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1 EINLEITUNG

Allgemeiner Teil

1 Einleitung

1.1 Proteasen

Proteasen sind Enzyme, welche die Hydrolyse von Peptiden und
Proteinen katalysieren. In Anlehnung an die reaktiven Gruppen
im aktiven Zentrum werden sie in Cystein-, Serin-, Aspartat- und
Metallo-Proteasen unterteilt. Je nach Spaltstelle innerhalb eines
Substrats lassen sich die Proteasen in Endo- und Exo-Peptidasen
gruppieren. Die letzteren unterteilen sich iiberdies in Carboxy-
und Amino-Peptidasen. [1, 2| Ein anderes Klassifizierungssys-
tem liegt der Merops-Datenbank zu Grunde. [3| Die Merops-
Datenbank verwendet eine auf der Struktur der Proteasen basie-
rende Hierarchie, um diese zu klassifizieren. Dabei wird jede Pro-
tease aufgrund von Ahnlichkeiten in den Aminosiure-Sequenzen
einer Familie zugeordnet. Sich dhnelnde Familien werden wieder-
um zu Clans gruppiert, die mit Indices versehen und so geordnet

werden.
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Papain aus Carica papaya [4]

¥

Die Mehrzahl der Cystein-Proteasen gehort zur Cl-Familie
(Papain-Familie, benannt nach dem Prototyp Papain) des CA
Clans (Cystein-Protease Clan A). Diese Familie besteht aus ei-
ner Vielzahl von Proteasen, darunter Pflanzenproteasen (z.B. Pa-
pain), humane Proteasen (z.B. Cathepsin B, L), Proteasen von
Protozoen (z.B. Cruzain aus Trypanosoma cruzi, Falcipaine aus
Plasmodium falciparum, Rhodesain aus Tryposoma b. rhodensien-
se) und Leishmania-Cathepsine. [2, 5] Cystein-Proteasen sind im
menschlichen Organismus an einer Vielzahl von physiologischen
und pathologischen Prozessen beteiligt. |2, 6] Dies kann unspezi-
fischer Proteinabbau (physiologische Funktion von Cathepsin B)
sein, der z.B. bei Storung des Gleichgewichts zwischen Proteasen
und endogenen Inhibitoren auch zu chronischen Entziindungen
fiihren kann (pathologischer Zustand). So fand man bei entziind-
lichen Gelenkerkrankungen sowohl erhéhte Werte von Cathepsin
B als auch des endogenen Inhibitors Cystatin C. [7] Auch bei Pa-

rasiten, die tropische Erkrankungen wie z.B. Malaria, Leishma-
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niose oder die Afrikanische Schlafkrankheit hervorrufen, spielen
Cystein-Proteasen eine wichtige Rolle. Bei den Erregern der Mala-
ria sind sie beispielsweise nicht nur verantwortlich fiir die Invasion
in den Wirt, die Verbreitung in demselben und den Schutz vor des-
sen Immmunsystem, sondern auch fiir die Erndhrung des Erregers.
So hydrolysieren die Falcipaine den Proteinteil des menschlichen

Héamoglobins. [8-10]

Das aktive Zentrum von

(¢]
HN HN)X\Enzym Cystein-Proteasen  besteht aus
\MH
o Mo ezym - einer katalytischen Diade der
(¢]
S
o . .o . .
PN ;rﬂ\ Aminosduren Cys-His. Reaktion
Enzym H‘ Enzym
o

mit einem Substrat geschieht iiber

Katalytische Diade von Cystein- ©HEN nucleophilen  Angriff  des

Proteasen der Papain-Familie

Cystein-Thiolats am Carboxyl-
kohlenstoff der zu spaltenden Peptidbindung. Serin-Proteasen
zeigen einige Ahnlichkeiten zu Cystein-Proteasen, was sich z.B.
darin bemerktbar macht, dass viele Cystein-Protease-Inhibitoren
auch Serin-Proteasen hemmen. Das Nucleophil ist hier anstelle
eines Thiolats die Hydroxyfunktion des Serin-Restes im aktiven
Zentrum der Protease. Die Aminosduren His-Ser-Asp (Glu)

machen das aktive Zentrum der Serin-Protease aus.
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Beide  Enzym-Klassen
Enzym o O ] e} H
machen sich kovalente Ka- H'Nﬁjo E”Zym%HN ..... ZEN\Enzym
0 OH
talyse unter intermedidrer =0
Enzym
Acylenzymbildung zu Nut- e Os UL
QU Enzym
ze. Die Thiolgruppe des N "NH
. . O)\Enzym
Cysteins hat normalerweise

einen  pK,-Wert von 8, Aktives Zentrum von Serin-Proteasen
im aktiven Zentrum der

Protease sinkt dieser allerdings auf 3 bis 4 ab. [11] Anders als
im Zentrum von Cystein-Proteasen, in dem prakatalytisch ein
Ionenpaar vorliegt (Imidazolium-Kation/Thiolat-Anion), tritt
bei Serin-Proteasen kein solches [onenpaar auf, sondern es liegen
die neutralen Aminosaduren vor. Dadurch erklédrt sich die héhere
Nucleophilie von Cystein-Proteasen im Gegensatz zu Serin-
Proteasen. [2| Bei der Viruserkrankung SARS (Severe Acute
Respiratory Syndrome), die erstmals 2002 in der siidchinesischen
Provinz Guangdong beobachtet wurde, sind Cystein-Proteasen
ebenfalls involviert. Die sogenannte Hauptprotease (MP™ bzw.
3C-like protease 3CLP™) ist verantwortlich fiir die Spaltung von
Polyproteinen in funktionelle Proteine fiir die Virus-Replikation

und somit essentiell fiir den gesamten Replikationszyklus des

Virus. [3] Eine Inhibierung dieser Protease fiihrt zum Stopp der
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Virus-Replikation. [1] Die SARS-Protease kann als gemischt-
katalytisch wirkende Protease klassifiziert werden, die sowohl
Serin- als auch Cystein-Protease-typische Eigenschaften aufweist.
Wie auch bei den Cystein-Proteasen der Papain-Familie besitzt
MP™ eine katalytische Diade mit einem Cystein-Histidin-Paar
(Cys-145 und His-41). [12] Im Gegensatz dazu liegt allerdings das
Cystein-Histidin-Paar des aktiven Zentrums in der SARS-CoV

MP nicht als Ionenpaar (HisH"-CysS™) vor sondern neutral. [13]

Enzym Bei der Malaria-
|_|,N o) o H20 O O Enzym
Q HOUN‘ Erkrankung findet man
HN o . H : .
PY NH auch die Beteiligung
Enzym~ ~O O:<
Enzym von Aspartat-Proteasen

Aktives Zentrum von Aspartat-Proteasen  (Plasmepsine). [14] Sie
spielen auch bei Er-
krankungen wie Bluthochdruck (Renin), Krebs und Alzheimer
(Cathepsin D), AIDS (HIV-1 Peptidase) und Candida-albicans-
Infektionen (sekretorische Aspartat-Proteasen, SAPs) eine Rolle.
Diese Proteasen gehoren den Familien Pepsin (A1), Retropepsin
(A2) und der Peptidasefamilie (A3) an und enthalten zwei
Asparaginsdurereste in ihrem aktiven Zentrum. Der Hydro-

lysemechanismus von Polypeptiden durch Aspartat-Proteasen

unterscheidet sich deutlich von denen der Serin- und Cystein-
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Proteasen. Die Carboxyfunktion wirkt nicht selbst als Nucleophil
sondern als Lewis-Base; der nucleophile Angriff auf die zu
spaltende Peptidbindung geschieht dann durch ein aktiviertes
Wassermolekiil. [15]

1.2 Vinylsulfone als Cystein-Protease-Inhibitoren

Um eine irreversible Hemmung von Cystein-Proteasen zu errei-
chen, ist es notig, am aktiven Zentrum eine irreversible Reakti-
on zu erzwingen. Eine solche stellt z.B. eine Acylierungs- oder
Alkylierungsreaktion dar. Vinylsulfone und die sich von ihnen
ableitenden Derivate besitzen eine zur Sulfongruppe konjugier-
te Kohlenstoftf-Kohlenstoff-Doppelbindung und gehéren somit zur
Klasse der Michael-Systeme. Dieser Gruppe gehoren weiterhin die
a, f-ungeséittigten Carbonylderivate sowie analoge Phosphonsau-
rederivate an. Michael-Systeme reagieren mit Nucleophilen sowohl
in der klassischen Michael-Variante, der 1,4-Addition, als auch in
einer 1,2-Addition an die Doppelbindung, in der der Sulfonein-
heit die Rolle eines elektronenziehenden Substituenten zukommt.
|16, 17| Vinylsulfone, bzw. Michael-Systeme im Allgemeinen, sind
somit elektrophile Bausteine und daher potentielle Reaktionspart-
ner fiir die nucleophilen Aminoséurereste im aktiven Zentrum der

zu inhibierenden Proteasen. Durch die Kupplung der reaktiven
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Vinylsulfonbausteine an eine die enzymatische Erkennnung be-
giinstigende Aminosduresequenz wird ein potentieller Inhibtor er-
halten.

Der Mechanismus der Inhibierung von Cystein-Protasen durch
Vinylsulfone und «, S-ungeséttige Carbonylverbindungen beginnt
nach dem Prinzip der Michaeladdition mit einem nucleophilen An-
griff des Cys-Rests im aktiven Zentrum an das S-Kohlenstoffatom
des Michael-Systems, gefolgt von einer Protonierung des nun nega-
tiv geladenen Intermediats. Aufschluss iiber diesen Mechanismus
lieferten Arbeiten von Govardhan et al. mit einem Substitutions-
experiment [17] an Papain und Cath B, dessen Reaktionsverlauf in

Schema 1 dargestellt ist. Es konnte gezeigt werden, dass durch die

Cys
1 @
© S-H-His

Ry Ry _Cys Ry Cys
~ S !
R. . Rl . R. S
N ~ ~CO,CH3 N ©~CO,CHj3 N
H H ~ H |

cl cl
CO,CHs

Schema 1: Substitutionsexperiment von Govardhan et al.

am (-Kohlenstoff platzierte gute Abgangsgruppe Cl~ die Notwen-
digkeit, einen Protonendonor zugegen zu haben, entfillt, da sich
das negativ geladene Intermediat durch Elimination des Chloridi-

ons unter Riickbildung der C-C-Doppelbindung stabilisieren kann.
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Die im Experiment beobachtete Menge an eliminierten Chlori-
dionen bei 100%iger Enzymhemmung entsprach der vorhandenen
Enzymkonzentration. Die beobachtete Hemmung war irreversibel
wie Dialyseexperimente iiber 20 h bestétigen konnten. [17]

Die Nomenklatur der peptidischen Vinylsulfone ist in Abbil-
dung 4 dargestellt. Die funktionelle Vinylsulfoneinheit wird durch
VS abgekiirzt.

O\\S//O

©
3 \ -
HoN /é\[( HN Y
O R? o} \@

Abbildung 4: li: Allgemeine Struktur eines peptidischen Vinylsulfons,
re: mit R! =Et, R? =Bn (— Phe), R =CH3 (— Ala) wird diese abgekiirzt mit
D-Ala-L-Phe-VS-Et

0]
A\

Einer der ersten in der Literatur beschriebenen peptidischen
Michael-Akzeptoren mit inhibitorischen Eigenschaften weist
eine ungesattigte Carboxyleinheit auf. Das Fumarsiurederi-
vat von E-64c aus Aspergillus japonicus [18], HO-Fum-Leu-
NH(CH,)oCH(CHjs)y (mit Fum =trans-C(=0)-CH=CH-C(=0)-)
ist ein irreversibler Inhibitor von Cathepsin B mit einer k,,, von
625 M~ s7! Cathepsin H (kyy, von 11 M~ s71) und Cathepsin
L (kup von 2272 M~1s™1). [19] Eine erste Serie peptidischer

Michael-System-basierter Phenylalaninderivate wurde von Hanz-

9
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lik et al. synthetisiert und wies bereits eine Selektivitat fiir
Cystein-Proteasen (Papain und die Dipeptidyldipeptidase (DP-
PI)) gegeniiber Serin- und Metalloproteasen auf. [20, 21] Die
potentesten Vertreter der Serie waren dipeptidische ungesattigte
Ester und einfache Vinylsulfone mit einem Aryl- oder Alkylrest.
Palmer et al. entwickelten daraus eine neue Klasse von Inhibi-
toren fiir eine Reihe von Cystein-Proteasen. [22] Die allgemeine

Struktur der Inhibitoren ist in Abbildung 5 dargestellt. Die

Abbildung 5: Allgemeine Struktur der neuen Inhibitorklasse vom Palmer et al.

Gruppe um Palmer testete Morpholin-Derivate mit den Amino-
sduresequenzen Phe-HomoPhe und Leu-HomoPhe gekuppelt an
ein Vinylsulfon mit einem Phenylrest an der Sulfoneinheit. Die
Inhibitoren wurden an den Proteasen Cathepsin B, Cathepsin
L, Cathepsin S, Cathepsin K (auch als Cath 02 bezeichnet) und
Cruzain erfolgreich getestet. Die Cathepsine B und L werden mit
Metastasenbildung und Invasion von Krebszellen in Verbindung
gebracht. [23| Inhibierung der trypanosomalen Cysteinprotease
Cruzain hatte bereits in Modellen der Chagas Krankheit Wirkung

gezeigt. |24] Die Inhibitoren erwiesen sich als unreaktiv gegentiber

10
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Serin-Proteasen, Metallo-Proteasen und Aspartat-Proteasen.
Sie reagierten ebenfalls nicht mit Cystein-Resten aufserhalb des
aktiven Zentrums der Enzyme oder mit zirkulierenden niedermo-
lekularen Thiolen wie z.B. Glutathion. Substituierte Vinylsulfone
sind weniger reaktiv gegeniiber Nucleophilen als die analogen
Vinylketone oder -ester, [25,26] wodurch sie als Arzneistoffe
ein grokeres Potential besitzen, da eine gewisse Inertheit in
Abwesenheit der zu alkylierenden Nucleophile essentiell ist.
Die Féhigkeit zur Wasserstoftbriickenbindung mit dem aktiven
Zentrum ist auch bei Vinylsulfonen erhalten. Dies ist wichtig,
da der His-Rest im aktiven Zentrum bei niedrigem pH-Wert
(4.5 - 6.5) protoniert vorliegt und die Cystein-Proteasen bei
diesem pH-Wert am aktivsten sind. Spéter konnte auch die In-
hibierung der Rhinovirus-C3-Protease durch Vinylsulfone gezeigt
werden. [27, 28|

11
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1.3 Aziridine als Cystein-Protease-Inhibitoren

Aziridine sind elektrophile Bausteine, deren Ring bei nucleophilem

Angriff an einem Ringkohlenstoffatom irreversibel gedffnet wird

(Schema, 2).

R R
| /

7N ) ible H HN

N Zﬁ'w,R.. ireversible Hemmung ,_ R

K R.
© S—CysE
S—Cys-Enzym ys-Enzym

Schema 2: Irreversible Ring6ffnung von Aziridinen durch den Cystein-Rest der
Protease; R, R’ = Peptidketten, R” = Sdurefunktion

Sie sind daher als "warhead" von Inhibitoren geeignet. [2,5] Die
in der Natur vorkommenden Epoxysuccinylpeptide, z.B. E-64 aus
Aspergillus japonicus |18], sind bekannt als gute Cystein-Protease-

Inhibitoren. Der fiir die Hemmung entscheidende Baustein ist

H
N

|O NH
Q
/QJ\H \/\/\HJ\NHZ

HO,C
2 o)

E-64

die trans-Epoxybernsteinsdure. Nach der nucleophilen Ringoff-
nung des Epoxids durch das Cysteinat ist die Protease inaktiviert.
E-64 hemmt spezifisch Cystein-Proteasen; Aspartat-, Serin- und

Metallo-Proteasen werden nicht inhibiert. Innerhalb des Papain-

12
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Clans A wird jedoch keine Selektivitiat beobachtet.

In Anlehnung an Epoxysuccinylpeptide haben sich Aziridinyl-
peptide, darunter Derivate von trans-Aziridin-2,3-dicarbonséuren,
in der vergangenen Zeit als wirksame Inhibitoren fiir Cystein-
Proteasen etabliert. [29] Die Peptidkette sorgt dabei fiir die
Erkennung durch das Enzym. Eine freie Carbonsidurefunktion
am Dreiring ist bei Epoxysuccinylpeptiden und analogen N-
unsubstituierten Aziridin-Derivaten von grofser Bedeutung fiir die
Hemmwirkung, da durch diese eine optimale Wechselwirkung mit
dem Histidin-Rest des aktiven Zentrums der Protease moglich
wird. Durch den Austausch des Epoxids gegen einen Aziridin-
Baustein wird in das Molekiil eine zuséatzliche Derivatisierungs-
moglichkeit eingefiihrt. Dies kann vor allem bei der Aufklarung
von Hemmmechanismen von grofem Nutzen sein. Die zusétzliche
Position ermoglicht die Einfiihrung von Markern, wie z.B. Bio-
tin, ohne das bereits vorhandene Substitutionsmuster einschrin-
ken zu miissen. Es ist bekannt, dass Aziridin-Derivate vor allem
bei niedrigem pH-Wert gute Inhibitoren sind. [29] Im neutralen
und alkalischen Milieu ist der Epoxidring gegeniiber nucleophi-
lem Angriff reaktiver als der Aziridin-Baustein. Im sauren Milieu
wird der Aziridin-Ring protoniert und weist somit eine dhnliche

Reaktivitat auf wie die Epoxid-Derivate.

13
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Der Einsatz von irreversibel hemmenden Inhibitoren als The-
rapeutika wird kontrovers diskutiert. Aufgrund der Irreversibilitat
der Inhibierungsreaktion bleibt der Inhibitor kovalent am inakti-
ven Enzym gebunden, bis dieses vom Organismus abgebaut wird.
Bei der kurzzeitigen Behandlung viraler, bakterieller oder para-
sitdrer Erkrankungen konnen irreversible Inhibitoren ein grofies
Potential aufweisen, wie bereits im Fall von $-Lactam-Antibiotika
gezeigt wurde. Vor allem bei den bereits genannten tropischen
Krankheiten wie Malaria, in denen Proteasen nachweislich ei-
ne wichtige Rolle iibernehmen, konnte bereits nach wenigen Ta-
gen der Behandlung mit irreversiblen Inhibitoren ein Heilungs-
erfolg erzielt werden. In diesem Fall wire das Risiko immuno-
logischer Probleme, die durch die Irreversibilitdt der Hemmung
auftreten konnen, sehr gering. Bei Langzeit-Behandlungen mit
irreversiblen Inhibitoren, z.B. bei Arthritis, lassen sich dagegen
Schiadigungen des Immunsystems oftmals nicht ausschliefen. [29]
Es ist dann auch davon auszugehen, dass nicht nur an den Pro-
teasen, sondern auch an anderen nucleophilen Positionen, z.B. der
DNA, Alkylierungsreaktionen auftreten konnen. Die Cytotoxitét
der Vinylsulfon- und Aziridin-Verbindungen ist daher nicht zu un-
terschitzen und muss genauestens untersucht werden. Sie muss

im Einzelfall fiir jede Verbindung bestimmt werden. Oxiran-2,3-

14
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dicarbonsduren haben sich allerdings im Tierversuch bereits als
untoxisch erwiesen. Darunter auch Loxistatin, das als Arzneistoft

sogar die Klinische Phase III erreicht hat (Abbildung 6). [30, 31]

AL ¢ oy

Abbildung 6: Loxistatin erreichte die Klinische Phase 111

Von Takeda Chem. Ind. synthetisierte Aziridinylpeptide [32,33|
wurden ebenfalls im Tierversuch getestet und konnten mit Kon-
zentrationen von 1 mg/kg als untoxisch eingestuft werden. Und
mit Rupintrivir (CAS: 223537-30-2) ist ein irreversibler Inhibi-
tor der humanen Rhinovirus-3C-Protease mit Michael-Akzeptor-
Baustein bis in die klinische Phase II gekommen. Es ist daher zu
hoffen, dass auch die in dieser Arbeit vorgestellten Substanzen we-
nig bis gar nicht toxisch sind, dennoch sollten sie mit grofter Vor-
sicht gehandhabt werden, da es sich um sehr kleine Vinylsulfon-
und Avziridin-Derivate handelt und das Risiko einer Cytotoxizitét

nicht auszuschlieRen ist.

15



1 EINLEITUNG

1.4 Theoretische Analyse und Methoden zur Vorher-

sage von Enzym-Inhibitor-Wechselwirkungen

Theoretische Studien zur Beschreibung, Erklarung oder Vorher-
sage von Enzym-Inhibitor-Wechselwirkungen miissen im Fall von
irreversiblen Inhibitoren sowohl nicht-kovalente Komplexbildung
aus Enzym und Inhibitor als auch die nucleophile Angriffsreak-
tion zur endgiiltigen Inaktivierung des Enzyms beriicksichtigen.
Zwei Hemmkonstanten spielen dabei eine wichtige Rolle. Aktives
Enzym und Inhibitor stehen mit dem Enzym-Inhibitor-Komplex

EI im Gleichgewicht (Schema 3).

Ki k;
1

Schema 3: Reaktionen zwischen Enzym und Inhibitor

Dieses wird durch die Dissoziationskonstante K; beschrieben.
Die eigentliche Inaktivierung erfolgt durch eine irreversible Re-
aktion des Komplexes EI zum kovalent-modifizierten Enzym E-
[. Diese Reaktion wird charakterisiert durch die Geschwindig-
keitskonstante der Inhibierungsreaktion k; (Kapitel 2.3). Die erste
Stufe, die Enzym-Inhibitor-Komplexbildung, ist durch molekular-
mechanische Methoden erfassbar. Hierbei wird vorausgesagt, wie
sich Inhibitor und Enzym geometrisch anordnen miissen, um ei-

ne optimale Orientierung zueinander zu erreichen. Es wird zu-

16
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erst die Bindetasche simuliert, in die anschliefsend der Inhibi-
tor eingepasst wird. Studien zu Bindungsstéirken, -langen, elek-
trostatischen Wechselwirkungen, Wasserstoft-Briickenbindungen,
etc. sind mit diesem Modell moglich. Fiir den zweiten Schritt,
die Inaktivierung durch die Bildung der kovalenten Bindung, sind
quantenchemische Methoden erforderlich, mithilfe derer die ther-
modynamischen und kinetischen Parameter der Reaktion berech-

net werden konnen.
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2 Grundlagen und Methoden

2.1 Theoretische Grundlagen

2.1.1 Dichtefunktionaltheorie

Die Dichtefunktionaltheorie ist heutzutage der wohl verbreitetste
theoretische Ansatz zur Untersuchung chemischer Fragestellun-
gen. Thr grofter Vorteil ist ihre Kosten-Effizienz.

Ein Funktional F[f] ist eine mathematische Vorschrift, die ei-
ner Funktion, die von bestimmten Variablen abhangt, einen Wert
zuordnet. Eine Funktion f(x) hingegen ordnet den Variablen, von
denen sie abhéngt, einen Wert zu. Die Wellenfunktion oder die
Elektronendichte eines Systems sind also Funktionen, wihrend die
Energie bei DFT von der Elektronendichte abhéngt und daher ein
Funktional ist.

Die Elektronendichte p(r) kann definiert werde als das Integral
des Quadrats der Wellenfunktion W(r) iiber N — 1 Elektronen-
koordinaten. Mit anderen Worten: integriert man diese Elektro-
nendichte p(r) iiber den ganzen Raum, erhélt man die Anzahl der

Elektronen.

o(r1) :N/]\I/(rl...rN)lzdrg...drN (1)
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2 GRUNDLAGEN UND METHODEN

N = / p(r)dr (2)

Um fiir ein Molekiil die Energie zu berechnen, wird der Hamil-
ton Operator aufgestellt, fiir den die Anzahl der Elektronen be-
kannt sein muss. Diese Anzahl geht wie gezeigt aus der Elektronen-
dichte hervor. Die Elektronen eines Systems interagieren nicht nur
untereinander, sondern auch mit einem sogenannten externen Po-
tential, das in einem Molekiil durch die Anziehung der Elektronen
von den positiv geladenen Kernen gegeben ist. Zusétzlich werden
fiir die Aufstellung des Hamilton Operators also die Positionen der
Kerne und die Kernladungszahlen benotigt. Hohenberg und Kohn
konnten zeigen, dass die Grundzustandsdichte p(r) das externe
Potential festlegt. Somit bestimmt die Grundzustandsdichte eines
Systems komplett dessen Hamilton Operator und auch die Wellen-
funktionen des Grundzustands. Diese Erkenntnis ist bekannt als
das Hohenberg-Kohn-Theorem [34] und stellt die Grundlage der
Dichtefunktionaltheorie dar: die Grundzustandsdichte p(r) eines
Systems bestimmt vollstiandig den Hamilton Operator, aus dem
sich die Energie Fy des elektronischen Grundzustands ergibt. Zur
Berechnung der Grundzustandsenergie muss mit diesem Ansatz
letztlich die Schrodinger Gleichung ndherungsweise gelost werden.

Die Schwierigkeit dabei wird hauptséchlich durch den Elektron-
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2 GRUNDLAGEN UND METHODEN

Elektron-Wechselwirkungs-Term im Hamilton Operator bedingt.
Unter Verwendung der Elektronendichte lasst sich der Energie-

Ausdruck fiir ein System wie folgt aufstellen:

E(p(r)) = (¥(p(r)) H[¥(p(r)))

(3)
= T(p(r)) + Buclp(r)) + / p(0)Viedr

Die kinetische Energie der Elektronen T'(p(r)) sowie Energiebei-
triage der Elektron-Elektron-Wechselwirkungen F..(p(r)) sind un-
abhéngig von Position und Grofe der Kerne n. Diese Funktiona-
le sind unbekannt. Um sie ndherungsweise zu bestimmen, entwi-
ckelten Kohn und Sham daher die Kohn-Sham-Orbitale und die
Methode des nicht-wechselwirkenden Referenzsystems, ein fikti-
ves System, in dem die Elektronen nicht miteinander wechselwir-
ken. [35] Fiir ein solches System ldsst sich der Hamilton Operator
als Summe von Ein-Elektronen-Operatoren schreiben. Er besitzt
Eigenfunktionen, die Slater-Determinanten der jeweiligen Ein-
Elektronen-Eigenfunktionen sind, und die Eigenwerte des Opera-
tors ergeben sich aus der Summe der Ein-Elektronen-Eigenwerte.
Die entscheidende Annahme, die Kohn und Sham fiir dieses fikti-
ve System machten, ist die, dass die Grundzustandsdichte dieses
Systems dieselbe sein sollte wie fiir ein reales System, in dem na-

tiirlich Elektron-Elektron-Wechselwirkungen auftreten.
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Ein auf diesen Uberlegungen basierender Hamilton-Operator
H) mit 0 < X < 1 setzt sich also aus der kinetischen Energie der
Elektronen T, einem externen Potential V.,; abhdngig von A und

dem Potential zwischen Kernen und Elektronen A\V,,. zusammen.
H) =T+ V(N + A\V,. (4)

Fiir A = 1 ist der Operator des externen Potentials V,; gleich
dem Potential zwischen Kernen und Elektronen V,,. (reales Sys-
tem). Fiir A-Werte zwischen null und eins hingegen wird angenom-
men, dass das externe Potential sich so anpasst, dass sich dieselbe
Dichte fiir sowohl A = 1 (reales System) als auch fiir A = 0 (hypo-
thetisches System ohne Elektron-Elektron-Wechselwirkungen) er-
gibt. Fiir den Fall A = 0 fiihrt die exakte Losung der Schrodinger-
gleichung einer Wellenfunktion fiir nicht-wechselwirkende Elektro-
nen zu einer Slater-Determinante, aufgebaut aus Molekiilorbitalen
¢;, tiir welche das Funktional der exakten kinetischen Energie Tg

(S fiir Slater-Determinante) gegeben ist als

N

Ts = (6 — 57100 (5)

i=1
Gleichung 5 gilt fiir den Fall, dass keinerlei Wechselwirkung

zwischen den Elektronen beriicksichtigt wird, stellt also nur ei-
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ne Naherung der tatsdchlichen kinetischen Energie dar. Diese
Vereinfachung ist der Schliisselschritt der Kohn-Sham-Theorie,
da die iibrige kinetische Energie mit im sogenannten Austausch-
Korrelations-Term E,.[p] erfasst wird. E,.[p] beinhaltet die Kor-
rektur der kinetischen Energie AT|[p], die durch die Elektron-
Elektron-Wechselwirkungen in einem realen System notwendig
wird, und trigt der Differenz zwischen klassischer und quanten-

mechanischer Elektron-Elektron-Repulsion Rechnung.

Die DFT-Energie lasst sich folglich durch den Ausdruck

Eprr(p] = Tslp] + Enelp] + I[p] + Ezc[p] (6)

vollstandig beschreiben, mit dem Funktional der exakten kine-
tischen Energie Tg, sowie den klassischen Coulomb-Termen fiir
Kern-Elektron-Wechselwirkung E,.[p] und Elektronen-Elektron-
Wechselwirkung J[p] und dem Austausch-Korrelations-Term
E,.[p]. Setzt man Eppr[p] der exakten Energie gleich, resultiert

daraus fiir E,.[p]

E.clp] = (T[p] — Tsp]) + (Ecelp] — I[p]) (7)

Der erste Klammerterm kann als kinetische Korrelationsenergie

verstanden werden, wahrend der zweite Klammerterm Austausch-
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und Potential-Korrelationsenergie Rechnung triagt. Die Herausfor-
derung bei der Kohn-Sham-Theorie besteht darin, das Austausch-
Korrelations-Funktional mit Hilfe geeigneter Naherungsverfahren

zu bestimmen. [36]

Niherungsverfahren zur Bestimmung des Austausch-Korrelations-
Funktionals

Ein recht einfaches Naherungsverfahren ist die lokale-Spindichte
Approximation (LSDA). Als Modell fiir LSDA wird das homogene
Elektronengas in Festkorpern angenommen, da sich die daraus

abgeleiteten Funktionale als einfach erwiesen haben.

B, ~ ELSPA — / erelpus poldir (8)

E,. wird also durch EL5P4 beschrieben, wobei p die Sum-
me der Dichten von Elektronen mit verschiedenem Spin (« und
B) ist. Fiir closed-shell Systeme geht LSDA in LDA (local den-
sity aporoximation) iiber. Mit beiden Verfahren ist die Berech-
nung der Austausch-Energie im Fall des nicht-wechselwirkenden
Elektronengases exakt moglich. Die Korrelationsenergie lasst sich
mit Hilfe klassischer Naherungsverfahren (z.B. der Monte-Carlo-
Methode) numerisch berechnen. LSDA macht allerdings die An-

nahme, dass die Austausch-Korrelationsenergie-Dichte an jedem
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Punkt des Molekiils gleich derjenigen ist, die das Elektronengas
mit derselben Dichte an der betrachteten Stelle hiatte. Die wenigs-
ten Molekiile erfiillen diese Vorraussetzung, daher ist der Anwen-
dungsbereich von LSDA beschriankt. Eine realistische Beschrei-
bung des Systems liefert eine Methode, die durch den Dichte-
Gradienten angibt, wie stark sich die lokale Dichte innerhalb des
Systems abhéngig vom Ort dndert. Sie wird generalized gradient
aproximation (GGA) genannt, wobei zur Naherung der Werte eine

Taylor-Reihenentwicklung durchgefiihrt wird. Hierbei gilt:

E,. ~ EQCU;CGA - /exc[paa pﬂ;VPa,VPﬂ]dSr (9)

Ebenso wie beim LSDA-Ansatz kann die Energie in einen

Austausch- und einen Korrelationsterm aufgespalten werden.
E,. = E¢¢4 L gGG4 (10)

Das erste bekannte GGA Austauschfunktional wurde von Be-
cke entwickelt, nach dem die Funktionale haufig mit "B" be-
zeichnet werden. Einige der B-Funktionale, z.B. B88, [37] ent-
halten keine empirisch optimierten Parameter, andere wieder-
um verwenden als empirischen Parameter den Wert, der sich

beim Fit der Austauschenergien der Edelgase an die exakten
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Hartree-Fock-Austauschenergien ergab. Ein héufig verwendetes
GGA-Korrelationsfunktional ist LYP (von Lee, Yang und Parr).
[38] Es beinhaltet vier empirische Parameter, die aus der Kor-
relationsenergie des Heliumatoms berechnet wurden. Es ist das
einzige Funktional, das den Selbst-Wechselwirkungsfehler bei Ein-
Elektronensystemen aufhebt. Die Kombination beider Ansétze
fiihrt zum GGA-Funktional B-LYP. [39]

Ein weiterfiihrender Ansatz sind sogenannte ACM, adiabatic
connection methods. Die Grundidee dabei ist der Versuch, einen
fliekenden Ubergang zwischen dem nicht-wechselwirkenden Refe-
renzsystem von Kohn und Sham mit dem realen System herzustel-
len. Dazu wird der Parameter A (mit 0 < A < 1) dazu verwendet,

den Grad der elektronischen Wechselwirkung zu beschreiben.

B = [ (BO)Vau V) BN (1)

V und V¥ als Funktionen von A sind unbekannt, daher wird zu-
nachst der Grenzwert fiir das nicht-wechselwirkende System be-
trachtet, in dem V nur die Austausch-Komponente enthélt, die
aus der Antisymmetrie der Wellenfunktion resultiert. Fiir den Ha-
milton Operator des nicht-wechselwirkenden System ist die exak-

te Wellenfunktion die Slater-Determinante der KS-Orbitale. Der
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Erwartungswert ergibt also die exakte Austauschenergie, die mit
HF-Methoden unter Verwendung der KS Orbitale berechnet wer-
den kann (EHT). Die restliche Fliche unter der Kurve des Er-
wartungswerts ist nur naherungsweise bestimmbar. Sie wird dazu
als eine empirische Konstante betrachtet, die optimiert wird. E,.

wird dann beschrieben als

E, = BT 4 (EPIT _ pHE (12)

Da die ACM sowohl HF- als auch DFT-Austausch beriicksich-
tigen, werden sie "Hybridmethoden" genannt.

Fiir genauere Naherungen wurden weitere zu optimierende Pa-
rameter eingefiigt. Das verbreitetste Funktional ist B3-LYP von
Stevens et al., ein 3-Parameter-Funktional. Es liefert insgesamt
sehr gute Ergebnisse, obwohl die drei verwendeten Parameter a,
b und ¢ urspriinglich von Becke fiir das 3-Parameter-Funktional
B3PWO91 optimiert wurden.

Die Austausch-Korrelationsenergie berechnet sich hierbei mit
Gleichung 13 mit den empirischen Parametern a=0.20, b=0.72
und c=0.81.

EBMYP — (1 — o) ELSPA 4 qBHT L pEP 4 (1 — ¢)EFSPA £ cELYP
(13)
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Ein Vorteil der Anwendung von Hybrid-Funktionalen bei der
Berechnung von chemischen Reaktionen entsteht aus der Kom-
bination von HF- und DFT-Methoden. Reaktionsbarrieren, die
mittels GGA-Funktionalen berechnet wurden, sind aller Erfah-
rung nach etwas zu hoch, wiahrend HF-Methoden die Barrieren
oft zu niedrig einschétzen. Durch die Kombination der Methoden
erreicht man eine Art Korrektur der GGA-Funktionale, die oft-

mals eine realistischere Beschreibung der Reaktion liefert.

2.1.2 Das Continuum Solvent Modell COSMO

Die korrekte Beschreibung eines biochemischen Systems mit Hilfe
von theoretischen Methoden erfordert den Einbezug der Wechsel-
wirkungen des Systems mit dem es umgebenden Medium, welches
in der Regel Wasser ist. Ist ein Stoff von einem fliissigen Medium
umgeben, dndert sich dessen elektronische Struktur. Alle von der
elektronischen Struktur abhingenden Eigenschaften des Systems
werden also in Losung einen leicht verdnderten Erwartungswert im
Vergleich zu dem der Gasphase aufweisen, z.B. ist das Dipolmo-
ment in Losung grofer als in der Gasphase. Wie grofs der Unter-
schied beider Werte ist, hangt von der Starke der System-Medium-
Wechselwirkungen ab. In einer einfachen Vorstellung liefe sich um

das zu untersuchende System theoretisch eine beliebige Anzahl an
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Wassermolekiilen platzieren, die eine Hydrathiille um das Systems
schaffen. Wird eine solche Wasser-Sphéare aus wenigen Molekiilen
aufgebaut, konnten jedoch lediglich Wechselwirkungen des Sys-
tems mit einzelnen Wassermolekiilen beschrieben werden. Eigen-
schaften des umgebenden Mediums, z.B. Wasserstoftbriickenbil-
dung und die dadurch verdnderte Wechselwirkung des Systems
mit dem Medium als Ganzes (bulk) wiirden nicht berticksichtigt
werden. Durch den Zusatz mehrerer Wasser-Sphéren konnte die-
ser Mangel etwas behoben werden, jedoch wiirde das insgesamt zu
berechnende System samt Wassermolekiilen viel komplexer und
zeitaufwandiger in seiner Bearbeitung. Man bedient sich daher
sogenannter Continuum Solvent Modelle (CSMs), die auf einer
Randelemente-Methode basieren. [40] Diese beinhaltet, dass die
Polarisierung des dielektrischen Continuums, welche durch das im
Medium geloste System erzeugt wird, durch Polarisationsladungen
beschrieben wird, welche sich auf endlich-grofen Oberflachenele-
menten im Grenzbereich zwischen System und Continuum befin-
den. Mit Hilfe der exakten dielektrischen Randbedingung

€e—1
€

Ao = E-n (14)

kann die Polarisationsladungsdichte aus dem gesamten elektro-

statischen Feld E berechnet werden, das durch den gelosten Stoft
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induziert wird. n ist die Normale auf das Oberflichenelement, €
die Dielektrizitatskonstante.

Die Ladungsverteilung innerhalb des Systems interagiert mit
derjenigen des umgebenden Solvens. In einem Continuum Modell
wird anstelle der expliziten Widerspiegelung der Ladungsvertei-
lung ein kontinuierliches elektrisches Feld angenommen, welches
den statistischen Mittelwert der Solvensfreiheitsgrade im thermi-
schen Gleichgewicht représentiert.

Dieses E-Feld wird in den Bereichen, in denen das zu untersu-
chende System Raum einnimmt, als "Reaktionsfeld" bezeichnet,
da es sich direkt aus der Reaktion des Systems mit dem Medi-
um ableitet. Das elektrische Feld in einem Punkt berechnet sich
aus dem Gradienten des elektrischen Potentials in diesem Punkt.
Die fiir die Ladungsverteilung benotigte Arbeit ldsst sich aus der
Wechselwirkung der Ladungsdichte p des Systems mit dem elek-
trostatischen Potential berechnen. Hierbei ist die Polarisations-
energie G die Differenz der benotigten Arbeit zur Verteilung der

Ladung in der Gasphase und in Losung.

G=—1 / p(x)g(x)dr (15)

Die Ladungsdichte p des Systems kann abhingig vom gewéhl-

ten theoretischen Modell zur Beschreibung des Systems entweder
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als eine kontinuierliche Funktion von r oder als diskrete Ladungs-
punkte reprisentiert werden. Fiir die Berechnung der freien Pola-
risationsenergie werden also nur das elektrostatische Potential in
Losung und in der Gasphase bendtigt. Ersteres kann als dielektri-
sches Medium angenommen werden, welches durch eine Dielektri-
zitatskonstante charaktierisiert wird.

Das elektrostatische Potential kann mit Hilfe der Poisson-
Gleichung als eine Funktion der Ladungsdichte p(r) und der Di-
elektrizitatskonstante € beschrieben werden, wenn das umgeben-
de Medium linear auf die Ladungsverteilung des eingeschlossenen

Systems reagiert. Fiir die Poisson-Gleichung ergibt sich daraus

V2(r) = — 2TP) (16)

€

Eine weitere physikalische Eigenschaft, die mit dem Losungs-
prozess einher geht, ist die Kavitédtsbildung. Man stellt sich vor,
dass sich in einem ersten Schritt eine Kavitdt aus Vakuum in-
nerhalb des Mediums ausbildet, die ein homogenes dielektrisches
Medium sein soll und in die der geloste Stoffe eingelagert wird.
Die Kavitiatsbildung ist ein Prozess, der Energie kostet. Es gibt
also zwei zu betrachtende Regionen: eine in der Kavitat und eine

darum herum, die die Poisson-Gleichung wie folgt beschreibt
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Ve(r) Vo(r) = —4mp(r) (17)

Beinhaltet das zu betrachtende System bewegliche Ionen, muss
deren gegenseitige Abstofung und ihre Bewegung in der Fliis-
sigkeit bedacht werden. Die Verteilung der Ionen wird durch die

Boltzmannverteilung beschrieben.

n(r) = N exp(—V(x)/ksT) (18)

Hierbei ist n(r) die Teilchendichte der Ionen am Ort r, N die
Gesamtteilchendichte und V(r) ist die notwendige Energie um das
[on von oo zum Ort r zu bringen. Kombiniert man diese Gleichun-
gen mit dem Ausdruck x'sinh[¢(r)], der mit der Debye-Hiickel-
Theorie verkniipft ist und den Radius der Ionenwolke beriicksich-

tigt, erhalt man die Poisson-Boltzmann-Gleichung.

Ve(r)- Vo(r) — &' sinh[p(r)] = —4mp(r) (19)

Die Form der Kavitét spielt bei der Berechnung der Polarisati-
onsenergie eine entscheidende Rolle. Wird eine Ladungsverteilung

der Ladung q auf einer Kugeloberfliche mit dem Radius a ange-

nommen, ergibt sich mit dem elektrostatischen Potential ¢ = —Z

fir die Polarisationsenergie die sogenannte Born-Gleichung (in
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atomaren Einheiten)

G:—%<1—1>—q—2 (20)

€ a
Eine dipolare Ladungsverteilung mit dem Dipolmoment p be-

schreibt die Kirkwood-Onsager Gleichung (in atomaren Einheiten)

Die Born-Gleichung héngt also von einer Eigenschaft des Sys-
tems, namlich der Ladung, ab, wihrend die Kirkwood-Onsager-
Gleichung vom Dipolmoment abhéngt, das sich mit dem umge-
benden Medium verdndert.

Ein weitverbreitetes Modell, das den Einfluss des umgebendes
Solvents auf ein System erfasst, ist das Conductor-like Screening
Model COSMO. [41,42] Bei diesem Ansatz wird fiir das umgeben-
de Medium eine unendliche Dielektrizitdtskonstante angenommen,
das Medium ist also ein Leiter und grenzt direkt an die geloste
Substanz. Dadurch verschwindet das Potential im Medium. Statt-
dessen entstehen Spiegelladungen ¢* an der Grenzflache zwischen
Medium und Molekiil. Da reale Medien keine Leiter sind, wird zur

Korrektur ein Faktor eingefiihrt.
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q=fx*q" (22)

Fiir den Faktor f wird oft der Onsager-Faktor ?2(;:3 verwendet.
Bei Cosmo wird die Oberfliche der Grenzfliche durch Uberlage-
rung der van-der-Waals Radien der Atome definiert. Die jeweiligen
Anteile der van-der-Waals-Radien, die die Oberfliche ausmachen,

werden zur Ndherung der Gesamtflache in kleine Oberflachenele-

mente, meist Dreiecke, zerlegt.

2.1.3 Verwendete Methoden und Programme

Die kombinierte Quantenmechanik-Molecular-Modelling-Methode
(QM-MM) erlaubt die explizite Behandlung der Proteinumge-
bung und des Losemittels sowie die Beschreibung von kovalen-
ten Bindungsbriichen und -bildungen in makromolekularen Sys-
temen. [43] Diese Rechnungen sind komplex und zeitaufwindig,
geben aber ein umfassendes Bild aller Wechselwirkungen zwischen
Enzym und Inhibitor. Um die Relevanz der verschiedenen Struk-
tureinheiten des Inhibitors, die an der Hemmung beteiligt sind,
abzuschéatzen und zu entscheiden, welche Einheiten spater mittels
QM-MM-Rechnungen néher untersucht werden sollten, wurden
vorerst reine QM-Rechnungen an kleinen Modellsystemen vorge-

nommen. Der Inhibitor wurde dabei nur durch den "warhead" re-
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prasentiert, der aus einer a-,S-ungesattigten Carbonylverbindung
oder einem Vinylsulfon ohne Peptidseitenkette bestand. Als Mo-
dell fiir den Cys-Rest des aktiven Zentrums der Protease wurde
Methylthiolat herangezogen. Alle Berechnungen wurden mit dem
Programmpaket TURMOBOLE [44] Version 5.8 durchgefiihrt.
Losemittel Effekte wurden durch das Kontinuum-Solvent-Model
(COSMO mit € = 78.39) berticksichtigt. |41,42] Die Einbezichun-
gen von entweder expliziten Molekiilen Wasser (pK (H20) ~ 15)
oder Ammoniumionen (pKs(NH]) & 9.3) simulierten Protonen-
donatoren, wobei NH} das eher saure pH-Optimum von Cystein-

Proteasen widerspiegelte.

Strukturoptimierung Die Strukturen aller zu untersuchenden
Systeme wurden auf RI-DFT-Niveau [45,46] mit dem Funktional
B-LYP [39] optimiert, das fiir die Bestimmung der Geome-
trie genau genug ist. Zur Berechnung einer genaueren Energie
der Strukturen wurden im Anschluss Single-Point Rechnungen
mit dem Drei-Parameter-Funktional B3-LYP [37-39] ohne RI-
Behandlung durchgefiihrt. Fiir alle berechneten Systeme wurde
der TZVP-Basissatz [47] verwendet.

Frequenzanalyse und Ubergangszustandssuche Zur eindeutigen

Identifizierung der Extrema wie Minima und Ubergangszustin-
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den wurden mit dem Programm NumForce, das ebenfalls im
TURBOMOLE-Programm-Paket implementiert ist, Frequenzana-
lysen der Flachenpunkte in der Ndhe der Extrema durchgefiihrt
und die Ubergangszustinde gesucht. Nach deren Auffinden wur-
den die Energien der Strukturen an den Extrempunkten erneut
mit single-point-Rechnungen bestimmt. Ubergangszustinde sind
durch die Existenz einer negativen Frequenz charakterisiert. Ani-
mation dieser Frequenz zeigte die entstehende Bindung zwischen
dem Schwefel- und dem Kohlstoffatom, sodass eindeutig der Uber-

gangszustand der Additionsreaktion ausgemacht werden konnte.

Ladungsanalyse nach Roby-Davidson Die Ladungsanalyse nach
Roby-Davidson wurde mit dem Programm MOLOCH durchge-
fithrt, welches im TURBOMOLE-Programm-Paket implementiert
ist. Fiir die Berechnung der Ladungsverteilung wird die konver-
gierte SCF-Wellenfunktion zunéchst als Basissatz von modifizier-
ten Atomorbitalen geschrieben. Die sich durch die Anwendung des
Ein-Teilchen-Dichteoperators ergebenden Besetzungszahlen sind
die Basis fiir die Populationsanalyse, aus der sich die entsprechen-
den Teilladungen errechnen. Es werden jeweils die multi-center-

korrigierten Werte angegeben.
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COSMO Im Programm COSMO wurde der Wert des Dielektri-
kum auf € = 78.39 gesetzt (Dielektrizitdtskonstante fiir Wasser),
um der polaren Umgebung im Enzym Rechnung zu tragen. Fiir die
Atomradien wurden die optimierten van-der-Waals-Radien ver-

wendet.
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2.2 Kenntnisstand zur Synthese der Inhibitoren

2.2.1 Synthese von Vinylsulfonen

Inhibitoren, die als reaktive Kopfgruppe ein Vinylsulfon besitzen,
sind auf verschiedenen Wegen zuginglich. Eine Eintopfsynthese
fiir den Vinylsulfonbaustein stellten Lee et al. 1989 vor. [48| Da-
bei nutzen sie eine in situ Wittig-Horner-Variante, um die Doppel-
bindung zu generieren. Allerdings waren nur einfach substituier-
te Vinylsulfone zugénglich, da nur reaktive Aldehyde, aber keine
Ketone, zum Einbringen des Rests eingesetzt werden konnte. Eine
verbesserte Variante wurde noch im selben Jahr publiziert und ist

in Schema 4 dargestellt. [49]

o, ,0 | 0.0 , 0.0
W —— X+ (CHgsO ——
P “CHs Pv” " “CHLi, Ph CIZHzLi
1 2 3 4
1
., 0 ii o0 R
—» S
Rl)J\RZ Ph/ = Rz
5 6

Schema 4: Eintopfsynthese von Vinylsulfonen nach Lee et al.: R'= alkyl/aryl,
R2= H/CHj3/Ph; i) 2 eq. n-BuLi, THF, 0 °C; #i) 0 °C; 444) —78 °C

Phenylmethylsulfon 1 kann bei niedriger Temperatur in THF

mit n-Buli zweifach lithiiert werden (2) und reagiert mit Trime-
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thylsilylchlorid 3 zum silylierten Anion 4. Der Umsatz mit ver-
schieden substituierten Aldehyden und Ketonen (5) liefert die ge-
wiinschten Vinylsulfone 6 in guten Ausbeuten. Da das silylierte
Anion 4 auch als Base fungieren kann, ist der Einsatz von eno-
lisierbaren Aldehyden und Ketonen problematisch. Die Synthese-
route bietet sich demnach nicht fiir die Synthese von peptidischen
Vinylsulfon-basierten Protease-Inhibitoren an.

Schema 5 zeigt eine von Palmer et al. 1995 vorgestellte
Syntheseroute zu peptidischen Vinylsulfonen. [22] Ausgehend
von kommerziell erhéiltlichen Boc-geschiitzen Aminosiduren
7 sind N,O-Dimethylhydroxamate 8 zuginglich, die mithilfe
von LiAlH; zu den korrespondierenden Aldehyden 9 redu-
ziert werden konnen. Eine baseninduzierte Umsetzung nach
Horner-Wadsworth-Emmons liefert den Grundbaustein fiir die
Inhibitoren, die Vinylsulfone 11. Freisetzung des N-Terminus
(12) ermoglicht die Kupplung an beliebige Peptidsequenzen
(13), die fiir die notige Erkennung des peptidischen Vinylsulfons
14 im Enzym sorgen. Palmer et al. stellten auf diese Weise
acht Protease-Inhibitoren her. Die Kopfgruppe bestand in der
Regel aus Phenylvinylsulfon, das eine Peptidkette der Sequenz
HomoPhe-AS-Morpholin trug. Als AS fiir die P;-Position wurden

Phe, Leu, Tyr und Lys eingesetzt.
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g Y™ ™
o) 1 O R! | 0O R!
7 8 9
0 ® ,
RO),P ii \% HaN
+ o - H 2 — ° \./\/SOZR
O N SOR © £
SO.R? T X R
o) R!
10 11 12
R3 R3
PG,_ OH v PG N N _ SO,R2
+ N —_— SN \/\/ 2
H H
(@) (e Rl
13 14

Schema 5: Synthese von peptidischen Vinylsulfonen nach Palmer et al.: R!,
R3= AS-Seitenkette, R?= alkyl/aryl, X~=Cl~ /p-CH3CH4SO;3 , PG= N-terminale
Schutzgruppe; i) CH3NOCH3, DCC, TEA, DCM, 0 — 25 °C; 4) LiAlH4, THF,
0°C; 4ii) NaH, THF, 0—25°C; iv) HCl/Dioxan oder p-TsOH/Ether; v) 4-
Methylmorpholin, Chlorameisenséureisobutylester, THF, —10 °C

Eine elegante Synthese der Vinylsulfoneinheit, die eine Viel-
zahl von funktionellen Gruppen sowie ganze Peptidreste toleriert,
wurde 2008 von FEttari et al. veroffentlicht und ist in Schema 6
dargestellt. [50] Die Aminosdurederivate 15 wurden separat her-
gestellt und die endstindige Carboxylgruppe in eine Kohlenstoft-
Kohlenstoff-Doppelbindung iiberfiihrt. Auf diese Weise konnten

die Aminosaurederivate 15 unter Einsatz eines Hoveyda-Grubbs

39



2 GRUNDLAGEN UND METHODEN

Katalysators der 2. Generation direkt mit den Vinylsulfonen 16
in einer Cross-Metathesereaktion in der Mikrowelle zu den ge-

wiinschten peptidischen Inhibitoren 17 gekuppelt werden.

R! , Rt
2 R i /k/\ RS
HNJ\/ N T S
12 o O L O// o
R R
15 16 17

Schema 6: Cross-Metathese nach Ettari et al.: R'= CH,CHyPh, R?= Benzodia-
zepinderivat; 1) Hoveyda-Grubbs Katalysator der 2. Generation, DCM, 100 °C,
Mikrowelle, 2 h

2.2.2 Synthese von Aziridinderivaten

Aziridin-2,3-dicarboxylate sind auf verschiedenen Wegen zugéng-
lich. Erstmalig gelang die enantioselektive Synthese von Aziridin-
2,3-dicarbonsiure [(5,5)-18] [32] der Arbeitsgruppe von Legters
et al. (Schema 7). [51]

Die Ez-chiral-Pool-Synthese (Schema 7) geht von kommerzi-
ell erhiltlichem enantiomerenreinen L-Diethyltartrat [(R,R)-19]
aus. Die Stufen ¢ bis i folgen der Methode von Mori et al. [52]
und liefern das Diethyl-(2R,3 R)-oxiran-2,3-dicarboxylat [(R,R)-
21]. Dieses wird in den Stufen v und v zum Azidoalkohol 22
umgesetzt, der als sdulenchromatographisch leicht trennbares Dia-
stereomerengemisch anfillt. In Schritt vi wird aus dem entspre-

chenden Diastereomer (R,S)-22 das Aziridin (5,5)-23 gewonnen.
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HQ OH i, ii HQ Br
% % $
EtO.C CO.Et EtO,C CO5Et
(R,R)-19 (5,5)-20
l i
HQ N3

-
EtO.C COEt EtO,C" ~CO,Et

(R,S)-22 + (R,R)-22 (R,R)-21
72% 8%
Vi
H R H
N Vil, Viii N
EtO,C "“CO,Et HO,C “"CO,H
(S,5)-23 (5,5)-18
(ee > 96%)

Schema 7: Synthese von (25,35)-Aziridin-2,3-dicarbonséure [(S,5)-18] nach Leg-
ters et al.: i) HBr, HOAc; 1) EtOH, HCL; i17) NaOEt, EtOH; iv) TMSN3, EtOH,
DMF; v) NH4Cl, EtOH, H2O; vi) PPhs, DMF; vii) LiOH-H2O; visi) HT

Hydrolyse (Stufen wvii und wviii) ergibt den Naturstoff [(S,5)-18].

Die Synthese umfasst acht Stufen und eine Diastereomerentren-

nung. Die Gesamtausbeute an Aziridin-2,3-dicarbonséure betragt

ca. 15%.

Eine préiparativ einfache Syntheseroute geht von Fumaraten,

wie Diethylfumarat 24, oder Maleinaten aus (Schema 8). Diese

konnen mithilfe von Diphenylsulfimin (DPSI) 25 in das Aziri-
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din iberfiihrt werden. [53| Als Produkte werden zu 25 — 35 %

COEt h‘“
__ BN
EtO,C Ph Ph
24 25
Tol
go°C,1d | - 7S
H
N COoEt
A + /T <
EtO,C CO,Et EtO.C NH>
rac-trans-23 26
25-35% ca. 50%

Schema 8: Syntheseroute via DPSI am Beispiel von Diethylfumarat

das trans-Aziridin 23 in racemischer Mischung sowie zu etwa 50
% das Enamin 26 erhalten. Der erste Schritt der Reaktion kann
mechanistisch als eine Michael-Addition an Diethylfumarat 24
betrachtet werden. Darauf folgt unter Stabilisierung des gebilde-
ten Enols und unter Abspaltung von Diphenylsulfid direkt der
Ringschluss zum Aziridin rac-trans-23 (Schema 8). Aufgrund der
geringen Ausbeute im Vergleich zum Nebenprodukt 26 und der
notwendingen Racematspaltung ist diese Syntheseroute nicht op-

timal.
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Eine dritte Synthese-Variante fiir Aziridin-2,3-dicarbonséure-
Derivate stellt das Cromwell-Verfahren dar (Schema 9). [54-57]
Dabei wird von Dibrombernsteinsaurediester, z. B. 27, ausgegan-
gen. Erhalten wird ein Gemisch der cis- und trans-konfigurierten

Aziridine in annahernd gleicher Zusammensetzung. Als Haupt-

Br COo,Me NH3 TEA H coMe
w0
MeO,C - CH4CN RO,C COR MeO,C NH;
20d
27 23 26
cis,trans 1:1 50-60%

Schema 9: Bei der Cromwell-Synthese wird iiberwiegend das Enamin gebildet

produkt wird wie auch bei der Reaktion mit DPSI (Schema 8)
zu 50 — 60 % das stabilere Enamin 26 erhalten. Amide konnen
als weitere Nebenprodukte auftreten. Auch dieses Verfahren fiihrt
zu geringer Ausbeute und weist kaum Produkt-Selektivitat auf,
sodass in der vorliegenden Arbeit eine andere Syntheseroute be-
schritten werden sollte.

Eine im Arbeitskreis Schirmeister optimierte, an die Synthe-
se des enantiomerenreinen Aziridin-2,3-dicarboxylats nach Legters
et al. [51] (Schema 7) angelehnte Variante, soll im Folgenden be-
schrieben werden (Schema 10). [58]

Das  enantiomerenreine,  kommerziell  erhéltliche  L-

Diethyltartrat 19 wird mit Thionylchlorid in Dichlormethan
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o
I

HQ, OH o) CH.Cl, S
~< + l _— Q" o

R.R N :
Eto,C "M coet C7 “Cl 4 pMmE

n=

EtO,C  CO,Et

19 28
DMF | NaNs
H
N PPh; HQ ¢N3
. J B
EtO.C™ (5,9) "COZEt DMF EtO,C (R,S) CO,Et
23 22

Schema 10: Optimierte Synthese des enantiomerenreinen Aziridin-2,3-
dicarboxylats 23 ausgehend von L-Diethyltartrat 19

in Gegenwart von katalytischen Mengen DMF quantitativ zum
Dioxathiolan 28 umgesetzt. Dieser Fiinfring ldsst sich in DMF
durch das nucleophile Azid-Ion unter Abspaltung von SO, in
einer Sy2-Reaktion zum Azidoalkohol 22 6ffnen. Dabel findet
selektiv an einem der Ringkohlenstoffatome eine Inversion der
Konfiguration statt. Dieser Reaktionsschritt erfolgt mit 74%iger
Ausbeute. In den analogen Reaktionsschritten v und v der Syn-
these von Legters et al. (Schema 7) wird im protischen Medium
(EtOH) gearbeitet, um das Epoxid 21 in den Azidoalkohol 22
zu iiberfithren. Aufgrund eines aciden Wasserstoffatoms kann an

einem der Ringkohlenstoffe eine Epimerisierung auftreten, was

dazu fiihrt, dass Azidoalkohol 22 als Gemisch aus (R,5)-22 und
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(R,R)-22 (72%, 8%) anfillt (Schema 7). Im aprotischen Medium
DMF verlduft die Reaktion ohne Epimerisierung (Schema 10).
Durch die Einfilhrung eines Triphenylphosphinrestes wird die
Hydroxyfunktion von 22 in ein gutes Nucleofug verwandelt.
Der Ringschluss zum Aziridin-2,3-dicarboxylat 23 (via Staudin-
ger-Reaktion) gelingt stereoselektiv unter Konfigurationsumkehr
des zweiten Ringkohlenstoffatoms mit einer Ausbeute von 69%.
Die Gesamtausbeute dieser neuen, stereoselektiven Synthese, die
ausschlieflich zum trans-Aziridin 23 fiihrt, liegt bei 51% und ist
somit die Methode der Wahl.

Hili et al. entwickelten daraus eine Synthese fiir neue Aziridin-
Aldehyde als Bausteine fiir hochsubstituierte kleine Stickstoff-
Heterozyklen (Schema 11). [59]

H H H
N i N i N
A Ho\/Q..,, Ho\/Q.., o}
EtO,C” (5,5) “COE (5.5) “COEY (5.9) f
H
23 29 30
OH
H O
N

i
I
%
Z

HO
31

Schema 11: Synthese von Aziridin-Aldehyden nach Hili et al.: i) NaBHy4, EtOH,
0°C (2 h), r.t. (15 h); %) DIBAL, Tol, —78 °C,(5 h)

Mithilfe von 0.9 eq. NaBH,4 kann in EtOH selektiv ein Ester des
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Aziridin-2,3-dicarboxylats 23 zur Hydroxygruppe reduziert wer-
den (29). Die zweite Esterfunktion wird im néchsten Schritt einer

milden Reduktion mittels DIBAL zum Aziridin-Aldehyd 30 un-

terworfen. Dieser dimerisiert (31) und ist so an Luft stabil.

2.3 Enzymkinetik

Es gibt zwei grundlegend verschiedene Mechanismen, die zur Hem-
mung von Proteasen fiihren: den reversiblen und den irreversiblen
Typ. Im ersten Fall bindet der Inhibitor kovalent-reversibel oder
nicht-kovalent an das Enzym. Peptidische Inhibitoren ohne funk-
tionelle Gruppen lassen keine kovalente Bindung an das Enzym
zu. Das Enzym wird zeitweise gehemmt, der Inhibitor kann je-
doch wieder abdissoziieren und so aktives Enzym erneut freiset-
zen. Im irreversiblen Fall kommt es zu einer Inaktivierung des
Enzyms. (Per Definition ist Inaktivierung gleichbedeutend mit ir-
reversibler Hemmung.) Elektrophile Bausteine gehen zumeist ko-
valente Bindungen mit dem nucleophilen aktiven Zentrum des En-
zyms ein, was zu dessen irreversibler Hemmung fiihrt. Es gibt
jedoch Ausnahmefille, in denen die rdumliche Anordnung von
Enzym und Inhibitor so ungiinstig ist, dass es nicht zur Aus-
bildung einer kovalenten Bindung kommen kann. Auch ist es

moglich, dass nicht-kovalente oder kovalent-reversible Inhibitoren
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sehr niedrige Dissoziationskonstanten K; aufweisen und daher ei-
ne scheinbar irreversible Hemmung zeigen. Man spricht in diesem
Fall von sogenannten tight-binding Inhibitoren. Genauere Kennt-
nis des tatsdchlich vorliegenden Hemmmechanismus kann durch
Dialyse oder Gelfiltration gewonnen werden. [60] Dabei beobach-
tet man nur im Fall der reversiblen Hemmung einen erneuten An-
stieg der Enzymaktivitdat nach Dialyse oder Gelfiltration. Mithilfe
von Verdiinnungsassays (s. Kapitel 2.3.1) ldsst sich ebenfalls auf
den Hemmmechanismus schliefen. [61] Durch Verdiinnung wird
auch die Aktivitdt des Enzyms um diesen Faktor reduziert. Ist
die Hemmung irreversibel, nimmt die beobachtete Enzymaktivi-
tdat gemél dem Verdiinnungsfaktor ab. Bei der reversiblen Hem-
mung kommt es zur Dissoziation von Enzym und Inhibitor, die
Konzentration an freiem Enzym [E] nimmt zu und eine weniger
starke Reduktion der Enzymaktivitat als nach Verdiinnung er-
wartet, ist die Folge. Einen Hinweis auf den Hemmmechanismus
liefert auch die Zeitabhéngigkeit der Hemmung. Nach Einstellung
des Gleichgewichts zwischen freiem Enzym, Inhibitor und nicht-
aktivem Enzym-Inhibitor-Komplex wird sich die Enzymaktivitat

im Falle einer reversiblen Hemmung auf einen bestimmten Wert

einpendeln (Abbildung 7).
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Zeit [min]

Abbildung 7: Enzymaktivitdt-Zeit-Diagramm im Fall reversibler Hemmung;
[E] = Enzymaktivitit, Eyg ohne Inhibitor, E; mit Inhibitor

Den irreversiblen Fall erkennt man an einem zeitabhangigen
Abfall der Enzymaktivitit, der unter Bedingungen pseudo-erster
Ordnung exponentiell verlauft. [60] Man bezeichnet dies daher als

zeitabhéngige Hemmung (Abbildung 8).

Zeit [min]

Abbildung 8: Enzymaktivitit-Zeit-Diagramm im Fall irreversibler Hemmung
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Von Epoxysuccinylpeptiden weifs man, dass die Hemmung der
Proteasen irreversibel verlduft. Der Cys-Rest im aktiven Zentrum
wird unter Ringoffnung des Epoxids irreversibel alkyliert. Da die
hier beschriebenen Vinylsulfone und Aziridin-2,3-dicarboxylate
sich an den bekannten Epoxysuccinylpeptiden orientieren, wird
tiir die beiden hier diskutierten Substanzklassen eine irreversible
Hemmung erwartet.

Abbildung 9 beschreibt die moglichen Reaktionen zwischen
Enzym, Inhibitor und Substrat, wie sie fiir einen enzymatischen
Assay typisch sind. [62] Enzym E und Inhibitor I stehen im Gleich-

K1 Ki
—_— = E4

E+1 =——— EI

+ ka1
S

k-l| 7L kll
kcat

ES —= E + P

Abbildung 9: Reaktionen zwischen Enzym E, Substrat E und Inhibitor I

gewicht mit dem nicht-kovalenten Assoziationskomplex EI. Die-
ser reagiert in einer irreversiblen Reaktion zu einer inaktiven
Enzym-Form E-I, in der der Inhibitor kovalent an das Enzym
gebunden ist. Mit dem Inhibitor konkurriert das Substrat S um
die Bindungsstelle des Enzyms. Dabei ist die Michaelis-Menten-

Konstante Ky, als Mak fiir die Affinitat des Substrats zum Enzym
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eine wichtige Grofe. Es bildet sich reversibel ein Enzym-Substrat-
Komplex ES, welcher irreversibel unter Freisetzung des Enzyms
zum Produkt P reagiert. Die Wechselzahl k.,; gibt die Anzahl der
Umsetzungen ES — P an, die jedes aktive Zentrum pro Zeiteinheit
katalysiert. Die fiir die irreversible Hemmung relevanten Grofsen
sind die sogenannten Hemmkonstanten:

- k; [min~1] ist die Geschwindigkeitskonstante erster Ordnung fiir
die Bildung des inaktiven Enzyms E-I aus dem nicht-kovalenten
Enzym-Inhibitor-Komplex EI.

- Die Dissoziationskonstante des Enzym-Inhibitor-Komplexes wird

mit K; [M] beschrieben.

Ki="—F+ (23)

- kopg [M~1 min~!| ist die Geschwindigkeitskonstante zweiter Ord-

nung der Inaktivierung und ist definiert als der Quotient aus £;
und K;.
o = (24)
2nd — Kz
Die Hemmkonstanten lassen sich mithilfe fluorimetri-
scher Assays durch Messung der Enzymaktivitdt in An-

und Abwesenheit des Inhibitors bestimmen. Dabei sind 4-
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Methylcoumarylamide geeignete Substrate zur Detektion der
Zunahme der Produktkonzentration [P|. Zur Bestimmung der
Hemmkonstanten haben sich fiir irreversible Inhibitoren die
Methode des Verdiinnungsassays nach Kitz und Wilson [61]
und die des kontinuierlichen Assays nach Tian und Tsou [63]

durchgesetzt.

2.3.1 Verdiinnungsassay

Bei der Verdiinnungsmethode wird eine konstante Enzymkonzen-
tration mit einem Uberschuss an Inhibitor inkubiert, um Bedin-
gungen pseudo-erster Ordnung zu gewéahrleisten. [61] Nach be-
stimmten Zeitabstdnden t; (5-7 Male innerhalb einer Stunde) wird
ein Aliquot entnommen und die Restenzymaktivitit zum Zeit-
punkt t; durch Substratzugabe bestimmt. Dabei ist darauf zu
achten, dass durch Substratzugabe die Enzym-Inhibitor-Losung
mindestens um den Faktor 10 verdiinnt wird, um eine Hemmung
durch nicht-kovalente Assoziation des freien Inhibitors I an das
Enzym E ausschlieken zu kénnen. Unter Bedingungen pseudo-
erster Ordnung ([/] >> [E]) folgt die beobachtete Abnahme der
Enzymaktivitit einer Kinetik pseudo-erster Ordnung mit der Ge-

schwindigkeitskonstanten ks [min™!| (Abbildung 10). [63]
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Zeit [min]

Abbildung 10: Enzymaktivitit-Zeit-Diagramm im Fall der irreversibler Hem-
mung

Die Gesamtkonzentration an eingesetztem Enzym [E], setzt
sich aus der Summe von freiem Enzym [E], nicht-kovalent gebun-
denem Enzym im Enzym-Inhibitor-Komplex [EI] sowie inakti-

viertem Enzym [E — I| zusammen (Gl. 25). [60]
[Ely = [E] + [ET) + [E — 1] (25)

Da die Bildung des nicht-kovalenten Enzym-Inhibitor-
Komplexes EI ein reversibler Prozess ist, ergibt sich die Konzen-

tration des potentiell aktiven Enzyms [E], aus Gleichung 26.

B, = [E]+ |E]] (26)

a

Da die Konzentration des Inhibitors deutlich grofer ist als die
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Ausgangskonzentration des Enzyms ([I] >> [E],), ist die Bildung
des inaktivierten Enzyms [E — I] proportional zur Konzentration
des Enzym-Inhibitor-Komplexes [F1] (Gl. 27).

d|E — 1]

o = kilEl] (27)

Unter der Voraussetzung, dass die Gesamtkonzentration an En-
zym [E], konstant bleibt, entspricht die Bildung des inaktivierten
Enzyms [E — I] der Abnahme an aktivem Enzym [E], (Gl 28).

dE—1) _ d[B], _

R R (28)
Mit den Gleichungen 26 und 29
[E], = [E] + [E]] (26)
Bl KB

ergeben sich nach Umformung Gleichungen 30 und 31.

[El] = —% (30)
L+
d[E] [E]
B U e 31
dt 1+% (31



2 GRUNDLAGEN UND METHODEN

Integration von Gleichung 31 iiber die Zeit liefert Gleichung 32.

[E] kit
In+—% = — (32)
K;
Unter Bedingungen pseudo-erster Ordnung (Gl. 33)
[E]
[El,

wird aus Gleichung 32 eine hyperbolische Funktion, die durch Glei-

chung 34
kit
—kopst = — e (34)
1+ a
oder durch Gleichung 35 beschrieben wird.
ki 1]

kops = 35
T+ (35)

Hohe Dissoziationskonstanten K;, schlechte Loslichkeit des Inhibi-
tors oder schnelle Reaktionen konnen dazu fithren, dass die Satti-
gungsbedingung [I] >> K; nicht erfiillt ist. In diesen Fillen kann
nur mit relativ niedrigen Inhibitorkonzentrationen unterhalb des
Wertes der Dissoziationskonstanten ([/] << K;) gearbeitet wer-

den. Gleichung 35 vereinfacht sich dadurch zu Gleichung 36.

k; []] kobs k;
% ° W% (36)
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Hieraus ergibt sich Gleichung 37 fiir die Geschwindigkeitskonstan-
te 2. Ordnung aus Gleichung 24:

ki

and — E (24)
kobs

k2nd = (37)
]

Die Hemmkonstanten k; und K; sind somit nicht mehr einzeln

bestimmbar.
kz’ kobs

kona = i (38)

Befindet sich zusétzlich ein um die Bindungsstelle konkurrie-
render Ligand in Form eines Substrates mit konstanter Konzen-

tration [S] im Reaktionsmedium, miissen - kompetitive Hemmung

vorausgesetzt - alle Gleichungen um den Term 1 + [—ﬂ korrigiert

werden. [64] Statt K; wird in die apparente Dissoziationskonstante

K iapp berechnet (Gl. 39).

1+ [9]

Kiapp = KZ KM

(39)

Nach Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstante K j; kann K;

aus Gleichung 39 durch Division durch den Term 1;;—[5] bestimmt

werden.
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2.3.2 Kontinuierlicher Assay

Die kontinuierliche Assay-Methode nach Tian und Tsou verfolgt
eine andere Strategie, um die Geschwindigkeitskonstante pseudo-
erster Ordnung ks zu ermitteln. [63] Bei dieser Methode wird das
Enzym mit einer Losung aus Substrat und Inhibitor versetzt und
die Produktzunahme in Abhéngigkeit von der Zeit gemessen. Da-
zu miissen Steady-state-Bedingungen und Bedingungen pseudo-
erster Ordnung erfiillt sein, d.h. Inhibitor und Substrat miissen
im Uberschuss vorliegen. Handelt es sich um einen irreversiblen
Inhibitor wird die Produktzunahme exponentiell abnehmen und

sich einem Grenzwert P, ndhern (Gl. 40, Abbildung 11). [63]

[Pl = [Pl (1 —exp®) (40)

Die Messzeit betrédgt in der Regel zwischen fiinf und 60 Minuten
und die Umsatz-Zeit-Kurve ohne Inhibitor muss iiber den gesam-
ten Messzeitraum linear verlaufen. Nur dann sind Steady-state

Bedingungen erfiillt. Eine Abweichung von 10% wird toleriert.
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120 -
100 -
80 1
[P] 60
40 A
20 A

Zeit [min]

Abbildung 11: In Anwesenheit von Inhibitoren néhert sich die Produktkonzen-
tration einem Grenzwert.

2.3.3 Vergleich der Enzym-Assays

In beiden Féllen werden zuerst unter Bedingungen pseudo-erster
Ordnung ([/] >> [E]) die Hemmkonstanten pseudo-erster Ord-
nung ks fiir verschiedene Inhibitor-Konzentrationen bestimmt.
Aus den kg -Werten werden dann die Hemmkonstanten k; und
K; ermittelt. Die Methoden unterscheiden sich in der Bestim-
mung von k. Ein kontinuierlicher Assay ist schneller durchzu-
fithren als ein Verdiinnungsassay. Bei langsamen Reaktionen kon-
nen Steady-state-Bedingungen nicht immer erfiillt werden und die
beobachtete Abnahme der Enzymaktivitat ist dann auf die Ab-
nahme der Substratkonzentration zuriickzufiihren und nicht auf

die Hemmung des Enzyms. In diesen Fillen bietet sich der zeitauf-
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wandigere Verdiinnungsassay an. Damit kann zu einer bestimmten
Zeit t die Enzymaktivitdt immer unter Steady-state Bedingungen
gemessen werden. Durch eine einzige Messung ist es mit der kon-

tinuierlichen Methode moglich mittels Gleichung 37

kz’ kobs
o = — =
nd =g (37)

die inhibierende Potenz einer Substanz abzuschétzen.

Da die durchgefiihrten Experimente mit dem Enzymkinetik-
Programm Grafit [65] durch nicht-lineare Regressionsanalyse
(auf der Marquart-Methode beruhend [66]) ausgewertet werden,
wird auf die Diskussion von Linearisierungsverfahren (z. B. nach

Lineweaver-Burk und Eadie-Hofstee) verzichtet.
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3 Zielsetzung und Syntheseplanung

Im Vorfeld dieser Arbeit wurden im Rahmen einer Kooperati-
on zwischen den Arbeitskreisen von Prof. Dr. Tanja Schirmeister
und Prof. Dr. Bernd Engels kombinierte theoretische und experi-
mentelle Untersuchungen zur Reaktivitdt von Aziridinen mit un-
terschiedlichen Substituenten am Stickstoffatom durchgefiihrt. Es
wurden mit geeigneten theoretischen und experimentellen Model-
len das Reaktionsverhalten und die Kinetik der Reaktionen mit
Thiolaten untersucht sowie die potentielle Eignung dieser Aziri-
dine als Cystein-Protease-Inhibitoren mithilfe von enzymatischen
Assays abgeschatzt. Die theoretischen und experimentellen Er-
gebnisse ergaben zusammen mit den erhaltenen Hemmdaten ei-
ne schliissige Erklarungen fiir die Reaktivitat unterschiedlich sub-
stituierter Aziridine sowie deren Eignung als Cystein-Protease-
Inhibitoren. [67,68]

Die Ubertragung dieser umfassenden Untersuchung auf die
Substanzklasse der Vinylsulfone ist ein langfristiges Projekt. In
dieser Arbeit sollten erste theoretische und experimentelle Model-
le erprobt werden, um zu sondieren, welche Methoden zielfithrend

sein konnten.
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Dazu sollte im ersten Teil der Arbeit mithilfe eines einfachen
quantenmechanischen Modells der Einfluss des Substitutionsmus-
ters an verschiedenen Michael-Akzeptoren, vor allem aber an Vi-
nylsulfonen, auf die Kinetik der 1,2- und der 1,4-Addition von
Thiolen und Thiolaten untersucht werden. Das Thiol im aktiven
Zentrum der Cystein-Proteasen sollte dabei durch Methylthiolat
imitiert werden. Ammonium sollte den Protonendonor Histidin
simulieren.

Der zweite Teil dieser Arbeit beinhaltet die Synthese kleiner
Vinylsulfonbausteine, die den theoretisch untersuchten Verbin-
dungen dhneln. Die Bausteine sollten weiterhin an diverse Pepti-
de gekuppelt werden, um potentielle Cystein-Protease-Inhibitoren
zu erhalten. Die gewiinschten Peptide sollten ebenfalls hergestellt
werden. Dariiber hinaus sollte das Aziridin-Projekt weiter ausge-
baut werden. Die Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof.
Andrei Yudin, University of Toronto, ermoglicht den Zugang zu
zwel neuen Aziridin-Derivaten. Diese sollten in dieser Arbeit syn-
thetisiert werden und durch Kupplung an Peptide neue Cystein-
Protease-Inhibitoren liefern. Die zu verkniipfenden Peptide sollten
ebenfalls hergestellt werden.

Im dritten Teil dieser Arbeit sollten die synthetisierten Ver-

bindungen hinsichtlich der Kinetik ihrer Reaktionen mit Thiolen
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und Thiolaten untersucht werden. Die erforderlichen physikalisch-
chemischen Modelle sowie deren Realisierungen sollten erarbeitet
werden, um die Geschwindigkeitskonstanten der Reaktionen zu er-
mitteln und zu vergleichen. Enzym-Assays sollten dann belegen,
wie gut die in dieser Arbeit entwickelten theoretischen und ex-
perimentellen Methoden in der Lage sind, die Potenz der neuen

Inhibitoren vorherzusagen.
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4 Durchfiihrung und Ergebnisse

4.1 Diskussion der theoretischen Untersuchungen von

Michael-Akzeptoren

4.1.1 Reaktionsmechanismus: 1,4- versus 1,2-Addition

Die irreversible Inhibierung von Cystein-Proteasen erfolgt durch
Addition des nucleophilen Cystein-Schwefels im aktiven Zentrum
der Protease an einen elektrophilen Baustein, welcher die Amino-
saure irreversibel alkyliert. Fiir die Additionsreaktion des Cystein-
Thiolats an Michael-Akzeptor-basierte Inhibitoren sind zwei Re-
aktionsmechanismen moglich. Nach Addition des Thiolats an das
p-C-Atom (Cs in Abb. 12) der ungesittigten Verbindung bildet
sich ein resonanzstabilisiertes Carbanion als mehr oder weniger
stabile Zwischenstufe. Fiir a, f-ungeséattigte Carbonylverbindun-
gen, die eine C-C-Doppelbindung zwischen C; und Cy aufweisen,
ist die Stabilisierung durch die benachbarte Carbonylgruppe mit
starkem -M-Effekt sehr gut. Aufgrund der nach Pearson priferier-
ten hart-hart-Wechselwirkungen zwischen Sauerstoff-Anion und
Proton erfolgt bei Mechanismus-Variante eins (1,4-Addition) die
Protonierung am Sauerstoff (s. Abb. 12), und es kommt zur Bil-
dung eines Enols, welches durch nachfolgende De-/Reprotonierung

zur thermodynamisch stabileren Ketoform tautomerisiert.
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Abbildung 12: 1,4-Addition von Methylthiolat an einen Carbonyl-Michael-
Akzeptor (links) und Sulfon-Michael-Akzeptor (rechts) in Gegenwart eines Am-
moniummolekiils

Ein ebenfalls denkbarer Reaktionsmechanismus ist die direk-
te Protonierung des Carbanions (klassische 1,2-Addition an ei-
ne elektronenarme Doppelbindung), welche sofort zur energetisch

glinstigeren Ketoform fiithrt (Abb 13).

(I:HS ICH3
@S"“\ - R @S\\ \ R,
i b4
®:H3 Cl\[éo E_H_gmck, \<§
R> ® 2

Abbildung 13: 1,2-Addition von Methylthiolat an einen Michael-Akzeptor in Ge-
genwart eines Ammoniummolekiils

4.1.2 Reaktion zur Enolform (1,4-Addition)

Bei der klassischen Michael-Addition nach dem 1,4-
Additionsmechanismus addiert das Nucleophil an das f-
Kohlenstoffatom der Verbindung, anschliefsend wird der Sauerstoft

der Carbonyl- oder Sulfonylgruppe protoniert. Zur Untersuchung
dieses Reaktionsweges wurde fiir die Molekiile 33 bis 42 (Abb. 14)
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4 DURCHFUHRUNG UND ERGEBNISSE

jeweils der Reaktionspfad einer nucleophilen Additionsreaktion

mit Methylthiolat (32) berechnet. Die Atomabstéinde jeweils zwi-
O O O O O J\
tBu OCH OPh N
O o e e oy
33 34 35 36 37

0 0 0 0
WP WP %0
s s 4
| NHCH; i SCH3 m W tBu lr Ph
38 39 40 41 42

Abbildung 14: untersuchte Michael-Akzeptor-Systeme

schen dem Schwefelatom des Methylthiolats, das als Nucleophil
fungiert, und dem [-Kohlenstoffatom der C-C-Doppelbindung,
dem Elektrophil, wurden in Schritten von 0.1 A von 3.0 A bis auf
1.8 A verringert. Als Protonendonatoren befanden sich im Fall
a) zwei Wassermolekiile und im Fall b) zwei Ammoniumionen
in unmittelbarer Umgebung des Carbonyl- bzw. Sulfonylsau-
erstoffatoms. Die Ammoniumionen sollten im Vergleich zur
pH-neutralen wassrigen Umgebung das eher saure Medium des
Enzyms widerspiegeln. Fiir eine realistischere Untersuchung der
Systeme wurde zusétzlich zu den explizit verwendeten Proto-
nendonormolekiilen weiteren Losungsmitteleffekten durch die

Verwendung von COSMO Rechnung getragen. Tabelle 1 zeigt die
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Ergebnisse der Angriffsreaktionen im Uberblick. AE bezieht sich
einerseits auf die Aktivierungsenergie der Additionsreaktion (hin)
des Thiolats an den Michael-Akzeptor und andererseits (riick) auf
die Aktivierungsenergie der Riickreaktion, also der Spaltung der
zuvor gebildeten S-C-Bindung. Letztere Energiebarriere korreliert
mit der bendtigten Energie fiir einen Bindungsbruch zwischen
Inhibitor und Enzym und sollte ausreichend grof sein, um eine
irreversible Enzymhemmung zu erzielen.

Tabelle 1: Energien der Reaktion von Methylthiolat mit den Verbidungen 33 bis 42 im
neutralen und sauren Milieu

H,0 NH;
Verb. | OH-Briicke AFE OH-Briicke | Protonierung AFE
in kcal mol~! ab SC-Abstand | in kcal mol™!
in A hin riick in A in A hin riick
33 1.73 3 5 <29 15 18
34 1.69 - 6 1.76 <2.6 14 20
35 1.70 -1.93 12 -12 1.48-1.61 6 5
1.71 >2.72
36 1.71 -1.80 - 4 1.74b 6 10
37 1.62 -1.76 16 -16 1.74 2 <2.3 12 12
38 1.64 -1.78 10 -13 1.62 >2.72 <2.3 - 11
39 1.70 - 6 1.5 - 4
40 1.79-1.89 7 -7 1.66-1.69 11 -11
1.94 >2 52
41 1.79-1.83¢ 7 -7 1.66-1.69 10 2
42 1.86-1.89 5 3,5 1.71-1.96 9 -9

& H-Briicken zu beiden Ammoniumionen vom selben O-Atom aus
b >9.5 besteht zusiitzliche H-Briicke zu PhO-Sauerstoff von 2.53A
¢ >1.9 besteht zuséitzliche H-Briicke zu 2. Sauerstoff von 1.92A
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Die Verbindungen 33 bis 39 sind Michaelsysteme mit einer
Carbonylgruppe wihrend Verbindungen 40 bis 42 zu den Vi-
nylsulfonen zéhlen. Deutlich zeigt sich im sauren Milieu (NH})
anhand des Grads der Protonierung des Additionsprodukts eine
unterschiedliche Basizitét (s. Tabelle 1, Spalte 6). Wéhrend eini-
ge der Carbonylverbindungen ab einem bestimmten S-C-Abstand
durch ein sich in der Ndhe befindliches Ammoniumion protoniert
werden (Verbindungen 33, 34, 37 und 38), wird trotz gleichem
Substitutionsmuster (vgl. 40 mit 33 und 41 mit 34) fiir keine der
Vinylsulfonverbindungen ein protoniertes Produkt erhalten.

Fiir die Ketone 33 und 34 ist der kritische S-C-Abstand, ab
dem eine Protonierung stattfindet, relativ grok (2.9 A) gegeniiber
2.3 A fiir die Anniherung des Thiolats an die Amide 37 und 38.
Fiir die Reaktionen in wéssriger Umgebung ist fiir keines der Mo-
lekiile eine Protonierung zu beobachten. Offenbar ist fiir eine Pro-
tonierung eine starkere Séure als Wasser notig. Vergleicht man die
Energiebarrieren der Hin- und der Riickreaktionen im neutralen
und im sauren Milieu, zeigen sich Unterschiede in der Reaktivitit.
Im Neutralen ergeben sich fiir die Hin- und die Riickreaktion nur
sehr geringe oder gar keine Energiebarrieren. Fiir fast alle Ver-
bindungen (Vgl z.B. 35 und 37) wird allerdings die Riickreaktion,

also die Eliminierung des Thiols, etwas begiinstigt. Im Sauren sind
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die Barrieren fiir die Hin- und die Riickreaktion ebenfalls niedrig.
Es fallt jedoch auf, dass die Energien jeweils fiir Hin- und die
Riickreaktionen fiir die Carbonylverbindungen fast identisch sind.
Eine - wenn auch nur leichte - Begiinstigung der Riickreaktion ist
nur fiir die Vinylsulfone zu beobachten. Die Vinylsulfone werden
in beiden Medien nicht protoniert. Dennoch lassen sich zwischen
den Sauerstoffatomen und den Ammoniumionen stérkere, kiirze-
re Wasserstoftbriickenbindungen als im wéssrigen Milieu beobach-
ten. Aus fritheren Studien an Epoxiden und Aziridinen sind pH-
Abhéngigkeiten der Inhibierungsreaktion bekannt. [43,68] Im All-
gemeinen wurde bei niedrigerem pH-Wert, wie er auch der natiirli-
chen Umgebung im Enzym entspricht, fiir Aziridine eine schnellere
Inhibition beobachtet als bei neutralem pH-Wert. Fiir die hier un-
tersuchten Substanzklassen kann keine dhnliche pH-Abh#ngigkeit
der Reaktion festgestellt werden. Die Abbildung 15 zeigt exempla-
risch den Verlauf des Reaktionspfads bei Annaherung des Thiolat-
molekiils an den [-Kohlenstoff des Carbonyl-Michael-Akzeptors.
Fiir die weiteren Carbonylverbindungen zeichnet die Auftragung

der Energiewerte ein dhnliches Bild.

Der Graph der Energiewerte von Verbindung 33 (Abb. 15)
zeigt keine gleichméfige Kurve sondern weist einen Sprung in der

Energie auf. Dies konnte dadurch erklart werden, dass der Ab-
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keal /mol
n

C-Sin A

Abbildung 15: Reaktionspfad der Addition von Methylthiolat an Michael-
Akzeptor 33

lauf der Reaktion nicht dem berechneten Annidhrungspfad folgt.
Die Berechnung eines ausreichend grofen Ausschnitts der Poten-

tialfliche ist fiir eine genauere Betrachtung der Reaktionen der

Carbonylverbindungen notwendig.

65 -
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Abbildung 16: Reaktionspfad der Addition von Methylthiolat an Michael-
Akzeptor 41

Der Graph in Abb. 16 zeigt den Energieverlauf der Additi-
onsreaktion von Methylthiolat an das Vinylsulfon 41. Er ver-

lauft deutlich glatter als fiir die oben gezeigte Carbonylverbin-
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dung. Fiir den Abstand von 1.9 A weist er ein lokales Minimum
auf. Dies konnte auf einen zweiten, parallelverlaufenden Reakti-
onskanal hindeuten. Da dieser Abstand allerdings einer kovalenten
Schwefel-Kohlenstoff-Einfachbindung entspricht, ist auch eine sta-
bilisierte, anionische Zwischenstufe denkbar, die eventuell erst in
einem zweiten Schritt protoniert wird, da, wie in Tabelle 1 darge-
stellt, bei diesem S-C-Abstand keine Protonierung am Sauerstoff
stattfindet. Die Graphen der {ibrigen Vinylsulfone zeigen densel-
ben Verlauf.

4.1.3 Reaktion zur Ketoform (1,2-Addition)

Wie in Kapitel 4.1.2 beschrieben, werden in wéssrigem Milieu die
diskutierten Carbonylverbindungen gar nicht und in saurerem Me-
dium nur einige dieser Verbindungen am Sauerstoff protoniert,
obwohl sich das Thiolatmolekiil bereits in einem Abstand zum
[-Kohlenstoffatom befindet, der einer S-C-Einfachbindung ent-
spricht. Vinylsulfone erfahren weder im wissrig-neutralen noch
im sauren Milieu eine Protonierung. Da die Berechnung der Re-
aktionspfade keine eindeutigen Ergebnissen hinsichtlich des Reak-
tionsmechanismus lieferte, wurden fiir die 1,2-Addition von Me-
thylthiolat an die Verbindungen 33 bis 42 (Abb. 14, Kap. 4.1.2)
jeweils Potentialflichen (PES) als Funktion des S-Ca- und C;-H-
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Abstands berechnet. Dabei wurde von der Struktur des Produkts
ausgegangen, d.h. die Bindungslangen der Startgeometrie betru-
gen 1.9 A fiir S-Cy und 1.1 A fiir C-H. Zur Ermittlung der Fli-
chenpunkte wurden dann die Bindungslangen fiir S-Cy zwischen
1.8 — 3.5 A bzw. 1.8 — 3.2 A und fiir C;-H zwischen 1.0 — 2.7 A
variiert. Als Protonendonatoren fungierten zwei Ammoniumionen,
von denen eines in der Niahe des Thiolats und eines in der Néhe

des a-Kohlenstoffatoms (C; in Abb. 17) positioniert wurden.

Nﬁi gH3 NI-C?4 GHs
(Sl /Rl @S Rl
c
I
o Cl\fo fooCr 20
@NH3 NH3 7 \\O
R> ® R»

Abbildung 17: 1,2-Addition von Methylthiolat an Michael-Akzeptor-Systeme in
Gegenwart von zwei Ammoniumionen

Leider konnte nur fiir drei der untersuchten Verbindungen ei-
ne Potentialfliche berechnet werden, bei der die Systeme an allen
berechneten Flidchenpunkten stabil waren und fiir den angenom-
menen Reaktionsverlauf sinnvolle Strukturen aufwiesen. Durch
die uneingeschrinkte Beweglichkeit der beiden Ammoniumionen
waren die optimierten Strukturen aufgrund von fluktuierenden
Wasserstoftbriickenbindungen innerhalb einer Fléche oft nicht ver-
gleichbar. Bei einigen Molekiilen fiihrte eine Wasserstoftbriicken-

bindung eines Sauerstoffatoms zu einem frei beweglichen Ammo-
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niumion zur Zersetzung des Molekiils oder die Rechnungen kon-
vergierten nicht, sodass fiir die Mehrzahl der Flachenpunkte kein
Energiewert erhalten werden konnte und somit die Flache nicht
reprasentativ fiir den Verlauf der Reaktion war.

Bei den berechneten drei PES verstehen sich alle Energien
relativ zur Summe der Energien aller Edukte in unendlicher
Entfernung voneinander. Diese Edukt-Gesamtenergie wurde auf
0 kecal /mol gesetzt. Im Folgenden sollen die Potentialflichen fiir
Vinylsulfon 40 und Carbonylverbindung 35 sowie fiir das hierzu

analoge Vinylsulfon 43 diskutiert werden.

Vinylsulfon 40

CH
Der weifse Pfeil in Abbildung 18 zeigt den Ver- />S\\/ °
@)
lauf der Reaktion von Vinylsulfon 40 mit Me- ©

thylthiolat in Anwesenheit von zwei Ammoniu-

mionen. Der Reaktionspfad verldauft ausgehend von den Eduk-
ten nicht direkt diagonal iiber den berechneten Flachenausschnitt
zum Produkt, sondern in einem Bogen, der einen Angriff des
Nucleophils am S-Kohlenstoft mit verzogerter Protonierung des a-
Kohlenstoffatoms vorraussagt. Obwohl der Ubergangszustand am

Rand des berechneten Flachenausschnitts liegt, wird er korrekt
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keal /mol
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Abbildung 18: PES von Methylthiolat und Vinylsulfon 40 in Anwesenheit von
zwei Ammoniumionen

wiedergegeben (Vgl. Abb. 27, Kapitel 4.1.4; dort ist der Angriff
von Methylthiolat an Vinylsulfon 40 in Gegenwart von nur einem
Ammomiummolekiil dargestellt. Der C-H-Abstand wurde bis zu
3.0 A abgebildet, es zeigt sich derselbe Reaktionsverlauf.)

Die Reaktion verlduft iiber einen Ubergangszustand, in dem
die Bindungslingen fiir die S-Co-Bindung 2.11 A und fiir den C;-
H-Abstand 2.14 A betragen. Das attackierte Kohlenstoffatom ist

nicht mehr planar, sondern schon leicht tetraedrisch, die Wasser-
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Abbildung 19: Schnitt durch die PES der Addition von Methylthiolat 32 an
Michael-Akzeptor 40 bei konstantem CH-Abstand von 2.2 A.

stoffatome der endstédndigen CHo-Gruppe weisen nur einen Winkel
von 110° statt 120°C auf. Der TS wird nicht durch Wasserstoft-
briickenbindungen zum Michael-Akzeptor stabilisiert. Das zwei-
te Ammoniummolekiil befindet sich 4.2 A vom Thiolat entfernt.
Ein carbanionischer Zwischenzustand ist nicht stabil sondern rea-
giert direkt zum Additionsprodukt weiter. Die Bindungslingen
im Produkt betragen fiir die S-Cy-Bindung 1.87 A und fiir den
Cy-H-Abstand 1.1 A. Es sind keine Wasserstoffbriicken zum zwei-
ten Ammoniummolekiil ausgepriagt. Die Aktivierungenergie fiir
die Hinreaktion betrdgt 12.3 kecal/mol. Die Darstellung der Fli-
che (Abb. 18) und auch die Schnitte durch die Fléche (Abb. 19
und Abb. 20) sind nicht "glatt", sondern weisen Unebenheiten auf.
Diese konnen z.B. entstehen, wenn die berechneten Energien zu

leicht unterschiedlichen Strukturen gehoren, d.h. wenn nicht nur
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die gewollte Strukturinderung (Anderung der Bindungslinge) die
Energie verandert hat sondern auch z.B. eine fluktuierende Posi-
tion des zweiten Ammoniummolekiils (Vgl. Kapitel 4.1.4). Durch
das Inbetrachtziehen von nur einem Ammoniummolekiil konnten
deutlich "glattere" Fldchen erhalten werden.) Die zu tiberwinden-
de Energiebarriere auf der Angriffstrajektorie zwischen 3.6 A und
3.0 A (z.B. Abb. 19) ergibt sich aus einer Rotation der Methyl-
gruppe am Thiol. Die fiir die Riickreaktion bendtigte Energie fiir
die Dissoziation des Thiolats vom Produkt zuriick zum Vinylsul-
fon betriagt 33.3 kcal/mol zusétzlich zur artifiziellen Rotations-

energie.

kecal /mol

-20 -

-30

. . . T T T .
10 12 14 16 18 20 22
C-Hin A

Abbildung 20: Schnitt durch die PES der Addition von Methylthiolat an Michael-
Akzeptor 40 bei konstantem Abstand S-C-Abstand von 1.9 A.

Diese Energiebarriere ist ausreichend hoch, um von einer
bei Raumtemperatur irreversiblen Reaktion zu sprechen. Man

wiirde mit der elektrophilen Kopfgruppe 40 also vermutlich einen
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irreversiblen Inhibitor designen kénnen.

Carbonylverbindung 35

OCH;
Der weifte Pfeil in Abbildung 21 beschreibt den /\H/

Verlauf der Reaktion von Carbonylverbindung 35 ©

mit Methylthiolat in Anwesenheit von zwei Am-

moniumionen. Im Unterschied zu Verbindung 40 konnte diese
PES nur im Bereich von SC=2.7 A bis SC=2.2 A berechnet wer-
den. Wie auch bei der vorherigen Verbindung, zeigt die PES ein
tiefliegendes Energieminimum bei einem S-C-Abstand von 1.9 A
und einem C-H-Abstand von 1.1 A. Dieses Energieminimum liegt
circa 15 kcal/mol tief relativ zu den Edukten.

Der Reaktionspfad fiithrt ausgehend von den Edukten iiber eine
carbanionische Zwischenstufe, deren Protonierung zum Produkt
barrierefrei moglich ist. Die Aktivierungsbarriere der Hinreaktion
kann aufgrund des zu geringen Fliachenausschnitts nicht genau
bestimmt werden. Die Aktivierungsenergie der Riickreaktion be-
tragt mindestens 25 kcal/mol. Auch ein mit dieser elektrophilen
Kopfgruppe versehener Inhibitor sollte also bei Raumtemperatur

ein Enzym irreversibel hemmen.
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Abbildung 21: PES von Methylthiolat und Carbonylverbindung 35 in Anwesen-

heit von zwei Ammoniumionen
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1,6
C-H iy A 2,0
Abbildung 22: PES von Methylthiolat und Vinylsulfon 43 in Anwesenheit von

zwel Ammoniumionen

Vinylsulfon 43
Der weike Pfeil zeigt den Verlauf der analogen

Vinylsulfonverbindung 43 (Grafik 22). Wie auch

Vinylsulfon 40 verlduft bei dieser Reaktion der
Reaktionspfad iiber eine carbanionische Zwischenstufe, die bar-
rierefrei zum Additionsprodukt reagiert.

Auch bei dieser Vinylsulfon-Verbindung lasst die Energiebar-
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Abbildung 23: S-C-Reaktionspfad der Addition von Methylthiolat an Michael-
Akzeptor 43

keal /mol
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Abbildung 24: C-H-Reaktionspfad der Addition von Methylthiolat an Michael-
Akzeptor 43

riere von iiber 30 kcal/mol fiir die Riickreaktion auf eine irrever-
sible Hemmung des Enzyms schliefen.

Vergleicht man Vinylsulfon 43 mit Vinylsulfon 40, sieht man
anhand der sich dhnelnden PES, dass derselbe Reaktionsmecha-
nismus vorliegt. Carbonylverbindung 35 weist ein analoges Sub-
stitutionsmuster zu Vinylsulfon 43 auf: neben der Vinyleinheit

tragen beide Verbindungen dieselbe funktionelle Gruppe, die Me-
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thoxyfunktion. Obwohl die berechneten PES-Ausschnitte eini-
ge Unterschiede aufweisen (Vgl. Regionen um die Flachenpunk-
te SC/CH (2.4/1.2) und (1.9/2.0)), ist ein dhnlicher Reaktions-
mechanismus moglich. Im Fall der Carbonylverbindung scheint
die Bildung eines Carbanions wahrscheinlich, obgleich sich dieses
nicht in einem isolierten lokalen Energieminimum befindet, son-
dern durch barrierefreie Protonierung sofort das stabilere Additi-
onsprodukt erhalten wird, welches dem benachbarten tieferliegen-
den Energieminimum entspricht. Derselbe Reaktionsverlaut wird
von der PES fiir das methoxy-substituierte Vinylsulfon vorausge-
sagt.

Fiir beide Verbindungen wurde mit der Roby-Davidson-
Methode, die in Turbomole implementiert ist, eine Partialla-
dungsanalyse durchgefiihrt, welche die unterschiedliche Partialla-
dungsverteilung in den Edukten und den potentiell entstehenden
Carbanionen widerspiegelt (Abb. 25).

Bei der Carbonylverbindung steigt durch den Angriff des Me-
thylthiolats die negative Partialladung am a-Kohlenstoffatom (—
Carbanion) von -0.11 auf -0.39 etwa auf das Vierfache an. Zusétz-
lich erhoht sich die negative Partialladung am Carbonylsauerstof-
fatom nach dem Angriff des Methylthiolats etwa um die Hélfte.

Die Partialladung am Carbonylkohlenstoff, welches zwischen Sau-
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Abbildung 25: Ladungsverteilung jeweils fiir den neutralen und den anionischen
Zustand der Verbindungen 35 (li) und 43 (re)

erstoffatom und Carbanion liegt, bleibt hingegen unverindert. Die
Partialladungsverteilung lasst in diesem Fall auf gute Mesomerie-
stabilisierung schlieften, die ein relativ stabiles Anion zur Folge
hat. Eine Protonierung konnte sowohl am Sauerstoff als auch am
a-Kohlenstoffatom erfolgen. Wie die Rechnungen in Kapitel 4.1.2
ergeben haben, findet jedoch im Fall der methoxy-substituierten-
Carbonylverbindung 35 keine Protonierung am Sauerstoft statt.

Anders verhélt es sich beim Vinylsulfon. Wéahrend sich
nach dem Angriff des Methylthiolats die negative Ladung am
a-Kohlenstoffatom etwa verdoppelt, bleiben die Partialladun-
gen an allen Sauerstoffatomen der benachbarten Sulfongruppe
unverandert. Der Schwefel hingegen verringert seine positive
Partialladung. Dies ldsst sich durch eine lediglich induktive
Stabilisierung der anionischen Zwischenstufe erklaren, die im

Vergleich zu mesomeren Effekten weniger stark stabilisierend
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ist. Da die Ladung nicht in die Sulfoneinheit delokalisiert
wird, ist in keinem Fall eine Protonierung am Sauerstoff zu
erwarten. Zur Bildung des gewiinschten Produktes erfolgt eine
Protonierung des a-Kohlenstoffatoms. Beim Vergleich der PES
von methyl-substituerter (43) und methoxy-substituierter (40)
Sulfon-Verbindung lassen sich keine Unterschiede im Reaktions-
verlauf durch den Einfluss unterschiedlicher Substituenten an
der Sulfonfunktion erkennen. Beide Verbindungen reagieren ohne
grofse Barriere zum energetisch giinstigeren Additionsprodukt.
Ein nucleophiler Angriff ohne Protonenquelle fiir eine Aktivierung
des Systems in der Néhe scheint fiir diese Verbindung durchaus
denkbar, da die carbanionische Zwischenstufe barrierefrei zum
Produkt reagiert und somit der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt der nucleophile Angriff des Methylthiolats ist.

Bei den Berechnungen bzw. dem Versuch der Berechnung der
PES fiir alle Verbindungen 33 bis 42 (Abb. 14), wurde beobach-
tet, dass fiir den postulierten 1,2-Additionsmechanismus lediglich
ein explizites Ammoniumion zur Protonierung vonnoten ist. Das
zweite Ammoniummolekiil storte im besten Fall nicht (s. Kapi-
tel 4.1.2, Vinylsulfone 40 bis 43), in allen anderen Féllen fiihrt
die Anwesenheit zu Komplikationen bei den Rechnungen. Auf-

grund der freien Beweglichkeit des zweiten Ammoniumions kam
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es zu fluktuierenden Wasserstoftbriickenbindungen zwischen Was-
serstoffen am Ammonium-Stickstoff und verschiedenen Sauerstoff-
und Stickstoffatomen in den untersuchten Molekiilen, sodass die
Strukturen innerhalb einer PES nicht miteinander vergleichbar
waren. Teilweise, vor allem bei den Molekiilen 36, 37 und 38 wa-
ren die entstandenden Wasserstoftbriickenbindungen so stark, dass
es zur Zersetzung des Molekiils unter Eliminierung der Alkohol-
oder Aminkomponente kam. Nur durch Festlegung zusétzlicher
Randbedingungen, welche das zweite Ammoniumion in seinen
Freiheitsgraden deutlich einschrankten, konnten verniinftige Re-
chenergebnisse fiir diese Molekiile erzielt werden, bei denen die
Systeme an allen Flachenpunkten stabil und vergleichbar waren.
Dieselben Ergebnisse wie mit dieser erzwungenen Starrheit lassen
sich jedoch einfacher durch Entfernen des zweiten Ammoniumi-
ons erzielen. Daher wurden die folgenden PES-Berechnungen in

Anwesenheit nur eines expliziten Ammoniumions durchgefiihrt.

4.1.4 Potentialflichen der 1,2-Addition an Vinylsulfone

Die Berechnungen der PES fiir die nachfolgenden Verbindungen
wurden auf dem selben Theorieniveau durchgefiihrt wie die bis-
herigen Berechnungen, mit dem Unterschied, dass fiir diese Sys-

teme nur ein Ammoniumion als Protonendonor zur Verfiigung
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gestellt wurde. Es befand sich in unmittelbarer Nahe zum a-
Kohlstoffatom des Michael-Akzeptors, um das entstehende Car-
banion protonieren zu konnen. Die PES wurden sowohl von der
Produkt- als auch von der Eduktstruktur ausgehend berechnet,
um die richtige Angriffstrajektorie des Methylthiolats zu erhalten.

Die von der Produktstruktur ausgehend berechnete Potential-

flache des Systems aus Methylthiolat und Methylvinylsulfon 40
zeigt eine deutliche Kante in der Fliche (Abb. 26).
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Abbildung 26: Potentialfliche der Additionsreaktion von Methylthiolat an VS-
CH3 40 mit Kante
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Diese ergibt sich aus einer verdnderten Position des
Methylthiolat-Molekiils beziiglich des Michael-Akzeptors. Of-
fenbar ist die Orientierung des Thiolats im Produkt-System
anders als in groferer Entfernung.

Die Potentialfliche wurde daher nochmals berechnet, diesmal
ausgehend von der Eduktstruktur, d.h. die Start-Bindungsldngen
betrugen 3.5 A fiir die S-Co-Bindung bzw. 3.0 A fiir die C;-H-
Bindung (Abb. 27). Der Wert Null entspricht der Summe der

kcal /mol

Abbildung 27: Potentialfliche der Additionsreaktion von Methylthiolat an VS-
CHs 40
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Energien aller Edukte in unendlich weiter Entfernung zueinander.
Der Graph macht deutlich, dass bei Anndherung der einzelnen
Substanzen offenbar zunéchst, also sobald eine gegenseitige Wahr-
nehmung der Reaktionspartner erfolgt ist, eine Erniedrigung der
Energie stattfindet (s. Abb. 28). Die Region um Flichenpunkt
SC/CH (3.5/3.0) weist eine Energie unterhalb der definierten
Edukt-Gesamtenergie, also unterhalb von 0, auf. Dies lasst sich
durch energetisch giinstige Wechselwirkungen zwischen den Re-

aktanden erkliren, es bildet sich also eine Art Reaktionskomplex

(Abb. 28).

Abbildung 28: Reaktionskomplex von Methylthiolat und Vinylsulfon 40

In diesem befindet sich das Schwefelatom (gelb) des Methyl-
thiolats 4.13 A entfernt vom Co-Atom (griin) des Vinylsulfons,
bildet aber eine stabilisierende Wasserstoftbriickenbindung zu ei-

nem H-Atom (weif) des Ammoniumions (1.93 A). Dieses ist wic-
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4 DURCHFUHRUNG UND ERGEBNISSE

derum 3.59 A vom Ci-Atom entfernt.

Aus dem Reaktionskomplex heraus ist auf der Potentialfliche
(Abb. 27) eine Reaktionskoordinate entlang des S-Cs-Abstands
erkennbar. Der Pfad fiir den konstanten C;-H-Abstand von 3.0 A
ist in Abbildung 29 dargestellt.

keal /mol

T T T T
2,0 25 3,0 35

S-Cin A

Abbildung 29: Schnitt durch die PES der Addition von Methylthiolat an Michael-
Akzeptor VS-CH3 40 bei konstantem CH-Abstand von 3.0 A.

Die  Aktivierungsenergie fiir diese Reaktion betriagt
10.3 kcal/mol. Der Ubergangszustand liegt bei einem S-Co-
Abstand von 2.2 A und einem C;-H-Abstand von 3.0 A.

Sowohl C; als auch Cs sind im TS nicht mehr planar, son-
dern haben bereits eine leicht tetraedrische Geometrie angenom-
men (Abb. 30), die Wasserstoffatome z.B. der endstindigen CHo-
Gruppe weisen nur noch einen Winkel von 111° statt 120°C auf.
Die Entfernung zwischen Thiolat und Ammoniumion hat sich un-

wesentlich vergrofert (2.11 A). Aus dem Ubergangszustand ver-
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Abbildung 30: Ubergangszustand der Reaktion von Methylthiolat und Vinylsul-
fon 40

lauft die Reaktion barrierefrei zum Produkt wie in Abb. 31 gezeigt.
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Abbildung 31: Schnitt durch die PES der Addition von Methylthiolat 32 an

Michael-Akzeptor VS-CHs 40 bei konstantem SC-Abstand von 1.9 A.

Im Produkt finden sich fiir die S-Cy-Bindung eine Lénge von
1.87 A und fiir die C;-H-Bindung eine Linge von 1.10 A (s. Abb.
32). Das Produkt wird nicht durch Wasserstoftbriickenbindungen

stabilisiert. Der Verlauf der Additionsreaktion von Methylthiolat
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Abbildung 32: Produkt der Reaktion von Methylthiolat und Vinylsulfon 40

an Vinylsulfon 40 ist charakteristisch fiir die Additionsreaktionen
an alle untersuchten Vinylsulfone. Die Energien und Lagen der
Ubergangszustinde sind daher in Tabelle 2 aufgefiihrt. Je nach
Substituent konnen Wasserstoftbriickenbindungen zwischen Vinyl-
sulfon und Ammoniumion die Reaktionsenergien beeinflussen. Ta-
belle 3 zeigt daher die unterschiedlichen Geometrien der Struktu-
ren und die wihrend der Reaktion auftretenden H-Briicken. Die
entsprechenden Graphen und Molekiilgeometrien befinden sich zu
Vergleichszwecken direkt im Anschluss an die Tabellen und nicht
in seinem separaten Anhang.

Anhand von Tabelle 2 lassen sich die Unterschiede in den Re-
aktionsverldufen in Abhéngigkeit vom Substitutionsmuster disku-
tieren. Die Carbonylverbindung nimmt dabei eine Sonderstellung

ein und wird in Kapitel 4.1.5 separat diskutiert.
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Auffillig ist zunéchst, dass das bei der Addition des Me-
thylthiolats an die Vinylsulfone vermeintlich entstehende Anion
(SC(1.9)/CH(3.0)) bei den meisten Verbindungen nicht gefunden
wird. Wihrend die alkyl- bzw. aryl-substituierten Vertreter (Ein-
trdge 1/6 und 3) wieder zum Reaktionskomplex relaxieren, kommt
es bei der phenoxy-substituierten Verbindung (Eintrag 4) zur Ab-
spaltung der Alkoholkomponente und somit zur Zersetzung des
Molekiils. Die methoxy-substituerte Verbindung sowie das Sul-
fonamid (Eintrige 2 und 5) stabilisieren das entstehende Anion
durch eine Wasserstoftbriickenbindung zum Ammoniumion, wobei
das Amid-Anion energetisch oberhalb des zugehorigen Reaktions-
komplexes liegt. Das Anion der Sulfoxidverbindung (Eintrag 7)
reagiert sofort zum Produkt weiter.

Die Bildung aller Additionsprodukte geht mit einem grofsen
Energiegewinn fiir die Systeme einher und liefert stabile Produk-
te, die sich in Minima auf der Potentialfliche der Reaktionen be-
finden. Keines der gezeigten Produkte geht Wasserstoftbriicken-
bindungen zum iibrigen Ammoniakmolekiil ein.

Die Energien der Riickreaktionen betragen bis auf die Reaktion
mit VS-Ph mehr als 20 kcal/mol. Es ist also von einer bei Raum-
temperatur irreversiblen Reaktion auszugehen. Lediglich Phenyl-

vinylsulfon 42 (Eintrag 3) weist mit nur 16.1 kcal /mol eine etwas
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geringere Barriere fiir die Riickreaktion auf.

Die Ubergangszustinde der einzelnen Reaktionen #hneln sich
in ihrer Lage beziiglich der Gesamtreaktion. Die beteiligten Koh-
lenstoffatome sind nicht mehr planar sondern weisen bereits eine
leicht tetraedrische Geometrie auf (Vgl. Abbildungen der jeweili-
gen TS und Tabelle 3). Die Ubergangszustinde der beiden phenyl-
substituierten Komponenten sind durch Wasserstoftbriickenbin-
dungen stabilisiert (Eintrige 3 und 4).

Vergleicht man die Aktivierungsenergien aller Reaktionen, lésst
sich die folgende Reihenfolge aufstellen: V-C(=0)-CHs < VS-OPh
= VS5-OCH3 < VS5-NH, < VS-CH3 < VS-Ph < CH3-VS-CHjy < V-
S(=0)-CHs. Die Aktivierungsenergien héngen iiber die Arrhenius-
Gleichung

—Eq

k=A.e&r

mit der Reaktionsgeschwindigkeit zusammenhangen. Unter der
Annahme, dass der A-Faktor (Arrhenius-Faktor) fiir alle betrach-
teten Molekiile gleich ist, konnen die relativen Reaktionsgeschwin-
digkeiten k£ bestimmt werden. Z.B. ergibt sich somit, dass die Re-
aktionsgeschwindigkeit k& der Reaktion von Methylthiolat mit VS-
OPh (Eintrag 4) etwa um einen Faktor 3.26 schneller sein sollte als
fiir diejenige mit VS-OCHj. Da die Genauigkeit fiir die Berech-
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nungsmethode der Aktivierungsenergie jedoch etwa im Bereich
von 1 keal/mol [69] liegt, ergibt sich fiir den Fehler in der rela-
tiven Geschwindigkeit mit AE, = 1 kcal/mol bereits ein Faktor
3. Das Beispiel der Vinylsulfonsdureester macht deutlich, dass aus
den erhaltenen Aktivierungsenergien sehr drastische Unterschiede
in der Reaktionsgeschwindigkeit berechnet wiirden. Es wird da-
her auf die Berechnung der relativen Geschwindigkeiten verzichtet,
stattdessen wird nur der Trend fiir die Reaktivitatsreihenfolge auf-
gezeigt: klassische Carbonyl-Michaelverbindung (Eintrag 8) soll-
ten schneller als die diskutierten Vinylsulfone reagieren. Weiterhin
ist festzustellen, dass der TS im Gegensatz zum Reaktionskom-
plex keine Stabilisierung durch Wasserstoftbriicken ertdhrt und die
Energien der Strukturen somit nicht quantitativ vergleichbar sind.
Die Sulfonséureester (Eintrége 2 und 4) reagieren schneller als die
ibrigen Sulfonderivate, wobei die Art der Alkoholkomponente kei-
ne Rolle zu spielen scheint. Die Ubergangszustinde werden im Ver-
gleich zu den alkyl/aryl-Analoga etwas frither, d.h. bei einem lén-
geren S-Co-Abstand erreicht. Auch in diesem Fall muss allerdings
beachtet werden, dass im Fall der Methoxyverbindung (Eintrag
2) der TS nicht durch Wasserstoftbriicken stabilisiert wird, wie
dies fiir alle anderen betrachteten Zustinde der Fall ist. Das Sul-

fonamid (Eintrag 5) und die alkyl/aryl-substituierte Verbindun-
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gen (Eintrdge 1 und 3) reagieren deutlich langsamer, wobei der
Arylrest zusétzlich zu einer leichten Verlangsamung fithrt. Unklar
bleibt, ob dies ein elektronischer Effekt ist oder durch die zuneh-
mende Grofse des Substituenten beeinflusst wird, zumal eine ge-
genldufige Reihenfolge fiir die OMe/OPh-Komponenten gefunden
wird. Ein zusétzlicher Substituent an der Doppelbindung (Ein-
trag 6) erschwert den nucleophilen Angriff erheblich, was sich in
der stark erhohten Aktivierungsenergie zeigt. In den letzten vier
Fillen sind die jeweils zu vergleichenden Strukturen im selben
Mafse mit Wasserstoftbriicken abgedeckt, sodass der energetische
Vergleich der Strukturen verlésslich erscheint. Schlusslicht der Rei-
henfolge bildet das Sulfoxid (Eintrag 7).

In Tabelle 3 sind die Geometrien der Strukturen wihrend der
Reaktion aufgefithrt. Die Langen der C-C-Doppelbindung
(Co=C;) in den Reaktionskomplexen sowie die der C-C-
Einfachbindung (Cs-C;) liegen fiir alle Verbindungen im Bereich
der klassischen Werte fiir Alkene (1.34 ) bzw. fiir Alkane (1.54 )
und sind daher der Ubersichtlichkeit halber nicht separat aufge-
fithrt. Ebenfalls nicht aufgefiihrt sind die Winkel zwischen den
Substituenten der sp?- und sp3-hybridierten Kohlenstoffatome in
den Reaktionskomplex- und Produktstrukturen, die wie erwartet

120° bzw. dem Tetraederwinkel entsprechen.
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In allen Strukturen der Reaktionskomplexe stabilisieren sich
das Methylthiolat und das Ammoniumion durch eine Wasser-
stoffbriicke. Die S-H-Bindung betragt fiir diese H-Briicke ca.
2 A. Die Entfernung dieses Systems zu den Michael-Akzeptor-
Verbindungen variiert allerdings. Die alkyl-/aryl-substituierten
Sulfone (Eintrage 1/6 und 3) sowie das Sulfoxid (Eintrag 7) liegen
mit mehr als 4 A bzw. fast 5 A (Eintrag 7) deutlich weiter von dem
Methylthiolat entfernt als die tibrigen Verbindungen (Entfernung
ca. 3.0 — 3.5 A) Die Komplexstrukturen der Eintrage 1, 5 und 7
werden nicht durch Wasserstoffbriicken von ca. 2 A stabilisiert.

In den Ubergangszustinden variierten die Lingen fiir die
S-Cs-Bindung von 2.17 — 2.50 A und die der C;-H-Bindung von
3.00 — 3.19 A. Die Liingen der Co-C;-Bindungen liegen mit ca.
1.40 A ziemlich genau zwischen denen von Kohlenstoff-Doppel-
und -Einfachbindungen. Auch die Geometrie des attackierten
Kohlenstoffatoms bezeugt den Ubergangszustand. Statt eines
Winkels von 120° wie in den planaren Ausgangsstrukturen, finden
sich zwischen den beiden Wasserstoffatomen am Co Winkel von
116° bis 111°. Es deutet sich also bereits die Tetraedergeometrie
am Csy an. Eintrag 1 und 4 zeigen besonders gut die erwartete
Relation zwischen Co-Ci-Bindungslinge und HCoyH-Winkel. Eine

kiirzere Bindung (1.39 A, Eintrag 4) entspricht einem fritheren
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Ubergangszustand, in dem der HCyH-Winkel eher noch der
planaren Struktur entspricht (116°, Eintrag 4), wéhrend ein
spater TS bereits mehr Charakter einer C-C-Einfachbindung
(1.45 A, Eintrag 1) und eine tetraedrische Umgebung um Cs
aufweist (111°, Eintrag 1). Die gefundenen Werte fiir die iibrigen
Vinylsulfone bestéitigen diesen Trend. Fiir das sterisch gehinderte
System (Eintrag 6) ergibt sich durch die Abstofung zwischen der
Methylgruppe am Cs und am angreifenden Schwefelatom eine
kleinerer Winkel fiir HCoCasernyigruppe als fiir eine Verbindung mit
HC,H.

Der Angriff des Methylthiolat auf die vinylische Einheit ver-
lauft bei den Vinylsulfonen unter einem Winkel von 120°. Bei
Verbindung CH3-VS-CHj (Eintrag 6) betrdgt der Angriffswinkel
nur 116°, was vermutlich auf einer sterischen Abstoffung durch
die Methylsubstitution an der Vinyleinheit beruht. Der Angriffs-
winkel von 115° auf das Carbonyl-Michaelsystem hingegen lésst
sich eher durch einen elektronischen Effekt erkliren, da kein
grofer Substituent die Angriffstrajektorie beeinflusst. Wie bereits
in der Gegeniiberstellung der Ladungsverteilung fiir Carbonyl-
und Vinylsulfon-Michael-Akzeptoren im anionischen Zustand ge-
zeigt wurde (Abb. 25, Kapitel 4.1.3), tritt bei den Carbonylsys-

temen eine stiarkere Konjugation auf als bei den Vinylsulfonen.
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Eine andere zugrunde liegende elektronische Struktur verandert
die Geometrie des LUMOs und verursacht somit den abweichen-
den Angriffswinkel.

Das Sulfonamid (Eintrag 5) nimmt eine Sonderstellung bei
den diskutierten Verbindungen ein, da fiir dieses Molekiile kei-
ne Wasserstoftbriicken zwischen dem Ammoniumion und dem
Sauerstoffatom beobachtet werden. Stattdessen finden sich fiir al-
le Strukturen im Verlauf der Reaktion starke Wechselwirkungen
mit dem Stickstoff der Amidfunktion. Dies ist insofern iiberra-
schend, da der Amidstickstoff in Carbonylamiden aufgrund der
Delokalisation der Elektronen des lonepairs am Stickstoff in die
Carbonylgruppe hinein kaum basisch ist. Offensichtlich weist die
Sulfonamidbindung weniger Delokalisation auf. Eine geringere
Neigung der Sulfoneinheit zur Konjugation ist bereits bei der Un-
tersuchung der Ladungsverteilung wahrend der Addion von Me-
thylthiolat an Vinylsulfone diskutiert worden (Abb. 25, Kapitel
4.1.3).
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VS-NH,

kcal /mol

Abbildung 33: Potentialfliche der Additionsreaktion von Methylthiolat an VS-
NH,

keal /mol

16 ZtD 2:4 S_C IIZI'SA 372 3t6
Abbildung 34: Schnitt durch die PES der Addition von Methylthiolat an VS-NHs
bei konstantem CH-Abstand von 3.0 A.
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Abbildung 35: Schnitt durch die PES der Addition von Methylthiolat an VS-NHy
bei konstantem SC-Abstand von 1.9 A.
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VS-OCHj3;

keal /mol

Abbildung 36: Potentialfliche der Additionsreaktion von Methylthiolat an VS-
OCHj3
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Abbildung 37: Schnitt durch die PES der Addition von Methylthiolat an VS-
OCHj bei konstantem CH-Abstand von 3.0 A.
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Abbildung 38: Schnitt durch die PES der Addition von Methylthiolat an VS-
OCHj; bei konstantem SC-Abstand von 1.9 A.
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VS-Ph

keal /mol

T T T T T
16 20 24 2,8 3.2 3.6

S-Cin A

Abbildung 40: Schnitt durch die PES der Addition von Methylthiolat an VS-Ph
bei konstantem CH-Abstand von 3.0 A
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Abbildung 41: Schnitt durch die PES der Addition von Methylthiolat an VS-Ph
bei konstantem SC-Abstand von 1.9 A.

100



4 DURCHFUHRUNG UND ERGEBNISSE

CH;-VS-CHj;

Abbildung 42: Potentialfliche der Additionsreaktion von Methylthiolat an CHs-
VS-CHs

=l
I

keal /mol

T T T T
16 2,0 24 2,8 32

S-Cin A

Abbildung 43: Schnitt durch die PES der Addition von Methylthiolat an CHg-
VS-CH; bei konstantem CH-Abstand von 3.0 A.
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Abbildung 44: Schnitt durch die PES der Addition von Methylthiolat an CHg-
VS-CHj bei konstantem SC-Abstand von 1.9 A.
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VS-OPh

Abbildung 45: Potentialfliche der Additionsreaktion von Methylthiolat an VS-
OPh

keal /mol
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Abbildung 46: Schnitt durch die PES der Addition von Methylthiolat an VS-OPh
bei konstantem CH-Abstand von 3.0 A.
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Abbildung 47: Schnitt durch die PES der Addition von Methylthiolat an VS-OPh
bei konstantem SC-Abstand von 1.9 A.
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4.1.5 Potentialfliche der 1,2-Addition an Carbonyl-Michael-
System 33

Die Potentialflache der Additionsreaktion des
CHj
Methylthiolats an die Carbonylverbindung 33 /\n/

unterscheidet sich in ihrer Form deutlich von S

den bisher gezeigten Fléichen fiir die Vinylsulfone
(Abb. 48).

keal /mol

Abbildung 48: Potentialfliche der Additionsreaktion von Methylthiolat an
Carbonyl-Michael-Akzeptor V-CO-CHgs 33
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Abbildung 49: Reaktionskomplex von Methylthiolat und Carbonyl-Michael-

Akzeptor 33

Der Reaktionskomplex (Abb. 49) ist wie bei den Vinylsulfonen

durch starke Wasserstoftbriickenbindungen stabilisiert. Der Reak-

tionspfad verlauft dhnlich wie bei den Vinylsulfonen parallel zur

S-C-Achse. Es fillt allerdings ein starker Energiegewinn bei kiir-

zeren S-C-Absténden auf (Abb. 50).

keal /mol

T
2,0

: : : :
24 28 32 36
S-Cin A

Abbildung 50: Schnitt durch die PES der Addition von Methylthiolat an
Carbonyl-Michael-Akzeptor 33 bei konstantem CH-Abstand von 3.0 A.

Dieser resultiert aus einer Protonierung des in der Reaktion

entstehenden Anions (Abb. 51) am Sauerstoff (Abb. 52), die die-
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Abbildung 52: Protonierung am Sauerstoff

sen besonderen Energiegewinn mit sich bringt. Dadurch erklart
sich auch der relativ holprige Pfad fiir die Weiterreaktion zum am
a-C-Atom protonierten Produkt, der einen Sprung in der Ener-

giebarriere aufweist (Abb. 53).
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0,0 4

0,5 n "spgmunnm

keal /mol

2,0 =

-2,5

T T T T T T T
0,8 1,2 1,6 2,0 24 2,8 32

C-Hin A

Abbildung 53: Schnitt durch die PES der Addition von Methylthiolat an Michael-
Akzeptor 33 bei konstantem SC-Abstand von 1.9 A.

Der Ubergangszustand fiir diesen Pfad hin zum 1,2-
Additionsprodukt liegt bei SC(1.9 A)/CH(1.6 A). Die animierte
Darstellung der Normalmoden zeigt die spontane Protonierung
der anionischen Verbindung am a-C-Atom. Der Ubergangszu-
stand entlang der S-C-Achse bei einem CH-Abstand von 3.0 A
befindet sich bei SC(2.3 A)/CH(3.0 A). Ob dies allerdings der
Ubergangszustand  fiir die 1,2-Additionsreaktion ist, scheint
fragwiirdig. Es scheint eher so, dass hier ein zwei-stufiger Me-
chanismus zur 1,2-Additionsprodukt-Struktur vorliegt, bei dem
zunachst die 1,4-Addition mit der Protonierung am Sauerstoff
stattfindet.

Der Vergleich der theoretischen Berechnungen mit den experi-

mentell gewonnenen Daten erfolgt in Kapitel 4.7.1.
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4.2 Synthese von peptidischen Vinylsulfonen

Wie in Kapitel 2.2.1 beschrieben, lassen sich nach Ettari et al. pep-
tidische Vinylsulfone mithilfe der Cross-Metathesereaktion dar-
stellen. [50] Die Ausgangsverbindungen sind zwei unterschiedlich
modifizierte Aminosauren, die zu einem Dipeptid verkniift werden,
welches dann an ein kommerziell erhéltliches oder selbst synthe-

tisiertes Vinylsulfon gekuppelt wird.

R o)
N S
X o R
A B C

Abbildung 54: Allgemeine Struktur der peptidischen Vinylsulfone mit X— NMe
— MP, O — Mu; R'= CH4{Pr — D/L-Leu, Bn — D/L-Phe; R?>= Bn — L-Phe,
CHyBn — D/L-HomoPhe; R3= Me, Ph, OMe, OPh, NMe;

In Abbildung 54 ist die allgemeine Struktur der anvisierten
peptidischen Vinylsulfone dargestellt. Wird X mit O oder NMe
substituiert, erhdlt man als Endgruppen Morpholin (Mu) oder
4-Methylpiperazin (MP). Diese werden an die Aminoséuren D/L-
Leu (R'= CHiPr) oder D/L-Phe (R'= Bn) gekuppelt und bil-
den den Baustein A. Baustein B enthélt entweder die Aminosaure
L-Phe (R?= Bn) oder L/D-HomoPhe (R*= CH,Bn). Als Vinyl-
sulfonreste R? wurden Me, Ph, OMe, OPh und NMe, eingesetzt.

Die Syntheserouten der einzelnen Bausteine A, B und C sollen im
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Folgenden separat diskutiert werden.

Synthese von Baustein A

O
o 4 eq. Py RL
1 1.3 eq. COCl, OR 1.1eq. MP/Mu
R —_ _—
OR  pem N THF
ClI NH3 25—-4h,0°C C 30 min, r.t.
© e I
(0]
49-52 49-52-NCO

Obz: 15 bar Hs, 1
MeOD, 2 h J\
NJ\N% orR __ T (\ N Hj\ﬂ/OH
O N ove 2eq tion X \)
X o MeOH, 0°C, 2 h
MP /Mu-49-52 MP/Mu-49-52-COOH

A

Schema 12: Synthese von Baustein A; R= Bn (Me bei D-Phe), X= NMe — MP,
O — Mu; R'= Bn — L/D-Phe (49/50), CH;Pr — L/D-Leu (51/52)

Schema 12 zeigt die allgemeine Syntheseroute fiir Baustein
A, die Verbindungen MP/Mu-49-52-COOH. Ausgehend von den
kommerziell erhéltlichen C-terminal-geschiitzten Aminoséure-
Hydrochloriden L/D-Phe-HCl (R= Bn/Me, 49/50) und L/D-
Leu-HCI (R= Bn, 51/52) konnten nach der Methode von Novick
et al. |70] die Isocyanate 49-52-NCO in guten Ausbeuten (~

75%) dargestellt werden. Phosgen wurde in einer 20%igen Losung
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in Toluol eingesetzt und war somit gut zu handhaben. Anfangs
wurden die erhaltenen Isocyanate mit einer Kugelrohrdestillation
aufgereinigt. Bald stellte sich jedoch heraus, dass die erhalte-
nen Rohprodukte wenig stabil waren und daher eine schnelle
Umsetzung der griindlichen Aufreinigung vorzuziehen war. Die
[socyanate 49-52-NCO wurden sowohl mit 4-Methylpiperazin als
auch Morpholin zu den Verbindungen MP/Mu-49-52 umgesetzt.
Dabei erwiesen sich die Phenylalanin-Isocyanate als die reakti-
veren Verbindungen und lieferten MP/Mu-49 und MP/Mu-50
mit guten bis sehr guten Ausbeuten (61-96%). Die Ausbeuten
an Mu-51, Mu-52 und MP-52 waren mit 39% bzw. je 21% eher
gering. MP-51 konnte nicht erhalten werden. Die Methylester
MP/Mu-50 konnten leicht mit 2.0 eq. LIOH oder NaOH in
MeOH verseift werden. Die korrespondierenden Séduren MP/Mu-
50-COOH wurden in Ausbeuten von 72 und 97% erhalten. Die
Benzylester der iibrigen Verbindungen MP/Mu-49-52 wurden
einer Hydrogenolyse iiber 2 h bei 5 — 15 bar unterworfen. Die
Hydrogenolyse von Mu-52 gelang nicht, es wurde stattdessen
teilweise die Morpholineinheit abgespalten. Im Fall von Mu-49
wurde die erfolgreich freigesetzte Saure Mu-49-COOH wihrend
der Reaktion mit dem Losemittel Methanol verestert. Die Sduren

MP-49-COOH, Mu-51-COOH und MP-52-COOH wurden in

109



4 DURCHFUHRUNG UND ERGEBNISSE

Ausbeuten von 40 - 78% erhalten. Die erhaltenen Verbindungen

MP /Mu-49-52-COOH bilden die Bausteine A.

Synthese von Baustein B

O

2,2-Dime-
RL thoxypropan
OH _—
konz. HCI
HN_
Boc 15 h, r.t
54-55
Rl
e
THF HN_
70°C, 4h n
Trt-53-55-OH

Rl\(\ 2.0 eq. 6N HCI

—_ =
HN._ Aceton
Trt 65°C, 15 h
Trt-53-54-DB

Rl
OMe

S) NH3®
cl

53-55-OMe

3.2 eq. C202C12
2.0 eq. DMSO
R

4.0 eq. TEA

DCM, —60 °C, 3 h

Rl
\(\
NH,
NH»-54-DB
B

TEA, DCM 0
0°C RL
- > OMe
1.0 eq. Trt-Cl1
2d, .t HN\Trt

Trt-53-55-OMe

1
R% 4 MeLiod. Buli
_ >
HN. THF
Trt 0°C-rt,3h

Trt-53-55-CHO

Schema 13: Synthese von Baustein B; R'= Bn — L-Phe (53), CHyBn — L/D-

HomoPhe (54/ 55)

In Schema 13 ist die Synthese von Baustein B dargestellt,

der aus den Aminoséuren L-Phe oder L/D-HomoPhe 53-55 be-

steht. L-Phe war als Methylester vorritig, wohingegen die Me-
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thylester 54-OMe und 55-OMe aus den kommerziell erhéltlichen
N-terminal-geschiitzten Aminoséduren Boc-L/D-HomoPhe 54-55
dargestellt wurden. Wahrend der Veresterung der freien Saure von
54-55 mit 2,2-Dimethoxypropan im sauren Milieu wurde gleich-
zeitig die Boc-Schutzgruppe abgespalten, und die entsprechenden
Methylester (54-55-OMe) wurden als Hydrochloride in sehr gu-
ten Ausbeuten (92-98%) erhalten. Im néchsten Schritt sollte die
stabilere Trt-Schutzgruppe am Stickstoffatom eingefiihrt werden.
Die besten Ausbeuten (89-91%) an Trt-53-55-OMe sind erzielt
worden, wenn zuvor durch Zugabe von TEA die Aminofunktion
aus den Hydrochloriden freigesetzt wurde. Die Reaktionsbedin-
gungen der Reduktion von Trt-53-OMe zum Alholol mit LiAlHy
werden von Dellaria et al. [71] mit einer Reaktionsdauer von einer
Stunde bei 0 °C bis Raumtemperatur beschrieben. Fiir die Reduk-
tion von Trt-54-55-OMe mussten die Reaktionsbedingungen aller-
dings verscharft werden; ein Erhitzen der Reaktionsmischung zum
Sieden tiber 4 h war erforderlich. Eine tiefe Rotfarbung der Re-
aktionsmischung lief das Entstehen der Alkohole Trt-53-55-OH
erkennen. Dennoch waren die Ausbeuten nur mékig (< 64%). Es
folgte eine Swern-Oxidation mit Co09Cly, DMSO und TEA in tro-
ckenem DCM. Wichtig ist dabei, unter wasserfreien Bedingungen

und Inertgas-Atmosphére zu arbeiten und die Temperatur relativ
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niedrig um die —60 °C zu halten, damit keine Oxidation zur Séure
stattfinden kann. Die erhaltenen Aldehyde Trt-53-54-CHO wur-
den je nach Reinheit der Rohprodukte sdulenchromatographisch
aufgereinigt oder ohne weitere Aufreinigung sofort umgesetzt.
Urspriinglich war eine kiirzere Syntheseroute nach Palmer et

al. |22] bis zur Aldehydstufe geplant (Schema 14).

1.1 eq. N,O-
Dimethyl-

(o] hydroxylamin o - o
2.5 PPA 6.0 eq. LiAlH,

Rl .0 €q. Rl o 0 oe Rl
-~
OH ——m™™> N ~ —— H
HN 2.5 eq. NMM R | THF He
" Boc DMF >Boc _78°C, 45h ~Boc
0°C-rt,15h
54 56 -

Schema 14: Alternativroute zur Aldehydstufe; R'= CHyBn — L-HomoPhe

Hierbei wurde ebenfalls von Verbindung 54 ausgegangen, die
mit N, O-Dimethylhydroxylamin und PPA unter basischen Bedin-
gungen zu Verbindung 56 umgesetzt wurde, welche in sehr gu-
ter Ausbeute (92%) erhalten wurde. Die Reduktion zum Aldehyd
57 gelang einmal mit einer Ausbeute von 38%. Da das Ergebnis
nicht reproduziert werden konnte, wurde die in Schema 13 darge-
stellte Route weiterverfolgt. Zu einer Suspension aus PPhsCHsl
in trockenem THF (Schema 13) wurde BuLi bei 0 °C hinzuge-
geben, bis eine klare, orangefarbene Losung entstand. Anders als

anfangs angenommen, war dieser Farbumschlag von grofer Bedeu-
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tung und musste ggf. durch Mehrzugabe von Base (teilweise bis
zu 42 eq=10 mL.) herbeigefiihrt werden. Die Farbung wird durch
die Bildung des erforderlichen Dianions hervorgerufen. Fiir diese
Reaktion ist die Qualitdt von BuLi entscheidend. Wurde élteres
BuLi verwendet, wurde das gewiinschte Produkt meist nicht erhal-
ten. Wurde BuLi im Uberschuss (s.0.) eingesetzt, kam es teilweise
zu einer Nebenreaktion von BuLi mit THF und das gewiinsch-
te Produkt Trt-53-DB entstand nur zu 0.6%. Diese Nebenreakti-
on konnte durch den Einsatz von MeLi vermieden werden. Nach
dem Auftreten des Farbumschlags wurde weitere 10 min geriihrt
und beobachtet, ob der Farbumschlag erhalten blieb. Erst dann
konnten die Verbindungen Trt-53-55-CHO vorsichtig hinzugege-
ben werden. Nach 3 h wurden die Reaktionen beendet. Es konnten
auf diese Weise die Verbindungen Trt-53-DB und Trt-54-DB mit
Ausbeute von 11% und 48% erhalten werden. Verbindung Trt-
55-DB wurde nicht erhalten. Aufgrund der geringen Ausbeute
wurde Verbindung Trt-53-DB nicht weiter umgesetzt. Die Ab-
spaltung der Tritylschutzgruppe wurde durch Erhitzen in Aceton
unter Riickfluss im stark sauren Milieu erreicht. Eine Aufreinigung
von NHs-53-55-DB ist zwar beschrieben [50], wird aber von der
Autorin nicht empfohlen. NH5-54-DB wurde daher direkt weiter

umgesetzt.
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Synthese von Baustein C
Die Vinylsulfone 40, 42 und 45 mit den Resten Me, Ph, OPh sind
kommerziell erhéaltlich. Daher wurden nur die Bausteine C mit

den Resten OMe (43) und NMe, (46) synthetisiert (Schema 15).

1.0 eq.
o o MeOH o o o o
W e Y% Y%
N ——— SOCH;  baw. SN
2.0 eq. TEA | | |
cl DCM
0°C,4—5h
58 43 46

Schema 15: Synthese von Baustein C: Vinylsulfone mit den Resten OMe (43)
bzw. NMes (46)

Das hochgiftige 2-Chlorethylsulfonylchlorid 58, das mit dufserster
Vorsicht gehandhabt werden musste, wurde in DCM gel6st und
mit dem Reagenz (MeOH bzw. HNMey) versetzt. Vorsichtig wurde
wihrend einer Stunde bei 0 °C TEA zugetropft und weitere 2 h
geriihrt. Das Sulfonat 43 konnte mit einer Ausbeute von 48% und

das Sulfonamid 46 mit einer Ausbeute von 76% erhalten werden.

Kupplung der Bausteine A und B

Schema 16 zeigt die Reaktionsbedingungen der Peptidkupp-
lung von Baustein A an Baustein B am Beispiel von Mu-D-Phe-

L-HomoPhe-DB 59. Baustein A (Mu-50-COOH) wurde mittels
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1.0 eq. EDCI o Ph
o / Ph 1.0 eq. HOBT )]\ ' H
)J\ . OH + i X (\N N/ﬁ( \/\
NN AH,  32caDIPBA ¢ ] H
\) ol DMF, 2 h
mikrow. 100 °C,

o (
Ph
Mu-50-COOH NH,-54-DB 59

Schema 16: Peptidkupplung der Bausteine A und B in der Mikrowelle am Beispiel
von Mu-D-Phe-L-HomoPhe-DB 59

EDCI, einem Carbodiimid, aktiviert und mithilfe von HOBT un-
ter basischen Bedingungen an die Aminofunktion des HomoPhe-
Derivats NHy-54-DB gekuppelt. Die Reaktion wurde bei 100 °C
in DMF in der Mikrowelle durchgefiihrt, sodass die Reaktions-
zeit nur 2 h betrug. 59 wurde zu 38% erhalten. Auf diese Weise
konnten auch MP-D-Phe-L-HomoPhe-DB 60 (24%) und Mu-L-
Leu-L-HomoPhe-DB 61 (27%) synthetisiert werden.

Cross-Metathesereaktion zum peptidischen Vinylsulfon

20 mol%
Hoveyda-
N7

i =/Ph i =/Ph o ,0
(\NJJ\N/\H/H ., 10 g CHa Grubbs ond (\NJ\N/\[(H g S\/CHg
+ Y
o\) H 5 g/\ S DCM. 2h o\) H I g/v
Ph Ph

mikrow. 100 °C,

59 40 62

Schema 17: Cross-Metathesereaktion des Dipeptids 59 mit Vinylsulfon 40 in der
Mikrowelle am Beispiel von Mu-D-Phe-L-HomoPhe-VS-Me 62

Die reaktive Kopfgruppe (Baustein C) der anvisierten Inhibito-

ren wurde im letzten Schritt durch eine Cross-Metathesereaktion
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eingefiithrt. Schema 17 zeigt die Reaktion am Beispiel von Mu-D-
Phe-L-HomoPhe-VS-Me 62. Das Dipeptid 59 und das Vinylsulfon
40, welches in 10-fachem Uberschuss eingesetzt wurde, wurden
in DCM gradient grade vorgelegt und mit der halben Menge an
Hoveyda-Grubbs-Katalysator der 2. Generation fiir eine Stunde in
der Mikrowelle bei 100 °C zur Reaktion gebracht. Der Katalysator
wird u.a. durch die Morpholineinheit vergiftet, sodass nach einer
Stunde die zweite Hilfte der benotigten Katalysatormenge hinzu-
gegeben wurde und die Reaktion fiir eine weitere Stunde durch-
gefithrt wurde. War mittels DC kein vollstdndiger Umsatz zu se-
hen, konnte die Reaktion fiir eine weitere Stunde mit zuséatzlicher
Menge an Katalysator fortgefiihrt werden. Mit dieser Methode
konnten die peptidischen Inhibitoren Mu-D-Phe-L-HomoPhe-VS-
Me 62 und MP-D-Phe-L-HomoPhe-VS-Me 63 hergestellt werden.
Sie wurden allerdings auch mittels HPLC-Aufreinigung nicht in
ausreichender Reinheit fiir enzymatische Assays erhalten, da ein
Grofsteil der im Uberschuss eingesetzten Vinylsulfon-Verbindung
40 co-eluierte und nicht abgetrennt werden konnte. Eine Cross-
Metathese von Mu-L-Leu-L-HomoPhe-DB 61 an Vinylphenylsul-
fonat 45 gelang nicht. Ettari (Universita degli Studi di Messina)
vermutet aufgrund eigener, noch nicht veroffentlichter Ergebnisse,

dass Vinylsulfonate sowie Sulfonamide zu wenig reaktiv fiir diese
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Cross-Metathesereaktion sind.

4.3 Synthese von peptidischen Aziridinen

Der Aziridinbaustein 29 stellt die reaktive Kopfgruppe der in die-
ser Arbeit behandelten peptidischen Aziridin-basierten Inhibito-
ren dar und wurde mit der in Schema 11 (Kapitel 2.2.2) beschrie-
ben Synthese in guten Ausbeuten (~ 70%) erhalten. Die Verkniip-
fung mit den Peptiden Z-Pro-Leu 64, Z-Phe-Ala 65 und Boc-Leu-
Pro 66 sollte iiber die freie Hydroxyfunktion erfolgen und ist am

Beispiel von Boc-Leu-Pro 66 in Schema 18 dargestellt.

H o
H
SN 5 1.05 eq. DCC NP
ol( 0.1 cq. DMAP '
. . VLS O
¢} + HO _—
N \/A “CO,Et N O N
v OH DCM - PAY
H/ 0°C-rt., 72h ﬂ/ “COzEt
© o
66 29 69

Schema 18: Synthese von peptidischen Aziridinen am Beispiel von Boc-Leu-Pro-
Azi 69

Die Saurefunktion der Peptide wurde mit DCC fiir den Angriff
des mittelstarken OH-Nucleophils des Aziridins aktiviert. DMAP
wurde als nucleophiler Katalysator hinzugefiigt. Fiir einen voll-

stindigen Umsatz war eine lange Reaktionszeit von mind. 72 h

vonnoten. Die Produkte Z-Pro-Leu-Azi 67, Z-Phe-Ala-Azi 68 und
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Boc-Leu-Pro-Azi 69 wurden in Ausbeuten von 32%), 25% und 49%
nach Aufreinigung mittels HPLC erhalten.

Aziridin 29 wurde mittels DIBAL laut Schema 11 (Kapi-
tel 2.2.2) zum Aziridin-Aldehyd reduziert, welcher als Dimer 31
(Schema 11, Kapitel 2.2.2) vorliegt. Die erfolgreiche Synthese wur-
de durch die Signale des Dimers (242 — Dimer™ K) und des Hemi-
acetals (135 — Hemiacetal ™ H) in der Massenspektrometrie nach-
gewiesen. Die weitere Umsetzung des Aziridin-Aldehyds 31 mit
diversen Peptiden sollte iiber eine reduktive Aminierung zu neu-
en Inhibitoren fiihren. Es wurde zunéchst eine Testreaktion mit
dem Prolin-Derivat 70 durchgefiihrt (Schema 19). Als eher weni-
ger reaktives Amin sollte die Kupplung mit 70 Aufschluss geben
iber die Reaktionsfdhigkeit des Aziridin-Aldehyds 31 mit grofe-
ren Peptiden. Die Testreaktion verlief erfolgreich, wie das massen-
spektroskopische Signal des Produkts 71 (276 = M™H) belegte.

O

OH o 2.2 eq. ZnCl, C,)J\N/ Pr
J J H
|T|N O/X/OH . N/Pr 1.1 eq. NaCNBH; N
N H MeOH, DCM
HO NH .
HN .
OH

THF 2.5:1:2.5
r.t, 16 h

31 70 71

Schema 19: Reduktive Aminierung von 31 mit Prolin-Derivat 70 als Testreaktion
fiir die Kupplung groferer Peptide
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Fiir die Kupplung weiterer Peptide an Aziridin-Aldehyd 31
oder auch an die Esterfunktion von Aziridin 29 wurden die Pep-
tide 79 - 81 auf die in Schema 20 gezeigte Weise hergestellt.

o 3.5 eq. PPA O
, (\NH + RIX)J\OH IitOAC (\N)g/NHBOC
/N\) < 0°C, 1h /N\) Rl

Boc I‘.t, 16 h

4-Methylpiperazin (MP) AS 72-175

NHBoc
o (0]

0 WPh
10 eq. TFA NH -
eq (\N)k{ 2 t NJK{NH
DCM NJ R \) .
_N R

2h -

76 - 78 79 - 81

Schema 20: Synthese von Peptiden 79 - 81 zur Verkniipfung mit den Aziridinen
29 oder 30; R'= CHi{Pr — L/D-Leu (72, 76, 79/73, 77, 80), Bn — L/D-Phe
(74, 78, 81/75); i) 1.0 eq. HOBT, 1.05 eq. DCC, 3.5 eq. NMM, THF, 0 °C - r.t
(17 h) (80, 81); 1.0 eq. PyBOB, 2.0 eq. DIPEA, DCM, 0 °C - r.t., 10 d (79)

Die kommerziell erhéltlichen N-terminal-geschiitzten Aminsau-
ren L/D-Leu-Boc und L/D-Phe-Boc (AS) wurden mithilfe von
PPA mit 4-Methylpiperazin zu den Verbindungen 72 - 75 umge-
setzt, die in schlechten bis méfigen (8 - 57 %) Ausbeuten erhalten
wurden. Aufgrund der geringen zur Verfiigung stehenden Menge

wurde MP-D-Phe-Boc 75 nicht weiter umgesetzt. Nach Freiset-
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zung der Aminfunktion sollten die Amine 76 - 78 an kommerzi-
ell erhéltliches N-terminal-geschiitztes Boc-L-HomoPhe gekuppelt
werden.

Es wurden verschiedene Reaktionsbedingungen ausprobiert
(Tabelle 4), bis die Produkte 79 - 81 erhalten werden konnte. Die
Produktbildungen waren von vielen Nebenreaktionen begleitet,
sodass die gewiinschten Substanzen 79 - 81 nur in geringer
Reinheit und in geringen Ausbeuten erhalten wurden (Tabelle 4).

Die sdulenchromatographische Isolierung von Verbindung MP-
D-Leu-HomoPhe-Boc 80 war erfolgreich. Dies belegt das NMR-
Spektrum der isolierten Fraktion 3, welche nur einen DC-Spot
enthielt, der mit Ninhydrin reagierte. Allerdings war das zu dem
Zeitpunkt verwendete Cyclohexan durch den Hersteller kontami-
niert. Das NMR-Spektrum zeigte die charakteristischen starken
Signale der Verunreinigungen, die fiir die scheinbar enorme Aus-
beute (250%) verantwortlich waren. Nach einem zweiten Aufrei-
nigungsschritts von 80 mittels Extraktion und S&ulenchromato-
graphie unter Verwendung von Wasser, Ethanol, Dichlormethan

und Ethylacetat konnten nur Zersetzungsprodukte isoliert werden

(Tabelle 4).
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Tabelle 4: Reaktionsbedingungen zur Kupplung von HomoPhe-Boc an die Amine 76 - 78

Reagenzien Resultat

79 | HATU, DIPEA, CHCl3, 100 °C, 2 h mikrowelle kein Produkt?®
79 PPA, NMM, DMF, 0°C -r.t., 72 h kein Produkt P
79 PyBOB, DIPEA, DCM, 0°C -r.t., 10d 158% Rohprodukt
80| DCC, HOBT, NMM, THF, 0 °C -r.t., 15h 250% nach SC ©
81| DCC, HOBT, NMM, THF, 0°C -r.t., 15h 3.4% 4

a ggf. Prod entstanden, aber 14 Spots auf dem DC, keine Trennung
moglich

b Edukt mit 39% nach Saulen zuriickgewonnen

c¢ inkl. Verunreinigung aus Cy, nur Isolieren von Zersetzungsprodukten
nach weiterer Aufreinigung

d Rohausbeute: 106%, ggf. Zersetzung wiahrend Aufreinigung

Verbindung MP-L-Phe-HomoPhe-Boc 81 wurde zu 106% roh
erhalten, das Rohprodukt zeigte 10 Spots auf dem DC. Da das
NMR-Spektrum des Rohprodukts den Eindruck einer guten Aus-
beute erweckte, wurde eine umfangreiche saulenchromatographi-
sche Aufreinigung mittels Gradienten von sehr unpolar (Pentan)
bis polar (EtOH) angestrengt. Das Produkt 81 wurde dennoch

nur in sehr geringer Ausbeute isoliert (3.4%), konnte aber mit-
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tels Massenspektrometrie bestatigt werden. Verbindung MP-L-
Leu-HomoPhe-Boc 79 wurde auf verschiedenen Wegen versucht
darzustellen. Nachdem mit der gingigen Kupplungsmethode un-
ter Verwendung von PPA lediglich das Edukt zuriickgewonnen
werden konnte (Tabelle 4), wurden andere Reagenzien gewihlt.
Da Kupplungen von HomoPhe an Peptide mittels HATU in der
Mikrowelle als erfolgreich beschrieben sind [50], wurde diese Va-
riante versucht. Sie blieb allerdings ohne nachhaltigen Erfolg, da
ein Produktgemisch entstand, das nicht aufzutrennen war. Eine
Kupplung iiber einen Zeitraum von 10 d mit PyBODB erwies sich
letztlich als zielfiihrend, wie das NMR-Spektrum des Rohprodukts
und Signale im Massenspektrum bewiesen. Aufgrund der beschrie-
benen Schwierigkeiten wurde dieses Synthese-Projekt jedoch nicht

weiter verfolgt.
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4.4 Untersuchung der Reaktionskinetik von Vinylsulfo-

nen

4.4.1 Messungen mittels NMR — bekannte Verfahren

Die Untersuchung der Kinetik der Reaktionen von Vinylsulfonen
mit Proteasen kann mit fluorimetrischen Assays erfolgen. Zusétz-
liche Studien sind in Modellversuchen moglich, in denen nieder-
molekulare Thiole oder Thiolate als Nucleophile eingesetzt wer-
den und dann spektroskopisch der Reaktionsverlauf der Addition
an die Doppelbindung der Vinylsulfone verfolgt wird. In Enzym-
Assays und in vivo verlaufen derartige Reaktionen nach einer Ki-
netik pseudo-erster Ordnung, da das Enzym E im Vergleich zum
Inhibitor I im Unterschuss vorliegt ([F] << [I]), und sich somit
die Konzentration von I wiahrend der Reaktion kaum #&ndert. In
Modellreaktionen lassen sich beliebige Konzentrationsverhéltnisse
% bzw. % mit T~ Thiol(at) einstellen, sodass die Addition an
eine Doppelbindung zuséatzlich als eine Reaktion mit einer Kinetik
zweiter Ordnung untersucht werden kann. [72,73] Vinylsulfon und

Thiol oder Thiolat liegen dann in etwa gleicher Konzentration vor

und beeinflussen iiber diese die Reaktionsgeschwindigkeit.
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Theorie zur Kinetik 2. Ordnung: [72]
Ist eine Reaktion

A+B—=C (41)

beziiglich der Ausgangsverbindungen A und B jeweils 1. Ordnung
und insgesamt 2. Ordnung, gilt mit der Geschwindigkeitskonstan-
ten ko:

d[A] _

S8 = k4B (42

Da der Verbrauch eines Teilchens A von der Ausgangskonzen-
tration [A], auch den Verbrauch eines Teilchens B von [B], mit

sich zieht, ldsst sich ersetzen:
[Aly — [4] = [B], — [B] (43)

bzw.
[B] = [A] + [B], — [4], (44)

Nach Integration der Gleichung 42 iiber die Zeit ¢ ergibt sich

AL
B~ (B,

+ ([Aly = [Blo) kot (45)

Trigt man nun In % gegen die Zeit t auf, muss sich eine Gerade

mit einer Steigung proportional zu ky ergeben, falls eine Kinetik 2.

Ordnung vorliegt (Abbildung 55). Die Geschwindigkeitskonstante
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ko lasst sich aus der Steigung der Geraden durch Division durch
den Term ([A], — [B],) berechnen. Ergibt sich bei der Auftragung
der gemessenen Werte in der angegeben Weise keine Gerade, lasst

sich eine Kinetik 2. Ordnung ausschliefen.

[A] A
In 5]
din4
@ = ka([Aly = [Blo)
BO

Abbildung 55: Auftragung des Reaktionsverlaufs einer Reaktion 2. Ordnung ge-
gen die Zeit
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Theorie zur Kinetik pseudo-erster Ordnung: [72]

Kann bei einer Reaktion zweiter Ordnung erreicht werden, dass die
Konzentration eines der beiden Reaktanden, z. B. [B], konstant
ist oder im Uberschuss vorliegt, sodass sich dessen Konzentration
wahrend der Reaktion kaum verdndert, kann man ein Geschwin-

digkeitsgesetz pseudo-erster Ordnung annehmen. Gleichung 42

d[A]
I
vereinfacht sich mit
|B] =~ [B|, = konstant (46)
dlAl .,
S g (47)
mit
kgl = kz [B]O ~ kg [B] (48)

Integration von Gleichung 47 liefert

A= AyexpF (49)
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Linearisierung fiihrt zu

A

Aus der Geschwindigkeitskonstanten pseudo-erster Ordnung ko'
kann durch Division durch die Ausgangskonzentration des Reak-
tionspartners im Uberschuss, [B],, die Geschwindigkeitskonstante

zweiter Ordnung ko bestimmt werden.

Parameterbestimmung mit dem Levenberg-Marquart-
Algorithmus: |66, 74]

Anstelle einer graphischen Auftragung der linearisierten Daten,
ist auch eine nicht-lineare Parameteroptimierung an die expe-
rimentellen Daten moglich. Diese Methode ist aufgrund ihrer
besseren Resultate zu bevorzugen, da der Messfehler bei der
verwendeten Methode der NMR-Spektroskopie unabhéingig von
der Zeit t des Experiments, und somit auch unabhingig von
der Groke des eigentlichen Messsignals ist. Fiir den Fit an eine

Reaktion 2. Ordnung wurde die Formel

1

I(t)=p-
(t)=p (k2-t-|—[A—10])

—o0 (51)

verwendet. Dabei ist I die Intensitdat bzw. das Integral des gemes-
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senen Signals, k9 die Geschwindigkeitskonstante 2. Ordnung, t die
Messzeit, Ay die anfangs eingesetzte Konzentration, o der Offset,
der eventuelles Rauschen beriicksichtigt, und p ein Proportiona-
litatsfaktor, der den direkten Einsatz der Integralwerte anstelle
einer separat daraus berechneten Konzentration in die Formel er-
moglicht.

Fiir den Fit an eine Reaktion 1. Ordnung wurde die Formel
I(t)=p-e7 +o0 (52)

verwenden. Dabei ist o der Offset, p der Proportionalitatsfaktor
und 7 die Zeitkonstante, die mit der Geschwindigkeitskonstanten

1. Ordnung k; in folgender Bezichung steht:

T=— (53)

40 42 43 45 46

Abbildung 56: untersuchte Vinylsulfone

Das Verhalten der Substanzen 40, 42, 43, 45 und 46 in Gegenwart
eines Schwefel-Nucleophils sollte sowohl als Reaktion nach pseudo-

erster Ordnung und als auch als Reaktion nach zweiter Ordnung
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mittels 'H-NMR-Spektroskopie untersucht werden. Als Modell fiir
die Cystein-Protease sollte ein geeignetes Thiol verwendet werden.
Fiir alle im Folgenden beschriebenden Reaktionsbedingungen wur-
den jeweils parallel Stabilitdtsmessungen durchgefithrt, um den
Einfluss der Umgebung auf die Reaktion auszuschlieften. Es wur-
de explizit die Stabilitdt der Vinylsulfone sowie die der Thiole bei
den unterschiedlichen Reaktionsbedingungen ausgetestet, um ei-
ne eindeutige Korrelation der beobachteten Abnahme der Signale
mit der ablaufenden Additionsreaktion zu gewéhrleisten.

Um das aktive Zentrum der Protease zu simulieren, miisste ein
Thiol mit einem pK,-Wert von etwa 3-4 in wéssrigem Milieu ver-
wendet werden. Diesen pK,-Wert weist z. B. p-Nitrothiophenol
auf. Dennoch ist dieses Thiol fiir die Modellreaktion vollig unge-
eignet, da durch den -M-Effekt der Nitrogruppe in para-Position
die Nucleophilie des Thiolats stark herab gesetzt ist. Es wurde
stattdessen p-Methoxythiophenol 47 in einem 50 mM Phosphat-
puffer, bestehend aus Kaliumdihydrogenphosphat und Kalium-
hydrogenphosphat, mit pH = 7.6 in D3O verwendet. Der pKj-
Wert der Thiolgruppe liegt bei 7.4-7.8. [75] Nach der Henderson-
Hasselbalch-Gleichung

pH = pK, + log [[;[1;{]] (54)
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liegt bei diesem pH-Wert das Thiol etwa zu 50% deprotoniert vor
und weist dann eine noch hohere Nucleophilie auf. Die Wahl des
Thiols stellt einen Kompromiss dar. Es wurde mit diesem Thiol ei-
nes gewahlt, dessen pKy-Wert gerade so niedrig ist, das bei einem
pH-Wert von 7.6 mindestens 50% deprotoniert vorliegen. Saurere
Bedingungen wiirden zur Protonierung des Thiolats fithren und
die Nucleophilie herabsetzen. Aufserdem sollte das Thiol NMR-
spektroskopisch gut analysierbar sein. p-Methoxythiophenol wur-
de aus diesen Griinden bereits in fritheren Untersuchungen [5,68,

75] erfolgreich als Modell-Thiol eingesetzt.
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Messungen mit p-Methoxythiophenol 47 in Phosphatpuffer
In einem NMR-Ro6hrchen wurde die Reaktion von

SH
p-Methoxythiophenol 47 und Methylvinylsulfon Vo Q/
40 in einem 50 mM Phosphatpuffer von pH=7.6

p-Methoxy-
angesetzt und der Reaktionsverlauf anhand der thiophenol 47
Anderung der Integrale des vinylischen Protons
von Methylvinylsulfon 40 bei 6.505 ppm verfolgt. Die Konzen-
trationen des Sulfons und des Thiophenols betrugen je 1.25 mM.
Abbildung 57 zeigt die beobachtete Anderung des Integrals des

vinylischen Protons mit der Zeit. Es ist in keinem Zeitintervall

18
n
16 4
u
g 144
= . "
= u
g 12 .
- 2 a
0 -
=X 10+ u
g
(%)
22 4
|
6 ||
4 T T T T T T T T T 1
-100 0 100 200 300 400
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Abbildung 57: Reaktion von p-Methoxythiophenol mit Methylvinylsulfon 40 im
Phosphatpuffer pH=7.6

ein Kurvenverlauf zu erkennen, der eindeutig einer Kinetik erster

oder auch zweiter Ordnung zuzuordnen wére. Die erfassten Daten
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erscheinen ungeordnet und lassen den Schluss zu, dass es wiahrend
der Messung zu storenden Nebenreaktionen kommt. Es wurde da-
her nach neuen Messbedingungen gesucht, die eine eindeutige ki-

netische Untersuchung der Reaktion ermdglichen sollten.

Messungen mit 2-Phenylethanthiol 48 in MeOD

Eine Methode, mit der die Geschwindigkeitskon-
N\ _-O

O
H v
Cbz/N\(\/ S\R stanten pseudo-erster Ordner bestimmt wurden,
™ ist 2003 von Reddick et al. beschrieben. [76] Sie

Von Reddick et verwendeten 2-Phenylethanthiol 48 (CAS: 4410-

al. untersuchte ) )
Vinylsulfone mit  99-5) in deuteriertem Methanol. Als Base wur-

R— OPh, Ph, . . . .
OEt, N(Me)OBn, de TEA eingesetzt, die Reaktionen wurden ei-

fiol\]?g]’glj(Me)Bn ne Stunde lang beobachtet. Die Geschwindig-
keitskonstanten pseudo-erster Ordnung (jeweils
in Klammern angegeben) wurden relativ zum langsamsten Ver-
treter der Vinylsulfone der links in der Abbildung dargestellten
Struktur mit den Resten R= OPh (3000), Ph (120), OEt (90),
N(Me)OBn (150), NHOBn (50), N(Me)Bn (3) und NHBn (1) an-
geben.
Die Reaktion von 2-Phenylethanthiol mit den Vinylsulfonen
40, 42, 43, 45 und 46 wurden bei denselben Bedingungen ver-

folgt. Die Konzentrationen von VS und Base betrugen demnach
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je 10 mM, wihrend das Thiol im Uberschuss (78 mM) eingesetzt

wurde.

-8000
A (dd) B (d) C(d) [7000
6.91 6.42 6.14| 16000
15000
-4000
-3000
-2000
l Nl ‘ -1000

—& % = |
= =S 1111

6.95 6.80 6.65 6.50 6.35 6.20

f1 (ppm)
Abbildung 58: Charakteristische Vinylprotonen am Bsp. von PhVS 42

Beobachtet wurde die Abnahme der Vinylsulfone anhand ihrer
signifikanten NMR-Signale. Diese waren fiir das jeweilige Vinyl-
sulfon die drei Dubletts der vinylischen Protonen bei 6 — 7 ppm
(Abb. 58 am Bsp. von PhVS 42), die durch die Addition des Thio-
lats verschwinden. Aus den Verhiltnissen der Integrale der 'H-
NMR-Signale lassen sich bei Kenntnis der Ausgangskonzentratio-
nen die Konzentrationen der einzelnen Stoffe zu jedem Zeitpunkt
bestimmen. Dabei wurde davon ausgegangen, dass die Summe der
Konzentrationen an Vinylsulfon und Addukt der Ausgangskonzen-
tration an Vinylsulfon entspricht.

Die Ergebnisse von Reddick et al. konnten nur naherungswei-

se reproduziert werden. Nur fiir die Vinylsulfone MeVS 40 und
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OMeVS 43 liefsen sich verniinftige Kurven an die Messdaten fit-
ten. Die Geschwindigkeitskonstanten ergaben sich zu

ko' (MeVS)= 0.0154 0.0045 s~

ko' (OMeVS))= 0.0073+ 0.0019 s~ !

wobei letztere bereits einen grofsen Fehler aufweist. Das Sul-
fonamid 46 reagierte zu langsam, sodass in der angegebenen Zeit
(1 h) keine Geschwindigkeitskonstante bestimmt werden konnte.
Nach 100 min war das Integral erst auf 60% abgefallen. Vollstéan-
diger Umsatz wurde nach 3 d festgestellt. Im Gegensatz dazu ste-
hen OPhVS 45 und PhVS 42, bei denen die Reaktion fiir die
zur Messung zur Verfiigung stehende technische Ausstattung zu
schnell ablief. OPhV'S 45 war bereits bis zum Zeitpunkt der ersten
Messung (120 s nach Reaktionsstart) vollstandig umgesetzt. Die
Reaktion mit PhVS 42 lieferte bis zum Reaktionsende drei Mess-
punkte, die nicht zur zuverlédssigen Auswertung mit der Gleichung
52 herangezogen werden konnen. Es ldsst sich somit im Grofsen
und Ganzen der von Reddick et al. gefundene Trend bestatigen:
OPhVS > PhVS > MeVS (ohne Vgl) > OMeVS (Vgl. OEt) >
NMeyVS (Vgl. N(Me)Bn). Da Reddick et al. nur relative Abhén-
gigkeiten der Geschwindigkeitskonstanten angeben und nicht die

gemessenen Konstanten selbst, konnen die hier bestimmten Werte

tiir MeVS und OMeVS nicht mit diesen verglichen werden. Red-
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dick et al. selbst werfen die Frage auf, wie die unterschiedlichen
Reaktivitaten einiger Reddick-Sulfonamide in Bezug auf Reddick-
PhVS zustande kommen. Welchem Reddick-Sulfonamid das hier
vermessene 46 tatsichlich am néchsten kommt, ist nicht eindeu-
tig. Interessant ist auch die Frage nach der Zeitskala auf der Red-
dick et al. ihre Verbindungen untersucht haben, die sie mit einer
Stunde angeben. Einerseits gibt es Reddick-OPh, dass 3000-mal
schneller reagiert als das langsamste Sulfonamid, aber noch genug
Datenpunkte fiir eine zuverlassige Bestimmung der Geschwind-
keitskonstanten mittels NMR liefern muss. Andererseits sollten
fiir eine exakte Bestimmung der Reaktionskonstanten die Verbin-
dungen innerhalb dieser Stunde anndhernd vollstandig reagiert
haben. Dieses Verhalten konnte fiir NMesVS 46 nicht bestatigt
werden. Insgesamt bleibt festzuhalten, dass aufgrund des steri-
schen Unterschieds durch die zusétzliche Substitution der Red-
dick-Vinylsulfone sicherlich eher niedrigere Geschwindigkeitskon-
stanten zu erwarten sind als fiir die hier diskutierten Vinylsulfone,
da mit der anspruchsvolleren Sterik grofsere Aktivierungsenergien

einhergehen (s. Kapitel 4.1).
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4.4.2 Messungen mittels IR

Da die Reaktionen der Vinylsulfone mit dem Thiolat von 2-
Phenylethanthiol teilweise sehr schnell ablaufen, sollte eine De-
tektionsmethode gefunden werden, mit der die Geschwindigkeits-
konstanten der Reaktionen besser erfasst werden konnen. Die
zeitaufgeloste Infrarot-Spektroskopie ist aufgrund mehrerer Fak-
toren eine gute Wahl. Wie in der NMR-Spektroskopie konnen den
funktionellen Gruppen der Molekiile eindeutige Signale zugeord-
net werden. Im Fall der Vinylsulfone sind natiirlich die Banden
der Kohlenstoff-Kohlenstoff-Doppelbindung, die wihrend der Re-
aktion verschwinden, von besonderer Bedeutung. An ihrer statt
sollten zusétzliche Banden im Schwingungsbereich von geséttig-
ten S-C- und C-C-Fragmenten auftreten. Die Signale konnen ge-
trennt voneinander interpretiert werden, sobald die Wellenzahlen
ihrer Signale ausreichend unterschiedlich sind, was bei den meis-
ten funktionellen Gruppen gegeben ist. Somit ist die Reaktion
zusitzlich an funktionellen Gruppen eindeutig zu beobachten, die
nur geringe Anderungen durch die Reaktion erfahren, wie z.B. an
der Verschiebung der SOs-Schwingungsbanden der Vinylsulfone,
die durch die veranderte elektronische Molekiilstruktur entsteht.
Ein klarer Vorteil der IR-Technik gegeniiber der NMR-Methode

ist die Genauigkeit der Ergebnisse, die sich aus der unterschiedli-
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chen Auswertung der Spektren ergibt. Fiir die NMR-Messungen
wird ein interner Standard benétigt, mit dessen genauer Erfas-
sung alle Ergebnisse stehen und fallen. Zudem sind die manuel-
le Festlegung und Auswertung der Integrale sowie das Rauschen
der Basislinie unumgéngliche Fehlerquellen. Aufgrund der Fourier-
Transformation ist im IR die Frequenzachse immer eindeutig ge-
geben und eine Kalibrierung entféllt. Bei der IR-Methode wird
vor der eigentlichen Messung ein Hintergrund aufgenommen, der
den Zusatz eines internen Standard ersetzt. Alle Anderung in den
Banden konnen direkt von diesem Hintergrund subtrahiert wer-
den, die Werte sind somit exakter als die mittels internem Stan-
dard relativ berechneten Integrale im NMR-Spektrum. Als dritter
Punkt, der fiir die Kinetik eine entscheidende Rolle spielt, ist die
Totzeit zu nennen, die bei der IR-Messmethode deutlich kleiner
ist, da das Gerét nicht auf die Probe eingestellt werden muss (Vgl.
Lock, Shim) und so das erste Spektrum nach wenigen Sekunden

erhalten werden kann.

IR-Messungen ohne Base
Zuerst sollten die Vinylsulfone 40, 42, 43, 45, und 46 hinsichtlich
ihrer Reaktivitat mit dem neutralen 2-Phenylethanthiol 48 unter-

sucht werden. Da z.B. die SARS-Protease in ihrem aktiven Zen-
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trum eine Thiolfunktion aufweist, ist es interessant, ob die anvi-
sierten Inhibitoren reaktiv genug gegeniiber schwicheren Nucleo-
philen (Thiolen) sein wiirden oder ob hier eventuell eine Selekti-
vitét fiir starke Nucleophile (Thiolate) erreicht werden kann. Die
Reaktionen wurden iiber einen Zeitraum von 10000 s verfolgt. Fiir
eine gute Auflosung wurde eine VS-Konzentration von ca. 30 mM
ausgewihlt und die Reaktionen wurden in deuteriertem Methanol
durchgefiihrt. Die Verwendung von deuteriertem Methanol hatte
einerseits den Vorteil, dass parallel die Reaktion qualitativ mittels
NMR-Spektroskopie verfolgt werden konnte, um die Bildung der
richtigen Additionsprodukte zu gewihrleisten. Andererseits absor-
biert MeOD im Gegensatz zu MeOH in einem Bereich, der die fiir
die Reaktion wichtigen Banden nicht iiberlagert.

Die IR-Messungen ergaben, dass nur PhVS 42 und OPhVS
45 in dem gewahlten Zeitraum mit 2-Phenylethanthiol reagieren.
Die ausschliefsliche Bildung der beiden Reaktionsprodukte wurde
mittels anschliekender NMR- und LC-MS-Analysen bestétigt. Die
Grafiken 59 und 60 zeigen die relevanten Ausschnitte des Diffe-
renzspektrums zum Zeitpunkt t—=10000 s beispielhaft fiir die Re-
aktion mit PhVS 42.
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Abbildung 59: Differenzspektrum der Reaktion von PhVS 42 mit
2-Phenylethanthiol zum Zeitpunkt t=10000 s
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Abbildung 60: Differenzspektrum der Reaktion von PhVS 42 mit
2-Phenylethanthiol zum Zeitpunkt t=10000 s
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Deutlich sind die signifikanten Anderungen der funktionellen
Gruppen zu erkennen. Die Bande der Vinyleinheit bei 3049 cm ™!
nimmt mit der Zeit nur ab, wihrend die C-H-Streckschwingungen
unterhalb von 3000 cm™! zunehmen oder eine Verschiebung er-
fahren (Abb. 60). Die S-CH-Deformationsschwingung der neu
gebildeten S-C-Bindung bei 1423 cm™! nimmt nur zu mit der
Zeit, wahrend bei den SOo-Schwingungsbanden der Vinylsulfone
(1300 - 1400 cm™') sowohl Abnahme und Zunahmen zu beobach-
ten sind (Abb. 59). Da diese funktionelle Gruppe nicht direkt bei
der Reaktion betroffen ist, verschieben sich die Banden auf Grund
der veranderten elektronischen Molekiilstruktur nur.

Abbildung 61 zeigt den Verlauf der genannten Banden mit der
Zeit. Die schwarze (1384 cm™1) und die rote Bande (3049 cm™1)
gehoren zur SOo-Gruppe bzw. der Vinyleinheit. Die Banden neh-
men wie erwartet wihrend der Zeit ab. Im Gegensatz dazu geho-
ren die pinke (2923 cm™!) und die blaue (1423 cm™!) Bande zum
gesittigten C-C- bzw. S-C-Fragment des Produkts. Die Signale
nehmen mit der Zeit zu. Die auf den ersten Blick unterschiedlich
stark erscheinende Zu- oder Abnahme der Banden, lasst sich mit
den unterschiedlichen Extinktionskoeffizienten der funktionellen
Gruppen erklaren. Diese lassen sich allerdings in einem Propor-

tionalitatsfaktor berticksichtigen, sodass alle Parameter global mit
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Abbildung 61: Globaler Fit der Parameter an die Daten der Reaktion von PhVS
42 mit 2-Phenylethanthiol bei verschiedenen Wellenzahlen

der nachstehenden Formel an die Messreihen gefittet werden kon-

nermn.

1

(kz-t—i-[A—lO]) B (55)

[A] =p-

Dabei ist ko die gesuchte Geschwindigkeitskonstante 2. Ord-
nung, Ay die anfangs eingesetzte Konzentration, p der Proportio-
nalitdtsfaktor und o der offset, der die Uberlagerung unterschied-
licher Schwingungen berticksichtigt, die nicht an der Reaktion be-
teiligt sind, und somit den konstanten Anteil der Absorption be-

schreibt.
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Mit dieser Formel lassen sich die Geschwindigkeitskonstanten
fiir PhVS und OPhVS bestimmen:
k2(PhVS)= 0.0211 £ 0.00046 L/(mol - s)
k2(OPhVS)= 0.0062 4+ 0.00031 L /(mol - s)
Die Reaktion von PhVS ist also etwa 3.4-Mal schneller.

Messungen mit Base

Als néchstes sollten die Reaktionen der Vinylsulfone 40, 42, 43,
45, und 46 mit dem Thiolat von 2-Phenylethanthiol untersucht
werden, welches durch Zusatz von einer geeigneten Base in situ
generiert wurde. Triethylamin besitzt im Wellenzahlenbereich von
2700 cm ™! - 3000 c ! starke Absorptionsbanden mit Halbwerts-
breiten von bis zu 100 cm™!. |77] Da dieser Spektralbereich fiir die
zu untersuchenden Reaktionen wesentlich ist, wurde TEA durch
kommerziell erhéltliches Natriummethylat ersetzt, welches sich al-
lerdings ebenfalls schnell als untauglich erwies. Einen dhnlichen
pK,-Wert wie NaOMe weist NaOH auf, das zudem keine zusétz-
lichen Banden generiert. Alle Vinylsulfone wurde je dreimal mit
einer VS-Konzentration von ca. 30 mM und 2 eq. Thiol vermes-
sen. Die Basenkonzentration betrug 1% der VS-Konzentration,
also 0.3 mM. Es konnte in allen Fillen eine Abnahme der VS-

Banden beobachtet werden, allerdings in keinem Fall eine Zunah-
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me der erwarteten Produktbanden. Auch die Banden des Thiols
nahmen ab. Um dieses Verhalten zu deuten, wurden das Thiol
und die Base in Abwesenheit der Vinylsulfone bei denselben Be-
dingungen untersucht. Erneut wurde die Abnahme bzw. Verschie-
bung der Thiolbanden beobachtet, die offenbar aus einer Reaktion
mit der Base herrithren. NMR-Messungen derselben Reaktions-
16sung deuteten auf keine strukturelle Veranderung der Molekiile
wahrend der Nebenreaktion hin. Mdéglicherweise ist die beobach-
tete Reaktion die Deprotonierung des Thiols durch die Base, wel-
che im NMR-Spektrum nicht unbedingt ersichtlich ist. Das IR-
Experiment wurde daher iiber 10 h verfolgt, um zu iiberpriifen,
ob sich in dieser Zeit ein Gleichgewicht einstellt. Dann hatte man
die Base-Thiol-Mischung ausreichende Zeit vorlegen kénnen und
anschlieffend die Reaktion dieser Mischung mit den Vinylsulfonen
untersuchen kénnen. Da aber auch nach 10 h nur undefinierba-
re Bandendnderungen zu sehen waren, blieb nur die Md6glichkeit
offen, eine neue Methode zu entwickeln, die die Messung der Ge-

schwindigkeitskonstanten mittels NMR ermoglichte.
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4.4.3 Messungen mittels NMR — neue Verfahren

Bei der Entwicklung der neuen Messmethode sollte ebenfalls die
Schwachstelle der bisherigen Messmethoden, in der die tatséchli-
che Konzentration des Thiolats nicht ermittelbar war, behoben
werden. Da sich 2-Phenylethanhiol in MeOD bisher als NMR-
spektroskopisch gut analysierbar gezeigt hat, wurde es als Nucleo-
phil beibehalten. Der pK;-Wert ist nicht bestimmt, ldsst sich aber
mit Hilfe von Ethanthiol (pK;= 10.5 [78]) und Phenylmethylmer-
captan (pK;= 9.43 [79]) auf ungefdhr 10 abschétzen. Es wurde
zum einen die Reaktion des Thiols mit den Vinylsulfonen un-
ter den bei den IR-Messungen verwendeten Bedingungen durch-
gefiihrt, um die Methoden vergleichen zu konnen. Zum anderen
wurden die entsprechenden Reaktionen mit dem Thiolat von 2-
Phenylethanthiol untersucht. Dieses wurde in situ durch Zusatz
von einer ausreichend starken Base generiert, sodass die Depro-
tonierung irreversibel stattfand und die Thiolatkonzentration der
urspriinglichen Thiolkonzentration entsprach. Die Konzentratio-
nen von VS und Thiol in MeOD wurden mit 31 mM &hnlich hoch
gewahlt wie bei den IR-Messungen, um eine gute Vergleichbarkeit
zu ermoglichen. Als Standard wurde der Losemittelrestpeak von
MeOD bei 3.31 ppm verwendet, da sein Integral in der Grofenord-

nung der restlichen Signale lag und dies eine geringe Fehlerquelle
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bietet. Das Integral wurde auf 10 definiert. Die Messdauer betrug
in der Regel 10000 s. Zudem wurden bei unvollstdndigem Umsatz
bis zu diesem Zeitpunkt in den darauf folgenden Tagen Kontroll-
messungen durchgefithrt, um zu iiberpriifen, ob es sich ggf. um

sehr langsame oder stark verzogerte Reaktionen handelte.

Messungen mit 2-Phenylethanthiol in deuterierten Methanol ohne
Base

Zunichst wurde die Reaktion der Vinylsulfone 40, 42, 43, 45 und
46 mit 2-Phenylethanthiol ohne Zusatz von Base untersucht. Nur
tiir die Reaktion von PhVS 42 konnte ohne Basenzusatz die ge-
wiinschte Adduktbildung beobachtet werden. In den Reaktionen
mit den anderen Vinylsulfonen zeigte sich kein Umsatz. Grafik
62 zeigt die Uberlagerung der NMR-Spektren zu den Zeitpunkten
t=0s (rot) und t—=2109 s (tiirkis) der Reaktion des Thiols mit
PhVS 42. Nach etwa 35 min ist das Integral der vinylischen Pro-
tonen auf 57% abgefallen. Ebenfalls deutlich zu erkennen sind die
Verschiebungen der Signale in den aromatischen (VS und Thiol)
und aliphatischen (Thiol) Bereichen, die sich aus der verinderten
elektronischen Umgebung nach der Addition des Thiols an die
Doppelbindung ergeben.
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Abbildung 62: Uberlagerung der Signale der Reaktion von PhVS 42 mit
2-Phenylethanthiol zu den Zeitpunkten t=0 s (rot) und t=2109 s (tiirkis)

Die Integrale des Vinylprotons bei 6.85 — 6.95 ppm in Abhéan-
gigkeit von der Zeit sind in schwarz in Grafik 63 aufgetragen. Mit
rot, ist die an die Daten gefittete Kurve dargestellt. Mit Hilfe der
beschriebenen Gleichung 51 wurde die Geschwindigkeitskonstante
zweiter Ordnung zu
k2(PhVS-NMR)=0.0128 + 0.0015 L /(mol - s) bestimmt. Die un-
ter denselben Bedingungen mittels IR erhaltene Geschwindigkeits-
konstante 2. Ordnung fiir PhVS betrug
ko(PhVS-IR)— 0.0211 4+ 0.00046 L/(mol - s)
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Abbildung 63: Abnahme der Integrale des Vinylprotons von PhVS 42 bei
6.85 — 6.95 ppm mit der Zeit (schwarz) und Fit an die Daten (rot) (mittels Glei-

chung 51)

Obwohl sich die Werte leicht unterscheiden, zeigen beide Mess-
methoden fiir die Bestimmung der Geschwindigkeitskonstante ks
eine gute Korrelation, da die Konstanten noch in derselben Gro-
kenordnung liegen. Geschwindigkeitskonstanten sind temperatur-

abhangig. Wéhlt man in der Arrhenius-Gleichung

—Eq

k=A.enrt (56)

fiir die Reaktion mit PhVS eine Aktivierungsenergie F, um
die 12.4 kecal (Vgl. Tabelle 2, Kapitel 4.1) und nimmt an, dass

der Arrhenius-Faktor in beiden Messungen identisch ist, erhélt
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man fiir die zu den gemessenen k;r und knpsr korrespondierenden
Temperaturen T;z und T yyrp nur eine Temperaturdifferenz von
etwa 7 °C. Da in unterschiedlichen Rdumen mit unterschiedlichen
Messgeriten gearbeitet wurde und die tatsiachliche Aktivierungs-
energie nicht bekannt ist, erscheint die gefundene Abweichung der
beiden Werte plausibel.

Es fallt auf, dass mittels NMR-Spektroskopie keine Geschwin-
digkeitskonstante fiir die Reaktion von 2-Phenylethanthiol
mit OPhVS ermittelt werden konnte. Die mittels IR-
Spektroskopie bestimmte Konstante liegt bei ko(OPhVS)—
0.0062 4+ 0.00031 L /(mol -s). Vielleicht ist dies ebenfalls durch
die Temperaturabhéngigkeit sowie durch die geringe Grofe der
Geschwindigkeitskonstanten zu erkldaren, da der deutlich lang-
samere Abfall der Signale mittels NMR-Spektroskopie aufgrund
der geringeren Empfindlichkeit der Methode schlechter erfasst

werden kann.
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Messungen mit Base

Als nachstes wurden die Reaktionen der Vinylsulfone 40, 42, 43,
45 und 46 mit dem Thiolat von 48 untersucht. Da das Thiolat ein
viel stdrkeres Nucleophil als das Thiol ist, verliefen diese Reaktio-
nen deutlich schneller und es musste ein Weg gefunden werden,
die Reaktionsgeschwindigkeit so einzustellen, dass der Konzentra-
tionsabfall der Vinylsulfone mit den NMR-Gerdteparametern gut
erfasst werden konnte. Eine Moglichkeit die Reaktionsgeschwin-
digkeit zu kontrollieren, besteht in der Wahl der Konzentrationen
der Reaktionspartner. Die Reaktionen wurden daher unter Be-
dingungen pseudo-erster Ordnung durchgetiihrt. Da - bis auf im
Fall von PhVS 42 - mit dem Thiol keine Reaktion zu beobachten
war, konnte dieses in beliebiger Konzentration zugesetzt werden.
Das eigentliche Nucleophil fiir die folgenden Untersuchungen, das
Thiolat, wurde durch den Zusatz einer ausreichend starken Base
in situ generiert. Als Basen wurden NaOH, KOH und KO'Bu ver-
wendet. Die Wahl der Base beeinflusste jedoch die Reaktion wegen
der annahernd gleichen pK,-Werte der Basen und dem umgeben-
den Solvens MeOD nicht. Da die zugesetzte Base im Vergleich zum
Solvens nur einen geringen Prozentsatz ausmacht, ist zu vermuten,
dass sich ein Gleichgewicht einstellt und die hauptséchlich agie-

rende Base in allen Fallen MeO™ ist. Aufgrund des deutlich unter-
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schiedlichen pK-Werts von Base (~16) und Thiol (~10) kommt es
zu einer irreversiblen Deprotonierung, und die Thiolatkonzentra-
tion kann iiber die Basenkonzentration gesteuert werden. Da die
anionischen Sulfone nach der Addition des Thiolats einen héheren
pKs-Wert als diejenigen der eingesetzten Basen aufweisen (Vgl.
pKs(CH3SO,CH3)— 23 [80]), wird die eingesetzte Base nur kata-
lytisch benotigt. Die Konzentration der Base und dadurch auch
die des Thiolats ist also als konstant anzusehen und somit sind die
Bedingungen pseudo-erster Ordnung erfiillt. Parallele Messungen
zum Reaktionsverhalten von VS und Base wurden durchgefiihrt,
um evtl. Konzentrationsabnahmen der VS durch Reaktion mit der
Base auszuschliefen.

Tabelle 5 zeigt die Ergebnisse der NMR-Experimente. Alle Re-
aktionen wurden bis zum vollstandigen Umsatz verfolgt. Die bes-
te Basenkonzentration fiir die jeweils zu untersuchende Reaktion
wurde experimentell ermittelt, wobei die Basenkonzentrationen

von 0.8% bis 50% variiert wurden.
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Tabelle 5: Reaktionsbedingungen und Geschwindigkeitskonstanten der Additionsreaktion
vom 2-Phenylethanthiolat an Vinylsulfone mit ¢(VS)=31 mM

Verbindung Base Thiol ko’ ko
mmol / eq. 1/s L/(mol -s)
1| MeVS 40 1% NaOH = 0.31 2 2.27 7.58

PhVS 42 | 0.8% NaOH — 0.248 | 1.5 |6.68x 1072 | 26.94
OMeVS 43 | 25% KO'Bu — 7.75* | 2 [9.04x107*|  0.432
OPhVS 45 | 0.8% KO'Bu — 0.248 | 1.5 [2.79x107*| 1.126
NMe,VS 46 | 20% NaOH — 8.14 | 2 4.032 0.05

[ N R AV

a bei dieser Konzentration reagierte die Base in einem durchgefiithrten
Parallelexperiment ebenfalls mit dem VS, allerdings nur sehr langsam,
sodass diese Reaktion nur sehr wenig zur Signalabnahme der vinylischen
Protonen betrégt.

b die VS-Konzentration betrug 40.7 mM

Bereits am Ergebnis dieser Testmessungen fiir die notige Ein-
stellung der Basenkonzentration liefen sich grofse Reaktivitatsun-
terschiede innerhalb der Reihe der Vinylsulfone erahnen. Wird die
Basenkonzentration zu niedrig gewahlt, verlauft die zu beobach-
tende Reaktion zu langsam ab, sodass kein Fit an die Daten mog-
lich ist und die Geschwindigkeitskonstanten nicht berechnet wer-

den konnen. Wird durch eine hohe Basenkonzentration die Reakti-
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on zu schnell, ist eine Datenerfassung mittels NMR-Spektroskopie
nicht oder zu ungenau moglich, da dann der Grofsteil der Reaktion
bereits vor der ersten Datenaufnahme abgelaufen ist. Mit den opti-
mierten Basenkonzentrationen verliefen alle Reaktionen auf einer
Zeitskala, die einen guten Fit an die Daten ermoglichte und somit
sinnvolle Ergebnisse fiir die Geschwindigkeitskonstanten lieferte.
Der gute Fit an die Daten, wie exemplarisch in Grafik 64 anhand
der Reaktion mit MeVS 40 gezeigt, bestitigt den monoexponen-
tiellen Verlauf der Reaktion. Dadurch sind Konkurrenzreaktionen
mit der Base oder dem Thiol auszuschliefsen. Es ist darauf verzich-
tet worden, fiir die Geschwindigkeitskonstanten einen Fehler an-
zugeben, da der ermittelbare Fit-Fehler nur einen kleinen Beitrag
zum Gesamtfehler liefert. Die nicht abschétzbaren Fehler, die sich
durch die bereits genannten Fehlerquellen in der NMR-Methode
ergeben, machen sicherlich den grofieren Anteil aus.

Die ko’-Werte (Tabelle 5) fiir die einzelnen Reaktionen sind
nicht direkt miteinander vergleichbar, da Reaktionsbedingungen
nicht identisch sind. Durch Division des ky-Werts durch die
jeweilige Basenkonzentration erhélt man die miteinander ver-
gleichbaren ko-Werte. Es zeigt sich, dass PhVS 42 mit Abstand
am schnellsten reagierte. Es handelt sich offenbar um das re-

aktivste Vinylsulfon. Dies ist in Einklang mit den bereits vor-
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Abbildung 64: Eindeutig monoexponentielle Abnahme der Integrale des Vinyl-
protons von MeVS bei 6.87 — 7.00 ppm mit der Zeit (schwarz) und Fit an die Daten
(rot) mittels Gleichung 52

gestellten IR- und NMR-Ergebnissen der Reaktionen ohne Ba-
senzusatz (Kapitel 4.4.2 und 4.4.3). PhVS 42 reagiert bereits
mit dem Thiol und weist in der Reaktion mit dem Thiolat die
grofste Geschwindigkeitskonstante auf. Eine eventuelle Konkur-
renzreaktion zwischen Thiol und Thiolat ist unter diesen Gege-
benheiten zu diskutieren, zumal die Konzentration des Thiolats
mit 0.8% relativ niedrig gewéahlt werden musste, um eine gute
Messbarkeit der Reaktion mit den vorhandenen Geréteparame-
tern zu garantieren. Die Geschwindigkeitskonstante ohne Base

k2(oB)= 0.0128 £ 0.0015 L/(mol -s) ist deutlich kleiner als die
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der Reaktion mit Base ky(0oB)= 26.94 + L/(mol-s). Die Thiol-
konzentration war 1,5-fach hoher im Experiment mit Base als im
Versuch ohne Base. Die Konkurrenzreaktion mit den Thiol sollte
also im Experiment mit Base sogar etwas schneller ablaufen. Den-
noch zeigen die experimentellen Daten einen eindeutig monoexpo-
nentiellen Verlauf, woraus sich schliefsen lasst, dass die Reaktion
mit dem Thiol zu vernachléssigen ist.

Die ky’-Werte fiir MeVS 40 und OMeVS 43 wurden be-
reits unter Zusatz von TEA (10 mM) bestimmt (Kapitel
4.4.1). Sie ergaben sich zu ky’(MeVS)= 0.015 £ 0.0045 1/s und
k2’ (OMeVS))= 0.0073 4+ 0.0019 1/s. Daraus berechnen sich nach
Division durch 10 mM die ko-Werte zu ko(MeVS)= 1.5 L/(mol - s)
und ko(OMeVS)= 0.73 L/(mol-s), die trotz unterschiedlicher
Messmethoden sehr gut mit den Werten aus Tabelle 5 (1.126,
0.0432) iibereinstimmen. Die experimentell bestimmte Reihenfol-
ge der Reaktionsgeschwindigkeiten ergibt sich demnach fiir die

untersuchten Vinylsulfone zu: Der von Reddick et al. beobachte-

@ CH O. o) EHs
/\ /\ - 3 /\ e /\ VN /\ I
/O/,%\O N /o OS{\O § /O //s\\o § /0/’8\\0 CHs /o P %O CHs
PhVS 42 MeVS 40 OPhVS 45 OMeVS 43 NMe,VS 46

Abbildung 65: Reihenfolge der untersuchten Vinylsulfone beziiglich ihrer Reak-
tion mit 2-Phenylethanthiol unter Bedingungen pseudo-erster Ordnung.
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ten Trend

OPhVS > PhVS > VSOEt > VSN(Me)Bn lédsst sich im Grofen
und Ganzen bestétigen | [76]], jedoch wird hier fiir die reaktiveren
Vinylsulfone OPhVS und PhVS die umgekehrte Reihnenfolge
gemessen. Aufgrund der auch ohne Zusatz von Base beobach-
teten Reaktion von PhVS mit 2-Phenylethanthiol, erscheint es

plausibel, dass PhVS das reaktivste Vinylsulfon ist.

4.5 Untersuchung der Reaktionskinetik von Aziridinen

Das hydroxymethyl-substituierte Aziridin 29 sollte in dieser Ar-
beit ebenfalls hinsichtlich der Reaktionskinetik mit Thiolen unter-
sucht werden, um einen Vergleich mit dem bereits untersuchten
Aziridin-2,3-dicarboxylat 23 sowie dessen stark elektrophilen De-
rivat 84 anzustellen (Abb. 66). [67,68,75] Es wurde daher auf

dasselbe Verfahren zur Bestimmung der Reaktionskinetik zuriick-

gegriffen.
0
H H F OEt
N N N
Ho A, AN yAY
"COEt EtO,C “COE EtO,C “COE
29 23 84

Abbildung 66: Untersuchte Aziridine
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Schema 21 zeigt die zu beobachtende Reaktion zwischen
Azidirin 29 und p-Methoxythiophenol 47. Der Aziridin-Ring
wird durch das Thiolat an einem Ringkohlenstoffatom ange-
griffen und dadurch irreversibel geoffnet. Im Gegensatz zu den
Co-symmetrischen Aziridinen 23 und 84 ergeben sich fiir das
Aziridin 29 zwei Angriffsmoglichkeiten a und b (Schema 21),
die zu unterschiedlichen Produkten fiithren wiirden. Aufgrund
der stark elektronenziehenden Esterfunktion in Nachbarschaft
zum linken Ringkohlenstoffatom ist der Angriff a elektronisch
eindeutig bevorzugt und wird hier als der wahrscheinliche Angriff

angenommen.

OMe
29 und 47 85

Schema 21: Ringéffnung von Aziridin 29 durch p-Methoxythiophenolat 47 als
Modell des Enzyms

Messungen mit p-Methoxythiophenol 47 in Phosphatpuffer

In einem NMR-Rohrchen wurde die Reaktion von p-
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Methoxythiophenol 47 und Hydroxymethyl-Aziridin 29 in
50 mM Phosphatpuffer in Dy;O (pH=7.6) angesetzt. Der Re-
aktionsverlauf wurde anhand der Anderung der Integrale der
Protonen der Ringkohlenstoffatome von 29 bei 3.45 — 3.65 ppm
sowie der aromatischen Protonen des Thiols bei 6.76 ppm (d)
verfolgt. Die Konzentrationen des Aziridins und des Thiophe-
nols betrugen je 1.25 mM, das Gesamtvolumen belief sich auf
700 puL. [67] Die Reaktion wurde tiber einen Zeitraum von 66 h
beobachtet, es konnten dennoch keine Verdnderungen an den
Signalen des Aziridins beobachtet werden. Die unter denselben
Bedingungen durchgetiihrte Vergleichsreaktion ohne Thiol belegte
ebenfalls die Stabilitidt des Aziridins in DoO-Puffer.

Im Gegensatz dazu erfuhren alle Si-

nach 10 min

gnale des Thiols bereits innerhalb der

. . nach 13.5h
ersten Stunde eine Verschiebung. Ob

diese lediglich durch die fortschreiten-

6.85
£1 (ppm)

den Deprotonierung der Thiolfunktion Anderung der aromatischen
entstand, ist unklar. Beide Thiolspezi- Signale

es liegen nach etwa 13.5 h zu gleichen Teilen vor. Nach 66 h sind
nur Signale der neuen Thiol-Spezies auszumachen. Es handelt sich

bei der Beobachtung also nicht um eine Gleichgewichtseinstellung

sondern um einen wohl irreversiblen Prozess unter diesen Bedin-
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gungen.

Bei der fritheren Verwendung von p-Methoxythiophenol 47
wurde bereits die Bildung von S-S-Bindungen beobachtet. [81] Sie
hat eine Verschiebung aller Thiol-Signale im NMR-Spektrum zur
Folge und konnte moglicherweise auch in diesem Fall die Reaktion
sein, die beobachtet wird. Allerdings ist die Reaktion zum Disul-
fid als reversibler Prozess beschrieben, was den hier gemachten
Beobachtungen entgegen steht.

Fiir den Fall, dass es sich bei der neu entstehenden funktionel-
len Gruppe um das Disulfid handeln, wird das Thiol als nucleo-
philer Reaktionspartner aus der Reaktionslosung entfernt. Daher
ist es nicht verwunderlich, dass die offenbar ohnehin eher lang-
sam - wenn iiberhaupt - ablaufende Reaktion zwischen Thiol 47
und Aziridin 29 bei ldngeren Reaktionszeiten dennoch nicht zu
beobachten ist, da die Konzentration des nucleophilen Reaktions-
partners kontinuierlich abnimmt.

Die Reaktion wurde daraufhin mit einer héheren Konzentra-
tion (31 mM) an Thiol 47 und Aziridin 29 wiederholt, um die
Wahrscheinlichkeit einer Reaktion durch die grofere Anzahl bei-
der Molekiile zu erh6hen. Die Reaktion wurde iiber einen Zeitraum
von 48 h verfolgt. Diesmal ist der Verlauf der Reaktion deutlich
zu erkennen (Abb. 67).
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Die Wahl der Signale, an denen der Verlauf
der Reaktion quantitativ verfolgt werden sollte, "
fiel auf das Tripplet der CHs-Protonen der Es- ML
tereinheit, das durch die Addition des Thiols an s e
das Aziridin eine leichte Verschiebung erfihrt. gignale der

. . . methylischen
Die Signale konnten mittels 1D- und 2D-NMR-  protonen von 29

Spektroskopie zugeordnet werden. Alle anderen gﬁogjﬁf tund
Signale des Edukts {iberlagern mit den spéter ent-

stehenden Produktsignalen. Das Trippletsignal der Methylproto-
nen des Edukts lag bei 1.24 ppm, dasjenige des Produkts bei
1.14 ppm.

Grafik 67 zeigt sehr schon, dass die Reaktion zwischen Thiol
47 und Aziridin 29 nach einer Kinetik zweiter Ordnung verlduft.
In dem Mafe, wie das Aziridin verbraucht wird, entsteht auch das
neue Produkt 85. Die Summe beider Integrale zu einem Messzeit-
punkt ist immer gleich. Aus dem ersten Messpunkt (Grafik 67)
lasst sich ebenfalls erkennen, dass die Reaktion zum Zeitpunkt
der ersten Messung bereits fortgeschritten war. Mithilfe von Glei-
chung 51 (Kapitel 4.4.1) lassen sich fiir die Abnahme des Aziridins

sowie fiir die Zunahme des Produkts die Geschwindigkeitskonstan-

ten zweiter Ordnung ks berechnen.

ko(85-Bildung)= 0.0757 4 0.020 L/(mol - min)
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Abbildung 67: Auftragung der gemessenen Integrale gegen die Zeit fiir die Ver-
bindungen 29 und 85 unter Bedingungen zweiter Ordnung

k2(29-Abnahme)— 0.0650 + 0.013 L /(mol - min)

Werden die jeweiligen Fehler beriicksichtigt, stimmen die bei-
den Werte recht gut iiberein. Es bestétigt sich jedoch die bereits
in Kapitel 4.4.2 getétigte Aussage, dass die NMR-Spektroskopie
keine ideale Methode ist, um absolute quantitative Aussagen be-
ziiglich der Kinetik einer Reaktion zu treffen. Relativ gesehen liegt
Aziridin 29 beztiglich der Reaktivitat mit p-Methoxythiophenol
47 zwischen Aziridin-2,3-dicarboxylat 23 und dessen elektrophi-
len Derivat 84. [67] Fiir 84 wurde die Geschwindigkeitskonstante
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zweiter Ordnung zu ko= 1.56 (L/(mol - min) bestimmt. [67] Azi-

ridin 29 ist also etwa um einen Faktor 22 langsamer.
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4.6 Enzym-Assays

4.6.1 Testung von Vinylsulfonen

40 42 43 45 46

Abbildung 68: untersuchte Vinylsulfone

Die Substanzen MeVS 40, PhVS 42, OMeVS 43, OPhVS 45
und NMey VS 46 (Abbildung 68) sollten in fluorimetrischen Assays
gegen eine Reihe von Cystein-Proteasen getestet werden, um die
Aktivitat der potentiellen Inhibitoren zu abzuschétzen. Es wur-
de zunédchst ein Screening bei einer Inhibitor-Konzentration von
20 uM mit einer Messzeit von 10 min durchgefiihrt. Alle Werte
wurden durch zweifache Messung bestimmt. Wird eine Hemmung
von iiber 40% erzielt, werden in der Regel weitere Messungen
durchgefiihrt, um die Zeitabhéngigkeit der Hemmung zu bestim-
men, die mit der Screening-Methode nicht erfasst werden kann
(Vgl. Kapitel 2.3). Als Enzyme wurden Falcipain 2 (FP2), Rhode-
sain (Rho), die SARS-CoV-Hauptprotease M sowie die Cathep-
sine B (CB) und L (CL) verwendet. Wie Tabelle 6 darstellt, zeigte
keine der Verbindung eine nennenswerte Hemmung der Proteasen.

Weitere Untersuchungen wurden daher nicht durchgefiihrt.
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Tabelle 6: Mittlere prozentuale Hemmung (aus zwei Messungen) der Cystein-
Proteasen FP2, Rho, MP™, CB und CL nach 10 Minuten Messzeit durch 40, 42,
43, 45 und 46 bei einer Inhibitor-Konzentration von 20 uM.

Inhibitor FP2 Rho | MPr CB CL

MeVS 40 |18 £2 | 8 £5 | 37 £0 | 10 £10 | 11 £11

PhVS 42 |20 +£8 |11 4+6|15+0| 1 +£1 0
OMeVS 43 | 11 £4 | 4 +4 | 6 £3 4+4 | 35 &£7
OPhVS 45 |11 +£0 | 55 | 3 43 3 +3 25 £5
NMe,VS 46 | 20 £2 | 6 £1 | 8 £6 3 +3 29 £0

Es fallt auf, dass die getesteten Verbindungen 40, 42, 43, 45
und 46 die verwendeten Enzyme generell wenig, Rhodesain und
Cathepsin B aber am wenigsten hemmen (Tabelle 6). Gegeniiber
der SARS-CoV-MP" ist MeVS 40 die einzige Verbindung, die nen-
nenswerte Ergebnisse liefert. Mit 37% liegt der Hemmwert deut-
lich iiber den Werten der anderen Verbindungen (3-15 %). Fiir
Cathepsin L scheint ein Heteroatom an der Sulfongruppe (N oder
O) des Inhibitors eine Steigerung der Hemmung hervorzurufen.
MeVS 40 und PhVS 42 bleiben mit 0% bzw. 11% deutlich hinter
den Verbindungen 43, 45 und 46 zuriick, die 35% (OPhVS), 29%
(NMe2VS) und 25% (OMeVS) Hemmung erreichen. Fiir die Hem-
mung von FP2 lasst sich keine Erklarung fiir die Reihenfolge der
Ergebnisse finden. Diskutiert man nun die potentiellen Inhibitoren
im einzelnen, lasst sich auch hier kein Trend erkennen. Keine der

Substanzen beansprucht einen Platz in der Reaktivitédtsreihenfol-
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ge klar fiir sich. Die insgesamt schwichsten Hemmwerte werden
von OMeVS 43 und OPhVS 45 erreicht. OMeVS 43 zeigt jedoch
gegeniiber CL die im Vergleich mit den anderen VS starkste Hem-
mung. OPhVS 45 und NMe,VS 46 zeigen ebenfalls Hemmung von
CL. Ein allgemein positiver Einfluss des zusétzlichen Sauerstoffa-
toms bzw. Stickstoffatoms zwischen Sulfoneinheit und Phenylring
auf die Enzymhemmung kann aber nicht beobachtet werden. Bei
den tibrigen Enzymen liefern die jeweiligen Vergleichsverbindun-
gen MeVS 40 und PhVS 42 die besseren Werte. Eine Reaktivitats-
reihenfolge oder ein Trend innerhalb der Serie der Vinylsulfone ist

mit diesen Ergebnissen nicht aufzustellen.

4.6.2 Testung von Aziridinen

Hydroxymethyl-Aziridin 29 wird in dieser
H
Arbeit als Baustein der peptidischen Aziridin- N
HO\/A""'COZEt
basierten Inhibitoren eingesetzt. Es sollte daher
in enzymatischen Assays mit den potentiellen Hydroxymethyl-
Aziridin 29
peptidischen Inhibitoren Z-Pro-Leu-Azi 67 und
Boc-Leu-Pro-Azi 69 verglichen werden, bei denen das jeweilige
Peptid iiber die freie OH-Funktion mit dem Baustein 29 ver-

kniipft wurde. Dazu wurden die drei Verbindungen zunéchst in

einem Screening bei einer Inhibitor-Konzentration von 20 pM
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mit einer Messzeit von 10 min an den Enzymen FP2, Rho, SARS
papain-like-Protease PLP", CB und CL getestet. Die Screening-
Ergebnisse sind in Tabelle 7 zusammengefasst. Aufgrund der
schwachen Hemmung wurden keine weiteren Untersuchungen
beziiglich der Zeitabhéngigkeit durchgefiihrt.

Tabelle 7: Mittlere prozentuale Hemmung (aus zwei Messungen) der Cystein-

Proteasen FP2, Rho, PLP"? CB und CL nach 10 Minuten Messzeit durch 29, 67
und 69 bei einer Inhibitor-Konzentration von 20 pM.

Inhibitor FP2 Rho | PLP | CB CL

Hydroxymethyl-Aziridin 29 | 21 £1 | 14 £6 | 15 +3 0 0
Z-Pro-Leu-Azi 67 15 48 0 1345|444 |26 +£5
Boc-Leu-Pro-Azi 69 13 +9 0 6 +5 | 1£1|23+4

Der kleine Baustein, Aziridin 29, hemmt die getesteten Pro-
teasen CB und CL gar nicht und zeigt fiir FP2, Rho und PL"™
eine Hemmung von etwa 10 - 20%. Eine Steigerung dieser Werte
durch einen Peptidrest, der fiir eine bessere Erkennung des Inhibi-
tors durch das Enzym sorgt, wird fiir 67 und 69 nicht beobachtet.
Die Werte fiir FP2 liegen mit 15% und 13% im selben Bereich. Die
unterschiedliche rdumliche Struktur der peptidischen Inhibitoren
67 und 69 sollte die entsprechenden Bindetaschen des Enzyms
unterschiedlich gut addressieren. Diese unterschiedlich gute An-
passung kann zu deutlich unterschiedlichen Hemmdaten fiihren.

In diesem Fall scheint allerdings die Reihenfolge der Aminoséduren
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im Peptidteil, und somit die rdumliche Struktur der Inhibitoren,
wenig Einfluss auf die Enzymhemmung zu haben. Bei den Tes-
tungen an Rhodesain und CB wurde fiir die peptidischen Aziri-
dine iiberhaupt keine Hemmung beobachtet. Fiir CL konnte ei-
ne Steigerung der Hemmung gegeniiber Aziridin 29 beobachtet
(ca. 25% gegeniiber keiner Hemmung). Insgesamt weist Inhibi-
tor Z-Pro-Leu-Azi 67 jeweils leicht hohere Hemmwerte gegeniiber
Boc-Leu-Pro-Azi 69 auf. Dennoch ist der Unterschied so minimal,
dass daraus nicht geschlossen werden kann, dass die Aminoséiure-
Reihenfolge Z-Pro-Leu fiir die Enzymerkennung etwas giinstiger
ist als die umgekehrte Anordnung.

Wie der Vergleich mit dlteren Daten zeigt, ist fiir eine gute En-
zymhemmung nicht nur der Leu-Pro-Baustein entscheidend, son-
dern auch das Substitutionsmuster am Aziridin. Die Einfiithrung
des Peptids tiber den Aziridin-Stickstoff ergaben friiher bereits
gute Inhibitoren, die unterschiedliche Ester- bzw. Saurefunktio-
nen an beiden Seiten des Aziridin-Dicarboxylats aufwiesen (Abb.
69). [82] Die damals synthetisierten Verbindungen lieferten aus-
reichend gute Screening-Ergebnisse, dass sinnvolle Verdiinnungs-
reihen durchgefiihrt werden konnten und fiir die Verbindungen 82
und 83 koy,g-Werte in M~ min~! erhalten werden konnten (Tab.

8).
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82 83

Abbildung 69: untersuchte Boc-Leu-Pro-Derivate

Tabelle 8: ko,4-Werte fiir die Inhibitoren 82 und 83 an CL, CB und FP2 [82]

Inhibitor | Enzym | konq in M~ 'min~!
82 CL 26115
82 FP2 51282
83 CB 417

Sehr deutlich zeigt sich, dass eine freie Sdurefunkion am Aziri-
din entscheidend fiir eine gute Hemmung ist. Ist die Carboxylgrup-
pe verestert, wird eine schwéichere Hemmung beobachtet (Tabelle
8).

In anderen fritheren Arbeiten wurde bereits die Aktivitat von
Aziridin-2,3-dicarboxylat 23 sowie den NH-substituieren Analoga
(Abbildung 70) gegeniiber FP2 untersucht. Tabelle 9 zeigt die
damals erhaltenen Hemmdaten.

Die aktuell untersuchten Verbindungen 29, 67 und 69 weisen
mit 21%, 15% bzw. 13% Hemmung (Tabelle 7) niedrigere Wer-
te als die Inhibitoren 84 und 87 (58% bzw. 40%, Tabelle 9) auf.
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Abbildung 70: frither untersuchte Aziridin-Derivate

Tabelle 9: Prozentuale Hemmung von Falcipain 2 nach 10 Minuten Messszeit bei
einer Inhibitor-Konzentration von 100 uM und berechnete Hemmkonstanten der
Inhibitoren 84, 87 und 88 aus 2-4 unabhingigen Assays im Vergleich zu 23 und
86.

Inhibitor | Hemmmung in % | ko,g in M~ min~!
23 - 112
86 - 8
84 58 5974
87 40 11 029
88 67 25 641
*aus [83]

Die alten Hemmdaten wurden bei einer Inhibitor-Konzentration
von 100 uM gemessen, die neuen hingegen bei nur 20 uM. Die in
dieser Arbeit vorgestellten Inhibitoren sollten also den friitheren
Inhibitoren in ihrer Potenz dhneln. Fiir die Inhibitoren 23 und 86
fehlen addquate Vergleichsdaten. Da sie aber geringe ko,q-Werte
als 84 und 87 besitzen, kann auch hier eine weniger starke Hem-

mung von FP2 im Vergleich zu 67 und 69 angenommen werden.
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4.7 Vergleich von Thoerie und Experiment

4.7.1 Reaktivitdt von Vinylsulfonen in Theorie und Experiment

/
g \O g \\O

R
|
PN _CH3 AN /@ PN _O_ AN _O. AN PN
= 7 S CH Z5S 7 R
N\ 7 3 2%

40 42 43 45 46
Abbildung 71: untersuchte Vinylsulfone, R= H, CHgs

Die in Abbildung 71 dargestellten Vinylsulfone wurden sowohl
theoretisch als auch experimentell hinsichtlich der Kinetik ihrer
Reaktion mit Thiolen und Thiolaten untersucht. Verbindung 46
trug dabei R = H in der Theorie und R = CHj3 im Experiment.
Theoretische Berechnungen (Kapitel 4.1.4) hatten ergeben, dass
die Sulfonester 45 und 43 am schnellsten reagieren sollten, gefolgt
von Amid 46. Daran anschliefend sollte 40 etwas schneller rea-
gieren als 42. Dieser Trend konnte von unabhéngigen Rechnungen
mit einer sehr dhnlichen Theorie-Methode bestétigt werden. [84]

In Kapitel 4.6.1 wurde die in Enzym-Assays erhaltene prozen-
tuale Hemmung diskutiert. Es liefs sich demnach keine stets giiltige
Reihenfolge der Reaktivitét fiir die untersuchten Vinylsulfone auf-
stellen. Fiir das Enzym Cathepsin L liefs sich jedoch die theoretisch
gefundene Tendenz, dass die Vinylsulfone, die an der Sulfonein-

heit ein weiteres Heteroatom tragen (Sulfonester, Sulfonamide),
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schneller als die aliphatischen/aromatischen Vinylsulfone reagie-
ren sollen, in der prozentualen Hemmung wiederfinden. Fiir Ca-
thepsin L ergab sich als Reihenfolgt 43 = 46 > 45. 42 und 40
zeigten keine Hemmung. Fiir die anderen getesteten Enzyme FP2,
Rho, MP" und CB konnte keine Beziehung zu den theoretischen
Ergebnisse festgestellt werden. Im Gegenteil, vor allem MeVS 40
lieferte deutlich bessere Hemmdaten als der Theorie nach erwartet
wurden. Gegeniiber MP™ und CB erwies sich 40 als das reaktivste
Vinylsulfon.

In Modellreaktionen in deuteriertem Methanol (Kapitel 4.4.3)
wurde das Enzym durch Phenylethanthiol simuliert. Ohne
Basenzusatz reagierte das Thiol als Nucleophil und entsprach
damit der SARS-CoV-Hauptprotease M. Nur PhVS 42 und
OPhVS 45 reagierten unter diesen Bedingungen. Die Geschwin-
digkeitskonstanten zweiter Ordnung konnten mit NMR- und
IR-Spektroskopie zu
k2(PhVS 42 -NMR)=0.0128 + 0.0015 L /(mol - s) und
k2(PhVS 42 -IR)= 0.0211 £ 0.00046 L/(mol - s) sowie
k2(OPhVS 45 -IR)— 0.0062 4+ 0.00031 L/(mol - s)
bestimmt werden. OPhVS 45 reagierte also um einen Faktor 3.4
langsamer. Laut den theoretischen Ergebnisse sollte jedoch 45

das reaktivste VS sein und einen deutlichen Unterschied in der
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Reaktionskonstanten gegeniiber 42 zeigen, da der Unterschied
zwischen den jeweiligen Aktivierungsbarrieren mit theoretischen
Methoden zu 8.6 kcal/mol berechnet wurde (Kapitel 4.1.4). Die
Hemmdaten gegentiber SARS MP™ (Kapitel 4.6.1) ergaben MeVS
40 als klar potentesten Inhibtor der VS-Serie mit 37%. PhVS
42 und OPhVS 45 erzielten eine Hemmung von 15% bzw. 12%.
Diese Ergebnisse konnten also weder mithilfe des theoretischen
Ansatzes (Kapitel 4.1.4 und [84]) noch mit den durchgefiihrten
Modellversuchen (Kapitel 4.4.2, 4.4.3) korrekt voraus gesagt
werden.

In einer zweiten Modellreihe wurde Phenylethanthiol durch Zu-
satz von NaOH oder KO'Bu deprotoniert, sodass das Thiolat das
vorrangige Nucleophil darstellte (Kapitel 4.4.3). Fiir diese Ver-
suchsreihe wurden die Geschwindigkeitskonstanten zweiter Ord-
nung bestimmt und es ergab sich die Reaktivitédtsreihenfolge zu
PhVS 42 > MeVS 40 > OPhVS 45 > OMeVS 43 > NMe, VS 46.
Sie ist mit den vorhergehenden Experimenten konsistent, da hier
PhVS 42, das bereits mit dem Thiol reagierte, auch gegeniiber
dem Thiolat die grofste Reaktivitit aufweist. In enzymatischen
Assays konnte diese Reihenfolge nicht bestitigt werden, da insge-
samt eine geringe Enzymhemmung durch die Vinylsulfone beob-

achtet wurde und Unterschieden in diesem niedrigen Wertebereich
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keine Bedeutung zukommt.

Eine weitere Modellreaktion und die daraus ermittelten Ge-
schwindigkeitskonstanten erster Ordnung sind von Reddick et al.
veroffentlich worden. [76] Es wurden Molekiile, die als Kopfgrup-
pe Carbonyl-Michaelsysteme und Vinylsulfone tragen, hinsichtlich
ihrer Reaktivitdt gegeniiber Phenylethanthiol in Anwesenheit von
TEA verglichen. Die von Reddick et al. gefundene Reihenfolge lau-
tet: OPhVS 45 > PhVS 42 > OMeVS 43 (bzw. statt OMe ist der
Rest hier OEt). MeVS 40 wurde nicht untersucht. Zusétzlich kom-
plettierten diverse Amide die Serie von Reddick et al., die je nach
Substituenten am Stickstoffatom mehr oder weniger Reaktivitét
gegeniiber dem Thiolat als die tibrigen Sulfone zeigen. Untersu-
chungen der Reddick-Verbindungen mit einem dhnlichen theore-
tischen Modell wie dem in dieser Arbeit vorgestellten, konnten
die von Reddick im Modell gefundene Reihenfolge nicht wieder-
geben. [84] Parallel von Reddick durchgefiihrte Enzym-Assays an
Cruzain lieferten keine mit dessen Modell vergleichbaren Ergeb-
nisse. |76]

Ein Problem der Gegeniiberstellung der in Theorie und Experi-
ment erhaltenen Werte stellten die fiir den Vergleich herangezoge-
ne prozentuale Enzymhemmung dar. Die Hemmung eines Enzyms

wird durch viele Faktoren beeinflusst. Die prozentuale Hemmung
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des Enzyms kann also nicht mit der tatsidchlichen Reaktionsge-
schwindigkeit der Inaktivierungsreaktion zwischen Enzym und In-
hibitor, bei der es zur Bildung einer kovalenten Bindung kommt,
gleichgesetzt werden. Dies ist jedoch die Reaktion, die in dieser
Arbeit in der Theorie (Kapitel 4.1.4) und mit diversen experimen-
tellen Methoden (Kapitel 4.4.1-4.4.3) untersucht wurde. Fiir eine
Diskussion, wie gut die Kinetik dieser Reaktion durch die theore-
tischen oder experimentellen Modelle beschrieben wird, miissten
die Werte der Geschwindkeitskonstanten k; (Kapitel 2.3) mithilfe
von Verdiinnungsassays bestimmt werden. Dies wurde jedoch auf-
grund der geringen beobachteten Hemmung nicht durchgefiihrt.
Der gefundene gleiche Reaktivitdts-Trend in der Theorie und im
Enzym-Assay im Fall von CL kann also zuféllig sein. Ebenso muss
die Abwesenheit einer Parallelitit zwischen Theorie und Enzym-
Assay bei den anderen getesteten Enzymen letztlich nicht bedeu-
ten, dass das theoretische Modell falsch ist. Es liefert allerdings
nur unter der Annahme sinnvolle Prognosen, dass die K;,-Werte
aller untersuchter Vinylsulfone gleich sind. Ist dies nicht gegeben,
kann ein QM-Modell, das die Interaktion des Inhibitors mit dem
Enzym vor der Inaktivierungsreaktion nicht beriicksichtigt, kei-

ne zuverlassigen Ergebnisse liefern. Hierzu wéren u.a. umfassende

QM /MM-Betrachtungen notig.
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Die Entscheidung, die Modellversuche mit Phenylethanthiol
in deuteriertem Methanol durchzufiihren, ist nach gescheiterten
Modellreaktion mit p-Methoxythiophenol in DyO getroffen wor-
den. Dass dieses neue Modell sowohl vom Medium selbst (MeOD
vs. Dy0O) als auch vom pH-Wert der Reaktionsmischung den im
Enzym vorliegenden Bedingungen nicht Rechnung tragt, ist ein
grofes Manko dieses Modells. Das urspriinglich anvisierte Modell
ware den realen Bedingungen ndher gekommen. Dennoch konn-
ten reproduzierbar die kinetischen Parameter der Reaktionen der
Vinylsulfone mit dem Thiol als auch mit dem Thiolat bestimmt
werden (Kapitel 4.4.1-4.4.3). Vergleichbar sind sie aus den bereits
erliuterten Griinden nicht mit den in Kapitel 4.6.1 beschriebe-
nen Hemmdaten, da auch in diesem Modell die nicht-kovalente
Interaktion von Inhibitor und Enzym vernachlassigt wird, deren
Beitrag in der prozentualen Hemmung mit erfasst wird.

Es bleibt der Vergleich des theoretischen Modells mit den expe-
rimentellen Modellen zu diskutieren. Beide Ansétze untersuchen
nur die Kinetik der Bindungsbildung zwischen Thiol /Thiolat und
Vinylsulfon. Die Ergebnisse konnten also vergleichbar sein, wenn
die Unterschiede zwischen den Modellen nicht zu stark ins Ge-
wicht fallen. In der Theorie ist das Medium Wasser in Form ei-

nes Continuum-Solvens-Modells, als Protonen-Donator steht ein
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4 DURCHFUHRUNG UND ERGEBNISSE

zusatzliches Molekiill Ammonium zur Verfiigung. Das Nucleophil
ist Methylthiolat. Im Experiment ist das umgebende Solvens Me-
thanol und das Thiol Phenylethanthiol. Durch Zusatz von fes-
tem KO'Bu wird das eigentliche Nucleophil, das Thiolat, gene-
riert. Auf den ersten Blick konnte mit dem theoretischen Modell
der experimentell gefundene Trend nicht vorhergesagt werden. Die
Reihenfolge der Sulfonderivate aber, die an der Sulfongruppe ein
weiteres Heteroatom tragen (Sulfonester 43 und 45, Sulfonamid
46) wurde richtig abgeschétzt. Der Unterschied in der Aktivie-
rungsenergie zwischen den Sulfonestern 43 und 45 belduft sich auf
0.7 keal/mol. Uber die Arrheniusgleichung (Kapitel 4.4.3, Glei-
chung 56) ergibt sich bei Annahme desselben Arrhenius-Faktors
bei einer Temperatur von 25 °C, dass OPhVS 45 um einen Fak-
tor 3 schneller als OMeVS 43 reagieren sollte. Tatsdchlich wur-
de im Experiment (Kapitel 4.4.3) ein Faktor von 2.6 gefunden.
Aufgrund der unterschiedlichen Substituenten am Stickstoffatom,
ist Amid 46 nicht vollstiandig mit seinem H-substituierten theo-
retischen Pendant vergleichbar. Dass das Sulfonamid langsamer
als die Sulfonester reagieren, wurde vom theoretischen Modell
richtig vorhergesagt. Fiir Carbonylverbindungen ist die Reakti-
vitdtsreihenfolge bekanntermafen Aldehyd > Keton > Ester >

Amid. Heo et al. untersuchten die Kinetik der Addition von N,
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4 DURCHFUHRUNG UND ERGEBNISSE

N-Dimethylaminopyridin an eine Reihe unterschiedlich substitu-
ierter Michael-Akzeptoren. [85] Dabei wies Methylvinylsulfon 40
eine dhnliche Geschwindigkeitskonstante zweiter Ordnung wie der
untersuchte Methylester auf. Die Grofenordnung der gefundenen
Messwerte ist also vergleichbar mit Literaturwerten.

Die Reaktivitiat der Alkyl-/Arylsulfone 40 und 42 wird im
theoretischen Modell unterschétzt. Im verwendeten Modell wird
zunéchst die Bildung eines Reaktionskomplexes beobachtet, in
dem sich die Reaktanden bereits nah beieinander befinden und
sich energetisch stabilisieren. Es féllt auf, dass Methylthiolat, das
Nucleophil, im Fall von 40 und 42 einen grofseren Abstand zu den
Vinylsulfonen aufweist als in den Komplexstrukturen der Sulfo-
nester und des Sulfonamids. Dies konnte eventuell die gefundene
héhere Aktivierungsbarriere begriinden, da sich das Nucleophil
erst weiter annahern muss und nicht wie bei den Verbindungen

43, 45 und 46 eine Reaktion direkter moglich ist.
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5 Zusammenfassung

Derivate von Vinylsulfonen (VS), die zur Klasse der Michael-
Akzeptoren gehoren, haben sich in den letzten Jahren als potente
irreversible Inhibitoren von Cystein-Proteasen etabliert. Eine all-
gemeine Struktur potentieller peptidischer Vinylsulfon-basierter
Cystein-Protease-Inhibitoren ist am Beispiel von D-Ala-L-Phe-
VS-Et in Abbildung 72 dargestellt.
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Abbildung 72: li: Allgemeine Struktur eines peptidischen Vinylsulfons,
re: mit R! =Et, R? =Bn (— Phe), R =CH3 (— Ala) wird diese abgekiirzt mit
D-Ala-L-Phe-VS-Et

Durch einen nucleophilen Angriff des Cys-Restes im akti-
ven Zentrum der Protease auf das (-Kohlenstoffatom der C-C-
Doppelbindung wird die Protease irreversibel alkyliert. Noch nicht

vollstandig aufgeklért ist der Einfluss des Substitutionsmusters am

Vinylsulfon auf die Reaktionskinetik.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Ziel dieser Arbeit war es, einfache theoretische und experi-
mentelle Methoden zu entwickeln, um erste Schlussfolgerungen
hinsichtlich der Reaktivitit unterschiedlicher Vinylsulfone ziehen
zu konnen, die zur vollstindigen Aufklarung der Struktur-
Wirkungsbeziehung von Vinylsulfonen mit diversen Cystein-

Proteasen dienen.

Im ersten Teil der Arbeit wurden quantenmechanische Rech-
nungen an kleinen Vinylsulfon-Bausteinen angestellt, um den Ein-
fluss unterschiedlicher Substitutionsmuster R; (Abb. 72) an der
Sulfoneinheit auf die Reaktionskinetik von Vinylsulfonen zu un-
tersuchen. Das Thiol im aktiven Zentrum der Cystein-Proteasen
wurde dabei durch Methylthiolat imitiert, Ammoniumionen simu-
lierten den Protonendonor Histidin. Ein bereits fiir Aziridine ange-
wandtes Modell auf dieser Grundlage liefs sich nicht ohne weiteres
auf die Vinylsulfone iibertragen und wurde daher weiterentwickelt.
Die eindimensional berechneten Reaktionspfade (Kapitel 4.1), de-
nen die Addition des Thiolats an die C-C-Doppelbindung der
Michael-Akzeptoren folgt, lieferten keine aussagekraftigen Ergeb-
nisse. Daher wurde die Berechnung von Potentialflichen (PES) no-

tig, aus denen der tatséichliche Reaktionspfad dann ermittelt wur-

de (Kapitel 4.1.4). Anhand der jeweiligen Potentialfliche (Abb.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

73) lieken sich auch die charakteristischen Punkte der Reakti-
on, wie der Reaktionskomplex, der Ubergangszustand (transition
state, T'S) sowie das Produkt mitsamt ihren Energien und Geo-

metrien bestimmen.
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Abbildung 73: Potentialfliche am Beispiel der Additionsreaktion von Methyl-
thiolat an Michael-Akzeptor VS-CHj3 40

Abbildung 73 zeigt am Beispiel der Additionsreaktion von Me-
thylthiolat an Michael-Akzeptor VS-CH3 40 eine typische Poten-
tialfliche. Deutlich zu erkennen ist der Reaktionspfad, hier darge-
stellt als weifer Pfeil, der vom Reaktionskomplex (ohne kovalente
Bindung) iiber eine Energiebarriere den TS erreicht und dann bar-
rierefrei zum Produkt verlduft. Ein klassischer Schnitt durch die
Potentialfliche liefert die Reaktionskoordinate (Abb. 74).

Die Hohe der Energiebarriere, die zum Erreichen des TS iiber-
wunden werden muss, die sogenannte Aktiverungsenergie, héngt

iiber die Arrhenius-Gleichung (56, Kapitel 4.4.3) mit den kineti-
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Abbildung 74: Schnitt durch die PES der Addition von Methylthiolat an VS-CHg
40

keal/mol

schen Parametern der Reaktion zusammen. Es lésst sich also durch
die Kenntnis der Aktivierungsenergien die Reaktivitétsreihenfol-
ge unterschiedlich substituierter Vinylsulfone VS vorhersagen. Die
Berechnungen ergaben folgenden Trend (Kapitel 4.1.4): klassische
Carbonyl-Michael-Verbindung (Vinyl-C(=0)-R;) sollten schneller
als die diskutierten Vinylsulfone reagieren. Die untersuchten Sul-
fonate (Ry=0OMe, OPh) diirften schneller reagieren als die tibrigen
Sulfonderivate, wobei die Art der Alkoholkomponente keine Rolle
zu spielen schien. Das untersuchte Sulfonamid (R;=NMes) und
die Alkyl/Aryl-substituierte Verbindungen (Ry=Me, Ph) wiirden
deutlich langsamer reagieren, wobei der Arylrest zuséatzlich zu ei-
ner leichten Verlangsamung fiithrt. Ein zusétzlicher Substituent an
der Doppelbindung (am endsténdigen C-Atom) diirfte den nucleo-

philen Angriff erheblich erschweren. Schlusslicht der Reihenfolge

180



5 ZUSAMMENFASSUNG

bildete das Sulfoxid (Vinyl-S(=0)-Me).

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden Vinylsulfonbausteine syn-
thetisiert und an separat hergestellte Peptide gekuppelt (Kapitel
4.2). Abbildung 75 zeigt die allgemeine Struktur der anvisierten
peptidischen Inhibitoren.

1
f]\ f H S O\\S/R3
A
x\) o R

Abbildung 75: Allgemeine Struktur der anvisierten peptidischen Vinylsulfone mit
X= NMe — MP, O — Mu; R'= CH{Pr — D/L-Leu, Bn — D/L-Phe; R?= Bn
— L-Phe, CHyBn — D/L-HomoPhe; R3= Me, Ph, OMe, OPh, NMe,

A B C

Die Bausteine A und C konnten im Allgemeinen in sehr gu-
ten Ausbeuten erhalten werden. Die Synthese von Route B ge-
lang in mafkiger Ausbeute. Die Kupplung von A, B und C zum
potentiellen Inhibitor gelang in der Mikrowelle iiber eine Cross-
Metathese-Reaktion, die eine sehr geringe Ausbeute lieferte. Mit
dieser Technik konnten die peptidischen Inhibitoren Mu-D-Phe-L-
HomoPhe-VS-Me 62 und MP-D-Phe-L-HomoPhe-VS-Me 63 her-
gestellt werden (Kapitel 4.2).

Ein zweites Syntheseprojekt beschiftigte sich mit der Kupp-
lung von Peptiden an neue Derivate der trans-Aziridin-2,3-

dicarbonséure (Kapitel 4.3). Abbildung 76 zeigt eine allgemeine
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Struktur der synthetisierten Inhibitoren Z-Phe-Ala-Azi 68,
Boc-Leu-Pro-Azi 69 und Z-Pro-Leu-Azi 67.

Ry H @]
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Abbildung 76: Allgemeine Struktur der synthetisierten peptidischen Aziridine,
R!= CH{Pr — L-Leu, CH3 — L-Ala, Pyrrolidin — L-Pro; R?= Bn — L-Phe,CH}Pr
— L-Leu, Pyrrolidin — L-Pro; R3= Boc, Z

Hierfiir wurden die Peptide des Vinylsulfonsprojekts in umge-
kehrter Aminosdure-Reihenfolge synthetisiert, um sie an die Azi-
ridinbausteine kuppeln zu kénnen.

Der dritte Teil der Doktorarbeit befasste sich mit der experi-
mentellen Untersuchung der synthetisierten Vinylsulfonbausteine
sowie den erhaltenen peptidischen VS- und Aziridin-basierten In-
hibitoren. Es wurden einerseits Enzym-Assays durchgefiihrt (Ka-
pitel 4.6.1), um die prozentuale Hemmung verschiedener Cystein-
Proteasen durch die synthetisierten Molekiile zu messen. Keine
der Verbindungen wies jedoch eine signifikannte Hemmung der
Proteasen Rhodesain, Falcipain 2 und Cathepsin B auf.

Andererseits wurden Modellsysteme entwickelt, um die Kine-
tik der Reaktionen der Vinylsulfon- und Asziridinbausteine mit
einem geeigneten Thiol als Enzym-Imitat zu verfolgen. Ein ziel-

fiihrendes Modell konnte mit Phenylethanthiol in deuteriertem
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Methanol realisiert werden. Durch Zusatz von NaOH, KOH oder
KO'Bu konnte zusitzlich die Reaktion mit dem Thiolat unter-
sucht werden. Die Reaktionen wurden sowohl mit IR~ als auch
NMR-Spektroskopie verfolgt und es wurden die Geschwindigkeits-
konstanten 2. Ordnung ko bestimmt. Die Reaktivitatsreihenfolge

der untersuchten Vinylsulfone mit dem Thiolat ergab sich zu:

PhVS 42 MeVS 40  OPhVS 45 OMeVS 43  NMe, VS 46
Abbildung 77: Reihenfolge der untersuchten Vinylsulfone beziiglich ihrer Reak-

tion mit Phenylethanthiolat

Auf den ersten Blick konnte mit dem theoretischen Modell der
experimentell gefundene Trend nicht vorhergesagt werden. Die
Reihenfolge der Sulfonderivate aber, die an der Sulfongruppe ein
weiteres Heteroatom tragen (Sulfonester 43 und 45, Sulfonamid
46) wurde richtig abgeschétzt. Der Unterschied in der Aktivie-
rungsenergie zwischen den Sulfonestern 43 und 45 belduft sich auf
0.7 keal/mol. Uber die Arrheniusgleichung (Kapitel 4.4.3, Glei-
chung 56) ergibt sich bei Annahme desselben Arrhenius-Faktors
bei einer Temperatur von 25 °C, dass OPhVS 45 um einen Fak-
tor 3 schneller als OMeVS 43 reagieren sollte. Tatsdchlich wurde

im Experiment (Kapitel 4.4.3) ein Faktor von 2.6 gefunden. Auf-
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5 ZUSAMMENFASSUNG

grund der unterschiedlichen Substituenten am Stickstoffatom, ist
Amid 46 nicht vollstdndig mit seinem H-substituierten theoreti-
schen Pendant vergleichbar. Dass das Sulfonamid langsamer als
die Sulfonester reagieren, wurde vom theoretischen Modell eben-

falls richtig vorhergesagt.
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6 Summary

Derivatives of vinyl sulfones (VS), which belong to the class of
Michael acceptors, have been established as potent, irreversible
inhibitors of cysteine proteases during the past years. A generell
structure of potential peptidic vinyl sulfone-based cysteine pro-
tease inhibitors is shown with D-Ala-L-Phe-VS-Et as an example
in figure 78.

Q_o Q.0

3 S . S
HzN/é\W HZN/\[( ;
O R? o} \@

Figure 78: left: generel structure of peptidic vinyl sulfones,
right: with R! =Et, R? =Bn (— Phe), R® =CH3 (— Ala) the abbreviation is
D-Ala-L-Phe-VS-Et

The protease is irreversibly alkylated by the nucleophilic at-
tack of the Cys-residue of the protease’s active site at the S-carbon
atom of the C-C-double bond. Until now the exact nature of the re-

action mechanism as well as the influence of substitution patterns

at the vinyl sulfone moiety on the reaction kinetics are unclear.
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The objective of this work was the development of simple,
theoretical and experimental methods to draw first conclusions
concerning the reactivity of diverse vinyl sulfones, which are
needed for further investigations to fully understand the complex
structure-activity relationship of vinyl sulfones as inhibitors of

various cysteine proteases.

In the first part of this work, quantum mechanical calculations
of small vinyl sulfone entities were conducted in order to investi-
gate the impact of different substitution patterns R; (figure 78)
Herein, the thiol of the cysteine protease’s active site was imitated
by methyl thiolate, whereas ammonium ions simulated the proton
donor histidine.

A former model built on this basis and already used for azi-
ridines could not easily be transferred to the reactions of vinyl
sulfones and had to be developed further. The calculated one-
dimensional reaction paths of the addition of the thiolate to the
Michael acceptor’s C-C-double bond (chapter 4.1), did not provi-
de meaningful results. The calculation of potential energy surfaces
(PES) was thus necessary, from which the actual reaction path
could be deducted (chapter 4.1.4). By means of the PES (figure

79) characteristic reaction points, such as the reaction complex,
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the transition state (TS) or the product, including energies and

structural parameters, could be determined.

Reaktionskomple ,
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Figure 79: Potential energy surface of the addition reaction of methyl thiolate to
Michael acceptor VS-CHj 40

A typical potential energy surface is depicted in figure 79 by
taking the example of the addition reaction of methyl thiolate to
Michael acceptor VS-CH3 40. The reaction path, illustrated by
the white arrow, runs from the reaction complex to the TS by
overcoming an energy barrier, followed by a barrier-free reaction
to the product. A classical cut through the surface provides the
reaction coordinate (figure 80).

The hight of the energy barrier to pass the TS, the so-called
activation energy, is related to the kinetic parameters of a reaction
through the Arrhenius equation (equation 56, chapter 4.4.3). Con-
sequently, knowledge of the activation energy permits the predic-

tion of a reactivity order for differently substituted vinyl sulfones.
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Figure 80: Cut through the PES of the addition reaction of methyl thiolate to
Michael acceptor VS-CHs 40

The calculations revealed the following trend (chapter 4.1.4): clas-
sical carbonyl Michael acceptors (vinyl-C(=0O)-Ry) should react
faster than the discussed vinyl sulfones. The examined sulfonates
(R1=0OMe, OPh) should again react faster than the other sulfone
derivates, whereas the nature of the alcoholic moiety did not seem
to have an influence. The analyzed sulfone amide (Ry=NMe,) and
the alkyl- /aryl-substituted compounds (Ry=Me, Ph) were expec-
ted to react significantly slower, whereas the aryl residue lead to an
additional retardation. Calculations stated furthermore, that an
additional substituent at the double bond would impede a nucleo-
philic attack tremendously. Taillight of the sequence is the sulfoxi-
de (Vinyl-S(=0O)-Me).

In the second part of this work, the discussed vinyl sulfone buil-

ding blocks were synthesized and coupled to separately synthesi-
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zed peptides (chapter 4.2). Figure 81 shows the general structure
of the envisaged peptidic inhibitors.

1
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Figure 81: General structure of the envisaged peptidic vinyl sulfones with X=
NMe — MP, O — Mu; R'= CH.{Pr — D/L-Leu, Bn — D/L-Phe; R?= Bn — L-
Phe, CHyBn — D/L-HomoPhe; R®= Me, Ph, OMe, OPh, NMe,

Building blocks A and C were obtained in very good yields. The
systhesis of route B was achieved in moderate yields. Coupling of
A, B and C to the potential inhibitor was realized in the microwave
by a Cross-Metathesis reaction, providing only poor yields. Using
this technique, the peptidic inhibitors Mu-D-Phe-L-HomoPhe-VS-
Me 62 and MP-D-Phe-L-HomoPhe-VS-Me 63 could be obtained
(chapter 4.2).

A second synthesis project dealt with the coupling of peptides
to new derivatives of trans-aziridine-2,3-dicarbonylic acid (chapter
4.3). A general structure of the synthesized inhibitors Z-Phe-Ala-
Azi 68, Boc-Leu-Pro-Azi 69 und Z-Pro-Leu-Azi 67 is depicted in
figure 82.

Additionally, the stated peptides were synthesized with rever-

se amino acid sequence in order to couple them to the aziridine
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Figure 82: General structure of the synthesized peptidic aziridines, R'= CH}Pr
— L-Leu, CH3 — L-Ala, pyrrolidine — L-Pro; R?= Bn — L-Phe,CH,Pr — L-Leu,
pyrrolidine — L-Pro; R3= Boc, Z

building blocks.

The third part of this phD thesis dealt with the experimen-
tal investigation of the synthesized vinyl sulfone building blocks
as well as the obtained peptidic VS- and aziridine-based inhibi-
tors. On the one hand, enzymatic assays were carried out (chapter
4.6.1), to measure the percentage inhibition of various cysteine
proteases caused by the synthesized molecules. Unfortunately, no-
ne of the compounds showed significant inhibition of the proteases
rhodesaine, falcipain 2 or cathepsine B.

On the other hand, model systems were developed to track
the reaction kintics of the addition reactions of the vinyl sulfone
and aziridine building blocks with a suitable thiol as the enzyme
"dummy".

A target-aimed model could be realized with phenyl ethane thi-
ol in deuterated methanol. Moreover, by addition of NaOH, KOH
or KO'Bu, the raction with the respective thiolate could be stu-

died. The reactions were followed by IR- and NMR-spectroscopy
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and the second order rate constants ks were determined. The se-
ries of the investigated vinyl sulfones with respect to the reactivity

towards phenyl ethane thiolate was established to

CHs3

|
/O//S\\o S /O//\O S /O//S\\O . /O//S\\O CH3 S /O//S\\O CH3
PhVS 42 MeVS 40 OPhVS 45 OMeVS 43 NMe, VS 46

Figure 83: Series of the investigated vinyl sulfones with respect to the reactivity
towards phenylethanthiolate

At first glance, the theoretical model was not able to predict
the experimentally disclosed reactivity trend. Nevertheless, the or-
der of the sulfone derivatives carrying a hetero atom at the sulfone
moiety (sulfone esters 43 and 45, sulfone amide 46) was estimated
correctly. The calculated difference in activation energy between
the sulfone esters 43 and 45 is 0.7 kcal /mol. Applying the Arrhe-
nius equation (chapter 4.4.3, equation 56) under the assumption
of identical Arrhenius factors at a temperature of 25 °C, OPhVS
45 should react faster than OMeVS 43 by a factor of 3. Indeed,
experiments (chapter 4.4.3) showed a factor of 2.6. Because of the
different substituents at the nitrogen atom, amide 46 is not thou-
roughly comparable to its H-substituted theoretical pendant. The
even slower reaction of the sulfone amide compared to the sulfone

esters was still correctly predicted with the theoretical model.
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Experimenteller Teil

1 Allgemeine Vorbemerkungen

1.1 Verwendete Gerate

Kernresonanzspektroskopie (*H-NMR, 3C-NMR): Die NMR-
Spektren wurden an einem Spektrometer der Firma Bruker,
Typ Avance 400 aufgenommen. 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 che-
mische Verschiebung ¢ wird in ppm, die Kopplungskonstanten
J werden in Hz angegeben. Als interner Standard dienen, wenn
nicht anders angegeben, die Resonanzsignale der Restprotonen
des verwendeten deuterierten Losemittels. Verwendete Losemittel
und deren Restprotonensignale: 'H: § (CDCl3) = 7.26 ppm, §
(dg- DMSO) — 2.50 ppm, ¢ (dy-MeOD) — 3.31 ppm, § (ds-
MeCN) — 1.94 ppm, & (D2O) — 4.79 ppm; C: § (CDCl3)
— 77.16 ppm, 6 (dg-DMSO) — 39.52 ppm, ¢ (dy-MeOD) —
49.00 ppm, ¢ (d3-MeCN) — 118.26 ppm. Fiir die Multiplizitidten
der Signale werden die folgenden Abkiirzungen verwendet: s,
Singulett; d, Dublett; t, Triplett; q, Quartett; dd, Dublett vom
Dublett; dq, Dublett vom Quartett; m, Multiplett. Die Zuordnung
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der 'H- und C-Signale erfolgte iiber 2D-Korrelationsspektren
(COSY, HMQC und HMBC).

LC-MS-Analyse:  Die  LC-MS-Analysen und die ESI-
Massenspektren wurden entweder an einer Agilent 1100 IonTrap
aufgenommen, die mit einem HPLC-System 1100 von Agilent
bestiickt ist, oder an einem Finnigan TSQ 7000 Triple Stage
Quadrupol-Massenspektrometer mit Finnigan Elektronenspray
lonisations-Interface (ESI), ausgestattet mit einem Applied Bio-

systems 140 B HPLC-System mit Spark Triathlon Autosampler.

Infrarotspektroskopie (IR): Alle IR-Spektren wurden an einem
Jasco FT/IR der Serie 4100 mittels ATR Einheit aufgenommen.
Die angegebenen Werte verstehen sich als Wellenzahlen v in der

Einheit cm ™1

Spezifische Drehwerte: Die spezifischen Drehwerte [a]2) wur-

den an einem Perkin-Elmer 241 Polarimeter ermittelt (Nap-Linie,

A = 589 nm).

Schmelzpunktbestimmung (Smp): Die Schmelzpunkte wurden

in einer offenen Kapillare an einem Gerét der Firma Mettler Typ
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FP5 bestimmt.

1.2 Chromatographische Methoden

Diinnschichtchromatographie (DC): Zur Reaktionskontrolle wur-
den mit 0.2 mm Kieselgel beschichtete Aluminiumfolien der
Firma Merck verwendet (60 Fas4). Zur Detektion der Substanzen
wurden die Fluoreszenzloschung bei 254 nm und das Anféarbever-
halten der Substanzen gegeniiber Ehrlichs Reagenz (Amine) und

Ninhydrin (u.a. Aminosduren) benutzt.

Sdulenchromatographie  (SC): Als stationire Phase wurde
Kieselgel 60 (0.063 — 0.2 nm mesh) der Firma Macherey-Nagel
verwendet. Die Sdulen wurden mit organischem Losemittel ge-
packt. Die Zusammensetzung der mobilen Phase ist jeweils in

Volumenprozent angegeben.
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High Performance Liquid Chromatography (HPLC): Die Aufrei-
nigung einiger Zielverbindungen erfolgte an einer Varian Prepstar
HPLC-Anlage mit Autosampler 410 ProStar, UV-Detektor Pro-
Star, Fraktionssammler 701 ProStar auf einer préaparativen Phe-
nomenex Hyperclone 5 pm ODS (C18, 120A LC Column 250 x
21.2 mm) Séule mit Acetonitril-Wasser-Gemischen. Die jeweiligen
Zusammensetzungen der Gemische sind bei den Zielverbindun-
gen angegeben. Die UV-Detektion wurde bei 215 nm oder 254 nm
durchgefiihrt.

1.3 Enzym-Assays

Die fluorimetrischen Enzym-Assays wurden an einem Cary Eclip-
se Fluorimeter von Varian mit Microplate Reader durchgefiihrt.
Die Assays wurden in weifsen 96-Well-Mikrotiterplatten durchge-
fithrt. Die angegebenen Konzentrationen sind Endkonzentrationen
bei einem Gesamtvolumen von 200 pL. Die Referenzmessungen
erfolgten ohne Zugabe von Inhibitor. Enzymlésungen wurden so
verdiinnt, dass mit 5 pul im Assay eine Steigung von 20 AF'/ min

erhalten wird.
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Tabelle 10: Assaybedingungen

Falcipain 2

Assaymethode Kontinuierlicher Assay
Volumina | 175 pL P + 10 uL E + 10 pL I + 5 L S
Substrat Cbz-Phe-Arg||AMC; [S]: 50 uM

Enzym Falcipain 2; [Kj/]: 21.5 uM
Puffer ACETAT 5.5 2
Temperatur 25 °C
Detektion A: Anreg: 380 nm, Em: 460 nm
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Rhodesain
Assaymethode Kontinuierlicher Assay
Volumina 180 uL P + 10 uL E + 5 uL T+ 5 ulL S
Substrat Cbz-Phe-Arg||AMC; [S]: 50 mM
Enzym Rhodesain; [Kj/|: 826.5 nM
Puffer ACETAT 5.5 2
Temperatur 25 °C
Detektion A: Anreg: 380 nm, Em: 460 nm
Cathepsin B
Assaymethode Kontinuierlicher Assay
Volumina, 180 puL P +5uLE +10uL I +5ulL S
Substrat Cbz-Phe-Arg||AMC; [S]: 100 uM
Enzym Cathepsin B; [Kj]: 150 pM
Puffer TRIS 6.5 "
Temperatur 25 °C
Detektion A: Anreg: 380 nm, Em: 490 nm
SARS-CoV M?Pre
Assaymethode Kontinuierlicher Assay
Volumina 170 uL P + 10 uL E + 10 uL T 4 10 uLL S
Substrat Abz-Ser-Val-Thr-Leu-Gln||Ser-Gly-Tyr(3’-NOs)-
Arg(Mts)OH; [S]: 50 uM
Enzym SARS-CoV MP: [Kj]: 190 uM
Puffer 197 TRIST7.5°¢
Temperatur 25 °C
Detektion A: Anreg: 325 nm, Em: 425 nm
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SARS-CoV PLP™

Assaymethode Kontinuierlicher Assay

Volumina | 170 uL P + 10 uL E + 10 uL T + 10 uL S

Substrat Z-Arg-Leu-Arg-Gly-Gly|[AMC
[S]: 50 uM
Enzym SARS-CoV PL"; [Kjy]: 850 pM
Puffer TRIS 7.5 ¢
Temperatur 25 °C
Detektion A: Anreg: 360 nm, Em: 460 nm

Cathepsin L

Assaymethode Kontinuierlicher Assay

Volumina 180 uL P + 5uL E + 10 uL I + 5 pulL S

Substrat Cbz-Phe-Arg||AMC; [S]: 6.25 uM
Enzym Cathepsin L; [Ky/|: 6.5 pM
Puffer TRIS 6.5

Temperatur 25 °C
Detektion A: Anreg: 380 nm, Em: 460 nm

P = Puffer, E = Enzym, I = Inhibitor, S = Substrat.
||markiert die Spaltstelle.

@ Puffer: ACETAT pH 5.5, 50 mM, NaCl 200 mM, EDTA
5 mM, Brij 35 0.005 %.

b Puffer: TRIS pH 6.5, 50 mM, NaCl 200 mM, EDTA 5 mM,
Brij 35 0.005 %. 198

¢ Puffer: TRIS pH 7.5, 20 mM, NaCl 200 mM, EDTA
0.1 mM, Brij 35 0.005 %.
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1.4 Chemikalien, Reagenzien

Fiir die enzymatischen Assays wurde DMSO D4540 der Firma
Sigma Aldrich verwendet. Die Puffer der Qualitétsstufe p.a. wur-
den von der Firma VWR erworben. Ehrlichs Reagenz: Spriih-
reagenz aus 1 g p-Dimethylaminobenzaldehyd in 100 mL konz.
HC1/MeOH (1:3); Detektion durch Erhitzen auf ca. 130 °C. Wird
H50 in einer Synthese verwendet, bezieht sich diese Angabe auf

deionisiertes und demineralisiertes Wasser.
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Enzyme
Falcipain 2 Prof. Dr. C. Kisker
Universitat Wiirzburg
Cathepsin L CalBiochem
Cathepsin B CalBiochem
SARS-CoV M?"° Prof. Dr. C. Kisker
Universitat Wiirzburg
SARS-CoV PLP Prof. Dr. C. Kisker
Universitat Wiirzburg
Rhodesain Prof. Dr. C. Kisker
Universitat Wiirzburg

Substrate
Cbz-Phe-Arg-AMC Bachem
Z-Arg-Leu-Arg-Gly-Gly-AMC Bachem

Abz-Ser-Val-Thr-Leu-Glu-Ser-Gly-
Tyr(3°-NO,)-Arg (Mts)OH

GenScript Corporation
New Jersey, USA)

200




2 ALLGEMEINE SYNTHESEMETHODEN

2 Allgemeine Synthesemethoden

2.1 Isocyanatbildung

Angelehnt an [70]

1.0 eq. AS-Hydrochlorid wird in CH5Cly gelost und auf 0 °C ab-
gekiihlt, wobei ein feiner Argonstrom durch die Losung geleitet
wird. 4.0 eq. Pyridin werden hinzugegeben. Nach 20 min werden
1.3 eq. Phosgenlosung (20% in Toluol) innerhalb von 15 min zu-
getropft, wobei eine Gelbfarbung zu beobachten ist. Das Reakti-
onsgemisch wird 2.5 — 4 h bei 0 °C geriihrt. Dann werden erneut
0.05 eq. Phosgenlosung hinzugegeben. Die gelbe organische Phase
wird mit 0.50 M HCI versetzt und 2x mit eiskaltem HyO gewa-
schen. Die vereinigten wassrigen Phasen werden 1x mit CHsCls
extrahiert. Die organische Phase wird anschliefsend mit MgSOy
getrocknet. Nach Entfernen des Losemittels im Vakuum wird das

[socyanat erhalten. Dieses wird ohne Reinigung weiter umgesetzt.

2.2 NCO-Kupplung

Angelehnt an [86]
1.0 eq. Isocyanat wird in trockenem THEF gelost und auf 0 °C ab-
gekiihlt. Es werden 1.1 eq. 4-Methylpiperazin bzw. Morpholin zu-

getropft. Das Reaktionsgemisch wird 30 min bei Raumtempera-
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tur geriithrt und anschliefend wird das Losemittel am Rotations-

verdampfer entfernt.

2.3 Schutzgruppen

2.3.1 Hydrogenolyse

Angelehnt an [86,87]

1.0 eq. Benzylester-geschiitzte AS wird unter Argon in MeOH in
einer Hydrierbombe mit Magnetriihrstab vorgelegt. 1.00 mmol
pro 103 mg Substanz 10%iges Pd/C werden vorsichtig hinzuge-
geben und die Mischung wird bei ca. 15 bar Hs fiir 2 h hydriert.
Die Reaktionsmischung wird iiber Celite sowie iiber einen Biich-
nertrichter abfiltriert und mit MeOH nachgewaschen. Die Losung
wird mit EtoO iiberschichtet und nach 2 d im Eisfach fallt das

Reinprodukt in Form weifer Kristalle an.

2.3.2 Methylesterhydrolyse

Angelehnt an [87]

1.0 eq. Methylester-geschiitzte AS wird in MeOH gel6st und auf
0 °C abgekiihlt. 2.0 eq. LiIOH werden hinzugegeben und es wird
2 h geriihrt. Die reine Sdure wird durch Extraktion mit EtOH und
DCM bei pH 5-8 erhalten.
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2.3.3 Tritylierung

Angelehnt an [50]

1.0 eq. Amin werden unter Argon-Atmosphére in DCM bei 0 °C
gelost. TEA wird hinzugegeben und man ldsst die Mischung auf
r.t. erwarmen. 1.0 eq. Tritylchlorid wird portionsweise hinzugege-
ben und es wird 2 d geriihrt. Zur Aufarbeitung wird die Reakti-
onsmischung in HoO gegossen und mit NH4Cl- und NaCl-Losung

extrahiert.

2.3.4 Entfernung der Boc-Schutzgruppe

Angelehnt an [87]

1.0 eq. Boc-geschiitzte Substanz wird in DCM gelost und mit
10.0 Volumeneq. TFA versetzt. Es wird ca. 2 h geriihrt bis keine
Gasentwicklung mehr zu beobachten ist. TFA wird als Azeotrop
mit DCM iiber mehrfache Destillation am Rotationsverdampfer

entfernt.

2.4 Reduktion mit LiAIH,

Angelehnt an |71]
Einer Losung aus 3.2 eq. LiAlH4 in 20 mL THF werden iiber
15 min bei r.t. 1.0 eq. Trt-53-OMe bis Trt-55-OMe in 20 mL

THF zugetropft. Die Reaktionsmischung wird ca. 4 h refluxiert
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bis eine tiefe Rotfarbung beobachtet wird. Es wird {iber Nacht bei
r.t. gerithrt und die Mischung anschliefsend mit geringen Mengen
Hy0, 15%iger NaOH-Lsg. und erneut HoO gequencht. Die gelartig
ausgefallenen Aluminiumsalze werden iiber Celite abfiltriert und
es wird mit viel DCM nachgewaschen und das Losemittel im Va-
kuum entfernt. Das Rohprodukt ist bereits rein genug fiir weitere

Umsetzungen.

2.5 Oxidation nach Swern

Angelehnt an |71, 88]

Einer Losung aus 1.5 eq. Oxalyldichlorid in 2 mL DCM werden
wihrend 10 min bei —60 °C 2.0 eq. DMSO in 2 mLL DCM zuge-
geben. Nach weiteren 10 min werden 1.0 eq. Aminosidurederivat
Trt-53-OH bis Trt-55-OH zugetropft und weitere 10 min geriihrt.
4 eq. TEA in 2 mL DCM werden hinzugegeben und es wird bei
—60 °C geriihrt, bis die DC vollstédndigen Umsatz zeigt.

Die Reaktion wird bei —60 °C mit einer 20%igen KHSO4-Losung
gequencht und mit 10 mL Pentan verdiinnt. Nach Erwidrmung auf
r.t. wird das Reaktionsgemisch mit ges. KHCOs-Lsg. und NaCl-
Lsg. extrahiert und iiber MgSO4 getrocknet. Das Produkt wird
nach Entfernen des Losemittels am Rotationsverdampfer direkt

umgesetzt.
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2.6 Peptidkupplungen

2.6.1 Peptidkupplung in der Mikrowelle

Angelehnt an [50]

Die Mischung aus 1.0 eq. HomoPhe-Derivat 54-DB, 1.2 eq. Ami-
nosaurederivat, 1.2 eq. EDCI, 1.2 eq. HOBT und 2.0 eq. DIPEA
in 5 mL DMF wird in der Mikrowelle 66 min auf 100 °C erhitzt.
Dann werden erneut je 0.5 eq. EDCI, HOBT und DIPEA zugege-
ben und die Reaktionsmischung wird weitere 60 min auf 100 °C
in der Mikrowelle erhitzt.

Die Mischung wird mit DCM extrahiert und das Rohprodukt mit-

tels Flashsdulenchromatographie aufgereinigt.

2.6.2 Peptidkupplungen mit DCC/HOBT

Angelehnt an [87]

1.0 eq. Boc-AS werden in DMC oder THF gelost und auf 0 °C
abgekiihlt. 1.2 eq. DCC, 1.2 eq. HOBT, 1.0 eq. Amin und 2.5 eq.
NMM werden hinzugegeben. Der gelartige dunkle Riickstand in
der Reaktionsmischung wird nach 24 h wiahrend 2 h iiber einen
grofen Glasfiltertiegel unter Druck abfiltriert und die erhaltene
dunkle, klare Losung mit Ethylacetat, HoO, NaHCO3-Lsg. und
NaCl-Lsg. extrahiert. Das Rohprodukt wird portionsweise saulen-

chromatographisch aufgereinigt.
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2.6.3 Peptidkupplungen mit PPA

Angelehnt an [89]

1.0 eq. AS wird in EtOAc gelost und auf 0 °C abgekiihlt. 3.5 eq.
50%iges PPA in DMF und 2.0 eq. 4-Methylpiperazin werden
hinzugegeben. Es wird 1 h bei 0 °C und anschliefsend 16 h bei
r.t. geriihrt, wobei eine Triibung und Verfarbung nach weifs zu
beobachten ist. Das Reaktionsgemisch wird mit ges. NaHCO3-
Lsg., HoO und ges. NaCl-Lsg. extrahiert. Die organische Phase
wird anschlieffend mit MgSO,4 getrocknet. Nach Entfernen des
Losemittels im Vakuum wird das Rohprodukt mittels Saulen-

chromatographie gereinigt.
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3 Synthetisierte Verbindungen

Bausteine fiir Vinylsulfon-basierte Inhibitoren

(5)-Benzyl 2-isocyanato-3-phenylpropanoat 49-NCO

O
NCO

Methode 2.1

1.30g (446 mmol, 1.0eq.)  L-Phenylalaninbenzylester-
Hydrochlorid, 1.44 mL (17.80 mmol, 4.0 eq.) Pyridin, 3.65 mL
(6.94 mmol, 1.56 eq.) Phosgenlosung (20% in Toluol), 10 mL
CH,Cly

Reaktionszeit: 4 h

Extraktion: 2 mL 0.50 M HCI, 4 mL eiskaltes HyO, 4 mL CH5Cls,.
[socyanat 49-NCO wird ohne Reinigung weiter umgesetzt.
Ausbeute: 965 mg (77%)

'H NMR (CDCl3): 3.04 (dd, 3J — 13.8 und 4.80, PhCH,, 1H),
3.15 (dd, 3J = 13.8 und 7.5, PhCH,, 1H), 4.29 (dd, 3J = 7.5 und
4.8, C*H, 1H), 5.14 - 5.27 (m, OCHy, 2H), 7.09 - 7.15 (m, Hgom,
2H), 7.26 - 7.31 (m, Hypom, 3H), 7.31 - 7.42 (m, Hypom, HH).

ESI (MS): ber. f. Ci5H17NO3, 281.11; gef.: 282 (M H).
Laborjournalnr: VB31
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(R)-Benzyl 2-isocyanato-3-phenylpropanoat 50-NCO

Methode 2.1

1.64 g (7.62 mmol, 1.0 eq.) D-Methyl-2-amino-3-phenylpropanoat-
Hydrochlorid, 90 mL CH5Cl,, 3.02 mL (30.48 mmol, 4.0 eq.)
Pyridin, 5.20 mL (9.90 mmol, 1.3 eq.) Phosgenlosung (20% in
Toluol)

Reaktionszeit: 2,5 h

Extraktion: 2 mL 0.50 M HCI, 4 mL eiskaltes HyO, 4 mL CH,Cl,
[socyanat 50-NCO wird ohne Reinigung weiter umgesetzt.
Ausbeute: 1.51 g (70%)

IH NMR (CDCl3): 2.91 - 2.98 (m, PhCH,, 2H), 3.57 (s, OCHg,
3H), 4.70 (t, 3J — 5.8, C*H, 1H), 6.98 - 7.02 (m, m-Hyrom, 2H),
7.10 - 7.21 (m, o-/p-Harom, 3H).

13C NMR (CDCly): 38.69 (PhCH,), 52.35 (OCH3), 54.14 (C*H),
12711 (p-CHarom), 128.61 (0-CHurom), 129.50 (m-CHyrom ),
136.22 (Cdarom ), 156.31 (NCO), 173.24 (C—O).

IR: 3345, 3027, 2950, 1740, 1712, 1631, 1566, 1439, 1357, 1300,
1262, 1204, 1176, 1027, 798, 750, 697.

spez.Drehung: [a]®= -62.3° (¢ = 0.79, CHCly)
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Smp.: 157.1 °C
Laborjournalnr: VBT75

(S)-Benzyl 2-isocyanato-4-methylpentanoat 51-NCO

O
NCO

Methode 2.1

1.50 g (3.81 mmol, 1.0 eq.) (5)-Benzyl-2-amino-4-methylpentanoat-
Hydrochlorid, 10 mL CHsCly, 1.51 mL (15.2 mmol, 4.0 eq.)
Pyridin, 2.60 mL (4.96 mmol, 1.3 eq.) Phosgenlésung (20% in
Toluol)

Reaktionszeit: 4 h

Extraktion: 2 mL 0.50 M HCI, 4 mL eiskaltes HyO, 4 mL CH,Cl,
[socyanat 51-NCO wird ohne Reinigung weiter umgesetzt.
Ausbeute: 1.47 g (117%)

Laborjournalnr: VB66
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(R)-Benzyl 2-isocyanato-4-methylpentanoat 52-NCO

o)
NCO

Methode 2.1

3.00 g (7.60 mmol, 1.0 eq.) (R)-Benzyl-2-amino-4-methylpentanoat-
Hydrochlorid, 20 mL CH5Cly, 3.01 mL (30.4 mmol, 4.0 eq.)
Pyridin, 5.20 mL (9.90 mmol, 1.3 eq.) Phosgenlosung (20% in
Toluol)

Reaktionszeit: 2.5 h

Extraktion: 2 mL 0.50 M HCI, 4 mL eiskaltes HyO, 4 mL CH,Cl,
[socyanat 52-NCO wird ohne Reinigung weiter umgesetzt.
Ausbeute: 2.40 g (128%)

Laborjournalnr: VB71

(5)-Benzyl 2-(4-methylpiperazin-1-carboxamido)-3-phenyl-
propanoat MP-49

Methode 2.2
598 mg (3.41 mmol, 1.0 eq.) 49-NCO, 5 mL trockenes THF,
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420 pL (3.75 mmol, 1.1 eq.) 4-Methylpiperazin

Ausbeute: 958 mg (74%)

IH NMR (CDCly): 3.1 (d, *J = 5.2, PhCH, Phe, 2H), 3.30 - 3.38
(m, 2x N(C=0)CH,, 4H), 2.29 (s, NCH;, 3H), 2.33 - 2.40 (mm,
NCH,, 2H,) 4.80 - 4.89 (m, C*H, 1H), 5.10 (d, 2J = 12.1, PhCH,
Obz, 1H), 5.19 (d, 2J — 12.1, PhCH, Obz, 1H), 6.96 - 7.02 (m,
Hurom, 2H), 7.19 - 7.23 (m, Horom, 3H), 7.27 - 7.32 (m, Horom,
oH), 7.33 - 7.39 (1, Hurom, 3H).

13C NMR (CDCly): 38.41 (PhCHs Phe), 43.74 (N(C—O)CHs),
46.16 (NCHs), 54.45 (C*H), 54.66 (NCHs,), 67.28 (PhCH, Obyz),
135.37 (Cllarom Obz), 136.22 (Cllarom Phe), 127.10 (CHypom),
128.61 (CHupom), 128.70 (CHgrom), 128.73 (CHgom), 129.52
(CHurom), 156.59 (Cq Harnstoff), 172.61 (Cq Ester).

IR: 3312, 2941, 2786, 1738, 1615, 1532, 1455, 1405, 1291, 1265,
1169, 1093, 1001, 742, 697.

ESI(MS): ber. f. CoH97N3Os3, 381.21; gef.: 382 (99) (M*H).
spez.Drehung: [a]®= -1.3° (¢ = 0.83, CHCl3)

Laborjournalnr: VB32
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(R)-Methyl 2-(4-methylpiperazin-1-carboxamido)-3-phenyl-
propanoat MP-50

Nj\N / RN
SV

Methode 2.2

989 mg (3.50 mmol, 1.0 eq.) 50-NCO, 5 mL trockenes THF,
428 ul (3.85 mmol, 1.1 eq.) 4-Methylpiperazin

Ausbeute: 1.29 g (120%)

'H NMR (CDCl3): 2.22 (s, NCH3, 3H), 2.25 - 2.31 (m, 2x NCHo,
4H), 2.93 - 3.12 (1, PhCH,, 2H), 3.20 - 3.25 (m, 2x N(C—O)CH,,
4H), 3.65 (s, OCH,, 3H), 4.67 - 4.75 (m, C*H, 1H), 4.82 (d,
3] — 7.5, NH, 1H), 6.99 - 7.07 (m, m-Hgopm, 2H), 7.13 - 7.26 (m,
0/p-CHgrom, 3H).

13C NMR (CDCly): 38.44 (PhCHa), 43.77 (2x N(C—O0)CH,),
46.19 (NCHs), 52.29 (OCH;), 54.45 (C*H), 54.68 (2x NCH,),
127.10  (p-CHarom), 128.59 (0-CHarom), 12941 (m-CHyrom),
136.36 (Cqarom) 156.60 (Cq Harnstoff), 173.22 (Cq Ester).

IR: 3375, 3027, 2939, 2851, 2800, 1591, 1535, 1496, 1390, 1263
978, 699.

spez.Drehung: [a]®= -4.5° (¢ = 1.05, CHCl3)
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Laborjournalnr: VB79a

(R)-Benzyl 4-methyl-2-(4-methylpiperazin-1-carboxamido)-
pentanoat MP-52

e
SAR S

7~

Methode 2.2

1.00 g (4.04 mmol, 1.0 eq.) 52-NCO, 5mL trockenes THF,
494 uL (4.45 mmol, 1.1 eq.) 4-Methylpiperazin

Das Rohprodukt wird durch mehrfache Saulenchromatogra-
phie aufgereinigt (Eluent 1. PE/EtOAc 8:1 bis 4:1, Eluent 2.
EtOAc/EtOH 2:1 bis 1:2, Eluent 3. EtOAc/EtOH 4:1). Fiir das
Produkt MP-52 ergibt sich der Ry = 0.23 (EtOAc/EtOH 1:2).
Ausbeute: 298 mg (21%)

'H NMR (CDCIl3): 0.90 - 0.94 (m, 2x CHg Leu, 6H), 1.46 - 1.56
(m, CHy Leu, 1H), 1.58 - 1.70 (m, CH und CHy Leu, 2H), 2.30
(s, NCHs, 3H), 2.36 - 2.45 (m, 2x NCH,, 4H), 3.38 - 3.45 (m, 2x
N(C=0)CH,, 4H), 4.41 - 4.60 (m, C*H, 1H), 4.81 (d, 3J = 8.1,
NH, 1H), 5.07 - 5.23 (i, PhCHy, 2H), 7.40 - 7.28 (1, Harom, 5H).
13C NMR (CDCl3): 22.21 (CH; Leu), 22.91 (CH; Leu), 25.04 (CH
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Leu), 42.13 (CHy Leu), 43.87 (2x N(C=0)CH,), 46.21 (NCHs),
52.41 (C*H), 54.74 (2x NCH,), 67.07 (PhCHa), 128.29 (CH,rom),
128.45 (CHarom), 128.71 (CHpyom), 135.79 (Carom), 157.18 (Cq
Harnstoff), 174.40 (Cq Ester).

Laborjournalnr: VB74

(S)-Benzyl 2-(morpholin-4-carboxamido)-3-phenyl-propanoat
Mu-49

Q*%v

Methode 2.2

1.50 g (5.30 mmol, 1.0 eq.) 49-NCO, 8 mL trockenes THF,
510 pL (5.80 mmol, 1.1 eq.) Morpholin

Das Rohprodukt wird mit einem Gemisch aus PE/EtOAc séu-
lenchromatographisch mit einem Gradienten von 8:1 bis 4:1
aufgereinigt.

Ausbeute: 1.25 g (61%)

'H NMR (CDCl3): 3.00 - 3.17 (m, PhCH,, 2H), 3.20 - 2.41 (m, 2x
NCH,, 4H), 3.51 - 3.77 (m, 2x OCH,, 4H), 5.11. (d, 2J = 12.1,
PhCH, Obz, 1H), 5.20 (d, 2J = 12.1, PhCH, Obz, 1H), 6.94 -
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7.04 (m, Hopom, 2H), 7.17 - 7.25 (m, Hayom, 3H), 7.28 - 7.34 (m,
Heorom, 2H), 7.34 - 7.41 (m, Hypom, 3H).
Laborjournalnr: VB90a

(R)-Methyl 2-(morpholin-4-carboxamido)-3-phenylpropanoat

Mu-50
o] _/Ph
M Ao
vy
Methode 2.2

565 mg (2.00 mmol, 1.0 eq.) 50-NCO, 5 mL trockenes THF,
194 pL (2.20 mmol, 1.1 eq.) Morpholin

Das Rohprodukt wird mit einem Gemisch aus PE/EtOAc im
Verhéltnis 4:1 bis EtOAc 100% séulenchromatographisch aufge-
reinigt. Fiir das Produkt Mu-50 ergibt sich der Ry = 0.29 in 1:2
PE/EtOAc.

Ausbeute: 482 mg (96%)

IH NMR (CDCls): 3.02 - 3.17 (m, PhCH,, 2H), 3.21 - 3.35 (m, 2x
NCH,, 4H), 3.55 - 3.65 (m, 2x OCHs, 4H), 3.69 (s, OCHs, 3H),
4.76 (dd, *J = 12.9 und 6.6, C*H, 1H), 5.01 (d, *J = 6.6, NH,
1H), 7.06 - 7.15 (m, Hypom , 2H), 7.18 - 7.30 (m, Harom , 3H).
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Laborjournalnr: VB89a

(S)-Benzyl 4-methyl-2-(morpholin-4-carboxamido)-pentanoat
Mu-51

Methode 2.2

350 mg (1.42 mmol, 1.0 eq.) 51-NCO, 3 mL trockenes THF,
137 puL (1.56 mmol, 1.1 eq.) Morpholin

Das Rohprodukt wird mit einem Gemisch aus PE/EtOAc im
Verhéltnis 8:1 bis 4:1 sdulenchromatographisch aufgereinigt. Fiir
das Produkt Mu-51 ergibt sich der Ry = 0.08 in 6:1 PE/EtOAc.
Ausbeute: 186 mg (39%)

IH NMR (CDCl3): 0.86 - 0.96 (m, 2x CH; Leu, 6H), 1.41 - 1.52
(m, CHy Leu, 1H), 1.57 - 1.75 (m, CH und CHj Leu, 2H), 2.95
©3.02 (m, 2x NCH,, 4H), 3.71 - 3.76 (m, 2x OCH,, 4H), 4.47 -
459 (m, C*H, 1H), 4.76 (bs, NH, 1H), 5.10 - 5.21 (m, PhCH,,
OH), 7.33 - 7.36 (m, Hyrom, 3H), 7.62 - 7.66 (1, Hayom, 2H).

13C NMR (CDCly): 22.04 (CH; Leu), 22.87 (CH; Leu), 24.79 (CH
Leu), 42.02 (CH, Leu), 46.07 (2x NCH,), 51.79 (C*H), 66.15 (2x
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OCH,), 66.90 (PhCH,), 127.96 (2x CHurom), 135.63 (Carom),
128.59 (CHgprom), 129.82 (2x CHgpom), 157.06 (Cq Harnstoff),
174.15 (Cq Ester).

Laborjournalnr: VB77a

Die analytischen Daten entsprechen der Literatur. [90]

(R)-Benzyl 4-methyl-2-(morpholin-4-carboxamido)pentanoat
Mu-52

LS
vy

O

Methode 2.2

1.00 g (4.40 mmol, 1.0eq.) 52-NCO, 5 mL trockenes THF,
390 uL (4.44 mmol, 1.1 eq.) Morpholin

Das Rohprodukt wird mit einem Gemisch aus PE/EtOAc
sdaulenchromatographisch mit einem Gradient von 8:1 bis 4:1
aufgereinigt. Fraktion 3 wurde erneut mit PE/EtOAc 4:1 aufge-
reinigt.

Ausbeute: 312 mg (21%)

IH NMR (CDCl3): 0.85 - 1.01 (m, 2x CH3 Leu, 6H), 1.37 - 1.58
(m, CHy Leu, 1H), 1.58 - 1.71 (m, CH und CHy Leu, 2H), 3.28
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- 3.45 (m, 2x NCH,, 4H), 3.62 - 3.76 (m, 2x OCH,, 4H), 4.51 -
4.67 (m, C*H, 1H), 4.82 (d, 3J = 8.2, NH, 1H), 5.02 - 5.29 (m,
PhCH,, 2H), 7.29 - 7.40 (m, Hypom, 5H).

Laborjournalnr: VB80a

(.5)-2-(4-methylpiperazin-1-carboxamido)-3-phenylpropansiure
MP-49-COOH

Methode 2.3.1

939 mg (2.45 mmol) Benzylester MP-49, ca. 4 mL MeOH,
247 mg 10%ige Pd/C. Nach 2 d im Eisfach féllt das Reinprodukt
in Form weifter Kristalle an.

Ausbeute: 265 mg (40%)

'H NMR (CDCly): 2.55 (s, NCHj, 3H), 2.67 - 2.85 (m, 2x NCH,
MP, 4H), 3.05 - 3.16 (m, PhCH,, 1H) 3.19 - 3.28 (m, PhCH,,
1H), 3.38 - 3.69 (m, 2x N(C=0)CH, MP, 4H), 4.47 - 4. 58 (m,
C*H, 1H), 7.19 - 7.24 (m, Hyyom, 3H), 7.26 - 7.29 (1, Hyyom, 3H).
IR: 3384, 2924, 2440, 2159, 2028, 1976, 1639, 1582, 1531, 1454,
1390, 1370, 1244, 1200, 977, 884, 751, 705, 638.
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ESI (MS): ber. f. Cr5HaN5O3, 291.16; gef. 200 (M+-H —=COO™),
292 (M*+H).

spez.Drehung: [a]®= +1.9° (¢ = 0.0061, CHCl;)

Laborjournalnr: VB4

(R)-2-(4-methylpiperazin-1-carboxamido)-3-phenylpropansiure
MP-50-COOH

NiN :/ oA
ST

Methode 2.3.2

1.29 g (4.23 mmol) Methylester MP-50, ca. 7.5 mL MeOH,
ca. 10 mL 1.0 M NaOH statt LiOH, mit ca. 5 mL 1.0 M HCI
neutralisieren, MeOH abdestillieren. Nach Uberschichtung mit
4.2 mLL HCI und 2 d im Eisfach fallt das Reinprodukt in Form
weiler Kristalle an.

Ausbeute: 2.59 g (72%)

'H NMR (CDCl3): 2.27 (s, NCHs, 3H), 2.34 - 2.50 (m, 2x NCH,
MP, 4H), 2.91 - 3.04 (m, PhCH,, 1H) 3.12 - 3.21 (m, PhCHs,
1H), 3.22 - 3.43 (m, 2x N(C—0O)CHy MP, 4H), 4.36 - 4. 47 (m,
C*H, 1H), 5.72 (bs, NH, 1H), 7.11 - 7.17 (m, Hypom, HH).
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BC NMR (CDCl3): 44.70 (NCH3), 53.60 (2x NCH, MP), 38.31
(PhCHy), 42.61 (2x N(C=0)CH, MP), 56.87 (C*H), 126.49
(CHarom ), 128.32 CHgpom, 129.65 CHgpom, 138.60 (Cqarom ), 157.60
(Cq Harnstoff), 178.24 (Cq Séure).

ESI (MS): ber. f. C15Hy N3Oy, 291.16; gef.: 202 (M*H).
Laborjournalnr: VB79b

(R)-4-Methyl-2-(4-methylpiperazin-1-carboxamido)-
pentansiure MP-52-COOH

e

N 0]

e

Methode 2.3.1

298 mg (0.85 mmol) Benzylester MP-52, ca. 4 mL MeOH,
100 mg 10%iges Pd/C, 8 bar Hy

Ausbeute (roh): 173 mg (78%)

Das Rohprodukt fillt als gelbes Ol an. Es enthilt Toluol und Ne-
benprodukte, wie die 1D- und 2D-NMR-Spektren zeigen. Es sind
nicht alle Signale zuzuordnen, dennoch kann aus der Abwesenheit
der Protonen der Benzylschutzgruppe (~5.15 ppm) sowie der
charakteristischen Siure-IR-Bande bei 2800 — 3000 cm™! eine
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erfolgreiche Hydrogenolyse gefolgert werden.

IH NMR (CD30D): 0.86 - 1.02 (m, 2x CH3 Leu, 6H), 2.31 - 2.32
(m, NCHs, 3H), 2.45 - 2.55 (m, 2x NCH,, 4H), 3.40 - 3.64 (m, 2x
N(C=0)CH,, 4H).

BC NMR (CD30D): 22.19 (CH3 Leu), 44.91 (2x N(C=0)CH,),
45.96 (NCH3), 55.44 (2x NCH,).

IR: 3319, 2954, 2869, 2800, 1712, 1637, 1447, 1172, 1125, 1037,
1012, 1001, 814, 686.

Laborjournalnr: VB74

(5)-2-(Morpholin-4-carboxamido)-3-phenylpropansiure
Mu-49-COOH

O & O &
K\NJJ\H/;(OH bZW. (\NJ\H/;(OMe
O\) O\)

Mu-49-COOH erhalten: Mu-49-COOMe

Methode 2.3.1

1.25 g (3.23 mmol) Benzylester Mu-49, ca. 8 mL MeOH, 330 mg
20%iges Pd/C, 5 bar Hy

Ausbeute: 850 mg (68%)

Das Produkt fillt als braunes Ol an. 1D- und 2D-NMR-Spektren
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zeigen eine erfolgreiche Hydrogenolyse. Allerdings wird die freie
Saure wihrend der Reaktion direkt mit dem Losemittel (MeOH)
verestert. (Vgl. NMR von Enantiomer: Mu-D-Phe-OMe Mu-50).
'H NMR (CD30D): 2.91 - 3.03 (m, PhCHs, 1H), 3.07 - 3.19 (m,
PhCHs, 1H), 3.31 (bs, 2x NCH,, 4H), 3.57 (bs, 2x OCH,, 4H),
3.67 (bs, OCH3 Ester, 3H), 4.49 (bs, C*H, 1H), 4.84 (bs, NH,
1H), 7.12 - 7.33 (m, Horom, 5H).

3C NMR (CD3OD): 38.35 (PhCHy), 45.25 (2x NCHy), 52.57
(OCHj3 Ester), 56.77 (C*H), 67.46 (2x OCHj), 127.67 (Carom),
129.35 (Curom), 130.14 (Carom), 138.65 (Cdarom), 174.72 (Cq
COOH).

IR (Ester): 3311, 2849, 1742, 1619, 1528, 1268, 1200, 1116, 995,
700.

ESI (MS): ber. f. Ci5H99NoO9, 292.33; gef.: 293 (M H Ester).
Smp.: 79.8 °C

spez.Drehung: [a]®= +26.9° (¢ = 0.014, CHCl3)

Laborjournalnr: VB90b
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(R)-2-(Morpholin-4-carboxamido)-3-phenylpropansiure
Mu-50-COOH

NJ(T\N :/ oA
SAR

Methode 2.3.2

482 mg (1.54 mmol) Methylester Mu-50, 86.7 mg (3.62 mmol,
2.0 eq.) LiOH, 8 mL. MeOH

Ausbeute: 417 mg (97%)

IH NMR (CDCl3): 2.99 - 3.08 (m, PhCH,, 1H), 3.00 - 3.28 (m,
PhCHy, 2x NCHs, 5H), 3.47 - 3.60 (m, OCH,, 4H), 4.55 - 4.64 (m,
C*H, 1H), 4.96 (d, *J — 7.2, NH, 1H), 7.07 - 7.14 (m, 0-Harom,
2H), 7.14 - 7. 26 (m, p/m-Hurom, 3H).

13C NMR (CDCly): 37.53 (PhCHs,), 44.07 (NCH,), 54.95 (C*H),
66.41 (2x OCHs), 127.26 (p-CHurom ), 128.77 (m-CHapom), 129.44
(0-CHurom), 136.41 (Cqarom), 157.70 (Cq Harnstoff), 174.95 (Cq
Ester).

IR: 3354, 2922, 2853, 1721, 1624, 1524, 1454, 1397, 1260, 1196,
1112, 993, 859, 755, 700.

spez.Drehung: [a]®= -17.9° (¢ = 0.75, CHCl;)

ESI (MS): ber. f. C14H1sN2O9, 278.30; gef.: 279 (M H).
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Laborjournalnr: VB89b

Die analytischen Daten entsprechen der Literatur. [91]

(5)-4-Methyl-2-(morpholin-4-carboxamido)-pentansiure
Mu-51-COOH

Methode 2.3.1

186 mg (0.55 mmol) Benzylester Mu-51, ca. 15 mL MeOH,
134 mg 20%iges Pd/C, 7 — 8 bar H,

Ausbeute: 384 mg (286%) (roh)

Das Rohprodukt fillt als braunes Ol an. Es sind mittels 1D-
und 2D-NMR-Spektroskopie nicht alle Molekiilfragmente zuzu-
ordnen, dennoch kann aus der Abwesenheit der Protonen der
Benzylschutzgruppe (~5.15 ppm) sowie der charakteristischen
Siure-IR-Bande bei 2800 — 3000 cm ™! eine erfolgreiche Hydroge-
nolyse gefolgert werden.

IH NMR (DMSO-ds): 0.75 - 0.89 (m), 1.03 (bs, 1H), 1.20 (bs,
2H), 1.40 (bs, 1H), 1.59 (bs, 1H), 2.80 (bs, 2x NCH,, 4H), 3.38
(s), 3.58 (bs, 2x OCHa, 4H), 4.31 (bs, C*H, 1H).
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B3C NMR (DMSO-dg): 14.50, 31.62, 45.31 (2x NCH,), 64.75 (2x
OCHs,), 89.01.

IR: 3380, 2974, 2929, 2870, 1597, 1560, 1450, 1262, 1160, 1092,
1038, 942, 876, 815, 730, 652.

ESI (MS): ber. f. C11Hy9N5Oy, 244.14; gef.: 243 (M*-H = COO™).
Laborjournalnr: VB77b

Die analytischen Daten entsprechen der Literatur. [90]

L-HomoPhe-methylester-hydrochlorid 54-OMe

Ph
\/\)ko/
NH3®@
cl

Angelehnt an [87]

2.50 g (8.95 mmol) Boc-L-HomoPhe werden in 120 mL 2,2-
Dimethoxypropan gelost und mit ca. 9 mL konz. HCI versetzt.
Die Reaktionsmischung wird iiber Nacht bei r.t. geriihrt. 2,2-
Dimethoxypropan wird am Rotationsverdampfer entfernt und der
feste braune Riickstand wird in wenig MeOH aufgenommen und
mit EtoO tiberschichtet. Das Produkt 54-OMe fallt als HCI-Salz
in hellen Nadeln aus und wird nach Filtration erhalten.

Ausbeute: 1.88 g (92%)
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'H NMR (CDCl3): 2.38 - 2.44 (m, PhCH,, 2H), 2.83 - 2.99 (m,
C*HCH,, 2H), 3.70 (s, OCHs, 3H), 4.11 (bs, C*H, 1H), 7.16 -
7.28 (m, Heypom, 5H).
Laborjournalnr: VB43

D-HomoPhe-methylester-hydrochlorid 55-OMe

Angelehnt an [87]

2.35 g (8.41 mmol) Boc-D-HomoPhe werden in 120 mL 2,2-
Dimethoxypropan gelost und mit ca. 9 mL konz. HCI versetzt.
Die Reaktionsmischung wird iiber Nacht bei r.t. geriihrt. 2,2-
Dimethoxypropan wird am Rotationsverdampfer entfernt und der
feste braune Riickstand wird in wenig MeOH aufgenommen und
mit EtoO tiberschichtet. Das Produkt 55-OMe fallt als HCI-Salz
in hellen Nadeln aus und wird nach Filtration rein erhalten.
Ausbeute: 1.74 g (98%)

IH NMR (CDCls): 2.32 - 2.48 (m, C*HCH,, 2H), 2.78 - 3.00 (m,
PhCH,, 2H), 3.66 (s, OCHs, 3H), 4.08 - 4.26 (m, C*H, 1H), 7.11
- 7.17 (m, p-Hurom, 1H), 7.18 - 7.23 (m, m-Hypom, 2H), 7.23 - 7.28

226



3 SYNTHETISIERTE VERBINDUNGEN

(m, 0-Hgpom, 2H), 9.01 (s, NH3, 3H).

BC NMR (CDCl3): 31.26 (PhCH,), 32.13 (C*HCH,), 53.06
(C*H), 53.24 (OCHj), 126.42 (p-CHurom), 128.59 (m-CHyrom ),
128.80 (0-CHurom), 139.88 (Cdarom), 169.76 (Cq Ester).

IR: 2841, 1734, 1578, 1508, 1451, 1432, 1241, 1198, 1062, 758, 739,
697.

ESI(MS): ber. f. C11H;5NO9, 193.11; gef.: 194 (M*H) (76).
spez.Drehung: [a]®— -26.3° (¢ — 0.91, CHCly)

Smp.: > 300 °C

Laborjournalnr: VB103

(S)-Methyl-3-phenyl-2-(tritylamino)propanoat Trt-53-OMe

o
IEN
Tt Y OMe

ph

Methode 2.3.3

3.12g  (14.5mmol)  Phenylalaninmethylester-Hydrochlorid,
60 mL DCM, ca. 7mL TEA, 4.86 g (55.7 mmol, 1.0 eq.) Trityl-
chlorid, 10 mL H,O

Ausbeute: 4.32 g (70%)

'H NMR (CDCly): 1.62 (d, 3J — 10.9, NH, 1H), 2.86 - 3.00 (m,
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PLhCH,, 2H), 3.03 (s, OCHj, 3H), 3.48 - 3.61 (m, C*H, 1H), 7.11
- 7.44 (1, Hypom, 20H).

13C NMR (CDCly): 42.50 (PhCH,), 51.38 (OCH;), 58.50 (C*H),
71.13 (Cq Tit), 12644 (CHyom), 126.80 (CHuyom), 127.37
(CHarom), 127.88 (CHarom), 128.04 (CHurom), 128.06 (CHyrom ),
128.35 (CHurom), 128.94 (CHurom), 129.94 (CHgpom), 137.65
(Cdarom ), 145.99 (Cdarom), 147.01 (Cdurom), 175.04 (Cq Ester).
ESI(MS): ber. £. CagHyrNOs, 421.20; gef.: 421 (M*), 444 (M*)Na.
Smp.: 214.5 °C

spez.Drehung: [a]®— +54.0° (¢ = 0.018, CHCl3)

Laborjournalnr: VB56/85

(S)-Methyl-4-phenyl-2-(tritylamino)butanoanoat Trt-54-
OMe

H OMe
N\/g
Tt Y 0

Ph

Methode 2.3.3

4.85 g (9.42 mmol) 54-OMe, 8 mL DCM, ca. 2.5 mL TEA  1.35 g
(4.85 mmol, 1.0 eq.) Tritylchlorid, 8 mL HyO

Ausbeute: 1.93 g (91%)
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'H NMR (CDCl3): 1.98 - 2.16 (m, C*HCH,, 2H), 2.55 - 2.80 (m,
PhCH,, 2H), 3.19 (s, OCHg, 3H), 3.40 - 3.51 (m, C*H, 1H), 7.14
- 7.35 (m, Hypom, 15H), 7.48 - 7.54 (m, Hypom, 5H).

BC NMR (CDCl3): 31.72 (PhCH,), 37.51 (C*HCH,), 51.48
(OCHgs), 56.09 (C*H), 71.21 (Cq Trt), 125.96 (p-Curom Ph),
126.42 (p-Corom Trt), 127.83 (0-Corom Ph), 127.96 (0-Copom Trt),
127.98 (0-Carom Trt), 128.38 (m-Corom Trt), 128.45 (m-Corom
Trt), 128.86 (m-Carom Ph), 141.71 (Cdurem Ph), 146.03 (Cqurom
Trt), 171.35 (Cq Ester).

IR: 3404, 2920, 2868, 1448, 1376, 1349, 1105, 1065, 934, 886, 763,
702.

ESI(MS): ber. f. C30HagNOs, 435.22; gef.: 435 (M™"), 458 (M*"Na).
Smp.: 100.1 °C

Laborjournalnr: 102b/52/47

Die analytischen Daten entsprechen der Literatur. [50]
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(R)-Methyl-4-phenyl-2-(tritylamino)butanoanoat
Trt-55-OMe

OMe

ZT

Trt” o)

Methode 2.3.3

1.59 g (8.22 mmol) 55-OMe, 12 mL DCM, ca. 3.5 mL TEA,
2.29 g (8.22 mmol, 1.0 eq.) Tritylchlorid, 8 mL Hy0O

Ausbeute: 3.19 g (89%)

'H NMR (CDCly): 1.97 - 2.14 (m, C*HCH,, 2H), 2.55 - 2.71 (m,
PhCH,, 2H), 3.20 (s, OCHs, 3H), 3.39 - 3.50 (m, C*H, 1H), 7.14
- 7.36 (1, Hupom, 15H), 7.48 - 7.53 (m, Harom, 5H).

13C NMR (CDCly): 31.80 (PhCH,), 37.59 (C*HCH,), 51.56
(OCHs), 56.18 (C*H), 71.29 (Cq Tit), 126.04 (p-CHyrom Ph),
126.50 (p-CHarom Trt), 128.05 (0-CHypom Ph), 128.46 (0-CHurom
Tet), 128.53 (0-CHuom Trt), 128.95 (m-CHgypom Trt), 141.79
(Cdarom Ph), 146.11 (Cqgrem Trt), 147.02 (Cdgrem Trt), 175.43
(Cq Ester).

Laborjournalnr: VB104
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(5)-3-Phenyl-2-(tritylamino)proanol Trt-53-OH

H
N
™~ " “OH

ph

Methode 2.4

2.89 g (77.0mmol, 3.2eq.) LiAlHy in 20 mL. THF, 12.61¢g
(24.0 mmol, 1.0 eq.) Trt-53-OMe in 20 mL. THF

Quenchen mit 1.3 mL HyO, 1.3 mL 15%iger NaOH-Lsg., 4.0 mL
H,O

Die saulenchromatographische Aufreinigung einer kleinen Menge
des Rohprodukts mit einem 12:1 Gemisch aus Pentan/Ethylacetat
fithrte zur iiberwiegenden Zersetzung des Produkts, daher wurde
das Rohpodukt weiter umgesetzt.

Ausbeute: 1.32 g (139%)

'H NMR (CDCl3): 2.44 - 2.55 (m, PhCH,, 1H), 2.61 - 2.71
(m, PhCH,, 1H), 2.91 - 3.01 (m, HOCH,, 1H), 3.01 - 3.08 (m,
HOCH,, 1H), 3.19 - 3.29 (m, C*H, 1H), 7.10 (d, 3J = 7.2, Hyrom
Trt, 2H), 7.17 - 7.48 (m, Hypop, Trt und Phe, 13H), 7.73 (d, 3J =
7.7, Horom Trt, 2H).

3C NMR (CDCl3): 39.07 (PhCH,), 55.36 (C*H), 62.31 (CH,OH),
71.25 (Cq Trt), 125.99 (CHgrom), 126.42 (CHgpom), 127.05
(CHurom), 127.78 (CHurom), 127.86 (CHgyrom), 127.96 (CHgpom),
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128.20 (CHypom Trt), 129.43 (CHapom Trt), 139.09 (Cqgrom Phe),
146.66 (Cqarom Trt), 147.06 (Cqarem Trt).

IR: 3056, 3024, 2932, 2877, 1595, 1490, 1446, 1207, 1154, 1029,
900, 743, 696.

ESI(MS): ber. f. CosHarNO, 393.21; gef.: 394 (M*H) (100).
spez.Drehung: [a]|®= -131.8° (¢ = 0.13, CHClI3)

Laborjournalnr: VB106

(5)-4-Phenyl-2-(tritylamino)butanol Trt-54-OH

H
N
Tt~ > oH

h

Ph

Methode 2.4

531 mg (14.14 mmol, 3.2 eq.) LiAlHy in 8 mL. THF, 1.93 ¢
(4.42 mmol, 1.0 eq.) in 8 mL THF

Quenchen mit 0.3 mL H>O, 0.3 mL 15%iger NaOH-Lsg., 0.9 mL
HyO

Das Rohprodukt ist bereits rein genug fiir weitere Umsetzun-
gen. Die sdulenchromatographische Aufreinigung in einem 12:1
Gemisch aus Pentan/Ethylacetat fithrt zur {iberwiegenden Zer-

setzung des Produkts.
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Ausbeute: 1.156 g (64%)

'H NMR (CDCl3): 1.36 - 1.52 (m, C*HCH,, 1H), 1.70 - 1.88
(m, C*HCH,, 1H), 2.41 - 2.54 (m, PhCHy, 1H), 2.59 - 2.72 (m,
PhCH,, 1H), 2.83 - 2.94 (m, C*H, 1H) 3.52 (dd, 2J=10.8, 3J
=3.2, CH,OH, 1H), 3.33 (dd, 2J=10.8, 3J =4.4, CH,OH, 1H),
7.15 - 7.22 (m, Hypom Trt, 2H), 7.27 - 7.60 (m, Hypon Trt und
HomoPhe, 13H), 7.69 - 7.84 (m, Hyyop Trt, 5H).

13C NMR (CDCls): 32.39 (PhCH,), 34.62 (C*HCH,), 55.31(C*H),
63.09 (CH,OH), 71.19 (Cq Trt), 125.59 (Harom), 126.37 (Harom),
127.02 (Harom), 127.75 (Harom), 127.81 (Harom), 127.96 (Harom),
128.16 (Harom), 128.19 (Harom), 128.65 (Harom), 141.91 (Cdarom
HomoPhe), 146.66 (Cqurom Trt), 147.06 (Cqurom Trt).

IR: 3058, 3025, 2927, 2527, 2159, 2031, 1976, 1595, 1490, 1446,
1031, 967, 898, 745, 696.

ESI (MS): ber. f. CygHogNO, 407.22; gef.: 243 (Trt), 408 (M*H),
167 (M*Hj - Trt).

spez.Drehung: [a]®= +305.7° (¢ = 0.11, CHClI3)

Smp.: 80.3 °C

Laborjournalnr: VB112

Die analytischen Daten entsprechen der Literatur. [50]
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(R)-4-Phenyl-2-(tritylamino)butanol Trt-55-OH

H
N

Tt~ \Q\OH

Ph

Methode 2.4

880 mg (23.40 mmol, 3.2 eq.) LiAlH; in 10 mLL THF, 1.93 ¢
(4.42 mmol, 1.0 eq.) Trt-55-OMe in 10 mL THF

Quenchen mit 0.4 mL H>O, 0.4 mL 15%iger NaOH-Lsg., 1.2 mL
H,O

Das Rohprodukt (3.19 g, 108%) wird mit einem 12:1 Gemisch
aus Pentan/Ethylacetat sowie mit Pentan 100% sédulenchromato-
graphisch aufgetrennt, das Produkt kann jedoch nicht rein isoliert
werden.

'H NMR (CDCl3): 1.42 - 1.55 (m, C*HCH,, 1H), 1.66 - 1.82
(m, C*HCHs, 1H), 2.43 - 2.53 (m, PhCH,, 1H), 2.54 - 2.71 (m,
PhCH,, 1H), 2.82 - 2.96 (m, C*H, 1H), 3.36 (dd, 2J— 10.8, 3J —
4.5, CH,OH, 1H), 3.53 (dd, 2J— 10.9, 3J — 3.1, CH,OH, 1H),
7.12 - 7.18 (m, Hypom Trt, 2H), 7.25 - 7. 62 (m, Hgypop Trt und
HomoPhe, 13H), 7.69 - 7.75 (m, Hgyom Trt, 5H).

IR: 3465, 3060, 3026, 2928, 2503, 1490, 1444, 1329, 1156, 1010,
756, 695, 637.

234



3 SYNTHETISIERTE VERBINDUNGEN

ESI (MS): ber. f. CogHogNO, 407.22; gef.: 167 (100) (M H3-Trt),
408 (M*H), 243 (Trt).
Laborjournalnr: VB105

(5)-3-Phenyl-2-(tritylamino)propanal Trt-53-CHO

(@]
ph/\)%
/N H
Trt

Methode 2.5

74 uL (0.88 mmol, 1.5 eq.) Oxalyldichlorid in 2 mL DCM, 48 pL
(1.16 mmol, 2.0 eq.) DMSO in 2 mL DCM, 230 mg (0.58 mmol,
1.0 eq.) Trt-53-OH, 322 uL (2.32 mmol, 4.0 eq.) TEA in 1 mL
DCM

IH NMR (CDCl3): 2.61 - 2.85 (m, PhCH,, 2H), 3.51 - 3.60 (m,
C*H, 1H), 7.12 - 7.24 (m, Hypom, 11H), 7.27 - 7.40 (m, Hgpom,
9H), 8.86 (d, *J = 2.2, CHO, 1H).

Laborjournalnr: VB83a
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(5)-4-Phenyl-2-(tritylamino)butanal Trt-54-CHO

L, H
N\/&
L 0

Ph

Methode 2.5

6.04 mL (12.09 mmol, 1.7 eq.) Oxalyldichlorid in 10 mL DCM,
2.02 uL. (24.44 mmol, 4.0 eq.) DMSO in 10 mL DCM, 2.90 g
(7.11 mmol, 1.0 eq.) Trt-54-OH, 6.40 mL (46.22 mmol, 6.5 eq.)
TEA in 10 mLL DCM

Die Charakterisierung konnte nur mittels DC erfolgen, da das
NMR-Gerit unserer Kooperationspartner an der Universitit von
Messina, bei denen die Substanz wihrend eines Forschungsauf-
enthaltes synthetisiert wurde, defekt war und keine weiteren Mog-
lichkeiten der Analytik zur Verfiigung standen. R¢(R-OH) = 0.53,
Rf(R-CHO) = 0.66 (13:1 PE/EtOAc). Nach vollstdndiger Reak-
tion wurde das Rohprodukt direkt weiter umgesetzt. Die Rohaus-
beute wurde nicht bestimmt.

Laborjournalnr: VB93a

Die analytischen Daten entsprechen der Literatur. [50]
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(S5)-1-Phenyl-N-tritylbut-3-en-2-amin Trt-53-DB

oy

HN.

Angelehnt an |71]

1.03 g (2.54 mmol, 2.0 eq.) Wittig-Reagenz Triphenylmethylphosphin-
lodid werden unter Argonatmosphéire bei 0 °C in 20 mL tro-
ckenem THF vorgelegt. MeLi wird so lange hinzugegeben, bis die
weille Suspension zu einer orangefarbenen, klaren Losung wird.
Nach 10 min werden 500 mg (1.27 mmol) Trt-53-CHO in 5 mL
trockenem THF gegeben. Nach 5 min wird das Eisbad entfernt
und man liek die Losung auf Raumtemperatur erwérmen. Nach
3 h wird die Reaktionsmischung mit Pentan verdiinnt und mit
Hs0O gequencht. Der Niederschlag wird abfiltriert und die Losung
wird mit HoO extrahiert und iiber MgSOy4 getrocknet, dann wird
das Losemittel am Rotationsverdampfer entfernt.

Das Rohprodukt (599 mg, 117%, Ry= 0.91 (13:1 PE/EtOAc))
wird mit Pentan sdulenchromatigraphisch aufgetrennt, das Pro-
dukt kann jedoch nicht rein isoliert werden. Das NMR-Spektrum
von Fraktion 1 deutet jedoch klar auf eine C-C-Doppelbindung
hin.

Ausbeute: 59 mg (11%)
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'H NMR (CDCl3): 5.64 (dd, ®Jians = 14.2, 2J = 2.0, vinyl-CH,
cis-H, 1H), 5.98 (dd, 3J.s = 11.7, 2] = 2.0, vinyl-CHy trans-H,
1H), 6.60 - 6.75 (m, vinyl-CH, 1H).

Laborjournalnr: VB114b

(5)-5-phenyl-N-tritylpent-1-en-3-amin Trt-54-DB

-

HN.

Angelehnt an |71]

5.75 g (14.23 mmol, 2.0 eq.) Wittig-Reagenz Triphenylmethylphosphin-
lodid werden unter Stickstoffatmosphére bei 0°C in 30 mL
trockenem THF vorgelegt. 5.6 mL (14.0 mmol, 2.0 eq.) Buli
(2.5 M in Hexan) werden langsam hinzugegeben. Nach 10 min
werden 2.87 g (7.11 mmol) Trt-54-CHO in 5 mL trockenem THF
gegeben. Nach 5 min wird das Eisbad entfernt und man lésst
die Losung auf Raumtemperatur erwarmen. Nach 3 h wird die
Reaktionsmischung mit Pentan verdiinnt und mit HyO gequencht.
Der Niederschlag wird abfiltriert und die Losung wird mit HoO
extrahiert und iiber MgSOy getrocknet, dann wird das Losemittel
am Rotationsverdampfer entfernt.

Das Rohprodukt (3.50 g) wird séulenchromatigraphisch mit ei-
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nem Gradienten von PE/EtOAc 4:1 bis EtOAc 100% aufgetrennt.
Ausbeute: 1.40 g (48%)

Die Charakterisierung konnte nur mittels DC erfolgen, da das
NMR-Gerat unserer Kooperationspartner an der Universitét
von Messina, bei denen die Substanz wahrend eines Forschungs-
aufenthaltes synthetisiert wurde, defekt war und keine weitere
Moglichkeiten der Analytik zur Verfiigung standen.
Laborjournalnr: VB93b

Die analytischen Daten entsprechen der Literatur. [50]

(5)-5-Phenyl-pent-1-en-3-amin NH,-54-DB

=

NH»

Angelehnt an [50]

1.40 g (3.46 mmol, 1.0 eq.) Trt-54-DB wird in 20 mL Aceton
und 2eq. 6 N HCIl 15h zum Sieden erhitzt. Das freie Amin
NH,-54-DB (1.51 g) wird ohne Aufreinigung weiter umgesetzt.
Die Charakterisierung konnte nur mittels DC erfolgen (Ehrlichs-
Reagenz), da das NMR-Gerét unserer Kooperationspartner an
der Universitdt von Messina, bei denen die Substanz wihrend

eines Forschungsaufenthaltes synthetisiert wurde, defekt war und
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keine weitere Moglichkeiten der Analytik zur Verfiigung standen.

Laborjournalnr: VB61c

Boc-L-HomoPhe-N, N-methoxy-methylamid 56

Angelehnt an [22,87]

Zu der Reaktionsmischung aus 333 mg (1.11 mmol) Boc-
L-HomoPhe-OH und 120 mg (1.23 mmol, 1.10eq.) N,O-
Dimethylhydroxylamin in 8 mL DMF werden bei 0 °C 442 uL
(2.80 mmol, 2.5eq.) NMM und 1.46 mL (2.80 mmol, 2.5 eq.)
50%iges PPA in DMF gegeben. Nach einer Stunde lisst man die
Reaktionsmischung auf Raumtemperatur erwdrmen und riihrt
iber Nacht. Die Reaktionsmischung wird mit 3x 5 mL HyO
extrahiert. Nach Trocknung iiber MgSO, wird das Losemittel
am Rotationsverdampfer entfernt und das Reinprodukt nach
Saulenchromatografie mit Eluent Cy/EtOAc 1:1 erhalten.
Ausbeute: 301 mg (92%)

'H NMR (CDCl3): 1.50 (s, Boc, 9H), 1.82 - 1.95 (m, PhCH,C Hs,
2H), 2.65 - 2.85 (m, PhCH,, 2H), 3.20 (s, NCHs, 3H), 3.66 (s,
OCHjs, 3H), 4.72 (bs, C*H, 1H), 5.29 (bs, NH, 1H), 7.15 - 7.35
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(m, Hypom, 5H).

BC NMR (CDCl3): 31.60 (PhCH,), 28.27 (3x CH; Boc), 32.01
(NCHj), 34.49 (PhCH,CH,), 50.01 (C*H), 61.38 (OCHjs), 79.46
(Cq Boc), 125.87 (CHarom), 128.25 (CHarom) 125.44 (CHarom),
141.08 (Cqarom), 155.53 (Cq Boc), 172.98 (Cq Amid).

IR: 3292, 2922, 2852, 1702, 1656, 1537, 1457, 1362, 1291, 1253,
1175, 1119, 1065, 1013, 980.

Smp.: 147.5°C

Laborjournalnr: VB12

Tert-Butyl (1-oxo-4-phenylbutan-2-yl)carbamat 57

S

HN.

Angelehnt an [22]

301 mg (0.93 mmol) 56 werden in 8 mL trockenem THF un-
ter Argon vorgelegt und vorsichtig portionsweise mit 213 mg
(5.60 mmol, 6.9 eq.) LiAlH, versetzt. Nach 4.75 h wird die Re-
aktion beendet, indem die Reaktionsmischung auf mit 1.0 M HCI
versetzes EtOH gegossen wird. Die Mischung wird mit ges. NaCl-
Losung und einem 1:1 Gemisch aus EtoO und DCM extrahiert.
Ein weifer Feststoftf wird abfiltriert. Das Rohprodukt, das sich im
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Filtrat befindet, wird sdulenchromatographisch mit einem 2:1 Ge-
misch aus Cy/EtOAc aufgereinigt.

Ausbeute: 94 mg (38%)

IH NMR (CDCl3): 1.50 (s, Boc, 9H), 1.85 - 2.00 (m, C*HCH,,
1H), 2.20 - 2.35 (m, C*HCH,, 1H), 2.70 - 2.80 (m, PhCH,, 2H),
4.20 - 4.35 (bs, C*H, 1H), 5.15 - 5.30 (bs, NH, 1H), 7.15 - 7.40
(m, Hyrom, 5H), 9.58 (s, CHO, 1H).

13C NMR (CDCl3): 28.34 (3x CH3 Boc), 28.34 (PhCH,), 31.53
(C*HCH,), 45.36 (Cq Boc), 80.26 (Cq Boc), 126.34 (CHyrom),
128.42 (CHgyrom), 128.60 (CHypom ), 140,71 (Cq Ph), 155.66 (Cq),
199.68 (CHO).

ESI (MS): ber. f. Ci5HyNO3, 263.15; gef.: 163 (M H-Boc), 262
(M*-H).

Smp.: 144.3 °C

spez.Drehung: [a]®= +0.1° (¢ = 0.012, CHCl;)

Laborjournalnr: VB16

Die analytischen Daten entsprechen der Literatur. [92]
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Methoxyvinylsulfon 43

Angelehnt an 93]

Zu 2.00 g (12.27 mmol, 1.0 eq.) Chlorethylsulfonylchlorid gelost
in 8 mL DCM werden 498 pL (12.27 mmol, 1.0 eq.) Methanol
gegeben und auf 0 °C abgekiihlt. Wahrend einer Stunde werden
3.41 mL (24.54 mmol, 2.0 eq.) Triethylamin zugetropft. Das Re-
aktionsgemisch wird 30 min bei Raumtemperatur geriihrt und an-
schlieffend 1x mit 0.01 M HCI und 2x mit HyO gewaschen. Nach
Trocknen mit NapsSO4 wird das Losemittel am Rotationsverdamp-
fer entfernt.

Vinylsulfon 43 wird rein erhalten.

Ausbeute: 724 mg (48%)

IH NMR (CDCl3): 3.83 (s, OCHs, 3H), 6.17 (d, 3J — 9.4, cis-H
CHy, 1H), 6.37 - 6.59 (m, CH und trans-H CHs, 2H).

13C NMR (CDCl3): 131.44 (CHy), 131.03 (CH), 56.44 (OCH3).
Laborjournalnr: VB62/91

Die analytischen Daten entsprechen der Literatur. [93]
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Dimethylaminovinylsulfon 46

[ONgFe

\\S//
~N~ =
\

Angelehnt an [94]

Zu 1.56 mL (3.07 mmol, 1.0 eq.) Dimethylamin (2.00 M Losung
in THF) in 2 mL CH,Cly werden 0.86 mL (6.14 mmol, 2.0 eq.)
Triethylamin gegeben und auf 0 °C abgekiihlt. Wéhrend einer
halben Stunde werden 0.50 g (3.07 mmol, 1.0 eq.) Chlorethylsul-
fonylchlorid zugetropft. Das Reaktionsgemisch wird 2 h bei 0 °C
geriihrt. Nach Verdiinnung mit DCM wird 2x mit wissr. NaCl-
Losung extrahiert. Nach Trocknen mit NaoSO4 wird das Losemit-
tel am Rotationsverdampfer entfernt.

Ausbeute: 314 mg (76%)

'H NMR (CDCl3): 2.78 (s, 2x NCH3, 6H), 6.04 (d, 3.J = 9.8, trans-
H CH,, 1H), 6.23 (d, 3J = 16.6, cis-H CHs, 1H), 6.23 (dd, 3J =
16.6 und 9.8, CH, 1).

IR: 2947, 1638, 1460, 1332, 1144, 957, T61.

ESI (MS): ber. f. C4HgNO,S, 135.04; gef.: 136 (M H).
Laborjournalnr: VB64/92b
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Mu-D-Phe-L-HomoPhe-DB 59

Methode 2.6.1

50 mg (0.19 mmol, 1.0 eq.) 54-DB, 62 mg (0.22 mmol, 1.1 eq.)
Mu-50-COOH, 42.18 +30.77 mg (0.22 mmol, 1.1eq.) ED-
CI, 29.84+21.0 mg (0.22 mmol, 1.1 eq.) HOBT, 130 + 27 uL
(0.61 mmol, 3.2 eq.) DIPEA, 5 mL. DMF

Das Reaktionsgemisch wird mit HyO, NaCl-Losung und NaHCO3-
Losung extrahiert. Das Rohprodukt wird nicht rein isoliert. Es
wird aufgrund der geringen Ausbeute dennoch direkt umgesetzt,
da charakteristische Signale im NMR-Spektrum verzeichnet
werden.

Ausbeute: 30 mg (36%)

IH NMR (CDCl3): 1.34 (d, 3J = 6.6, 3H), 1.49 - 1.57 (m, 5H),
3.31 - 3.36 (m, 2x NCHs, 2H), 3.62 - 3.68 (m, 2x OCH,, 6H), 4.74
- 4.80 (m, C*H, 1H), 4.97 - 5.07 (m, CHyipy, 2H), 5.35 - 5.42 (m,
CHyingi, 1H), 7.27 - 7.29 (m, Hypom, 13H).

ESI (MS): ber. f. Cy;H3;N303, 421.24; gef.: 423 (M*T'Hy), 445
(M*HNa).
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Laborjournalnr: VB97

MP-D-Phe-L-HomoPhe-DB 60

Methode 2.6.1

50 mg (0.19 mmol, 1.0 eq.) 54-DB, 64 mg (0.22 mmol, 1.1 eq.)
MP-50-COOH, 42.18+30.77 mg (0.22 mmol, 1.1eq.) ED-
CI, 29.84+21.0mg (0.22 mmol, 1.1 eq.) HOBT, 130 + 27 uL
(0.61 mmol, 3.2 eq.) DIPEA, 5 mL. DMF, Extraktion mit DCM
Das Rohprodukt wird mit einem PE/EtOAc-Gemisch 7:3 mittels
zweifacher Flashsdulenchromatographie aufgetrennt. Das Roh-
produkt wird nicht rein isoliert. Es wird aufgrund der geringen
Ausbeute dennoch direkt umgesetzt, da ahnliche Signale wie bei
59 im NMR-Spektrum verzeichnet werden.

Ausbeute: 20 mg (24%)

IH NMR (CDCly): 4.73 - 4.83 (m, C*H, 1H), 4.96 - 5.10 (m,
CHyingi, 2H), 5.18 - 5.38 (m, CHyjpnyi, 1H).

ESI (MS): ber. f. C3sHoyN4Oy, 434.27; gef.: 434 (M™), 456
(M*Na), 473 (MTK).
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Laborjournalnr: VB96

Mu-L-Leu-L-HomoPhe-DB 61

S
O\) O \

Ph

Methode 2.6.1

50 mg (0.19 mmol, 1.0 eq.) 54-DB, 54 mg (0.22 mmol, 1.1 eq.)
Mu-51-COOH, 42.18 +30.77 mg (0.22 mmol, 1.1eq.) ED-
CI, 29.8 +21.0 mg (0.22 mmol, 1.1eq.) HOBT, 130+ 27 puL
(0.61 mmol, 3.2 eq.) DIPEA, 5 mL. DMF, Extraktion mit DCM
Das Rohprodukt wird mit einem PE/EtOAc-Gemisch 7:3 mittels
Flashsdulenchromatographie aufgetrennt. Die Charakterisierung
kann nur mittels DC erfolgen, da das NMR-Gerat unserer Ko-
operationspartner an der Universitdt von Messina, bei denen
die Substanz wihrend eines Forschungsaufenthaltes synthetisiert
wurde, defekt war und keine weitere Moglichkeiten der Analytik
zur Verfiigung standen. Die Edukte besitzen einen

Ry = 0, das Produkt besitzt einen Ry = 0.19 (7:3 PE/EtOAc).
Ausbeute: 20 mg (27%)
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Laborjournalnr: VB95

Mu-D-Phe-L-HomoPhe-VS-Me 62

_Ph

Y QP

caaten
D

Ph

Angelehnt an [50]

30 mg (0.07 mmol, 1.0 eq.) 59 und 61 puL (0.7 mmol, 10.0 eq.)
MeVS 40 werden in 5 mL DCM gradient grade vorgelegt und
mit der Hilfte von 8.76 mg (0.014 mmol, 20 mol%) Hoveyda-
Grubbs-2"¢ Katalysator versetzt. Die Mischung wird wihrend
66 min auf 100 °C in der Mikrowelle erhitzt. Nach Zugabe der
restlichen Katalysatormenge wird eine weitere Stunde auf 100 °C
erhitzt. Die Reaktionsmischung wird 15 h bei r.t. geriihrt, dann
erneut fiir eine Stunde auf 100 °C erhitzt.

Die Aufreinigung erfolgt mittels HPLC, das Produkt kann den-
noch nicht rein isoliert werden.

HPLC: priparativ, Acetonitril-Wasser-Gradient [0 — 10 min:
20%, 10 — 20 min: 20 - 70%, 20 — 25 min: 70 - 95%, 25 — 55 min:
95%|

'H NMR (CDCl3): 2.95 (s, VS-CHgz, 3H), 3.33 - 3.39 (m, 2x NCH,,
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4H), 3.62 - 3.70 (2x OCH,, 4H), 5.30 (bs, C*H, 1H), 5.38 - 5.48
(m, NH, 1-2H), 6.14 (d, J = 9.8, trans-H,;,,; CHs, 1H), 6.47
(d, 3J = 16.6, cis-Hyny CHa, 1H), 6.72 (dd, *J = 16.6 und 9.8,
Hyiny: CH, 1H), 7.06 - 7.13 (m, Hypom, 5H), 7.42 - 7.57 (m, Hayom,
5H).

ESI (MS): ber. f. CosH33N305S, 499.21; gef.: 499 (M™), 523
(M*™Na), 537 (MTK).

Laborjournalnr: VB110

MP-D-Phe-L-HomoPhe-VS-Me 63

Ph

o 0 0
oMY

Ph

Angelehnt an [50]

20 mg (46 umol, 1.0 eq.) 60 und 40 pL (0.70 mmol, 10.0 eq.)
MeVS 40 werden in 8 mL DCM gradient grade vorgelegt und mit
der Halfte von 5.76 mg (9.20 umol, 20 mol%) Hoveyda-Grubbs-
2" Katalysator versetzt. Die Mischung wird wihrend 66 min
auf 100 °C in der Mikrowelle erhitzt. Nach Zugabe der restlichen

Katalysatormenge wird eine weitere Stunde auf 100 °C erhitzt.

Die Reaktionsmischung wird 15 h bei r.t. geriihrt, dann erneut
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fiir eine Stunde auf 100 °C erhitzt.

Die Aufreinigung erfolgt mittels HPLC, das Produkt kann den-
noch nicht rein isoliert werden. Im NMR-Spektrum iiberwiegen
die Signale des Edukts MeVS 40.

HPLC: priaparativ, Acetonitril-Wasser-Gradient [0 — 10 min:
20%, 10 — 20 min: 20 - 70%, 20 — 25 min: 70 - 95%, 25 — 55 min:
95%]|

ESI (MS): ber. f. CoHgsN4O4S, 512.25; gef.: 513 (MTH), 535
(M*Na), 551 (MTK).

Laborjournalnr: VB115
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Bausteine fiir Aziridin-basierte Inhibitoren

Cyclisches Sulfit 28

Angelehnt an [58]

8.87 g (43.00 mmol) (2R, 3R)-Diethyltartrat werden in 20 mL
CH,Cly gelost und auf 0 °C abgekiihlt. Der farblosen, viskosen
Losung werden 3.90 mL (53.00 mmol, 1.2 eq.) Thionylchlorid un-
ter Riithren innerhalb von 5 min zugetropft. DMF wird katalytisch
hinzu gegeben. Das Reaktionsgemisch wird 2 h bei r.t. und dann
1.5 h bei 50 °C geriihrt, wobei ein feiner Argonstrom durch die
Mischung geleitet wird. Das iiberschiissige SOCly wird im Vaku-
um (50 °C, 8 mbar) entfernt. Das farblose, fliissige Produkt 28
wird ohne weitere Aufarbeitung weiter umgesetzt.

Ausbeute: 10.29 g (95%)

Laborjournalnr: VB111

Die analytischen Daten entsprechen der Literatur. [58]
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Azidoalkohol 22

OH
EtO,C

CO,Et

Angelehnt an [58]

Das cyclische Sulfit 28 wird in 20 mL DMF gelost. Nach portions-
weiser Zugabe von 6.50 g (100.00 mmol, 2.3 eq.) Natriumazid un-
ter Kiihlen wird das Reaktionsgemisch 30 h bei Raumtemperatur
geriihrt, wobei eine Verfarbung nach rot-orange zu beobachten ist.
Der Mischung werden 50 mL CHyCl, sowie 30 mL HyO beigefiigt
und es wird weitere 2 h geriihrt. Die tiefrote, wissrige Phase wird
3x mit 20 mL CHyCly extrahiert. Die vereinigten CHyCly-Phasen
werden 8x mit 40 mL HyO gewaschen. Die organische Phase wird
anschliefsend mit MgSO, getrocknet und gefiltert. Nach Entfernen
des Losemittels im Vakuum wird der Azidoalkohol 22 erhalten.
Dieser wird ohne Reinigung weiter umgesetzt.

Ausbeute: 9.35 g (99%)

Laborjournalnr: VB111

Die analytischen Daten entsprechen der Literatur. [58]
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Aziridin-2,3-dicarboxylat 23

Angelehnt an [58]

Das als orange-gelbes Ol anfallende 22 wird in 120 mL DMF
gelost und auf 0 °C abgekiihlt. Innerhalb 1 h werden 22.50 g
(81.0 mmol, 2.0 eq.) Triphenylphosphin portionsweise zugegeben,
wobei ein Farbumschlag nach tief gelb zu beobachten ist. Die
Losung wird erst 1.5 h bei r.t., dann 4.5 h bei 80 °C geriihrt. Es
tritt eine Verfarbung nach rot-braun auf. DMF wird im Vakuum
entfernt (80 °C, 0 mbar) und das Rohprodukt (6.30 g, 78%) wird
durch zweifache Saulenchromatographie gereinigt.

SC: Als mobile Phase wird ein Cyclohexan/Ethylacetat-Gemisch
mit einem Gradienten von 5:1 bis 2:1 benutzt. Fiir das Produkt
23 ergibt sich der Ry = 0.35 in einem 2:1-Gemisch von Cyclohe-
xan/Ethylacetat.

Ausbeute: 4.43 g (55%), viskose, hellgelbe Fliissigkeit

IH NMR (CDCl3): 1.31 (t, 2x CH3, 6H, 3J = 7.1), 1.79 (s, NH,
1H), 2.86 (s, CH, 2H), 4.24 (q, OCH,, 4H, 3J = 7.1).

Die {ibrigen analytischen Daten entsprechen der Literatur. [58|

Laborjournalnr: VB111
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(S,S)-Ethyl-3-hydroxymethyl-aziridin-2-carboxylat 29

H
N
H C)\/A K
‘CO,Et

Angelehnt an [59]

2.10 g (11.2 mmol) Aziridin-2,3-dicarboxylat 23 werden in 25 mL
EtOH gelost und auf 0°C abgekiihlt. 381 mg (10.08 mmol,
0.90 eq.) NaBH; werden portionsweise hinzu gegeben und es
wird weitere 2 h bei 0 °C und dann 24 h bei r.t. geriihrt. Der
pH-Wert der orangefarbenen Suspension wird mit ca. 150 mL
ges. NH,Cl-Lsg. auf pH 8 eingestellt und die Losung nimmt eine
hellgelbe Farbe an. In Anwesenheit eines Phosphatpuffers (pH
7.5, bestehend aus KosHPOy und KHyPOy) wird ziigig mit DCM
extrahiert. DCM wird im Vakuum entfernt und das Rohprodukt
wird durch Saulenchromatographie gereinigt.

SC: Als mobile Phase wird ein Ethylacetat/Pentan-Gemisch mit
einem Gradienten von 1:1 bis 10:1 benutzt. Fiir das Produkt 29
ergibt sich der Ry = 0.18 in einem 1:1-Gemisch von Ethylace-
tat/Pentan.

Ausbeute: 1.13 g (69%), viskose, hellgelbe Fliissigkeit

IH NMR (CDCl3): 1.30 (t, ®J — 7.1, CHs, 3H), 2.48 - 2.56 (m, 2x
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Azi-CH, 2H), 3.53 (dd, ?J = 12.0, 3J = 4.5, HOCH,CHj3, 1H),
3.80 (dd, 2J = 12.0, *J = 3.2, HOCH,CHj3, 1H), 4.13 - 4.29 (m,
OCH,, 2H).

BC NMR (CDCl3): 14.29 (CHj), 32.62 (CHCH,y), 39.42
(CHC=0), 61.49 (HOCH,), 61.91 (CH3CH>), 172.24 (C=0).
IR: 3279, 2925, 1783, 1723, 1656, 1373, 1207, 1093, 1022, 858, 707,
609.

ESI (MS): ber. f. C4gH11NO3, 145.07; gef.: 146 (M H).
Laborjournalnr: VB124, VB125

Die analytischen Daten entsprechen der Literatur. |59

Ethyl 3-(Cbz-(S)-prolyl-(.S)-leucyl-hydroxymethyl)-

aziridin-2-carboxylat 67

: \ o)
<\j]\ N O\/A “"COEt
H
o]

255 mg (1.74 mmol) Ethyl-3-hydroxymethyl-aziridin-2-

carboxylat 29 werden in 25 mL DCM peptide grade gelost
und auf 0 °C abgekiihlt. Es werden 630 mg (1.71 mmol, 1.0 eq.)
Z-Pro-Leu-Dipeptid, 378 mg (1.83 mmol, 1.05eq.) DCC und
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katalytische Mengen DMAP hinzugetiigt. Die Reaktionsmischung
wird 1 h bei 0 °C und 4 d bei r.t. geriihrt. Nach Ende der Reakti-
on wird das Losemittel am Rotationsverdampfer entfernt und der
Riickstand in 25 mL EtOAc und 5 Tropfen HyO aufgenommen
und eine weitere Stunde bei r.t. geriithrt. Der ausgefallene Dicy-
clohexylharnstoff wird abfiltriert. Nach Extraktion mit 2%iger
NaHCOs-Lsg., H,O und ges. NaCl-Lsg. wird die organische Phase
tiber NaSOy getrocknet. EtOAc wird im Vakuum entfernt und das
Rohprodukt (809 mg, 94%) wird durch S&ulenchromatographie
gereinigt.

SC: Als mobile Phase wird ein Pentan/Ethylacetat-Gemisch mit
einem Gradienten von 2:1 bis 0:1 benutzt. Fiir das Produkt
67 ergibt sich derRy = 0.12 in einem 1:1-Gemisch von Pen-
tan/Ethylacetat.

Die weitere Aufreinigung erfolgte mittels HPLC, das Produkt
wurde zu 93% rein erhalten.

HPLC: praparativ, Acetonitril-Wasser-Gradient [0 — 10 min: 30 -
70%, 10 — 30 min: 70 - 95%, 30 — 55 min: 95%, % ACN]|
Ausbeute: 271 mg (32%), viskose, hellgelbe Fliissigkeit

IH NMR (CDCl3): 0.80 - 0.92 (m, 2x CHz Leu, 6H), 1.26 (t, ®J
— 7.1, Ethyl-CHg, 3H), 1.44 - 1.68 (m, CHy und CH Leu, 3H),
1.81 - 1.95 (m, 5-CHy Pro und ~-CH, Pro, 2H), 2.11 (bs, 7-CH,
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Pro, 1H) 2.21 - 2.32 (3-CH, Pro, 1H), 2.35 - 2.58 (m, 2x CH Aui,
oH), 3.35 - 3.60 (m, 6-CH, Pro, 2H), 3.85 - 4.05 (m, OCH, Azi,
1H), 4.13 - 4.22 (m, Et-CHy und OCHy Azi, 3H), 4.29 (bs, C*H
Pro, 1H), 4.43 - 4.61 (m, C*H Leu, 1H), 5.01 - 5.18 (m, CHs Obz,
2H), 7.18 - 7.39 (m, CHyyom, 5H).

13C NMR (CDCly): 14.11 (Ethyl-CHj), 21.88 (CHj Leu), 22.70
(CH3 Leu), 24.80 (CH Leu), 28.09 (8-CHy Pro), 30.99 (vy-CH,
Pro), 33.38 (CH Azi), 36.18 (CH Azi), 41.12 (CH, Leu), 46.95
(5-CH, Pro), 50.61 (C*H Leu), 60.56 (C*H Pro), 61.85 (Et-CH,),
65.77 (OCHy Azi), 67.27 (CHy Obz), 127.78 (CHuropm), 128.03
(CHurom), 128.47 (CHgrom), 136.44 (Cdurom), 156.09 (Cq Carba-
mat), 171.50 (Cq Ethylester), 172.43 (Cq Leu).

IR: 3290, 2956, 1686, 1535, 1414, 1353, 1150, 1117, 985, 696.

ESI (MS): ber. f. CysH35N307, 489.25; gef.: 490 (M*H).
spez.Drehung: [a]®= -0.003° (¢ = 0.006, CHCl3)

Laborjournalnr: VB127
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Ethyl 3-(Cbz-(S)-phenylalanyl-(.S)-alanyl-hydroxymethyl)-

aziridin-2-carboxylat 68

O
4, CO5Et
O N Y O/ - W/ 2
oL \

H

245 mg (1.68 mmol) Ethyl-3-hydroxymethyl-aziridin-2-
carboxylat 29 werden in 12 mL DCM peptide grade gelost
und auf 0 °C abgekiihlt. Es werden 622 mg (1.68 mmol, 1.0 eq.)
Z-Phe-Ala-Dipeptid, 364 mg (1.76 mmol, 1.05eq.) DCC und
katalytische Mengen DMAP hinzugefiigt. Die Reaktionsmischung
wird 1h bei 0°C und 4d bei r.t. gerithrt. Nach Ende der
Reaktion wird das LM am Rotationsverdampfer entfernt und der
Riickstand in 25 mL EtOAc und 5 Tropfen HyO aufgenommen
und eine weitere Stunde bei r.t. geriithrt. Der ausgefallene Dicy-
clohexylharnstoff wird abfiltriert. Nach Extraktion mit 2%iger
NaHCO3-Lsg., H,O und ges. NaCl-Lsg. wird die organische Phase
iber NaSOy getrocknet. EtOAc wird im Vakuum entfernt und das
Rohprodukt (697 mg, 83%) wird durch S&ulenchromatographie
gereinigt.

SC: Als mobile Phase wird ein Pentan/Ethylacetat-Gemisch mit

einem Gradienten von 2:1 bis 0:1 benutzt. Fir das Produkt 68
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ergibt sich der Ry = 0.63 in Ethylacetat.

Die weitere Aufreinigung erfolgte mittels HPLC, das Prdukt
wurde zu 97% rein erhalten.

HPLC: praparativ, Acetonitril-Wasser-Gradient [0 — 10 min: 30 -
70%, 10 — 30 min: 70 - 95%, 30 — 55 min: 95%, % ACN]
Ausbeute: 206 mg (25%)

IH NMR (CDCl3): 1.19 - 1.31 (m, Ethyl-CH3, CH3 Ala, 6H), 2.33
- 2.41 (m, CH Azi, 1H), 2.42 - 2.52 (m, CH Azi, 1H), 2.93 - 3.07
(m, PhCHy, 2H), 3.84 - 3.97 (m, OCHy Azi, 1H) 4.04 - 4.23 (m,
Ethyl-CHs und OCHy Azi, 3H), 4.28 - 4.41 (m, C*H, 1H), 4.41
- 4.50 (m, C*H, 1H), 5.00 (s, OCHy Obz, 2H), 7.07 - 7.31 (m,
PhCH, 10H).

IR: 3292, 2931, 2848, 2114, 1646, 1533, 1452, 1209, 1043, 746, 696.
ESI (MS): ber. f. CogH31N3O7, 497.22; gef.: 498 (97) (M*H).
spez.Drehung: [a]®= +121.1° (¢ = 0.006, CHCl3)

Laborjournalnr: VB123
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Ethyl 3-(Boc-(S)-leucyl-(S)-prolyl-hydroxymethyl)-aziridin

-2-carboxylat 69

\( H oo

N\(

b ol

N N

O o\/—\.,,,
]/ "“CO,Et
(@]

164 mg (1.12 mmol) Ethyl-3-hydroxymethyl-aziridin-2-
carboxylat 29 werden in 12 mL DCM peptide grade gelost
und auf 0 °C abgekiihlt. Es werden 366 mg (1.12 mmol, 1.0 eq.)
Boc-Leu-Pro-Dipeptid, 242 mg (1.12 mmol, 1.05 eq.) DCC und
katalytische Mengen DMAP hinzugefiigt. Die Reaktionsmischung
wird 1h bei 0°C und 4d bei r.t. gerithrt. Nach Ende der
Reaktion wird das LM am Rotationsverdampfer entfernt und der
Riickstand in 25 mL EtOAc und 5 Tropfen HyO aufgenommen
und eine weitere Stunde bei r.t. geriithrt. Der ausgefallene Dicy-
clohexylharnstoff wird abfiltriert. Nach Extraktion mit 2%iger
NaHCOs3-Lsg., H,O und ges. NaCl-Lsg. wird die organische Phase
iber NaSOy getrocknet. EtOAc wird im Vakuum entfernt und das
Rohprodukt (628 mg, 123%) wird durch Sdulenchromatographie
gereinigt.

SC: Als mobile Phase wird ein Pentan/Ethylacetat-Gemisch mit
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einem Gradienten von 2:1 bis 0:1 benutzt. Fiir das Produkt 69
ergibt sich der

Ry = 0.67 in Ethylacetat.

Die weitere Aufreinigung erfolgte mittels HPLC, das Prdukt
wurde zu 63% rein erhalten.

HPLC: praparativ, Acetonitril-Wasser-Gradient [0 — 10 min: 30 -
70%, 10 — 30 min: 70 - 95%, 30 — 55 min: 95%, % ACN]|
Ausbeute: 252 mg (49%)

IH NMR (CDCls): 0.86 - 0.99 (m, 2x CH3 Leu, 6H), 1.28 (t, 3J —
7.1, Ethyl-CHgs, 3H), 1.40 (s, Boc, 9H), 1.43 - 1.52 (m, CHy Leu,
2H), 1.69 - 1.80 (m, CH Leu, 1H), 1.90 - 2.12 (m, $-CH;y Pro,
1H), 2.16 - 2.29 (m, 3-CH, Pro, 1H), 2.36 - 2.44 (m, CH-Azi, 1H),
2.52 - 2.62 (m, (C=0)-CH-Azi, 1H), 3.54 - 3.64 (m, 6-CH; Pro,
1H), 3.70 - 3.81 (m, 6-CHy Pro, 1H), 3.88 - 3.98 (m, OCH,-Azi,
1H), 4.12 - 4.27 (m, Ethyl-CH,, OCHy-Azi, 3H), 4.41 - 4.51 (m,
C*H Leu, 1H), 4.51 - 4.57 (m, C*H Pro, 1H), 5.05 - 5.13 (m, NH,
1H).

3C NMR (CDCl3): 14.28 (Ethyl-CHs), 21.92 (CH3 Leu), 23.53
(CHs Leu), 24.71 (CH Leu), 25.07 (y-CHz Pro), 28.49 (CH3 Boc),
29.17 (B-CHy Pro), 33.53 (CH-Azi), 36.41 ((C—0)-CH-Azi),
42.09 (CHy Leu), 46.87 (6-CHy Pro), 50.43 (C*H Leu), 58.85
(C*H Pro), 62.02 (Ethyl-CH,y), 66.06 (OCHs-Azi), 79.67 (Cq
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Boc), 155.85 (Cq Carbamat), 172.02 (Cq Ethylester).

IR: 2958, 2871, 1707, 1646, 1430, 1366, 1164, 1021, 868, 729.
ESI (MS): ber. f. CooH37N3O7, 455.26; gef.: 456 (M H).
spez.Drehung: [a]®= -17.2° (¢ = 0.013, CHClI;)
Laborjournalnr: VB126

6-(Hydroxymethyl)-2-(3-(hydroxymethyl)aziridin-2-yl)-
3-oxa-1-azabicyclo[3.1.0|hexan-4-ol 31

OH
H

HO

Angelehnt an [59]

lg (6.85 mmol) (5,9)-Ethyl-3-hydroxymethyl-aziridin-2-
carboxylat 29 werden in 25 mL trockenem Toluol gelost und auf
—78 °C abgekiihlt. 913 pL (11.84 mmol, 1.8 eq.) DIBAL werden
iber 3 h vorsichtig an der Glaswand entlang zugetropft und es
werden weitere 2 h bei —78 °C geriihrt.

Die Reaktionsmischung wird mit ca. 10 mL MeOH bei —78 °C
gequencht und weitere 30 min geriihrt. Wahrend weiterer 30 min
lasst man das Reaktionsgemisch erwirmen auf r.t. Mit 0.1 — 1 mL
ges. NaSOy-Lsg. werden die Aluminiumsalze ausgefillt und nach

weiteren 30 min abfiltriert und mit MeOH nachgewaschen.
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ESI (MS):  ber. f.  CgHyyuNoOy, 202.10; gef.: 135 (84)
(Hemiacetal ™ H), 203 (Dimer™ H).

Laborjournalnr: VB55

Die Verbindung ist in der Literatur bekannt. [59]

(5)-1-(((2R,3R)-3-(Hydroxymethyl)aziridin-2-yl)methyl)-

N-propylpyrrolidin-2-carboxamid

O

_Pr
N
H
N
HNM:.L/
OH

50 mg (0.26 mmol, 1.0 eq.) (5)-N-propylpyrrolidin-2-carboxamid

70 und 53.56 mg (0.26 mmol, 1.0 eq.) 31 werden in einem Ge-
misch aus 2.5 mL trockenem MeOH, 2.5 mL trockenem THF
und 1 mL trockenem DCM unter No-Atmosphére gelost. Dann
werden zunéchst 18.17 mg (0.29 mmol, 1.0 eq.) NaCNBHj3 und
dann 76.6 mg (0.58 mmol, 2.2 eq.) ZnCly hinzugegeben und es
wird 5 h bei r.t. geriihrt. Die erfolgreiche Testreaktion wird durch
das massenspektroskopische Signal des Produkts belegt.

ESI (MS): m/z (%): 276 (M*K).

Laborjournalnr: VBCanadal6
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N-Boc-(4-methylpiperazin)-L-leucinamid 72

O

K\N NHBoc
N

Methode 2.6.3

5.33 g (23.03 mmol) Boc-L-Leu, 7mL EtOAc, 25.0mL
(57.59 mmol, 3.5eq.) 50%iges PPA, 5.12mL (46.07 mmol,
2.0 eq.) 4-Methylpiperazin. Es wird 1 h bei 0°C und anschlie-
fend 5 d bei r.t. geriihrt. Dennoch zeigt die DC, dass der Umsatz
nicht vollstandig ist. Es wird mit der Zeit eine Vertarbung der
klaren Losung nach braun beobachtet. Das Reaktionsgemisch
wird zusétzlich mit EtOAc extrahiert.

Das Produkt wird ohne Aufreinigung umgesetzt.

Ausbeute: 6.70 g (93%)

IH NMR (CDCl3): 0.92 (d, 3J — 6.7, CHs Leu, 3H), 0.98 (d, 3J
— 6.5, CH3 Leu, 3H), 1.43 (s, Boc, 9H), 1.64 - 1.77 (m, CHs Leu,
2H), 2.18 - 2.59 (m, (2x NCHy, MP, NCH3 MP), 7H), 3.39 - 3.81
(m, (2x NCHy MP), 4H), 4.64 (bs, C*H, 1H), 5.25 (bs, NH, 1H).
Laborjournalnr: VB33
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N-Boc-(4-methylpiperazin)-D-leucinamid 73

LNHBOO
[N
~ \) \(

Methode 2.6.3

5.00 g (20.04 mmol) D-Leu-Boc-Hydrochlorid, 5 mL EtOAc,
30.0 mL  (70.1 mmol, 3.5eq.) 50%iges PPA, 4.45 mL
(40.09 mmol, 2.0 eq.) 4-Methylpiperazin.

SC: Als mobile Phase wird ein 6:1 Pentan/Ethylacetat-Gemisch
benutzt. Fiir das Produkt 73 ergibt sich der Ry = 0.34.
Ausbeute: 965 mg (57%)

'H NMR (CDCl3): 0.87 (d, 3J = 6.8, CH3 Leu, 3H), 0.96 (d, ®J
= 6.5, CH3 Leu, 3H), 1.19 - 1.28 (m, CHy Leu, 2H), 1.41 (s, Boc,
OH), 1.60 - 1.76 (m, CH Leu, 1H), 2.28 (s, NCHs, 4H), 2.31 - 2.47
(m, 2x NCHy, 4H), 7H), 3.43 - 3.71 (m, 2x N(C=0)CH, , 4H),
4.67 - 4.58 (m, C*H, 1H), 5.29 (d, 3J — 8.9, NH, 1H).

3C NMR (CDCl3): 22.07 (CHj3 Leu), 23.48 (CH3 Leu), 24.73 (CH
Leu), 29.79 (CH, Leu), 42.03 (N(C—0)CH,), 43.12 (Cq Boc),
45.41 (N(C—~0O)CH,), 46.04 (NCHs), 48.48 (C*H), 54.70 (NCH,),
55.14 (NCH,), 79.57 (Cq Boc), 155.68 (Cq Amid), 171.47 (Cq

Carbamat).
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ESI (MS): ber. f. C16H3;N303, 313.24; gef.: 314 (M H).

IR: 3296, 2954, 2032, 2869, 2793, 1703, 1640, 1445, 1365, 1291,
1248, 1167, 1000, 778.

spez.Drehung: [a]®= +20.1° (¢ = 1.79, CHCl;)

Laborjournalnr: VB34

N-Boc-(4-methylpiperazin)-L-phenylalaninamid 74

Methode 2.6.2

5.11g (19.28 mmol) Boc-L-Phe, 40mL DMC, 4.77¢g
(23.14 mmol, 1.2 eq.) DCC, 3.13 g (23.14 mmol, 1.2 eq.) HOBT,
2.14mL  (19.28 mmol, 1.0 eq.) 4-Methylpiperazin, 7.60 mL
(48.20 mmol, 2.5 eq.) NMM

Das Rohprodukt (6.557 g, 98%) wird portionsweise sdulenchro-
matographisch mit einem Gradient von Cy/EtOAc (2:1) bis
EtOAc 100% aufgereinigt. Fiir das Produkt 74 ergibt sich der Ry
= 0.52 in 1:2 Cy/EtOAc.

Ausbeute: 3.10 g (46%)
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'H NMR (CDCl3): 1.42 (s, Boc, 9H), 2.29 (s, NCH3, 3H), 2.83 -
3.00 (m, PhCH,, 2H), 4.74 - 4.85 (m, C*H, 1H), 5.32 - 5.47 (m,
NH, 1H), 7.12 - 7.34 (m, Hyyom, 5H).

IR: 3323, 2925, 2848, 1709, 1623, 1570, 1535, 1436, 1362, 1242,
1222, 1169, 1087, 640.

ESI(MS): ber. f. C19HagN3Os3, 347.22; gef.: 348 (57) (M H).
Laborjournalnr: VB37

Die analytischen Daten entsprechen der Literatur. [95]

(N)-Boc-(4-methylpiperazin)-D-phenylalaninamid 75

O
)J\/NHBOC
o8
/N\) Ph/-

Methode 2.6.2

497¢g (18.75mmol) Boc-D-Phe, 40mL DCM, 4.64¢g
(22.50 mmol, 1.2 eq.) DCC, 3.94 g (22.50 mmol, 1.2 eq.) HOBT,
2.08 mL (18.75 mmol, 1.0eq.) 4-Methylpiperazin, 7.60 mL
(48.20 mmol, 2.5 eq.) NMM

Das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch mit einem Gra-
dienten von Cy/EtOAc (2:1) bis EtOAc 100% aufgereinigt. Fiir
das Produkt 75 ergibt sich der Ry = 0.52 in 1:2 Cy/EtOAc.
Ausbeute: 555 mg (8%)
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'H NMR (CDCl3): 1.42 (s, 3x CH;z Boc), 2.87 - 3.07 (m, PhCH,,
2H), 4.79 (bs, C*H, 1H), 5.37 (d, 3J = 8.1, NH, 1H), 7.16 - 7.35
(m, Hypom, 5H).

3C NMR (CDCl3): 28.47 (3x CH3 Boc), 40.33 (PhCH,), 43.66
(2x NCHy), 50.90 (C*H), 53.55 (2x N(C=0)CH;), 80.26 (Cq
Boc), 127.34 (CHyrom ), 128.92 (CHypom ), 129.83 (CHgpom ), 136.59
(Cdarom), 170.52 (Cq Carbamat).

IR: 3321, 2958, 2930, 2871, 1697, 1643, 1451, 1365, 1244, 1163,
1019, 975, 745, 700.

ESI(MS): ber. f. C1gHygN303, 347.22; gef.: 348 (76) (MTH).
Laborjournalnr: VB38

(4-Methylpiperazin)-L-leucinamid 76

o

KN NH,
N

Methode 2.3.4

500 mg (1.60 mmol) N-Boc-(4-methylpiperazin)-L-leucinamid
72, 10 mL DCM, 1.20 mL (16.00 mmol, 10.0 eq.) TFA. Das
Rohprodukt (1.02 g, 193%) wird direkt an L-Homophenylalanin

gekuppelt.

268



3 SYNTHETISIERTE VERBINDUNGEN

'H NMR (CDCls): 0.87 (d, 3J = 6.3, CH3 Leu, 3H), 0.94 (d, 3J =
6.4, CH3 Leu, 3H), 1.39 - 1.48 (m, CHy Leu, 1H), 1.53 - 1.64 (m,
CH und CHy Leu, 2H), 2.26 (s, NCHs, 3H), 2.31 - 2.44 (m, 2x
NCH,, 4H), 3.36 - 3.58 (m, 2x N(C—=0)CH,, 3H), 1.63 - 1.74 (m,
2x N(C=0)CH,, 1H), 4.93 (dt, 3J = 9.0, 3J = 3.9, C*H, 1H).
Laborjournalnr: VB42

4-Methylpiperazin-D-leucinamid 73

LNHZ
N
- \) \(

Methode 2.3.4

3.56 g (11.35 mmol) N-Boc-(4-methylpiperazin)-D-leucinamid
73, 85 mL DCM, 8.43 mL (113.50 mmol, 10.0 eq.) TFA.

IR: 2067, 2877, 2728, 1774, 1661, 1470, 1130, 975, 837, 797, 721,
703.

ESI (MS): ber. f. C11Ho3N30, 213.18; gef.: 214 (83) (M H).
spez.Drehung: [a]®— -2.6° (¢ — 0.82, CHCl3)

Laborjournalnr: VB118
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4-Methylpiperazin-L-phenylalaninamid 78

O

jone

Ph

Methode 2.3.4

700 mg (2.01 mmol) N-Boc-(4-methylpiperazin)-L-phenylalaninamid
74, 15 mL DCM, 1,5 mL (20.10 mmol, 10.0 eq.) TFA. Das Pro-
dukt wird direkt weiter umgesetzt.

Laborjournalnr: VB59a

Die analytischen Daten entsprechen der Literatur. [96]

MP-L-Leu-L-HomoPhe-Boc 79

NHBoc

50 mg (0.23 mmol) 76, 65 mg (0.23 mmol, 1.0 eq.) L-HomoPhe-
Boc und 80 pg (0.47 mmol, 2.0 eq.) DIPEA werden in 10 mL
DMC gelost und auf 0 °C abgekiihlt. 122 mg (0.23 mmol, 1.0 eq.)

Pybob werden hinzugegeben. Die Reaktionsmischung wird 10 d
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bei r.t. gerithrt und mit NH,4Cl-Lsg, HyO, und NaCl-Lsg. extra-
hiert.

Die DC der Rohausbeute (176 mg, 158%) zeigte mind. 9 Spots,
NMR-Spektrum und LC-MS-Spektrum des Rohprodukts deu-
teten auf das Vorhandensein des Zielprodukts hin. Nicht alle
Signale sind eindeutig zuzuordnen.

IH NMR (CDCl3): 0.92 - 0.95 (m, CHz Leu, 3H), 1.01 (d, 3J —
6.4, CH3 Leu, 3H), 1.45 (s, Boc, 9H), 1.48 - 1.51 (m, CH, 1H),
1.56 - 1.67 (m, CHy, 2H), 1.90 - 2.02 (m, 1H), 2.08 - 2.25 (m,
1H), 2.53 (s, NCH3, 3H), 2.60 - 2.77 (m, PhCH5 und CH,, 4H),
2.78 - 2.90 (m, CHy, 2H), 3.57 - 3.79 (m, N(C—0O)CHy; MP, 4H),
3.93 - 4.02 (m, 1H), 4.24 - 4.35 (m, CH oder C*H, 1H), 4.93 (dt,
3] =8.9,3J = 4.1, C*H, 1H), 7.13 - 7.34 (m, Hypopm, 2H), 7.23 -
7.29 (m, Hyrom, 3H).

BC NMR (CDCl3): 21.92 (CH; Leu), 23.34 (CHjz Leu), 24.82
(CH Leu), 28.49 (3x CH3 Boc), 31.73 (PhCHy), 42.10 (CHy Leu),
44.24 (N(C=0)CHy MP), 44.90 (NCHs), 48.08 (C*H), 51.10 (Cq
Boc), 53.71 (CH oder C*H), 53.90 (NCHs MP), 54.03 (PhCH,
Phe), 126.03 (CHyyom ), 128.50 (CHypom ), 128.54 (CHgrom ), 165.63
(Cq), 169.51 (Cq ), 174.63 (Cq).

IR: 2348, 2932, 2865, 1707, 1647, 1453, 1365, 1244, 1154, 1085,
1013, 840, 747, 700.
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ESI (MS): ber. f. CygHyoN4Oy, 474.32; gef.: 475 (MTH) (1), 515
(M*Ca) (31).

spez.Drehung: [a]®= +5.1° (¢ = 0.67, CHCl3)

Laborjournalnr: VB49

MP-D-Leu-L-HomoPhe-Boc 80

NHBoc

(\N
AN

Ph

Methode 2.6.2

447 mg (1.60 mmol) L-HomoPhe-Boc, 341 mg (1.60 mmol,
1.0eq.) 77, 216 mg (1.60 mmol, 1.0eq.) HOBT, 346 mg
(1.68 mmol, 1.05 eq.) DCC, 10 mL THF.

SC: Als mobile Phase wird ein Cyclohexan /Ethylacetat-Gemisch
mit einem Gradient von 1:0 bis 1:5 benutzt. Fiir das Produkt 80
ergibt sich der Ry = 0.22 in 2:1 Cy/EtOAc.

Das Produkt (1.98 g, 250%) enthélt viele Verunreinigungen aus
dem Cyclohexan. Wihrend eines zweiten Aufreinigungsschritt
zersetzt sich das Produkt.

'H NMR (CDCls): 0.92 (d, 3J = 6.5, CH3 Leu, 3H), 1.00 (d, 3.J =
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6.5, CHs Leu, 3H), 1.40 (bs, Boc, 9H), 4.17 (bs, C*H, 1H), 4.89
(bs, C*H, 1H), 6.99 - 7.23 (m, Hyom , 5H).

ESI (MS): ber. f. CosHyoN4Oy, 474.32; gef.: 476 (M1t H), 514
(MTK).

Laborjournalnr: VB45

MP-L-Phe-L-HomoPhe-Boc 81

NHBoc

O
(0] Ph

o

Ph

Methode 2.6.2

561 mg (2.01 mmol) L-HomoPhe-Boc, 497 mg (2.01 mmol,
1.00 eq.) 78, 271 mg (2.01 mmol, 1.0eq.) HOBT, 435 mg
(2.11 mmol, 1.05 eq.) DCC, 880 pL (7.04 mmol, 3.5 eq.) NMM,
15 mL. THF. Das Rohprodukt (1.09 g, 106%) wird mit einem
PE/EtOAc-Gemisch siulenchromatographisch mit einem Gradi-
enten von PE 100% bis EtOAc 100% aufgetrennt, das Produkt
kann jedoch nur in Spuren isoliert werden, da es sich wiahrend der
SC zersetzt.

Ausbeute: 34.5 mg (3.4%)

'H NMR (CDCls): 1.46 (s, Boc, 9H), 1.71 - 2.00 (m, PhCHy und
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PhCH,CHs; HomoPhe, 4H), 2.02 - 2.16 (m, PhCHy Phe, 2H),
2.22 (s, NCH;, 3H), 2.55 - 2.74 (m, NCH,, 4H), 2.88 - 3.11 (m,
N(C=0)CHs, 4H), 3.74 - 3.84 (m, C*H, 1H), 4.12 (bs, C*H, 1H),
4.96 (bs, NH, 1H), 5.09 (bs, NH, 1H), 7.12 - 7.21 (m, Hyyom, 10H).
ESI (MS): ber. f. Co9HyoN4O4, 508.30; gef.: 508 (M*).
Laborjournalnr: VB59

Die analytischen Daten entsprechen der Literatur. [96]
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abs.
Abst.
AMC

D-O

DABCYL

DC
DCC
DCM
DEPT

Abkiirzungsverzeichnis

absolut

Abstand

7-Amino-4-methylcumarin

Aminosaure

Aspartat

Benzyl

katalytisch

Benzyloxicarbonyl

deuteriertes Chloroform

correlated spectroscopie, eine 2D-NMR-Technik
Cyclohexan

Cystein

Dublett

deuteriertes Wasser
4-((4-(Dimethylamino)phenyl)-azo)-benzoeséure
Diinnschichtchromatographie
Dicyclohexylcarbodiimid

Dichlormethan

Distortionless Enhancement by Polarization Transfer
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DIPEA
DMAP
DMF
DMSO
DPSI
EA
EDANS
EDCI
Et
EtOAc
EtOH
eq.

ESI
EWG
FP
FRET
ges.
Glu
HATU

Di-isopropyl-ethyl-amin

Dimethylaminopyridin

Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

Diphenylsulfimin

Ethylacetat
(5-(2-Aminoethyl)amino)-naphthalin-1-sulfonsiure
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid
Ethyl, CoHy-

Ethylacetat

Ethanol

Equivalent

electron spray ionisation, Elektrospray-Ilonisation
electron withdrawing group, elektronenziehende Gruppe
Falcipain

Fluorescence Resonance Energy Transfer

gesattigt

Glutaminsaure
O-(7-Azabenzotriazol-1-y1)-N,N N’ N’-tetramethyl-

uroniumhexafluorophosphat
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His
HMBC
HMQC
HOAc
HOBT
HomoPhe
HPLC

HR-ESI-MS

konz.

LC-MS

Leu

LiAlH,4

Histidin

Heteronuclear Multiple Bond Correlation
Heteronuclear Multiple Quantum Correlation
Essigsaure

1-Hydroxybenzotriazol

Aminosaure Homophenylalanin

high pressure liquid chromatography,
Hochdruckfliissigkeitschromatographie

high resolution electron spray ionisation mass
spectrometry, hoch auflésende Elektrospray-
Ionisation mit Massenspektrometrie
konzentriert

liquid chromatography - mass spectrometry,
Fliissigkeitschromatographie mit Massenspektrometrie
Leucin

Lithiumaluminiumhydrid

Losemittel

Losung

Lysin

Multiplett
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Me Methyl, CHs-

MeCN  Acetonitril

MeOD  deuteriertes Methanol

MHK Minimale Hemmkonzentration

MPre main protease

NaBH; Natriumborhydrid

NaOEt Natriumethanolat

NMM  N-Methylmorpholin

NMR  nuclear magnetic resonance, magnetische Kernspinresonanz

Obz Benzyl

PE Pentan

PES potential energy surface, Potentialfliche

Ph Phenyl, CsHs-

Phe Phenylalanin

pLrre papain like protease

PPA Propanphosphonséure-Anhydrid

ppm parts per million

Py Pyridin

PyBOP (Benzotriazol-1-yloxy)tripyrrolidinophosphonium
hexafluorophosphat
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q Quartett

quint Quintett

R Substituent R

rac in racemischem Verhéltnis
r.t. Raumtemperatur

Rx. Reaktion

S Singulett

SARS  Severe Acute Respiratory Syndrom,

schweres akutes Atemwegssyndrom

SC Saulenchromatographie
Ser Serin

sext Sextett,

t Triplett

TEA Triethylamin

TFA Trifluoressigsiaure
THF Tetrahydrofuran
TMS-Cl  Trimethylsilylchlorid
TMSN;3  Trimethylsilylazid
Tol Toluol

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan, Trometamol
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Trt Trityl- (Triphenylmethyl-)
Tyr Tyrosin

\Y vinyl

Verb.  Verbindung/en

VS Vinylsulfon-

wir. wasserfrei

Z=Cbz Benzyloxicarbonyl
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