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A Einleitung

1. Peptide und Proteine

Ein héufig angewandtes Stilmittel wenn die Behandlung wissenschaftlicher Themen ansteht,
ist der Gebrauch von Metaphern, und eine, wenn nicht sogar die klassische Metapher in den
Naturwissenschaften iiberhaupt, wire jene, von der DNA als ,,das Buch des Lebens® zu spre-
chen.

Fiihrt man dieses Bild dann weiter, und fragt jetzt nach dem Inhalt, der eigentlichen Hand-
lung, dieses Drehbuches, gelangt man im nachsten Schritt zu den Proteinen und Peptiden, den
Protagonisten dieser Geschichten, deren Anzahl, Art und Zusammenspiel schlulendlich den
Unterschied in den einzelnen Lebensformen bedingen.

Beide Seiten sind selbstredend wichtig und von grolem wissenschaftlichen Interesse. Folglich
gibt es zum einen jene Gruppe von Forschern, welche sich hauptsdchlich mit der Lektiire die-
ses Drehbuchs beschéftigen, wobei deren Arbeit dann in der Interpretation dieses riesigen
Textes besteht, so versuchen sie zu entschliisseln, was sich hinter diesen Buchstaben verbirgt,
und welche Unterschiede in den einzelnen Werken auftreten.

Aber nicht nur interpretierend, sonder auch aktiv eingreifend, wird hier vorgegangen. Zwar ist
man weit davon entfernt auch nur eines der simpelsten dieser Drehbiicher zu schreiben, so
besteht dennoch eine Moglichkeit zu intervenieren, indem man bekannte Versatzstiicke von
anderen Werken nimmt, und diese dann in einen Text hineinschreibt, in welchem sie ur-
spriinglich so nicht vorhanden waren (Im {ibertragenen Sinne verwandeln sich jetzt also Ko-
nig Lears Tochter urplétzlich in Nashorner, und diejenigen welche dafiir verantwortlich sind,
beobachten nun gespannt welchen Einfluf diese Verdanderung auf den weiteren Fortgang der
Geschichte hat)



Als zweite Gruppe gibt es dann noch jenen Zweig, welchem im {ibrigen auch diese Arbeit
zugeordnet werden kann, der sein Hauptaugenmerk auf das richtet, was zuvor als ,,Handlung*
bezeichnet wurde.

Auch hier geht es zum einen um das reine Verstindnis dieses komplexen Ablaufs, so fokus-
sieren etliche Arbeitsgruppen ihr Interesse auf das Wirken der grolen Charakterdarsteller, der
Proteine, und andere wiederum versuchen z.B. zu verstehen welche Rolle den kleinen Neben-
darstellern, den Peptiden, zukommt, und worin deren Einflul auf den Gang des Geschehens
besteht, wobei der Ubergang hier selbstredend flieBend ist.

Aber auch in der Protein- und Peptidforschung ist aktives Eingreifen mdglich, so wird z.B.
der Versuch unternommen, das Wirken einzelner dieser hier agierenden Protagonisten soweit
einzuschridnken (— inhibieren), daf3 diese fiir das weitere Geschehen nicht mehr von Bedeu-
tung sind, oder, da ihre Rolle fiir das Gesamtsystem unerldBlich ist, dieses, durch die erfolgte
Intervention, am Ende zum Kollabieren gebracht werden soll (z.B. Bekdmpfung eines Krank-
heitserregers durch Inhibiton eines wichtigen Enzyms).

Moglich ist auch der umgekehrte Fall, indem jetzt ein neuer Schauspieler (der Mime wird hier
zum Mimetikum) in das Geschehen eingefiihrt wird, welcher z.B. einen Darsteller der ausge-
fallen ist ersetzen soll, oder aber man erhofft sich von ihm, dafl der Effekt welcher dieser neue
Akteur zu erzielen imstande ist, den des Originals noch iibertrifft.

Um die immense Bedeutung von Proteinen und Peptiden nun etwas genauer darzustellen,
folgt tabellarisch ein kurzer Uberblick, welche Aufgaben diese in lebenden Organismen iiber-
nehmen.

- Reaktionskatalyse (Enzyme)

- Bindung (Enzyminhibitoren, z.B. BPTI, Antikorper)
- Stofftransport (z.B. Himoglobin)

- Abwehr (Immunoglobuline, Toxine)

- Speicherung (Casein)

- Struktur (Collagen)

- Mechanik (Actin, Myosin)

- Regulation (Hormone)

- Signaltransduktion (Membranrezeptoren)

- Membrankanéle (Transporter, Porine)

- Elektronentransport (Atmungskette, Photosynthese)

Zusammengefallt zeigt sich somit, dafl Proteine und Peptide praktisch an allen fiir das Leben
essentiellen Vorgidngen beteiligt sind.



2. Peptidmimetika

Beim Begriff Peptidchemie oder Synthese von Peptiden denkt man zunéchst sicher daran,
native Peptide aus den essentiellen Aminoséuren aufzubauen, ein Verfahren welches seit Ein-
fiihrung der Festphasenchemie [1] und Automatisierung durch Peptidsynthesizer mittlerweile
in den allermeisten Fillen als reine Routine angesehen werden kann. Insofern mag es zu-
nichst erstaunlich erscheinen, dafl weltweit eine betrdchtliche Anzahl von Arbeitsgruppen,
welche im Bereich der organischen Synthese beheimatet sind, just dies als ihr Interessensge-
biet vorweisen.

Diese Tatsache liegt dann darin begriindet, da3 es hierbei nun eben nicht um native Peptide
geht, sonder um Modifikationen dieser Verbindungen, bis hin zur Synthese komplett nicht-
peptidischen Strukturen [2]-[4].

Am anschaulichsten ist dies Abweichen von der nativen Form im Falle der Peptidantagoni-
sten, denn will man z.B. ein Enzym inhibieren, als dessen Substrat ein bestimmtes natives
Peptid fungiert, muB} sich das zu diesem Zwecke synthetisierte Molekiil zwangsldaufig vom
eigentlichen Substrat unterscheiden.

So, hat man als Ziel, eine Protease, ein Enzym dessen Aufgabe es ist peptidische Bindungen
zu spalten, zu blockieren, konnen Molekiile eingesetzt werden, welche dem eigentlichen Sub-
strat in seinem rdumlichen Bau und der Art der funktionellen Gruppen zwar dhneln, und somit
an das Enzym binden, aber von diesem dann, aufgrund bestimmter hier erfolgter Modifikatio-
nen (z.B. an jener Position, an der im Original sich die zu spaltende Amidbindung befunden
hat, liegt nun eine andere Funktionalitit vor) nicht umgesetzt werden kénnen.

Als Beispiel sei in der ndchsten Abbildung ein HIV Proteaseinhibitor, Ritonavir [142] von
Abbot, gezeigt.
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Abbildung A.-1.: HIV Proteaseinhibitor Ritonavir
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Die Wirkungsweise dieses Inhibitors, beruht darauf, da3 durch die sekundédre Hydroxylgruppe
der tetraedrischen Ubergangszustand withrend der Proteolyse nachgeahmt wird, womit diese
Verbindung zwar an das Enzym zu bindet, aber, da an er eigentlichen Spaltstelle jetzt keine
Amidbindung vorliegt, eine Umsetzung dieses Substrates nun nicht mehr erfolgen kann.



Weniger offensichtlich, warum hier nicht die Originalverbindungen eingesetzt werden, ist
dies im Fall der Agonisten, Molekiile welche den selben Effekt erzielen sollen wie das native
Peptid.

Die Ursache, das auch hier nicht auf das urspriingliche Substrat zuriickgegriffen wird, liegt in
der schlechten Bioverfiligbarkeit der Peptide begriindet. Hierunter versteht man, dafl diese
leicht im Magen-Darm-Trakt abgebaut werden konnen, z. Teil keine Transportsysteme vor-
handen sind, und auch schnell durch Leber oder Niere wieder ausgeschieden werden konnen,
insgesamt somit eine sehr geringe biologische Halbwertszeit aufweisen, so da3 ihre Wirkung
gar nicht, oder nur in sehr hohen Dosen zum tragen kommen kann.

Um dies zu umgehen, kommen darauthin auch hier modifizierte Peptide, oder komplett nicht-
peptidische Substanzen, zum Einsatz.

Eines der ersten und auch bekanntesten komplett nichtpeptidischen Mimetika war eine Sub-
stanz, welche 1898 von Bayer als Hustensaft unter dem Markennamen Heroin unters Volk
gebracht wurde (Es wurde spéter wieder von der Produktpalette gestrichen)

AcO O OAc
Abbildung A.-2.: Heroin

Dieser Verbindungstyp, so hat sich spéter gezeigt, bindet an den Opiatrezeptor, dessen ei-
gentliche Substrate die Endorphine (Peptide mit 20-30 AS, Name abgeleitet von endogene
Morphine) darstellen.

Ein weiter Grund dafiir, Peptide durch andere Substanzen zu ersetzten, besteht darin, daf3 die-
se Verbindungen konformationeller Dynamik unterliegen, was bedeutet, da3 sie nicht nur in
der biologisch aktiven Konformation vorliegen, sondern ein Gleichgewicht verschiedener
Konformationen vorherrscht.

Aber nicht nur, daf3 native Peptide partiell inaktive Konformationen einnehmen konnen, so ist
es weiter moglich, daB} sie auch fiir andere Rezeptoren aktive Konformationen populieren, und
somit unerwiinschte biologische Effekte, sprich Nebenwirkungen, hervorrufen konnen. Aus
diesen Griinden ist man bemiiht, Ersatzstoffe mit einer moglichst rigiden Struktur zu finden,
Verbindungen welche dann praktisch nur in der postulierten biologisch aktiven Konformation
vorliegen, und somit selektiv nur an den einen Rezeptor oder ein bestimmtes Enzym binden.
Solche rigiden Bausteine mit definierter Konformation kénnen auch generell zur Untersu-
chung von Enzymen oder Rezeptoren herangezogen werden, da bei bekannter Konformation
des Substrats, wiederum Informationen iiber die strukturellen Gegebenheiten der Bindungs-
stellen erhalten werden konnen.



Im folgenden Kapitel soll jetzt ndher auf einen speziellen Typ von Peptidmimetikum einge-
gangen werden, anhand dessen auch zu sehen ist, wie die angesprochenen Probleme nativer
Peptide, z.B. die schlechte Bioverfiigbarkeit oder auch die Dynamik in der Konformation,
durch Einsatz dieser Verbindungen nun, zumindest teilweise, umgangen werden konne.

2.1. Gerustmimetika

Da angenommen wird, daB3 sich fiir eine Bindung an einen Rezeptor oder Enzym hauptséch-
lich die Seitenketten verantwortlich zeige, und das Peptidriickgrat mehr oder weniger als Tri-
ger dieser Gruppen fungiert, haben einige Arbeitsgruppen den Weg beschritten, ganz von
peptidischen Grundstrukturen abzuweichen, und sich statt dessen nach Molekiilen umzu-
schauen welche die Rolle eines Geriists zu libernehmen in der Lage sind, mit der Option, die-
ses dann mit den fiir die Bindung relevanten Seitenketten zu modifizieren.

Hiermit soll nicht nur der biologische Abbau des Peptids vermieden werden, sondern man
kann hierdurch auch das Problem, welches sich durch die Flexibilitdt eines linearen Peptids
ergibt, in den Griff bekommen

In Anbetracht von Letzterem versteht es sich dann von selbst, da3 man nicht von einer Mole-
kiilkette, jener des Peptids, jetzt wiederum auf eine, wie auch immer geartete, Kette als Gertist
zuriickgreift, sondern auf einen, wenn man es so ausdriicken will, moglichst starren Mole-
kiilblock, welcher die Eigenschaft besitzt, pharmakophore Gruppen raumlich definiert aus-
richten zu konnen.

Das erste Molekiil, mit welchem diese Richtung eingeschlagen wurde, war das in Abbildung
A.-3. gezeigte Mimetikum [5], welches als Agonist des schon angesprochenen Opiatrezeptors
fungierte.
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Abbildung A.-3.: Ein Geriistmimetikum

Denkt man des weiteren an einen moglichen therapeutischen Einsatz, so sind dann solche
Verbindungen vorzuziehen, deren orale Bioverfligbarkeit bekannt ist, wie bei dem ersten Bei-
spiel in Abbildung A.-4., einem auf einem Steroid basierenden Geriistmimetikum von
Hirschmann et al. [6], welches mit einer Guanidinium- und Carboxylgruppe modifiziert, Ar-
ginin und Aspartat nachempfinden soll, und so die B-Schleife im Bereich der RGD-Sequenz
des Fibrinogens, eines potenten Antagonisten des Adhisionsrezeptors (GplIb/Illa), imitiert.
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Abbildung A.-4.: Geriistmimetikum von Hirschmann et al., basierend auf einem Steroid
links das Mimetikum und rechts die Peptidschleife welche es zu imitieren versucht

Nun handelt es sich bei Molekiilen wie den Steroiden nicht unbedingt um Muster einfach zu
modifizierender Verbindungen, weswegen dieses Beispiel hier auch ein Einzelfall geblieben
sein diirfte. Dal} es weitaus geeignetere Kandidaten fiir dieses Unterfangen gibt, soll im fol-
genden Kapitel gezeigt werden.

Schaut man sich nach einer Substanzklasse um, deren orale Bioverfiigbarkeit bekannt ist, die
beziiglich ihres rdumlichen Baus in vielen Variationen vorliegt, und auch noch vergleichswei-
se einfach zu modifizieren ist, kommt man an der Verbindungsklasse der Kohlenhydrate nicht
vorbei. So 148t sich beziiglich der Zucker auf eine iiber hundertjahrige Syntheseerfahrung zu-
riickgreifen, ein Fachwissen welches noch durch unzéhlige Arbeitsgruppen Jahr fiir Jahr wei-
ter ausgebaut wird.

Spricht man von Modifizierung, ist hierbei vor allem an die Hydroxylgruppen gedacht, wel-
che diesbeziiglich ein breites Spektrum zulassen, so stellen zum Beispiel Veretherungen eine
einfache Moglichkeit dar, Seitenketten einzubringen, mit einer simplen Benzylierung 148t sich
so schon die Seitenkette von Phenylalanin nachahmen.

Auch bietet der Einsatz von verschiedenen Zuckern eine Variation in der rdumlichen Aus-
richtung dieser Hydroxylgruppen, und schlulendlich somit auch der moglichen pharmako-
phoren Gruppen, wobei zusitzlich durch Ubergang von der Pyranose- auf die Furanoseform,
von einem eher rigiden auf ein flexibleres Geriist umgestiegen werden kann, wobei im All-
gemeinen, aus schon erwihnten Griinden, dem starreren Geriist, also der Pyranose, Vorzug
gegeben wird.

Einschrankend sei hierbei allerdings zu erwdhnen, dafl diese Bevorzugung nur einer Konfor-
mation, je mehr man von der D-Glucose mit ihren alldquatorialen Substituenten abweicht,
nicht mehr zwangslaufig gegeben ist, und unerwiinschter Konformationswechsel in Form von
Ringinversion auftreten kann, dies ,,Gefahr besteht vor allem, wenn axiale Hydroxylgruppen
mit groflen Substituenten versehen werden.



Sucht man nun ein Beispiel solch eines Gerlistmimetikums welches einen Zucker als Aus-
gangspunkt hat, so kommt man um das von Hirschmanns Arbeitsgruppe synthetisierte Soma-
tostatinmimetikum nicht herum [7].

Hier wurde das Peptidhormon Somatostatin, bestehend aus 14 Aminosduren, durch eine modi-
fizierte Glucose, welche lediglich die fiir die Rezeptorbindung postulierten verantwortlichen
Seitenketten tragt, erfolgreich ersetzt.

Anhand dieses Beispiel ist sehr schon zu sehen, wie das Orginalpeptid immer mehr auf seine
fiir die Rezeptorbindung wesentlichen Gruppen reduziert wurde, bis am Ende eine komplett
nichtpeptidische Struktur zuriickbleibt, welche immer noch einen Effekt beziiglich des Re-
zeptorsystems zu zeigen in der Lage ist.

Somatostatin (SRIF)
H3N+—AIa-GIy-Cys-Lys-Asn-Phe-Phe-Trp

“0,C—Cys-Ser-Thr-Phe-Thr-Lys

@\ Hirschmann et al
Phe R
0 D-Trp Z/ NH

g 4
,\ll RO Z“NH N
N H Oo R O
o (0] 'T' NH )
H o) .
OH NH,
Lys
Thr y
R=H SRIF-Agonist .

R =0Bn SRIF-Antagonist NH,

Abbildung A.-5.: Somatostatinmimetika: vom Orginal (oben) zum reduzierten Peptid (links) bis zum komplett
nichtpeptidischem Mimetikum auf Zuckerbasis (rechts). Fett: Seitenketten welche fiir die Re-
zeptorbindung als relevant erachtet wurden.

Zunichst wurde das zyklische, iiber eine Disulfidbindung verbriickte, Tetradekapeptid auf
seine mutmaBlich relevanten Aminosduren Phe, Trp, Lys, und Thr reduziert. Um diese 4
Aminosduren nun in der gewiinschten bioaktiven Konformation, einem B-Turn, zu fixieren,
wurde diese Sequenz in ein zyklisches Hexapeptid eingebaut, wobei L-Trp durch D-Trp er-
setzt wurde, welches in der i+1 Position stabilisierende auf diese B-Schleife wirken soll. Die-
ses so konzipierte Peptid zeigte sich dann auch als wirksamen Agonist [8].

Wurde im ersten Schritt das urspriinglich native Peptid auf seine wesentlichen Aminoséuren
»zusammengestutzt™, ging Hirschmann dann noch einen Schritt weiter, indem jetzt, mit B-D-



Glucose als Gertist, auch auf das Peptidriickgrat verzichtete wurde, und nur durch Vere-
therung der Hydroxylgruppen mit den entsprechenden Seitenketten ein Molekiil erhalten wur-
de, welches sich ebenfalls als biologisch aktiv erwies, und die mangelhafte Bioverfligbarkeit
von SRIF dahingehend verbessern konnte, dall zumindest ein Abbau durch Proteasen nicht zu
befiirchten ist, und gegeniiber dem Hexapeptid, daB3 fiir einen auf Glucose aufbauenden Bau-
stein eher Transportwege vorhanden sein sollten, als fiir zyklische Peptide, deren therapeuti-
scher Einsatz aufgrund u.a. eben dieses Mankos, und der hieraus resultierenden unakzeptablen
oralen Bioverfiigbarkeit praktisch nicht gegeben ist.

Basierend auf diesem erfolgreichen Versuch, wurden in den folgenden Jahren noch weitere
Gerlistmimetika publiziert, deren Ausgangspunkt ein Zucker darstellte [9] - [12]

3. Strukturen

Spétestens seit der Entdeckung der DNA Doppelhelix durch Watson und Crick [13] diirfte
klar sein, welche Bedeutung dem Wissen iiber die rdumliche Struktur eines Molekiils zu-
kommt. Denn nicht nur, dal hier die Struktur dieses wichtigsten Molekiils des Lebens er-
schlossen wurde, sondern, und dies war von viel groBerer Tragweite, dal es hierdurch jetzt
moglich war, den Mechanismus der Vererbung aufzukldren, war das eigentlich Wesentliche
dieser Arbeit.

Aber auch im Falle der Proteine ist das Wissen iiber ihre dreidimensionale Struktur von im-
menser Bedeutung.

So kann z.B. die Aktivitit eines Enzyms nicht alleine durch die Art seiner funktionellen
Gruppen begriindet werden, sonder vielmehr beruht seine biologische Wirksamkeit auf der
speziellen definierten rdumlichen Ausrichtung aller an diesem Prozefl beteiligten Molekiil-
gruppen, und ist somit direkt abhéngig von den architektonischen Gegebenheiten des entspre-
chenden Proteins, seinen Sekundirstrukturelementen und deren Summe, seiner Tertidrstruk-
tur.

Dies gilt fiir alle Proteine und Peptide, so sind ihre jeweiligen Eigenschaften unabdingbar mit
ithrer Struktur verkniipft, geht diese verloren, bleibt eine nutzlose Kette aus Aminosiuren zu-
riick.



Erste Erkenntnisse iiber ihre Struktur wurden 1951, kurz vor der Entdeckung der Doppelhelix,
durch Linus Pauling erzielt, welcher als erster die a-Helix, die Konformation eines wichtigen
Sekundérstrukturelements, postulierte [14] [15].

Ging es in den ersten Jahren zundchst darum, etwas iiber die Struktur der Peptide und Proteine
zu erfahren, ein Bereich welcher auch heute weiterhin von sehr groBem wissenschaftlichen
Interesse ist, wobei die Rontgenstrukturanalyse spiter noch durch das Aufkommen der NMR
Technik erginzt wurde, so wird seit einiger Zeit vermehrt das Augenmerk auch darauf gelegt,
jetzt selbst Strukturen oder Strukturelemente zu synthetisieren.

Dieses Generieren von Strukturen kann man nun unterteilen, so wird zum einen versucht,
durch Modifikationen, durch Einbringen bestimmter Bausteine, sog. Templaten, in ein Peptid,
definierte Strukturen zu induzieren, und zum anderen werden Molekiile aus bestimmten Un-
tereinheiten synthetisiert, welche als Ganzes dann eine definierte Konformation einnehmen
konnen.

3.1. Struktur induzierende Methoden

Um Strukturen zu induzieren gibt es mehrere Moglichkeiten, eine simple MaBnahme kann
z.B. darin bestehen eine L- durch eine D-Aminosdure auszutauschen, welche in der i+1 Posi-
tion einer 3-Schleife stabilisierend auf diese wirken kann.

Ein weiterer Ansatz ist dann jener, durch rigide Baustein eine Sekundérstruktur zu induzieren,
woflir in den néchsten kleinen Unterkapiteln kurz einige Beispiele anhand der wichtigsten
Sekundarstrukturen vorgestellt werden sollen.

3.1.1. a-Helix

Die a-Helix war nicht nur die erste Sekundérstruktur welche postuliert wurde, sonder gehort
auch zu den wichtigsten, und ist tiberdies jener Helixtyp, welcher am héufigsten in natiirlichen
Peptiden oder Proteinen anzutreffen ist, und stellt mit ziemlicher Sicherheit ferner das am
intensivsten untersuchte Sekundérstrukturelement dar.

Deshalb versteht es sich von selbst, dal es von groBem wissenschaftlichen Interesse ist, dieses
Strukturelement auch nachzuahmen, und es jetzt auch auflerhalb des Kontextes eines Proteins
oder groflen Peptids zu generieren.



Ein erstes Beispiel in welcher Weise dies angegangen werden kann ist in Abbildung A.-6.
gezeigt, wo durch den Einbau eines trizyklischen Bausteins eine o-Helix in der folgenden
Peptidkette eingeleitet wird [16]-[18]. Die Carbonyle dienen hier als H-Briicken-akzeptoren
fiir die Amidprotonen des Peptidrestes.

Abbildung A.-6.: Templat mit a-Helix induzierendem Charakter von Kemp et al.

Die nichste Abbildung zeigt ein weiteres diesbeziigliches Templat, welches von der Arbeits-
gruppe Bartlett [19] vorgestellt wurde, diesmal ein bizyklischer Baustein.

Abbildung A.-7.: Helixtemplat von Bartlett et al.

Auch bei diesem zweiten Beispiel ist die Idee, daf} die drei Carbonylgruppen als Amidproto-
nenakzeptoren fungieren, und auf diese Weise die a-Helix stabilisieren.

Das hier gezeigte Grundprinzip besteht demgeméf darin, Bausteine zu synthetisieren, welche
in der Lage sind, funktionelle Gruppen rdumlich definiert auszurichten, die dann wechselwir-
kend mit der folgenden Peptidkette jetzt eine Struktur einleiten, in der Architektur wiirde man
wohl von Léngs- und Querstreben oder dhnlichem sprechen.

3.1.2. B-Faltblatter

Eine weitere wichtige Sekundirstruktur stellen die sogenannten [B-Faltblitter dar, welche,
ebenso wie die a-Helix, ein hdufig anzutreffendes Strukturelement in Proteinen ist.
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Und ebenfalls wie die a-Helices existiert diese Sekundérstruktur nur in Proteinen oder grof3e-
ren Peptiden (mindestens 20 AS).

Um nun auch in kleinere Peptiden solche B-Faltblattstrukturen zu erzwingen, kann man jetzt
wiederum sogenannte Template in eine Peptid einbauen, welche induzierend, strukturstabili-
sierend auf dieses einwirken sollen.

Das erste Beispiel hierfiir ist von Bartlett et al. [20], ein alternierend aus einer AS und einer

Azazyklohexenoneinheit aufgebautes ,,Pentapeptid®, fiir welches Dimerisierung iiber eine [3-
Faltblattstruktur in CHCl; beobachtet wurde.

0 0
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Abbildung A.-8.: B-Faltblatt Mimetikum von Bartlett et al.

Bewegte sich dieses alternierend aufgebaute Peptid im Grenzbereich der zuvor erfolgten Un-
terteilung, in, zum einen, Konformationen, welche durch strukturinduzierende Bausteine er-
halten werden, indem solch ein Templat, in der Regel ein einziger Baustein, dirigierend auf
eine Polypeptidkette einwirkt [21], und zum anderen in Konformationen bei denen die Ge-
samtheit der Untereinheiten, und nicht ein singuldres strukturdominantes Molekiil, zu einer
Struktur fiihrt, so ist das folgende Beispiel wieder eindeutiger diesem Kapitel zuzuordnen.

Abbildung A.-9. zeigt ein Molekiilarrangement, von Nowick et al. [22], von welchem berich-

tet wird, daBl es in der Lage ist, in Chloroform einen Peptidstrang aus zwei Aminosduren in
ein B-Faltblatt einzubinden.

N
O Rp |
G
N~ N >N
/ H : H
Ph O I?Leu

Abbildung A.-9.: B-Faltblattstruktur von Nowick et al.
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Das letzte Beispiel ist eine Struktur von C. Bonauer [23], aus der Arbeitsgruppe Konig [24]
[25]. Hier wird die Ausbildung des B-Faltblattes durch den sog. MOPAS (Methoxypyrrol
Aminosdure) Baustein unterstiitzt.

/ /

O O boc\
I g L
N N N
H
o H o)
(0]
HN 0 0
<~ N <~ N ~

\© PN O
Abbildung A.-10.: B-Faltblattmimetikum von C. Bonauer

Aber nicht nur der Aromat soll hier stabilisierend auf diese Struktur einwirken, sondern es
wurde noch eine zweite Variante angewandt, welche das Potential in sich birgt, eine Faltblatt-
struktur zu induzieren. So ist bekannt, da3 die Sequenz DPro-Gly eine B-Schleife begiinstigt
[26], und darin besteht ein weiterer Weg, indem durch eine 3-Schleife der Peptidstrang wieder
zuriickgefiihrt wird, um so das erwiinschte Faltblatt auszubilden.

Mit genau diesen B-Schleifen wird sich dann der letzte Teil dieses Kapitels beschiftigen.

3.1.3. B-Schleifen

Neben Helices und Faltblattern bilden die Schleifen die dritte wichtige Sekundérstrukture.
Diese, im Vergleich zu den beiden anderen Typen etwas unspektakuldren Strukturen, so be-
steht der am hdufigsten vorkommende Turn, die B-Schleife, aus lediglich vier Aminoséuren,
sind nichtsdestotrotz von nicht unbedeutendem wissenschaftlichen Interesse. So befinden sich
ein Viertel aller Aminosiuren in Proteinen in diesen Strukturelementen, und stellen so etwas
wie ein Bindeglied zwischen den Helices und Faltbléttern dar, z.B befindet sich am Kopfende
einer Faltblattstruktur sehr hdufig eine diesbeziigliche B-Schleife.

Das diese Strukturen ferner von sehr speziellem Interesse aus Sicht der pharmazeutischen
Chemie sind, beruht darauf, daB3 ihnen bei vielen wichtigen biologischen Prozessen eine
Schliisselrolle zukommt. So dienen z.B. Schleifenstrukturen haufig als Erkennungssequenz
bei der Rezeptorbindung.



Der am héufigsten auftretende Schleifentyp ist die schon erwihnte -Schleife.

B-Schleife

Ri+1 Ri*+2

CONH
O

HN
O H—N
Ri Ri+3
N—H @)
/
Abbildung A.-11.: Strukturmotiv der B-Schleife

Dieser Strukturtyp kann nun wiederum in verschiedene Untereinheiten eingeteilt werden wo-
bei BI/BI" sowie BII/BII" hierbei jene sind, welche am haufigsten zu beobachten sind.

Typen
B I - Schleife B II — Schleife
Coj+1 hinter O Q Coj+7 vor
i i+ der Bildebene
der Bildebene oS k% & e = ® t-
Wasserstoff- ) - i+2 & N Wasserstoff-

& : =@ - L . .
briicke hinter . @ briicke hinter
der Bildebene i b @ -9 @ der Bildebene

LC ! i L Cu k‘ k
L8 £ CH
Copsvor N~ B & h N Cojs1 hinter
derBildebene @ (@ \ & der Bildebene
Wasserstoff- @ _ Wasserstoff-
briicke vor w ) v \.. briicke vor
der Bildebene der Bildebene
B1 - Schleife BII * — Schleife

Abbildung A.-12.: Konformationen verschiedener Schleifentypen
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Um jetzt solche Strukturen zu induzieren kann dies, wie schon erwdhnt, ganz simpel durch
den Austausch einer L- durch eine D-Aminoséure erfolgen.

Aber wie bei den Beispielen zuvor, gibt es wiederum die Moglichkeit, durch rigide Bausteine,
welche Freiheitsgrade im Peptidriickgrat einschrinken, nun ebenfalls dieses weitere spezielle
Strukturelement zu erzwingen oder nachzuahmen.

Besagtes wird dann auch auf vielfdltigste Weise versucht, so da3 die hierbei synthetisierten
Verbindungen, man spricht dabei von Turn-Mimetika, jene der beiden anderen Sekundir-
strukturtypen in ihrer Zahl klar tibertreffen [27] - [41].

Im folgenden soll nun anhand einiger Beispiele gezeigt werden, wie dies Problem dann aufs
Unterschiedlichste angegangen werden kann.

Eine erste Option besteht in der Synthese von macrozyklischen Verbindungen, welche mehr

oder weniger ein peptidisches Riickgrat aufweisen, wobei die Grundgedanke darin besteht,

durch die zyklische Struktur Freiheitsgrade einzuschrinken, um somit die gewiinschte Kon-

formation zu stabilisieren [42].

NH Als Beispiel fiir diese Strategie ist in Ab-

2 bildung A.-13. ein solcher Macrozyklus
O von Park und Burgess [43] dargestellt.

Hier wurde eine kleine Bibliothek von 30

O

HN O HN Verbindungen synthetisiert, deren Struk-

NH

0 : k turanalyse nahelegte, dall hier bevorzugt
~ CO,H  eine Konformation der BI-Schleife popu-

lieren wird.

Die hier dargestellte Verbindung zeigt ein

Mimetikum welches versucht, die Schlei-
Abbildung A.-13.: Macrozyklisches Schleifenmimetikum  fonstruktur des NGF (nerve growth fak-

tor) nachzuahmen, wobei erste biologische Tests er- MeO O
folgreich verliefen.

O
Ein weiteres diesbeziigliches Beispiel ist in Abbil- H\
dung A.-14. gezeigt, in diesem Fall ein etwas kleine- H boc
rer Zyklus, ein Zehnring, von Katzenellenbogen [44], =

welchem ebenfalls das Potential bescheinigt wurde,

eine BI-Schleife zu induzieren. Abbildung A.-14.: Schleifenmimetikum
Zum Abschlufl folgt noch ein Bei- von Katzenellenbogen et al.

spiel, wie dieses Problem {iiber den ]

Weg der kombinatorischen Synthese R @)
angegangen werden kann. o

Ellman et al. [45] gelang es iiber

Festphasensynthese 1152 verschie- H_N : )K/N
. . . : W/\H s

dene Verbindungen des hier gezeig-
ten Typs darzustellen (Abbildung @)

A-l1S.). Abbildung A.-15.: Grundgeriist eines B-Turn Mimetikums

Variation: R/S, R, R" und n ergibt 1152 Verbindungen
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But Eine weitere, vergleichsweise einfache Variante Schlei-
o) fen zu induzieren besteht darin, substituierte Prolinderi-
vate einzusetzen [46].

N Abbildung A.-16. zeigt ein solches Beispiel von Lubell
HN 0 et al. [47]. So konnte hier iiber NMR und CD gezeigt
O HN werden, daB dieses hier abgebildete Tetrapeptid in Lo-
—2: sung eine Schleife des Typs Vla bevorzugt.
NH O

Abbildung A.-16.:
Turninduzierung durch t-Bu-substituiertes Prolin

Als nidchstes folgt nun eine Substanzklasse, welche man in diesem Kontext weniger erwarten
wiirde, die Kohlenhydrate. Der Grund hierfiir ist natiirlich, daB3, denkt man daran Zucker zu
verkniipfen, einem zunidchst in erster Linie die Methode der Glycosilierung in den Sinn
kommit, eine Strategie, welche in der Peptidchemie dann weniger gefragt ist, wo selbstredend
die Amino- und Carboxylfunktion, und die hieraus resultierende Amidbindung, die Hauptrolle
spielen.

Dennoch gibt es aber auch Zucker, welche genau diese angesprochenen funktionellen Grup-
pen aufweisen (z.B. die Neuraminsdure oder die Muraminsdure), und so zumindest theore-
tisch auch in die Peptidchemie Eingang finden kdnnten, man spricht hier von Zuckerami-
nosauren [48].

In der Praxis werden dann, schon weil diese speziellen Zucker eher selten, und damit auch
teuer sind, modifizierte Kohlenhydrate eingesetzt, welche aus billigeren Formen, vorrangig
natiirlich Glucose, gewonnen werden.

Die erste diesbeziigliche Verbindung, die Glucosaminuronsiure, wurde 1955 von K. Heyns
und H. Paulsen synthetisiert [49].

In den folgenden Jahren konnten dann fast alle denkbaren Variante (a-, B-, v-, 6- der fura-
noiden sowie a-, B-, y-, 0- und &- der pyranoiden Form) dieses Verbindungstyps dargestellt
werden [50]-[57].

Als erstes fanden die Zuckeraminosédure in der Arbeitsgruppe Kessler Eingang in die Pep-
tidchemie. Hierbei handelte es sich um den sog. Gum-Baustein (der Name wurde von Gluco-
syl-uronsdure-methylamin abgeleitet) welcher von E. Graf von Rddern in ein Peptid einge-
baut wurde [58] [59]. Es wurde hier u.a. ein zyklisches Hexapeptid synthetisiert, in welchem
Gum als Dipetidbaustein zwei Aminosduren ersetzt.

Wie die Strukturanalyse dieser Verbindung ergab, nimmt das Peptid zyklo(Gum-LPhe-DPro-
LAla-LPhe), Abbildung A.-17., eine Vorzugskonformation mit zwei gegeniiberliegenden
BIT'-Schleifen ein, mit Gum in der i+1 und i+2 Position der einen Schleife und D-Pro, wie es
die Intention war, in i+1 Position der gegeniiberliegenden Schleife.
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In der angesprochenen Arbeit, wurde dann auch noch ein Pentapeptid synthetisiert, hier be-
fand sich dieser Baustein selbst in keiner Schleife mehr, sondern diente innerhalb dieser Ver-
bindung mehr als eine Art Klammer, so dall durch dessen konformationell einschridnkende
Wirkung die restlichen drei AS einen fiir zyklische Pentapeptide typischen y-Turn ausbilden.

BII'-Schleife
OH

HO.., Gum

HN
- -Phe L-Ph(|e\ L-Phe
I|_—Ala—D-Pro L-Phe
BII'-Schleife v-Schleife

Abbildung A.-17.: Die ersten Peptide mit einer Zuckeraminosauren als Baustein

Nach diesem erfolgversprechendem Anfang, war es praktisch zwangsldufig, da3 hierauf nun
zahlreiche Verbindungen synthetisiert wurden, welche dieses hier gezeigte Konzept zum Vor-
bild nahmen [60]-[62].

Das Hauptaugenmerk wurde jetzt, nachdem die beiden Originalpeptide als reine Modellver-
bindungen zu betrachten sind, auf Strukturen gelenkt, von welchen man sich einen pharma-
kologischen Effekt erhoffte. So wurden danach z. B. Somatostatin Analoga [63], RGD-
Peptide [64] oder PFT-Inhibitoren [65] veroffentlicht.

Zum Abschlul} dieses Teils folgt nun ein Verbindungstyp, welchem der Grof3teil der publi-
zierten -Turn-Mimetika zugeordnet werden kann.

Im Jahr 1985 [66] wurde von Nagai und Sato eine Verbindung verdffentlicht, welche man als
,die Mutter aller bizyklischen Turn-Mimetika“ bezeichnen konnte.

H 5§  CoMe
Abbildung A.-18.: BTD das erste bizyklische Schleifen Mimetikum von Nagai und Sato
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Diese als BTD (Bicyclic Turned Dipeptid) [67] bekannte Verbindung war das Vorbild fiir
viele dhnliche Turn-Mimetika, Bizyklen mit einer Amino- und einer Carboxyfunktion, welche
in den folgenden Jahren publiziert wurden [68]-[76].

Exemplarisch hierfiir sind in der folgenden Abbildung A.-19. drei Vertreter dieses Typs auf-
gefiihrt [77]-[79] (in dieser Reihenfolge von links nach rechts).

Lt O
q) boc\H N\e boc\N

CO,Me o  COMe

I

Abbildung A.-19.: bizyklische Turn-Mimetika

Der schleifeninduzierende Effekt dieser Verbindungsklasse, wird darauf begriindet, da3 diese
Bizyklen die i+1 und i+2 Position, also das Kopfende, einer B-Schleife besetzen, und so sta-
bilisierend auf diese einwirken.

)i’? Modell der

schleifeninduzierenden

Wirkung von BTD

Abbildung A.-20.: BTD in der postulierten i+1 und i+2 Position einer B-Schleife

Trotz der Vielzahl von verdffentlichten Bausteinen dieses Typs, gibt es, relativ gesehen dazu,
vergleichsweise wenige Arbeiten [80]-[85], in denen diese Bizyklen dann auch tatsdchlich in
ein Peptid eingebaut wurden, um so schluBlendlich auch in der Praxis die ihnen zugesprochene
Eigenschaft unter Beweis zu stellen.

Der iiberwiegende Teil der diesbeziiglichen Verdffentlichungen berichtet dann auch, sofern
tiberhaupt eine Analyse der Konformation vorgenommen wurde, da3 mit dem Einbau dieser
Verbindungen das angestrebte Ziel erreicht wurde, und die hier verwendeten Bizyklen tat-
sdchlich die i+1 und i+2 Position einer -Schleife populieren.

Einschrdnkend hierzu sei aber anzumerken, dal BTD, bzw. eines seiner Abkommlinge, oft in
bekannte Peptide, hdufig Gramidicin S, wo es die Sequenz DPhe-Pro ersetzt [86]-[88], genau
in die i+1 und i+2 Position einer auch im Orginal schon vorhandenen B-Schleife eingebaut
wurden, so dal der induzierende Charakter in diesen Verbindungen zumindest mit Vorbehalt
betrachtet werden muf. Natiirlich kann und muf8 man, sobald diese Verbindungen sich nach-
weislich in einer Schleife befinden von einem diesbeziiglichen Mimetikum sprechen, nur,
wenn dies wie z.B. in der Arbeit von Thornton et al. [§9] auch noch an einem Protein erfolgte,
mufl wohl eher davon gesprochen werden, da3 dieser Baustein die auch schon im nativen
Protein enthaltene Struktur nicht erzwingt, sondern, da3 er wohl einfach vom Gesamtsystem
toleriert wird.
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Wenn nichtsdestotrotz die postulierte i+1/i+2-Schleifenposition dieser Verbindungen in den
allermeisten Arbeiten bestitigt wurde, so gibt es dennoch Verdffentlichungen, wo dieser
Sachverhalt zumindest eher kritisch beurteilt wird wie in [90] [91], zwei Verdffentlichungen
in denen das angesprochene Problem eher theoretisch angegangen wurde, indem durch Rech-
nungen fiir verschiedene Turnmimetika ihre diesbeziiglichen Eigenschaften evaluiert wurden.
Aber nicht nur theoretisch, sondern auch in der Praxis gibt es Arbeiten wo die dabei erhalte-
nen Ergebnisse von dem, was allgemein als gesichert gilt, abweichen. So synthetisierte R.
Haubner (AG Kessler) im Rahmen seiner Dissertation [92] mehrere zyklische RGD-Peptide
bei denen zwei Aminosduren durch BTD ersetzt wurden. Fiir die zyklischen Hexapeptide
wurde dann, wie erwartet eine Struktur mit zwei gegeniiberliegenden B-Schleifen bestimmt,
mit BTD in der i+1 und i+2 Position des einen Turns. Im Falle der zyklischen Pentapeptide
zeigte sich dann jedoch, da3 BTD nicht der urspriinglichen Intention entsprechend wiederum
das Kopfende einer B-Schleife besetzt, sondern die Ergebnisse der Strukturermittlung legten
den Schluf} nahe, daB3 es in diesen Verbindungen ,,durchgerutscht* ist, und sich nun in der i+3
und i+4 Position befindet [93].

Nun stellt solch ein zyklisches Pentapeptid mit Sicherheit eher einen Sonderfall dar, so dal3
die hier erhaltenen Ergebnisse natiirlich keinerlei Allgemeingiiltigkeit besitzen, aber dennoch
zeigt dieses Beispiel, daf} die i+1/i+2-Position des BTDs und seiner Analoga nicht als Selbst-
verstandlichkeit betrachtet und vorausgesetzt werden kann, so daf3, baut man solch einen Bau-
stein in ein Peptid ein, eine fundierte Strukturanalyse unerldBlich ist, will man sicher sein, daf3
auch wirklich die Struktur vorliegt, welche man bei der Synthese im Hinterkopf hatte.

3.2. Oligomere mit einer definierten Konformation

Im zweiten Teil sollen jetzt Oligomere betrachtet werden, die nicht aus den bekannten o-
Aminoséuren aufgebaut sind, und im Vergleich zu diesen, schon bei relativ kurzer Kettenlan-
ge in der Lage sind, definierte Vorzugskonformationen einzunehmen [94].

Diese hier erzeugten Konformationen weichen dann in der Regel von den klassischen Sekun-
dérstrukturen ab. Auch werden die entsprechenden Untereinheiten nicht zwangslaufig tiber
Amidbindungen miteinander verkniipft [95] [96]. Da aber ein GroBteil dieser Verbindungen
dann doch Oligomere darstellen, welche {iber eine klassische Peptidbindung aufgebaut sind,
und auch diese Arbeit im Bereich der Peptidchemie angesiedelt werden muf}, werden sich die
nun folgenden Beispiel auf die Oligopeptide beschrianken.

Die beiden Forschergruppen, deren diesbeziigliche Arbeiten bisher die grofite Resonanz zu
erzielen in der Lage waren, sind wohl jene von Seebach und Gellman.

1996 veroftentlichte Seebach einen Artikel [97] welcher davon berichtete, da3 Oligomere aus
-Aminosduren in der Lage seien in Losung ungewdhnlich stabile helikale Strukturen auszu-
bilden, und dies schon ab einer Kettenldnge von sechs dieser Aminosduren. Dies war der An-
fang einer Flut von Veroffentlichungen welche alsdann von dieser Arbeitsgruppe ausgingen,
und sich mit diesen -Peptiden beschiftigten [98]-[102].

Die zweite prominente Arbeitsgruppe welche ihr Hauptaugenmerk auf B-Peptide gerichtet hat
ist, wie schon angesprochen, jene von S. Gellman [103]. Hier wurde jetzt unter anderem der
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Weg eingeschlagen durch rigidere Bausteine B-Peptide zu stabilisieren und generell Einflufl
auf die Struktur auszuiiben. Diese Einschrinkung der Freiheitsgrade erfolgt hier hauptsichlich
durch die Verwendung zyklischer -Aminosdureanaloga.

O
L H
OH
H H n
M Fron
B-Peptid konformationell eingeschranktes

B-Peptid (Gellman)

Abbildung A.-21.: B-Peptide: links: entspricht Seebachs ersten Peptiden
rechts: Oligomer aus ACHC (Aminocyclohexanecarboxylic acid) von Gellman

Diese Oligomere von Gellman, zeigt dann ebenfalls eine definierte Konformation in Losung,
und mehr noch, dominierte bei den B-Peptiden von Seebach die sog 14-Helix, konnte Gellman
durch Anderung der RinggroBe neben der 14-Helix (Sechsring) [104] auch eine 12-Helix
[105] generieren, indem nun ein Oligomer, welches aus einem Fiinfringderivat (ACPC, (R,R)-
trans-2-aminocyclopentancarbonsdure) aufgebaut war, synthetisiert wurde.

Die Bezeichnung 12-Helix bzw. 14-Helix bezieht sich auf die Zahl der Atome, die sich inner-
halb des Ringes befinden, welcher durch die Wasserstoffbriicke vom Carbonyl zum entspre-
chenden Amidproton gebildet wird.

14-Helix
H H
| H H |
S
(0] O (0] O
12-Helix

Abbildung A.-22. Schaubild zur Erlauterung der Helix-Nomenklatur im Fall der B-Peptide

Weiter hat sich gezeigt, dal durch Verwendung hydrophiler Bausteine, DCHC (R,R,R-2,5-
diaminocyclohexancarbonsédure) [106] und APC (R,S-trans-3-aminopyrrolidin-4-carbonséure)
[107], siche Abbildung A.-23., jetzt nicht nur wasserldsliche Peptide erhalten werden kdnnen,
sondern, daf} diese auch in wiBrigem Milieu eine definierte Konformation einzunehmen in der
Lage sind.

ACPC APC ACHC DCHC
@) @)

o)
T T R S e N S

9! O

N /
H “

Abbildung A.-23.: zyklische Bausteine von Gellman
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Das Prinzip, durch konformationell eingeschrinkte Bausteine definierte Strukturen zu gene-
rieren, ist generell weit verbreitet, so dafl eine ganze Zahl an verdffentlichten Verbindungen
genau hierauf beruhen.

In der folgenden Abbildung A.-24. sind, um einen kurzen Uberblick iiber die Vielfalt dieser
Verbindungen zu erhalten, einige dieser Beispiele gezeigt.

OTBDMS OTBDMS OTBDMS OTBDMS OTBDMS OTBDMS

OMe

Abbildung A.-24.: Oligomer fiir welche eine Vorzugskonformation in Losung vorgeschlagen wurde, A [108], B
[109], C [110], D[111][112],

20



Zu Ende dieser kurzen Einfiihrung tritt nun noch einmal ein Verbindungstyp auf den Plan,
welcher zuvor schon Erwéhnung gefunden hat, die Zuckeraminoséure.

Prinzipiell spricht selbstredend nichts dagegen, auch aus diesen Bausteinen Oligomere zu
bilden, und diese dann auf mogliche Strukturen hin zu untersuchen, was auch geschah [113]-
[115].

Das Ergebnis dieser Bemiihungen, war dann aber, betrachtet man es von der strukturellen
Seite doch eher bescheiden, so wurden bis heute nur von wenigen linearen Verbindungen die-
ses Typs berichtet, fiir welche eine definierte Vorzugskonformation in Losung ermittelt wur-
de.

Zwei Beispiele, fiir welche dann doch eine Vorzugskonformation gefunden wurde, sind in
Abbildung A.-25. gezeigt. Zum einen oben, hierbei handelt es sich um eines der ersten Oli-
gomere aus Zuckeraminosiduren mit Struktur, von Fleet et al. [116]-[120], und zum anderen
eine Verbindung von S. Gruner, aus der Arbeitsgruppe Kessler, fiir welche dann schluBBend-
lich eine 12/10/12 Helix in Acetonitrill gefunden werden konnte [121].

N OAc
3
Vi, +OAc OAc
0] HN/I:,,, ‘.\\OAC )\
/—_‘O"--
HN/’ O ",,/’/O O
o] ~O..._ /[
* HN o) @)
N OAc
OA(E : OAc
OAc

12/10/12-Helix

Abbildung A.-25.: Oligomere auf der Basis von Zuckeraminoséuren, aus den Arbeitsgruppen
Fleet (oben) und Kessler (unten)
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4. NMR-spektroskopische Methoden

Da die NMR-Spektroskopie den Schwerpunkt in der Analytik der in dieser Arbeit syntheti-
sierten Verbindungen darstellte, soll auf die hierbei angewandten Methoden noch kurz einge-
gangen werden [126].

Zusammenhang zwischen Diederwinkel und 3J-Kopplungskonstante
Wichtige Riickschliisse auf die Konformation eines Molekiils lassen in vielen Féllen schon
die GroBen der *J-Kopplungskonstanten zu, da diese direkt vom Diederwinkel der beiden

Protonen abhidngen. Diese Abhingigkeit wird durch die sog. Karplus-Beziehung beschrieben:

3T = Acos’® +Bcos® + C

e e,

10

S H2) ——=

O== A & U3~ 3D

010 30 50 70 90 110 130 150 170
§ —o

Abbildung A.-26.: Karplus-Kurve der *J-Kopplungskonstanten

Da die Karplus-Gleichung eine periodische Funktion darstellt, und es immer min. zwei Lo-
sungen gibt, ist eine eindeutige Bestimmung des Winkels aus der GroBe der Kopplungskon-
stante zundchst einmal nicht moglich. Dies kann dann z.B. durch Zuhilfenahme der Daten aus
den Untersuchungen der Protonen-Protonen-Abstinde geschehen, ist aber z.T. auch schon
tiber einfache Plausibilitatsbetrachtungen moglich.
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COSY-Spektren

HI X ]H Hierdurch kénnen skalare Kopplungen von Protonen iiber zwei oder drei, in
‘ I ‘ Ausnahmefillen vier, Bindungen detektiert werden.
ZJ XX

H

TOCSY-Spektren

Korrelation aller Protonen eines Spinsystems. Man erhilt
Signale von einem Proton zu allen anderen Protonen, welche

‘ iber skalare Zwei- bzw. Dreibindungskopplungen miteinan-
der verkniipft sind.

C,H-Korrelation (HMQC, HSQC)

H Direkte C,H-Korrelation iiber 'Jcy-Kopplung. Uber die erhaltenen Kreuzsi-
gnale zwischen Proton und Kohlenstoff, konnen die jeweiligen CHy-Grup-

Yen
pen zugeordnet werden.

C

C,H-Korrelation (HMBC)

Long range C,H-Korrelation. Man erhdlt Kreuzsignale von den

H
‘ ‘ ‘ 2 JC - 3 Protonen zu den Kohlenstoffatomen iiber skalare Zwei- und Drei-

C_> C SH bindungskopplungen ( *Jcu bzw. *Jep ).
—ULU—

Interprotonenabstinde (ROESY, NOESY)

NOE Protonen, welche eine rdumliche Nihe (d<4-5A) zueinander aufweisen,

H -« H konnen, unabhingig von der Zahl der Bindungen, iiber ihre dipolaren

Kopplungen detektiert werden. Durch Referenzwerte (z.B. Abstand

\ geminaler Protonen), ist es moglich tiber einen Vergleich der jeweiligen
Integrale ihre Abstédnde zu bestimmen.

rij gesuchter Abstand zweier Protonen i und j

Ty I.r bekannter Abstand

I Intensitdt des Signals zwischen i und j

s Intensitdt des Signals zweier Protonen bekannten Abstands
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5. Ausgangspunkt dieser Arbeit

In nun folgenden Kapitel soll jetzt die Idee und die geleistete Vorarbeit prasentiert werden,
worauf diese Arbeit dann aufbaute.

Wie ausfiihrlich gezeigt, besteht eine Moglichkeit, Strukturen zu induzieren darin, rigide
Molekiile in ein Peptid einzubinden, wie z.B. das schon vorgestellte BTD von Nagai und Sato
[66].

Als problematisch, oder zumindest nicht trivial, erweist sich bei solchen Bausteinen jedoch
oft der Versuch, den Grundbaustein durch gezielte Modifikationen zu variieren. Versucht man
zum Beispiel, die Seitenketten einer Aminosdure nachzuahmen, hat diese Modifikation in der
Regel schon in einem sehr frithen Stadium beim Aufbau des Molekiils stattzufinden, haupt-
sdchlich durch den Einsatz unterschiedlicher Edukte, und als Konsequenz dessen ist es folg-
lich jedesmal von neuem erforderlich, diese Synthese wieder auszuarbeiten, da davon auszu-
gehen ist, dal unterschiedliche Edukte wiederum Auswirkungen auf die Synthese des Bau-
steins haben, von Einfliissen auf die Stereochemie bis dahin, da3 eine Reaktion, infolge z.B.
neuer Funktionalititen auf dem zuvor beschrittenen Weg so iiberhaupt nicht mehr gangbar ist.
Wiinschenswert fiir einfache Modifizierungen wire es aber, wenn dies erst am fertigen
Grundbaustein geschehen kdnnte, man ein relativ einfach zu modifizierendes peptidisches
Gertist hétte.

Hiermit wére dann auch das Stichwort geliefert, welches zur Idee fiihrt, auf der diese Arbeit
dann fuBte.

Erstrebenswert wire es also, eine Verbindung in der Hand zu haben, vergleichbar des zuvor
gebrachten, auf Glucose aufbauenden, Gerlistmimetikums von Hirschmann, nur jetzt mit ei-
nem rigiden peptidischen Grundkorper, somit eine Chimére aus einem rigiden, dem BTD ver-
gleichbaren, Peptidisoster und einem Zucker, also ein polyhydroxyliertes bizyklisches Dipep-
tidisoster.

Nicht zufdllig wurde hier das BTD als Beispiel fiir ein bizyklisches Dipeptidisoster gewihlt,
denn auf eben dessen Synthese sollte dann auch jene dieser neue Baustein aufbauen.

In Abbildung A.-26. ist nun der Schliisselschritt der BTD-Synthese aufgezeigt, die Konden-
sation zum Bizykus.

Aldehvyd .
4 Cystein Thiazolidin

SH
+ —_—
] Pht=N
N €00

Lactam

Pht=N COOMe

Carbonsaure(ester)
Abbildung A.-27.: Schliisselschritt der Synthese von BTD
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Wie dargestellt sind die funktionellen Gruppen, welche an der Kondensation mit Cystein zum
Bizyklus beteiligt sind, ein Aldehyd und eine Carbonséure, die hier als Ester vorliegt.
Angelehnt an diese Synthese sollte zu jener Zeit ein Weg gefunden werden, um nun zu einem
hydroxylierten Bizyklus zu gelangen.

Nun wiren somit auch alle Schlagworte geliefert, welche schlieBlich zur Losung des Pro-
blems fiihrten, denn sucht man nach einem hydroxylierten Aldehyd welcher zudem noch eine
Carbonsdure aufweist, gelangt man unausweichlich zur Uronsédure, jener Form eines Zuckers,
deren primére Hydroxylgruppe zur Saure oxidierte ist.

Kurz und knapp: Eine Uronsédure sollte mit Cystein zum entsprechenden Thiazolidinlactam
kondensiert werden.

Aldehyd

HO

O Thiazolidin

SH
OH + /( — HO
OH + coo”
H,N

HO

HO COOH

Carbonsaure ro” ~o

Lactam

Uronsaure + Cystein Thiazolidinlactam

Abbildung A.-28..: Idee zur Synthese eines hydroxylierten Thiazolidinlactams

Erfolgreich in die Praxis umgesetzt wurde dieses Konzept in unserer Arbeitsgruppe dann von
D. Bockelmann [122] [141], dem es gelang, Cystein mit y-Glucuronolacton zum 7,5Bizyklus
zu kondensieren, eine Reaktion welche praktisch diastereoselektiv und in sehr guten Ausbeu-
ten verlief.

HQ
HS
0 H,O/Pyr
—_—
: Cl H,N~ COOH
OH HO ©

@)

COOH

Abbildung A.-29.: Synthese des ersten polyhydroxylierten Thiazolidinlactams

War nun diese Reaktion, welche von zwei vergleichsweise glinstig zu erwerbenden Substan-
zen direkt zum Bizyklus fiihrte, der Reaktion von Nagai und Sato eindeutig iiberlegen, so sind
z.B. bei der Synthese des BTDs schon allein fiinf Synthesestufen bis zur eigentlichen Kon-
densation erforderlich, fehlte hier doch noch eine nicht unbedeutendes Detail, die Amino-
funktion.
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Dies wurde dann dadurch gelost, dafl die Stickstofffunktion als Azid, an der als Triflat akti-
vierten Position 5, des isopropylidengeschiitzten y-Glucuronolactons eingefiihrt wurde [123]
[124]. Diese so modifizierte Uronsdure wurde dann anschliefend wieder mit Cystein zum
Bizyklus umgesetzt. Nach Reduktion des Azids mit Me;SiCl/Na und Schutz des Amins mit
einer Boc-Gruppe, gelangte man zu einem geschiitzten Dipeptidisoster, welches so zur Pep-
tidsynthese eingesetzt werden kann.

HO N,
O 5 Stufen :210>__M
0 OH —> e} OH
O P — ] A
OH ~25% OH

CysOMe
H,O/Pyridin 25:1

Y

30%

1. Me,;SiCl/Nal
2. Boc,0, K,CO,

27% boc——H O

Abbildung A.-30.: Synthese des ersten bizyklischen polyhydroxylierten Dipeptidisosters
von D. Bockelmann

Diese hier gezeigte Synthese wurde dann von F. Moser im Rahmen seiner Diplomarbeit [125]
modifiziert, indem die Reduktion des Azids schon am y-Glucuronolacton erfolgte, dieses
wurde dann, das Amin noch Z-geschiitzt, mit Cysteinmethylester zum fertigen geschiitzten
Dipeptidisoster umgesetzt. Hierdurch konnte die Ausbeute der Bizykluskondensation, welche
im Fall des Azids bei 30% lag nun auf 53% verbessert werden.

SchluBendlich hatte man jetzt ein rigides Dipeptidisoster in der Hand, welches, aufgrund sei-
ner OH-Gruppen, die Moglichkeit erdffnet, dieses nun mit verschiedenen pharmakophoren
Gruppen zu modifizieren.

Aber nicht nur diese den Geriistmimetika entlichene Eigenschaft hebt diesen Baustein von
z.B. BTD ab, so weillt er noch zwei weitere Vorteile auf, zum einen die gute Wasserloslich-
keit und zum anderen besteht noch die Moglichkeit, dal die HydroxIgruppen, welche in einer
definierten Ausrichtung vorliegen, strukturunterstiitzenden Einflufl habe konnen.
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6. Ziel dieser Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit, war, kurz gesagt, das Potential dieses Verbindungstyps aufzuzeigen.
Dies kann man dann noch in zwei Hauptaufgabengebiete unterteilen.

1. Variabilitit des Bausteins

Zu diesem Punkt gehort zunidchst, die schon erwidhnte Modifikation der Hydroxylgruppen
(vgl. Gerlistmimetika). Es sollte also untersucht werden, inwieweit sich die Hydroxylgruppen,
wenn moglich selektiv, modifizieren lassen.

Weiter von Interesse war, ob sich die gezeigte Synthese der Kondensation zum Bizyklus, auch
auf andere Zucker iibertragen liele, um so eine Erweiterung des Baukastens an bizyklischen
Dipeptidisosteren zu ermdglichen.

Im Grunde sollte es in diesem Teil hauptsdchlich darum gehen, prinzipiell etwas iiber die Re-
aktivitdten dieses Systems zu erfahren, die Mdglichkeiten auszuloten aber auch Probleme die
sich hierbei ergeben zu dokumentieren.

2. Strukturelle Eigenschaften

Im zweiten Teil, sollten nun die strukturellen Moglichkeiten dieser Verbindungen nédher un-
tersucht werden. Ob, und welchen Einflul solch ein Bausteine, eingebaut in ein Peptid, auf
die Gesamtkonformation auszuiiben imstande ist.

Das Ziel war jetzt aber nicht, eine bestimmten Konformationen zu generiert, sonder es sollte
eine generelle Betrachtung des Potentials dieser Verbindungen, Konformationen zu stabilisie-
ren oder zu induzieren erfolgen.

Zu diesem Zwecke sollten moglichst geeignete Modelpeptide synthetisiert werden, die an-
schlieende Strukturaufkldrung, hauptsdchlich tiber NMR, sollte dann Einsicht iiber die dies-
beziiglichen Eigenschaften dieses Verbindungstyps erlauben.
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B. Die Arbeit

,,Make everything as simple as possible, but not simpler*
A. Einstein

1. Die Bausteine

1.1 Synthesen und Strukturanalysen bizyklischer
Dipeptidisostere

1.1.1. Der 7,5-Bizyklus

1.1.1.1. Synthesen

Gehorten auch die bisher erarbeiteten Synthesen der 7,5Thiazolidinlactame von Bockelmann
[122] und Moser [128], vergleicht man sie mit denen vieler anderer bizyklischen Dipeptidi-
sosteren, immer noch zu denen mit der geringsten Anzahl an Synthesestufen, welche sich so-
wohl vom Aufwand, als auch ihrer Komplexitit im erfreulichen Rahmen hielten, so blieb
nichtsdestotrotz ein gewisser Spielraum, die Synthese beziiglich Stufenzahl als auch Gesamt-
ausbeute weiter zu optimieren.

Ein Problem der vorherigen Synthesebemiihungen lag darin, da3 mit der Kondensation von y-
Glucuronolacton und Cystein zum 7,5Thiazolidinlactam 1 eine sehr schone und einfache Re-
aktion vorlag, welche in hervorragenden Ausbeuten (>90%) und hoher Diastereoselektivitét
zu einem leicht zu kristallisierenden Produkt fiihrte, welches dann aber unvorteilhafter Weise,
mangels einer funktionierenden Modifikation mit einer Aminofunktion, nicht direkt als
Grundgeriist fiir die weitere Synthese zum Peptidbaustein benutzt werden konnte. Ein Um-
stand, der es erforderlich machte, {iber das Azid des y-Glucuronolactons, in eher bescheidenen
Ausbeuten von 30%, zum 7,5Bizyklus 3 mit einer Stickstofffunktion an Position 6 zu gelan-
gen. Auch die anschlieBende Reduktion (TMSCI/Nal) und Schutz des Amins durch eine Boc-
Gruppe (Boc,0, K,COs3) in einer Gesamtausbeute von 27%, barg in sich noch das Potential,
diese Synthese weiterzuentwickeln.

Der Hauptansatzpunkt sollte deshalb zunichst einmal sein, die Stickstofffunktion direkt am
Bizyklus einzufiihren, und zwar moglichst {iber eine einfache Substitutionsreaktion.

Da die vorhergehenden Arbeiten gezeigt hatten, dal eine Aktivierung durch eine Tosylgruppe
an Position 6 aus Griinden der Reaktivitdt wohl nicht ausreichend genug sei, wurde jetzt statt
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dessen als aussichtsreichere Alternative eine Modifizierung durch ein Triflat in Betracht ge-
zogen, ungeachtet dessen, daB3 ein solches Molekiil zu diesem Zeitpunkt als instabil erachtet
wurde.

Die Skepsis, welche die Tatsache betraf, da3 eine direkte Modifikation am Bizyklus bisher als
nicht durchfiihrbar angesehen wurde, erwies sich dann auch als nicht unbegriindet, denn so-
wohl die selektive Modifikation von OH-6 als Triflat 2, welches problemlos isoliert werden
konnte, als auch die anschlieBende Azideinfiihrung unter Retention (worauf spiter noch de-
taillierter eingegangen werde wird), erwiesen sich als relativ unproblematisch, und in durch-
aus akzeptablen Ausbeuten zu bewerkstelligen.

Was nun den folgenden Schritt, die Reduktion diese Azid angeht, konnte, indem das Azid 3
jetzt mit geséttigter H,S Losung behandelt wurde, wobei die Aufarbeitung lediglich darin be-
stand das Losungsmittelgemisch wieder zu entfernen, um so das freie Amin 4 quantitativ und
sauber zu erhalten, ebenfalls eine deutliche Weiterentwicklung beziiglich eines hdheren Um-
satzes und Einfachheit der Synthese erzielt werden.

Da der Anschlieende Schutz des Amins 4 mit einer Boc-Gruppe ebenfalls in akzeptablen
Ausbeuten gelang, kann der Ansatz, eine einfache und schnelle Synthese rigider bizyklischer
Dipeptidbausteine auf die Beine zu stellen, als durchaus gelungen bezeichnet werden.

Das genau Reaktionsschema, wie nun, liber lediglich 5 Synthesestufen, in einer Gesamtaus-
beute von mehr als 60%, zu einem bizyklischen Dipeptidisoster gelangt werden kann, ist in
der folgenden Abbildung B.1.1-1. gezeigt.

o HS H,O/Pyridin 10:1
0 OH  CI H,N- RT, >90%
(@) /

T£,0, DCM/Py 5:1
0°C = RT, 89%

NaN,, DMF
2d RT 1/2d 50°C, 82%

H,S Boc,0, DIPEA
Pyridin/H,0 2:1 062
I ——— _—
DCM
RT 16h quant. ;
quan RT, 93%

Abbildung B.1.1-1.: Neue Synthese der 7,5 bizyklischen Dipeptidisosters
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Zwar sollten Einfachheit, geringe Stufenzahl und gute Ausbeute grundsétzlich das Ziel erfolg-
reicher Synthesebemiihungen darstellen, aber nirgends sonst in dieser Arbeit nahmen diese
Kriterien eine solch vorrangige Stellung ein.

Wurde auch teilweise bei anderen Synthesen auf eine Optimierung verzichtet, und sich damit
begniigt, gezeigt zu haben, ,,dall es geht”, so war es in diesem Fall wesentlich fiir den Fort-
gang dieser Arbeit, und die Einflihrung der Stickstofffunktion direkt am Bizyklus, wohl mit
der wichtigste Syntheseschritt welcher hierin vollbracht wurde. Denn jetzt war es moglich ein
bizyklisches Dipeptidisoster problemlos in solchen Mengen (bis zu 10 g der Endverbindung
5) darzustellen, daf diese Verbindung nun auch in der Praxis als Baustein in der Peptidsyn-
these Anwendung finden konnte, um dann so am erhaltenen Peptid, die mdglichen strukturbe-
stimmenden Eigenschaften dieses Verbindungstyps zu untersuchen.

1.1.1.2 Stukturanalyse

Zwar handelt es sich bei dem gezeigten Bizyklus S um eine bekannte Verbindung, dennoch
soll noch kurz auf einige Aspekte bei der Zuordnung, und auch auf dessen Struktur eingegan-
gen werden. Dies, da es zum einen gelang, nun auch eine Kristallstruktur zu erlangen, und
zum anderen, da ein Grofiteil der spéter synthetisierten Peptide speziell auf diesem Baustein
basierten, somit das Wissen iiber dessen Struktur somit unerldaBBlich war.

Aber auch wichtige Punkte, die bei der Zuordnung zu beachten sind, und so spiter bei den
grofleren Peptiden wiederzufinden sind, lassen sich am einfachsten zuerst an diesem Mono-
mer aufzeigen.

Eine Sachverhalt, welcher bei der Auswertung der NMR-Spektren eine Rolle spielte, war die
Tatsache, dal die Protonen 6-H und 9a-H sich in einer gauche-Stellung zu 7-H bzw. 9-H be-
finden, und keine sichtbare *J-Kopplung zu diesen zeigen, infolgedessen erscheint 9a als Sin-
gulett und 6-H zeigt als Dublett nur eine Kopplung zum NH. Dies hat zweierlei zur Folge,
erstens, kann man z.B. in einem gréeren Peptid, betrachtet man nur die Kopplungen, vom
NH lediglich zum benachbarten 6-H gelangen, alle weiteren Ringprotonen sind dann von die-
sem Spinsystem ausgeschlossen, und konnen iiber diesen Weg nicht zugeordnet werden, und
zweitens, dadurch, dall weder 9a-H noch 6-H zu ihren Nachbarn koppeln, ergibt sich prak-
tisch ein Palindrom fiir das Spinsystems 7-OH/7-H/8-H(8-OH)/9-H/9-OH, sprich, egal von
welcher Seite man beginnt, es ist immer schliissig, und man kann allein {iber die Kopplungen,
z.B. aus einem DQF-COSY-Spektrum, das Proton an Position 9 nicht von jenem an Position 7
unterscheiden.

Die Losung fiir beide Probleme liegt darin, diese tiber die Distanzen der Protonen zueinander
zuzuordnen, man nimmt also ein ROESY- oder NOESY-Spektrum auf.

Wie in Abbildung B.1.1.-2. gezeigt kann man somit z.B. von 6-H zu 7-H und weiter zu allen
anderen Protonen im Ring ,,hineinsehen®, und da 6-H zugleich kein Kreuzsignal zu 9-H zeigt,
zumindest keine intensives, kann hierdurch auch die Unterscheidung 7-H von 9-H erfolgen.
Ebenso zeigt dann 9a-H nur zu 9-H einen NOE und nicht zu 7-H.
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Erfolgt die Zuordnung, wie hier gezeigt iiber die Daten der Interprotonenabstinde aus
ROESY- bzw. NOESY-Spektren, ist die Grundvoraussetzung hierzu, daB3 die Struktur der
entsprechenden Verbindung zumindest in Grundziigen bekannt ist, und genau auf dies, die
konformationellen Eigenschaften des Bizykluses 5, soll nun im letzten Teil dieses Kapitels
nédher eingegangen werden.

Wie zuvor erwédhnt, war es moglich von der Endverbindung Kristalle zu erhalten, und um es
gleich vorwegzunehmen, die hier erhaltene Struktur, stimmt gut mit der Konformation des
Bausteins in Losung tiberein.

So nimmt der Siebenring im Kristall eine Sesselkonformation ein, wobei alle drei Hydroxyl-
gruppen eine axiale Position einnehmen (Abbildung B.1.1-2.). Dafiir, dal dies in Losung
ebenfalls der Fall ist, sprachen folgende Ergebnisse der NMR-Untersuchungen.

- Die *J-Kopplungen der Ringprotonen stimmen gut mit den entsprechenden Winkeln im
Kristall iiberein, so ist z.B., wie schon angesprochenen, fiir 9a-H sowie 6-H die gauche-
Stellung auch im Kristall zu beobachten.

- 9a-H und 6-H zeigen einen intensiven NOE zueinander, und miissen somit, auch in Lo-
sung eine axiale Position einnehmen.

- Die beiden dquatorialen Protonen 7-H und 9-H, zeigen, wie fiir diese Sesselkonformation
zu erwarten, nur einen sehr schwachen NOE zueinander. Wére der Ring in Losung inver-
tiert, wiirden diese beiden Protonen ecine axiale Position einnehmen, und somit wire ein
wesentlich intensiveres, als das hier beobachtete Kreuzsignal zu erwarten.
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Abbildung B.1.1-2.: 600MHz ROESY Spektrum der Verbindung 5 in DMSO-dg und ihre Kristallstruktur
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9a Nun soll noch ein weiterer Punkt Erwédhnung

Obe finden, welcher bei der spiteren Auswertung

8-0H |7.0H 6 90H 7 der NMR-Daten grof3erer Peptide ebenfalls eine
s  Rolle spielte.

“ J Im allgemeinen als hilfreich bei der Zuordnung

solcher oligomeren Verbindungen, insbesonde-

i il Rl re wenn deren Signale im 'H-NMR mehr und
: . 6 Ol\:le mehr {liberlagert werden, erweist es sich, wenn
ol das Muster der einzelnen Bausteine im HMQC
» bekannt ist, man somit eine Art Fingerabdruck
¢ 0 92 der jeweiligen Monomere besitzt. Aus diesem
: .S Grund ist in der ndchsten Abbildung ein Aus-
“ schnitt des entsprechenden HMQCs des Dipep-
:: 8 tidisosters 5 gezeigt.

u Das Hauptaugenmerk sei hier auf die Verschie-
" 7 bungen von CH-7, -8 und -9, gelegt. So ist de-

H : : ren Reihenfolge, sowie ihre vergleichsweise
e e T e — grofie Dispersion, wie sie fir diese Verbindung
Abbildung B.1.1-3.: auf der C-Skala zu beobachten war, auch in
600MHz HMQC von 5 in DMSO-d, allen groBeren Peptiden wiederzufinden, und

konnte folglich als Ausgangs- oder Anhalts-
punkt fiir die weitere Zuordnung dieser Verbindungen herangezogen werden, wobei aber,
soweit irgend moglich, immer ein Abgleich mit anderen Daten, z.B. NOEs, erfolgte, die Zu-
ordnung also nicht alleinig hierauf basierte.

Der letzte Punkt dieses Kapitels, bezieht sich auf einen weiteren Aspekt dieser Verbindungs-
klasse, welcher spéter noch eine gewichtige Rolle spielen wird.

Wie im Kristall zu sehen, ist die axiale Hydroxylgruppe an Position 9 in der Lage Wasser-
stoffbriicken auszubilden. Von Interesse war somit, ob auch in Losung derartiges zu beob-
achten sei.

Ein erstes gewichtiges Argument hierfiir war schon die ungewo6hnlich grofle Kopplungskon-
stante von 3J9_OH, op = 9,7Hz. Normalerweise erwartet man fiir eine sekundidre OH-Gruppe,
aufgrund ihrer freien Beweglichkeit, einen gemittelten Wert von etwa 3-5Hz, was dann wie-
derum fiir diese Hydroxylgruppe heif3t, da3 sie in ihrer Dynamik eingeschrénkt ist, und eine
Vorzugsrichtung aufweisen muf3, wobei hier aufgrund der groen Kopplung von einer trans
Stellung zu 9-H, also einer Ausrichtung ,,in den Ring®, auszugehen ist.

Dafiir muB es aber einen Grund geben, und als plausibelste Erklarung fiir solch ein Verhalten
kommt hier in erster Linie die angesprochene Wasserstoffbriicke in Frage.

Eine der am héufigsten angewandten Methoden zur Bestimmung von Wasserstoffbriicken in
Losung besteht darin, iiber 'H-NMR-Spektren die Temperaturabhingigkeit der chemischen
Verschiebung der Protonen in Losungsmitteln wie DMSO (hauptsdchlich) oder Wasser zu
bestimmen [127].

33



Hierbei macht man sich zu Nutze, da3 Protonen von Hydroxylgruppen oder Amiden, welche
nicht vom Losungsmittel abgeschirmt sind, Wasserstoffbriicken zu diesem ausbilden, diese
werden, aus Griinden der Entropie, bei Erhdhung der Temperatur geschwiicht, was einen An-
derung der chemischen Verschiebung (Hochfeld) zur Folge hat. Ist nun aber ein Proton in
einer Wasserstoffbriicke gebunden, erfdhrt es eine Abschirmung vom Losungsmittel, womit
als Konsequenz die Temperaturabhéngigkeit dieses Protons abnimmt, und die entsprechende
Anderung der chemischen Verschiebung geringer ausfillt. Als ,,magische Grenze*“ hat sich
hierbei ein Wert von -3ppb/K durchgesetzt, womit dann Protonen deren Temperaturkoeffizi-
enten vom Betrage kleiner sind als dieser Wert, als in einer Wasserstoftbriicke gebunden an-
gesehen werden, wobei man eine so klare Linie natiirlich nicht ziehen kann, und von einer
nicht unerheblichen Grauzone ausgehen muf.

Zu beachten gilt ferner, dall eine Abschirmung auch andere Griinde haben kann, so kdnnen
z.B. sterisch anspruchsvolle Gruppen die Koordination zum Losungsmittel negativ beeinflus-
sen, und somit muf ein kleiner Temperaturgradient nicht zwangsliufig aus einer Wasserstoff-
briicke resultieren.

Zuletzt sollte die Temperaturabhingigkeit auch linear verlaufen, ein nichtlinearer Verlauf
deutet auf Beeinflussung der chemischen Verschiebung durch konformationelle Anderungen
im Molekiil hin, der hierbei erhaltene Wert beruht also auf zwei voneinander unabhéngigen
Faktoren, und kann, wenn, dann nur unter Vorbehalt mit anderen verglichen werden.

9a-H
8-OH 7-OH 6-H 9-OH
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e Jk - |
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VS | W
- | | —
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Abbildung B.1.1-4.: 400MHz 'H-NMR in DM SO-dg,
Temperaturreihe des Dipeptidisosters 5
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Folglich wurde dann auch in diesem Fall eine entsprechende Temperaturreihe aufgenommen,
und schon, ohne den genauen Wert bestimmt zu haben, kann man sehen, dal kaum Tempera-
turabhingigkeit der 9-OH vorliegt (Abbildung B.1.1.-4.).

Die schluBBendlich erhaltene Konstante von sogar + 0.7ppb/K lieB3 keine andere Folgerung zu,
als daB hier eine H-Briicke vorliegen muB.

Sehr deutlich ist dies dann auch noch in dem Graphen, Abbildung B.1.1.-5 zu sehen, wo die
9-OH den klaren ,,Ausreifler* bildet, und somit eine eindeutige Aussage zulaf3t.

e %0HW7 ppb/K
ASHz O

-20- \
(|
0 -\
T 7-OH, -3.2 ppb/K

e

8-OH, -4.7 ppb/K
.80] PP

T T T T T T T T
298 308 318 328 338
Temn /K

Abbildung B.1.1.-5.:
Bestimmung der Temperaturkoeffizienten der
Hydroxylgruppen von Verbindung 5

So zeigt sich also, daB3 in Losung nicht ,,nur die zuvor gezeigte Sesselkonformation des Sie-
benringes wiederzufinden ist, sondern, da3 auch 9-OH, wie im Kristall, als Protonendonor in
einer Wasserstoffbriicke fungiert, wobei die grole Kopplung des Protons dieser Hydroxyl-
gruppe und die hieraus resultierende Ausrichtung zeigt, dafl als Protonenakzeptor nicht nur
das Carbonyl des Esters in Frage kommt, sondern auch die Hydroxylgruppe an Position 7 eine
diesbeziigliche Rolle spielen muB3, und dafl vergleichbar der Kristallstruktur (Abbildung
B.1.1.-2.) auch hier das Vorhandensein einer gegabelte Wasserstoftbriicke mit Wechselwir-
kung zum Carbonyl und zu 7-OH als gegeben betrachtet werden muf.

Da in dieser Arbeit noch des 6fteren solche sequentiellen H-Briicken behandelt werden, soll
hier noch, um mdgliche Miflverstidndnisse zu vermeiden, eine Anmerkung zur Nomenklatur
erfolgen:

Wenn von Donor die Rede ist, ist hiermit immer der Protonendonor gemeint (O-H oder N-H),
und als Akzeptor folglich der Protonenakzeptor (CO oder O-H)
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1.1.2. Variation der Konfiguration am Carboxyterminus

1.1.2.1. Synthesen

Ein Teilgebiet dieser Arbeit bestand darin, den Baukasten dieser Thiazolidinlactame zu er-
weitern. Die vermeintlich einfachste Moglichkeit, den Bizyklus strukturell zu veréndern, bot
der Ansatz, anstatt von L-, nun von D-Cystein auszugehen, woraus folglich eine Inversion der
Stereochemie am Carboxyterminus resultieren wiirde.

Um nicht das vergleichsweise teure D-Cystein einsetzen zu miissen, wurde zunachst versucht
vom kostengiinstigeren Racemat des Cysteins auszugehen, um nach der Kondensation mit y-
Glucuronolacton das hierbei erhaltene Diastereomerengemisch aufzutrennen.

Da eine sdulenchromatographische Trennung der freien Sduren dieser beiden Epimer als illu-
sorisch eingeschitzt werden durfte, wurde das Rohprodukt der Kondensation dann direkt mit
Phenacylbromid umgesetzt, in der Hoffnung durch die Modifikation des Carboxylats mit ei-
ner relativ unpolaren Schutzgruppe, die Trenneigenschaften hierdurch zu verbessern.

OH
SH 0] o)

D-,L-Cystein Ji +
; © OH

HN ~coo :

Rohprodukt
nicht isoliert

3%
? 5%

Abbildung B.1.1.-6.: Kondensation von D/L-Cystein mit y-Glucuronolacton und Trennung des
erhaltenen Diastereomerengemischs der Phenacylester 6/7
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Durch diesen Schritt war es nun in der Tat moglich die beiden Diastereomere getrennt zu er-
halten, dies konnte allerdings jeweils nur in vergleichsweise geringen Mengen geschehen, so
dal} das Gemisch weiterhin den Hauptteil der isolierten Verbindungen darstellte.

Zwar wire durch einen mehrfache Wiederholung des chromatographischen Trennschrittes
eine komplette Auftrennung der beiden Epimere im Bereich des Moglichen gelegen, der dies-
beziigliche Aufwand, und der daraus zu erzielende Nutzen hétten aber in keinerlei Verhéltnis
zueinander gestanden, da, von der zu investierenden Arbeit und Zeit einmal abgesehen, allein
die hierbei erforderliche Menge an Ldsungsmitteln schon jeglichen Kostenvorteil zunichte
gemacht hitte.

Zuriickgreifend auf die Arbeit von Frank Moser [128], war der nichste diesbeziigliche An-
satz, nun das dem D-Cystein isostere D-Penicillamin einzusetzen. In Abbildung B.1.1.-7. sei
noch einmal diese Reaktion dargestellt.

OH
HS _ .
+ H,O/Pyridin 1/1
“, _ O -
HN" " CoO S TYOH T g9 9,
D-Pen OH

Abbildung B.1.1.-7..: Kondensation von D-Pen mit y-Glucuronolacton, von F. Moser

Um ausgehend von Verbindung 8 weiter zu einem Dipeptidisoster zu gelangen, war zunéchst
ein Schutz des Carboxyterminus erforderlich.

Als vermeintlich einfachste Variante erschien hier eine Veresterung, so wurde das Thiazoli-
dinlactam aufgereinigt, oder als Rohprodukt mit Thionylchlorid bzw. AcCl/MeOH unter ver-
schiedensten Bedingungen umgesetzt, wobei das maximal zu erzielende Ergebnis darin be-
stand, in geringen Mengen, eines, auch durch mehrmalige flashchromatographische Aufreini-
gung nicht zu trennenden, Gemischs habhaft zu werden, welches wohl den Bizyklus und die
beiden epimeren Thiazolidine enthielt.

Nach vielen schlulendlich erniichternden Versuchen wurde dies Unterfangen aufgegeben,
und auf die zuvor schon vorgestellte Phenacylgruppe umgeschwenkt. Uber das Bromid
konnte dann auch erfolgreich die geschiitzte Verbindung 9 erhalten werden, welche sich an-
schliefend weiter zum Triflat 10 umsetzen lies. Die Substitution durch NaN3 in CH,Cl, mit
Kronenether als Phasentransferkatalysator gelang dann ebenfalls noch, wobei die Variante,
das Azid in DMF einzufiihren, um auf den Kronenether verzichten zu konnen, zu einem Ge-
misch des Azids und wahrscheinlich des Epoxids fiihrte, welches sich aufgrund identischen
Laufverhaltens nicht auftrennen lie83.
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Abbildung B.1.1.-8.: Synthese eines am Corboxyterminus invertierten Thiazolidinlactams bis zur Einfithrung
der Stickstofffunktion

Somit war es nun zumindest moglich, zu einem Baustein zu gelangen, welcher zum einen ein
geschiitztes Carbonyl, und zum anderen eine Stickstofffunktion aufwies.

Hierbei sollte aber nicht unerwihnt bleiben, dal3 diese Reaktionssequenz, welche sich hier so
einfach darstellt, nun die Schwierigkeiten bereitete, die im Grunde fiir einen solchen Verbin-
dungstyp (polar und alle Hydroxylgruppen ungeschiitzt) zu erwarten sind.

So zeigten sich spiter zum Teil Loslichkeitsprobleme der freien Sdure in Essigester bei der
Umsetzung mit Phenacylbromid (bei den ersten Versuchen 16ste sie sich noch ohne weiteres
wihrend der Reaktion hierin auf). Des weiteren erfolgte die Umsetzung zum Triflat unter Ne-
benreaktionen und Zersetzung, was zu erheblichen Trennproblemen fiihrte, so dal} es alles in
allem nicht gelang diese Synthese, was Durchfiihrbarkeit und Reproduzierbarkeit betraf, ver-
gleichbar jener des zuvor vorgestellten 7,5Bizykluses 5 zu optimieren.

Nicht genug, dal3 die Reaktion an sich schon Probleme bereitete, kam dann auch noch per-
sonliches Unvermodgen oder zumindest Unachtsamkeit hinzu. Denn das Azid nun schlieBlich
doch in der Hand, war der darauffolgende Schritt, dieses nun ebenfalls mit H,S zu reduzieren,
und anschlieend mit Boc-Anhydrid zu schiitzen, nicht wirklich ein Musterbeispiel reiflicher
Uberlegung und chemischer Weitsicht. In Anbetracht der Umstiinde, daB die Bedingungen der
H,S-Reduktion (reduzierend/sauer), jenen der Standardmethode zur Abspaltung der Pac-
Gruppe (Zn/AcOH) doch recht nahe kamen, war es im nachhinein nicht verwunderlich, daf3
auch nach mehrmaligem Versuch keinerlei Produkt nach der Chromatographie erhalten wur-
de, denn in Erwartung einer vollstindig geschiitzten Verbindung war das eingesetzte LM-
Gemisch schlicht zu unpolar, als daf} die vermutlich am Carboxyterminus entschiitzte Verbin-
dung hétte eluiert werden kdnnen.
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1.1.2.2. Strukturanalyse

Eine Moglichkeit, etwas tiber die strukturellen Eigenschaften eines Verbindungstyps zu erfah-
ren, besteht darin, moglichst kleine Verdnderungen am Molekiil vorzunehmen, und die hierbei
erhaltenen Ergebnisse dann zu vergleichen.

So ist, betrachtet man die Daten der NMR-spektroskopischen Untersuchungen, vor allem was
die chemische Verschiebung betrifft, solch ein Vergleich im allgemeinen wesentlich aussage-
kréftiger, als die hierbei erhaltenen Absolutwerte.

Interessant beziiglich der Struktur wird es vor allem, wenn Molekiilgruppen, welche mog-
lichst weit vom eigentlichen Ort des Geschehens entfernt sind, und von der erfolgten Modifi-
kation eigentlich nur peripher tangiert sein sollten, eine signifikant Anderung ihrer spektro-
skopischen Daten aufweisen.

Ein solcher Fall kann auch fiir die Verbindungen dieses Kapitels beschrieben werden. Denn
eine, wie angesprochen, minimale Verdnderung stellt hier die erfolgte Inversion des Stereo-
zentrums an Position 3, bei Beibehaltung aller funktionellen Gruppen, dar.

Vergleicht man nun die erhaltenen Spektren der beiden Epimere 6 und 7, so stellt man fest,
daB die groBte Anderung in der chemischen Verschiebung die Hydroxylgruppe an Position 9
erfihrt, diese Anderung (~ 0.5ppm) ist sogar grofer als die des Protons an Position 3 (~
0.3ppm), direkt dem Ort der Modifikation.

8-OH O 9-OH
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HO,I_ L 31
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L

5.2 =.0 4.8 4.8 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 pEm

Abblldung B.1.1.-9.: Vergleich der 600MHz "H-NMR-Spektren in DMSO-d; der
Verbindungen 6 und 7

Die plausibelste Erkldrung dieses Verhaltens ist, dal durch die Inversion des Carbonyls eine
Wasserstoftbriicke zu diesem, wie sie fiir den ,,normalen* Bizyklus 1 postuliert wurde, nun
nicht mehr mdglich ist, woraus sich als Umkehrschluf3 ergibt, dal eben bei der Verbindung
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aus L-Cystein eine eben solche Wechselwirkung vorhanden sein muf, sonst hitte eine diesbe-
ziigliche Anderung keine solchen Auswirkungen.

Ist nun auch bei der fraglichen Verbindung eine Wasserstoftbriicke von 9-OH zum Carbonyl
als eher unwahrscheinlich zu erachten, so ist die Kopplung von 3J9_OH, 9 = 8.8Hz immer noch

sehr grof3 fiir eine sekundéire Hydroxylgruppe mit freier Beweglichkeit.
Aus diesem Grund wurden auch hier die Temperaturgradienten der Hydroxylgruppen bestimmit.

Wie im Graphen der Abbildung B.1.1.-10. zu sehen, zeigt diese Hydroxylgruppe hier wieder-
um den mit Abstand kleinsten Temperaturgradienten, welcher von seinem Betrag klar fiir eine
H-Briicke auch in diesem System spricht.
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Abbildung B.1.1.-10.:

Graph mit Temperaturgradienten der Protonen der Hydroxylgruppen von
Verbindung 7 in DMSO-d.

dariiber: Strukturvorschlag fiir eine H-Briicke von 9-OH zu 7-OH.

Als Akzeptor kommt hier dann praktisch nur 7-OH in Frage, wobei es in gewisser Hinsicht
erstaunlich ist, daB das Donor-Akzeptor-Verhalten hauptsichlich nur auf einer Seite liegt,
denn auf den ersten Blick ist kein Grund ersichtlich, warum es nicht auch umgekehrt sein
konnte, 7-OH als Donor und 9-OH als Akzeptor, aber die hierbei erhaltenen Temperaturgra-
dienten sind eindeutig, so dall hier von vorwiegend einer, der in Abbildung B.1.1.-10. ge-
zeigten, Ausrichtung ausgegangen werden muf}, und folglich keine Mittelung der beiden
denkbaren Fiélle vorliegt.
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1.1.2.3. SchluBibetrachtung und Ausblick

Das Hauptargument zur Synthese dieses Bausteins, oder die Idee die dahinter steckte, war,
daB ein Bizyklus, bei welchem Aminogruppe und Carboxyterminus sich ober- bzw. unterhalb

wl der Papierebene befinden, ein Ausgangspunkt fiir
\ o . ..
O ---------- ¢ helicale Strukturen darstellen konnte.
- H . . .
HN/ 8. d Da dieser Aspekt durchaus weiterhin von
O 0 T gewissem Interesse ist, sollte man ihn, auch wenn
r O(D die diesbeziiglichen Bemiihungen bis dato wenig

% d " erfolgreich waren, nicht génzlich aus den Augen

H\©._ o verlieren.
o

Abbildung B.1.1.-11.: Modell einer Helix Aus diesem Grunde soll noch, auch um dieses

Kapitel zu einem versdhnlichen Ende zu bringen,
dargestellt werden, wie dies Vorhaben, aufbauend auf den bisher erhaltenen Ergebnissen,
moglicherweise doch noch erfolgreich abgeschlossen werden konnte.

Wie zu sehen gelangt es mit den erfolgten Synthesebemiihungen zumindest bis hin zum Azid
vorzudringen, macht man sich nun kurz eine zugegebenermaflen etwas euphemistische Sicht-
weise zu eigen, so kdnnte man sagen, da3 hiermit doch schon ein fertiges Dipeptidisoster er-
halten wurde, dessen Aminofunktion als Azid, und dessen Carboxygruppe als Phenacylester
geschiitzt sind, und das Problem war bisher lediglich noch deren selektive Entschiitzung.

Dies wire dann mdéglicherweise genau der Punkt wo man ansetzen konnte, denn gelingt es die
Saurefunktion selektiv zu entschiitzen (z.B. photochemisch), hétte man somit einen Baustein
in den Hianden mit welchem man an die Festphase gehen konnte, als Entschiitzungsschritt das
Azid dann zum Amin reduziert, dann den nichsten Baustein hierauf gekuppelt, und so fort,
um schlieBlich doch noch zum gewiinschten Homooligomer zu gelangen, so wie in Abbildung
B.1.1.-12. skizziert.

’ 7z
n ein Hal
OH KUpplung -
HO, S, .+
HOQ‘Z/\—’- R"-‘duktion HO /
N3 o 0/ \.—Q’
HO

OH
N%‘—‘ Pel'-'timnl Ho, g 5.7
: NH O OA

H
S s
HO* o g

Abbildung B.1.1.-12: Moglicher Weg um, iiber das Azid 10, ein Homooligomer an der Festphase aufzubauen
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1.1.3. Ein 6,5-Bizyklus

Eine weitere Moglichkeit, den Baukasten dieser bizyklischen Dipeptidisostere zu erweitern,
besteht in der Variation der beiden Ringgrofen. In Anbetracht dessen, dal3 sich die bisherige
Synthesestrategie, eine Uronsdure mit Cystein umzusetzen, als durchaus erfolgreich erwiesen
hatte, denn wie gezeigt gelang es hierbei, iiber eine einfache Synthese, in mehr als akzeptabler
Ausbeute, und in hervorragender Diastereoselektivitit, den Grundbaustein zu generieren, war
der Weg den es zu beschreiten galt, somit praktisch schon vorgegeben.

Wenn folglich weiterhin von Cystein ausgegangen werden sollte, blieb somit zwangsldufig
der Fiinfring erhalten, und als einzige Variable die Kettenldnge des Zuckers. Offen war jetzt
nur noch in welche Richtung, Verliangerung oder Verkiirzung des Zuckerbausteins.

Es waren schlieBlich rein praktische Griinde welche diese Frage entschieden. Wie zuvor er-
lautert, ging die Synthese der 7,5-Bizyklen von einem C6-Zucker, einer Hexuronsdure aus,
um den Ring um ein Glied zu erweitern, wére es folglich erforderlich jetzt von einer Heptose
auszugehen, im umgekehrten Fall, bei einer Verkleinerung des Ringes, kann als Ausgangs-
verbindung ein Pentosederivat dienen.

Schon allein der Umstand, daB3 die kommerzielle Verfiigbarkeit von Pentosen eher gegeben ist
als jene der Heptosen, sprach dafiir, die Synthese eines auf einer Penturonsiure basierenden
Bausteins in Angriff zu nehmen. Der ebenfalls denkbare Weg, weiterhin von einem Hexose-
derivat auszugehen, fiihrt zum selben Ergebnis, da es synthesetechnisch im allgemeinen als
einfacher anzusehen ist, einen Zucker um eine Kohlenstoffeinheit zu verkiirzen, als wie im
anderen Fall erforderlich an diesem ,,anzubauen®. Infolgedessen lief nun alles darauf hinaus
jetzt die Synthese eines 6,5-Bizykluses in Angriff zu nehmen.
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Die Art und Weise dorthin zu gelangen, die Retrosynthese, wurde praktisch schon vorwegge-
nommen. Deshalb nur noch einmal kurz: eine Penturonsiure, welche, falls kduflich nicht zu
erwerben, durch Oxidation einer Pentose, oder Spaltung einer Hexose generiert werden
konnte, soll mit Cystein zu einem 6,5-Bizyklus kondensiert werden (Abbildung. B.1.1.-13.)

OH
HO S H O
HS
HO N — HO O
5  COOR

H
OH H,N
@) COOR
OH
Spaltung,
/ Oxidation
H.__O HO OH
Pentose  HO OH HO OH Hexose
OH OH
HO O
R ~
Oxidation an Cs R=H,OR

Abbildung B.1.1.-13.: Uberlegungen zur Synthese eines 6,5 Bizykluses

War nun entschieden, inwiefern welcher Ring wie verdndert werden sollte, stellte sich jetzt
noch die Frage, welche Verbindung den Ausgangspunkt der Synthese darstellen wiirde, eine
Pentose oder eine Hexose.

Die Entscheidung fiel dann zugunsten der Hexose aus, was daran lag, daB mit dem zuvor
schon gezeigten y-Glucuronolacton eine Verbindung vorlag, welche genau jene Eigenschaften
aufwies, wie sie die Synthese erforderte.

Denn mit der Uronsdure der Glucose hatte man einen kommerziell relativ gilinstig zu erwer-
benden Zucker in der Hand, welcher zum einen ein ,,endstidndiges* Diol (C1 und C2) aufwies,
und zum anderen schon von Natur aus seine Hydroxylgruppen so geschiitzt hatte (6-OH oxi-
diert, 4-OH als Halbacetal und 3-OH im Lacton), daB3 es moglich sein sollte, durch oxidative
Spaltung der vicinalen Hydroxylgruppen an Position 1 und 2, in einem Schritt zu einer Pentu-
ronsdure, in diesem speziellen Fall jetzt der Arabinuronséure, zu gelangen.

43



HO HO

Arabinuronolacton QO |:> O OH  Glucuronolacton

\ B
o) OH

Abbildung B.1.1.-14.: Weg von der Hexuronsiure iiber eine oxidative Spaltung zur Penturensiure

Somit wiirde sich mit dem Arabinuronolacton, ein dem y-Glucuronolacton vergleichbarer
Baustein anbieten, welcher aufgrund identischer reaktiver Gruppen (Lacton und Aldehyd),
unter dhnlichen Reaktionsbedingungen, zum erwiinschte Produkt zu fithren in der Lage sein
sollte.

1.1.3.1. Synthesen

Wo die Uberlegungen jetzt soweit gedichen waren, ging es dann an deren Umsetzung. Da die
Aufreinigung des Produktgemisches nach der Periodatspaltung des 1,2-Diols des y-Gluc-
uronolactons, Schwierigkeiten bereitete, wurde auf weitere Bemiihungen, das Produkt rein zu
erhalten verzichtet, und das Rohprodukt dann direkt zur Kondensation mit Cysteinmethylester
Hydrochlorid eingesetzt.

Auf diese Weise konnte dann in einer Gesamtausbeute von 76% der Bizyklus 13 erhalten
werden, und wie im Fall der 7,5-Bizyklen wurde auch hier nur ein Diastereomer isoliert, jenes
mit einer S-Konfiguration am Briickenkopf 8a, und somit ebenfalls mit einer syn Position des
Schwefel und der benachbarten Hydroxylgruppe.

OH
HQ a. NalO, in 0.05M Na,HPO, :
0o b. CysOMe x HCIH,0/Py3:2  HO 8
@) OH . N
o™ 76% HO
OH 0 CO,Me
13

Abbildung B.1.1-15.: Kondensation zum 6,5Bizyklus 13
Als néchstes war der Schliisselschritt dieser Reaktionssequenz an der Reihe, denn dem Bei-

spiel der 7,5-Bizyklen folgend, sollte auch diesmal der Stickstoff, durch Substitution einer
Abgangsgruppe, an Position 6 eingefiihrt werden.
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Die erste Frage die sich stellte war, ob es wiederum moglich sei, die erhdhte Aziditdt von OH-
6 soweit auszunutzen, dafl diese sich chemisch selektiv ansprechen lief3e.

OH
HOQAN S Py i, 6%
HO &

O  CO,Et

14

OH
HO “S NaN, / /
N / -
TsO /
O COEt
15

Abbildung B.1.1.-16.: Versuch einer Substitution des Tosylats 15

Als Abgangsgruppe fiel die Wahl zuerst auf die Tosylgruppe. Hier gelang es zwar noch se-
lektive OH-6 zu modifizieren, eine erfolgreiche Substitution konnte dann jedoch nicht mehr
erzielt werden, da bei Umsatz mit Natriumazid entweder, wie bei RT, keine Reaktion statt-

fand, oder durch Temperaturerhdhung Umsetzung mit Zersetzung einherging.

Abbildung B.1.1.-17.:
Kristallstruktur des Tosylats 15

ren Temperaturen und einer kiirzerer Reak-
tionszeit, erreichbar durch Verwendung ei-
ner reaktiveren Abgangsgruppe, doch noch
das gewlinschte Ergebnis bringen konnte.
Als reaktivere Abgangsgruppe kam, wie
schon die Synthese des 7,5-Dipeptidisosters
gezeigt hatte, in erster Linie ein Triflat in
Betracht.

Und es erwies sich dann auch, dafl diese
Hoffhung nicht unbegriindet war, denn so-
mit gelang es zuerst das Triflat 16 zu syn-
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Da es aber immerhin gelang, das Tosylat
15 zu kristallisieren, und somit nun eine
Bestdtigung der zuvor iiber NMR-Analyse
bestimmten Stereochemie am Briicken-
kopf 8a mdglich war, wurde die Wirkung
dieses Fehlschlags hierdurch etwas ge-
mindert.

War der Versuch iiber das Tosylat eine
Stickstofffunktion einzufiihren, dann auch
nicht vom Erfolg gekront, so lieBen die
dabei erhaltenen Ergebnisse darauf schlie-
Ben, daB eine Azideinfithrung bei geringe-

Abbildung B.1.1.-18.:.

Py, ~ Kristallstruktur des
"\\&E{ Triflats 16
Ll, 5 cokristallisiert mit
(o ‘\wi s Pyridin



thetisieren, und spater auch zu kristallisieren. Dieses anschlieBend mit NaNj3, zuerst in DCM,
was den Einsatz von Kronenether erforderlich machte, umgesetzt, fiihrte schlielich zum er-
wiinschten Azid 18.

Spater wurde diese Reaktion dann praktisch nur noch in DMF durchgefiihrt, ein Vorgehen
welches ermoglichte, auf den Kronenether zu verzichten, was ebenfalls zum 6R-Azid 18
fiihrte, jedoch mufte hierbei hdufig Epimerisierung an Position 6 beobachtet werden, ein Um-
stand, der wohl auf die weniger schonende Aufarbeitung (z.B. hohere Temperatur und ldngere
Dauer beim Abziehen von DMF) im Vergleich zur Variante mit DCM zuriickzufiihren ist. So
zeigte das NMR-Spektrum des Azids nach erfolgter chromatographischer Reinigung im all-
gemeinen immer 5-10% einer 2.Verbindung, bei welcher es sich mit groBer Wahrscheinlich-
keit um das zweite Epimer handelte.

Diese Epimerisierung spielte aber in sofern keine Rolle, als dafl nach der Reduktion des Azids
mit H,S, und anschlieBendem Schutz des Amins durch eine Boc-Gruppe, ebenfalls wieder
Epimerisierung dieses Stereozentrums an Position 6 zu beobachten war. Hierbei war es dann
aber moglich, beide Verbindungen iliber den Weg einer Sdulenchromatographie zu trennen,
und anschlieBend auch zu kristallisieren.

OH OH
HO . n S HO A Wy S
13 18
N
HO Ny
CO,Me o CO,Me
© 2 NaN, DMF
T£,0 +~10% 6S-Epimer
DCM/Pyr 10:1
81%
OH OH
HO A\ S NaN, DCM 15-C-5 HO A\ S
- 18
N 16 o N
TfO 92% Ny
0 CO,Me o CO,Me

a. H,S, Py/H,0 2:1
b. Boc,O, DIPEA, DCM

OH OH
HOW A S HOA A S
19 boc N boc< N 20
H 5  coMe H 5  CcoMe
66% 22%

Abbildung B.1.1.-19.: Synthese zweier bizyklischer Dipeptidisostere, aufbauend auf einem
6,5-Thiazolidinlactam
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1.1.3.2. Strukturanalyse

Der wissenschaftlichen Ausrichtung unserer Arbeitsgruppe entsprechend, erfolgte die Struk-
turanalyse der in dieser Arbeit vorgestellten Verbindungen in der Regel iiber die Daten wel-
che tliber die NMR-spektroskopischen Untersuchungen der jeweiligen Substanzen erhalten
werden konnten.

Auch war es moglich, von einigen Verbindungen Einkristalle zu ziichten, womit dann, durch
die Rontgenstrukturanalyse eine zweite Quelle vorlag, welche wichtige Informationen zur
Bestimmung der Struktur beitragen konnte.

So konnten diese hieraus erhaltenen Daten z.B. den Teil der NMR-Strukturanalyse untermau-
ern, welcher Fragen der Konfiguration und Konstitution der Molekiile betraf.

Auch wenn durch die erhaltenen Kristallstrukturen die zuvor geleistete Arbeit der Struktur-
aufkliarung tiber NMR zur Bestimmung von Konfiguration und Konstitution sich teilweise als
»uberfliissig* erwies, und ihr somit lediglich noch einen rein didaktischen Wert zugeschrieben
werden konnte, sollen die hierbei erzielten Ergebnissen, und ihr Zustandekommen, nichtsde-
stotrotz einen Platz in den entsprechenden Kapiteln finden.

Denn zum einen ist die Konformation der entsprechenden Verbindung in Lésung durch eine
Kristallstruktur natiirlich noch nicht erbracht, und zum anderen, selbst wenn z.B. die Konfigu-
ration durch die Kristallstruktur eindeutig geklart war, waren und sind die diesbeziiglichen
NMR Daten weiterhin von Interesse, und haben ihre Bedeutung z.B. darin, als Vergleichs-
werte fiir &hnliche Problemstellungen zu dienen, fiir welche nun keine Kristallstrukturen vor-
liegen.

Dies als kurze Einleitung zu diesem Kapitel, in welchem anhand der Praxis, jene hier kurz
angeschnittenen Aspekte der Strukturanalyse, auf anschauliche Weise, wieder auf den Plan
treten werden.
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Der erste Gegenstand, den es zu behandeln galt, war die Bestimmung der Konfiguration am
Briickenkopf 8a. Eine Auswertung der NMR-Daten sprach fiir eine Ausbildung dieses neuen
stereogenen Zentrums unter S-Konfiguration. Zwei Punkte waren hierbei ausschlaggebend:

a.) Die kleine Kopplung von *Jg g, = 2.6Hz 1iBt auf eine gauche-Stellung dieser beiden Proto-
nen schlieBen, wie sie im Falle der S-Konfiguration zu erwarten sind. Im umgekehrten
Fall, der R-Konfiguration, sollte infolge der zu erwartenden trans-Stellung der beiden
Protonen eine groere Kopplung zu beobachten sein.

COOMe

8a-R

Abbildung B.1.1.-20: Die zwei alternativen Konformationen am Briickenkopf 8a,
mit den hierbei zu erwartenden *J s, sa-Kopplungen in DMSO-d,

b.) Im Gegensatz zum 8aR-konfigurierten Bizyklus, wo die beiden Protonen 8a und 6 unter-
halb der Ringebene liegen wiirden, sollte bei einer 8aS-Konfiguration, mit 6-H unter- und
8a-H oberhalb des Bizykluses, aufgrund des daraus resultierenden grofleren Abstandes,
kein NOE zu beobachten sein. So war dies dann auch der Fall (siche Abbildung B.1.1.-
21.)

Somit zeigte die Auswertung der NMR-Daten bereits, was spiter durch die Kristalle dieses
Verbindungstyps dann zweifelsfrei geklart war, dal das neue stereogene Zentrum am Briik-
kenkopf eine 8a S-Konfiguration zeigt.

Die néchste Frage betraf den stereochemischen Verlauf der Azideinfithrung - Inversion oder
Retention?

Die ersten Hinweise sollten iiber einen Vergleich der jeweiligen *J-Kopplung von 6-H zu 7-H
erhalten werden konnen. In diesem Fall war dies jedoch wenig aussagekriftig, zwar wurde
hier eine Anderung der Kopplungskonstante beobachtet, was prinzipiell fiir eine Inversion
sprechen wiirde, mit einer Abweichung von nicht einmal 2Hz (3 Je,7 von 3.6Hz, Triflat 16, auf
5.3Hz, Azid 18), war diese allerdings nicht so signifikant, um hieraus eindeutig Riickschliisse
auf die Stereochemie ziehen zu kdnnen.
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Aussagekriftiger waren die Daten der Protonen-Protonen Abstinde welche iiber das 2D-
ROESY erhalten wurden. Denn hier war jetzt der zuvor angesprochene NOE von Proton 6 zu
jenem am Briickenkopf 8a zu beobachten, welcher wie dargestellt nur moglich sein sollte,
wenn sich beide auf der selben Seite des Ringes befanden, unter der berechtigten Annahme
des Erhaltes der Stereochemie an C-8a folgte hieraus, daB3 sich 6-H nun folglich auch oberhalb
der Ringebene befinden miisse, und die Azideinfithrung somit unter Inversion der Konfigura-
tion erfolgt war.
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Abbildung B.1.1.-21.:

links: ROESY 600MHz DMSO-dg, Azid 18 mit NOE 8a-H/6-H —Einfiihrung des Azids erfolgte unter Inversi-
on der Konfiguration an Position 6.

rechts: ROESY 600MHz DMSO-dg, 6,5BicOMe 13, Zuordnung 8a S-Konfiguration, da in diesem Fall kein NOE
von 8a-H zu 6-H zu detektieren war
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Bevor im folgenden die Ergebnisse der Strukturanalysen weiter verfolgt werden, sollen, um
Unklarheiten zu vermeiden, kurz noch einige Begriffe genauer definiert werden, welche nun
des 6fteren Verwendung finden werden.

a.) Wenn von ,,Oben* und ,,Unten* die Rede ist, ist dies bezogen auf den Bizyklus, horizon-
tal zur Papierebene, mit Carbonyl des Lactams nach vorn.

b.) Retention und Inversion beziehen sich auf die Konfiguration des Grundbausteins, des
unmodifizierten Bizykluses 13 (so werden z.B. dem 6R-Azid, sowie dem Boc-geschiitzte
6R-Amin beiden Inversion zugewiesen, auch wenn korrekterweise das Amin eine Reten-
tion der Konfiguration zu seinem Vorldufer, dem Azid, darstellt).

Die letzten Verbindungen dieses Kapitels, auf deren Strukturen noch eingegangen werden
solle, sind die beiden an Position 6 epimeren Endverbindungen 19 und 20.

Da es sich um ein analoges Problem handelt, wie soeben am Azid aufgezeigt, bedarf es keiner
ausfiihrlichen Erldauterungen mehr, wie die Zuweisung des fraglichen stereogenen Zentrums
an Position 6 anhand der NMR-Daten vonstatten ging.

Folgerichtig wurde die 6R-Konfiguration jenem Molekiil zugewiesen, dessen 6er Proton einen
NOE zu dem an Position 8a aufwies, und umgekehrt war jenes Dipeptidisoster mit 6S-
Konfiguration das, bei welchem der fraglicher NOE nicht zu beobachten war.

Da es moglich war, von beiden Endverbindungen Kristalle zu ziichten, konnte dies dann noch
durch das Ergebnis der Rontgenstrukturanalyse zweifelsfrei bestétigt werden.

Auf genau diese Kristallstrukturen wird nun im folgenden Teil des Kapitels noch etwas niher
eingegangen werden.

Wie nicht anders zu erwarten iibt eine Anderung der Konfiguration des Substituenten auch
EinfluB auf die Konformation des Ringsystems aus.

Der Umstand, da3 die BocNH-Gruppe im Kristall in beiden Fillen eine eher dquatorial ausge-
richtete Position einzunehmen versucht, was umgekehrt zu einer axialen Position von 6-H
fiihrt, beeinfluBBt hier nicht nur die Konformation des Sechsringlactams, sondern, und dies
sogar weitaus deutlicher, auch jene des Thiazolidinringes (Abbildung B.1.1.-22., ndchste Sei-
te)

So zeigt bei S-Konfiguration an Position C-6 die Ecke der CH,-Gruppe des Thiazolidins ent-
sprechend der Darstellung nach oben, wiren sie im umgekehrten Fall bei Inversion an C-6
nach unten ,,umklappt®.

Dies stimmt nun zwar zum einen mit den NMR Daten des Azids (Inversion) iiberein, wo 2-
HP™® einen NOE zur 8-OH (Abbildung B.1.1.-21.), unterhalb des Rings, aufweist, was nur
moglich sein sollte, wenn die Ecke des Thiazolidins hier auch nach unten zeigt, andererseits
zeigen die Kristallstrukturen des Triflats 16 und die des Tosylats 15, obwohl beide nun Re-
tention der Konfiguration aufweisen, genau dieselbe Konformation des Fiinfrings.
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Abbildung B.1.1.-22.: Links oben: Kristallstruktur der Verbindung 20 mit S-Konfiguration an C-6 (Retention)
Rechts oben: Kristallstruktur der Verbindung 19 mit R-Konfiguration an C-6 (Inversion)
Unter den jeweiligen Kristallstrukturen abgebildet die Konformationen der entsprechen-
den Thiazolidinfiinfringe im Kristall, mit den Winkeln von 3H zu 2-H"® bzw. 2-H"™?

Stellt sich folglich die Frage, ob dies nun bedeutet, dafl die Konformation des Fiinfringes un-
abhingig von der besagten Konfiguration ist, oder 148t sich hierbei dann doch eine Tendenz
erkennen?

Mogliche Klarheit dariiber kann nur ein Vergleich der NMR-Daten der bisher vorgestellten
6,5-Bizyklen liefern.

Erste wichtige Erkenntnisse sollte eine genauere Betrachtung der diastereotopen Protonen an
Position 2 bringen, und hier diirften vor allem die ° Jo.n, 3-u-Kopplungskonstanten Aussagen
iiber die Ringkonformationen zulassen, denn wie in Abbildung B.1.1.-22. gezeigt, dndert sich
mit der Konformation auch der Winkel der Protonen 2 und 3 zueinander, dies wiederum
miiflte sich auch in den Betrdgen der entsprechenden Kopplungskonstanten widerspiegeln.
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Wie ein Vergleich der Spektren zeigt, scheint, im Gegensatz zum Kristall, in Losung dann
doch ein Zusammenhang zwischen Konfiguration an C-6 und Konformation des Thiazolidins
zu bestehen, denn sowohl anhand der Kopplungskonstanten als auch der chemischen Ver-
schiebungen, lassen sich die angesprochenen Methylenprotonen an Position 2 in zwei Grup-
pen aufteilen, wobei innerhalb einer Gruppe alle Bizyklen dieselbe Konfiguration an Position
6 aufweisen.

Es zeigen dann auch die soeben angesprochenen Molekiile R= OTs, OTf, BocNH, welche alle
Retention aufwiesen, sich aber beziiglich der Fiinfringkonformation in ihren Kristallstrukturen
unterschieden, ein nahezu identisches Kopplungs- und Verschiebungsmuster in ihren 2er-
Protonen (Abbildung B.1.1.-23.), was zur Annahme fiihrt, dal} sie sich in ihrem konformatio-
nellen Verhalten in Losung dann doch sehr dhnlich sind.

Retention Inversion
OH OH
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R
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— ‘ %_ ----------- = s
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Abbildung B.1.1.-23.: Vergleich der diastereotopen Methylenprotonen an Position C-2
Links: Retention, Rechts Inversion der Konfiguration an C-6
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Blieb dann die Frage, welche Schliisse genau lassen sich aus diesen Daten ziehen? Den An-
fang machen die Bizyklen welche Inversion an C-6 aufweisen. Wie sich zeigte, waren hier fiir
die CH,-Gruppe eine kleine Kopplungskonstante mit knapp 3Hz, und eine mittlere mit ~7Hz
zu beobachten, dies entspricht relativ gut dem, was fiir die in Abbildung B.1.1.-22. darge-
stellte Konformation mit C-2 Ecke nach unten zu erwarten wére, eine kleine Kopplung fiir
den Winkel von 98° und eine mittlere fiir 28°.

Somit steht nun noch die prochiralen Zuordnung aus. Ubereinstimmend zum Bisherigen kann
fiir das Proton mit der mittleren Kopplung, wie schon im Fall des Azids 18, jetzt auch bei der
Endverbindung 19, ein NOE zu 8-OH beobachtet werden, womit zum einen die Zuordnung
als 2-HP™® erfolgen konnte, und zum anderen ein weiteres Argument fiir eine Konformation,
wie im Kiristall erhalten wurde, da dieser NOE, welcher in der raumlichen Ndhe der beiden
Protonen begriindet liegt, nur in dieser Konformation so deutlich zu beobachten sein sollte.
Somit bleibt fiir das andere Proton mit der kleinen Kopplung nur die proS-Konfiguration, was
aufgrund der nahezu orthogonalen Stellung zu 3-H sehr gut mit dieser Struktur korreliert, zu-
mal fiir die alternative Konformation aufgrund der hieraus resultierenden trans Stellung 2-
HP™5/3-H eine groBere Kopplung und ein intensiverer NOE zu 8a-H und ein schwichere zu 3-
H, zu erwarten ware.

DaB der NOE von 2-H"® zu 8a-H ein wenig intensiver ist als jener von 2-HP®, obwohl letz-
teres Proton im Kristall sogar etwas niher ist (3.8A im vgl. zu 4.1A), besagt lediglich, daB3
eine gewisse Dynamik in Losung weiterhin vorhanden ist, der Ring also nicht in dieser Kon-
formation eingefroren ist, und eine, wenn auch geringe Tendenz zur Inversion zeigt, und,
wenn auch vieles auf eine bestimmte Struktur in Losung hindeutet, man hierbei lediglich von
einer Vorzugskonformation sprechen kann.
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Abbildung B.1.1.-24.: Ausschnitt ROESY 400MHz in DMSO-ds, NOEs der diastereotopen
Protonen an C-2 der Verbindung 19
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War es in diesem Fall noch mdéglich, durch Kombination verschiedener sich ergénzender ex-
perimenteller Daten, schliissig zu einem Ergebnis zu gelangen, so zeigt die letzte Verbindung,
daBl dies durchaus nicht immer so einfach und vergleichsweise eindeutig von statten gehen
kann.

Bei der Boc-geschiitzten Verbindung 20, jene mit Retention der Konfiguration an C-6, wiesen
allein schon die *J,, 3 -Kopplungskonstanten darauf hin, daB die Strukturanalyse im besagten
Fall nicht unproblematisch werden wiirde, so bewegten sich beide von ihrer Gréf3e im mittle-
ren Bereich (5.6Hz bzw. 7.6Hz). Dies kann zum einen von einer einzigen Konformation her-
rithren, oder aber auch aus einer Mittelung der Daten mehrerer Konformationen resultieren.”
Wenn sich auch die beiden Kopplungen von ihrem Betrag relativ nahe kamen, so war doch
der erste Schritt, diese, bzw. die entsprechenden Signale, zunédchst einmal dem dazugehdrigen
Proton zuzuordnen. Erfolgen konnte dies wiederum iiber die Daten der Protonen-Protonen
Abstinde des 2D-Roesy Spektrums (Abbildung B.1.1.-25.), wobei sich die Argumentation
wie folgt gestaltete:

Aufgrund des NOEs zu 8a-H wird dem Proton mit dem Signal 2-H" die Konfiguration proS
zugeordnet, da zwar 2-H"® auch diesen NOE zeigen kann, aber nur zusammen mit 2-H"5,
und bei der Konformation mit der ,,CH,-Ecke nach Unten*, wie zuvor beim 6R-Epimer, dies
wiirde aber gleichzeitig, wie beobachtet, einen NOE zur 8-OH zur Folge haben, welcher hier
definitiv nicht zu beobachten ist, zumal aufgrund des unterschiedlichen Kopplungs- und Ver-
schiebungsmuster, davon auszugehen ist, da3 die konformationellen Gegebenheiten hier eben
nicht exakt jenen der zuvor behandelten Struktur entsprechen konnen.
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Abbildung B.1.1.-25.: ROESY-Spektrum 600MHz, DMSO-d¢ der Verbindung 20, Ausschnitt: Reihe der
diastereotopen Protonen an Position 2, mit NOE 8a-H zu 2-H"® (hervorgehoben)

" Zum Vgl. beim vorhergehenden Fall, der Inversion, war durch die kleine Kopplung von 2.9Hz praktisch auszu-
schlieflen, daf3 eine zweite Konformation einen wirklich bedeutenden Beitrag hierzu leisten konnte, da, wére
diese Kopplung das Resultat mehrere Konformationen, all diese hier auch kleine Kopplungen zeigen miif3ten,
ergo bei allen eine mehr oder weniger orthogonale Stellung von diesem Proton zum 3-H vorliegen miifite, eine
andere plausibel Konformation, als die dargestellte, bei welcher das 2-HP™® mit dem 3-H ebenfalls einen Winkel
von ~80°-100° bilden wiirde, ist jedoch schwer vorstellbar.
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Als Alternative kam in erster Linie jene Konformation in Frage, wie sie auch im Kristall zu
beobachten ist, hiergegen jedoch sprachen schon die Kopplungskonstanten, da fiir eine trans-
Stellung von 2-HP™® zu 3-H, wie sie hier vorliegen wiirde, eine groBere Kopplung als 5.6Hz
zu erwarten wére. Des weiteren sollte aufgrund der Tatsache, dal} bei dieser Konformation mit
der pseudoaxialen Ausrichtung von 2-H”™® der minimale Abstand zu 8a-H resultiert, der ent-
sprechende NOE dieser beiden Protonen deutlich intensiver sein, als dies dann tatséchlich der
Fall ist.

Da nun aber die beiden hier beobachteten Konformationen des Thiazolidinrings mit Sicherheit
bedeutende Energieminima dieses Verbindungstyps darstellen, besteht die Losung dieses Pro-
blems darin, als wahrscheinlichsten Fall, ein Gleichgewicht der beiden Konformere anzuneh-
men.

Dies wiirde auch die Kopplungen von 2-H"® zu 3-H und den NOE zu 8a-H erkliren, da beide
nun aus einer Mittelung resultieren, sprich die Kopplung ist deswegen ,,zu klein“, da noch die
alternative Kopplung von ~2Hz einen Beitrag liefert, und der NOE ist deshalb ,,nicht intensiv
genug®, da durch die pseudoédquatoriale Position in der zweiten Gleichgewichtskonformation
der Abstand zu 8a-H hierbei maximal wird, was wiederum negativen Einflull auf die Intensi-
tat dieses Kreuzsignals hat.

Wagt man eine grobe Abschdtzung in welchem Verhiltnis nun diese beiden Konformere vor-
liegen, kann dies z.B. iiber die Kopplungskonstanten 3] 2-Hpros, 3 erfolgen.

Geht man davon aus, dal3 bei Inversion hauptséchlich eine Konformation vorliegt, jene wie sie
auch im Kristall zu beobachten ist, somit die kleine Kopplung 3J2_Hpms, 3 von 2.9Hz in erster
Naherung von dieser einen Konformation herriihrt’, geht man weiter davon aus, dal3 bei der
alternativen Konformation, aufgrund der trans-Stellung von 2H"™ eine Kopplung von ~10Hz
zu erwarten wére, die tatsichlich beobachteten 5.6Hz eine Mittellung aus diesen ca.10Hz, und
den zuvor beobachteten <3Hz darstellen, so ergibt sich hieraus, daf3 beide Konformere in etwa
dhnlichen Anteilen (2:3, 1:1, 3:2 etwa in diesem Rahmen) zum Gleichgewicht beitragen
diirften.

Als Ergédnzung und Bestitigung des beobachteten Zusammenhanges zwischen Konfiguration
an C-6 und Konformation des Thiazolidinringes, sind in den beiden folgenden Tabellen
nochmals die genauen Daten (*J-Kopplungskonstanten, und die jeweilige chemische Ver-
schiebung o) der diastereotopen Protonen an Position 2 aufgefiihrt. Eingegangen sind hier
auch 6,5Bizyklen mit analogen Konfigurationen der stereogenen Zentren, welche erst in spa-
teren Kapiteln vorgestellt werden, aber von ihrem Verhalten, sehr gut in dieses Raster passen.

" vermutlich ist die tatsichliche Kopplung nur dieser Konformation noch etwas kleiner, da es sich wie gesagt
lediglich um eine Vorzugskonformation handelt, und diese 2.9Hz im Endeffekt auch wieder nur eine Mittelung
darstellen, wofiir auch die 3J2Hpro$, 3= 2,1Hz spricht, welche fiir Verbindung 38 bestimmt wurde.
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6,5-Bizyklen mit C6 Retention
6.5BicNr. |2 [21?%?] s [HZ] |2 [Zlf%ﬂ?] 3on 5 [Hz] | NOEs

13 3.30 7.6 3.03 5.6 NOE beide zu 8a
15 3.31 7.6 3.02 5.3

16 3.40 7.7 3.11 5.5

33 3.31 7.6 3.05 5.0 NOE 2"/8a

35 3.40 7.6 3.14 5.3

20 3.31 7.6 3.02 5.6 NOE 2"/8a

60 3.21 7.6 2.99 5.3 NOE beide zu 8a
39 3.35 7.9 3.05 5.3

Tabelle B.1.-1.: NMR Daten der Methylenprotonen an Position 2 der 6,5Bizyklen mit Retention der Konfigura-
tion (nach der zuvor erfolgten Definition ) an Position C-6, LM: DMSO-d,

6,5-Bizyklen mit C6 Inversion
6,5BicNr. |2 [2?%‘?] o5 [He] |2 [2?%‘}3] 3,0 5 [Hz] | NOEs

17 3.25 6.8 3.17 2.8

18 3.24 7.0 3.10 3.2 NOE 2/8-OH

59 3.28 7.2 3.15 2.7 NOE 8a 2">2Y8-OH?da breit
37 3.23 7.0 3.13 2.9

19 3.24 7.3 3.06 2.9 NOE 2/8-OH

61 3.15 7.6 2.99 2.7 NOE 2Y8-OH

38 3.20 7.3 3.10 2.1

Tabelle B.1.-2.: NMR Daten der Methylenprotonen an Position 2 der 6,5Bizyklen mit Inversion der Konfigurati-
on (nach der zuvor erfolgten Definition) an Position C-6, LM: DMSO-dg¢

Da in diesem Kapitel schon einige Punkte zu Tage getreten sind, welche zum einen in dieser
Arbeit weiter eine gewichtige Rolle spielen werden, und auch generell, wenn strukturanalyti-
sche Fragestellungen behandelt werden, von Bedeutung sind, sollen, als eine Art kleines Zwi-
schenresiimee, diese Punkte, wenn sie auch z.T. trivial erscheinen mogen, kurz aufgefiihrt
werden.

- Die Konformation im Kristall muf3 nicht zwangslaufig der in Losung entsprechen. Im Kri-
stall werden Konformationen ausgefroren, wihrend in Lésung Dynamik zu beobachten
ist. Fiir alle Molekiile, welche eine Dynamik der Konformation in Losung zeigen konnen,
kann somit ein Kristall immer nur als niitzliche Arbeitshypothese dienen.

- Bei der Strukturanalyse {iber NMR ist u.a. zu beachten:
a.) Kopplungskonstanten und Verschiebungen konnen gemittelt sein

56



b.) Ein Vergleich der Daten dhnlicher Molekiile bei sukzessiven, minimalen Verdnderun-
gen ist aussagekréftiger als Absolutwerte.

c.) Um seridse Aussagen iiber eine Struktur treffen zu kdnnen ist eine Kombination ver-
schiedener Parameter erforderlich (NOEs, Kopplungen, Verschiebung etc.)

Auch die im allgemeinen als rigide erachteten polyzyklischen Systeme zeigen immer noch
eine gewisse ,,Restdynamik®, welche dadurch, dafl die Anzahl der konformationellen Ein-
stellungen eingeschrinkt, und ihre Energiebarrieren z.T. hoher sind, sogar augenscheinli-
cher werden als dies z.B. bei sehr flexiblen Molekiilen der Fall ist, deren NMR-Signale
eine Mittelung sehr vieler Strukturen darstellen.

Durch polyzyklische Systeme konnen Informationen weitergereicht werden. So ist wie
gesagt der hier aufgefiihrte Bizyklus ein Dipeptidisoster, betrachtet man ihn aus diesem
Blickwinkel, bedeutet das in diesem Kapitel gezeigte konformationelle Verhalten tibertra-
gen hierauf, daf bei diesem Dipeptid ein Austausch einer L- gegen eine D-Aminosdure
(6S gegen 6R-Konfiguration), Einflul auf die Konformation der Seitenkette der ndchsten
Aminoséure hat (Inversion der Konformation des Thiazolidinringes).
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1.1.4. Ein 5,5-Bizyklus

Wie zuvor gezeigt, gibt es mehrere Moglichkeiten, um zu einer Penturonsdure zu gelangen, so
resultierte das im vorigen Kapitel vorgestellte D-Arabinuronolacton aus einer oxidativen
Spaltung der vicinalen Hydroxylgruppen an Position 1 und 2, einer Hexuronsédure, wobei 1-
OH aus der Bildung eines Halbacetals herriihrte.

Eine weitere Moglichkeit besteht darin, jetzt von einer Hexonsiure auszugehen, und wieder
durch eine Periodatspaltung, diesmal an Position 5 und 6, eine Uronsdure zu generieren.

Eine Fragestellung, wobei dann besagte Variante noch zum Zuge kam, war einmal auszupro-
bieren, welche Auswirkungen auf Reaktionsverlauf und Konformation des Produkts zu beob-
achten seien, wenn anstatt dem D- nun das L-Arabinuronolacton eingesetzt werden wiirde.
Fiihrt dies dann zu einer Inversion des stereogenen Zentrums am Briickenkopf? Wie sieht die
neue Konformation aus, und ist diese dann moglicherweise stabiler gegen die zuvor beobach-
teten Epimerisierung?

Um zum besagten L-Arabinuronolacton zu gelangen bot sich dann genau dieser zweite hier
angesprochene Weg an.

Hexuronsiure Hexonséaure

OH y-Glucuronolacton RO,_ D-Gulonolacton

H OH
OH oxidative oxidative
Spaltung Spaltung

D-Arabinuronolacton L-Arabinuronolacton
OH RO
5 OR
(0] OH :
o]
H
(0]

Abbildung B.1.1.-26.: Zwei Synthesestrategien zu D- bzw. L-Form einer Penturonséure

58



1.1.4.1. Synthesen

Wie in der Retrosynthese gezeigt muf3 in diesem Fall jetzt von der Gulonsédure als Edukt aus-
gegangen werden, um iiber einen vergleichbaren Syntheseschritt die gewiinschte Verbindung
zu erhalten

Ebenfalls angedeutet wurde der Umstand, dal3 fiir dieses Molekiil die Periodatspaltung nicht
direkt erfolgen kann, sondern es zuerst erforderlich ist, das konkurrierende zweite Diol zu
schiitzen.

Dies kann dadurch erreicht werden, da3 zuerst jedes Paar vicinaler Hydroxylgruppen als
Acetonid geschiitzt wird, um anschlieBend dann das Isopropyliden an Position 5 und 6, selek-
tiv, unter schwach sauren Bedingungen (AcOH/H,0), wieder abzuspalten [129].

2,2Dimethoxypropan  Q

o o  ACOHHO S
Aceton,TosOH,RT 1 \ . = I\\(\ OH
O“ o) 0o 0]

OH o OH

21 22
Abbildung B.1.1.-27.: Synthese des Monoacetonids 22 des Gulonséurelactons

OH

Analog der zuvor beschriebenen Synthese wurde jetzt eine Periodatspaltung durchgefiihrt,
und anschlieBend das Rohprodukt wiederum mit Cysteinmethylester umgesetzt. Nicht mehr
analog war dann das Ergebnis:

a. NalO,
b. CysOMe x HCI Y o,
- /{ 11%

CO,Me 23

Abbildung B.1.1.-28.: Ergebnis der Synthese nach Periodatspaltung und anschlieender
Kondensation mit Cysteinmethylester

Denn nicht wie erwartet der 6,5- sondern der oben gezeigte 5,5-Bizyklus 23 konnte als einzi-
ge Verbindung saubere isoliert werden. Zwar wurden mittels DC noch weitere Nebenprodukte
detektiert, welche zu isolieren auch versucht wurde, aber aus keiner der Nebenfraktionen der
chromatographischen Trennung konnte eine Verbindung als Reinsubstanz erhalten werden.
Des weiteren waren die jeweiligen Mengen immer in einem Bereich, daB3 selbst wenn das ge-
wiinschte Produkt hierin enthalten gewesen wire, es anteilsmédfig maximal dem des 5,5-
Bizykluses entsprochen hétte, die Ausbeute somit also unter 10% gelegen hitte.
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Nach aller Erfahrung beziiglich Laufverhalten und Detektierbarkeit welche bis dato mit die-
sem Verbindungstyp vorlagen, ist zwar nicht génzlich auszuschlieBen, daBl sich der erwartete
6,5-Bizyklus doch gebildet hat, wenn, so konnte dies aber nur in vergleichsweise geringen
Mengen der Fall gewesen sein, oder anders, wire er wie der zuvor vorgestellte 6,5-Bizyklus
als Hauptprodukt vorgelegen, wire er auch sauber isoliert worden.

Die Frage war jetzt wie weiter. In Anbetracht dessen, da3 die Zeit fiir den praktischen Teil der
Dissertation langsam dem Ende entgegen ging, und es sich hierbei um einen, wenn auch nicht
uninteressanten, so doch weniger bedeutenden Teilaspekt hierin handelte, war die Zeit, wel-
che fiir dieses Projekt noch investiert werden konnte, begrenzt.

Da prinzipiell kein zwingender Grund zur Synthese eines weiteren 6,5-Bizykluses vorlag,
schien an diesem Punkt die einfachste Mdglichkeit, ohne groBeren Aufwand, doch noch zu
einem befriedigenden Resultat zu gelangen, die, das urspriingliche Vorhaben fallen zu lassen,
und statt dessen zu versuchen, die obige Synthese so zu modifizieren, da3 die Ausbeute des
5,5-Bizykluses in einem Bereich lag, welcher es erlaubte, hier ohne Bedenken den Begriff des
Hauptproduktes anwenden zu kdénnen, um dann weiter, mit bekannter Synthesestrategie, zu
einem neuen Dipeptidisoster zu gelangen, welches folglich nun auf einem aus zwei Fiinfrin-
gen aufgebauten bizyklischen Grundgertist fuBen sollte.

Wie die Synthese weiter zu Gunsten von Verbindung 23 zu verschieben wire, ist aus der Tat-
sache abzuleiten, daf3 die Bildung eines 5,5-Bizyklus hier eigentlich gar nicht hétte stattfinden
diirfen, da eine Periodatspaltung der Hydroxylgruppen an Pos 4 und 5, infolge des Schutzes
der 4-OH als Lacton, theoretisch ausgeschlossen war.

Wenn dies dann aber zweifelsohne doch stattgefunden hat, denn nur so ist der 5,5-Bizyklus zu
erkldren, so kann hierfiir nur eine Hydrolyse des Lactons in Frage kommen. Da angenommen
werden konnte, da3 diese unter den angewandten Bedingungen (0.05M Na,HPO4 pH ~ 7,
20min Reaktionszeit) nur eine Nebenreaktion darstellte, und somit nicht vollstindig ablief,
bot sich hier ein Angriffspunkt, die Ausbeute dieser Synthese zu erhohen, indem just auf
Vollstindigkeit eben dieser Offnung des Lactons abgezielt wurde.

Abbildung B.1.1.-29.: Wie es zur ,,falschen® Periodatspaltung kommen konnte

Aufgrund der soeben dargebrachten Uberlegung wurde dann Verbindung 22 so lange in wif-
riger K,CO; geriihrt, bis das Edukt komplett abreagiert war (DC-Kontrolle), direkt daran
schloBen sich dann die Periodatspaltung, und die Kondensation des Rohproduktes mit Cystein
zum Isopropyliden geschiitzten 5,5-Thiazolidinlactam an.
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Durch diese simple Modifikation der Synthese konnte die Gesamtausbeute, mit schluBendlich
58%, dann mehr als verfiinffacht werden.

Zwar laft die Tatsache, dal} keine der erfolgten Synthesen, in keinem der jeweiligen Ansétze,
den erwarteten 6,5-Bizyklus lieferte, nicht den SchluB3 zu, daB3 hier das endstidndige Diol ge-
geniiber einer Periodatspaltung inert sei, eine Ausbeute von iiber 50% des Konkurrenzpro-
duktes, liber praktisch 3 Stufen, rechnet man die Hydrolyse des Lactons hinzu, zeigt aber klar,
daB die Reaktivitdt von Diol-5,6 gegeniiber dem an 4 und 5, unter diesen Bedingungen klar
herabgesetzt sein muf.

Mit diesem Schritt war jetzt auch geniigend Substanz vorhanden, um die Synthese weiter vor-
anzutreiben.

1' K2C035
2. NalO, 5 ]
3. CysOMe, H,0, MeOH, Pyridin s
O N
58%
0 COMe
o)
Tf,0
: HO S
TFA, EE, H,O, RT HO, . DCM/Pyridin 4:1, 0°C
- N
’ O™ N 749 TfO'
79% CoMe % I COMe
O 24 25
HO/, o“S HO//, \\‘S
NaN;, DMF, RT . R ' .
_ e N N \
N CO,Me 3 CO,Me
27 O 6% O 80% 26
HO,, s 1. H,, Pd/C, MeOH, RT Ho, .8
R/S 1:4 / 2. Boc,0, DIPEA, DCM, RT b ' i
N OC\ N
0,
N3 CO,Me 74% H come
O 26/27 O 1

Abbildung B.1.1.-30.: Synthese eines neuen Dipetidisosters, aufbauend auf einem 5,5Bizyklus
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Verliefen die Entschiitzung der Isopropylidengruppe unter sauren Bedingungen und die Um-
wandlung der 6-OH in ein Triflat noch wie vorgesehen, so trat bei der anschlieBenden Azi-
deinfiihrung wieder das Problem der Epimerisierung auf.

Da sich das (6,R)-Azid 27 selektiv fillen lie, und das Filtrat sauber das (6,S)-Azid 26 ent-
hielt, gelang es zwar zunichst beide Epimere getrennt zu isolieren, beim 2. Ansatz dieser
Synthese jedoch, welchem sich nun noch die Reduktion zum Amin und dessen Schutz durch
eine Boc-Gruppe anfiigen sollten, konnte nur das (6,R)Azid in geringen Mengen, sauber, als
Niederschlag, gewonnen werden. Eine vollstindige Abtrennung dieses Epimers gelang dies-
mal aber nicht, so daBl es im Filtrat, dem mengenméBig weitaus groBeren Teil, auch noch auf-
zufinden war. In der Hoffnung, analog zum 6,5-Bizyklus, lieBen sich die beiden epimeren
Endverbindungen iiber den Weg einer Chromatographie separieren, wurde darauf verzichtet,
noch mehr Zeit in eine komplette Trennung der beiden Azide zu investieren, um so mit der
Synthese ziigig fortfahren zu kénnen.

Diese Hoffnung erwies sich hierbei dann doch als triigerisch, da beide Verbindungen unter
den gewihlten Bedingungen identisches Laufverhalten zeigten, und folglich auch nur gemein-
sam isoliert werden konnten.

In gewisser Hinsicht trostlich war hier nur der Umstand, daf3 der Anteil der 6S-Verbindung
weiter zugenommen hat, so, war das Verhéltnis (6,S)-Azid (Inversion) 26 zu (6,R)-Azid (Re-
tention) 27 noch 4:1, zeigte sich nach Reduktion und Boc-Schutz eines von 2:1 ((6,S)Amin zu
(6,R)Amin), folglich wire jegliches Mehr an Arbeit und Zeit, investiert in eine Auftrennung
der Azide, so und so vergebliche Miihe gewesen.

Trotz dieses Riickschlags, gab es eine weitere Moglichkeit, das Ergebnis dieser Synthese doch
noch positiv zu gestalten.

Wie gezeigt nahm der Anteil des (6,R)-Produktes von der Stufe des Azids zum Amin weiter
zu, sprich die Epimerisierung verlief weiter in Richtung dieser Konfiguration, geht man nun
davon aus, dall bei Abbruch der eigentlichen Reaktion, dem Schutz des Amins durch eine
Boc-Gruppe, diese Nebenreaktion noch nicht ithren Endpunkt erreicht hatte, somit das Gleich-
gewicht dieser beiden Epimere nicht eingestellt war, bestand folglich die Chance, dal es
moglich wire dies Gleichgewicht vollstindig auf eine Seite zu ziehen.

Um das Erreichen des Endpunktes der Epimerisierung zu beschleunigen kam in erster Linie
eine Base in Betracht.

Praktisch wurde schlieBlich versucht, dies Ziel durch Umsatz der Boc geschiitzten Verbin-
dungen mit 1N LiOH in MeOH zu erreichen, um so im giinstigsten Falle, das Carboxylat ei-
ner einzigen Verbindung in der Hand zu haben.

Zu diesem Zwecke wurden der Reaktionslosung, in unterschiedlichen Zeitabstdnden, Proben
entnommen, und, nach Neutralisation mit 1N HCI, ein 'H-NMR aufgenommen.

Das Ergebnis zeigte dann auch, dafl der Gedanke der hinter diesem Vorgehen steckte prinzi-
piell gerechtfertigt war, so konnte schon nach der ersten Entnahme festgestellt werden, daf3
sich das Verhiltnis weiter zu Gunsten der (6,R)-Verbindung verschoben hatte, und diese jetzt
mit 4:1 klar den Hauptanteil bildete, nur war hiermit auch schon das Ende erreicht, da alle
weiteren Proben praktisch identisch Spektren lieferten, und somit die Idee, nur ein Diastereo-
mer am SchluB} zu erhalten, eine Wunschvorstellung blieb.
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Abbildung B.1.1.-31.: oben "H-NMR 600MHz in DMSO-d, der beiden epimeren Dipeptidisostere 28
unten "H-NMR 400MHz in DMSO-ds, nach Umsetzung mit IN-LiOH in
MeOH, Epimere im Gleichgewicht

Mit den in Abbildung B.1.1.-31. gezeigten Spektren, mdchte es hiermit belassen werden.

Als Fazit dieser Bemiihungen bleibt, da3 ein solcher 5,5-Bizyklus, wie hier gezeigt, als Bau-
stein fiir die Peptidsynthese vorerst einmal nicht geeignet erscheint, da selbst wenn eine Tren-
nung der beiden epimeren Endverbindungen geldnge, immer wieder mit erneuter Epimerisie-
rung zu rechnen ist.

Dennoch erscheint dieser Fall nicht als komplett hoffnungslos, da es moglicherweise gelingen
konnte, durch Einbau in ein Peptid, oder verkniipft als Homooligomer, eines der beiden Epi-
mere im Peptid zu stabilisieren. Oder anders ausgedriickt, da3 sich jenes Epimer ausbilden
wiirde, welches zur energetisch glinstigeren Konformation des entsprechenden Peptides fiih-
ren wiirde.

War dieser Teil der Arbeit auch kein Erfolg, als daB3 ein zdhlbares Resultat in Form eines neu-
en Bizykluses stand, welcher nun ohne weiteres in ein Peptid eingebaut werden konnte, so
brachten die hierbei erhaltenen Resultate doch immerhin weitere neue Erkenntnisse iiber die-
sen Verbindungstyp, und zeigte ein Problem auf, mit dem auch fortan zu rechnen ist.
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1.1.4.2. Strukturanalyse

Die Strukturanalyse der im ersten Teil vorgestellten Verbindungen erfolgte wieder in erster
Linie iiber NMR, wenn zusétzlich noch Kristalle geziichtet werden konnten, wurde selbstre-
dend auch noch die Rontgenstrukturanalyse mit einbezogen.

War die Tatsache dal3 es sich bei dieser neuen Verbindung jetzt um einen 5,5-Bizyklus han-
delte aus den NMR-Daten zweifelsfrei zu entnehmen, u.a. Art der beiden Spinsysteme, sowie
die fiir das Thiazolidinlactam charakteristischen Kreuzsignale im HMBC, von 3-H zum Briik-
kenkopf, hier C-7a, und zum Carbonyl des Lactams, dem CO-5 (Siehe Abbildung B.1.1.-32.),
also zum Anfang (C1) und Ende der Zuckereinheit (C4), so war die Frage der Konfiguration
des neuen stereogenen Zentrums, nur anhand der ersten Verbindung, des Acetonids 23, nicht
so einfach zu beantworten.

Abbildung B.1.1.-32.. 3JC, i -Kopplungen 3-H zu CO-5 und 3-H zu C-7a

Zwar lieBe sich die kleine Kopplung von *J.u 7.1 = 3.8Hz als Argument fiir eine S-
Konfiguration ins Felde flihren, wie zuvor beim 6,5-Bizyklus sollte fiir eine R-Konfiguration
eine trans-Stellung und folglich eine groere Kopplung zu erwarten sein, der hier ebenfalls zu
erwartende NOE von 6-H zu 7a-H konnte jedoch, unter anderem da die beiden Signale recht
nahe beieinander lagen, nicht beobachtet werden.

Somit wére nur anhand der NMR-Daten dieses 5,5-Bizykluses 23, erst die entschiitzte Folge-
verbindung 24 zeigte dann schlieBlich den fiir eine S-Konfiguration zu erwartende NOE 7a-H
zu 6-H, eine zweifelsfreie Zuordnung der Stereochemie am Briickenkopf, ohne die in Abbil-
dung B.1.1.-33. dargestellte Kristallstruktur, vorerst nicht moglich gewesen.
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Der ebenfalls abgebildete Ausschnitt des ROESY Spektrums zeigt dann zum einen, wie mit
Hilfe der NOEs die prochiralen Gruppen eindeutig zugeordnet werden konnen, vor allem aber
wie sich hiermit Riickschliisse beziiglich der Konformation in Losung gewinnen lassen.

Isopropyliden-CH,

proR  proS

[
2 proR _ 0
2 proS Y

E

OMe 1 u

R |

\ proR =

T — u a

6 —=—=

T

BowuE oD m g
Abbildung B.1.1.-33.: Ausschnitt des ROESYs (600MHz, DMSO-dg),
und die Kristallstruktur von 23

So 14Bt sich aus dem NOE von 2-HP™® zu CH;™™® ableiten, daB die Vorzugskonformation in
Losung, jener im Kristall praktisch entspricht, da dieser NOE nur mdglich ist, wenn auch hier
die Ecke der beiden dufleren Fiinfringe, des Acetals sowie der des Thiazolidins, entsprechend
der Darstellung, nach unten’ weisen.

Die alternative Konformation, welche ebenfalls einen NOE der Methylgruppe zu 2-H zeigen

R
PO% 71 2-

kann, resultierend auf einer Inversion beider Fiinfringe, und somit einen NOE CHj3
HP™S, kann ausgeschlossen werden, da zusitzlich noch NOEs zu 6-H und 7-H zu erwarten
wiaren. Diese Kreuzsignale zeigt aber nur die andere CHs;-Gruppe, man kann folglich
eindeutig zwischen ,,Ober-“ und ,,Unterseite* des Molekiils unterscheiden.

Ist das Wissen iiber die Konformation des Acetals auch eher zweitrangig, so sind Daten,
welche AufschluB3 iiber das Ringpuckering des Thiazolidins zulassen, weit mehr von
Bedeutung, da es sich hierbei quasi um die Seitenkettenkonformation der zweiten Aminosiure

eines Dipeptidisosters handelt.

* Was ,,Oben“ und ,,Unten* , sowie die Begriffe Inversion und Retention betrifft gilt wieder die im Kapitel zuvor
vorgestellte Definition.
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Wie sowohl die NMR-Daten als auch
die Ergebnisse der Rontgenstrukturana-
lyse der Folgeverbindungen zeigten,
kann diese Konformation des Thiazoli-
dinrings als die energetisch giinstigste
angenommen werden, sofern alle Kon-
figurationen des Molekiils beibehalten
werden. Denn sowohl die Kristall-
strukturen des Triflats 25, als auch die
des entschiitzten Bizykluses 24 (Abbil-
dung B.1.1.-35.) zeigten die Konforma-
tion mit der Methylengruppe nach un-
ten.

Zum analogen Schluf fithren auch die Daten welche iiber die Interprotonen-abstéinden erhal-
ten werden konnten. Hier waren zum einen der NOE von 2-HP™R zu 7-OH, als auch die Tatsa-
che, daB die jeweiligen NOEs von 2-H"™S bzw. 2-H”® zu 7a-H vergleichbare Intensitit auf-
weisen, was auf dhnliche Abstdnde dieser Protonen schlieflen 143t, so wie fiir diese Konfor-
mation zu erwarten (Zum Vergleich: im Kristall hat 2-H® zu 7a-H ein Abstand von 4.1A
und 2-H"R einen von 3.9A) klare Hinweise auf eben diesen Sachverhalt.

Abbildung B.1.1.-34.:
Kristall des Triflats 25

OMe
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3 2 7 2proS 2proR
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Abbildung B.1.1.-35.: Roesy Spektrum 600MHz DMSO-dy der Verbindung 24 mit Kristallstruktur
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Abbildung B.1.1.-36.: Alternative Konformation des Fiinfringes

Wiirde hingegen in Losung die
inverse Ringkonformation {iber-
wiegen, wire der Abstand vom 2-
HP™S zum Proton an Position 7a,
infolge seiner nun pseudoaxialen
Position, geringer (vgl. Abbild-
ung B.1.1.-36.), worauf als Kon-
sequenz auch ein intensiveres
Kreuzsignal, sowohl absolut, als
auch im Vergleich zum Proton 2-
HP™R zu beobachten sein sollte.

Weitere NMR Parameter welche Informationen iiber die Konformation liefern kénnen, sind

die *J-Kopplungskonstanten der Methylenprotonen. So zeigt das als 2-H"® zugeordnete Pro-

ton eine kleine Kopplung von *J, 3 = 2.1Hz, was gut mit der bisher angenommenen Konfor-
mation korreliert, wo im Kristall ein Winkel von 81° zu beobachten ist, und gleichzeitig ge-
gen die alternative Konformation spricht, bei welcher, infolge der trans-Stellung (Abbildung

B.1.1.-36.), eine grofle Kopplung von
ca. 10Hz zu erwarten wére. Auch der
zweite Winkel 3-H zu 2-HP™® von 40°
, im Kristall, steht im guten Einver-
nehmen mit diesen Daten, denn zu
erwarten ist hierfiir eine mittlere
Kopplung, wie sie in der Tat, mit *J =
6.4Hz, auch bestimmt werden konnte.

Wie zuvor schon erwéhnt, ist diese
Konformation so lange von Relevanz,
wie keine Konfigurationsdnderungen
auftreten, womit nun der nichsten
Punkt zur Sprache kommen soll, die
Bestimmung der Stereochemie an C-
6, nach Einflihrung des Azids, Retent-
ion oder Inversion der Konfiguration.

Erinnert man sich nochmals an die
Ergebnisse der Strukturanalyse des
6,5Bizykluses, so hatte sich gezeigt,
daB eine Anderung des stereogenen
Zentrums an Position C-6 auch Ein-
fluB auf die Konformation des Thia-
zolidinringes hatte.

Vergleichbares ist auch im Falle der
5,5-Bizyklen zu konstatieren. Ohne
2D-ROESY oder Kristall zu Rate zie-
hen zu miissen, ist allein aus den 'H-

| 55BicOMe

L. . A .

Triflat

Azid H|
Retention l

Azid
Inversion

Abbildung B.1.1.-37.: Ausschnitt 600MHz 'H-NMR ( Protonen
an Position 2 ) der Verbindungen 24, 25, 27 und 26 ( von Oben,
in dieser Reihenfolge ) in DMSO-dg
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Spektren ersichtlich, bei welchem der beiden Produkte es sich um das R- bzw. S-Azid han-
deln diirfte, denn zu eindeutig sind hier die jeweiligen Gemeinsamkeiten bzw. Unterschiede.
So zeigen die diastereotopen Protonen an Position 2 des einen Azids nahezu identische Ver-
schiebungen und Kopplungen, vergleicht man es mit den Vorgéngerverbindungen, und umge-
kehrt unterscheidet sich das andere signifikant in diesen Punkten, was nahelegt, daB3 es sich
bei letzterem um das Produkt mit dem invertierten Stereozentrum handeln sollte.

Bestitigt wird dies dann durch das ROESY Spektrum, wo das Azid 27 mit den ,,unverdnder-
ten” 2er Protonen, also jenes vorldufig als Azide mit Retention der Konfiguration (6,R) be-
stimmte, den zuvor schon erwéhnte charakteristische NOE von 6-H zum Briickenkopf 7a-H
aufweist. Dies 1aBt jetzt wiederum den Umkehrschlufl zu, daf3 hier eine Retention der Konfi-
guration an C-6 zur Beibehaltung der Konformation fiihrt. Diese zugegebenermaflen wenig
iiberraschende Aussage, wird noch durch die Daten des 2D-ROESY's untermauert, welches
einen NOE von 7-OH zu 2-H™® zeigt, womit nun alle relevanten Daten (Kopplung, Ver-
schiebung und NOEs) mit denen der Vorldaufermolekiile {ibereinstimmen.

s Azid
Ng--C L Retention

7-OH % O  COMe
2-Hpr0]{
7a
OM
7-OH 3 6/7 © 2-Hpros 2-HproR
J “ 2.0Hz m 6.7Hz

-.o .= o .= .o

EEE ) NOE 0 |

e 7-OH/2-HproR | ROESY
£t - , DMSO-d,
S o " G Austausch 0 i

s mit Wasser y ;

et 0 \

-. = ..o = .= =.o -.m -.o

Abbildung B.1.1.-38.: Ausschnitt des 600MHz 2D-ROESY der Verbindung 27 in DMSO-dg
mit NOEs der Protonen an C-2.
Diastereotope Zuordnung 2-HP® und 2-H”® {iber NOEs und *J,, ;- Kopplungskonstanten.
Dariiber: Vorschlag fiir die Vorzugskonformation der Verbindung 27.

Wie schon im Falle der 6,5 Bizyklen fiihrt also auch hier eine R-Konfiguration an Position 6
zu einer einzigen Vorzugskonformation, jener mit der Methylengruppe des Thiazolidinrings
nach unten.
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Und noch eine weitere Gemeinsamkeit 146t sich ausmachen, so hat sich gezeigt, da3 bei der
6S-Konfiguration auch hier ein Gleichgewicht hauptsiachlich zweier Konformationen anzu-
nehmen ist, da analog zu den 6,5-Bizyklen wiederum eine Mittelung der Kopplungen °J,, 3
und des NOEs 2-H"™® zum Briickenkopf 7a-H zu beobachten war.

Die Argumentation kann wie schon zuvor bei den 6,5-Bizyklen gefiihrt werden, und ist aus
Abbildung B.1.1.-39. ersichtlich.

Inversion
7-OH

_ N
zd NOE
e 7a/2-HproS
4= | <> 0
T NOE
g e 7a/2-HproR

Abbildung B.1.1.-39.: Ausschnitt des 2D-Roesy 600MHz DMSO-ds, Verbindung 26,
mit prochirale Zuordnung der diastereotopen Protonen an Postion 2.
Angegebene Kopplungen: 3J2_Hme7 3.q und 3J2_Hprosﬂ3_].{
Dartiber: Strukturen der beiden Konformere im Gleichgewicht

Bleibt noch eine Anmerkung zu den NOE-Signalen von 7a-H zu den Protonen an Position 2:
Da jetzt beide Wasserstoffe der Methylengruppe ihn zeigen, ist dies hier erhaltene NOE-
Muster nicht so eindeutig wie zuvor.

Die alternative prochirale Zuordnung , kann aber dennoch praktisch ausgeschlossen werden,
da wire 2-H' jenes mit proS Konfiguration, es mit seiner J-Kopplungskonstante von 8.1Hz,
hauptséchlich die trans-Konformation populieren miifite, dies hétte aber einen wesentlich in-
tensiveren NOE zur Folge, welcher keinesfalls, so wie hier, kleiner als jener des zweiten Pro-
tons an Position 2 sein kann.

Somit bleiben noch, die beiden Boc-geschiitzten Endverbindungen 28, deren Konformationen,
aufgrund nahezu identischer Kopplungs-, Verschiebungs- und NOE-Muster, bei gleicher Kon-
figuration, jenen der soeben vorgestellten Azide entsprechen (wobei im Falle der 6S-Konfi-
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guration, entspricht somit letzterem Azid 26, der Fall hier sogar eindeutiger ist, da nur das 2-
H", welchem proS-Konfiguration zugewiesen wurde, einen NOE zu 7a-H zeigt).

Da nun die Hauptsache gesagt wire, was die strukturellen Aspekte dieses Verbindungstyps
betrifft, soll dieses Kapitel hiermit beendet werden.

1.1.4.3. Nachtrag

War auch die Periodatspaltung, wie sie urspriinglich gedacht war, so nicht durchzufiihren, so
hiel dies aber auch, dal} solch eine Reaktion mit einer gewissen Selektivitdt ablaufen kann.
Um zu sehen wie weit diese Selektivitit reicht, wurde dann noch versucht diese Umsetzung
nun einmal ganz ohne Schutzgruppen zu unternehmen.

Somit wurde also jetzt das ,,nackte* Gulonsdurelacton analog der bisher bekannten Reaktio-
nen zuerst mit Periodat und dann mit Cysteinmethylester umgesetzt. Nach 2 Wochen bei RT
konnte dann auch eine neue Verbindung isoliert werden, hierbei handelte es sich sogar um
einen neuen Bizyklus, und diesmal war es nun ein 6,5-Thiazolidinlactam, welches sich aller-
dings dann doch deutlich von den bisherigen unterschied.

OH

a. NalO,

b. CysOMe x HCI S

- o 16%
N
HO S(
o CO,Me

29

Abbildung B.1.1.-40.: Produkt nach Periodatspaltung des ungeschiitzten Gulonolactons und anschlieBender
Kondensation mit Cystein.

Somit wurde also der ,alte Bizyk-
lus* durch ein Halbacetal und eine
primdre OH noch um zwei funktio-
nelle Gruppe erweitert.

In Abbildung B.1.1.-41. ist dann
noch die Kiristallstruktur  der
Verbindung 29 gezeigt.

Abbildung B.1.1.-41.: Kristallstruktur von 29
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Hierbei stellt sich unweigerlich die Frage nach dem Weg, welcher zu dieser Verbindung
fiihrte.

D-Threose

0]

Abbildung B.1.1.-42.: Retrosynthetische Nachbetrachtung des Weges zum Bizyklus 29

Hat man das Halbacetal als solches erkannt, gelangt man direkt zum Ergebnis, daB3 hier eine
Kondensation dreier Komponenten stattgefunden haben muf3, von Cystein, der Glyoxalsdure
und als Zucker die D-Threose, wobei die letzten beiden Verbindungen durch Periodatspaltung
an Position 2 und 3 des Gulonsdurelactons hervorgegangen sein miissen.
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+Ein Experiment ist niemals bloB ein Fehlschlag, weil es nicht zu
vorhergesagten Resultaten fGhrt. Ein Experiment ist erst dann ein
Fehlschlag, wenn es nichts Uber die Richtigkeit der aufgestellten
Hypothese aussagt, wenn die Daten die es erbringt, weder in die
eine noch in die andere Richtung etwas beweisen.”

Robert M. Pirsig ,,Zen und die Kunst ein Motorrad zu warten*

1.2. Mechanistische Studien

Wenn man daran geht, Mechanismen chemischer Reaktionen zu untersuchen, ist die Situation
in gewissem Sinne immer vergleichbar mit einem Indizienproze3 vor Gericht, weder gibt es
Zeugen, die den Tathergang genau schildern kénnen, noch wird es jemals mdglich sein, einem
Molekiil ein Gestindnis hieriiber abzuringen.

Zur Erweiterung der Wahrnehmung ist man im allgemeinen auf meist recht komplizierte Ap-
paraturen, jene als Spektrometer bezeichnete Ungetlime, angewiesen, wobei die hierdurch
erhaltenen Bilder, sprich Spektren, mit den viel zitierten Schatten an der Wand zu vergleichen
sind, nur daf} sie dann sogar noch weniger die Wirklichkeit zeigen, da sie im Gegensatz zu
den Schatten, welche immerhin noch in Bewegung sind, nur Momentaufnahmen liefern kon-
nen, und zumindest was die NMR-Spektroskopie betrifft, kann praktisch immer nur ein Bild
von vor, oder nach der Tat erhalten werden, man somit aus dem Was passiert ist riickblickend
schlieBen muf3 Wie es passiert ist.

So sieht man stets nur das Ergebnis, und kann nur versuchen, das eigentliche Ereignis immer
weiter einzukreisen, bis man am Ende zu vielleicht einer Losung kommt, welche dann auf-
grund der Daten und bekannter Theorien als Reaktionsweg am plausibelsten erscheint.
Nichtsdestotrotz wurden ungeachtet der eigentlichen Sinnlosigkeit dieses Treibens, dann doch
diesbeziigliche Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt, da wenn auch ein
Mechanismus genaugenommen nie bewiesen werden kann, es immerhin moglich ist, gewisse
Einsichten tiber eine Reaktion zu erlangen um somit das vorhandene Modell zu erweitern oder
zu verfeinern, so daf} die hierbei erhaltenen Ergebnisse schlulendlich wieder direkt in die
praktische Synthesearbeit einflieBen konnen.

Betrachtet man die bisher vorgestellten Synthesen, gab es im besonderen zwei Reaktionen,
welche einer genaueren Betrachtung wert waren.

Allein schon da im Prinzip die gesamte Arbeit auf dieser aufbaute, war dies zum einen die
Kondensation zum Bizyklus, eine Synthese bei welcher zwei hochfunktionalisierte Edukte in
hervorragender Chemo-, Regio- und Diastereoselektivitit zu einem Produkt flihrten. Zum
anderen, aufgrund unterschiedlicher Ergebnisse in der Stereochemie, die Substitution des
Triflats durch das Azid, welche wie gezeigt in einem Fall, eher ungewdhnlich, unter Retention
der Konfiguration erfolgte, wohingegen in den anderen Synthesen das Azid mit Inversion der
Konfiguration als Hauptprodukt erhalten wurde.
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1.2.1.Kondensation zum Bizyklus

Die erste Reaktion, welche untersucht wurde, war die Kondensation von y-Glucuronolacton
mit Cystein zum Thiazolidinlactam.

Erste mechanistische Studien, welche interessante Erkenntnisse tiber den Verlauf dieser Re-
aktion lieferten, wurden bereits von Frank Moser im Rahmen seiner Diplomarbeit durchge-
fiihrt [128].

Hier konnte im NMR-Versuch gezeigt werden, dal3 sich zuerst die beiden diastereomeren
Thiazolidine, und danach erst der Bizyklus bildet. Unklar blieb, ob die Reaktion iiber diese
Thiazolidine ablduft, sie somit die Vorstufe zum Bizyklus darstellten, oder ob es sich hierbei
lediglich um eine Nebenreaktion handelt, welche, da reversibel, zur eigentlichen Kondensati-
on keinen Beitrag liefert.

¥ -Glucurono- L-Cystein Thiazolidin
lact
OH acton SH OH o
% ' L :21/5
O OH + < 0
0™~ H3N7 CO,Me 0™~ N—>‘COZM6
OH Cl oH H Ha
irreversibel
— OH _ ?
HO 3 Thiazolidinlactam f
OH OH
O H SH HO-,
N 7 S
HO
B HO o) COzMe_ N

HO® %  coMe

Ho, M - )

HO Il 4 SH Abbildung B.1.2.-1.:Mechanistische
Uberlegungen zur Bizyklusbildung

HO! % coMe |

N-Acyliminiumion

Es wurde dann als moglicher Weg auch noch jener iiber eine Aminolyse in Betracht gezogen,
wobei sich hier zunichst zwar die Thiazolidine bilden, dann aber, durch die praktisch irrever-
sible Ausbildung eines Amids, resultierend aus einem nukleophilen Angriff der Aminogruppe
des Cysteins am Carbonyl des Lactons, die beiden Edukte nach und nach aus dem Gleichge-
wicht mit dem Thiazolidinen entfernt werden, bis dieses praktisch verschwunden ist. Uber die
Zwischenstufe eines Acyliminiumions [130] sollte sich dann schlulendlich der Bizyklus bil-
den konnen (Abbildung B.1.2.-1.).

Zwar konnte prinzipiell gezeigt werden, dal3 die entsprechende Aminolyse moglich ist, hierzu
wurde 1,2-O-Isopropyliden geschiitztes y-Glucuronolacton (also ,,ohne Aldehyd*) mit Cystei-
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nethylester umgesetzt, womit folglich nur der Weg iiber die Aminolyse zur Disposition stand,
das resultierende Amid war aber, auch nach Reaktionszeiten von einer Woche, nur in gerin-
gen Mengen zu isolieren, so waren die Ausbeuten immer im einstelligen Prozentbereich.
Folglich waren beziiglich dieses Reaktionsweges zumindest Zweifel angebracht.

Wie aus Zweifel GewiBheit wurde soll im folgenden erldutert werden:

Grundvoraussetzung fiir den Weg tliber die Aminolyse war eine Riickreaktion der Thiazolidine
zu den beiden Edukten, und genau hier an diesem Punkt galt es anzusetzen. Wiirde man just
an dieser Stelle der Reaktion zusitzlich nochmals eines der Edukte, nur diesmal markiert,
zugeben, hitte dies im Falle der Aminolyse am Ende ein Produktgemisch des markierten und
nichtmarkierten Bizykluses zur Folge B. Das gleiche Ergebnis wére allerdings auch bei einer
Riickreaktion der Edukte zum Thiazolidin und anschlieBender Kondensation hieraus zum Bi-
zyklus zu erwarten D, womit folglich bei diesem Ausgang des Experiments keine eindeutige
Aussage moglich wire.

Ein konkretes Ergebnis ldge nur vor, wenn am Ende lediglich der unmarkierte Bizyklus zu
beobachten wire C, denn somit muf3 diese Reaktion direkt vom Thiazolidin zum Bizyklus
erfolgt sein, der Weg iiber eine Aminolyse wére somit auszuschlieBen.

Kombinatorische Kinetik

7-G + Cys + [0Sl
e
abekals y %
I + Amid +BY8l+ Cys @+ 12+ B8 +Cys
@ p p
Bi@ + Bic+B§§+Cys Bl + Bic+[BJE+Cys Bic +[0§§ Big + Bic + Bj8+ Cys
A B C D

Ergebnis A = B = Dmmm Weg ot , Weg [3 oder Weg ¥ === keine Aussage moglich!
Ergebnis C =) Weg 3 m==) Reaktion muf iiber Tz erfolgen

Abbildung B.1.2.-2.: mdgliche Reaktionswege der Bizykluskondensation
Roter Kasten: markiert, griines Ei: Startpunkt der Kinetik
Tz: Thiazolidine, Bic: Bizyklus, y-G: y-Glucuronolacton
Amid: aus der Aminolyse resultierenden Verbindung (siche Abbildung B.1.2.-1.)

Somit war also der Weg den es zu beschreiten galt folgender: Nach einer Konkurrenzreaktion
der Thiazolidine mit einem Edukt, welches es vorher in irgend einer Weise zu markieren galt,
sollte eine Analyse der hierbei erhaltenen Produkte erfolgen. Weitere Informationen sollten
dadurch gewonnen werden, da3, wenn moglich, schon wéhrend der Reaktion eine Aufnahme
von NMR-Spektren erfolgt.
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Abbildung B.1.2.-3.: 600MHz 'H-NMR. Kinetik der

Gleichgewichtseinstellung der Thiazolidine in D,O

Zundchst mufiten also die intermedii-
ren Thiazolidine als Reinsubstanz er-
halten werden.

Die Losung hierzu war erfreulich ein-
fach, da ab und an beobachtet werden
konnte, wie sich bei der Synthese zum
Bizyklus zuerst ein Niederschlag bil-
dete, welcher dann nach einiger Zeit
wieder in Losung ging, war die Ver-
mutung, dafl es sich hierbei um eben
die besagten Thiazolidine handeln
konnte.

Um dann diesen Niederschlag gezielt
zu erhalten, wurde die Reaktion bei
sehr hohen Konzentrationen durchge-
fiihrt, was schlieBlich auch zu dem
gewiinschten Ergebnis fiihrte.

Es konnte in diesem Fall wohl sogar
selektiv das R-Epimer 30
gefdllt werden, zu diesem Schlufl
fiihrte zumindest das NMR Spektrum
in D,0. Dieses zeigte zwar auch einen

nahezu

geringen Anteil des S-Thiazolidins,
welches aber wahrscheinlich erst in der
Zeit von der Praparation der Probe bis
zum ersten Spektrum entstanden war.
Es wurde dann auch in mehreren,
zeitlich nacheinander aufgenommenen
Spektren beobachtet, daf}
Wasser vergleichsweise schnell ein
Gleichgewicht der beiden Epimere

sich in

ausbildet, bis am Ende mit 5:2 dann
jenes mit S-Konfiguration an Position
1" iiberwiegt.

Diese Gleichgewichtseinstellung war in sofern von Interesse, als daB3 sie zum einen zeigte,

daBl spiter beim eigentl-ichen Experiment, der Konkurrenzreaktion, diese zweite Reaktion

auch mit einbezogen werden muf3, und zum anderen, dal mit dem Imin noch ein weiterer
Kandidat vorhanden ist welcher gleichfalls fiir den Mechanismus der Kondensation zum

Bizykluses ins Kalkiil gezogen werden mulf3.

", Zuckerzihlweise*: 1 ist Position des ( vormaligen ) Aldehyds ( siche auch Abbildung B.1.2.-10.).
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Der nichste Punkt welcher jetzt anstand, war eines der Edukte so zu markieren. Nicht ohne
Grund, war es in Abbildung B.1.2.-2. das Cystein welches in diesem Schema die Rolle der
markierten Verbindung iibernahm, denn der einfachste Weg, eines der beiden Edukte ohne
grofleren Einflufl auf seine Reaktivitdt so zu verdndern, da3 gleichzeitig eine Unterscheidung
im NMR mdglich ist, bestand darin, da das Thiazolidin als Methylester vorliegt, in der
Konkurrenzreaktion nun den Ethylester des Cysteins einzusetzen.

9a- B-§Tz p-(R)Tz

i

40min

il

1h45min

3h 45min

6h 30min [
9a
100 45min s,
LIl

)

Abbildung B.1.2.-4.: links: '"H-NMR Spektren 600MHz, Konkurrenzreaktion der Thiazolidine (Tz) mit
CysOEt zum, am Ende, Bizyklus 1 (Bic) und CysOEt, in D,O/Pyridin-ds 10:1.
rechts: "H-NMR Spektren 600MHz, Kondensation der Thiazolidine (Tz) zum Bizyklus
1 (Bic), in D,O/Pyridin-ds 10:1.
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Es wurden schlieBlich zwei Experimente durchge-
fiihrt, beide in Abbildung B.1.2.-4. zu sehen, wo-
bei zum einen nur das Thiazolidin in D,O/Pyridin
10:1 umgesetzt wurde, und zum anderen, im lin-
ken Teil der Abbildung zu sehen, die besagte
Konkurrenzreaktion, das Thiazolidin zusammen
mit CysOEt.

Wie zu erkennen reagierten in beiden Féllen die
Thiazolidine nahezu vollstindig ab, und zwar zu
nur einer neuen Verbindung, dem Bizyklus mit
dem Methylester (Um auszuschlieBen, daB3 sich
nicht doch ein zweiter Bizyklus gebildet hatte,
welcher in Folge Signaliiberlagerung nicht von
den anderen beiden Verbindungen zu unterschei-
den war, wurde am Ende der Kinetik, zur Kon-
trolle, noch der Bizyklus mit dem Ethylester 40
zugegeben, also das mdgliche zweite Produkt,
welcher dann auch als komplett neuer Signalsatz
erkennbar war. Am besten zu sehen am neuen
CHs;-Signal seines Ethylesters, das sich in seiner
Verschiebung eindeutig von jenem des Cystei-
nethylesters unterschied, Abbildung B.1.2.-5.).

Als Vergleich 9a-R
"C-Sateliten 9aR

T
b

| s )
19a-s \ [ [| D
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Abbildung B.1.2.-6.: Diastereomerenverhiltnis anhand der
Intensitdten 9a-H(R) zu 9a-H(S)
'H-NMR 600MHz D,0/Pyridin 10:1 Am Ende der Kinetik

Ende der Kinetik

Cys-OCH,-CH,

Kontrolle
Cys-OCH-CH, | Bic-OCH,-CH,

| 1/
JU M J‘ h'u

Abbildung B.1.2.-5.:

oben: 600MHz 'H-NMR am Ende der
Konkurrenzreaktion

unten: 600MHz "H-NMR der selben
Probe, nach Zugabe von BicOEt 40

Somit wurde klar gezeigt, daB3 die Bizy-
klusbildung, unter diesen Bedingungen,
nicht iiber die postulierte Aminolyse er-
folgt sein konnte.

Eine weitere Information, welche dieser
Reaktionskinetik noch zu entnehmen war,
war die hervorragende Diastereoselekti-
vitdt beziiglich des neuen stereogenen
Zentrums 9a, von ca. 99:1, wie ein Ver-
gleich der Intensitét der beiden 9a-H Si-
gnale zeigte (Abbildung B.1.2.-6.).

Mit dem so erzielten Ergebnissen wurde
es dann damit belassen.”

" Die vergleichbare Kinetik, anhand des Thiazolidins des Arabinuronolactons (Kondensation zum 6,5-Bizyklus),
brachte keine wesentlich neuen Ergebnisse. Sie zeigte lediglich, dafl die Kondensation hier wesentlich langsamer
von statten geht, auch war kaum Epimerisierung des Edukts zu beobachten (Kinetik in D,O/Py 10:1). Die eben-
falls durchgefiihrte Konkurrenzreaktion, war wenig aussagekréftig, da infolge der langen Reaktionszeit Hydroly-
se aller Komponenten einsetzte, was eine genaue Zuordnung der Signale erschwerte, und somit zu keinem ein-

deutigen Ergebnis fiihrte.
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Nichtsdestotrotz kann man sich fragen, wie es von diesem Punkt an jetzt weiter moglich wire,
noch mehr iiber diese Reaktion in Erfahrung zu bringen.

Eine Option wire, jetzt wiederum eine neu Hypothese aufzustellen, um diese mit dem in die-
sem Fall iibriggebliebenen Weg in den Wettbewerb zu stellen, um anschlieBend durch ein
entsprechendes Experiment wiederum einen davon zu eliminieren, und so fort.

OH on
S
Oii/:\xcoohﬁe
N “
o”
OH

H HCI

Kondensation iiber alternativer
das Thiazolidin ch Mogliche Beeinflussung der Stereochemie
am Briickenkopf 9a durch 9-OH

Ho, (OH
7 /\ Abbildung B.1.2.-7.: Folgeiiberlegungen
HO |N+ SH zur Bizyklusbildung, neue Alternative:
Ho! % cr CO,Me Weg tliber das Imin
N-Acyliminiumion

Ein Ansatzpunkt hierzu konnte darin bestehen, eine plausible Alternative zum direkten Ring-
schluB3 tiber das Thiazolidin zu suchen.

Wie zuvor schon erwihnt, ist, wenn Uberlegungen zum Mechanismus der Bizyklusbildung
angestellt werden, auch das Imin mit in Betracht zu ziehen. Dieses wire nun gleichfalls in der
Lage, nukleophil am Carbonyl anzugreifen, das hieraus resultierende Acyliminiumion wére
dann als Zwischenstufe zum Bizyklus denkbar (Abbildung 1.2.-7.).

Das Vorhandensein dieses Intermediats konnte auch als Erkldarung dafiir dienen, daf3 die Aus-
bildung des neuen stereogenen Zentrums am Briickenkopf, unabhédngig von der Art des Ami-
nothiols (D oder L-Cys, D-Pen, o-Mercaptoanilin oder Cysteamin), bei Einsatz verschiedener
Zucker (Gluco- , Mano- oder Arabinuronsdure), immer so erfolgte, dall der Schwefel syn zur
benachbarten Hydroxylgruppe stand, man dieser somit moglicherweise dirigierende Funktion
zuschreiben kann. Denn im Falle dieses Acyliminiums kann man sich dann sehr gut vorstel-
len, daB3 diese eben angesprochen Hydroxylgruppe einen EinfluB auf den angreifenden
Schwefel auszuiiben in der Lage sein konnte.

1.2.2. Azideinfiihrung

Der nichste nun folgende Punkt, wéren Fragen zum Mechanismus der Azideinfiihrung. Wie
berichtet, fiihrte diese Reaktion, im Fall der vorgestellten Bizyklen, unter vergleichbaren Be-
dingungen (Triflat als Abgangsgruppe, NaNs als Nukleophil, Lésungsmitte]l DMF), zu unter-
schiedlichen Ergebnissen in der Stereochemie, so konnte zwei mal hauptsidchlich das Produkt
mit Inversion der Konfiguration an C-6 erhalten werden, und im Falle des 7,5-Bizyklus war
ausschlieBlich jenes unter Retention zu isolieren, was auch die Ausnahme blieb, weshalb
letztere Reaktion auch den Anfang machen wird.
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Die Durchfiihrung des Experiments hierzu war vergleichsweise simpel, zum gelosten Triflat 2
in DMF-d;/DMSO-dg 3:2, wurden 2eq. Natriumazid gegeben und anschlieBend, zeitlich ge-
staffelt, mehrere '"H-NMR Spektren und, zur genauen Charakterisierung, auch mehrere 2D-
NMR-Spektren aufgenommen.

Dies fiihrte dann zu einigen Uberraschungen, so zeigte sich recht schnell, daB hier nicht nur
Edukt und Produkt mit im Spiel waren, sondern es konnten nach einiger Zeit die Signalsitze
fiinf verschiedener Verbindungen gezdhlt werden (moglicherweise sogar noch einer mehr,
Pfeil in Abbildung B.1.2.-8.).

Das zweite Uberraschende war, daf es sich hierbei nicht um Produkte etwaiger Nebenreaktio-
nen handelte, sondern die Tatsache, dal am Ende der Kinetik, nur eine einzige Verbindung,
das erwartete Produkt, zu detektieren war, lie3 darauf schlieen, daf} alle somit auch an der
Reaktion beteiligt waren. In Abbildung B.1.2.-8. sind dann die aufgenommenen '"H-Spektren
dargestellt.

sechster Signalsatz?

_j 11d
" 5d
2d
L A 1d
- j 17h 10min
J\J. — 6h 45min
M \— 4h 35min
_Jll - 3h 15min
lel -L 2h 55min
r " LY 1h 40min
A dj.. JL-JL——Ih 10min
ll h SV~ 45min
| | - L 20min

[ W——
|

Smin

s = —= - e et = Imin

6.5ppm ) 2,6p—}')_m
Abbildung B.1.2.-8.: "H-NMR 600MHz DMF-d/DMSO-d; 3:2, Kinetik der Azideinfithrung, 2 + NaNj.

Nun galt es also herauszufinden, welches die noch unbekannten Verbindungen waren, und
welche Rolle sie fiir den Mechanismus dieser Reaktion spielen konnten.

Das erste, was festgestellt werden konnte, und dies ist in der Abbildung B.1.2.-9. gezeigt, war,
dal} das Edukt relativ schnell abreagierte, eine zweite Verbindung entstand, und zum Schlufl
eine iibrig blieb, welche nicht aus der zweiten Verbindung hervorgegangen sein kann, da
letztere noch im Entstehen war, als die zweite praktisch schon nicht mehr beobachtet werden
konnte. In dieser Liicke miissen nun die noch fehlenden Verbindungen ihren Platz finden.

" Der angezeigte mogliche weitere Signalsatz, kurz vor Ende der Kinetik, bereitet in sofern Probleme, als daf
ihm nur zwei Signale als sicher zugeordnet werden kénnen, was definitiv zu wenig fiir ein weiteres Intermediat
wire. Des weiteren wurde versdumt etwaige 2D-Spektren aufzunehmen, welche genauere Informationen hétten
liefern kdnnen, da dieser Umstand erst nach Ende der Kinetik bemerkt wurde, als es hierfiir schon zu spét war.
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9a Den ersten Hinweis auf diese

Produkt ' neuen, im Rahmen dieser Kinetik
" ||_ beobachteten Verbindungen, gibt
T i. I JL__ schon das einzige, neben Edukt
Intermediat — N Jllk_h und Produkt, neue Signal in diesem

I 3
——JJIHL— gezeigten Ausschnitt. Denn gerade,

.

N " @J'L_ - daB lediglich dieses im Bereich der 9a
Edukt N \\ Uf_ﬂf Protonen zu detektieren ist, noch deutlicher
6 93 \I"L&_ zu sehen im HMQC Abbildung B.1.2.-11., wo
T ‘\]I [~ @il dieses Signal und die beiden anderen Ya-
— ':L_ﬁ_m N ”L—f“\ Protonen einen nahezu separierten Platz
Jﬁt ltj\k einnehmen, fithrt zur Annahme, dal3 es sich nur bei
J\_ DA diesem einen Intermediat um einen Bizyklus

55ppm  handelt.
Abbildung B.1.2.-9.: Auschnitt aus B.1.2.-8.  Des weiteren 1d3t sich {iber diese erste Verbindung
sagen, da} sich es ziemlich sicher um kein Triflat
mehr handeln kann, da C-6 im "*C-Bereich im Vergleich zum Edukt um tiber 15ppm Hoch-
feld verschoben ist, es palt mit einer Verschiebung von nunmehr 65ppm wesentlich besser
auf das Kohlenstoffsignal z.B. einer CH-N3-Gruppe.
Vor allem aber zeigt dieser neue Bizyklus eine Besonderheit vergleicht man ihn mit den ande-

6,3}-1}1:1-1

ren, denn, lassen sich auch sonst alle Daten mit denen der anderen Bizyklen gut in Einklang
bringen, unterscheidet er sich doch in einem wichtigen Punkt, so ist hier H-6, im Gegensatz
zu z.B. Edukt oder Produkt, in das Spinsystem von H-7/8/9 integriert (siche COSY Abbildung
B.1.2.-10.), und kann so, mit seiner Kopplung von nunmehr *J 7 = 6.8Hz, nicht mehr im sel-
ben Winkel zu seinem Nachbarproton stehen, wie dies in all den anderen Féllen zu beobach-
ten ist. Hierfiir wiire die niichstliegende Erklirung eine Anderung der Konfiguration an dieser

S0 49 48 4T 46 45 44 43 L2 41 40 3 3R AT 6 pm

~1Hz SEZ ©@:sh: ——
@ FRTR X et . .
/ / ao |l Bic Azid
Retention
Bic Azid
o Inversion
. come @
'w é- 4 i : a
;ﬁ iR g
“ o @} .......................... 2 _. Jaw=8siz  Thiazolidin
4.7 . 1 ) Na" OH
0“8 M B 2 ! "5 ) S |4.Il
0 @ : o==6 , N S COZMBA
5.0 o 2 H
OH

Abbildung B.1.2.-10: DQF-COSY 600MHz DMF-d;/DMSO-d; 3:2/ Kinetik Triflat 2 + NaN3,
nach 3h 15min ( Dauer der Messung 1h 20min ), Eichung: auf DMF-d;
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Position, womit die plausibelste Losung jetzt darin ldge, fiir diese Verbindung das Azid des
Bizykluses unter Inversion der Konfiguration an C-6 anzunehmen.

Blieben somit noch 2 Signalsitze, welche sich von ithrem ,,Fingerabdruck® im HMQC (Abbil-
dung B.1.2.-11.) eindeutig von jenen der Bizyklen unterschieden, und auf den ersten Blick auf
die Thiazolidine zu passen schienen, so korrelierten sowohl die Verschiebungen von CH-a
und CH,-B, als auch die beiden Signale bei rund 80ppm’, welche fiir das CH-3 des Lactons
sprechen, sehr gut mit dem, was fiir diesen Verbindungstyp bekannt ist.

Durch Kombination der Daten aus HMQC und COSY-Spektren, konnte dann auch eine der
Verbindungen als Thiazolidin identifiziert werden. Es handelt sich hier um das in beiden Ab-
bildungen gezeigte Thiazolidin, mit einem 5(R)Azid, wobei die Zuordnung der Stereochemie
des Azides auf die groe Kopplung von 3J5-H, 411 = 8.8Hz griindete”, womit auch noch ein

HO, g Bic Azid
o __sz Inversion
Edukt -+———" Produkt

% N a

oH ‘%
Q
Thiazolidin® Y~y o
- CO,Me
unbekannte
COM : . .
o + Verbindung Bic Azid
Retention
m L
"
]
" O !
1 3%3 El ?a ]

‘m e :

Edukt lﬁ érl ' e

E o : A e
O Bic Azid Inversion . O
1 L] {
® A Thiazolidin ®/ \7° SV
9@;9

unbekannte 5 h

80+ Verbindung |
@ Produkt m&3 '[®
1
85- ' "
—
6 @ 1 I:

64 6.2 6.0 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 3.8 by

Abbildung B.1.2.-11.: HMQC 600MHz DMF-d,/DMSO-ds 3:2/ Kinetik Triflat 2 + NaNj,
nach 1h 45min ( Dauer der Messung 1h 15min ), Eichung: auf DMF-d;

* Alle Spektren dieser Kinetik wurden auf DMF-d, geeicht CH5' = 2.74ppm "H ( 30.1ppm "°C)
™ Zum Vel 3J4_H_ s.u = 4,4Hz fur das unmodifizierte Thiazolidin 30
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weiteres gewichtiges Argument fiir den Bizyklus mit Inversion der Konfiguration an Positon
6 als erstes Zwischenprodukt gebracht wire.
Yo st oz = 8.5HZ Yost an = 4.4Hz Naheliegend wire jetzt, davon auszugehen, daf} es
M. oM , My oM sich bei der letzten noch verbleibenden Verbindungen
o%}co-meomymm um das hierzu epimere Thiazolidin handelte, zumal
A G " o die charakteristischen Daten (CH-a, CH,-f3 und ein
CH-Signal im Lactonbereich 4.7/81ppm) fiir eben
5 | solch eine Verbindung sprachen, vor allem da spdter
0

noch beide Epimere der Thiazolidine isoliert werden
{ konnten."

8

Dies kann aber ziemlich sicher ausgeschlossen

M.
N@B O R

werden, da sich die beiden Signalsitze, betrachtet
man die restlichen Signale, zu eindeutig voneinander
3 unterschieden. Denn wie auch das HMQC der beiden
/o spéter isolierten Verbindungen 31 in DMSOQOqe zeigte
e, (Abbildung B.1.2.-12.), ist natiirlich eine geringe

“ ,"' Gose e e e e s - Divergenz zu beobachten, welche aber bei weitem
Abbildung B.1.2.-12. HMQC 600MHz

DMSOy¢ der Thiazolidine 31

2 B8 B 2 & 2 4 &2 8 2 = B B &

nicht so ausgepragt ist wie im fraglichen Fall.

Da auch das COSY-Spektrum keine weiteren Erkenntnisse lieferte, bleibt somit vorerst im
Dunkeln, um welche Verbindung es sich hierbei handeln konnte.

Welche Aussagen lassen nun aber die beiden identifizierten Intermediate zu? Die plausibelste
Losung ist sicherlich, anzunehmen, da3 sich zuerst das Azid des Bizykluses unter Inversion
der Konfiguration bildet, wobei dann nach einiger Zeit eine Offnung des Siebenringes erfol-
gen muB”", denn anders ist die Entstehung des Thiazolidins nicht zu erkldren, alles weitere ist
dann reine Spekulation. Fakt ist nur, am Ende liegt dann nahezu ausschlieBlich das Azid des
Bizykluses unter Retention der Konfiguration vor.

Dies fiihrt somit direkt zur nichsten Frage, nach dem Grund fiir die Offnung des Lac-
tams.Hierfiir konnte die Erkldrung darin liegen, da3 durch die angenommene Substitution des
Triflats durch das Azid, bei Erhalt der Konformation, nun zusétzlich zu den drei Hydroxyl-
gruppen, noch ein weiterer axialer Substituent hinzukommt, so destabilisiert 6ffnet sich der
Siebenring und das Thiazolidin entsteht (Abbildung B.1.2.-13.)

CO,Me OH COMe

OH N
oTf SN }‘Cone
oH M

OH OH N,

Abbildung B.1.2.-13.: Mdgliche Begriindung fiir die Entstehung des Thiazolidins

" Das Ergebnis, der Kinetik war auch in sofern iiberraschend, da wahrend der Reaktion immer nur 2 Punkte auf
dem DC (EE:Tol 9:1) zu detektieren waren, was daran lag, da3 wie sich dann herausstellte, eben diese beiden
Thiazolidine, unter diesen Bedingungen, das gleiche Laufverhalten zeigten wie das Edukt, das Triflat 2.

* Es ist natiirlich nicht auszuschlieBen, daB teilweise, in geringem MaBe, dieser Bizyklus schon epimerisiert,
man somit auch auf diesem Weg, direkt zum Produkt kommt.
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Abbildung B.1.2.-14.: 600MHz 'H-NMR Spektren der
Reaktionskinetik Triflat 46 + NaN; in DMF-d,

Das hierbei erhaltene Ergebnis bestétigte dann in sofern die
zuvor aufgestellte Hypothese, als dal} jetzt keine Interme-
diate beobachtet werden konnten, welche fiir ein Thiazolidin
sprechen wiirden. Auch konnte nur ein neuer Signalsatz
detektiert werden, jener des Azides, aber wiederum erfolgte
hier die Azideinfiihrung unter Retention, darauf weilen so-
wohl das Signal des Protons an Position 6, welches weiter-
hin aufgrund seiner kleinen Kopplung zu 7-H als Singulett
erscheint, sowie dessen NOE zu 9a-H (Abbildung B.1.2.-
15.), der ganz eindeutig dafiir spricht, da} 6-H weiterhin,
wie im Edukt, eine axiale Position einnimmt.

Als Fazit bleibt also vorerst, dal beim zuvor gezeigten
Triflat 2 nach Substitution durch ein Azid unter Inversion,
eine Offnung des Thiazolidinlactams erfolgt, wobei sich
zumindest eines der Thiazolidine bildet. Am Ende ist dann
wieder ein Thiazolidinlactam 3 zu beobachten, wobei infol-

Stimmt diese Theorie, so miifite
ein entsprechender Bizyklus,
welcher statt eines axialen nun
einen dquatorialen Substituenten
aufweisen wiirde, sich mdgli-
cherweise in seinem Reaktions-
verhalten unterscheiden.

Denn nach soeben gebrachten
Uberlegung, miiBte der resultie-
rende Bizyklus nach der Azi-
deinfithrung, mit dann nur noch
drei axialen Substituenten, somit
stabiler sein, als das bei der Ki-
netik zuvor postulierte Azid mit
deren vier, so dal} die Reaktion
moglicherweise nunmehr auf
dieser Stufe stehen bleibt.

Als Edukt fiir die nun folgende
Kinetik wurde Verbindung 46
ausgesucht, welche geldst in
DMF-d; wieder mit Natriumazid
versetzt wurde, wobei dieses
mal, die Probe auf 50°C erwéarmt
werden muflte, da bei RT keine

Reaktion zu beobachten war."

Retention
OH

CO,Et

Abbildung B.1.2.-15.: Ausschnitt
600MHz ROESY am Ende der
Kinetik 46 + NaN; in DMF-d;,
NOE 9a/6 zur Zuordnung der
Konfiguration an C-6

" Ein Indiz dafiir, daB durch einen zusitzlichen dquatorialen Substituenten der Bizyklus noch stabiler ist.
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ge der hohen Aziditit an Position 6 eine Epimerisierung dieses Zentrums erfolgte. Da der zu-
vor als erste Verbindung zu beobachtende Bizyklus, wahrscheinlich das Azid, mit Inversion
an Position 6 im weiteren Verlauf der Reaktion nicht mehr beobachtet werden konnte, ist die
plausibelste Losung, anzunehmen, daf3 diese Epimerisierung an einem der folgenden Interme-
diate stattfand, zumal die Aziditdt dieser Position bei den Thiazolidinen, durch das Lacton,
noch weiter zunimmt.

Bei der zweiten gezeigten Reaktion sind dann nur Edukt und Produkt, also keine Thiazolidine
mehr zu beobachten, wobei sie natiirlich nicht ganz auszuschlieBen sind, da es denkbar wire,
dal} in folge des Umstands, daB das Fiinfringlacton nun nicht mehr moglich ist, der Ring-
schluBl zuriick zum Lactam in diesem Fall jetzt wesentlich schneller erfolgt. Fest steht, am
Ende fiihrt die Reaktion wieder zum Azid unter Retention.

Mit diesen Erkenntnissen soll der Hauptteil dieses Kapitels beendet werden, auch wenn noch
viele Fragen hierzu offen bleiben, wie natiirlich nach dem nicht identifizierten Intermediat,
erfolgt die Rekondensation zum Bizyklus aus dieser Verbindung, wo erfolgt genau die Epime-
risierung etc....

HO HO
~ S NaN,, DMF-d, ~ S . o
TfO g _— N N\) Nach diesen durchaus ungewo6hnlichen
Einsichten, welche eine vermeintlich
0 COo,Me (0] CO,Me

einfache Substitutionsreaktion lieferte,
U J folgen nun, quasi als Antiklimax, die
J nI I LA Ergebnisse der 6,5- und 5,5-Bizyklen.

Denn, in beiden Fillen verlief die Re-

aktion, ohne Intermediate, zu nur ei-
LI ) d nem Produkt, dem Azid unter Inversi-

==

Smin l.l 1

on der Konfiguration, so wie es auch
bei der Vorstellung der Synthesen

10min ]l schon gezeigt wurde.

:

d = — Das einzige was hier zusétzlich beob-
achtet werden konnte, und noch von
L J I I gewissem Interesse ist, war die Tatsa-
che, dafl auch im Falle des 5,5-
Bizykluses, wo immer auch das Azid
unter Retention der Konfiguration mit

20min

I=

erhalten wurde, die Azideinfiihrung

35h J ‘ I I ‘
zunéchst unter Inversion erfolgte, und
die Epimerisierung erst danach ein-
v ) J : ] setzte (Abbildung B.1.2.-16.).
—
EPIIT’[L’I']SJL‘TLH]g
d I ”

Abbildung B.1.2.-16.:
'H-NMR 600MHz DMF-d; Kinetik Triflat 25+ NaNj

F
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1.3. Selektive Modifikation der bizyklischen Bausteine

1.3.1. Selektive Modifikation am 6,5 Bizyklus

1.3.1.1. Synthesen

Ein Teil dieser Arbeit bestand darin, Wege zu entwickeln, welche Moglichkeiten erdffnen
sollten, selektiv die einzelnen Hydroxylgruppen anzusprechen.

Die ersten Versuche, diesbeziigliche Strategien zu entwickeln, wurden zunichst am 6,5-Bi-
zyklus unternommen, da in diesem Falle nur drei Hydroxylgruppen chemisch zu unterschei-
den waren.

Erster Ansatzpunkt hierzu war, selektiv OH-6 und -7 als Acetal zu schiitzen. Als Argument
einer diesbeziiglichen Selektivitit, war zum einen die erhohte Reaktivitit der 6-OH ins Felde
zu fiihren, als auch die Tatsache, dal OH-7 zur benachbarten OH-8 eine trans-Stellung ein-
nimmt, und somit die Ausbildung des konkurrierenden Acetals, jenem mit eben diesen beiden
Hydroxylgruppen, zumindest erschwert sein sollte.

Erfolg vorausgesetzt, wire es nach diesem Schritt somit schon moglich, OH-8 selektiv zu
modifizieren. Das Acetal dann entschiitzt, sollte sich anschlieBend, wie gehabt, die o-
Hydroxygruppe zum Carbonyl, jene an Position 6, wieder bevorzugt ansprechen lassen, so
daf letztlich nur noch OH-7 iibrigbliebe, und somit das Ziel, alle drei Hydroxylgruppen unter-
scheiden zu konnen, schon erreicht wire.

In Abbildung B.1.3.-1. ist dann auch die, auf diesen Uberlegungen resultiecrende, Retrosynthe-
se dargestellt.

R1
R3 S

R2
6  CoRr

R1 / R1
HO. S HO S
N : N
R2 HO
0  COR o  COR
OH OH \ R1
HO_A. .. s . O S ., 0 S
=X = X
N N N
HO o 0
0  COR 5 o  COR

CO,R
Abbildung B.1.3.-1..: Retrosynthese eines an den Positionen 6, 7 und 8 selektiv modifizierten 6,5Bizykluses
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Abbildung B.1.3.-2. zeigt dann auch bereits die erfolgreiche Realisation dieses Unterfangens,
bis hin zur schluBBendlich kristallinen Endverbindung 38.

Aceton,

H SO
A JQ
Co Et 1. BnBr, NaH, DMF

co Et YFA, EtOH, H,0

0
@ A S
b
. Tf,0, DMAP, N\( 7
E 37% DCM, Pyridin CO.Et
34
Q JQ =
CO,Et CO Et
36
38%
CO Et
/ 5 15-C-5
o 1. H,S, Py/H,0 2:1 o 0
How A s 2. Boc,0, DIPEA, DCM HON A S HO_A . S
. > 87% 9%
83% SN 0
C e NN H® HIN "
P8 Cog boe O OO b O OOF
37 38 39

Abbildung B.1.3.-2.: Selektive Modifikationen am 6,5Bizykluses

Dal} diese Reaktionssequenz nicht ohne Schwierigkeiten von statten ging, zeigen die aufge-
fiihrten Nebenverbindungen.

Als ein Problem stellte sich die basisch motivierte Eliminierung an Position 3, ehemals a-H
des Cysteins, heraus, welche auch dadurch nicht verhindert werden konnte, daf3 schrittweise
das Natriumhydrid langsam zugegeben wurde. Denn praktisch schon von Beginn an, als die
Base noch in klarem Unterschul3 vorlag, mufite die Bildung des Nebenproduktes detektiert
werden.

Alternativ die Reaktion jetzt unter schwach sauren Bedingungen durchzufiihren, indem ver-
sucht wurde die Benzylgruppe tliber das Imidat einzufiihren, brachte nicht das erwiinschte Er-
gebnis, so wurde zwar in diesem Fall keine Eliminierung, aber eben auch an sich keinerlei
Reaktionsumsatz beobachtet.

Wie auch die Arbeit von K. Agoston zeigte, scheint es sich bei der Eliminierung an Position 3
bei der Umsetzung mit Natriumhydrid, um ein generelles Problem dieses Verbindungstyps zu
handeln, so konnte er beim Versuch, den perbenzylierten 7,5-Bizyklus darzustellen, sogar
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ausschlieBlich das zusidtzlich auch am Schwefel benzyliererte entsprechende Eliminierungs-
produkt des 7,5 Bizykluses erhalten.

In Anbetracht dessen, und dal} zusitzlich wihrend der Reaktion auch noch Zersetzung zu be-
obachten war, des weiteren eine Isolierung der beiden Produkte erst nach der Entschiitzung
des Acetonids moglich war, muB3 man wohl mit der etwas bescheidenen Ausbeute dieses
Schritts leben, und sogar zufrieden sein, da3 Verbindung 33 tiberhaupt in brauchbaren Men-
gen erhalten werden konnte.

Das zweite Eliminierungsprodukt 36 weist auf ein weiteres Problem im Umgang mit dieser
Verbindungsklasse hin, der vergleichsweise hohen Aciditit des Protons an Position 6, welche
durch eine elektronenziehende Gruppe wie hier das Triflat natiirlich noch verstarkt wird, aber
wie auch schon beobachtet, auf der Stufe des Azids stattfinden kann.

Auf dieses Problem, aber auch auf die Moglichkeiten, welche sich durch die hohe Aziditét
dieses Protons ergeben, und generell die Tendenz, daf} die 6,5Bizyklen leicht Wasser elimi-
nieren, wird spéter noch genauer eingegangen werden.

Soviel zu den Nebenreaktionen und Problemen dieser Synthese. Da die restlichen Reaktions-
schritte als bekannt betrachtet werden diirfen, und dazu noch in akzeptablen Ausbeuten verlie-
fen, soll hierauf nicht mehr ndher eingegangen werden.

DaB3 am SchluB dann wieder beide Epimere erhalten wurden, beruht mit Sicherheit ebenfalls
auf dem zuvor geschilderten Problem des aziden 6er Protons. Ob sich das zweite Epimer wéh-
rend der H,S-Reduktion und ihrer Aufarbeitung und/oder der anschlieBenden Umsetzung mit
Boc,O bildete, kann hier nicht gesagt werden, da das reduzierte Azid direkt ohne vorheriges
Kontrollspektrum umgesetzt wurde.

1.3.1.2. Strukturanalysen

Da die Strukturermittlung, praktisch analog jener erfolgen konnte, wie sie schon in Kapitel
B.1.1.3.2. beschrieben wurde, und sich dann auch in den Ergebnissen als vergleichbar erwies,
mochte ich weitestgehend hierauf zuriickverweisen, und nur kurz zwei Verbindungen anspre-
chen.

Bei der ersten, dem Acetonid 32, handelt es sich um die einzige Verbindung der 6,5-Bizyklen,
welche, obwohl 6S-Konfiguration (Retention, nach der zuvor erfolgten Definition) aufwei-
send, fiir die Protonen des Thiazolinringes das Kopplungs- und Verschiebungsmuster der 6R-
konfigurierten Verbindungen zeigte, so da3 hier hauptsichlich, wie bei den 6R-Verbindungen
nur diese eine Konformation anzunehmen ist, wie sie auch im Kristall zu beobachten ist, und
hier nicht, wie bei allen anderen mit einer 6S-Konfiguration, ein Gleichgewicht zweier Kon-
formationen vorliegt.
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Abbildung B.1.3.-3.: Kristallstruktur des Acetonids 32, Rechts Strukturformel mit den
?J-Kopplungskonstanten der Protonen an Position 2, wie sie
so, in dieser GrofBenordnung, auch fiir eine Konformation des
Thiazolidinringes, wie sie im Kristall vorliegt, zu erwarten ist.

Dies ist mit ziemlicher Sicherheit darauf zuriickzufiihren, dal} es sich hierbei nunmehr um
einen Trizyklus  handelt, welcher, da rigider, jetzt nur noch eine Hauptkonformation bevor-
zugt.

Die zweite Verbindung die noch kurz anzusprechen wire ist die Endverbindung 38, zum ei-
nen, da es gelang, auch hier eine Kristallstruktur zu erhalten, hierbei zeigte sich dann wieder
die erwartete Konformation, als auch des Umstandes wegen, da3 anhand dieser Verbindung
jetzt fiir die Kopplungskonstante von 2-HP™S

Wert beobachtet werden konnte.

zu 3-H mit 2.1Hz der kleinste diesbeziigliche

Dies sagt nun einerseits, dafl
es sich, betrachtet man die
zuvor aufgestellte Reihe der
6,5-Bizyklen mit Inversion,
hierbei nun um das stabilste
Konformer handeln mulf,
und bestitigt andererseits die
Vermutung, dies ist natiirlich
der logische Umkehrschluf,
dal obwohl den Bizyklen
mit Inversion nur eine
Hauptkonformation  zuge-
wiesen wurde, auch hier eine

Abbildung B.1.3.-4.: Kristallstruktur der Verbindung 38

gewisse Restdynamik vor-
liegt, und die dort erhaltenen Daten ebenfalls aus einer Mittelung herriihren, wenn auch langst
nicht so gravierend, wie dies im Falle der 6,5-Bizyklen mit Retention zu beobachten ist.

" Aus diesem Grund wurde er auch nicht in die Tabelle B.1.-1. mit aufgenommen, da es sich eben hier um keinen
Bizyklus mehr handelte, und somit was wie ein AusreiBler erschienen wére, darauf zuriickzufiihren ist, daf er
eben nicht mehr in diese Reihe paft, und folglich so auch nicht mehr als Vergleich herhalten kann und darf.
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1.3.2. Selektive Modifikation am 7,5 Bizyklus

1.3.2.1. Synthesen

Als néchste Herausforderung stand nun die Modifikation des 7,5-Bizykluses mit seinen vier
Hydroxylgruppen an.

Da hier nicht wie bei den ,,normalen Zuckern* auf eine iiber hundertjdhrige Tradition, und
somit immense Syntheseerfahrung zuriickgegriffen werden konnte, war folglich nicht daran
zu denken, mit einem fertig ausgearbeiteten Konzept dieses Vorhaben angehen zu konnen,
was aber andererseits wiederum auch den eigentlichen Reiz dieses Unterfangens ausmachte.
Wenn auch die Chemie der Hydroxylgruppen nicht neu erfunden werden muflte, so blieb ei-
nem hier doch zunéchst nichts anderes iibrig, als zu versuchen, iiber entsprechende Reaktio-
nen, etwas liber Reaktivititen und Selektivititen dieses polyhydroxylierten Systems herauszu-
finden, sprich einfach etwas auszuprobieren, um dann zu sehen was passiert.

Vorerst galt es also erst einmal einen Anfang zu finden, auf welchem sich dann weiter auf-
bauen lie3e.

Angedenken der guten Erfahrung mit dem 6,5-Bizyklus, war die erste Idee auch hier wieder
mit einer Acetalschutzgruppe zu beginnen. Wenn es auch im Falle von vier OH-Gruppen da-
durch natiirlich nicht moglich war, diese so zu schiitzen, daB3 nur eine einzige iibrigbliebe, so
war doch die Hoffnung, da OH-9 und OH-8 axial zueinander stehen, nur jene an Position 6
und 7 in ein Acetal einzubinden, was somit immerhin eine Halbierung ihrer Zahl zur Folge
hitte.

Durch Umsatz mit einem Aquivalent 2,2-Dimethoxypropan, sauer katalysiert in DMF, und
unter Erwadrmen auf 50°C, lie3 sich dann auch ein Produkt detektieren und isolieren.

In der Praxis sah dies dann wie folgt aus, 40 umgesetzt mit 1.1eq 2,2Dimethoxypropan in
DMF, war zuerst ein vergleichsweiser langsamer Umsatz der Reaktion zu beobachten, worauf
hin die Reaktionslosung auf 50° C erwérmt wurde, spéter, da immer noch Edukt vorhanden,
wurde nochmals weiteres Dimethoxypropan, nun im UberschuB, zugegeben und nach weite-
ren zwel Tagen, jetzt bei RT, konnte dann auch eine neue Verbindung isoliert werden, das
Bisacetonid 41.

Wie sich spiter zeigte, ist es wohl nicht mdglich die Reaktion nur bis zur Stufe des Monoa-
cetonids zu fiihren, so tritt schon zu einem sehr frithen Zeitpunkt, wenn das Edukt noch klar
im UberschuB vorliegt, auch der doppelt geschiitzte Bizyklus auf, und wahrscheinlich sogar
als Hauptprodukt (DC-Kontrolle)’, so wurden immer beide detektiert. Ein Erkldrungsversuch
hierfiir ist im folgenden Kapitel zu finden, wo eine Betrachtung der Strukturen dieser Verbin-
dungen erfolgen wird.

Da, mochte man Hydroxylgruppen selektiv modifizieren, ein kompletter Schutz sogar noch
ungiinstiger ist als gar keiner, stellte das hiermit erzielte Resultat vorerst einmal eine Sackgas-
se dar, jedoch nicht ohne Hintertiir, denn, wenn eine Schutzgruppe zu viel vorhanden ist, muf}

" Eine Anmerkung noch zu den DCs: bei der angesprochenen ersten Reaktion, welche zum Bisacetonid
fiihrte, konnte wahrend der Reaktion nur ein Produkt detektiert werden, da das Monoacetonid bei einem
Laufmittelverhéltnis EE:Tol 9:1 praktisch das gleiche Laufverhalten zeigte wie das Edukt. Spéter wurde
dann aus diesem Grunde auf ein Laufmittelgemisch CHCl;/MeOH 10:1 umgeschwenkt, wo nun eine Unter-
scheidung beider Produkte moglich war.
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man eben sehen, dal man selektiv eine davon wieder abspaltet. Durch Zusatz einer katalyti-
schen Menge Toluolsulfonsdure gelang es dann auch, die Isopropylidengruppe an 8 und 9
selektiv zu entfernen.

Demnach blieben jetzt also nur noch zwei Hydroxylgruppen iibrig, und mit ithnen die Mog-
lichkeit nun einmal zu testen, ob sich eine von ihnen als reaktiver erweise. Als Reaktion wur-
de, weil diese auch gleich die Option an Folgereaktionen in sich barg, eine Umsetzung mit
Triflatanhydrid gewihlt.

Wie Abbildung B.1.3.-5. zeigt, war diesem Vorhaben dann auch der entsprechende Erfolg
gegonnt, welcher darin bestand, daB3 die Hydroxylgruppe an Position 8 nun selektiv, und in
ansprechender Ausbeute modifiziert werden konnte.

TsOH,
DMF
81%

TsOH (kat.)
88%
T£,0

Pyridin/DCM 5:1

90%

Abbildung B.1.3.-5.: Selektive Modifikation der 8-OH

Auf dieser Stufe der Synthese mdchte ich kurz innehalten, da mit dem Triflat 43, nun nicht
nur die Moglichkeit vorhanden war, erstmals alternativ zur Position 6 eine Stickstofffunktion
einzufiihren, sondern hiermit jetzt ein Verbindungstyp vorlag, auf welchem sich eine selektive
Modifikation aller vier Hydroxylgruppen aufbauen lassen konnen miif3te.

Der Sachverhalt hierzu ist vergleichsweise einfach und naheliegend:

Nach erfolgter selektiver Modifikation der Hydroxylgruppe an Position 8, bleibt als nichste
freie OH jene an C-9, da weiterhin vorausgesetzt werden kann, daf3 die a-Hydroxygruppe an
C-6 immer noch am reaktivsten ist, kann, nach Abspaltung des Acetonids, diese angesprochen
werden, womit dann schlu3endlich nur noch OH-7 iibrigbliebe (Abbildung B.1.3.-6.).

R2
R1 R1

R2 R2
S S S
R4 N ‘Z —————) HO N ‘Z — HO N AZ
CO,Et CO,Et CO,Et
3 (0] (6] O

R3 (0] R H

OH OH R2
HO,, S R1 s R1 s
o N AZ | o N ‘Z . 0 N AZ
.l\ CO,Et .l\ CO,Et .1\ CO,Et
O O O O O O

Abbildung B.1.3.-6.: Retrosynthese zur selektiven Modifikation aller vier Hydroxylgruppen des 7,5Bizykluses
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Aufgrund der hohen Diversitét dieser Arbeit, war es nicht moglich, die Synthese eines solchen
Bausteins auszuarbeiten und schlieBlich durchzufiihren, mit all seinen kleineren und groBeren
Problemen, welche sich hierbei fiir gewohnlich einstellen, ohne andere Teilbereiche, welche
personlich als interessanter erachtet wurden, zu vernachlédssigen.

Da das eigentliche Ziel dieser Arbeit darin bestand, Tiiren aufzustoen und Moglichkeiten zu
er0ffnen, war diesem Ansinnen, mit dem Schliisselschritt, der selektiven Modifikation der
Hydroxylgruppe an Position 8, und der dadurch erhaltenen Optionen, somit durchaus geniige
getan, und es hierbei zu belassen, war nicht inkonsequent, sondern entsprach durchaus dem
Geiste dieser Arbeit.

War auch die Synthese eines vollstindig modifizierten Bausteines personlich als zweitrangig
eingestuft worden, so wurde an diesem Punkt doch nicht ginzlich abgebrochen, und wenn es
zeitlich zupasse kam, noch die ein oder andere Reaktion in dieser Richtung durchgefiihrt.

So wurde, um zum Grundgeriist eines neuen Peptidbausteins zu gelangen, das Triflat an Posi-
tion 8 noch durch ein Azid substituiert’, was wie in Abbildung B.1.3.-7. gezeigt unter Inversi-
on ablief 44. Entschiitzt zeigte es sich dann, dal Position 6, wie erwartet, ihre bevorzugte Re-
aktivitat beibehélt, und man infolge dessen zu dem, in der schon gezeigten Kinetik eingesetz-
ten, Triflat 46 gelangen konnte. Dies dann noch substituiert, fiihrte zum Doppelazid 47, also
einem Baustein welcher in der Peptidsynthese Verzweigungen zulassen wiirde.

OH
N, N, S
S NaN,, DMF, 50°C ‘-Z TFA. EE, RT
_—
77% (e 59% HO N
CO.Et Y CO Et COQEt
2 HO o}
44 45
OH
Tf,0, DCM/Py 10:1 N, S ]
0°C dann RT NaN;, DMF, 50°C
- —_—
- HO N
% 809 CO.Et
92% Co,Et % 2
TfO (@]
46

Abbildung B.1.3.-7.: Synthese eines 7,5-Bizykluses mit zwei Stickstofffunktionen

Zu guter Letzt, wurde auch noch versucht, ob eine Benzylierung der Hydroxylgruppe an Po-
sition 9 der Verbindung 44, nun in diesem Fall moglich wire, oder ob das Problem der Elimi-
nierung an Position 3 weiterhin bestiinde.

* Es wurde noch versucht, dieses Azid mit H,S zu reduzieren, hierbei konnte jedoch nur das Edukt erhalten wer-
den. Dieser Fehlschlag konnte sich aber als Vorteil erweisen, denn somit kdnnte man moglicherweise das Azid
an Position 6 des Doppelazids 47, zuerst selektiv mit H,S reduzieren und modifizieren, wihrend das an 8 erst
spéter liber eine andere Methode reduziert wird, denn daf3 es schlu8endlich auf die eine oder andere Weise zu
reduzieren geht, sollte anzunehmen sein.

91



Wie sich dann zeigte, spielt diese Nebenreaktion hier bei den 7,5 Bizyklen noch eine wesent-
lich groBere Rolle, da nur das durch Eliminierung hervorgegangene bisbenzylierte Produkt 48
isoliert werden konnte.

P BnBr, NaH T
N r, Na N S
3 S DMEF, RT s
o) N o N~/( 74%
11y, ) CozEt 11y, ) CozEt
o) o) o) o)
48
44

Abbildung B.1.3.-8.: Benzylierung welche zum dargestellten bisbenzylierten Eliminierungsprodukt 48 fiihrte
In der GewiBheit, da3 durch diesen kleinen Teilbereich meiner Arbeit, und die dabei erzielten

Erkenntnisse ein ausreichendes Fundament gelegt sein diirfte, auf welches weiter aufzubauen
wire, lies ich es dann hiermit bewenden.
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1.3.2.2. Strukturanalyse

Wie gezeigt brachte die erste Reakti-
on mit dem erhaltenen Bisacetonid 41
auch schon die erste Uberraschung.
So war hier aufgrund der trans-
Stellung der beiden axialen Hy-
droxylgruppen an Position 8 und 9
des Edukts 40 die Ausbildung eines
zweiten Acetals so nicht zu erwarten,
was anhand der in Abbildung B.1.3.-
9. gezeigten Kristallstruktur auch au-
genscheinlich ist.

Was hier weiterhin schon zu sehen,
ist die Sesselkonformation des Sie-
benrings, welche mit einem nunmehr

Abbildung B.1.3.-9.: Kristall 40

tetrazyklischen Bisacetonid kaum mehr zu vereinbaren ist

DaB tatsichlich eine Anderung dieser Konformation erfolgt sein muf3, war schon anhand des
'H-NMR Spektrums ersichtlich, da hier eine gravierende Anderung der *J-Kopplungskon-
stanten der Ringprotonen zueinander zu beobachtet war, diese somit nun komplett andere
Winkel zueinander aufweisen miissen (siche auch Tabelle B.1.-3.)."

* Auffallend sofort das ,,Fehlen* zweier Singuletts fiir 6-H und 9a-H ( Im Sessel nahezu senkrecht zu 7-H bzw.
9-H)
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Jomrn | Jrmsn | Tsmwon | Jomoan | Jom oom
Bizyklus 40 ~1Hz 3.8Hz 4.6Hz ~1Hz 11Hz
Bisacetonid 41 5.9Hz 8.2Hz 9.4Hz 7.0Hz -
Monoacetonid 42 8.0Hz 9.9Hz 7.3Hz 3.3Hz 5.3Hz

Tabelle B.1.-3.: Anderung der *J-Kopplungskonstanten (in DMSO-de) nach Acetalisierung.

In der obigen Tabelle ist ebenfalls das Monoacetonid 42 noch mit aufgefiihrt, und wie zu se-
hen, zeigt auch dieses schon signifikante Anderungen in der GroBe der entsprechenden
Kopplungskonstanten, was aber nur bedeuten kann, da3 schon die erste Acetalisierung unter
Anderung der Konformation erfolgen muf, geht man davon aus, daB diese zuerst an Position
6 und 7 erfolgt.

Hieraus liefe sich schon eine vorldufige Erklarung des beobachteten Reaktionsverlaufs ablei-
ten. Denn erfolgt diese erste Acetalisierung schon unter Anderung der Konformation, welche,
vergleicht man die Kopplungskonstanten, ndher an der des Bisacetonids ist, als am Edukt,
wird somit dem vorher als wenig wahrscheinlich erachteten zweite Acetal durch eben diese
Konformationsédnderung der Weg geebnet.

Nimmt man weiterhin an, daB die hierbei zu iiberwindende Energiebarriere” deutlich groBer
ist als jene dann zum Bisacetonid, kann dies zusitzlich als Erkldrung dafiir herangezogen
werden, dal die Reaktion eben nicht auf der Stufe des Monoacetonids endet.

Eine weiter merkliche Anderung in der Kopplungskonstante erfihrt auch die Hydroxylgruppe
an Position 9, was auf den ersten Blick recht ungewdhnlich erscheint, da eine Anderung der
Konformation hierauf zunichst einmal keinen bedeutenden Einflu} ausiiben diirfte. Erkldren
146t sich dies dadurch, dal} die Wasserstoftbriicke zum Carbonyl des Esters in der neuen Kon-
formation jetzt wohl keine Rolle mehr spielt, und dadurch die Kopplung auf ,,Normalmaf3*
zuriickgeht, sprich da keine definierte Ausrichtung mehr vorliegt, man somit nur noch eine
gemittelte Kopplung erhilt.

Betrachtet man strukturelle Verdnderungen, so haben diese in der Regel auch Auswirkungen
auf die Entfernungen der Protonen zueinander, ein Umstand der sich so in den Intensitéten der
Kreuzsignale im 2D-ROESY widerspiegelt.

Hierbei fielen sowohl im Mono- als auch im Bisacetonid, die NOEs von Protonen zueinander
auf, welche vormals dquatoriale Positionen einnahmen. Von hoher Aussagekraft war hier vor
allem das intensive Kreuzsignal von 7-H zu 9-H, im Falle beider neuer Verbindungen. So
intensitétsstark wie dieser NOE war, liel3 er sich keinesfalls mit der vormaligen dquatorialen
Position dieser beiden Protonen vereinbaren, in welcher sie maximal voneinander entfernt
sind, und kann so nur beobachtet werden, wenn beide Protonen nun eine mehr oder weniger
axiale Ausrichtung einnehmen. Diese wiederum ist aber nur vereinbar mit einer gleichzeitigen
Inversion von C8, diese Ecke also ,,umklappt®, und einer daraus resultierenden Wannenkon-
formation des Siebenringes. Solch eine Wannenkonformation 148t sich dann auch gut mit den
erhaltenen Kopplungen und NOE-Muster in Einklang bringen, und findet sich zudem auch in
der Kristallstruktur wieder.

* Ein Hinweis auf eben so eine Energiebarriere ist schon die Tatsache, daf3 es, will man die Acetalisierung voll-
stindig und in einem akzeptablen Zeitrahmen bewerkstelligen, es immer von Néten ist, die Reaktion bei minde-
stens 50°C zu fiihren.
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Wobei diese Struktur im Fall des Monoacetonids, wesentlich ,,schoner* ausgebildet ist, als im
Bisacetonid, welches eher eine Art Twistboat Konformation zeigt, eine wenig liberraschende
Tatsache, da die Konformation solch eines tetrazyklischen Systems in der Regel immer nur
einen Kompromif3 darstellen kann.

Hieraus wiederum liee sich dann auch die selektive Abspaltung der Isopropylidengruppe an
Position 8 und 9 erkldren, da somit von einem gespannten, energetisch ungiinstigeren System,
zu einem definierten Energieminimum gelangt werden kann.
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Abbildung B.1.3.-10.: 600MHz ROESY Spektren von 41 (links) und 42 (rechts) in DMSO-d;
dariiber: jeweils Konformation des Siebenringes
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. Abbildung B.1.3.-11.: Kristallstrukturen: links Monoacetonid 42, rechts Bisacetonid 41

Die néchste Verbindung, welche auf das Monoacetonid folgte, war das Triflat 43. Hier stand
hauptsédchlich die Frage nach der Konstitution des Molekiils im Vordergrund, welche eindeut-
ig durch die Art des Spinsystems beantwortet werden konnte, welches so nur mit einer Modi-
fikation der Hydroxylgruppe an Position 8 in Einklang zu bringen war, bestdtigt dann auch
durch die Kristallstruktur in Abbildung B.1.3.12..

CH.CH,
6-OH 9.0H

Abbildung B.1.3.-12.: Kristall Verbindung 43
Die anschlieBende Azideinfiihrung verlief wie ge-
zeigt unter Inversion der Konfiguration, worin schon
nach Vergleich der Kopplungskonstanten kaum
Zweifel bestand. So verringerte sich insbesondere
jene zwischen den beiden vormals axialen Protonen 7
und 8 signifikant von 10.5Hz, auf 2.2Hz.
Desweiteren schdn zu sehen ist diese Anderung der
Konfiguration auch anhand des 2D-ROESYs der
entschiitzten Verbindung 45, wo aufgrund der

4 13 =

nunmehr axialen Position von 8-H (wieder ,alter Abbildung B.1.3.-13.: ROESY 400MHz,

der Verbindung 45 DMSO-ds, NOE-Muster der

“n g - On i . .
Sessel“!), dieses mit 9a-H und 6-H quasi ein Dreieck nunmehr 3 axialen Protonon 6, 9a und 8

von Protonen, mit intensiven NOEs untereinander

bildet (Abbildung B.1.3.-13.)

Bleiben folglich noch das Triflat 46, dessen Konstitution sich wieder eindeutig aus dem er-
haltenen Spinsystem ergab, und schlulendlich das hieraus resultierende Doppelazid 47, des-
sen Konfigurationsanalyse schon in Kapitel B.1.2.2. gezeigt wurde, als jenes das Produkt der
entsprechenden Kinetik darstellte.
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1.3.3. Modell und Synthese eines Bausteins, welcher als Grundlage
eines Proteaseinhibitors dienen konnte.

Ein Konzept, auf welches viele Proteaseinhibitoren aufbauen, beruht darin Ubergangszustand-
sanaloga zu synthetisieren, welche den sp3-Zustand des vormaligen Carbonylkohlenstoffs der
Amidbindung, wihrend der Spaltung nachahmen.

Als Beispiel sei hier ein Reninhemmer gezeigt [3].

H-His-Pro-Phe-His—N : : lle-His-OH

H :\(
sp3-Zentrum

Abbildung B.1.3.-14.: Reninhemmer

5

Auch die Thiazolidinlactame unserer Arbeitsgruppe konnten diesbeziiglich als variables,
durch seine OH-Gruppen modifizierbares Geriist, eines Ubergangszustands analogen Protea-
sehemmers dienen. In Abbildung B.1.3.-15. ist dann auch gezeigt, wie man sich dies vorstel-
len konnte.

sp3

m@*

Abbildung B.1.3.-15.: Modell eines UZ-Analogons aufbauend auf einem 7,5-Thiazolidinlactam.
Peptidriickgrat ist fett hervorgehoben.
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1.3.3.1. Synthesen

Zwar ist in der soeben gezeigten Darstellung ein 7,5-Bizykluses als Grundeinheit zu sehen,

prinzipiell sprach aber nichts dagegen, zunichst zu versuchen, diese Idee anhand des 6,5-
Bizyklus anzugehen, da hier ein vermeintlich geringerer Aufwand, und ein auch an sich pro-
blemlosere Synthese zu erwarten war.

Der Grund fiir diese Annahme lag darin, da3 drei Hydroxylgruppen selektiv anzusprechen,
anstatt deren vier wie beim 7,5Bizyklus, auf eine vergleichsweise einfache Modifikation des

NH
HO

HO
o  COOR

N,
O )
> \< N
S0
o} COOR
OR OH
O~ S O S
\< — \<
N N
(0] (0]
o} COOR o} COOR

Abbildung B.1.3.-16.: Retrosynthese zu einem 6,5-Bizyklus

mit Aminofunktion an Position 8

6,5-Bizykluses schlieBen lieB,
zumal der
Schliisselschritt, die Hydroxyl-
gruppen 6 und 7 selektiv zu

vermeintliche

schiitzen, um dann spéter an der
dem Briickenkopf benachbarten
Position 8 eine Stickstofffunk-
tion einzufiithren, so schon rea-
lisiert worden war.

Wie in Kapitel B.1.3.1.1. vor-
gestellt, ist ein solcher selekti-
ver Schutz durch eine Acetali-
sierung der angesprochenen
beiden OH-Gruppen moglich,
so daB Isopropyliden geschiitzt,
der Baustein nun selektiv an

Position 8 modifiziert werden kann. Auch die weitere Vorgehensweise 146t sich aus den Ka-
piteln zuvor ableiten: modifiziert mit einer Abgangsgruppe, sollte {iber eine Substitutionsre-
aktion ein Azid eingefiihrt werden konnen, welches es dann lediglich noch zu reduzieren galt.

Dies war die Theorie, in ihrer praktischen Umsetzung stie sie dann jedoch schnell an ihre

Grenzen.

So lie} sich zwar im-
merhin die Hydroxyl-
gruppe an Position 8
des Acetonids 32 noch
als Triflat 50 und auch
als Tosylat 49 aktivie-
ren, die Verbindung
aber welche dann beide
Male nach Umsatz mit
Natriumazid (im Falle
des Tosylats 49, Um-

satz bei ca. 80°C) er-

3?

Tf,0, DMAP,

DCM/Pyridin
_—

83%

CO Et

Aceton H,SO,

9%

AL B

“3?

DMF RT,
69%

AR

CO,Et

Abbildung B.1.3.-17.: Versuch eine Stickstofffunktion an Postion 8 einzufiihren

halten werden konnte, entsprach nicht mehr den Erwartungen, welche in diese Reaktion ge-

legt worden waren, denn nicht das Azid, sondern die eliminierte Verbindung 51, mufite nach
NMR-Analyse und Bestimmung der Molekiilmasse als Produkt identifiziert werden.
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Was blieb war die Erkenntnis, da3 eine Aktivierung der Hydroxylgruppe an Position 8 zur
Eliminierung und folglich zur Ausbildung einer Doppelbindung an C8-C8a fiihrt.
Nichtsdestotrotz war das Vorhaben durch diesen Riickschlag noch nicht gescheitert, da als
Alternative noch der 7,5-Bizyklus zur Disposition stand, fiir welchen wie schon skizziert eine
komplette Ausarbeitung zur selektiven Modifizierung sogar aller Hydroxygruppen vorlag.
Orientierte man sich nun an den im vorhergehenden Kapitel dargestellten diesbeziiglichen
retrosynthetischen Uberlegungen, wire der klassische Weg, nach selektivem Schutz der Hy-
droxylgruppe an Position 8 des Monoacetonids 42 die darauthin letzte freie OH an 9, nach
bekanntem Schema, als Abgangsgruppe zu aktiveren, worauf wieder eine Substitution erfol-
gen sollte.

Zu diesem Weg gab es dann aber noch eine etwas andere, an sich elegantere Alternative.

So konnte bei der Synthese der Verbindung 44, jene mit dem Azid an Position 8, in einem
Fall beobachtet werden, daB3 sich als Nebenprodukt auch das Epoxid bildete, das Triflat folg-
lich durch einen intramolekularen nukleophilen Angriff von OH-9 verdrangt wurde.

LieBe sich nun dies Epoxid in groBeren Mengen gewinnen, konnte es moglich sein, direkt
hieriiber ein Azid einzufiihren. Blieb natiirlich noch die Frage nach der Selektivitét, aber
selbst wenn sich das ,,falsche” Azid bilden wiirde, jenes an Position 8, hitte man somit, durch
die inverse Konfiguration, immerhin noch einen weiteren Peptidbaustein (Abbildung B.1.3.-
18.), und miilte eben das 9er Azid iiber den klassischen etwas lingeren Weg synthetisieren.

[0) S

£
OH /

O  CO,Et O CO.Et

Abbildung B.1.3.-18.: Die zwei moglichen Produkte bei einer gegliickten Offnung des Epoxids durch ein Azid

Gelang die Synthese des Epoxids 52 aus dem Triflat 43 noch ohne Probleme, einfach durch
Zusatz von Tritethylamin als Base und unter Erwérmen, so bereitete die Einfiihrung des Azids
etwas groflere Schwierigkeiten.

Nichtsdestotrotz lie3 sich durch diese Reaktion das gewiinschte Azid 53 erhalten, moglich
war dies jedoch nur bei relativ langer Reaktionszeit, bei 50°C, unter nicht ganzlich zufrieden-
stellenden Ausbeuten, wobei auch immer, so die Kontroll-DCs, mehrere Nebenprodukte zu
beobachten waren, deren Isolierung zunéchst nicht gelang.

Eine Temperaturerhohung, um die Reaktion zu beschleunigen zeigte sich als nicht ratsam, da
dies zur verstirkten Bildung sowohl in Menge als auch Anzahl dieser Nebenprodukte fiihrte,
und vermutlich auch zu Zersetzung.

Die Alternative, mit der Temperatur herunterzugehen und lingere Reaktionszeiten in Kauf zu
nehmen, fithrte auch zu keiner positiven Wendung, im Gegenteil, so 148t sich zwar bei
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Raumtemperatur die Bildung von unerwiinschten Nebenprodukten unterbinden, das Problem
war dann nur, daB hiermit auch an sich jegliche Produktbildung unterbunden wurde.

Um etwas mehr Klarheit {iber die Art der Nebenreaktionen zu erhalten, wurde die Reaktions-
zeit soweit verldngert, bis eines der Nebenprodukte nun in vermutlich ausreichenden Mengen
vorhanden war .

Isoliert werden konnte bei der mit Ammoniumchlorid katalysierten Reaktion das Thiazolidin
55 mit einem primdren Amid an Position 6. Da davon auszugehen ist, dal3 die Aminolyse des
Lactams auch am Edukt stattfinden kann, wére dies eine weiteres potentielle Nebenprodukt
welches hier anfallen konnte.

Erstaunlich ist hierbei, dal die Aminolyse des eigentlich als reaktiver zu erachtenden Esters,
zumindest soweit beobachten werden konnte, unterbleibt.

Um also diese Ring6ffnung zu unterbinden wurde auf Ammoniumchlorid verzichtet. Hier-
durch wurde zwar die Anzahl der Produkte verringert, das isolierte Thiazolidin 54, zeigt je-
doch, daf} auch durch diese MaBBnahme eine ,,saubere Reaktion nicht zu erzielen ist.

DMF, NEt,
60°C o} s
R 2
N
0,
97% o \2
O  CO,Et
NaN, DMF DMF, NaN,
NH,CI AcOH
45°C 60°C
>\O =
o) N, :
: S
H nsS (0] =3
O\ o 3%+ + 44%
NH, HN $ S
0”0
55 CO,Et
EE/TFA 54 COEt
90%
H,/Pd, MeOH
56
quant. 57
O COft O  COjt

Abbildung B.1.3.-19.: Synthese eines 7,5-Bizykluses mit einer Aminofunktion an Position 9

Da trotz dieser Nebenreaktionen die Ausbeuten, wenn sie auch nicht brillant waren, immer
noch in einem Bereich lagen, welcher als akzeptabel anzusehen ist, und das Produkt auch in
solchen Mengen vorlag, um hiermit problemlos weiterarbeiten zu konnen, wurde auf weitere
Versuche zur Optimierung dieses Reaktionsschrittes verzichtet, und das Molekiil dann nur

" DC Kontrolle, wobei die schlieBlich isolierte Verbindung sich auch schon zeigte, als noch Edukt in der Reakti-
onslosung vorlag.
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noch sauer entschiitzt, und das Azid zum freien Amin 57 reduziert, womit nun ein Dipeptid-
baustein vorliegt, welcher als Vorldufer eines Proteaseinhibitors dienen konnte.

Da grundsitzlich immer Interesse an neuen Bausteinen besteht, die Zahl der Zucker, deren
Preis noch in erschwinglichen Rahmen liegt, jedoch begrenzt ist, war eine Idee durch Hydro-
lyse des Epoxids zu einem neuen Baustein zu gelangen, welcher, vorausgesetzt es entsteht
nicht der bekannte Bizyklus, dann einer Verbindung, resultierend aus Altrose und Cystein,
entsprechen wiirde.

Hierzu wurden 2 Versuche durchgefiihrt:

- schwach sauer mit TsOH Kkatalysiert erfolgte keine Offnung des Epoxids, wohl aber eine
Oxidation des Schwefels, erfolgt wohl durch Luftsauerstoff.

- Bei niedrigerem pH, mit TFA, lieB sich bedauerlicherweise nur das Edukt wiedergewin-
nen.

O S
o
O  CO,Et ™~

52
TsOH x H,0
DMF 50°C
5d

0
0 s
A S
(0]
O  CO,Et
58

Abbildung B.1.3.-20.: Versuche einer Hydrolyse des Epoxids 52

War dies nun auch ein Fehlschlag, so ist doch generell die Idee, einen Zucker zu nehmen, ihn
in den Bizyklus, wie in eine Werkbank einzuspannen, und unter diesen besonderen Bedin-
gungen zu modifizieren, generell nicht ohne gewissen Reiz. Durch Hydrolyse sollte sich dann
auch der so modifizierte neue Zucker wiedergewinnen lassen.
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1.3.3.2. Strukturanalyse

Die erste neue Verbindung, welche in diesem Kapitel vorgestellt wurde, war das Epoxid 52,
von welchem dann auch eine Kristallstruktur erhalten wurde.

Wie fiir ein solch starres tetrazyklisches System zu erwarten, zeigte ein kurzer Blick auf die
NMR Daten, daB3 die Struktur in Losung, jener im Kristall recht nahe kommt. Hierbei liegt der
Hauptunterschied zum Monoacetonid 42, darin, da3 H-8 und H-9, nun beide pseudodquatorial
stehen, und somit zeigen sie auch im 'H-NMR nur noch

eine kleine Kopplung zu ihren beiden axialen Nachbarn
O (o, o ~1Hz, s 7 = 2.9Hz). Auch die Daten des 2D-
% ROESYs fithren zum selben Schlufl, wahrend die drei
axialen Protonen 9a, 7, und 6 weiterhin NOEs zueinander
zeigten, war das im Kapitel zuvor angesprochene
Kreuzsignal 7-H zu 9-H hier nicht mehr zu beobachten.

Abbildung B.1.3.-21.: Kristall von 52

Das zweite Epoxid war das Sulfoxid 58 der soeben
gezeigten Verbindung. Eine solche Modifikation
1aBt sich tiber NMR nur noch indirekt ermitteln, so

zeigt die Methylengruppe an Position 2 im "°C eine
Anderung ihrer chemischen Verschiebung um
20ppm Tieffeld auf 51ppm.

Fragt man noch nach der rdumlichen Ausrichtung des Sauerstoffs, so kommt man um eine

Abbildung B.1.3.-22.: Kristall von 58

Kristallstruktur, wie in Abbildung B.1.3.-22. gezeigt, praktisch nicht herum.

Die Hauptfrage war mit Sicherheit aber jene nach der Selektivitidt der Epoxidoffnung durch
das Azid. Schon aus der Art des Spinsystems war ersichtlich, was dann zweifelsfrei durch die
Kristallstruktur der entschiitzten Verbindung 56 gezeigt werden konnte, daf3 dieser Angriff an
Position 9 erfolgte.

Ohne Isopropylidengruppe lag dann wie zu sehen wiederum der ,,alte Sessel* vor, welcher
dadurch, daB jetzt nur noch eine Hydroxylgruppe axial steht, sogar noch an Stabilitét gewon-
nen haben sollte.

Auf diese ein axiale Hydroxylgruppe soll noch kurz eingegangen werden. Denn diese OH-7
nimmt jetzt in gewissem Sinne die Rolle der ehemaligen axialen OH an Position 9 ein, indem
diese nun im Kristall eine Wasserstoffbriicke zum Carbonyl des Esters zeigt.
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Da solche Wasserstoffbriicken immer auch Einflu8 auf die Struktur haben kénnen, war es
interessant zu sehen, ob dies so auch in Lésung der Fall ist.

Wasserstoffbriicke

Abbildung B.1.3.-23.: Ergebnis der Kristallstrukturanalyse der Verbindung 56

Dazu wurde eine Temperaturreihe von 'H-NMR Spektren in DMSOy aufgenommen, und

hieraus die Temperaturkoeffizienten bestimmt.
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Abbildung B.1.3.-24.: Temperaturreihe Verbindung 56.
600MHz '"H-NMR in DMSO-ds

Es zeigte sich dann eines ganz deutlich,
dal3, zumindest in DMSO, von einer Was-
serstoffbriicke nicht die Rede sein kann,
da OH-7 mit ihrem Wert von -5.65 ppb/K
weit von den —3 ppb/K entfernt ist, bei der
eine Wasserstoftbriicke langsam als wahr-
scheinlich erachtet wird, und vom Betrage
sogar den groften Temperaturkoeffizien-
ten aller drei OHs aufweist.

Weitere neue Molekiile welche in diesem
Kapitel vorgestellt wurden, waren die bei-
den Thiazolidine

Da von Thiazolidin 55 eine Kristallstruk-
tur erhalten werden konnte, welche sehr
gut mit den NMR-Daten in Einklang zu
bringen war, soll beziiglich der Struktur
hauptsédchlich auf diese verwiesen werden,

und nur auf Ergebnisse der NMR-Analyse eingegangen werden, welche so nicht selbstver-

standlich zu erwarten waren:

- Es war nur eines der beiden moglichen Epimere des Thiazolidins zu beobachten (nur ein
Signalsatz im NMR). Es konnte auch keine Epimerisierung beobachtet werden, so war

z.B. das "H-NMR nach einer , Nachtmessung* identisch mit dem zu Beginn.
- Das NH-Proton des Thiazolidins war als scharfes Doppeldublett zu erkennen.
Bei allen bisherigen Thiazolidinen war aufgrund chemischen Austausches oft kein NH

oder maximal ein verbreitertes Signal zu beobachten.
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Dal} wie in Abbildung B.1.3.-25. zu sehen dieses NH in einer deutlichen Multiplettstruk-
tur erscheint, kann nur bedeuten, daf dieser Austausch hier in diesem Fall im Vergleich zu
den anderen Proben (ebenfalls in DMSO-ds) deutlich verlangsamt ist".

2-H™"®
2-H"

L

5.0 4.8 4.8 4.4 4.z 4.0 3.8 3.8 3.4 3.2 3.0 2.8 Dom

Abbildung B.1.3.-25.: 'H-NMR, 600MHz in DMSO-d; des Thiazolidins 55.
Hervorgehoben Thiazolidin-NH ( scharfes Doppeldublett )

- In Losung erfolgt keine Inversion am sekundéren Thiazolidinstickstoff, bedingt durch
Umprotonierung. So war lediglich das Thiazolidin mit seinem NH trans zum a-Proton zu
beobachten.

In der folgenden Abbildung ist dann auch die angesprochene Kristallstruktur gezeigt, wobei
die eingezeichneten NOEs aus dem 2D-ROESY, zusammen mit der grolen Kopplung von
3JNH, ot = 11.8Hz, nur mit dieser Struktur, N-H trans zu a-H, in Einklang zu bringen sind.

B' H proS

Auch in Losung;:
N-H trans zu o-H

3];\1!. on=11.8Hz

NOE

Abbildung B.1.3.-26.: Kristall von 55

" Da solch eine Austauschrate von vielen Faktoren abhéngt ( z.B. pH, Wassergehalt, Konzentration der Probe
etc. ) muB dies nicht zwangsldufig direkt etwas mit der Verbindung an sich zu tun haben.
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Die letzte Verbindung, welche noch behandelt werden soll, ist das zweite Thiazolidin 54. Wie
schon im Syntheseteil zuvor zu sehen, dnderte sich auch hier die Konfiguration an CI1 ver-
gleicht man sie mit dem Bizyklus (hier 9a).

Der Analyse, aus welcher diese Konformation hervorging, sei dann auch hauptsichlich der
letzte Teil dieses Kapitels gewidmet.

Bei den ersten beiden Thiazolidinen, jene, welche in der zuvor gezeigten Kinetik eingesetzt
worden waren, war diese Zuordnung vergleichsweise einfach, es lagen beide Epimere vor, nur
eines von ihnen zeigte einen intensiven NOE von a-H zu 1-H, somit handelte es sich bei die-
sem um das 1R-Epimer mit beiden Protonen auf derselben Seite der Ringebene.

In diesem Fall nun, war der angesprochene NOE zwar vorhanden, aber weit weniger intensiv
als fiir eine R-Konfiguration zu erwarten, was somit schon fiir die angesprochene S-Konfor-
mation sprach.

Eindeutig wurde es aber erst durch das gesamte NOE Muster und die Kopplungskonstanten,
und hier insbesondere ein NOE vom a-H zu 2-H wobei letzeres Proton dann noch eine grof3e
trans Kopplung von *J,.4, 1.5 = 10.2Hz zu 1-H zeigte. Dies alles konnte dann nur mit der ange-
sprochenen 1S-Konfiguration in Einklang gebracht werden.

1/3-OH §
0

0

5.24 O 8

5.4

)

of s '
0O ©

54052 50 40 46 44 A2 40 38 36 M 32 0 Mg
Abbildung B.1.3.-27.: 600MHz ROESY der Verbindung 54 in DMSO-d,
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1.3.3.3. Nachtrag

Zuletzt wurde mit der Verbindung 56 noch eine Titration mit CaCl, in Methanol-d4 durchge-
fiihrt.

N,
HO_ i S
g8 %92l 2
ok Ay +CaCl,
CO.Et
HO
6-H
T 3-H = OCH.CH, 9. 8-H
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Abbildung B.1.3.-28: 600MHz "H-NMR-Spektren der Ca*'-Titration von Verbindung 56 in Methanol-d,

Aus den oben gezeigten Spektren ist dann auch sehr schon zu erkennen, dal3 tatsdchlich eine
Affinitit des Bizykluses zu Ca®" vorliegen muB, und die Anderungen der Signale in ihren
chemischen Verschiebungen nicht durch die Anderung des Mediums erklért werden kénnen.
So zeigen zwei der hier abgebildeten Signale einen kontinuierlichen, linearen Shift zu hdhe-
rem Feld, wihrend 3-, 6-, 9a-, 7- und 8-H einen fiir eine Komplexierung typischen nichtlinea-
ren Verlauf zeigen (hier jetzt zu tiefem Feld, und nach Sattigung der mediumbedingte Hoch-
feldshift).

Dal} hier eine vergleichsweise hohe Affinitéit vorliegt, zeigte schon der Umstand, da3 nach
max. drei Aquivalenten Ca>" die Werte der chemischen Verschiebungen ihr , Plateau® erreicht
hatten. Bestitigt wird dies dann durch die erhaltene Komplexbildungskonstante von K, = 326
1/mol.

Die hier festgestellte Eigenschaft dieses als Dipeptideinheit gedachten Bizykluses, ist in meh-
rerlei Hinsicht interessant. So war, wie dargestellt, ein Motiv fiir die Synthese dieses Bau-
steins die Mdglichkeit, daB er in der Lage sein kénnte, Proteasen zu inhibieren. Diese Uberle-
gung beruhte, wie gezeigt, darauf, daB diese Art von Verbindung den Ubergangszustand wih-
rend der Proteolyse zu imitieren imstande sein konnte. Durch die nun festgestellte Eigen-
schaft, Metallionen binden zu kdnnen, ergibt sich dann noch ein zweiter Aspekt, welcher die-
ses Molekiil fiir eine bestimmte Gattung von Proteasen besonders interessant machen konnte.
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So gibt es unter den verschiedenen Enzymen dieses Typs eine Klasse, welche, aufgrund die-
ses Ergebnisses, als Ziel besonders lohnend wire. Die sogenannten Metalloproteasen, Enzyme
mit einem Metallion im aktiven Zentrum. Genau fiir diese Verbindungen ist es plausibel, dal3
ein Mimetikum, mit einem Baustein, welcher lonenaffinitét zeigt, ein moglicher Ligand sein
konnte.

Der zweite Punkt, wenn es darum geht, sich diese hier festgestellte Eigenschaft zunutze zu
machen, liegt im strukturellen Bereich.

Betrachtet man die CH-Protonen, welche die hier beobachtete Komplexierung in der Ande-
rung ihrer chemischen Verschiebung widerspiegeln, so sind dies einerseits jene, welche sich
in einer CH-OH-Gruppe befinden. Was dafiir spricht, dal eben die jeweilige Hydroxylgruppe
an der Bindung beteiligt ist. Dall dann auch 3-H diesen Effekt zeigt, macht es zumindest
wahrscheinlich, dall das benachbarte Carbonyl ebenfalls mit involviert ist. Das heil3t nun aber,
daB man durch Ionenzugabe die eigentlich frei bewegliche CO in einer bestimmten Position
fixieren konnen miifite, was dann besonders interessant wird, wenn der Baustein iiber die ent-
sprechende Carboxyfunktion in ein Peptid eingebunden ist, da sich somit der W-Winkel an
Position 3 beeinflussen lieBe. Somit konnte es moglich sein, Konformationen zu fixieren oder
gar einen Konformationswechsel zu erzwingen, so dafl man, in gewissem Sinne, durch Ionen-
zugabe die Struktur ,,umschalten* kann. Aber nicht nur das angesprochene Carbonyl, sondern
auch die Hydroxylgruppen konnten diesbeziiglich von Interesse sein, da auch fiir diese denk-
bar ist, daB} sie fiir die Konformation eines Peptides eine Rolle spielen, auf welche dann durch
eine lonenbindung eingewirkt werden konnte.
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2. Modellpeptide

2.1. Peptide der 6,5-Bizyklen

2.1.1. Synthesen
2.1.1.1. Ein Problem

Die ersten Versuche, die vorgestellten Bizyklen nun auch in der Peptidsynthese einzusetzen,
wurden anhand des neuen 6,5-Bizykluses unternommen.

Wie im ersten Teil gezeigt, gelang es zwei epimere Dipeptidisostere, mit den beiden orthogo-
nalen Schutzgruppen Boc und Methylester zu synthetisieren. Um diese nun auch in ein grofe-
res Peptid einzubauen, war es grundlegend zunéchst eine funktionierende Entschiitzung aus-
zuarbeiten.

OH
S Et,0 x HCI HOG 8 el
= X
W N
H,N
CO,Me o  COMe
59

Abbildung B.2.1.-1.: Entschiitzung der Boc-Gruppe

Es gelang dann zwar noch durch Umsetzung mit gesittigter etherischer HCI das freie Amin
59 zu erhalten, die basische Entschiitzung der Carbonsdurefunktion, mit anschlieBender
Kupplung brachte dann aber nicht mehr die erhofften Ergebnisse.

Diese Reaktion war insofern problematisch, als daf3 bei der Verseifung mit LiOH, sogar noch
vor der Esterhydrolyse, Epimerisierung beobachtet werden mufite, und gleichgiiltig von wel-
chem Epimer ausgegangen wurde, waren nach erfolgter Reaktion immer zwei Hauptverbin-
dungen im entsprechenden NMR-Spektrum zu beobachtet.

Hierauf wurde, iiber NMR, eine Betrachtung der Kinetik dieser Reaktion durchgefiihrt, indem
die beiden Bizyklen 6R und 6S, getrennt jeweils mit LIOH in MeOD umgesetzt wurden.

Es zeigte sich, was schon aufgrund der Reaktions-DCs vermutet wurde, sehr schnell, noch vor
der eigentlichen Spaltung des Esters, setzte die Epimerisierung an Position 6 ein, und bis zum
Ende der Verseifung wurde, unabhéngig davon, von welchem der Bizyklen ausgegangen
wurde, 6(R) oder 6(S), ein Gemisch der beiden Epimere in etwa gleichen Anteilen erhalten.
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Trotz dieses wenig erfreulichen Ergebnisses, wurden noch einige Versuche unternommen,
den Baustein dennoch zu kuppeln, unter anderem aus der Idee heraus, dal} es vielleicht mog-
lich wire, den Bizyklus in ein Peptid eingebaut, in nur eine Richtung zu epimerisieren, indem
sich dann jene Konfiguration bevorzugt ausbildet, welche zur stabilsten Konformation fiihrt.
So wurde die Synthese eines zyklischen Hexapeptides, welches alternierend aus zwei Bizy-
klen und zwei Aminosduren aufgebaut sein sollte (also zyklo(6,5Bic-AS-6,5Bic-AS)), in Be-
tracht gezogen.

Dazu wurde der Bizyklus verseift und anschlieBend mit Glycinmethylester gekuppelt. Hierbei
gelang es zwar, die erhaltenen Epimere wieder zu trennen, zusétzlich mufite aber noch eine
dritte Verbindung isoliert werden.

Bei dieser handelte es sich um das Produkt der Eliminierung an Position 6 und 7. Diese drei
Produkte konnten immer, egal von welchem Bizyklus ausgegangen wurde, je nach den Be-
dingungen, in unterschiedlichen Mengen, erhalten werden, wobei als Hauptprodukt die beiden
Epimere 60 und 61 in relativ dhnlichem Verhéltnis auftraten, und das Eliminierungsprodukt
62 dabei in der Regel ca. 10% der Gesamtausbeute ausmachte.

a. IN LiOH, MeOH
b. GlyOMe x HCl,
EDC/HOBT, DIPEA,

Epimerisierung Eliminierung

OH OH OH

HO S HO : .5 z S
bOC\N:Q\‘ OMe boc ]Q\l OMe boc, /Q\l OMe
Ho I N { N ~ N ~—~
0 o} N 0 N 0
o H o n ° o H
61 60 62

a. IN LiOH, MeOH
b. GlyOMe x HCI,
EDC/HOBT, DIPEA,

OH
HO_A_. S
boc\H:Q\l\e
o) CO,Me
19

Abbildung B.2.1.-1.: Ergebnisse der C-terminalen Peptidkupplung der 6,5-bizyklischen Dipeptidisostere

Da sich hiermit zeigte, dal nun zusétzlich noch mit einer zweiten Nebenreaktion zu rechnen
war, wurde, nach einem vergeblichen Versuch zwei Tripeptide zu kuppeln, was zu einer un-
tiberschaubaren Anzahl an Produkten fiihrte, von denen keines sauber isoliert werden konnte,
das Projekt vorerst auf Eis gelegt.
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2.1.1.2.  Die Losung

Wie erwihnt, war es in Anbetracht der Probleme, welche sich bei der Verseifung der 6,5 Bi-
zyklen ergaben vorerst nicht angebracht, hier weitere Arbeit und Zeit im Hinblick auf etwaige
Peptidkupplungen zu investieren.

Bei genauerer Betrachtung bargen aber genau diese zuvor geschilderten Probleme auch die
Chance dieses Teilprojekt dieser Arbeit weiterzufiihren.

Da das Hauptproblem in der Epimerisierung an Position 6 lag, war hier also der Punkt wo
man den Hebel ansetzten muflte, und wie dies moglicherweise geschehen konnte, darauf wies
die zweite Nebenreaktion, die Eliminierung, hin, denn gelidnge es die Reaktion auf diese Seite
zu treiben, hétte sich somit das Problem der Epimerisierung an dieser Position erledigt.

DaB3 es dann nicht zwangslaufig bei dieser einfachen Eliminierung bleiben muf, zeigt eine
weitere Nebenreaktion. So wurde beobachtet, daB3 eine Aktivierung von OH-8 ebenfalls zu
einer Eliminierung fiihrt, worauf sich eine Doppelbindung zwischen C8 und C8a ausbildete,
gerade diese Tendenz sollte durch die Triebkraft nunmehr ein aromatisches System auszubil-
den, beim einfach eliminierten Baustein noch verstarkt sein.

In Abbildung B.2.1.-2. seien noch einmal die beiden damals unerwiinschten Nebenreaktionen
dargestellt, welche schluBendlich Ausgangspunkt einer neuen Verbindungsklasse in dieser
Arbeit wurden.

OH 4
Ho. i a.) IN LiOH/MeOH S
S b.) GlyOMe x HCI
.y N\e - boc\H N /\\<0Me
H

o) CO,Me o 0 H o
20 62
OTs

O S NaN; , DMF, 80°C }<O e

/<O N\e o N\e

CO,Et

O COjft © ?
49 !

Abbildung B.2.1.-2.: Eliminierung am 6,5Bizyklus

Um die Eliminierung von OH-7 zu katalysieren, galt es zunéchst eine Base zu finden, welche
zum einen stark genug war, das Proton an Position 6 zu abstrahieren, zum anderen aber fiir's
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erste den Ester intakt lieB, da nicht mit Vollstindigkeit dieser Reaktion zu einem sauberen
Produkt gerechnet werden konnte, und eine dann erforderliche séulenchromatographische
Aufreinigung der freien Sdure als nicht unproblematisch angesehen wurde.

Da sich Stickstoffbasen wie NEt; oder DBU als zu schwach erwiesen, wurde Natriummetha-
nolat in Methanol (abs.) gewdhlt, ein Vorgehen welches als Nebenreaktion lediglich eine
,Umesterung® wieder zum Methylester zur Folge hitte.

Ausgegangen wurde vom Gemisch der beiden epimeren Bizyklen 19 und 20, da angenommen
werden konnte, daB3 sich der fiir eine Eliminierung favorisierte 6S Bizyklus, in Folge der aus-
gepriagten Tendenz zur Epimerisierung, auch aus jenem mit 6R-Konfiguration bilden wiirde.
Hiermit gelang es dann, unter nicht ginzlich zufriedenstellenden Ausbeuten, das gewiinschte
Produkt zu erhalten.

Dafiir war der zweite Eliminierungsschritt problemloser als vermutet, denn gleichzeitig mit
Entschiitzung der Boc-Gruppe, durch Umsetzung mit HCI in Ether *, konnte schon die aroma-
tische Verbindung 64 erhalten werden.

OH
OH :
: e S
HO S 25% NaOMe/MeOH |
™ boc_ N
boc\N N 51% H
N CO.Me

o  CO,Me o 2

19/20 63

S
| N x HCI
H,N
0] COZMe
64

Abbildung B.2.1.-3.: Synthese des aromatischen Bausteins 64

Somit war die Idee, auch noch den einfacheliminierten Baustein zu erhalten, hiermit praktisch
erledigt, zumal sich spédter herausstellte, daB3 die Eliminierung wohl sogar noch vor der Boc-
Entschiitzung stattfindet.

Geht man noch einmal zum Ausgangspunkt dieser Synthese zuriick, der Beobachtung, daf3 bei
einer Kupplung des 6,5-Bizykluses, als eines von drei Produkten das teileliminierte Tripeptid
62 isoliert wurde, bote dies moglicherweise eine einfache Variante, den Aromaten nun auch in
ein Peptid einzubauen. Denn wenn es gelidnge, die Reaktion auf die Seite der eliminierten
Verbindung zu ziehen, so hitte man zwei Schritte in einem vollzogen.

" Der Einsatz von Et,OxHCI hatte hier folgenden Vorteil: als Aufarbeitung geniigte einfaches filtrieren des ange-
fallenen Niederschlags, um in guter Ausbeute und hoher Reinheit den Aromaten, als stabiles Hydrochlorid zu
erhalten, und dies war der zweite Vorteil, dafl der an sich nicht sonderlich stabile Aromat, sich in dieser Form,
als getrocknetes pulveriges Hydrochlorid ohne Probleme lingere Zeit aufbewahren 1463t
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Bei der soeben angesprochenen Synthese konnte beobachtet werden, da3 der Anteil dieses
Nebenproduktes abhidngig war, von der Zeit welche fiir die Verseifung aufgewendet wurde, so
fiihrte eine lingere Dauer dieser Reaktion, auch zu einem Mehr an Nebenprodukt, z.B. er-
brachte eine Synthese, bei welcher die Verseifung iiber einen Tag gefiihrt wurde, nach der
Peptidkupplung schon 33% des angesprochenen Eliminierungsproduktes 62.

An diesem Punkt galt es nun anzusetzen. Eine Frage war nur, inwiefern hat dies Vorgehen
Auswirkungen auf den Bizyklus, libersteht er ldngere Zeit im basischen Milieu, ohne dal3 z.B.
das Lactam aufgeht, oder sonstwie Zersetzung stattfindet.

Da eine Aufreinigung nach der Kupplung moglich war, wéren solche Nebenreaktionen, wenn
sie denn im kleineren Malf3stab abliefen, aber noch zu tolerieren.

Um mogliche Klarheit hieriiber zu erlangen, wurde eine Probe von 19 in MeOH mit LiOH (1
dqu.) versetzt, und mehrere Tage bei RT geriihrt. Davon wurden dann immer wieder Proben
entnommen, neutralisiert, das LM entfernt und ein NMR-Spektrum aufgenommen. Hierbei
zeigte sich, daB sich das Eliminierungsprodukt erwartungsgemil3 anreicherte, es aber keinerlei
sichtbare Verunreinigungen gab, so waren in allen Spektren nur die beiden 6R und 6S Bizy-
klen plus das Eliminierungsprodukt zu erkennen, und nur letzteres war dann nach ca.10 Tagen
als einzig relevante Verbindung zu detektieren.

Somit war es also moglich, gleichzeitig zu eliminieren und zu verseifen, wobei es geniigte,
nach Neutralisation mit HCI, lediglich das LM zu entfernen, um sauber die Verbindung 65 in
der Hand zu haben, welche so weiter in der Peptidsynthese eingesetzt werden kann.

OH OH
HO S a. IN LiOH/MeOH S
b. INHCI, pH~7 i
bOC\ N\e s bOC\ | N\e x LiCl
H RT, 12d quant. H
0O CO,Me 0 CO,Li
19/29 65

Abbildung B.2.1.-4.: Entschiitzung und Eliminierung in einem Schritt

Eine Moglichkeit mit diesem Baustein nun weiter zu arbeiten bestand darin, erst einmal, ana-
log wie beschrieben, den freien Aromaten zu generieren, indem wieder unter sauren Bedin-
gungen in einem Schritt entschiitzt und eliminiert wurde.

Hieraus 146t sich dann durch Umsatz mit Fmoc-Succinimid ein fertiger Baustein fiir die Pep-
tidsynthese gewinnen. Um in einem Schritt zu einem N-terminal geschiitzten Tripeptid zu
gelangen, setzt man Verbindung 66 direkt mit der Pfp aktivierten Fmoc geschiitzten Ami-
nosdure um, so ebenfalls in Abb. B.2.1.-5. gezeigt.

112



OH

S
S Et,0 x HCI | N
o | ! x LiCl _ N x HCI
N 96% H,N
Ho 8 CO,Li o) CO,H
65 66
FmocSer(tBu)P
DIPEA (t(BwPfp Fmoc-OSu
28%
HQJ\ | N 68 fmoc | N o7
fmoc” N “N
o H §  ComH H §  Com
u

Abbildung B.2.1.-5.: Synthese eines Fmoc-geschiitzten Dipeptid- und Tripeptidbausteins

Beide Reaktionen wurden nur einmal durchgefiihrt also nicht optimiert, es ging hier lediglich
darum aufzuzeigen, daBl dieser Weg tiberhaupt gangbar ist. Dies und der Umstand, dal} die
eingesetzte Pfp-AS wohl nicht mehr rein war, soll als Erkldrung fiir die etwas bescheidenen
Ausbeuten gentigen.

Auf eine Optimierung wurde ferner verzichtet, da, will man den Aromaten in ein Peptid ein-
bauen, man ihn gar nicht als fertig geschiitzten Dipeptidbaustein benétigt, sondern den Aro-
maten am Peptid selbst generieren kann.

Wie dies von statten gehen konnte, ist aus den gezeigten Reaktionen schon ersichtlich. So
kann selbstverstindlich der einfacheliminierte Baustein 65 schon zur Kupplung eingesetzt
werden, entschiitzt man dann das resultierende Peptid mit Et,O x HCI, generiert man im sel-
ben Schritt den Aromaten.

LaBt man hierauf dann eine N-terminale Kupplung folgen, ist das Ziel den Aromaten in ein
Peptid einzubauen, somit schon erreicht.

Die nichste Abbildung zeigt dann auch die erfolgreiche Umsetzung dieses Konzeptes. Mit
dem Tetrapeptid 70 gelang es somit, den fiir diesen Zweck als zunédchst unbrauchbar verwor-
fenen 6,5-Bizyklus, ohne zusitzlichen Synthese- oder Aufreinigungsschritt, zum einen in ein
neues, aromatisches Dipeptidisoster umzuwandeln, und zum anderen diesen neuen Baustein,
nunmehr problemlos, in ein Peptid auch einzubauen, ohne daf3 Eliminierung oder Epimerisie-
rung zu befiirchten ist.

Als Manko dieser Reaktion kann die lange Reaktionszeit beim ersten Eliminierungsschritt
angesehen werden, wobei zum einen zu sagen ist, da} dies die Zeit ist, welche anberaumt
werden mul3, um wirklich nur eine einzige saubere Verbindung zu erhalten, begniigt man sich
z.B. mit rund 80% des Eliminierungsproduktes, kann schon nach vier Tagen abgebrochen
werden. Zum anderen stellt es erfahrungsgeméall im normalen Laboralltag auch kein Problem
dar, im Hintergrund eine Reaktion am Laufen zu haben, welche keine Kontrolle benétigt, kei-
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ne chromatographische Auftrennung erfordert, am Ende lediglich einrotiert werden muf,
hierdurch aber zwei Schritte in einem erzielt werden konnen.

OH a. IN LiOH, MeOH
HO : b. GlyOMe x HCl,

OH
S S
ot EDC/HOBT, DIPEA, DMF | oM
> boc N e
boc. N 87% \” /—<
H (@) 7 N (@]
H
62 o
S
xHCI
Et,0 x HCI - | N OMe
= H,N _<
93% o DN o
@] H
69

BocL-PheOH H |

PyBop, NMM, DMF boc _ N
- : H / \<

0] 7 N 0
88% O H
70

Abbildung B.2.1.-6.: Einbau des Aromaten in ein Peptid

Analog hierzu wurde dann noch
ein Tetrapeptid synthetisiert bei
welchem L-Phe und Gly ,,ver-
tauscht™ waren 74. Erwdhnens-
wert sind hierbei 2 Punkte.

Zum einen konnte von dem
Produkt der ersten Synthesestu-

Abbildung B.2.1.-7.: fe, dem -einfacheliminierten

Kristallstruktur der Tripeptid 71, eine Kristall-
Verbindung 71.

Lagefehlordnung der drei struktur erhalten werden, und
Mehthylengruppen, zwei zum anderen zeigte sich hierbei,
Energieminima wurden

hierbei beriicksichtigt. dal3 die Ehmmlemnﬁg wohl so-
gar der Boc-Entschiitzung vor-
ausgeht. So war zu beobachten,

dal der, nach einem Tag*,

* Ein zweiter Ansatz, nun iiber 2 Tage, fiihrte dann nur zum erwarteten Produkt, dem entschiitzten Aromaten 73
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durch Umsetzung mit geséttigter etherischer HCI erhaltene Nd. sauber zwei Komponenten
enthielt, zwei Aromaten im Verhéltnis von ca. 1:1, von denen einer noch die Boc-Schutz-
gruppe aufwies, beide konnten im Gemisch schon zugewiesen werden, die Trennung erfolgte
dann erst nach der zweiten Kupplung mit BocGlyOH.

Da die Vermutung war, daB3 dieser verlangsamte Umsatz der Reaktion auf Ldslichkeitspro-
bleme zuriickzufiihren sei, wurde diese Reaktion schluflendlich in einem Gemisch aus Et,0 x
HCI und Methanol durchgefiihrt, hierdurch konnte dann schon iiber Nacht vollstindige Um-
setzung erzielt werden.

OH
A S
Et,0 x HCI
boc\N | N OMe DX boc. /Q HN
04% H [ N 1d
(0] H
71

0]
ca. 1:1

Et,0 x HCI
MeOH,
87%

BocGlyOH

| XS gﬁgp, NMM, o S
73 . N OMe N \)J\ - OMe 74
H;N boc N
© 0 96% Ho g
o

N
H °© N o

Abbildung B.2.1.-8.: Synthese eines zweiten Tetrapeptids 74,

Diese so erhaltenen Tetrapeptide wurden dann noch verdoppelt, und die hierdurch erhaltenen
Oktapeptide noch mit HATU zyklisiert.

o) XS
N\)l\ \£ boczn\/u\N/Q\‘/\ﬁ OMe
H
©/ 70 ° O 74° O H ©

a. 70 + IN LiOH a. 74 + IN LiOH
b. 70 + EtZO x HCI1 b. 74 + TFA
c.a + b PyBop, NMM, DMF, RT c. a + b PyBop, NMM, DMF RT
boc— N
7N\
o s QJ» rep gt
95% 68% °
HATU, HOAT Collidi
HATU, HOAT, sym Collidin DMF. RT > Sy FOTAn
DMF, RT :
o
76 G ° N ° { °© 9 N °
NH o - 76% 78 NH o — 35%
o o N / oi o N /
AR N
N %/S H W/k/s
o) (0]

Abbildung B.2.1.-9.: Synthese zweier zyklischer Oktapeptide mit einem aromatischen
Dipeptidisoster im Peptidriickgrad
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Mit diesen beiden zyklischen Peptiden konnte somit klar der Nachweis erbracht werden, daf3
dieser neue Baustein problemlos in der Peptidsynthese Anwendung finden kann.
AnschlieBend wurden diese beiden Verbindungen auch noch auf strukturelle Eigenschaften
hin untersucht, hierbei war es dann aber nicht méglich, eine Vorzugskonformation herauszu-
arbeiten, was unter anderem daran lag das nur sequentielle NOEs zu beobachten waren.

2.1.2.  Nachtrag

Es zeigte sich, da3 der aromatische Baustein fluoreszierende Eigenschaft besitzt, als Beispiel
ist hier das entsprechende Spektrum des zyklischen Peptids 76 gezeigt.

Fluoreszenz (76)
Anregungswellenlinge 345nm

2500+

| o
2000 Pl

i / \ { g< )
1500 f; \\ C/;:‘L N’\H’N
1000 \
/ N @j\ "K,N
] / \
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350 400 450 500 550
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Abbildung B.2.1.-10.: Fluoreszenzspektrum des Peptids 76

Eine genauere Betrachtung der optischen Eigenschaften dieses Verbindungstyps wurde von
H. Seger im Rahmen seiner Diplomarbeit unternommen [131], welcher dieses Teilgebiet dann
weiterfiihrte.

Alles in allem hat man nun ein rigides Dipeptidisoster in der Hand, welches zusitzlich zu sei-
nen strukturellen Eigenschaften, eingebaut in ein Peptid, als Fluoreszenzmarker dienen kann.
Dies erfolgte dann auch in der Praxis, so wurde der Fmoc-geschiitzte Aromat 67, von M.
Haack aus der Arbeitsgruppe Beck-Sickinger, an drei unterschiedlichen Positionen in das
Neuropeptid Y [132] [133] eingebaut, wobei alle drei Peptide ihre Rezeptoraffinitit beibe-
hielten.
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2.2. Ein Homooligomer des 7,5-Bizykluses

Die ersten Versuche, den 7,5Bizyklus nun in der Peptidsynthese einzusetzen, bestand darin,
eine Verbindung in Angriff zu nehmen, welche sich allein aus den 7,5Bizyklen aufbauen
sollte.

Der Grund zuerst mit der Synthese eines Homooligomers zu beginnen war der, daf} das einzi-
ge was sicher liber die strukturellen Eigenschaften dieses neuen Bausteins gesagt werden
konnte war, daB hier eine Dipeptideinheit vorlag, welche in ihrer konformationellen Beweg-
lichkeit soweit eingeschriankt war, da3 ein hieraus resultierendes Peptid nur noch vergleichs-
weise wenig Freiheitsgrade aufweisen kann, und betrachtet man das Peptidriickgrat, sich eine
mogliche Dynamik auf die ®- und ¥-Winkel um die Amidbindung zwischen den Bizyklen
beschranken muB.

HO
HO®:-

HO

Abbildung B.2.2.-1.: Verbliebene Strukturvariablen im Peptidriickgrat eines homooligomeren
Peptids aus 7,5Bizyklen
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2.2.1. Synthesen

Da mit dem Dipeptidisoster 5, ein Baustein mit zwei orthogonalen Schutzgruppen, der sdure-
labilen Boc-Gruppe und dem basisch zu spaltenden Ester, vorlag, welche so in der Pep-
tidsynthese Standard sind, war die Herangehensweise, aufgezeigt durch abertausende derarti-
ge schon erfolgter Synthesen, praktisch schon vorgegeben.

Allerdings gab es bis dato noch keinerlei Erfahrungen, speziell diesen Baustein nun auch in
ein Peptid einzubinden, so waren die einzigen Versuche in diese Richtung die Synthese eines
Tripeptids, mit der Aminosdure am Carboxyterminus, wobei hier nicht vom Dipeptid, sondern
der freien Sdure des Grundbausteins, resultierend aus Cystein und y-Glucuronolacton, noch
ohne Stickstofffunktion, ausgegangen wurde.

Vor allem auch in Anbetracht der Ergebnisse, welche im zuvor gezeigten Falle des 6,5-
Bizykluses erhalten werden mufiten, konnte dieses Unterfangen zumindest nicht als reiner
Selbstlaufer eingestuft werden.

Zunichst galt es somit die Bedingungen fiir die Entschiitzungen auszuarbeiten. Im Falle der
Abspaltung der Boc-Gruppe kristallisierte sich schnell heraus, da3 eine Umsetzung mit gesit-
tigter, etherischer HCIl, den Bizyklus liber Nacht suspensiert und dann den Nd. abfiltriert, in
sehr guten Ausbeuten, und hervorragender Reinheit zum Hydrochlorid 79 fiihrte.

Die Verseifung allerdings bereitete einige Problem, zwar war hier im Gegensatz zum 6,5-
Bizyklus, aufgrund des hierdurch resultierenden axialen Stickstoffs, nicht mit Epimerisierung
zu rechnen, so stellt sich der 7,5-Bizyklus aber als an sich nicht sehr stabil im basischen Mi-
lieu heraus, vor allem bei ldngerer Reaktionszeit, erforderlich z.B. bei Umsatz mit nur einem
Aquivalent Hydroxybase, wurden im anschlieBenden Kontrollspektrum, mehrere Nebenver-
bindungen beobachtet.

Die besten Ergebnisse konnten dann auch bei kurzen Reaktionszeiten (15 bis 30min, bei Um-
satz mit 2eq. IN LiOH/MeOH 1:2) erhalten werden. Durch diese Vorgehensweise konnte,
nach Neutralisation mit 1N HCI, praktisch ausschlieBlich das gewiinschte Carboxylat 80 er-
halten werden.

HO,
Et,0 x HCI f
B ——————
91% HO
CO,Me _HN'

1. 2eq. IN LiOH
HO,, 2. INHCI, pH ~7 «LiCl
HO quant. Co,Li
COMe boc—N 0]
boc—N O H
H 80

5
Abbildung B.2.2.-2.: Entschiitzung der orthogonalen Schutzgruppen

Aufgrund der etwas problematischen Verseifung, wurde dann auch immer jene Strategie ge-
wihlt, bei der, wenn moglich, das ,,weniger wertvolle® Peptid verseift wurde, und jenes, in
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welches schon mehr Arbeit investiert worden war, dann das war, welches mit Et,O x HCI
entschiitzt wurde, da letztere Methode in der Regel die problemlosere war, vor allem dar hier
praktisch nie Zersetzung zu beobachten war.

Die anschlieBende Peptidsynthese, es wurde ein Trimer der 7,5-Bizyklen synthetisiert, berei-
tete dann keinerlei Probleme mehr. Da es sich hierbei um eine Standartpeptidkupplung han-
delte, soll es mit einem Hinweis auf das in Abbildung B.2.2.-3. gezeigten Reaktionsschema
hierbei belassen werden.

OH
"o o o o PyBop, NMM : OH
“ s S DMF, RT 929%
xLiCl
HO + HO N N S
Cco,Li ) COo,Me
boc—N O “HN O H 0
H c 81 o
80 79 OMe
OH
HO,, s OH
1. Et,0 x HCI o |/ HOL Ao g,
2. 80, PyBop, NMM HO S
DMEF, RT j\(NH oo’ N NS
~ w17 § r
82 o
HO 0 OMe
_NH
boc

Abbildung B.2.2.-3.: Synthese des Trimers 82
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2.2.2 Zuordnung

Versucht man aus den Daten der NMR-spektroskopischen Untersuchungen Informationen
dariiber zu erhalten, aus welchen dann die Struktur einer Verbindung in Losung ermittelt wer-
den soll, besteht zwangsldufig der erste grundlegende Schritt in der Zuordnung der bei den
Messungen erhaltenen Signale.

Da eine korrekte Zuordnung fundamental fiir eine spétere Strukturanalyse ist, wird nun, und
auch spiter in den folgenden Kapiteln, anhand jeweils einer Art Musterverbindung, zumindest
auf die hierbei erfolgten Schliisselschritte eingegangen werden.

In diesem Fall kann dies selbstredend nur am Beispiel der Endverbindung 82 erfolgen.

Die Hauptschwierigkeit bei der Zuordnung der einzelnen Signale konkret dieser Verbindung
bestand darin, dal} die Protonen dreier identischer Bausteine zu unterscheiden waren, welche
jeweils wiederum aus zwei unabhingigen Spinsystemen, dem Sieben- und Fiinfring, aufge-
baut waren. Zusitzlich ist es, wie schon anhand des Monomers gezeigt, iiber *J-Kopplung nur
moglich vom NH bis zum benachbarten Proton 6-H zu gelangen, und nicht weiter, so dal man
folglich noch ein weiteres unabhingiges Spinsystem hat.

Ein erster Schritt kann nun darin liegen, zunéchst die einzelnen Molekiilgruppen zuzuordnen,
so besitzt man z.B. durch das HMQC-Spektrum des Monomers (Abbildung B.1.1.-3.) eine Art
Fingerabdruck der CH-Gruppen, welcher es mdglich macht, durch einen Vergleich mit der
neuen Verbindung, erste wichtige Anhaltspunkte fiir die weitere Analyse zu erhalten.

0 s 2
-
50+ i 6 i OMe
55 9a o
60- .y 3
70 8 )
] =
75 = 7
o= 9

T T T T T T T T T T T
5.8 5.6 5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 ppm

Abbildung B.2.2.-4.: HMQC 400MHz der Verbindung 82 in DMSO-d,
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Die in diesem Spektrum erfolgte erste Unterteilung der Signale kann fortan als Arbeitshypo-
these fungieren, wobei die meisten der Signale als eindeutig zugeordnet betrachtet werden
konnen. Ein Abgleich mit anderen Daten, hat aber grundsitzlich zu erfolgen, und ist insbe-
sondere fiir die CH-Gruppen 7,8 und 9 von grofler Bedeutung, wo dann, wie schon gezeigt,
die NOEs 9a-H/9-H und 6-H/7-H eine eindeutige Unterscheidung zulassen.

De facto wurde die Auswertung der Verbindung natiirlich anhand mehrerer Spektren parallel
durchgefiihrt, und nur aus Griinden der Ubersichtlichkeit wird hier ein Spektrum nach dem
anderen abgehandelt, die fraglichen NOEs wurden {iberpriift, und waren so auch mit der hier
gezeigten Zuordnung im HMQC in Einklang zu bringen.

Mit der nun erfolgten Zuordnung der CH-Gruppen kann als folgender Schritt eine Einteilung
der Hydroxylgruppen, erfolgen.

Da iiber die *J-Kopplungen, aus den Kreuzsignalen des DQF-COSY Spektrums, jeder CH-
ihre Hydroxylgruppe zugeordnet werden kann, und die Verschiebungsbereiche der entspre-
chenden aliphatischen CH-Gruppen nun bekannt sind, ist jetzt auch deren Einteilung mdglich.
In Abbildung B.2.2.-5. ist dann der betreffende Ausschnitt des DQF-COSY-Spektrums ge-
zeigt. Hierdurch sind nun die einzelnen Gruppen innerhalb des Molekiils bekannt, was jetzt
noch fehlt ist ihre genaue Einordnung in das Gesamtsystem.

Eine Zuordnung der Spinsyteme an sich, welche zunéchst zu erfolgen hat, kann am besteen
durch eine Verkniipfung iiber NOEs erfolgen.
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n \
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In Abbildung B.2.2.-6. ist dann auch
eine diesbeziigliche Variante aufge-
zeigt, die einzelnen Bizyklen sind als
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Zuordnung als gesichert gelten kann,
wurde hier das Boc-NH gewidhlt,
leicht zu erkennen, als das am stérk-
sten Hochfeld verschobene NH.
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Abbildung B.2.2.-5.: 400MHz DQF-COSY der 82 in DMSOyq
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Weiter wiederholt sich jetzt das, was
anhand des Monomers schon aufge-
zeigt wurde.

Uber die NOEs 6/9a und 9a/9 er-
reicht man die 9-OH. Hierauf erfolgt
der Schliisselschritt dieser Zuord-
nung, die Verkniipfung der beiden
Ringe iiber einen NOE dieser Hy-
droxylgruppe zu 2-H"™® des Thiazo-
lidinringes. Direkt von dieser Me-



thylengruppe fiihrt ein weiterer NOE zur 6B-NH der Amidbindung zwischen den beiden er-
sten Bizyklen, von jenem gelangt man zum einen in den néchsten Siebenring, und zum ande-
ren hat man, durch diesen Schritt schon alle drei NHs identifiziert.

3
]H’H L CLAEELREERE> 2

NOE

9A-OH

Abbildung B.2.2.-6.: Kopplungs- und NOE-Muster zur Zuordnung der einzelnen Spinsysteme von 82
( nur hierfiir essentielle NOEs und *J-Kopplungen sind aufgefiihrt )

Da fiir das verbleibende NH, das 6C-NH, ein analoges Verkniipfungsmuster zu den beiden
letzten Bizyklen beobachtet werden konnte, war es jetzt moglich, jedem der einzelnen Spinsy-
steme seinen Platz im Peptid zuzuweisen, und, da des weiteren fiir jedes zumindest ein Proton
bekannt war, konnte iiber *J-Kopplungen und/oder NOEs, eine zweifelsfreie Zuordnung der
restlichen noch ausstehenden Signale erfolgen.

9aC 7A-OH
9aB -
9B-OH 9aA 7B-OH
8A-OH 3C
8C-OH 5 9A-OH 3B 6A  9C-OH
8B-OH &
7C-OH " \ 3
6B-NH /. 6C /
6C-NH
i 2A pes 9B-OH/2B  9A-OH/2A 2
zsi% @ : 29
u
| o
7c” " )
[T}
&
u
[
3B 3A
T -
N
) A& 6B
-l.l IIJ L’l L‘! lll I.Il I.Il LII II) I:! - 5.8 !.IT 5:6 5‘.5 !1! .5.‘3 sl.z 5.1 5.‘0 1:9 Il.ﬂ i.IT l:ﬁ -||.5 ppm

Abbildung B.2.2.-7.: 400MHz NOESY (300ms) der Verbindung 82 in DMSO-d,
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2.2.3. Strukturanalyse

Will man etwas iiber die strukturellen Eigenschaften eines solchen Oligomers erfahren, kann
zu Beginn ein Vergleich der bis dato erhaltenen 'H-Spektren vom Monomer, bis hin zur ferti-
gen Endverbindung, ein erster wichtiger Schritt sein, denn schon ohne genaue Zuordnung, ist
oft allein anhand des sich hier darbietenden Spektrenbildes eine erste Aussage moglich, in-
wieweit hier die Tendenz zu einer Struktur vorliegt, sprich gibt es moglicherweise eine oder
mehrere Vorzugskonformationen, oder hat man es mit einer dynamischen Verbindung zu tun,
welche sehr viele Konformationen gleichberechtigt einnehmen kann und dies folglich auch
tut.

9A Monomer

7-OH 6 3 9-OH

8B-OH \ 7B-OH 3B 9B-OH

7A-OH 6A /
\

Ju'wlUUUM G"L' | M Dimer

"l‘llL_J L

9a
C

9B-OH 9C-OH

8B-OH 7A-OH
Bl 7C-OH  7g'OH .
9A-OH 6B 3B 3A 64

Trimer

i A

WL lLH 'v" "" 'u “LJ\LFAL

Abbildung B.2.2.-8.: Vergleich 400MHz 'H-NMR-Spektren der
Verbindungen 5, 81 und 82 (von oben nach unten) in DMSO-dg

Ein gutes Indiz fiir eine definierte Struktur, ist ein Spektrum, in welchem vergleichbare Si-
gnale sehr unterschiedliche chemische Verschiebungen aufweisen, also eine starke Dispersion
der Signale auf der MeBskala zu beobachten ist. Im umgekehrten Fall, der dynamischen
Struktur, ist anstatt einer breiten Streuung, eine Haufung dieser Signale auf wenige ppm zu
beobachten.

In der Abbildung B.2.2.-8. ist dann auch ein solcher Vergleich der jeweiligen 'H-Spektren
gezeigt.
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Augenscheinlich ist hier die starke Streuung der einzelnen Signale im Spektrum, wobei vor
allem die Hydroxylgruppe an Position 9 hervorsticht, welche, obwohl maximal weit vom Ort
der Modifikation, der Amino- bzw. Carboxylfunktion, entfernt, die grofite Dispersion in ihrer
chemischen Verschiebung aufweist.

Nun ist es nicht das erste Mal, in dieser Arbeit, dal} speziell dieser Gruppe besondere Beach-
tung zugewiesen wird, und wenn, war dies immer im Kontext mit Wasserstoffbriicken der
Fall, und genau deren Vorhandensein ist auch bei diesem Molekiil die plausibelste Erklarung
fiir das Verhalten der Hydroxylgruppen an Position 9, denn geht man davon aus, da3, wie im
Monomer, auch hier die besagte Wasserstoffbriicke, 90OH zum Carbonyl, vorliegt, worauf
allein schon die hier erhaltenen groen Kopplungskonstanten weisen, alle drei um die 10Hz,
so ist hiermit nun doch ein signifikanter Unterschied innerhalb dieser Hydroxylgruppen zu
erkennen. Denn in diesem Fall wiirde bei 9A-OH und 9B-OH das Carbonyl eines Amids als
Akzeptor fungieren, bei 9C-OH jedoch, welche sich stark in ihrer Verschiebung von den bei-
den anderen unterscheidet, wiirde das Carbonyl eines Esters diese Funktion iibernehmen.

Da eine solche Situation gewichtige Auswirkungen auf eine mogliche Struktur hétte, so bliebe
durch solch eine gezwungene Ausrichtung des Carbonyls nur noch der ® Winkel um die Bin-
dung vom NH zu C-6 als Variable, bedarf die hier aufgestellte These, noch weiterer Bestiti-
gung.

Ein weiterer wichtiger Anhaltspunkt sind hier wiederum die Temperaturgradienten der ent-
sprechenden Protonen.

9B-OH, -0.4 ppb/K
9A-OH, -0.7 ppb/K
9C-OH, -1.1 ppb/K

7A- oder 7B-OH, -3.2 ppb/K

8B-OH, -3.9 ppb/K
8A-OH, -4.1 ppb/K

8C-OH, -4.6 ppb/K

~ BB-NH, -5.2 ppb/K
BC-NH, -5.4 ppb/K
6A-NH! -5.5 ppb/K
7C-OH, -5.8 ppb/K

-120 T - ; . T . T . . TA- oder 7B-OH -6.7 ppb/K

298 308 318 328 338
Temp./K

Abbildung B.2.2.-9.: Temperaturgradienten der Hydroxyl- und Amidprotonen des Trimers 82

Der in Abbildung B.2.2.-9. gezeigte Graph, resultierend aus den Ergebnissen der Temperatur-
reihe, fiihrt dann wieder zu einer klaren Deutung dieses Sachverhaltes.

So setzen sich die angesprochenen drei Hydroxylgruppen, betrachtet man die Temperaturab-
hingigkeit ihrer chemischen Verschiebungen, so eindeutig von den anderen ab, daf} die po-
stulierte Wasserstoftbriicke, worauf die Kopplungen schon einen klaren Anhaltspunkt liefer-
ten, hier wie auch schon im Monomer, vorhanden sein muf.
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Eine weitere Eigenschaft von Protonen, die in Wasserstoffbriicken gebunden sind, welche
ebenfalls spektroskopisch zuginglich ist, ist ihr verlangsamter chemischer Austausch.
Diesbeziigliche Raten lassen sich z.B. iiber die Intensitdt der Austauschsignale zu anderen
aziden Protonen, oder dem vorhandenen Restwasser, aus einem NOESY- oder ROESY-
Spektrum bestimmen.

Ein anderer Effekt, welcher ebenfalls auf einem solchen verlangsamten Austausch beruht,
kann, unter gewissen Umstinden, auch schon in einem "H-NMR Spektrum beobachtet wer-
den, nimlich dann, wenn Konzentration der Substanz und des Restwassers, sowie der pH, in
einem Bereich liegen, in dem die unterschiedlichen Austauschraten so sind, da3 nur noch jene
mit verlangsamten Austausch scharfe Signale zeigen, wihrend alle anderen Protonen gar nicht
mehr, oder nur noch {iber stark verbreiterte Signale zu beobachten sind.

Ein solcher Fall kann dann auch fiir das gezeigte Trimer beschrieben werden, und zwar han-
delt es sich hier um das 'H-NMR der Boc-entschiitzten Verbindung, welches da als Hydro-
chlorid vorliegend, den pH der Losung erniedrigt, und so sauer katalysiert den Austausch be-
schleunigt, so da3 im entsprechenden Spektrum in DMSO-dg, nur noch die Hydroxylgruppen
an Position 9 eine definierte Multiplettstruktur aufweisen und als Duplett erscheinen.

8]
9aAfoC HQ S HO—, N/ HO, *-<
/\ ||| Ho.. I)—<N]YN{[W€ ;}‘ﬁ,\gw}-&
9A/B-OH | i J I

o NH, 3 A !,rB OMa
o | 3C 9C-OH
| 6B || |
| | | Il| |I' | I I 6A
\ ||| | ||\ |||| ||"|| |‘||'||| 1||I A
AN A N \ IV W Vv / \ A
'-'———Jf Y \AH )T I"a_H_JI ll‘x. ;'ll'l Iull'k_./ ; II\\'-—\J/ /Y II\___

al7 sle sls s.a s.3 s 2 C3EY slo a.m Py a7 P 4.n  ppm

Abbildung B.2.2.-10.: OH-Bereich, 400MHz 'H-NMR (DMSO-d;) nach
Entschiitzung der Boc-Gruppe von Verbindung 82

Zuletzt sprechen auch die Daten des schon in Abbildung B.2.2.-7. gezeigten NOESY-
Spektrums, klar fiir diesen Sachverhalt, denn mit zu den intensivsten NOEs gehoren jene vom
NH zum Proton an Position 3, und genau dies ist fiir die beschriebene Wasserstoffbriicke zu
erwarten, wihrend das Carbonyl zur 9er OH ausgerichtet ist, zeigt als Konsequenz das NH
des Amides nach ,,unten®, eben in Richtung des angesprochenen Protons an Position 3.

Wie desweiteren zu beobachten, sind diese angesprochenen NOEs sogar deutlich intensiver
als die zum eigenen Ca-H, dem 6-H, womit nun auch schon, nachdem der ¥ Winkel durch
die definierte Ausrichtung des angesprochenen Carbonyls zum Bizyklus praktisch feststeht,
die letzte Variable, wenn es um konformationelle Dynamik des Peptidriickgrates geht, be-
trachtet werden kann, die rdumliche Ausrichtung der zweiten Amidbindung.

Genau dieses soeben angesprochene NOE-Muster, intensives Kreuzsignal von 6-NH zu 3-H
und ein a-H/NH-NOE welcher hierfiir vergleichsweise intensititsschwach auftrat, lieen
schon klar eine strukturelle Tendenz, auch fiir diese letzte noch verbleibende Variable erken-
nen, so ist eine solche Intensititsverteilung der angesprochenen NOEs typisch fiir eine ge-
streckte Konformation des Peptidriickgrats.
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OH kurzer Abstand Sequentielle NOEs

langer Abstand <+ Co-H — Co,,,-NH
— C(IIH-H_) COL 'NH

1+1

charakteristisch flir eine
gestreckte Konformation

+—> Seitenketten-NOEs

Abbildung B.2.2.-11.: NOE-Muster des Amidprotons 6-NH

Mit dieser Information ist es nun in méglich zusammen mit den Kopplungskonstanten (*J 6-NHL6
= 7.6-7.8Hz) und den ebenfalls noch erhaltenen Seitenketten-NOEs 6-NH zu 7 und 7-OH
(Abbildung B.2.2.-11. und NOESY Abbildung B.2.2.-7.) auch Aussagen iiber den noch aus-
stehenden @ Winkel zu machen (Aus den Ergebnissen der MD-Simulation mit allen hier rele-
vanten Daten konnte fiir @ ein Wert von etwa —90° bestimmt werden)

Da somit auch noch der letzte verbleibende Freiheitsgrad eingeschriankt werden konnte, war
es nun moglich die Vorzugskonformation dieser Verbindung zu Bestimmen.

Peptidriickgrat
PPII-Helix

—['N

s

Abbildung B.2.2.-12.: oben Konformation fiir Peptid 82aus den hierfiir erhaltenen NMR-Daten
darunter: zum Vgl. eine PPII-Helix aus Prolin-Einheiten aufgebaut

Hier zeigte sich dann, das die aus den erhaltenen Daten resultierende Struktur, sehr gut mit
jener in Einklang zu bringen ist, wie sie fiir eine Polyprolin-I1I-Helix beschrieben wird (Abbil-
dung B.2.2.-12.) [134].
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2.3. Peptide der 7,5-Bizyklen

Wie schon in einem anderen Kapitel erwihnt, besteht eine Methode, etwas tiber die Eigen-
schaften einer Verbindung oder eines Verbindungstyps zu erfahren darin, sukzessive kleinste
Verdnderungen vorzunehmen, um dann anschlieBend deren Auswirkungen auf das Gesamtsy-
stem zu untersuchen.

Solche Modifikationen konnen nun chemischer Natur sein, indem z.B. die Art bestimmter
funktioneller Gruppen variiert wird, und/oder in einer strukturellen Veridnderung bestehen,
z.B. in einem Wechsel der Konfiguration.

Dieses Prinzip wurde dann auch in jenem Teil dieser Arbeit angewandt, als es anstand die 7,5-
Bizyklen in ein Peptid einzubauen.

Da das Thiazolidinlactam 5 sich, so wie es vorlag, in der gezeigten Synthese des Hmooligo-
mers 82 durchaus bewéhrt hatte, sollte dieses Dipeptidisoster auch in seiner Form beibehalten
werden, was aber wiederum bedeuten muflte, da3 nunmehr als einzige Mdglichkeit der Ver-
dnderungen die Option blieb, einen oder mehrere zusitzliche neue Bausteine in das System
einzubringen, wofiir dann in erster Linie die verschiedenen Aminosduren in Frage kamen.
Deren Auswahl ist zundchst freilich recht groB3, aber da das Hauptaugenmerk hier auf der
Seite der Struktur lag, trat folglich die Art der Seitenkette der Aminosédure in den Hintergrund,
so dal} sie in erster Linie auf ihre Konfiguration, D, L oder keine (Glycin), reduziert werden
konnte.

Um die Zahl der Faktoren, welche spéter bei der Analyse eine Rolle spielen konnen, so gering
wie moglich zu halten, sollten auch diese Verdnderungen minimal sein, was dafiir sprach fiir
die D und die L-Form jeweils dieselbe Aminosdure einzusetzen, hier fiel die Wahl dann auf
Phenylalanin.

Diese Entscheidung war in erster Linie praktischer Natur, so kann man hierdurch zum einen
bei der Synthese ohne Seitenkettenschutz auskommen, und des weiteren sollten durch den
hydrophoben Benzylrest die chromatographischen Trenneigenschaften der an sich schon rela-
tiv polaren Verbindungen wenn nicht verbessert, so zumindest nicht noch schlechter werden.
Ein weiterer Vorteil besteht darin, dal es hier, im Gegensatz z.B. zu Alanin, moglich ist,
durch die Informationen welche iiber die Ausrichtung der Seitenkette erhalten werden, wie-
derum Riickschliisse auf die Gesamtstruktur zu ziehen.

Wurde nun die Zahl der einzusetzenden Aminosduren schon auf drei beschriankt, neben L-
und D-Phenylalanin noch Glycin, bleibt jetzt noch die Art ihrer Verkniipfung mit den Bizy-
klen.

Um das System nicht zu komplex zu gestalten, und eine weitere Konstante zu erzielen, sollte
versucht werden, alternierende Peptide aufzubauen, in welchen sich Bizyklus und Aminoséu-
re abwechseln sollten.
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2.3.1. Zyklische Peptide

Den Anfang sollen zunichst die zyklischen Hexapeptide machen, also Peptide aus zwei Bizy-
klen und zwei Aminoséuren.

Bis zum Ende der Arbeit wurden dann alle diesbeziiglich mdglichen Variationen synthetisiert,
mit den drei unterschiedlichen Aminosduren D-Phe, L-Phe und Gly kommt man somit auf
sechs zyklische Peptide, welchen folglich auch sechs lineare Verbindungen vorausgingen,
diese sollen in einem spdteren Kapitel noch behandelt werden.

2.3.1.1. Synthesen

Zur Synthese an sich, wieder iiber Boc-Strategie, wobei die Synthese iiber Tripeptideinheiten
gefiihrt wurde (Abbildung B.2.3.1.-1.), gibt es zwei Punkte anzumerken, ansonsten sollte hier
ein Hinweis auf das Fliefschema in Abbildung B.2.3.1.-3. geniigen.

Synthesestrategie

Abbildung B.2.3.1.-1.: Strategie zur Synthese der zyklischen Hexapeptide (R1#R2 oder R1=R2)
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Als erstes sei noch einmal kurz auf die Verseifung des Methylesters eingegangen. Wie schon
zuvor bei der Synthese des Trimers 82, trat zu Beginn auch hier erneut das Problem auf, dal3
die basische Hydrolyse des Esters unter der Bildung von Nebenprodukten von statten ging.

Was hier unter anderem passiert war, darauf 1a6t das Thiazolidin 83 schlieBen, welches bei
einer der ersten Synthesen in kleinen Mengen neben dem Hauptprodukt 84 isoliert wurde.

1. 1N LiOH
2. GlyOMe

— OMe
boc H 0O 5
5
Abbildung B.2.3.1.-2.: Synthese der Tripeptideinheit 84 mit dem Thiazolidin 83 als Nebenprodukt

Folglich besteht eine der Nebenreaktionen in der Offnung des Lactams. Aber wie im Fall des
Trimers schon angemerkt, konnte durch mdglichst kurze Reaktionszeiten dann eine nahezu
saubere Verseifung erreicht werden, so daB3 dies am Anfang zu beobachtende Problem, im
weiteren Verlauf keine groBBere Rolle mehr spielte.

Der zweite Punkt, welchen es noch anzusprechen gilt, wiren die Schwierigkeiten bei der
Synthese mit Peptiden, welche D-Phenylalanin als Komponente aufwiesen.

So wurde beim Versuch, Hexapeptide mit D-Phe nach dem ersten Bizyklus zu synthetisieren,
also 7,5BicA-DPhe-7,5BicB-AS, immer auch Epimerisierung dieser ersten Aminosdure beob-
achtet (Abbildung B.2.3.1.-3.).

Da in beiden Fillen das Epimerengemisch, als solches, rein erhalten werden konnte, wurde,
da hierbei weitere Epimerisierung nicht auszuschliefen war, das Gemisch zur Zyklisierung
eingesetzt, und lediglich eine kleinere Menge fiir die spatere Analytik tiber HPLC aufgetrennt.
Bei diesen zwei Zyklisierungen war es im Falle der beiden Hexapeptide 7,5Bic-D/LPhe-
7,5Bic-Gly moglich, die hieraus resultierenden beiden zyklischen Verbindungen flashchro-
matographisch zu trennen, wobei zyklo(7,5Bic-L-Phe-7,5Bic-Gly) 95 nun schon das zweite
mal synthetisiert wurde.

Bei der nichste Zyklisierung, jetzt von 7,5Bic-D/LPhe-7,5Bic-DPhe, konnte lediglich das
Epimerengemisch der Endverbindung sauber erhalten werden, dies dann wieder aufzutrennen
bedurfte auch hier der Methode der HPLC. Ein Aufwand, welcher sich in sofern lohnte, als
somit durch eine Synthese zwei neue zyklische Peptide erhalten wurden, und aufgrund dessen
die Synthese des letzten noch ausstehenden Peptids nicht mehr erforderlich war.

Abschliefend sei auf der nidchsten Seite noch das schon angesprochene Fliefschema dieser
Synthesebemiihungen gezeigt
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(3Yda-ag-aydda-14)

(Pudda-org-ayd1-o1d)

(A1D-21g-ayda-214)

(A1D-o1g-9yJ1-219)

(Yd1-219-24d1-21d)

(A1-01g-419-19)

opidz opjAz opyAz oAz opIAZ opidz
J1dH
(dyda-srg-s4yaa/1->rd)
op[Az
ANO-2Yda-1d dNO-24da->1d| | 2W-OLD-219 SNO-A1D->19 INO-2YJ-T-1d dINO-L19-019
-yJq-arg-oog -YJT-Ig-20g | | -dyJd-org-oog -YJ1-o1g-o0g -ayJ1-o1g-d0g -£19-01g-009g
"
IJ1dH
J1dH 3NOPYJd-21g INOAID-21d

-3yd1/d-21g>04

3NO4Udd->rgs09g

-9yd1/a->rgrod

_ SN O-24d1-1d-209 _

AN O-A1D-d1g-d0g

O HD

SINO-2Ydd-"HN

HO-0O°1g-204

O HD

Abbildung B.2.3.1.-3.: FlieBschema zur Synthese der sechs zyklischen Hexapeptide
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2.3.1.2. Strukturanalysen

Zunichst soll, gegen die Chronologie der Synthese, eine genauere Betrachtung der zyklischen
Endverbindungen erfolgen [127]. Diese Vorgehensweise liegt darin begriindet, dal mehrere
Aspekte, welche bei der Strukturanalyse eine gewichtige Rolle spielen, anhand der zyklischen
Peptide eindrucksvoller und in einer extremerer Weise zu Tage traten, als dies bei den linea-
ren der Fall war, und folglich hier auch deutlicher aufgezeigt werden konnen.

Somit wird zunichst die Konformation dieser Verbindungen im Vordergrund stehen, und erst
anschlief3end soll dann versucht werden, durch die hier erhaltenen Einsichten auch etwas liber
die Struktur der linearen Verbindungen in Erfahrung zu bringen.

Bevor, direkt mit der Analyse begonnen wird, soll noch kurz deren Abfolge umrissen werden.

Erst wird, wieder anhand einer Verbindung, auf die Schliisselschritte bei der Zuordnung ein-
gegangen werden, sodann erfolgt eine detaillierte Strukturanalyse, auch wieder an einem Pep-
tid, welches im weiteren dann als eine Art Musterverbindung fungieren wird.

Daraufhin soll versucht werden, die hieraus erhaltenen Erkenntnisse auf die restlichen Peptide
zu iibertragen, und aus den dabei auftretenden Gemeinsamkeiten oder Unterschieden sollte es
dann moglich sein, wiederum Riickschliisse auf jetzt deren Konformation zu ziehen.
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2.3.1.2.1.

Zuordnung der zyklischen Hexapeptide am Beispiel von
zyklo(7,5Bic-DPhe-7,5Bic-Gly)

Unabdingbar fiir die Strukturanalyse iiber NMR ist zweifelsohne zunéchst eine gewissenhafte
Zuordnung der hierbei erhaltenen Signale, folglich wird im ersten Teil auch, in aller erforder-

lichen Ausfiihrlichkeit, auf diese eingegangen werden.

Zuvor noch eine Anmerkung zur gewidhlten Nomenklatur dieser Peptide:

Der erste Bizyklus, beginnend vom Aminoterminus, wird als Bizyklus A, oder in Kurz-
form als BicA bezeichnet, alle weiteren dann B,C,D.. etc..

Da es sich hier um Verbindungen handelt, welche alternierend aus einem Bizyklus und
einer Aminosédure aufgebaut sind, erhélt diejenige AS, welche dem Bizyklus folgt auch
dessen Buchstaben, also z.B. BocHN-BicA-AS(A)-BicB-AS(B)-OH (Bei unterschiedli-
chen AS kann hierauf natiirlich verzichtet werden).
Diese Nomenklatur bleibt, im Falle der asymmetrischen zyklischen Hexapeptide erhalten,
sprich was im linearen der BizyklusA war, bleibt es auch im zyklischen, eine Unterschei-
dung der AS in A oder B ist hier selbstverstindlich nicht mehr nétig

Als Beispiel fiir die Zuordnung dieser zyklischen Verbindungen wurde das asymmetrische

zyklische Hexapeptid 96 gewdhlt, welches als Aminosduren D-Phenylalanin und Glycin ent-

hilt.

Der Grund hierfiir ist, da3 es sich hierbei auch um jenes zyklische Peptid handelt, auf welches

im zweiten Teil, der Strukturanalyse, detailliert eingegangen werden wird, und somit die Mu-
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Abbildung B.2.3.1.-4.:
600MHz HMQC der Verbindung 96 in DMSO-dg
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3.0 oppm

sterverbindung darstellt, auf
deren Ergebnisse die weiteren
Analysen der anderen Verbin-
dungen aufbauen werden.

Wie zuvor bei der Betrachtung
des Trimers 82, kann auch in
diesem Fall der erste Schritt
der Zuordnung in der Unter-
scheidung und Einteilung der
einzelnen CH-Gruppen ({iber
das HMQC-Spektrum liegen
(Abbildung B.2.3.1.-4.).
Hierbei zeigt sich schon ein
erster wichtiger Punkt, so sind
bei dieser Verbindung die CH-
7, -8 und -9 auf der BC-Skala
nicht mehr so klar voneinander
getrennt, daBl hieraus schon
eine eindeutige Unterschei-



dung moglich wire. Auf deren genaue Zuordnung ,wie sie hier schon gezeigt ist, wird folglich
spéter noch niher eingegangen werden miissen.

Da die Vorgehensweise jener des Homooligomers 82 in vielen Punkten dhnelt, werden haupt-

sdchlich die Unterschiede, und speziell die

6B-NH i 1™
Phe-NH Gly-NH ' E

e 0
7.24
2] -0

0
: @ ‘\:;

8.2+

8.1 Q 0
8.6 o Qjo 0

8.8
9.04

9.4 <> 0 (]

9.6 T T T T T T T T T T T T
9.6 9.4 9.2 9.0 8.8 [ ] 8.4 B.2 8.0 7.8 1.6 T4 T.2 ppm

Abbildung B.2.3.1.-5.: ROESY 600MHz DMSO-d¢
NH-NH-NOEs der Verbindung 96

hier aufgetretenen Schwierigkeiten im Vorder-
grund stehen.
Der erster Unterschied zur NMR-Analytik des
Trimers besteht in der Wahl des Startpunktes,
jenem sicher zuzuordnenden Proton, von wel-
chem ausgehend sich das Gesamtsystem dann
erschlieBen 148t.
Da vorerst die beiden Bizyklen noch nicht
voneinander unterschieden werden konnen,
kann dies nur ein Proton einer der beiden
Aminoséduren sein, und hier eignen sich z.B.
die Amidprotonen, wo Gly-NH als dd iiber
seine Multiplizitdt, und D-Phe-NH iiber das
entsprechende Spinsystem zweifelsfrei zuge-
ordnet werden konnen.
Von diesen gelangt man iiber die sequentiellen
NH-NH-NOE:s zu den entsprechenden NHs an
Position 6 der jeweiligen Bizyklen, womit der
weitere Fortgang praktisch analog dem Trimer
erfolgen kann. (auf den hier ebenfalls zu se-
henden NOE der beiden 6-NHs untereinander

wird spidter, wenn die Struktur dieses Peptides behandelt wird, noch genauer eingegangen
werden, wobei spdtestens sobald NOEs zur Zuordnung herangezogen werden, eine klare

Trennung von Strukturanalyse und Zuordnung, wie sie hier erfolgt, praktisch nicht mehr ge-

geben ist).

In der Abbildung unten sind dann auch die Schliisselschritte zur Zuordnung tiber NOEs und

3J-Kopplungen gezeigt.

NOE

3]’H,H
(IIIIII)

Abbildung B.2.3.1.-6.: Schliisselschritte bei der Zuordnung von Verbindung 96
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Als nédchstes soll auf die Unterscheidung der Protonen an Position 7 und 9 eingegangen wer-
den. Die Zuordnung von 7A und 7B kann, wie im Schema gezeigt, eindeutig iiber den NOE
zu den 6-NHs erfolgen, der entsprechende Ausschnitt des ROESYs, welcher auch noch die
wichtigen sequentiellen NOEs PheNH/3A und GlyNH/3B zeigt, ist im folgenden Kapitel,
Abbildung B.2.3.1.-18., gezeigt.

Der nichste Ausschnitt desselben 2D-ROESY's enthilt unter anderem die NOEs 6A/9aA und
6B/9aB, wobei der Folgeschritt die NOEs 9a/9 zur Unterscheidung der 9er Protonen in Abbil-
dung B.2.3.1.-8. gesondert aufgefiihrt ist, da bei dieser Verbindung die beiden Signale der
9aH Protonen sehr nahe beieinander lagen.

o 8B/7B-OH 7B/7B-OH
o @
0 0 00

A

TA/6A

oB/oB-OH D/0B
8B/8B-OH ®/9A’8A'0H

0 g

sAmA.On  SA/8A-OH

\W 8A/7A-OH

8B/9B-OH 9B/9B-OH

a0 6 6 60 00 0 e o ;e o o ;oo & B B b
[}
1

L T T T T T T T T T T T T T
6.4 6.2 6.0 5.8 5.6 5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 pPm

Abbildung B.2.3.1.-7.: Ausschnitt 600MHz ROESY der Verbindung 96 in DMSO-ds
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Abbildung B.2.3.1.-8.: Ausschnitt 600MHz
ROESY der Verbindung 96 in DM SO -dg
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Abbildung B.2.3.1.-9.: Zuordnung der Hydroxylgruppen

oben: 600MHz DQF-COSY von 96 in DMSO-d,
darunter: 600MHz HMQC von 96 in DMSO-dg

ke

Somit steht folglich nur noch die ge-
naue Zuordnung der Hydroxylgrup-
pen aus.

Hierzu ist zuletzt noch der erforderli-
che Ausschnitt des DQF-COSY-
Spektrums, kombiniert mit den ent-
sprechenden CH-Kopplungen aus
dem HMQC, aufgezeigt, womit nach
Abgleich mit den NOEs aus dem zu-
vor gezeigten ROESY-Spektrums
diese Hydroxylgruppen jetzt als ein-
deutig zugeordnet angesehen werden
konnen.

Betrachtet man die jetzt erfolgte Zu-
ordnung dieser Hydroxylgruppen,
erschlieBt sich auch schon, warum
hier soviel Wert auf deren Korrektheit
gelegt wurde, denn die hier auftreten-
den Unterschiede in ihren chemischen
Verschiebungen und in den Kopp-
lungskonstanten sind so augenschein-
lich, daB3 eine nidhere Betrachtung die-
ser Gruppen als unerldBlich anzuse-
hen ist, und dazu miissen sie selbstre-
dend vorher eindeutig unterschieden
worden sein.

Somit wiren nun praktisch alle Protonen zugeordnet, lediglich die Methylengruppe des
Glycins, die diastereotopen Protonen an Position 2, und die B-Hs des Phenylalanins, deren

Zuordnungen bei allen problemlos iiber die entsprechenden *J-Kopplungen gefiihrt werden
konnen, wurden hier nicht explizit aufgefiihrt.
Auf die Bestimmung der prochiralen Zuordnung dieser Protonen wird, soweit dies moglich

war, im zweiten Teil noch eingegangen werden.
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2.3.1.2.2.  Die Grundstruktur der zyklischen Hexapeptide

Wie eingangs erwidhnt, sollen die Ergebnisse der Strukturanalyse zuerst detailliert anhand
einer einzigen Verbindung dargelegt werden, um anschlieBend, Schritt fiir Schritt, herauszu-
arbeiten, ob, und wenn ja, welchen Einflul} die erfolgten Verdnderungen in der Aminoséure-
sequenz auf die Konformation der jeweiligen Peptide haben.

Bevor aber die Peptide nun im einzelnen auf ihre speziellen strukturellen Eigenschaften unter-
sucht werden, soll zunéchst auf ein Strukturmerkmal eingegangen werden, welches, wie sich
herausgestellt hat, allen hier gezeigten zyklischen Verbindungen gemeinsam ist, womit eine
Basis oder Plattform vorlag, welche als Ausgangspunkt aller weiteren strukturanalytischen
Untersuchungen fungieren konnte.

Und zwar handelt es sich hierbei um das in Abbildung B.2.3.1.-10. gezeigte Wasserstoffbriik-
kenschema, mit H-Briicken der NHs an Position 6 des einen Bizykluses zum Carbonyl des

anderen.
O
~AE
S
N 0
OH

O

Teay, H N

Abbildung B.2.3.1.-10: H-Briickenmuster welches so fiir allen sechs
zyklischen Peptiden beobachtet wurde

Da es sich hierbei um ein wesentliches Merkmal dieses Verbindungstyps handelt, ist fraglos
eine gewissenhafte Auffiihrung der Argumente, welche zum Postulat dieses Strukturelemen-
tes fiihrten, unerlaBlich, denn wenn diese Verbindungen wirklich dieses Wasserstoffbriicken-
muster aufweisen, kann hiermit schon in Grundziigen einen erste Aussage iiber deren Kon-
formation in Losung getroffen werden. So kann unter anderem schon gesagt werden, dal3 sich
diese bizyklischen Dipeptidisostere, hingegen der allgemeinen Auffassung, zumindest in die-
sen zyklischen Hexapeptiden, nicht am Kopfende, also der i+1 und i+2 Position einer (-
Schleife befinden.

Der nun folgende Versuch, das Vorhandensein dieses vorgeschlagenen Strukturelementes zu
untermauern, kann vorerst nur darauf abzielen, zu zeigen, daB sich diese beiden angesproche-
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nen NHs in einer Wasserstoffbriicke befinden. Dal} als Akzeptor das hier gezeigte Carbonyl
fungiert, kann zunéchst nur darauf begriindet werden, daf3, zieht man alle diesbeziiglichen
Moglichkeiten in Betracht, es sich hierbei um die plausibelste Erkldrung handelt.

Je weiter jedoch dieses Kapitel voranschreiten wird, und je genauer die einzelnen Peptide
untersucht werden, je mehr z.B. {iber die Ausrichtung der anderen Amidbindungen, iiber die
Rolle der Hydroxylgruppen etc. bekannt ist, als um so gewisser wird dieses Strukturelement
angesehen werden konnen.

Zunichst sollte es mdglich sein {liber eine Temperaturreihe zu ersten Aussagen zu gelangen, in
wieweit eine diesbeziigliches Verhalten der angesprochenen Amidprotonen als wahrschein-
lich zu erachten ist.

In der Tabelle unten sind dann auch die Temperaturkoeffizienten aller sechs zyklischen
Hexapeptide aufgefiihrt.

6A- |7A- [8A- [9A- [AS(A)[6B- [7B- [8B- [9B- [AS(B)
NH |oH |oH |OoH |-NH |NH |oH |0oH |OH |-NH

zyklo 7,5BicA Gly 7,5BicB Gly
[ 0.13 [-3.57 [-357 [-295 [-2.05 [0.13 [-3.57 [-3.57 [-2.95 [-2.05
zyklo 7,5BicA L-Phe 7,5BicB L-Phe
[(1.65)" |-6.81 |-443 |-7.10 |-4.43 |-7.10 [(1.35)
zyklo 7,5BicA D-Phe 7,5BicB D-Phe
|-142 |-333 [-353 [-325 [-458 [-142 [-333 [-3.53 [-325 [-4.58
zyklo 7,5BicA L-Phe 7,5BicB D-Phe
1-092 |-3.28 [-3.80 [-448 [-057 [-042 |-7.10 [-3.78 [-1.26 [-5.73
zyklo 7,5BicA D-Phe 7,5BicB Gly
| 0.18 |-733 [-3.78 [-1.15 [-5.73 [-125 [-3.00 [-3.73 |-446 [-0.57
zyklo 7,5BicA L-Phe 7,5BicB Gly

1-1.03 |-338 [-43 [-635 [-045 | 0.15 |-6.18 [-438 |-20 [-4.10

Tabelle B.2.-1.: Temperaturgradienten AS/AT [ppb/K] in DMSO-d¢ der sechs zyklischen Hexapeptide
* Keine Gerade, infolge konformationeller Dynamik

Sehr deutlich wird hier, da, wahrend z.B. die

Temperaturkoeffizienten der NHs der einzelnen

Q ji Aminosduren starken Schwankungen unterworfen
sind, die der betreffenden Amidprotonen an

‘W Position 6 alle vergleichbare Werte aufweisen, und

LPhE{ \ O H-NMR ‘

Iy s U vom Betrag deutlich unter der ,,magischen Grenze*
— ,5Tf e '“,i“: von -3ppb/K liegen.
Austauschsignal Ein weiteres Merkmal von Protonen, welche in

ot A Beshwser Wasserstoffbriicken gebunden sind ist, wie schon

1Y Reihe, 3.1ppm . X X

Il Roesy, DMSO-d6 - erwéhnt, ein verlangsamter chemischer Austausch.

350K . . B} .
e T e Y Ein Vergleich der Austauschraten kann iiber die
Abblldung B.2.3.1-11.: chemlscher Austausch der  Intensitdt der positiven Austauschsignale in

NH-Protonen von Verbindung 94 ROESY oder NOESY erfolgen.
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Dies sei exemplarisch an zwei Beispielen dargestellt, bei welchen unverkennbar die diesbe-
zliglichen Unterschiede der gezeigten NHs zu sehen sind.
So ist weder in Wasser (Abbildung B.2.3.1.-12.) noch in DMSO-ds bei 350K (Abbildung
B.2.3.1.-11.) ein nennenswerter Austausch der fraglichen Amidprotonen zu beobachten, son-
dern lediglich die NHs der beiden Aminosduren zeigen entsprechende Signale.

6B-NH 6A-NH

+=1 Roesy-wg 300K, H,0/D,0 10:1

: pomms 03}

0

chemischer Austausch
mit Wasser

9.4 9.2 9.0 8.8 8.8 8.4 8.2 8.0 7.8 7.8 7.4 7.2 PPm

Abbildung B.2.3.1.-12.: Ausschnitt aus einem 2D-ROESY-wg von
zyklo(7,5Bic-DPhe-7,5Bic-Gly) 96

Desweiteren konnen sich Unterschiede in den Austauschraten auch bei Messungen bemerkbar
machen, bei denen versucht wird, das Wassersignal iiber Vorsittigung zu unterdriicken. So
werden haufig Signale azider Protonen durch Séttigungstransfer ebenfalls unterdriickt, dieser
Effekt ist um so grofer, je schneller der Austausch mit dem Losungsmittel stattfindet.

Exakt dies konnte anhand der Verbindung 96 beobachtet werden, als diese auch in Wasser
NMR-spektroskopisch untersucht wurde.

In dem hierbei aufgenommenen 'H-presat sind dann lediglich noch die beiden 6er NHs zu
erkennen. Als Vergleich ist noch das 'H-watergate, derselben Probe gezeigt, welches wieder-
um alle vier NHs aufweist.

H-wg

H,0/D,0 10:1
I l 300K

'H-presat

H,O/D,0 10:1

J 300K
M )
9:0 8.‘5 B’D Tl5 7‘.0 6:5 SlD 5:5 5.‘0 4:5 4:0 3‘.5 3:0 PPm

Abbildung B.2.3.1.-13.: 'H-presat (600MHz) und 'H-Watergate (600MHz) der Verbindung 96

138



Als letztes wurde noch eine Methode angewandt, welche es in gewissem Sinne ermoglicht

,,zuzuschauen* wie ein Proton austauscht.

In seltenen Féllen, wenn der Austausch

eines Amidprotons wirklich stark eingeschrinkt ist,

1aBt sich bei Zugabe von D,O beobachten, wie die Intensitdt des entsprechenden Signals
durch die fortschreitende Deuterierung abnimmt. Hierbei mul3 die Aziditdt aber schon stark

herabgesenkt sein, denn im Normalfall
und erst recht OH Signale nicht mehr zu

9a

sind, bis das erste Spektrum gemessen ist, alle NH-
detektieren.
Das Experiment wurde hier mit Verbindung
94, dem symmetrischen Peptid mit zwei L-
Phenylalaninen durchgefiihrt.
Hier wurde zu einer Losung des Peptides in
600uL DMSO-ds, 150uL D,O zugegeben, so
daB3 ein Verhaltnis DMSO/D,O von ca. 1:1

Phe-NH &NH \ / Phec & . . .
\ / t  vorlag, Bedingungen bei denen in der Regel
sofort Austausch erfolgt.

8.0 1.5 1.0 6.5 6.0 8. 5.0 4.5

DMSO-d6/D,0 4:1

—

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5

Abbildung B.2.3.1.-14.: 600MHz 'H-NMR in

Zugabe von D,0

Die erste Abbildung B.2.3.1.-14., mit

entsprechenden 'H-NMR zuerst in DMSO- vy
ds und jenem sofort nach Zugabe von

D,0, zeigt dann auch, daB die Signale  45min e N
aller aziden Protonen, bis auf eines, .
infolge Austausches mit D,O, nicht

mehr zu detektieren sind.

Nach diesem Spektrum wurden in
bestimmten Zeitabstinden weitere 'H-
NMR Spektren aufgenommen.

So konnte dann beobachtet werden,
daB insgesamt drei Stunden vergehen
mufliten, bis das Signal von 6-NH
nahezu vollstindig verschwunden war
(Abbildung B.2.3.1.-15.)

6 3
6-NH nach 2min Phec A
. 5.0 45 e
DMSO-d¢ der Verbindung 94 vor und sofort nach L
3h e H
dem 2h .#L

1h 25min

25min -

16min - . — e

9min o N .
2min — M*

Ohnf—-——w—.—‘-—v-—‘/\/\—-———J

D20 - GBI 82 LI BD T3 T8 TT N6 75 T4 3 12 Mg

Abbildung B.2.3.1.-15.: Austauschexperiment, Verbindung 94
in DMSO-d; "H-NMR 600MHz nach Zugabe 0.15ml D,O

Mit diesem letzten Experiment konnte somit eindrucksvoll gezeigt werden, daBl diese
Amidprotonen in auBlergewohnlich starken Wasserstoffbriicken gebunden sind.
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Der letzte Punkt, welchen es abschlieBend noch aufzufiihren gilt, ist der erste, welcher nicht
,hur darauf abzielt, daB3 sich NH-6 in einer Wasserstoftbriicke befindet, sondern jetzt zusétz-
lich noch einen gewichtigen Anhaltspunkt fiir das eingangs gezeigte Donor-Akzeptor-Muster
6-NH zu Carbonyl des gegentiberliegenden Bizykluses liefert.

Hierbei handelt es sich um den NH-NH-NOE der beiden 6-NHs zueinander, wie er schon im
ersten Teil, als die Zuordnung der Verbindung 96 behandelt wurde, kurz Erwdhnung fand
(Abbildung B.2.3.1.-5.).

Dieser NOE ist bei allen drei unsymmetrischen Peptiden zu beobachten, und typisch fiir ein
diesbeziigliches Wasserstoftbriickenmuster, wie es so auch in einem -Faltblatt vorkommt.

In der letzten Abbildung dieses Teils ist dann anhand der Verbindung 95 nochmals dieser
NOE gezeigt, wobei weder eine Anderung des Losungsmittels, von DMSO zu Wasser, noch
eine Erhohung der Temperatur auf 350K einen Einfluf auf diesen konformationellen Aspekt

haben.
: = % e 7
. & : PQ g
w ]
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600MHz Roesy-wg "
H.O/D,0 10:1 300K !

« 400MHz Roesy DMSO-d6 350K
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Abbildung B.2.3.1.-16.: NH-NH-NOEs der Amidprotonen an Position 6 der Verbindung 95

Mit dem nunmehr gezeigten, kann schon eine wichtige Aussage iiber die Struktur dieser
Hexapeptide erfolgen, denn wenn diese Wasserstoffbriicken so vorhanden sind, wie es nach
all dem bisher aufgefiihrten anzunehmen ist, folgt daraus, daB3 hier ein zyklisches Peptid mit
zwel B-Schleifen vorliegt, in welchen die beiden Aminosduren jeweils die i+2 Position ein-
nehmen.
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2.3.1.2.3 Strukturanalyse des zyklischen Hexapeptids zyklo(7,5Bic-DPhe-
7,5Bic-Gly)

Im Kapitel zuvor wurde zwar schon in Grundziigen die Konformation des Peptidriickgrats
besprochen, was nun als nédchstes geschehen muf3, wére eine genauere Betrachtung und Ein-
ordnung der postulierten (-Schleifen, sprich zu untersuchen, welche Schleifenkonformation
hier vorliegt.

Gelingt dies, hat alsdann, und dies ist quasi die nichste Ebene der Analyse, eine Betrachtung
der Seitenketten zu erfolgen, jene der Aminosduren als auch der Hydroxylgruppen der beiden
Bizyklen, welchen hier ebenfalls als eine Art Seitenkette betrachtet werden konnen.

Wurde nun auf die Eigenschaften der Amidprotonen an Position 6 der Bizyklen schon aus-

fithrlich eingegangen, so ist der ndchste konsequente Schritt, jetzt auch noch jene der beiden
Aminosduren einer genauen Untersuchung zu unterziehen.

i T i Auch wenn eigentlich fiir Amidprotonen in der

Gly-NH vorgeschlagenen Konformation, wo sie sich in

! i JL der i+2 Position einer B-Schleife befinden, keine

_
== Wasserstoftbriicken zu erwarten sind, soll zu-

Phe-NH

|
-

ndchst ein Blick auf ihre Temperaturgradienten

Aol g Ly e

== Noch ohne die genauen Werte zu kennen, nur

anhand des Bildes welche die entsprechenden
1 . .

I l‘ " “ f H-NMR Spektren bieten (Abbildung B.2.3.1.-

|- 5 T, J q[‘“: 17.), ist schon ein deutlicher Unterschied dieser

beiden Protonen zu erkennen.

k So zeigt sich, daB3 die chemische Verschiebung

PLT des Glycin-NHs, im Gegensatz zu dem des Phe-
nylalanins, kaum von der Temperatur beeinfluf3t

330k “ i J\L

J /

wird.
N- uq'l JL__JL Mit seinem Temperaturgradienten von —0.57
ppb/K ist also auch fiir dieses NH eine Wasser-
stoffbriicke anzunehmen, wahrend das NH des

| 350K ,ll " J |\l Phenylalanins (-5.73ppb/K), klar als nicht ge-

T3 e

Co oo bunden angesehen werden kann.
Abbildung B.2.3.1.-17.: Temperaturreihe des . . .. .
Peptids 96 in DMSO-d, ('H-NMR, 600MHz) Die Frage, die sich jetzt zwangsldufig stellt, wire

jene nach dem hierzu gehdrenden Akzeptor.
Erste Aufschliisse konnen die Daten erbringen, welche iiber die Interprotonenabstinde erhal-
ten wurden.
Hier zeigt sich dann auch ein bedeutender Unterschied der beiden Aminosiduren-NHs, denn
wihrend das NH des Phenylalanins einen sehr intensiven NOE zu 3A-H des vorhergehenden
Bizykluses zeigt, fallt dieser beim entsprechenden Glycin-NH, hier 3B-H, signifikant schwé-
cher aus, folglich muf3 dieses NH in eine Richtung zeigen, welche mehr oder weniger diesem
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Proton entgegengesetzt ist. Schaut man sich daraufthin nach einem geeigneten Akzeptor um,

bleibt, bei einer diesbeziiglichen Ausrichtung, als erste Wahl nur die Hydroxylgruppe an Po-

sition 9.

Im Falle des NHs des Phenylalanins, welches zum Proton 3A-H hinzeigt, folgt als Konse-
quenz eine Orientierung des Carbonyls zur 9er OH, vergleichbar dem zuvor gezeigten Trimer,

wo 9-OH als Donor fungiert.

=Te ==

| ppm
g s 7.2 Phep-H™"
] o} - ®
b 7a-0H 94 0
6A-NH t 7.6 D/ ' \ m @ °/7A '0 B
P 7.8+ W
: 8.0 7B-OH L]
9B-OH 7B-OH 6A/B-NH {
T 8.2 s ; Gly-Clen‘\
v S w0 e
6B-NH s ; § o b ,,
s 8.8 GB/e H 3B K 0
Phec-H
9.0+ F
1 e.2- 3A - Phep-H™
Phe-NH ﬁz 9.4 (0] 30
oo s s as a0 s 30 tem

Abbildung B.2.3.1.-18.: Ausschnitt ROESY 600MHz, 300K, NH-Bereich der Verbindung 96 in DMSO-d,

In diesem oben gezeigten Ausschnitt des ROESYs, ist dann gleich noch ein weiteres Indiz fiir

die soeben aufgestellte These zu erkennen.

Im Gegensatz zum NH des Phenylalanins, welches hier keine weiteren NOEs zum vorherge-
henden Bizyklus zeigt als der bereits Angesprochene NOE zu 3A-H, sind im Falle des Glycin
NHs zwei weitere signifikante NOEs zu detektieren, ein relativ intensiver zu 9B-OH und ein
etwas schwiécherer zu 7B-OH, und genau dies ist wiederum sehr gut mit der angesprochenen
Wasserstoffbriicke Gly-NH zu 9B-OH in Einklang zu bringen.

-4.46 -7.33 -3.78 -3.73 -1.15 -3.00
ppb/K ppb/K ppb/K ppb/K ppb/K ppb/K
4,7Hz 41HZ
1Hz (') 14Hz () SAOH | 8B-OH 15,4,
4.7Hz 3.3Hz 9A-OH 6.3HZ
9-B-OH 7A-OH \ 7B-OH
rI | | | |
|\ ..
WAG o A W ) N | G L W

Abbildung B.2.3.1.-19.: Ausschnitt "H-NMR, 600MHz, 300K, DMSO-ds.
Hydroxylgruppen der Verbindung 96 mit ihren

Kopplungskonstanten und Temperaturgradienten.

5.7 5.6 5.5 5.4 5.3 5.2 5.1 5.0 4.9 ppm
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besteht
nichste Punkt darin, die einzelnen

Somit folgerichtig der
Hydroxylgruppen einer genaueren
Betrachtung zu unterwerfen.

Schon aus dem in Abbildung
B.2.3.1.-19. gezeigten 'H-NMR ist
klar ersichtlich, daf} sich die Un-
terschiede dieser Peptide nicht nur
auf die beiden Aminosduren be-
schrinken, sonder wesentlich weit-
reichender sind.

Allein die sehr breite Streuung der

Signale, z.B. der 9-OHs um



1.2ppm, zeigt, dal diese Hydroxylgruppen eine signifikante Rolle bei der Konformation
spielen miissen.

Um herauszufinden, was diese Unterschiede in ihren spektroskopischen Eigenschaften nun fiir
die Struktur des Molekiils bedeuten, ist es sinnvoll zuerst einmal nach Bekanntem Ausschau
zu halten, wie es so auch schon bei vergleichbaren anderen Verbindungen dieser Arbeit beob-
achtet wurde.

Hier wire vor allem die Hydroxylgruppe an Position 9 zu erwidhnen, vom Betrage ein kleiner
Temperaturkoeffizient und eine grofie Kopplungskonstante von °J 9oa-om, oA = 12.4Hz, dies ge-
mahnt dann sehr stark an dhnliche Fille, wo dieser 9-OH eine Wasserstoftbriicke zum Car-
bonyl des Bizykluses zugewiesen wurde, und just dies ist hervorragend mit dem intensiven
NOE von Phe-NH zu 3A-H in Einklang zu bringen, so daf3 als Konsequenz eine (3-Schleife
mit Carbonyl nach ,,oben* in Richtung 9-OH als sehr wahrscheinlich angesehen kann. Dal3
hier, wie zuvor schon beim Monomer, diese H-Briicke nicht nur zum Carbonyl ausgerichtet
ist, sondern auch zu 7A-OH, dafiir spricht die zu beobachtende sehr groBe Kopplung von
12.4Hz, womit hier folglich wiederum eine gegabelte Wasserstoffbriicke anzunehmen ist.

Als nichstes kann die andere 9B-OH einer genaue-
ren analysiert werden, hier zeigt sich dann etwas,

was bisher in dieser Arbeit so noch nicht aufgetre-
ten ist, und zwar weist diese hier eine skalare

J Kopplung iiber vier Bindungen zu 9aB auf (Abbil-

dung B.2.3.1.-20.). So etwas nun ist absolut aufer-

o " 3 ﬁ gewohnlich fiir eine Hydroxylgruppe, den eine
@ diesbeziigliche Kopplung kann nur auftreten, wenn

4] o die entsprechenden Bindungen W-férmig in einer
9B-OH, 9aB

. 0
i % Ebene ausgerichtet sind.
_ 0 ¢ [ Ist dies nun bei einer Hydroxylgruppe zu konstatie-

s ’ ren, mul} es, vergleichbar der sehr grolen Kopplung

& (& 4 0 der anderen Hydroxylgruppe an Position 9, einen
- J 7A-OH, 6a " Grund dafiir geben.

_ Dieser kann dann auch gefunden werden, denn ori-

2 4@@3 b entiert man dieses Proton entsprechend der ange-

& : sprochenen W-Konformation, zeigt sie vom Bizy-

e T e e T e e e e ss sa 51w Klus weg (Abbildung B.2.3.1.-26.), genau dies aber
ist fiir den angesprochenen Fall einer H-Briicke von
H \/\/ H Gly-NH zu eben dieser OH zu erwarten, womit also
planar die vermutete Struktur fiir die zweite P-Schleife

noch mehr an Wahrscheinlichkeit gewinnt.
Abbildung B.2.3.1.-20.: 600MHz DQF-COSY von Aber nicht nur diese Hydroxylgruppe weist diese
96 mit *J-Kopplung von 7-OH und 9-OH *J-Kopplung auf, sondern auch noch jene an Positi-
on 7A (hier zu 6A-H). Und noch ein weiterer be-
merkenswerter Aspekt war fiir diese OH-Gruppe zu beobachten, so zeigte diese ein Kreuzsi-
gnal im 2D-ROESY (Abbildung B.2.3.1.-7.) zur 7B-OH des anderen Bizykluses. Hier ist es
nun aber so, da3 durch die aus der W-Kopplung resultierende Ausrichtung 7A-OH vom ande-
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ren Bizyklus ,,wegsieht®, folglich muf3 die andere Hydroxylgruppe, iiber das zyklische System
hinweg, zu dieser hin ausgerichtet sein.

Genau dies wire auch eine Erklidrung fiir eine weitere Beobachtung, da3 eben jene 7B-OH
NOEs zu beiden 6-NHs zeigt (Abbildung B.2.3.1.-18.). Falit man nun alles zusammen, kann
dieses Verhalten am plausibelsten mit einer H-Briicke von 7B-OH zu 7A-OH erkléart werden,
zu eben jener, welcher durch den NOE schon eine rdumliche Ndhe nachgewiesen werden
konnte, woraus sich dann wiederum deren W-Kopplung erklért, da so, in der Rolle des Proto-
nen-Akzeptors, genau solch eine Ausrichtung zu erwarten ist, wie sie flir eben diesen Effekt
grundlegend ist.

Damit wire jetzt ein Phdnomen beschrieben, wie es fiir kleinere Peptide duflerst ungewdhn-
lich ist, eine Seitenkette-zu-Seitenkette-Wechselwirkung, wie dies so hauptsdchlich nur in
Proteinen zu beobachten ist.

Diese zuletzt angesprochene Wasserstoftbriicke und ebenso die von Gly-NH zu 9B-OH haben
eines gemeinsam, es handelt es sich bei beiden um sogenannte sequentielle Wasserstoffbriik-
ken.
| | Diese konnen in einigen Féllen iiber ihren
/ / Isotopeneffekt im NMR nachgewiesen
werden [135].
‘ ‘ Hierbei macht man sich zu Nutze, dal} bei

ppm Zugabe von sehr wenig D,0O (im Idealfall
O Fjssanl=i soll das Verhéltnis azider Protonen zu
) Deuterium etwa 2:1 betragen), durch
| [ [ Teildeuterierung ein Proton einmal zu
einem Donor X-H, und das andere mal zu

X-D ausgerichtet ist. Dieser kleine Unter-

schied fiihrt in vielen Féllen zu einer mi-

‘ nimal anderen chemischen Verschiebung
PPM  des Protons des Donors. Aber auch um-

Abbildung B.2.3.1.-21.: Schema Isotopeneffekt am Beispiel gekehrt, erfahrt das Signal des Rezeptors
einer sequentiellen H-Briicke zweier Hydroxylgruppen

eine diesbeziiglich Anderung, wenn in
einem Fall der Donor protoniert, und im
anderen Fall deuteriert vorliegt, so da3 auch hier Signalverdopplung beobachtet werden kann.
In Abbildung B.2.3.1.-21. wurde dann versucht, dies anhand einer sequentiellen H-Briicke
zweier OHs darzustellen (Anmerkung zur Zeichnung: ein schwarzer Balken bedeutet ein Si-
gnal, gleich welcher Multiplizitit, zwei Balken stehen somit folglich fiir zwei eigenstindige
Signale sind also kein Dublett)

144



in DMSO-d6

Aol MJ Aokt .
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Abbildung B.2.3.1.-22.: Isotopeneffekt nach Titration mit D,O der Verbindung 96
600MHz "H-NMR links NH-Bereich, recht OH-Bereich
Zuordnung: siche z.B. B.2.3.1.-5. (NH) und B.2.3.1.-19. (OH)

Aus den hier abgebildeten Spektren ist dieser Effekt dann auch teilweise ersichtlich. So zeig-
ten alle Protonen, welchen eine diesbeziigliche Wasserstoffbriicke zugewiesen wurde, den
angesprochenen Effekt.

Da solch eine Anderung in der chemischen Verschiebung immer nur in einem sehr kleinen
Bereich ablaufen kann, ist dies z.T., wie im Falle der 7A-OH recht schwer zu erkennen, wo-
hingegen Gly-NH und sein Partner 9B-OH sowie 7B-OH deutlich diesen Effekt erkennen
lassen.

In Abbildung B.2.3.1-23. wurde dann noch versucht, das hier erhaltene Muster dieses Wasser-
stoffbriickennetzwerkes zu skizzieren.

Abbildung B.2.3.1.-23.: Schematische Darstellung des Wasserstoffbriickenmusters von 96
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Bleibt jetzt noch die Konformation der Seitenketten der Aminoséduren. Darauf, dall sowohl die
Methylengruppe des Glycins, als auch die Seitenkette des Phenylalanins in ihrer Beweglich-
keit deutlich eingeschrdnkt sind, weisen sowohl die breite Streuung in der chemischen Ver-
schiebung als auch die stark unterschiedlichen Kopplungskonstanten der jeweiligen diaste-
reotopen Protonen hin.
Ferner 148t sich fiir jedes dieser Protonen ein eigenstdndiges NOE-Muster beobachten (NOEs
zu den Amidprotonen sind in Abbildung B.2.3.1.-18. gezeigt).
Daraufhin konnte jeweils auch ein Strukturvorschlag fiir die beiden B-Schleifen ausgearbeitet
werden.
Abbildung B.2.3.1.-24. zeigt dann die Unterscheidung der diastereotopen Protonen des
Glycins, sowie den Versuch einer Darstellung ihrer rdumlichen Orientierung, aufbauend auf
den entsprechenden NOEs und jeweiligen Kopplungskonstanten.

Das Hauptargument fiir

Gly 1n 1+2 Position einer die so erfolgte Zuordnung

war die grofle Kopplung

BI-SChlEife von Gly-CH', welche

9B-OH kombiniert mit dem

schwicheren NOE der

4_1\_1215_.' beiden Methylenprotonen
. zum  Gly-NH, dessen

.I:I: ?.r.l{c.]f-e . Ausrichtung durch die H-
Briicke zu 9B-OH defi-

niert wird, nur mit einer

Gly—CHpmS trans-Stellung, und somit

T=33Hz  —— @= proR Konfiguration in
Einklang zu bringen war
(Die unterschiedliche In-
Gly-CH™™ tensitit der NOEs wurde

T =9.9Hz versucht durch eine ent-

Abbildung B.2.3.1.-24.: Strukturforschlag der B-Schleife mit Glycin in der sprechende Anderung in
i+2 Position des zyklischen Peptids 96 der Strichdicke der Pfeile

darzustellen).

Zuletzt erfolgt noch die Zuordnung der diastereotopen Protonen des Phenylalanins und ein
Vorschlag fiir die rdumliche Ausrichtung der Seitenkette.

Der wichtigste Aspekt in Hinblick auf die Konformation der -Schleife, die Ausrichung von
DPhe-NH, bedingt durch die Wasserstoffbriicke von 9A-OH zum Carbonyl, wurde schon ein-
gehend behandelt, und kann fiir alles weitere folglich als Ausgangspunkt dienen.

Betrachtet man jetzt nur die Seitenkette und ihre Orientierung, so war das erste, was hieriliber
gesagt werden konnte, daf3 hier eine gauche-, trans-Konformation der beiden B-Protonen zu
Phea-H vorliegen muB.

Dafiir, daB3 eine gauche-gauche-Konformation praktisch auszuschlieBen ist, sprach unzwei-
deutig die groBe *J-Kopplungskonstante von *Js o, = 11.5Hz des spiter als Phep-H"® zuge-
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wiesenen Protons, welche
in Kombination mit dem
intensiven NOE zu Phe-
NH nur mit einer trans-
Konformation zu Phea-
H in Einklang zu bringen
war.

Blieb noch die Unter-
scheidung der zwei mdog-
lichen gauche-Positionen

des zweiten Methylen-
protons. Fiir die in Abbil-
dung B.2.3.1.-15. darge-
stellte Konformation
sprach dann ein, wenn
auch sehr schwacher,
NOE vom Phenylrest zu
2A-H"® des Thiazolidin-
D-Phe in i+2 Position rings.

einer BII-Schleife

Abbildung B.2.3.1.-25.: NMR Daten und hieraus bestimmte Konformation
der BII Schleife mit D-Phe in der i+2 Position des zyklischen Peptids 96

Was sich weiterhin offenbarte war, dal dem Fiinfring des Thiazolidins ebenfalls eine defi-
nierte Konformation zugewiesen werden kann.

So zeigt die groBe Kopplungskonstante von 10.2Hz des 2A-HP™5-Protons, zusammen mit dem
intensiven NOE 3A-H zu 2A-H" X, daB hier wenn, dann nur im sehr geringen MaBe mit ei-
nem anderen Konformer zu rechnen ist, denn diese Daten kénnen schwerlich aus einer Mit-
telung hervorgegangen sein, zu welcher eine andere Konformation einen bedeutenden Beitrag
zu liefern im Stande gewesen wire.

So daB alles in allem mit einer Konformation zu rechnen ist, wie sie auch in der entsprechen-
den Abbildung B.2.3.1.-25. gezeigt ist, mit Schwefel nach unten und CH,-Gruppe nach oben,
entsprechend der Darstellung.

Summiert man nun all die zuvor aufgefiihrten Punkte, zeigt sich augenscheinlich, dall wir es
hier mit einer ,,sehr guten Struktur* zu tun haben, oder préziser ausgedriickt, alles weist dar-
auf hin, daB hier, in Grundziigen eine sehr dominante Vorzugskonformation existiert, welche
aufgrund einer Vielzahl, zum Teil hervorragend ineinandergreifender und sich ergénzender
Daten, auch beschrieben werden kann.

So zeigt Abbildung B.2.3.1.-26. einen Strukturvorschlag, welcher nunmehr auf einer solchen
Fiille von Daten, von z.T. sehr hoher Qualitit, aufbauen kann, die so nicht alltdglich ist, und
darum der tatsdchlichen Konformation in Losung betrachtlich nahe kommen diirfte.
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charakteristische NOEs
< =>

H-Briicken

4
J 7A-OH, 6A

W-Kopplung

4
J 9B-OH, 9aB

W-Kopplung

Abbildung B.2.3.1.-26.: Strukturvorschlag fiir das zyklische Peptid 96
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Betrachtet man alles zuvor Gebrachte, so wurde bisher genaugenommen ,,lediglich® gezeigt,
welche Vorzugskonformation die zyklische Verbindung 96 in DMSO einnimmt, und wenn
auch DMSO als Losungsmittel immer eine Art Hértetest fiir die Konformation eines Peptides
darstellt, so ist dessen ,,natiirlicher Lebensraum* doch das Wasser, womit schlu3endlich dies
auch das Feld ist, auf dem es sich bewihren mu8.

Folglich war der nédchste Schritt, dem vorangegangenen jetzt eine Analyse in Wasser folgen
zu lassen.

Nun ist aber Wasserloslichkeit bei zyklischen Peptiden nicht unbedingt eine Selbstverstéind-
lichkeit, so ist diese Eigenschaft bei vielen Modellpeptiden welche im Laufe der Jahre syn-
thetisiert wurden, gar nicht, oder nur in sehr bescheidenem Ausmalle gegeben, so daB3 es im
Grunde schon als Erfolg anzusehen ist, wenn gezeigt werden kann, dafl die Analyse eines
solchen Peptids in Wasser liberhaupt moglich ist.

Diese erste Hiirde konnte dann auch miihelos tiberwunden werden, womit sich das Konzept,
durch Hydroxylgruppen die hydrophilen Eigenschaften in einem Peptid zu verbessern, somit
schon bewihrt hatte.

Was sich jetzt weiter zeigte, war, daB3 alle hierbei erhaltenen Daten dafiir sprachen, dal3 die
zuvor gezeigte Konformation, so wie beschrieben, auch in wallirigem Milieu wieder vorzufin-
den ist.

Die Tatsache, daB3 die intramolekularen H-Briicken der beiden Amidprotonen an Position 6,
auch in Wasser so gegeben sind, wurde schon im entsprechenden Kapitel aufgezeigt (sehr
geringer chemischer Austausch, und 6ANH-6BNH-NOE), weiter untermauert wurde dies jetzt
noch durch die Temperaturgradienten, wie sie in Wasser bestimmt wurden.

6A-NH DPhe-NH 6B-NH Gly-NH

-0.4ppb/K -6.18ppb/K -2.55ppb/K -1.01ppb/K

Tabelle B.2.-2.: Temperaturgradienten der Verbindung 96 in Wasser

Wie zu sehen entspricht das Verhalten der Amidprotonen in Wasser weitgehend dem in
DMSO-ds.
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so unterschieden sich z.B.

25 die aussagekriftigen °J-

Weiter konnte beobachtet
werden, dal das Ver-
schiebungs- und Kopp-
lungsmuster in Wasser dem
. in DMSO sehr stark dhnelt,
- TR .
oot

u BN Kopplungskonstanten  der
1 2B .
o ¥ 0 diastereotopen Protonen an
™ ® » 2A und Phef kaum von den
Phef3

zuvor beobachteten Werten.
Auch die CH-Gruppen 7
und 9 zeigen ein vergleich-
bares Verhalten in ihren

40
45+
50

55] chemischen Verschiebun-

gen. So ist auch hier 9A-H
wieder deutlich hochfeld-
verschoben gegeniiber je-
nem an Position 9B. Dies ist

60
65+
704

751 in sofern von Bedeutung,

als die hier auftretenden
Unterschiede hauptsichlich

80

T T

6.0 3.5 3.0 pe in  dem unterschiedlichen
Abbildung B.2.3.1.-27.: 600MHz HMQC-wg, der Verbindung  Donor-Akzeptor-Verhalten
96 in H,O/D,0 10:1 bei 300K der H-Briicken ihrer OHs zu

suchen sind, so daf} dies ein
ganz klarer Hinweis darauf ist, da3 das zuvor beobachtete Wasserstoffbriickenmuster auch in
Wasser so erhalten bleibt.
Was weiter als sicher angesehen werden kann, wiren die Konformationen der -Schleifen, so
werden auch diese durch den Wechsel des Losungsmittels praktisch nicht beeinfluflt. Es
konnte auch in Wasser ein deutlicher NOE von Phe-NH zu 3A-H beobachtet werden, wih-
rend der von Gly-NH jetzt nicht einmal mehr zu detektieren war, was dann wiederum mit den
erhaltenen Temperaturgradienten (Tabelle B.2.-2.) sehr gut in Einklang zu bringen ist.

Um das Peptid {iber einen moglichst grolen Temperaturbereich beobachten zu kdnnen, wurde
abschlieBend noch eine NMR-Analytik in einem Losungsmittelgemisch H,O/DMSO-ds 4:1
durchgefiihrt. Bei einem molekularen Verhéltnis Wasser zu DMSO von etwa 16:1 konnen
hier ndherungsweise wieder Bedingungen angenommen werden, wie sie mit denen in reinem
Wasser zu vergleichen sind.

Als erstes wurde eine Temperaturreihe von 256K bis 340K durchgefiihrt, gezeigt in Abbil-
dung B.2.3.1.-28. auf der nichsten Seite.
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Abbildung B.2.3.1.-28.: 600MHz 'H-wg, Temperaturreihe ( 256-340K ) der Verbindung 96 in H,O/DMSO-d, 4:1

151



Auch hier waren dann wiederum einige bemerkenswerte Punkte zu konstatieren.

So konnten bei 290K die Signale aller Hydroxylgruppen erhalten und zugeordnet werden.

H,O/DMSO-d6 4:1 290K S 9aA/B

6B-NH 8A-OH

D3

Abbildung B.2.3.1.-29.: 600MHz 'H-wg der Verbindung 96 in H,O/DMSO-d, 4:1 bei 290K

e NH GA-NH 8B-OH 9A-OH
Cc- - =
\ 9B-OH 7A-OH ~B-OH
G\ly-NH /

Innerhalb dieser Hydroxylgruppen zeigten 9A-OH und 7B-OH, jene welche bisher als in
einer Wasserstoftbriicke gebunden angesehen wurden, die geringste Abhéngigkeit ihrer
chemischen Verschiebung vom Lésungsmittel, so fiel die Anderung in ihren Verschie-
bungen, im Vergleich zu den Werten in DMSO, hier geringer aus, als bei den vier anderen
Hydroxylgruppen, welchen keine H-Briicken zugeordnet worden waren, und somit folg-
lich starker zum Losungsmittel hin orientiert angesehen werden miissen, womit sich, wie
beobachtet, ein Wechsel des Losungsmittels auch stirker in ihren spektroskopischen Da-
ten widergespiegeln sollte.

Des weiteren war bei letzteren OHs eine signifikant grofBere Temperaturabhéngigkeit zu
beobachten, so war, im Gegensatz zu 9A- und 7B-OH, hier eine deutliche Verschiebung
zu tieferem Feld bei fallender Temperatur offensichtlich.

Betrachtet man weiter das Verhalten der einzelnen Protonen in ihren chemischen Ver-
schiebungen, so fillt auf, daB3 die beiden 6-NH Protonen, welche hierin zuvor schon rela-
tiv weit auseinander lagen, bei sinkenden Temperaturen noch weiter auseinanderdriften.

Zuletzt fillt dann noch das ,,seltsame Verhalten® des Signals von Phe-NH auf, welches,
bei sinkenden Temperaturen, zuerst immer deutlicher erscheint, ein Umstand welcher
durch einen verlangsamten chemischen Austausch noch verstiandlich erklart werden kann,
dann aber, bei weiterer Abkiihlung des Losungsmittelgemisches, wieder eine Signalver-
breiterung erfahrt, welche schlieBlich im volligen Verschwinden des Signals bei 265K en-
det.
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Abbildung B.2.3.1.-30.: 600MHz DQF-COSY-wg der Verbindung 96
in H,O/DMSO-dg 4:1 bei 290K
Zwar wurde auf wesentliche

Aspekte bei der Zuordnung zuvor
schon ndher eingegangen, aber da
,,OHs in Wasser* bei nahezu Raum-
temperatur, nicht alltdglich sind,
werden hier noch einmal zwei
Spektren gezeigt, welche in Hin-
blick auf die Zuordnung wesentlich
waren.

So ist es u.a. bemerkenswert, daf}
hier die Hydroxylgruppen unter die-
sen Verhiltnissen deutliche Kreuz-
signale im DQF-COSY zeigen.

Mit dem letzten gezeigten Spek-
trum, einem 2D-ROESY, soll nun
der NMR-spektroskopische Teil,
was diese Verbindung betrifft, abge-
schlossen werden, um zum Schluf}
noch einer zweiten Methode der
Strukturanalyse ein wenig Platz ein-
zurdumen.
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Abbildung B.2.3.1.-31.: 600MHz Roesy-wg der Verbindung 96
in DMSO-d¢/H,0 1:4 bei 290K
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Nach erfolgter Analyse iiber NMR war es dann auch noch moglich, die Verbindung 96 aus
Wasser zu kristallisieren.

In der hierbei erhaltenen Kristallstruktur konnten dann praktisch auch alle zuvor erarbeiteten
Strukturelemente wiedergefunden werden:

Abbildung B.2.3.1.-32.: Kristallstruktur von 96

So zeigte sich auch hier die Grundkonformation mit H-Briicken von 6-NH zum Carbonyl
des anderen Bizykluses, und den beiden Aminoséuren jeweils in der i+2 Position einer 3-
Schleife.

Die Konformationen der beiden B-Schleifen entsprachen denen wie sie auch in Losung
postuliert wurden (Gly in BI, DPhe in BII)

Auch die Seitenketten-zu-Seitenketten-Wasserstoffbricke 7B-OH zu 7A-OH war hier
wiederzufinden

Als einziger Unterschied zur Struktur in Losung ist hier die Orientierung von 9A-OH aus-
zumachen, welche in Losung eine H-Briicke zum Carbonyl aufweist, im Kristall aber jetzt
vom Peptid weg zeigt, ein Verhalten, welches auf eine intermolekulare H-Briicke im Kri-
stall zuriickzufiihren ist.
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2.3.1.2.4. Vergleich der zyklischen Peptide

Nachdem bisher hauptsédchlich auf nur eine Verbindung eingegangen worden ist, folgt jetzt
ein Vergleich dieser hierbei erhaltenen Ergebnisse mit den Daten, welche von den restlichen
fiinf zyklischen Peptiden gewonnen werden konnten.

Die nichsten drei Seiten zeigen zunichst die '"H-NMR Spektren, und die jeweiligen Aus-
schnitte des NH-Bereichs aus den 2D-ROESYs, welcher, wie gezeigt, sehr aussagekriftig,
sowohl im Hinblick auf die Konformation der B-Schleifen, als auch generell auf die Ausrich-
tung der Wasserstoffbriicken war.
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Abbildung B.2.3.1.-33.: Vergleich der 600MHz 'H-NMR Spektren der zyklischen Verbindungen
zyklo(7,5Bic-AS-7,5Bic-AS) 93-98 in DMSO-d¢ bei 300K

156



zyklo(7,5BicA-DPhe-7,5BicB-Gly), 600MHz ROESY DMSO-d,, 300K

bt CH- aH- DPhe} Gly- DPhe

7-24 9B-OH 7A-OH 6B 7B-OH Gly DPhe 7A 7B -fH-45  CH -BH
Phe-H A 3A 3B ® - - ®
7.4+

6A-NH "¢ (] ' L] o =3 l L

Gly-NH -+ 0 _
6B-NH ™ °

>
o o
P
o 2dla v aitow =

0

o
1

-

T =

D-Phe-NH 5.+ ? ?

T T T T T T T
6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0

;'Q—

zyklo(7,5BicA-LPhe-7,5BicB-Gly), 400MHz ROESY DMSO-d,, 350K

ppm Gly-CH, :
94-OH  9B-OH 75 oy LPhe 3p A /{y CH, LPhe-pH
b ™

T
; 6B/ H S o i N
Phe-H, 7> § 780 | Y W ﬁ’i W
g

“\

7.4 ! 7A

7.6

6B-NH ] ]

7.8

L-Phe-NH ..o

6A-NH
8.6 _@ k r
8.8
9.0 T T T

T T
6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5

P

D)
L
<
4
e
@® @
PO
1 1 1
.
L
[ain) f:’
Law)
<
P S S S oy

& v

T T
.0 2.5 Ppm

zyklo(7,5BicA-LPhe-7,5BicB-DPhe), 600MHz ROESY DMSO-d,, 300K
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Abbildung B.2.3.1.-34.: Ausschnitte (NH-Bereich) ROESY-Spektren der zyklischen Peptide 96, 95 und 97
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zyklo(7,5Bic-Gly-7,5Bic-Gly), 600MHz ROESY DMSO-d,, 300K
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Abbildung B.2.3.1.-35.: Ausschnitte (NH-Bereich) ROESY-Spektren der zyklischen Peptide 93, 98 und 94
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2.3.1.2.4.1. zyklo(7,5Bic-LPhe-7,5Bic-Gly)

Der erste gravierende Unterschied zum soeben vorgestellten zyklischen Peptid 96, welcher
sich in Anbetracht des '"H-NMR Spektrums der Verbindung 95 offenbart, ist schon, ohne
iiberhaupt ein einziges Proton zugeordnet zu haben, allein aus dem Erscheinungsbild der Si-
gnale, welches sich hier bietet, ersichtlich.

So ist in diesem Spektrum bei 300K eine Verbreiterung einiger Signale zu beobachten. Die
naheliegende Moglichkeit das hier aufgrund chemischen Austauschs die Multiplettstruktur
verloren ging, konnte ausgeschlossen werden, da sich dieses Phdanomen zum einen nicht auf
die aziden Protonen beschréinkte, und zum anderen die beiden Hydroxylgruppen an Position 8
wiederum deutlich als Dublett zu erkennen waren.

Als néachste Erkldrung kam konformationeller Austausch in Betracht. Aus diesem Grund wur-
de anschlieBend eine Temperaturreihe durchgefiihrt, da, wenn die zuvor aufgestellte Vermu-
tung zutrifft, man durch die Beschleunigung eines solchen dynamischen Prozesses, hierdurch
wieder eine definierte Signalstruktur im NMR erhalten sollte.
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Abbildung B.2.3.1.-36.: Temperaturreihe 400MHz "H-NMR des zyklischen Peptids 95 in DMSO-d,
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Wie aus Abbildung B.2.3.1.-36. ersichtlich, konnte der angesprochene Effekt erzielt werden,
so lagen bei hoherer Temperatur alle Signale wieder in einer definierten Multiplettstruktur
vor, womit die Hypothese, dieser Verbreiterung konnte ein konformationeller Wechsel zu-
grunde liegen, eine Bestétigung fand.

Da eine eindeutige Bestimmung der Art dieser Konformere nur bei getrennten Signalen zu
erreichen ist, soll dieser Punkt zunéchst hinten angestellt werden, und das Hauptaugenmerk
vorerst darauf gerichtet werden, zu versuchen, ob es moglich sei, trotz allem eine Grund-
struktur herausarbeiten zu konnen, welche von diesem konformationellen Wechsel nicht, oder
nur wenig tangiert wird, denn bei diesem Phdnomen kann es sich immer auch um eine Art
Randerscheinung handeln, welche lediglich auf einen kleinen Teil des Molekiils beschriankt
ist, und 14Bt man diese auBler Acht, man dann doch zu einer Strukturaussage gelangen kann.
Der Umstand, daB3 dieser Effekt nun speziell hier zu beobachten war, heif3t nicht zwangsldu-
fig, da3 beim Peptid zuvor, welchem ziemlich eindeutig eine Vorzugskonformation zugewie-
sen werden konnte, nicht auch ein konformationeller Austausch vorliegt kann, welcher mogli-
cherweise hier nur einfach schneller erfolgte, und somit nicht zu beobachten war.

Zunichst soll mit einer ndhere Betrachtung des NH/OH-Bereiches begonnen werden, da die
Analyse zuvor gezeigt hat, daB hierdurch schon zu ersten wichtigen Einschitzungen gelangt
werden kann, in wieweit mit einer Vorzugskonformation zu rechnen ist.

Wiederum, wie schon fiir das Musterpeptid zuvor, war dann auch fiir Verbindung 95 eine
breite Streuung aller zuvor als relevant erachteten Signale (7/9-OH und NHs) im 'H-NMR zu
beobachten, womit es folglich moglich sein sollte, nun ebenfalls einige signifikante struktu-
relle Merkmale zu ergriinden.

zyklo(7,5BicA-LPhe-7,5BicB-Gly)

8A-OH

8B-OH
9B-OH

7A-OH
L-Phe-NH
6B-NH

\JL \UU\_JL/ \JUK/ W\J/&

s.s 8.0 8.5 s.0 7.5 7.0 6.5 s.0 5.5 5.0 pPpm

zyklo(7,5BicA-DPhe-7,5BicB-Gly)

9A-OH
7A-OH

e |

9.5 8.0 B:S 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 ppm

Abbildung B.2.3.1.-37.: 600MHz 'H-NMR-Spektren der Verbindungen 95 und 96 in DMSO-d,, 300K
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Was anhand dieses Spektrums sofort ins Auge sticht sind zwei Punkte. Erstens, auch hier liegt
eine dem zuvor gezeigten Peptid vergleichbare Dispersion der NH- und OH-Signale vor, nur
dal} jetzt ihre Streuung weniger breit ist, ein erster Hinweis darauf, da3 das zyklische Peptid
mit D-Phe 96 doch die ,,bessere* Struktur hat.

Zweitens sind hier die Signale in ihren Verschiebungen ,,vertauscht®, Abbildung B.2.3.1.-27.,
so daB nun z.B. die Signale, welche vorher von jenem Bizyklus erhalten wurden, welcher dem
Glycin vorausging, nun in einem Bereich auftreten, wie es zuvor fiir den zweiten Bizyklus,
jenem vor Phenylalanin, beobachtet wurde.

Da hier die spektroskopischen Eigenschaften hauptsiachlich als von der Konformation der [3-
Schleife abhingig erachtet werden konnen, ist die naheliegende Vermutung die, dal bei die-
sem Peptid nun umgekehrte Verhiltnisse walten, also die entsprechenden Amidbindungen
und ihr Donor-Akzeptor-Verhalten mit den 9-OHs hier invertiert sind.

Dies wird dann durch die Daten des 2D-ROESYs, aufgenommen bei 350K, bestdtigt, denn
hier zeigt jetzt das Glycin-NH, welches sich zuvor im Peptid 96 in einer Wasserstoffbriicke
zur 9B-OH befand, einen intensiven NOE zu 3-H, wohingegen das entsprechende Kreuzsignal
beim NH des L-Phenylalanins kaum zu detektieren ist (Abbildung B.2.3.1.-24.)

Somit scheint bei diesem Peptid die zuvor besprochene Konformation, grundsitzlich so auch
hier vorzuliegen, nur jetzt mit umgekehrten Vorzeichen.

BII-Schleife BI-Schleife

Heseee (5\ DPhe\ LHE N\( ey
LPhe
7\ /0\ N

BicB H BicB

9 9 9
BicA H BicA I
\
P \ N
(Gly . ¥ \_/
T \N .-' r: \(I‘II) ...... H
BI-Schleife BII-Schleife

Abbildung B.2.3.1.-38.: Schematische Darstellung der 3-Schleifen von 95 und 96

Dieses dem Beispiel zuvor gegenldufige Verhalten, spiegelt sich so auch in den entsprechen-
den Temperaturgradienten wieder (Tabelle B.2.-1.), so besitzt nun das NH des Glycins, wel-
chem zuvor eine H-Briicke zugeordnet worden war, mit -4.10ppb/K den vom Betrag her
deutlich groferen Koeffizienten, vergleicht man ihn mit dem des Amidprotons von Phenyla-
lanin, welches einen Wert von -0.45ppb/K aufweist, was jetzt fiir dieses eine Wasserstoft-
briicke zu 9A-OH (-6.35ppb/K) nahelegt.

Als SchluBfolgerung bleibt vorerst, dal das Geriist mit seinen beiden B-Schleifen so wohl in
Grundziigen erhalten bleibt, wobei eine Anderung der Konfiguration einer Aminoséure, D-
Phe zu L-Phe, hier zu einer Inversion des Gesamtsystems fiihrt.

Als nichstes folgt jetzt eine genauere Betrachtung der Schleifen an sich.
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Abbildung B.2.3.1.-39.: GréBe der *J-Kopplungskonstanten und das NOE Muster der B-Schleife mit L-Phe in
der i+2 Position, bei 350K in DMSO-d,
( NOEs von 2/3 und Phe-B/a sind nicht eingezeichnet da hier im entsprechenden
2D-ROESY eine Uberlagerung durch COSY Signale stattfand )

Hierbei fillt sofort der relativ intensive NOE der aromatischen Protonen der Benzyl Seiten-

kette zu 2A-HP™S auf, dies, in Kombinati-
on mit den deutlichen Unterschieden in
den chemischen Verschiebungen und in
den Groflen der Kopplungskonstanten der
B-Protonen des Phenylalanins, 148t schon
erste weitreichende Schliisse auf deren
Orientierung zu.

In der Skizze, Abbildung B.2.3.1.-39. sind
im weiteren noch alle anderen relevanten
Daten beziiglich der Seitenkettenausrich-
tung dargestellt, welche bei 350K in
DMSO-dg erhalten werden konnten.

Da die hier erhaltenen Ergebnisse eindeu-
tig und iibereinstimmend zu einem Ergeb-
nis fithren, weder Kopplungen noch NOEs
als gemittelt erscheinen, kann diese hier
gezeigte [-Schleife als ein Strukturvor-
schlag angenommen werden, welcher der
tatsdchlichen Konformation sehr nahe
kommt, wobei sowohl fiir die Seitenket-

L-Phe in pI-Schleife

Abbildung B.2.3.1.-40.: Strukturvorschlag fiir die
B-Schleife des Peptids 95 mit L-Phe in der i+2 Position

tenausrichtung, als auch Konformation des Thiazolidinringes eine eindeutige Zuordnung

moglich war.

Auch 148t sich hier schon ein mdglicher Hinweis darauf finden, warum L-Phe jenen, und D-

Phe den anderen Typ B-Schleife bevorzugt.

Eine Gemeinsamkeit, welche beide aufweisen, liegt in der bevorzugten Ausrichtung des Phe-

nylrestes zum Thiazolidinring, begiinstigt wahrscheinlich durch eine hydrophobe Wechsel-
wirkung, eine solche Orientierung scheint in der jeweils alternativen Konformation (umge-
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kehrtes Donor-Akzeptor-Verhalten der H-Briicke zu 9-OH) wenig plausibel. Auch wenn es
sich hierbei nicht um die treibende Kraft handeln sollte, ist anzunehmen, dafl hierdurch die
beobachtete Konformation zumindest begiinstigt wird.

Steht noch die zweite Schleife aus, jene mit Glycin in der i+2 Position. Die Ausrichtung des
Amids, durch die postulierte Wasserstoffbriicke von 9B-OH (-2.0ppb/ ) zum Carbonyl vorerst
definiert, bleibt noch die Methylengruppe.

Da hier die beiden *J-Kopplungskonstanten (5.1Hz, 7.1Hz) vergleichsweise dhnliche Werte
aufweisen, so daB} hier auch eine Mittelung in Betracht zu ziehen ist, wurde dann auf die dia-
stereotope Zuordnung und auf einen Vorschlag fiir deren raumliche Ausrichtung verzichtet

Was bisher noch nicht angesprochen wurde, ist die Rolle der 7-OHs, und hier offenbart sich
zum ersten mal ein gravierender Unterschied, denn jetzt zeigen 7A-OH (Hochfeld) und auch
7B-OH ( Tieffeld ) die beiden NOEs zu 6A- und 6B-NH, verwunderlich vor allem fiir 7B-OH,
jener Hydroxylgruppe, welche vom Verschiebungsmuster, vergleicht man es mit dem Peptid
zuvor, und Temperaturgradienten ( -6.35ppb/K ) die Rolle des Akzeptors spielen sollte, wor-
aus eine Ausrichtung vom Ring weg folgt (W-Kopplung, Kapitel 2.3.1.2.3.), aufgrund dessen
sollten, zumindest zum NH des anderen Bizykluses, keine diesbeziiglichen Kreuzsignale zu
detektieren sein.

Moglicherweise ist dies ein erstes Zeichen, worin der beobachtete konformationelle Wechsel
liegen konnte, so tauschen hier eventuell die beiden 7-OHs ab und an ihr Donor-Akzeptor-
Verhiltnis, infolge dessen 7B-OH auch teilweise nach innen, in das zyklische Peptid gerichtet
ist. Auch eine teilweise Umorientierung des Wasserstoffbriickenmusters ist denkbar, so sind
wie gesagt die Daten der hieran beteiligten Protonen nicht ganz so extrem ausgeprégt, wie bei
dem zyklischen Peptid zuvor.

AnschlieBend wurde die Verbindung noch in Wasser spektroskopisch untersucht, hier zeigte
sich wiederum ein vergleichbares Kopplungs- und Verschiebungsmuster wie schon in
DMSO-ds.

_/J_J\JL ) ___AJ

s.o0 B.= B.o0 7.5 7.0 .= .o =_= =_.0a a.= a.o a.= a.a z.= o

Abbildung B.2.3.1.-41.: 600MHz 'H-wg der Verbindung 95 in H,0/D,0 10:1 bei 300K

Bemerkenswert hierbei, dal die 2A-Protonen in ihren chemischen Verschiebungen ,,ihre Plét-
ze getauscht haben® (DMSO-dg: 2A-HP™® 2.88ppm 2A-H"™® 2.83ppm, H,0/D,0 10:1: 2A-
HP™R 2.82ppm 2A-HP™® 2.44ppm).

163



Genaugenommen hat sich hierbei
nur die Verschiebung von 2A-
HP™S gedindert, jenem Proton, wel-
ches nun auch in Wasser einen
deutlichen NOE zu den aromati-
schen Protonen der Seitenkette des
Phenylalanins zeigt (Abbildung
B.2.3.1.-42.).

Dies konnte darin begriindet sein,
daB, wie zu erwarten, die ange-
nommene hydrophobe Wechsel-
wirkung, Benzylrest zu Thiazoli-
dinring, in Wasser eine noch gro-
Bere Rolle spielt, und sich so in
der chemischen Verschiebung von
2-H® widerspiegelt, jenem Pro-
ton welches dem Aromaten am
nichsten kommt.
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Abbildung B.2.3.1.-42.: 600MHz NOESY-wg, 500ms, der
Verbindung 95 in H,O/D,0 10:1 bei 300K

Wie am Anfang schon erwidhnt, wurde dieses zyklische Peptid zwei mal synthetisiert, somit

war dann geniligend Substanz vorhanden, um auch hier einen Kristallisationsansatz durchzu-

fiihren (Abbildung B.2.3.1.-43.)

Abbildung B.2.3.1.-43.: Ergebnis der Rontgenstrukturanalyse eines Kristalls von Verbindung 95

Alles, was aus diesem Bild ersichtlich ist, ist vorerst, da3 das zyklische Peptid in vier ver-

schiedenen Formen kristallisierte, wobei zusitzlich noch eine Menge Kristallwasser zu beob-

achten ist.
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Eine genauere Betrachtung offenbarte dann, dal die Unterschiede innerhalb dieser vier
Strukturen relativ gering sind (Abbildung B.2.3.1.-44.). So zeigte sich, daf} alle vier Peptide
im Kristall eine nahezu identische Konformation ihres Geriists aufweisen, so liegen beide [3-
Schleifen in jener Form vor, wie sie ithnen auch fiir die Konformation in Losung bisher zuge-
wiesen wurde. Des weiteren ist auch die Anordnung der beiden Bizyklen, mit den zwei unter-
schiedlichen Wasserstoffbriicken ihrer 6-NHs bei allen so wiederzufinden. Selbst die Orien-
tierung des Phenylrestes und die Konformation der Methylengruppe des Glycins sind in die-
sen vier Strukturen identisch.

Somit sprechen nun auch diese Daten dafiir, daB3, trotz aller Dynamik, welche zweifelsohne
vorhanden sein muf}, die bisher beschriebe Konformation, mit den beiden unterschiedlichen
B-Schleifen, durchaus als eine Struktur anzusehen ist, welche so auch in Losung eine nicht
unerhebliche Rolle spielt.

Der Punkt in welchem die einzelnen Molekiile im Kristall sich nun unterscheiden, ist prak-
tisch nur die Ausrichtung ihrer Hydroxylgruppen.

Dies kann nun als Hinweis auf den beobachteten konformationellen Wechsel betrachtet wer-
den, wobei ganz klar ist, da3 die Orientierung der OHs, genaugenommen nur jene des Was-
serstoffatoms, jener Punkt ist, welcher am wenigsten, ohne Bedenken, vom Kristall auf die
Konformation in Losung iibertragen werden kann.

Abbildung B.2.3.1.-44.: links: Uberlagerung der vier Konformere aus der Kristallstruktur von 95
rechts: eines der vier Konformere aus dem Kristall

Eine Aussage, welche aber gewagt werden kann, ist die, dall diese bei beiden bisher gezeigten
Peptiden postulierte Grundkonformation, mit den zwei unterschiedlichen B-Schleifen, einer
hierin symmetrischen Anordnung energetisch bevorzugt sein muf3, denn wie sonst ist es zu
erkldren, dall die Ausrichtung der B-Schleife mit Glycin sich in beiden Féllen so anzupassen
scheint, daf} eben besagte Grundkonformation dabei herausspringt.
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2.3.1.2.4.2. zyklo(7,5Bic-LPhe-7,5Bic-DPhe)

Was die Struktur des Peptides 97 betrifft, so kann diese recht schnell iiber einen Vergleich mit
den Daten des zyklischen ,,Musterpeptides* 96 erschlossen werden, denn so sehr dhneln sich
diese.

Nomenklatur: Da bei diesen beiden zyklischen Peptiden BicA und BicB ,,vertauscht® sind,
soll, um Irritationen zu vermeiden und um den Vergleich der Daten zu erleichtern, fiir die
folgende Tabelle eine Umbenennung erfolgen:

96 ist zyklo(7,5Bic(I)-DPhe-7,5Bic(1I)-Gly)

97 ist zyklo(7,5Bic(I)-DPhe-7,5Bic(II)-LPhe)

Peptid 96 Peptid 97

8 3y AS/AT | & J AS/AT

[ppm] [Hz] [ppb/K] | [ppm] [Hz] [ppb/K]
D-Phe-NH | 938 | 7.7 573 1939 | 7.7 -5.73
6-NH (II) | 8.65 & 8.5 125 | 869 | 85 -0.92
Gly-NH 840 | 9.9/3.6 -0.57
L-Phe-NH 8.13 | 10.0 -0.57
6-NH (I) 7.64 | 6.6 0.18 | 7.81 6.9 -0.42
9-OHI) | 620 | 4.7/1(°1) | -446 | 6.23 4.1/1(°1) | -4.48
7-OH (1) 584 | 3.3/1.4¢°) | -733 | 5.91 3.3./1.3(°T) | -7.10
9-OH (I) 499 | 124 115|502 | 123 -1.26
7-OH () | 489 | 6.3 -3.00 | 4.98 6.7 -3.28
3 (1) 4.67 4.67
L-Pheo-H 4.66
3 (10) 4.51 4.26
D-Phea-H | 4.15 4.45
L-Phef-H' 3.40 3.1 proS
D-Phep-H' | 3.26 | 3.0 proR 3.25 2.8
2-H' (I) 3.23 | 10.2 proS 324 | 10.5 proS
2-H" (1) 295 | 7.1 proR 2.95 6.9 proR
D-Phep-H" | 2.84 | 11.5 proS 283 | 115
2-H' (1) 3.31 2.76 7.4 proR
2-H" (I1) 3.31 2.67 | 10.7 proS
L-Phef-H" 236 | 11.8 proR

Tabelle B.2.-3.: Vergleich der NMR-Daten (in DMSO-d¢) der Verbindungen 96 und 97

Wie zu sehen, verhalten sich hier die Daten nahezu deckungsgleich, nur dal} bei diesem Pep-
tid nun L-Phenylalanin die Rolle einnimmt welche bei 96 von Glycin besetzt wurde.
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Fehlen jetzt nur noch die Daten der In-
terprotonenabstinde, wo sich dann fort-
setzt, was soeben beobachtet wurde. So
zeigt L-Phe-NH, wie das entsprechende
Glycin-NH der Vergleichsverbindung
96, einen sehr schwachen NOE zu 3-H,
wihrend dieser bei D-Phe-NH wieder-
um sehr intensititsstark auftritt, und
auch die Hydroxylgruppe mit dem vom
Betrage kleineren Temperaturkoeffizi-
enten, hier 7A-OH (ab jetzt wieder alte
Nomenklatur), zeigt erneut die Kreuzsi-
gnale zu beiden 6-NHs.

Daf3 die aussagekriftigen W-Kopplun-
gen (Tabelle B.2.-3.) ebenfalls wieder
auftreten, unterstreicht dann nur noch,
daBl bei Peptid 97 nahezu identische
konformationelle Verhéltnisse vorlie-
gen, wie sie zuvor fir das ,,Musterpep-
tid*“ 96 beobachtet werden konnten.

Der sich hieraus ergebende Strukturvor-
schlag ist dann in Abbildung B.2.3.1.-

Abbildung B.2.3.1.-45.: Strukturvorschlag fiir die Konfor- 45. zu sehen

mation des Peptids 97 in Losung

Jetzt zu einem anderen Punkt. Bisher wurde vorausgesetzt, dafl die Epimerisierung am Phe-

nylalanin A stattgefunden hat, und somit nun eine L-Aminosdure an dieser Position vorliegt.
Dies bedarf fraglos einer fundierten Begriindung, weshalb im folgenden dann einige Punkte

aufgefiihrt werden, welche sich fiir eben diesen Sachverhalt ins Felde fiihren lieBen:

So war dies das zweite Peptid, bei welchem dieser Wechsel in der Konfiguration zu beob-
achtet war, und bei der ersten Verbindung (Synthese von 90, 7,5Bic-DPhe-7,5Bic-Gly er-
gibt als Nebenprodukt 89, 7,5Bic-LPhe-7,5Bic-Gly) konnte zweifelsfrei gezeigt werden,
daf} dies eben genau an dieser Position erfolgte, so war das Peptid 89 zuvor schon synthe-
tisiert worden, womit ein direkter Vergleich moglich war, und zusétzlich konnte nach der
Zyklisierung des Epimerengemischs 89/90, von beiden hierbei erhaltenen Peptiden 96 und
95 noch Kiristalle erhalten werden. Infolgedessen war zunéchst die plausibelste Erklarung
auch bei der zweiten Epimerisierung ein analoges Verhalten anzunehmen.

Eine Epimerisierung an Position 6 des Bizykluses ist auszuschlieen, da beide Protonen
weiterhin keine *J-Kopplung zu 7-H zeigen.

Position 3 ist ebenfalls unwahrscheinlich, so ist hier keine signifikante Anderung im
Kopplungsmuster zu erkennen, und des weiteren wire, mit einem invertierten Car-
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boxyterminus, das beobachtete Wasserstoftbriickenmuster der -Schleifen zu den 9-OHs
nun nur noch schwer vorstellbar.

- Alle Werte welcher der ,,D-Phe-Schleife* zugeordnet wurden sind nahezu deckungsgleich
mit denen der bekannten Konformation.

- Wie Abbildung B.2.3.1.-46. zeigt, lassen sich Kopplungen und NOE-Muster der ,,L-Phe-
Schleife®, nur mit L-Phenylalanin plausibel erkldren

L-Phe in I-Schleife

L-Phef-H™"

T 12k L-Phe-NH

I_-PheB-HPmS
J=3Hz T

L-Phea-H/

J=11Hz NOE

~ H-Briicke

Abbildung B.2.3.1.-46.: Konformation der 3-Schleife mit LPhe in der i+2 Position von
Peptid 97 aus den hier erhaltenen NMR-Daten (DMSO-dg)

2.3.1.2.4.3. Die symmetrischen zyklischen Hexapeptide

Folgen nun als Abschluf8 noch die Ergebnisse der Strukturanalyse der letzten drei Verbindun-
gen, jenen, mit zwei Bizyklen und zwei identischen Aminosauren, und somit vom Aufbau her
symmetrischen Hexapeptiden.

Obwohl auf den ersten Blick deren Strukturanalyse als vermeintlich einfacher erscheint, als
jene der asymmetrischen Peptide, handelt es sich hierbei doch um den weitaus heikleren Fall,
da es wesentlich schwieriger ist anhand dieser Peptide zu eindeutigen und klaren Schlu3folge-
rungen zu gelangen.

Der Grund hierfiir liegt darin, daB3 ein symmetrischer Aufbau nicht zwangslaufig auch Sym-
metrie in der Konformation zur Konsequenz hat, und da die bisherigen Ergebnisse zu dem
SchluB fiihrten, daB bei diesen Modellverbindungen eine Konformation mit zwei unterschied-
lichen B-Schleifen und einer unterschiedlichen rdumlichen Ausrichtung der Bizyklen als be-
vorzugt erachtet werden muf3, war ein dhnliches Verhalten bei den nunmehr symmetrischen
Peptiden zumindest nicht auszuschlieBen.

Liegt dann tatsdchlich eine solche asymmetrische Vorzugskonformation in Losung vor, gibt
es prinzipiell zwei Moglichkeiten, wie sich dies in den NMR-Spektren widerspiegelt:
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Der dankbarere Fall ist hierbei, wenn sich diese Asymmetrie auch direkt auf die Signale im
Spektrum auswirkt, diese durch den Symmetriebruch nun nicht mehr identischen Protonen
auch getrennt, als eigenstdndige Signale, erscheinen.

Wesentlich schwieriger wird es, wenn das Spektrum einer vermeintlich symmetrischen Ver-
bindung erhalten wird, so halbiert sich hiermit zwar die Zahl der Signale, welche es zuzuord-
nen gilt, gleichzeitig geht aber auch Information verloren, so kann z.B. der sehr aussagekréfti-
ge NH-NH-NOE der beiden 6-NHs nicht mehr detektiert werden, da nunmehr eine Unter-
scheidung der beiden Protonen nicht mehr erfolgen kann.

Liegt nun ein solcher ,,halbierter Signalsatz" vor, kann dieser aus einer tatsdchlich symmetri-
schen Konformation herrithren, oder aber aus einer Mittelung zweier oder mehrerer sich
schnell ineinander umwandelnder asymmetrischer Strukturen resultieren, so ist z.B. vorstell-
bar, daf} die fraglichen Peptide auch in Losung mit zwei unterschiedlichen Schleifen vorlie-
gen, welche sich schnell ineinander umwandeln, so da3 sie im NMR nicht separiert voneinan-
der beobachtet werden konnen.

Es wurden dann auch bei allen drei zyklischen Peptiden ein symmetrischer Signalsatz erhal-
ten, wobei im Spektrum des zyklischen Peptides mit zwei L-Phenylalaninen 94 wiederum
eine Verbreiterung der Signale zu beobachten war, hier sogar noch weitgehender, in Form von
noch weniger Signalen mit klarer Multiplettstruktur, als zuvor bei 95.

Um die fiir die symmetrischen Verbindungen erhaltenen Daten einordnen zu konnen, sind in
Tabelle B.2.-4. nochmals die Eckdaten aufgefiihrt, wie sie bis dato fiir das vorgestellte Was-
serstoftbriickenmuster beobachtet werden konnten.

AS-NH | AS-NH | 6-NH 6-NH 9-OH | 9-OH 7-OH 7-OH
BI BII BI BII Donor | Akzeptor | Donor | Akzeptor
8 8.1-84| 94 7.6-7.8 8.7 5.0 6.2 4.9 5.8-5.9
[gpm]
J 10 7.7 6.6-6.9 8.5 12.3 4.1-47 | 6.3-6-7 3.3
[Hz]
AS/AT
-0.6 -5.7 -0.4-0.1 |-1.3--09 | -1.2 4.5 -3.3--3.0 |-7.3--7.1
[ppb/K]

Tabelle B.2.-4.: NMR Daten (DMSO-dg) wie sie bisher fiir dir beiden Schleifenkonformationen erhalten wurden

AS-NH 6-NH 9-OH 7-OH
Zyklo 93 38 [ppm] 8.66 7.90 5.82 5.65
AS = Gly J [Hz] 8.5/4.2 74 74 4.2
AJ/AT [ppb/K] 2.05 -0.13 2.95 -3.57
Zyklo 98 38 [ppm] 8.99 8.14 5.25 4.76
AS = D_Phe J [Hz] 7.9 74 10.2 4.4
AS/AT [ppb/K] -4.58 -1.42 -3.25 -3.33
Zyklo 94 38 [ppm] 7.83 7.64 6.16 6.01
AS = L-Phe J [Hz] 350K) 9.4 6.9 5.5 -
AS/AT [ppb/K] (1.35) (1.65) 7.1 -6.81

Tabelle B.2.-5.: NMR-Daten der symmetrischen Peptide in DMSO-dg
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Hier ist zu sehen, daB alle drei zyklischen Peptide zwar eine gewisse Tendenz zu einer der

beiden Schleifen aufweisen, die Extremwerte werden hierbei aber nicht erreicht. Am ehesten

gelingt dies noch der Verbindung mit L-Phenylalanin als Aminosdure, hier deuten die Werte

recht eindeutig auf eine BI-Schleife hin, mit H-Briicke des NHs zu 9-OH als Akzeptor, so wie

dies bei den anderen beiden Peptiden, in welche L-Phe eingebaut worden war, auch beobach-
tet werden konnte.

zyklo(7,5Bic-AS-7,5Bic-AS) Da die Werte von 9-OH mit zu den
charakteristischsten zdhlen, wenn die
6.200m 5.0pom Konformation der B-Schleife behan-
“PP SRR delt wird, wurde in Abbildung
1 097 il el 0 9-OH B.2.3.1.-47. versucht, die verschiede-
' ' ! Akzeptor o
nen hierbei erhaltenen Kopplungen
0.03 0.33 0.79 9-OH und Verschiebungen, und ihr Verhélt-
l I l nis zu den Extremwerten, graphisch
D
S-loppm 3800 A onot darzustellen
AS: - - . .
S LPhe Gly LrEhe Zur Vereinfachung wird hier voraus-
gesetzt, dal nur zwei Einstellungen,
4.4Hz 12.3H= zwel definierte Orientierungen von 9-
086 0.2 0.97 9-OH OH, existieren, und dafl diese durch
1 1‘ ! 1‘ 0 Akzeptor ~ die bisher erhaltenen Extremwerte,
wie sie fiir die beiden zyklischen
oim 0}38 0573 1 9-OH Peptide 96 und 97 erhalten wurden,
55Hz 7.4Hz 10.2Hz Donor charakterisiert sind.
(350K] Somit 148t sich dann ein Verhiltnis 9-
AS:  L-Phe Gly D-Phe OH(Akzeptor) zu 9-OH(Donor) ab-
Abbildung B.2.3.1.-47.: Vergleich der Kopplungskonstanten schitzen, dieses sollte nun wiederum

und chemischen Verschiebungen der 9-OHs der symmetrischen . . o
Peptide, mit den bisher erhaltenen Extremwerten (in DMSO-dg) mit  jenem von BI-Schleife:BII-
Schleife korrelieren.

Die Tatsache, dal nach obiger Abschitzung jeweils die Tendenz fiir eine bestimmte [3-
Schleife vorzuliegen scheint, fiihrt zu dem Schlu3, dal in Losung auch hierin symmetrische
Strukturen vorhanden sind, sich also z.B eine Konformation BI/BI mit BI/BII im Gleichge-
wicht befindet.

Eine Erkldrung hierfiir konnte sein, da3 nun zwei konkurrierende Effekte eine Rolle spielen,
so sollte einerseits die asymmetrische Grundkonformation die energetisch glinstigere sein,
andererseits hat sich aber gezeigt, da3 z.B. D-Phe die BII-Schleife bevorzugt, bei zwei identi-
schen Aminosiuren fiihrt dies dann aber wieder, zumindest was die Art der Schleifen ent-
spricht, zu einer symmetrischen Konformation, so da3 zwei Effekte, welche sich bei dem zy-
klischen Peptid mit D-Phe und L-Phe noch ergéinzt haben, nun miteinander konkurrieren, wo-
bei sich keiner vollstindig durchsetzten kann, und sich somit die asymmetrische (BI/BII) mit
der symmetrischen (BI/BI bzw. BII/BII) im Gleichgewicht befindet.

So wiirde beim symmetrischen Peptid mit D-Phe, nach der obigen Abschdtzung, das Verhilt-
nis (BII/BIN):(BII/BI) etwa bei 1:1 liegen (bei diesem Verhiltnis kommen auf drei 9-OH (Do-
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nor) ein 9-OH (Akzeptor)), unter der Voraussetzung dal3 die in zweifacher Hinsicht ungiinsti-
ge Konformation (BI/BI) praktisch nicht populiert wird.
Dafiir, daB3 hier prinzipiell ein Gleichgewicht vorliegt, sprechen ebenfalls die hierbei erhalte-
nen NOEs, so zeigt D-Phe-NH ein Kreuzsignal zumindest zu 7-OH (der NOE zu 9-OH kann
nicht mit aller Bestimmtheit zugeordnet werden, da dieses Signal mit 6-H iiberlagert ist) wel-
ches nur fiir eine Konformation mit ,,NH nach oben, der von D-Phe weniger bevorzugten PI-
Schleife, zu erwarten ist.
Die Aminosdure welcher der stirkste dirigierende Einflul zugewiesen werden kann, ist L-
Phenylalanin, wo, macht man die Abschétzung iiber die Verschiebung, bei RT die symmetri-
sche Konformation (BI/BI) mit mehr als 90% klar iiberwiegt (bei 350K, iiber die Kopplungen,
ergibt sich ein Verhiltnis (BI/BI):(BII/PI) 2:1). Eine mogliche Erklarung dafiir, da8 dieser Ein-
fluBl bei L-Phe groBer ist als bei D-Phe, konnte darin zu suchen sein, dafl bei L-Phe der Phe-
nylring, wie im Kristall, ndher zum Thiazolidin orientiert ist, und somit hier die hydrophobe
Wechselwirkung einen groBBeren Beitrag zur Stabilitét liefert.
Weiter konnte der Umstand, daB3 hier (BI/BI) Konformation am stabilsten ist, den verbreiterten
Signalsatz erkldren, da durch einen gréfBere Energiebarriere dieser konformationelle Aus-
tausch BIe€BIl nun soweit verlangsamt ist, dal er sich iiber das Spektrenbild bemerkbar
macht.
Bleibt noch die Aminosédure mit der geringsten dirigierenden Eigenschaft, wobei es sich hier-
bei, wenig iiberraschend, um das Glycin handelt, welches nach obiger Abschitzung BI-Kon-
formation bevorzugt. In diesem Fall scheint der Einflufl der asymmetrischen Grundkonforma-
tion zu lberwiegen, ((BI/BI):(BII/PI) 1:2 Abschitzung iiber die Kopplungskonstanten, aus
einem Vergleich der Verschiebung wiirde sich ein Verhéltnis von 2:3 ergeben). Ferner zeigt
auch der NOE von Gly-NH zu 3-H, dal3 neben der BI auch eine BII-Schleife mit ins Kalkiil
gezogen werden mul3.
Da letztere Verbindung iiber eine flashchromatographische Trennung, nie als Reinsubstanz
erhalten werden konnte, so enthielten die gesammelten Fraktionen neben dem an sich saube-
ren Peptid auch immer noch

HOBT und/oder HOAT, wurde

diese Verbindung noch kristalli-

siert (Abbildung B.2.3.1.-48.).

Das hierbei erhaltene Ergebnis
¢/) zeigt dann auch eine Struktur, in
"~ welcher beide Male Gly-NH als

Donor fungiert, und als Akzeptor

einmal hauptsidchlich 9-OH, und

das andere Mal 9-OH und 7-OH
wirken.

Somit spricht also auch dieses Er-

gebnis dafiir, da3 Glycin, wie die
o beiden anderen Aminosduren, eine

Abbildung B.2.3.1.-48.: Kristallstruktur des zyklischen Peptids 93 bestimmte Schleifenkonformation
bevorzugt.
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Hiermit muf3 nun aber unweigerlich noch einmal ein Blick zuriick geworfen werden, auf jene
beiden asymmetrischen Verbindungen, welche als AS je ein Glycin aufwiesen, denn hier
wurde bekanntermaflen der Schleife mit Gly in der i+2 Position einmal eine BI- (96) und das
andere Mal eine BII-Konformation (95) zugewiesen.
Die Vermutung, daf} die BI-Schleife jene ist, welche von Glycin favorisiert wird, 146t sich
dann auch sehr gut mit der Struktur des ,,Musterpeptides* 96 in Einklang bringen, wo D-Phe
die PII-Schleife bevorzugt, und infolgedessen die als energetisch giinstiger angesehene
asymmetrische Grundstruktur erhalten wird, so daf} hiermit, wie beim Peptid mit D- und L-
Phe 97, sich der Einflul der jeweiligen Vorzugskonformationen addiert, und man zu einer
insgesamt wohldefinierten Struktur kommt.
Anders sieht es nun beim Peptid mit L-Phe und Gly 95 aus, der Verbindung welche durch
Verbreiterung der Signale im 'H-NMR auffiel, und fiir welches, aufgrund der geringeren Dis-
persion dieser Signale, bisher etwas lapidar bemerkt wurde, dal3 das Peptid mit D-Phe und
Gly 96, im Vergleich zu diesem wohl ,,die bessere Struktur* hétte.
Und fiir eben diesen konformationellen Austausch, welcher hier zu beobachten war, konnte
das zuletzt aufgefiihrte, moglicherweise eine Erkldrung sein. Denn bei diesem Peptid wiirde,
nach der bisherigen Annahme, ein System vorliegen, bei welchem, wie bei den symmetri-
schen Peptiden, gegenldufige Tendenzen zu beobachten wiren, so bevorzugen hier beide
Aminosduren, gegen die als begiinstigt angesehene Grundkonformation, jeweils die selbe [3-
Schleife, beide BI.
Daher konnte man jetzt sagen, daB sich in diesem Fall, die Grundstruktur mit (BI/BII) durch-
gesetzt hat, wobei die weniger stark dirigierende Aminosdure Glycin in ithrem Verlangen,
ebenfalls, wie das dominierende L-Phenylalanin, eine BI-Schleife einzunehmen, nachgeben
mufBte, und sich dadurch die bisher beschriebene Vorzugskonformation ergibt.
Als mogliche Abweichung von dieser Vorzugskonformation kime dann somit in erster Linie
eine Inversion der B-Schleife mit Glycin in Frage, welches nach der aufgestellten Theorie hier
,.in der falschen Schleife sitzt“.
Aus diesem Grund erfolgt jetzt noch eine Gegeniiberstellung der relevanten Daten mit denen
des Musterpeptides 96.
Nomenklatur:96 ist zyklo(7,5Bic(I)-DPhe-7,5Bic(Il)-Gly) (somit A=I und B=II)

95 ist zyklo(7,5Bic(I)-Gly-7,5Bic(II)-LPhe) (somit A=II und B=I)

Tabelle B.2.-6.: Vergleich der NMR-Daten der Peptide 96 und 95 in DMSO-dg

Peptid 96 Peptid 95
§ (300K) |*J (350K) | AS/AT 5 (300K) |*J (350K) | AS/AT
[ppm] [Hz] [ppb/K] [ppm] [Hz] | [ppb/K]

D-Phe-NH | 9.38 8 -5.73

6-NH (II) 8.65 8.0 -1.25 8.16 7.7 -1.03
Gly-NH 8.40 3.3/9.6 | -0.57 8.88 7.1/53 | -4.10
L-Phe-NH 8.01 9.7 -0.45
6-NH (I) 7.64 6.3 0.18 7.73 7.0 0.15
9-OH (II) 6.20 4 -4.46 6.19 4.6 -6.35
7-OH (I) 5.84 - -7.33 5.98 3.8 -6.18
9-OH (I) 4.99 12.1 -1.15 5.50 8.7 -2.00
7-OH (II) 4.89 6.3 -3.00 5.41 5.1 -3.38
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Was dann z.B. fiir die beiden Hydroxylgruppen an Position 9 zu beobachten war, entsprach
ziemlich genau dem, was fiir den angesprochenen Fall zu erwarten wire, denn wéhrend die
Werte von 9A-OH, als Akzeptor von L-Phe-NH, den bisherigen Extremwerten sehr nahe
kommen (6.19ppm zu 6.20ppm sowie 4.6Hz zu ~4Hz), weichen diese bei 9B-OH, welche wie
gesagt bei einer BII-Schleife als Donor fungiert, doch deutlich von den Werten ab, welche
bisher als Eckdaten fiir besagte Konformation standen (5.50ppm zu 4.89ppm sowie 8.7Hz zu
12.1Hz), womit diese Werte nun klar als gemittelt anzusehen sind, und somit ein zeitweiser
Wechsel der Konformation dieser Schleife auch hier vorzuliegen scheint.

Wohingegen die Schleife mit L-Phe, wie bisher angenommen weiterhin als wohldefiniertes
Strukturmerkmal dieses zyklischen Peptides betrachtet werden kann.

Demnach ist davon auszugehen, daB jetzt auch fiir Verbindung 95 ein Gleichgewicht vorliegt,
bei welchem hauptsédchlich zwei Konformationen einen Rolle spielen.

Ob die beobachtete Verbreiterung der Signale durch konformationellen Wechsel nun genau
dieser Wechsel von BI/BI zu BI/BII ist, 146t sich aber nicht mit aller Gewilheit sagen, man
kann es lediglich vermuten.

2.3.1.2.4.4. Das Modell

., Nun freilich starren Sinnes zu behaupten, daf3 das, was ich gesprochen habe, auch
unbedingt Wahrheit sei, das schickt sich nicht fiir einen, der zu denken pflegt
Platon

Fast man die Gesamtheit der hier erhaltenen Ergebnisse zusammen, ist es nunmehr moglich
ein Modell aufzustellen, mit welchem es gelingt, das Verhalten der hier gezeigten Peptide, in
Grundziigen, vorerst widerspruchsfrei zu erklaren:

- Als Basis kann fiir alle sechs zyklischen Peptide eine Konformation angenommen werden,
bei welcher sich die beiden Aminosduren in der i+2 Position einer B-Schleife befinden.
Gemein ist allen Verbindungen ein Wasserstoffbriickenmuster der beiden 6-NHs zum
Carbonyl des gegeniiberliegenden Bizykluses.

- Eine i+1/i+2 Position des Bizykluses kann in allen Féllen praktisch ausgeschlossen wer-
den.

- Prinzipiell bevorzugen diese Hexapeptide eine Konformation mit zwei unterschiedlichen
B-Schleifen (BI und BII)

- D-Phe bevorzugt eine BII-Schleife

- L-Phe und Glycin bevorzugen die BI-Schleife, wobei die diesbeziiglich Tendenz von L-
Phe ausgeprégter ist als beim Glycin.

- Befinden sich 2 Aminosduren mit unterschiedlichen Priaferenzen in der Schleifenkonfor-
mation im Peptid, liegt ein wohldefiniertes Hauptkonformer mit einer BI- und einer PII-
Schleife vor.

- Befinden sich zwei Aminosduren mit derselben Priaferenz in der Schleifenkonformation
im Peptid, liegt ein Gleichgewicht hauptsdchlich zweier Konformationen vor, ein ,,sym-
metrisches* zyklisches Peptid mit zwei gleichen B-Schleifen, eben jener wie sie von den
beiden Aminosduren bevorzugt wird, und eine asymmetrische Konformation, mit einer BI
und einer BII-Schleife, wobei, sind zwei unterschiedliche Aminosduren enthalten, die
starker dirigierende ihre Konformation nahezu beibehilt, und die hierin schwichere, die
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weniger favorisierte Konformation einnimmt. Zumindest ist dies so fiir den Fall L-

Phe/Gly so anzunehmen.

Fraglos beruht dieses vorgestellte Modell auf einigen Annahmen und Vereinfachungen, und
hat auch deswegen mit Sicherheit nicht den Anspruch hier exakt die Wirklichkeit zu beschrei-
ben. Nur stellt sich im Moment, mit diesen hier aufgestellten Thesen ein System dar, welchem
es gelingt, alle bisher erhaltenen Ergebnisse widerspruchslos zu vereinen, und kann somit so
lange Geltung besitzen, bis neue Fakten auftauchen, welche hiermit nun nicht mehr in Ein-

klang zu bringen sind.

zyk10(7,SBic-DPhe-7 5Bic-Gly)

1
BI o BIC"/

zyklo(7,5Bic-DPhe-7,5Bic-L-Phe)
/ B

BI L-Phe
~~—Bic

zyklo(7,5Bic-LPhe-7,5Bic-Gly)

_—Bic——_

BI L- Phe Gly
~~Bic—

zyklo(7,5Bic-LPhe-7,5Bic-LPhe)
Bic
BI L- Pf: —Dhe BH

zyklo(7,5Bic-DPhe-7,5Bic-DPhe)

_—Bic—~1 . __
Bl oG | pIne Bll ——

zyklo(7,5Bic-Gly-7,5Bic-Gly)

D-Phe BH

1C E’he BII

BIl —— PI 1% Bz oy Bl

Bi
BI Lthe  LPhe BI

~Bic—

Abbildung B.2.3.1.-49.: Ubersicht iiber die Konformationen der sechs zyklischen Peptide in Losung
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2.3.1.3. Intermezzo

Bevor anschliefend die Analyse nun auch der linearen Peptide erfolgen wird, sollen zunéchst
noch zwei zyklische Hexapeptide vorgestellt werden, welche in gewisser Hinsicht den so-
eben gezeigten vom Aufbau in einigen wesentlichen Punkten entsprechen, aus welchem
Grund nun deren Betrachtung vorgezogen werden soll.

Es handelt sich hierbei um zwei zyklische Peptide, welche sich von den anderen zyklischen
Hexapeptiden dadurch unterscheiden, daf ein 7,5Bizyklus durch den im Kapitel 2.1.1.2. vor-
gestellten aromatischen Bausteine ausgetauscht ist.

2.3.1.3.1. Synthesen

Zunichst soll noch auf deren Synthese eingegangen werden, da sich hier ein Problem offen-
barte, welches in der Folge wiederholt auftrat.

Naheliegenderweise bestand der erste Versuch zur Synthese solch einer zyklischen Verbin-
dung darin, analog der Synthese der zuvor gezeigten Peptide zu verfahren, so sollte man in
einem Schritt durch Kupplung zweier Tripeptideinheiten zum linearen, und schlieBlich zum
zyklischen Hexapeptid gelangen, zumal die beiden Tripeptide an sich schon existierten.

Nur stellte sich hierbei der erste Schritt schon als uniiberwindbare Hiirde heraus, denn die
Kupplung der beiden bekannten Verbindungen 69 und 99 war schlichtweg unmdoglich.

OH PyBop

HO, S NS NMM
HO N ic - | N bMF / -
H o xLiCl + cl H3N+ OMe >
I N/\\( //
H O H o)
69

OLi

Abbildung B.2.3.1.-50.: Gescheiterter Kupplungsversuch von 69 und 99

Exakt dieses Problem trat spdter noch einmal auf, als versucht wurde ein Homooligomer der
aromatischen Bausteine darzustellen.

OH PyBop
R s NMM
B XS DMF
bOC\N NﬁXLICI + Cl + | N\e /
H.N
H 3

(e} OLi OMe

o o]
65 64

Abbildung B.2.3.1.-51.: Gescheiterter Kupplungsversuch von 65 und 64

Wiederum war es das Salz eines Bausteins, welcher aus einer Esterverseifung resultierte, und
genau dies scheint der springende Punkt hierbei zu sein, denn wie gezeigt stellte die Kupplung
einer ,,normalen* kduflichen Boc-geschiitzten Aminosdure auf das Amin des Aromaten bisher
keinerlei Probleme dar (Kapitel 2.1.1.2.).

175



Ferner trat besagtes Problem nicht nur hier, sondern auch spéter in der Arbeit von Harald Se-
ger wieder auf [131], welcher die Synthesen der hier vorgestellten Aromaten weiterfiihrte. So
waren hier ebenfalls solange keinerlei Probleme zu beobachten, solange nicht versucht wurde,
das Salz eines Carboxylats auf das Amin des Aromaten zu kuppeln.
Dann aber war auch hier kein Umsatz vorhanden, wenn die Carbonsdure aus der Verseifung
eines Methylesters hervorging. Wurde aber dieselbe Verbindung, nur mit dem Unterschied,
daB sie diesmal durch Hydrierung eines Benzylesters gewonnen wurde, eingesetzt, erfolgte
problemlos die erwiinschte Kupplung zum Amid.
Infolge dieser Probleme war jetzt ein kleiner Umweg vonndten, anstatt direkt iiber die zwei
Tripeptide zum Hexapeptid zu gelangen, erfolgte zuerst eine Kupplung von Boc-Glycin auf
das Hydrochlorid des Amins des Aromaten zum Tetrapeptid 100, auf welches dann, nach er-
folgter Boc-Entschiitzung 101, das Carboxylat des 7,5Bizyklus 80 gekuppelt werden konnte.
So konnte dann schluBlendlich auf diesem Weg das gewiinschte Peptid 102 doch noch erhalten
werden.
Ebenso wurde noch ein 7,5Bizyklus auf das schon gezeigte Tetrapeptid 74 zum zweiten
Hexapeptid 104 gekuppelt. Beide linearen Verbindungen noch zyklisiert, ergab dann die zwei
neuen zyklischen Peptide 103 und 105, nun also welche mit einem Fluoreszenzmarker im
Peptidriickgrat.
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Abbildung B.2.3.1.-52.: Synthese zweier weiterer zyklischer Hexapeptide, 105 und 103
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2.3.1.3.2. Strukturanalyse

Durch den ,,Austausch® einer der 7,5Bizyklen durch den Aromaten (Ar) wurde die Verdnde-
rung des Peptides nun um einen bedeutenden Schritt vorangetrieben, vom Gesichtspunkt, daf3
die Modifikationen moglichst gering ausfallen sollten, wohl sogar zu weit.

Auf der anderen Seite, wenn diese zyklischen Peptide ,,Struktur zeigen®, hétte man hier ein
Peptid in einer Vorzugskonformation, welches zusétzlich noch mit einem Fluoreszensmarker
im Peptidriickgrat versehen ist.

Nun zur Strukturanalyse. Nach allem zuvor Gebrachten, kann der erste Schritt fraglos nur
darin bestehen, die NMR-Daten der Hydroxylgruppen und Amidprotonen untereinander, und
mit denen der Peptide zuvor zu vergleichen.

103 zyklo(7,5Bic-GlyA-6,5(Ar)-GlyB)"
105 zyklo(7,5Bic-Gly-6,5(Ar)-LPhe)

9-OH | 7-OH |GlyA-NH| 6-NH |6(Ar)-NH |GlyB-NH
3 [ppm] 6.08 5.23 8.62 8.83 8.73 9.33
Zyklo 103 |*J [Hz] 4.9 m | 9336 | 82 s 6.9/5.5
AS/AT [ppb/K] | -4.73 | -5.95 | -0.32 2.26 0.08 -5.45
9-OH | 7-OH |Gly-NH | 6-NH |6(Ar)-NH |LPhe-NH
3 [ppm] 5.85 480 | 8.75 8.19 8.76 8.52
Zyklo 105 |°J [Hz] 6.9 41 | 87/41 | 72 s 8.2
AS/AT [ppb/K] | -328 | -558 | -1.25 -1.22 0.02 3.5

Tabelle B.2.-7.: NMR-Daten der OH-Gruppen an Position 9 und 7, sowie der Amidprotonen
der zyklischen Peptide 103 und 105 in DMSO-d,

Da jeweils wiederum bei allen vier Amidprotonen an Position 6 die Temperaturkoeffizienten
vom Betrage klar unter 3ppb/K liegen, kann das Strukturelement mit den beiden Wasserstoft-
briicken zum Carbonyl des Lactams als gesetzt gelten, womit abermals die Konformation mit
den beiden B-Schleifen als Ausgangspunkt dienen kann.

Als nédchster Schritt erfolgt eine Betrachtung der einzelnen B-Schleifen. Eine Schleife, wel-
che, sicht man von 6-NH (hier 6(Ar)-NH) ab, sehr gut mit der des Musterpeptids 96 vergli-
chen werden kann, wire jene mit Glycin nach dem 7,5Bizyklus, bei 96 eine BI-Schleife. Aus
diesem Grunde nochmals die Eckdaten.

zyklo(7,5BicA-DPhe-7,5BicB-Gly)
5 [ppm] J[Hz] | AS/AT [ppb/K]
Gly-NH 8.40 9.9/3.6 -0.57
9B-OH 6.20 4.7/1(°7) -4.46

Tabelle B.2.-8.: NMR-Daten fiir Gly-NH und 9B-OH der Verbindung 96 in DMSO-d,

e Zuden Abkiirzungen: 7,5Bic ist natiirlich der 7,5Bizyklus wie zuvor, und unter dem Kiirzel 6,5(Ar) verbirgt
sich der aromatische Baustein.
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Stellt man jetzt diesen Vergleich an, so ist offensichtlich, daf3 die Daten der Verbindung 103
(GlyA in der entsprechenden Schleife) sehr gut mit diesen Richtwerten {ibereinstimmen, wo-
hingegen die von Verbindung 105, jenem zyklischen Peptid mit L-Phe in der gegeniiberlie-
genden Seite, zwar tendenziell auch Werte aufweisen, wie sie fiir eine B-Schleife mit Glycin-
NH in einer H-Briicke zu 9-OH zu erwarten sind, nur reichen sie hier nicht ganz an die zuvor
gebrachten Eckdaten heran.

Weiter sprechen dann auch die Daten des 2D-ROESYs von zyklo(7,5Bic-GlyA-6,5(Ar)-
GlyB) 103 dafiir, daB sich hier GlyA in einer BI-Schleife befindet, so ist der charakteristische
NOE GlyA-NH/3-H vergleichsweise schwach, dafiir sind deutliche NOEs dieses Amidpro-
tons zu 7- und 9-OH zu beobachten.

ppm 9-OH 7-OH 3 GlyA-CH™ GlyB-CH % ACH™
il 3(Ar) y
GlyA-NH (i ' (] 0 ® o 7
6(Ar)-NH 0 . o
8.8 | '
6-NH 00 0
9.0+
9.2
GlyB-NH ® % i3]
T T T T T T
6.5 6.0 L 5.0 4.5 4.0 2.5 DDM

Abbildung B.2.3.1.-53.: 600MHz ROESY des zyklischen Peptids 103 in DMSO-d,

DaB3 7-OH auch hier beide 6-NHs sieht, zeigt iibrigens, dafl die zuvor beobachtete Wasser-
stoftbriicke zur zweiten 7-OH, nicht zwangsldufig dafiir verantwortlich sein muB.”

Ein weiteres Argument fiir eine I-Konformation dieser Schleife ist die Tatsache, daB GlyA-
NH einen deutlichen Isotopeneffekt bei der Titration mit D,O in DMSO-ds zeigt, was klar fiir
eine H-Briicke zu einer OH spricht, wobei auch bei 7-OH dieser Effekt zu beobachten ist”,
was dafiir spriche, dafl zumindest zeitweilig eine Situation wie im Kristall von zyklo(7,5Bic-
Gly-7,5Bic-Gly) 93 vorliegt, mit einer gegabelten H-Briicke des Gly-NHs zu beiden Hy-
droxylgruppen.

Dal} dieser Effekt hier bei 9-OH nicht zu sehen ist, hat nicht viel zu bedeuten, da nicht
zwangsldufig wenn eine solche sequentielle H-Briicke vorliegt, sich dies jedesmal in einer
Verdopplung des Signals zeigt. Nur wenn dieser Effekt zu beobachten ist, dann muf3 es auch
einen Grund dafiir geben, und nicht umgekehrt.

Auch die groBe Dispersion der beiden Methylenprotonen in ihrer chemischen Verschiebung,
von ca. 1.1ppm, sowie ihre klar unterschiedlichen Kopplungskonstanten (Gly-CH' °J = 9.3Hz,

" Diese Feststellung dndert jedoch kaum etwas an der Wahrscheinlichkeit des Vorhandenseins dieser 7-OH/7-
OH-HBriicke, da die beobachtete W-Kopplung weiterhin das Hauptargument fiir diesen Zustand herhalten kann.
" Dieser Effekt konnte prinzipiell auch daraus resultieren, daB die B-Schleife doch zeitweilig invertiert, und 9-
OH eine gegabelte H-Briicke zum Carbonyl und 7-OH macht. Da aber kaum konformationeller Wechsel hier
vorzuliegen scheint, ist diese Alternative als wenig wahrscheinlich zu erachten.
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Gly-CH" °J = 3.6Hz) und NOEs zu Gly-NH (siche Abbildung B.2.3.1.-53.), fiihren zum
Schluf3, daB hier von einer definierten Grundkonformation dieser Schleife ausgegangen wer-
den kann.

Da die hier erhaltenen Daten nun nahezu deckungsgleich mit denen sind, welche fiir die Pro-
tonen der entsprechenden BI-Schleife mit Glycin im Musterpeptid 96 erhalten wurden, kann
davon ausgegangen werden, dafl die Konformation dieser Schleife dem entspricht, wie es
schon in der entsprechenden Abbildung B.2.3.1.-24. zuvor dargestellt wurde.

Bleibt nun noch die zweite Schleife dieses Peptides, jene mit Glycin nach dem Aromaten. Im
Gegensatz zu den Kopplungskonstanten der beiden Methylenprotonen, welche mit 6.9Hz und
5.5Hz wenig aussagekriftig sind, und eher auf ein konformationelles Gleichgewicht hindeu-
ten, 148t der intensive NOE GlyB-NH/3(Ar)-H den Schluf3 zu, dafl nun die BII-Schleife, jene
,mit Carbonyl nach oben, zumindest eine bedeutende Rolle spielt, so daB, betrachtet man
jetzt das ganze Peptid eine Konformation mit einer BI- und einer BII-Schleife relativ sicher als

ein Energieminimum angenommen werden kann.

Ein Problem bei der Einschitzung, in wieweit diese Konformation populiert wird, besteht
darin, daB3 im Falle der B-Schleife mit GlyB in der i+2 Position, nun, dadurch daB es keine 9-
OH gibt, eine Unterscheidung zwischen ,,oben (9-OH) und unten (3-H)*“ nicht mehr so ein-
fach moglich ist.

So zeigt der intensive NOE GlyB-NH zu
3(Ar)-H zwar, daB3 eine, und mit Sicher-
heit auch starke Tendenz zur BII-Schleife
vorhanden sein muf}, im Gegensatz zur
Aminoséure nach einem 7,5Bizyklus, wo
z.B. ein gleichzeitiger NOE zu 9-OH
schon klar sagt, daB3 eine zeitweilige In-
version des Amids vorliegt, ist es hier
nur schwer mdoglich, Aussagen dariiber
zu treffen, ob und in wieweit die BII-
Schleife im konformationellen Gleich-
gewicht mit der BI-Schleife steht.

Trotz allem sollte aber die Aussage ge-
wagt werden konnen, da3 die zuvor als
asymmetrisch bezeichnete Konformation
mit den beiden unterschiedlichen f-
Schleifen  hochstwahrscheinlich  das
Hauptkonformer dieses Peptides dar-
stellt.

Abbildung B.2.3.1.-54.: Postulierte Vorzugskonformation
des zyklischen Peptids 103
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Folgt abschlieBend noch die Analyse des zweiten zyklischen Peptids 105, welches in diesem
letzten Abschnitt vorgestellt wurde.

Wie schon angeschnitten, sind die Werte fiir die Schleife nach dem 7,5-Bizyklus mit Glycin
in 1+2 Position zwar immer noch in einem Bereich wie es fiir eine BI-Schleife zu erwarten ist,
aber wenn sie auch noch klar den jeweiligen Extremwerten zugeordnet werden kdnnen, so
weichen sie doch eindeutig von diesen ab.

DaB sich diese Schleife, wie es die Daten nahelegen, in einem konformationellen Gleichge-
wicht befindet, dafiir sprechen auch die Daten des 2D-ROESYs, so ist hier ein NOE von Gly-
NH zu 3-H zu beobachten, welcher fiir eine ,,100%-BI-Schleife in solcher Intensitdt nicht zu
erwarten ist.”

Folglich spricht alles dafiir, daf3 jetzt durch den Austausch von Glycin durch Phenylalanin die
gegentiiberliegende B-Schleife nun nicht mehr nur eine Vorzugskonformation populiert, so daf3
nicht wie zuvor bei Peptid 103 nach dem 7,5Bizyklus nur eine, die BI-Schleife, vorliegt, son-
dern nunmehr ein Gleichgewicht BI/BII vorhanden ist.

HO
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HO  oH

Gl-CH Phep-H
Phea b z
9.0H 6  3(Ar) 7-OH 3 7 2(Ar)
m ¥ proS
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6-NH 0 ! ® f 8 ! o
H ;
LPhe-NH 8.5+ ® ®
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Gly-NH/6(Ar)-NH 0 ‘ i ¢ e e @ é
"
9.0 : : : : : et ‘
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Abbildung B.2.3.1.-55.: 600MHz Roesy der Verbindung 105 in DMSO-d,

Bleibt nun noch die gegeniiberliegende B-Schleife, jene mit L-Phe in der i+2 Position.

Fiir die Ausrichtung der Benzylseitenkette folgt aus den *J-Kopplungskonstanten der diaste-
reotopen Protonen (4.1Hz B-H'/11.8Hz B-Hh), daB hier eine gauche/trans-Konformation, o zu
[ ,als Hauptrotamer vorliegt.

Wie bei den anderen zyklischen Peptiden kann auch hier wieder angenommen werden, daf3
die Seitenkette zum Thiazolidinring des vorhergehenden Bizykluses (hier 6,5(Ar)) ausgerich-

“Zwar kann in dem gezeigten ROESY infolge einer Signaliiberlagerung mit 6(Ar)-NH, keine klare Trennung der
jeweiligen Kreuzsignale erfolgen, den Beitrag, welcher ein moglicher NOE 6(Ar)NH/3-H zu dem angesproche-
nen NOE leisten konnte, sollte aber so gering sein, da} das beobachtete Signal ndherungsweise als jenes von
Gly-NH/3-H gesehen werden kann.
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tet ist. Dafiir spricht zum einen der NOE Phe-Harom/2-HP™®, sowie die Verschiebung von
2(Ar)-H”™® um ca. 0.5ppm zu hoherem Feld, vergleicht man dies Signal mit dem entspre-
chenden von 103 (105 2(Ar)-HP™S: 2.97ppm/ 103 2(Ar)-H" 3.48ppm).

Nach der Ausrichtung der Seitenkette folgt als ndchstes zwangsldufig die Frage BI- oder BII-
Schleife. Worauf die Antwort wére: und nicht oder.

Auf den ersten Blick spricht zwar der NOE 3(Ar)-H/Phe-NH fiir eine BII-Schleife, jedoch ist
dieser von der Intensitéit vergleichbar dem von 3-H/Gly-NH, wo, wie aufgefiihrt (Kopplung
und Verschiebung 9-OH), davon ausgegangen werden kann, daf3 als Hauptkonformation die
BI-Schleife vorliegt, und die fiir diesen NOE verantwortliche BII-Schleife nur eine, wenn auch
sicher bedeutende, Nebenkonformation darstellt.

Ein weiteres Argument, welches gegen nur ein Hauptkonformer BII spricht, ist in Abbildung
B.2.3.1.-56. gezeigt. Hier sind die beiden alternativen Schleifenkonformationen abgebildet.

BI-Schleife
BII-Schleife

Pheo-H/Phe-NH
lange Distanz

Phea-H/PPhe-NH
kurze Distanz

Abbildung B.2.3.1.-56.: Zwei alternative Konformationen der 3-Schleife von Peptid 105

So kann mit einer BII-Schleife einerseits zwar der NOE Phe-NH/3(Ar)-H erklédrt werden, auf
der anderen Seite sollte aber bei einer derartigen Konformation, durch den sehr geringen Ab-
stand, welchen Phea-H und Phe-NH hier einnehmen, ein wesentlich intensiverer NOE zu
erwarten sein als dies hier der Fall ist (ROESY Abbildung B.2.3.1.-55.).

Alles in allem ist also davon auszugehen, dall auch im Fall der zweiten Schleife ein Gleich-
gewicht BI/BII vorliegt.

Faflt man nun zusammen, so zeigt das letzte zyklische Peptid nun Dynamik in beiden [3-
Schleifen, somit sind also 4 Grundstrukturen moglich (BI/BI, BI/BIL, BII/BI, BII/BII). Ob tat-
sdchlich alle vier in Losung vorliegen und in welchem Verhéltnis kann aus diesen Daten nicht
erschlossen werden, dies wére praktisch nur moglich wenn die Barriere zwischen den einzel-
nen Konformeren so hoch wire, da3 jedes im NMR als einzelner Signalsatz beobachtet wer-
den konnte.
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Um vergleichbar den zyklischen Hexapeptiden zuvor ein Modell aufzustellen, um das soeben
gezeigte konformationelle Verhalten zu erklédren, reichen diese zwei Molekiile ganz gewil3
nicht aus. Ein Punkt 148t sich jedoch mit Sicherheit sagen, und zwar, dal} hier wiederum kein
unabhéngiges Verhalten der beiden B-Schleifen vorliegt, denn, wie gezeigt, hat der Austausch
von Glycin durch Phenylalanin bewirkt, daB3 die andere B-Schleife nun nicht mehr nur eine
Konformation populiert, sonder jetzt ein Gleichgewicht BI/BII vorliegt.

Wenn auch eine fundierte Erkldrung des Verhaltens dieser zwei Peptide noch nicht moglich
ist, so soll doch zum Schluf, quasi als Gedankenspiel, eine Hypothese gewagt werden, ein
Erklarungsversuch worauf das hier beobachtete konformationelle Geschehen beruhen kdonnte.
Das ganze sei dann auch mehr als eine Art Denkanstof3 gedacht.

Wie gezeigt, liegt das erste Peptid 103 hauptséchlich in der zuvor als asymmetrisch bezeich-
neten Konformation mit einer BI-Schleife auf der einen und einer BII-Schleife auf der gegen-
iiberliegenden Seite vor. Angenommen auch diese Peptide wiirden generell diese BI/BII Kon-
formation vorziehen, und Glycin wiirde auch wie zuvor im Fall der sechs Hexapeptiden eine
BI-Schleife bevorzugen, wiirde dies fiir das erste Peptid bedeuten, dafl jene Schleife mit
7,5Bic-Gly(i+2) die dominierende ist und sich gegen 6,5(Ar)-Gly(i+2) durchsetzt.

Nimmt man weiter an, da3 auch L-Phe wieder BI dirigiert und auch hier wieder den starkeren
Einflul besitzt im Vergleich zu Glycin, so hitte man im zweiten Peptid 105 einen Fall wo
wieder beide Aminosduren BI dirigieren, gegen das System, wobei hier die schwéchere Ami-
nosdure im stirkeren Turn 7,5Bic-Gly(i+2), und die stdrkere Aminosdure im schwicheren
Turn sitzt, so daBl sich schluBendlich beides authebt, und sich keine der beiden Schleifen ganz
durchsetzen kann, so dal3 schlieBlich beide zwischen BI und BII wechseln, man also haupt-
sachlich ein Gleichgewicht BI/BII « BII/PI hat.
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2.3.2. Lineare Peptide

Wie zuvor angesprochen, folgt nach der Strukturanalyse der zyklischen Peptide, jetzt eine
Betrachtung der entsprechenden Ergebnisse, welche anhand der linearen Verbindungen er-
halten werden konnten.

Hierbei wird es sich in erster Linie um die sechs Hexapeptide handeln, den Vorlauferverbin-
dungen der zyklischen Peptide. Zusétzlich konnten, durch Verdoppelung zweier Hexapeptide,
88 bzw. 89, noch zwei Dodekapeptide, 106 und 107 erhalten werden, deren Strukturanalyse
ebenfalls in diesem Kapitel ihren Platz finden wird.

2.3.2.1. Synthesen

Da auf die Synthese der Hexapeptide bereits eingegangen wurde, fehlt noch jene der beiden
Dodekapeptide (Abbildung B.2.3.2.-1.).

NHNH o0 H boo=N

TR0 0 N ° °
s ) o &
a. LiOH a. LIOH
b. Et,0 x HCI b. E,0 x HCI
c. PyBop, NMM, DMF, RT c. PyBop, NMM, DMF, RT

JQJ» *os1 —Q%‘H—Q&H QJ» Q& ﬁf»gﬁ Ve

NH . 8 NH O o 6 NH [SEe)
@ 107
106

Abbildung B.2.3.2.-1.: Synthese zweier Dodekapeptide
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2.3.2.2. Zuordnung

Bevor im nédchsten Kapitel die strukturellen Eigenschaften dieser Verbindunen im Vorder-
grund stehen werden, soll zunichst noch einmal auf die Vorgehensweise bei der Zuordnung
der NMR-Signale eingegangen werden.

Als Beispiel dient hier das Dodekapeptid 106, dem in dieser Hinsicht anspruchsvollsten Mo-
lekiil, da hier eine Verbindung vorlag, die aus vier identischen Untereinheiten aufgebaut war,
welche es folglich zu unterscheiden und einzuordnen galt.

Durch die in Abbildung B.2.3.2.-2. gezeigten Ausschnitte des DQF-COSY- und des HMQC-

Spektrums der Verbindung 106, konnte zunichst eine Unterteilung der Hydroxylgruppen.
erfolgte

Kreuzsignale 7/7-OH

8-OH alle 4 7-OH Signale separiert

9-OH
7-OH

9-OH

=T= =T= =T= =T= == T =r= =T= == == e
3.57? $ 0 S 9-H

ra $ o

Ppm
Abbildung B.2.3.2.-2.: -~
oben: 600MHz DQF-COSY des Dodekapeptids 106 in DMSO-d, C-s g
rechts: 600MHz HMQC derselben Probe, 15 = .y
Ausschnitt Bereich CH-8, CH-7 und CH-9 @ o

80 T T
4,0 3.8 3.6 PPM

Als hilfreich fiir die weitere Zuordnung zeigte sich dann vor allem die Tatsache, dal3 alle vier
Hydroxylgruppen an Position 7 klar voneinander zu unterscheiden waren (in Abbildung
B.2.3.2.-2. hervorgehoben). Somit hatte man jetzt fiir jeden Siebenring praktisch so etwas wie
eine Antenne, ein Signal eines Protons von jedem Bizyklus, von welchem aus jeweils die
restlichen Protonen dieser Untereinheit erschlossen werden konnten.

In der folgenden Abbildung B.2.3.2.-3. ist dann gezeigt, wie zum einen jede dieser 7-OH dem
entsprechenden Bizyklus zugeordnet werden konnte, und wie dann insgesamt, beginnend von
PheD-NH, dem einzigen Phe-NH ohne NH-NH-NOE, die jeweiligen Spinsysteme iiber NOEs
miteinander verkniipft werden konnten, so da3 es schluBBendlich gelang, jedem einzelnen auch
seinen Platz im Gesamtsystem zuzuweisen.
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PheD-NH

N O0—

4(

0]

Boc-7.5BicA  TPheA 75BicB  T1PheB 75BicC TLPheC 75BicD T©LPheD-OMe
Abbildung B.2.3.2.-3.: NOE-Muster zur Einordnung der einzelnen Spinsysteme

Abbildung B.2.3.2.-4. zeigt dann die entsprechenden Ausschnitte des 2D-ROESY's, mit dem
angesprochenen NOE-Muster.

9aA/B/C/D 6B/C/D

8A/B/C/D-OH s
PheB-NH /B/C/ 6A PheA-o
I 9A-OH PheB-a
PheC-NH 3D
9D-OH -A-OH PheC-a
PheD—NH\ 6C-NH ) 8 !
PheA-NH 6D-NH 9C-OH
6B-NH 9B-OH N
L X N X X Y Ll Bl B2 Lo S L] We . B.3 8.2 B.1 8.0 4.8 4.8 4.7 4.6 4.5 4.4 ppm
= ppn
.05
.J. 8.1 N
i
L LIY
125 U
1 8.34 9A-OH
A-NH N,
(2 0.4 = L
045 U
- 8.5 9B-OH
15 ,/ 4
o 8.6
. 3 9C-OH
) 8.74 w /)
b5 on-0H PheD-g
e 8.8 T T T T T T T T T T T T T T T

o e e P
LHOLTS LT 06 LG 0S5 BN RS BAD B35 B30 025 420 A15 BL0 G0Spm

T
6.0 59 58 57 5.6 55 54 53 52 51 5.0 4.9 48 4.7 4.6 45 4.4 pm

Abbildung B.2.3.2.-4.: 600MHz ROESY von 106 in DMSO-d,, Pfeile: ,,Weg durch das Spinsystem*
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Das letzte Spektrum, welches noch Erwdhnung finden soll, ist das von dieser Verbindung
erhaltene 2D-TOCSY, also ein Spektrum, dem entnommen werden kann, welche Protonen
sich innerhalb eines Spinsystems befinden, vorausgesetzt sie weisen eine *J-Kopplung zu ih-
ren Nachbarn auf.

Auf diese Weise konnen dann auch solche Protonen zugeordnet werden, bei denen dies, infol-
ge Signaliiberlagerung, z.B. durch ein COSY Spektrum nicht mehr moglich war.

" 00
0.7 @
) "0

4.9 8B-OH
8C-OH 4

5.0 8A-OHj) O
8D-OH 9

5-2§ """"" T T T T T T T e "| """"" T AARAAAAS
6.0 5.9 5.8 5.7 5.6 5.5 5.4 5,3 5.2 5.1 5.0 Ppm

Abbildung B.2.3.2.-5.: 600MHz 2D-TOCSY der Verbindung 106 in DMSO-dg
Zuordnung CH-7, -8, -9 und 8-OH iiber die TOCSY-Signale zu den 7-OHs A,B,C und D
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2.3.2.3. Strukturanalyse

Zunichst werden auf den folgenden Seiten wiederum die "H-NMR-Spektren, sowie die 2D-
ROESY-Spektren (NH-Bereich), jetzt der sechs linearen Hexapeptide 87-92, im Vergleich
zueinander gebracht.

87

=
-
—

e

-
3
!E

90
[0 N T W ) V1 Y11, ) O WY
91

IE

92
Abbildung B.2.3.2.-6.: 600MHz '"H-NMR Spektren der linearen Peptide 87-92 in DMSO-d,
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87 Boc-7,5BicA-GlyA-7,5BicB-GlyB-OMe, 600MHz ROESY, DMSO,_,

rPm
7.6

7.7 7A-OH GlyA-CH,
s op.oH 9A-\CiH 7B-OH 6B 34 /BB GlyB-CH, !

6B-NH 7-°
9:2:
8.3 O u
GlyA-NH =.s- 0 0 © ,
GlyB-NH e-s- e 0 0 ®

8.7

o

|

9.0
€

88 Boc-7,5BicA-LPheA-7 5BicB-LPheB-OMe, 600MHz ROESY, DMSO,,
- ik Ph oA ZA-]-["'DR/I’hcA-ﬁHP";S PheB-CH,

QO -OH 7B-OL/ - B_H[un.‘)'
\ 9B-OH ¢B 3B PheB-oH 7B 2B-H"F 2A-H"|mh PhiA-BHPm‘
\ A

i 5

phe-H, "1 B oo g8 | g 5%’@3’ B

0 ]
6B-NH s-o- - ‘0 o o E ®o ®
LPheA-NH .2+ -8 1 e o : @ ) o f

LPheB-NH *° ® o ©® o £ e jo
L]

8.0 T T T T T T T
6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 PPm

89 Boc-7,5BicA-LPhe-7,5BicB-Gly-OMe, 600MHz ROESY, DMSO,,

7B-OH 2A-H""/Phep-H™

9B-OH 7A-OH Phea-H CCH Gly-CH" proR
?’A-OH \ - 3B 3A Gly-CH s y B \ZA_Hpms Phep-H
|

Phe-HM;p:' 6 - 8 g0 )

44

7.6+
7.8
6B-NH 8.0 o 60 0 9 0 )
8.2 .9 0
LPhe-NH 4, o 0 0] ol 00 (0]
Gly-NH 8.61 @ 0 g 00 o 0o | B

8.8 T T T T T T I
6.0 85 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 DDm

Abbildung B.2.3.2.-7.: 600MHz ROESY DMSO-d4 (Ausschnitt: Amidprotonen zu CH und OH)
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90 Boc-7,5BicA-DPhe-7,5BicB-Gly-OMe, 600MHz ROESY, DMSO,,

Phep-H"™ Phep-H™
ST 7B-OH 6B 9B Gly-CH 4 proR ,,,.:ﬁ
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B
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6B-NH 5.2 : 00 © e ¥
DPhe-NH- *-*] o
Gly-NH | )
91 Boc-7,5BicA-LPhe-7.5BicB-DPhe-OMe, 600MHz ROESY, DMSO,,
BOH g0 \7AOH 5 A LPhE;;’I:eu-H 7’ e YB-';I;::B-CHz fPha R
\// NN
- ' )
_H_ 7.2 0 0 o
7.6
o
7.8+
6B-NH 8.0 - ) 000 Q @ - o
8.2 ® ) ¢ :
LPhe-NH .4 Q 9 @@ { b5 @ ®0 O :
8.6+
DPhe-NH @ + o 00 L o @0 g
6.0 5:5 510 415 4:0 3:5 3:0 215 ppm

92 Boc-7,5BicA-DPheA-7,5BicB-DPheB-OMe, 600MHz ROESY, DMSO,,

pros )
P B PheA-oH PheB-ocH 2B-H AAHMR PheA-[’;Hmh

mo Nz T/ t e\
- 8 g FEETT I

7.4 v

{
;
i

rPm

Phe-H, -

arom.
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Abbildung B.2.3.2.-8.: 600MHz ROESY, DMSO-d¢ (Ausschnitt: Amidprotonen zu CH und OH)
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Ein erster, wichtiger Punkt welcher die Konformation dieser linearen Peptide in Lésung be-
trifft, wurde indirekt schon im vorhergehenden Teil dieses Kapitels gebracht, als die Zuord-
nung anhand des Dodekapeptids 106 erldutert wurde.

Wie gezeigt (Abbildung B.2.3.2.-3. und B.2.3.2.-4.), erfolgte die Verkniipfung der einzelnen
Spinsysteme zum einen tiber NOEs der Amidprotonen der Aminosduren zum Thiazolidinring
(NOE Phe-NH zu 3-H) des vorhergehenden Bizykluses, und zum anderen durch die entspre-
chenden Kreuzsignale wiederum dieses Proton jetzt zu 7-OH und 9-OH des Siebenringes des-
selben Bizykluses, ein NOE-Muster, wie es so bei allen hier vorgestellten linearen Peptiden
gefunden werden konnte.

Dieses bedeutet dann aber fiir die Konformation, dal das entsprechende Amid-NH einmal
nach ,,oben* zu den beiden OHs und einmal nach ,,unten” Richtung 3-H orientiert sein muf3,
da eine einzige Konformation, welche alle drei NOEs, in dieser Intensitét, erkliaren wiirde,
praktisch ausgeschlossen werden kann, woraus dann eben folgt, dal diese NOEs aus einer
Dynamik in der Konformation herriithren miissen.

In Anbetracht der Ergebnisse, welche zuvor anhand der zyklischen Verbindungen erhalten
werden konnten, liegt eine erste plausible Erklarung fiir dieses Verhalten darin, jetzt wieder-
um anzunchmen, dafl das Amid mit der 9-OH {iber Wasserstoffbriicken wechselwirkt, wobei
hier, vergleichbar den Peptiden bei denen die BI- mit der BII-Schleife im Gleichgewicht lag,
das Donor-Akzeptor-Verhalten wechselt, also einmal das Amid-NH als Donor fungiert, und
das andere mal die 9-OH zum Carbonyl des Amids eine Wasserstoffbriicke ausbildet.
Aufschlufl3 dariiber, inwiefern hier mit diesbeziiglichen Wasserstoffbriicken zu rechnen ist,
konnen fiirs erste die entsprechenden Temperaturgradienten geben.

So folgen als nidchstes, tabellarisch aufgelistet, die Daten, welche aus den erfolgten VT-
Messungen in DMSO-dg erhalten werden konnten (Tabelle B.2.-9. und B.2.-10.).

Da das Beispiel der zyklischen Verbindungen zeigte, dall sowohl die Kopplungskonstanten,
als auch die chemischen Verschiebungen weiter wertvolle Anhaltspunkte liefern konnen,
wenn man sie im Vergleich zueinander betrachtet, sind diese ebenfalls hier mit aufgefiihrt.

6-NH 7-OH 8-OH 9-OH AS-NH
(84) 7,5Bic Gly
8 [ppm] 6.50 5.09 5.54 5.54 8.56
3J [Hz] 8.8 4.4 4.4 8.2 6.0
AS/AT [ppb/K] -4.78 -1.87 - - -3.17
(85) 7,5Bic LPhe
& [ppm] 6.49 5.04 5.55 5.42 8.61
3J [Hz] 8.8 4.6 4.0 9.2 73
AS/AT [ppb/K] -4.60 -1.70 -3.13 -0.03 3.15
(86) 7,5Bic DPhe
8 [ppm] 6.46 5.14 5.53 5.50 8.64
3J [Hz] 9.1 4.1 4.1 8.8 8.0
A8/ AT [ppb/K] -4.58 -1.18 -3.43 -1.88 -3.55

Tabelle B.2.-9.: chemische Verschiebungen, Kopplungskonstanten und Temperaturgradienten der Hydroxy- und

Amidprotonen der Tripeptide 84-86 in DMSO-d,
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6A | 7A | 8A | 9A [AS@A)| 6B | 7B | 8B | 9B |AS(B)
NH |-OH |-OH |-OH |-NH |-NH |-OH |-OH |-OH |-NH
(88) 7,5BicA LPheA 7,5BicB LPheB
5 | 656 | 509 | 556 | 567 | 837 | 8.00 | 5.03 | 555 | 5.65 | 8.67
3y 90 | 48 | 48 | 85 | 85 | 85 . 48 | 9.0 | 74
ASIAT | -438 | -1.57 | -328 | -1.65 | -1.48 | -523 | -3.45 | -3.28 | -028 | -3.22
1) 7,5BicA LPhe 7,5BicB DPhe
5 | 656 | 509 | 556 | 5.64 | 837 | 7.99 | 517 | 552 | 5.67 | 8.69
3 85 | 49 | 41 | 85 | 82 | 82 | 49 | 38 | 82 | 80
ASIAT | -4.72 | -1.85 | -3.42 | -1.55 | -1.50 | -5.76 | -4.07 | -3.32 | -2.33 | -3.76
(92) 7,5BicA DPheA 7,5BicB DPheB
6 | 652 ] 506 | 551 | 528 | 851 | 824 | 518 | 554 | 566 | 8.68
3 91 | 41 | 38 [ 102 | 91 | 85 | 49 | 41 | 82 | 7.7
ASIAT |-521 |(-0.62)|-3.05 [(1.42) |-1.67 |-8.01 |-4.05 |-3.40 |-2.45 |-3.48
(90) 7,5BicA DPhe 7,5BicB Gly
5 | 652 | 506 | 551 | 523 | 853 | 821 | 5.14 | 555 | 571 | 8.59
3 91 | 41 | 41 | 104 | 88 | 85 | 52 | 41 | 82 | 58
ASIAT | -5.10 |(-0.47) | -3.03 |(1.53) | -1.98 | -7.53 | -4.10 | -3.03 | -2.68 | -3.18
(89) 7,5BicA LPhe 7,5BicB Gly
5 | 656 | 510 | 556 | 568 | 836 | 798 | 512 | 553 | 572 | 8.61
3 87 | 49 | 41 | 82 | 85 | 82 | 51 | 41 | 82 | 59
ASIAT | -473 | -1.83 | 342 | -1.77 | -1.55 | -5.72 | -425 | 342 | -2.32 | -3.45
(87) 7,5BicA Gly 7,5BicB Gly
5 | 652 | 512|553 [ 552 | 849 | 791 | 514 | 555 | 572 | 8.58
3 88 | 44 | 41 | 88 | 58 | 82 | 52 | 41 | 82 | 58
ASIAT | -4.25 | -1.26 212 | -431 | -3.70 232 | -2.86
(102) 7.5Bic Gly 6,5(A) Gly
5 | 658 | 528 | 555 | 568 | 8.60 | 891 8.73
3 90 | 40 | 39 | 75 5.9 s 5.9
ASIAT | -4.07 | -2.05 | 328 | -2.53 | -1.60 | -2.78 -4.48
(104) 7.5Bic Gly 6,5(A) LPhe
5 | 658 | 526 | 557 | 5.68 | 8.61 | 8.92 8.77
3 9.0 | 4.8 3.8 7.9 6.1 s 7.7
ASIAT | -4.28 | -2.05 | -3.60 | -2.73 | -1.66 | -3.03 -4.97

Tabelle B.2.-10.: chemische Verschiebungen & [ppm], Kopplungskonstanten *J [Hz] und Temperaturgradienten

AS/AT [ppb/K] der linearen Hexapeptide in DMSO-dg.

Wenn die Werte der Temperaturgradienten in Klammern gesetzt sind, bedeutet dies, daf3 hier
keine Gerade erhalten werden konnte, sondern infolge Konformationséinderung ein nichtlinea-
rer Verlauf zu beobachten war.
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Die hierbei erhaltenen Daten unterstiitzen dann auch die zuvor aufgestellte These. So zeigten
vor allem die Amidprotonen der Aminosdure A alle einen Temperaturgradienten, welcher
vom Betrag klar unter —3ppb/K lag, man folglich davon ausgehen kann, daf} diese, zumindest
teilweise, in einer Wasserstoffbriicke gebunden sind.

Dies ist weiter auch fiir die NHs der Aminosdure B der Peptide 87-92 anzunehmen. Zwar lie-
gen diese alle im Grenzbereich, den —3ppb/K, sind aber vom Betrag klar kleiner als die Werte
wie sie fiir die entsprechenden Aminosduren nach dem Aromaten (-4.48ppb/K bzw. —4.97)
erhalten wurden, bei denen keine diesbeziigliche Wasserstoffbriicke vorliegen kann.

Da, wie gesagt, die begriindete Annahme besteht, daf hier ein Wechsel im Donor-Akzeptor-
Verhalten vorliegt, riihrt dieser Wert somit aus einer Mittelung der beiden postulierten Ein-
stellungen, so daBl hieraus ein vom Betrag grolerer Wert resultiert, als wenn ausschlieB8lich
das NH in der Wasserstoffbriicke gebunden wire.

Ein weiterer Punkt, welcher dafiir sprach, dal3
die angesprochenen Amidprotonen in einer ~B0C-7.5BicA-LPheA-7.5BicB-LPheB-
Wasserstoffbriicke gebunden sind, war die 7,5BicC-LPheC-7,5BicD-LPheD-OMe

Tatsache, dall bei der Titration mit D,O bei PheB-NH

allen Peptiden, welche nach einem 7,5-Bizyk- PleC-THL / —
lus folgten, die NHs der Aminosduren den in . hED'NH\ PheA-NH b
Kapitel 2.3.1.2.3. angesprochenen Isotopenef- b .

fekt zeigten. Exemplarisch sei dies anhand der

Boc-7,5Bic-GlyA-6,5(Ar)-GlyB-OMe +1uL D,0O

DMSO,, ohne D,O

R N A N L I T T TP IR IR T R TIR Ta A —

Boc-7,5BicA-LPheA-7,5BicB-GlyB-
7,5BicC-LPheC-7,5BicD-GlyD-OMe

GlyB-NH
GIYD'NH PheA-NH
DMSOd6 + 1 .OML DzO PheC-NH
6(An)-NH _JUJ‘UL
+1uL DO

W ae e s s.ms a.aa s.a soa w.ae sas wem

O
Abbildung B.2.3.2.-10.: 600MHz 'H-NMR, Abbildung B.2.3.2.-9.. ~
D,O-Titration des Hexapeptids 102 in DMSO-dg 600MHz 'H-NMR, D,O-Titration der

Verbindungen 106 und 107 in DMSO-d;
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beiden Hexapeptide 92 und 102 (Abbildung B.2.3.2.-11. und B.2.3.2.-10.) und der Dodeka-
peptide (Abbildung B.2.3.2.-9.) gezeigt.

Dieser beobachtete Effekt offenbart jetzt aber nicht nur, dal das NH, zumindest zeitweise, in
einer H-Briicke gebunden sein mul3, sondern sagt auch ganz klar, daf} als Akzeptor nur eine
Hydroxylgruppe in Frage kommt, und hier in erster Linie dann jene an Position 9, wobei eine
gegabelte H-Briicke zu 7- und 9-OH ebenfalls denkbar und plausibel erscheint.

Boc-7,5BicA-DPheA-7,5BicB-DPheB-OMe

DMSO,, ohne D,O MMUUL}M

577 8.70 S.68 S.60 5.83 885 S48 8.0 8.8 830 633 8.0 8.8

DMSO,, +2uL D,O

PheB-NH 6B-NH 7A-OH

M

Abbildung B.2.3.2.-11.: 600MHz 'H-NMR Spektren des Peptids 92

Diese soeben angesprochene OH-Gruppe an Position 9 zeigt dann gleichfalls einen Isoto-
peneffekt, wobei hier das PheA-NH oder aber auch eine Wechselwirkung zu 7-OH fiir dieses
Verhalten als Erkldrung dienen konnen, zumal im Falle der 7-OHs ebenfalls eine Signalver-
doppelung erkennbar ist.

Keinen Isotopeneffekt zeigen erwartungsgemal3 die NHs an Position 6, sowie LPhe-NH bzw.
GlyB-NH der Hexapeptide 104 und 102, jene AS welche nach dem aromatischen Baustein
folgen.

Betrachtet man weiter die aufgefiihrten Daten in Tabelle B.2.-10. fillt zum wiederholten mal
das Verhalten der Hydroxylgruppe an Position 9A auf, so ist zu beobachten, da3, wechselt
man von L- auf D-Phe, das Signal Hochfeld verschoben erscheint, und man zusétzlich eine
grofere *J-Kopplungskonstante beobachten kann.

Als Beispiel sind in Abbildung B.2.3.2.-12. (nédchste Seite) die entsprechenden Ausschnitte
der "H-NMR Spektren der Verbindungen 89 und 90 gezeigt.

Hierbei handelt es sich nun wiederum um einen Effekt, wie er schon fiir die zyklischen Pepti-
de beschrieben wurde, wo eine Verschiebung zu niedrigeren ppm, einhergehend mit einer
groBBeren Kopplungskonstante, mit einer H-Briicke 9-OH zum Carbonyl der Aminosiure in
Verbindung gebracht wurde.
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Boc-7,5BicA-LPhe-7,5BicB-Gly-OMe 89

9aB

9B-OH 7B-OH /A-OH

7B-OH

o

Abbildung B.2.3.2.-12.: Vergleich der 600MHz 'H-NMR Spektren der beiden linearen
Hexapeptide 89 und 90 in DMSO-d,
Hervorgehoben 9A-OH, wenn AS(A) L- — D-Phe

Wohingegen dann im Falle der Peptide mit L-Phe als erster AS, die entsprechenden Werte der
Hydroxylgruppen an Position 9 eher in Bereichen liegen, welche fiir eine H-Briicke von
LPhe-NH zu 9-OH (Akzeptor) sprechen.

So daB nun, falt man zusammen, anzunehmen ist, daB3 im Fall der linearen Peptide zwar ein
Gleichgewicht dieser beiden unterschiedlichen H-Briicken-Donor-Akzeptor-Muster vorliegt,
aber, vergleichbar den zyklischen, im Falle 7,5Bic-LPhe das Muster NH-Donor-zu-9-OH, und
wenn die Sequenz 7,5Bic-DPhe vorliegt, jenes mit 9-OH-Donor-zum-Carbonyl iiberwiegt.
Unterstiitzt wird diese Annahme auch durch die Beobachtung, dafl die NOEs von DPhe-NH
zu 9-OH bzw. 7-OH bei den Peptiden mit D-Phe als erste Aminosidure weniger intensiv aus-
fallen, als bei jenen, wo L-Phe diesen Platz einnimmt.

(Eine Art Faustregel, welche sich aus den Ergebnissen der zyklischen Peptide ableiten lieB3e,
um schnell aus dem 'H-NMR-Spektrum abschitzen zu kénnen, welches Wasserstoffbriicken-
muster bevorzugt wird: liegt das Signal 9-OH hochfeld von 9a-H, immer gut zu erkennen als
Singulett, fungiert diese Hydroxylgruppe bevorzugt als Donor, wohingegen eine chemische
Verschiebung tieffeld von 9a-H eher dafiir spricht, dal3 diese Hydroxylgruppe iiberwiegend
als Akzeptor des Amidprotons dient)

Betrachtet man jetzt die Temperaturgradienten von 9-OH ist zu konstatieren, daf erstens alle,
auch bei Peptiden mit L-Phe, diese vom Betrag unter -3ppb/K liegen.

Weiter konnte beobachtet werden, dafl bei den 9A-OH der DPheA-Peptide 90 und 92 ein
nichtlinearer Verlauf auftrat. Dies kann daher riihren, da3 durch Temperaturerh6hung die po-
stulierte H-Briicke von 9-OH zu Carbonyl geschwicht wird (— shift zu groeren ppm),
durch diese Schwichung aber nun die Temperaturabhédngigkeit, da die Abschirmung vom
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Losungsmittel geringer wird, zunimmt (— Shift zu niedrigeren ppm), worauthin man,
schlieBlich dann beim Auftragen der Werte ein Kurve erhilt.

Was ferner auffiel, war der Umstand, daf} die Temperaturgradienten von 7A-OH alle vom
Betrag unter 3ppb/K lagen. Folglich sollte auch dieses Proton in einer Wasserstoftbriicke ge-
bunden sein. Am wahrscheinlichsten diirfte hier eine H-Briicke zu 9-OH sein, so dal mogli-
cherweise teilweise ein H-Briickenmuster vorliegt, wie dies z.B. im Kristall von Verbindung
40 (Abbildung B.1.3.-9., 7,5BicOEt) zu sehen ist, mit 7-OH als Donor zu 9-OH und diese
weiter ebenfalls als Donor zum Carbonyl. Aber auch eine H-Briicke zum Carbonyl liegt
durchaus im Bereich des Moglichen, so ist denkbar, da3 das Phe-CO als Akzeptor fiir OH-9
und OH-7 fungiert.

Nicht unwahrscheinlich ist, dal hier mehrere, verschiedene H-Briicken-Muster miteinander
im Gleichgewicht liegen. Da aber nur ein Signalsatz vorliegt, konnen folglich nur Daten er-
halten werden, welche aus einer Mittelung resultieren, so dal3, wenn mehr als zwei bevorzugte
Einstellungen vorliegen, eine genaue Einordnung dieser Zustdnde praktisch nicht mehr erfol-
gen kann.

Ganz am Anfang, als die Synthese dieser Peptide besprochen wurde, war ein Punkt die Wahl
der Aminosduren, und die Entscheidung Phenylalanin einzusetzen und nicht z.B. Alanin. Als
Grund hierfiir wurde genannt, da3 durch die Informationen, welche in diesem Fall iiber die
Ausrichtung der Seitenkette erhalten werden konnen, wiederum Riickschliisse auf die Ge-
samtkonformation des Peptides in Losung moglich sind.

Womit der néchste nun folgende Punkt dieses Kapitels angesprochen wire, die Analyse der
NMR-Daten, welche iiber die Benzylgruppen des Phenylalanins erhalten werden konnten.

S °J NOE NOE NOE | Seitenketten-NOEs
[ppm] [Hz] 6-NH | Phe-NH | Pheo-H Phe-Hyrom. Zu
88 3.16 4.2 + - + proS
L-PheA | 2.69 9.5 : T ; 9A-OH, 2A-H
89 3.15 3.8 + = + proS
L-Phe | 2.68 9.7 - n - 9A-OH, 2A-H
90 3.03 4.4 + - + 2A-H™S,  2A-HP™R,
D-Phe 2.62 10.2 - + - 7B-H
91 3.15 4.1 + - + oroS
L-Phe | 2.70 9.6 - ¥ - 9A-OH, 2A-H
92 3.02 4.4 + - + proS
D-PheA | 262 | 102 - ¥ m—
106 3.15 4% + - +
L-PheA | 2.70 9.7 - + -
3 . 14 ~4* + - + roS
L-PheB [ 274 | 10 - T - |>H", 9-0H
3.15 ~4 + - +
L-PheC "7, 19 - ¥ -
107 3.14 4.1 + - +
L-PheA 2.69 9.5 - + - proS
3.17 i + - (o0
L-PheC | 7 66 9.7 - + -

Tabelle B.2.-11.: NMR Daten und NOEs der diastereotopen Protonen PhefB-CH,, sowie NOEs der Benzyl-
Seitenkette in DMSO-d, (+ intensiver NOE; - schwacher NOE; * *J-Kopplung Abschétzung aus DQF-COSY)
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Hier zeigt sich jetzt ein jeweils einheitliches Verhalten, so daB3 es mdglich ist, den Seitenket-
ten, flir alle Phenylalanine zwischen den Bizyklen, abhéngig von ihrer Chiralitdt, eine defi-
nierte Vorzugskonformation zuzuweisen.

7,5Bic-DPhe-7,5Bic

~4Hz
H 0
s
H<+H Ph | /
N N
N
H*" : i >"
° ~10Hz S

Abbildung B.2.3.2.-13.: Vorzugskonformationen fiir die Seitenketten von DPhe bzw. LPhe zwischen zwei
7,5Bizyklen, welche sich aus den Daten der Tabelle B.2.-11. ergeben (Pfeile: NOEs)

7,5Bic-LPhe-7,5Bic

Eindeutig aus den Kopplungen abzuleiten war die Zuordnung der gauche-trans-Konformation,
dafiir, daB3, wie bei den zyklischen Peptiden, eine Orientierung der Phenylalaninseitenkette
zum Thiazolidinring bevorzugt wird, sprach, neben den NOEs (Phe-Hyrom/2-H), das Verhalten
der diastereotopen Protonen an Position 2, betrachtet man ihre chemischen Verschiebungen.
So ist mit Glycin als Aminosédure nach dem Bizyklus, wie auch beim Monomer, keine Disper-
sion der Signale dieser beiden Protonen zu beobachten, folgt jedoch statt Glycin jetzt Phe-
nylalanin zeigt sich eine klare Aufspaltung, einhergehend mit einer Verschiebung zu hohem
Feld, wobei zusitzlich die Werte ihrer chemischen Verschiebung noch von der Chiralitét des
Phenylalanins abhéngig sind.

In der folgenden Tabelle sind die angesprochenen Daten aufgelistet (die diastereotope Zuord-
nung erfolgte iiber den NOE 9-OH/2-HP™®).

Peptid 87 88 89 90 91 92 106
AS A Gly L-Phe L-Phe D-Phe L-Phe D-Phe L-Phe
o [ppm] | &[ppm] | &[ppm] | &[ppm] | &[ppm] | d[ppm] | & [ppm]

2A-HPR | <33 3.17 3.17 2.92 3.17 2.93 3.17

2A-HPS | ~3.3 3.05 3.04 2.74 3.06 2.74 3.04

Tabelle B.2.-12.: chemische Verschiebung der diastereotopen Protonen an Position 2A in DMSO-ds, wenn eine
Sequenz 7,5BicA-AS(A)-7,5BicB vorliegt

Geht man davon aus, dal diese hier auftretende hydrophobe Wechselwirkung der Phe-
Seitenkette mit dem Thiazolidinring eine Verschiebung der Signale in Richtung héherem Feld
bewirkt, so wie sie hier beobachtet wurde, 1463t sich aus diesen Werten ableiten, dal} im Falle
von D-Phe, diese Wechselwirkung hier stirker vorhanden sein miisse als bei der entsprechen-
den L-konfigurierten Aminosiure (z.B. AS(A):Gly—2A-HP™® ~3 3ppm, AS(A):L-Phe—2A-
HP™S ~3.0ppm, AS(A):D-Phe—2A-H" S ~2.7ppm).

Eine Aussage, die so gut mit den erhaltenen NOEs der aromatischen Benzylprotonen iiberein-
stimmt, welche im Falle von D-Phe zum einen zu beiden diastereotopen Protonen zu beob-
achten sind (bei L-Phe nur NOE Phe-Hgom/2-HP™%), und zum anderen hier auch deutlich in-
tensiver auftreten (siche z.B. ROESY von 90, Abbildung B.2.3.2.-8.).
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Wenn der Benzyl-Seitenkette hiermit auch je ein Hauptkonformer zugewiesen werden konnte,
zeigt schon die Grofle der jeweiligen Kopplungskonstanten, da3 natiirlich nicht ausschlieBlich
die hier postulierte Form eingenommen wird, so erklart sich z.B. auch der NOE von DPhe-
Harom, zu 7B-H der Verbindung 90 (2D-ROESY Abbildung B.2.3.2.-8.), welcher dann dafiir
spricht, daB in geringem Maf3e auch die alternative gauche-trans-Konformation, jetzt mit Sei-
tenkette zu 7,5BicB, populiert wird.

Da nun eine ganze Reihe von Daten aufgelistet worden sind, sei noch einmal kurz, als kleiner
Einschub, auf das Problem der Epimerisierung bei der Synthese von Hexapeptiden mit D-Phe
eingegangen:

Wie gesagt, sprach alles dafiir, da3 als Ort der Epimerisierung bei der Synthese von 92 prak-
tisch nur Phenylalanin A in Frage kam (Kapitel 2.3.1.2.4.2.), und man folglich als Nebenpro-
dukt zur Verbindung 91 mit L-Phe als erster AS gelangt.

Dies wird jetzt weiter auch durch die hier aufgefiihrten Daten bestitigt, wo die Werte fiir die
Sequenz -7,5BicA-Phe- von 91 immer mit den Peptiden iibereinstimmen, bei denen L-Phe die
erste AS bildet, und sich klar von 92 und 90 unterscheiden, wo nun D-Phe diesen Platz ein-
nimmt.

Nachdem jetzt die Ausrichtung der Amidbindung, nach dem Bizyklus, an Position 3 bespro-
chen wurde (konformationeller Wechsel), und der Seitenkette ein Hauptkonformer zugewie-
sen werden konnte, fehlt noch die rdumliche Orientierung der Amidbindung von 6-NH, des
folgenden Bizykluses, bei den Hexapeptiden 7,5BicB.
AufschluB hieriiber konnen, neben der *J-Kopplungskonstante, vorrangig die fiir NH-6 erhal-
tenen NOEs liefern.
Betrachtet man die zuvor in Abbildung B.2.3.2.-7. und B.2.3.2.-8. gezeigten Ausschnitte der
2D-ROESYs dieser Hexapeptide, so ist fiir alle 6B-NHs ein, beziiglich ihrer Intensititen, ver-
gleichbares NOE-Muster zu beobachten.

OH So ist der intensivste NOE in allen
Féllen jener von 6B-NH zu Pheo-H,
wéhrend jener zum eigenen o-Proton

(6B-H) klar schwicher ist. Weitere
kurzer Abstand NOEs

"" " 6NH/Phea-H

welche beobachtet werden
konnten, sind jene zu 7-H, 7-OH und

N/H l o der NH-NH-NOE zu Phe-NH, alle in
A —__ langer Abstand
: 6NH/6H vergleichbaren Intensitéten.

0

Abbildung B.2.3.2.-14.: Ausrichtung von 6-NH
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Um genauer abschitzen zu konnen, welche konformationellen Verhiltnisse hier vorliegen
wurden die entsprechenden Kreuzsignale noch integriert, und daraus dann der Abstand be-
rechnet, welcher sich fiir das entsprechende Protonenpaar ergeben wiirde.

AS(A) I (6B-NH/7B-OH) |T (6B-NH/7B-H) | I (6B-NH/PheaH) |I (6B-NH/6B-H) |T (6B-NH/Phe-NH)
[A] [A] [A] [A] [A]
88 | L-Phe 2.8 2.4 3.0
89 | L-Phe 3.0 2.9 2.4 3.0 3.2
90 | D-Phe 2.9 2.4 3.3
91 | L-Phe 3.0 2.8 24 2.9 32
92 | D-Phe 2.9 2.8 2.3 29 33

Tabelle B.2.-13.: Protonen-Protonen-Abstinde welche sich aus der Integration der NOEs aus den 2D-ROESY-
Spektren (Abbildung B.2.3.2.-7. und B.2.3.2.-8.) ergeben.

Somit sind jetzt insgesamt geniligend Daten vorhanden, um nun auch genauere Aussagen im
Hinblick auf die Konformationen der linearen Peptide machen zu konnen.

Zunichst soll die Sequenz 7,5BicA-LPhe-7,5BicB betrachtet werden:

Da mit Sicherheit gesagt werden kann, da3 die Amidbindung an Position 3A einer Dynamik
unterworfen ist, wobei es sich hierbei mit aller Wahrscheinlichkeit um eine Umkehrung des
Donor-Akzeptor-Verhaltens der 9A-OH zu dieser Amidbindung handelt, kann es folglich nur
darum gehen, zu untersuchen, in wieweit dennoch eine Konformation bevorzugt wird, um
dann aus den hier erhaltenen Daten, immer unter dem Vorbehalt, da3 diese mehr oder weniger
aus einer Mittelung herriihren, einen Strukturvorschlag fiir diese zu erarbeiten.

Wie angesprochen sprachen die NMR-Daten der Hydroxylgruppen an Position 9A im Falle
der Sequenz 7,5BicA-LPhe dafiir, dal das Gleichgewicht auf jener Seite liegt, bei der 9A-OH
als Protonenakzeptor von PheA-NH fungiert. Zu diesem Resultat gelangt man auch, wenn
man versucht die restlichen Daten, (Orientierung der Seitenketten und NOE-Muster) mitein-
ander zu verkniipfen. So lassen sich diese nur zur Deckung bringen, wenn besagte Orientie-
rung des 3A-Amids vorliegt (Abbildung B.2.3.2.-15., Struktur links).

Betrachtet man die alternative Einstellung, H-Briicke 9A-OH zum Carbonyl, so sind die er-
haltenen Daten jetzt nur noch in sich konsistent, wenn man auf die Orientierung der Seiten-
kette zum Thiazolidinring ,,verzichtet” (Abbildung B.2.3.2.-15., rechte Struktur).

Setzt man hingegen voraus , dafl die Benzylgruppe weiter zum besagten Fiinfring zeigt, so
weicht die nunmehr resultierende Struktur klar von den erhaltenen Daten der ROESY-
Spektren ab (es wire nun z.B. ein deutlich intensiverer NOE von Phe-aH zu Phe-NH zu er-
warten, auch sollten die diastereotopen Phef-Protonen ein signifikant anderes NOE-Muster
aufweisen).
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Somit ist es dann auch mdglich, einen Strukturvorschlag fiir eine Hauptkonformation der
Peptide mit der Sequenz —7,5Bic-LPhe-7,5Bic- zu machen (Abbildung B.2.3.2.-15.)

7.5BicA-LPhe-7,5BicB I1

( H-Briicke 9A-OH zum Carbonyl 3A,
ohne Ausrichtung der LPhe
Seitenkette zum Thiazolidinring )

7.5BicA-LPhe-7,5BicB 1
( H-Briicke PheA-NH zu 9A-OH )

Abbildung B.2.3.2.-15.: Darstellung der nach der restrained MD ( 10x28ps, dann 10ps ohne restrains )
erhaltenen Struktur fiir die 7,5BicA-LPhe-7,5BicB-Untereinheit der linearen Peptide
links: Strukturvorschlag fiir das Hauptkonformer mit postulierter H-Briicke ( 9A-OH-
Akzeptor )
rechts: Struktur mit alternativer H-Briicke ( 9A-OH-Donor )

Wenn soeben davon die Rede war, daB3 die linke Struktur in der Abbildung zuvor, mit den
erhaltenen Ergebnissen der NMR-Analytik in Einklang zu bringen sei, heillt das nicht, daf3
dieser Strukturvorschlag fiir die Hauptkonformation mit allen erhaltenen Daten {iberein-
stimmt, denn da diese zweifelsohne teilweise gemittelte Werte darstellen, wiirde eine Struktur
basierend auf diesen Daten, wenig wahrscheinlich ein Energieminimum darstellen, sonder
eher zu einer Struktur fithren welche sich in einem diesbeziiglichen Maximum befinden wiir-
de.

Voraussetzung um anhand der hier erhaltenen Daten zu einem zufriedenstellenden Ergebnis
zu gelangen, war erstens herauszufinden, wo, an welcher/en Position/en des Molekiils ein
dynamischer Prozel} eine Rolle spielt, und zweitens, war es weiter erforderlich, dal man auch
in der Lage war, flir die jeweils hier auftretenden Gleichgewichtseinstellungen einen Struk-
turvorschlag abgeben zu konnen.

Bei dem soeben gezeigten Strukturproblem ist der postulierte Flip des Amids an Position 3A
solch ein Fall, so wiirde eine Strukturanalyse, welche auf den erhaltenen NOEs (Phe-NH in-
tensiver NOE zu 3A und 9A-OH) basieren wiirde, mit Sicherheit zu einer Konformation fiih-
ren, welche praktisch so gut wie nie populiert wird. Aus diesem Grund war es unumgénglich,
sich vorher fiir eine Hauptkonformation zu entscheiden, in diesem Fall zuerst einmal fiir die
als favorisiert angenommene Ausrichtung mit Phe-NH in einer H-Briicke zu 9A-OH.
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Von diesem Punkt aus, konnte jetzt eine genauere Betrachtung der restlichen Strukturvaria-
blen, der Ausrichtung von 6B-NH sowie der Konformation der Seitenkette, erfolgen.

Im Falle der zweiten Amidbindung ist ein NOE Muster zu beobachten, welches fiir diesen
Molekiilteil nun iiberwiegend fiir eine Hauptkonformation spricht, so bewegen sich die hier
erhaltenen Abstéinde insbesondere von 6B-NH zu 6B bzw. zu Phea-H deutlich im Grenzbe-
reich, so entspricht zum einen der Abstand von ~3A fiir 6B-NH zu 6B, welcher aus den NOEs
bestimmt wurde (Tabelle B.2.-13.), recht genau der maximal hier zu erwartenden Entfernung,
und zum anderen sind die 2.4A, welche fiir 6B-NH/Phea-H berechnet wurden, in etwa das,
was flir eine minimale Entfernung dieser Protonen zu erwarten wire (absolutes Minimum
wire hier 2.15A).

So daf3 schluBendlich folgt, dafl diese Werte sehr wahrscheinlich nicht aus einer Dynamik in
der Konformation herriihren, und damit auch so in die Strukturermittlung mit einflieBen
konnten, und dies folglich dann auch taten.

Bleibt noch die Orientierung der Seitenkette, auf welche schon ausfiihrlich eingegangen wur-
de, und welcher ebenfalls eine Hauptkonformation zugewiesen werden konnte.

Diese wurde dann, auch wenn die hier erhaltenen *J-Kopplungskonstanten (9-10Hz trans, 4-
5Hz gauche) von den zu erwartenden Extremwerten abweichen, so daf hier sicher die anderen
Rotamere noch eine Rolle spielen, ebenfalls in die durchgefiihrte MD mit einbezogen.

Zu der zweiten in Abbildung B.2.3.2.-15. gezeigten Konformation ist zu sagen, dal} diese zu-
nichst einmal in erster Linie aus Griinden der Anschaulichkeit gebracht wurde, um zu ver-
deutlichen, was zuvor {iber diese mogliche Konformation hier ausgesagt wurde.

Dal diese Struktur neben dem Vorschlag fiir das Hauptkonformer steht, soll nicht hei3en, daf3
das zu beobachtende dynamische Gleichgewicht auf einem Wechsel genau dieser beiden hier
dargestellten Konformationen beruht, auch wenn sich die erhaltenen Ergebnisse der NMR-
Analyse in ihren Grundziigen mit einem Gleichgewicht der postulierten Hauptkonformation
mit dieser zweiten Struktur, als weniger stark populierte Nebenkonformation, in Einklang
bringen lassen wiirden.

Da es jetzt also gelang der Sequenz 7,5BicA-LPhe-7,5BicB eine mogliche Vorzugskonfor-
mation zuzuweisen, wird es im Folgenden vor allem interessant sein, in wieweit sich das hier
vorgeschlagene strukturelle Verhalten auf das Dodekapeptid 106, welches aus mehreren die-
ser Untereinheiten aufgebaut ist, iibertragen 1483t.

Doch bevor nun die groBBeren Peptide betrachtet werden, steht noch die Antwort auf die Frage
im Raum, wie sich eine Anderung der Konfiguration des Phenylalanins auf die Gesamtkon-
formation dieser Peptide auswirkt.

Einige wichtige Punkte wurden schon gebracht, so unterliegt auch hier die Amidbindung mit
threm Wasserstoftbriickenmuster einem dynamischen ProzeB, nur daB jetzt die chemische
Verschiebung der 9A-OH, mehr Richtung Tieffeld als zuvor bei den Peptiden mit L-Phe, da-
fiir spricht, daf in diesem Fall eine Konformation bevorzugt wird, in welcher diese Hydroxyl-
gruppe als Protonendonor zum Carbonyl der Amidbindung fungiert,.

Diese Aussage wird dann auch durch die restlichen Daten unterstiitzt, denn vergleichbar dem
Fall zuvor, kann eine widerspruchslose Verkniipfung mit den restlichen Parametern (Orientie-
rung der Seitenketten und NOE-Muster von 6B-NH), nur dann erreicht werden, wenn der
Hauptkonformation besagtes H-Briickenmuster zugewiesen wird.
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Weiter ist auch hier die alternative Konformation (H-Briicke: DPhe-NH zu 9A-OH als Ak-
zeptor) nur dann moglich, wenn die Ausrichtung der Benzyl-Seitenkette zum Thiazolidinring,
nicht mehr vorausgesetzt wird (Abbildung B.2.3.2.-16., Struktur rechts)

7.5BicA-DPhe-7,5BicB I
( H-Briicke 9A-OH zu CO-NH-DPhe )

7.5BicA-DPhe-7,5BicB I1

( H-Briicke DPhe-NH zu 9A-OH,
ohne Ausrichtung der DPhe
Seitenkette zum Thiazolidinring )

Abbildung B.2.3.2.-16.: Darstellung nach der restrained MD (10x10ps, dann 10ps ohne restraints ) erhaltenen
Struktur fiir die 7,5BicA-DPhe-7,5BicB-Untereinheit der linearen Peptide
links: Strukturvorschlag fiir das Hauptkonformer mit H-Briicke ,,9A-OH-Donor*
rechts oben: Struktur fiir alternative H-Briicke ,,9A-OH-Akzeptor*
( MD ohne restraints DPhe-Seitenkettenabstand zu 2A-CH, )
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Beim nichsten Punkt, welcher behandelt werden soll, handelt es sich um die Ergebnisse aus
der Strukturanalyse der beiden Dodekapeptide 106 und 107.

Einige wichtige Aspekt, beziiglich der Konformation dieser beiden Verbindungen, wurden
zuvor schon angesprochen, so konnte zum einen gezeigt werden, daf3 auch bei diesen Peptiden
ein Gleichgewicht des Donor-Akzeptor-Verhaltens, zwischen 9-OH/3-CO und Phe-NH/9-OH,
vorliegt.

Ebenso wurde anhand der entsprechenden Spektren gezeigt, da3 fiir alle Amidprotonen der
Aminoséuren bei der Titration mit D,O in DMSO-d¢ ein Isotopeneffekt beobachtet werden
konnte, infolgedessen diese sich, zumindest teilweise, in einer sequentiellen Wasserstoffbriik-
ke zu einer Hydroxylgruppe befinden miissen.

Weiter wurde die Orientierung der Phenylalanin Seitenkette erortert, wobei als Ergebnis fiir
das Hauptrotamer eine gauche-trans-Konformation der beiden B-Protonen zu H-a., vergleich-
bar jener von L-PheA der Hexapeptide, vorgeschlagen wurde, also eine Konformation mit
Ausrichtung der Benzylgruppe zum Thiazolidinring.

Was jetzt noch fehlt sind die NMR Daten, Kopplungskonstanten, chemischen Verschiebungen
und Temperaturgradienten der Hydroxylgruppen und der Amidprotonen, sowie die Ergebnis-
se, welche aus der Bestimmung der Interprotonenabstinde erhalten wurden, und hier insbe-
sondere wiederum jene von 6-NH, um dadurch genaueres iiber die Orientierung dieser zwei-
ten Amidbindung zu erfahren.

106 107
8 J AS/AT 8 y AS/AT
[ppm] [Hz] [ppb/K] [ppm] [Hz] [ppb/K]
7A-OH 5.02 - -1.43 5.08 4.9
9A-OH 5.67 8.7 0.22/-1.23* | 5.66 8.5 -1.68
PheA-NH | 8.39 8.5 -1.96 8.36 8.7 -1.68
6B-NH 8.12 8.2 -6.50 8.03 8 -5.58
7B-OH 491 6.4 2.12 5.06 ] 2.10
9B-OH 5.90 8.7 3.10/-3.50% | 5.75 ~8.5 3.05
PheB-NH | 8.56 7.4 -3.28
GlyB-NH 8.49 5.9 (pt) -2.90
6C-NH 8.25 8.2 -7.30 8.01 8 -5.58
7C-OH 4.97 6.1 2.20 5.05 - 3.57
9C-OH 5.89 8.7 3.10/-3.50% | 5.99 7.7 4.32
PheC-NH | 8.57 7.9 -3.00 8.43 8.5 -1.98
6D-NH 8.19 8.2 7.12 8.04 8.2 -5.58
7D-OH 5.09 5.4 421 5.18 5.1 4,02
9D-OH 5.67 8.7 0.22/-123*| 576 8.2 22,20
PheD-NH | 8.67 7.4 -3.38
GlyD-NH 867 | 59(pH | -2.90

Tabelle B.2.-14. : NMR Daten der Amid- und Hydroxylprotonen der beiden Dodekapeptide in DMSO-dg
*Infolge Signaliiberlagerung von 9A- mit 9D-OH, bzw. 9B- mit 9C-OH bei 300K, war eine
Unterscheidung dieser Signale im weiteren Verlauf der Temperaturmessung nicht moglich.
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Zunichst sollen die Hydroxylgruppen an Position 9 einer genaueren Analyse unterzogen wer-
den. Als Vergleich sind noch einmal die Werte gebracht, welche fiir die 9A-OHs der Hexa-
peptide mit L-Phe als AS (A) erhalten wurden.

8: ~5.6ppm; “Jop-om, o ~8.5Hz; AS/AT: -1.6ppb/K

Betrachtet man nun die entsprechenden Daten dieser Peptide féllt auf, daB hier die Werte der
Hydroxylgruppen an Position 9 der mittleren beiden Bizyklen B und C, doch deutlich von
jenen der Hexapeptide abweichen, und zwar in sofern, daf sich diese jetzt den Werten noch
weiter anndhern, welche, aufgrund der Ergebnisse, die bei den zyklischen Peptiden erhalten
wurden, fiir eine Situation mit Phe-NH in einer H-Briicke zu 9-OH, als Akzeptor, sprechen.
So liegt die chemische Verschiebung bei héheren ppm (5.89-5.99ppm), die *J-Kopplung wird
kleiner (7.7Hz) und der berechnete Temperaturgradient vom Betrage groBer ( -3.1 bis -
4.3ppb/K)

Dies wire ein Hinweis dafiir, dal die Struktur nach auflen hin mehr Dynamik zeigt, oder po-
sitiv ausgedriickt, zeigt sich flir die mittleren Einheiten dieses Peptids jetzt eine noch stirkere
Bevorzugung hin zu nur einer Konformation.

Gegen diese Vermutung spricht dann allerdings der Temperaturgradient von PheB- und PheC-
NH, der gegen diesen Trend nun einen groferen Betrag aufweist ( -2.0 bis -3.3ppb/K im Ge-
gensatz zuvor mit ~ -1.5ppb/K)).

Ergénzend zu den schon gebrachten Informationen iiber die Orientierung der Phe-Seitenkette
sind in der nichsten Tabelle wiederum die chemischen Verschiebungen der diastereotopen
Protonen an Position 2A-D gebracht

Tabelle B.2.-15.: chemische Verschiebung der diastereotopen Protonen an Position 2 von 107, 108 in DMSO-d,

106 107
ASX | L-Phed | L-PheB | L-PheC | L-PheD | L-Phed | GlyB | L-PheC | GlyD
o [ppm] | & [ppm] | & [ppm] | 6 [ppm] | & [ppm] | & [ppm] | & [ppm] | 6 [ppm]
2X-HR | 3.17 3.21 3.21 3.23 317 | 330H' | 3.17 3.29
2X-HPS | 3.04 3.00 3.01 3.14 3.04 | 326H" | 298 3.29

Wie schon bei den Hexapeptiden zeigt sich jetzt wiederum deutlich der EinfluB der Ami-
noséure auf die chemische Verschiebung dieser diastereotopen Protonen, so ist auch in diesem
Fall zu beobachten, dal3, wenn Glycin dem Bizyklus folgt, kaum Dispersion der beiden Si-
gnale auftritt. Nimmt dagegen Phenylalanin diesen Platz ein, so ist zum einen ein klarer Un-
terschied in der Verschiebungen, sowie ein genereller Shift zu niedrigeren ppm vorhanden,
wobei 2-HP™ das hoherfeldige Proton ist, also jenes, welches niher zum Aromaten der Sei-
tenkette hin orientiert ist (nur dieses diastereotope Proton zeigt den NOE zu Phe-Hom.).

Ein struktureller Aspekt auf den bisher noch nicht eingegangen wurde, ist die Konformation
des Thiazolidinringes. Hier deuten die Werte fiir die *J-Kopplungskonstanten der CH,-Gruppe
dieses Fiinfringes darauf hin, daB3, und dies gilt fiir alle gezeigten linearen Peptide, ein dyna-
misches Verhalten dieses Strukturelements anzunehmen ist (ring puckering), so konnten hier
immer gemittelte Werte (3J2_Hpros, 3~ 8.5Hz, 3 2-HproRr, 3 ~ 7.5Hz) erhalten werden, ganz im Ge-
gensatz zu den zyklischen Hexapeptiden (hier z.B. 3 2-Hpros, 3 ~ 11Hz), bei welchen dem Thia-
zolidin eine klare Vorzugskonformation zugewiesen werden konnte.
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Als letzter wichtiger Punkt fiir die Konformationsanalyse, stehen jetzt noch die Ergebnisse an,
welche tiber die Interprotonenabstinde der beiden Peptide erhalten wurden.

Der hierbei relevante Ausschnitt des ROESY-Spektrums des Dodekapeptides 106 wurde
schon zu Beginn dieses letzten Kapitels gezeigt (Abbildung B.2.3.2.-4.). Aus Griinden der
Vollstindigkeit sei in der folgenden Abbildung noch das entsprechende 2D-Spektrum des
zweiten Peptids 107 gebracht.

9B-OH 7A:OH 3B 3

s pros BHTH
9C.OH D PheA-jH™ 24.H™  PheA-BH

9D.0H 9A-OH 00 N\ 7c.0H ) ERALC CUPCH: pnec.pm™ / acqres | PheCTH™
| ppm E
Phe-H, ., 2.2 W
0 0 ° ® 0 v @ o0 )
: 7.4
7.6 ln
7.8 6B/C/D ?0
c b / &
6-NH F] 8.0 0 o @ @@ o) @
8.2+ ;
PheA-NH ] ] o @
Teret 8.4
Pl % o 69 e & %o @
GlyD-NH 8.6 0@ ) [+: ] <]
8.8 T T T T T T 4 T
6.0 3.5 5.0 4.3 4.0 3.5 3.0 Ppm

Abbildung B.2.3.2.-17.: 600MHz ROESY der Verbindung 107 in DMSO-ds, Ausschnitt NH-Bereich

Hier zeigt sich ein Umstand, welcher dann bei der Auswertung dieses Spektrums teilweise
Probleme bereitete. So sind die einzelnen Signale zwar noch so weit separiert, da3 hieriiber
eine Zuordnung gefiihrt werden konnte, auch ist wiederum das Gleichgewicht um Amidbin-
dung C3-CONH, mit den signifikanten NOEs (NH zu 3-H und 7-OH/9-OH) ersichtlich, und
das NOE-Muster der PhefB-Protonen ist gleichfalls erkennbar, was anhand dieses Spektrums
dann aber nicht mehr moglich war, und einen wesentlichen Punkt der Strukturanalyse zuvor
darstellte, wire die Integration der einzelnen, relevanten Kreuzsignale zu 6-NH, um hiertiber
die Interprotonenabstinde zu berechnen, da diese weitestgehend Signaliiberlagerung erfuhren.
Folglich war hier nur eine grobe Abschitzung der Intensititsverteilung moglich.

Im Falle des Peptids 106 hingegen war eine Integration der entsprechenden Signale moglich,
die hier erhaltenen Werte sind in der folgenden Tabelle aufgezeigt.

106 I (6-NH/7-OH) |r (6-NH/7-H) |T (6-NH/Phea-H) |TI (6-NH/6-H) |TI (6-NH/Phe-NH)
[A] [A] [A] [A] [A]
ROESY 35 3.0 24 3.1 3.7
6B-NH NOESY 3.0 2.6 2.3 2.8 2.9
«C.NH |ROESY 35 3.0 2.4 3.1 4.1
NOESY 3.0 2.7 22 2.8 2.9
«p.NH |ROESY 33 3.0 2.4 3.2 3.8
NOESY 3.0 2.7 2.2 2.9 2.9

Tabelle B.2.-16.: Berechnete Abstéinde aus den NOESY/ROESY-Spektren von 106 in DMSO-ds
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Hier weichen die erhaltenen Werte, einmal aus einem 2D-ROESY und das andere mal aus
einem 2D-NOESY zwar leicht voneinander ab, zeigen aber schon die zuvor beobachtete Ten-
denz.

Die grofite Abweichung ist erwartungsgemal fiir die Signale zu den ebenfalls aziden Protonen
7-OH und Phe-NH zu beobachten. Es wurden dann zum einen, wie auch schon bei der MD
zuvor, die Werte zu 7-OH nicht mit einbezogen, da diese zudem grundsétzlich stark abhéngig
von deren Ausrichtung sind, welche schwer zu ermitteln ist, und mit Sicherheit mehrere Ein-
stellungen aufweist, und weiter wurde fiir den NHNH-NOE ein Abstand von 3.3A gewiihlt.
(Die restlichen restraints die verwendet wurden waren: 6NH/7H 2.9A; 6NH/Phea-H 2.4A und
6NH/6H 3A)

Zusammenfassend kann dann gesagt werden, dall vor allem im Falle des Dodekapeptids 106
Boc-(7,5Bic-LPhe)s-OMe, ein konformationelles Verhalten angenommen werden kann, wie
dies zuvor fiir die Sequenz 7,5BicA-LPhe-7,5BicB postuliert wurde.

Somit wurde jetzt fiir die Sequenz 7,5Bic-(LPhe-7,5Bic); eine Molekiildynamik durchgefiihrt,
welche auf denselben Voraussetzungen wie zuvor basierte :

- H-Briicke Phe-NH zu 9-OH (Akzeptor)

- Den Werten fiir die Abstéinde von 6-NH (s.0.) aus den NOE-Daten

- Seitenkettenrotamer mit Ausrichtung der Benzylgruppe zu Thiazolidinring

Die Molekiildynamiksimulation, welche hier durchgefiihrt wurde, bestand aus einem Zyklus
von 10x10ps. In der folgenden Abbildung sind dann zum einen eine Uberlagerung der hierbei
erhaltenen 10 Strukturen gezeigt, und rechts davon die gemittelte und nochmals energiemini-
mierte Struktur, resultierend aus diesen 10 Strukturen.

(Diese gemittelte Struktur wurde nochmals fiir 10ps, ohne jegliche restraints minimiert, wobei
die hierbei erhaltene Konformation keine signifikanten Abweichungen erkennen lie3, und
praktisch deckungsgleich mit der Ausgangsstruktur war)

7,5Bic-LPhe-7,5Bic-LPPhe-7,5Bic-LPhe-7,5Bic

Abbildung B.2.3.2.-18.: Konformation aus einer 10x10ps MD
links: Superposition der 10 Strukturen
rechts: Struktur aus Mittelung dieser 10 ,,Schnappschiisse
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Da es relativ schwer ist, die hier erhaltene Konformation in einer iibersichtlichen Weise dar-
zustellen, wird in der folgenden Abbildung zum einen auf die Wasserstoffatome verzichtet

(Struktur links) und in der zweiten Darstellung, rechts, ist dann nur noch das Peptidriickgrat
gebracht.

Abbildung B.2.3.2.-19.: Konformer aus 10x10ps MD ( links: ohne H-Atome, rechts: nur Peptidriickgrat )

Hier zeigt sich jetzt eine Art helikale Struktur, wobei in diesem Fall keine gestreckte Helix
vorliegt, wie beim Homooligomer, sondern nunmehr eine, mit einer niedrigeren Ganghohe.
Prinzipiell ist dies natiirlich nur ein Strukturvorschlag fiir eine plausible Konformation. Allein
durch die angesprochene Dynamik der Amidbindung von Phe-NH, ergeben sich, unter der
Voraussetzung, da3 alle anderen Freiheitsgrade ausgefroren sind, schon acht verschiedene
Konformere. Was hier zu sehen ist, ist nur die Struktur welche nach Auswertung der Daten
am plausibelsten eine bevorzugte Stellung unter all den denkbaren Konformeren einzunehmen
im Stande zu sein scheint, wobei nicht einmal ausgeschlossen werden kann, dal3 diese Kon-
formation praktisch nie populiert wird.

(Um das gesagte vielleicht noch etwas anders zu verdeutlichen:

Wiire es moglich, tatsdchlich so etwas wie einen Schnappschul} eines Peptides in Losung zu
erlangen, welcher dieses dann in seiner momentanen Konformation zeigen wiirde, und gébe
es ein Gewinnspiel, bei welchem man tippen konnte, welche Konformation eben auf diesem
Bild zu sehen ist, so erscheint, nach Auswertung der NMR Daten, jene soeben gezeigte
Struktur die zu sein, welche die groBten Gewinnchancen erwarten lief3e)

Um eine Idee zu vermitteln, wie diese Struktur im ,,Idealfall“ aussehen konnte, wurde das
alternierende Bic-LPhe Peptid noch verlidngert, und eine Struktur aus 7,5Bic-(LPhe-Bic)s auf-
gebaut.

Da die Werte aus den NMR-spektroskopischen Untersuchungen der Sequenzen 7,5Bic-LPhe-
7,5Bic ndherungsweise bei allen linearen Peptiden immer die gleichen Ergebnisse brachten,
folgt hieraus im Idealfall ein symmetrischer gleichformiger Aufbau dieser Peptide.
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Somit ergibt sich die in Abbildung B.2.3.2-20. gezeigte Struktur, bei der man ein Struktu-
relement vergleichbar den zyklischen Hexapeptiden wiederfindet, mit dem Bizyklus in der
langen Seite und Phenylalanin in der engeren Windung.
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Abbildung B.2.3.2.-20.: Links: Schema einer idealisierten Struktur von poly(7,5Bic-LPhe)
Mitte: eine Konformation von ideal-7,5Bic(LPhe-7,5Bic)s
Rechts: Peptidriickgrat von ideal-7,5Bic(LPhe-7,5Bic)s

Noch mehr als bei der zuvor gezeigten Struktur des Dodekapeptids gilt hier, da3 das, was so-
eben gezeigt wurde, nicht die Konformation dieser Peptide in Losung, ist, es ist, unter der
Voraussetzung, daf3 alle Phe-NHs als Donor zu den 9-OHs fungieren, eine Konformation, die
so wie sie hier vorgestellt wird, mit den erhaltenen Daten aus den NMR-spektroskopischen
Untersuchungen in Einklang zu bringen ist.

Es handelt sich hierbei um ein Konformer, welches plausibel erscheint, und unter allen denk-
baren mit zu den wahrscheinlichsten z&hlt.

In dieser Abbildung geht es lediglich darum, ein Bild zu vermitteln, um welche Struktur sich
diese linearen Peptide in ihrem dynamischen Verhalten bewegen.
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2.3.2.4. Copolymere des 7,5Bizykluses mit Glycin als Aminosédure

In diesem letzten Unterkapitel werden noch die linearen Peptide behandelt, welche sich alter-
nierend aus dem 7,5Bizyklus und Glycin aufbauten, also Peptide des Typs (7,5Bic-Gly),.

Hier sollte zum einen untersucht werden, inwieweit sich die Substitution von Phenylalanin,
durch die, im allgemeinen mehr Dynamik zulassende, Aminosdure Glycin auf das Gesamtsy-
stem auswirkt.

Ein zweiter Punkt, welcher dann von eher speziellem Interesse war, war der Gedanke, dafl
solch ein Peptid, aufgebaut aus den identischen Tripeptiduntereinheiten 7,5Bic-Gly, ver-
gleichbar dem Collagen, ebenfalls aufgebaut aus Tripeptiduntereinheiten, hier (Pro-Hyp-
Gly),, moglicherweise auch in der Lage sein konnte eine diesbeziigliche Tripelhelix auszubil-
den (Abbildung B.2.3.2-21.), man somit ein Collagenmimetikum in der Hand hétte [136]-
[139]. Hierauf hin wurden dann auch grofere Peptide, bis n = 6, der Sequenz 7,5Bic-Gly
synthetisiert.

Collagen Modell
(Pro-Hyp-Gly), (7,5Bic-Gly),

H
NH s 5 ¢ O
N OH O oy
H=N.  NH s o
/NH N OH
o A8

Abbildung B.2.3.2.-21 : links: Strukturmodell von natiirlichem Collagen
rechts: Modell eines Collagenmimetikums aufbauend auf 7,5Bic-Gly

2.3.2.4.1. Synthesen

Wie angedeutet wurden in dieser Arbeit Musterpeptide, aufbauend auf 7,5Bic-Gly-
Untereinheiten, bis hin zu einem Oktadekapeptid synthetisiert.

Ausgangspunkt war das zuvor schon vorgestellte Hexapeptid 87. Auf dieses wurde zuerst ein
eine Tripeptideinheit, 7,5Bic-Gly, gekuppelt, womit folglich das aus drei Dreiereinheiten be-
stehende Nonapeptid 108 erhalten wurde. Dieses wurde nun nochmals verdoppelt zur End-
verbindung 109.

Da sich im Gegensatz zu den unpolareren Dodekapeptiden 106 und 107, welche problemlos
flashchromatographisch aufgereinigt werden konnten, schon bei Verbindung 108 erste kleine-
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re Probleme bei diesem Reinigungsschritt zeigten, die Zielverbindung konnte zwar sauber
isoliert werden, eluierte aber sehr spit, bei schon sehr polaren Losungsmittelverhéltnissen,
war die Entscheidung nun, das Oktadekapeptid 109 direkt nach der Kupplung gleich tiber
HPLC aufzureinigen. Dies gelang.

Abbildung B.2.3.2.-22. zeigt dann die soeben angesprochene Synthese.

boc— N
1. Et,0 x HCI
2. PyBop, NMM, DMF, RT
OH 99
HO,I’ S
HOQ& xLiCL
NH OLi
bOC_H O o \—<
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108 —g&i Q&*NH :gﬂgi
NH HN
boc— N
1. a. Et,0 x HCI]
b. IN LiOH/MeOH
2.a. +b. PyBop, NMM, DMF
3. HPLC
|
i Q o Q J»
OH HO,
OH HO,, 1
HO N H HN
HO N‘éﬁ NH HN ©
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Abbildung B.2.3.2.-22.: Synthese von Verbindungen des Typs (7,5Bic-Gly),.
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2.3.2.4.2. Strukturanalyse

Der erste Punkt, welcher behandelt werden soll, ist die Frage, ob die hier gezeigten Verbin-
dungen, vergleichbar dem Collagen, ebenfalls eine Tripelhelix auszubilden in der Lage waren.
Auf das Vorhandensein solch einer Struktur, konnten dann jedoch keinerlei Hinweise erhalten
werden.

- So zeigten die CD-Spektren der Verbindung 109, aufgenommen bei verschiedenen Tem-
peraturen, keine signifikanten Anderungen (Abbildung B.2.3.2.-23.)

20
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Abbildung B.2.3.2.-23: CD Spektren der Verbindung 109 bei unterschiedlichen Temperaturen
( schwarz 18.4°C, griin 39.1°C, rot 60.4°C )

-30

- Bei einer Temperaturreihe der 'H-NMR-Spektren konnte nur der ,,normale* Tempera-
turshift (gleichformige Verschiebungsinderung der Signale), beobachtet werden, aber
keine signifikante Anderung des Spektrenbildes.

- 2D-ROESY-Spektren in DMSOds und H,O/D,0 10:1 (275K, 300K, 330K), zeigten keine
NOEs welche nur durch die beschriebene Uberstruktur zu erkliren gewesen wiiren.
Schon allein die Anzahl der hier auftretenden Kreuzsignale widersprach einer diesbeziig-
lichen Anordnung der linearen Peptide, so waren es schlicht zu wenige.
Auch konnte anhand der, bei verschiedenen Temperaturen aufgenommenen, Spektren in
Wasser keine bedeutenden Verdnderungen des hier auftretenden NOE-Musters beobachtet
werden

- ,,Es ging auf keine Kuhhaut*:
Eine Untersuchung ob das Oktadekapeptid 109 an Collagen bindet, flihrte ebenfalls zu ei-
nem negativen Resultat (Hierzu wurde Collagen aus Kélberhaut in D,O/Deuteroessigsédure
— pH 3 gelost und dann 109 zugegeben)
Es konnte dann weder Verbreiterung, noch eine Abnahme der Intensitdt der Signale von
109 beobachtet werden. Auch ein ebenfalls durchgefiihrtes STD-Experiment [140] zeigte,
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daB keine nennenswerte Affinitdt des Modellpeptids zum natiirlichen Vorbild vorhanden
ist.

Nachdem zuerst jetzt eine sehr spezielle Fragestellung im Vordergrund stand, soll im folgen-
den das Interesse wieder darauf gerichtet werden, welche allgemeinen strukturellen Eigen-
schaften diesem letzten hier vorgestellten Verbindungstyp zugeschrieben werden kann.

Boc-(7,5Bic-Gly),-OMe

ne—
I

n=3

_m11 ___ll_._lf:L:_i

n=6

A . J lJLl

s o == -l == =lo == = == = o == = o

Abbildung B.2.3.2.-24.: Vergleich der 600MHz "H-NMR Spektren der linearen Peptide des Typs
Boc-(7,5Bic-Gly),-OMe in DMSO-d,4

War schon die Strukturanalyse der linearen Peptide zuvor nicht unproblematisch, so kommt
bei diesen letzten Verbindungen noch erschwerend hinzu, dafl neben der schon beschriebenen
Dynamik der Amidbindung (siehe z.B. ROESY der Verbindung 87 mit NOEs GlyA-NH zu
9A-OH/7A-OH und 3A-H, Abbildung B.2.3.2.-7., am Anfang dieses letzten Kapitels), jetzt
auch noch die Informationen wegfallen, welche zuvor iiber die Seitenketten erhalten wurden.

Was ferner noch erhebliche Probleme bereitete, waren Signaliiberlagerung, hier insbesondere
jene der Protonen der Methylengruppen des Glycins und derer an Position 2 des Bizykluses,
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so daB hier keine Unterscheidung mehr moglich war, und diese somit auch nicht mehr ge-
trennt den jeweiligen Bausteinen (7,5BicA-F bzw. GlyA-F) zugewiesen werden konnten. So
muflite dann eine genaue Zuordnung der Protonen des groften Peptides 109 als nahezu aus-
sichtslos angesehen werden, worauthin dementsprechend nur noch eine Unterteilung der ein-
zelnen Signale erfolgte (also z.B. 9-OH, aber nicht mehr 9A-OH, 9B-OH etc.).

Aber nicht nur bei der Zuordnung bereitete diese Uberlagerung Probleme, sondern hiermit
ging auch eine weitere wichtige Information beziiglich des raumlichen Baus dieser Molekiile
verloren, denn lieferte zuvor noch der 6-NH/Phea-H-NOE wichtige Hinweise auf die Orien-
tierung dieser Amidbindung, so waren diesbeziigliche Aussagen iiber die entsprechenden
Protonen 6-NH/Gly-CHj; jetzt nicht mehr mdéglich, zumal die beiden diastereotopen Protonen
des Glycins auch noch von den Signalen von 7-H iiberlagert wurden.

Aber nicht nur die Signale der Protonen, welche zuvor wichtige Kreuzsignale zu 6-NH zeig-
ten, waren iiberlagert, sondern auch jene von 6-NH selbst, zumindest in soweit, dal} eine Inte-
gration der Kreuzsignale im ROESY bzw. NOESY erschwert bis unmoglich war.

Somit bleibt zunichst nur eine Betrachtung der chemischen Verschiebungen, Kopplungen und
Temperaturgradienten der Hydroxyl- bzw. Amidprotonen, um iiber mdgliche Analogien zu
den zuvor gezeigten Verbindungen, Anhaltspunkte beziiglich der Konformation dieser neuen
Verbindungen zu erhalten.

Aus Griinden der Ubersichtlichkeit sind hier zusétzlich zu Trimer 108 nochmals die Daten
von Monomer 84 und Dimer 87 gebracht. Da, wie zuvor erwihnt, eine genaue Zuordnung von
Hexamer 109 nicht mehr moglich war, miissen diese Daten entfallen.

7A- | 9A- |GlyA-| 6B- | 7B- | 9B- |GlyB-| 6C- | 7C- | 9C- |GlyC
OH |OH |[NH |NH |OH |OH |NH |NH |OH |OH |-NH
& |509 |550 | 846 |7.93 [5.15 | 568 |853 |7.92 |523 |573]8.59
3 | 46 | ~10 | 59 |85 |51 |85 |59 |85 |51 |82 59
AS/AT |-1.8 253 [-458 |-3  |-220 |-2.35 |-3.95 [-3.8 |-235]-3.0

108

& 512 |552 | 849 | 791 |5.14 | 572 |8.58
3 | 44 | 8.8 5.8 82 | 52 82 | 5.8
AS/AT |-1.26 2.12 |-431 [-3.70 |-2.32 |-2.86

o 5.09 | 5.54 | 8.56

T | 44 |82 | 60
AS/AT |-1.87 -3.17
Tabelle B.2.-17.: NMR Daten der Amid- und Hydroxylprotonen der Verbindungen (7,5BicGly),; in DMSO-d;

Bei der Betrachtung dieser Daten zeigt sich nun nichts wesentlich neues. In erster Linie findet
der zuvor schon angesprochene Flip der Amidbindung hier seine Bestitigung, da zum einen
sowohl 9-OH als auch Gly-NH einen Temperaturkoeffizienten aufweisen, welcher vom Be-
trag unter oder knapp tiber 3ppb/K liegt und die Verschiebungen/Kopplungen von 9-OH sich
wiederum in einem Bereich zwischen Akzeptor und Donor, so wie dieser zuvor definiert wur-
de, bewegen.
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Bemerkenswert sind dann nur noch die Temperaturgradienten von 7-OH, wobei allen 3 Pepti-
den fiir 7A-OH ein Betrag von kleiner 2 erhalten wurde, wihrend die anderen, 7B- und 7C-
OH, vom Betrag iiber 3ppb/K lagen, wobei es hierbei dann bei der schlichten Feststellung
dieses Sachverhalts bleiben muf3, da eine schliissige Erklarung fiir diese Verhalten momentan
nicht vorliegt.

Hierzu muB3 prinzipiell gesagt werden, da3 speziell diese Hydroxylgruppe einige Probleme
bereitet, so féllt z.B. bei den beiden Dodekapeptiden 7D-OH durch einen Wert von —4ppb/K
auf, wihrend die restlichen, bis auf eine, einen Temperaturkoeffizienten von etwa —2ppb/K
haben.

Der Versuch, die Werte der 7-OHs damit zu erkldren, dafl 7-OH eine H-Briicke zu 9-OH
macht, wenn diese als Donor zum Carbonyl fungiert, scheitert zumindest teilweise, denn hier-
bei miiiten sich beide Temperaturkoeffizienten in dieselbe Richtung bewegen, dem wiederum
widerspricht z.B. Verbindung 106, mit 7D-OH —4.21ppb/K (max. Betrag) und 9D-OH —0.22/-
1.23ppb/K (min. Betrag).

Als letzte Moglichkeit, vielleicht doch noch etwas mehr iiber die konformationellen Gege-
benheiten dieser Verbindungen zu erfahren, bleiben noch die Spektren iiber die Interproto-
nenabstdnde.

8A/B/C-OH

9aB o
9A-OH\ 9aC 75-on7 A-OH
9; 6C

PPRm
6CNH -
_9: o ol @ @@ ')

-
)
8
8.1
L]
e
L]

00

6B-NH

.2
e

C.I_\-«‘\-NHa'SZ OG o9 0
GlyB-NH ~~
ClyC-NHe - s - O &ﬂ 0

8.7 =

8.8 -

8.9 v T v v T T v v T v T v
6.0 5.8 s.6 5.4 5.2 s.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 a.e 3.4 3.2 pPm

Abbildung B.2.3.2.-25.: 600MHz ROESY der Verbindung 108 in DMSO-d,

Bei dem oben gezeigten Spektrum fallen dann vor allem die NOES von 6-NH zu 2-H auf, ein
NOE wie er so bisher noch nicht beobachtet wurde, nur tritt hier dann wieder das Problem der
Signaliiberlagerung auf, so daB diese NOEs nicht eindeutig zugeordnet werden konnen, das
einzige was gesagt werden kann, ist da 6B- und/oder 6C-NH einen NOE zu 2B-H" und 2A
und/oder 2B-H' zeigt/zeigen, wobei am wahrscheinlichsten ein NOE 6B-NH/2A-H und 6C-
NH/2B-H anzunehmen ist, mit der moglichen Erklarung, dal durch das Mehr an Flexibilitét,
infolge der Methylengruppe, sich diese Protonen jetzt ndher kommen kénnen.

Womit eigentlich schon das Stichwort geliefert wire, wenn man versuchen sollte eine mogli-
che Aussage iiber diese letzten Strukturen zu machen. So ist nach allem bisher gebrachten
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anzunehmen, daf} ein dhnliches strukturelles Verhalten wie zuvor bei den Verbindungen mit
Phenylalanin wahrscheinlich ist, nur dal dies Molekiile erwartungsgemél, noch flexibler,
dynamischer sind als die anderen zuvor.

GlyNH ¢Ng  Die ndchsten beiden Abbildungen zeigen dann noch
| ppm die entsprechenden ROESY Ausschnitte des Hexa-
mers 109 in DMSOg¢ bzw. in H,O/D,0 9:1 (300K).
Wie schon beim Trimer 108 zeigt auch diese Ver-

3.54

1l

S bindungen NOEs von 6-NH zur Methylengruppe des
!@ Thiazolidinringes (2-H) sowie zu 3-H, wobei letzte-
rer NOE nur in Wasser so deutlich erscheint.

| 4.5 Hieraus jetzt ndheres liber die Struktur auszusagen,
%oqcm ()=  dafiir reicht diese Information einfach nicht aus, so
3 it s.0- 9 dal3 es bei der zuvor aufgestellten Vermutung belas-

78,9
Gly-CH,|

| 1.01

. o @ sen werden muf3, da} hier anzunehmen ist, dafl dhn-
¢ 5.5 liche strukturelle Verhéltnisse wie bei den Peptiden
9a o g mit Phe vorliegen, zumindest spricht nichts dagegen,
e 5] und man es insgesamt aber mit einer dynamischeren

9-OH | ; Konformation zu tun hat.
6.5 A Weshalb nun nur noch der letzte erwdhnenswerte

Punkt folgen soll. Wie im Spektrum links zu sehen,

waren in Wasser schon bei Zimmertemperatur klar

Signale fiir 9-OH zu beobachten, welche auch im

50 85  pom COSY-wg deutlich Kreuzsignale zu 9-H zeigten
A B 0 o e a0 (Abbildung B2.3.2.-29., iibernichste Seite). Bei
275K zeigten dann auch 7-OH und 8-OH entspre-

chende Kopplungssignale

Boce-NH <t 7 ¢

Gly-CH,

3-H
GA;«H)M\
ppa
6-NH g | =@ of @ e
0

8.5+ vaep!
Gly-NH P %8 @"

9.0 T T T T T T T T T T T T T : T
6.0 5.8 5.6 5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 ppm

Abbildung B.2.3.2.-27.: 600MHz ROESY der Verbindung 109 in DMSO-d, bei 300K
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Auf den letzten Seiten folgt deshalb zuerst die Temperaturreihe in Wasser, und zum Schluf}
noch die beiden angesprochenen DQF-COSY's (Abbildung B.2.3.2.-29. und B.2.3.2.-30.).

Hydroxyl- m | '
M Py . \

=
=
E
j

" 330K J mw

Abbildung B.2.3.2.-28.: Temperaturreihe des Hexamers 109 in H,O/D,0 10:1, 600MHz 'H-watergate NMR
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Abbildung B.2.3.2.-29.: 600MHz COSY-wg 300K von 109 in H,0/D,0 9:1
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Abbildung B.2.3.2.-30.; = =
Zuordnung der Hydroxylgruppen von 109 in Wasser =3

Gly-CH,; ]
Oben: 600MHz COSY-wg 275K
Dariiber: 600MHz 'Hwatergate-NMR 275K ]
Rechts: Auschnitt 600MHz HMQC-wg 275K 60
mit CH-7,-8 und -9
. 8
Alle Spektren in H,0/D,0 9:1 = I P
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3. Zusammenfassung der Ergebnisse dieser Arbeit

- Die Synthese des 7,5-Bizykluses, ein Dipeptidisoster, wurde signifikant verbessert

- Ein neuer 6,5- und 5,5-Bizyklus wurden synthetisiert

- Ein mit einer Seitenkette modifizierter 6,5-Bizyklus konnte dargestellt werden

- Es wurde ein Konzept zur selektiven Modifikation des 7,5-Bizyklus entwickelt

Alternativ zur Position 6 konnte am 7,5-Bizyklus eine Stickstoffunktion an Position 8 und

9 eingefiihrt werden

Es wurde ein Dipeptidbausteine synthetisiert, welcher lonenbindungseigenschaften zeigt

Fiir all diese hier erhaltenen Bausteine wurden Strukturanalysen {iber NMR und teilweise

iiber Kristallstrukturen durchgefiihrt.

- Verschiedene Reaktionen wurden auf ihre Mechanismen hin untersucht (NMR-Kinetik).

Es wurde ein 6,5-bizyklischer Aromat synthetisiert, welcher fluoreszierende Eigenschat-

ten besitzt, dieser konnte in mehrere Modellpeptide eingebaut werden.

Der aromatische Baustein wurde in der AG Beck-Sickinger an unterschiedlichen Positio-

nen in ein NPY Peptid eingebaut, diese zeigten weiterhin Rezeptoraffinitét

- Es wurde ein PP II —Helix Mimetikum synthetisiert (Strukturermittlung tiber NMR)

- Es wurden sechs zyklische Hexapeptide des Typs zyklo(7,5Bic-AS-7,5-Bic-AS) syntheti-
siert. Uber NMR konnten ihre Konformationen bestimmt werden, hiermit gelang es dann
ein Modell zu entwickeln, welches das konformationelle Verhalten dieser Peptide zu be-
schreiben in der Lage ist.

- Die hierbei erhaltene linearen Peptide wurde ebenfalls auf ihre Konformation hin unter-
sucht.

- Es wurden zwei zyklische Peptide mit dem Aromaten als Fluoreszenzmarker synthetisiert,
und ihre Konformation iiber NMR aufgeklért.

- Es wurde versucht ein Collagenmimetikum zu synthetisieren, das hier erhaltene Oktade-

kapeptid zeigte aber noch keine diesbeziiglichen Eigenschaften.
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C. Experimenteller Teil

1. Allgemeines:

Losungsmittel:

- technische LM wurden durch Destillation gereinigt

- abs. LM wurden iiber Molsieb gelagert

- DCM wurde tiber Calciumhydrid getrocknet

- zur Peptidsynthese wurde ,,DMF fiir die Peptidsynthese* verwendet.

Analytische Diinnschichtchromatographie

- Plastikfolien Kieselgel 60 Fys4 (Merck)
- DC-Alufolien Kieselgel 60 F,s4 (Merck)

Detektion:

- Ninhydrin 1g in 100ml EtOH

- Mostain (190ml H,O, 10ml H,SO4 konz., 0.2g Cer-IV-Sulfat, 10g Ammonium-Molybdat
Tetrahydrat)

- UV-Absorbtion/Fluoreszenzausloschung

Préaparative Sdulenchromatographie

- Kieselgel Merck Geduran Kieselgel 60

- Kieselgel Fluka Silikagel 60 , fiir die Flash-Chromatographie® Korngrof3e 0.040-0.063mm

CD-Spektren

Jasco CD 710
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Fluoreszensmessungen

Hitachi F 4500

HPLC

analytisch:
Agilent 1100: G1312A BinPump
Sdule: Phenomenex Luna C18 (2) 150mm/4,6/3um

préiparativ:
Agilent 1100: Preparative Pump G1361A
Séule: Phenomenex Luna C18 (2) 250x21.2mm, 10pum

Knauer HPLC-System préparativ: 2x Well Chrom HPLC Pump K-1001 (50ml Pumpenkopf)
Séule: Phenomenex Luna C18 (2) 250x21.2mm, 10pum

Massenspektren:

modifiziertes Finnigan MAT 312/AMD 5000 (FAB-Spektren, Matrix: NBA oder Glyce-
rin)

Finnigan MAT 95

Finnigan MAT SSQ 710A

ThermoQuest Finnigan TSQ 7000

Elementaranalysen

elementar vario EL III

Rontgenstrukturanalyse:

Stoe-Imaging Plate Diffraction System (IPDS)

SPELLMAN Rontgengenerator, Leistung max. 4kW

horizontale R6hrenhaube

Langfeinfokus-Rontgenrdhre, Mo-Anode, 3000W
Graphit-Flachmonochromator, verwendete Wellenlinge = 0.71073 A
DEC-Workstation zur Systemsteuerung Datensammlung und Auswertung

Enraf-Nonius CAD-4 Diffractometer
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Kernresonanzexperimente

Routinespektren

Bruker AC 250 ("H: 250.1MHz, "°C: 62.9MHz)
Bruker Avance 300 (‘"H: 300.1MHz, "*C: 75.5MHz)

Fiir die Analyse

Bruker DRX 600 (‘H: 600.IMHz, "*C: 150.9MHz)
Bruker ARX 400 (‘H: 400.1MHz, *C: 100.6MHz)
Bruker Avance 400 (‘H: 400.1MHz, "*C: 100.6MHz)
Bruker Avance 600 (‘"H: 600.IMHz, "*C: 150.1MHz)

chemische Verschiebung in parts per million (ppm, d-Skala) aus der Mitte des Kopp-
lungsmusters

Kopplungskonstanten in Hertz (Hz)

Temperatur 300K

Temperaturreihen i.a. 300-340K in DMSO-dg

Losungsmittel, wenn nicht explizit anders angegeben DMSO-ds (Eichung erfolgte auf
LM-Signal, § "H = 2.49ppm, & "°C = 39.5ppm)

Bei Messungen in Wasser (D,O bzw. H;O/D,0 10:1) diente TSP als Eichsubstanz (Reso-
nanzsignal = 0.0ppm)

Die Zuordnung der Signale im 'H bzw. "*C erfolgte grundsitzlich durch Zuhilfenahme
zweidimensionaler Spektren (HMQC, HMBC, DQF-COSY, TOCSY, ROESY, NOESY)
Die Angaben tiber die Signalform sind phdnomenologisch, d.h. sie entsprechen dem Er-
scheinungsbild des jeweiligen Signals und nicht der theoretisch zu erwartenden Multipli-
zitdt (abgelesen wurde dies, ebenso wie die Kopplungskonstanten, aus den Lorentz-zu-
GauB transformierten 'H-Spektren)

Eindeutig zugeordnete diastereotope Protonen wurden mit ™ bzw. ® bezeichnet. Proto-
nen, bei welchen dies nicht moglich war, erhielten die Indizes ' fiir das tieffeldige und b fiir
das hochfeldige der beiden Protonen. Die Zuordnung erfolgte fiir jede Verbindung neu,
war diese nicht méglich wurde grundsitzlich die "_Nomenklatur verwendet, d.h. es wurde
auch bei rel. dhnlichen Verbindungen keine Zuordnung iiber Analogien, z.B. in ihre che-
mischen Verschiebung, unternommen. Dieser Punkt gilt im Prinzip fiir alle Spektren, so
wurden jedesmal praktisch alle Signale von neuem, tliber die entsprechenden 2D-Spektren
zugeordnet.

Abkiirzungen: s Singulett, d Dublett, dd Dublett von Dublett, ddd Dublett von Dublett von
Dublett, t Triplett, q Quartett, m Multiplett, pt Pseudotriplett, bs breites Signal,
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2. Synthesevorschriften und analytische Daten der
Verbindungen dieser Arbeit

9a(R)H-5-0x0-(6S,7S,8S,9R)-tetrahydroxy-octahydro-thiazolo[3,2-a]azepin-3R-
carbonsiure-methylester (1)

HO O
C1oH;sNO-S [293.30]

1 wurde nach der Vorschrift von [125] synthetisiert.
Die physikalischen Daten stimmen mit der Literatur iiberein.

9a(R)H-50x0-(6S)-trifluoromethansulfonyloxy-(7S,8S,9R)-trihydroxy-octahydro-
thiazolo[3,2-a]azepin-3R-carbonsiure-ethylester (2)

TfO O
Ci11H14F3NOoS, [425.36]

8.2g (28mmol) der Verbindung 1 wurden in 50ml Pyridin geldst, nach Zugabe von 250ml
DCM abs. wurde die Losung mittels Eisbad gekiihlt. Nun wurden 6ml T£,0 (36.4mmol,
1.3eq.) in 7ml DCM abs. zugegeben, nach 20min wurde das Eisbad entfernt und weitere
10min bei RT geriihrt. Nun wurden 100cm’ Eis zugegeben, die beiden Phasen wurden dann
getrennt und die Wasserphase noch 3mal mit je 150ml EE extrahiert. Die vereinigten organi-
schen Phasen wurden noch iiber MgSO, getrocknet. Das LM wurde am Rotationsverdampfer
entfernt, und der Riickstand chromatographisch aufgereinigt (EE/Tol 5:1, R¢ = 0.55). So erga-
ben sich, nach Trocknen im HV, 10.6g (24.9mmol), dies entspricht einer Ausbeute von 89%.
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"H-NMR (400MHz, DMSO4): & = 6.06 (d, *J.on. 7 = 6.5Hz, 1H, 7-OH), 5.98 (s, 1H, 6-H),
5.97 (d, *Js.on s = 4.1Hz, 1H, 8-OH), 5.62 (s, 1H, 9a-H), 4.79 (dd, *J3., = 7.0Hz °J; » =
8.5Hz, 1H, 3-H), 4.46 (d, *Jo.on. o = 10.6Hz, 1H, 9-OH), 4.05 (pt, *J7. g/7.01 = 5.9Hz, 1H, 7-H)
3.91 (m, *Js, 7 = 5.3Hz *Jg s.omo = 4Hz, 1H, 8-H), 3.65 (s, 3H, OCH3) 3.62 (dd, *Jo_ 9.0n =
10.6Hz *Jo s = 3.8Hz, 1H, 9-H), 3.3 (m, 2-H)

BC-NMR (100MHz, DMSOg):5 = 170.00 162.91 (CO-5, C3CO), 86.13 (C-6), 76.66 (C-9),
74.03 (C-7), 70.30 (C-8), 64.30 (C-3), 61.06 (C-9a), 52.40 (OCH3) 31.88 (C-2),

Masse:
(+ p ESI ms, CH,Cl,/MeOH + NH,Ac): 425.9 [MH]", 443.0 [M+NH,]", 868.2 [2M+NH,]",
873.2 [2M+Na]’,

C,H,N-Analyse:
ber.: C 31.06, H 3.32, N 3.29
gef.: C32.86, H3.53, N 3.24

9a(R)H-(6S)-azido-5-0x0-(7R,8S,9R)-trihydroxy-octahydro-thiazolo[3,2-a]azepin-3R-
carbonsiure-ethylester (3)

C10H14N4O6S [318.31]

10.6g (24.9mmol) des Triflats 2 wurden in 130ml DMF gelost. Die Losung wurde dann iiber
Nacht bei RT geriihrt. Nun wurde ca. 8h auf 50-60°C erwarmt, nach nochmaligem Riihren bei
RT fiir 18h wurde das LM entfernt. Der Riickstand wurde in 400ml EE und 100ml H,O auf-
genommen, die orga-nische Phase separiert, die Wasserphase noch 4 mal mit je 200ml EE
extrahiert. Die organischen Pha-sen wurden gesammelt und noch mit MgSO, getrocknet. Die
Fraktionen der anschlieBende chromato-graphischen Aufreinigung (EE/Tol 9:1, Ry = 0.35)
wurden eingeengt und somit schlieBlich 6,5g (20.4mmol, 82%) der Verbindung 3 durch Kiri-
stallisation erhalten.

Die physikalischen Daten stimmen mit [141] tiberein.
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9a(R)H-(6S)-amino-5-0x0-(7R,8S,9R)-trihydroxy-octahydro-thiazolo[3,2-a]azepin-3R-
carbonsiure-ethylester (4)

HN O
C1oH1eN,06S [292.31]

Synthese sieche 5

"H-NMR (400MHz, DMSOg): & = 5.61 (bs, 1H, 8-OH), 5.48 (s, 1H, 9a-H), 5.36 (bs, 1H, 7-
OH), 4.70 (pt, *J3., = 7.7Hz, 1H, 3-H), 4.33 (d, *Jo.on, o = 10.7Hz, 1H, 9-OH), 4.21 (s, 1H, 6-
H), 3.82 (pt, *Js. 70 = 4.1Hz, 1H, 8-H) 3.78 (d, *J7. s = 4.9Hz, 1H, 8-H), 3.63 (s, 3H, OCHj)
3.55 (dd, *Jo, s = 3.8Hz *Jo 9.0on = 10.4Hz, 1H, 9H), 3.31 (dd, *Jp 3 = 8.2Hz *Jagem = 11.0Hz,
1H, 2-H"), 3.28 (dd, *Ton. 3 = 6.9Hz *Jygem = 11.0Hz, 1H, 2-H"),

BC-NMR (100 MHz, DMSOyq):8 = 170.76 170.64 (CO-5, C3-CO), 77.22 (C-9), 76.21 (C-
7), 71.04 (C-8), 63.98 (C-3), 60.90 (C-9a), 53.24 (C-6), 52.12 (OCH3) 31.45 (C-2),

Masse:
(+ p ESI ms, H,O/MeOH + 1% AcOH): 292.9 [MH]", 314.9 [MNa]"

9a(R)H-(6S)-tert-butyloxycarbonylamino-5-0x0-(7R,8S,9R)-trihydroxy-octahydro-
thiazolo[3,2-a]azepin-3R-carbonsiure-ethylester (5)

boc—N @)
oc—N

C15sH24N>O5S [392.43]

6g (18.9mmol) des Azids 3 wurden in 300ml Pyridin/H,O 2:1 geldst. Nachdem fiir 10min
H,S durch die Losung geleitet worden war, wurde die gesdttigte Losung bei RT iiber Nacht
geriihrt. Das LM wurde entfernt, und der Riickstand (Verbindung 4) in 250ml DCM aufge-
nommen. Nach Zugabe von 5g Boc,O (22.9mmol) und 3ml (17mmol) DIPEA, wurde die
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Lsng. iiber Nacht bei RT geriihrt. Der nun folgende flashchromatographische Reinigungs-
schritt (EE/MeOH 20:1, R¢= 0.7) fiihrte zu 6.9g (17.6mmol, 93%) der Verbindung 5.

Die physikalischen Daten stimmen mit Lit. [122] {iberein.

9a(R)H-5-0x0-(6S,7S,8S,9R)-tetrahydroxy-octahydro-thiazolo[3,2-a]azepin-(3R)-carbon-
sdure-phenacylester (6)

OH

C17H19NOgS [397.41]

l.4g D/L-Cys (11.6mmol) und 2.1g y-Glucuronolacton (11.9mmol) wurden in 55ml
H,O/Pyridin 10:1 geldst und 6d bei RT geriihrt. Das LM wurde entfernt, der Riickstand in
MeOH gelost iiber Na,SO4 getrocknet und auf Kieselgel absorbiert. Grob aufgereinigt iiber
eine Sdule (CHCI3/MeOH), wurde der Riickstand in EE aufgenommen. Hierzu wurden 3g
Phenacylbromid (15mmol) und 1,6ml NEt; (11.5mmol) gegeben. Nun wurde 3 Tage bei RT
geriihrt. Nachdem das LM entfernt wurde erfolgte eine flashchromatographische Auftrennung
des Rohprodukts (CHCIl;/MeOH 10:1 Rs = 0.4). Die entsprechenden Fraktionen wurden ge-
sammelt, das LM entfernt und der Riickstand im Vakuum getrocknet, dies fiihrte zu 211mg
(0.53mmol, 5%) der Verbindung 6.

"H-NMR (600MHz, DMSOy): & = 7.96 (m, 2H, Pac-CHoro), 7.68 (m, 1H, Pac-CH,,y,), 7.55
(m, 2H, Pac-CHpeta), 5.58 (d, “Jpac.crizgem. = 16.7Hz, 1H, Pac-CH"), 5.55 (d, *Js.on, s = 3.8Hz,
1H, 8-OH), 5.50 (d, *Jpac-cizgem. = 16.9Hz, 1H, Pac-CH"), 5.45 (s, 1H, 9a-H), 5.22 (d, *J7.0m. 7
= 5.6Hz, 1H, 7-OH), 4.87 (dd, *J5, » = 8.8Hz °J5 o, = 7.0Hz, 1H, 3-H), 4.70 (d, *Js s.on =
6.5Hz, 1H, 6-H), 4.43 (d, *Js.ou. ¢ = 6.5Hz, 1H, 6-OH), 4.25 (d, *Jo.on. 0 = 10.9Hz, 1H, 9-OH),
3.81 (m, 1H, 8-H), 3.77 (pt, *J7. s7-on = 5.6Hz, 1H, 7-H), 3.55 (dd, *Jo s = 3.8Hz *Jo o.0n =
10.9Hz, 1H, 9-H), 3.50 (dd, T 3 = 8.5Hz “Jyeem. = 10.9Hz, 1H, 2-H"), 3.42 (dd, T, ; = 7.0Hz
*Jagem. = 10.9Hz, 1H, 2-H",

BC-NMR (150MHz, DMSOg):8 = 192.20 (Pac-CO), 170.70 169.57 (CO-5, C3CO), 134.01
133.66 128.89(2C) 127.79(2C) (Pac-Carom), 77.23 (C-9), 76.07 (C-7), 71.03 (C-8), 69.25 (C-
6), 66.97 (Pac-CH,), 63.85 (C-3), 61.19 (C-9a), 31.68 (C-2)

Masse:
(FAB-MS, positive mode, NBA, EE): 398 [MH]"
(FAB-MS, positive mode, NBA + Nal, EE): 420 [MNa]", 570 [M+Nal+Na]"
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9a(R)H-5-0x0-(6S,7S,8S,9R)-tetrahydroxy-octahydro-thiazolo[3,2-a]azepin-(3S)-carbon-
sdure-phenacylester (7)

C17H19NOgS [397.41]

Synthese siehe 6. Nach der erfolgten flashchromatographischer Aufreinigung (CHCl;/MeOH
10:1 R¢ = 0.35) wurden das LM der entsprechenden Fraktionen entfernt. Eine Kristallisation
aus EE fiihrte zu 144mg (0.36mmol, 3%) der Verbindung 7 als sehr feine Nadeln.

"H-NMR (600MHz, DMSOg): 8 = 7.96 (m, 2H, Pac-CHpno), 7.69 (m, 1H, Pac-CHyar,), 7.56
(m, 2H, Pac-CHpeta), 5.63 (d, “Jpac.crizgem. = 17.0Hz, 1H, Pac-CH"), 5.60 (d, *Js.on, s = 3.5Hz,
1H, 8-OH), 5.58 (d, *J7.ou, 7 = 5.0Hz, 1H, 7-OH), 5.47 (d, *Jpac.ciogem. = 17.0Hz, 1H, Pac-
CH"), 5.47 (s, 1H, 9a-H), 5.14 (d, *J3, 2 = 7.3Hz, 1H, 3-H), 4.68 (d, *Jo.on, o = 8.8Hz, 1H, 9-
OH), 4.64 (d, *J 6.on = 5.9Hz, 1H, 6-H), 4.55 (d, *Je.on. 6 = 5.9Hz, 1H, 6-OH), 3.79 (m, 2H,
7-H/8-H), 3.50 (dd, *Jo 3 = 7.9Hz *Jogem = 11.4Hz, 1H, 2-H"), 3.64 (m, 1H, 9-H), 3.42 (d,
*Jagem. = 11.4Hz, 1H, 2-H",

BC-NMR (150MHz, DMSOy):8 = 192.60 (Pac-CO), 170.05 169.07 (CO-5, C3CO), 134.06
133.71 128.93(2C) 127.83(2C) (Pac-Carom), 78.91 (C-9), 75.66 (C-7), 70.47 (C-8), 69.25 (C-
6), 66.77 (Pac-CH.,), 63.89 (C-3), 60.60 (C-9a), 31.73 (C-2)

Masse:
(+p ESI ms, MeOH + 10mmol/l NH4Ac): 397.9 [MH]",415.0 [M+NH,]", 420 [M+Na]"

C,H,N-Analyse:

ber.: C 51.38, H 4.82, N 3.52
gef.: C51.23,H4.84, N 3.73
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a(R)H-(2,2)-dimethyl-(6S,7S,8S,9R)-tetrahydroxy -5-oxo-octahydro-thiazolo[3,2-a] aze-
pin-(3S)-carbonsiure-phenacylester (8)

HO O
C1H;,NO-S [307.32]

Verbindung 8 wurde nach [128] synthetisiert.
Die physikalischen Daten stimmen mit der Lit. iiberein.

9a(R)H-(2,2)-dimethyl-(6S,7S,8S,9R)-tetrahydroxy-5-oxo-octahydro-thiazolo[3,2-a]azepin-(3S)-
carbonsiure-phenacylester (9)

OH

C19H23NOsS [425.46]

850mg (2.7mmol) der Verbindung 8 wurden in 150ml EE suspensiert. Hierzu wurden 800mg
(4.0mmol) PacBr und 0.4ml NEt; gegeben und 3 Tage bei RT geriihrt. Das LM wurde ent-
fernt, und das Rohprodukt flashchromatographisch aufgereinigt (CHCI;/MeOH 5:1, R¢ =
0.65). Hieraus resultierten nach Trocknung im HV 810mg (1,9mmol, 70%) der Verbindung 9
als gelborangbrauner amorpher Feststoff.

"H-NMR (600MHz, DMSOg): & =7.97 7.68 7.55 (2H 1H 2H, Pac-CHgom), 5.76 (d, *J7.0m. 7
= 5.9Hz, 1H, 7-OH), 5.66 (d, *Js.on, s = 4.1Hz, 1H, 8-OH), 5.58 (d, *Jpsc.crzgem, = 17.0Hz, 1H,
Pac-CH"), 5.48 (d, *Jpac.ciogem. = 17.0Hz, 1H, Pac-CH"), 5.46 (s, 1H, 9a-H), 5.01 (d, *Jo.on o =
8.5HZ, IH, 9-OH), 4.71 (S, lH, 3-H), 5.53 (d, 3J6-OH, 6= 5.3HZ, lH, 6-OH), 5.51 (d, 3J6, 6-OH —
5.5Hz, 1H, 6-H), 3.91 (m, 1H, 8-H), 3.85 (pt, “J7. g/7.ou = 5.3Hz, 1H, 7-H) 3.58 (ddd, *Jo s =
4.4Hz *Jo, 00 = 1.5Hz *Jo_o.0n = 8.5Hz, 1H, 9-H), 1.80 (2-CH3"), 1.50 (2-CH;")

BC-NMR (150MHz, DMSOg):8 = 192.40 (Pac-CO), 172.36 168.46 (CO-5, C3CO), 133.91
133.88 128.86(2C) 127.84(2C) (Pac-Carom), 75.78 (C-9), 75.54 (C-7), 74.82 (C-3), 69.79 (C-
6), 69.71 (C-8), 67.00 (Pac-CH,), 61.10 (C-9a), 49.60 (C-2), 32.37 25.95 (2-CHs)
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Masse:
(+ p ESIMS, H,0/MeOH + 10mmol/l NH;Ac): 426.0 [MH]", 443.0 [M+NH,]",
851.3 [2M+H]',
(- p ESIMS, H,O/MeOH + 10mmol/l NH4Ac): 424.0 [M-HT, 484.1 [M+Ac], 849.2 [2M-H]

C,H,N-Analyse:
ber.: C 53.64, H 5.45, N 3.21
gef.: C 53.14, H 5.68, N 3.21

9a(R)H-(2,2)-dimethyl-(6S)-trifluoromethansulfonyloxy-(7S,8S,9R)-trihydroxy-5-oxo-
octahydro-thiazolo[3,2-a]azepin-(3S)-carbonsiure-phenacylester (10)

C20H22F3NO1082 [557.52]

850mg (2.0mmol) der Verbindung 9 wurden in 55ml DCM abs./Pyridin 10:1 geldst. Hierzu
wurden 8mg DMAP gegeben und die Losung auf -10° C gekiihlt. Nach Zugabe von 0.45 Tf,0
wurde 30min bei -10° C geriihrt. Jetzt wurden 100ml Toluol zugegeben und das Losungsmit-
telgemisch abgezogen. Der pechschwarze Riickstand wurde in 100ml H,O und 200ml EE
aufgenommen. Die Wasserphase wurde abgetrennt und noch zwei mal mit je 100ml EE extra-
hiert. die vereinigten organischen Phasen wurden noch iiber MgSO, getrocknet. Hiernach
erfolgte eine flashchromatographische Aufreinigung (EE/Tol 5:1, R¢ = 0.6). Nach Trocknung
im HV wurden 870mg (1,6mmol, 80%) eines gelbbraunen amorphen Feststoffs erhalten.

"H-NMR (400 MHz, DMSOg): & = 7.96 7.68 7.54 (2H 1H 2H, Pac-CHgom ) 5.67 (s, 1H, 6-
H), 5.53 (d, “Jpac.crizgem. = 16.9Hz, 1H, Pac-CH"), 5.49 (s, 1H, 9a-H), 5.40 (d, *Jpac-Crogem, =
16.9Hz, 1H, Pac-CH), 4.72 (s, 1H, 3-H), 4.10 (d, *J;. s = 5.1Hz, 1H, 7-H) 3.99 (pt, *Js. 7
4.8Hz, 1H, 8-H), 3.62 (d, *Jo s = 4Hz, 1H, 9-H), 1.80 (2-CH3"), 1.51 (2-CH;")

BC-NMR (100 MHz, DMSOyg):8 = 192.23 (Pac-CO), 167.86 164.64 (CO-5, C3CO), 133.86
128.81 127.80 (Pac-Carom), 86.26 (C-6), 75.24 (C-3), 74.90 (C-9), 73.54 (C-7), 69.45 (C-8),
67.09 (Pac-CHs), 61.18 (C-9a), 49.64 (C-2), 32.51, 25.58 (2-CH;)

Masse:
(FAB-MS, positive mode, NBA, EE): 558 [MH]"
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C,H,N-Analyse:
ber.: C 43.09, H 3.98, N 2.51
gef.: C45.70, H 4.50, N 2.41

9a(R)H-(6S)-azido-(2,2)-dimethyl-(7R,8S,9R)-trihydroxy-5oxo-octahydro-thiazolo[3,2-
alazepin-(3S)-carbonsiure-phenacylester (11)

C1oH2N405S [450.47]

1,2g (2.1mmol) des Triflats 10 wurden in 50ml DCM gelost. Hierzu wurden 300mg NaNj3
(4.6mmol) und 0.9ml 15-C-5 gegeben. Die Losung wurde bei RT iiber Nacht geriihrt. Hier-
nach wurde die Losung eingeengt. Der Riickstand wurde in 75ml EE und 15ml H,O aufge-
nommen, die Wasserphase abgetrennt und noch zwei mal mit je 50ml EE extrahiert. Die ver-
einigten organischen Phasen wurden iiber MgSO, getrocknet. Das Rohprodukt wurde dann
noch flashchromatographisch aufgereinigt (EE/Tol 3:1, Ry = 0.4) hieraus resultierten 395mg
(0.9mmol, 43%) der Verbindung 11.

"H-NMR (600MHz, DMSOg): & = 7.98 (m, 2H, Pac-CHorno), 7.68 (m, 1H, Pac-CHyra),
7.55(m, 2H, Pac-CHper), 5.74 (d, *Js.on. s = 4.1Hz, 1H, 8-OH), 5.69 (d, *J7.on, 7 = 6.8Hz, 1H,
7-OH), 5.37 (d, *Jo, 9.on =7.3Hz, 1H, 9-OH), 5.63 (d, *Jpsc-Crizgem. = 17.0Hz, 1H, Pac-CH'),
5.51 (s, 1H, 9a-H), 5.49 (d, *Jpsc-cizgem. = 17.0Hz, 1H, Pac-CH"), 4.65 (s, 1H, 3-H), 4.29 (s,
1H, 6-H), 3.99 (dd, *J;, 7.on = 6.5Hz °J; 3 = 4.7Hz, 1H, 7-H), 3.88 (m, 1H, 8-H), 3.59 (ddd,
3Jo.s=4.4Hz *Jo 0, = 1.4Hz *Jo o.0n = 7.3Hz, 1H, 9-H), 1.78 (2-CH5"™®), 1.50 (2-CH5™™})

BC-NMR (150MHz, DMSOg):5 = 192.53 (Pac-CO), 168.21 167.73 (CO-5, C3CO), 133.93
133.83 128.85(2C) 127.85(2C) (Pac-Carom), 75.14 (C-7), 74.95 (C-9), 74.71 (C-3), 69.96 (C-
8), 66.97 (Pac-CH,), 61.39 (C-6), 60.62 (C-9a), 49.76 (C-2), 31.08 (2-CH5™S), 25.95 (2-
QH3proR)

C,H,N-Analyse:

ber.: C 50.66, H4.92, N 12.44
gef.: C50.94, H5.37,N 11.83
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2-[((4R)-Azido-(3R)-hydroxy-5-oxo-tetrahydro-furan-2-yl)-hydroxy-methyl]-5,5-dimethyl-
thiazolidin-4(S)-carbonséiure-phenacylester (12)

N3
P OH \ 0
0 S—
0 ©
E N
Ho H

C1oH2oN,405S [450.47]

o=\

Wurde als zweites Produkt bei der Synthese von 11 erhalten (EE/Tol 3:1 R¢=0.7) . 334mg
(0.7mmol, 35%).

"H-NMR (600MHz, DMSO-dj):

0 = 7.98 (m, 2H, Pac-CHorno), 7.70 (m, 1H, Pac-CHpara), 7.56 (m, 2H, Pac-CHpera), 6.20 (d,
3Ja.on 4 = 5.3Hz, 1H 4-OH), 5.69 (d, *Jpac-crzgem. = 17.0Hz, 1H, Pac-CH'"), 5.55 (d, “Jpac-CHagem.
=17.0Hz, 1H, Pac-CH"), 5.54 (m, 1H, 2-OH), 4.69 (d, *Js 4 = 8.8Hz, 1H, 5-H), 4.54 (dd, *J, »
=9.7Hz *J| nu = 7.6Hz, 1H, 1-H), 4.43 (dd, *J3 4 = 8.5Hz, 1H, 3-H), 4.38 (m, *J, 35 = 8.5Hz
3]4, 4-OH = 5.3HZ, IH, 4-H), 4.34 (dd, 3JNH, o-H = 13.2Hz 3JNH, 1= 7.9HZ, IH, NH), 3.76 (dd,
31,3 =4.4Hz °I, |, = 9.7Hz, 1H, 2-H) 3.73 (d, *Jo.s, nu = 13.2Hz, 1H, a-H), 1.65 (s, 3H, p-
CH;"™%), 1.33 (s, B-CH3™ ")

BC-NMR (HMQC, DMSOy):

79.0 (C-3), 71.1 (C-4), 70.8 (Ca), 69.5 (C-2), 67.3 (C-1), 66.7 (Pac-CH,), 62.4 (C-5), 26.6 (B-
CH3prOR/B-CH3prOS)

Anmerkung: die Benennung fiir die NMR Daten erfolgte nach ,,Zuckernomenklatur*’

Masse:
(FAB-MS, positive mode, NBA + Nal, EE): 451 [MH]", 473 [MNa]", 623 [M+Nal+Na]"

C,H,N-Analyse:
ber.: C 50.66, H 4.92, N 12.00
gef.: C50.77, H4.92,N 12.44

"Die hier Dargestellte Nomenklatur entspricht jener, wie sie fiir die NMR Daten von Verbindung 12 erfolgte.
Diese Zahlweise wurde auch fiir alle anderen hier gebrachten Thiazolidine 30, 31, 55 und 83 verwendet

OR

230



8a(S)H-50x0-(6S,7S,8S)-trihydroxy-hexahydro-thiazolo[3,2-a]pyridin-3(R)-carbonsiure-
methylester (13)

OH

HO ' S

HO
o  COMe

CoH3NOsS [263.27]

13g (73.8mmol) y-Glucuronolacton wurden in 100ml 0.05M Na,HPO, Puffer geldst, und
dann mittels Eisbad gekiihlt. Zu der Losung wurden nun 16g NalO4 (74.8mmol) gegeben,
nach 5 min wurde das Eisbad entfernt, und noch weiter 15 min bei RT geriihrt. Nun wurden
300ml MeOH zugegeben, wo-rauf sich ein farbloser Nd. bildete. Dieser Nd wurde abgetrennt
und das Filtrat eingeengt, der Riickstand wurde dann in 150ml H,O und 100ml Pyridin gelost.
Nach Zugabe von 14g CysOMe x HCI, wurde die Losung 3Tage bei RT geriihrt. Das LM
wurde dann wieder entfernt, der Riickstand in 300ml MeOH gelost tiber Na,SO4 getrocknet.
Die Losung wurde nun auf Kieselgel adsorbiert, mit EE/MeOH 5:1 gesdult (R¢ = 0.5), wor-
aufhin 14.8g (56.3mmol) der Verbindung 13 erhalten wurden, was einer Ausbeute von 76%
entspricht.

"H-NMR (600MHz, DMSO-dg): & = 5.60 (d, *Js.on. s = 5.0Hz, 1H, 8-OH), 5.40 (d, *J7.0, 7 =
3.5Hz, 1H, 7-OH), 5.30 (d, *Js.on, 6 = 6.2Hz, 1H, 6-OH), 5.17 (d, *Jsa g = 2.6Hz, 1H, 8a-H),
4.88 (dd, *J3, 2:11pros = 5.3Hz °J3, 21pror = 7.6Hz, 1H, 3-H), 4.07 (dd, *Js, 6.on = 6.2Hz *Js 7 =
3.2Hz, 1H, 6-H), 4.02 (m, 1H, 7-H), 3.94 (m, 1H, 8-H), 3.63 (s, 3H, OCH3), 3.30 (dd, *J>-mpror.
3="7.6Hz *Jogem = 11.4Hz, 1H, 2-H"®), 3.03 (dd, *J2-pros, 3 = 5.6Hz “Jogem = 11.4Hz, 1H, 2-
HPS),

BC-NMR (150MHz, DMSOy): 5 = 170.51 169.02 (CO-5, C3-CO), 71.03 (C-7), 66.93 (C-6),
66.77 (C-8), 64.64 (C-8a), 60.35 (C-3), 52.22 (OCH3), 31.23 (C-2).

Masse:
(FAB, positive mode, NBA, EE/MeOH): 264 [MH]", 527 [2M+H]"

C,H,N-Analyse:

ber.: C 41.06, H 4.98, N 5.32
gef.: C 40.23, H 5.05, N 5.18
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8a(S)H-50x0-(6S,7S,8S)-trihydroxy-hexahydro-thiazolo[3,2-a]pyridin-3(R)-carbonsiure-
ethylester (14)

OH

HO : S

HO
O  CO,Et

C10H;sNOgS [277.30]

5g (28.4mmol) y-Glucuronolacton wurden in 50ml 0.05M Na,HPO4-Puffer gelost. Die Lo-
sung wurde nun mit einem Eisbad gekiihlt. Dann wurden 7,5g (35mmol) zur Lésung gegeben,
nach 30min wurde das Eisbad entfernt und noch 15min bei RT geriihrt. Jetzt wurden 100ml
MeOH zugegeben, worauf sich ein Nd. bildete, welcher abgetrennt wurde. Das LM wurde
nun entfernt und der Riickstand in 150ml H,O geldst. Nun wurden 6g (32mmol) CysOEt x
HCI und 15ml Pyridin zugegeben. Die Losung wurde nun 5 Tage bei RT geriihrt. Das LM
wurde entfernt und nach flashchromatographischer Reinigung (CHCl3/MeOH, Ry = 0.65)
konnten HV-getrocknet 5.1g (18.4mmol, 65%) eines amorphen gelbbraunen Feststoffs erhal-
ten werden.

"H-NMR (600MHz, DMSOg): & = 5.59 (d, *Js.on, s = 5.0Hz, 1H, 8-OH), 5.38 (d, *Jr.on, 7 =
3.5Hz, 1H, 7-OH), 5.28 (d, *Js.on, 6 = 5.9Hz, 1H, 6-OH), 5.17 (d, *Jsa s = 2.9Hz, 1H, 8a-H),
4.86 (dd, 3J3, 2-HproS — 5.0Hz 3]3, 2-HproR = 7.6HZ, IH, 3-H), 4.11 (I’Il, 2H, OCHQCH}), 4.07 (dd,
3J6.6.0n = 6.5Hz *Jg 7 =3.6Hz, 1H, 6-H), 4.01 (m, 1H, 7-H), 3.93 (m, 1H, 8-H), 3.30 (dd, *J..
tpror, 3 = 7.6HZ “Jogem = 11.2Hz, 1H, 2-H”®), 3.01 (dd, *Jasipros, 3 = 5.0HZ *Jogem = 11.2Hz,
1H, 2-H"™%), 1.19 (t, *Jemocms, cuzens = 7.3Hz, 3H, CH,CHs)

BC-NMR (150MHz, DMSOy): 5 = 170.0 169.0 (CO-5. C3-CO), 70.1 (C-7), 66.6 (C-6), 66.5
(C-8), 64.3 (C-8a), 60.6 (OCH,CHs), 60.1 (C-3), 30.9 (C-2), 13.6 (OCH,CHs),

Masse:
(FAB, positive mode, NBA, EE): 278 [MH]", 300 [M+Na]"

C,H,N-Analyse:

ber.: C 43.31, H 5.45, N 5.05
gef.: C44.42, H 5.88, N 5.03
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8a(S)H-(7S,8S)-dihydroxy-50x0-(6S)-paratoluolsulfonyloxy-hexahydro-thiazolo[3,2-a]-
pyridin-3(R)-carbonsiure-ethylester (15)

OH

HO o S

TosO
0 CO,Et

C17H2NOsS, [431.49]

250mg (0.9mmol) der Verbindung 14 wurde in 5 ml Pyridin geldst. Bei 0°C (Eisbad) wurden
190mg TsCl (1mmol) und kat. Mengen DMAP zugegeben. Nachdem 3 Tage bei 4°C geriihrt
worden war, wurde die Reaktionslosung auf 20ml Eis gegeben. Es wurde nun 3 mal mit je
30ml EE extrahiert, wo-rauf die vereinigten organischen Phasen noch iiber MgSO, getrocknet
wurden. Das LM wurde abgezogen, wobei mit Tol koevapoiert wurde. Nach Kristallisation
aus EE konnten 242mg (0.56mmol, 63 %) der Verbindung 15 erhalten werden.

"H-NMR (600MHz, DMSOg): & = 7.82 (d, *J = 8.2Hz, 1H, Ts-Haom), 7.46 (d, °J = 8.2Hz,
1H, Ts-H 4rom), 6.10 (d, *J7.04, 7 = 4.1Hz, 1H, 7-OH), 5.96 (d, *Js.on. s = 5.0Hz, 1H, 8-OH),
5.14 (d, *Jsa, s = 2.6Hz, 1H, 8a-H), 4.96 (d, *Js, 7 = 3.5Hz, 1H, 6-H), 4.81 (dd, J5, 2.51pror =
7,6Hz T3 21ipres = 5.3Hz, 1H, 3-H), 4.10 (m, 3H, 7-H/OCH,CH3), 3.96 (m, 1H, 8-H), 3.31
(dd, *Jatipror. 3 = 7.6HZ “Topigem= 11.4Hz, 1H, 2-H”Y), 3.02 (dd, *J-sipros. 3 = 5.3HZ *Jarigem. =
11.4Hz, 1H, 2-H™S), 2.41 (s, 3H, Ts-CHs), 1.17 (t, *Jeacns, cmcns = 7.0Hz, 3H,
OCH,CHjs)

BC-NMR (150MHz, DMSOyg): 169.39 161.97 (CO-5, C3CO), 144.88 132.97 129.90(2C)
127.83(2C) (Ts-Carom), 75.57 (C-6), 60.11 (C-7), 66.64 (C-8), 64.34 (C-8a), 61.08
(OCH,CH3), 60.52 (C-3), 31.14 (C-2), 21.08 (Tos-CHj), 13.90 (OCH,CH3)

Masse:
(FAB, positive mode, NBA, EE): 432 [MH]"

C,H,N-Analyse:

ber.: C 47.32, H4.91, N 3.25
gef.: C47.38, H4.92, N 2.82
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8a(S)H-(7S,8S)-dihydroxy-50x0-(6S)-trifluoromethansulfonyloxy-hexahydro-
thiazolo[3,2-a]pyridin-3(R)-carbonsiure-ethylester (16)

OH
HO : S

TfO
9] COZMe

C1oH12F3NOsS, [395.33]

950mg (3.6mmol) 13 wurden in 55ml DCM(abs.)/Pyridin 10:1 geldst und mit einem Eisbad
gekiihlt, hierzu wurden 0.9ml (5.5mmol) Tf,0 in 1.5ml DCM zugegeben. Nach 20 min wurde
das Kiltebad entfernt, und noch weiter 30min bei RT geriihrt. Nun wurden 50cm’ Eis zuge-
geben. Nach abtrennen der organischen Phase, wurde die Wasserphase noch mit 50ml EE
extrahiert. Die vereinigten orga-nischen Phasen wurden iiber MgSO, getrocknet und einge-
engt. Die anschlieBend erfolgte flashchro-matographische Reinigung EE/Tol 5:1 (R¢ = 0.7)
erbrachte 1.14g (2.9mmol) der Verbindung 16, was einer Ausbeute von 81% entsprach. Ver-
bindung 16 konnte noch aus EE kristallisiert werden.

"H-NMR (400MHz, DMSOg): & = 6.47 (d, *J = 3.7Hz, 1H, OH), 6.18 (bs, 1H, OH), 5.32 (d,
3J6.7 = 3.5Hz, 1H, 6-H), 5.20 (d, *Jg, s = 2.8Hz, 1H, 8a-H), 4.95 (dd, *J3, 2.prs = 5.5Hz, *J3 5.
tpror = 7,7Hz, 1H, 3-H), 4.36 (m, 1H, 7-H), 4.11 (m, 1H, 8-H), 3,69(s, 3H, OCH3), 3.40 (dd,
Jompror, 3 = 7.7THz *Jypigem = 11.4Hz, 1H, 2-H™®), 3.11 (dd, *Jomipros. 3 = 5.5HZ T pigem. =
11.4Hz, 1H, 2-H"5)

BC-NMR (100MHz, DMSOg): 8 = 169.70 160.66 (CO-5, C3CO), 82.37 (C-6), 69.73 (C-7),
66.84 (C-8), 64.54 (C-8a), 60.62 (C-3), 52.49 (OMe), 31.30 (C-2)

Masse:
(PI-DCIMS, NH3): 413.1 [M+NH,]"

C,H,N-Analyse:

ber.: C 30.38, H 3.06, N 3.54
gef.: C30.00, H 3.08, N 2.95
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8a(S)H-(7S,8S)-dihydroxy-50x0-(6R)-trifluoromethansulfonyloxy-hexahydro-
thiazolo[3,2-a]pyridin-3(R)-carbonsiure-ethylester (17)

0 Co,Me
C1oH12F3NOsS; [395.33]

Verbindung 17 ist wiahrend der NMR-Messung (~16h) in DMSOys aus 16 entstanden.

"H-NMR (400MHz, DMSOys): & = 5.31 (dd, *J3, 2.11pror = 6.8Hz J3.2.11pr0s = 2.6Hz, 1H, 3-H),
5.15 (d, *Js. 7 = 4.8Hz, 1H, 6-H), 5.02 (d, *Jg, s = 1.8Hz, 1H, 8a-H), 3.78 (pt, *Js.sa7 = 2.4Hz,
1H, 8-H), 3.73 (dd, *J;. s = 2.6Hz °J; ¢ = 4.8Hz, 1H, 7-H), 3,69(s, 3H, OCH3), 3.25 (dd, *J,.
Hpror, 3 = 6.8HZ *Jpgem = 11.4Hz, 1H, 2-H”®), 3.17 (dd, *J2p1pros. 3 = 2.8HZ *Jp.igem. = 11.4Hz,
1H, 2-HP™%

BC-NMR (HMQC, DMSOg): & = 82.1 (C-6), 74.2 (C-7), 71.8 (C-8), 62.4 (C-8a), 61.2 (C-3),
52.4 (OMe), 31.2 (C-2)

8a(S)H-6(S)-azido-(7R,8S)-dihydroxy-50xo0-hexahydro-thiazolo[3,2-a]pyridin-3(R)-
carbonsiure-ethylester (18)

O COZMe
CoH1aN405S [288.28]

2.0g (5.1mmol) des Triflats 16 wurden in 200ml DCM geldst, nun wurden 700mg NaNj3
(10.8mmol) und 2ml 15-C-5 zugegeben und die Losung iiber Nacht geriihrt. Danach wurden
die Losung mit 20 ml H,O ausgeschiittelt, die wéiBrige Phase separiert und noch 2x mit EE
extrahiert. Die vereinigten orga-nischen Phasen wurden noch iiber Na,SO, getrocknet und
eingeengt. Der Riickstand wurde noch flash-chromatographisch aufgereinigt (EE:Tol 3:1, R¢=
0.45), was zu 1.34g (4.7mmol, 92%) der Verbin-dung 18 fiihrte.

Im allgemeinen wurde eine alternative Synthese mit DMF als LM, gewéhlt. Somit konnte auf
den Kronenether verzichtet werden. Die hierbei erzielten Ausbeuten waren nur geringfiigig
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schlechter (auch bis zu 90 %), wobei aber hdufig Epimerisierung an Position 6 beobachtet
werden mulfite.

"H-NMR (600MHz, DMSOy): & = 5.90 (d, *J7.0n, 7 = 4.7Hz, 1H, 7-OH), 5.73 (d, *Js.on. s =
4.7Hz, 1H, 8-OH), 5.22 (dd, *J3, 2-tipror = 7.0Hz T3, 2-p1pres = 3.2Hz, 1H, 3-H), 5.05 (d, *Jsa, 5 =
2.1Hz, 1H, 8a-H), 4.13 (d, *Js,7 = 5.3Hz, 1H, 6-H), 3.75 (m, *Jg 78, = 2.6Hz I3 g.0n = 4.7Hz,
1H, 8-H), 3.68 (s, 3H, OCH3), 3.60 (m, 1H, 7-H), 3.24 (dd, *Jrmpror, 3 = 7.0Hz Ty pigem, =
11.4Hz, 1H, 2-H"™"), 3.10 (dd, *Jotipros, 3 = 3.2Hz V-pigem. = 11.4Hz, 1H, 2-H"),

BC-NMR (150MHz, DMSOg): & = 169.82 165,12 (CO-5, C3-CO), 73.76 (C-7), 71.55 (C-
8), 64.15 (C-6), 62.86 (C-8a), 61.38 (C-3), 52.52 (OCH3), 31.18 (C-2)

Masse:
(FAB, positive mode, NBA, DMSOy): 289 [MH]", 577 [2M+H]"

C,H,N-Analyse:
ber.: C 37.50, H 4.20, N 19.43
gef.: C37.24,H 4.40, N 18.18

8a(S)H-6(R)-tert-butyloxycarbonylamino-(7R,8S)-dihydroxy-Soxo-hexahydro-
thiazolo[3,2-a]pyridin-3(R)-carbonsiure-ethylester (19)

OH

CO,Me
C14H2N,05S [362.40]

1.15g (4.0mmol) des Azids 18 wurden in 150ml Pyridin H,O 2:1 geldst. Nun wurde fiir
10min H,S in die Lésung eingeleitet, und anschlieBend iiber Nacht bei RT geriihrt. Hernach
wiirde das LM entfernt, und der Riickstand in DCM geldst. Nach Zugabe von 1.2g Boc,O
(5.5mmol) und 0.7ml DIPEA (4.0mmol), wurde nochmals {iber nacht geriihrt. Das LM ent-
fernt und iiber Flashchromatographie aufgetrennt (EE/Tol 10: 1, Ry = 0.6) konnten 950mg
(2.6mmol, 66%) der Verbindung 19 erhalten werden.

"H-NMR (600MHz, DMSOg) & = 6.84 (d, *Jgeents, s = 9.1Hz, 1H, Boc-NH), 5.61 (d, *Js.om. s
= 4.7Hz, 1H, 8-OH), 5.44 (d, *J7.on, 7= 5.6Hz, 1H, 7-OH), 5.15 (dd, *J3, 2-spror =7.0Hz T3 5.
Hpros = 2.9Hz, 1H, 3-H), 5.06 (d, *Js, = 1.7Hz, 1H, 8a-H), 3.96 (dd, *Js pocnu=9.1Hz *Js 7 =
6.5Hz, 1H, 6-H), 3.75 (m, 1H, 8-H), 3.66 (s, 3H, OCH3), 3.61 (ddd, *J7, 7.on = 5.6Hz *J; ¢ =
6.5Hz *J7 g = 2.7Hz, 1H, 7-H), 3.24 (dd, *Topror, 3 = 7.3Hz “Topigem, = 11.1Hz, 1H, 2-H™®),
3.06 (dd *To.mipros. 3= 2.9HZ *Ty1gem, = 11.4Hz, 1H, 2-H"%), 1.39 (s, 9H, Boc-CH3)
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BC-NMR (150MHz, DMSOg): & = 170.20 (C3-CO), 166.93 (CO-5), 155.73 (Boc-CO),
77.96 (Boc-Cquart), 73.56 (7-C), 73.27 (8-C), 63.04 (8a-C), 61.23 (3-C), 56.83 (6-C), 52.43
(OCH3), 31.27 (2-C), 28.20 (Boc-CHs)

Masse:
(FAB, positive mode, NBA, EE): 363 [MH]"

C,H,N-Analyse:
ber.: C 46.40, H 6.12, N 7.73
gef.: C46.38, H6.14, N 7.71

8a(S)H-6(S)-tert-butyloxycarbonylamino-(7R,8S)-dihydroxy-5oxo-hexahydro-
thiazolo[3,2-a]pyridin-3(R)-carbonsiure-ethylester (20)

OH
HO 2 S

boc\N N
H 5§ CoMe
C14H2N,05S [362.40]

Verbindung 20 wurde bei der Synthese von 19 erhalten. EE/Tol 10:1 R¢=0.55

"H-NMR (600 MHz, DMSOqs): & = 6.34 (d, *Jgeenis, ¢ = 9.7Hz, 1H, Boc-NH). 5.74 (d, *Js.om.
s = 4.7Hz, 1H, 8-OH), 5.62 (d, *J7.on, 7 = 3.8Hz, 1H, 7-OH), 5.15 (d, *Jg s, = 2.6Hz, 1H, 8a-
H), 4.84 (dd, *J3. 2-11pros = 5.6Hz T3 2.1pror = 7.3Hz, 1H, 3-H), 4.4 (dd, *Js poenu = 9.7Hz I,
;=2.9Hz, 1H, 6-H), 3.96 (m, 1H, 7-H), 3.93 (m, 1H, 8-H), 3.64 (s, 3H, OCH3), 3.31 (dd, *J,.
tpror, 3 = 7.6HZ “Jypigem. = 11.4Hz, 1H, 2-H"™®), 3.02 (dd, *Jasipres. 3 = 5.6Hz *Jtigem. =
11.4Hz, 1H, 2-H"5), 1.39 (s, 9H, Boc-CHs)

BC-NMR (150MHz, DMSOg): 8 = 170.41 166,54 (CO-5, C3-CO), 155,67 (Boc-CO), 78.11
(Boc-Cquart), 70.94 (7-C) 66.16 (8-C), 64.51 (8a-C), 60.64 (3-C), 52.16 (OCHs), 50.97 (6-C),
31.12 (2-C), 28.10 (Boc-CHs),

Masse:
(FAB, positive mode, NBA, EE): 363 [MH]"

C,H,N-Analyse:

ber.: C 46.40, H 6.12, N 7.73
gef.: C46.38, H 6.10, N 7.65
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2,3:5,6-Di-O-isopropyliden-D-gulonolacton (21)

O/
0?0 /k

e

o)
C1,H,506 [258.27]

Verbindung 21 wurde nach einer Vorschrift von [129] synthetisiert.

2,3-O-isopropyliden-D-gulonolacton (22)

CoH 1406 [218.21]

Verbindung (22) wurde nach einer Vorschrift von [129] synthetisiert.

7a(S)H-(6R,7S)-O-isopropyliden-5-oxo-hexahydro-pyrrolo[2,1-b]thiazol-(3R)-
carbonsiure-methylester (23)

s .,
4 S
\“\

Oln.

0O CO,Me
C11HsNOsS [273.31]
3.8g (17.4mmol) des Monoacetonids 22 wurden 50ml H,O geldst, nach Zugabe von 1.5g

K,CO3 wurde die Losung liber Nacht bei RT geriihrt. Nun wurde mit 1N HCI den PH auf 7-8
eingestellt, und die Losung mittels Eisbad heruntergekiihlt. Jetzt wurden 7,5g NalOg
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(35mmol) zugegeben und nach 1-2 min das Eisbad entfernt. Nachdem 30min bei RT geriihrt
worden war, wurden 80ml MeOH zugege-ben. Der hieraus resultierende Nd wurde abgetrennt
und noch mit 30ml MeOH gewaschen. Im Filtrat wurden jetzt 4g (23.4mmol) Cysteinmethy-
lester gelost, und das ganze nach Zusatz von noch 50ml Pyridin 7 Tage bei RT geriihrt. Da-
nach wurde das Losungsmittelgemisch am Rotationsverdampfer entfernt. Der Riickstand
wurde in 100ml MeOH aufgenommen, tiber Na,SO4 getrocknet, und anschlieBend auf Kiesel-
gel absorbiert. Die flashchromatographische Trennung (EE/Tol 3:1) ergab 2,75g (10.Immol,
58%) der Verbindung 23.

"H-NMR (600 MHz, DMSOy): 8 = 5.18 (d, J7,, 7= 3.8Hz, 1H, 7a-H), 5.11 (dd, *J, 2-1ipros =
3.3Hz *J3 2.1pror = 6.9Hz, 1H, 3-H), 5.06 (d, *Js, = 4.9Hz, 1H, 6-H), 4.79 (pt, *J7, ¢/70 = 4.4Hz,
1H, 7-H), 3.70 (s, 3H, OCH3), 3.29 (dd, *Jotipres, 3 = 3.0Hz “Jypigem, = 11.5Hz, 1H, 2-HP5),
3.06 (dd, *Jasipror, 3 = 6.9HZ *Jap1gem. = 11.3Hz, 1H, 2-H"™), 1.30 (s, 3H, Isopr-CH;"), 1.26
(s, 3H, Isopr-CH;"™®)

BC.NMR (150MHz, DMSOg):8 = 170.48 (CO-5), 169.31 (C3-CO), 111.89 (Isopr-
Caua), 79.34 (C-6), 75.16 (C-7), 64.97 (C-Ta), 58.05 (C-3), 52.63 (OCH3), 34.34 (C-2), 27.03
(Isopr-CH5P5), 25.99 (Isopr-CH;™?)

Masse:
(PI-DCI-MS, NH3): 291.3 [M+NH,4]"

7a(S)H-(6R,7S)-dihydroxy-5-oxo-hexahydro-pyrrolo[2,1-b]thiazol-(3R)-carbonsiure-
methylester (24)

HO
HOIl:.

o) CO,Me
CsH;NOsS [233.24]

1.8g des Acetonids 23 wurde in 20ml EE gel6st. Nach Zugabe von 10ml TFA wurde 24h bei
RT geriihrt, nun wurden weitere 15ml TFA und 0.Iml H,O zugegeben weiter 7h geriihrt
nochmals 0.2ml H,O zugesetzt, und nach noch einer Stunde des Riihrens bei RT wurde das
LM entfernt. Der Riick-stand wurde in 20ml EE/MeOH 1:1 unter erhitzen geldst, beim ab-
kiihlen bildeten sich Kristall, diese wurden durch Filtration abgetrennt (680mg), eine Nach-
fallung brachte weitere 330mg, somit wurden insgesamt 1.21g (5.2mmol, 79%) der Verbin-
dung 24 erhalten

"H-NMR (600 MHz, DMSOg): & = 5.45 (bs, 1H, 6-OH), 5.32 (bs, 1H, 7-OH), 5.09 (dd, *J;_».
tpros = 2.1Hz J3, 2. 41pror = 6.4Hz, 1H, 3-H), 5.01 (d, *J7a, 7= 3.1Hz, 1H, 7a-H), 4.47 (d, *Js, 7=
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3.8Hz, 1H, 6-H), 4.18 (pt, *J7, ¢/7a = 3.6Hz, 1H, 7-H), 3.66 (s, 3H, OCH3), 3.20 (dd, *J2 sipros. 3
=2.1Hz *Jasigem. = 11.3Hz, 1H, 2-H"®), 2.86 (dd, *Jo-11pror, 3 = 6.4Hz Jp.pagem. = 11.0Hz, 1H,
2_Hpr0R)

BC-NMR (150MHz, DMSOg): & = 173.38 169.74 (CO-5 , C3-CO), 72.83 (C-6), 71.89 (C-
7), 66.90 (C-7a), 58.25 (C-3), 52.50 (OCHs), 33.67 (C-2)

Masse:
(PI-DCI-MS, NH3): 251.2 [M+NH,4]"

C,H,N-Analyse:
ber.: C 41.20, H4.75, N 6.01
gef.: C41.21,H4.81, N 6.17

7a(S)H-(7S)-hydroxy-5-0x0-(6R)-trifluormethansulfonyloxy-hexahydro-pyrrolo[2,1-
b]thiazole-(3R)-carbonsiure-methylester (25)

TfO " N

J CO,Me

CoHoF3NO-S, [365.31]

600mg (2.58mmol) des Bizykluses 24 wurden in 36ml DCM abs. und 8ml Pyridin geldst, zur
eis-gekiihlten Losung wurden jetzt 500ml Tf,0O (3.03mmol) gegeben, nach 20min wurden
noch 20cm’ Eis zugegeben. Die organische Phase wurde abgetrennt, iiber Na,SO, getrocknet
und flashchromato-graphisch aufgereinigt (EE/Tol 1:2, Rggg/ror 1:1) = 0.55). Dies ergab 694mg
(1.9mmol, 74%) der Verbindung 25.

"H-NMR (600 MHz, DMSOg): & = 6.30 (d,’J7.0n, 7 = 5.8Hz , 1H, 7-OH), 6.14 (d, “Je, 7
4.3Hz, 1H, 6-H), 5.24 (dd, *J3, 2-11pros = 1.8Hz °J3 2.41pror = 6.6Hz, 1H, 3-H), 5.14 (d, *J,. 7
3.0Hz, 1H, 7a-H), 4.52 (m, 1H, 7-H), 3.69 (s, 3H, OCH3), 3.27 (dd, *Jo-pros, 3 = 1.8Hz °J,.
teem = 11.2Hz, 1H, 2-H%), 2.96 (dd, *J-sipror, 3= 6.6HZ, T2 pigem. = 11.2Hz, 1H, 2-H"X)

BC-NMR (150MHz, DMSOg):8 = 168.99 165.47 (CO-5 , C3-CO), 84.90 (C-6), 70.95 (C-
7), 67.08 (C-7a), 58.76 (C-3), 52.71 (OCH3), 33.72 (C-2)

Masse:
(PI-DCI-MS, NH3): 383.3 [M+NH,]"

240



C,H,N-Analyse:
ber.: C 29.59, H 2.76, N 3.83
gef.: C 29.68, H 2.69, N 4.08

7a(S)H-(6S)-azido-(7S)-hydroxy-5-oxo-hexahydro-pyrrolo[2,1-b]thiazol-(3R)-carbon-
sdure-methylester (26)

0O COZMe
CsH1oN4O4S [258.26]

110mg (0.3mmol) des Triflats 25, wurde in 20ml DMF geldst, nach Zugabe von 40mg NaNj3
(0.6mmol) wurde die Losung iiber Nacht bei RT geriihrt. Darauthin wurde das LM entfernt,
der Riickstand in 60ml EE/H,O 5:1 aufgenommen, die EE-Phase abgetrennt und iiber Na;SO4
getrocknet. Es erfolgte dann eine flashchromatographische Trennung (EE/Tol 1:2, Ry = 0.4).
der Riickstand wurde in EE gelost, dann soviel Hexan zugegeben bis sich einen leichte Trii-
bung einstellt, erwédrmt bis die Losung wieder klar war. hierauf bildeten sich iiber Nacht Kri-
stalle Smg (0.02mmol, 6%) des Nebenproduktes 27 welche abgetrennt wurden, dem Filtrat
wurde dann wiederum das LM entzogen und der Riickstand im HV getrocknet. Somit ge-
langte man zu 63mg (0.24mmol, 80%) eines klaren Sirups welcher als einziges die Verbin-
dung 26 enthielt.

"H-NMR (600 MHz, DMSOg): & = 6.28 (bs, 1H, 7-OH), 5.18 (d, *J7, 7 = 5.6Hz, 1H, 7a-H),
5.01 (dd, *J3, 2.1pros = 4.8Hz I3, 2mpror = 8.1Hz, 1H, 3-H), 4.41 (d, *Js 7 = 5.6Hz, 1H, 6-H),
4.36 (pt, *J7, 726 = 5.6Hz, 1H, 7-H), 3.69 (s, 3H, OCH3), 3.39 (dd, *Josipror. 3 = 8.1HZ *Jppigem.
= 11.4Hz, 1H, 2-H""), 3.26 (dd, *J211pros. 3= 4.8Hz *Jppigem. = 11.5Hz, 1H, 2-HP®)

BC-NMR (150MHz, DMSOq):8 = 171.38 (CO-5), 169.58 (C3-CO), 70.24 (C-7a), 68.79 (C-
7), 65.43 (C-6), 58.89 (C-3), 52.67 (OCH3), 34.42 (C-2)

Masse:
(CI-MS, NH3): 276.2 [MJrNH4]+
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7a(S)H-(6R)-azido-(7S)-hydroxy-5-oxo-hexahydro-pyrrolo[2,1-b]thiazol-(3R)-
carbonsiure-methylester (27)

HO
- .S
N3|||n-

o) CO,Me
CsH;0N404S [258.26]

27 wurde bei der Synthese von 26 isoliert.

"H-NMR (600 MHz, DMSOg): & = 6.17 (m, 1H, 7-OH), 5.22 (dd, *J5, 2-11pror = 6.5Hz °J3. 5.
Hpros = 1.6Hz, 1H, 3-H), 5.08 (d, *J7, 7 = 2.4Hz, 1H, 7a-H), 4.4 (m, 2H, HMQC: 4.40 7-H/
4.39 6H), 3.68 (s, 3H, OCH3), 3.25 (dd, *Joppros, 3 = 2.0Hz *Jppgem. = 11.3Hz, 1H, 2-H"™®),
2.94 (dd, *Josipror. 3 = 6.7HZ *Jppigem. = 11.3Hz, 1H, 2-H"

BC-NMR (150MHz, DMSOq):5 = 169.37 169.17 (CO-5, C3-CO), 73.28 (C-7), 67.97 (C-
7a), 63.55 (C-6), 58.44 (C-3), 52.62 (OCH3), 34.03 (C-2)

Masse:
(CI-MS, NH3): 259.2 [MH]", 276.2 [M+NH,]"

C,H,N-Analyse:
ber.: C 37.21, H 3.90, N 21.69
gef.: C37.10, H4.00, N 21.18

7a(S)H-(6)-tert-butyloxycarbonylamino-(7S)-hydroxy-5-oxo-hexahydro-pyrrolo[2,1-
b]thiazol-(3R)-carbonsiure-methylester (28)
HO

boc — S

\N

H N

®) CO,Me

Ci3H20N206S [332.38]
258mg (Immol) des Azids (S/R 4:1) wurden in 10ml MeOH gelost. Nach Zugabe einer Spa-
telspitze Pd/C wurde unter Hp-Atmosphére 2h bei RT geriihrt. Das LM wurde entfernt, und

der Riickstand in 15ml DCM gelost, 250mg (1.1mmol) Boc,O und 170uL. DIPEA zugegeben.
Nachdem bei RT iiber Nacht geriihrt worden war, wurde das LM entfernt. Eine flashchroma-
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tographische Aufreinigung (EE/Tol 2:3, R = 0.3) ergab 245mg (0.74mmol, 74%) der beiden
epimeren Verbindungen 28 (S/R 2:1)

6S:

"H-NMR (600 MHz, DMSOqs): & = 7.42 (d, *Jgoenn, 6 = 8.7Hz, 1H, Boc-NH), 6.06 (d, *J7.0,
7=5.1Hz, 1H, 7-OH), 5.148 (m, 1H, 7a-H), 4.97 (dd, *J3. 2.11pros = 5.4Hz *J3, 211pr0r = 8.7Hz,
1H, 3-H), 4.54 (m, 1H, 7H), 3.88 (pt, *J6. 780c.x = 8.2Hz, 1H, 6-H), 3.69 (s, 3H, OCH3), 3.42
(dd, *J2s1pror. 3= 8.7HZ “Jopigem. = 11.5Hz, 1H, 2-H"), 3.19 (dd, *Jasipros, 3= 5.1HZ 2 tigem. =
11.5Hz, 1H, 2-H"™, 1.38 (s, 9H, Boc-CH;)

BC-NMR (150MHz, DMSOy6):8 = 78.45 (Cquan-Boc), 70.34 (C-7a), 67.42 (C-7), 59.59 (C-
3), 57.41 (C-6), 52.5 (OCH3), 34.09 (C-2), 28.12 (3C, CH3-Boc)

6R:

"H-NMR (600 MHz, DMSOg): & = 6.34 (d, *Jgoents, ¢ = 9.2Hz, 1H, Boc-NH), 5.66 (d, *J7.om,
;7 =4.9Hz, 1H, 7-OH), 5.153 (m, 1H, 7a-H), 5.08 (dd, T3, 2.1pror = 6.7Hz I3, 2.11pr0s = 2.1Hz,
1H, 3-H), 4.69 (dd, *Js. 7 = 4.1Hz *Js oenu = 9.5Hz, 1H, 6-H) 4.22 (m, 1H, 7H), 3.67 (s, 3H,
OCHs3), 3.23 (dd, *Jotipres, 3 = 2.1Hz *Jppgem. = 11.0Hz, 1H, 2-HP™®), 2.89 (dd, *Jp-ppror, 3 =
6.4Hz *Jyp1gem. = 11.0Hz, 1H, 2-HP™®), 1.40 (s, 9H, Boc-CH3)

BC-NMR (150MHz, DMSOg): 8 = 78.56 (Boc-Cquar), 70.74 (C-7), 68.03 (C-7a), 58.28 (C-
3), 57.09 (C-6), 52.5 (OCH3), 33.93 (C-2), 28.08 (3C, Boc-CHs)

Masse;
(CI-MS, NH3): 333.3 [MH]", 350.3 [M+NH,]"

C,H,N-Analyse:

ber.: C 46.98, H 6.07, N 8.43
gef.: C46.52, H 6.19, N 8.38

8-(1R,2-Dihydroxy-ethyl)-6R-Hydroxy-5-oxo-hexahydro-thiazolo[2,3-c][1,4]-0xazin-3R-
carboxylsidure-methylester (29)

OH
OH

O o
\\“ N
HO H( %
9] COZMG

C1oH;sNO-S [293.30]
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2g Gulonsdurelacton (11.2mmol) wurden in 15ml H,O geldst. Die Losung wurde mit einem
Eisbad gekiihlt. Hierzu wurden 2.5g NalO4 (11.7mmol) gegeben. Nach 5 min wurde das Eis-
bad entfernt und noch weiter Smin bei RT geriihrt. Nach Zugabe von 40ml MeOH bildete sich
ein Nd. Dieser wurde abgetrennt. Zum Filtrat wurden 2g (11.7mmol) CysOMe x HCI und 20
ml Pyridin gegeben. Jetzt wurde die Losung 2 Wochen bei RT geriihrt. Das LM wurde ent-
fernt und das Rohprodukt flashchro-matographisch aufgereinigt (EE/MeOH 4:1, R¢ = 0.55).
Hierdurch wurden 517mg (1.8mmol, 16%) der Verbindung 29 erhalten. Das Produkt konnte
noch aus EtOH kristallisiert werden.

"H-NMR (600MHz, DMSOys) & = 7.29 (d, *Js.on. ¢ = 6.7Hz, 1H, 6-OH), 5.15 (m, 2H, 3-H/6-
H), 5.05 (d, *Jg.. s = 9.7Hz, 1H, 8a-H), 5.03 (d, *Jcuoncmoon. croncton = 6.4Hz, 1H,
CHOHCH,0H), 4.50 (pt, *Jcm-on, crz-on = 5.6Hz, 1H, CH-OH), 4.11 (dd, *Js s = 9.7Hz I3,
cuoncizon = 1.8Hz, 1H, 8-H), 3.69 (s, 3H, OCH;), 3.5-3.4 (m, 4H, DQF-COSY: 3.47
CHOHCH,OH, 3.43 2-H', 3.42 CH,OH), 3.15 (dd *Jo.un, 3 = 5.4Hz *Jypigem = 11.8Hz, 1H, 2-
H"),

BC-NMR (150MHz, DMSOg): & = 169.76 164.13 (CO-5, C3-CO), 88.98 (C-6), 70.92
(CHOHCH,OH), 70.76 (C-8), 61.66 (CH,0OH), 60.92 (C-8a), 60.14 (C-3), 52.60 (OCHj3),
31.33 (C-2),

Masse:
(PI-DCI-MS, NH3): 311.5 [M+NH4]+, 604.3[2M+NH4]+

C,H,N-Analyse:
ber.: C 40.95, H 5.16, N 4.78
gef.: C40.84, H5.12, N 4.77

2-[((3S,4S)-dihydroxy-5-oxo-tetrahydr-furan-2-yl)-hydroxy-methyl|-thiazolidin-(4R)-
carbonsiure-methylester (30)

HO
OH
31
O coMe O
@) . N
: Ry
OH

C1oH1sNO5S [293.30]

1.5g (8.5mmol) y-Glucuronolacton und 1.5g (8.8mmol) L-Cysteinmethylester Hydrochlorid
wurden in 11ml H,O/Pyridin 10:1 geldst. Nach 10min bildete sich ein farbloser Nd.. Dieser
wurde durch Filtration abgetrennt und anschlieBend im HV getrocknet. So konnten 0.9g
(3.1mmol, 36%) der Verbindung 30 erhalten werden.

244



1R:

"H-NMR (600MHz, DMSOy): & = 4.71 (d, *J1., = 1.4Hz, 1H, 1-H), 4.48 (d, *Js 4 = 4.4Hz,
1H, 5-H), 4.31 (dd, *J3.» = 8.8Hz *J5 4= 2.7Hz, 1H, 3-H), 4.20 (dd, *J; 3 =3.0Hz *J 5=
4.7Hz, 1H, 4-H), 3.97 (dd, *J,. 3 = 8.8Hz I, | = 1.4Hz, 1H, 2-H),3.88 (dd, *Jo. p.1ipror = 6.9Hz
*Jo. ptipros = 9.3Hz, 1H, a-H), 3.70 (OCH3), 3.22 (dd, *Jp sipror. o« = 6.9HZ Jp 1gem. = 10.2Hz,
1H, B-H"®), 2.72 (pt, *Jp tipros. « = 9.6HZ *Tp pigem. = 9.6Hz, 1H, p-H"™)

BC-NMR (100MHz, DMSOg): § = 176 171 (CO-6, COOMe), 81.29 (C-3), 70.68 (C-5),
69.08 69.07 (C-4, C-1), 67.77 (C-2), 64.85 (Cor), 52.36 (OCH3), 36.50 (CB)

1S:

"H-NMR (600MHz, DMSOy): & = 4.79 (d, *J1., = 4.1Hz, 1H, 1-H), 4.50 (d, *Js 4 = 4.4Hz,
1H, 5-H), 4.45 (dd, *J,, g = 6.9Hz J, g = 4.9Hz, 1H, a-H), 4.17 (dd, *J5,, = 8.0Hz °J5 4
=2.7Hz, 1H, 3-H), 4.12 (dd, *J4 3 = 2.7Hz *I, s = 4.4Hz, 1H, 4-H), 4.04 (dd, °J, ; = 8.0Hz
31,1 = 3.8Hz, 1H, 2-H), 3.66 (OCH3), 3.11 (dd, *Jpn o = 6.9HZ *Jppigem. = 10.4Hz, 1H, B-H'),
3.02 (dd, *Jp.m, o« = 5.2HZ *Jpigem, = 10.4Hz, 1H, B-H")

BC-NMR (100MHz, DMSOg): 8 = 176 171 (CO-6, COOMe), 81.73 (C-3), 70.63 (C-5),
69.78 (C-2), 69.41 (C-4), 68.82 (C-1), 63.78 (Ca), 52.25 (OCH3), 36.84 (CP)
Nomenklatur siche * Seite 230

Masse:

(+ p ESI MS, H,O/MeOH + 10mmol/l NH4Ac): 293.8 [MH]+, 587.1 [2M+H]+

(- p ESIMS, H,O/MeOH + 10mmol/l NH4Ac): 291.9 [M-H], 327.9 [M+CI], 585.0 [2M-H],
621.0 [2M+CI]

C,H,N-Analyse:
ber.: C 40.95, H5.16, N 4.78
gef.: C 40.40, H 5.06, N 5.42

(2R)-[((4)-azido-(3R)-hydroxy-5-oxo-tetrahydr-furan-2-yl)-hydroxy-methyl|-thiazolidin-
(4R)-carbonsiure-methylester (31)

N3
5R OH 55 OH
o) S’>\ o) S’>\
O N~ COMe O NN\ ~COMe
Ho M

HO H

C1oH14N4O6S [318.31]
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1,5g (3.5mmol) des Triflats 2 wurden in 50ml DMF gelost. Dann wurden 400mg NaNj
(6.3mmol) zugegeben und 16h bei RT geriihrt. Das LM wurde nun entfernt (mit Toluol koe-
vaporiert). Der Riickstand wurde in 150ml EE und 30ml H,O aufgenommen, die organische
Phase wurde separiert, und die Wasserphase noch 2 mal mit je 100ml EE extrahiert. Die ver-
einigten org. Phasen wurden tiber MgSO, getrocknet. Nach einem flashchromatographischen
Reinigungsschritt (EE/Tol 10:1, Ry = 0.55), wurden die entsprechenden Fraktionen eingeengt.
Nach Zugabe von Hexan bildete sich ein Nd., dieser wurde abgetrennt und im Hochvakuum
getrocknet. Somit wurden 481mg (1.5mmol, 43%) der Verbindung 31 (5R/S-Gemisch) er-
halten.

5S:

"H-NMR (600MHz, DMSOg): & = 6.32 (d, *Ja.on, 4 = 5.3Hz, 1H, 4-OH), 5.95 (d, *Jr.on. 2 =
5.9Hz, 1H, 2-OH), 4.66 (d, *J, nu = 11.4Hz, 1H, 1-H), 4.52 (d, *Js, 4 = 4.4Hz, 1H, 5-H), 4.45
(m, 1H, 4-H), 4.42 (dd, °J3., =9.1Hz °I; 4 =2.9Hz, 1H, 3-H), 4.00 (dd, *J».3 =9.1Hz *I, s.0n
= 5.6Hz, 1H, 2-H) 3.81 (m, 1H, a-H), 3.70 (OCH3), 3.22 (dd, *Jps o = 7.0Hz *Jppigem, =
10.3Hz, 1H, B-H"), 2.91 (pt, *Jnu, oiin = 12.6Hz, 1H, NH), 2.71 (pt, *Jpmm, o« = 9.7Hz *Jppigem.
=9.7Hz, 1H, p-H")

BC-NMR (HMQC, DMSOy): & = 83.2 (C-3), 69.7 (C-4), 69.0 (C-1), 67.3 (C-2), 64.8 (Cav),
61.8 (C-5), 52.0 (OCH3), 36.7 (CB)

S5R:

"H-NMR (600MHz, DMSOy): & = 6.26 (d, *J4.0, 4 = 5.3Hz, 1H, 4-OH), 5.56 (d, *Jr.on, 2 =
5.0Hz, 1H, 2-OH), 4.68 (d, *Js, 4 = 8.5Hz, 1H, 5-H), 4.53 (m, 1H, 1-H), 4.45 (m, 1H, 3-
H),4.36 (m, 1H, 4-H), 3.96 (m, 2H, 2-H/a-H) 3.81 (m, 1H, a-H), 3.68 (OCHs3), 3.18 (dd, *J;.
tt, ot = 6.8Hz *Jgpigem. = 10.0Hz, 1H, B-H"), 2.84 (dd, *Jpuh, ot = 8.2Hz *Jp p1gem. = 10.3Hz,
1H, B-H")

BC.NMR (HMQC, DMSOg): 6 = 80.8 (C-3), 71.1 (C-1), 71.0 (C-4), 68.5 (C-2), 64.7 (Ca),
62.4 (C-5), 51.9 (OCH3), 36.5 (CB)
Nomenklatur siehe * Seite 230

Masse:

(+ p ESIMS, CH,Cl/MeOH + 10mmol/l NH4Ac): 318.9 [MH]", 340.8 [M+Na]",
637.2 [2M+H]", 659.2 [2M+Nal]

(- p ESI MS, CH,Cl,/MeOH + 10mmol/l NH4Ac): 316.9 [M-H], 376.9 [M+Ac],
635.1 [2M-HT, 621.0 [2M+CI]

C,H,N-Analyse:

ber.: C 37.73, H 4.43, N 17.60
gef.: C37.55, H4.46, N 16.75
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8a(S)H-8(S)-hydroxy-(6S,7R)-O-isopropyliden-5oxo-hexahydro-thiazolo[3,2-a]pyridin-
3(R)-carbonsiure-ethylester (32)

OH

\<o S

= O N\e
o)

CO,Et
C13H1oNOgS [317.36]

1.6g (5.7mmol) der Verbindung 14 wurden 50ml Aceton gelost. Bei 0°C wurden 0.5ml
H,SO4 konz. zugegeben. Nach 15min wurde das Eisbad entfernt, und noch 45min bei RT ge-
riihrt. Danach wurde mit Na,COj; neutralisiert, die Losung gefiltert, das Filtrat eingeengt, mit
EE/Tol 9:1 (Rf= 0.55) geséult, der Riickstand im HV getrocknet, was schluBendlich zu 1.63g
(5.1mmol, 89%) der Verbin-dung 32 fiihrte.

"H-NMR (600MHz, DMSOg): 5 = 5.79 (d, *Js.on, s = 5.0Hz, 1H, 8-OH), 5.21 (dd, *J3, 2.1pros
= 2.6Hz 3 2mpor = 6.5Hz, 1H, 3-H), 4.99 (s, 1H, 8a-H), 4.44 (d, *Js, 7 = 6.5Hz, 1H, 6-H),
4.41 (dd, °J7. ¢ = 6.5Hz °J; 3 =2.9Hz, 1H, 7-H), 4.11 (m, 2H, OCH,CHj3), 3.93 (m, 1H, 8-H),
3.13 (dd, *Tosipror. 3 = 6.8HZ “Jogigem = 11.4 Hz, 1H, 2-HP™Y), 3.06 (dd, *J2 s1pros. 3 = 2.6Hz °J,.
Hgem = 11.2HZ, lH, Z_Hpros)’ 1.39 1.31 (je S, je 3H, 2x ISOpI’-CH3), 1.18 (t, 3JOCH2CH3, OCH2CH3 =
7.0Hz, 3H, OCH,CHj3)

BC-NMR (150MHz, DMSOge): & = 169.21 164.73 (C3-CO, CO-5), 109.67 (Isopr-Cquar),
75.89 (C-7), 73.24 (C-6), 67.51 (C-8), 61.40 (C-3), 61.24 (C-8a), 61.16 (OCH,CHj3), 30.46
(C-2), 26.20 24.34 (Isopr-CH3), 13,88 (OCH,CH3)

Masse:
(FAB, positive mode, NBA, DMSOye): 318 [MH]"

C,H,N-Analyse:

ber.: C 49.20, H 6.03, N 4.41
gef.: C49.21, H 5.82, N 4.23
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8a(S)H-8(S)-benzyloxy-7(6S,7R)-dihydroxy-5oxo-hexahydro-thiazolo[3,2-a]pyridin-
3(R)-carbonsiure-ethylester (33)

OBn
HO : .S

HO
O  CO,Et

C17H2NOgS [367.42]

1.2g (3.8mmol) der Verbindung 32 wurden in 50ml DMF geldst, und mittels Eisbad gekiihlt.
Dann wurden in iiber einen Zeitraum von lh 150mg (in 3 Schritten 70, 40, 40mg) NaH
(6.25mmol, 1.6eq) zugegeben. danach wurde das LM abgezogen (koevapoiert mit Toluol),
und der Riickstand in 200ml EE/ 50ml H,O aufgenommen, die organische Phase abgetrennt,
die wilrige Phase mit 100ml EE ausgeschiittelt, und danach die EE-Phase iiber MgSO,4 ge-
trocknet. Nach entfernen des LM erfolgte eine flashchromatographische Aufreinigung EE/Tol
4:5 (R¢=0.6).

Das hierbei erhaltene Gemisch der beiden geschiitzten Verbindungen wurde in 10ml EtOH,
15ml TFA und 0.7ml H,O geldst und bei RT 15h geriihrt. Danach wurde das LM abgezogen
und 2 mal mit EE/Tol 10: 1 (R¢ = 0.4) gesdult (Flash). Das LM der gesammelten Fraktionen
abgezogen, und den Riickstand im HV getrocknet ergaben 470mg eines klaren zéhfliissigen
Sirups. Diese somit erhaltenen 1.28mmol entsprachen einer Ausbeute von 34%.

"H-NMR (600MHz, DMSOg) 6 = 7.25-7.4 (m, 5H, Bn-Harom), 5.57 (d, *J7.on, 7 = 3.8Hz, 1H,
7-OH), 5.45 (d, *Js.on. ¢ = 5.9Hz, 1H, 6-OH), 5.24 (d, *Js,. s = 2.6Hz, 1H, 8a-H), 4.91 (dd, I,
2-1ipros = 5.0Hz °J3 2.p1pror = 7.6Hz, 1H, 3-H), 4.69 (m, 2H, Bn-CH,), 4.17 (m, 1H, 7-H), 4.11
(m, 2H, OCH,CHj3), 4.05 (dd, *Js, s.on = 5.9Hz *Js, 7 =3,5 Hz, 1H, 6-H), 3.99 (dd, *Jg g, =
2.6Hz 3J8= 77 4'7HZ’ 1H7 S'H)a 3.31 (dd, 3J2—HproR, 37 7.6Hz 2J2—ngm, = 114HZ, lH, 2_Hpr0R),
3.05 (dd, , *Josipros, 3 = 5.0HZ *Jppigem, = 11.4Hz 1H, 2-H”°%),1.19 (t, *Jemcns, ciacms = 7.3Hz,
3H, OCH,CHj3)

BC-NMR (150MHz, DMSOg): & = 169.85 168.92 (C3-CO, CO-5), 138.09 128.27(2C)
127.66 127.63(2C) (Bn-Carom.), 74.61 (C-8), 72.71 (Bn-CH,), 68.75 (C-7), 67.37 (C-6), 63.32
(C-8a), 60.99 (OCH,CH3), 60.06 (C-3), 31.39 (C-2), 13.97 (OCH,CH3)

Masse:
(FAB, positive mode, NBA + Nal, CHCl3): 368 [MH]", 390 [M+Na]", 540 [M + Nal + Na]"

C,H,N-Analyse:

ber.: C 55.57, H 5.76, N 3.81
gef.: C 56.44, H 5.96, N 3.71
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2-(3S-benzoyloxy-2S-benzylsulfanyl-4R,5S-dihydroxy-6-oxo-piperidin-1-yl)-acrylsaure-
ethylester (34)

OBn
HO . SBn

N
HO

o CO,Et
C2Hy7NOGS [457.55]

34 wurde bei der Synthese der Verbindung 33 als Nebenprodukt erhalten, 115mg (0.25mmol)
ent-spricht 7% der Ausbeute.

"H-NMR (600MHz, DMSOy) & = 7,4-7.2 (m, 10H, Bn-Harom.), 6.24 (s, 1H, Hoet), 5.74 (s,
1H, Hot"), 5.48 (d, *J40m 4 = 3.8Hz, 1H, 4-OH), 5.25 (d, *Js.on4. s = 5.3Hz, 1H, 5-OH), 5.09
(d, *J.3 = 4.4Hz, 1H, 2-H), 4.65 (m, 2H, Bn-OCHb), 4.37 (pt, *Js, s.om4 = 4.4Hz, 1H, 5-H), 4.1
(m, 3H, 4H/OCH,CH3), 3.89 (pt, *J5, 4 = 4.4Hz, 3-H), 3.85 (d, *Jcmgem. = 12.9Hz, 1H, Bn-
SCH"), 3.76 (d, *JcHagem. = 12.6Hz, 1H, Bn-SCH"), 1.17 (t, *Jemacus, cmacns = 7.3Hz, 3H,
CH,CHs)

BC-NMR (100MHz, DMSOq6) 8 = 171.27 163.14 (CO-6, CO-OE), 138.16 137.94 137.76
(2x Bn-Cauart, Cauar ™), 128.85(2C) 128.44(2C) 128.25(2C) 127.72(2C) 127.66 127.06
(Bn-CHyrom), 123.26 (CH,**), 79.63 (C-3), 72.22 (Bn-OCH,), 69.62 (C-4), 67.62 (C-5),
65.80 (C-2), 60.83 (OCH,CH3), 36.03 (Bn-SCH.,), 13.90 (OCH,CHs)

Masse:
(FAB, positive mode, NBA + Nal, CHCl3): 480 [M+Na]", 502 [M + 2Na -H]",
630 [M + Nal + Na]"

C,H,N-Analyse:

ber.: C 63.00, H 5.95, N 3.06
gef.: C 57.29,H 5.90, N 2.68
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8a(S)H-8(S)-benzyloxy-7(S)-hydroxy-50x0-6(S)-trifluorometansulfonyloxy-hexahydro-
thiazolo[3,2-a|pyridin-3(R)-carbonsiure-ethylester (35)

OBn
HO x S

TfO
O  CO,Et

CisHa0F3NOgS, [499.49]

450mg (1,22mmol) der Verbindung 33 wurden in 50ml DCM zugegeben und mit 9mg DMAP
versetz, auf -30°C gekiihlt, 300uL Tf,0 in 700ul. DCM abs. zugegeben. Nach 45min wurde
das Kiltebad entfernt und bei RT weiter geriihrt. Nach 1h wurden noch 3ml Pyridin zugege-
ben eine weiter 1/2h geriihrt, und anschlieBend das LM am Rotationsverdampfer entfernt. Der
Riickstand wurde in 100ml EE und 20ml H,O aufgenommen, nach Ausschiitteln, die org.
Phase separiert, die wérige nochmals mit 100ml EE extrahiert. Nach Trocknung der verei-
nigten organischen Phasen tiber MgSQy, erfolgte eine flashchromatographische Aufreinigung
(Tol/EE 5:1, R¢ = 0.25), aus welcher 228mg (0.46mmol) der Verbindung 35 resultierten, dies
entsprach einer Ausbeute von 38%.

"H-NMR (600MHz, DMSOg) & = 7,35 (m, 5H, Bn-Harom.), 6.61 (d, *J7.0n, 7 = 3.8Hz, 1H, 7-
OH), 5.27 (d, *Jsa s = 2.1Hz, 1H, 8a-H), 5.24 (d, *Js, 7 = 3.2Hz, 1H, 6-H), 5.00 (dd, *J3_»-11pros =
5.3Hz *J3, 21pror = 7.6Hz, 1H, 3-H), 4.77 (d, *Jan-crogem = 12.0Hz, 1H, Bn-CH", 4.70 (d, *Jg,.
ctagem =11.7Hz, 1H, Bn-CH"), 4.42 (m, 1H, 7-H), 4.1 (m, 2H, OCH,CH3), 3.40 (dd, *J5-1pror. 3
=7.6Hz *Jypgem = 11.4Hz, 1H, 2-H"), 3.14 (dd, *J2pipros, 3 = 5.3Hz *Jppigem = 11.4Hz, 1H,
2-HP™%), 1.19 (t, *Jemocms, cuzens = 7.0Hz, 3H, CH,CHs)

BC-NMR (100MHz, DMSO-de) § = 169.05 160.62 (CO-5, C3-CO), 137.58 128.41(2C)
127,99 127.82(2C) (Bn-Caom), 82.23 (C-6), 74.37 (C-8), 73.36 (Bn-CH), 67.77 (C-7).
63.12 (C-8a), 61.35 (OCH,CHy), 60.34 (C-3), 31.44 (C-2), 13.92 (CH,CHs)

Masse (FAB, positive mode, NBA + Nal, EE): 500 [MH]", 522 [MNa]"

C,H,N-Analyse:

ber.: C 43.28, H4.04, N 2.80
gef.: C43.53, H4.30, N 2.75
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8a(S)H-(8S)-benzyloxy-50x0-6-trifluormethansulfonyloxy-2,3,8,8a-tetrahydro-SH-
thiazolo[3,2-a|pyridin-3(R)-coarbonsiure-ethylester (36)

OBn
: .I\S

TO
O  CO,Et

Ci5HisF3NO-S, [481.47]

Verbindung 36 wurde als Nebenprodukt der Reaktion zu 35 erhalten. Diese 217mg
(0.45mmol) entsprachen einer Ausbeute von 37%.

"H-NMR (600 MHz, DMSO-d¢) & = 7.3 (m, 6H, Bn-Hyom/7-H), 5.29 (d, *Jsa. s = 2.9Hz, 1H,
8a-H), 5.26 (dd, °J3 o.; = 6.5Hz °J3, 5. = 2.4Hz, 1H, 3-H), 4.72 (d, *Jcmogem, = 11.4Hz, 1H,
Bn-CH'), 4.69 (d, *Jcpagem. = 11.4Hz, 1H, Bn-CH"), 4.39 (dd, *Jg s, = 3.2Hz °Js 7 = 6.5Hz,
1H, 8-H), 4.15 (m, 2H, OCH,CH3), 3.34 (dd, *Jom 3 = 6.8Hz Jojigem = 11.4Hz, 1H, 2-H'),
3.22 (dd, *Jopigem, = 11.4Hz *Jopy 3 = 2.1Hz, 1H, 2-H"), 1.19 (t, *Jemcns, cmacns = 7.0Hz, 3H,
CH,CHas)

BC-NMR (150MHz, DMSO-dg): & = 168.69 154.78 (CO-5, C3-CO), 141.31 (C-6), 137.76
(Bn-Cquan), 128.47 (C-7), 128.32(2C) 127.80 127.65(2C) (Bn-CHyrom), 72.15 (Bn-CHy),
69.06 (C-8), 63.79 (C-8a), 61.60 (OCH,CHs), 61.24 (C-3), 32.87 (C-2), 13.83 (OCH,CH;)

Masse:
(CI-MS, NH3) 382.1 [MH]+, 499.1 [MNH4]+

8a(S)H-6(R)-azido-8(S)-benzyloxy-7(R)-hydroxy-50xo0-hexahydro-thiazolo[3,2-
a|pyridin-3(R)-carbonsiure-ethylester (37)

(_)Bn
S

0 CO,Et
C17H20N405S [392.44]

200mg (0.4mmol) der Verbindung 35 wurden in 30ml DCM geldst, hierzu wurden 50mg
NaNj3; (0.77mmol) und 100uL 15-C-5 gegeben und bei RT tiber Nacht geriihrt. Dann wurden
10ml H,O zur Reaktionslosung gegeben, ausgeschiittelt, die Wasserphase abgetrennt und mit
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30ml DCM extrahiert, die organischen Phasen gesammelt, {iber Na,SO,4 getrocknet, am Rota-
tionsverdampfer eingeengt, der Riickstand mit Tol/EE 2:1 flashchromatographisch aufgerei-
nigt (Rf = 0.4), das LM der erhaltenen Fraktionen am Rotationsverdampfer und danach am
HV entfernt, bis schluendlich 130mg (0.33mmol) der Verbindung 37 als Reinsubstanz er-
halten werden konnten. Dies entsprach einer Ausbeute von 83%.

"H-NMR (600MHz, DMSOg): & = 7.35 (m, 5H, Bn-Harom.), 6.06 (d, *J7.04, 7 = 5.0Hz, 1H, 7-
OH), 5.22 (dd, *J3. 2.1pror = 7.0HZ J3,2.41pr0s = 2.9Hz, 1H, 3H), 5.17 (d, *Jg, s = 2.4Hz, 1H, 8a-
H), 4.71 (d, *Jan.crgem, = 11.7Hz, 1H, Bn-CH'"), 4.62 (d, *Jpn.cHagem = 12.0Hz, 1H, Bn-CH"),
431 (d,Js. 7 = 5.9Hz, 1H, 6-H), 4.13 (m, 2H, CH,CH3), 3.80 (m, 1H, 7-H), 3.75 (pt, *Jg_ sa7 =
2.6 Hz, 1H, 8-H), 3.23 (dd, *Jasipror, 3= 7.0HZ Jppagem = 11.4Hz, 1H, 2-H™%), 3.13 (dd, *J,.
HproS, 3 — 2.9Hz 2J2_ngm = 114HZ, IH, 2_HprOS), 1.19 (t, 3JCH2CH3, CH2CH3 — 7.0HZ, 3H,
CH,CHa)

BC-NMR (100MHz, DMSOg): 8 = 169.11 164.70 (CO-5, C3-CO), 137.85 128.26(2C)
127.62 127.53(2C) (Bn-Carom ), 79.39 (8-C), 71.69 (Bn-CHy), 71.06 (C-7), 64.06 (C-6), 61.82
(C-8a), 61.37 (CH,CHs) 61.20 (C-3), 31.55 (C-2), 13.97 (CH,CHs)

Masse:
(FAB, positive mode, NBA + Nal, DMSO-dg): 393 [MH]", 415 [MNa]’, 565 [M+Nal+Na]"

C,H,N-Analyse:
ber.: C 52.03, H 5.14, N 14.28
gef.: C 50.80, H 5.66, N 13.04

8a(S)H-8(S)-benzyloxy-6(R)-tert-butyloxycarbonylamino-7(R)-hydroxy-5oxo-
hexahydro-thiazolo[3,2-a]pyridin-3(R)-carbonsiure-ethylester (38)

OBn
HO A S
boc\H\\u N
o) CO,Et
C2H30N,07S [466.56]

90mg (0.23mmol) des Azids 37 wurde in 20ml Pyridin und 10ml H,O geldst. Hiernach wurde
fir 10min H,S in die Losung eingeleitet. Nachdem diese dann bei RT {iber Nacht geriihrt
worden war, wurde das LM zuerst am Rotationsverdampfer und dann am HV entfernt. Der
somit erhaltene Riickstand wurde in 30ml DCM geldst. Nach Zusatz von 100mg (0.46mmol)
Boc,O und 40uL DIPEA (0.23mmol) wurde nochmals iiber Nacht geriihrt. Anschliefend
wurde die Losung eingeengt, und der Riickstand flashchromatographisch aufgetrennt (EE/Tol
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1:2, R¢ = 0.6), woraufhin 93mg (0.2mmol, 87%) der Verbindung 38 als klarer fester Sirup
erhalten werden konnten. Aus EE/Hexan konnten dann auch noch Kristalle geziichtet werden.

"H-NMR (600MHz, DMSOy) & = 7.3 (m, 5H, Bn-Harom), 7.03 (d, *Jsoent, 6 = 9.1Hz, 1H,
Boc-NH), 5.61 (d, *J7.0u, 7 = 5.9Hz, 7-OH), 5.1 (m, 2H, 3/8a), 4.69 (d, *Jan.crogem = 11.7Hz,
1H, Bn-CH", 4.56 (d, “Jgn.cizgem = 12.0Hz, 1H, Bn-CH"), 4.1 (m, 2H, OCH,CHj3), 4.05 (pt,
3J6. 1nitBoc = 8.2 Hz, 1H, 6-H), 3.84 (m, 1H, 7-H), 3.69 (m, 1H, 8-H), 3.20 (dd, *Jo.mpror, 3 =
7.3Hz *Jypgem = 11.4Hz, 1H, 2-H"®), 3.10 (dd, *Jo-mpros, 3 = 2.1HZ *Jppigem = 11.2Hz, 1H, 2-
Hpros), 1.36 (S, 9H, BOC-CH3), 1.19 (t, 3JCH2CH3, CH2CH3 = 7.3HZ, 3H, OCHQCH3)

BC-NMR (150MHz, DMSOg): & = 169.47 166.64 (C3-CO, CO-5), 155.80 (Boc-CO),
138.01 128.20(2C) 127.52 127.48(2C) (Bn-Carom), 82.24 (C-8), 77.88 (Boc-Cquart), 71.32
(Bn-CH,), 70.68 (C-7), 61.65 (C-8a), 61.24 (OCH,CHj3), 61.11 (C-3), 57.26 (C-6), 31.74 (C-
2), 28.23 (Boc-CHj3), 13.98 (OCH,CH3)

Masse:
(FAB, positive mode, NBA, Nal/EE): 467 [MH]" 489 [MNa]"

C,H,N-Analyse:
ber.: C 56.64, H 6.48, N 6.00
gef.: C 56.64, H 6.77,N 6.15

8a(S)H-8(S)-benzyloxy-6(S)-tert-butyloxycarbonylamino-7(R)-hydroxy-5o0xo-hexahydro-
thiazolo[3,2-a|pyridin-3(R)-carbonsiure-ethylester (39)
OBn
HO . S

boc_ N N
H 5  CoEt
C2xH30N,07S [466.56]

Verbindung 39, wurde bei der Synthese von 38 erhalten (EE/Tol 1:2, Ry = 0.55, 8mg,
0.02mmol, 9%)

"H-NMR (600MHz, DMSOqs) & = 7.38-7.28 (m, 5H, Bn-Hurom.), 6.46 (d, *Joents, s = 9.7Hz,
1H, Boc-NH), 5.77 (d, *J7.01. 7 = 3.8Hz, 7-OH), 5.24 (d, *Js.. s = 2.6Hz, 1H, 8a-H), 4.89 (dd,
313, 2-1pror = 7.9HZ T3, 21pros = 5.3Hz, 1H, 3-H), 4.73 (d, *Jpn.crzgem, = 11.7Hz, 1H, Bn-CH'),
4.70 (d, *Jn-cragem. = 11.7Hz, 1H, Bn-CH"), 4.40 (dd, *J.7 = 2.9Hz *Js pocxu = 9.7Hz, 1H, 6-
H), 4.15 (m, 1H, 7-H), 4.10 (m, 2H, OCH,CHj3), 3.94 (dd, *Js 7 = 4.7Hz *Jg g, = 2.9Hz, 1H, 8-
H), 3.35 (dd, *Toipror. 3 = 7.9Hz *Jp.pigem = 11.4Hz, 1H, 2-HP™®), 3.05 (dd, *Jp-pipres, 3 = 5.3Hz

253



*Jymigem = 11.4Hz, 1H, 2-H"%), 1.38 (s, 9H, Boc-CH3), 1.18 (t, *Jemacus, cmcns = 7.3Hz, 3H,
OCH,CHs)

BC-NMR (150MHz, DMSOg): & = 169.79 166.44 (C3-CO, CO-5), 155.74 (Boc-CO),
137.93 128.29(2C) 127.70 127.59(2C) (Bn-Carom), 78.25 (Boc-Cauar), 73.83 (C-8), 72.21
(Bn-CH,), 68.57 (C-7), 63.20 (C-8a), 60.99 (OCH,CHs), 60.38 (C-3), 51.47 (C-6), 31.33 (C-
2), 28.15 (Boc-CHs), 13.96 (OCH,CH3)

Masse:
(FAB, positive mode, NBA, Nal, DMSOg): 467 [MH]" 489 [MNa]"

9a(R)H--5-0x0-(6S,7S,8S,9R)-tetrahydroxy-octahydro-thiazolo[3,2-a]azepin-3R-
carbonsiure-ethylester (40)

HO O
C11H17NO5S [307.32]

40 wurde nach der Vorschrift von [128] synthetisiert.
Die physikalischen Daten stimmen mit der Literatur {iberein.

9a(R)H-Bis-(6S,7S)-,(8S,9R)-O-isopropyliden-5-oxo-octahydro-thiazolo[3,2-a]azepin-3R-
carbonsiure-ethylester (41)

C17HsNO5S [387.46]

18g (58.6mmol) 40 wurden in 40ml DMF gel6st. Nach Zugabe von 40ml Dimethoxypropan
und einer Spatelspitze TsOH wurde die Lsng. zuerst {iber Nacht bei RT, und danach insge-
samt 24h (2x12h auf den darauffolgenden beiden Tagen) bei 60°C geriihrt. Nun wurden 1ml
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NEt; zur Reaktionslésung gegeben, um danach das LM abzuziehen. Durch anschlieende
chromatographische Reinigung (EE/Tol 9:1, R¢ = 0.65) konnten 18.3g (47.2mmol) des Bisa-
cetonids 41 erhalten werden, was einer Ausbeute von 81% entsprach.

"H-NMR (600 MHz, DMSOy): 8 = 5.45 (d, *Joa, o = 7.0Hz, 1H, 9a-H), 4.83 (d, *Js. 7= 5.9Hz
1H, 6-H), 4.74 (dd, *J3, 2-1pror = 7.3Hz T3 2.pres = 1.5Hz, 1H, 3-H), 4.53 (pt, *Jg 70 = 8.8Hz,
1H, 8-H), 4.35 (dd, °J;. s = 8.2Hz °I; ¢ = 5.9Hz 1H, 7-H), 4.29 (dd, *Jo o, = 7.0Hz *Jo g =
9.4Hz, 1H, 9-H), 4.09 (m, 2H, OCH,CH3), 3.25 (dd, *Jo-1pror. 3 = 7,3Hz *Jppigem = 12.3Hz, 1H,
2-HP®), 3.06 (dd, *To-ppros. 3 = 1.8Hz Jopigem = 12.3Hz, 1H, 2-HP™®), 1.44 (s, 3H, CH;-Isopr.),
1.37 (s, 6H, 2x CHs-Isopr.), 1.33 (s, 3H, CHs-Isopr.), 1.18 (t, 3H, OCH,CHs)

BC-NMR (150MHz, DMSOq): § = 169.60 166.35 (CO-5, C3-CO), 111.89 111.68 (je Isopr-
Cquar), 77.01 (C-7), 75.12 (C-8), 75.05 (C-6), 73.41 (C-9), 63.79 (C-3), 62.11 (C-9a), 60.91
(OCH,-CH3), 30.50 (C-2), 26.98 26.78 26.17 26.13 (je Isopr-CHs), 13.87 (OCH,CH;)

Masse:
(FAB-MS, positive mode, NBA, EE) 388 [MH]",

C,H,N-Analyse:
ber.: C 52.70, H 6.50, N 3.62
gef.: C52.52, H6.17,N 3.41

9a(R)H-(8S,9R)-dihydroxy-(6S,7S)-O-isopropyliden-5-oxo-octahydro-thiazolo[3,2-
alazepin-3R-carbonsiure-ethylester (42)

C14H2NO5S [347.39]

Nachdem 3.9¢g (10.1mmol) des Bisacetonids 41 in EtOH geldst waren, wurde eine Spatelspit-
ze TsOH zugegeben und die Lsng. 22h bei RT geriihrt. Durch Zugabe von 1-2ml Et;N wurde
die Reaktion abge-brochen und anschlieBend das LM am Rotationsverdampfer abgezogen.
Durch die darauthin folgende chromatographische Reinigung (EE:Tol 9:1 Rf = 0.15) konnten
3.1g (8.9mmol) des Monoacetonides 42 in einer Ausbeute von 88% erhalten werden.

"H-NMR (400MHz, DMSOys): & = 5.31 (d, *Js.on. s = 5.4 Hz, 1H, 8-OH), 5.29 (d, *Jo.on, o =
5.3Hz, 1H, 9-OH), 5.22 (d, *Jo, o = 3.3Hz, 1H, 9a-H), 5.00 (d, *Js ;= 8.0Hz, 1H, 6-H), 4.45
(dd, *Js., = 7.3Hz °J5, = 9.2Hz, 1H, 3-H), 4.22 (dd, *J; s = 9.9Hz °J; ¢ = 8.0Hz 1H, 7-H),
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4.07 (m, 2H, CH,CH3), 3.57 (ddd, *Js s.on = 5.4Hz °Js 7= 9.9Hz °J5 o= 7.3Hz, 1H, 8-H),
3.36 (m, 1H, 9-H), 3.21 (m, 2H, 2-H), 1.37 (s, 3H, Isopr-CHj3), 1.30 (s, 3H, Isopr-CH3), 1.16
(t, 3H, CH,CHs)

3C-NMR (100MHz, DMSOyqq): & = 169.09 165.84 (CO-5, C3-CO), 108.61 (Isopr-Cuart),
76.91 (C-7), 75.04 (C-6), 74.83 (C-9), 74.61 (C-8), 62.53 (C-3), 62.46 (C-9a), 60.71
(OCH,CHs), 32.46 (C-2), 26.76 24.89 (je Isopr-CHs), 13.99 (OCH,CHs)

Masse:
(PI-DCIMS, NH3) 348.3 [MH]+, 3654 [MJrNH4]+

C,H,N-Analyse:
ber.: C 48.41, H 6.09, N 4.03
gef.: C48.38, H 6.05, N 4.09

9a(R)H-(9R)-hydroxy-(6S,7R)-O-isopropyliden-5-0x0-(8S)-trifluoromethansulfonyloxy-
octahydro-thiazolo[3,2-a]azepin-3R-carbonsiure-ethylester (43)

C15sH0F3NOsS, [479.45]

6g (17.3mmol) des Monoacetonids 42 wurden in 100ml DCM (abs.)und 20ml Pyridin gelost.
Zu der gekiihlten Losung (Eisbad) wurden nun 3.5ml Tf,0 in 6.5ml DCM (21.2mmol,
1.24qu.) gegeben. Nach 20 min wurde das Eisbad entfernt und bei RT geriihrt nach 1h 40min
wurden nochmals 1,5ml Tf,0 in 3.5ml DCM zugegeben, um dann nach 2h die Reaktion durch
Zugabe von 40 cm’ Eis abzu-brechen. Die org. Phase wurde separiert und iiber Na,SO, ge-
trocknet. Abziehen des LM mit anschlies-sender chromatographischer Reinigung des resultie-
renden Rohprodukts ergaben nach Trocknung am Hochvakuum 7.44g (15.5mmol) eines gelb-
lichen Pulvers, das Triflat 43 konnte somit in einer Ausbeu-te von 90 % als Reinsubstanz iso-
liert werden.

"H-NMR (400MHz, DMSOg): 8 = 6.33 (d, *Jo.on, o = 6.0Hz, 1H, 9-OH), 5.28 (d, *Jo, o =
3.0Hz, 1H, 9a-H), 5.27 (d, *Js.7= 7.8Hz, 1H, 6-H), 4.93 (dd, *Js 7= 10.5Hz *J3 o= 7.8Hz, 1H,
8-H), 4.72 (dd, *J7, s = 10.5Hz °J; ¢ = 8.1Hz 1H, 7-H), 4.54 (dd, *J3, o = 7.2Hz *J5, yum =
9.5Hz, 1H, 3-H), 4.08 (m, 2H, CH,CH3), 3.86 (m, 1H, 9-H, D,0O-Zugabe: dd, *Js o, = 3.2Hz
3Jo. s = 8.0Hz), 3.37 (dd, *Jop, 3 = 7.3Hz *Jppgem = 10.8Hz, 1H, 2-H"), 3.27 (dd, *Jopm, 3 =
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9.5Hz “pngem = 11.0Hz, 1H, 2-H"), 1.35 (s, 3H, Isopr-CHs), 1.34 (s, 3H, Isopr-CHs), 1.15 (t,
3H, CH,CH)

3C-NMR (100MHz, DMSOyq4):5 = 168.73 164.80 (CO-5, C3-CO), 110.26 (Isopr-Cquart.),
92.50 (C-8), 75.33 (C-6), 72.86 (C-7), 71.63 (C-9), 62.76 (C-3), 61.96 (C-9a), 60.91
(OCH,CH3), 32.28 (C-2), 26.19 25.09 (je Isopr-CH3), 13.78 (OCH,CHs)

Masse:
(PI-DCIMS, CH,): 480.1 [MH]"

C,H,N-Analyse:
ber.: C 37.58, H4.20, N 2.94
gef.: C37.12, H4.26, N 2.99

9a(R)H-(8R)-azido-(9R)-hydroxy-(6S,7S)-O-isopropyliden-5-oxo-octahydro-thiazolo|[3,2-
alazepin-3R-carbonsiure-ethylester (44)

OH
3 S

') N

tryy, COZEt
O o)

C14H20N4O6S [372.40]

3g des Triflats 43 (6.25 mmol) wurden in 60ml DMF gelost. Dieser Losung wurden dann 3g
NaNj; (46mmol) zugegeben, und fiir 10h auf 50°C erhitzt. Es wurde anschlieBend noch bei RT
iiber Nacht geriihrt, um anschlieBend dann das LM abzuziehen. Der Riickstand wurde in
150ml EE und 50ml H,O aufgenommen, ausgeschiittelt und die organische Phase separiert.
Nachdem die walirige Phase noch 2 mal mit je 100ml EE extrahiert worden war, wurden die
vereinigten organischen Phasen iiber Na,SO4 getrocknet. Durch die folgende flashchromato-
graphische Reinigung (EE/Tol 9:1 Rf = 0.35) gelang es 1.8g (.83mmol. 77%) des Azids 44 zu
erhalten.

"H-NMR (400MHz, DMSOy): 8 = 5.25 (d, *Jo.on, o = 8.0Hz, 1H, 9-OH), 5.10 (d, *Jo,, o =
2.7Hz, 1H, 9a-H), 4.94 (d, °Js ;= 8.6Hz, 1H, 6-H), 4.67 (dd, *J; s = 2.2Hz °J; ¢ = 8.6Hz 1H,
7-H), 4.49 (pt, °J5 2 = 7.4Hz, 3-H), 4.34 (dd, Js 7= 2.2Hz *J5 o= 6.3Hz, 1H, 8-H), 4.13 (m,
2H, OCH,CHj3), 3.95 (ddd, *Jo o, = 2.7Hz °Jo s = 6.3Hz *Jo o.on = 8.2Hz, 1H, 9-H), 3.25 (m,
2H, 2-H), 1.43 (s, 3H, Isopr-CHs), 1.29 (s, 3H, Isopr-CH3), 1.20 (t, 3H, OCH,CH:)
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BC-NMR (100MHz, DMSOyg):5 = 169.87 165.76 (CO-5, C3-CO), 107.82 (Isopr-Cquart.),
74.69 (C-6), 73.04 (C-7), 70.34 (C-9), 63.17 (C-8),62.99 (C-3), 62.86 (C-9a), 60.95
(OCH,CH3), 32.37 (C-2), 25.53 23.16 (je Isopr-CH3), 13.85 (OCH,CH3)

Masse:
(PI-DCIMS, NH3): 373.1 [MH]", 390.1 [M+NH,4]"

C,H,N-Analyse:
ber.: C45.15,H5.41, N 15.04
gef.: C45.81,H5.52, N 13.19

9a(R)H-(8R)-azido-5-0x0-(6S,7S,9R)-trihydroxy-octahydro-thiazolo[3,2-a]azepin-3R-
carbonsiure-ethylester (45)

OH
N3 S

HO N
CO,Et
HO 0

C11H16N4O6S [332.34]

1.65g (4.4mmol) der geschiitzten Verbindung 44 wurden in 25ml EE geldst, anschlielend
wurden zuerst 15ml TFA und nach 7h nochmals 15ml zugegeben. Nach 9h rithren wurde
mehrmals die Reaktionslosung am Rotationsverdampfer eingeengt hierbei wurde jedesmal
Toluol zugegeben. Zum Rest wurde soviel Et,O gegeben, bis sich ein Nd. zu bilden begann.
Nach einer Nacht im Kiihlschrank bei 4°C, wurde der angefallene Feststoff abfiltriert und im
Hochvakuum getrocknet. Hierbei wurden 870mg (2.6mmol) eines farblosen Pulvers erhalten,
was einer Ausbeute von 59% entsprach.

"H-NMR (400MHz, DMSOy): 6 = 5.81 (d, *J7.01. 7 = 6.1Hz, 1H, 7-OH), 5.28 (s, 1H, 9a-H),
477 (pt, *Js. 2 = 7.5Hz, 1H, 3H), 4.71 (d, *Je.on. ¢ = 5.9Hz, 1H, 6-OH), 4.51 (d, *Js. s.on =
6.1Hz, 1H, 6-H) 4.33 (d, *Jo.on, o= 11.6Hz, 1H, 9-OH), 4.1 (m, 3H, 7/0OCH,CH; DQF-COSY:
4.10 OCH,CHj, 4.07 7-H), 4.02 (ddd, *Jo_o.on = 11.6Hz °Jo 9, = 1.7Hz °Jo g = 3.5Hz, 1H, 9-
H), 3.34 (pt, *Js. 70 = 2.8Hz, 1H, 8-H), 3.29 (m, 2H, 2-H), 1.18 (t, 3H, OCH,CH3)

BC-NMR (100MHz, DMSOq):5 = 169.82 169.65 (CO-5, C3-CO), 76.61 (C-9), 76.33 (C-7),

72.05, 64.46 (C-3), 62.66 (C-9a), 61.43 (C-8), 61.13 (OCH,CH;), 31.21 (C-2), 13.74
(OCH»CH3)
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Masse:

(+p ESI MS, H,0/MeOH, +10mmol/l NHsAc): 332.9 [MH]", 350 [M+NH,]", 354.9 [M+Na]’,
370.9 [M+K]",

(-p ESI MS, H,0/MeOH, +10mmol/l NH4Ac): 330.9 [M-H]

C,H,N-Analyse:
ber.: C 39.76, H 4.85, N 16.86
gef.: C39.85, H4.84, N 16.31

9a(R)H-(8R)-azido-(7S,9R)-dihydroxy-5-0x0-(6S)-trifluoromethansulfonyloxy-
octahydro-thiazolo[3,2-a]azepin-3R-carbonsiure-ethylester (46)

OH

N, S
HO N
CO,Et
TfO @)
C12H 5F3N4O5S, [464.40]

150mg (0.45mmol) 45 wurden in 55ml DCM abs. /Pyridin 10:1 gelost. Zu der mit einem Eis-
bad gekiihlten Losung wurden zunédchst 100uL Tf,0 (0.16mmol, 1.3eq) in 0.5ml DCM zuge-
geben nach 30min dieselbe Menge, und da immer noch keine Umsetzung zu beobachten war
nach nochmals 30min weitere 200uL, somit also insgesamt 5 .Zeq*. Nach 1 1/2h wurde dann
das Eisbad entfernt, und nachdem noch 15min bei RT geriihrt wurde, durch Zugabe von
40cm’ Eis die Reaktion abgebrochen. Die wifrige Phase wurde abgetrennt, die organische
iiber Na,SO4 getrocknet, das LM abgezogen um dann einen flashchromatographischen Reini-
gungsschritt (EE/Tol 1:2 Ry = 0.55) anzuschlieBen. Nach-dem die entsprechenden Fraktionen
gesammelt, das LM zuerst am Rotationsverdampfer, und dann im HV entfernt wurde, blieben

192mg eines gelblichen Feststoffes iibrig, diese 0.41mmol entsprachen einer Ausbeute von
92%.

"H-NMR (400MHz, DMSOy): & = 6.61 (d, *J7.on. 7 = 6.8Hz, 1H, 7-OH), 6.13 (s, 1H, 6-H),
5.53 (s, 1H, 9a-H), 4.84 (dd, °J5 o.un = 8.4Hz °J3 o = 7.0Hz, 1H, 3H), 4.44 (d, *Jo.on, o =
11.6Hz, 1H, 9-OH), 4.39 (m, 1H, 7-H), 4.13 (m, 3H, 9/0CH,CHj3), 3.47 (m, 1H, 8-H), 3.38
(dd, *Jyp, 3 =7.2Hz *Jypgem = 11.2Hz, 1H, 2-H'), 3.31 (dd, *Jom, 3 = 8.4Hz *Jr1gem. = 11.2Hz,
1H, 2-H"), 1.19 (t, 3H, OCH,CHj3)

" Es ist davon auszugehen, daB entweder das Triflatanhydrid welches zu diesem Zeitpunkt schon etwas élter war
schon teilweise hydrolysiert war, und hétte man frisches genommen es sicher keine Seq bis zur kompletten Um-
setzung gebraucht hitte, oder aber daf die Reaktionsldsung sonst irgendwie noch Spuren von Wasser enthielt.
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BC.NMR (100MHz, DMSOg6):8 = 169.47 162.42 (CO-5, C3-CO), 87.13 (C-6), 76.45 (C-9),
7336 (C-7), 64.73 (C-3), 62.30 (C-9a), 61.41 (OCHa-CHs), 60.49 (C-8), 31.17 (C-2), 13.73
(OCH,CH3)

Masse:
(PI-CIMS, NH;): 464.9 [MH]", 482.0 [M+NH,4]"

9a(R)H-(6S,8R)-diazido-(7S,9R)-dihydroxy-5-oxo-octahydro-thiazolo[3,2-a]azepin-3R-
carbonsiure-ethylester (47)

OH

HO N
CO,Et
NS o

C11HisN70sS [357.35]

170mg (0.39mmol) des Triflates 46 wurden in 20ml DMF geldst, nach Zugabe von 50mg
(0.77mol) NaNs, wurde die Losung auf 50°C erwédrmt. Nach 7h des Riihrens wurde das LM
mittels eines Rota-tionsverdampfers dem Reaktionsgemisch entzogen. Der verbleibenden
Riickstand wurde in 100ml EE und 25ml H,O aufgenommen, die Wasserphase abgetrennt und
verworfen. Anschlieend wurde die organischen Phase mit 50ml H,O ausgeschiittelt, separiert
iiber Na,SO4 getrocknet und schluBendlich das LM entfernt. Die nun folgende flashchromato-
graphische Aufreinigung erbrachte 109mg (0.31mmol) der Verbindung 47 als Reinsubstanz.
Fiir diese so erhaltene Menge konnte eine Ausbeute von 80% ermittelt werden.

"H-NMR (600MHz, DMSOyg): & = 6.08 (d, *J7.on 7 = 6.9Hz, 1H, 7-OH), 5.28 (s, 1H, 9a-H),
4.78 (pt, *Js., = 7.7Hz, 1H, 3H), 4.66 (s, 1H, 6-H), 4.51 (d, *Jo.on, o= 11.1Hz, 1H, 9-OH), 4.14
(m, 1H, 7-H), 4.12 (m, 2H, OCH,CHj), 4.06 (dd, *Jo s = 3.2Hz *Jo o.on = 10.4Hz, 1H, 9-H),
3.3 (m, 3H, 2-H/8-H, DQF-COSY: 3.34 8-H, 3.32 2-H), 1.19 (t, 3H, OCH,CHj)

BC.NMR (150MHz, DMSOg): 8 = 169.75 165.82 (CO-5, C3-CO), 76.26 (C-9), 74.49 (C-
7), 64.69 (C-3), 64.36 (C-6), 62.88 (C-9a), 62.01 (C-8), 61.23 (OCH,CH), 31.26 (C-2), 13.76
(OCH,CH3)

Masse:

(+p ESI MS, CH,Cl,/MeOH, +10mmol/l NH4Ac): 357.9 [MH]", 374.9 [M+NH,]",
732.3 [2M+NH,4]", 337.3 [2M+Na]",

(-p ESI MS, CH,Cl,/MeOH, +10mmol/l NH4Ac): 355.8 [M-HJ, 713.2[2M-H]
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2-((4R)-azido-(3R)-benzyloxy-2(R)-benzylsulfanyl-(5S,6S)-O-isopropyliden-7-oxo-
azepan-1-yl)-acrylsidure-ethylester (48)

OBn
N, SBn

o N

bies) /ST
0 0o O

CosH3N406S [552.65]

100mg (0.27mmol) 44 wurden in 3ml DMF gelost. Zur Losung wurden jetzt 0.1ml
(0.84mmol) BnBr und dann 20mg (0.83mmol) NaH gegeben. Nun wurde die Losung bei RT
geriihrt, und nach-dem nach 3h immer noch Edukt zu detektieren war, wurden nochmals
20mg NaH zugegeben. Nach insgesamt 5Sh wurden dann 100ml EE und 20ml H,O zugegeben,
die Wasserphase wurde abgetrennt, und die org. Phase iiber Na,SO4 getrocknet. Nach
flashchromatographischer Aufreinigung (EE/Tol 4:5, R¢ = 0.4) wurden 108mg (0.20mmol,
74%) der Verbindung 48 erhalten.

"H-NMR (400MHz, DMSOg) & = 7,4-7.2 (m, 10H, Bn-Harom ), 6.21 (s, 1H, CHe"), 5.94 (s,
1H, CHoet"), 5.04 (d, T, 3 = 3.3Hz, 1H, 2-H), 4.96 (d, *Js s = 8.6Hz, 1H, 6-H), 4.77 (m, 1H,
4-H), 4.75 (d, *Jcmgem. = 11.6Hz, 1H, Bn-OCH"), 4.65 (dd, *Js ¢ = 8.6Hz °Js 4= 2.2Hz, 1H, 5-
H), 4.50 (d, *Jemgem, = 11.6Hz, 1H, Bn-OCH"), 4.16 (m, 2H, OCH,CH3), 3.94 (dd, °J;, , =
3.3Hz °J5 4 = 5.3Hz, 1H, 3-H), 3.84 (m, 2H, Bn-SCH,), 1.46 (s, 3H, Isopr-CH3"), 1.33 (s, 3H,
ISOpI’—CH3h), 1.21 (t, 3JCH2CH3’ CH2CH3 = 7Hz, 3H, CHzCH3)

BC-NMR (100MHz, DMSOy) 8 = 167.67 164.09 (CO-6, CO-OEY), 137.31 136.82 135.16
(2x Bn-Cquart, Cauar”"), 128.83 128.61 128.25 127.69 127.48 127.29 (Bn-CHurom),
124.03 (CH,**"), 108.80 (Isopr-Cquar.), 76.81 (C-3), 74.10 (C-6), 74.00 (C-5), 71.51 (Bn-
OCH,), 62.64 (C-2), 60.68 (OCH,CHs), 59.25 (C-4), 34.98 (Bn-SCH,), 26.27 23.56 (Isopr-
CH3), 13.90 (OCH,CH3)

Masse:
(+p ESI MS, CH,Cl,/MeOH, +1%AcOH): 553.2 [MH]", 575.2 [M+Na]", 591.1 [M+K]",

C,H,N-Analyse:

ber.: C 60.85, H 5.84, N 10.14
gef.: C59.17, H5.68, N 9.62
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8a(S)H-(6S,7R)-O-isopropyliden-5-0x0-(8S)-paratoluolsulfonyloxy-hexahydro-
thiazolo[3,2a]pyridin-3(R)-carbonsiure-ethylester (49)

OTos

\<o S
O  CO,Et

Ca0HasNOsS, [471.55]

110mg (0.35mmol) des Acetonids 32 wurden 10ml Pyridin gelost. Zur gekiihlten Losung
(Eisbad) wurden 80mg (0.42mmol) TosCl und eine kat. Menge DMAP gegeben. Jetzt wurde
3 Tage bei 4°C geriihrt. Darauf wurden nochmals 100mg TosCl (0.52mmol) und 40mg
(0.33mmol) DMAP zugege-ben, und die Losung eine Woche bei RT stehen gelassen. Zur
Losung wurden nun 70ml EE und 30ml H,O gegeben. Die Wasserphase wurde abgetrennt,
und noch mit 100ml EE extrahiert. Die vereinigten org. Phasen wurden noch tiber MgSO,
getrocknet. Hierauf erfolgte ein Aufreinigung des Rohproduktes durch Flashchromatographie
(EE/Tol 4:5, Ry = 0.65), hierdurch wurden 150mg (0.32mmol, 91%) der Verbindung 49 er-
halten.

"H-NMR (600MHz, DMSOu): & = 7.85 (d, *Jrosi, Tosit = 8.2Hz, 2H, Tos-Harom), 7.47 (d,
3Tostr, Tsort = 8.2Hz, 2H, Tos-H wrom), 5.27 (dd, *J3, 2.51pr0s = 1.8Hz T3 2.51p0r = 6.5Hz, 1H, 3-
H), 5.08 (d, *Js. s = 1.2Hz, 1H, 8a-H), 4.86 (pt, Js sy7 = 2.1Hz, 1H, 8-H), 4.64 (d, *Js 7 =
6.5Hz, 1H, 6-H), 4.53 (dd, °J;. ¢ = 6.5Hz °J; 3 = 2.6Hz, 1H, 7-H), 4.08 (m, 2H, OCH,CHj3),
3.00 (dd, *Jampros. 3 = 1.8HZ *Jagigem = 11.4Hz, 1H, 2-H"%), 2.87 (dd, *Jompror. 3 = 6.5Hz °J,.
Heem. = 11.4Hz, 1H, 2-H"®), 2.42 (s, 3H, Tos-CH3), 1.41 (s, 3H, Isopr-CH;"™®), 1.30 (s, 3H,
ISOpI‘-CH3prOR), 1.15 (t, 3JOCH2CH37 OCH2CH3 — 7.0HZ, 3H, OCHQCH3)

BC-NMR (150MHz, DMSOg): & = 169.71 163.51 (C3-CO, CO-5), 145.57 132.04
130.12(2C) 127.97(2C) (T0s-Carom.), 110.60 (Isopr-Couart.), 77.53 (C-8), 74.28 (C-7), 72.86
(C-6), 61.42 (OCH,CHj3), 61.12 (C-3), 58.51 (C-8a), 30.41 (C-2), 25.80 (Isopr-CH;"™%), 24.03
(Isopr-CH5™™?), 21.16 (Tos-CHs), 13,88 (OCH,CH3)

8a(S)H-(6S,7R)-O-isopropyliden-5-0x0-(8S)-trifluoromethansulfonyloxy-hexahydro-
thiazolo[3,2a]pyridin-3(R)-carbonsiure-ethylester(50)

OTf

\<o S
0 N%
o CO,Et

C14H;sF3NOsS, [449.42]
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250mg (0.32mmol) der Verbindung 32 wurden in 10ml DCM abs. und 3ml Pyridin gelost.
Jetzt wurden 100mg (0.82mmol) DMAP zugegeben, und die Losung mit einem Eisbad ge-
kiihlt. Zur gekiihlten Losung wurden 0.15ml (0.91mmol) Tf,0 in 0.85ml DCM zugegeben.
Nach 30min wurde das Eisbad entfernt und noch 1h bei RT geriihrt. Die Losung wurden jetzt
nach Zugabe von 50ml Toluol eingeengt. Der Riickstand wurde in 50ml EE und 20ml H,O
aufgenommen, die Wasserphase abgetrennt und noch ein mal mit 50 ml EE extrahiert. Die
org. Phasen wurden {iber MgSO, getrocknet, worauthin sich eine flashchromatographische
Aufreinigung anschlof3 (EE/Tol 3:2, R¢ = 0.65), hierdurch wurden 295mg (0.66mmol, 83%)
der Verbindung 50 erhalten.

"H-NMR (600MHz, DMSOu): & = 5.43 (d, *J3. ».um = 6.2Hz, 1H, 3-H), 5.41 (s, 1H, 8-H), 5.27
(s, 1H, 8a-H), 4.75 (m, 2H, 6-H/7-H), 4.14 (m, 2H, OCH,CHs), 3.20 (dd, 2Jp-t1gem = 11.7Hz,
1H, 2-H'), 3.00 (dd, *Jotn, 3 = 6.5Hz *Jopigem = 11.7Hz, 1H, 2-H"), 1.46 (s, 3H, Isopr-CHj),
1.36 (S, 3H, ISOpI’-CH3), 1.19 (t, 3JOCH2CH3, OCH2CH3 = 7.0HZ, 3H, OCHzCH3)

3C-NMR (150MHz, DMSOy): 5 = 168.59 162.89 (C3-CO, CO-5), 110.93 (Isopr-Cquar.),
84.90 (C-8), 73.84 72.76 (C-6, C-7), 61.57 (C-3), 61.01 (OCH,CHs), 58.45 (C-8a), 30.32 (C-
2), 25.71 (Isopr-CHs), 23.98 (Isopr-CHs), 13,86 (OCH,CHs)

Masse:
(FAB-MS, positive mode, NBA, EE): 450 [MH]"

C,H,N-Analyse:
ber.: C37.42,H4.04,N 3.12
gef.: C37.46, H 4.02, N 3.06

(6S,7S)-dihydroxy-5-0x0-2,3,6,7-ttetrahydro-SH-thiazolo|[3,2-a]pyridine-(3R)-
carbonsiure-ethylester (51)

//<O S
O  CO,Et
C13H17NOsS [299.35]

250mg (0.55mmol) der Verbindung 50 wurden in 15ml DMF gelost. Hierzu wurden 100mg
(1.5mmol) NaN; gegeben. Die Lsng. wurde liber Nacht bei RT geriihrt, worauthin das LM
entfernt wurde. Der Riickstand wurde iiber Flashchromatographie (EE/Tol 5:4, Ry = 0.55)
aufgereinigt. Somit wurden nach Trocknen im HV 112mg (0.38mmol, 69%) der Verbindung
51 erhalten.
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"H-NMR (600MHz, DMSOg): 8 = 5.20 (d, *Js 7 = 5.6Hz, 1H, 8-H), 5.16 (dd, *J3. 2.1pros =
1.5Hz *J3,2.1pr0r = 7.6Hz, 1H, 3-H), 4.68 (pt, *J7. ¢ = 6.5Hz, 1H, 7-H), 4.64 (d, *Js 7 = 6.8Hz,
IH, 6-H), 4.13 (m, 2H, OCHQCH3), 3.53 (dd, 3J2-HproR, 3= 7.6Hz 2J2_ngm = 114HZ, lH, 2-
HP™R), 3.37 (dd, *Tompros. 3 = 1.5Hz *Jppigem = 11.4Hz, 1H, 2-H"), 1.32 (s, 3H, Isopr-CH;™}),
1.28 (S, 3H, ISOpI’-CH3prOS), 1.18 (t, 3JOCH2CH3’ OCH2CH3 = 7.0HZ, 3H, OCHZCH?,)

BC-NMR (150MHz, DMSOq): & = 168.36 (C3-CO), 166.08 (CO-5), 140.41 (C-8a), 108.38
(Isopr-Cquarr), 90.77 (C-8), 72.14 (C-6), 71.36 (C-7), 61.51 (OCH,CH3), 59.97 (C-3), 30.52
(C-2), 27.28 (Isopr-CH5""S), 25.89 (Isopr-CH;"™®), 13,89 (OCH,CHj,

Masse:
(FAB, positive mode, NBA/EE): 300 [MH]"

C,H,N-Analyse:
ber.: C 52.16, H 5.72, N 4.68
gef.: C52.36, H5.78, N 4.42

9a(R)H-(8R,9R)-epoxy-(6S,7S)-O-isopropyliden-5-oxo-octahydro-thiazolo[3,2-a]azepin-
3R-carbonsiure-ethylester (52)

O

N

CO,Et
o) 0

C14H1sNOGS [329.37]

800mg (1.67mmol) des Triflats 43 wurden in 30ml DMF geldst. Nach Zugabe von 2ml NEt;
wurde die Losung 8h bei 60°C geriihrt. Nachdem anschlieBend das LM mittel Rotationsver-
dampfer entfernt worden war, erfolgte eine flashchromatographische Aufreinigung (EE/T 9:1,
Rf=0.4) woraus 533mg (1.62mmol, 97%) des Epoxids 52 resultierten.

"H-NMR (400 MHz, DMSOys): & = 5.52 (s, 1H, 9a-H), 4.77 (dd, *J3, 2.1i = 6.5Hz T3, 2.0 =
3.5Hz, 1H, 3-H), 4.73 (d, *Js,7= 6.4Hz, 1H, 6-H), 4.59 (dd, °J;. s = 2.9Hz °J; ¢ = 6.4Hz, 1H,
7-H), 4.06 (m, 2H, OCH,CH3), 3.45 (dd, *Js 7=2.9Hz °J o = 4.5Hz, 1H, 8-H), 3.36 (d, *Jo s
=4.5Hz, 1H, 9-H), 3.25 (dd, *Jo511,3 = 6.5HZ *Jppigem. = 11.6Hz, 1H, 2-H'), 3.14 (dd, *Jo4m 3 =
3.7Hz 3J2_ngm. =11.8Hz, 2H, 2-Hh), 1.41 (s, 3H, Isopr-CH3), 1.32 (s, 3H, Isopr-CHj3), 1.18 (t,
3H, OCH,CH3)
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3C-NMR (100MHz, DMSOg): § = 168.55 166.65 (CO-5, C3-CO), 108.33 (Isopr-Cquart.),
73.71, 73.67 (C-6, C-7), 63.40 (C-3), 60.46 (OCH,CHs), 56.17 (C-9a), 54.77 (C-9), 51.41 (C-
8), 31.25 (C-2), 26.83 25.88 (je Isopr-CHs), 13.84 (OCH,CH3)

Masse:
(PI-DCIMS, NH;): 330.1 [MH]", 347.1 [M+NH,]"

C,H,N-Analyse:
ber.: C 51.05,H 5.81, N 4.25
gef.: C 50.89, H 5.70, N 4.23

9a(R)H-(9S5)-azido-(8S)-hydroxy-(6S,7S)-O-isopropyliden-5-oxo-octahydro-thiazolo[3,2-
alazepin-3R-carbonsiure-ethylester (53)

CO,Et
o) o)

C14H20N406S [372.40]

1.4g (4.26mmol) des Epoxids 52 wurden in 20ml DMF geldst. Nach Zugabe von 500mg
NaN3 und 0.15ml AcOH wurde 11h bei 40-50°C, 5h bei 50-60°C und 11h bei 60°C geriihrt
(insgesamt iiber 3 Tage, liber Nacht bei RT). Das LM wurde entfernt, der Riickstand in 100ml
EE und 30ml H,O aufge-nommen, die Wasserphase abgetrennt und die org. Phase iiber
Na,S0,4 getrocknet. Nach flashchro-matographischer Reinigung (Start EE/Tol 2:1 — EE/Tol
9:1, Rigerror 9:1y = 0.4) wurden 670mg (1.8mmol, 42%) des Azids 53 erhalten.

"H-NMR (600 MHz, DMSOgs): & = 5.00 (d, *Js.on, s = 4.7Hz, 1H, 8-OH), 4.98 (d, *Jo, o =
9.9Hz, 1H, 9a-H), 4.95 (d, *Js 7 = 8.8Hz, 1H, 6-H), 4.83 (d, *J3. 2.1pror = 7.1HZ *J3_ 2.51pros =
5.2Hz, 1H, 3-H), 4.46 (dd, *J; 3= 1.7Hz, °J; ¢ = 8.8Hz, 1H, 7-H), 4.13 (m, 2H, OCH,CHj3),
4.06 (m, 1H, 8-H), 4.01 (dd, *Jo s = 1.7Hz °Jo o, = 10.4Hz, 1H, 9-H), 3.37 (dd, *Jopror, 3 =
6.9Hz *J)pigem. = 11.8Hz, 1H, 2-H”Y), 3.20 (dd, *Jo-11pros. 3 = 5.2Hz *Jppigem. = 11.8Hz, 1H, 2-
HP™ %), 1.40 1.30 (s, je 3H, Isopr-CHz), 1.21 (t, 3H, OCH,CH3)

BC.NMR (150MHz, DMSOg): & = 170.14 166.60 (CO-5, C3-CO), 107.88 (Isopr-
Cauarn, 74.65 (C-7), 74.23 (C-6), 71.29 (C-8) 67.31 (C-9), 62.19 (C-3), 61.81 (C-9a), 61.27
(OCH,CHs), 31.04 (C-2), 25.62 23.62 (je Isopr-CHs), 13.93 (OCH,CHs)

Masse:
(CI-MS, NH3): 373.4 [MH]"
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2-((1S)-Azido-4-carbamoyl-(2S)-(3S,4S)-O-isopropyliden-butyl)-thiazolidin-(4R)-
carbonsiure-ethylester (54)

e} dH N
C14H23N506S, [389.43]

1.85¢g (5.6mmol) des Epoxids 52 wurden in 25ml DMF gelost. Nach Zusatz von 2g NaN3 und
1g NH4CI wurde an 2 Tagen fiir je 12h bei 50°C geriihrt. Das LM wurde entfernt, der Riick-
stand in 60ml EE und 20ml H,O aufgenommen, die Wasserphase abgetrennt und noch 3 mal
mit je 60ml EE extra-hiert. AnschlieBend Trocknen der vereinigten org. Phasen iiber Na,SO4
und flashchromatographische Aufreinigung (EE/Tol 2:1 — EE pur, Regg/mol 9:1) = 0.6). So
konnten dann nach Trocknen im HV 936mg (2.4mmol, 43%) des Thiazolidins 54 erhalten
werden.

"H-NMR (600 MHz, DMSOy): & = 7.82 (s, 1H, CONH'"), 7.36 (s, 1H, CONH"), 5.23 (bs,
1H, 3-OH), 4.96 (d, °J,.» = 10.2Hz 1H, 1-H), 4.59 (d, *J5 4 = 7.2Hz, 1H, 5-H), 4.38 (dd, *J4_s
=72Hz °I, 3 =9.2Hz, 1H, 4-H), 4.14 (m, 2H, OCH,CH3), 4.08 (m, 1H, a-H), 3.81 (bs, 1H,
CaNH), 3.72 (dd, °Js,» = 1.8Hz °J5 4 = 9.2Hz, 1H, 3-H), 3.34 (dd, I, 3= 1.8Hz °J, | =
10.2Hz, 1H, 2-H), 3.16 (dd, *Jpspror, oot = 6.7HZ *Jpsigem = 10.2Hz, 1H, B-H™™%), 2.83 (dd,
3Jptipros. et = 7.2Hz *Jppgem, = 10.2 Hz, 1H, B-H"%), 1.46 (s, 3H, Isopr-CH;"®), 1.3 (s, 3H,
Isopr-CH5"™®), 1.20 (t, 3H, OCH,CHs)

BC-NMR (150MHz, DMSOge): 6 = 173.06 (CONH>), 170.70 (a-CO), 109.43 (Isopr-Cquart),
77.08 (C-4), 76.11 (C-5), 69.98 (C-3), 68.99 (C-1), 65.41 (C-2), 63.71 (Ca), 60.76
(OCH,CH3), 37.03 (CB), 26.79 (Isopr—QH3pr°S), 24.82 (Isopr—QH3pr°R), 13.94 (OCH,CH3)
Nomenklatur”

Masse:
(PI-DCIMS, NH3): 390.4 [MH]+

e Zihlweise 54

266



(2S)-[azido-(3S,4S)-O-isopropyliden-5-oxo-tetrahydro-furan-2-yl)-methyl]-thiazolidin-
(4R)-carbonsiure-ethylester (55)

C14H20N404S [372.40]

Verbindung 55 (716mg, 1.9mmol, 44%)wurde bei der Synthese von 53 (Rgeg/rol 9:1) = 0.85)
erhalten. Aus EE/PE konnten noch Kristalle geziichtet werden.

"H-NMR (600 MHz, DMSOy): & = 5.01 (d, *Js, 4= 5.6Hz, 1H, 5-H), 4.86 (d, *J4 s = 5.6Hz,
1H, 4-H), 4.78 (dd, *J,., = 10Hz *J; nxu = 7.7Hz, 1H, 1-H), 4.57 (d, *J3., = 2.0Hz, 1H, 3-H),
4.17 (m, 2H, OCH,CHs3), 4.14 (dd, *J, 3=2.0Hz *J, | = 10Hz, 1H, 2-H), 4.04 (ddd, *Joti, ntt =
11.8Hz “Joott, ptipros = 8.7Hz “Jom prpror = 6.4Hz, 1H, 0-H), 3.96 (dd, *Jxu, o = 11.8Hz
3Jni, 1= 7.7Hz, 1H, NH), 3.32 (dd, *Jp tipror, ot = 6.1HZ *Jpp1gem. = 10.0Hz, 1H, B-H"™X), 2.78
(dd, *Jp sipros, ot = 8.7Hz *Jppigem. = 10.2Hz, 1H, B-H"%), 1.34 1.32 (je s, 3H, Isopr-CHs),
1.22 (t, 3H, OCH,CHs)

BC-NMR (150MHz, DMSOg): 8 = 173.52 (CO-6), 170.33 (a-CO), 112.28 (Isopr-Coquart),
81.11 (C-3), 7825 (C-4), 74.13 (C-5), 66.95 (C-1), 64.09 (C-2), 63.06 (Ca), 61.05
(OCH,CH3), 37.87 (CB), 26.32 25.05 (Isopr-CH3), 13.94 (OCH,CHj)

Nomenklatur siehe * Seite 230

Masse:
(CI-MS, NH3): 373.3 [MH]"

C,H,N-Analyse:

ber.: C45.15,H5.41, N 15.04
gef.: C 45.04, H 5.20, N 14.39
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9a(R)H-(9S5)-azido-5-0x0-(6S,7S,8S)-trihydroxy-octahydro-thiazolo[3,2-a]azepin-3R-
carbonsiure-ethylester (56)

HQO N,

HO

HO
0  CO,Et

C11H16N4O6S [332.34]

375mg (1mmol) der Verbindung 53 wurden 20ml EE/TFA 1:1 gelost. Die Losung wurde
dann 2h bei RT geriihrt. Nach Zugabe von 40ml EE und 20ml Toluol wurde das LM abgezo-
gen. Der Riickstand wurde noch flashchromatographisch aufgereinigt (EE/Tol 4:1 — EE,
Regemor9:1y = 0.2). Somit konn-ten 298mg (0.9mmol, 90%) des Azids 56 erhalten werden.

"H-NMR (600MHz, DMSOq): & = 5.55 (d, *Js.on. s = 6.7Hz, 1H, 8-OH), 5.29 (dd, *J5 2.1 =
6.9Hz, *J3, o.un = 1.5Hz, 1H, 3-H), 5.15 (d, *Jr.on. 7 = 4.6Hz, 1H, 7-OH), 5.09 (d, Jo, ¢ =
9.5HZ, IH, 93.-H), 4.50 (d, 3J6—OH, 6 — 6.1HZ, lH, 6-OH), 4.44 (d, 3J6, 6-OH = 6.1HZ, IH, 6-H),
4.12 (m, 2H, OCH,CHj), 3.86 (dd, *J7 3= 2.6Hz *J7 7.0n = 4.9Hz, 1H, 7-H), 3.81 (pt, Jo. 510, =
9.7Hz, 1H, 9-H), 3.71 (ddd, *Js 7 = 2.6Hz *J5 o =9.7Hz *Js s.on = 6.9Hz, 1H, 8-H), 3.15 (dd,
Tomt 3= 6.9Hz *Jppgem. = 12.0Hz, 1H, 2-H"), 3.09 (dd, *Jo.pn, 3 = 1.5Hz “Jopigem. = 12.0Hz,
1H, 2-H"), 1.21 (t, 3H, OCH,CHj3)

BC-NMR (150MHz, DMSOg):5 = 169.60 169.44 (CO-5, C3-CO), 75.52 (C-7), 74.74 (C-8),
70.47 (C-6), 66.62 (C-9), 63.40 (C-3), 61.46 (C-9a), 61.13 (OCH,-CHj), 30.88 (C-2), 13.93
(OCH»CH3)

Masse:
(+p ESI ms, MeOH, +10mmol/l NH4Ac): 332.9]MH]", 349.9 [M+NH,]", 354.8 [M+Na]"

C,H,N-Analyse:

ber.: C 39.76, H 4.85, N 16.86
gef.: C39.33, H4.82, N 16.41
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9a(R)H-(9S)-amino-5-0x0-(6S,7S,8S)-trihydroxy-octahydro-thiazolo[3,2-a]azepin-3R-
carbonsiure-ethylester (57)

1z

H,
HO ; S

HO N
CO,Et
HO ©

C1H;sN,06S [306.34]

30mg der Verbindung 56 wurden in 6ml MeOH gelost. Nach Zugabe einer Spatelspitze Pd/C
wurde 2h bei RT unter H,-Atmosphire geriihrt. Der Katalysator wurde abfiltriert, und das LM
entfernt. Nach Trocknen im HV konnte so quantitativ das Amin 57 erhalten werden.

"H-NMR (600MHz, DMSOy): & = 5.19 (dd, *J3_ 2. = 6.9Hz *J3 o.n = 2.3Hz, 1H, 3-H), 4.92
(d, *Joa o = 9.2Hz, 1H, 9a-H), 4.85 (d, *Js.on. s = 6.4Hz, 1H, 8-OH), 4.70 (d, *J7.on, 7 = 4.6Hz,
1H, 7-OH), 4.42 (d, *Je.on. 6 = 5.9Hz, 1H, 6-OH), 4.38 (d, *Js ¢.on = 5.9Hz, 1H, 6-H), 4.08 (m,
2H, OCH,CH3), 3.85 (m, 1H, 7-H), 3.3 (m,1H, 8-H), 3.07 (dd, *Jos. 3 = 6.9Hz *J3figem. =
12.0Hz, 1H, 2-H"), 2.99 (dd, *Jo.m 3= 2.6Hz *Jypgem = 12.0Hz, 1H, 2-H"), 2.96 (pt, *Jo 5190 =
9.5Hz, 1H, 9-H), 1.7 (bs, 2H, 9-NH,), 1.18 (t, 3H, OCH,CHj)

BC.NMR (150MHz, DMSOg): 8 = 169.72 169.60 (CO-5, C3-CO), 76.30 (C-8), 75.45 (C-
7), 70.82 (C-6), 65.70 (C-9a), 63.69 (C-3), 60.94 (OCH,CHj), 54.36 (C-9), 30.12 (C-2), 13.92
(OCH,CH3)

Masse:
(+ p ESIMS, H,O/MeOH + 10mmol/l NH4Ac): 306.9 [MH]", 613.2 [2M+H]"

9a(R)H-(8R,9R)-epoxy-(6S,7S)-O-isopropyliden-1,5-dioxo-octahydro-thiazolo[3,2-
alazepin-3R-carbonsiure-ethylester (58)

@)
O
@) S
/40 \R

N
O  CO,Et
C14H1oNO5S [345.37]

150mg (0.45mmol) des Epoxids 52 wurden in 10ml DMF gelost. Nach Zusatz von 0.05ml
H,0 und 100mg TosOH x H>O wurde die Losung 3 Tage bei RT geriihrt. Dann wurden wei-
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ter 150mg Toluol-sulfonsdure zugegeben und einen weiteren Tag bei RT geriihrt. Daraufhin
wurden noch 10h bei 50°C und eine weitere Nacht bei RT geriihrt. Hierauf hin wurde das LM
entfernt und das Rohprodukt flash-chromatographisch aufgereinigt (CHCl:;/MeOH 9:1,
Recuenmeon 4.1y = 0.7). Somit konnten 91mg (0.26mmol, 59%) der Verbindung 58 erhalten
werden.

"H-NMR (600MHz, DMSOy): 5.37 (s, 1H, 9a-H), 4.85 (d, *Js,7= 6.3Hz, 1H, 6-H), 4.81 (dd,
313, 2.1pr0r = 6.0HZ °J3 241505 = 8.0Hz, 1H, 3-H), 4.58 (d, °J7.s = 3.0Hz *J; ¢ = 6.3Hz, 1H, 7-
H), 4.07 (m, 2H, OCH,CH3) 3.71 (d, *Jo_s = 4.8Hz, 1H, 9-H), 3.59 (dd, *Js 7= 3.0Hz °Jg o=
4.7Hz, 1H, 8-H), 3.42 (dd, *Josipror, 3 = 6.0HZ Ty j1gem. = 13.5Hz, 1H 2-H"™Y), 3.28 (dd, *J,.
Hpros, 3 = 8.0HZ Iy gigem. = 13.5Hz, 1H, 2-H"™®), 1.39 (s, 3H, Isopr-CH3), 1.32 (s, 3H, Isopr-
CHs), 1.18 (t, 3H, OCH,CH3)

BC-NMR (150MHz, DMSOy): & = 168.02 167.31 (CO-5, C3-CO), 108.37 (Isopr-Cauart);
77.01 (C-9a), 73.47 (C-7), 73.28 (C-6), 61.24 (C-3), 60.89 (OCH,CH3), 51.49 (C-8), 50.97
(C-2), 49.64 (C-9), 26.78 25.84 (je Isopr-CHs), 13.70 (OCH,CH;)

8a(S)H-6(S)-amino-(7R,8S)-dihydroxy-50xo-hexahydro-thiazolo[3,2-a]pyridin-3(R)-
carbonsiure-methylester hydrochlorid (59)

OH
HO = S

HNS N
N 3
Cl o CO,Me
CoH,sN,05SCI [298.74]

130mg der Verbindung 19 wurden in 10ml Et,O x HCI suspensiert, und bei RT iiber Nacht
geriihrt, dann wurde der Nd. durch Filtration abgetrennt mit Et;O gewaschen und im HV ge-
trocknet, somit konnte sauber und epimerenrein das Hydrochlorid der Verbindung 59 erhalten
werden.

"H-NMR (400MHz, DMSOg): & = 8.54 (bs, 3H, 6-NH;"), 6.28 (d, *J7.0n, 7 = 4.9Hz, 1H, 7-
OH), 6.04 (bs, 1H, 8-OH), 5.24 (dd, *J5, 2.11pror = 7.0HZ *J3_ 2.11pr0s = 2.7Hz, 1H, 3-H), 5.19 (d,
3Jsa, 3= 2.4Hz, 1H, 8a-H), 3.93 (d, *J¢.; = 7.0Hz, 1H, 6-H), 4.10 (m, 1H, 8-H), 3.78 (ddd, *J7. ¢
=7.0Hz *J;, 7.0n =4.9Hz °J; 3 = 3.0Hz, 1H, 7-H), 3.67 (s, 3H, OCH3), 3.28 (dd, *Ja-sipror, 3 =
7.2Hz *Jypigem. = 11.4Hz, 1H, 2-H”Y), 3.12 (dd, *Jo-m1pros, 3 = 2.7HZ *Jog1gem = 11.4Hz, 1H, 2-
HproS)

BC-NMR (100MHz, DMSOg): & = 169.58 164.06 (CO-5, C3-CO), 72.81 (C-8), 72.43 (C-
7), 63.49 (C-8a), 61.14 (C-3), 55.15 (C-6), 52.62 (OCH3), 31.66 (C-2)

270



Masse:
(+p ESI ms, H,O/CH;CN): 262.8[MH]", 303.9 [M+H+ CH;CNJ",

C,H,N-Analyse:

ber.: C36.18, H5.06, N 9.38
gef.: C39.81,H4.81, N 10.19

Boc-6,5(6S)Bic-Gly-OMe (60)

OH
HO x .S

boc N O—

[ 3

Iz

H @)
C16H25N305S [419.46]

400mg (1.Immol)der Verbindung 20 wurden in 10ml MeOH geldst. Nach Zugabe von 2ml
IN LiOH, wurde so lange bei RT geriihrt, bis alles Edukt umgesetzt war. Nun wurde mit 1N
HCI neutralisiert, das LM abgezogen und der Riickstand im HV getrocknet.

Der Riickstand wurde in DMF gelost, dann wurden 250uL EDCI (1.4mmol), 200mg
(1.6mmol) GlyOMe x HCI und 200mg HOBT (1.5mmol) zugegeben mit DIPEA den PH auf
7-8 eingestellt und tiber Nacht bei RT geriihrt. Das LM wurde entfernt und der Riickstand
flashchromatographisch aufge-arbeitet (EE/Tol 5:1, R¢ = 0.2), dies ergab, 215mg (0.51mmol,
46%) der Verbindung 60.

"H NMR (600MHz, DMSOg) & = 8.30 (pt, *Jaiynm. aiy-ciz = 6.2Hz, 1H, Gly-NH), 6.31 (d,
Tsoents, 6 = 9.1Hz, 1H, Boc-NH), 5.71 (d, *Json, s = 4.7Hz, 1H, 8-OH), 5.57 (d, *J7.04, 7 =
3.5Hz, 1H, 7-OH), 5.17 (d, *Js, s = 1.8Hz, 1H, 8a-H), 4.88 (dd, *J3, 2.tipror = 7.6Hz *J3. 5.Hpros =
5.3Hz, 1H, 3-H), 4.38 (dd, *Js, nt.8oc = 9.7Hz Js 7 = 3.5Hz, 1H, 6-H), 3.93 (m, 1H, 7-H), 3.90
(m, 1H, 8-H), 3.88 (dd, *Jaiy-cio. Giynr = 5.9Hz “Jgiy-cigem. = 17.6Hz, 1H, Gly-CH'), 3.82
(dd, 3JG1y—CH2, Gly-NH = 5.9Hz 2JG1y—CH2gem. = 17.6HZ, IH, Gly-CHh), 3.62 (S, 3H, OCH3), 3.21
(dd, *Tosipror. 3 = 7.6HZ *Jypigem = 11.4Hz, 1H, 2-H®), 2.99 (dd, *J2p1pros. 3 = 5.3Hz *Jr.p1gem. =
11.2Hz, 1H, 2-HP™®), 1.38 (s, 9H, Boc-CH3)

BC-NMR (100MHz, DMSOg): 8 = 170.08 169.98 166.21 (CO-5, C3-CO, Gly-CO), 155.66
(Boc-CO), 78.14 (Boc-Cquary, 70.47 (C-7), 66.32 (C-8), 64.79 (C-8a), 61.17 (C-3), 51.70
(OCHs3), 50.96 (C-6), 40.57 (Gly-CH,), 31.28 (C-2), 28.14 (Boc-CHs)

Masse:
(PI-DCIMS, NH;) 420.4 [MH]", 437.4 [M+NH,]", 856.7 [2M+NH,]"
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C,H,N-Analyse:
ber.: C 45.82, H6.01, N 10.02
gef.: C46.12, H6.02, N 9.68

Boc-6,5(6R)Bic-Gly-OMe (61)

OH

C16H25N305S [419.46]

400mg (1.Immol)der Verbindung 20 wurden in 10ml MeOH geldst. Nach Zugabe von 2ml
IN LiOH, wurde so lange bei RT gertihrt, bis alles Edukt umgesetzt war. Nun wurde mit 1N
HCI neutralisiert, anschlieBend das LM abgezogen und im HV getrocknet.

Der Riickstand wurde in DMF gelost, dann wurden 250ul. EDCI (1.4mmol), 200mg
(1.6mmol) GlyOMe x HCI und 200mg HOBT (1.5mmol) zugegeben mit DIPEA den PH auf
7-8 eingestellt und iiber Nacht bei RT geriihrt. Das LM wurde entfernt und der Riickstand
flashchromatographisch aufge-arbeitet (EE/Tol 5:1, R¢= 0.25), dies ergab, 167mg (0.40mmol,
36%) der Verbindung 61.

"H NMR (400MHz, DMSOy) 8 = 8.44 (pt, *Jaiynm. Giy-cm2 = 5.9Hz, 1H, Gly-NH), 6.83 (d,
3Jsoentt, 6 = 8.9Hz, 1H, Boc-NH), 5.62 (d, *Json. s = 4.8Hz, 1H, 8-OH), 5.41 (d, *J7.o, 7 =
5.9Hz, 1H, 7-OH), 5.08 (d, *Jg, s = 2.7Hz, 1H, 8a-H), 5.07 (m, 1H, 3-H), 4.11 (dd, *Js nt-Boc =
9.1Hz °Js 7 = 7.0Hz, 1H, 6-H), 3.82 (m, 1H, Gly-CH,), 3.78 (m, 1H, 8-H), 3.62 (s, 3H,
OCH3), 3.61 (m, 1H, 7-H), 3.15 (dd, *Josipror, 3 = 7.6HZ *Jppigem, = 11.0Hz, 1H, 2-H"™), 2.99
(dd, *J2s1pros. 3 = 2.7Hz *Jppagem. = 11.0Hz, 1H, 2-HP®), 1.39 (s, 9H, Boc-CHs)

BC-NMR (100MHz, DMSOg): = 170.17 169.91 168.00 (CO-5, C3-CO, Gly-CO), 155.79
(Boc-CO), 77.84 (Boc-Cauar), 73.01 (C-7/C-8), 63.96 (C-8a), 62.18 (C-3), 56.93 (C-6), 51.65
(OCHs), 40.72 (Gly-CHy), 31.33 (C-2), 28.23 (Boc-CHs)

Masse:
(PI-DCIMS, NH3) 420 [MH]", 437.4 [M+NH,4]"

C,H,N-Analyse:

ber.: C45.82, H6.01, N 10.02
gef.: C45.78, H6.03, N 9.70
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[8a(S)H-(6)-tert-butyloxycarbonylamin-(8S)-hydroxy-5-o0xo-2,3,8,8a-tetrahydro-SH-
thiazolo[3,2-a]pyridin-3(R)-coarbonl)-amino]-essigsiure-methylester (62)

OH
. S

boc N O—

[ 3

H O

Iz

C16H23N;05S [401.44]

850mg (2.35mmol) 20/19 wurden in 30ml MeOH gel6st, sodann wurden 4ml 1N LiOH zuge-
geben. Nach 20d wurde der pH der Lsng mit 1N HCI auf pH 6 eingestellt, und danach das LM
abgezogen. HV-getrocknet wurde der Riickstand dann zusammen mit 400mg GlyOMe x HCl
(3.2mmol, ~1.34qui.) in 10ml DMF gelost. Der Losung wurden dann 400mg HOBT
(2.96mmol, ~1.24q), 500ul EDCI (442mg, 2.8mmol, ~1.24qu.) und 550ul DIPEA (3.2mmol)
zugegeben, und 14h bei RT geriihrt. Hiernach wurde das LM abgezogen und das verbleibende
Rohprodukt flashchromatographisch (EE/Tol 4:1, R¢= 0.55) aufgereinigt. So konnten 818mg
(2.04mmol) der Verbindung 62 erhalten, was einer Ausbeute von 87% entsprach.

"H-NMR (400 MHz, DMSOg): & = 8.47 (pt, *Jgiy~m, Gy-c2 = 6.0Hz, 1H, Gly-NH),7.51 (s,
1H, 6-NH), 6.80 (d, J;. ¢= 6.7 Hz, 1H, 7-H), 5.29 (d, *Js.on. s = 7.5 Hz, 1H, 8-OH), 5.06 (d,
3Jsa, 3= 3.2Hz, 1H, 8a-H), 4.97 (dd, *J3_2.n = 2.7 Hz *J3 .u= 6.7 Hz, 1H, 3-H), 4.08 (m, 1H,
8-H),), 3.83 (m, 2H, Gly-CH,) 3.62 (s, 3H, OCH3), 3.23 (dd, *Jomt, 3 = 6.7Hz “Jopigem =
11.0Hz, 1H, 2-H"), 3.07 (dd, *Jopm, 3= 2.7Hz *Jppgem = 11.1Hz, 1H, 2-H"), 1.43 (s, 9H, Boc-
CHs)

BC-NMR (100MHz, DMSOg):8 = 169.86 169.33 (C3-CO, Gly-CO), 158.52 151.94 (CO-5,
Boc-CO), 129.33 (C-6), 114.14 (C-7), 80.06 (Boc-Cquar), 65.61 (C-8a), 62.69 (C-3), 61.89
(C-8), 51.67 (OCH3), 40.73 (Gly-CH,), 32.56 (C-2), 27.80 (Boc-CHs)

Masse:
(+ p ESI ms, CH,Cl,/MeOH + 1% AcOH): 402.0 [MH]+, 424.0 [M+Na]+, 825.3 [2M+Na]+

C,H,N-Analyse:

ber.: C 47.87, H 5,78, N 10.47
gef.: C51.19,H6.17, N 7.68
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8a(S)H-(6)-tert-butyloxycarbonylamin-(8S)-hydroxy-5-0x0-2,3,8,8a-tetrahydro-5SH-
thiazolo[3,2-a|pyridin-3(R)-coarbonsiure-methylester (63)

OH

S
boc\N N
H §  CcoMe
C14H20N206S [344.39]

950mg der Verbindung 19/20 (2.65mmol) wurden in 15ml MeOH abs. geldst. Bei RT wurden
unter Rithren zunichst 300ul 25% NaOMe/MeOH (71mg NaOMe, 1.31mmol, 0.5 dqu.), dann
nach 2h nochmals 300ul, und nach insgesamt 4h weiter 150ul der NaOMe Lsng. zugegeben.
Nach 6h wurden 150ul AcOH (— PH ~ 8) zur Reaktionsldsung gegeben, und hernach das
LM am abgezogen. Nach flashchromatographischer Reinigung (EE/Tol 5:1, Rf = 0.7) und
anschlieBender Trocknung im Hoch-vakuum, wurden 469mg (1.36mmol, 51%) eines farblo-
sen zihviskosen Ols erhalten.

"H-NMR (400 MHz, DMSOg): & = 7.64 (s, 1H, 6-NH), 6.85 (d, *J;, s= 6.7 Hz, 1H, 7-H),
5.34(d, *Js.on, s = 7.5Hz, 1H, 8-OH), 5.11 (dd, *J5, o.un = 3.0 Hz °J3 o.y= 6.7 Hz, 1H, 3-H),
5.04, (d, *Jg., = 3.2Hz, 1H, 8a-H), 4.10 (m, 1H, 8-H), 3.68 (s, 3H, OCH3), 3.32 (dd, *Jo.p, 3=
6.7Hz *Jypgem = 11.3Hz, 1H, 2-H"), 3.12 (dd, *Jo.pm, 3 = 3.0Hz *Jppigem = 11.3Hz, 1H, 2-H"),
1.42 (s, 9H, Boc-CHs)

BC-NMR (100MHz, DMSOyq): 5 = 169.81 158.10 152.03 (C3-CO, CO-5, Boc-CO), 129.32
(C-6), 115.34 (C-7), 80.04 (Boc-Couan), 65.32 (C-8a), 61.52 (C-8), 61.47 (C-3), 52.55 (OCH3),
32.07 (C-2) 27.80 (Boc-CHs)

Masse:
(PI-DCIMS (NH3)): 345.2 [MH]", 362.2 [M+NH,]", 706.4 [2M+NH,]"

(6)-Amino-5-0xo0-2,3-dihydr-SH-thiazolo[3,2-a]pyridin-(3R)-carbonsiure-methylester
hydrochlorid (64)

c ., | N
o CO,Me
CoH,N205SCl [262.71]
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370mg (1.07mmol) 63 wurden in 15ml Et,O x HCI suspensiert und 16h bei RT geriihrt. Der
farblose Feststoff wurde anschlieBend abgetrennt und iiber KOH im Vakuum getrocknet. Die
hierbei erhaltenen 274mg (1.02mmol) der aromatischen Verbindung 64 entsprachen einer
Ausbeute von 95%.

"H-NMR (400 MHz, DMSOy): & = 7.52 (d, *J;.s= 7.6 Hz, 1H, 7-H), 6.37 (d, *Js.7 = 7.6 Hz,
1H, 8-H), 5.65 (dd, *J3 2.un = 2.2 Hz I3 4= 9.1 Hz, 1H, 3-H), 3.97 (dd, *Jo.pi, 3= 9.1 Hz *Jo.
Hgem — 11.9HZ, lH, 2-Ht), 3.72 (S, 3H, OCH}), 3.66 (dd, 3]2_]-1}1, 3= 2.2Hz 2]2_ngm = 11.9HZ,
1H, 2-H")

BC-.NMR (100MHz, DMSOg): & = 168.26 (C3-CO), 156.89 (CO-5), 146 (bs, C-8a), 130.93
(C-7), 119.87 (C-6), 98.91 (C-8), 62.72 (C-3), 53.06 (OCH3), 31.84 (C-2)

Masse:
(PI-EIMS): 226 [M]"

C,H,N-Analyse:
ber.: C41.15, H 4.22, N 10.66
gef.: C40.06, H 4.50, N 10.21

8a(S)H-(8S)-benzyloxy-50x0-6-trifluormethansulfonyloxy-2,3,8,8a-tetrahydro-SH-
thiazolo[3,2-a]pyridin-3(R)-coarbonsaure (65)

OH

xLiCl
boc N

Ir=z

O OLi
@)
C13H17N206SLi x LiCl

700mg 19/20 (1.93mmol) wurden in 15ml MeOH gel6st, um dann 3ml IN LiOH zuzugeben.
Nach-dem 12 Tage bei RT geriihrt worden war, wurde mit 1N HCI ein pH von 6 eingestellt.
Das LM mittels Rotationsverdampfer abgezogen, und den Riickstand am Hochvakuum ge-
trocknet, ergab sauber und quantitativ die Verbindung 65.

"H-NMR (400MHz, DMSOys): & = 7.43 (s, 1H, 6-NH), 6.75 (d, *J;. &= 6.5Hz, 1H, 7-H), 5.10
(d, *Js.on, s = 7.0Hz, 1H, 8-OH), 5.01 (d, *Jsa, s = 3.4Hz, 1H, 8a-H), 4.71 (dd, *J3, 2. = 6.7Hz
’J3. 2= 2.0Hz, 1H, 3-H), 4.03 (m, 1H, 8-H), 3.17 (dd, *Jo.ux, 3 = 2.0HZ *Ja41em = 9.9Hz, 1H,
2-H"), 3.10 (dd, *Jo.m, 3 = 6.7Hz *Jopigem = 9.9Hz, 1H, 2-H"), 1.43 (s, 9H, Boc-CHs)
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BC-NMR (75MHz, DMSOyq): 8 =171.46 157.80 151.95 (C3-CO, CO-5, Boc-CO), 129.12
(C-6), 113.48 (C-7), 80.13 (Boc-Cquar), 65.02 (C-8a), 63.95 (C-3), 61.24 (C-8), 33.23 (C-2),
27.92 (Boc-CHs)

Masse:
(- p ESI ms, H;O/MeOH + 10mmol NH4Ac): 328.9 [M-HJ, 659.2 [2M-H]J,
665.3 [2M-2H+Li|

(6)-Amino-5-0x0-2,3-dihydr-SH-thiazolo[3,2-a]pyridin-(3R)-carbonsiure hydrochlorid
(66)

| x HCI

o) /" —~0OH
o)
CsHsN>0sS [212.23]

950mg (2.6mmol) der geschiitzten Dipeptide 19/20 wurden in 20ml MeOH geldst. Nach Zu-
gabe von 4ml 1IN LiOH wurde 14d bei RT geriihrt. Anschlieend wurde mit IN HCI den pH
auf 5-6 eingestellt, und das LM abgezogen. Der getrocknete Riickstand wurde unter Kiihlung
(Eisbad) mit 15ml Et,O x HCI versetzt, und 1h im Ultraschallbad (Eisbad) behandelt. Bei RT
wurde nun noch 2d geriihrt, um hiernach dann den Nd. abzutrennen, und diesen {iber KOH im
Vakuum zu trocknen.

Hieraus resultierten 790 mg eines schwachviolettschwarzen Pulvers. Abziiglich des Litium-
chlorids wiirde dies 620mg (2.5mmol, 96%) des Hydrochlorids 66 entsprechen.

"H-NMR (400MHz, DMSOu): & = 7.11 (d, *J;. &= 7.7Hz, 1H, 7-H), 6.21 (d, *Js 7 = 7.5Hz,
1H, 8-H), 5.49 (dd, *J5, 2.un = 1.6Hz °J5 5.5= 8.6Hz, 1H, 3-H), 3.89 (dd, *Jo.uz,, 3= 8.7Hz *Jo.
Hgem = 11.9Hz, 1H, 2-H"), 3.57 (dd, *Jotmn, 3= 1.6Hz J5.p1gem = 11.8Hz, 1H, 2-H")

BC.NMR (100MHz, DMSOys): § = 169.12 (C3-CO), 156.90 (CO-5), 125, 123 (bs, C-6, C-7),
99.18 (C-8), 62.75 (C-3), 32.18 (C-2)

Masse:

(+ p ESI ms, CH,Cl,/MeOH + 10mmol/l NH4Ac): 212.7 [MH]", 218.7 [M+Li]",
250.8 [M+K]"

(- p ESI ms, CH,Cl,/MeOH + 10mmol/l NH4Ac): 490.2 [M-H]
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(6)-(9H-Fluoren-9ylmethoxycarbonylamino)-5-oxo-2,3-dihydr-5SH-thiazolo|[3,2-
a]pyridin-(3R)-carbonsiure (67)

S

fmoc— N

Iz

O OH
O

C23H1sN,05S [434.47]

500mg (1.38mmol) 19/20 wurden in 15ml MeOH gelost, hierzu wurden 2ml 1N LiOH gege-
ben und 11 Tage bei RT geriihrt. Jetzt wurde die Losung mit 1N HCI neutralisiert das LM
abgezogen. Nach Trocknen im HV wurde der Riickstand in 15ml Et,0O x HCI suspensiert.
Danach wurde die Suspension 3h mit Ultraschall (Eisbad) behandelt. AnschlieBend wurde
noch iiber Nacht bei RT geriihrt. Der Nd wurde abgetrennt und iiber KOH im Vakuum ge-
trocknet.

Die entschiitzte Verbindung wurde jetzt in 4ml Aceton/H,O 1:1 geldst. Zur Losung wurden
250mg (3.1mmol) NaHCO; und 500mg (1.5mmol) Fmoc-Succinimid gegeben und 3 Tage bei
RT gertihrt. Jetzt wurde mit 1N HCI ein pH von ~2 eingestellt, und das Rohprodukt auf Kie-
selgel absorbiert. Nach flashchromatographischer Reinigung (CHCl3/MeOH 6:1, Ry = 0.3)
wurden 170mg (0.39mmol, 28%) der Verbindung 67 erhalten.

"H-NMR (600MHz, DMSOg): 8.24 (bs, 1H), 7.89 (m, 2H, Fmoc-Hurom.), 7.75 (m, 2H, Fmoc-
Harom ), 7.6 (bs, 1H), 7.41 (m, 2H, Fmoc-Harom ), 7.33 (m, 2H, Fmoc-Hyom), 6.10 (bs, 1H, 8-
H), 5.15 (d, 3]3, 2-Ht = 8.2HZ, lH, 3-H), 4.41 (bS, ZH, FmOC-CHz), 4.28 (pt, 3JFmoc—CH, Fmoc-CH2 =
6.9Hz, 2H, Fmoc-CH), 3.71 (dd, *Jop 3 = 8.2Hz *Jopgem = 11.0Hz, 1H, 2-H'), 3.63 (d, *J,.
Hgem, = 11.0Hz, 1H, 2-H")

BC.NMR (HMQC, DMSOg): & = 127.4 126.8 124.9 119.8 (Fmoc-CHarom), 97.7 (C-8),
66.0 (Fmoc-CH,), 65.7 (C-3), 46.4 (Fmoc-CH), 33.3 (C-2)

Masse:
(- p ESI ms, DMSO/MeOH + 10mmol/l NH4Ac): 433.0 [M-HT, 867.4 [M-HJ,
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Fmoc-Ser(tBu)-6,5(Ar)-OH (68)

e <.

tBuO
C30H31N305S [577.66]

40mg des ungeschiitzten Bausteins 66 (0.13mmol) und 75mg (0.14mmol) Fmoc-Ser(tBu)-
PFP wurden in 1ml DMF gelost. Mit DIPEA wurde der pH auf 7-8 eingestellt und 5 Tage bei
RT gertihrt. Das LM wurde entfernt und das Rohprodukt flashchromatographisch aufgereinigt
(CHCIsMeOH 7:1 — 2:1, Recncizmeon 4:1) = 0.3). Somit konnten 28mg (0.05mmol, 38%) des
Tripeptids 68 erhalten werden.

"H-NMR (600MHz, DMSOy): 9.25 (s, 1H. 6-NH), 8.14 (d, *J; s = 7.9Hz, 1H, 7-H), 7.88 (d,
3 = 7.5Hz, 2H, Fmoc-Harom), 7.73 (m, 2H, Fmoc-Harom), 7.67 (d, *Jsernit, sera—ni = 8.6Hz, 1H,
Sera-H), 7.40 (m, 2H, Fmoc-Hrom), 7.32 (m, 2H, Fmoc-Hyom), 6.15 (d, 3Jg 7="7.7THz, 1H, 8-
H), 5.18 (d, J3 »nt = 7.9Hz, 1H, 3-H), 4.3-4.2 (m, 4H, Fmoc-CH/Fmoc-CH,/Sera.- H) 3.73
(dd, *Jp 3 = 8.1Hz J2ngm 11.0Hz, 1H, 2-H"), 3.62 (d, *Jo1gem. = 11.7Hz, 1H, 2-H"), 3.58
(dd, JSerB-Ht, Sera-H — = 6.8Hz JSerB-ngm = 9.2HZ, lH, SCI'B Ht), 3.53 (dd, 3JSerB-Hh, Sero-H — 5.9Hz
*Tserp-igem = 9.2Hz, 1H, Serp-H"), 1.15 (s, 9H, tBu-CH)

BC-NMR (HMQC, DMSOg): & = 127.4 126.9 125.1 (Fmoc-CHarom), 122.5 (C-7), 119.9
(Fmoc-CHgrom.), 97.8 (C-8), 65.6 (C-3/Fmoc-CHy), 61.3 (Ser-Cp), 55.5 (Ser-Ca.), 46 (Fmoc-
CH), 33.2 (C-2), 26.7 (tBu-CH3)

Masse:

(+ p ESIMS, DCM/MeOH + 10mmol/l NH;Ac): 578.2 [MH]",
(- p ESIMS, AcCN/MeOH + 10mmol/l NH4Ac): 576.1 [M-H], 1153.6 [2M-H]

NH,-6,5(Ar)-Gly-OMe x HCl (69)

C11H14N304SCl1 [319.77]

" mit 1,5eq. LiCl
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Zu 550mg (1.37mmol) 62 wurden 25ml Et,0 x HCI gegeben. Nachdem die resultierende
Suspension bei RT iiber Nacht geriihrt worden war, wurde der farblose flockige Nd. abge-
trennt und im Vakuum iiber KOH getrocknet. Auf diese Weise konnten 405mg (1.27mmol)
des Tripeptids 69 in einer Aus-beute von 93% isoliert werden.

"H-NMR (600MHz, DMSO4s): 9.00 (pt, *Jgiynir. Gy-ci2 = 5.9Hz, 1H, Gly-NH), 7.52 (d, *J; 5 =
7.6Hz, 1H, 7-H), 6.30 (d, *Js.7 = 7.6Hz, 1H, 8-H), 5.58 (dd, *J5. o.un = 1.8Hz I3 2= 9.1Hz,
1H, 3-H), 3.96 (dd, *Jo 3 = 9.1Hz *Jpigem = 11.7Hz, 1H, 2-H'), 3.93 (dd, *Jaiy-cht, Giy-nu =
6.2Hz ZJGly-CHzgem, =17.3HZ, IH, Gly-CHt), 3.87 (dd, 3JGly—CHh, Gly-NH — 5.6Hz ZJGly-CHdem,
=17.3Hz, 1H, Gly-CH"), 3.63 (s, 3H, OCH3), 3.49 (dd, *To.m, 3 = 2.0Hz Iy pigem = 11.7Hz,
1H, 2-H")

BC-NMR (150MHz, DMSOq): & = 169.89 167.57 (Gly-CO, C3-CO), 156.87 (CO-5), 147
(bs, C-8a), 130 (bs, C-7), 119 (bs, C-6), 98.27 (C-8), 63.44 (C-3), 51.79 (OMe), 40.66 (Gly-
CH,), 32.82 (C-2)

Masse:
(+p ESI, H,0/MeOH + 1%AcOH): 283.8[MH]"

Boc-LPhe-6,5(Ar)-Gly-OMe (70)

y o | S
b /N\)J\N N\i OoO—
oC i
: H
: 1 NN
©/ ’ ’ ’

C2sH30N405S [530.60]

320mg (1.0mmol) des Hydrochlorids 69 und 400mg (1.5mmol) BocPheOH wurden in 8ml
DMF gelost. Diese Losung wurde dann, nach Zugabe von 1g (1.9mmol) PyBop und 1ml
NMM, iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Nachdem anschlieBend das LM entfernt
worden war, erfolgte eine flash-chromatographische Aufreinigung des Rohproduktes, wobei
dann die entsprechenden Fraktionen ein-geengt, und anschlieBend soviel Hexan zugegeben
wurde, bis sich ein weiler Nd. bildete. Die Suspen-sion wurde noch iiber Nacht bei 4°C ge-
kiihlt, um dann am darauffolgenden Tag den Niederschlag ab-zusaugen. Noch mit Et,O gewa-
schen und im Hochvakuum getrocknet ergaben sich schlulendlich 469mg (0.88mmol) des
Tetrapeptids 70, was einer Ausbeute von 88% entsprach.

'H-NMR (400 MHz, DMSOg): 8 = 9.18 (s, 1H, 6-NH), 8.76 (pt, *Jaiynt. ciy-criz = 5.9 Hz, 1H,
Gly-NH), 8.18 (d, *J7, = 7.8 Hz, 1H, 7-H), 7.3 (m, 6H, PheH/Boc-NH 7.35ppm DQF-COSY),
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6.26 (d, ’Jz 7 = 7.8Hz, 1H, 8-H), 5.54 (dd, *J3. 2.41pros = 2.1 Hz J3, 2.51pror = 8.6 Hz, 1H, 3-H),
4.35 (ddd, *Teneo.s, pheptpror = 11.0HZ *Jpheq s, phep-tipros =4 1HZ “JIpheo.tt, Boenn = 8.4Hz, 1H,
Phea-H), 3.9 (m, 3H, GlyCH,/ 2-H”™®), 3.64 (s, 3H, OCH3), 3.46 (dd, *Jp.ppros,3 = 2.1Hz T,
tgem = 11.8Hz, 1H, 2-H"®), 3.10 (dd, *Jphep-tipros. Phea-ti = 4.1HZ *Tphep tigem. =13.8, 1H, Phep-
HP™%), 2.77 (dd, *Jphep-tipror. Pheoti = 11.0 HZ *Jphep tigem. =13.8, 1H, Phe-H"™%), 1.28 (s, 9H,
Boc-CH3),

BC-NMR (100MHz, DMSOg):86 = 170.78 169.93 167.70 (C3-CO, Phe-CO, Gly-CO),
156.18 155.39, (CO-5, Boc-CO) 140.92 (C-8a), 138.04 (Phe-Cquar), 129.13(2C) 128.02(2C)
126.20 (Phe-CHarom ), 124.03 123.88 (C-7/C-6), 98.75 (C-8), 78.42 (Boc-Cquar), 63.56 (C-3),
56.68 (Phe-Cav), 51.78 (OCH3), 40.68 (Gly-CH,), 36.83 (Phe-CB), 32.41 (C-2), 28.05 (3C,
Boc-CH3)

Masse:

(+ pESI, CH,Clo/MeOH + 10mmol NH4Ac): 531.2 [MH]", 548.2[M + NH,]",
553.2 [M + Na]", 1078.5 [2M + NH,4]"

(- pESI CH,Cl,/MeOH + 10mmol NH4Ac): 529.1 [M — H]

C,H,N-Analyse:

ber.: C 56.59, H 5.70, N 10.56
gef.: C 55.84, H 5.62, N 10.37

2-[8a(S)H-(6)-tert-butyloxycarbonylamin-(8S)-hydroxy-5-0xo0-2,3,8,8a-tetrahydro-SH-
thiazolo[3,2-a]pyridin-3(R)-coarbonl)-amino|-3-phenyl-propionsiure-methylester (71)

boc N O—

Iz

O N

C23H2oN305S [491.57]

620mg (1.7mmol) 19/20, wurden in 15ml MeOH gelost. Nach Zugabe von 2,5ml 1N LiOH
wurde 17 Tage bei RT geriihrt. Nach Neutralisation mit 1N HC] wurde das LM entfernt, und
der Riickstand im Vakuum getrocknet. Dieser wurde zusammen mit 500mg (2.3mmol) NH;-
LPhe-OMe, 400mg (2.1mmol) EDCI x HCI und 300mg HOBT in 10ml DMF gelost. Die Lo-
sung wurde mit DIPEA auf pH ~ 7 eingestellt, und iiber Nacht bei RT geriihrt. Hiernach wur-
de das LM entfernt, und der Riickstand mittels Flashchromatographie (EE/Tol 9:1, R¢ = 0.7)
aufgereinigt. Dies erbrachte nach Trocknen im HV 780mg (1.6mmol, 94%) der Verbindung
71.
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"H-NMR (400 MHz, DMSOg): & = 8.38 (d, *Jphe-nts, pheaett = 7.7Hz, 1H, Phe-NH), 7.50 (s,
1H, 6-NH), 7.17-7.3 (m, 5H, Phe-Hurom.), 6.81 (d, °J7, ¢= 6.8Hz, 1H, 7-H), 5.26 (d, *Js.on. s =
7.3Hz, 1H, 8-OH), 5.00, (d, *Js,, s = 3.3Hz, 1H, 8a-H), 4.94 (dd, *J5, 2.un = 3.1Hz °J3 2=
6.8Hz, 1H, 3-H), 4.5 (m, 1H, Phea-H), 4.09 (m, 1H, 8-H), 3.59 (s, 3H, OCHs), 3.21 (dd, 1H,
Totis = 6.8Hz *Joyigem = 11.0Hz, 1H, 2-H'), 3.04 (dd, 1H, *Jphep-tie, phea-ti = 5. 9HZ “Tpnep-Hgem
= 13.9Hz, 1H, PheB-H"), 2.96 (m, 2H, 2-H", Phef-H"), 1.44 (s, 9H, Boc-CHj3),

BC-NMR (100MHz, DMSO4):5 = 171.45 168.92 (C3-CO, Phe-CO), 158.40 151.89 (CO-5,
Boc-CO) 136.93 (Phe-Cquar), 129.08 (C-6), 129.05(2C) 128.18(2C) 126.49 (Phe-CHyrom),
114.35 (C-7), 80.06 (Boc-Cquar), 65.91 (C-8a), 62.49 (C-3), 61.64 (C-8), 53,67 (Phe-Cav),
51.83 (OCH3), 36.40 (Phe-CB), 32.43 (C-2), 27.79 (3C, Boc-CHs)

Masse:

(+ p ESI ms, CH,Cl,/MeOH + 10mmol/l NH4Ac): 492.2 [MH]", 509.2 [M+NH,]",
1000.5 [2M+NH,]"

(- p ESI ms, CH,CI,/MeOH + 10mmol/l NH4Ac): 490.2 [M-H]

C,H,N-Analyse:
ber.: C 56.20, H 5.95, N 8.55
gef.: C 56.05, H5.77, N 8.40

Boc-6,5(Ar)-LPhe-OMe (72)

boc N O—

Iz

O N

C3Ha7N304S [473.55]

720mg (1.37mmol) 71 wurden in 12ml Et,O x HCI aufgenommen und kurz mit Ultraschall
behandelt. Die Suspension wurde dann tliber Nacht bei RT geriihrt. AnschlieBend wurde der
Nd. abgetrennt, und iiber KOH getrocknet.

Eine Analyse des Produktes zeigte, da3 der Nd. etwa je zur Hélfte Verbindung 72 sowie Ver-
bindung 73 enthielt. 72 konnte dann sauber nach Kupplung von 400mg des Nd. zu 74 erhalten
werden. Nach der hier erfolgten flashchromatographischen Aufreinigung (EE/Tol 4:1 — EE,
RfEE:Tol, 9:1) = 0.85), wurden, nach Entfernung der fliichtigen Bestandteile im HV, 153mg
(0.32mmol) des geschiitzten Tri-peptids 72 als farbloser Feststoff erhalten.
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"H-NMR (600MHz, DMSOys): & = 8.74 (d, *Jpnents, pheo-ti = 7.4Hz, 1H, Phe-NH), 7.71 (d, *J;.
g =8.0Hz, 1H, 7-H), 7.61 (s, 1H, Boc-NH), 7.3-7.2 (m, 5H, Phe-Harom ), 6.22 (d, *Js 7 = 7.7Hz,
1H, 8-H), 5.51 (dd, *J3, 2.0 = 1.9Hz °J3, o5 = 8.8Hz, 1H, 3-H), 4.50 (ddd, *Tpheq-, phep-rt =
5.8Hz Jphea-ts, phepoith = 8- 2HZ *JIpheo.st, phexu = 7.7Hz, 1H, Phea-H), 3.86 (dd, *Jyu, 3 = 8.8Hz
*Jymgem = 11.8Hz, 1H, 2-H"), 3.60 (s, 3H, OCH3), 3.39 (dd, *Jo.1m, 3 = 1.9HZ *Ja j1gem = 11.8Hz,
1H, 2-H"), 3.02 (dd, *Tpnep-tt, pheocti = 6.0HZ *Tppepigem, = 14.0Hz, 1H, Phef-H'), 2.97 (dd,
3 Tphep-th, Pheott = 8.0HZ *Jpheptigem. = 14.0Hz, 1H, Phep-H"), 1.44 (s, 9H, Boc-CHs)

BC-NMR (150MHz, DMSOg): 8 = 171.38 (Phe-CO), 167.20 (C3-CO), 156.26 152.31 (CO-
5, Boc-CO), 139.82 (C-8a), 136.61 (Phe-Cquar), 129.05(2C) 128.26(2C) 126.63 (Phe-
CHarom), 124.31 (C-6), 122.88 (C-7), 98.78 (C-8), 79.78 (Boc-Cquar), 63.39 (C-3), 53.87
(Phe-Car), 51.91 (OCH3), 36.48 (Phe-CP), 32.23 (C-2), 27.88 (Boc-CHs)

Masse:

(+p ESI DCM/MeOH 10mmol/l NH4Ac): 474.1 [MH]", 491.2 [M+NH,]", 947.4 [2M+H]",
964.5 [2M+NH.]", 969.4 [2M+Na]"

(-p ESI DCM/MeOH 10mmol/l NH4Ac): 472.1 [M-H]", 508.1 [M+CI], 532.2 [M+Ac]

C,H,N-Analyse:
ber.: C 58.34, H5.75, N 8.87
gef.: C 58.20, H 6.07, N 8.50

NH,-6,5(Ar)-LPhe-OMe x HCI (73)

Cl . N
H.N
o /N
0
C15sHaoN304SCI [409.89]

1.5g (3.1mmol)der Verbindung 71 wurden in 3ml MeOH geldst. Unter Kiihlung (Eisbad)
wurden 20ml Et,O x HCI zugegeben, nach ~ Imin begann sich ein farbloser Nd. zu bilden.
Die Suspension wurde nun 2h mit Ultraschall behandelt (weiterhin Eisbad), und anschlie8end
bei RT iiber Nacht geriihrt. Der Nd. wurde danach durch Filtration abgetrennt und im Vaku-
um liber KOH getrocknet. Dies ergab schluBlendlich 1.1g (2.7mmol), womit eine Ausbeute
von 87% erzielt werden konnte.

"H-NMR (400 MHz, DMSOus): & = 8.94 (d, *Jppe-nt, phea-ti = 7.7Hz, 1H, Phe-NH), 7.5 (m, 1H,
7-H), 7.3-7.2 (m, 5H, Phe-Hyrom. ), 6.30 (d, *Js 7 = 7.7Hz, 1H, 8-H), 5.56 (dd, *J3_ .un = 2.2Hz
T3, 2. = 9.2Hz, 1H, 3-H), 4.49 (m, 1H, Phea-H), 3.93 (dd, *Jou 3 = 9.2Hz *Jyg1gem = 11.9Hz,
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1H, 2-H", 3.60 (s, 3H, OCH3), 3.42 (dd, oty 3 = 2.0Hz 2]2_ngm = 11.9Hz, 1H, 2-Hh), 3.01
(m, 2H, Phep-H),

BC-NMR (100MHz, DMSOg): § = 171.36 (Phe-CO), 167.09 (C3-CO), 156.85 (CO-5), 148
(bs, C-8a), 136.65 (Phe-Cquare), 131 (bs, C-7), 129.07(2C) 128.27(2C) 126.63 (Phe-CHarom),
119 (bs, C-6), 98.18 (C-8), 63.42 (C-3), 53.94 (Phe-Ca), 51.94 (OCH;), 36.43 (Phe-Cp),
32.63 (C-2)

Masse:
(CI-MS, NH3) 374.1 [MH]", 391.2 [M+NH,4]"

C,H,N-Analyse:
ber.: C 52.77, H4.92, N 10.25
gef.: C52.44, H5.14,N 9.94

Boc-Gly-6,5(Ar)-LPhe-OMe (74)

] o | S
PP
O N
o H O

C,sH30N405S [530.60]

850mg (2.07mmol) des Hydrochlorids 73 und 500mg (2.85mmol) BocNH-Gly-OH wurden in
20ml DMF gel6st. Nach Zugabe von 1.25g (2.54 mmol) PyBop und 2ml NMM wurde die
Losung bei RT iiber Nacht geriihrt. Das LM am Rotationsverdampfer abgezogen, wurde der
Riickstand mittels Flash-chromatographie aufgereinigt (EE/Tol 5:1— 9:1, Regg/mol, 9:1) = 0.55),
hierdurch gelang es 1.05g (1.98mmol, 96%) des Tetrapeptids 74 zu erhalten.

"H-NMR (400 MHz, DMSOgs): & = 9.00 (s, 1H, 6-NH), 8.75 (d, *Jphent, pheas = 7.5 Hz, 1H,
Phe-NH), 8.15 (d, 3J7, s= 7.8 Hz, 1H, 7-H), 7.2 (m, 6H, Phe-H,om/Boc-NH 7.27ppm DQF-
COSY), 6.23 (d, *Js 7 = 7.8 Hz, 1H, 8-H), 5.53 (dd, *J3, 2-1pros = 2.0 Hz T3 2.41pr0r = 9.0 Hz,
1H, 3-H), 4.51 (m, 1H, Phea-H), 3.87 (dd, *Jo.mpror, 3 =9.0HZ I gigem. = 11.9Hz, 1H, 2-H"),
3.71 (m, 2H, Gly-CH,), 3.60 (s, 3H, OCH3), 3.38 (dd, *Jotipros, 3 = 2.0Hz *Jp.pigem = 11.7Hz,
1H, 2-H"®), 3.03 (dd, *Jpnep-sit, phectt = 5.9HZ “Tpneprigem. =13.9Hz, 1H, Phep-H"), 2.96 (dd,
3 Tphep-tih, Pheott = 7.9 HZ “Iphep tigem. =13.9, 1H, Phef-H"), 1.38 (s, 9H, Boc-CH)

BC-NMR (100MHz, DMSOg): & = 171.37 (Phe-CO), 168.51 (Gly-CO), 167.21 (C3-CO),
156.12 (CO-5), 155.86 (Boc-CO), 140.72 (C-8a), 136.61 (Phe-Cguar), 129.05(2C)
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128.25(2C) 126.59 (Phe-CHyom), 124.02 (C-6), 123.69 (C-7), 98.67 (C-8), 78.38 (Boc-
Couart), 63.45 (C-3), 53.83 (Phe-Cor), 51.90 (OCH;), 44.23 (Gly-CH,), 36.50 (Phe-CB), 32.17
(C-2), 28.08 (Boc-CHj)

Masse:
(+p ESI H,0/MeOH 10mmol/l NH;Ac) 531.3 [MH]", 548.3 [M+NH,4]", 553.3 [M+Na]"
(-p ESI H,0/MeOH 10mmol/l NH4Ac): 529.2 [M-H]", 1059.5 [2M-H]"

C,H,N-Analyse:
ber.: C 56.59, H 5.70, N 10.56
gef.: C 55.96, H 5.59, N 10.43

Boc-LPheA-6,5(Ar)A-GlyA-LPheB-6,5(Ar)B-GlyB-OMe (75)

S
&JZR DR IPaNy
oyt O

C44H4sNs011S5 [929.05]

a.) Verseifung

Zu einer Suspension von 100mg (0.19mmol) des Tetrapeptids 70 in Sml MeOH wurden {iber
Smin 400ul 1IN LiOH zugetropft, da das Peptid nicht in Losung ging, wurden danach weitere
5ml MeOH zugegeben, worauf sich eine klare Losung bildete. Nach 2h 40min wurden noch
Iml 0.1N LiOH zuge-geben. Nach insges. 3h 15min wurde die Reaktionslésung mit 1IN HCI
auf pH 6-7 gebracht, um dann anschlieBend das LM abzuziehen. Die noch im Hochvakuum
getrocknete freie Sdure wurde dann so zur Kupplung eingesetzt.

b.) Boc-Entschiitzung

100 mg 70 wurden in 6ml Et,O x HCI suspensiert, und iiber Nacht bei RT geriihrt. Nachdem
das LM abgezogen worden war, wurde der Riickstand iiber KOH im Vakuum getrocknet.

c.) Kupplung

Nachdem die beiden entschiitzten Tetrapeptide in 3ml DMF gelost worden waren, wurden
150mg (0.29mmol) PyBop zugegeben, anschliefend mit NMM ein pH von 8 eingestellt und
dann die Losung iiber Nacht bei RT geriihrt. Hiernach wurde dann das LM abgezogen und der
resultierend Riickstand flashchromatographisch (EE/MeOH 7:1 Rf = 0.4) gereinigt. Dies er-
gab dann HV getrocknet 164mg (0.18mmol) des Oktapeptids 75, was einer Ausbeute von
95% entsprach.
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"H-NMR (400 MHz, DMSOg): & = 9.32 (s, 1H, 6B-NH), 9.17 (s, 1H, 6A-NH), 8.78 (pt,
*JaiypNi, Glys-ciz = 5.9Hz, 1H, GlyB-NH), 8.54 (pt, *Jaiyanm, ciya.ci2 = 5.7Hz, 1H, GlyA-NH),
8.43 (d, 3JPheB-NH, PheB-oH — 8.0HZ, IH, PheB-NH), 8.17 (d, 3J7A, SA — 7.8 HZ, 1H, 7A-H), 8.11
(d, *J75. s = 7.8Hz, 1H, 7B-H), 7.33 (d, *Jsoc-Nt. Phea-ati = 8.6Hz, 1H, Boc-NH), 7.25(m, 10H,
PheA/B-Harom), 6.25 (d, *Jga. 74 = 7.8Hz, 1H, 8A-H), 6.23 (d, *Jgs, 78 = 7.8Hz, 1H, 8B-H), 5.52
(1’1’1, 2H, DQF-COSYI 553ppm 3B, 5.51ppm 3A) 4.80 (ddd, 3JPheB—0LH, PheB-BHh = 9.4Hz 3Jphe3_
o, Pheb-ptit = 4.9HZ Tpnen-on, phepni = 8.0Hz, 1H, PheB-atH), 4.33 (ddd, *Jpnea-an, phea-prn =
11.0HZ Jphen-ant, pheaprt = 4.1HZ *Tphea-ait, Boenn = 8.4Hz, 1H, PheA-aH), 4.0-3.8 (m, 4H,
DQF-COSY: 3.91 GlyB-CH,, 3.91 2B-H', 3.85 2A-H"), 3.75 (m, 2H, GlyA-CH,), 3.63 (s, 3H,
OCHs), 3.4 (m, 2H, DQF-COSY: 3.45 2B-H", 3.44 2A-H"), 3.1 (m, 2H DQF-COSY: 3.09
PheA-BH', 3.08 PheB-BH"), 2.83 (dd, *Jpnen-pun, phep-ant = 9.7 HZ *Jphen prgem =13.8Hz, 1H,
PheB-BH"), 2.76 (dd, *Jpnea-prn, pheaati = 11.1HZ Jppea-prgem =14.0Hz, 1H, PheA-BH"), 1.27
(s, 9H, Boc-CH3),

3C-NMR (100MHz, DMSOg): 8= 170.76 170.14 169.93 168.39 167.76 167.34 (PheA/B-
CO, GlyA/B-CO, C3A/B-CO), 156.21 156.18 (CO-5A/B), 155.38 (Boc-CO), 141.27 141.09
(C-8aA/B), 138.01 137.46 (PheA/B-Cquar), 129.20(2C) 129.11(2C) 128.05(2C) 128.01(2C)
12633 126.19 (PheA/B-CHurom), 124.88 (C-7B), 123.95 (C-7A) 123.89 (bs C-6), 98.69
98.63 (C-8A/B), 78.42 (Boc-Cquar), 63.72 63.53 (C-3A/B), 56.70 (PheA-Ca), 54.75 (PheB-
Ca), 51.79 (OCH3), 41.69 (GlyA-CH,),40.67 (GlyB-CH,), 37.15 (PheB-CB), 36.86(PheA-
CP), 32.44 32.37 (C-2A/B), 28.04 (3C, Boc-CHj)

Masse

(+ p ESI, CH,Cl,/MeOH +10mmol/l NH4Ac): 929.4 [MH]', 946.5 [M+NH,]", 951.3 [MNa]",
(- p ESI, CH,Cl,/MeOH +10mmol/l NH4Ac): 927.4[M-H]

zyklo(LPhe-6,5(Ar)-Gly-LPhe-6,5(Ar)-Gly) (76)

o)
H
H o)
N
/ o) O HN
NH 5 O /
0 /[k/H N

N N S
H

C3sH36N505S5 [796.89]
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50mg (0.054mmol) des lineare Oktapeptids 75 wurden in 15ml MeOH und 5Sml DCM geldst.
Uber 5h wurden der Lsng. insgesamt 4eq. 1N LiOH zugesetzt. Dann wurden mit IN HCI
neutralisiert, und anschliefend das LM abgezogen. Der getrocknete Riickstand wurde in 8ml
Et,0 x HCI aufgenommen und 30min mit Ultraschall behandelt. Nun wurde die Suspension
tiber Nacht geriihrt. Das LM wurde entfernt und der Riickstand {iber KOH im Vakuum ge-
trocknet.

Das entschiitzte Peptid wurde jetzt in 500ml DMF gelost. Zur Losung wurden dann 25mg
(0.066mmol) HATU, 10mg (0.073mmol) HOAT und 75ml sym-Collidin (0.69mmol) gegeben
und tiber Nacht bei RT geriihrt. Das LM wurde entfernt, und der Riickstand flashchromato-
graphisch aufgereinigt (CHCl;/MeOH 5:1, Rycucizmeon 7:1) = 0.15). Somit konnten 33mg
(0.041mmol, 76%) des zyklischen Peptids 76 erhalten werden.

"H-NMR (400MHz, 315K, DMSOg): & = 9.18 (s, 2H, 6-NH), 8.59 (bs, 2H, Gly-NH), 8.36
(d, *Tphent, pheactt = 9.5Hz, 2H, Phe-NH), 8.10 (d, °J;, s = 7.9Hz, 2H, 7-H), 7.1-7.2 (m, 10H,
Phe-Haromy, 6.28 (d, *Js 7 = 7.9Hz, 2H, 8-H), 5.49 (dd, *J3, 2.5 = 8.4Hz *J3 5= 2.2Hz, 2H, 3-
H), 4.86 (m, 2H, Phea-H), 3.85-3.75 (m, 4H, Gly-CH', 2-H"), 3.54-3.44 (m, 4H, GlyCH", 2-
H"),2.99 (dd, *Tehep-it, Pheoti = 5.5HZ *Tpneptigem. = 13.8Hz, 2H, PheB-H"), 2.81 (dd, *Jpnep.rm,
pheoett = 9.5HZ “Tpnep-tigem = 13.6Hz, 2H, Phef-H")

BC-NMR (aus HMQC, DMSOQg):6= 128.2 127.6 125.9 (Phe-CHarom,), 125.4 (C-7), 99.3 (C-
8), 63.9 (C-3), 54.5 (Phe-Ca.), 41.4 (Gly-CHa), 37.1 (Phe-CB), 32.3 (C-2)

"H-NMR (400MHz, Pyridin-ds): & = 10.38 (bs, 2H, Gly-NH), 10.26 (bs, 2H, Phe-NH), 10.01
(s, 2H, 6-NH), 8.23 (d, *J;. s = 8.1Hz, 4H, 7-H), 7.46 (d, 4H, Phe-Horo), 7.18 (pt, 4H, Phe-
Hueta), 7.10 (pt , 2H, Phe-Hpars), 6.22 (dd, *J3, 2.1 = 8.8Hz *J5, 2.0v= 3.3Hz, 2H, 3-H), 6.06 (d,
’Jg.7 = 8.1Hz, 2H, 8-H), 5.96 (bs, 2H, Phea-H), 4.57 (dd, *Jaiy-cu. Giynu = 6.8Hz, 2H, Gly-
CH'), 4.19 (dd, *Jgiy-crm, Giy-ni = 5.0Hz “Jgiy-crogem = 16.7Hz, 2H, Gly-CH"), 3.92 (dd, *Jo 3
= 8.8Hz “Jyjigem = 11.4Hz, 2H, 2-H'), 3.77 (dd, *Joum, 3 = 4.0Hz *Jppigem = 11.4Hz, 2H, 2-
H"), 3.47 (dd, *Tenep-sit, phea-tt = 6.6HZ “Ippeprigem = 13.4Hz, 2H, Phef-H'), 3.22 (dd, *Ipnep.rm,
pheott = 8.8HZ “Tppeptigem = 13.5Hz, 2H, PheB-H"),

Masse

(+ p ESL, CH,Cly/MeOH +10mmol/l NH,Ac): 797.4 [MH]", 803.4 [M+Li]",
(- p ESL, CH>Cly/MeOH +10mmol/l NH4Ac): 795.4 [M-H]
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Boc-GlyA-6,5(Ar)A-LPheA-GlyB-6,5(Ar)B-LPheB-OMe (77)

H O NS S
boc/N\/ZkN / N e} \ = o0—
H HJLN N
0 H o g N O

C4sH4sN5O1 1S5 [929.05]

60mg (0.11mmol) des Tetrapeptids 74 wurden in 2ml MeOH gelost, hierzu wurden zuerst
250puL, nach 1h 50uL und nach 1h 30min nochmals 50uL 1IN LiOH gegeben. Nach 2h wurde
die Reaktions-16sung mit 1N HCI auf pH 6-7 eingestellt, um dann anschlieBend das LM abzu-
ziehen. Der Riickstand wurde noch im HV getrocknet.

60mg (0.11mmol) 74 wurden in 3ml MeOH geldst. Nun wurde zuerst 1ml und nach 15min
nochmals 3ml TFA zugegeben. Nachdem die Lésung 3h bei RT geriihrt worden war, wurde
noch 2h bei 45°C geriihrt. Das LM wurde entfernt (koevap. mit Tol) und der Riickstand im
HYV getrocknet.

Die beiden entschiitzten Tetrapeptide wurden jetzt in 4ml DMF gelost. Dann wurden 100mg
(0.19mmol) PyBop zugegeben, mit NMM pH von 7-8 eingestellt und bei RT iiber Nacht ge-
riihrt. Das LM wurde abgezogen und das Rohprodukt flashchromatographisch (CHCl;/MeOH
10:1, Rf = 0.25) aufgereinigt. Dies ergab dann HV-getrocknet 70mg (0.075mmol, 68%) des
Oktapeptids 77.

"H-NMR (600MHz, DMSOgs): & =9.13 (s, 1H, 6B-NH), 9.03 (s, 1H, 6A-NH), 8.78 (d, *Jpnes-
NI PheB-oti = 7.1Hz, 1H, PheB-NH), 8.56 (m, 2H, DQF-COSY: 8.56 PheA-NH, 8.57 GlyB-
NH), 8.16 (d, *J7a.sa = 7.9Hz, 1H, 7A-H), 8.15 (d, *J7s,ss = 7.9Hz, 1H, 7B-H), 7.29 (pt, *Tgec.
NH, Glya-ciz = 6.0Hz, 1H, Boc-NH), 7.3-7.1 (m, 10H, PheA/B-Hom), 6.24 (d, *Jgs. 78 = 7.9Hz,
1H, 8B-H), 6.22 (d, *Jsa. 74 = 7.9Hz, 1H, 8A-H), 5.52 (dd, *J3p. 28-1pror = 8.5HZ *J3p, 2B-Hpros =
1.9Hz, 1H, 3B-H), 5.51 (dd, *J3. 2a-pror = 8-5Hz T3, 2a.1pr0s = 1.9Hz, 1H, 3A-H), 4.55 (m,
1H, PheA-aH), 4.49 (m, 1H, PheB-oH), 3.9-3.85 (m, 3H, DQF-COSY: 3.92 GlyB-CH,, 3.88
2B-HP™®), 3.75 (dd, *Joa-mpror. 34 = 8.8Hz *Toapigem. = 11.8Hz, 1H, 2A-H"™®), 3.71 (m, 2H,
GlyA-CH,), 3.59 (s, 3H, OCH3), 3.53 (dd, *Joa-tipros, 34 = 1.9HZ “Joapigem, = 11.8Hz, 1H, 2A-
H"™%), 3.40 (dd, *Jap 1ipros. 38 = 1.9Hz *Jap pigem. = 11.8Hz, 1H, 2B-HP®), 3.07 (dd, *Jpnea.p.
pheaal = 5.2HZ *Jpheaprgem. =14.0Hz, 1H, PheA-BH"), 3.02 (dd, *Jpnen-pi, pheposi = 5.8Hz
2JPheB-Bngm- = 14.0HZ, IH, PheB—BHt), 2.95 (dd, 3JPheB-BHh, PheB-aH — 8.2Hz 2JPheB-Bngm. =
14Hz, 1H, PheB-BH"), 2.83 (dd, *Jphea i, phea-ari = 8-5HZ *Jphea piigem. = 14.0Hz, 1H, PheA-
BHM), 1.38 (s, 9H, Boc-CHs)

BC-NMR (150MHz, DMSOg): 8= 171.44 (PheB-CO), 171.20 (PheA-CO), 168.53 (GlyA-

CO) 167.81 (GlyB-CO), 167.29 (C3B-CO), 167.00 (C3A-CO), 156.19 156.16 (CO-5A, CO-
5B), 155.88 (Boc-CO), 140.92 140.84 (C-8aA, C-8aB), 137.28 (PheA-Cquart), 136.61 (PheB-
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Cquar), 129.15(2C) 129.01(2C) 128.25(2C) 128.052C) 126.60 126.23 (PheA/B-
CHarom ),124.26 (C-7B), 124.06(2C) (6A/B-C), 123.70 (C-7A), 98.75 98.68 (C-8A, C-8B),
78.39 (Boc-Cauart), 63.64 (C-3B), 63.43 (C-3A), 54.15 (PheA-Car), 53.97 (PheB-Car), 51.92
(OCHs), 44.25 (GlyB-CHy,), 43.01 (GlyA-CH,), 37.59(PheA-CB), 36.51 (PheB-Cp), 32.27 (C-
2B), 32.22 (C-2A), 28.11 (Boc-CH;)

Masse
(+ p ESI, DMSO/MeOH +10mmol/l NH4Ac): 929.5 [MH]", 946.5 [M+NH,]",
(- p ESI, DMSO/MeOH +10mmol/l NH4Ac): 927.5 [M-H]

C,H,N-Analyse:
ber.: C 56.89, H5.21, N 12.06
gef.: C56.06, H5.29, N 11.73

zyklo(Gly-6,5(Ar)-LPhe-Gly-6,5(Ar)-LPhe) (78)

Yy

O

H
N
g w(‘\/
H
C35H36N50sS5 [796.89]

100mg (0.11mmol) 78 wurden in 3ml DCM/MeOH 1:1 gelost. Hierzu wurden zunichst
0.22ml und dann noch 2 mal 0.1ml IN LiOH gegeben und bei RT insgesamt Sh geriihrt. Die
Losung wurde neutralisiert und das LM entfernt. Der getrocknete Riickstand wurde in 10ml
Et,0 x HCIl aufgenommen, 3h mit Ultraschall (Eisbad) behandelt und anschlieBend die Sus-
pension liber Nacht bei RT geriihrt. Der Nd. wurde abgetrennt und im Vakuum iiber KOH
getrocknet.

Das entschiitrzte Peptid wurde in 600ml DMF gel6st. Hierzu wurden 50mg (0.13mmol)
HATU und 15mg (0.11mmol) HOAT gegeben. Nachdem Zugabe von 0.2ml (1.5mmol) sym-
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Collidin, wurde die Losung 3 Tage geriihrt. Das LM wurde entfernt und das Rohprodukt
flashchromatographisch aufgereinigt (CHCl;/MeOH 7:1 — 4:1, Rycucimeon 4.1y = 0.7). So
wurden 31mg (0.39mmol, 35%) des zyklischen Peptids 78 erhalten.

"H-NMR (600MHz, DMSOg): & = 9.12 (s, 2H, 6-NH), 8.58 (bs, 2H, Gly-NH), 8.55 (d, *Jppe.
NH, Phea-H = 9.1HZ, 2H, Phe-NH), 8.10 (d, 3J7, 8§ = 7.9HZ, 2H, 7-H), 7.1-6.9 (1’1’1, IOH, Phe-
Harom), 6.34 (d, *Jg 7 = 7.9Hz, 1H, 8-H), 5.47 (dd, °J3, 251t =8.2Hz °J5, 2.0m= 3.6Hz, 2H, 3-H),
4.54 (m, 2H, Phea-H), 3.98 (m, 4H, Gly-CH,), 3.68 (dd, *Jos. 3 = 8.5Hz *Jypgem = 11.3Hz,
2H, 2-H, 3.46 (m, 2H, 2-H"), 3.26 (dd, *Jpnep-t, pheccti = 3.8HZ “Jppep-igem, = 13.7Hz, 2H,
PheB-Ht), 2.67 (pt, 3JPhe[3-Hh, Pheo-H/Phep-Ht = 12.6HZ, 2H, PheB-Hh)

BC-NMR (HMQC, DMSOg): = 128.1 127.6 125.9 (Phe-CHarom), 125.0 (C-7), 100.2 (C-
8), 64.8 (C-3), 53.8 (Phe-Cav), 43.4 (Gly-CHy), 36.9 (Phe-CB), 29.9 (C-2)

Masse

(+ p ESI, CH,Cly/MeOH +10mmol/l NHsAc): 797.3 [MH]", 814.2 [M+NH.,]",
(- p ESI, CH,ClyMeOH +10mmol/l NHAc): 795.1 [M-HT, 855.1 [M+Ac]

7,5NH;CIBocBicOMe (79)

OH

HO,

HO

Cl HN O
C1oH17N>06SCl [328.77]

1.3g (3.3mmol) des geschiitzten Dipeptidisosters 5 wurde in 50ml Et,0 x HCI aufgenommen.
Die Suspension wurde bei RT iiber Nacht geriihrt. Der farblose Nd. wurde tiber Filtration ab-
getrennt und im Vakuum iiber KOH getrocknet. Dies ergab 980mg (3.0mmol, 91%) des Hy-
drochlorids 79.

"H-NMR (400MHz, DMSOy): 8 = 8.35 (bs, 3H, 6-NH;") 5.92 (bs, 1H, 8-OH), 5.69 (d, *J+.on,
;= 5.7Hz, 1H, 7-OH), 5.61 (s, 1H, 9a-H), 4.76 (pt, *J5.» = 7.5Hz, 1H, 3-H), 4.67 (bs, 1H, 6-
H), 4.48 (d, *Jo.on, o = 10.6Hz, 1H, 9-OH), 3.95 (pt, J; g.0on = 5.1Hz, 1H, 7-H) 3.89 (m, 1H,
8-H), 3.65 (s, 3H, OCHj) 3.62 (m, 1H, 9H), 3.34 (m, 2-H)

BC-NMR (100MHz, DMSOg): & = 170.15 165.53 (CO-5, C3-CO), 76.86 (C-9), 71.95 (C-
7), 70.23 (C-8), 63.96 (C-3), 61.10 (C-9a), 53.05 (C-6), 52.34 (OCH;) 31.60 (C-2)
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Masse (+ p ESI ms, MeOH + 1% AcOH): 292.9 [MH]"

C.H,N-Analyse:
ber.: C 36.53, H5.21, N 8.52
gef.: C36.01, H 5.05, N 8.29

9a(R)H-(6S)-tert-butyloxycarbonylamino-5-0x0-(7R,8S,9R)-trihydroxy-octahydro-
thiazolo[3,2-a]azepin-3R-carbonsiure (80)

OH

HO,

HO

b N

C14H2oN,048S [378.40]

3.15g (8mmol) des geschiitzten Bizykluses 5 wurden in 30ml MeOH gel6st. Hierzu wurden
jetzt 16ml 1N LiOH gegeben und die Losung bei RT geriihrt. Nach 25min wurde diese mit
IN HCI neutralisiert. Das LM wurde abgezogen und der Riickstand im Vakuum getrocknet.
Somit konnte quantitativ die freien Séure 80 erhalten werden.

"H-NMR (400MHz, DMSOg6) & = 6.28 (d, *Jgeent. 6 = 8.2Hz, 1H, Boc-NH), 5.7 (bs, 1H,
OH), 5.42 (s, 1H, 9a-H), 4.74 (d, *Js. poext = 8.2Hz, 1H, 6-H), 4.47 (pt, *J5., = 7.1Hz, 1H, 3-
H), 3.78 (m, 1H, 8-H), 3.70 (d, *J;. s = 4.3Hz, 1H, 7-H), 3.54 (d, *Jo_s = 3.1Hz, 1H, 9-H), 3.17
(m, 2H, 2-H), 1.36 (s, 9H, Boc-CHs)

BC-NMR (100MHz, DMSOy) & = 172.77 167.15 (CO-5, COOLI), 154.82 (Boc-CO), 78.13
(Boc-Couart), 75.89 (C-9), 71.61 (C-7), 71.61 (C-8), 66.87 (C-3), 61.18 (C-9a), 53.78 (C-6),
32.93 (C-2), 28.13 (Boc-CH3)

Masse (PI-LSIMS, MeOH/Glycerin): 385.3 [MLi]", 391 [M —H+ 2Li]",
769 [2M + 2Li — H]", 775 [2M +3Li —2H]"
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Boc-7,5BicA-7,5BicB-OMe (81)

CsH36N4013S5 [652.70]

330mg (Immol) 79 und 430mg (1mmol) 80 wurden in 10ml DMF gelost. Nun wurden 750mg
(1.4mmol) PyBop zur Losung gegeben. Mit NMM wurde ein pH von 7-8 eingestellt. Die Lo-
sung wurde iiber Nacht bei RT geriihrt. Dann wurde das LM abgezogen und der Riickstand
flashchromatographisch aufgereinigt (CHCl;/MeOH 7:1 — 3:1, Rfcucizmeon 41y = 0.55).
Noch getrocknet im HV ergaben sich so 599mg (0.92mmol, 92%) eines amorphen gelblich-
braunorangen Feststoffs.

"H-NMR (400MHz, DMSOyg6) & = 8.63 (d, *Jsp-nm, 68 = 8.5Hz, 1H, 6B-NH), 6.49 (d, *Jpeenm,
6a = 9.1Hz, 1H, Boc-NH), 5.70 (d, *Jsg.on, s = 4.1Hz, 1H, 8B-OH), 5.54 (d, *Jsa-om. sa =
3.8Hz, 1H, 8A-OH), 5.46 (s, 1H, 9aB-H), 5.45 (s, 1H, 9aA-H), 5.32 (d, *Joa-on. oa = 10.8Hz,
1H, 9A-OH), 5.30 (d, *J7s.0n, 78 = 6.0Hz, 1H, 7B-OH), 5.07 (d, *J¢s, ssnu = 8.5Hz, 1H, 6B-
H), 4.96 (d, *J7a-0m, 74 = 4.6Hz, 1H, 7A-OH), 4.85 (pt, *J3a. 24 = 7.6Hz, 1H, 3A-H), 4.71 (m,
2H, 6A-H/3B-H), 4.51 (d, *Jop.on, o8 = 10.4Hz, 1H, 9B-OH), 3.83 (m, 1H, 8B-H), 3.78-3.74
(m, 2H, DQF-COSY: 3.77 8A-H, 3.76 7B-H), 3.71 (pt, *J7a_saszaon = 4.7Hz, 1H, 7A-H),
3.62 (s, 3H, OCH3), 3.59 (dd, *Jog, o.on = 10.6Hz *Jog_ss = 4.0Hz, 1H, 9B-H), 3.51 (dd, *Joa.
oa-on = 11.0Hz *Joa sa = 3.7Hz, 1H, 9A-H), 3.2 (m, 4H, DQF-COSY 3.30 2B-H, 3.24 2A-H),
1.34 (s, 9H, Boc-CH3)

BC-NMR (100MHz, DMSOg) & = 170.61 170.39 167.71 167.35 (CO-5A, CO-5B, C3B-
CO, C3A-CO), 155.13 (Boc-CO), 78.22 (Boc-Cguart.), 77.23 (C-9B), 77.02 (C-9A), 74.72 (2C,
C-7A/C-7B), 71.32 (C-8A), 70.80 (C-8B), 64.31 (C-3A), 64.08 (C-3B), 61.13 (C-9aA), 60.97
(C-9aB), 54.01 (C-6A), 52.22 (OCHj3), 52.15 (C-6B), 32.56 (C-2A), 31.40 (C-2B), 28.14
(Boc-CH3)

Masse:

(- p ESI ms, H,O/MeOH + 10mmol/l NHsAc): 651.2 [M-HT, 1303.6 [2M-HT,
1325.6 [2(M-H)+Na]
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OH

Boc-7,5BicA-7,5BicB-7,5BicC-OMe (82)
HO

H
HO .,
S

boc— VM CO Me

||\O

C33HasNgO15S5 [ 912.97]

90mg (0.14mmol) des Dimers 81 wurden in 10ml Et,O x HCI aufgenommen und 1h bei RT
geriihrt. Das LM wurde dann entfernt und der Riickstand im Vakuum iiber KOH getrocknet.
Das freie Amin wurde dann zusammen mit 60mg (0.14mmol) 80 in Sml DMF gel6st. An-
schlieBend wurden 150mg (0.29mmol) PyBop zugegeben und der pH der Lésung mit NMM
auf 7-8 eingestellt. Nachdem nun iiber Nacht geriihrt worden war, wurde das LM entfernt und
der Riickstand flashchromatographisch aufgereinigt (CHCl3/MeOH 3:1, Ry = 0.25). Dies
fiihrte dann schlu8endlich zu 104mg (0.11mmol, 79%) des Trimers 82.

lH-NM]‘ (400MHZ, DMSOdé) 0=28.70 (d, 3J6C-NH, 6C = 8.6HZ, lH, 6C-NH), 8.56 (d, 3J63-NH,
o8 = 8.4Hz, 1H, 6B-NH), 6.47 (d, *Jsoentt, 64 = 9.1Hz, 1H, Boc-NH), 5.70 (d, *Jsc.om, sc =
4.1Hz, 1H, 8C-OH), 5.66 (d, *Jog.on. o8 = 9.5Hz, 1H, 9B-OH), 5.59 (d, *Jss.on. g8 = 4.3Hz, 1H,
8B-OH), 5.53 (d, *Jsa-on, sa = 4.0Hz, 1H, 8A-OH), 5.47 (s, 1H, 9aB-H), 5.46 (s, 1H, 9aC-H),
5.45 (s, 1H, 9aA-H), 5.38 (d, *Joa-om, oa = 10.7Hz, 1H, 9A-OH), 5.31 (d, *Jsc.on. 7¢ = 5.9Hz,
1H, 7C-OH), 5.08 (d, *Jsc. scnu = 8.4Hz, 1H, 6C-H), 5.0 (m, 3H, DQF-COSY: 5.01 6B, 4.98
7A/B-OH), 4.87 (pt, *Js. 28 = 7.3Hz, 1H, 3B-H), 4.85 (pt, *J3a. 24 = 7.8Hz, 1H, 3A-H), 4.72
(d, *Tsa. Boent = 9.1Hz, 1H, 6A-H), 4.71 (pt, *Jsc. 2c = 7.8Hz, 1H, 3C-H), 4.51 (d, *Joc.om, oc =
10.5Hz, 1H, 9C-OH), 3.85-3.7 (m, 6H, DQF-COSY: 3.83 8C-H, 3.81 8B-H, 3.78 8A-H, 3.75
7C-H, 3.72 7A/B-H), 3.63 (S, 3H, OCH3), 3.58 (dd, 3J9C, 9C-OH — 10.2Hz 3J9c7 8C — 3‘8HZ, lH,
9C—H), 3.56 (dd, 3JgB’ 9B-OH — 9.2Hz 3J9]3, 8B — 3.7HZ, lH, 9B—H), 3.51 (dd, 3J9A, 9A-OH — 10.7Hz
*Joa. sa = 3.5Hz, 1H, 9A-H), 3.3-3.2 (m, 6H, DQF-COSY 3.30 2C-H, Noesy 3.24 2A-H,
DQF-COSY/Noesy 3.31 2B-HP™®, 3.21 2B-H"™®), 1.36(s, 9H, Boc-CHs)

BC-NMR (100MHz, DMSOg) & = 170.57 170.48 17028 167.71 167.33 166.99
(C3A/B/C-CO, CO-5A/B/C), 155.10 (Boc-CO), 78.20 (Boc-Cquart), 77.20 (C-9C), 76.94 (C-
9A/B), 74.75(2C) 74.47 (C-7A/B/C), 71.40 (C-8B), 71.29 (C-8A), 70.78 (C-8C), 64.42
64.33 (C-3A/B), 64.06 (C-3C), 61.12 60.98(2C) (C-9aA/B/C), 54.01 (C-6A), 52.36 (C-6B),
52.21 (OCHjs), 52.11 (C-6C), 32.52 (C-2A/B), 31.40 (C-2C), 28.13 (Boc-CHs)

Masse:
(- p ESI ms, DMSO/MeOH + 1%AcOH): 911.3 [M-HJ,
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Boc-Tz-Gly-OMe (83)

boc\H

S
o N
O : N
H

OH
C,7H2N30,S [449.48]

Das Thiazolidin wurde als Nebenprodukt bei einer Synthese zu 84 (25mg, 0.06mmol, 3%,
RiEemeon 10:1) = 0.65) erhalten. Im Unterschied zur spiteren Standartsynthese dieser Verbin-
dungen erfolgte hier die Verseifung von 5 mit nur leq. LiOH aber iiber 24h.

"H-NMR (400MHz, DMSOg6):6 = 8.37 (pt, 3JG1y_NH, cly-c2 = 5.9Hz, 1H Gly-NH), 6.85 (d,
3Jgoent, 5 = 8.9Hz, 1H, Boc-NH), 5.70 (d, *J4.on, 4 = 4.9Hz, 1H, 4-OH), 5.64 (d, *Jr.on, 2 =
6.2Hz, 1H, 2-OH), 4.75 (dd, *Js. 4 = 4.6Hz °Js peexn = 8.9Hz, 1H, 5-H), 4.63 (dd, °J; nu =
10.5Hz *J,., = 5.0Hz, 1H, 1-H), 4.42 (dd, *J5 , = 8.0Hz *J5 4 = 2.8Hz, 1H, 3-H), 4.24 (dpt,
3143 = 2.8Hz 4 4.oms = 4.9Hz, 1H, 4-H), 4.19 (ddd, *Jou, puie = 4.7Hz “Jonr pam = 6.8Hz
3J(x-H, NH = 8.7HZ, lH, OL-H), 3.93 (m, lH, 2-H)’ 3.89 (dd, 3Jg1y_CHt, Gly-NH = 5.9Hz ZJGly-CHdem. =
17.3, 1H, Gly-CH"), 3.82 (dd, *Jaiy-crn, giynir = 6.1Hz “Jgiy-crogem, = 17.3, 1H, Gly-CH"), 3.62
(OCH3), 3.38 (dd, *Jai, 1 = 10.8Hz “Jau, o = 8.7Hz, 1H, NH), 3.03 (dd, *Jp.s, 0.t = 4.9Hz
*Jp-tgem. = 10.1Hz, 1H, B-HY), 2.71 (dd, *Jp tih, att = 6.8HZ *Jppigem = 10.0Hz, 1H, B-H")

BC-NMR (100MHz, DMSOg): 6 = 174.05 171.00 170.11 (CO-6, Gly-CO, Ca-CO),
155.33 (Boc-CO), 83.60 (C-3), 78.65 (Boc-Cquart.), 70.09 (C-2), 69.95 (C-1), 68.43 (C-4),
65.10 (Ca), 55.36 (C-5), 51.71 (OCHs), 40.70 (Gly-CHa), 35.66 (CP), 28.10 (Boc-CHs)
Nomenklatur siehe * Seite 230

Boc-7,5Bic-Gly-OMe (84)

OH

H
% N o—
—N O
boc N ®) \—<
O

C17H27N300S [449.48]
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300mg 80 (0.7mmol, M 426g/mol als Li Salz x LiCl, nach Verseifung mit 2eq LiCl und Neu-
tralisation mit HCl) wurden in Sml DMF gelost. Nach Zugabe von 100mg NH>-Gly-OMe x
HCI (0.8mmol) und 500mg PyBop (0.9mmol) wurde der pH mit NMM auf ~8 eingestellt und
die Losung dann bei RT iiber Nacht geriihrt. Nach entfernen des LM wurde das Rohprodukt
flashchromatographisch aufgereinigt (EE/MeOH 10:1, Ry = 0.45). Somit konnten nach Trock-
nen im HV 305mg (0.68mmol, 97%) der Verbindung 84 als gelbbrauner amorpher Feststoff
erhalten werden.

"H-NMR (400MHz, DMSOg): 6 = 8.56 (pt, 3JGly—NH, cly-ciiz = 6.0Hz, 1H, Gly-NH),6.50 (d,
3Tsoent, 6 = 8.8Hz, 1H, Boc-NH), 5.541 (d, *Js.on, s = 4.4Hz, 1H, 8-OH), 5.538 (d, *Jo.om, o =
8.2Hz, 1H, 9-OH), 5.44 (s, 1H, 9a-H), 5.09 (d, *J7.on, 7= 4.4Hz, 1H, 7-OH), 4.74 (d, *Js. Boc-Nu
= 8.8Hz, 1H, 6-H), 4.60 (pt, *J3. 2 = 8.2Hz, 1H, 3-H), 3.86 (dd, “Jaiy-chi, aiy-ne = 6.3Hz *Tgyy.
chigem. = 17.6Hz, 1H, Gly-CH'), 3.79 (m, 1H, 8-H), 3.75 (m, 2H, DQF-COSY: 3.75 7-H/ 3.74
Gly-CH"M), 3.61 (s, 3H, OCH3), 3.59 (dd, *Jo. s = 3.6Hz *Jo o.on = 8.5Hz, 1H, 9-H), 3.28 (m,
2H, 2-H), 1.37 (s, 9H, Boc-CH3.)

BC-NMR (75MHz, DMSOg): & =170.77 (C3-CO), 169.89 (Gly-CO), 168.03 (CO-5) 155.14
(Boc-CO), 78.24 (Boc-Cquan), 77.05 (C-9), 74.86 (C-7), 71.49 (C-8), 65.32 (C-3), 61.34 (C-
9a), 54.03 (C-6), 51.75 (OCHj), 40.48 (Gly-CH,) 32.48 (C-2) 28.13 (Boc-CHs)

Masse:
(PI-DCIMS, NH3): 467.3 [MJrNH4]+

C,H,N-Analyse:

ber.: C 45.43, H 6.05, N 9.35
gef.: C45.25,H 5.83, N 9.17

Boc-7,5Bic-LPhe-OMe (85)

HO
S
HO,,
N H 0O
HO A
o O 5 o—
—N 3
boc H

Ci14H33N300S [539.61]

1.5g Boc-7,5Bic-OLi x LiCl 80 (3.5mmol), 1g NH,-LPhe-OMe x HCI (4.6mmol) und 2.5¢g
PyBop (4.8mmol) wurden in 10 ml DMF gel6st. Der pH wurde mit NMM auf ~7 eingestellt
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und die Losung iiber Nacht bei RT geriihrt. Das LM wurde entfernt und das Rohprodukt
flashchromatographisch aufgereinigt (EE/Tol 4:1 — EE, Rggg/ro1 9.1y = 0.3). Nach trocknen im
HV wurden so 1.4g (2.6mmol, 74%) des Tripeptids 85 erhalten.

"H-NMR (400 MHz, DMSOgs): & = 8.61 (d, *Jphentt, pheo-ti = 7.3Hz, 1H, Phe-NH), 7.2 (m, 5-
H, Phe-Harom.), 6.49 (d, *Taoenm, 6 = 8.8Hz, 1H, Boc-NH), 5.55 (d, *Js.on, s = 4.0Hz, 1H, 8-OH),
5.45 (s, 1H, 9a-H), 5.42 (d, *Jo.on, o = 9.2Hz, 1H, 9-OH), 5.04 (d, *J7.on, 7= 4.6Hz, 1H, 7-OH),
4.74 (d, *Js Boc-nt = 8.8Hz, 1H, 6-H), 4.54 (pt, *J5., = 7.7Hz, 1H, 3-H), 4.43 (m, 1H, Phea-H),
3.82 (m, 1H, 8-H), 3.75 (m, 1H, 7-H), 3.58 (dd, *Jo.s = 4.0Hz *Jy o.0n= 9.5Hz, 1H, 9-H), 3.53
(s, 3H, OCH3), 3.21 (dd, *Jomipror. 3 = 7.3HZ *Jopigem = 11.2Hz, 1H, 2-H”°Y), 3.14 (dd, *Ja-s1pros,
3="7.9Hz *Josgem = 11.2Hz, 1H, 2-H"®) 2.9 (m, 2H, Phef-H), 1.38 (s, 9H, Boc-CH3)

BC-NMR (100MHz, DMSOg): 8 =171.14 170.19 167.87 (CO-5, C3-CO, Phe-CO), 155.01
(Boc-CO) 136.65 (Phe-Cquarr), 129.09(2C) 128.19(2C) 126.55 (Phe-CHyrom,) 78.19 (Boc-
Cauar), 76.61 (C-9), 74.76 (C-7), 71.24 (C-8), 64.92 (C-3), 61.22 (C-9a), 54.00 (C-6), 53.79
(Phe-Car), 51.67 (OCH3), 37.02 (Phe-CP), 32.25 (C-2) 28.10 (Boc-CHs)

Masse:

(+p ESI MS, H,O/MeOH + 10mmol/l NH4Ac): 540.3 [MH]", 557.4[M+NH,]",
562.3 [M+Na]"

(- p ESIMS, H,O/MeOH + 10mmol/l NH4Ac): 538.3 [M-H]

C,H,N-Analyse:

ber.: C 53.42, H6.16, N 7.79
gef.: C52.17, H 6.03, N 7.40

Boc-7,5Bic-DPhe-OMe (86)

C24H33N300S [539.61]
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Ig (2.6mmol) 5 wurden in 10ml MeOH geldst. Hierzu wurden Sml 1N LiOH gegeben. Nach
15min wurde die Losung mit 1N HCI neutralisiert. Das LM wurde entfernt und der Riickstand
im HV getrocknet.

Die verseifte Verbindung wurde nun mit 800mg NH,-DPhe-OMe x HCI (3.7mmol) und 2g
PyBop (3.9mmol) in 8ml DMF gelost. Nach Einstellung des pHs mit NMM auf ~7 wurde
tiber Nacht bei RT geriihrt. Das LM entfernt und der Riickstand flashchromatographisch auf-
gereinigt (EE/Tol 9:1, R = 0.3), so wurden 900mg (1.7mmol, 65%) des Tripeptids 86 erhal-
ten.

"H-NMR (600MHz, DMSOg): & = 8.64 (d, *Jpne-nt, pheott = 8.0Hz, 1H, Phe-NH), 7.3-7.15
(m, 5H, Phe-Hyrom), 6.46(d, *Jsoent, 6 = 9.1Hz, 1H, Boc-NH), 5.53 (d, *Js.on, s= 4.1Hz, 1H, 8-
OH), 5.50 (d, *Jo.on. o = 8.8Hz, 1H, 9-OH), 5.42 (s, 1H, 9a-H), 5.14 (d, *J,.on, 7= 4.1Hz, 1H,
7-OH), 4.74 (d, *Js, Boexu = 8.8Hz, 1H, 6-H), 4.54 (dd, *J5, 2.11pror = 7.4HZ J3, 211pr0s = 8.8Hz,
1H 3-H), 4.39 (m, 1H, Phea-H), 3.79 (m, 1H, 8-H), 3.75 (m, 1H, 7-H), 3.58, (dd, *Jo s = 3Hz
3Jo.0.0n= 8.2Hz, 1H, 9-H), 3.54 (s, 3H, OCH3), 3.1 (dd, *Jo-ppror, 3 = 7.1HZ *Jp.pagem, = 11.0Hz,
1H, 2-HP™®), 3.01 (dd, *Jo-mpros. 3 = 8.8Hz “Jopigem, = 11.2Hz, 1H, 2-H"%) 2.91 (dd, *Jpnep.s,
pheott = 6.9HZ *Tphep tigem. = 13.7Hz, 1H, PheB-H"), 2.82 (dd, *Jeneptih, phea-ti = 8-0HZ “Tphep.
Hgem, = 13.7Hz, 1H, Phef-H"), 1.37 (s, 9H, Boc-CH3)

BC-NMR (150MHz, DMSOg): & = 171.47 169.58 167.90 (CO-5, C3-CO, Phe-CO) 154.00
(Boc-CO) 136.70 (Phe-Cquarr), 129.11(2C) 128.20(2C) 126.56 (Phe-CHarom), 78.22 (Boc-
Cauar), 76.99 (C-9), 74.85 (C-7), 71.51 (C-8), 65.38 (C-3), 61.27 (C-9a), 53.94 (C-6), 53.64
(Phe-Cav), 51.70 (OCH3), 37.35 (Phe-CP), 32.35 (C-2), 28.10 (Boc-CHs)

Masse:
(PI-DCIMS, NH;): 557.4 [M+NH,]"

C,H,N-Analyse:

ber.: C 53.42, H6.16, N 7.79
gef.: C 53,31, H 5.89, N 7.64

Boc-7,5BicA-GlyA-7,5BicB-GlyB-OMe (87)

OH
OH

C2sHpNgO15S5 [766.81]
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400mg (0.9mmol) Boc-7,5Bic-Gly-OMe 84 wurden in 5ml MeOH gel6st. Hierzu wurden 2ml
IN LiOH gegeben und 20min bei RT geriihrt. Dann wurde mit 1N HCI neutralisiert, das LM
entfernt und der Riickstand im Vakuum getrocknet.

400mg (0.9mmol) Boc-7,5Bic-Gly-OMe 84 wurden in 4ml MeOH und 7ml DCM gelost.
Hierzu wurden 7ml Et;O x HCI gegeben und die Losung 1h 15min bei RT geriihrt. Das LM
wurde entfernt und der Riickstand im HV getrocknet.

Die beiden entschiitzten Tripeptide wurden nun in 10ml DMF gel6st. Nach Zugabe von
700mg (1.3mmol) PyBop wurde mit NMM ein pH von 7-8 eingestellt, und die Losung bei RT
tiber Nacht geriihrt. Das LM wurde entfernt, und der Riickstand flashchromatographisch auf-
gereinigt (CHCl;/MeOH 3:1 —1:1, Recucizmeon 2:1) = 0.4). So konnte nach Trocknen im HV
470mg (0.6mmol, 66%) des Hexapeptids 87 erhalten werden.

"H-NMR (600MHz, DMSOq): & = 8.58 (pt, *Jaiys-nw, Giys-ciz = 5.8Hz, 1H, GlyB-NH), 8.49
(pt, 3JGlyA—NH, GlyA-CH2 = 5.8HZ, 1H, GlyA-NH), 791 (d, 3J6B-NH, 6B = 8.2HZ, 1H, 6B-NH), 6.52
(d, *Jsoent, 64 = 8.8Hz, 1H, Boc-NH), 5.72 (d, *Jog.on, o8 = 8.2Hz, 1H, 9B-OH), 5.55 (d, *Jgs.
OH. 8B — 4.1HZ, lH, 8B-OH), 5.53 (d, SJgA_()H, 8a — 4.1HZ, lH, SA-OH), 5.52 (d, 3J9A-OH, 9A —
8.8Hz, 1H, 9A-OH), 5.47 (s, 1H, 9aB-H), 5.45 (s, 1H, 9aA-H), 5.14 (d, *J7p.0n, 78 = 5.2Hz,
1H, 7B-OH), 5.12 (d, *J7a.01, 74 = 4.4Hz, 1H, 7A-OH), 5.08 (d, *Jsp. ssne= 8.2Hz, 1H, 6B-H),
4.75 (d, Jea. Boenu = 8.8Hz, 1H, 6A-H), 4.64 (m, 2H, Roesy: 4.64 3A-H, 4.63 3B-H), 3.88
(dd, *JGiys.cht, Gy = 6.0Hz *JGiys.crogem = 17.6Hz, 1H, GlyB-CH"), 3.81 (m, 1H, 8B-H),
3.79 (m, 1H, 8A), 3.7-3.75 (m, 5H, DQF-COSY: 3.74 7A/B, 3.73 GlyB-CH", 3.72 GlyA-
CH,), 3.62 (m, 1H, 9B-H), 3.61 (s, 3H, OCH3), 3.59 (dd, *Joa. oa-on = 9.1Hz *Jos sa = 3.6Hz,
1H, 9A-H), 3.35-3.2 (m, 4H, 2A/B), 1.37 (s, 9H, Boc-CH3)

BC-NMR (100MHz, DMSOg): & = 170.78 170.52 169.85 168.30 167.73 167.55 (CO-
5A/B, C3A/B-CO, GlyA/B-CO), 155.09 (Boc-CO), 78.24 (Boc-Cquar), 77.06 (C-9A), 76.75
(C-9B), 74.82 74.56 (C-7A/B), 71.68 (C-8B), 71.45 (C-8A), 65.38 65.31 (C-3A/B), 61.33
(C-9aA/B), 53.97 (C-6A), 52.23 (C-6B), 51.74 (OCH;), 41.91 (GlyA-CH,), 40.51 (GlyB-
CH.,), 32.49 32.40 (C-2A/B), 28.10 (Boc-CHs)

Masse:

(+ p ESIMS, CH,Cl/MeOH + 10mmol/l NH4Ac): 767.4 [MH]", 777.3 [M+Li]",
784.4 [M+NH,]", 789.4 [M+Na]’,
805.4 [M+K]"

(- p ESI MS, CH,CI,/MeOH + 10mmol/l NH4Ac): 765.4 [M-H]
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Boc-7,5BicA-LPheA-7,5BicB-LPheB-OMe (88)

C4,HssNgO15S5 [947.06]

500mg (0.93mmol) 85 wurden in 6ml MeOH gelost. Nach Zugabe von 2ml 1N LiOH wurde
30min bei RT geriihrt, anschlieBend wurde mit 1N HCI neutralisiert und danach das LM ent-
fernt. Der Riickstand wurde noch im HV getrocknet.

500mg (0.93mmol) 85 wurden in 12ml MeOH und 10ml DCM gelost. Hierzu wurden 10ml
Et;O x HCI gegeben. Nach 25min wurde das LM entfernt und der Riickstand im Vakuum
iiber KOH getrocknet.

Die beiden entschiitzten Verbindungen wurden nun in 10ml DMF gelost. Nach Zugabe von
700mg (1.3mmol) PyBop wurde noch mit NMM ein pH von 7-8 eingestellt und die Losung
bei RT iiber Nacht geriihrt. Das LM wurde entfernt, und der hierbei erhaltene Riickstand
flashchromatographisch aufgereinigt (CHCl3/MeOH 7:1 — 3:1, Rycncizmeon 5:1) = 0.35). So-
mit wurden nach Trocknen im HV 807mg (0.85mmol, 92%) des Hexapeptids 88 erhalten.

"H-NMR (600MHz, DMSOs): & = 8.67 (d, *JphesNi, phe-oti = 7.4Hz, 1H, PheB-NH), 8.37 (d,
3 pheA-NIL Phea-oti = 8.5Hz, 1H, PheA-NH), 8.00 (d, *Jeg-ni. 68 = 8.5Hz, 1H, 6B-NH), 7.3-7.15
(m, 10H, Phe-Harom), 6.56 (d, *Jpeent, 64 = 9.0Hz, 1H, Boc-NH), 5.67 (d, *Joa-on. 04 = 8.5Hz,
1H, 9A-OH), 5.65 (d, *Jop.on, 98 = 9.0Hz, 1H, 9B-OH), 5.56 (d, *Jsa-on. sa = 4.8Hz, 1H, 8A-
OH), 5.55 (d, *Jsg.on. ss = 4.8Hz, 1H, 8B-OH), 5.49 (s, 1H, 9aB-H), 5.46 (s, 1H, 9aA-H), 5.09
(d, *J7a0m 74 = 4.8Hz, 1H, 7A-OH), 5.02 (m, 2H, DQF-COSY: 5.02 6B-H, 5.03 7B-OH),
4.75 (d, *Tea. Boentt = 8.5Hz, 1H, 6A-H), 4.66 (pt, “J3p. 28 = 7.4Hz, 1H, 3B-H), 4.56 (pt, *J34. 24
=7.9Hz, 1H, 3A-H), 4.53 (ddd, 3JPheA-(xH, PheA-NH = 8.5HzZ 3JPheA-(xH, Phea-prt = 4.2Hz 3JPheA-ocH,
PheA-BHh = 9.5HZ, lH, PheA-ocH), 4.45 (m, 3JPheB-aH, PheB-NH/PheB-fH = 7HZ, lH, PheB-ocH), 3.88
(m, 1H, 8B-H), 3.80-3.84 (m, 2H, DQF-COSY: 3.81 7B-H, 3.83 8A-H), 3.76 (m, 1H, 7A-H),
3.62 (dd, 3.1913’ 9B-OH — 9.0Hz 3JgB’ SB — 3.7HZ, lH, 9B—H), 3.61 (dd, 3J9A’ 9A-OH — 9.0Hz 3J9A’ SA
= 3.7Hz, 1H, 9A-H), 3.53 (s, 3H, OCH3), 3.24 (dd, *Jop.mpror. 38 = 7.4HZ *Jop sigem. = 11.1Hz,
1H, 2B-H"™%), 3.1-3.2 (m, 3H, DQF-COSY: 3.17 2A-H"™®, 3.16 PheA-BH™ S, 3.14 2B-
H™%), 3.05 (dd, *Joasipros. 3a = 8.5Hz *Toatigem. = 11.1Hz, 1H, 2A-H"™%), 2.95 (dd , *Jphe.pi,
pheBott = 6.9HZ  “Jpnep prigem. = 13.8Hz, 1H, PheB-BH'), 2.92 (dd, *Jenep-pin, phep-oxi = 7.4Hz
2JPheB—Bngm. = 13.8HZ, lH, PheB-BHh), 2.69 (dd, 3JPheA—BHpr0R, PheA-oH = 9.5Hz 2JpheA_gngm, =
14.3Hz, 1H, PheA-BH™™), 1.37 (s, 9H, Boc-CHs)
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BC.NMR (150MHz, DMSOg): & = 171.22 17041 170.09 169.83 168.38 167.29
(PheA/B-CO, 5A/B-CO, C3A/B-CO), 154.98 (Boc-CO), 132.92 136.62 (PheA/B-Cquar),
129.22(2C) 129.12(2C) 128.19(2C) 127.92(2C) 126.53 126.10 (PheA/B-CHyom), 78.16
(Boc-Cquare), 76.74 (C-9A), 76.29 (C-9B), 74.78 (C-7A), 74.26 (C-7B), 71.3 (C-8A), 71.28
(C-8B), 65.54 (C-3A), 64.81 (C-3B), 61.24 (C-9aA) 61.13 (C-9aB), 53.91 (C-6A), 53.77(2C)
(PheA/B-Cay), 52.43 (C-6B), 51.74 (OCHj), 37.45 (PheA-CB), 36.93 (PheB-CP), 32.31 (C-
2A), 32.20 (C-2B), 28.08 (Boc-CHs)

Masse:
(+ p ESI MS, CH,Cl,/MeOH + 10mmol/l NH4Ac): 947.5 [MH]+, 964.5 [M+NH4]+,
969.5 [M+Na]"

Boc-7,5BicA-LPhe-7,5BicB-Gly-OMe (89)

C35sHusN6O15S5 [856.93]

660mg (1.2mmol) Boc-7,5Bic-LPhe-OMe 85 wurden in 8ml MeOH geldst. Hierzu wurden
2.5ml IN LiOH gegeben und die Losung 2h bei RT geriihrt. Dann wurde mit 1N HCI ein pH
von 6-7 eingestellt. Das LM wurde entfernt und der Riickstand im Vakuum getrocknet.

550mg (1.2mmol) Boc-7,5Bic-Gly-OMe 84 wurden in 4ml MeOH und 8ml DCM gelost.
Hierzu wurden 10ml Et,O x HCI gegeben und die Losung 1h bei RT geriihrt. Das LM wurde
entfernt und der Riickstand im HV getrocknet.

Die beiden entschiitzten Tripeptide wurden nun in 10ml DMF gelost. Nach Zugabe von
750mg (1.4mmol) PyBop wurde mit NMM ein pH von 7-8 eingestellt, und die Losung wurde
bei RT iiber Nacht geriihrt. Das LM wurde entfernt, und der Riickstand flashchromatogra-
phisch aufgereinigt (CHCl3;/MeOH 9:1 — 2:1, Rgcncismeon s:1) = 0.3). So konnte nach Trock-
nen im HV 412mg (0.48mmol, 40%) des Hexapeptids 89 erhalten werden.

"H-NMR (600MHz, DMSOys): 8 = 8.61 (pt, *Jaiyxn, Giy-ci2 = 5.9Hz, 1H, Gly-NH), 8.36 (d,
3JPhe-NH, Pheo-H — 8.5HZ, IH, Phe-NH), 7.98 (d, 3J6B-NH, 6B — 8.2HZ, lH, 6B-NH), 7.3-7.15 (1’1’1,
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5H, Phe-Harom.), 6.56 (d , *Tgoent, 64 = 8.7Hz, 1H, Boc-NH), 5.72 (d, *Jos.on. o8 = 8.2Hz, 1H,
9B-OH), 5.68 (d, *Joa.on, oa = 8.2Hz, 1H, 9A-OH), 5.56 (d, *Jga.on. sa = 4.1Hz, 1H, 8A-OH),
5.53 (d, *Jsg.on. g8 = 4.1Hz, 1H, 8B-OH), 5.48 (s, 1H, 9aB-H), 5.45 (s, 1H, 9aA-H), 5.12 (d,
32801, 78 = 5.1Hz, 1H, 7B-OH), 5.10 (d, *J7a-0n, 74 = 4.9Hz, 1H, 7A-OH), 5.04 (d, *Jss. e5-nu
= 8.2Hz, 1H, 6B-H), 4.74 (d, *Jea. Bocni = 8.7Hz, 1H, 6A-H), 4.66 (pt, *Jzs. 25 = 7.7Hz, 1H,
3B-H), 4.56 (pt, *J3a. 24 = 7.7Hz, 1H, 3A-H), 4.53 (m, 1H, Phea-H), 3.88 (dd, *Jeuy-cr, ciy-ns =
6.1Hz *Jaiy-cigem. = 17.4Hz, 1H, Gly-CH"), 3.73-3.88 (m, 5H, DQF-COSY: 3.85 8B, 3.92
7B, 3.81 8A, 3.77 Gly-CH", 3.76 7A), 3.62 (m, 5H, HMQC: 3.61 OCH;, DQF-COSY: 3.63
9B, 3.60 9A), 3.3 (m, 2H, 2B-H), 3.17 (dd, *Joa-tipror. 34 = 7.2HZ *Joa tigem. = 11.0Hz, 1H, 2A-
H™®), 3.15 (dd, *Jphep-sipros. Pheott = 3.8HZ  “Iphep-igem. = 14.1Hz, 1H, Phef-H"%), 3.04 (dd,
3J2A—HproS, 3A 8.5Hz 2J2A—ngm. = ll.OHZ, lH, 2A-Hpros), 2.68 (dd, 3JpheB_Hme’ Phea-H — 9.7Hz
*Iphep-tigem. = 14.3Hz, 1H, Phep-H" "), 1.37 (s, 9H, Boc-CH3)

BC-NMR (HMQC, DMSOg): & = 76.5 (C-9A/B), 74.5 (C-7A), 74.1 (C-7B), 71.3 (C-8B),
71.1 (C-8A), 65.3 (C-3A), 64.9 (C-3B), 61.0 (C-9aA/B), 53.7 (C-6A), 53.5 (Phe-Cav), 52.1
(C-6B), 51.4 (OCH3), 40.4 (Gly-CH,), 37.4 (Phe-Cp), 32.2 (C-2B), 32.1 (C-2A), 27.8 (Boc-
CHs)

Masse:

(+ p ESIMS, MeOH + 10mmol/l NH4Ac): 857.4 [MH]", 874.3 [M+NH,]"
(- p ESIMS, MeOH + 10mmol/l NHsAc): 855.4 [M-HJ, 1713.1 [2M-H]

Boc-7,5BicA-DPhe-7,5BicB-Gly-OMe (90)

OH

Ci35HasN6O15S, [856.93]
150mg (0.28mmol) Boc-7,5Bic-DPhe-OMe 86 wurden in 4ml MeOH gelost. Hierzu wurden

0.5ml 1IN LiOH gegeben und 20min bei RT geriihrt. Dann wurde mit 1N HCI ein pH von 7
eingestellt. Das LM wurde entfernt und der Riickstand im Vakuum getrocknet.
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125mg (0.28mmol) Boc-7,5Bic-Gly-OMe 84 wurden in 4ml MeOH/DCM 1:1 geldst, und
nach Zugabe von 4ml Et,0 x HCI wurde 20min bei RT geriihrt. Das LM wurde entfernt und
der Riickstand im HV getrocknet.

Die beiden entschiitzten Tripeptide wurden nun in 10ml DMF gel6st. Nach Zugabe von
200mg (0.38mmol) PyBop wurde mit NMM ein pH von 8 eingestellt, und die Losung bei RT
tiber Nacht geriihrt. Das LM wurde entfernt, und der hierbei erhaltene Riickstand flashchro-
matographisch aufgereinigt (CHCIz/MeOH 10:1 — 2:1, Rycucizmeon 4.1y = 0.5). So konnte
nach Trocknen im HV 175mg (0.20mmol, 73%) der Hexapeptide 90/89 erhalten werden.

ca. 30mg wurden noch tiber HPLC getrennt, so konnten 18 mg 90 epimerenrein erhalten wer-
den.

"H-NMR (600MHz, DMSOg): 8 = 8.59 (pt, *Jaiym, Giy-cr2 = 5.8Hz, 1H, Gly-NH), 8.53 (d,
3 TpheNt, pheo—ti = 8.8Hz, 1H, Phe-NH), 8.21 (d, *Jegnu. 8 = 8.5Hz, 1H, 6B-NH), 7.25-7.15 (m,
5H, Phe-Harom.), 6.52 (d, *Jgoentt, 6a = 9.1Hz, 1H, Boc-NH), 5.71 (d, *Jop.on, o8 = 8.2Hz, 1H,
9B-OH), 5.55 (d, *Jsg.on, ss = 4.1Hz, 1H, 8B-OH), 5.51 (d, *Jsa.on. sa = 4.1Hz, 1H, 8A-OH),
5.50 (s, 1H, 9aB-H), 5.38 (s, 1H, 9aA-H), 5.23 (d, *Joa-on. o = 10.4Hz, 1H, 9A-OH), 5.14 (d,
*Jis.0om. 78 = 5.2Hz, 1H, 7B-OH), 5.13 (d, *Jes, snu = 9.1Hz, 1H, 6B-H), 5.06 (d, *J7a-0m, 74 =
4.1Hz, 1H, 7A-OH), 4.71 (d, *Jea. Boenu = 9.3Hz, 1H, 6A-H), 4.63 (pt, *Izp. 28 = 7.7Hz, 1H,
3B-H), 4.61 (m, 2H, 3A-H/Phea-H), 3.88 (dd, *Jaiy-ct, Giynu = 6.3Hz *Jgiy-crogem. = 17.6Hz,
1H, Gly-CH"), 3.82 (m, 1H, 8B-H), 3.76-3.69 (m, 4H, DQF-COSY: 3.74 8A/Gly-CH", 3.71
7A, 3.70 7B), 3.64 (dd, *Jop_ss = 3.8Hz *Jog_op.on = 8.5Hz, 9B-H), 3.47 (dd, *Joa. sa = 3.3Hz
3Joa. oa-on = 10.4Hz, 9A-H), 3.3 (m, 2H, 2B-H), 3.03 (dd, *Jphep-tipror. Pheocti = 4.4HZ  “Ippep.
Heem = 13.7Hz, 1H, Phef-H""), 2.92 (dd, *Joaspror, 34 = 7.4HZ *Joa pigem = 11.3Hz, 1H, 2A-
H™R), 2.74 (dd, *Toampros, 3a = 8.5HZ “Joatigem. = 11.3Hz, 1H, 2A-H"%), 2.62 (dd, *Jphep-sipros.
pheott = 10.2HZ *Tphep rigem. = 13.5Hz, 1H, PheB-H"%), 1.36 (s, 9H, Boc-CH3)

BC-NMR (aus HMQC, DMSOq):5 = 128.8 127.3 126.0 (Phe-CHyrom), 76.9 (C-9A), 76.6
(C-9B), 74 (C-7A/B), 71.5 (C-8B), 71.1 (C-8A), 65.2 (C-3B), 64.7 (C-3B), 61.1 (C-9aB),
61.0 (C-9aA), 53.8 (C-6A), 53.6 (Phe-Car), 52.0 (C-6B), 51.6 (OCH3), 40.3 (Gly-CH,), 38.3
(Phe-CP), 32.2 (C-2B), 32.1 (C-2A), 27.9 (Boc-CHs)

Masse

(+ p ESIMS, MeOH + 10mmol/l NH4Ac): 857.4 [MH]", 874.5 [M+NH,]",879.4 [M+Na]",
895.4 [M+K]"

(- p ESIMS, MeOH + 10mmol/l NH4Ac): 855.3 [M-H]
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Boc-7,5BicA-LPhe-7,5BicB-DPhe-OMe (91)

OH

OH HO
HO,

HO
HO

H
N BN o &

7
boc—N O
H o < o)
bo

91 wurde bei der Synthese von 92 erhalten.

C4:HssNgO15S5 [947.06]

"H-NMR (600MHz, DMSOqs): & = 8.69 (d, *Jpphe-Nt, DPheo-tt = 8.0Hz, 1H, DPhe-NH), 8.37 (d,
3JLPhe—NH, Phea-H — 8.2HZ, 1H, LPhe-NH), 7.99 (d, 3J6B-NH, 6B = 8.2HZ, 1H, 6B-NH), 7.3-7.15 (m,
10H, Phe-Harom ), 6.56 (d, *Jgeents, 6a = 8.5Hz, 1H, Boc-NH), 5.67 (d, *Jos.on, o8 = 8.2Hz, 1H,
9B-OH), 5.64 (d, *Joa-on, oa = 8.5Hz, 1H, 9A-OH), 5.56 (d, *Jsa-om. sa = 4.1Hz, 1H, 8A-OH),
5.52 (d, *Jsp.on, g8 = 3.8Hz, 1H, 8B-OH), 5.46 (s, 1H, 9aB-H), 5.45 (s, 1H, 9aA-H), 5.17 (d,
3J7B-OH, 7B — 4.9HZ, IH, 7B—OH), 5.09 (d, 3J7A-OH’ TA = 4.9HZ, lH, 7A—OH), 5.03 (d, 3J6B, 6B-NH
= 8.2Hz, 1H 6B-H), 4.74 (d, *Joa. Boext = 8.5Hz, 1H, 6A-H), 4.60 (pt, *J3p. 25 = 7.7Hz, 1H,
3B-H), 4.57 (pt, 3J3A, 2A — 7.7HZ, lH, 3A-H), 4.54 (m, 3JLPhea—H, LPhe-NH/LPhep-HproR = 9HZ
3T phea-H, LPhep-tipros = 4Hz, LPheai-H), 4.41 (M, *Jppheot1. pphe Ni/pPhept = 7-8Hz, 1H, DPheat-
H), 3.85 (m, 1H, 8B-H), 3.8 (m, 2H, DQF-COSY: 3.82 7B-H, 3.81 8A-H), 3.75 (pt, J7a. 74
owsa = 4.7Hz, 1H, 7A-H), 3.6 (m, 2H, DQF-COSY: 3.61 9B-H, 3.60 9A-H), 3.54 (s, 3H,
OCH3), 3.17 (dd, *Toampror, 3a = 7.4Hz *Toasigem. = 11.3Hz, 1H, 2A-HP™), 3.15 (dd, *Jipnep-
Hpros, Lpheott = 4.1HZ  *Jipheptigem. = 14Hz, 1H, LPheB-H"%), 3.12 (dd, *Jp.mipror, 38 = 7.4Hz
*Joppgem = 11.3Hz, 1H, 2B-H"), 3.06 (dd, *Joampros, 38 = 8.2Hz “Jop igem = 11.3Hz, 1H,
2A-H"), 2.98 (dd, *J2p.1pros. 38 = 8.2HZ “Jop.igem, = 11.3Hz, 1H, 2B-H"%), 2.94 (dd, *Jppnep-
i, DPhea-Hl = 6.6HZ “Tpphep tigem. = 13.5Hz, 1H, DPheB-H'), 2.84 (dd, *Jophes-sih, DPheatn = 8.2Hz
ZJDpheB_ngm. = 13.7HZ, lH, DPheB-Hh), 2.70 (dd, 3JLPheB—HproR, LPheo-H — 9.6Hz ZJLPheB-ngm. =
14.0Hz, 1H, LPheB-H""), 1.36 (s, 9H, Boc-CHs)

BC-NMR (HMQC, DMSOg): & = 76.5 (C-9A/B), 74.6 (C-7A), 74.1 (C-7B), 71.4 (C-8B),
71.1 (C-8A), 65.2 (C-3A), 65.0 (C-3B), 61.0 (C-9aA/B) 53.6 (C-6A), 53.5 (LPhe-Ca), 53.4
(DPhe-Ca), 52.1 (C-6B), 51.5 (OCH3), 37.2 (LPhe-Cp),37.1 (DPhe-Cp), 32.1 (C-2A/B), 27.8
(Boc-CH3)

Masse:
(+ p ESIMS, MeOH + 10mmol/l NH4Ac): 947.3 [MH]", 964.4 [M+NH,4]", 969.4 [M+Na]"
(- p ESIMS, MeOH + 10mmol/l NH4Ac): 945.3 [M-HJ, 981.2 [M+CI]
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Boc-7,5BicA-DPheA-7,5BicB-DPheB-OMe (92)

OH

CaHssNsO15S5 [947.06]

225mg (0.42mmol) Boc-7,5Bic-DPhe-OMe 86 wurden in 3ml MeOH suspensiert. Nach Zu-
gabe von 1ml IN LiOH bildete sich nach 1-2min eine klare Losung. Diese wurde 40min bei
RT geriihrt, anschlieBend wurde mit IN HCI ein pH von 6-7 eingestellt, und dann das LM
entfernt. Der Riickstand wurde noch im HV getrocknet.

225mg (0.42mmol) Boc-7,5Bic-DPhe-OMe 86 wurden in 2ml MeOH und 5ml DCM geldst.
Hierzu wurden 10ml Et,O x HCI gegeben. Nach 30min wurde das LM entfernt und der Riick-
stand im Vakuum tiber KOH getrocknet.

Die beiden entschiitzten Verbindungen wurden nun in Sml DMF gelost. Nach Zugabe von
300mg (0.58mmol) PyBop wurde mit NMM ein pH von 7 eingestellt und die Losung bei RT
iiber Nacht geriihrt. Das LM wurde entfernt, und der Riickstand anschlieBend flashchromato-
graphisch aufgereinigt (CHCI3/MeOH 11:1 — 4:1, Rycucimeon 4.1y = 0.25). Somit wurden
nach Trocknen im HV 364mg (0.38mmol, 91%) der beiden Hexapeptids 92 und 91 erhalten
(Verh. 92/91 ~4:1)

ca. 30mg des Epimerengemischs wurden noch iiber HPLC aufgetrennt. Hierdurch konnten
17mg 92 und Smg 91 erhalten werden.

"H-NMR (600MHz, DMSOys): & = 8.68 (d, *Jphen-Nt, phes-oti = 7.7Hz, 1H, PheB-NH), 8.51 (d,
3JPheA-NH, PheA-oH — 9.1HZ, IH, PheA-NH), 8.24 (d, 3J6B—NH, 6B — 8.5HZ, lH, 6B-NH), 7.3-7.15
(m, 10H, Phe-Harom), 6.52 (d, *Tgoenit, 64 = 9.1Hz, 1H, Boc-NH), 5.66 (d, *Jo.on, o8 = 8.2Hz,
1H, 9B-OH), 5.54 (d, *Jgs.on, ss = 4.1Hz, 1H, 8B-OH), 5.51 (d, *Jsa-on. sa = 3.8Hz, 1H, 8A-
OH), 5.48 (s, 1H, 9aB-H), 5.38 (s, 1H, 9aA-H), 5.28 (d, *Joa.on, oa = 10.2Hz, 1H, 9A-OH),
5.18 (d, *J7s.01. 78 = 4.9Hz, 1H, 7B-OH), 5.13 (d, *Jeg, ¢sxut = 8.5Hz, 1H 6B-H), 5.06 (d, *J7.
OH, 7A — 4.1HZ, lH, 7A-OH), 4.71 (d, 3J6A, Boc-NH — 9.3HZ, lH, 6A-H), 4.64 (ddd, 3JPheA-aH, PheA-
Ni = 9.3Hz *Jpnea-art, Phea-piipros = 10.4HZ “Toneaan, phea-prpror = 4.4Hz, 1H, PheA-aH), 4.61
(pt, 3J3A, 2A = 8.1HZ, lH, 3A—H), 4.59 (pt, 3J3B’ 2B = 7.7HZ, lH, 3B—H), 4.41 (m, 3JPheB-(xH, PheB-
NH/PheB-pH = 7-8HZ, lH, PheB-aH), 3.81 (m, lH, 8B-H), 3.75 (m ,IH, 8A-H), 3.71 (pt, 3J7A, 7TA-
omsa = 4.4Hz, 1H, 7A-H), 3.69 (pt, *J7s. 78-0mss = 4.7Hz, 1H, 7B-H), 3.61 (dd, *Jog, op.on =
8.5Hz *Jog s = 3.8Hz, 1H, 9B-H), 3.54 (s, 3H, OCH3), 3.49 (dd, *Joa oa-on = 10.4Hz Joa sa
= 3.6Hz, 1H, 9A-H), 3.13 (dd, *J8.1pror. 38 = 7.4Hz “Jopigem. = 11.3Hz, 1H, 2B-HPY), 3.02
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(dd, *Jpnea-prpror. Phea-ati = 4.4HZ *Tpnea piigem. = 13.5Hz, 1H, Phe A-BH™"), 3.00 (dd, *J2p sipros.
38 = 8.5Hz *Ipigem. = 11.3Hz, 1H, 2B-H”%), 2.93 (m, 2H, 2A-H"*/PheB-BH"), 2.85 (dd,
3 TbheB-pin, PheB-ott = 7-7HZ  “Tphen-prgem. = 13.5Hz, 1H, PheB-BH"), 2.74 (dd, *Joa-tpros. 34 =
8.2Hz *Joatigem. = 11.3Hz, 1H, 2A-HP®), 2.62 (dd, *Jenea-pripros. Phea-osi = 10.2HZ *Tphea prigem.
= 13.5Hz, 1H, PheA-BH"), 1.37 (s, 9H, Boc-CH3)

BC-NMR (HMQC, DMSOg): & = 76.8 (C-9A), 76.7 (C-9B), 74.8 (C-7A/B), 71.5 (C-8B),
71.2 (C-8A), 65 (C-3A/B), 61.1 (C-9aB) 61.0 (C-9aA), 53.8 (C-6A), 53.5 (PheA/B-Car), 51.9
(C-6B), 51.5 (OCHs), 38.4 (PheA-CB),37.2 (PheB-Cp), 32.1 (C-2A/B), 27.8 (Boc-CHs)

Masse:
(+ p ESIMS, MeOH + 10mmol/l NH4Ac): 947.4 [MH]", 969.4 [M+Na]"
(- p ESIMS, MeOH + 10mmol/l NH4Ac): 945.4 [M-HT, 967.2 [M-2H+Na]

zyklo(7,5Bic-Gly-7,5Bic-Gly) (93)

C>H30N60 1285 [634.65]

50mg (0.065mmol) des Hexapeptids 87 wurde in 1ml MeOH gel6st. Zu dieser Losung wur-
den 0.15ml 1N LiOH gegeben und diese dann 20min bei RT geriihrt. AnschlieBend wurden
2ml 1N HCl zugegeben und 1h bei RT geriihrt. Danach wurde das LM entfernt und der Riick-
stand im Vakuum getrocknet.

Das entschiitzte Peptid wurde jetzt in 500ml DMF gelost. Nach Zugabe von 30mg
(0.08mmol) HATU, 10mg (0.07mmol) HOAT und 0.1ml (0.75mmol) sym-Collidin wurde die
Losung tliber Nacht geriihrt. Das LM wurde entfernt und der Riickstand flashchromatogra-
phisch aufgereinigt (CHCl3/MeOH 5:1—1:2, Recuemeon 2:1) = 0.2). So konnten 32mg
(0.05mmol, 77%) des zyklischen Peptids 93 erhalten werden. Aus Wasser konnten anschlie-
Bend noch Kristalle geziichtet werden.

"H-NMR (600MHz, DMSOys): 8 = 8.66 (dd, *Jgiy-nu, iy-ciit = 8.5Hz *Jiy-n, Giy-crn = 4.2Hz,
1H, Gly-NH),7.90 (d, *Jo.nu, 6 = 7.4Hz, 1H, 6-NH), 5.82 (d, *Jo.ou. o = 7.4Hz, 1H, 9-OH), 5.65
(d, *J7.om 7 = 4.2Hz, 1H, 7-OH), 5.61 (d, *Js.on s = 4.8Hz, 1H, 8-OH), 5.53 (s, 1H, 9a-H), 5.25
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(d, *Js, exu = 7.4Hz, 1H, 6-H), 4.53 (dd, *J3. 2.11pr0s = 10.6Hz *J3 241pror = 7.4Hz, 1H, 3-H),
4.04 (dd, *Jaiy-cn, Giy-nu = 8.5Hz *JGiy-chgem. = 17.6Hz, 1H, Gly-CH"), 3.79 (m, 1H, 8-H), 3.71
(pt, *J7. g7.0n = 4.2Hz, 1H, 7-H), 3.67 (dd, *Jo.s = 3.7Hz Iy o.on=7.4Hz, 1H, 9-H), 3.40 (dd,
3Taiy-crn, Glyxu = 4.2Hz *Jiy.crigem, = 17.5Hz, 1H, Gly-CH"), 3.35 (pt, *J.ppros, 3 = 10.6Hz °J,.
Hgem, = 10.6Hz, 1H, 2-H”°%), 3.27 (dd, *Jo1ipror. 3 = 7.4Hz *Jypigem. = 11.1Hz, 1H, 2-HP¥)

BC-NMR (150MHz, DMSOg): § =170.40 167.64 166.78 (C3-CO, Gly-CO, CO-5), 78.04
(C-9), 75.07 (C-7), 71.77 (C-8), 66.52 (C-3), 61.28 (C-9a), 52.43 (C-6), 42.28 (Gly-CH,)
32.31(C-2)

Masse (+ p ESI MS, CH,Cl,/MeOH + 10mmol/l NH4Ac): 635.1 [MH]", 652.2 [M+Na]"
(- p ESI MS, CH,CI,/MeOH + 10mmol/l NH4Ac): 633.2 [M-H], 669.1 [M+CI]
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zyklo(7,5Bic-LPhe-7,5-Bic-LPhe) (94)

C36H4:N60 1S5 [814.90]

50mg (0.053mmol) des linearen Hexapeptids 88 wurden in 1ml MeOH gel6st. Nach Zugabe
von 0.1ml 1IN LiOH wurde 50min bei RT geriihrt. AnschlieBend wurden 3ml 1N HCI zuge-
geben, worauf sich ein Nd. bildete, deshalb wurden noch 6ml MeOH zugegeben, was wieder
zu einer klaren Losung fiihrte. Nach 1h des Riihrens bei RT wurde das LM entfernt (schdumt
stark) und der Riickstand im Vakuum getrocknet.

Das entschiitzte Peptid wurde jetzt in 500ml DMF gelost. Nach Zugabe von 25mg
(0.066mmol) HATU, 10mg (0.07mmol) HOAT und 0.08ml (0.6mmol) sym-Collidin wurde
die Losung liber Nacht geriihrt. Das LM wurde entfernt und der Riickstand flashchromatogra-
phisch aufgereinigt (CHCI;/MeOH 5:1, R¢ = 0.25). Die hierbei erhaltenen 45mg wurden noch
in EE suspensiert und anschlieend mit US behandelt. Der verbleibende Nd wurde abfiltriert
mit Et,0O gewaschen und im HV getrocknet, so wurden 15mg (0.018mmol, 35%) des zykli-
schen Peptids 94 erhalten.

"H-NMR (400 MHz, DMSOg, 300K): & = 7.83 (bs, 2H, Phe-NH), 7.64 (bs, 2H, 6-NH), 7.3-
7.1 (m, 10H, Phe-Hyrom), 6.16 (bs, 2H, 9-OH), 6.01 (bs, 2H, 7-OH), 5.63 (d, *Js.on. s = 4.4Hz,
2H, 8-OH), 5.50 (s, 2H, 9a-H), 5.27 (d, *Js, sxu = 6.9Hz, 2H, 6-H), 4.63 (bs, 2H, Phea-H),
4.35 (bs, 2H, 3-H), 3.88 (m, 2H, 8-H), 3.79 (m, 2H, 7-H), 3.73 (m, 2H, 9-H), 3.49 (bs, 2H,
Phef-HP™%), 2.87 (bs, 4H, 2-H), 2.34 (bs, 2H, Phef-H™")

"H-NMR (400 MHz, DMSOgs, 350K): 8 = 7.93 (d, *Jphent, pheo-tt = 9.4Hz, 2H, Phe-NH), 7.75
(d, *Jonu, 6 = 6.9Hz, 2H, 6-NH), 7.3-7.1 (m, 10H, Phe-Hurom), 5.79 (d, *Jo.on o = 5.5Hz, 2H, 9-
OH), 5.66 (bs, 2H, 7-OH), 5.48 (s, 2H, 9a-H), 5.41 (d, *Js.on s = 4.7Hz, 2H, 8-OH), 5.28 (d ,
3Js. 6xu = 7.0Hz, 2H, 6-H), 4.58 (m, 2H, Pheo-H), 4.35 (dd, *J3. 2.1ipror = 7.1HZ *J3, 2.5pros =
10.9Hz, 2H, 3-H), 3.92 (m, 2H, 8-H), 3.85 (m, 2H, 7-H), 3.77 (dd, *Jo s = 3Hz *Jo 9.0 = 5Hz,
2H, 9-H), 3.48 (dd, *Tphep-tipros. Pheati = 3.2HZ *Tphep-tigem. = 14.4Hz, 2H, Phep-H"%), 2.99 (pt,
Totipros, 3 = 10.9HZ T gigem = 10.9Hz, 2H, 2-HP™®), 2.87 (dd, *Jasipror, 3 = 7.1HZ T tigem =
10.9Hz, 2H, 2-H"™"), 2.53 (dd, *Jphep-sipror, Phea-ti = 11.4HZ *Jppep tigem. = 14.6Hz, 2H, Phep-
HproR)
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BC-NMR (HMQC, DMSOg4, 350K): & = 77.1 (C-9), 74.8 (C-7), 71.2 (C-8), 66.9 (C-3), 60.7
(C-9a), 52.9 (Phe-Cav), 52.4 (C-6), 37.1 (Phe-CP), 31.1 (C-2)

Masse:

(+ p ESI MS, CH,Cl,/MeOH + 10mmol/l NH4Ac): 815.3 [MH]", 832.3 [M+NH,]",
1629.8 [2M+H]",1651.4 [2M+Na]"

(- p ESIMS, CH,Cl,/MeOH + 10mmol/l NH4Ac):  813.2 [M-HJ

zyklo(7,5BicA-LPhe-7,5BicB-Gly) (95)

0
SM
N
HO N H OOH
0
H—N
Ho‘\‘ \\\OH
N—H
HO %H 0 5
o) N N H
S
0

C29H36N601282 [724.77]

50mg (0.058mmol) des Hexapeptids 89 wurde in 1,5ml MeOH gelost, zu dieser Losung wur-
den dann 0.15ml IN LiOH gegeben, und 45min bei RT geriihrt. Jetzt wurden 2ml 1N HCI
zugegeben und 1h 30min bei RT geriihrt. Danach wurde das LM entfernt und der Riickstand
im Vakuum getrocknet.

Das entschiitzte Peptid wurde in 500ml DMF gelost. Nach Zugabe von 30mg (0.08mmol)
HATU, 10mg (0.07mmol) HOAT und 0.1ml (0.75mmol) sym-Collidin wurde die Ldsung
iiber drei Tage bei RT geriihrt. Das LM wurde entfernt und der Riickstand flashchromatogra-
phisch aufgereinigt (CHCl3/MeOH 4:1—1,5:1, Rycucimeon 3:1y = 0.6) und anschliefend im
HV getrocknet. So konnten 21mg (0.029mmol, 50%) des zyklischen Peptids 95 erhalten wer-
den.

"H-NMR (400MHz, DMSOys, 350K): 8 = 8.66 (dd, *Jiynu. Giy-ciie = 7.1Hz *Jgiynm, Gly-crn =
5.3Hz, 1H, Gly-NH), 8.10 (d, *Jeant, 6a = 7.7Hz, 1H, 6A-NH), 8.00 (d, *Jppe-NH, Pheo-ti =
9.7Hz, 1H, Phe-NH), 7.75 (d, *Jegnn, 68 = 7.0Hz, 1H, 6B-NH), 7.3-7.1 (m, 5H, Phe-Hyrom),
5.87 (d, *Joa-om. oa = 4.6Hz, 1H, 9A-OH), 5.60 (d, *Js.0n, 78 = 3.8Hz, 1H, 7B-OH), 5.53 (s,
1H, 9aB-H), 5.45 (s, 1H, 9aA-H), 5.41 (d, *Jgs-on. s8 = 4.6Hz, 1H, 8B-OH), 5.40 (d, *Jop.om. o8
= 8.7Hz, 1H, 9B-OH), 5.33 (d, *Jsa-on. sa = 4.6Hz, 1H, 8A-OH), 5.31 (d, *Jsa, sanu = 7.5Hz,
1H, 6A-H), 5.26 (d, *Jes, ¢snur = 7.0Hz, 1H, 6B-H), 5.24 (d, *J7a-0m, 74 = 5.1Hz, 1H, 7A-OH),
4.63 (m, 1H, Phea-H), 4.61 (dd, *J3p, 28.pros = 10.4Hz *J3p 2p.pror = 7.0Hz, 1H, 3B-H), 4.34
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(dd, *J3a. 2a-t1pros = 10.4Hz *J3a. 2ampror = 7.5Hz, 1H, 3A-H), 3.92-3.83 (m, 3H, DQF-COSY:
3.88 8A-H, 3.87 Gly-CHt, 3.86 8B-H), 3.81 (pt, 3]7}3, 8B/7B-OH — 4HZ, lH, 7B-H), 3.75 (m, 2H,
DQF-COSY 3.76 7A-H, 3.74 9A-H), 3.70 (dd, 3J9B, 9B-OH = 8.7Hz 3J9]37 8B = 3.4HZ, lH, 9B-
OH), 3.58 (dd, *Jaiy-crn, Giy-xu = 5.1Hz *Jaiy-chigem. = 17.2Hz, 1H, Gly-CH"), 3.44 (pt, *J5s.
HproS, 3B — 10.5Hz ZJZB_ngm = 10.5HZ, lH, 2B-Hpr0s), 342 (dd, 3JPheB—HproS, Pheo-H — 3.6Hz
*Iphep-tigem. = 14Hz, 1H, PheB-HP™®), 3.23 (dd, *Jop.spror, 38 = 7.2HZ “Top.pigem. = 10.9Hz, 1H,
2B-HP™), 2.88 (pt, *Jaa-tipros. 3a = 10HZ “Joa pigem. = 10Hz, 1H, 2A-HP®), 2.83 (dd, *Joa tipror.
sa = 7.7THz “Joasigem. = 11.1Hz, 1H, 2A-H"%), 2.48 (m, 1H, DQF-COSY: *Jphep tpror. Phec.it
~10Hz, Phep-H™Y)

BC-NMR (HMQC, DMSOgs, 350K): & = 77.8 (C-9B), 77.3 (C-9A), 75.5 (C-TA), 74.6 (C-
7B), 71.7 (C-8A), 71.4 (C-8B), 66.9 (C-3A), 66.1 (C-3B), 60.9 (C-9aA),60.7 (C-9aB), 53.0
(Phe-Car), 52.2 (C-6A), 51.9 (C-6B), 42.3 (Gly-CH,), 38.0 (Phe-CP), 31.5 (C-2B), 31.3 (C-
2A)

"Hwg-NMR (600MHz, H,0/D,0 10:1, 300K): & = 9.01 (bs, 1H, Gly-NH), 8.56 (d, *Jeaxt. 6a
= 7.9Hz, 1H, 6A-NH), 8.15 (bs, 1H, Phe-NH), 8.02 (d, *Jesni. 6 = 6.7Hz, 1H, 6B-NH), 7.4-
7.2 (m, 5H, Phe-Hurom,), 5.66 (s, 1H, 9aB-H), 5.54 (s, 1H, 9aA-H), 5.46 (d, *Jsa. oaxt = 8.1Hz,
1H, 6A-H), 5.40 (d, *Jes. s = 7.1Hz, 1H, 6B-H), 5.06 (m, 1H, Phea-H), (4.82 (DQF-
COSY-wg: 3B)), 4.51 (dd, *J3a. 2a-t1pros = 11.2Hz *J3a. 2ampror = 7.1Hz, 1H, 3A-H), 4.16 (pt,
3J813, 9B/7B — 4.1HZ, IH, 8B-H), 4.13 (pt, 3J8A, 9A/TA — 4.1HZ, lH, 8A-H), 4.05 (d, 2JGly—Cngm. =
17.9Hz, 1H, Gly-CH'"), 4.01 (d, *J;5,ss = 4.7Hz, 1H, 7B-H), 4.0-3.9 (m, 4H, DQF-COSY-pr:
3.95 Gly-CH", Roesy-pr: 3.98 9B-H, 3.96 9A-H, 3.95 7A-H), 3.60 (dd, *Jpneptipros. Pheocti =
42Hz *Jppepotigem. = 14.7Hz, 1H, Phef-H"%), 3.51 (pt, *Jop.tpros, 38 = 10.8Hz “Jrppigem =
10.8Hz, 1H, 2B-H"®), 3.37 (dd, *J2p.11pror. 38 = 7.3HZ g sigem. = 11.6Hz, 1H, 2B-H""), 2.82
(dd, *Toampror. 3a = 7.1HZ *Joatigem. = 11.6Hz, 1H, 2A-H""%), 2.68 (bpt, Jphep tiproR. Phea-H/PheB-
Hpros = 13Hz, Phep-HP™®), 2.44 (pt, *Toatpros. 3a = 11Hz “Toapigem, = 11Hz, 1H, 2A-HP™5),

Masse:
(+ p ESI MS, DCM/MeOH + 10mmol/l NH4Ac): 742.2 [M+NH4]+,
(- p ESI MS, AcCN/MeOH + 10mmol/l NH4Ac): 723.1 [M-H], 759.1 [M+CI]
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zyklo(7,5BicA-DPhe-7,5BicB-Gly) (96)

C29H36N601282 [724.77]

100mg (0.12mmol) des Epimerengemischs von 89/90 wurde in 1ml MeOH geldst. Nach Zu-
gabe von 0.5ml 1N LiOH wurde 15min bei RT geriihrt. Jetzt wurden 3ml 1N HCI zugegeben
und 2h bei RT geriihrt. Danach wurde das LM entfernt und der Riickstand im Vakuum ge-
trocknet.

Das entschiitzte Peptid wurde jetzt in 700ml DMF gelost. Nach Zugabe von 50mg
(0.13mmol) HATU, 15mg (0.1 1mmol) HOAT und 0.1ml (0.75mmol) sym-Collidin wurde die
Losung iiber Nacht bei RT geriihrt. Das LM wurde entfernt und der Riickstand flashchroma-
tographisch aufgereinigt (CHClg/MeOH 20:1 > 111, Rf(CHC13/MeOH 41 = 0.33 95/ 0.37 96, aber
95 eluierte vor 96). So konnten 18mg (0.03mmol, 25%) 95 und 42mg (0.06mmol, 50%) 96
erhalten werden. Anschlieend war es noch moglich 95 aus Wasser und 96 aus H,O/D,0O
~20:1 zu kristallisieren.

"H-NMR (600MHz, DMSOg): & = 9.38 (d, *Jpne-nts, pheo-tt = 7.7Hz, 1H, Phe-NH), 8.65 (d,
Jenm, 68 = 8.5Hz, 1H, 6B-NH), 8.40 (dd, 3J(}ly-NH, Gly-CHproR = 9.9Hz 3JGly-NH, Gly-CHproS =
3.6HZ, lH, Gly-NH), 7.64 (d, 3J6A-NH, 6A — 6.6HZ, 1H, 6A-NH), 7.3-7.25 (m, 4H, Pheor_
tho/Phemeta), 7.19 (m, 1H, Phepara), 6.20 (dd, *Jop.om, o8 = 4.7Hz *Jop.om, 9.8 = 1Hz, 1H, 9B-OH),
5.84 (dd, *J7a-om 74 = 3.3Hz *T7a.0m,6a = 1.4Hz, 1H, 7A-OH), 5.56 (d, *Jsa-on, sa = 4.7Hz, 1H,
8A-OH), 5.54 (s, 1H, 9aB-H),), 5.53 (s, 1H, 9aA-H), 5.52 (d, *Jgp.on. s8 = 4.1Hz, 1H, 8B-OH),
5.42 (d, *Js. esnu = 8.5Hz, 1H, 6B-H), 5.15 (d, *Jsa. sanu = 6.3Hz, 1H, 6A-H), 4.99 (d, *Joa.
on,9a = 12.4Hz, 1H, 9A-OH), 4.89, (d, *J7s.0, 78 = 6.3Hz, 1H .7B-OH) 4.67 (dd, *J3a. 24 tipros
=10.2Hz *T3a, 2a-pror = 6.9Hz, 1H, 3A-H), 4.51 (dd, *Jsp 2 = 7.7Hz “I3p op- = 9.6Hz, 1H,
3B-H), 4.30 (dd, *Jiy-crpror. Giy-xu = 9.9Hz *JGiy-crzgem. = 17.8Hz, 1H, Gly-CHP™®), 4.15 (ddd,
Teheott, PheNt = 7. 7THZ *Jpheq-t, phep-tpror = 3-0HZ Tpheo s, phep-tipros = 11.5Hz, 1H, Phea-H),
3.8-3.75 (m, 2H, DQF-COSY 3.784 8B-H, 3.776 7A-H), 3.73 (m, 1H, 8A-H), 3.72 (m, 1H,
9B-H), 3.62 (pt, *J78, 78.0mge = 5.7Hz, 1H, 7B-H), 3.53 (dd, *Joa. oa.on = 12.4Hz “Jop gp =
3.6Hz, 1H, 9A-H), 3.31 (m, 2H, 2B-H), 3.26 (dd, *Jphep-tipror, Pheacti = 3.0HZ “Jphep tigem =
14.3Hz, 1H, Phef-H"™®), 3.23 (m, 1H, 2A-H"®), 3.19 (dd, *Jaiy-crpros, ciy-ns = 3.3Hz *Tgyy.
Ciogem. = 17.8Hz, 1H, Gly-CHP™®), 2.95 (dd, *Joamipror. 3 = 7.1Hz *Joatigem. = 11.0Hz, 1H, 2A-
HP™®), 2.84 (dd, *Jphep-tipros, Pheocti = 11.5HZ Jphep tigem = 14.3Hz, 1H, Phe-H"®)
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BC-NMR (HMQC, DMSOy):8 = 128 (Phe-CHortho/Phe-CHppets), 126.0 (Phe-CHyara), 78.3 (C-
9A), 77.6 (C-9B), 76.3 (C-7B), 73.3 (C-7A), 72.1 (C-8B), 71.4 (C-8A), 66.5 (C-3B), 64.9 (C-
3A), 61.5 (C-9aB), 60.6 (C-9aA), 55.7 (Phe-Ca), 53.0 (C-6B), 51.5 (C-6A), 41.6 (Gly-CH,),
35.7 (Phe-CP), 32.5 (C-2B), 31.6 (C-2A)

lHWg-NN[I{ (600MHZ, HzO/DzO 1011)2 4 =9.02 (bS, IH, NH), 8.89 (d, 3J6B-NH, 6B — 7.9HZ,
1H, 6B-NH), 8.70 (bs, 1H, NH), 7.90 (d, *Jsanm. 6a = 6.7Hz, 1H, 6A-NH), 7.45-7.3 (m, 5H,
Phe-Harom), 5.63 (s, 1H, 9aB-H),), 5.59 (s, 1H, 9aA-H), 5.48 (d, *J¢s. ¢s-nu = 8.1Hz, 1H, 6B-
H), 5.27 (d, *Jsa. sa-nu = 6.9Hz, 1H, 6A-H), 4.42 (Gly-CH"), 4.13 (dd, *Jsg, 78 = 5.5Hz “Jgs. o8
= 3.5Hz, 1H, 8B-H), 4.09 (pt, *Jga. oar7a = 4.3Hz, 1H, 8A-H), 4.05 (m, 2H, HMQC: 4.05 9B-
H, 4.04 7A-H), 4.00 (d, *J7p.sp = 4.9Hz, 1H, 7B-H), 3.87 (bs, 1H, 9A-H), 3.64 (d, *JGiy-crigem =
17.9Hz, 1H, Gly-CH"), 3.47 (dd, *Jphep-tipror. Pheo-ti = 4.1HZ *Tppeptigem. = 14.2Hz, 1H, Phe-
BHP™R), 3.43 (m, 2H, 2B-H), 3.27 (pt, Jaatipros, 3a = 11.2Hz *Jopsigem. = 11.2Hz, 1H, 2A-
H"™%), 3.10 (dd, *Joa tpror, 34 = 7.1HZ *Joa igem. = 11.6Hz, 1H, 2A-HP), 3.02 (dd, *Jphep-tpros,
pheoti = 11.2HZ Iphep sigem. = 15Hz, 1H, PheB-H"™®)

Masse:

(+ p ESIMS, DCM/MeOH + 10mmol/l NH4Ac): 725.2 [MH]", 742.2 [M+NH,]",
1449.7 [2M+H]"

(- p ESIMS, DCM/MeOH + 10mmol/l NH4Ac): 723.2 [M-HJ,

zyklo(7,5BicA-LPhe-7,5BicB-DPhe) (97)

C36H42N6012S, [814.9]
97 wurde bei der Synthese von 98 erhalten.

"H-NMR (600MHz, DMSOqs): & = 9.39 (d, *Jpphe-nit, Dpheo-tt = 7.7Hz, 1H, DPhe-NH), 8.69 (d,
3Joants 6a = 8.5Hz, 1H, 6A-NH), 8.13 (d, *Jiphentt, Lpheo-ti = 10.0Hz, 1H, LPhe-NH), 7.81 (d,
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*Jem, 68 = 6.9Hz, 1H, 6B-NH), 7.3-7.15 (m, 10H, D/LPhe-Hrom), 6.23 (dd, *Joa-om, oa =
4.1Hz *Jor.on, 9aa = 1Hz, 1H, 9A-OH), 5.91 (dd, *Jsp.0n 78 = 3.3Hz “J7p.0n. 68 = 1.3Hz, 1H,
7B-OH), 5.60 (d, 3JgB_0H’ 8B = 4‘4HZ, IH, 8B-OH), 5.55 (S, IH, 9aB-H),), 5.51 (d, 3J8A-OH, SA —
4.4Hz, 1H, 8A-OH), 5.47 (s, 1H, 9aA-H), 5.40 (d, *Jsa. sanu = 8.5Hz, 1H, 6A-H), 5.22 (d,
*Jep. ssnt = 6.9Hz, 1H, 6B-H), 5.02 (d, *Jop.on, o8 = 12.3Hz, 1H, 9B-OH), 4.98, (d, *J7a-0H, 74
= 6.7Hz, 1H, 7A-OH) 4.67 (m, 2H, DQF-COSY: 4.67 3B-H, 4.66 LPhea-H), 4.26 (dd, *Jsa.
satpros = 10.5Hz *Tia. sampror = 7.2Hz, 1H, 3A-H), 4.45 (ddd, *Jppheo.t1, pphensi = 7.6Hz
3JDPhe(x—H, DPheB-Ht = 2.8Hz 3JDPhe(x—H, Phep-Hh = 11.3HZ, lH, DPhea-H), 3.83 (m, 1H, 8A-H), 3.76
(m, 1H, 8B-H), 3.7 (m, 2H, DQF-COSY: 3.73 7B-H, 3.72 9A-H), 3.64 (dd, *J7a. 7a.0n = 6.4Hz
3J7a.8a = 5.1Hz, 1H, 7A-H), 3.54 (dd, *Jop, 9p.on = 12.5Hz “Jop g = 3.8Hz, 1H, 9B-H), 3.40
(dd, *Jiphep-tpros, Lrhea-n = 3. 1HZ *Jipheptgem. = 14.3Hz, 1H, LPheB-H"%), 3.25 (dd, *Jophep-n,
DPhea-H — 2.8Hz 2JDPheﬁ—ngm, = 143HZ, lH, DPheB-Ht), 3.24 (pt, 3J28—HproS, 3B = 10.5Hz 2]2]3_
Hgem, = 10.5Hz, 1H, 2B-H"%), 2.95 (dd, *Jap sipror. 38 = 6.9HZ “Jopigem. = 11.0Hz, 1H, 2B-
H™RY, 2.83 (dd, *Jpphep-rn, ppheoti = 11.5HZ *Tppheptigem. = 14.3Hz, 1H, DPhep-H"), 2.76 (dd,
3J2A_Hme’ 3A = 7.4Hz 2J2A-ngm. = IIOHZ, IH, 2A-HprOR), 2.67 (pt, 3J2A—HproS, 3A — 10.7Hz 2J2A_
tgem, = 10.7Hz, 1H, 2A-H"%), 2.36 (dd, *Jiphep-tipror, Lphectt = 11.8HZ *Jipheprigem. = 14.1Hz,
1H, L-Phep-H"™"),

BC-NMR (HMQC, DMSOy): & = 78.4 (C-9B), 77.6 (C-9A), 76.4 (C-7A), 74.3 (C-7B), 72.3
(C-8A), 71.5 (C-8B), 66.9(C-3A), 65.0 (C-3B), 61.4 (C-9aA), 60.7 (C-9aB), 55,8 (DPhe-Ca),
53.4 (LPhe-Cat), 53.0 (C-6A), 51.5 (C-6B), 38.8 (LPhe-CP), 35.8 (DPhe-CP), 31.7 (C-2A),
31.6 (C-2B)

Masse:

(+ p ESI MS, AcCN/MeOH + 10mmol/l NH;Ac): 832.2 [M+NH,]",
(- p ESIMS, AcCN/MeOH + 10mmol/l NHsAc): 813.2 [M-HT, 873.3 [M+Ac]

zyklo(7,5Bic-DPhe-7,5Bic-DPhe) (98)

C36H4:N6012S5 [814.90]
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50mg (0.053mmol) des bei der Synthese von 92 erhaltenen Epimerengemischs aus 92 und 91
wurden in 0.75ml MeOH gelost. Nach Zugabe von 0.1ml 1N LiOH wurde 1h bei RT geriihrt.
Anschliefend wurden 1.5ml 1N HCI zugegeben, worauf sich ein Nd. bildete, es wurden noch
1.5ml 1IN HCI zugegeben worauf immer noch nicht alles in Losung ging. Nach 1h des Riih-
rens bei RT wurde das LM entfernt und der Riickstand im Vakuum getrocknet. Da noch ca.
1/3 nicht entschiitzt war wurde der Riickstand in 4ml MeOH, 4ml DCM und 10ml Et,O x HCI
gelost und 5h (es wurde vergessen frither abzubrechen) bei RT geriihrt. Da nun zwar die Boc-
Gruppe entfernt war, die Verbindung jetzt aber wieder als Methylester vorlag, wurde sie jetzt
in 1ml MeOH/H,O 1:1 gelost und nach Zugabe von 0.1ml 1N LiOH 1h bei RT geriihrt. Das
LM wurde dann entfernt und der Riickstand im Vakuum getrocknet.

Das teilweise entschiitzte Peptid (noch 10-20% als Methylester) wurde jetzt in 500ml DMF
gelost. Nach Zugabe von 30mg (0.08mmol) HATU, 10mg (0.07mmol) HOAT und 0.05ml
sym-Collidin wurde die Losung iiber Nacht geriihrt. Das LM wurde entfernt und der Riick-
stand flashchromatographisch aufgereinigt (CHCl;/MeOH 10:1—4:1, Rga.1) = 0.45). So wur-
den 22mg (0.27mmol, 51%) der beiden zyklischen Peptide 97 und 98 erhalten.

10mg dieses Gemisches wurden noch iiber HPLC getrennt, so konnten Smg 98 sowie 2mg 97
getrennt erhalten werden.

"H-NMR (600MHz, DMSOys): & = 8.99 (d, *Jphent, pheoett = 7.9Hz, 2H, Phe-NH), 8.14 (d, “Je.
NH, 6 = 7.4Hz, 2H, 6-NH), 7.3-7.15 (m, 10H, Phe-Hyrom.), 5.48 (s, 2H, 9a-H), 5.47 (bs, 2H, 8-
OH), 5.25 (d, *Jo.on, o = 10.2Hz, 2H, 9-OH), 5.24 (d, *Js 6.xu = 7.7Hz, 2H, 6-H), 4.76 (d, *J-.
on, 7 = 4.4Hz, 2H, 7-OH), 4.53 (dd, *J3, 2-11pr0s = 10.0Hz °J3, 2.ppror = 7.2Hz, 2H, 3-H), 4.07
(ddd, *Teheoi1, pheptipros = 11.3HZ *Tpheq-t1, phep-tipror = 3.6HZ “Jpheo i1, phent = 7.9Hz, 2H, Pheai-
H), 3.72 (m, 2H, 8-H), 3.70 (m, 2H, 7-H), 3.51 (dd, *Jo s = 3.3Hz *Jo o.on= 10.2Hz, 2H, 9-H),
3.27 (dd, *Jpnep-tipror, Pheott = 3.6HZ *Tphep rigem. = 14.1Hz, 2H, Phef-H"™Y), 3.03 (dd, *Jpnep.
Hpros, Pheatt = 11.3HZ *Tphep tigem. = 14.3Hz, 2H, PheB-H"%), 2.99 (pt, *Ja sipros, 3 = 10.5Hz T,
Hgem = 10.5Hz, 2H, 2-H"™®), 2.90 (dd, *Jo-tipror. 3 = 7.2HZ “Jo1gem = 11.0Hz, 2H, 2-HP™®),

BC.NMR (HMQC, DMSOy): 8 = 77.9 (C-9), 74.8 (C-7), 71.7 (C-8), 65.6 (C-3), 61.1 (C-9a),
55.6 (Phe-Cot), 52.5 (C-6), 34.5 (Phe-CP), 31.8 (C-2)

Masse:

(+ p ESIMS, AcCN/MeOH + 10mmol/l NH4Ac): 815.2 [MH]", 832.2 [M+NH,]",
1629.4 [2M+H]"

(- p ESIMS, AcCN/MeOH + 10mmol/l NH4Ac): 813.2 [M-HJ, 1627.7 [2M-H]
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Boc-7,5Bic-Gly-OLi x LiCl (99)

»—N
boc-” O o \co.Li
C16HasN300S [435.46]

450mg des geschiitzten Tripeptids 84 wurden in 5Sml MeOH gel6st. Nach Zugabe von 2ml IN
LiOH wurde 15 min bei RT geriihrt. Dann wurde die Lsng. mit 1N HCI neutralisiert und an-
schlieBend das LM entfernt. Nach Trocknen im Vakuum konnte so quantitativ das Litiumsalz
der Verbindung 99 erhalten werden.

"H-NMR (400MHz, DMSOy) & = 8.02 (bs, 1H, Gly-NH), 6.60 (d, *Jgeent, s = 8.6Hz, 1H,
Boc-NH), 5.7 (bs, 1H, OH), 5.43 (s, 1H, 9a-H), 4.74 (d, 3J6, Boc-NH = 8.9Hz, 1H, 6-H), 4.70 (pt,
3J35., = 7.3Hz, 1H, 3H), 3.83 (pt, *Js 70 = 4.6Hz, 1H, 8-H), 3.77 (m, 1H, 7-H), 3.61 (d, *Jo s =
3.0Hz, 1H, 9-H), 3.41 (m, 2H, Gly-CH,), 3.23 (m, 2H, 2-H), 1.36 (s, 9H, Boc-CHs)

Masse:
(PI-LSIMS, MeOH/Glycerin): 442.4 [M+Li]", 448.4 [M — H+ 2Li]",
540.5 [M+Li+Glycerin]"

Boc-GlyA-6,5(Ar)-GlyB-OMe (100)

0 XS
HQK | N O™
boc” H /_<
N @)
@) 74
o H

C15H24N4O5S [440.48]

250mg (0.78mmol) des Hydrochlorids der Verbindung 69 wurden in 6ml DMF gelost. Nach
Zugabe von 250mg (1.42mmol) BocNH-Gly-OH, 500mg (0.96mmol) PyBop und 0.7ml
NMM wurde die Losung iiber Nacht bei RT geriihrt. Das LM wurde entfernt und der Riick-
stand flashchromatographisch aufgereinigt (EE/Tol 9:1, Ry = 0.3). Nachdem die fliichtigen
Anteile noch im HV entfernt worden waren, konnten so 298mg (0.68mmol, 87%) des Tetra-
peptids 100 als Reinsubstanz erhalten werden.
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"H-NMR (400 MHz, DMSOy): 8 = 9.01 (s, 1H, 6-NH), 8.74 (pt, *Jaiys-xm, Giys.ci2 = 5.9Hz,
1H, GlyB-NH), 8.15 (d, ’J;. s = 7.9Hz, 1H, 7-H), 7.27 (bs, 1H, Boc-NH), 6.24 (d, *Js 7 =
7.9Hz, 1H, 8-H), 5.53 (dd, *J3, 2.un = 2.0 Hz °J5 o5 = 8.8Hz, 1H, 3-H), 3.9 (m, 3H, Gly-
CH,/2-H'), 3.71 (m, 2H, GlyA-CH,), 3.63 (s, 3H, OCH3), 3.45 (dd, *Jom, 3 = 2.0Hz ) pigem =
11.7Hz, 1H, 2-H"), 1.38 (s, 9H, Boc-CH3)

BC-NMR (100MHz, DMSOyg): & = 169.89 168.52 167.66 (GlyA-CO, GlyB-CO, C3-CO),
156.16 155.88 (CO-5, Boc-CO), 140.66 (C-8a), 124.07 (C-6), 123.69 (C-7), 98.73 (C-8),
78.39 (Boc-Cauarr), 63.52 (C-3), 51.74 (OCHs), 44.24 (GlyA-CH,), 40.68 (GlyB-CH,), 32.40
(C-2), 28.10 (3C, Boc-CHj)

Masse:

(+p ESI CH,Cl,/MeOH 10mmol/l NH4Ac) 441.1 [MH]", 463.1 [M+Na]", 903.5 [2M+Na]"
(-p ESI CH,Cl,/MeOH 10mmol/l NH4Ac): 439.1 [ M-H]", 879.5 [2M-H]"

NH,-GlyA-6,5(Ar)-GlyB-OMe x HCI (101)

o 9 |\ S
il N/\\<O
o° H

C13H17N4O5SCl1 [376.82]
Synthese siche 102

"H-NMR (400 MHz, DMSOy): & = 9,82 (s, 1H, 6-NH), 8.86 (pt, *Jaiys-x, Giys.ci2 = 5.9Hz,
1H, GlyB-NH), 8.19 (bs, 3H, GlyA-NH3) 8.14 (d, °J;, &= 7.9Hz, 1H, 7-H), 6.27 (d, *Js. 7 =
7.9Hz, 1H, 8-H), 5.56 (dd, *J5, 2.un = 2.0 Hz °J5 ,.u= 8.8Hz, 1H, 3-H), 3.97-3.83 (m, 3H,
GlyB-CH,/2-H"), 3.83 (m, 2H, GlyA-CH,), 3.63 (s, 3H, OCHz), 3.47 (dd, *Jo.um, 3 = 2.2Hz *J,.
Heem = 11.8Hz, 1H, 2-H")

BC-NMR (HMQC, DMSOy): 8 = 125.5 (C-7), 98.5 (C-8), 63.6 (C-3), 51.7 (OCHj), 40.9
(GlyA-CH,), 40.7 (GlyB-CH.,), 32.4 (C-2)

Masse:
(+ p ESI, H,O/MeOH + 1% AcOH): 340.9 [MH]+, 362.9 [M+Na]+, 681.2 [2M+H]
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Boc-7,5Bic-GlyA-6,5(Ar)-GlyB-OMe (102)

~
\ N O0—
HN /\\<
o) N O

C27H36N601282 [700.75]

190mg (0.43mmol) des Tetrapeptids 100 wurden in 10 ml Et,O x HCI suspensiert und {iiber
Nacht bei RT geriihrt. Das LM wurde entfernt und der Riickstand im Vakuum iiber KOH ge-
trocknet.

Das entschiitzte Peptid 101 und 300mg (0.7mmol) BocNH-7,5Bic-OLi xLiCl 80 wurden in
7ml DMF gelost. Nach Zugabe von 350mg (0.67mmol) PyBop wurde der pH noch auf 7 ein-
gestellt und die Losung dann bei RT iiber Nacht geriihrt. Das LM wurde entfernt und der
Riickstand flashchromatographisch aufgereinigt (CHCl3;/MeOH 9:1— 4:1, Rycncimeon s5:1) =
0.6). Nach Trocknen im HV konnten so 182mg (0.26mml, 60%) des linearen Hexapeptids
102 erhalten werden.

1H-NN[R (400 MHZ, DMSOdé)I o =891 (S, lH, 6(AI‘)-NH), 8.73 (pt, 3JG1yB—NH, GlyB-CH2 =
5.9HZ, lH, GlyB-NH), 8.60 (pt, 3JG1yA-NH, GlyA-CH2 = 5.9HZ, lH, GlyA-NH), 8.09 (d, 3J7(Ar), 8(Ar)
=7.9Hz, 1H, 7(Ar)-H), 6.58 (d, *Jzeenm, s = 9.0Hz, 1H, Boc-NH), 6.28 (d, *Jgar). 7an = 7.9Hz,
1H, 8(Ar)-H), 5.68 (d, *Jo.on.o = 7.5Hz, 1H, 9-OH), 5.55 (d, *Js.on.s = 3.9Hz, 1H, 8-OH), 5.54
(dd, *J3an. 2an-mm = 1.8HZ *J3an, 20an-n= 8.6Hz, 1H, 3(Ar)-H), 5.46 (s, 1H, 9a-H), 5.28 (d, *J;.
on.7 = 4.0Hz, 1H, 7-OH), 4.80 (d, *Js. poe.xu = 9.0Hz, 1H, 6-H), 4.59 (dd, *J5, .11 = 9.0Hz °J,
2.mn = 7.3Hz, 1H, 3-H), 3.75-3.95 (m, 7H, DQF-COSY: 3.95 GlyB-CH', 3.91 2(Ar)-H', 3.88
GlyB-CH", 3.87 GlyA-CH', 3.80 GlyA-CH", 3.79 8-H, 3.77 7-H), 3.63 (m, 4H, 9-H/OCH),
3.49 (dd, *Jaan s 3an = 1.8HZ “Togar sigem. = 11.7Hz, 1H, 2(Ar)-H"), 3.40 (dd, *J51 5 = 9.0Hz
*Jymgem = 11.2Hz, 1H, 2-H"), 3.30 (dd, *To.mn, 3 = 7.7Hz *Jopigem = 11.2Hz, 1H, 2-H"), 1.37 (s,
9H, Boc-CH3)

BC.NMR (100MHz, DMSOq): & = 170.66 169.88 168.36 167.59 167.53 (GlyA-CO,
GlyB-CO, C3-CO, C3(Ar)-CO, CO-5), 15638 155.09 (5(Ar)-CO, Boc-CO), 141.28 (C-
8a(Ar)), 125.35 (C-7(Ar)), 123.76 (C-6(Ar)), 98.73 (C-8(Ar)), 78.18 (Boc-Cauar), 77.10 (C-9),
75.08 (C-7), 71.50 (C-8), 65.71 (C-3), 63.55 (C-3(Ar)), 61.37 (C-9a), 53.87 (C-6), 51.74
(OCHs), 42.85 (GlyA-CH,), 40.74 (GlyB-CH,), 32.50 (C-2/C-2(Ar)), 28.08 (Boc-CHs)

Masse:

(+p ESI CH,Cl/MeOH 10mmol/l NH4Ac): 701.3 [MH]", 723.3 [M+Na]’, 1401.6 [2M+H]",
1423.8 [2M+Na]"

(-p ESI CH,Cly/MeOH 10mmol/l NH4Ac): 699.4 [M-H]
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zyklo(7,5Bic-GlyA-6,5(Ar)-GlyB) (103)
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C1H24N4OoS, [568.59]

30mg (0.043mmol) des Hexapeptids 102 wurden in 2ml MeOH geldst. Nach Zugabe von
0.1ml 1IN LiOH wurde 20min bei RT geriihrt. AnschlieBend wurde mit 1N HCI neutralisiert.
Danach wurde das LM entfernt und der Riickstand im Vakuum getrocknet. Diese wurde jetzt
in 10ml Et,0O x HCI aufgenommen und 1h im Eisbad mit Ultraschall behandelt. Danach wur-
de bei RT iiber Nacht geriihrt. Das LM wurde entfernt und der Riickstand im Vakuum ge-
trocknet.

Das entschiitzte Peptid wurde jetzt in 400ml DMF gelost. Nach Zugabe von 20mg
(0.052mmol) HATU, 10mg (0.074mmol) HOAT und 0.035ml (0.75mmol) sym-Collidin wur-
de die Losung tiber zwei Tage bei RT geriihrt. Das LM wurde entfernt und der Riickstand
flashchromatographisch aufgereinigt (CHCI;/MeOH 7:1—-2:1, Rycucizmeon s:1) = 0.25) und
anschlieBend im HV getrocknet. So konnten 9mg (0.016mmol, 37%) des zyklischen Peptids
103 erhalten werden.

"H-NMR (600MHz, DMSOgs): 8 = 9.33 (dd, *Jaiysni, Giyp-ciit = 6.9HZ *JGiyBNit, GiyB-CHh =
5.5Hz 1H, GlyB-NH), 8.83 (d 3Jonm, 6 = 8.2Hz, 1H, 6-NH), 8.73 (s, 1H, 6(Ar)-NH), 8.62 (dd,
JGlyA NH, GlyA-CHproR = 9.3Hz JGlyA NH, GlyA-CHpros = 3.6Hz 1H, GlyA-NH), 8.16 (d, 3J7(Ar), 8(Ar) =
7.7Hz, 1H, 7(Ar)-H), 6.27 (d, *J3(an, 7an = 7.9Hz, 1H, 8(Ar)-H), 6.08 (d, *Jo.on, 9 = 4.9Hz, 1H,
9-OH), 5.48 (s, 1H, 9a-H), 5.43 (d, *Js.on.s = 4.1Hz, 1H, 8-OH), 5.37 (d, *Js, 6.xur = 8.8Hz, 1H,
6-H), 5.30 (pt, *J3(an, 2an = 8.5Hz, 1H, 3(Ar)-H), 5.23 (m, 1H, 7-OH), 4.52 (dd, °J5 , = 9.9Hz
3132 = 7.7Hz, 1H, 3-H), 4.39 (dd, *Jaiya-cipror, Giyant = 9.3Hz *JGiya-cizgem. = 17.8Hz, 1H,
GlyA-CHprOR), 3.89 (dd, 3JGlyB—CHt, GlyB-NH — 6.9Hz 2JGlyB—CH2gem, = 17.3HZ, 1H, GlyB-CHt),
3.80 (dd, *Jaan s 3(an = 8.8HZ “Ja(ansigem. = 11.5Hz, 1H, 2(Ar)-H"), 3.65-3.7 (m, 2H, DQF-
COSY: 3.68 8-H, 3.67 9-H), 3.59 (dd, *Jeiyp.cim, Giysxu = 5.5Hz *JGiys.crzgem. = 17.3Hz, 1H,
GlyB-CH"), 3.53 (m, 1H, 7-H), 3.48 (dd, *Jyan-m, 3an = 8.0Hz, “To(ar-pgem, = 11.3Hz, 1H,
2(Ar)-HY), 3.25-3.35 (m, 3H, DQF-COSY: 3.30 2-H, 3.32 GlyA-CH™®

BC-NMR (100MHz, DMSOg): & = 170.38 (C3-CO), 168.61 (C3(Ar)-CO), 167.96 (CO-5),
167.37 (GlyA-CO), 167.53 (GlyB-CO), 155.99 (CO-5(Ar)), 140.38 (C-8a(Ar)), 124.19 (C-
6(Ar)), 123.58 (C-7(Ar)), 98.83 (C-8(Ar)),77.73 (C-9), 76.42 (C-7), 72.43 (C-8), 66.58 (C-3),
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65.55 (C-3(Ar)), 61.78 (C-9a), 52.15 (C-6), 43.39 (GlyB-CH,), 42.53 (GlyA-CH,), 32.55 (C-
2), 30.30 (C-2(Ar))

Masse:

(+p ESI CH,Cl/MeOH 10mmol/l NH;Ac) 569.2 [MH]", 591.1 [M+Na]", 1137.5 [2M~+H]’,
1159.5 [2M+Na]"

(-p ESI CH,Cl,/MeOH 10mmol/l NH4Ac): 567.2 [ M-H]"

Boc-7,5Bic-Gly-6,5(Ar)-LPhe-OMe (104)
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C34Hu:N6015S5 [790.87]

165mg (0.31mmol) Boc-Gly-6,5(Ar)-LPhe-OMe 74 wurden in 3ml MeOH/2ml DCM geldst.
nach Zugabe von 10ml Et,O x HCl wurde 30min bei RT geriihrt. Das LM wurde entfernt und
der Riickstand iiber KOH im Vakuum getrocknet.

150mg (0.38mmol) Boc-7,5Bic-OMe 5 wurden in 2ml MeOH gelost. Nach Zugabe von 0.8ml
IN LiOH wurde 15min bei RT geriihrt. Jetzt wurde mit 1N HCI ein pH von 7-8 eingestellt,
und das LM abgezogen. Der Riickstand wurde noch im Vakuum getrocknet.

Die beiden entschiitzten Verbindungen wurden in 10ml DMF gelost. Nach Zugabe von
200mg (0.38mmol) PyBop wurde mit NMM ein pH von 7-8 eingestellt. Die Losung wurde
iiber Nacht bei RT geriihrt. Das LM wurde entfernt. Eine erster flashchromatographischer
Reinigungsschritt (CHCIs/ MeOH 9:1, Ry = 0.23) flihrte nicht zur Auftrennung des Substanz-
gemisches. Da eine Wiederholung mit dem selben Losungsmittelgemisch wiederum zu einem
negativen Ergebnis fiithrte, wurde nun bei der nunmehr dritten Sdule mit einem Losemittelge-
misch EE/Tol/MeOH 16:4:1 (Rgs.1:1) = 0.25) begonnen, wihrend des Chromatographievor-
ganges wurde dann schrittweise EE/MeOH 4:1 zugegeben. So konnten dann schluBendlich
65mg (0.08mmol, 27%) des Hexapeptids 104 als Reinsubstanz erhalten werden.

"H-NMR (600MHz, DMSOg): & = 8.92 (s, 1H, 6(Ar)-NH), 8.77 (d, *Jpne-nt, pheots = 7.7Hz,
1H, Phe-NH), 8.61 (pt, *Jaiy-nu1, Gly-ci2 = 6.1Hz, 1H, Gly-NH), 8.09 (d, *J7ar, s(an = 7.9Hz, 1H,
7(Ar)-H), 6.58 (d, *Jpoenn, 6 = 9.0Hz, 1H, Boc-NH), 7-3-7.2 (m, 5H, Phe-Huom), 6.27 (d,
3J8(Ar), 7(Ar) = 7.9HZ, lH, 8(AI‘)-H), 5.68 (d, 3]9.0]-1, 9 = 7.9HZ, lH, 9-OH), 5.57 (d, 3J8-OH-8 =
3.8Hz, 1H, 8-OH), 5.54 (dd, *J3(an, 2anm = 1.8Hz *J3an, 2anm= 8.7Hz, 1H, 3(Ar)-H), 5.46
(s, H, 9a-H), 5.26 (d, *J;.0n 7 = 4.8Hz, 1H, 7-OH), 4.79 (d, *Js,gocnu = 9.2Hz, 1H, 6-H), 4.59
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(dd, *J3, 2. = 8.7Hz °J3 p.un = 7.2Hz, 1H, 3-H), 4.50 (m, *Jphe 11, phe-Ni/hepotih = 7.9HZ *Tphea
1, phept = 5.6Hz, 1H, Phea-H), 3.87 (m, 2H, Gly-CH/2(Ar)-H"), 3.83-3.74 (m, 3H, DQF-
COSY: 3.80 8-H, 3.79 Gly-CH", 3.77 7-H), 3.63 (dd. *Jo g = 3.6Hz °Jo 9.on = 7.7Hz, 1H, 9-
H), 3.60 (OCHs3), 3.41 (m, 2H, 2(Ar)-H"/2-H"), 3.28 (dd, *Jopm, 3 = 7.4Hz *Jppgem = 11.3Hz,
1H, 2-H"), 3.03 (dd, *Tenepi, pheott = 5.-9HZ *Tphepnigem. = 13.8Hz, 1H, Phep-H'), 2.97 (dd,
3 Tohep-tih, Pheott = 8.2HZ *Tpheptigem. = 13.8Hz, 1H, Phep-H"), 1.37 (s, 9H, Boc-CH3)

BC-NMR (HMBC/HMQC, DMSOg): & = 171.2 (Phe-CO), 170.3 (C3-CO), 168.2 (CO-5),
167.3 (Gly-CO), 166.8 (C3(Ar)-CO), 156.1 (CO-5(Ar)), 154.9 (Boc-CO), 141.2 (C-8a(Ar)),
136.4 (Phe-Cquart), 128.8 128.0 126.4 (Phe-CHyrom ), 125.1 (C-7(Ar)), 123.5 (C-6(Ar)), 98.7
(C-8(A1)), 78.0 (Boc-Cuar), 76.9 (C-9), 74.8 (C-7), 71.2 (C-8), 65.5 (C-3), 63.3 (C-3(Ar)),
61.2 (C-9a), 53.7 (C-6), 53.6 (Phe-Cav), 51.8 (OCH;), 42.6 (Gly-CHy), 36.3 (Phe-Cp), 32.3
(C-2), 32.1 (C-2(Ar)), 27.8 (Boc-CHs)

Masse:
(+p ESI DMSO/MeOH 10mmol/l NH4Ac): 791.1 [MH]", 808.2[M+NH,]", 813 [M+Na]",
(-p ESI DMSO/MeOH 10mmol/l NH4Ac): 789.3 [M-HJ,

zyklo(7,5Bic-Gly-6,5(Ar)-LPhe) (105)
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Zu 42mg (0.053mmol) des geschiitzten Hexapeptids 104 wurden 1ml MeOH (Suspension)und
anschlieBend 0.15ml 1N LiOH (immer noch Suspension) gegeben. Da auch nach 10min des
Riithrens bei RT keine merkliche Auflosung des Peptides zu beobachten war wurden
S5mIMeOH und 3ml DCM zugegeben (— weiterhin Suspension). Jetzt wurden 1ml, 2ml dann
3ml DMF zugegeben worauf sich dann nach kurzem Erwdrmen nun auch eine klare Losung
zu bilden begann. Danach wurden noch 2ml H,O zugegeben und 45min bei RT geriihrt. An-
schlieBend wurden 5ml IN HCI zugegeben und eine weitere Stunde bei RT geriihrt. Das Lo-
sungsmittelgemisch wurde nun entfernt und der Riickstand im Vakuum getrocknet.
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Das entschiitzte Peptid wurde jetzt in 500ml DMF gelost. Nach Zugabe von 25mg
(0.066mmol) HATU, 9mg (0.066mmol) HOAT und 0.080ml (0.6mmol) sym-Collidin wurde
die Losung iiber Nacht bei RT geriihrt. Das LM wurde entfernt und der Riickstand flashchro-
matographisch aufgereinigt (CHCIl;/MeOH 5:1, R¢ = 0.45) und anschlieBend im HV getrock-
net. So konnten 28mg (0.042mmol, 79%) des zyklischen Peptids 105 erhalten werden.

"H-NMR (600MHz, DMSOy): & = 8.76 (s, 1H, 6(Ar)-NH), 8.75 (m, 1H, Gly-NH), 8.52 (d,
> Iphe-NH. Phea-ti = 8.2Hz, 1H, Phe-NH), 8.19 (d, *Jo.nm. 6 = 7.2Hz, 1H, 6-NH), 8.15 (d, *J7an, s(an
= 7.9Hz, 1H, 7(Ar)-H), 7.3-7.15 (m, 5H, Phe-Hyom), 6.30 (d, *Jgean, 7ar = 7.9Hz, 1H, 8(Ar)-
H), 5.85 (d, *Jo.on. o = 6.9Hz, 1H, 9-OH), 5.51 (s, 1H, 9a-H), 5.50 (d, *Js.ons = 4.4Hz, 1H, 8-
OH), 5.29 (d, 3J6, 6-NH — 7.7HZ, 1H, 6-H), 5.04 (dd, 3J3(Ar), 2(Ar)-HproS = 7.5Hz 3J3(Ar), 2(Ar)-HproR™
9.0Hz, 1H, 3(Ar)-H), 4.80 (d, *J7.o4, 7 = 4.1Hz, 1H, 7-OH), 4.52 (dd, *Js., = 7.4Hz °J5 , =
10.0Hz, 1H, 3-H), 4.29 (m, 1H, Phea-H), 4.27 (dd, *Jaiy-ci, Giynu = 8.7Hz  JGiy-crizgem. =
17.7HZ, 1H, Gly-CHt), 3.75 (m, lH, S-H), 3.68 (m, 2H, 9-H/7-H), 3.58 (dd, 3J2(Ar)—HproRa 3(Ar) =
9.0Hz *Jyan-gem = 11.3Hz, 1H, 2(Ar)-H™Y), 3.45 (dd, *Joiy-crn, ciy-ng = 4.1Hz 2JGiy-crgem. =
17.7Hz, 1H, Gly-CH"), 3.34 (dd, *Jpnep.its, pheatt = 4.1HZ *Jphep sigem. = 13.6Hz, 1H, Phef-H'),
3.30 (Il’l, 2H, 2-H), 2.97 (dd, 3J2(Ar)—HproSa 3(Ar) = 7.5Hz 2J2(Ar)—ngm. = llHZ, lH, 2(AI’)-HprOS),
2.90 (dd, *Jphep-tin, pheott = 11.8HZ JIppep-tigem. = 13.8Hz, 1H, Phef-H")

BC-NMR (HMQC, DMSOg): 128.8 127.7 125.7 (Phe-CHarom), 124.1 (C-7(Ar)), 98.4 (C-
8(Ar)), 77.6 (C-9), 74.8 (C-7), 71.9 (C-8), 66.3 (C-3), 65.5 (C-3(Ar)), 61.2 (C-9a), 54.9 (Phe-
Ca), 52.5 (C-6), 42.5 (Gly-CH,), 35.5 (Phe-CP), 32.1 (C-2), 30.5 (C-2(Ar))

Masse:

(+p ESI CH,CI,/MeOH 10mmol/l NH4Ac): 659.2 [MH]+, 676.2[M+NH4]+, 1317 .3[2M+H]+,
1334.5[2M+NH,4]"

(-p ESI CH,Cl,/MeOH 10mmol/l NH4Ac): 657.3 [M-H], 717.3 [M+AcO], 1315.6 [2M-H]

Boc-7,5BicA-LPheA-7,5BicB-LPheB-7,5BicC-LPheC-7,5BicD-LPheD-OMe (106)

C75Ho6N 1202784 [1761.96]
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120mg (0.13mmol) des geschiitzten Hexapeptids 88 wurden in 2ml MeOH gelost. Nach Zu-
gabe von 250uL 1N LiOH wurde bei RT geriihrt. Nach 20min und dann nach 35min wurden
nochmals je 50uL 1IN LiOH zugegeben. Nach 70min wurde die Lsng. mit 1N HCI neutrali-
siert, und das LM entfernt. Der Riickstand wurde noch im Vakuum getrocknet.

120mg (0.13mmol) 88 wurden in 3ml MeOH und 2ml DCM gelost. Nach Zugabe von 3ml
Et,0 x HCl wurde 1h 30min bei RT geriihrt. Das LM wurde entfernt und der Riickstand im
Vakuum getrocknet.

Die beiden entschiitzten Hexapeptide wurden in 10ml DMF gel6st. Nach Zugabe von 100mg
(0.19mmol) PyBop wurde noch mit NMM der pH auf 7-8 eingestellt und dann die Losung
iiber Nacht geriihrt. Das LM wurde jetzt entfernt und das Rohprodukt flashchromatographisch
aufgereinigt (CHCl;/MeOH 7:1— 3:1, Rycucinmeon 4:1) = 0.5). Somit konnten nach anschlie-
Bender Trocknung im Vakuum 188mg (0.11mmol, 82%) des Dodekapeptids 106 erhalten
werden.

"H-NMR (600MHz, DMSOs): & = 8.67 (d, *Jpnep-Ni, phe-oti = 7.4Hz, 1H, PheD-NH), 8.57 (d,
3 IpheCNH, Phec-att = 7.9Hz, 1H, PheC-NH), 8.56 (d, *Jphe-nt, phep-ati = 7.4Hz, 1H, PheB-NH),
8.39 (d, *Jphea-NH, Phea-oi = 8.5Hz, 1H, PheA-NH), 8.25 (d, *Jscnm, sc = 8.2Hz, 1H, 6C-NH),
8.19 (d, *Jep-ni, 6p = 8.2Hz, 1H, 6D-NH), 8.12 (d, *Jes-nu, 68 = 8.2Hz, 1H, 6B-NH), 7.35-7.05
(m, 20H, Phe-Harom), 6.54 (d, *Taocnm, 64 = 8.7Hz, 1H, Boc-NH), 5.90 (d, *Jo.on, o8 = 8.7Hz,
1H, 9B-OH), 5.89 (d, *Joc.on. oc = 8.7Hz, 1H, 9C-OH), 5.67 (d, *Jo.on, o = 8.7Hz, 2H, 9A/D-
OH), 5.61 (d, 3J8C-OH, 8C = 4.6HZ, lH, SC-OH), 5.59 (d, 3J8D-OH, 8D — 4.1HZ, lH, 8D-OH), 5.58
(d, *Jgp-on, s8 = 4.6Hz, 1H, 8B-OH), 5.55 (d, *Jsa-on, sa = 4.1Hz, 1H, 8A-OH), 5.48(2H) 5.47
(je s, 3H, 9aB/C/D-H), 5.45 (s, 1H, 9aA-H), 5.09 (d, *Jop.ox, 70 = 5.4Hz, 1H, 7D-OH), 5.0 (m,
4H, DQF-COSY: 5.03 6D-H, 5.02 7A-OH/6C-H, 5.00 6B-H), 4.97 (d, *J7c.on. 7c = 6.1Hz, 1H,
7C-OH), 4.91 (d, *Jss.0n, 78 = 6.4Hz, 1H, 7B-OH), 4.73 (d, *Jsa. Bocntt = 8.7Hz, 1H, 6A-H),
4.72 (pt, *Jsp. op = 7.4Hz, 1H, 3D-H), 4.66 (pt, *J3,28 = 7.2Hz, 1H, 3B-H), 4.63 (pt, *Jzc.2c =
7.4Hz, 1H, 3C-H), 4.59 (pt, *J3a. 24 = 7.7Hz, 1H, 3A-H), 4.55 (m, 3H, DQF-COSY: 4.57
PheB-aH, 4.56 PheC-ocH, 4.55 PheA-ocH), 4.44 (m, SJPheD-aH, PheD-BHh/PheD-BHt/PheD-NH = 7HZ,
1H, PheD-oH), 3.89-3.84 (m, 3H, Tocsy: 3.87 8B-H, 3.862 8C-H, 3.857 8D-H), 3.82-3.75
(m, 4H, DQF-COSY: 3.81 8A-H, 3.790 7D-H, 3.787 7B-H, 3.77 7C-H), 3.74 (m, 1H, 7A-H),
3.65-3.56 (m, 4H, Tocsy: 3.63 9C-H, 3.62 9B-H, 3.61 9D-H, 3.59 9A-H), 3.53 (s, 3H, OCHj3),
3.25-3.1 (m, 8H, DQF-COSY: 3.23 2D-H"™X, 3.212 2B-H"™X, 3.207 2C-H"™*}, 3.17 2A-H"¥,
3.14 2D-H"™5, Roesy: 3.15 PheC-pHP™ S, 3.14 PheA/B-BH™™), 3.07-2.97 (m, 3H, DQF-
COSY: 3.04 2A-H"S, 3.01 2C-H"S, 3.00 2B-H"®), 2.95 (dd, *Jphen.pis, phep-oit = 6.4Hz
*IpheD-pigem. = 13.8Hz, 1H, PheD-BH"), 2.91 (dd, *Jphep-pin, phep-att = 7.4HZ  “Jpnen-prgem. =
13.8Hz, 1H, PheD-BH"), 2.74 (m, *Jpnep-tpror, pheoi = 10Hz, 2H, PheB/C-BH"™®), 2.70 (dd,
3 Tphea-piipror. Phea-att = 9. 7THZ *Tphea piigem. = 14.3Hz, 1H, PheA-BHP™X), 1.37 (s, 9H, Boc-CH3)

BC.NMR (HMQC, DMSOg): & = 76.4 (C-9A/D), 75.9 (C-9B/C), 74.5 (C-7A), 74.2 (C-
7B/C/D), 71.0 (C-8A/B/C/D), 65.1 (C-3A), 65.0 (C-3C), 64.9 (C-3B), 64.6 (C-3D), 61 (C-
9aA/B/C/D), 53.7 (C-6A), 53.5 (PheD-Ca), 53.4 (PheA/B/C-Co), 52 (C-6B/C/D), 51.5
(OCH3), 37.6 (PheB/C-CP), 37.4 (PheA-CB), 36.7 (PheD-CB), 32 (C-2A/B/C/D), 27.9 (Boc-
CH;)
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Masse:
(+ p ESI MS, CH,Cl,/MeOH + 10mmol/l NH4Ac): 1762.4 [MH]"
(- p ESI MS, CH,CI,/MeOH + 10mmol/l NH4Ac): 1760.4 [M-H]

Boc-7,5BicA-LPheA-7,5BicB-GlyB-7,5BicC-LPheC-7,5BicD-GlyD-OMe (107)

CesHsaN 1202784 [1581.70]

100mg (0.117mmol) 89 wurden in 2ml MeOH gelost. Nach Zugabe von 300uL IN LiOH
wurde bei RT geriihrt. Nach 30min wurde die Losung mit 1N HCI neutralisiert, und das LM
entfernt. Der Riickstand wurde anschlieend noch im Vakuum getrocknet.

100mg (0.117mmol) 89 wurden in 3ml MeOH und 6ml DCM gel6st. Nach Zugabe von 10ml
Et,0 x HCI wurde 15min bei RT geriihrt. Das LM wurde entfernt und der Riickstand an-
schlieBend noch im Vakuum getrocknet.

Die beiden entschiitzten Hexapeptide wurden in Sml DMF gelost. Nach Zugabe von 100mg
(0.19mmol) PyBop wurde noch mit NMM ein pH von 7-8 eingestellt und dann die Losung
iiber Nacht geriihrt. Das LM wurde jetzt entfernt und das Rohprodukt flashchromatographisch
aufgereinigt (CHCl;/MeOH 3:1— 1:2, Rycucimeon 3:1) = 0.1). Somit konnten nach anschlie-
Bender Trocknung im Vakuum 137mg (0.086mmol, 74%) des Dodekapeptids 107 erhalten
werden.

"H-NMR (600MHz, DMSOg): & = 8.62 (pt, *Jaiypni, Giyp-ciz = 5.9Hz, 1H, GlyD-NH), 8.49
(pt, *JaiyNi, Gys-ci2 = 5.9Hz, 1H, GlyB-NH), 8.43 (d, *Jphec.Ni, phec-oit = 8.5Hz, 1H, PheC-
NH), 8.36 (d, *Jpheant, phea-ot = 8.7Hz, 1H, PheA-NH), 8.04 (d, *Jep-nu. 6p = 8.2Hz, 1H, 6D-
NH), 8.03 (d, *Jesni, 68 = 8Hz, 1H, 6B-NH), 8.01 (d, *Jscnm, sc = 8Hz, 1H, 6C-NH), 7.3-7.15
(m, 10H, Phe-Harom), 6.57 (d, *Teoenit, 64 = 8.5Hz, 1H, Boc-NH), 5.99 (d, *Joc.on, oc = 7.7Hz,
1H, 9C-OH), 5.76 (d, *Jop-ou. op = 8.2Hz, 1H, 9D-OH), 5.75 (d, *Jop.on, o ~8.5Hz, 1H, 9B-
OH), 5.66 (d, *Joa.on, 94 = 8.5Hz, 1H, 9A-OH), 5.58 (d, *Jsc.on, sc = 4.1Hz, 1H, 8C-OH), 5.56
(d, *Jsa. sa-on = 4.1Hz, 1H, 8A-OH), 5.55 (d, *Jsp.ou, sp = 4.1Hz, 1H, 8D-OH), 5.53 (d, *Jss.om.
g8 = 4.1Hz, 1H, 8B-OH), 5.48 (s, 2H, 9aB-H/9aC-H), 5.47 (s, 1H, 9aD-H), 5.45 (s, 1H, 9aA-
H), 5.18 (d, 3J7D_0H, 7D = S.IHZ, lH, 7D-OH), 5.08 (d, 3J7A_0H’ TA = 4.9HZ, IH, 7A-OH), 5.07-
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5.02 (m, 5H, DQF-COSY: 5.07 6C-H, 5.06 7B-OH, 5.05 7C-OH, 5.04 6D-H, 5.03 6B-H),
4.74 (d, *Jsa. Boent = 8.5Hz, 1H, 6A-H), 4.69 (pt, *Izp.25 = 7.7Hz, 1H, 3B-H), 4.65 (pt, *J3p. 2p
=7.7Hz, 1H, 3D-H), 4.57 (pt, *Jza. 24 = 7.7Hz, 1H, 3A-H), 4.55 (Jsc,2c = 7.7Hz, 1H, 3C-H),
4.53 (m, 2H, PheA/C-aH), 3.87 (dd, *Jaiyp.crt, Giypni = 6.1HZ “JGiyp.crgem. = 17.7Hz, 1H,
GlyD-CH"), 3.85-3.7 (m, 11H, DQF-COSY: 3.85 8B-H, 3.844 8D-H, 3.837 8C-H, 3.822
GlyB-CH', 3.816 7D-H, 3.80 7B-H, 3.78 GlyD-CH", 3.75 7A-H, 3.74 7C-H, 3.72 GlyB-CH"),
3.65-3.55 (m, 4H, DQF-COSY: 3.64 9C-H, 3.63 9D-H, 3.62 9B-H, 3.60 9A-H), 3.3 (m, 3H,
DQF-COSY 3.30 2B-Ht, 3.29 2D-CH2, 3.26 (dd, 3]2]3_}[11, 3B — 7.4Hz 2J2B—ngm. = 113HZ, lH,
2B-H"), 3.17 (m, 3H, PheC-BHPS/2A-H"®/ 2C-H"™?), 3.14 (dd, *Tpnea-pHpros, Phea-ott = 4. 1Hz
*Tphea-piigem. = 14.3Hz, 1H, PheA-BHP®), 3.04 (dd, *Joamipros. 3a = 8.5Hz “Joapigem. = 11.3Hz,
1H, 2A-HP%), 2.98 (dd, *Jacmpros. 3¢ = 7.7Hz  *Jacsigem. = 11.3Hz, 1H, 2C-H"), 2.69 (dd,
3JpheA_ﬁHme, PheA-aH — 9.5Hz 2JpheA_gngm, = 14.3HZ, IH, PheA-BHme), 2.66 (dd, 3JPheC—BHpr0R =
9.7Hz *Jphec-tigem. = 14.3Hz, 1H, PheC-BHP™), 1.37 (s, 9H, Boc-CH3)

BC.NMR (HMQC, DMSOq):8 = 76.4 (C-9A/B/D) 75.9 (C-9C), 74.4 (C-TA/C), 74.1 (C-
7B/D), 71.2 (C-8A/B/C/D), 65.3 (C-3A/C), 64.9 (C-3B/D), 61.0 (C-9aA/B/C/D), 53.7 (C-
6A), 53.5 (PheA/C-Ca), 52.1 (C-6B/C/D), 51.4 (OCH3), 41.5 (GlyB-CH,), 40.3 (GlyD-CH,),
37.3 (PheA/C-CP), 32.2 (C-2B/D), 32.0 (C-2A), 31.9 (C-2C)

Masse:
(+ p ESI MS, CH,CIl,/MeOH + 10mmol/l NH4Ac): 1581.7 [MH]+, 1603.8 [M+Na]+,
(- p ESI MS, CH,Cl1,/MeOH + 10mmol/l NH4Ac): 789.3 [M-2H]2', 1579.9 [M-H]

Boc-7,5BicA-GlyA-7,5BicB-GlyB-7,5BicC-GlyC-OMe (108)

OH

—N O
boc N 9)

C39Hs57N9O71S3 [1084.13]

310mg (0.40mmol) Boc(7,5BicGly),OMe 87 wurden 10 ml DCM/MeOH 1:1 gelost. Nach
Zugabe von 10ml Et,O x HCI bildete sich ein Nd. welcher nach Zusatz von 10ml MeOH wie-
der in Losung ging. Die Losung wurde nun so lange bei RT geriihrt, bis kein Edukt mehr zu
detektieren war. Das LM wurde anschlieBend entfernt, und der Riickstand im Vakuum ge-
trocknet.
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200mg (0.44mmol) Boc7,5BicGlyOMe 84 wurden in 2ml MeOH geldst. Nach Zugabe von
Iml IN LiOH wurde 10min bei RT geriihrt. Die Losung wurde nun mit HCI neutralisiert und
anschlieend das LM entfernt. Der Riickstand wurde noch im HV getrocknet.

Die beiden entschiitzten Peptide wurden in 10ml DMF gelost. Nach Zugabe von 250mg
(0.48mmol) PyBop wurde mit NMM der pH auf 7-8 eingestellt, und dann die Losung iiber
Nacht geriihrt. Das LM wurde jetzt entfernt und das Rohprodukt flashchromatographisch auf-
gereinigt (CHC13/MCOH/H20 300:100:1—> 200130016, Rf(CHCl3/MeOH/H2O 200:100:6) — 06) Somit
konnten nach anschlieBender Trocknung im Vakuum 141mg (0.13mmol, 33%) des Nonapep-
tids 108 erhalten werden.

"H-NMR (600MHz, DMSOy): & = 8.59 (pt, *Jgiycnm, Giye-cu2 = 5.9Hz, 1H, GlyC-NH), 8.53
(pt, 3JGIyB-NH, GlyB-CH2 = 59Hz, 1H, GlyB—NH), 8.46 (pt, 3JGlyA-NH, GlyA-CH2 = 59Hz, 1H, GlyA—
NH), 7.93 (d, *Jesnt, 68 = 8.5Hz, 1H, 6B-NH), 7.92 (d, *Jsc-nm, sc = 8.5Hz, 1H, 6C-NH), 6.53
(d, *Jgoent, 64 = 9.0Hz, 1H, Boc-NH), 5.73 (d, *Joc.on, oc = 8.2Hz, 1H, 9C-OH), 5.68 (d, *Jop.
ot 98 = 8.5Hz, 1H, 9B-OH), 5.54 (m, 3H, Tocsy: 5.545 8B-OH, 5.543 8A-OH, 5.538 8C-
OH), 5.50 (d, *Joa-on, 9a = ~10Hz, 1H, 9A-OH), 5.48 (s, 1H, 9aB-H), 5.47 (s, 1H, 9aC-H),
5.45 (s, 1H, 9aA-H), 5.23 (d, *Jsc.on, 7¢ = 5.1Hz, 1H, 7C-OH), 5.15 (d, *J78.01, 78 = 5.1Hz, 1H,
7B-OH), 5.09 (d, *J7a.om. 74 = 4.6Hz, 1H, 7A-OH), 5.09 (d, *Jsc. scnut = 8.5Hz, 1H, 6C-H),
5.07 (d, *Jes. 6snut = 8.2Hz, 1H, 6B-H), 4.75 (d, *Jsa. Boe-nt = 8.7Hz, 1H, 6A-H), 4.64 (m, 3H,
Roesy: 4.65 3B-H, 4.64 3A-H, 4.63 3C-H), 3.88 (dd, *Jaiyc-cr, ciyenu = 6.1Hz *JGiyc.cragem =
17.4Hz, 1H, GlyC-CH"), 3.9-3.7 (m, 10H, DQF-COSY: 3.82 8B/C-H, 3.79 8A-H, 3.78 GlyB-
CH', 3.75 GlyC-CH" /7B-H, 3.74 7A-H, 3.73 7C-H/GlyA-CH,, 3.71 GlyB-CH"), 3.62 (m, 2H
, 9B/C-H), 3.61 (s, 3H, OCHj3), 3.58 (dd, Joa. oa-on = 9.5Hz “Jos sa = 3.6Hz, 1H, 9A-H), 3.3-
3.2 (m, 6H, Roesy: 3.31 2A-H/2B-H', 3.28 2C-H, 3.26 2B-H", 3.25 2A-H"), 1.37 (s, 9H, Boc-
CH3)

BC-NMR(HMQC, DMSOg): & = 76.8 (C-9A), 76.5 (C-9B/C), 74.5 (C-7A/B/C), 71.4 (C-
8B/C), 71.2 (C-8A), 65.1 (C-3A/B/C), 61.2 (C-9aA/B/C), 53.8 (C-6A), 52.2 (C-6B), 51.9 (C-
6C), 51.5 (OCH3), 41.6 (GlyA/B-CHy), 40.3 (GlyC-CH,), 32.2 (C-2A/B/C), 27.8 (Boc-CH3)

Masse:

(+ p ESIMS, CH,Cl,/MeOH + 10mmol/l NH;Ac) 1084.4 [MH]", 1106.4 [M+Na]",
(- p ESIMS, CH,Clo/MeOH + 10mmol/l NH4Ac) 540.7 [M-2H]*, 1082.2 [M-H]
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Boc-(7,5BicGly)s-OMe (109)

2 R TBIDIN i

boc— N

C72H102N13039S6 [2036.10]

40mg (0.037mmol) 108 wurden Iml MeOH und 1ml H,O geldst. Nach Zugabe von 120uL
IN LiOH wurde 20min bei RT geriihrt. Nach Neutralisation mit 1IN HCI wurde das LM ent-
fernt und der Riickstand im Vakuum getrocknet.

40mg (0.037mmol) 108 wurden 4ml MeOH und 4ml DCM geldst. Nach Zugabe von 10ml
Et,0 x HCI wurde 45min bei RT geriihrt. Das LM wurde entfernt und der Riickstand im Va-
kuum getrocknet.

Die beiden entschiitzten Peptide wurden in Sml DMF gelost. Nach Zugabe von 30mg
(0.058mmol) PyBop wurde mit NMM der pH auf 7-8 eingestellt, und die Losung anschlie-
end iiber Nacht bei RT geriihrt. Das LM wurde jetzt entfernt und das Rohprodukt mittels
HPLC aufgereinigt. Somit konnten nach anschlieBender Gefriertrocknung 18mg (0.009mmol,
24%) des Hexamers 109 erhalten werden.

"H-NMR (600MHz, DMSOgs): 8 = 8.59 (pt, *Jaiyrnm, Giyr-ciz = 6.0Hz, 1H, GlyF-NH), 8.54
(pt, 3JGly-NH, Gly-CH2 = 6.0Hz, 1H, Gly—NH), 8.50 (m, 2H, Gly—NH),8.49 (pt, 3JGIy-NH, Gly-CH2 =
6Hz, 1H, Gly-NH), 8.50 (pt, *Jgiynu. Giy-ciz = 6.0Hz, 1H, Gly-NH), 7.92 (m, 5H, 6-NH), 6.52
(d, *Jgoents, 64 = 8.8Hz, 1H, Boc-NH), 5.8-5.45 (m, 12H, 8-OH/9-OH), 5.5-5.47 (m, 5H, 9aB-
F), 5.45 (s, 1H, 9aA-H), 5.25-5.15 (m, 4H, 7-OH), 5.15-5.05 (m, 7H, 6-H/7-OH), 4.75 (d,
*Joa. Boentt = 8.8Hz, 1H, 6A-H), 4.7-4.6 (m, 6H, 3-H), 3.88 (dd, *Jaiyr.cr. Giyrnn = 6.0Hz
*JGiyc-cgem = 17.5Hz, 1H, GlyF-CH"),

3.84-3.77 (m, 6H, 8-H), 3.79-3.69 (m, 17H, DQF-COSY: 3.75 GlyF-CH", GlyA-E-CH,, 7-H),
3.64-3.56 (m, 6H , 9-H), 3.62 (s, 3H, OCH3), 3.34-3.29 (m, 12H, 2-H), 1.37 (s, 9H, Boc-CHj)

BC-NMR (HMQC, DMSOg): & = 76.5 (C-9), 74 (C-7), 71 (C-8), 65 (C-3), 61 (C-9a), 53.7
(C-6A), 52 (C-6B-F), 51.4 (OCHs), 41.5 (GlyA-E-CH,), 40.3 (GlyF-CH,), 32 (C-2), 27.8
(Boc-CH3)

Masse:

(+ p ESI MS, CH,CL/MeOH + 10mmol/l NH4Ac) 1035.6 [M+2NH,]*", 2036.6 [MH]",
2054.5 [M+NH,]"
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9a(R)H-(6S)-amino-5-0x0-(7R,8S,9R)-trihydroxy-octahydro-thiazolo[3,2-a]azepin-3R-
carbonsiure hydrochlorid (110)

OH

HO,

HO

Cl HN O
C9H14N2068 [27829] X HC]

300mg 80 Boc-7,5Bic-OLi x LiCl (0.7mmol) wurden in 20ml Et,O x HCI suspensiert und 2h
bei RT geriihrt. Das LM wurde entfernt und der Riickstand im Vakuum iiber KOH getrocknet.
So konnte praktisch quantitativ Verbindung 110 erhalten werden.

"H-NMR (400 MHz, DMSOg): 5 = 5.99 (bs, 1H, 8-OH), 5.78 (bs, 1H, 7-OH), 5.61 (s, 1H,
9a-H), 4.71 (pt, *Js.» = 7.5Hz, 1H, 3-H), 4.64 (bs, 1H, 6-H), 4.00 (d, *J7, s = 4.6Hz, 1H, 7-H)
3.89 (pt, *Js. 70 = 4.4Hz, 1H, 8-H), 3.62 (d, *Jo 5 = 3.7Hz, 1H, 9H), 3.33 (m, 2H, 2-H)

BC-NMR (100 MHz, DMSOq): 8 = 171.10 165.53 (CO-5, C3-CO), 76.41 (C-9), 71.67 (C-
7), 70.51 (C-8), 64.24 (C-3), 61.32 (C-9a), 53.24 (C-6), 31.82 (C-2)

Masse:
(+ p ESI ms, H,O/MeOH + 1% AcOH): 278.8 [MH]+, 284.9 [M+Li]+

9a(R)H-(6S)-(9H-fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-5-oxo0-(7R,8S,9R)-trihydroxy-
octahydro-thiazolo[3,2-a]azepin-(3R)-carbonsiure (111)

fmoo~|l:l| 0]
C24H24N,04S [500.53]

Das ungeschiitzte Dipeptid 110 (aus 300mg Boc-7,5Bic-OLi x LiCl/0.7mmol) wurde in 2.5ml
Aceton und 2.5ml H,O gelost. Zur Losung wurden 400mg Fmoc-Succinimid (1.2mmol) und
60mg NaHCO; (0.7mmol). Die Losung wurde 3Tage bei RT geriihrt. Das Rohprodukt wurde
auf Kieselgel absorbiert. Die flashromatographische Aufreinigung (CHCl;/MeOH +
0.2%AcOH, R¢= 0.3) erbrachte 335mg der Verbindung 111 (0.67mmol, 96%).
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"H-NMR (400MHz, DMSOgs): & = 7.88 (d, *J = 7.5Hz, 2H, Fmoc-Harom ), 7.73 7.41 7.32 (je
m, 2H, Fmoc-Harom.), 7.08 (d, *Jmoent, 6 = 8.4Hz, 1H, Fmoc-NH), 5.51 (s, 1H, 9a-H), 5.50 (d,
*Js.on, s = 4Hz, 1H, 8-OH), 4.81 (d, *Js, Fmoenu = 8.3Hz, 1H, 6-H), 4.64 (dd, °J3 ».4 = 7.5Hz
3J3. 2. = 5.5Hz, 1H, 3-H), 4.2 (m, 3H, Fmoc-CH/Fmoc-CH,), 3.83 (m, 1H, 8-H), 3.72 (d, °J;.
g = 4.4Hz, 1H, 7-H), 3.48 (d, Jo. s = 3.7Hz, 1H, 9-H), 3.23 (dd, *Jos. 5 = 7.5Hz *Jrjigem =
11.8Hz, 1H, 2-H"), 3.18 (dd, *Jon, 3 = 5.5Hz *Jp.pgem. = 11.8Hz, 1H, 2-H")

BC-NMR (100MHz, DMSOg): & = 174.11 167.07 (CO-5, COOH), 155.57 (CO-Fmoc),
143.84 143.73  140.62(2C) (Fmoc-Cquar), 127.58(2C) 127.03(2C) 12532 125.25
120.03(2C) (Fmoc-CHarom,), 75.60 (C-9), 75.15 (C-7), 71.90 (C-8), 65.80 (Fmoc-CH,/C-3),
61.13 (C-9a), 54.33 (C-6), 46.54 (Fmoc-CH), 32.77 (C-2)

Masse:
(- p ESIMS, DMSO/MeOH + 10mmol/l NH4Ac) 556.2 [M-HT, 1113.5 [2M-H]
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