bei verschiedenen Inhibitorkonzentrationen bestimmt.
Hierzu verwendet man die Steigungen der Kurven. AnschlieBend tragt man die
Restaktivitat gegen die Inhibitorkonzentration auf (vgl. Abb. 4-23) und berechnet den ICsp-
Wert aus den erhaltenen Werten anhand von Gleichung 4-13.
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Abb. 4-23: Restaktivitat gegen | des kontinuierlichen Assays bei der reversiblen
Hemmung von Rhodesain durch TP32.
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Als Resultat flir TP32 erhalt man hier einen ICso-Wert von 14.3 uM, welcher mit Hilfe von

Gleichung 4-11 in den Ki-Wert umgerechnet wird. In diesem Fall ergibt sich ein K-Wert
von 1.09 pM.
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Abb. 4-24: Nicht-linearisierter Dixon-Plot des kontinuierlichen Assays bei der reversiblen
Hemmung von Rhodesain durch TP39.

Bei einer kompetitiven Hemmung entspricht der ICs-Wert der apparanten
Dissoziationskonstante Kiapp, die durch die Dixon-Gleichung (Gleichung 4-14) berechnet
werden kann (vgl. Kapitel 4.4).

In nahezu allen Fallen hat der Dixon-Plot die geringere Abweichung und wird deshalb zur
Ergebnissermittiung herangezogen. Die Ergebnisse aller anderen Inhibitoren sind in
Tabelle 4-25 zusammengefasst.
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Tabelle 4-25: IC5-Werte und Ki-Werte des kontinuierlichen Assays aller getesteten nicht

zeitabhangigen Inhibitoren auf verschiedene Enzyme.

Enzym Name ICs0 bzw. Kiapp [MM] Ki [UM]
Cathepsin B TP32 62.5 + 3.06 37.5+1.84
Cathepsin B TP35 10.2 £ 0.50 6.13+0.30
Cathepsin B TP38* 9.09 +£0.28 5.46 +0.17
Cathepsin B TP39 6.88 + 0.36 4.13+0.22
Cathepsin L TP32 13.5+£0.53 6.88 + 0.27
Cathepsin L TP38 39.7+16.7 20.4 £8.50

Falcipain 2 TP36 75.3 +10.1 34.8 +4.68
Falcipain 2 TP38 18.7 £ 6.22 8.63 +2.88
Falcipain 2 TP39 4.03 £1.31 1.86 £ 0.61
Rhodesain TP32 14.3 £ 0.22 1.09 £ 0.02
Rhodesain TP35 229+1.32 1.75+0.10
Rhodesain TP36 54.3 +1.06 4.14 +0.08
Rhodesain TP38 4.96 + 1.69 0.38+0.13
Rhodesain TP39 2.89+0.25 0.22 £ 0.02
SARS-CoV-MP° TP41 261 +£66.5 207 £52.6
SARS-CoV-MP° TP42 199 + 6.63 158 £ 5.25
SAP2 TP32 14.7 £0.26 5.15+£0.12
SAP2 TP35 187 £51.7 65.4 +23.9
SAP2 TP36 49.7 £ 4.56 17.4 £2.11
SAP2 TP37 13.8+3.45 4.85+1.59
SAP2 TP38 31.3+3.05 11.0£1.41
SAP2 TP39 142 + 30.1 49.8 £13.9
Cathepsin D TP23 51.2+0.14 44.8 £0.12
Cathepsin D TP32* 10.8 £ 7.69 9.47 £6.72
Cathepsin D TP33 16.3 £4.20 14.3 £ 3.67
Cathepsin D TP34 k.H. k.H.
Cathepsin D TP35 21.9+3.88 19.1+£3.40
Cathepsin D TP36 16.7 £ 0.57 14.6 £ 0.50
Cathepsin D TP37* 5.60 £ 1.22 4.89 +1.07
Cathepsin D TP38* 476 +0.35 4.16 £ 0.31
Cathepsin D TP39 33.5+5.30 29.3 +4.63

*1-10 uM statt 10-100 uM; k.H.: keine Hemmung
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4.7.2 Bestimmung von k;, Kj und kzng bei irreversiblen Inhibitoren

Anders als bei der Bestimmung der reversiblen Hemmdaten ermittelt man aus den
Umsatz-Zeit-Diagrammen zunachst unter Verwendung von Gleichung 4-9 die
Geschwindigkeitskonstante pseudo-erster-Ordnung (kows) bei verschiedenen Inhibitor-
konzentrationen. Die auf diese Weise berechneten kops-Werte tragt man nun (siehe
Gleichung 4-10) gegen die verschiedenen Inhibitorkonzentrationen auf und erhalt Kispp

und k; durch Kurvenanpassung an die hyperbolische Funktion 4-26.

0,04 ) _
—O— Messreihe 1

—@— Messreihe 2

kobs =1/2 ki
=>| = Kiapp

I [uM]
Abb. 4-26: ko / I-Diagramm des kontinuierlichen Assays bei der irreversiblen Hemmung

von Rhodesain durch TP21.

Kiapp Wird wie oben bereits beschrieben mit Gleichung 4-11 in K; umgerechnet. Man erhalt
als Dissoziationskonstante K;= 0.0383 uM, als Alkylierungskonstante k; = 0.0385 min™
und als Geschwindigkeitskonstante zweiter Ordnung der Inaktivierung ki/ K = kang

=1,019,674 M min™.

Da k; der Maximalwert ist, an den sich die Kurve annahert, kann k in manchen Fallen nur
ungenau bestimmt werden. Dann tragt man k.,s gegen | linear auf, um so aus der der

Steigung (kops / 1) direkt den kong-Wert zu ermitteln.
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Abb. 4-27: kqs / I-Diagramm des Verdlinnungsassays der irreversiblen Hemmung von

Cathepsin L durch TP13.

Als Hemmkonstante wird kops / | = kong = 2,942 M min™ erhalten.
Weitere Hemmkonstanten der synthetisierten Verbindungen sind in Tabelle 4-28

zusammengestellt.



4. Enzym-Assays 67

Tabelle 4-28: Hemmdaten des kontinuierlichen Assays aller getesteten zeitabhangigen

Inhibitoren auf verschiedene Enzyme.

Enzym Name ki [min™"]/ K; [uM] Kona [M™" min™]
Cathepsin B TP0O9 n. b. 6,250 + 583
Cathepsin B TP10* n. b. 33,500 + 1,667
Cathepsin B TP11 091/77.4 11,690 + 221
Cathepsin B TP12 n. b. 5,167 £ 333
Cathepsin B TP13 n. b. 5,000 + 167
Cathepsin B TP14 n. b. 4,750 + 83.3
Cathepsin B TP15* n. b. 29,083 + 750
Cathepsin B TP16 n. b. 4,250 + 83.3
Cathepsin B TP22* 0.81/8.19 100,231 £ 9,917
Cathepsin B TP23 n. b. 4,917+417
Cathepsin L TP09 0.47/65.9 7,100 £ 2.83
Cathepsin L TP10 0.66/54.8 12,024 + 194
Cathepsin L TP13 n. b. 2,942 +0.00
Cathepsin L TP14 0.89/55.9 16,072 + 1,218
Cathepsin L TP15 0.31/8.42 39,972 + 8,830
Cathepsin L TP16 0.78/64.7 11,999 + 78.5
Cathepsin L TP19* 0.91/3.47 273,272 +4,317
Cathepsin L TP20 0.83/120 6,873 +46.5
Cathepsin L TP21* n. b. 40,604 + 1,177
Cathepsin L TP22** 0.78/0.77 1,078,152 + 184,001
Cathepsin L TP23* 0.36/5.79 72,718 £ 24,738

Falcipain 2 TPO8 0.18/13.6 13,042 + 380
Falcipain 2 TP14 0.53/53.3 10,272 + 1,149
Falcipain 2 TP15 0.14/26.8 5,763 + 1,302
Falcipain 2 TP16 0.16/31.6 5,052 + 416
Falcipain 2 TP21 0.27/16.7 16,456 + 1,217
Falcipain 2 TP22* n. b. 99,488 + 0.00
Rhodesain TP19 1.35/7.94 183,944 + 31,485
Rhodesain TP21* 0.04/0.04 1,019,674 + 114,065
Rhodesain TP22* n. b. 643,235 + 8,524
Rhodesain TP23 0.29/9.03 32,804 + 2,629

*1-10 uM statt 10-100 uM; ** 0.1-10 yM, n. b.: nicht bestimmt.
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5. Biologische Testungen

Im Rahmen des Sonderforschungsbereichs 630 (SFB630) ,Recognition, Preparation, and
Functional Analysis of Agents against Infectious Diseases” arbeitet die Arbeitsgruppe
Schirmeister als Teilprojekt A4 an der Universitat Wiarzburg zusammen mit anderen
interdisziplindren Teilprojekten, die diverse biologische Tests nach festgelegten SOP-
Arbeitsanweisungen (Standard Operating Procedures) durchfiihren. Zustandig sind PD
Dr. Heike Bruhn (Qualitadtsmanagement), Dr. Tobias Olschlager und PD. Dr. August Stich
vom Teilprojekt Z1 sowie Prof. Dr. Joachim Morschhauser (Teilprojekt B2). Im Folgenden
sind die verwendeten Spezies und Testungen beschrieben, sowie deren Ergebnisse

zusammengefasst.

5.1 Antibakterielle und antifungale Aktivitat

Am Zentrum fur Infektionsforschung (ZINF) fanden mehrere Testungen zur Bestimmung
der minimalen Hemmkonzentration (MHK) an verschiedenen Bakterienstdmmen und dem
Hefepilz Candida albicans statt. Die MHK bezeichnet die niedrigste Konzentration einer
Substanz, bei der die Vermehrung von Mikroorganismen mit bloRem Auge nicht
wahrgenommen werden kann.

Es wurde an folgenden Spezies getestet:

Bakterien:
e Staphylococcus aureus NCTC 8325
e Staphylococcus epidermidis RP62A
e Enterococcus faecalis JH212
e Enterococcus faecium 6413
e Escherichia coli 536
e Pseudomonas aeruginosa
e Yersinia pseudotubercolosis 252 01A
e Yersinia pestis KUMA

Pilze:
e Candida albicans 5314
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Zudem wurde die Biofilmwachstumshemmung der getesteten Substanzen auf den

Baterienstamm Staphylococcus epidermidis RP62A untersucht.

Es stellte sich heraus, dass keine der getesteten Substanzen das Wachstum von
Bakterien oder Pilzen hemmt. Die MHK lag fur alle Verbindungen Uber dem definierten

Schwellenwert von 40 uM.

5.2 Antiparasitare Aktivitat und Cytotoxizitatstests

Die antiparasitairen Eigenschaften der untersuchten Substanzen wurden an
trypomastigoten Formen von Trypanosoma brucei brucei TC 221 und Promastigoten von
Leishmania major MHOM/IL/81/FE/BNI getestet. Die erhaltenen Hemmdaten sind in
Tabelle 5-1 zusammengestellt.

Weiterhin wurde anhand von Cytotoxizitatstests an Makrophagen J774.1 untersucht, ob
die inhibitorischen Eigenschaften der Wirksubstanzen auf Inaktivierung des Enzyms oder
unspezifischer Cytotoxizitat beruhen. Die erhaltenen Ergebnisse der Makrophagentests

sind ebenso wie die Daten an den Parasiten in Tabelle 5-1 ersichtlich.

Tabelle 5-1: Antiparasitare Aktivitat und Cytotoxizitat der synthetisierten Verbindungen.
Name T. brucei brucei L. major Makroph. J774.1

ICs0 [UM] (72 h)  1Cso [UM] (48 D) ICs0 [UM] (48 h)

TPO6 15.2+0.22 70 46.6
TPO7 21.5+3.20 >100 >100
TPO8 >40 >100 >100
TPO9 3.34 £ 0.39 >100 13.7
TP10 16.1 £ 3.53 >100 50.8
TP12 13.4 £6.00 >100 444
TP13 >40 >100 >100
TP14 16.0 £ 2.87 >100 >100
TP15 12.3+£5.25 >100 43.2

TP16 3.43 +0.31 >100 33.5
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TP20 18.8 +6.74 >100 >100
TP24 >40 >100 >100
TP25 >40 >100 >100
TP26 >40 >100 >100
TP27 >40 >100 >100
TP29 0.51+0.29 >100 18

TP32 7.58 + 3.60 >100 40.5
TP35 2.28+£1.25 >100 10

TP36 5.69+3.77 >100 40.6
TP39 >40 >100 >100
TP41 >40 >100 >100
TP42 >40 >100 >100

Die erhaltenen Testergebnisse werden in Kapitel 6 ausfuhrlicher diskutiert.
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6. Diskussion der Ergebnisse und Struktur-Wirkungsbeziehungen

Die in dieser Arbeit synthetisierten Substanzen zeigen in den kinetischen Messungen (vgl.
Kapitel 4) unterschiedliche Hemmeigenschaften gegen verschiedene Enzyme. In diesem
Kapitel soll nun diskutiert werden, welche Charakteristika eines potentiellen Inhibitors flr
die Hemmung eines Enzyms von Vorteil sind. Die getesteten Substanzen unterscheiden
sich einerseits in der elektrophilen Kopfgruppe (Aziridin, Epoxid oder Michael-Akzeptor),
in der daran gekuppelten Aminosaure (Phe, Val, Leu oder Ala), der Endgruppe (BOC,
ICA, IAA oder OBn) und in der Art der Verknupfung (Peptid oder Aza-Peptid).
Andererseits spielt ebenso die Konfiguration an der elektrophilen Kopfgruppe (z.B. cis,
trans) oder der verwendeten Aminosaure (R, S) eine Rolle, insbesondere bei den Aza-
Peptiden, die nicht Gber den N-Terminus an den ,warhead” geknupft sind, sondern Uber
den C-Terminus der Aminosaure.

Die synthetisierten Verbindungen wurden gegen die Cystein-Proteasen Cathepsin B,
Cathepsin L, Falcipain 2, Rhodesain, SARS-CoV-MP™ und SARS-CoV-pl’® getestet.
Zudem wurden noch Assays an den Aspartat-Proteasen SAP2 und Cathepsin D
durchgeflhrt.

Hierbei erhalt man, je nach Hemmmechanismus, unterschiedliche Daten. Michael-
Akzeptor-substituierte Verbindungen hemmen, wie aus den Daten hervorgeht, reversibel
und somit kénnen fir diese Klasse nur ICsp- und Ki-Werte angegeben werden. Epoxide
und Aziridine hingegen sind irreversible Hemmstoffe und es ist dadurch mdglich, die
Geschwindigkeitskonstante zweiter Ordnung der Inaktivierung (kzng) zu ermitteln.

Im Folgenden werden nun die Struktur-Wirkungsbeziehungen anhand der erhaltenen
Ergebnisse der Enzymassays diskutiert. Es kdnnen jedoch fur den Bindungsmodus keine
Beweise wie eine Roéntgenstruktur des co-kristalliserten Enzym-Wirkstoffkomplexes oder
Docking-Studien zu Grunde gelegt werden. Ebenso war es nicht mdglich, alle denkbaren
Kombinationen aus elektrophiler Kopfgruppe, Aminosaure und Endgruppen mit allen
mdglichen Stereovariationen darzustellen. Daher spiegelt die folgende Analyse lediglich

Trends wieder.
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6.1 Enzymselektivitat

6.1.1 Aspartat- vs. Cysteinproteasen

An den Hemmdaten aus Kapitel 4 lasst sich erkennen, dass lediglich die Akzeptor-
substituierten Michael-Systeme Aktivitdt gegen die Aspartat-Proteasen SAP2 und
Cathepsin D zeigen. Die Epoxide und Aziridine inhibieren hingegen selektiv die Cystein-
Proteasen Cathepsin B, Cathepsin L, Rhodesain und Falcipain 2.

Einige der synthetisierten Substanzen desaktivieren sowohl Cystein- als auch Aspartat-

Proteasen. Eine Ubersicht ist in Tabelle 6-1 zusammen gestellt.

Tabelle 6-1: Synthetisierte Verbindungen, die Cystein- und Aspartat-Proteasen hemmen.

Name Enzyme

TP23 Cath. L / Cath. B/ Rhod. / Cath. D

TP32 Cath. L / Cath. D

TP35 Rhod. / Cath. D

TP36 Falc. / Rhod. / SAP2 / Cath. D

TP38 Cath. B/ Cath. L./ Rhod. / Falc. / SAP2 / Cath. D

TP39 Cath. B / Falc. / Rhod. / SAP2 / Cath. D

Cath. B = Cathepsin B; Cath. L = Cathepsin L; Falc. = Falcipain 2; Rhod. = Rhodesain; Cath. D =
Cathepsin D

6.1.2 SAP2vs.CD

Als wirksame Inhibitoren der SAP2 stellten sich die Michael-Systeme TP32, TP35, TP36,
TP37, TP38 und TP39 heraus. Wahrend ihre Crotonsdure-, Fumarsdaure- und
Maleinsaure-Derivate nicht aktiv waren, zeigen die Inhibitoren mit Zimtsaure-Struktur
durchaus gute Hemmeigenschaften. Die entsprechenden Verbindungen hemmen auch
Cathepsin D in etwa gleichem MalRe (vgl. Kapitel 4.7). Cathepsin D-selektiv hingegen sind
TP33 und TP23. Wahrend bei TP33 die Selektivitat im Vergleich zu TP32 offenbar durch

eine Variation der Aminosaure (Phe zu Val) verursacht wird, nimmt das Epoxid TP23 eine



6. Diskussion und Struktur-Wirkungsbeziehung 73

besondere Stellung ein. Hierbei handelt es sich um ein Oxiran, welches entgegen der
Erwartung einen nicht-zeitabhanigen Hemmechanismus besitzt. Vermutlich liegt die
Aktivitat des Epoxids nicht am elektrophilen Dreiring, sondern am Phe-OBn-Motiv, das es
mit anderen getesteten aktiven Substanzen gemeinsam hat.

Bei dem Michael-Akzeptor TP34 ist trotz guter Screening-Ergebnisse an Cathepsin D

keine Hemmung in der Verdinnungsreihe zu beobachten.

6.1.3 FPvs. RD; CB vs. CL; Cathepsine vs. parasitare Proteasen

Im Rahmen dieser Arbeit ist eine breite Palette an Inhibitoren dargestellt worden. In den
meisten Fallen werden mehrere Enzyme von diversen Stoffklassen gehemmt. Die
Enamine TP41 und TP42 bilden in der Reihe der getesteten Verbindungen eine

P welches

Ausnahme. Sie sind die einzigen Substanzen, die das Enzym SARS-CoV-M
zu den Chymotrypsin-ahnlichen Cystein-Proteasen zahlt, und das Enzym SARS-CoV-plP
hemmen. Jedoch sind die Dissoziationskonstanten (K;) im niedrigen dreistelligen Bereich
zu hoch, um als Leitstruktur fiir neue Inhibitoren zu dienen.

Der Michael-Akzeptor TP38 hingegen desaktiviert vier Cystein-Proteasen, wahrend seine
Derivate TP32 (Cath. B, Cath. L, Rhod.), TP35 (Cath. B, Rhod.) und TP36 (Falc., Rhod.)
selektiver hemmen. Die Ki-Werte fur alle nicht-zeitabhangigen Inhibitoren bewegen sich
fur die Cystein-Proteasen bei sehr guten Werten zwischen 0.22 yM und 8.63 uM. Drei
Werte sind geringfligig héher und rangieren zwischen 20.4 yM und 37.5 yM.

Betrachtet man die Kinetik-Daten der zeitabhangigen Inhibitoren, so findet man hier wie
zu erwarten hauptsachlich die Epoxide. Das Azriridin TPO8 bildet hier die einzige
Ausnahme, hat aber mit kong = 13,042 M min™ nur einen durchschnittlichen ko,g-Wert bei
Falcipain 2. Bei den Epoxiden hingegen zeigt sich ebenfalls ein breites Hemmspektrum.
TP22 hemmt die vier Cystein-Proteasen mit sehr guten k»,¢-Werten zwischen 100,231 M
min™ und 1,078,152 M" min™. Fiinf weitere Oxirane TP21 (Cath. L, Falc. Rhod.), TP14,
TP15, TP16 (Cath. B, Cath. L, Falc.) und TP23 (Cath. B, Falc., Rhod.) inhibieren je drei
Proteasen mit maRigen bis sehr guten Werten (4,250-1,019,674 M min™). TP09, TP10
und TP13 hemmen selektiv Cathepsin B und L mit eher durchschnittlichen Resultaten.
Lediglich TP10 weist mit konq(Cath. B) = 33,500 M min™ einen etwas besseren Wert auf.
TP19 ist an Cathepsin L (273,272 M min™') und Rhodesain (183,944 M min™") sehr aktiv,
seine Derivate hemmen dagegen Cathepsin L (TP20: 6,873 M™ min™) bzw. Cathepsin B
(TP11: 11,690 M min”; TP12: 5,167 M min™") nur schwach.
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6.2 Einfluss des nucleophilen Bausteins

Der elektrophile ,warhead“ spielt bei der Desaktivierung eines Enzymes die
entscheidende Rolle. Wahrend Aziridine am Stickstoffheteroatom zur weiteren
Verbesserung des Inhibitors modifiziert werden kénnen, bieten Epoxide nur bedingt eine
Méoglichkeit zur Derivatisierung. Im Normalfall reagieren Aziridine langsamer mit
Nucleophilen als Epoxide,!"®"! so dass letztere bevorzugt verwendet werden. Vergleicht
man hingegen TP08 mit TP18, die beide gleiche Substituenten und die gleiche
Konfiguration besitzen, so beobachtet man keine Aktivitdt beim Epoxid gegeniiber den
getesteten Enzymen, jedoch eine selektive Hemmung von Falcipain 2 durch das Aziridin
(vgl. Kapitel 6.1.3).

\/O ,,// \n/\)\
(@)
TPOS: X=NH
TP18: X=0

Abb. 6-2: Vergleich des Aziridins TP08 mit dem Epoxid TP18.

Die vielfaltigsten Modifikationsmoéglichkeiten bieten jedoch die Michael-Akzeptor-
substituierten Substanzen, insbesondere am Aromaten der Zimtsaure-Derivate. Hier kann
man durch Eigenschaften des phenylogen Substituenten die Doppelbindung direkt und

somit auch die Hemmeigenschaften beeinflussen.

SAP2 Cath. D
R
Name R Ki [uM] Ki [uM]
H
F N__-CCBn TP32 H 515+0.12 *0.47 +6.72
o = TP35  -NO, 654£239 19.1+3.40

TP38 -NMe, 11.0+1.41 *4.16+0.31
*1-10 yM statt 10-100 uM

Abb. 6-3: Zimtsaure-Derivate mit verschiedenen Substitutionsmustern in para-Position.
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Variiert man den Phenylring in 2-Position in der para-Position mit verschiedenen
Substituenten, die neutralen (Wasserstoff), elektronenziehenden (Nitro) oder
elektronenschiebenden Charakter (Dimethylamino) besitzen, so ergibt sich flir die
Hemmeigenschaften TP32>TP38>TP35 und somit -H>-NMe,>-NO, (vgl. Abb. 6-3).

Enzym- und Cytotoxizitats-Testungen

mit TP39 (vgl. Abb. 6-4) zeigen, dass O)N NO,
der Nitroaromat fur die Aktivitat

/ O
(Ki (SAP2) =49.8 uM; K (Cath. D) =

29.3 uM) der Substanz ausschlag- O

gebend ist. Dabei scheint eine E-

konfigurierte Doppelbindung fir die Abb. 6-4: Michael-Akzeptor TP39.
Hemmung essentiell zu sein. Keines

der dargestellten Maleate (TP24, TP25, TP26, TP27) ist bei den Enzym-Assays aktiv.
Vergleicht man die Inhibition durch die oben gezeigten Michael-Systeme TP32, TP35 und
TP38 mit der des Epoxids TP23, das ebenso ein Phe-OBn Motiv tragt, so erkennt man,
dass die Hemmung etwas schlechter, aber dennoch beachtlich ist, zudem die Oxiran-
Funktion nicht fir den Hemmmechanismus verantwortlich zu sein scheint (vgl. Kapitel
6.1.2). Ein Vergleich mit dem entsprechenden cis-Epoxid ist nicht moéglich, da hier
lediglich Werte fiir SAP2 und nicht fiir Cathepsin D vorhanden sind.”

Ein Vergleich der Hemmeigenschaften zwischen Epoxiden und Doppelbindungssystemen
ist nicht direkt moglich, wenn bei beiden Spezies unterschiedliche Bindungsmodi
vorliegen. Olefine hemmen meist nur nicht-zeitabhangig und werden somit lediglich durch
die Affinitdt zum Enzym, dem Ki-Wert (vgl. Kapitel 4.2), charakterisiert. Epoxide hingegen
sind in der Regel irreversible Inhibitoren und hier spielen sowohl die Affinitdt zum Enzym,
als auch die Geschwindigkeit des Alkylierungsschritts (ki, vgl Kapitel 4.2), eine Rolle. Dies
bedeutet, dass man die eigentliche Hemmleistung prinzipiell nur unter der Berlck-
sichtigung beider Komponenten (kong-Wert) beurteilen kann. Ist hingegen die
Geschwindigkeitskonstante zweiter Ordnung durch lineare Auftragung direkt bestimmt
worden, ist die Dissoziationskonstante K; nicht zuganglich. Vergleicht man nun die
Affinitat, also die Ki-Werte, der dargestellten Michael-Systeme mit denen der Epoxide bei
der Hemmung von Cathepsin B, Cathepsin L, Falcipain 2 und Rhodesain, fallt auf, dass
die Michael-Systeme in den meisten Fallen einen einstelligen K-Wert besitzen, die
irreversiblen Systeme dagegen sich mit wenigen Ausnahmen generell eher im zwei- bis
dreistelligen Bereich bewegen (vgl. Tabelle 4-25 und 4-28). Beispielsweise weisen TP19,
TP21 und TP23 im Gegensatz zu anderen Epoxysuccinaten eine sehr hohe Affinitat zu
Rhodesain und Cathepsin L, mit K-Werten von 0.04 uM bis 9.03 uM, auf.
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6.3 Einfluss der Aminosauren

6.3.1 Einfluss des Alkylrestes der Aminosauren

Synthetische Inhibitoren imitieren oft das Peptid-Rickgrat des natirlichen Substrats, um
eine hohe Affinitdt zur Bindungstasche des Ziel-Enzyms zu erreichen. Aus diesem Grund
ist die Aminosaure in unmittelbarer Umgebung zum ,warhead“ von immenser Bedeutung
fur die Platzierung in der Nahe des katalytischen Zentrums.

Aus der Reihe der Zimtsadurederivate mit Phenylalanin in direkter Nachbarschaft zur
Doppelbindung (vgl. Abb. 6-5) weist TP35 etwas schlechtere Werte als die anderen
getesteten Derivate auf. Tauscht man hingegen Phenylalanin durch Valin oder Leucin
aus, so verbessert sich die Aktivitat um das dreizehnfache bei SAP2 und ca. das
vierfache bei Cathepsin D (vgl. Abb. 6-5).

SAP2 CathD
ON Name R Ki [uM] Ki [uM]
G H\/COZBn TP35 -CH,-Ph 65.4+23.9 19.1+3.40
= TP36 CH(CHs),  17.4+211 14.6+0.50
O R

TP37 -CH,-CH(CH3), 4.85+1.59 *4.89x1.07

*1-10 uM statt 10-100 pM

Abb. 6-5: 4-Nitrozimtsaure-Derivate mit verschiedenen Aminosauren.

Vermutlich eignen sich die, im Gegensatz zum Benzyl-Rest des Phenlalanins, kleineren
Alklreste besser flr hydrophobe Wechselwirkungen in der benachbarten Bindetasche.
Allerdings liefert eine Variation der Aminosaure des unsubstituierten Zimtsaurederivats
TP32 (Phe) zu TP33 (Val) in etwa gleiche K-Werte (Ki(TP32)=9.47 % 6.72 uM;
Ki(TP32) =14.3 £ 3.67 uM) bei der Hemmung von Cathepsin D. Das Alanin-Analogon
TP34 zeigt keinerlei Hemmung von Cathepsin D. Alle drei Verbindungen sind gegentber
SAP2 inaktiv (vgl. Abb. 6-6).
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CathL CathD
Name R Ki [uM] Ki [uM]
G H\/COZBn TP32 -CH>-Ph 13.5+0.53 6.88+0.27
A é TP33 ~CH(CHs), k. H. 14.3 + 3.67
TP34 -CH; k. H. k. H.

*1-10 yM statt 10-100 uM
Abb. 6-6: Zimtsaure-Derivate mit verschiedenen Aminoséauren.

Neben den Michael-Systemen sind, wie in Kapitel 1.1.3.1 bereits behandelt,
Epoxysuccinate vielversprechende Leitstrukturen fiir Cystein-Protease-Inhibitoren. Die
dargestellten Verbindungen unterscheiden sich entweder durch die Verknipfung zum
Elektrophil, durch die Gruppe am terminalen Ende der Aminosaure oder durch den
Alkylrest an der Aminosaure selbst. Zunachst wird hier aber lediglich auf den Effekt des
Aminosaurerestes eingegangen. Der Einfluss der anderen Gruppen wird zu einem

spateren Zeitpunkt diskutiert.
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Cathepsin B Cathepsin L

Name R Kona [M” mMin™]  kong [M™" min™]
TP0O9 -CH»-Ph 6,250 £+ 583 7,100 £ 2.83
TP10 -CH(CH;), *33,500 + 1,667 12,024 £ 194
TP11  -CHp,-CH(CHs), 11,690 + 221 k. H.

*1-10 uM statt 10-100 uM; k. H.: keine Hemmung
Abb. 6-7: Epoxid-Hydrazide mit verschiedenen (S)-Aminosauren und BOC-Schutzgruppe.
Betrachtet man Epoxysuccinate mit EtO-(2R, 3R)-Eps-NH-NH-AS-BOC-Schema, so findet

man sowohl bei der Hemmung von Cathepsin B als auch bei Cathepsin L eine

Bevorzugung von Isopropyl gegenliber Benzyl oder Isobutyl als Aminosdureseitenkette.
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Die Geschwindigkeitskonstanten zweiter Ordnung sind im Fall der Hemmung von
Cathepsin B durch TP10 vier- bis finfmal héher als bei den Phenylalanin- bzw. Leucin-
Derivaten (vgl. Abb. 6-7). Der Grund hierfir konnte die sperrige tert-Butoxycarbonyl-
Gruppe sein, die durch ihren enormen sterischen Anspruch den Inhibitor weiter in
Richtung der hydrophoben S2-Tasche verschiebt, so dass daher nur noch kleinere Reste
in dieser Tasche Platz finden.

Epoxysuccinate mit EtO-(2R,3R)-Eps-NH-NH-AS-IAA-Motiv folgen bei der Inhibition von
Cathepsin B und L dem gleichen Trend wie ihre BOC-geschitzten Analoga. Der
Isopropyl-Rest des Valins hebt sich deutlich von den Derivaten mit Phenylalanin bzw.
Leucin ab, die beide in etwa gleiche Hemmkonstanten aufweisen (vgl. Abb. 6-8). Die fir
die Hemmung von Falcipain 2 ermittelten k,q-Werte aller drei Verbindungen bewegen
sich ungefahr im gleichen Bereich, mit leichten Vorzigen zugunsten des Phenylalanin-
substituierte Epoxids TP14.
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Cathepsin B Cathepsin L Falcipain 2

Name R Kong IM' min™]  kong M min™  kong [M™ min]
TP14 -CH»-Ph 4,759 + 83.3 16,072 + 1,218 10,272 + 1,149
TP15 -CH(CHs), *29,083+750  39,972+8,830 5763 1,302

TP16  -CH,-CH(CHa), 4,250 + 83.3 11,999 + 78.5 5,052 + 416
*1-10 uM statt 10-100 uM; k. H.: keine Hemmung

Abb. 6-8: Epoxid-Hydrazide mit verschiedenen (S)-Aminosauren und ICA-Gruppe.

Die Untersuchungen an den Epoxiden ohne Hydrazid-Funktion TP19, TP20 und TP21
zeigt einen entgegen gesetzten Trend im Vergleich zu den in Abb. 6-7 und 6-8
dargestellten Epoxiden. Hier schneidet TP20 mit Valin als Aminosaure bei den Testungen
an Cathepsin L, Falcipain 2 und Rhodesain am schlechtesten ab (vgl. Abb. 6-9). TP19 mit
Phenylalanin dagegen hemmt mit einer sehr guten Hemmkonstante von Kong
=273,272 M™ min™" Cathepsin L offensichtlich besser als das TP21 mit dem Isobutyl-Rest
des Leucins (kong = 40,604 M min™"). Beim Rhodesain-Assay dreht sich diese Tendenz

um. Hier zeigt TP19 zwar immer noch einen guten Wert von ky,q = 183,944 M min™, ist
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TP21 jedoch deutlich unterlegen, welches einen kyg-Wert von 1,019,674 M" min™
aufweist. TP21 hemmt als Einzige dieser drei Verbindungen Falcipain 2.
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pillIL

Cathepsin L Falcipain 2 Rhodesain
Name R Kona M7 mMin™"]  kong [M" min™] Kong [M™ min™]
TP19 -CH,-Ph *273,272 +4 317 k. H. 183,944 + 31,485
TP20 -CH(CH3), 6,873 +46.5 k. H. k. H.

TP21  -CH,-CH(CH3), *40,604 +1,177 16,456 +1,217  *1,019,674 + 114,065
*1-10 uM statt 10-100 uM; k. H.: keine Hemmung

Abb. 6-9: Epoxysuccinate mit verschiedenen (S)-Aminosauren und IAA-Gruppe.

6.3.2 Einfluss der Schutzgruppe am terminalen Ende der Aminosaure
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\/O\"\\\"ﬂ/ H\)I\ R

(@) (@)
Cathepsin B Cathepsin L Rhodesain Cathepsin D
Name R Kand Kond Kand Ki
TP19 -IAA k. H. *273,272 +4,317 183,944 + 31,485 k. H.

TP23  -O-Bn 4917 £417  *72,718 £ 24,738 32,804 + 2,629 448 +0.12

1-10 uM statt 10-100 pM; k. H.: keine Hemmung, kong-Werte in [M™ min™'], K-Werte in
[uM]

Abb. 6-10: Epoxysuccinate mit Benzyl- oder IAA- geschitztem Terminus.
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Ein weiterer Faktor, der die Hemmeigenschaften der synthetisierten Inhibitoren
beeinflussen kann, ist das terminale Ende der Aminosaure. In den bekannten
Epoxysuccinaten E64c (HO-(2S,3S)-Eps-Leu-IAA) und E64d (EtO-(2S,3S)-Eps-Leu-1AA)
befindet sich hier ein Isoamylamid-Rest (IAA), welcher mit seinem Isobutyl-Rest die
hydrophobe S3-Tasche (Phe75) von Cathepsin B adressiert.!"*® Hier bietet sich ein
Vergleich mit einer aromatischen Endgruppe an, wie einem Benzylester, der zudem noch
m-mm-Wechselwirkungen zwischen den aromatischen Sechsringen mdglich machen
kénnte.

Tatsachlich ist es so, dass durch den Austausch des Isoamylamids gegen den
Benzylester ein aktiver Inhibitor entsteht. Die Geschwindigkeitskonstante k,,q betragt fur
TP23 in diesem Fall 4,917 M" min™. TP23 zeigt im Gegensatz zu TP19 auch eine
Hemmung von Cathepsin D, welche, wie in Kapitel 6.1.2 bereits beschrieben, auf das
Phe-OBn-Motiv zurlickzufiihren sein koénnte. Beide in Abb. 6-10 gezeigten Epoxide
hemmen Cathepsin L und Rhodesain. TP19 besitzt hier im Vergleich zu TP23 drei- bis
funffach héhere Hemmkonstanten.

Nimmt man nun die in Abb. 6-11 aufgelisteten Verbindungen in Augenschein, um den
Einfluss auf die Hemmeigenschaften zwischen tert-Butoxycarbonyl- (BOC) und Isocapron-

saure-Gruppe (ICA) zu vergleichen, so lasst sich auch hier ein gewisser Trend feststellen.
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Cathepsin B Cathepsin L Falcipain 2

Name R R, Kong [M" Min"] kong M Min"]  Kong [M™ min™]
TPO9 -CH»,-Ph -BOC 6,250 + 583 7,100 £ 2.83 k. H.
TP14 -CH»-Ph -ICA 4,750 + 83.3 16,072 + 1,218 10,272 £ 1,149
TP10 -CH(CH;), -BOC 33,500 = 1,667 12,024 £ 194 k. H.
TP15 -CH(CHa), -ICA 29,083 + 750 39,972 +8,830 5,763 + 1,302
TP11  -CH,-CH(CH;), -BOC 11,690 + 221 k. H. k. H.
TP16  -CH,-CH(CH;),  -ICA 4,250 + 83.3 11,999 + 78.5 5,052 + 416

*1-10 uM statt 10-100 uM; k. H.: keine Hemmung

Abb. 6-11: Epoxid-Hydrazide mit verschiedenen (S)-Aminosauren und Endgruppen.
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Zunachst ist bei der Hemmung von Cathepsin B kein groRer Unterschied zwischen beiden
Varianten zu erkennen. Lediglich zwischen TP11 und TP16 ist ein kleiner Unterschied
zugunsten des BOC-Derivats vorhanden.

Betrachtet man nun die Ergebnisse der Cathepsin L-Assays, so wird der Unterschied
zwischen den Endgruppen schon deutlicher. Hier wird das Enzym stets effektiver durch
das ICA-Derivat als durch das entsprehende BOC-Derivat desaktiviert. Die grofte
Selektivitdt besitzen die ICA-substituierten Epoxide jedoch bei der Hemmung von
Falcipain 2. Hier ergeben sich kang-Werte zwischen 5,052 M min” und 10,272 M min™,

wahrend die BOC-geschitzen Derivate komplett inaktiv sind.

6.4 Einfluss der Stereochemie

6.4.1 Einfluss der Konfiguration am Dreiring

Im natirlichen Vorbild fir Epoxysuccinyl-Inhibitoren E-64 ist die (2S,3S)-Konfiguration des
Elektrophils von entscheidender Bedeutung fir die Hemmeigenschaften gegeniiber
Cystein-Proteasen wie Cruzain, Cathepsin B und L. Auch bei vielen Derivaten wird die
(2S,3S)-Form bevorzugt. Als eine der wenigen Ausnahmen ist ein (2R,3R)-Derivat
bekannt, welches am Ende der Peptidkette ein freies Carboxylat tragt und dadurch die
Wechselwirkung mit dem ,occluding loop* von Cathepsin B nutzt."*!

Die in Abb. 6-11 gezeigten Epoxysuccinyl-Hydrazide sind die Aza-Analoga von E64d und
ihren Derivaten mit Phenylalanin statt Leucin. Sie besitzen, neben dem
Epoxysuccinylethylester, eine Uber ein Hydrazid verknupfte Aminosaure mit aliphatischer
Isocapronsaure-Gruppe am terminalen Ende. Dies hat zur Folge, dass die Aminosaure
Uber den C- und nicht wie gewoéhnlich tber den N-Terminus an das Succinat geknipft ist.
Betrachtet man nun die Hemmeigenschaften der synthetisierten Verbindungen TP16 und
TP18 bzw. TP14 und TP17, so zeigt sich, dass ausschliellich die (2R,3R)-Derivate
gegenlber Cathepsin B, Cathepsin L und Falcipain 2 aktiv sind. Die (2S,3S)-Analoga

zeigen keinerlei Aktivitat.
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Name TP16 TP18 TP14 TP17
Epoxid RR S,S RR S,S
R -CH,CH(CHs), -CH,-CH(CHs), -CH,-Ph -CH,-Ph
CathB 4,250 +83.3 k. H. 4,750 + 83.3 k. H.
CathL 11,999 + 78.5 k. H. 16,072 + 1,218 k. H.
Falc. 5,052 + 416 k. H. 10,272 + 1,149 k. H.

*1-10 uM statt 10-100 uM:; k. H.: keine Hemmung, kan¢-Werte in [M™ min™"]
Abb. 6-12: (2R, 3R)-Epoxysuccinate im Vergleich mit ihren (2S,3S)-Derivaten.

Nun kann man vermuten, dass die Hydrazide wie bekannte aktive (2R,3R)-
Epoxysuccinate einen anderen Bindungsmodus in Cathepsin B besitzen. Diese (2R,3R)-
Epoxide lassen dagegen die NH-Gruppe in B-Position zu C3 vermissen, welche eine
Wasserstoffbriicke zur Carbonylgruppe des Gly198 ausbildet und so ein notwendiges
Strukturmerkmal darstellt. Inhibitoren mit Proton-Donor in dieser Position sind in der Regel
mit (2S,3S)-Konfiguration deutlich aktiver.!'*®

Bei den Epoxysuccinyl-Hydraziden ist jedoch das Gegenteil der Fall. Hier erzielen die
Epoxide mit (2R,3R)-Konfiguration Hemmwerte zwischen 4,250 M™ min™ und 16,072 M

min™.

6.4.2 Einfluss der Konfiguration der Aminosaure

Das Strukturmotiv der in dieser Arbeit synthetisierten Epoxide besteht, wie oben bereits
erwahnt, aus EtO-Eps-NH-NH-AS-PG mit PG fur die terminale Schutzgruppe (protective
group). Durch die Hydrazid-Verknipfung zwischen dem Epoxysuccinat und der
Aminosaure kommt es zu einer Inversion der Aminosauresequenz (vgl. Kapitel 6.4.1) und
damit auch zu einer anderen rdumlichen Orientierung des Aminosaurerestes. Als Folge
daraus ist es wahrscheinlich, dass beispielsweise die S2-Bindetasche von Cathepsin B

nicht mehr adressiert werden kann und zudem sterische Effekte eine gute Hemmung
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verhindern. Da die Aminosaure jedoch einen erheblichen Teil zur Wechselwirkung mit
dem Enzym beitragt, ist es wichtig in Erfahrung zu bringen, welche Auswirkung die
Konfiguration des Stereozentrums der Aminosaure auf die inhibitorischen Eigenschaften

des Molekiils hat.
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Cathepsin B Cathepsin L

Name R Stereo  kong M min™l  kong [M7 min]
TPO9 -CH,-Ph S 6,250 + 583 7,100 £ 2.83
TP12 -CH,-Ph R 5,167 £ 333 k. H.
TP11  -CH,-CH(CHs), S 11,690 + 221 k. H.
TP13  -CH,-CH(CHs), R 5,000 + 167 2,942 +0.00

*1-10 uM statt 10-100 uM; k. H.: keine Hemmung
Abb. 6-13: Epoxid-Hydrazide mit verschieden konfigurierten Aminosauren.

Wie in Abb. 6-13 zu sehen ist, wurden EtO-(2R,3R)-Epoxysuccinate Uber eine Hydrazid-
Bindung jeweils mit dem R- bzw. S-Enantiomer von Phenylalanin oder Leucin verknupft.
Am terminalen Ende der Sequenz befindet sich eine tert-Butoxycarbonylgruppe.

Die Enzymkinetik-Daten zeigen, dass bei der Hemmung von Cathepsin B kaum ein
Unterschied zwischen der R- bzw. S-Konfiguration besteht. Die ko.g-Werte befinden sich
alle in der gleichen GréRenordnung zwischen 5,000 M™ min™ und 11,690 M™" min".

Die Ergebnisse der Cathepsin L-Assays andererseits lassen keine eindeutige
Interpretation zu. Wird Phenylalanin als Aminosaure eingebaut, hemmt lediglich das S-
Enantiomer mit kong = 7,100 M min™, wohingegen das (R)-Phenylalanin-Derivat inaktiv
bleibt. Befindet sich Leucin in der Aminosaure-Sequenz ist das Gegenteil der Fall. Das
Epoxysuccinat mit (S)-Leucin ist die inaktive Spezies, wahrend das R-Enanatiomer einen
kang-Wert von 2,942 M min™ aufweist.
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6.4.3 Einfluss der Z- / E-Konfiguration bei Olefinen

Ausgehend von dem bereits untersuchten Fumarat EtO-Fum-Phe-OBn, welches geringe
Aktivitdt gegen Cathepsin L und SAP2 aufweist,® wurden die entsprechenden Derivate
mit anderen Aminosauren (Val, Ala, Leu) dargestellt. Bedauerlicherweise sind diese
gegenlber keinem der getesteten Enzyme aktiv. Andererseits blieb die Cytotoxizitat
gegenuber Makrophagen erhalten.

Die synthetisierten Maleate mit HO-Mal-AS-OBn-Motiv sind haufig untersuchte
Substanzen im Rahmen von QSAR-Studien (quantitative structure-activity relationship) fir
a-Chymotrypsin."*”! Sie zeigen zusammen mit ihren p-Nitrobenzyl-Derivaten vielver-

sprechende Geschwindigkeitskonstanten zweiter Ordnung.['"!

Die Testung der
synthetisierten Maleate, welche an verschiedene Aminosaurebenzylester (Phe, Val, Ala,
Leu) geknlpft sind, fihrte bei keiner der acht verwendeten Cystein- bzw.
Aspartatproteasen zu einer Inaktivierung. Folglich hemmen die Olefine mit Z-Konfiguration
Chymotrypsin selektiv und sind im Vergleich zu den Fumaraten als Inhibitor ebenfalls
keine Alternative fur die getesteten Proteasen. Interessant ist hier lediglich die Tatsache,
dass TP24 und TP25 im Gegensatz zu ihren Ethylestern® nicht toxisch fiir Makrophagen

sind.

6.5 Aza-vs. Nicht-Aza-Aminosauren

Im Allgemeinen bieten azapeptidische Verbindungen eine bessere Bestandigkeit
gegenluber enzymatischer Hydrolyse als peptidische Inhibitoren. Dies hat den Vorteil,
dass der Wirkstoff nicht abgebaut wird, bevor er seinen Wirkungsort erreicht hat (vgl.
Kapitel 1.3). Jedoch besteht die Mdglichkeit, dass durch die Umkehr der Hydrazid-
verknipften Peptidsequenz eine Veranderung der raumlichen Anordnung stattfindet.
Dadurch ist es denkbar, dass die Aktivitdt des urspriinglichen Wirkstoffes verloren geht,
da die Bindungstasche des Ziel-Enzyms nicht mehr vollstandig adressiert werden kann.
Andererseits kann die rdumliche Veranderung auch dazu flihren, dass eine unwirksame
Substanz zu einem aktiven Stoff wird. Durch die Synthese von azapeptidischen Aziridinen
und Epoxiden ist es mdglich, einen Vergleich mit verwandten Inhibitoren anzustellen.
Ausgehend von den bereits bekannten Aziridinen BDA-07 und BDA-08,°*! welche
Aktivitat gegen die Aspartat-Proteasen SAP2 und Cathepsin D zeigen, wurden die
Azapeptide TP06 und TPO7 synthetisiert (vgl. Abb. 6-14).
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™
N
N
Ph R
o)
SAP2 Cathepsin D
Name R Kong [M" min™]  kong [M” min™"]
BDA-07 -Phe-OBn 9,265 34,770
TPO6  -NH-Phe-BOC k. H. k. H.
BDA-08 -Val-OBn 14,386 260,663
TPO7 -NH-Val-BOC k. H. k. H.

*1-10 uM statt 10-100 uM; k. H.: keine Hemmung

Abb. 6-14: kong-Werte von azapeptidischen und nicht-azapeptidischen Aziridinen.

Die Assays an SAP2 und Cathepsin D ergaben jedoch keinerlei Aktivitdt der beiden
Substanzen. Durch die Kettenverlangerung aufgrund der Hydrazid-Funktion und die
sterisch anspruchsvolle tert-Butoxycarbonyl-Gruppe ist anzunehmen, dass eine
Adressierung der S1’- und S2’-Bindungstasche der SAP2 nicht mehr gewahrleistet ist.

Bei den Epoxysuccinaten stellt sich ein anderes Bild dar, denn hier verandert sich in
einigen Fallen die Enzym-Selektivtat der azapeptidischen Analoga. Vergleicht man TP23
und TP09, die beide Phenylalanin als Aminosaure tragen, sich aber in deren VerknlUpfung
und der Endgruppe unterscheiden, so erkennt man, dass TP09 zwar bei der Hemmung
von Cathepsin L oder Rhodesain deutlich schwacher als TP23 ist, aber bei der Inhibition
von Cathepsin B Hemmkonstanten in der gleichen GréRenordnung erreicht werden (vgl.
Abb. 6-15).

Tauscht man nun die unterschiedliche Endgruppe in beiden Fallen durch jso-Butyl-Reste
aus, so lasst sich erkennen, dass im Falle von TP19 die ko,q-Werte gegen Cathepsin L
und Rhodesain um das vier- bis sechsfache auf bis zu 273,272 M min™ ansteigen. Damit
ist TP19 dem TP14 deutlich Gberlegen. Im Gegensatz zu TP19 jedoch, zeigt das Hydrazid
TP14 Aktivitdt gegen Cathepsin B und Falcipain 2 mit kong-Werten von 4,750 M™ min™
(Cathepsin B) und 10,272 M min™" (Falcipain 2).
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Name R Ring-Konf. =~ Cath.B  Cath.L  Falc. Rhod.
TP23 -Phe-OBn RR 4,917 *72,718 k. H. 32,804
TPO9 -NH-Phe-BOC RR 6,250 7,100 k. H. k. H.
TP19 -Phe-1AA RR k. H. *273,272 k. H. 183,944
TP14 -NH-Phe-ICA RR 4,750 16,072 10,272 k. H.
TP20 -Val-IAA RR k. H. 6,873 k. H. k. H.
TP15 -NH-Val-ICA RR *29,083 39,972 5,763 k. H.
TP21 -Leu-1AA RR k. H. *40,604 16,456 *1,019,674
TP16 -NH-Leu-ICA RR 4,250 11,999 5,052 k. H.
E64d -Leu-IAA S,S n. b. n. b. n. b. n. b.
TP18 -NH-Leu-ICA S,S k. H. k. H. k. H. k. H.

*1-10 pM statt 10-100 pM; k. H.: keine Hemmung; n. b.: nicht bestimmt; kynq [M'1 min'1];
Cath.B: Cathepsin B, Cath.L: Cathepsin L, Falc.: Falcipain 2, Rhod.: Rhodesain.

Abb. 6-15: kong-Werte von azapeptidischen und nicht-azapeptidischen Epoxid-Inhibitoren.

Substituiert man in TP19 und TP14 die Aminosaure Phenylalanin mit dem kleineren Valin,
so unterscheiden sich die daraus erhaltenen Hemmdaten von TP20 und TP15 voéllig im
Vergleich zu denen von TP19 und TP14. TP20 zeigt nur noch schwache Aktivitat gegen
Cathepsin L und ist gegen Cathepsin B, Falcipain 2 und Rhodesain komplett inaktiv. TP15
hingegen hemmt Cathepsin B und Cathepsin L mit guten Geschwindigkeitskonstanten
von etwa 30,000-40,000 M min™ und Falcipan 2 mit kong = 5,763 M min™. Aus diesem
Grund ist anzunehmen, dass im Vergleich zu den Derivaten ohne Hydrazid-Funktion ein
anderer Bindungsmodus der Aza-Inhibitoren bei den getesteten Enzymen vorliegt. Die
strukturellen Unterschiede des Azapeptids TP15 im Vergleich zu TP20 scheinen fiir den
anderen Bindungsmodus entscheidend zu sein.

Ersetzt man die verwendete Aminosaure durch Leucin, erhalt man das (2R, 3R)-Analogon
von E64d. Dieses hemmt, wie zu erwarten, sehr gut Cathepsin L (kang = 40,604 M min™)
und Rhodesain (kg = 1,019,674 M" min™"), zeigt aber auch passable Aktivitidt gegen
Falcipain 2 (kong = 16,456 M min”). Gegen Cathepsin B wurde keine Hemmmung
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beobachtet. Das azapeptidische Pendant TP16 hingegen zeigt wiederum schwache
Aktivitidt gegen Cathepsin B (kang = 4,250 M min™"), ist allerdings gegen Cathepsin L und
Falcipain 2 TP21 deutlich unterlegen (vgl. Abb. 6-15). TP16 hemmt zudem auch nicht
Rhodesain.

Die bislang diskutierten Epoxysuccinate sind, wie oben bereits erwahnt, im Gegensatz zu
den naturlichen Vorbildern nicht (2S,3S)-konfiguriert. Zur besseren Vergleichbarkeit wurde
das (2S,3S)-Epoxid TP18 dargestellt, bei dem es sich um das Azapeptid-Analogon zu
(2S,3S)-E64d handelt. E64d ist ein bekannter Inhibitor, der gegen Cathepsin B! und
Falcipain 2! ICs,-Werte im mikro- bis nanomolaren Bereich aufweist. Testungen an dem
verwandeten Papain lieferten Geschwindigkeitskonstanten zweiter Ordnung von ca.
45,000 M min™.['"*?! Erstaunlicherweise zeigt TP18 gegen keines der getesteten Enzyme
Aktivitat. Offensichlich ist die Insertierung einer Hydrazid-Funktion zwischen
Epoxysuccinat und Aminosaure und aller damit verbundenen raumlichen Konsequenzen
ausreichend, um das Molekil inkompatibel zum Enzym zu machen und so alle

Hemmeigenschaften zu verlieren.

6.6 Einfluss der Aminosaurerester

Neben dem Einfluss auf die Cytotoxizitat (vgl. Kapitel 6.4.3) spielt ein Ethylester im
Vergleich zu einem Carboxylat noch eine andere Rolle. Beispielsweise ist das
Epoxysuccinat E64c mit seinem freien Carboxylat nicht in der Lage Zell-Membranen zu
durchdringen und so an seinen eigentlichen Wirkungsort zu gelangen. Anders hingegen
ist der dazugehorige Ethylester E64d lipophiler und somit membrangangig. Dartber
hinaus kann angenommen werden, dass E64d intrazellular durch Esterasen in seine
aktive Form E64c umgewandelt wird,"'** 4 was durch die héhere Aktivitat von E64d im
Vergleich zu E64c bei In-vivo-Tests an Hamstern erklart werden kann.!"*!

Die (2R,3R)-Derivate der (2S,3S)-konfigurierten Epoxysuccinate E64c und E64d sind
schon in der Literatur bekannt und an Papain ((2R,3R)-E64d) bzw. Cathepsin B und
Cathepsin L ((2R,3R)-E64c) getestet worden.['*> ' Sowohl (2R 3R)-E64c als auch
(2R,3R)-E64d zeigen hierbei sehr gute Hemmeigenschaften. Das in dieser Arbeit
synthetisierte Kalium-Salz des (2R,3R)-E64c (TP22) zeigt in Ubereinstimmung mit der
Literatur im Gegensatz zu seinem Ethylester-Derivat Aktivitat an Cathepsin B. Ebenso ist
bei den Assays an Cathepsin L, Falcipain 2 und Rhodesain eine deutlich starkere
Hemmung durch das (2R,3R)-E64c-Kalium-Salz (TP22) beobachtet worden (vgl. Abb. 6-
16).
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ROWCE\\“LHO/H\)I\ H/\)\
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Cathepsin B Cathepsin L Falcipain 2 Rhodesain
Name R kong [M' min™] Kong [M” min™"] Kong [M” min™] Kong [M™ min™]
TP22 K *100,231+9,917  **1,078,152 + 184,001 99,488 + 0.00 *643,235 + 8,524
TP21  Et k. H. *40,604 + 1,177 16,456 + 1,217 *1,019,674 + 114,065

*1-10 uM statt 10-100 pyM; ** 0.1-10uM; k. H.: keine Hemmung

Abb. 6-16: Vergleich der (2R,3R)-Derivate von E64c und E64d.

6.7 Aktivitat gegen Trypanosoma brucei brucei und Leishmania major

Im Rahmen dieser Arbeit wurden am Zentrum fiir Infektionsforschung (Zinf) der
Universitat Wurzburg zahlreiche Verbindungen gegen zwei verschiedene Parasiten
getestet (vgl. Kapitel 5.2).

Zum einen handelt es sich hierbei um den Parasiten Trypanosoma brucei brucei, welcher
fur die haufig in Afrika auftretende Tierseuche Nagana verantwortlich ist. Verwandte
Erreger wie z.B. Trypanosoma brucei rhodesiense konnen beim Menschen die
Schlafkrankheit auslésen.”! Eine ganze Reihe der getesteten Verbindungen (TPOS,
TPO7, TPQ9, TP35, TP29, TP32, TP16, TP10, TP14, TP15, TP12, TP20, TP36) sind
gegen den Parasiten aktiv und erreichen ICso-Werte von 0.51 uM bis 21.5 uM. Jedoch
geht diese Aktivitdt meist mit einer Cytotoxizitdt der Substanzen einher. Bei
Cytotoxizitatstests mit dem Makrophagen-Stamm J774.1 erhalt man |Csp-Werte zwischen
10.0 uM und 50.8 uM, die allerdings immer hoher als der jeweilige ICso-Wert an
Trypanosomen liegen (vgl. Tabelle 5-1). Drei der untersuchten Inhibitoren (TP07, TP14,
TP20) haben erfreulicherweise keine cytotoxische Wirkung auf die Makrophagen und
weisen gegen T. brucei brucei ICs-Werte von ICso(TP07) = 21.5 uM, 1C50(TP14) =16.0 uM
und 1Cso(TP20) = 18.8 uM auf.

Der zweite Parasit Leishmania major ist der Ausléser fir die Infektionskrankheit

Leishmaniose.["*® Hier zeigte TP06 als Einzige der getesteten Verbindungen mit einem
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ICs0 von 70 uM eine Wirkung auf die Parasiten. Tests an Makrophagen J774.1 belegen

jedoch, dass die Substanz auch cytotoxisch ist.

6.8 Zusammenfassung der Struktur-Wirkungsbeziehung

In den vorangegangenen Kapiteln wurden viele Strukturmerkmale der synthetisierten
Inhibitoren miteinander verglichen. Dieser unterscheiden sich nicht nur in den
elektrophilen Kopfgruppen mit unterschiedlicher Substitution oder Konfiguration, sondern
auch in der Verknlipfung der Aminosaure und deren Gruppe am terminalen Ende der
Aminosaure.

Zusammenfassend fallt auf, dass zum einen die dargestellten Michael-Systeme im
Gegensatz zu den Epoxiden oder Azirdinen die getesteten Aspartat-Proteasen hemmen
und dass sich hier die substituierten Zimtsaurederivate mit Leucin mit Ki-Werten von etwa
5.0 uM als sehr effektiv erweisen. Die Inaktivitat der Epoxide ist nicht unerwartet, da, wie
in Kapitel 1.2.3.1 erwahnt, elektrophile Dreiringe als Inhibitoren von Aspartat-Proteasen
lediglich mit cis-Konfiguration bekannt sind.

Zum anderen hat sich bei den Oxiranen gezeigt, dass mit keinem der dargestellten
Inhibitoren, ahnliche Inaktivierungskonstanten, wie die der beiden bekannten Vergleichs-
substanzen E64c und E64d, erzielt wurden. Betrachtet man nun separat die
azapeptidischen Verbindungen, so sind folgende Charakteristika des Inhibitors fir die
Hemmung von Cathespin B von Vorteil. Das Azapeptid sollte ein Epoxysuccinyl mit
(2R,3R)-Konfiguration sowie Valin als Aminosaure mit S-Konfiguration und eine tert-
Butoxycarbonyl-Gruppe am terminalen Ende besitzen. Kombiniert man diese
Strukturmerkmale, so gelangt man zum Azapeptid TP10, welches mit kg = 33,500 M
min" die hochste Geschwindigkeitskonstante aller dargestellten Azapeptide gegen
Cathepsin B aufweist. Die Substitution der Endgruppe von BOC zu ICA fihrt zu TP15,
welches im Cathepsin L-Asssay mit ko,q = 39,972 M min™? den vielversprechendsten
Inhibitor darstellt. Falcipain 2 hingegen wird von TP14, TP15 und TP16 in etwa gleichem
Malte gehemmt.

Insgesamt betrachtet erzielen die azapeptidischen Verbindungen geringere In-
aktivierungskonstanten in den Enzym-Assays als ihre peptidischen Vergleichssubstanzen.
Mdglicherweise erhalt man eine Optimierung der Strukturen durch Alkylierung eines
Hydrazid-Stickstoffes, wie bereits in diversen Veréffentlichungen*® 2% gezeigt werden

konnte.
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7. Ergebnisse der Elektronendichtebestimmung und der Modellreaktionen

Da es sich in diesem Kapitel um die Ergebnisse unserer Kooperationspartner von der FU
Berlin handelt, wird nur eine kurze Ubersicht Uber die Vorgehensweise der
Kristallzichtung und die Ergebnisse der Elektronendichtemessungen gegeben. Alle
gezeigten Bilder sind mit freundlicher Genehmigung von Simon Grabowsky, AG Prof.

Peter Luger, FU Berlin, abgebildet.

7.1 Kristallisation und Elektronendichtebestimmung

Fur eine Elektronendichtemessung ist eine hohe Anzahl an Reflexionen erforderlich. Aus
diesem Grund wird neben der hohen Primarstrahlung ein Einkristall von hoher Qualitat
und ausreichender Grofle (ca. 0.6 mm in jeder Raumrichtung) der zu messenden
Verbindung bendtigt.

Das Standardverfahren zur Kristallisation von Proteinen nach der Hanging-drop-
Methode!"® "% wird fiir gewdhnlich im wassrigen Medium durchgefilhrt. Die zu
kristallisierenden elektrophilen Bausteine TP01, TP02 und TPO3 sind jedoch nur in
organischen Lésungsmitteln wie z.B. Dichlormethan I6slich, welches aufgrund seiner zu
geringen Oberflachenspannung nicht zur Tropfenbildung neigt. Jedoch konnten geeignete
Einkristalle der o.g. 2,2-Dicarboxylate iiber die Diffusionsmethode!™®" oder die

Abdampfmethode gewonnen werden.

Abb. 7-1: Kristalle des Dimethyl 3-(4-nitrophenyl)aziridin-2,2-dicarboxylats (TPO1).

Neben den Verbindungen TP01, TP02 und TPO3 gelang auch die Kiristallisation von

sieben weiteren Verbindungen, die in Tabelle 7-2 aufgefihrt sind. Sowohl die
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Kristallisation, als auch die Vermessung der Kristalle sowie die dazugehoérige Auswertung

sind jedoch Teil einer anderen Arbeit,"®? so dass hier nur kurz auf die bereits

verdffentlichten Resultate!’®* > des elektrophilen Bausteins TP0O1 eingegangen wird.

Tabelle 7-2: Kristallisierte Verbindungen fur die Synchrotronmessungen.

Name Struktur Name Struktur
TPO1 Hoo TPO4
NC. Q N
o
fops -
d (0]
o \
TPO2 o 9 TPO5 =
o e
o o o
o, SO
TPO3 0 TP23 . o
X H
Iopad Y
ON ? o o = ::
TP38 I P27
L SEOPS
SEQP 1
TP22

Tabelle 7-3: Strukturen der bereits vermessenen Verbindungen.

Name

Struktur

Name

Struktur

TPO1

TPO4

o

4y
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Topologische Analyse

Abbildung 7-4 zeigt die Laplace’sche Dichteverteilung Vzp(r) (links) und die statische

Deformationsdichteverteilung (rechts) des Dreirings im Aziridin TPO1. Gut zu erkennen ist,
dass die Maxima der Deformationsdichte aul3erhalb der direkten Verbindung der Atome
liegen, was einer typischen ,Bananen“-Bindung fiir gespannte Systeme!'*® entspricht. Im
Bild der Laplace’schen Dichteverteilung reprasentieren die blauen Linien negative Werte
mit einem Konturinterval von 10 e*A™®, die roten positive Werte mit einem Konturinterval
von 25 e*A”®. Trotz des unsymmetrischen Substitutions-Musters an C1 und C2 zeigt die
Darstellung eine symmetrische Verteilung der Laplace Dichte, wie man aus den

Ladungsdichten an den jeweiligen bindungskritischen Punken (bcp) ablesen kann. Die

Werte hierfir betragen p(bcpy, ,) 1.83e*A® und p(bcp,, ,) 1.80e*A® bzw.

VZp(bep,, ;) -8.9 e*A® sowie V?p(bcpy, c,) -7.6 €*A® und sind im Bereich einer

normalen Einzelbindung.
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14 cz

Abb. 7-4: Laplace’sche Dichteverteilung (links) und die statische Deformations-
dichteverteilung (rechts) des elektrophilen Dreirings im Aziridin TP0O1. Die Pfeile deuten

die bevorzugten Stellen fir einen nucleophilen Angriff an.

Um heraus zu finden, welches Atom im Dreiring die bevorzugte Stelle fur einen mdglichen
nucleophilen Angriff darstellt, wurde das elektrostatische Potential auf die Isooberflache
der Elektronendichte bei 0.5 e*A™® gezeichnet (vgl. Abb. 7-5). Die verschiedenen farbigen
Markierungen zeigen die Regionen mit einem groRRen positiven (blau) bzw. grofRRen
negativen (rot) elektrostatischen Potential. So ist ein nucleophiler Angriff auf das
elektrophilere C1 wahrscheinlicher als auf C2. Ferner besitzt C1 mit dem aromatischen
Substituenten eine nicht so sterisch anspruchsvolle Seitenkette, wie C2 mit den beiden
Methylestern, die zudem durch ihre negative Polarisierung eine Annaherung eines
ebenfalls negativ polarisierten Nucleophils erschweren.

Prinzipiell ist anhand der erhaltenen Strukturen ebenso eine Vorhersage der
Stereoselektivitdt der Ringoffnungsreaktion moglich. Wie aus Abb. 7-5 teilweise ersichtlich
ist, gibt es mehrere Stellen (Maxima des elektrostatischen Potentials) flir einen méglichen
nucleophilen Angriff auf C1. Einige der Maxima kénnen nicht aus Richtung der flachen
Aryl-Ebene erreicht werden, sondern lediglich von der Seite der Aryl-Gruppe, auf der nur
das Wasserstoff- und das Stickstoffatom den Angriff behindern. Darlber hinaus besitzt
genau dieses Maximum (1a) den hoéchsten Wert des elektrostatischen Potentials

(C1(esp+a) = 0.73 e*A™"), verglichen mit den anderen Maxima an C1.
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Abb. 7-5: Ausschnitt des elektrostatischen Potentials des Aziridins TPO1 dargestellt mit
MOLISO.['®

Deutlicher werden die mdglichen Angriffsrichtungen, wenn man die reaktive Oberflache
V?p =0 (Zero-Laplacian iso-surface) betrachtet. Hier sind elektrophile Zentren durch

eine reduzierte Valenzschalen-Ladungskonzentration (reduced valence shell charge
concentration), die als Locher in der Oberflache erscheinen, dargestellt (vg. Abb. 7-6).
Das elektrophile Zentrum, welches mit 1a gekennzeichnet ist, steht in guter
Ubereinstimmung mit dem Maximum 1a des elektrostatischen Potentials in Abb. 7-5.
Dieses ist ein weiterer Hinweis darauf, dass die sterisch beglnstigte Position auch

elektronisch bevorzugt wird.

Abb. 7-6: Reaktive Oberflache des Aziridin Dreirings.

Stellt man diese experimentellen Resultate theoretischen Berechnungen!'

gegenuber,
so findet man eine ausgepragtere Ladungstrennung bei den experimentellen
Ergebnissen. Das Atom C1 besitzt eine groflere Polarisierung verglichen mit den
theoretischen Berechnungen. Der Grund fur diese Differenz sind die intermolekularen

Wechselwirkungen im Kristall, von denen angenommen werden kann, dass sie den
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Wechselwirkungen in biologischen Systemen ahnlicher sind als Gasphasen-Rechnungen
von isolierten Molekilen. Eine Beglinstigung von C1 bei einem nucleophilen Angriff Iasst
sich also nicht von den theoretischen Ergebnissen ableiten, ist jedoch aus den
experimentellen Daten ersichtlich.

Diese Erkenntnisse gehen jedoch von einem direkten nucleophilen Angriff auf das C1 des
intakten Dreirings aus. Weiterfuhrende theoretische Untersuchungen zeigen, dass bei
entsprechendem Substitutionsmuster eine C1-C2-Bindungspaltung einem C1-N1
Bindungsbruch bevorzugt wird. Das entstehende Ylid (vgl. Schema 7-7, a’)) erfahrt eine
Stabilisierung durch die elektronenziehenden Carboxylat-Substituenten und reagiert erst

anschlieRend mit einem Nucleophil (vgl. Schema 7-7, b) und c)).['™"

7.2 Modell Reaktionen mit Schwefel-, Stickstoff-, und Sauerstoff-Nucleophilen

Wie im vorangegangenen Kapitel bereits behandelt, kann man anhand der Ergebnisse
aus den theoretischen Berechnungen und der Ladungsdichtebestimmung erkennen, wo
sich bei dem elektrophilen Baustein TP0O1 die Regionen mit geringerer Elektronendichte
befinden. Logischerweise sind es diese Orte, welche im Falle einer Reaktion mit einem
Enzym das Ziel eines nucleophilen Angriffs werden. Um die Resultate zu stutzen, wurden
die o0.g. genannten Verbindungen TPO1-TPO3 einer Reihe von Testreaktionen mit
Schwefel-, Stickstoff-, und Sauerstoff-Nucleophilen unterworfen, die die Seitenketten der
entsprechenden Aminosauren (Cys, Lys, Asp) im aktiven Zentrum eines Enzyms
simulieren sollen.

Als Nucleophile wurden Benzylmercaptan, Benzylamin und Essigsdure ausgewahlt und
jeweils zusammen mit einer aquimolaren Menge der Bausteine TP0O1, TP02 bzw. TP03 in
Toluol-dg refluxiert. Die Reaktionskontrolle erfolgte mittels NMR-Spektroskopie und LC-
MS nach einer Reaktionsdauer von zwei, vier und acht Stunden. Die erhaltenen Spektren
der Reaktion von Aziridin TPO1 mit Benzylmercaptan als Nucleophil zeigen das bereits
publizierte Imidazol-Dimer d)!"°® und das erwartete Mercaptan-Addukt b)"** (vgl. Schema
7-7). Das Epoxid TP02 und das Olefin TP03, die auf die gleiche Weise umgesetzt wurden,
wiesen keinerlei Umsetzung auf. Im Falle der Modell-Reaktion mit Benzylamin als
Nucleophil konnte das Benzylamin-Addukt ¢) zusammen mit den Imidazolidinen d) und e)
detektiert werden.!'*® Wieder erfolgte keinerlei Umsetzung bei den Reaktionen mit dem
Epoxid TP02 und dem Olefin TP03. Wahrend der Reaktionen mit Essigsdure als
Nucleophil bildeten sich keinerlei Addukte mit den drei nucleophilen Bausteinen. Lediglich

die Bildung des bereits bekannten Oxazolidins f) konnte nachgewiesen werden.



96 7. Elektronendichtebestimmung und Modellreaktionen

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass ausschlief3lich das Aziridin TPO1 mit dem
Schwefel- und Stickstoff-Nucleophil reagiert. Neben den Addukten, die sich durch eine
Ringoffnung nach einem nucleophilen Angriff auf C1 bilden (Verbindungen b) und c)),
konnten mehrere Produkte gefunden werden, welche aus 1,3-dipolaren Cycloadditionen
von TPO1 resultieren. Einerseits findet eine Dimerisierung des Aziridin TPO1 zu d) statt,
andererseits kann eine Cycloaddition von TP0O1 mit einem Imin, ein Produkt der Reaktion
von p-Nitrobenzaldehyd mit Benzylamin, zu e) beobachtet werden. Zudem kommt es zu

einer Cycloaddition zu f)['®® von TP01 mit p-Nitrobenzaldehyd.

ON oN
T Qi

ENH COZCH3 H3<:OZCY N COCH;

wn ami / d)
NO,
ON
H NH,
O\( COCH; mercaptan COCHg reﬂux
g
)

Ty
ON Qw L CO,CHy
oy I,

N a) COCH;

Schema 7-7: Reaktionspfade des Aziridins TPO1 mit Benzylmercaptan bzw. Benzylamin.

Anhand der durchgeflihrten Testreaktionen werden die Ergebnisse der Elektronendichte-
messung und der daraus gewonnenen Informationen bestatigt. Der nucleophile Angriff
findet regiospezifisch ausschlieRlich auf C1 (vgl. Schema 7-7, Verbindungen b) und c)),

aber in keinem Fall auf C2, statt.
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8. Zusammenfassung

Im Verlauf verschiedenster pathogener Erkrankungen wie SARS, Malaria oder Alzheimer
spielen Proteasen als Peptid-hydrolysierende Enzyme eine essentielle Rolle. Die
irreversible Hemmung dieser Proteasen wird als ein neues Konzept im Wirkstoffdesign
betrachtet. Dabei ist es von immenser Bedeutung, die Interaktion der beteiligten Proteine
zu kennen, um einen geeigneten Wirkstoff zu entwickeln.

Viele der ablaufenden biologischen Prozesse beruhen auf der Komplex-Bildung eines
kleinen Liganden mit einem makromolekularen Enzym. Hierbei sind Sterik, Elektrostatik
und Wasserstoffbriicken der beiden Interaktionspartner fir den gegenseitigen
Erkennungsprozess verantwortlich. In etlichen Fallen kommt es nach der ersten nicht-

kovalenten Wechselwirkung zu einer kovalenten Modifizierung des Targets.

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es, kleine elektrophile Bausteine wie Aziridine,
Epoxide oder Akzeptor-substituierte Olefine zu synthetisieren und zu kristallisieren. In
Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Luger von der FU Berlin konnten mittels
ultra-hochauflésender Roéntgenstrukturanalyse bei ultra-niedrigen Temperaturen die
Elektronendichten von mehreren Protease-Inhibitor-Modell-Verbindungen bestimmt

werden.

NH 0
<‘/COZMe <‘/COZMe N COMe
o COMe o CO,Me o COMe
TPO1 TPO2 TPO3

Abb. 8-1: Synthetisierte und kristallisierte elektrophile Bausteine.

Exemplarisch sind hier das Aziridin TP0O1, das Epoxid TP02 und das Olefin TP03
dargestellt (vgl. Abb. 8-1), die auf ihre biologische Aktivitdt und Reaktivitat untersucht
wurden. Es zeigte sich anhand von Gitter- und Interaktionsenergien und dem
elektrostatischen Potential, dass TPO1l die Reaktivste der drei Verbindungen ist. Die
Regioselektivitat bei der Reaktion des Aziridin TPO1 mit einem Nucleophil wurde ebenfalls
durch Betrachtung der Sterik und des elektrostatischen Potentials analysiert (vgl. Abb. 8-
2).
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Abb. 8-2: Ausschnitt des elektrostatischen Potentials von Aziridin TPO1 bei 0.5 e*A3
dargestellt mit MOLISO.["*®!

Ein nucleophiler Angriff erfolgt somit bevorzugt an C1 und nicht an C2 des Dreirings.
Diese Erkenntnis wurde durch Modellreaktionen mit Schwefel, Stickstoff- und Sauerstoff-
Nucleophilen an TP0O1, TP02 und TPO3 bestatigt. Das Aziridin TPO1 ist reaktiv, das
Epoxid TP02 und das Olefin TP03 sind nicht reaktiv.

Die Studie zeigt, dass das Konzept der experimentellen Elektronendichtebestimmung
Zugang zu strukturellen und elektronischen Eigenschaften von biologisch aktiven
Molekulen oder ihren Modellverbindungen ermoglicht. Folglich ist diese Methode ein
geeignetes Werkzeug, welches zur Entwicklung, Optimierung und Analyse

pharmazeutisch relevanter Verbindungen eingesetzt werden kann.

In einem lebenden System ist die Bioverfiigbarkeit eines neu entwickelten Wirkstoffs nicht
immer gegeben. Oft fehlt es den Substanzen an mangelnder Hydrolysebestandigkeit und
es kommt dadurch ungewollt zu enzymatischem Abbau, bevor der Wirkstoff seinen
Wirkungsort erreicht hat. Aus diesem Grund war es ein weiteres Ziel dieser Arbeit,
ausgehend von bereits bekannten aktiven Aziridinen, Epoxiden und Michael-Systemen,
azapeptidische Analoga darzustellen, welche durch ihre Hydrazid-Verknipfung eine
bessere Hydrolysebestandigkeit bieten. Alle synthetisierten Verbindungen wurden
anschlielend in fluorimetrischen Enzym-Assays an acht Proteasen getestet und die
jeweiligen Hemmkonstanten bestimmt. Als Proteasen wurden die Cystein-Proteasen
Cathepsin B, Cathepsin L, Falcipain 2, Rhodesain, SARS-CoV-MP° und SARS-CoV-pl’™®
verwendet, als Aspartat-Proteasen die sekretorische Aspartat-Protease SAP2 und
Cathepsin D.
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Ausgehend von den Aziridinen BDA-07 und BDA-08, wurden die Azapeptide TP06 und
TPO7 dargestellt (vgl. Abb. 8-3), welche jedoch die Protease im Gegensatz zu ihren

Analoga nicht mehr inhibieren.

BDA-07: -Phe-OBn

N H  BDAOS -Val-OBn
N_ TPOG  -NHPhe-BOC
R TPO7: -NHVa-BOC
O

Abb. 8-3: Aziridin-Hydrazide und Analoga.

Eine weitere Klasse viel untersuchter Inhibitoren sind die Epoxysuccinate. Bekannte
Vertreter sind E64c und E64d (Loxistatin), beides Derivate des aus Aspergillus japonicus

gewonnenen Naturstoffs EG4.

Abb. 8-4: Leitstrukturen fir die synthestisierten Epoxysuccinat-Inhibitoren.

Mit dem (2S,3S)-konfigurierten E64d als Leitstruktur wurde zunachst eine Reihe von

weiteren (2R, 3R)-Epoxysuccinaten dargestellt (vgl. Abb. 8-5).

O
R H TP19: Ry =Et R, =Bn Rz =-NH-i-Amyl
R1o \\\\s N TPZO R1 =Kt R2 = I—Pr R3 = _N|_|_I_Arny|
\" 3 TP21: Ry =Et R, =i-Bu Ry =-NH-i-Amy
TP22: R =K R, =/-Bu Rz = -NH--Amy
o O TP23:R;=Et R,=Bn R.=-OBn

i

Abb. 8-5: Derivate der Leitstrukturen E64c und E64d.
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Diese zeigen gegenlber unterschiedlichen Enzymen teilweise hervorragende
Hemmeigenschaften (TP22: kp.(Cathepsin L) = 1,078,152 M" min™) und dienen als
Vergleichssubstanzen fir die nachfolgend beschriebenen azapeptidischen Epoxy-
succinate.

Der nachste Schritt war nun die Darstellung verschiedenster Varianten von
azapeptidischen Epoxysuccinaten. Am in Abb. 8-6 gezeigten Strukturmotiv wurden
unterschiedliche Modifikationen vorgenommen. Das Epoxid wurde immer als trans-
Epoxid, sowohl mit (2S,3S)- als auch mit (2R,3R)-Konfiguration eingesetzt. Uber ein
Hydrazid folgt eine C-terminal verknlpfte Aminosaure (Phe, Val, Leu) mit entweder S-
oder R-Konfiguration und an deren N-Terminus entweder eine tert-Butoxycarbonyl oder
eine Isoamyl-Gruppe. Uber eine PPA-vermittelte Kupplung gelang so die Darstellung von

zehn verschiedenen Derivaten.

@) (@)
Eto\n/A\”/ No )l\‘y N Ro
N
N \"/
O O Ry O

R; =Bn, i-Pr, -Bu
R, = O-+-Bu, i-Amyl

Abb. 8-6: Azapeptidische Derivate der Leitstrukturen E64c und E64d.

Im Gegensatz zu ihren natirlichen Vorbildern zeigte keines der synthetiserten (2S,3S)-
Aza-Epoxysuccinate Aktivitat gegenlber einem der getesteten Enzyme. Alle acht
(2R, 3R)-Derivate hingegen sind gegen Cathepsin B aktiv mit k>,q-Werten zwischen 4,250
M”" min? und 33,500 M min™". Cathepsin L wird von sechs dieser Azapeptide und
Falcipain 2 noch von dreien gehemmt, wieder mit Geschwindigkeitskonstanten zweiter
Ordnung von 2,942 M min” bis 39,972 M' min'. Dabei sind sie zwar den
Vergleichsubstanzen ohne Hydrazid-Struktur in der Hemmleistung in den meisten Fallen
unterlegen, weisen jedoch eine andere Enzym-Selektivitat auf und sind somit eine
Alternative zu den peptidischen Epoxysuccinaten. Das Azapeptid TP14 (EtO-(2R,3R)-
Epoxysuccinyl-NH-NH-L-Phe-i-Amyl) nimmt dabei eine Sonderstellung ein. Zum einen ist
es eine der drei Verbindungen, welche sowohl Cathepsin B, Cathepsin L und Falcipain 2
hemmen, zum anderen zeigt es zudem keinerlei Cytotoxizitat bei Tests an Makrophagen
J774 1.

Eine weitere Inhibitorklasse sind Michael-Systeme, welche ausgehend von BDE-OI04
(EtOC,-CH=CH-CO-NH-Phe-OBn)®®® synthetisiert wurden. Das allgemeine Strukturmotiv
der dargestellten Olefine ist in Abb. 8-7 gezeigt. Als Doppelbindungssysteme fanden
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Crotonsaure-, Monoethylfumarat- oder Zimtsdure-Derivate Verwendung, die an vier

verschiedenen Aminosauren (Phe, Val, Leu, Ala) geknlipft wurden. Anhand

verschiedener
die

unterschiedlich

Peptidkupplungsmethoden

gelang Darstellung von 16

substituierten  Doppel-
bindungsystemen. Sieben dieser Olefine
sind aktiv und zeigten ein breites Hemm-
spektrum gegenlber den getesteten
Enzymen. Im Gegensatz zu den Epoxy-
succinaten findet man auch Aktivitat gegen

die Aspartat-Proteasen SAP2 und Cathep-

Ry =Ph, Ph-p-(NO,), Ph-p-(NMey), COsE, Me
R, =Bn, i-Pr, i-Bu, Me

Abb. 8-7: Michael-Akzeptor substituierte

Inhibitoren.

sin D. Hierbei wurden Ki-Werte zwischen 0.22 uM und 65.4 uM erreicht. Als das Aktivste
aller getesteten Doppelbindungssysteme erwies sich TP38 (p-(MesN)-Ph-CH=CH-Phe-

OBn), welches gegen sechs Proteasen (Cathepsin B, Cathepsin L, Falcipain 2,
Rhodesain, SAP2 und Cathespin D) Ki-Werte von 0.38 uM bis 20.4 uyM aufweisen kann.

Die Darstellung azapeptidischer Michael-Systeme gelang trotz Anwendung von sieben

unterschiedlichen Kupplungsmethoden lediglich in einem Fall. Das Fumarat TP40 (EtO,C-
CH=CH-CO-NH-NH-Phe-BOC) konnte nach einer PPA-vermittelten Kupplung isoliert

werden, ist jedoch gegen alle getesteten Enzyme inaktiv.

Ein besonderes Augenmerk verdienen die
Enamine TP41 und TP42 (vgl. Abb. 8-8),
die
Verbindungen Aktivitat (K; = 207 uM (TP41)
und 158 uM (TP42)) gegeniber SARS-
CoV-MP™ zeigen.

als einzige aller dargestellten

TPA41: -NH-Phe-BOC
TP42: -NH-VVal-BOC

Abb. 8-8: SARS-CoV-MP™ aktive Enamine.
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9. Summary

Proteases as peptide hydrolyzing enzymes play essential roles in the pathogenesis of
various diseases, e. g. SARS, Malaria or Alzheimer’s disease. The irreversible inhibition of
these proteases is considered to be a new concept in drug design. Therefore it is
fundamental for the development of a suitable drug to know the interactions of the
involved proteins.

Most biological processes rely on the complex formation between a small ligand and a
macromolecular enzyme. In the recognition process the steric, electrostatic and hydrogen-
bonding properties of the two species play dominant roles. In some cases the non-
covalent complex formation is followed by a second step, namely a chemical reaction
between ligand and target leading to covalent modification of the target macromolecule.
One aim of this thesis is to synthesize and to crystallize small electrophilic building blocks
like aziridines, oxiranes or acceptor substituted olefins. In collaboration with Prof. Luger’s
work group (FU Berlin) the topological electron density of multiple protease inhibitor model
compounds was derived using ultra-high resolution X-ray diffraction experiments at ultra-

low temperature .

NH o)
<‘/COZMe <‘/Cozl\/le N COMe
COMe COMe COMe
ON O.N ON
TPO1 TPO2 TPO3

Fig. 9-1: Synthesized and crystallized electrophilic building blocks.

This was done with irreversible aspartic and cysteine protease inhibitors containing an
electrophilic moiety as reactive pharmacophor. Aziridine TP0O1, oxirane TP02 and olefin
TPO03 are shown in Fig. 9-1. TP0O1 is most reactive because it is outstanding in the
properties that can be related to the lattice and interaction energies and the electrostatic
potential. The regioselectivity of the reaction of aziridine TP01 with a nucleophile was

found within steric considerations and the electrostatic potential (see Fig. 9-2).
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1.930

L.515

1.101

0.687

0.272

—0.142

Fig. 9-2: Detail of the electrostatic potential of aziridine TP01 at 0.5 e*A™ created with
MOLISO.[™®

A nucleophilic attack happens at carbon atom C1 rather than at carbon atom C2 of the
three-membered-cycle. Moreover hints for the stereoselectivity could be found by
examining the zero Laplacian isosurfaces. These findings were proven by preparative
model reactions with sulphur-, nitrogen- and oxygen-nucleophiles. Aziridine TPO1 is
reactive and the reaction is specific at C1, oxirane TP02 and olefin TP03 are not reactive.

These studies show that it is possible to gain access to structural and electronic properties
of biological active molecules or their model compounds using the concept of
experimental electron density determination. Therefore this method can be a capable tool

to develop, optimize and analyze pharmaceutic relevant compounds.

In a living system the bioavailability of a new developed drug is not always granted. Often
the substances are lacking resistance to hydrolysis and are decomposed by enzymatic
breakdown before they can be effective. Because of this it was another aim of this thesis
to synthesize azapeptidic analogs of known aziridine, oxirane and Michael-acceptor based
Inhibitors which should offer a better stability towards hydrolysis. All of the synthesized
compounds were tested against eight proteases using a fluorimetric assay for the
determination of the inhibition constants. As cysteine-proteases Cathepsin B, Cathepsin L,
Falcipain 2, Rhodesain, SARS-CoV M and SARS-CoV pl’™ were used, and as aspartic-
proteases the secretoric aspartate protease SAP2 and Cathepsin D.

Based on aziridines BDA-07 and BDA-08 the azapeptides TP06 and TPQO7 were
synthesized (see Fig. 9-3). However these two new compounds did not show any activity

anymore.
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N BDA-07: -Phe-OBn
BDA-08: -Val-OBn

. -NH-Phe-BOC

-NH-VVal-BOC

Zr

Abb. 9-3: Aziridin-hydrazide and analogs.

Another class of well investigated inhibitors are epoxysuccinates. Known members are
E64c and E64d (Loxistatin), which are both derivatives of the natural product E64, found

in Aspergillus japonicus.

Fig. 9-4: Epoxysuccinyl-inhibitor lead structures.

Using the (2S,3S)-configured E64d as a lead structure, a set of (2R,3R)-epoxysuccinates

were prepared (see Fig 9-5).

@)
R H TP19: R =Et R,=Bn Rz =-NH-/i-Amyl
RO, W N TP20: Ry =Et Ry = -Pr Ry =-NH--Amyl
\" Rs TP2L'Ry=Et Ry =/-Bu R3 = -NH--Amy
(@) (@)

TP22:R =K R,=/-Bu R3 = -NH--Amyl
o TP231R1=EtR2=Bn R; =-OBn

e

Fig. 9-5: Derivatives of the lead structures E64c and E64d.

Some of them show excellent inhibition properties (TP22: konq(Cathepsin L) = 1078152 M’
min™') and were compared to the azapeptidic epoxysuccinates.

Different modifications were made to the structure motif shown in Fig. 9-6. The oxirane
was always used in frans-configuration, either (2S,3S)-, or (2R,3R)-configuration. The

hydrazide function is coupled to an amino acid (Phe, Val Leu), either with S- or R-
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configuration. At the n-terminus either a tert-butoxycarbonyl or a isoamyl-group is
attached. Using a PPA mediated coupling method, the synthesis of ten different

derivatives was performed.

o) (@]
Eto\n/A\”/ N )H/ N_ _Ro
N
N \"/
(@) (@) Ry (@)

Ry =Bn, i-Pr, i-Bu
R, = O-+-Bu, i-Amyl

Abb. 9-6: Azapeptidic derivatives of the lead structures E64c and E64d.

None of the synthesized (2S,3S)-aza-epoxysuccinates showed activity towards the tested
enzymes in contrast to their natural examples. On the contrary all eight (2R,3R)-
derivatives are active against Cathepsin B with 2™ order rate constants between 4,723 M’
min”" and 48446 M" min™. Cathepsin L is inhibited by six of these azapeptides and
Falcipain 2 by three of them, again with 2" order rate values between 3,780 M min™ and
39,972 M min™. All azapeptides were inferior to the peptidic substances, but show a
different selectivity. Because of this they are a suitable alternative to the peptidic
epoxysuccinates. Among them, the aza-peptide TP14 (EtO-(2R,3R)-Epoxysuccinyl-NH-
NH-L-Phe-i-Amyl) is interesting since on the one hand it is one of three compounds which
inhibit Cathepsin B, Cathepsin L and Falcipain 2, on the other hand it is not toxic towards

macrophages J774.1.

Another inhibitor class are Michael-systems, which were synthesized based on BDE-OI04
(EtOC,-CH=CH-CO-NH-Phe-OBn).*® The common structure motif of the prepared olefins
is shown in Fig. 9-7. The unsaturated systems crotonic acid, mono ethylfumarate or
cinnamatic acid were coupled to an amino acid (Phe, Val, Leu, Ala). With the help of
different peptide coupling methods the preparation of 16 different substituted Michael-
systems were successful. Seven of these were active against a variety of enzymes and
also, in contrary to the epoxysuccinates, against the aspartic-proteases SAP2 and
Cathepsin D. The Ki-values for these compounds are between 0.22 pM and 65.4 yM. The
most active among these compounds was TP38 (p-(Me,;N)-Ph-CH=CH-Phe-OBn) which
offers Ki-values between 0.38 uM and 20.4 pM against six proteases (Cathepsin B,
Cathepsin L, Falcipain 2, Rhodesain, SAP2 and Cathespin D).
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R; = Ph, Ph-p(NO), Ph-p-(NMey), COZEt, Me
R, =Bn, i-Pr, i-Bu, Me

Fig. 9-7: Michael-acceptor substituted inhibitors.

The preparation of azapeptidic Michael-systems was, in spite of the application of seven
different coupling methods, only successful in one case. The fumarate TP40 was isolated
after a PPA-mediated method, but it is inactive towards all tested enzymes.

The enamines TP41 and TP42 (see Fig. 8-

8) are the only compounds which show @] NH,
activity against SARS-CoV MP° with Ki- \O = H\R
values of 207 uM (TP41) and 158 uM

(TP42). H ©

TPA41: -NH-Phe-BOC
TP42: -NH-VVal-BOC

Abb. 9-8: SARS-CoV-MP™ active enamines.
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II. Experimenteller Teil

10. Allgemeine Angaben

10.1 Verwendete Messgerate, analytische und chromatographische Methoden

Schmelzpunkte (Smp.):

Alle Schmelzpunkte wurden in offener Kapillare an einem Schmelzpunktgerat der Firma

Btichi, Typ 510, Flavil, Schweiz bestimmt. Die angegebenen Werte sind unkorrigiert.

Infrarotspektroskopie (IR):

Alle IR-Spektren wurden unverdiunnt (neat) an einem Merlin-Biotech-FTIR-Spektrometer
des Typs PharmalyzIR mittels ATR-Einheit aufgenommen. Die angegebenen Werte sind
Wellenzahlen Vv in der Einheit cm™”. Die Kennzeichnung der Intensititen erfolgt mit den

Abklrzungen w (schwach), m (mittel), s (stark) und br (breit).

Spezifische Drehwerte:

Die spezifischen Drehwerte [a]gemp- wurden an einem Perkin-Elmer 241 Polarimeter

ermittelt (Nap-Linie, A = 589 nm).

Kernresonanzspektroskopie ("H-NMR, ">C-NMR):

Die Aufnahme der NMR-Spektren wurde an einem Bruker Avance 400 Spektrometer
durchgefiihrt. Die Arbeitsfrequenz betrug fiir "H-NMR-Spektren 400.13 MHz und fiir "*C-
NMR-Spektren 100.61 MHz und die Messtemperatur lag bei 300 K. Die chemische

Verschiebung § ist in ppm und die Kopplungskonstanten J sind in Hertz (Hz) angegeben.
Wurde als interner Standard bei 'H-NMR-Spektren das Tetramethylsilan §(TMS) =
0.0 ppm verwendet, ist dies angegeben. Ansonsten dienten fiir '"H-NMR-Spektren die
Resonanzsignale der Restprotonen des eingesetzten deuterierten Ldsungsmittels
[8(CDCls) = 7.25 ppm, 8(ds-DMSO) = 2.50 ppm, 8(D,0) = 4.79 ppm], und bei *C-NMR-
Spektren dessen '*C-Resonanzsignale [5(CDCls) = 77.00 ppm, 8(de-DMSO) = 39.52 ppm]
als Standard.

Die Multiplizitat der Signale wird in folgenden Abklrzungen wiedergegeben:

s = Singulett, d = Dublett, t = Triplett, g = Quartett, quin = Quintett, sext = Sextett, sep =
Septett, m = Multiplett, m. = zentriertes Multiplett, dd = Dublett vom Dublett, dt = Dublett
vom Triplett, dq = Dublett vom Quartett und br. = breit.

Die Zuordnung der 'H- und '*C-Signale erfolgte liber 2D-Korrelationsspektren (COSY,
HMQC und HMBC).
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Konnten die Signale einzelnen Diastereomeren zugeordnet werden, so erfolgt dies mit

den Bezeichnungen Dia1 und Dia2 bzw. unter Angabe der absoluten Konfiguration.

Massenspektrometrie (MS):

Die Aufnahmen der ESI-Massenspektren und die LC-MS-Analysen erfolgten an einer
Agilent 1100 LC | MSD-Trap ausgerUstet mit einem HPLC-System 1100 von Agilent. Die
LC-MS-Analysen wurden auf einer Phemomenex Jupiter 4y Proteo 90A RP C-18 Saule
(4.6 x 150 mm), mit einem Gradient von 40% auf 95 % Acetonitril mit 0.1% Ameisensaure
uber 25 min und weitere 15 min bei 95 % Acetonitril mit 0.1 % Ameisensaure, Fluss von
600 pl/min und UV-Detektion bei 215 oder 254 nm durchgeflhrt. Die Kapillarenspannung
betrug dabei standardmafig 2.6 kV und als Trockengas diente N,. Gemessen wurde im
positiven Modus.

Die mittels LC-MS-Analysen erhaltenen Reinheiten wurden aus dem Verhaltnis der

Integrale aller auftretenden Peaks ermittelt und sind jeweils in Klammern angegeben.

Tabelle 10-1: Gradient fir LC-MS

Zeit[min] Solvens B [%]  Fluss [mI/min]

5.0 40.0 0.600
25.0 95.0 0.600
40.0 95.0 0.600

Solvens A: Wasser + 0.1% Ameisensaure;
Solvens B: Acetonitril + 0.1% Ameisensaure

Diinnschichtchromatographie (DC):

Es wurden Fertigfolien aus Aluminium, beschichtet mit 0.20 mm Kieselgel 60 F254 der
Firma Merck verwendet.

Zur Detektion der Substanzen diente die Fluoreszenzléschung bei 254 nm, die
Eigenfluoreszenz bei 366 nm, sowie das Anfarbeverhalten der Substanzen gegeniiber
Ehrlich’s Reagenz (Amine; (Spriuhreagenz aus 1g p-Dimethylaminobenzaldehyd in
100 ml konz. Salzsaure/MeOH [3/7]; Detektion durch Erhitzen auf ca. 150 °C) oder
loddampf.

Séaulenchromatographie (SC):

Als Saulenfillmaterial wurde Kieselgel 60 (0.063-0.2 mm mesh) der Firma Merck
verwendet. Die Sdulen wurden nass befUllt.

Die Laufmittelzusammensetzungen flir DC und SC sind in Volumenteilen angegeben.
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10.2 Enzymassays

Alle Konzentrationen sind Endkonzentrationen.
Verwendete Abkirzungen: E = Enzym; S = Substrat; P = Puffer; | = Inhibitor.

Fluorimetrie:
a) Gerat:
Cary Eclipse Fluorimeter von Varian mit microplate reader und Heizeinheit;

Durchfiihrung der Assays in weiten 96-Well-Mikrotiterplatten (Nunc®).

b) Assay-Bedingungen:

Cathepsin B
Assaymethode Kontinuierlicher Assay
Volumina 85uL P, 10 yLE, 85 uL P, 5 yL DMSO, 10 uyL I, 5L S
Substrat Cbz-Phe-Arg| |AMC  [S]:40.5uM K, (CB): 150 uM
Enzym Cathepsin B (humane Leber): 14.5 ng/mL

TRIS pH 6.0, 50 mM, NaCl 200 mM, EDTA 5 mM, DTT 2.5 mM, Brij 35
Puffer 0.005%;

Temperatur 25°C
Detektion Ex: 380 nm / Em: 460 nm, 20 min
Screening [1]: 100 yM

Verdinnungsreihen [l]: 10-100 uM, bei guter Hemmung 1-10 yM

| | markiert die Spaltstelle.

Cathepsin L
Assaymethode Kontinuierlicher Assay
Volumina 85uL P, 10 yLE, 85 uL P, 5 yL DMSO, 10 uyL I, 5 yL S
Substrat Cbz-Phe-Arg| |AMC  [S]:40.5uM K, (CL): 6.5 uM
Enzym Cathepsin L (Paramecium tetraurelia): 14.5 ng/mL

50 mM Tris-Puffer pH 6.5 mit 2 mM DTT, 5 mM EDTA, 200 mM NaCl,

Puffer 0.005 % Brij;
Temperatur 25°C
Detektion Ex: 380 nm / Em: 460 nm, 20 min
Screening [1]: 100 uM

Verdinnungsreihen [l]: 10-100 yM, bei guter Hemmung 1-10 uM
| | markiert die Spaltstelle.
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Falcipain 2

Assaymethode Kontinuierlicher Assay
Volumina 128 uL P, 21 yLE,49.5uL P, 1 uL1,05uL S

Z-Phe-Arg | 7-amino-4-methylcumarin*HCI
Substrat [S:25uM K, (FP):21.5 uM
Enzym Falcipain 2 aus Escherichia coli exprimiert

50 mM NaOAc, pH 5.5, 125 yM DTT, 5 mM EDTA, 200 mM NaCl, 0.005 %
Puffer Brij 35
Temperatur 25°C
Detektion Ex: 380 nm / Em: 460 nm, 20 min
Screening [1]: 100 uM

Verdinnungsreihen

[1]: 10-100 uM, bei guter Hemmung 1-10 uM

| | markiert die Spaltstelle.

Rhodesain
Assaymethode Kontinuierlicher Assay
Volumina 90 uL P, 5L E, 85 uL P, 10 yL DMSO, 5 uL I, 5 uL S
Substrat Cbz-Phe-Arg| |[AMC  [S]: 40.5 uM K, (RD): 826.5 nM
Enzym Rhodesain (Trypanosoma rhodesiense): 832.5 ng/mL
Puffer 50 mM Acetat-Puffer pH 5.5 mit 0.005 % Brij, 5 mM EDTA, 200 mM NaCl
Temperatur 25°C
Detektion Ex: 380 nm / Em: 460 nm, 20 min
Screening [1]: 100 uyM

Verdlinnungsreihen

[1]: 10-100 pM, bei guter Hemmung 1-10 uM

| | markiert die Spaltstelle.

SARS-CoV MP™®

Assaymethode Kontinuierlicher Assay
Volumina 90 uLP,5uLE,85uLP,5uL1,15uL S
Substrat Abz-Ser-Val-Thr-Leu-Gin | | Ser-Gly-Tyr(3'-NO,)-Arg(Mts)OH
[S]: 150 pM Ky (SARS-CoV MP°): 190 uM
Enzym SARS-CoV MP™: 8.5 ug/mL
Puffer 20 mM Tris-Puffer pH 7.5 mit 0.1 mM EDTA, 0.005 5 Brij, 200 mM NaCl
Temperatur 25°C
Detektion Ex: 320 nm / Em: 420 nm, 20 min
Screening [1]: 100 uyM

Verdlinnungsreihen

[1]: 10-100 pM, bei guter Hemmung 1-10 uM

| | markiert die Spaltstelle.
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SARS-CoV plP™®

Assaymethode Kontinuierlicher Assay
Volumina 175uL P, 10 yLE, 5L 1,10 uyL S
Substrat Z-Arg-Leu-Arg-Gly-Gly | | AMC-acetat Salz
[S]: 50 uM K (SARS-CoV pl°™): 850 uM
Enzym SARS-CoV plP°
Puffer 20 mM Tris-Puffer pH 7.5 mit 0.1 mM EDTA, 0.005 % Brij 200 mM NaCl
Temperatur 25°C
Detektion Ex: 360 nm / Em: 460 nm, 20 min
Screening [1]: 100 uM

Verdinnungsreihen

[1]: 10-100 pM, bei guter Hemmung 1-10 uM

| | markiert die Spaltstelle.

SAP2
Assaymethode Verdlnnungsassay
Volumina 35uLP,10uLE, 5L 1 +145uL P, 5L S
Substrat Dabcyl-Arg-Lys-Pro-Ala-Leu-Phe || Phe-Arg-Leu-Glu(EDANS)-Arg-OH
[S]: 37.5 uM K (SAP2): 28.7 uM
Enzym *SAP2 (10 uL verdiinnter Candida albicans-Uberstand)
Puffer 50 mM Na-Citrat-Puffer pH 3.2, 50 mM, NaCl 50 mM
Temperatur 30 °C
Detektion Ex: 355 nm / Em: 540 nm, 20 min (Screening), 10 min (Verd.-reihe)
Screening [1]: 100 uM

Inkubation E + I: 5 min, Verdiinnung 1:4 vor Substratzugabe

Verdlinnungs reihen

[1]: 10-100 pM, bei guter Hemmung 1-10 yM

| | markiert die Spaltstelle.

Cathepsin D
Assaymethode Verdlinnungsassay
Volumina 35uLP,10uLE,5puL1+145uL P, 5uL S
Substrat Dabcyl-Arg-Lys-Pro-Ala-Leu-Phe || Phe-Arg-Leu-Glu(EDANS)-Arg-OH
[S]: 37.5 uM Kn (CD): 7.67 uM
Enzym CD (Bovine Spleen, Calbiochem, lyophilsiert)
Puffer 0.1 M Ameisensaure-Puffer pH 3.7, 50 mM, NaCl 50 mM
Temperatur 30 °C
Detektion Ex: 355 nm / Em: 540 nm, 20 min (Screening), 10 min (Verd.-reihe)
Screening [1]: 100 uM

Inkubation E + I: 5 min, Verdiinnung 1:4 vor Substratzugabe
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Verdiinnungsreihen

[1]: 10-100 uM, bei guter Hemmung 1-10 uM

| | markiert die Spaltstelle.

10.3 Enzyme, Substrate und Reagenzien

Enzyme:

Cathepsin B (humane Leber)
Cathepsin L (Paramecium tetraurelia)
Falcipain 2 (Plasmodium falciparum)
Rhodesain (Trypanosoma rhodesiense)
SARS-CoV MP®

SARS-CoV pl°®

SAP2

Cathepsin D (bovine Milz)

Substrate:

Dabcyl-Arg-Lys-Pro-Ala-Leu-Phe-
Phe-Arg-Leu-Glu(EDANS)-ArgOH
Abz-Ser-Val-Thr-Leu-GIn-Ser-Gly-

Tyr(3'-NO,)-Arg(Mts)OH

Cbz-Phe-Arg-AMC

Z-Arg-Leu-Arg-Gly-Gly-AMC-Acetat

Reagenzien:

LiOH+H,0, NaN;, PhsP, Tartrate,
PLE-Suspension

DMAP, DBU, TBAF+H,0, Collidin

Fumaryldichlorid, Monoethylfumarat

Calbiochem

Calbiochem

M. Stempka (Prof. Dr. C. Kisker, Wirzburg)
U. Dietzel (Prof. Dr. C. Kisker, Wiirzburg)
M. Stempka (Prof. Dr. C. Kisker, Wirzburg)
U. Dietzel (Prof. Dr. C. Kisker, Wirzburg)
Prof. Dr. J. Morschhauser; Wirzburg

Calbiochem

JPT Peptide Technologies GmbH, Berlin;
GenScript Corporation, New Jersey, USA
Dipl.-Chem. M. Schiller (AK Schirmeister),

Wirzburg;
Jersey, USA

GenScript  Corporation,

Bachem

Bachem

Fluka

Merck

New
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DPPA, HOSuc, IBCF, TBDMSCI, Aldrich
Isoamyltriphenylphosphoniumbromid,
4-Bromcrotonsaureethylester

PyBOP, DCC IRIS Biotech

Pd-C 10% typ E 10 N/D Degussa

PPA (Allessane CAP) AllessaChemie

Aminosauren, Dipeptide Bachem, Novabiochem, IRIS Biotech

Alle verwendeten AS /Peptide werden mit dem 3-Buchstaben-Code abgekirzt und
besitzen L-Konfiguration. D-konfigurierte AS / Peptide werden explizit benannt. Als N-
terminale Schutzgruppen dienten BOC bzw. Cbz und als C-terminale Schutzgruppen
kamen OBn bzw. OMe zum Einsatz. Abspaltung der Schutzgruppen vor Kupplungen
erfolgte durch die gangigen Methoden und die als Hydrochloride, para-Tosylate bzw. TFA-
Salze eingesetzten AS / Peptide wurden vor den Kupplungen mittels Stickstoffbasen, wie
TEA, NMM oder DIEA freigesetzt.

Die Ermittlung der Diastereomerenverhaltnisse erfolgte, falls Grundlinientrennung vorlag,
anhand der LC-MS-Chromatogramme, ansonsten wurde das Verhaltnis anhand der NMR-

Spektren bestimmt.

Ehrlich’s Reagenz: Spriihreagenz aus 1g p-Dimethylaminobenzaldehyd in 100 mL
konz. Salzsaure / MeOH (3 / 7); Detektion durch Erhitzen auf ca. 150 °C.

10.4 Arbeitsmehoden

Alle verwendeten Lésungsmittel wurden zuvor durch Destillation gereinigt und getrocknet
(KOH, Molekularsieb 4A, CaCl,, Na,SO,, K,CO3). Absolute Lésungsmittel wurden durch
mehrstindiges Refluxieren Uber gangigen Trockenmittel (Natrium, P40+, K,CO3;, KOH,
Molekularsieb 4 A) nach Literaturangaben hergestellt und anschlieRend (iber
Molekularsieb 4 A, KOH oder Natrium aufbewabhrt.

Als Schutzgas wurde, sofern nétig, Argon oder Stickstoff verwendet.
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11. Allgemeine synthetische Methoden

11.1 Aziridinsynthesen

Cromwell-Synthese von Aziridinen

Methode A1:

Eine Lésung von 1 Aqg. 2,3-Dibromester in Alkohol wird bei 0 °C langsam zu einer Lésung
von 3.6 Ag. Benzylamin in Alkohol zugetropft. Das Gemisch wird langsam auf RT (~ 3 h)
erwdrmt und 1-12d geruhrt. Nach Entfernen des Losungsmittels i. Vak. wird der
Ruckstand in Diethylether aufgenommen, die organische Phase 3-mal mit Wasser
gewaschen und die wassrigen Phasen 3-mal mit Diethylether reextrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden Uber Na,SO, getrocknet, das Solvens i. Vak. entfernt und

das Rohprodukt durch SC gereinigt.

Synthese von Aziridinen nach Staudinger

Methode A2:

Es werden 1.00 Aq. des (R,R)-Tartrats in Dichlormethan geldst und bei 0 °C 1.20 Aq.
Thionylchlorid zugetropft. Um entstehendes Schwefeldioxid und Salzsaure zu entfernen,
wird Stickstoff durch die Reaktionsmischung geleitet. DMF wird in katalytischen Mengen
hinzu gegeben. Nach einer Stunde Rihren bei Raumtemperatur wird eine weitere Stunde
bei 50 °C geriihrt. Uberschiissiges SOCI, wird an der Wasserstrahlpumpe entfernt.

Das erhaltene Dioxathiolan wird in DMF geldést und 2.30 Aqg. Natriumazid in kleinen
Mengen unter Eiskiihlung hinzu gegeben. Die Reaktionsmischung wird 24 Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt, dann mit Dichlormethan und Wasser (5:3) versetzt und weitere
zwei Stunden gerihrt. Die wassrige Phase wird dreimal mit Dichlormethan ausgeschdittelt,
die vereinigten organischen Phasen achtmal mit Wasser gewaschen und anschlieRend
uber Natriumsulfat getrocknet. AnschlieRend wird das Losungsmittel i. Vak. entfernt.

Der so erhaltene Azidoalkohol wird in DMF gel6st, auf 0 °C gekuhlt und in kleinen Mengen
mit 2.00 Aqg. Triphenylphosphin versetzt. Nach 90 Minuten Rihren bei Raumtemperatur
wird anschlieBend vier Stunden bei 80 °C unter Rickfluss erhitzt. Das DMF wird

schlie8lich unter Vakuum entfernt und der gelbe, dlige Ruckstand durch SC gereinigt.
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Synthese von Aziridinen mit DPSI

Methode A3:

Es werden 1.00 Ag. Olefin und 1.50 Aq. S,S-Diphenylsulfimid in Dichlormethan geldst und
uber einen Zeitraum von 8 Stunden refluxiert. AnschlieBend wird das Losungsmittel i. Vak.
entfernt, der Rilckstand in einem Gemisch aus Cyclohexan und Ethylacetat (5:1)
suspendiert und abfiltriert. Der Filterkuchen wird schlief3lich in Dichlormethan gel6st, mit
Methanol ausgefallt und erneut abfiltriert. Das gewiinschte Produkt kann durch

Saulenchromatographie (Cyclohexan/Ethylacetat 1:1) isoliert werden.

11.2 Epoxidsynthesen

Methode B1:

Es werden 1.00 Ag. (2R,3R)-(+)-Diethyltartrat in einem Eisbad auf 0 °C gekihlt und
tropfenweise mit 17.0 Aq. Bromwasserstoffsaure/Eisessig-Gemisch (33 %ig) versetzt. Der
Ansatz wird fur vier Stunden geruhrt, anschlieRend in 300 ml Wasser gegeben, mit
Diethylether (4 x 100 ml) extrahiert und schlieBlich die Etherphase mit Wasser
(2x 100 ml) und gesattigter NaCl-Lésung (2 x 100 ml) gewaschen. Die vereinigten
organischen Phasen werden mit Magnesiumsulfat getrocknet und das L&ésungsmittel
i. Vak. entfernt. Der Rickstand wird in 400 ml Ethanol aufgenommen, mit 1.70 Aq.
Bromwasserstoffsaure/Eisessig-Gemisch (33 %ig) versetzt, fur funf Stunden refluxiert und
das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Der Riickstand wird mit 400 ml Aceton aufgenommen,
mit 2.00 Aq. Kaliumcarbonat (oder Kaliumhydroxid in Ethanol) versetzt und 14 Stunden
bei Raumtemperatur stehen gelassen. Der Niederschlag wird abfiltriert, das Filtrat i. Vak.

zur Trockne eingedampft und destilliert.

Methode B2:

Eine Lésung aus 1.00 Aq. Olefin in Acetonitril wird mit der dreifachen Menge an neutralem
Aluminiumoxid (Aluminiumoxid 90 aktiv, neutral, Aktivitatsstufe I) versetzt und dazu bei
Raumtemperatur langsam 10.0 Aq. wéassrige Natriumhypochloridldsung (25 %) getropft.
Nach zwei Stunden Ruhren wird die Lésung abfiltriert und das Losungsmittel i. Vak.

entfernt. Noch einmal wird die gleiche Menge Aluminiumoxid, Acetonitrii und
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Natriumhypochlorid-Lésung hinzu gegeben. Dieser Schritt wird bis zur Vollstandigkeit der
Reaktion wiederholt ('H-NMR-Kontrolle). Das Produkt wird durch Extraktion mit

Dichlormethan isoliert.

Methode B3:
Es wird 1.00 Aqg. Olefin in Acetonitril geldst und bei 0 °C mit 1.90 Aq. Wasserstoffperoxid
versetzt. Nach vier Minuten Riihren werden 20.0 Aq. Wasser hinzu gegeben, der

ausgefallene Feststoff abfiltriert und im Exsikkator getrocknet.

11.3 Olefinsynthesen

Methode C1:
Es werden 1.0 Aq. des Aziridins in Methanol gelést und (iber einen Zeitraum von
11 Stunden bei 50 °C geruhrt. Nach Beendigung der Reaktion wird das Lésungsmittel

i.Vak. entfernt und das gewtlinschte Produkt saulenchromatographisch isoliert.

11.4 Peptidkupplungen

11.4.1 Kupplung mit DCC/HOBT

Methode D1:

R‘I O R1
/'\”/ORZ DCC/—>HOBT /'\”/ORZ
HN N
H
®) ®)
Mit

R: -CH(CH3)2 (VaI), -CHz-CH(CHg)z (LeU), -CH>-Ph (Phe)
Rz: -CH3, -CHz-CH3

Es werden 1.05Aq. DCC in 5ml Ethylacetat zu einer Lésung aus 1.0 Aq. der
Carbonsaure, 1.0 Aq. des Aminosaureesterhydrochlorids, 2.0 Aq. Triethylamin und
1.0 Aq. HOBT in 10 ml Ethylacetat getropft. Der Ansatz wird fiir 3 Stunden im Eisbad und
48 Stunden bei RT gerihrt. AnschlieRend wird der ausgefallene Harnstoff abfiltriert und
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mit 10 ml Ethylacetat gewaschen. Die gesammelten organischen Fraktionen werden
vereinigt und nacheinander mit 2 M HCI (20 ml), ges. NaCl-Losung (20 ml), ges.
Natriumhydrogencarbonat- (20 ml) und wieder ges. NaCl-Lésung (20 ml) ausgeschiittelt.
Die vereinigten organischen Phasen werden Uber Natriumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel i. Vak. entfernt. Der erhaltene Ruckstand wird erneut in Ethylacetat
aufgenommen und der nachtraglich ausgefallene Dicyclohexylharnstoff abfiltriert. Das

Lésungsmittel wird anschlieBend i. Vak. entfernt (vgl. Literatur!'*® '8).

11.4.2 Kupplung mit DCC

Methode D2:

R1 (@] R1
—_— )I\
OR; OR
H
®) ®)
Mit

R: -CH(CH3)2 (VaI), -CHz-CH(CH3)2 (LeU), -CH»-Ph (Phe)
Rzl -CHz-Ph
Rj;: Michael-System

Es wird 1.0 Aq. des Aminosaurebenzylesterhydrochlorids in Ethylacetat geldst und bei
0 °C mit 2.0 Aqg. Triethylamin versetzt. Parallel werden dazu 2.2 Aq. der Carbonsaure mit
1.05 Aq. DCC in Ethylacetat umgesetzt. Der ausgefallene Harnstoff wird abfiltriert, mit
10 ml Ethylacetat gewaschen und das Filtrat zum Aminosaure-Ansatz getropft. Der Ansatz
wird fir 3 Stunden im Eisbad gerihrt und anschlielend in Ethylacetat aufgenommen. Die
organische Phase wird dreimal mit ges. NaCl-Lésung (20 ml) ausgeschittelt, Uber

Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel i. Vak. entfernt. (vgl. Literatur!'>® 5%,

11.4.3 Kupplung mit Thionylchlorid

Methode D3:
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Ry o R
OR, Thionyichlorid_ )]\ R,
HN Ry N
H
o) o)

Mit
R:: -CH,-Ph (Phe)
Rzl -CHz-Ph

Rs: Michael-System

Es werden 1.05 Aq. der Carbonséure in Toluol gelést und mit 1.58 Aq. Thionylchlorid fiinf
Stunden bis zur vollstandigen Entstehung von HCI refluxiert. Parallel dazu wird 1.00 Aq.
des Aminosaurebenzylesterhydrochlorids mit 3.50 Aq. Triethylamin umgesetzt und nach
ebenfalls funf Stunden zum bereits abgekuhlten Ansatz hinzu gegeben. Die
Reaktionsmischung wird fur weitere 24 h bei Raumtemperatur weitergerthrt, filtriert und
mit Wasser (4 x) gewaschen. Die organische Phase wird schlieRlich Uber Natriumsulfat

getrocknet und das Lésungsmittel i. Vak. entfernt. (vgl. Literatur'?™).

11.4.4 Kupplung mit PPA

Methode D4:

R o Ry
PPA
OR, )I\ OR
H2N/k”/ R —— Ry N/'\”/ 2
H
O O
Mit

Ri: -CH(CH3)2 (VaI), -CHz-CH(CH3)2 (LeU), -CH>-Ph (Phe)
R;: -CH,-Ph
R3: Michael-System

Es wird 1.00 Ag. der Carbonsdure bzw. des Lithium- oder Kaliumcarboxylats zusammen
mit 1.00 Ag. des Amins bzw. Hydrazids in wenig DMF geldst und bei 0 °C mit 1.00 Aq.
PPA (50 wt% in DMF) versetzt. Der Ansatz wird tber 24 Stunden gerihrt und danach in
Ethylacetat gegeben. Anschlielend wird die organische Phase nacheinander mit ges.
Natriumhydrogencarbonat-Lésung, Kaliumhydrogensulfat (1 M) und ges. Natriumchlorid-
Lésung (4 x) gewaschen. Schlielllich wird die organische Phase Uber Natriumsulfat

getrocknet und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. (vgl. Literatur'®™).
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11.4.5 Kupplung mit IBCF

Methode D5:

O

R R
IBCF )I\
OR OR
HQN/'\”/ 2 Ry N/'\”/ 2
H
O O
Mit

Ri: -CH(CH3)2 (VaI), -CHz-CH(CHg)z (LeU), -CH>-Ph (Phe)
Rz: -CHz-Ph
Rs;: Michael-System

Zu einer Lésung von 1 Aq. S&ure in abs. THF werden bei — 15 °C 1 Aq. NMM und 5 min
spater 1 Aq. IBCF gegeben. Nach weiteren 5 min erfolgt die Zugabe von 1 Aq. C-
geschitzter AS in abs. DMF. Die sofort trib werdende Reaktionsmischung wird
anschliefiend 1 h bei — 15 °C, 1-2 h bei 0 °C und 10-18 h bei RT gerihrt, der ausgefallene
Niederschlag abfiltriert und das Solvens i. Vak. entfernt. Der verbleibende Riickstand wird
in Ethylacetat aufgenommen, nacheinander je 2-mal mit NH4Cl-, NaHCO3;- und NaCl-
Lésung gewaschen und Uber Na,SO, getrocknet. Nach Entfernen des Ethylacetats i. Vak.

wird das Rohprodukt mittels SC gereinigt.

11.4.6 Kupplung mit DPPA

Methode D6:

Zu einer Suspension aus 1 Aqg. Kalium- bzw. Lithiumcarboxylat der Epoxide bzw. Aziridine
in abs. DMF werden bei 0 °C nacheinander 1.05 Aq. N-geschiitztes Hydrazid bzw. C-
geschiitzte AS, 1.1 Aq. DPPA und 1.05 Aq. TEA gegeben. Das Gemisch wird 1-2 d bei
0 °C sowie 4-8 d bei RT geruhrt. Anschlielend wird die Losung in Ethylacetat gegossen
und nacheinander je 3-mal mit Wasser, NaHCO3;- und NaCl-Lésung gewaschen. Die
organische Phase wird Uber Na,SO, getrocknet, das Solvens i. Vak. entfernt und das

Rohprodukt mittels SC aufgereinigt.
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11.4.7 Kupplung von Aminosauren an Maleinsaureanhydrid

Methode D7:

Es wird 1.00 Aq. der benzylgeschitzten Aminoséaure in 5.00 ml Dichlormethan geldst und
bei 0 °C mit 2.00 Aq. Aminbase (Triethylamin, N-Methylmorpholin) versetzt. AnschlieRend
wird 1.00 Ag. Maleinsaureanhydrid in 2.00 ml Dichlormethan gelést und zur
Aminosaureldsung getropft. Nach 16 Stunden (0 °C => RT) wird die Reaktionsmischung
mit Salzsdure (2 M) auf pH =1 gebracht, die wassrige Phase mit Dichlormethan (2 x
10 ml) reextrahiert und die vereinigten organischen Phasen mit ges. NaCl-Lésung
(3 x 10 ml) gewaschen. Schlielllich wird die organische Phase Uber Natriumsulfat

getrocknet und das Losungsmittel i. Vak. entfernt.

11.5 Hydrazidsynthesen

Methoden zur Darstellung von Aminosaure- bzw. Peptidhydraziden

Methode E1:

Es werden DCC, DMAP und Ethanol zu einer Lésung aus der entsprechenden N-
geschitzten L-Aminosaure in Diethylether gegeben. Die Reaktionsmischung wird bei
Raumtemperatur gerihrt und mit DC (Diethylether: Cyclohexan=1:1) der
Reaktionsfortschritt kontrolliert. Der ausgefallene Dicyclohexylharnstoff wird abfiltriert, das
Filtrat mit 1™ Natriumhydrogensulfat-Losung, gesattigter wassriger
Natriumhydrogencarbonat-Losung und Wasser ausgeschittelt (je 1 x), Uber Natriumsulfat
getrocknet und die organische Phase eingeengt. Der Ruickstand wird in Ethanol
aufgenommen und mit Hydrazin-Hydrat versetzt. Die Reaktionsmischung wird bei

Raumtemperatur gerthrt und die Reaktion mittels DC verfolgt (Chloro-
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form : Methanol =9 : 1). Das ausgefallene Hydrazid wird wenn mdglich isoliert und

charakterisiert oder ohne weitere Aufreinigung weiter umgesetzt.

Methode E2:
Eine Losung aus dem N-geschltzten L-Aminosauremethylester in Methanol wird mit
Hydrazin-Hydrat versetzt und bei Raumtemperatur gerihrt. Das Hydrazid wird im

Kdhlschrank ausgefallt, abfiltriert und ohne weitere Aufreinigung weiter umgesetzt.

Methode E3:

Zu einer Losung aus der N-geschitzten L-Aminosaure und Triethylamin in THF wird
Chlorameisensaureethylester gegeben und bei -15°C fiur 30 Minuten gerihrt. Das
entstandene Triethylammoniumhydrochlorid wird abfiltriert und das Filtrat mit Hydrazin-
Hydrat in THF versetzt. Der Ansatz wird fir 2 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt und
anschlielend das Loésungsmittel i. Vak. entfernt. Der Rickstand wird ohne weitere

Aufreinigung weiter umgesetzt. (vgl. Literaturt''®),

11.6 Hydrolysen

11.6.1 Hydrolysen mit Lithiumhydroxid

Methode: F1

Monohydrolyse von Diethylaziridin-2,3-dicarboxylat

0.95 Ag. LiOH*H,O werden bei 0 °C in einer Lésung aus 1 Aq. Diethylaziridin-2,3-dicar-
boxylat in abs. Ethanol suspendiert. Die Suspension, die sich allmahlich gelb farbt, wird
1d bei 0°C sowie 2d bei RT geruhrt und das Lésungsmittel anschlielend i. Vak.
vollstandig entfernt. Das Rohprodukt wird nach 'H-NMR-spektroskopischer Kontrolle der
DPPA-vermittelten AS- / Peptidkupplung zugeflhrt.

Methode: F2

Hydrolyse von Aziridin-2-carboxylaten

1 Ag. LiOHeH,O wird bei 0°C in einer Lésung aus 1Aq. Aziridin-2-carboxylat in
abs. Alkohol suspendiert. Die Suspension wird 2 d bei 0 °C sowie 2-4 d bei RT gerthrt
und das Loésungsmittel anschliefend i. Vak. vollstandig entfernt. Das Rohprodukt wird

ohne weitere Reinigung der DPPA-vermittelten AS- / Peptidkupplung zugefiihrt.
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11.6.2 Hydrolysen mit Kaliumhydroxid

Methode: F3

Monohydrolyse von Diestern

Zu einer eisgekiihlten (0 °C) Lésung von 1 Aq. Diester in abs. Ethanol werden 0.95 Aq.
ethanolische Kaliumhydroxidldsung (0.5 M) langsam zugetropft. Nach 2 h Rihren bei 0 °C
wird durch Zugabe von Diethylether das Produkt (weifde Flocken) ausgefallt, abfiltriert und
i. Vak. getrocknet. Das Rohprodukt wird nach 'H-NMR-spektroskopischer Kontrolle der
DPPA- oder PPA- vermittelten AS- / Peptidkupplung zugefihrt.

Methode: F4

Hydrolyse von Monoestern

Zu einer eisgekihlten (0 °C) Lésung von 1 Aq. Monoester in abs. Ethanol wird 1.1 Aq.
ethanolische Kaliumhydroxididsung (0.5 M) langsam zugetropft. Nach 2 h Ruhren bei 0 °C
wird durch Zugabe von Diethylether das Produkt (weif3e Flocken) ausgefallt, abfiltriert und
i. Vak. getrocknet.

11.7 Schutzgruppen

Methode G1: Schitzen der Aminfunktion mit tert-Butoxycarbonyl (BOC)

Es werden 1.00 Ag. des Amins in Dioxan geldst und mit 1.20 Aq. versetzt. Der pH-Wert
der Reaktionsmischung wird mit 2 M wassriger Natriumhydroxid Losung auf 9.5 gehalten.
Nach 15 Stunden bei Raumtemperatur wird das Dioxan i. Vak. entfernt und der wassrige
Ruckstand mit Diethylether (2 x 75 ml) extrahiert. Die wassrige Phase wird schlief3lich mit
2 M Salzsaure auf pH 2 angesauert und mit Ethylacetat (2 x 100 ml) ausgeschuttelt. Die
organischen Phase wird Uber Natriumsulfat getrocknet und das Ldsungsmittel i. Vak.

entfernt. (vgl. Literatur!'®?).

Methode G2: Veresterung von Carbonsauren

Es werden 1.00 Aq. der Carbonséure und 4.00 Aqg. des Alkohols in Toluol gelést und mit

1.05 Aq. p-Toluolsulfonséure versetzt. Der Ansatz wird am Wasserabscheider refluxiert,
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bis sich die Wassermenge nicht mehr erhéht hat. Nach dem Abklhlen auf
Raumtempertaur wird die Reaktionsmischung eingeengt und mit Diethylether versetzt.

Der ausgefallene Feststoff wird abfiltriert und i. Vak. getrocknet.

Methode G3: Abspaltung der BOC-Schutzgruppe mit TFA

Das BOC-geschiitzte Amin wird in Dichlormethan geldst, mit 10.0 Aq. Trifluoressigsaure
versetzt und fur zwei Tage bei Raumtemperatur gerthrt. AnschlieBend wird das
Lésungsmittel i. Vak. entfernt und der Ruckstand erneut mit Dichlormethan versetzt und
das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Dieser Vorgang wird wiederholt, bis die
Reaktionsmischung keine TFA mehr enthalt. Das erhaltene Produkt wird ohne weitere

Aufreinigung der nachsten Synthesestufe zugefiihrt.

Methode G4: Benzylierung von Carbonsauren

Es werden 1.00 Aq. der Carbonsaure, 1.70 Aq. des Benzylhalogenids in Ethanol unter
erwarmen gelost. AnschlieRend wird eine Lésung aus 2.20 Aqg. Kaliumhydroxid in Wasser
zugegeben und ohne Rickflusskiihler so lange erhitzt, bis sich das Volumen halbiert
hatte. Nach dem Abkuhlen im Eisbad wird der ausgefallene Feststoff abfiltriert, mit wenig

kaltem Ethanol gewaschen, aus Methanol umkristallisiert und i. Vak. getrocknet.

11.8 Bromierungen

Methode zur Bromierung von Olefinen

Methode H1:

Das Olefin wird in Dichlormethan vorgelegt und unter Rihren im Eisbad wird Brom
zugetropft. Der Ansatz wird fur 1 d geruhrt (0 °C -> RT), anschlieRend mit wassriger 2 M
Natriumthiosulfatldsung versetzt und die organische Phase abgetrennt. Die wassrige
Phase wird mit Dichlormethan ausgeschittelt, die organischen Phasen vereinigt, Uber

Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel i. Vak. entfernt.
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12. Synthetisierte Verbindungen

12.1 Aziridinbausteine

Dimethyl 3-(4-nitrophenyl)aziridin-2,2-dicarboxylat (TP01)

Methode: A3

Ansatz: 1.73g (6.52 mmol) p-Nitrobenzalmalonsauredimethylester (TP03), 2.00g
(9.94 mmol) S,S-Diphenylsulfimid (TP81), Dichlormethan 50 ml.

Reaktionsdauer: 8 Stunden.

Ausbeute: 1.58 g (5.64 mmol; 86 %) rote Kristalle, Smp.:128-129 °C.I"%!

"H-NMR (400.13 MHz, CDCls, 300 K): & = 2.56 (d, 1 H, J = 9.9 Hz, Ar-CHNHC(CO,CHy),),
3.51 (s, 3H, CO,CHs), 3.80 (d, 1H, J=9.6 Hz, Ar-CHNHC(CO,CHj3),), 3.89 (s, 3 H,

CO,CHs), 7.52 (d, 2 H, J = 8.6 Hz, Ar-H), 8.17 (d, 2 H, J = 8.8 Hz, Ar-H).

Die erhaltenen Daten entsprechen der Literatur.!'®!

Diethyl-(2S,3S)-aziridin-2,3-dicarboxylat (TP43)

H

N
o. v, O
\/\](A /(")/\/

O

Methode: A2
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Ansatz: 8.87 g (43.0 mmol) (2R,3R)-Diethyltartrat, 3.70 ml (53.0 mmol) Thionylchlorid,
6.50 g (100 mmol) Natriumazid, 22.5 g (86.0 mmol) Triphenylphosphin.

Reaktionsdauer: 32 Stunden
Saulenchromatographie: Cyclohexan/Ethylacetat 4:1
Ausbeute: 2.72 g (14.5 mmol, 34 %), gelbes Ol.

"H-NMR (400.13 MHz, CDCls, 300 K): 5= 1.28 (t, 6 H, J = 7.1 Hz, 2 x -CHs), 1.72 (br. s,
1H, -NH-), 2.85 (s, 2 H, -CH-CH-), 4.22 (q, 4 H, J = 7.1 Hz, 2 x -CH,-CH).

Die erhaltenen Daten entsprechen der Literatur.!'% 103 137, 163.164]

Ethyl-(2S,3S)-aziridin-2,3-dicarboxylat-Lithiumsalz (TP44)

Methode: F1

Ansatz: 1.00 g (5.34 mmol) Diethyl-aziridin-2,3-dicarboxylat (TP43), 213 mg (5.08 mmol)
Lithiumhydroxid-Monohydrat, 20 ml Ethanol.

Rohprodukt: 827 mg eines farblosen Feststoffs.

Das erhaltene Lithiumsalz wurde ohne weitere Aufreinigung dem darauffolgenden

Kupplungsschritt zugefuhrt.
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Dimethyl-(2R,3R)-aziridin-2,3-dicarboxylat (TP45)

H
N
/o\"\\\\-ﬂ/o\
O O

Methode: A2

Ansatz: 5.00 g (28.1 mmol) (2R,3R)-Dimethyltartrat, 2.46 ml (33.7 mmol) Thionylchlorid,
4.20 g (64.6 mmol) Natriumazid, 14.7 g (56.1 mmol) Triphenylphosphin.

Ausbeute: 1.20 g (7.54 mmol, 27 %), gelbes Ol.

"H-NMR (400.13 MHz, CDCls, 300 K): 8 = 1.72 (br. s, 1 H, -NH-), 2.85 (s, 2 H, -CH-CH-),
3.64 (g, 4 H, 2 x -CHy).
[165]

Die erhaltenen Daten entsprechen der Literatur.

Methyl-(2R,3R)-aziridin-2,3-dicarboxylat Lithium-Salz (TP46)

H
N
/O\"\\\\‘ﬂ/w
O O

Methode: F1

Ansatz: 1.20 g (7.54 mmol) (2R, 3R)-2,3-Dimethylaziridin-2,3-dicarboxylat (TP45), 301 mg
(7.16 mmol) Lithiumhydroxid-Monohydrat, 20 ml Methanol.

Rohprodukt: 941 mg, gelblicher Feststoff.

Das erhaltene Lithiumsalz wurde ohne weitere Aufreinigung dem darauf folgenden

Kupplungsschritt zugefuhrt.
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(2R,3R)+(2S,3S)-1-Benzyl-3-phenylaziridin-2-carbonsduremethylester (TP47)

Methode: A1

Ansatz: 5.00 g (15.5 mmol) Methyl-2,3-dibromo-3-phenylpropanoat, 6.11 ml (55.9 mmol)

Benzylamin, 100 ml Methanol

Saulenchromatographie: Cyclohexan/Ethylacetat 3:1.

Ausbeute: 2.52 g (9.43 mmol, 61 %) gelbes Ol.

Die erhaltenen spektroskopischen Daten entsprechen der Literatur.®”

(2R,3R)+(2S,3S)-1-Benzyl-3-phenylaziridin-2-carbonsaure-Lithiumsalz (TP48)

OLi

Methode: F2

Ansatz: 2.52 g (9.43 mmol) 1-Benzyl-3-phenylaziridin-2-carbonsduremethylester (TP47),
396 mg (9.43 mmol) Lithiumhydroxid Monohydrat, 50 ml Methanol.
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Rohprodukt: 2.45 g eines farblosen Feststoffs.
Das erhaltene Lithiumsalz wurde ohne weitere Aufreinigung dem darauf folgenden

Kupplungsschritt zugefuhrt.

Darstellung von (2R,3R)+(2S,3S)-Ethyl 1-(2-nitrobenzyl)-3-methylaziridin-2-
carboxylat (TP49)

NG,

Ao

Methode: A1

Ansatz: 500 mg (1.83 mmol) 2,3-Dibrombutansaureethylester, 1.24 g (6.57 mmol) 2-
Nitrobenzylaminhydrochlorid, 262 mg (6.57 mmol) Natriumhydroxid, 10 ml Ethanol.

Saulenchromatographie: Cyclohexan:Essigester = 2:1 (Rf = 0.54).

Ausbeute: 184 mg (0.70 mmol, 38 %), dunkelbraune, hochviskose Flussigkeit.

"H-NMR (400.13 MHz, CDCls, 300 K): & = 1.28-1.31 (t, 3H, J = 7.1 Hz, -CO,-CH,-CHy),
1.36 (d, 3H, J=5.8Hz, -CH-CHs), 2.05-2.10 (m, 1H, -CH-CH-CHs), 2.25 (d, 1H,
J=7.1Hz, -CH-CH-CH;), 3.84 (d, 1 H, J=17.1 Hz, -CH»-Ph), 4.10 (d, 1 H, J=17.1 Hz,
-CH,-Ph), 4.22-4.27 (q, 2 H, J = 7.8 Hz, -CO»-CH»-CHs), 7.40-7.44 (m, 1 H, -Ph), 7.64-
7.68 (m, 1 H, -Ph), 8.04-8.08 (m, 2 H, -Ph).

Die Verbindung ist nicht stabil und zersetzt sich rapide. Aus diesem Grund sind keine

weiteren spektroskopischen Daten angegeben.
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12.2 Epoxidbausteine

Dimethyl 3-(4-nitrophenyl)oxiran-2,2-dicarboxylat (TP02)

Methode: B2

Ansatz:  1.33g (5.00 mmol) Dimethyl-p-nitrobenzylidenmalonat (TP03), 4.50¢g
Aluminiumoxid (Aluminiumoxid 90 aktiv, neutral, Aktivitatsstufel), 3.36 ml 25 %ige

Natriumhypochloridlésung.

Reaktionsdauer: 8 Stunden.

Ausbeute: 509 mg (1.81 mmol, 36 %) farblose Kristalle (Smp.: 131-133 °C).

'H-NMR (400.13 MHz, CDCl;, TMS, 300 K): 5 =3.52 (s, 3 H, -CO,CH3), 3.83 (s, 3 H,
-CO,CHj3), 4.59 (s, 1 H, -CHOC(CO,CHj3),), 7.45-7.48 (m, 2 H, Ph-H), 8.15-8.17 (m, 2 H,
Ph-H).

®C-NMR (100.62 MHz, CDCl;, 300K): 5=52.9 (-CO,CHs), 53.8 (-CO,CHs), 61.0
(-CHOC(CO,CHa),), 63.0 (CHOC(CO,CHa3),), 123.7 (C3-Ph), 127.3 (C2-Ph), 139.0 (C1-

Ph), 148.5 (C4-Ph), 163.3 (-CO,CHs), 165.1 (-CO,CHj).

IR (neat): v = 3116 (w, C-H); 1753 (s, O-C=0); 1431 (m, aromat. C=C, C-H); 1344 (s,
-NO,); 1330 (s, -O-C=0); 1228 (s, -C-O-C-); 788 (s, aromat. C-H) cm™.
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Diethyl-(2S,3S)-oxiran-2,3-dicarboxylat (TP50)

O

o) e
\/\(& /(")/\/

O

Methode: B1

Ansatz: 16.0g (75.3 mmol) (2S,3S)-(-)-Diethyltartrat, 77.0 ml (1.35 mol) Bromwasser-
stoffsdure/Eisessig-Gemisch (33 %ig), nochmals 8 ml (0.14 mol) Bromwasserstoff-
saure/Eisessig-Gemisch (33 %ig), 62.0 g (24.0 mmol) Kaliumcarbonat, Destillation (kleine
Kolonne/Stickstoff; 2*102 mbar, 67 °C).

Ausbeute: 7.37 g (39.2 mmol, 52 %), farblose Flissigkeit.

"H-NMR (400.13 MHz, CDCls, 300 K): 8=1.29-1.32 (t, 6 H, J=7.3 Hz, 2 x -CO,-CH,-
CHs), 3.65 (s, 2 H, -CH-CH-), 4.24-4.27 (t, 4 H, J = 7.1 Hz, 2 x -CO»-CH,-CHs).

[a]p?® = +102.8 ° (0.40, CHCI,), Lit: [a]p?® = +105.5°° (1.41, Et,0).'"?

Die erhaltenen Daten entsprechen der Literatur.!''?

Ethyl-(2S,3S)-oxiran-2,3-dicarboxylat-Kaliumsalz (TP51)

O

o) ., ~OK
o
(@)

o

Methode: F3

Ansatz: 848 mg (15.1 mmol) Kaliumhydroxid, 3.00 g (15.9 mmol) Diethyl-(2S,3S)-oxiran-
2,3-dicarboxylat (TP50).

Rohprodukt: 3.00 g eines farblosen Feststoffs.
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Das erhaltene Kaliumsalz wurde ohne weitere Aufreinigung dem darauf folgenden

Kupplungsschritt zugefihrt.

Diethyl-(2R,3R)-oxiran-2,3-dicarboxylat (TP52)

O

~© \\\“LH/O\/
PO

Methode: B1

Ansatz: 32.0g (155 mmol) (2R,3R)-(+)-Diethyltartrat, 154 ml (2.70 mol) Bromwasser-
stoffsaure/Eisessig-Gemisch (33 %ig), nochmals 16 ml (0.28 mol) Bromwasserstoff-
saure/Eisessig-Gemisch (33 %ig), 124 g (48.0 mmol) Kaliumcarbonat, Destillation (kleine
Kolonne/Stickstoff; 2*102 mbar, 67 °C).

Ausbeute: 13.1 g (69.7 mmol, 45 %), farblose Flissigkeit.

"H-NMR (400.13 MHz, CDCls, 300 K): 8=1.29-1.32 (t, 6 H, J=7.3 Hz, 2 x -CO,-CH,-
CHs), 3.65 (s, 2 H, -CH-CH-), 4.24-4.27 (t, 4 H, J = 7.1 Hz, 2 x -CO,-CH,-CHs).

[a]p® =-71.6 ° (3.07, CHCIy), Lit: [a]p® = -88.5°° (1.03, Et,0).l'"

Die erhaltenen Daten entsprechen der Literatur.!""?

Ethyl-(2R,3R)-oxiran-2,3-dicarboxylat-Kaliumsalz (TP53)

O
\/ O\’l\\\\ N ﬂ/ OK
®) O

Methode: F3
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Ansatz: 848 mg (15.1 mmol) Kaliumhydroxid, 3.00 g (15.9 mmol) Diethyl-(2R, 3R)-oxiran-
2,3-dicarboxylat (TP52).

Rohprodukt: 3.00 g eines farblosen Feststoffs.

Das erhaltene Kaliumsalz wurde ohne weitere Aufreinigung dem darauf folgendem

Kupplungsschritt zugefihrt.

Dimethyl-(2S,3S)-oxiran-2,3-dicarboxylat (TP05)

Q
- O\rA"'//"/ <
) )

Methode: B1
Ansatz: 28.0 g (155 mmol) (2S,3S)-(-)-Dimethyltartrat, 154 ml (2.70 mol) Bromwasser-
stoffsdure/Eisessig-Gemisch (33 %ig), nochmals 16 ml (0.28 mol) Bromwasserstoff-

saure/Eisessig-Gemisch (33 %ig), 124 g (48.0 mmol) Kaliumcarbonat.

Ausbeute: 11.2 g (69.9 mmol, 45 %), farblose Nadeln.

Die erhaltenen Daten entsprechen der Literatur.!"®®
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Tetracyanoethylenoxid (TP04)

NG Q CN

Methode: B3

Ansatz: 504 mg (3.91 mmol) Tetracyanoethylen, 0.45 ml Wasserstoffperoxid (30 %),
3.00 ml Acetonitril, 14.7 ml Wasser.

Ausbeute: 287 mg (1.99 mmol, 51 %), farbloser Feststoff.

BC-NMR (100.62 MHz, Aceton-ds, 300 K): & =54.91 (2 x-C-CN), 109.17 (4 x -C-CN)

Die erhaltenen Daten entsprechen der Literatur.!'®

12.3 Olefinbausteine

Dimethyl-2-(4-nitrobenzyliden)malonat (TP03)

ON o o

Methode: Es wurden 1 eq. p-Nitrobenzaldehyd und 1 eq. Malonsauredimethylester in
Toluol geldst, mit 0.1 eq. Piperidin versetzt und der Ansatz fir vier Stunden refluxiert.
Nachdem sich kein Wasser mehr im Wasserabscheider gesammelt hat, wurde die
Mischung auf Raumtemperatur abgekuhlt, mit halb gesattigter Natriumchlorid-Losung
gewaschen, die organische Phase mit Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel i.

Vak. entfernt. Der erhaltene Ruckstand wurde in Ethanol umkristallisiert.
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Ansatz: 5.00 g (33.1 mmol) p-Nitrobenzaldehyd, 4.37 g (33.1 mmol) Malonsauredimethyl-
ester, 0.27 ml Piperidin, 50 ml Toluol.

Reaktionsdauer: 4 Stunden.

Ausbeute: 6.18 g (23.3 mmol, 70 %), gelbe Kristalle, Smp.: 92-95 °C (Lit.: 93-95 °C)."""!
'H-NMR (400.13 MHz, CDCls, TMS, 300 K): & = 3.83 (s, 3 H, -CO,-CHs), 3.87 (s, 3 H,
_CO,-CHy), 7.57 (d, 2 H, J = 8.6 Hz, Ph-H), 7.79 (s, 1 H, -CH-C(-CO,-CHs),), 8.23 (d, 2 H,

J = 8.6 Hz, Ph-H).

Die erhaltenen Daten entsprechen der Literatur.!'"”!

Dimethyl-2-aminofumarat (TP54)

Methode: C1
Ansatz: 1.53 g (9.61 mmol) Dimethylaziridin-2,3-dicarboxylat (TP45)
Ausbeute: 1.20 g (7.54 mmol, 78 %), gelbes Ol.

"H-NMR (400.13 MHz, CDCl3, TMS, 300 K): 8 = 3.71 (s, 6 H, 2 x -CO,-CHs), 5.09 (s, 1 H,
-C=CH-CO,-CHs), 6.64 (br. s., 2 H, -NH,).

Die erhaltenen Daten entsprechen der Literatur."®”!
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Methyl 2-aminofumarat-Lithiumsalz (TP55)

Methode: F1

Ansatz: 1.20g (7.54 mmol) Dimethyl-2-aminofumarat, 301 mg (7.16 mmol) Lithium-
hydroxid Monohydrat, 20 ml Methanol.

Ausbeute: 941 mg (6.23 mmol, 83%) eines hellbraunen Feststoffs (Smp.: > 230 °C).

Das erhaltene Lithiumsalz wurde ohne weitere Aufreinigung dem darauf folgenden

Kupplungsschritt zugefihrt.

12.4 Aminosaurederivate

Darstellung von 4-Methylpentanamido-(S)-Valinmethylester (TP56)

Iz

Methode: D1

Ansatzz 1.00g (5.97 mmol) HCI*H,N-Val-OMe, 693 mg (0.75ml, 5.97 mmol) 4-
Methylvaleriansaure, 1.29g (6.26 mmol) DCC, 914 mg (5.97 mmol) HOBT, 1.21g
(1.65 ml, 11.9 mmol) Triethylamin, 25 ml Ethylacetat.

Reaktionsdauer: 50 Stunden

Ausbeute: 961 mg (4.19 mmol; 70 %), hochviskose Flussigkeit



136 12. Synthetisierte Verbindungen

"H-NMR (400.13 MHz, CDCls, 300 K): & = 0.88-0.93 (m, 12 H, 4 x -CHs), 1.50-1.61 (m,
3 H, -CH»-CH-), 2.10-2.18 (m, 1H, -CH-CH-(CHs),), 2.21-2.25 (m, 2 H, -CH,-CONH-),
3.73 (s, 1H, -NH-CH-CO,CHs), 4.55-4.59 (m, 1H, -NH-CH-CO,CHs), 5.88 (d, 1H,
J = 7.3 Hz, -NH-CH-CO,CHs).

BC-.NMR (100.62 MHz, CDCls, 300 K): &= 17.82 (-CH-CH-(CHs),), 18.92 (-CH-CH-
(CHa)2), 22.25 (CH3),-CH-CH,-CH,-CO-NH-), 22.32 (CH3),-CH-CH,-CH,-CO-NH-), 27.78
((CH3),-CH-CH,-CH,-CO-NH-), 31.34 (-CH-CH-(CHs),), 34.49 ((CHs),-CH-CH,-CH,-CO-
NH-), 34.76 ((CHs),-CH-CH,-CH,-CO-NH-), 52.10 (-NH-CH-CO,CH3), 56.79 (-NH-CH-
CO,CHs), 172.75 (-NH-CH-CO,CHj), 173.14 (-CH,-CO-NH-).

Darstellung von 4-Methylpentanamido-(S)-phenylalaninmethylester (TP57)

Iz

Methode: D1

Ansatz: 1.00g (4.64 mmol) HCI*H;N-Phe-OMe, 539 mg (0.58 ml, 4.64 mmol) 4-
Methylvaleriansaure, 1.00g (4.87 mmol) DCC, 7.10 mg (4.64 mmol) HOBT, 938 mg
(1.29 ml, 9.27 mmol) Triethylamin, 25 ml Ethylacetat.

Reaktionsdauer: 50 Stunden

Ausbeute: 993 mg (3.58 mmol; 77 %), hochviskose Flussigkeit

'H-NMR: (400.13 MHz, CDCls, 300 K): & = 0.88-0.89 (m, 6 H, 2 x -CH3), 1.46-1.57 (m,

3 H, -CH»-CH-), 2.16-2.20 (m, 2 H, -CH,-CONH-), 3.07-3.19 (m, 2 H, -CH,-Ph), 3.74 (s,
1H, -NH-CH-CO,CHs), 4.89-4.94 (m, 1 H, -NH-CH-CO,CHs), 5.88 (d, 1 H, J = 7.3 Hz,
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-NH-CH-CO,CHj5), 7.10 (d, 2 H, J = 6.3 Hz, 2 x Ph-H (ortho)), 7.23-7.32 (m, 3 H, 2 x Ph-H
(meta), Ph-H (para)).

BC-NMR (100.62 MHz, CDCls, 300 K): & =22.20 (CHs),-CH-CH,-CH,-CO-NH-), 22.26
(CH3)2-CH-CH,-CH,-CO-NH-), 27.66 ((CHs),-CH-CH,-CH,-CO-NH-), 34.31 ((CHs),-CH-
CHy-CH,-CO-NH-), 34.51 ((CHs3),-CH-CH,-CH,-CO-NH-), 37.90 (-CH-CH,-Ph), 52.26
(-NH-CH-CO,CH;), 52.88 (-NH-CH-CO,CH3), 127.08 (-CeHs (C4)), 128.52 (2 x -CeHs
(C2)), 129.22 (2 x -CeHs (C3)), 135.86 (-CeHs (C1)), 172.17 (-NH-CH-CO,CHs), 172.77
(-CH,-CO-NH-).

Darstellung von 4-Methylpentanamido-(S)-leucinmethylester (TP58)

Methode: D1

Ansatz: 1.00g (5.51 mmol) HCI*H,N-Leu-OMe, 639 mg (0.69 ml, 5.51 mmol) 4-
Methylvaleriansaure, 1.19g (56.78 mmol) DCC, 843 mg (5.51 mmol) HOBT, 1.11g
(1.53 ml, 11.0 mmol) Triethylamin, 25 ml Ethylacetat.

Reaktionsdauer: 50 Stunden

Ausbeute: 1.13 g (4.63 mmol, 84 %), hochviskose Flussigkeit

'H-NMR (400.13 MHz, CDCl;, 300 K): & =0.88-0.93 (m, 12 H, 4 x -CH3), 1.49-1.62 (m,
6 H, 2 x-CH,-CH-), 2.18-2.22 (m, 2 H, -CH,-CONH-), 3.71 (s, 1 H, -NH-CH-CO,CHs,),
4.61-4.66 (m, 1 H, -NH-CH-CO,CH3), 5.80 (d, 1 H, J = 7.9 Hz, -NH-CH-CO,CHj3).
®C-NMR (100.62 MHz, CDCl;, 300 K): & =21.98 (-CH,-CH-(CH3),), 22.25 (-CH,-CH-

(CHa),), 22.78 (2 x (CH3),-CH-CH,-CH,-CO-NH-), 24.88 (-CH,-CH-(CHy),), 27.76 ((CHa),-
CH-CH,-CH,-CO-NH-), 34.35 ((CH3),-CH-CH,-CH,-CO-NH-), 34.57 ((CH3),-CH-CH,-CHo-
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CO-NH-), 41.80 (-CH-CH,-CH-), 50.22 (-NH-CH-CO,CH3), 52.22 (-NH-CH-CO,CHs),
173.01 (-NH-CH-CO,CHs), 173.76 (-CH,-CO-NH-).

Darstellung von 4-Methylpentanamido-(S)-valinylhydrazid (TP59)

ZT

NH,

Iz

Methode: E2

Ansatz: 900 mg (3.93 mmol) (S)-2-(4-Methylpentanamido)-valinmethylester (TP56),
589 mg (0.57 ml, 11.8 mmol) Hydrazin-Hydrat, 10 ml Methanol.

Aufarbeitung: Umkristallisation aus Chloroform

Reaktionsdauer: 72 Stunden

Ausbeute: 302 mg (1.32 mmol; 34 %), farbloser Feststoff (Smp.: 203 °C).

"H-NMR (400.13 MHz, DMSO-ds, 300 K): & = 0.80-0.91 (m, 12 H, 4 x -CH3), 1.35-1.47 (m,
3 H, (H3C),-CH-CH,-CH,-CO-NH-), 1.81-1.91 (m, 1 H, -CH-CH-(CHs),), 2.06-2.21 (m, 2 H,
(H3C),-CH-CH,-CH,-CO-NH-), 4.04-4.08 (m, 1 H, -CH-CH-(CHs),), 6.25 (br. s, 2 H, -CO-
NH-NH,), 7.87 (d, 1H, J = 8.8 Hz, (HsC),-CH-CH,-CH,-CO-NH-), 9.56 (s, 1 H, -CO-NH-
NH,).

3C-NMR (100.62 MHz, DMSO-ds, 300 K): & = 18.41, 19.09 (-CH-CH-(CHa),), 22.14, 22.37
((CH3);-CH-CH-CH,-CO-NH-), 27.19 ((CH3),-CH-CH,-CH,-CO-NH-), 30.30 (-CH-CH-
(CHa)2), 33.13 ((CH3)o-CH-CH,-CH,-CO-NH-), 34.35 ((CHj),-CH-CH,-CH,-CO-NH-), 56.33
(-NH-CH-CO,-NH-NH,), 170.46 (-NH-CH-CO,-NH-NH,), 172.29 (-CH,-CO-NH-).
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Darstellung von (S)-2-(4-Methylpentanamido)-phenylalanylhydrazid (TP60)

Iz
ZT

NH,

Methode: E2

Ansatz:. 900 mg (3.25 mmol) (S)-2-(4-Methylpentanamido)-phenylalaninmethylester
(TP57), 487 mg (0.47 ml, 9.47 mmol) Hydrazin-Hydrat, 10 ml Methanol.

Aufarbeitung: Umkristallisation aus Chloroform

Reaktionsdauer: 72 Stunden

Ausbeute: 816 mg (2.94 mmol; 91 %), farbloser Feststoff (Smp.: 151 °C).

"H-NMR (400.13 MHz, DMSO-ds, 300 K): 8 = 0.77 (m, 6 H, 2 x -CH), 1.18-1.31 (m, 3 H,
(HsC),-CH-CH,-CH,-CO-NH-), 2.01 (t, 2H, J=7.3Hz, (HsC),-CH-CH,-CH,-CO-NH-),
2.69-2.75 (m, 1 H, -CH-CH,-Ph), 2.88-2.93 (m, 1 H, -CH-CH,-Ph), 4.20 (br. s, 2 H, -CO-
NH-NH,), 4.41-4.47 (m, 1 H, -CH-CH,-Ph), 7.16-7.25 (m, 5 H, -CH-CH-Ph), 7.99 (d, 1 H,
J = 8.6 Hz, (HsC),-CH-CH,-CH,-CO-NH-), 9.14 (s, 1 H, -CO-NH-NH,).

BC-NMR (100.62 MHz, DMSO-ds, 300 K): & = 22.11, 22.32 (CHs),-CH-CH,-CH,-CO-NH),
26.90 (CHs),-CH-CH,-CH,-CO-NH), 33.16 ((CH3),-CH-CH,-CH,-CO-NH-), 34.11 ((CHa),-
CH-CH,-CH,-CO-NH-), 37.93 (-CH,-Ph), 52.44 (-NH-CH-CO,-NH-NH,), 126.10 (-CH,-Ph,
Ca), 127.91 (-CH,-Ph, C,, Cs), 129.07 (-CH,-Ph, Cs, Cs), 137.95 (-CH,-Ph, Cy), 170.53
(-NH-CH-CO,-NH-NH,), 171.96 (-CH,-CO-NH-).
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Darstellung von (S)-2-(4-Methylpentanamido)-leucinylhydrazid (TP61)

Iz
ZT

NH,

Methode: E2

Ansatz: 900 mg (3.70 mmol) (S)-2-(4-methylpentanamido)-leucinmethylester (TP58),
555 mg (0.54 ml, 11.1 mmol) Hydrazin-Hydrat, 10 ml Methanol.

Aufarbeitung: Umkristallisation aus Chloroform

Reaktionsdauer: 72 Stunden

Ausbeute: quantitativ, farbloser Feststoff (Smp.: 146 °C).

'H-NMR (400.13 MHz, CDCls, 300 K): & = 0.88-0.94 (m, 12 H, 4 x -CHs), 1.49-1.67 (m,
8 H, je 2x -CH-CH»-, -NH>), 2.18 (t, 2 H, J=7.6 Hz, -CH,-CH,-CO-), 4.37-4.43 (m, 1 H,
-NH-CH-CO-NH-), 5.87-5.89 (m, 1 H, -CO-NH-CH-), 7.62 (s, 1 H, -CO-NH-NH,).

"H-NMR (400.13 MHz, DMSO-ds, 300 K): & = 0.81-0.86 (m, 12 H, 4 x -CH5), 1.30-1.54 (m,
8 H, je 2 x -CH-CH.-, -NH,), 2.06-2.13 (m, 2 H, -CH,-CH,-CO-), 4.21-4.27 (m, 1 H, -NH-
CH-CO-NH-), 7.83-7.85 (m, 1 H, -CO-NH-CH-), 9.09 (s, 1 H, -CO-NH-NH,).

BC-NMR (100.62 MHz, DMSO-ds, 300 K): & =21.64, 22.17, 22.34, 22.86 (4 x -CHy),
24.18 (-CHp-CH-(CHa),), 27.18 ((CH3),-CH-CH,-CH,-CO-NH-), 33.21 ((CHs),-CH-CHo-
CH,-CO-NH-), 34.23 ((CH3),-CH-CH,-CH,-CO-NH-), 41.19 (-CH-CH,-CH-), 49.36 (-NH-
CH-CO,-NH-NH,), 171.35 (-NH-CH-CO,-NH-NH,), 173.76 (-CH,-CO-NH-).
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N-(tert-Butoxycarbonyl)-L-phenylglycin (TP62)

O
Methode: G1

Ansatz: 1.00g (6.62 mmol) Phenylglycin, 1.73 g (7.94 mmol) Di-tert-butyldicarbonat,
30.0 ml Dioxan, 6.60 ml (13.2 mmol) 2 M Natronlauge, 100 ml Diethylether.

Reaktionsdauer: 20 Stunden

Ausbeute: 1.66 g (6.62 mmol, quantitativ), farbloser Feststoff.

"H-NMR (400.13 MHz, CDCls, 300 K): & = 1.35 (s, 9 H, -C(CHy)s), 5.65 (br. s, 1 H, -CH-
Ph), 7.20-7.29 (m, 5 H, -CH-Ph), 7.33 (d, 1 H, J = 7.0 Hz, -CONH-).

Die erhaltenen Daten entsprechen der Literatu

r.-[168]

N-(tert-Butoxycarbonyl)-D-phenylalanin (TP63)

O

S

OQ-III
2

Methode: G1

Ansatz: 1.00 g (6.05 mmol) D-Phenylalanin, 1.59 g (7.26 mmol) Di-tert-butyldicarbonat,
30.0 ml Dioxan, 6.00 ml (12.0 mmol) 2 M Natronlauge, 100 ml Diethylether.
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Reaktionsdauer: 16 Stunden

Ausbeute: 1.36 g (5.12 mmol, 84 %), gelbes Ol.

'H-NMR (400.13 MHz, CDCls, 300 K): 5 =1.40 (s, 9 H, -C(CHs)s), 3.04-3.09 (m, 1 H,
-CH,-), 3.13-3.28 (m, 1 H, -CH,-), 4.59 (m, 1 H, -CH-), 4.93 (s, 1 H, BOC-NH-), 7.17-7.31

(m, 5 H, -Ph), 11.2 (s, 1 H, -CO,H).

Die erhaltenen Daten entsprechen der Literatur.!'®?

N-(tert-Butoxycarbonyl)-D-phenylalaninhydrazid (TP64)

Methode: E1

Ansatz: 1.36 g (5.12 mmol) BOC-D-Phenylalanin (TP63), 1.16g (5.63 mmol) DCC,
30.0 ml Dioxan, 62.0 mg (5.12 mmol) DMAP, 943 mg Ethanol, 0.55 ml (11.3 mmol)
Hydrazin-Hydrat.

Reaktionsdauer: 46 Stunden

Ausbeute: 1.10 g (3.93 mmol, 77 %), farbloser Feststoff (Smp.: 107 °C).

'H-NMR (400.13 MHz, DMSO-ds, 300 K): & = 1.28 (s, 9 H, -C(CHs)3), 2.69-2.75 (m, 1 H,
-CH-CH,-Ph), 2.84-2.88 (m, 1 H, -CH-CH-Ph), 4.04-4.12 (m, 1 H, -CH-CH,-Ph), 4.19 (br.
s, 2 H, -CO-NH-NH,), 6.87 (d, 1 H, J = 8.6 Hz, -NH-CO,-C(CHj3)3), 7.15-7.27 (m, 5 H, -CH-

CH,-Ph), 9.10 (s, 1 H, -CO-NH-NH.,).

Die erhaltenen Daten entsprechen der Literatur.!"®®!
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N-(tert-Butoxycarbonyl)-D-leucinhydrazid (TP65)

Methode: E1

Ansatz: 1.00g (4.01 mmol) BOC-D-Leucin*H,O, 910 mg (4.41 mmol) DCC, 25.0 ml
Diethylether, 49.0 mg (0.40 mmol) DMAP, 739 mg Ethanol, 0.58 ml (12.0 mmol) Hydrazin-
Hydrat.

Reaktionsdauer: 46 Stunden

Ausbeute: 679 mg (2.77 mmol, 69 %), farbloser Feststoff (Smp.: 78 °C).

'H-NMR (400.13 MHz, DMSO-ds, 300 K): & = 0.81-0.86 (m, 6 H, 2 x -CH3), 1.31-1.53 (m,
12 H, -CH,-CH-(CHj3),; davon 1.35, s, 9 H, -C(CHz)3), 3.90 (m, 1 H, -CH-CH,-CH-(CHs),),
4.16 (br. s, 2 H, -CO-NH-NH,), 6.75 (d, 1 H, J = 8.4 Hz, -NH-CO,-C(CHs)3), 9.00 (s, 1 H,

-CO-NH-NH,).

Die erhaltenen Daten entsprechen der Literatur.!"®®!

N-(tert-Butoxycarbonyl)-L-Phenylalaninhydrazid (TP66)

O
~N
o N NH,

Methode: E1
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Ansatz: 5.00g (18.8 mmol) BOC-L-Phenylalanin, 4.30g (20.7 mmol) DCC, 25.0 ml
Diethylether, 230 mg (1.88 mmol) DMAP, 2.16 ml (37.7 mmol) Ethanol, 2.70 ml
(56.4 mmol) Hydrazin-Hydrat.

Reaktionsdauer: 14 Stunden

Ausbeute: 2.11 mg (6.43 mmol, 39 %), farbloser Feststoff (Smp. 118 °C).

'H-NMR (400.13 MHz, CDCls, 300 K): & = 1.36 (s, 9 H, -C(CHj3)3), 2.99 (m, 2 H, -CH-CH,-
Ph), 3.45 (br. s, 2 H, -NH,), 4.25 (m, 1 H, -CH-CH»-Ph), 6.46 (br. s, 1 H, BOC-NH-), 7.10-

7.28 (m, 5 H, -Ph), 8.14 (s, 1 H, -NH-NH,) ppm.

Die erhaltenen Daten entsprechen der Literatur.!'™!

N-(tert-Butoxycarbonyl)-L-valinhydrazid (TP67)

>|\oj\ ~NH,

Iz
ZT

Methode: E1

Ansatz: 2.00 g (9.20 mmol) BOC-L-Valin, 1.89 mg (9.40 mmol) DCC, 25.0 ml Diethylether,
110 mg (0.92 mmol) DMAP, 1.05 ml (18.4 mmol) Ethanol, 1.38 ml (27.5 mmol) Hydrazin-
Hydrat.

Reaktionsdauer: 14 Stunden

Ausbeute: 1.40 g (6.05 mmol, 66 %), farbloser Feststoff.

'H-NMR (400.13 MHz, DMSO-dg, 300 K): 5=0.96 (m, 6 H, -CH(CHs),), 1.44 (s, 9 H,
-C(CHjs)3), 2.20 (m, 1 H,-CH(CHj3),), 4.19 (m, 1 H, -CH-CH(CH3),), 4.52 (br. s, 2 H, -NH-

NH), 6.99 (br. s, 1 H, BOC-NH-), 8.22 (s, 1 H, -NH-NH,) ppm.

Die erhaltenen Daten entsprechen der Literatur.!'™!
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N-(tert-Butoxycarbonyl)-L-leucinhydrazid (TP68)

ZT

>|\oj])\ “NH,

Iz

Methode: E1

Ansatz: 1.00 g (4.32 mmol) BOC-L-Leucin, 1.10 g (5.18 mmol) DCC, 25.0 ml Diethylether,
50.0 mg (0.43 mmol) DMAP, 0.49 ml (8.64 mmol) Ethanol, 0.65 ml (13.0 mmol) Hydrazin-
Hydrat.

Reaktionsdauer: 14 Stunden

Ausbeute: 730 mg (2.98 mmol, 69 %), oranger, hochviskoser Feststoff.

'H-NMR (400.13 MHz, DMSO-dg, 300 K): 5 = 0.92 (m, 6 H, -CH(CHs),), 1.09 (m, 2 H, -CH-
CH>-CH(CHs;),), 1.43 (s, 9 H,-C(CHa)3), 1.94 (m, 1 H, -CH(CHj3),), 3.48 (br. s, 2 H, -NH,),

3.70 (m, 1 H, -CH-CH,-CH(CHs),), 6.47 (br. s, 1 H, BOC-NH-), 8.20 (s, 1 H, -NH-NH,)

Die erhaltenen Daten entsprechen der Literatur.!'™®

N-(tert-Butoxycarbonyl)-L-prolinhydrazid (TP69)

Methode: E1
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Ansatz: 937 mg (4.33 mmol) BOC-L-Prolin, 903 mg (4.37 mmol) DCC, 25.0ml
Diethylether, 53.7 mg (0.44 mmol) DMAP, 739 mg Ethanol, 0.63 ml (13.0 mmol) Hydrazin-
Hydrat.

Reaktionsdauer: 46 Stunden
Ausbeute: 810 mg (2.34 mmol, 54 %), farbloser Feststoff.
"H-NMR (400.13 MHz, CDCl3, 300 K): & =1.44 (s, 9 H, -C(CHa3)3), 1.83-2.30 (m, 4 H, 2 x -

CHy-), 3.33-3.44 (m, 2 H, -CH,-), 4.16 (s, 2 H, -NH,), 4.32 (m, 1 H, -CH-), 9.03 (s, 1 H,
-NH-).

Die erhaltenen Daten entsprechen der Literatur.!'

N-(tert-Butoxycarbonyl)-L-isoleucinhydrazid (TP70)

>|\oj])\ “NH,

Iz
ZT

Methode: E1

Ansatz: 1.00g (4.33 mmol) BOC-L-Isoleucin, 903 mg (4.37 mmol) DCC, 25.0 ml
Diethylether, 53.7 mg (0.44 mmol) DMAP, 739 mg Ethanol, 0.63 ml (13.0 mmol) Hydrazin-
Hydrat.

Reaktionsdauer: 46 Stunden

Ausbeute: 1.06 g (4.33 mmol, 100 % quant.), farbloser Feststoff.

"H-NMR (400.13 MHz, CDCls, 300 K): 5 = 0.87-0.89 (m, 6 H, 2 x -CH3), 1.09-1.18 (m, 1 H,
-CH-CH-CHs3), 1.23-1.27 (m, 2 H, -CH»-CH3), 1.42 (s, 9 H, -C(CHs)s), 1.82 (br. s, 2 H,
-NH,), 4.10-4.23 (m, 1 H, -CH-CH-CHs), 5.05 (m, 1 H, -NH-), 9.00 (s, 1 H, -CO-NH-NH.,).

Die erhaltenen Daten entsprechen der Literatur.!'’"!
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[(S)-1-(3-Methyl-butylcarbamoyl)-phenylalanyl]-ameisenséaure-tert-butylester (TP71)

Iz
ZT

S g

Methode: D1

Ansatz: 5.00 g (18.8 mmol) N-(tert-Butoxycarbonyl)-L-phenylalanin, 2.40 ml (20.7 mmol)
4-Methylbutanamin, 5.21 ml (37.6 mmol) Triethylamin, 2.54 g, (18.8 mmol) HOBT, 4.06 g
(19.7 mmol) DCC, 60.0 ml Ethylacetat.

Reaktionsdauer: 48 Stunden

Ausbeute: 1.76 g (5.26 mmol, 28 %), farbloser Feststoff.

'H-NMR (400.13 MHz, DMSO-dg, 300 K): 8 =0.83 (d, J = 4.3 Hz, 6 H, -CH,-CH-(CHs),),
1.24 (m, 3 H, -CH,-CH-(CHj3),, -CH,-CH-(CH3),), 1.40 (s, 9 H, -C(CHz3)3), 3.02 (m, 2 H,
-NH-CH,-CH;-), 3.16 (m, 2 H, -CH,Ph), 4.24 (m, 2 H, -NH-CH-CO-), 5.10 (br. s, 1H,
-CONH-CHj5-), 5.65 (br. s, 1 H, -CO,NHCH), 7.18-7.30 (m, 5 H, -Ph).

LOOP-ESI-MS: ber. f. C19H3N203, 334.5, gef.: [M+Na]" 357.3, [2M+Na]" 691.5.

LC-MS: R; = 20.7 min, Reinheit > 99 %.

Die erhaltenen Daten entsprechen der Literatur.!'?
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[(S)-1-(3-Methyl-butylcarbamoyl)-valinyl]-ameisenséaure-tert-butylester (TP72)

Methode: D1

Ansatz: 944 mg (4.34 mmol) N-(tert-Butoxycarbonyl)-L-valin, 550 pl (4.77 mmol) 4-
Methylbutanamin, 1.20 ml (8.68 mmol) Triethylamin, 586 mg, (4.34 mmol) HOBT, 941 mg
(4.56 mmol) DCC, 20.0 ml Ethylacetat.

Reaktionsdauer: 48 Stunden

Ausbeute: 990 mg (3.46 mmol, 80 %), farbloser Feststoff.

'"H-NMR (400.13 MHz, DMSO-ds, 300 K): & = 0.89 (d, J = 6.6 Hz, 6 H, -CH,-CH-(CHs),),
0.93 (d, J=6.8Hz, 6H, -CH-CH(CHs).), 1.38 (q, 2H, J=14.4, 7.1 Hz, -CH,-CH,-
CH(CHs),), 1.43 (s, 9 H, -C(CHs)s), 1.59 (m, 1 H, -CH,-CH-(CHs),), 2.10 (m, 1 H, -CH-CH-
(CHa)2), 3.26 (m, 2 H, -CH»-CH,-CH-(CHy),), 3.80 (m, 1 H, -NH-CH-CO-), 5.04 (br. s, 1 H,
-CO,-NH-CH-), 5.92 (br. s, 1 H, -CONH-CH,-).

LOOP-ESI-MS: ber. f. C1sH3oN2O3, 286.4, gef.: [M+Na]" 309.2, [2M+Na]* 595.3.
LC-MS: R, = 18.9 min, Reinheit > 99 %.

Die erhaltenen Daten entsprechen der Literatur.['”!
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[(S)-1-(3-Methyl-butylcarbamoyl)-leucinyl]-ameisensaure-tert-butylester (TP73)

Methode: D1

Ansatz: 5.78 g (25.0 mmol) N-(tert-Butoxycarbonyl)-L-Leucin, 2.90 ml (25.0 mmol) 4-
Methylbutanamin, 3.83 g, (25.0 mmol) HOBT, 5.42¢g (26.3 mmol) DCC, 30.0 ml
Ethylacetat.

Reaktionsdauer: 48 Stunden

Ausbeute: 6.22 g (20.7 mmol, 83 %), farbloser Feststoff.

"$TH-NMR (400.13 MHz, CDCls, 300 K): & = 0.88-0.93 (m, 12 H; 4 x -CHj), 1.33-1.69 (m,
6 H, 2 x -CH,-CH-), 1.42 (s, 9 H, -C(CHjs)3), 3.22-3.27 (m, 2 H, -NH-CH>-CH>-), 4.02 (m,

1 H, -NH-CH-), 4.87 (br. s, 1 H, BOC-NH-), 6.10 (br. s, 1 H, -NH-CH,-).

Die erhaltenen Daten entsprechen der Literatur.!"*"!

2-Amino-N-(3-methyl-butyl)-(S)-Phenylalanin * TFA (TP74)

H

N
O

Methode: G3

Ansatz: 1.76 g (5.26 mmol) BOC-Phe-IAA (TP71), 4.05 ml (62.6 mmol) TFA.
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Reaktionsdauer: drei Tage

Ausbeute: 1.23 g (3.53 mmol, 67 %), farbloser Feststoff.

"H-NMR (400.13 MHz, CDCls, 300 K): 5 = 0.76 (m, 6 H, -CH-(CHz).), 0.91 (m, 1 H, -CH-
(CHs)2), 1.11 (m, 2 H, -CH»-CH-(CH3)2), 1.29 (m, 2 H, -CH»-CH,-CH-(CHs),), 3.12 (m, 2 H,
-CH,»-Ph), 4.29 (m, 1 H, H,N-CH-CO-), 6.70 (s, 1 H, -CO-NH-CH,-), 7.12-7.29 (m, 5 H, -
Ph), 8.12 (br. s, 2 H, -NH.).

3C-NMR (100.61 MHz, CDCls, 300 K): & = 22.08 (-CH-(CH3)2), 25.37 (-CH-(CHs),), 30.91

(-CH2-CH-(CH3),), 37.39 (-CH,-CH,-CH-(CHs),), 38.08 (-CH,-Ph), 55.06 (H,N-CH-CO-),
127.85 (-Ph), 129.03 (-Ph), 129.29 (-Ph), 133.93 (-Ph), 168.03 (-CH-CO-NH-).

2-Amino-N-(3-methyl-butyl)-(S)-Valin * TFA (TP75)

H
N

O

Methode: G3

Ansatz: 990 mg (3.46 mmol) BOC-Val-IAA (TP72), 2.67 ml (34.6 mmol) TFA.
Reaktionsdauer: drei Tage

Ausbeute: 645 mg (2.15 mmol, 62 %), farbloser Feststoff.

'H-NMR (400.13 MHz, DMSO-dg, 300 K): & = 0.85 (m, 6 H, -CH,-CH-(CHs),), 0.91 (d, 6 H,
J=6.8 Hz, -CH-CH-(CHj3),), 1.32 (m, 2 H, -CH,-CH-(CHj3),), 1.58 (m, 1 H, -CH-(CHz),),

1.71 (m, 2 H, -NH-CH,-CH,-), 2.03 (m, 1 H, -CH-CH-(CHs),), 3.21 (m, 1 H, H,N-CH-CO-),
8.10 (br. s, 2 H, -NH,), 8.38 (br. s, 1H, -NH-).
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3C-NMR (100.61 MHz, CDCls, 300 K): & = 18.25 (-CH-CH-(CHs),), 22.31 (-CH,-CH,-CH-
(CHa)2), 25.03 (-CH2-CH-(CHa)2), 29.72 (-CH-CH-(CHs)z), 36.88 (-CH2-CH,-CH-(CHjs),),
37.80 (-CH,-CH,-CH-(CHs),), 57.62 (H,N-CH-CO-), 167.47 (H,N-CH-CO-).

2-Amino-N-(3-methyl-butyl)-(S)-Leucin * TFA (TP76)

H
N
TFA* HoN \/w/
®)

Methode: G3

Ansatz: 6.00 g (20.0 mmol) BOC-Leu-IAA (TP73), 15.4 ml (200 mmol) TFA.

Reaktionsdauer: 24 Stunden

Ausbeute: 4.00 g (12.7 mmol, 64 %), hellbraune, hochviskose Flissigkeit.

"H-NMR (400.13 MHz, CDCl,, 300 K): & = 0.87-0.89 (m, 6 H, 2 x -CHs), 0.91-0.94 (m, 6 H,
2 x -CHs), 1.34-1.39 (q, 2 H, J = 7.3 Hz, -NH-CH,-CH,-CH-), 1.51-1.71 (m, 4 H, 2 x -CH-
(CHg)z; -CH-CH»-CH-(CHs),), 3.13-3.21 (m, 1 H, -NH-CH»-CH,-), 3.25-3.33 (m, 1 H, -NH-
CH»-CH,-), 4.09-4.15 (m, 1 H, H,N-CH-CO-NH-), 7.24-7.26 (br. t, 1 H, -CO-NH-CH,-),
7.92 (br. s, 2 H, HoN-CH-).

3C-NMR (100.61 MHz, CDCls, 300 K): & = 21.91 (-CH-(CHj),), 22.09 (-CH-(CH),), 22.14
(-CH-(CHa),), 22.17 (-CH-(CHs),), 24.42 (-CHp-CH,-CH-(CHs),), 25.75 (-CH-CH,-CH-
(CHg),), 37.56 (-NH-CH,-CHy-), 38.39 (-NH-CH,-CH,-), 40.54 (-CH-CH,-CH-(CHs),), 52.69
(HN-CH-CO-NH-), 169.37 (-CONH-).
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12.5 AS-verknupfte Aziridine

Darstellung von (2R,3R)- + (2S,3S)- 1-Benzyl-3-phenylaziridine-2-((S)-1-(butoxy-
carbonyl)-phenylalanyl))-hydrazid (TP06):

N (@)
H H
No N N\"/ O\’<
H
(@) O

Methode: D6

Ansatz: 200.0 mg, (0.77 mmol) (2R,3R)- + (2S,3S)-1-Benzyl-3-phenylaziridin-2-carbon-
saure-Lithiumsalz (TP48), 226 mg (0.81 mmol) H,N-NH-Phe-NH-BOC (TP66), 0.18 ml
(0.83 mmol) DPPA, 0.21 ml (1.54 mmol) Triethylamin, 4.00 ml DMF.

Reaktionsdauer: 60 Tage

Ausbeute: 72.0 mg (0.14 mmol, 18 %), gelblicher Feststoff (Smp.: 102 °C).

'H-NMR (400.13 MHz, CDCl;, 300K): =133 (m, 9H, -C(CHs)s), 2.70 (d, 1H,
J = 6.8 Hz, Ph-CH-CH-CONH-), 3.00 (m,, 2 H, -CH,-Ph), 3.17 (d, 1 H, J = 6.8 Hz, Ph-CH-
CH-CONH-), 3.54-362 (dd, 1H, J=13.4Hz, -CH-CH,-Ph), 3.92-3.99 (dd, 1H,
J = 13.6 Hz, -CH-CH»-Ph), 4.32 (br. s, 1 H, -NH-CO,-C(CHs)s), 4.86 (m, 1 H, -CH-CH,-
Ph), 7.03-7.07 (m, 2 H, -Ph), 7.19-7.41 (m., 13 H, -Ph), 8.53 (br. s, 1 H, -NH-NH-), 8.63
(br. s, 1 H, -NH-NH-).

3C-NMR (100.62 MHz, CDCls, 300 K): & = 28.17 (-C(CH3)s), 38.04 (-CH-CH.,-Ph), 45.26
(Ph-CH-CH-CONH-), 47.99 (Ph-CH-CH-CONH-), 56.73 (-CH-CH,-Ph), 63.19 (-CH,-Ph;),
83.04 (-C(CHs)s), 127.57 (Ph), 128.31 (Ph), 128.69 (Ph), 129.26 (Ph), 134.19 (Ph),
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135.80 (Ph), 137.24 (Ph), 163.81 (-CO,-C(CHs)s), 169.82 (-CO-NH-NH-CO-CH-), 169.89
(-CO-NH-NH-CO-CH-).

LOOP-ESI-MS: ber. f. C30H34N404, 514.3; gef.: [M+H]" 515.4, [M+Na]* 537.3.

LC-MS: R; = 21.1 min, Reinheit ("H-NMR): 90 %.

[a]o® = -11.6 ° (0.38, CHCl5).

IR (neat): v = 3316, 3178 (m, -CONH-); 1695, 1610 (s, -C=0); 1167 (s, -O-C=0); 694 (s,

aromat. C-H) cm™.

Darstellung von (2R,3R)- + (2S,3S)- 1-Benzyl-3-phenylaziridine-2-((S)-1-(butoxy-
carbonyl)-valinyl))-hydrazid (TPO7):

N (@]
H H
NQ N N\"/ O\’<
H
(@) o

Ansatz: 200.0mg (0.77 mmol) (2R,3R)- + (2S,3S)-1-Benzyl-3-phenylaziridin-2-carbon-
saure-Lithiumsalz (TP48), 387 mg (0.81 mmol) H,N-NH-Val-NH-BOC (TP67), 0.18 ml
(0.83 mmol) DPPA, 0.21 ml (1.54 mmol) Triethylamin, 4.00 ml DMF.

Methode: D6

Reaktionsdauer: 60 Tage

Ausbeute: 265 mg (0.57 mmol, 74 %), gelblicher Feststoff (Smp.: 74 °C).

"H-NMR (400.13 MHz, CDCls, 300 K): & = 0.81 (d, 6 H, J = 6.8 Hz, -CH(CHs),), 1.39 (m,
9H, -C(CHs)s), 1.99-2.10 (m, 1H, -CH(CHs),), 2.72 (d, 1H, J=6.8 Hz, Ph-CH-CH-
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CONH-), 3.18 (d, 1 H, J = 6.8 Hz, Ph-CH-CH-CONH-), 3.54-3.57 (dd, 1 H, je J = 13.3 Hz, -
CH,-Ph), 3.87 (br. s, 1 H, -NH-CO,-C(CHy)s), 3.96-4.01 (dd, 1 H, J = 13.3 Hz, -CH,-Ph),
4.89 (m, 1 H, -CH-CH(CHs),), 7.17-7.48 (m, 10 H, 2 x -Ph), 8.40 (br. s, 1 H, -NH-NH-),
8.65 (br. s, 1 H, -NH-NH-).

BC-NMR (100.62 MHz, CDCls, 300 K): & = 18.95 (-CH-(CHs),), 19.04 (-CH-(CH),), 28.25
(-C(CH3)s), 30.65 (-CH-(CH3).), 45.14 (Ph-CH-CH-CONH-), 47.90 (Ph-CH-CH-CONH-),
63.14 (-CH,-Ph), 63.33 (-CH-CH-(CH3),), 81.68 (-C(CHs)s), 127.55 (Ph), 127.57 (Ph),
127.69 (Ph), 127.74 (Ph), 128.31 (Ph), 128.68 (Ph), 134.20 (Ph), 137.24 (Ph), 162.25
(-CO,-C(CHy)s), 165.64 (-CO-NH-NH-CO-CH-), 166.74 (-CO-NH-NH-CO-CH-).

LOOP-ESI-MS: ber. f. CxH34N404, 466.3; gef.: [M+H]" 467.3, [M+Na]* 489.3.

LC-MS: R, = 19.9 min, Reinheit ('"H-NMR): 91 %.

[a]p?® =-12.9 ° (0.28, CHCI5).

IR (neat): v = 3305, 3189 (m, -CONH-); 1693, 1678, 1614 (s, -C=0); 1167 (s, -O-C=0);
696 (s, aromat. C-H) cm™.

(2S,3S)-Ethyl-3-[N'-((S)-2-tert-Butoxycarbonyl-leucinyl)-hydrazinocarbonyl]-aziridin-
2-carboxylat (TP08)

Methode: D6

Ansatz: 50.0 mg (303 umol) (2S,3S)-Monoethyl-aziridin-dicarboxylat-Lithiumsalz (TP44),
77.4 mg (318 pmol) H,N-NH-Leu-lsocapronsaure (TP61), 70.5 ul (0.33 mmol) DPPA,
84.0 ul (606 umol) Triethylamin, 10.0 ml DMF.
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Reaktionsdauer: 14 Tage

Ausbeute: 75.0 mg (0.20 mmol, 64 %), gelber Feststoff (Smp.: 114 °C).

"H-NMR (400.13 MHz, DMSO-ds, 300 K): 5 = 0.81-0.88 (m, 12 H, 4 x -CHs), 1.19 (br. s,
1 H, -CH-NH-CH-), 1.22 (m, 3 H, -CH-CHs), 1.32 -1.64 (m, 6 H, -CH,-CH,-CH-(CHs),, -
CHp-CH-(CHs)s, -CH-CH-(CHy),), -CH-CH,-CH-(CH3),), 2.05-2.13 (m, 2 H, -CO-CH,-
CH,-), 2.62 (M., 2 H, -CH-CH-CO-NH-), 4.10-4.15 (m, 2 H, -CH,-CHs), 4.31-4.37 (m, 1 H, -
CO-CH-NH-) 7.96 (d, 1H, J=7.3Hz, -CO-CH-NH-), 10.08 (s, 1H, -NH-NH-CO-CH-),
10.49 (s, 1 H, -NH-NH-CO-CH-).

BC-NMR (100.61 MHz, DMSO-ds, 300 K): &= 13.99 (-CH,-CHy), 21.57, 22.22, 22.34,
22.91 (-CHp-CH-(CH3)2, -CHy-CH,-CH-(CHs)»), 24.09 (-CH,-CH-(CH3)s), 27.18 (-CH»-CHo-
CH-(CHs),), 33.17 (-CHp-CH,-CH-(CHs),), 34.26 (-CH,-CH,-CH-(CHj),), 40.97 (-CH,-CH-
(CHg)s), 49.20 (-NH-CO-CH-NH-), 50.78 (-CO»-CH-), 51.75 (-CH-CO-NH-), 62.85 (-CH,-
CH3), 164.27 (-CO,-CH-), 166.96 (-CH-CO-NH-), 170.94 (-NH-NH-CO-CH-), 171.71 (-NH-
CO-CH,-).

LOOP-ESI-MS: ber. f. CigH3,N4Os, 384.2, gef.: [M+H]* 385.3, [M+Na]' 407.3, [2M+H]"
769.5, [2M+Na]* 791.4.

LC-MS: R; = 13.9 min, Reinheit 90 %.

[a]o® = -23.3 ° (0.12, CHCl5).

IR (neat): v = 3272, 3189 (m, -CONH-); 2954, 2925 (s, -CHs, -CH,-); 1735, 1641 (s,
-C=0); 1606 (s, -N-N-); 1198 (s, -O-C=0) cm™.
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12.6 AS-verknupfte Epoxide

Darstellung von (2R,3R)-Ethyl 3-((S)-1-(isopentylcarbamoyl)-phenylalanyl)oxiran-2-
carboxylat (TP19)

o) O
RS

SRR

Ansatz: 97.0 mg (0.49 mmol) (2R,3R)-Monoethyl-oxiran-dicarboxylat-Kaliumsalz (TP53),
115 mg, (0.49 mmol) L-Phenylalanin-IAA (TP74), 314 pl (0.54 mmol) PPA (50 wt% in
DMF), DMF 4.00 ml.

Methode: D4

Reaktionsdauer: 40 Stunden

Ausbeute: 18.0 mg (0.05 mmol, 10 %), farbloser Feststoff (Smp.: 101 °C).

"H-NMR (400.13 MHz, CDCls, 300 K): 5= 0.83 (d, 6 H, J=6.5 Hz, 2 x -CHs), 1.28-1.41
(M, 6 H, -CO»-CHy-CHs, -CHy-CH,-CH-(CHa), -CH,-CH»-CH-(CHa),), 2.92-3.17 (m, 4 H,
-CH,-CH,-CH-(CHs),, -CH-CH,-Ph), 3.48 (d, J = 1.8 Hz, 1 H, -CH-CH-CO,-CH,-CH;), 3.65
(d, J = 1.8 Hz, 1 H, -CH-CH-CO,-CH,-CH3), 4.21-4.29 (m, 2 H, -CO,-CH,-CH;), 4.43-4.48
(m, 1H, -CH-CH,-Ph), 525 (m, 1H, -CONH-CH,-CH,-CH-(CHs),), 6.73 (d, 1H,
J = 8.3 Hz, -CONH-CH-), 7.19-7.23 (m, 2 H, Ph-Hpeta), 7.26-7.32 (M, 3 H, Ph-Horino para).

3C-NMR (100.62 MHz, CDCls, 300 K): & = 14.02 (-CO,-CH»-CHs), 22.29 (-CH,-CH,-CH-
(CHa),), 25.57 (-CHp-CHy-CH-(CHa),), 29.69 (-CH,-CH,-CH-(CHa),), 37.80 (-CH-CH,-Ph),
38.02 (-CH»-CH,-CH-(CHy),), 38.74 (-CH,-CH,-CH-(CH3),), 52.80 (-CH-CH-CO,-CH.-
CHj), 53.76 (-CH-CH,-Ph), 54.63 (-CH-CH-CO,-CH,-CHs), 62.30 (-CH-CH-CO,-CH,-CHs),
127.25 (Phpara), 128.82 (Phortno), 129.19 (Phmeta), 136.22 (Phquan), 165.76 (-CO,-CH,-CHs),
166.43 (-CONH-CH,-CH,-) , 169.52 (-CH-CH-CONH-CH-).
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LOOP-ESI-MS: ber. f. CooH2sN2Os, 376.2; gef.: [M+H]' 377.4, [M+Na]* 399.3, [2M+Na]"
775.5.

LC-MS: R, = 17.5 min, Reinheit ('"H-NMR): 85 %.

[a]o® = zu wenig Substanz.

IR (neat): v = 3278 (s, -C-H); 3093 (m, -CONH-); 1739, 1645 (s, -C=0); 1556 (s, -O-
C=0); 1028 (s, -C-O-C-) cm™.

Darstellung von (2R,3R)-Ethyl 3-((S)-1-(isopentylcarbamoyl)-valinyl)oxiran-2-
carboxylat (TP20)

Methode: D4

Ansatz: 97.0 mg (0.49 mmol) (2R,3R)-Monoethyl-oxiran-dicarboxylat-Kaliumsalz (TP53),
91.0 mg, (0.49 mmol) L-Valin-IAA (TP75), 314 ul (0.54 mmol) PPA (50 wt% in DMF), DMF
4.00 ml.

Reaktionsdauer: 40 Stunden

Ausbeute: 26.0 mg (0.08 mmol, 16 %), farbloser Feststoff (Smp.: 170 °C).

"H-NMR (400.13 MHz, DMSO-dg, 300 K): & = 0.80-0.85 (m, 12 H, 4 x -CHy), 1.21 (t, 3 H,
J = 7.0 Hz, -CO»-CH,-CHs), 1.24-1.30 (m, 2 H, -CH,-CH,-CH-(CHy),), 1.50-1.62 (m, 1 H,
~CH,-CH»-CH-(CHs),), 1.89-1.97 (m, 1 H, -CH-CH-(CHs),), 2.96-3.05 (m, 1 H, -CH»-CH,-
CH-(CHs),), 3.07-3.15 (m, 1 H, -CH»-CH,-CH-(CH3),), 3.56 (d, J = 1.8 Hz, 1 H, -CH-CH-
CO,-CH,-CH3), 3.82 (d, J = 1.8 Hz, 1 H, -CH-CH-CO,-CH,-CHs), 4.08-4.12 (m, 1 H, -CH-
CH-(CHs),), 4.15-4.18 (g, 2 H, J = 7.1 Hz, -CO,-CH,-CHy), 7.99 (m, 1 H, -CONH-CH,-CH,-
CH-(CHs),), 8.51 (d, 1 H, J = 8.9 Hz, -CONH-CH-).
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BC-NMR (100.62 MHz, DMSO-ds, 300 K): & = 13.86 (-CO,-CH,-CH3), 18.08 (-CH-CH-
(CHa),), 19.02 ((-CH-CH-(CH3),), .22.30 (2 x (-CH»-CH-CH-(CHs),), 25.04 ((-CH,-CHy-
CH-(CH3),), 30.47 (-CH-CH-(CHj),), 36.63 (-CH-CH,-CH-(CHs),), 37.91 (-CH,-CH,-CH-
(CHs)), 51.04 (-CH-CH-CO,-CH,-CH3), 52.72 (-CH-CH-CO,-CH,-CHs), 58.11 (-CH-CH-
(CH3)2), 61.41 (-CO,-CH,-CHs), 164.75 (-CO,-CH,-CHs), 167.23 (-CONH-CH,-CH,-),
169.82 (-CH-CH-CONH-CH-).

LOOP-ESI-MS: ber. f. C1gH2sN,05, 328.2; gef.: [M+H]" 329.4, [M+Na]" 351.3, [2M+Na]"
679.4.

LC-MS: R; = 15.1 min, Reinheit > 99 %.

[a]p?® =-5.9 ° (0.22, CHCI5).

IR (neat): v =3280 (s, -C-H); 3100 (m, -CONH-); 2958, 2925, 2871, 2852 (s, -CHs, -CHo-
); 1751, 1639 (s, -C=0); 1558 (s, -O-C=0); 1198 (s, -0-C=0); 1026 (s, -C-O-C-) cm™".

Darstellung von ((2R,3R)-Ethyl 3-((S)-1-(isopentylcarbamoyl)-leucinyl)oxiran-2-
carboxylat) (TP21)

o) O
RS

BRI

Methode: D4
Ansatz: 200.0 mg (1.01 mmol) (2R, 3R)-Monoethyl-oxiran-dicarboxylat-Kaliumsalz (TP53),
202 mg, (1.01 mmol) L-Leu-IAA (TP76), 0.93 ml PPA (1.59 mmol) (50 wt% in DMF),

0.35 ml (2.52 mmol) Triethylamin, DMF 4.00 ml.

Reaktionsdauer: 40 Stunden
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Ausbeute: 200 mg (0.58 mmol, 58 %), farbloser Feststoff (Smp.: 128 °C, Lit.: 124 °C!"*)).

"H-NMR (400.13 MHz, DMSO-ds, 300 K): = 0.82-0.87 (m, 12 H, 4 x -CHs), 1.20-1.23 (t,
3H, J=7.1Hz, -CO,-CH,-CHs), 1.24-1.30 (m, 2 H,-CH,-CH,-CH-(CHs),), 1.42-1.46 (m,
2 H, -CH-CH»-CH-(CH3),), 1.49-1.57 (m, 2 H, 2 x -CH,-CH-(CHs),), 3.01-3.08 (m, 2 H,
-CONH-CH»-CH,-CH-), 3.59 (d, 1H, J=1.7 Hz, -CO,-CH-CH-CONH-), 3.71 (d, 1H,
J=1.8Hz, -CO,-CH-CH-CONH-), 4.13-4.28 (m, 3 H, -CH-CH,-CH-(CHs),, -CO,-CH,-
CHs), 7.96-7.98 (m, 1 H, -CONH-CH,-), 8.56-8.58 (m, 1 H, -CONH-CH-).

BC-NMR (100.62 MHz, DMSO-ds, 300 K): & = 13.87 (-CH,-CHs), 21.67, 22.31, 22.34,
22.78, 24.23, 25.08 (2 x -CH-(CHa),; 4 x-CH3), 36.74 (-CH,-CH,-CH-(CHs),), 37.95
(-CONH-CH,-CH,-CH-), 40.99 (-CH-CH,-CH-(CHs),), 51.04 (-CO,-CH-CH-CONH-), 51.36
(-CH-CH,-CH-(CH3),), 52.89 (-CO,-CH-CH-CONH-), 61.46 (-CH,-CH;), 164.62 (-CO,-
CH,-CHs), 167.19 (-CONH-CH,-), 170.88 (-CONH-CH-).

LOOP-ESI-MS: ber. f. C17H3N2Os, 342.4; gef.: [M+H]" 343.5, [M+Na]* 365.4, [2M+Na]"
707.4

LC-MS: R; = 17.3 min, Reinheit > 99 %.
R = 0.84 (Cyclohexan: Ethylacetat = 1:1)

[a]o® = -50.6 ° (0.18, CHClIs), Lit.: [a]o®® = -50.0 ° (1.00, EtOH).['*!

IR (neat): v = 3303, 3239 (s, -C-H); 3091 (m, -CONH-); 2958, 2929, 2871 (s, -CH.-,
-CH); 1753, 1637 (s, -C=0); 1556 (s, -O-C=0); 1028 (s, -C-O-C-) cm™".

Die erhaltenen Daten entsprechen der Literatur.!"*"!
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Darstellung von ((2R,3R)-3-((S)-1-(Isopentylcarbamoyl)-leucinyl)oxiran-2-carboxylat
Kalium-Salz) (TP22)

Kowi\\\.%m\)l\ u i
T

Methode: F4

Ansatz: 75.0 mg (0.22 mmol) TP21, 14 mg (0.24 mmol) Kaliumhydroxid, 10 ml Ethanol.
Reaktionsdauer: 12 Stunden

Ausbeute: 27.0 mg (0.08 mmol, 35 %), farbloser Feststoff.

'H-NMR (400.13 MHz, DMSO-dg, 300 K): 5 = 0.80-0.86 (m, 12 H, 4 x -CHs), 1.22-1.28 (m,
2 H, -CONH-CH,-CH,-CH-), 1.34-1.56 (m, 4 H,-CH,-CH,-CH-(CH3;),, -CONH-CH,-CH,-
CH-), 2.91 (s, 1 H, KCO,-CH-CH-CONH-), 3.02-3.03 (m, 2 H, -CONH-CH»-CH,-CH-), 3.19
(s, 1 H, KCO,-CH-CH-CONH-), 4.18-4.24 (m, 1 H, -CH-CH,-CH-(CHj3),), 7.86 (br. s, 1 H, ,
-CONH-CH3-), 7.97 (d, 1 H, J = 8.3 Hz, -CONH-CH-).

Die erhaltenen "H-NMR-Daten entsprechen den Literaturangaben des Carboxylats.!"*"!

Darstellung von (2R,3R)-Ethyl 3-((S)-1-((benzyloxy)carbonyl)-phenylalanyl)oxirane-
2-carboxylat (TP23)

Y ﬁ@

Methode: D4
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Ansatz: 200.0 mg, (1.01 mmol) (2R, 3R)-Monoethyl-oxiran-dicarboxylat-Kaliumsalz (TP53),
295 mg, (1.01 mmol) L-Phe-OBn Hydrochlorid, 1.30 ml (2.22 mmol) PPA (50 wt% in
DMF), 4.00 ml DMF, 0.28 ml (2.22 mmol) Triethylamin.

Reaktionsdauer: 30 Stunden
Ausbeute: 278 mg (0.70 mmol, 69 %), farbloser Feststoff (Smp.: 86 °C).

'H-NMR (400.13 MHz, DMSO-ds, 300 K): =1.21-1.23 (t, 3H, J=7.1 Hz, -CO,-CH,-
CHs), 2.94-3.00 (m, 1H,-CH-CH,-Ph), 3.07-3.12 (m, 1 H,-CH-CH.-Ph), 3.44 (d, 1H,
J = 1.8 Hz, -CO,-CH-CH-CONH-), 3.65 (d, 1H, J= 1.8 Hz, -CO,-CH-CH-CONH-), 4.14-
4.19 (g, 2 H, J = 7.1 Hz, -CO,-CH,-CHs), 4.55-4.61 (m, 1 H, ,-CH-CH,-Ph), 5.05-5.13 (m,
2 H, -CO,-CH,-Ph), 7.18-7.38 (m, 10 H, 2 x -Ph), 8.89 (d, 1 H, J = 7.9 Hz, -CONH-).

BC-NMR (100.62 MHz, DMSO-ds, 300 K): & = 13.85 (-CO,-CH,-CH3), 36.28 (-CH-CH,-
Ph), 51.11 (-CO,-CH-CH-CONH-), 52.59 (-CO,-CH-CH-CONH-), 53.70 (-CH-CH,-Ph),
61.54 (-CO,-CH,-CHs), 66.20 (-CO»-CHz-Ph), 126.63 (-Phpara), 127.83 (-Phorno), 128.06
(-Phpara), 128.26 (-Phortno), 128.38 (-Phimeta), 129.04 (-Phpmeta), 135.59 (-Phguan), 136.74
(-Phguarn), 165.20 (-CO,-CH-CH-CONH-), 166.85 (-CO,-CH,-Ph), 170.66 (-CO,-CH-CH-
CONH-).

LOOP-ESI-MS: ber. f. C;pH;3sNOg, 397.4; gef.: [M+H]" 398.4, [M+Na]" 420.3, [2M+Na]"
817.5.

LC-MS: R; = 20.4 min, Reinheit > 99 %.

[a]oZ = -41.7 ° (0.23, CHCI,).

IR (neat): v = 3334 (s, -C-H); 3031 (m, -CONH-); 1754, 1728, 1664 (s, -C=0); 1531 (s,
-0-C=0); 1188 (s, -C-O-C-); 700 (s, aromat. -C-H) cm™.
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(2R,3R)-Ethyl-3-[N'-((S)-2-tert-Butoxycarbonyl-phenylalanyl)-hydrazinocarbonyl]-
oxiran-2-carboxylat (TP09)

o) O
H H
\/O\"\\\“ AN N N\"/O7<
H
O O O

Ansatz: 213 mg (1.07 mmol) (2R,3R)-Monoethyl-oxiran-dicarboxylat-Kaliumsalz (TP53),
300 mg, (1.07 mmol) BOC-L-Phe-Hydrazid (TP66), 7.44 pl (1.28 mmol) PPA (50 wt% in
DMF), DMF 4.00 ml.

Methode: D4

Reaktionsdauer: 30 Stunden

Saulenchromatographie: Cyclohexan: Ethylacetat = 3:1

Ausbeute: 168 mg (399 umol, 37 %), farbloser Feststoff (Smp.: 166 °C).

"H-NMR (400.13 MHz, CDCls, 300 K): & = 1.29-1.33 (t, 3 H, -CO,-CH,-CHj), 1.40 (s, 9 H,
-C(CHs)s), 3.02-3.18 (m, 2 H, -CH.-Ph), 3.63, 3.75 (2 x s, 2 x 1 H, -CH-CH-CO-NH-), 4.22-
4.30 (m, 2 H, -CO,-CH,-CHs), 4.40-4.45 (m, 1 H, -CO-CH-NH-), 4.85 (br. s, 1 H, -NH-CO,-
C(CHa)s), 7.18-7.35 (m, 5 H, -Ph), 8.19, 8.36 (2 x s, 2 x 1 H, -NH-NH-).

3C-NMR (100.62 MHz, CDCls, 300 K): & = 14.02 (-CO»-CH,-CH), 28.22 -C~(CHs)s), 35.46
(-CH-CH,-Ph), 53.01 -CO,-CH-CH-CO-NH-), 53.06 (-CH-CH,-Ph), 62.46 (-CO,-CH,-CHy),
77.20 (-C-(CHa)3), 122.87, 128.81, 129.26, 135.87 (-Ph), 163.17 (-CO,-C-(CHs)s), 166.18,
169.01, 172.11 (-CO,-CH,-CHs, -CH-CH-CO-NH-NH-CO-, -CH-CH-CO-NH-NH-CO-).

LOOP-ESI-MS: ber. f. CxH27N3O7, 421.4; gef.: [M+Na]*" 444.3, [2M+Na]" 865.5.

LC-MS: R, = 16.4 min, Reinheit ('"H-NMR): 85 %.

[a]o® = -29.4 ° (0.18, CHCl5).
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IR (neat): v = 3289 (s, -C-H): 3239 (m, -CONH-): 2927, 2852 (m, -CHs, -CH,-); 1751,
1732, 1699, 1684 (s, -C=0); 1620 (m, aromat. -C=C-); 1531 (s, -O-C=0); 1167 (s, -C-O-
C-); 696 (s, aromat. -C-H) cm™.

(2R,3R)-Ethyl-3-[N'-((S)-2-tert-Butoxycarbonyl-valinyl)-hydrazinocarbonyl]-oxiran-2-

carboxylat (TP10)
o) @)
H H
\/O ' N\N N O.
R K T
(@)

O O

Methode: D4

Ansatz: 257 mg (1.07 mmol) (2R,3R)-Monoethyl-oxiran-dicarboxylat-Kaliumsalz (TP53),
300 mg, (1.07 mmol) BOC-L-Val-Hydrazid (TP67), 7.44 pl (1.28 mmol) PPA (50 wt% in
DMF), DMF 4.00 ml.

Reaktionsdauer: 30 Stunden
Saulenchromatographie: Cyclohexan: Ethylacetat = 3:1
Ausbeute: 67.0 mg (0.18 mmol, 17 %), farbloser Feststoff (Smp.: 182 °C).

'H-NMR (400.13 MHz, DMSO-ds, 300 K,): & =0.87 (m, 6 H, -CH-(CHs).), 1.22 (t, 3 H,
J=7.1Hz -CH»CHs), 1.37 (s, 9 H, -C(CHs)s), 1.89 (m, 1 H, -CH-(CHs),), 3.64 (s, 1H,
-CH-CH-CO-NH-), 3.67 (s, 1 H, -CH-CH-CO-NH-), 3.81 (t, 1 H, J = 8.0 Hz -CO-CH-NH-),
4.18 (q, 2 H,J = 7.1 Hz, -CH»-CHs), 6.76 (d, 1 H, J = 8.9 Hz, -CO-CH-NH-CO,-), 10.09 (s,
1 H, -NH-NH-CO-CH-), 10.51 (s, 1 H, -NH-NH-CO-CH-)

BC-NMR (100.62 MHz, CDCls, 300 K): & = 13.85 (-CH,-CHs), 18.30 (-CH-(CHs),), 19.01
(-CH-(CH3)2), 28.15 (-C(CHs)s), 30.26 (-CH-(CHs),), 51.14 (-CH-CH-CO-NH-), 51.88 (-CH-
CH-CO-NH-), 58.22 (-CO-CH-NH-), 61.57 (-CH,-CH3), 77.97 (-C(CHs)), 163.60 (-NH-
CO,-C(CHy)s), 166.84 , 170.08 (-CO,-CH,-CHj, -CH-CO-NH-CH-).
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LOOP-ESI-MS: ber. f. C1¢H27NsO7, 373.4, gef.: [M+Na]" 396.3, [2M+Na]* 769.5
LC-MS: R, = 11.7 min, Reinheit ('"H-NMR): 86 %.

[a]o® = -48.7 ° (0.31, CHCl5).

IR (neat): vV = 3289 (s, -C-H); 3208 (m, -CONH-); 2925 (m, -CHs, -CH,-); 1755, 1728,
1662 (s, -C=0); 1533 (s, -O-C=0); 1249 (m, -C-O-C-); 1187 (s, -C-O-C-) cm".

(2R,3R)-Ethyl-3-[N'-((S)-2-tert-Butoxycarbonyl-leucinyl)-hydrazinocarbonyl]-oxiran-
2-carboxylat (TP11)

o) O
H H
\/O\"\\\*‘ N\ N N O7<
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O o O

Methode: D4

Ansatz: 120 mg (489 pmol) BOC-L-Leu-Hydrazid (TP68), 97.0 mg (489 ymol) (2R,3R)-
Monoethyl-oxiran-dicarboxylat-Kaliumsalz (TP53), 4.00 ml DMF, 314 ul (683 umol) PPA.

Reaktionsdauer: 43 Stunden

Ausbeute: 83.0 mg (214 umol, 44 %), farbloser Feststoff (Smp.: 169 °C).

'H-NMR (400.13 MHz, DMSO-ds, 300 K): 5=0.85 (2 x d, 6 H, J=9.6, 6.5Hz, -CH-
(CHs).), 1.22 (t, 3H, J=7.0 Hz, -CH,CHg), 1.36 (s, 9 H, -C(CHs)s), 1.43 (m, 1 H, -CH-
(CHs),), 1.61 (m, 2 H, -CH,-CH-(CHy),), 3.64 (s, 1 H, -CH-O-CH-CO-NH-), 3.66 (s, 1 H,
-CH-O-CH-CO-NH-), 4.02 (m, 1H, -CO-CH-NH-), 4.17 (q, 2 H, J=7.0 Hz, -CH,-CHj),
6.92 (d, 1H, J=8.1Hz, -CO-CH-NH-), 10.10 (s, 1 H, -NH-NH-CO-CH-), 10.51 (s, 1H,
-NH-NH-CO-CH-).
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BC-NMR (100.61 MHz, DMSO-ds, 300 K): & = 13.85 (-CH,-CHs), 22.50, 22.87 (-CH-
(CHs),), 24.07 (-CH-(CHa),), 28.17 (-CH-(CHa)s), 33.31, 41.51 (-CH,-CH-(CH3),), 51.13
(-CO-CH-NH-, -CO,-CH-), 51.88 (-CHCO-NH-), 61.59 (-CH,-CH3), 77.94 (-CH-(CHs)s),
155.22 (-NH-CO,-), 163.54 (-CO,-CH,-CHs), 166.86 (-CH-CO-NH-NH-), 171.34 (-NH-NH-
CO-CH-).

LOOP-ESI-MS: ber. f. C17H29N307, 387.4; gef.: [M+Na]"410.3, [2M+Na]" 797.5.

LC-MS: R; = 14.2 min, Reinheit: 89 %.

[a]o® = -51.0 ° (0.10, CHCl5).

IR (neat): Vv = 3343 (s, -C-H): 3164 (m, -CONH-); 2927, 2850 (m, -CHs, -CH,-); 1751,
1718, 1672 (s, -C=0); 1531 (s, -O-C=0); 1226 (m, -C-O-C-); 1187 (s, -C-O-C-) cm™".

(2R,3R)-Ethyl-3-[N'-((R)-2-tert-Butoxycarbonyl-phenylalanyl)-hydrazinocarbonyl]-
oxiran-2-carboxylat (TP12)

) O
H H
\/O\"\\\‘ ﬁ/ NS ”Jj\é/ N\"/O7<
(@) (@) ©/ (@)

Ansatz: 137 mg (489 umol) BOC-D-Phe-Hydrazid (TP64), 97.0 mg (489 pmol) (2R,3R)-
Monoethyl-oxiran-dicarboxylat-Kaliumsalz (TP53), 314 ul (0.54 mmol) PPA (50 wt% in
DMF), DMF 4.00 ml.

Methode: D4

Reaktionsdauer: 40 Stunden

Ausbeute: 75.0 mg (178 ymol, 36 %), farbloser Feststoff (Smp.: 175 °C).



166 12. Synthetisierte Verbindungen

"H-NMR (400.13 MHz, DMSO-ds, 300 K): 8 = 1.23 (t, 3 H, J = 7.1 Hz, -CH,-CHs), 1.28 (s,
9 H, -C(CHa)s), 2.76 (m, 1 H, -CH,-Ph), 2.97 (m, 1 H, -CH,-Ph), 3.66 (s, 1 H, -CO,-CH-),
3.71 (s, 1 H, -CH-CH-CONH), 4.19 (q, 2 H, J = 7.1 Hz, -CH»-CH3), 4.24 (m, 1 H, -CO-CH-
NH-), 7.00 (d, 1 H, J = 8.6 Hz, -CH-NH-CO,-), 7.16-7.31 (m, 5 H, -Ph), 10.32 (s, 1 H, -NH-
NH-CO-CH-NH-), 10.65 (s, 1H, -NH-NH-CO-CH-NH-).

BC-NMR (100.61 MHz, DMSO-ds, 300 K): & = 13.86 (-CH,-CHs), 28.10 (-C(CHs)s), 37.39
(-CH,-Ph), 51.14, 51.90, 54.29 (-CO,-CH-, -CH-CO-NH-, -NH-CH-CO-), 61.60 (-CH,-CHy),
78.02 (-C(CHs)s), 126.22 (-Ph), 128.00 (-Ph), 129.17 (-Ph), 137.91 (-Ph), 155.43 (-NH-
CO;-), 163.43 (-CO,-CH-), 166.88 (-CH-CO-NH-), 170.50 (-NH-NH-CO-).

LOOP-ESI-MS: ber. f. CxH27N3O7, 421.4; gef.: [M+Na]" 444.3, [2M+Na]" 865.6.

LC-MS: R, = 15.1 min, Reinheit ('"H-NMR): 95 %.

[a]p?® = -14.0 ° (0.20, CHCI5).

IR (neat): vV = 3293 (s, -C-H); 3235 (m, -CONH-); 2927, 2852 (m, -CHs, -CH,-); 1743,
1699, 1684 (s, -C=0); 1619 (s, -N-N-); 1523 (s, -O-C=0); 1163 (s, -C-O-C-) cm™.

(2R,3R)-Ethyl-3-[N'-((R)-2-tert-Butoxycarbonyl-leucinyl)-hydrazinocarbonyl]-oxiran-
2-carboxylat (TP13)

o) O]
H H
O \N N\ N O
e N K
O O \‘/ O

Methode: D4

Ansatz: 97.0 mg (0.49 mmol) (2R,3R)-Monoethyl-oxiran-dicarboxylat-Kaliumsalz (TP53),
120 mg (0.49 mmol) BOC-D-Leu-Hydrazid (TP65), 314 pl (0.54 mmol) PPA (50 wt% in
DMF), 4.00 ml DMF.



12. Synthetisierte Verbindungen 167

Reaktionsdauer: 4 Tage
Ausbeute: 70.0 mg (181 pymol, 37 %), farbloser Feststoff (Smp.: 135 °C).

'H-NMR (400.13 MHz, DMSO-ds, 300K): 5=0.84, 0.87 (2 x d, 6 H, J=9.6, 6.5 Hz,
-CH(CHs)s), 1.22 (t, 3H, J=7.0 Hz, -CH,-CHs), 1.36 (s, 9 H, -C(CHa)s), 1.44 (m, 1 H,
-CH(CHs),), 1.62 (m, 2 H, -CH,-CH(CHs),), 3.64 (s, 1 H, -CH-CH-CO-NH-), 3.66 (s, 1 H,
-CH-CH-CO-NH-), 4.02 (m, 1 H, -CO-CH-NH-), 4.18 (q, 2 H, J = 7.0 Hz, -CH,-CH3), 6.92
(d, 1 H, J = 8.1 Hz, -CO-CH-NH-), 10.10 (s, 1 H, -NH-NH-CO-CH-), 10.53 (s, 1 H, -NH-
NH-CO-CH-).

BC.-NMR (100.61 MHz, DMSO-ds, 300K): &=13.85 (-CH,-CHs), 21.50, 22.87
(-CH(CHs),), 24.07 (-CH(CHg),), 28.17 (-CH(CHa)s), 33.31, 41.51 (-CH,-CH(CHs),), 51.09
(-CO-CH-NH-, -CO,-CH-), 51.88 (-CH-CO-NH-), 61.59 (-CH,-CH3), 77.94 (-CH(CH)s),
155.23 (-NH-CO,-), 163.49 (-CO,-CH,-CH3), 166.88 (-CH-CO-NH-NH-), 171.31 (-NH-NH-
CO-CH-).

LOOP-ESI-MS: ber. f. C17H2oN30-, 387.4, gef.: [M+Na]* 410.3, [2M+Na]* 797.5.

LC-MS: R; = 14.3 min, Reinheit > 99 %

[a]o® = -1.3 ° (0.15, CHCl5).

IR (neat): v = 3293 (s, -C-H); 3220 (m, -CONH-); 2956, 2929 (m, -CHs, -CH,-); 1759,
1699, 1682 (s, -C=0); 1616 (s, -N-N-): 1531 (s, -O-C=0); 1200, 1167 (s, -C-O-C-) cm™".
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(2R,3R)-Ethyl-3-[N'-((S)-2-tert-Butoxycarbonyl-phenylalanyl)-hydrazinocarbonyl]-
oxiran-2-carboxylat (TP14)

o) @)
o N N
N \’\\\\‘ SN
| H
O O O

Methode: D4

Ansatz: 97.0 mg (489 uymol) (2R,3R)-Monoethyl-oxiran-dicarboxylat-Kaliumsalz (TP53),
134 mg (489 umol) BOC-L-Phe-Isocapronsaure (TP60), 314 ul (583 mmol) PPA (50 wt%
in DMF), 4.00 ml DMF.

Reaktionsdauer: 4 Tage

Ausbeute: 59.0 mg (141 umol, 29 %), farbloser Feststoff (Smp.: 185 °C).

"H-NMR (400.13 MHz, DMSO-ds, 300 K): & = 0.76 (s, 6 H, -CH-(CHs),), 1.23 (m, 6 H, -CH-
(CHg)z, -CH,-CHs, -CHo-CH-(CH3),), 2.01 (t, 2 H, J = 7.4 Hz, -CH,-CH,-CH-), 2.75 (g, 1 H,
J=13.9, 10.6 Hz, -CH,-Ph), 3.00 (g, 1 H, J = 13.9, 9.6 Hz, -CH,-Ph), 3.66 (s, 1 H, -CH-
CH-CO-NH-), 3.70 (s, 1 H, -CH-CH-CO-NH-), 4.19 (q, 2 H, J = 7.1 Hz, -CH,-CH3), 4.60
(m, 1 H, -CH-CH,-Ph), 7.16-7.27 (m, 5 H, -Ph), 8.09 (d, 1 H, J = 8.6 Hz, -NH-CH-), 10.31-
10.67 (br. s, 2 H, -NH-NH-).

BC-NMR (100.61 MHz, DMSO-ds, 300 K): & = 13.88 (-CH»-CHs), 22.32 (-CH-(CHs),),
26.88 (-CH-(CHs),), 33.12 (-CO-CH,-CH,-), 34.10 (-CO-CH,-CH,-), 37.74 (-CH,-Ph),
51.18, 51.92, 52.21, (-CO,-CH-, -CH-CO-NH-, -NH-CH-CO-), 61.62 (-CH,-CHs), 126.23
(-Ph), 127.96 (CsHs), 129.13 (-Ph), 137.68 (-Ph), 163.56 (-CH,-CO,-), 166.88 (-CO-NH-
NH-), 170.21 (-NH-NH-CO-CH-), 172.22 (-NH-CO-CH,-CH,-).

LOOP-ESI-MS: ber. f. CyiHN3Os, 419.5, gef.: [M+H]" 420.2, [M+Na]" 442.3, [2M+H]"
839.5, [2M+Na]" 861.6.

LC-MS: R; = 15.0 min, Reinheit > 99 %.
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[a]p® = -40.0 ° (0.10, CHCI5).

IR (neat): v =3280 (s, -C-H); 3201 (m, -CONH-); 2925, 2852 (m, -CHs;, -CH,-); 1753 (s,
-C=0); 1612 (s, -N-N-); 1196, 1165 (s, -C-O-C-); 700 (s, aromat. -C-H) cm™.

(2R,3R)-Ethyl-3-[N'-((S)-2-tert-Butoxycarbonyl-valinyl)-hydrazinocarbonyl]-oxiran-2-
carboxylat (TP15)

o) o
o N N
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Methode: D4

Ansatz: 97.0 mg (489 pmol) (2R,3R)-Monoethyl-oxiran-dicarboxylat-Kaliumsalz (TP53),
112 mg (489 pymol) BOC-L-Val-Isocapronsaure (TP59), 314 pl (683 mmol) PPA (50 wt% in
DMF), 4.00 ml DMF.

Reaktionsdauer: 4 Tage
Ausbeute: 31.0 mg (83.5 ymol, 17 %), farbloser Feststoff (Smp.: 183 °C).

"H-NMR (400.13 MHz, DMSO-ds, 300 K): & = 0.85 (d, 6 H, -CH,-CH,-CH-(CHs)s), 0.88 (d,
6 H, -CH,-CH-(CHa)s), 1.22 (t, 3 H, -CH»-CHy), 1.37 (m, 2 H, -CH,-CH»-CH-(CHa)s), 1.47
(m, 1 H, -CH,-CH2-CH-(CHa)3), 1.91 (m, 1 H, -CH-(CHs),), 2.14 (s, 2 H, -CO-CH,-CH.-),
3.63 (s, 1 H, -CH-CH-CO-NH-), 3.65 (s, 1 H, -CH-CH-CO-NH-), 4.18 (m, 3 H, -CH,-CHs,
-CO-CH-NH-), 7.90 (d, 1 H, J=9.1 Hz, -CO-CH-NH-), 10.00-10.50 (br. s, 2 H, -NH-NH-
CO-CH-).

3C-NMR (100.61 MHz, DMSO-ds, 300 K): & = 13.87 (-CH,-CHs), 18.27 (-CH-CH-(CHs),),
19.04 (-CH-CH-(CHs),), 22.37 (-CH,-CH,-CH-(CHs),), 27.19 (-CH,-CHy-CH-(CHs),), 30.45
(-CH-CH-(CHs),), 33.11 (-CO-CH,-CH,-), 34.37 (-CH,-CH,-CH-(CHs),), 51.16 (-CO,-CH-),
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51.98 (-CH-CO-NH-), 56.08 (-CO-CH-NH-), 61.60 (-CH,-CH3), 163.68 (-CH,CO,-), 166.90
(-CO-NH-NH-), 169.88 (-NH-NH-CO-CH-), 172.39 (-NH-CO-CH,-CH,-).

LOOP-ESI-MS: ber. f. C17HxN3Os, 371.4, gef.: [M+H]" 372.1, [M+Na]* 394.3, [2M+H]"
743.4, [2M+Na]* 765.5.

LC-MS: R; = 11.6 min, Reinheit > 99 %.

[a]o® = -55.0 ° (0.14, CHCl5).

IR (neat): v = 1751 (s, -C=0); 1610 (s, -N-N-); 1201 (s, -C-O-C-); 897 (s, -C-O-C-) cm™".

(2R,3R)-Ethyl-3-[N'-((S)-2-tert-Butoxycarbonyl-leucinyl)-hydrazinocarbonyl]-oxiran-
2-carboxylat (TP16)

e) O
H H
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D H
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Methode: D4

Ansatz: 97.0 mg (489 uymol) (2R,3R)-Monoethyl-oxiran-dicarboxylat-Kaliumsalz (TP53),
119 mg (489 ymol) BOC-L-Leu-Isocapronsaure (TP61), 314 pl (583 mmol) PPA (50 wt%
in DMF), 4.00 ml DMF.

Reaktionsdauer: 4 Tage

Ausbeute: 97.0 mg (252 ymol, 52 %), farbloser Feststoff (Smp.: 173 °C).

'H-NMR (400.13 MHz, DMSO-dg, 300 K): 5 = 0.83 (d, 6 H, -CH,-CH,-CH-(CHs),), 0.87 (d,
6 H, -CH,-CH-(CHjs),), 1.22 (t, 3 H, -CH,-CH3), 1.36 (m, 2 H, -CH,-CH,-CH-(CH3),), 1.45

(m, 3 H, -CH,-CH-(CHj3),, -CH>-CH-(CHa),), 1.62 (m, 1 H, -CH,-CH»-CH-(CH3)2), 2.11 (s,
2 H, -CO-CHy-CH,-), 3.63 (s, 1 H, -CH-CH-CO-NH-), 3.65 (s, 1 H, -CH-CH-CO-NH-), 4.18
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(g, 2 H, J = 7.0 Hz, -CH»-CHs), 4.36 (m, 1 H, -CO-CH-NH-) 7.97 (d, 1 H, J = 8.3 Hz, -CO-
CH-NH-), 10.13 (s, 1 H, -NH-NH-CO-CH-), 10.46 (s, 1 H, -NH-NH-CO-CH-).

BC-NMR (100.61 MHz, DMSO-ds, 300 K): & = 13.86 (-CH,-CH3), 21.50, 22.18, 22.32,
22.91 (-CH-CH-(CH3)s, -CH2-CHy-CH-(CHs),), 24.10 (-CHo-CH-(CHs)s), 27.16 (-CH,-CH,-
CH-(CH3),), 33.14 (-CH»-CH,-CH-(CHs),), 34.23 (-CH,-CH,-CH-(CHs),), 40.96 (-CH,-CH-
(CH3)s), 49.19 (-NH-CO-CH-NH-), 51.14 (-CO,-CH-), 51.90 (-CH-CO-NH-), 61.60 (-CH,-
CHs), 163.63 (-CO,-CH-), 166.87 (-CH-CO-NH), 171.07 (-NH-NH-CO-CH-), 172.24 (-NH-
CO-CH,-).

LOOP-ESI-MS: ber. f. C1gH31NsOs, 385.5, gef.: [M+H]" 386.2, [M+Na]* 408.3, [2M+H]*
771.4, [2M+Na]* 793.5.

LC-MS: R; = 14.0 min, Reinheit > 99 %.

[a]p?® = -84.2 ° (0.19, CHCI5).

IR (neat): v = 3264 (s, -C-H); 3189 (m, -CONH-); 2954, 2927, 2852 (m, -CHa, -CH,-);
1751, 1689 (s, -C=0); 1610 (s, -N-N-); 1200 (s, -C-O-C-) cm’™.

(2S,3S)-Ethyl-3-[N'-((S)-2-tert-Butoxycarbonyl-phenylalanyl)-hydrazinocarbonyl]-
oxiran-2-carboxylat (TP17)

oy éj A

Methode: D4

Ansatz: 97.0 mg (489 umol) (2S,3S)-Monoethyl-oxiran-dicarboxylat-Kaliumsalz (TP51),
136 mg (489 umol) H,N-NH-L-Phe-lsocapronsaure (TP60), 628 yl (1.17 mmol) PPA
(50 wt% in DMF), 4.00 ml DMF.



172 12. Synthetisierte Verbindungen

Reaktionsdauer: 4 Tage

Ausbeute: 72.0 mg (172 ymol, 52 %), farbloser Feststoff (Smp.: 186 °C).

Saulenchromatographie: Cyclohexan : Ethylacetat =1 : 1 (Rf = 0.11).

'H-NMR (400.13 MHz, DMSO-ds, 300 K): 5 =0.75 (d, 6 H, J = 6.3 Hz, -CH-(CHs)s), 1.19-
1.24 (m, 6 H, -CH-(CHj3)3, -CH,-CH3;, -CH»-CH-(CHj3)3), 1.97-2.02 (m, 2 H, -CH,-CH,-CH-),
2.71-2.77 (m, 1 H, -CH»-Ph), 2.97-3.02 (m, 1 H, -CH,-Ph), 3.66 (s, 1 H, -CH-CH-CO-NH-),
3.70 (s, 1 H, -CH-CH-CO-NH-), 4.16-4.21 (q, 2 H, J=7.1 Hz, -CH,-CH3), 4.59 (m, 1 H,
-CH-CH,-Ph), 7.17-7.27 (m, 5 H, -Ph), 8.09 (d, 1 H, J=8.6 Hz, -NH-CH-), 10.30, 10.57
(br. s, 2 H, -NH-NH-).

BC-NMR (100.61 MHz, DMSO-ds, 300 K): & = 13.91 (-CH,-CHs), 22.16, 22.34 (-CH-
(CHs)2), 26.90 (-CH-(CH3),), 33.16 (-CO-CH,-CHy-), 34.13 (-CO-CH,-CH,-), 37.72 (-CH,-
Ph), 51.21, 51.95, 52.24, (-CO,-CH-, -CH-CO-NH-, -NH-CH-CO-), 61.68 (-CH,-CHy),
126.28 (-Ph), 128.02 (-Ph), 129.15 (-Ph), 137.70 (-Ph), 163.56 (-CH,-CO,-), 166.91 (-CO-
NH-NH-), 170.29 (-NH-NH-CO-CH-), 172.32 (-NH-CO-CH,-CH,-).

LOOP-ESI-MS: ber. f. C21H9N306, 419.5, gef.: [M]" 418.9.

LC-MS: R; = 9.9 min, Reinheit ("H-NMR): 95 %.

(Phenomenex 4p Proteo 90A RP C-18 (2.0 x 150 mm), flow 0.3 ml/min, 0-1 min. 40 %
ACN, 1-5 min. 40-100 % ACN, 5-9 min. 100 % ACN, 9-10 min. 100-40 % ACN, 10-15 min.

40 % ACN).

[a]o® = -4.00 ° (0.20, CHCl5).

IR (neat): v = 3275 (s, -C-H):; 3174 (m, -CONH-); 2953, 2925, 2852 (m, -CHs, -CH.-);
1739, 1649 (s, -C=0); 1620 (s, -N-N-); 1210 (s, -C-O-C-) cm™".
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(2S,3S)-Ethyl-3-[N'-((S)-2-tert-Butoxycarbonyl-leucinyl)-hydrazinocarbonyl]-oxiran-2-
carboxylat (TP18)

o) (@)
H H
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Methode: D4

Ansatz: 97.0 mg (489 umol) (2S,3S)-Monoethyl-oxiran-dicarboxylat-Kaliumsalz (TP53),
119 mg (489 umol) H,N-NH-L-Leu-Isocapronsdure (TP61), 628 pl (1.17 mmol) PPA
(50 wt% in DMF), 4.00 ml DMF.

Reaktionsdauer: 4 Tage

Ausbeute: 96.0 mg (249 umol, 51 %), farbloser Feststoff (Smp.: 173 °C).

Saulenchromatographie: Cyclohexan : Ethylacetat = 1: 1 (Rf = 0.14).

"H-NMR (400.13 MHz, DMSO-dg, 300 K): & = 0.82-0.88 (m, 12 H, 4 x -CHy), 1.22 (t, 3 H,
~CH,»-CHs), 1.34-1.50 (m, 5 H, -CHy-CH»-CH-(CHs)s, -CHo-CH-(CH3),, ~CH»-CH-(CHs)y),
1.58-1.63 (M, 1 H, -CH,-CH,-CH-(CHs),), 2.07-2.12 (s, 2 H, -CO-CH»-CH.-), 3.64 (s, 1 H,
-CH-CH-CO-NH-), 3.66 (s, 1H, -CH-CH-CO-NH-), 4.16-4.21 (q, 2 H, J=7.0 Hz, -CH.-
CH3), 4.33-4.39 (m, 1 H, -CO-CH-NH-) 7.97 (d, 1 H, J = 8.3 Hz, -CO-CH-NH-), 10.14 (s,
1 H, -NH-NH-CO-CH-), 10.48 (s, 1 H, -NH-NH-CO-CH-).

BC-NMR (100.61 MHz, DMSO-ds, 300 K): &= 13.86 (-CH,-CHs), 21.50, 22.19, 22.31,
22.92 (-CH-CH-(CH3)s, -CH2-CH,-CH-(CHs),), 24.04 (-CHo-CH-(CHs)s), 27.15 (-CH,-CH,-
CH-(CHs)y), 33.14 (-CH,-CH,-CH-(CHs),), 34.23 (-CH,-CH,-CH-(CH;),), 40.92 (-CH,-CH-
(CHa)s), 49.18 (-NH-CO-CH-NH-), 51.12 (-CO»-CH-), 51.89 (-CH-CO-NH-), 61.60 (-CH,-
CHs), 163.57 (-CO,-CH-), 166.87 (-CH-CO-NH), 171.07 (-NH-NH-CO-CH-), 172.24 (-NH-
CO-CH,-).

LOOP-ESI-MS: ber. f. C1gH31N306, 385.5, gef.: [M]" 385.1.
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LC-MS: R; = 9.3 min, Reinheit ("H-NMR): 86 %.

(Phenomenex 4u Proteo 90A RP C-18 (2.0 x 150 mm), flow 0.3 ml/min, 0-1 min. 40 %
ACN, 1-5 min. 40-100 % ACN, 5-9 min. 100 % ACN, 9-10 min. 100-40 % ACN, 10-15 min.
40 % ACN).

[a]oZ = -22.4 ° (0.25, CHCI,).

IR (neat): v = 3273 (s, -C-H): 3190 (m, -CONH-); 2959, 2925, 2854 (m, -CHs, -CH.-);
1753, (s, -C=0); 1620 (s, -N-N-); 1200 (s, -C-O-C-) cm’™.

12.7 AS-verknupfte Olefine

Darstellung von (2)-3-((S)-1-((Benzyloxy)carbonyl)-2-phenylethylcarbamoyl)acryl-
saure (TP24)

HO\”/j\
(@) O /[ ]
O N

H

Methode: D7

Ansatz: 650 mg (2.23 mmol) HCI*H,N-Phe-OBn, 218 mg (2.23 mmol)
Maleinsaureanhydrid, 451 mg (0.63 ml, 4.46 mmol) Triethylamin, 7.0 ml Ethylacetat.

Reaktionsdauer: 16 Stunden
Ausbeute: 712 mg (2.01 mmol, 90 %), farblose Kristalle.
'H-NMR (400.13 MHz, CDCls, 300 K): & = 3.17-3.25 (m, 2 H, -CH-CH,-Ph), 4.92-4.96 (m,

1 H, -CH-CH,-Ph), 5.16-5.24 (m, 2 H, -CO,-CH,-Ph), 6.20 (d, 1 H, J = 12.9 Hz, -CH=CH-
CO,H), 6.37 (d, 1 H, J = 12.8 Hz, -CH=CH-CO,H), 6.79 (d, 1 H, -CO-NH-CH-), 6.94-6.96
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(m 2 H, -Ph), 7.20-7.24 (m, 4 H, -Ph), 7.31-7.34 (m, 2 H, -Ph), 7.36-7.40 (m, 2 H, -Ph),
15.12 (br. s, 1 H, -CH=CH-CO,H).

BC-NMR (100.62 MHz, CDCl;, 300 K): & = 37.21 (-CH-CH,-Ph), 54.09 (-CH-CH.-Ph),
68.09 (-CO,-CH,-Ph), 127.61, 128.80, 128.85, 128.96, 129.24 (-Ph), 129.73 (-CH=CH-
CO,H), 134.46, 134.52 (-Ph), 137.71 (-CH=CH-CO,H), 164.18 (-NH-CO-CH-CH-CO,H),
165.48 (-CO,-CH,-Ph), 170.07 (-CO,H).

Die erhaltenen Daten entsprechen der Literatur.®®

Darstellung von (2)-3-((S)-1-((Benzyloxy)carbonyl)-2-methylpropylcarbamoyl)acryl-

saure (TP25)
HO.
X
O @)
O N
H

Methode: D7

Ansatz: 1.00 mg (4.10 mmol) HCI*H,N-Val-OBn, 402 mg (4.10 mmol) Maleinsdure-
anhydrid, 830 mg (1.15 ml, 8.20 mmol) Triethylamin, 5.0 ml Dichlormethan.

Reaktionsdauer: 26 Stunden

Ausbeute: 1.12 g (3.69 mmol, 90 %), farblose Kristalle (Smp.: 133°C).

"H-NMR (400.13 MHz, CDCls, 300 K): & = 0.90-0.95 (m, 6 H, -CH-(CHs),), 2.24-2.31 (m,
1 H, -CH-CH-(CHj),), 4.63-4.65 (m, 1 H, -CH-CH-(CHs),), 5.17-5.25 (m, 2 H, -CO»-CH.-
Ph), 6.31 (d, 1 H, J = 12.6 Hz, -CH=CH-CO,H), 6.41 (d, 1 H, J = 12.7 Hz, -CH=CH-CO,H),
6.85 (br. s, 1 H, -CO-NH-CH-), 7.33-7.40 (m 5 H, -Ph), 15.12 (br. s, 1 H, -CH=CH-CO,H).

BC-NMR (100.62 MHz, CDCls, 300 K): & = 17.74 (-CHs), 18.79 (-CHs), 31.51 (-CH-CH-
(CH3),), 58.08 (-CH-CH-(CHs),), 67.82 (-CO,-CH,-Ph), 128.57 (-Ph), 128.74 (-Ph), 130.01
(-CH=CH-CO,H), 134.68 (-Ph), 137.51 (-CH=CH-CO,H), 164.28 (-CO-NH-CH-), 165.84
(-CH=CH-CO,H), 170.54 (-CO,-CH,-Ph).
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LOOP-ESI-MS: ber. f. C1¢H1sNOs, 305.3; gef.: [M+H]" 306.3, [M+Na]* 328.3, [2M+Na]"
633.2.

LC-MS: R; = 16.8 min, Reinheit > 99%.

[a]o®® = 7.70 ° (0.26, CHCIs).

IR (neat): v = 3266 (s, -C-H); 2969 (s, -CO,H); 1737, 1703 (s, -C=0); 1633, 1554 (s,
-CONH-); 1271, 1155 (s, -O-C=0); 850 (s, aromat. -C-H); 694 (s, -CH=CH-, aromat. -C-

H) cm™.

Darstellung von (2)-3-((S)-1-((Benzyloxy)carbonyl)ethylcarbamoyl)acrylsaure (TP26)

N
O o,/[]
N
H

Methode: siehe D7

Ansatz: 1.00 g (4.64 mmol) HCI*H,N-Ala-OBn, 456 mg (4.64 mmol) Maleinsdureanhydrid,
1.30 ml (9.28 mmol) Triethylamin, 5.0 ml Dichlormethan.

Reaktionsdauer: 26 Stunden

Ausbeute: 1.07 mg (3.85 mmol, 83 %), farblose Kristalle (Smp.: 52°C).

'H-NMR (400.13 MHz, CDCls, 300 K): 8 =1.52 (d, 3 H, J=7.0 Hz, -CH-CH3), 4.63-4.70
(m, 1 H, -CH-CHj3), 5.22 (s, 2 H, -CO,-CH»-Ph), 6.25 (d, 1 H, J = 12.6 Hz, -CH=CH-CO,H),

6.41 (d, 1H, J = 12.9 Hz, -CH=CH-CO,H), 6.95 (br. s, 1 H, -CO-NH-CH-), 7.33-7.40 (m
5H, -Ph), 15.08 (br. s, 1 H, -CH=CH-CO,H).
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BC-NMR (100.62 MHz, CDCls, 300 K): & = 17.90 (-CH-CHs), 49.22 (-CH-CHs), 67.97
(-CO,-CH,-Ph), 128.32 (-Ph), 128.77 (-Ph), 129.85 (-CH=CH-CO,H), 134.68 (-Ph), 137.62
(-CH=CH-CO,H), 164.21 (-CO-NH-CH-), 165.37 (-CH=CH-CO,H), 171.55 (-CO,-CH,-Ph).

LOOP-ESI-MS: ber. f. C14H1sNOs, 277.3; gef.: [M+H]" 278.2, [M+Na]" 300.2, [2M+Na]"’
577.2.

LC-MS: R; = 12.9 min, Reinheit > 99%.

[a]o® = 0.0 ° (0.15, CHCl5).

IR (neat): v = 3319 (s, -C-H); 3278, 3056 (m, -CONH-); 2969 (s, -CO,H); 1745, 1699 (s,
-C=0); 1631, 1579, 1540 (s, -CONH-); 1458 (m, -CHj3, -CH,-); 1203, 1146 (s, -O-C=0);
852 (s, aromat. -C-H); 702 (s, -CH=CH-, aromat. -C-H) cm™.

Darstellung von (2)-3-((S)-1-((Benzyloxy)carbonyl)-3-methylbutylcarbamoyl)acryl-
saure (TP27)

O (OX /[ ]
O N
H

Methode: D7

Ansatz: 1.00 mg (2.54 mmol) TosOH*H,N-Leu-OBn, 249 mg (2.54 mmol) Maleinsaure-
anhydrid, 0.56 ml (5.08 mmol) NMM, 5.0 ml Dichlormethan.

Reaktionsdauer: 26 Stunden

Ausbeute: 698 mg (2.18 mmol, 86 %), farblose Kristalle (Smp.: 97°C).

"H-NMR (400.13 MHz, CDCls, 300 K): & = 0.92-0.95 (m, 6 H, -CH,-CH-(CHs).), 1.59-1.76
(m, 3 H, -CH,-CH-(CHs),), 4.69-4.74 (m, 1 H, -CH-CH,-CH-(CHs),), 5.20 (s, 2 H, -CO,-
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CH,-Ph), 6.27 (d, 1 H, J = 12.9 Hz, -CH=CH-CO,H), 6.40 (d, 1 H, J = 12.9 Hz, -CH=CH-
CO,H), 6.83 (br. s, 1 H, -CO-NH-CH-), 7.31-7.40 (m 5 H, -Ph), 15.08 (br. s, 1 H, -CH=CH-
COzH).

BC-NMR (100.62 MHz, CDCls, 300 K): & = 14.21 (-CH,-CH-(CH3),), 21.98 (-CHs), 22.61
(-CHs), 41.32 (-CH,-CH-(CHs),), 51.88 (-CH-CH,-CH-(CHs),), 67.85 (-CO,-CH,-Ph),
128.41 (-Ph), 128.75 (-Ph), 129.92 (-CH=CH-CO,H), 137.56 (-CH=CH-CO,H), 164.29
(-CO-NH-CH-), 165.67 (-CH=CH-CO,H), 171.56 (-CO,-CH,-Ph).

LOOP-ESI-MS: ber. f. C17H21NOs, 319.4; gef.: [M+H]" 320.3, [M+Na]" 342.3, [2M+Na]"’
661.1.

LC-MS: R; = 18.2 min, Reinheit > 99%.

[a]p®® = 0.0 ° (0.17, CHCI5).

IR (neat): v = 3278, 3066 (m, -CONH-): 3035 (m, -C=CH-); 2962 (s, -CO,H); 2931, 2871
(s, -CHa, -CHy-); 1739, 1720 (s, -C=0); 1631 (s, -CONH-); 1203 (s, -O-C=0); 850 (s,
aromat. -C-H); 694 (s, -CH=CH-, aromat. -C-H) cm™.

Darstellung von (S)-Benzyl 2-((E)-3-(4-nitrophenyl)acrylamido)-3-phenylpropanoat
(TP35)

ON

\
Q

! W@AQ

Methode: D3
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Ansatz: 1.00 g (3.43 mmol) HCI*H,N-Phe-OBn, 695 mg (3.60 mmol) p-Nitrozimtsaure,
1.21g (1.66 ml, 12.0 mmol) Triethylamin, 642 mg (0.40 ml, 5.40 mmol) Thionylchlorid,
20.0 ml Toluol.

Reaktionsdauer: 31 Stunden
Ausbeute: 1.34 g (3.10 mmol, 90 %), hellgelber Feststoff (Smp.: 128°C).

"H-NMR (400.13 MHz, CDCls, 300 K): & = 3.20-3.22 (m, 2 H, -CH-CH,-Ph), 5.05-5.09 (m,
1 H, -CH-CH,-Ph), 5.14-5.22 (m, 2 H, -CO,-CH,-Ph), 6.14 (d, 1 H, J = 7.6 Hz, -CO-NH-
CH-), 6.49 (d, 1 H, J = 15.4 Hz, -CH=CH-CO,-NH-CH-), 6.99-7.01 (m, 2 H, -Ph), 7.32-7.38
(m, 8 H, -Ph), 7.61-7.64 (m, 2 H, -Ph), 7.66 (d, 1 H, J = 17.5 Hz, -CH=CH-CO,-NH-CH-),
8.21-8.23 (m, 2 H, -Ph).

BC-NMR (100.62 MHz, CDCls, 300 K): & = 37.75 (-CH-CH,-Ph), 53.41 (-CH-CH,-Ph),
67.54 (-CO,-CHy-Ph), 124.08 (-CH=CH-CONH-), 124.13 (-Phynew-NO,), 127.20 (-CH-CH,-
Phpara), 128.47, 128.62, 128.68, 129.35 (Phornometa)s 134.87, 135.43, 139.19 (Phquan),
140.81 (-CH=CH-CONH-), 148.21 (-C-NO,), 164.14 (-CH=CH-CONH-), 171.22 (-CO.-
CH,-Ph).

LOOP-ESI-MS: ber. f. CosH2N2Os, 430.2; gef.: [M+H]' 431.4, [M+Na]* 453.4, [2M+Na]"
883.0.

LC-MS: R; = 22.2 min, Reinheit > 99%.

UV-Vis (CH.Cly): A = 308 (max), 228 nm.

[a]o® = 59.3 ° (0.14, CHCI5).

IR (neat): v = 3286, 3197 (m, -CONH-); 3029 (m, -C=CH-); 1726 (s, -C=0); 1620 (s,
-C=C-); 1518 (s, -CONH-); 1342 (s, -C-NO,); 1196 (s, -O-C=0); 696 (s, -CH=CH-, aromat.
-C-H) cm™.
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Darstellung von (S)-Benzyl 2-((E)-3-(4-(dimethylamino)phenyl)acrylamido)-3-phenyl-
propanoat (TP38)

i L
e

Methode: D4

Ansatz: 500 mg (1.71 mmol) Phenylalaninbenzylester Hydrochlorid, 328 mg (1.71 mmol)
4-Dimethylaminozimtsaure, 1.09g (1.71 mmol, 1.00 ml) PPA, 3.47 mg (3.43 mmol,
0.48 ml) Triethylamin, 20 ml DMF.

Reaktionsdauer: 34 Stunden

Ausbeute: 413 mg (0.96 mmol, 56 %), gelber Feststoff (Smp.: 116 °C).

"H-NMR (400.13 MHz, CDCls, 300 K): & = 3.05 (s, 6 H, 2 x —CHs), 3.18-3.20 (m, 2 H, -CH-
CHo-Ph), 5.05-5.09 (m, 1 H, -CH-CH,-Ph), 5.12-5.20 (m, 2 H, -CO,-CH,-Ph), 5.99 (d, 1 H,
J=7.6Hz, NH), 6.25 (d, 1H, J=15.4 Hz, -CH=CH-CONH-), 6.99-7.02 (m, 3 H, -Ph),
7.20-7.22 (m, 3 H, -Ph), 7.30-7.32 (m, 2 H, -Ph), 7.34-7.38 (m, 4 H, -Ph), 7.45-7.47 (m,
2 H, -Ph), 7.57 (d, 1 H, J = 15.6 Hz, -CH=CH-CONH-).

3C-NMR (100.62 MHz, CDCls, 300 K): & = 37.95 (-CH-CH.-Ph), 41.70 (2 x -CH3), 53.27 (-
CH-CH,-Ph), 67.28 (-CO,-CH,-Ph), 116.40 (-CH=CH-CONH-), 127.01 (-Ph), 128.52 (-Ph),
128.62 (-Ph), 129.43 (-Ph), 129.48 (-Ph), 135.07 (-Ph), 135.78 (-Ph), 138.72 (-CH=CH-
CONH-), 165.79 (-CH=CH-CONH-), 171.55 (-CO,-CH,-Ph).

LOOP-ESI-MS: ber. f. C27H2sN203, 428.2; gef.: [M+H]" 429.1.

LC-MS: R; = 10.7 min, Reinheit 99 %.
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(Phenomenex 4u Proteo 90A RP C-18 (2.0 x 150 mm), flow 0.3 ml/min, 0-1 min. 40 %
ACN, 1-5 min. 40-100 % ACN, 5-9 min. 100 % ACN, 9-10 min. 100-40 % ACN, 10-15 min.
40 % ACN).

[a]o?® = 111.8 ° (0.40, CHCI5).

IR (neat): v = 3350 (m, -N-C-); 3062 (m, -CONH-); 3032 (m, -C=CH-); 2910 (s, -CHs,
-CHy,-); 1736 (s, -C=0); 1651, 1603 (s, -CONH-); 1157 (s, -O-C=0); 694 (s, -CH=CH-,

aromat. -C-H) cm™.

Darstellung von (S)-Benzyl 2-((E)-3-(4-nitrophenyl)acrylamido)-3-methylbutanoat
(TP36)

O:N

Methode: D3

Ansatz: 1.00g (4.10 mmol) Valinbenzylester Hydrochlorid, 832 mg (4.31 mmol) 4-
Nitrozimtsaure, 769 mg (0.47 ml, 6.46 mmol) Thionylchlorid, 1.45 g (14.4 mmol, 2.00 ml)
Triethylamin, 50.0 ml Toluol.

Reaktionsdauer: 34 Stunden

Saulenchromatographie: Chloroform:Methanol = 99:1 (R¢ = 0.23).

Ausbeute: 870 mg (2.28 mmol, 55 %), gelber Feststoff (Smp.: 197 °C).

'H-NMR (400.13 MHz, CDCl3, 300 K): =0.91 (d, 3H, J=6.9 Hz, -CH3), 0.96 (d, 3 H,

J=6.8 Hz, -CHs), 2.21-2.30 (m, 1H, -CH-(CHa),), 4.76-4.79 (m, 1 H, -CH-CH-(CHs),),
5.16-5.23 (m, 2 H, -CH,-Ph), 6.27 (d, 1H, J=8.6 Hz, NH), 6.59 (d, 1 H, J=15.6 Hz,
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-CH=CH-CONH-), 7.32-7.39 (m, 5 H, -CH,-Ph), 7.63 (d, 2 H, J = 8.8 Hz, -Phono-NO»),
7.66 (d, 1 H, J = 15.7 Hz, -CH=CH-CONH-), 8.22 (d, 2 H, J = 8.6 Hz, -Phumeta-NO,).

BC-NMR (100.62 MHz, CDCls, 300 K): &=17.70 (-CH-CH-(CHs),), 18.98 (-CH-CH-
(CHs)), 31.61 (-CH-CH-(CHs),), 57.30 (-CH-CH-(CHs),), 67.30 (-CO,-CH,-Ph), 124.14

(-CH=CH-CONH-), 124.38 (-Phmea-NO2), 128.41, 128.65, (Phornometapara)s 135.13, 139.09
(Phquar), 140.92 (-CH=CH-CONH-), 148.25 (-C-NO,), 164.58 (-CH=CH-CONH-), 171.87

(-CO,-CH,-Ph).
LOOP-ESI-MS: ber. f. Co1H2N,0s, 382.2; gef.: [M+H]" 383.4, [M+Na]* 405.3, [2M+Na]*

786.9.
LC-MS: R; = 21.1 min, Reinheit 87%.

UV-Vis (CH,Cl,): A = 309 (max), 228 nm.

[a]p® = 35.8 ° (0.53, CHCI5).

IR (neat): Vv = 3307 (m, -CONH-); 3035 (m, -C=CH-); 2935 (s, -CHs, -CH,-); 1736 (s,
-C=0); 1654, 1620, 1520 (s, -CONH-); 1342 (s, -C-NO,); 1182 (s, -O-C=0); 698 (s,

-CH=CH-, aromat. -C-H) cm™.

Darstellung von (S)-Benzyl 2-((E)-3-(4-nitrophenyl)acrylamido)-4-methylpentanoat

ON o
G H\)I\ o/\©

(TP37)

Methode: D3
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Ansatz: 515 mg (2.67 mmol) 4-Nitrozimtsaure, 1.00g (2.54 mmol) Tos*H.N-Leu-OBn,
0.29 ml Thionylchlorid (4.00 mmol), 0.98 ml (8.89 mmol) N-Methylmorpholin, 30 ml Toluol.

Reaktionsdauer: 24 Stunden

Ausbeute: 592 mg (1.49 mmol, 59 %), orange, hochviskose FlUssigkeit.

'H-NMR (400.13 MHz, CDCls, 300 K): & = 0.92-0.96 (m, 6 H, 2 x -CHs), 1.57-1.76 (m,
3 H,-CH-CH,-CH-(CHs),), 4.81-4.87 (m, 1 H, ,-CH-CH,-CH-(CHs),), 5.19 (s, 2 H, -CO,-
CH.-Ph), 6.14 (d, 1 H, J=8.4 Hz, -CONH-), 6.55 (d, 1H, J=15.4 Hz, -CH=CH-CO-),
7.33-7.39 (m, 5 H, -CO,-CH,-Ph), 7.61-7.64 (m, 3 H, O;N-Phono, ,-CH=CH-CO-,), 8.21-
8.23 (M, 2 H, O,N-Phymeta-)-

BC-NMR (100.62 MHz, CDCls, 300 K): & = 21.93 (-CHs), 22.78 (-CHs), 24.92 (-CH-CH,-
CH-(CHs),), 41.70 (-CH-CH,-CH-(CH3),), 51.13 (-CH-CH,-CH-(CHy),), 67.29 (-CO,-CH,-
Ph), 124.09 (-Phono-NOz), 124.26 (-CH=CH-CONH-), 128.22, 128.39, 128.49, 128.62
(Phortnor Phinetas Piara), 135.16 (Phguar), 139.00 (-CH=CH-CONH-), 140.90 (Phguan), 148.19
(-C-NO,), 164.47 (-CONH-), 173.03 (-CO,-CH,-Ph).

LOOP-ESI-MS: ber. f. CooH2N,Os, 396.4; gef.: [M+H]' 397.4, [M+Na]* 419.4, [2M+Na]"
815.0.

LC-MS: R; = 22.6 min, Reinheit 61 %.

[a]o® = 17.8 ° (0.50, CHClI5).

IR (neat): v = 3273 (m, -CONH-); 3066 (m, -C=CH-); 2958, 2870 (s, -CHs, -CH,-); 1737
(s, -C=0); 1658, 1624, 1518 (s, -CONH-); 1340 (s, -C-NO,); 696 (s, -CH=CH-, aromat. -C-

H) cm™.
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Darstellung von (S)-2-((E)-But-2-enoylamino)-leucin benzylester (TP28)

W¢ﬁ©

{....

Methode: D2
Ansatz: 481 mg (5.59 mmol) Crotonsaure, 1.00 g (2.54 mmol) Tos*H,N-Leu-OBn, 550 mg

(2.67 mmol) DCC, 0.71 ml (5.08 mmol) Triethylamin, 10 ml Ethylacetat

Reaktionsdauer: 5 Stunden
Ausbeute: 393 mg (1.11 mmol; 51%), farbloser, dliger Feststoff

Die Aufreinigung erfolgte durch praparative HPLC. (Methode siehe LC-MS)

"H-NMR (400.13 MHz, CDCls, 300 K): 3 =0.91 (m, 6 H, 2 x -CH-(CHs),), 1.30 (m, 1 H
-CH,-CH(CHs),), 1.65 (m, 2 H, -CH»-CH(CHy),), 1.84-1.85 (m, 3 H, -CH=CH-CHs), 4.75
(m, 1H, -CH-CH,-CH(CHs),), 5.12 (m, 2 H, -CH,-Ph), 5.84 (m, 2 H, -CH=CH-CO-NH-)

6.84-6.86 (m, 1 H, -CH=CH-CO-NH-), 7.34 (m, 5 H, -Ph)

BC-NMR (100.62 MHz, CDCls, 300 K): & = 17.74 (-CH=CH-CH3), 22.00 (-CH-CH,-CH-
(CHa),), 22.78 (-CH-CH,-CH-(CHs),), 24.87 (-CH-CH,-CH-(CH3),), 41.86 (-CH-CH,-CH-
-Ph), 124.52 (-CO,-CH,-Ph),

50.74 (-CH-CH,-CH-(CHs),), 67.09 (-CO,-CH,-Ph)

128.20 (-CO,-CH,-Ph), 128.58 (-CO,-CH,-Ph), 135.33 (-CH=CH-CH3), 140.91 (-CO,-CH,-
*312.2,

(CHs)2), 50.
Ph), 143.11 (-CH=CH-CHs), 165.57 (-CO-NH-), 173.06 (-CO,-CH,-Ph)
[M+Na] [2M+H]*

LOOP-ESI-MS: ber. f. C17H23NO3, 289.2; gef.: [M+H] 290.1

578.8, [2M+Na]* 601.1
LC-MS: R; = 19.5 min, Reinheit ("H-NMR):83 %

[a]p® = -3.2 ° (0.69, CHCI5).



12. Synthetisierte Verbindungen 185

IR (neat): v = 3255 (m, -CONH-); 3062 (m, -C=CH-); 2924, 2852 (s, -CHs, -CH-); 1703
(s, -C=0); 1660 (s, -CONH-); 1446 (m, -CHa, -CH,-); 1230 (s, -O-C=0); 692 (s, -CH=CH-,

aromat. -C-H) cm™.

Darstellung von (S)-2-[(E)-(3-Phenyl-acryloyl)amino]-phenylalanin benzylester
(TP32)

\
]

! @AQ

Ansatz: 1.12 g (7.54 mmol) Zimtsaure, 1.01 g (3.44 mmol) HCI*H,N-Phe-OBn, 746 mg
(3.62 mmol), DCC, 691 mg (6.83 mmol) Triethylamin, 10 ml Ethylacetat.

Methode: D2

Reaktionsdauer: 5 Stunden

Ausbeute: 665 g (1.73 mmol; 50%), farbloser Feststoff (Smp.: 146 °C).

Die Aufreinigung erfolgte durch praparative HPLC. (Methode siehe LC-MS).

"H-NMR (400.13 MHz, CDCls, 300 K): & = 3.19-3.21 (m, 2 H, -CH-CH.-), 4.70 (d, 1 H,
J = 5.6 Hz, -CH-CH,-), 5.05-5.08 (m, 1H, -CO»-CH»-Ph), 5.13-5.21 (m, 1 H, -CO»-CH,-
Ph), 6.02 (br. s, 1H, -NH-), 6.37 (d, 1H, J=15.6 Hz, Ph-CH=CH-), 6.75 (d, 1H,
J = 15.4 Hz, Ph-CH=CH-), 6.99-7.02 (m, 3 H, -Ph), 7.20-7.22 (m, 3 H, -Ph), 7.30-7.38 (m,
4 H, -Ph), 7.48-7.51 (m, 3 H, -Ph), 7.60-7.70 (m, 2 H, -Ph).

BC-NMR (100.62 MHz, CDCls, 300 K): & = 37.86 (-CH-CH,-Ph), 53.31 (-CH-CH,-Ph),
67.40 (-CO,-CH,-Ph), 127.10, 127.91, 128.57, 128.60, 128.65, 128.83, 129.41, 129.89,
134.59, 135.38 (-Ph), 135.62 (Ph-CH=CH-CO-NH-), 141.94, 143.54 (-Ph), 144.96 (Ph-
CH=CH-CO-NH-), 160.86, 171.40 (-CO-).
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LOOP-ESI-MS: ber. f. CosH,sNO;, 385.2; gef.: [M+H]* 386.4, [M+Na]' 408.3, [2M+H]"
770.9, [2M+Na]* 793.2.
LC-MS: R, = 22.3 min, Reinheit ("H-NMR): 90 %.

[a]o® = 30.5 ° (0.19, CHClI5).

IR (neat): v = 3253 (m, -CONH-); 3058, 3027 (m, -C=CH-); 2927, 2852 (s, -CHs, -CH,-);
1732, 1705 (s, -C=0); 1646 (s, -CONH-); 1616 (m, -C=C-); 1450 (m, -CHs, -CH,-); 1228
(s, -O-C=0); 762, 694, 684 (s, -CH=CH-, aromat. -C-H) cm™.

Darstellung von (S)-2-[(E)-(3-Phenyl-acryloyl)amino]-valin benzylester (TP33)
®)
O

Ansatz: 1.34 g (9.02 mmol) Zimtsaure, 1.01 g (4.12 mmol) HCI*H,N-Val-OBn, 892 mg
(4.32 mmol) DCC, 828 mg (8.18 mmol) Triethylamin, 10 ml Ethylacetat.

\

Methode: D2

Reaktionsdauer: 5 Stunden

Ausbeute: 665 mg (1.73 mmol; 50%), farbloser Feststoff (Smp.: 150 °C).

Die Aufreinigung erfolgte durch praparative HPLC. (Methode siehe LC-MS).

"H-NMR (400.13 MHz, CDCls, 300 K): 5 = 0.91 (d, 3 H, J = 6.9 Hz, -CH-(CHs),), 0.96 (d,
3 H, J = 6.8 Hz, -CH-(CHs).), 2.19-2.28 (m, 1 H, -CH-(CHs),), 4.76-4.79 (m, 1 H, -CH-CH-
(CHa).), 5.15-5.23 (m, 2 H, -CO,-CH,-Ph), 6.08 (d, 1H, J=8.9 Hz, -NH-), 6.45 (d, 1 H,
J = 15.6 Hz, Ph-CH=CH-), 7.33-7.38 (m, 8 H, -Ph), 7.48-7.52 (m, 2 H, -Ph), 7.64 (d, 1 H,
J = 15.6 Hz, Ph-CH=CH-).
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3C-NMR (100.62 MHz, CDCls, 300 K): & = 17.74 (-CH-(CHs).), 18.94 (-CH-(CHs),), 31.67
(-CH-(CHa),), 57.19 (-CH-CH-(CHj),), 67.20 (-CO,-CH.-Ph), 120.05 (Ph-CH=CH-),
127.89, 128.41, 128.51, 128.63, 128.83, 127.83, 134.63 (-Ph), 141.98 (Ph-CH=CH-),
171.99 (Ph-CH=CH-CO-NH-), 178.58 (-CO,-CH,-Ph).

Die "H-NMR und "*C-spektroskopischen Daten entsprechen der Literatur.['™!

LOOP-ESI-MS: ber. f. C21H23NQO3, 337.2; gef.: [M+H]" 338.3, [2M+H]" 375.0, [2M+Na]
697.1.
LC-MS: R; = 21.6 min, Reinheit > 99 %.

[a]p?® = 21.2 ° (0.33, CHCI5).

IR (neat): v = 3253 (m, -CONH-); 3059 (m, -C=CH-); 2927, 2852 (s, -CHs, -CH,-); 1727,
1703 (s, -C=0); 1645 (s, -CONH-); 1622 (m, -C=C-); 1541 (s, -CONH-); 1450, 1379 (m
-CHas, -CH,-); 1217 (s, -O-C=0); 761, 694 (s, -CH=CH-, aromat. -C-H) cm™.

Darstellung von (S)-2-((E)-3-Ethoxycarbonyl-acryloylamino)-valin benzylester (TP29)

J\/\H/\)I\/\O

PN

Methode: D2

Ansatz: 1.30 g (9.03 mmol) Fumarsauremonoethylester, 1.00 g (4.10 mmol) HCI*H,N-Val-
OBn, 903 mg (4.38 mmol) DCC, 828 mg (8.18 mmol) Triethylamin, 10 ml Ethylacetat.

Reaktionsdauer: 5 Stunden

Ausbeute: 460 mg (1.38 mmol; 37%), gelbes Ol.
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"H-NMR (400.13 MHz, CDCls, 300 K): 5 = 0.88 (d, 3 H, J = 6.8 Hz, -CH-(CHs),), 0.92 (d,
3 H, J=7.1Hz, -CH-(CHs),), 1.29-1.32 (t, 3 H, J = 7.1 Hz, -CH,-CHs), 2.19-2.25 (m, 1 H,
-CH-(CH3),), 4.22-4.27 (g, 2 H, J = 7.2 Hz, -CH»-CHs), 4.69-4.72 (m, 1 H, -CH-CH-(CHs)»),
5.12-5.22 (m, 2 H, -CO,-CH,-Ph), 6.28 (d, 1H, J=8.6 Hz, -NH-), 6.79-6.83 (m, 2 H,
J = 15.5 Hz, -CH=CH-CO-NH-), 6.93-6.97 (m, 2 H, J = 15.4 Hz, -CH=CH-CO-NH-), 7.32-
7.38 (m, 5 H, -Ph).

BC-NMR (100.62 MHz, CDCls, 300 K): & = 14.06 (-CH,-CHs), 17.63 (-CH-CH-(CHs)y),
18.86 (-CH-CH-(CHs),), 31.45 (-CH-CH-(CHa)), 57.32 (-CH-CH-(CH,)z), 61.17 (-CHo-
CHs), 67.21 (-CO,-CH,-Ph), 128.32, 128.46, 128.55 (-Ph), 130.89 (-CH=CH-CO-NH-),
135.08 (-CH=CH-CO-NH-), 135.86 (-Ph), 163.52, 165.49, 171.53 (-CO-).

LOOP-ESI-MS: ber. f. C1sH2sNOs, 333.2; gef.: [M+H]" 334.3, [M+Na]* 356.3, [2M+Na]*
689.3.

LC-MS: R; = 19.7 min, Reinheit 94 %.

[a]p®® = 5.4 ° (0.74, CHCI3).

IR (neat): ¥ = 3311 (m, -CONH-); 3035 (m, -C=CH-): 2964, 2935 (s, -CHs, -CH,-); 1724,
1668 (s, -C=0); 1531 (s, -CONH-); 1450, 1379 (m, -CHs, -CH,-): 1259 (s, -O-C=0); 696
(s, -CH=CH-, aromat. -C-H) cm™.

Darstellung von (S)-2-((E)-3-Ethoxycarbonyl-acryloylamino)-alanin benzylester
(TP30)

Methode: D2

Ansatz: 1.47 g (10.2 mmol) Fumarsauremonoethylester, 1.00 g (4.64 mmol) HCI*H,N-Ala-
OBn, 1.00 g (4.86 mmol) DCC, 936 mg (9.25 mmol) Triethylamin, 10 ml Ethylacetat.
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Reaktionsdauer: 5 Stunden

Ausbeute: 1.26 g (4.13 mmol; 85%), gelbes Ol.

"H-NMR (400.13 MHz, CDCls, 300 K): & = 1.28-1.32 (t, 3H, J = 7.1 Hz, -CH,-CH;), 1.46
(d, 3H, J=7.1 Hz, -CH-CHy), 4.21-4.26 (q, 2 H, J = 7.2 Hz, -CH,-CHs3), 4.68-4.75 (m, 1 H,
-CH-CHs), 5.16-5.22 (m, 2 H, -CO,-CH,-Ph), 6.46 (d, 1 H, J = 7.1 Hz, -NH-), 6.81 (d, 1 H,
J = 15.4 Hz, -CH=CH-CO-NH-), 6.92 (d, 1 H, J = 15.4 Hz, -CH=CH-CO-NH-), 7.29-7.38
(m, 5 H, -Ph).

BC-NMR (100.62 MHz, CDCls, 300 K): & = 14.01 (-CH»-CHj), 18.12 (-CH-CH3), 48.38
(-CH-CHs), 61.13 (-CH,-CH3), 67.24 (-CO,-CH,-Ph), 128.05, 128.40, 128.55 (-Ph), 130.77
(-CH=CH-CO-NH-), 135.10 (-Ph), 135.75 (-CH=CH-CO-NH-), 163.08, 165.44, 172.43
(-CO-).

LOOP-ESI-MS: ber. f. Ci¢H1sNOs, 305.1; gef.: [M+H]" 306.2, [M+Na]' 328.3, [2M+H]"
610.6, [2M+Na]" 633.1.

LC-MS: R; = 16.8 min, Reinheit 96 %.

[a]p?® = 2.3 ° (1.24, CHCI5).

IR (neat): v = 3311 (m, -CONH-): 3066 (m, -C=CH-); 2983, 2937 (s, -CHs, -CHy-): 1722,
1672 (s, -C=0); 1535 (s, -CONH-); 1454, 1367 (m, -CHs, -CH,-); 1159 (s, -O-C=0); 696
(s, -CH=CH-, aromat. -C-H) cm™.
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Darstellung von (S)-2-((E)-3-Ethoxycarbonyl-acryloylamino)-leucin benzylester

(TP31)
O O
H
AO)VW“%"A@
O

D

Methode: D2

Ansatz: 809 mg (5.61 mmol) Fumarsduremonoethylester, 1.00 g (2.54 mmol) Tos*H,N-
Leu-OBn, 559 mg (2.71 mmol) DCC, 511 mg (5.05 mmol) Triethylamin, 10 ml Ethylacetat.

Reaktionsdauer: 5 Stunden
Ausbeute: 812 mg (2.34 mmol; 92%), gelbes Ol.

'H-NMR (400.13 MHz, CDCls, 300 K): & = 0.90-0.93 (m, 6 H, -CH(CHs),), 1.28-1.32 (t,
3H, J=7.1Hz, -CH,-CHs), 1.56-1.73 (m, 3 H, -CH,-CH-, -CH,-CH-), 4.21-4.26 (q, 2 H,
J=7.2Hz, -CH,-CH;), 4.74-4.80 (m, 1 H, -CH-CH,-CH(CHs),), 5.17 (s, 2 H, -CO»-CH,-
Ph), 6.28 (d, 1 H, J = 8.1 Hz, -NH-), 6.81 (d, 1 H, J = 15.4 Hz, -CH=CH-CO-NH-), 6.93 (d,
1H, J = 15.4 Hz, -CH=CH-CO-NH-), 7.31-7.39 (m, 5 H, -Ph).

BC-NMR (100.62 MHz, CDCls, 300 K): & = 14.05 (-CH,-CH3), 21.85 (-CH,-CH-(CH),),
22.68 (-CH,-CH-(CHs),), 24.82 (-CH,-CH-(CHs),), 41.43 (-CH»-CH-(CHa),), 51.11 (-CH-
CH,-CH-(CHs),), 61.17 (-CH,-CHj), 67.20 (-CO,-CH,-Ph), 128.16, 128.39, 128.55 (-Ph),
130.83 (-CH=CH-CO-NH-), 135.14 (-Ph), 135.82 (-CH=CH-CO-NH-), 163.34, 165.53,
172.53 (-CO-).

LOOP-ESI-MS: ber. f. C1gH2sNOs, 347.2; gef.: [M+H]" 348.2, [M+Na]" 370.3, [2M+Na]"
717.2.

LC-MS: R; = 21.9 min, Reinheit ("H-NMR): 89 %.

[a]o® = -1.7° (0.46, CHCI;).
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IR (neat): ¥ = 3300 (m, -CONH-); 3066 (m, -C=CH-): 2956, 2871 (s, -CHs, -CHa-); 1724,
1668 (s, -C=0); 1537 (s, -CONH-); 1454, 1367 (m, -CHs, -CH,-): 1159 (s, -O-C=0); 696
(s, -CH=CH-, aromat. -C-H) cm™.

Darstellung von (S)-2-[(E)-(3-Phenyl-acryloyl)amino]-alanin benzylester (TP34)

Methode: D2

Ansatz: 1.52g (10.2 mmol) Zimtsaure, 1.00g (4.64 mmol) HCI*H,N-Ala-OBn, 1.01g
(4.81 mmol) DCC, 936 mg (9.25 mmol) Triethylamin, 10 ml Ethylacetat.

Reaktionsdauer: 5 Stunden
Ausbeute: 180 mg (581 umol; 13%), farbloser Feststoff (Smp.: 104 °C).

"H-NMR (400.13 MHz, CDCls, 300 K): 8 = 1.48 (d, 3H, J=7.1 Hz, - CHy), 4.75-4.82 (m,
1 H, -CH-CHj), 5.17-5.24 (m, 2 H, -CO,-CH,-Ph), 6.19 (d, 1 H, J = 7.3 Hz, -NH-), 6.42 (d,
1H, J = 15.7 Hz, Ph-CH=CH-), 7.33-7.39 (m, 8 H, -Ph), 7.48-7.50 (m, 2 H, -Ph), 7.63 (d,
1H, J = 15.7 Hz, Ph-CH=CH-).

BC-NMR (100.62 MHz, CDCl;, 300 K): & = 18.62 (-CH-CHs), 48.31 (-CH-CH;), 67.23
(-CO,-CH,-Ph), 120.07 (-Ph-CH=CH-CO-NH-), 127.83, 128.12, 128.45, 128.62, 128.79,
129.77, 134.66, 135.27 (-Ph), 141.64 (-Ph-CH=CH-CO-NH-), 165.24, 173.02 (-CO-).

LOOP-ESI-MS: ber. f. C1gH1gNO3, 309.1; gef.: [M+H]" 310.1, [M+Na]" 332.2, [2M+Na]"
641.2.

LC-MS: R; = 19.7 min, Reinheit 90 %.

[a]p?® = 19.2 ° (0.12, CHCI5).
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IR (neat): v = 3309 (m, -CONH-); 3062 (m, -C=CH-); 2927, 2852 (s, -CHs, -CH,-); 1743,
(s, -C=0); 1655 (v, -C=C-), 1523 (s, -CONH-); 1452 (m, -CHs, -CH.-); 1188, 1151 (s, -O-
C=0); 970 (s, -CH=CH-), 694 (s, -CH=CH-, aromat. -C-H) cm".

Darstellung von (E)-4-[N'-((S)-2-tert-Butoxycarbonylamino-3-phenylalanyl)-hydra-

zino]-4-oxo-but-2-ensaureethylester (TP40)

O O
)1\/\"/“ N_ o
/\O SN \’<
H
| T

Methode: D4

Ansatz: 139 mg (964 pmol) Monoethylfumarat, 270 mg (964 umol) BOC-L-Phe-NH-NH,
(TP66), 338 mg (1.06 mmol) PPA (50 wt% in DMF), 4.00 ml DMF.

Reaktionsdauer: 24 Stunden

Saulenchromatographie: Cyclohexan : Ethylacetat = 1: 1 (R¢= 0.41).

Ausbeute: 51 mg (126 pmol, 13 %), farbloser Feststoff (Smp.: 162 °C).

'H-NMR (400.13 MHz, CDCls, 300 K): 8=1.30 (t, 3H, J=7.0 Hz, -CH,-CHs), 1.36 (s,
9 H,-C(CHg)3), 3.01-3.18 (m, 2 H, ,-CH,-Ph), 4.23-4.28 (q, 2 H, J=7.1 Hz, -CH,-CH3),
4.65 (m, 1 H, -CH-CH,-Ph), 5.24 (br. s, 1 H, -CO-NH-C(CHs)3), 6.92 (d, 1 H, J = 15.4 Hz,
-CH=CH-CO-NH-), 7.08-7.30 (m, 6 H, -Ph, -CH=CH-CO-NH-), 9.71, 9.87 (br. s, 2 H, -NH-

NH-).

BC-NMR (100.62 MHz, CDCls, 300 K): &= 14.13 (-CH,-CHy), 28.25 (-C(CHs)s), 29.69
(-CH.-Ph), 61.33 (-CH-CH,-Ph), 68.91 (-CH»-CHs), 77.71 (-C(CHa)s), 127.31, 128.66,
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129.28 (-Ph), 131.81, 132.58 (-CH=CH-), 140.58, 152.39, 157.46, 161.90, (-Ph), 164.05,
167.37, 171.05 (-CO-).

LOOP-ESI-MS: ber. f. CxH27N306, 405.2; gef.: [M+H]" 406.0.

LC-MS: R; = 16.1 min, Reinheit ("H-NMR): 70 %.

[a]o® = -13.5 ° (0.17, CHCl5).

IR (neat): v = 3349, 3309, 3243 (m, -CONH-); 2925, 2852 (m, -C=CH-); 2983, 2937 (s,
-CHs, -CH,-); 1714, 1691, 1678 (s, -C=0); 1604, 1577 (s, -N-N-); 1463 (m, -CHs, -CHy-);
1163 (s, -O-C=0) cm™.

Darstellung von (E)-4-Nitrobenzyl 3-(4-nitrophenyl)acrylat (TP39)

ON NG,
FZ O\/©/

o

Methode:

Es wurden 1.0 eq. 4-Nitrozimtsaure und 1.7 eq. 4-Nitrobenzylbromid in Ethanol geldst und
mit Kaliumhydroxid-Lésung (3 M) versetzt. Das Reaktionsvolumen wurde durch erhitzen
halbiert, der ausgefallene Feststoff abfiltriert, in kaltem Ethanol gewaschen und aus

Methanol umkristallisiert.

Ansatz: 1.89 mg (8.62 mmol) 4-Nitrobenzylbromid, 1.00 mg (5.18 mmol) 4-Nitrozimtsaure,
0.62 g (11.3 mmol in 3.80 ml Wasser) KOH, 180 ml Ethanol, 60 ml Methanol.

Reaktionsdauer: 2 Stunden

Ausbeute: 700 mg (2.13 mmol, 41 %), farbloser Feststoff (Smp.: 183 °C).
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'H-NMR (400.13 MHz, CDCls, 300K): =541 (s, 2H, -CO,»CH.-), 6.62 (d, 1H,
J=16.2 Hz, -CH=CH-CO,), 7.57 (d, 2 H, J=8.8 Hz, -CH»-Phots-NO,), 7.68 (d, 2 H,
J = 8.9 Hz, -CH=CH-Ph,ino-NO>), 7.77 (d, 1 H, J = 15.9 Hz, -CH=CH-CO,-), 8.24-8.26 (dd,
4 H, J = 8.9Hz, 8.8 Hz, -CHy-Phimeta-NO2, -CH=CH-Phneta-NO5).

BC-NMR (100.62 MHz, CDCls, 300 K): & = 65.24 (-CO,-CH,-)., 121.39 (-CH=CH-CO,-),
123.89, 124.23 -CHy-Phyneta-NO», ~-CH=CH-Phneta-NO5), 128.52, 128.77 (-CHz-Phorino-NO»,
-CH=CH-Phg1no-NO,), 140.10 (-CH=CH-Phq-NO,), 142.85, 142.98 (-CH=CH-Ph,q.-
NO,, -CHz-Phpara-NO), 148.74 (-CHz-Phquar-NO3), 165.47 (-CO,-CHy-).

LOOP-ESI-MS: ber. f. C4H12N2Og, 328.1; LC-MS liefert kein Ergebnis bei verschiedenen

Lésungsmitteln.

LC-MS: R, = 21.6 min, Reinheit ('"H-NMR): > 99 %.

UV-Vis (CH,Cl,): A = 300 (max), 222 nm.

[a]p?® =-101.6 ° (0.31, CHClI5).

IR (neat): v = 2160 (m, -HC=CH-); 1699 (s, -C=0); 1608 (s, -C=CH-C=0); 1533 (s, -C-
N=0); 1346 (s, -C-NO,); 1176 (s, -O-C=0); 848 (w, aromat. -C-H) cm™.

Darstellung von  (Z)-Methyl-3-amino-carbamoylacrylat(S)-phenylalanoylbutoxy-
carbonylhydrazid (TP41):

@) NH, @)
N = ~
O H \"/O\’<
H (@) (@)

Methode: D6



12. Synthetisierte Verbindungen 195

Ansatz: 200.0 mg (1.32 mmol) (2)-3-(Methoxycarbonyl)-2-aminoacrylsaure-Lithiumsalz
(TP55), 388 mg (1.39 mmol) H,N-NH-Phe-NH-BOC (TP66), 0.31 ml (1.43 mmol) DPPA,
0.37 ml (2.65 mmol) Triethylamin, 4.00 ml DMF.

Reaktionsdauer: 26 Tage
Ausbeute: 370 mg (0.91 mmol, 69 %), gelblicher Feststoff (Smp.: 135 °C).

"H-NMR (400.13 MHz, CDCls, 300 K): & = 1.35 (s, 9 H, -C(CHa)3), 2.95-3.01 (m, 1 H, -CH-
CH-Ph), 3.12-3.17 (m, 1 H, -CH-CH,-Ph), 3.68 (s, 3 H, -CO,-CHs), 4.61 (m, 1 H, -CH-
CH,-Ph), 5.16 (s, 1 H, -C=CH-CO,-CH3), 5.31 (br. d., 1 H, J = 6.3 Hz, -NH-CO,-C(CH)s),
6.70 (br. s., 2 H, -NH,), 7.16-7.24 (m, 5 H, -CH-CH,-Ph), 9.33 (br. s, 2 H, -NH-NH-).

BC-NMR (100.62 MHz, CDCls, 300 K): & = 28.22 (-C(CH3)s), 38.15 (-CH,-Ph), 50.90
(-CO,-CH3), 55.54 (-NH-CO-CH-), 80.79 (-C(CH3)s), 84.78 (-CH=C(NH,)-CO-NH-), 127.04
(-Ph), 128.64 (-Ph), 129.28 (-Ph), 136.02 (-Ph), 146.41(-CH=C(NH,)-CO-NH-),
148.31(-NH-CO,-C(CHs);), 168.97 (-CH=C(NH,)-CO-NH-), 169.90 (-NH-NH-CO-CH-),
170.90 (-CO,-CHa).

LOOP-ESI-MS: ber. f. C1gH2sN4Os, 406.2; gef.: [M+Na]* 429.3, [2 x M + Na]* 835.5.

LC-MS: R, = 19.9 min, Reinheit ('"H-NMR): 90%.

[a]o® = -20.0 ° (0.25, CHCl5).

IR (neat): v = 3450, 3307, 3239 (m, -CONH-); 3085, 3025 (m, -C=CH-); 2958, 2870 (s,
-CHs, -CH,-); 1728 (s, -C=0); 1685 (s, -CONH-); 1597 (s, -N-N-); 1444 (m, -CHs, -CHy-);
1169 (s, -O-C=0); 702 (s, -CH=CH-, aromat. -C-H) cm™.
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Darstellung von (2)-Methyl-3-amino-carbamoylacrylat(S)-valinoylbutoxycarbonyl-
hydrazid (TP42):

O NH, O
N N_ o
\O = SN \"/ \’<
H
H O o

Methode: D6

Ansatz: 200.0 mg (1.32 mmol) (2)-3-(Methoxycarbonyl)-2-aminoacrylsaure-Lithiumsalz
(TP55), 322 mg (1.39 mmol) H,N-NH-Val-NH-BOC (TP67), 0.31 ml (1.43 mmol) DPPA,
0.37 ml (2.65 mmol) Triethylamin, 4.00 ml DMF.

Reaktionsdauer: 26 Tage
Ausbeute: 365 mg (1.02 mmol, 77 %), gelblicher Feststoff (Smp.: 142 °C).

"H-NMR (400.13 MHz, CDCls, 300 K): & = 0.95-0.99 (m, 6 H, -CH(CHz).), 1.41 (s, 9 H,
-C(CHa)s), 2.06-2.08 (m, 1 H, -CH(CHs),), 3.67 (s, 3 H, -CO»-CHy), 4.13-4.15 (m, 1 H, -CH-
CH(CH3),), 5.19 (s, 1H, -C=CH-CO,-CHs), 5.43 (br. d., 1H, J=7.8 Hz, -NH-CO,-
C(CHa)s), 6.74 (br. s., 2 H, -NH,), 9.48 (br. s, 2 H, -NH-NH-).

BC-NMR (100.62 MHz, CDCls, 300 K): & = 19.09 (-CH-(CHs),), 28.29 (-C(CHs)s), 29.67
(-CH-(CHs),), 50.86 (-CO,-CHs), 58.72 (-NH-CO-CH-), 80.41 (-C(CHas);), 92.75
(-CH=C(NH,)-CO-NH-), 148.44 (-CH=C(NH,)-CO-NH-), 156.15 (-NH-CO,-C(CHs)s),
161.06 (-CO-NH-NH-CO-CH-), 169.51 (-CO-NH-NH-CO-CH-), 169.95 (-CO,-CHs).

LOOP-ESI-MS: ber. f. C1sH2sN4Os, 358.2; gef.: [M+Na]" 381.3, [2M + NaJ* 739.4.

LC-MS: R, = 19.9 min, Reinheit ('"H-NMR): 95%.

[a]p® = -24.0 ° (0.35, CHCI5).

IR (neat): v = 3332, 3180 (m, -CONH-); 2970 (s, -CHj, -CH,-); 1666 (s, -C=0); 1599 (s,
-N-N-): 1504 (w, -NH-); 1163 (s, -O-C=0) cm"".
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12.8 Sonstige Vorstufen

2-Chloroethyl 4-nitrophenylcarbamat (TP77)

ﬁg
/\/O NH
a

T

Methode: Zu einer Lésung von 7.24 mmol 4-Nitroanilin in 20 ml Toluol wurde tropfenweise

eine  Mischung aus 3.62 mmol B-Chloroethyl-chloroformiat und 0.63 ml Toluol
hinzugegeben. Der Ansatz wurde flr 2 Tage gerthrt, AnschlieRend wurde das 4-
Nitroanilinhydrochlorid abfiltriert, die Toluolphase mit verdinnter Salzsaure (1 x 30 ml) und
Wasser (4 x 30 ml)gewaschen. Die vereinigten wassrigen Phasen wurden mit Toluol (3 x
20 ml) reextrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurde Uber Natriumsulfat

getrockent und das Losungsmittel i.Vak. entfernt.

Ansatz: 1.00g (7.24 mmol) 4-Nitroanilin, 0.37 ml (0.52 g, 3.62 mmol) B-Chloroethyl-

chloroformiat.

Reaktionsdauer: 2 Tage.

Ausbeute: 700 mg (2.86 mmol, 40 %) gelbe Kristalle (Smp.: 114 °C).

'H-NMR (400.13 MHz, CDCl;, 300 K): & = 3.74-3.76 (t, 2 H, J = 4.3 Hz, CH,-CH,-Cl),
4.45-4.48 (t, 2 H, J = 5.3 Hz, CH»-CH,-Cl), 6.99 (s, 1 H, N-H), 7.55 (d, 2 H, J = 7.1 Hz, Ar-
H), 8.21 (d, 2 H, J = 7.1 Hz, Ar-H).

Die erhaltenen Daten entsprechen der Literatur.!'> 178!
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2-(4-Nitrobenzyl)-isoindolin-1,3-dion (TP78)

NO,

Methode (Gabrielsynthese): Es wurden 28.0 mmol Phthalimid in 50 ml DMF geldst und mit
28.0 mmol Kaliumcarbonat versetzt. Nach 5 Stunden RuUhren wurden 23.3 mmol 4-
Nitrobenzylchlorid hinzu gegeben und der Ansatz flir weitere 20 Stunden bei
Raumtemperatur gerthrt. Die Reaktionsmischung wurde in 150 ml Wasser gegeben, der

Feststoff abgefrittet, mit Wasser gewaschen und im Exikkator tiber Blaugel getrocknet.

Ansatz: 4.10 g (28.0 mmol) Phthalimid, 50 ml DMF, 3.90 g (28.0 mmol) Kaliumcarbonat,
4.00 g (23.3 mmol) 4-Nitrobenzylchlorid.

Reaktionsdauer: 25 Stunden.
Ausbeute: 6.58 g (23.3 mmol; quantitativ), brauner Feststoff; Smp.: 169 °C (Lit. 171 °C).

Die erhaltenen Daten entsprechen der Literatur.!'”"!
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4-Nitrobenzylamin (TP79)

8

NH,

Methode (Gabrielsynthese): Es wurden 17.7 mmol des Imides und 80.0 mmol Hydrazin
Hydrat in 250 ml Ethanol Uber einen Zeitraum von acht Stunden refluxiert. Anschlielend
wurde das Ethanol i. Vak. entfernt, der Ansatz mit 300 ml Wasser versetzt und mit 40 ml
Eisessig angesaduert. Der entstandene Niederschlag (Phthalazin-1,4-dion) wurde
abfiltriert, das Filtrat etwas i. Vak. eingeengt und mit 125 ml Natriumhydroxid-Lésung (ca.
2.50 M) versetzt. Das Gemisch wurde in Diethylether ausgeschiittelt, die organischen
Phasen vereinigt, Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Ld&sungsmittel i. Vak.

entfernt.

Ansatz: 5.00 g (17.7 mmol) Imid (TP78), 4.00 g (3.90 ml, 80.0 mmol) Hydrazin Hydrat,
250 ml Ethanol, 300 ml Wasser, 40 ml Eisessig, 125 ml Natriumhydroxid-Lésung (ca.
2.50 M).

Reaktionsdauer: 8 Stunden.

Ausbeute: 1.68g (11.0 mmol; 62 %) dunkelbrauner Feststoff bzw. FlUssigkeit

(Schmelzpunkt ca. 20 °C bzw. Raumtemperatur).

Die erhaltenen Daten entsprechen der Literatur.!"’”!
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Diphenyl-N-p-tosylsulfilimid (TP80)

\Q\//O
S

Methode: Es wurden unter Rihren zu einer Losung von 20.0 g (107 mmol) Diphenylsulfid
in 320 ml Methanol 30.1 g (107 mmol) Chloramin-T-Trihydrat gegeben. Nach zwei
Minuten unter Rihren wurde langsam eine Lésung von 11 ml Essigsaure in 50 ml
Methanol zugetropft. Danach wurde das Reaktionsgemisch fir vier Stunden auf 50 °C
erhitzt und nach dem Abkuhlen der ausgefallene Feststoff abfiltriert. AnschlieRend wurde
mit Natronlauge (1 M) der pH des Filtrats auf 10 eingestellt, der ausgefallene Feststoff
abfiltriert und mit Wasser gewaschen (3 x 20 ml). Das erhaltene Rohprodukt wurde in
Methanol/Wasser (9:1) umkristallisiert und Uber Orangegel im Exikkator (Vakuum)

getrocknet.

Ansatz: 20.0g (107 mmol) Diphenylsulfid, 30.1 g (107 mmol) Chloramin-T-Trihydrat,

370 ml Methanol, 11 ml Essigsaure.

Ausbeute: 34.2 g (96.3 mmol, 90 %) farblose Kristalle (Smp.: 109-111 °C).

Die erhaltenen Daten entsprechen der Literatur.!'”®!

S,S-Diphenylsulfimin (DPSI) (TP81)

Methode: Es wurden in einem 100 ml Rundkolben 2.50 g (7.03 mmol) Diphenyl-N-p-
tosylsulfilimid (TP80) in 4.0 ml (7.36 g, 75.0 mmol) 98 %iger Schwefelsaure geldst. Sobald
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sich der Feststoff gelost hatte, wurde der Ansatz im Eisbad gekihlt, eine Hand voll Eis
hinzu gegeben, mit ca. 30 ml wassriger Natriumhydroxid (5.0 mol /L) Lésung alkalisch
(pH = 11) gemacht und mit Dichlormethan in einem 250 ml Scheidetrichter ausgeschiuittelt
(3 x 25 ml). Die organische Phase wurde in einen 100 ml Rundkolben Uberfuhrt, das
Losungsmittel der i. Vak. entfernt, der Rickstand erneut in 18.0 ml 3 %iger Schwefelsaure
geldst und wieder mit ca. 10 ml Natriumhydroxid Losung alkalisch gemacht (siehe oben,
pH = 11, Eisbad). Der ausgefallene weilRe Niederschlag wurde abfiltriert und im Exikkator

(Vakuum) Gber Orangegel mehrere Tage getrocknet.

Ausbeute: 1.29 g (6.41 mmol; 91 %) eines farblosen Feststoffes (Smp: 60-72 °C).

"H-NMR (400.13 MHz, CDCls, 300 K): & = 2.34 (s, 1 H, =NH), 7.13-7.96 (m, 10 H, -Ph).

Die erhaltenen Daten entsprechen der Literatur.!'!

Fumarsaurediamid (TP82)

O

o

Methode: Es wurde 1.00 g (6.00 mmol) Fumarsaurediethylester in einem Rundkolben
vorgelegt und 1.10 ml (1.00 g) 25 %ige Ammoniaklésung sowie 3.80 ml Ethanol hinzu
gegeben. Der Ansatz wurde fir 24 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt, anschlielend

der ausgefallene Feststoff abfiltriert und mit Ethanol (10 ml) gewaschen.

Ansatz: 1.00 g (6.00 mmol) Fumarsaurediethylester, 1.00 g 25 %ige Ammoniaklésung,
3.80 ml Ethanol.

Reaktionsdauer: 24 Stunden

Ausbeute: 343 mg (3.00 mmol, 51 %) eines farblosen Feststoffs (Smp: 266 °C,

Zersetzung).

Die erhaltenen Daten entsprechen der Literatur.!'8 8"
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(2R,3S)- und (2S,3R)-Ethyl 2,3-dibromobutanoat (TP83)

)

Methode: H1
Ansatz: 5.00 g (44.2 mmol) Crotonsaureethylester, 2.48 ml (7.78 g, 48.7 mmol) Brom,

50 ml wassrige Natriumthiosulfatidsung, 20 ml Dichlormethan

Reaktionsdauer: drei Tage
Ausbeute: 11.6 g (42.3 mmol, 96 %) einer gelblichen Flussigkeit.

"H-NMR (400.13 MHz, CDCls, 300 K): & = 1.29-1.33 (t, 3 H, J = 7.1 Hz, -CO,-CH,-CHy),
1.88 (d, 3 H, J = 6.6 Hz, -CHBr-CHs), 4.24-4.29 (g, 2 H, J = 7.0 Hz, -CO,-CH,-CHy), 4.42

[182]

(d, 1 H, J = 10.9 Hz, -CHBr-CHBr-CHj), 4.31-4.33 (m, 1 H, -CHBr-CHBr-CHs).

Die erhaltenen Daten entsprechen der Literatur.

(2R,3S)- und (2S,3R)-Methyl 2,3-dibromobutanoat (TP84)

Br

A

Methode: H1
Ansatz: 5.29 ml (5.00 g, 49.9 mmol) Crotonsduremethylester, 2.80 ml (8.78 g, 54.9 mmol)

Brom, 50 ml wassrige Natriumthiosulfatldsung, 20 ml Dichlormethan

Reaktionsdauer: drei Tage
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Ausbeute: 12.1 g (46.7 mmol; 93 %) einer farblosen Flussigkeit.
'H-NMR (400.13 MHz, CDCls, 300 K): 5 = 1.88 (d, 3 H, J = 6.6 Hz, -CHBr-CHs), 3.67 (s,
3 H, -CO,-CHs), 4.52 (d, 1 H, J=10.9 Hz, -CHBr-CHBr-CO,-), 4.55-4.57 (m, 1 H, -CHBr-

CHBr-CO,-).

Die erhaltenen Daten entsprechen der Literatur.!'®!

(2R,3S)- und (2S,3R)-Ethyl 2,3-dibromo-3-phenylpropanoat (TP85)

Methode: H1

Ansatz: 5.00 g (28.2 mmol) Zimtsaureethylester, 1.58 ml (4.95 g, 31.0 mmol) Brom, 50 ml

wassrige Natriumthiosulfatiésung, 20 ml Dichlormethan
Reaktionsdauer: drei Tage
Ausbeute: 8.83 g (26.3 mmol, 93 %) gelblicher Feststoff.

"H-NMR (400.13 MHz, CDCls, 300 K): & = 1.21-1.25 (t, 3 H, J = 7.1 Hz, -CO,-CH,-CHy),
4.19-4.24 (g, 2 H, J = 7.1 Hz, -CO,-CH,-CHs), 4.68 (d, 1 H, J = 11.8 Hz, -CHBr-CHBr-Ph),
5.20 (d, 1 H, J = 11.9 Hz, -CHBr-CHBr-Ph), 7.17-7.27 (m, 5 H, -Ph).

Die erhaltenen Daten entsprechen der Literatur.'®*!



204 12. Synthetisierte Verbindungen

meso-Diethyl 2,3-dibromobernsteinsaure (TP86)

Methode: H1

Ansatz: 5.00 g (29.0 mmol) Fumarsaurediethylester, 1.63 ml (5.11 g, 32.0 mmol) Brom,

50 ml wassrige Natriumthiosulfatidsung, 20 ml Dichlormethan
Reaktionsdauer: drei Tage
Ausbeute: 8.66 g (26.1 mmol, 90 %) gelblicher Feststoff.

"H-NMR (400.13 MHz, CDCls, 300 K): & = 1.30-1.34 (t, 6 H, J=7.1 Hz, 2 x -CO,-CH,-
CHa), 4.27-4.32 (g, 2 H, J = 7.1 Hz, 2 x -CO,-CH,-CHs), 4.65 (s, 2 H, -CHBr-CHBr-).

Die erhaltenen Daten entsprechen der Literatur.!'®!

meso-Dimethyl 2,3-dibromobernsteinséaure (TP87)

Methode: H1

Ansatz: 5.00 g (34.7 mmol) Fumarsauredimethylester, 1.94 ml (6.10 g, 38.2 mmol) Brom,

50 ml wassrige Natriumthiosulfatiésung, 20 ml Dichlormethan

Reaktionsdauer: drei Tage

Ausbeute: 9.65 g (31.8 mmol, 92 %) farblose Kristalle (Smp.: 60-61 °C).
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'H-NMR (400.13 MHz, CDCls, 300 K): 5 = 3.84 (s, 3H, 2 x-CHs), 4.68 (s, 2 H, -CHBr-
CHBr-).

Die erhaltenen Daten entsprechen der Literatur.'®°!

(2R,3R)- und (2S,3S)-Dimethyl 2,3-dibromobernsteinsaure (TP88)

Methode: H1

Ansatz: 5.00 g (34.7 mmol) Maleinsauredimethylester, 1.94 ml (6.10 g, 38.2 mmol) Brom,

50 ml wassrige Natriumthiosulfatidsung, 20 ml Dichlormethan

Reaktionsdauer: drei Tage

Ausbeute: 9.14 g (30.1 mmol, 87 %) farblose Kristalle (Smp.: 40-43 °C).

"H-NMR (400.13 MHz, CDCls, 300 K): & = 3.78 (s, 3 H, 2 x -CHy), 4.67 (s, 2 H, -CHBr-

CHBr-).

Die erhaltenen Daten entsprechen der Literatur.'®"!
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(2R,3S)- und (2S,3R)-Ethyl 2,3-dibromo-3-(4-nitrophenyl)propanoat (TP89)

Methode: H1

Ansatz: 5.00 g (22.6 mmol) p-Nitrozimtsaureethylester, 1.27 ml (3.97 g, 24.9 mmol) Brom,

50 ml wassrige Natriumthiosulfatidsung, 20 ml Dichlormethan

Reaktionsdauer: drei Tage

Ausbeute: 7.57 g (19.9 mmol, 88 %) gelber Feststoff (Smp.: 114-115 °C).

'H-NMR (400.13 MHz, CDCl;, 300 K): & = 1.36-1.39 (t, 3 H, J = 7.0 Hz, -CO,-CH,-CH),
4.34-4.39 (q, 2H, J=7.1Hz, -CO,-CH,-CH3), 4.77 (d, 1 H, J=11.7 Hz, -CHBr-CHBr-
CO,-), 5.38 (d, 1H, J=11.6 Hz, -CHBr-CHBr-CO,-), 7.58 (d, 2 H, J=8.9 Hz, -Phgno),

8.25 (d, 2 H, J = 8.8 Hz, -Phuets)-

Die erhaltenen Daten entsprechen der Literatur.!'®!

(2R,3S)- und (2S,3R)-4-Nitrobenzyl 2,3-dibromo-3-(4-nitrophenyl)propanoat (TP90)

Methode: H1

Ansatz: 500 mg (1.52 mmol) p-Nitrozimtsaure-4-nitrobenzylester, 0.11 ml (343 mg,

2.15 mmol) Brom, 15 ml wassrige Natriumthiosulfatidsung, 20 ml Dichlormethan

Reaktionsdauer: sechs Tage
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Ausbeute: 500 mg (2.46 mmol, 97 %) farbloser Feststoff (Smp.: > 220 °C).

'H-NMR (400.13 MHz, CDCl3, 300 K): & = 4.87 (d, 1 H, J = 11.6 Hz, -CHBr-CHBr-CO,-),
5.39 (d, 1 H, J=5.8 Hz, -CHBr-CHBr-CO,-), 5.42 (s, 2 H, -CH»-Ph-NO,), 7.57-7.61 (m,
4 H, 2 X -Phorino-NO3), 8.25-8.27 (M, 4 H, 2 X -Phneta-NO2).

C-NMR (100.61 MHz, CDCl;, 300 K): 3 = 45.60 (-CHBr-CHBr-CO,-), 47.94 (-CHBr-

CHBr-CO,-), 66.77 (-CH,-Ph-NO,), 123.95 (-Phimew-NO,), 124.23 (-Phimew-NO,), 128.73
(-Phorine-NO,), 129.16 (-Phomne-NO5), 141.56, 144.02, 148.27 (quart. -Ph), 166.84 (-CO.-).

bis(4-Nitrobenzyl) malonat (TP91)

I,
ST,

Methode: G4

Ansatz: 10.0 g (96.2 mmol) Malonsaure, 35.0 g (160 mmol) 4-Nitrobenzylbromid, 11.5g
(210 mmol) Kaliumhydroxid, 200 ml Ethanol, 140 ml Wasser.

Reaktionsdauer: drei Stunden
Aufarbeitung: Umkristallisation aus 50.0 ml Methanol
Ausbeute: 9.00 g (24.0 mmol, 25 %) farbloser Feststoff (Smp.: 84-86 °C).

"H-NMR (400.13 MHz, CDCls, 300 K): & = 3.56 (s, 2 H, -CO,-CH»-CO,-), 5.27 (s, 4 H, 2 x -
CO,-CH»-Ph-NO,), 7.49-7.51 (M, 4 H, -Phomne-NO5), 8.19- 8.21 (M, 4 H, 2 X -Phmeta-NO»).

Die erhaltenen Daten entsprechen der Literatur.!"*!
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N-Benzylhydrazin (TP92)

NH,
HN™

Methode: Es wurde 3.00 Aq. Hydrazinhydrat in EtOH (100 ml) vorgelegt und die Lésung
bis zum Refluxieren erhitzt. Innerhalb von 2.5 Stunden wurde eine Lésung von 1.00 Aq.
Benzylchlorid in EtOH (100 ml) langsam zu der refluxierenden Ldsung zugetropft. Die
Reaktionslosung wurde 4.5 h refluxiert und weitere 2 Tage bei RT gerihrt. Das Ethanol
wurde am Rotationsverdampfer abgezogen. Der Ruckstand wurde mit Et;O (3 x 25 ml)
ausgeschuttelt und die vereinigten organischen Phasen Uber MgSO, getrocknet. Der

Diethylether wurde abgezogen.

Ansatz: 24.3 ml (500 mmol) Hydrazinhydrat, 11.5 ml (100 mmol) Benzylchlorid, 200 ml
Ethanol.

Reaktionsdauer: 3 Tage

Aufarbeitung: Destillation (Sdp.: 89 °C, 5.70 mbar).

Ausbeute: 6.62 g (54.2 mmol, 54%), klares leicht gelbliches Ol.

"H-NMR (400.13 MHz, CDCls, 300 K): & = 2.95 (br. s, 3 H, HoN-NH-), 3.93 (s, 2 H, -CH,-
Ph), 7.25-7.38 (m, 5 H, -CH,-Ph)

Die erhaltenen Daten entsprechen der Literatur.!'®"!
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N-Benzylhydrazidcarbonsdurebenzylester (TP93)

O
O

Methode: Es wurde 1.00 Aq.. Benzylhydrazin in CH,Cl, (4.0 ml) gelést, 0.95 Aq. 1 M

NaOH zugegeben und diese Losung auf 0 °C abgekuhlt. Innerhalb von 30 Minuten wurde

eine Lésung von 0.90 Ag. Benzylchloroformiat in CH,Cl, (5.0 ml) langsam zugetropft. Die
Reaktionsldsung wurde 21 Stunden lang gerthrt und dabei langsam auf RT erwarmt. Zum
Ausschitteln wurde CH,CI, (20 ml) zugegeben, die organische Phase wurde mit Wasser
(3 x40 ml) und ges. NaCl-Lésung (1 x 30 ml) ausgeschuttelt. Die organische Phase uber

Na,SO, getrocknet. Das Lésungsmittel wurde am Rotationsverdampfer abgezogen.

Ansatz: 192 mg (1.57 mmol) Benzylhydrazin, 1 M Natriumhydoxid (1.49 mmol), 200 pl

Benzylchloroformiat (1.41 mmol), 30.0 ml Dichlormethan.
Reaktionsdauer: 22 Stunden
Ausbeute: 266 mg (1.04 mmol, 74%), gelber kristalliner Feststoff (Smp.: 82 °C).

"H-NMR (400.13 MHz, CDCls, 300 K): & = 4.01 (s, 2 H, -NH,), 4.56 (s, 2H, -NCH,-Ph),
5.15 (s, 2 H, -CO,-CH,-Ph), 7.20-7.35 (m, 10 H, -Ph)

[a]p® = -46.4 ° (0.14, CHCI5).

IR (neat): v = 3297, 3062, 3033 (M, -CONH-); 2954 (s, -CHs, -CHy-): 1741, 1701, 1684
(s, -C=0): 1604, 1587 (s, -N-N-): 1435 (m, -CHs, -CH,-); 1268, 1215, 1128, 1053 (s, -O-
C=0); 729, 694 (s, aromat. -C-H) cm™.

Die erhaltenen Daten entsprechen der Literatur.!'®
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Hydrazidcarbonsaurebenzylester (TP94)

O

SRaN

Methode: Es wurde 5.00 Aq. Hydrazinhydrat in 10.0 ml Et,O vorgelegt und die Lésung auf

-5°C abgekihlt. Innerhalb von 1.5 Stunden wurde eine Ldsung von 1.00 Aqg.
Benzylchloroformiat in 70.0 ml Et,O langsam zugetropft. Die Reaktionsldsung wurde 24
Stunden bei RT geruhrt.

Die organische Phase wurde mit Wasser (3 x 25 ml) gewaschen und Uber MgSO,
getrocknet. Das Ldsungsmittel wurde am Rotationsverdampfer abgezogen und der
Kolben in den Kihlschrank tberfluhrt, wo ein wachsartiger, weiler Feststoff ausgefallen

ist.

Ansatz: 16.8 ml (346 mmol) Hydrazinhydrat, 10.0 ml (70.3 mmol) Benzylchloroformiat,
80 ml Diethylether.

Reaktionsdauer: 26 Stunden

Ausbeute: 9.70 g (58.4 mmol, 83 %), farbloser wachsartiger Feststoff.

"H-NMR (400.13 MHz, DMSO-ds, 300 K): 5 = 3.70 (br. s, 2 H, H,N-NH-), 5.06 (s, 2 H, -
CH,-Ph), 7.29-7.44 (m, 5H, -Ph), 8.64 (br. s, 1 H, H,N-NH-).

Die erhaltenen Daten entsprechen der Literatur.!'"!

12.9 Allgemeine Prozedur der Testreaktionen mit Schwefel, Stickstoff- und

Sauerstoffnucleophilen:

10 mg des nucleophilen Bausteins wurden in 3.0 ml Toluol-dg geldst und Uber einen

Zeitraum von acht Stunden mit einer &quimolaren Menge von entweder Benzylmercaptan,
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Benzylamin, oder Essigsaure refluxiert. NMR-Proben wurden nach zwei, vier und acht

Stunden Reaktionsdauer entnommen.
Ansétze mit Benzylmercaptan:

10 mg (35.7 ymol) Aziridin TP01, Benzylmercaptan (35.6 ymol, 4.42 mg, 4.18 pl).
10 mg (35.6 ymol) Epoxid TP02, Benzylmercaptan (35.6 ymol, 4.42 mg, 4.18 pl).
10 mg (37.7 ymol) Olefin TP03, Benzylmercaptan (37.7 ymol, 4.68 mg, 4.43 pl).

Ansatze mit Benzylamin:

10 mg (35.7 ymol) Aziridin TP01, Benzylamin (35.7 umol, 3.83 mg, 3.90 pl).
10 mg (35.6 ymol) Epoxid TP02, Benzylamin (35.6 umol, 3.81 mg. 3.88 pl).
10 mg (37.7 pmol) Olefin TP0O3, Benzylamin (37.7 uymol, 4.04 mg, 4.11 pl).

Bei den Versuchen von TP02 und TPO3 mit Benzylamin wurden zwei verschiedene
Versuchsreihen durchgefiihrt, einmal ohne und einmal mit Phosphatpuffer (0.50 ul in

D,0). Trotzdem fand keinerlei Reaktion statt.

¢): "TH-NMR (400.13 MHz, C;Ds, 300 K): 5 = 1.48 (s, 1 H, -NH-CH,-Ph), 1.90 (m, 1 H, -CH-
NH-CH-), 3.79 (m, 2H, -NH-CH»-Ph), 3.87 (s, 6H, -CO»CHs), 422 (s, 1H, -
CH(CO,CHj),), 4.88 (s, 1 H, -CH-Ph-NO,), 7.39-7.41 (m, 5 H, -NH-CH,-Ph), 7.92-7.95 (m,
2 H, J = 8.8 Hz, -CH-0-Ph-NO,). 8.25-8.27(m, 2 H, J = 8.8 Hz, -CH-m-Ph-NO,).

e): 'H-NMR (400.13 MHz, CDCls, 300 K): 5=3.15 (s, 3H, -CO,-CHs), 3.47 (d, 1H,
J=8.0Hz, -NH-), 3.57 (dd, 2 H, -N-CH,-Ph), 3.78 (s, 3 H, -CO,-CHs), 4.61 (d, 1H,
J = 8.0 Hz, -CH-NH-), 4.96 (s, 1 H, -CH-Ph-NO,), 6.80-7.02 (m, 5 H, -N-CH,-Ph), 7.67 (d,
2 H, J=8.5 Hz, -CH-0-Ph-NO,), 7.81 (d, 2 H, J = 8.5 Hz, -CH-0-Ph-NO,). 8.14 (d, 2 H,
J = 8.5 Hz, -CH-m-Ph-NO,), 8.22 (d, 2 H, J = 8.5 Hz, -CH-m-Ph-NO,).

e): BC-NMR (100 MHz, CDCls, 300 K) & = 53.03, 53.52, 54.27, 70.60, 76.09, 80.60,
123.29, 123.92, 127.62, 128.08 (2 peaks), 129.69, 129.71, 134.56, 145.52, 145.62,
147.66, 148.46, 169.16, 169.83.

Ansétze mit Essigsaure:

10 mg (35.7 ymol) Aziridin TPO1, Essigsaure (35.7 umol, 2.14 mg, 2.04 pl).
10 mg (35.6 ymol) Epoxid TP02, Essigsaure (35.6 umol, 2.14 mg. 2.04 ul).
10 mg (37.7 ymol) Olefin TPO3, Essigsaure (37.7 ymol, 2.26 mg, 2.16 pl).



212 12. Synthetisierte Verbindungen

LC-MS:

a): Ry=18.2 min, [M + H] = 281; ¢): R; = 18.2 min, [M +H] = 388; d): R; = 4.2 min, [M + H]
=561; e): Ry =22.5 min, [M + H] = 521.

(Saule: Phenomenex® Jupiter 4u Proteo 90 A, 150 x 4.60 mm, 4 micron, RP 18; UV-
Detektion bei 210 nm und 254 nm; Eluent: AcetonitrilWasser mit jeweils 0.1 %
Ameisensaure; Gradient: 10-60% Acetonitrii in 20 min; flow: 0.40 ml* min™;

Injektionsvolumen: 20 pl; gemessen aus der Reaktionsmischung nach 8 Stunden).
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