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Abstract

Tubulysins are natural products from myxobacteria Angiococcus disciformis An d48 and
Archangium gepyhra Ar315 with exceptional high antimitotic effect on cancer cells in picomolar
range by interfering with microtubule dynamics.!"! Structurally, they are tetrapeptides consisting of
natural Ile and three unnatural amino acids. Sandmann et al. identified the tubulysin gene cluster of 4.
disciformis An d48 and proposed a biosynthetic pathway via a polyketide synthase-nonribosomal
polypeptide synthetase (PKS/NRPS) multienzyme ‘assembly line’."”

This PhD-work makes a synthetic contribution for the investigation of the biosynthetic pathway of
tubulysin in collaboration with the group of Prof. Dr. R. Miiller (Department of Pharmaceutical
Biotechnology, Saarland University) by preparing postulated biosynthetic intermediates for feeding
experiments. First target structure was deuterated pipecolic acid, the postulated starting unit of
biosynthesis. Next, proposed peptide intermediates of NRPS/PKS-hybrid were synthesized as
deuterium labelled SNAC thioesters. A total synthesis of pretubulysin, the proposed first enzyme-free
intermediate in the pathway, was developed to compare synthetic pretubulysin with biosynthetic
material. Furthermore some derivatives of pretubulysin were synthesized for cytotoxicity assays and
SAR-studies.

Kurzfassung

Tubulysine sind Naturstoffe aus den Myxobakterien Angiococcus disciformis An d48 und
Archangium gepyhra Ar315 mit auBergewohnlich hoher antimitotischer Wirkung auf Krebszellen,

indem sie die Mikrotubulidynamiken storen.!"

Sie bestehen als Tetrapeptide aus natiirlich
vorkommendem Ile und drei unnatiirlichen Aminosduren. Sandmann et al.'! konnten den Tubulysin-
Gencluster in A. disciformis An d48 identifizieren und dadurch einen Biosyntheseweg iiber einen
Polyketidsynthase-/Nichtribosomale Peptidsynthetase-Multienzymkomplex (PKS/NRPS) vorschlagen.

Diese Doktorarbeit leistet einen synthetischen Beitrag zur Untersuchung des Biosyntheseweges
von Tubulysin D in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. R. Miiller (Institut fiir
Pharmazeutische Biotechnologie an der Universitit des Saarlandes), indem die postulierten Biosyn-
these-Intermediate flir Fiitterungsexperimente bereitgestellt wurden. Erste Zielstruktur stellte
deuterierte Pipecolinsdure als postulierte Starteinheit der Biosynthese dar. Als ndchstes wurden die
Peptidzwischenstufen des PKS/NRPS-Hybridsystems als Deuterium-markierte SNAC-Ester syntheti-
siert. Zudem wurde eine Totalsynthese fiir Pratubulysin entwickelt, dem ersten vom Multienzym-
komplex abgespaltenen Intermediat, um synthetisches Prétubulysin mit biosynthetischem Material
vergleichen zu koénnen. Daneben wurden einige Préatubulysin-Derivate fiir Cytotoxizititstests und
SAR-Studien synthetisiert.

[1] F. Sasse, H. Steinmetz, J. Heil, G. Hofle, H. Reichenbach, J. Antibiot. 2000, 53, 879-885.
[2] A. Sandmann, F. Sasse, R. Miiller, Chem. Biol. 2004, 11, 1071-1079.
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1  Einleitung

Naturstoffe treten meist als Sekundidrmetabolite von marinen Tieren, Pflanzen und
Mikroorganismen auf, wo ihre biologische Aktivitdt seit Millionen von Jahren optimiert
wurde. Sie spielen eine grof3e Rolle in der medizinischen Chemie als Wirkstoffe oder als Leit-
strukturen. Vor iiber 30 Jahren startete das Helmholtz-Zentrum fiir Infektionsforschung
(HZD)"™ in Braunschweig ein Forschungsprojekt iiber Naturstoffe aus Bakterien, in dessen
Rahmen mehr als 7000 Myxobakterienstimme auf der Suche nach biologisch aktiven
Verbindungen untersucht wurden, wobei bisher mehr als 100 Grundstrukturen mit tiber 500
Derivaten entdeckt wurden.!'! Manche dieser Verbindungen sind komplett neu und haben oft
einen interessanten und ungewo6hnlichen Wirkmechanismus, denn Myxobakterien scheinen
sich auf Wirkmechanismen spezialisiert zu haben, die extrem selten bei anderen Produzenten

auftreten.

Myxobakterien” sind faszinierende und einzigartige Mikroorganismen mit ungewdhn-
lichem Verhalten. Neben ihrer aulergewdhnlichen Fahigkeit zur Produktion von Sekundér-
metaboliten mit biologischer Aktivitit ist die Ausbildung von Fruchtkdrpern ein weiterer
interessanter Aspekt ihres Lebenscyclus, was eher eine Eigenschaft von eukaryotischen
Myxomyceten oder Pilzen als von prokaryotischen Bakterien ist. Myxobakterien sind Gram-
negative, stdbchenformige, gleitende Bodenbakterien von 4-12 um Lénge und 0.7-1.2 pym
Breite. Phylogenetisch gehoren sie zu der 5-Gruppe der Proteobakterien. Sie treten ubiquitir
auf, vor allem in semiariden, warmen Gebieten. Ihr bevorzugter Lebensraum befindet sich im
Boden, auf verrottendem Pflanzenmaterial, Dung und Baumrinde,”! vor einigen Jahren
wurden Myxobakterien aber auch im Meerwasser gefunden.”’) Durch Gleiten oder Kriechen
gelingt ihnen als schleimige Schwarmkolonie die Fortbewegung auf Oberflichen. Sie besitzen
ein aullergewdhnliches Sozialverhalten und ein hoch entwickeltes Kommunikationssystem,
das ihnen auch dazu dient, sich in Zeiten von Néhrstoffmangel zu Aggregaten zu vereinigen
und Fruchtkorper zu bilden. Diese bestehen aus 10°-10° Zellen und haben eine GréBe von 20-
1000 um, so dass sie zum Teil schon mit bloBem Auge erkennbar sind. Je nach Myxo-
bakterienart konnen die Fruchtkdrper verschiedene Farben (von gelb, orange iiber rot und
braun bis hin zu schwarz) und verschiedene Formen (z. B. Kugel- oder Palmenform) haben.
Ein Teil der vegetativen Zellen im Fruchtkorper differenziert sich zu Myxosporen, die in eine
Art Ruhezustand verfallen, so dass die Bakterien in der Lage sind, mehrere Jahre zu

tiberdauern, um unter giinstigeren Umweltbedingungen wieder auszukeimen.

[a] Frither Gesellschaft fiir Biotechnologische Forschung (GBF).
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Ein weiteres auffilliges Merkmal der Myxobakterien ist, dass ihr Genom das grofite unter
Bakterien bekannte ist (meist 9.5-10 Mbp). 2007 konnte das Genom von Sorangium
cellulosum vollstindig sequenziert werden, es hat sogar eine GroBe von 13.04 Mbp!* und ist

somit etwa dreimal so grof3 wie das von E. coli.

Die Mehrzahl der biologisch aktiven, von Myxobakterien produzierten Stoffe wirken
gegen Pilze oder Bakterien, was nicht weiter verwunderlich ist, denn in ihrem natiirlichen
Lebensraum sind sie einem stindigen Konkurrenzkampf um Nahrung ausgesetzt. Cellulose-
abbauende Myxobakterien (z. B. Sorangium) miissen sich mit Holz-zersetzenden Pilzen
messen, wihrend sich proteolytische Myxobakterien (z. B. Myxococcus) gegen andere Mikro-
organismen durchsetzen miissen, die auch verwesendes organisches Material abbauen. Unter
diesen antibakteriellen und fungiziden Substanzen (Abbildung 1.1) finden sich z.B.
Elektronentransport-Inhibitoren wie Melithiazol, Stigmatellin und Myxalamid, Inhibitoren
von Nukleinsdurepolymerasen wie Sorangicin und Ripostatin und ein Inhibitor der Acetyl-
CoA-Carboxylase von Pilzen (Soraphen A;,). Eine weitere Gruppe von Sekundirmetaboliten
(Abbildung 1.2) interagiert spezifisch mit dem Cytoskelett von eukaryotischen Zellen,
wodurch sie eine Stagnation des Zellcyclus und letztlich den programmierten Zelltod
(Apoptose) bewirken. Einige Substanzen wie Rhizopodin™ und Chondramid haben

Auswirkungen auf die Aktinfasern, andere wie Epothilon und Disorazol auf das Mikrotubuli-

Netzwerk.[>*!
QMe
< T>0 %
XN I §
S Me OMe

Melithiazol A
Hemmung des Komplex Il der Atemwegskette
durch Elektronentransport-Inhibition

Myxalamid
Hemmung der NADH-Oxidation am
Komplex | der Atemwegskette

Sorangicin A
Inhibitor der bakteriellen RNA-Polymerase

Soraphen A4,
Inhibitor der Acetyl-CoA-Carboxylase

Abbildung 1.1 Ausgewihlte Naturstoffe aus Myxobakterien und ihre Aktivitit

[a] Die Struktur musste kiirzlich zum dimeren Dilacton revidiert werden.™
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Abbildung 1.2 Ausgewihlte Naturstoffe aus Myxobakterien mit Wirkung auf das
Cytoskelett

Strukturell betrachtet haben die meisten myxobakteriellen Substanzen eine Polyketid-
oder eine Peptidstruktur, oft mit sehr ungewohnlichen Aminosduren, teilweise finden sich
auch beide Strukturelemente. Biosynthetisiert werden sie an Multienzymkomplexen,
Polyketidsynthasen (PKS) oder Nichtribosomalen Polypeptidsynthetasen (NRPS) bzw. an
einem Hybridsystem aus beiden. Hieraus resultiert eine Vielfalt an Verbindungsklassen wie
z. B. Polyether, Polyene, Makrolide, Peptide oder Peptolide.

Wihrend eines Screenings nach neuen biologisch aktiven Metaboliten von Myxobakterien
wurden zwei Stdmme, Archangium gephyra Ar 315 und Angiococcus disciformis An d48,
aufgrund ihrer hohen cytotoxischen Aktivitdt gegeniiber L-929-Mausfibroblasten identifiziert.
Hierfiir wurde eine neue Substanzfamilie, die Tubulysine (Abbildung 1.3), verantwortlich
gemacht.!”) Untersuchungen der biologischen Aktivitit von isoliertem Tubulysin A und B
ergaben, dass Tubulysine keine antimikrobielle Wirkung auf Bakterien und Hefen besitzen
und nur geringe Aktivitit gegeniiber Pilzen zeigen. Interessant ist dagegen ihre starke
cytostatische Wirkung auf Sédugerzellkulturen (ICso(Tubulysin A)= 0.2 ng/ml, 1Cs¢(Tubu-
lysin D) = 0.02 ng/ml in KB-3-1). Sie sind auch gegeniiber multiresistenten Krebszellen

[a] KB-3-1-Zelllinie: Humanes Cervix-Karzinom (DSMZ ACC 158).
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(z. B. ICso(Tubulysin D) = 0.08 ng/ml in KB-V1™) sehr wirksam. Mittels Immunfluoreszenz-
mikroskopie!™ konnte beobachtet werden, dass Tubulysine das Mikrotubuli-Netzwerk von
inkubierten Zellen stark schiadigen, da sie den Abbau der Mikrotubuli fordern und somit den

Mikrotubulizerfall induzieren.

R'I R1 R2
Tubulysin A OH CH,CH(CH3),
B OH CH,CH,CHs
C OH CH,CHs
[\ X OAc N D H CHoCH(CHa),
E H CH,CH,CHs
I/\”/ L /J/MH F H CH,CHs
o .- o S G OH CH=C(CH3),
)\ H H CHj;
07 R2 | OH CHs;

Abbildung 1.3 Tubulysine A-I'*!

Myxobakterien produzieren nur geringe Mengen an Tubulysin (4 mg/l Tubulysin A in
Ar. gephyra, 1 mg/l Tubulysin D in An. disciformis). Aufgrund ihres hohen antimitotischen
Potentials besteht jedoch grofles Interesse an einem verbesserten Zugang zu Tubulysinen.
Sandmann et al. konnten bereits den Biosynthesegencluster identifizieren, analysieren und
darauf basierend Riickschliisse auf eine mogliche Biosynthese zichen.”) Im Rahmen dieser
Arbeit sollte durch Synthese der postulierten Biosynthese-Intermediate, insbesondere des
durch ein NRPS-/PKS-Hybridsystem gebildeten Zwischenprodukts Pratubulysin (Abbildung

1.4), ein synthetischer Beitrag zur weiteren Aufklarung der Biosynthese geleistet werden.

St ;@@ym&

Pratubulysin

Abbildung 1.4  Postuliertes Biosynthese-Intermediat von Tubulysin D (Pratubulysin)

[a] KB-V1-Zelllinie: multiresistenter Klon von KB-3-1 (DSMZ ACC 149).

[b] Bei der Immunfluoreszenz- oder Antikorperfarbung wird ein bestimmtes Protein mit Hilfe eines Antikorpers
(Immunglobulin) markiert und durch einen zweiten Antikorper, der mit einem Farbstoff gekoppelt und auf
den ersten Antikorper gerichtet ist, sichtbar gemacht.
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2 Kenntnisstand

2.1 Mikrotubuli als Target fiir antimitotische Wirkstoffe'"

Ein essentieller Teil aller eukaryotischen Zellen ist das Cytoskelett, welches aus drei
verschiedenen Faserarten besteht: Mikro- oder Aktinfilamente (7-9 nm), Intermediarfilamente
(10 nm) und Mikrotubuli (24 nm). Es dient der Gestaltung der Zellform und dem Transport
von Organellen, zudem ist es bei wichtigen Zellvorgéngen wie Signaliibertragung und Mitose

von grof3er Bedeutung.

Mikrotubuli sind lange faserartige, rohrenférmige Protein-Polymere, die sich aus Hetero-
dimeren zusammensetzen und einige pm lang werden kdnnen. Diese Dimere bestehen aus den
miteinander verbundenen globuldren Proteinen o- und B-Tubulin, die jeweils einen Durch-
messer von etwa 4 nm besitzen. An jedes Tubulin bindet ein GTP-Molekiil, wobei die
Bindung des a-Tubulins an GTP irreversibel, die des B-Tubulins hingegen reversibel ist.
Zudem ist am PB-Tubulin die Hydrolyse des GTP zu GDP mdglich. Thre funktionelle Viel-
faltigkeit erlangen Mikrotubuli durch Regulatorproteine und MAPs (Mikrotubuli-assoziierte
Proteine), durch posttranslationale Modifikationen (z. B. Phosphorylierung, Glutamylierung
oder Acetylierung) und dadurch, dass je nach Zelle und Gewebe verschiedene Tubulin-Iso-
typen exprimiert werden (beim Menschen gibt es 6 Formen von a-Tubulin und 7 Formen von
B-Tubulin).

Die Polymerisation von Mikrotubuli verlduft nach einem Nukleations-Elongations-
mechanismus, wobei sich in der Nukleationsphase relativ langsam Polymerisationskerne
bilden. In der Elongationsphase lagern sich die Tubulindimere sehr schnell reversibel und
nichtkovalent an die Enden der Mikrotubuli an. Dadurch entsteht ein Hohlraum-Zylinder aus
13 Protofilamenten mit einem AuBendurchmesser von 24 nm, am sogenannten (+)-Ende
befindet sich B-Tubulin, am (-)-Ende a-Tubulin. (Abbildung 2.1)

a- and fi-tubulin Microtubule nucleus Microtubule
heterodimers

(+) end

—24 nm—
o0
00
T — —_—
o0 o0
ap
(=) end
] 8 nm

Abbildung 2.1  Polymerisation der Mikrotubuli''”’
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Mikrotubuli sind keine einfachen Gleichgewichts-Polymere, sondern weisen komplexe
Polymerisationsdynamiken auf, die durch GTP-Hydrolyse freigesetzte Energie verwenden,
sobald sich Tubulin mit gebundenem GTP an ein Mikrotubuli-Ende anlagert. Sowohl in vitro
als auch in vivo unterliegen die Mikrotubuli zwei Arten von Nichtgleichgewichtsdynamiken,
dynamische Instabilitit und Treadmilling. Bei der dynamischen Instabilitit (Abbildung 2.2a)
wechselt jedes Ende zwischen Wachstums- und Abbauphasen, jedoch verhalten sich die
beiden Enden nicht gleich. Das (+)-Ende wichst und verkiirzt sich viel schneller als das (—)-
Ende. Zudem wechseln sich lange langsame Wachstumsphasen, kurze Phasen schnellen
Abbaus und Perioden verlangsamter Dynamik bzw. Pausen, wihrend denen weder Wachstum
noch Abbau detektierbar ist, ab. Unter dem zweiten dynamischen Verhalten, dem
Treadmilling (Abbildung 2.2b), wird das Nettowachstum am (+)-Ende und dem im gleichen
Male erfolgenden Abbau am anderen Ende verstanden, wobei die Tubulin-Untereinheiten
vom (—)- zum (+)-Ende der Mikrotubuli flieBen. Diese Dynamik wird durch Unterschiede in
den kritischen Konzentrationen® der Untereinheiten am anderen Mikrotubuli-Ende hervor-
gerufen. Beide Verhalten sind kompatibel, so dass Mikrotubuli-Populationen die eine oder die
andere Dynamik zeigen konnen oder auch beide. Zwar ist noch nicht vollstindig verstanden,
wann Populationen sich nach der einen oder der anderen Dynamik verhalten, wahrscheinlich
ist dies aber von der Tubulin-Isotypen-Zusammensetzung, dem Grad der posttranslationalen
Modifikation und der Wirkung der Regulatorproteine abhéangig.

" o % o Microtubule
{+) end - nuckeus -} end

Time (s)
5 8

3

3

(+)end {-) end

Time {arbitrary units)

Abbildung 2.2 a) Dynamische Instabilitit, b) Treadmilling™"

[a] Unter der kritischen Konzentration der Untereinheiten werden die Konzentrationen an freien Tubulin-
Untereinheiten verstanden, die im Gleichgewicht mit den Mikrotubuli-Enden stehen.
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Mikrotubuli sind durch ihre besondere Dynamik duflerst wichtig und entscheidend fiir eine

erfolgreiche Mitose. Wéhrend der Interphase findet nur ein langsamer Austausch mit freiem

Tubulin statt. Wéahrend der Mitose wird das Mikrotubuli-Netzwerk der Interphase durch eine

neue Mikrotubuli-Population ersetzt, die viel dynamischer ist. Die hochdynamischen Mikro-

tubuli in den Spindeln werden in allen Phasen der Mitose bendtigt. (Abbildung 2.3)

Prophase

Prometaphase

Metaphase

Anaphase

Telophase

Wihrend zu Beginn der Mitose im Zellkern die Chromosomenkonden-
sation ablduft, bildet sich im Cytoplasma die Mitosespindel, indem sich
Mikrotubuli sternenférmig um die Centrosomen anordnen. Die Mikro-
tubuli bleiben iiber ihr (—)-Ende mit dem Centrosom assoziert und
wachsen am (+)-Ende. Indem sich die Centrosomen moglichst weit

voneinander weg bewegen, entsteht die bipolare Mitosespindel.

Nachdem sich die Kernhiille aufgelost hat, miissen die Mikrotubuli den
Spindelapparat mit den Kinetochoren am Centromer der Chromosomen
verbinden. Hierzu wachsen die dynamischen Mikrotubuli auf der Suche
nach den Chromosomen 5-10 pm durch das Cytoplasma, verkiirzen sich
und wachsen wieder in eine andere Richtung, bis sie auf ein Kinetochor
treffen. (Abb. 2.3a)

Die Mikrotubuli-Spindelfasern richten die Chromosomen von beiden
Polen aus in der Aquatorplatte aus. (Abb. 2.3b)

Die beiden Chromatiden eines Chromosoms teilen sich, durch Verkiirzen
der Kinetochorfasern wandern die Chromatiden zu den Polen. Gleich-
zeitig mit der Depolymerisation der Kinetochorfasern wachsen die
Spindel-Mikrotubuli zwischen den Polen, so dass sich der Abstand
zwischen den Polen vergroBert. (Abb. 2.3¢)

Sobald die Chromatiden die Spindelpole erreicht haben, werden eine
neue Zellwand und die neuen Kerne mit Kernhiille und Nukleolus
gebildet und der Spindelapparat aufgeldst. (Abb. 2.3d)
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Abbildung 2.3 Humane Osteosarkoma-Zelle in unterschiedlichen Stadien des Zellcyclus:
a) Prometaphase, b) Frilhe Metaphase, c¢) Anaphase, d) Telophase
(Mikrotubuli in rot, Chromosomen in blau und Kinetochore in griin)!'"’

Antimitotische Verbindungen, die an Tubulin binden, greifen in die Polymerisations-
dynamiken der Spindelmikrotubuli ein und verhindern somit, dass der Spindelapparat
ordentlich funktioniert. Die Wirkstoffe koénnen in zwei Gruppen unterteilt werden.
Mikrotubuli-destabilisierende Stoffe inhibieren bei hoher Substratkonzentration die Mikro-
tubuli-Polymerisation. Zu ihnen gehdren beispielsweise die Vinca-Alkaloide (Vinblastin,
Vinchristin, Vinorelbin, etc.), Colchicin, Rhizoxin, Phomopsin (Abbildung 2.4), Tubulysin
und Disorazol (Abbildung 1.2 und Abbildung 1.3). Dahingegen stabilisieren Stoffe der
zweiten Gruppe die Mikrotubuli und stimulieren bei hoher Konzentration die Polymerisation
der Mikrotubuli. Die Gruppe umfasst Wirkstoffe wie z. B. Paclitaxel (Taxol®), Docetaxel
(Taxotere®), Epothilon (Abbildung 1.2), Discodermolid und Laulimalid (Abbildung 2.4).

Die Wirkung dieser Naturstoffe resultiert jedoch weniger aus der tatséchlichen Zerstérung
der Mikrotubuli bzw. deren iiberméfBiger Polymerisation, sondern vielmehr aus einer
»Kinetischen Stabilisierung” der Dynamik der Spindel-Mikrotubuli, was zu einer
verlangsamten oder verhinderten Mitose im Meta-/Anaphase-Stadium und schlielich zur
Apoptose fithrt. Dies zeigt sich daran, dass sowohl die stabilisierenden wie auch die
destabilisierenden Wirkstoffe ihre antimitotische Wirkung bereits in Konzentrationen

entfalten, in denen die Nettomasse der Mikrotubuli nicht beeinflusst wird.
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Mikrotubuli-destabilisierende Wirkstoffe

Colchicin

o COCH

Y 5 -
N HN N ;
o % o=/ )
Rhizoxin " f
\

NH
O%r’“@
-~

°/
Phomopsin A (R = Cl)
OMe R OH Phomopsin B (R = H)

COOH

Mikrotubuli-stabilisierende Wirkstoffe

Paclitaxel R'=Bz R?>=Ac
Docetaxel R'= Boc, RZ=H

Laulimalid

Abbildung 2.4  Mikrotubuli-destabilisierende und -stabilisierende Wirkstoftfe

Vinblastin, das schon seit 40 Jahren in der klinischen Anwendung ist, bindet an eine
Region der P-Untereinheit der Tubulin-Dimere, die Vinca-Domédne genannt wird. Die
Bindung von Vinblastin an Tubulin in Losung ist schnell und reversibel, an die Mikrotubuli
bindet Vinblastin mit hoher Affinitit an das (+)-Ende. (Abb. 2.5a) 1-2 Molekiile pro Mikro-
tubulus reichen aus, um beide Dynamiken um etwa 50 % zu reduzieren, ohne nennenswerte
Depolymerisation zu verursachen. Die extrem verlangsamte Dynamik verhindert eine normale
Bildung der Mitosespindel und reduziert die Spannung an den Kinetochoren der Chromo-
somen. Die Mitose wird in einem Metaphase-artigen Zustand unterbrochen, in dem die
Chromosomen oft an den Spindelpolen kleben, unfihig sich an der Aquatorialplatte zu
versammeln. Da kein Zellcyclus-Signal abgegeben wird, um von der Metaphase in die

Anaphase fortzuschreiten, sterben die Zellen schlieBlich durch Apoptose.
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Die Taxane binden weniger gut an geldstes als an Mikrotubuli-gebundenes Tubulin. Die
Bindungsstelle fiir Paclitaxel befindet sich an der B-Untereinheit, auf der inneren Oberfléche
der Mikrotubuli (Abb. 2.5¢). Die Taxan-Bindungsstelle konnte durch eine Elektronenkristall-
struktur genau lokalisiert werden.!'"! Eine geringe Anzahl an Paclitaxel-Molekiilen pro Mikro-
tubulus reicht aus, die Mikrotubuli-Dynamik durch ,.kinetische Stabilisierung® zu stéren und

so, wie auch die Vinca-Alkaloide, zur Apoptose zu fiihren.

Im Unterschied zu den obigen Mechanismen bindet Colchicin zunichst an Tubulin in
Losung, induziert eine langsame Konformationsdnderung im Tubulin und bildet schlieBlich
einen kaum reversiblen Tubulin-Colchicin-Komplex. Dieser wird in die Mikrotubuli einge-
baut, wodurch die Enden zwar langsam weiterwachsen kdnnen, aber die Dynamik auch hier
unterdriickt ist. (Abb. 2.5b)

a b c
Vinblastine

(+) end

45— Tubulin— h
colchicing |
complex

(Hend

Abbildung 2.5  Bindestellen von Vinblastin, Colchicin und Paclitaxel'"
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2.2 Untersuchungen zum Wirkmechanismus und zur
biologischen Evaluierung von Tubulysin A

Wie bereits von Sasse et al. gezeigt,!”

wirken Tubulysine stark cytotoxisch auf Krebs-
zellen. Thre Wirkung im picomolaren Bereich (ICso-Werte von Tubulysin A-I liegen zwischen
0.68 und 0.011 ng/ml in L-929 Zellen)"® ist um einige GroBenordnungen hoher, als die der
bekannten und zum Teil auf dem Markt befindlichen Naturstoffe mit Wirkung auf die
Mikrotubuli (Abbildung 2.6). Aufgrund ihrer auBlergewohnlich hohen Aktivitdt konnten sie

zur Entwicklung von Antikrebsmedikamenten dienen.

100

T E ® Taxol
D ]
A=) -
g 10 ® Epothilon A ® Vinblastin
o 3
- -

c 7] .
Q B ® Epothilon B

17
© 13
o 3

9] -
5% - ® Tubulysin A

S 0.1 o Dolastatin 10
© = -
= 3
é i ® Tubulysin D
£

o 0.01 E
= 4 e Disorazol A

3 -
Q

0.001

aus Myxobakterien  andere Quellen

Abbildung 2.6 Vergleich der ICsp-Werte in L-929 Mausfibroblasten der Tubulysine A und
D mit verschiedenen anderen mit Tubulin interagierenden Verbin-
dungen!™1213.25]

Khalil et al. untersuchten den Wirkmechanismus von Tubulysin A genauer, indem sie die
Effekte der Tubulysine auf lebende Zellen und isoliertes Tubulin analysierten, die Induktion
von Apoptose nachwiesen und sich mit der Interaktion von Tubulysin und Tubulin

befassten.!'¥

Zellkulturanalysen zeigten nach Inkubation von kultivierten PtK2-Zellen® mit
Tubulysin A eine Auflésung der Mikrotubuli, auch wenn die Zellen zuvor mit Mikrotubuli-
stabilisierenden Substanzen wie Epothilon B oder Paclitaxel behandelt worden waren. Das
Mikrotubuli-Netzwerk erholte sich nicht, wenn das Kulturmedium nach 24 h durch frisches

Medium ohne Inhibitor ersetzt wurde.

[a] PtK2-Zelllinie: Zellen aus den Nieren einer ménnlichen australischen Beutelratte (Potorous tridactylis).
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Untersuchungen an [-929-Fibroblasten zeigten, dass die Zellen nach Inkubation mit
Tubulysin A (48 h) in der Go/M-Phase des Zellcyclus akkumulierten (76 %), wéahrend sich die
meisten der unbehandelten Kontrollzellen in der G;-Phase (57 %) und nur 10 % in G,/M-
Phase befanden.

Die Polymerisation von isoliertem Tubulin wurde nach Zugabe von Tubulysin A
elektronenmikroskopisch untersucht. In Anwesenheit von MAPs, GTP und Mg
(Bedingungen, die eine Mikrotubuli-Polymerisation fordern) bildeten sich bereits in sub-
stochiometrischer Konzentration an Tubulysin A oligomere Strukturen wie Ringe,
Doppelringe und Schaufelrdder. Ohne MAP konnten nur amorphe Aggregate, einige Ringe
und Ringfragmente beobachtet werden.

Bindungsexperimente zeigten, dass Tubulysin A die Bindung von Vinblastin an Tubulin
stark nichtkompetitiv hemmt, die Bindung von Colchicin jedoch nur teilweise hindert.
Ahnlich verhalten sich auch andere peptidische Antimitotika (Dolastatin 10, Phomopsin A,
Hemiasterlin), kompetitive Bindungsmuster mit Vinblastin weisen hingegen Macrolid-
Antimitotika (Maytansin, Rhizoxin, Disorazol) auf. Daher wurde vorgeschlagen, dass es zwei
Bindungsstellen im Bereich der Vinca-Domédne des P-Tubulins gibt, die nahe beieinander
liegen: eine Vinca-Stelle (Bindung der Vinca-Alkaloide, Maytansin und Rhizoxin) und eine
Peptidstelle (Dolastatin 10 und Phomopsin A).'"™) Die Ergebnisse dieser Studie lassen
annehmen, dass Tubulysin wie auch Phomopsin, Hemiasterlin und Dolastatin an der Peptid-
stelle der Vinca-Domine bindet.

Typische Anzeichen fiir Apoptose sind DNA-Fragmentierung, Chromatin-Kondensation,
Abschniiren von Membranvesikeln (blebbing), sowie Schrumpfen der Zellen. Haupverant-
wortlich fiir die Zellabldufe wihrend der Apoptose sind Caspasen', welche innerhalb der
Zellen in inaktiver Proform (Zymogene) existieren. Bei Induktion von Apoptose werden die
Zymogene in aktive Enzyme gespalten, welche dann DNA-Reparaturenzyme inhibieren,
DNAsen aktivieren und Strukturproteine des Nukleus abbauen, woraus eine Fragmentierung
der DNA in nukleosomale Einheiten erfolgt.'®'”) Khalil er al. untersuchten daher die
Aktivitit der Caspase-3 und die DNA-Fragmentierung. Sie stellten eine erhohte Caspase-3-
Aktivitit in KB-3-1-Zellen 24 bzw. 48 h nach Zugabe von Tubulysin A fest. Die DNA aus U-
937-Zellen'™, die fiir 24 h mit Tubulysin A inkubiert waren, wurde isoliert und in einem
Agarosegel aufgetrennt, wobei ein typisches Leitermuster (apoptotische Leiter) erhalten

wurde.

[a] Caspasen sind Cystein-Proteasen, die Proteine C-terminal von Aspartat spalten.

[b] U-937-Zelllinie: Humanes histiocytisches Lymphom.

[c] Durch Endonukleasen wird die genomische DNA in Bruchstiicke zerlegt, die eine Lange von 180 bp oder
ein Vielfaches davon haben (nukleosomale Einheiten).
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Am amerikanischen National Cancer Institute (NCI) wurden in Kooperation mit
Morphochem AG und Morphochem Inc. Studien zur biologischen Evaluierung von

Tubulysin A betrieben.!'®!

Das Profil von Tubulysin A wurde in einem 60-Krebszelllinien-Panel" vom NCI erstellt.
Tubulysin A erwies sich als sehr wirksam, so dass die Minimum-Testkonzentration nicht
immer niedrig genug war, um den Glso-Wert zu bestimmen (geschétzt <12 nM). Daher wurde
Tubulysin A in wenigen Zelllinien (HL-60, HCT-116, HCT-15)" nochmals getestet und mit
anderen Antimikrotubuli-Wirkstoffen (Paclitaxel, Vinblastin) verglichen, wobei Tubulysin A
in allen drei Zelllinien eine hohere Aktivitét als die Referenzsubstanzen zeigte. HCT-15 und
HCT-116 wurden gewihlt, da HCT-15 eine hohe Expression von P-gp (P-Glycoprotein)
verglichen mit HCT-116 hat. P-gp ist eine zellulire Transmembranpumpe, die durch einen
ATP-abhédngigen Transport Wirkstoffe aus den Zellen schleust (Effluxpumpe), dadurch die
Wirkstoffanreicherung in den Zellen verringert und somit eine typische multidrug resistance
(MDR) hervorruft.*”! Desweiteren entstehen Multiresistenzen z. B. durch Uberexpression von
Proteinen, die eine groBe Rolle bei der Apoptose spielen (Bel-2, ™ Bel-xL, Survivin!®),1?!2
sowie durch posttranslationale Modifikationen und Expression von verschiedenen Tubulin-
Isotypen. Bei Tubulysin A ist der Aktivitdtsunterschied in diesen beiden Zelllinien relativ
gering (Faktor 15, Glso=0.007 nM in HCT-116, Glso =0.1 nM in HCT-15), bei Paclitaxel
und Vinblastin, die bekanntermaflen Substrate fiir P-gp sind, ist der Aktivitdtsabfall bedeutend
groBer (Paclitaxel: Faktor 2000, Vinblastin: Faktor 200). Daher scheint Tubulysin A kein
Substrat fiir P-gp zu sein.

Bei einer Krebsbehandlung ist es nicht ausgeschlossen, dass Kombinationen von
verschiedenen Medikamenten verabreicht werden, welche sich moglichst nicht negativ
beeinflussen sollten. CYPs (Cytochrom P450-Enzyme)™ stellen eine Superfamilie von
Isoformen dar, die eine wichtige Rolle im oxidativen Metabolismus von Wirkstoffen spielen.
Bei gleichzeitiger Anwendung von CYP-Inhibitoren und Arzneistoffen, die iiber dieses
Enzymsystem abgebaut werden und somit um die gleiche Bindungsstelle am Enzym
konkurrieren, kann deren Abbau verlangsamt und damit Wirkung und Nebenwirkungen
verstarkt werden. Um solche unerwiinschten Arzneimittelwechselwirkungen zu vermeiden, ist
es wiinschenswert, einen neuen Wirkstoffkandidaten zu entwickeln, der kein starker CYP-
Inhibitor ist. Die Hemmwirkung von Tubulysin A wurde von Kaur ef al. gegeniiber drei
bedeutenden CYPs getestet (CYP1A2, CYP3A4 und CYP2D6). Die Ergebnisse zeigten, dass

Tubulysin A, wie auch Paclitaxel und Vinblastin, ein geringes Potential zur Hemmung dieser

[a] HL-60: Humane akute myeloische Leukdmie, HCT-116: Humanes Kolon-Karzinom, HCT-15: Humanes
Kolon-Adenokarzinom

[b] Bcl-2-Proteine (B cell ymphoma 2) stellen eine Proteinfamilie dar, die bei der Regulation der Apoptose eine
Rolle spielt. Einige Mitglieder der Familie fordern Apoptose, wihrend andere sie verhindern. Bel-2 und Bel-
xL gehoren zu den anti-apoptotischen Bcl-2-Proteinen.

[c] Survivin ist ein Apoptose-hemmendes Protein, das zur IAP-Familie (inhibitor of apoptosis protein) gehort.
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CYPs aufweist. Sie deuten somit auch an, dass diese Verbindungsklasse den Metabolismus
anderer Wirkstoffe nicht verdndern sollte, wenn sie in Kombination bei einer Krebsbehand-

lung angewendet werden.

Damit ein Tumor sich ausreichend mit Nihrstoffen und Sauerstoff versorgen kann,
benotigt er ein stindig mitwachsendes Netz an Blutgefdlen (Tumor-induzierte Angiogenese).
Antiangiogenetische Therapieansitze zielen darauf ab, die GefaB3versorgung und damit die
Durchblutung eines Tumors zu reduzieren oder zu blockieren. Tubulin-bindende Wirkstofte
wie Paclitaxel, 2ME2® und CA4 Prodrug® ™ haben bereits exzellente antiangiogenetische
Eigenschaften gezeigt’®” und befinden sich derzeit in klinischen Studien. In vitro konnten
Kaur ef al. auch fiir Tubulysin A hohe antiangiogenetische Aktivitit in HUVEC-Zellen'
zeigen, Tubulysin A erwies sich sogar als weitaus wirksamer als die Positivkontrollen (TNP-
4701 und Paclitaxel). Moglicherweise eignet sich Tubulysin also auch als antiangiogene-

tischer Wirkstoff, was in priklinischen Modellen evaluiert werden muss.

Kaur et al. fiilhrten einen ersten in vivo-Test mit Tubulysin A durch. Sie verwendeten 12
verschiedene humane Krebszelllinien in einem Hohlfaser-Assay (HFA, hollow fibre assay) an
Maiusen. Das HFA-System ist eine schnelle Methode, um Antitumor-Wirkstoffe zu testen, da
nur etwa 7-10 Tage bendtigt werden. Die Krebszellen werden in inerte Polyvinylidenfluorid-
Hohlfasern (ca. 1 mm Innendurchmesser) eingebracht, die fiir Substanzen bis zu einem
Molekulargewicht von 500 000 durchlissig sind. Diese Fasern werden den Mausen intraperi-
toneal und subkutan implantiert und wieder entnommen, nachdem die Mause 4-5 Tage mit
der Testverbindung behandelt worden sind. Der Effekt der Testverbindung auf die Zellen in
den Hohlfasern wird anschlieBend in vitro durch kolorimetrische Assays (z. B. MTT)
untersucht. Tubulysin A inhibierte das Zellwachstum bei 33 % der getesteten Proben und fallt
damit unter die Top-5 % von 3290 Verbindungen, die in dhnlicher Weise am NCI getestet

wurden.

Die in vitro- und in vivo-Daten von Khalil ef al. und Kaur et al. deuten an, dass Tubulysin
A eine wirksame, antiproliferative Verbindung mit in vivo-Aktivitit und moglichen antiangio-

genetischen Eigenschaften ist, deren weitere préklinische Entwicklung lohnenswert ist.

[a] 2ME2: 2-Methoxyestradiol.

[b] CA4 Prodrug®: Combrestatin A-4-phosphat.

[c] HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cell): Humane, vendse Nabelschnurendothelzellen.
[d] TNP-470: O-(Chloracetylcarbamoyl)-fumagillol.
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2.3  Struktur der Tubulysine

Die Struktur der Tubulysine (Abbildung 2.7) wurde zundchst aus der Elementar-
zusammensetzung und aus 2D-NMR-Spektren hergeleitet. Die absolute Konfiguration konnte
durch saure Hydrolyse, Abbau und GC-Vergleich der Bruchstiicke mit synthetisierten Bau-
steinen bestimmt werden.*™ Letzte Zweifel beziiglich der Konfiguration an Position C* und
C" wurden durch eine Réntgenstruktur von Tubulysin A (Abbildung 2.8) ausgeraumt.”®! Die
Tubulysine sind lineare Tetrapeptide, jedoch ist Isoleucin die einzige natiirlich vorkommende
Aminosdure. Weitere Aminosduren sind N-Methylpipecolinsdure (Mep), sowie die unnatiir-
lichen, zuvor unbekannten Aminosduren Tubuvalin (Tuv) und Tubutyrosin (Tut) bzw. Tubu-
phenylalanin (Tup). Tut findet sich in Tubulysin A-C, G und I, Tup hingegen in Tubulysin D-
F und H. Tubuvalin ist eine komplexe, ein Thiazol beinhaltende Aminosdure und besitzt
ebenso wie die y-Aminosduren Tubutyrosin und Tubuphenylalanin zwei Stereozentren. An
der N'*-Position im Tubuvalinpart befindet sich die groBte Besonderheit der Tubulysine, ein
gegeniiber Sduren und Basen labiles N, O-Acetal. In der Natur wurden solche N, O-Acetale erst
zweimal gefunden, als Methylether in 5-Brompyrrol-2-(N-methoxymethyl)-carboxamid,
welches aus dem Schwamm Agelas nakamurai isoliert wurde,*® und als O-Glykosid in
Macrozamin und Cycasin, die toxische Bestandteile von gewissen Palmgewichsen sind.*’! Im
Gegensatz zur Hydroxy-Gruppe im Tubuvalin, die in den Tubulysinen A-I immer acetyliert
ist, ist das N,O-Acetal mit verschiedenen kurzkettigen Saduren verestert (von Essigsdure bis zu
3-Methylbuttersdure). Steinmetz et al. stellten fest, dass Fiitterung mit spezifischen Fettsduren
keinen signifikanten Einfluss auf das Acylgruppenmuster hat, was darauf hindeutet, dass die
Acylgruppen aus einem Pool von Fettsdure-CoA-Estern stammen, die durch Aminosdure-

Abbau entstanden sind.

Mep lle Tuv Tut/Tup
R’ R R?

Tubulysin A OH CH,CH(CH3),
B OH CH,CH,CH3
C OH CH,CH3
D H CH,CH(CH3),
E H CH,CH,CH3
F H CH,CH3
G OH CH=C(CH3)»
H H CH3
I OH CHs

Abbildung 2.7 Struktur von Tubulysin A-I

Auf den ersten Blick scheint eine Totalsynthese der Tubulysine eine einfache Aufgabe zu
sein, sie stellt jedoch eine unerwartet hohe Herausforderung dar. Nicht ohne Grund wurde erst
2006 von Peltier et al. die erste und bis heute auch die einzige Totalsynthese von Tubulysin D
verdffentlicht.”” Ein Hindernis stellt das N,O-Acetal dar, das aufgrund seiner Labilitidt mit

den meisten Schutzgruppenstrategien nicht kompatibel ist. Des Weiteren wird eine Synthese
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durch die Anhdufung mehrerer Gruppen mit hohem sterischem Anspruch im Zentrum der
Struktur erschwert. In Abbildung 2.8 ist diese hohe Raumausfiillung im Bereich von Ile und
Val, sowie dem Acylrest des N,O-Acetals gut zu erkennen. Zudem sind 2-Alkylthiazole C-H-

acide Verbindungen, die durch Basen am a-C-Atom der Alkylgruppe relativ leicht
[29]

deprotoniert werden konnen.”” Es ist daher moglich, dass das Stereozentrum an C'

konfigurativ nicht stabil ist.

Abbildung 2.8  Réntgenstruktur von Tubulysin A (ORTEP Plot, H-Atome sind zugefiigt)'™

Interessanterweise dhneln die Tubulysine in struktureller und biosynthetischer Hinsicht
dem Dolastatin 10, das von Pettit et al. aus einer marinen Schnecke, dem Seehasen Dolabella

3% Beide Substanzen sind ungewdhnliche Peptide von

auricularia, isoliert worden ist.
dhnlicher GroBe und Zusammensetzung (Abbildung 2.9), beide inhibieren die Tubulin-
Polymerisation. Biosynthetisch scheinen sie von NRPS-PKS-Hybrid-Systemen aufgebaut zu
werden, die in beiden Fillen Valin, Isoleucin, Cystein, Phenylalanin, Acetat und Propionat
verwenden, wenn auch in unterschiedlicher Reihenfolge. Zudem ist Cystein in beiden
Verbindungen zum Thiazol cylisiert und oxidiert, und jeweils die erste und die dritte
Aminosdure sind N-methyliert. All diese Gemeinsamkeiten weisen auf gemeinsame
Vorfahren der Biosynthesegene von Dolastatin 10 und Tubulysin hin, welche unabhéngig
voneinander zur Synthese zweier verschiedener Substanzen mit Affinitdt zu Tubulin optimiert
wurden. Diese These der gemeinsamen Gen-Vorfahren erscheint umso wahrscheinlicher,
seitdem die Gruppe von Moore entdeckt hat, dass Dolastatin 10 eigentlich von marinen
Cyanobakterien (Symploca sp. VP642) produziert wird.®"! Aufgrund der strukturellen
Ahnlichkeiten kann davon ausgegangen werden, dass beide Verbindungen die gleiche
Bindungsstelle am Tubulin besetzen, so dass die Teile der Strukturen, die sich unterscheiden,
offen fiir Modifikationen sind, im Tubulysin also der C-Terminus und die Seitenkette am

N,O-Acetal.
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OMe O
MeO

Dolastatin 10

Abbildung 2.9  Vergleich der Strukturen von Tubulysin D und Dolastatin 10

2.4  Synthese von Tubulysin-Derivaten

2.4.1 Synthese der unnatiirlichen Aminosiuren Tuv und Tup nach
Friestad

In Tubulysin D finden sich zwei ungewohnliche Aminoséuren, Tubuvalin und Tubu-
phenylalanin, die bisher nur in der Tubulysin-Familie entdeckt worden sind. Beide sind o,y-
substituierte y-Aminosduren, wobei Tubuphenylalanin eine a-Methyl-y-aminosdure A ist und
Tubuvalin als a-Hydroxy-y-aminosdure B mit als Thiazol maskierter Sdurefunktion aufgefasst
werden kann (Abbildung 2.10).

Friestad et al.*® wollten eine neue, generelle und vielseitige Methode zur Synthese von y-
Aminoséuren etablieren, bei welcher der chirale Aminrest {iber eine C-C-Bindungskniipfung
eingefiihrt wird. Um eine moglichst vielseitige Reaktion zu entwickeln, sollten die y-Amino-
sduren tiber die Cp-C,- und tiber die C,-Cs-Bindung je nach Verfiigbarkeit und Reaktivitét der
Vorstufen aufgebaut werden konnen (Abbildung 2.10).

Cp—C,~Knipfung

| . C-CsKniipfung ’i/c'ian
5 "COOH SGN Y& COOH

Abbildung 2.10  Synthese von y-Aminoséuren tiber Cp-C,- und C,-Cs-Bindungskniipfung

Zur Generierung von chiralen Aminen iiber asymmetrische C-C-Bindungskniipfung
wurde von Friestad et al. bereits eine stereoselektive intermolekulare Addition von Alkyl-
radikalen an C=N-Bindungen von chiralen N-Acylhydrazonen entwickelt.”* Durch Photolyse
der Mn-Mn-Bindung von Mn,(CO); entsteht -Mn(CO)s, welches Alkylradikale aus Alkyl-
halogeniden R-X generieren kann und die Kniipfung von N-Acylhydrazonen mit priméren
Iodiden sogar dann erlaubt, wenn eine zusdtzliche Halogenfunktion im Molekiil vorhanden ist
(Schema 2.1).
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(CO)sMn-Mn(CO)s — 2> ‘Mn(CO)s
R2X + 'Mn(CO)s —> R? + X-Mn(CO)s o NN OQ(S
N

3:; Mn(CO)1o, hv

0 N
ﬁ"o L N HN Bn
R £ InCl3, CH,CI
I E & 2 2/\/'\/\/\
lN/N\:) _— HN N\) /\) Bn ] Cl
R1) Bn R1/kR2 Bn 66 %, dr 95:5
Schema 2.1 Stereoselektive Mn-vermittelte Kniipfung von funktionalisierten Iodiden

und Hydrazonen

Zur Synthese der Tubuvalin-Vorstufe B wurde zundchst das N-Acylhydrazon E durch
Kondensation des Aldehyds C mit (S)-N-Amino-oxazolidinon (S)-D hergestellt (Schema 2.2).
Dieses wurde in die oben beschriebene Mn-Radikalreaktion (Schema 2.1) eingesetzt und
ergab mit Isopropyliodid das gewiinschte Addukt F in sehr hoher Diastereoselektivitit. Die
Tubuphenylalanin-Vorstufe I konnte durch Umsetzung von (R)-N-Acylhydrazon G mit lodid
H in der Mn-Reaktion in miBiger Ausbeute, jedoch mit hoher Diastereoselektivitit erhalten
werden (Schema 2.2). Um die entstandenen Hydrazine in die entsprechenden Amine zu
tiberfiihren, wurden F und I am NH mit Trifluoressigsdureanhydrid TFA-geschiitzt und die
dadurch aktivierte N-N-Bindung mit Sml, reduktiv gespalten. Die Konfiguration der
erhaltenen Stereozentren konnte durch Uberﬁihrung der Produkte in Boc-Phenylglycinamid-

Derivate iiber eine 'H-NMR-Methode von Riguera®*! iiberpriift werden.
. Bn
Tubuvalin /_\
o N PR
QBn oP OBn
o~ OTBDMS 4\ __J__omsoms

p-TsOH NZ
4 A MS, CH,Cl, jl)/

0,
c 99 % E
)\ Ph
I \
Mn(CO)1o, hv /“\ OBn
—_— OTBDMS

InCls, CH,Cl, Y N

F 77 %, dr >98:2

Tubuphenylalanin
Ph Ph

Ji/\/OTBDMS
an CO 10 hv
OQ(N .Bn* OTBDMS ————— > Q(b .Bn
o)

InCI3 CH20|2

G H | 56 %, dr >98:2

Schema 2.2 Synthese von Tubuvalin und Tubuphenylalanin nach Friestad
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2.4.2 Synthese von N'*-Desacetoxytubulysin H nach Wipf

Wipf et al. planten eine Bibliothek von Tubulysin-Analoga mit verbesserten physiko-
chemischen Eigenschaften, die sie auf Tubuvalin-Derivaten aufbauen wollten. Diese sollten
sich durch unterschiedliche Heterocyclen (neben Thiazol auch Thiazolin, Oxazol und
Oxazolin) auszeichnen.”! Gemeinsame Vorstufe fiir Oxazolin-, Thiazolin-, Oxazol- und
Thiazol-Derivate von Tubuvalin stellt die a-Hydroxy-y-aminosdure C dar, welche durch

6]

Davis-Oxidation™® von y-Aminosiure B zuginglich sein sollte (Schema 2.3).

rac-BINAP (11 mol%)

1) TEMPO, NaOClI tBuONa (5.5 mol%)
OH NaHCOg3, NaBr CuCl (5.5 mol%)
ZN = ZN ~ ~COOMe ~ ZN COOMe

H 2) PhsP=CHCOOMe N PMHS (4.0 Aq.) H
Z-Valinol 64 % A Toluol, RT, 3d B
80 %
1) NaHMDS
N%
Phso2 OR 1) LIOHH,0 OTBD|_P|S
> —_— N.__COOMe
THF, -78 °C, 60 min COOMe  2) serome g
66 % DEPBT, NEt; 0 i
- 62 % OH
TBDPSCI, Im C.R=H E
DMF, 60 °C |:
92 % D, R = TBDPS
DAST, -78 °C OTBDPS BrCCls, DBU OTBDPS
- N_ _COOMe — > COOMe
2% 2N 7Y CH,Cl, 0
H o o~ 78 %
H,S, MeOH/NEt; (10:1)
67 %
OTBDPS DAST, -78 °C OTBDPS
_—
N
N N\/COOMe 96 % N _ YCOOMe
H H S—7¢
o]
H \SH ! \
BrCCls, DBU OTBDPS
CHJ,CI,, 0 °C COOMe
J S
Schema 2.3 Synthese von Oxazolin-, Thiazolin-, Oxazol- und Thiazol-Tubuvalin-
Derivaten

Der a,B-ungesittigte Ester A wurde durch Wittig-Homologisierung des entsprechenden
Aldehyds synthetisiert (Schema 2.3). Im nidchsten Schritt musste die Doppelbindung reduziert
werden, was sich aber aufgrund der Schutzgruppenwahl als nicht gerade einfach gestaltete, da
bei Hydrierungen auch die Z-Schutzgruppe gespalten werden kann und die freie Amin-
funktion eine starke Tendenz zur y-Lactambildung zeigt. Doch durch Verwendung einer von

[37]

Buchwald ef al. entwickelten Kupfer-katalysierten Reduktion gelang eine selektive
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Reduktion des o,B-ungesittigten Esters zu B ohne Z-Entschiitzung. Da hier kein stereo-
selektives, sondern ein chemoselektives Problem vorlag, konnte rac-BINAP anstelle eines
chiralen Liganden verwendet werden. Die (x-Hydroxylierung von B gelang mit NaHMDS in
THF bei -78 °C und dem achiralen Davis-Reagenz™, das a-Hydroxy-Derivat C wurde in
66 % Ausbeute als einziges Diastereomer gebildet. Bei Verwendung anderer Basen wie
KHMDS, LHMDS und LDA entstand C in geringeren Ausbeuten (37-50 %), wie auch bei der
a-Hydroxylierung von Boc- bzw. TFA-geschiitzten y-Aminosduren. Nach TBDPS-Schiitzung
des Alkohols zu D und Verseifung des Esters wurde mit (L)-Serin-methylester zum Dipeptid
E gekniipft. Cyclodehydratisierung mit DAST lieferte das Oxazolin F in 72 % Ausbeute,
welches mit BrCCl; und DBU zum Oxazol G oxidiert werden konnte. Die schwefelhaltigen
Analoga wurden dadurch zugénglich, dass F einer geséttigten H,S-Losung ausgesetzt wurde.
Das dabei durch Thiolyse entstandene Dipeptid H konnte nun ebenfalls durch Cyclisierung
mit DAST in das Thiazolin I und durch weitere Oxidation in das Thiazol J iiberfiihrt werden.

Tubuvalin konnte auch auf einem direkteren Weg erhalten werden. Dazu wurden C bzw.
D in das jeweilige Amid K iiberfiihrt, nach Acetylierung des freien Alkohols von Ka zu Kb
konnten durch Umsetzung mit dem Belleau-Reagenz!™ die Thioamide La und Lb generiert

werden. Uber ein modifiziertes Hantzsches Protokoll waren die Thiazole Ma und Mb

zuginglich (Schema 2.4).
—_—
ZN COOMe ZN CONH,
H H
—_— - . 0,
C,R=H Ac,0 Ka,R=H;77 %
D.R=TBDPS Pyridin |y, kp R =Ac: 75 %

Ke, R =TBDPS; 81 %

Br
Belleau-Reagenz I/C’:‘/ 1) COOEt \/'i/\/
> NH,
2N 2) TFAA, Pyridin b/cooa
S

H

La, R= Ac; 86 % Ma,R= Ac; 78 %

Lb, R = TBDPS; 73 % Mb, R = TBDPS; 70 %
Schema 2.4 Synthese von Tubuvalin-Derivaten Ma und Mb

[a] Davis-Reagenz: 2-(Phenylsulfonyl)-3-phenyloxaziridin.
[b] Belleau-Reagenz: 2,4-Bis-(4-phenoxyphenyl)-1,3-dithia-2,4-phosphetan-2,4-disulfid, eine besser 16sliche
Version des Lawesson-Reagenzes.
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Um den Tubuphenylalanin-Baustein zu erhalten, verlingerten Wipf et al. Boc-Phenyl-
alaninal iiber eine Wittig-Reaktion zu N (Schema 2.5). Beim Versuch, das Stereozentrum am
o-Zentrum iiber eine diastereoselektive Hydrierung mit Ru-BINAP-Katalysator zu erzeugen,
hatten sie keinen Erfolg. Daher verseiften sie zundchst den ungesittigten Ester O, hydrierten
die a,B-ungesittigte Sdure und reduzierten das gemischte Anhydrid mit Natriumborhydrid
zum Alkohol O, welcher in einem Diastereomerenverhéltnis von 1:3 (epi-0:0) zu Gunsten
des gewiinschten Diastereomers erhalten wurde und sdulenchromatographisch getrennt

werden konnte.

Ph 1) TEMPO, NaOCI Ph

NaHCO3, NaBr
OH > _—
BocN 2) PhsP=C(CH3)COOEt  BocN COOEt
H 69 % N

Boc-Phenylalaninol

1) NaOH,EtOH Ph Ph

2) Hy, 10 % Pd/C
> OH + ~_-OH
BocN BocN
H

3) iBuOCOCI, NEt3

4) NaBH, H
72 % epi-O 1 : 3 o
Schema 2.5 Synthese des Tubuphenylalaninols O

Eine weitere Uberlegung von Wipf et al. war, dass es moglich sein sollte, das labile N,O-
Acetal der Tubulysine am N'* durch eine einfache N-Alkylgruppe zu ersetzen, wobei deren
auBergewoOhnliche Aktivitdt beibehalten, die Bioverfiigbarkeit jedoch gesteigert werden sollte.
Daher haben sie das Tubulysin-Derivat N'*-Desacetoxytubulysin H (Abbildung 2.11)
synthetisiert.**!

OAC// i /(PLE\
57 O ON COOH
yd / H 1

N'“.Desacetoxytubulysin H

Abbildung 2.11  N'*-Desacetoxytubulysin H

Die in Schema 2.4 beschriebene Synthese von Tubuvalin wurde neu iiberdacht und eine
attraktivere Strategie entwickelt, bei der die Kniipfungsstelle zwischen C'® und C'' liegt
(Abbildung 2.11). Boc-N-Me-Homovalinal Q konnte durch Arndt-Eistert-Homologisierung
von Z-Valin iiber Reduktion des entstandenen Esters zum Alkohol, N-Methylierung und
Oxidation des Alkohols zum Aldehyd erhalten werden (Schema 2.6). Da die Z-Entschiitzung
des Tubuvalins M (Schema 2.4) Probleme bereitete, fand ein Wechsel zur Boc-Schutzgruppe
statt. Das 2-Bromthiazol R konnte ausgehend von Thioharnstoff in 4 Stufen dargestellt

werden, durch Austausch mit sec-Butylmagnesium-chlorid wurde ein Thiazol-Grignard-
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Reagenz generiert, das mit dem Aldehyd Q in einer sauberen 1,2-Addition zu den trennbaren
Epimeren epi-S und S (Verhiltnis 1:2) reagierte. Die Konfiguration des neu gebildeten

BT mit -

Stereozentrums wurde durch eine doppelte Derivatisierungsmethode von Riguera
Methoxy-phenylessigsdaure (MPA) {iberpriift. Das gewiinschte Hauptdiastereomer konnte an
der neu entstandenen Alkoholfunktion acetyliert werden, wonach der silylierte Alkohol

entschiitzt und zur Carbonsédure T oxidiert wurde.

OTBDMS
-
R e
— CHO >
Z-(L)

ZN” “COOH BocN secBuMgCl
H | 60 %
-(L)-Valin Q
‘N
BocN ~
| J/\OTBDMS
epi-S S
1
BocN z BocN z COOH
| SDAOTBDMS p— | 35/
s T
Schema 2.6 Synthese des Tubuvalinbausteins T

Bei der Oxidation der Alkoholfunktion von U nach TBAF-Entschiitzung bildete sich ein
y-Lactam. Um dies zu verhindern, wurde der Stickstoff ein zweites Mal Boc-geschiitzt. Nun
konnte der Alkohol entschiitzt und ohne Probleme zur Carbonsédure oxidiert werden, welche
in den Allylester V tberfiihrt wurde (Schema 2.7). Entschiitzung mit TFA und Kniipfung mit
dem gemischten Anhydrid von T lieferte das Dipeptid W. Probleme bereitete die Bildung des
Tripeptids X, was auf den hohen sterischen Anspruch der Kniipfungspartner und die geringe
Reaktivitdt des N-methylierten Amins zuriickgefiihrt wurde. Da die Kniipfung von Boc- bzw.
Fmoc-Isoleucin mit dem Boc-entschiitzten Dipeptid W unter Verwendung verschiedenster
Kniipfungsreagenzien wie DEPBT, BEP, HATU, TBTU, PyBOP und BOP-CI immer in
unvollstindiger Umsetzung und geringen Ausbeuten resultierte, wurde schlieBlich das
Séurefluorid Fmoc-Ile-F verwendet und so das Tripeptid X in 80 % Ausbeute erhalten. Nach
Entfernen der Fmoc-Schutzgruppe und Kniipfen des Tripeptids mit dem Pentafluorphenol-
ester der N-Methyl-Pipecolinsdure (Mep) konnte der Allylester durch Pd(PPhs), in Gegenwart
von Dimedon als Allylkation-Finger zum Zielmolekiil N'*-Desacetoxytubulysin H gespalten

werden.
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Ph Ph

/'/\/§\/OTBDPS - >
BocN Boc, COOAIIyI
H
)T iBuOCOCI BocN b/lk COOAIIyI

u

NEt,, -20 °C
76 %
1) TFA,CH,Cl,
> FmocNH,,,
2) Fmoclle-F, DIPEA | COOAIIyI
0%

1) N(CH,CH2NH3)3

2) Mep-OPFP (\ 0 OAc o Ph
> .
. ; N :
3) Pd(PPh3)4, Dimedon N~ N N z '\/E/\COOH
|/\ﬂ/ S / H

44 %

N14-Desacetoxytubulysin H

Schema 2.7 Synthese von N'*-Desacetoxytubulysin H

2.4.3 Synthesen zu Tubulysin U und V nach Domling/Wessjohann und

Zanda

Tubulysine U, V und Z (Abbildung 2.12) sind Derivate ohne N,0O-Acetal und teilweise

auch ohne Acetylrest. Im Unterschied zu Wipfs N'*-Desacetoxytubulysin H ist die Ile-Tuv-

Bindung eine normale Amidbindung. Diese Tubulysine fanden erstmals 2006 bei Démling et

al. Erwihnung.*” Ob es sich um isolierte Tubulysine handelt oder um semisynthetische

Derivate bleibt unklar. Sie sind weniger aktiv, aber die Cytotoxizitit einiger dieser Tubulysine

liegt noch im Bereich von Taxol oder Epothilon. Neben Domling und Wessjohann

beschiftigte sich auch die Gruppe von Zanda"*'! mit der Synthese der Tubulysine U und V.

V' R'=HR’=H

Z  R'=0H,R?=H

Abbildung 2.12  Tubulysine U, V und Z

[40]
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Domling et al. entwickelten eine 3-Komponentenreaktion (3-CR, Passerini-Thiazol-
Reaktion) zur Synthese von 2-Hydroxymethylthiazolen.[*?) Diese Methode lisst sich sehr gut
auf die Darstellung von Tubuvalin anwenden (Schema 2.8). Hierzu wurden Boc-geschiitztes
Homovalinal, Thioessigsdure und -Dimethylamino-a-isocyano-acrylsdureester (Schollkopf-
Isonitril) miteinander umgesetzt und Tubuvalin A in einem Diastereomerenverhiltnis von 3:1

zu Gunsten des gewiinschten Diastereomers in 40 % Ausbeute erhalten.*”’

£
MeOOC” “NC
0 BF3OEt,
+ + 1
/U\SH TH,-76°C. . BocN b/COOR BocN b/COOMe
\/(/\ 400/
BocN ~0
H NaOH A, R'=Me, R?=Ac epi-A
THF/H20|:
62 % B,R"=H,R*=H
Schema 2.8 Darstellung von Tubuvalin iiber eine Passerini-Thiazol-Reaktion

Die Passerini-Reaktion lauft nach folgendem, in Schema 2.9 dargestellten Mechanismus
ab: Der durch die Lewis-Saure BF3OEt, aktivierte Aldehyd wird nucleophil von dem
Isocyanid angegriffen, welches wiederum selbst von der Thioessigsdure angegriffen wird. Das
so gebildete o-Addukt kann als Heteroanalogon eines Sdureanhydrids aufgefasst werden.
Durch Transacylierung entsteht ein Thioamid, das mit einem Iminothiol im Gleichgewicht
steht. Dieses Iminothiol kann in einer intramolekularen Michael-Addition an den
Acrylsédureester zum Thiazolin cyclisieren. Durch Eliminierung von Dimethylamin findet eine

Aromatisierung zum Thiazol statt.[*>**!

AN |

x N

MeOOC NC Ji R
MeOOC

I

’ CTESH‘_ NCE)\SQBFS- B Ve OOCLN/[SH/
I
N\

T

a-Addukt

BF3 OEt,

/
—N

OAc OAc

s s
A e T MeOOC
MeOOC N/)\/R -HNMe;  MeOOC N/)\/R :jv\

Schema 2.9 Moglicher Mechanismus der Passerini-Thiazol-Reaktion
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Zur Synthese von Tubuphenylalanin iiber eine auxiliarkontrollierte Aziridin6ffnung durch
ein Enolat verwendeten Domling et al. zundchst Pseudoephedrin als Auxiliar (Schema
2.102)." Sie fijhrten die Reaktion analog zu einer von Vicario et al™ beschriebenen
Methode durch und nahmen daher an, dass das neue Stereozentrum am a-C-Atom von Tubu-
phenylalanin in der richtigen Konfiguration gebildet wird. M. Zanda arbeitete etwa zeitgleich
an der Synthese von Tubulysin U und V™! und konnte durch Vergleich mit seinen
experimentellen Daten zu Tubuphenylalanin, darunter auch eine Rontgenstruktur, zeigen, dass
bei der Reaktion von Démling das Tup-Epimer epi-D entstanden war.

Daraufhin wiederholte die Gruppe um Doémling ihre Tubuphenylalanin-Synthese,!*!

wobei sie bei der Wahl des Auxiliars auf Enders SAMP zuriickgriff (Schema 2.10b). Bei der
Umsetzung des Enolats von Hydrazon E mit dem (S)-Aziridin C entstand das richtige Epimer
F, welches durch Ozonolyse und nachfolgender Oxidation in die Sdure G iiberfiihrt werden

konnte.

a) Pseudoephedrin-Route

1) LDA, LiCl, -78 °C
Ts

2) N
Y Ph > " Ph
THF, -20 °C
o = 86 % (dr 81:19) 0 ¢
epi-D
b) SAMP-Route
1LDA, 0°C © .
H ﬁs E
2) TsN P
IN\ Ph\% H IN\ 1) Os, Aceton, -78 °C on
\)3 THF, -100 °C o\)N\/> 2) Jones Reagenz TsN
_O 85 % _ -78°C, 55 % H 0
E F G
Schema 2.10 Darstellung von Tubuphenylalanin durch auxiliarkontrollierte Aziridin-
offnung

Das Dipeptid Tuv-Tup I konnte mit Hilfe von DEPBT aus B und H dargestellt werden.
Da das Tetrapeptid bei der schrittweisen Verldngerung von I um Ile und Mep nur in 10 %
Ausbeute erhalten werden konnte, wurde das Dipeptid I mit dem als para-Nitrophenolester
aktivierten Dipeptid Mep-Ile in guter Ausbeute zu Tetrapeptid J gekniipft, jedoch epimeri-

sierte das a-Zentrum des Isoleucins (Schema 2.11).
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OH
BocN /D/COOH

H S
B Ph
DEPBT, DIPEA OH o M(/\
P »
+ DMF,0°C,78%  BocN /5/11\ COOMe
‘__OMe H s/ H
H, |
H O
1) TFA, CH,Cl, 141
2) D-Mep-L-lle-OpNP, '
NEts, DMF S ! OAc 0 M("i\
: N
3) Acz0, Pyr N N /D/L COOMe
83 % o . S H
J

Schema 2.11 Peptidkniipfungen zu Tetrapeptid J

Die Arbeitsgruppe von Zanda entwickelte eine Syntheseroute zu Tubulysin U und V, die

sehr effektiv, flexibel und modular ist und die den Naturstoff in groBerem Maf3stab liefern

kann. Zudem kénnen verschiedene Tubulysin-Stereoisomere synthetisiert werden.*!

o Ph 2-Malonsaure- o Ph Ph
\ NLOT" diethylester, NaH /';><COOEt /E/&
> N COOEt ~— © BocN COOH
80 % H
(6] K [e) L M

(-)-Menthol Ph ~ Ph . N
DCC, DMAP
BocN © . BocN . © .
CH,Cl,, 64 % °CH + OCH
(0] O
N N

epi-

2) DMP, HCI conc,

1) 6 N HCI, 130 °C, 95 %
MeOH, 60 °C, >98 %

Ph

Hy COOMe

(o}

Schema 2.12 Tubuphenylalanin-Synthese nach Zanda

Das ausgehend von Phenylalaninol dargestellte Triflat K konnte in einer Sy2-Reaktion mit
2-Methyl-malonsédure-diethylester und Natriumhydrid zu L umgesetzt werden (Schema 2.12).
Durch simultane Entschiitzung und Decarboxylierung mit Salzsdure und anschlielenden
Schiitzungsschritten wurde das Boc-geschiitzte, epimere Tubuphenylalanin M erhalten,

welches als (—)-Mentholester durch Sdulenchromatographie in die Diastereomere epi-N und N
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getrennt werden kann. Die Konfiguration der Diastereomere konnte durch eine Rontgen-
struktur von epi-N eindeutig belegt werden. Mit Salzsdure konnte N komplett entschiitzt und

mit 2,2-Dimethoxypropan in den Methylester O iiberfiihrt werden.

Die Synthese von Tubuvalin (Schema 2.13) begannen sie mit Thiazol P, welches durch
Kondensation von Cystein mit Pyruvaldehyd (2-Oxopropanal) und durch Oxidation des
Thiazolidins mit MnQO, dargestellt werden kann. Durch Aldolkondensation mit Isobutyr-
aldehyd und Michael-Addition mit Boc-NH, kann racemisches R erhalten werden. Die
Carbonylgruppe von R wurde stereoselektiv iiber die Methode von Corey, Bakshi und
Shibata**! mit (S)-CBS reduziert, wobei die siulenchromatographisch trennbaren epimeren
Alkohole S und epi-S mit hohen ee-Werten erhalten wurden. Die relative Konfiguration
konnte durch eine Rontgenstruktur von racemischem epi-S bestimmt werden. Zur Bestim-
mung der absoluten Konfiguration wurde mit dem von Wipf synthetisierten Z-Tuv-OEt Ma
(Schema 2.4) verglichen. Die librigen Diastereomere sind durch Reduktion mit (R)-CBS
zuginglich.

\\T/&§
TIC|4 NEt3

/JL\( COOEt ——— > COOEt
THF, 78 °C j

BocNH, S)-CBS

Sn(OTf), BH3 SMe,

=2 5 BocN COOEt >
THF, 0 °C, 67 %

CH3CN, 60 %

OH > oH
BocN NS COOEt BocNW COOEt
) L

H S H
S epi-S
90 % ee (HPLC) 96 % ee (HPLC)
LiOH
THF/H,0
RT, 98 %
OH > oH
o /y COOH BocN/\/‘\(b/COOH
H S /
T epi-T

Schema 2.13 Tubuvalin-Synthese nach Zanda

Erste Uberlegungen zur Peptidkniipfung waren auch hier die schrittweise Kniipfung vom
C- zum N-Terminus. Es gelang jedoch nicht, Mep an das Ile-Tuv-TupOMe-Tripeptid zu
kuppeln. Daher wurde die Kniipfung der Dipeptide Meplle und Tuv-Tup-OMe V untersucht,

welche aufgrund der Neigung des Isoleucin-o-Zentrums zur Epimerisierung eine grof3e
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Herausforderung darstellt, was auch Domling ef al. bereits feststellen mussten (Schema 2.11).
SchlieBlich konnte mit Chlorameisensiure-iso-butylester und N-Methylmorpholin in Essig-
sdureethylester iiber das gemischte Anhydrid von Meplle eine Methode gefunden werden, bei
der das Tetrapeptid W in guter Ausbeute und nur mit geringer Epimerisierung (< 5 %)
gebildet wird (Schema 2.14).

OH o Ph:
HOAt, HATU, TMP N /EA
T + O » BocN z N COOMe
H S / H

DMF, 92 %
TFA U, R=Boc
Chon

93 % V,R=H
Meplle, CICOO/BuU, NMM H
EtOAc, 60 % N N.., j/LM(/\COOW
I
LiOH

W,R'=Me, R?=H

THF/H,0
dann TFA
>98 %
? Tubulysin V,R" = H, R = H

AC2O
Pyr
97 % Tubulysin U,R" = H, R2= Ac

Schema 2.14 Peptidkniipfungen zu Tubulysin U und V

2.4.4 Synthese von Tubulysin D nach Ellman

Bei den bisher aufgezeigten Synthesen wurden vereinfachte Tubulysin-Derivate
hergestellt, denen allen gemeinsam ist, dass auf das labile N O-Acetal am Tubuvalin
verzichtet wurde. Erst 2006 ist es der Gruppe von J. A. Ellman als erster und bis jetzt auch als

einziger gelungen, die Herausforderung zu meistern und Tubulysin D zu synthetisieren.”*

Zur Synthese der beiden unnatiirlichen Aminosduren Tubuphenylalanin und Tubuvalin
wurden fert-Butansulfinamid-Methoden von Peltier er al. entwickelt. Der Schliisselschritt in
der Synthese von Tup (Schema 2.15) ist die reduktive Kniipfung von Phenylacetaldimin A
mit 2-Methyl-acrylsduremethylester durch Sml, zu B. Auf der Suche nach geeigneten
Losemitteln und Additiven zeigte sich, dass Wasser und LiBr wichtig fiir hohe Ausbeuten und
gute Stereoselektivititen (80:15:3:2) sind. Nach Sdulenchromatographie konnte B in
diastereomerenreiner Form erhalten werden, die relative und absolute Konfiguration wurden
durch Rontgenstrukturanalyse belegt. B konnte durch Erhitzen in wissriger HCI komplett zu

Tup-Hydrochlorid C entschiitzt werden.

Die Synthese von Tubuvalin (Schema 2.15) beginnt mit einer Addition des von Ketimin D

stammenden Metalloenamins an Thiazolaldehyd E. In fritheren Arbeiten erwiesen sich Zn
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und Mg als gute Gegenionen,'*”) hier lieferten sie das Additionsprodukt F jedoch nur in 1:1-
Diastereoselektivitit. In diesem Fall wurden bessere Resultate mit Ti als Gegenion und Ether
als Losemittel erzielt (92:8). Durch sdulenchromatographische Reinigung konnte F als
einziges Diastereomer in hoher Ausbeute erhalten werden. Stereoselektive Reduktion des
Imins lieferte den gewiinschten 1,3-Aminoalkohol G in gutem Diastereomerenverhéltnis
(91:9), nach Séaulenchromatographie wurde G in diastereomerenreiner Form isoliert.
Entschiitzen mit HCI in Dioxan/MeOH ergab Tubuvalin-methylester als Hydrochlorid H.

Tubuphenylalanin

Ph Smlz LiBr ) Ph_
j* HgO THF, 55% S ’\/E/\ “Dioxan, H;0 HCI
v COOMe COOMe A, 100 % H, COOH
oy
A B c
Tubuvalin

I LDA, CITi(OiPr)3 \/C
N7 M. COOMe -

| Et,0, -78 °C, 90%
>rs\\ >rs
6]
E

D

OH OH
N NaBH,, Ti(OEt),
N - j/COOMe > RN /b/COOMe
' 5/ THF, -78°C,88 %  H 5/
o
F G,R = BUSO

HCI
Dioxan/MeOH
100 % H, R=HHCI

Schema 2.15 Darstellung von Tup und Tuv ausgehend von tert-Butansulfinamiden

Der Tubuvalin-methylester H wurde mit einem a-Azidosdurechlorid I gekniipft (Schema
2.16). Die Azid-Gruppe sollte das Ile-Amin maskieren, um eine selektive Einfiihrung des
N,O-Acetals am Tubuvalin zu gewéhrleisten. Bei einer Carbamat-Schiitzung von Ile wire es
sehr wahrscheinlich, dass auch dessen Stickstoff alkyliert wiirde. Nach TES-Schiitzen des
Alkohols J zu K gelang die Etablierung des N, O-Acetals mit KHMDS und Isovaleriansiure-
chlormethylester in guter Ausbeute. Das Azid zeigte einen weiteren Vorteil, da L unter
neutralen Bedingungen zum Amin reduziert werden konnte. Die Hydrierung wurde in Gegen-
wart von Mep-pentafluorphenolester durchgefiihrt und anschlieBend wurde der Silylether des
Tripeptids mit AcOH/THF/H,O zu M entschiitzt. Im néchsten Schritt musste der Methylester
unter Erhalt des N,O-Acetals gespalten werden. Dies gelang mit Me;SnOH in Dichlorethan
bei 60 °C mit geringer Acetalspaltung (<5 %). Das Tripeptid N wurde als Pentafluorphenol-
ester aktiviert, mit Tubuphenylalanin-Hydrochlorid C zu O gekniipft und mit Acetanhydrid zu
Tubulysin D acetyliert.
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0 KHMDS
N3, c DIPEAH  Now b/coonvle CICH,0COCH,CH(CHs),

........ CHZCIZ 93 % THF, -45 °C

I TESOTf J,R=H
Lutidin |:

CH,Clp, 98 % “» K, R = TES
1) MepOPFP
OTES H,, Pd/C (\ e OH
EtOAc
------ b/COOMe N/\H/N N N coor
2)ACOHTHFHO | o [ [ 5/
%% j\)\
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L Me3SnOH M, R = Me
DCE, 60 °C E
67 % N,R=H

1) Pentafluorphenol,

DIC, CH,CI . Ph
2) C, DIPEA, DMF NT N /fJ\N - COOH
§ 5 H

85 % I o
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82 % Tubulysin D,R = Ac

Schema 2.16 Synthese von Tubulysin D nach Ellman

2.5 Untersuchungen zu Struktur-Aktivitits-Beziehungen von
Tubulysin-Analoga

Die Gruppe von Ellman, die als erste eine Totalsynthese von Tubulysin D vorstellte,*!

hat einige zu Tubulysin D analoge Strukturen A-I (Abb. 2.13) synthetisiert und auf ihre bio-
logische Aktivitdt getestet, um mehr {iber die Bindungseigenschaften der Tubulysine zu
erfahren. Durch ihre Studien konnten Verbindungen von geringerem Molekulargewicht und
hoherer Stabilitit gefunden werden, die einen Grofteil der Aktivitét, die Tubulin-Polymeri-

sation zu inhibieren, beibehalten haben.**!

Es wurden Verbindungen mit modifiziertem C-Terminus (A-D) hergestellt, wihrend an E-
G Abwandlungen des N-Terminus untersucht wurden. Die Derivate H und I wurden
konzipiert, um die Bedeutung der beiden labilsten Stellen (die Acetylgruppe an C'' und das
N,O-Acetal am N 4 am Tubuvalin) im Molekiil festzustellen. Anstelle des N,O-Acetals wurde
in I eine Methylgruppe eingebaut, um das tertisre Amid und somit dessen cis- und trans-

Konformation zu erhalten.

[a] I entspricht dem von Wipf et al. bereits vorgestellten N'*-Desacetoxytubulysin H.1**)
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Modifikationen am C-Terminus

Weitere Modifikationen Ph
N N g COOH
. s/ H

| (N14-Desacetoxytubulysin H)

Abbildung 2.13  Tubulysin D-Analoga A-J nach Ellman

Die Aktivitdt der Verbindungen wurde durch Messung der Inhibition des Zellwachstums

von etablierten Siugerzelllinien in einem MTT-Assay™™ bestimmt (Tabelle 2.1). Sie variierte

dabei von 0.05-120 ng/ml in L-929 Maus-Fibroblasten, wobei viele der Derivate eine
bedeutende Aktivitét beibehielten.

[a] Der MTT-Test ist eine Methode zur Bestimmung der Stoffwechselaktivitit kultivierter Zellen. Er beruht auf

der kolorimetrisch verfolgbaren Reduktion des Tetrazoliumsalzes MTT zum Formazan.
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Tabelle 2.1 Biologische Aktivitit der Verbindungen A-J

ICso [ng/ml]
Verbindung L-929° SW-480° KB-3-1°

Tubulysin D? 0.056 0.022 0.07
A 0.24 0.30 0.25
B 3.5 0.91 1.8
C 0.3 0.35 0.22
D 2.2 0.35 1.5
E 0.040 0.010 0.029
F 120 15 80
G 45 8.8 40
H 0.25 0.057 0.22
I 0.23 0.016 0.13
J 1.7 0.50 1.2

[a] Maus-Fibroblasten (DSMZ ACC 2), [b] Humanes Kolon-Adenokarzinom (ATCC CCL-228), [c] Humanes
Cervix-Karzinom (DSMZ ACC 158), [d] Synthetisches Tubulysin D®*), die ICso-Werte von isoliertem Tubulysin
D lagen zwischen 0.01-0.03 ng/ml in L-929- und bei 0.02 ng/ml in KB-3-1-Zellen.

Die Untersuchungen zeigten, dass am C-Terminus von Tubulysin D (A-D) eine Reihe von
Modifikationen moglich sind. Die beachtliche Toleranz an dieser Stelle fiir grofle (A und B)
und kleine Reste (C und D), sowie fiir hydrophobe (A) als auch fiir hydrophile Funktionen (B
und D) ist von grofer Bedeutung, denn dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass der C-
Terminus, wie bereits in Kapitel 2.3 vermutet, eine geeignete Stelle im Tubulysin ist, um
Modifikationen vorzunehmen und Molekiile wie z. B. Antikorper oder fluoreszierende Stoffe
anzubringen. Die Modifikationen am N-Terminus zeigten, dass ein basisches Amin an dieser
Stelle sehr wichtig ist, da der Austausch von Mep durch Acetat einen deutlichen Aktivitdts-
verlust zur Folge hatte (F). Allerdings ist es moglich, Mep durch das kleinere, achirale N,N-
Dimethylglycin zu ersetzen, da E sich als gleich wirksam wie Tubulysin D erwiesen hat. Am
meisten iiberraschten H und I. Beide zeigten nur geringfiigigen Aktivititsabfall, was klar
darauf hindeutet, dass weder die O-Acetylgruppe, noch das N,O-Acetal notwendig fiir die

cytotoxische Wirkung der Tubulysine sind.

Als néchstes synthetisierten Patterson et al. ein Derivat J (Abb. 2.14), das die Verein-
fachungen von C und I kombiniert, da herausgefunden werden sollte, ob die zuvor
bestimmten Struktur-Aktivitits-Beziehungen (SAR) additiv sind. Mit einem ICso-Wert von
1.7 ng/ml zeigt J eine hohe Wirksamkeit, ist mit einem Molekulargewicht von 551 g/mol
bedeutend leichter als Tubulysin D (827 g/mol) und wegen dem Austausch des N,O-Acetals

durch die N-Methylgruppe um einiges stabiler und leichter zu synthetisieren. Fiir die Derivate
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I und J wurde daher eine verbesserte Synthese entwickelt,!*”! da die erste Synthese stark von

der durch das N,O-Acetal bedingten Schutzgruppen-Problematik gepriagt war.

(\ e OAc (O
: N.. _
Y oy

o . S H
Abbildung 2.14  Tubulysin D-Analogon J

Wipf et al. berichteten bereits von der Synthese des von ihnen '*N-Desacetoxytubulysin H
genannten Derivats 1% Ferner synthetisierten sie noch zwei Derivate Ka und Kb
(Abbildung 2.15), die sich von I dadurch unterscheiden, dass Mep durch das einfachere N, N-
Dimethylglycin ausgetauscht wurde.”” Da sie auch mehr iiber die Bedeutung der Acetat-
gruppe an C'' herausfinden wollten, die ein labiles Stereozentrum in die Struktur bringt und
somit auch die Synthese der Tubulysine erschwert, unterscheiden sich Ka und Kb in der
Konfiguration an C''. Die durchgefiihrten Tests an T98G-Zellen™ ergaben, dass das labile
N,O-Acetal, wie auch von der Ellman-Gruppe gezeigt, nicht essentiell fiir die biologische
Aktivitit der Tubulysine ist. Der fiir I bestimmte GI50-Wert[b] liegt bei 1.6 nM, I weist also
auch hier noch eine hohe biologische Aktivitit auf. Im Gegensatz zu E, das noch etwa gleich
wirksam wie Tubulysin D ist (Tabelle 2.1), fiihrt hier der Austausch von Mep durch N,N-
Dimethylglycin in Ka zu einem signifikanten Aktivititsverlust. Werden die Effekte auf
isoliertes Tubulin betrachtet, macht sich der Konfigurationsunterschied an C'' in Ka und Kb
deutlich bemerkbar (die natiirliche (R)-Konfiguration in Ka wird deutlich bevorzugt), die
Unterschiede in den Glsp-Werten von Ka und Kb sind dagegen unbedeutender (Glso(Ka) =
350 nM, GIso(Kb) =400 nM).

----- Lo

N14-Desacetoxytubulysm H

[a] T98G-Zelllinie: Humane Glioblastom-Zellen
[b] Glso: 50 % growth inhibitory concentration. Beim Glsy wird der hemmende Effekt auf das Nettozell-
wachstum betrachtet, beim 1Cs, wird er auf das gesamte Zellwachstum bezogen.
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Abbildung 2.15  Tubulysin-Derivate nach Wipf

Die Gruppe von Fecik beschiftigte sich auch mit Struktur-Aktivititsstudien von
vereinfachten Tubulysin-Derivaten L-P mit dem Ziel, die minimalen Anforderungen der
Struktur flir ihre Cytotoxizitdt herauszufinden (Abb. 2.16). Das N,O-Acetal sowie das O-
Acetat wurden als nicht notwendig erachtet und durch ein normales NH bzw. durch eine
Carbonyl-Gruppe ersetzt. Die Effekte auf Verdnderungen der N-Methylpipecolinsdure (Mep)
wie Ringgrofe (n=0,1 — Pro und Pip), N-Substitution (R>=Me, H — MePro/Mep und
Pro/Pip) und Konfiguration (*, (R) und (S)) sollten untersucht werden.”" Zudem wurde in
einigen Strukturen Tubuphenylalanin durch Eliminieren des Stereozentrums vereinfacht,
indem Tup mit gleichen Resten R' und R* (R' =R?=H, Me) synthetisiert und eingebaut

wurde.[’?

b/k COOH

=Me, H
2
R3=Me,H L-P R“=H, Me

Abbildung 2.16  Tubulysin-Derivate L-P nach Fecik

Die Cytotoxizitit der Tubulysin-Derivate La-Pb wurde als ICso-Wert in 1A9 Ovarial-
Krebszellen gemessen (Tabelle 2.2). Als Positivkontrolle diente das Hemiasterlin-Analogon
HTI-286 (SPA110),”*! welches ebenfalls ein Inhibitor der Tubulin-Polymerisation ist.
Vergleich der Ergebnisse fiir La-Ld und Ma-Mb zeigt, dass am N-Terminus ein tertidres
Amin nétig ist. Verbindungen mit (S)-konfigurierter Aminoséure an dieser Stelle (Lb und Ld)
sind etwa zwanzigfach weniger aktiv als Verbindungen mit (R)-konfigurierter Aminoséure
(La und Lc). Die Ringgréf3e von Mep kann variiert werden, die Wirksamkeit von Verbindung
La mit N-Methyl-D-Prolin ist in etwa genauso hoch wie die von Verbindung Le¢ mit N-
Methyl-D-Pipecolinsdure. Die Cytotoxizititen von La und Le zeigen zudem, dass
Veranderungen im Tuv-Teil des Tubulysins moglich sind. Das tertidre Amid ist nicht
unbedingt notig und die O-Acetyl-Gruppe kann durch ein Keton ersetzt werden. Jedoch sollte
bei diesen Betrachtungen beachtet werden, dass sich die ICsp-Werte dieser Verbindungen
(La-Ld) im mikromolaren bis oberen nanomolaren Bereich bewegen, wihrend die Werte der
Tubulysin D-Analoga (A-J, mit Ausnahme von F und G) eher im unteren nanomolaren bis
picomolaren Bereich liegen. Um die Substanzen La-Ld und A-I jedoch wirklich miteinander
vergleichen zu koénnen, miissten die Cytotoxizititen nach der gleichen Methode, mit den
gleichen Zelllinien und unter identischen Bedingungen bestimmt werden.

An Verbindungen Na-Ob, die keine Methylgruppe an C” tragen, kann ebenfalls erkannt
werden, dass N-Methylgruppe und D-Konfiguration entscheidend sind und die Ringréfe mit

geringem Aktivititsverlust von Pip zu Pro variiert werden kann. Verbindungen mit geminaler
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Dimethylgruppe im Tup Pa und Pb zeigten ebenfalls eine um den Faktor 10 geringere
Wirksamkeit beim Wechsel von Pip zu Pro. Die ICso-Werte liegen im gleichen Bereich wie
die der entsprechenden monomethylierten Derivate L, die der oa-unsubstituierten Tup-

Derivate Na und Ne sind etwa um eine Zehnerpotenz weniger aktiv.

Tabelle 2.2 Biologische Aktivitdt der Verbindungen L-P
Verbindung R' R’ R’ n  abs. Konf. (¥) ICso [uM]™

La Me H MeHCl 1 R 0.8
Lb Me H MeHCl 1 S 18]
Lc Me H MeHClI 2 R 0.2[")
Ld Me H MeHClI 2 S 25
Ma Me H HHClI 1 R >33
Mb Me H HHCl 1 S >33
Mc Me H HHCl 2 R 23[]
Md Me H HHCl 2 S 24[°]
Na H H MeHCl 1 R 24l
Nb H H MeHCl 1 S 50!c]
Ne H H MeHCl 2 R 4lc]

Nd H H MeHCl 2 S >50!c]
Oa H H HHC 2 R >50!c]
Ob H H HHC 2 S >50!c]
Pa Me Me MeHCl 1 R 3.2l
Pb Me Me MeHCl 2 R 0.3l

HTI-286 (SPA110) 0.03 nM™®
0.3 nM!®

[a] ICsy in 1A9 Ovarial-Krebszellen bestimmt. [b] Bei einer maximalen Wirkstoffkonzentration von 33 puM in
DMSO. [c] Bei einer maximalen Wirkstoftkonzentration von 50 uM in DMSO.

2.6 Folsiaure-Konjugate von Tubulysin und seinen Hydraziden

Tubulysine sind auBergewohnlich wirksame cytotoxische Molekiile. Thre Féhigkeit, das
Zellwachstum zu inhibieren, iibersteigt die von Epothilon, Paclitaxel und Vinblastin um das
20- bis 1000-fache. Jedoch gerade wegen der starken Wirkung ist natiirliches Tubulysin allein

nicht unbedingt geeignet fiir die klinische Entwicklung (sehr enges therapeutisches Fenster).

Eine Moglichkeit, die Effizienz von Cytostatika zu steigern und Nebenwirkungen durch

Beeintrachtigung gesunder Zellen zu mindern, ist die gezielte Anreicherung des Wirkstoffs in
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der Tumorzelle, ein Prozess, der als drug targeting bezeichnet wird. Hierbei wird der
Wirkstoff mit Hilfe unterschiedlicher Triger (Vektoren) an seinen Zielort gebracht. Als
Trager dienen beispielsweise monoklonale Antikorper, Peptide, Polysaccharide, Lipid- oder
Nanopartikel. Krebszellen iiberexprimieren hdufig tumorspezifische Antigene, Zucker-
strukturen oder Wachstumsfaktorrezeptoren an ihrer Oberflache. Diese Eigenschaften konnen
beim drug targeting genutzt werden, indem Arzneistoffe an Vektormolekiile mit hoher

Affinitét zu diesen Strukturen gekoppelt werden.

Einen geeigneten Wirkstofftriger stellt das Vitamin Folsdure dar.”* Es bindet mit hoher
Affinitdt an ein in der Zelloberfliche verankertes Glycoprotein, den in Krebszellen iiber-
exprimierten Folatrezeptor (FR), und wird durch FR-vermittelte Endocytose in die Zelle
transportiert. Da Folsdure-Konjugate gleichermallen in die Zelle aufgenommen werden, kann
Folsdure als molekulares ,,Trojanisches Pferd“ fiir den gezielten Transport von kovalent
gebundenen, biologisch aktiven Molekiilen betrachtet werden. Nach Anbindung an den
Rezeptor umschliet die Plasma-Membran den Folsdure-Konjugat/Rezeptor-Komplex und
bildet durch Umistiilpen ein frithes Endosom, ein Vesikel in der Zelle. Spezielle Protonen-
pumpen in der Membran des Endosoms erniedrigen den pH des Vesikellumens und bewirken
somit ein Loslosen des im Endosom gebundenen Folsdure-Konjugats vom FR. Der Rezeptor
wird in einem exocytischen Vorgang wieder aus der Zelle geschleust, wahrend das Folsdure-
Konjugat in der Zelle verbleibt (Abb. 2.17).

3 5 e
26 8o 2 8 0

/ o
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Membranfusion

/

@ Endosomenrecycling

Endosomale Freisetzung

Friihes Endosom

Folatrezeptor

Folsaure

Linker

Wirkstoff L H 8 H+
Acidifiziertes Endosom
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Abbildung 2.17  Folsdure-vermittelter Transport von therapeutischen Wirkstoffen zu FR-
positiven Krebszellen

Folsdure wird fiir den C'-Transfer in einigen Stoffwechselreaktionen benétigt. Vor allem

ist sie essentiell fiir die Biosynthese von Nukleobasen, so dass sich stark teilende Zellen einen
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hohen Bedarf an Folsdure haben. Normale Zellen werden durch zwei Membran-assoziierte
Proteine, dem Reduced Folate Carrier (RFC) und dem Folatrezeptor (FR) mit Folsdure
versorgt. RFC ist in nahezu allen Zellen vorhanden und stellt somit den Hauptweg der
Folsdureaufnahme dar. FR findet sich hauptsdchlich an polarisierten Epithelzellen und
aktivierten Makrophagen. Fiir normale Zellen reicht eine geringe Konzentration von RFC
vermutlich aus, Krebszellen hingegen iiberexprimieren FR haufig, um die erhohte Nachfrage
nach Folsdure decken zu konnen. Zudem qualifiziert sich der FR als Tumor-spezifische
Zielscheibe, weil er im Allgemeinen erst fiir intravendse Wirkstoffe zuganglich ist, nachdem
die Zelle bosartig geworden ist.""

Die amerikanische Firma Endocyte Inc. synthetisierte Folsdure-Konjugate von Tubulysin
(A und B) und Tubulysin-Hydraziden (C und D) (Abb. 2.18).5") Tubulysin A oder B (bzw.
deren Hydrazide) sind iiber einen sich selbst opfernden Linker, der eine reduzierbare Disulfid-
bindung enthélt (Disulfid-Linker), und einem Tetrapeptid als Zwischenstiick (Peptid-Spacer)
mit Folsdure verkniipft. Mit Hilfe der FRET-Technik™ (Fluoreszenz-Resonanzenergie-
Transfer) konnte bereits an lebenden Zellen gezeigt werden, dass die Reduktion der
Disulfidbriicke des Folsdure-Konjugat-Linkers und somit die Freisetzung des Substrats in den
Endosomen von Krebszellen stattfindet.”® Der Peptid-Spacer zwischen Folsdure und
Disulfid-Linker besteht aus sauren (Asp) und basischen Aminoséuren (Arg), um fiir eine gute

Wasserloslichkeit des Wirkstoff-Konjugats unter physiologischen Bedingungen zu sorgen.

Neben Tubulysin haben Vlahov et al. bereits ein Vinblastin-Derivat als Folsdure-Konjugat
entwickelt,”” welches sich derzeit unter der Bezeichnung EC145 in klinischer Phase II
befindet. Die Tubulysin-Konjugate A-D scheinen auch vielversprechend zu sein, denn die
Ergebnisse aus Tests gegen eine Vielzahl von FR-positiven Zelllinien und aus Tierversuchen

von Tubulysin B-Hydrazid-Konjugat D zeigen, dass dieses dauerhaft und spezifisch auf Tu-

moren und ohne signifikante Toxizitit auf die Maus, die das Tumorimplantat trigt, wirkt.>®)
OH
i , HoN___NH )
i Disulfid-Linker i
N " N < 1 :
0 R :
SN | “ﬁr 'e ):F 7
O ; N
R = CHj Tubulysin A | HA[/ fj\f'
R=H TubulysinB | Peptid-Spacer 3 Folsaure SN NH,

AR=CHz X=0 C R=CHj, X =-NHNHCOO-
BR=H,X=0 D R=H,X=-NHNHCOO-

Abbildung 2.18  Tubulysin-Folsédure-Konjugate

[a] Mit Hilfe von FRET kann die Entfernung zwischen zwei Teilen eines Proteins gemessen werden. FRET
basiert basiert auf der Tatsache, dass die Anregungsenergie von einer fluoreszierenden Gruppe (Donator)
auf eine andere (Akzeptor) iibertragen werden kann, sofern sich die beiden Gruppen in nichster Néhe
zueinander befinden (ca. 1-10 nm).
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2.7 Biosynthese bakterieller Naturstoffe durch
Polyketidsynthasen und nichtribosomale Peptidsynthetasen

Viele Sekunddrmetabolite zeichnen sich durch ein Polyketid- oder Polypeptid-
Grundgeriist aus und werden von Megaenzymen, den Polyketidsynthasen (PKS) und den
nichtribosomalen Peptidsynthetasen (NRPS), gebildet. In Abbildung 2.19 sind einige solcher
Polyketide und Peptide gezeigt, die zum Teil auch durch ein PKS-NRPS-Hybridsystem
synthetisiert werden.

", o .
""" (O]
Lovastatin Aflatoxin B4
Cholesterin senkend karzinogen
H
Erythromycin A ©

antibiotisch HO,

. NH__ Ngz
Monensin A \OH NHJK( \ﬂ/\ H
antibiotisch o) |

Cyclosporin
immunosuppressiv

Myxothiazol A

éMe fungizid H

Vancomycin
antibiotisch

2
I A q
HZM ..... H/\/\n/ A
O o N
o, on T [
X OH
Q H Bleomycin A,
HO OH antibiotisch, cytostatisch
O NH,

Abbildung 2.19  Einige Polyketide und Polypeptide mit biologischer Aktivitét
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2.7.1 Funktionsweise von Polyketidsynthasen™

Die Biosynthese von Polyketiden dhnelt der Fettsdurebiosynthese, jedoch wird dadurch,
dass die Reduktion der Ketogruppe optional ist, eine groBe Strukturdiversitit erzielt.
Bakterielle Polyketidsynthasen konnen in drei Typen (I-11I) unterteilt werden.

Polyketidsynthasen des Typ I sind multifunktionale Proteine, die modular aufgebaut sind.
Ein Modul ist eine funktionelle Einheit, die fiir Auswahl, Einbau und Modifizierung zustindig
ist. Die Untereinheiten eines Moduls, essentielle und eventuell optionale Doménen, kataly-
sieren die einzelnen Teilschritte zur Verldngerung der wachsenden Molekiilkette. Jedes
Modul wird im Verlauf der Biosynthese nur einmal genutzt. Nach Einbau des letzten
Monomers wird das lineare Intermediat durch Hydrolyse oder Cyclisierung vom Protein
abgespalten, was von der Thioesterase-Doméne (TE) katalysiert wird. Die fiir die einzelnen

Module kodierenden Gene befinden sich nah beieinander in einem Gencluster.

Multienzymkomplex

| Extension |
NG

~ ~
Lademodul 1. Modul 2. Modul C-terminales Modul
AT ACP KS [AT ACP,KS | AT ACP R Il ] KS , AT ACP@
OH OH OH OH
Coenzym A Coenzym A Coenzym A Coenzym A
Phosphopantetheinyl-
transferase
3',5-ADP 3,5-“ADP 3',5-ADP 34,5“ADP
AT ACP KS [AT ACP,KS | AT ACP R Il ] KS , AT ACP@
i ? 3 i %
o 0 o o - K
o Ry R oo lH g o
\j\) ‘\j\) %jf \jﬁ §'°“
OH OH 'OH OH [o]

NH NH NH NH

NH,

0 Q N AT:  Acyltransferase-Domane

SN
"SV\NJK/\N)%‘)\,KO?\/D O(NJI\)N\/) ACP: Acyl-Carrier-Protein
H H o ou 000 o KS: pB-Ketoacylsynthase-Domane
TE: Thioesterase-Doméne

Coenzym A 05,0 OH )
0% ppan: Phosphopantetheinylrest

Abbildung 2.20  Posttranslationale Aktivierung des Multienzymkomplexes durch Uber-
tragung eines Phosphopantetheinylrestes (ppan) auf die ACP-Doménen

Das wachsende Intermediat ist wahrend der ganzen Biosynthese kovalent an den Multi-
enzymkomplex gebunden. Verantwortlich fiir die Verkniipfung und die Ubertragung der
Intermediate von einem Modul auf das nichste ist die Acyl-Carrier-Protein-Doméane (ACP).

Bei den nichtribosomalen Peptidsynthetasen findet sich eine Domédne mit vergleichbaren
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Funktionen, die Peptidyl-Carrier-Protein-Domine (PCP). Diese Domédnen miissen posttrans-
lational modifiziert werden, um ihre Aufgaben ausfithren zu konnen (Abbildung 2.20). Um
ein Carrier-Protein von der inaktiven Apo- in die aktive Holo-Form zu tiberfiihren, tibertragt
eine Phosphopantetheinyltransferase (PPTase) unter Abspaltung von 3°,5’-ADP einen
Phosphopantetheinylrest (ppan) von Coenzym A auf einen konservierten Serinrest der
Carrier-Protein-Domine (ACP bzw. PCP).[) Uber die Thiolgruppe des Phosphopantetheinyl-
arms werden die Kettenverldngerungseinheiten als Thioester gebunden. In der Modell-
vorstellung fungiert der Phosphopantetheinylrest als schwingender Arm, der die Intermediate

von einem zum nachsten Modul weiterreicht.

AuBer der ACP-Domine gehoren auch eine Acyltransferase- (AT), sowie eine [3-
Ketoacylsynthase-Doméne (KS) zur Grundausstattung eines Moduls (Abbildung 2.20). Diese
drei Kerndominen werden fiir die Verldngerung der wachsenden Ketidkette um einen C,-
Baustein bendtigt. Das Lademodul besteht im Gegensatz zu den Extensionsmodulen nur aus

einer AT- und einer ACP-Doméne.

Zu Beginn der Biosynthese werden die ACP-Dominen substratspezifisch von den AT-
Doménen beladen (Abbildung 2.21). Beim Lademodul dienen dazu CoA-Thioester kurz-
kettiger Carbonsduren (Acetyl- oder Propionyl-CoA), bei den Extensionsmodulen Malonyl-
CoA oder Methylmalonyl-CoA. Die B-Ketoacylsynthase-Domine (KS) katalysiert die
Verkniipfung der einzelnen Carbonsiuren, indem sie mit einem Cysteinrest der KS des ersten
Verliangerungsmoduls am Thioester der Startereinheit angreift und den Acylrest ebenfalls als
Thioester bindet. Durch Decarboxylierung der am nichsten ACP gebundenen a-Dicarbon-
sdure entsteht ein Carbanion, welches am Thioester der KS-Doméne nucleophil angreift. Das
Diketid dient nun bei der Kettenverlingerung im néchsten Modul als Donor. Die
Reaktionsfolge wiederholt sich, bis alle Module durchlaufen worden sind und das fertige

Polyketid von der Thioesterase-Doméne (TE) vom Enzymkomplex abgespalten wird.

Beladen der Acyl Carrier Protein (ACP) Doméane — Start der Polyketidbiosynthese

o

N HS-CoA
SCoA

09—
J

Die Ketoacylsynthase (KS) katalysiert die Ketidbildung — Kettenverlangerungsphase wahrend der Polyketidbiosynthese
"j(\J

Abbildung 2.21  Reaktionsabfolge der Polyketidbiosynthese

AT: Acyltransferase-Doméne
ACP: Acyl-Carrier-Protein
KS: B-Ketoacylsynthase-Doméane
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Die entstandenen B-Carbonylgruppen des Polyketids kdnnen durch optionale Doménen
reduziert werden (Abbildung 2.22). Diese Dominen befinden sich im jeweiligen Modul und
bilden eine ,reduktive Schleife“. Eine NADPH-abhingige (-Ketoacylreduktase-Doméne
(KR) kann die B-Ketogruppe zum sekunddren Alkohol reduzieren, welcher durch eine -
Hydroxy-Dehydratase-Domine (DH) unter Wasserabspaltung zum Enoyl umgesetzt werden
kann. Mit Hilfe von NADPH kann eine Enoylreduktase-Doméine (ER) das Enoyl zum
Alkanoyl reduzieren. Im Gegensatz zur Fettsdurebiosynthese, bei der immer eine komplette
Reduktion auf die Alkanoylstufe erfolgt, konnen im entstandenen Polyketid sdmtliche

Reduktionsstufen auftreten.

Domaénenorganisation einer reduktiven Schleife

—————— KS ; AT ACP. KS ACP (KS | AT) ACP NS SRy

Reaktionsabfolge, die durch optionale Domanen katalysiert wird

NADPH NADP+ NADPH NADP+

&.Z KS: B-Ketoacylsynthase-Doméne
AT: Acyltransferase-Domane
ACP: Acyl-Carrier-Protein
joj/ KR: p-Ketoacylreduktase-Doméne
o, (:E/ ;j

DH: B-Hydroxy-Dehydratase-Domane
ER: Enoylreduktase

Abbildung 2.22  Optionale Doménen der Polyketidsynthasen

Im Unterschied zur bakteriellen Typ I PKS werden die Module der PKS Typ I in Pilzen
iterativ genutzt. Ein weiterer Unterschied besteht darin, dass Pilze kein Methylmalonyl-CoA
einbauen, eine Methylgruppe in 2-Position wird stattdessen durch eine S-Adenosyl-
Methionin-(SAM)-abhéngige Methyltransferase eingefiihrt. Ein Beispiel flir ein TypI
Polyketid aus Pilzen ist Lovastatin (Abbildung 2.19).

Bei Polyketidsynthasen vom Typ II verldngert eine iterativ genutzte Minimal-PKS das
wachsende Intermediat, wobei ausschlie8lich Malonyl-CoA verwendet wird. Die Minimal-
PKS besteht aus Ketosynthase o (KS,), Ketosynthase B (KSg) und Acyl-Carrier-Protein
(ACP), im Unterschied zu Polyketidsynthasen vom Typ I gibt es keine optionale ,,reduktive
Schleife”. Aus den Poly-B-ketosduren entstehen iiber Cyclisierungen und Enolisierungen
aromatische, hiufig polycyclische Polyketide (z. B. Tetracenomycin, Chrysophanol).

Bakterielle Polyketidsynthasen vom Typ III dhneln pflanzlichen Chalconsynthasen.®!

Von dieser Enzymklasse werden ebenfalls CoA-Einheiten durch decarboxylierende Konden-
sation verkniipft. Allerdings werden keine an einen Phosphopantetheinrest gebundenen

Intermediate, sondern freie CoA-Ester als Substrate verwendet.
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2.7.2 Funktionsweise von nichtribosomalen Peptidsynthetasen'*”

Nichtribosomale Peptidsynthetasen sind dhnlich wie Polyketidsynthasen aufgebaut.!®”

Ebenso wie bei diesen besteht der multifunktionale Enzymkomplex aus aneinander gereihten
Modulen, die fiir die Verldngerung des wachsenden Intermediats benotigt werden. Neben den
proteinogenen Aminosduren werden auch zahlreiche nichtproteinogene Aminosduren als
Synthesebausteine verwendet. Ein typisches Minimalmodul setzt sich aus Adenylierungs-
domine (A), Peptidyl-Carrier-Protein-Doméne (PCP) und Kondensationsdomédne (C)
zusammen (Abbildung 2.23).

Beladen der Peptidyl Carrier Protein (PCP) Doméane — Start der nichtribosomalen Peptidbiosynthese
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Kettenverlangerungsphase wahrend der nichtribosomalen Peptidbiosynthese

oS OS SH oS
HZNImIRZ HNIR2

R1
o
HoN
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Abbildung 2.23  Reaktionsabfolge der nichtribosomalen Peptidbiosynthese

Wie bei den Polyketidsynthasen besteht das Lademodul nur aus einer A- und einer PCP-
Domine. Die A-Doméne ist fiir die spezifische Substraterkennung und dessen ATP-
abhingige Aktivierung als energiereiches Aminoacyladenylat zustindig. Die Substrat-
spezifitit der A-Domine wird von acht nicht konservierten Aminosduren innerhalb der
hydrophoben Bindetasche bestimmt.!®*! Durch Vergleich dieser Aminosduren von ungefihr

150 A-Dominen konnte der Spezifititsschliissel der A-Dominen entschliisselt werden,®!

SO
dass eine Vorhersage der Substratspezifitit moglich wurde. Die aktivierten Aminosduren
werden dann auf den Phosphopantetheinylrest der PCP-Doméne transferiert und dort als

aktivierte Thioester kovalent gebunden. Die C-Domine katalysiert den nucleophilen Angriff
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der Aminogruppe eines Aminoacylrestes auf die Carbonylgruppe des am vorgelagerten
Modul gebundenen Peptidyl- oder Aminoacylrestes, wodurch die Peptidbindung entsteht. In
dieser Verlangerungsreaktion wéchst die Peptidkette um einen Baustein. Am letzten Modul ist
eine Thioesterase (TE) lokalisiert, welche das lineare Polypeptid durch Hydrolyse
(Moglichkeit A) oder durch Makrolactamisierung (Moglichkeit B) vom Multienzymkomplex
abspaltet.

Die enorme strukturelle Vielfalt der nichtribosomal synthetisierten Peptide wird durch
modifizierende Domédnen hervorgerufen, die optional in den Modulen auftreten konnen
(Abbildung 2.24). Hierzu gehoren beispielsweise Epimerisierungsdoménen (E), Methyltrans-
ferase-Doménen (MT), Heterocyclisierungsdoménen (HC) und Oxidations- oder Reduktions-
dominen (Ox) bzw. (R). Die Epimerisierungsdoménen (E) katalysieren die Racemisierung
eines enzymgebundenen Aminoacyl-Adenylats und sorgen so fiir die Integration von D-
konfigurierten Aminosduren. Methyltransferasen (MT) iibertragen eine Methylgruppe von S-
Adenosyl-Methionin (SAM) auf ein Kohlenstoff-, Sauerstoff- oder Stickstoffatom des
Intermediats. Heterocyclisierungsdoménen (HC) ersetzen in den Modulen die C-Domine,
katalysieren zunichst die Peptidbindung mit Cystein oder Serin bzw. Threonin und die
anschlieBende Heterocyclisierung zum entsprechenden Thiazolin bzw. Oxazolin. Diese
konnen durch Oxidationsdoménen (Ox), die Bestandteile von A-Dominen sind oder sich C-
terminal am PCP-Bereich des entsprechenden Moduls anschlieBen, in die vollstindig
ungesittigten Thiazole bzw. Oxazole tliberfiihrt werden. Eine durch Reduktionsdoménen (R)
katalysierte Reaktion fiihrt zu den entsprechenden vollstindig geséttigten Thiazolidinen bzw.
Oxazolidinen. Diese R-Doménen sind jedoch keine integralen Bestandteile der Module,

sondern externe Enzyme.

Epimerisierung Kondensation, Heterocyclisierung und Dehydratisierung (HC),
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Abbildung 2.24  Optionale Doméanen der nichtribosomalen Peptidsynthetasen
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2.7.3 Biosyntheseweg von Tubulysin

Es gelang Sandmann et al., den Tubulysin-Biosynthesegencluster in 4. disciformis An d48 zu
identifizieren.”’ Durch eine detaillierte Sequenzanalyse des Genclusters konnten sie

Riickschliisse auf den moglichen Biosyntheseweg von Tubulysin ziehen (

Abbildung 2.25). Der Gencluster zeigt einen fiir Typ I PKS-/NRPS-Hybridcluster
charakteristischen modularen Aufbau. In diesen Systemen verlduft die Biosynthese colinear,
d.h. jedes Modul ist fiir den Einbau einer bestimmten Einheit in den Naturstoff
verantwortlich. Zum Teil wurde eine Anordnung einiger Doménen gefunden, die von der

bislang in der Literatur bekannten Doménenorganisation abweicht.

Genebene
tubA tubZ tubB tubC tubD tubE tubF
orf2 orf1

Proteinebene

TubZ TubB
® Q‘@O?

N/(j\ (Nj\COOH E
HoN"H,NT Ncoon H

C: Kondensationsdoméne KS: b-Ketoacylsynthase-Doméne
A: Adenylierungsdoméne AT: Acyltransferase-Doméne
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N-MT: N-Methyltransferase-Doméne
HC: Heterocyclisierungsdoméane
Ox: Oxidationsdoméne

TE: Thioesterase-Doméne
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KR: B-Ketoacylreduktase-Domane
DH: B-Hydroxy-Dehydratase-Domane
ER: Enoylreduktase
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Abbildung 2.25 Modell der Tubulysin-Biosynthese

Zu Beginn der Biosynthese wird Pipecolinsdure (Pip) gebildet. Es wird angenommen, dass
tubZ fiir eine Lysin-Cyclodeaminase kodiert (Lysin — Pipecolinsdure, Schema 2.17), da es
ebenso wie rapL eine hohe Sequenzhomologie zu Ornithin-Cyclodeaminasen (Ornithin —
Prolin) aufweist. rapL wurde im Rapamycin-Biosynthesegencluster gefunden und ist fiir die

Biosynthese der Pipecolinsiure des Rapamycins zustindig.[*

Pipecolinsdure als Startereinheit wird von der A-Doméne in TubB erkannt, auf das PCP
des ersten NRPS-Moduls (Lademodul) transferiert und zudem N-methyliert. Innerhalb der A-

Domine befindet sich ein Proteinabschnitt, der homolog zu einem konservierten Motiv von S-
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Adenosyl-Methionin-(SAM)-Bindestellen ist, und daher wohl als N-MT-Doméne fungiert.
Normalerweise befindet sich die N-MT-Doméne zwischen A- und PCP-Doméne, es gibt aber
auch Ausnahmen. Des Weiteren ist ungewohnlich, dass im Lademodul eine zusitzliche C-
Doméne gefunden wurde, deren Funktion unklar ist, méglicherweise spielt sie eine Rolle bei

einer spéteren Acylierung.

Ornithin-Cyclodeaminase (OCD) Lysin-Cyclodeaminase (z.B. TubZ)
NH,
NH,
NH;
P W Q
Hy COOH 0OCD ” Hy COOH  TubZ COOH
(L)-Ornithin (L)-Prolin (L)-Lysin Plpecolmsaure
Schema 2.17 Ornithin-Cyclodeaminase und Lysin-Cyclodeaminase

tubC kodiert fiir zwei NRPS-Extensionsmodule, welche die N-methylierte Pipecolinsdure
(Mep) um L-Isoleucin und L-Valin verldngern. Diese Extensionsmodule bestehen jeweils aus
C-, A- und PCP-Doménen. Innerhalb der zweiten, Valin-spezifischen A-Doméne liegt eine N-

MT-Domine, welche der in TubB &hnelt und die N-Methylierung von Valin katalysiert.

Das Tripeptid wird nun an TubD weitergereicht, ein PKS-/NRPS-Hybrid. Das erste Modul
ist eine PKS mit vollstidndiger ,,reduzierender Schleife*, welche ein Malonat verwendet, um
das Intermediat um eine Acetat-Einheit zu verlingern. In der ,,reduktiven Schleife* wurde
eine im Vergleich zu Literatur-bekannten Systemen verdnderte Doménenorganisation gefun-
den. Ungewohnlicherweise folgt die Domédnenanordnung dem biochemischen Reaktions-
verlauf von KR iiber DH zu ER, sonst liegen die Domédnen meist in der Reihenfolge DH, ER,
KR vor. Auch in der PKS TubF wurde die gleiche untypische Dominenorganisation
gefunden. In der ,reduktiven Schleife von TubD findet sich zudem noch eine ,,Spacer-
Region“ S, von der angenommen wird, dass sie weniger eine katalytische als eine strukturelle,
stabilisierende Funktion erfiillt. Dieser Spacer liegt auch nicht an der fiir ihn typischen Stelle
zwischen DH und KR, sondern zwischen AT und KR. Die besondere Anordnung der
Dominen in der ,,reduktiven Schleife* muss eine Rolle in der dreidimensionalen Struktur von
PKS- bzw. insbesondere von PKS-/NRPS-Hybrid-Systemen spielen und spiegelt die enorme
Flexibilitdt dieser Multienzymkomplexe wider.

Das zweite Modul von TubD ist ein NRPS-Modul, bestehend aus HC-, einer Cystein-
spezifischen A-, einer PCP- und einer Ox-Doméne. Die HC-Doméne {ibertragt das Interme-
diat auf die mit Cystein beladene PCP-Doméne und katalysiert die Bildung eines Thiazolins.

Dieses wird von der hinter dem PCP liegenden Ox-Doméne zum Thiazol oxidiert.

Das nichste, von fubE kodierte NRPS-Modul besteht aus C-, A- und PCP-Domine. Bei
der A-Domine konnte keine Priaferenz fiir eine bestimmte Aminosdure festgestellt werden. Da

die bislang identifizierten Tubulysine sich in ihrer Struktur an dieser Stelle durch den Einbau
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von Tyrosin (Tubulysin A, B, C, G und I) und Phenylalanin (Tubulysin D, E, F und H)
unterscheiden, scheint die A-Doméne aus TubE eine erweiterte Substraterkennung (Tyrosin

und Phenylalanin) zu besitzen.

Fiir das letzte Modul der Tubulysin-Biosynthese kodiert fubF. Dabei handelt es sich um
eine PKS, die aus KS, AT, ACP, sowie einer vollstandigen ,,reduktiven Schleife besteht. Bei
der ,,reduktiven Schleife* sind die Doménen wie im PKS-Modul von TubD, also abweichend
von Literatur bekannten Doménenorganisationen, angeordnet. Zusétzlich tritt zwischen KR
und DH ein Proteinabschnitt auf, der Ahnlichkeiten zu (SAM)-abhiingigen C-MT-Domiinen
aufweist. Diese C-MT-Doméne dient der Methylierung des B-Keto-Intermediats in o-
Position. Prinzipiell wére auch denkbar, dass statt der nachtrdglich methylierten Acetat-
Einheit direkt Methylmalonyl-CoA als Substrat fiir die PKS dient. Durch Fiitterungs-
experimente mit *C-markiertem Methionin konnten Steinmetz ef al. jedoch schon zeigen,
dass sowohl die Methylgruppe in a-Position zum C-Terminus sowie die N-Methylgruppen an
Pipecolinsdure und Valin durch S-Adenosylmethionin-(SAM)-abhingige Methyltransferasen
eingebaut werden (Abbildung 2.26).*) Zudem fiihrte Fiitterung von '*C-markiertem Acetat

zum Einbau von drei *C,-Gruppen.

OOH

Abbildung 2.26  Tubulysin A, markierte Stellen: [?CHs]-Methionin (e), ['*C,]-Acetat (—)

Eine am C-Terminus von TubF lokalisierte TE-Doméne katalysiert die Abspaltung des
Intermediats vom Multienzymkomplex als freie Sdure. Dieses hypothetische Zwischen-
produkt der Tubulysin-Biosynthese (Pritubulysin) muss noch an Position C'' und C¥
hydroxyliert und an den gebildeten OH-Gruppen zu Tubulysin acyliert werden. Fiir die
Oxidationsschritte werden Psso-Monooxigenasen erwartet, innerhalb des Biosynthesegen-
clusters und in angrenzenden Bereichen konnten jedoch keine entsprechenden Gene gefunden
werden. Moglicherweise befinden sich die fiir die Monooxigenasen kodierenden Gene an
einer anderen Stelle des Genoms oder die Hydroxylierungen werden durch unspezifische

Monooxigenasen katalysiert.

Die Acyltransferasen, die zur Bildung des Endprodukts nétig sind, konnten ebenfalls noch
nicht lokalisiert werden. Das stromabwérts vom Biosynthesegencluster liegende tubG zeigte
zwar Homologien zu Acyltransferasen, durch Inaktivierung konnte aber gezeigt werden, dass

es keine Funktion bei der Tubulysin-Biosynthese besitzt.
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3  Aufgabenstellung

Tubulysine haben aufgrund ihrer Tubulin-auflésenden Féhigkeit, die wie in Kapitel 2.2
beschrieben bereits griindlich in vitro und in vivo untersucht wurde, ein hohes Potential fiir die
Krebstherapie. Probleme bereitet jedoch die Verfligbarkeit, denn die Ausbeuten bei der
fermentativen Herstellung sind nicht sehr hoch (<4 mg/)..’) Aber auch der synthetische
Ansatz hat sich bisher nicht einfach gestaltet, erst eine Arbeitsgruppe berichtete iiber die
Synthese eines natiirlich vorkommenden Tubulysin-Derivats, Tubulysin D.?* Ein besseres
Verstindnis der Biosynthese konnte dazu dienen, die fermentative Tubulysin-Produktion zu

erhohen und durch Gentechnik Tubulysin-Derivate herzustellen.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten postulierte Biosynthese-Intermediaten A-G (Abb. 3.1)
fiir Fiitterungsexperimente in der Arbeitsgruppe von Prof. Miiller am Institut fiir Pharma-
zeutische Biotechnologie der Universitit des Saarlandes synthetisiert werden, um den von
Sandmann er al. bereits vorgeschlagenen Biosyntheseweg” zu belegen und eingehender
untersuchen zu konnen (Kapitel 2.7.3). Die Verbindungen sollten mit Deuterium markiert
werden, um Tubulysine mit inkorporierten Intermediaten bei der Analyse der Zellextrakte
durch einen Massenshift im LC-MS identifizieren zu konnen. Wéhrend der Biosynthese am
NRPS-/PKS-Multienzymkomplex sind sowohl die Substrate zur Kettenverlingerung als auch
die Intermediate iiber einen Phosphopantetheinlinker (ppan) an die Carrier Proteine (PCP,
ACP) des Multienzymkomplex gebunden. Um diese Situation zu imitieren, die Erkennung der
gefiitterten Substrate zu erleichtern und eine leichte Umesterung zu ermoglichen, sollten die
Intermediate als SNAC-Ester synthetisiert werden (Abb. 3.2).

N~ >COOH SNAC N
.............. 0
A B c D
D
D D o
§ SNAC R
N N N 7y sNAC
o L | o L |
E " F "
D
D
\ﬁ\ ! o o Ph
. N
| ........ | S O
G

Abbildung 3.1  Zielverbindungen fiir Fiitterungsexperimente
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Pantothensaure
; Cysteamin
Pantoinsaure — SNAC
Protein —
o o} o

o OM Sep
R - N/\/U\N/\/ Peptid /U\N/\/S\Peptid

o o OH H H H

B-Alanin

Phosphopantethein-PCP (bzw. -ACP) N-Acetylcysteamin-Thioester des
mit Biosyntheseintermediat zu verfiitternden Peptids

Abbildung 3.2 Natiirliche Biosyntheseintermediate im Vergleich mit den zu fiitternden
Peptid-SNAC-Estern

Ein weiteres Ziel der Arbeit war die Totalsynthese von Priatubulysin (Abb. 3.3), dem
vorgeschlagenen Produkt der Biosynthese am Multienzymkomplex, welches erst nach
Abspaltung durch die Thioesterase zu Tubulysin oxidiert und acyliert wird. Durch Vergleich
von MS-Fragmentierungsmustern und NMR-Spektren des synthetischen Préatubulysins mit
einer aus Zellextrakten gewonnenen Substanz sollte die Existenz dieses Intermediats und
somit auch ein Teil der Biosynthese bewiesen werden. Ein semisynthetischer Ansatz zur
Tubulysin D-Synthese sollte die Synthese der vereinfachten Vorstufe Priatubulysin, die ohne
labiles N, O-Acetal und O-Acetat auskommt, in Verbindung mit einer Biotransformation durch
einen Tubulysin-Produzenten darstellen (Abb. 3.3).

Es ist anzunehmen, dass Pritubulysin cytotoxische Eigenschaften besitzt, da mittlerweile
vereinfachte Tubulysin-Analoga, die ebenfalls kein N,O-Acetal besitzen, synthetisiert und
erfolgreich getestet wurden (Kapitel 2.5). Im Laufe der Arbeit entwickelte sich daher das Ziel,
Pratubulysin-Derivate zu synthetisieren, die zusammen mit Pratubulysin in der Arbeitsgruppe

Miiller beziiglich ihrer Cytotoxizitdt untersucht werden sollten.

E\ o 9 0 /'/\Pi\
ll\l/\“/N N /D/L” ™~ COOH
@ S

Pratubulysin

Oxidation und Acylierung
durch Myxobakterien

"Biotransformation"

Tubulysin D

Abbildung 3.3 Prétubulysin, Biotransformation zu Tubulysin D
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4  Ergebnisse und Diskussion

4.1 Herstellung von deuterierten Biosynthese-Zwischenstufen

4.1.1 Synthese von Baikiain als Vorstufe von deuterierter
Pipecolinsiure (d,-Pip)

4.1.1.1 Retrosynthetische Betrachtung

Pipecolinsdure bildet die Starteinheit der Tubulysin-Biosynthese und ist somit auch in
allen weiteren Zwischenstufen wiederzufinden. Daher bietet es sich an, die Deuterium-
markierung bereits in der Pipecolinsdure einzufiihren. Hierzu sollte 4,5-ungesittigte Pipe-
colinsdure S2 (Baikiain'®”) enantioselektiv synthetisiert und durch katalytische Hydrierung zu
S1 deuteriert werden (Schema 4.1). S2 ist durch Ringschlussmetathese (RCM) des N,C-
diallylierten Glycinderivats S3 zugénglich. Zur Einfiihrung der beiden Allylreste sollten im
Arbeitskreis entwickelte Methoden zur Synthese unnatiirlicher Aminosduren verwendet
werden. Der N-Allylrest kann iiber eine milde Pd’-katalysierte N-Allylierung eingebracht
werden. Die y,0-ungesittigte Aminosdure S4 kann ausgehend vom chiralen Glycinallylester
S5 {iber eine Esterenolat-Claisen-Umlagerung synthetisiert werden. Diese zeichnet sich durch
einen exzellenten Chiralitdtstransfer aus. Der zur Veresterung mit Glycin bendtigte chirale
Allylalkohol S6 kann durch Grignard-Reaktion eines Aldehyds mit Vinylmagnesiumbromid
und durch anschlieBende kinetische Racematspaltung des racemischen Allylalkohols darge-
stellt werden. Ein Vorteil dieser Reaktionssequenz ist, dass beide Enantiomere der Pipecolin-

sdure durch Verwendung des entsprechenden Allylalkohols erhalten werden kénnen.

R’

R
D Deuterierung | Pd’-katalysierte |
Df\ Entschitzung (\ RCM \L N-Allylierung

COOH COOR N~ >COOR SGN” COOR
H SG SG H
S1 S2 S3 S4

Esterenolat-

Claisen- SGN” >COOH

Umlagerung o Veresterung ~ H

—————> SGN D S — + Grignard-Reaktion
H/\[(])/ WR/\ OH Racematspaltung o
S5 R'/k% RI/U\H
S6

Schema 4.1 Retrosynthetische Betrachtung deuterierter Pipecolinséure
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4.1.1.2 Synthese des chiralen Allylalkohols

Zur enzymatischen Racematspaltung des iiber eine Grignard-Reaktion erhaltenen Allyl-
alkohols 1 wurde Novozym® 435 verwendet. Dabei handelt es sich um eine immobilisierte
Lipase aus Candida antarctica, einem aus dem antarktischen Vandasee stammenden alkalo-
philen Organismus. Die Immobilisierung bietet den Vorteil, dass das Enzym in organischen
Losemitteln und auch bei hoheren Temperaturen (bis etwa 70 °C) verwendet und zudem
durch Filtration leicht vom Reaktionsgemisch abgetrennt, gereinigt und wieder verwendet

werden kann.

Bei Verwendung von Novozym® 435 in Vinylacetat findet eine enantioselektive
Veresterung ungesittigter sekundérer Alkohole zum Acetat statt.®® Diese luft nach der von
Kazlauskas vorgeschlagenen, empirischen Regel ab, wonach in Abhéngigkeit von der Grof3e
ihrer Reste zwei enantiomere Alkohole unterschiedlich schnell reagieren (Abbildung 4.1).1%1
Steht der groBere der beiden Reste auf der linken Seite, so reagiert der Alkohol schneller,
dessen Hydroxygruppe nach hinten zeigt. Wichtig ist der GroBenunterschied zwischen den

beiden Resten, so dass nur einer der Alkohole in die Enzymtasche passt.

H OH HO H
langsame Reaktion schnelle Reaktion

Abbildung 4.1  Kazlauskas-Regel

Zu Beginn der Reaktionssequenz musste also ein Aldehyd stehen, dessen Rest R grofer
als ein Vinylrest ist. Zundchst wurde ein Phenylrest gewihlt, der auch den Vorteil bieten
sollte, dass bei der spdteren Ringschlussmetathese der Grubbs-Katalysator [RuCl,(=CHPh)

(PCys3)2] durch den entstehenden Benzylidenrest immer wieder regeneriert wiirde.

Die enzymatische Racematspaltung lief sehr gut, (S)-Alkohol 1a und (R)-Acetat 2a
konnten in guten Ausbeuten und in sehr hohen Enantiomereniiberschiissen erhalten werden
(Tabelle 4.1). Probleme bereitete jedoch die Verseifung des Acetats zum (R)-Alkohol 1a, bei
der ein ee-Verlust von 20 % beobachtet wurde. Neben der Umsetzung mit Kaliumcarbonat in
Methanol wurden auch enzymatische Verseifungen getestet. Mit Novozym® in EtOH/H,0!"!
wurde auch bei Erwidrmen keine Reaktion beobachtet und mit PLE"" fand zwar eine
langsame Reaktion statt, der ee-Wert des (R)-Alkohols 1a betrug jedoch nur 64 %. Der
Verlust an chiraler Information ldsst sich nur so erkldren, dass die Verseifung nicht nur an der
Carbonylfunktion des Acetats, sondern auch iiber eine Konkurrenzreaktion (Sny2) an der
Alkoholfunktion abléduft, beglinstigt durch Phenyl- und Vinylrest in direkter Nachbarschaft.

Daher wurde beschlossen, mit einem anderen, aliphatischen Rest zu arbeiten. Hierzu
wurde der Allylalkohol rac-1b aus Isovaleraldehyd und Vinylmagnesiumbromid synthetisiert

und mit Novozym® in Vinylacetat umgesetzt. Die etwas niedrigeren Ausbeuten bei den
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Alkoholen lassen sich darauf zuriickfiihren, dass dieser Alkohol sehr leichtfliichtig ist. Die
Racematspaltung stoppt nicht bei vollstaindigem Verbrauch des (S)-Alkohols 1b, so dass die
Veresterung des (R)-Alkohols 1b bei Abbruch der Reaktion schon begonnen hat und dadurch
der Enantiomereniiberschuss des (S)-Acetats 2b etwas niedriger ist. Die Verseifung des (S)-
Acetats 2b verlduft ohne ee-Verlust glatt zum (S)-Alkohol 1b.

Tabelle 4.1 Grignard-Reaktion und enzymatische Racematspaltung
)(J)\ Z>MgBr OH Novozym®435 OH .\ ?AC
R™OH  Et0,-20°C 7 Vinylacetat RN RN
R=Ph 91% rac-1a (S)1a (R)-2a
Bu 80%  rac-1b (R)-1b (S)-2b
KoCO3
l MeOH
Eintrag Substrat R Ausbeute [%] ee-Wert [%]
OH
1 (S)-Alkohol 1a  Ph 39 >99 R/\/
2 (R)-Alkohol 1b  iBu 31 >99 g))jz
3 (R)-Acetat 2a Ph 49 98
4 (S)-Acetat 2b iBu 46 84
5 (R)-Alkohol 1a  Ph 90 79
6 (S)-Alkohol 1b  iBu 89 84

4.1.1.3 Synthese der y,0-ungeséttigten Aminosiure via Esterenolat-Claisen-Umlagerung

Die Esterenolat-Claisen-Umlagerung von geschiitzten Aminosdureallylestern ermoglicht
einen einfachen Zugang zu y,8-ungesittigten Aminosduren (Schema 4.2)."?! Dabei wird der
N-geschiitzte Aminoséureallylester mit einer Base (z. B. LDA) bei -78 °C deprotoniert und
durch Zugabe eines Metallsalzes (z. B. ZnCl,) transmetalliert, wodurch sich der Z-Enolat-
Chelatkomplex und somit eine fixe Enolatgeometrie bildet. Dariiber hinaus verlduft die
Reaktion bevorzugt iiber einen sesselférmigen Ubergangszustand mit dquatorialer Anordnung
der Reste R* und R’, was in einer hohen Diastereoselektivitit zugunsten des syn-Diasteromers
und dem Erhalt der E-Doppelbindung resultiert. Zudem liefern Ester chiraler Allylalkohole
optisch aktive Aminosduren, da durch den konzertierten Reaktionsmechanismus ein Chira-

litdtstransfer vom Ester auf das a-Zentrum der Aminoséiure erfolgt.
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ZnCl, | go-aQO
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H 0O R1
Z-Enolat-

Chelatkomplex

Schema 4.2 Esterenolat-Claisen-Umlagerung

Die Moglichkeit des Chiralititstransfers von der Alkoholgruppe eines Aminosdureallyl-
esters auf das o-Zentrum der Aminosdure sollte hier genutzt werden. Dazu wurde der
Allylalkohol (R)-1b in einer DCC-Kniipfung nach Steglich”*) mit Boc-Glycin zum Ester (R)-
3 umgesetzt. AnschlieBend erfolgte die Esterenolat-Claisen-Umlagerung mit LDA als Base
und ZnCl, als chelatisierendem Metallsalz, sowie Veresterung der erhaltenen freien Saure
zum Methylester (R)-4. Ebenso wurde der Allylalkohol (S)-1b eingesetzt, so dass die 7y,0-
ungesittigten Aminosduren (R)-4 und (S)-4 in guter Ausbeute und exzellenter Selektivitdt

erhalten werden konnten (Schema 4.3).

OH BocGly, o 1) LDA, ZnCl, |
DCC,DMAP * THF, -78 °C
’ BocN N ’
H/\[(])/

—_— —_—
N

Et,0, 0 °C 2) Mel, K2CO3 BoecN”*>COOMe
DMF, 0 °C H
(R)-1b,>99 % ee 98 % (R)-3 89 % (R)-4,>99 % ee
(S)-1b,84 % ee 88% (S)-3 85 % (S)-4, 87 % ee
Schema 4.3 Veresterung nach Steglich und chelatisierte Esterenolat-Claisen-Um-

lagerung des Aminosédureallylesters

4.1.1.4 Synthese von Baikiain und Pipecolinsiure iiber Pdo-katalysierte N-Allylierung
und Ringschlussmetathese

Eine in unserer Arbeitsgruppe entwickelte Methode bietet die Moglichkeit, geschiitzte

Aminoséuren unter milden, neutralen Reaktionsbedingungen am Stickstoff zu allylieren,!*"”!

") Darin wird berichtet, dass

wobei auf einer Arbeit von Tsuji et al. aufgebaut wurde.
Palladium-katalysierte allylische Substitutionen unter annidhernd neutralen Bedingungen
ablaufen konnen, wenn Allylcarbonate als allylierende Agenzien verwendet werden. Im
Verlauf dieser Reaktion addiert das Allylcarbonat unter Ausbildung des m-Allyl-Palladium-

Komplexes oxidativ an Pd(0). Dabei werden CO, und Alkoholat freigesetzt. Letzteres ist in
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der Lage, ein ausreichend acides Pronukleophil zu deprotonieren und somit das eigentliche

Nukleophil fiir den Angriff am Allylkomplex zu generieren (Schema 4.4).

Bei unserer Methode werden Allylethylcarbonat, sowie Tosyl- oder Trifluoracetyl-
geschiitzte Aminosduren verwendet, um eine ausreichende Aciditit der Amidprotonen zu
gewihrleisten. Sie werden in Gegenwart von Allylpalladiumchlorid-Dimer als Katalysator
und Triphenylphosphin als Ligand umgesetzt. Die Tos-Schutzgruppe erwies sich der TFA-
Schutzgruppe etwas {iberlegen, da bei Raumtemperatur gearbeitet werden kann. Bei
Verwendung TFA-geschiitzter Aminosdureester sind hingegen Reaktionstemperaturen von
50 °C notwendig, um vergleichbare Ausbeuten zu erzielen. Bemerkenswert ist, dass die
Reaktion vollstindig und sauber ablduft, obwohl nur Spuren des Elektrophils und des

Nukleophils (maximal 2 mol%) in der Reaktionslosung vorhanden sind.

L

SGN” “COOR' _~_~OCOOEt
V \
+ SG
Pd W - COOR “OCOOEt
COOR
H
Schema 4.4 Pd’-katalysierte N-Allylierung

Zur N-Allylierung der hier synthetisierten y,0-ungesdttigten Aminoséuren (R)-4 und (S)-4
musste zundchst noch ein Wechsel von der Boc- auf die TFA-Schutzgruppe stattfinden, um
ein ausreichend acides Amidproton zu haben. Es wurde die TFA-Gruppe gewahlt, da diese
leichter als die Tos-Schutzgruppe wieder abspaltbar ist. Die Umschiitzung gelang in sehr
hoher Ausbeute mit Trifluoressigsdure zum Entschiitzen der Boc-Gruppe und mit Trifluor-
essigsdureanhydrid zur TFA-Schiitzung (Schema 4.5). Um diesen Schritt zu vermeiden, ist
auch TFA-geschiitztes Glycin in der Veresterung zum Allylester und der Esterenolat-Claisen-
Umlagerung getestet worden. Es zeigte sich, dass die Veresterung nicht sauber ablief und der
Allylester maximal mit einer Ausbeute von 73 % erhalten werden konnte. Zudem trat auch ein
Chiralititsverlust von etwa 20 % ee auf, so dass Veresterung und Umlagerung bevorzugt mit

Boc-geschiitzten Aminosduren durchgefiihrt und der zusédtzliche Schritt der Umschiitzung in
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Kauf genommen wurden. Die N-Allylierung der y,0-ungeséttigten Aminosduren (R)-5 und
(8)-5 verlief sehr sauber und nahezu quantitativ. Um eine mogliche partielle Umesterung (Me-
— Et-Ester) zu vermeiden, wurde statt Allylethylcarbonat das entsprechende Methylcarbonat
verwendet.

Die N-allylierten y,6-ungesittigten Aminosduren (R)-6 und (S5)-6 konnten nun mit dem

7} in einer Ringschlussmetathese zum ungesittigten

Grubbs-Katalysator der ersten Generation
Pipecolinsiure-Derivat Baikiain (R)-7 bzw. (S)-7 umgesetzt werden (Schema 4.5).%! Die
Schutzgruppenwahl erwies sich als nicht-orthogonal, d. h. es konnte keine Methode gefunden
werden, die TFA-Gruppe unter Erhalt des Methylesters zu spalten. Daher wurde beschlossen,
Baikiain 7 mit Natronlauge komplett zu entschiitzen und durch Zugabe von Di-tert-butyl-
dicarbonat am N-Terminus wieder Boc zu schiitzen, wodurch Boc-Baikiain 8 in guter

Ausbeute erhalten wurde.

_~_0COOMe
| a) TFA, 0°C | [AllyIPACI]; (1.0 mol%)
b) TFAA, 0 °C PPhs (4.5 mol%)
_— >
BocN”*~COOMe TFAN""coome T11F+60°C
H H
(R)-4,>99 % ee 97 % (R)-5,98 % ee 98 %
(S)-4, 87 % ee 97 % (S)-5, 84 % ee 99 %
Cho. 'T’CY3
Cl/r\’\uaph
I PCys a) 1 M NaOH
— — >
*>COOMe CHyCl, N”* “COOMe Dioxan, 0 °C N~ *~COOH
TFA TFA Boc
(R)-6, 97 % ee 97 % (R)-7,97 % ee 91 % (R)-8
(S)-6, 84 % ee 93 % (S)-7,83 % ee 81% (S)-8
Schema 4.5 Synthese von Boc-geschiitztem Baikiain 8

In ersten Fiitterungsexperimenten in der Arbeitsgruppe Miiller sollte festgestellt werden,
ob (R)- oder (S)-Pipecolinsdure in die Biosynthese eingeht. Die Frage stellt sich, da zum einen

2l und zum

im finalen Tubulysin die D-konfigurierte Aminosdure gefunden worden ist,!
anderen die Pipecolinsdure durch eine Lysindeaminase hergestellt wird,” die hierbei auch L-
Pipecolinsdure produzieren konnte. Die bei der Baikiainsynthese erzielten Enantiomeren-
reinheiten von 97 bzw. 83 % reichten fiir die Tests nicht aus, denn auch nur wenige Prozent
des zweiten Enantiomers konnten das Ergebnis verfdlschen bzw. zu einem nicht eindeutigen
Ergebnis fiihren. Durch Féallung und Umkristallisation mit Phenylethylamin (PEA) gelang es,
die Enatiomerenreinheit von (R)-8 und (5)-8 jeweils auf iiber 99 % zu erh6éhen (Schema 4.6).

Bei der Umkristallisation fiel leider nur etwa die Hélfte des Ammoniumsalzes 9 wieder aus,
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tibriges Boc-Baikiain 8 kann jedoch aus der Mutterlauge der Umkristallisation wieder zuriick-

gewonnen werden.

+ —_ >
N~ * "COOH H2 * “Ph N~ *>COO"

J\ N~ >COOH
Boc + Boc

Boc HaN"*>Ph
(R)-8 (S)-PEA (R,S)-9 49 %, (R)-8, >99 % ee
(S)-8 (R)-PEA (S.R)-9 50 %, (S)-8, >99 % ee
Schema 4.6 Enantiomerenanreicherung von Boc-Baikiain 8

Die enantiomerenreinen Boc-geschiitzten Baikiain-Enantiomere 8 wurden zu den
Pipecolinsduren d»-10 deuteriert und die Boc-Schutzgruppe mit einer HCI-Dioxan-Ldsung
abgespalten. Die absolute Konfiguration der Pipecolinsdure konnte durch Vergleich der
optischen Drehwerte von d,-10 mit Literaturwerten”™! bestitigt werden (Schema 4.7).
Durch Boc-Entschiitzung von 8 konnte mit HCl/Dioxan Baikiain 12 erhalten werden
(Schema 4.7). Dieses sollte auch in Fiitterungsversuchen eingesetzt werden, um die
akzeptierte Substratbreite der A-Domine in TubB zu untersuchen. Die so erhaltene Doppel-
bindung im Endprodukt konnte nach der Biosynthese durch Dihydroxylierung, Epoxidierung
0.4. zu Tubulysinderivaten mit verdnderten Eigenschaften, zum Beispiel beziiglich der

Wasserloslichkeit, weiter modifiziert werden.

Durch Fiitterungsexperimente im Arbeitskreis Miiller konnte gezeigt werden, dass
deuterierte (S)-Pipecolinsdure (S)-d,-11 in Tubulysin eingebaut wird. Die A-Doméne in TubB
scheint eine hohe Substratspezifitit zu besitzen, da weder (R)-d,-11 noch Baikiain (R)- bzw.
(8)-12 von ihr verwendet und somit nicht erkannt wurden. Der Einbau von (S)-d,-11 bedeutet,
dass die Lysindeaminase TubZ zu Beginn der Biosynthese L-Pipecolinsdure bildet und es
somit innerhalb der Biosynthese eine Epimerase geben muss, welche das L- in das finale D-

Enantiomer umwandelt.

D
Dy, Pd/C \ﬁj\ HCl/Dioxan, 0 °C

MeOH Ncoon cr N7 COOH
H

~ Boc 2

quant. (R)-d2-10 81 % (R)-d>-11
N~ COOH 98 % (S)-dp-10 78 % (S)-d»-11) Einbau!
Boc

R)8 [a]p?® = -45.5° (c = 1.0, MeOH, (S)-d2-10)
\_ HCl/Dioxan, 0 °C Q (Lit.:7® [u]p?4 = -45.1° (c = 1.0, MeOH, L-Boc-Pip))
COOH
quant. (R) -12
quant. (S)-12

Schema 4.7 Fiitterungssubstrate d,-11 und 12
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4.1.2 Synthese von deuterierter N-Methylpipecolinsiure (d;-Mep)

Da die Synthese von Baikiain und Pipecolinsdure einige Zeit in Anspruch nimmt, wurde
dariiber nachgedacht, racemische Pipecolinsdure kiuflich zu erwerben und diese in ihre
Enantiomeren aufzuspalten. Zundchst wurde eine Trennung durch pridparative HPLC in
Betracht gezogen. Da jedoch nur eine semipréparative chirale Séule zur Verfligung stand,
tiber die maximal 20 mg pro Lauf getrennt werden konnten, entsprach diese Methode nicht
den gestellten Anforderungen, enantiomerenreine Pipecolinsdure im Gramm-Mafstab bereit-
zustellen. Kristallisation von Z-Pipecolinsdure mit einem chiralen Amin wie Phenylethylamin
erfiillte die Vorstellungen schon eher. Analog wie bei U. Beutler’®! beschrieben, wurde
racemische Z-Pipecolinsdure mit (S)-Phenylethylamin ausgefillt (Schema 4.8). Das (R,S)-Z-
Pipecolyl-phenylethylammonium-Salz wurde noch einmal aus Essigsdureethylester umkristal-
lisiert, da der ee-Wert der (R)-Z-Pipecolinsdure (R)-13 erst etwa 60 % betrug. Durch saure
Aufarbeitung konnte die (R)-Z-Pipecolinsdure (R)-13 von sehr hohem ee-Wert (>98 %)
erhalten werden. Aus dem Filtrat der ersten Fillung konnte (S)-Z-Pipecolinsdure (S)-13
bereits enantiomeren-angereichert (55 % ee) isoliert werden. Durch Fillung mit (R)-Phenyl-
ethylamin, anschlieBender Umkristallisation, sowie saurer Aufarbeitung wurde sie ebenfalls
von sehr hohem ee-Wert (>98 %) erhalten. Durch Vergleich der optischen Rotation mit
Literaturdaten konnte die Konfiguration der Z-Pipecolinsduren (R)- bzw. (S)-13 belegt
werden."*>*¥ Die restliche Z-Pipecolinsiure, sowie die eingesetzten Phenylethylamine kénnen
aus den Filtraten der Umkristallisationen bzw. aus den wissrigen Phasen durch basische Auf-

arbeitung reisoliert und nochmals umgesetzt werden.

Et,0 :
D k22 (it - ()
N~ >COOH Hy Ph N~ >Ccoo COOH

z

N

. 44 % (vor Umkrist.) 51 %, 55 % ee
rac-Z-Pip (S)-PEA 27 % (nach Umkrlst )
lKHSO“ l HN"Ph
(R)-PEA
EN\/\COOH Q\COOH
z
(S)-13
27 % >98 % ee 27 %, >98 % ee
[a]p?° = +55.3° (c = 1, CH,Cly) [a]p?® =-55.1° (¢ = 1, CH,Cly)
(Lit:9 [a]p?° = +77.6° (c = 0.2, CH,Cly)) (Lit.BY [a]p?° = -53° (¢ = 1, CH,Cl,))
Schema 4.8 Enantiomerentrennung von Z-Pip

In der Literatur wurde eine Methode gefunden, L-Prolin in einer Stufe durch reduktive
Aminierung mit Formaldehyd in Gegenwart eines heterogenen Palladium-Katalysators unter
Wasserstoffatmosphire in N-Methylprolin zu tiberfiihren.® Ebenso lisst sich die N-Methyl-

gruppe bei Pipecolinsdure einflihren, was sich auch andere Gruppen zu Nutze gemacht
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haben.'*** Dieses Verfahren wurde aufgegriffen und weiterentwickelt. Die durch Racemat-
spaltung erhaltene Z-geschiitzte (R)- bzw. (S)-Pipecolinsdure (R)- bzw. (5)-13 kann im
Eintopfverfahren durch katalytische Hydrierung entschiitzt und im Anschluss durch Zugabe
einer Formaldehyd-Losung reduktiv aminiert werden. Ebenso ist es auch mdglich, die
Reaktion unter Deuteriumatmosphére durchzufiihren, so dass monodeuterierte N-Methyl-
pipecolinsdure (d;-Mep) d;-14 auf schnelle und einfache Weise erhalten werden kann
(Schema 4.9).

Dy, Pd/C
CH,0 aq.
(o o [
*>COOH MeOH *>COOH
z quant. DJ
(R)-13 (R)-ds-14
(S)-13 (S)-ds-14
Schema 4.9 Einfiihrung der N-Deuteromethylgruppe

4.1.3 Untersuchungen zu den Deuterierungsreaktionen

In den 'H-NMR-Spektren der deuterierten Pipecolinsiure (d»-11) konnte anhand der
Integrationen von 4-H und 5-H erkannt werden, dass die Deuterierung nicht vollstindig
verlaufen war (Abbildung 4.2a). Es ist zu erwarten, dass die katalytische Deuterierung von
beiden Seiten der Doppelbindung stattgefunden hat, so dass sich Deuterium in axialer und
dquatorialer Stellung an Position 4 und 5 befindet. Die Signale von 4-H,x und 5-Hg
iberlagern sich, die Integration des Signalhaufens betrdgt 1.21 statt wie zu erwarten 1.0,
ebenso lédsst sich der Signalhaufen von 4-H.q und 5-Heq nur mit 1.30 statt 1.0 integrieren. Bei
Betrachtung des Deuteriumspektrums der Verbindung d;-11 (Abbildung 4.2b) konnte fest-
gestellt werden, dass die Deuterierung nicht nur an der urspriinglichen Doppelbindung, die
sich zwischen C-4 und C-5 befunden hat, stattgefunden hat, sondern dass auch in geringem
MafBe die dquatoriale Position an C-3, sowie die axiale Position an C-6 deuteriert worden ist.
Dies lésst sich moglicherweise dadurch erklédren, dass ein o-Pd-C-Komplex durch -Hydrid-
Eliminierung, als Konkurrenzreaktion zur reduktiven Eliminierung, eine Wanderung der

Doppelbindung verursacht hat.

Eine Berechnung des Deuteriumgehaltes aus den Integrationen im 'H-NMR-Spektrum
ergibt, dass an C-4 und C-5 jeweils 37.5 % Deuterium zu finden ist (Abbildung 4.2¢); C-3 ist
zu 7 % deuteriert, C-6 zu 5 %. Insgesamt ergibt sich daraus, dass die Deuterierung nur zu
87 % erfolgreich war. Eine Aussage iiber das Verhéltnis von dideuterierter zu monodeuterier-

ter und undeuterierter Pipecolinsdure (d,-11:d;-11:dp-11) ldsst sich hieraus nicht treffen.
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a) 'H-NMRin D,O (500.3 MHz)

L L B B
5.0 4.5 4.0 3.5

 —

25 2.

B o W

Abbildung 4.2  Vergleich von Protonen- und Deuterium-NMR-Spektren der deuterierten
Pipecolinsiure d,-11: a) 'H-NMR-Spektrum, b) 2H-NMR-Spektrum; C)
Deuteriumgehalt an den jeweiligen Kohlenstoffen

Massenspektrometrische Untersuchung™® hingegen zeigen, dass die Pipecolinsiure d,-11
zu 7 % undeuteriert, 26 % monodeuteriert, 49 % dideuteriert und sogar zu 17 % trideuteriert
vorliegt, woraus sich ebenfalls ein Deuterierungsgrad von 87.5 % ergibt. Das Vorhandensein
der dreifach deuterierten Pipecolinsdure bekriftigt die Vermutung, dass [-Hydrid-Elimi-
nierungen stattfinden. Die Dreifachdeuterierung sowie die Doppelbindungswanderung kénnen

durch den Horiuti-Polanyi-Mechanismus!®”!

erkldart werden, in dessen Verlauf eine Reihe
sukzessiver Hydrierungs-Dehydrierungsschritte erfolgt: In einer Di-c-adsorption bilden die
Kohlenstoffatome der Doppelbindung zwei direkte o-Bindungen zur Katalysatoroberfliche.
Eine erste Halbdeuterierung fithrt zu einem oberflichengebundenem Reaktionszwischen-
produkt, das im néchsten Schritt entweder Doppelbindungswanderung (verbunden mit einem
H-D-Austausch) oder Hydrierung erfahren kann. Durch eine B-Hydrid-Eliminierung (Schema
4.10, Weg A) kann wieder eine Doppelbindung gebildet werden, wobei in diesem Fall zwei
Eliminierungsrichtungen (zur urspriinglichen 4,5-Position oder zur 3,4- bzw. 5,6-Position)
moglich sind, oder das Intermediat kann in einer reduktiven Eliminierung (Schema 4.10, Weg
B) ein zweites Deuterium aufnehmen. Die in Weg A regenerierte Doppelbindung kann

wiederum angegriffen und deuteriert werden.

[a] Vergleich der Signalintensititen von deuterierter und undeuterierter Pipecolinsdure in LRMS-Spektren
(Ionisierung: EI) unter Beriicksichtigung der natiirlichen Isotope.
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N COOH
A) p-Hydrid- Boc
Eliminierung
PR | - T~ Doppelbindungs-
D D reduktive DB ?r isomerisierung
Eliminierung A
N N COOH
B .
oc  COOH Boc Deuterierung
Halbdeuterierungs- ~ B) reduktive
zwischenprodukt Eliminierung D
N COOH
Boc
Schema 4.10 Erklarung fiir Doppelbindungsisomerie und Dreifachdeuterierung nach

dem Horiuti-Polanyi-Mechanismus

Auch die reduktive Aminierung durch katalytische Deuterierung von 13 zu d;-14 scheint
nicht vollstindig verlaufen zu sein, denn neben dem Methylensignal der N-Deuteromethyl-
gruppe von d;-14 ist im 'H-NMR-Spektrum (Abbildung 4.3a) ein weiteres Signal zu sehen,
das einem Methylsignal einer undeuterierten N-Methylgruppe zugeordnet werden kann.™ Im
Deuteriumspektrum von d;-14 (Abbildung 4.3b) wird deutlich, dass d;-14 nur an C-7
deuteriert ist und somit keine Doppelbindungsisomerie stattgefunden hat. Ein Integrations-
vergleich der Methylen- bzw. Methylgruppe an C-7 ergibt, dass monodeuterierte N-Deutero-
methylpipecolinsdure d;-14 im Verhéltnis 87:13 zur undeuterierten N-Methyl-pipecolinsdure
do-14 gebildet worden ist.

Zur katalytischen Deuterierung wurden die gleichen Bedingungen wie bei katalytischen
Hydrierungen angewandt, so dass als Losemittel Methanol (nicht wasserfrei) verwendet
wurde. Kurita et al. beschreiben einen Pd/C katalysierten H,-D>-Austausch unter Verwendung
von H»/D,0 und 10 % Pd/C bei Raumtemperatur.[86] Eine mogliche Erkldrung fiir die hier
unvollstindigen Deuterierungen konnte also darin liegen, dass das protische Ldsemittel
Methanol, vielleicht aber auch das vorhandene Wasser oder die freie Sdure im Molekiil in
einer umgekehrt zu der von Kurita beschriebenen Reaktion H-Pd-D-Spezies generieren
konnte, wodurch neben Deuterium auch Wasserstoff auf die Substrate {ibertragen werden
konnten. Zudem gelangen im Fall von d,-11 Wasserstoffatome auch durch B-Hydrid-

Eliminierungen an die Katalysatoroberfldche.

[a] Das Methylsignal einer undeuterierten Verbindung konnte auch bei Peptiden, die auf diese Weise N-
deuteromethyliert wurden (siehe Folgekapitel), beobachtet werden.
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a) "H-NMR in D,O (400.1 MHz)
. —T7-Hd-14
7-H
‘ 7-H d,14
5 3
L)
N COOH
S
2-H,
(S)-d,-14 6-Heq g-:eq’ 3-Hyy
G'Hax Q| o ~Heq 5'Ha><
72(\‘3’/3-Heq 4-Hox

1S

b)  2H-NMR in H,O (76.8 MHz)

L e B L E A B B
4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 ppm

Abbildung 4.3  Vergleich von Protonen- und Deuterium-NMR-Spektren der deuterierten
N-Methylpipecolinsdure d;-14: a) 'H-NMR-Spektrum, b) *H-NMR-
Spektrum

4.1.4 Synthese der deuterierten Peptid-Intermediate

4.1.4.1 Synthese des Dipeptids d,-Meplle

Bei ersten Untersuchungen zur Synthese des Dipeptids N-Methylpipecolinsdure-Isoleucin
(Meplle) wurde zunéchst Prolin als Testsubstrat eingesetzt (Schema 4.11). Z-Prolin wurde
tiber ein gemischtes Anhydrid mit Isoleucin-tert-butylester in sehr guter Ausbeute zum
Dipeptid 15 gekniipft. Der tert-Butylester wurde gewéhlt, da bei der Entschiitzung des N-
Terminus durch katalytische Hydrierung ein freies Amin entsteht, welches intramolekular an
der Esterfunktion des C-Terminus angreifen und somit den Diketopiperazinring schlieBen
konnte, der tert-Butylester aber im Gegensatz zu einem Methylester relativ inert gegen solche
Angriffe ist. Das freie Amin konnte in guter Ausbeute mit Paraformaldehyd und Natrium-
cyanoborhydrid zu 16 reduktiv aminiert werden, es entstand jedoch auch ein Nebenprodukt
17, bei dem der Amidstickstoff des Isoleucins das Iminiumion am Prolin angegriffen und so
einen Pyrrolidino-[1,2-c]-imidazolidin-1-on-Heterocyclus gebildet hat. Zum Schluss konnte
der tert-Butylester mit Trifluoressigsdure entschiitzt und das Trifluoressigsduresalz des N-

Methylprolin-Isoleucin-Dipeptids 18 in quantitativer Ausbeute erhalten werden.
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H
% ..... COOBu
I
85 %

lleOtBUHCI 1)H2 Pd/C, MeOH
O\ CICOOlBu NMM COOtBu 16
+
COOH >
§ THF 20 °C, 95 % z ) (CH,0),, NaBH3CN
(L)-Z-Pro 'V'eOH o
\_N. _coou

TRACHCE 111 '
OY ..... COOH 17 ..-""% 7%
et TFA | %

Schema 4.11 Testsubstrat ProlleOrBu

Zwischenzeitlich war die in Schema 4.9 beschriebene Methode zur Einfithrung der
Deuteromethylgruppe entwickelt worden, so dass die Uberlegung reifte, sie auch am Dipeptid
zu testen. Hierzu wurde Z-geschiitzte Pipecolinsdure 13 mit Isoleucinmethylester via
gemischtes Anhydrid zum Dipeptid 19 gekniipft, wobei kein Verlust chiraler Information
beobachtet wurde. Nach Verseifen des Methylesters wurde das Z-geschiitzte Dipeptid 20 wie
die Aminosédure 13 unter Deuteriumatmosphére in Gegenwart von Palladium auf Aktivkohle
entschiitzt, und nach Zugabe von Formaldehyd entstand das deuterierte Produkt d;-21 der

reduktiven Aminierung (Schema 4.12).

Bislang ist noch nicht geklért, an welcher Stelle der Biosynthese die Epimerisierung des
Stereozentrums der Pipecolinsdure stattfindet. Es ist aber anzunehmen, dass dies am Anfang
geschieht, da es sich mit fortschreitender Synthese immer weiter vom Multienzymkomplex
entfernt. Daher wurden das Dipeptid d;-Meplle d;-21, sowie das einfachste Tripeptid d;-

MeplleMeVal d,-30 mit beiden Enantiomeren der Pipecolinsdure synthetisiert.

lleOMe'HCI Dy, Pd/C

Q CICOOlBu NMM ’ CH,0 aq. .
N. COOR ——> N. _COOH
N COOH THF 20°C * g MeOH N+ %
o)

(R,S)-1991 % Z 0 .- (R,S)-d¢-21 quant. kD o .-
13 (S,S)-19 90 % (S,S)-d4-21 quant.
dq-21
NaOH 19, R =Me
Dioxan, 0 °C 0.R=H

(R,S)-20 98 %
(S,5)-20 96 %

Schema 4.12 Darstellung des monodeuterierten Dipeptids d;-Meplle d;-21
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4.1.4.2 Synthese des Tripeptids d;-MeplleMeVal

Bei ribosomaler sowie enzymatischer Biosynthese von Polypeptiden findet eine Ketten-
verlangerung der Aminosduren vom N- zum C-Terminus statt. Diese Vorgehensweise eignet
sich jedoch nicht zur Peptidsynthese in Losung oder an fester Phase, da wihrend der Akti-
vierung der Carbonsiure die Gefahr der Diketopiperazinbildung (Schema 4.13, Weg a) sowie
der Epimerisierung an der C-terminalen Aminosdure liber das Azlacton (2-Oxazolin-5-on)
durch Enolisierung oder Tautomerisierung besteht (Schema 4.13, Weg b).*”) Aus diesen
Griinden werden Peptide im Allgemeinen in C—N-Richtung schrittweise synthetisiert, was

bei der Synthese der Tubulysin-Tripeptide befolgt wurde.

H 1
a R* SN0 /gi
R® OH
H Diketopiperazin 3/N\/‘\
RE_ /'\H/N\/U\ R
N Y X
H £
0 R /g: /Ta'utomenserung "
b 3/ \)\ EnoI|S|erung
: o &
N

Azlacton (2 -Oxazolin-5-on) R

Schema 4.13 Mogliche Probleme bei C-terminaler Aktivierung von Peptiden

Somit musste zundchst N-Methylvalin-methylester bereitgestellt werden, welcher durch
reduktive Aminierung dargestellt werden kann. Um eine Dimethylierung des Stickstoffs aus-
zuschlieBen, musste (L)-Valinmethylester-Hydrochlorid mit Benzaldehyd und Natriumbor-
hydrid erst Benzyl-geschiitzt werden,”®® danach konnte mit Paraformaldehyd und Natrium-
cyanoborhydrid zu 22 N-methyliert werden.*”! Beide Reaktionen konnten auch nacheinander
im Eintopf durchgefiihrt werden. Die Benzylgruppe konnte durch katalytische Hydrierung
entfernt werden, das freie Amin erwies sich jedoch als relativ leichtfliichtig, so dass es durch

Zugabe von HCI in Dioxan als Hydrochlorid 23 abgefangen wurde.

) a) NEts, PhCHO a) Hp, Pd/C
Cl ;I NaBH,4 j\/ b) HCI/Dioxan  ¢f ';L/
Hs COOMe > BnN” “COOMe — . > Hy COOMe

b) (CH,0),, NaBHsCN | MeOH, 95 % |
(L)}-ValOMe-HCI ~ MeOH, 87 % 22 23

Schema 4.14 Bereitstellung von MeValOMe-Hydrochlorid 23

Erste Kniipfungsversuche von Boc-Isoleucin und N-Methylvalinmethylester-Hydrochlorid
23 {iber gemischte Anhydride (CICOO/Bu/NMM; PivCI/NEt;) bzw. mit Hilfe von
DCC/HOBt lieferten das Dipeptid Boc-lleMeValOMe in nicht befriedigenden Ausbeuten.
Daher wurde in der Literatur nach anderen Peptiden gesucht, die N-methylierte Aminoséuren

beinhalten. Ein klassisches Beispiel ist Cyclosporin (Abbildung 4.4), wobei es sich um ein
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Cyclopeptid handelt, das 1983 unter dem Namen Sandimmun® als Immunsuppressivum auf
den Markt gekommen ist. Es wird heute mit Erfolg eingesetzt, um TransplantatabstoBungen

nach Knochenmark- und Organtransplantationen zu verhindern.

Cyclosporin A

Abbildung 4.4  Cyclosporin A

Cyclosporin stellt eine groBBe synthetische Herausforderung dar, da sieben Aminosiuren
N-methyliert sind. Dies fiihrte auch dazu, dass neue, effektivere Kupplungsreagenzien, wie
z. B. 2-Brom-3-ethyl-4-methyl-thiazolium-tetrafluoroborat (BEMT) und 2-Brom-1-ethyl-pyri-
dinium-tetrafluoro-borat (BEP), entwickelt wurden (Abbildung 4.5).°%) Neben Thiazolium-
und Pyridinium-Salzen eignen sich auch Phosphoniumsalze wie Brom-tripyrrolidino-
phosphonium-hexafluoro-phosphat (PyBroP) oder das entsprechende Chlor-Derivat (PyCloP)

zur Kniipfung N-methylierter Aminosauren.””"!

~ QO

S
EF?_BT SN B N K PR
BF, BF, O X
W :

BEMT BEP PyBroP X=Br
PyCloP X=Cl

Abbildung 4.5 Reagentien zur Peptidkniipfung N-methylierter Aminoséuren

Fiir Testkniipfungen von Isoleucin mit N-Methylvalin wurden PyCloP und BEP ausge-
wihlt, zudem wurde die Schutzgruppe am Isoleucin variiert, da bei ersten Versuchen mit Boc-
Isoleucin nur miBige bis geringe Ausbeuten erhalten werden konnten (Tabelle 4.2). Durch
den Wechsel von der Boc- auf die Z-Schutzgruppe konnten die Ausbeuten bedeutend
gesteigert werden. Sowohl mit PyCloP als auch mit BEP wurde nur eine geringe Epimeri-

sierung des Isoleucin-a-Zentrums beobachtet.
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Tabelle 4.2 Dipeptidkniipfung lleMeVal

PyCloP
H Lor COOMe EZEV; l COOMe
L TN ——>  SGN N\/

SGN” “COOH H H
H PN 0 AL
(L)-Isoleucin 23 24

Eintrag  SG Kniipfungsreagenz ~ Ausbeute [%] dr (2S:2R-1le)

1 Boc PyCloP* 35 n.b.
2 Boc BEP’ 50 n.b.
3 Z PyCloP* 89 98.2:1.8
4 Z BEP’ 83 98.9:1.1

Reaktionsbedingungen: a) PyCloP, DIPEA, CH,Cl,, 0 °C, b) BEP, DIPEA, CH,Cl,, -10 °C

Die unbefriedigenden Ausbeuten bei Verwendung von Boc-geschiitztem Isoleucin lassen
sich dadurch erkldren, dass das wéhrend der Aktivierung gebildete Azlacton (2-Oxazolin-5-
on) Boc-geschiitzter Aminosduren, welches durch das Hydrochlorid der zur Aktivierung
eingesetzten Base protoniert werden kann, viel leichter durch Abspaltung eines tert-Butyl-
kations zu N-Carboxyanhydrid-Derivaten zerfallen kann, als dies bei Fmoc- oder Z-

geschiitzten Aminosduren der Fall ist (Schema 4.15).°%!

j\) Akthlerung
COOH Base HN COOR

BN
*  -HOR* 0/4

~0

oo A °

Aktivester 2-Oxazolin-5-on
L Base-HX
H\ +
4 — .
O J o
N-Carboxyanhydrid 7<

(NCA)

% e

Schema 4.15 N-Carboxyanhydrid-Bildung bei Boc-geschiitzten Aminosduren

Obwohl die Kniipfung von Z-Isoleucin und N-Methylvalinmethylester-Hydrochlorid mit
PyCloP eine etwas hohere Ausbeute geliefert hatte als mit BEP (89 % vs. 83 %), wurde BEP
als Reagenz der Wahl fiir weitere Kniipfungsschritte mit N-Methyl-Aminosduren verwendet.
Die Griinde hierfiir liegen darin, dass BEP (25) im Vergleich zu anderen Kniipfungs-
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reagenzien sehr viel leichter synthetisiert werden kann (Schema 4.16). Durch N-Alkylierung

von 2-Brompyridin mit Triethyloxonium-tetrafluoroborat ldsst es sich in sehr guter Ausbeute

darstellen.”>*
= | Et3O+ BF4 = |
SN Br Dichlorethan, 50°C SN Br
85 % (Lit.: 95 %) ) BF,
2-Brompyridin 25
BEP

Schema 4.16 Synthese von BEP

Bei der Entschiitzung des Dipeptids Z-lleMeValOMe 24 am N-Terminus durch
katalytische Hydrierung konnte leider nicht das gewiinschte freie Amin isoliert werden, da
sich das Isoleucin-Methylvalin-Diketopiperazin (IleMeVal-DKP) 26 in quantitativer Ausbeute
gebildet hatte. Diketopiperazine treten hédufiger bei N-Alkylpeptiden auf als bei normalen
Peptiden, da die Amidfunktion in einem hoheren Anteil als (Z)-Konformer vorliegt, in der es
der Aminfunktion durch die raumliche Nahe schr leicht fallt, intramolekular am C-Terminus

anzugreifen (Schema 4.17).

I
HoN
O COOMe
| Hy, PAIC (E)-Amid o 1
COOMe ——> “ —_—

ZH N\/ MeOH quant. N
> o :
24 lle-MeVal-Diketopiperazin

COOMe 26
NA
H2

L (2)-Amid

Schema 4.17 Entschiitzung des Dipeptids 24

Um die Diketopiperazinbildung bei der Entschiitzung des N-Terminus zu vermeiden,
wurde bei der katalytischen Hydrierung der Z-Schutzgruppe eine Losung von HCI in Dioxan
zugesetzt, so dass das freie Amin als Hydrochlorid 27 abgefangen wird (Schema 4.18). Als
Kniipfungsreagenz zum Tripeptid wurde TBTU verwendet, womit das (R,S,S)- bzw. (S,S,5)-
Tripeptid Z-PiplleMeVal 28 in guten Ausbeuten erhalten werden konnte. Verseifung des
Methylesters zu 29 und anschlieBende Entschiitzung am N-Terminus gefolgt von der
reduktiven Deuteromethylierung lieferten die Tripeptide (R,S,S)-d;-30 und (S,S,S5)-d;-30.
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(R)- bzw. (S)-13

TBTU, NEt; L O
\/COOMe - LN,
CH,Cl,, 0 °C N | | COOR

(R,S,S)-28 87 % Z 0 .
(S,S,5)-28 88 %

Ho, PQ/C 24, R=Z NaOH 28, R =Me
HCI/Dioxan Dioxan. 0 °C
MeOH, quant. 27, R = H (als HCI-Salz) ’ 29,R=H
(R,S,S)-29 87 %
(S,S,S5)-29 89 %
D,, Pd/C

CH,0 aq. 10
_ H
MeOH N COOH

(R,S,S)-d4-30 quant. k o . |
(S,S,S)-d4-30 quant. !

Schema 4.18 Darstellung des monodeuterierten Tripeptids d;-MeplleMeVal d;-30

4.1.4.3 Synthese des Tripeptids mit C,-verlingerter Valineinheit

Zur Synthese des ndchsten Tripeptids mit verlangerter C-terminaler Aminoséure musste
zunichst diese N-methylierte von Valin abgeleitete y-Aminosdure hergestellt werden. Hierzu
konnte Boc-Valinal iiber eine Wittig-Reaktion zur ungeséttigten y-Aminoséure 31 verlédngert
werden, die nach Hydrieren der Doppelbindung mit Hilfe von Natriumhydrid und Methyl-
iodid N-methyliert werden sollte (Schema 4.19). Die Einfiihrung der N-Methylgruppe verlief
jedoch nicht vollstindig, so dass bei der Reaktion ein nicht trennbares Gemisch aus N-
methylierter y-Aminoséure 33 und nicht-N-methyliertem Edukt 32 entstand. Auch eine
Verwendung von vier Aquivalenten Methyliodid verbesserte das Produkt-Edukt-Verhiltnis

nicht wesentlich.

.
PhsP—

j\/ KOtBu Br COOMe I/\ Hy, Pd/C
> — >
BocN CHO Toluol, -78 °C, 70 % BocN =~ ~COOMe MeOH, 97 % BocN COOMe
H H R
(L)-Boc-Valinal 31 NaH. Mel 32,R=H
DMF, 0°C |: 33,R=Me

2 eq. Mel: 35 % 33 + 49 % Edukt 32
4 eq. Mel: 47 % 33 + 35 % Edukt 32

Edukt 32 und Produkt 33 nicht trennbar!

Schema 4.19 Verldangerung von Valin und spétere Einflihrung der N-Methylgruppe

Daher wurde beschlossen, die N-Methylgruppe schon vor der Verldngerung in das
Molekiil einzubringen. Der durch reduktive Aminierung erhaltene Benzyl-N-Methylvalin-
methylester 22 wurde in Gegenwart von Boc,O hydriert und so in den Boc-geschiitzten N-
Methylvalinmethylester 34 tiberfiihrt, welcher mit DIBAIH zum Aldehyd reduziert und in situ
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mit dem Wittig-Reagenz zum verldngerten N-Methylvalin-Derivat 35 umgesetzt wurde
(Schema 4.20). Nach Abspalten der Boc-Schutzgruppe mit einer HCI-Dioxan-Ldsung wurde
das Hydrochlorid 36 mit Z-L-Isoleucin unter Verwendung von BEP zum Dipeptid 37
gekniipft. Die Doppelbindung in der verldngerten Aminosdure wurde bewusst beibehalten, um
eine intramolekulare Lactambildung wéhrend der Peptidkniipfung zu verhindern. Sie sollte im

néchsten Schritt gleichzeitig mit der Z-Schutzgruppe am Isoleucin hydriert werden.

Bei der Hydrierung des Dipeptids 37 entstand nicht nur das gewlinschte Produkt 38,
sondern auch das Produkt 39 einer intramolekularen Michael-Addition (Schema 4.20). Diese
kann ablaufen, wenn die Aminfunktion des Isoleucins bereits entschiitzt vorliegt, die Doppel-
bindung des verldngerten Valins jedoch noch nicht reduziert ist. Zudem wird dieser Schritt
durch die (Z2)-Amidstruktur der N-Methyl-Peptidbindung begilinstigt. Interessant ist hierbei,
dass im NMR-Spektrum nur ein Diastereomer des Michael-Produkts zu erkennen ist.

a) DIBAIH
Hy, Pd/C ? Phsgrjcoorwe
\/L/ Boc,0 j\/ KOtBu
BN~ "COOMe ———— BocN~ ~COOMe

THF, 93 % Toluol, -78 °C, 60 %
22 34

ji/\ Z-lle, BEP, DIPEA
erxl ZCOOMe >

CH,Cly, -20 °C, 89 %

HCl/Dioxan |: 35, R =Boc
MeOH, quant. |, 35 R = 1 (als HCI-Salz)

H,, Pd/C |
_—
MeOH H2N N\E/\/COOMG +
0 /:\
| 38 4 39
Y
I
O _N
I .
N
H,N NANY
0 W H, COOMe
| (ErAmid COOMe (2)-Amid |

Schema 4.20 Verldngerung von Boc-MeValOMe 34

Um diese unerwiinschte Nebenreaktion zu verhindern, wurden zwei Moglichkeiten in
Betracht gezogen, zum einen eine Anderung der Schutzgruppe, zum anderen der Zusatz einer
HCI-Losung bei der Hydrierung des Z-geschiitzten Dipeptids.
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j\) I/\ BEP DIPEA
COOM
FmocN” >COOH H2N FmocN N\/\/ ©

COOMe Gri,Cly, 20 °C

79 % Ho o A
(L)-Fmoc-lle 36 40
ZPip
Ha, Pd/C CICOOiBu, NMM . o
ll\l COOM . H
e ° A L,
MeOH RN \/\/ THF, -20 °C, 95 % N/\n/ N COOMe
1% H H z |
0 Al o .-
Piperidin 41, R = Fmoc 42
CH,Cl, |:
68 % 38, R=H

Schema 4.21 Synthese des Tripeptids 42 iiber die Fmoc-Route

Bei der Schutzgruppenénderung sollte die Doppelbindung nach der Peptidkniipfung und
vor der Entschiitzung hydriert werden konnen. Als Schutzgruppe wurde hierfiir Fmoc ausge-
wihlt, da Fmoc-Isoleucin im Gegensatz zu Boc-Isoleucin (siehe Schema 4.15, Kapitel 4.1.4.2)
auch gute Ergebnisse bei der Peptidkniipfung mit der N-methylierten Aminosdure via BEP
liefern sollte.”® Dies wurde auch bestitigt, leider verliefen die Hydrierung der Doppel-
bindung von 40 und die Fmoc-Entschiitzung von 41 nicht {liberragend gut (Schema 4.21).
Moglicherweise ldsst sich die méBige Ausbeute bei der Hydrierung dadurch erkléren, dass die
Schutzgruppe schon zum Teil abgespalten wurde, da auf dem DC ein stark UV-
absorbierender, unpolarer Spot beobachtet wurde, der von einem abgespaltenen Fluorenylrest

stammen konnte.

Durch Zusatz einer HCIl-Dioxan-Ldsung bei der Hydrierung von Doppelbindung und Z-
Schutzgruppe des Dipeptids 37 konnte das Hydrochlorid des entschiitzten Dipeptids in nahezu
quantitativer Ausbeute erhalten werden, ohne dass eine Nebenreaktion beobachtet wurde
(Schema 4.22).

H,, Pd/C ZPip
HClI/Dioxan | CICOOiBu, NMM
COOMe — »  + COOMe >
2N N\/\/ MeOH HoNC.- N\/\/ THF, -20 °C
H oo Al 99 % 0 AL 79 %
37 43
D,, Pd/C
CHO .
"""" COOR MeOH N/\n/ COOH
quant. ) o . |
""" D o
NaOH 42,R = Me ds-45
Dioxan, 0 °C |:
quant. 44, R=H

Schema 4.22 Synthese des Tripeptids 42 iiber die Z-Route
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Vorteile dieses Weges gegeniiber der Fmoc-Route (Schema 4.21) liegen in der um einen
Schritt kiirzeren Sequenz und in den im Allgemeinen héheren Ausbeuten. Nur bei der
Kniipfung zum Tripeptid 42 ergab die Verwendung des freien Amins 38 in der Fmoc-Route
eine hohere Ausbeute als die Verwendung des Hydrochlorids 43. AbschlieBend wird der
Methylester zu 44 verseift und der N-Terminus entschiitzt, sowie unter Deuteriumatmosphére

reduktiv zu d,-45 deuteromethyliert.

4.1.4.4 Synthese des Tripeptids d,-Meplle,, Tuv*

Fiir das nichste Tripeptid musste die Thiazolaminosédure ., Tubuvalin“

synthetisiert
werden. Dazu wurde ebenfalls Boc-Valinmethylester eingesetzt und nach DIBAIH-Reduktion
zum Aldehyd in situ liber eine Wittig-Reaktion zu 46 verlidngert (Schema 4.23). Im Gegensatz
zur y-Aminosdure 31 wurde hier eine Nitrilfunktion am C-Terminus statt eines Esters
eingefiihrt. Die Doppelbindung wurde durch katalytische Hydrierung entfernt, anschliefend
konnte in 47 die N-Methylgruppe mit Natriumhydrid und Methyliodid ohne Probleme in sehr
hoher Ausbeute eingefiihrt werden. Die Nitrilfunktion in 48 wurde mit Hilfe von H,S in eine
Thioamid-Gruppe iiberfiihrt,” so dass 49 in einer abgewandelten Hantzschen Thiazol-
synthese mit Brombrenztraubensiureethylester {iber ein Hydroxythiazolin als Zwischenstufe

6331 Eine Betrachtung der ee-Werte von 46

zum ,, Tubuvalin® 50 umgesetzt werden konnte.
und 50 zeigte, dass wihrend der ganzen Reaktionssequenz kein Verlust an chiraler Informa-

tion auftrat.

a) DIBAIH
Cl-

b) PhsP—
CN
KOtBu P H,, Pd/C
BocN COOMe » BocN BocN CN

CN ——»

H Toluol, -78 °C, 71 % H MeOH, 87 % R
(L)-BocValOMe 46, >99 % ee NaH, Mel 47,R=H
DMF, 0 °C |:
98 % 48, R = Me
o)
H,S, NE 1) oA cooe
2S, NEt3 NH Aceton, -10 °C N
———— > BocN 2 > BocN /J/COOEt
CHCl3, -78 °C I S 2) TFAA, Pyr I S
92 % 49 CH.Cl,, -30 °C 50, >99 % ee
84 %
Schema 4.23 Synthese von ,,Tubuvalin“ ,,Tuv*

[a] Mit ,,Tubuvalin® (,,Tuv*) wird im Folgenden das Tubuvalin-Derivat Desacetoxy-N-methyl-Tubuvalin ((R)-
2-[3-(Methylamino)-4-methyl-pentyl]-thiazol-4-carbonséure) bezeichnet.
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Nach Entschiitzen des Stickstoffs mit einer HCIl-Dioxan-Losung konnten 50 und Z-
Isoleucin iiber die bewihrte BEP-Methode in guter Ausbeute zum Dipeptid 51 gekniipft
werden (Schema 4.24). Wipf et al. verwendeten zur Kniipfung von Boc- bzw. Fmoc-Ile und
Tubuvalin-Tubuphenylalanin-Allylester neben DEPBT, HATU, TBTU, PyBOP und BOP-Cl
auch BEP, sie erhielten jedoch keinen vollstindigen Umsatz und nur geringe Ausbeuten
(Kapitel 2.4.2).°® Das Problem lag hier méglicherweise an der Schutzgruppenwahl des

Isoleucins.

Als Niéchstes sollte das Dipeptid 51 am N-Terminus entschiitzt werden, um es mit
Pipecolinsdure zu kniipfen. Die Z-Schutzgruppe lie8 sich leider nicht durch katalytische
Hydrierung mit Palladium abspalten, da vermutlich der Schwefel des Thiazolrings an Pd
koordiniert, so dass dieses nicht mehr zur C-O-Bindungsspaltung zur Verfiigung steht. Alter-
nativ kann die Z-Schutzgruppe mit Bromwasserstoff in Eisessig entfernt werden.

1) HCI/Dioxan, 0 °C

2) Z-lle, BEP | s H,, Pd/C
N DIPEA _&\ —
COOEt
Bocrlu /J/ > N NMN COOEt
H
0 AL
51

S CH,Cly, -10 °C, 88 %
\TBr/AcOH, 0°C

PSRN
HaN NMN COOEt

Br'O/é\

50

Schema 4.24 Dipeptidkniipfung zu Z-Ile-,, Tuv*“OEt 51

Da der heterogene Palladium-Katalysator zum Hydrieren der Z-Schutzgruppe nicht mehr
verwendet werden konnte, musste davon ausgegangen werden, dass er auch nicht mehr zur N-
Methylierung bzw. N-Deuteromethylierung, wie bei den einfacheren Peptiden beschrieben
(siche z. B. Schema 4.12), eingesetzt werden kann. Die Deuteriummarkierung musste auf eine
andere Weise ins Molekiil eingebracht werden. Es erwies sich als vorteilhaft, dass zuvor
schon die ungesittigte Pipecolinsdure (R)-7 synthetisiert worden war, die zu (R)-d,-52
deuteriert werden und zur deuterierten Z-Pipecolinsdure (R)-d,-13 umgeschiitzt werden kann
(Schema 4.25).

a) NaOH
(\: Dy, PdiC D s b) Z-Cl Df\_
N~ >coome MeOH,95%  “N"“coome Dioxan, 0°C N~ >COOH
TFA TFA 2% z
7 dy-52 (R)-d2-13

Schema 4.25 Darstellung von (R)-d,-Z-Pipecolinsdure (R)-d»-13
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Das Dipeptid 51 konnte mit HBr in Eisessig am N-Terminus entschiitzt werden. Das
entstandene Hydrobromid wurde mit geséttigter Natriumhydrogencarbonat-Losung neutrali-
siert, so dass das freie Amin des Dipeptids 51 in die Peptidkniipfung zum Tripeptid 53 mit der
deuterierten Z-Pipecolinsdure (R)-d,-52 eingesetzt werden konnte (Schema 4.26). Nach
Abspaltung der Z-Schutzgruppe der Pipecolinsdure mit Bromwasserstoffsdure wurde das frei-
gesetzte Amin mit Hilfe von Paraformaldehyd und Natriumcyanoborhydrid reduktiv aminiert.
Dabei lief eine teilweise Umesterung des Ethylesters ab, so dass d»-54 als Gemisch des Ethyl-
und Methylesters im Verhiltnis 1:3.3 erhalten wurde. Um dies zu verhindern, wurde versucht,
die Reaktion in Ethanol statt Methanol durchzufiihren, wobei jedoch eine geringere Ausbeute
erzielt wurde. Da der Ester im ndchsten Schritt sowieso verseift werden sollte, wurde nicht
weiter versucht, die Reaktion zu optimieren. Mit Natronlauge konnte das Tripeptid d,-54

verseift und durch Ansiduern mit Trifluoressigsdure als TFA-Salz d,-55 isoliert werden.

1) HBI/ACOH, 0 °C D
2) (R)-d>-13 D
CICOOIBu, NMM

: o}
THF abs., -20 °C, 84 % N/\”/ [l\j z y COOR
R . s

1) HBr/AcOH, 0 °C E d>-53,R=27,R' = Et

2) (CH,0),, NaBH3CN
MeOH, 65 %

a) NaOH, Dioxan, 0 °C
b) TFA
82 %

Schema 4.26 Synthese des deuterierten Tripeptids d,-55

d»-54, R = Me, R' = Et bzw. Me (1:3.3)

dy-55, R = Me, R' = H (als TFA-Salz)

4.1.4.5 Synthese des Tetrapeptids d,-Meplle,,Tuv*“Phe

Das zuvor schon synthetisierte Tripeptid d,-53 konnte mit 1 M Natronlauge in Dioxan zu
56 verseift werden, so dass am C-Terminus mit Phenylalaninmethylester-Hydrochlorid {iber
die Methode des gemischten Anhydrids weiter zum Tetrapeptid d,-57 gekniipft werden
konnte (Schema 4.27). Das Tetrapeptid wurde am N-Terminus mit Bromwasserstoffsdure Z-
entschiitzt und mit Paraformaldehyd und Natriumcyano-borhydrid zum N-methylierten
Tetrapeptid d,-58 reduktiv aminiert. Ebenso wie das Tripeptid konnte auch hier der Methyl-
ester mit Natronlauge verseift und das Produkt durch Aufarbeitung mit Trifluoressigséure als
TFA-Salz d,-59 isoliert werden.
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D
D PheOMe'HCI
oy CICOOIBu, NMM
H N.,. N >
N <@ COOR  11F abs., -20 °C
z o 1| S 88 %
NaOH d,-53, R = Et
Dioxan, 0 °C |: D
9 % d,-56,R=H D
2 f\ y 0 o /[Ph
H N... N
NN /J/U\N COOMe
R o .. | S H

2) (CH,0)n, NaBH3CN

1) HBr/AcOH, 0 °C d-57,R=2Z
MeOH, 72 % |:

d-58, R = Me

a) NaOH, Dioxan, 0 °C

D
D
Ph
b) TFA - f\ h o /':
“__N..
quant. TFA"l\'/\ﬂ/ ¢T /%N COOH
o} S H

d>-59

Schema 4.27 Synthese des deuterierten Tetrapeptids d,-59

4.2 Thioveresterung der Biosynthese-Zwischenstufen

4.2.1 Bereitstellung von N-Acetylcysteamin

Das zur Thioestersynthese benétigte Thiol N-Acetylcysteamin (NAC) 61 ist zwar
kommerziell erhiltlich, kann aber auch selbst hergestellt werden. Hierzu wurden zwei
Methoden getestet (Schema 4.28). Bei der ersten wird Cysteamin-Hydrochlorid mit Acet-
anhydrid sowohl am Stickstoff, als auch am Schwefel zum N,S-Diacetylcysteamin 60
acetyliert, der Thioester ldsst sich aber einfach wieder mit KOH zum N-Acetylcysteamin 61
verseifen.””! Die zweite Methode geht von 2-Bromethylamin-Hydrobromid aus, welches mit
Thioessigsdure umgesetzt wird.”® Hierbei entstand ein Produktgemisch aus dem gewiinsch-
ten N-Acetylcysteamin 61, dem zweifach acetylierten 60 sowie dem Dithiol N-Acetyl-
cystamin 62, Die erste Synthese wurde bevorzugt verwendet, da hierbei nur eine geringe
Menge des Dithiols N-Acetylcystamin 62 und keine weiteren Nebenprodukte entstehen,
zudem ist sie geruchsdrmer. Das N-Acetylcysteamin 61 hat keinen charakteristischen Thiol-
geruch, die Geruchsbeléstigung bei der zweiten Reaktion ldsst sich auf die Thioessigsdure

zuruckfuhren.

[a] Das Dithiol 62 entsteht durch Oxidation an der Luft, daher ist zur Handhabung des Thiols 61 zu beachten,
dass Aufbewahrung und Reaktionen unter Schutzgas stattfinden sollten.
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cr o Ac,0, 8 M KOH % KO /U\
N > S —— SH
HN™>" H,0, 0 °C, quant. N 0,00 N/\/
(Lit. 98 %) H 0o 79 % (Lit. 78 %)
60 +2 % 62 61
N, S-Diacetylcysteamin N-Acetylcysteamin
- o
Br o
K,CO
+ B 2 3
H3N/\/ r, o e s /U\N/\/SH
EtOH, 0 °C H 61
47 % (Lit. 59 %) .
o Nebenprodukt o +28% 62 + 12 % 60 N-Acetylcysteamin
/U\N/\/S_S\/\N)J\
H 62 H
N-Acetylcystamin

Schema 4.28 Bereitstellung des Thiols N-Acetylcysteamin (NAC) 61

4.2.2 Synthese der Pip- und Mep-Thioester

Neben SNAC-Estern, die den terminalen Teil des Phosphopantetheinarms am PCP
imitieren und so fiir eine enzymatische Erkennung des Substrats sorgen, haben sich auch
Thiophenolester in Fiitterungsstudien bewéhrt. Thiophenolester sind sehr reaktiv, da sich
Thiophenol aufgrund der Mesomeriestabilisierung des Thiophenolats gut als Abgangsgruppe
eignet. Sie haben sich daher bei der Enzymacylierung in manchen Fillen den SNAC-Estern

als iiberlegen erwiesen.””

Fiir die Fiitterungsstudien sollten zunichst Substrate in beiden
Thioestervarianten synthetisiert werden, um feststellen zu konnen, welcher Thioester sich fiir

das Tubulysin-NRPS/PKS-System besser eignet.

(L)-Boc-Prolin wurde zunichst als Testsubstrat verwendet, um geeignete Methoden zur
Thioveresterung zu finden (Schema 4.29). Zur Bildung des SNAC-Esters 63 wurden CDI
(Methode A)!"! und EDC/DMAP (Methode B)!'?" getestet. Methode A mit CDI lieferte eine
etwas hohere Ausbeute und wurde daher im Folgenden bevorzugt angewandt. Des Weiteren
ist auch eine Thioveresterung mit DCC!'® mgglich, problematisch ist hierbei jedoch, dass der
Boc-Prolin-SNAC-Ester sehr polar ist und daher der entstandene Harnstoff nicht vollstindig

abgetrennt werden konnte.

Der Thiophenolester 64 konnte iiber ein gemischtes Anhydrid mit Chlorameisensaure-iso-
butylester und NEt; (Methode A’)!'®*! und mit Hilfe von DCC (Methode B*)!'®*! erhalten
werden. Auf beiden Wegen werden etwa gleich hohe Ausbeuten erzielt, Methode A’ wurde
aber bevorzugt, da bei der Aufarbeitung kein unangenehmer Geruch nach Thiophenol mehr
vorhanden war. Eine Erkldrung hierfiir ist, dass iiberschiissiges Thiophenol als PhSCOOiBu

abgefangen wird, welches in geringen Mengen isoliert werden konnte.
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Methode A’
Methode A 1) CICOOIiBuU, NEt;
CDI, NAC 61 2) PhSH
SNAC o THF, 94 % O\ THF, -20 °C, 83 % SPh
N Methode B N COOH Methode B’ N
Boc O EDCHCI, DMAP,  Boc DCC, PhSH Boc O
NAC 61 THF, 81 %
63 CH,Cly, 83 % (L)-Boc-Pro 64
Schema 4.29 Testreaktionen zu den Thioveresterungen

Zur Synthese der Pipecolinsdurethioester wurde das zuvor hergestellte, enantiomeren-
reine Boc-Baikiain 8 zur Boc-Pipecolinsdure 10 hydriert, welches mit CDI und N-Acetyl-
cysteamin zum Boc-Pipecolinsdure-SNAC-Ester 65 und mit CICOOiBu/NEt; und Thiophenol
zum Boc-Pipecolinsdurethiophenolester 67 umgesetzt wurde (Schema 4.30). Bei der Thio-
phenolveresterung wurde kein Verlust an Chiralitit beobachtet, bei der SNAC-Veresterung
kam es zu einem geringen Verlust an Enantiomerenreinheit (der ee-Wert sank auf 94 %). Die

Boc-Schutzgruppe konnte jeweils mit einer HCl-Dioxan-Ldsung gespalten werden.

CDI,NAC

THF HCI/Dloxan
SNAC SNAC
= H,, Pd/C
- 89 % R)-65, 94 % ee 88 % )-6
>COOH MeOH > COOH 96 % (S) -65,94 % ee 88 % (S)—66

Boc Boc
(R)-8,>99 % ee quant. (R)-10
(S)-8. 99 % ee 97 % (S):-10 HCI/Dloxan . Pn
CICOO/Bu NEts CIoN"+
PhSH Ho o
THF, -20 °C
81%  (R)-67, >99 %ee 97 % (R)-68
91 % (S) -67,>99 % ee  quant. (S)-68
Schema 4.30 Synthese von Pipecolinsdurethioestern 66 und 68

Die Pipecolinsédurethioester-Hydrochloride 66 und 68 wurden in der Arbeitsgruppe Miiller
einer tubZ negativen Mutante zugefiittert. Diese kann kein Lysin mehr zu Pipecolinsiure
cyclisieren und somit kein Tubulysin produzieren. Deshalb sollte es bei der Mutante moglich
sein, undeuterierte Substrate zuzugeben. Es konnte jedoch kein Einbau festgestellt werden.
Dafiir gibt es mehrere mdogliche Erkldrungen: (1) entweder konnten die Pipecolinsdure-
thioester 66 und 68 nicht in die Zellen gelangen, (2) sie wurden nicht von der A-Doméne des
TubC erkannt und akzeptiert, oder (3) sie dimerisierten zu Diketopiperazinen, sobald sie in
den gepufferten Zelllosungen nicht mehr als Hydrochloride vorlagen. Die Erklarung der
Diketopiperazinbildung kann dadurch gestiitzt werden, dass beispielsweise L-ProSNAC in

einer Pufferlosung eine Halbwertszeit von nur 15 min besitzt.!'**!

Die Thioveresterung von (L)-N-Methylprolin ist im Gegensatz von (L)-Boc-Prolin etwas
problematisch. Bei der SNAC-Veresterung zu 69 wurden nur 32 % Ausbeute erhalten, bei der
Thiophenolveresterung entstanden auf beiden Wegen (Methode A’ und B’) nur geringe
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Mengen an Thiophenolester 70, es wurden hauptsidchlich Nebenprodukte wie Thiophenyl-
carbonat bzw. Dicyclohexylharnstoff (DCU) gebildet (Schema 4.31). Der Grund fiir die
schlechten Ausbeuten scheint in der schlechten Loslichkeit von MePro in THF zu liegen.

0}

. OJ\SPh
1) CICOOIBu, NEt5
2) PhSH
THF, -20 °C
CDI, NAC >
SNAC . SPh
N THF, 32 % COOH >
() | DCC, PhSH ()
69 (L)-MePro THF 70
DCU
1) CICOOIiBu, NaH
CDI, NAC 2) PhSH
SNAC < > SPh
'l\‘ THF:DMF 20:1 COOH DMF, -20 °C, 66 % |
0 72 % | (o)
71 rac-14 72
Schema 4.31 Testreaktionen mit (L)-MePro und rac-14

Bei der SNAC-Veresterung von racemischer N-Methylpipecolinsédure (Mep) rac-14 zu 71
konnte durch Verwendung eines Losemittelgemischs (THF:DMF 20:1) eine wesentlich
hohere Ausbeute von 72 % erreicht werden (Schema 4.31). Im Fall der Thiophenolver-
esterung zu 72 erwies es sich als hilfreich, die Sdurefunktion zur Bildung des Anhydrids
zundchst mit Natriumhydrid zu deprotonieren, zudem wurde die Reaktion in DMF durchge-
fiihrt. Die Verwendung von NaH fiihrt jedoch bei Verwendung enantiomerenreiner N-Methyl-

pipecolinsdure zu gewaltigen Chiralititsverlusten.

Bei Fiitterungsexperimenten mit racemischem MepSNAC 71 konnte kein Einbau festge-
stellt werden, mit racemischem MepSPh 72 gab es Probleme mit den Zellen. Daher wurde im
Weiteren auf die Synthese der Thiophenolester verzichtet. Zudem wurden wieder deuterierte

Substrate synthetisiert, die zum Vergleich auch im Wildtyp eingesetzt werden konnen.

Die SNAC-Veresterung mit enantiomerenreiner N-Methylpipecolinséure 14 lieferte 71 in
viel geringerem Maf3e als bei Verwendung von racemischer Mep (25 % (R)-71 bzw. 19 % (S)-
71 vs. 72 % rac-71). Das Problem liegt in der schlechten Loslichkeit von 14, denn auch wenn
ein hoherer Anteil an DMF verwendet wurde, blieb 14 suspendiert und konnte zu 41 % bzw.
54 % wieder zuriickgewonnen werden. Uber eine andere Syntheseroute wurde d,-Mep als
TFA-Salz erhalten. Bei dessen Thioveresterung konnte beobachtet werden, dass sich das
TFA-Salz der Aminosaure besser in THF 16st als die freie Aminosiure, die wahrscheinlich als
Zwitterion vorliegt. Daher wurde bei der SNAC-Veresterung der enantiomerenreinen d;-Mep
d;-14 1 Aquivalent TFA zugegeben, wodurch die Ausbeute von d;-71 auf fast 50 % gesteigert

werden konnte (Schema 4.32).
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CDI, NAC,

[;;]\ TFA
_—
SNAC
COOH THF N
P J 0
D D

(Ry-d1-14  49% (R)-d4-71
(S)-ds-14 47 % (S)-d4-71

Schema 4.32 Synthese des d;-Mep-SNAC-Esters 71

4.2.3 Thioveresterung der deuterierten Peptid-Zwischenstufen

Die SNAC-Veresterung des Dipeptids d;-21 mit CDI gelang zwar in guter Ausbeute,
jedoch epimerisierte das a-Zentrum der C-terminalen Aminosdure Isoleucin. Da bei der
Reaktion mit CDI Imidazol freigesetzt wird, das als Base fiir die Epimerisierung verant-
wortlich sein konnte, wurden auch andere Kniipfungsreagenzien wie DCC und DCI getestet,
bei denen keine basischen Intermediate entstehen. Hierbei wurde jedoch sogar eine deutliche
Epimerisierung der, vom C-Terminus aus gesehen, vorletzten Aminosédure, der Pipecolin-
sdure, beobachtet (Tab. 4.3, Eintrag 3 und 4). Die Epimerisierung der Pipecolinsdure sollte
moglichst vermieden werden, da in den Fiitterungsexperimenten untersucht werden soll, ob
auf der Stufe des Dipeptids schon eine Epimerisierung der Pipecolinsdure ((L) zu (D))
stattgefunden hat. Eine Epimerisierung des Isoleucin-a-Zentrums ist hingegen nicht weiter
dramatisch, da im Multienzymkomplex nur das (L)-Derivat erkannt, eingebaut und zum
nidchsten Modul weitergereicht werden sollte. Bei genauerer Betrachtung der NMR-Spektren
fiel jedoch auch bei den ersten Reaktionen mit CDI (Tab. 4.3, Eintrag 1 und 2) eine geringe
Epimerisierung des a-Zentrums von Mep von weniger als 5 % auf. Es bleibt abzuwarten, ob
mit diesen Verbindungen aussagekriftige Ergebnisse bei Fiitterungsstudien erhalten werden
konnen oder ob weitere Methoden zur Unterdriickung der Mep-Epimerisierung gefunden

werden mussen.
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Tabelle 4.3 SNAC-Veresterung des Dipeptids d;-21

H NAC
L__N, COOH ~— _ ___ ~
N % THF bzw. CH,Cl, )

(R,S)-dq-21 (R,S/R)-d+-73
(S,S)-ds-21 (S,S/R)-d-73

Epimerisierung!

Eintrag Edukt Reagenz  Ausbeute (R,S):(R,R):(S,R):(S,S)-d,-73"

1 (RS)-d;-21  CDI 73 % 2.3:1:0.07:0.1
2 (S,5)-d;-21 CDI 66 % 0.05:0.05:1:1.9
3 (RS)-d;-21  DCC n.b. 12:1:03: 04
4 (RS)-d;-21  DIC n.b. 2.1:1:03:0.4

[a] Verhiltnisse aus 'H-NMR-Spektren bestimmt.

Zu Epimerisierungen im Peptid kann es kommen, wenn sich durch Aktivierung des C-

Terminus das Azlacton (2-Oxazolin-5-on) bildet, welches an der a-Position der letzten (H*

von AA"), aber auch an der a-Position der vorletzten Aminosdure (H von AA?) deprotoniert

werden kann (Schema 4.33).1*7]
1
O R? (e} Fi..)"'a
H H RS
3 H 1 -X R\N/H‘/ ) (0]
R O R H .
O Hy, R

'Ha+ _Hb+
. / \\ »
3 N 3 -
LT Do CF g
o) H o R

Schema 4.33 Epimerisierung der letzten (AA") bzw. der vorletzten Aminosdure (AA?)
eines Peptids

Bei der Thioveresterung des Tripeptids d;-30 (Schema 4.34) wurde ebenfalls eine
Epimerisierung am o-Zentrum der letzten (MeVal), jedoch nicht der vorletzten Aminosiure
(Ile) beobachtet. Als Kniipfungsreagenzien wurden sowohl CDI als auch DCC verwendet,
wobei sich die Ausbeuten nicht sehr unterschieden. Die Epimerisierung war bei Verwendung
von DCC allerdings etwas hoher ((S,S,5)-d;-74:(S,S,R)-d;-74 1.5:1).
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o) 'I CDI, NAC b
—_—
""" co0H THE N I SNAC

o .. o .. o}

JoL L
(R,S,S)-d;-30 43 % (R,S,S)-d-74:(R,S,R)-d1-74 2.0:1
(S,S,S)-d4-30 43 % (S,S,S)-d1-74:(S,S,R)-d-74 2.6:1

Schema 4.34 SNAC-Veresterung des Tripeptids d;-30

d;-75 hingegen mit mehr als 70 % Ausbeute (Schema 4.35). Eine Epimerisierung fand nicht

Auch bei dem Tripeptid d;-45 mit C,-verldngertem Valin wurden beide Methoden (CDI
und DCC/DMAP) zur Thioveresterung getestet. Bei Verwendung von CDI konnte d;-75 mit

weniger als 50 % Ausbeute erhalten werden. Der Einsatz von DCC zur Veresterung lieferte

statt, da sich am C-Terminus keine o.-Aminosaure befindet.

NAC
(\ H 9 DCC, DVMAP (\ v 9
% e YO

o 9 i
-~ O . 72 % o~ 9 .
dq-45 ds-75
D
D o NAC
H I/\( DCC, DMAP
N COOH ——— >
TFA"l\'/\ﬂ/ N Y CH,Cl,
o .- S 51 %
dy-55
Df\
’I/\(D/Z(SNAC
dy-76
5 2
D o Ph NAC
HEY I/\(N 0 /': DCC, DMAP
: N IIIII . >
TFA'T/\H/ | /J/m N™ "COOH  CH,CI/DMF
O .- S H 50 %
d2-59 D
D
N.. SNAC
l/\n/ ,l\j /D/IJ\N
o s H
dyp-77

Schema 4.35 SNAC-Veresterung von d;-45, d,-55 und d,-59

d>-55 und d,-59 als TFA-Salze vorlagen. Wie zu erwarten epimerisierte das a-Zentrum von

Da sich DCC als Kniipfungsreagenz bewéhrt hatte, wurde es auch zur Thioveresterung
von d,-55 und d,-59 eingesetzt (Schema 4.35). Die SNAC-Ester d,-76 und d,-77 konnten nur

in Ausbeuten um die 50 % erhalten werden, was moglicherweise daran lag, dass die Edukte

Phe in d,-77.
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4.3 Untersuchungen zur Synthese von Tubuphenylalanin

4.3.1 Syntheseversuche durch katalytische Hydrierung

Das Substrat fiir die Tubuphenylalanin-Synthese sollte das ausgehend von der natiirlichen
Aminosdure Phenylalanin iiber Reduktion zum Aldehyd und Wittig-Verliangerung dargestellte
78 sein (Schema 4.36), welches auch schon von Wipf et al. ausgehend von (L)-Boc-Phenyl-
alaninol synthetisiert worden ist (Schema 2.5).5%) Uber beide Stufen konnte eine Ausbeute
von ca. 50 % erzielt werden, das Stereozentrum racemisierte allerdings fast vollstdndig. Das
Problem liegt wohl in der Isolierung des Aldehyds, da die Neigung von a-Aminoaldehyden
zur Epimerisierung bekannt ist. Beide Reaktionen wurden daher nacheinander im Eintopf
durchgefiihrt, wodurch die Ausbeute bedeutend gesteigert werden konnte, zudem wurde die
Racemisierung des Stereozentrums umgangen.

Br-
Ph Ph3P4 Ph

COOEt
/E DIBAH KOtBu /'/\/L
BocN COOMe BocN” “CHO T BoocN” > COOEt

TquoI -78 °C H CH,ClI,, 0 °C

48-54 % (2 Stufen) H
(L)- Boc PheOMe (L)-Boc-Phenyl- <10 % ee 8
alaninal
a) DIBAIH
b) Br;, ,,KOfBu
th%
COOEt

CHClp, -78 °C, 82 %, >99 % ee

Schema 4.36 C,-Verldngerung von Phenylalanin

Bei Hydrierung der Doppelbindung von 78 konnte Tubuphenylalanin 79 in einem
Diastereomerenverhéltnis 2:1 erhalten werden (Schema 4.37). Zum Vergleich wurde die freie
Sdure 80 ebenfalls hydriert, da in der Reaktionssequenz von Wipf et al. die freie Siure
hydriert und anschlieBend zum Alkohol reduziert wird, auf dessen Stufe eine Trennung der
Diastereomeren durch Sidulenchromatographie moglich ist. Wipf et al. erhielten die Alkohole
in einem 3:1 Verhiltnis, was aber wohl darauf zuriickzufiihren ist, dass sie wihrend den
Reaktionsschritten etwas von dem epi-Alkohol ,,verloren* haben, da die Hydrierung der freien

Saure 80 nicht selektiver als die des Esters 78 erfolgt.

Der a,p-ungesittigte Ester 78 wurde mit DIBAIH zum Allylalkohol 82 reduziert und dann
hydriert, wobei jedoch nicht der gewlinschte gesittigte Alkohol entstand, sondern die Deoxy-
verbindung 83. Scheinbar hat Pd hier die Allyl-C-O-Bindung reduziert wie das von Benzyl-C-
O-Bindungen bekannt ist. In der Literatur finden sich einige wenige Beispiele, in denen Allyl-

alkohole auf diese Weise reduziert wurden.!'%”!

Die Hydrierung des Esters zeigte zumindest eine geringe Selektivitit zugunsten des

gewiinschten Diastereomers, was dadurch erkldrt werden kann, dass 78 moglicherweise als
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Zickzack-Kette vorliegt, bei der die Aminogruppe nach hinten steht und durch die Boc-
Gruppe der Angriff von H,/Pd von hinten etwas abschirmt wird. In einem nichsten Schritt
sollte gekldrt werden, ob eine zweite Boc-Schutzgruppe am Stickstoff die Diastereoselek-
tivitidt durch hoheren sterischen Anspruch positiv beeinflussen kann. Dem war leider nicht so,
die zweifach Boc-geschiitzte ungesittigte y-Aminosdure 84 wurde analog Wipf et al. hydriert
und zum Alkohol 85 reduziert, welcher in einem Diastereomerenverhéltnis von 1.5:1 erhalten
wurde. Wahrscheinlich ist die zweifach-geschiitzte Aminfunktion zu groB, so dass die

Verbindung 84 in geringerem Maf3e als 78 in der Zickzackform vorliegt (Schema 4.37).

COOEt
Ph_
/E/L Ha PG Pd/C /’/\/\
BooN COOEt BocN COOR

MeOH H dr2:1
N_aOH 78, R = Et 79, R=Et
DIBAIH Dioxan, |: 81,R=H
CH,Cly 80 °C 80,R=H

0°C,70% 95%

Ph
& Hy, Pd/C /E/k
—_—
BocN BocN

Boc,0 MeOH, 88 %
DMAP H g3
CH3CN
87 % 1) NaOH, EtOH Ph

2) H,, Pd/IC

> ‘_OH
Boc; COOEt 3)CICOO/BuU, NEt; Bocs
4) NaBH, g5dr 151
H 71 % (analog Wipf et al.)
h\OC/ZN\)\
COOEt
Schema 4.37 Heterogene Hydrierungsversuche

Des Weiteren wurde getestet, ob durch homogene Katalyse bessere Diastereoselek-
tivitdten bei der Hydrierung von ungesittigten Tubuphenylalanin-Vorstufen erzielt werden
konnen. Bei der Hydrierung von 78 konnte bei Verwendung des Wilkinson-Katalysators
(PhsP);RhCl kein Umsatz festgestellt werden, was darauf zuriickzufiihren ist, dass die
Doppelbindung hochsubstituiert und somit fiir den Katalysator schwer zu erreichen ist. Daher
wurde 87 mit exo-stdndiger Doppelbindung synthetisiert. Hierzu wurde Boc-Phenylalanin mit

Meldrums Saure!!%!

[107]

gekniipft, die Ketofunktion mit Natriumborhydrid zur CH,-Gruppe

und die 5-monosubstituierte Meldrums Sdure 86 mit Eschenmosersalz zum o.-
[108]

reduziert

substituierten Acrylsiureester 87 umgesetzt (Schema 4.38).!
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1) Meldrums S&ure

P DCC, DMAP Ph. O. _O -, P

hj\ 2) NaBH,4, AcOH \F MeoN=

> 0O —
BocN™ "COOH  CH,Cl,, 0°C  BocN MeOH, 65 °C BocN COOMe
H 48 % (Lit. 78 %) H o 80 % (Lit. 82 %) H
(L)-Boc-Phe 86 87
Schema 4.38 Darstellung der Tubuphenylalanin-Vorstufe mit exo-stdndiger Doppel-
bindung

Beim Versuch, das Stereozentrum in o-Position am Tubuphenylalanin 87 durch asym-
metrische Hydrierung mit Wilkinson-Katalysator und (R)-BINAP als chiralem Liganden zu
erzeugen, entstand bevorzugt das Diastereomer epi-88 (69:31 epi-88:88, Schema 4.39). Um
auszuschlieBen, dass es sich um eine mismatched-Situation handelt, wurde die Hydrierung mit
(S)-BINAP wiederholt. Der Umsatz lag nach einem Tag bei einem Wasserstoffdruck von
30 bar bei nur etwa 30 %, epi-88 wurde aber auch hierbei nur in geringem Uberschuss
gebildet (55:45 epi-88:88).

Ha (20 bar)
P (Ph3P)3RhCI P P :
(R)-BINAP +
BocN COOMe —— > BocN COOMe BocN COOMe
H MeOH H H
87 75 % Umsatz epi-88 88
69 : 31
Schema 4.39 Homogener Hydrierversuch mit Wilkinson-Katalysator

4.3.2 Syntheseversuche durch Enolat-Alkylierung

Eine weitere Idee zur Einflihrung des neuen Stereozentrums am Tubuphenylalanin
bestand in einer asymmetrischen, z. B. durch das Evans Auxiliar gesteuerten, a-Alkylierung
von 91. Hierzu wurde Boc-Phenylalaninmethylester mit DIBAIH zum Aldehyd reduziert und
in einer Wittig-Reaktion zu 89 verlidngert (Schema 4.40). Nach Reduktion der Doppelbindung
wurde der Ester 90 verseift und die freie Sdure iiber ein gemischtes Anhydrid mit (S)-4-

(Phenylmethyl)-2-oxazolidinon zu 91 gekniipft.

Ph a) DIBAIH Ph
b) PhsP—
COOMe P Ha, PdiC
BocN COOMe —— » BocN cCOOMe ——M >
H CHyCl,, -78 °C H MeOH, 96 %
(L)-Boc-PheOMe 55 % 89 on
Ph 1) NaOH, EtOH, 0 °C Ph
/'/\/\ 2) PivCl, NEt, THF, -20 °C /E/\n/ 5
0 >
Bocﬁ COOMe 3) nBuLi, )k BOCH N\‘{
THF, -78°C  HN" O O O
90 799 \J 91
N
Ph

Schema 4.40 Edukt fiir die asymmetrische a-Alkylierung
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Deprotonierung von 91 mit NaHMDS und anschlieBende Zugabe von Methyliodid zur
Alkylierung ergab nicht das gewiinschte Produkt A (Schema 4.41). Durch die Base wird nicht
nur die a-Position zur Acylgruppe deprotoniert, sondern auch der Carbamatstickstoff, welcher
nun nucleophil an der Carbonylfunktion angreift und unter Abspaltung des Oxazolidinons ein
y-Lactam bildet. In einer ersten Reaktion wurde versehentlich zuviel Base verwendet, als
Produkte konnten das nicht-methylierte Lactam 92 und das einfach-methylierte 93 isoliert
werden, zwar mit guter Diastereoselektivitit aber mit bescheidener Ausbeute. Wurden nur
2.1 Aquivalente NaHMDS verwendet, entstand neben 92 und 93 auch das zweifach-
methylierte Lactam 94. Es wurde versucht, die Lactambildung zu unterdriicken, indem das
Carbamatproton zuerst mit Natriumhydrid deprotoniert werden und der Stickstoff mit TMSCI
abgefangen werden sollte. Es wurde aber auch hierbei nur mono- und dimethyliertes Lactam

gefunden.

Ph Ph

Ph S/\ NaHMDS, Mel Ph. S/\
N. O > O
BocN N~ THF.-78°C BocN N\(
H O O H 0O O
91 \\ A

Ph\/& F"\/O\ P'\/&
N0 N o 0
Boc

Boc Boc

92 93 94
4.6 Aq NaHMDS 53 % 19 % (dr91:9)
2.1 Aq. NaHMDS 5% 29 % (dr 64:36) 23 %
erst NaH, TMSCI, 0 °C,
dann 2.0 Ag. NaHMDS 46 % (dr 59:41) 19 %

Schema 4.41 Enolat-Alkylierungsversuche

Da das Evans-Auxiliar durch die intramolekulare Lactamisierung abgespalten und somit
keinen Einfluss auf die Diastereoselektivitit der Alkylierung hat, wurde direkt das Lactam 92
synthetisiert, bei dem die Benzylgruppe die eine Seite des Lactams abschirmen konnte.
Hierzu wurde Z-Phenylalaninmethylester zu 95 verldngert, welches nach N-Entschiitzung und
Reduktion der Doppelbindung unter Wasserstoffatmosphare in Gegenwart von Pd/C spontan
zum ungeschiitzten 96 lactamisierte (Schema 4.42). Dieses konnte mit Boc;O und DMAP in

Acetonitril zu 92 Boc-geschiitzt werden.
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Ph a) DIBAIH Ph
b) PhsP—
COOMe _ H,, Pd/C
ZN” SCOOMe ———— » 7N COOMe —— »
H CH,Cl,, -78 °C H MeOH, 91 %
(L)-Z-PheOMe 77 % 95
Boc,O, DMAP
P e L
h\/@o CH4CN, 91 % N0
H Boc
96 92

Schema 4.42 Gezielte Lactamsynthese von 92

Zur Enolisierung des Lactams wurden verschiedene Basen (LDA, LHMDS und
NaHMDS) getestet, ein Aquivalent an Base sollte prinzipiell ausreichen. In allen Fillen
wurde jedoch Edukt 92 zuriickgewonnen, die besten Diastereoselektivititen fiir 93 konnten
mit NaHMDS erzielt werden (75:25), leider entstand hier auch das dialkylierte Lactam 94
(Schema 4.43). Eine mdégliche Erklarung fiir dessen Bildung ist, dass ein intermedidres Enol
statt mit Mel zu reagieren ein gerade entstandenes monoalkyliertes Produkt deprotoniert. Da
die Route der Enolatalkylierung weder beziiglich Ausbeute noch Diastereoselektivitit
befriedigenden Ergebnisse lieferte, wurde sie nicht weiterverfolgt. Raghavan et al. hingegen
synthetisierten Tubuvalin auch iiber diese Route und erhielten unter optimierten Bedingungen
mit NaHMDS als Base 52 % des monoalkylierten Produkts (dr 10:1) neben 12 % des

dialkylierten Lactams."

Base (1.1 Aq.)

h\/Q Mel (10Aq) h\/4_/K '\/@ '\/Fi
P N P +P +P
N (0] N (6] (0] N (0]

Boc THF, -78 °C Boc Boc Boc
92 92 93 94
Base:
LDA 33 % 26 % (dr 55:45)
LHMDS 38 % 33 % (dr 70:30)
NaHMDS 36 % 21 % (dr 75:25) 22 %

Schema 4.43 Enolat-Alkylierung des Lactams 92

4.3.3 Synthese von Tubuphenylalanin iiber Diastereomerentrennung

Mit Phenylethylamin konnten zuvor schon gute Erfahrungen bei der Trennung von
Enantiomeren gesammelt werden, weshalb auch hier versucht wurde, das Diastereomeren-
verhiltnis der freien Sdure 81 (dr 2:1) durch Umkristallisation mit dem chiralen Amin zu
erhohen. Bei der Zugabe von (S)-PEA fiel kein Salz aus, mit (R)-PEA konnte 81 nach
Umkristallisation in einem etwas erhohten Diastereomerenverhdltnis von 6:1 gewonnen
werden (Schema 4.44).
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Ph Ph
/'/\/L (R)-PEA
_— :
BocN COOH EE BocN COOH
H 2:1 H 6:1
81 81
Schema 4.44 Erhohung des Diastereomerenverhdltnisses durch Umkristallisation mit

PEA

Zanda et al. stellten am a-C-Atom racemisches 81 her und konnten die beiden Diastereo-
mere nach Veresterung mit (—)-Menthol siulenchromatographisch trennen (Schema 2.12).[*!
Diese Methode wurde aufgegriffen, im Unterschied zu Zanda ef al. wurde die ungesittigte
Sdure 80 mit (—)-Menthol zu 97 verestert (Schema 4.45). Bei der anschlieBenden kataly-
tischen Hydrierung der Doppelbindung entstanden epi-98 und 98 im Verhiltnis 1:3™ und
konnten sdulenchromatographisch getrennt werden. 98 wurde wie bei Zanda et al. be-
schrieben mit 6 N HCI-Losung komplett entschiitzt und mit Dimethoxypropan in den Methyl-

ester 99 tiberfiihrt.*") Leider konnte die hohe Ausbeute von 99 % nicht reproduziert werden.

Ph DCC, DMAP Ph ~
L/L (-)-Menthol L/k’(o
= —_— =
BocN COOH Et,0,0°C, 72 % BocN
H H 0
97
Ph

80
Ph ~_— i ~_"
Ha, Pd/C
e P BocNL)YO . BocNLAro
MeOH H o H o)
95 % ,
epi-98 98
1 : 3
1) 6 N HCI, 140 °C
2) DMP, kat. HCI konz.
MeOH, 50 °C, 71 %
Ph )
Hs COOMe
99
Schema 4.45 Trennung der Diastereomere als Menthylester 98

[a] Das Verhiltnis wurde aus dem NMR-Rohspektrum bestimmt.
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4.4  Synthese von Pritubulysin und Derivaten

4.4.1 Synthese von Pritubulysin

Wie bereits in Schema 4.26 (Kapitel 4.1.4.4) bei der Synthese des deuterierten Tripeptids
d>-53 beschrieben, wurde auch hier das Dipeptid S1 mit HBr in Eisessig entschiitzt und mit
(R)-Z-Pipecolinsdure (R)-13 zum Tripeptid 53 gekniipft (Schema 4.46). Dieses wurde am C-
Terminus zu 56 verseift und mit Tubuphenylalaninmethylester-Hydrochlorid 99 zum
Tetrapeptid 100 umgesetzt. Hierbei wurde zundchst mit TBTU/NEt; gearbeitet, wobei nur
eine Ausbeute von 67 % erzielt werden konnte. Uber die Methode des gemischten Anhydrids
(CICOOiBu/NMM) konnte die Ausbeute auf 80 % gesteigert werden. Problem bei der
Reaktion ist moglicherweise eine intramolekulare Lactambildung von 99, sobald es nicht
mehr als Hydrochlorid vorliegt und zu langsam an TBTU-aktiviertem 56 angreift.
Abschlieend wurde der N-Terminus entschiitzt und iiber reduktive Aminierung zu 101 N-
methyliert, der C-Terminus wurde mit NaOH verseift, wobei durch saure Aufarbeitung mit
Trifluoressigsdure das TFA-Salz von Préatubulysin 102 erhalten wurde.

HBr/AcOH 0°C
2)
COOEt > N, N__Ccoor
THF, -20 °C, 76 % g/\n/ J/

(6] | S

NaOH

Ph 53, R = Me
or L/\ Dioxan, |:
+ i 9 =
COOMe 0°C,98% 56,R=H

H3Ngq

CICOOiBU, NMM ’ L/\
—_— N..,_
THF, -20 °C, 80 % ¢ j/k COOMe

;UZ

2) (CH0)p, NaBH3CN

1) HBr/AcOH, 0 °C 100,R =27
MeOH, 66 % |:

101, R=Me
a) NaOH, Dioxan, 80 °C

b) TFA (\ e o Ph
quant. TEA ll\l/\n/ K ’l\l /J/[LN COOH
S H

Y

Schema 4.46 Synthese von Préitubulysin 102

Erste Versuche zur Biotransformation von 102 in der Arbeitsgruppe Miiller fithrten noch
nicht zu Tubulysin D, so dass dieser Schritt weiterer Optimierung bedarf. Es kam des
Weiteren die Idee auf, die Abspaltung von Pritubulysin vom Multienzymkomplex durch die
Thioesterase zu untersuchen. Fiir Versuche mit isolierter Thioesterase sollte der Pratubulysin-
SNAC-Ester 103 synthetisiert werden, der ACP-gebundenes Priatubulysin imitieren soll. Die
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Thioveresterung von 102 zu 103 gelang mit Hilfe von DCC und DMAP in etwa 30 %
Ausbeute (Schema 4.47).

Ph NAC
> O B
(\ H ’I/\(N (0] /E/—\ DCC, DMAP
N . : —_—
TFA '|\'/\ﬂ/ q\| SJ/‘LH COOH . cl,/DMF

0 \ ca. 30 %
102
Ph
N. N SNAC
N .
| /\ﬂ/ | J/U\N
o . S H
103

Schema 4.47 Pratubulysin-SNAC-Ester (103)

4.4.2 Derivate von Pritubulysin

Es wurden einige Prétubulysin-Derivate synthetisiert, die neben Pratubulysin auf
mogliche cytotoxische Eigenschaften in der Arbeitsgruppe Miiller untersucht werden sollten.
Zuvor wurde bereits in SAR-Studien von der Gruppe von Ellman gezeigt, dass Tubulysin D
vor allem am Tubuphenylalanin-Teil variiert werden kann (Kapitel 2.5)."*® Daher wurde auch
Pratubulysin verstirkt am C-Terminus verdndert. Zum einen wurde ein Derivat (107)
synthetisiert, dem die Methylgruppe am o-C-Atom des Tubuphenylalanins fehlt, zum anderen
wurden die néchstkiirzeren Zwischenstufen der postulierten Biosynthese, das Tetrapeptid 59
mit Phenylalanin am C-Terminus, sowie das Tripeptid 55, hergestellt, welche auch schon als

deuterierte Verbindungen synthetisiert worden sind (Kapitel 4.1.4.4 und 4.1.4.5).

Am N-Terminus scheint die basische Funktion des tertidren Amins eine Rolle zu
spielen, ™ so dass die Struktur hier nur durch Ersetzen der Pipecolinsiure durch N,N-
Dimethylglycin und somit durch Verzicht auf das Stereozentrum, jedoch nicht auf das tertidre

Amin, vereinfacht wurde (111).

4.4.2.1 Vereinfachungen am C-Terminus von Pritubulysin

Die Kniipfung des Tripeptids 56 mit der y-Aminosdure 104, welche durch Boc-Ent-
schiitzung des zuvor schon iiber Wittig-Reaktion synthetisierten 90 erhalten werden konnte,
mit Hilfe von Chlorameisensdure-iso-butylester und N-Methylmorpholin lieferte in guter
Ausbeute das Tetrapeptid 105 (Schema 4.48). Ebenso wie bei der Kniipfung mit Tubuphenyl-
alanin 99 konnten bei Verwendung von TBTU nur 57 % Ausbeute erhalten werden. Nach N-
Entschiitzung und N-Methylierung wurde der Methylester verseift und das Prétubulysin-
Derivat 107 erhalten.
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Ph

Cl-
(\ y o HN7 2 COOMe
CICOOIiBu, NMM
NN VN NS cooH o
Z o . I S / THF, -20 °C, 82 %
56
Ph
N N /J/ILN COOMe
R o . | S H
1) HBI/ACOH, 0 °C 105, R=2Z
2) (CH20),,, NaBH3CN |:
MeOH, 68 % 106, R = Me
a) NaOH, Dioxan, 0 °C
b) TFA (\ ho© o) Ph
. : N... N /E/\
quant. TEA ll\l/\n/ - r|\1 /J/kN COOH
s H

Schema 4.48 2-Desmethyl-Pratubulysin-Derivat 107

Wie bereits als deuterierte Verbindungen d,-55 und d,-59 (Schema 4.26 und Schema 4.27)

wurden nun die nicht-deuterierten Prétubulysin-Derivate 59 (Schema 4.49) und 55 (Schema

4.50) dargestellt.

(\ e PheOMeHCI
N/’\”/N ,,,,, \ N__coon CICOOiBu, NMM
| / THF, -20 °C, 89 %

Z 0 . S
56
Ph
SUShOUNY!
N.. N
g/\ﬂ/ " /J/IL COOR
o . s H

1) HBI/ACOH, 0 °C 57.R=2,R"=Me
2) (CH,0),,, NaBH3CN

0,
MeOH, 48 % 58, R = Me, R' = Me

a) NaOH, Dioxan, 0 °C

Ph
b) TFA (\ ! 0 0 /[
uant. TEANT Y /b/LN COOH
q - | 5 / H

Schema 4.49 Verkiirztes Pritubulysin-Derivat 59
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@ o 0 1) HBI/ACOH, 0 °C
N/:\H/N ..... N / / COOEt 2) (CH,0),,, NaBH3CN
| >

Z 0o . S MeOH, 73 %
53
Uy
N/\H/N """" N z COOR
o s

b) TFA

a) NaOH, Dioxan, 0 °C 54, R = Et, Me (1:2.4)
L

55, R = H (als TFA-Salz)

Schema 4.50 Verkiirztes Pratubulysin-Derivat 55

4.4.2.2 Vereinfachungen am N-Terminus von Pritubulysin

Das Dipeptid 51 wurde mit NaOH am C-Terminus zu 108 entschiitzt und mit der y-
Aminosdure 2-Desmethyltubuphenylalaninmethylester 104 zum Tripeptid 109 gekniipft
(Schema 4.51). Es wurde die vereinfachte Tubuphenylalanin-Aminoséure verwendet, da diese
einfacher zu synthetisieren ist und der Methylgruppe nicht so groBBe Effekte beziiglich der
Cytotoxizitit beigemessen wurden. Hier konnte iiber das gemischte Anhydrid sowie mit
TBTU eine gute Ausbeute (84 % vs. 80 %) erzielt werden. Die Z-Schutzgruppe am Isoleucin
wurde abgespalten und das entschiitzte Tripeptid mit N, N-Dimethylglycin, aktiviert als Penta-
fluorphenolester, zum Tetrapeptid 110 umgesetzt, welches anschlieBend am C-Terminus zu
111 entschiitzt wurde.

Ph
o */'/\ﬂ
HoN COOMe
104
CICOQiBu, NMM

| 83\ _ | S \ H
N COOMe
Zhlji‘/NMN COOR THF,-20 °C, 84 % 7N NMD\K \-/\/
H H o X
0 AL 0 AL

Ph
NaOH 51, R =Et 109
Dioxan, 0 °C|:
95 % 108, R=H

1) HBr/ACOH
OP

~ FP Ph
(o] N N.. /N
—————> N T p N COOR
S H

CH,Cly, 55 % I o

b) TFA

a) NaOH, Dioxan, 0 °C 110, R = Me
quant. |:

111, R = H (als TFA-Salz)

Schema 4.51 Priatubulysin-Derivat 111
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4.5 Weitere Biosynthese-Produkte — die Glycerol-Ester von
Tubulysin D und Pritubulysin

In der Arbeitsgruppe von Professor Miiller wurden neue Tubulysin-Derivate mit molaren
Massen von 902 bzw. 744 g/mol gefunden, welche auf die Glycerol-Ester von Tubulysin D
bzw. Pritubulysin passen (Abbildung 4.6). Fiitterungsversuche mit *C-markiertem Glycerol
verstiarken diese Vermutung. Der Pratubulysin-Glycerol-Ester sollte nun synthetisiert werden,
um die Fragmentierungsmuster der Massenspektren zu vergleichen und die Cytotoxizitdt des

Esters zu bestimmen.

Tubulysin D-O-Glycerol ~ R'=0COiBu, R?=0Ac  902.16 g/mol
Pratubulysin-O-Glycerol R'=H,R?>=H 744.00 g/mol

Abbildung 4.6 Glycerolester von Tubulysin D und Pritubulysin

Aus den Untersuchungen in der Gruppe von Prof. Miiller ging nicht hervor, ob Glycerol
iiber einen der beiden priméren Alkohole als linearer Ester oder liber den sekundiren Alkohol
als verzweigter Ester mit Tubulysin bzw. Pritubulysin verkniipft ist. Daher wurde unge-

(1991 wobei in

schiitztes Glycerol in einer Veresterungsreaktion mit DCC/HOBt eingesetzt,
Kauf genommen wurde, dass das lineare (Weg a) und das verzweigte (Weg b) Regioisomere
entstehen (Schema 4.52). Es bildete sich jedoch nur der lineare Ester 112 in 32 % Ausbeute,
wie zu erwarten als 1:1-Diastereomerengemisch, da die Acylierung zu einer Desym-
metrisierung des Glycerols fiihrt. Zudem wurden 15 % eines Nebenprodukts 113 gefunden,
das in einer Konkurrenzreaktion zur Veresterung durch intramolekulare Lactamisierung (c)
des aktivierten Esters gebildet worden ist. Diese Nebenreaktion konnte auch nicht verhindert
werden, wenn mit der Glycerolzugabe nicht erst 30 min bis zur Aktivester-Bildung gewartet

wurde, sondern Glycerol direkt nach DCC und HOBt zum Reaktionsgemisch gegeben wurde.
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Ph Glycerin,

(\ e o) /';/\ DCC, HOBt

“ N, N : _—

TFA'N N /J/LN COOH ' CH,Cl,/DMF
0 | s H

N/"\“/N ..... . /b/lk 0k _om
0 | s/ H :

15 %
Schema 4.52 Pritubulysin-Glycerolester 112

Mit DCC und DMAP (Schema 4.53) gelang die Kniipfung in guter Ausbeute (68 %) und
ohne Bildung des Nebenproduktes 113. Hierbei wurde ebenfalls nur der lineare Ester 112

gebildet.

Glycerin,

'\/E/\ DCC DMAP
TFA """ J/L COOH CH2CI2/DMF
....... 68 %
102
Ph
(\- N 1 I/\( i /E/Y \)Oi/
N.., N fe) OH
NN _ N
,,,,,,, S o  dr1:1
112

Schema 4.53 Verbesserte Glycerolester-Kniipfung
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4.6 Biologische Studien

4.6.1 Fiitterungsexperimente mit deuterierter Pipecolinsiure d,-11

Wie bereits in Kapitel 4.1.1.4 erldutert, stellt sich die Frage, ob D- oder L-Pipecolinsiure
die Starteinheit der Biosynthese darstellt, da das finale Produkt die D-Pipecolinséure
beinhaltet, die Lysincyclodeaminase TubZ jedoch groBe Ahnlichkeiten zur Lysincyclo-
deaminase RapL des Rapamycin-Biosyntheseweges hat, welche ausschlielich L-Pipecolin-
sdure bildet. Die Analyse von Experimenten der Arbeitsgruppe Miiller, bei denen (S)-d,-11
bzw. (R)-d;-11 dem Kulturmedium des Wildtyps (4. disciformis An d48) zugefiihrt wurde,
ergab, dass nur L-Pipecolinsdure ((S)-d,-11) in Tubulysin D eingebaut wird.!''” Die in
Abbildung 4.7 dargestellten hochaufgeldsten Massenspektren von Tubulysin D zeigen, dass
es nur bei Flitterung von (S)-d,-11 zu einer Massenverschiebung von +2 kommt (Abbildung

4.7b). Untersuchungen beziiglich einer notwendigen Epimerase sind im Gange.

Zudem konnten weitere Biosyntheseprodukte in der Arbeitsgruppe Miiller gefunden und
identifiziert werden, deren Verwandtschaft zu Tubulysin D unter anderem durch Fiitterung
von (S)-d,-11 bzw. (R)-d,-11 belegt werden konnte.!''”

828.46
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] 80 Ohne Fitterung
e
g 60 829.46
2
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2 40
g
8 20 ‘
& o T “ . “ \‘ T ‘\‘\ e bt o
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Abbildung 4.7  Hochaufgeloste Massenspektren von Tubulysin D: a) ohne Fiitterung, b)
Fiitterung von (S5)-d»-11, c) Fiitterung von (R)-d,-11. Die Spektren wuren
am Institut fiir Pharmazeutische Biotechnologie mit einem Thermo LTQ
Orbitrap Hybrid FT Massenspektrometer aufgenommen und von Y. Chai
(Arbeitsgruppe Miiller) freundlicherweise zur Verfiigung gestellt.!!'"!
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4.6.2 Identifizierung von Pritubulysin als Biosynthese-Intermediat

Die Existenz des Biosynthese-Intermediats Pratubulysin, welches als Produkt des NRPS-
PKS-Multienzymkomplexes postuliert worden ist,” konnte durch Gegeniiberstellung von
synthetischem 102 und biosynthetischem Material belegt werden. Hierzu wurden die

jeweiligen Fragmentierungsmuster, welche durch Tandem-Massenspektrometrie (MS*-MS°)

[110]

erhalten wurden, miteinander verglichen. Abbildung 4.8 zeigt den Vergleich von

synthetischem (102) und biosynthetischem Prétubulysin beziiglich MS (Abbildung 4.8 a,b)
und MS® (Abbildung 4.8 c,d). Bisher konnte noch nicht geniigend biosynthetisches

Pritubulysin isoliert werden, um auch einen NMR-Vergleich durchzufiihren.
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Abbildung 4.8 Vergleich von synthetischem und biosynthetischem Pritubulysin; a) Hoch-
aufgeloste MS-Analyse von synthetischem Préatubulysin (102), b) Hochauf-
geloste MS-Analyse von biosynthetischem Pritubulysin, ¢) Hochaufgeldste
MS?-Analyse von synthetischem Pritubulysin (102), d) Hochaufgeloste
MS?-Analyse von biosynthetischem Pritubulysin. Die Spektren wuren am
Institut fiir Pharmazeutische Biotechnologie mit einem Thermo LTQ
Orbitrap Hybrid FT Massenspektrometer aufgenommen und von Y. Chai
(Arbeitsgruppe Miiller) freundlicherweise zur Verfiigung gestellt.!!'”!

4.6.3 Biologische Aktivitit von Pritubulysin und Derivaten

In der Arbeitsgruppe Miiller wurden Pratubulysin 102, die synthetisierten Derivate (55,
59, 107 und 111), sowie der Pritubulysin-Glycerolester 112 (Abbildung 4.9) mit Hilfe des
MTT-Tests beziiglich ihrer cytotoxischen Eigenschaften untersucht. Dabei handelt es sich um
eine Methode zur Bestimmung der Stoffwechselaktivitit kultivierter Zellen. Das Tetrazolium-
salz MTT [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid] wird von den Zellen
aufgenommen und mit NADH in einer durch Dehydrogenasen katalysierten, irreversiblen
Reaktion zum unléslichen, violetten Formazan reduziert, welches sich in Form feiner Nadeln

in der Zelle bildet (Schema 4.54). Es wird in Isopropanol geldst und die Absorption der
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Losung bei 595 nm gemessen, wobei die Hohe der Messwerte proportional zur

Stoffwechselaktivitit der Zellen und somit zur Zellzahl ist.[''!

N\N)_ NADH N\N)_
O~k = O
N~ N=
) O

b MTT l5slich Formazan
gelb, wasserloslic violett, wasserunléslich

Schema 4.54 Reduktion des Tetrazoliumsalzes MTT zum Formazan durch Dehydro-
genasen

In den Tests (Tabelle 4.4, Tubulysin A bzw. D wurde als Referenzsubstanz immer
mituntersucht) zeigte Pratubulysin 102 (AUS827) stets die hochste Aktivitit unter den
Derivaten. In allen Zelllinien ist zu beobachten, dass Priatubulysin 102 (AU827) etwa 5- bis
10-fach toxischer ist als 2-Desmethyl-Pratubulysin 107 (AU816). Dies deckt sich mit der
Beobachtung der Gruppe um R. Fecik, die auch Variationen an der 2-Position von Tubulysin-
Derivaten untersucht haben (Kapitel 2.5).°' Die ICs)-Werte der Derivate 59 (AU815), 111
(AUS825) und 112 (Glycerolester) liegen um einige Zehnerpotenzen hoher als die von 102 und
107, die Verbindungen zeigen aber immer noch beachtliche wachstumshemmende Aktivi-
taten. Nur 55 (AU814) hatte bis zu einer Konzentration von 11 pg/ml keinen Einfluss auf das
Wachstum von behandelten Zellen.

Tabelle 4.4 Effekt von Pratubulysin (102) und Derivaten (59, 107, 111 und 112) auf
das Zellwachstum verschiedener Zelllinien

ICso-Werte™ [ng/ml]

Zelliniel® Tqbuly- Tqbuly- 102 107 59 111 Gl}}clezrol-
sin A sinD  (AU827) (AU816) (AU81S5) (AUS82S) oster
L-929 0.2 0.015 6.5 74.0 n.b. n.b. n.b.
A-549 0.1 0.02 0.8 11.6 n.b. n.b. n.b.
HL-60 0.01 0.006 0.03 0.4 789 619 n.b.
U-937 0.003 0.0004 0.08 0.41 n.b. n.b. 92
KB-3-1 0.9 0.4 1.4 7.5 700 900 5.8

[a] n.b. nicht bestimmt; [b] L-929: Mausfibroblasten; A-549: Humanes Lungenkarzinom; SW-480: Humanes
Kolon-Adenokarzinom; HL-60: Humane akute myeloische Leukémie; U-937: Humanes histiozytisches
Lymphom; KB-3-1: Humanes Cervix-Karzinom.
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Abbildung 4.9  Synthetisiertes Pratubulysin und Derivate

In der Arbeitsgruppe Miiller wurden auch der Einfluss von Pratubulysin 102 (AU827) und
2-Desmethyl-Priatubulysin 107 (AU816) auf die Mikrotubuli von PtK2-Beutelrattenzellen
mittels Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht. Dazu wurden die Zellkerne mit DAPI™
angefirbt und die Mikrotubuli durch Immunfluoreszenzfirbung!® sichtbar gemacht.
Abbildung 4.10 zeigt Fluoreszenzaufnahmen des Mikrotubulinetzwerks (griin) von PtK2-
Zellen. Bei der Kontrolle ist das Netz der Mikrotubuli, das die Zelle ausgehend von einem
stark gefdrbten Zentrum, dem Mikrotubuli-Organisationszentrum (MTOC), strahlenférmig
durchzieht, gut zu erkennen. Die Zellkerne (blau) erscheinen normal in ihrer rundlich bis

ovalen Form.

Die weiteren Bilder in Abbildung 4.10 zeigen die Wirkung von 2.5 pug/ml 102 (AUS827)
bzw. 107 (AU816) auf die Mikrotubuli nach 24 h. Bei 102 (AUS827) ist das Mikrotubuli-

Netzwerk verschwunden, und es sind keine filamentdsen Strukturen mehr zu sehen. Zu

[a] DAPI: 4’,6-Diamidino-2-phenylindol. Dabei handelt es sich um einen Fluoreszenzfarbstoff, der in der
Fluoreszenzmikroskopie zur Markierung von DNA eingesetzt wird.

[b] Bei der Immunfluoreszenz- oder Antikdrperfarbung wird ein bestimmtes Protein mit Hilfe eines Antikdrpers
(hier: anti-o-Tubulin) markiert und durch einen zweiten Antikorper, der mit einem Farbstoff gekoppelt und
auf den ersten Antikdrper gerichtet ist (hier: anti-Maus Alexa488), sichtbar gemacht.
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beobachten ist nur noch eine diffuse Fluoreszenz um die Zellkerne herum und eine
beginnende Kernfragmentierung. Bei 107 (AU816) ist der Prozess noch nicht ganz so weit
fortgeschritten wie bei 102 (AUS827), aber auch hier ist das Mikrotubuli-Netzwerk bereits
stark gestort. Die Mikrotubuli haben ihre normale filamentose Form und ihre strahlenférmige
Anordnung verloren und sind besonders im Bereich der Zellkerne als Tubulinansammlungen

oder Aggregaten zu finden.

PtK2 Kontrolle

Anfarbung:

* Nucleus: DAPI (blau)

* Cytoskelett: anti-a-Tubulin;
anti-Maus Alexa488
(grin)

PtK2: PtK2:
2.5 ug/ml 102 (AU827), 2.5 ug/ml 107 (AU816),
24h 24h

Abbildung 4.10 Immunfluoreszenzaufnahmen von PtK2-Zellen nach Inkubation mit
Pratubulysin 102 (AU827) bzw. 2-Desmethyl-Pratubulysin 107 (AU816).
Die Aufnahmen wurden von J. Herrmann (Arbeitskreis Miiller) freund-
licherweise zur Verfligung gestellt.
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S  Experimenteller Teil

5.1 Allgemeine Angaben

Zur Diinnschichtchromatographie wurden Polygram® SIL G/UVss,~ bzw., sofern
erwihnt, Polygram® Alox N/UVs,-Fertigfolien der Firma Macherey-Nagel verwendet. Die

Detektion erfolgte mittels UV-Licht und Kaliumpermanganat als Tauchreagenz.

Zur Siulenchromatographie wurden, soweit nicht anders erwidhnt, mit Kieselgel
gepackte Saulen verwendet (MN Kieselgel 60, 0.063-0.2 mm/70-230 mesh ASTM der Firma
Macherey-Nagel).

"H-NMR-Spektren wurden mit 500 MHz-Kernresonanzspektrometern (Bruker DRX 500
bzw. Bruker AV 500) und einem 400 MHz-Gerédt (Bruker AVII 400) aufgenommen. Als
Losemittel wurde, soweit nicht anders erwihnt, Deuterochloroform verwendet. Die
Kalibrierung wurde auf das Losemittel vorgenommen (CDCls: 6 =7.24). Die Auswertung
erfolgte nach erster Ordnung mittels WinNMR-Software der Firma Bruker. Bedeutung der
Abkiirzungen: s = Singulett, d = Dublett, t= Triplett, q= Quartett, m = Multiplett, sh=
Signalhaufen, bs = breites Singulett, sowie Kombinationen davon wie z. B. ddt = Dublett von
Dublett von Triplett. Die chemischen Verschiebungen sind d-Werte und werden in ppm

angegeben.

BC-NMR-Spektren wurden ebenfalls mit oben genannten Spektrometern aufgenommen
(DRX 500 und AV 500: Messfrequenz 125 MHz; AV 400: Messfrequenz 100 MHz). Die
Kalibrierung erfolgte in Bezug auf das Losemittelsignal (CDCls: 77.0 ppm). Die chemischen
Verschiebungen sind in ppm angegeben, die Messungen erfolgten breitbandentkoppelt.
Bedeutung der Abkiirzungen: s = Singulett (quartires C-Atom), d = Dublett (CH-Gruppe),
t = Triplett (CH,-Gruppe), q= Quartett (CH3-Gruppe). Mit * gekennzeichnete Verschie-
bungen wurden aus °C- bzw. HSQC-Spektren abgeschitzt. Zur korrekten Zuordnung der 'H-
und "°C-Signale wurden 2-dimensionale Messmethoden wie H,H-COSY, HSQC und HMBC
zu Hilfe genommen. Die 2D-Spektren wurden mit der XWinNMR- und der Topspin 2.0-

Software von Bruker ausgewertet.

Schmelzpunkte wurden unkorrigiert in offenen Glaskapillaren mittels einer

Schmelzpunktbestimmungsapparatur MEL-TEMP II der Firma Laboratory Devices gemessen.

Optische Drehwerte wurden mit einem Polarimeter der Firma PerkinElmer (Modell 341)
in einer thermostatisierten (20 °C 0.1 °C) 1 dm-Kiivette gemessen. Als Strahlungsquelle

diente eine Natriumdampflampe (A =589 nm). Nach Eingabe der Konzentration wurde die
spezifische Rotation ([a] %0 -Werte) vom Messgerét berechnet.
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Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) erfolgte an einem Gerét der Firma
Shimadzu (Modell 10A VP). Als chirale Trennphasen dienten eine Reprosil 100 Chiral-NR-
Fertigsdule (250 x 4.6 mm, KorngroBe 8 um) der Firma Trentec Analysentechnik Gerlingen,
sowie eine Chiralcel OD-H (250 x 4.6 mm) der Firma Daicel Chemical Industries. Als
achirale Kieselgelsdule wurde eine LiChrosorb Si-60 (250 x 4 mm, Korngréfe 5 um) der
Firma Phenomenex benutzt. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der Class VP-Software
(Shimadzu).

Zur Gaschromatographie (GC) wurde der Gaschromatograph Shimadzu GC-2010
verwendet. Als stationdre Phase diente eine Chirasil-Dex-CB-Sdule (25 m x 25 pm Filmdicke,
0.25 mm Innendurchmesser) der Fa. Varian. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der

GC Solution-Software der Fa. Shimadzu. Als Trigergas wurde Stickstoff verwendet.

Elementaranalysen wurden am Institut fiir Organische Chemie der Universitit des

Saarlandes von Frau Heike Roeser an einem Gerit der Fa. Leco (Modell CHN900) gemessen.

Hochaufgeloste Massenspektren (HRMS) wurden an der Universitét des Saarlandes von
Herrn Rudi Thomes an einem MAT 950-Gerdt der Fa. Finnigan aufgenommen. Die

Fragmentierung erfolgte durch chemische Ionisierung (CI).

Losungsmittel wurden von dem zentralen Chemikalienlager der Universitit des

Saarlandes bezogen und vor Verwendung destilliert.

Wasserfreie Losungsmittel wurden nach den {iblichen Verfahren absolutiert (THF {iber
Lithiumalumiumhydrid, Diethylether und Toluol {iber Natrium, Dichlormethan {iber
Calciumhydrid) und wunter Schutzgasatmosphdre gelagert. Versuche mit wasserfreien
Losemitteln wurden grundsitzlich in zuvor am Hochvakuum ausgeheizten Glasgerdten unter
Stickstoffatmosphédre durchgefiihrt.
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5.2  Allgemeine Arbeitsvorschriften

AAV 1: Peptidkniipfung via gemischtes Anhydrid

Ein Aquivalent der Siurekomponente (nmmol) wurde in absolutem THF geldst
(10 ml/mmol) und mit 1.1 Aquivalenten N-Methylmorpholin (NMM) versetzt. Bei —20 °C
wurden 1.1 Aquivalente Chlorameisensiure-iso-butylester zugetropft. Nach 10 min wurde
entweder direkt das freie Amin (1.0 Aq.), geldst in 2n ml THF abs., zugetropft oder es wurden
erst weitere 1.1 Aquivalente NMM zugegeben, gefolgt von dem Amin (1.0 Aq.) als Hydro-
chlorid-Salz. Das Reaktionsgemisch wurde iiber Nacht auf Raumtemperatur erwérmt.

Zur Aufarbeitung wurde das ausgefallene NMM-Hydrochlorid abfiltriert und das Filtrat
einrotiert. Der Riickstand wurde in H,O/EE aufgenommen, die wéssrige Phase mit EE
extrahiert und die vereinigte organische Phase mit gesittigter NaHCO;-Losung gewaschen

sowie Uiber Na,SO4 getrocknet.

AAV 2: Peptidkniipfungen N-methylierter Aminoséuren mit Hilfe von BEPP")

Zu einer Losung aus N-methyliertem Aminosiuremethylester als Hydrochlorid (1.0 Aq.),
Z-geschiitztem Isoleucin (1.1 Aq.) und 2-Brom-1-ethyl-pyridinium-tetrafluoroborat (BEP,
1.1 Aq.) in absolutem CH,Cl, (10 ml/mmol) wurde bei —10°C Di-iso-propylethylamin
(DIPEA, 3.0 Aq.) zugetropft. Nach 20 min wurde das Kiltebad entfernt und das Reaktions-
gemisch wurde iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losemittel wurde am Rotations-

verdampfer entfernt.

AAV 3: Esterverseifung mit NaOH-Lésung

Eine Lésung von einem Aquivalent des Esters (n mmol) in 10n ml Dioxan wurde bei 0 °C
mit 1.1 Aquivalenten 1 M NaOH-Losung versetzt und bis zur vollstindigen Entschiitzung
gerithrt (DC-Kontrolle). Zur Aufarbeitung wurde das Losungsmittel abrotiert und der
Riickstand in Wasser aufgenommen. Bei Verseifung von Dipeptiden und Aminosiduren wurde
die wissrige Phase vor dem Ansduern noch mit Essigsdureethylester extrahiert und die
Essigester-Phase wurde verworfen. Die wissrige Phase wurde, sofern nicht anders erwihnt,
mit 1 M HCI auf pH 2 gebracht und mit Essigsdureethylester extrahiert. Die organische Phase

wurde iiber Na,SO4 getrocknet und das Losemittel am Rotationsverdampfer entfernt.

AAYV 4: Boc-Entschiitzung mit HCI in Dioxan

Ein Aquivalent der Boc-geschiitzten Aminosiure wurde bei 0 °C mit 10 Aquivalenten
einer 4 M HCI-Losung in Dioxan versetzt. Nach vollstindiger Abspaltung der Boc-Schutz-
gruppe (DC-Kontrolle) wurde das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das

Hydrochlorid-Salz wurde im Hochvakuum getrocknet.
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AAV 5: Z-Entschiitzung mittels HBr/AcOH

Zu einem Aquivalent des Z-geschiitzten Peptids wurden bei 0 °C 4 bzw. 10 Aquivalente
einer Losung von HBr in Eisessig (33 Gew%) gegeben. Nach 1-2 h Riihren bei Raum-
temperatur wurde Diethylether zum Reaktionsgemisch gegeben, wobei das entstandene
Hydrobromid als orange-geféarbter Feststoff ausfiel. Der Ether wurde abdekantiert und der
Riickstand erneut mit Ether versetzt. Dieser Vorgang wurde noch zweimal wiederholt. Um
das freie Amin in weiteren Reaktionen einsetzen zu konnen, wurde das Hydrobromid mit
gesittigter NaHCOs-Losung versetzt und die wiéssrige Phase mehrfach mit Ether extrahiert.
Die vereinigte organische Phase wurde iiber Na,SO4 getrocknet und am Rotationsverdampfer
eingeengt. Das freie Amin wurde als Rohprodukt in Folgereaktionen wie Peptidkniipfung
(AAV 1) oder reduktive Aminierung (AAV 7) eingesetzt.

AAV 6: Reduktive Aminierung durch katalytische Deuterierung

Ein Aquivalent des Substrats (n mmol) wurde in 10n ml Methanol geldst, mit 10 Gew.%
eines Pd-Katalysators auf Aktivkohle (10 %) versetzt und unter Deuteriumatmosphére
geriihrt, bis kein Z-geschiitztes Edukt mehr vorhanden war (DC-Kontrolle). Es wurden
2.0 Aquivalente wissrige Formaldehyd-Lésung (37 %) zugegeben und iiber Nacht unter
Deuteriumatmosphére geriihrt. Der Katalysator wurde iiber Celite abfiltriert und das Filtrat

am Rotationsverdampfer eingeengt.

AAV 7: Reduktive Aminierung

Das am N-Terminus entschiitzte Peptid (1.0 Aq., n mmol) wurde in 10n ml MeOH geldst
und mit 1.0 Aq. Paraformaldehyd 3-4 h bei Raumtemperatur vorgeriihrt, wonach 1.05 Aq.
Natriumcyanoborhydrid zugegeben wurden. Nach beendeter Reaktion (DC-Kontrolle, klare
Losung) wurde das Methanol am Rotationsverdampfer entfernt, der Riickstand in Dichlor-
methan aufgenommen und mit gesittigter NaHCOs-Losung gewaschen. Die wissrige Phase
wurde mit Dichormethan extrahiert und die vereinigte organische Phase iiber Na,SO4
getrocknet.

AAV 8: Hydrierung bzw. Deuterierung einer Doppelbindung

Ein Aquivalent des Substrats (n mmol) wurde in 5n ml Methanol geldst, mit 10 Gew.%
eines Pd-Katalysators auf Aktivkohle (5 %) versetzt und unter Wasserstoffatmosphire bzw.
Deuteriumatmosphére bis zum vollstindigen Umsatz geriihrt (DC-Kontrolle). Der Katalysator

wurde liber Celite abfiltriert und das Filtrat am Rotationsverdampfer eingeengt.

AAV 9: Aminosdureverlingerung durch kombinierte DIBAIH-Reduktion/Wittig-Reaktion

Zu der Losung eines Boc-geschiitzten Aminosiuremethylesters (1.0 Aq., n mmol) in
absolutem Toluol (3 ml/mmol) wurde bei —78 °C langsam eine 1 M Di-iso-butylaluminium-
hydrid-Lésung (DIBAIH, 2.0 Aq.) zugetropft. Wihrend das Reaktionsgemisch fiir 30 min bei
—78 °C geriihrt wurde, wurde eine Ylid-Lésung aus Phosphoniumsalz (2.0 Aq.) und KOBu
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(2.0 Aq.) in 2n ml absolutem Toluol bei Raumtemperatur zubereitet. Das Ylid wurde bei —
78 °C zur Aldehydlosung getropft, nach einer Stunde wurde das Kiihlbad entfernt und es
wurde iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt.

Das Reaktionsgemisch wurde in 15n ml gesittigte K-Na-tartrat-Losung gegossen und
30 min kriftig geriihrt. Die wissrige Phase wurde mit Essigsdureethylester extrahiert und die

vereinigte organische Phase mit Na,SO4 getrocknet.

AAV 10: SNAC-Veresterung mit cDI!™

Zu einer 0.1 M Lésung der Sidurekomponente (Aminosiure bzw. Peptid, 1.0 Aq.) in THF
abs. wurde 1,1°-Carbonyldiimidazol (CDI, 1.7 Aq.) in fester Form bei Raumtemperatur zuge-
geben. Nach 10 min wurde N-Acetylcysteamin'’! (NAC, 1.4 Aq.) zugetropft, wonach iiber
Nacht bei Raumtemperatur geriihrt wurde. Das Ldsemittel wurde am Rotationsverdampfer
entfernt und der Riickstand in EE/Wasser aufgenommen. Die wissrige Phase wurde mit NaCl
gesittigt und mit EE extrahiert. Die vereinigte organische Phase wurde iiber Na,SO4

getrocknet.

AAV 11: SNAC-Veresterung mit DCC/DMAP"™

Zu einer 0.1 M Losung von Siurekomponente (1.0 Aq.), N—Acetylcysteamin[97] (NAC,
1.4 Aq.) und 4-Dimethylaminopyridin (DMAP, katalytische Menge) in absolutem Dichlor-
methan wurde N,N’-Dicyclohexylcarbonyldiimid (DCC, 1.1 Aq.) fest zugegeben, und das
Gemisch wurde iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Der ausgefallene Dicyclohexyl-

harnstoff wurde abfiltriert und das Filtrat am Rotationsverdampfer eingeengt.
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5.3 Synthese der Verbindungen

(R)-5-Methyl-1-hexen-3-ol"''*! (R)-1b), (S)-5-Methyl-1-hexen-3-ol''*! ((S)-1b)
(8)-5-Methyl-1-hexen-3-acetat!' "> ((S)-2b)

Grignard-Reaktion

Bei —20 °C wurden 21.6 ml Isovaleraldehyd (200 mmol), gelést in 40 ml absolutem
Diethylether, zu 400 ml einer 0.5 M Vinylmagnesiumbromid-Losung (200 mmol, 1.0 Aq.)
getropft. Nach 3 h wurde das Kéltebad entfernt und das Reaktionsgemisch weitere 2 h bei
Raumtemperatur geriihrt, wonach es mit 1 M KHSO4-Losung auf pH 1 angesduert wurde. Die
wissrige Phase wurde mit Diethylether extrahiert und die vereinigte organische Phase {iber
Na,SOy4 getrocknet. Nach Destillation iiber eine Vigreux-Kolonne (Sdp. 140-145 °C) wurden
18.3 g des racemischen Allylalkohols 1b (160 mmol, 80 % d. Th.) als farbloses Ol von

charakteristischem Geruch erhalten.

OH
6W1
1b

"H-NMR (500 MHz, CDCl5):

8 =091 (d, *Js5=6.6 Hz, 3 H, 6-H), 0.91 (d, *Jos = 6.6 Hz, 3 H, 6’-H), 1.31 (ddd, *Jsas0 =
139 Hz, *Jyu3=79Hz, *Jus=5.7Hz, 1H, 4-H,), 1.45 (ddd, *Jipsa=13.9 Hz, *Jpps=
7.9 Hz, *Jyp3 = 6.3 Hz, 1 H, 4-Hy), 1.52 (bs, 1 H, OH), 1.73 (m, 1 H, 5-H), 4.15 (ddd, *J5, =
40~ Jaap=6.8 Hz, 1 H, 3-H), 5.07 (ddd, *Jiciso = 10.1 Hz, *Jicis.1trans = Jicis3 = 1.3 Hz,
1 H, 1-Heis), 5.20 (ddd, *Jigans2 = 17.3 HZ, *Jiwans.1cis = Jiranss = 1.3 Hz, 1 H, 1-Hyans), 5.84
(ddd, *J5.11wans = 17.3 Hz, *J. 165 = 10.4 Hz, *J53 = 6.3 Hz, 1 H, 2-H).

BC-NMR (125 MHz, CDCl5):
& =223 (q, C-6), 23.0 (q, C-6"), 24.5 (d, C-5), 46.2 (t, C-4), 71.5 (d, C-3), 114.3 (t, C-1),
141.7 (d, C-2).

Racematspaltung'®®

Es wurden 16.1 g des racemischen Allylalkohols 1b (141 mmol) in 65 ml Vinylacetat
(702 mmol, 5 Aq.) gelost, mit 966 mg Novozym® 435 (6 Gew.%), einer immobilisierten
Lipase aus Candida antarctica, versetzt und bei Raumtemperatur geschiittelt. Bis zum Ende
der Reaktion wurde sie gaschromatographisch verfolgt. AnschlieBend wurde das immobili-
sierte Enzym abfiltriert und durch Waschen mit Diethylether regeneriert. Nach Abdestillieren
des Vinylacetats iiber eine Vigreux-Kolonne wurden das entstandene Acetat und der nicht
umgesetzte Alkohol sdulenchromatographisch (CH,Cl,) voneinander getrennt und zur

Reinigung jeweils noch iiber eine Vigreux-Kolonne destilliert. So wurden 10.1 g (S)-Acetat
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(S)-2b (64.9 mmol, 46 % d. Th., 84 % ee; Sdp. 74-78 °C, 50 mbar) und 4.95 g (R)-Alkohol
(R)-1b (43.4 mmol, 31 % d. Th., >99 % ee) erhalten.

(5)-2b

"H-NMR (500 MHz, CDCl;):

8 =0.89 (d, *Js5s=6.7 Hz, 3 H, 6-H), 0.90 (d, *Jos=6.3 Hz, 3 H, 6’-H), 1.37 (ddd, *Jsas0 =
13.6 Hz, *J4u3="7.6 Hz, *Juss = 5.7 Hz, 1 H, 4-H,), 1.53-1.67 (sh, 2 H, 4-H,, 5-H), 2.03 (s,
3 H, 8-H), 5.13 (ddd, *Jieis2 = 10.4 Hz, *Jicis tirans = Jieiss = 1.3 Hz, 1 H, 1-Hgg), 5.21 (ddd,
sz = 17.0 Hz, *Jigansteis = Jiwans3 = 1.3 Hz, 1H, 1-Hgans), 529 (ddd, *J32~ S50~
3340 =6.8 Hz, 1 H, 3-H), 5.74 (ddd, *J.11rans = 17.0 Hz, *J5.164s = 10.4 Hz, *J,3=6.6 Hz, 1 H,
2-H).

BC-NMR (125 MHz, CDCl5):
8 = 21.3 (q, C-8), 22.4 (g, C-6), 22.8 (g, C-6"), 24.5 (d, C-5), 43.2 (t, C-4), 73.3 (d, C-3),
116.4 (t, C-1), 136.9 (d, C-2), 170.3 (s, C-7).

Verseifung des Acetats

Zu einer Losung von 10.1 g des bei der Racematspaltung entstandenen (S)-Acetats (S)-2b
(64.7 mmol) in 65 ml Methanol wurden 1.79 g Kaliumcarbonat (13.0 mmol, 0.2 Aq.) gegeben
und das Gemisch iiber Nacht geriihrt. Das Methanol wurde {iber eine Vigreux-Kolonne
destillativ entfernt, der Riickstand in 1 M KHSO4-Lésung und Diethylether aufgenommen
und die wéssrige Phase mit Diethylether extrahiert. Die vereinigte organische Phase wurde
iiber Na,SO4 getrocknet und am Rotationsverdampfer eingeengt. Destillation {iber eine
Vigreux-Kolonne ergab 6.62 g des (S)-Alkohols (S)-1b (57.7 mmol, 89 % d. Th., 84 % ee).

GC: Saule: Chirasil-Dex-CB, Trennung im Gradientenprogramm: Ty [3 min]= 80 °C,
2 °C/min bis T =200 °C [3 min], Injektor: 250 °C, Detektor: 275 °C.

(R)-Acetat (R)-2b: tg = 15.02 min
(S)-Acetat (S)-2b: tr = 16.73 min
(R)-Alkohol (R)-1b: tr = 20.70 min
(S)-Alkohol (S)-1b: tr = 21.36 min

(S)-N-tert.-Butoxycarbonyl-glycin-3-(5-methyl-1-hexenyl)-ester ((S)-3)
(R)-N-tert.-Butoxycarbonyl-glycin-3-(5-methyl-1-hexenyl)-ester ((R)-3)

Eine Ldsung von 4.00 g (S)-Allylalkohol (S)-1b (35 mmol, 1.0 Aq.), 6.74 g Boc-
geschiitztes Glycin (38.5 mmol, 1.1 Aq.) und 429 mg DMAP (3.51 mmol, 0.1 Aq.) in 130 ml
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Diethylether wurde bei 0 °C mit 7.94 g DCC (38.5 mmol, 1.1 Aq.) versetzt und iiber Nacht
auf Raumtemperatur erwirmt.!””! Der ausgefallene Harnstoff wurde iiber Celite abfiltriert und
das Filtrat am Rotationsverdampfer eingeengt. Nach sdulenchromatographischer Reinigung
(Hexan:EE 9:1, 8:2) wurden 8.33 g (30.7 mmol, 88 % d. Th.) eines farblosen Ols (S)-3
erhalten.

Der entsprechende (R)-konfigurierte Ester (R)-3 konnte durch Veresterung des (R)-
Allylalkohols (R)-1b erhalten werden (98 % d. Th.).

R¢(3) = 0.43 (Hexan:EE 8:2)

11 O
10

M8, 0l 2
J\OQW ]

"H-NMR (500 MHz, CDCl5):

8 =10.89 (d, *Jss = 6.3 Hz, 3 H, 6-H), 0.90 (d, *Jo-5s = 6.3 Hz, 3 H, 6’-H), 1.39 (m, 1 H, 4-H,),
1.43 (s, 9 H, 11-H), 1.53-1.68 (sh, 2 H, 4-H,, 5-H), 3.89 (m, 2 H, 8-H), 4.97 (bs, 1 H, NH),
5.15 (d, *Jieis2 = 10.4 Hz, 1 H, 1-H,), 5.24 (d, *Jisuans2 = 17.0 Hz, 1 H, 1-Hans), 5.35 (td, *J34 =
6.9 Hz, *J3,=6.7Hz, 1H, 3-H), 5.74 (ddd, Jr1ians=17.0 Hz, *Jo1cis=10.4 Hz, *Jp3=
6.7 Hz, 1 H, 2-H).

BC-NMR (125 MHz, CDCl;):
8 =22.4(q, C-6),22.7 (g, C-6°), 24.4 (d, C-5), 28.3 (q, C-11), 42.6 (t, C-8), 43.1 (t, C-4), 74.7
(d, C-3),79.9 (s, C-10), 117.1 (t, C-1), 136.3 (d, C-2), 155.6 (s, C-9), 169.7 (s, C-7).

Es konnte keine geeignete Trennmethode zur Bestimmung der ee-Werte mittels HPLC oder

GC gefunden werden.

Optische Drehung: [a]2’ =-15.6 ° (c = 1.0, CHCl3, (5)-3)
[a]2’ =+15.5° (c = 1.0, CHCls, (R)-3)

Elementaranalyse:

C14H25NO4 Ber. C61.97 H 9.29 N 5.16

(271.36) Gef. C62.18 H9.33 N 5.58

HRMS (CI) Berechnet Gefunden

C14H2NO, [M+HT 272.1861 272.1890
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(28,4E)-2-(tert.-Butoxycarbonylamino)-7-methyl-4-octensiure-methylester ((S)-4)
(2R, 4E)-2-(tert.-Butoxycarbonylamino)-7-methyl-4-octensiure-methylester ((R)-4)

Bereitung der Basen-Losung (LDA)

Bei —20 °C wurden 55 ml #-BuLi (1.6 M in Hexan, 88 mmol, 2.9 Aq.) zu einer L3sung
von 12.6 ml DIPA (89.7 mmol, 3.0 Aq.) in 90 ml absolutem THF getropft. Es wurde noch
20 min bei —20 °C gertihrt.

Chelat-Esterenolat-Claisen-Umlagerung!’™

Zu einer Losung von 8.13 g des Boc-geschiitzten Glycinallylesters (S)-3 (30.0 mmol,
1.0 Aq.) in 120 ml absolutem THF wurde eine Losung von 4.91 g ZnCl, (36.0 mmol,
1.2 Aq.), welches zuvor gut ausgeheizt wurde, in 30 ml trockenem THF gegeben. Nachdem
die Losung auf —78 °C gekiihlt wurde, wurde die zuvor zubereitete, nun ebenfalls auf —78 °C
gekiihlte LDA-Ldsung iiber eine Transferkaniile zugetropft. Nach beendeter Zugabe wurde
das Reaktionsgemisch iiber Nacht auf Raumtemperatur erwidrmt. Es wurde mit Diethylether
verdiinnt und mit 1 M KHSO4-Losung auf pH 1-2 angeséduert. Die wéssrige Phase wurde
mehrfach mit Ether extrahiert, die vereinigte organische Phase liber Na,SO,4 getrocknet und

der Ether am Rotationsverdampfer destillativ entfernt.

Herstellung des Methylesters

Das Umlagerungsrohprodukt wurde in 100 ml DMF gel6st und bei 0 °C mit 4.89 g K,COs
(35.4 mmol, 1.2 Aq.) und 5.6 ml Methyliodid (90.0 mmol, 3.0 Aq.) versetzt. Nach 3 h wurde
das Reaktionsgemisch in 400 ml Wasser gegossen, mit 50 ml geséttigter Ammoniumchlorid-
Losung versetzt und 30 min kréftig geriihrt. AnschlieBend wurde mit Essigsdureethylester
extrahiert und die organische Phase iiber Na,SO,; getrocknet. Durch sdulenchromato-
graphische Reinigung (Hexan:EE 9:1) wurden 7.31 g des Produktes (S)-4 (25.6 mmol, 85 %
d. Th., 87 % ee) als farbloses Ol erhalten.

Entsprechend konnte die (R)-Aminosédure (R)-4 durch Umlagerung des (R)-Boc-Glycin-
allylesters (R)-3 erhalten werden (89 % d. Th., >99 % ee).

R¢(4) = 0.45 (Hexan:EE 8:2)
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"H-NMR (500 MHz, CDCl5):

8 =0.84 (d, *Js7=6.6 Hz, 3 H, 8-H), 0.85 (d, *Jy7 = 6.7 Hz, 3 H, 8’-H), 1.42 (s, 9 H, 11-H),
1.57 (m, 1 H, 7-H), 1.86 (m, 2 H, 6-H), 2.40 (ddd, %J3,35 = 14.2 Hz, *J304 = 7.3 Hz, *J302 =
6.0 Hz, 1 H, 3-H,), 2.47 (ddd, *Jsp3. = 14.2 Hz, *Jap4 = 7.3 Hz, *J3p2 = 6.0 Hz, 1 H, 3-H),
3.71 (s, 3H, 12 H), 432 (dt, *Jonu=7.0Hz, *Jr3=6.0Hz, 1 H, 2-H), 4.98 (d, *Jauz =
7.0 Hz, 1 H, NH), 5.24 (dt, *J45=15.1 Hz, *J43=7.3 Hz, 1 H, 4-H), 5.49 (dt, *Js4=15.1 Hz,
3Js6=7.3 Hz, 1 H, 5-H).

BC-NMR (100 MHz, CDCl5):
§ =222 (q, C-8), 28.3 (q, C-11), 28.3 (d, C-7), 35.7 (t, C-3), 41.9 (t, C-6), 52.2 (q, C-12),
53.2(d, C-2), 79.8 (s, C-10), 124.5 (t, C-4), 134.3 (d, C-5), 155.2 (s, C-9), 172.8 (s, C-1).

HPLC: Reprosil 100 Chiral-NR 8 pm, Hexan:iPrOH 97:3, 2 ml/min

(R)-4: tr = 3.42 min
(S)-4: tr = 3.88 min
Optische Drehung: [a]2’ =+23.9 ° (c = 1.0, CHCls, (S)-4, 87 % ee)

[a]® =-27.9° (c = 1.0, CHCLs, (R)-4, >99 % ec)

Elementaranalyse:

C15H27NO4 Ber. C63.13 H9.54 N 491
(285.39) Gef. C62.76 H9.64 N 5.30
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
Ci5HxsNO, [M+H]" 286.2018 286.2022

(28,4E)-7-Methyl-2-(trifluoracetyl)amino-4-octensiure-methylester ((5)-5)
(2R, 4E)-7-Methyl-2-(trifluoracetyl)amino-4-octensiure-methylester ((5)-5)

Zu 7.17 g der durch Umlagerung erhaltenen Boc-Aminosiure (S)-4 (25.1 mmol, 1.0 Aq.)
wurden bei 0 °C 19 ml Trifluoressigsiure (247 mmol, 9.8 Aq.) gegeben. Nach etwa 30 min
war die Boc-Abspaltung beendet (DC-Kontrolle) und es wurden 24 ml Trifluoressigsdure-
anhydrid (125 mmol, 5.0 Aq.) bei 0 °C zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde iiber Nacht
auf Raumtemperatur erwdrmt. Das TFA/TFAA-Gemisch wurde im Vakuum abdestilliert, der
Riickstand in CH,Cl, aufgenommen und mit gesdttigter NaHCO;-Losung versetzt. Die
wissrige Phase wurde mit CH,Cl, extrahiert und die vereinigte organische Phase iiber Na,SO4
getrocknet. Durch sdulenchromatographische Reinigung (Hexan:EE 9:1) des Rohprodukts
wurden 6.86 g des Produktes (S)-5 (24.4 mmol, 97 % d. Th., 84 % ee) als farbloses Ol

erhalten.

Die TFA-geschiitzte (R)-Aminosdure (R)-4 konnte auf gleiche Weise aus der Boc-
geschiitzten (R)-Aminosdure (R)-5 erhalten werden (97 % d. Th., 98 % ee).

R¢(5) = 0.43 (Hexan:EE 8:2)
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"H-NMR (500 MHz, CDCl;):

8 =0.84 (d, *Js7=6.6 Hz, 3 H, 8-H), 0.84 (d, *Js-7=6.7 Hz, 3 H, 8’-H), 1.56 (m, 1 H, 7-H),
1.87 (dd, *Jss~>Js7="7.0 Hz, 2 H, 6-H), 2.53 (ddd, *Jza30 = 14.5 Hz, *J304 = *J302 = 6.7 Hz,
1 H, 3-H,), 2.61 (ddd, *J3p3, = 14.5 Hz, *J3u4 = *J3p2 = 6.7 Hz, 1 H, 3-Hy), 3.78 (s, 3 H, 11 H),
4.63 (dt, *Jonu = 7.6 Hz, *J,3=5.6 Hz, 1 H, 2-H), 5.20 (dt, *J45=15.1 Hz, *Jy;3=7.4 Hz, | H,
4-H), 5.53 (dt, *Js4 = 15.1 Hz, *Jss = 7.3 Hz, 1 H, 5-H), 6.79 (bs, 1 H, NH).

BC-NMR (100 MHz, CDCl5):

§ = 22.1 (q, C-8), 28.2 (q, C-7), 34.8 (t, C-3), 41.8 (t, C-6), 52.2 (q, C-11), 52.9 (d, C-2),
115.6 (q, "Jior = 286.1 Hz, C-10), 122.9 (t, C-4), 135.8 (d, C-5), 156.5 (q, “Jor = 38.2 Hz, C-
9), 170.7 (s, C-1).

HPLC: Reprosil 100 Chiral-NR 8 um, Hexan:iPrOH 97:3, 2 ml/min

(R)-5: tr = 3.39 min

(S)-5: tr = 3.78 min

Optische Drehung: [a]2’ =+60.6 ° (c = 1.0, CHCls, (S)-5, 84 % ee)
[a]2’ =-66.0 ° (c = 1.0, CHCls, (R)-5, 98 % ee)

Elementaranalyse:

C1,HsF3NO; Ber. C51.24 H 6.45 N 4.98

(281.28) Gef. C51.06 H 6.34 N 5.43

HRMS (CI) Berechnet Gefunden

C1,H9F3NO; [M+H]" 282.1317 282.1279

(28,4E)-2-[Allyl-(trifluoracetyl)amino]-7-Methyl-4-octenséiure-methylester ((S)-6)
(2R AE)-2-[Allyl-(trifluoracetyl)amino]-7-Methyl-4-octensiiure-methylester ((R)-6)

Zur Zubereitung der Katalysatorlosung wurden 87 mg Allylpalladiumchlorid-Dimer
(0.238 mmol, 1.0 mol%) und 279 mg Triphenylphosphin (1.06 mmol, 4.5 mol%) in 20 ml
absolutem THF gelost. Nach 30-miniitigem Riihren bei Raumtemperatur wurden 5.48 g Allyl-
methylcarbonat (47.2 mmol, 2.0 Aq.), welches zuvor analog zum Allylethylcarbonat!!'”!
hergestellt worden war, zugetropft. Es wurde nochmals 30 min bei Raumtemperatur geriihrt,
wonach die Katalysatorlosung zu einer Losung von 6.67 g des TFA-geschiitzten Aminosdure-

methylesters (S)-5 (23.7 mmol, 1.0 Aq.) in 100 ml absolutem THF getropft wurde. Das
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Reaktionsgemisch wurde iiber Nacht auf 60 °C erwirmt.’**! Nach Abdestillieren des Lose-
mittels wurde das Rohprodukt sdulenchromatographisch (Hexan:EE 9:1) gereinigt, so dass
7.62 g des Produktes (S)-6 (23.5 mmol, 99 % d. Th., 84 % ee) als farbloses Ol erhalten

wurden.

Umsetzung des TFA-geschiitzten (R)-Aminosduremethylesters (R)-5 lieferte das
entsprechende (R)-konfigurierte Produkt (R)-6 (98 % d. Th., 97 % ee).

Ry(6) = 0.45 (Hexan:EE 8:2)

"H-NMR (500 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

8 =0.84 (d, *Js7= 6.5 Hz, 6 H, 8-H), 1.56 (m, 1 H, 7-H), 1.86 (dd, *Js5~ *Js7="7.0 Hz, 2 H,
6-H), 2.66-2.80 (sh, 2 H, 3-H,, 3-Hy), 3.69 (s, 3 H, 14 H), 3.91 (dd, “Joa.0p = 16.1 Hz, *Jos 10 =
6.6 Hz, 1 H, 9-H,), 4.09-4.16 (sh, 2 H, 2-H, 9-H,), 5.23-5.33 (sh, 3 H, 4-H, 11-H), 5.50 (dt,
3Js4=15.1Hz, *Jss=7.3Hz, 1 H, 5-H), 5.79 (ddt, *Jio11trans = 17.1 Hz, *J10.11cis = 10.4 Hz,
*Ji0o = 6.6 Hz, 1 H, 10-H).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)

8 =0.83 (d, *Js7= 6.5 Hz, 6 H, 8-H), 2.48 (ddd, “J3a35 = 14.8 Hz, *J3,2 ~ *J3a4=7.6 Hz, 1 H,
3-H,), 3.70 (s, 3 H, 14 H), 4.03 (dd, *Jopo. = 15.2 Hz, *Jop 10 = 6.3 Hz, 1 H, 9-Hy), 4.51 (dd,
3Jo3a0 = 8.6 Hz, *Jo 30 = 6.3 Hz, 1 H, 2-H), 5.16 (dd, *J11cis.10 = 10.1 Hz, *J11¢is.1 11rans = 1.2 Hz,
1 H, 11-Heis), 5.18 (dd, *J11cans.10 = 17.4 HZ, “J11ians.i16is = 1.2 Hz, 1 H, 11-Hygans).

BC-NMR (100 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

§ =222 (q, C-8), 28.3 (q, C-7), 31.4 (t, C-3), 41.9 (t, C-6), 51.7 (q, *Jor = 3.6 Hz, C-9), 52.5
(d, C-14), 60.1 (d, C-2), 116.2 (q, 'Ji3r =285.8 Hz, C-13), 119.8 (t, C-11), 125.5 (t, C-4),
132.3 (d, C-10), 133.9 (d, C-5), 156.9 (q, “J12r = 35.7 Hz, C-12), 169.6 (s, C-1).
Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)

d6=22.2(q, C-8),28.2 (q, C-7), 32.9 (t, C-3), 41.8 (t, C-6), 47.6 (t, C-9), 52.6 (d, C-14), 59.7
(d, C-2), 118.2 (t, C-11), 124.2 (t, C-4), 131.9 (d, C-10), 134.8 (d, C-5), 169.7 (s, C-1).
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HPLC: Chiralcel OD-H, Hexan:iPrOH 99:1, 1 ml/min

(R)-6: tr = 4.81 min
(S)-6: tr = 6.11 min
Optische Drehung: [a]2’ =-56.5° (c = 1.0, CHCls, (5)-6, 84 % ee)

[a]® =+65.6 ° (c = 1.0, CHCL3, (R)-6, 97 % ce)

Elementaranalyse:

C15H22F3NO3 Ber. C 56.07 H 6.90 N 4.36
(321.34) Gef. C56.53 H 6.65 N 4.65
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C15H23F3NOs [M+H]" 322.1630 322.1669

(S)-NV-(Trifluoracetyl)-baikiain-methylester ((S)-7)
(R)-N-(Trifluoracetyl)-baikiain-methylester ((R)-7)

Eine Losung von 198 mg des Grubbs-Katalysators [RuCl,(=CHPh)(PCys3),] (0.241 mmol,
1.2 mol%) in 20 ml absolutem Dichlormethan wurde zu einer Losung von 6.44 g N-Allyl-
produkt (S)-6 (20.0 mmol) in 380 ml absolutem Dichlormethan gegeben und iiber Nacht
geriihrt.”””® Nach Abdestillieren des Losemittels wurde das Produkt zuerst siulenchromato-
graphisch (Hexan:EE 9:1, 8:2), dann durch Destillation am Kugelrohr (150 °C, 1.510™" mbar)
gereinigt. Es wurden 4.39 g eines farblosen Ols (S)-7 (18.5 mmol, 93 % d. Th., 83 % ee)

erhalten.

Die entsprechende (R)-Aminosdure (R)-7 wurde durch Ringschlussmetathese des N-
Allylprodukt (R)-6 erhalten (97 % d. Th., 97 % ee).

Ry(7) = 0.35 (Hexan:EE 8:2)

"H-NMR (500 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

§=2.51 (m, 1 H, 3-H,), 2.76 (d, “J3p3. = 17.7 Hz, 1 H, 3-Hy), 3.72 (s, 3 H, 9-H), 4.16 (m, 1 H,
6-H,), 4.23 (d, “Jebsa=17.7 Hz, 1 H, 6-Hy), 5.43 (dd, *J23.= 6.7 Hz, *Jo3,= 1.0 Hz, 1 H, 2-
H), 5.63 (dddd, *Js4 = 10.4 Hz, *Js 6, = *Js60 = *Js 3. = 2.9 Hz, 1 H, 5-H), 5.84 (m, 1 H, 4-H).
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Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)

& =2.56 (m, 1 H, 3-H,), 2.75 (d, *Jsp3a = 17.7 Hz, 1 H, 3-Hy), 3.74 (s, 3 H, 9-H), 3.85 (d,
*Joaoo = 18.0 Hz, 1 H, 6-H,), 439 (m, 1 H, 6-Hy), 5.81 (d, *J23.=6.0 Hz, 1 H, 2-H), 5.71
(dddd, *Js 4 =10.4 Hz, *Js 60 = *Js.60 = *Js 30 = 2.9 Hz, 1 H, 5-H), 5.79 (m, 1 H, 4-H).

BC-NMR (125 MHz, CDCls):

Hauptrotamer

§ = 25.8 (t, C-3), 42.5 (q, “Jsr = 4.5 Hz, C-6), 50.7 (d, C-2), 52.8 (q, C-9), 116.4 (q, 'Jsr =
286.1 Hz, C-8), 122.1 (d, C-5), 123.2 (d, C-4), 157.2 (q, *J7,r = 37.2 Hz, C-7), 169.9 (s, C-1).
Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)

& =26.9 (t, C-3), 41.9 (t, C-6), 53.0 (q, C-9), 53.7 (q, “hr=2.9 Hz, C-2), 116.2 (q, 'Jsr =
287.0 Hz, C-8), 122.1 (d, C-4), 123.1 (d, C-5), 169.9 (s, C-1).

HPLC: Reprosil 100 Chiral-NR 8 pm, Hexan:iPrOH 95:5, 2 ml/min

(R)-7: tr =4.14 min
(S)-7: tr =4.72 min
Optische Drehung: [a]2’ =-5.3°(c= 1.0, CHCI;, (S)-7, 83 % ee)

[a]® =+5.7° (c = 1.0, CHCl;, (R)-7, 97 % ec)

HRMS (CI) Berechnet Gefunden
CoH;F3sNOs; [M+H]" 238.0691 239.0661

(S)-N-tert.-Butoxycarbonyl-baikiain ((5)-8)
(R)-N-tert.-Butoxycarbonyl-baikiain ((R)-8)

Eine Losung von 4.29 g TFA-geschiitztem (S)-Baikiain-methylester (5)-7 (18.1 mmol) in
80 ml Dioxan wurde bei 0 °C mit 57 ml 1 M NaOH-Lésung (57 mmol, 3.0 Aq.) versetzt und
bis zur vollstindigen Entschiitzung geriihrt (DC-Kontrolle). Zur Boc-Schiitzung wurden
4.62 g Boc,O (21.2 mmol, 1.1 Aq.) bei 0 °C zugegeben, und das Reaktionsgemisch wurde
tiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Entfernen des Dioxans wurde der Riickstand in
Wasser aufgenommen und mit Essigsdureethylester extrahiert. Die Essigester-Phase wurde
verworfen, die wissrige Phase wurde mit 1 M HCIl auf pH 2 gebracht und erneut mit
Essigsdureethylester extrahiert. Nach Trocknen der organischen Phase iiber Na,SO,; und
Abdestillieren des Losemittels wurden 3.34 g des Produktes (S)-8 (14.7 mmol, 81 % d. Th.)

als weiBer Feststoff erhalten.

Das entsprechende (R)-Boc-Baikiain (R)-8 konnte aus (R)-7 erhalten werden (91 %
d. Th.).
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"H-NMR (500 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

8 =1.46 (s, 9 H, 9-H), 2.49 (d, *J3030 = 17.2 Hz, 1 H, 3-H,), 2.64 (dd, *J3p3, = 17.2 Hz, *J3» =
5.6 Hz, 1 H, 3-Hy), 3.79 (d, “Jeaeo = 20.2 Hz, 1 H, 6-H,), 4.03 (d, “Jep6a = 20.2 Hz, 1 H, 6-Hy),
5.07 (d, >3 = 5.6 Hz, 1 H, 2-H), 5.63 (dd, *Js4 = 10.1 Hz, *Js 64 = 1.9 Hz, 1 H, 5-H), 5.73
(m, 1 H, 4-H), 10.64 (bs, 1 H, COOH).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)

8 =1.44 (s, 9 H, 9-H), 2.61 (d, *J3p3. = 18.3 Hz, 1 H, 3-Hy), 3.74 (d, *Jsaeo = 20.9 Hz, 1 H, 6-
H,), 4.07 (d, Jebea=20.9 Hz, 1 H, 6-Hy), 4.88 (d, 223, = 6.3 Hz, 1 H, 2-H), 5.67-5.78 (sh,
2 H, 4-H, 5-H).

BC-NMR (125 MHz, CDCls):

Hauptrotamer

5=26.4(t, C-3), 28.4 (q, C-9), 42.1 (t, C-6), 50.8 (d, C-2), 80.6 (s, C-8), 122.3 (d, C-4), 124.1
(d, C-5), 155.9 (s, C-7), 177.4 (s, C-1).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
S =26.5 (t, C-3), 28.3 (q, C-9), 41.8 (t, C-6), 52.1 (d, C-2), 121.7 (d, C-4), 124.6 (d, C-5),
155.0 (s, C-7), 177.5 (s, C-1).

Erhéohung der Enantiomerenreinheit von Boc-Baikiain (8) mit PEA

Zu einer Losung von 1.50 g (S)-Boc-Baikiain (S5)-8 (6.60 mmol) wurden 0.9 ml (R)-
Phenylethylamin (6.68 mmol, 1.0 Aq.) zugetropft, woraufhin ein weiBer Feststoff auszufallen
begann. Am néchsten Tag wurde das Ammoniumsalz (S,R)-9 abfiltriert und aus Essigsiure-
ethylester umkristallisiert. Mit Hilfe von 1 M HCI-Losung wurde die Séure wieder protoniert
und mit Diethylether extrahiert. Nach Trocknen iiber Na,SO4 und Entfernen des Ldsemittels
am Rotationsverdampfer wurden 743 mg (S)-Boc-Baikiain (S)-8 (3.27 mmol, 50 % d. Th.,
>99 % ee) erhalten.

Auf die gleiche Weise konnte die Enantiomerenreinheit von (R)-Boc-Baikiain (R)-8 mit
Hilfe von (S)-Phenylethylamin erhoht werden (49 % d. Th., >99 % ee).

Zur Bestimmung der Enantiomerenreinheit wurden (S)- bzw. (R)-8 mit Diazomethan zum
Methylester (S)- bzw. (R)-8-OMe verestert.
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HPLC: Reprosil 100 Chiral-NR 8 pm, Hexan:iPrOH 97:3, 2 ml/min

(R)-8-OMe: tgr =4.65 min

(5)-8-OMe:  tg = 5.30 min

Optische Drehung: [a]2’ =+9.7 ° (c = 1.0, MeOH, (5)-8)
[a]2’ =-9.9 ° (c = 1.0, MeOH, (R)-8)

Schmelzpunkt: 106 °C
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C1H;sNO, [M+H]" 228.1236 228.1227

(S)-N-tert.-Butoxycarbonyl-pipecolinsiure’” ((S)-10)
(R)-N-tert. -Butoxycarbonyl-pipecolinsiiure[go] (R)-10)

162 mg (S)-Boc-Baikiain (S)-8 (0.713 mmol, >99 % ee) wurden nach AAV 8 mit 16 mg
Katalysator unter Wasserstoffatmosphére zu 159 mg Boc-geschiitzter (S)-Pipecolinsdure (S)-
10 (0.694 mmol, 97 % d. Th.) umgesetzt.

Entsprechend wurde das (R)-Pipecolinsdurederivat (R)-10 erhalten (quant.).

"H-NMR (400 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

& = 1.28 (ddd, *Jaaxdeq = Jaaxzax = Jaaxsax = 13.8 Hz, 1 H, 4-H,y), 1.40 (m, 1 H, 5-H,y), 1.44
(s, 9H, 9-H), 1.55-1.72 (sh, 3 H, 3-Hy, 4-He, 5-Hep), 2.21 (m, 1H, 3-He), 2.95 (dd,
*Jsaxseq = Joaxsax = 12.7 Hz, 1 H, 6-Hyy), 3.91 (d, “Joeqeax = 12.0 Hz, 1 H, 6-Hg), 4.92 (s, 1 H,
2-H), 10.34 (bs, 1 H, COOH).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)

8 = 2.87 (dd, Jsax6eq = Joaxsax = 12.8 Hz, 1 H, 6-Hay), 4.00 (d, “Jseq.6ax = 12.0 Hz, 1 H, 6-Hey),
4.75 (s, 1 H, 2-H).

BC-NMR (100 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

0 =20.7 (t, C-4), 24.7 (t, C-5), 26.6 (t, C-3), 28.3 (q, C-9), 42.1 (t, C-6), 53.5 (d, C-2), 80.3 (s,
C-8), 156.1 (s, C-7), 177.9 (s, C-1).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
0 =24.5 (t, C-5),41.0 (t, C-6), 54.7 (d, C-2), 155.5 (s, C-7).
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(S)-N-tert.-Butoxycarbonyl-4,5-dideutero-pipecolinsiure ((S)-d,-10)
(R)-N-tert.-Butoxycarbonyl-4,5-dideutero-pipecolinsiure ((R)-d>-10)

186 mg (S)-Boc-Baikiain (S)-8 (0.818 mmol, >99 % ee) wurden nach AAV 8 mit 24 mg
Katalysator unter Deuteriumatmosphire zu 185 mg deuterierter, Boc-geschiitzter (S)-Pipe-
colinséure (S)-d-10 (0.803 mmol, 98 % d. Th.) umgesetzt.

Entsprechend wurde das (R)-Pipecolinsdurederivat (R)-d,-10 erhalten (quant.).

"H-NMR (400 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

§ =1.27 (m, 0.5 H, 4-He(1/2)), 1.41 (m, 0.5 H, 5-Hax(1/2)), 1.43 (s, 9 H, 9-H), 1.56-1.73 (sh,
2 H, 3-Hax, 4-Heq(1/2), 5-Heg(12)), 2.19 (bs, 1 H, 3-Heq), 2.93 (bs, 1 H, 6-Ha), 3.90 (d,
2Jseqsax = 10.8 Hz, 1 H, 6-Hy), 4.90 (s, 1 H, 2-H), 10.00 (bs, 1 H, COOH).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
8 =2.89 (bs, 1 H, 6-Hay), 3.97 (bs, 1 H, 6-Heg), 4.74 (bs, 1 H, 2-H).

BC-NMR (100 MHz, CDCl5):
Hauptrotamer
& = 20.4* (m, C-4), 24.3* (m, C-5), 26.5 (t, C-3), 28.3 (q, C-9), 42.0 (t, C-6), 53.5 (d, C-2),
80.3 (s, C-8), 156.2 (s, C-7), 177.5 (s, C-1).
Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
8 =41.0 (t, C-6), 54.7 (d, C-2), 155.5 (s, C-7), 177.4 (s, C-1).
Optische Drehung: [a]2’ =-45.5° (c = 1.0, MeOH, (S)-d,-10)

Lit:" [a]2* =-45.1° (c = 1.0, MeOH, L-Boc-Pip)

[0] 2 =+41.2 ° (¢ = 1.0, MeOH, (R)-d»-10)
Lit:® [a]2® =+43.6 ° (c = 0.96, MeOH, D-Boc-Pip)

Schmelzpunkt: 104 °C

HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C11H3sD,NO, [M+H]" 232.1518 232.1519
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(8)-4,5-Dideutero-pipecolinsiure-Hydrochlorid ((S)-d,-11)
(R)-4,5-Dideutero-pipecolinsiure-Hydrochlorid ((R)-d,-11)

Bei 0 °C wurden 4 ml einer 4 M HCI-Dioxan-Lésung (16 mmol, 19.9 Aq.) zu 185 mg (S)-
d>-10 (0.803 mmol) gegeben. Nach vollstindiger Entschiitzung wurde die entstandene
Suspension zentrifugiert (6000 rpm, 15 min) und die HCI-Dioxan-Losung abdekantiert. Das
Produkt (S)-d;-11 wurde nach Trocknen am HV als weiller Feststoff erhalten (107 mg,
0.642 mmol, 78 % d. Th.).

Ebenso wurde (R)-d,-11 als weiller Feststoff erhalten (0.654 mmol, 81 % d. Th.).

"H-NMR (400 MHz, D,0):
8 = 1.58-1.73 (sh, 1 H, 4-Hu(1/2), 5-Hux(1/2)), 1.78 (m, 1 H, 3-Ha,), 1.87-1.98 (sh, 1 H, 4-
Heo(172), 5-He(1/2)), 2.31 (ddd, *Jzeqzax = 14.5 Hz, *J3eq2 = *Jrequaniaeq = 3.9 Hz, 1 H, 3-Hey),
3.06 (m, 1 H, 6'Hax), 3.48 (dd’ 2J6eq,6ax = 12.8 HZ, 2J6eq,5ax/56q = 3.8 HZ, 1 H, 6‘Heq), 3.96 (dd,
Jrzax = 11.8 Hz, *J5 3¢ = 3.5 Hz, 1 H, 2-H).
’H-NMR (76.8 MHz, H,0):
8 = 1.58 (sh, 0.77 D, 4-Dyx(1/2), 5-Dax(1/2)), 1.86 (sh, 0.72 D, 4-Deq(1/2), 5-Deq(1/2)), 2.24 (bs,
0.14 D, 3-D¢,), 3.01 (bs, 0.09 D, 6-D,,).
BC-NMR (100 MHz, D,0):
§=121.0 (m, C-4, C-5), 25.7 (t, C-3), 43.8 (t, C-6), 57.0 (d, C-2), 172.0 (s, C-1).
Optische Drehung: [a]2’ =-6.3 ° (c = 1.0, MeOH, (S)-d,-11)

[a]2’ =+6.2 ° (c = 1.0, MeOH, (R)-d,-11)

Schmelzpunkt: 240 °C (Zers.)

Elementaranalyse:

CsH10D2CINO, Ber. (C42.99 H/D 8.41 N 8.36
(167.60) Gef. (C43.18 H/D 8.60 N 8.34
HRMS (CI) Berechnet Gefunden

CsH1oD,NO, [M+H]" 132.0993 132.1002
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(S)-Baikiain-Hydrochlorid®” ' (($)-12), (R)-Baikiain-Hydrochlorid ((R)-12)

Umsetzung von 178 mg Boc-geschiitztes Baikiain (5)-8 (0.783 mmol) mit 3.9 ml einer
4 M Lésung von HCI in Dioxan (15.6 mmol, 20 Aq.) gemiB AAV 4 lieferte 129 mg (S)-
Baikiain (S)-12 (0.789 mmol, quant.) als Hydrochlorid-Salz.

Ebenso konnte (R)-Baikiain-Hydrochlorid (R)-12 erhalten werden (quant.).

12
'"H-NMR (500 MHz, D,0):

& = 2.55 (ddddt, *Jz.3p = 18.6 Hz, *J3,0 = 10.8 Hz, *J3a4 = “J3a5 = *Jaa6 = 2.9 Hz, 1 H, 3-H,),
2.78 (ddddt, *J3p3, = 18.6 Hz, *J3p2 = *Jspa = 5.2 Hz, *J3p5 = *J3ps = 1.9 Hz, 1 H, 3-Hy), 3.82
(m, 2 H, 6-H), 4.20 (dd, *J23,= 10.8 Hz, >3, = 5.6 Hz, 1 H, 2-H), 5.82 (m, 1 H, 5-H), 6.02
(m, 1 H, 4-H).

BC-NMR (125 MHz, D,0):
8 =248 (t, C-3), 41.8 (t, C-6), 53.4 (d, C-2), 119.7 (d, C-5), 124.4 (d, C-4), 171.7 (s, C-1).
Optische Drehung: [a]2’ =-160.4 ° (c = 1.0, MeOH, (S)-12)

[a] 2’ =+161.0 ° (c = 1.0, MeOH, (R)-12)

Schmelzpunkt: 225 °C (Zers.)

(R)-N-Benzyloxycarbonyl-pipecolinsiaure ((R)-13)
(S)-N-Benzyloxycarbonyl-pipecolinsiure ((5)-13)

_ . (81
Enantiomerentrennung von Z-Plpecolmsaure[ ]

Es wurden 30 g racemische Z-Pipecolinséiure[l15’“6] (114 mmol) in 66 ml Diethylether
gelost. Bei 30 °C wurden 7.67 ml (S)-Phenylethylamin (57.0 mmol, 0.5 Aq.) zugegeben. Das
Gemisch wurde iiber Nacht bei Raumtemperatur belassen, wobei ein weiller Feststoff ausfiel.
Dieser wurde abfiltriert und mit Ether gewaschen. Im Filtrat fanden sich 15.3 g angereicherte
(S)-Z-Pipecolinsédure (58.2 mmol, 51 % d. Th., 55 % ee), welche zu einem spéteren Zeitpunkt
mit (R)-Phenylethylamin umgesetzt wurde, um enantiomerenreine (S)-Z-Pipecolinsdure zu
erhalten. Das abfiltrierte Phenylethylammoniumsalz der (R)-Z-Pipecolinsdure wurde aus
Essigsdureethylester umkristallisiert. Das isolierte Salz wurde in Diethylether suspendiert, mit
einer 1| M KHSO,4-Losung versetzt und kréftig geriihrt. Die wéssrige Phase wurde mit
Diethylether extrahiert, die vereinigte organische Phase iiber Natriumsulfat getrocknet. Es
konnten 7.97 g (R)-Z-Pipecolinsdure (R)-13 (30.3 mmol, 27 % d. Th., >98 % ee) als weiller

Feststoff isoliert werden.
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Um (S)-Z-Pipecolinsdure enantiomerenrein zu erhalten, wurden die aus dem Filtrat
gewonnenen 15.3 g (5)-13 (58.1 mmol, 55 % ee) in 58 ml Diethylether gelost und mit 6.0 ml
(R)-Phenylethylamin (44.6 mmol) ausgeféllt. Nach Umkristllisation des Phenylethyl-
ammoniumsalzes und Freisetzung der Saure mit | M KHSO4-Losung wurden 8.00 g (S)-Z-
Pipecolinséure (S)-13 (30.4 mmol, 27 % d. Th., >98 % ee) als weiller Feststoff erhalten.

Die restliche Z-Pipecolinsdure, sowie die eingesetzten Phenylethylamine konnten aus den
Filtraten der Umkristallisationen bzw. aus den wissrigen Phasen durch basische Aufarbeitung

reisoliert werden.

4
5 3
BCYOH

N
8 7
(0]
EE
12 10

11

13

"H-NMR (400 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

8 = 1.31 (ddd, *Jaaxdeq = Jaaxzax = Jaaxsax = 13.6 Hz, 1 H, 4-H,,), 1.43 (m, 1 H, 5-H,y), 1.59-
1.76 (sh, 3 H, 3-Hyy, 4-Heq, 5-Heg), 2.26(d, “Jeqzax = 13.8 Hz, 1 H, 3-Hey), 3.06 (dd, *Jsax6eq =
saxsax = 13.1 Hz, 1 H, 6-H,y,), 4.04 (d, “Joeqeax = 13.0 Hz, 1 H, 6-He,), 4.99 (d, *Jr30q =
4.0 Hz, 1 H, 2-H), 5.15 (s, 2 H, 8-H), 7.25-7.39 (sh, 5 H, arom.-H), 10.19 (bs, 1 H, COOH).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)

8 =222 (d, “seq3ax = 13.3 Hz, 1 H, 3-Heg), 2.98 (dd, *Joax6eq = “Joaxsax = 13.2 Hz, 1 H, 6-Hyy),
4.11 (d, YJseqa = 12.3 Hz, 1 H, 6-Hy), 4.89 (bs, 1 H, 2-H).

BC-NMR (100 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

0 =20.7 (t, C-4), 24.6 (t, C-5), 26.5 (t, C-3), 41.9 (t, C-6), 54.2 (d, C-2), 67.5 (t, C-8), 127.8
(d, C-10/11), 128.0 (d, C-12), 128.5 (d, C-10/11), 136.5 (s, C-9), 156.7 (s, C-7), 177.4 (s, C-
1).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)

0=24.5(t,C-5),26.7 (t, C-3),41.7 (t, C-6), 54.4 (d, C-2), 67.4 (t, C-8), 155.9 (s, C-7).

Schmelzpunkt: 103-104 °C
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Optische Drehung: [a]2’ =+45.8 ° (c = 1.0, MeOH, (R)-13, >98 % ee)
[a]2’ =-45.8° (c = 1.0, MeOH, (S)-13, >98 % ee)
[a]2’ =+55.3° (c = 1.0, CH,Cl,, (R)-13, >98 % ee)
Lit.® [a]2 =+77.6 ° (c = 0.2, CH,Cl,, (R)-Z-Pip)
[a]2’ =-55.1°(c = 1.0, CH,Cl,, (S)-13, >98 % ee)
Lit.® [a]2’ =-53.0 ° (¢ = 1, CH,Cl,, (S)-Z-Pip)

HPLC: Reprosil 100 Chiral-NR 8 pm, Hexan:iPrOH 9:1 + 0.1 % AcOH, 2 ml/min
(R)-13: tr = 7.96 min
(8)-13: tr = 9.79 min

(R)-N-Benzyloxycarbonyl-4,5-dideutero-pipecolinsiure ((R)-d>-13)

Eine Losung von 334 mg TFA-geschiitztem, deuterierten (R)-Pipecolinsduremethylester
(1.38 mmol) (R)-d>-52 in 7 ml Dioxan wurde bei 0°C mit 4.5 ml 1 M NaOH-Losung
(4.5 mmol, 3.3 Aq.) versetzt und bis zur vollstindigen Entschiitzung geriihrt (DC-Kontrolle).
Zur Z-Schiitzung wurden 205 pl Chlorameisensiurebenzylester (1.44 mmol, 1.0 Aq.) bei 0 °C
zugegeben und das Reaktionsgemisch liber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt.

Zur Aufarbeitung wurde das Dioxan abrotiert, der Riickstand in Wasser aufgenommen
und mit Essigsdureethylester extrahiert. Die Essigester-Phase wurde verworfen, die wéssrige
Phase wurde mit 1 M HCI auf pH 1 gebracht und mit Essigsdureethylester extrahiert. Nach
Trocknen der organischen Phase iiber Na,SO,4 und Abdestillieren des Ldsemittels wurden
265 mg des Produktes (R)-d,-13 (0.999 mmol, 72 % d. Th.) als weiller Feststoff erhalten.

D
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(R)-d,-13
"H-NMR (400 MHz, CDCl;):
Hauptrotamer
S = 1.29 (m, 0.5 H, 4-Hux(1/2)), 1.41 (bs, 0.5 H, 5-Hux(1/2)), 1.57-1.76 (sh, 2 H, 3-Hy, 4-
Heg(172), 5-Heg(172)), 2.26 (d, “Jreqsax = 14.0 Hz, 1 H, 3-H,,), 3.05 (m, 1 H, 6-H,,), 4.03 (d,
*Joeqsax = 13.3 Hz, 1 H, 6-H.y), 4.98 (s, 1 H, 2-H), 5.15 (s, 2 H, 8-H), 7.25-7.38 (sh, 5 H,
arom.-H), 11.3 (bs, 1 H, COOH).
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Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
8 =221 (d, “Jaeqaax = 12.5 Hz, 1 H, 3-H,y), 2.98 (m, 1 H, 6-H,y), 4.10 (d, “Jeeqeax = 12.0 Hz,
1 H, 6-H,,), 4.88 (bs, 1 H, 2-H).

BC-NMR (100 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

6 =20.2 (m, C-4), 24.2 (m, C-5), 26.4 (t, C-3), 41.8 (t, C-6), 54.2 (d, C-2), 67.5 (t, C-8), 127.8
(d, C-10/11), 128.0 (d, C-12), 128.4 (d, C-10/C-11), 136.4 (s, C-9), 156.7 (s, C-7), 177.4 (s,
C-1).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
3 =26.5(t, C-3),41.6 (t, C-6), 54.3 (d, C-2), 67.4 (t, C-8), 156.0 (s, C-7).

Schmelzpunkt: 104 °C

Optische Drehung: [a]2’ =+39.8 ° (c = 1.0, MeOH, (R)-d,-13, 97 % ee)
Elementaranalyse:

C14H15D2NO4 Ber. C 63.38 H/D 7.22 N 5.28

(265.31) Gef. C 63.08 H/D 7.58 N 5.43

HRMS (CI) Berechnet Gefunden

C14H6D-NO,4 [M+H]" 266.1361 266.1321

(S)-N-Deuteromethyl-pipecolinsiure ((S)-d;-14)
(R)-N-Deuteromethyl-pipecolinsiure ((R)-d;-14)

Gemil AAV 6 wurden 129 mg Z-geschiitzte (S)-Pipecolinsdure (S5)-13 (0.490 mmol,
>98 % ee) mit Hilfe von 13 mg Pd/C (10 %) entschiitzt und durch Zugabe von 97 ul einer
37 %igen Formaldehydldsung (1.20 mmol, 2.4 Aq.) N-deuteromethyliert. Es wurden 71 mg
der deuterierten (S)-Methylpipecolinsdure (S)-d;-14 (0.49 mmol, quant.) als weiller Feststoff
erhalten.

Durch entsprechende Umsetzung wurde die deuterierte (R)-Methylpipecolinsiure (R)-d;-
14 quantitativ erhalten.

5 3
6 *2 1 _OH
7
D) ©
d;-14

"H-NMR (400 MHz, D,0):
8 = 1.50 (ddddd, *Jasxaeq = *Jaaxzax = Jaaxsax = 12.5 HZ, *Juax3eq = Jaaxseq = 3.4 Hz, 1 H, 4-
H,y), 1.59-1.74 (sh, 2 H, 3-Hay, 5-H,,), 1.78-1.93 (sh, 2 H, 4-Heq, 5-Heg), 2.24 (d, “Jreqiax =
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14.0 Hz, 1 H, 3-H,,), 2.80 (t, *J7.p = 1.2 Hz, 2 H, 7-H), 2.99 (ddd, *Jeax6eq = “Joaxsax = 12.5 Hz,
Jsax.seq = 2.2 Hz, 1 H, 6-Hyy), 3.37-3.49 (sh, 2 H, 2-H, 6-H.,).
Bei einer Verschiebung von 2.81 ppm ist das Signal von 7-H der undeuterierten Verbindung

14 als Singulett zu sehen.

’H-NMR (76.8 MHz, H,0):
5 =2.82 (bs, 7-D).
BC-NMR (100 MHz, D,0):
& =20.9 (t, C-4), 22.6 (t, C-5), 28.0 (t, C-3), 42.1 (t, 'Jrp =27.3 Hz, C-7), 54.3 (t, C-6), 68.9
(d, C-2), 174.2 (s, C-1).
Optische Drehung: [a]2’ =-46.7° (c = 1.0, MeOH, (S)-d;-14)
[a]2’ =+45.3° (c = 1.0, MeOH, (R)-d;-14)

Schmelzpunkt: 204-206 °C
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C;H;3DNO, [M+H]" 145.1087 145.1110

N-Benzyloxycarbonyl-(R)-pipecolyl-(S)-isoleucinmethylester ((R,S5)-19)
N-Benzyloxycarbonyl-(S)-pipecolyl-(S)-isoleucinmethylester ((S,5)-19)

Durch Umsetzung von 658 mg (R)-Z-Pipecolinsdure (R)-13 (2.50 mmol, >98 % ee) mit
360 ul Chlorameisenséure-iso-butylester (2.78 mmol, 1.1 Aq.), 2 x 300 ul NMM (5.46 mmol,
2.2 Aq.) und 454 mg L-Isoleucinmethylester-Hydrochlorid (2.50 mmol, 1.0 Aq.) gemiB
AAYV 1 wurden nach Sdulenchromatographie (Hexan:EE 8:2) 888 mg des Dipeptids (R,S)-19
(2.27 mmol, 91 % d. Th., >99 % de) als farbloses Ol erhalten.

Umsetzung von (S)-Z-Pipecolinsdure (S)-13 (>98 % ee) lieferte das (S,S)-Dipeptid (S,S)-
19 (90 % d. Th., 99 % de).

R¢(19) =0.14 (Hexan:EE 8:2)

1 9 o
12 8 H 9
N, 2 1 O/
16 14 B& O | 3
17 Ts O 0 ..-é' 4
18 5
19

"H-NMR (400 MHz, CDCl5):

(R,S)-19 Hauptrotamer

6 =0.74-0.93 (sh, 6 H, 5-H, 6-H), 1.03 (bs, 1 H, 4-H,), 1.22-1.70 (sh, 6 H, 4-Hy, 9-H.x, 10-H,
11-H), 1.85 (bs, 1 H, 3-H), 2.29 (m, 1 H, 9-H.q), 2.95 (dd, 2J123X,1zeq23J123x,11ax= 12.7 Hz,
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1 H, 12-H,y), 3.69 (s, 3 H, 19-H), 4.13 (bs, 1 H, 12-H,), 4.55 (dd, 3J2,NH= 8.7 Hz, 3Jz,g =
4.7Hz, 1 H, 2-H), 4.85 (bs, 1 H, 8-H), 5.18 (s, 2 H, 14-H), 6.51 (bs, 1 H, NHy_), 7.26-7.41
(sh, 5 H, arom.-H).

(R,S)-19 Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
d=4.19 (bs, 1 H, 12-Hg), 6.35 (bs, 1 H, NHye).

(S,9)-19 Hauptrotamer

8 = 0.85 (d, *Js3=6.8 Hz, 3 H, 6-H), 0.87 (t, °Js4=7.3 Hz, 3 H, 5-H), 1.07 (ddq, *Jsaao =
13.6 Hz, *Jio3=9.0Hz, Jius=7.3Hz, 1H, 4-H,), 1.35 (dqd, “Japsa=13.6 Hz, *Jpps=
7.3 Hz, *Jyp3 =4.8 Hz, 1 h, 4-Hy), 1.43 (bs, 1 H, 11-Hy,), 1.49-1.70 (sh, 4 H, 9-H,,, 10-H, 11-
H.,), 1.86 (dqdd, *J34, = 9.0 Hz, *J36 = 6.8 Hz, *J3, ~ *J3 4o = 4.8 Hz, 1 H, 3-H), 2.22 (bs, 1 H,
9-He,), 2.89 (bs, 1 H, 12-H,y), 3.69 (s, 3 H, 19-H), 4.10 (bs, 1 H, 12-H,,), 4.55 (dd, *Jonu =
8.0 Hz, *J,3=4.8 Hz, 1 H, 2-H), 4.81 (bs, 1 H, 8-H), 5.16 (s, 2 H, 14-H), 6.54 (bs, 1 H,
NHy), 7.26-7.37 (sh, 5 H, arom.-H).

(S,5)-19 Nebenrotamer (ausgewdhlite Signale)
d=4.18 (bs, 1 H, 12-Hg), 6.36 (bs, 1 H, NHye).

BC-NMR (100 MHz, CDCl5):

(R,S)-19 Hauptrotamer

0 =115 (q, C-5), 15.6 (q, C-6), 20.4 (t, C-10), 24.8 (t, C-11), 25.0 (t, C-4), 25.1* (t, C-9),
37.5 (d, C-3), 42.2 (t, C-12), 52.0 (q, C-19), 54.6* (d, C-8), 56.4 (d, C-2), 67.7 (t, C-14),
127.9 (d, C-16/17), 128.1 (d, C-18), 128.5 (d, C-16/17), 136.2 (s, C-15), 170.6 (s, C-7), 172.3
(s, C-1).

Das Signal von C-13 ist nicht zu sehen.

(5,9)-19 Hauptrotamer
8 = 11.5 (q, C-5), 15.6 (q, C-6), 20.3 (t, C-10), 24.9 (t, C-11), 25.1 (t, C-4), 25.5% (t, C-9),
37.8 (d, C-3), 42.2 (t, C-12), 52.1 (q, C-19), 54.4* (d, C-8), 56.4 (d, C-2), 67.7 (t, C-14),
127.9 (d, C-16/17), 128.1 (d, C-18), 128.5 (d, C-16/17), 136.4 (s, C-15), 170.8 (s, C-7), 172.0
(s, C-1).
Das Signal von C-13 ist nicht zu sehen.
Optische Drehung: [a]2’ =+84.0 ° (c = 1.0, CHCls, (R,S)-19)

[a]2’ =-60.0 ° (c = 1.0, CHCls, (S,5)-19)

HPLC: Reprosil 100 Chiral-NR 8 pm, Hexan:iPrOH 9:1, 2 ml/min
(R)-19: tg = 17.21 min
(5)-19: tr =23.61 min

Elementaranalyse:
C21H30N205 Ber. C 64.60 H7.74 N 7.17
(390.48) Gef. C64.26 H7.71 N 7.21
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HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C,H31N,05 [M+H]" 391.2233 391.2274

N-Benzyloxycarbonyl-(R)-pipecolyl-(S)-isoleucin ((R,S)-20)
N-Benzyloxycarbonyl-(S)-pipecolyl-(S)-isoleucin ((S,S5)-20)
Nach AAV 3 wurden 660 mg (R,S)-Z-PiplleOMe (1.69 mmol) (R,S)-19 mit 1.9 ml 1 M

NaOH (1.9 mmol, 1.1 Aq.) verseift, wordurch 626 mg (R,S)-Z-Piplle (R,S)-20 (1.66 mmol,
98 % d. Th.) erhalten wurden.

Ebenso wurde (S,5)-Z-PiplleOMe (S,5)-19 zu (S,5)-Z-Piplle (S,S)-20 verseift (97 %
d. Th.).

11 9
e BT
12 /1* 7 N, 2 ] OH
16 14 13 e} 13
K s O 0 "5 ¢
18 5
20

"H-NMR (400 MHz, CDCl5):

(R,S)-20 Hauptrotamer

0 =0.79-0.94 (sh, 6 H, 5-H, 6-H), 1.06 (m, 1 H, 4-H,), 1.31-1.69 (sh, 6 H, 4-H,, 9-H., 10-H,
11-H), 1.90 (bs, 1 H, 3-H), 2.21 (m, 1 H, 9-He,), 3.08 (bs, 1 H, 12-H,y), 4.09 (bs, 1 H, 12-H),
4.59 (bs, 1 H, 2-H), 4.89 (bs, 1 H, 8-H), 5.15 (bs, 2 H, 14-H), 6.60 (bs, 1 H, NHy;), 7.26-7.37
(sh, 5 H, arom.-H), 8.52 (bs, 1 H, COOH).

(S,5)-20 Nebenrotamer (ausgewdhlite Signale)
8 =2.35(bs, 1 H, 9-Hg), 2.90 (bs, 1 H, 12-Hay), 4.16 (bs, 1 H, 12-Heq), 6.70 (bs, 1 H, NHye).

(S,9)-20 Hauptrotamer

& = 0.88 (d, *Js4=7.3Hz, 3 H, 5-H), 0.89 (t, Js3=6.8 Hz, 3 H, 6-H), 1.09 (ddq, Jsaa =
13.8 Hz, *J4a3 = 9.2 Hz, *J4ps = 7.1 Hz, 1 H, 4-H,), 1.34-1.70 (sh, 6 H, 4-Hy, 9-H,, 10-H, 11-
H), 1.92 (m, 1 H, 3-H), 2.25 (bs, 1 H, 9-H,,), 2.89 (bs, 1 H, 12-H,,), 4.10 (bs, 1 H, 12-H,,),
4.57 (bs, 1 H, 2-H), 4.84 (bs, 1 H, 8-H), 5.15 (s, 2 H, 14-H), 6.60 (bs, 1 H, NHy), 7.23-7.39
(sh, 5 H, arom.-H), 8.76 (bs, 1 H, COOH).

(S,5)-19 Nebenrotamer (ausgewdhltes Signal)
d=4.17 (bs, 1 H, 12-Hy).
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BC-NMR (100 MHz, CDCl5):

(R,S)-20 Hauptrotamer

0 =11.6 (q, C-5), 15.5 (q, C-6), 20.1 (t, C-10), 24.7 (t, C-11), 24.8 (t, C-4), 25.9* (t, C-9),
37.2 (d, C-3),42.2 (t, C-12), 56.3 (d, C-2), 67.9 (t, C-14), 127.9 (d, C-16/17), 128.2 (d, C-18),
128.6 (d, C-16/17), 136.2* (s, C-15), 156.4 (s, C-13), 171.9* (s, C-7), 175.1 (s, C-1).

Das Signal von C-8 ist nicht zu sehen.

(5,9)-20 Hauptrotamer
8 = 11.5 (q, C-5), 15.6 (q, C-6), 20.3 (t, C-10), 24.8 (t, C-11), 25.0 (t, C-4), 25.8* (t, C-9),
37.5 (d, C-3), 42.3 (t, C-12), 54.4* (d, C-8), 56.4 (d, C-2), 67.9 (t, C-14), 127.9 (d, C-16/17),
128.2 (d, C-18), 128.5 (d, C-16/17), 136.1* (s, C-15), 156.9 (s, C-13), 171.2* (s, C-7), 175.3
(s, C-1).
Optische Drehung: [a]2’ =+84.2 ° (c = 1.0, CHCl;, (R,S)-20)

[a]2’ =-51.7° (c = 1.0, CHCl;, (S,S5)-20)

Schmelzpunkt: 93 °C (S,5)-20, (R,S) -20 ist ein zihes Ol
Elementaranalyse:

Cz()HngzOs Ber. C 63.81 H 7.50 N 7.44
(376.46) Gef. (C63.63 H 7.48 N 7.42
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
Cy0H20N,05 [M+H]" 377.2077 377.2093

N-Deuteromethyl-(R)-pipecolyl-(S)-isoleucin ((R,S)-d;-21)
N-Deuteromethyl-(S)-pipecolyl-(S)-isoleucin ((S,S)-d;-21)

GemiBl AAV 6 wurden 605 mg (R,S)-Z-Piplle (R,S)-20 (1.61 mmol) mit 61 mg Pd/C
(10 %) unter Deuteriumatmosphire entschiitzt und durch Zugabe von 200 ul 37%iger
wissriger Formaldehyd-Losung (2.46 mmol, 1.5 Aq.) N-deuteromethyliert. Es wurden
431 mg des Dipeptids (R,S)-d;-Meplle (R,S)-d;-21 in quantitativer Ausbeute als weiller

schaumiger Feststoff erhalten.

Durch analoge Umsetzung von (S,5)-Z-Piplle (S,5)-20 konnte das Dipeptid (S,S)-d;-
Meplle (S,S)-d;-21 erhalten werden (quant.).
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"H-NMR (400 MHz, DMSO-dy):

(R,S)-d;-21

8=0.85 (t, *Js4=7.3 Hz, 3 H, 5-H), 0.86 (d, *Js3 = 7.0 Hz, 3 H, 6-H), 1.10-1.30 (sh, 2 H, 4-
H., 10-Hyy), 1.34-1.57 (sh, 3 H, 4-Hy, 9-Hyy, 11-Hyy), 1.57-1.79 (sh, 3 H, 9-H,,, 10-He,, 11-
H.,), 1.83 (m, 1 H, 3-H), 2.15-2.30 (sh, 3 H, 12-H,,, 13-H), 2.80 (bs, 1 H, 8-H), 2.98 (d,
*Jizeqi2ax = 9.8 Hz, 1 H, 12-H,y), 4.18 (dd, *Joxu = 8.0 Hz, *Jo3 = 5.8 Hz, 1 H, 2-H), 7.83 (bs,
1 H, NHye).

(§,9)-d;-21

8 =0.84 (t, *Js4=7.3 Hz, 3 H, 5-H), 0.84 (d, *Js3 = 6.8 Hz, 3 H, 6-H), 1.07-1.26 (sh, 2 H, 4-
H,, 10-Hyy), 1.33-1.63 (sh, 4 H, 4-Hy, 9-Hy, 11-H), 1.68 (d, *Ji0eq.100x = 12.8 Hz, 1 H, 10-He,),
1.74 (d, *Joeqoax = 11.5 Hz, 1 H, 9-H,y), 1.83 (m, 1 H, 3-H), 2.06 (ddd, *Ji2ax.12¢q = "J12ax.112x =
11.3 Hz, 3J123X,116q =2.0 Hz, 1 H, 12-Hay), 2.15 (s, 2H, 13-H), 2.55 (d, *Js0ax= 11.0 Hz, 1 H,
8-H), 2.91 (d, *Ji2eq120x = 11.6 Hz, 1 H, 12-H,y), 4.19 (dd, *Joxu = 8.5 Hz, *Jo3 = 5.5 Hz, 1 H,
2-H), 7.58 (d, *Jxu2 = 8.5 Hz, 1 H, NHy,).

Bei einer Verschiebung von 2.17 ppm ist das Signal von 13-H der undeuterierten Verbindung
(S,S)-21 als Singulett zu sehen.

BC-NMR (100 MHz, DMSO-dy):

(R,S)-d;-21

6=11.2(q, C-5), 15.6 (q, C-6), 22.3 (t, C-10), 24.2 (t, C-11), 24.7 (t, C-4), 29.4 (t, C-9), 36.4
(d, C-3), 43.0 (t, 'Ji3p =20.4 Hz, C-13), 54.6 (t, C-12), 56.1 (d, C-2), 67.8 (d, C-8), 171.5,
172.7 (2 s, C-1, C-7).

Bei einer Verschiebung von 43.3 ppm ist das Signal von C-13 der undeuterierten Verbindung
(S,S)-21 zu sehen.

(§,5)-d;-21

d=11.2(q, C-5), 15.7 (q, C-6), 21.1 (t, C-10), 22.7 (t, C-11), 24.6 (t, C-4), 29.9 (t, C-9), 36.5
(d, C-3), 43.3 (t, 'Ji3p =20.4 Hz, C-13), 54.8 (t, C-12), 55.8 (d, C-2), 68.8 (d, C-8), 172.3,
173.0 (2 s, C-1, C-7).

Bei einer Verschiebung von 43.6 ppm ist das Signal von C-13 der undeuterierten Verbindung
(S,S)-21 zu sehen.

Optische Drehung: [a]2’ =+23.6 ° (c = 1.0, MeOH, (R.S)-d;-21)
[a]2’ =-35.5°(c = 1.0, MeOH, (S,5)-d;-21)
Schmelzpunkt: 54 °C ((R,S)-d;-21), 171-173 °C ((S.5)-d;-21)

HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C13H,4DN,0; [M+H]" 258.1928 258.1938
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N—Benzyl—N—methyl—(L)-Valinmethylester[1 17 22)

8.40 g (L)-Valinmethylester-Hydrochlorid (50.1 mmol) wurden in 50 ml Methanol gelost
und mit 7.04 ml NEt; (50.1 mmol, 1.0 Aq.) versetzt, wobei Triethylamin-Hydrochlorid
ausfiel. Bei 0 °C wurden 5.32 g Benzaldehyd (50.1 mmol, 1.0 Aq.) zugetropft. Nach zwei-
stiindigem Riihren bei 0 °C wurden 3.79 g NaBH, (100 mmol, 2.0 Aq.) innerhalb einer halben
Stunde portionsweise zugeben. Nach einer weiteren Stunde Riihren bei Raumtemperatur
wurde das Reaktionsgemisch mit 4.51 g Paraformaldehyd (50.1 mmol, 1.0 Aq.) versetzt und
{iber Nacht geriihrt. Bei 0 °C wurden 3.31 g Natriumcyanoborhydrid (52.7 mmol, 1.05 Aq.)
portionsweise zugegeben, und das Kiihlbad wurde nach 5 min entfernt. Nach 2 h wurde das
Methanol abrotiert und der Riickstand in CH,Cl,/H,O aufgenommen. Die Dichlormethan-
Phase wurde nochmals mit H,O gewaschen und iiber Na,SO, getrocknet. Sdulenchromato-
graphische Reinigung (Hexan:EE 95:5, 9:1) ergab 9.98 g (L)-BnMeValOMe 22 (42.4 mmol,
85 % d. Th.) als farbloses Ol.

Ry(22) = 0.59 (Hexan:EE 8:2)

22
"H-NMR (500 MHz, CDCl5):
8 =0.85 (d, *Ja3=6.6 Hz, 3 H, 4-H), 1.03 (d, *Js5=6.6 Hz, 3 H, 4-H), 2.09 (m, 1 H, 3-H),
2.19 (s, 3 H, 5-H), 2.84 (d, *J,3=10.8 Hz, 1 H, 2-H), 3.46 (d, *Jsaeo = 13.9 Hz, 1 H, 6-H,),
372 (d, Jswea=139Hz, 1H, 6-Hy), 3.72 (s, 3H, 11-H), 7.21 (tt, *Jioo=7.0 Hz,
“Jios=1.6 Hz, 1 H, 7.26-7.33 (sh, 4 H, 8-H, 9-H).

BC-NMR (125 MHz, CDCl5):
8 =19.4 (g, C-4), 19.9 (g, C-4"), 27.4 (d, C-3), 37.8 (g, C-5), 50.5 (q, C-11), 58.5 (t, C-6),
73.0 (,d C-2), 126.8 (d, C-10), 128.2, 128.5 (2d, C-8, C-9), 139.7 (s, C-7), 172.3 (s, C-1).

Optische Drehung: [a]2 =-92.8°(c=1.0, CHCl;
D

N-Methyl-(L)-Valinmethylester-Hydrochlorid[gz] (23)

Eine Losung von 4.70 g (L)-BnMeValOMe 22 (20.0 mmol) in 40 ml Methanol wurde mit
237 mg Palladium-Katalysator (5 % Pd/C) versetzt und 3 h unter Wasserstoffatmosphére
geriihrt. Nach Abfiltrieren des Katalysators iiber Celite wurden bei 0 °C 10 ml einer 4 M HCI-
Dioxan-Lésung (40 mmol, 2.0 Aq.) zugegeben. Nach 1 h wurde das Lésemittel am Rotations-

verdampfer entfernt, der Riickstand mit Essigsdureethylester versetzt und nochmals einrotiert.
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Es wurden 3.58 g (L)-MeValOMe-Hydrochlorid 23 (19.7 mmol, 99 % d. Th.) als weiller
Feststoff erhalten.

23

"H-NMR (500 MHz, DMSO-do):

8=10.92 (d, *Js3="7.0 Hz, 3 H, 4-H), 1.02 (d, *J4-3="7.3 Hz, 3 H, 4’-H), 2.34 (m, 1 H, 3-H),
2.54 (s, 3 H, 5-H), 3.78 (s, 3 H, 6-H), 3.95 (bs, 1 H, 2-H), 9.26 (bs, 1 H, NH), 9.70 (bs, 1 H,
NH).

BC-NMR (125 MHz, DMSO-dy):

8 =18.9 (q, C-4), 19,2 (q, C-4"), 28.5 (d, C-3), 32.0 (q, C-5), 52.8 (q, C-6), 65.3 (d, C-2),
168.2 (s, C-1).

Schmelzpunkt: 133 °C
Optische Drehung: [a]2® =+30.0 ° (c = 1.0, MeOH)

N-Benzyloxycarbonyl-(S)-isoleucyl-/V-methyl-(S)-valinmethylester (24)

GemiB AAV 2 wurden 3.64 g (L)-Z-Isoleucin (13.7 mmol, 1.1 Aq.) und 2.20 g (L)-N-
Methylvalinmethylester-Hydrochlorid 23 (12.1 mmol, 1.0 Aq.) mit 3.68 g BEP (13.4 mmol,
1.1 Aq.) und 6.2 ml DIPEA (36.5 mmol, 3.0 Aq.) umgesetzt, wobei nach siulenchromato-
graphischer Reinigung (Hexan:EE 8:2) 4.44 g des Dipeptids Z-lleMeValOMe 24 (11.3 mmol,
93 %, 98 % ds) als farbloses Ol erhalten wurden.

Ri(24) = 0.49 (Hexan:EE 1:1)

"H-NMR (400 MHz, CDCl):

Hauptrotamer

8 = 0.80 (d, *J43=6.5Hz, 3 H, 4-H), 0.86 (t, *Jioo=7.4Hz, 3 H, 10-H), 0.91 (d, *J115=
6.8 Hz, 3 H, 11-H), 0.99 (d, *Jy3=6.5Hz, 3 H, 4°-H), 1.11 (ddq, *Joaop = 13.6 Hz, *Jo, 5 =
9.4 Hz, *Joa10=7.3Hz, 1H, 9-H,), 1.54 (dqd, *Jopo.=13.6 Hz, *Jop10=7.5 Hz, *Jopr5=
3.1Hz, 1 H, 9-Hp), 1.72 (m, 1 H, 8-H), 2.19 (m, 1 H, 3-H), 3.04 (s, 3 H, 5-H), 3.67 (s, 3 H,
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18-H), 4.52 (dd, *J7nu = 9.0 Hz, *J75 = 7.8 Hz, 1 H, 7-H), 4.92 (d, *J»5=10.5 Hz, 1 H, 2-H),
5.06 (s, 2 H, 13-H), 5.39 (d, *Jxu7 = 9.0 Hz, 1 H, NH), 7.25-7.38 (sh, 5 H, arom.-H).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
8 =1.02 (d, *Jy3=6.5Hz, 3H, 4-H’), 2.86 (s, 3 H, 5-H), 3.58 (s, 3 H, 18-H), 4.64 (dd,
3Jinm = 9.6 Hz, *J;5 = 6.5 Hz, 1 H, 7-H).

BC-NMR (100 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

d=11.1 (q, C-10), 15.3 (q, C-11), 18.6 (q, C-4), 19.8 (q, C-4"), 24.1 (t, C-9), 27.0 (d, C-3),
31.4 (q, C-5), 37.8 (d, C-8), 51.8 (q, C-18), 55.1 (d, C-7), 61.4 (d, C-2), 66.8 (t, C-13), 127.9,
128.1, 128.5 (3d, C-15, C-16, C-17), 136.3 (s, C-14), 156.4 (s, C-12), 171.2 (s, C-1), 173.3 (s,
C-6).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)

d=114 (q, C-10), 16.1 (q, C-11), 19.0 (g, C-4), 21.0 (q, C-4"), 23.6 (t, C-9), 27.5 (d, C-3),
30.9 (q, C-5), 38.1 (d, C-8), 52.1 (g, C-18), 55.4 (d, C-7), 60.4 (d, C-2), 65.1 (t, C-13).

Optische Drehung: [a]2’ =-88.3 °(c=1.0, CHCl;)
HPLC: Reprosil 100 Chiral-NR 8 pm, Hexan:iPrOH 97:3, 2 ml/min

(S,5)-24:  tg=8.88 min
(RS)-24:  tg=12.61 min

Elementaranalyse:

C21H32N205 Ber. C 64.26 H&.22 N7.14
(392.50) Gef. C64.38 H 8.48 N 7.07
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
Cy1H33N,05 [M+H]" 393.2390 393.2391

(S)-Isoleucyl-N-methyl-(S)-valinmethylester-Hydrochlorid (27)

1.03 g Z-lleMeValOMe 24 (2.62 mmol) wurden in 26 ml Methanol geldst, mit 103 mg
Pd/C (10 %) und 3.3 ml einer 4 M HCI-Lésung (13.2 mmol, 5.0 Aq.) in Dioxan versetzt und
unter Wasserstoffatmosphire zum Hydrochlorid 27 entschiitzt. Der Katalysator wurde {iber
Celite abfiltriert und das Filtrat am Rotationsverdampfer eingeengt. Der entstandene gelbe
Feststoff wurde mehrfach mit Et,O gewaschen, wonach 771 mg des Produktes 27

(2.61 mmol, quant.) als weiler Feststoftf erhalten wurden.

10
11

5’ > 0
cr
HaN~ 7N N\?/Eko/u

:3
O N4
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27
"H-NMR (400 MHz, DMSO-dy):
Hauptrotamer
8 =0.84 (d, *Ju3=6.8 Hz, 3 H, 4-H), 0.84 (t, *Jio9 = 7.5 Hz, 3 H, 10-H), 0.92-0.98 (sh, 6 H,
4-H, 11-H), 1.12 (ddq, *Joa0o = 13.5 Hz, Joas = 10.0 Hz, *Joa10="7.1 Hz, 1 H, 9-H,), 1.49
(dqd, “Jop0a = 13.5 Hz, *Jop10=7.4 Hz, *Joos=3.3 Hz, 1 H, 9-Hy), 1.81 (m, 1 H, 8-H), 2.19
(m, 1 H, 3-H), 2.96 (s, 3 H, 5-H), 3.62 (s, 3 H, 12-H), 4.23 (d, *J;5=5.2 Hz, 1 H, 7-H), 4.71
(d,*J,3=10.3 Hz, 1 H, 2-H), 8.34 (bs, 3 H, NH3").

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
& = 1.00 (d, *Jy3=6.8Hz, 3 H, 4-H"), 2.83 (s, 3 H, 5-H), 3.69 (s, 3 H, 12-H), 4.12 (d,
3J,3=10.5Hz, 1 H, 2-H), 4.19 (d, *J;5 = 5.0 Hz, 1 H, 7-H).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-dy):

Hauptrotamer

6 =113 (q, C-10), 14.5 (q, C-11), 18.8 (q, C-4), 19.7 (q, C-4"), 23.2 (t, C-9), 26.2 (d, C-3),
31.4 (q, C-5),35.9 (d, C-8), 51.8 (q, C-12), 53.6 (d, C-7), 61.6 (d, C-2), 169.4, 170.2 (2s, C-1,
C-6).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
=152 (q, C-11), 18.5 (q, C-4), 19.0 (q, C-4’), 22.5 (t, C-9), 27.2 (d, C-3), 28.7 (q, C-5),
52.3(q, C-12), 54.2 (d, C-7), 64.0 (d, C-2).

Optische Drehung: [a]2’ =-82.3° (c = 1.0, MeOH)
Schmelzpunkt: 141-143 °C

Elementaranalyse:

C13H,7CIN, O3 Ber. C52.96 H9.23 N 9.50
(294.82) Gef. C52.46 H9.71 N 9.25
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C13H,7N,O;3 [M+H]" 259.2021 259.1986

N-Benzyloxycarbonyl-(R)-pipecolyl-(S)-isoleucin-N-methyl-(S)-valinmethylester
N-Benzyloxycarbonyl-(S)-pipecolyl-(S)-isoleucin-N-methyl-(S)-valinmethylester
((R,S,5)-28) und ((S,5,5)-28)

Zu einer Losung von 434 mg Z-geschiitzte (R)-Pipecolinsiure (R)-13 (1.65 mmol, 1.1 Aq.,
>98 % ee) in 15 ml absolutem Dichlormethan wurden bei 0 °C 530 mg TBTU (1.65 mmol,
1.1 Aq.) fest zugegeben und 840 pl Triethylamin (5.98 mmol, 4.0 Aq.) zugetropft. Nach
20min  wurden 442 mg (S)-Isoleucyl-N-methyl-(S)-valinmethylester-Hydrochlorid 27
(1.50 mmol, 1.0 Aq.) fest zugegeben und das Reaktionsgemisch iiber Nacht auf Raum-

temperatur erwdrmt. Zur Aufarbeitung wurde mit Wasser, gesittigter NaHCO;-Losung, 1 M
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KHSO4-Losung und gesittigter NaCl-Losung gewaschen und iiber Na,SO4 getrocknet. Nach
sdulenchromatographischer Reinigung (Hexan:EE 8:2, 1:1) wurden 656 mg (R,S,S)-28
(1.30 mmol, 87 % d. Th., 97 % ds) als farbloses zihes Ol erhalten.

Das Tripeptid (S,S,5)-28 konnte auf gleiche Weise erhalten werden (88 % d. Th., 99 %
ds).

RA((R,S,S)-28) = 0.49 (Hexan:EE 1:1); R«((S,S,S)-28) = 0.46 (Hexan:EE 1:1)

H 3
17 BL2 N, 7 1.0
N * " | 2 \24
A % N
2 .
2 Yo Yo O N s O
23 10

28
"H-NMR (400 MHz, CDCl5):

(R,S,S5)-28 Hauptrotamer

8=0.78 (d, *J43 = 6.8 Hz, 3 H, 4-H), 0.81 (m, 3 H, 10-H), 0.88 (d, >J115 = 6.2 Hz, 3 H, 11-H),
0.98 (d, *Jy3=6.3 Hz, 3 H, 4-H), 1.05 (m, 1 H, 9-H,), 1.19-1.66 (sh, 6 H, 9-H,, 14-H,,, 15-
H, 16-H), 1.75 (m, 1 H, 8-H), 2.19 (m, 1 H, 3-H), 2.27 (d, *Ji4eq.142x = 13.5 Hz, 1 H, 14-H,,),
2.83 (ddd, *J17ax.17eq = “J17ax16ax = 13.9 Hz, *J170 160q = 2.4 Hz, 1 H, 17-H,y), 3.06 (s, 3 H, 5-H),
3.66 (s, 3 H, 24-H), 4.08 (bs, 1 H, 17-H,,), 4.76 (dd, *J7nu = >J75 = 8.4 Hz, 1 H, 7-H), 4.84
(m, 1 H, 13-H), 491 (d, >/,3=10.6 Hz, 1 H, 2-H), 5.12 (d, “J10a.10o = 12.6 Hz, 1 H, 19-H,),
5.17 (d, Y1910, = 12.6 Hz, 1 H, 19-Hy), 6.52 (bs, 1 H, NHyi.), 7.25-7.40 (sh, 5 H, arom.-H).

(R,S,S)-28 Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)

8=0.94 (d,*J430 118 =6.8 Hz, 3 H, 4-H 0. 11-H), 1.03 (d, *J45 = 6.5 Hz, 3 H, 4’-H), 2.86 (s,
3H, 5-H), 476 (dd, *Jonu=9.7Hz, *J75=6.3 Hz, 1 H, 7-H), 4.94 (dd, *J7;nu=9.3 Hz,
3J78=6.8 Hz, 1 H, 7-H), 4.17 (bs, 1 H, 17-H,,), 6.49 (bs, 1 H, NHy).

(S,S,5)-28 Hauptrotamer

§=0.79 (m, 3 H, 4-H), 0.83 (t, *J100 = 7.4 Hz, 3 H, 10-H), 0.90 (d, >J115 = 6.8 Hz, 3 H, 11-H),
0.98 (d, *Jy3=6.6 Hz, 3 H, 4’-H), 1.04 (m, 1 H, 9-H,), 1.32-1.71 (sh, 6 H, 9-Hy, 14-H,, 15-
H, 16-H), 1.77 (m, 1 H, 8-H), 2.11-2.24 (sh, 2 H, 3-H, 14-H,,), 2.92 (bs, 1 H, 17-H,,), 3.04 (s,
3 H, 5-H), 3.66 (s, 3 H, 24-H), 4.08 (bs, 1 H, 17-H,,), 4.73 (bs, 1 H, 13-H), 4.80 (dd,
3Jint = 9.0 Hz, *J75=7.5 Hz, 1 H, 7-H), 4.90 (d, *J,3 = 10.6 Hz, 1 H, 2-H), 5.15 (s, 2 H, 19-
H), 6.55 (bs, 1 H, NH), 7.25-7.39 (sh, 5 H, arom.-H).

(S,S,5)-28 Nebenrotamer (ausgewdhlite Signale)
8 =1.01 (d, *Jy3=6.2 Hz, 3 H, 4°-H), 2.24-2.35 (sh, 2 H, 3-H, 14-H.,), 2.82 (s, 3 H, 5-H),
4.18 (bs, 1 H, 17-Heg), 6.48 (bs, 1 H, NH).
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BC-NMR (100 MHz, CDCl5):

(R,S,S5)-28 Hauptrotamer

6 =10.9 (q, C-10), 15.2 (q, C-11), 18.6 (q, C-4), 19.7 (q, C-4), 20.5 (t, C-15), 24.4 (t, C-9),
24.7* (t, C-16), 25.5* (t, C-14), 27.0 (d, C-3), 31.4 (g, C-5), 37.4 (d, C-8), 42.3* (t, C-17),
51.8 (g, C-24), 53.8 (d, C-7), 54.9* (d, C-13), 61.4 (d, C-2), 67.6 (t, C-19), 127.8 (d, C-
21/22), 128.1 (d, C-23), 128.5 (d, C-21/22), 136.4 (s, C-20), 155.9* (s, C-18), 170.6 (s, C-12),
171.2 (s, C-1), 173.1 (s, C-6).

(R,S,5)-28 Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
d =113 (g, C-10), 16.1 (q, C-11), 19.3 (q, C-4), 19.9 (q, C-4"), 23.6 (t, C-9), 27.8 (d, C-3),
29.2 (g, C-5), 52.1 (q, C-24), 55.4 (d, C-13), 60.3 (d, C-2).

(S,S,5)-28 Hauptrotamer
& =11.0 (q, C-10), 15.5 (q, C-11), 18.6 (q, C-4), 19.8 (q, C-4"), 20.4 (t, C-15), 24.4 (t, C-9),
24.8* (t, C-16), 25.8* (t, C-14), 27.0 (d, C-3), 31.4 (q, C-5), 37.6 (d, C-8), 42.3 (t, C-17), 51.8
(q, C-24), 53.1 (d, C-7), 54.9% (d, C-13), 61.5 (d, C-2), 67.7 (t, C-19), 127.9 (d, C-21/22),
128.1 (d, C-23), 128.5 (d, C-21/22), 136.4 (s, C-20), 156.4 (s, C-18), 170.8 (s, C-12), 171.2 (s,
C-1), 172.8 (s, C-6).
(S,S,5)-28 Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
§=11.2(q, C-10), 16.3 (q, C-11), 29.0 (g, C-5), 64.9 (d, C-2), 67.8 (t, C-19).
Optische Drehung: [a]2’ =-44.1° (c = 1.0, CHCls, (R,S,S)-28)

[a]2’ =-134.3° (c = 1.0, CHCI;, (S,S,S)-28)

HPLC: Reprosil 100 Chiral-NR 8 pm, Hexan:iPrOH 9:1, 2 ml/min
(R,S,5)-28: tg=12.98 min
(5,5,5)-28:  tg=14.93 min

Elementaranalyse:

C27H41N306 Ber. C 64.39 H 8.21 N 8.34
(503.64) Gef. Co64.24 H 8.45 N 8.62
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
Cy7H4N306 [M+H]" 504.3074 504.3074

N-Benzyloxycarbonyl-(R)-pipecolyl-(S)-isoleucin-N-methyl-(S)-valin ((R,S,5)-29)
N-Benzyloxycarbonyl-(S)-pipecolyl-(S)-isoleucin-/N-methyl-(S)-valin ((S,S,S)-29)
Durch Verseifung von 527 mg (R,S,5)-28 (1.05mmol) mit 1.15ml 1M NaOH

(1.15 mmol, 1.1 Aq.) nach AAV 3 wurde die freie Siure (R,S,S)-29 (447 mg, 0.913 mmol,
87 % d. Th.) als weiller Feststoff erhalten.

Durch Verseifung von (S,S,S5)-28 konnte entsprechend (S,S,5)-29 (89 % d. Th.) erhalten

werden.
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H 3
17 N13* 12N, 7 1 OH
21 18 s |
29 20 /g o . 5 (@)
190 (@) " 9
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29
"H-NMR (400 MHz, CDCl5):

(R,S,5)-29 Hauptrotamer

8 =0.75-0.94 (sh, 9 H, 4-H, 10-H, 11-H), 1.02 (d, *J45 = 6.5 Hz, 3 H, 4’-H), 1.05 (m, 1 H, 9-
H.), 1.21-1.66 (sh, 6 H, 9-H,, 14-H,,, 15-H, 16-H), 1.77 (m, 1 H, 8-H), 2.17-2.30 (sh, 2 H, 3-
H, 14-He,), 2.84 (m, 1 H, 17-Hyy), 3.13 (s, 3 H, 5-H), 4.06 (bs, 1 H, 17-H.,,), 4.72-4.91 (sh,
2 H, 2-H, 13-H), 4.78 (dd, *Joxu ~ >J75 = 8.5 Hz, 1 H, 7-H), 5.12 (d, *J19a.100 = 12.2 Hz, 1 H,
19-H,), 5.17 (d, *Jiob.10a = 12.2 Hz, 1 H, 19-Hy), 6.78 (bs, 1 H, NHy,), 7.26-7.38 (sh, 5 H,

arom.-H).

(R,S,5)-29 Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
8=1.08 (d, *Jy3=6.5Hz, 3 H, 4°-H), 2.85 (s, 3 H, 5-H), 4.16 (bs, 1 H, 17-H,,).

(S,8,5)-29 Hauptrotamer

8 =10.80 (m, 3 H, 4-H), 0.82 (t, *J100 = 7.3 Hz, 3 H, 10-H), 0.89 (d, >J1,15 = 6.8 Hz, 3 H, 11-H),
1.02 (d, *Jy3=6.5Hz, 3 H, 4-H), 1.05 (m, 1 H, 9-H,), 1.32-1.69 (sh, 6 H, 9-H,, 14-H,,, 15-
H, 16-H), 1.79 (m, 1 H, 8-H), 2.10-2.29 (sh, 2 H, 3-H, 14-H), 2.96 (m, 1 H, 17-H,y), 3.11 (s,
3 H, 5-H), 4.07 (bs, 1 H, 17-H), 4.69-4.87 (sh, 2 H, 2-H, 13-H), 4.80 (dd, Snu = g =
8.4Hz, 1 H, 7-H), 5.13 (s, 2 H, 19-H), 6.83 (bs, 1 H, NHy), 7.23-7.39 (sh, 5 H, arom.-H).

(S,S,5)-29 Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
8 = 1.06 (d, *Jy3=6.5Hz, 3 H, 4-H), 2.84 (s, 3 H, 5-H), 4.17 (bs, 1 H, 17-H,,), 6.95 (bs,
1 H, NH).

BC-NMR (100 MHz, CDCl5):

(R,S,5)-29 Hauptrotamer

6 =10.8 (q, C-10), 14.2 (q, C-11), 18.9 (q, C-4), 19.8 (q, C-4°), 20.4 (t, C-15), 24.4 (t, C-9),
24.6* (t, C-16), 25.9* (t, C-14), 27.0 (d, C-3), 32.9 (g, C-5), 37.1 (d, C-8), 42.4* (t, C-17),
53.3 (d, C-7), 55.2* (d, C-13), 63.1* (d, C-2), 67.7 (t, C-19), 127.8 (d, C-21/22), 128.1 (d, C-
23), 128.5 (d, C-21/22), 136.4 (s, C-20), 156.4* (s, C-18), 170.9 (s, C-12), 173.5 (s, C-6),
174.0 (s, C-1).

(R,S,5)-29 Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
d=16.2 (q, C-11), 19.4 (g, C-4), 20.0 (q, C-4’), 20.6 (t, C-15), 24.1 (t, C-9), 27.6 (d, C-3),
37.8 (d, C-8), 65.8 (d, C-2), 67.8 (t, C-19).



130 5 Experimenteller Teil

(S,5,5)-29 Hauptrotamer
§=10.9 (q, C-10), 15.4 (q, C-11), 18.8 (q, C-4), 19.9 (q, C-4"), 20.3 (t, C-15), 24.5 (t, C-9),
24.8* (t, C-16), 26.3* (t, C-14), 27.1 (d, C-3), 32.7 (q, C-5), 37.2 (d, C-8), 42.2 (t, C-17), 53.3
(d, C-7), 54.9% (d, C-13), 63.0 (d, C-2), 67.6 (t, C-19), 127.9 (d, C-21/22), 128.0 (d, C-23),
128.5 (d, C-21/22), 136.4 (s, C-20), 156.6 (s, C-18), 171.1 (s, C-12), 173.6 (s, C-6), 173.8 (s,
C-1).
(S,S,5)-29 Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
& =11.0 (q, C-10), 16.3 (q, C-11), 19.2 (q, C-4), 20.6 (t, C-15), 65.5 (t, C-19), 127.9 (d, C-
21/22), 128.1 (d, C-23), 128.5 (d, C-21/22), 171.8, 175.8 (2 s, C-1/6/12).
Optische Drehung: [a]2’ =-35.9 °(c = 1.0, CHCls, (R,S.S)-29)

[a]2’ =-129.7 ° (c = 1.0, CHCI;, (S,S,S)-29)

Schmelzpunkt: 60 °C ((R,S,5)-29), 56 °C ((S,S,5)-29)
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C6H4oN304 [M+H]" 490.2917 490.2891

N-Deuteromethyl-(R)-pipecolyl-(S)-isoleucin-N-methyl-(S)-valin ((R,S,S)-d;-30)
N-Deuteromethyl-(S)-pipecolyl-(S)-isoleucin-/N-methyl-(S)-valin ((S,S,5)-d;-30)

GemiBl AAV 6 wurden 436 mg (R,S,S)-Z-PiplleMeVal (R,S,5)-29 (0.891 mmol) mit
43 mg Pd/C (10 %) unter Deuteriumatmosphire entschiitzt und durch Zugabe von 87 pl
37%iger wissriger Formaldehyd-Losung (1.07 mmol, 1.2 Aq.) N-deuteromethyliert. Es
wurden 350 mg des Tripeptids (R,S,S)-MeplleMeVal (R,S,S)-d;-30 in quantitativer Ausbeute
als leicht gelblich geférbter Feststoff erhalten.

Ebenso konnte (S,S,S)-MeplleMeVal (S,S,5)-d;-30 als leicht gelblich gefirbter, fester

Schaum in quantitativer Ausbeute erhalten werden.

4
16 . 14 H (0] \{
17 ;
)N 2N, 7 A 'l\l N OH
18 O » 8 5 O
D "1 ®
10
d;-30

"H-NMR (400 MHz, DMSO-dy):

(R,S,5)-d;-30 Hauptrotamer

& = 0.68 (d, *Jy3=6.5Hz, 3 H, 4-H), 0.81 (t, *Ji0o=7.3 Hz, 3 H, 10-H), 0.82 (d, *Ji,15=
6.5Hz, 3 H, 11-H), 0.94 (d, *J43=6.6 Hz, 3 H, 4’-H), 1.04-1.23 (sh, 2 H, 9-H,, 15-H,y),
1.30-1.68 (sh, 6 H, 9-H,, 14-H, 15-H,,, 16-H), 1.81 (m, 1 H, 8-H), 1.98 (ddd, “Ji7ax.17eq =
S 7axi6ax = 11.4 Hz, *Ji7ax 160 = 2.3 Hz, 1 H, 17-H,y), 2.05 (s, 2 H, 18-H), 2.09 (m, 1 H, 3-H),
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2.52 (m, 1 H, 13-H), 2.84 (d, *J17eq.170x = 11.6 Hz, 1 H, 17-H,,), 3.02 (s, 3 H, 5-H), 4.54 (dd,
izt = J78=9.0 Hz, 1 H, 7-H), 4.67 (d, *J>5=10.6 Hz, 1 H, 2-H), 7.74 (d, *Jxu7 = 8.6 Hz,
1 H, NHy).

Bei einer Verschiebung von 2.07 ppm ist das Signal von 18-H der undeuterierten Verbindung
(R,S,S)-30 als Singulett zu sehen.

(R,S,5)-d;-30 Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
§=0.87(d,*J115=6.8 Hz, 3 H, 11-H), 1.02 (d, *J45 = 6.5 Hz, 3 H, 4-H), 2.72 (s, 3 H, 5-H).

(S,S,9)-d;-30 Hauptrotamer

& = 0.68 (d, *Jy3=6.8 Hz, 3 H, 4-H), 0.81 (t, *Ji0o=7.3 Hz, 3 H, 10-H), 0.82 (d, *Ji15=
7.0 Hz, 3 H, 11-H), 0.94 (d, *J43=6.6 Hz, 3 H, 4’-H), 1.04-1.22 (sh, 2 H, 9-H,, 15-H,y),
1.34-1.60 (sh, 4 H, 9-Hy, 14-H,,, 16-H), 1.61-1.70 (sh, 2 H, 14-H,y, 15-H,,), 1.80 (m, 1 H, 8-
H), 1.95 (ddd, *J17ax.17¢q = J117ax16ax = 11.0 HzZ, *Ji70x 160 = 2.3 Hz, 1 H, 17-H,y), 2.00 (s, 2 H,
18-H), 2.09 (m, 1H, 3-H), 2.43 (d, *Ji3140 = 10.0 Hz, 1 H, 13-H), 2.85 (d, “Ji7eq.17ax =
11.3 Hz, 1 H, 17-Hyy), 3.01 (s, 3 H, 5-H), 4.59 (dd, *Joxu = *J75 = 9.2 Hz, 1 H, 7-H), 4.67 (d,
3J,3=10.3 Hz, 1 H, 2-H), 7.61 (d, *Jxu7 = 8.8 Hz, 1 H, NHy).

Bei einer Verschiebung von 2.02 ppm ist das Signal von 18-H der undeuterierten Verbindung
(S,S,5)-30 als Singulett zu sehen.

(S,S,9)-d1-30 Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
§=0.87(d,*J115=6.8 Hz, 3 H, 11-H), 1.02 (d, *J45 = 6.5 Hz, 3 H, 4-H), 2.72 (s, 3 H, 5-H).

BC-NMR (100 MHz, DMSO-dy):

(R,S,5)-d;-30 Hauptrotamer

6 =104 (q, C-10), 14.7 (q, C-11), 18.4 (g, C-4), 19.9 (q, C-4>), 22.7 (t, C-15), 24.3 (t, C-9),
24.7 (t, C-16), 26.4 (d, C-3), 29.5 (t, C-14), 31.2 (q, C-5), 36.1 (d, C-8), 43.3 (t, 'Jigp =
20.8 Hz, C-18), 52.0 (d, C-7), 54.7 (t, C-17), 61.1 (d, C-2), 68.0 (d, C-13), 171.8, 172.4, 172.5
(35, C-1, C-6, C-12).

Bei einer Verschiebung von 43.6 ppm ist das Signal von C-18 der undeuterierten Verbindung
(R,S,S)-30 zu sehen.

(R,S,5)-d;-30 Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
8=10.9 (q, C-10), 19.2 (q, C-4"), 29.7 (t, C-14), 30.9 (q, C-5).

(S,S,9)-d;-30 Hauptrotamer

5 =10.5 (q, C-10), 14.7 (q, C-11), 18.4 (q, C-4), 19.9 (q, C-4’), 22.9 (t, C-15), 24.2 (t, C-9),
24.9 (t, C-16), 26.3 (d, C-3), 29.9 (t, C-14), 31.3 (q, C-5), 36.2 (d, C-8), 43.3 (t, 'Jigp =
20.1 Hz, C-18), 51.7 (d, C-7), 54.8 (t, C-17), 61.1 (d, C-2), 68.9 (d, C-13), 171.7, 172.5, 172.7
(3s, C-1, C-6, C-12).

Bei einer Verschiebung von 43.6 ppm ist das Signal von C-18 der undeuterierten Verbindung
(S,S,5)-30 zu sehen.
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Optische Drehung: [0]2 =-90.8° (c = 1.0, MeOH, (R,S,S)-d,-30)
[a] 2 =-135.9 ° (c = 1.0, MeOH, (S,S,S)-d;-30)

Schmelzpunkt: 78-80 °C ((R.S,S)-d;-30), 98-100 °C ((S,S,S)-d;-30)
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C19H35DN;0,4 [M+H]" 371.2769 371.2751

N-tert.-Butoxycarb0nyl-N—methyl—(S)-valinmethylester[1 181 (34)

4.70 g (L)-BnMeValOMe 22 (20.0 mmol) wurden in 100 ml THF gel6st, mit 4.58 g Di-
tert.-butyldicarbonat (21.0 mmol, 1.05 Aq.) und 235 mg Pd/C (5 %) versetzt und iiber Nacht
unter Wasserstoffatmosphére geriihrt. Nach Abfiltrieren des Katalysators und séulen-
chromatographischer Reinigung (Hexan:EE 95:5, 9:1) wurden 4.79 g des Boc-geschiitzten
(L)-Methylvalinmethylesters 34 (19.5 mmol, 97 %) als farbloses Ol erhalten.

8 O 34
7
E LY
s o

34

R¢(34) = 0.45 (Hexan:EE 8:2)

"H-NMR (500 MHz, CDCl;):

Hauptrotamer

8 =0.86 (d, °J43=6.0 Hz, 3 H, 4-H), 0.94 (d, *J4-3=6.3 Hz, 3 H, 4-H), 1.43 (s, 9 H, 8-H),
2.15 (m, 1 H, 3-H), 2.79 (s, 3 H, 5-H), 3.68 (s, 3 H, 9-H), 4.43 (d, >/, =10.4 Hz, 1 H, 2-H).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)

§=2.82 (s, 3 H, 5-H), 4.07 (d, >J,5=10.1 Hz, 1 H, 2-H).
BC-NMR (100 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer
0=18.7(q, C-4), 19.7 (q, C-4’), 27.6 (d, C-3), 28.3 (q, C-8), 30.3 (q, C-5), 51.7 (q, C-9), 63.0
(d, C-2), 80.0 (s, C-7), 156.3 (s, C-6), 172.1 (s, C-1).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
o =19.0 (q, C-4), 20.0 (q, C-4’), 27.6 (d, C-3), 30.7 (q, C-5), 65.0 (d, C-2), 80.2 (s, C-7),
171.6 (s, C-1).

Optische Drehung: [a]2’ =-98.9 ° (c = 1.0, CHCl;)
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(48,2E)-4-(tert.-Butoxycarbonyl-methylamino)-5-methyl-2-hexensiure-methyl-ester (35)

497 mg L-Boc-N-methylvalinmethylester 34 (2.03 mmol, 1.0 Aq.) wurden nach AAV 9
mit 2.5 ml einer 1 M DIBAIH-Lésung in Hexan (2.5 mmol, 1.2 Aq.) zum Aldehyd reduziert,
welcher in situ mit einer Ylid-Losung umgesetzt wurde. Diese wurde zuvor aus 2.53 g
Methoxy-carbonylmethyl-triphenylphosphonium-bromid"'®  (6.09 mmol, 3.0 Aq.) und
687 mg KOrBu (6.12 mmol, 3.0 Aq.) hergestellt. Das Wittig-Produkt 35 wurde durch Sdulen-
chromatographie (Hexan: EE 9:1) gereinigt und zu 329 mg (1.21 mmol, 60 % d. Th.) als

farbloses Ol erhalten.
10 O g ©
9 2
J\O)J\N SN O\11
|7 s (o)

35

R¢(35) = 0.36 (Hexan:EE 8:2)

"H-NMR (500 MHz, CDCl;):

Hauptrotamer

8 =10.89 (d, *Jss=6.3 Hz, 3 H, 6-H), 0.92 (d, *Jo5s = 6.3 Hz, 3 H, 6-H"), 1.43 (s, 9 H, 10-H),
2.68 (bs, 3 H, 7-H), 3.72 (s, 3 H, 11-H), 4.36 (bs, 1 H, 4-H), 5.87 (d, *J»3=15.6 Hz, | H, 2-
H), 6.88 (dd, *J3,=15.6 Hz, °J54 = 7.0 Hz, 1 H, 3-H).

Nebenrotamer (ausgewdhltes Signal)

0=4.06 (bs, 1 H, 4-H).

BC-NMR (100 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

6 =193 (q, C-6), 20.1 (q, C-6’), 28.4 (q, C-10), 29.2 (d, C-5), 29.5 (q, C-7), 51.6 (q, C-11),
62.0 (d, C-4), 79.8 (s, C-9), 122.7 (d, C-2), 145.3 (d, C-3), 156.0 (s, C-8), 166.8 (s, C-1).

Nebenrotamer (ausgewdhltes Signal)

8 =63.8 (d, C-4).
Optische Drehung: [a]2’ =-44.5 °(c = 1.0, CHCl;)
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C14H6NO4 [M+H]" 272.1862 272.1886

(4S,2E)-5-Methyl-4-(methylamino)-2-hexensiure-methylester-Hydrochlorid (36)

Durch Umsetzung von 316 mg 35 (1.16 mmol) mit 3 ml einer 4 M HCl in Dioxan-Losung
(3.0 mmol, 9.9 Aq.) nach AAV 4 wurde das Boc-entschiitzte Produkt 36 in quantitativer
Ausbeute (240 mg, 1.16 mmol) als weiller Feststoff erhalten.
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cr 2 . o
+ = 1 .
H2| D .
! @)
36

"H-NMR (400 MHz, CDCl;):

8 =1.06 (d, *Jss = 6.8 Hz, 3 H, 6-H), 1.08 (d, *Jg5 = 6.5 Hz, 6°-H), 2.46 (m, 1 H, 5-H), 2.62
(s, 3 H, 7-H), 3.39 (m, 1 H, 4-H), 3.75 (s, 3 H, 8-H), 6.12 (d, *J»5 = 15.8 Hz, 1 H, 2-H), 6.82
(dd, *J3,=15.8 Hz, *J54=9.3 Hz, 1 H, 3-H), 9.75, 9.82 (2 bs, 2 H, NH,").

BC-NMR (100 MHz, CDCl5):
§ =174 (q, C-6), 19.8 (q, C-6"), 30.5 (d, C-5), 32.0 (q, C-7), 52.0 (q, C-8), 67.1 (d, C-4),
128.7 (d, C-2), 137.6 (d, C-3), 164.8 (s, C-1).

Optische Drehung: [a]2’ =+1.5°(c = 1.0, MeOH)
Schmelzpunkt: 159-160 °C

Elementaranalyse:

CoH;3CINO, Ber. C52.05 H 8.74 N 6.74
(207.70) Gef. C51.79 H9.19 N 6.80
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
CoH sNO, [M+H]" 172.1338 172.1343

(4S,2E)-4-[(N-Benzyloxycarbonyl-(S)-isoleucyl)-methylamino]-5-methyl-2-hexensiure-
methylester (37)

Gemidll AAV 2 wurden 188 mg 36 (0.905 mmol) und 266 mg L-Z-Isoleucin (1.00 mmol,
1.1 Aq.) mit 274 mg BEP (1.00 mmol, 1.1 Aq.) und 620 pul DIPEA (3.65 mmol, 4.0 Aq.)
umgesetzt. Nach sdulenchromatographischer Reinigung (Hexan:EE 7:3) wurden 336 mg des
Dipeptids 37 (0.803 mmol, 89 % d. Th.) als farbloses Ol erhalten.
R«(37) = 0.60 (Hexan:EE 1:1)

12
13

11
(0] 10 |7 O
17 15 3
18 16 O)Vll\N AN NMO/ZO
19 "o /5\6
37

"H-NMR (400 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

& = 0.81 (d, *Jss=6.5Hz, 3 H, 6-H), 0.86 (t, *Jio.11=7.3 Hz, 3 H, 12-H), 0.91 (d, *J13.10 =
6.8 Hz, 3 H, 13-H), 0.95 (d, *Js3 = 6.5 Hz, 3 H, 6>-H), 1.10 (ddq, *J110110 = 13.6 Hz, *Jy 10,10 =
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9.5 Hz, *Ji1a12=7.3 Hz, 1 H, 11-H,), 1.53 (ddq, *Ji1b.11a = 13.6 Hz, *J11p.12 = 7.5 Hz, *J11p.10 =
3.2 Hz, 1 H, 11-Hy), 1.71 (m, 1 H, 10-H), 1.89 (m, 1 H, 5-H), 2.96 (s, 3 H, 7-H), 3.72 (s, 3 H,
20-H), 4.48 (dd, *Joxu=9.3 Hz, *Jo,0=7.3 Hz, 1 H, 9-H), 4.86 (dd, *J45=9.8 Hz, *Jy3 =
7.3 Hz, 1 H, 4-H), 5.07 (s, 2 H, 15-H), 5.39 (d, *Jxuo = 9.3 Hz, 1 H, NHy,), 5.88 (dd, *J»3 =
15.6 Hz, */,4 =13 Hz, 1 H, 2-H), 6.87 (dd, *J3,=15.6 Hz, *J34=7.3 Hz, 1 H, 3-H), 7.25-
7.36 (sh, 5 H, arom.-H).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)

§=1.02 (d, Jo3=6.6 Hz, 3 H, 6’-H), 2.81 (s, 3 H, 7-H), 3.68 (s, 3 H, 20-H), 4.14 (dd, *Jy 5 =
9.8 Hz, *Jy3=7.3Hz, 1 H, 4-H), 528 (d, *Jauo=10.0Hz, 1H, NHyp.), 5.93 (d, >3 =
15.8 Hz, 1 H, 2-H).

BC-NMR (100 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

d=11.1(q, C-12), 15.7 (q, C-13), 19.1 (q, C-6), 19.9 (q, C-6’), 24.1 (t, C-11), 28.6 (d, C-5),
30.7 (q, C-7), 37.8 (d, C-10), 51.7 (q, C-20), 55.3 (d, C-9), 60.3 (d, C-4), 66.9 (t, C-15), 123.6
(d, C-2), 127.9 (d, C-17/18), 128.1 (d, C-19), 128.5 (d, C-17/18), 136.4 (s, C-16), 144.6 (d, C-
3), 156.4 (s, C-14), 166.5 (s, C-1), 172.9 (s, C-8).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
=113 (q, C-12), 16.2 (g, C-13), 20.1 (g, C-6), 28.4 (d, C-5), 29.7 (q, C-7), 38.0 (d, C-10),
55.1(d, C-9), 64.1 (d, C-4), 143.5 (d, C-3), 158.0 (s, C-14).

Optische Drehung: [a]2’ =-73.9 °(c = 1.0, CHCl;)
Elementaranalyse:

C23H34N205 Ber. C 66.01 H8.19 N 6.69
(418.54) Gef. C 65.58 H 7.98 N 6.83
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
Cy3H3sN,0s [M+H]" 419.2546 419.2561

(4S,2E)-4-[(N-9H-Fluoren-9-yl-methoxycarbonyl-(S)-isoleucyl)-methylamino]-5-methyl-
2-hexensaure-methylester (40)

Gemidl AAV 2 wurden 249 mg 36 (1.20 mmol) und 468 mg L-Fmoc-Isoleucin
(1.32 mmol, 1.1 Aq.) mit 361 mg BEP (1.32 mmol, 1.1 Aq.) und 820 ul DIPEA (4.82 mmol,
4.0 Aq.) umgesetzt. Nach siulenchromatographischer Reinigung (Hexan:EE 7:3) wurden
490 mg des Dipeptids 40 (0.942 mmol, 79 % d. Th.) als farbloses Ol erhalten, das zu einem

weillen Feststoff erstarrte.

R¢(40) = 0.58 (Hexan:EE 1:1)
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40

"H-NMR (400 MHz, CDCl;):

Hauptrotamer

8 =0.82 (d, *Js5s=6.8 Hz, 3 H, 6-H), 0.88 (t, *Ji..1 = 7.4 Hz, 3 H, 12-H), 0.92 (d, *Ji3.10 =
7.0 Hz, 3 H, 13-H), 0.95 (d, *J¢.s = 6.5 Hz, 3 H, 6>-H), 1.13 (m, 1 H, 11-H,), 1.55 (m, 1 H, 11-
Hy), 1.75 (m, 1 H, 10-H), 1.91 (m, 1 H, 5-H), 2.96 (s, 3 H, 7-H), 3.72 (s, 3 H, 23-H), 4.19 (4,
31615 =6.9 Hz, 1 H, 16-H), 4.34 (m, 2 H, 15-H), 4.49 (dd, *Jonu = 9.4 Hz, *Jo0=7.5 Hz,
1 H, 9-H), 4.88 (dd, *J45=10.2 Hz, *J,5="7.2 Hz, 1 H, 4-H), 5.42 (d, *Jxuo=9.4 Hz, 1 H,
NHye), 5.89 (dd, /o3 =158 Hz, “h4=1.0Hz, 1 H, 2-H), 6.88 (dd, *J5, =158 Hz, *J34=
7.2 Hz, 1 H, 3-H), 7.28 (ddd, *Ja0.19 = *Jo021 = 7.4 Hz, “Jo015 = 1.2 Hz, 2 H, 20-H), 7.37 (dd,
31048 = “Jio20="T7.4 Hz, 2 H, 19-H), 7.56 (d, *Jis10=7.5 Hz, 2 H, 18-H), 7.74 (d, *J2120 =
7.6 Hz, 2 H, 21-H).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
8=1.01(d, Jos=6.5Hz, 3 H, 6-H), 2.84 (s, 3 H, 7-H), 3.47 (s, 3 H, 23-H), 6.32 (d, *Jxno =
10.0 Hz, 1 H, NHye).

BC-NMR (100 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

§=11.1(q, C-12), 15.7 (q, C-13), 19.1 (g, C-6), 19.9 (q, C-6"), 24.1 (t, C-11), 28.7 (d, C-5),
30.7 (q, C-7), 37.8 (d, C-10), 47.2 (d, C-16), 51.7 (g, C-23), 55.3 (d, C-9), 60.4 (d, C-4), 67.0
(t, C-15), 119.9 (d, C-2), 123.6 (d, C-21), 125.1 (d, C-18), 127.0 (d, C-20), 127.7 (d, C-19),
141.3, 143.9 (2 s, C-17, C-22), 144.5 (d, C-3), 156.4 (s, C-14), 166.5 (s, C-1), 172.9 (s, C-8).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
o0 =113 (q, C-12), 20.1 (q, C-6), 21.0 (q, C-6’), 23.9 (t, C-11), 28.4 (d, C-5), 29.6 (q, C-7),
38.0 (d, C-10), 51.5 (g, C-23), 55.1 (d, C-9), 64.2 (d, C-4), 143.4 (d, C-3), 143.8 (s, C-17/22).

Optische Drehung: [@]2’ =-63.3°(c=1.0, CHCL)
Schmelzpunkt: 47-49 °C
HRMS (CI) Berechnet Gefunden

C30H39N,05 [M+H]" 507.2859 507.2823
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(4R)-4-|(N-9H-Fluoren-9-yl-methoxycarbonyl-(S)-isoleucyl)-methylamino]-5-methyl-

hexansaure-methylester (41)

Die Doppelbindung im Dipeptid 40 wurde durch Umsetzung von 479 mg 40
(0.945 mmol) gemdl AAV 8 in Gegenwart von 48 mg Pd/C (5%) unter Wasserstoft-
atmosphire reduziert. Das Produkt 41 wurde nach S&ulenchromatographie (Hexan:EE 8:2,
7:3, 1:1) als weiBer Feststoff erhalten (347 mg, 0.668 mmol, 71 % d. Th.).

12
3 11
(0] 10 |7 O
3
0)14]1\H o NMO/ZS

o X

R¢(41) = 0.52 (Hexan:EE 1:1)

41
"H-NMR (400 MHz, CDCl;):

Hauptrotamer

8§ = 0.75 (d, *Jes=6.5Hz, 3 H, 6-H), 0.90 (t, *Jio.1=7.4Hz, 3H, 12-H), 0.96 (d,
3J13.10=6.5Hz, 3 H, 13-H), 0.97 (d, *Jos=6.2 Hz, 3 H, 6’-H), 1.12 (m, 1 H, 11-H,), 1.45-
1.89 (sh, 4 H, 3-H,, 5-H, 10-H, 11-Hy), 1.99-2.26 (sh, 3 H, 2-H, 3-Hy), 2.87 (s, 3 H, 7-H), 3.64
(s, 3 H, 23-H), 4.19 (t, *Ji615=6.9 Hz, 1 H, 16-H), 4.22 (m, 1 H, 4-H), 4.32 (dd, *Jisa.150 =
10.7 Hz, *Jisa16 = 7.3 Hz, 1 H, 15-H,), 4.36 (dd, *J1sp.15. = 10.7 Hz, *J15p.16 = 7.5 Hz, 1 H, 15-
Hy), 4.51 (dd, *Joxu = 9.5 Hz, *Jo10= 6.8 Hz, 1 H, 9-H), 5.45 (d, *Jxuo = 9.5 Hz, 1 H, NHy,),
7.28 (ddd, *Jao10 = >Ja021 = 7.5 Hz, *Jao1s=1.2Hz, 2 H, 20-H), 7.37 (dd, *Ji018 = Ji920 =
7.5 Hz, 2 H, 19-H), 7.56 (d, *Jis10 = 7.5 Hz, 2 H, 18-H), 7.73 (d, *J21.20 = 7.6 Hz, 2 H, 21-H).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)

§=1.04 (d, *Jos=6.5Hz, 3 H, 6’-H), 2.73 (s, 3 H, 7-H), 3.43 (s, 3 H, 23-H).
BC-NMR (100 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

6 =112 (q, C-12), 16.0 (q, C-13), 19.6 (q, C-6), 20.0 (q, C-6), 23.8 (t, C-11), 24.4 (t, C-3),
29.2 (q, C-7), 30.1 (d, C-5), 31.0 (t, C-2), 37.6 (d, C-10), 47.2 (d, C-16), 51.6 (q, C-23), 55.7
(d, C-9), 58.9 (d, C-4), 67.0 (t, C-15), 119.9 (d, C-21), 125.1 (d, C-18), 127.0 (d, C-20), 127.6
(d, C-19), 141.3, 143.9 (2 s, C-17, C-22), 156.4 (s, C-14), 173.2, 173.5 (2 s, C-1, C-8).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
d=11.3(q, C-12), 16.2 (q, C-13), 20.3 (q, C-6), 20.5 (q, C-6"), 30.2 (d, C-5), 29.6 (q, C-7),
38.0 (d, C-10), 55.1 (d, C-9), 67.1 (t, C-15), 125.1 (d, C-18), 143.8 (s, C-17 0. C-22).

Optische Drehung: [a]2’ =-24.2 ° (c = 1.0, CHCL)
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Schmelzpunkt: 106 °C

Elementaranalyse:

C30H40N205 Ber. C 70.84 H 7.93 N 5.51
(506.65) Gef. C70.78 H7.97 N 5.43
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C30H41N,O5 [M+H]" 509.3016 509.2962

(4R)-4-((S)-Isoleucyl-methylamino)-5-methyl-hexansiure-methylester (38)

293 mg des Fmoc-geschiitzten Dipeptids 41 (0.576 mmol) wurden in 1.4 ml Dichlor-
methan geldst und bei 0 °C mit 285 ul Piperidin (2.88 mmol, 5.0 Aq.) versetzt. Nach 4 h
wurde das Reaktionsgemisch mit 8 ml einer 5%-igen Zitronensdureldsung versetzt (pH 5) und
mit Essigsdureethylester extrahiert, um das bei der Reaktion gebildete 1-(9H-Fluoren-9-
ylmethyl)-piperidin zu entfernen. Die wéssrige Phase wurde mit 1 M NaOH auf pH 10
gebracht und erneut mit Essigsdureethylester extrahiert, die organische Phase wurde {iber
Na,SO,4 getrocknet. Nach Abdestillieren des Losemittels am Rotationsverdampfer wurden
113 mg des freien Amins 38 (0.395 mmol, 68 % d. Th.) als schwach gelbliches Ol erhalten.

Das Amin wurde ohne weitere Aufreinigung in die Peptidkniipfung mit Z-(R)-
Pipecolinsdure (R)-13 gemd AAV 1 (jedoch nur mit der halben Menge an NMM) zum
Tripeptid 42 (95 % d. Th.) eingesetzt.

(4R)-4-|(N-Benzyloxycarbonyl-(R)-pipecolyl-(S)-isoleucyl)-methylamino]-5-methyl-

hexansaure-methylester (42)

Es wurden geméfl AAV 1 188 mg 43 (0.581 mmol) und 181 mg (R)-Z-Pipecolinsiure (R)-
13 (0.687 mmol, 1.2 Aq., >98 % ee) mit 89 pl Chlorameisensiure-iso-butylester (0.686
mmol, 1.2 Aq.) und zweimal 76 ul NMM (1.38 mmol, 2.4 Aq.) umgesetzt. Nach siulen-
chromatographischer Reinigung (Hexan:EE 1:1) wurden 244 mg des Tripeptids 42
(0.459 mmol, 79 % d. Th.) als farbloses Ol erhalten.

R¢(42) = 0.39 (Hexan:EE 1:1)

23 21
24

25

42
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"H-NMR (400 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

& = 0.73 (d, *Jss=6.5Hz, 3 H, 6-H), 0.83 (m, 3 H, 12-H), 0.91 (m, 3 H, 13-H), 0.96 (d,
3Je.s=6.5Hz, 3 H, 6>-H), 1.02 (m, 1 H, 11-H,), 1.20-1.83 (sh, 9 H, 3-H,, 5-H, 10-H, 11-H,
16-H,,, 17-H, 18-H), 1.97-2.24 (sh, 3 H, 2-H, 3-Hy), 2.29 (d, “Ji6eq 162 = 13.3 Hz, 1 H, 16-
Hey), 2.82 (ddd, *J19ax.19¢q = *J19ax.18ax = 13.1 HzZ, *Jioax.18eq = 3.3 Hz, 1 H, 19-H,y), 2.90 (s, 3 H,
7-H), 3.64 (s, 3 H, 26-H), 4.08 (m, 1 H, 19-H,y), 4.21 (ddd, *J43,~J45=9.5 Hz, *Jy3, =
2.8 Hz, 1 H, 4-H), 4.77 (dd, *Jo.0 ~ *Joxu = 8.2 Hz, 1 H, 9-H), 4.88 (m, 1 H, 15-H), 5.12 (d,
*hiaze = 12.3 Hz, 1 H, 21-H,), 5.17 (d, *Ja1p21a = 12.3 Hz, 1 H, 21-Hy), 6.55 (bs, 1 H, NHy,),
7.26-7.39 (sh, 5 H, arom.-H).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
8=1.05(d, Jos=6.5Hz, 3 H, 6-H), 2.70 (s, 3 H, 7-H), 3.51 (m, 1 H, 4-H), 3.59 (s, 3 H, 26-
H).

BC-NMR (100 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

6=11.0(q, C-12), 15.9 (q, C-13), 19.6 (q, C-6), 19.9 (q, C-6"), 20.5 (t, C-17), 24.1 (t, C-11),
24.4 (t, C-3), 24.9* (t, C-18), 25.5* (t, C-16), 29.1 (q, C-7), 30.1 (d, C-5), 31.0 (t, C-2), 37.2
(d, C-10), 42.3* (t, C-19), 51.6 (q, C-26), 53.6 (d, C-9), 55.0* (d, C-15), 58.7 (d, C-4), 67.6 (t,
C-21), 127.9 (d, C-23 o. C-24), 128.1 (d, C-25), 128.5 (d, C-23 o. C-24), 136.4 (s, C-22),
156.3 (s, C-20), 170.4 (s, C-14), 173.1 (s, C-8), 173.5 (s, C-1).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
d=11.3(q, C-12), 16.2 (q, C-13), 20.3 (q, C-6), 20.5 (q, C-6"), 23.5 (t, C-11), 27.7 (q, C-7),
31.4(t, C-2), 38.0 (d, C-10), 53.0 (d, C-9), 62.4 (d, C-4), 170.2 (s, C-1/C-8/C-14).

Optische Drehung: [a]2’ =+11.7 ° (c = 1.0, CHCl;)
Elementaranalyse:

C29H45N306 Ber. C 65.51 H 8.53 N 7.90
(531.70) Gef. C65.21 H 8.59 N 8.09
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C36H5:N306 [M+C;H/]" 622.3856 622.3886

(4R)-4-((S)-Isoleucyl-methylamino)-5-methyl-hexansiure-methylester-Hydrochlorid (43)

370 mg des Dipeptids 37 (0.884 mmol) wurden mit 37 mg Pd/C-Katalysator (10 %) und
440 pl einer 4 M HCI-Lésung in Dioxan (1.76 mmol, 2.0 Aq.) unter Wasserstoffatmosphire
zum gesittigten, entschiitzten Dipeptid 43 in Form seines Hydrochlorids umgesetzt. Der
Katalysator wurde iiber Celite abfiltriert und das Filtrat am Rotationsverdampfer eingeengt.
Es wurden 281 mg (0.871 mmol, 99 %) eines zihen Ols erhalten.



140 5 Experimenteller Teil

10 |7 O
o w
HaN7o 0 s
0 R
43

"H-NMR (400 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

8 = 0.86 (d, *Jes=5.8Hz, 3 H, 6-H), 0.91 (t, *Jio.1 = 6.8 Hz, 3 H, 12-H), 0.96 (d, *Je 5 =
6.3 Hz, 3 H, 6’-H), 1.23 (d, *J1310= 5.8 Hz, 3 H, 13-H), 1.28 (m, 1 H, 11-H,), 1.50-1.76 (sh,
3 H, 3-H,, 5-H, 11-Hy), 1.88 (bs, 1 H, 10-H), 1.97-2.20 (sh, 3 H, 2-H, 3-Hy), 2.86 (s, 3 H, 7-
H), 3.62 (s, 3 H, 14-H), 4.15 (m, 1 H, 4-H), 4.41 (bs, 1 H, 9-H), 8.37 (bs, 3 H, NH;").

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
8=0.77 (d, *Jss = 6.3 Hz, 3 H, 6-H), 1.03 (d, *Jo-5s = 6.3 Hz, 3 H, 6’-H), 2.76 (s, 3 H, 7-H).

BC-NMR (100 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

6 =11.8(q, C-12), 16.3 (q, C-13), 20.0 (q, C-6), 20.1 (q, C-6°), 22.9 (t, C-11), 24.3 (t, C-3),
29.5 (q, C-7), 29.9 (d, C-5), 30.8 (t, C-2), 36.3 (d, C-10), 51.7 (g, C-14), 56.0 (d, C-9), 60.0
(d, C-4), 169.2 (s, C-8), 173.3 (s, C-1).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
6=11.6 (q, C-12), 20.1 (q, C-6), 20.3 (q, C-6’), 22.1 (t, C-11), 28.0 (q, C-7), 35.7 (d, C-10).

Optische Drehung: [a]2® =+28.7 ° (c = 1.0, MeOH)
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
Ci5H3N,03 [M+H]" 287.2335 287.2324

(4R)-4-|(N-Benzyloxycarbonyl-(R)-pipecolyl-(S)-isoleucyl)-methylamino]-5-methyl-
hexansaure (44)

Nach AAV 3 wurden 209 mg des Tripeptids 42 (0.393 mmol) mit 470 ul 1 M NaOH
(0.47 mmol, 1.2 Aq.) verseift. Es entstanden 203 mg der freien Siure 44 (0.393 mmol, quant.)
als ziihes farbloses Ol.

44
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"H-NMR (400 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

§=10.72 (m, 3 H, 6-H), 0.83 (m, 3 H, 12-H), 0.90 (m, 3 H, 13-H), 0.95 (d, *Js5 = 6.5 Hz, 3 H,
6°-H), 1.06 (m, 1 H, 11-H,), 1.26-1.89 (sh, 9 H, 3-H,, 5-H, 10-H, 11-Hy, 16-Hy, 17-H, 18-H),
2.03 (dtd, *Jsp3.=13.8 Hz, *Ja3pa =74 Hz, *Jaa=3.5Hz, 1H, 3-Hy), 2.19 (dd, *Jr3,=
8.8 Hz, *Jo3, = 7.4 Hz, 2 H, 2-H), 2.27 (d, “Ji6eq 162 = 13.8 Hz, 1 H, 16-Hg), 2.85 (m, 1 H, 19-
H,y), 2.94 (s, 3 H, 7-H), 3.98-4.30 (sh, 2 H, 4-H, 19-H,,), 4.77 (dd, *Joxu = *Jo.10 = 8.5 Hz,
1 H, 9-H), 4.83 (m, 1 H, 15-H), 5.11 (d, %h1a21o = 12.3 Hz, 1 H, 21-H,), 5.16 (d, “hr1p21a =
12.3 Hz, 1 H, 21-Hy), 6.83 (bs, 1 H, NHy,), 7.25-7.38 (sh, 5 H, arom.-H).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
8=1.03 (d, Jes=6.5Hz, 3 H, 6’-H), 2.71 (s, 3 H, 7-H), 5.09 (d, *J21a21 = 12.5 Hz, 1 H, 21-
Ha), 5.16 (d, 2J21b,21a =125 HZ, 1 H, 21-Hb), 6.93 (bS, 1 H, NHHe).

BC-NMR (125 MHz, CDCls):

Hauptrotamer

6 =10.9 (q, C-12), 15.8 (q, C-13), 19.6 (q, C-6), 19.9 (q, C-6"), 20.4 (t, C-17), 24.2 (t, C-11),
24.3 (t, C-3), 24.8 (t, C-18), 25.9* (t, C-16), 29.3* (q, C-7), 30.1 (d, C-5), 31.0 (t, C-2), 36.8*
(d, C-10), 42.1* (t, C-19), 53.7 (d, C-9), 55.2* (d, C-15), 59.1* (d, C-4), 67.6 (t, C-21), 127.8,
128.0, 128.5 (3 d, C-23, C-24, C-25), 136.4 (s, C-22), 156.5* (s, C-20), 170.7 (s, C-14), 173.6
(s, C-8), 176.8 (s, C-1).

Optische Drehung: [a]2’ =+8.2° (c= 1.0, CHCls)
Elementaranalyse:

C28H43N306 Ber. C 64.97 H 8.37 N &.12
(517.67) Gef. C64.73 H 8.03 N 7.85
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
CsH44N304 [M+H]" 518.3230 518.3226

(4R)-4-[(N-Deuteromethyl-(R)-pipecolyl-(S)-isoleucyl)-methylamino]-5-methyl-
hexansiure (d;-45)

GemilB AAV 6 wurden 163 mg des Tripeptids 44 (0.315 mmol) mit 16 mg Pd/C (10 %)
unter Deuteriumatmosphére entschiitzt und durch Zugabe von 51 pl 37%iger wéssriger
Formaldehyd-Losung (0.628 mmol, 1.5 Aq.) N-deuteromethyliert. Es wurden 125 mg des
Tripeptids d;-45 (0.314 mmol, quant.) als weiler, schaumiger Feststoff erhalten.
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"H-NMR (400 MHz, DMSO-de):

Hauptrotamer

8 = 0.63 (d, *Js5s=6.8 Hz, 3 H, 6-H), 0.82 (t, *Ji2..1 = 7.3 Hz, 3 H, 12-H), 0.84 (d, *Ji3.10 =
6.8 Hz, 3 H, 13-H), 0.90 (d, *Jss = 6.5 Hz, 3 H, 6>-H), 1.07 (ddq, /11011 = 13.8 Hz, *Jy 14,10 =
8.8 Hz, *Ji1a12 = 7.3 Hz, 1 H, 11-H,), 1.15 (ddddd, */17ax.17eq = *J17ax.16ax = J17ax.180x = 12.3 Hz,
3Jl7ax,16eq ~ 3J17ax,186q =33Hz, 1H, 17-Hy), 1.33 (dddd, 2J16ax,166q ~ 3J16ax,15 X 3Jl6ax,17ax =
12.6 Hz, *Jigax.17¢q = 3.5 Hz, 1 H, 16-H,y), 1.35-1.72 (sh, 7 H, 3-H,, 5-H, 11-H,, 16-He,, 17-
He, 18-H), 1.74-2.12 (sh, 5 H, 2-H, 3-Hy, 10-H, 19-H,,), 2.05 (s, 2 H, 20-H), 2.46 (dd,
31506 = 10.4 Hz, *Ji5,16eq = 2.7 Hz, 1 H, 15-H), 2.83 (ddd, *J19eq.19ax = 11.3 Hz, *J100q.18ax =
3 J19eq.18eq = 2.8 Hz, 1 H, 19-H,,), 2.87 (s, 3 H, 7-H), 4.07 (m, 1 H, 4-H), 4.56 (dd, *Joxu
3Jo10=9.0 Hz, 1 H, 9-H), 7.59 (d, *Jxi0 = 9.3 Hz, 1 H, NHy).

u

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
§=0.98 (d, *Js5s = 6.5 Hz, 3 H, 6>-H), 1.90 (s, 2 H, 20-H), 2.61 (s, 3 H, 7-H), 7.47 (d, *Jxio =
9.8 Hz, 1 H, NHp.).

BC-NMR (125 MHz, DMSO-dy):

Hauptrotamer

6 =10.6 (q, C-12), 15.4 (q, C-13), 19.4 (g, C-6), 20.0 (q, C-6"), 22.8 (t, C-17), 23.7 (t, C-3),
24.0 (t, C-11), 24.8 (t, C-18), 28.7 (q, C-7), 29.4 (d, C-5), 29.7 (t, C-16), 30.6 (t, C-2), 35.8 (d,
C-10), 43.6 (t, 'Joop = 19.6 Hz, C-20), 52.4 (d, C-9), 54.7 (t, C-19), 57.9 (d, C-4), 68.3 (d, C-
15), 172.5,172.5,174.0 (3 s, C-1, C-8, C-14).

Bei einer Verschiebung von 43.9 ppm ist das Signal von C-20 der undeuterierten Verbindung

45 zu sehen.

Optische Drehung: [a]2’ =-13.6 ° (c = 1.0, MeOH)
Schmelzpunkt: 60-61 °C

HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C1H3DN;0,4 [M+H]" 399.3082 399.3108

(4S,2E)-4-(tert.-Butoxycarbonylamino)-5-methyl-2-hexennitril (46)

Nach AAV 9 wurden 1.74 g L-Boc-valinmethylester (7.52 mmol, 1.0 Aq.) mit 15 ml einer
1 M DIBAIH-Losung in Hexan (15 mmol, 2.0 Aq.) zum Aldehyd reduziert, welcher in situ

mit einer Ylid-Losung umgesetzt wurde. Diese wurde zuvor aus 4.67 g Cyanomethyl-
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triphenyl-phosphonium-chlorid**” (13.8 mmol, 1.8 Aq.) und 1.55g KOBu (13.8 mmol,
1.8 Aq.) hergestellt. Durch siulenchromatographische Reinigung (Hexan: EE 9:1, 8:2)
wurden 1.20 g des Wittig-Produktes 46 (5.35 mmol, 71 % d. Th., >99 % ee) als weiller

Feststoff erhalten.
9 )O]\ fe/\
8| 2
=
4\0 7 H 4 3 1\\N

46

R¢(46) = 0.29 (Hexan:EE 8:2)

"H-NMR (500 MHz, CDCl5):

8 =0.90 (d, *Js5=6.7H, 3 H, 6-H), 0.93 (d, *Jos=6.7 Hz, 1 H, 6’-H), 1.43 (s, 9 H, 9-H),
1.84 (m, 1 H, 5-H), 4.11 (bs, 1 H, 4-H), 4.50 (bs, 1 H, NH), 5.47 (dd, >J»3=16.5Hz, *Jr4=
1.6 Hz, 1 H, 2-H), 6.62 (dd, *J3, = 16.5 Hz, *J34= 5.5 Hz, 1 H, 3-H).

BC-NMR (125 MHz, CDCl5):
& = 18.0 (g, C-6), 18.8 (q, C-6’), 28.3 (q, C-9), 32.0 (d, C-5), 57.4 (d, C-4), 80.2 (s, C-8),
100.4 (d, C-2), 117.1 (s, C-1), 154.0 (d, C-3), 155.1 (s, C-7).

Optische Drehung: [a]2’ =-5.7° (c= 1.0, CHCl3)
Schmelzpunkt: 62 °C

HPLC: Reprosil 100 Chiral-NR 8 pm, Hexan:iPrOH 95:5, 2 ml/min
(R)-46: tr = 5.91 min

(S)-46: tr = 6.94 min

Elementaranalyse:

C12H20N202 Ber. C 64.26 H 8.99 N 12.49
(224.30) Gef. C64.04 H9.25 N 12.86
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C1oH,1N,0, [M+H]" 225.1603 225.1564

(4R)-4-(tert.-Butoxycarbonylamino)-5-methyl-hexannitril (47)

Eine Losung von 2.77 g 46 (12.3 mmol) in 40 ml MeOH wurde in Gegenwart von 138 mg
Pd/C (10 %) unter Wasserstoffatmosphére bis zum vollstdndigen Umsatz (DC-Kontrolle)
geriihrt. Nach Abfiltrieren des Katalysators iiber Celite und sdulenchromatographischer
Reinigung (Hexan:EE 8:2) wurden 2.41 g 47 (10.6 mmol, 87 % d. Th.) als weier Feststoff
erhalten.

R¢(47) =0.19 (Hexan:EE 8:2)
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"H-NMR (400 MHz, CDCl5):

8 =0.88 (d, *Js5s= 6.8 Hz, 3 H, 6-H), 0.91 (d, *Jo5s=6.8 Hz, 3 H, 6’-H), 1.42 (s, 9 H, 9-H),
1.59 (m, 1 H, 3-H,), 1.71 (m, 1 H, 5-H), 1.89 (m, 1 H, 3-Hp), 2.35 (ddd, “Jo.25 = 16.9 Hz,
3 razan = 8.3 Hz, *Joazan =7.0 Hz, 1 H, 2-H,), 2.41 (ddd, *Jap2q = 16.9 Hz, Jop 35 = 8.8 Hz,
3 aazas = 6.4 Hz, 1 H, 2-Hp), 3.43 (dddd, *Juzan = Jaxu =103 Hz, *J45=5.5 Hz, *Jazan =
3.5 Hz, 1 H, 4-H), 4.32 (d, *Juns = 8.8 Hz, 1 H, NH).

BC-NMR (125 MHz, CDCl5):
8 =14.6 (t, C-2), 17.8 (q, C-6), 19.1 (q, C-6), 28.3 (q, C-9), 29.2 (t, C-3), 32.3 (d, C-5), 55.2
(d, C-4), 79.6 (s, C-8), 119.8 (s, C-1), 156.0 (s, C-7).

Optische Drehung: [a]2’ =+5.1° (c= 1.0, CHCl3)
Schmelzpunkt: 65 °C

Elementaranalyse:

C13H24N202 Ber. C 63.69 H 9.80 N 12.38
(226.32) Gef. (C63.62 H9.36 N 12.59
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C1oH23N,0, [M+H]" 227.1759 227.1747

(4R)-4-(tert.-Butoxycarbonyl-methylamino)-5-methyl-hexannitril (48)

Eine Losung von 2.39 g 47 (10.6 mmol) in 40 ml absolutem DMF wurde mit 2.6 ml
Methyliodid (41.8 mmol, 3.9 Aq.) versetzt. Bei 0 °C wurde eine Suspension von 964 mg
Natriumhydrid (55-65%, 22.1-26.1 mmol, 2.1-2.5 Aq.) in 10 ml DMF abs. zugetropft. Das
Reaktionsgemisch wurde iiber Nacht auf Raumtemperatur erwarmt, in 200 ml Wasser und
50 ml gesittigte Ammoniumchlorid-Losung gegossen und nach kréaftigem Riihren mit Essig-
sdureethylester extrahiert. Sdulenchromatographische Reinigung (Hexan:EE 8:2) ergab 2.51 g
des Produktes 48 (10.4 mmol, 98 %) als farbloses Ol.

10 O 5 ©
9 2
Ao A
, * N

48

R¢(48) = 0.18 (Hexan:EE 8:2)
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Das Rotamerenverhdltnis bei Raumtemperatur betrdgt etwa 1:1.

"H-NMR (400 MHz, CDCl;):

8=10.83 (d, *Js5 = 7.0 Hz, 3 H, 6-H), 0.85 (d, *Js5 = 6.8 Hz, 3 H, 6-H), 0.93 (d, *J 5 = 6.5 Hz,
3 H, 6>-H), 0.94 (d, *Jss = 6.5 Hz, 3 H, 6’-H), 1.43 (s, 9 H, 10-H), 1.45 (s, 9 H, 10-H), 1.62-
1.75 (sh, 4 H, 3-H,, 5-H), 1.91-2.03 (sh, 2 H, 3-Hy), 2.12-2.34 (sh, 4 H, 2-H,, 2-Hy), 2.64 (s,
6 H, 7-H), 3.62 (bs, 1 H, 4-H), 3.68 (ddd, *Jy3a1 = *Jas = 10.8 Hz, *Jy 346 = 3.3 Hz, 1 H, 4-H).

BC-NMR (100 MHz, CDCl5):

8 =14.5 (t, C-2), 19.6, 19.8, 20.0, 20.1 (4 g, C-6, C-6), 25.9 (t, C-3), 28.4 (q, C-10), 28.8 (q,
C-7), 30.3, 30.5 (2 d, C-5), 60.8, 61.1 (2 d, C-4), 79.7, 80.2 (2's, C-9), 119.3, 119.7 (2 s, C-1),
156.3,156.6 (2 s, C-8).

Optische Drehung: [a]2’ =+7.0 ° (c = 1.0, CHCl)
Elementaranalyse:

C13H24N202 Ber. C 64.97 H 10.06 N 11.66
(240.35) Gef. C65.14 H9.91 N 11.50
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C13HpsN,0, [M+H]" 241.1916 241.1922

(4R)-4-(tert.-Butoxycarbonyl-methylamino)-5-methyl-hexanthioamid (49)

Durch eine Losung von 1.85 g Nitril 48 (7.70 mmol) und 5.4 ml Triethylamin (38.4 mmol,
5.0 Aq.) in 15 ml Chloroform wurde bei =78 °C H,S 1 h lang durchgeleitet.!””! Das Reaktions-
gefd3 wurde fest verschlossen, iiber Nacht auf Raumtemperatur erwérmt und mehrere Tage
bei Raumtemperatur geriihrt, wobei es sich gelb bis griin farbte. Zur Aufarbeitung wurde mit
1 M HCI-Losung, gesittigter NaHCOs3-Losung und Wasser gewaschen, die organische Phase
wurde liber Na;SO4 getrocknet. Sdulenchromatographische Reinigung (Hexan:EE 1:1) ergab
1.94 g Thioamid 49 (7.07 mmol, 92 % d. Th.) als weilen Feststoft.

10 O 5 ©
2
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49

R¢(49) = 0.33 (Hexan:EE 1:1)

"H-NMR (400 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

8 =0.82 (d, °Jss=6.5Hz, 3 H, 6-H), 0.93 (d, *Jos = 6.8 Hz, 3 H, 6’-H), 1.44 (s, 9 H, 10-H),
1.60 (m, 1 H, 5-H), 1.70 (dddd, *J3,35 = 14.6 Hz, *J3a4 = 12.3 Hz, *J3,20 = 6.8 Hz, *J330, =
3.5Hz, 1H, 3-H,), 2.04 (dddd, *Jsp3. = 14.6 Hz, *J3p2.=11.0 Hz, *J3p20 ~ *Jap4 = 3.0 Hz,
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1 H, 3-Hp), 2.39 (ddd, 2Jrans = 12.6 Hz, *Jra3p = 11.0 Hz, *Jra30.= 3.5 Hz, 1 H, 2-H,), 2.61 (s,
3 H, 7-H), 2.73 (dddd, *Jap2q = 12.6 Hz, *Jop 3, = 6.8 Hz, *Jop3o = 3.5 Hz, *Jops=1.5Hz, 1 H,
2-Hy), 3.68 (ddd, *Ji3.=12.3 Hz, *J45=10.3 Hz, *Jy3,=2.5 Hz, 1 H, 4-H), 7.48 (bs, 1 H,
NH), 8.71 (bs, 1 H, NH").

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)

0 =142 (s, 9H, 10-H), 2.24 (m, 1 H, 3-Hy), 2.43-2.57 (sh, 2 H, 2-H,, 2-Hy), 2.65 (s, 3 H, 7-
H), 3.61 (bs, 1 H, 4-H).

BC-NMR (100 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

=199 (q, C-6), 20.2 (q, C-6°), 27.9 (q, C-7), 28.4 (q, C-10), 28.7 (t, C-3), 29.8 (d, C-5),
41.9 (t, C-2), 60.0 (d, C-4), 80.2 (s, C-9), 158.0 (s, C-8),210.4 (s, C-1).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
5=19.9 (q, C-6), 28.5 (q, C-10), 41.5 (t, C-2), 79.8 (s, C-9), 153.3 (s, C-8), 211.6 (s, C-1).

Optische Drehung: [a]2’ =+20.7 ° (c = 1.0, CHCl;)
Elementaranalyse:

C13H26NZOQS Ber. C 56.90 H9.55 N 10.21
(274.42) Gef. C57.04 H9.25 N 10.10
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C13H,7N,0,S [M+H]" 275.1793 275.1769

(R)-2-[3-(tert.-Butoxycarbonyl-methylamino)-4-methyl-pentyl]-thiazol-4-carbon-
sidureethylester (50)

Zu einer Losung von 1.37 g Thioamid 49 (4.99 mmol, 1.0 Aq.) in 7.5 ml trockenem
Aceton wurden 770 pl Brom-brenztraubensiure-ethylester (90 %, 5.52 mmol, 1.1 Aq.) bei
—10°C zugetropft."™ Nach 1.5h wurde das Reaktionsgemisch in eine kriftig riihrende
Mischung aus Dichlormethan und gesittigter KHCO;-Losung (je 25 ml) gegossen und die
wassrige Phase mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigte organische Phase wurde {iber

Na,S04 getrocknet und das Dichlormethan am Rotationsverdampfer entfernt.

Das Hydroxythiazolin-Zwischenprodukt wurde in 6 ml trockenem Dichlormethan geldst
und bei —20°C mit 890 ul Pyridin (11.0 mmol, 2.2 Aq.) versetzt, anschlieBend wurden
1.05ml Trifluoressigsdureanhydrid (5.49 mmol, 1.1 Aq.) zugetropft.”” Das Reaktions-
gemisch wurde innerhalb von 2 h auf 0 °C erwédrmt und iiber Nacht bei Raumtemperatur
geriihrt. Es wurde mit Dichlormethan verdiinnt und zweimal mit geséttigter NaHCO3-Losung
gewaschen. Die wissrige Phase wurde mit Dichlormethan extrahiert, die vereinigte
organische Phase wurde mit 1 M KHSO4-Losung gewaschen und iiber Na,SO4 getrocknet.
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Das Thiazol 50 wurde nach sdulenchromatographischer Reinigung (Hexan:EE 8:2, 7:3, 1:1)
als schwach gelbliches Ol erhalten (1.56 g, 4.22 mmol, 84 % d. Th., >99 % ee).

R¢(50) = 0.49 (Hexan:EE 1:1); 0.23 (Hexan:EE 7:3)
13 O 8 ° 0
12 )]\ 5 N,
4\ o ’l\?;e/\cx(;ﬂo
3

50
Das Rotamerenverhidltnis betrdgt bei Raumtemperatur 54:46.

"H-NMR (400 MHz, CDCl5):

1. Rotamer

& = 0.83 (d, Jog=6.8 Hz, 3 H, 9-H), 0.93 (d, *Jos=6.5Hz, 3 H, 9°-H), 1.38 (t, *Jis5.14 =
7.2 Hz, 3 H, 15-H), 1.44 (s, 9 H, 13-H), 1.65 (m, 1 H, 8-H), 1.82 (m, 1 H, 6-H,), 2.12 (m, 1 H,
6-Hyp), 2.63 (s, 3 H, 10-H), 2.95 (t, *Jss=8.1 Hz, 2 H, 5-H), 3.82 (m, 1 H, 7-H), 4.40 (q,
3Jia1s=7.2 Hz, 2 H, 14-H), 8.03 (s, 1 H, 3-H).

14
\ 15

2. Rotamer (zum Teil liegen die Signale unter denen des 1. Rotamers)

8 =0.94 (d, *Jys=6.8 Hz, 3 H, 9°-H), 1.38 (t, *Ji5.4 = 7.0 Hz, 3 H, 15-H), 1.41 (s, 9 H, 13-
H), 2.68 (s, 3 H, 10-H), 2.94 (t, *Jss = 7.9 Hz, 2 H, 5-H), 3.63 (bs, 1 H, 7-H), 4.39 (q, *J1415 =
7.0 Hz, 2 H, 14-H), 8.01 (s, 1 H, 3-H).

BC-NMR (100 MHz, CDCl;):

1. Rotamer

8 =14.4 (q, C-15), 19.6 (q, C-9), 19.9 (q, C-9°), 28.2 (g, C-10), 28.5 (q, C-13), 30.0 (t, C-6),
30.5 (d, C-8), 30.7 (t, C-5), 60.3 (d, C-7), 61.4 (t, C-14), 79.6 (s, C-12), 128.6 (d, C-3), 147.0
(s, C-2), 156.6 (s, C-11), 161.4 (s, C-1), 171.7 (s, C-4).

Ausgewdhlte Signale des 2. Rotamers
8 =20.1 (g, C-9), 20.3 (q, C-9°), 30.1 (t, C-6), 30.7 (t, C-5), 30.8 (d, C-8), 61.4 (t, C-14), 79.2
(s, C-12), 126.9 (d, C-3), 146.8 (s, C-2), 156.4 (s, C-11), 161.5 (s, C-1), 171.4 (s, C-4).

Optische Drehung: [a]2’ =-13.3 °(c = 1.0, CHCl;)

HPLC: Chiralcel OD-H, Hexan:iPrOH 9:1, 1 ml/min

(5)-50: tr = 6.91 min
(R)-50: tr = 9.12 min
HRMS (CI) Berechnet Gefunden

C1sH31N,0,4S [M+H]" 371.2004 371.1964
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(R)-2-{3-[(/N-Benzyloxycarbonyl-(S)-isoleucyl)-methylamino]-4-methyl-pentyl}-thiazol-4-

carbonsiureethylester (51)

Nach AAV 4 wurden 1.11 g der Boc-geschiitzten Thiazol-aminosdure 50 (3.00 mmol)
entschiitzt und anschlieBend mit 876 mg Z-L-Isoleucin (3.30 mmol, 1.1 Aq.), 905 mg BEP
(3.30 mmol, 1.1 Aq.) und 2.04 ml DIPEA (12.0 mmol, 4.0 Aq.) nach AAV 2 umgesetzt.
Sdulenchromatographische Reinigung (Hexan:EE 7:3, 1:1) ergab 1.42 g des Dipeptids 51
(2.64 mmol, 88 % d. Th.) als gelbes Ol.

R¢(51) = 0.34 (Hexan:EE 1:1)

J24

"H-NMR (400 MHz, CDCls):

Hauptrotamer

8 =0.75 (d, *Jog=6.5Hz, 3 H, 9-H), 0.86 (t, *Jis14="7.4 Hz, 3 H, 15-H), 0.95 (d, *Ji613 =
6.5 Hz, 3 H, 16-H), 0.96 (d, *Jo- s = 6.5 Hz, 3 H, 9°-H), 1.11 (ddq, /140140 = 13.6 Hz, *J140.13 =
9.7 Hz, *Ji4a15s = 7.3 Hz, 1 H, 14-H,), 1.37 (t, *J2423 = 7.0 Hz, 3 H, 24-H), 1.57 (dqd, “J14p.142 =
13.6 Hz, *Jiap15 = 7.6 Hz, *Ji4p13 = 3.0 Hz, 1 H, 14-Hy), 1.63-1.79 (sh, 2 H, 8-H, 13-H), 1.88
(m, 1 H, 6-H,), 2.14 (m, 1 H, 6-Hy), 2.83 (dt, “Jsasp = 15.2 Hz, *Js.6 = 6.3 Hz, 1 H, 5-H,), 2.89
(dt, *Jspsa = 15.2 Hz, *Jsp6 = 6.3 Hz, 1 H, 5-Hy), 2.94 (s, 3 H, 10-H), 4.32 (m, 1 H, 7-H), 4.39
(q, *Ja324 = 7.0 Hz, 1 H, 23-H), 4.52 (dd, *Jianu = 9.5 Hz, *J12.13 = 6.8 Hz, 1 H, 12-H), 5.05 (d,
*Jisa1sb=12.4 Hz, 1 H, 18-H,), 5.08 (d, Yigp15a= 12.4 Hz, 1 H, 18-Hy), 5.40 (d, *Jnir12 =
9.5 Hz, 1 H, NHye), 7.18-7.36 (sh, 5-H, arom.-H), 8.01 (s, 1 H, 3-H).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)

8 =1.04 (d, *Jos=6.8Hz, 3 H, 9°-H), 2.23 (m, 1 H, 6-H,), 2.74 (s, 3 H, 10-H), 3.58 (ddd,
3 Jr6an = Jrg = 10.2 Hz, *J7 60 = 3.3 Hz, 1 H, 7-H), 4.57 (dd, *Jionu = 9.6 Hz, *J15.13 = 6.3 Hz,
1 H, 12-H), 7.98 (s, 1 H, 3-H).

BC-NMR (100 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

0=11.2(q, C-15), 14.3 (q, C-24), 16.0 (q, C-16), 19.5 (q, C-9), 20.0 (q, C-9°), 23.8 (t, C-14),
29.4 (q, C-10), 29.7 (t, C-6), 30.1 (d, C-8), 30.6 (t, C-5), 37.4 (d, C-13), 55.7 (d, C-12), 59.1
(d, C-7), 61.3 (t, C-23), 66.7 (t, C-18), 126.9 (d, C-3), 127.8 (d, C-20/21), 128.0 (d, C-22),
128.4 (d, C-20/21), 136.4 (t, C-19), 146.9 (s, C-2), 156.4 (s, C-17), 161.3 (s, C-1), 170.9 (s, C-
4), 173.3 (s, C-11).
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Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)

d=11.3(q, C-15), 16.1 (g, C-16), 20.3 (g, C-9), 20.4 (q, C-9°), 23.5 (t, C-14), 27.3 (q, C-10),
29.8 (t, C-6), 31.3 (t, C-5), 37.8 (d, C-13), 55.2 (d, C-12), 62.6 (d, C-7), 66.9 (t, C-18), 128.4
(d, C-20/21), 136.3 (t, C-19), 156.2 (s, C-17), 170.5 (s, C-4), 172.5 (s, C-11).

Optische Drehung: [a]2’ =-22.9 ° (c = 1.0, CHCl5)
Elementaranalyse:

C27H39N3058 Ber. C 62.64 H 7.59 N 8.12
(517.68) Gef. C62.30 H7.61 N 8.24
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C27H4N;3058 [M+H]" 518.2689 518.2721

(R)-N-(Trifluoracetyl)-4,5-dideutero-pipecolinsiure-methylester ((R)-d,-52)

Nach AAV 8 wurden 356 mg des TFA-geschiitzten Baikiain-methylester (R)-7
(1.50 mmol, 97 % ee) mit 36 mg Pd/C (5 %) unter Deuteriumatmosphire umgesetzt. Es
wurden 344 mg (1.43 mmol, 95 % d. Th.) der deuterierten Pipecolinsdure (R)-d,-52 als
farbloses Ol erhalten.

R¢(52) = 0.36 (Hexan:EE 8:2)

6 Nﬁ(o\g

8
F,¢7 Y0

(R)-d,-52
"H-NMR (400 MHz, CDCl):
Hauptrotamer
§ = 1.35 (m, 0.5 H, 4-Hue(1/2)), 1.47 (m, 0.5 H, 5-H(1/2)), 1.64-1.79 (sh, 2 H, 3-Hay, 4-
Heq(112), 5-Heq(172)), 2.31 (d, *Jseqzax = 13.3 Hz, 1 H, 3-Heg), 3.30 (dd, *Jeaxseq = “Joaxsax =
13.6 Hz (falls 5-Deg) bzw. dd, *Jsaxseq = 13.5 Hz, *Jsaxseq = 3.0 Hz (falls 5-D,,), 1 H, 6-H,y),
3.74 (s, 3 H, 9-H), 3.91 (d, “Jeeqax = 13.8 Hz, 1 H, 6-Hey), 5.23 (d, *J2320 = 5.5 Hz, 1 H, 2-H).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)

& =2.93 (dd, *Jeax6eq = Joaxsax = 13.3 Hz (falls 5-Deg) bzw. d, “Jea6eq = 13.5 Hz (falls 5-Dy),
1 H, 6-Hyy), 3.76 (s, 3 H, 9-H), 4.44 (d, “Joeqeax = 13.6 Hz, 1 H, 6-Hey), 4.69 (d, *Jo30x =
5.5 Hz, 1 H, 2-H).
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BC-NMR (100 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

8 =20.2 bzw. 20.4 (t, 'Jup=19.7 Hz, C-4), 24.5 bzw. 24.7 (t, 'Jsp = 19.7 Hz, C-5), 26.3 (t,
C-3), 43.6 (m, C-6), 52.6 (q, C-9), 53.4 (d, C-2), 116.4 (q, "Jsr = 286.6 Hz, C-8), 157.0 (q,
*J7p = 35.7 Hz, C-7), 170.2 (s, C-1).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
5=27.3(t, C-3),41.1 (t, C-6), 52.8 (q, C-9), 56.0 (d, C-2), 170.1 (s, C-1).

Optische Drehung: [a]2’ =+82.0 ° (c = 1.0, CHCls, 97 % ee)
Elementaranalyse:

C9H10D2F3NO3 Ber. C 44.82 H/D 5.85 N 5.81
(241.21) Gef. C44.98 H/D 5.74 N 6.17
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
CsH,D,F3NO, [M-CH;0]"  210.0711 210.0706

(R)-2-{3-[(/N-Benzyloxycarbonyl-(R)-pipecolyl-(S)-isoleucyl)-methylamino]-4-methyl-
pentyl}-thiazol-4-carbonsiure-ethylester (53)
(R)-2-{3-[(/N-Benzyloxycarbonyl-(R)-4,5-dideutero-pipecolyl-(S)-isoleucyl)-
methylamino]-4-methyl-pentyl}-thiazol-4-carbonsiure-ethylester (d>-53)

Mit HBr in Eisessig wurden 779 mg des Z-geschiitzten Dipeptids 51 (1.50 mmol) nach
AAV 5 entschiitzt. Das freie Amin wurde mit 434 mg Z-(R)-Pipecolinsdure (R)-13
(1.65 mmol, 1.1 Aq, >98 % ee), 198 ul NMM (1.80 mmol, 1.2 Aq.) und 214 ul Chlor-
ameisensiure-iso-butylester (1.65 mmol, 1.1 Aq.) gemiB AAV 1 zum Tripeptid umgesetzt. Es
wurden nach sdulenchromatographischer Reinigung (Hexan:EE 6:4, 1:1, 3:7) 720 mg des
Produktes 53 (1.15 mmol, 76 % d. Th., >99 % ds) als zihes Ol erhalten.

Ebenso konnte durch Verwendung von Z-(R)-4,5-Dideuteropipecolinsdure (R)-d,-13 das
deuterierte Tripeptid d,-53 erhalten werden (84 % d. Th.).

R¢(53) = 0.18 (Hexan:EE 1:1)

21(\;9 e jig/\( ol
22 ‘7_N, 12 3 2
bz o
27 s O e O 14 3 %
28 15

53
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"H-NMR (400 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

& = 0.73 (d, *Jog=6.8 Hz, 3 H, 9-H), 0.81 (m, 3 H, 15-H), 0.90 (m, 3 H, 16-H), 0.93 (d,
3Jos=6.8 Hz, 3 H, 9°-H), 1.01 (m, 1 H, 14-H,), 1.25-1.41 (sh, 2 H, 20-H,,, 21-H,),1.36 (t,
3 J3020 = 7.2 Hz, 3 H, 30-H), 1.41-1.63 (sh, 4 H, 14-Hy, 19-H,, 20-H,,, 21-H,,), 1.67 (m, 1 H,
8-H), 1.73 (m, 1 H, 13-H), 1.87 (m, 1 H, 6-H,), 2.14 (m, 1 H, 6-Hy), 2.27 (d, *J19eq.19ax =
12.8 Hz, 1 H, 19-H.,), 2.77-2.86 (sh, 2 H, 5-H,, 22-H,,), 2.89 (ddd, *Jsp.5. = 15.1 Hz, *Jsp 6 =
6.2 Hz, *Jspean = 3.3 Hz, 1 H, 5-Hy), 2.96 (s, 3 H, 10-H), 4.07 (bs, 1 H, 22-H,,), 4.32 (m, 1 H,
7-H), 4.37 (q, *Ja030 = 7.2 Hz, 2 H, 29-H), 4.78 (dd, *Jioxu = *J12.13 = 8.3 Hz, 1 H, 12-H), 4.87
(bs, 1 H, 18-H), 5.11 (d, *Jaganap = 11.6 Hz, 1 H, 24-H,), 5.15 (d, “Joap24. = 12.3 Hz, 1 H, 24-
Hy), 6.55 (bs, 1 H, NHye), 7.22-7.40 (sh, 5 H, arom.-H), 8.00 (s, 1 H, 3-H).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)

§=1.03 (d, *Jos=6.3 Hz, 3 H, 9°-H), 2.73 (s, 3 H, 10-H), 3.61 (m, 1 H, 7-H), 4.17 (bs, 1 H,
22-H,,), 4.92 (dd, *Jioxu = 9.6 Hz, *Ji213 = 6.0 Hz, 1 H, 12-H), 5.06 (d, *Ja4a240 = 12.6 Hz,
1 H, 24-H,), 7.95 (s, 1 H, 3-H).

BC-NMR (100 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

6 =11.0 (g, C-15), 14.3 (g, C-30), 15.9 (g, C-16), 19.5 (q, C-9), 19.9 (q, C-9°), 20.4 (t, C-20),
24.1 (t, C-14), 24.7* (t, C-21), 25.9* (t, C-19), 29.3 (q, C-10), 29.7 (t, C-6), 30.1 (d, C-8),
30.6 (t, C-5), 37.1 (d, C-13), 42.2* (t, C-22), 53.6 (d, C-12), 55.2* (d, C-18), 58.9 (d, C-7),
61.3 (t, C-29), 67.6 (t, C-24), 126.9 (d, C-3), 127.8 (d, C-26/27), 128.0 (d, C-28), 128.5 (d, C-
26/27), 136.3 (s, C-25), 146.9 (s, C-2), 156.4 (s, C-23), 161.3 (s, C-1), 170.3 (s, C-17), 170.8
(s, C-4),173.2 (s, C-11).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)

d=11.2(q, C-15), 15.2 (q, C-30), 16.2 (g, C-16), 20.3 (g, C-9), 20.5 (q, C-9°), 23.4 (t, C-14),
27.4 (q, C-10), 29.9 (d, C-8), 31.3 (t, C-5), 53.0 (d, C-12), 61.3 (t, C-29), 62.7 (d, C-7), 67.5
(t, C-24), 126.9 (d, C-3), 146.8 (s, C-2), 171.0 (s, C-4/11/17).

Optische Drehung: [a]2’ =+3.8 ° (c = 1.0, CHCls)
HPLC: Lichrosorb Si-60 5, Hexan:EE 8:2 — 6:4, 2 ml/min

(R,S,R)-53:  tr = 26.04 min
(S,S,R)-53: g =28.22 min

Elementaranalyse:

C33H48N406S Ber. C 63.03 H 7.69 N 8.91
(628.83) Gef. C63.07 H 7.36 NO9.16
HRMS (CI) Berechnet Gefunden

C33H40N404S [M+H]" 629.3373 629.3327
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"H-NMR (400 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

& = 0.72 (d, *Jog=6.5Hz, 3 H, 9-H), 0.80 (m, 3 H, 15-H), 0.90 (m, 3 H, 16-H), 0.93 (d,
3Jos=6.5Hz, 3 H, 9°-H), 1.02 (m, 1 H, 14-H,), 1.27-1.39 (sh, 1 H, 20-H,(1/2), 21-Ha(1/2)),
1.35 (t, *Js020=7.2 Hz, 3 H, 30-H), 1.40-1.61 (sh, 3 H, 14-Hy, 19-H,, 20-H.(1/2), 21-
Hey(1/2)), 1.66 (m, 1 H, 8-H), 1.74 (m, 1 H, 13-H), 1.85 (m, 1 H, 6-H,), 2.13 (m, 1 H, 6-Hy),
2.26 (d, J19eq.19ax = 13.6 Hz, 1 H, 19-H,,), 2.80 (m, 1 H, 22-H,,), 2.85 (m, 2 H, 5-H), 2.95 (s,
3 H, 10-H), 4.01 (m, 1 H, 22-H,,), 4.31 (m, 1 H, 7-H), 4.36 (q, *J2930 = 7.2 Hz, 2 H, 29-H),
478 (dd, *Jionu~>Ji23=82Hz, 1H, 12-H), 4.86 (bs, 1 H, 18-H), 5.10 (d, “Josarap =
11.9 Hz, 1H, 24-H,), 5.15 (d, “Jo4p240 = 11.9 Hz, 1 H, 24-Hy), 6.55 (bs, 1 H, NHy), 7.23-7.39
(sh, 5 H, arom.-H), 7.99 (s, 1 H, 3-H).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
8 = 1.03 (d, *Jyg=6.5Hz, 3 H, 9°-H), 2.73 (s, 3 H, 10-H), 3.60 (m, 1 H, 7-H), 4.92 (dd,
*Jiann = 9.3 Hz, *J1213 = 6.0 Hz, 1 H, 12-H), 7.95 (s, 1 H, 3-H).

BC-NMR (100 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

6 =11.0 (q, C-15), 14.3 (g, C-30), 15.9 (g, C-16), 19.5 (g, C-9), 19.9 (q, C-9°), 20.0* (m, C-
20), 24.1 (t, C-14), 24.3* (m, C-21), 25.7* (t, C-19), 29.3 (g, C-10), 29.6 (t, C-6), 30.0 (d, C-
8), 30.6 (t, C-5), 37.1 (d, C-13), 42.0* (t, C-22), 53.5 (d, C-12), 55.1* (d, C-18), 58.9 (d, C-7),
61.3 (t, C-29), 67.6 (t, C-24), 126.9 (d, C-3), 127.8 (d, C-26/27), 128.0 (d, C-28), 128.4 (d, C-
26/27), 136.3 (s, C-25), 146.9 (s, C-2), 156.3* (s, C-23), 161.3 (s, C-1), 170.3 (s, C-17), 170.8
(s, C-4),173.2 (s, C-11).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)

d=11.2(q, C-15), 16.1 (g, C-16), 20.3 (g, C-9), 20.5 (q, C-9°), 23.4 (t, C-14), 27.3 (q, C-10),
29.5 (t, C-6), 29.9 (d, C-8), 30.7 (t, C-5), 37.9 (d, C-13), 53.0 (d, C-12), 61.2 (t, C-29), 62.6
(d, C-7), 67.5 (t, C-24).

Elementaranalyse:

C33H46D2N406S Ber. C 62.83 H/D 7.99 N 8.88
(630.84) Gef. C62.34 H/D 8.17 N 8.73
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HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C40Hs3DaN,404S [M+C7H;]" 721.3968 721.3946

(R)-2-{3-[Methyl-(/N-methyl-(R)-pipecolyl-(S)-isoleucyl)-amino]|-4-methyl-pentyl}-
thiazol-4-carbonsiure-ethylester bzw. methylester (54)
(R)-2-{3-[Methyl-(/N-methyl-(R)-4,5-dideutero-pipecolyl-(S)-isoleucyl)-amino]-4-methyl-
pentyl}-thiazol-4-carbonsiure-ethylester bzw. methylester (d,-54)

Nach AAV S wurden 155 mg Tripeptid 53 (0.246 mmol) mit 340 ul HBr/AcOH
(33 Gew.%, 1.97 mmol, 8.0 Aq.) entschiitzt und anschlieBend am N-Terminus nach AAV 7
mit 22.3 mg Paraformaldehyd (0.248 mmol, 1.0 Aq.) und 17.0 mg Natriumcyanoborhydrid
(0.271 mmol, 1.1 Aq.) N-methyliert. Nach siulenchromatographischer Reinigung (CH,Cl,:
MeOH 99:1, 98:2, 9:1) wurden 89 mg des Produkts 54 (0.178 mmol, 73 % d. Th.) als gelb-
liches Ol erhalten. Es entstand als ein Gemisch aus Ethyl- und Methylester (Verhiltnis
~1:2.4).

Das deuterierte Produkt d,-54 wurde durch entsprechende Umsetzung von d»-53 erhalten
(65 % d. Th., Verhéltnis Ethylester:Methylester ~1:3.3).

Ry(53) = 0.19 (CH,Cl,:MeOH 9:1)

17 N..,jZ I/\(b/(
OR 24

3 OR=OEt O~ N2
OMe 0—24.

23|

54

"H-NMR (400 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

8 =0.73 (d, *Jog = 6.8 Hz, 3 H, 9-H), 0.88 (t, *Jis14= 7.4 Hz, 3 H, 15-H), 0.94 (d, *Ji6.13 =

6.5 Hz, 3 H, 16-H), 0.95 (d, *Jos=6.8 Hz, 3 H, 9°-H), 1.08-1.20 (sh, 2 H, 14-H,, 20-H,,),

1.32 (m, 1 H, 19-H,y), 1.37 (t, *Jas24 = 7.2 Hz, theor. 3 H, hier 1 H, 25-H), 1.44-1.72 (sh, 5 H,

8-H, 14-Hy, 20-Heq, 21-H), 1.76 (d, *J19eq.190x = 13.0 Hz, 1 H, 19-H,,), 1.80-1.91 (sh, 2 H, 6-
H,, 13-H), 1.98 (ddd, *Joax22eq = Jr2ax21ax = 11.6 Hz, *Josaxa1eq = 2.8 Hz, 1 H, 22-Hy), 2.13

(m, 1 H, 6-Hy), 2.20 (s, 3 H, 23-H), 2.45 (dd, *Jig 190 = 10.9 Hz, *Ji5,10eq = 2.7 Hz, 1 H, 18-H),

2.82-2.92 (sh, 3 H, 5-H, 22-H,), 2.98 (s, 3 H, 10-H), 3.91 (s, theor. 3 H, hier 2 H, 24’-H),

4.33 (m, 1 H, 7-H), 4.39 (q, *J2425 = 7.2 Hz, theor. 2 H, hier 0.6 Hz, 24-H), 4.74 (dd, *Jionu =

9.5 Hz, *Ji213=8.4 Hz, 1 H, 12-H), 7.00 (d, *Ju.12 = 9.5 Hz, 1 H, NHy,), 8.01 (OEt) bzw.

8.04 (OMe) (s, 1 H, 3-H).
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Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)

§=1.04 (d, *Jo s = 6.5 Hz, 3 H, 9>-H), 2.76 (s, 3 H, 10-H), 3.64 (m, 1 H, 7-H), 3.90 (s, theor.
3 H, 24°-H), 4.93 (dd, *Jionu = 9.9 Hz, *J1513=6.3 Hz, 1 H, 12-H), 7.13 (d, *Jxu12 = 9.9 Hz,
1 H, NHy,), 7.98 (OEt) bzw. 8.00 (OMe) (s, 1 H, 3-H).

BC-NMR (100 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

6 =10.9 (q, C-15), 14.3 (g, C-25), 16.0 (g, C-16), 19.5 (g, C-9), 20.0 (q, C-9°), 23.2 (t, C-20),
24.6 (t, C-14), 25.1 (t, C-21), 29.4 (q, C-10), 29.8 (t, C-6), 30.1 (d, C-8), 30.4 (t, C-19), 30.7
(t, C-5),37.0 (d, C-13), 44.8 (q, C-23), 52.4 (q, C-24’), 53.0 (d, C-12), 55.4 (t, C-22), 59.0 (d,
C-7), 61.4 (t, C-24), 69.7 (d, C-18), 126.9 (OEt) bzw. 127.2 (OMe) (d, C-3), 146.5 (s, C-2),
161.8 (s, C-1), 171.2 (s, C-4), 173.3 (s, C-11), 174.3 (s, C-17).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
=114 (q, C-15), 20.3 (q, C-9), 20.6 (q, C-9°), 24.1 (t, C-14), 27.4 (q, C-10), 62.8 (d, C-7),
127.7 (d, C-3), 146.9 (s, C-2), 161.4 (s, C-1).

HRMS (CI) Berechnet Gefunden
-OMe CpsHy3N404S [M+H] 495.3005 495.2987
-OEt  CysHysN,04S [M+H]" 509.3161 509.3132
D
D21 &
22 §19 H i § 9 2 [
~J7_N, 12 2
N TN T /b/f(
23|/T s |10 o ! S J OR 24
P 3 OR=O0Et 07 2
5 OMe 0—*
d,-54

"H-NMR (400 MHz, CDCl;):

Hauptrotamer

8 =0.73 (d, *Jog=6.5Hz, 3 H, 9-H), 0.88 (t, *Jis14="7.4 Hz, 3 H, 15-H), 0.94 (d, *Ji613 =
6.5Hz, 3 H, 16-H), 0.95 (d, *Jos=6.8 Hz, 3 H, 9>-H), 0.97-1.21 (sh, 1.5 H, 14-H,, 20-
Hax(1/2)), 1.32 (m, 1 H, 19-Hyy), 1.37 (t, *Jas24 = 7.0 Hz, theor. 3 H, hier ~0.8 H, 25-H), 1.47
(m, 0.5 H, 21-H,x(1/2)), 1.52-1.71 (sh, 3 H, 8-H, 14-Hy, 20-Heq (1/2), 21-Heq (1/2)), 1.72-1.92
(sh, 3 H, 6-H,, 13-H, 19-Hey), 1.97 (dd, *Ja2ax22¢q = J22ax 21ax = 11.9 Hz (falls 21-Deg) bzw. dd,
2 Jnax22eq = 11.3 Hz, *Jzax 216 = 3.0 Hz (falls, 21-Dyy), 1 H, 22-H,y), 2.13 (m, 1 H, 6-Hy), 2.19
(s, 3 H, 23-H), 2.44 (dd, *Jig,19ax = 11.0 Hz, *Jig,19¢¢ = 3.3 Hz, 1 H, 18-H), 2.81-2.92 (sh, 3 H,
5-H, 22-Hey), 2.97 (s, 3 H, 10-H), 3.91 (s, theor. 3 H, hier 2.3 H, 24’-H), 4.33 (dd, *J75 =
3 Jr6an = 9.5 Hz, 1 H, 7-H), 4.38 (q, *J2425 = 7.0 Hz, theor. 2 H, hier ~0.5 Hz, 24-H), 4.74 (dd,
3Jiana = 9.6 Hz, *J1513=8.2 Hz, 1 H, 12-H), 6.99 (d, *Jxi.12 = 9.6 Hz, 1 H, NHy,), 8.01 (OEY)
bzw. 8.03 (OMe) (s, | H, 3-H).
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Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)

8=1.04 (d, *Jyg = 6.5 Hz, 3 H, 9°-H), 1.36 (t, *Jo524 = 7.0 Hz, theor. 3 H, 25-H), 2.76 (s, 3 H,
10-H), 3.61 (m, 1 H, 7-H), 3.90 (s, theor. 3 H, 24°-H), 4.92 (dd, *Jioxu=9.7 Hz, *Ji213 =
5.8 Hz, 1 H, 12-H), 7.12 (d, *Jnm12 = 9.7 Hz, 1 H, NHy,), 7.98 (OEt) bzw. 8.00 (OMe) (s, 1 H,
3-H).

BC-NMR (100 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

6 =11.0 (g, C-15), 14.3 (q, C-25), 16.0 (q, C-16), 19.6 (q, C-9), 20.0 (q, C-9°), 22.8* (m, C-
20), 24.6 (t, C-14), 24.8* (m, C-21), 29.4 (q, C-10), 29.8 (t, C-6), 30.1 (d, C-8), 30.3 (t, C-19),
30.7 (t, C-5), 37.0 (d, C-13), 44.9 (q, C-23), 52.4 (q, C-24’), 53.0 (d, C-12), 55.3 (t, C-22),
58.9 (d, C-7), 61.4 (t, C-24), 69.7 (d, C-18), 126.9 (OEt) bzw. 127.2 (OMe) (d, C-3), 146.6 (s,
C-2),161.8 (s, C-1), 171.2 (s, C-4), 173.3 (s, C-11), 174.3 (s, C-17).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
d=11.4(q, C-15), 16.5 (g, C-16), 20.3 (q, C-9), 20.7 (q, C-9°), 147.0 (s, C-2), 161.4 (s, C-1),
171.0 (s, C-4/11/17).

HRMS (CI) Berechnet Gefunden
-OMe CysHyDoN4O4S [M+H]™  497.3131 497.3126
-OEt CyH4DoN4O4S [M+H]T  511.3287 511.3247

(R)-2-{3-[Methyl-(/N-methyl-(R)-pipecolyl-(S)-isoleucyl)-amino]|-4-methyl-pentyl}-
thiazol-4-carbonsiure-Trifluoressigsiure-Salz (55)
(R)-2-{3-[Methyl-(/N-methyl-(R)-4,5-dideutero-pipecolyl-(S)-isoleucyl)-amino]-4-methyl-
pentyl}-thiazol-4-carbonsiure-Trifluoressigsiure-Salz (d»-55)

GemilB AAV 3 wurden 71 mg des N-methylierten Tripeptids 54 (0.142 mmol) mit 280 ul
1M NaOH (0.28 mmol, 2.0 Aq.) verseift und mit Trifluoressigsiure angesduert. Nach

sdulenchromatographischer Reinigung (CH»Cl;:MeOH 9:1, 8:2, 7:3) wurden 63 mg des
Produkts 55 (0.106 mmol, 74 % d. Th.) als weiller Feststoff erhalten.

Entsprechend konnte das deuterierte N-methylierte Tripeptid d-54 zu d,-55 verseift
werden (82 % d. Th.).

Ry(55) = 0.04 (CH,Cl,:MeOH 9:1)
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'"H-NMR (400 MHz, MeOD):

Hauptrotamer

& = 0.80 (d, *Jog=6.5Hz, 3 H, 9-H), 0.94 (t, *Jis.14=7.3 Hz, 3 H, 15-H), 1.00 (d, *Jo 5 =
6.8 Hz, 9°-H), 1.03 (d, *Ji613=6.8 Hz, 3 H, 16-H), 1.24 (ddq, *Ji4a140 = 13.8 Hz, *Ji4013 =
9.3 Hz, *Ji4a15 = 7.3 Hz, 1 H, 14-H,), 1.53-1.68 (sh, 2 H, 14-H,, 20-H,), 1.71-2.07 (sh, 7 H,
6-H,, 13-H, 18-H, 19-H,,, 20-Heq, 21-H), 2.15 (d, *Ji9eq.190x = 13.8 Hz, 1 H, 19-H,), 2.22 (m,
1 H, 6-Hy), 2.74 (s, 3 H, 23-H), 2.91 (m, 2 H, 5-H), 3.08 (dd, */22ax22eq & J22ax21ax = 10.5 Hz,
3.11 (s, 3 H, 10-H), 3.49 (d, *Jaseq220x = 11.0 Hz, 1 H, 22-H,,), 3.78 (d, *Jig.190x = 9.8 Hz, 1 H,
18-H), 4.25 (m, 1 H, 7-H), 4.70 (d, *J12.13 = 8.0 Hz, 1 H, 12-H), 8.23 (s, 1 H, 3-H).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
o = 0.86 (d, 3J9,8 =6.5 HZ, 3 H, 9-H), 091 (t, 3‘]15,14= 7.5 HZ, 3 H, 15-H), 1.11 (d, 3J9’,8 =
6.8 Hz, 9°-H), 2.79 (2 s, 6 H, 10-H, 23-H), 3.89 (m, 1 H, 7-H).

BC-NMR (100 MHz, MeOD):

Hauptrotamer

d=11.2 (q, C-15), 16.1 (q, C-16), 20.3 (g, C-9), 20.4 (g, C-9°), 22.3 (t, C-20), 24.0 (t, C-21),
25.5 (t, C-14), 30.2* (g, C-10), 30.2 (t, C-19), 30.7 (t, C-6), 31.2 (d, C-8), 31.4 (t, C-5), 37.4
(d, C-13), 42.9 (q, C-23), 56.0 (d, C-12), 56.2 (t, C-22), 61.4 (d, C-7), 68.1 (d, C-18), 118.2
(q, "Josr =290.9 Hz, C-25), 128.6 (d, C-3), 148.4 (s, C-2), 163.1 (q, *Josr = 34.3 Hz, C-24),
164.3 (s, C-1), 169.2 (s, C-17), 172.9 (s, C-4), 174.6 (s, C-11).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)

6 =11.7 (q, C-15), 16.4 (q, C-16), 20.9 (q, C-9°), 24.5 (t, C-21), 30.5 (t, C-6), 31.1 (d, C-8),
64.2 (d, C-7), 147.9 (s, C-2), 169.4 (s, C-17), 172.9 (s, C-4), 173.6 (s, C-11).

Optische Drehung: [a]2’ =-15.4° (c = 1.0, MeOH)
Schmelzpunkt: 55°C

HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C24H4N4O4S [M+H]" 481.2849 481.2860

23|

25 24
F;C—COO

d»-55
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'"H-NMR (400 MHz, MeOD):

Hauptrotamer

§=10.78 (d, *Jog = 6.8 Hz, 3 H, 9-H), 0.87-0.98 (sh, 6 H, 9°-H, 15-H), 1.00 (d, *Ji6.13 = 6.5 Hz,
3 H, 16-H), 1.24 (ddq, *J14a.145 = 13.6 Hz, *Ji4013 = 9.0 Hz, *Ji4a15 = 7.3 Hz, 1 H, 14-H,), 1.52
(m, 0.5 H, 20-H.(1/2)), 1.61 (dqd, *Ji4p.140 = 13.6 Hz, *Jigp.15 = 7.5 Hz, *Jiap13=2.7 Hz, 1 H,
14-Hy), 1.67-2.17 (sh, 7.5 H, 6-H, 8-H, 13-H, 19-H, 20-H.y(1/2), 21-H(1/2)), 2.60 (s, 3 H, 23-
H), 2.79-3.02 (sh, 3 H, 5-H, 22-H,,), 3.11 (s, 3 H, 10-H), 3.35 (dd, “Jaeq22ax = 12.3 Hz,
3 rseqtaieq = 2.8 Hz, 1 H, 22-Hyy), 3.52 (d, *Jig.100x = 10.6 Hz, 1 H, 18-H), 4.20 (bs, 1 H, 7-H),
4.72 (d, *Ji213 = 8.5 Hz, 1 H, 12-H), 7.98 (s, 1 H, 3-H).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
§=1.10 (d, *Jo s = 6.5 Hz, 3 H, 9°-H), 2.62 (s, 3 H, 23-H), 2.77 (s, 3 H, 10-H), 7.96 (s, 1 H,
3-H).

BC-NMR (100 MHz, MeOD):

Hauptrotamer

d=11.2(q, C-15), 16.1 (q, C-16), 20.3 (g, C-9), 20.5 (g, C-9°), 22.3* (m, C-20), 24.2* (m, C-
21), 25.6 (t, C-14), 30.3 (t, C-19), 30.3* (g, C-10), 31.1 (d, C-8), 31.2 (t, C-5), 31.2 (t, C-6),
37.5 (d, C-13), 43.3 (q, C-23), 55.7 (d, C-12), 56.2 (t, C-22), 61.5* (d, C-7), 68.6 (d, C-18),
118.2 (q, 'Jasy = 291.4 Hz, C-25), 124.7 (d, C-3), 154.0 (s, C-2), 163.0 (q, “Jo4r = 34.0 Hz, C-
24), 168.1 (s, C-1), 170.7 (s, C-17), 172.3 (s, C-4), 174.7 (s, C-11).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
d=11.6 (q, C-15), 16.4 (q, C-16), 20.9 (g, C-9), 30.4 (t, C-19), 38.5 (d, C-13), 43.4 (q, C-23),
124.4 (d, C-3), 173.4 (s, C-11).

HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C3H39DoN405S [M-CO,]"  438.2998 438.2984

(R)-2-{3-[(/N-Benzyloxycarbonyl-(R)-pipecolyl-(S)-isoleucyl)-methylamino]-4-methyl-
pentyl}-thiazol-4-carbonsiure (56)
(R)-2-{3-[(/N-Benzyloxycarbonyl-(R)-4,5-dideutero-pipecolyl-(S)-isoleucyl)-
methylamino]-4-methyl-pentyl}-thiazol-4-carbonsiure (d>-56)

Nach AAV 3 wurden 554 mg des Tripeptids 53 (0.881 mmol) mit 1.32 ml 1 M NaOH
(1.32 mmol, 1.5 Aq.) verseift. Es entstanden 518 mg der freien Siure 56 (0.862 mmol, 98 %
d. Th.) als farbloser glasartiger Feststoff.

Ebenso wurde das deuterierte Tripeptid d,-53 zu d,-56 entschiitzt (96 % d. Th.).
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56
"H-NMR (400 MHz, CDCl;):
Hauptrotamer
8 =0.74 (d, *Jog= 6.5 Hz, 3 H, 9-H), 0.81 (m, 3 H, 15-H), 0.88-0.98 (sh, 6 H, 9’-H, 16-H),
1.06 (m, 1 H, 14-H,), 1.24-1.74 (sh, 7 H, 8-H, 14-H,, 19-H,, 20-H, 21-H), 1.78-1.95 (sh, 2 H,
6-H,, 13-H), 2.13 (m, 1 H, 6-Hy), 2.29 (d, *J19eq.190x = 13.3 Hz, 1 H, 19-H,,), 2.83 (m, 1 H, 22-
H..), 2.87 (t, *Js6 = 7.8 Hz, 2 H, 5-H), 3.02 (s, 3 H, 10-H), 4.07 (bs, 1 H, 22-H,), 4.37 (m,
1 H, 7-H), 4.81 (dd, *Jionu ~>J12.13=8.7Hz, 1 H, 12-H), 4.90 (bs, 1 H, 18-H), 5.12 (d,
*Jaaaas=12.5 Hz, 1 H, 24-H,), 5.17 (d, “Joap24a = 12.5 Hz, 1 H, 24-Hy), 6.85 (bs, 1 H, NH),
7.23-7.37 (sh, 5 H, arom.-H), 8.10 (s, 1 H, 3-H).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
8 =1.03 (d, Jog = 6.5 Hz, 3 H, 9’-H), 2.73 (s, 3 H, 10-H), 3.64 (m, 1 H, 7-H), 4.14 (bs, 1 H,
22-Hg), 6.95 (bs, 1 H, NH), 8.06 (s, 1 H, 3-H).

BC-NMR (100 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

6 =10.8 (q, C-15), 15.8 (q, C-16), 19.5 (g, C-9), 19.9 (q, C-9°), 20.4 (t, C-20), 24.3 (t, C-14),
24.8* (t, C-21), 26.0* (t, C-19), 29.6 (t, C-6), 30.2 (d, C-8), 30.4 (t, C-5), 36.7* (d, C-13),
42.1* (t, C-22), 53.8 (d, C-12), 55.1* (d, C-18), 59.1 (d, C-7), 67.6 (t, C-24), 127.6, 127.8,
128.0 (3 d, C-26, C-27, C-28), 128.4 (d, C-3), 136.4 (s, C-25), 146.5 (s, C-2), 163.2 (s, C-1),
170.5 (s, C-5), 170.8 (s, C-17), 174.0 (s, C-11).

Die Signale von C-10 und C-23 sind nicht zu sehen.

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
d=11.2(qg, C-15), 16.1 (g, C-16), 20.2 (q, C-9), 20.5 (g, C-9°), 23.6 (t, C-14), 27.6 (q, C-10),
53.1(d, C-12), 62.8 (d, C-7).

Optische Drehung: [a]Z’ =+6.5° (c = 1.0, CHCl;)
Schmelzpunkt: 78-80 °C

Elementaranalyse:

C31H4aN4O6S Ber. C61.98 H 7.38 N 9.33
(600.78) Gef. C61.92 H 7.47 N 9.39
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C30H4sN404S [M-CO,+H]" 557.3162 557.3186
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"H-NMR (400 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

§=0.73 (m, 3 H, 9-H), 0.80 (m, 3 H, 15-H), 0.90 (m, 3 H, 16-H), 0.92 (d, *Jos = 6.5 Hz, 3 H,
9°-H), 1.06 (m, 1 H, 14-H,), 1.19-1.73 (sh, 5 H, 8-H, 14-Hy, 19-H,,, 20-H(1/2), 21-H(1/2)),
1.76-1.95 (sh, 2 H, 6-H,, 13-H), 2.12 (m, 1 H, 6-Hy), 2.27 (d, *J19eq.19ax = 13.6 Hz, 1 H, 19-
Hey), 2.83 (m, 1 H, 22-H,,), 2.86 (t, *Jss=7.9 Hz, 2 H, 5-H), 3.01 (s, 3 H, 10-H), 4.05 (bs,
1 H, 22-H,y), 4.35 (m, 1 H, 7-H), 4.80 (dd, *Jioxu = *J12.13 = 8.8 Hz, 1 H, 12-H), 4.89 (bs, 1 H,
18-H), 5.10 (d, “Jo4a240 = 12.6 Hz, 1H, 24-H,), 5.16 (d, *Jagp24a = 12.6 Hz, 1 H, 24-Hy), 7.05
(bs, 1 H, NHy), 7.20-7.36 (sh, 5 H, arom.-H), 8.09 (s, 1 H, 3-H), 10.23 (bs, 1 H, COOH).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
8 =1.02 (d, *Jy g = 6.5 Hz, 3 H, 9’-H), 2.73 (s, 3 H, 10-H), 3.67 (m, 1 H, 7-H), 4.12 (bs, 1 H,
22-Heq), 8.04 (s, 1 H, 3-H).

BC-NMR (100 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

6 =10.8 (q, C-15), 15.8 (g, C-16), 19.5 (q, C-9), 19.8* (m, C-20), 19.9 (q, C-9°), 24.3 (t, C-
14), 24.4* (m, C-21), 26.0* (t, C-19), 29.5* (q, C-10), 29.6 (t, C-6), 30.1 (d, C-8), 30.4 (t, C-
5), 36.6 (d, C-13), 41.9 (t, C-22), 53.8 (d, C-12), 55.1* (d, C-18), 59.1 (d, C-7), 67.5 (t, C-24),
127.7,127.9,127.9, 128.4 (4 d, C-3, C-26, C-27, C-28), 136.4 (s, C-25), 146.6 (s, C-2), 156.4
(s, C-23), 163.3 (s, C-1), 170.5 (s, C-4), 170.8 (s, C-17), 174.0 (s, C-11).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
d=11.1(q, C-15), 16.1 (q, C-16), 20.2 (q, C-9), 20.5 (q, C-9°), 27.6 (g, C-10), 62.8 (d, C-7).

HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C31H43DoN,4O6S [M+H]" 603.3185 603.3160

((R)-2-{3-[(/N-Benzyloxycarbonyl-(R)-pipecolyl-(S)-isoleucyl)-methylamino]-4-methyl-
pentyl}-thiazol-4-carbonyl)-(S)-phenylalanin-methylester (57)
((R)-2-{3-[(/V-Benzyloxycarbonyl-(R)-4,5-dideutero-pipecolyl-(S)-isoleucyl)-methyl-
amino|-4-methyl-pentyl}-thiazol-4-carbonyl)-(S)-phenylalanin-methylester (d,-57)

Es wurden 120 mg Tripeptid 56 (0.200 mmol) und 47 mg (L)-Phenylalaninmethylester-
Hydrochlorid (0.218 mmol, 1.1 Aq.) mit 28 ul Chlorameisensiure-iso-butylester (0.216
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mmol, 1.1 Aq.) und 2 x 24 pl NMM (0.437 mmol, 2.2 Aq.) nach AAV 1 zum Tetrapeptid 57
umgesetzt. Nach sdulenchromatographischer Reinigung (Hexan:EE 1:1, 4:6, 3:7) wurden
136 mg (0.178 mmol, 89 % d. Th.) eines festen Schaums erhalten.

Entsprechende Umsetzung des deuterierten Tripeptids d»-56 lieferte das deuterierte
Tetrapeptid d»-57 (88 % d. Th.).

Ry(56) = 0.41 (Hexan:EE 3:7); 0.19 (Hexan:EE 1:1)

N"25 . CR> g pg
33 3 @g 0 20 |17
10
34 = 070 A 21
35 22

57
"H-NMR (400 MHz, CDCl5):
Hauptrotamer
8 =0.76 (d, *Ji615 = 6.5 Hz, 3 H, 16-H), 0.83 (m, 3 H, 22-H), 0.93 (m, 3 H, 23-H), 0.97 (d,
31615 = 6.5 Hz, 3 H, 16>-H), 1.03 (m, 1 H, 21-H,), 1.18-1.89 (sh, 9 H, 13-H,, 15-H, 20-H, 21-
Hp, 26-H,,, 27-H, 28-H), 2.15 (m, 1 H, 13-Hy), 2.30 (d, “ageq26ax = 13.6 Hz, 1 H, 26-H,,),
2.71-2.90 (sh, 3 H, 12-H, 29-H,,), 2.97 (s, 3 H, 17-H), 3.20 (d, >J5, = 6.0 Hz, 2 H, 3-H), 3.71
(s, 3 H, 36-H), 4.09 (bs, 1 H, 29-H,,), 4.31 (dd, *J1415 = *Ji4.1300 = 9.9 Hz, 1 H, 14-H), 4.81
(dd, *Jionm = *J1020=8.3 Hz, 1 H, 19-H), 4.89 (bs, 1 H, 25-H), 5.02 (dt, *Jonu = 8.3 Hz,
3J,3=6.0 Hz, 1 H, 2-H), 5.12 (d, /310315 = 12.4 Hz, 1H, 31-H,), 5.17 (d, “J31031a = 12.4 Hz,
1 H, 31-Hy), 6.57 (bs, 1 H, NHy), 7.15 (m, 2 H, 5-H) 7.18-7.37 (sh, 8 H, arom.-H), 7.72 (d,
Jnia = 8.3 Hz, 1 H, NHpy), 7.92 (s, 1 H, 10-H).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)

8 =1.06 (d, *Jis.15 = 6.5 Hz, 3 H, 16’-H), 3.63 (m, 1 H, 14-H), 3.68 (s, 1 H, 36-H), 4.18 (bs,
1 H, 29-H,,), 4.96 (dd, *Jionm = 9.3 Hz, *J1920 = 6.0 Hz, 1 H, 19-H), 6.60 (d, *Jxu.10 = 9.3 Hz,
1 H, NHy.), 7.89 (s, 1 H, 10-H).

BC-NMR (100 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

d=11.1(q, C-22), 15.9 (q, C-23), 19.6 (g, C-16), 20.0 (q, C-16°), 20.4 (t, C-27), 24.1 (t, C-
21), 24.8* (t, C-28), 25.9* (t, C-26), 29.1 (t, C-13), 29.4* (q, C-17), 30.1 (d, C-15), 30.2 (t, C-
12),37.1 (d, C-20), 38.2 (t, C-3), 42.2* (t, C-29), 52.3 (q, C-36), 53.2 (d, C-2), 53.6 (d, C-19),
55.0* (d, C-25), 58.9* (d, C-14), 67.6 (t, C-31), 123.0 (d, C-10), 127.0 (d, C-7), 127.8 (d, C-
33/34), 128.1 (d, C-35), 128.5 (2 d, C-6, C-33/34), 129.3 (d, C-5), 136.0 (s, C-4), 136.3 (s, C-
32), 149.1 (s, C-9), 160.6 (s, C-8), 170.0 (s, C-11), 170.4 (s, C-24), 171.8 (s, C-1), 173.2 (s,
C-18).
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Das Signal von C-30 ist nicht zu sehen.

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
d=11.2(q, C-22), 16.2 (q, C-23), 53.0 (d, C-2), 171.1 (s, C-1/11/18/24).

Schmelzpunkt: 47 °C
Optische Drehung: [a]2’ =+21.2 ° (c = 1.0, CHCl;)
Elementaranalyse:
C41H55N507S Ber. C 64.63 H7.28 N9.19
(761.98) Gef. C64.68 H7.14 N 8.77
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C41Hs6N507S [M+H]" 762.3900 762.3870
D
27
D28 25 o - o

"H-NMR (400 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

8 =0.75 (d, *Ji615 = 6.5 Hz, 3 H, 16-H), 0.82 (m, 3 H, 22-H), 0.93 (m, 3 H, 23-H), 0.96 (d,
3615 =6.5Hz, 3H, 16’-H), 1.07 (m, 1 H, 21-H,), 1.19-1.64 (sh, 4 H, 21-Hy, 26-Hay, 27-
H(1/2), 28-H(1/2)), 1.65-1.89 (sh, 3 H, 13-H,, 15-H, 20-H), 2.14 (m, 1 H, 13-Hy), 2.28 (d,
2 Jaseqa6ax = 13.5 Hz, 1 H, 26-H,,), 2.70-2.89 (sh, 3 H, 12-H, 29-H,,), 2.96 (s, 3 H, 17-H), 3.19
(d, *J3,=6.0 Hz, 2 H, 3-H), 3.69 (s, 3 H, 36-H), 4.07 (bs, 1 H, 29-H,,), 4.31 (m, 1 H, 14-H),
4.80 (dd, *Jionm = 1020 = 8.3 Hz, 1 H, 19-H), 4.89 (bs, 1 H, 25-H), 5.01 (dt, *Joxu = 8.3 Hz,
3J,3=6.0 Hz, 1 H, 2-H), 5.11 (d, /310315 = 12.4 Hz, 1H, 31-H,), 5.16 (d, “/31031a = 12.4 Hz,
1 H, 31-Hy), 6.57 (bs, 1 H, NHy.), 7.14 (dd, *Jss = 7.3 Hz, *Js7= 1.5 Hz, 2 H, 5-H) 7.17-7.40
(sh, 8 H, arom.-H), 7.72 (d, *Jxi2 = 8.3 Hz, 1 H, NHppe), 7.91 (s, 1 H, 10-H).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)

8=1.05(d, ’Jie1s = 6.5 Hz, 3 H, 16’-H), 3.67 (s, 1 H, 36-H), 4.16 (bs, 1 H, 29-Hg), 4.95 (dd,
3ot = 9.7 Hz, *Ji920= 6.3 Hz, 1 H, 19-H), 6.61 (d, *Jxu.10 = 9.7 Hz, 1 H, NHy,), 7.88 (s,
1 H, 10-H).
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BC-NMR (100 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

6=11.0(q, C-22), 15.9 (q, C-23), 19.6 (g, C-16), 20.0 (g, C-16"), 20.0* (m, C-27), 24.1 (t, C-
21), 24.4* (m, C-28), 25.4* (t, C-26), 29.0 (t, C-13), 29.3 (q, C-17), 30.1 (d, C-15), 30.2 (t, C-
12), 37.1 (d, C-20), 38.1 (t, C-3), 42.1* (t, C-29), 52.2 (g, C-36), 53.1 (d, C-2), 53.6 (d, C-19),
55.2% (d, C-25), 58.8 (d, C-14), 67.6 (t, C-31), 123.0 (d, C-10), 127.0 (d, C-7), 127.8 (d, C-
33/34), 128.0 (d, C-35), 128.5 (2 d, C-6, C-33/34), 129.2 (d, C-5), 135.9 (s, C-4), 136.3 (s, C-
32), 149.0 (s, C-9), 155.5%* (s, C-30), 160.5 (s, C-8), 170.0 (s, C-11), 170.4 (s, C-24), 171.7 (s,
C-1), 173.2 (s, C-18).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)

=112 (q, C-22), 16.2 (q, C-23), 20.3 (g, C-16), 20.5 (g, C-16’), 23.5 (t, C-21), 27.3 (q, C-
17), 29.6 (d, C-15), 30.5 (t, C-12), 53.0 (d, C-2), 54.3 (d, C-19), 62.7 (d, C-14), 67.5 (t, C-31),
123.2 (d, C-10).

HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C4Hs4DoNsO-S [M+H]™  764.4026 764.4079

((R)-2-{3-[Methyl-(/N-methyl-(R)-pipecolyl-(S)-isoleucyl)-amino]-4-methyl-pentyl}-
thiazol-4-carbonyl)-(S)-phenylalanin-methylester (58)
((R)-2-{3-[Methyl-(/V-methyl-(R)-4,5-dideutero-pipecolyl-(S)-isoleucyl)-amino]-4-methyl-
pentyl}-thiazol-4-carbonyl)-(S)-phenylalanin-methylester (d»-58)

Nach AAV S wurden 99 mg Tetrapeptid 57 (0.130 mmol) mit 180 ul HBr/AcOH
(33 Gew.%, 1.04 mmol, 8.0 Aq.) entschiitzt und anschlieBend am N-Terminus nach AAV 7
mit 11.8 mg Paraformaldehyd (0.131 mmol, 1.0 Aq.) und 9.0 mg Natriumcyanoborhydrid
(0.143 mmol, 1.1 Aq.) N-methyliert. Nach siulenchromatographischer Reinigung (CH,Cl,:
MeOH 99:1, 98:2, 9:1) wurden 40 mg des Produkts 58 (0.0623 mmol, 48 % d. Th.) als
gelbliches Ol erhalten.

Das deuterierte Produkt d,-58 wurde durch entsprechende Umsetzung von d»-57 erhalten
(72 % d. Th.).

Ry(58) = 0.28 (CH,Cl,:MeOH 9:1)

24 N..,_19

3o|

58
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"H-NMR (400 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

8 = 0.74 (d, Ji615=6.5Hz, 3H, 16-H), 0.87 (t, *Jro1 =7.4 Hz, 3 H, 22-H), 0.94 (2 d,
Jie1s = Jnz0=6.8 Hz, 3 H, 16’-H, 23-H), 0.98-1.24 (sh, 2 H, 21-H,, 27-H,,), 1.34 (ddd,
2 Jasax260q = “Jasax2s = Jrewarae = 11.2 Hz, 1 H, 26-H,y), 1.42-1.73 (sh, 5 H, 15-H, 21-Hy, 27-
Heq, 28-H), 1.73-1.90 (sh, 3 H, 13-H, 20-H, 26-H,,), 1.98 (dd, */20ax 20eq = "J29ax 28 = 10.0 Hz,
1 H, 29-H,y), 2.12 (dddd, *J13p.132 = 14.3 Hz, *Ji3p.1200 = 10.0 Hz, *J13p.1200 = 6.8 Hz, *Ji30.14 =
3.4 Hz, 1 H, 13-Hy), 2.20 (s, 3 H, 30-H), 2.46 (d, *J2s.260x = 9.8 Hz, 1 H, 25-H), 2.71-2.92 (sh,
3 H, 12-H, 29-H,,), 2.97 (s, 3 H, 17-H), 3.19 (d, *J5, = 6.0 Hz, 2 H, 3-H), 3.69 (s, 3 H, 31-H),
431 (m, 1 H, 14-H), 4.75 (dd, *Jioxu = *Ji920 = 8.8 Hz, 1 H, 19-H), 5.00 (dt, *Joxu = 8.3 Hz,
3J2,3 =6.0 Hz, 1 H, 2-H), 7.02 (d, 3JNH,lg =9.0 Hz, 1 H, NHye), 7.12-7.27 (sh, 5 H, arom.-H),
7.73 (d, *Jnp2 = 8.3 Hz, 1 H, NHpy,), 7.91 (s, 1 H, 10-H).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
8 = 1.05 (d, *Jig.1s = 6.8 Hz, 3 H, 16>-H), 3.63 (m, 1 H, 14-H), 4.93 (dd, *Jioxu =9.2 Hz,
3Ji920 = 5.9 Hz, 1 H, 19-H), 7.88 (s, 1 H, 10-H).

BC-NMR (100 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

6 =10.9 (q, C-22), 15.9 (q, C-23), 19.5 (g, C-16), 20.1 (q, C-16°), 23.2 (t, C-27), 24.5 (t, C-
21), 25.0 (t, C-28), 29.1 (t, C-13), 29.5* (q, C-17), 30.1 (d, C-15), 30.2 (t, C-12), 30.3 (t, C-
26), 37.0 (d, C-20), 38.1 (t, C-3), 44.8 (q, C-30), 52.2 (q, C-31), 53.0 (d, C-19), 53.1 (d, C-2),
55.3 (t, C-29), 58.7* (d, C-14), 69.6 (d, C-25), 123.0 (d, C-10), 127.0 (d, C-7), 128.5 (d, C-6),
129.2 (d, C-5), 136.0 (s, C-4), 149.0 (s, C-9), 160.6 (s, C-8), 170.1 (s, C-11), 171.7 (s, C-1),
173.2 (s, C-18), 174.2 (s, C-24).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)

6 =113 (q, C-22), 16.5 (q, C-23), 20.3 (q, C-16), 20.6 (q, C-16"), 24.1 (t, C-21), 27.2 (q, C-
17), 38.4 (t, C-3), 52.1 (q, C-31), 53.2, 53.4 (2 d, C-2, C-19), 123.1 (d, C-10), 169.9 (s, C-11),
172.9 (s, C-18).

Optische Drehung: [a]2’ =+23.6 ° (c = 1.0, CHCl;)

HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C34Hs,N505S [M+H]" 642.3689 642.3729
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d,-58
"H-NMR (400 MHz, CDCl5):
Hauptrotamer
8=0.75 (d, *Ji6.5 = 6.8 Hz, 3 H, 16-H), 0.88 (t, *Jr221 = 7.4 Hz, 3 H, 22-H), 0.96 (d, >J23.20 =
6.8 Hz, 3 H, 23-H), 0.96 (d, *Ji¢15= 6.8 Hz, 3 H, 16’-H), 1.08-1.20 (sh, 1.5 H, 21-H,, 27-
Hax(1/2)), 1.33 (m, 1 H, 26-H,y), 1.42-1.91 (sh, 6.5 H, 13-H,, 15-H, 20-H, 21-Hy, 26-H,,, 27-
Hey(1/2), 28-H(1/2)), 1.97 (m, 1 H, 29-H,,), 2.14 (m, 1 H, 13-Hy), 2.20 (s, 3 H, 30-H), 2.45 (dd,
3 Jasasax = 11.2 Hz, *Jhs26eq = 3.4 Hz, 1 H, 25-H), 2.72-2.89 (sh, 3 H, 12-H, 29-H.,), 2.98 (s,
3 H, 17-H), 3.20 (d, *J3,=6.1 Hz, 2 H, 3-H), 3.70 (s, 3 H, 31-H), 4.32 (m, 1 H, 14-H), 4.76
(dd, *Jionu = *J1920 = 8.8 Hz, 1 H, 19-H), 5.01 (dt, *Joxu = 8.3 Hz, *Jo3=6.1 Hz, 1 H, 2-H),
7.01 (d, *Jnp1o = 9.5 Hz, 1 H, NHye), 7.15 (d, *Jss = 6.8 Hz, 2 H, 5-H) 7.21 (t, *J76=7.0 Hz,
1 H, 7-H), 7.26 (dd, *Jss~>Js7=6.9 Hz, 2 H, 6-H), 7.73 (d, *Jnu2 = 8.3 Hz, 1 H, NHpy),
7.92 (s, 1 H, 10-H).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
8 =0.96 (d, *Jis.15 = 6.8 Hz, 3 H, 16°-H), 2.77 (s, 3 H, 17-H), 3.64 (m, 1 H, 14-H), 3.69 (s,
1 H, 31-H), 4.94 (dd, *Jioxu = 9.7 Hz, *J1920 = 5.9 Hz, 1 H, 19-H), 7.89 (s, 1 H, 10-H).

BC-NMR (100 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

6=11.0(q, C-22), 16.0 (q, C-23), 19.6 (g, C-16), 20.1 (g, C-16"), 23.0* (m, C-27), 24.6 (t, C-
21), 24.8* (m, C-28), 29.1 (t, C-13), 29.5* (q, C-17), 30.1 (d, C-15), 30.3 (t, C-12), 30.3 (t, C-
26), 37.1 (d, C-20), 38.2 (t, C-3), 44.9 (q, C-30), 52.3 (g, C-31), 53.0 (d, C-19), 53.2 (d, C-2),
55.3 (t, C-29), 58.8* (d, C-14), 69.7 (d, C-25), 123.0 (d, C-10), 127.1 (d, C-7), 128.5 (d, C-6),
129.3 (d, C-5), 136.0 (s, C-4), 149.1 (s, C-9), 160.6 (s, C-8), 170.2 (s, C-11), 171.8 (s, C-1),
173.3 (s, C-18), 174.3 (s, C-24).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
o =11.4(q, C-22), 16.5 (q, C-23), 20.4 (g, C-16), 20.7 (q, C-16’), 27.3 (q, C-17), 38.4 (t, C-
3),52.1 (g, C-31), 62.8 (d, C-14), 123.1 (d, C-10).

HRMS (CI) Berechnet Gefunden
Ci4HsoDoNsOsS [M+H]™  644.3815 644.3808
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((R)-2-{3-[Methyl-(/N-methyl-(R)-pipecolyl-(S)-isoleucyl)-amino]-4-methyl-pentyl}-
thiazol-4-carbonyl)-(S)-phenylalanin-Trifluoressigsiure-Salz (59)
((R)-2-{3-[Methyl-(/V-methyl-(R)-4,5-dideutero-pipecolyl-(S)-isoleucyl)-amino]-4-methyl-
pentyl}-thiazol-4-carbonyl)-(S)-phenylalanin-Trifluoressigsidure-Salz (d,-59)

Gemdll AAV 3 wurden 40 mg des N-methylierten Tetrapeptids 58 (62.3 pmol) mit 100 ul
1 M NaOH (100 pmol, 1.6 Aq.) verseift und mit Trifluoressigsiure angesiuert. Nach siulen-
chromatographischer Reinigung (CH,Cl;:MeOH 9:1, 8:2) wurde das TFA-Salz 59 in

quantitativer Ausbeute als weiller Feststoff erhalten.

Entsprechend konnte das deuterierte N-methylierte Tetrapeptid d>-58 zu d»-59 verseift

werden (quant.).

Ry(59) = 0.10 (CH,Cl,:MeOH 9:1)

59
"H-NMR (400 MHz, MeOD):
Hauptrotamer
8=0.79 (d, *Ji6.15s = 6.5 Hz, 3 H, 16-H), 0.91 (t, *J2201 = 7.4 Hz, 3 H, 22-H), 0.97 (d, *J16°.15 =
6.5Hz, 3H, 16’-H), 1.01 (d, *Ja320=6.8 Hz, 3 H, 23-H), 1.21 (ddq, “J21a21 = 13.6 Hz,
3 a1a20=9.4 Hz, *Jr1a20=7.3 Hz, 1 H, 21-H,), 1.52-1.69 (sh, 2 H, 21-Hy, 27-H,,), 1.71-2.05
(sh, 7 H, 13-H,, 15-H, 20-H, 26-H,,, 27-Heq, 28-H), 2.10-2.27 (sh, 2 H, 26-He,, 13-Hy), 2.73
(s, 3 H, 30-H), 2.80-3.00 (sh, 2 H, 12-H,, 12-Hy), 3.06 (m, 1 H, 29-H,,), 3.07 (s, 3 H, 17-H),
3.20 (dd, “J3a35 = 13.8 Hz, *J3,, = 6.8 Hz, 1 H, 3-H,), 3.33 (m, 1 H, 3-Hy, (unter MeOD)), 3.48
(d, *Jr9eq29ax = 12.3 Hz, 1 H, 29-H,,), 3.78 (d, *Jas26x = 11.6 Hz, 1 H, 25-H), 4.21 (bs, 1 H,
14-H), 4.69 (d, *J1920=7.5 Hz, 1 H, 19-H), 4.85 (m, 1 H, 2-H (unter H,0)), 7.15-7.30 (sh,
5 H, arom.-H), 8.04 (s, 1 H, 10-H).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)

8 =1.09 (d, *Jig15=6.3 Hz, 3 H, 16°-H), 2.34 (m, 1 H, 13-Hy), 2.55 (s, 3 H, 30-H), 2.65 (s,
3 H, 17-H), 3.70 (dd, *Ji4.1306 = *J1415=9.0 Hz, 1 H, 14-H), 3.84 (d, *Jas260 = 12.0 Hz, 1 H,
25-H), 7.97 (s, 1 H, 10-H).

BC-NMR (100 MHz, MeOD):

Hauptrotamer

8 =11.4 (g, C-22), 16.1 (q, C-23), 20.3 (q, C-16), 20.5 (q, C-16"), 22.3 (t, C-27), 24.0 (t, C-
28), 25.4 (t, C-21), 30.0 (t, C-13), 30.2 (t, C-26), 30.4* (g, C-17), 31.0 (t, C-12), 31.2 (d, C-
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15), 37.5 (d, C-20), 38.5 (t, C-3), 42.8 (q, C-30), 55.2 (d, C-2), 56.1 (d, C-19; t, C-29), 60.9*
(d, C-14), 68.1 (d, C-25), 118.2 (q, 'Jsor = 289.5 Hz, C-32), 124.6 (d, C-10), 127.9 (d, C-7),
129.4 (d, C-6), 130.5 (d, C-5), 138.2 (s, C-4), 150.0 (s, C-9), 162.7 (s, C-8), 163.0 (q,
2Jyr = 32.8 Hz, C-31), 169.2 (s, C-24), 172.2 (s, C-11), 174.4 (s, C-18), 174.7 (s, C-1).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)

6 =11.7 (q, C-22), 16.5 (q, C-23), 20.6 (g, C-16), 20.9 (q, C-16’), 24.5 (t, C-21), 28.3 (q, C-
17), 38.7 (t, C-3), 43.0 (g, C-30), 55.3 (d, C-2), 64.8 (d, C-14), 124.8 (d, C-10), 127.8 (d, C-
7), 129.3 (d, C-6), 130.6 (d, C-5), 138.5 (s, C-4), 150.2 (s, C-9), 169.4 (s, C-24), 172.6 (s, C-
11), 173.7 (s, C-18).

Optische Drehung: [a]2’ =-1.0 ° (c = 1.0, MeOH)
Schmelzpunkt: 88 °C

HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C24H4oN505S [M-CoH;0]"  480.3008 480.2983

D
)
24 N..,Je j/lk
H |30 J*

32 31
F,C—COO0"

d,-59
"H-NMR (400 MHz, MeOD):
Hauptrotamer
8=0.79 (d, *Ji6.15s = 6.8 Hz, 3 H, 16-H), 0.91 (t, *J201 = 7.4 Hz, 3 H, 22-H), 0.97 (d, *J16°.15 =
6.5Hz, 3H, 16>-H), 1.01 (d, *Ja20 = 6.8 Hz, 3 H, 23-H), 1.20 (ddq, /212215 = 13.6 Hz,
3 hta20=9.6 Hz, *J1a0=73Hz, 1H, 21-H,), 1.56 (m, 0.5H, 27-Hu(1/2)), 1.63 (dqd,
*ha1va1a = 13.6 Hz, *Ja1p20 = 7.5 Hz, *Ja1v20 = 2.8 Hz, 1 H, 21-Hy), 1.71-2.05 (sh, 5.5 H, 13-H,,
15-H, 20-H, 26-H.,, 27-Heq(1/2), 28-H(1/2)), 2.13 (ddd, *Jaseqasax = 14.3 Hz, *Jageqos =
3 Ja6eq27ax bow. eq = 3-0 Hz, 1 H, 26-Heg), 2.21 (dddd, *Jisb.130 = 14.3 Hz, *Ji3p.120 = Ji30,14 =
8.5 Hz, 1 H, 13-Hy), 2.72 (s, 3 H, 30-H), 2.80-3.00 (sh, 2 H, 12-H,, 12-Hy), 3.06 (m, 1 H, 29-
Hay), 3.07 (s, 3 H, 17-H), 3.20 (dd, %J3.3, = 13.8 Hz, *J3., = 6.8 Hz, 1 H, 3-H,), 3.33 (m, 1 H,
3-Hy, (unter MeOD)), 3.47 (dd, *Jageq20ax = 12.3 HzZ, *Jaoeqasax baw. eq = 2.8 Hz, 1 H, 29-H,,),
3.77 (dd, *Jasaeex = 12.2 Hz, *Jasaeeq=3.2, 1H, 25-H), 4.19 (bs, 1 H, 14-H), 4.70 (d,
3J1020="7.5Hz, 1 H, 19-H), 4.85 (m, 1 H, 2-H (unter H,0)), 7.15-7.29 (sh, 5 H, arom.-H),
8.04 (s, 1 H, 10-H).
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Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)

8 =1.10 (d, *Ji¢.15 = 6.5 Hz, 3 H, 16°-H), 2.34 (m, 1 H, 13-Hy), 2.54 (s, 3 H, 30-H), 2.64 (s,
3H, 17-H), 3.70 (ddd, *Ji413 = Ji41s = 10.3 Hz, *Ji413.=2.5Hz, 1 H, 14-H), 3.84 (dd,
> Jas 26 = 12.0 Hz, *Jas 26eq = 3.3 Hz, 1 H, 25-H), 5.07 (d, *J1920 = 5.3 Hz, 1 H, 19-H), 7.96 (s,
1 H, 10-H).

BC-NMR (100 MHz, MeOD):

Hauptrotamer

d=11.4(q, C-22), 16.2 (q, C-23), 20.3 (g, C-16), 20.5 (q, C-16"), 22.0 (m, C-27), 23.6 (m, C-
28), 25.4 (t, C-21), 30.0 (t, C-13), 30.1 (t, C-26), 30.4* (q, C-17), 31.0 (t, C-12), 31.2 (d, C-
15), 37.6 (d, C-20), 38.6 (t, C-3), 42.9 (q, C-30), 55.3 (d, C-2), 56.1, 56.2 (d, C-19; t, C-29),
60.7* (d, C-14), 68.1 (d, C-25), 118.3 (q, 'Js2r = 295.3 Hz, C-32), 124.6 (d, C-10), 127.8 (d,
C-7), 129.4 (d, C-6), 130.5 (d, C-5), 138.2 (s, C-4), 150.1 (s, C-9), 162.7 (s, C-8), 169.3 (s, C-
24), 172.1 (s, C-11), 174.4 (s, C-18), 174.7 (s, C-1).

Das Signal von C-31 ist nicht zu sehen.

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)

o =11.7 (q, C-22), 16.5 (g, C-23), 20.6 (g, C-16), 20.9 (q, C-16’), 24.5 (t, C-21), 28.3 (q, C-
17), 38.8 (t, C-3), 43.0 (g, C-30), 55.2 (d, C-2), 64.9 (d, C-14), 124.7 (d, C-10), 127.7 (d, C-
7), 129.3 (d, C-6), 130.5 (d, C-5), 138.7 (s, C-4), 150.3 (s, C-9), 169.4 (s, C-24), 172.6 (s, C-
11), 173.7 (s, C-18).

HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C34Hs0DoN505S [M+CH;3]"  644.3815 344.3820

(S)-N-tert.-Butoxycarbonyl-pipecolinsiure-S-(2-acetylamino-ethyl)-thioester ((5)-65)

(R)-N-tert.-Butoxycarbonyl-pipecolinsiure-S-(2-acetylamino-ethyl)-thioester ((R)-65)
GemilB AAV 10 wurden 62 mg Boc-Pipecolinsdure (S)-10 (0.270 mmol, >99 % ee) mit

74 mg CDI (0.456 mmol, 1.7 Aq.) und 81 mg N-Acetylcysteamin (0.68 mmol, 2.5 Aq.) in

2.2 ml trockenem THF umgesetzt. Nach sdulenchromatographischer Reinigung (EE) wurden
86 mg des SNAC-Esters (5)-65 (0.260 mmol, 96 % d. Th., 94 % ee) als farbloses Ol erhalten.

Durch entsprechende Umsetzung wurde der (R)-SNAC-Ester (R)-65 (89 % d. Th., 94 %
ee) erhalten.

Ry(65) = 0.29 (EE)
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"H-NMR (400 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

§=1.23 (m, 1 H, 4-Hyy), 1.40 (m, 1 H, 5-Hy), 1.46 (s, 9 H, 9-H), 1.53-1.67 (sh, 3 H, 3-H,y, 4-
Heq 5-He), 1.93 (s, 3 H, 13-H), 2.27 (m, 1 H, 3-Hey), 2.94 (dd, Jeax6eq = Joaxsax = 13.3 Hz,
1 H, 6-Hyy), 3.01 (t, *Jio11 = 6.5 Hz, 2 H, 10-H), 3.40 (td, *Ji11.10 = Ji1nu = 6.0 Hz, 2 H, 11-
H), 3.96 (d, “Jseqeax = 12.8 Hz, 1 H, 6-H,,), 4.90 (bs, 1 H, 2-H), 5.97 (bs, 1 H, NH).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)

& = 1.43 (s, 9H, 9-H), 2.84 (dd, “Jeaxseq = Joaxsax = 12.6 Hz, 1 H, 6-H,y), 3.01 (t, *Jio11 =
6.0 Hz, 2 H, 10-H), 3.39 (td, *J11.10 = *Ji1xu = 5.6 Hz, 2 H 11-H), 4.09 (d, “Jeeqeax = 11.8 Hz,
1 H, 6-H,,), 4.74 (bs, 1 H, 2-H), 5.86 (bs, 1 H, NH).

BC-NMR (100 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

5 =20.3 (t, C-4), 23.2 (q, C-13), 24.6 (t, C-5), 26.2 (t, C-3), 28.3 (q, C-9, t, C-10), 39.4 (t, C-
11),42.4 (t, C-6), 60.8 (d, C-2), 80.6 (s, C-8), 155.6 (s, C-7), 170.3 (s, C-1).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)

8=24.4(t, C-5),39.6 (t,C-11),41.0 (t, C-6), 61.9 (d, C-2), 154.7 (s, C-7).

HPLC: Chiralcel OD-H, Hexan:EtOH 93:7, 2 ml/min

(R)-65: tr = 3.32 min
(5)-65: tr = 4.28 min
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
Ci15H27N,048 [M+H]" 331.1692 331.1718

(R)-Pipecolinsiure-S-(2-acetylamino-ethyl)-thioester-Hydrochlorid ((R)-66)
(S)-Pipecolinsiiure-S-(2-acetylamino-ethyl)-thioester-Hydrochlorid ((5)-66)

70 mg des Boc-geschiitzten (R)-Pipecolinsdure-SNAC-esters (R)-65 (0.212 mmol) wurden
bei 0 °C mit 1.1 ml einer 4 M HCI-Losung in Dioxan (4.4 mmol, 21 Aq.) versetzt. Nach 1.5 h
wurde das Dioxan abrotiert, wobei 50 mg eines farblosen, glasartigen Feststoffs (R)-66

(0.187 mmol, 88 % d. Th.) erhalten wurden, welcher sich als sehr hygroskopisch erwies.

Ebenso wurde das entsprechende (S)-Enantiomer zu (S)-66 entschiitzt (88 % d. Th.).
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"H-NMR (400 MHz, DMSO-dy):

& = 1.52-2.88 (sh, 5 H, 3-H,, 4-H, 5-H), 1.80 (s, 3 H, 10-H), 2.13 (m, 1 H, 3-H,,), 2.88 (m,
1 H, 6-Hyy), 3.02 (dt, *J7a7 = 13.3 Hz, *Jrag = 7.1 Hz, 1 H, 7-H,), 3.07 (dt, *J7y7. = 13.3 Hz,
*Jms=6.3Hz, 1 H, 7-Hy), 3.19-3.28 (sh, 3 H, 6-H.,, 8-H), 4.28 (m, 1H, 2-H), 8.13 (t,
Jnig = 5.3 Hz, 1 H, NHyac), 9.14 (m, 1 H, NH"), 9.60 (m, 1 H, NH"").

BC-NMR (100 MHz, DMSO-dy):
§=21.1,21.2 (2 t, C-4, C-5), 22.5 (q, C-10), 27.2 (t, C-3), 28.2 (t, C-7), 37.7 (t, C-8), 43.4 (t,
C-6), 62.3 (d, C-2), 169.4 (s, C-9), 196.3 (s, C-1).

HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C10HoN>0,S [M+H]" 231.1167 231.1188

(S)-N-tert.-Butoxycarbonyl-pipecolinsiure-thiophenyl-ester ((5)-67)
(R)-N-tert.-Butoxycarbonyl-pipecolinsiure-thiophenyl-ester ((R)-67)

Zu einer Losung von 72 mg Boc-Pipecolinsdure (S)-10 (0.314 mmol, >99 % ee) in 1.2 ml
THF abs. wurden bei Raumtemperatur 47 ul Triethylamin (0.334 mmol, 1.07 Aq.) und
anschlieBend bei —20 °C 43 ul Chlorameisensiure-iso-butylester (0.332 mmol, 1.06 Aq.)
zugetropft. Nach 5 min wurde das Reaktionsgemisch auf —5 °C erwédrmt und 30 min bei dieser
Temperatur geriihrt, wonach 35 pl Thiophenol (97 %, 0.341 mmol, 1.09 Aq.), geldst in
0.25 ml THF abs., zugetropft wurden. Es wurde iiber Nacht auf Raumtemperatur erwirmt.!'%*!

Zur Aufarbeitung wurde das ausgefallene Triethylamin-Hydrochlorid abfiltriert, das
Losemittel am Rotationsverdampfer entfernt und das Rohprodukt sédulenchromatographisch
(Hexan:EE 95:5, 9:1) gereinigt. Es wurden 92 mg des Thiophenolesters (S5)-67 (0.286 mmol,

91 % d. Th., >99 % ee) als farbloses Ol erhalten.
Thiophenolester (R)-67 konnte auf gleiche Weise erhalten werden (81 % d. Th., >99 %

ee).

Ry(67) = 0.27 (Hexan:EE 9:1)

67
Das Rotamerenverhdltnis betrdgt bei Raumtemperatur 1:1.
"H-NMR (400 MHz, CDCl;):
O =1.28-1.48 (sh, 4 H, 4-H,x, 5-Hax), 1.50 (s, 18 H, 9-H), 1.56-1.73 (sh, 6 H, 3-H,y, 4-Heq, 5-
Heg), 2.29 (d, “Jeqzax = 16.6 Hz, 1 H, 3-H.y), 2.33 (d, 2J3eq,3aX =15.6 Hz, 1 H, 3-H,q), 3.00 (dd,
oaxseq = Joaxsax = 11.9 Hz, 1 H, 6-Hay), 3.06 (dd, “Jsaxseq = Joaxsax = 12.5 Hz, 1 H, 6-Hay),
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4.04 (d, “Joeqeax = 13.8 Hz, 1 H, 6-Hoy), 4.17 (d, *Jseqeax = 12.6 Hz, 1 H, 6-H,,), 4.88 (bs, 1 H,
2-H), 5.10 (bs, 1 H, 2-H), 7.35-7.43 (sh, 10 h, arom.-H).

BC-NMR (100 MHz, CDCl5):

§=20.2,20.4 (2t, C-4), 24.5,24.8 (2 t, C-5),26.2,26.5 (2 t, C-3), 28.4 (q, C-9), 41.1, 42.5 (2
t, C-6), 60.8, 62.0 (2 d, C-2), 80.7 (s, C-8), 127.6 (s, C-10), 129.2 (d, C-13), 129.2, 129.3 (2 d,
C-11/12), 134.6, 134.8 (2 d, C-11/12), 154.7 (s, C-7), 199.2, 199.5 (2 s, C-1).

Optische Drehung: [a]2’ =+149 ° (c = 1.0, CHCl;, (R)-67)

HPLC: Reprosil 100 Chiral-NR 8 pm, Hexan:iPrOH 99:1, 1 ml/min

(R)-67: tr = 31.78 min
(5)-67: tr = 34.29 min
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C17H4NO;S [M+H]" 322.1477 322.1481

(R)-Pipecolinsiure-thiophenyl-ester-Hydrochlorid ((R)-68)
(S)-Pipecolinsiure-thiophenyl-ester-Hydrochlorid ((5)-68)

Zur Abspaltung der Boc-Schutzgruppe wurden 72 mg des Boc-geschiitzten (R)-Pipecolin-
sdurethiophenolesters (R)-67 (0.224 mmol) bei 0 °C mit 1.12 ml einer 4 M HCI-L6sung in
Dioxan (4.48 mmol, 20 Aq.) versetzt. Nach 5h wurde das Dioxan abrotiert und der
entstandene weille Feststoff wurde in Diethylether suspendiert, welcher anschliefend
abdekantiert wurde. Es wurden 56 mg des Hydrochlorids (R)-68 (0.217 mmol, 97 % d. Th.)
als weiller Feststoff erhalten.

Ebenso wurde das entsprechende (S)-Enantiomer (S)-67 zu (S5)-68 entschiitzt (quant.).

4
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68

"H-NMR (400 MHz, DMSO-d):

8 = 1.57-1.87 (sh, 5 H, 3-Hy, 4-H, 5-H), 2.25 (d, *J3eq3ax = 14.2 Hz, 1 H, 3-Hy), 2.91 (dd,
*Jsaxseq = 12.1 Hz, *Joax5ax = 8.7 Hz, 1 H, 6-Hay), 3.25 (d, *Jseqeax = 12.1 Hz, 1 H, 6-H.,), 4.45
(dd, *J230x = 11.3 Hz, *J23¢q = 2.8 Hz, 1 H, 2-H), 7.43-7.57 (sh, 5 H, arom.-H), 9.34 (bs, 1 H,
NH"), 9.76 (bs, 1 H, NH"").

BC-NMR (100 MHz, DMSO-dy):
§=21.0,21.3 (2 t, C-4, C-5), 27.0 (t, C-3), 43.5 (t, C-6), 62.1 (d, C-2), 125.0 (s, C-7), 129.7
(d, C-8/9), 130.2 (d, C-10), 134.6 (d, C-8/9), 194.5 (s, C-1).
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Optische Drehung: [a]2’ =-43.1° (c = 1.0, MeOH, (R)-68)
[a]2’ =+49.1° (c = 1.0, MeOH, (S)-68)

Schmelzpunkt: 190-192 °C (Zers.)
Elementaranalyse:

C12H6sCINOS Ber. C 55091 H 6.26 N 5.43
(257.78) Gef. (C55.95 H 6.54 N 5.47
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C12H16N202S [M+H]" 222.0953 222.0932

(S)-N-Deuteromethyl-pipecolinsiure-S-(2-acetylamino-ethyl)-thioester ((S)-d;-71)
(R)-N-Deuteromethyl-pipecolinsiure-S-(2-acetylamino-ethyl)-thioester ((R)-d;-71)

Nach AAV 10 wurden 72 mg (S)-N-Deuteromethyl-pipecolinsdure (S)-d;-14 (0.503
mmmol), suspendiert in 5ml THF abs. und zur besseren Loslichkeit mit 39 ul TFA
(0.506 mmol, 1.0 Aq.) versetzt, mit 139 mg CDI (0.857 mmol, 1.70 Aq.) und 77 mg N-
Acetylcysteamin (0.646 mmol, 1.3 Aq.) zur Thioveresterung eingesetzt. Nach siulen-
chromatographischer Reinigung (EE, Alox N Aktivitétsstufe II) wurden 58 mg des SNAC-
Esters (5)-d;-71 (0.237 mmol, 47 % d. Th.) als gelblicher Feststoff erhalten.

Auf die gleiche Weise konnte der SNAC-Ester (R)-d;-71 erhalten werden (60 mg,
0.246 mmol, 49 % d. Th.).

R(71) = 0.22 (EE, Alox N)

4
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di-71
"H-NMR (400 MHz, CDCls):
8 = 1.24 (m, 1 H, 4-H,,), 1.53-1.66 (sh, 3 H, 3-H,,, 5-H), 1.73 (ddddd, *Jieqaax = 13.1 Hz,
eqiax = Jaeqieq = Jaeqsax = Jaeqseq = 3.8 Hz, 1 H, 4-Hey), 1.80 (dddd, *Jieqiax = 12.9 Hz,
Jieqr = “Jreqaax = Jaeqaeq = 3.4 Hz, 1 H, 3-Heg), 1.92 (s, 3 H, 11-H), 2.03 (m 1 H, 6-H,,), 2.21
(s, 2H, 7-H), 2.80 (dd, *Jo30x=10.7 Hz, *Jy3.¢=3.4 Hz, 1 H, 2-H), 2.94 (ddd, *Jeeq6ax =
11.5 Hz, *Joeq 500 = Joeqseq = 3.6 Hz, 1 H, 6-Heg), 3.00 (t, *Jyo = 6.4 Hz, 2 H, 8-H), 3.40 (td,
3Jos = Jonu = 6.2 Hz, 2 H, 9-H), 5.84 (bs, 1 H, NH).

BC-NMR (100 MHz, CDCl5):
§ =22.9 (t, C-4), 23.2 (q, C-11), 25.0 (t, C-5), 27.6 (t, C-8), 30.7 (t, C-3), 39.8 (t, C-9), 44.3
(t, 'J7p =20.4 Hz, C-7), 55.3 (t, C-6), 75.1 (d, C-2), 170.1 (s, C-10), 203.6 (s, C-1).
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Es konnte keine geeignete Trennmethode zur Bestimmung der ee-Werte mittels HPLC oder

GC gefunden werden.

Optische Drehung: [a]2’ =-49.0 ° (c = 1.0, CHCls, (S)-d;-71)
[a]2’ =+50.2 ° (c = 1.0, CHCls, (R)-d;-71)

HRMS (CI) Berechnet Gefunden

C11H30DN,0,S [M+H]" 246.1387 246.1344

N-Deuteromethyl-(R)-pipecolyl-(S/R)-isoleucin-S-(2-acetylamino-ethyl)-thioester
N-Deuteromethyl-(S)-pipecolyl-(S/R)-isoleucin-S-(2-acetylamino-ethyl)-thioester
((R,S/R)-d;-73) und ((S,S/R)-d,-73)

Nach AAV 10 wurden 64 mg des Dipeptids (R,S)-d;-21 (0.249 mmmol) in 2.5 ml THF
abs. geldst und mit 69 mg CDI (0.426 mmol, 1.7 Aq.) und 41 mg N-Acetylcysteamin (0.344
mmol, 1.4 Aq.) zur Thioveresterung eingesetzt. Nach sidulenchromatographischer Reinigung
(EE, Alox N Aktivitdtsstufe II) wurden 65 mg des SNAC-Esters (R,S)-d;-73 (0.181 mmol,
73 % d. Th., Epimerisierung: (R,S)-d;-73:(R,R)-d;-73 2.3:1) als farbloses zihes Ol erhalten,
welches nach einiger Zeit zu einem weilen Feststoff erstarrte.

Auf die gleiche Weise konnte der SNAC-Ester (S,5)-d;-73 erhalten werden (59 mg,
0.165 mmol, 66 % d. Th., Epimerisierung: (S,5)-d;-73:(S,R)-d;-73 1.9:1).

R(73) = 0.11 (Alox N, EE)

"H-NMR (400 MHz, CDCl5):

(R,S)-d;-73

8 =0.90 (t, *Js4=7.2Hz, 3 H, 5-H), 0.96 (d, *Js3=6.8 Hz, 3 H, 6-H), 1.14 (ddq, “Jsa =
13.4 Hz, *J403 = 9.6 Hz, *Jy,5s="7.1 Hz, 1 H, 4-H,), 1.23 (m, 1 H, 10-H,y), 1.43 (dqd, *Jap4a =
13.4 Hz, *Jups = 7.6 Hz, *Jup3 = 3.8 Hz, 1 H, 4-Hy), 1.47-1.68 (sh, 3 H, 9-H,,, 11-H), 1.76 (m,
1 H, 10-H,,), 1.91 (m, 1 H, 9-H,), 1.93 (s, 3 H, 17-H), 1.97-2.12 (sh, 2 H, 3-H, 12-H,,), 2.19
(s, 2H, 13-H), 2.53 (dd, *Jgoax = 11.3 Hz, *Jy9eq=3.5 Hz, 1 H, 8-H), 2.92 (d, i2eqi2ax =
11.5Hz, 1 H, 12-Hy), 3.01 (t, *Jis15=6.3 Hz, 2 H, 14-H), 3.36 (ddt, “Jis.150 = 14.0 Hz,
isant ® Jisa14=6.1Hz, 1H, 15-H,), 3.42 (ddt, *Jisp.ise=14.0 Hz, *Jispnu = Jisp.14 =
6.7Hz, 1H, 15-Hy), 4.54 (dd, *Joxu=8.8 Hz, *Jh3=4.8Hz, 1H, 2-H), 592 (bs, 1H,
NHnac), 7.10 (d, *Jnp2 = 8.8 Hz, 1 H, NHy,).
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Bei einer Verschiebung von 2.21 ppm ist das Signal von 13-H der undeuterierten Verbindung
(R,S)-73 als Singulett zu erkennen.

(R,R)-d;-73 (ausgewdhlite Signale)

8 =0.85 (d, *Js3=6.8 Hz, 3 H, 6-H), 0.92 (t, °Js4= 7.3 Hz, 3 H, 5-H), 1.33 (m, 1 H, 9-H,,),
2.27 (s, 2 H, 13-H), 2.52 (dd, *Jgoa = 11.3 Hz, *Jgoeq = 3.3 Hz, 1 H, 8-H), 4.72 (dd, *Jonn =
9.3 Hz, ’J,3=4.0 Hz, 1 H, 2-H), 7.08 (d, *Jxu2 = 9.3 Hz, 1 H, NHy,).

Bei einer Verschiebung von 2.30 ppm ist das Signal von 13-H der undeuterierten Verbindung
(R,R)-73 als Singulett zu erkennen.

(§,9)-d;-73

8 = 0.89 (t, *Js4=7.5Hz, 3H, 5-H), 0.93 (d, *Js3=6.8 Hz, 3 H, 6-H), 1.09 (ddq, “Jsau =
13.5 Hz, 3J43,3 =9.5 Hz, 3J4a,5 =7.2Hz, 1 H, 4-H,), 1.20 (m, 1 H, 10-H,y), 1.29-1.42 (m, 2 H,
4-Hy, 9-Hay), 1.49 (m, 1 H, 11-Hyy), 1.63 (m, 1 H, 11-H¢g), 1.71 (m, 1 H, 10-H,), 1.86-2.07
(sh, 3H, 3-H, 9-Hq, 12-Hay), 1.92 (s, 3H, 17-H), 2.23 (s, 2 H, 13-H), 2.50 (dd, 3Jg,gax=
11.2 Hz, 3J8’9eq =3.4Hz, 1 H, 8-H), 2.91 (d, 2leeq,1ZaX =11.5Hz, 1 H, 12-H), 3.01 (m, 2 H,
14-H), 3.38 (m, 2 H, 15-H), 4.57 (dd, *Joxu = 8.9 Hz, °J,3=5.0 Hz, 1 H, 2-H), 6.12 (bs, 1 H,
NHnac), 7.06 (d, *Jn2 = 8.9 Hz, 1 H, NHy,).

Bei einer Verschiebung von 2.25 ppm ist das Signal von 13-H der undeuterierten Verbindung
(S,S)-73 als Singulett zu erkennen.

(S,R)-d;-73 (ausgewdhlte Signale)

8=0.86 (d, *Js3=7.0 Hz, 3 H, 6-H), 0.92 (t, *Js4=7.3Hz, 3 H, 5-H), 1.75 (m, 1 H, 10-Heg),
1.92 (s, 3H, 17-H), 2.11 (m, 1 H, 3-H), 2.18 (s, 2 H, 13-H), 2.52 (dd, 3Jg,9ax =11.3 Hz,
*Jyoeq=3.3Hz, 1H, 8-H), 4.67 (dd, *Joxu=8.7Hz, *J,3=3.8Hz, 1H, 2-H), 7.08 (d,
3Jnio = 8.7 Hz, 1 H, NHy).

Bei einer Verschiebung von 2.20 ppm ist das Signal von 13-H der undeuterierten Verbindung
(S,R)-73 als Singulett zu erkennen.

BC-NMR (100 MHz, CDCl5):

(R,S)-73

8 =11.6 (q, C-5), 16.1 (q, C-6), 23.1 (q, C-17), 23.2 (t, C-10), 24.6 (t, C-4), 25.1 (t, C-11),
28.3 (t, C-14), 30.2 (t, C-9), 37.2 (d, C-3), 39.4 (t, C-15), 44.8 (m, C-13), 55.3 (t, C-12), 63.4
(d, C-2), 69.5 (d, C-8), 170.3 (s, C-16), 174.7 (s, C-7), 201.1 (s, C-1).

(R,R)-73 (ausgewdhlte Signale)
d=11.6 (g, C-5), 14.2 (q, C-6), 23.1 (q, C-17), 23.3 (t, C-10), 25.2 (t, C-11), 26.7 (t, C-4),
28.5 (t, C-14), 31.3 (t, C-9), 37.7 (d, C-3), 55.4 (t, C-12), 61.5 (d, C-2), 69.7 (d, C-8).

(S,5)-73

8= 11.5 (q, C-5), 15.9 (q, C-6), 23.1 (q, C-17), 23.2 (t, C-10), 24.4 (t, C-4), 25.2 (¢, C-11),
28.4 (t, C-14), 31.2 (t, C-9), 37.5 (d, C-3), 39.3 (t, C-15), 44.8 (t, 'Ji3p = 20.4 Hz, C-13), 55.4
(t, C-12), 63.2 (d, C-2), 69.6 (d, C-8), 170.4 (s, C-16), 175.1 (s, C-7), 200.5 (s, C-1).
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Bei einer Verschiebung von 45.1 ppm ist das Signal von C-13 der undeuterierten Verbindung
(S,S)-73 zu erkennen.

(S,R)-73 (ausgewdhlte Signale)

=117 (q, C-5), 144 (q, C-6), 23.1 (q, C-17), 23.2 (t, C-10), 25.2 (t, C-11), 26.8 (t, C-4),
28.3 (t, C-9), 37.3 (d, C-3), 39.3 (t, C-15), 55.3 (t, C-12), 61.7 (d, C-2), 69.5 (d, C-8), 170.7
(s, C-16), 174.8 (s, C-7), 201.6 (s, C-1).

Schmelzpunkt: 95-96 °C ((R,S/R)-d;-73)

92 °C ((S,S/R)-d;-73)
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C,7H;3,DN;0;S [M+H]" 359.2227 359.2252

N-Deuteromethyl-(R)-pipecolyl-(S)-isoleucin-N-methyl-(S/R)-valin-S-(2-acetylamino-
ethyl)-thioester ((R,S,S/R)-d;-74)
N-Deuteromethyl-(S)-pipecolyl-(S)-isoleucin-/N-methyl-(S/R)-valin-S-(2-acetylamino-
ethyl)-thioester ((S,S,5/R)-d,-74)

Nach AAV 10 wurden 93 mg des Tripeptids (R,S,S)-d;-30 (0.251 mmmol) in 2.5 ml THF
abs. geldst und mit 69 mg CDI (0.426 mmol, 1.7 Aq.) und 35 mg N-Acetylcysteamin (0.294
mmol, 1.2 Aq.) zur Thioveresterung eingesetzt. Nach sidulenchromatographischer Reinigung
(Hexan:EE 1:9, 5:95, 0:100, Alox N Aktivititsstufe II) wurden 51 mg des SNAC-Esters
(R,S,S/R)-d;-74 (0.108 mmol, 43 % d. Th., Epimerisierung: (R,S,S)-d;-74:(R,S,R)-d;-74 2.0:1)

als farbloses zdhes Ol erhalten.

Auf die gleiche Weise konnte der SNAC-Ester (S,S,5/R)-d;-74 erhalten werden (51 mg,
0.108 mmol, 43 % d. Th., Epimerisierung: (S,S,S)-d;-74:(S,S,R)-d;-74 2.6:1).

Ry(d;-74) = 0.21 (Alox N, EE)

16 14 e} 3
17 13 20
w2 N, 7 N2 SV\N)NKZZ
ﬂ o] & s o H
D 11
10
d,-74

"H-NMR (400 MHz, CDCl;):

(R,S,S)-di-74 Hauptrotamer

& = 0.75 (d, *Jy3=6.8 Hz, 3 H, 4-H), 0.87 (t, *Jioo=7.5 Hz, 3 H, 10-H), 0.94 (d, *J115=
6.6 Hz, 3 H, 11-H), 0.96 (d, *J43 = 6.3 Hz, 3 H, 4’-H), 1.10-1.26 (sh, 2 H, 9-H,, 15-H,,), 1.34
(m, 1 H, 14-H,), 1.43-1.81 (sh, 5 H, 9-Hy, 14-He,, 15-Heg, 16-H), 1.84-2.05 (sh, 2 H, 8-H, 17-
Hay), 1.93 (s, 3 H, 22-H), 2.15-2.30 (sh, 3 H, 3-H, 18-H), 2.45 (bs, 1 H, 13-H), 2.90 (m, 1 H,
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17-Hey), 3.01 (t, *Ji920 = 6.3 Hz, 2 H, 19-H), 3.03 (s, 3 H, 5-H), 3.35 (ddt, “J20a200 = 13.9 Hz,
S Ja0ant = Jaoa19 = 6.3 Hz, 1H, 20-H,), 3.40 (ddt, “Joopa0a=13.9 Hz, “Jogpnu = Jaob.10 =
6.4 Hz, 1 H, 20-Hy), 4.71 (dd, *Jong = *J75 = 8.8 Hz, 1 H, 7-H), 4.98 (d, *J»5=10.6 Hz, 1 H,
2-H), 5.83 (bs, 1 H, NHyac), 7.07 (bs, 1 H, NHy,).

(R,S,5)-d;-74 Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
§=1.02(d,*J115=6.8 Hz, 3 H, 11-H), 1.09 (d, *J45 = 6.5 Hz, 3 H, 4>-H), 2.93 (s, 3 H, 5-H).

(R,S,R)-d,-74 (ausgewdhlte Signale)

8 =10.82 (d, °J43=6.8 Hz, 3 H, 4-H), 1.97 (s, 3 H, 22-H), 2.71 (m, 1 H, 19-H,), 3.00 (s, 3 H,
5-H), 3.16-3.30 (sh, 2 H, 19-Hy, 20-H,), 3.45 (m, 1 H, 20-Hy), 4.56 (dd, *J7nu = *J75 = 8.5 Hz,
1 H, 7-H), 7.02 (bs, 1 H, NHy).

(S,S,9)-di-74 Hauptrotamer

& = 0.75 (d, *J43=6.8 Hz, 3 H, 4-H), 0.87 (t, *Ji0o=7.4 Hz, 3 H, 10-H), 0.93 (d, *Ji,5=
6.8 Hz, 3 H, 11-H), 0.95 (d, *J43=6.6 Hz, 3 H, 4’-H), 1.08-1.27 (sh, 2 H, 9-H,, 15-H,y),
1.33-1.67 (sh, 4 H, 9-Hy, 14-H,,, 16-H),1.72 (d, *Jiseq1sax = 12.3 Hz, 1 15-H,y), 1.82-2.04 (sh,
3 H, 8-H, 14-H,,, 17-H,,), 1.92 (s, 3 H, 22-H), 2.09 (bs, 2 H, 18-H), 2.25 (m, 1 H, 3-H), 2.40
(m, 1 H, 13-H), 2.91 (m, 1 H, 17-Hy), 3.00 (t, *J19.20 = 6.3 Hz, 2 H, 19-H), 3.03 (s, 3 H, 5-H),
335 (ddt, “Jrasos=13.8Hz, ‘Jrpanu™ ‘Jagaio=6.1Hz, 1H, 20-H,), 3.39 (ddt,
2Jaob20a = 13.8 Hz, *Jogpne = “Jaob.10 = 6.5 Hz, 1 H, 20-Hy), 4.71 (dd, *Jonu = >J75=8.5 Hz,
1 H, 7-H), 4.99 (d, *J,5 = 10.5 Hz, 1 H, 2-H), 5.83 (bs, 1 H, NHnac), 7.11 (bs, 1 H, NHy).

(S,S,5)-d,-74 Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
§=0.98 (d,*J115=6.8 Hz, 3 H, 11-H), 1.09 (d, *J45 = 6.6 Hz, 3 H, 4>-H), 2.93 (s, 3 H, 5-H).

(S,S,R)-d;-74 (ausgewdhlte Signale)

8=0.81(d, *J43=6.8 Hz, 3 H, 4-H), 0.90 (d, *J1, 5= 6.3 Hz, 3 H, 11-H), 1.96 (s, 3 H, 22-H),
2.70 (m, 1 H, 19-H,), 3.02 (s, 3 H, 5-H), 3.15 (m, 1 H, 19-Hy), 3.28 (m, 2 H, 20-H), 4.56 (dd,
3ozt = J7s=8.7 Hz, 1 H, 7-H), 4.99 (d, *J>5 = 10.8 Hz, 1 H, 2-H), 7.05 (bs, 1 H, NHy).

BC-NMR (100 MHz, CDCl5):

(R,S,S)-d;-74 Hauptrotamer

6 =10.8 (q, C-10), 15.6 (q, C-11), 18.5 (q, C-4), 19.7 (q, C-4’), 23.2 (q, C-22), 23.2* (t, C-
15), 24.7 (t, C-9), 25.0* (t, C-16), 26.5 (d, C-3), 28.4 (t, C-19), 30.4* (t, C-14), 31.4 (q, C-5),
37.2 (d, C-8), 39.5 (t, C-20), 44.7 (m, C-18), 52.7 (d, C-7), 55.3 (t, C-17), 68.0 (d, C-2), 69.5*
(d, C-13), 170.1 (s, C-21), 170.7, 173.2 (2 s, C-6, C-12), 197.7 (s, C-1).

(R,S,S)-d1-74 Nebenrotamer (ausgewdhltes Signal)
8=29.7 (q, C-5).

(R,S,R)-d,-74 (ausgewdhlte Signale)
d =10.7 (q, C-10), 18.8 (q, C-4), 19.5 (q, C-4’), 23.0 (q, C-22), 24.9 (t, C-9), 25.8 (d, C-3),
29.2 (t, C-19), 30.8 (q, C-5), 36.4 (d, C-8), 67.6 (d, C-2).
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(S,S,9)-d,-74 Hauptrotamer

d=10.9 (q, C-10), 15.6 (q, C-11), 18.5 (q, C-4), 19.6 (q, C-4’), 23.2 (q, C-22), 23.4 (t, C-15),
244 (t, C-9), 25.3 (t, C-16), 26.4 (d, C-3), 28.4 (t, C-19), 31.2* (t, C-14), 31.3 (q, C-5), 37.4
(d, C-8), 39.5 (t, C-20), 44.4 (m, C-18), 52.5 (d, C-7), 55.5 (t, C-17), 67.9 (d, C-2), 69.9 (d, C-
13), 170.1 (s, C-21), 171.1, 173.1 (2 s, C-6, C-12), 197.6 (s, C-1).

(S,S,5)-di-74 Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
6 =20.1(q, C-4), 23.0 (q, C-22), 29.7 (q, C-5).

(S,S,R)-d;-74 (ausgewdhlte Signale)

6 =10.8 (q, C-10), 18.7 (q, C-4), 19.4 (q, C-4’), 23.1 (q, C-22), 24.8 (t, C-9), 25.8 (d, C-3),
29.0 (t, C-19), 30.8 (g, C-5), 36.5 (d, C-8), 39.4 (t, C-20), 67.5 (d, C-2), 170.6, 173.2 (2 s, C-
6, C-12), 196.5 (s, C-1).

HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C23Hy4N40,S [M+H]" 472.3068 472.3104

(4R)-4-[(N-Deuteromethyl-(R)-pipecolyl-(S)-isoleucyl)-methylamino]-5-methyl-
hexansiure-S-(2-acetylamino-ethyl)-thioester (d;-75)

Gemdll AAV 11 wurden 20.2 mg d;-45 (50.7 umol) mit 8.5 mg N-Acetylcysteamin
(71.3 umol, 1.4 Aq.), 1.5 mg DMAP (12.3 umol, 0.2 Aq.) und 11.8 mg DCC (57.2 pmol,
1.1 Aq.) zum SNAC-Ester d;-75 umgesetzt. Nach siulenchromatographischer Reinigung
(CH,Cl1:MeOH 98:2, 96:4, 95:5, 9:1) wurden 21 mg eines farblosen, zihen Ols (36.6 pmol,
72 % d. Th., mit ca. 10 umol N-Acetylcystamin verunreinigt, moglicherweise auch mit
geringen Mengen DCU (da die Integration im Alkylbereich des 'H-Spektrums geringfiigig zu
hoch war)) erhalten.

Ry(d;-75) = 0.12 (CH,Cl:MeOH 9:1)

H
14 N, q\’I/\;(SV\N 23

d,-75

"H-NMR (400 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

8 = 0.69 (d, *Jos=6.8 Hz, 3 H, 6-H), 0.90 (t, *Jio.1; = 7.4 Hz, 3 H, 12-H), 0.95 (d, *Jo 5 =
6.5 Hz, 3 H, 6’-H), 1.00 (d, *J13.10 = 6.8 Hz, 3 H, 13-H), 1.08-1.35 (m, 3 H, 11-H,, 16-H,,, 17-
Hay), 1.39-1.69 (m, 5 H, 3-H,, 5-H, 11-Hy, 17-He,, 18-H), 1.71-1.92 (2 H, 10-H, 16-H,,), 1.97
(s, 3 H, 24-H), 1.97 (m, 1 H, 19-H,y), 2.12-2.23 (m, 3 H, 3-H,, 20-H), 2.37-2.51 (m, 3 H, 2-H,
15-H), 2.83-2.88 (m, 2 H, 19-Hy,, 21-H,), 2.90 (s, 3 H, 7-H), 3.16 (ddd, /21212 = 13.9 Hz,
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S atb22an = 7.0 Hz, *Jorp20an = 4.9 Hz, 1 H, 21-Hy), 3.35 (m, 1 H, 22-H,), 3.50 (m, 1 H, 22-
Hy), 4.17 (dd, *Jy 300 = *Jas = 9.8 Hz, 1 H, 4-H), 4.74 (dd, *Jonu = 9.4 Hz, *Jo10=7.9 Hz, 1 H,
9-H), 6.70 (bS, 1 H, NHNAc), 6.99 (d, 3JNH,9 = 8.8 HZ, 1 H, NH]]e).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)

§=0.83 (t, J12.1; = 7.4 Hz, 3 H, 12-H), 1.05 (d,’J¢-5s = 6.5 Hz, 3 H, 6’-H), 1.96 (s, 3 H, 24-H),
2.68 (s, 3 H, 7-H), 4.82 (dd, *Joxu = 9.5 Hz, *Jo,10=4.5 Hz, 1 H, 9-H), 6.89 (bs, 1 H, NHxac),
7.17 (d, *Jno = 9.3 Hz, 1 H, NHy).

BC-NMR (100 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

6=11.0 (q, C-12), 16.1 (g, C-13), 19.6 (q, C-6), 20.0 (q, C-6’), 23.0 (q, C-24). 23.2 (t, C-17),
24.5 (2 t, C-3, C-11), 25.1 (t, C-18), 29.0 (t, C-21), 29.1 (q, C-7), 30.0 (d, C-5), 30.3 (t, C-16),
37.1 (d, C-10), 39.0 (t, C-22), 40.4 (t, C-2), 44.6 (t, 'Joop = 20.1 Hz, C-20), 53.0 (d, C-9), 55.3
(t, C-19), 57.9 (d, C-4), 69.5 (d, C-15), 170.5, 173.4, 174.22 (3 s, C-8, C-14, C-23), 198.5 (s,
C-1).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)

d=11.5(q, C-12), 16.6 (q, C-13), 20.4 (q, C-6), 23.2 (t, C-17), 170.7 (s, C-8/14/23), 199.2 (s,
C-1).

HRMS (CI) Berechnet Gefunden

C,sHy6DN4O,S [M+H]" 500.3381 500.3355

(R)-2-{3-[Methyl-(/N-methyl-(R)-4,5-dideutero-pipecolyl-(S)-isoleucyl)-amino]-4-methyl-
pentyl}-thiazol-4-carbonsiure-S-(2-acetylamino-ethyl)-thioester (d»-76)

Gemdll AAV 11 wurden 30.0 mg d>-55 (50.3 umol) mit 7.6 mg N-Acetylcysteamin
(63.8 umol, 1.3 Aq.), 1.5 mg DMAP (12.3 umol, 0.2 Aq.) und 11.6 mg DCC (56.2 pmol,
1.1 Aq.) zum SNAC-Ester d,-76 umgesetzt. Nach siulenchromatographischer Reinigung
(CH,Cl1:MeOH 98:2, 96:4, 95:5, 9:1) wurden 16 mg eines farblosen, zihen Ols (25.4 pmol,
51 % d. Th., mit ca. 5 umol N-Acetylcystamin verunreinigt) erhalten.

Ry(d>-76) = 0.12 (CH,Cl:MeOH 9:1)
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"H-NMR (400 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

8 = 0.74 (d, *Jo0= 6.5 Hz, 3 H, 9-H), 0.89 (t, *Ji514= 7.4 Hz, 3 H, 15-H), 0.96 (d, *Ji6.13 =
6.8 Hz, 16-H), 0.97 (d, *Jo.10 = 6.5 Hz, 3 H, 9°-H), 1.09-1.22 (sh, 1.5 H, 14-H,, 20-H(1/2)),
1.32 (m, 1 H, 19-H,,), 1.48 (m, 0.5 H, 21-H,(1/2)), 1.53-1.80 (sh, 4 H, 8-H, 14-Hy, 19-H,,,
20-Heq(1/2), 21-Heg(1/2)), 1.80-1.91 (sh, 2 H, 6-H,, 13-H), 1.94 (s, 3 H, 27-H), 1.97 (m, 1 H,
22-H,,), 2.20 (m, 1 H, 6-Hy), 2.20 (s, 3 H, 23-H), 2.46 (d, *Jis.100 = 9.3 Hz, 1 H, 18-H), 2.82-
2.95 (sh, 3 H, 5-H, 22-H,y), 2.99 (s, 3 H, 10-H), 3.17 (t, *J245 = 6.3 Hz, 2 H, 24-H), 3.50 (dt,
S osnu = Jhsaa = 6.3 Hz, 25-H), 4.30 (dd, *Jrean~>J75=9.7Hz, 1H, 7-H), 4.75 (dd,
3Jiann = 9.3 Hz, *Ji2.13 = 8.2 Hz, 1 H, 12-H), 5.96 (bs, 1 H, NHxac), 7.01 (d, *Jni12 = 9.3 Hz,
1 H, NHy,), 7.96 (s, 1 H, 3-H).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
8=1.08 (d, *Jo10=6.5 Hz, 3 H, 9°-H), 2.77 (s, 3 H, 10-H), 4.89 (dd, *Jioxu = 9.6 Hz, *J15.13 =
5.9 Hz, 1 H, 12-H), 7.13 (d, *Jn12 = 9.6 Hz, 1 H, NHy,), 7.92 (s, 1 H, 3-H).

BC-NMR (100 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

6 =11.0 (g, C-15), 16.0 (g, C-16), 19.6 (g, C-9), 20.1 (q, C-9°), 22.6* (m, C-20), 23.2 (q, C-
27), 24.6 (t, C-14), 24.9* (m, C-21), 28.4 (t, C-24), 29.2 (t, C-6), 29.7* (q, C-10), 30.0 (d, C-
8), 30.3* (t, C-19), 30.5 (t, C-5), 37.0 (d, C-13), 39.6 (t, C-25), 44.9 (q, C-23), 53.0 (d, C-12),
55.3 (t, C-22), 58.9* (d, C-7), 69.6 (d, C-18), 123.0 (d, C-3), 152.1 (s, C-2), 170.2, 170.7,
171.0, 173.3 (4 s, C-4, C-11, C-17, C-27), 186.2 (s, C-1).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
=114 (q, C-15), 16.5 (q, C-16), 20.7 (q, C-9°), 23.2 (q, C-27), 122.9 (d, C-3), 174.2 (s, C-
4/11/17/26).

HRMS (CI) Berechnet Gefunden
CasHysDoN5O4S, [M+H]™  584.3273 584.3303

((R)-2-{3-[Methyl-(/V-methyl-(R)-4,5-dideutero-pipecolyl-(S)-isoleucyl)-amino]-4-methyl-
pentyl}-thiazol-4-carbonyl)-(S/R)-phenylalanin-S-(2-acetylamino-ethyl)-thioester (d»-77)

Gemil AAV 11 wurden 22.4 mg d,-59 (30.1 umol) mit 7.1 mg N-Acetylcysteamin
(59.6 umol, 2.0 Aq.), 0.9 mg DMAP (7.4 umol, 0.2 Aq.) und 6.9 mg DCC (33.4 umol,
1.1 Aq.) zum SNAC-Ester d,-77 umgesetzt. Zur besseren Loslichkeit von d,-59 wurden
zusitzlich 100 ul DMF abs. zugegeben. Das Rohprodukt wurde in Essigsdureethylester gelost
und mit gesidttigter NaHCOs;-Losung versetzt. Die wissrige Phase wurde mit Essigsdure-
ethylester extrahiert und die vereinigte organische Phase iiber Na,SO4 getrocknet. Nach
sdulenchromatographischer Reinigung (CH,Cl,:MeOH 98:2, 96:4, 95:5, 9:1) wurden 13 mg
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eines gelblichen, zihen Ols d»-77 (14.9 umol, 50 % d. Th., mit ca. 4 umol N-Acetylcystamin

verunreinigt, Epimerisierung Phe 1.3:1) erhalten.

Ry(d>-77) = 0.13 (CH,Cl:MeOH 9:1)

D
27
D28 16
% 15
29 H 2N
24_N,, 19 . A

25 18 N1 5 4 E

|30 o) 20 |17

"H-NMR (400 MHz, CDCl;):

Hauptrotamer

8=0.76 (d, *Ji615=6.3 Hz, 1.5 H, 16-Hgia1), 0.77 (d, *Ji6.15 = 6.0 Hz, 1.5 Hz, 16-Hgis), 0.86
(t, *Jaao1 =74 Hz, 1.5Hz, 22-Hgi), 0.87 (t, *Japo1 = 7.4 Hz, 22-Hgia1), 0.94 (d, *Jie1s =
6.5 Hz, 1.5H, 16’-Haix), 0.94 (d, *Jis 150320 = 7.0 Hz, 1.5 H, 16’-Hia1/23-Haia1), 0.96 (d,
316152320 = 6.8 Hz, 1.5 H, 16’-Hgia1/23-Hgia1), 0.97 (d, *Ja320 = 6.8 Hz, 1.5 H, 23-Hygia2), 1.09-
1.19 (sh, 1.5 H, 21-H,, 27-Hax(1/2)), 1.32 (m, 1 H, 26-Hay), 1.45 (m, 0.5 H, 28-Hax(1/2)), 1.51-
1.89 (sh, 6 H, 13-H,, 15-H, 20-H, 21-Hy, 26-Heg, 27-Heq(1/2), 28-Heg(1/2)), 1.91 (2's, 3 H, 34-
Haiar2), 1.98 (m, 1H, 29-H,), 2.10 (m, 13-Hyp), 2.20 (s, 3 H, 30-H), 2.46 (d, Jas26ax =
10.5 Hz, 1 H, 25-H), 2.75-2.89 (sh, 3 H, 12-H, 29-H.,), 2.91-3.09 (sh, 2 H, 31-H), 2.98 (s,
1.5 H, 17-Hgia), 3.00 (s, 1.5 H, 17-Hgia1), 3.20 (dd, *J3030 = 13.8 Hz, *J3,2 = 7.3 Hz, 0.5 H, 3-
Ha gia1), 3.24 (dd, “J3.3. = 13.5 Hz, *J32 = 6.0 Hz, 0.5 H, 3-Hy gia1), 3.25 (d, *J3, = 7.0 Hz, 3-
Hain), 3.29-3.46 (sh, 2 H, 32-H), 4.37 (m, 0.5 H, 14-Hgia1), 4.43 (m, 0.5 H, 14-Hgi2), 4.75 (dd,
3 Jiont = 9.4 Hz, *J1920 = 8.1 Hz, 0.5 Hz, 19-Haia1), 4.77 (dd, *Jionu = 9.2 Hz, *Ji920 = 8.2 Hz,
0.5 Hz, 19-Hgiaz), 4.93-5.06 (sh, 1 H, 2-H), 5.86 (bs, 1 H, NHyac), 7.01 (d, *Jni10 = 9.5 Hz,
0.5 H, NHiye gia1), 7.05 (d, *Jnp10 = 9.3 Hz, 0.5 Hz, NHye giaz), 7.18-7.31 (sh, 5 H, arom.-H),
7.87 (d, *Jnuz = 8.3 Hz, 0.5 H, NHpe gia1), 7.89 (s, 0.5 H, 10-Hgia1), 7.92 (s, 0.5 H, 10-Hgia2),
8.11 (d, *Jnmz = 8.0 Hz, 0.5 Hz, NHppe dia2).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)

§=1.07 (d, *Ji¢.15 = 6.5 Hz, 3 H, 16°-H), 7.13 (d, *Jnii10 = 9.5 Hz, 0.5 H, NHig aiw2), 7.15 (d,
319 =9.3 Hz, 0.5 Hz, NHye gia1), 7.80 (d, *Jauz=7.5 Hz, 0.5 Hz, NHppc gia1r2), 7.81 (d,
3Jxi2 = 7.8 Hz, 0.5 Hz, NHphe gia12), 7.90 (s, 1 H, 10-H).

BC-NMR (100 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

§=10.9 (2 q, C-22), 15.9 (2 q, C-23), 19.6 (q, C-164ix2), 20.1 (q, C-16’gia1), 22.8* (m, C-27),
23.1 (q, C-34dgia1), 23.2 (q, C-34gia2), 24.6 (t, C-214ia1), 24.7 (t, C-214ia2), 24.8% (m, C-28), 28.8
(t, C-31), 29.1 (t, C-134a1), 29.2 (t, C-134a2), 29.6 (q, C-174ia2), 29.8 (t, C-12), 30.1 (d, C-
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1542), 30.2 (d, C-15gia1), 30.3 (t, C-26gia1), 30.4 (t, C-264i2), 37.1 (d, C-20gia1), 37.2 (d, C-
204i2), 37.9 (t, C-3qia2), 38.1 (t, C-3aia2), 39.0 (t, C-32), 44.9 (q, C-30), 53.0 (d, C-19ia1), 53.1
(d, C-194ia2), 55.3 (t, C-29), 58.5* (d, C-14), 60.0 (d, C-24ia1), 60.5 (d, C-24ix2), 69.6 (d, C-25),
123.2 (d, C-10gix2), 123.4 (d, C-10gia1), 127.1 (d, C-7gi2), 127.2 (d, C-Tgia1), 128.6 (d, C-64i2),
128.7 (d, C-64ia1), 129.3 (d, C-5gia1), 129.4 (d, C-54ia2), 135.8 (s, C-4gia1), 136.1 (s, C-4gin2),
148.7 (s, C-9¢ia1), 148.8 (5, C-94ia2), 161.0 (s, C-8ia1), 161.3 (s, C-84i2), 170.3, 170.7, 173.3,
173.4, 174.3 (4 5, C-11, C-18, C-24, C-33), 200.2 (s, C-1gia1), 200.4 (5, C-14ia2).

HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C37HssDoNgOsS, [M+H]™  731.3957 731.3966

(4S,2E)-4-(tert. -Butoxycarbonylamino)-z-methyl—S-phenyl-Z-pentenséiure-ethylester[35 1211

(78)

Nach AAV 9 wurden 4.90 g (L)-Boc-Phenylalaninmethylester (17.5 mmol, 1.0 Aq.) mit
35ml einer 1 M DIBAIH-Lésung in Hexan (35mmol, 2.0 Aq.) in 50 ml absolutem
Dichlormethan zum Aldehyd reduziert, welcher in situ mit einer Ylid-Losung umgesetzt
wurde. Diese wurde zuvor aus 15.5 g (1-Ethoxycarbonyl-ethyl)-triphenylphosphonium-
bromid!"*?! (35.0 mmol, 2.0 Aq.) und 4.03g KOrBu (35.9 mmol, 2.1 Aq.) in 40 ml
Dichlormethan hergestellt. Durch sdulenchromatographische Reinigung (Hexan: EE 95:5,
9:1) wurden 4.78 g des Wittig-Produktes 78 (14.3 mmol, 82 % d. Th., >99 % ee) als farbloses

Ol erhalten, welches iiber Nacht zu einem weiBen Feststoff erstarrte.

Ry(78) = 0.31 (Hexan:EE 8:2)

78

"H-NMR (500 MHz, CDCl;):

§=1.26 (t, *J1s..4=7.3 Hz, 3 H, 15-H), 1.38 (s, 9 H, 13-H), 1.68 (d, *J103 = 1.5 Hz, 3 H, 10-
H), 2.76 (dd, “Jsasy = 13.3 Hz, *Js, 4=7.0 Hz, 1 H, 5-H,), 2.90 (m, 1 H, 5-Hy), 4.16 (q,
3J1415=17.3 Hz, 2 H, 14-H), 4.55 (bs, 1 H, NH), 4.64 (bs, 1 H, 4-H), 6.49 (dd, *J54=9.1 Hz,
“Ji10=1.5Hz, 1 H, 3-H), 7.15 (d, *J75=7.0 Hz, 2 H, 7-H), 7.20 (t, *Jos = 7.3 Hz, 1 H, 9-H),
7.26 (dd, *Js7 = Jso = 7.2 Hz, 2 H, 8-H).
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BC-NMR (100 MHz, CDCl5):

§ =12.5 (g, C-10), 14.2 (q, C-15), 28.3 (q, C-13), 41.1 (t, C-5), 50.1 (d, C-4), 60.6 (t, C-14),
79.6 (s, C-12), 126.6 (d, C-9), 128.4 (d, C-8), 129.2 (s, C-2), 129.5 (d, C-7), 136.7 (s, C-6),
140.2 (d, C-3), 154.9 (s, C-11), 167.7 (s, C-1).

Optische Drehung: [a]2’ =+33.0 ° (c = 1.0, CHCl;)
Schmelzpunkt: 68 °C
HPLC: Reprosil 100 Chiral-NR 8 pm, Hexan:iPrOH 8:2, 2 ml/min

(R)-78: tr = 5.96 min
(5)-78: tr = 6.86 min

(4S,2E)-4-(1‘ert.-Butoxycarbonylamino)-2-methyl—5-phenyl-2-pentensiiure[123 180
GemilB AAYV 3 wurden 668 mg 78 (2.00 mmol) mit 2.4 ml 1 M NaOH-L6sung (2.4 mmol,

1.2 Aq.) verseift. Da die Reaktion iiber Nacht noch nicht vollstindig abgelaufen war, wurde
das Reaktionsgemisch fiir 2 h auf 80 °C erhitzt. Die freie Séure 80 wurde zu 582 mg
(1.91 mmol, 95 % d. Th.) als weiller Feststoff isoliert.

80

"H-NMR (400 MHz, CDCl;):

§=1.39 (s, 9 H, 13-H), 1.66 (s, 3 H, 10-H), 2.76 (dd, *Js,5o = 13.1 Hz, *Js,4 = 7.3 Hz, 1 H, 5-
H.), 2.92 (dd, 2Jsp.5a=13.1 Hz, *Jsp4 = 5.2 Hz, 1 H, 5-Hy), 4.53-4.73 (sh, 2 H, 4-H, NH), 6.63
(d, *Js4=8.8 Hz, 1 H, 3-H), 7.15 (m, 2 H, 7-H), 7.21 (tt, *Jog = 7.3 Hz, “Jo7=1.5 Hz, 1 H, 9-
H), 7.27 (dddd, *Js 7 = *Jso = 7.2 Hz, *Js s =~ *Js 7 = 1.5 Hz, 2 H, 8-H).

BC-NMR (100 MHz, CDCl5):
§ =12.2 (g, C-10), 28.3 (q, C-13), 41.0 (t, C-5), 50.3 (d, C-4), 79.8 (s, C-11), 126.8 (d, C-9),
128.5 (d, C-8), 129.5 (d, C-7), 136.5 (s, C-6), 142.6 (d, C-3), 172.5 (s, C-1).

Das Signal von C-2 ist nicht zu sehen.

Optische Drehung: [a]2’ =+44.9 ° (c = 1.0, CHCl3)
Schmelzpunkt: 138 °C

Elementaranalyse:

C17H23NOg4 Ber. C 66.86 H 7.59 N 4.59

(305.37) Gef. C66.55 H7.57 N 4.45
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HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C17HNO, [M+H]" 306.1705 306.1699

(4S,2E)-4-(tert.-Butoxycarb0nylamin0)-5-phenyl—2-pentensiiure-methylester[124] (89)

Nach AAV 9 wurden 4.27 g L-BocPheOMe (15.3 mmol) mit 33 ml einer 1 M DIBAIH-
Losung in Hexan (33 mmol, 2.2 Aq.) zum Aldehyd reduziert und mit 10.4 g (Triphenyl-A’-
phosphanyliden)-essigsiure-methylester!'” (31.1 mmol, 2.0 Aq.) umgesetzt. Nach Siulen-
chromatographie (Hexan:EE 8:2) wurden 2.59 g 89 (8.47 mmol, 55 % d. Th.) als weiller

Feststoff erhalten.

R¢(89) = 0.29 (Hexan:EE 8:2)

89

"H-NMR (400 MHz, CDCl;):

§=1.38 (s, 9 H, 12-H), 2.85 (m, 1 H, 5-H,), 2.89 (dd, “Jspsa = 13.3 Hz, *Jsp4 = 6.5 Hz, 1 H, 5-
Hy), 3.70 (s, 3 H, 13-H), 4.49 (bd, 1 H, NH), 4.59 (bs, 1 H, 4-H), 5.84 (dd, *J»3=15.6 Hz,
“J,4=18Hz, 1 H, 2-H), 6.89 (dd, *J5, = 15.6 Hz, *J54=5.0 Hz, 1 H, 3-H), 7.15 (ddd, *J75 =
7.0 Hz, *J70=°J79 = 1.5 Hz, 2 H, 7-H), 7.22 (tt, *Jog = 7.4 Hz, *Jo; = 1.5 Hz, 1 H, 9-H), 7.28
(dddd, *Jg7 = Jso=7.2 Hz, *Js s ~ °Js 7 = 1.5 Hz, 2 H, 8-H).

BC-NMR (100 MHz, CDCl5):

§ =28.3 (q, C-12), 40.8 (t, C-5), 51.6 (q, C-13), 52.2 (d, C-4), 79.9 (s, C-11), 120.7 (d, C-2),
126.9 (d, C-9), 128.6 (d, C-8), 129.4 (d, C-7), 136.3 (s, C-6), 147.9 (d, C-3), 154.9 (s, C-10),
166.6 (s, C-1).

Optische Drehung: [a]2’ =+3.0° (c = 1.0, CHCl;)

Schmelzpunkt: 73 °C

(4R)-4-(tert.-Butoxycarbonylamin0)-5-phenyl-pentanséiure-methylester[125 1(90)
1.37 g 89 (4.49 mmol) wurden nach AAV 8 mit Hilfe von 68 mg Pd/C (10%) hydriert.

Nach sédulenchromatographischer Reinigung wurden 1.33 g (Hexan:EE 8:2) eines weillen
Feststoffs 90 (4.34 mmol, 96 % d. Th.) erhalten.

R{(90) = 0.25 (Hexan:EE 8:2)
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90

"H-NMR (400 MHz, CDCl;):

§=1.37 (s, 9 H, 12-H), 1.59 (m, 1 H, 3-H,), 1.84 (m, 1 H, 3-Hyp), 2.33 (dt, 2/2.25 = 16.6 Hz,
3Jhas =7.4 Hz, 1 H, 2-H,), 2.38 (ddd, *Jab2. = 16.6 Hz, *Jap 301 = 8.3 Hz, *Jop 305 = 6.8 Hz, 1 H,
2-Hp), 2.72 (dd, *Jsusp=13.3 Hz, *Js,4=7.0Hz, 1 H, 5-H,), 2.80 (dd, *Jsps5.=13.3 Hz,
3Jsva=5.8 Hz, 1 H, 5-Hy), 3.63 (s, 3 H, 13-H), 3.81 (bs, 1 H, 4-H), 4.32 (d, *Jxus = 7.5 Hz,
1 H, NH), 7.15 (dd, *J,5=7.0 Hz, “J70=13 Hz, 2 H, 7-H), 7.19 (tt, *Jog=7.3 Hz, *Jo; =
1.3 Hz, 1 H, 9-H), 7.27 (dddd, *Js 7 = *Jso = 7.2 Hz, *Js »» = *Js g = 1.3 Hz, 2 H, 8-H).

BC-NMR (100 MHz, CDCl5):

§=28.3(q, C-12), 29.3 (t, C-3), 30.9 (t, C-2), 41.8 (t, C-5), 51.4 (d, C-4), 51.6 (q, C-13), 79.2
(s, C-11), 126.4 (d, C-9), 128.4 (d, C-8), 129.4 (d, C-7), 137.8 (s, C-6), 155.4 (s, C-10), 174.0
(s, C-1).

Optische Drehung: [a]2’ =+5.2° (c = 1.0, CHCl;)

Schmelzpunkt: 87 °C

(4S,2E)-4-(tert.-Butoxycarbonylamino)-2-methyl-5-phenyl-2-pentensiure-[(1R,2S,5R)-
(-)-menthyl]-ester (97)

Zu einer Losung von 657 mg 80 (2.15 mmol), 840 mg (-)-Menthol (5.38 mmol, 2.5 Aq.)
und 26 mg DMAP (0.213 mmol, 0.1 Aq.) in 21.5 ml Diethylether wurden 483 mg DCC
(2.34 mmol, 1.1 Aq.), geldst in 3 ml Diethylether, bei 0 °C zugegeben. Das Reaktionsgemisch
wurde tiber Nacht auf Raumtemperatur erwarmt, der ausgefallene Dicyclohexylharnstoff {iber
Celite abfiltriert und das Filtrat einrotiert. Durch sdulenchromatographische Reinigung
(Hexan:EE 95:5) wurden 690 mg eines weilen Feststoffs 97 (1.56 mmol, 72 % d. Th.)

erhalten.

R{(97) = 0.43 (Hexan:EE 8:2)
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97

"H-NMR (400 MHz, CDCl;):

8 = 0.74 (d, *Jr120=6.8 Hz, 3 H, 21-H), 0.85 (dddd, *Ji7ax17eq = J17ax160x = “J17ax.18(ax) =
11.8 Hz, *Ji7ax160q = 2.8 Hz, 1 H, 17-H,y), 0.88 (d, *Jais=6.3 Hz, 3 H, 22-H), 0.89 (d,
3 Jar20 = 6.8 Hz, 3 H, 21°-H), 0.93 (ddd, *J10ax.19eq = *J19ax.18ax = J19ax14(ax) = 11.6 Hz, 1 H, 19-
Hax), 1.05 (dddd, *Jisaxi6eq = Jisax15@0 = Jisaxi7ax = 12.9 Hz, *Jigax17eq = 3.0 Hz, 1 H, 16-
Hay), 1.39 (dddd, *Ji5ga0. 140 = 150160 = 10.0 HZ, *Jis@x.16eq = Jis@o20 = 3.0 Hz, 1 H, 15-
Hey), 1.39 (s, 9 H, 13-H), 1.48 (m, 1 H, 18-H,), 1.63-1.71 (sh, 2 H, 16-Hy, 17-H),
1.69 (d, *Jio3=1.5Hz, 3 H, 10-H), 1.83 (qqd, *Ja021 = 021> = 6.8 Hz, *Jog 15000 =
2.8 Hz, 1 H, 20-H), 1.98 (m, 1 H, 19-H,,), 2.77 (dd, *J5, 5, = 13.3 Hz, *J5,4 = 7.0 Hz,
1 H, 5-H,), 2.91 (dd, *Jspso = 13.3 Hz, *Jsp4 = 5.5 Hz, 1 H, 5-Hy), 4.54 (bs, 1 H, NH),
4.64 (bs, 1 H, 4-H), 4.68 (ddd, *J14ax.1560 = J14@ax).19ax = 10.8 HZ, *Jiaax).100q = 4.5 Hz,
1 H, 14-Hey), 6.44 (dd, *J54=9.2 Hz, *J5 ;0= 1.5 Hz, 1 H, 3-H), 7.12 (m, 2 H, 7-H),
7.19 (tt, *Jog=7.3Hz, *Jo; =19 Hz, 1 H, 9-H), 7.25 (dddd, *Js;~Jso= 7.1 Hz, *Jsg =
°Js7 = 1.8 Hz, 2 H, 8-H).

BC-NMR (100 MHz, CDCl5):

8 =12.7 (g, C-10), 16.4 (q, C-21), 20.8 (g, C-217), 22.0 (q, C-22), 23.5 (t, C-16), 26.4 (d, C-
20), 28.3 (q, C-13), 31.4 (d, C-18), 34.3 (t, C-17), 40.9 (t, C-19), 41.2 (t, C-5), 47.2 (d, C-15),
50.0 (d, C-4), 74.5 (d, C-14), 79.7 (s, C-12), 126.7 (d, C-9), 128.4 (d, C-8), 129.6 (d, C-7),
139.6 (d, C-3), 154.9 (s, C-11), 167.1 (s, C-1).

Das Signal von C-2 ist nicht zu sehen.

Optische Drehung: [a]2’ =-27.8° (c = 1.0, CHCl)
Schmelzpunkt: 89-90 °C

Elementaranalyse:

Cy7H41NOy4 Ber. C73.10 H9.32 N3.16
(443.63) Gef. C73.15 H9.08 N 3.21
HRMS (CI) Berechnet Gefunden

Cy7H4oNO4 [M+H]" 4443114 444.3077
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(25,4R)-4-(tert.-Butoxycarbonylamino)-2-methyl-5-phenyl-pentansiure-[(1R,2S,5R)-(-)-
menthyl]-ester[“] (98)
(2R,4R)-4-(tert.-Butoxycarbonylamino)-2-methyl-5-phenyl-pentansiure-[(1R,2S5,5R)-(-)-
menthyl]-ester[“] (epi-98)

Es wurden 599 mg 97 (1.35 mmol) mit 60 mg Pd/C (5%) unter Wasserstoffatmosphire
nach AAV 8 umgesetzt. Im NMR-Spektrum des Rohproduktes war zu erkennen, dass epi-98
und 98 im Verhdltnis 1:3 entstanden sind. Nach sdulenchromatographischer Reinigung
(Hexan:Et,0 9:1, Hexan:EE 8:2) konnten 89 mg epi-98 (0.200 mmol, 15 % d. Th., >99 % ds),
361 mg 98 (0.810 mmol, 60 % d. Th., 98 % ds) und 121 mg einer Mischfraktion 98/epi-98
(0.272 mmol, 2.9:1, 20 % d. Th.) isoliert werden.

R(epi-98) = 0.42 (Hexan:EE 8:2), R(98) = 0.38 (Hexan:EE 8:2)

98

"H-NMR (400 MHz, CDCl;):

8 = 0.72 (d, *Jr120=7.0Hz, 3 H, 21-H), 0.84 (dddd, *Ji7ax17eq = Ji7ax160x = “J17ax.18(ax) =
12.9 Hz, *Ji7a160q= 3.5 Hz, 1 H, 17-H,,), 0.87 (d, */r20=7.0 Hz, 3 H, 21°-H), 0.88 (d,
3 Ja.18 = 6.5 Hz, 3 H, 22-H), 0.91 (ddd, *J19ax.19eq = *J19ax.18ax = J19ax.14ax) = 11.7 Hz, 1 H, 19-
Hay), 1.03 (dddd, *Jigax16eq = Jicanis@0 = ieax17ac = 13.0 Hz, *Jigax,17¢q = 3.4 Hz, 1 H, 16-
H.,), 1.13 (d, *Ji02 = 7.3 Hz, 3 H, 10-H), 1.30-1.54 (sh, 3 H, 3-H,, 15-Hay), 18-Heay), 1.37 (s,
9 H, 13-H), 1.61-1.69 (sh, 2 H, 16-H,,, 17-H,,), 1.78-1.91 (sh, 2 H, 3-H,, 20-H), 1.97
(d, *J19eq190x = 11.5 Hz, 1 H, 19-H,,), 2.54 (m, 1 H, 2-H), 2.75 (dd, *Js,5, = 13.2 Hz,
3Jsas=6.1 Hz, 1 H, 5-H,), 2.79 (m, 1 H, 5-Hy), 3.85 (bs, 1 H, 4-H), 4.32 (bs, 1 H, NH),
4.65 (ddd, Jy 01560 = Jia@o.10a = 10.9 HZ, *Jiga.100¢¢ = 4.3 Hz, 1 H, 14-Hey), 7.15
(d, *J55="7.3 Hz, 2 H, 7-H), 7.19 (tt, *Jos = 7.3 Hz, *Jo;=1.2 Hz, 1 H, 9-H), 7.26 (dddd,
3Js7 = Jso =13 Hz, *Jsg = Js7 = 1.3 Hz, 2 H, 8-H).

BC-NMR (100 MHz, CDCl5):

§=16.1 (g, C-21), 17.7 (q, C-10), 20.8 (g, C-217), 22.0 (q, C-22), 23.3 (t, C-16), 26.2 (d, C-
20), 28.4 (q, C-13), 31.4 (d, C-18), 34.3 (t, C-17), 36.7 (d, C-2), 37.6 (t, C-3), 40.8 (t, C-19),
41.2 (t, C-5), 47.1 (d, C-15), 49.9 (d, C-4), 74.1 (d, C-14), 79.0 (s, C-12), 126.3 (d, C-9),
128.3 (d, C-8), 129.5 (d, C-7), 137.9 (s, C-6), 155.1 (s, C-11), 175.7 (s, C-1).
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epi-98

"H-NMR (400 MHz, CDCl5):

8 = 0.72 (d, *Jr120=6.8 Hz, 3H, 21-H), 0.84 (dddd, *Ji7ax17eq = J17ax16ax = “J17ax.18(ax) =
12.9 Hz, *Ji7ax.16eq= 3.6 Hz, 1 H, 17-H,), 0.86 (d, /o120 =7.0 Hz, 3 H, 21°-H), 0.87 (d,
3 Ja.18 = 6.5 Hz, 3 H, 22-H), 0.90 (ddd, *J19ax.19eq = J19ax.18ax = J19ax.14ax) = 11.8 Hz, 1 H, 19-
Hax), 1.02 (dddd, “Jigax16eq = Ji6ax15w0 = Jisax17ax = 13.0 Hz, *Jigax17eq = 3.3 Hz, 1 H, 16-
Ha), 1.11 (d, *Ji02 = 7.3 Hz, 3 H, 10-H), 1.29-1.47 (sh, 2 H, 15-H(a, 18-Heuy), 1.38 (s, 9 H,
13-H), 1.49 (ddd, *J3,3, = 14.2 Hz, *J3,04 = 8.5 Hz, *J3a04 =4.0 Hz, 1 H, 3-H,), 1.61-
1.69 (sh, 2 H, 16-Heq, 17-Hey), 1.73 (ddd, *Jap 3, = 14.2 Hz, *J3p0u = 11.0 Hz, *Jap 24 =
5.5Hz, 1 H, 3-Hy), 1.80 (qqd, *Ja021 = *Ja021° = 6.9 Hz, *Jag 15000 = 2.8 Hz, 1 H, 20-H),
1.93 (m, 1 H, 19-Hy), 2.44 (m, 1 H, 2-H), 2.73 (dd, *Js,5o = 13.5 Hz, *J5,4 = 6.5 Hz,
1 H, 5-H,), 2.79 (dd, *Jspso = 13.5 Hz, *Js,4 = 5.0 Hz, 1 H, 5-H,), 3.87 (bs, 1 H, 4-H),
433 (d, *Jana=7.8Hz, 1 H, NH), 4.62 (ddd, *Jisao.15m0~ ia@.100 = 10.9 Hz,
Jiaao.19¢g = 4.3 Hz, 1 H, 14-Hey), 7.14 (d, *Jr5=7.0 Hz, 2 H, 7-H), 7.19 (tt, *Jog =
7.4 Hz, *Jo;=1.3 Hz, 1 H, 9-H), 7.26 (dddd, *Js7 =~ Jso =7.2 Hz, *Jyg =~ °Js7» = 1.4 Hz, 2 H,
8-H).

BC-NMR (100 MHz, CDCl5):
§ =162 (q, C-21), 16.8 (q, C-10), 20.8 (q, C-21"), 22.0 (q, C-22), 23.3 (t, C-16), 26.2 (d, C-
20), 28.4 (q, C-13), 31.4 (d, C-18), 34.3 (t, C-17), 36.9 (d, C-2), 37.2 (t, C-3), 40.8 (t, C-19),
41.2 (t, C-5), 47.0 (d, C-15), 49.8 (d, C-4), 74.1 (d, C-14), 79.2 (s, C-12), 126.3 (d, C-9),
128.3 (d, C-8), 129.5 (d, C-7), 137.9 (s, C-6), 155.4 (s, C-11), 176.1 (s, C-1).
Optische Drehung: [a]2’ =-36.0 ° (c = 1.0, CHCl; , epi-98)

[@]2’ =-17.2°(c = 1.0, CHCl;, 98)

Schmelzpunkt: 110-111 °C (epi-98), 91-92 °C (98)
HPLC: Lichrosorb Si-60 5u, Hexan:EE 95:5, 2 ml/min

epi-98: tg = 7.83 min

98: tg = 10.17 min

Elementaranalyse:

Co7H43NOy Ber. C72.77 H9.73 N 3.14

(445.64) Gef. C72.42 H 9.49 N3.16
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HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C7H44NO4 [M+H]" 446.3270 446.3280

(25,4R)-4-Amino-2-methyl-5-phenyl-pentansiure-methylester-Hydrochlorid*" (99)

Die Synthese wurde wie bei Zanda et al. beschrieben durchgefiihrt."*!! Jedoch konnten aus
334 mg des Mentholesters 98 (0.750 mmol) nur 138 mg 99 (0.535 mg, 71 % d. Th.) erhalten
werden. (Lit.: 99 %)

99

"H-NMR (400 MHz, CDCl;):

8 =1.13 (d, *Ji02 =7.0 Hz, 3 H, 10-H), 1.78 (ddd, *J3,35 = 13.8 Hz, *J3424 = 8.9 Hz, *J34214 =
3.8 Hz, 1 H, 3-H,), 1.97 (ddd, *J3p32 = 13.8 Hz, *J3p24 = 10.7 Hz, *J3p214 = 3.0 Hz, 1 H, 3-Hy),
2.90 (dd, *Jsasp = 13.6 Hz, *Js.4 = 8.9 Hz, 1 H, 5-H,), 2.92 (m, 1 H, 2-H), 3.27 (dd, *Jspsa =
13.6 Hz, *Jsv4 = 5.3 Hz, 1 H, 5-Hy), 3.58 (s, 3 H, 11-H), 3.60 (bs, 1 H, 4-H), 7.20-7.26 (sh,
3 H, 7-H, 9-H), 7.30 (dd, *Js 7 = *Jso = 7.2 Hz, 2 H, 8-H), 8.52 (bs, 3 H, NH;").

BC-NMR (100 MHz, CDCl5):

8 =17.7 (g, C-10), 35.9 (d, C-2), 36.0 (t, C-3), 39.7 (t, C-5), 51.9 (q, C-11), 52.2 (d, C-4),
127.3 (d, C-9), 128.9 (d, C-8), 129.3 (d, C-7), 135.4 (s, C-6), 175.7 (s, C-1).

Optische Drehung: [@]2 =+11.2° (c = 1.0, MeOH)

Schmelzpunkt: 134-137 °C

(285,4R)-4-[((R)-2-{3-[(/N-Benzyloxycarbonyl-(R)-pipecolyl-(S)-isoleucyl)-methyl-amino]-
4-methyl-pentyl}-thiazol-4-carbonyl)-amino]-2-methyl-5-phenyl-pentan-siure-
methylester (100)

Durch Umsetzung von 120 mg des Tripeptids 56 (0.200 mmol) und 57 mg Tubuphenyl-
alaninmethylester-Hydrochlorid 99 (0.221 mmol, 1.1 Aq.) mit 28 ul Chlorameisensiure-iso-
butylester (0.216 mmol, 1.1 Aq.) und 2 x 24 pl NMM (0.436 mmol, 2.2 Aq.) gemiB AAV 1
wurden nach sdulenchromatographischer Reinigung (Hexan:EE 1:1, 3:7) 129 mg (0.160
mmol, 80 % d. Th.) eines farblosen, sehr zihen Ols 100 erhalten.

R{(100) = 0.19 (Hexan:EE 1:1)
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38

100
"H-NMR (400 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

8 =0.76 (d, *Ji913= 6.5 Hz, 3 H, 19-H), 0.82 (m, 3 H, 25-H), 0.92 (d, *J2.3 = 6.0 Hz, 3 H,
26-H), 0.95 (d, *Jio.13= 6.5 Hz, 3 H, 19°-H), 1.03 (m, 1 H, 24-H,), 1.12 (d, *J10» = 7.0 Hz,
3 H, 10-H), 1.21-1.65 (sh, 7 H, 3-H,, 24-Hy, 29-H,, 30-H, 31-H), 1.66-1.91 (sh, 3 H, 16-H,,
18-H, 23-H), 1.99 (ddd, *J3p3. = 13.5 Hz, *J3p24 = 9.4 Hz, *J3p24 = 4.0 Hz, 1 H, 3-Hy), 2.11
(m, 1 H, 16-Hy), 2.29 (d, “0eq200x = 12.8 Hz, 1 H, 29-H,,), 2.58 (m, 1 H, 2-H), 2.69-3.02 (sh,
5 H, 5-H, 15-H, 32-H,), 2.98 (s, 3 H, 20-H), 3.59 (s, 3 H, 39-H), 4.08 (bs, 1 H, 32-H,,), 4.29-
4.44 (sh, 2 H, 4-H, 17-H), 4.80 (dd, *Jooxu = *Ja223 = 8.0 Hz, 1 H, 22-H), 4.89 (bs, 1 H, 28-H),
5.11 (d, *J34a340 = 12.0 Hz, 1 H, 34-H,), 5.16 (d, *J34p34a = 12.0 Hz, 1 H, 34-Hy), 6.56 (bs, 1 H,
NHy), 7.10-7.38 (sh, 11 H, arom.-H, NHr,,), 7.88 (s, 1 H, 13-H).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)

§=1.05(d, ’Jio15=6.5Hz, 3 H, 19°-H), 2.77 (s, 3 H, 20-H), 4.18 (bs, 1 H, 32-He), 4.97 (dd,
oot = 9.0 Hz, *J2y03 = 7.0 Hz, 1 H, 22-H), 5.06 (d, *J34034 = 12.6 Hz, 1 H, 34-H,), 7.86 (s,
1 H, 13-H).

BC-NMR (100 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

6 =11.0 (q, C-25), 15.8 (q, C-26), 17.7 (q, C-10), 19.6 (g, C-19), 20.0 (q, C-19’), 20.4 (t, C-
30), 24.1 (t, C-24), 24.8* (t, C-31), 25.5* (t, C-29), 29.3 (t, C-16), 29.3* (q, C-20), 30.1 (t, C-
15), 30.2 (d, C-18), 36.4 (d, C-2), 37.2 (d, C-23), 37.8 (t, C-3), 41.2 (t, C-5), 42.2* (t, C-32),
48.4 (d, C-4), 51.6 (q, C-39), 53.6 (d, C-22), 54.9* (d, C-28), 58.8* (d, C-17), 67.6 (t, C-34),
122.3 (d, C-13), 126.4 (d, C-9), 127.8 (d, C-36/37). 128.1 (d, C-38), 128.3 (d, C-8), 128.5 (d,
C-36/37), 129.4 (d, C-7), 136.3 (s, C-35), 137.6 (s, C-6), 149.8 (s, C-12), 156.2* (s, C-33),
160.6 (s, C-11), 169.6 (s, C-14), 170.4 (s, C-27), 173.2 (s, C-21), 176.5 (s, C-1).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
o =11.2 (q, C-25), 16.2 (g, C-26), 20.3 (g, C-19), 20.5 (q, C-19°), 23.5 (t, C-24), 27.3 (q, C-
20), 62.7 (d, C-17), 122.6 (d, C-13).

Optische Drehung: [a]2’ =+19.3 ° (c = 1.0, CHCl;)
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HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C44HsNsO7 [M+H] 804.4370 804.4331

(285,4R)-4-[((R)-2-{3-|Methyl-(N-methyl-(R)-pipecolyl-(S)-isoleucyl)-amino]-4-methyl-
pentyl}-thiazol-4-carbonyl)-amino]-2-methyl-5-phenyl-pentansiure-methylester (101)

Nach AAV S wurden 114 mg Tetrapeptid 100 (0.142 mmol) mit 240 ul HBr/AcOH
(33 Gew.%, 1.39 mmol, 9.8 Aq.) entschiitzt und anschlieBend am N-Terminus nach AAV 7
mit 12.8 mg Paraformaldehyd (0.142 mmol, 1.0 Aq.) und 9.4 mg Natriumcyanoborhydrid
(0.150 mmol, 1.06 Aq.) N-methyliert. Nach siulenchromatographischer Reinigung (CH,Cl,:
MeOH 99:1, 98:2, 95:5, 9:1) wurden 64 mg des Produkts 101 (0.0936 mmol, 66 % d. Th.) als
gelbliches Ol erhalten.

R(101) = 0.39 (CH,Cl,:MeOH 9:1)

101

"H-NMR (400 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

8=0.75 (d, *J19.18 = 6.5 Hz, 3 H, 19-H), 0.86 (t, *J2524 = 7.4 Hz, 3 H, 25-H), 0.94 (d, *J10> 15 =
6.5 Hz, 3 H, 19°-H), 0.96 (d, *J»623 = 6.8 Hz, 3 H, 26-H), 1.08-1.25 (sh, 2 H, 24-H,, 30-H,,),
1.13 (d, *J102 = 7.3 Hz, 3 H, 10-H), 1.35 (ddd, *J20ax29eq = "J29ax28 = “J29ax30ax = 12.1 Hz, 1 H,
29-H,y), 1.43-1.72 (sh, 6 H, 3-H,, 18-H, 24-H,, 30-H,q, 31-H), 1.74-1.91 (sh, 3 H, 16-H,, 23-
H, 29-H,,), 1.94-2.03 (sh, 2 H, 3-Hy, 32-H,y), 2.08 (dtd, *Jigp. 160 = 14.5 Hz, *Jigp.15 = 8.3 Hz,
3Jieba7 = 3.6 Hz, 1 H, 16-Hy), 2.22 (s, 3 H, 33-H), 2.47 (d, *Ja8200x = 9.0 Hz, 1 H, 28-H), 2.60
(m, 1H, 2-H), 2.76-2.93 (sh, 4 H, 5-H,, 15-H, 32-H.), 2.94 (dd, *Jsp.s.= 13.8 Hz, *Jsp4 =
6.0 Hz, 1 H, 5-Hy), 2.99 (s, 3 H, 20-H), 3.60 (s, 3 H, 34-H), 4.30-4.46 (sh, 2 H, 4-H, 17-H),
4.76 (dd, *Joonu = 9.3 Hz, *Jno3 =83 Hz, 1 H, 22-H), 7.04 (bs, 1 H, NHy,), 7.15-7.27 (sh,
11 H, arom.-H), 7.35 (d, *Jxua = 9.3 Hz, NHryy), 7.87 (s, 1 H, 13-H).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)

8 = 0.87 (t, *Jas24="7.3 Hz, 3 H, 25-H), 1.06 (d, *Jio15= 6.5 Hz, 3 H, 19°-H), 2.77 (s, 3 H,
20-H), 3.64 (m, 1 H, 17-H), 4.95 (dd, *Jooxu = 9.7 Hz, *Jas03 = 6.2 Hz, 1 H, 22-H), 7.86 (s,
1 H, 13-H).
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BC-NMR (100 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

6 =11.0 (q, C-25), 15.9 (q, C-26), 17.8 (q, C-10), 19.6 (q, C-19), 20.1 (q, C-19°), 23.2 (t, C-
30), 24.6 (t, C-24), 25.1 (t, C-31), 29.4 (t, C-16), 29.3* (g, C-20), 30.0 (t, C-15), 30.2 (d, C-
18), 30.4 (t, C-29), 36.5 (d, C-2), 37.2 (d, C-23), 37.8 (t, C-3), 41.4 (t, C-5), 44.9 (q, C-33),
48.5 (d, C-4), 51.6 (q, C-34), 53.0 (d, C-22), 55.4 (t, C-32), 58.5* (d, C-17), 69.7 (d, C-28),
122.2 (d, C-13), 126.4 (d, C-9), 128.3 (d, C-8), 129.5 (d, C-7), 137.7 (s, C-6), 149.9 (s, C-12),
160.7 (s, C-11), 169.6 (s, C-14), 173.2 (s, C-21), 174.3 (s, C-27), 176.6 (s, C-1).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
d=16.5(q, C-26), 17.6 (q, C-10), 22.7 (t, C-30), 41.1 (t, C-5), 49.2 (d, C-4), 122.5 (d, C-13).

Optische Drehung: [a]2’ =+22.9 ° (c = 1.0, CHCl;)
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C37H5sNsOsS [M+H]" 684.4159 684.4153

(285,4R)-4-[((R)-2-{3-|Methyl-(N-methyl-(R)-pipecolyl-(S)-isoleucyl)-amino]-4-methyl-
pentyl}-thiazol-4-carbonyl)-amino]-2-methyl-5-phenyl-pentansiure-Trifluoressigsiure-
Salz (102)

Gemdl AAV 3 wurden 93 mg des N-methylierten Tetrapeptids 101 (0.136 mmol) mit
270 ul 1 M NaOH (0.27 mmol, 2.0 Aq.) versetzt, es wurde jedoch 3 h auf 80 °C erwirmt.
Nach Aufarbeitung mit Trifluoressigsdure und séulenchromatographischer Reinigung
(CH,Cl,:MeOH 9:1, 8:2) wurden 113 mg des TFA-Salzes 102 in quantitativer Ausbeute als

weiler Feststoff erhalten.

R((102) = 0.11 (CH,Cl:MeOH 9:1)

N 21 "N 17 "
H/l 2 16 14 /
33 " 23 S 13
35 34 e 1%
F;C—COO 25

102
"H-NMR (400 MHz, MeOD):
Hauptrotamer
8=0.81 (d, *Ji0.15 = 6.3 Hz, 3 H, 19-H), 0.93 (t, *J2524 = 7.1 Hz, 3 H, 25-H), 0.99 (d, *J19>15 =
6.3 Hz, 3 H, 19°-H), 1.02 (d, *J26.23 = 6.5 Hz, 3 H, 26-H), 1.23 (m, 1 H, 24-H,), 1.53-1.86 (sh,
6 H, 3-H,, 18-H, 24-Hy, 29-Hayx, 30-Hay, 31-Hyy), 1.86-2.08 (sh, 5 H, 3-Hs, 16-H,, 23-H, 30-
Heg 31-Heg), 2.11-2.27 (sh, 2 H, 16-Hy, 29-H,), 2.56 (m, 1 H, 2-H), 2.74 (s, 3 H, 33-H), 2.81-
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3.02 (sh, 4 H, 5-H, 15-H), 3.09 (dd, *J32ax32¢q = J32ax31ax = 12.3 Hz, 1 H, 32-H,), 3.11 (s, 3 H,
20-H), 3.49 (d, *aseqazax = 11.5 Hz, 1 H, 32-Hey), 3.76 (d, *Jag20ax = 10.8 Hz, 1 H, 28-H),
4.24-4.47 (sh, 2 H, 4-H, 17-H), 4.70 (d, *J2,23 = 7.8 Hz, 1 H, 22-H), 7.16 (m, 1 H, 9-H), 7.19-
7.29 (sh, 4 H, 7-H, 8-H), 7.95 (s, 1 H, 12-H).

Nebenrotamer (ausgewdhltes Signal)
5=2.78 (s, 1 H, 20-H).

BC-NMR (100 MHz, MeOD):

Hauptrotamer

o =113 (q, C-25), 16.0 (g, C-26), 18.5 (g, C-10), 20.3 (g, C-19), 20.5 (q, C-19’), 22.3 (t, C-
30), 24.0 (t, C-31), 25.5 (t, C-24), 30.2 (2 t, C-16, C-29), 30.3* (g, C-20), 30.9 (t, C-15), 31.4
(d, C-18), 37.5 (d, C-23), 37.9 (d, C-2), 39.2 (t, C-3), 42.4 (t, C-5), 42.9 (q, C-33), 50.7 (d, C-
4), 56.0 (d, C-22), 56.2 (t, C-32), 60.6* (d, C-17), 68.1 (d, C-28), 118.2 (q, 'J35r = 290.6 Hz,
C-35), 124.0 (d, C-13), 127.4 (d, C-9), 129.3 (d, C-8), 130.4 (d, C-7), 139.5 (s, C-6), 150.5 (s,
C-12), 163.1 (q, *Jaar =32.8 Hz, C-34), 163.1 (s, C-11), 169.2 (s, C-27), 171.9 (s, C-14),
174.6 (s, C-21), 180.0 (s, C-1).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
d=11.8 (q, C-25), 16.4 (q, C-26), 18.4 (q, C-10), 31.2 (d, C-18), 42.1 (t, C-5), 43.1 (q, C-33),
178.5 (s, C-1).

Optische Drehung: [a]2’ =-17.1° (c = 1.0, MeOH)
Schmelzpunkt: 60-62 °C

HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C36Hs¢NsOsS [M+H]" 670.4002 670.3984

C37HssNsOsS [M+CH3]"  684.4159 684.4160

C36Hs5sN504S [M-OH]" 652.3897 652.3859

(285,4R)-4-[((R)-2-{3-|Methyl-(N-methyl-(R)-pipecolyl-(S)-isoleucyl)-amino]-4-methyl-
pentyl}-thiazol-4-carbonyl)-amino]-2-methyl-5-phenyl-pentansiure-S-(2-acetylamino-
ethyl)-thioester (103)

Gemil AAV 11 wurden 13mg 102 (16.6 umol) mit 5.3 mg N-Acetylcysteamin
(44.5 umol, 2.7 Aq.), 1.0 mg DMAP (8.2 umol, 0.5Aq.) und 3.8 mg DCC (18.4 umol,
1.1 Aq.) zum SNAC-Ester 103 umgesetzt. Zur besseren Loslichkeit von 102 wurden
zusitzlich 50 ul DMF abs. zugegeben. Das Rohprodukt wurde in Essigsidureethylester geldst
und mit gesidttigter NaHCOs;-Losung versetzt. Die wissrige Phase wurde mit Essigsdure-
ethylester extrahiert und die vereinigte organische Phase iiber Na,SO4 getrocknet. Nach
sdulenchromatographischer Reinigung (CH,Cl,:MeOH 98:2, 96:4, 95:5, 9:1) wurden ca. 4 mg
eines farblosen, zihen Ols 103 erhalten (ca. 5 pmol, ca. 30 % d. Th., mit ca. 1.7 umol N-
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Acetylcystamin verunreinigt, moglicherweise auch mit geringen Mengen DCU (da die

Integration im Alkylbereich des 'H-Spektrums geringfiigig zu hoch war)).
R{(103) = 0.19 (CH,Cl,:MeOH 9:1)

103
"H-NMR (400 MHz, CDCl;):
Hauptrotamer
8=10.76 (d, *Ji0.1s = 6.8 Hz, 3 H, 19-H), 0.85 (t, *J2524 = 7.4 Hz, 3 H, 25-H), 0.94 (d, *J19> 15 =
6.5 Hz, 3 H, 19°-H), 0.97 (d, *J2623 = 6.8 Hz, 1.5 H, 26-H), 1.11 (d, *J10, = 7.0 Hz, 3 H, 10-
H), 1.13-1.27 (sh, 2 H, 24-H,, 30-Hay), 1.33 (m, 1 H, 29-H,y), 1.49 (m, 1 H, 31-H,y), 1.55-1.74
(sh, 5 H, 3-H,, 18-H, 24-Hy, 30-H,q, 31-H), 1.77-1.91 (sh, 3 H, 16-H,, 23-H, 29-H,,), 1.97-
2.12 (sh, 3H, 3-Hy, 16-Hy, 32-H,y), 2.03 (s, 3 H, 37-H), 2.23 (s, 3 H, 33-H), 2.48 (dd,
3 Jag.200x = 10.7 Hz, *Jaga0eq =2.9 Hz, 1 H, 28-H), 2.64 (ddd, “J3sazap=13.9 Hz, *Jage15.=
8.5 Hz, *Ja4a35 = 4.0 Hz, 1 H, 34-H,), 2.75-3.00 (sh, 6 H, 2-H, 5-H, 15-H, 32-H,,), 3.01 (s,
3 H, 20-H), 3.26 (ddd, *Jasp340 = 13.9 Hz, *J3g350 = 6.0 Hz, *Jsap35.= 3.5 Hz, 1 H, 34-Hy),
3.36 (dddd, “Jssa35p = 14.0 Hz, *J350.340 = 8.4 Hz, *J3sann = 5.9 Hz, *J3s034 = 3.3 Hz, 1 H, 35-
H,), 3.49 (dddd, 2J3sp.350 = 14.0 Hz, J355345 = J3spnm = 6.0 Hz, *Jssp.340 = 4.0 Hz, 1 H, 35-Hy),
4.30 (m, 1 H, 4-H), 4.53 (bs, 1 H, 17-H), 4.79 (dd, *Joonu = 9.3 Hz, * /2503 = 8.0 Hz, 1 H, 22-
H), 7.07 (d, 3JNH,22 =9.0 Hz, 1 H, NHyy), 7.12-7.28 (sh, 5 H, arom.-H), 7.48 (bs, 1 H, NHnac),
7.79 (d, *Jnna = 10.0 Hz, 1 H, NHry,), 7.80 (s, 1 H, 13-H).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
8 =1.08 (d, J10.15= 6.5 Hz, 3 H, 19°-H), 4.97 (dd, *Jooxu = 9.3 Hz, *Jay03 = 6.3 Hz, 1 H, 22-
H), 7.83 (s, 1 H, 13-H).

BC-NMR (125 MHz, CDCls):

Hauptrotamer

0 =11.0 (q, C-25), 15.9 (g, C-26), 18.8 (q, C-10), 19.7 (q, C-19), 20.2 (g, C-19°), 23.1 (q, C-
37), 23.3 (t, C-30), 24.6 (t, C-24), 25.2 (t, C-31), 29.4 (t, C-16), 29.5 (t, C-34), 29.6 (t, C-15),
29.7* (q, C-20), 30.3 (d, C-18), 30.6 (t, C-29), 37.5 (d, C-23), 38.4 (t, C-3), 38.6 (t, C-35),
42.5 (t, C-5), 45.0 (q, C-33), 45.3 (d, C-2), 47.9 (d, C-4), 53.1 (d, C-22), 55.4 (t, C-32), 69.7
(d, C-28), 122.1 (d, C-13), 126.6 (d, C-9), 128.4 (d, C-8), 129.4 (d, C-7), 137.4 (s, C-6), 149.8
(s, C-12), 161.2 (s, C-11), 169.5 (s, C-14), 170.7 (s, C-36), 173.4 (s, C-21), 174.3 (s, C-27),
203.1 (s, C-1).
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Das Signal von C-17 ist nicht zu sehen.

HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C40Hg3NgO5S, [M+H] 771.4301 771.4298

(4R)-4-Amino-5-phenyl-pentansiaure-methylester-Hydrochlorid (104)

Gemill AAV 4 wurden 768 mg 90 (2.50 mmol) mit 6.25 ml einer 4 M HCI-Losung in
Dioxan (25 mmol, 10.0 Aq.) Boc-entschiitzt, wobei 599 mg des Hydrochlorids 104 (2.46
mmol, 98 % d. Th.) als weiler Feststoff entstanden.

104

"H-NMR (400 MHz, CDCl5):

§=2.02 (td, *J32 = J54="7.0 Hz, 2 H, 3-H), 2.54 (dt, “Jra20 = 16.8 Hz, *Jo,3="7.5 Hz, 1 H, 2-
H,), 2.62 (dt, /0= 16.8 Hz, *Jop3 = 7.5 Hz, 1 H, 2-Hy), 2.93 (dd, “Jsasp = 13.7 Hz, *Jsuq =
8.9 Hz, 1 H, 5-H,), 3.27 (dd, *Jsp.5a = 13.7 Hz, *Jsp4 = 5.2 Hz, 1 H, 5-Hy), 3.55 (s, 3 H, 10-H),
3.60 (bs, 1 H, 4-H), 7.20-7.26 (sh, 3 H, 7-H, 9-H), 7.29 (dd, *Js7 =~ *Jso = 7.3 Hz, 2 H, 8-H),
8.51 (bs, 3 H, NH;").

BC-NMR (100 MHz, CDCl5):
§ =27.0 (t, C-3), 30.1 (t, C-2), 39.3 (t, C-5), 51.8 (q, C-10), 53.2 (d, C-4), 127.3 (d, C-9),
128.9 (d, C-8), 129.4 (d, C-7), 135.5 (s, C-6), 127.9 (s, C-1).

Optische Drehung: [a]2’ =-7.4°(c= 1.0, MeOH)
Schmelzpunkt: 117-119 °C

HRMS (EI) Berechnet Gefunden
C1H,2NO [M-CH;0]" 176.1075 176.1059

(4R)-4-[((R)-2-{3-[(/N-Benzyloxycarbonyl-(R)-pipecolyl-(S)-isoleucyl)-methyl-amino|]-4-
methyl-pentyl}-thiazol-4-carbonyl)-amino]-5-phenyl-pentansiure-methylester (105)
GemilB AAV 1 wurden 60 mg der freien Sdure 56 (100 pmol) und 27 mg des Amins 104
als Hydrochlorid (111 umol, 1.1 Aq.) mit Hilfe von 14 ul Chlorameisensiure-iso-butylester
(108 umol, 1.1 Ag.) und 2 x 12 ul NMM (218 pmol, 2.2 Aq.) zum Tetrapeptid 105 gekniipft.

Nach sdulenchromatographischer Reinigung (Hex:EE 1:1, 3:7) wurden 65 mg Produkt 105
(82.2 umol, 82 % d. Th.) als farbloses Harz erhalten.
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R{(105) = 0.14 (Hexan:EE 1:1)

2 18

30 128 H (o) 17 (0]
31 26N, 21 1 11
N/zﬁ( 20N 4 z p 10
35
36 2 % o & |19 S 12

34 O O "25 23

37 24

105

"H-NMR (400 MHz, CDCl;):

Hauptrotamer

8 =0.76 (d, *Jis17=6.3 Hz, 3 H, 18-H), 0.83 (m, 3 H, 24-H), 0.91 (d, *J»52, =6.3 Hz, 3 H,
25-H), 0.96 (d, *Jig.17 = 6.5 Hz, 3 H, 18’-H), 1.04 (m, 1 H, 23-H,), 1.18-1.89 (sh, 10 H, 3-H,,
15-H,, 17-H, 22-H, 23-H,, 28-H,,, 29-H, 30-H), 1.96 (m, 1 H, 3-Hy), 2.12 (m, 1 H, 15-Hy),
2.29 (d, *Jageqasax = 13.3 Hz, 1 H, 28-H,y), 2.35 (dt, “Joazp = 16.7 Hz, *J5,3 = 6.8 Hz, 1 H, 2-
H,), 2.42 (dt, *Jap2a = 16.7 Hz, *Jop3 = 7.1 Hz, 1 H, 2-Hy), 2.73-2.91 (sh, 3 H, 14-H, 31-H,,),
2.82 (dd, *Jsauso=13.6 Hz, *Js,4=7.3 Hz, 1 H, 5-H,), 2.96 (dd, *Jsp.5.=13.6 Hz, *Jsp4 =
6.0 Hz, 1 H, 5-Hy), 3.00 (s, 3 H, 19-H), 3.57 (s, 3 H, 38-H), 4.09 (bs, 1 H, 31-Heq), 4.29-4.43
(sh, 2 H, 4-H, 16-H), 4.81 (dd, *J51 xu = *Ja120 = 8.4 Hz, 1 H, 21-H), 4.90 (bs, 1 H, 27-H), 5.12
(d, *J33a33 = 12.0 Hz, 1 H, 33-H,), 5.17 (d, Y3333 = 12.0 Hz, 1 H, 33-Hy), 6.59 (bs, 1 H,
NHy), 7.16-7.39 (sh, 11 H, arom.-H, NH-pp,e), 7.89 (s, 1 H, 12-H).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)

§=1.06 (d, *Jig17=6.5Hz, 3 H, 18’-H), 2.77 (s, 3 H, 19-H), 4.19 (bs, 1 H, 31-Heg), 4.99 (dd,
Shink = 9.3 Hz, *J5120 = 6.5 Hz, 1 H, 21-H), 5.07 (d, *J3333 = 12.3 Hz, 1 H, 33-H,), 7.87 (s,
1 H, 12-H).

BC-NMR (100 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

5 =11.0 (q, C-24), 15.8 (q, C-25), 19.6 (g, C-18), 20.0 (q, C-18°), 20.4 (t, C-29), 24.2 (t, C-
23), 24.7* (t, C-30), 25.9* (t, C-28), 29.2 (t, C-3), 29.3 (t, C-15), 29.3* (q, C-19), 30.1 (t, C-
14), 30.2 (d, C-17), 31.0 (t, C-2), 37.2 (d, C-22), 41.5 (t, C-5), 42.1* (t, C-31), 49.8 (d, C-4),
51.5 (q, C-38), 53.6 (d, C-21), 55.1* (d, C-27), 58.7 (d, C-16), 67.6 (t, C-33), 122.5 (d, C-12),
126.5 (d, C-9), 127.8 (d, C-35/36), 128.1 (d, C-37), 128.4 (d, C-8), 128.5 (d, C-35/36), 129.4
(d, C-7), 136.3 (s, C-34), 137.6 (s, C-6), 149.7 (s, C-11), 156.4 (s, C-26), 160.8 (s, C-10),
169.7 (s, C-13), 170.5 (s, C-26), 173.2 (s, C-20), 173.8 (s, C-1).

Optische Drehung: [a]2’ =+4.8 ° (c = 1.0, CHCls)

HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C36Hs,N50,S [M-C7H;]" 698.3587 698.3591
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(4R)-4-[((R)-2-{3-[Methyl-(N-methyl-(R)-pipecolyl-(S)-isoleucyl)-amino]-4-methyl-
pentyl}-thiazol-4-carbonyl)-amino]-5-phenyl-pentansiure-methylester (106)

Es wurden 64 mg des Tetrapeptids 105 (75.3 umol) nach AAV 5 mit 110 ul HBr/AcOH
(33 Gew.%, 637 umol, 8.5 Aq.) Z-entschiitzt und anschlieBend mit Hilfe von 7.0 mg
Paraformaldehyd (77.7 umol, 1.0 Aq.) und 5.2 mg Natriumcyanoborhydrid (82.7 pmol,
1.1 Aq.) nach AAV 7 N-methyliert. Nach siulenchromatographischer Reinigung (EE,
CH,CI;:MeOH 95:5, 9:1) wurden 37 mg des Produktes 106 (55.2 umol, 73 % d. Th.) als
gelbliches Ol erhalten.

R(106) = 0.25 (CH,Cl,:MeOH 9:1)

106
"H-NMR (400 MHz, CDCl;):

Hauptrotamer

8=0.74 (d, *J15.17= 6.8 Hz, 3 H, 18-H), 0.86 (t, *J2423 = 7.4 Hz, 3 H, 24-H), 0.94 (d, *Ji17 =
6.5 Hz, 3 H, 18’-H), 0.95 (d, *J2520 = 6.8 Hz, 3 H, 25-H), 1.08-1.25 (sh, 2 H, 23-H,, 29-H.,,),
1.35 (ddd, “Jagax28eq = Jasax27 = Jagax20ax = 11.5 Hz, 1 H, 28-H,y), 1.43-1.72 (sh, 5 H, 17-H,
23-H,, 28-H,y, 29-H,,, 30-H), 1.72-1.89 (sh, 4 H, 3-H,, 15-H,, 22-H, 28-H,,), 1.90-2.02 (sh,
2 H, 3-Hy, 31-Hay), 2.09 (dtd, 2/isp.150 = 14.3 Hz, *Jisp14 = 8.3 Hz, *Jisp.16 = 3.5 Hz, 1 H, 15-
Hy), 2.20 (s, 3 H, 32-H), 2.35 (dt, *Joa2p = 16.5 Hz, *Jo,3=6.4 Hz, 1 H, 2-H,), 2.41 (dt,
2apna=16.5 Hz, *Jon3 = 6.5 Hz, 1 H, 2-Hy), 2.46 (d, *Jr728: = 9.0 Hz, 1 H, 27-H), 2.80 (dd,
314150 = *Jiansa = 7.6 Hz, 2 H, 14-H), 2.82 (dd, “Jsa50 = 13.5 Hz, *Js.a = 7.3 Hz, 1 H, 5-H,),
2.86 (m, 1 H, 31-Hey), 2.97 (dd, *Jsp.5a= 13.5 Hz, *Jsp4 = 5.8 Hz, 1 H, 5-Hy), 2.99 (s, 3 H, 19-
H), 3.56 (s, 3 H, 33-H), 4.28-4.42 (sh, 2 H, 4-H, 16-H), 4.76 (dd, *Jo;xu ~ /2122 = 8.8 Hz,
1 H, 21-H), 7.02 (d, *Jau21 = 9.0 Hz, 1 H, NHy,), 7.14-7.28 (sh, 5 H, arom.-H), 7.37 (d,
Jna = 9.3 Hz, 1 H, NHoppe), 7.87 (s, 1 H, 12-H).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)

8 =1.06 (d, *Jig17= 6.5 Hz, 3 H, 18°-H), 2.77 (s, 3 H, 19-H), 3.63 (m, 1 H, 16-H), 4.95 (dd,
*hinn = 9.8 Hz, *Jr1 20 = 6.0 Hz, 1 H, 21-H), 7.89 (s, 1 H, 12-H).

BC-NMR (100 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

6 =10.9 (q, C-24), 15.9 (q, C-25), 19.5 (q, C-18), 20.1 (q, C-18°), 23.2 (t, C-29), 24.6 (t, C-
23), 25.0 (t, C-30), 29.2 (t, C-3), 29.3 (t, C-15), 29.3* (q, C-19), 30.0 (t, C-14), 30.2 (d, C-17),
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30.4 (t, C-28), 30.9 (t, C-2), 37.1 (d, C-22), 41.5 (t, C-5), 44.8 (q, C-32), 49.8 (d, C-4), 51.5
(q, C-33), 53.0 (d, C-21), 55.4 (t, C-31), 58.5 (d, C-16), 69.6 (d, C-27), 122.0 (d, C-12), 126.5
(d, C-9), 128.4 (d, C-8), 129.4 (d, C-7), 137.7 (s, C-6), 149.7 (s, C-11), 160.8 (s, C-10), 169.7
(s, C-13), 173.2 (s, C-20), 173.8 (s, C-1), 174.3 (s, C-13).

Optische Drehung: [a]2’ =+8.4° (c= 1.0, CHCls)
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C36Hs¢NsOsS [M+H]" 670.4002 670.4000

(4R)-4-[((R)-2-{3-[Methyl-(N-methyl-(R)-pipecolyl-(S)-isoleucyl)-amino]-4-methyl-
pentyl}-thiazol-4-carbonyl)-amino]-5-phenyl-pentansaure-Trifluoressigsiure-Salz (107)
Gemdl AAV 3 wurden 37 mg des N-methylierten Tetrapeptids 106 (55.2 pmol) mit
110 pul 1 M NaOH (110 umol, 2.0 Aq.) verseift und mit Trifluoressigsiure angesiuert. Nach
sdulenchromatographischer Reinigung (CH,Cl,:MeOH 9:1, 8:2) wurde das TFA-Salz 107 in

quantitativer Ausbeute als weiller Feststoff erhalten.

Ry(107) = 0.11 (CH,Cl,:MeOH 9:1)

107

'"H-NMR (400 MHz, MeOD):

Hauptrotamer

8=0.78 (d, *Ji15.17= 6.5 Hz, 3 H, 18-H), 0.91 (t, *J2423 = 7.5 Hz, 3 H, 24-H), 0.97 (d, *Ji.17 =
6.5Hz, 3H, 18-H), 1.01 (d, *Jasx»=6.8 Hz, 3 H, 25-H), 1.23 (ddq, “Ja3.23 = 13.7 Hz,
ysaz = 9.0 Hz, *Ja3ans = 7.3 Hz, 1 H, 23-H,), 1.48 (ddddd, *J29ax 20eq = *J29ax 28ax = “J29ax 30ax =
12.7 Hz, *Ja9ax 280q = “J29ax30eq = 3.4 Hz, 1 H, 29-H,,), 1.56-2.06 (sh, 11 H, 3-H, 15-H,, 17-H,
22-H, 23-Hy, 28-H, 29-H,q, 30-H), 2.16 (dtd, *Jysp.150= 14.4 Hz, *Jisp.14 = 8.1 Hz, *Jysp,16 =
3.3 Hz, 1 H, 15-Hy), 2.27 (dt, *Jrap = 15.6 Hz, *J5,3 = 7.4 Hz, 1 H, 2-H,), 2.37 (dt, *Jap2a =
15.6 Hz, *Jap3 =74 Hz, 1 H, 2-Hy), 2.51 (s, 3 H, 32-H), 2.68 (dd, “J31ax31eq ® S31ax30ax =
12.3 Hz, 1 H, 31-H,,), 2.80-3.01 (sh, 4 H, 5-H, 14-H), 3.09 (s, 3 H, 19-H), 3.26 (d, “J31cq31ax =
12.3 Hz, 1 H, 31-H,,), 3.32 (m, 1 H, 27-H (unter MeOD)), 4.26-4.39 (sh, 2 H, 4-H, 16-H),
4.72 (d, *Ja120=8.5Hz, 1 H, 21-H), 7.15 (m, 1 H, 9-H), 7.18-7.27 (sh, 4 H, 7-H, 8-H), 7.99
(s, 1 H, 12-H).
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Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
§=1.11 (d, *Jig17= 6.5 Hz, 3 H, 18’-H), 2.48 (s, 3 H, 32-H), 2.78 (s, 1 H, 19-H), 4.67 (dd,
120 =83 Hz, 1 H, 21-H), 7.95 (s, 1 H, 12-H).

BC-NMR (100 MHz, MeOD):

Hauptrotamer

=112 (q, C-24), 16.1 (q, C-25), 20.3 (g, C-18), 20.5 (q, C-18°), 23.1 (t, C-29), 24.9 (t, C-
30), 25.6 (t, C-23), 30.3 (t, C-15), 29.8* (q, C-19), 30.7 (t, C-28), 31.0 (t, C-14), 31.3 (d, C-
17), 31.8 (t, C-3), 34.4 (t, C-2), 37.7 (d, C-22), 42.0 (t, C-5), 43.6 (q, C-32), 52.0 (d, C-4),
55.6 (d, C-21), 56.3 (t, C-31), 60.3* (d, C-16), 69.1 (d, C-27), 118.2 (q, 'Jasr =290.9 Hz, C-
34), 124.4 (d, C-12), 127.4 (d, C-9), 129.3 (d, C-8), 130.4 (d, C-7), 139.7 (s, C-6), 150.4 (s, C-
11), 163.1 (q, /336 = 34.3 Hz, C-33), 163.2 (s, C-10), 171.8 (s, C-26), 171.9 (s, C-13), 174.7
(s, C-20), 181.8 (s, C-1).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)

6=11.7 (q, C-24), 16.5 (g, C-25), 21.0 (q, C-18), 22.9 (t, C-29), 38.6 (d, C-22), 41.8 (t, C-5),
43.8 (q, C-32), 55.3 (d, C-21), 68.9 (d, C-27), 173.9 (s, C-20), 179.8 (s, C-1).

Optische Drehung: [a]2’ =-12.7 ° (c = 1.0, MeOH)
Schmelzpunkt: 174-178 °C

HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C35Hs,N504S [M-OH]" 638.3740 638.3708

(R)-2-{3-[(Benzyloxycarbonyl-(S)-isoleucyl)-methylamino)]-4-methyl-pentyl}-thiazol-4-
carbonsaure (108)
Nach AAV 3 wurden 155 mg des Dipeptids 51 (0.299 mmol) mit 450 pl 1 M NaOH

(0.45 mmol, 1.5 Aq.) verseift. Es entstanden 139 mg der freien Siure 108 (0.284 mmol, 95 %
d. Th.) als schwach gelblicher, fester Schaum.

108

"H-NMR (400 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

& = 0.75 (d, *Jog=6.5Hz, 3 H, 9-H), 0.85 (t, *Jis5.14 = 7.4 Hz, 3 H, 15-H), 0.94 (d, *Jo 5=
6.5 Hz, 3 H, 9'-H), 0.95 (d, *Ji6.13 = 6.2 Hz, 3 H, 13-H), 1.14 (ddq, *J14a.140 = 13.7 Hz, *J140.13 =
9.3 Hz, *Ji4a1s = 7.1 Hz, 1 H, 14-H,), 1.59 (dqd, *Ji4p.14a = 13.7 Hz, *Jiap15 = 7.5 Hz, *Jigp.13 =
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2.7Hz, 1 H, 14-Hy), 1.69 (m, 1 H, 8-H), 1.78 (m, 1 H, 13-H), 1.90 (m, 1 H, 6-H,), 2.12 (m,
1 H, 6-Hy), 2.87 (dd, *J560 = *Js6o = 7.7 Hz, 2 H, 5-H), 2.99 (s, 3 H, 10-H), 4.36 (m, 1 H, 7-
H), 4.53 (dd, *Jioxu = Ji2.3=8.5 Hz, 1 H, 12-H), 5.05 (d, %/iga180 = 12.6 Hz, 1 H, 18-H,),
5.09 (d, “Jigp1sa = 12.6 Hz, 1 H, 18-Hp), 5.78 (d, *Jxm12=9.5 Hz, 1 H, NH), 7.19-7.39 (sh,
5 H, arom.-H), 8.10 (s, 1 H, 3-H).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)

& =0.90 (d, *Jogne.3=6.3 Hz, 3 H, 9-H/16-H), 1.03 (d, *Jos = 6.3 Hz, 3 H, 9’-H), 2.73 (s,
3H, 10-H), 3.60 (dd, *Jremn~>J75s=9.4Hz, 1H, 7-H), 4.68 (dd, *Jionu=9.5Hz,
Ji2.13 = 6.5 Hz, 1 H, 12-H), 8.08 (s, 1 H, 3-H).

BC-NMR (100 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

6 =11.1 (g, C-15), 15.9 (q, C-16), 19.5 (g, C-9), 20.0 (q, C-9°), 24.1 (t, C-14), 29.6 (t, C-6),
29.7* (q, C-10), 30.2 (m, C-5, C-8), 37.2 (d, C-13), 55.8 (d, C-12), 59.0 (d, C-7), 66.8 (t, C-
18), 127.6 (d, C-3), 127.7 (d, C-20/21), 128.0 (d, C-22), 128.4 (d, C-20/21), 136.5 (t, C-19),
146.3 (s, C-2), 156.6 (s, C-17), 163.0 (s, C-1), 170.6 (s, C-4), 174.1 (s, C-11).

Optische Drehung: [a]2’ =-14.3 ° (c = 1.0, CHCI;)
Schmelzpunkt: 51-53 °C

Elementaranalyse:

C25H35N3058 Ber. C61.33 H7.21 N 8.58
(489.63) Gef. Co61.31 H 7.04 N 8.31
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
Cp4H36N303S [M-CO,+H]™ 446.2477 446.2477

(4R)-4-[((R)-2-{3-[(/N-Benzyloxycarbonyl-(S)-isoleucyl)-methylamino]-4-methyl-pentyl}-
thiazol-4-carbonyl)-amino|-5-phenyl-pentansiure-methylester (109)

GemilB AAV 1 wurden 49 mg der freien Sdure 108 (100 pmol) und 37 mg des Amin 104
als Hydrochlorid (152 umol, 1.5 Aq.) mit Hilfe von 14 ul Chlorameisensiure-iso-butylester
(108 umol, 1.1 Aq.) und 2 x 12 pl NMM (218 pmol, 2.2 Aq.) zum Tripeptid 109 gekniipft.

Nach sédulenchromatographischer Reinigung (Hex:Et,O 3:7, 2:8) wurden 57 mg Produkt
(84.0 umol, 84 % d. Th.) als farbloses Harz erhalten.

R{(109) = 0.24 (Hexan:EE 1:1)
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109

"H-NMR (400 MHz, CDCl;):

Hauptrotamer

8=0.76 (d, *Jis17= 6.5 Hz, 3 H, 18-H), 0.85 (t, *Ja423 = 7.4 Hz, 3 H, 24-H), 0.95 (d, *Jps22 =
6.5 Hz, 3 H, 25-H), 0.97 (d, *Jig.17=6.3 Hz, 3H, 18-H), 1.10 (ddq, /23023 = 13.6 Hz,
3 Jo3a22 = 9.8 Hz, *Jh3ana = 7.3 Hz, 1 H, 23-H,), 1.57 (dqd, *Ja3p23. = 13.6 Hz, *Jo3p24 = 7.6 Hz,
3 aspn =2.9 Hz, 1 H, 23-Hy), 1.65-1.90 (sh, 4 H, 3-H,, 15-H,, 17-H, 22-H), 1.95 (m, 1 H, 3-
Hy), 2.35 (ddd, *Jaao0 = 16.3 Hz, *Jaazan = 9.3 Hz, *Jaazan = 6.5 Hz, 1 H, 2-H,), 2.43 (ddd,
Jap2a=16.3 Hz, *Jop 300 = 9.8 Hz, *Jop3an = 6.0 Hz, 1 H, 2-Hy), 2.79 (t, *Ji415=8.2 Hz, 2 H,
14-H), 2.82 (dd, *Jsasp = 13.3 Hz, *Js,4= 7.2 Hz, 1 H, 5-H,), 2.96 (s, 3 H, 19-H), 2.97 (dd,
*Jspsa=13.3 Hz, *Jsp4 = 5.8 Hz, 1 H, 5-Hy), 3.55 (s, 3 H, 32-H), 4.28-4.43 (sh, 2 H, 4-H, 16-
H), 4.54 (dd, *Jo1xu=9.4 Hz, 5120 =7.0 Hz, 1 H, 21-H), 5.06 (d, “J27a07 = 12.5 Hz, 1 H,
27-H,), 5.10 (d, *Jam27.= 12.5 Hz, 1 H, 27-Hy), 5.47 (d, *Jnu21 = 9.4 Hz, 1 H, NHy,), 7.15-
7.34 (sh, 10 H, arom.-H), 7.37 (d, *Jxua = 9.0 Hz, 1 H, NHopye»), 7.89 (s, 1 H, 12-H).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)

8 = 0.86 (t, *Jasns = 7.3 Hz, 3 H, 24-H), 0.92, 0.93 (2 d, *Jis17="Js20 = 6.8 Hz, 6 H, 18-H,
25-H), 1.06 (d, *Jig17= 6.5 Hz, 3 H, 18°-H), 2.73 (s, 3 H, 19-H), 3.56 (s, 3 H, 32-H), 4.64
(dd, *Joinu=9.8 Hz, 212, =6.8 Hz, 1 H, 21-H), 5.04 (d, “Ja7027 = 12.3 Hz, 1 H, 27-H,),
5.54 (d, *Jia1 = 9.8 Hz, 1 H, NHy), 7.88 (s, 1 H, 12-H).

BC-NMR (100 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

§=11.2 (q, C-24), 15.9 (q, C-25), 19.5 (q, C-18), 20.1 (q, C-18"), 23.9 (t, C-23), 29.1 (t, C-3),
29.3 (t, C-15), 29.6 (q, C-19), 29.9* (t, C-14), 30.2 (d, C-17), 31.0 (t, C-2), 37.6 (d, C-22),
41.5 (t, C-5), 49.8 (d, C-4), 51.5 (q, C-32), 55.8 (d, C-21), 58.6* (d, C-16), 66.8 (t, C-27),
122.4 (d, C-12), 126.5 (d, C-9), 127.8 (d, C-29/30), 128.0 (d, C-31), 128.4, 128.4 (2 d, C-8, C-
29/30), 129.4 (d, C-7), 136.4 (s, C-28), 137.7 (s, C-6), 149.7 (s, C-11), 156.5 (s, C-26), 160.9
(s, C-10), 169.6 (s, C-13), 173.3 (s, C-20), 173.9 (s, C-1).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)

d=11.3(q, C-24), 16.2 (q, C-25), 20.4 (q, C-18), 23.5 (t, C-23), 27.4 (q, C-19), 29.2 (t, C-3),
31.0 (t, C-2), 37.9 (d, C-22), 50.0 (d, C-4), 55.3 (d, C-21), 62.7 (d, C-16), 66.9 (t, C-27),
122.7 (d, C-12), 137.8 (s, C-6), 169.8 (s, C-13), 172.7 (s, C-1/20).
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Optische Drehung: [a]2’ =-10.9 ° (c = 1.0, CHCl5)
Elementaranalyse:

C38H53N406S Ber. C 65.77 H7.70 N 8.07
(693.92) Gef. C65.39 H7.35 N 8.35
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C37H51N4O6S [M-CH,]" 679.3529 679.3581

(4R)-4-[((R)-2-{3-[(N,N-Dimethyl-glycyl-(S)-isoleucyl)-methylamino]|-4-methyl-pentyl}-
thiazol-4-carbonyl)-amino|-5-phenyl-pentansiaure-methylester (110)

Zu einer Losung von 103 mg N,N-Dimethylglycin (0.999 mmol) in 2.5 ml Essigsdure-
ethylester wurden 202 mg Pentafluorphenol (1.10 mmol) und 227 mg DCC (1.10 mmol)
gegeben. Der iiber Nacht ausgefallene Harnstoff wurde iiber Celite abfiltriert und das

Losemittel am Rotationsverdampfer entfernt.!*!

Es wurden 128 mg des Tripeptids 109 (0.189 mmol) nach AAV 5 mit 330 pl HBr/AcOH
(1.91 mmol, 10 Aq.) Z-entschiitzt und anschlieBend mit 195 mg des rohen Pentafluorphenol-
esters (< 0.724 mmol, < 3.8 Aq.) in 1.9 ml Dichlormethan umgesetzt. Nach siulenchromato-
graphischer Reinigung (Hexan:EE 1:1, 0:100, CH,Cl,:MeOH 98:2, 95:5) wurden 66 mg des
Tetrapeptids 110 (0.105 mmol, 55 % d. Th.) als leicht gelbliches Ol erhalten.

Ry(110) = 0.38 (CH,Cl,:MeOH 9:1)

110

"H-NMR (400 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

8 = 0.74 (d, *Ji17=6.5Hz, 3 H, 18-H), 0.84 (t, *Jos23=7.3 Hz, 3 H, 24-H), 0.94 (2 d,
g7 ="Jas2 = 6.8 Hz, 6 H, 18°-H, 25-H), 1.10 (ddq, */23a23 = 13.8 Hz, *J23020 = 9.8 HZ,
3 Jasa2a=7.3 Hz, 1 H, 23-H,), 1.56 (dqd, */230.23. = 13.8 Hz, *Ja3p24 = 7.2 Hz, *Jo3p20 = 2.8 Hz,
1 H, 23-Hy), 1.69 (m, 1 H, 17-H), 1.74-1.89 (sh, 3 H, 3-H,, 15-H,, 22-H), 1.94 (m, 1 H, 3-Hy),
2.09 (dtd, *Jispisa = 14.8 Hz, *Jisp.14 = 8.5 Hz, *Jis.16= 3.4 Hz, 1 H, 15-Hy), 2.24 (s, 6 H, 28-
H), 2.34 (ddd, *Joazp = 16.1 Hz, *Jaa3a1 = 8.5 Hz, *Jra3ap = 6.7 Hz, 1 H, 2-H,), 2.40 (ddd,
Jap2a=16.1 Hz, *Jop 306 = 9.1 Hz, *Jap 301 = 6.4 Hz, 1 H, 2-Hy), 2.75-3.02 (sh, 6 H, 5-H, 14-H,
27-H), 2.97 (s, 3 H, 19-H), 3.55 (s, 3 H, 29-H), 4.28-4.43 (sh, 2 H, 4-H, 16-H), 4.81 (dd,
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3Jz],NH =97 HZ, 3.]21,22 =7.5 HZ, 1 H, 21-H), 7.13-7.27 (Sh, 5 H, arom.-H), 7.36 (d,
nia = 9.3 Hz, 1 H, NHoppe), 7.59 (d, *Jamar = 9.7 Hz, 1 H, NHy,), 7.87 (s, 1 H, 12-H).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)

8=10.90 (d, *Jig172520 = 6.8 Hz, 3 H, 18’-H/25-H), 1.06 (d, *J15:17 = 6.5 Hz, 3 H, 18°-H), 2.65
(ddd, *J140.140 = 15.8 Hz, *J140150 = 10.9 Hz, *J14.1500 = 4.6 Hz, 1 H, 14-H,), 2.76 (s, 3 H, 19-
H), 3.64 (ddd, *Jis15.~ Ji617=10.2 Hz, *Ji6150=3.0 Hz, 1 H, 16-H), 4.92 (dd, *Joinu =
9.8 Hz, >J5120 = 6.8 Hz, 1 H, 21-H), 7.30 (d, *Jxua = 9.5 Hz, 1 H, NHoppe), 7.66 (d, *Jnpor =
9.8 Hz, 1 H, NHy_), 7.86 (s, 1 H, 12-H).

BC-NMR (100 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

d=11.1(q, C-24), 15.9 (q, C-25), 19.5 (q, C-18), 20.0 (g, C-18’), 24.2 (t, C-23), 29.1 (t, C-3),
29.2 (t, C-15), 29.6* (q, C-19), 30.0 (t, C-14), 30.2 (d, C-17), 30.9 (t, C-2), 37.3 (d, C-22),
41.4 (t, C-5), 45.9 (q, C-28), 49.8 (d, C-4), 51.5 (q, C-29), 53.1 (d, C-21), 58.5* (d, C-16),
63.0 (t, C-27), 122.3 (d, C-12), 126.4 (d, C-9), 128.4 (d, C-8), 129.4 (d, C-7), 137.6 (s, C-6),
149.7 (s, C-11), 160.8 (s, C-10), 169.6 (s, C-13), 170.4 (s, C-26), 173.0 (s, C-20), 173.7 (s, C-
1).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)

=112 (q, C-24), 16.3 (g, C-25), 20.3 (g, C-18), 20.4 (q, C-18), 23.9 (t, C-23), 27.3 (q, C-
19), 31.3 (t, C-2), 37.9 (d, C-22), 46.0 (q, C-28), 49.9 (d, C-4), 52.5 (d, C-21), 62.6 (d, C-16),
63.1 (t, C-27), 122.6 (d, C-12), 149.6 (s, C-11), 169.8 (s, C-13), 170.1 (s, C-26), 172.6 (s, C-
20), 173.7 (s, C-1).

Optische Drehung: [a]2’ =-25.7° (c = 1.0, CHCI;)
HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C33Hs,Ns505S [M+H]" 630.3689 630.3687

(4R)-4-[((R)-2-{3-[(2V,N-Dimethyl-glycyl-(S)-isoleucyl)-methylamino|-4-methyl-pentyl}-
thiazol-4-carbonyl)-amino|-5-phenyl-pentansiure-Trifluoressigsiure-Salz (111)

Gemdl AAV 3 wurden 52 mg des N-methylierten Tetrapeptids 110 (82.6 pmol) mit
165 pl 1 M NaOH (165 umol, 2.0 Aq.) verseift und mit Trifluoressigsiure angesiuert. Nach
sdulenchromatographischer Reinigung (CH,Cl,:MeOH 9:1, 8:2) wurde das TFA-Salz 111 in

quantitativer Ausbeute als weiller Feststoff erhalten.

Ry(111) = 0.09 (CH,Cl,:MeOH 9:1)
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111
"H-NMR (400 MHz, MeOD):

Hauptrotamer

8=0.78 (d, *Jis.17 = 6.5 Hz, 3 H, 18-H), 0.92 (t, *J2423 = 7.4 Hz, 3 H, 24-H), 0.97 (d, *Jig.17 =
6.6 Hz, 3H, 18°-H), 1.02 (d, *Jas22 = 6.8 Hz, 3 H, 25-H), 1.21 (ddq, */23.03 = 13.8 Hz,
323022 =9.6 Hz, *Ja3a2a = 7.3Hz, 1 H, 23-H,), 1.64 (dqd, *Jasp23a = 13.8 Hz, *Ja3p04 = 7.5 Hz,
3 Joswn =2.8 Hz, 1 H, 23-Hy), 1.78 (m, 1 H, 17-H), 1.84-2.06 (sh, 4 H, 3-H, 15-H,, 17-H, 22-
H), 2.16 (dtd, *Jisp15.= 14.5 Hz, *Jisp.14 = 8.1 Hz, *Jisp16= 3.3 Hz, 1 H, 15-Hy), 2.32 (dt,
2Jaas =159 Hz, *J5a35=7.6 Hz, 1 H, 2-H,), 2.41 (ddd, *Jap2. = 15.9 Hz, Jop3a1 = 8.7 Hz,
3 apsan = 6.2 Hz, 1 H, 2-Hy), 2.72 (s, 6 H, 28-H), 2.80-3.03 (sh, 4 H, 5-H, 14-H), 3.08 (s, 3 H,
19-H), 3.68 (d, /27027 = 15.6 Hz, 1 H, 27-H,), 3.73 (d, *Ja7027. = 15.6 Hz, 1 H, 27-H,), 4.26-
4.39 (sh, 2 H, 4-H, 16-H), 4.79 (d, *J2120 = 7.8 Hz, 1 H, 21-H), 7.16 (m, 1 H, 9-H), 7.20-7.26
(sh, 4 H, 7-H, 8-H), 7.97 (s, 1 H, 12-H).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)

§=1.11(d, *J1s.17 = 6.5 Hz, 3 H, 18°-H), 2.68 (s, 6 H, 28-H), 2.77 (s, 1 H, 19-H).
BC-NMR (100 MHz, MeOD):

Hauptrotamer

0 =114 (q, C-24), 16.1 (q, C-25), 20.2 (q, C-18), 20.5 (q, C-18°), 25.4 (t, C-23), 30.3 (t, C-
15), 30.9* (q, C-19), 30.8 (t, C-14), 31.0 (t, C-3), 31.3 (d, C-17), 32.9 (t, C-2), 37.9 (d, C-22),
42.1 (t, C-5), 44.8 (q, C-28), 52.0 (d, C-4), 55.7 (d, C-21), 59.9* (d, C-16), 60.4 (t, C-27),
118.2 (q, 'Jaar = 290.9 Hz, C-30), 124.2 (d, C-12), 127.4 (d, C-9), 129.3 (d, C-8), 130.4 (d, C-
7), 139.6 (s, C-6), 150.4 (s, C-11), 163.1 (q, *J33¢ = 35.6 Hz, C-29), 163.2 (s, C-10), 167.6 (s,
C-26), 171.8 (s, C-13), 174.5 (s, C-20), 178.9 (s, C-1).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)

d=11.6 (q, C-24), 16.5 (q, C-25), 21.0 (q, C-18), 24.7 (t, C-23), 32.5 (t, C-2), 38.4 (d, C-22),
41.9 (t, C-5), 45.0 (q, C-28), 54.8 (d, C-21), 124.4 (d, C-12).

Optische Drehung: [a]Z’ =-26.1° (c = 1.0, MeOH)
Schmelzpunkt: 55°C
HRMS (CI) Berechnet Gefunden

C3,H4gN504S [M-OH]" 598.3427 598.3447
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(285,4R)-4-[((R)-2-{3-|Methyl-(N-methyl-(R)-pipecolyl-(S)-isoleucyl)-amino]-4-methyl-
pentyl}-thiazol-4-carbonyl)-amino]-2-methyl-5-phenyl-pentansiure-2,3-dihydroxy-
propylester (112)

Zu einer Losung von 20.2 mg Pritubulysin-Trifluoressigsduresalz 102 (25.8 umol) in
100 pl Dichlormethan und 50 pl DMF wurden zunichst 1.3 mg DMAP (10.6 pmol, 0.4 Aq.),
sowie eine Losung von 12.3 mg Glycerol (134 pumol, 5.2 Aq.) in 100 ul DMF gegeben.
AnschlieBend wurde das Reaktionsgemisch mit 5.9 mg DCC (28.6 pmol, 1.1 Aq.) versetzt
und tiber Nacht geriihrt. Zur Aufarbeitung wurde das Losemittel im Vakuum entfernt und der
Riickstand in Essigsdureethylester aufgenommen. Der entstandene Harnstoff wurde abfiltriert,
das Filtrat wurde mit gesittigter NaHCOs-Losung, sowie gesittigter NaCl-Losung gewaschen
und iiber Natriumsulfat getrocknet. Nach sdulenchromatographischer Reinigung (CH,Cls:
MeOH 98:2, 9:1) wurden 13 mg des Glycerolesters 112 (17.5 pumol, 68 % d. Th., dr 1:1) als

zdhes farbloses Ol erhalten.

Ry(112) = 0.13 (CH,Cl:MeOH 9:1)

27 N..,.22 OH

|33 |20

112
"H-NMR (400 MHz, CDCl5): Das Diastereomerenverhdltnis betrédgt 1:1 (am C-35).
Hauptrotamer
8=0.75 (d, *J19.15 = 6.8 Hz, 3 H, 19-H), 0.85 (t, *J2524 = 7.4 Hz, 3 H, 25-H), 0.93 (d, *J19>15 =
6.5 Hz, 3 H, 19°-H), 0.96 (d, *J2623 = 6.8 Hz, 1.5 H, 26-Haia1), 0.97 (d, *J2623 = 6.8 Hz, 1.5 H,
26-Hgiaz), 1.12 (d, *J102 = 7.0 Hz, 3 H, 10-H), 1.09-1.21 (sh, 2 H, 24-H,, 30-H,y), 1.34 (dddd,
2 Tasax29eq = *Jooax28 = Jroax300x = 13.0 Hz, *Jooax30eq =34 Hz, 1H, 29-H,), 1.49 (ddddd,
J3laxsleq 3 T3 1ax30ax & S3laxzoax = 12.5 Hz, > J31ax30eq © J3tax32eq = 3.4 Hz, 1 H, 31-Hy,), 1.55-
1.72 (sh, 5 H, 3-H,, 18-H, 24-Hy, 30-H,,, 31-H,y), 1.74-1.90 (sh, 3 H, 16-H,, 23-H, 29-H,,),
1.93-2.10 (sh, 3 H, 3-Hy, 16-Hy, 32-Hy), 2.22 (s, 3 H, 33-H), 2.47 (dd, *Jog20ax = 10.9 Hz,
3 Ja8.29eq = 2.9 Hz, 1 H, 28-H), 2.60 (m, 1 H, 2-H), 2.74-2.96 (sh, 5 H, 5-H, 15-H, 32-H,,), 3.00
(s, 3H, 20-H), 3.57 (dd, “Jseazep=11.3 Hz, *J36a35=6.0Hz, 1H, 36-H,), 3.64 (dd,
2Jasb36a = 11.3 Hz, *J3gp35 = 7.0 Hz, 0.5 H, 36-Hy gia1), 3.65 (dd, “Jsev.36a = 11.3 Hz, *Jsep35 =
6.0 Hz, 0.5 H, 36-Hp.qix), 3.78 (dd, “J340340 = 11.3 Hz, *J34a35 = 7.2 Hz, 0.5 H, 34-Ha gia1), 3.85
(dd, 240340 = 11.3 Hz, *J34a35 = 2.7 Hz, 0.5 H, 34-H, 4ix2), 3.92 (m, 0.5 H, 35-Hgia1), 4.00 (m,
0.5 H, 35-Hain), 4.35-4.53 (sh, 2 H, 4-H, 17-H), 4.46 (dd, *J34p34a = 11.3 Hz, *J34535 = 7.2 Hz,
0.5 H, 34-Hp.gia1), 4.48 (dd, 234340 = 11.3 Hz, *J3435 = 4.1 Hz, 0.5 H, 36-Hygia0), 4.77 (dd,
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3003 = 2 Jaonn = 8.8 Hz, 1 H, 22-H), 7.08 (d, *Jnp22 = 9.5 Hz, 1 H, NHy,), 7.16-7.22 (sh, 3 H,
7-H, 9-H), 7.25 (m, 2 H, 8-H), 7.66 (d, *Jn4 = 10.0 Hz, 1 H, NHry,), 7.88 (s, 0.5 H, 13-Hgia)),
7.89 (s, 0.5 H, 13-Haino).

Nebenrotamer (ausgewdhlte Signale)
8 = 1.06 (d, *Jig13=6.5Hz, 3H, 19°-H), 7.47 (d, *Jxua = 10.0 Hz, 1 H, NHry,), 7.83 (s,
0.5 H, 13-Hgia1), 7.90 (s, 0.5 H, 13-Hgia).

BC-NMR (100 MHz, CDCl5):

Hauptrotamer

d=11.0(q, C-25), 15.9 (q, C-26), 18.1 (q, C-104gia1), 18.3 (q, C-104ia2), 19.6 (q, C-19), 20.1 (q,
C-197), 23.3 (t, C-30), 24.6 (t, C-24), 25.1 (t, C-31), 29.4 (t, C-16), 29.7* (q, C-20), 29.8 (t, C-
15), 30.2 (d, C-18), 30.5 (t, C-29), 36.1 (d, C-24ia1), 36.2 (d, C-24ix2), 37.3 (d, C-23), 39.2 (t,
C-3), 42.1 (t, C-54ia1), 42.2 (t, C-54i2), 44.9 (q, C-33), 48.0 (d, C-44ia1), 48.1 (d, C-44ia2), 53.1
(d, C-22), 55.4 (t, C-32), 58.4* (d, C-17), 63.1 (t, C-36), 65.7 (t, C-344ia1), 66.2 (t, C-344ia2),
69.4 (d, C-354ia1), 69.7 (d, C-28), 69.7 (d, C-354ia2), 123.0 (d, C-13), 126.6 (d, C-9), 128.4 (d,
C-84ia1), 128.5 (d, C-84ia2), 129.3 (d, C-7gia1), 129.3 (d, C-74ia2), 137.4 (s, C-6), 149.0 (s, C-
124ia1), 149.1 (s, C-124ix2), 161.3 (s, C-114a1), 161.3 (s, C-114i22), 169.7 (s, C-14), 173.4 (s, C-
21), 174.3 (s, C-27), 176.3 (s, C-14ia1), 176.5 (s, C-1gix2).

Optische Drehung: [a]2’ =+30° (c = 1.0, CHCI;)

HRMS (CI) Berechnet Gefunden
C39Hg 1 N5O7S [M+H]" 744.4370 744.4392
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6 Zusammenfassung

Das erste Ziel dieser Arbeit bestand darin, deuterierte Pipecolinsdure in (R)- und (S)-
Konfiguration zu synthetisieren, um eindeutig zeigen zu konnen, dass freie Pipecolinsdure
einer bestimmten Konfiguration die Starteinheit der Tubulysin-Biosynthese ist. Die Synthese
(Schema 6.1) gelang ausgehend von enantiomerenreinen Allylalkoholen iiber Schliissel-
reaktionen wie Esterenolat-Claisen-Umlagerung (3—4), Pd’-katalysierte N-Allylierung
(5—6) und Ringschlussmetathese (6—7). In Fiitterungsexperimenten der Arbeitsgruppe
Miiller konnte mit (S)-d,-11 und (R)-d,-11 eindeutig gezeigt werden, dass (S)-Pipecolinsdure

am Beginn der Biosynthese steht.

_~_0C0OMe
o 1) LDA, ZnCl, | [AllylPdCl], (1.0 mol%) |
BocN/\“/ VR THF, -78 °C PPh; (4.5 mol%) X
H 0 _— >
2) Mel, K,CO3  SGN”*>COOMe THF, 60 °C N~ COOMe
DMF, 0 °C H TFA
(R)-3 89 % (RH. 56 Boc 98 % (R)-6,97 % ee
(S)-3 85 % (S)-4, 99 % (S)-6, 84 % ee
a) TFA, 0°C |—> (RY5. 5G. TEA
o P b) TFAA, 0°C (S5
CI’R\uﬂph D
PCy; D
(1.2 mol%) @ .
—_— E— .
CH,Cl, N"*>COOMe cr "N+ COOH
TFA H,
97 % (R)-7,97 % ee (R)-do-11, >99 %
93 % (S)-7, 83 % ee (S)-do-11, >99 % <= Einbau in Tubulysin D
Schema 6.1 Synthese von deuterierter Pipecolinsdure d,-11

Die Einfithrung von Deuterium in N-Methylpipecolinsdure (d;-14) und kleinen Peptiden
(d;-21, d;-30 und d;-45) gelang mit Hilfe einer reduktiven Aminierung in Gegenwart eines
Pd/C-Katalysators unter Deuteriumatmosphére direkt im Anschluss an die Z-Entschiitzung
(Schema 6.2). Die Verbindungen d;-14, d;-21 und d;-30 wurden mit Pipecolinsiure beider
Konfigurationen synthetisiert, um in Fiitterungsstudien die Pipecolinsdure-Epimerase lokali-

sieren zu konnen.
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Dy, Pd/C
CH,0 aq.
(oo s
““COR  MeOH N"*>COR
z quant. |
D
(R)-13, (S)-1 (R)-ds- 4()d114 R= OH
(R.S)-20, (S, ) (R,S)-ds-21, (S,S)-ds-21 lle
(R.S.5)-29, (S,S,5)- 29 (R,S,S)-ds-30, (S,S,S)-d4-30 lle-MeVal
44 ds-45 lle-MeVal(C,-verlangert
und reduziert)
Schema 6.2 Entschiitzung von Z-Pipecolinsidure 13 und Z-geschiitzten Peptiden 20, 29

und 44 und anschlieBende Deuterierung durch reduktive Aminierung

Fiir die ndchsten Intermediate musste die Thiazol-Aminosédure ,,Tubuvalin® 50 syntheti-
siert werden. Hierzu wurde (L)-BocValOMe in einer kombinierten DIBAIH-Reduktion/
Wittig-Reaktion verldngert. Das gesittigte, N-methylierte Nitril 48 wurde mit H,S in ein
Thioamid {iiberfiihrt, welches in einer modifizierten Hantzschen Thiazolsynthese umgesetzt
wurde. Die durch die N-Methylgruppe erschwerte Peptidkniipfung mit Isoleucin zu 51 konnte
durch Verwendung von 2-Brom-1-ethyl-pyridinium-tetrafluoroborat (BEP), einem hierfiir
pradestinierten Reagenz, gelost werden (Schema 6.3). Zudem erwies es sich als vorteilhaft, Z-
geschiitztes Isoleucin zu verwenden. Die Anwesenheit von Schwefel im Molekiil verhinderte
die N-Deuteromethylierung analog Schema 6.2, so dass auf dideuterierte Z-Pipecolinsiure
(R)-d>-13 zur Tripeptidkniipfung von d,-53 zuriickgegriffen wurde. Das Tripeptid d,-53

konnte als Vorstufe fiir die letzten beiden Intermediate genutzt werden.

) HCI/Dioxan, 0 °C
\/'\/ - > I/\ — z lle, BEP, DIPEA
—_—
BocN COOMe BocN CN BocN b/COOEt CH,Cly, -10 °C, 88 %

)-BocValOMe 48 50, >99 % ee

HBr/AcOH 0°C
_>\ R)-d»-13 D
W COOEt CICOOlBu NMM
> o~ N j/COOMe

THF, -20 °C, 84 %

51 d»-53

Schema 6.3 ,» Tubuvalin“~-Synthese und Peptidkniipfungen
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Durch Kniipfung der Vorstufen (d;-14, d;-21, d,-30, d;-45, d»>-55 und d,-59) mit N-
Acetylcysteamin konnten die in Abbildung 6.1 gezeigten Deuterium-markierten Biosynthese-
Intermediate als SNAC-Ester (d,-71, d,-73, d,-74, d,-75, d»-76 und d,-77) gewonnen werden.
Eine teilweise Epimerisierung der a-Stereozentren lie3 sich bei der C-terminalen Aktivierung

nicht vermeiden. Die Ergebnisse aus Fiitterungsexperimenten stehen noch aus.

..... QLIK

(R)-d4-71 (R,S/R)-d;-73 (R,S,S/R)-d;-74
(S)-d4-71 (S,S/R)-ds-73 (S,S,S/R)-ds-74

D
D dq-75
D D
T g . o
|/\ﬂ/ """ ¢| ~ ) SNAC N/\H/H ..... QKI/\(D/K SNAC
------- I8 | / H 5
d,-76 (R,S,R,S/R)-dy-T7

Abbildung 6.1 Deuterium-markierte Biosynthese-Intermediate als SNAC-Ester

Die y-Aminosdure Tubuphenylalanin wurde ausgehend von (L)-BocPheOMe in einer
kombinierten DIBAIH-Reduktion/Wittig-Reaktion verldngert und in den ungesittigten
Mentholester 97 {iiberfiihrt (Schema 6.4). Bei dessen Hydrierung entstand 98 mit einer
Diastereoselektivitit von 75 %. Die Diastereomere konnten durch Sdulenchromatographie

getrennt werden, so dass 98 mit einem ds von 98 % erhalten werden konnte.

Ph

/': p—— Hz Pd/C
BocN COOMe BocN
H MeOH
0,
(L)-Boc-PheOMe 95 %

MeOH, 50 °C, 71 %

P -
) 6 N HCI, 140 °C cr,
BocN \Q 2) DMP, kat. HCI konz. Ha COOMe

98, 75 % ds 929
(98 % ds nach

Chromatographle

Schema 6.4 Tubuphenylalanin-Synthese
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Das undeuterierte Tripeptid 53, das analog zur deuterierten Verbindung d»-53 (Schema
6.3) synthetisiert wurde, konnte mit Tubuphenylalanin 99 zum Tetrapeptid 100 gekniipft
werden (Schema 6.5). Zur N-Methylierung zu 101 wurde die klassische reduktive Aminierung
mit Paraformaldehyd/Natriumcyanoborhydrid verwendet. Nach Entschiitzen des Methyl-
esters konnte Priatubulysin als TFA-Salz 102 erhalten werden. In der Arbeitsgruppe Miiller
konnte durch Vergleich von Tandem-massenspektrometrisch erhaltenen Fragmentierungs-
mustern von 102 und biosynthetisch gewonnenem Material gezeigt werden, dass Pratubulysin

tatsdchlich ein Zwischenprodukt der Tubulysin-Biosynthese ist.

Ph

o *L/\
4 0 HsNgg™" ~COOMe
N/\”/N N_coor CICOOiBu, NMM
| _—
| s

THF, -20 °C, 80 %
NaOH 53, R =Me
Dioxan, |:
0 °C, 98 % 56,R=H

At ;“ Lw A, IS

;UZ

CHzo NaBHgCN

HBr/AcOH 0°C 100,R=Z
MeOH 66% |—/>

101, R=Me

a) NaOH, Dioxan, 80 °C
b) TFA Ph
uant. ~ N N :
a TFA'T/\[]/ N /J/ILN COOH
S H

102

Schema 6.5 Tetrapeptid Pratubulysin 102

Auf analoge Weise wurden noch weitere Pratubulysin-Derivate (Abb. 6.2; 55, 59, 107 und
111) hergestellt, die neben Prétubulysin im Arbeitskreis Miiller beziiglich ihrer cytotoxischen
Eigenschaften getestet wurden. Unter diesen Derivaten hat Préitubulysin die hochste cyto-
toxische Wirkung, sie liegt jedoch unter der von Tubulysin A und D. Unter den Derivaten
zeigte auch 2-Desmethyl-Pratubulysin 107 eine interessante cytotoxische Wirkung, die ICso-
Werte sind allerdings verglichen mit Pratubulysin 102 in allen getesteten Zelllinien um den
Faktor 5-10 hoher.
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Abbildung 6.2

Ph
107 (\ e 0
U
TFA 'l\l/\n/ ' /D/LH COOH
A 5
Ph
H N...
TFA Tl/\[( /%H/ -COOH
o . | s
55 (\ e
N COOH
TEA N/\n/ . z / -
o | S
Ph
111 hoO 0
N.,
TEA - /D/LN COOH
CT O N

Vereinfachte Derivate von Préatubulysin

Préatubulysin 102 wurde weiter umgesetzt, zum einen zum SNAC-Ester 103, zum anderen
zum Glycerolester 112 (Schema 6.6). Der SNAC-Ester 103 soll Untersuchungen beziiglich
der Abspaltung von Pratubulysin vom Multienzymkomplex durch die Thioesterase TE dienen.

Der Glycerolester

112 wurde synthetisiert, da in Zellextrakten Verbindungen gefunden

wurden, deren Massen auf Glycerolester von Pratubulysin und Tubulysin D passen. Massen-

spektrometrische Analysen und NMR-Vergleiche von synthetisiertem 112 und biosynthe-

tischem Préatubulysin-Glycerolester sind in der Arbeitsgruppe Miiller noch im Gange.

Ph
(\- N i ’\:(/\( I /E/\ 0GC
N, : DCC, DMAP
TFA '|\'/\ﬂ/ | /D/L” COOH CH,Cl,/DMF
o . S ca. 30 %
102
Ph
Glycerin, (\ H 9 o
DCC, DMAP AN ‘" _SNAC
CH,Cl,/DMF 'l“/\n/ I /D/LN
68 % O . S o
103
Ph
(\ hoO 0 OH
N/\H/N ,,,,, N 5 o\)NOH
| | / H
o .- S o) dr1:1
112

Schema 6.6

Umsetzungen mit Pratubulysin 102
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8 Anhang

NMR-Spektren ausgewdahlter Verbindungen

Verbindungen

(R)-2-{3-[Methyl-(N-methyl-(R)-pipecolyl-(S)-isoleucyl)-amino]-4-methyl-
pentyl}-thiazol-4-carbonséure-Trifluoressigséure-Salz (55)

((R)-2-{3-[Methyl-(N-methyl-(R)-pipecolyl-(S)-isoleucyl)-amino]-4-methyl-
pentyl}-thiazol-4-carbonyl)-(S)-phenylalanin-Trifluoressigsaure-Salz (59)

(2S,4R)-4-[((R)-2-{3-[Methyl-(N-methyl-(R)-pipecolyl-(S)-isoleucyl)-amino]-4-
methyl-pentyl}-thiazol-4-carbonyl)-amino]-2-methyl-5-phenyl-pentansaure-
Trifluoressigsaure-Salz (102, Pratubulysin)

(4R)-4-[((R)-2-{3-[Methyl-(N-methyl-(R)-pipecolyl-(S)-isoleucyl)-amino]-4-
methyl-pentyl}-thiazol-4-carbonyl)-amino]-5-phenyl-pentansaure-
Trifluoressigsaure-Salz (107)

(4R)-4-[((R)-2-{3-[(N,N-Dimethyl-glycyl-(S)-isoleucyl)-methylamino]-4-
methyl-pentyl}-thiazol-4-carbonyl)-amino]-5-phenyl-pentansaure-
Trifluoressigsaure-Salz (111)

(2S,4R)-4-[((R)-2-{3-[Methyl-(N-methyl-(R)-pipecolyl-(S)-isoleucyl)-amino]-4-
methyl-pentyl}-thiazol-4-carbonyl)-amino]-2-methyl-5-phenyl-pentansaure-2,3-
dihydroxy-propylester (112)
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(R)-2-{3-[Methyl-(N-methyl-(R)-pipecolyl-(S)-isoleucyl)-amino]-4-methyl-pentyl}-thiazol-4-

carbonsaure-Trifluoressigsaure-Salz (55)
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