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I. Angiotensin II - Eine y-Schleife?

The tragedy of science - The slaying of a beautiful hypothesis by an ugly fact.
A. Huxley

Peptide und Peptidmimetika

Protein, Peptid: Definition

Der Begriff Peptid wurde 1906 durch Emil Fischer gepréigt, der ihn aus Pepton (griechisch
peptos = verdaut), den Proteinabbauprodukten des Pepsines und der Endung von Poly-

saccharid, dies in Analogie zu ihrem Aufbau aus Monomeren, zusammenfiigte.!

“Den Namen Polypeptide habe ich vorgeschlagen fiir die Produkte, die durch
amidartige Verkettung von Aminosduren entstehen, und deren einfachster
Vertreter das Derivat des Glykocolls, das sogenannte Glycyl-glycin,
H>NCH,CO-NHCH,COOH, ist. Nach der Anzahl der in ihnen enthaltenen

Aminosduren sollen sie als Di-, Tri- Tetra-Peptide usw. unterschieden

’

werden.’

Die Grenze zwischen Peptiden und Proteinen wird bei 50 Aminoséuren definiert, so dal3
Insulin mit seinen beiden Ketten (21 und 30 Aminosduren) gerade als Protein betrachtet

wird. Natiirliche Peptide und Proteine werden durch die DNA-codierten 19 Aminoséduren

und die Iminosdure Prolin aufgebaut.



Primire, sekundire und tertiire Strukturen
Neben linearen Peptiden werden auch cyclische Peptide unterschiedlicher Ringgrof3e
gebildet. Die Primérstruktur ergibt sich aus der DNA-definierten Reihenfolge der Amino-

sduren, die durch die Sequenzanalyse zugénglich ist. Die Struktur dieser Peptide wird durch

die Substituenten der Aminoséduren und deren 3-dimensionalen Ausrichtung gepragt.
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Bild 1

Die cis/trans-Amidbindungen bestimmen die Struktur des Peptidriickgrates. Durch

Wasserstoftbriickenbindungen zwischen den Amidbindungen kommt es zur Ausbildung

diskreter Motive, die z.B. als B-Faltblatt, a-Helix oder Schleifen bezeichnet werden. Bei



den B-Faltblittern wird zwischen paralleler und antiparalleler Anordnung unterschieden. In

der a-Helix wird durch eine Wasserstoftbriicke ein 13-gliedriger Ring gebildet, so da} eine
Ganghohe der Helix von 3,6 Aminosduren entsteht, hieraus ergibt sich die vollstindige

Bezeichnung als o(3.6,3)-Helix.! Ahnliche Strukturen sind die 3;,-, y(5.1;7)- und die

1t(4.41¢)-Helix. Die lipophilen Aminosduren Alanin (Ala), Leucin (Leu), Methionin (Met),

Phenylalanin (Phe), Tryptophan (Trp), Valin (Val) sowie Histidin (His) und Glutamin (Gln)
sind helixstabilisierend. Prolin (Pro) und Glycin (Gly) sind Helixbrecher.! Die ter-tidre
Struktur der Peptide und Proteine wird durch weitere Wasserstoffbriickenbindungen und
van der Waals-Interaktionen geprégt. Elektrostatische Wechselwirkungen zwischen den
geladenen Aminoséduren Histidin (His), Arginin (Arg), Lysin (Lys), Glutamat (Glu) und
Aspartat (Asp) liefern Beitrdge von 40-85 kJ/mol zur Konformationsstabilisierung. Die
Ausbildung von Disulfidbriicken zwischen Cystein-Seitenketten stabilisiert und fixiert

diese 3-dimensionalen Anordnungen (200 kJ/mol).!

Peptidschleifen

Schleifen sind nach der a-Helix das hdufigste Motiv der Proteinstruktur, an ihnen sind im
Durchschnitt 1/4 aller Aminosduren der Proteine beteiligt.2 Das bekannte, vermeintlich
weitverbreitete f-Faltblatt involviert maximal ein weiteres Viertel der Aminosduren. Als

Peptidschleifen (furns) werden Aminosduresequenzen bezeichnet, in denen das Peptid-
riickgrat seine Richtung dndert. Die Stabilisierung dieser Schleifen erfolgt meist durch

Wasserstoftbriickenbindungen oder Disulfidbriicken.
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Das héaufigste individuelle Schleifenmotiv wird 3-Schleife genannt. Wahrend die -Schleife
auf Grund der 4 flexiblen Diederwinkel in verschiedenen Formen auftritt, werden fiir die
seltenere y-Schleife nur 2 Formen unterschieden, die analog zur Konformationsum-

wandlung substituierter Cyclohexane miteinander im Gleichgewicht stehen.
Was sind Peptidmimetika?

Peptidmimetika weisen die gleichen Seitenketten und die gleiche 3-dimensionale Struktur
wie Peptide auf, ihnen fehlen jedoch einige, oder auch alle Amidbindungen des Peptidriick-
grates. Allgemeiner noch: Ein Peptidmimetikum ist jedes Nichtpeptid, das die biologische
Wirkung eines natiirlichen Peptides durch Bindung an dessen Rezeptor imitiert oder
inhibiert.3-7 Das bekannteste und wohl auch alteste Beispiel fiir diesen Wirkmechanismus
stellen die Opioide dar, die als Mimetika der Endorphine und Enkephaline seit 3500 Jahren
in Ge- und Mif3brauch sind.

Weitere bekannte Beispiele fiir Peptidmimetika sind:

* Erythromycin

* Sulfonylharnstoffe

* Benzodiazepine

* Dolastatin,® in dem eine Reihe peptidmimetischer Konzepte realisiert sind

* im weiteren Sinne auch D-Aminosiuren,® die durch posttranslationale Prozesse

eingefiihrt oder aus L-Aminosduren gebildet werden.
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Warum binden Mimetika besser?

AG=AH-TAS AG=-RTInK

Aus thermodynamischen Griinden!® konnen konformationsstabilisierte Peptidmimetika
eine hohere Bindung zum Rezeptor aufweisen als das flexible Peptid, weil die Entropieab-
nahme des Bindungsprozesses um die Entropie der fixierten Freiheitsgrade vermindert ist.
Dieses Konzept erfihrt jedoch drastische Einschrinkungen, denn Bindung allein ist nicht
hinreichend fiir Wirkung: Agonist wie Antagonist kdnnen in dhnlicher Weise an den
Rezeptor gebunden sein. Auch wenn der kompetitive Antagonist zunichst bessere Bindung
aufweist als der flexible Agonist, mangelt es ihm eventuell an weiteren Bindungsstellen
zum Rezeptor und damit zur Wirkungsauslosung. Bindet ein Peptid iiberdies an mehrere
Rezeptoren und Rezeptorsubtypen, ergibt sich das Selektivititsproblem des Mimetikums.
Dieser Umstand bietet aber die Chance fiir eine gezielte Wirkung durch Selektivitéts-

verdnderung.

Vorgehensweise

“In other words, the backbone conformation alone (in the sense of Ramachan-
dran plot for example) is more often than not a sufficient consideration in the

design of highly potent and specific peptide ligands 1!

Bei der Rezeptor-Erkennung haben Schleifen-Motive der Peptide eine tragende Rolle. Dies
ergibt sich aus ihrer kompakten Struktur, in der die Seitenketten und die koordinativ unge-

séttigten Amidgruppen im Raum fixiert sind. Insbesondere diese freien Amid-Bindungen
unterscheiden sie von a-Helices und (-Faltblattstrukturen, die haufig durch Schleifen in
einer Start/Stop Kodierung!2 markiert werden. Uberdies tragen sie wesentliche Aufgaben!3
bei der Proteinfaltung.!4 Verschiedene y- und B-Schleifen, die ein unterschiedliches Mal3 an

Flexibilitit aufweisen, konnen prinzipiell in das gleiche Peptid inkorporiert werden. Com-

putersimulationen dienen zur Selektion derjenigen Mimetika, die die relevanten Konfor-
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mationen des natiirlichen Peptides einnehmen konnen. Diese werden durch begleitende
Konformationsanalyse mittels NMR oder CD und ORD!5 ermittelt und fithren zusammen
mit der Simulation zur Auswahl der besten Kanditaten. Ein solcher Ansatz verlangt
fortschrittlichste NMR-Spektroskopie und Computersimulation, aber dariiber hinaus auch
die Entwicklung neuer synthetischer* Methoden. Die Analyse des Peptidriickgrates kann
durch Computersimulation in einer Reihe von Kraftfeldern erfolgen: MM+, MM2, MM3,
Amber und vielen Weiteren. Semi-empirische oder ab initio Methoden sind wegen des
hohen Rechenaufwandes fiir Peptide weniger geeignet. Der Vorteil der MM-Methoden liegt
in der hohen Rechengeschwindigkeit und der guten Parameterisierung, die auch die
Berechnung polycyclischer Mimetika erlaubt. Ein wesentlicher Nachteil dieser Methoden
liegt aber in der Vernachldssigung von Wasserstoffbriickenbindungen. Das Amber-Kraft-
feld beriicksichtigt zwar diese Interaktionen, liefert aber fiir polycylische, rigide Systeme
ungenaue Werte. Deshalb wurden die folgenden Berechnungen an Gly-Pro-NH, mit MM+
durchgefiihrt. Zunichst wird ein lokales Minimum der Dipeptidstruktur berechnet, dann
werden die relevanten Diederwinkel in Teilschritten variiert und anschlieBend die Anord-
nungen erneut minimiert. Die berechneten, relativen Energien werden gegen den Dieder-

winkel aufgetragen (Bild 5).

¥,

Bild 4 Das Dipeptid Glycin-Prolin, MM+ minimierte Struktur, rot: Sauerstoff, blau: Stickstoff, grau:
Kohlenstoff, griin: die Achsen der Diederwinkel o und ®,, ®,, ¥,
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Relative sterische Energien von Glycin-Prolin
in Abhangigkeit vom Torsionswinkel
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Bild 5 Variation der Diederwinkel o, ®;, ®, im Dipeptid Gly-Pro, relative sterische Energien in kcal/mol

Die Abhidngigkeit der Energieminima von den Torsionswinkeln und die groe cis/trans-
Inversionsbarriere (o) zwischen dhnlichen Minima werden an diesem Beispiel eines

sekundiren Amides sichtbar.

Das ideale Peptidmimetikum®

hat:
* eine hohe metabolische Stabilitét
* eine hohe Bioverfiigbarkeit durch orale Absorption
* eine hohe Rezeptorselektivitit und deshalb geringe Nebenwirkungen
* cine hohe Rezeptoraffinitit und bendtigt deshalb nur geringe Plasmaspiegel

* ein geringes Molekulargewicht und bewirkt deshalb keine immunologische Reaktion



Metabolismus

Mimetika entziehen sich vielfach durch verdnderte Konformation (Retro-Amide), N-
Methylierung, oder auch durch Austausch von Amidbindungen gegen Carboisostere den
abbauenden Peptidasen des Magen-Darm-Traktes und sind deshalb, im Gegensatz zu ihren

Peptidanaloga, oral applizierbar, wie z.B. die ACE-Hemmer und Imidazol Ang II Antago-

14

nisten (DuP 753). Dies gilt eingeschrédnkt auch fiir Opiate.

Strukturen und Konzepte

Aktives Peptid

Fixiertes Analogon

Konformationsanalyse

Pharmakologie

Schleifenmimetikum

Gerustmimetikum

Ruckgratmimetikum

Bild 6

Am Anfang der Entwicklung eines Peptidmimetikums steht in den meisten Féllen ein
bekanntes, aktives Peptid. Durch die chemische Fixierung dieses Peptides als Cyclopeptid

oder als disulfidverbriicktes Peptid, lassen sich mehrere Derivate darstellen, die in ihrer

Peptidmimetikum

Aktives Nichtpeptid
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konformativen Flexibilitdt gegeniiber dem Stammpeptid eingeschrinkt sind. Die Derivate,

die weiterhin biologisch aktiv sind, werden einer Konformationsanalyse durch '"H NMR

Spektroskopie und Computersimulation unterzogen. Sind diskrete Schleifenstrukturen an

der Prasentation der pharmakophoren Gruppen beteiligt, erfolgt als ndchster Abschnitt das

Design und die Synthese von Schleifenmimetika.

Isosterer Austausch
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Bild 7 Isostere Amidmimetika: Azamethylen!6:17, Hydroxyethylen!®
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Hierbei kann zwischen Geriistmimetika (scaffold), die die Pharmakophore in der richtigen

Anordnung présentieren, aber keine Amidbindungen enthalten, und den Riickgratmimetika

der Peptidkette unterschieden werden. Ist ein derart abgeleitetes Peptidmimetikum
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weiterhin biologisch aktiv, kann in mehreren iterativen Prozessen ein aktives Nichtpeptid
erzielt werden. Isostere Peptide basieren auf dem 1,4-Dicarbonylabstand, den alle Peptide
gemeinsam haben. Die auszutauschende Einheit muf3 dabei dhnliche polare Eigenschaften
wie die urspriingliche Amidgruppe aufweisen, ohne jedoch von Proteasen hydrolysiert zu
werden. Speziell beim Design von Proteaseinhibitoren wird haufig der sp*-hybridisierte
Ubergangszustand der Hydrolyse zu Grunde gelegt. Derartige, stabile Ubergangszustands-
mimetika wurden durch den Einbau von Phosphon- und Sulfonsdure (Taurin) ermdglicht.
Die notwendigen Ahnlichkeiten in Bindungslinge, 3-dimensionaler Ausrichtung und
Polaritdt wurden durch eine Reihe diverser Isostere erzielt, mit den Retro-Amiden als den
naheliegendsten Vertretern. Die Azatide!® sind bislang nicht durch SPPS zugénglich,
konnen aber durch Fliissigphasensynthese, verankert an Polyethylenglykole, in analoger
Weise dargestellt werden. Hierbei wird die tibliche Syntheserichtung umgekehrt, man erhalt
das Peptidmimetikum im Retromodus, beginnend am N-Terminus. Auf diese Weise wurde
ein Pentazatid dargestellt, das als Leu-Enkephalinmimetikum (YGGFL) konzipiert wurde.
Jedoch fehlte ihm jegliche biologische Aktivitit. Die Relevanz dieses Strukturmotives ist

noch nicht nachgewiesen.
Ketomethylen-Synthese20

In den Ketomethylen-Isosteren wird die NH-gruppe gegen eine CH,-Einheit ausgetauscht.

H (@) H (@) H O H (0]
| | | |

H H | H H

= O = H = O =

Bild 8
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Die Synthese derartiger Mimetika erfolgt durch Umsatz von a.-Bromamiden mit dem Anion

von B-Ketoestern (Bild 8). Die Esterhydrolyse liefert durch anschlieBende Decarboxy-

lierung die gewlinschten 1,4-Diketone. Sekundédre Bromide werden in dieser Reaktion nur
in schlechten Ausbeuten umgesetzt, liefern iiberdies Diastereomere, die sich nur schwer
voneinander trennen lassen. Deshalb ist dieses Verfahren zum Aufbau enantiomeren- oder

diastereomerenreiner Mimetika weniger geeignet.
Protein-Tyrosin-Kinase (PTK) Inhibitoren

Die Phosphorylierung von hydroxylierten Aminosduren durch Kinasen ist ein wesentlicher
Schritt biochemischer Signalkaskaden.21.22 Die Phosphorylierung von Tyrosylresten in
Proteinen spielt dabei eine Schliisselrolle,?? die durch die Variation des Phenoles inhibiert
werden kann. So fiihrt die Substitution durch Phenylalanin, 4-Methoxyphenylalanin, Tetra-
fluorotyrosin, Dehydrophenylalanin, f-(4-Pyridyl-1-oxid)-L-alanin und L-3-Deoxymimo-
sin zu Kinaseinhibitoren.24 Gemeinsames Merkmal dieser Strukturen ist der isostere
Austausch von Tyrosin bei gleichzeitiger Verhinderung stabiler O-Phosphate. Wihrend
Derivate wie Phenylalanin, Fluorpyridylalanin25 und Methoxytyrosin nicht in der Lage sind
Phosphate zu bilden, kommt es mit dem hoch aciden Tetrafluorophenol und dem geladenen

Pyridin-N-0xid?5 zur Bildung instabiler Phosphorester.
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Bild 9 PTK-Inhibitoren
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Das 4-Pyrimidinon des Deoxymimosines reagiert bzw. inhibiert in analoger Weise wie das
Fluorpyridin durch Aminierung. Der Einbau des L-3-Deoxymimosins in die 4-Position von
Angiotensin I und nachfolgende Phosphorylierung sollten durch den Aufbau positiver
Ladung am Pyridinstickstoff den Angriff benachbarter, nucleophiler Aminosduren der
Proteintyrosinkinase (PTK) ausldsen. Die irreversible Anbindung an den Rezeptor durch
Lysinseitenketten sollte das Peptidmimetikum als Suizidinhibitor wirksam werden lassen.24
Die Bestitigung dieses Konzeptes hat die Gruppe um M. Cusham bislang nicht berichtet,

obwohl das entsprechende Peptid synthetisiert wurde.
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Bild 10 Cushmans Kinase-Inhibitor

Ubergangszustandsmimetika

Die Imitation des tetraedrischen Ubergangszustandes der Amidhydrolyse durch Enzyme
gibt die Moglichkeit diese Proteasen am Abbau des Substrates zu hindern. Teilweise
gelingt sogar die irreversible Inhibition des Enzymes und damit auch der Proteaseschutz
endogener Peptide. Mit diesen Ziel wurde eine Reihe von Ubergangszustandsmimetika

synthetisiert (Bild 11) und in Ubersichten zusammengefaf3t.26.27
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Bild 11

Eine neue Klasse von isosteren Peptidmimetika wurde kiirzlich von McN. Sieburth et al.28
berichtet. Der Austausch der hydratisierten Ketomethyleneinheit in dem ACE-Inhibitoren
durch eine Silandiolmethylen-Einheit fithrte zu den gewiinschten Protease-Inhibitoren,
jedoch bei deutlich reduzierter Aktivitit. Die reduzierte Inhibition wurde auf den gleich-
zeitigen Austausch des Phenylalanin gegen Leucin zuriickgefiihrt. Die unselektive Synthese

lieferte liberdies ein Diastereomerengemisch mit 3 schwach aktiven Substanzen.

ACE-Inhibitoren
g HO_ OH g HO OH
Ph \ﬂ/N 2 N Ph \H/N Si N
0 - 0 CO,H 0 \(r 0 CO,H
S. McN. Sieburth 1998

Bild 12

FK 50629 ist ein weiterer Naturstoff, in dem ein peptidmimetisches Wirkkonzept realisiert

ist. Die Bindung des FK 506 an das FK-Bindende-Protein (FKBP) erfolgt durch die

Ausbildung einer antiparallelen (-Faltblattstruktur (Bild 13) mit 2 Wasserstoftbriicken-
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bindungen. FK 506 bindet dabei durch nichtpeptidische Motive,2 und inhibiert hierdurch

die Rotamase.

Bild 13 -Faltblatt des FK 506

Schleifen-Mimetika

-Schleife - Die Beteiligung von 4 Aminoséduren in der 10-gliedrigen f3-Schleife erlaubt
eine Reihe von Riickgratkonformationen. Dementsprechend viele, unterschiedliche
B-Schleifen wurden definiert und identifiziert. Deshalb sind die eingesetzten Peptidmime-

tika dieser Motive sehr zahlreich und hochst unterschiedlich. Sie reichen von synthetisch
leicht zugénglichen Prolin-N-oxiden,30 Heterobicyclen, Kohlenhydraten, Aliphaten bis zu

Macrolactamen und komplexen Seitenkettenverkniipfungen.4-6.12,13,29,31-42

A
io CONH'Bu _ /0 N
07 “NH, H =

Bild 14 O’Neils Prolin-N-Oxide30
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Bild 15

Ein interessantes Beispiel flir rationales Peptidmimetikadesign stammt von R. Hirschmann,

K. C. Nicolaou und A. B. Smith,3¢ die ein substituiertes Tetrahydropyran als zentrales

Geriist ihres Somatostatin BII’-Schleifenmimetikums einsetzten. Ausgehend von (-D-
Glucose, bzw. von kommerziellem Tetra-O-acetyl-a-D-glucopyranosylbromid, konnte

durch eine selektive P-Glycosidierung mit Tryptophol die erste Aminosdurefunktion

eingefithrt werden. Hydrolyse der Acetate und selektive Schiitzung der 6-Position als
‘Butyldiphenylsilylether, gefolgt von der Benzylierung der 2-, 3- und 4-Hydroxygruppe und
Silyletherspaltung durch Tetrabutylammoniumfluorid ist notwendig zur gezielten
Freisetzung der 6-Hydroxygruppe. Die Ethersynthese mit 1-Azidopentyl-5-triflat fiihrt die
Lysinseitenkette ein, die durch Staudinger-Reduktion des Azides demaskiert wird.
Abschliefend erfolgt die Hydrolyse des Sulfonamides zum freien Indol. Die
Benzylschutzgruppen wurden nicht entfernt, weil dem 3-Benzylether die Funktion eines

Phenylalanins im Trp-Phe-Lys-Mimetikum zukommt.
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Bild 16 B-Schleifenmimetikum: Nicolaou et al.3¢

Das rationale Design niedermolekularer Peptidmimetika berichtete R. W. Hoffmann 1997,
der ein trans-Undec-6-enoat als BII-Schleifenmimetikum synthetisierte (Bild 17). Das auf
2,4-Dimethylpentan basierende Konformationsdesign fiihrte zu einem substituierten,
flexiblen Aliphaten, der in Losung eine BII’-Schleife einnimmt. Die Wasserstoffbriicken-

bindung wurde durch konzentrationsabhingige IR-Spektroskopie belegt.43

NHAc .. 0 ﬁ/k
X = = 0—

NMe, NTH--0

>

NMe,

R. W. Hoffmann 1997

Bild 17

Eine Seitenketten-Riickgrat-Cyclisierung benutzten Ellman et al. als Schliisselschritt in
einer B—Schleifen Festphasen-Synthese zur Verwendung in PIN Bibliotheken.44 Hierbei

wurden alle Synthesen auf Polyethylenstiften (PINs) in 96er Microtiterplatten durchgefiihrt.

Durch die Acetylierung von Rink-verkniipftem Nitrophenylalanin mit Bromessigsdure und
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anschlieBende Aminierung mit Aminoethyldisulfid wurde das sekunddre Amin erhalten,
das mit einer Aminosédure und einer weiteren Bromessigsdure verldngert wurde. Durch die
reduktive Spaltung des Disulfides und unmittelbar folgende nucleophile Substitution wird
der 9-gliedrige Ring geschlossen. Anschlieend erfolgt die saure Spaltung der Rink™-
Verkniipfung. Die UV-Markierung durch das 4-Nitrophenylalanin diente der Bestimmung
der Bindungsaffinitdt an klonierten fMLF-Rezeptor, der die Neutrophilenaggregation43-46

stimuliert.
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Bild 18 Ellmans PIN Bibliothek

Ein schneller Zugang zu carbocyclischen B-Schleifenmimetika ist durch die Olefin-

Metathese4’ ungeséttigter Aminoséduren moglich (Bild 19). Hierzu wurden von Grubbs et
al. entsprechende bis-C-allylierte Tetrapeptide durch Metathese mit Ruthenium-Vinyliden-
komplexen47:48 unter Verlust von Ethylen in die cyclischen Strukturen umgewandelt. Diese
Carbocyclen dhneln den Cystein-verbriickten Peptiden, jedoch unterscheiden sie sich im
Diederwinkel der verbriickenden Einheit. Wihrend die Disulfide Diederwinkel um 110°

aufweisen, fithren die cis/trans-Doppelbindungen zu 0°- und 180°-Winkeln. Die Cycli-
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sierung dieser Tetrapeptide wird durch die vorhandene [-Schleifenstruktur erleichtert. Bei

Einsatz von razemischem C-Allylglycin wurde in einer doppelten Diastereoselektion nur

das dem R-Cystein entsprechende Cyclisierungsprodukt isoliert. Die allylierten, diastereo-
meren Peptide mit RR-, RS-, und SR-Konfiguration sind zur Ausbildung der $-Schleife

nicht befédhigt. Sie reagieren durch intermolekulare Metathese zu Polymeren.

WN Ru(IV)
fon H
N - C,H,

0----g-N
//J\;\;-Bn
H
Bild 19

v-Schleife

Eine y-Schleife wird aus 3-Aminoséduren derart gebildet4.6,12,13,32,38,49-53 (5. Bild 20), daB} es

zur charakterisierenden Wasserstoffbriicke in einem 7-gliedrigen Ring kommt, die dieses

Motiv stabilisiert. Dieses flexible System zeichnet sich durch bestimmte Werte fiir die Di-
ederwinkel W und @ aus. Liegen diese innerhalb der Bereiche W: 60—70° und ® -70 — - 85°
handelt es sich um eine normale y-Schleife. Durch Inversion dieses flexiblen Motives wird
eine zweite stabile Anordnung erhalten, die sich nur durch die Vorzeichen der Winkel
unterscheidet: ¥: -60 — -70° und ® 70 — 85°. Diese Struktur wird als inverse y-Schleife
definiert. Fiir dieses Schleifenmotiv wurde inzwischen eine Reihe von Mimetika entwickelt
(2-7), z.B. die B-Aminoséure 2, basierend auf einer Glucosestruktur, durch H. Kessler et
al.>4 und die Cyclopropylaminosduren wie 3 durch K. Burgess>® und S.F. Martin.>¢ Neuere

v-Schleifenmimetika wurden von D.P. Curran’’ (4) und P. Somfai/J. Kihlberg>® (6: inverse
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v-Schleife) berichtet, die erfolgreiche Inkorporation dieser Mimetika in Peptide steht aber

noch aus. Die bislang erfolgreichsten y-Schleifenmimetika stammen von Olson>® (5) und

Huffman (7).49:60.61 Insbesondere das Cyclohexan 5 ist ein erfolgreiches Gerlistmimetikum
des Thyrotropin-freisetzenden Hormones. Die beiden letztgenannten Mimetika entspringen

grundsétzlich verschiedenen Ansdtzen, wihrend 5 nur die 3-dimensionale Ausrichtung der
Pharmakophore anstrebt, werden in 7 die Diederwinkel einer y-Schleife in nahezu idealer
Weise fixiert. Obwohl § eine hohe Bindungsaffinitdt an den Rezeptor des TRH aufweist
und TRH eine y-Schleife am Rezeptor einnimmt, ist 5 dennoch kein gesichertes y-

Schleifenmimetikum, da es an einer zweiten Bindungstelle des Rezeptoren wechselwirkt.59

lp . Rll

Bild 20 Kessler™#, 3 Burgess©2:93, 4: Curran’’, 5: Olson>?, 6: Somfai/Kihlberg8, 7:Huffman31,50,64
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Die 22-stufige Synthese des TRH-Mimetikums>® verwendet L-Glutarsdure als Startma-
terial, das nach Uberfiihrung in den N-Benzyl-pyro-glutarsiuremethylester durch NaBH,
reduziert wird. Der erhaltene Alkohol wird nach Tosylierung und Iodidaustausch mit Vinyl-
grignard verldngert, anschlieend wird die Doppelbindung zum Aldehyden abgebaut. Der
erhaltene Aldehyd wird in einer Wittig-Reaktion zum Acrylester verlidngert und an-
schlieBend in einer Michael-Addition mit Acetessigsduremethylester umgesetzt. Durch
Dieckmann-Kondensation und Decarboxylierung wird mit dem 1,3-Cyclohexandion das
Grundgeriist aufgebaut. Die Glycyl-Seitenfunktion wird am Ketoenolether durch eine
Peterson-Olefinierung vorbereitet. Nach diastereoselektiver Hydrierung der Doppelbindung
(de = 88%) folgt der Autbau der Histidyl-Funktion durch Horner-Emmons-Reaktion und
p-Toluolsulfonylmethylisocyanid (TOSMIC). Die Hydrolyse des Esters, gefolgt von
Aktivierung und Reaktion mit Ammoniak gibt das Amid, abschlieBend wird die
Doppelbindung hydriert und das Imidazol durch eine Birch-Reduktion debenzyliert. Das

Mimetikum wird als Diastereomerengemisch Sa,b erhalten (de = 57-80%).
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Die Angiogenese (Neovascularisation) ist von fundamentaler Bedeutung von patholo-
gischen Vorgidngen und ein neues Therapieziel fiir Tumorstatika. Essentiell fiir diesen

Vorgang ist die Integrin-vermittelte Adhesion von Endothelzellen an die extrazellulédre
Matrix durch Integrine, wie das o,f;-Integrin (Vicronectinrezeptor).6> Wird das o, f3-

Integrin mit Arg-Gly-Asp (RGD)-Liganden antagonisiert, bleibt die Angiogenese aus. Ein
derartiges RGD-Peptid mit hoher Affinitét und Selektivitit ist das cyclo(Arg-Gly-Asp-D-
Phe-Val) [¢(RGDFV)] (Bild 22). K.C. Nicolaou et al. benutzten wiederum ihre

Synthesestrategie fiir II’-Schleifen-Somatostatinmimetika (Bild 16), in diesem Fall jedoch
zur Synthese eines y-Schleifenmimetikums. Die Verbindungen waren jedoch inaktiv an

a.,f3- und ayPs-Integrin. Das Ausbleiben der biologischen Aktivitdt wurde mit zu hoher

konformativer Stabilitit des Gerlistmimetikums begriindet.66
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HN N ] NH MeO - \\\OMe
)N i
— O /1,
HNT N N—H- - HN" N7 > 0”0 ™>COo,H

NH H
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¢(RGDFYV)
Bild 22 a,p;-Integrin Antagonisten

Die Arbeitsgruppe von J.F. Callahan und W. F. Huffmann bei SmithKline Beecham nutzte

einen gemeinsamen Vorldufer fiir die Synthese von y- und 3-Schleifenmimetika. So konnte
der y,0-ungesittigte Aldehyd in ein y-Schleifenmimetikum und ein BIII-Schleifenmimeti-

kum des Enkephalin und weitere y-Schleifenmimetika tiberfithrt werden.31:49.50.61 Der

Aldehyd ist durch Birch-Reduktion und folgende Ozonolyse der elektronenreicheren
Doppelbindung zuginglich. Eine reduktive Aminierung mit NaBH3;CN fiihrt die Amino-

sdureester ein. Die Hydrolyse des Methylesters und Aktivierung der freien Sdure fithren
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dann zum RingschluB3. Die Hydroxymethylgruppe wird durch eine Gabriel/Mitsunobu-

Sequenz in das Amin Uiberfiihrt und abschlieBend mit Aminosduren kondensiert.
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Bild 23

Weitere, dhnliche y-Schleifenmimetika (Bild 24) dienten als Fibrinogen-Rezeptoranta-

gonisten®? (I, II) und als HIV Proteaseinhibitor (IIT).64
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Warum Angiotensin II, und nicht I oder I11?

Laut dem Statistischen Bundesamt waren 1993 50% der Todesfélle auf Herz-Kreislauf-
krankheiten zuriickzufiihren. Die wesentliche Ursache war Bluthochdruck. Das Renin-
Angiotensin System (RAS), das auf den nédchsten Seiten erldutert wird, ibernimmt die
Hauptrolle der Blutdruckregulation durch die Kontrolle der Vasokonstriktion und des
Wasserhaushaltes. Es ist deshalb das Schliisselsystem zur Therapie malignen Hochdrucks.
Die immense Fallzahl der Herz-Kreislauf-Stérungen, z.B. Hochdruck und Insuffizienz, hat

makrodkonomische Konsequenzen.

TODESURSACHEN 1993

Herz-Kreislauf
OMagen-Dam
Krebs

Lunge
OAndere

Quelle: Statistisches Bundesamt

Bild 25

Aufklirung des RAS-Systemes

Dies fiihrt wiederum zu grofSem Interesse an diesem System und entsprechendem For-
schungsaufwand. Die nunmehr 100-jahrige Aufklirung des Renin-Angiotensin-System
(RAS) hat inzwischen zu einem detaillierten Verstindnis gefiihrt. Beginnend mit der
Isolation des Renins aus Kaninchennieren-Extrakten durch Tiegerstedt und Bergmann 1898

und dem Nachweis seiner blutdrucksteigernden Wirkung, wurde schlieBlich 1940 die
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enzymatische Aktivitdt des Renins entdeckt. Page/Helmer und Braun-Menéndez isolierten
gleichzeitig die Abbauprodukte des Angiotensinogens, die sie Hypertensin und Angiotonin
nannten. Als Mitte der 50er-Jahre bekannt war, dal diese Peptide identisch waren, wurde
der Name zu Angiotensin fusioniert. Zu diesem Zeitpunkt war auch der Zusammenhang der
beiden ersten Angiotensine I und II bekannt (Ang I + Ang II). 1965 wurden an einer
brasilianischen Universitit®8 blutdrucksenkende Peptide aus Schlangengiften isoliert, die
die hypotensive Wirkung des Nonapeptides Bradykinin verstirken. 3 Jahre spater wurde
das Enzym ACE isoliert, das in Sdugetieren Ang I in Ang Il umwandelt. Als diese
zusammen-hanglosen Untersuchungen durch Hochschularbeiten in den USA, GB und
Brasilien verglichen wurden, zeigte sich, daB3 die wirksamen Enzyme identisch waren, und
mit den isolierten Schlangenpeptiden die ersten ACE-Inhibitoren zur Verfiigung standen.
Die Nachweise, da3 es sich bei ACE um eine Metallaprotease handelt, sowie der Zink-
Bindungsstellen, weckte dann endlich das Interesse der pharmazeutischen Industrie, die das
Potential eines neuen Blutdrucksenkers sah. Squibb entwickelte mit Captopril das erste
ACE-inhibierende Pharmakon. Wenig spiter folgte jedoch das verbesserte Enalapril, dem
mit der Thiolgruppe auch die meisten Nebenwirkungen abhanden kamen. Die Substanz ist
heute noch unter den Top 10 der meistverkauften Pharmaka. “Es ist eines der zahllosen
Beispiele datfiir, daff zweierlei unbedingt notwendig ist: hochwertige, langfristige
Grundlagenforschung durch einzelne Hochschulwissenschaftler und die Fdhigkeit der
Industrie, durch ihre Forschungsarbeit diese Grundlagenforschung in Produkte von
sozialem Wert umzusetzen.”5 1975 waren schlieBlich die ersten Renin-Inhibitoren bekannt,

die aber bis heute nicht zur Entwicklung von Pharmaka gefiihrt haben.
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Angiotensinogen
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Angiotensin I
Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe-His-Leu

ACE-Inhibitoren— ﬁ Angiotel}sin
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Bild 26 RAS System

Biogenese des Angiotensin II

Die Biosynthese von Ang II beginnt in der Leber oder Niere mit der Synthese des Angio-
tensinogens, einem Protein von 60 kDa Masse. Die Transskription des Angiotensin-Genes
in mRNA ist zumindest in der Niere stark vom Salzhaushalt abhéngig. Genetisch bedingte

Uberexpremierung fiihrt zu entsprechend hohen Angiotensinogenwerten, die die iibliche
Konzentration von 1 uM iibersteigen. Nach Abgabe in die Blutbahn wird Angiotensinogen

in der Niere durch die Aspartylprotease Renin zum Decapeptid Ang I hydrolysiert. Dieses
Decapeptid ist Substrat fiir mehrere Protein-Tyrosyl-Kinasen (PTK).24.69 So fiihren
steigende NaCl-Konzentrationen zur Inhibierung von Thymus-Serin-Kinasen, stimulieren
aber die Phosphorylierung von Ang I durch Thymus-PTK. Die Funktion dieser
Phosphorylierung ist jedoch unbekannt. Die Abspaltung des 9,10-Dipeptides His-Leu zu
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Ang II erfolgt iiberwiegend in der Lunge durch das Angiotensin-Converting-Enzyme
(ACE), einer Carboxypeptidase. Der Abbau durch das unspezifische ACE, das mit der
Kininase II identisch ist, stoppt am Phenylalanin, weil ACE Prolin als vorletzte Aminosiure
nicht toleriert. Insgesamt werden aber bei der Langzeit-ACE-Hemmung nur 30 % der
Angiotensin II-Bildung blockiert.”0 Parallele Reaktionskaskaden und ein direkter Abbau
des Angiotensinogen zu Ang Il umgehen die ACE-Inhibition. Die Abspaltung von Phenyl-
alanin durch andere Peptidasen liefert Ang III, dessen Rezeptoren liberwiegend im Gehirn

angesiedelt sind.

Ang II ist die drittstiarkste blutdrucksteigernde Substanz, nach EDRF (endothelium derived
relaxing factor, besser bekannt als: NO) und Endothelin. Dies erfolgt durch die GefaB-
verengung und die indirekte Kontrolle des Wasserhaushaltes durch die Freisetzung von

Aldosteron. Andere Effekte sind:

* Freisetzung von Catecholaminen aus dem Nebennierenmark

* Stimulierung der Glykogenolyse der Leber

* erhohte Prostaglandinsynthese”!

o erhohte Resorption von Na' in der Niere

¢ Uterus-Kontraktion, Ovulations-Stimulation

* Freisetzung von Vasopressin und ACTH (adrenocorticotropes Hormon)

* die selbstregulatorische Hemmung der Reninfreisetzung, mit der es seine eigene
Biosynthese kontrolliert

* Angiogenese65.72.73

* Apoptose’

* cardiale Fibrose, die durch verringerte Kontraktilitdt und den beschleunigten Metabolis-
mus und erhohten Sauerstoffverbrauch zu ventrikuldrer Unterfunktion fiithrt72

* Hypertrophie durch Endothelin-Stimulation?2

Gerade die letzten Mechanismen erkldren die Nebenwirkungen der kommerziell
erfolgreichen ACE-Inhibitoren, die wahllos alle Ang II modulierten Systeme betreffen.
Wiinschenswert sind lediglich Kontrolle der Vasokonstriktion und des Wasserhaushaltes.
Derzeit werden die meisten Effekte dem AT, Rezeptoren® zugeschrieben, dennoch sind
selektive Antagonisten flir die bislang identifizierten Ang II Rezeptoren: AT 5, AT 3,

AT,c, AT,, AT; (und AT,) dringend erforderlich.”5.76 Die Nomenklatur der Angiotensin II
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Rezeptoren wird definiert durch das amerikanische High Blood Pressure Council, die
Unterscheidung der Rezeptoren erfolgt durch selektiv bindende Substrate wie Losartan,
PD123,177 (Bild 30) oder desaktivierende Reagenzien,”’ wie Dithiothreitol (zhreo-1,4-
Dimercapto-2,3-butandiol).

Enzymaktive Substanzen

In der Therapie der Hypertonie werden mehrere Konzepte angewendet. Die beiden Angio-
tensin II vermittelten Therapien basieren auf Enzym- oder Rezeptorinhibition. Die ACE-
Inhibitoren: Captopril und Enalapril inhibieren diese zinkhaltige Metallaprotease durch
Ausbildung stabiler Bindungen zwischen Substrat und Metall. Allgemein werden die ACE-
Inhibitoren in 3 Klassen8 eingeteilt (Bild 27):

* Mercaptane wie Captopril
* Prodrug-Carboxylate wie Enalapril (hydrolysiert in vivo durch hepatische Esterasen zum
Enalaprilat ) und Quinapril

* Phosphinate wie Fosinopril

= H = N

. MeO,C  *© HO,C
HO,C HO,C HO,C

Captopril Enalapril Enalaprilat

S e I S UV v

O

HO,C

Fosinopril Natrium Quinapril

Bild 27 ACE-Inhibitoren’8
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So wird auch die Carboxypeptidase A, deren katalytisches Zentrum dem von ACE &hnelt,
durch Zink-koordinierende Schwefel- oder Carboxylatgruppen inhibiert. Entscheidend ist
die fixierende Interaktion mit mehreren Aminosduren des Enzymes, die das Substrat fiir die
Aktivierung durch Zink in der richtigen Anordnung konfiguriert. Wird der sp’-konfigu-
rierte Zink-Orthoester durch stabilere Zink-Mimetikum-Bindungen ersetzt, dann bindet das

Mimetikum kompetitiv oder irreversibel an das aktive Zentrum.
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Bild 28 Carboxypeptidase A

Durch die irreversible oder kompetitive Inhibition von ACE wird der Plasmaspiegel von
Ang II reduziert, weil aber zusétzliche Reaktionswege zur Bildung von Ang II fiihren, 148t
sich der Plasmaspiegel von Ang II durch ACE-Inhibitoren nur um 30% senken. Uberdies
sind der AT; und der AT, durch diese unspezifische Reduktion in gleicher Weise betroffen.
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Rezeptoraktive Substanzen

Ang II - Zelluléire Wirkungen

Die Pharmakologie und die Struktur des AT; Rezeptoren sind bekannt und wurden in zahl-
reichen Ubersichtsarbeiten zusammengefafit.””7.79-85 Die Rezeptoren zeichnen sich durch

folgende Effekte aus:

AT,
* G-Protein vermittelte Wirkung (Guanin-Nucleotid-bindendes Protein)
* Erhdhung der Ca2*-Konzentration durch Offnung intrazellulirer Speicher und
Offnung von Ca2*-Kanilen.
* Hemmung der Adenylat-Cyclase
* Aktivierung der Angiogenese’3
* aktiviert die Phospholipase PLC-yI via Phosphorylierung86
e vaskuldre Hypertrophie87
e wird durch 1,2-Dithiole und Disulfide denaturiert34

* hat mindestens 2 Bindungszusténde fiir Agonisten, aber nur einen fiir Anta-
gonisten84

 aktiviert das Prostaglandinsystem. Diese Wirkung ist aber nicht durch Cyclooxy-
genasehemmer (Indomethacin) desaktivierbar?!.88

AT,
* ist nicht durch 1,2-Dithiole inaktivierbar, Dithiothreitol verbessert die AT,-
Affinitdt von AT, Agonisten84
* kontrolliert das Wachstum in der Embryonalphase
* kontrolliert die Synthese des AT; Rezeptoren
* stimuliert Apoptose’4
* dephosphoryliert MAP Kinasen (Mitogen-aktivierte Protein Kinase)

* aktiviert ebenfalls das Prostaglandinsystem. Diese Wirkung ist aber nicht durch
Cyclooxygenasehemmer (Indomethacin) desaktivierbar?1.88

Die Stimulation des G-Protein-gekoppelten AT -Rezeptoren (Bild 29) bewirkt iiber die
Adenylatcyclase die Bildung von cyclischem Adenosinmonophosphat (cAMP), aber auch
iiber die Phospholipase C (PLC) die Freisetzung von Diacylglycerin (DAG) und Inositol-
triphosphat (IP3). Die Reaktionskaskade des cAMP fiihrt zur Aktivierung von Protein-

kinasen, die die Mitochondrien zur vermehrten Bildung von Aldosteron anregen.
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IP; aktiviert im endoplasmatischen Retikulum die Ausschiittung von Ca?®’, das die
Kontraktion der Myofilamente und damit die Kontraktion der glatten Muskulatur bewirkt.
Die Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) durch DAG fiihrt zur vermehrten Bildung von
mRNA und damit zu Proteinsynthese und Zellwachstum. Darauf basiert die Wachstums-
hemmung der AT,;-Antagonisten. Nachfolgende Reaktionskaskaden aktivieren das Prosta-
glandinsystem.8! Ein weiterer AT -gesteuerter Effekt ist die Angiogenese,’? die aber nur
iiber ein kleines Konzentrationsfenster beobachtet wurde. Bei steigenden Konzentrationen,
die das zehn- bis hundertfache des iiblichen Plasmawertes an Ang II iiberschreiten, kommt
es zur Apoptose, die durch den AT,-selektiven Antagonisten PD123,319 verhindert werden
kann.”4 Durch die gleichzeitige Gabe von Kinaseinhibitoren (Vanadat) wird diese Wirkung
verstérkt, deshalb wird ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor?! auch fiir den AT, postuliert.
Die AT, vermittelte Wachstumskontrolle geschieht zumindest teilweise durch Apoptose.
Da die Exprimierung von AT; und AT, durch steigende Ang II Plasmakonzentrationen
vermittelt werden, fiihrt die Gabe von Losartan zu einer Verminderung der Rezeptordichte
um 65%.87 Die Loschung des AT -vermittelten Signales erfolgt durch die Internalisierung
des Ang II-AT,-Komplexes in die Zellen (90% innerhalb von 10 min)34 durch Einfurchung
der Zellmembran und Vesikelbildung. Nur 25% der Rezeptoren gelangen nach
intrazelluldrer Freisetzung des Agonisten wieder an die Zelloberfldche, der liberwiegende

Teil wird abgebaut.
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Dieses Schema basiert auf einer Grafik von P. Dominiak und A. Dendorfer

Bild 298!

Beide Rezeptoren mehrerer Spezies wurden kloniert®? und in transgenen Modellen expri-
miert. Der AT, Rezeptor ist 359 Aminosduren lang und gehdrt zur Familie der G-Protein-

gekoppelten Rezeptoren, er weist dementsprechend 7 Transmembranregionen auf.85:8¢ Jede
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der 4 extrazelluldren Regionen enthilt ein Cystein, die zusammen 2 Disulfidbriicken aus-
bilden, die den Rezeptor stabilisieren.84 Die leichte Zuganglichkeit dieser Disulfidbriicken,
gepaart mit ihrer hohen Reaktivitit gegeniiber anderen Thiolen, fiihrt zur Desaktivierung
des Rezeptors durch Dithiole und BSA. Die extrazelluldren Schleifen werden zusitzlich an
3-Positionen N-glycosidiert. Eine Mutationsanalyse der Bindungsstellen schlieft die extra-

183 mit Asp? des

zelluldren Bereiche als Bindungsstelle aus, obwohl das extrazellulare His
Ang 11 interagiert.85 Die Transmembranbindungsstelle wurde durch Austausch von AT;-
Rezeptorsequenzen mit amphibischen AT;-Abschnitten bestétigt, weil amphibischer AT,
nur Ang II, aber keine nicht-peptidischen Antagonisten bindet. Insbesondere die
nichtpeptischen Carbonsiuren interagieren dabei mit Lys'” in der Sten Transmembran-
helix. Derartige Interaktionen koénnen zur Verdnderung der Rezeptorstruktur fiihren, die

sich als kompetitiver oder irreversibler Antagonismus duflern. Struktur-Wirkungsanalysen

am Ang II dienten zum Nachweis der bindungsessentiellen Seitenfunktionen des Ang II:

Arg?, Tyr*, His® und der wirkungsauslosenden Gruppen: Tyr*, Phe®. Insbesondere der freien

Phenolfunktion des Tyr* kommt hohe Bedeutung zu.90 So zeigt das 1-7 Heptapeptid Asp-

Arg-Leu-Tyr-Ile-His-Pro-Phe hohe Affinitit, aber geringe Wirkung. Im Gegensatz dazu ist
das 4-8 Pentapeptid Tyr-Ile-His-Pro-Phe gering affin bei nahezu voller Aktivitit.85 Die
unterschiedlich geladenen Termini des Ang II stabilisieren eine Haarnadelschleife des

Peptides.

Der AT, ist 363 Aminosduren®! lang und weist ebenfalls 7 Transmembranregionen auf, die
Sequenzen sind aber nur zu 32% homolog. Die Unterscheidung der Rezeptoren erfolgt
durch die unterschiedlichen Affinitdten von Losartan (DuP753, Bild 30) und PD123,177.
Losartan bindet mit hoher Affinitit an den AT;, aber nur in geringem Mafle an den
AT,.78.79 Wesentlich fiir die klinische Wirksamkeit von AT;-Antagonisten ist die Ang II-
Rezeptor-Expression. Nur ein Drittel aller Angiotensin-II-Rezeptoren im menschlichen
Herzen sind AT -Rezeptoren; zwei Drittel sind AT,-Rezeptoren, die vornehmlich im
Ventrikel lokalisiert sind.87 Noch hohere AT,-Anteile finden sich in Uterus (100%) und
Ovarien (100%).84 In der glatten Gewebemuskulatur wird hingegen ausschlieBlich der AT,

exprimiert.84 Bei terminaler Herzinsuffizienz zeigte sich eine 65%ige Verminderung beider
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Ang-II-Rezeptoren. Die Blockade des AT, durch z.B. Losartan fithrt zu gesteigerter

Aktivitdt des AT, durch erhohte Ang II Serum-Konzentration.

DuP 753
Losartan EXP3174 PD123,177

N_ _cl N__Cl @\ N@
N OH N OH (N]QN 0
. O N, N “:COH
. W

\ !
N
©

NH,

Bild 30

Dies fiihrt unter Anderem zur Verminderung des Zellwachstums von Endothelzellen.
“Weiterfiihrende experimentelle Untersuchungen sind notwendig, um die Rolle des AT,-
Rezeptors und seiner Signaltransduktionskaskade im gesunden und insuffizienten humanen

Myokard zu kldren.”70
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Bild 31
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Als erstes antagonistisches Rezeptormimetikum wurde Saralasin entwickelt, das nicht nur
hochaffin zum AT, ist, sondern auch erhdhte metabolische Stabilitdt aufweist. Wegen des
partiellen Agonismus und dem Fehlen von oraler Verfiigbarkeit wurde Saralasin jedoch

kein kommerzieller Erfolg (Bild 31).

Die Entdeckung der Imidazolessigsduren als neue Leitstruktur Anfang der 80er Jahre fiihrte
1982 zur Patentierung der Verbindung S8308 durch Takeda. Diese nichtpeptidische Leit-
struktur stammte aus einem Substratscreeningprogramm. Die anschlieBenden Struktur-
Wirkungs-Untersuchungen fiihrten innerhalb von 10 Jahren zu der Verbindung DuP 753,
die 1995 unter dem Namen Losartan in den amerikanischen Markt eingefiihrt wurde. Die
pharmakophoren Gruppen des Angiotensin II werden durch die Butylseitenkette, den
Imidazol-Kern und freie Carbonsduren imitiert (im Schema rot unterlegt). Die Optimierung
des Abstandhalters vom Nitrotoluol bis hin zum Phthalsdureamid fithrte zu stetig
verbesserter Affinitit (s. EXP 6155, EXP 6803, EXP 7711).88 Obwohl die Affinitit mit der
Einfithrung der Biphenyleinheit zuriickging, bedeutete dies einen wesentlichen Fortschritt
wegen der verbesserten oralen Verfiigbarkeit.80 Eine weitere 10-fache Verbesserung konnte
durch den isosteren Austausch des Carboxylates gegen das lipophilere Tetrazol in DuP 753
erzielt werden. Da Losartan ausschlieBlich durch Affinitdt zum AT;-Rezeptor optimiert
wurde, bindet es nur gering an den AT,-Rezeptor. Weil eine ausgewogenere Rezeptor-
affinitdt jedoch die Langzeitnebenwirkungen verrringern konnte, besteht weiterhin Bedarf
an solchen AT,/AT,-Antagonisten.’8:92 Die meisten AT;-Antagonisten sind kompetitive
Antagonisten. Die Oxidation von Losartan in vivo fiihrt jedoch zur Umwandlung des
Alkoholes in eine Carbonsdure. Dieser Metabolit (EXP 3174) ist 10-40x aktiver als
Losartan und bindet nicht kompetitiv an den AT;-Rezeptor!93 Die verldngerte
Halbwertszeit (6-9h) dieses Metaboliten 148t Losartan fast als Prodrug erscheinen, das

Wirkprofil wird aber durch die Anwesenheit beider Substanzen ausgemacht.
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Bild 3292

Weitere eingefiihrte AT, Antagonisten sind Irbesatan und Eprosartan (SKF), beide mit
hoher struktureller Ahnlichkkeit und deshalb gleicher Rezeptorselektivitit.
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i ~CO,H

EXP 3174 Eprosartan

Bild 33

Diese AT -Rezeptorantagonisten inhibieren die Vasokonstriktion aller untersuchten

Muskelgewebe, sie unterbinden alle bekannten Angiotensin II Effekte:

* Schneller Druckanstieg

* Langsamer Druckanstieg

* (CNS-Stimulation - Durst, Vasopressin-Freisetzung und Sympathikus Tonus
* (Catecholamin-Freisetzung

* Aldosteronausschiittung

* Ang Il-vermittelte Wachstumsprozesse (insb. Niere)

Sie bewirken aber zusitzlich:

* Inhibierung der Neutrophilen-Aggregation durch Losartan4®
* Inhibierung der Thromboxan induzierten arteriellen Kontraktion durch Losartan-

Bindung an den TxA, Rezeptor’!
Der Abbau von Losartan erfolgt durch microsomale P450-Oxidation in Leberzellen®* und
Gluconsdureaddukte.95 Die Oxidation des Alkoholes zum Aldehyden EXP 3179 wird
gefolgt von der 7x schnelleren®® Oxidation [Ka; Ciosartan = 7 X (ka2 X Cgxp3i79)] zu EXP
3174. Ein zusitzlicher Abbau erfolgt durch den Reaktionsweg B via Seitenketten-
hydroxylierung zu M2, MS und P1. Da die Wirkprofile dieser Metabolite mit Ausnahme
von EXP 3174 weitgehend unbekannt sind und Arbeiten von Dr. B. Schieffer an der
Medizinischen Hochschule Hannover auf Interaktionen der Sartane mit anderen, nicht Ang
II-stimulierten Rezeptoren wie TxA, (Thromboxan) hinweisen,’? die auch von anderen

Gruppen bestitigt wurden,’! besteht ein hohes Interesse an diesen Oxidationsprodukten.
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Bild 34 P450 Oxidation von Losartan, Stearns et al.”0

Dabei stehen Prostaglandin- und Thromboxanwirkungen wie Blutdrucksteigerung, Platt-
chenaggregation und atherosklerotische Prozesse im Mittelpunkt des Interesses. Daf3 die
Thromboxan-vermittelten Wirkungen nicht auf einer Beeinflussung der Cyclooxygenase
basieren, konnte durch gleichzeitige Gabe des Cyclooxygenasehemmers Indomethacin
gezeigt werden.”! Die mogliche Anregung der Wachstumshormonsekretion durch Metabo-
liten des Losartan ist wegen der Ahnlichkeit zu L-692,49 und L-739,943 (Bild 35) von

zusitzlichem Interesse.97-99
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L-739,943 O

Bild 35 Nichtpeptidische Wachstumsregulatoren®’

L-692,429

Oxidationen mit P450 Enzymen sind hochempfindlich und bendétigen hédufig teure
Kofaktoren, deshalb wurde die analoge, biomimetische Oxidation von Losartan durch
Ru(IV) untersucht. Durch das Erhitzen von Losartan in Gegenwart von Ru(IIl) und H,O, in
Acetonitril werden derartige Produkte erhalten (Bild 36). Zusidtzlich zum erwarteten
Aldehyden EXP 3179 wurde das neue Benzamid L2 isoliert. Diese und weitere Oxidations-
produkte befinden sich zur Zeit in der Untersuchung an AT;- und AT,-exprimierenden
Zelllinien durch Dr. Schieffer und Dr. Hilfiker. Weitere Untersuchungen an nicht

Angiotensin II-stimulierten Rezeptoren sind in Vorbereitung.

al c EXP3179 Cl L2
N N N
\/\/4 \M \ /O \/\/4 \ H
RuCl; N HN-N N HN N
H,0, 20eq N o

N
MeCN _— O
60°C O
zh 16% 9%

Losartan

Bild 36
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v-Schleifen

Die Aufkldrungsversuche der rezeptorgebundenen Konformation von Ang II begannen vor
tiber 25 Jahren. 100 Computersimulationen und physikochemische Messungen dienten zur
Begriindung von Strukturvorschldgen, so formulierten Printz et al.10! 1972 erstmals die

Prisenz einer inversen y-Schleife um das Tyrosyl im Angiotensin II. Diese Vermutung

konnte durch die disulfidverbriickten Angiotensin II Analoga von Spear et al. bestdtigt
werden (Bild 37).102 Wihrend die Cystin- und Penicillsdure-verbriickten Peptide trotz guter
Affinitdt an AT-Rezeptoren keine Wirkung im Kaninchen-Aorta Assay zeigten, bindet das
homologe Homocystin ¢[Hcy*]JAng II hoch-affin an den Rezeptor und stimuliert die
Vasokonstriktion. Die partiell agonistische Wirkung von ¢[Cys**]Ang II und c[Pen®°]Ang
IT wurde jedoch nicht ndher untersucht. Eine Computersimulation dieser Peptide durch A.

Karlén konnte die hohen Wahrscheinlichkeiten von y-Schleifen aufzeigen.!03 Eine ECEPP

Potentialfeld-Simulation an 16 Ang II Analoga wies jedoch auf 2 dominante Ang II
Konformationen hin, bei der Typ I hohe Ahnlichkeit zu den Tyr-Diederwinkeln in

c[Hey’]Ang II aufweist (Tabelle 1), aber keine Ahnlichkeit zu y—Schleifen.!00

Tabelle 1

Berechnete Tyrosyl-Diederwinkel fiir Ang Il und Ang II-Mimetika

nach G. V. Nikiforovich und G. R. Marshall100

Verbindung Tyr ® Tyr W
Ang Il Typ I -81° -32°
Ang [I Typ II -127° 160°
c[Hey*?]Ang 11 -72° 37°
[D-Tyr* Pro°]Ang IT | -123° 163°
inverse y-Schleife -65+5° 78+7°
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Aufgabenstellung

Ziel dieser Arbeit ist es, y-Schleifenmimetika in die 3,5-Position des Angiotensin II zu

inkorporieren und die erhaltenen Peptide pharmakologisch zu untersuchen um die

Bedeutung dieser Struktur fiir Angiotensin II aufzukliren.

c[Cys3’5]Ang I OH c[Hey>*)Ang IT
H o H o H © H o
N N N N
Asp-Arg” \)]\E \E)I\His-Pro-Phe Asp-Arg” \)]\g \E)]\His-Pro-Phe
_\S —O S 4 ) © :
IC50 =43 nM

S—S

3,5 ICSO = 2,1 nM
c[Pen>~]Ang II ‘ pD, = 8,48

(0] (0]
H H
Asp-Arg” N \)LE N \E)]\His—Pro—Phe
7_\5 —O S /_T

IC50 = 2,6 nM
Bild 37

Das 7-Ring Lactam 7 (Bild 20) von Huffman49:30 diente dieser Arbeit als erstes Synthese-
ziel. In Analogie zur publizierten Synthese wurde zunichst Anisalkohol 1 (Bild 38) durch
eine Birch-Reduktion und Umsetzung mit tert.-Butyldiphenylsilylchlorid in das 1,4-Cyclo-
hexadien 2 tiberfiihrt.103 Die Ozonolyse der elektronenreicheren Doppelbindung und die re-
duktive Aufarbeitung des Ozonides liefert den Aldehyd 3, der durch reduktive Aminierung
mit NaBH;CN und Isoleucin-tert.-butylester den Diester 4 ergibt. Die selektive Hydrolyse

des Methylesters und anschlieBende Uberfithrung der freien Carbonsiure in das Acylazid
mit Diphenylphosphorylazid bei 0°C resultiert in einer Cyclisierung zu dem e-Lactam 5.

Die Entschiitzung des Silylethers mufl mit dem Tetrabutylammoniumfluorid-Trihydrat

erfolgen um die Basizitdt des Fluorid-Aniones zu reduzieren, weil sonst die Eliminierung



47

zu dem konjugierten Dien iiberwiegt. Der freie Alkohol 6 wird durch 2,6 Aquivalente
Lithiumdiisopropylamid in das Dianion iiberfiihrt und mit 4-Benzyloxybenzylbromid
alkyliert, wobei unter optimierten Bedingungen die Tyrosylseitenkette in 95% Ausbeute
eingefithrt wird. Die diastereomeren Alkohole 7 werden in einem Verhéltnis 5:3 gebildet
und lassen sich nur unter groem Aufwand durch Dickschichtchromatographie trennen. Da
die Affinitit an das Kieselgel durch den Alkohol geleistet wird, ist die diastereotope Umge-
bung dem Solvent zugewandt und wird nur unzureichend differenziert. Bei der chromato-
graphischen Trennung zu einem spiteren Synthesepunkt (9 + 10) kehrt sich die Situation
um. Die Bindung erfolgt durch die Carbonylfunktionen mit ihrer diastereotopen Umge-
bung, dementsprechend leicht erfolgt dann die Trennung. Uberdies kénnen die Derivate
parallel verarbeitet werden und ersparen so 3 zusétzliche Syntheseschritte. Deshalb wurde
auf eine Trennung der Diastereomeren 7 zunichst verzichtet. Die Umwandlung des Alko-
holes zum Amin gelingt durch eine Mitsunobu-Reaktion zum Phthalimid, gefolgt von einer
Hydrazinolyse. Anschlieend wird das Amin durch Fmoc-Chlorid in Gegenwart von Tetra-
butylammoniumfluorid als Phasentransferkatalysator geschiitzt. Die Hydrolyse des tert.-
Butylesters erfolgt in Trifluoressigsdure/Anisol/DCM innerhalb von 60 Minuten
quantitativ. Die chromatographische Trennung ergibt die diastereomeren Carbonsduren in
einem Verhiltnis von 5:3. Die abgebildeten Isoleucinderivate 9 + 10 lassen sich durch

NMR-Spektroskopie differenzieren, eine Konfigurationszuordnung ist aber nicht mdglich.

Die beiden Tripeptidmimetika wurden in einer Festphasensynthese zu den W[Lactam®"]-

Angiotensin II Mimetika mittels Fmoc-Technik umgesetzt. Bei der Debenzylierung der
Tyrosylfunktion treten jedoch erhebliche Schwierigkeiten auf. Bei Anwendung der von B.
Merrifield!%4 gerade fiir das Angiotensin I empfohlenen 2-stufigen Siurebehandlung mit
schwacher/starker Sdurekombination von TFA und TFMSA werden {iberwiegend (> 70%)
C-benzylierte Umlagerungsprodukte 13 isoliert. Bei der alternativen Entschiitzung mit HF

wird die Isomerisierung der Doppelbindung zu 14 und Addition von HF zu 15 beobachtet.
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Bild 38 B. Schmidt et al. J. Med. Chem. 1997, 40, 903.
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Bild 39 B. Schmidt et al. J. Med. Chem. 1997, 40, 903

Wegen der schlechten Gesamtausbeute und der aufwendigen Reinigung wurde deshalb die
Synthese eines stabileren y-Schleifenmimetikums geplant. Die 7-Ring Lactame offenbaren

in molekulardynamischen Berechnungen eine hohe Flexibilitdt, deshalb sind die Schlu3-
folgerungen tiber die Rezeptor-Peptidinteraktion mit einer hohen Ungenauigkeit behaftet.
Nunmehr sollte ein rigides Mimetikum entwickelt werden, das auf Grund seiner definierten
Konformation auch eindeutige Aussagen zulidfit. Derart konformativ rigide Systeme lassen

sich aus Bicyclen oder all-dquatorial substituierten Cyclohexanen erhalten.
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Die Zugénglichkeit dieser 1,3,5-all-dquatorialen Cylohexane wurde mit drei verschiedenen

Synthesekonzepten untersucht (Bild 40):

* (Carbenaddition an Norbornadien + chemoselektive Reduktion
* [443]-Cycloaddition, gefolgt von Arylgrignard und oxidativer Offnung des Bicyclus

* Hydrierung eines 1,3,5-substituierten Aromaten

Die bekannte, Rhodium-katalysierte Addition eines Carbenes aus Diazoessigsdureester!03
an Norbornadien liefert den Tricylus 3 in 53% Ausbeute bei einem Diastereomeren-
verhiltnis von 3:1. Die regioselektive Offnung des Cyclopropanes ist der Schliisselschritt
dieser Synthese, der durch heterogene Hydrierung iliber Palladium auf Kohle quantitativ
durchzufiihren ist. Da in dieser Sequenz Diastereomere (Bild 41) erhalten werden, wurde
auf die Ausarbeitung der Synthese via Dihydroxylierung, Cyclopropylreduktion und

abschlieBende Glykolspaltung verzichtet.
CH,Ar

3 6
R T X = CH/CH,
7 -
T 53% H X = 0%/0
X = N/NH
N Br
IQI Br
A D )=
H/U\C02Et Br
B
2 4 "os

Bild 40 Synthesestrategien
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Bild 41

Basierend auf der [4+3]-Cycloaddition!96 ist das Bicyclo[3.2.1]octenon 1 in Gramm-
mengen zugénglich (Bild 42). In Anlehnung an zahlreiche Arbeiten von Hoffmann et al.
erfolgt die Umsetzung des Ketones mit Benzylgrignard. Die diastereomeren Alkohole 2

werden durch Methansulfonséureanhydrid und DBU zu den isomeren Dienen 3 eliminiert.

Br
Br o BnMgBr Bn
- /
@ 0 Z Z OH
Br
Br

H.M.R. Hoffmann et al. 1 2 84%6:1
Tet. Lett. 1975, 4487

LS
1.) Ms,0 1.) 0sO/Fe() HO
2) DBU 2)H,Pd-C  HO NalO,
Bn
4:1
4 522%
Bild 42

Die selektive Oxidation des gespannteren Olefines erfolgt mit Kaliumpermanganat oder

besser mit katalytischen Mengen an Osmiumtetroxid in Gegenwart von K3;[Fe(CN)g] zum
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vicinalen Diol. Anschliefend wird die verbliebene Doppelbindung hydriert zum diastereo-
meren Bicyclus 4. Die Glycolatspaltung liefert den Dialdehyden 5 in 22 % Ausbeute iiber 5
Syntheseschritte. Die basenkatalysierte Epimerisierung fiihrt zu diastereomerenreinem all-
dquatorialem Produkt. Diese Synthese liefert zwar das gewiinschte System, ist aber mit 8
Reaktionsstufen und vielen chromatographischen Reinigungen sehr arbeitsaufwendig.
Deshalb wurde die Hydrierung 1,3,5-substituierter Aromaten untersucht (Bild 43). Aus-
gehend von Attenburrows!07 Hydrierung des Diethylchelidonates, die in der Ausbeute von
25 auf 79% verbessert wurde, ist das Tetrahydropyran 2 im 100 Gramm-MaBstab leicht
zuganglich. Abhéngig vom Wasserstoff-Umsatz kann bei vorzeitigem Abbruch auch das
Keton 3 in bis zu 36% Ausbeute isoliert werden, hierzu ist allerdings chromatographische
Reinigung notwendig. Alle Benzylierungsversuche in Gegenwart starker Basen fiithrten zur
Zersetzung des Startmateriales, deshalb wird der Alkohol durch die sauer katalysierte
Reaktion mit Benzyltrichloracetimidat!98 geschiitzt. Der Benzylether wird durch Kristalli-

sation gereinigt.

0 OH 0
1 2 3
7 H,/Pd-BaSO,
EtO OFEt EtO OEt * Et0 OFt
\[ 0 0] 0
0o o} 0] o 0 o)
bis zu 79% bis zu 36%

BnOC(NH)CCl3
TFMSA, DCM
89%

1.) LiAIH,, THF
2)) Ac,,0, Py

88%

5 .
OBn Lipase PS OBn

- 4
88%
AcO OH AcO OAc
(0) (o)

H.M.R. Hoffmann, T. Lampe, U. Born-
scheuer Tet. Asymm. 1996, 7, 2889

Bild 43
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Die anschlieBende Reduktion zum Diol und Acetylierung des Rohproduktes mit Acet-
anhydrid liefert das Diacetat 4, das durch H.M. R. Hoffmann, T. Lampe und U. Born-
scheuer!%® zum enantiomerenreinen Alkohol 5 umgewandelt wurde. Mit dieser Synthese ist
eine kurze, effiziente Strategie zu entsprechenden all-dquatorial substituierten Cyclo-

hexanen und Tetrahydropyranen entwickelt.

Die gleiche Synthesestrategie diente zur Planung des all-dquatorial substituierten Cyclo-
hexanes 5 (Bild 44). Die saure Veresterung von wohlfeiler Trimesinsdure und nach-
folgende ladungskontrollierte Monohydrolyse liefert den Diester 2, der durch katalytische
Reduktion in das Cyclohexan 3 iiberfiihrt wird. Die Reduktion des Diester liefert aus-
schlieflich das all-dquatoriale Produkt, die analoge Disdure liefert ein Diastereomeren-
gemisch, das durch basische Epimerisierung unter Ausbildung einer intramolekularen
Wasserstoffbriickenbindung zum 1,3-syn-3,5-trans Produkt dquilibriert werden kann.!10
Die Aktivierung der Carbonsdure mit Thionylchlorid und anschlieBende Friedel-Crafts-
Arylierung von Anisol fiihrt zum Arylketon 4, das durch katalytische Desoxygenierung in
den gesuchten meso-Diester iiberfiihrt wird. Die urspriingliche Desymmetrisierung durch
Lipasen oder Seebachs TADDOL Reagenz!!! wurde zu Gunsten einer Diastereomeren-
trennung fallengelassen. Die erneute Anwendung einer ladungskontrollierten Hydrolyse,
gefolgt von einer reduktiven Aufarbeitung des Carboxylates mit Boran-Dimethylsulfid-
Komplex ergibt den razemischen Alkohol 6, der durch eine Mitsunobu-Gabriel Reaktions-
sequenz in das Amin iiberfiihrt wird, das anschlieBend zum Fmoc-Derivat 8 geschiitzt wird.
Diese Aminosdure wurde durch Festphasensynthese!l2 in die 3,5-Position der diastereo-
meren Ang [I-Mimetika Cyclohexan A + B (Bild 56) inkorporiert. Die erhaltenen Peptide
konnten durch HPLC an RP18-Gel chromatographisch getrennt werden. Eine Zuordnung
der absoluten Stereochemie des Cyclohexanes durch NMR-Spektroskopie konnte jedoch

nicht getroffen werden.
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Bild 44

Da sich der Methylether im Peptidmimetikum nicht mehr selektiv spalten 143t und die
O-Methylierung nicht zu dem erwarteten Antagonisten, sondern zu einem nicht-bindenden
Peptid fiihrt, wurde die entsprechende demethylierte Verbindung bendétigt. Da sich der-
artige, flexibel geschiitzte Phenole nur unselektiv Friedel-Crafts-acylieren lassen, wurde die
Synthesestrategie tiberarbeitet (Bild 45). Die Aktivierung des Trimesinsduredimethylesters
1 erfolgt nun mit Coreys Mercaptopyridin-Chloroformiat!13.114 zum Thioester 2. Derartige
Mercaptopyridinester dhneln den Weinreb-Amiden,!15-118 zeigen aber auf Grund ihrer
hoheren Reaktivitidt mit Nucleophilen eine bessere Selektivitdt im Umsatz mit Grignard
Reagenzien.!!® Der Umsatz eines 2 analogen Weinreb-Amides mit Arylgrignard liefert
Ketone deshalb in Ausbeuten von nur 20-40 %. Die Reaktion des Thioesters 2 mit dem 4-
Benzyloxyphenylgrignard ergibt das Arylketon 3 in 65% Ausbeute. Die anschlieBende

katalytische Desoxgenierung fiihrt zum gleichzeitigen Verlust der Schutzgruppe, die aber
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wegen der erwarteten Schwierigkeiten in der finalen Entschiitzung gegen das labilere p-

Methoxybenzyl ausgetauscht wird.
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Bild 45

Die selektive Reduktion einer Estergruppe in 4 erfolgt durch L-Selektrid™ bei -78°C. Die
anschlieBende Mitsunobu-Reaktion des Alkoholes 5§ mit Azid und Hydrolyse des Methyl-
esters ergibt die Azidocarbonséure 6, die direkt in die Festphasensynthese eingebracht wird.
Nach der Kondensation der Sdure durch PyBOP an das harzgebundene Tripeptid His-Pro-
Phe erfolgt die Reduktion des Azides 7 zum Amin 8 durch Dithiothreitol in Gegenwart von
Diisopropylethylamin (DIEA).
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Bild 46 Azidocarbonsiure

Diese direkte Methode, die von Meldal et al. fiir Festphasensynthesen!20 entwickelt wurde,
schiitzt das Amin als Azid und verzichtet somit auf 2 unnétige Schutzgruppenschritte. Es

folgt die Kupplung/Entschiitzung-Sequenz mit Fmoc-Arg(Pmc)OH und Fmoc-Asp(tBu)OH
zum W-Octapeptid 9. Abschlieend erfolgt die Entschiitzung durch Trifluoressigsdure und

die Trennung der diastereomeren Peptide 10 und 11 (1,6 und 2,6 mg) durch MPLC an
RP18 Gelen. Die beiden Peptide werden im Sommer 1998 an AT;-Rezeptoren getestet.
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Bild 47 Grubbs Metathese allylierter Peptide

Weil die RingschluBmetathese 121-127 (RCM) von entsprechenden 10- oder 11-gliedrigen
Ringen!2! noch nicht erfolgreich berichtet wurde, sollte die Metathese 1,3-bisallylierter
Peptide durch Ruthenium-Vinylidenkomplexe untersucht werden. Um groBBere konforma-
tive Flexibilitdt der Peptide im Ringschlufl zu erméglichen, sollten N-allylierte Peptide
untersucht werden, die auf Grund der Allylierung leichter cis/trans-isomerisieren. Uberdies

entféllt der Bedarf an kostenintensiven C-Allylaminosduren. Derartige N-Riickgratcycli-
sierungen von Peptiden sind alternativ durch N-(w-Aminoalkyl)aminosiduren zuganglich,
die aber eine wesentlich aufwendigere Synthesestrategie und Schutzgruppen bendtigen
(Bild 48). So wurde sowohl die reduktive Aminierung von Aminosduren durch N-Boc-w-

Aminoaldehyde!2?8 als auch die Substitution chiraler a-Bromcarbonsduren!2® mit o, -

Diaminen!30 berichtet. Geschiitzte w-Thioalkylamine wurden in analoger Weise umgesetzt

und zu disulfid-verbriickten!3! Peptiden cyclisiert. Die geringen Ausbeuten in der

reduktiven Aminierung!28 sind dabei weniger von Nachteil als die hohen Preise fiir die D-
Aminosduren als Vorldufer der (R)-a-Halocarbonsduren. Da sich die Seitenketten leicht

variieren lassen, konnen Bibliotheken cyclisierter Peptide erstellt werden, um einen grof3en
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konformativen Bereich abzudecken. Dieses Cyclisierungskonzept ist inzwischen als
Cycloscan™ geschiitzt.!132 Die Schwierigkeiten bei der Kondensation von sekundéren

Aminen mit Aminosduren (aufler Glycin) fiihrten zur Synthese von N-alkylierten Aza-
methylenisosteren durch sequentielle reduktive Aminierung mit einem a-Aminoaldehyden

gefolgt von den Seitenkettenaldehyden.16.17

H),N
BOCHl\II 2 ; OR BOCHI\'I
H(HQC) R_ H(H2C) ﬁ o ' (0] R'

(h) Fmoc N \._/U\OH R 8 \_)J\E /'\H/N R
& ® "o
O
Brﬁ)J\ §-§
BZ$ OR BzS
n(H,C) R n(HZC)I
U — QR
NH, Fmoc N \;)I\OH RN \;/U\N /k”/N ‘R
= ”R: H O
Bild 48 N-Allylaminosduren129,131

Die Synthese derartiger Peptide erfolgt ab eine Kettenlinge von 3 Aminosiuren durch Fest-
phasenpeptidsynthese (SPPS). SPP-Synthesen N’-alkylierter Tripeptide werden erschwert
durch die Abspaltung von Diketopiperazinen auf der Stufe des Dipeptides (Bild 51). Die
3,5-bis-allylierten Ang II-Analoga lassen sich jedoch ohne Schwierigkeiten durch Fmoc-
Technik an Wang-Harzen aufbauen. Als Schutzgruppen der Aminosédureseitenketten
wurden typische TFA-labile Schutzgruppen eingesetzt: Asp(‘Bu), Tyr(‘Bu). Fiir Arginin
und Histidin wurden desaktivierende Schutzgruppen eingesetzt um die Koordination
basischer Amine an die Metathesekatalysatoren zu unterbinden: Arg(Pmc), His(Boc) (Bild
49, Bild 55). Das Harz-gebundene Tripeptid His-Pro-Phe wurde durch die Fmoc-Amino-
sduren und iterative HBTU-Kupplung aufgebaut, die Fmoc-Schutzgruppen wurden durch
20% (v/v) Piperidinlésung in DMF entfernt und das Harz mit DCM gewaschen. Das
N-Allylglycin wird durch Modifikation der Zuckerman/Ellman-Peptoidsynthesen44.133

eingefithrt. Hierzu wird der N-Terminus mit 5 eq Chloressigsdureanhydrid in Gegenwart
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von 3 eq DIEA acetyliert. Anschlieend wird in einer nucleophilen Substitution mit einem
groBem UberschuB an Allylamin die Allylseitenkette quantitativ eingefiihrt. Die Fest-
phasensynthese ermoéglicht eine einfache Entfernung des Reagenziiberschusses und
verhindert die Alkylierung zu 3°-Aminen. Die von Zuckerman empfohlene Verwendung
von DMSO ist unnétig, das weniger polare SPPS-Standard-Lésungsmittel DMF liefert
vergleichbare Resultate und vermeidet Quelleffekte des Harzes durch den DMSO-
bedingten Solvenswechsel. Die Kondensation des Fmoc-Tyr(‘Bu)OH erfolgt durch PyBOP,
das in einer spateren Sequenz auch durch PyBroP ersetzt wurde, weil bei langsamen
Kupplungen mit 2°-Aminen erhoéhte Razemerisierung der Fmoc-Aminosdure beobachtet
wird. Boc-Aminosduren oder Additive wie HOBt sind fiir derartige Kupplungen unge-
eignet.134 Diese kritische Kupplung wurde Plasma-Desorptions-MS (PDMS) oder MALDI
kontrolliert. Wegen der vollstindigen Reaktion ist ein N-Capping mit Acetanhydrid
unnotig.

Wang
Harz
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= g
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MeReO3 & ﬁ ﬁ

(PCy3)2Ru(=CHPh)C12

t
Bu
= Fmoc-Asp(But)-Arg(Pmc)-Gly-Tyr-Gly-His(Boc)-Pro-Phe—O

Bild 49 Metathese

Die Wiederholung der Allylglycin-Sequenz und Kupplungen mit Fmoc-Arg(Pmc)OH durch
PyBOP und mit Fmoc-Asp(‘Bu)OH durch HBTU liefert das geschiitzte Octapeptid, das in 3
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Serien mit Methyltrioxorhenium123.125,127.135-137 ynd 2 Grubbs-Katalysatoren: (PCy;),Ru-
(CHCHCPh,)Cl,, (PCy3),Ru(CHPh)Cl1,47:48,121,122,138-141 jn DCM oder Toluol unter inerten
Bedingungen umgesetzt wurde. In allen Versuchen, auch bei Temperaturen von 70°C (15
h), konnten keine Cyclisierungsprodukte durch PDMS oder MALDI beobachtet werden.
Auch der Zusatz von 4-Methyl-1-penten zur Initiation/Termination bei 40°C fiihrte nicht zu
gekreuzten Metatheseprodukten. Dies deutet auf Desaktivierung des Katalysatoren durch
das harzgebundene Peptid hin. Deshalb sollte die Metathese an Modellpeptiden in homo-
gener Phase untersucht werden. Zu diesem Zwecke wurden N-allylierte Tripeptide benétigt,
die sich in homogener Phase nur unter groem Reinigungsaufwand durch die Zuckerman-
Methode darstellen lassen. Deshalb wurde N-Allylglycinethylester durch Acetanhydrid
acetyliert und zu dem N-terminalen Reagenz N-Acetyl-N-allyglycin (AAG) hydrolysiert
(Bild 50).
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Durch Hydrolyse und nachfolgende Umsetzung mit Fmoc-Chlorid ist das kristalline N-
Allyl-N-Fmoc-glycin zugédnglich, das flexibel in der Peptidsynthese eingesetzt werden
kann. So liefert die Kondensation mit Aminosdureestern die Fmoc-Dipeptide in 80-98%
Ausbeute. Die Entfernung der Fmoc-Gruppe fiihrt jedoch selbst bei 0°C liberwiegend zur
Cyclisierung zu den Diketopiperazinen. Lediglich das Dipeptid N-AllylGly-Phe-OMe lief3
sich durch Aufarbeitung bei 0°C rein isolieren und zu 1,3-bis-allylierten Tripeptiden

umsetzen.

Eine derartige Bildung von Diketopiperazinen tritt hiufig bei N-methylierten Dipeptid-
estern auf, sie 148t sich aber durch tert.-Butylester oder eine umgekehrte Syntheserichtung
unterdriicken.134 So fiihrte auch die Entschiitzung des von Boc-MeLeu-MeVal-OBn zur
Bildung des Diketopiperazines (Bild 51).142127 In analoger Weise reagierte das Tripeptid
Leu-MePhe-Gly-OBn in der versuchten Kondensation mit Boc-Me-Ala.143
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Bild 51 Diketopiperazine
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Die besonders reduzierte Aktivitdt von Boc-geschiitzten N-Alkylaminosduren wird durch
die Bildung stabiler N-Carboxyanhydride hervorgerufen. Auch der Zusatz von kataly-
tischen Additiven wie HOBt fiihrt nicht zu besseren Ausbeuten, sondern mit wenigen
Ausnahmen zu stabilen HOBt-Estern. Die Ursachen fiir die wenigen, erfolgreichen Aus-
nahmen sind unbekannt, deshalb wird von solchen Additiven bei der Kondensation von

Acyl-N-methylaminoséuren tiberwiegend abgeraten.134
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88% 67 % o 86 %
1 2

YN

\([)(NJJ\E/T)rN JLO/\ 3

30% Ti(OiPr),
15% (PPhs),Ru(CHPh)Cl,

0 o
— (0]
)J\NJ}I_‘I\\/N& O\/ -~ )J\N \
N 0 i 11 o
HO}/ O o Il511/\[]/N \)J\O/\
10% 4 O <10% 5

Bild 52 Metathese von 1,3-bisallyliertem Trisglycin

Um die Bildung der Diketopiperazine zu umgehen, wurde das Tripeptid 1,3-bis-N-Allyl-
Gly-Gly-GlyOEt durch die Umkehrung der iiblichen Syntheserichtung dargestellt (Bild 52).
Die Kondensation von AAG (1) mit Glycinmethylester ergibt durch anschlieBende Hydro-
lyse die Carbonsdure 2, die durch Kondensation mit AGE zum gewlinschten Tripeptid
reagiert. Die Metatheseversuche mit Grubbs-Katalysatoren waren zunéchst erfolglos, trotz

eines Katalysatorzusatzes von 30%. Beim Erwdrmen der Reaktionsmischungen auf 70°C
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reagierte das Peptid innerhalb 32 h langsam ab, allerdings ohne Bildung des gewiinschten
cyclischen Peptides. Fiirstner!44 erkliarte das hdufige Ausbleiben der Metathese durch
stabile 5- oder 6-Ring-Chelate wie 6. Derartige Komplexe binden das Ruthenium und
inhibieren die Metathese. Bei hinreichend hoher Temperatur werden die Aktivierungs-
energien zur Freisetzung des aktiven Rutheniumkomplexes erreicht und es kommt zur
Oligomerisierung durch Metathese. Durch Zusatz von Titanisopropylat oder Brenstedt-
Sduren lassen sich diese Chelate spalten und die Reaktion damit beschleunigen. So liefert
der Zusatz von 30% Titanisopropylat auch die ersten Hinweise auf die gewiinschte
Metathese. GC-MS Analyse der komplexen Produktmischungen und Korrelation mit 'H
NMR Spektren dieser Mischungen geben Hinweise auf die beiden isomeren 11-gliedrigen
Ringe 4 und 5 durch entsprechende cis/trans Kopplungskonstanten (11 und 18 Hz)

niedermolekularer Fraktionen.

Bild 53 GC der laufenden Reaktion, Startmaterial (3) rot markiert

Die erfolgreiche Synthese von 11-gliedrigen Ringen durch RCM ist bislang nicht berichtet
worden.!2! Die Versuche von Grubbs et al. an dhnlichen Systemen fiihrten ausschlieBlich

zur Bildung des 6-gliedrigen Ringes, der mit der Standardmethode trotz der Prdorganisation
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nicht zum 11-gliedrigen Ring geschlossen werden konnte.#8 Die Metathese ist offensicht-

lich zum RingschluB} iiber 1,3-bis-Allylabstdnde ungeeignet.

) | J J
o H 0 o N VR N
BnoJ\/N\[ N Hw “Boc BHOJ\/N \"/(Nj H 11 /%
0 H 3
|
Bild 54 Grubbs Tetraallylpeptide48

Rahmenverschobene Disulfide

Die oxidative Cyclisierung von 2 Mercaptoalkylaminosduren in einem Peptid, z.B. Cystein,
Homocystein, Penicillsdure oder Kombinationen davon, ist eine der hdufigsten Methoden
den konformativen Raum des Peptides einzuschrinken. Ein Nachteil dieser
Cyclisierungsmethode fiir nicht mercaptoalkylierte Peptide ist der Austausch zweier
Aminoséduren des nativen Peptides gegen schwefelhaltige Aminosduren als Cyclisierungs-
voraussetzung (Seitenkette-Seitenkette-Cyclisierung: SSC). Ein alternativer Zugang wurde
von C. Gilon!28-132.145 ynd A. Undén!®:17 entwickelt, die die Riickgrat-Stickstoffe als
Verankerungspunkte ihrer Seitenketten benutzten (Riickgrat-Riickgrat-Cyclisierung: RRC).
Hierdurch konnten die natiirlichen Seitenketten der untersuchten Peptide beibehalten
werden. Diese Methode erfordert jedoch die aufwendige Synthese der entsprechenden Boc-
Aminosduren liber vielstufige Synthesen. Fmoc-Derivate bendtigen 2 zusétzliche Synthese-
stufen. Obwohl diese Methode als Cycloscan™ namensrechtlich geschiitzt ist, wird sie
durch die langwierigen Synthesen unattraktiv zur schnellen Generierung von cyclisierten
Peptidbibliotheken. Um den konformativen Raum von Tripeptiden des Typs: aa-Tyr-aa in
neuen Konformationen zu fixieren, die eventuell der biologisch aktiven Konformation
entsprechen, wurde deshalb das rahmenverschobene Disulfid (Bild 56) mit pseudo Hcy-

Seitenketten synthetisiert. Dieses rahmenverschobene, cylische Peptid unterscheidet sich
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jedoch von den gewoéhnlichen disulfid-verbriickten Peptiden durch mehrere, teilweise

erwiinschte, Aspekte:

1. es hat einen anderen konformativen Raum
2. ihm fehlen die Hey® und Hey® Amid-Wasserstoffe fiir Wasserstoffbriickenbindungen.

3. es gibt Hinweise auf mogliche Metathese-zugédngliche RingroBen

Das 3,5-bis-N-(2-Mercaptoethyl)glycin [NMGly] substituierte Octapeptid wurde durch
Fmoc-Festphasensynthese an einem Wang-Harz erhalten, hierzu wurde das harzgebundene
Tripeptid His-Pro-Phe mit o-Bromessigsaure44-133 und Diisopropylcarbodiimid (DIC)
acetyliert. Um die spitere Entschiitzung der Mercaptogruppe zu erleichtern, wurde die

Cycloscan™-iibliche Schutzgruppe Benzyl gegen das sdurelabilere Trityl ausgetauscht und

deshalb wurde das erhaltene Bromacetamid mit S-Trityl-2-mercaptoethylamin umgesetzt.
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Bild 55 Rahmenverschobene Disulfide
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Der Erfolg der Kondensation von Fmoc-Tyrosin mit dem 2°-Amin hingt entscheidend von
der Wahl des richtigen Kondensationsreagenzes ab. PyBroP® (Bromtripyrrolidinphospho-
niumhexafluorophosphat), das hiufig fiir N-Methylaminoséuren!34.146-148 eingesetzt wird,
erwies sich als das Reagenz der Wahl. Nach der Einfithrung des Tyrosyl und seiner
Entschiitzung folgte die Wiederholung der Bromessigsdure/Mercaptoethylamin-Sequenz.
Auch fiir die Einfiihrung von Fmoc-Arg(Pmc)OH wurde PyBroP® eingesetzt, anschliefend
folgte die Kondensation von Fmoc- Asp(‘Bu)OH durch PyBOP. Nach der Fmoc-Entfernung
folgten erste, erfolglose Versuch zur harzgebundenen oxidativen Cyclisierung. Da offen-
sichtlich die notwendige Konformation am Trédger nicht eingenommen werden konnte,
wurde das Peptid vom Harz durch Trifluoressigsdure/Triethylsilan (TFA/Et;SiH) gespalten
und gleichzeitig von den Schutzgruppen befreit. Das Ether-gefillte, rohe Peptid wurde dann
durch 10% TFA in DMSO cyclisiert (25% Ausbeute) und durch HPLC an einer 218TP1010

VYDAC Saule (10 wm, 1 x 25 cm, 0,1% TFA/H,0, MeCN; Gradient 10-50%) gereinigt.

Lyophilisierung ergab ein farbloses, amorphes Pulves. PDMS: 1067,1 (M+H™), Amino-
sdureanalyse: Arg: 1,01, Asp: 1,00, His: 0,99, Pro: 1,09, Tyr: 0,89, Peptid-Gehalt: 72.4 %.
Dieses Peptid wurde anschlieBend in ein AT; Assay untersucht (Tabelle 4).
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Testergebnisse

Wiéhrend sich y-Schleifen in Peptiden durch NMR- und IR-spektroskopische Verfahren auf

ihre Konfiguration und Konformation untersuchen lassen, ist dies bei den bearbeiteten
Schleifenmimetika nicht moglich. Der Austausch der fiir diese MeBverfahren essentiellen
Wasserstoffbriickenbindung schlieft diese Strukturnachweise aus. Da fiir das Angiotensin
IT keine weiteren Wasserstoffbriickenbindungen beobachtet wurden und die Abstinde der

Aminosduren NOE Messungen aussagelos machen, kann der Strukturbeleg nur durch
Rezeptoraffinititen gegen bekannte y-Schleifenstrukturen gefiihrt werden. Die in Bild 56

aufgefiihrten Substanzen wurden in 3 verschiedenen Assays gegen Angiotensin II und DuP

753 (Losartan) als Referenzsubstanzen untersucht.
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Testergebnisse
Kaninchen-Aorta-Assay
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Bild 57 Ergebnisse im Kaninchen Aorta Assay, Normierung auf Ang I[I-Maximum = 100%

Das Kaninchen Aorta Assay (Bild 58) wird an isolierten Aortastreifen durchgefiihrt, hierzu
wird der Aortastreifen in die Losungen der Testsubstanz, Angiotensin II und einer Stan-
dardlosung gegeben. Gemessen wird die Anderung des Aortadurchmessers. AnschlieBend
erfolgt die Normierung gegen die Ang Il Antwort als 100%. Ang II ist 300x aktiver als das

Lactam B, dieses bewirkt aber eine hohere maximale Kontraktion (Efficacy).

Kaninchen-Aortastreifen

—

Testsubstanz — ~

Bild 58
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Eine cyclische Fixierung von Ang II-Analoga in der rezeptorgebundenen Konformation,
ohne Beteiligung weitere Faltungsprozesse im Bindungsprozess oder wihrend der Signal-
auslosung, sollte sich durch deutlich verbesserte Affinitit des Mimetikums an den Rezeptor
auszeichnen. Dies ist wegen der geringeren Entropieminderung im Bindungsprozess zu
erwarten, weil wihrend der Bindung mehrere Torsionsfreiheitsgrade mit Energiebeitrigen

von ca 0,8 kcal/mol eingefroren werden.!49 Wenn Angiotensin II also eine y-Schleife am

Rezeptor einnimmt, dann sollte unser Mimetikum wegen der Entropiednderung eine 4-fach
verbesserte Affinitit zum Rezeptor aufweisen. Aus der geringen Wirkung im Aorta-Assay
(Bild 58) und den identischen Bindungsaffinititen der Lactame im Hypophysen Assay
(Tabelle 2) sind folgende Schluf3folgerungen mdglich:

* Das Lactam-Mimetikum ist kein y-Schleifenmimetikum.

* Ang Il nimmt keine y-Schleife am Rezeptor ein.

Die Bindung des Lactames A und das Fehlen jeglicher Aktivitdt im Aorta-Assay lassen
zunéchst auf einen Antagonisten schlieen, Lactam A ist aber bei gleichzeitiger Zugabe
von Angiotensin II nicht antagonisierend (s. Tabelle 2). Dieses Testergebnis weist auf eine
zweite Bindungsstelle am Rezeptor hin, die auch von Griendling und Alexander bei der

Verdringung von '*I-Sar'-Ile®-Ang II mit Ang IT beobachtet wurde.84

Tabelle 2
Bindungsaffinititen am Ratten-Hypophyse AT, Rezeptor gemessen gegen '>’I-Ang 1T

Substrat ICso (nM) ECso (nM)
Ang I 2,0 2,6
DuP753 1,8
c[Pen3-3]Ang II 0,9 217
Lactam A 2,0
Lactam B 2.9 830

Die Bindungsstudien wurden durchgefiihrt von Susanna Lindman an Rattenhypophysenzellen. Die Bindungs-
studien wurden durchgefiihrt iiber 1h bei RT mit ['*I]Ang II und variablen Peptidmengen. Die Zellen wurden
gewaschen, abzentrifugiert und durch einen a-Zéhler ausgewertet. Alle Tests wurden im Doppel durchgefiihrt
und durch GraFit 3.0 (SoftWindows) analysiert.
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Sie schluB3folgerten, daB3 es zwei Bindungszustinde flir Agonisten, aber nur einen fiir Anta-
gonisten gibt.84 Mit Beriicksichtigung dieses Befundes sollte es sich bei Lactam A um
einen schwachen Agonisten des nicht unmittelbar blutdrucksteigernden Rezeptorzustandes
handeln. Die hohe Bindungsaffinitit, die in der Verdringung mit '>Ang II bestimmt wurde,
kann aber auch auf irrefiihrenden thermodynamischen Gleichgewichten beruhen, die bei

der kinetisch kontrollierten Signalauslosung und Signalléschung irrelevant sind. 130

Tabelle 3
Berechnete Tyrosyl-Diederwinkel fiir Ang II und Ang II-Mimetika
nach G. V. Nikiforovich und G. R. Marshall100,151
Verbindung Tyr @ Tyr¥
Ang I Typ I -81° -32°
Ang Il Typ II -127° 160°
c[Hey**]Ang 11 -72° -37°
[D-Tyr*,Pro°]Ang 11 -123° 163°
inverse y-Schleife -65+5° 78+7°
Cyclohexane -55° 56°
7-Ring Lactam -64° 75°

Die Tyrosyl-Aminofunktion ist unbeteiligt an der Rezeptorbindung, denn die a-Methylie-

rung fithrt zu einem Antagonisten,!52 jedoch mit verdnderter Riickgratgeometrie. Andere
Agonisten und Antagonisten, denen diese NH-Gruppe fehlt, belegen diese Hypo-
these.149:153,154 So fiihrt die N°-Methylierung von Sar-Arg-Ala-Tyr-Ile-His-Pro-Phe zu Sar-
Arg-N(Me)Ala-Tyr-Ile-His-Pro-Phe mit 3-fach verstiarkter agonistischer Wirkung.!54
Wesentlich bedeutsamer sind jedoch die Aktivititen von [Pro’]-Ang II (10 %) und dem

Superagonisten [Sar',Dtc’]-Ang II, denen die essentielle NH-Gruppe fiir eine y-Schleife um

das Tyr* fehlt.154 Die Ahnlichkeiten der Pharmakoprofile von c[Pen**]Ang II und dem
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Lactam A weisen aber auf eine y-Schleife bei der Aktivierung des Rezeptors hin. Der
Vergleich der berechneten Tyrosyl-Diederwinkel in Tabelle 3 weist aber auf die
Abweichung der aktiven Substanzen von einer y-Schleife hin. So ist fiir die Bindung an den

Rezeptor eine offene Schleifenstruktur wahrscheinlich, wie sie von Nikiforovich postuliert
wurde.100.151 Tn einer gegenseitigen Beeinflussung dndern sich die Konformationen von

Substrat und Rezeptor (double induced fit).

Tabelle 4
Bindungsaffinititen am transgenen Ratten-AT; Rezeptor exprimiert in

Chin.-Hamster Ovarienzellen, gemessen gegen '*I-Ang 11

Substrat ICso (nM) AT,
Ang II 2,6
DuP753 26,1
c[hCys3:3]Ang II 0,17
Cyclohexan A 1000
Cyclohexan B 1000
N,N-Disulfid 1000

Die Bindungsstudien wurden durchgefiihrt von Susanna Lindman an transgenen Chinese Hamster Ovary
Cells (CHO), die den AT;-Rezeptor exprimieren. Die Zellen wurden in Flaschen auf RPMI Medium mit 10 %
fetalem Kélberserum (FCS) gezogen. Die Zellen wurden 1x mit Hank’s Balanced Salt Losung (HBSS) ge-
waschen, zentrifugiert, in Pufferldsung resuspendiert und in 96 well plates iiberfiihrt. Die Bindungsstudien
wurden durchgefiihrt iiber 1h bei RT mit ['*’[JAng II und variablen Peptidmengen in HBSS. Die Zellen
wurden gewaschen, abzentrifugiert und durch einen a-Zéhler ausgewertet. Alle Tests wurden im Doppel
durchgefiihrt und durch GraFit 3.0 (SoftWindows) analysiert.

Die schlechten Bindungsaffinitdten der beiden Cyclohexane A und B (Tabelle 4) sind nicht
auf die O-Methylierung des Tyrosyls, die zu Ang II-Antagonisten fiihrt, sondern auf
unzureichende Geometrie des Mimetikums zuriickzufiihren. MM2-Berechnungen in
ChemDraw 3D" (Bild 59) fiihrten zur abgebildeten Struktur des energieminimierten

Cyclohexanes (blau). Die Uberlagerung mit einer idealen y-Schleife (rot) des Tripeptides

N-Ac-Gly-Tyr-Gly-NHMe anhand der gelb indizierten Positionen fithrt zu einer guten

geometrischen Entsprechung fiir den N-terminalen Bereich. Die Carbonylfunktion der i+2
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Aminosdure ist jedoch fehlorientiert. Die C;-Verldngerung des C-Terminus sollte zu einer

verbesserten Struktur und damit einem besseren y-Schleifenmimetikum fiihren.

® =-70->-85° W =60 ->70°
O =70->85 W =-60 ->- 70°

O =-55° W=56°

A

@ stickstoff

Sauerstoff

I - . Kohlenstoff
o Wasserstoff

\Y

Bild 59

Die energetische Abhéngigkeit der Ausrichtung der Carbonylgruppen in unterschiedliche
Raumrichtungen wurde durch eine Konformationsanalyse in ChemDraw 3D" untersucht.
Die Abhéngigkeit des Diederwinkels C2-C1-C(O)-NH, eines vereinfachten Alanin-Ana-
logons ist in Bild 60 dargestellt.
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Sterische Energie des all-syn-5-Aminomethyl-1-carboxamid-
3-methyl-5-cyclohexanes in Abhangigkeit vom 2-1-C-N Diederwinkel
Berechnet durch MM2 Minimierung mit ChemDraw 3D+
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Bild 60

Aus dieser Auftragung der relativen Energie (kcal/mol) gegen den Diederwinkel W sind die

3 Vorzugskonformationen und ihre Inversionsbarrieren zueinander ersichtlich. Die geringe
Hohe der Inversionsbarrieren deutet auf eine freie Rotation des Amides hin. Die Berech-
nungen an einem entsprechenden C,-verlingerten Cyclohexylethanamid (Bild 61) weisen
auf eine noch freiere Drehbarkeit mit weniger ausgepriagten Inversionsbarrieren hin. Der
Vergleich berechneter Kern-Strukturen fiir Metatheseprodukte und cyclische Disulfide
cyclo-Ac-NMGly-Ala-NMGly-NH, und Ac-Cys-Ala-Cys-NH, (AcCACNH,) erklirt auch
die schlechte Bindungsaffinitit des rahmenverschobenen Disulfides. Wéhrend die
abgebildeten MM2 Berechnungen (Bild 62) und Amber-Kraftfeldberechnungen (Bild 63)
stets die Dominanz der y-Schleife fiir AcCACNH, widerspiegeln, fithren entsprechende

Berechnungen zu einer offenen Schleifenstruktur fiir das isomere N-verkniipfte Disulfid.
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Sterische Energie des 5-Aminomethyl-3-methylcyclohexyl-
essigsaureamides in Abhangigkeit vom 1-C-C(0O)-N Diederwinkel

9 L e e e e e e T L e e e e B e B e AN B S ey B B e S

kcal/mol

o PO

0 60 120 180 240 300 360
Winkel (°)

Bild 61 Berechnung der Rotierbarkeit der Amidgruppe eines Homocyclohexanes

Insbesondere die fehlende, indizierte Wasserstoffbriicke und die resultierende Fehl-
ordnung, sowie die fehlende Interaktion des i+2 Amid-Wasserstoffes mit dem Rezeptor,
spiegeln sich wider in der geringen Bindungsaffinitit. Die Amber-Kraftfeldberechnungen
an cyclo-Ac-Cys-Tyr-Cys-NHMe (11) und cyclo-Ac-NMGly-Tyr-NMGly-NHMe (12)
(Bild 63) mit GB/SA Modell fiir H,O-Solvatisierung ergaben 439 Strukturen innerhalb

einer Energiebarriere von 20 kJ/mol zur energiedrmsten Struktur. Viele der gefundenen

Minima weisen (-Faltblatt-typische Diederwinkel (Bild 63) des Tyrosyl (i+2) auf. Inner-
halb der Grenzwerte Wy, = 65 = 20°, Oy, = -75 + 20° und Wy, = -65 = 20°, Opy,= 75 + 20°
konnten keine y-Schleifen (und nur eine BII’-Schleife) identifiziert werden. Die von G. R.
Marshall 149 postulierte offene Schleifenstruktur des Ang II, die mit den Diederwinkeln Wr,,

= 65° und ®Pry,= -130° gerade zwischen PB-Faltblatt und y-Schleife angesiedelt ist, findet

sich nicht unter den Minima innerhalb einer Energiegrenze von 20 kJ/mol.
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Benq: 72 Bend: 10,7

Torsion: 7,4 Torsion: 2,7

Total: 10,3 Total: 12,5
Cis Trans

(NG,H,S),

Bild 62 MM2 Berechnungen an NMGly

Marshalls Nachweis der Nichtadditivitit der Riickgratmodifikationen belegt die geringe
Bedeutung der Riickgratgeometrie, essentiell ist jedoch die Positionierung der pharmako-
phoren Gruppen. Die einzige relevante, 3-dimensionale Ang II-Rezeptorinformation, die
bis heute zur Verfligung steht, ist ein Ang II-Antikérperkomplex.155 Der entwickelte anti-
anti-idiotypische Antikérper bindet Ang II in guter Affinitit (107'° M), aber die Rontgen-
strukturanalyse des gebundenen Ang II 146t sich nicht mit der Aktivitét cyclischer Ang II-
Analoga vereinbaren.!4 In dem kompakten Ang II-Antikrperkomplex werden 2 Schleifen
beobachtet: Ile-His-Pro und Asp-Arg. Zuséitzlich kommt es zur Ausbildung einer Salz-
briicke zwischen Asp und His. Durch Mutationsexperimente ist aber bekannt, das Asp' mit
dem His'® des Rezeptors interagiert.35 Dies steht im Gegensatz zur Antikoper-gebundenen

Konformation.
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Zusammenfassung

In Anbetracht des untersuchten konformativen Raumes, der guten Ubereinstimmung der

Peptidmimetika mit y-Schleifendiederwinkeln und der Untersuchungen!34:156.157 durch

Samanen und Marshall!4? wird die Prisenz einer echten y-Schleife ausgeschlossen. Fiir die

Untersuchung des konformativen Raumes wurde die Cycloscan™-Technik adaptiert und
praparativ vereinfacht als Frame-Shifted Technik entwickelt. Fiir die Synthese der
Cyclohexanmimetika wurde eine neue, diastereoselektive Synthese von 1,3,5-all dquatorial
substituierten Cyclohexanen entwickelt. Die guten Bindungsaffinitdten der synthetisierten
Lactammimetika werden auf eine analoge Prisentation der pharmakophoren Gruppen der
Mimetika und Ang Il im rezeptorgebundenen Zustand und nicht auf die Riickgratgeometrie

zurlickgefiihrt.
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I1. N-Boc-(2,6-bis-(ethoxycarbonyl-pyridin-4-yl)-alanin
und seine Derivate als Tridentate Liganden

Kinase-Inhibitoren und nicht-radioaktive Marker?

Die Komplexierung von Ubergangsmetallen durch Aminosiuren ist eine gut
dokumentierte Methode um die Sekundir- und Tertidrstruktur von Peptiden und Proteinen
und damit ihre Aktivitat zu kontrollieren.!58:159 Auf dem Weg zu synthetischen Kinase-
Inhibitoren, Kinase-Markierern und dem de novo Design synthetischer Haloperoxi-
dasen!60.161 mit der Substrukur 1 sind 4-substituierte 2,6-Pyridindicarboxylate wie 7a,b
und 13 von besonderem Interesse. Ein Pyridinstickstoff, flankiert von 2 Donorsystemen,
ist ein idealer tridentater Ligand. Die Variationen des Donors (D) und des pH-Wertes
erlauben die selektive Koordination von Kationen wie: Zn(Il), V(V), Eu(Ill), Cu(I) und
Tc(VII). Der Einbau dieser Chelatoren in Peptide oder Proteine ermoglicht den Zugang zu
neuartigen Peptidmimetika und Enzyminhibitoren mit neuer oder verbesserter Aktivitit.
Die Verdnderungen von Polaritdt und Geometrie, in Verbindung mit zusitzlichen freien

Koordinationsstellen, bieten die Mdglichkeit zur Kontrolle der Sekundérstruktur.

R
A D = p-Donor (OH, NH,,, NR,)
1 p ] 20 2
— R = Peptid
N
D D

Bild 66

Eine zusitzliche Anwendung bietet sich in der Reinigung und Identifizierung von
Peptiden durch Immobilised Metal Affinity Chromatography (IMAC) an.!62 Der Einbau
der tridentaten Liganden in Peptide oder Oligonukleotide erméglicht den Zugang zu
neuartigen Zink-Finger-Inhibitoren, Kinase-Markierer sind durch Technetium und

Europium!63 erhiltlich, synthetische Enzyme durch Vanadium(V). Ausgehend von dem
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bekannten Dipicolinderivat!®4 (Bild 67) ist durch eine Variation von Solvens, pH-Wert

und Oxidationsmittel die Entwicklung einer synthetischen Oxidase oder Haloperoxidase

moglich.
(0)
0 O
— \/o H 7)
/s
on 0 —
0 O
2 H,0 O
[(dipic)VO(OH)H,01,
Bild 67

Takalo!65.166 berichtete die Synthese der Pyridine 3 und 4, die sich wegen des Brom-
substituenten als Startmaterial fiir die gesuchten Liganden anbieten. Ausgehend von der
kommerziellen Chelidamséure 2 erhilt man durch Bromierung mit PBrs und Veresterung
mit Ethanol den Diester 3. Der kristalline Diester 3 wird direkt aus dem Ansatz durch
Zugabe von Eiswasser erhalten, die wiederholte Kristallisation liefert das Produkt in 70%

Ausbeute (Lit. = 50%) und vermeidet aufwendige Chromatographie.

2 oH 1)) PBrg Br 3
2.} EtOH
N 3. H,0 / 0°C N

~ o ~
HO,C” N7 NCO,H 70% Et0,C~ N7 “CO,Et

Bild 68

Die anschlieBende Reduktion des Diesters 3 mit NaBH4105 und Umsetzung mit PBr;
ergibt das Tribromid 4. Die Substitution mit Dimethylamin liefert den Liganden S in guter

Ausbeute.
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Bild 69

Die Verkniipfung der Chelatoren zu chiralen Aminosduren erfolgt durch Palladium-

katalysierte Kupplung der Bromopyridine und Jacksons!67:168 Zink-Reagenz 6a und 6b.

NHBoc
0 ‘. _OR
3 4 iz OR 5% (Ph3P)2PdCI2‘ Q o)
NHBoG THF, 50-60°C | P
6a R = Me EtO,C N COEt
6b R=Bn

7a R =Me, 80%
7b R=Bn, 0%

Bild 70

Der Methylester 7a wird in guter Ausbeute gebildet, er entzieht sich bislang aber einer
selektiven Entschiitzung. Der entsprechende Benzylester 7b wird nur in Spuren gebildet,
es iiberwiegt die Bildung von Didehydroalanin. Dies fiihre ich auf die schlechtere Stabili-
sierung des Zink-Reagenzes durch den Benzyl-Sauerstoff zuriick. Der vereinfachte
analoge Triester 10 wird aus 8 und 9 in guter Ausbeute erhalten, 16t sich aber nur
unselektiv spalten. Deshalb entwickelten wir (B. Schmidt, D. Ehlert) den Zugang zu den
Substraten 11a-¢ durch Heck-Olefinierung!®® von Acrylestern 9a-c. Diese Reaktion
verldauft mit den wohlfeilen Estern in guten Ausbeuten unter sehr einfachen, nicht-inerten

Reaktionsbedingungen.
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11c:R=Bu 72%

Bild 71

Durch die Hydrierung der Doppelbindung erhielten wir die orthogonal geschiitzten

Triester 12a,¢ und durch anschlieende Behandlung von 12¢ mit Trifluoressigsdure die

kristalline Saure 13.

o OR (0] OH
R='Bu
H,, Pd/C TFA, anisol
11a,c —_— _—
EtOH AN DCM, RT, 1h AN
0 _ o auant g P 0

N N

OEt OEt OEt OEt

12a R =i-Bu 85 % 13

12cR="Bu 70%
Bild 72

Durch Kondensation der Séure 13 mit den Aminoséureestern von Prolin und Phenylalanin

haben wir die Dipeptide 14 und 15 erhalten.
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Bild 73

AnschlieBend stellten wir die Europium(Ill)-Komplexe dar (Bild 74). Die photo-
chemischen Anwendungen dieser Europium-Komplexe sind Gegenstand der laufenden

Untersuchungen in enger Kooperation mit der Firma EVOTEC, Hamburg.

0]
— —3*/n Il T .
1nEu-. V. 3
EtO”" | OEt Et0-" ! OEt
N N
0 = @) e = O
XX X
R R
16a R =Br 17aR = Br
16b R = OH 17b R=OH

16¢ R = C,H,CO,Bu!
16d R = C,H,CO-Phe-OMe
16e R = C,H,CO-Pro-OMe

Bild 74

Fluoreszierende Marker ersetzen zunehmend die klassischen radioaktiven Isotope in biolo-
gisch-medizinischen Untersuchungen. Wesentliche Griinde dafiir sind die verbesserte
Stabilitét, die reduzierten Kosten fiir Anschaffung und Entsorgung, der verringerte Ver-
waltungs- und Genehmigungsaufwand und die verbesserte raumliche Auflésung.!70 Nach-
teilig ist jedoch das stdrkere Signalrauschen durch Eigenfluoreszenz der Substrate. Die

Entkopplung der Signale von aromatischen Aminosduren und Fluoreszenzfarbstoffen kann
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durch die Wellenldnge aber auch durch zeitaufgeloste Fluoreszenzspektroskopie erfolgen.

Fir die selektive Photonenemission wurde eine Reihe von Verfahren entwickelt:

Verfahren Beispiele

Photolumineszenz Fluoresein, Europium Chelate
Chemolumineszenz Luminol, Merrettichperoxydase
Biolumineszenz Luciferase

Elektrochemolumineszenz ~ Ruthenium(II)bipyridylkomplexe

Diese Verfahren finden Anwendung im high-throughput screening von Verbindungsbiblio-
theken, Fluoreszenz-aktivierter Zell-Sortierung (FACS), konfokaler Fluoreszenzmikrosko-
pie und Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie. Die Limitation durch die Eigenfluoreszenz
der untersuchten Substrate konnte durch verbesserte Selektivitit und zeitabhéngige Auf-
nahme derart verbessert werden, dall im Grenzbereich einzelne Molekiile nachgewiesen
werden konnen und damit auch die Wellenldngenbarriere der Auflésung unterschritten
wurde.171-173 Wihrend chemolumineszente Substrate im Zerfall nur ein Photon erzeugen,
und darin den Radionukleiden #hneln, konnen Fluorophore 10*-10° Photonen vor ihrem
chemischen Abbau emittieren. Eine weitere Moglichkeit zur Verringerung des Signal-
Rauschabstandes bietet sich durch Fluorophore mit hoher Stokes-Verschiebung an. Der
hohe Frequenzunterschied von Anregung und Emission erlaubt die Differenzierung des
Signales. Fiir die zeitaufgeloste Spektroskopie in Immunoessays wurde eine Reihe von
Lanthanid-Chelatkomplexen eingesetzt, besonders geeignet erwiesen sich Eu**, Dy*", Sm*"
und Tb*". Die hiufigste Anwendung findet Europium(III), dies wegen der besonders
groflen Stokes-Verschiebung und der lang andauernden Fluoreszenz. Durch die
Kombination von Filtern und Zeitauflosung kann das Grundrauschen leicht eliminiert
werden. Weitere Implikationen bei der Fluoreszenzmarkierung entstehen durch die
vorhandene Technik; Fluorophore, die auf etablierten Mefverfahren basieren und weit
verbreitete Laborgerite verwenden, setzen sich leichter durch. Deshalb sind Fluorophore,
die sich durch den Argon-Laser (488 nm) anregen lassen, weit verbreitet. Ahnliche
Priferenzen entstehen aus der Unempfindlichkeit iiblicher Luminometer gegeniiber UV-

Licht < 360 nm.170



85

Die Anforderungen an den idealen Marker sind deshalb:

* Verwendung iiblicher Technik (Wellenlidnge)
* physikochemisch inert zum untersuchten Substrat

e Wasserloslichkeit

hohe Stokessche Verschiebung

Fluorescein ist ein nahezu idealer Fluorophor: es ist wasserloslich, stabil und durch den
Argon-Laser (488 nm) anregbar. Aber es fluoresziert nicht in sauren Losungen und ist

deshalb fiir viele Anwendungen ungeeignet.
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Bild 75

Das am weitesten entwickelte Cyberfluor-System basiert auf dem Eu’‘-Komplex einer
Phenanthrolin-2,6-dicarbonsiure (Bild 75).174 Ein Nachteil des Systemes liegt in der
notwendigen Trocknung des Assays (Gel, Blot, Mikrotiterplatte). Der von J.-M. Lehn

entwickelte Kryptand wurde eingesetzt fiir DNA-Analyse!l74 und Protein-Interaktionen.175
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Das DELFIA™ System!7¢ ist fiir den Einsatz in Peptid und Nucleinsduremarkierung ent-
wickelt worden. Die Ankniipfung der Eu(Ill)-Chelatoren erfolgt durch Reaktion von Iso-
thiocyanaten mit den Aminogruppen des Substrates.!70 Wéhrend die Nucleinsdureaddukte
stabil sind, sind N-terminal markierte Peptide instabil, weil sie durch Edmann-Abbau die
Markierung verlieren konnen. Eine stabile Markierung von Peptiden und Proteinen erfolgt

jedoch durch die Lysin-Seitenketten.
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Bild 77

Fiir den Test als Fluoreszenzmarker haben wir die Pseudopeptide 15 und 16 durch Kon-

densation von 13 mit Tyrosin- und Phenylalanin-Methylester dargestellt. Das zeitaufge-
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16ste Fluoreszenzverhalten und der photoinduzierte Elektronentransfer zwischen den
aromatischen Aminosduren und dem chelatisierten Eu(Ill) ist Gegenstand einer Industrie-
kooperation.Die Komplexierung des Europium durch die Pyridyldiamideinheit wurde
bestitigt durch Titration mit Eu(NO3);*6 H,O in MeCN-Dj;. Die Verfolgung der Titration
durch "H NMR-Spektroskopie (Bild 78) schlieBt die Koordination durch das Phenylalanin
aus. Lediglich die aromatischen Protonen und die Ethylgruppen erfahren eine Verschiebung
zu einem Maximum. Die Verschiebungsrichtung und die Signalstérke unterscheiden sich
von denen eines einfacheren Systemes, das von Piguet und Biinzli berichtet wurde.177
Deshalb ist ein Strukturvorschlag zur Zeit nicht moglich. Die hohe Dissoziation der
Europium-Ligand-Komplexe in walriger Losungen macht sie fiir die Markierung von
biologisch aktiven Substanzen ungeeignet, deshalb wurden die analogen bis-Diethylamide

19-23 (Bild 79) dargestellt.
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Bild 78 alle Proben in MeCN-Ds, 400 MHz (a) 15, (b) 0,12 eq Eu(NO3)3,(c) 1,2 eq

Eu(NOs3);, (d) 1,6 eq Eu(NO3);, (¢) 2,3 eq Eu(NO3)s.
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Die chiralen Aminosidurederivate wurden analog zu den Estern dargestellt. Diese bis-
Diethylamide eignen sich auf Grund der prochiralen Umgebung der Ethyl-CH,-Protonen
besonders zur 'H NMR spektroskopischen Untersuchung, weil sich aus ihren unter-
schiedlichen Verschiebungen und Kopplungen auf die 3-dimensionale Struktur schlieen
laBt. Die Metalle werden dabei von bis zu 3 Liganden koordiniert, es entstehen mit dem
Liganden 20 chirale Helices, allerdings als Razemat. Chirale Liganden wie 24 oder Pep-
tide von 25 sollen zu diastereomeren helicalen Komplexen fithren. Entsprechende Unter-

suchungen erfolgen z.Z. in Kooperation mit Prof. Piguet und Prof. Biinzli (Schweiz).
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Tabelle 5
Bindungskonstanten der Liganden mit Ln(III) in MeCN bei 25°C

Verbindung Metallkation Gegenanion K1 K2 K3
12¢ La(II) ClOy 74 6,6 50
12¢ Eu(III) ClOy 82 63 53
12¢ Lu(III) ClOy 87 6,6 50
20 La(III) ClOy 74 74 62
20 Eu(III) ClOy 83 7,0 62
20 Lu(III) ClOy 8,1 7,1 7,7

Die unverdffentlichten MeBergebnisse wurden von Prof. C. Piguet zur Verfiigung gestellt. Die Bestimmung
erfolgte analog zu 2,6-Bis(ethoxycarbonyl)pyridin.177

Die Komplexkonstanten wurden bestimmt durch Faktorenanalyse anhand der korrigierten
UV-Spektren bei konstanter Ligandenkonzentration in Abhdngigkeit vom Lanthanid-
zusatz. Ein derartiges Konzentration/Absorptionsdiagramm ist fiir 12¢ und Eu(OSO,CF3;);
angegeben (s. folgende Seite).
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240 260 280 300 nm

Bild 81 Korrigierte Absorptionsspektren (Verdiinnung) der Titration von 12¢ 7,2*10** mol/L und
Eu(OSO,CFs); 1,7%107° mol/L in MeCN, 0,1 mol/L Et,NCIO,. Eu:12c 1:0 bis 1,5:1 in
25 proportionalen Konzentrationsschritten. Zur Verfugung gestellt von Prof. C. Piguet.

Fir die Anwendung als nicht-radioaktive Marker!70 sind Fluorophor-gekoppelte Metall-
komplexe durch die Firma Evotec (Hamburg) patentiert. Diese Nickelkomplexe werden
bislang durch das His-His-His-Motiv des IMAC-Systemes an Peptide komplexiert. Als

einfacheres Verbindungsglied zwischen Peptiden oder Nucleinséuren ist deshalb ein m-

Box-Ligand mit einfacher Verkniipfung durch SPPS von besonderem Interesse. Fiir diese
Anwendung sind o,0 -bis-Dialkylaminopyridine besonders geeignet. Diese Liganden sind
durch die bereits beschriebenen Kupplungen in idealer Weise zugidnglich geworden (Bild

82, Bild 83).
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Zusammenfassung

Die in diesem Kapitel beschriebenen tridentaten Liganden sind als System komplementar.
Sie eignen sich sowohl zum Einbau in Peptide aber auch als ihr N-terminaler Abschluf3. Der
terminale Einsatz in Nukleinsduren ist ebenso mdoglich. IThre Markierungseignung als
Fluoreszenzmarker in Kombination mit Lanthaniden und der Einsatz als selektive Nickel-
chelatoren werden in einer Industriekooperation untersucht. Die Eignung als Protein-
Tyrosyl-Kinase Inhibitor®® wird in Zusammenarbeit mit dem Biomedicinska Centrum der

Universitdt Uppsala am Dekapeptid Angiotensin I untersucht.
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lll. Geschwindigkeitsbeschleunigung der Dihydroxylierung
von Olefinen und OsO,4 durch Druck

Die Osmium-katalysierte Dihydroxylierung von Olefinen ist eine synthetisch auller-
ordentlich niitzliche Reaktion. Ausgehend von Criegees!78 Arbeit von 1942, in der er
bereits die Ligandenbeschleunigung durch Pyridin berichtete und auch die wesentlichen
Aspekte der Reaktion beschrieb, wurde die Reaktion stetig weiterentwickelt. Bereits in
dieser Publikation wurde auch der noch heute giiltige “Lehrbuch-Mechanismus” der
Reaktion vorgeschlagen. Dennoch war zu dem Zeitpunkt die heutige Bedeutung dieser
Reaktion nicht absehbar. Ein Meilenstein auf dem weiteren Weg war die stochiometrische,
asymmetrische Dihydroxylierung durch Sharpless et al.. Aber erst die katalytische,
asymmetrische Variantel79.180 hat das Synthesepotential dieser Reaktion, die tiblicherweise

als Sharpless AD angegeben!8! wird, vervielfacht.

Die Reaktion ist inzwischen etabliert, eine Reihe von speziellen Liganden wurde entwickelt
um mit nahezu allen Olefinen hohe optische Reinheit der resultierenden Glycole zu
erzielen. Lediglich die cis-konfigurierten Olefine weisen unbefriedigende Enantiomeren-
iiberschiisse der gebildeten Glycolate auf. Trotz aller unternommenen Versuche, die in 2
exzellenten Ubersichten zusammengefasst wurden,!79:180 fehlt der experimentelle Nachweis
fiir den Reaktionsmechanismus. Die Kontroverse um den Mechanismus wird angefiihrt
durch die Arbeitsgruppen um K. B. Sharpless und E. J. Corey. Neben diesen renommierten
Gruppen beteiligen sich weitere Arbeitskreise an der Diskussion um den zu Grunde
liegenden Mechanismus.!82-186 In den diskutierten Modellen wird eine konzertierte [3+2]-
Cycloaddition bzw. ein schrittweiser [2+2]-Reaktionsverlauf vorgeschlagen (Bild 86).
Wihrend der [3+2]-Mechanismus je nach Anwesenheit von Ligand direkt zu den
Endprodukten § + 6 fiihrt und damit kein Intermediat aufweist, postuliert der [2+2]-
Mechanismus die reversible, schnelle Bildung der Metallaoxetane 2 + 3 aus einem Osmat-
Olefin-Komplex. Diese potentiellen Intermediate 2 + 3 sollen dann in einer
geschwindigkeitsbestimmen Umlagerung zu den Endprodukten 5 + 6 reagieren. Die

asymmetrische Reaktionsvariante, mit ihrer Ligandenbeschleunigung durch China-



93

Alkaloide, soll sich gerade durch Beschleunigung dieser Umlagerung auszeichnen.
Wihrend die [3+2]-Cycloaddition an eine Reihe konzertierter Reaktionen erinnert, gibt es
fiir den [2+2]-Mechanismus nur wenige akzeptierte Beispiele. So verlduft die Oxidation
von Alkenen mit Chromylchlorid vermutlich iiber ein solches Metallaoxetan.187 Isoliert
wurde bislang nur ein entsprechender Platincyclus.!88 Jedoch ist die Analogie zu dem

[2+2]-Mechanismus der Olefinmetathese naheliegend.

Ph,As CN

Pt CN
\

thAS (.:N
CN

Bild 84

Die Beschleunigung der Reaktion durch gewisse Liganden (ligand accelleration effect
kurz: LAE) fithrt zu komplexen Reaktionsystemen, die durch Kinetiken 1. bis 3. Ordnung
beschrieben werden kdnnen. Deshalb werden die Reaktionsgeschwindigkeiten meist unter
Ligandensittigung und bei Konzentrationen gemessen, die zu einer pseudo-1.-Ordnung fiir
Olefin und Osmium fiihren. Bislang konnten derartige kinetische Messungen nicht genug
Argumente liefern um zwischen den beiden Mechanismen zu unterscheiden. Das Auftreten
einer Inversionstemperatur bei der Temperaturabhéngigkeit der Enantioselektivitdt!8? fiihrte
zur Annahme von zwei konkurrierenden Reaktionswegen bzw. zwei Paaren diastereomerer
Ubergangszustinde mit verschiedenen Enantioselektivititen in der Umlagerung. Die
Eyring-Diagramme iiber einen Bereich von 100°C, mit der Auftragung des Enantiomeren-
iiberschusses (ee %) gegen 1/T, wiesen fiir alle Substrat/Katalysator-Kombinationen zwei
lineare Bereiche mit einem Inversionspunkt auf und deuten einen Mechanismuswechsel an.
Diese Beobachtung wurde von den Befiirwortern des konzertierten Mechanismus zunéchst
nicht erkldrt und ist fiir eine konzertierte Reaktion kaum nachvollziehbar. Dieser Effekt
kann aber auch durch den [3+2]-Mechanismus erklirt werden, wenn man eine Anderung

der beteiligten Sauerstoffe annimmt. So kénnen im Ubergangszustand A zwei dquatoriale
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Sauerstoffe oder im Ubergangszustand B ein axialer und ein dquatorialer Sauerstoff trans-

feriert werden.
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Bild 85

Die Beobachtung einer Michaelis-Menten-Kinetik flir die asymmetrische Dihydroxylierung
wurde sowohl als Zeichen fiir einen Osmium-Olefin-Komplex als auch fiir einen Olefin-
Katalysatorkomplex interpretiert und ist deshalb mit beiden Mechanismen vereinbar.190-192
Im [3+2]-Mechanismus bedingt sie aber ein Pri-Aquilibrium zwischen Olefin und Kataly-
sator zu diastereomeren Komplexen, die anschlieBend dihydroxyliert werden. Dies erklart

hinreichend den beobachteten Inversionspunkt der Eyring-Diagramme. Der postulierte
Komplex kann sowohl aus einer st-d-Orbitalinteraktion als auch einer Aryl-Aryl-Interaktion

bestehen. Fiir die Anordnung einer solchen Aryl-Aryl-Interaktion wurden unterschiedliche
Anordnungen postuliert: Fldche auf Fldiche versetzt (slipped) oder Kante auf Fliche (edge

on) und experimentell bestatigt.

Die Arbeitsgruppe von K. B. Sharpless erhielt kiirzlich bei der kinetischen Untersuchung
isotopenmarkierter Substrate und dem Vergleich mit Reaktionssimulationen Hinweise auf
den [3+2]-Mechanismus.!93 Wegen des hohen zusitzlichen Rechenaufwandes fiir China-
alkaloide wurde Ammoniak als Ligand in die Rechnungen eingefiihrt. Um die Moglich-
keiten im [2+2]-Mechanismus einzuschridnken, wurde fert-Butylethylen als Substrat
gewdhlt. Dies fiihrt zum Vergleich sehr unterschiedlicher Reaktionen, dennoch konnten die

vorhergesagten Effekte innerhalb des Nachweisfehlers bestétigt werden.
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Bild 86 Reaktionsmechanismus, L = Ligand

Die beobachteten Nichtlinearitdten in Hammett-Diagrammen deuten wiederum auf einen
Mechanismenwechsel hin, was als Hinweis auf die [2+2]-Addition gedeutet wurde, aber
Grenzorbital-Betrachtungen von 1,3-dipolaren Cycloadditionen konnen dieses Verhalten,

trotz einiger Inkonsistenzen, auch fiir den [3+2]-Mechanismus erklaren.!90-192

Die retrosynthetisch analoge Fragmentierung!90-192 yvon Rhenium-(V)-glycolaten, deren
Metallnucleus isoelektronisch zum Os(VI) ist, verlduft vermutlich iiber ein derartiges Me-
tallaoxetan. Deshalb wird fiir die Reaktion von Re(VII)-oxiden mit Alkenen der [2+2]-
Mechanismus angenommen. Berechnungen, die auf der Density functional theory (DFT)
basieren, wurden fiir beide Reaktionsmechanismen bemiiht. 182,194,195 Zysitzliche DFT-
Berechnungen!82 an 4-gliedrigen Ruthenaoxetanen weisen auf ihre hohe sterische
Spannung hin, die durch die Umlagerung zu den 5-gliedrigen Glycolaten abgebaut wird.
Eine solche geschwindigkeitsbestimmende Umlagerung sollte zu einer Volumenzunahme

im Ubergangszustand fithren und sich somit durch ein positves Aktivierungsvolumen (AV")

auszeichnen.

Die fortgesetzte Debatte um den Reaktionsmechanismus und die synthetische Bedeutung

der Reaktion stimulierte mich zu der Untersuchung der Druckabhingigkeit der Reaktions-
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geschwindigkeiten. Ich entschied mich fiir einfache, stochiometrische Systeme, da
zusdtzliche Liganden nicht nur die Reaktion beschleunigen, sondern auch durch druck-
abhingige Komplexierungsgleichgewichte die Bestimmung der Elementarschritte duflerst
erschweren. Dies geschah mit der Annahme, dafl das geschwindigkeitsbestimmende
Intermediat, und insbesondere der zu ihm fithrende Mechanismus, unabhéngig von der

Anwesenheit eines Liganden sind.

Die Beschleunigung der Reaktionsgeschwindigkeit durch Druck wurde bereits auf eine
groBe Zahl organischer und anorganischer Reaktion angewandt.!9¢ Die bekanntesten
Beispiele fiir derartige Beschleunigungen sind sicherlich die Diels-Alder Reaktion und das
Haber-Bosch Verfahren. Allgemein gilt, daf die druckabhidngige Reaktionsbeschleunigung
auftritt, wenn das Volumen des Ubergangzustandes (V") kleiner ist als das Gesamtvolumen

beider Reaktionspartner.

Tabelle 6
Typische Aktivierungs- und Reaktionsvolumina fiir

Additionsreaktionen und Umlagerungen !9

Mechanismus AV* [ml/mol] 25°C AV° [ml/mol] 25°C
[4+2] Diels-Alder (intermolekular) | -25 -> -42 -28 -=>-38

[1,3] dipolar -20 ->-30 -22 ->-27

[2+2] ionisch -30 > -50 -27 > -36
[ 20 -> -50 20 ->-31
[3.3]0 -10 > -30 ~0
Heck-Reaktion!97 -12+2 /

[2+2] MeReO;+H,0,198 -10,6 /

Bei Reaktionen in Losung miissen Anderungen der Solvatation beriicksichtigt werden, dies
fiihrt bei Auftreten von Ladungen zu einer hohen Elektrokonstriktion. Die meisten
organometallischen Reaktion werden in Gegenwart von stabilisierenden Liganden durch-

geflihrt, daraus ergeben sich zusitzliche Assoziations-Dissoziationsgleichgewichte, wobei
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jedes durch eigene Volumenédnderungen und Aktiverungsvolumen gekennzeichnet ist. Dies
erschwert die Vorhersage oder Interpretation von Druckeffekten auf metallorganische

Reaktionen und dementsprechend wenige Bespiele sind publiziert.197.199

Fiir die Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeiten der Dihydroxylierung von Olefinen
mit Osmiumtetroxid werden haufig die Losungsmittel Acetonitril, Benzol und fert-Butanol
eingesetzt. Die Phaseniibergdnge von Acetonitril, Benzol (25°C, 0,072 MPa) und tert-
Butanol schlieffen jedoch ihre Verwendung bei einem Druck von 600 MPa aus, da die
Kristallisation im kritischen Temperatur/Druckbereich stattfindet.200 Phaseniibergangsfreie
Losungsmittel wie Methanol, Ethanol reagieren mit OsO4, Amine und Ether kdnnen an
Os0, koordinieren und komplizieren dadurch kinetische Messungen, sie sind deshalb
ungeeignet. Chloroform, Dichlormethan und Toluol sind phaseniibergangsfrei bis 600 MPa,
aber OsO,4-Losungen in Chloroform sind instabil.201 Die Losungen in Dichlormethan sind
wegen der hohen Fliichtigkeit des Losungsmittels mit einer hohen Konzentrations-

ungenauigkeit behaftet, deshalb wurden die Untersuchungen in Toluol durchgefiihrt.

AV .5 besteht aus 2 Anteilen: AV”,., derintrinsischen Volumeninderung der Reaktanden
im Aktivierungskomplex und AV? ., der Volumendnderung durch Solvatation. Bei

auftretenden Ladungen fiihrt dies zur Elektrokonstriktion und &uBert sich in AV*, bis zu
100 ml/mol. Fiir Reaktionen ohne Ladungstrennung ist der zweite Beitrag jedoch ver-
nachldssigbar, deshalb wurden keine Versuche unternommen um diesen Beitrag (AV#Solv,)

zu ermitteln, denn der extrem schwache Substituenteneffekt von Styrolderivaten schlief3t
das Auftreten von Ladungen im Reaktionsverlauf aus.2! Eine genaue Bestimmung wird
iiberdies durch die wenigen geeigneten Solventien erschwert. Das Geschwindigkeits-
rate/Druckverhiltnis ist nur in erster Ndherung linear, bei steigendem Druck nimmt das
Reaktionsvolumen und das Aktivierungsvolumen unweigerlich ab. Deshalb sind
Untersuchungen bei Driicken iiber 1 GPa wenig aussagefihig. Die fiir diese Studien
relevanten Vergleichsdaten wurden dementsprechend bei Driicken unter 1 GPa ermittelt,

bei Driicken unter 600 MPa ist der lineare Bezug noch hinreichend gegeben.
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Mehrstufige Reaktionen komplizieren die Bestimmung des Aktivierungsvolumens fiir den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt. Steht der geschwindigkeitsbestimmende Schritt am

Ende einer Reihe von druckempfindlichen Gleichgewichtsreaktionen, dann besteht die

beobachtete Volumendifferenz aus der Summe aller Reaktionsvolumina (AV®) der vorge-

schalteten, schnellen Reaktionen plus dem Aktivierungsvolumen (AV" ) im geschwindig-

keitsbestimmenden Schritt. Fiir Additionsreaktionen liegen die Reaktionsvolumina
zwischen -20 und -50 ml/mol. Bei zusédtzlichen Liganden fiihren die Austauschprozesse zu
weiteren Volumendnderungen, die eine Interpretation der MeBBwerte meist unmoglich
machen.!%7 In dem untersuchten System wird fiir den [2+2]-Mechanismus ein einziges
Intermediat vor der Umlagerung postuliert, das Reaktionsvolumen einer derartigen
Addition sollte dann als Summe des Reaktionsvolumens mit dem Aktivierungsvolumen

gemessen werden.

Die Hochdruckapparatur am Institut fiir Organische Chemie erlaubt lediglich den Betrieb
bei einem Wert von 600 = 40 MPa (6 kbar). Es steht keine Moglichkeit flir online Analyse

zur Verfligung, deshalb konnten nur langsam reagierende Substrate untersucht werden.

4-Chlorstyrol, trans-Stilben und trans-Ethylcinnamat (Bild 87) reagieren hinreichend
langsam unter Normaldruck. Fiir stochiometrische Ansédtze und Konzentrationen fiir Olefin
und Osmiumtetroxid unterhalb von 0,02 mol/l betragt die Halbwertszeit mehr als 24 h (o),
> 1d). Dies erlaubt hdufige Probennahme und verringert den Fehler durch die adiabatische
Erwdrmung bei der anfanglichen Druckbelastung. Diese Erwdrmung um ca. 20°C klingt
gewohnlich in 20-30 Minuten ab. Bei schnellen Reaktionen, wie fiir frans-Stilben (Bild 88),

fiihrt das jedoch zu Reaktionsbeschleunigungen von ca. 10% (Bild 89).
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Dihydroxylierung von Ethylcinnamat durch OsO4 in Toluol
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Druckvariationen — Es wurden mehrere Sitze von Experimenten bei Normaldruck und
verschiedenen Temperaturen durchgefiihrt. Die Hochdruckexperimente wurden bei 600
MPa durchgefiihrt, es wurden stets dquimolare Losungen von Olefin und Osmiumtetroxid
bei verschiedenen Anfangskonzentrationen eingesetzt. Die graphischen Auftragungen von
1/C gegen die Zeit sind linear (Bild 87). Die Steigungen der Geraden wurden durch lineare
Regressionsanalyse ermittelt (Software: Kaleidagraph, Version 2.1.3) und liefern mit den

Anfangskonzentrationen die individuellen Geschwindigkeitskonstanten k (s. Formel 1-3).

Formel 1 Reaktion 2. Ordnung A+B->C
Formel 2 Cao=Cso
Formel 3 k=1/t * (1/C, - 1/Cyy)

Es wurden Versuche bei verschiedenen Temperaturen durchgefiihrt, um den Fehler durch
die adiabatische Kompression zu ermitteln (Bild 6 + 7). Diese Kompression fiihrt zu einem

Temperatursprung der Losung von 20° auf 40°C mit einer 20miniitigen Abklingzeit.

Arrhénius Diagramm fiir 4-Chlorstyrol und OsO4 in Toluol

41 | | | | |
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- N
T
=y 2 Emw Eenl
o

Ink
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4 }
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UT K

Bild 89
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Arrhénius Diagramm trans-Stilben + OsO4 in Toluol

1.5 |
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Bild 90

Der Beitrag dieser Erwirmung zur Reaktionsgeschwindigkeit liegt bei 1-10% fiir die
untersuchten Substrate, dies in Abhéngigkeit von Anfangskonzentration und Reaktionsge-
schwindigkeit. Bei hohen Anfangsgeschwindigkeiten fiihrt das zu einer Abweichung von
+10%. Hinzu kommen die experimentellen Fehler durch Volumenmessungen (2%),
Integration (5%) und der Druckmessung (3%). Deshalb variieren die Gesamtfehler von

10% (1 bar, C = 0,01 mol/l) bis 22% (600 MPa, C = 0,02 mol/l).
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Tabelle 7

Geschwindigkeitskonstanten der Dihydroxylierung

Substrate C k at 0,1 MPa corr. coef. k at 600 MPa corr. coef.
[mol/1] [l/mol*min] [l/mol*min]

t-Ethylcinnamat 0,02 0,028 = 0,003 0,97 0,25 = 0,04 0,76

t -Ethylcinnamat 0,01 0,026 £ 0,003 0,98 0,21 £ 0,03 0,98

t -Ethylcinnamat 0,01 0,024 = 0,002 0,84 0,26 + 0,04 0,94

t-Stilben 0,001 0,429 = 0,04 0.98 >106 = 23 0,96

4-Chlorstyrol* 0,001 1,080 = 0,10 0,99 34,2 +7,5% 0,96

Alle Reaktionen wurden in Toluol bei 22°C (z 1°C) durchgefiihrt. a) bei 640 MPa

Die Geschwindigkeitskonstanten bei gleichen Temperaturen und Driicken wurden gemit-
telt. Die Aktivierungvolumina wurden anhand der Druckabhidngigkeit der Reaktionsge-
schwindigkeit und der Formel 4 berechnet. Die gleichen MefBserien wurden in CHCl;
durchgefiihrt, es wurden aber sehr viel grolere Streuungen der MelBwerte beobachtet, dem-
entsprechend schlecht ist der Korrelationsgrad der linearen Regression (= 0,8). Die Streu-
ung der MeBergebnisse, insbesondere bei langen Reaktionszeiten und hoher Verdiinnung,
wird auf die bekannte Instabilitdit von Osmiumtetroxid in Chloroform-Losungen zuriick-

gefiihrt. Deshalb sind die Daten fiir Chloroformlésungen nicht hinreichend gesichert.

Formel 4 S In k/OP = -AV*/RT .
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Daraus ergeben sich die folgenden Aktivierungsvolumina (Tabelle 3):

Tabelle 8
Aktivierungsvolumina

AV* [ml/mol] in Toluol 22°C AV* [ml/mol] in CHCI, 22°C

trans-Stilben -18,3 + 6 cm’mol’! 9,7 £ 5 cm>mol’!
4-Chlorstyrol -13,8 = 4 cm’mol’! -6,1 = 3 cm’mol’!
trans-Ethylcinnamat 29,0 + 2 cm’mol™! -5,9 + 3 cm*mol’!

SchluBfolgerung - Die Streuung der beobachteten Aktivierungvolumina (AV"), der

betrichtliche experimentelle Fehler und die Beschrankung auf wenige, langsam reagierende
Substrate und Toluol sowie Chlorofom als Solventien limitieren die Daten zu einer
qualitativen Aussage. Hinzu kommt die wesentliche apparative Beschrankung auf nur einen
Hochdruckmesspunkt, die eine Extrapolation des Aktivierungsvolumens mit grofer

Unsicherheit versehen. Die gemessenen Aktivierungsvolumina (AV”,,) liegen jedoch

unterhalb der publizierten Daten fiir Cycloadditionen, aber im Rahmen metallorganischer
Reaktionen (Tabelle 6). Der [2+2]-Cycloadditionsmechanismus, wie er in der neueren
Form von Sharpless et al. postuliert wird, fordert die Umlagerung des Metallaoxetanes 2
zum Glycolat 5§ (Bild 86) als geschwindigkeitsbestimmenden Schritt. Diese Umlagerung
soll unter Abbau sterischer Spannung!82 verlaufen, daraus folgt ein positives Aktivierungs-
volumen, das bei der Messung des Effektes durch das negative Reaktionsvolumen des
reversiblen Additionsschrittes iiberlagert wird. Um die GroBenordnung dieses potentiellen
Aktivierungsvolumen abzuschdtzen, wurden die Untersuchungen der elektrocyclischen
Ring6ffnung gespannter Substrate konsultiert. Derartige konrotatorische Ringdéffnungen
von Cyclobutenen!9¢ zeichnen sich durch Aktivierungsvolumina von -7 ml/mol aus. Wird

gleichzeitig sterische Spannung abgebaut, werden Werte von -2 ml/mol gemessen. Deshalb

sollte das Aktivierungsvolumen (AV*) der Osmetan-Umlagerung einen Wert von 0 bis 5

ml/mol aufweisen. Das Reaktionsvolumen (AV®) der reversiblen [2+2]-Addition sollte im

Einklang mit dhnlichen Reaktionen (Tabelle 6) zwischen -20 und -35 ml/mol betragen. Ein
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System mit diesen Kenndaten wird bei hohem Spannungsaufbau im Primérschritt (AV® = -
35 ml/mol) wegen des hohen positiven Aktivierungsvolumen (AV* = 5 ml/mol) der

Umlagerung ein gemessenes Aktivierungsvolumen (AV*,,;) von -30 ml/mol aufweisen. Bei
fehlendem Spannungsaufbau wird ein Grenzwert von -20 ml/mol nicht unterschritten.
Daraus folgt die zu beobachtende Volumeninderung fiir eine derartige Reaktion von AV*

= -20 bis -35 ml/mol. Dieser Wert kann mit den durchgefiihrten Messungen nicht bestétigt
werden. Deshalb wird ein derartiger Mechanismus ausgeschlossen. Eine direkte,
geschwindigkeitsbestimmende [2+2]-Cycloaddition, wie sie auch fiir die Reaktion von
Methylrheniumtrioxid mit H,O, beobachtet!98 wurde, ist mit den gemessenen Daten jedoch
vereinbar. Der direkte [2+3]-Cycloadditionsmechanismus sollte durch ein Aktivierungs-
volumen von -20 bis -40 ml/mol charakterisiert werden, deshalb muf3 auch dieser

Mechanismus ausgeschlossen werden.

Der erhebliche Unterschied der Aktivierungsvolumina der 3 Substrate kann durch An-
niherung der Substituenten im Ubergangszustand erklirt werden. Die Aufhebung der trans-
Geometrie und die resultierende sp’-ahnliche Hybridisierung eines produktnahen Inter-

mediates fiihrt zum Zusammenschwingen der Substituenten.

oOOSo i °%0 | %58 Vs
— | o Yo . o o 00
] T
Bild 91

Die gemessenen Werte deuten auf eine Bindungsbildung (AV* = -10 ml/mol)!98 im Uber-

gangszustand hin. Die berechneten Aktivierungenergien des [2+3]-Mechanismus (Tabelle
9) dhneln den gemessenen Aktivierungenergien (Steigung: 6396,8 J/k*mol) fiir 4-
Chlorstyrol 12,7 = 1,3 kcal (53,2 = 5,3 kJ/mol).
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Die Abweichung der MeBBwerte von den Vorhersagen deuten auf Reaktionsintermediate

hin, wie sie von Corey et al. flir die Erkldrung der Michaelis-Menten-Kinetik vorgeschlagen

wurden:

* Ligand/Substrat-Komplex, Stabilisierung durch van-der Waals-Interaktionen

* 0s04/Olefin-Komplex, Stabilisierung durch rt-d Interaktion

Tabelle 9

Berechnete Reaktionsenthalpien der Elementarschritte fiir OsO4 und C,H,

Mechanismus Lit. AH [kcal/mol]  AE, [kecal/mol]
[2+3] 198 -15,8 1,9
[2+3] 198 -12,2 9,6
[2+2] 198 -20,6 1,8
[2+2] 198 43,3
[2+2] 198 +11,1 447
[2+2] 198 +3,7 39,7
Tabelle 10

Gemessene Aktivierungsenthalpien fiir OsO,4 und Olefin in Toluol

Substrat AE 4 [kcal/mol] [kJ/mol]
4-Chlorstyrol 12,7+ 1,3 53,2+53
trans-Stilben 73+0,7 30,7 £ 3,1

Aufgrund der Inversionstemperatur in Eyring-Diagrammen in Gegenwart und Abwesenheit

von Pyridin kann der Ligand/Substrat-Komplex ausgeschlossen werden, zumal diese

Arbeiten von Sharpless et al. unter unzureichendem Umsatz durchgefiihrt wurden. 198 Bei
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den Maximalumsétzen von 20% ist eine zuverldssige Unterscheidung von Inversions-
temperatur und Michaelis-Menten-Kinetik nicht mdglich, aber die Unabhéngigkeit beider

Effekte vom Ligandenzusatz schlieBen den Ligand/Substrat-Komplex aus.

Fiir den OsO,/Olefin-Komplex kénnen Koordinations- und Charge-Transfer-Komplexe
diskutiert werden. Die Ladungsiibergéinge zu Charge-Transfer Komplexen zeichnen sich
durch dhnliche Aktivierungsvolumina aus, wie sie in dieser Arbeit berichtet werden, ihre
Bildung kann aber wegen der beobachteten Michaelis-Menten-Kinetik, der Inversions-
temperaturenunabhéngigkeit vom Ligandenzusatz und der bekannten C7-Inhibition durch
Liganden nicht den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt darstellen. Sie konnen allenfalls
als vorgeschaltete, schnelle Gleichgewichts- oder Nebenreaktion auftreten. Als produkt-
bildende Gleichgewichtsreaktionen sollten sie einen Reaktionsvolumenbeitrag von -5 bis -8
ml/mol aufweisen, dies in Analogie zu dem Tetracyanoethylen CT-Komplex mit trans-
Stilben. Als Nebenreaktion fithren sie unter Inhibierung zu entsprechenden Reak-

tionsvolumenbeitridgen von +5 bis +8 ml/mol.

Unter Beriicksichtung der C7-Inhibition durch Liganden verbleibt als plausibles Modell nur

der m-d Olefin-OsO4-Komplex, der in einem [3+2] dhnlichen Ubergangszustand als

geschwindigkeitsbestimmender Aktivierungskomplex zu dem Glycolat reagiert.

i
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Bild 92

Anwendung: Die 10- bis 250-fache Reaktionsbeschleunigung ist synthetisch nutzbar bei

langsam reagierenden Substraten. Wegen der notwendigen, stochiometrischen Menge an
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Os0O, ist eine Anwendung in der beschriebenen Weise wenig sinnvoll. Zundchst mufl noch
der EinfluB von Hochdruck auf katalytische Systeme gepriift werden. Ein dhnlicher, wenn
auch schwicherer Effekt wird bei der Umsetzung von Osmiumtetroxid und Olefinen unter
Ultraschall beobachtet. Der synthetische Nutzen der 10 bis 20fachen Beschleunigung durch

Ultraschall soll in weiteren Arbeiten untersucht werden.

Experimente: Alle feuchtigkeits- und sauerstoffempfindlichen Reaktionen wurden in
ofengetrockneten und ausgeheizten Glasgerdten unter Stickstoff- oder Argonatmosphére
durchgefiihrt. Die Losungsmittel wurden getrocknet, destilliert und unter Schutzgas tiber
Molsieb gelagert. Die Reaktionskontrolle erfolgte durch gas-chromatographische Analyse
bei Umsétzen bis 75% gegen interne Standards (Dihydrostilben, Dihydroethylcinnamat und
4-Chlortoluol). Die Hochdruckexperimente wurden bei 600 MPa fiir 2 bis 48 h und einer
Adiabate auf 40°C und anschlieBender Abkiihlung auf 22°C in 20 Minuten durchgefiihrt.
Gas-Chromatographie wurde durchgefiihrt auf einem Hewlett Packard 5890 Series I GC
verbunden mit einem Hewlett Packard 3396 Series II Integrator, einer Macherey & Nagel
SE 54 Kapillarsdule und einem FI Detektor. Eine typische 0,21 M Stammldsung an OsO,
wurde bereitet aus 53,3 mg OsO4 und 2,10 ml Toluol in einem 5 ml Rundkolben ohne
Gummisepten. Die Stammldsungen wurden bei -5°C bis zum Auftreten erster
Verfarbungen oder maximal 7 Tage aufbewahrt. 0,1 M Olefinstammldsungen wurden
bereitet aus 10,0 mmol Olefin in 100 ml Toluol und internem Standard (4-Chlortoluol,
Dihydroethylcinnamat, Dihydrostilben). Ein thermostatisiertes (+ 0,5 K) 2 ml Wheaton-
Reaktionsgefdll mit Teflondichtung wurde mit der Olefinstammldsung, einer dquimolaren
Menge Osmiumtetroxidlosung und Toluol bis zum Erreichen von 1 ml befiillt und durch

Magnetriihrer geriihrt. Die Proben fiir die Hochdruckansédtze wurden unmittelbar in die
Apparatur eingebracht. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden 100 ul Proben mit einer
gasdichten Spritze entnommen und sofort zu intensiv gerithrter 1 M NaHSO; (0,1 ml)
Losung gegeben. 1 ul der organischen Phase wurde mittels GC analysiert. Das Verhiltnis

der integrierten Signale fiir Olefin und Standard wurde mit dem Anfangsverhiltnis

verglichen und gegen die Anfangskonzentration normiert.
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IV. Synthese chiraler Bipyridyle und ihre Komplexierung

In den letzten 20 Jahren wurden die klassischen Bipyridyl-Komplexe der Ubergangsmetalle
weiterentwickelt zu supramolekularen Aggregaten.202-209 Die Entwicklung neuartiger,
substituierter 2,2’-Bipyridyle ermdglichte gezielten Elektronentransfer und eine erhohte
Lebensdauer der photochemisch angeregten Zusténde, sowie die programmierte207.210-215
Bildung chiraler Helices. Insbesondere die wegweisenden Arbeiten von J.-M. Lehn
fiihrten202,210,213,216-220 7y immer neuen Helices und Gitterstrukturen. Die Variation der
Pyridyluntereinheiten, der Abstandhalter und der Metalle selbst, fithrte zu einer grofen
Zahl an neuen, faszinierenden Strukturen mit neuen photochemischen Eigenschaften. Die
optisch aktiven 2,2’-Bipyridyl-Ubergangsmetallkomplexe sind von besonderem Interesse
fiir die reversible optische Datenaufzeichnung, aber auch fiir die enantioselektive
organische Synthese. Trotz dieses Potentiales in asymmetrischen Reaktionen gibt es nur
wenige Arbeiten, die von enantiomerenreinen Komplexen und ihren Eigenschaften
berichten. Neuere Arbeiten von S. Sakaki 221 beschreiben chirale, Cu(I)-basierte Photo-
sensoren oder die Super Chiragene,211,212,222-225 dje mit diesem Namen von A. von

Zelewsky als chirale Einheiten in die Komplexsynthese eingefiihrt wurden (Bild 93).

Bild 93 A. von Zelewsky: Super Chiragen

Mit dem neuen Konzept: Komplex als Ligand, wurde eine Reihe von 2,2’-Bipyridylen mit
zusitzlichen Donorsubstituenten dargestellt,226 die durch die selektive Koordination zur
Bildung sowohl dsthetischer, als auch chemisch interessanter Supramolekiile fahig sind.

Diese heteronuklearen Komplexe zeichnen sich durch ihr besonderes Redox-Verhalten und
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ihre Photochemie aus. Die bistabilen, helicalen Anordnungen stehen im Zentrum vieler
Synthesen, weil sich diese chiralen Helices fiir den Einsatz als optische Schalter in der
Informationstechnologie anbieten.?27 Die Verwendung als optisches Relais basiert auf der
Inversion der Helicitdt durch circular polarisiertes Licht. Zu diesem Zweck miissen die
enantiomeren Helices eine hinreichend hohe Aktivierungbarriere der Inversion gegeniiber

Temperatur, Streulicht und eine Toleranz gegen Verunreinigungen aufweisen.

Bild 94 Pyridylepibatidin Fe(II)/Cu(I)-Komplex, Links: ChemDraw Darstellung,
Rechts: Computersimulation durch MM2

Dieses Arbeit befaf3t sich mit der spontanen Bildung chiraler, helicaler Metallkomplexe.
Diese dreifach helicalen Komplexe, deren Bipyridyl-Untereinheiten sich von Pyridylalka-
loiden wie Nikotin und Epibatidin ableiten (Bild 94, Bild 96), eignen sich wegen der
zusitzlichen Koordinationsstelle zur selektiven Bildung heterodinuklearer Komplexe. Sie

sind aber auch zur Ausbildung supramolekularer Polymere im Sinne des Baustein-

prinzipes (Bild 95) fahig.
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A —<| B Metalle A und B

A< al-<s> [ Al

—<] 3xRN 3x 2,2'-Bipyridyl

Bild 95

Die Helicalitdt der Komplexe wird hervorgerufen durch die Koordinationsgeometrie des
Metalles A und des Bipyridins. Oktaederkoordination der Metalle ermdglicht die riumliche
Néhe der zusdtzlichen Koordinationsstellen und damit die Komplexierung des Metall-
kations B. Die zweite Koordinationsstelle (Pyrrolidin oder [2.2.1]-Azabicycloheptan)
schlieBt die Bildung meridionaler214.228 [somere aus, da sie die synfaciale Anordnung
erzwingt (frozen propeller). Moglich ist die Bildung von Diastereomeren, die sich in der

Helicalitat der Metall-Chelatisierung unterscheiden.

Mit diesem Ziel wurde die Synthese minimaler, jedoch chiraler Liganden geplant, die
zusitzliche Aminofunktionen tragen sollten. Uberdies sollten gleichzeitig Epibatin-Analoga
synthetisiert werden, da sich die strukturelle Verwandtschaft von Nikotin und Epibatidin in
ihrer Affinitdt zum nikotinergen Acetylcholinrezeptor (nAChR) widerspiegeln.150,229-231
Diese geplanten Nikotinderivate befinden sich inzwischen im allgemeinen Rezeptor-
Screening durch das Hans-Knoll-Institut, Jena, sowie im Screening der Bayer AG. Um eine
aufwendige Synthese zu vermeiden, wurde 6-Chlornikotin als Ausgangssubstanz fiir die
Liganden gewihlt (Bild 96).232 Diese Substanz ist aus dem Naturstoff in wenigen Stufen

zugdnglich und liefert das benoétigte chirale Zentrum in hochster Enantiomerenreinheit.
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Epibatidin 6-Chlornikotin

Bild 96

Hierdurch reduzierte sich die synthetische Aufgabe auf die regioselektive Ankniipfung der
zweiten 2’-Pyridyl-Einheit zu dem Liganden PYNIC (6). Ausgehend vom gleichen Start-

material 4 sollte die formale Nikotin-Dimerisierung den C,-symmetrischen Liganden

BINIC (7) liefern.

L)

T~ 1.) H,0,/HOAc
2.) NaHSO3

H>O/HOAC
69%

+4 (20%)
POCl,
(iPr),NH
DCM
38%

N SnBujz
Pd(MeCN)2Cl2 10% N— Pd(PPhg)4 5%
dppe, CuO 2eq (n-BuzSn),
DMF DMF/TEA
100°C, 3d N 100°C, 2d
62% 58%
Cl
6 PYNIC 4 7 BINIC

Bild 97
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Derartige Bipyridylsynthesen aus Halopyridinen und Metallapyridinen durch Palladium-
katalysierte Kreuz-Kupplungen sind vielfach beschrieben.233-237 (-)-Nikotin wurde durch
Wasserstoffperoxid und Eisessig in das Bis-N-oxid iiberfiihrt, die anschlieBende selektive
Reduktion des Pyrrolidin-N-oxides mit Natriumhydrogensulfit ergab das gewiinschte
Pyridyl-N-0xid?38 (2) in 69% Ausbeute. Das kristalline N-Oxid wurde bei Raumtemperatur
mit 10 Aquivalenten Phosphoroxychlorid umgesetzt, dies fiihrte zur Bildung der isomeren
Chlornikotine 3 (27%) und 4 (20%). Die Bildung des unerwiinschten Isomeren 3 148t sich
jedoch durch die Zugabe von 3,4 Aquivalenten an Diisopropylamin bis an die Grenze der
Nachweisbarkeit (<1%) unterdriicken,235 dabei wird die Ausbeute an 4 auf 38% gesteigert.
Diisopropylamin kann in dieser Reaktion nicht durch andere sekundire Amine wie
Piperidin oder Pyrrolidin ersetzt werden, der sterische Anspruch des Diisopropylamines
scheint hierbei ausschlaggebend fiir den Reaktionserfolg zu sein. Die Bildung des
gespannteren Isomeren 3 wird durch den dirigierenden Effekt des Pyrrolidin-Stickstoffes
erklart. Eine nicht ndher definierte Ammoniumphosphoroxyspezies hilt durch elektro-
statische Wechselwirkungen das Chlorid bereit, das die Boekelheide Reaktion236:239 an der
2-Position ausfiihrt. Der Wettbewerb der zugefiigten sekunddren Amine um das
Phosphoroxychlorid begiinstigt die Reaktion an der leichter zugénglichen 6-Position.
Palladium-katalysierte Kreuz-Kupplung des Chloronikotines 4 und des 2-(Tributylstannyl)-
pyridines?40 5 ergab das 2,2’-Bipyridin (6, PYNIC) in 52 % Ausbeute. Kupferzusatz fiihrt
zu einer Ausbeuteverbesserung auf 62%. Um eine Palladium(II)-katalysierte Razemeri-
sierung der benzylischen Position auszuschlieBen, wurden die stochiometrischen Salze mit
D(-)- und L(+)-Weinsiure durch 'H NMR Spektroskopie in MeOH-D, untersucht. Der
Enantiomereniiberschufl betrdgt mindestens 90%, eine genauere Angabe ist wegen der

Basislinienauflosung nicht moglich.

Die formale Nikotindimerisierung wurde durch die Umsetzung von 4 mit Hexabutyldizinn
und Tetrakispalladium erreicht. Im Gegensatz zur PYNIC-Synthese lieB sich die Ausbeute
an BINIC (7) nicht durch Kupferzusatz steigern. Eine Razemerisierung der benzylischen
Position blieb ebenfalls aus. Ein spezieller Nachweis mufite nicht gefiihrt werden, da die
Razemerisierung zu einer diasteromeren meso-Verbindung Anlall geben wiirde, die aber

nicht beobachtet wurde.
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Pd(MeCN),Cl, HgCly
6

MeCN MeCN
76% 54%

Bild 98

Der blass-gelbe Palladiumdichloridkomplex wurde durch die Reaktion stochiometrischer
Mengen an PdCl, und PYNIC in Acetonitril erhalten. Nach 2-facher Kristallisation konnte
der Komplex in 76% Ausbeute isoliert werden. Das Maximum der UV-Absorption des

freien Liganden wird durch die Palladium-Komplexierung von 242 nm (Ig € = 5,458) nach
308 und 303 nm (Ig € = 6,151, 6,090) verschoben.24! Der analoge, nahezu farblose

Quecksilberdichlorid-Komplex wurde durch die gleiche Methode erhalten, jedoch in
schlechterer Ausbeute (54%).

2+

| = 2,2-Bipyridin

Bild 99

Da sich bei oktaedrischer Koordination von PYNIC an Ru(Il) nicht nur die beiden erwarte-
ten diastereomeren Helices sondern auch noch die meridionalen Isomere (Bild 7) bilden,

konnten bis jetzt keine einheitlichen Substanzen isoliert werden. Die direkte
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Komplexierung der Pyrrolidin-Stickstoffe sollte eine synfaciale Anordnung der
Substituenten erzwingen, war aber bislang nicht erfolgreich. Deshalb wurden die
Komplexierungsversuche mit BINIC fortgesetzt, das aufgrund seiner C2-Symmetrie
weniger Isomere ausbilden kann. Da bislang kein kristallines Material isoliert werden
konnte, wurden die Komplexierungen durch NMR-Spektroskopie verfolgt. Eine genaue

Zuordnung der Helicalitét der untersuchten Komplexe steht noch aus.

-
BINIC
RU(bipy)2C12 ;
DMSO = 2,2-Bipyridin
70°C :
Bild 100

Die interessanteren Cu(I)-Komplexe von BINIC und PYNIC sind bislang nicht darstellbar.
Sowohl BINC als auch PYNIC induzieren die Disproportionierung von Cu(I) zu Cu und

Cu(II) analog zur Ethylendiamin (en) induzierten Reaktion.

2 Cu(I) + 2 en -> [Cu(en),]*" + Cu

Da fiir gemini-Tenside die Bildung von Nanotubes anstelle von gewohnlichen Micellen
vorhergesagt wurde,242:243 konnten sie ideale Grundgeriste fiir Metall-Bipyridylkomplexe
darstellen. Durch Variation des lipophilen Substituenten der Alkylglycoside und der
Konfiguration des anomeren Zentrums sollte sich die Bildung von Micellen, Nanotubes und
Langmuir-Blodget-Filmen beeinflussen lassen. Derartige unilamellare Filme von Rhodium-
2,2’-Bipyridinkomplexen zeichnen sich durch besonders hohe Selektivitét bei der Reduktion
von Ketonen aus.244 Ahnliche Konzepte wurde fiir die Photosynthese von Wasserstoff

entwickelt, die experimentellen Ergebnisse waren jedoch nicht reproduzierbar.245.246
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Metall-komplexiertes gemini-Tensid

Bild 101

Die hochgeordneten Strukturen der Bipyridyl-gemini-Tensidenside ermdglichen durch die
Bereitstellung von 2,2°-Bipyridyleinheiten in definierten Oberfldchen eine kontrollierte
Beeinflussung der Katalyseaktivitidt. Die Systeme sind im Grenzbereich zwischen homo- und
heterogener Katalyse angesiedelt. Mit diesem Ziel wurde die Synthese des Bypiridyl-gemini-

Glycosides 6 begonnen.
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Dieses Pilot-Glycosid soll durch reduktive Entschiitzung und Komplexierung zu den ent-

sprechenden Komplexen 7 + 8 und supramolekularen Strukturen umgesetzt werden.

O O

7 N\ 9
—0 =N N o)
0— 0
0 OBn 6 BnO- wQ
/ \
Hp5C12 & ~ CioHos
BnO OBn BnO OBn
\Hzﬂ’d
HO OH HO  OH
CIZHZS 7 H2§C12
O wOH HO o
0 o0
0, — o—"
7 N\
N/
o) =N_ _N 0
M
0 NN 0
7N \_ p
—0 — o)
0
o) OH HO™ ",
HasC12 z 7 £ Ciaths
HO OH HO OH
Bild 103
Zusammenfassung

Durch Palladium-katalysierte Kreuz-Kupplung sind die chiralen Bipyridin-Liganden BINIC

und PYNIC zuginglich. Die Kondensation einer Bipyridindicarbonséure mit der 6-Position

eines geschiitzten a-D-Dodecygylcosides ermoglicht den Zugang zu oberflichenaktiven

Bipyridylkomplexen.
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V. Experimenteller Teil

Die Experimente, die dieser Arbeit zu Grunde liegen, sind anteilig erbracht worden von:

Dipl.-Chem. Christian Kiihn, Dipl.-Chem. Dennis K. Ehlert, Dipl.-Chem. Vera Neitemeier,
Greta Patzke, Dr. Gunnar Lindeberg (Universitet Uppsala), Susanna Lindman (Universitet
Uppsala) und Muriel Nicholas. Sie wurden finanziert durch die Deutsche Forschungs-
gemeinschaft (SCHM 1012/2), den Personenbezogenen Projektaustausch mit der
Universitet Uppsala durch den DAAD/SI, die Henkel KGaA und das Hans-Knoll-Institut.

Die Experimente sind dokumentiert durch die Diplomarbeit von Vera Neitemeier,
Universitat Hannover 1996, und der Dissertation von Christian Kiihn, Universitdt Hannover

1998. Sie wurden auBerdem ver6ffentlicht in den folgenden Arbeiten:

1. Schmidt, B.; Lindman, S.; Tong, W.; Lindeberg, G.; Gogoll, A.; Lai, Z.; Thérnwall, M.;
Synnergren, B.; Nilsson, A.; Welch, C. J.; Sohtell, M.; Westerlund, C.; Nyberg, F.;
Karlén, A.; Hallberg, A. Design, Synthesis and Biological Activities of Four Angio-

tensin II Receptor Ligands with y-Turn Mimetics Replacing Amino Acid Residues 3-5.

J. Med. Chem. 1997, 40, 903-919.

2. Schmidt, B.; Neitemeier V. 6-Pyridylnicotine - A New Chiral 2,2-Bipyridine. Synthesis
1998, 42-44.

3. Kiihn, C.; Lindeberg, G.; Gogoll, A.; Hallberg, A.; Schmidt, B.; Fmoc Protected Peptide
Mimetic Based on a Cyclohexane Framework and Incorporation into Angiotensin II.
Tetrahedron 1997, 53, 12497-12504.

4. Schmidt, B., Ehlert D. K. Preparation of N-Boc-(2,6-bis(ethoxycarbonyl-pyridinyl)-
alanines as Tridentate Ligands. Tetrahedron Lett. 1998, 39, 3999-4002.
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Sie wurden auf 4 Konferenzen vorgestellt:

1. Juni 1997 16. Organika Dagarna, Uppsala, Schweden
2. September 1997  GDCh-Tagung, Wien

3. 17.3.1998 Dozententagung Essen

4. 28.3.1998 WEB-Tagung Miinchen

Chemie. Allgemeine Anmerkungen. Schmelzpunkte (unkorrigiert): offene Glaskapillaren,
Biichi Apparat— Hand 'C NMR Spektren: Bruker WP 200, Bruker AM 400, JEOL JNM-
EX 270, Varian Unity 400 Spektrometer bei 200 (50.3) MHz, 270 (67.8) MHz und 400
(100.58) MHz. Die Chemischen Verschiebungen werden als 8 Werte (ppm) tieffeld zu
Me,Si angegeben — IR spectra: Perkin Elmer 1710 FT, 1600 FT und Bruker IFS 25, ange-

geben als v (cm'l). Massenspektrometrie: Applied Biosystems BIOION 20 plasma

max.

desorption mass spectrometer, Finnigan MAT 312, VG Autospec (FAB, HRMS). PDMS-
Proben wurden durch Trocknung aus EtOH/H,O/TFA-Losungen auf Aluminium-
bedampfte Mylarfolien aufgebracht, die durch Elektrospray mit Nitrocellulose beschichtet
wurden. Elementar Analyse: Elementar Vario EL. Sdulenchromatographie: Merck und
Baker Kieselgel 60 (40-63 um und 15-40 um), Et,O (Diethylether), EE (Ethylacetat) PE
(Leichtpetroleum, Sdp. 40-60°C). Diinnschichtchromatographie (TLC) wurde durchgefiihrt
mit Kieselgel 60-beschichteten Aluminiumkarten F,., (0.2 mm, E. Merck). Die Verbindun-
gen wurden nachgewiesen durch UV und/oder Anfarben mit einer sauren, ethanolischen
Losung von p-Anisaldehyd, oder einer ethanolischen Losung von Ninhydrin, sowie
Erhitzen. Analytische und preparative HPLC/MPLC wurde durchgefiihrt auf einer Merck-
Hitachi L-6250, ausgestattet mit einem variablen Wellenldngendetektor L-4000, RP18 4 x

250 Sum LiChrocart® und 218TP1010 VYDAC (10 wm, 10 x 250). Aminosdurenanalyse

und Peptidgehalt wurden bestimmt durch Dr. M. Sundquist an 24 h Hydrolysaten mit
einem LKB 4151 alpha plus analyser mit Ninhydrindetektion. Materialien: SPPS-Harze,
Aminosdurederivate z.B. Fmoc-His(Boc)-OH*CHA, Fmoc-Arg(Pmc)OH, Fmoc-

Asp(OtBu)OH, Fmoc-Tyr(OtBu)OH und Kondensationsreagenzien (PyBroP®) stammen
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von Fluka Chemie (Schweiz), NovaBiochem (Schweiz), Millipore und Bachem (Schweiz).
S-Trt-mercaptoethylamin wurde entsprechend der Literatur dargestellt.247 DCM, DMSO,
CHCI; und DMF wurden getrocknet, destilliert und iiber 3 A Molsieb gelagert. Organische
Phasen wurden tiber MgSO, getrocknet.

Spektroskopische Daten unveroffentlichter Verbindungen

o)
V‘Ydj\r"v
o o All-cis-2,6-Bis(ethoxycarbonyl)-4-benzyloxytetrahydropyran

"H NMR 400 MHz CDCl; 1,3 (t, *J=7,2, 6H, CH3), 1,60 (dd, *J = 12,2, °1 = 12,7, 2 H, 3),
2,43 (dm, 2T =24, 2 H, 3;), 3,69-3,75 (m, 1H, 4), 4,01 (dd, °T = 12,7, 31 =2, 2H, 2), 4,25 (q,
=172, 4 H, CH,CH;), 4,61 (s, 2H, PhCH2), 7,17-7,38 (m, 5SH,;o,). °C NMR 100,6 MHz
DEPT, CDCl; 14,12 (q, Me), 34,47 (t, 3), 61,63 (t, PhCH,), 69,90 (t, CH,C Hj),
73,34+74,72 (2x d, 2, 4), 127,55+127,83 + 128,53 (5x d, 5Carom.), 137,92 (s), 169,86 (s,
2x CO,Et). IR CHCIl; 2984m, 1732s, 1530m, 1192m; MS (70eV): m/z (%): 230(10), 202
(5), 91 (100). C;5H,404 FG.: 336,39.

o

(2S,4R,6R/2R 4S,6S)-4-Benzyloxy-6-ethoxycarbonyltetrahydropyran-2-carbonséure 'H
NMR 200 MHz CDCl, 1,27 (t,J =7, 3 H, CH3), 2,35 (q, J = 12, 2 H, 3p), 2,3-2,7 (2x bm,
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2 H, 3a), 3,6-3,8 (m, 1 H, 4), 3,95-4,1 (q,J =7 H, 2 H, OCH,CH3;), 4,6 (dd, J =13,5,J =
10,8, 2H, PhCH,0), 7,2-7,4 (m, 5 Harom.), C;sH»0O¢ FG.: 308,3342

? 570 o] O(\)
0% 22
(2S,6R)-2,6-Di-((1S)-(+)-campher-10-sulfonyloxy-methyl)-4-benzyloxy-tetrahydropyran
"H NMR 400 MHz, CDCl; 0,94 (s, 6H, CH3), 1,36 (s, 6H, CH3), 1,28-1,55 (m, 4H), 1,67-
1,77 (m, 2H), 2,00 (dd, *J = 18,6, J = 2.2, 2H), 2,06-2,2 (m, 6H), 2,38-2,55 (m, 4H), 3,11
(dd, ?J = 15,8, J = 1,6, 2H), 3,65-3,80 (m, 5H), 4,28-4,36 (m, 4H), 4,63 (s, 2H, PhCH,0),
7,2-7,45 (m, 5H) '>*C NMR 100,6 MHz CDCl; BB 19,68 (Me), 24,91 (Me), 26,83, 26,85,
33,50, 42,48, 42,80, 47,03, 47,96, 58,00, 69,85, 71,69, 73,37, 76,76, 127,58, 127,76,
128,50, 138,08, 214,49 (C=0). FAB 681 (M", 12%), 574 (M"-C;H;0, 3%), C34H43S,0,
FG.: 680,88.

o .0 OH
o5 o)

(2S,6R)-2-((1S)-(+)-Campher-10-sulfonyloxy-methyl)-4-benzyloxy-tetrahydropyran

'H NMR 400 MHz, CDCl; 0,89 (s, 3H, Me), 1,13 (s, 3H, Me), 1,2-1,5 (m, 3H), 1,6-1,7 (m,

1H), 1,9-2,2 (m, 6H), 2,3-2,6 (m, 2H), 3,07 (dd, J= 15,3, J= 2,4, 1H), 3,45-3,75 (m, 5H),

3,73 (dd, J=15,3, J=2,2, 1H), 4,27-4,33 (m, 2H), 4,58 (s, 2H, PhCH,), 7,3-7,45 (m, 5SH) "*C

NMR 100,6 MHz CDCl; BB 19,67+19,86 (Me), 24,97, 26,81, 33,44, 33,59, 42,53, 42,90,

47,42, 47,92, 58,18, 65,72, 69,78, 72,17, 73,38, 73,82, 76,60, 127,58, 128,48, 138,27,
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140,69, 215,27 (C=0). IR 3592m, 3524m, 1744s, 1360s (SO,0), 1172s (SO,0), 980s.
[ap]?>C=24,0 = 0,2 (C =1,00 = 0,02 CHCI5).

BI%?\O (o)

BnO
0
1-Dodecyl-2,3,4-tribenzyl-o.-D-glycosid '"H NMR 400 MHz CDCl;, 0,88 (t, J=7,2, 2H,
Me), 1,2-1,4 (m, 18H), 1,55-1,7 (m, 2H), 3,35-3,42 (m, 1H), 3,35-3,42 (m, 1H), 3,48 (dd,
J=9,6, J=3,6, 1H), 3,53 (d, J=9,2, 1H), 3,55-3,63 (m, 1H), 3,65-3,78 (m, 3H), 4,02 (t,
J=9.3, 1H-5), 4,62-4,71 (m, 3H), 4,78 (d, 2J= 12,1, 1H, PhCH), 4,83 (d, *J= 10,8, 1H,
PhCH), 4,88 (d, 2J= 11, 1H, PhCH), 5,01 (d, *J= 10,8, 1H, PhCH), 7,2-7,4 (m, 15 Harom.)
3C NMR 100 MHz, CDCl; DEPT 14,1 (q, 12'), 22,7+26,2+29,39+29,41+29,5+ 29,6+
29,63+29,68+29,7 (9 x t, 3'-11"), 31,9 (t, 2'), 61,9 (¢, 6), 68,3 (t, 1), 70,7 (d), 73,2+75,1+
75,7 (3x t, PhCH,), 80,2 (d), 82,0 (d), 96,8 (d, 1), 127,0-128,0 (9x d, 15 Carom.),
138,2+138,4+139,0 (3x s, 3 Carom.). IR CHCl; 2928s, 2856s, 1496m, 1452m, 1366m,

156m, 1068s, 1028s. C33Hs5404 F.G.: 606,85 Elementaranalyse ber.:C 75,21 H 8,97 O
15,82, gef.:C 75,34 H 8,97.
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BnO BnO
(@) @)

Bis[6-0-(2,3,4-tribenzyl-n-dodecyl-a-D-glucopyranosid]-2,2'-bipyridyl-4,4'-dicarboxylat
'H NMR 400 MHz CDCl; 0,87 (t, J= 6,8, 6H, 12"), 1,15-1,4 (m, 36H, CH,, 3'-11"), 1,55-
1,70 (m, 4H, 2'), 3,38-3,46 (m, 2H), 3,53-3,62 (m, 4H), 3,63-3,70 (m, 2H), 3,98-4,05 (m,
2H, 6), 4,08 (t, J = 11, 2H), 4,49 (dd, J = 5,1,%1=9,7, 2H, ), 4,58 (dd, J = 1,8, 2] = 9,7,
2H), 4,65 (d, 21 = 10,9, 2H, 1"a), 4,67 (d, 2T = 12,0, 2H, 1"a), 4,75 (d, J= 3,7, 2H, 1), 4,80
(d,?T=12,0, 2H, 1"b), 4,85 (d, 2T = 10,7, 2H, 1"a), 4,95 (d, 2T = 10,9, 2H, 1"b), 5,04 (d, *J =
10,7, 2H, 1"b), 7,2-7,5 (m, 30 Harom.), 7,80 (dd, *J = 5, *J = 1,6, 2H-5), 8,81 (d, *J = 5, 2H-
6), 8,93 (d, *J = 1,6, 2H-3). '*C NMR 100,6 MHz DEPT, CDCl; 14,1 (q, 12), 22,7+26,2+
29,37+29,39+29,43+29,47+29,50+29,58+ 29,68 (9 x t, 3'-11"), 31,9 (t, 2"), 64,5 (t, 6), 68,4
(t, 1), 68,6 (d), 73,2+75,1+75,9 (3x t, PhCH,), 80,3 (d), 82,2 (d), 96,7 (d, 1), 120,6+123,1
(2x d, 2x 5", 2x 6"), 127,8+127,9+127,99+128,0+128,1+128,2+128,48+ 128,49+ 128,54
(9x d, 15 Carom.), 137,8+138,3+138,6 (3x s, 3 Carom.), 150,0+156,5 (2x s, 2x 1", 2x 4™),
164,8 (s, 2x CO,). IR CHCl;2928s, 1732s, 1452m, 1372m, 1284m, 12522, 1044s.
CgsH11,0 4N, FG.: 1421,879

N-Acetyl-N-allylglycin N-Allylglycin24® (715 mg, 5.0 mmol) wurde mit Acetanhydrid
(0.65 ml, 6.88 mmol) in Pyridin (5 mL) iiber 3 h bei 0°C umgesetzt. Das Losungsmittel
wurde im Vakuum abgezogen, der Riickstand wurde mit NaOH (0,6 g, 15 mmol) in
Dioxan/Wasser (15 mL, 10:1) behandelt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum abgezogen
und der Riickstand mit 2 N HCI behandelt, bis der pH-Wert 3 betrug. Die wissrige Phase

wurde mit EE extrahiert (3x 40 mL). Die getrockneten und konzentrierten organischen
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Phasen wurden aus CHCI5/PE 1:2 zu farblosen Prismen umkristallisiert (560 mg, 71 %),
Smp. 73 °C. C;HN, FG.: 157,17. '"H NMR (400 MHz, CDCl;, 25°C, TMS) 2,17 (s, 3H),
4,00 (d, *J =2.,8, 2H, 1°), 4,12 (s, 2H,), 5,12-5,30 (m, 2H), 5,68-5,86 (m, 1H, 2°). °C NMR
(100,6 MHz, CDCl;, 25°C, TMS) 20,77, 47,16, 55,21, 117,8, 131,8, 171,7, 172,48 (CON);
IR (CHCl;) v = 3000bs, 1742vs, 1648vs, 1472m, 1420m. MS (70 eV): m/z (%) 157 (7, M),

114 (100), HRMS: ber. 157,0738861, gef. 157,073685. CHN-Analyse: ber. C 53,49, H
7,05, N 8,91, gef. C 53,44, H 6,98, N 8,86.

N-(9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-N-allylglycin N-Allylglycin*HCI?4° (455 mg, 3,00
mmol) wurde in 0,9 N Na,CO3-Losung (8 mL) und Dioxan (4,5 mL) aufgelost. Die Losung
wurde auf 0°C gekiihlt und mit Fmoc-Succinimid (1,012 g, 3,00 mmol) {iber 2 h versetzt.
Nach 24 h wurden 100 ml Wasser zugefiigt und die Mischung mit Et,0 (2x 35 mL) extra-
hiert. Die wéssrige Phase wurde auf pH 3 durch conc. HCI eingestellt und mit EE (3x 100
ml) extrahiert. Die vereinigten, getrockneten Extrakte wurden im Vakuum konzentriert.
Man erhilt Fmoc-N-AllGly als a farbloses Ol (810 mg, 80%), C,0H;yNO,4, FG.: 337,38. 'H
NMR (400 MHz, CDCl;, 25°C, TMS) 3,85 (s, 1H), 3,97 (m, 2H; 1°), 4,04 (s, 1H), 4,24 (dt,
37=6,9, 1H), 4,46 (d, *T = 6,9, 2H; OCH,), 5,14 (m, 2H, 3°), 5,72 (m, 1H), 7,1-7,8 (m, 8H).
13C NMR (100,6 MHz, CDCl;, 25°C, TMS) 31,74, 47,2, 50,75, 76,17, 117,75, 118.3,
119,97, 124,84, 127,79, 132,84, 141,33, 144,29, 155,92, 156,51. IR (CHCl3) v = 1728s,
1700vs, 1236s, 1120s. MS (70 eV): m/z (%): 337 (1,4, M"), 297 (1,2), 178 (100). CHN-
Analyse: ber.. H 5,68 C 71,2 N 4,15, gef. H 5,59 C 71,0, N 4,02.

N-Fmoc-N-allylglycylphenylalaninmethylester. C5,H;0N,Os, FG.: 498,58. "H NMR (400
MHz, CDCls, 25°C, TMS) 1,83 (dm, 2H; CH,Ph), 3,06 (m, 2H; CH,CHCH,), 3,20 (m, 1H;
H,phe), 3,65 (s, 3H; OCHs), 3,79 (s, 2H; H giy), 3,87 (s, 1H; NH), 4,13 - 4,22 (m, 1H;
CH,CHCH,), 4,40 - 4,49 (m, 2H, CH,CHCH,), 7,00 - 7,80 (m, 13H). IR (CHCL;) v =
2932m, 1740s, 1688s, 1516m, 1244s; MS (70 eV): m/z (%): 461 (3,2) , 449 (2,0), 178
(100). CHN-Analyse: ber.. C 72,27, H 6,06, N 5,62, gef. C 71,92, H 6,21, N 5,86.
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N-Allylglycyl-phenylalaninmethylester C,sH,(N,O;, FG.: 276,34. '"H NMR (400MHz,
CDCl;, 25°C, TMS) 1,55 (s, 1H), 2,95 - 3,25 (m, 6H), 3,65 (s, 3H; OCHj;), 4,80 (m, 1H;
H phe), 4,90 - 5,15 (m, 1H; CH,CHCH,), 5,60 - 5,80 (m, 2H; CH,), 6,95 - 7,30 (m, SHyom),
7,55 (s, 1H; NH); IR (CHCl;): v = 3000 m, 1744s, 1672s, 1516m, 1236w; MS (70 eV): m/z
(%): 276 (40), 244 (11).

(S)-1-Benzyl-3-allyl-2,5-diketopiperazin C,,H¢sN,O,, FG.: 2442 '"H NMR (400 MHz,
CD;0D, 25°C, TMS) 3.02 (m, 2H), 3,11 (ddd, *J = 4,4, 2H; CH,Ph), 3,71 - 3,96 (m, 2H;
1), 4,31 (dd, *J = 4,4, 1H; C1-CH), 5,08 - 5,18 (m, 2H; 3°), 5,53 - 5,65 (m, 1H; 2"), 7,12 -
7,32 (m, 5 Hyom); IR (CHCL3) v = 3392w, 3008m, 1664vs, 1452m, 1224s; MS (70 eV): m/z
(%): 244 (39), 230 (4,3), 204 (5,6), 154 (47), 91 (100).

(5)-1-Methyl-3-allyl-2,5-diketopiperazin CsH,,0,N,, FG.: 168,197. '"H NMR (400 MHz,

CDCls, 25°C, TMS) 1,51 (d, *J = 6,5, 3H; CH3), 3,92 (s, 2H; agyy), 4,02 - 4,03 (m, 2H; 1°),
4,11 (q, °T=6,5, 1H; azp), 5,20 - 5,31 (m, 2H; 3°), 5,68 - 5,80 (m, 1H; 27); 1*C NMR (100
MHz, CDCls, 25°C, TMS) 19,95, 48,66, 49,07, 50,99(1°), 119,32 (3°), 131,03 (2°), 166,42
(C=0), 166,67 (C=0); IR (CHCl;): v = 3396w, 3008m, 1688vs, 1668s, 1448m, 1316m; MS
(70 eV): m/z (%): 167 (16), 152 (5,2), 126 (11).

N-Acetyl-N-allylglycyl-N-allylglycylphenylalaninmethylester

C»H,oN305, FG: 415.49, '"H NMR (400 MHz, CD;0D, 25°C, TMS) 2,12 (s, 3H; CH3),
2,88 - 3,15 (m, 1H), 3,13 - 3,25 (m, 1H), 3,67 - 3,73 (d, 3H; OCH3;), 3,80 - 4,18 (m, 8H),
4,25 (d, 2H), 4,67 - 4,78 (m, 1H_), 5,05 - 5,25 (m, 4H; 2x CH,CHCH,), 5,60 - 5,93 (m, 1H;
CH,CHCH,), 7,17 - 7,33 (m, 5 Hyom); IR (CHCl;): v = 3000m, 2936m, 1744s, 1664vs
1436m, 1248m; MS (70 eV): m/z (%): 415 (8,6, M"), 400 (2,3), 372 (25), 356 (2,3), 329
(2,3).
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Solid Phase Peptide Synthesis (SPPS). Die Peptide wurden durch manuelle SPPS mit

Fmoc geschiitzten Aminosduren dargestellt: Fmoc-His(Boc)-OH*CHA, Fmoc-

Arg(Pmc)OH, Fmoc-Asp(OtBu)OH und Fmoc-Tyr(OtBu)OH. Das Harz war beladener
Fmoc-Phe-Wang-Polymer. Die Kupplungen wurden durchgefiihrt wie publiziert.103

Aspargyl-arginyl-(N-allyl)glycyl-tyrosyl-(N-allyl)glycyl-histidyl-prolyl-phenylalanin
wurde erhalten wie Aspargyl-arginyl-(N-2-mercaptoethyl)glycyl-tyrosyl-(N-2-mercapto-
ethyl)glycyl-histidyl-prolyl-phenylalanin durch Austausch von S-Trt-Mercaptoethylamin
durch Allylamin.

3,5-cyclo-[Aspargyl-arginyl-(N-2-mercaptoethyl)glycyl-tyrosyl-(N-2-mercaptoethyl)
glycyl-histidyl-prolyl-phenylalanin]. Fmoc-His(Boc)-Pro-Phe-Wang-Harz (122,1 mg,
68,6 umol) wurd in DMF (2,0 ml) suspendiert, entschiitzt durch 20 % (v/v) Piperidin-DMF

Losung (3x 5 ml) und mit DMF (6x 5 ml) gewaschen. Das Harz wurde in einer Lésung von

a-Bromessigsédure (114,4 mg, 824 umol) und Diisopropylcarbodiimid (DIC, 112,5 mg, 832

umol) in DMF (0,5 ml) suspendiert (3x) und jeweils 30 min geschiittelt. Nach dem

Waschen mit DMF (6x 5 ml) wurde eine Losung von S-Trt-Mercaptoethylamin (328,7 mg,
15 eq) in DMF (0,8 ml) zugefiigt. Die Losung wurde 16 h geschiittelt, mit DMF (6x 5 ml)

gewaschen und mit Fmoc-Tyr(OtBu)OH (157,6 mg, 343 umol), PyBroP® (160 mg, 343

umol) und DIEA (88,6 mg, 686 umol) in DMF (1 ml) iiber 16 h gekuppelt. Das Harz wurde
anschlieffend mit DMF (3 x 5 mL) gewaschen und freie Amine durch 10 % (V/V) Ac,0-
DMF Loésung und DIEA (53,2 mg, 412 umol) in 15 min acetyliert. Die weitere Synthese
des vollstindigen Peptides erfolgte nach der generellen, publizierten Methode mit Aus-
nahme einer zweiten o-Bromessigsdure/S-Trt-Mercaptoethylamin/PyBroP-Sequenz. Die
Abspaltung des Peptides vom Harz erfolgte durch TFA-TESH-H,0 (90/5/5) (2 ml) iber 2
h. Féllung und Zentrifugation aus kaltem Et,O ergab das Rohpeptid, das 3x in Et,O suspen-

diert und zentrifugiert wurde. Die oxidative Cyclisierung wurde durch DMSO/TFA in 21 h

erreicht, gefolgt von wiederholter Etherfdllung. Das getrocknete Peptid wurde auf einer

218TP1010 VYDAC Saule (10 um, 1 x 25 cm, 0,1 % TFA/H,0, MeCN Gradient 10-50 %)
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gereinigt und anschlieBend lyophilisiert. Man erhélt ein farbloses, amorphes Pulver. PDMS:
1067,1 (M"+2), Aminoséureanalyse: Arg: 1,01, Asp: 1,00, His: 0,99, Pro: 1,09, Tyr: 0,89,
Peptidgehalt: 72,4 %.

Pharmakologische Tests. Bindungsstudien wurden durchgefiihrt von Susanna Lindmann
an transgenen Chinese Hamster Ovary Cells (CHO), die den AT,-Rezeptor exprimieren.
Die Zellen wurden in Flaschen auf RPMI Medium mit 10 % fetalem Kalberserum (FCS)
gezogen. Die Zellen wurden 1x mit Hank’s Balanced Salt Losung (HBSS) gewaschen,
zentrifugiert, in Pufferlosung resuspendiert und in 96 well plates liberfiihrt. Die Bindungs-
studien wurden durchgefiihrt iiber 1 h bei RT mit ['*I]Ang II und variablen Peptidmengen

in HBSS. Die Zellen wurden gewaschen, abzentrifugiert und durch einen o-Zahler aus-

gewertet. Alle Tests wurden im Doppel durchgefiihrt und durch GraFit 3.0 (SoftWindows)

analysiert.
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