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Aminosaurennomenklatur

Tabelle 1: Verzeichnis der Aminosduren und ihrer Abkiirzungen

IUPAC-Nomenklatur  Einbuchstabencode

Abu 2-Aminobuttersdure

ACHC 2-Aminocyclohexancarbonsdure
ACPC 2-Aminocyclopentancarbonsiure
Aib Aminoisobuttersiure

Ala A Alanin

AMBS 2-Aminomethylbutansdure

Arg R Arginin

Asn N Asparagin

Asp D Aspartat

Cys C Cystein

Gln Q Glutamin

Glu E Glutamat

Gly G Glycin

His H Histidin

HyLeu Hydroxyleucin

Ile I Isoleucin

Leu L Leucin

Lys K Lysin

Met M Methionin

Orn Ornithin

Phe F Phenylalanin

Pip Pipecolinséure

Pro P Prolin

Ser S Serin

Thr T Threonin

Trp W Tryptophan

Tyr Y Tyrosin

Val A% Valin

Xaa X unspezifische a-Aminoséure
MeXaa Unspezifische N-Methyl-Aminosédure
b- HXaa bHX unspezifische b-Homoaminoséure
b- Xaa bX unspezifische b-Aminosédure







Einleitung 1

1 Einleitung

In der Chemie kommt dem Bereich der Naturstoffe ein grofles Interesse zu. Proteine, Zucker
und Nucleotide sind Bestandteile der Organismen, die durch die Verkniipfung einfacher
Bauelemente zu komplexen Strukturen entstehen. Sie stellen die Basis fiir den Aufbau, die
Proliferation und die Degeneration von Zellen dar.

Die Grundlage vieler physiologischer und pathophysiologischer Prozesse ist die molekulare
Erkennung auf der Basis von Protein-Protein-Wechselwirkungen. Neben der Isolierung der
beteiligten Partner ist die genaue Kenntnis liber die Interaktion zwischen Rezeptor und Ligand
von essentieller Wichtigkeit fiir das Verstdndnis dieser Prozesse. Die biologische Wirkung ist
oftmals auf einen sehr kleinen rdumlichen Bereich, die Erkennungsregion, begrenzt. Neben der
Konstitution hat sich die Konfiguration als entscheidender Parameter herausgestellt.

Die Aufklarung der Struktur biologisch aktiver Konformationen ist im Rahmen der Auffindung
neuer potentieller Medikamente von entscheidender Bedeutung. Die Methode der Rontgen-
strukturanalyse liefert hier zwar wichtige Beitrdge, jedoch spielen im Kristall Packungseftekte
eine mitentscheidende Rolle fiir die Konformation, so dass die gewonnenen Erkenntnisse nicht
direkt auf die Verhéltnisse in biologischen Systemen (also in Ldsung) iibertragen werden
konnen. Die notwendige Aufkldrung von Losungsstrukturen ist daher ein wichtiges Ziel in der
heutigen Zeit.

Die Aufklarung der dreidimensionalen Struktur eines Proteins in Losung gelingt durch die
kernmagnetische Resonanz (NMR). R. Ernst (Nobelpreis 1991) und K. Wiithrich (Nobelpreis
2002) lieferten entscheidende Pionierarbeiten, so dass in der heutigen Zeit routineméBig die
Struktur von Proteinen bis zu einem Molekulargewicht von 30 kDa aufgekldrt werden kann.
Die erhaltenen Daten werden in der Regel als Randbedingungen fiir Molekulardynamik-
Simulationen verwendet.

Auf der Basis des Schliissel-Schloss-Prinzips von Emil Fischer und der Weiterentwicklung
dieses Modells durch Koshland, der 1958 den Begriff des induced fit einfiihrte, wird deutlich,
dass die Struktur des Rezeptors von entscheidender Bedeutung fiir die Interaktion ist,
andererseits die Losungsstruktur jedoch nicht zwangsldaufig mit der biologisch aktiven
Konformation iibereinstimmen muss.

Die Verwendung cyclischer Peptide, die die Erkennungsregion présentieren, hat sich als
weiteres geeignetes Mittel zur Aufklarung der biologisch aktivsten Konformation heraus-
kristallisiert, da hier ein verhdltnisméfBig einfacher Zugang mdglich ist, ohne die Struktur

grofler Proteine aufzukldren. Einbau geeigneter furn-induzierender Reste ermoglicht die
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gezielte Darstellung unterschiedlicher Geometrien der Erkennungsregion. Durch die
Bestimmung der biologischen Aktivitit dieser unterschiedlich présentierter Erkennungs-
sequenzen gelingt so der Aufschluss iiber die aktivste biologische Konformation. Diese kann
dann als Leitstruktur fiir die Herstellung von Medikamenten dienen, die beispielsweise
beziiglich der Bioverfiigbarkeit andere Anforderungen haben, als dies bei cyclische Peptiden
der Fall ist.

Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist die Synthese und Konformationsanalyse cyclischer
Peptide. Dabei sollen anhand der Erkennungssequenzen unterschiedlicher Liganden der turn-
induzierende Einfluss konformationell eingeschrénkter b-Aminoséuren ermittelt werden und
zusammen mit parallel dazu stattfindenden biologischen Tests Struktur-Wirkungs-Beziehungen

aufgestellt werden.
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2 Allgemeiner Teil

2.1 Aminosiuren, Peptide, Proteine

2.1.1 Aminosiuren

2.1.1.1 a-Aminosiuren

Proteine sind die hiufigsten und vielféltigsten Makromolekiile in lebenden Zellen. Ihr Name
leitet sich vom griechischen ,,protos* ab, was so viel wie ,erstes®, ,,an erster Stelle* bedeutet.
Sie treten in allen Zellen und Zellteilen auf und erfiillen die unterschiedlichsten Aufgaben und
Funktionen wie Katalyse (als Enzyme), Transport von Molekiilen, Nahrungsaufnahme,
Bewegungsfahigkeit von Zellen, Strukturbildung (z. B. Keratin, das Strukturprotein in Haaren,
Nigeln, Wolle oder Federn), Abwehr (z. B. als Antikérper) oder Regulation (als Hormone). Sie
sind das Endprodukt des Informationsflusses, die Instrumente, durch die genetische
Information umgesetzt wird.'! Trotz ihrer Vielfalt lassen sich alle Proteine auf die gleichen,
relativ einfach gebauten monomeren Untereinheiten zuriickfiihren, die Aminosduren. Alle
Proteine, seien sie aus den dltesten bekannten Bakterien oder den menschlichen Zellen, lassen
sich auf den gleichen Satz von 22 proteinogenen Aminosauren zuriickfiihren, die kovalent zu
charakteristischen linearen Sequenzen verkniipft sind. Als proteinogen werden solche Amino-
sduren bezeichnet, die durch den genetischen Code festgelegt sind und ohne Modifikationen
direkt ribosomal in Proteine eingebaut werden. Die erste in Proteinen entdeckte Aminoséure
war das Asparagin (1806). Aminosduren werden mit Trivialnamen bezeichnet, die sich oft aus
dem ersten Fundort herleiten lassen (Asparagin in Spargel, (asparagus, lat.), Tyrosin in Kése
(tyros, gr.)). Der menschliche Organismus kann biosynthetisch eine Reihe von Aminosduren
aus verschiedenen Vorstufen synthetisieren, andere Aminosduren sind essentiell, d. h. miissen
mit der Nahrung aufgenommen werden.

Alle proteinogenen Aminosduren besitzen eine Carboxy- und eine Aminogruppe, die an das
selbe Kohlenstoffatom (das a-Kohlenstoffatom) gebunden sind. Sie unterscheiden sich durch
ihre Seitenkette R, die in Struktur, GroBe, Polaritit und Ladung variiert. Unterschieden werden
Aminosduren mit unpolaren, aliphatischen Seitenketten (Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Pro), mit
aromatischen Seitenketten (Phe, Tyr, Trp), mit polaren, ungeladenen Seitenketten (Ser, Thr,
Asn, Gln, Cys, Met), mit negativ geladenen Seitenketten (Asp, Glu) sowie solche mit positiv
geladenen Seitenketten (Lys, Arg, His). Ausgehend vom a-Kohlenstoffatom bezeichnet man
die weiteren Kohlenstoffe der Seitenkette mit b, g d, e etc.” Alle a-Aminosduren mit

Ausnahme des Glycins besitzen ein asymmetrisches a-Kohlenstoffatom, das heif3t, es besitzt
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vier unterschiedliche Substituenten. Dies fithrt dazu, dass die Aminosduren in zwel
Enantiomeren vorliegen konnen. In der Natur kommt im allgemeinen nur die L-Form (fiir
linksdrehend, von levo) der Aminosdure vor. Lediglich in den Zellwinden einiger Bakterien
sowie in Peptidantibiotika finden sich D-Aminosduren (von rechtsdrehend, dextro). D und L
stehen hierbei fiir die absolute Konfiguration der vier Substituenten am asymmetrischen
Kohlenstoffatom und beziehen sich auf die Referenzverbindung Glycerinaldehyd, den kleinsten
Zucker mit einem asymmetrischen Zentrum. In der Cahn-Ingold-Prelog-Nomenklatur
entspricht die L-Aminosédure der (S)-Konfiguration (einzige Ausnahme: Cystein; hier hat die

L-Form (R)-Konfiguration).

NH,
d e

NH,

A b ~9 SH

0

OH OH 2 _OH OH
HNT Y H,N HN H,N

0 0 0

0)

L-Aspargin L-Leucin L-Lysin L-Cystein

Abbildung 1: Struktur und Konformation einiger L-Aminosduren

Erst in jiingerer Zeit gelang es mittels chemischer Peptidsynthese, aus D-Aminosduren die
enantiomerenreinen D-Peptide und D-Proteine zu synthetisieren. Neben dem akademischen
Interesse an diesen Verbindungen haben sie auch therapeutisches Potential, da sie sich nicht
durch zelleigene Peptidasen und Proteasen spalten lassen.' Neben den codierten Aminoséuren
findet sich noch eine ganze Reihe anderer Aminoséduren in Proteinen. Sie entstehen durch che-
mische Modifikation, die nach dem Einbau in Proteine erfolgt. Als Beispiel sind hier das
4-Hydroxyprolin (in der Pflanzenzellwand und in Kollagen), das 5-Hydroxylysin (im Kolla-
gen), das N-Methyllysin (im Myosin) oder das g-Carboxyglutamat (im Prothrombin) zu nennen.

2.1.1.2 b-Aminosiuren

Neben den a-Aminosiuren finden sich in einigen wenigen Naturstoffen auch b-Aminoséuren.’
Sie konnen als Derivate des b-Alanins betrachtet werden. Wahrend bei diesen Verbindungen
die Aminogruppe formal zum b-Kohlenstoff verschoben wird, findet man auch Homoamino-
sduren, bei denen eine zusdtzliche Methylengruppe eingefiihrt ist und auch die Kombination

dieser beiden Verfahren, die sogenannten b-Homoaminosduren sind bekannt. Man unter-
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scheidet zwischen b*-, b*- und b**-Aminosauren, abhiingig von der Stellung der Substituenten.

a NH, HN 0
}QN\//\T7O rJ\T?O 2 &
b on OH OH

b-Alanin Homoalanin b3-Homoalanin
R R'
HN \)\40 HzNWO HN WO
R OH
OH R" OH
b2-Aminosiure b3-Aminosiure b23-Aminosiure

Abbildung 2: Unterschiedliche Typen von b-Aminosduren

Die Aminogruppe der b-Aminoséduren ist stirker basisch als die ihrer a-Homologen, die
Carboxygruppe dagegen schwicher sauer.® In freier Form zeigen b-Aminosduren interessante
pharmakologische Effekte. So fiihrt die orale Gabe von Emeriamin bei Ratten zu Hypo-
glykdmie.”® Steglich et al.”® zeigten, dass (R)-b-Dopa (3,4-Dihydroxy-b-phenylalanin) im Pilz
Cortinarius violaceus am Eisen"-Catechol-Komplex beteiligt ist, der dem Pilz die

charakteristische blau-violette Farbe gibt.

N 7 NHZ
Coon LTI
COOH
HN HO™ 0 OH
Emeriamin (R)-b-Dopa

Abbildung 3: Natiirlich vorkommende b-Aminosduren mit pharmakologischen Effekten

Dariiber hinaus sind b-Aminosduren wichtige Synthesevorstufen fiir b-Lactame, die wegen
ithrer potentiellen biologischen Aktivitdt vielversprechend sind. Als Beispiel seien hier die

b-Lactam-Antibiotika genannt, zu denen das Penicillin gehort.
HHH
"X
0 N,
o !

COOH

Abbildung 4: Penicillin G

In den letzten Jahrzehnten ist die stereoselektive Synthese der b-Aminosduren zu einem
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umfangreichen Forschungsgebiet herangewachsen. Zahlreiche Ubersichtsartikel**!" und

Monographien® zu diesem Thema sind erschienen und geben einen Uberblick iiber die unter-

schiedlichen Synthesewege. Liu und Sibi' unterscheiden acht Syntheseansitze:

1. Der chiral pool Ansatz: Nutzung enantiomerenreiner a-Aminosiuren

Hierbei sind zwei wichtige Verfahren zu nennen:

a)

b)

Die Arndt-Eistert Homolo,qisierung]2

Diese Methode wird zur Verldngerung von Carbonsduren um einen Kohlenstoff benutzt.
Als grofle Vorteile dieser Methode sind die geringen Kosten und das Vorhandensein
enantiomerenreiner Ausgangsmaterialien (a-Aminosduren) zu nennen. Bei dieser
Methode werden Carboxygruppen aktiviert, anschlieBend mit Diazomethan homolo-
gisiert und das entstandene Diazoketon in einer Wolff-Umlagerung mit Ketenhydrolyse

zur Homocarbonsdure umgesetzt.

(o) 1. Aktivierung 0O Wolff-Uml. 0

>:

R "OH  2.CH)N, R” "CH)N, OH

Schema 1: Arndt-Eistert-Homologisierung

Seebach et al." nutzten diese Methode zur Homologisierung von N-geschiitzten Amino-
sduren unter Verwendung von Chlorkohlensdureethylester als Aktivierungsreagenz
(Bildung des gemischten Anhydrids). Die Wolff-Umlagerung wird hierbei mit UV-
Licht oder Silberbenzoat initiiert. Diese Methode hat jedoch den Nachteil, dass basen-
labile Schutzgruppen wie Fmoc unter den gewdhlten Bedingungen nicht stabil sind. Um
auch Fmoc-geschiitzte Derivate homologisieren zu kénnen, entwickelten Sewald et al.'*
eine basenfreie Methode der Kettenverlangerung. Hierbei wird die Aktivierung analog
zur Vorschrift von Seebach durchgefiihrt, die Wolff-Umlagerung erfolgt jedoch ohne
Base in Gegenwart von Silber(I)salzen im Ultraschallbad innerhalb weniger Minuten

bei Raumtemperatur in moderaten bis guten Ausbeuten.

Asparaginsdure oder Asparagin als Edukt

Asparaginsdure und Asparagin als natiirlich vorkommende a-Aminoséduren besitzen ein
b-Aminocarbonsdure-Fragment, das sie zu einem vielversprechenden Edukt fiir die
Synthese unterschiedlicher b-Aminosiuren macht. So gelingt es nach Jefford et al."”
und Dexter et al.'® ausgehend von Aspartat eine ganze Serie von unterschiedlichen

b-Aminoséuren iiber das 3-(N-Tosylamino)butyrolacton darzustellen.
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1. TsCl NHTs
O NH, 2. Ac,0 5 Me;,Sil O NH,
HOJK/\COOH 3. NaBH, Q EtOM I
4. TsOH o
R,CuLi
oder
1.Zn
2. [Pd], RI
(R = Aryl)

O NH

)
BTN AR

Schema 2: b*-Aminosduren aus Aspartat als Edukt

2. Die Enantiomerentrennung von b-Aminosiuren

Bei Nutzung der diversen Verfahren der racemischen Synthese werden Gemische der beiden
Isomeren erhalten. Dies ist jedoch nicht von Nachteil, da beide Enantiomere potentielle Ein-
satzbereiche haben. Zur Trennung sind unterschiedliche Verfahren zur Anwendung gekommen.
Am lidngsten bekannt ist das Verfahren der fraktionierten Kristallisation, das in seinen Ur-
spriingen auf die Trennung der Weinsédure-Enantiomere durch Emil Fischer zuriickzufiihren ist.
Hierbei werden die Racemate mit chiralen Auxiliaren zu Diastereomerenpaaren umgesetzt, von
denen dann eines durch Kristallisation in geeigneten Losungsmitteln angereichert werden kann.
Als Auxiliar fungieren z. B. Ephedrin'’, Wein-, Mandel- oder Camphersulfonséure.'® Moder-
nere Verfahren nutzen die enzymatische Spaltung, wie sie schon von den a-Aminosiduren
bekannt ist. Bedeutung haben vor allem Hydrolasen, die selektiv ein Enantiomer spalten. Oft
tolerieren diese Enzyme auch b-Aminoséuren als Substrate.'” Kanerva und Fiilop et al.** nutzen
Pseudomonas cepacia Lipase PS und Candida antarctica Lipase A zur selektiven Amidbildung
von 10 verschiedenen cyclischen b-Aminosduren mit Trifluoressigsaure, wobei die (R)-Sub-
strate selektiv N-acetyliert werden, wihrend die (S)-Substrate als freie Aminosduren abgetrennt

werden konnen.

3. Funktionalisierte b-Aminosiure-Derivate

Aus einfach substituierten b-Aminosédure lassen sich durch geeignete Methoden stereoselektiv
anspruchsvollere Derivate gewinnen. So gelingt nach Cardillo et al.?'** durch Umsetzen von
enantiomerenreinem b-Phenylalanin zum frans-Oxazolin mit nachfolgender stereoselektiver

Alkylierung die Synthese von substituierten a-Hydroxy-b-aminosduren, an denen hohes
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pharmazeutisches und medizinisches Interesse besteht.”

0 0]
NH, )l\ Ph)J\NH

: — > Ph” "NH — > A
pp > COOH  COOH oy COOMg
ph” > /\l/
I
Ph Ph 0
LiHMD
R - R
\ RX " CO.H
< "COOMe < 'COOMe Ph™ X 7
Ph Ph R OH

Schema 3: Synthese substituierter a-Hydroxy-b-aminosiduren

4. Die Curtius-Umlagerung
Funktionalisierte Succinate lassen sich durch Curtius-Umlagerungen selektiv in b-Aminoséuren
verwandeln. Um stereoselektiv arbeiten zu konnen, ist es jedoch notwendig, nur eine der beiden

Carboxygruppen in eine Aminogruppe umzuwandeln.

0 . O R R R R
YA ROMOR"‘ PGHN\)%(OR"'
R"O NHPG (|) . ? S

Schema 4: Unterschiedlich substituierte b-Aminosduren durch Curtius-Umlagerung

Sibi und Deshpande®* nutzten diese Methode zur Synthese von 2-Methyl-3-aminopropansiure,
einem Fragment des Cryptophycins, indem sie mono-tert-Butylgeschiitztes 2-Methylsuccinat
einer Curtius-Umlagerung unterwarfen. Unterschiedliche Alkylierungsmittel und Schutz-

gruppenstrategien eréffnen den Weg zu einer Vielzahl von b*- und b*-Aminoséuren.

5. Addition an Kohlenstoff-Stickstoff-Doppelbindungen

Liu und Sibi unterscheiden bei dieser Methode die Addition von Enolaten, Silylenolaten oder
Reformatzky-Edukten an Imine sowie die Addition von Kohlenstoffnucleophilen an Nitrone
oder Oxime.

Bei der Addition von Enolaten an Imine finden oft Sulfoxide als chirale Auxiliare Anwendung.

25,2
1.5,6

Davis et a gelang in guten bis sehr guten enantiomeren Uberschiissen die Synthese 2-Aryl-

substituierter b-Alanine.
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CH,CO,Me 0
o H  NaHMDS S TFA NH,
= A ——— pTa” "NH —> _A_ _COOMe
pTol”5~N" "R _A_-COOMe R
R

Schema 5: Addition von Enolaten an Imine

Die Addition von Silylenolaten an Imine gelingt oft besser, da die Iminofunktionalitit nur
geringe Electrophilie aufweist und a-Deprotonierung zur Ausbildung von Enaminen fiihren
kann. Um diese Nachteile zu umgehen, empfiehlt sich der Einsatz vorgeformter Enolate in
Form von Silyl-Enolethern. Waldmann et al?’ zeigten, dass mit Aminosdurechloriden
aktivierte Imine von Silylenolethern nucleophil angegriffen werden konnen, wobei in guten
diastereomeren Uberschiissen unterschiedlichste mehrfachsubstituierte b-Aminoséuren darstell-
bar sind.

Eine andere Strategie ist die Addition von Reformatzky-Reagenzien an Imine und Schiff-
Basen. Ukaji et al.*® nutzen bei dieser Reaktion Diisopropyltartrat als chirales Auxiliar. Das
Reformatzky-Reagenz wird in situ aus Diethylzink und tert-Butyliodoacetat hergestellt und
liefert das Produkt in bis zu 98 % ee.

1.5 eq. Et,Zn
2.
R' OH
Y, o
~
BrMgO CO,iPr N H \CE
NH
BrMg0”~ “CO,iPr  3.0.8eq. H,0 R
4.2 eq. ICH,CO,'Bu
OtBu O

Schema 6: Reformatzky-Reaktion mit chiralem Auxiliar

Im Gegensatz zu den bislang behandelten Doppelbindungen sind Nitrone oder Oxime 1,3-Di-
pole und dementsprechend einem nucleophilen Angriff leicht zugénglich. Murahashi et al.**°
verwendeten N-Acyloxyiminium-Verbindungen als aktivierte Nitron-Aquivalente und unter-
warfen sie einer Reaktion mit chiralen Enolaten. Die Verwendung von Bor- bzw. Titanenolaten

fihrt wie erwartet zu unterschiedlichen Stereoisomeren.
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Ph

{h - L OcoPh

N0 . | r0coPh — B

4Ph / ct - N\_/O
Ph -M

\

"0
P
N0
/' M=BEt: anti

\\ M = TiCL,O'Pr: syn

Schema 7: Addition von C-Nucleophilen an Nitrondquivalente

Enantiomerenreines Cispentacin wurde von Aggarwal et al.’' in einer [3+2]-Cycloaddition

zwischen einem Nitron und einem chiralen Keten-Aquivalent dargestellt.

@ f

oSS0 o | LSS O.“CH,Ph

= (@) O
O=P-OEt | |

OEt

Schema 8: Synthese von Cispentacin durch [3 + 2]-Addition

6. Konjugierte Addition
Drei Wege bieten sich an, um chirale Information bei der konjugierten Addition in das Produkt
einzubringen:

a) Addition chirale Nucleophile

Wichtig sind fiir diesen Zugang die Lithiumsalze chiraler Amine, wie sie auch im
Rahmen dieser Arbeit verwendet werden. Davies et al.*? entwickelten die diastereo-
selektive 1,4-Addition von unterschiedlich substituierten chiralen Aminen an a,b-unge-

sattigte Ester.
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R
R+ ®/COOtBu N
H i . COOtBu

R: /\© /k@ _SiMe,

Schema 9: 1,4-Addition eines chiralen Lithiumamids an einen a,b-ungeséttigten Ester

Die Freisetzung der Aminosdure geschieht durch Hydrogenolyse der Schutzgruppen am
Stickstoft, so dass diese Methode nicht alle funktionellen Gruppen toleriert.

Mit dem gleichen chiralen Reagenz gelang Sewald et al.”*** in einer Cuprat-Addition
ebenfalls der Zugang zu enantiomerenreinen b-Aminosduren. Abfangen der inter-
medidren Enoate mit D,O oder Alkylhalogeniden liefert a-deuterierte b-Aminosduren

oder anti-a-Alkyl-b-aminosduren in exzellenter Diastereoselektivitit.

N/Si(CH3)3
B BuLi SI(CH,),
0 /M.
&\/lL Ph” HN" O
R OR' Cul/(EtO),P P
R OR'

1. D,O oder R"X Ph/LNH 0 der Ph/LNH 0

A Ao Ao
D RH

Schema 10: Cuprat-Addition chiraler Amine

Enders et al.>> beschreiben den Gebrauch des TMS-SAMP-Auxiliars in einer aza-

analogen Michael-Addition mit hoher Stereoselektivitit.
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OMe
TMS-SAMP Cf
/\/ﬁ\ BuLi N SiMe,
NN
R OtBu

N O

]
R/\/J\OtBu

1. SiO,/EtOAc

2. Raney-Ni, H, NH. O

N,
R/\/U\OtBu

Schema 11: Addition unter Verwendung von TMS-SAMP als chiralem Reagenz

b) Addition achiraler Amine an ein chirales System

Die diastereoselektive Addition von achiralen Nucleophilen an chirale Michael-
Akzeptoren ist ein oft verwendetes Prinzip.’® In exzellenter Diastereoselektivitit gelang
d’Angelo und Mitarbeitern’” die Addition von Diphenylmethanamin an chirale
Crotonate, wobei vermutlich die Ausbildung von p-p-Wechselwirkungen fiir die Selek-

tivitat verantwortlich ist.

Ph,CH
O NH O
Ph,CHNH
NS
Py CHNI, A
Ar

14 - 15 bar

bis 99 % de AT

Schema 12: Addition achiraler Nucleophilen an chirale a,b-ungesittigte Ester

Perlmutter und Tabone®® berichten iiber die Addition von Benzylamin zur Synthese
anti-a-substituierter b-Aminoester durch diastereoselektive konjugierte Addition mittels

1,3-asymmetrischer Induktion.

CO,R COR
x  PhCH,NH, (\‘/R-
OTBS Ph.__NH OTBS

Schema 13: Addition von Benzylamin durch diastereoselektive konjugierte Addition

¢) Enantioselektive Addition von Aminen

Das erste Beispiel fiir die enantioselektive Addition von Aminen wurde erst 1996 von
Falborg und Jorgensen™ gezeigt. Im allgemeinen wird fiir die Reaktion ein geeigneter

Katalysator zugesetzt, der die entsprechende Stereoselektivitit im Zielmolekiil zu
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erzeugen vermag. In Abbildung 5 sind einige gebrduchliche Katalysatoren zu sehen, die

in Reaktionen eingesetzt werden. Als Metalle fungieren Zink, Magnesium, Lithium,

Kupfer oder Titan-Verbindungen.'’ Im allgemeinen werden die Katalysatoren in 5 bis

30 mol-% in die Reaktion eingebracht. In ausgewéhlten Beispielen sind so bis zu 97 %

ee moglich.

I I O...
o /T1C12
O OO 10 mol% (0] NHOBn

OJOLNMR OJOLNMR
-/ /

BnONH,

Schema 14: Enantioselektive Addition von Aminen

tBu

Abbildung 5: Katalysatoren fiir die enantioselektive Addition

Gebriuchlich ist neben der Einfithrung von arylgeschiitzten Aminen auch die Nutzung

der Azidgruppe als Synthesedquivalent fiir das Amin.** Einen anderen Katalysatoransatz

wihlten Miller et al.*'™* Sie nutzen ein modifiziertes Tripeptid, das durch einen b-furn

stabilisiert wird, zur Azid-Einfilhrung und erhalten in bis zu 92 % ee die geschiitzten

b-Azidocarbonsauren.
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0 0
/(/3 TMSN;, tBuCO,H /0 N,
¢ N 2.5 mol% Kat. NJ\/(
R R
AL
N
BocNH,,

Schema 15: Peptidkatalysierte Azidierung

Rimkus und Sewald * zeigten, dass auch Nitroalkene fiir die stereoselektive b-Amino-
sduresynthese Verwendung finden konnen. In einer enantioselektiven Cu'-katalysierten
Addition von Diethylzinkverbindungen erhélt man in guten Ausbeuten und guten bis
sehr guten ee-Werten b-Nitroester, die durch geeignete Reduktion zu den gewiinschten

Aminosduren umgesetzt werden kdnnen.

R R
OzN\/\WOR OZNWOR ., BocHN\);\[rOH
0
ol

RN Rll
AT GO
"P—N P—N
) 99
RH6 R"

Schema 16: Enantioselektive Addition an Nitroalkene

7. Reduktion von a,b-ungesittigten Estern und Nitrilen

Ein weiterer Weg zur Darstellung von b-Aminosduren erdftnet sich durch die asymmetrische
Hydrierung von Acrylsduren und Derivaten. Zhang et al.*’ nutzten fiir die Rhodium-katalysierte
Hydrierung unter hohem Wasserstoffdruck verschiedene Katalysatoren und erhielten
akzeptable bis sehr gute Enantiomerenverhiltnisse, abhéngig von den Substituenten des Acryl-

esters. Fiir b-arylsubsitituierte Acrylate fanden Zhang et al.*® neue Katalysatoren, die auf Basis
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des Binaphthols enantiomerenreine b-Aminosduren mit bis zu 99 % ee liefern. Ein weiterer
Vorteil dieser Klasse von Liganden ist, dass im Gegensatz zu den o. a. Bedingungen auch E/Z-
Mischungen als Startmaterial toleriert werden und so die Synthese der Edukte vereinfacht wird.

AcNH Rh, H, AcNH COOMe

R~ COOMe Kat R

Ph,P
* H OPPh,

PPh, OPPh,

(R,R)-BICP (R,R)-Me-DuPhos

Schema 17: Asymmetrische Hydrierung von Acrylestern

Neben Acrylaten bieten sich auch a,b-ungesittigte Nitrile als Edukte fiir die Hydrierung an.
Allerdings tolerieren diese Verbindungen Substitutionen in b-Position deutlich schlechter, es
werden nur geringe ee-Werte erhalten.

Zur Reduktion bietet sich neben der Hydrierung von Doppelbindungen auch die reduktive
Aminierung an, die im Stoffwechsel ebenfalls eine wichtige Rolle spielt. Cimarelli und
Palmieri*’ nutzten Natriumtriacetoxyborhydrid zur Synthese von biologisch aktiven b-Amino-
sdurederivaten wie Cispentacin oder b-Prolinderivaten. Es bildet sich dabei intermediar durch
Ligandenaustausch ein optisch aktiver Ubergangszustand, der fiir die hohe Stereoselektivitit
dieser Umsetzung verantwortlich gemacht wird. Xu et al.* nutzen in einer dhnlichen Methode
Natriumborhydrid zu Synthese von cis-2-Aminocyclohexancarbonsiuren, Gellman et al.*~°
setzten Natriumcyanoborhydrid bei der Synthese pyrimidinkondensierter b-Alaninderivate ein.
Sowohl Xu als auch Gellman nutzen allerdings zur Anreicherung der Diastereomere auch

Kristallisationsmethoden.

Ph Ph
O HN NaBHRj O HN
RO)S/\R" R= H, CN, OAc RO)K:/\RH
R R’

Schema 18: Reduktive Aminierung mit Borhydridkomplexen

8. Die Aminohydroxylierung

Die letzte wichtige Methode zur stereoselektiven Darstellung von b-Aminosduren ist die
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asymmetrische Aminohydroxylierung von Olefinen zu N-geschiitzten Aminoalkoholen nach
Sharpless.”’”* Nutzt man a,b-ungesittigte Ester fiir die Aminohydroxylierung, so erhilt man
die biologisch interessanten syn-a-Hydroxy-b-aminosduren. Verwendung von Dihydrochinidin

(DHQD) bzw. Dihydrochinin (DHQ) fiihrt zu entgegengesetzten Stereoisomeren im Produkt.

NHPG
Sharpless AA _ RJ\/COOR’
DHQD),PHAL
(DHQD), ol
R/\/COOR’
Sharpless AA
(DHQ),PHAL
7\ OR
MeO
DHQD PHAL DHQ

Schema 19: Sharpless-Aminohydroxylierung
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2.1.2 Peptide und Proteine
Aminosduremolekiile konnen durch Kondensation verkniipft werden. Dabei wird unter Wasser-
abspaltung eine Bindung zwischen dem Carboxyl-Kohlenstoff der einen und dem Stickstoff der

anderen Aminosédure gekniipft.

Schema 20: Ausbildung einer Peptidbindung

Rontgenstrukturanalysen zeigen, dass die Lénge dieser Peptidbindung mit durchschnittlich
132 pm deutlich kiirzer ist als eine C-N-Einfachbindung (146 pm). AuBlerdem ist die Einheit
(CO)-NH coplanar, d. h. die Atome liegen in einer Ebene. Das weist darauf hin, dass das freie
Elektronenpaar nicht vollstindig am Stickstoff lokalisiert ist, sondern dass die Amidbindung
einen gewissen Doppelbindungscharakter hat, der zu einer eingeschriankten Drehbarkeit fiihrt.

i} i,

VLLTl/N vy — V’ﬁ?Nw

O 0

Schema 21: Mesomerie der Peptidbindung

Bedingt durch diese eingeschriankte Drehbarkeit gibt es zwei Orientierungsmoglichkeiten der
Peptidbindung, die mit cis und trans bezeichnet werden. Als Folge gibt es nur zwei mdgliche
Torsionswinkel w. Die weiteren Torsionswinkel des Peptidriickgrats werden mit f und y

bezeichnet, Torsionswinkel in der Seitenkette werden mit C bezeichnet.

R Il{ \/[CJ)\ R R' OH
wnfy H,N >—<
HzN)W So M )N 0
(0] R’ O H
trans cis

Schema 22: Unterschiedliche Orientierungsmdglichkeiten der Peptidbindung
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2.1.2.1 Strukturen in Peptiden und Proteinen

Proteine sind oft aus Hunderten von Aminosduren und damit aus vielen hundert Bindungen
zusammengesetzt. Besdfle nur ein Bruchteil dieser Bindungen die volle Rotationsfreiheit,
konnten Proteine eine beinahe unendliche Anzahl von dreidimensionalen Strukturen ein-
nehmen. Proteine haben jedoch spezifische chemische oder strukturgebende Funktionen, so
dass davon auszugehen ist, dass jedes Protein eine einzigartige rdumliche Struktur aufweist. Fiir
die Proteinfaltung gibt es eine Reihe von Grundsitzen:

1. Die dreidimensionale Struktur eines Proteins wird durch seine Aminosduresequenz
bestimmt. Allerdings werden sogenannte Proteinfamilien unterschieden, d. h. Proteine
mit dhnlicher Struktur (und oft auch Funktion) haben keine komplett gleiche Sequenz. So
sind schiatzungsweise 20 bis 30 % aller menschlichen Proteine polymorph, d. h. die
Aminosduresequenz variiert in der menschlichen Bevolkerung. Viele dieser Variationen
haben aber wenig oder keinen Einfluss auf Struktur und Funktion des Proteins.

2. Die Funktion des Proteins hingt von seiner dreidimensionalen Struktur und damit auch
von der Aminoséduresequenz ab. Proteine enthalten Substrukturen, die fiir ihre biologische
Funktion unerlidsslich sind. Hier tauchen oft invariante Reste auf, die zum Beispiel fiir das
aktive Zentrum eines Enzyms von entscheidender Bedeutung sind.

3. Die Stabilisierung der Struktur erfolgt in erster Linie durch nicht-kovalente Wechselwir-
kungen wie Wasserstoftbriickenbindungen, London-Kréfte, Dipol-Dipol- oder elektrosta-
tische Wechselwirkungen.

Vier Strukturebenen beschreiben den Aufbau von Proteinen. Die Primérstruktur ist durch die
Sequenz der Aminosduren gegeben, sie beschreibt jedoch nicht die relative rdumliche An-
ordnung der miteinander verkniipften Aminosduren. Polypeptidketten konnen nicht jede
beliebige Struktur annehmen. Sterische Zwiénge und eine Vielzahl schwacher Wechsel-
wirkungen bedingen, dass einige Anordnungen stabiler sind als andere. Unter der Sekundér-
struktur wird die regelmiBige, periodisch auftretende rdumliche Anordnung benachbarter
Aminosédureketten verstanden. Als Tertidrstruktur wird die rdumliche Beziehung aller Amino-
sduren einer Polypeptidkette bezeichnet, also die komplette dreidimensionale Struktur. Besitzen
Proteine mehrere Untereinheiten, so wird die rdumlich Anordnung der einzelnen Polypeptid-

ketten als Quartarstruktur bezeichnet.
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Primérstruktur Sekundarstruktur Tertidrstruktur

N
. ‘0
Aminosduren ' H C)

a-Helix

Abbildung 6: Die einzelnen Strukturebenen eines Proteins

Fir die Struktur von Proteinen gibt es zwei einfache Regeln, die fiir die meisten Vertreter
gelten. Lediglich fiir einige unldsliche Proteine und Membranproteine gibt es modifizierte
Regeln, dennoch sind auch hier die schwachen Wechselwirkungen fiir die Struktur
entscheidend.

1. Hydrophobe Reste miissen im Protein-Inneren, mdglichst abseits vom umgebenden

Wasser verborgen sein.

2. Es wird die maximal mdgliche Anzahl an Wasserstoffbriickenbindungen ausgebildet.
Einige Sekundirstrukturen sind besonders stabil und finden sich héufig in Peptiden und
Proteinen. Die a-Helix als bekannteste Sekundérstruktur wurde bereits von L. Pauling und R.
Corey zu Beginn der 1950er Jahre vorhergesagt. Die Ausbildung von Helices wird in Peptiden
erst ab einer gewissen MindestgroBe (ca. 15 Aminosduren) beobachtet. Eine Helix ist dadurch
gekennzeichnet, dass die charakteristischen Torsionswinkel f und y aufeinanderfolgender
Aminoséduren des Peptidriickgrats jeweils gleiche Werte annehmen. Im Falle der a-Helix sind
dies f =-57°und y = -47 °. Dadurch wird eine schraubenformige Windung der Peptidkette

entlang einer Achse erzeugt. Die haufigste Form der Helix ist rechtsgédngig, allerdings finden
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sich auch einige wenige linksgidngige Helices in Proteinen. Eine Helix lédsst sich durch zwei
Parameter beschreiben, die Anzahl der Aminosduren je Helixwindung n und die Zahl der
Atome r, die einen Ring iiber eine Wasserstoffbriicke bilden. Die a-Helix wird entsprechend
dieser Parameter als 3.6;3-Helix bezeichnet, d. h. 3.6 Aminosiduren bilden iiber eine Wasser-
stoffbriicke einen 13-gliedrigen Ring. Weitere Helices sind die b-Helix, auch 3;¢-Helix
genannt, die p-Helix (4.41¢) und die Kollagen-Tripelhelix. Die Helices unterscheiden sich vor

allem in Ganghohe und Umfang.
(A) .

3.6,,-Helix (a-Helix)

|
R II-I (@) R II-I (@)
NSNS A e
(@) R H (@) R H
|

3,,-Helix ‘

4.4, -Helix (p-Helix)

0.15 nm

Abbildung 7: Schematische Darstellung einer a-Helix (A)

und der Wasserstoffbriicken in unterschiedlichen Helices (B)

Eine dhnliche strukturelle Bedeutung wie den Helices kommt den Faltbléttern (sheets) zu. In
dieser Struktur sind die Polypeptidketten stirker gestreckt. Das Riickgrat der Polypeptidkette
liegt in einer gestreckten Zick-Zack-Struktur vor. Bei dieser Struktur kénnen Wasserstoft-
briicken zwischen benachbarten Ketten ausgebildet werden. Diese konnen sowohl parallel als
auch antiparallel verlaufen. Die antiparallele Anordnung ist aufgrund der besseren Orientierung
der Wasserstoffbriicken etwas stabiler. Die Seitenketten sind innerhalb eines Strangs alter-
nierend orientiert, die Interaktion mit benachbarten Ketten fiihrt zur hiaufig beobachteten Ver-

drillung des Faltblatts.
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Abbildung 8: Paralleles (A) und antiparalleles (B,C) Faltblatt

In kleinen Peptiden aus weniger als fiinfzehn Aminosduren sind Schleifen (furns) das vor-
herrschende Sekundérstrukturmerkmal. Auch auf der Oberfldche von Proteinen finden sich oft
turns, so dass diese eine zentrale Rolle bei der Wechselwirkung zwischen Proteinen spielen. Je
nach Anzahl der beteiligten Aminosduren wird zwischen p- (sechs), a- (fiinf), b- (vier) und
Oturns (drei Aminosduren) unterschieden. Auch die Stabilisierung der furns erfolgt oft {iber
Wasserstoffbriickenbindungen, die zwischen dem Carboxyl-Sauerstoff der ersten und dem
Amid-Wasserstoff der letzten beteiligten Aminosdure ausgebildet werden. Die weitere Klassi-

fizierung der turns erfolgt tiber die Torsionswinkel (Tabelle 2).

Tabelle 2: Charakteristische Torsionswinkel der wichtigsten Sekundérstrukturen

Konformation  f ., Yir  fio Y fiz Yis
I-ags-Schleife  -60°  -29°  -72° -29° -96° -20°
[I-ags-Schleife -59°  129° 88° -16° -91° -32°
[-agy-Schleife  59°  -157° -67° -29° -68° -39°
I-a y-Schleife  -61°  158° 64° 37°  62° 39°
bI - Schleife -60°  -30°  -90° 0° - -
bI'- Schleife 60° 30 90°  0° - -
bll- Schleife ~ -60°  120° 80°  0° - -
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Konformation .,  yu  fiuy Vo fis  Yis
bII'- Schleife ~ 60°  -120° -80°  0° - -
bIIl- Schleife* -60°  -30° -60° -30° - -
bIII'- Schleife ~ 60° 30° 60°  30° - -
bVla- Schleife  -60°  120° -90°  0° - -
bVIb- Schleife -120° 120° -60° 150° - -
o Schleife 85°  -65°
g-Schleife ~ -85°  65°
a-Helix -57° -47° -57° -47° - -
310-Helix -60°  -30°  -60° -30° - -

* Strukturelement der 31o-Helix

Abbildung 9 zeigt einige charakteristische b- und gfurns am Beispiel einer poly(Ala)-

g

Peptidkette.
bl b’
5 E ; % g
bIl bIr

bIIT bIII”

Abbildung 9: Unterschiedliche furn-Strukturen
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2.1.3 Peptidsynthese

Bei der Ausbildung der Peptidbindung (vergl. Schema 20) gibt es eine Reihe von Schwierig-
keiten, die auf den ersten Blick nicht ersichtlich sind. So ist fiir die formale Wasserabspaltung
eine Aktivierung der Carboxygruppe notwendig, da die Umsetzung einer Aminogruppe mit
einer Carbonsdure lediglich zur Ausbildung eines Ammoniumcarboxylates fithren wiirde. Die
zweite Aminosiure greift dann die aktivierte Carboxylgruppe nucleophil unter Ausbildung der
Peptidbindung an. Wenn bei dieser Reaktion jedoch die Aminokomponente der aktivierten
Aminosdure ungeschiitzt vorliegt, wird natiirlich auch diese Aminosiure nucleophil angreifen.
Lineare und cyclische Peptide werden als Nebenprodukte neben dem gewiinschten Dipeptid
gebildet werden. Daher miissen wéahrend der Synthese alle nicht beteiligten funktionellen Grup-
pen sowohl temporér als auch reversibel geschiitzt sein. Es ist also ein Vierstufen-Prozess fiir

die Ausbildung der Peptidbindung notwendig:

Die Synthese von geeignet geschiitzten Aminosdurederivaten
Die Aktivierung der freien Carboxyfunktion

Die Ausbildung der Peptidbindung (kann gemeinsam mit Schritt 2 erfolgen)

L bdhb o=

Die teilweise oder vollstindige Entschiitzung des ausgebildeten Peptids

R
Y. N
{ N)ﬁ(
R R R H 0
HN/'ﬁ‘/OH > Y\N OH Y\N)ﬁ‘/X
2 .
o selektiver H o H 0 ‘

(0]
o
R'

Aktivierung selektive
Schutz \ Entschiitzung
R I|{ O
Y. N Y
Kupplung E /'ﬁ‘/ \_/U\ (0]
(0] R'

selektive

lekti

Q ;ecguttéver Q / Entschiitzung
HZN\/U\ , HZN\/U\ Y

7 OH 0

R R

R H 0O
N Y
RS
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Schema 23: Mehrstufenprozess bei der Ausbildung einer Peptidbindung

2.1.3.1 Chemische Peptidsynthese

Fiir die chemische Peptidsynthese sind zwei grundsétzliche Methoden bekannt: die Synthese in

Losung und die Festphasenpeptidsynthese (Solid Phase Peptide Synthesis; SPPS). Die
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Losungssynthese gehort zu den klassischen Darstellungsmethoden von Peptiden. Der schritt-
weise Aufbau der Aminosdurekette erfolgt in homogener Losung. Alle Zwischenprodukte
miissen auf jeder Stufe chromatographisch gereinigt werden, auBBerdem ist dieses Verfahren
durch die abnehmende Loslichkeit der wachsenden Peptidkette nur auf gut 16sliche Peptide wie
z. B. das Insulin® oder das Oxytocin®* beschrankt.

Die Festphasensynthese wurde 1963 von Bruce M. Merrifield (Nobelpreis 1984) eingefiihrt.”
Hierbei wird die am Aminoterminus temporér geschiitzte C-terminale Aminosdure iiber eine
reversibel spaltbare Ankergruppe (Linker) an einen unloslichen Triger (Harz) gebunden. Nach
dem Abspalten der temporiren Schutzgruppe konnen dann die ndchsten N-terminal geschiitzten
Aminoséduren in das Molekiil eingefiihrt werden, bis das komplette Peptid aufgebaut ist. Nach
jedem Syntheseschritt kann das Harz gewaschen werden, um eventuell entstandene Neben-
produkte und iiberschiissige Reagenzien zu entfernen. Nach Abschluss der Synthese wird das
Peptid vom Harz abgespalten und die semipermanenten Schutzgruppen werden entfernt.

Neben dem beseitigten Loslichkeitsproblem hat diese Methode vor allem den Vorteil, dass die
Nebenprodukte nicht durch Chromatographie, sondern durch einfach Waschvorgénge entfernt
werden konnen. Aullerdem ist diese Methode bedingt durch die immer gleiche Abfolge der
Reaktionen (Entfernen der tempordren Schutzgruppe, Waschen, Kupplung der nichsten
Aminosdure, Waschen) automatisierbar. Allerdings muss sichergestellt sein, dass alle
Reaktionen eindeutig, quantitativ und ohne Nebenreaktionen wie z. B. die verfriihte Abspaltung
weiterer Schutzgruppen erfolgen. Ist die Umsetzung nicht quantitativ, treten Rumpf- und Fehl-
sequenzen auf, die oft nur schwer vom gewiinschten Produkt abtrennbar sind. Vorbeugend
kann eine irreversible Blockierung nicht umgesetzter Aminogruppen durch geeignete Capping-
reagenzien wie z. B. Acylierung mit Essigsdureanhydrid durchgefiihrt werden, um Deletions-

sequenzen zu vermeiden
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Schema 24: Prinzip der Festphasenpeptidsynthese

2.1.3.2 Schutzgruppenstrategien

Um Nebenprodukte zu vermeiden, ist es notwendig, auch die in den Seitenketten befindlichen

funktionellen Gruppe selektiv zu schiitzen. Da diese Schutzgruppen bis zum Ende der Synthese

vorhanden bleiben miissen, werden sie als semipermanente Schutzgruppen bezeichnet, wihrend

die Amino- bzw. Carboxylschutzgruppen, die nach jeder Kupplung entfernt werden miissen,

um eine freie Reaktionsstelle fiir die ndchste Kupplung zu erhalten, als tempordre Schutz-

gruppen bezeichnet werden. Es ist notwendig, dass die gewidhlten Schutzgruppen mehrere

Bedingungen erfiillen:
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1. Sie miissen leicht in das Molekiil einfiihrbar sein.
2. Sie miissen unter den gewéhlten Reaktionsbedingungen stabil sein.
3. Sie miissen sich leicht und selektiv abspalten lassen.
Es ist ferner notwendig, dass semipermanente Schutzgruppen unter den Bedingungen, die fiir
die Abspaltung der tempordren Schutzgruppen notwendig sind, stabil bleiben. Dies wird als
Orthogonalitdt von Schutzgruppen bezeichnet, d.h. Schutzgruppen sind dann orthogonal
zueinander, wenn die Methoden der Abspaltung komplett unterschiedlich sind. Eine andere
Moglichkeit ist das Prinzip der abgestuften Sdurelabilitét, d. h. die tempordren Schutzgruppen
werden bei Saurestidrken und -konzentrationen abgespalten, die die semipermanenten Schutz-
gruppen noch intakt lassen.
In der Praxis haben sich zwei Schutzgruppenstrategien bewéhrt:
1. Die tert-Butyloxycarbonyl/Benzyl-Strategie (Boc/Bzl)
Diese Strategie geht auf Bruce Merrifield zuriick. Sie basiert auf dem Konzept der abge-
stuften Sdurelabilitit, der N-Terminus wird dabei reversibel mit der Boc-Schutzgruppe
geschiitzt, die mit 20 bis 50 % Trifluoressigsdure spaltbar ist. Die semipermanenten
Schutzgruppen vom Benzyltyp werden dagegen erst am Ende der Synthese mit Fluor-
wasserstoff abgespalten. Nachteilig bei dieser Schutzgruppenstrategie ist, dass der Auf-
bau von Peptidketten mit labilen Peptidbindungen wie Aib-Gly, Aib-Pro oder Aib-Ala
schlecht zu realisieren ist.”®
2. Die 9-Fluorenylmethoxycarbonyl/tert-Butyl-Strategie (Fmoc/ ‘Bu)
In den letzten Jahren hat die Fmoc/ ‘Bu-Strategie in der Festphasenpeptidsynthese eine
sehr grofie Bedeutung erlangt.”’* Sie basiert auf dem Konzept der Orthogonalitit, beruht
also auf der Basenlabilitit der Fmoc- und der Sdurelabilitdt der tert-Butylschutzgruppen.
Die Fmoc-Schutzgruppe erlaubt die Quantifizierung der Kupplungsausbeute. Beim Ab-
spalten mit Piperidin entsteht Dibenzofulven, das von Piperidin abgefangen wird. Das Di-
benzofulven-Piperidin-Addukt kann UV-spektrometrisch bei 254 nm detektiert werden.
Funktionelle Gruppen in den Seitenketten der Aminosduren werden mit basenstabilen
Schutzgruppen geschiitzt. Verwendung finden hier sdurelabile Gruppen wie tert-Butyl
(fiir Sdure- und Hydroxyfunktionalitdten, z. B. bei Ser, Asp), Trityl (bei Amiden wie Gln

oder Asn) oder Boc (fiir Amine wie Lys, Orn).
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Schema 25: Basenkatalysierte Abspaltung der Fmoc-Gruppe
und Bildung des Dibenzofulven-Piperidin-Adduktes

2.1.3.3 Linkersysteme und Harze

Als feste Phase finden in der SPPS unl6sliche Harze auf Polystyrolbasis Anwendung, an die die
wachsende Peptidkette liber eine Linkereinheit kovalent gebunden ist. Alle Trigermaterialien
miissen wihrend der Synthese chemisch inert und leicht filtrierbar sein. AuBBerdem miissen sie
fiir die automatisierte Synthese druckstabil sein, da technische Griinde die Verwendung von
Uberdruck notwendig machen. In den genutzten Losungsmitteln soll das Quellverhalten der
Harze gut sein, um den Reagenzien einen guten Zugang zur gesamten Oberfliche des Harzes
zu ermoglichen. Merrifield setzte fiir seine Synthesen ein Copolymer aus Styrol und 1 bis 2 %
Divinylbenzol ein, das durch Chlormethylierung in ein Chlormethylderivat umgesetzt wurde.”
Dieses Harz findet in der Boc/Bzl-Strategie Verwendung. Die Abspaltung des synthetisierten
Peptides erfolgt mit HF oder Trifluormethansulfonsiaure TFMSA.

oo SO

Merrifield-Harz
MBHA-Harz

A
H
PAM-Harz °

Abbildung 10: Ausgewihlte Linker der Boc-Chemie

In der Boc-Chemie findet auBerdem der PAM-Linker’” Anwendung, der bestindiger gegen

Acidolyse ist. Zur Synthese von C-terminale Peptidamiden wird der Benzhydrylaminlinker
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(MBHA)® genutzt, von dem das Peptid ebenfalls mit HF oder TFMSA abgespalten wird.

In der Fmoc-Chemie werden ebenfalls sdurelabile Linkersysteme verwendet. Je nach weiteren
Synthesezielen werden Linker, von denen das Peptid mit 95 %iger TFA abgespalten wird und
das dann vollstindig entschiitzt vorliegt oder sehr sdurelabile Linker genutzt, die die semi-
permanenten Schutzgruppen bei der Abspaltung intakt lassen.

Beispiele fiir diese sehr siurelabilen Linker sind das SASRIN®-Harz®' und der 2-Chlortrityl-
linker,* die beide mit 0.5 bis 1 %iger TFA gespalten werden. Weniger siurelabil ist das Wang-
Harz®. Peptidamide werden in der Fmoc-Chemie an Rink-Amidharzen synthetisiert, auch hier

wird mit 95 %iger TFA gespalten.

o Oy a0 ﬁ}oﬂ@

Wang-Harz SASRIN®-Harz

0@ o

—0 Rink-Amid-Harz
2-Chortritylchlorid-Harz

Abbildung 11: Ausgewihlte Linker der Fmoc-Chemie

2.1.3.4 Aktivierung der Carboxylgruppe

Wie bereits in Schema 23 beschrieben, bedarf es zur Ausbildung der Peptidbindung der
Aktivierung der Carboxylgruppe. Dies geschieht in der Regel durch elektronenziehende Substi-
tuenten, die die Electrophilie des Carboxylkohlenstoffs erhohen und so dem nucleophilen An-
griff der Aminogruppe zuginglicher machen. T. Curtius fiihrte bereits 1902 zur Aktivierung der
Carboxylgruppe die Acylazide64 ein. Die Azidmethode galt lange Zeit als einzige racemi-
sierungsfreie Aktivierungsmethode. Eine weitere Methode ist die der gemischten Anhydride,®
bei denen in den meisten Fillen Alkylchlorocarbonate als Aktivierungsreagenzien Verwendung
finden. Umsetzung der gemischten Anhydride fiihrt in der Regel zur Reaktion der gewlinschten
Carboxylgruppe, jedoch sind auch Reaktionen der Aminokomponente mit dem Carbonat
bekannt. Die Verwendung symmetrischer Anhydride hat den Nachteil, dass nur maximal 50 %

der eingesetzten Aminosiure umgesetzt werden.
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Zu den am hiufigsten eingesetzten Kupplungsreagenzien gehoren die Carbodiimide.®®®” Als
erstes wurde das N, N’-Dicyclohexylcarbodiimid DCCI verwendet. Bei der Umsetzung wird das
Carbodiimid zum korrespondierenden Harnstoffderivat umgesetzt, das dann aus der Reaktions-
mischung entfernt werden muss. Bei der Reaktion addiert sich das Carboxylat an das proto-
nierte Carbodiimid unter Ausbildung des hochreaktiven O-Acylisoharnstoffderivates, das mit
der Aminokomponente unter Ausbildung der gewlinschten Peptidbindung weiterreagiert.
Alternativ wird das O-Acylisoharnstoffderivat von einem weiteren Carboxylat unter Aus-
bildung des symmetrischen Anhydrids angegriffen, wobei sich direkt das N,N’-disubstituierte
Harnstoffderivat bildet. Das Anhydrid reagiert dann mit der Aminokomponente und liefert
neben dem gewiinschten Peptid noch die freie Aminosdure, die dann in einer weiteren Reaktion

mit DCCI erneut zum O-Acylisoharnstoffderivat umgesetzt werden kann.
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Schema 26: Ausbildung einer Peptidbindung durch Carbodiimide

Die Aktivierung mit DCCI hat den Nachteil, dass bedingt durch Oxazolonbildung bei der Akti-
vierung Racemisierung eintreten kann und sie deshalb nur bedingt geeignet fiir die Segment-
kondensation ist. Die Zugabe von geeigneten Additiven vermindert die Nebenreaktionen,
indem sie das O-Acylisoharnstoffderivat abfangen und zu einem weniger reaktiven Zwischen-
produkt umsetzen, das immer noch mit einer Aminokomponente reagieren kann. Als Additiv
hat sich besonders das N-Hydroxysuccinimid HOSu® und das 1-Hydroxybenzotriazol HOBt*’
bewdhrt.
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Abbildung 12: Additive fiir die Carbodiimidmethode

Peptidbindungen konnen auch iiber die Spaltung so genannter Aktivester gekniipft werden.
Hierbei greift die Aminokomponente die Carboxygruppe, oft unter Ausbildung eines tetra-
edrischen Ubergangszustandes, an, der unter Abspaltung des Alkohols zum Peptid abreagieren
kann. Die Geschwindigkeitskonstanten sind dabei von der Qualitit der Abgangsgruppe ab-
hingig. Als geeignete Estergruppen haben sich Thiophenole, Hydroxyacetonitril, Nitrophenole

und Pentafluorphenol erwiesen.
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Schema 27: Aktivestermethode zur Kniipfung von Peptidbindungen

Nutzung von HOSu und HOBt (Abbildung 12) sowie von HOAt fiir die Veresterung unter-

driickt die fiir die oben aufgefiihrten Aktivester mogliche Racemisierung.

HO
N |l
N
HOAt

Abbildung 13: HOAt

Eine weitere wichtige Gruppe der Kupplungsreagenzien stellen die Phosphoniumreagenzien
dar, die gute Ergebnisse bei der in-situ Generierung von Aktivestern zeigen. Das Benzotrizolol-
1-yloxy-tris(dimethylamino)phosphoniumhexafluorophosphat BOP’'  zeigt hervorragende
Kupplungseigenschaften. Allerdings entsteht das hochkarzinogene HMPA als Produkt bei der
Reaktion und auch die Racemisierungstendenz ist relativ hoch™, so dass nach geeigneten

Alternativen gesucht wurde. Ersetzen der Dimethylaminogruppen durch Pyrrolidin fiihrt zum
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PyBOP und seinem HOAt-Analogen PyAOP.” Sterisch anspruchsvolle Aminosiuren lassen
sich oft gut unter Verwendung von Brom-tris(pyrrolidino)phosphoniumhexafluorophosphat
PyBroP kuppeln. Da alle diese Reagenzien nicht mit der a-Aminogruppe reagieren, konnen sie
direkt zu der Reaktionsmischung gegeben werden. Zur Deprotonierung der Carboxylkompo-

nente wird in der Regel noch ein tertidres Amin hinzugefiigt.
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Abbildung 14: Phosphoniumtyp-Kupplungsreagenzien

Die in der letzten Zeit am bedeutendsten gewordene Klasse der Kupplungsreagenzien ist
sicherlich die Gruppe der Uronium/Guanidiniumreagenzien. Ausgehend vom HOBt und HOAt

wurden eine Reihe von Reagenzien mit Dialkylaminosubstituenten am Ring entwickelt.
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Abbildung 15: Kupplungsreagenzien vom Uronium/Guanidiniumtyp

Rontgenstrukturanalysen zeigen, dass es sich bei diesen Reagenzien nicht, wie man in Analogie
zum HOBt ausgehen konnte, um Uronium-Strukturen, sondern um Guanidinium-N-oxid-
strukturen handelt, die allenfalls in Losung im Gleichgewicht vorliegen. Nur durch geeignete

Aufarbeitung werden die Uroniumsalze erhalten.”
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Schema 28: Uronium- und Guanidiumstruktur von HATU

Mechanistisch betrachtet agieren die Guanidiniumreagenzien nach einem dhnlichen Mecha-

nismus wie die Phosphoniumreagenzien.
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Schema 29: Mechanismus der Aktivierung einer Aminosdure mit TBTU

Nucleophiler Angriff des Carboxylats fiihrt zum N,N,N’,N’-Tetramethyluroniumderivat, das
unter Ausbildung eines HOBt- (oder HOAt-) Aktivesters abreagiert. Bei Beteiligung der Guani-
dintumform ist von einer Acylwanderung auszugehen, die fiir die Ausbildung des Aktivesters
notwendig ist.

Die Aktivierung der Carboxylgruppe wird gewdhnlich mit einem Uberschuss an Kupplungs-
reagenz durchgefiihrt. In Gegenwart einer freien Aminosdure konnen Derivate wie HATU oder
HBTU mit der Aminogruppe zu unerwiinschten Guanidino-Derivaten reagieren, die eine

weitere Umsetzung blockieren. Fiir Phosphoniumreagenzien sind derartige Reaktionen nicht
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bekannt. Daher empfiehlt sich bei langsamen Aktivierungsprozessen, z. B. bei sterisch stark

gehinderten Aminokomponenten der Einsatz von Phosphoniumderivaten.

2.1.3.5 Nebenreaktionen

Bei der Peptidsynthese gibt es eine ganze Reihe von Nebenreaktionen, die abhidngig von
Sequenz und verwendeten Reagenzien auftreten konnen.
1. Racemisierung (Epimerisierung)
Peptide sind Substanzen mit chiralen Zentren. Daher besteht die Gefahr des Verlustes der
chiralen Integritét bei der Aktivierung oder Kupplung. Die Epimerisierung tritt meistens
in basenkatalysierten Nebenreaktionen auf, es werden zwei unterschiedliche Mecha-
nismen diskutiert:
a) Enolisierung
Bei Carboxy-aktivierten Derivaten kann im Gleichgewicht reversibel ein Carbanion
ausgebildet werden, das zu einem partiellen Verlust der Stereochemie fiihren kann, da

die Reprotonierung ohne Stereoselektivitét ablauft.
R R
Y. /S(X N N N Y AKX
B BH* + B
P = | =y
R

Schema 30: Mechanismus der basenkatalysierten Epimerisierung

b) 5(4H)-Oxazolonbildung
Racemisierung wihrend der Kupplung wird meistens bei der Aminosiureaktivierung
durch Ausbildung der stereochemisch labilen 5(4/H)-Oxazolone (2-Oxazolin-5-one
oder Azlactone) hervorgerufen. Die Wahrscheinlichkeit der Ausbildung des Oxazolons
hidngt mit dem Potential des Aktivierungsreagenzes und mit den elektronischen
Eigenschaften des N-Acylrestes zusammen. Acetyl-, Benzoyl- oder Trifluoracetylreste

favorisieren die Ausbildung von Oxazolonen.
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Schema 31: Racemisierung durch 5(4H)-Oxazolonbildung

1.”> unter-

Je nach Kupplungsreagenz variiert der Grad der Racemisierung. Griehl et a
suchten mit HPLC-Methoden die Racemisierung von unterschiedlichen Kupplungs-
reagenzien fiir die Kupplung von Z-Ala-Trp-OH mit H-Val-OMe. Besonders race-
misierungsanfillig ist die Kupplung mit gemischten Anhydriden (Alkylchlorocarbonate;
> 35 %, alle Werte fiir DMF als Losungsmittel), mit Phosphonaten (BOP, > 20 %) und
Carbodiimiden (DIC 18 %, DCCI 14 %). Deutliche Unterdriickung der Racemisierung
wird durch Zugabe von HOBL erreicht, so zeigt TBTU mit HOBt nur eine Racemisierung
im Bereich von 7 %, wéihrend ohne diese Zugabe {iber 15 % beobachtet wurden. Auch fiir
DCCI unter Zugabe von HOSu oder HOBt ist nahezu keine Racemisierung zu beob-
achten. Weiterhin ist festzustellen, dass die Racemisierungstendenz vom verwendeten

Losungsmittel abhédngig ist. Fiir alle getesteten Kupplungsreagenzien ist die Umsetzung

in Dichlormethan der in DMF vorzuziechen.

. Diketopiperazinbildung

Ist die Aminosédure als Ester am polymeren Trager immobilisiert, wird Diketopiperazin-
bildung beobachtet, besonders wenn es sich bei den ersten beiden C-terminale Amino-
sduren um Glycin, Prolin, N-Methylaminosduren oder D-Aminosiuren handelt.”® Die freie
a-Aminogruppe eines bereits am Linker verankerten Dipeptids kann intramolekular an

der C-terminale Carboxygruppe nucleophil angreifen. Das entstandene Diketopiperazin
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wird dabei vom Harz abgespalten. Die Reaktion wird durch Piperidin katalysiert, daher

1st sie besonders in der Fmoc-Chemie zu beobachten.

Diketopiperazin

Schema 32: Diketopiperazinbildung

3. N-Guanylierung
Die zur Aktivierung eingesetzten Uronium/Guanidiniumreagenzien konnen mit N-termi-
nalen Aminogruppen unter Bildung von Guanidinium-Derivaten reagieren.’® Diese
irreversible Blockierung findet statt, wenn die Aktivierungsgeschwindigkeit der
Carboxylgruppe geringer ist als die Addition an die Aminokomponente,”” also bei
sterischer Abschirmung des Aktivierungszentrums. Dies ist beispielsweise bei der

Cyclisierung linearer Peptidsequenzen der Fall.

N(CH,),
R (CH3)2N\< R
)\H/OH s N o, (CHIN )ﬁ(OH
H,N N, =N
0 N (CH,),N 0
O
Guanidiniumderivat

Schema 33: Guanylierung des Aminoterminus

4. Aspartimidbildung
Eine fiir Aspartat und Asparaginsdurederivate oft zu beobachtende Nebenreaktion ist die
Ausbildung cyclischer Aspartimide. Diese Reaktion wird meistens bei Peptiden mit den
Sequenzen Asp-Gly, Asp-Ala oder Asp-Ser beobachtet.”® Sie kann sdurekatalysiert bei
der Abspaltung der Peptidkette vom Harz oder basenkatalysiert bei der Entschiitzung des

Aminoterminus durch Piperidin auftreten.”
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Schema 34: Aspartimidbildung

Die Hydrolyse des Aspartimids ergibt eine Mischung aus a- und b-Peptiden. Zur Ver-
meidung der basenkatalysierten Aspartimidbildung wird die Verwendung einer 6 %igen

Loésung von Piperazin in DMF vorgeschlagen.®

2.14 Peptide mit b-Aminosduren
b-Aminosduren enthalten ein zusétzliches Kohlenstoffatom zwischen der Amino- und der
Carboxygruppe. Dadurch wird beim Einbau in Peptide das backbone um ein Skelettatom ver-

langert. Auch ist ein weiterer Torsionswinkel mvorhanden.
R
flm
N N
N7
N
O R” O

Abbildung 16: b-Aminosdure mit Torsionswinkeln

Der Aufbau von Peptiden allein aus unterschiedlichen b-Aminosduren fiihrt zu einer neuen
Klasse, den sogenannten b-Peptiden. Diese b-Peptide verfligen iiber eine groBle Anzahl an
stabilen Sekundérstrukturen, die sich von denen der a-Peptide unterscheiden. In b-Peptiden ist

eine Reihe von Stabilisierungen durch Wasserstoftbriicken denkbar:
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Cie(5>1)
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C,, (1>3)
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Abbildung 17: Schema der mdglichen Wasserstoffbriicken in b-Peptiden®’

Mehrere Arbeitsgruppen beschédftigen sich intensiv mit unterschiedlichen Sekundirstruktur-
typen, zu nennen sind hier besonders die Arbeiten von Dieter Seebach (ETH Ziirich), Samuel
Gellman (Wisconsin) und William DeGrado (Pennsylvania). Auch fiir die b-Peptide gibt es
drei wichtige Sekundirstrukturgruppen: Helices, faltblattartige Konformationen und turn- bzw.

hairpin-Strukturen.

2.1.4.1 Helices

Ein wichtiger Vertreter ist die 14-Helix, die von Gellman et al.*** durch NMR-Unter-
suchungen an Peptiden mit frans-2-Aminocyclohexancarbonsédure als konformationell einge-
schrinkter b-Aminosdure gezeigt wurde. Auch Seebach et al®**’ zeigten an diversen
b-Peptiden mit unterschiedlichen acyclischen b-Aminoséuren diese Struktur. Sie wird durch
Wasserstoffbriicken zwischen dem Amidproton der Aminoséure i und der Carboxylgruppe der
Aminosidure i+2 stabilisiert. Sie hat gegeniiber der a-Helix einen leicht erweiterten Radius.
Eine weitere Helix wird durch Wasserstoffbriicken zwischen dem Amidproton der Aminosédure
i und der Carboxylgruppe der Aminosédure i-3 stabilisiert. Ein zwdlfgliedriger Wasserstoff-
briickenring wird ausgebildet, so dass sie als 12-Helix bezeichnet wird. Sie wurde von Gellman
et al.®” bei Untersuchungen von Peptiden mit frans-2-Aminocyclopentancarbonsiure
gefunden, die durch den kleineren Ring einen verdnderten Torsionswinkel zeigt, der zu anderen
Sekundirstrukturen fiihrt.

b-Peptide mit alternierenden b*- und b*-monosubstituierten Resten bilden eine 10/12-Helix

aus.**’! Sie wurde durch NMR- und CD-Untersuchungen verifiziert und wird durch Wasser-



38 Allgemeiner Teil

stoffbriicken zwischen dem Amid-Wasserstoff der Aminosdure i und der Carboxygruppe der
Aminosiure i-3 (Cj-Konformer) und dem Amidproton der Aminosédure i+1 und der Carboxy-
gruppe der Aminoséure i+3 (C;o-Konformer) stabilisiert.

Fleet et al.”” verdffentlichten Untersuchungen iiber eine 10-Helix, die durch mehrdimensionale
NMR-Messungen verifiziert wurde. Auch eine 8-Helix konnte in Rontgenstrukturanalysen
kurzer Peptidfragmente gefunden werden,” bislang gelang es jedoch nicht, diese auch fiir

langere b-Peptide zu verifizieren.

2.1.4.2 Faltblitter und hairpins

Fiir die Ausbildung von b-faltblattartigen Konformationen gibt es zwei Moglichkeiten, eine, fiir
die alle C*-C*-Torsionswinkel anti-stindig sind und eine mit gauche-stindigen C>-C>-Torsions-
winkeln fiir alle Reste.”* Der anti-Typ weist im Gegensatz zum fiir a-Peptide iiblichen
b-Faltblatt ein Dipolmoment auf, das durch die gleiche Orientierung aller Carbonylgruppen in
der Kette erreicht wird. Fiir den gauche-Typ ist analog zu a-Peptiden kein Dipolmoment zu
erwarten.

Frithe Arbeiten zeigten, dass poly(b-Alanin) zwar in einer faltblattartigen Struktur kristalli-
siert,”>”® NMR-Untersuchungen bewiesen jedoch, dass es in Losung ungeordnet vorliegt.”’ Die
Verwendung von Molekiilen, die in einer b-Aairpin-Konformation vorliegen, fiihrte zum Auf-
bau von faltblattartigen Strukturen. Seebach et al. nutzten diese Strategie zur Synthese kurzer

Faltblattstrukturen, die iiber eine b-Dipeptideinheit verkniipft wurden.”®

(CH,),

O

Q&

Abbildung 18: Durch b-kairpin stabilisierte Faltblattstruktur

NMR- und Molecular modeling-Untersuchungen zeigten die Struktur des Hexapeptids fiir
Raumtemperatur, Simulationen bei hoherer Temperatur bewiesen die strukturelle Variabilitit

der Kette. Bei 340 K wurde nur mehr bei 30 % der Konformationen die b-hairpin-Struktur
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nachgewiesen.

Peptide, die eine alternierende Sequenz von a- und b-Aminosduren enthalten, zeigen ebenfalls
sehr stabile Sekundirstrukturen schon bei wenigen Resten. So erhielten Reiser et al.”” fiir alter-
nierende Sequenzen von L-Alanin und cis-Aminocyclopropancarbonsiuren definierte Struk-
turen bei nur fiinf Resten selbst in polaren Losungsmitteln wie Methanol. Bei Erweiterung auf
sieben oder neun Einheiten bilden sich daraus helicale Strukturen. Gellman et al.'® erhielten
analoge Ergebnisse fiir ein Hexapeptid der Sequenz Ac-“ACPC-Lys-‘ACPC-Tyr-’ACPC-
Lys-NH,. Modellstudien an einem Dodecamer aus alternierenden L-Alanin- und “ACPC-Resten
lassen vermuten, dass sich drei unterschiedliche Helices in derartigen a,b-Peptiden ausbilden
werden: Die 11-Helix, die durch Wasserstoffbriicken zwischen den Resten i (CO) und i+3 (NH)
ausgebildet wird, die 14/15-Helix, bei der die Wechselwirkungen zwischen i (CO) und i+4
(NH) ausgebildet werden sowie die 18-Helix (i (CO) und i+5 (NH)). Bislang gelang es jedoch

noch nicht, durch geeignete Wahl der Reste die unterschiedlichen Helices selektiv darzustellen.

2.1.5 Naturstoffe mit b-Aminosduren

b-Aminosduren spielen in der Natur eine weniger wichtige Rolle als ihre a-Analoga. Die ein-
fachste b-Aminosdure b-Alanin ist weit verbreitet in Algen und Schwdmmen mariner und
terrestrischer Herkunft sowie in hoheren Pflanzen. In hoheren Organismen tritt es in Form der

Dipeptide Carnosin (b-Alamylhistidin)lO1

und Anserin (b-Alanyl-3-methylhistidin) im Muskel-
gewebe auf. Dariiber hinaus gibt es eine Vielzahl an Naturstoffen, die verschiedene b-Amino-
sduren enthalten.

Eine groBe b-Alanin enthaltende Substanzgruppe sind die Destruxine, cyclische Hexadepsi-
peptide,” die aus Kulturfiltraten der Pilze Oospora destructor und Metarrhizium anisopiliae
isoliert werden. Sie wirken insektizid und immunsuppressiv. Destruxin B, das urspriinglich als
Pflanzengift Verwendung fand, zeigt keine cyctotoxischen Effekte'®* und unterdriickt die Ex-
pression des viralen Hepatitis B Oberflichenantigens (HbsAg) in menschlichen Leberzellen.'”
Der Schimmelpilz Trichothecium roseum, der u. a. auf liberlagerten Erdniissen zu finden ist,
produziert das den Destruxinen verwandte Roseotoxin B.'%*

Die Efrapeptine sind Peptidantibiotika, die vom Pilz Tolypocladium niveum und weiteren Ver-
tretern dieser Species als mikroheterogenes Gemisch eng verwandter Sequenzanaloga pro-

duziert werden.'”” Sie enthalten gleichfalls b-Alanin, genauso wie das Antibiotikum Leucino-

* Als Depsipeptide werden solche Peptide bezeichnet, die neben Aminoséuren auch Hydroxysduren enthalten, die

iiber Esterbindungen in das Peptid eingebaut werden.
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statin A,'% das von Paecilomyces lilacinus produziert wird.

Haufig sind auch a-alkylierte b-Aminosduren zu finden. Aus dem im indischen Ozean be-
heimateten Seehasen Dolabella auricularia konnen die Dolastatine isoliert werden, eine hetero-
gene Gruppe antineoplastischer und cytostatischer Peptide. Dolastatin D'*” enthalt (2R,3R)-3-

Amino-2-methylbutansiure und besitzt Bedeutung bei der Behandlung von Prostatakrebs.'*®

H,N
2 )\/ HN H,N
COOH

COOH COOH
(2R,3R)-3-Amino- (2R,3R)-3-Amino- (2R,3R)-3-Amino-
2-methylbutanséure 2-methylpentanséure 2-methylisocapronsédure

Abbildung 19: In Dolastatinen gefundene b-Aminosduren

In Dolastatin 11 und 12'” tritt ebenso wie in Majuskulamid C''° und 57-Normajuskulamid'"’

sowie den Antitumorsubstanzen Aldostatin 11 und 12'%

die 3-Amino-2-methylpentansdure auf.
In Dolastatin 16,112 einem starken Wachstumshemmer verschiedener humaner Karzinomlinien
wurde 2-Methyl-3-aminoisocapronsdure gefunden.

Die b-D-Aminooctansiure findet sich im Hormothamin A,'" einem cytotoxischen und anti-
mikrobiellen Undecapeptid aus dem tropischen marinen Cyanobakterium Hormothamnium
enteromorphoides.

Cryptophycine, eine Klasse von makrocyclischen Depsipeptiden, werden aus verschiedenen
Blaugriinalgen isoliert. Sie haben sich als cytotoxisch erwiesen, auch gegen in Miuse im-
plantierte medikamentenresistente Tumorzelllinien.''* Cryptophycine enthalten unterschied-
liche b-Aminoséduren wie z. B. (R)- oder (S)-2-Aminomethylpropansiure und 2-Aminomethyl-

2-methylpropansédure. Sie unterscheiden sich dariiber hinaus in der Struktur und den funktio-

nellen Gruppen der Seitenketten.

R R' X
Cryptophycin-1 Me H Cl
Cryptophycin-2 Me H H
Cryptophycin-24 H H H
Cryptophycin-52 Me Me Cl

Abbildung 20: Ausgewihlte Cryptophycine

115,116 117,118

Die Antibiotika der Iturinklasse, die Iturine, Bacillomycine und Mycosubtiline'"® aus
Bacillus subtilis enthalten b-Aminofettsduren.

Neben den aliphatischen b-Aminosduren finden sich auch aromatische Vertreter. Jasplakinolid,
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das aus dem marinen Schwamm Jaspis johnstonii gewonnen werden kann, enthlt b-Tyrosin.'*

Jasplakinolid wirkt fungizid auf Candida albicans'*' und inhibiert das Wachstum von Brust-
und Prostatakrebszellen durch Beeinflussung des Actincytoskeletts.'”*'** Auch die strukturell
eng verwandten Chondramide aus dem Myxobakterium Chondromyces crocatus enthalten
b-Tyrosin.

Der alkoholische Wurzelextrakt der Heilpflanze Aster tataricus zeigt einen deutlichen Anti-

tumoreffekt auf Sarkom 180 A in Miusen.'*

Drei chlorhaltige cyclische Pentapeptide, die
Astine konnten als aktive Komponenten isoliert werden.'”> Sie sind Analoga des Cyclo-
chlorotins'*® und enthalten b-Phenylalanin (vergl. Abbildung 21). Rossi et al.'*’ synthetisierten
verschiedene Astin-Analoga, dabei ersetzten sie u.a. die Peptidbindung zwischen dem
b-Phenylalanin und der a-Aminobuttersdure durch eine SO,NH-Einheit und erreichten so eine

groflere Flexibilitdt des Peptid-backbone und eine den Naturstoffen vergleichbare biologische

Aktivitat..
Cl
Cl\(gﬁKH
N R
N 0 o R R R
R.\/(Z:O HN Astin A H OH CH;
o NH Astin C H H CH

Cyclochlorotin  H H OH

Abbildung 21: Astine und Cyclochlorotin

Ein weiterer Naturstoff, der das b-Phenylalanin enthilt, ist das Andrimid, ein antibiotisch wir-
kendes Peptid aus einem bakteriellen Symbionten des braunen Grashiipfers.128 Auch die Meta-
bolite des Andrimids, die Moiramide A bis C, die auch im Kulturfiltrat des marinen Bakteriums
pseudomonas fluoreszens gefunden werden, enthalten b-Phenylalanin.'*’

Auch hydroxylierte b-Aminosduren sind in einigen Naturstoffen zu finden. Als Bespiel ist hier
das (2R,35)-N-Benzoyl-3-phenylisoserin zu nennen, ein Bestandteil des Paclitaxel
(TAXOL™)."" Paclitaxel ist eines der potentesten Antitumormittel und wird aus der Rinde der
pazifischen Eibe, Taxus brevifolia gewonnen. (2R,3S)-N-Benzoyl-3-phenylisoserin ist fiir die
biologische Aktivitdt von entscheidender Bedeutung, Vorldufersubstanzen ohne die b-Amino-

. . . . . . . 131,132
sidure, die sich z. B. aus anderen Eibenarten gewinnen lassen, sind nahezu wirkungslos."*"""?
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SH S
BzO AcO

HO

Abbildung 22: Paclitaxel

a-Hydroxy-b-alanin ist Bestandteil des Keramamid F, das im Theonella-Schwamm gefunden
wird.'** d-Hydroxy-b-Lysin wird im Negamycin gefunden, einem starken Inhibitor gram-nega-
tiver Bakterien.'** Die vom Cyanobakterium Microcystis aeruginiosa produzierten Microginine
enthalten 3-Amino-2-hydroxydecansdure. Die linearen Pentapeptide stellen Inhibitoren des
ACE (Angiotensin Converting Enzyme) dar. Eine in mehreren Naturstoffen zu findende
Hydroxy-b-aminosdure ist die (2S,3R,55)-3-Amino-2,5,9-trihydroxy-10-phenyldecanséure
Adha. Sie taucht unter anderem im Scytonemin A auf, einem cyclischen Peptid aus der Blau-
griinalge Scytonema sp.'*

Eine weitere Hydroxyaminosdure, die 3-Amino-14-chloro-2-hydroxy-4-methylpalmitinsdure
(Champ) ist Bestandteil der Puwainaphycine, cardioaktiver Substanzen aus der Blaugriinalge
Anabaena sp."*® Weitere in Naturstoffen gefundene b-Aminosiuren sind Adda (3-Amino-
9-methoxy-2,6,8-trimethyl-10-phenyl-4,6-decadiensdure) oder die schwefelhaltige 3-Amino-

5-mercaptopentanséure.

OH

: COOH
OH OH NH,

Adha

Adda

Abbildung 23: Ausgewdhlte, natiirlich vorkommende b-Aminosduren
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2.1.6 b-Aminosduren in cyclischen Peptiden

Wie in Kapitel 2.1.4 beschrieben, induzieren b-Aminosduren in linearen Peptiden Sekundér-
strukturen. In Naturstoffen tauchen nur einzelne b-Aminosduren auf (Kapitel 2.1.5). Dies lésst
vermuten, dass strukturelle Konsequenzen auch durch den Einbau einzelner b-Aminosduren in
Peptide zu erwarten sind.

Das Leualacin ist ein cyclisches Pentadepsipeptid mit der Sequenz c-(-b-Ala-HyLeu-Leu-Val-
MePhe-) (HyLeu: Hydroxyleucin; MePhe: N-Methylphenylalanin), das aus Hapsidospora
irregularis isoliert wurde. Es agiert als spezifischer L-Typ Ca”"-Kanalblocker.'*” Im Falle einer
cis-Peptidbindung zwischen Val und MePhe wird ein charakteristisches b/g-turn-Motiv er-
halten, bei dem das HyLeu in der Position i+1 eines g-turns auftaucht, obwohl sie im unter-
suchten Beispiel als (R)-Enantiomer und damit als Aquivalent einer D-Aminosiure eingesetzt
wurde. Die b-Aminosdure wird hier in der Position i+3 eines bVI-furns eingebaut. Weitere
strukturelle Untersuchungen zeigen, dass die fiir die Aktivitit der Verbindung essentiellen
Gruppen, die Seitenketten des Valins und des Phenylalanins sowie die Carboxygruppe der Val-
Phe-Bindung in dhnlicher Weise lokalisiert sind wie im Diazepam,” das im klinischen Bereich

Anwendung findet.'**

Abbildung 24: Schematische Struktur'*’ des Leualacins

Astin B (c-(-Pro(Clz)-alloThrb-Ser-b-Phe-Abu-), Abbildung 21) nimmt eine definierte Sekun-

dérstruktur ein, die durch Untersuchungen mittels NMR und Molecular modeling sowie

* Diazepam (Markenname Valium®) gehért zur Stoffgruppe der Benzodiazepine. Sie wirken sedativ (beruhigend
und schlaffordernd), anxiolytisch (angstlosend), muskelrelaxierend (entspannend), antikonvulsiv (krampflésend)
und oft auch leicht stimmungsauthellend. Bei regelméfiger Einnahme besteht die Gefahr der Gew6hnung und der
Abhingigkeit.

® alloThr bezeichnet das nichtproteinogene (2S,3R)-Thr, im Gegensatz zum proteinogenen (2S5,35)-Thr.
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Rontgenkristallstrukturanalyse aufgeklirt wurde.'*® Charakteristisch ist der bVIa-furn mit
b-Phe in der Position i+1. Es wird auch hier, dhnlich wie im Leualacin eine cis-Bindung im

Zentrum des b-turns zwischen Abu und Pro(Cl,) ausgebildet.

Abbildung 25: Schematische Struktur'> von Astin B

In Cyclochlorotin, das sich vom Astin B nur wenig unterscheidet, findet sich die b-Aminosaure
in der zentralen Position eines g-turns, der nicht durch eine Wasserstoffbriicke stabilisiert ist.
Der komplementire bl-zurn wird durch eine Wasserstoffbriicke vom Ser H" zum Ser’ CO

stabilisiert, im Gegensatz zum Astin B wird hier keine cis-Peptidbindung ausgebildet.'*®

Abbildung 26: Struktur und schematische Struktur'* von Cyclochlorotin

142

Kessler et al. setzten Zuckeraminosiuren'*' als Sekundirstrukturmimetika'*? ein. Je nach Stel-

lung der Amino- und Carboxygruppe im Glucopyranosering lassen sich unterschiedliche
Sekundérstrukturen nachbilden. So fiihrt die Verwendung von 1-Methoxy-2-glucosamin in

143,144

Enkephalinen zur Ausbildung linearer Strukturen. Die Verwendung von Aminoglucuron-

sduren fithrt zur Ausbildung von b-turns, wihrend die Verwendung von 1-Carboxy-2-amino-
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substituierten Zuckern zur Ausbildung von g-furn-Strukturen fiihrt.

HOC o HOC | OH
OMe NH O _con
HIQM HQ% 2 HIQ% 2
NH OH 0
2 NH,
HO OH
. O
—N 1
H 0o
MeO
linear b-turn gturn

Abbildung 27: Zuckeraminosiuren und induzierte Sekundérstrukturen

Der Einbau der 1-Glucosamine in ein cyclisches Pentapeptid mit der Sequenz c-(-Ala-D-Pro-
Ala-Ala-SAA-) (SAA: Zuckeraminosdure) fiihrt zur Ausbildung eines b-furns mit D-Pro in der
Position i+1 sowie eines komplementdren pseudo-b-furms mit der SAA in der zentralen

Position.

Abbildung 28: Struktur'*® von c-(-Ala-D-Pro-Ala-Ala-SAA-)

Pavone et al. untersuchten in den 1990iger Jahren intensiv das konformationelle Verhalten von
b-Alanin-enthaltender cyclischer Tetra-, Penta- und Hexapeptide.

Die Rontgenkristallstruktur des Tetrapeptids c-(-Pro-Phe-b-Ala-b-Ala-) zeigt einen b-furn, in
dem Prolin in Position i+1 auftaucht. Die Stabilisierung erfolgt durch eine Wasserstoffbriicke,
die zwischen dem Amidproton des ersten und der Carboxylgruppe des zweiten b-Ala aus-
gebildet wird.'*’

Auch das analoge Pentapeptid c-(-Pro-Pro-Phe-b-Ala-b-Ala-) zeigt in der Rontgenkristall-
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struktur einen b-furn mit Pro in der Position i+1, der durch eine Wasserstoffbriicke stabilisiert

. 114
wird,!*

Abbildung 29: Schematische Struktur'* der Peptide c-(PFbAbA) und c-(PPFbAbA)

Sowohl im Festkorper wie auch in Losung zeigt das Tetrapeptid c-(-Pro-b-Ala-Pro-b-Ala-)
zwel gegeniiberliegende d-turns, bei denen sich die Proline in der jeweiligen i+1-Position
befinden.'*’

Im Gegensatz dazu zeigt die Kristallstruktur des Tetrapeptids c-(-b-Ala-Pro-b-Ala-Val-) keine
Stabilisierung durch intramolekulare Wasserstoftbriicken, sondern es werden intermolekulare
Wasserstoffbriicken ausgebildet. Im Kristall sind zwei Konformere, die Unterschiede im Val-
b-Ala-Bereich aufweisen, alternierend in Reihen entlang einer Vorzugsrichtung angeordnet.
MD-Vakuumsimulationen zeigen jedoch eine dem c-(-Pro-b-Ala-Pro-b-Ala-) analoge Struktur
mit zwei g‘ -turns.'*®

Bei allen diesen Strukturen tauchen die b-Ala-Reste nie in den Positionen i+1 und i+2 von
turn-Strukturen auf.

Diese Vermutung wird auch durch Untersuchungen am cyclischen Hexapeptid c-(-Pro-Phe-
b-Ala-Phe-Phe-b-Ala-) gestiitzt. Hier liegen die b-Alanine jeweils in der Position i der komple-
mentér ausgebildeten b- bzw. Pseudo-b-turns. Wie schon in den anderen Peptiden nimmt das
Prolin wieder die Position i+1 ein. NMR-Untersuchungen in DMSO-Dg zeigen eine langsame
cis/trans-Isomerisierung der b-Ala-Pro-Peptidbindung. Der Einbau von zwei flexiblen b-
Alaninresten erhoht die Flexibilitdt des Hexapeptids, ohne dass das erwartete turn-Muster

gestort wird.'*
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pseudof I
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Abbildung 30: Schematische Struktur'* von c-(-Pro-Phe-b-Ala-Phe-Phe-b-Ala)

Austausch eines Phe zum Pro fithrt zum symmetrischen Hexapeptid c-(-Pro-Phe-b-Ala-Pro-
Phe-b-Ala-). Rontgenkristalluntersuchungen ergeben auch hier einen bIl- und einen komple-
mentdren pseudo-bIl-furn. In Losung (DMSO-Dg) und wihrend der Molekiildynamik-
simulation im Vakuum wird neben der cis-trans-Isomerie der b-Ala-Pro-Bindung ein zusétz-
liches Gleichgewicht des mWinkels in einem der b-Ala-Reste gefunden. Dies fiihrt zu zwei
Konformationsfamilien, einer C,-symmetrischen mit anti-Einstellung beider p-Winkel und
einer asymmetrischen mit syn-Orientierung des p-Winkels.'™

Untersuchungen an c-(-Pro-Phe-Phe-b-Ala-b-Ala-) zeigen, dass b-Ala zwar sehr wohl in den
zentralen Positionen von furns auftreten kann, dies ist jedoch mit der Sequenz dieses Peptides
zu erkléren, bei der die Ausbildung von furn-Strukturen zwangsliufig dazu fithren muss, dass,
wenn sich ein b-Ala in der Position i eines turns befindet, sich das andere nur in der Position
i+1 dieses oder der letzten zentralen Position des komplementdren turns befinden muss. Im
Festkorper wird eine C;;- und eine Ci,-Ringanordnung beobachtet, bei der sich das eine b-Ala
in der i+2-Position eines erweiterten bll-zurns befindet. In Losung (CD3CN; DMSO-Dg) wird
dann der erwartete C;3-Ring (Ausbildung eines a-furn) mit Pro-Pro-Phe in den zentralen Posi-
tionen gefunden. In CD3CN wird hierbei ein agrs-II-furn und dagegen in DMSO-Dg ein ags-I-

turn ausgebildet.”!'>
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Abbildung 31: Schematische Struktur von c-(PF FbAbA) im Festkorper und in Lésung

Insgesamt ist festzustellen, dass das b-Alanin offenbar wenig dominierenden Einfluss auf die
Sekundérstruktur von cyclischen Peptiden besitzt.

1.13%133 untersuchten den Einfluss von b-Aminosiuren auf die Konformation

Schumann et a
cyclischer RGD-Peptide, um das sekundérstrukturinduzierende Potential der b-Aminoséuren zu
untersuchen. Ausgehend von einer Reihe literaturbekannter cyclischer RGD-Peptide wurden
verschiedene b-Aminosduren eingebaut und ihre Strukturen mittels NMR- und Molecular
modeling-Studien untersucht. Es zeigt sich, dass der Einbau in der Regel zu Konformationen
fiihrt, in denen die b-Aminosédure die zentrale Position eines um ein Kohlenstoffatom erwei-
terten g-furns einnimmt.

In cyclischen Hexapeptiden fiihrt der Einbau von b-Homoaminosduren zu einer hoheren Flexi-
bilitdt der Konformation, so dass die in Losung gefundene Struktur, die sich von der Struktur
bekannter Inhibitoren unterscheidet, vermutlich durch einen induced fit an unterschiedliche
Rezeptorgeometrien anzupassen vermag.

In Pentapeptiden ist die pharmakophore Region der RGD-Peptide bei Verwendung von
b-Leucin anstelle des Valins beim literaturbekannten'>* aybs-Antagonisten c-(-Arg-Gly-Asp-
D-Phe-Val-) nicht betroffen, so dass davon auszugehen ist, dass b-Leucin die Sekundérstruktur
entweder nicht beeinflusst oder die bestehende Struktur stabilisiert wird. Ahnliche Beob-
achtungen wurden auch bei den Strukturen der Peptide c-(-Arg-Gly-Asp-b-D-Phe-Val-),
c-(-Arg-Gly-Asp-b-D-HPhe-Val-) und c-(-Arg-Gly-Asp-b-D-Phe-Val-) gemacht.
Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass in den untersuchten Tetra- und Pentapeptiden die

b-Aminosdure den Einfluss der in der Regel strukturinduzierenden D-Aminoséure vermindert,

dass die b-Aminosdure bevorzugt in der Position i+1 eines g-furns auftaucht und dass Verédnde-
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rungen der Konformation der b-Aminoséure (D, L) wenig Einfluss auf die induzierte Sekundér-

struktur haben.

Abbildung 32: Schematische Struktur'®® von c-(RGbeL) und c-(RGDbfV ) in Losung

155156 mit b-Homoprolin als mogliches strukturgebendes

Untersuchungen an Modellpeptiden
Element im Peptid c-(-Ala-Val-b-HPro-Phe-Gly-) zeigen, dass auch hier die b-Aminosdure die
zentrale Position eines g-furns einnimmt. In DMSO existiert daneben noch eine Konformation,

in der sich das b-HPro in der Position i+1 eines Pseudo-b-furns befindet.

Abbildung 33: Schematische Struktur beider Konformere von c-(AVbHPFG) in DMSO

2.1.7 Biologische Stabilitit

Eines der grofiten Probleme bei der Verwendung von Peptiden als Medikamente ist die
mangelnde Stabilitdt gegeniiber den in allen Geweben vorhandenen Proteasen. Die Einfiihrung
von einzelnen nicht proteinogenen Aminosduren wie etwa D-Aminosduren ist ein moglicher
Ausweg, da diese von Proteasen nicht erkannt werden. Bereits 1928 schlossen Abderhalden et

al."””"%® aus der Struktur der b-Aminoséuren auf ihre Stabilitit gegeniiber enzymatischer Spal-
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tung. Untersuchungen von Seebach et al.'”>'®® zeigen, dass Peptide, die allein aus b- oder
g-Aminosduren aufgebaut sind (sog. b- bzw. g-Peptide) sowohl gegeniiber unterschiedlichen
Proteasen als auch gegeniiber Mikroorganismen eine erhohte biologische Stabilitét zeigen.
Auch die Cyclisierung von Peptiden ist eine Strategie zur Erh6hung der metabolischen Stabili-
tat. Cyclische Peptide, die eine b-Homoaminosdure enthalten, unterliegen einem verminderten
Metabolismus.'®'?

Besonders turns sind potentielle Angriffspunkte fiir die Hydrolyse von Proteinen, da sie oft auf

193164 Daher verspricht gerade die Verwendung von b-Amino-

der Oberfliche gefunden werden.
sduren als turn-Mimetika Erfolge bei der Stabilisierung von Proteinen gegeniiber proteo-
lytischen Enzymen.'® Die Umwandlung eines Asn-Pro-Motivs in ein b-Pip-b-Pip-Motiv in der
Ribonuclease A fiihrt zu einer gesteigerten konformationellen Stabilitdt (DT, = 1.2+0.3 K)

ohne Verdnderung der Ribonucleaseaktivitit.

mg O*O

O HN™ "0 Gly So--HN Yo
Tyr Tyr

Abbildung 34: turn-Mimetikum fiir die Ribonuclease A
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2.2 Integrine

Zellen bilden Verbindungen aus, die die Kommunikation zwischen ihnen ermdglichen. Eine
wichtige Funktion ist dabei die Adhidsion der Zellen. Sie wird durch unterschiedliche Zell-
adhésionsmolekiile (CAM fiir Cell Adhesion Molecule) vermittelt. Die CAMs umfassen die
Selektine, die Integrine, die Cadherine sowie die Immunglobuline.'®® Wechselwirkungen
zwischen Proteinen oder Proteinen und Kohlenhydraten (bei Selektinen und einigen Immun-
globulinen) bilden die molekulare Basis der Zelladhdsion. Kooperation mit den Zelloberfldchen
fiihrt zu vielfdltigen Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen. Letztere spielen nicht nur fiir die
Stabilitdt, sondern auch bei der Wanderung und bei der Aktivierung von Signalwegen eine

Rolle. Sie wird besonders von der Familie der Integrine vermittelt.

2.2.1 Aufbau und Struktur

Integrine sind die vielfdltigste und zahlenméBig groBte Gruppe von Zelladhdsionsmolekiilen.
Sie interagieren sowohl mit Proteinen der extrazelluliren Matrix, als auch mit Proteinen auf der
Oberfldche anderer Zellen. Sie sind transmembrane Glycoproteine, die aus einer a- und einer
b-Untereinheit bestehen. Die Untereinheiten sind nichtkovalent in einem heterodimeren Kom-

plex miteinander verbunden.
a, b,

b-
Propeller bA
Hybrid

Thigh‘ o D PSI
@ EGF-1

Calf-1 J EGF-2
§ rors s,
Calf-2 bTD Region
Lnt] i Vb
j&é‘éﬁ zﬁgﬁ ?H‘é& Membran
| | Cytoplasma

HOOC COOH

Abbildung 35: Schematische Darstellung eines In‘[egrins167

Die a-Untereinheit enthélt zwischen 1000 und 1150 Aminosduren, die b-Untereinheit besteht
aus 730 bis 800 Aminosduren. Beide Untereinheiten verfiigen iiber eine lange extrazelluldre
Domine, eine kurze Transmembrandoméne (ca. 20 — 30 AS) und eine cytoplasmatische
Domaine (20 — 50 AS). Der C-Terminus der b-Untereinheit verbindet den Rezeptor iiber intra-

zelluldre Proteine mit dem Cytoskelett. Integrine verbinden damit die extrazelluldre Matrix mit
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dem Cytoplasma und iibertragen Signale in zwei Richtungen.'®®

Beim Outside-In-Signalling induziert die Ligandenbindung ein Clustering der Integrine
in der Zellmembran. Die sich bildenden dynamischen Strukturen werden als Adhesive
Focal Contacts bezeichnet. Damit greifen Integrine in die Regulation intrazelluldre Pro-
zesse wie die Reorganisation des Cytoskeletts oder die Aktivierung von Kinasen und
Phosphatasen ein. Auch beim Ionentransport, dem Lipidstoffwechsel und der Gen-
expression spielt dieser Signalweg eine Rolle.

Das Inside-Out-Signalling induziert die Fahigkeit, extrazelluldre Liganden zu binden. Mit
diesem Signalweg wird sowohl die Affinitét, als auch die Bindung iiber multivalente

Wechselwirkung der Integrine zu Liganden gesteuert.

Die b-Untereinheit ist fiir die Signaliibertragung zustindig, wahrend die a-Untereinheit die

Spezifitit der Wechselwirkung mit den Liganden steuert.

169 Mindestens 18 unterschiedliche a-

und 8 unterschiedliche b-Untereinheiten sind in Sdugetieren bislang bekannt, die mehr als 25

verschiedene Kombinationen ergeben. Besonders die a-Untereinheiten assoziieren mit ver-

schiedenen b-Untereinheiten. Man unterscheidet drei Hauptfamilien.

b,-Integrine, auch als Very Late Antigenes (VLA) bezeichnet. Sie steuern vorwiegend die
Wechselwirkungen von Zellen mit der extrazelluldren Matrix.

b,-Integrine finden sich auf Leukozyten und regulieren Immunreaktionen.

bs-Integrine werden auch als Cytoadhésine bezeichnet und spielen eine Rolle bei Tumor-

Zell-Adhésion, Angiogenese und Blutpldttchenaggregation.

O

ee [

Abbildung 36: Integrin-Superfamilie

Ziis

7

]
96

An jedes Integrin binden ein oder mehrere spezifische Liganden. Eine Ubersicht iiber die

wichtigsten ist in Tabelle 3 gegeben.
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Tabelle 3: Integrine und ihre Liganden'®®'%®

Integrin  Liganden

ab; Kollagene, Laminin

axb; Kollagene, Laminin

asb, Kollagene, Laminin, Fibronectin
asb, Fibronectin, VCAM-1

asb,; Fibronectin, L1

agh; Laminin

asb; Laminin

agb; Fibronectin, Vitronectin, Tenascin
avb; Vitronectin, Fibronectin, Osteopontin

arb, ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3
ambs ICAM-1, ICAM-2, Fibrinogen, Faktor X, iC3b, Vitronectin,

Thrombospondin

axh, Fibrinogen, iC3b

amb; Fibrinogen, Fibronectin, Vitronectin, Thrombospondin, vWF

avbs Vitronectin, Fibronectin, vWF, Fibulin, Thrombospondin,
Tenascin, Osteopontin, Fibrillin, Gelatin

aghy Laminin

avbs Vitronectin, Osteopontin

avybs Fibronectin, Vitronectin

a 4b; VCAM-1, MAdCAM-1, Fibronectin
ICAM: InterCellular Adhesion Molecule; VCAM: Vascular Cell Adhesion Molecule; MAdCAM:
Mucosal Addressin Cell Adhesion Molecule; iC3b: Inactiv Complement Faktor 3; vWF: von
Willebrand Faktor

Fiir die Aufklidrung der Interaktion zwischen Integrinen und ihren Liganden sind genaue Kennt-
nisse der Wechselwirkung auf molekularer Ebene notwendig. Allerdings ist erst vor kurzem die
erste Rontgenkristallstruktur des Integrins ayb; von Xiong et al.'” in einer Auflésung von
3.1 A verbffentlicht worden, die die gesamte extrazellulire Domine zeigt. 90 % aller Amino-
sduren konnten lokalisiert werden, die Bindung von sechs Ca*"-Ionen sowie elf Glykosylie-
rungsstellen wurden aufgefunden.

Oft wird die a-Untereinheit von zwei Aminosdureketten, die iiber eine Disulfidbriicke ver-
kniipft sind, ausgebildet. Am N-terminalen Ende findet sich ein charakteristisches Doménen-
muster, das aus sieben Wiederholungen (repeats) von je ca. 60 Aminosduren besteht, wobei die
letzten Dominen als Ca®*-Bindungsstellen fungieren. Springer'’' sagte deshalb voraus, dass die
N-terminale Doméne einen siebenblattrigen b-Propeller ausbildet. Ein b-Propeller bezeichnet
eine Supersekundérstruktur, in der zwischen vier und acht Faltblitter rotationssymmetrisch um

eine Achse angeordnet sind. In einigen Integrinen (@, @, ar, ay) ist eine ca. 200 Amino-
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sdauren umfassende aA-Doméne zwischen den repeats 2 und 3 insertiert. Die Rontgenstruktur-
analyse verifiziert die Vermutung Springers, es bildet sich ein ,,Kopf*, der mit einer GroB3e von
9nm * 6 nm * 4.5 nm beeindruckende Dimensionen aufweist. Auf der Unterseite des Propel-
lers sind die Ca2+-Bindungsstellen lokalisiert. Der ,,Schwanz®“ der a-Untereinheit besteht aus
drei b-Sandwich-Doménen (Thigh, Calf-1, Calf-2), die durch eine flexible Einheit miteinander
verkniipft sind. Die b-Untereinheiten zeigen eine relativ hohere Sequenzanalogie. Sie enthalten
nahe der Transmembranregion cysteinreiche Doménen (Cysteinanteil nahe 20 %!) in Form von
vier hochkonservierten repeats (EGF-Motiv, EGF: Epidermal Growth Factor) die aus jeweils
30 bis 40 Aminosduren bestehen. Weitere Doménen sind die Hybriddoméne, die PSI-Doméne

und eine Cystatin-dhnliche b-tail-Doméne.

Abbildung 37: Sekundarstruktur des Integrins aybs;, a-Kette: gelb, b Kette: blau'”

2.2.2 Zellerkennungssequenzen

Adhasionsspezifische Erkennungssequenzen bilden die molekulare Grundlage fiir viele
Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen. In der Regel sind kurze Peptidsequenzen fiir die Bindung
der Zelladhdsionsmolekiile an die Integrine verantwortlich. Wichtig ist besonders die Tripeptid-
sequenz —Arg—Gly—Asp— (RGD), die u. a. von den Integrinen mit den Untereinheiten avy, amw,

as und ag erkannt wird. Sie wird von vielen Proteinen der extrazelluldren Matrix prédsentiert
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und fungiert als zentrales Erkennungsmotiv. So ist allein dieses Tripeptid fiir die Bindung des
Fibronectins verantwortlich, das aus iiber 2500 Aminosduren aufgebaut ist.'”* Auf der Ober-
seite der bs-Einheit befindet sich eine Metallionen-abhédngige Adhésionsstelle (Metal lon-
dependent adhesion site, MIDAS). Verantwortlich fiir die Bindung des Ca*"-Ions ist vermutlich

1 . 1 . . .
6 Weitere Erkennungssequenzen'®® sind die Triade —Leu—

die Carboxylgruppe des Aspartats.
Asp—Val-, die fiir die Adhésion des Fibronectins an das Integrin asb; verantwortlich ist, —Leu—
Asp—Thr—, das die Bindung an das Integrin asb; verursacht oder auch lingere Sequenzen wie
-Tyr-Tyr-Gly—Asp—Leu—Arg— (a,b;) oder —Lys—GIn—Ala—Gly—Asp—Val- (ambs).

Zahlreiche Gruppen haben Peptide synthetisiert, die Zellerkennungssequenzen mimikrieren. So
konnen immobilisierte Peptide den Kontakt von Implantaten mit dem umgebenden Gewebe

1
verbessern, 73

wihrend 16sliche Peptide die Bindung von Adhésionsmolekiilen hemmen
konnen. Entscheidende Arbeiten bei der Entwicklung niedermolekularer Integrin-Antagonisten
leisteten besonders Kessler et al. Basierend auf Kenntnissen iiber Aktivitdt, Selektivitdt und
dreidimensionaler Struktur des Pentapeptids c-(-Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val-) wurden umfang-
reiche Struktur-Aktivititsbeziehungen ermittelt und so gezielt selektive Antagonisten des Inte-
grins ayb; entwickelt. 174

Zur Vermeidung der Aggregation von Blutplidttchen und damit von Thrombosen spielten vor
allem Untersuchungen des Integrins ap,bs; eine entscheidende Rolle. Dieser Rezeptor spielt
eine wesentliche Rolle bei der priméren und sekundidren Himostase. Er vermittelt bei vasku-
liren Defekten die Anlagerung von Blutpléttchen an kollagene Bindegewebsfasern der Wund-
rander und die Aggregation von Blutplittchen {iber das Fibrinogen, was zur Pfropfbildung und
letztlich zum Wundverschluf3 fiihrt. Abweichungen von diesem empfindlichen Gleichgewicht
konnen Embolie, Schlaganfall oder Herzinfarkt zur Folge haben.'”® Das ambs-Integrin wird
dariiber hinaus auch auf verschiedenen Tumorzellen (z.B. Colon-Adenokarzinom, Prostata-
Adenokarzinom, Melanom) exprimiert.'’*!”’

Die ap,-Untereinheit hat ein Molekulargewicht von etwa 145 kDa und ist aus insgesamt 1008
Aminosduren aufgebaut. Die extrazellulire Doméne weist vier repeat-Segmente aus etwa 65
178,179

Aminoséuren auf, dhnlich den charakteristischen Ca**-Bindungsstellen des Calmodulins.

Anhand von Homologieuntersuchungen wird auch fiir diese Region ein b-Propeller postu-

171 180

liert. " Fir die ayp-Untereinheit wurden drei stabilisierende Disulfidbriicken identifiziert.
Die kleinere bs-Untereinheit mit etwa 90 kDa Molekulargewicht besteht aus 788 Aminosduren
einschlieBlich einem 26 Reste langen N-terminalen Signalpeptid. Sie besitzt einen groflen
cysteinreichen Bereich (56 Cysteine), der eine Reihe von Disulfidbriicken enthilt.'"®! Durch

physiologische Agonisten (ADP, Thrombin) wird der Rezeptor stimuliert und bildet die fiir die
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Ligandenbindung erforderliche Konformation aus. 84183

Das ajpbs-Integrin bindet selektiv
RGD (-Arg-Gly-Asp-). Der Bindungsbereich fiir RGD scheint auf der bs-Einheit zwischen der
Aminosdure 109 und 171 und auf ay, zwischen Aminosdure 294 und 314 lokalisiert zu
sein.'**'®> Zur Behandlung von Thrombosen sind erste niedermolekulare Wirkstoffe auf der
Basis der RGD-Sequenz bereits auf dem Markt, auch Peptidomimetika, in denen die

pharmakophoren Gruppen in nicht bioabbaubarer Form présentiert werden, sind erhéltlich.

iy
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Abbildung 38: Eptifibatin und Tirofiban, zwei a,b;-Antagonisten

Die Regulation von Angiogenese,'*® Tumormetastatasierung und Phagozytose, die vom
Integrin ayb; vermittelt wird, steht im Mittelpunkt neuerer Forschungen. aybs ist aus einer ca.
120 — 180 kDa groBen a-Untereinheit mit 3 oder 4 Ca**-Bindungsmotiven und einer kiirzeren
b-Untereinheit mit einem Molekulargewicht von 90 — 110 kDa aufgebaut. Natiirliche Liganden
sind neben den fiir ajbs charakteristischen Matrixproteinen u. a. auch Tenascin,m’188 denatu-
riertes Kollagen Typ I, Vitronectin und Osteopontin. '* Ziel ist es, die Angiogenese durch

1 191 . " . .
90191 Alternative Ansitze zielen auf die

RGD-Peptide oder Peptidomimetika zu beeinflussen.
Hemmung der Wechselwirkungen zwischen dem Integrin aybs; und der Matrixmetalloprotease
MMP-2."> Ein weiteres RGD-bindendes Integrin ist asb;. Die Interaktion zwischen dem
asb;-Integrin und seinem natiirlichen Liganden Fibronectin ist fiir die Anordnung der
extrazelluldren Matrix und fiir die Zelladhision von essenzieller Bedeutung.'”>'* So fiihrt das
Fehlen von Fibronectin oder dem asB; Integrin zum friihzeitigen Tod von Embryonen, was die
Wichtigkeit dieser Interaktion fiir die Saugerentwicklung unterstreicht.'”>'*® Dariiber hinaus ist

8

das asb;-Integrin in Zellmi ration,197 Regulierung des Zellwachstums,19 sowie Aktivierun
g g g g g

und Proliferation von T-Zellen involviert.'”’
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2.3 ADAMs

ADAMSs (4 Disintegrin And Metalloprotease), auch als MDC-Proteine (Metalloprotease-
Disintegrin-Cysteine-rich) bezeichnet, gehdren zur Gruppe der Matrixmetalloproteinasen
(MMPs). Derzeit sind 34 Mitglieder bekannt, die in unterschiedlichen Organismen gefunden

2
wurden.?”

2.3.1 Aufbau

201,202 .
01202 hie Ecto-

Sie besitzen eine Multidoméanenstruktur und sind Typ-I-Transmembranproteine.
domidne besitzt eine hohe Sequenzhomologie zu Typ-Ill Snake Venom MetalloProteases
(SVMPs) mit einer Metalloprotease-, einer Disintegrin- und einer cysteinreichen Domine.
Dariiber hinaus verfiigen ADAMs liber zusitzliche EGF-repeats und einen variablen cytoplas-
matischen Teil. Die ADAMSs 11, 12, 17 und 28 existieren dariiber hinaus auch in 16slicher Form

und enthalten dann Thrombospondin-artige repeats.””

. Metalloprotease- |IBikitiis it Cysteinreiche EGF- | Transmem- Cytgplas-
Prodoméne . o . " matischer
Doméne Domane  I)JUnthE repeats bran-Domane Teil
Signal-
peptid

Abbildung 39: Doménenstruktur von ADAMs

ADAMSs gehdren zur Superfamilie der Zink-Proteasen. Nahezu die Hélfte aller ADAMs enthalt
ein konserviertes Sequenzmotiv, das im katalytischen Zentrum der Metalloproteinase-Domine
auftaucht. Es hat die Sequenz HEXXHXXGXXH. Auch in membranstindigen MMPs (MT-
MMPs) tritt dieses Motiv auf. Beide Klassen werden zur Superfamilie der Metzincine ge-

zihlt 2%

Weitere verbreitete Strukturmerkmale sind die Ausbildung eines b-turns in der active
site, des sogenannten Met-furns, sowie das Vorhandensein eines Cysteins in der Prodoméne,
das mit dem Zink in der active site wechselwirkt, was zur Inaktivierung der Proteinase-Akti-
vitit fiihrt.*”> Im Allgemeinen werden die Prodoménen durch Furin-artige Pro-Proteinkonver-
tasen zur Aktivierung abgespalten.”’® Ausnahmen bilden die ADAMs 8 und 28, in denen die
Prodoméne autokatalytisch entfernt wird. Eine Punktmutation im Bereich der active site
(E? G,Q) zerstort nicht nur die katalytische Aktivitdt der ADAMs, sondern verhindert auch die
Prozessierung des Pro-Proteins. Im Falle des ADAM 8 spielt auch die Disintegrindoméne eine
wichtige Rolle, Proteinvarianten ohne Disintegrindomédne zeigen gleichfalls keine

. 207
Prozessierung.

Physiologische Inhibitoren der ADAMs sind bis heute nicht bekannt, jedoch konnte gezeigt
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werden, dass die TIMPs (Tissue Inhibitors of MetalloProteinases) gegeniiber einigen ADAMs

als Inhibitoren wirken.?"’

2.3.2 Funktionen

Erstmals beschrieben Black et al.*® 1997 die Spaltung der Prodomine des TNF-a (Tumor
Necrose Factor a) durch ADAM 17. Weitere Untersuchungen zeigten die Aktivitit von
ADAMs gegeniiber Zelloberflachenproteinen wie Cytokinen, Rezeptoren oder Zelladhésions-
molekiilen.””” Auch Molekiile der extrazelluliren Matrix sind Substrate besonders von 16s-
lichen ADAMs. Weiterhin die Aktivierung anderer Proteinasen ist bekannt. Dariiber hinaus ist
davon auszugehen, dass ADAMs an wichtigen physiologischen Prozessen bei der Umwandlung
und Signalweiterleitung in der extrazelluldiren Matrix und besonders im Zentralen Nerven-
system (ZNS) teilhaben. Dabei spielen sie sowohl bei der Entwicklung als auch bei Erkran-
kungen des ZNS eine Rolle.>”’

Abbildung 40 gibt einen Uberblick iiber unterschiedliche Proteinase-Aktivititen der ADAMs.
Bei (a) ist die Aktivierung des EGF-Rezeptors (Epidermal Growth Factor) durch ADAMs
gezeigt, die durch Kinasen (z. B. Proteinkinase C, PKC; Mitogen-aktivierte Proteinkinase,
MAPK) aktiviert wurden. Die Aktivierung des EGF-Rezeptors geschieht dabei sowohl auf der
eigenen, als auch auf umgebenden Zellen.

Im Cartoon (b) ist gezeigt, wie durch Unterstiitzung weiterer Transmembranproteine (Integrine,
Syndecane) Komplexe mit dem EGF-Pro-Protein gebildet werden. Dabei sorgen die Dis-
integrin- und die cysteinreiche Doméne fiir die Bindung der Partner.

Im letzten Cartoon ist ein Modell fiir die Spaltung der Bindung zwischen Integrinen (Bindung
iiber die Zellbindungsdoméne CBD) bzw. Syndecanen (binden iiber die Heparin-Bindungs-
doméne HBD) und ihren Liganden (im Beispiel Fibronectin, FN) gezeigt. Dabei wirkt das
ADAM als Destabilisator der Bindung, indem es durch Aggregation der Rezeptormolekiile
(Integrine, Syndecane) Strukturdnderungen induziert, die dann zu einer Schwichung und

schlieBlich Spaltung der Rezeptor-Ligand-Wechselwirkung fiihren konnen.
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Abbildung 40: Modell fiir die Proteinasefunktion der ADAMs (vergl. Text)

Die Disintegrindoméne und die cysteinreiche Doméne der ADAMs sind potentielle Bindungs-
regionen. Die Snake Venom Disintegrins tragen in ihrem Disintegrin-loop eine konservierte
RGD-Sequenz und binden an das Integrin aj,bs. Sie fungieren als kompetetive Inhibitoren der
Blutplittchenaggregation und verhindern die Bindung der Blutplittchen an Fibrin.**’ Das
menschliche ADAM 15 tragt ebenfalls die RGD-Sequenz und ist in der Lage, an die Integrine

210,211

aybs; und asb; zu binden. Verianderung in der Nachbarschaft der RGD-Sequenz zeigen,

dass nicht nur diese fiir die Affinitit der Bindung verantwortlich ist.*'?
Eine ganze Anzahl von ADAMs vermag an Integrine zu binden, obwohl sie nicht {iber die

RGD-Sequenz verfiigen (Tabelle 4).
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Tabelle 4: ADAMs und Integrine als potentielle Bindungspartner®”’

ADAM  Gebundenes Integrin

ADAM 2 agh,
ADAM 3 agh;
ADAM 8 asby, aghy, agh,
ADAM 9 avybs, agh;
ADAM 12 aoh,
ADAM 15 aybs, asby, agh,
ADAM 23 avbs

Auch die cytoplasmatische Doméne kann an Proteine binden. So bindet das MAD2-Protein
(Mitotic Arrest Deficient 2) an ADAM 17 und das verwandte MAD2beta bindet an
ADAM 9.7 Uber solche Wechselwirkungen vermdgen ADAMs somit auch in multiple Signal-

transduktionswege einzugreifen.
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2.4 Molecular modeling

Computersimulationen sind in den letzten Jahren zu einem unverzichtbaren Bestandteil der
Aufkliarung rdumlicher Molekiilstrukturen geworden. Sie spielen vor allem beim Design neuer
Leitstrukturen und Wirkstoffe eine bedeutende Rolle und ermdglichen das Verstindnis der Be-
ziehungen zwischen mikroskopischen Eigenschaften und makroskopischem Verhalten von
Molekiilen.”'* Neben Hilfen beim Verstindnis der Vorginge auf mikroskopischen Niveau
helfen Simulationen besonders bei der Interpretation experimenteller Ergebnisse, bei der halb-
quantitativen Abschitzung experimenteller Resultate und bei der Extrapolation von Daten fiir
im Labor nicht oder nur schwer zugédngliche Bereiche.

Chemische Fragestellungen mit rechnerischen Methoden zu bearbeiten, setzt voraus, ein
Modell der realen Welt zu schaffen und messbare wie auch nicht messbare Systemeigen-
schaften zu berechnen. Der Vergleich mit dem Experiment bestitigt oder widerlegt dann das
gemachte Modell.

Die Behandlung chemischer Systeme ist fiir die Gasphase und fiir das kristalline System unpro-
blematisch. In der Gasphase kann das vorhandene Vielteilchenproblem wegen der geringen
Dichte auf eines mit wenigen Teilchen reduziert werden; kristalline Festkdrper ermoglichen die
Reduktion aufgrund ithrer Symmetrie.

Eine einfache Reduktion auf wenige Freiheitsgrade ist fiir Fliissigkeiten, Makromolekiile,
Losungen oder amorphe Feststoffe nicht moglich. Hier ist die vollstindige Behandlung einer
Vielzahl von Freiheitsgraden nétig, so dass man auf die numerische Simulation des Systems
zuriickgreifen muss, die ein statistisches Ensemble der Konfiguration hervorbringt, das den
Systemzustand beschreibt.

Zwei wesentliche Probleme treten bei der Computersimulation fluider Systeme auf: Die Grof3e
des Konformationsraumes, der dem Molekiilsystem zur Verfiigung steht und die Genauigkeit
des Kraftfelds, das Verwendung findet. Tabelle 5 gibt eine Modellhierarchie wieder, fiir die be-
stimmte Typen von Freiheitsgraden schrittweise entfernt wurden.

Bei Interesse an chemischen Reaktionen ist eine quantenmechanische Behandlung der elektro-
nischen Freiheitsgrade unbedingt erforderlich. Sie ermoéglicht die korrekte Berechnung der
Energie von Molekiilen durch Losung der Schrodinger-Gleichung. Von Bedeutung ist in
diesem Zusammenhang auch die Born-Oppenheimer-Niherung, die eine separate Betrachtung

der Elektronen- von der Kernbewegung erlaubt.?

Die Bewegung der Elektronen ergibt sich
dabei aus der Wellenfunktion der Atomkernbewegung. Bei dieser Methode steigt die fiir die
Berechnung notwendige Zeit allerdings mindestens mit der dritten Potenz der Zahl der beriick-

sichtigten Atome N,.



62 Allgemeiner Teil

Auf der ndchsten Stufe werden die elektronischen Freiheitsgrade aus der Betrachtung ausge-
schlossen. Dieses Modell eignet sich z. B. fiir die Berechnung von Bindungseigenschaften
polarer oder geladener Liganden, die den Rezeptor polarisieren. Der Rechenaufwand steigt hier
mit N,. Bei Beriicksichtigung lediglich der atomaren Ortsfreiheitsgrade bleibt die Polarisierbar-
keit von Atomen unberiicksichtigt. Dieses Modell kann zur Betrachtung der Solvatationseigen-
schaften eines Molekiils verwendet werden. Eine weitere Vereinfachung besteht darin, die
Solvensfreiheitsgrade wegzulassen und durch einen Wechselwirkungsterm des geldsten Stoffes
mit dem Solvens zu ersetzen. Fiir die Untersuchung von Proteinfaltungen ist jedoch auch diese
Vereinfachung noch nicht gro genug, hier werden ganze Aminosduren durch ein oder zwei

,Kugeln* dargestellt, so dass die Anzahl der Freiheitsgrade auf 3 bzw. 6 sinkt.

Tabelle 5: Modelle auf verschiedenen Ndherungsstufen

Modell Freiheitsgrade Beispiele fiir
belassen entfernt Vorhersagbare Kraftfelder
Eigenschaften

Quanten- Atomkerne, Nucleonen Reaktionen Coulomb

mechanisch  Elektronen

Alle Atome  Atome, Dipole  Elektronen Bindung geladener Ionenmodelle

polarisierbar Liganden

Alle Atome  Atome von Dipole Hydratation OPLS, GROMOS,
Solvens und GROMACS
gelostem Stoff

Alle Atome  Atome des Solvens Gasphasenkonformation MM

des gelosten  gelosten Stoffs

Stoffs

Atomgruppen Atomgruppen  Individuelle Faltungstopologie von LW

als Kugeln Atome Makromolekiilen

Es wird deutlich, dass die Né&herungsstufe des verwendeten Modells von den zu unter-
suchenden Systemeigenschaften abhédngt. Die unterschiedlichen, zur Verfligung stehenden

Kraftfelder entsprechen dabei unterschiedlichen Ndherungsstufen.

2.4.1 Kraftfelder

Fir die Simulation des dynamischen Verhaltens kleiner Molekiile werden Simulations-
techniken der Molekiilmechanik (MM) verwendet, die die potentielle Energie als Funktion der
molekularen Geometrie errechnen. Im Gegensatz zur Quantenmechanik wird die Energiehyper-
fliche hier als analytische Funktion (Kraftfeld) beschrieben, die eine Summation einzelner

Wechselwirkungen vornimmt. Die Berechnung der einzelnen Potentiale erfolgt auf der Basis
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der klassischen Newton’schen Bewegungsgleichungen. Fiir ein Kraftfeld aus N Atomen mit der

Masse m; und den kartesischen Ortsvektoren r; hat das Kraftfeld folgende Form:

o 1 o 1
V(r],rz,...,rN): a EKb[b- bo]2 +a EKq [q - %]2

Bind . Winkel

+ é lKX[X - XO]2 + é K; [l+cos(nq - d)]
%fkgdegfvlvlr Diederw

+ é. 2C12(i5j)_ C()(iﬂj)_'_ qiq.f 3 (1)
Paare(i,j) é rzjlz rl/6 4pe0e0rl/ g

g: Bindungswinkel, x: Diederwinkel (improper dihedrals); d: Phasenverschiebung; C),(i,j) und Cg(i,j):Lennard-Jones-

Parameter; ¢;;: Atomladungen; €,: elektrische Feldkonstante; €: Dielektrizitétszahl

Der erste Term beschreibt die kovalente Bindungsdehnung entlang der Bindung b um die
Gleichgewichtslage by als harmonisches Potential (K: Kraftkonstante). Im zweiten Term
werden die Dreikorperwechselwirkungen beschrieben, die zur Deformation der Bindungs-
winkel q fiihren. Die beiden nichsten Terme beschreiben die Vierkdrperwechselwirkungen, die
die Diederwinkel im Molekiil beeinflussen: einerseits die eingeschriankten Diederwinkel (z. B.
der Winkel w der Peptidbindung), andererseits die frei rotierbaren Winkel, die durch einen
cosinus-Term beschrieben werden. Der letzte Term gibt schlieflich die Summe der nicht-
bindenden Wechselwirkungen wie van-der-Waals-Kréfte oder Coulomb-Wechselwirkungen an
(vergl. Abbildung 41).

Fiir kleine Molekiile wurden von Allinger die Kraftfelder MM2, MM3, MM3PRO usw. ein-
gefiithrt.”'® Sie gelten heute als Standard fiir organische Systeme und beriicksichtigen auch p-
Orbitale und Wasserstoftbriicken. Zahlreiche Varianten sind in kommerziellen Programm-
paketen implementiert. Fiir Proteine und Nucleinsduren eignen sich besonders die Kraftfelder
AMBER*"7 oder CHARMm,*'® die dariiber hinaus noch spezielle Terme fiir Wasserstoff-

briickenbindungen verwenden.
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Abbildung 41: Wechselwirkungen, die in Kraftfeldern Beriicksichtigung finden

Unterschiede zwischen den einzelnen Kraftfeldern liegen in der Gewichtung und der Verwen-
dung der Wechselwirkungsterme. Zur korrekten Beschreibung eines Systems miissen sie auf
die Eigenschaften z. B. einer Substanzklasse kalibriert werden und sollten auch nur fiir diese
benutzt werden. So ist es auch wenig sinnvoll, mit einem Kraftfeld gewonnene Erkenntnisse

mit denen eines dhnlichen Molekiils mittels eines anderen Kraftfelds ermittelten zu vergleichen.

2.4.2 Verfahren zur Durchsuchung des Konformationsraums

2.4.2.1 Distanzgeometrie

Die Distanzgeometrie ist eine stochastische, nicht schrittweise ablaufende Methode, die eine
unkorrelierte Folge zufélliger Strukturen erzeugt. Sie kreiert aus einem Satz von festgelegten
intramolekularen Distanzen, z. B. aus Rontgenstruktur- oder NMR-Daten, eine symmetrische
Abstandsmatrix.*'***° Diese Matrix beschreibt den vollstindigen Konformationsraum, der dem
Molekiil innerhalb der definierten Grenzen zu Verfiigung steht.

Die Distanzgeometrie wird in drei Schritten durchgefiihrt. Im ersten Schritt werden dabei zufil-
lige Strukturen auf der Grundlage der Distanzmatrix generiert und im anschliefenden zweiten
Schritt mit einem Einbettungsalgorithmus (embedding) unter Berlicksichtigung der experimen-
tellen Distanzvorgaben in eine Struktur im dreidimensionalen kartesischen Raum umge-
wandelt.””'*** AbschlieBend folgt eine Geometrieoptimimierung.

Die Distanzgeometrie ist eine gut geeignete Methode zur Generierung von Startstrukturen u.a.

fiir molekiildynamische Simulationen.
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2.4.2.2 Simulated annealing

Simulated annealing (SA) ist eine numerische Optimierungstechnik auf der Grundlage thermo-
dynamischer Prinzipien. Es stellt eine Erweiterung des Metropolis Monte Carlo Verfahrens dar,
indem Aufheiz- und nachfolgend Abkiihlungsschritte eingefiihrt werden.”***** Der Schliissel-
schritt dieses Verfahrens ist eine definierte sukzessive Abkiihlungsprozedur, die u. U. zum
"Einfrieren" der Minimumskonformation und damit zum Erhalt der Konformation des globalen

Minimums fiihrt.

2.4.2.3 Molekiildynamik

Bei einer MD-Simulation wird die Evolution des Molekiilsystems als Funktion der Zeit
(Trajektorie) durch Integration der klassischen Newton’schen Bewegungsgleichungen fiir alle

Atome des Systems verfolgt.

r F.
=2 @
F = % 3)

F, : auf ein Atom i wirkende Kraft; 7 : Zeit; V(r) : potentielle Energie

Die Kraft F; ergibt sich aus der Berechnung des Gradienten der potentiellen Energie V' als
Funktion der Atomkoordinaten r;. Die Integration wird {iber kleine Zeitintervalle Df von unge-
fahr 1 — 10 fs durchgefiihrt.

Statistische Gleichgewichtsgroflen sind durch Mittelung iiber die Trajektorie zugédnglich. Um
ein reprisentatives Ensemble darzustellen, sollte der Simulationszeitraum hinreichend lang ge-
wihlt werden. Eine MD-Simulation ermdoglicht durch die im System vorhandene kinetische
Energie das Uberwinden von Rotationsbarrieren und bei Erhohung der Temperatur das voll-
standige Absuchen des Konformationsraumes.**’

Eine spezielle, vor allem in der Konformationsanalyse angewendete Methode ist die restrained
molecular dynamics-Simulation (RMD). Dieses Verfahren verwendet die aus experimentellen
Techniken (NMR) erhaltenen Parameter, wie z. B. Protonenabstinde oder Torsionswinkel als
Randbedingungen (restraints). Die Distanzen bzw. Winkel werden durch Einfithrung eines

zusitzlichen Strafterms im Kraftfeld beriicksichtigt.
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restr.

= %k(x- x0)? @)

RMD-Simulationen kdénnen zur Analyse der Dynamik von DG-Startstrukturen unter Beriick-
sichtigung der experimentellen Daten dienen.

Eines der Hauptprobleme bei der Simulation molekularer Systeme ist die rechnerische Behand-
lung der Umgebung. Dafiir gibt es zwei Moglichkeiten, zum einen die Verwendung expliziter
Losungsmittelmolekiile mit atomarer Auflosung und zum anderen die Beschreibung des Sol-
vens als elektrostatisches Kontinuum. In letzterem Fall wirkt auf das untersuchte Molekiil ein
gemitteltes Potential iiber alle moglichen Losungsmittelkonformationen. Bei Simulationen im
Vakuum fehlt der Abschirmeffekt auf die elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen La-
dungen oder Dipolen eines Molekiils vollig. Die realistischste, wenn auch aufwendigste Art,
molekulare Dynamik zu simulieren, erfolgt unter Berticksichtigung von diskreten Solvensmole-
kiilen. So konnte gezeigt werden, dass die Prasenz von Wassermolekiilen einen im Kontinuum
berechneten extremen Potentialabfall ausbalancieren kann.**® Implizite Losungsmittelpoten-
tiale, wie sie z.B. im Kraftfeld CHARMm verwendet werden, sind allerdings auch in der Lage,
experimentell ermittelte Sekundarstrukturbildungstendenzen von Peptiden zu verifizieren.*’
Fiir die Erstellung einer Losungsmittelbox ist es wichtig, die Randeffekte an den Systemgren-
zen durch Verwendung periodischer Randbedingungen (periodic boundary conditions) zu
minimieren. Dies simuliert strenggenommen Kristallbedingungen, da von der zentralen Berech-
nungsbox periodische Abbilder existieren, die miteinander interagieren konnten. Wird der Ab-
bruchradius (cut-off) fiir nichtbindende Wechselwirkungen jedoch nur halb so gro3 gewéhlt wie

214 Dabei darf zwischen den

die Kantenldnge der Box, kann dieser Effekt minimiert werden.
einzelnen Boxen keine Wechselwirkung zwischen den Losungsmittelmolekiilen stattfinden,
d. h. die Distanz zwischen dem Rand der Box und jedem Atom des Losungsmittels muss min-

destens so groB sein, wie der cut-off der nichtbindenden Wechselwirkungen (i. A. 1.4 A).
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2.5 NMR-Spektroskopie

Die NMR-Spektroskopie nimmt unter den Methoden zur Aufklidrung der dreidimensionalen
Struktur eine einzigartige Stellung ein, da mit ihr atomar aufgeldste Strukturen in Losung er-
mittelt werden konnen. Temperatur, pH-Wert und Salzkonzentrationen kénnen in NMR-Ex-
perimenten so eingestellt werden, dass sie physiologische Bedingungen nachahmen, zugleich
konnen aber auch extrem unphysiologische Bedingungen z. B. zum Studium von Proteindena-
turierungen gewihlt werden. Neben der Strukturbestimmung besteht auch die Mdglichkeit des
Studiums dynamischer Prozesse wie auch struktureller, thermodynamischer oder kinetischer
Wechselwirkungen zwischen Proteinen und anderen Komponenten in der Losung. Im Jahr
2002 wurde der Nobelpreis fiir Chemie u. a. fiir die Arbeiten auf dem Gebiet der NMR-Unter-
suchungen von Struktur und Funktion in biologischen Makromolekiilen an Kurt Wiithrich

2
vergeben. 2

2.5.1 Theoretischer Hintergrund
2.5.1.1 Kerne im Magnetfeld

Atomkerne besitzen eine Substruktur, die ndherungsweise als eine Ansammlung von
Nukleonen dargestellt werden kann. Sie besitzen Eigendrehimpulse, die sich zum Gesamtdreh-
impuls des Kernes aufaddieren. Den Kern kann man sich als einen kleinen "Elementar-
magneten" vorstellen.”’

Der Kern-Drehimpuls ist eine gequantelte Grofle. Der Kern kann daher in einem Magnetfeld
nur ganz bestimmte (also nicht beliebige!) Orientierungen einnehmen. Diese Orientierungen
werden durch das magnetische Kernmoment m; charakterisiert. Ein Kern mit der Kernspin-
quantenzahl / kann 2/ + 1 Orientierungen einnehmen. m; geht dann von 7 bis -1 (1, I-1, I-2,...-]).
Die wichtigsten Kerne in der organischen Chemie sind Spin-'2 Isotope (IH, 13C, ISN, 19F, 31P),
die allerdings in unterschiedlicher natiirlicher Héaufigkeit auftreten. Sie konnen zwei Zustdnde
im Magnetfeld einnehmen. Man bezeichnet den -2 Zustand als a und den +%: Zustand als b (s.

Abbildung 42).
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Abbildung 42: Mégliche Orientierungen fiir Spin-1/2 und Spin-1-Kerne im B-Feld.”'

Fiir das Laborkoordinatensystem wéhlt man die Richtung des statischen Magnetfeldes (By) als

die z-Richtung. Fiir die z-Komponente des Drehimpulses p gilt:

m_h
, = —= 5
p 2 )

wobei m, die Magnetquantenzahl darstellt und / das Planck’sche Wirkungsquantum. Das mag-

netische Moment mist dann:

m=gp (6)
_m9
m= 2 @)

gist eine kernspezifische, gyromagnetische Konstante.

Durch das Einbringen in das statische Magnetfeld By nehmen die Spins die Energie
E :-%E =mB,cosQ (8)
an. Durch Einsetzen von (7) in (8) erhilt man

_mJg hB,
2p

E ©)

Fiir die beiden moglichen Spineinstellungen a und b bekommt man die Energien
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1ghB,
—_9770 10
Fr 7 2p (102)
und
1 9hB,
=- = 10b
S 2 p (105)

Ihre Energiedifferenz entspricht der sog. Larmorfrequenz. Die Larmorbewegung ist eine Pra-
zession der Spins um das statische Hauptfeld By. Sie kann analog der Bewegung eines Kreisels
im Schwerefeld der Erde verstanden werden. Die Energiedifferenz DE = E, - E.,, = h n kann als

eine Kreisfrequenz 2 p n ausgedriickt werden:

o = 975, (11)
2p
w, =08, (12)

Dieses Wy entspricht der Larmorfrequenz eines Kernes. Es hingt auler vom Bj-Feld auch vom
gdes Kernes ab. Die Resonanzfrequenzen verschiedener wichtiger Kernsorten (Isotopen) bei

einer Feldstirke von 14 T sind in Tabelle 6 als Beispiel aufgefiihrt.

Tabelle 6: Hiufigkeiten und Empfindlichkeiten verschiedener Kerne

Kern g(relativ)  Resonanzfrequenz Nat. Héufigkeit Relative
(14 T) Empfindlichkeit
'H 100 600 MHz 99.98 % 1
Bc 25 150 MHz 1.1 % 10°
5N -10 60 MHz 0.37 % 107
3 94 546 MHz 100 % 0.8
25 -20 119 MHz 4.7 % 107
3lp 40 243 MHz 100 % 0.07

Wie in Gleichung (11) und (12) zu sehen ist, ist die Energiedifferenz direkt proportional zur
Feldstarke B,.
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Abbildung 43: Abhingigkeit der Energiedifferenz von der Stirke des By-Felds™'

Wie viel Energie absorbiert werden kann (und damit die Stirke des detektierbaren Signals)
hiangt vom Besetzungsunterschied Dn = n, - np der beiden Niveaus @ und b ab. Er ldsst sich aus
der Boltzmann-Verteilung berechnen:

DE 9h By
= ok = kT (13)

Ta

ny

Die unterschiedliche Besetzung der beiden Niveaus (Polarisation) fiihrt zu einer resultierenden

Gesamtmagnetisierung M., die nach Anregung durch ein dufleres Wechselfeld beobachtet
werden kann (bei 2.35 T entsprechend 100 MHz fiir '"H und 300 K gilt Dno/N » 8- 10).

Die Spins prazedieren um das Hauptfeld By. Die x- und y-Komponenten sind statistisch verteilt,

d.h. sie heben sich auf und sind nicht observabel. Die z-Komponenten der Spins sind dagegen

alle entlang dem Hauptfeld orientiert. Aus dem Besetzungsunterschied (nz — np) resultiert eine

(geringe) Uberschussmagnetisierung in z-Richtung.

Z
AE
nlj ——
—=¢ kT = 0.999804 (fir 600 MHz)

D

M

z

Abbildung 44: Prizedierende Spins und resultierende Magnetisierung™'
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2.5.1.2 Einstrahlen eines Wechselfeldes

Strahlt man ein elektromagnetisches Wechselfeld ein, das der Larmorfrequenz entspricht, wird
aus diesem Feld Energie absorbiert und Ubergiinge zwischen den Niveaus finden statt. Es wer-
den Uberginge zwischen den a- und b-Zustiinden von Spins erzeugt. Ein (linear polarisiertes)
elektromagnetisches Wechselfeld kann in der Form Bjcos(wr) aufgefasst werden. Es kann als

eine Summe zweier zirkular polarisierter Felder geschrieben werden:

B(t) = B, cos(Wt)
=0.5 B, {ex cos(Wt) +e, sin(w t)} +0.5 B, {ex cos(W?) - e, sin(w t)}

(14)

Das entspricht einer einfachen Vektorzerlegung des Bi-Vektors mit e, und e, als Einheitsvek-
toren. Der eine Vektor rotiert mit den Spins und der Frequenz W um die z-Achse, der andere

gegen die Spins mit der Frequenz —w um die z-Achse (vergl. Abbildung 45).

, Buoos(a)

By (cos(m)-sinfwt]} By(cos{wt) sinfat))

A
N

X

Abbildung 45: Vektorzerlegung des B;-Feld™'

Um nun die Vorginge wihrend eines Pulses einfach beschreiben zu kénnen, macht man eine
Koordinatentransformation. Das Laborkoordinatensystem (x, y, z) wird dabei durch ein Koor-
dinatensystem (x’, y’, z’) ersetzt, welches mit der Frequenz des B;-Feldes (das entspricht der
Larmorfrequenz der betrachteten Spins) um die z-Achse rotiert. Diese Transformation in das
rotierende Koordinatensystem ist von generellem Nutzen, wenn man NMR-Experimente
beschreiben will. Es wird im folgenden nur noch von diesem "rotierenden" Koordinatensystem
Gebrauch gemacht werden.

Nun wird das oszillierende B,-Feld ins rotierende Koordinatensystem transformiert. Nach Ein-

setzen erhilt man:
B,(1)=0.5B\{e, cos@w 1) +e, sin2w 1)} +0.5 Bye,, (15)

Ein mit der Larmorfrequenz oszillierender Feldvektor wird damit im rotierenden Koordinaten-

sytem statisch, d.h. er kommt entlang einer Richtung in der x,y-Ebene zu liegen. Der erste Term
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in (15) stellt einen mit doppelter Larmorfrequenz rotierenden Feldvektor dar. Er erfiillt nicht
die Resonanzbedingung und ist daher fiir die weiteren Betrachtungen bedeutungslos. Der Feld-
vektor Bey ist damit als einziger in der Lage, mit den im rotierenden Koordinatensytem eben-
falls statischen Spins in Wechselwirkung zu treten.

Der Magnetisierungsvektor M prazediert um das By- und gleichzeitig um das B;-Feld. Damit hat
man im Laborkoordinatensystem zwei sich iiberlagernde Bewegungen, die sich schwer an-
schaulich beschreiben lassen. Im rotierenden Koordinatensystem ist die Wirkung des B;-Feldes
klar zu sehen: Die Magnetisierung wird durch ein in x-Richtung wirkendes Feld in die

(-y)-Richtung ausgelenkt:

,dl. k ;ﬁ)\
—_—
X ¥ X ¥

Polarisation (M) Kohiirenz (-M,)

Abbildung 46: Wirkung eines 90°-Pulses™"

Der Flipwinkel b ist die Ausbildung der Magnetisierung durch den Puls relativ zur z-Achse. Er

ergibt sich aus der Stdrke des Bi-Feldes und der Pulsdauer tp:

b=gBt, (16)

Die im rotierenden Koordinatensystem fixe transversale Magnetisierung M, (Kohérenz) préize-
diert im Laborkoordinatensystem nach dem Puls unter dem Einfluss des By-Feldes um die
z-Achse. Sie induziert daher in der (z.B. in x-Richtung feststehenden) Empfingerspule einen
mit sin(W ¢) modulierten Strom, den FID (Free Induction Decay), der gemessen werden kann
(s. Abbildung 47). Zu beachten ist, dass das Spektrometer zunichst die Larmorfrequenz W (im
MHz-Bereich) aufzeichnet. In Abbildung 47 ist jedoch nur die Differenz W — Wy = W aufge-
zeichnet. Wist die ,,chemische Verschiebung®, also der Abstand der Eigenfrequenz des Kernes
von der sog. Trigerfrequenz Wy. Wliegt im Bereich zwischen 0 und einigen Tausend Hz und ist
damit auch fiir das menschliche Ohr wahrnehmbar. Das aufgefangene Signal ldsst sich also

durch eine harmonische Funktion (Sinus oder Cosinus) beschreiben.



Allgemeiner Teil 73
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Abbildung 47: FID der Kohérenz eines cyclischen Hexapeptids231

2.5.1.3 Relaxation

Wihrend der Prizession nimmt die Lidnge des Magnetisierungsvektors in der transversalen
Ebene stindig ab (der FID wird kleiner, s. 0). Man bekommt daher einen Dampfungsfaktor, der
in das aufgenommene Zeitsignal mit eingeht. Der Grund fiir die Abnahme des Signals liegt in
der Relaxation der Magnetisierung. Man unterscheidet generell zwischen der Spin-Spin- (trans-
versalen) und der Spin-Gitter- (longitudinalen) Relaxation.

Die transversale Relaxation fithrt zum Verschwinden der fransversalen Magnetisierung und
damit zum Abklingen des FIDs. Die longitudinale Relaxation bringt das System wieder in

seinen Ausgangszustand (Boltzmann-Gleichgewicht) zuriick.

2.5.1.4 Zweidimensionale Verfahren

Ein zweidimensionales Experiment enthélt folgende Elemente:
Priparation - Evolution - Mischung - Detektion
tH 15}
Kern 1 Kern 2
Je nach Experiment werden noch unterschiedliche konstante und variable Delays eingefiihrt.
Die Mischung iibertrdgt die Magnetisierung von Kern 1 auf den Kern 2. Unterschiedliche
Mischprozesse sind moglich (vergl. Tabelle 7). Je nachdem ob die Magnetisierung zwischen
gleichen oder unterschiedlichen Kernen iibertragen wird, unterscheidet man homonukleare und
heteronukleare Experimente. Man kann auch mehrere Mischprozesse hintereinander durch-
fithren und dadurch die Dimensionen beliebig erweitern. Es entstehen dann zusétzlich Kreuz-

signale.
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Tabelle 7: Mdgliche Mischprozesse im 2D-Experiment

Mischung Laborkoordinatensystem Rot. Koordinatensystem
Skalare Kopplung COSY TOCSY
Dipolare Kopplung NOESY ROESY
Chem. Austausch EXSY ROESY

2.5.2 Konformationsrelevante Parameter

Bei Verwendung der NMR-Spektroskopie fiir die Autkldrung der Konformation von Peptiden
und Proteinen benutzt man unterschiedliche Verfahren zur Gewinnung konformationsrelevanter
Parameter. Die wichtigsten sind die chemische Verschiebung d, die Temperaturabhéngigkeit
der Amidprotonen Dd/DT, die skalare Kopplung, die Intensitdt der Signale, eventuell vorhan-
dene Austauschverbreiterungen sowie Relaxationsphdnomene wie die Spin-Gitter-Relaxation

und der Nuclear Overhauser Effect (NOE).

2.5.2.1 Temperaturabhingigkeit

Einen ersten Hinweis auf die Konformation eines Peptides kann die Untersuchung der Tempe-
raturabhéngigkeit der chemischen Verschiebung der Amidprotonen liefern. Je nach Orien-
tierung des Amidprotons nimmt sie charakteristische Werte an. Zum Losungsmittel exponierte
Amidprotonen erzeugen Gradienten, deren Werte kleiner als -4 ppb/K sind. Werden Werte
grofer als -3 ppb/K gemessen, wird eine interne Orientierung und ggf. Involvierung in eine
intramolekulare Wasserstoffbriicke (Abschirmung vom Solvens) beobachtet. Die genannten
Erwartungsbereiche gelten fiir DMSO als Solvens.”*

Aus der charakteristischen Temperaturabhiangigkeit von Amidprotonen kénnen Hinweise auf
die Sekundirstruktur gewonnen werden.**

Analoge Ergebnisse liefern Messungen der Austauschgeschwindigkeit fiir die Amidprotonen.
Die Zugabe von Deuteriumoxid zur Losung des Peptides fithrt zum Verschwinden der Amid-

protonen-Signale. Die Austauschgeschwindigkeit ist dabei von der Exposition des Amidprotons

zum Losungsmittel abhédngig.

2.5.2.2 Skalare Kopplungen

Eine der beiden Moglichkeiten der Spin-Spin-Wechselwirkung ist die liber Bindungen wir-
kende skalare Spin-Spin-Kopplung (J-Kopplung). Sie ist besonders zur Aufklarung der Ver-

kniipfung der Atome geeignet, da sie nur iiber wenige Bindungen wirkt. Ausnahmen werden
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fiir sehr rigide Konformationen beobachtet, wie sie z. B. in ausgedehnten aromatischen Sys-
temen oder in bicyclischen Verbindungen vorliegen. Die Grofle der skalaren Kopplung hingt

vom Torsionswinkel ab, so dass sich relevante Informationen iiber die Konformation erhalten
234

lassen.””" Vicinale Kopplungskonstanten sind {iber die Karplus-Beziehung allgemein mit
Dihedralwinkeln im Molekiil verkniipft.*>**°
*J =Acos’q+Bcosq+C (17)

Die Koeffizienten der Karplus-Gleichungen werden empirisch fiir jede Kopplungskonstante

bestimmt. Besonders wichtig ist die homonucleare vicinale *.J -Kopplung, deren Wert mit

HNHB
dem Torsionswinkel f korreliert. Fiir L-Aminoséuren gilt:

vy = 9.4c08’ (F - 60) - 1.1cos(f - 60)+0.4 (18)

H

Fiir D-Aminosduren dndert sich das Vorzeichen in den Klammern. Ein Problem der Karplus-
Beziehungen ist die nicht eindeutige Zuordnung bei kleinen Kopplungen durch das Auftreten
von vier moglichen Dihedralwinkeln. Die ermittelten Werte fiir f stellen eine Einschrankung

der Konformation dar und kénnen als Strafterme in die MD-Rechnungen eingefiihrt werden.

2.5.2.3 Nuclear Overhauser Effect

Kern-Overhauser-Effekte (NOEs) sind Intensitidtsdnderungen von Signalen, die durch dipolare
Relaxation von benachbarten Kernen im Nichtgleichgewicht entstehen.

Die dipolare Relaxation ist einer der moglichen Relaxationsmechanismen, die dafiir sorgen,
dass die Kerne nach einer Anregung (Inversion) wieder in den Gleichgewichtszustand zuriick-
kehren. Im NOE-Experiment stort man durch Einstrahlung auf einen Kern dessen Populations-
differenz, die durch das Boltzmann-Gleichgewicht gegeben ist. Der Kern kehrt unter Energie-

abgabe in seinen Gleichgewichtszustand zuriick.
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Abbildung 48: Energieniveauschema im Zweispinsystem (Solomon-Schema)

Einen Teil der dabei abgegebenen Energie wird transferiert. Dies geschieht auf rdumlich
benachbarte Kerne, die maximal 500 pm entfernt sind und verdndert deren Populations-
differenzen. Diese sind observabel. Fiir ein Zweispinsystem ergeben sich drei Relaxations-
wege.”” Es werden Null-, Ein- und Zweiquanteniiberginge (Wo, W, W) unterschieden (vergl.
Abbildung 48).

Bei einem NOE-Experiment wird mit der Frequenz S eingestrahlt.

bb bb
-172 b

ba ab

¢ > -(1/4+d4) d > -(1/4-d/d)
S 1
ba W, ba ab
-(1/4+d/4) (1A g qa +(1/4-0/4)
| S S
+(1/4+d4) +(1/4-d/4)
aa aa

Abbildung 49: Relaxation im Zweispinsystem

Die Populationsdifferenzen, die zu diesem Ubergang gehdren, verschwinden (Gleichbesetzung
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der Niveaus, b). Die Intensitit des I-Ubergangs, wiire bei b dem von a identisch. Durch die
Relaxation {iber W, oder W werden die Populationen veréndert (c, d).

Durch W, wird die Population von bb zugunsten von aa verringert. Die Populationsdiffe-
renzen fiir die I-Ubergange werden jeweils um d/2 groBer. Die Intensitét der I-Linie nimmt zu:
I=I+d

Durch Wy wird die Population von ab zugunsten von ba verringert. Die Populationsdiffe-
renzen fiir die I-Uberginge werden jeweils um d/2 kleiner. Die Intensitit der I-Linie nimmt ab:
I=1-d

Die Anderung der Intensitiit lidsst sich aus dem Energieniveauschema ablesen und in Eigen-
relaxationsraten I und Kreuzrelaxationsraten S zusammenfassen:

Die Figenrelaxationsraten sind:

r,=-w, +2W, 1y +W,) (19)

r,=-W, +2Ws +W,) (20)
Die Kreuzkorrelationsrate ist:

s =(W, - W,) (21)

Fiir die Kreuzkorrelation im Zweispinsystem gilt dann:

s, = {6sw,)- o) (22)

Die Kreuzrelaxationsrate S bestimmt die maximale Intensitédt eines Kreuzsignals. Es gilt:

— 2t c
W) = (23)

t. ist die Korrelationszeit, die die Umorientierungszeit des Interprotonenvektors i-j angibt. In k
ist der Abstand » zwischen beiden wechselwirkenden Protonen (neben mehreren Konstanten)

enthalten:

2,4
k=g 4)
16p°r°

Die Kreuzrelaxationsrate kann Null sein, wenn 6J(2w) und J(0) gleichgro3 sind. Dann beob-

achtet man keinen NOE. In diesem Fall kann die dipolare Relaxation im rotierenden Koordina-
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tensystem im Spinlockfeld (Rotating Frame Overhauser Enhancement, ROE) gemessen

; 9
werden, um NOE-Kreuzsignale zu erhalten,>**4*

5 - NOE ROE - 0.

Int. 0.5 - 0.5
025 - - 0.25

0.0 - 0.0

Ta—0

-25 {1 T | 25

'5 T T T T T T "5

-2 -1 0 1 2 -2 -1 0 1 2
Ig(wT.} Ig{eT,)

Abbildung 50: Maximale Intensititen fiir NOE und ROE*"

Die unterschiedlichen Vorzeichen von J(2w) und J(0) fiihren zu unterschiedlichen Vorzeichen
des NOE, je nachdem welches Kreuzsignal fiir die dipolare Relaxation relevant ist. Hat man
z. B. einen Kern invertiert, so wird ein benachbarter Kern ,,negative Intensitit* gewinnen, wenn
J(0) wirksam ist (groBe Molekiile), und ,,positive Intensitit™, wenn J(2w) wirksam ist (kleine
Molekiile). Im 2D-NOESY hat man bei groBen Molekiilen, die sich langsam umorientieren
(slow tumbling), daher Kreuzsignale, die das gleiche Vorzeichen haben wie die Diagonale. Fiir
kleine Molekiile erhilt man entgegengesetzte Vorzeichen von Kreuzsignal zu Diagonale.**’

Beim ROE-Experiment wird die Magnetisierung nach der Evolutionsperiode entlang einer
Achse des Koordinatensystems gelockt. Dies geschieht durch Einstrahlen eines schwachen Bi-
Feldes (2-4 kHz) entlang dieser Achse. Vereinfacht konnen die Vorginge wihrend der Misch-

periode wie folgt wiedergegeben werden: Durch das Zusammenwirken von By- und B,-Feld

resultiert ein effektives Feld Begs:

= \J4p>(W- w,) + B, 25)

B@ff'

Die Spins, die entlang des effektiven Feldes orientiert sind, zeigen, genau wie im By-Feld, eine
fiir die effektive Feldstirke charakteristische Boltzmann-Verteilung (s. o). Die Felder, die ein
Relaxieren der Spins bewirken konnen, haben nun Frequenzen im Bereich der Frequenz des
Spinlockfeldes (2-4 kHz), d.h. es sind J(2w) und J(0) gleich bedeutend, denn die fiir die
Relaxation relevante "Larmorfrequenz" im Spinlockfeld ist die Rate, mit der die Spins um die
Lockachse priazedieren werden. Man bekommt also immer Kreuzsignale, da sich Wy, und W,

nicht mehr autheben konnen. Dieses Experiment ist fiir kleine Molekiile dem NOE-Experiment
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vorzuziehen.

Die meistverbreitete Methode, Abstinde zu bestimmen, beruht darauf, ein NOESY- oder
ROESY Spektrum aufzunehmen und die Kreuzsignale zu integrieren. Man nimmt hier
vereinfachend an, dass der Magnetisierungsaufbau bei kurzen Mischzeiten anndhernd linear
verlauft.”*' Damit ist die Kreuzsignalintensitit der Kreuzrelaxationsrate direkt proportional.
Der Vorteil dieses Verfahrens liegt darin, dass man mit einem 2D-Spektrum auskommt und
dieses dann mit einem besseren Signal-Rausch-Verhiltnis aufnehmen kann. Um aus diesen
Daten Abstinde zu berechnen, miisste man Gleichung (22) anwenden. Da aber die, in dieser
Gleichung enthaltenen Parameter (spektrale Dichten) i. d. R. nicht bekannt sind, werden die
Abstinde durch Kalibrieren zu einem bekannten Abstand ermittelt. In Peptiden nutzt man oft
die Abstinde eines geminalen Protonenpaares wie z. B. die b-Protonen geeigneter Amino-

sduren wie Asp, Phe oder Ser oder die a-Protonen von Gly.'*’
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2.6 Konformationsanalyse

Weder die NMR-Spektroskopie, noch die Molekiilmechanik allein vermdgen Molekiilstruk-
turen eindeutig zu beschreiben. Der Vorteil der NMR-Spektroskopie ist, dass sie auch
dynamische Vorgédnge darstellen kann. Erst durch eine Kopplung der beiden Methoden gelingt
eine Anndherung an die dreidimensionale Struktur des Molekiils. Die Konformationsanalyse
von Peptiden lduft nach einem Plan ab, mittels dessen spektroskopische Informationen zu einer
dreidimensionalen Struktur umgewandelt werden konnen.

Dazu werden im ersten Schritt die Resonanzen im eindimensionalen Spektrum durch Zuhilfe-

242

nahme geeignete zweidimensionale Methoden (wie die Correlated Spectroscopy COSY ™" oder

die Total Correlated Spectroscopy TOCSY>*?*

) den einzelnen Atomen zugeordnet. Die
Primérstruktur des Peptids kann durch charakteristische NOE- oder ROE-Effekte zwischen
benachbarten Aminoséduren verifiziert werden.

Im dritten Schritt werden konformationsrelevante Parameter aus den Spektren extrahiert, die
dann entweder direkt in restrained Molekulardynamik-Simulationen einflieBen (NOEs) oder

die im Nachhinein zum Vergleich einbezogen werden (Temperaturgradienten, Torsionen)
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3 Aufgabenstellung

Bislang sind vor allem konformationelle Untersuchungen an Peptiden mit sterisch wenig ein-
geschriankten b-Aminosduren durchgefiihrt worden. Cyclische Analoga des b-Alanins fanden
dagegen noch keine Beriicksichtigung. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollen geeignete
b-Aminosduren dargestellt und in Peptide eingebaut werden.

Als Zielsequenz wird das vermutete Bindungsepitop des VCAM-1 fiir die Bindung an das
Integrin asb; gewihlt.. Das zentrale Prolin in der Sequenz von acht Aminoséuren soll dabei
durch unterschiedliche 2-Aminocycloalkancarbonsduren ersetzt werden.

Dazu soll eine Reihe cyclischer Penta- und Hexapeptide dargestellt werden, die mittels NMR
und Molecular modeling-Techniken auf ihre Konformation untersucht werden. Dabei soll vor
allem der Einfluss der b-Aminosduren auf die Vorzugskonformation geklért werden.

Hierbei ergibt sich durch Kombination mit biologischen Tests die Moglichkeit, die Geometrie
der Wechselwirkung zwischen dem Integrin a4b; und seinem natiirlichen Liganden VCAM-1
aufzukliren und diese als potentielle Grundlage fiir nichtpeptidische Inhibitoren zu nutzen.
Weiterhin sollen Peptide als mogliche Antagonisten des murinen ADAM 8 synthetisiert
werden. Hierbei sollen unterschiedliche Konformationen der postulierten Erkennungssequenz
durch einen D-Aminosdure-Scan in cyclischen Peptiden dargestellt und durch NMR und
Molecular modeling die Konformation dieser Peptide aufgekldrt werden. Auerdem soll die
Bedeutung der einzelnen Aminoséduren der Erkennungssequenz durch einen Ala-Scan geklart

werden.
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4 Spezieller Teil

4.1 Synthese der b-Aminosiduren

4.1.1 Konformationelle Einschrinkungen in b-Aminoséiuren

Der Einbau von b-Aminoséduren in Peptide fiihrt durch das zusitzliche Kohlenstoffatom zu
einer Erweiterung des Peptidriickgrats. Ein zusitzlicher Torsionswinkel weitet die konfor-
mationelle Flexibilitit auf. Daher haben Peptide mit b-Alanin eine erhohte konformationelle
Freiheit gegeniiber solchen mit L-Alanin. Einschriankungen der Torsionswinkel sollten zu
einer Verminderung der Freiheitsgrade und damit zu einem groferen Einfluss auf die
Sekundarstruktur fithren. Im b-Alanin sind die Torsionswinkel f, y und m frei drehbar.
Einfiihrung von sterisch anspruchsvolleren Resten in unterschiedlichen Positionen wird diese
freie Drehbarkeit reduzieren, je mehr Reste eingefiihrt werden, desto gréBer wird die

Einschrinkung der konformationellen Freiheit sein.

Abbildung 51: Zunahme der konformationellen Einschrankungen

Die grofite Einschrinkung wird durch die Einfiihrung von Ringen mdglich, so lassen sich
durch unterschiedliche b-Analoga des Prolins verschiedene Torsionswinkel festlegen.
Wihrend im Prolin selber und im b-Homoprolin der Torsionswinkel f fixiert ist, sind im
b-Prolin die Winkel f und m fixiert. Cyclische Vertreter wie die unterschiedlich kon-
figurierten 2-Aminocycloalkancarbonséuren (ACACs) haben einen fixierten Torsionswinkel

m(vergl. Abbildung 52).
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Abbildung 52: Potentielle b-Analoga des Prolins

Goodman et al. setzten die cis- und trans-2-Aminocyclopentancarbonsiure als Prolin-
mimetika in Morphiceptin-Analoga ein.”*>** Sie fanden bei ihren Untersuchungen, dass die

b-Aminosdure die Struktur des Morphiceptins und damit die Selektivitdt verdndern kann.

4.1.2 Synthesekonzept fiir 2-Aminocycloalkancarbonsiuren

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll der Einfluss verschiedener 2-Aminocycloalkan-
carbonsduren (ACACs) auf die strukturellen Priaferenzen cyclischer Peptide untersucht
werden. In der Literatur sind verschiedene Synthesen fiir Derivate mit unterschiedlicher

247

Stereochemie und Ringgrofe bekannt.”"" Besonders die (1R,2S5)-2-Aminocyclopentancarbon-

sdure (Cispentacin) ist von Interesse. Cispentacin wurde Ende der 1980er Jahre von zwei

248,249 250,251

unterschiedlichen Gruppen aus Bacillus cereus und Streptomyces setonii isoliert
und hat fungizide Eigenschaften. Es ist, im Gegensatz zum (1S,2R)-Enantiomer therapeutisch
wirksam gegen Candida albicans. Auch 1im antibiotisch wirksamen Glykopeptid
Amipurimycin ist Cispentacin enthalten. Es wird aus Streptomyces novoguineensis gewonnen
und wirkt gegen Pyricularia oryzae, den Erreger einer Reiserkrankung.

COOH

H N N
N
o ONAER T
N~ 'NH
NH, NH, OHO OH 2
HO H
OH

Abbildung 53: Cispentacin und Amipurimycin

Weiteres Interesse an 2-Aminocycloalkancarbonsduren wurde durch die Arbeiten von Gell-
man et al.***®% geweckt, in denen strukturelle Untersuchungen iiber ACAC-Oligomere
gemacht wurden. Auch Diederichsen et al.** verwenden die frans-2-Aminocyclohexan-
carbonsdure zur Ausbildung helixformiger Strukturen. Dazu sind ACACs potentielle Vor-
stufen fiir die unterschiedlichsten Heterocyclen, b-Lactame, Pharmaprodukte und dienen als
chirale Auxiliare und Synthesevorstufen.247

247

Neben zahlreichen Synthesewegen zu racemischen ACACs™" durch Reduktion, Umlagerung,
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Michael-Addition oder Diels-Alder-Reaktion spielen die Diastereomerentrennung und die

enzymatischen Reaktionen eine wichtige Rolle.*"’

Enantioselektive Wege werden von unter-
schiedlichen Gruppe beschritten:

Enders et al.>> nutzen das TMS-SAMP fiir die Synthese von ACACs mit fiinf- bis sieben-
gliedrigen Ringen unter Nutzung der lonenaustauschchromatographie (vergl. Seite 12).

253

Ausgehend von (R)-7-Hydroxyoct-5-enal stellten Konoshi und Oida™" in einer vielstufigen

Synthese Cispentacin dar.

COOH

o
HO OH —_ > éANfb

C

Schema 35: Synthese von Cispentacin aus Hydroxyoctenal

Auch Aggarwal et al.’' synthetisierten Cispentacin. Sie nutzten hierzu eine [3+2]-Cyclo-
addition (vergl. Seite 10).

Ein weiterer Syntheseweg wurde von Davies et al.’* beschrieben (vergl. Seite 11). Er hat den
Vorteil, dass sowohl die cis- wie auch die trans-Stereochemie zugénglich sind, auch unter-

schiedliche RingroBen sind moglich.



86 Spezieller Teil

4.1.2.1 Synthese der cis-2-Aminocycloalkancarbonsiuren

Fiir die Synthese wurde der in Schema 36 beschriebene Weg beschritten, der sich in weiten

Teilen an die Synthesevorschrift von Davies et al.*? anlehnt.

0] (0] O
0. 0. 0

1,2

w0
Yoo ol L
oy g/ ok

Schema 36: Syntheseweg zur “ACAC

Bei der ersten Reaktion handelt es sich um die Einfithrung einer Esterschutzgruppe. Die
direkte Veresterung der Carbonsdure unter Sdurekatalyse ist fiir den tert-Butylalkohol nicht

moglich, da er unter Sdurekatalyse Wasser abspaltet und ein stabiles zert-Butylkation bildet.

%OH —H— > OH, H,0 + —c(

Schema 37: Ausbildung eines tert-Butylkations

Aliphatische Kationen konnen sich, wie in Schema 38 zu erkennen ist, durch Anlagerung von

Nucleophilen oder durch Abspaltung von Protonen stabilisieren:
Nu- ! -H*
%Nu —C :<
\

Schema 38: Stabilisierung aliphatischer Kationen

Daher wurde, in Abwandlung der Literaturvorschrift der Weg iiber das Saurechlorid®* und
die nachfolgende Umsetzung mit fert-Butanol gewihlt.”> Die Reaktion gelang in befrie-
digender Ausbeute bei vollstdndiger Umsetzung des Edukts.

Die Einfithrung der Doppelbindung wurde durch lodierung unter nachfolgender Dehydrohalo-
genierung durchgefiihrt:



Spezieller Teil 87

Schema 39: Einfiihren der Doppelbindung

Fiir die lodierung wird zunédchst mit einer starken Base (Lithiumdiisopropylamid [LDA]) ein
acides Proton abgespalten. Die entstandene negative Ladung wird durch die stark elektronen-
ziehende Estergruppe gut stabilisiert und greift nucleophil am Iod an. Das entstandene lodid
wird mit der Base 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]Jundec-7-en (DBU, Abbildung 54) dehydrohalo-
geniert. Bei der Produktbildung wird ein Gemisch mit dem gesittigten Ester (Edukt)
beobachtet, das Verhiltnis variiert zwischen 75/25 und 92/8 (GC-Analytik).

/N
e
Abbildung 54: 1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en

Die Reaktion verlduft bis zu diesem Zwischenprodukt in befriedigenden (37 % fiir die Cyclo-
pent-1-encarbonsdure) bis guten Ausbeuten von 70 % fiir die Cyclohex-1-encarbonséure.

Die Einfiihrung der Aminofunktion gelingt durch nucleophile Aminierung mit einem chiralen
sekunddren Amin im Rahmen einer 1,4-Addition. Dies wird aus (S)-1-Phenylethylamin durch

reduktive Aminierung nach einer Vorschrift von Simpkins et al.**°

erhalten. Dabei wird
zunéchst in einer Kondensation aus dem Amin mit Benzaldehyd ein Imin dargestellt, das

durch Natriumcyanoborhydrid zum Amin reduziert wird.

SO ol AR
-H,0
Na(CN)BH,
pH6 : ©/\ /\©

Schema 40: Reduktive Aminierung

Die Ausbildung des Imins ist eine Gleichgewichtsreaktion, so dass fiir die Reaktion ein
Reduktionsmittel gesucht werden muss, das einerseits in der Lage ist, das Imin zu reduzieren,
andererseits den Aldehyd nicht angreift. Dies gelingt durch Wahl geeigneter Reaktions-
bedingungen, eine geringfligige Verdnderung des pH-Wertes von 6 — 7 auf 5 fiihrt bereits zu
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einer Reduktion des Aldehyds zum Benzylalkohol.

Die in der Literatur angegebene Ausbeute von 64 % konnte fiir diese Reaktion erheblich
gesteigert werden (84 %).

Der néchste Reaktionsschritt dient zur Einflihrung der chiralen Information in das Molekiil.
Dazu wird das (S)-N-Benzyl-1-phenylethylamin nach N-Lithiierung in einer 1,4-Addition an
den a,b-ungesittigten Ester addiert.

sgpe

(@)
S
()] ,

Ok
RN

SR

1,2

Schema 41: Nucleophile Aminierung

Im ersten Teilschritt dieser Reaktion greift das Lithiumamid die positiv polarisierte Doppel-
bindung an. Die bevorzugte Angriffsrichtung ist aus sterischen Griinden dabei von unten, da
ein Angriff von oben zu einer Wechselwirkung zwischen dem tert-Butylrest und der Methyl-
gruppe des Amins fithren wiirde. Das ausgebildete Enolat wird dann im zweiten Teilschritt
durch die sterisch sehr anspruchsvolle Saure 2,6-Di-fert-butylphenol protoniert. Bedingt durch
die Geometrie des Enolates ist die Protonierung nur von der Oberseite moglich, da die Unter-
seite durch die sterisch anspruchsvollen Reste am Stickstoff abgeschirmt ist (vergl.
Abbildung 55). Ein weniger sperriger Protonendonator wiirde auch den Angriff von der

Unterseite ermoglichen und so zu mehreren Stereoisomeren fiihren.
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H /\
. H j o Angriff von oben (mdglich)
IN_ _ Ll

Angriff von unten(durch
Phenylgruppe blockiert)

Abbildung 55: Mdglicher Ubergangszustand der Protonierung

Die Ausbeute fiir diese Reaktion ist im Rahmen der Literaturausbeute. Hier ist wieder festzu-
stellen, dass die Umsetzung fiir den Fiinfring mit 58 % besser gelingt als in der Literatur
(50 %) fiir den Sechsring mit 50 % signifikant schlechtere Ergebnisse als in der Literatur
(70 %) erzielt wurden. Allerdings wird in der Literaturvorschrift die Umsetzung in Toluol mit
nachfolgender Zugabe von THF durchgefiihrt, wihrend die Umsetzung im vorliegenden Fall
in reinem THF durchgefiihrt wurde. Spétere Zugabe von THF fiihrt nicht zu dem
gewiinschten Produkt.”’

Die weiteren Schritte sind zur Abspaltung der Schutzgruppen notwendig. Zunichst werden
die Aminoschutzgruppen hydrogenolytisch mit Wasserstoff an Palladium (10 % auf
Aktivkohle) entfernt. Die tert-Butylgruppe wird durch Trifluoressigsidure sdurekatalytisch

gespalten (Schema 42).

Schema 42: Abspaltung der Schutzgruppen

In einer Gesamtausbeute von 16 % fiir die cis-2-Aminocyclopentancarbonsdure bzw. 25 % fiir
die cis-2-Aminocyclohexancarbonsdure konnten die gewiinschten b-Aminosduren gewonnen
werden. Dies liegt im Rahmen der Literaturausbeute. Die Produkte fallen als enantiomeren-
reine farblose Hydrochloride an, die nach Schutz der Aminofunktion durch die Fmoc-Gruppe

fiir die Peptidsynthese eingesetzt werden konnen.
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4.1.2.2 Synthese der trans-2-Aminocycloalkancarbonsiuren

Die Umsetzung der cis- in die trans-Form gelingt auf der Stufe des voll geschiitzten Derivates
durch einfaches Riihren bei Raumtemperatur mit einer starken Base unter thermodynamischer
Kontrolle (Schema 43). Die weitere Aufarbeitung erfolgt analog den o. a. Vorschriften und
liefert in Ausbeuten von 53 % d. Th. (ausgehend vom geschiitzten cis-Derivat) (1S5,25)-
2-Aminocyclopentancarbonsdure und in 38 % d. Th. die (15,25)-2-Aminocyclohexancarbon-
saure als Hydrochloride.

Analog zu den o. a. Verbindungen lassen sich auch die (15,2R)- sowie die (1R,2R)-b-Amino-
sduren darstellen, indem statt des (S)-1-Phenylethylamins das (R)-Phenylethylamin bei der
nucleophilen Aminierung Verwendung findet. Entsprechend erfolgt dann der Angriff des

Amins an der Oberseite des Esters und die Protonierung wird dann von unten erfolgen.

: KHMDS
: ‘BuOH

S50 Ui +9-8
Z / "
ok ek

1.H,
2. TFA,

dann HCI O)\ /%

Schema 43: Darstellung der ‘ACACs
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4.2 Design selektiver Antagonisten

4.2.1 Methode des spatial screening

Das Problem bei der Untersuchung von Struktur-Wirkungsbeziehungen peptidischer
Proteinliganden liegt vor allem darin, die rdumliche Struktur des Liganden zu fixieren.”® Ziel
ist meist, eine hohe Aktivitdt und Rezeptorselektivitit zu erreichen und Aufschluss iiber die
Natur der Wechselwirkungen zu erhalten. Da die Konformation im rezeptorgebundenen Zu-
stand, die bioaktive Konformation, oft nicht bekannt ist, wird i. A. eine Bibliothek von Pep-
tiden synthetisiert, mit denen die optimale Struktur eingegrenzt werden kann. Diese Methode
ist als spatial screening bekannt geworden.””” Besonders die Cyclisierung von Peptiden ist
dazu geeignet, hohe Selektivitit und Aktivitit zu erreichen, wenn die optimale Konformation

% Der Einsatz von Aminosiuren, die bevorzugt

im Cyclus angenédhert wurde (matched-Fall).
bestimmte Positionen in Sekundérstrukturen einnehmen, fiihrt bei Cyclopeptiden zur not-
wendigen konformationellen Homogenitét. Dieser Ansatz hat sich auch im Falle der Wechsel-

0 Ein Aktivititsvergleich

wirkung zwischen Integrinen und Peptiden als wirksam erwiesen.
zwischen einem cyclischen Peptid mit der offenbar optimalen Konformation und der ent-
sprechenden linearen Sequenz zeigt deutlich bessere Aktivitét fiir die Bindung von cyclischen
RGD-Peptiden an die Integrine a,b; und aybs. Auch die Selektivitit des cyclischen RGD-
Peptids ist deutlich besser. Dies ist damit zu erklédren, dass die Konformation nur fiir eines der
beiden Integrine passend ist, wihrend sie beim anderen nur unzureichend den matched-Fall
darstellt. Die Cyclisierung fixiert also die aktive Sequenz oft in einer rdumlichen Struktur, die
es ihm nicht ermdoglicht, die bioaktive Konformation einzunehmen.

Ziel bei der Synthese von Peptidbibliotheken zur Untersuchung der bioaktiven Konformation
ist es, eine moglichst rigide Basiskonformation zu erhalten. Um die Beweglichkeit einzu-
schranken, sollten die cyclischen Peptide moglichst klein sein. Sie miissen allerdings grof3
genug sein, damit alle ndtigen pharmakophoren Gruppen beriicksichtigt werden konnen.
Daher erscheint meist eine Beschrinkung auf Cyclopenta- und Cyclohexapeptide sinnvoll.
Die Verwendung groferer Cyclopeptide ldsst eine hohere Dynamik erwarten, so sind
beispielsweise fiir das Cyclosporin, ein cyclisches Undecapeptid, unterschiedliche Konforma-
tionen in unterschiedlichen Losungsmitteln, im Kristall und in der biologisch aktiven Form,

gebunden an den Rezeptor Cyclophilin, bekannt.”
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4.2.2 Bevorzugte Position von Aminosiuren in Sekundirstrukturen

Die Konfiguration homodeter Cyclopeptide héngt vor allem von der Konfiguration der
Aminosduren ab, aus denen sie aufgebaut sind. Cyclische Hexapeptide bevorzugen oftmals
eine Struktur mit zwei b-furns.*®' In einem cyclischen Hexapeptid mit der biologisch aktiven
Sequenz A-B-C, das nur aus L-Aminosduren aufgebaut ist, stehen demnach drei Konforma-
tionen miteinander im Gleichgewicht, in denen die bioaktive Sequenz jeweils eine andere
Position im Ring einnimmt (vergl. Abbildung 56).

A B F A E F

Abbildung 56: Anordnung einer bioaktiven Konformation in cyclischen Hexapeptiden

Es ist bekannt, dass D-Aminoséuren bevorzugt die Position i+1 eines bII’-furns einnehmen.””
Damit ldsst sich die bioaktive Konformation gleichsam fixieren, je nachdem welche Amino-
sdure der Sequenz in der D-Konfiguration vorliegt. Ist die bioaktive Konformation unbekannt,
so ldsst sich durch die Synthese der sechs Cyclopeptide ABCDEF, in denen jeweils eine der
Aminosduren in der D-Konfiguration vorliegt, die gewiinschte rdumliche Position fiir die bio-
aktive Sequenz fixieren (vergl. Abbildung 57). Dabei bleibt die Konstitution und auch die Ab-
folge der funktionellen Gruppen in der Sequenz erhalten. Korrelation mit der biologischen
Aktivitét fithrt somit zur Identifikation der optimalen rdumlichen Anordnung. Oft reicht die
Darstellung von drei Peptiden mit der D-Aminosdure in den Positionen a, b oder ¢, um die
bioaktive Sequenz in den drei mdglichen unterschiedlichen Konformationen zu présentieren.

Analoge Untersuchungen an cyclischen Pentapeptiden zeigen eine dhnliche Tendenz. Weitere
Untersuchungen zeigen, dass auch die Aminosdure Prolin bevorzugt in der Position i+1 eines
b-turns zu finden ist. Dies wird auch in der Struktur des Cyclochlorotins deutlich (vergl.
Seite 44). Auch die Peptide von Pavone et al. zeigen deutlich den Einfluss des Prolins auf die

Sekundérstruktur von cyclischen Penta- und Hexapeptiden (vergl. Seite 46 bis 48).
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Abbildung 57: Bevorzugte Konformation durch Einfiihrung einer D-Aminoséure

Untersuchungen an b-Homoaminosduren in cyclischen Tetra- und Pentapeptiden zeigen, dass
diese eine Tendenz zur Ausbildung von Pseudo-g-furns haben.'*® Allerdings ist davon auszu-

gehen, dass es sich hierbei keinesfalls um ein generelles Phanomen von b-Aminosduren

handelt, wie bereits in Abschnitt 2.1.6 beschrieben.
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4.3 VCAM-1 und das Integrin a,b,

4.3.1 Liganden und Bindungsstellen

Das Integrin a4by, auch als Very Late Antigen 4 (VLA-4) bezeichnet, wird auf der Oberfldche
der meisten Leukozyten und verwandten Zellen, wie Lymphozyten, Eosinophile, Monocyten,
Basophilen und Mastzellen exprimiert.”** Das Integrin wurde besonders auf Neutrophilen bei

: . 263
diversen entziindlichen Prozessen gefunden.

Zwei natiirliche Liganden binden an VLA-4,
das extrazelluldre Molekiil Fibronectin iiber sein Connecting Segment-1 (CS-1)*** sowie das
Vascular Cell Adhesion Molecule-1 (VCAM-1).** Die Interaktion zwischen VLA-4 und
VCAM-1 und/oder Fibronectin wird als Schliissel fiir die Leukozytenadhésion, Migration und
Aktivierung gesehen.’® Diese Prozesse sind der Schliissel sowohl fiir die normale Immun-
antwort als auch fiir diverse entziindliche Erkrankungen wie z. B. Autoimmunkrankheiten.
T-Lymphozyten nutzen zwei unabhingige Prozesse bei der Bindung von Fibrinogen.*** Einer-
seits binden sie iiber das Integrin asb; an die RGD-Sequenz, die sich in einer loop-Struktur
der zehnten Typ III-Doméne des Fibrinogens befindet. Andererseits binden T-Zellen iiber das
Integrin a4b; an die carboxyterminale Zelladhdsionsregion, die die Heparin-II- und die IIICS-
Doméne enthalten.

Die Bindungsstelle des Integrins befindet sich auf dem alternativ gespleiiten V-Segment des
Fibrinogens und hat vermutlich die Sequenz EILDV. Sie ist Ausgangspunkt einer ganzen
Reihe potentieller Inhibitoren der Integrin-Ligand-Wechselwirkungen.**® Dazu zihlen sowohl
cyclische Peptide, die die aktiven Konformationen der Bindungssequenz mimikrieren, wie
auch lineare LDV-Analoga. Einige Antagonisten befinden sich bereits in der klinischen Tes-
tung. Die meisten Untersuchungen zeigen auch einen deutlichen Selektivitdtsunterschied zwi-
schen den Integrinen a4b; und asb;.

Die Aufklirung von Teilen der Struktur des Fibrinogens (vergl. Abbildung 58)*7 lisst ver-
muten, dass dariiber hinaus noch eine weitere Integrin-Bindungsstelle innerhalb des 14.

repeats liegt, die die Sequenz IDAPS hat.**
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Abbildung 58: Struktur der repeats 12 bis 14 des Fibronectins

und der postulierten zusitzlichen Erkennungssequenz IDAPS fiir asb,**’

Kessler et al.*®® zeigten ausgehend vom aktiven cyclischen Hexapeptid c-(-Leu-Asp-Thr-Ala-
Pro-Ala-), dass ein auf b-D-Mannose basierendes Peptidomimetikum die VCAM-1-VLA-4-
Interaktion zu inhibieren vermag, wihrend es gegeniiber dem Integrin asb; keinerlei Aktivitét

zeigt. Vermutlich sind diese Verbindungen aufgrund ihrer rdumlichen Analogie zur Bindungs-

region des VCAM-1 aktiv.

*r

Abbildung 59: Cyclopeptid und Peptidomimetikum als a4b;-Antagonist

_0 k,
O HO

OH

VCAM-1 wird auf vaskuldren Endothelzellen als Antwort auf entziindliche Stimulation durch
Cytokine wie Interleukin-I, TNF-a oder IFN-g exprimiert.*”® Das gesamte Molekiil besteht

aus sieben immunglobulinartigen Doménen, auch kiirzere Fragmente (bis zu zwei Doménen)
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sind bekannt. Sie zeigen eine verminderte Aktivitit.’’”’ In der ersten Domine von VCAM-1
befindet sich die mutmaBliche Bindungssequenz —Thr'’—GIn**~Ile’*~Asp**~Ser*'—Pro**—
Leu”—Asn*-.

Lineare Peptide, die auf dieser Bindungssequenz basieren, zeigen geringe oder keinerlei Akti-

271

vitit.””! Als besonders wichtig haben sich bei Mutageneseexperimenten die Reste Asp* und

Pro* herausgestellt.*’*

Rontgenstrukturanalytische Untersuchungen der ersten Doméne des
VCAM-1°7 zeigen, dass das Bindungsmotiv auf einem loop zwischen den Faltblittern C und
D lokalisiert ist. Die Aminoséduren 37 bis 40 bilden einen bl-turn aus, die Torsionswinkel von
Pro* und Leu® entsprechen denen eines bVIa-furns um die Reste 41 bis 44, jedoch liegt
zwischen dem Prolin und dem Leucin eine cis-Peptidbindung vor, so dass eine S-formige

Geometrie beobachtet wird.

Abbildung 60: VCAM-1 und postulierte Erkennungssequenz””
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4.3.2 Peptidische Liganden auf Basis der Bindungsregion des VCAM-1
Cardarelli et al. untersuchten den Einfluss cyclischer Pentapeptide. Das iiber eine Disulfidbin-
dung cyclisierte Peptid Arg-Cys*-Asp-Thiopro-Cys* inhibiert neben der Fibronectin-Bindung

auch die Adhision an Leukozyten.”™*

Auch das cyclische Peptid 1-Adamantanacetyl-Cys*-
Gly-Arg-Gly-Asp-Ser-Pro-Cys*, das die RGD-Sequenz présentiert, vermag diese Interaktion
zu inhibieren.*”

Das Cyclopeptid c-(-Ser-D-Leu-Asp-Val-Pro-) hemmt die Interaktion zwischen VCAM-1 und
VLA-4.2"® Trotz der im Peptid vorhandenen D-Aminoséure wurden fiinf langsam ineinander
iibergehende Konformere beobachtet. Das Hauptkonformer zeigt die auch im VCAM-1 im
bVla-turn gefundene cis-Peptidbindung des Prolins, welche fiir die Bindungseigenschaften
wichtig zu sein scheint.

Artis et al. untersuchten an einer Reihe cyclischer Oktapeptide die Interaktion der Bindungs-
region des VCAM-1 mit VLA-4.2"7 Dazu ermittelten sie die ICso-Werte dieser Peptide durch
ELISA-Untersuchungen. Ausgehend vom {iber eine Disulfidbriicke cyclisierten Peptid Cys*-
Thr-Gln-Ile-Asp-Ser-Pro-Cys*-COOH verinderten sie das C-terminale Ende des Peptides
(Amid, Verldngerung um eine Aminosédure) und stellten dramatische Verschlechterungen der
ICso-Werte (bis zum Faktor 100) fest. Konformationsanalysen zeigten, dass zwar das gesamte
Peptid wenig Ahnlichkeit mit der Struktur des VCAM-1 aufwies, jedoch Analogien zu einer
Reihe anderer aktiver Peptide bestehen, so dass von einer verdnderten Inhibierung des
Integrins durch dieses Peptid auszugehen ist.

Dagegen fiihrt die backbone-Cyclisierung von Oktapeptiden, die die Sequenz TQIDSP ent-
halten, zu VCAM-1 analogen Konformationen. Ein Alanin-Scan zeigte, dass besonders Gln,
Asp und Pro fiir die Bindung wichtig sind, wihrend die Substitution des Ser sogar zu einer
Verstirkung des inhibitorischen Effekts fiihrte.””’

Wie zu erwarten, ist die konformationelle Homogenitdt der Oktapeptide gering. Selbst fiir
niedrige Temperaturen (J = -30°C) werden sehr groe Linienbreiten erhalten. Lediglich fiir
Peptide ohne Prolin sowie fiir Peptide mit zwei Prolin-Resten lassen sich definierte Konfor-
mationen auffinden. Dies ldsst darauf schlielen, dass die konformationelle Freiheit mit der

cis-trans-Isomerie der Prolin-Bindung zusammenhéngt.*”’

Um nun diese Variabilitidt zu minimieren, setzte MaleSevic im Rahmen seiner Doktorarbeit'*®
cyclische Penta- und Hexapeptide ein, die Teile der Bindungsregion des VCAM-1 enthielten.
Dabei sollte der Einfluss unterschiedlicher unnatiirlicher Bausteine wie D-Aminosduren oder
b-Homoaminosduren untersucht werden. Dargestellt wurden unterschiedliche Peptide, die den

C-terminalen Teil (IDSPLN), den N-terminalen Teil (TQIDSP) sowie den zentralen Teil
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(QIDSP, IDSPN) représentieren.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll dieser Ansatz fortgesetzt werden und insbesondere
der Einfluss unterschiedlicher Prolinmimetika auf die Konformation der Peptide untersucht
werden.

Dazu wurden zunéchst die mdglichen Penta- und Hexapeptide aus der Bindungsregion aus-
gewihlte, die einerseits eine komplette Abdeckung ermoglichen, andererseits allerdings das

Prolin enthalten miissen. Als Syntheseziele wurden gewéhlt:

Sequenz: - Thr - Gln - Ile - Asp - Ser - Pro - Leu - Asn -
c-(-Thr- Gln - Ile - Asp - Ser - Pro -)
c(- Gln - Ile - Asp - Ser - Pro -)

c-(- Ile - Asp - Ser - Pro - Leu - Asn -)

c-(- Asp - Ser - Pro - Leu - Asn -)

Innerhalb dieser Sequenzen wurden die vier unterschiedlichen Aminosduren cis- und trans-
2-Aminocyclopentancarbonsdure und —cyclohexancarbonsdure an der Stelle des Prolins
eingebaut.

Weiterhin wurden (R)- und (S)-2-Aminomethylbutanséduren (AMBS) als Isoleucinmimetika

verwendet.
™~
}:Nj\,(OH HZN\)YOH H2N\/;}]/OH
o (0] o
L-Ile (R)-AMBS (S)-AMBS

Abbildung 61: Isoleucin und verwendete Mimetika
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4.3.3 Synthese der Peptide
4.3.3.1 Synthese der linearen Vorstufen

Fir die Synthese wurde die Festphasenpeptidsynthese (SPPS) verwendet. Als Synthese-
strategie wurde die Fmoc/'Bu-Strategie gewihlt, da sie einerseits gut etabliert ist und viele
Aminoséduren entsprechend geschiitzt erhiltlich sind, andererseits sind die Peptide weniger
anfillig gegeniiber der Amidspaltung, wie sie besonders fiir labile Peptidbindungen bei der

Abspaltung der semipermanenten Schutzgruppen bei der ‘Bu/Bzl-Strategie beobachtet wird.

Tabelle 8: Cyclische Analoga mit Ausschnitten des VCAM-1-Bindungsepitops

C-terminale Sequenzen Zentrale Sequenz N-terminale Sequenz
P1 P11 P17
c-(-Ile-Asp-Ser-“ACPC-Leu-Asn-) c-(-Gln-Ile-Asp-Ser-“ACPC-) c-(-Thr-Gln-Ile-Asp-Ser-“ACPC-)
P2 P12 P18
c-(-Ile-Asp-Ser-'ACPC-Leu-Asn-) c-(-Gln-Ile-Asp-Ser-"ACPC-) c-(-Thr-Gln-Ile-Asp-Ser-ACPC-)
P3 P13 P19
c-(-Ile-Asp-Ser-‘ACHC-Leu-Asn-) c-(-Gln-Ile-Asp-Ser-“ACHC-) c-(-Thr-Gln-Ile-Asp-Ser-“ACHC-)
P4 P14 P20
c-(-Ile-Asp-Ser-"ACHC-Leu-Asn-) c-(-Gln-Tle-Asp-Ser-'ACHC-) c-(-Thr-GIn-Ile-Asp-Ser-ACHC-)
P5 P15 P21
c-(-(R)-AMBS-Asp-Ser-Pro-Leu-Asn-)  c¢-(-Gln-(R)-AMBS-Asp-Ser-Pro-)  ¢-(-Thr-Gln-(R)-AMBS-Asp-Ser-Pro-)
Po6 P16 P22
c-(-(S)-AMBS-Asp-Ser-Pro-Leu-Asn-)  c-(-GIn-(S)-AMBS-Asp-Ser-Pro-)  c¢-(-Thr-Gln-(S)-AMBS-Asp-Ser-Pro-)
P7
c-(-Asp-Ser-“ACPC-Leu-Asn-)
P8
c-(-Asp-Ser-‘ACPC-Leu-Asn-)
P9
c-(-Asp-Ser-“ACHC-Leu-Asn-)
P10

c-(-Asp-Ser-ACHC-Leu-Asn-)

Alle linearen Peptide wurden an 2-Chlor-Tritylharz synthetisiert. Dies hat den Vorteil, dass
die semipermanent geschiitzten Peptide vom Harz abgespalten werden konnen und fiir weitere
Reaktionen zur Verfiigung stehen. Fiir die C-terminale Aminosdure wurden je nach Peptid-
familie unterschiedliche Ansétze gewihlt. Vorteilhaft ist die Verwendung von Prolin oder

Glycin, da diese bei der nachfolgenden Cyclisierung nicht racemisieren konnen. Dies ist bei
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den vorliegenden Sequenzen jedoch nur fiir die Peptide mdglich, in denen das Isoleucin durch
AMBS ersetzt werden soll (P5, P6, P15, P16, P21, P22). Fiir die Peptide, die den
C-terminalen Teil prisentieren, wurde Leucin als harzgebundene Aminosdure gewdhlt. Fiir
die zentrale und die N-terminale Sequenz wurde Serin als erste Aminosdure gewdhlt, fiir die
Peptide P15 und P16 wurde zunidchst Serin verwendet, in einem zweiten Versuch wurde
Prolin als harzgebundene Aminosdure verwandt.. Untersuchungen durch M. MaleSevic
zeigten, dass diese Aminosduren besonders vorteilhaft hinsichtlich der Stabilitit der
Stereochemie bei der Cyclisierung sind.'*

Als semipermanente Schutzgruppen wurden flir Serin und Threonin tert-Butylether gewéhlt,
die Carboxygruppe in der Seitenkette des Aspartats wurde als tert-Butylester geschiitzt und
die endstdndigen Amidfunktionen des Glutamins und Asparagins wurden mit der Tritylgruppe
geschiitzt. Alle diese Schutzgruppen sind unter den Bedingungen der Abspaltung vom Harz
stabil, lassen sich jedoch mit konzentrierter TFA problemlos entfernen.

Die Synthese der linearen Peptide erfolgte mittels eines Syntheseautomaten. Trotz der im
Vergleich zu Dichlormethan stirkeren Racemisierungstendenz (vergl. Seite 33f.) wurde DMF
als Losungsmittel gewidhlt, da die Exothermie der Kupplungsreaktion eine Verwendung von
CH,Cl, im Syntheseroboter problematisch macht. Auch die Kiihlung mittels fliissigem Stick-
stoff fithrte hierbei zu keiner deutlichen Senkung der Temperatur bei akzeptablen Warte-
zeiten. Als Kupplungsreagenz fand TBTU Verwendung (vergl. Schema 29), die Fmoc-Gruppe
wurde mit einer Losung aus 2 % DBU und 2 % Piperidin in DMF abgespalten (vergl.
Schema 25).

Als lineare Peptidvorstufen wurden die folgenden Sequenzen in einer Ansatzgréfe von

0.2 mmol synthetisiert:

Tabelle 9: Lineare Peptidvorldufer der VCAM-1-Bindungsepitop-Peptide

Peptid Sequenz

P1L H-Asn(Trt)-Ile-Asp(‘Bu)-Ser(‘Bu)-‘ACPC-Leu-OH
P2L H-Asn(Trt)-Ile-Asp(‘Bu)-Ser(‘Bu)-"ACPC-Leu-OH
P3 L H-Asn(Trt)-Ile-Asp(‘Bu)-Ser(‘Bu)-“ACHC-Leu-OH
P4 L H-Asn(Trt)-Ile-Asp(‘Bu)-Ser(‘Bu)-’ACHC-Leu-OH
P5 L H-Asn(Trt)-(R)-AMBS-Asp(‘Bu)-Ser(‘Bu)-Pro-Leu-OH

P6 L H-Asn(Trt)-(S)-AMBS-Asp(‘Bu)-Ser(‘Bu)-Pro-Leu-OH
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Peptid Sequenz

P7L H-Asn(Trt)-Asp(‘Bu)-Ser(‘Bu)-“ACPC-Leu-OH

P8 L H-Asn(Trt)-Asp(‘Bu)-Ser(‘Bu)-"ACPC-Leu-OH

P9L H-Asn(Trt)-Asp('Bu)-Ser('Bu)-“ACHC-Leu-OH
P10 L H-Asn(Trt)-Asp(‘Bu)-Ser('Bu)-"ACHC-Leu-OH
P11 L H-‘ACPC-GIn(Trt)-Ile-Asp(‘Bu)-Ser(‘Bu)-OH

P12 L H-'ACPC-GIn(Trt)-Ile-Asp(‘Bu)-Ser(‘Bu)-OH

P13 L H-ACHC-GIn(Trt)-Ile-Asp(‘Bu)-Ser(‘Bu)-OH

P14 L H-'ACHC-GIn(Trt)-Ile-Asp(‘Bu)-Ser('Bu)-OH
P15 La H-Pro-Gln(Trt)-(R)-AMBS-Asp(‘Bu)-Ser(‘Bu)-OH
P15 Lb H-GIn(Trt)-(R)-AMBS-Asp(‘Bu)-Ser(‘Bu)-Pro-OH
P16 La H-Pro-Gln(Trt)-(S)-AMBS-Asp(‘Bu)-Ser('‘Bu)-OH
P16 Lb H-GIn(Trt)-(R)-AMBS-Asp(‘Bu)-Ser('Bu)-Pro-OH
P17 L H-ACPC-Thr('Bu)-GIn(Trt)-Ile-Asp(‘Bu)-Ser(‘Bu)- OH
P18 L H-'ACPC-Thr(‘Bu)-Gln(Trt)-Ile-Asp(‘Bu)-Ser(‘Bu)-OH
P19 L H-ACHC-Thr(‘Bu)-Gln(Trt)-Ile-Asp(‘Bu)-Ser(‘Bu)-OH
P20 L H-'ACHC-Thr('Bu)-Gln(Trt)-Ile-Asp(‘Bu)-Ser(‘Bu)-OH

P21 L H-Thr('Bu)-Gln(Trt)-(R)-AMBS-Asp(‘Bu)-Ser(‘Bu)-Pro-OH
P22L  H-Thr('‘Bu)-GIn(Trt)-(S)-AMBS-Asp(‘Bu)-Ser('Bu)-Pro-OH

Die Aufreinigung der Peptide erfolgte entweder durch RP-HPLC oder durch die Abtrennung
wasserloslicher Bestandteile an einer Stummelséule mit RP-Kieselgel. Diese Technik ermdg-
licht die schnelle Abtrennung von nichtpeptidischen Bestandteilen, ohne eine zeit- und
kostenaufwindige HPLC durchfiihren zu miissen. Es wird dabei genutzt, dass das voll
geschiitzte Peptid nicht wasserloslich ist. Der Erfolg dieser Methode ist in Abbildung 62 zu
erkennen. Das Chromatogramm zeigt die Acetonitrilphase fiir das Peptids P6 L. Zu erkennen
ist, dass nahezu keine UV-aktiven Verunreinigungen vorhanden sind. Die Methode hat jedoch
den Nachteil, dass eventuell vorhandene nicht-UV-aktive Verunreinigungen nicht detektiert
werden konnen. Daher erscheint es wenig sinnvoll, Angaben iiber die Ausbeute der
Kupplungen zu machen.

Fiir die nachfolgende Cyclisierung wird daher fiir die Berechnung der notwendigen Aquiva-
lente an Kupplungsreagenz und Base von einer ,,perfekten® Umsetzung ausgegangen, d. h.

von einer Ausbeute von 100 %.
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Abbildung 62: Chromatogramm von P6 L

4.3.3.2 Cyclisierung

Fiir die backbone-Cyclisierung von Peptiden ist eine ganze Reihe von Methoden bekannt.*”™
20 Im Prinzip sind alle Methoden, die fiir die Ausbildung einer Peptidbindung in der linearen
Synthese eingesetzt werden, auch fiir die Cyclisierung moglich. Fiir die Cyclisierungen der
Peptide wurde HATU als Kupplungsreagenz eingesetzt (vergl. Abbildung 15). Da intra-
molekulare Makrocyclisierungen generell langsamer ablaufen als intermolekulare Bindungs-
bildungen, spielen Nebenreaktionen wie die Dimerisierung und die Cyclodimerisierung eine
wichtige Rolle. Besonders fiir mittlere Ringe mit 8 bis 14 Ringatomen (z. B. fiir Cyclotetra-
peptide) ist die Cyclisierung schwierig. Die Oligomerisierung wird durch das Prinzip der
Hochverdiinnung unterdriickt. Dazu wird das zu cyclisierende Peptid in einer Konzentration
von 107 bis 10 M vorgelegt und dann das Kupplungsreagenz zugegeben. Diese Methode hat
jedoch den Nachteil, dass groBe Mengen an Losungsmittel erforderlich sind, beispielsweise
werden fiir einen typischen Ansatz von 0.2 mmol Peptid, wie er im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrt wurde, zwischen 500 und 2000 mL Losungsmittel bendtigt.

Alternativ findet das sogenannte Pseudo-Hochverdiinnungsprinzip Anwendung. Dabei wird
das Peptid cyclisiert, wihrend es noch an das Harz gebunden ist (Methode der on-resin-Cycli-
sierung). Diese Methode sorgt dafiir, dass die intramolekulare Reaktion gegeniiber der inter-
molekularen bevorzugt ist. Sie ermdglicht einen groBen Uberschuss an Kupplungsreagenz und

einfache Abtrennung der moglichen Nebenprodukte durch einfaches Waschen. Allerdings ist
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es notwendig, die harzgebundene Aminosédure liber eine funktionelle Gruppe in der Seiten-

kette an das Harz anzubringen und den C-Terminus orthogonal sowohl zu den temporéren wie

auch zu den semipermanenten Schutzgruppen zu schiitzen (vergl. Abbildung 63).”!

¥

(Xaa)l —Xaa! —QPG

Fmoc — Xaan

Fmoc und PG

¥

J Abspaltung von

H— Xaar — (Xaa)l —Xaa! —QQ
Kupplungsreagenz
DIEA, DMF
Xaal
(Xaa)i — Xaan

Abspaltung vom Harz
Entfernen der Schutzgruppen

Xaal

—

(Xaa)i — Xaan

Abbildung 63: on-resin Cyclisierung

Die Nutzung einer Zweikanalspritzenpumpe fiir die getrennte Zugabe von Kupplungsreagenz
und linearem Peptid ermdglicht es, die lokale Konzentration an Peptid in der Losung klein zu
halten. Die Zugabe des Kupplungsreagenz HATU iiber eine Spritzenpumpe ist notwendig, da
die Halbwertszeit des HATU unter basischen Bedingungen im Minutenbereich liegt. Diese
Methode ermoglicht gleichfalls einen Pseudo-Hochverdiinnungseffekt, in einem typischen
Experiment nimmt die Konzentration des Peptides um lediglich 107 M min™ zu.

Das lineare Peptid wird in einer Konzentration von etwa 10 mM mit einer Geschwindigkeit
von ca. 0.01 mL min™ zu einer 60 mM Lésung von 6.0 Eq. Diisopropylethylamin (DIPEA) in
DMF gegeben. Parallel werden 3.0 Eq. Kupplungsreagenz in einer 30 mM Ldsung zuge-
geben.

Fiir die Cyclisierung von 0.2 mmol linearem Peptid werden also nur 30 mL DMF benétigt,

eine deutliche Reduzierung gegeniiber der fiir diese Menge in einer klassischen Cyclisierung
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in Losung bendtigten Menge (500 bis 2000 mL).

Uberdies zeigt die Methode der Spritzenpumpen-Cyclisierung deutlich bessere Ausbeuten fiir
eine Reihe von Peptiden als die on-resin-Cyclisiemng.282

Modellhaft wurden fiir das Pentapeptid P23 [c-(-Asp-Ser-Pro-Leu-Asn-)] die Grenzen dieser
Methode getestet. So zeigt die Cyclisierung von 0.05 mmol des linearen Peptidvorlaufers H-
Leu-Asn(Trt)-Asp(‘Bu)-Ser('Bu)-Pro-OH in einer klassischen Losungscyclisierung in 15 mL
DMF mit 1.1 Eq. HATU und 3.0 Eq. DIPEA lediglich die Ausbildung von Cyclodimer (ber.
1783.94; [2M — 2H,0 + Na]"), -trimer (ber. 2664.41; [3M - 3H,0 + Na]") und —tetramer (ber.
3544.88; [4M — 4H,0 + Na]"). Die Konzentration an Peptid betrigt hierbei 3.3 mM.

Voyager Spec #1=>MC=>MC=>MC=>MC[BP = 1783.7, 3758]

100- 1783.97 3758.(
901
801
70
2 601
[7]
c
2 50
=
2 40
301 1880.67 2663.08
20 1726.26
10+
2759.26 3541.12
0 : e L ; ‘ A ; 0
499.0 1399.4 2299.8 3200.2 4100.6 5001.0
Mass (m/z)

Abbildung 64: MALDI-ToF MS der Cyclisierung von P23

Im analogen Fall wurde bei der Cyclisierung des selben Peptidvorldufers mit der Spritzen-
pumpenmethode (0.05 mmol Peptid resp. 3 Eq. HATU gel6st in 5 mL DMF; Vorlage: 6 Eq.
DIPEA in 5 mL DMF) nur das gewiinschte Produkt isoliert.

Selbst die weitere Reduzierung des Ldsungsmittelvolumens (Endkonzentration an Peptid
10 mM) fiihrt zur Ausbildung des gewiinschten Cyclomonomer (38 %, analyt. HPLC, tg =
31.6 min) neben der Bildung des Cyclodimers (55 %, analyt. HPLC, tg = 44.0 min). Bedingt
durch den deutlichen Unterschied in den Retentionszeiten entstehen bei der Abtrennung

keinerlei Probleme (vergl. Abbildung 65).



Spezieller Teil 105

UV600QLP-254nfn  —— P4p00 - Solvent: AAcetonitril
Cyel3_
ntion Ti

Reter
Area Percent

Abbildung 65: Chromatogramm der Spritzenpumpen-Cyclisierung von P23 (Rohprodukt)

Die Cyclisierung fiir die Peptide P1 L bis P22 L gelang problemlos ohne Ausbildung von
Dimeren oder Cyclodimeren. Auch die Epimerisierung scheint kein Problem darzustellen, die

HPLC zeigt fiir alle Félle ein eindeutiges Produkt ohne Peakdeformation.

4.3.3.3 Darstellung der voll entschiitzten Peptide

Die Abspaltung der semipermanenten Schutzgruppen erfolgte mit einer Losung aus 95 %
Trifluoressigsdure, 2.5 % Wasser und 2.5 % Triisopropylsilan. Im Allgemeinen wurde das
Entschiitzen iiber Nacht durchgefiihrt. Die entschiitzten Peptide wurden zundchst durch
Féllung mit kaltem Diethylether und anschlieBend mittels praparativer RP-HPLC gereinigt. Es

ergeben sich fiir die unterschiedlichen Peptide die folgenden Ausbeuten:

Tabelle 10: Ausbeuten der synthetisierten VCAM-1 analogen Peptide

Peptid Sequenz Ausbeute
P1 c-(-Ile-Asp-Ser-“ACPC-Leu-Asn-) 4 %
P2 c-(-lle-Asp-Ser-'ACPC-Leu-Asn-) 25 %
P3 c-(-Ile-Asp-Ser-“ACHC-Leu-Asn-) 10 %
P4 c-(-Ile-Asp-Ser-"ACHC-Leu-Asn-) 6 %

P5 c-(-(R)-AMBS-Asp-Ser-Pro-Leu-Asn-) 34 %
P6 c-(-(S)-AMBS-Asp-Ser-Pro-Leu-Asn-) 9 %
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Peptid Sequenz Ausbeute
P7 c-(-Asp-Ser-“ACPC-Leu-Asn-) 4%
P8 c-(-Asp-Ser-'ACPC-Leu-Asn-) 5%
P9 c-(-Asp-Ser-“ACHC-Leu-Asn-) 7 %
P10 c-(-Asp-Ser-'ACHC-Leu-Asn-) 5%
P11 c-(-Gln-Ile-Asp-Ser-“ACPC-) 14 %
P12 c-(-GlIn-Ile-Asp-Ser-'ACPC-) <1 %
P13 c-(-Gln-Ile-Asp-Ser-“ACHC-) 28 %
P14 c-(-Gln-Ile-Asp-Ser-"ACHC-) 9 %
P15 c-(-Gln-(R)-AMBS-Asp-Ser-Pro-) -
P16 c-(-GIn-(S)-AMBS-Asp-Ser-Pro-) -

P17 c-(-Thr-Gln-Ile-Asp-Ser-’ACPC-) <1 %
P18 c-(-Thr-Gln-Ile-Asp-Ser-'ACPC-) <1 %
P19 c-(-Thr-Gln-Ile-Asp-Ser-"ACHC-) 13 %
P20 c-(-Thr-Gln-Ile-Asp-Ser-'ACHC-) <1 %

P21 c-(-Thr-Gln-(R)-AMBS-Asp-Ser-Pro-) <1 %
P22 c-(-Thr-GIn-(S)-AMBS-Asp-Ser-Pro-) 17 %

Zu erkennen ist, dass die Ausbeuten in einem weiten Bereich (knapp 1% — 28 %) variieren,
selbst fiir strukturell sehr dhnliche Peptide. Dies ist unter anderem damit zu erkléren, dass bei
manchen Peptiden fiir jede Zwischenstufe priparative HPLC zur Reinigung durchgefiihrt
werden musste, wihrend bei anderen Peptiden die Reinheit der Rohprodukte so gut war, dass
lediglich auf der Stufe des entschiitzten cyclisierten Endproduktes HPLC notwendig war und
bei den Zwischenprodukten die Nebenprodukte durch Filtration iiber RP-Kieselgel abgetrennt
werden konnten.

Die Peptide P15 und P16 wurden in einem ersten Versuch mit Serin als harzgebundener
Aminosdure synthetisiert. Die Cyclisierung fiihrte dabei zur N-Guanylierung des Prolins
(vergl. Schema 33). In einem zweiten Versuch wurde Prolin als harzgebundene Aminosiure
gewdhlt, dies hat den Vorteil, dass keine Epimerisierung bei der Cyclisierung auftreten kann.
Probleme traten bei der Reinigung der entschiitzten Cyclopeptide auf, die Abtrennung des
Peptides von einem Nebenprodukt, welches NMR-spektroskopisch als N-Hydroxy-azabenzo-
triazol (entsteht bei der Aktivierung durch HATU als Nebenprodukt) identifiziert wurde, ist
nicht moglich. Eine Abtrennung auf der Stufe des geschiitzten Peptides sollte aufgrund der

beobachteten Polaritiatsunterschiede kein Problem darstellen. Auf einen erneuten Darstel-
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lungsversuch musste allerdings verzichtet werden, da die Vorrite an Fmoc-geschiitzten
b-Aminosduren, die von der Firma ChiroBlock zur Verfiigung gestellt wurden, erschopft

waren.

4.3.3.4 Resultate der biologischen Tests

Die biologische Aktivitdt der synthetisierten Peptide wurde von Sylwia Urman getestet. Dazu
wurden Zelladhisionstests mit RAMOS Lymphoblastzellen, die das Integrin a4b; exprimie-
ren, und loslichem VCAM-1 durchgefiihrt, um die Inhibierung der Interaktion zwischen
VCAM-1 und a4b; zu beobachten. Die Peptide wurden in einer Konzentration von 100 pg/ml
getestet. Als vollstindige Zelladhésion (100 %) wird der Zustand definiert, der ohne Zugabe

von Peptid erreicht wird. Der monoclonale Antikdrper BU49 inhibierte die Zelladhdsion zu

96 %. Tabelle 11 gibt die Werte fiir die Zelladhision wieder.

Tabelle 11: Ergebnisse des Zelladhdsionstests fiir die VCAM-1 analogen Peptide

Durchschnittswert der

Peptid Sequenz Konzentration Zelladhdsion mit
[mM]
Standardabweichung

P3 c-(-Ser-“ACHC-Leu-Asn-Ile-Asp-) 0.150 1149
P4 c-(-Ser-'ACHC-Leu-Asn-Ile-Asp-) 0.150 98 + 10
P5 c-(-Ser-Pro-Leu-Asn-(R)-AMBS-Asp-) 0.160 103 £ 14
P6  c-(-Ser-Pro-Leu-Asn-(S)-AMBS-Asp-) 0.160 104 £ 3
P7 c-(-Ser-‘ACPC-Leu-Asn-Asp-) 0.185 98+5

P9 c-(-Ser-“ACHC-Leu-Asn-Asp-) 0.180 104+9
P10 c-(-Ser-'ACHC-Leu-Asn-Asp-) 0.180 94 + 13
P11 c-(-Ser-“ACPC-Gln-Ile-Asp-) 0.180 93+3

P13 c-(-Ser-“ACHC-GlIn-Ile-Asp-) 0.176 90 £ 12
P19 c-(-Ser-“ACHC-Thr-Gln-Ile-Asp-) 0.179 96 £ 10

Es wird deutlich, dass keines der synthetisierten Peptide eine signifikante Hemmung der Zell-
adhidsion bewirkt. Dies kann unterschiedliche Ursachen haben. Zum einen kann die bioaktive
Konformation des VCAM-1 nur unzureichend durch die dargestellten Peptide mimikriert sein.

Auf diesen Punkt wird spéter noch im Bereich der Konformationsanalyse (Kapitel 4.6) einzu-
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gehen sein.

Weiterhin zeigten Fong et al.,”’* dass besonders das Prolin fiir die Bindung von potentiellen
Inhibitoren notwendig ist. Moglicherweise ist die Struktur der ACACs nicht dazu in der Lage,
die rdumliche Ausdehnung des Prolins in genligendem Malle zu imitieren. AuBBerdem wird be-
schrieben, dass die cis-Konfiguration der Peptidbindung des Prolins wichtig fiir die Wechsel-

wirkung mit dem Integrin ist.
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44 ADAM S

4.4.1 Auftreten und Funktion

23 Bs wird auf

ADAM 8 wurde urspriinglich als CD 156 aus murinen Makrophagen geklont.
Makrophagen, Neuronen und Oligodendrozyten exprimiert und tritt im zentralen Nerven-
system (ZNS) bei Neurodegeneration verstarkt auf. Weiterhin taucht es bei der Aktivierung
von Glia-Zellen, Astrocyten und Mikroglia auf, so dass angenommen werden kann, dass
ADAM 8 eine wichtige Rolle in der Neuron-Glia-Interaktion spielt.”** Zwar vermag ADAM 8
nach der Verletzung von Neuronen eine Schadensbegrenzung zu erreichen, jedoch fiihrt diese
auch zu einer verringerten Regenerationsfahigkeit der Neuronen.

Weiterhin spielt ADAM 8 eine Rolle in der Zellfusion sowie bei der Zelladhésion.”

Die Disintegrindoméne von ADAM 12 enthilt die Tripeptidsequenz —Ser—Asn—Ser— (SDS).

Diese ist fiir die Adhésion von Myoblasten verantwortlich.”®

Wird nun eine weitgehende
Sequenz- und Strukturanalogie zwischen ADAM 12 und ADAM 8 angenommen, so sollte
humanes ADAM 8 (hADAM 8) die Erkennungssequenz —Lys—Asp—Met— (KDM) und
murines ADAM 8§ (mADAM 8) —Lys—Asp—Lys— (KDK) in einer /oop-Struktur présentieren.
Es ist noch nicht bekannt, welches Integrin in diese Interaktion involviert ist, es scheinen
jedoch mehrere Integrine an ADAM 8 zu binden (vergl. Seite 60). Auch ist unbekannt, welche
Rolle die Proteasedoméne bei der ADAM-Integrin-Interaktion spielt. Dartliber hinaus ist auch
eine homophile Interaktion der Disintegrindomdnen von ADAM 8 bekannt, die zur

Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen Peptiden mit der Erkennungssequenz und

ADAM herangezogen werden soll.

4.4.2 Syntheseziele und Strategie

Ein Peptidligand, der die entsprechende Erkennungssequenz présentiert, konnte die Regenera-
tionsfahigkeit verletzter Nerven moglicherweise verbessern. Daher soll ein spatial screening
durchgefiihrt werden, um die aktive Konformation der Erkennungssequenz der Disintegrin-

doméne von mADAM 8 zu bestimmen. Die entsprechende Aminosduresequenz lautet:

—Cys—Arg—Leu—Ser—Lys—Asp—Lys—Cys—Asp—Leu—Glu—Glu—Phe—.

Auf dieser Basis wurden Hexapeptide synthetisiert, die neben der Erkennungssequenz —Lys—
Asp—Lys— die drei N-terminalen Aminoséuren Arg—Leu—Ser enthalten. Aus synthetischen
Griinden wurde auf die Einbeziehung von C-terminalen Aminosduren verzichtet, da Cys-

haltige Peptide wenig stabil gegeniiber Oxidation sind.””” Es wurde ein D-Aminosdure-Scan
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fiir die Aminosduren Arg, Leu und Ser durchgefiihrt (KDK2 bis KDK4), weiterhin ein Ala-
Scan zur genaueren Aufklirung der Bedeutung der einzelnen Aminosduren der Erkennungs-
sequenz (KDKS bis KDK7). Um genaueren Aufschluss iiber die Funktion der Lysinreste zu
erhalten, wurde dariiber hinaus noch ein Peptid synthetisiert, in dem beide Lysine durch

Alaninreste ersetzt wurden (KDKS). Tabelle 12 zeigt die synthetisierten Peptide.

Tabelle 12: Synthetisierte Peptide mit mADAM-8-Erkennungssequenz

Peptid Sequenz

KDK1  H-Arg-Leu-Ser-Lys-Asp-Lys-OH
KDK2 c-(-D-Arg-Leu-Ser-Lys-Asp-Lys-)
KDK3  c-(-Arg-D-Leu-Ser-Lys-Asp-Lys-)
KDK4  c-(-Arg-Leu-D-Ser-Lys-Asp-Lys-)
KDKS5  c-(-D-Arg-Leu-Ser-Ala-Asp-Lys-)
KDK6  c-(-D-Arg-Leu-Ser-Lys-Ala-Lys-)
KDK7  c-(-D-Arg-Leu-Ser-Lys-Asp-Ala-)
KDK8  c-(-D-Arg-Leu-Ser-Ala-Asp-Ala-)

Im Rahmen ihrer Diplomarbeit™ stellte Gollasch bereits das Peptid KDK3 dar. Dazu ver-
wendete sie die on-resin-Cyclisierung mit an der a-Carboxygruppe Dmb-geschiitztem Aspar-
tat als harzgebundener Aminosdure. Trotz Einsatzes unterschiedlicher Kupplungsreagenzien
(HATU, HATU/HOAt, DIC/HOAt) gelang keine befriedigende Cyclisierung, neben der
Guanylierung wurde vor allem die Epimerisierung bei bis zu 50 % der Peptide beobachtet.

Daher wurde fiir die Darstellung der Peptide eine alternative Strategie gewdihlt. Da fiir die
Synthese der VCAM-1 analogen Peptide gute Erfahrungen mit der Cyclisierung unter Pseudo-
Hochverdiinnung gemacht wurden, erschien es sinnvoll, diese Methode auch fiir die hier dar-
zustellenden Peptide einzusetzen. Daher wurden die linearen Peptide mit der Fmoc/‘Bu-Stra-
tegie an 2-Chlortritylharz synthetisiert und im voll geschiitzten Zustand vom Harz abgespal-
ten. Entsprechend den guten Erfahrungen mit den Peptiden P1 bis P10 wurde Leucin als harz-
gebundene Aminosédure gewahlt. Fiir das Peptid KDK3 wurde analog D-Leucin verwendet.

Als semipermanente Schutzgruppen fanden die Boc-Gruppe fiir das Lysin, der fert-Butylether
fiir das Serin sowie der fert-Butylester im Falle des Aspartats Verwendung. Das Arginin
wurde mit der Pbf-Gruppe (2,2,4,6,7-Pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl) geschiitzt,

einer ebenfalls mit konzentrierter TFA abspaltbare Schutzgruppe.



Spezieller Teil

111

wn=0

o

Abbildung 66: Die Pbf-Gruppe

Die in Tabelle 13 gezeigten linearen Peptide wurden mittels SPPS am Syntheseautomaten

dargestellt:
Tabelle 13: Lineare Peptidvorstufen der mADAM 8-Bindungsepitope

Peptid Sequenz

KDK1 H-Arg(Pbf)-Leu-Ser('Bu)-Lys(Boc)-Asp(‘Bu)-Lys(Boc)-OH
KDK2 L  H-Ser('Bu)-Lys(Boc)-Asp(‘Bu)-Lys(Boc)-D-Arg(Pbf)-Leu-OH
KDK3 L  H-Ser(‘Bu)-Lys(Boc)-Asp(‘Bu)-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-D-Leu-OH
KDK4 L H-D-Ser('Bu)-Lys(Boc)-Asp(‘Bu)-Lys(Boc)-Arg(Pbf)-Leu-OH
KDKS5 L H-Ser(‘Bu)-Ala-Asp(‘Bu)-Lys(Boc)-D-Arg(Pbf)-Leu-OH
KDKé6 L H-Ser(‘Bu)-Lys(Boc)-Ala-Lys(Boc)-D-Arg(Pbf)-Leu-OH
KDK7 L H-Ser(‘Bu)-Lys(Boc)-Asp(‘Bu)-Ala-D-Arg(Pbf)-Leu-OH
KDKS8 L H-Ser(‘Bu)-Ala-Asp(‘Bu)-Ala-D-Arg(Pbf)-Leu-OH

Die Synthese gelang nicht in befriedigender Weise. Das Chromatogramm von KDK3 L zeigt

eine Vielzahl von Peaks (vergl. Abbildung 67). Die manuelle Synthese nach analogen Vor-

schriften fiir Kupplungszeiten und -reagenzien zeigt hier eine deutlich bessere Reinheit des

linearen Peptids (vergl. Abbildung 68).

Dariiber hinaus gelingt durch die Verwendung von Piperazin (6 % in DMF) als Abspalt-

reagenz flir die tempordre Schutzgruppe Fmoc fiir die Peptide der KDK-Gruppe eine weitere

Verbesserung der Reinheit der linearen Peptide (vergl. Abbildung 69).
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Abbildung 68: Chromatogramm von KDK4 L, manuelle Synthese
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Abbildung 69:Chromatogramm von KDK4 L, Fmoc-Abspaltung mit Piperazin

Minutes

Die Cyclisierung der Peptide gelang wie oben beschrieben durch langsame Zugabe der

linearen Peptidvorstufe sowie des Kupplungsreagenzes zu einer Losung von DIPEA in DMF

(Spritzenpumpen-Cyclisierung, vergl. Abschnitt 4.3.3.2).

Sie gelingt ohne erkennbare Epimerisierung, weder die analytische RP-HPLC noch die NMR-

Spektren der entschiitzten Produkte liefern Hinweise auf Nebenprodukte.

Die Abspaltung der semipermanenten Schutzgruppen erfolgt mit einem Cocktail aus 95 %

TFA, 2.5 % TIS und 2.5 % Wasser und liefert die entschiitzten Peptide in unterschiedlich

guten Ausbeuten (vergl. Tabelle 14).

Tabelle 14: Ausbeuten der synthetisierten KDK-Peptide

Peptid Sequenz Ausbeute
KDK1  H-Arg-Leu-Ser-Lys-Asp-Lys-OH 19 %
KDK2  c-(-D-Arg-Leu-Ser-Lys-Asp-Lys-) 11 %
KDK3  c-(-Arg-D-Leu-Ser-Lys-Asp-Lys-) 4 %
KDK4  c-(-Arg-Leu-D-Ser-Lys-Asp-Lys-) 3%
KDK5  c-(-D-Arg-Leu-Ser-Ala-Asp-Lys-) 5%
KDK6  c-(-D-Arg-Leu-Ser-Lys-Ala-Lys-) 7%
KDK7  c-(-D-Arg-Leu-Ser-Lys-Asp-Ala-) 3%
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Peptid Sequenz Ausbeute
KDK8  c-(-D-Arg-Leu-Ser-Ala-Asp-Ala-) 15 %

Abhidngig von der Darstellung der linearen Vorldufer variiert die Ausbeute. Besonders die
Peptide KDK3 bis KDK?7 zeigten bei der Synthese am Syntheseautomaten starke Verunreini-
gungen, die durch préparative RP-HPLC abgetrennt werden mussten. Nutzung der manuellen
Synthese unter Verwendung von Piperazin als Abspaltreagenz sollte hier die Ausbeute ver-
bessern. Die Endprodukte weisen eine hohe Reinheit auf, weder analytische RP-HPLC noch

die NMR-Spektren zeigen Hinweise auf Verunreinigungen oder Epimerisierung.

4.4.3 Ergebnisse erster biologischer Tests

Die biologische Aktivitdt von einigen der synthetisierten Peptide wurde von Sylwia Urman
untersucht. Dazu wurde der Einfluss der Peptide auf die homophile Interaktion der
Disintegrindomdnen von mADAMS in einem Zelladhédsionstest getestet. Die erhaltene
Zelladhision ist in Abbildung 70 dargestellt. Es wird deutlich, dass sowohl das Peptid KDK2
wie auch das Peptid KDK3 eine deutliche Aktivitdt zeigen.

120
OKDK3
100 B KDK2
=
2 80 1 [
Q
N
Q
g 60 |
E
2
[}
5
L |
20
0
0 0,01 nM 0,1 nM 1 nM 10 nM 100 nM 1 uM
Peptidkonzentration

Abbildung 70: Konzentrationsabhéngige Hemmung der Zelladhdsion
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4.5 NMR-Spektren

4.5.1 Zuordnung der Signale

Die Protonenspektren von Peptiden lassen sich in drei charakteristische Bereiche aufteilen. Im
Bereich zwischen 7 und 9 ppm sind die Amidprotonen der Peptidbindung und der terminalen
Amidgruppen von Glutamin und Asparagin zu finden, ferner die protonierten Amine und
Guanidinoprotonen von Lysin bzw. Arginin. Zwischen 3 und 5 ppm liegen die Signale fiir die
a-Protonen, ferner die Hydroxyprotonen des Serins. Stirker hochfeldverschoben als die
Signale der a-Protonen finden sich die Signale der b-Protonen und — je nach Substitution —
auch die weiteren Signale. Am weitesten hochfeldverschoben finden sich i. A. die Methyl-

gruppen des Leucins im Bereich zwischen 0.8 und 1.0 ppm (alle Werte fiir DMSO).

a L

R N T U A R B D
85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 ppm

Abbildung 71: "H-Spektrum von P8 (600 MHz, DMSO)

Die Zuordnung der Signale erfolgt durch Zuhilfenahme zweidimensionaler Methoden
(COSY, TOCSY, vergl. Abbildung 72 und Abbildung 73). Aminosduren mit gleichen Kopp-
lungsschemata werden durch die Nutzung von ROESY-Spektren zugeordnet.

Die Zuordnung der "C-Signale erfolgt iiber heteronukleare Invers-Experimente (HMQC,
HMBC, vergl. Abbildung 74).
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Abbildung 73: TOCSY-Spektrum von P8 (600 MHz, DMSO)
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Abbildung 74: HMBC-Spektrum von P8 (600 MHz, DMSO)

4.5.2 Bestimmung konformationsrelevanter Parameter

Wichtig fiir die Aufkldrung der Konformation von Peptiden ist die Ermittlung von Para-
metern, die Riickschliisse auf die Struktur ermoglichen. Dazu werden vor allem
Protonenabstinde bestimmt, die durch den Nuclear Overhauser Effekt entstehen. Die
Gleichung zur Berechnung der Abstinde basiert auf der Annahme einer linearen
Abhidngigkeit des NOE von den Mixzeiten. Dies ist jedoch nur fiir kurze Mixzeiten gegeben.
Vor der Berechnung der Protonenabstinde aus den Integralen der Kreuzsignale der ROE-
Spektren ist es daher wichtig, die Aufbauraten des ROE zu bestimmen. Fiir eine exakte
Abstandsberechnung ist demnach eine solche Mixzeit auszuwéhlen, fiir die die Aufbaurate fiir
alle herangezogenen ROEs im linearen Bereich liegt. Die Aufbaurate ist dabei von der
Beweglichkeit im Molekiil abhidngig, das heilt sie ist nicht fiir alle ROEs gleich (vergl.
Abbildung 75). Bei grofleren Unterschieden in der Beweglichkeit kann es sogar vorkommen,

dass ein ROE bereits abklingt, wéhrend ein anderer erst entsteht und detektierbar ist.



118 Spezieller Teil

10

40 1 4
m
0,1 T ‘
140 160 180 200
Mixzeit [ms]
- Asp HY Ser HY *  'ACPC H®'ACPC HP Asp HY Asp H?
2 Ser HY ‘ACPC HY <+ Ser HP™R Ser H°PS Leu HY 'ACPC H*

Abbildung 75: Volumina ausgewihlter Kreuzsignale des ROESY von P8

Da bei 600 MHz fiir die vermessenen Peptide lediglich sehr kleine NOEs gefunden wurden,
fanden zur Abstandsbestimmung ROE-Spektren Verwendung.

Es werden ROESY-Spektren mit unterschiedlichen Mixzeiten im Bereich zwischen 140 und
200 ms aufgenommen und die Volumina der Kreuzsignale ermittelt. Durch Referenzierung zu
einem bekannten Abstand lassen sich aus diesen Volumina unter Einbeziehung der Offset-
Korrektur des Spinlock-Felds Protonenabstinde ermitteln. Als Referenzsignal bieten sich in
den verwendeten Peptiden die b-Protonen des Serins bzw. des Aspartats an. In Abbildung 76
sind die charakteristischen Bereiche eines ROESY-Spektrums fiir ein cyclisches Pentapeptid
dargestellt.
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Abbildung 76: ROESY-Spektrum von P8 (600 MHz, DMSO, Mixzeit 180 ms)

Im Bereich der Amidprotonen (oben rechts) sind in der Regel nur wenige Kreuzsignale zu
erkennen, die durch NOE hervorgerufen werden. Dariiber hinaus sind auch TOCSY-Signale
zu erkennen, die jedoch ein positives Vorzeichen besitzen, im vorliegenden Fall werden sie
durch die Kopplung zwischen den Amidprotonen des Glutamats hervorgerufen. Besonders
viele NOEs lassen sich i. A. zwischen den Amidprotonen und den a- und b-Protonen identi-
fizieren (unten links). Auch zwischen den Protonen der Seitenkette treten NOEs auf. Aller-
dings besteht hier vor allem fiir die Methylgruppen der Aminosduren Leucin, Isoleucin, Valin
und Aminomethylbutansiure das Problem, dass keinerlei Zuordnung fiir ein bestimmtes
Wasserstoffatom gemacht werden kann, so dass diese NOEs keine Beriicksichtigung als

restraints in der Strukturaufkldrung finden konnen.
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4.6 Konformationsanalyse von Analoga der Erkennungsregion des

VCAM-1

Konformationsanalysen wurden fiir die C-terminalen Sequenzen der Erkennungsregion des
VCAM-1 angefertigt. Dabei wurde der Einfluss der b-Aminosduren cis- und trans-2-
Aminocyclopentan- bzw. -hexancarbonsdure auf die Konformation von cyclischen Penta- und

Hexapeptiden aufgeklart.

4.6.1 Pentapeptide
4.6.1.1 Konformationelle Daten aus NMR-Untersuchungen

Tabelle 15: Pentapeptide mit dem C-terminalen Teil der Erkennungsregion des VCAM-1

Peptid Sequenz
P7 c-(-Asp-Ser-“ACPC-Leu-Asn-)
P8 c-(-Asp-Ser-'ACPC-Leu-Asn-)
P9 c-(-Asp-Ser-"ACHC-Leu-Asn-)
P10  c-(-Asp-Ser-'ACHC-Leu-Asn-)

Beim Vergleich der chemischen Verschiebungen der Amidprotonen der Pentapeptide P7 bis
P10 zeigen sich z. T. deutliche Unterschiede (Abbildung 77). So tritt das Amidproton des
Asparagin am stirksten (P7, P8), am zweitstdrksten (P10) oder am drittstirksten tieffeld-
verschoben auf. (P9) auf. Auch das Leucin nimmt unterschiedliche relative Verschiebungen
ein. Konstant findet sich das Amidprotons der b-Aminosdure am weitesten
hochfeldverschoben. Dies ist sicherlich durch die besonderen elektronischen Verhiltnisse zu
erkldren, die elektronenziehende Carboxylgruppe ist weiter entfernt als dies in den a-Amino-
sduren der Fall ist, so dass das Amidproton eine geringere Entschirmung und damit eine
weniger starke Tieffeldverschiebung erféhrt.

Auffillig ist dariiber hinaus, dass die Amidprotonen des Peptids P10 einen deutlich breiteren
Bereich umschlieen (1.36 ppm), als dies fiir die Peptide P7 bis P9 der Fall ist (0.96 bis 1.08

ppm).
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Abbildung 77: Vergleich der chemischen Verschiebung der H"-Protonen von P7 bis P10

Analoge Werte werden fiir die den Amidprotonen benachbarten Protonen erhalten (bei der
b-Aminosdure handelt es sich um die b-Protonen, fiir alle anderen Reste um die a-Protonen).
Besonders das a-Proton des Leucins zeichnet sich durch ein weites Intervall der chemischen
Verschiebung aus, in P8 ist es am weitesten tieffeldverschoben, wihrend es in P9 am
weitesten hochfeldverschoben ist. Auch findet man die Resonanz des H? (Leu) in einem
Bereich von mehr als 0.5 ppm, wihrend die Resonanz H* (Asp) nur innerhalb eines Bereiches
von 0.2 ppm liegt. Analog zu den Werten fiir die Amidprotonen hat auch hier das Peptid P10
den grofiten Verschiebungsbereich (0.93 ppm), widhrend die Peptide P7 bis P9 in einem
Intervall von 0.5 bis 0.7 ppm Breite liegen.

4.2 T \>< Ser
> /\\/ ——ACAC

\ Leu
> 'Q\
P9 P10

Abbildung 78: Vergleich der chemischen Verschiebung der a-Protonen von P7 bis P10

d[ppm]

Asn

Asp

34
P7 P8

Ein weiterer charakteristischer NMR-Parameter sind die vicinalen Kopplungskonstanten
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°J e ZWischen den Amidprotonen H" und den benachbarten Protonen H* bzw. H" (vergl.
Abbildung 79). Erkennbar ist, dass die Kopplungskonstanten der b-Aminosduren relativ
kleine Werte in allen Peptiden aufweisen, wéahrend insbesondere die Werte fiir das Serin in

allen Peptiden zu den groBten gehdren.

10,0
8,0
@ Ser
_ 6,0 1 B ACAC
i O Leu
4,0 O Asn
A
2,0 | Ap
0,0
P7 P8 P9 P10

Abbildung 79: Vicinale Kopplungskonstanten °.J e von P7 bis P10

Die Temperaturabhdngigkeit der chemischen Verschiebung der Amidprotonen ist in

Abbildung 80 dargestellt.

1
| O Ser
g B ACAC
"é OLeu
3 | O Asn
L J t B Asp
-5

P7 P8 P9 P10

Abbildung 80: Temperaturgradienten der chemischen Verschiebung der HY-Protonen

Im Peptid P7 zeigen die Amidprotonen von Ser, “ACPC und Leu relativ kleine absolute
Betriige, die auf eine Abschirmung vom Ldsungsmittel schlieBen lassen. Ahnliche Werte
finden sich bei den Amidprotonen von Ser und ‘ACPC in P8 und P10. Da es sich hierbei

jeweils um die Amidprotonen benachbarter Aminosduren handelt, ist nicht von einer durch
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Wasserstoffbriickenbindungen stabilisierten furn-Struktur auszugehen, in denen die
Abschirmungen fiir die HY der Aminoséure i und die Aminoséure i+2 oder i+3 beobachtet
werden sollten. Im Falle des Peptids P9 zeigt das “ACHC einen sehr flachen Temperaturgra-
dienten (Dd/DT = -0.5 ppb K™), so dass davon auszugehen ist, dass dieses Amidproton gegen-
iiber dem Losungsmittel gut abgeschirmt ist. Allerdings kann anhand dieser Daten nicht
postuliert werden, welche Sekundarstruktur dieses Peptid tatsdchlich haben wird, da aus dem
Temperaturgradienten nicht hervorgeht, ob das “ACHC in einen a-, einen b- oder einen g-furn

involviert ist.

4.6.1.2 c-(-Asp-Ser-“ACPC-Leu-Asn-) P7

Die Zuordnung der diastereotopen Protonen erfolgt unter Zuhilfenahme der Protonenabsténde
sowie der Kopplungskonstanten. Allerdings ist dies nicht in jedem Fall moglich, so iiber-
lagern die Signale der b-Protonen des Serins im Bereich zwischen 3.60 und 3.72 ppm und die
des Asparagins im Bereich zwischen 2.58 und 2.66 ppm, eine eindeutige Zuordnung ist somit
nicht moglich. Auch die Signale der b-Protonen des Leucins im Bereich von 1.5 bzw. 1.8 ppm
werden durch andere Signale, vor allem durch Protonen des Cyclopentanrings iiberlagert, so

dass keine Zuordnung gelingt. Das b-Proton des Aspartats bei 2.89 ppm zeigt eine Kopp-

lungskonstante von *J = 6.5 Hz sowie einen starken ROE zum a-Proton des Aspartats,
g = P

aHb

das b-Proton bei 2.55 ppm zeigt eine Kopplungskonstante von *.J = 9.7 Hz sowie einen

H®HP
starken ROE zum Amidproton des Aspartats. Unter Beriicksichtigung der ROE-Abstands-
daten wird deutlich, dass es sich bei dem tieffeldverschobenen b-Proton um das HPP™R
handelt, wihrend das hochfeldverschobene das H?S-Proton ist.

Die Seitenketten liegen aufgrund ihrer Flexibilitdt hdufig in einem Konformeren-Gleich-

gewicht vor, das bei Raumtemperatur durch NMR-Spektroskopie nicht aufgelost werden

kann. Mithilfe der *J -Kopplungskonstante und charakteristischer Protonenabsténde ist

H*H®
die Berechnung der Population fiir die unterschiedlichen Rotamere durch die Pachler-

Gleichungen (26) — (28) moglich:
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Ple(- 60°)] =(J(J—JJ)) (26)
Plc(180°)] = (J(JbT—JGJ)G) (27)
Plc(60°)] =1- {P[c(- 60°)]+ P[c(180°)]} (28)

Es zeigt sich im vorliegenden Fall eine Bevorzugung der Konformation fiir ¢ = 180 °, die

Konformation mit ¢ = 60 ° ist nicht besetzt.

Tabelle 16: Zuordnung der diastereotopen Protonen fiir P7

Asp

prroR prroS

Kopplungskonstante 6.5Hz 9.7Hz

d(H?® H) 237pm 252 pm
dHN H°) 426 pm 351 pm
Population ¢, (-60 °) 36 %
C, (180 °) 64 %
C3 (60 °) -

Aus dem ROESY-Spektrum (Mixzeit 180 ms) wurden 30 Atomabstinde extrahiert, die als
Randbedingungen in die Bestimmung der Startstruktur sowie in die Molekiildynamik ein-
flieBen. Entsprechend der allgemeinen Vorgehensweise (Kapitel 7.3) wird aus der restrained
MD-Rechnung eine Konformation erhalten, die in einer freien MD-Rechnung simuliert wird.
Die Cluster-Analyse der freien Simulation liefert einen sehr stark besetzten Cluster (>95 %
der verglichenen Strukturen), dessen Konformation sowie eine schematische Darstellung der
Sekundarstruktur in Abbildung 81 dargestellt sind.

Die b-Aminosdure befindet sich an der Position i+1 eines b-turns, der jedoch nicht durch eine
Wasserstoffbriicke stabilisiert wird. Auch die Torsionswinkel entsprechen keinem klassischen
turn-Muster (vergl. Tabelle 79). Strukturgebendes Element ist ein g-furn um Asn-Asp-Ser, der
durch eine Wasserstoffbriicke von Ser H™ zu Asn CO stabilisiert wird. Diese Briicke weist
keine optimale Geometrie auf, der Winkel zwischen der NH- und der CO-Bindung betrégt ca.

100 °, so dass das Amidproton des Serins auch zum Losungsmittel hin ausgerichtet ist. Dies



Spezieller Teil 125

steht im Einklang zu den erhaltenen Temperaturgradienten, fiir das Serin wird einen Wert von

-2.9 ppb K™ erhalten.

Abbildung 81: Konformation und schematische Struktur von P7

4.6.1.3 c-(-Asp-Ser-ACPC-Leu-Asn-) P8

Die Zuordnung einiger diastereotopen Protonen gelingt unter Zuhilfenahme der Absténde der
ROE-Messungen. Kopplungskonstanten lassen sich fiir die b-Protonen von Ser, Asn und Asp
ermitteln. Fiir das Leucin ist eine derartige Beschreibung nicht moglich, da die Signale der

b-Protonen durch Signale der Methylenprotonen des ‘ACPC iiberlagert sind.

Das tieffeldverschobene b-Proton des Serins zeigt eine Kopplungskonstante *J =5.7Hz

H*H®
sowie einen schwicheren ROE zum Amidproton, als das hochfeldverschobene b-Proton

CJ o ye =03 Hz). Aus den Pachler-Gleichungen ergibt sich, dass alle drei Seitenkettenrota-

mere Cj, C; und Cj3 in etwa gleich verteilt sein sollten. Fiir das Aspartat werden Werte von

J aw =44 Hz bzw. °J . . = 9.3 Hz erhalten. Die Zuordnung der b-Protonen iiber ROE-

Abstinde gelingt nicht, so dass keine Zuordnung gelingt. Die Pachler-Gleichungen ergeben in
diesem Falle eine Bevorzugung eines Seitenkettenrotamers c; (-60 °) bzw. c, (180 °)

gegeniiber den jeweils anderen beiden Rotameren.

Im Asparagin liegt die Kopplungskonstante fiir das tieffeldverschobene b-Proton bei *.J e =

5.1 Hz, die fiir das hochfeldverschobene b-Proton bei *J = 7.8 Hz, dariiber hinaus wird

H®HP

bproS

ein ROE zum Amidproton beobachtet, so dass dieses Proton als H™ -Proton zugeordnet
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werden kann. Daraus ldsst sich eine schwache Bevorzugung des Seitenkettenrotamers C

(-60 °) berechnen. Die Ubersicht iiber die einzelnen Werte ist in Tabelle 17 zusammengefasst.

Tabelle 17: Zuordnung der diastereotopen Protonen fiir P8

Asp Asn Ser
prroR / prroS / prroR prroS prroR prroS

prroS prroR

Kopplungskonstante 44Hz/ 93Hz 51Hz 78Hz 57Hz 63Hz
93Hz 44Hz

d(H® HP) - - - - 222pm 221 pm

dHN H°) - - - 321 pm 281 pm 266 pm
Population ¢, (-60 °) 62 %/16 % 47 % 34 %
C, (180 ©) 16 %/62 % 23 % 28 %
c3 (60 °) 22 % 30 % 38 %

Aus den ROESY-Spektren wurden 20 Protonenabstéinde extrahiert, die als restraints Verwen-
dung fiir die Generierung der Startstrukturen und die restrained MD-Rechnungen finden.
Analoges Vorgehen zum in Kapitel 7.3 beschriebenen Verfahren liefert nach Cluster-Analyse
eine Konformation, die in Abbildung 82 dargestellt ist. Es wird deutlich, dass keinerlei
Sekundérstrukturelemente in der Konformation auffindbar sind. Die Amidprotonen zeigen in
die eine Richtung des Molekiils, wahrend die Carboxygruppen in die andere Richtung zeigen.
Dies ist mit der besonderen Geometrie der ‘ACPC zu erkliren. Durch den fixierten Torsions-
winkel mim Ring sind die benachbarten Amidgruppen in ihrer Ausrichtung fixiert. In einer
all-trans-Konfiguration der Amidgruppen werden die Amidprotonen daher in die selbe Rich-
tung zeigen. Die GroBe des cyclischen Pentapeptids (Ringgrofe 16) scheint nicht dazu in der
Lage zu sein, diese Einschrankung bei den weiteren Amidprotonen aufzubrechen.

Unterstiitzt wird die Beobachtung durch die Temperaturgradienten der Amidprotonen, die alle

in einem Bereich liegen, der fiir eine Zuginglichkeit zum Losungsmittel spricht.
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Abbildung 82: Konformation von P8

4.6.1.4 c-(-Asp-Ser-’ACHC-Leu-Asn-) P9

Die Zuordnung von einigen diastereotopen Protonen erfolgt liber ROE-Abstiande. Fiir die
. . . . 3
b-Protonen von Serin, Asparagin und Aspartat lassen sich die Kopplungskonstanten °J .

ermitteln und aus den Pachler-Gleichungen die Konformeren-Gleichgewichte ermitteln. Die

Werte sind in Tabelle 18 dargestellt.

Tabelle 18: Zuordnung der diastereotopen Protonen fiir P9

Asp Asn Ser

prroR prroS prroR prroS prroR prroS

Kopplungskonstante 68Hz 42Hz 68Hz 72Hz 64Hz 68Hz

d(H® H) 195pm 200 pm 202 pm - - -
dHN Hb) - - - 242 pm - 256 pm
Population ¢, (-60 °) 15 % 42 % 38 %
c, (180 ©) 38 % 38 % 35 %
C3 (60 ©) 47 % 20 % 27 %

Es wird deutlich, dass fiir alle drei Aminosduren die unterschiedlichen Rotamere in

unterschiedlichen Anteilen populiert sind. Wahrend im Serin alle drei Konformere nahezu
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gleich besetzt sind, iiberwiegen im Asparagin die Konformere c; (-60 °) und c, (180 °),
wiahrend beim Aspartat C, (180 ©) und c3 (60 °) iberwiegen.

Aus den ROE-Spektren konnten 20 Atomabsténde extrahiert werden. Diese wurden als Rand-
bedingungen fiir die Torsionswinkel-Variation sowie fiir die restrained MD-Simulation ver-
wendet, die wie in Kapitel 7.3 beschrieben durchgefiihrt wurde. Cluster-Analyse der freien
MD-Simulation ergibt zwei Konformere, die im Verhéltnis 3 zu 2 vorliegen. Die Konformere
sind in Abbildung 83 (stdrker populiertes Konformer, ,,A“) und Abbildung 84 (schwécher
populiertes Konformer, ,,B*) dargestellt.

Das Konformer A prisentiert die b-Aminoséure an der i+2 Position eines g-furns bzw. an der i
Position des korrespondierenden b-furns. Stabilisiert wird die Konformation durch eine
Wasserstoffbriickenbindung zwischen “ACHC H" und Asp CO. Dies steht in gutem Einklang
zum ermittelten Temperaturgradienten des Amidprotons von “ACHC (Dd/DT = -0.5 ppb K™).
Der korrespondierende b-furn wird nicht durch eine Wasserstoffbriicke stabilisiert, auch
entsprechen die Torsionswinkel (vergl. Tabelle 81) nicht den Winkeln von klassischen

b-turns.

Abbildung 83: Konformer A und schematische Struktur von P9

Konformer B présentiert die b-Aminosédure in der zentralen Position eines Pseudo-g-turns.
Diese Konformation wird durch eine Wasserstoffbriicke zwischen “ACHC H™ und dem
Sauerstoff in der Seitenkette des Ser stabilisiert. Die Torsionswinkel der Aminosduren
‘ACHC, Leu und Asn entsprechen denen eines Ia.-turns, der jedoch nicht durch eine

Wasserstoftbriicke stabilisiert wird.
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Abbildung 84: Konformer B und schematische Struktur von P9

Auffillig ist, dass fiir Pentapeptide mit cis-2-Aminocycloalkancarbonsiuren insgesamt drei
unterschiedliche Konformationen beobachtet werden. Wéhrend sich “ACPC in der Position
i+1 eines b-furns befindet, liegt das “ACHC in den Positionen i+1 resp. i+2 eines g-turns

(bzw. i eines b-turns) vor.

4.6.1.5 c-(-Asp-Ser-ACHC-Leu-Asn-) P10

Unter Verwendung der ROE-Abstinde gelingt die Zuordnung der diastereotopen b-Protonen

von Asp, Asn und Ser, ferner die Ermittlung der Kopplungskonstanten °.J Uber die

H? Hb .
Pachler-Gleichungen kann daraus die Population der Seitenkettenrotamere berechnet werden.
Wihrend im Asparagin und im Serin das Rotamer C, am stidrksten populiert ist und die
anderen beiden weniger stark, ist im Aspartat das Rotamer c; (-60 °) am stirksten populiert

(vergl. Tabelle 19).

Tabelle 19: Zuordnung der diastereotopen Protonen fiir P10

Asp Asn Ser

prroR prroS prroR prroS prroR prroS

Kopplungskonstante 53Hz 83Hz 76Hz 53Hz 74Hz 59Hz
d(H® H") 239 pm - 220pm  232pm 220 pm 235 pm
dH H?) - 347pm  291pm 278 pm 299 pm 280 pm
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Asp Asn Ser

Population ¢ (-60 °) 52 % 25 % 30 %
C> (180 °) 25 % 46 % 44 %

C3 (60 °) 23 % 29 % 26 %

Fiir die Generierung der Startstruktur sowie die restraint MD-Rechnungen wurden aus den
ROE-Spektren 27 Protonenabstinde extrahiert. Die Cluster-Analyse der freien MD-Simula-

tion ergibt eine Konformation, die in Abbildung 85 gezeigt ist.

Abbildung 85: Konformation von P10

Genau wie fiir das Peptid P8 ist kein Sekundérstrukturelement erkennbar. Auch hier zeigen
alle Amidprotonen in die eine Richtung des Molekiils, wihrend die Carboxygruppen zur
anderen Seite ausgerichtet sind. Die Temperaturgradienten stiitzen den Konformationsvor-
schlag, alle Amidprotonen sind dem Losungsmittel zugénglich.

Eine Uberlagerung der Strukturen von P8 und P10 ist in Abbildung 86 gezeigt. Die Struktur
von P10 ist in griin dargestellt, die von P8 in grau. Es wird deutlich, dass beide Strukturen
eine groBe Ahnlichkeit aufweisen, insbesondere im Bereich des Peptid-backbone.

Eine Kalkulation fiir die hackbone-Atome der beiden Strukturen ergibt einen RMS-Wert von
0.510 A, beriicksichtigt man die a- und b-Kohlenstoffe der ACHC, deren Position natur-
gemal durch den Einfluss der unterschiedlichen Ringgréfen variieren wird, nicht, so reduziert

sich dieser Wert auf 0.487 A.
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—

Abbildung 86: Overlay der Konformationen von P8 (grau) und P10 (griin)

4.6.1.6 Vergleich mit der Erkennungsregion des VCAM-1

Vergleich der RMS-Werte der erhaltenen Strukturen der Peptide P7 bis P10 mit der Erken-
nungsregion des VCAM zeigt, dass insgesamt eine schlechte Ubereinstimmung der Strukturen
mit der Referenz gefunden wird. Tabelle 20 zeigt die RMS-Werte fiir die Abweichung
zwischen den Aminosduren Aspartat und Serin sowie das Amidproton des Prolins bzw. der

ACAC.

Tabelle 20: RMS-Werte fiir die Peptide P7 bis P10 mit der Erkennungsregion von VCAM-1

Peptid RMSD Wert (N, C%, C(0), 0) RMSD Wert(N, C?, C°, C(0), O)

[A] [A]
P7 0.843 1.025
P8 0.987 1.229
P9 Konformer A 1.266 1.546
P9 Konformer B 0.586 0.936
P10 0.943 1.231

Die deutlichen Abweichungen erkldren die nicht vorhandene Aktivitdt der Peptide in den
biologischen Tests (vergl. Kapitel 4.3.3.4). Selbst im Falle der besten Ubereinstimmung (P9,
Konformer B) tritt eine deutliche Abweichung auf. Abbildung 87 zeigt den Overlay, in griin
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ist die Erkennungsregion des VCAM-1 dargestellt. Deutlich wird, dass zwar die Amidbindung
zwischen Aspartat und Serin durch P9 gut wiedergegeben werden kann, jedoch schon die
Seitenketten dieser Aminosduren deutlich abweichen und dariiber hinaus die weitere Struktur

nur sehr unzureichend wiedergegeben wird.

Abbildung 87: Overlay von P9 Konf. B mit der Erkennungsregion des VCAM-1 (griin)
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4.6.2 Hexapeptide
4.6.2.1 Konformationelle Daten aus NMR-Untersuchungen

Tabelle 21: Hexapeptide mit dem C-terminalen Teil der Erkennungsregion des VCAM-1

Peptid Sequenz
P1 c-(-Ile-Asp-Ser-“ACPC-Leu-Asn-)
P2 c-(-Ile-Asp-Ser-'ACPC-Leu-Asn-)
P3 c-(-Ile-Asp-Ser-“ACHC-Leu-Asn-)
P4 c-(-Ile-Asp-Ser-"ACHC-Leu-Asn-)

Der Vergleich der chemischen Verschiebung der Amidprotonen der Hexapeptide P1 bis P4 ist
in Abbildung 88 dargestellt. Es treten deutliche Unterschiede in der relativen Lage der
Amidprotonen auf, so ist das Asp H" in P2 am zweitweitesten hochfeldverschoben, wihrend
es in P4 am weitesten tieffeldverschoben auftritt. Umgekehrt ist das Asn H" in P1 und P2 am
zweitweitesten tieffeldverschoben, wihrend es in P4 am zweitweitesten hochfeldverschoben
ist. Weniger stark als bei den Pentapeptiden variiert die Intervallbreite der Amidprotonen, in
P2 und P3 liegen alle H" innerhalb eines Intervalls von 0.9 ppm, in P1 und P4 ist dieses

Intervall auf 1.15 ppm aufgeweitet.

8,75
8,50
g Ser
825 —m = N —— ACAC
E Leu
£ 8,00
e Asn
7,75 Ile
AN Asp
7,50 7 \/ ——_
7,25
P1 P2 P3 P4

Abbildung 88: Vergleich der chemischen Verschiebung der H"-Protonen von P1 bis P4

Auch die den Amidprotonen benachbarten a- bzw. b-Protonen zeigen eine deutliche

Variationsbreite (vergl. Abbildung 89).
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Abbildung 89: Vergleich der chemischen Verschiebung der a-Protonen von P1 bis P4

Hier variiert besonders die relative Lage des b-Protons der ACACs, das in P1 am weitesten
tieffeldverschoben ist, wihrend es in P2 und P4 am stirksten hochfeldverschoben ist. Am
wenigsten variiert der Wert fiir das a-Proton des Serin, der um lediglich 0.18 ppm schwankt,
wihrend der Wert fiir die b-Aminosdure um 0.71 ppm schwankt. Die Intervallbreite fiir alle
Amidprotonen reicht von 0.58 ppm (P1) bis zu 0.94 ppm (P4).

Die vicinalen Kopplungskonstanten *J sind in Abbildung 90 dargestellt. Die Kopplung fiir das
Leucin ist in den Spektren fiir P1, P3 und P4 nicht aufgeldst, genauso die Kopplung des
Isoleucins fiir P2 und P4 und die des Asparagins fiir P4. Auffillig ist die kleine Kopplungs-

konstante °.J vy LU das ‘ACPC in P2, die lediglich 4.2 Hz betrigt.

NHa
10,0
8,0 - - @ Ser
/| |l ACAC
E‘ 6’0 1] N L | O Leu
= 4’0 i || ] || | | O ASH
W lle
2,0 H — | HH — - @ Asp
0,0 +
P1 P2 P3 P4

Abbildung 90: Vicinale Kopplungskonstanten >.J e von P1bis P4

Die letzte wichtige Information aus den NMR-Spektren ist die Temperaturabhéngigkeit der
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chemischen Verschiebung der Amidprotonen, die Riickschliisse auf etwaige Sekundar-

strukturelemente zul&sst.

1
[ 1 |O Ser
-1 — |l ACAC
N
J\a OLeu
& O Asn
-3 L] B EEL BIE
L L O Asp
5 —
P1 P2 P3 P4

Abbildung 91: Temperaturgradient der chemischen Verschiebung der HY-Protonen

Anders als bei den Pentapeptiden treten fiir alle Hexapeptide charakteristische Werte auf. P1
zeigt sehr kleine Temperaturgradienten fir “ACPC H" und Asp H", so dass eine Einbe-
ziehung dieser Protonen in eine intramolekulare Wasserstoffbriicke vermutet werden kann.
Auch die Temperaturgradienten des Ser H" in P2, des Ile H" in P3 sowie des Asn H" in P4
lassen eine Abschirmung gegeniiber dem Losungsmittel vermuten. Auffillig ist, dass in jedem
Peptid ein anderes Amidproton abgeschirmt ist, so dass wenig strukturelle Ahnlichkeiten zu

vermuten sind.

4.6.2.2 c-(-Ile-Asp-Ser-“ACPC-Leu-Asn-) P1

Anhand der ROE-Daten gelingt die Zuordnung der diastereotopen b-Protonen von Asp, Asn
und Ser. Fiir das Aspartat zeigt das hochfeldverschobene b-Proton eine Kopplungskonstante

von *J oo = 7.0 Hz und einen schwicheren ROE zum H?, so dass dieses Proton als proS

zugeordnet werden kann. Die Berechnung der Seitenkettenrotamere ergibt eine Population
von 4 zu 6 fiir die Rotamere C; (-60 ©) und ¢, (180 °). Das Rotamer c3 (60 °) ist unbesetzt. Im
Aspartat kann dem hochfeldverschobenen Proton die proR-Stereochemie zugeordnet werden,
hier ist das Rotamer c3 (60 °) am stirksten besetzt, genau wie im Serin, bei dem aus den
Abstinden der b-Protonen zu H® und HY das tieffeldverschobene Proton als HPP™S

identifiziert werden kann.
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Tabelle 22: Zuordnung der diastereotopen Protonen fiir P1

Asp Asn Ser

prroR prroS prroR prroS prroR prroS

Kopplungskonstante 93Hz 70Hz 47Hz 54Hz 49Hz 45Hz

d(H® H") 242 pm 258 pm 225pm 242pm 223 pm 230 pm

dHN H°) - - - - 372pm 351 pm
Population ¢ (-60 °) 40 % 26 % 17 %
C2 (180 °) 60 % 19 % 21 %
C3 (60 °) 0 % 55% 62 %

Auf der Basis von 25 Distanzen, die aus dem ROE-Spektrum (Mixzeit 160 ms) extrahiert
wurden, wurde zunichst eine Startstruktur generiert und diese dann nach Minimierung einer
restrained MD-Simulation unterworfen. Die Cluster-Analyse der Trajektorie ergab eine
Konformation, die einer freien MD-Simulation unterworfen wurde. Auswertung der

Trajektorie ergab eine Konformation, die in Abbildung 92 dargestellt ist.

Abbildung 92: Konformation und schematische Struktur von P1

Die Struktur ist durch einen I ary-tfurn mit “ACPC in der Position i stabilisiert. Es wird eine
Wasserstoffbriicke zwischen Asp H" und “ACPC CO ausgebildet, hier zeigt sich eine gute
Ubereinstimmung mit den Daten der Temperaturabhingigkeit der Amidprotonen. Weiterhin
sind Wechselwirkungen zwischen “ACPC H" und dem Sauerstoff in der Seitenkette des Ser

moglich, mit denen der kleine Temperaturgradient des Amidprotons der b-Aminosiure
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(DJ/DT(‘ACPC) = -0.8 ppb K™) erklirbar ist.

4.6.2.3 c-(-Ile-Asp-Ser-"ACPC-Leu-Asn-) P2

Die Zuordnung der diastereotopen Protonen gelingt iiber die aus ROE-Spektren gewonnen
Atomabstidnde fiir die b-Protonen des Serins und des Asparagins. Fiir die Protonen des
Aspartats werden keine Kreuzsignale beobachtet, so dass keine Zuordnung vorgenommen

werden kann. Die Population der Seitenkettenrotamere ldsst sich {iiber die

Kopplungskonstanten °J o0 aus den Pachler-Gleichungen ermitteln. Alle Werte sind in

Tabelle 23 dargestellt.

Tabelle 23: Zuordnung der diastereotopen Protonen fiir P2

Asp Asn Ser
prroR / prroS / prroR prroS prroR prroS

prroS prroR

Kopplungskonstante 37Hz 108Hz 48Hz &81Hz 46Hz 55Hz

d(H?® H) - - 233pm  238pm 238 pm 244 pm

dHN H°) - - - 361 pm 342pm 331 pm
Population ¢, (-60 °) 75 %/10 % 50 % 26 %
c, (180 °) 10 %/75 % 20 % 17 %
c3 (60 °) 15 % 30 % 55 %

Auf der Basis von 28 Atomabstdnden, die aus den ROE-Spektren ermittelt werden konnten,
wurde entsprechend dem in Kapitel 7.3 beschriebenen Vorgehen eine Konformation aus der
freien MD-Rechnung erhalten, die in Abbildung 93 dargestellt ist.

Die b-Aminosdure wird in der Position i+2 eines nicht-klassischen b-furns préasentiert. Der
korrespondierende bl-furn ist nur unzureichend durch eine Wasserstoffbriicke zwischen Asp
H™ und Leu CO stabilisiert, der Winkel zwischen den Bindungen betrigt lediglich 13 °, fiir
eine optimale Geometrie sollte er in der Nidhe von 180° sein. Die aus den
Temperaturgradienten ermittelte Abschirmung des Ser HY vom Losungsmittel findet sich in
der Konformation nicht durch die Beteiligung an einer Wasserstoffbriicke wieder, jedoch

schirmen die Seitenketten von Asp und Ser das Amidproton ab.
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Abbildung 93: Konformation und schematische Struktur von P2

4.6.2.4 c-(-Ile-Asp-Ser-“ACHC-Leu-Asn-) P3

Die Zuordnung der diastereotopen Protonen erfolgt unter Zuhilfenahme der durch ROE-Spek-

troskopie ermittelten Atomabstinde. Aus den Kopplungskonstanten *J lassen sich iiber

H*H"
die Pachler-Gleichungen die Populationen der Seitenkettenrotamere berechnen. Die Signale
fiir die b-Protonen des Leucins sind durch andere Signale iiberlagert, auch die g-Protonen des

Isoleucins zeigen keine geniigende diastereotope Aufspaltung.

Tabelle 24: Zuordnung der diastereotopen Protonen fiir P3

Asp Asn Ser

prroR prroS prroR prroS prroR prroS

Kopplungskonstante 81Hz 49Hz 65Hz 70Hz 50Hz 39Hz

d(H? Hb) 265pm 281 pm 244pm 262pm 240 pm 230 pm

dHN H°) - - - - 380 pm 350 pm
Population ¢ (-60 °) 21 % 40 % 12 %
C2 (180 °) 50 % 36 % 22 %
C3 (60 °) 29 % 24 % 66 %

Im Aspartat zeigt das tieffeldverschobene b-Proton eine Kopplungskonstante *J =8.1 Hz

HAH®
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und einen stirkeren ROE zum H?, als das hochfeldverschobene, das damit als H?™S zuge-

ordnet werden kann. Das Seitenkettenrotamer C, (180 ©) ist am stdrksten besetzt. Fiir das
Asparagin zeigt das tieffeldverschobene b-Proton einen weniger starken ROE zum H?, also

kann es als H?PS

identifiziert werden. Die Seitenkettenrotamere C; und C; sind etwa gleich-
besetzt. Fiir das Serin ergibt sich eine starke Bevorzugung des Rotamers c3 (60 °).

Die Extraktion der ROE-Spektren liefert 32 Atomabstinde, die als restraints in die Gene-
rierung der Startstruktur und in die restrained MD-Simulation einflieBen. Die resultierende
Konformation wird einer freien MD-Simulation unterworfen, Cluster-Analyse liefert eine

Konformation, die in Abbildung 94 dargestellt ist.

Abbildung 94: Konformation und schematische Struktur von P3

Die b-Aminosdure befindet sich in der Position i eines bl-turns, der durch eine Wasserstoff-
briicke zwischen Ile H und “ACHC CO stabilisiert ist. Weiterhin tritt ein g-furn mit Asp in
der zentralen Position auf, der durch eine Wasserstoffbriicke zwischen Ser HY und Ile CO
stabilisiert wird. Diese Wasserstoffbriicke besitzt nicht die perfekte Geometrie, der Torsions-
winkel zwischen NH und CO betrigt ca. 132 °. Belege fiir diese Struktur liefern die Temper-
aturgradienten, die im Falle des Ile einen Wert von Dd/DT = 0.0 ppb K™ und fiir das Ser HY
einen Wert von DA/DT -2.4 ppb K™ zeigen. Ahnlich wie bei P1 wird das Amidproton der
b-Aminosdure sterisch durch den Cycloalkylring abgeschirmt und ist dementsprechend dem
Losungsmittel weniger zuginglich als andere. Auch dies spiegelt sich in der Temperatur-

abhingigkeit wieder (Dd/DT(‘ACHC H™) =-1.2 ppb K) .
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4.6.2.5 c-(-Ile-Asp-Ser-"ACHC-Leu-Asn-) P4

Die Zuordnung der diastereotopen b-Protonen von Asp und Asn gelingt unter Zuhilfenahme
der aus ROE-Spektren gewonnen Protonenabstinde zwischen den b-Protonen und H? bzw.
H". Die b-Protonen des Serins fallen zusammen, so dass keine Zuordnung méglich ist. Im
Aspartat wird fiir das tieffeldverschobene Proton ein stirkerer ROE zum H® beobachtet, es
kann damit als H°P™} zugeordnet werden. Im Asparagin tritt ein starker ROE zwischen dem
hochfeldverschobenen b-Proton und dem Amidproton auf, es handelt sich also um das HPProS,
Die b-Protonen des Leucins und die g-Protonen des Isoleucins spalten nicht auf bzw. werden
durch andere Signale iiberlagert. Die Berechnung der Population der Seitenkettenrotamere
mithilfe der Pachler-Gleichungen zeigt, dass im Aspartat das Rotamer c; (-60 °) am stdrksten
populiert ist, wiahrend das Rotamer €, (180 °) nahezu nicht populiert ist, im Asparagin wird

eine deutliche Bevorzugung des Rotamers €3 (60 °) ermittelt.

Tabelle 25: Zuordnung der diastereotopen Protonen fiir P4

Asp Asn

prroR prroS prroR prroS

Kopplungskonstante 3.2Hz 92Hz 4.7Hz 5.5Hz

d(H® H®) 246 pm 276 pm - -
dHN H°) - - 312pm 279 pm
Population ¢ (-60 °) 61 % 26 %
C, (180 °) 5% 19 %
C3 (60 ©) 34 % 55 %

Auf der Basis von 27 aus ROE-Spektren erhaltenen Atomabstinden wurde eine Startstruktur
ermittelt und diese einer restrained MD-Simulation unterworfen. Die daraus erhaltene Kon-
formation wurde in einer freien MD-Rechnung simuliert und mit der resultierenden Trajek-
torie wurde eine Cluster-Analyse durchgefiihrt. Die erhaltene Konformation ist in

Abbildung 95 gezeigt.
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Abbildung 95: Konformation und schematische Struktur von P4

Die b-Aminoséure wird in der Position i+1 eines Pseudo-b-turns prasentiert. Stabilisiert wird
dieser furn durch eine Wasserstoffbriicke zwischen Asn H" und Ser CO. Die erhaltene Struk-
tur steht in guter Ubereinstimmung mit den ermittelten Temperaturgradienten der Amidpro-
tonen, die fiir das Asn H" einen positiven Wert zeigen (Dd/DT = + 0.5 ppb K'). Auffillig ist
die cis-Peptidbindung zwischen ‘ACHC und Leu. Der korrespondierende b-turn um Asn-Ile-
Asp-Ser wird nicht durch eine Wasserstoftbriicke stabilisiert, auch die Torsionswinkel

entsprechen nicht denen klassischer turns.

In guter Ubereinstimmung mit der grofen Variationsbreite der chemischen Verschiebung und
der Kopplungskonstanten zeigt sich, dass die Hexapeptide in voéllig unterschiedlichen
Strukturen vorliegen, es ist keine Bevorzugung einer bestimmten Position zu erkennen. Die
b-Aminosdure wird in den Positionen i (P3), i+1 (P4) und i+2 (P2) von b-turns bzw. in der
Position i eines a-turns (P1) prasentiert. Auffallig ist, dass in keinem Fall die b-Aminosédure
die zentrale Position eines g-furns einnimmt, wie dies fiir b’>-Aminosiure beobachtet wurde.'*

Offenbar ist das Sekundarstruktur-induzierende Potential der unterschiedlichen ACACs nicht

homogen oder nicht so ausgepréigt wie bei anderen b-Aminoséuren.

4.6.2.6 Vergleich mit der Erkennungsregion des VCAM-1

Ahnlich wie die cyclischen Pentapeptide zeigen die Hexapeptide keine gute strukturelle Uber-
einstimmung mit der Erkennungsregion des VCAM-1. In Tabelle 26 sind die RMS-Werte fiir



142 Spezieller Teil

den Overlay der Peptide P1 bis P4 mit der TQIDSPLN-Sequenz auf der Basis der
Aminosduren Ile, Asp und Ser sowie des Amidprotons des Pro bzw. der b-Aminosdure
gezeigt. Abbildung 96 zeigt den Overlay von P4 mit der Erkennungsregion des VCAM-1, es
wird deutlich, dass sowohl die Atome des Peptid-backbone wie auch die Seitenketten (gezeigt
durch Einbeziehung der Cb-Atome) wenig Ubereinstimmung zeigen. Somit ist die nicht

vorhandene Aktivitét dieser Peptide in biologischen Tests gut erklérbar.

Tabelle 26: RMS-Werte fiir die Peptide P1 bis P4 mit der Erkennungsregion von VCAM-1

Peptid RMS Wert (N, C?, C(0), O) RMS Wert(N, C?, C°, C(0), O)

[A] [A]
P1 1.591 1.751
P2 1.509 1.721
P3 1.112 1.493
P4 1.352 1.565

Abbildung 96: Overlay von P4 mit der Erkennungsregion von VCAM-1 (griin)



Spezieller Teil 143

4.7 Konformationsanalyse von Peptiden aus mADAM 8

Die Ergebnisse biologischer Tests sollten mit konformationellen Untersuchungen verkniipft
werden, um Auskiinfte liber die biologisch aktivste Konformation zu erhalten. Daher ist es
sinnvoll, zu {iberpriifen, inwieweit die Verwendung unterschiedlicher D-Aminosduren Ein-
fluss auf die Konformation des cyclischen Peptides und damit auf die Ausrichtung der Erken-
nungssequenz besitzt. Zwar ist bekannt, dass D-Aminosduren ein starkes sekundirstruktur-
induzierendes Potential besitzen (vergl. Kapitel 4.2), jedoch haben auch andere Aminosduren

Einfluss, so dass die Konformationsermittlung genaueren Aufschluss liefern sollte.

4.7.1 Konformationelle Daten aus den NMR-Untersuchungen

Der Vergleich der chemischen Verschiebungen der Amidprotonen ist in Abbildung 97
gezeigt. Die Amidprotonen zeigen ein unterschiedliches Verhalten beziiglich ihrer relativen
Lage und ihrer chemischen Verschiebung. Wihrend sie beim Peptid KDK2 in einem Intervall
von 1.4 ppm liegen, ist dieser Bereich im Peptid KDK4 nur rund 0.6 ppm breit. Weiterhin ist
eine Uberlagerung vieler Signale im Bereich von 8.00 bis 8.10 ppm zu beobachten, neben den
drei H-Signalen finden sich hier aufierdem noch die Signale der Guanidiniumgruppe des
Arginins und der Aminogruppen des Lysins.

Weiterhin ist zu erkennen, dass auch die relative Lage der Amidprotonen variiert, so findet
sich das Serin im Peptid KDK4 am weitesten hochfeldverschoben, Wéhrend es im Peptid
KDK3 cher tieffeldverschoben auftritt, &hnliches gilt fiir die beiden Lysinreste.
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——Lys'
7,40
7,20
7,00 ; ;
KDK2 KDK3 KDK4

Abbildung 97: Vergleich der chemischen Verschiebung der H™-Protonen von KDK2-4

Im Falle der H*-Protonen zeigen sich deutlich geringere Unterschiede. So liegen besonderes

die chemischen Verschiebungen des Aspartats, des Leucins und des ersten Lysins relativ nah
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beieinander (vergl. Abbildung 98). Auffillig ist auch hier wieder die Uberlagerung der

Signale der H%-Protonen von Leucin, Arginin sowie der beiden Lysinreste im Peptid KDK4.

4,5
4,45
4,4
\ — Arg
4,35 —
43 Leu

E 4,25 Lys
© 42
Asp
4,15

y N\ —

4,1
4,05
N\
4 T T
KDK2 KDK3 KDK4

Abbildung 98: Vergleich der chemischen Verschiebung der H*-Protonen von KDK2-4

Bedingt durch die Uberlagerung vieler Signale gelingt es fiir das Peptid KDK4 nicht,
Kopplungskonstanten °.J vy 2u identifizieren. Auffallig ist, dass fur das Peptid KDK3 die
Kopplungskonstanten der Aminosduren Arg, Leu, Ser und Asp alle im Bereich von 7.0 bis

7.8 Hz liegen, wihrend im Peptid KDK2 fiir diese Aminosduren ein Bereich von nahezu

4.0 Hz iiberstrichen wird (Abbildung 99).

10,00
8,00
OArg
H Leu
6,00
,E O Ser
= OLys
4,00 |- — Y
W Asp
OLys'
2,00 1 — Y
0,00
KDK2 KDK3 KDK4
Abbildung 99: Vicinale Kopplungskonstanten *.J e von KDK2-4

Aus den Temperaturgradienten der Amidprotonen Dd/DT lassen sich Aufschliisse iiber die
Zuginglichkeit gegeniiber dem Losungsmittel und damit iiber etwaige Stabilisierungen des

Molekiils durch Wasserstoffbriickenbindungen gewinnen. Leider lassen sich im Falle des
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Peptids KDK4 nur fiir das Leu H" und fiir das Asp H" die Gradienten ermitteln. Aus den
Werten fiir das Peptid KDK3 ist zu vermuten, dass die D-Aminosdure in der Position i+1
eines b-turns zu finden ist, der durch eine Wasserstoffbriicke von der Aminoséure i+3 HN zur
Aminosdure i CO stabilisiert wird. Fiir das Peptid KDK2 kann keine derartige Aussage

getroffen werden, hier zeigt das Lysin" einen kleinen Temperaturgradienten.

1
1 OArg
B Leu
% 3 O Ser
g OLys
B Asp
S OLys'
-7
KDK2 KDK3 KDK4

Abbildung 100: Temperaturgradient der chemischen Verschiebung der H"-Protonen

4.7.2 c-(-D-Arg-Leu-Ser-Lys-Asp-Lys-) KDK2

Bedingt durch Signaliiberlagerungen kénnen die diastereotopen Protonen nur im Falle der
b-Protonen des Aspartats zugeordnet werden, die Signale fiir das Serin fallen in ein Multiplett
zusammen, fiir alle weiteren Aminosiuren tritt eine Uberlagerung im Bereich zwischen 1.0
und 2.0 ppm auf, so dass keine Zuordnung moglich ist. Die Berechnung der Population der
Seitenkettenrotamere iiber die Pachler-Gleichungen ergibt, dass das Rotamer c; (-60 °)

deutlich bevorzugt ist.

Tabelle 27: Zuordnung der diastereotopen Protonen fiir KDK2

Asp

prroR prroS

Kopplungskonstante 4.5 Hz 9.4 Hz
d(H® H°) 222pm 247 pm
dHN HP) - 287 pm
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Asp

Population ¢ (-60 °) 62 %
C, (180 °) 17 %

C3 (60 °) 21 %

Auf der Basis von 16 ROEs wurde eine Startstruktur generiert und diese zunédchst mit und
anschlielend ohne Randbedingungen in mehreren MD-Simulationen gerechnet. Die Cluster-
Analyse der Trajektorie der freien MD-Rechnung liefert eine Konformation, die in

Abbildung 101 gezeigt ist.

Abbildung 101: Konformation und schematische Struktur von KDK2

Das D-Arginin ist in der gefundenen Konformation in der Position i+2 eines bII-furns
lokalisiert. Dies ist insofern iiberraschend, da D-Aminosduren in der Regel die Position i+1
eines bII’-furns besetzen. Eine derartige Konformation wird jedoch auch durch die Tempera-
turgradienten der H"-Protonen nicht gestiitzt, in einem solchen Fall miisste das Serin einen
sehr kleinen Gradienten haben, das ist jedoch nicht der Fall, er liegt bei Dd/DT = -2.6 ppb K.
Der schwach positive Wert fiir das Lys" H" kann mit der moglichen Ausbildung einer
Wasserstoffbriicke zum Sauerstoff in der Seitenkette des benachbarten Aspartats erklért
werden. Zwischen dem Serin und dem Lysin' wird eine cis-Peptidbindung ausgebildet, das
betreffende Amidproton ist zum Losungsmittel ausgerichtet, diese Beobachtung wird auch
durch den Temperaturgradienten von Lys' HY (Dd/DT = -5.2 ppb K') gestiitzt. Fiir das Leu
H" wird mit Dd/DT = 4.0 ppb K™ ein recht hoher Temperaturgradient beobachtet, dies steht in
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guter Ubereinstimmung mit der Struktur, aus geometrischen Griinden wird keine
Wasserstoftbriicke zum Asp CO ausgebildet.
Die Erkennungssequenz -Lys-Asp-Lys- wird in der erhaltenen Konformation in einer linearen

Anordnung présentiert.

4.7.3 c-(-Arg-D-Leu-Ser-Lys-Asp-Lys-) KDK3
Die Zuordnung der diastereotopen Protonen gelingt unter Einbeziehung der ROE-Spektren fiir

die b-Protonen von Ser und Asp. Aus den Kopplungskonstanten®.J konnen iiber die

HAHP
Pachler-Gleichungen die Besetzung der Seitenkettenrotamere berechnet werden. Die
Uberlagerung von Signalen erméglicht die Zuordnung lediglich fiir die b-Protonen des Serins
und des Aspartats. Die Werte sind in Tabelle 28 zusammengefasst. Es wird deutlich, dass im
Falle des Serins alle Seitenkettenrotamere dhnlich stark besetzt sind, wihrend beim Aspartat

das Rotamer C;, (180 °) deutlich bevorzugt ist.

Tabelle 28: Zuordnung der diastereotopen Protonen fiir KDK3

Asp Ser

prroR prroS prroR prroS

Kopplungskonstante 89Hz 41Hz 74Hz 49Hz

d(H® H®) 241 pm  283pm 227 pm 252 pm

d(HN HP) - 332pm  352pm 326 pm
Population ¢ (-60 °) 14 % 21 %
C, (180 ©) 57 % 44 %
C3 (60 °) 29 % 35 %

Bedingt durch die Uberlagerung vieler Signale im Bereich zwischen 1 und 2 ppm und die
Uberlagerung vieler diastereotoper Protonen gelingt aus den ROE-Spektren lediglich die
Extraktion von 15 Atomabstinden. Diese werden als Randbedingungen fiir die Generierung
der Startstruktur sowie fiir die restrained MD-Simulation verwendet. Aus der freien MD-
Rechnung wird durch Cluster-Analyse eine Konformation erhalten, die in Abbildung 102
dargestellt ist.

Wie erwartet nimmt die D-Aminosédure die Position i+1 eines bII’-furns ein. Die Konfor-

mation zeigt eine Wasserstoffbriickenbindung von Lys' HY zu Arg CO, dies steht in guter
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Ubereinstimmung mit dem ermittelten Temperaturgradienten (Dd/DT = +0.8 ppb K™). Auch
der Temperaturgradient des Ser H", der mit -6.0 ppb K'' sehr groB ist, steht in guter Uberein-
stimmung mit der Konformation, das Amidproton ist nicht vom Ldsungsmittel abgeschirmt.
Der korrespondierende b-furn um Lys-Asp-Lys-Arg wird nicht durch eine Wasserstoffbriicke
stabilisiert, auch entsprechen die Torsionswinkel nicht den Werten, die in klassischen turns
gefunden werden (vergl.

Tabelle 84)

Abbildung 102: Konformation und schematische Struktur von KDK3

Die Erkennungssequenz wird in einer gewinkelten Anordnung in den Positionen i bis i+2
eines nichtklassischen b-furns présentiert und zeigt damit eine deutlich andere Konformation

als im Peptid KDK2.

4.7.4 c-(-Arg-Leu-D-Ser-Lys-Asp-Lys-) KDK4

Auf der Basis der ROE-Spektren gelingt die Zuordnung der diastereotopen b-Protonen in der
Seitenkette des Serins und des Aspartats. Die Signale der Seitenkettenprotonen der weiteren
Aminosduren lassen sich nicht zuordnen, da durch Signaliiberlagerungen keine klare Zuord-
nung getroffen werden kann. Nur im Falle des Serins ldsst sich aus den Kopplungskonstanten
iiber die Pachler-Gleichungen die Besetzung der Seitenkettenrotamere berechnen, die Signale
fiir das Aspartat werden durch die d-Protonen des Arginins iiberlagert, so dass keine Kopp-
lungskonstanten extrahiert werden konnen. Im Serin ist das Rotamer c3 (60 °) am starksten
populiert, die anderen beiden Rotamere zeigen eine Population im Bereich zwischen 20 und

30 %. Alle Werte sind in Tabelle 29 zusammengefasst.
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Aus den ROE-Spektren ldsst sich lediglich ein nicht-trivialer ROE extrahieren (d(Asp H'-
Lys' H?, vergl. Tabelle 74). Daher erscheint es nicht sinnvoll, mit den erhaltenen ROEs als
Randbedingungen eine MD-Rechnung durchzufiihren, da diese nur die Ausrichtung der
Seitenketten betreffen konnten. Da auch aus den Temperaturgradienten kein Aufschluss iiber
die mogliche Vorzugskonformation gewonnen werden kann, ist eine Bestimmung nicht

moglich.

Tabelle 29: Zuordnung der diastereotopen Protonen fiir KDK4

Asp Ser
PR FPPros PPoR FoPros
Kopplungskonstante - - 4.5Hz 5.6 Hz
d(H?® H) 229pm  237pm 216pm 222 pm
dHN H°) - 325pm  335pm 305 pm
Population ¢, (-60 °) - 27 %
C, (180 °) - 17 %

cs (60 °) - 56 %
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5 Zusammenfassung

Cyclische Peptide zeigen oft eine sehr homogene Sekundérstruktur und sind daher als
Modelle fiir die bioaktive Konformation von Rezeptorliganden von Interesse. Die
Sekundarstruktur wird durch verschiedene Parameter wie die Anzahl der im Ring
vorhandenen Reste oder durch turn-induzierende Aminosduren beeinflusst. Der Einbau
unnatiirlicher Aminosduren erhoht dazu die Stabilitit gegeniiber Proteasen und verbessert
dadurch die Moglichkeit zum medikamentdsen Einsatz.

Neben den schon bekannten und gut studierten turn-induzierenden FEigenschaften von
D-Aminosduren spielen in den letzten Jahren b-Aminosduren eine wichtige Rolle bei der
Stabilisierung von Sekundirstrukturen.

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich daher mit der Synthese, dem Einbau und der Auf-
kldrung der konformationellen Priferenzen von cyclischen Analoga des b-Alanins in
ansonsten aus a-Aminosiuren aufgebauten cyclischen Peptiden.

Ausgangspunkt sind 2-Aminocycloalkancarbonsduren mit unterschiedlicher Stereochemie
(cis, trans) und RinggroBe (fiinf, sechs), die nach einer Vorschrift von Davies et al.* stereo-
selektiv synthetisiert und fiir den Einbau in cyclische Peptide mit einer entsprechenden
Schutzgruppe versehen wurden. Als weiterer Synthesebaustein fanden 2-Aminomethylbutan-
sduren Verwendung. Diese b-Aminosduren wurden als Mimetika fiir Prolin bzw. Isoleucin
verwendet.

Als Syntheseziel wurde das vermutete Bindungsepitop des Zelladhdsionsmolekiils VCAM-1
ausgewahlt, dessen Wechselwirkung mit dem Integrin a4b; bei unterschiedlichen physio-
logischen und pathologischen Prozessen wie beispielsweise Autoimmunerkrankungen von
Bedeutung ist.

Das Bindungsepitop besteht aus acht Aminosduren. Da entsprechende cyclische Peptide oft
relativ grofle Flexibilitdt besitzen, wurden Teile der Sequenz gewihlt, die aus fiinf bis sechs
Aminoséure bestehen und die Prolin als Aminosdure enthalten.

Insgesamt 20 Penta- und Hexapeptide mit den entsprechenden b-Aminosduren wurden durch
Festphasenpeptidsynthese dargestellt, unter Pseudo-Hochverdiinnungsbedingungen in Losung
cyclisiert und nach Abspaltung der Schutzgruppen durch RP-HPLC gereinigt.

Mittels Zelladhidsionstest durchgefiihrt Untersuchungen der biologischen Aktivitdt der
synthetisierten Peptide zeigen, dass keinerlei Interaktion mit dem Integrin beobachtet werden
kann.

Von einer Reihe von Peptiden des C-terminalen Bereichs des Bindungsepitops wurde die
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Konformation in Losung mit NMR-Methoden aufgeklirt, einerseits um einen Vergleich mit
der Konformation des bioaktiven Bereiches des VCAM-1 durchzufiihren, andererseits um
Aufschluss iiber eventuelle strukturelle Préiferenzen der verwendeten b-Aminosduren zu
ermitteln.

Die nicht vorhandene biologische Aktivitit kann durch die groBen Abweichungen sowohl des
Peptidriickgrat wie auch in der Ausrichtung der Seitenketten erklart werden. Auch scheint die
im VCAM-1 vorhandene cis-Peptidbindung zwischen Prolin und Asparagin von Bedeutung
fiir die Aktivitit zu sein, die in den ermittelten Konformationen nicht auftritt.

Die Position der b-Aminosdure in den Peptiden ist sowohl von der Ringgro3e wie auch von
der Stereochemie abhingig. Anders als in den von Schumann'®’ untersuchten Tetra-, Penta-
und Hexapeptiden, in denen b’-Homoaminoséuren die zentralen Position von Pseudo-g-turns
einnehmen, wird fiir die untersuchten Peptide keine derartige Préiferenz beobachtet.

Fiir trans-ACACs ist in beiden untersuchten Pentapeptiden P8 (c-(-Ser-'ACPC-Leu-Asn-
Asp-)) und P10 (c-(-Ser-’ACHC-Leu-Asn-Asp-)) kein Sekundirstrukturelement aufzufinden,
vermutlich aufgrund der Geometrie des Rings, die Amino- und die Carboxygruppe zeigen in
entgegengesetzte Richtungen des Molekiils, die weiteren Reste schaffen es nicht, die dadurch
aufgebaute Priaferenz der entgegengesetzten Ausrichtung der Amidprotonen und
Carboxygruppen aufzubrechen.

In den weiteren Peptiden ist die b-Aminosdure in den meisten Féllen in unterschiedlichen
Positionen von b-turns, die oft ungewdhnliche Torsionswinkel aufweisen, lokalisiert. Aus-
nahmen bilden das Hexapeptid mit “ACPC (P1, c-(-Ser-“ACPC-Leu-Asn-Ile-Asp-)), in dem
die b-Aminoséure die Position i eines a-furns einnimmt sowie die weniger stark populierte
Konformation des Pentapeptids mit “ACHC (P9 B, (c-(-Ser-“ACHC-Leu-Asn-Asp-)), zentrale
Position eines Pseudo-g-turns). Das stirker populierte Konformer P9 A prisentiert das
“ACHC in Position i eines b-turns, ebenso wie das Hexapeptid mit der selben Aminosiure
(P3, c-(-Ser-“ACHC-Leu-Asn-Ile-Asp-)). Die Hexapeptide mit trans-ACACs haben durch
thre um 3 Atome erweiterte Ringgrofle im Gegensatz zu den Pentapeptiden die Moglichkeit,
die konformationellen Restriktionen der b-Aminoséure auszugleichen. Wihrend das ‘ACPC in
P2 (c-(-Ser-ACPC-Leu-Asn-Ile-Asp-)) in der Position i+2 gefunden wird, tritt das ‘ACHC in
der Position i+1 eines b-turns auf (P4, c-(-Ser-’ACHC-Leu-Asn-Ile-Asp-)). In dieser Position
wird auch das “ACPC im Pentapeptid P7 (c-(-Ser-’ACPC-Leu-Asn-Asp-)) gefunden. Eine
Ubersicht iiber die Position der b-Aminosiuren in allen untersuchten Peptide ist in Tabelle 30
dargestellt.

Deutlich wird, dass cyclische b-Aminosduren andere Préiferenzen bei der Ausbildung von
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Sekundirstrukturen zeigen, als dies fiir b’-Aminosiuren der Fall ist. Inwiefern dies sequenz-

spezifisch ist, muss Gegenstand weiterer Untersuchungen in diesem Feld sein.

Tabelle 30: Position der b-Aminoséure in den untersuchten Peptiden

Peptid Sequenz Sekundérstrukturelement Position
P1  c-(-Ile-Asp-Ser-“ACPC-Leu-Asn-) I agry i
P2 c-(-lle-Asp-Ser-'ACPC-Leu-Asn-) b i+2
P3  c-(-Ile-Asp-Ser-“ACHC-Leu-Asn-) bl i
P4  c-(-lle-Asp-Ser-"ACHC-Leu-Asn-) b« i+1
P7 c-(-Asp-Ser-“ACPC-Leu-Asn-) ,be i+1
P8 c-(-Asp-Ser-'ACPC-Leu-Asn-) - -
P9 A c-(-Asp-Ser-“ACHC-Leu-Asn-) Mo i+1
P9B Yg i+1

P10  c-(-Asp-Ser-’ACHC-Leu-Asn-) - -

In einem weiteren Teilprojekt sollen die Wechselwirkungen zwischen ADAMs und Integrinen
am Beispiel des ADAM 8§ untersucht werden. Dazu wurden cyclische Hexapeptide mit dem
Bindungsepitop der Disintegrindoméne von murinem ADAM 8 (-Arg-Leu-Ser-Lys-Asp-Lys-)
dargestellt, die das Epitop in unterschiedlichen Konformationen priasentieren sollen. Dies soll
iiber einen D-Aminosdure-Scan erreicht werden. Weiterhin soll durch einen Alanin-Scan die
Bedeutung der einzelnen Aminoséduren fiir die Wechselwirkungen untersucht werden. Die
Darstellung der Peptide gelingt durch Synthese der linearen Peptide mittels Festphasen-
Peptidsynthese, Cyclisierung unter Pseudohochverdiinnung in Lésung sowie Abspaltung der
semi-permanenten Schutzgruppen.

Erste biologische Untersuchungen durch Zelladhdsionstests zeigen positive Ergebnisse fiir die
homophilen Interaktion der Peptide mit der Disintegrindoméne. Daher besteht natiirlich Inter-
esse an der Strukturaufklirung der Peptide, um Erkenntnisse iiber die biologisch aktivste
Form zu gewinnen.

Der Einbau von D-Leucin in die Sequenz zeigt die erwarteten Konsequenzen fiir die
Konformation des Cyclopeptids, es wird ein bII’-furn mit D-Leu in der Position i+l
beobachtet. Die Verwendung von D-Arg fithrt zur Ausbildung einer ungewdhnlichen
Konformation, es wird ein bIl-furn mit D-Arg in der Position i+2 ausgebildet. Bedingt durch

Signaliiberlagerung gelingt es nicht, fiir das Peptid mit D-Ser eine Vorzugskonformation zu
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ermitteln.

Als weiteres Ziel sollte hier neben der Durchfiihrung weiterer biologischer Tests sowohl zur
homophilen Interaktion als auch beziiglich der Wechselwirkungen zu unterschiedlichen
Integrinen die Herstellung von entsprechenden Struktur-Wirkungsbeziehungen versucht
werden, um die genaue Funktion der beteiligten Aminosduren zu untersuchen. Auflerdem
erscheint es sinnvoll, die gewonnen Erkenntnisse auf humane Zellen zu {ibertragen, die ein

leicht verdndertes Bindungsepitop aufweisen.
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6 Experimenteller Teil

6.1 Geriite

Schmelzpunkte: Biichi 510 Schmelzpunktsbestimmungsapparatur
nach Dr. Tottoli

Flashchromatographie: Kieselgel 60 (0.040 — 0.063 mm, Merck).
Diinnschichtchromatographie: DC-Fertigplatten (Kieselgel 60, F»s4, Merck).

Gaschromatographie: Shimadzu GC 17A Gaschromatograph, Sdule
HP 5 MS, Lange 25 m, Innendurchmesser 0.20 mm,
Schichtdicke 0.33 p, Flammenionisationsdetektor.

GC-Methode: Injektortemperatur 270 °C;
Starttemperatur 60 °C;
Heizrate 15 °C/min, Endtemperatur 270 °C;
Endzeit 18 min.

NMR-Spektren: Bruker AC 250 P ("H: 250.1 MHz; °C: 62.9 MHz);
Bruker DRX500 ('H: 500.1 MHz; *C: 125.8 MHz;
31p: 202.5 MHz);

Bruker Avance 600 ("H: 600.1 MHz; "°C:
150.9 MHz);

Interner Standard: Tetramethylsilan;
Chemische Verschiebung d in ppm.

IR-Spektren: ATI Mattson Genesis Series FTIR; Jasco FT/IR-410
Filme (Ole) oder KBr-Presslinge (Feststoffe).

Massenspektrometrie: El: VG Autospec; ElektronenstoBionisation 70 eV,
relative Intensitdt zum Basispeak.
ESI: Esquire 3000 Electrospray-lonisation.

Peptidsynthesizer: ACT 496 Multiple Organic Synthesizer
Fa. Advanced ChemTech
Reaktionsgefa3: 16er Teflon-Reaktionsblock

MALDI-ToF MS: Voyager-DE, Fa. PerSeptive Biosystems
Laser: Stickstofflaser, | =337 nm
Matrix: a-Cyano-4-hydroxyzimtsdure,
Dihydroxybenzoesdure
Delay-Time: 100 ns
Accelerating Voltage: 20 000 V
Grid Voltage: 94 %
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Analytische RP-HPLC:

Priparative RP-HPLC:

Guide Wire Voltage: 94 %
Scans: 50 — 150

Pumpe: Thermo Separation Products (TSP) P 4000
Detektor: TSP UV 6000 LP, Detektion bei | =
254 nm (geschiitzte Peptide), 220 nm (entschiitzte
Peptide)

Sdule: Vydac 300 C18. 5 um, 250 x 4.6 mm
Controller: TSP SN 4000

Software: ChromQuest®

Eluent A: 95 % H,0, 5 % Acetonitril, 0.1 % TFA
Eluent B: 95 % Acetonitril, 5 % H,0O, 0.1 % TFA
Programm ,,Afterprep®: Entschiitzte Peptide
Flow: 1.0 ml/min

Zeit % Eluent A % Eluent B
0 100 0

5 100 0

25 50 50

30 100 0

Anlage Thermo Separation Products:

Pumpe: TSP P 4000

Detektor: TSP UV 1000, Detektion bei | =254 nm
(geschiitzte Peptide), 220 nm (entschiitzte Peptide)
Vorsiule: VydacO High Performance Guard
Column, Protein u. Peptide C18, Fa. Phenomenex
Siule: VydacO 218 TP 1022 Efficiency, Protein u.
Peptide C18, 2.2 x 25 cm, Fa. Phenomenex
Controller: TSP SN 4000

Software: ChromQuest®

Anlage Merck Hitachi:

Pumpe: Merck Hitachi L7150

Detektor: Merck Hitachi L7420, Detektion bei | =
254 nm (geschiitzte Peptide), 220 nm (entschiitzte
Peptide)

Vorsiule: VydacO High Performance Guard
Column, Protein u. Peptide C18, Fa. Phenomenex
Sédule: Jupiter 10pn C18 300 A, 2.12 x 25 cm, Fa.
Phenomenex

Controller: Merck Hitachi D 7000

Software: Chromatographie Data Station Software
HPLC System Manager®

Eluent A: 95 % H,0, 5 % Acetonitril, 0.1 % TFA
Eluent B: 95 % Acetonitril, 5 % H;0, 0.1 % TFA
Programm 1 ,,Praep254*“: Geschiitzte acyclische und
cyclische Peptide

Flow: 10.0 ml/min
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Detektion: 254 nm

Zeit % Eluent A % Eluent B
0 92 8

55 0 100

60 0 100

65 92 8

Programm 2 ,,Praep25ml“: Entschiitzte Peptide
Flow: 25.0 ml/min
Detektion: 220 nm

Zeit % Eluent A % Eluent B
0 92 8

20 35 65

23 92 8

Programm 3 ,,Praep5ml*‘: Entschiitzte Peptide
Flow: 5.0 ml/min
Detektion: 220 nm

Zeit % Eluent A % Eluent B

0 90 10

25 60 40

30 0 100

55 0 100

60 90 10
UV-Spektrometer: Model 34 Spectralphotometer, Fa. Beckmann
Zentrifuge: Centrifuge 5810 R, Fa. Eppendorf

6.2 Losungsmittel und Chemikalien

Alle Losungsmittel wurden vor Gebrauch destilliert und falls n6tig getrocknet. Dichlormethan
wurde zuerst iiber Calciumchlorid destilliert und dann iiber Calciumhydrid getrocknet.
Diethylether wurde zuerst iiber Calciumchlorid destilliert und dann iiber Calciumhydrid und
Natrium getrocknet. Petrolether wurde iiber Calciumchlorid destilliert. Tetrahydrofuran
(THF) wurde zuerst iiber Calciumchlorid destilliert und dann {iber Calciumhydrid und
Natrium getrocknet. Toluol wurde zuerst iiber Calciumchlorid destilliert und dann {iber
Calciumhydrid und Natrium getrocknet. N,N-Dimethylformamid wurde iiber Ninhydrin
(100 mg/l) im Vakuum destilliert. Wasser wurde iiber eine Entsalzungsanlage der Fa.
Millipore aufbereitet. Acetonitril (gradient grade) wurde von der Firma Riedel-de-Haén
bezogen. Aminosdurederivate, Harze und Kupplungsreagenzien stammen von den Firmen
Advanced ChemTech, Aldrich, Bachem, Fluka und NovaBiochem.

(R)—und (S)-Aminomethylbutansidure wurden von der Firma ChiroBlock GmbH, Wolfen zur
Verfligung gestellt.
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6.3 Aminosauresynthese

6.3.1 (IR,2S)-2-Aminocyclopentancarbonsiiure’

@)

o
254

Zu 52.5 g (460 mmol) Cyclopentancarbonsidure werden 75.0 g (630 mmol) Thionylchlorid

Cyvclopentancarbonsaurechlorid

getropft. Es wird drei Stunden auf 75 °C erhitzt. Das iiberschiissige Thionylchlorid wird im
Wasserstrahlvakuum entfernt. Fraktionierte Destillation unter vermindertem Druck ergibt ein
farbloses Ol.

Ausbeute: 60.2 g (450 mmol, 98 % d. Th.).

Summenformel: C;HoOCl.

Molmasse: 132.59 g/mol.

Siedepunkt: 72 °C (50 mbar) (Lit.>>*: 47 °C (15 mm)).

ok

124 g (1.67 mol) tert-Butanol werden in 200 ml Pyridin gelost. Unter Eiskiihlung werden

Cvclonentancarbonséiure-tert—butvlester255

60.2 g (450 mmol) Cyclopentancarbonsdurechlorid zugetropft. Es wird eine Stunde bei 0 °C
und iiber Nacht bei Raumtemperatur nachgeriihrt. Die Losung wird in 400 ml Eiswasser
gegossen und mit konzentrierter Salzsdure auf einen pH-Wert von etwa 5 gebracht. Der
abgeschiedene 6lige Film wird mit geséttigter Natriumhydrogencarbonat-Losung gewaschen.
Destillation ergibt ein farbloses Ol.

Ausbeute: 57.3 g (340 mmol, 75 % d. Th.).

Summenformel: C;oH;30,.

Molmasse: 170.25 g/mol.

Siedepunkt: 75 — 76 °C (30 mbar) (Lit.”*": 189 — 192 °C).

IR (Film): 2969 s, 2871 m, 1727 vs, 1457 w, 1367 s, 1149 vs, 1041 w, 850 w.

'H-NMR (500 MHz, CDCl5): 1.44 (s, 9H, ‘Bu), 1.46 — 1.87 (m, 8 H, (-CH-),), 2.61 (m, 1H,
CH-COO).

PC-NMR (250 MHz, CDCl3): 25.8 (s), 28.1 (p, C(CHz)3), 30.0 (s), 45.0 (t, CHCOO), 79.6 (q,
C(CH3)3), 176.2 (q, COO).

MS: 171 (M™ + H), 155 (M™ — CH3, 1%), 115 (M — ‘Bu, 16%), 115 (M"™ — O'Bu, 31%), 69
(CsHo"™, 43%), 57 (C4Hy ™, 100%)
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et

Zu einer Losung von 212 mmol Lithiumdiisopropylamid in 200 ml THF werden bei -78 °C

1-Iod-cvclopentancarbonsiiure-tert—butvlester3 2

25.8 g (140 mmol) Cyclopentancarbonsédure-fert-butylester in 20 ml THF durch eine Kaniile
zugetropft. Nach 60 min Riihren wird die Reaktionsmischung in eine Losung von 61.0 g
(240 mmol) Iod in 200 ml THF, gekiihlt auf -78 °C, gegeben. Nach 30 min Riihren werden
40.0 ml konzentrierte Salzsdure zugegeben und die Losung innerhalb von 60 min auf
Raumtemperatur aufgewdrmt. Nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum wird in
Natriumthiosulfatlosung aufgenommen und mit ter-Butyl-methylether extrahiert. Die
organische Phase wird iiber Natriumsulfat getrocknet. Nach Entfernen des Ldsungsmittels
wird ein gelbes Ol erhalten.

Ausbeute (roh): 38.0 g (128 mmol, 92 % d. Th.; Lit.**: 67 % d. Th.).

Summenformel: C;oH70,1.

Molmasse: 296.15 g/mol.

@)

ok
1-Cvclopentencarbonséiure-tert—butvlester32

29.7 g (190 mmol) 1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en (DBU) in 30 ml THF werden unter

Eiskithlung zu einer Losung von 38.0 g (128 mmol) 1-lod-cyclopentancarbonsdure-tert-
butylester in 200 ml THF innerhalb von 30 min zugetropft. Es wird eine Stunde bei 0 °C und
48 Stunden bei Raumtemperatur nachgeriihrt, zur Trockne eingeengt, in Wasser aufgenom-
men und mit tert-Butyl-methylether extrahiert. Sdulenchromatographische Reinigung
(Petrolether/Diethylether, 100 : 1; Re= 0.86) ergibt ein farbloses Ol, Gemisch mit Edukt etwa
10: 1.

Ausbeute: 11.7 g (70 mmol, 54 % d. Th.; Lit.**: 46 % d. Th.).

Summenformel: C;oH50,.

Molmasse: 168.24 g/mol

IR (Film): 3068 w, 2975 s, 2869 s, 1710 s, 1631 m, 1479 m, 1455 m, 1390 m, 1367 s, 1299 s,
1166 s, 1087 s.

'H-NMR (250 MHz, CDCls): 1.49 (s, 9H, ‘Bu), 1.93 (m, 2H, CH,-CH,-CH)), 2.45 — 2.54 (m,
4H, =CH-CH,-CH,-CH,-C=), 6.66 (t, 1H, °J = 2.2 Hz, =CH-).
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BC-NMR (250 MHz, CDCL): 23.3 (s, -CHy-), 27.4 (p, C(CH3)3), 31.4, 33.2 (s, =CH-CH,-),
79.9 (q, C(CH3)3), 138.9 (t, -CH=), 142.5 (q, =C-), 165.0 (q, C=0).

MS: 168 (M™, 28 %), 113 (M — Bu, 47 %), 95 (M" — O'Bu, 41 %), 67 (M"™ — COO'Bu,
46 %), 57 (‘Bu’, 100 %).

GC: tg 8.98 min.

O

12.1 g (100 mmol) (S)-1-Phenylethylamin in 50 ml Methanol werden mit methanolischem

(S)-N-Benzvl-l-phenvlethvlamin256

Chlorwasserstoff auf einen pH-Wert von 6 bis 7 gebracht. 13.8 g (130 mmol) Benzaldehyd
und 4.16 g (66.2 mmol) Natriumcyanoborhydrid werden zugegeben. Die Mischung wird tiber
Nacht geriihrt. Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt, das Ol wird in 50 ml Wasser
aufgenommen und mit Kaliumhydroxid auf einen pH-Wert groBer 10 eingestellt. Nach dem
Séattigen der Losung mit Natriumchlorid wird mit fert-Butylmethylether extrahiert, die
organische Phase wird iiber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel wird entfernt.
Destillation ergibt ein farbloses Ol.

Ausbeute: 17.8 g (84 mmol, 84 % d. Th.; Lit.**%: 64 % d. Th.).

Summenformel: C;sH;7N.

Molmasse: 211.31 g/mol.

Siedepunkt: 96 °C (0.06 mbar) (Lit*>®: 128 — 130 °C (0.2 mm)).

IR (Film): 3309 w (NH), 3027 m (=CH), 2967 m (CH), 1492 m, 1452 s, 1114 m, 1027 m, 761
m, 698 vs.

'H-NMR (250 MHz, CDCls): 1.35 (d, *J = 6.5 Hz, 3H, -CH3), 1.65 (s, 1H, NH), 3.57 (d, 2T =
13.2 Hz, 1H, NH-CH‘H**-Cirom), 3.66 (d, %J = 13.2 Hz, 1H, NH-CH’H*-Carom), 3.79 (q, *J =
6.5 Hz, 1H, CH(CH3)), 7.17 — 7.44 (m, 10H, arom.).

PC-NMR (250 MHz, CDCl3): 24.4 (p, -CH3), 51.7 (s, NH-CH,-), 57.5 (t, -CH(CH3)-), 126.6,
126.8, 128.1, 128.4, 128.5 (t, CHarom), 140.7, 145.6 (q, Carom)-

MS: 211 (M™, 4%), 196 (M — CHs, 100%), 105 (M™ — NH-CH,»-Ce¢Hs, 41%), 91 (C;H;",
97%), 77 (C¢Hs ", 28%).

GC: tg 14.57 min.

Drehwert (¢ = 3.60, C,HsOH): [a]p> = -51.0 (Lit. **®: (¢ = 3.80, C,HsOH) [a]p*' =-53.6).
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(aS,IR,2S)-2-(N-Benzyl-N-1-phenylethylamino)-

cvclonentancarbonséiure-tert—butvlester32

0.68 g (3.2 mmol) (S)-N-Benzyl-1-phenylethylamin werden in 8 ml THF gel6st und auf 0 °C

gekiihlt. 3.0 mmol einer 1.6 molaren n-Butyllithium-Losung in Hexan werden zugegeben. Es
wird 15 min bei 0 °C geriihrt und dann auf —78 °C gekiihlt. Zu der tiefroten Losung werden
0.36 g (2.0 mmol) 1-Cyclopentencarbonsdure-tert-butylester in 2 ml THF durch eine Kaniile
zugetropft. Die Losung verfirbt sich nach orange. Es wird eine Stunde bei -78 °C,
zweieinhalb Stunden bei -30 °C und erneut eine Stunde bei -78 °C geriihrt. Zugabe von 1.24 g
(6.0 mmol) 2,6-Di-tert-butylphenol in 2ml THF fiihrt zur Gelb-Farbung der Ldsung.
Innerhalb von einer Stunde wird die Losung auf Raumtemperatur aufgewidrmt. Das
Losungsmittel wird entfernt, das entstandene Ol wird in 50 ml gesittigter Natriumchlorid-
Losung aufgenommen und mit fert-Butyl-methylether extrahiert. Die organische Phase wird
mit Natriumsulfat getrocknet, das Losungsmittel entfernt und das entstandene Ol wird
sdulenchromatographisch (Petrolether/Diethylether 20 : 1; Ry = 0.25) gereinigt. Nach
Umkristallisation aus Methanol werden lange Nadeln eines farblosen Feststoffs erhalten.
Ausbeute: 0.44 g (1.2 mmol, 58 % d. Th.; Lit.**: 50 % d. Th.)

Summenformel: C,sH330,N.

Molmasse: 379.55

Schmelzpunkt: 62 °C

IR (KBr): 3060 m, 2975 s, 2871 m, 2815 m, 1718 s, 1600 m, 1494 m, 1448 m, 1365 s, 1145 s,
746 s, 700 s.

'H-NMR (500 MHz, CDCl): 1.37 (d, °J = 6.3 Hz, 3H, CH3), 1.50 (s, 9H, ‘Bu), 1.57 — 1.79
(m, 6H, (CH;)3), 2.87 (m, 1H, CH-NR;), 3.12 (m, 1H, CH-COO), 3.52, 3.55 (AB-System, J5
= 15.5 Hz, N-CH,), 4.31 (q, °J = 6.3 Hz, 1H, N-CH(CH3)), 7.17 — 7.42 (m, 10H, arom.).
PBC-NMR (500 MHz, CDClLy): 17.4 (p, CHs), 22.1, 27.4, 29.0 (s, CH,), 28.2 (p, C(CH3)s3),
48.4 (t, CH-COO), 51.7 (s, N-CH-Carom), 58.0 (t, CH-N), 66.0 (t, N-CH(CH3)-Carom), 79.9 (q,
C(CHs)3), 126.2, 126.7, 127.8, 127.9, 128.0, 128.1 (t, CHarom), 142.6, 143.0 (q, Carom), 175.1
(g, COO).

MS (EI): 379 (M™, 15 %), 364 (M — CH3, 25 %), 322 (M™ — ‘Bu, 7 %), 308 (M™ — CHj; -
‘Bu, 29 %), 288 (M — C7H7, 20 %), 274 (M — CgHo, 47 %), 218 (M~ — CsHy - ‘Bu, 83 %),
105 (CgHy ", 100 %), 91 (C7H;", 92 %).
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GC: tg 23.54 min.
Drehwert (¢ = 1.10, CHCLy): [a]p> = -68.0.

(IR,2S)-2-Amino-cvclohexancarbonséiure-tert—butvlester3 2

1.00 g (2.6 mmol) (as,IR,2S)-2-(N-Benzyl-N-1-phenylethylamino)-cyclopentancarbonséure-
tert-butylester werden mit 30 Gewichtsprozent (300 mg) Palladium auf Aktivkohle (10 %) in
15 ml Essigsdure 15 Stunden bei einem Wasserstoffdruck von 4.0 bar und 50 °C hydriert. Die
Reaktionsmischung wird durch eine D4-Filterfritte iiber Kieselgel abgesaugt. Der Katalysator
wird mit Methanol gewaschen. Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt. Der entstandene
Feststoff wird in gesdttigter Natriumhydrogencarbonat-Losung aufgenommen und mit
Dichlormethan extrahiert. Die organische Phase wird getrocknet, mit etherischer HCI versetzt
und das Losungsmittel wird entfernt. Es entsteht ein farbloser, amorpher Feststoff.

Ausbeute: 350 mg (1.9 mmol, 73 % d. Th.).

Summenformel: C;oH;9O,N.

Molmasse: 185.27 g/mol.

(IR,2S)-2-Aminocvclopentancarbonséiure32

350 mg (1.9 mmol) (/R,2S)-2-Aminocyclopentancarbonséiure-fert-butylester werden in 10 ml
Trifluoressigsdure geldst und bis zum Ende der Gasentwicklung geriihrt. Das Losungsmittel
wird i. Vak. entfernt. Das entstandene Ol wird drei Mal mit methanolischer HCI (50 ml)
versetzt und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Es entsteht ein farbloser, amorpher Feststoff.
Ausbeute: 148 mg (1.14 mmol, 60 % d. Th.).

Summenformel: C¢H;;0,N.

Molmasse: 129.16 g/mol.

Schmelzpunkt: 192 °C (Zers.).

IR (KBr): 3359 s, 3228 5,2942 5, 1714 s, 1209 s, 850 s, 667 s.

'H-NMR (500 MHz, DMSO): 2.12 — 2.03 und 1.88 — 1.68 (m, 6H, CH,), 2.86 (m, 1H,
CHCO), 3.71 (m, 1H, CHNH,).

BC-NMR (500 MHz, DMSO): 29.0, 27.0, 20.4 (s, CH,), 47.0 (t, CHCO), 53.0 (t, CHN),
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180.5 (g, COO).
MS (MALDI-ToF MS): 130 [M+H'].

O>:o

(1R,ZS)-Fmoc-Z-Aminocvclopentancarbonséiure288

1.29 g (10 mmol) (7R,2S)-2-Aminocyclopentancarbonsdure werden in 10.0 ml Wasser
aufgenommen. Die Losung wird mit Triethylamin auf einen pH-Wert von etwa 8 bis 9
gebracht. Eine Losung von 326¢g (9.5 mmol) 9-Fluorenylmethyl-N-
hydroxysuccinimidylcarbonat in 5.0 ml Acetonitril wird zugegeben. Der pH-Wert wird mit
Triethylamin erneut auf 8 bis 9 gebracht und ggf. durch weitere Zugabe von Triethylamin dort
gehalten. Die Reaktion ist beendet, wenn der pH-Wert 15 min bei einem Wert von 8 bis 9
konstant bleibt. Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt, der entstandene Riickstand wird
in 1.5M Salzsdure aufgenommen und mit FEthylacetat extrahiert, mit gesittigter
Natriumchlorid-Losung gewaschen. Die organische Phase wird liber Natriumsulfat getrocknet
und filtriert. Das Losungsmittel wird entfernt und der entstandene Feststoff wird aus kaltem
Ethanol umkristallisiert.

Ausbeute: 1.53 g (4.4 mmol, 46 % d. Th.).

Summenformel: C;;H,1NOs.

Molmasse: 351.41 g/mol.

'H-NMR (500 MHz, DMSO): 1.42 — 1.70, 1.85 — 1.92 (m, 6H, (CH,)3). 2.57 (m, 1H, CH-
C0O0), 4.00 (m, 1H, CH-NH), 4.20 (t, °J = 6.8 Hz, 1H, FluorenCH), 4.26 (d, °J = 6.8 Hz, 2H,
Fluoren-CHy), 7.62 — 7.25 (m, 8H, CHarom)-

BC-NMR (500 MHz, DMSO): 21.6, 26.4, 31.3 (s, CH,), 46.7 (t, CH-COO), 47.4 (t,
Fluoren-CH), 54.0 (t, CH-N), 65.5 (s, Fluoren-CH,), 120.1, 125.3, 127.1, 127.6, (t, CHarom),
140.7, 143.7 (q, Carom), 155.6 (q, CON), 174.3 (q, COO).

IR (KBr): 3413 m, 3270 m, 3066 m, 2964 s, 2875 m, 1712 s, 1660 s, 1519 m, 1450 s, 1415 s,
1340's, 1213 m, 740 s.
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N o
. ek
(a8, 15,25)-2-(N-Benzyl-N-1-phenylethylamino)-

6.3.2 (IS,2S)-2-Amin0cyclopentancarbonsiiure32

cvclopentancarbonséiure-tert-butvlester32

Eine Losung aus 2.44 g (33 mmol) fert-Butanol in 60 ml THF wird auf 0 °C gekiihlt. 30 ml

einer 0.5 M Losung (15 mmol) von KHMDS in Toluol werden zugetropft. Nach 15 min
Rithren wird eine Losung aus 1.44 g (3.9 mmol) 2-((as$,/R,2S)-N-Benzyl-N-1-phenyl-
ethylamino)-cyclopentancarbonsiure-tert-butylester in 15 ml THF zugegeben. Die Reaktion
wird 6 Tage bei RT geriihrt. Das Losungsmittel wird i. Vak. entfernt, der Riickstand in
gesdttigter Natriumchloridlosung aufgenommen, mit tert-Butyl-methylether extrahiert und die
organische Phase iiber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach Entfernen des Losungsmittels wird
das entstandene Ol siulenchromatographisch (Petrolether : Diethylether 30 : 1; R¢=0.30)
gereinigt. Es wird ein farbloses Ol erhalten.

Ausbeute: 1.08 g (2.85 mmol, 73 % d. Th.; Lit.**: 75 % d. Th.)

Summenformel: C,sH330,N.

Molmasse: 379.55

'H-NMR (500 MHz, CDCl): 1.30 (d, °J = 6.7 Hz, 3H, CH3), 1.36 (s, 9H, ‘Bu), 1.58 — 1.76
(m, 6H, (CHz)3), 3.66, 3.75 (AB-System, J45 = 14.4 Hz, 2H, N-CHy), 2.61 (m, 1H, CH-NR;),
3.55 (m, 1H, CH-COO), 3.87 (q, J = 6.7 Hz, 1H, N-CH(CH3)), 7.14 — 7.44 (m, 10H, arom.).
PC-NMR (500 MHz, CDCLy): 16.1 (p, CHz), 24.5, 28.6, 29.6 (s, CH,), 28.1 (p, C(CH3)3),
49.1 (t, CH-COO), 50.1 (s, N-CH»), 58.0 (t, CH-N), 63.9 (t, N-CH(CH3)), 79.6 (q, C(CH3)3),
126.4, 126.5, 127.8, 127.9, 128.0, 128.3 (t, CHarom), 142.0, 144.5 (q, Carom), 175.5 (q, COO).
MS: 379 (M, 10%), 364 (M —CHj3, 14%), 322 (M~ —C4Ho, 5%), 288 (M~ — PhCH,, 13%),
274 (M — PhC,Hs, 31%), 105 (PhC,H4 ™, 100%), 91 (PhCH, ™, 94%).

GC: tg 23.0 min.

Drehwert (c = 2.42, CHCL): [a]p™® = 75.4 (Lit.**: (c = 2.45, CHCls): [a]p™ = 72.8).

H2O

ok

9.72 g (25.5 mmol) (as, 18,25)-2-(N-Benzyl-N-1-phenylethylamino)-cyclopentancarbonséure-

Tz

(IS,ZS)-2-Amino-cvclohexancarbonséiure-tert—butvlester32
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tert-butylester werden mit 30 Gewichtsprozent (2.92 g) Palladium auf Aktivkohle (10 %) in
75 ml Essigsdure 15 Stunden bei einem Wasserstoffdruck von 4.0 bar und 50 °C hydriert. Die
Reaktionsmischung wird durch eine D4-Filterfritte iiber Kieselgel abgesaugt. Der Katalysator
wird mit Essigsdure gewaschen. Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt, der
entstandene Feststoff wird in gesittigter Natriumhydrogencarbonat-Losung aufgenommen
und mit Dichlormethan extrahiert. Die organische Phase wird getrocknet, mit etherischer HCI
versetzt und das Losungsmittel wird entfernt. Der entstandene Feststoff wird mit Diethylether
farblos gewaschen.

Ausbeute: 4.15 g (18.7 mmol, 73 % d. Th.)

Summenformel: C;oH;9O,N.

Molmasse: 185.27 g/mol

Schmelzpunkt: 172 °C.

IR (KBr): 3420 m, 2975 ss, 1728 ss, 1368 s, 1223 s, 1150 ss 845 m.

'H-NMR (500 MHz, CDCls): 1.40 (s, 9H, ‘Bu), 1.52 — 1.78 (m, 4H, CH,-CH,-CH,), 1.94 —
2.08 (m, 2H, COO-CH-CH;), 2.49 (m, 1H, CH-NH,), 2.82 (m, 1H, CH-COO), 8,34 (s, br, 3H,
NH; CI).

BC-NMR (500 MHz, DMSO): 23.3, 27.7, 30.9 (s, CHy), 29.6 (p, C(CHs)3), 48.7 (t, CH-
CO0O0), 52.9 (t, CH-N), 80.5 (q, C(CHs)3), 172.3 (q, COO).

MS (ESI): 185.9 (M + H]"), 130,0 (M + H — ‘Bu]").

(IS,2S)-2-Amin0cvclopentancarbonsiiure32

4.15 g (18.7 mmol) (1S,2S)-2-Aminocyclopentancarbonsiure-ztert-butylester werden in 20 ml
Trifluoressigsdure geldst und 18 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wird 1.
Vak. entfernt. Das entstandene Ol wird in Methanol (50 ml) aufgenommen und mit
methanolischer HCI (50 ml) versetzt. Das Losungsmittel 1. Vak. entfernt. Es entsteht ein
farbloser, amorpher Feststoff.

Ausbeute: 3.05 g (18.5 mmol, 99 % d. Th.; Lit*%: 71 % ausgehend vom voll geschiitzten
Edukt)

Summenformel: C¢H;;0,N - HCI.

Molmasse: 129.16 g/mol bzw. 165.61 g/mol.

Schmelzpunkt: 148 °C.

IR (KBr): 3448 s, 2954 s, 1731 s, 1438 m, 1220 m, 1168 m.
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'H-NMR (500 MHz, CDCLs): 1.59 — 1.76 (m, 4H, CH,-CH,-CHy), 1.94 — 2.08 (m, 2H, COO-
CH-CH,), 2.49 (m, 1H, CH-NH>), 2.93 (m, 1H, CH-COO), 8,41 (s, br, 3H, NH; CI").
BC-NMR (500 MHz, CDCly): 23.2, 29.2, 30.7 (s, CHy), 47.7 (t, CH-COO), 52.6 (t, CH-N),
173.6 (q, COO).

Drehwert (¢ = 0.90, H,0): [a]p>® = 52.2 (Lit.”* ¢ = 0.75, H,0): [a]p>> = 50.7).

98 Y

0]
o
HN 0

3.00 g (18.5 mmol) (IR,2S)-2-Aminocyclopentancarbonsdure werden in 20.0 ml Wasser

(IS,ZS)-Fmoc-Z-Aminocvclopentancarbonséiure288

aufgenommen und mit Triethylamin auf einen pH-Wert von etwa 8 bis 9 gebracht. Eine
Losung von 6.24 g (18.5 mmol) 9-Fluorenylmethyl-N-hydroxysuccinimidylcarbonat in
20.0 ml Acetonitril wird zugegeben. Der pH-Wert wird mit Triethylamin auf 8 bis 9 gebracht
und ggf. durch weitere Zugabe von Triethylamin dort gehalten. Die Reaktion ist beendet,
wenn der pH-Wert 15 min bei einem Wert von 8 bis 9 konstant bleibt. Das Losungsmittel
wird im Vakuum entfernt, der entstandene Riickstand wird in 1.5 M Salzsdure aufgenommen
und mit Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase wird mit geséttigter Natriumchlorid-
Losung gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet und filtriert. Nach Entfernen des
Losungsmittels wird ein farbloser Feststoff erhalten, der sdulenchromatographisch
(Petrolether : Essigester 2:1, Ry = 0.58) gereinigt wird.

Ausbeute: 2.40 g (6.8 mmol, 37 % d. Th.).

Summenformel: C;;H,1NOa.

Molmasse: 351.41 g/mol.

'H-NMR (500 MHz, CDCly): 1.42 — 1.69 (m, 4H, (CH,),), 1.84 - 1.91 (m, 2H, CH,-CH-
COO0), 2.59 (m, 1H, CH-NH), 4.02 (m, 1H, CH-COO), 4.20 (m, 1H, FluorenylCH), 4.25 —
4.28 (m, 2H, Fluorenyl-CH;), 7.30 — 7.88 (m, 8H, CHgrom)-

BC-NMR (500 MHz, CDCly): 22.9, 28.5, 32.6 (s, CHy), 46.7 (t, CH-COO), 49.5 (t,
FluorenylCH), 55.4 (t, CH-N), 65.2 (s, Fluorenyl-CH;), 120.0, 120.1, 121.4, 125.2, 127.0,
127.3, 127.6, 128.9 (t, CHarom), 137.4, 139.4, 140.7, 143.9 (q, Carom), 155.5 (q, N-COO), 176.2
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(g, COOH).
MS (ESI): 374.2 (M +Na).
IR (KBr): 3324 s, 2960 s, 1693 s, 1540 s, 1450 m, 1261 m, 736 s.

6.3.3 (1R,2S)-2-Amin0cyclohexancarbonséiure32

Cl

Cvclohexancarbonsiiurechlorid254

Zu 58.9 g (460 mmol) Cyclohexancarbonsdure werden 75.0 g (630 mmol) Thionylchlorid
getropft. Es wird drei Stunden auf 75 °C erhitzt. Das tliberschiissige Thionylchlorid wird im
Wasserstrahlvakuum entfernt. Fraktionierte Destillation unter vermindertem Druck ergibt ein
farbloses Ol.

Ausbeute: 61.4 g (420 mmol, 91 % d. Th.; Lit.**: 88.5 % d. Th.).

Summenformel: C;H;;OCI.

Molmasse: 146.62 g/mol.

Siedepunkt: 90 °C (50 mbar) (Lit.>**: 99 — 101 °C (65 mbar)).

o

124 g (1.67 mol) fert-Butanol werden in 200 ml Pyridin gelost. Unter Eiskiihlung werden

Cvclohexancarbonsiiure-tert—butvlester255

61.4 g (420 mmol) Cyclohexancarbonsédurechlorid zugetropft. Es wird eine Stunde bei 0 °C
und iliber Nacht bei Raumtemperatur nachgeriihrt. Die Losung wird in 400 ml Eiswasser
gegossen und mit konzentrierter Salzsdure auf einen pH-Wert von etwa 5 gebracht. Der
abgeschiedene olige Film wird mit gesittigter Natriumhydrogencarbonat-Losung gewaschen.
Destillation ergibt ein farbloses OL.

Ausbeute: 70.4 g (383 mmol, 91 % d. Th.).

Summenformel: C;;H»00,.

Molmasse: 184.28 g/mol.

Siedepunkt: 75 °C (4.4 mbar) (Lit.”®: 82.5 — 85.5 °C (15 mbar)).

IR (Film): 2975 m (CH), 2993 s (CH), 2856 m, 1727 vs (CO), 1452 m, 1367 m, 1249 m, 1155
s, 1027 w, 852 w.

'H-NMR (500 MHz, CDCl;): 1.21 — 1.28 (m, 3H), 1.37 — 1.44 (m, 2H), 1.43 (s, 9H,
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C(CHa3)3), 1.59 — 1.64 (m, 1H), 1.71 — 1.76 (m, 2H), 1.84 — 1.88 (m, 2H), 2.17 (m, 1H, CH-
CO0O0).

BC-NMR (250 MHz, CDCLs): 25.5 (s), 25.9 (s), 28.1 (p, C(CHs)3), 29.1 (s), 44.2 (1), 79.5 (q,
C(CHs)3), 175.6 (g, COO).

MS: 185 (M™, 0.5%), 169 (M™ — CH3, 1%), 129 (M™ — C4Hg, 22%), 111 (M — C4H30, 23%),

83 (C¢Hy1 ", 41%), 57 (C4Hy ™, 100%).
[0) J<
[ j< Ne)
|

GC: tg 9.56 min.
Zu einer Losung von 22.7 g (212 mmol) Lithiumdiisopropylamid in 200 ml THF werden bei

1-Iod-cvclohexancarbonséiure-tert—butvlester32

-78 °C 25.8 g (140 mmol) Cyclohexancarbonsdure-tert-butylester in 20 ml THF durch eine
Kaniile zugetropft. Nach 60 min Riihren wird die Reaktionsmischung in eine Ldsung von
61.0 g (240 mmol) Iod in 200 ml THF, gekiihlt auf -78 °C, gegeben. Nach 30 min Riihren
werden 40.0 ml konzentrierte Salzsdure zugegeben und die Losung innerhalb von 60 min auf
Raumtemperatur aufgewédrmt. Nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum wird in
Natriumthiosulfatlosung aufgenommen und mit fert-Butylmethylether extrahiert. Die
organische Phase wird iiber Natriumsulfat getrocknet. Nach Entfernen des Ldésungsmittels
wird ein gelbes Ol erhalten.

Ausbeute (roh): 40.3 g (130 mmol, 93 % d. Th.).

Summenformel: C;1H;90,1.

Molmasse: 310.18 g/mol.

0] J<
0]
1-Cvclohexencarbonsiure-tert-butylester’’
22.5 g (150 mmol) 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]Jundec-7-en (DBU) in 30 ml THF werden unter

Eiskiihlung zu einer Ldsung von 29.1 g (94 mmol) 1-lod-cyclohexancarbonsiure-fert-
butylester in 200 ml THF innerhalb von 30 min zugetropft. Es wird eine Stunde bei 0 °C und
48 Stunden bei Raumtemperatur nachgeriihrt, zur Trockne eingeengt, in Wasser
aufgenommen und mit fert-Butylmethylether extrahiert. Sdulenchromatographische

Reinigung (Petrolether/Diethylether, 100 : 1; R¢= 0.53) ergibt ein farbloses Ol, Gemisch mit
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Edukt etwa 4 : 1.

Ausbeute: 21.4 g (118 mmol, davon etwa 80 % ungesittigter Ester (GC), entsprechend
96 mmol, 64 % d. Th.; Lit.**: 30 % d. Th. ausgehend vom gesittigten Ester).

Summenformel: C;;H;30,.

Molmasse: 182.26 g/mol.

IR (Film): 3021 w (=CH), 2975 m (CH), 2933 s (CH), 2858 m, 1725 s, 1706 vs (CO), 1654
m, 1450 m, 1367 m 1280 s, 1251 s, 1168 vs, 1085 m, 1043 m.

'H-NMR (500 MHz, CDCl;): 0.87 (m, 1H), 1.22 — 1.37 (m, 2H), 1.48 (s, 9H, C(CHs)3), 1.56
—1.74 (m, 4H), 7.26 (m, 1H, =CH).

BC-NMR (250 MHz, CDCl3): 22.3 (s), 24.2 (s), 25.5 (s), 28.2 (p, C(CHs)3), 29.1 (s), 79.7 (q,
C(CHaj)3), 131.9 (q, =C-COO0), 138.3 (t, -CH=), 167.0 (q, COO).

MS: 181 (M, 1%), 127 (M — C4Hg, 91%), 109 (M — C4Hg0, 40%), 81 (CsHy", 100%).

GC: tg 10.43 min.

(aS,IR,2S)-2-(N-Benzyl-N-1-phenylethylamino)- :

cvclohexancarbonséiure-tert—butvlester32

0.68 g (3.2 mmol) (S)-N-Benzyl-1-phenylethylamin werden in 8 ml THF gel6st und auf 0 °C

gekiihlt. 3.0 mmol einer 1.6 molaren n-Butyllithium-Losung in Hexan werden zugegeben. Es
wird 15 min bei 0 °C geriihrt und dann auf -78 °C gekiihlt. Zu der tiefroten Losung werden
0.36 g (2.0 mmol) 1-Cyclohexencarbonsiure-fert-butylester in 2 ml THF durch eine Kaniile
zugetropft. Die Losung féarbt sich orange. Es wird eine Stunde bei -78 °C, zweieinhalb
Stunden bei -30 °C und erneut eine Stunde bei -78 °C geriihrt. Zugabe von 1.24 g (6.0 mmol)
2,6-Di-tert-butylphenol in 2 ml THF fiihrt zur Gelb-Féarbung der Losung. Innerhalb von einer
Stunde wird die Losung auf Raumtemperatur aufgewarmt. Das Losungsmittel wird entfernt,
das entstandene Ol wird in 50 ml gesittigter Natriumchlorid-Lésung aufgenommen und mit
tert-Butyl-methylether extrahiert. Die organische Phase wird mit Natriumsulfat getrocknet,
das Losungsmittel entfernt und das entstandene Ol wird siulenchromatographisch
(Petrolether/Diethylether 30 : 1; R¢ = 0.07) gereinigt. Nach Umkristallisation aus Methanol
werden lange Nadeln eines farbloser Feststoffs erhalten.

Ausbeute: 400 mg (1.01 mmol, 50 % d. Th.; Lit.**: 70 % d. Th.).

Summenformel: Cy¢H350,N.
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Molmasse: 393.57 g/mol.

Schmelzpunkt: 60 — 61 °C (Lit.*%: 59 — 60 °C).

IR (KBr): 3085 w, 3058 m, 3023 m, 2969 vs, 2935 vs, 2850 vs, 1716 vs, 1600 w, 1492 s,
1450's, 1369 s, 1257 m, 1238 m, 1153 vs, 1126 vs, 198 m, 748 m, 698 s.

'H-NMR (250 MHz, CDCls): 1.30 (d, *J = 6.8 Hz, 3H, CH3), 1.14 — 1.38, 1.47 — 1.83 (m, 8H,
(CH,)s), 1.44 (s, 9H, C(CHs);), 2.45 (m, 1H, CH-COO), 2.63 (m, CHN), 3.84, 4.03 (AB-
System, Jyz = 17.7 Hz, 2H, N-CH,-Cyrom), 4.03 (q, J = 6.8 Hz, 1H, -CH(CH3)-), 7.61 — 7.46
(m, 10H, arom.).

BC-NMR (250 MHz, CDCLy): 14.4 (p, CHs), 25.5, 26.5, 29.1, 29.5 (s, (CHa)3), 28.1 (p,
C(CHs);)), 46.0 (t, CHCOO), 51.2 (s, CH,N), 56.5 (t, CHN), 58.6 (t, CHN), 79.8 (q,
C(CHs)s), 126.3, 126.4, 127.9, 128.0, 128.3, 129.0 (t, CHarom), 142.7, 144.7 (q, Carom), 175.1
(q, -COO-).

MS: 393 (M, 43%), 378 (M"* — CH3, 6%), 322 (M — CHj; - ‘Bu, 7%), 302 (M™ — C7H7, 9%)),
288 (M — CgHo, 10%), 250 (PhCH(CH;3)N(CH,Ph)(C3Hs)", 59%), 246 (322 — 'Bu, 27%), 232
(288 — ‘Bu, 40%), 216 (288 - O'Bu, 13%), 146 (C;H,NC3Hs", 58%), 105 (CsHy und C;H;N",
100%), 91 (C;H;", 84%).

GC: tg 24.61 min.

Drehwert (¢ = 1.0, CHCLy): [a]p™ = -90.6.

(IR,ZS)-2-Amin0-cvclohexancarbonséiure-tert—butvlester32

280 mg (0.70 mmol) (aS,R,2S)-2-(N-Benzyl-N-1-phenylethylamino)-cyclohexancarbon-

sdure-fert-butylester werden mit 30 Gewichtsprozent (90 mg) Palladium auf Aktivkohle
(10 %) in 15 ml Essigsdure 18 Stunden bei einem Wasserstoffdruck von 4.0 bar und 50 °C
hydriert. Die Reaktionsmischung wird durch eine D4-Filterfritte tiber Kieselgel abgesaugt.
Der Katalysator wird mit Methanol gewaschen. Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt.
Der entstandene Feststoff wird in gesittigter Natriumhydrogencarbonat-Losung
aufgenommen und mit Dichlormethan extrahiert. Die organische Phase wird getrocknet, mit
etherischer HCI versetzt und das Losungsmittel wird entfernt. Es entsteht ein farbloser,
amorpher Feststoff.

Ausbeute: 100 mg (0.50 mmol, 71 % d. Th. Lit.**: 71 % d. Th (als Hydrochlorid)).

Summenformel: C;{H,;O,N.
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Molmasse: 199.30 g/mol.

Schmelzpunkt: 75 — 76 °C (nicht literaturbekannt).

IR (KBr): 3486 br, s, 2958 s, 2935 s, 2861 s, 1720 vs, 1558 s, 196 s, 1369 s, 1153 vs, 1045 vs,
856 s, 651 vs, 620 s, 439 s.

'H-NMR (500 MHz, CDCl;): 1.39 — 1.98 (m, 8H, -(CHa)s-), 1.46 (s, 9H, C(CHs)3), 2.63 —
2.65 (m, 1H, CH-COO), 3.27 — 3.30 (m, 1H, CHN), 5.52- 5.58 (m, 2H, NH,).

PBC-NMR (500 MHz, CDCly): 21.9, 23.5, 25.2, 30.8 (s, CHa), 27.9 (p, C(CHs)3), 45.9 (t,
CHN), 49.1 (t, CHCO), 81.0 (q, C(CH3)3), 173.8 (q, COO).

MS: 199 (M"™, 3%), 142 (M - ‘Bu, 62%), 126 (M~ - O'Bu, 26%), 98 (M"* - COO'Bu, 8%), 56
(‘Bu’, 100%).

GC: tg 11.35 min.

GC-MS (Zwischenprodukte): tr 16.47 min (EI: m/z 304 (M™ + H, 2-((S)-N-1-Phenylethyl-
amino)-cyclohexancarbonsiure-tert-butylester); tg 16.68 min (EI: m/z 290 (M™ + H, 2-((S)-

N-Benzylamino)-cyclohexancarbonsiure-tert-butylester)

(1R,ZS)-Z-Aminocvclohexancarbonséiure32

500 mg (2.5 mmol) (IR,2S)-2-Aminocyclohexancarbonsédure-tert-butylester werden in 5 ml
Trifluoressigsdure geldst und bis zum Ende der Gasentwicklung geriihrt. Das Losungsmittel
wird i. Vak. entfernt. Das entstandene Ol wird drei Mal mit methanolischer HCI (50 ml)
versetzt und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Es entsteht ein farbloser, amorpher Feststoff.
Ausbeute: 480 mg (179 mmol; 71 % d. Th.)

Summenformel: C7H;30,N.

Molmasse: 257.21 g/mol.

'H-NMR (500 MHz, DMSO): 0.80 — 0.92 (m, 2H, -CHy-), 1.10 — 1.90 (m, 7H, (CH,)s,
CH(CO0)), 2.09 (m, 1H, CH-NH,).

BC-NMR (500 MHz, DMSO): 22.1, 24.2, 25.5, 29.5 (s, CH,), 47.3 (t, CH-COOH), 49.9 (t,
CH-NH»), 179.0 (q, COOH).

Drehwert (¢ = 0.6, CH;0H): [a]p® = -1.20.
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(1R,2S)-Fmoc-2-Aminocvclohexancarbonséiure288

6.60 g (26.0 mmol) (IR,2S)-2-Aminocyclohexancarbonsdure werden in 30.0 ml Wasser
aufgenommen und mit Triethylamin auf einen pH-Wert von etwa 8 bis 9 gebracht. Eine
Losung von 8.10g (24.0 mmol) 9-Fluorenylmethyl-N-hydroxysuccinimidylcarbonat in
25.0 ml Acetonitril wird zugegeben. Der pH-Wert wird mit Triethylamin auf 8 bis 9 gebracht
und ggf. durch weitere Zugabe von Triethylamin dort gehalten. Die Reaktion ist beendet,
wenn der pH-Wert 15 min bei einem Wert von 8 bis 9 konstant bleibt. Das Losungsmittel
wird im Vakuum entfernt, der entstandene Riickstand wird in 1.5 M Salzsdure aufgenommen
und mit Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase wird mit gesittigter Natriumchlorid-
Losung gewaschen. Die organische Phase wird iiber Natriumsulfat getrocknet und filtriert.
Das Losungsmittel wird entfernt und der entstandene Feststoff wird aus kaltem Ethanol
umbkristallisiert.

Ausbeute: 3.80 g (10.4 mmol, 43 % d. Th.).

Summenformel: C,,H>304N.

Molmasse: 365.43 g/mol.

'H-NMR (500 MHz, CDCl;): 0.80 — 0.92 (m, 2H, -CH>-), 1.10 — 1.90 (m, 7H, (CH,)s,
CH(CO0O0)), 2.09 (m, 1H, CH-NH), 4.21 (t, °J = 6.8 Hz, 1H, FluorenCH), 4.36 (d, °J = 6.8 Hz,
2H, Fluoren-CH,), 5.61 (m, 1H, NH), 7.30 — 7.74 (m, 8H, arom).

PBC-NMR (500 MHz, CDCLy): 22.3, 24.0, 25.4, 29.6 (s, CH,), 44.4 (t, FluorenCH), 47.2 (t,
CH-COOH), 49.7 (t, CH-NH), 66.8 (s, Fluorenyl-CH;), 119.9, 125.1, 127.0, 127.4 (t, CHarom),
142.4, 144.0 (q, Carom), 155.8 (q, NH-CO-0), 179.0 (q, COOH).

IR (KBr): 3417 br, 3332 br, 3070 m, 2931 s, 2858 m, 1708 vs, 1511 s, 1450 s, 1338 m, 1249
s, 1222's,1103 s, 1045 s, 740 s.
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6.3.4 (1S,2S)-2-Amin0cyclohexancarbonsiiure32

(a8,1S5,25)-2-(N-Benzyl-N-1-phenylethylamino)-

cvclohexancarbonséiure-tert—butvlester32

Eine Losung aus 2.44 g (33 mmol) fert-Butanol in 60 ml THF wird auf 0 °C gekiihlt. 30 ml

einer 0.5 M Losung(15 mmol) von KHMDS in Toluol werden zugetropft. Nach 15 min
Rithren wird eine Losung aus 1.48 g (3.9 mmol) 2-((asS,/R,2S)-N-Benzyl-N-1-phenyl-
ethylamino)-cyclohexancarbonsdure-tert-butylester in 15 ml THF zugegeben. Die Reaktion
wird 6 Tage bei RT geriihrt. Das Losungsmittel wird 1. Vak. entfernt, der Riickstand in
gesdttigter Natriumchloridlosung aufgenommen, mit tert-Butyl-methylether extrahiert und die
organische Phase liber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach Entfernen des Losungsmittels wird
das entstandene Ol sdulenchromatographisch (Petrolether : Diethylether 30 : 1; R¢=0.30)
gereinigt. Es wird ein farbloses Ol erhalten.

Ausbeute: 1.14 g (2.9 mmol, 74 % d. Th.; Lit.**: 78 % d. Th.).

Summenformel: Cy¢H350,N.

Molmasse: 393.57 g/mol.

IR (KBr): 3065 m, 3019 m, 2972 vs, 2942 vs, 1718 vs, 1486 s, 1450 s, 1369 s.

Drehwert (¢ 1.05 in CHCLy): [a]p® +29.4 (Lit.**: (¢ 1.00 in CHCl3) +30.4).

(IS,ZS)-2-Amino-cvclohexancarbonséiure-tert—butvlester32

600 mg (1.5 mmol) (as,1S,2S)-2-(N-Benzyl-N-1-phenylethylamino)-cyclohexancarbonsiure-
tert-butylester werden mit 30 Gewichtsprozent (200 mg) Palladium auf Aktivkohle (10 %) in
20 ml Essigsdure 18 Stunden bei einem Wasserstoffdruck von 4.0 bar und 50 °C hydriert. Die
Reaktionsmischung wird durch eine D4-Filterfritte iiber Kieselgel abgesaugt. Der Katalysator
wird mit Methanol gewaschen. Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt. Der entstandene
Feststoff wird in gesdttigter Natriumhydrogencarbonat-Losung aufgenommen und mit
Dichlormethan extrahiert. Die organische Phase wird getrocknet, mit etherischer HCl versetzt

und das Losungsmittel wird entfernt. Es entsteht ein farbloser, amorpher Feststoff.
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Ausbeute: 295 mg (1.5 mmol, 100 % d. Th.).
Summenformel: C;;H,;0,N.

Molmasse: 199.30 g/mol.

Schmelzpunkt: 72 — 74 °C (nicht literaturbekannt).

(1S,2S)-2-Amin0cvclohexancarbonséiure32

295 mg (1.5 mmol) (18S,2S)-2-Aminocyclohexancarbonsiure-tert-butylester werden in 5 ml
Trifluoressigsdure gelost und bis zum Ende der Gasentwicklung geriihrt. Das Losungsmittel
wird i. Vak. entfernt. Das entstandene Ol wird drei Mal mit methanolischer HCI (50 ml)
versetzt und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Es entsteht ein farbloser, amorpher Feststoff.
Ausbeute: 180 mg (0.70 mmol; 47 % d. Th.; Lit.** 52 % d. Th.)

Summenformel: C7H;30,N.

Molmasse: 257.21 g/mol.

Schmelzpunkt: 180 °C (Zers.).

'H-NMR (500 MHz, DMSO): 0.80 — 0.92 (m, 2H, -CH,-), 1.10 — 1.87 (m, 7H, (CH,)s,
CH(COO0)), 2.24 (m, 1H, CH-NH,)

BC-NMR (500 MHz, DMSO): 24.9, 25.2, 28.9, 32.1 (s, CH,), 48.4 (t, CH-COOH), 50.8 (t,
CH-NH), 175.4 (q, COOR).

Drehwert (¢ = 1.20, H,0): [a]p>> = +47.0.

(1S,2S)-Fm0c-2-Aminocvclohexancarbonséiure288

0.50 g (3.5mmol) (1S§,25)-2-Aminocyclohexancarbonsdure werden in 5 ml Wasser

aufgenommen und mit Triethylamin auf einen pH-Wert von etwa 8 bis 9 gebracht. Eine
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Losung von 1.18 g (3.5 mmol) 9-Fluorenylmethyl-N-hydroxysuccinimidylcarbonat in 6 ml
Acetonitril wird zugegeben. Der pH-Wert wird mit Triethylamin auf 8 bis 9 gebracht und ggf.
durch weitere Zugabe von Triethylamin dort gehalten. Die Reaktion ist beendet, wenn der
pH-Wert 15 min bei einem Wert von 8 bis 9 konstant bleibt. Das Losungsmittel wird im
Vakuum entfernt, der entstandene Riickstand wird in 1.5 M Salzséure aufgenommen und mit
Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase wird mit gesittigter Natriumchlorid-Losung
gewaschen. Die organische Phase wird iiber Natriumsulfat getrocknet und filtriert. Das
Losungsmittel wird entfernt und der entstandene Feststoff wird aus kaltem Ethanol
umkristallisiert. Der ausgefallene Feststoff wird abgetrennt. Nach Entfernen des
Losungsmittels wird ein farbloser Feststoff erhalten.

Ausbeute: 1.10 g (3.01 mmol, 86 % d. Th.)

Summenformel: CyyHy304N.

Molmasse: 365.43 g/mol.

'H-NMR (500 MHz, CDCl;): 0.80 — 0.92 (m, 2H, -CH,-), 1.10 — 1.87 (m, 7H, (CH,)s,
CH(COO0)), 2.24 (m, 1H, CH-NH), 4.21 (t, J = 5.3 Hz, 1H, FluorenCH), 4.23 (d, *J= 5.3 Hz,
2H, Fluoren-CH,), 7.31 — 7.87 (m, 8H, arom).

PC-NMR (500 MHz, CDCls): 24.8, 25.2, 28.8, 32.2 (s, CH,), 46.7 (t, FluorenCH), 48.4 (t,
CH-COOH), 50.8 (t, CH-NH), 65.2 (s, Fluoren-CH), 120.1, 125.3, 127.1, 127.6 (t, CHarom),
143.8, 144.0 (q, Carom), 155.2 (q, NH-CO-0), 175.4 (q, COOH).

IR (KBr): 3307 s, 3043 m, 2935 m, 2856 m, 1705 s, 1693 s, 1533 s, 1236 m, 740 m.
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6.4 Peptidsynthese —Allgemeine Arbeitsbeschreibung

6.4.1 Beladung des 2-Chlortritylharzes

Zu einer bestimmten Menge 2-Chlortritylharz werden 2 Aquivalente (bezogen auf die
theoretische Beladung) Fmoc-geschiitzte Aminosdure in 10 ml trocknem Dichlormethan /g
Fmoc-AS gegeben. 1 Aquivalent DIPEA (bezogen auf die Aminoséiure) wird zugegeben und
die Mischung 5 min geschiittelt. Nach Zugabe weiterer 1.5 Aquivalente DIPEA wird 1 Stunde
bei Raumtemperatur geschiittelt. Zum Cappen freier Bindungsstellen am Harz wird Methanol
(0.8 ml / g Harz) zugegeben und es wird erneut 15 min geschiittelt. Das Harz wird in eine
Spritze mit Fritte {iberfiihrt und filtriert. Das Harz wird je drei Mal mit CH,Cl,, DMF und

Methanol (je 10 ml / g Harz) gewaschen und im Exsikkator getrocknet.

6.4.2 Spektralphotometrische Beladungsbestimmung

Grundlage fiir die Beladungsbestimmung ist der Absorptionswert bei 290 nm, an dem das
Piperidin-Dibenzofulven-Addukt sein Absorptionsmaximum hat. Dieses Addukt wird
gebildet, wenn Fmoc vom N-Terminus der Aminosdure mit Piperidin abgespalten wird und
dabei Dibenzofulven entsteht. Die Beladung wird anhand einer Korrelationstabelle ermittelt.
Zwei Kiivetten werden zundchst mit Abspaltlosung (20 % Piperidin in DMF) gefiillt. Eine der
Kiivetten dient als Blindprobe zur Einstellung der Basislinie des UV-Spektrometers. In die
andere Kiivette werden 1.0 mg des beladenen Harzes eingewogen, die Suspension wird
griindlich durchmischt und vollstindiges Absetzen des Harzes wird abgewartet. Der

aufgenommene Messwert wird entsprechend Gleichung (26) umgerechnet:

Absorption

= Beladung[mmol | g
Einwaage[mg]*1.65 (29)

6.4.3 Manuelle Abspaltung der Fmoc-Gruppe
Das Harz wird in einer Spritze mit Fritte mit 2 % Piperidin, 2 % DBU in DMF 5 min geriihrt;
es wird neue Losung zugegeben und erneut 15 min rithren. Das Harz wird je drei Mal mit

CH,Cl,, DMF und Methanol (je 10 ml / g Harz) gewaschen und im Exsikkator getrocknet.

6.4.4 Synthese des linearen Peptids
Die Synthese der Peptide erfolgt mit Hilfe eines Syntheseautomaten durch cyclische Wieder-
holung des folgenden Standardsyntheseprotokolls.

Abspalten der temporéren Schutzgruppe
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Waschen nach Schutzgruppenabspaltung

Kupplung der neuen Fmoc-geschiitzten Aminosdure

Waschen nach der Kupplung
Vor Beginn der Synthese wird ein Quellschritt des mit der ersten Aminosdure beladenen
Harzes durchgefiihrt.
Dieser Cyclus wird wiederholt, bis die N-terminale, Fmoc-geschiitzte Aminosdure ange-
kuppelt wurde. AnschlieBend wird die temporire Schutzgruppe entfernt, das Harz wird in eine
Spritze mit Fritte tiberfiihrt und mit Dichlormethan gewaschen.

Die einzelnen Schritte der Synthese werden im folgenden beschrieben:

6.4.4.1 Quellen des Harzes
Es werden 4 ml DMF in die Reaktionskammer pipettiert und insgesamt 30 min stehen
gelassen, wobei alle 10 min leicht gemischt wird. AnschlieBend wird das Losungsmittel

entfernt.

6.4.4.2 Abspalten der Fmoc-Schutzgruppe
4 ml einer Losung aus 2 % Piperidin und 2 % DBU in DMF werden in die Reaktionskammer
pipettiert, 3 min gemischt und nach 5 min abfiltriert. Diese Prozedur wird drei Mal

wiederholt.

6.4.4.3 Waschen nach Schutzgruppenabspaltung
4 ml DMF werden in die Reaktionskammern gegeben, 3 min gemischt und nach 5 min

abfiltriert. Diese Prozedur wird sechs Mal wiederholt.

6.4.4.4 Kupplung der neuen Fmoc-geschiitzten Aminosiure

Es wird die Methode der Doppelkupplung angewandt, d. h. es werden zwei Mal je 1.5
Aquivalente Aminosiure zugegeben.

Zunichst werden 0.5 ml DMF in die Reaktionskammer pipettiert und 3 min gemischt. Dies
dient dazu, den Siphon des Abflusses der Kammer zu fiillen. Dann werden 1.5 Aquivalente
Aminosiure (c=0.3M in DMF), 1.5 Aquivalente TBTU (c=0.3M in DMF) und
3 Aquivalente DIPEA (¢=0.6 M in DMF) in die Reaktionskammern pipettiert. Es wird
insgesamt sieben Mal abwechselnd je 3 min geriihrt und 3 min gewartet. Die Losung wird

abfiltriert, anschlieBend wird die gesamte Kupplungsprozedur wiederholt.
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6.4.4.5 Waschen nach der Kupplung
Es werden insgesamt vier Mal je 4 ml DMF in das Reaktionsgefdf pipettiert, 3 min gemischt

und nach 5 min abfiltriert.

6.4.5 Abspalten vom Harz

In einen Kolben werden ca. 2 ml Pyridin vorgelegt. Das Harz wird in eine Spritze mit Fritte
tiberfiihrt und dariiber befestigt. Das Harz wird zehn Mal mit ca. 10 ml TFA (1 % in CH,Cl,)
je 5 min behandelt, dann wird abfiltriert. Das Losungsmittel wird 1. Vak. entfernt, das
entstandene Produkt durch RP-Siulenchromatographie oder HPLC gereinigt. Der erfolgreiche
Versuchsablauf wird durch MALDI-ToF Massenspektrometrie dokumentiert.

6.4.6 Cyclisierung

In einen 100-ml-Dreihalkolben werden ca. 20 ml DMF, 0.1 Aquivalent HATU und drei
Aquivalente DIPEA vorgelegt. In einer Zweikanalspritzenpumpe werden jeweils
3 Aquivalente HATU und die Aminoséure in denselben Volumina DMF (ca. 10 mL/100 umol
Peptid) vorgelegt. Die Losungen werden mit einer Tropfgeschwindigkeit von 0.01 —
0.02 ml / Minute zugegeben.

Nach beendeter Zugabe wird das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Der Riickstand wird in
kaltem Diethylether aufgenommen, dekantiert und das Lésungsmittel bei 0 °C und 4000 min™'
zentrifugiert und erneut dekantiert. Die vereinigten Riickstinde werden in Wasser
aufgenommen und lyophlisiert. Das entstandene Produkt wird durch RP-
Sdulenchromatographie oder HPLC gereinigt. Der erfolgreiche Versuchsablauf wird durch

MALDI-ToF Massenspektrometrie dokumentiert.

6.4.7 Abspalten der permanenten Schutzgruppen

Zum Peptid werden ca. 10 ml einer Losung aus 95 % TFA, 2.5 % TIS und 2.5 % Wasser
gegeben. Nach 3 - 15 Stunden (MALDI-ToF MS-Kontrolle) wird die Abspaltlosung i. Vak.
entfernt. Das entstandene Produkt wird durch HPLC gereinigt. Der erfolgreiche
Versuchsablauf wird durch MALDI-ToF Massenspektrometrie dokumentiert.
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6.5 Peptidsynthese — MALDI-ToF MS, HPLC, Ausbeuten

6.5.1 C-terminale Sequenzen des Bindungsepitops von VCAM-1 - Hexapeptide
6.5.1.1 c—(-Ser—"ACPC-Leu—Asn-Ile-Asp-) P1

Berechnet: [M+H]": 654.34 Gefunden: [M+H]™ 654.48
%M + N?]*: g;ggg %M + N?J*: ggg.ig
M +K]": . M +K]": .

HPLC: tg = 19.6 min. Ausbeute: 4 %.

6.5.1.2  c—(-Ser—'ACPC-Leu—Asn-Ile-Asp-) P2

Berechnet: [M+H]": 654.34 Gefunden: [M+H]" 654.05
MRS orao MR enor

+ : . + : .

HPLC: tg = 19.3 min Ausbeute: 25 %.

6.5.1.3 c—(-Ser-"ACHC-Leu-Asn-Ile-Asp-) P3

Berechnet: [M+H]": 668.35 Gefunden: [M+H]™ 672.06
[M + Na]™": 690.34 [M + Na]": 690.13
M+K]": 706.31 M +K]" 706.26

HPLC: tg = 19.8 min. Ausbeute: 10 %.

6.5.1.4 c—(-Ser—'ACHC-Leu—Asn-Ile-Asp-) P4

Berechnet: M+ H]": 668.35 Gefunden: [M+H]" 668.76
%M + NT+]+: 632;411 %M + NT+]+: 6(9)2.70
M+K]": 706. M +K]": 706.77

HPLC: tg = 18.5 min. Ausbeute: 6 %.

6.5.1.5 c—~(-Ser—Pro-Leu-Asn—(R)-AMBS —Asp-) P5

Berechnet: [M+H]": 626.31 Gefunden: [M+H]™ 626.30
[M + Na+]+: 648.30 M+ Na+]+: 648.36
[M+K]" 664.27 [M+K]": 664.25

HPLC: tg = 15.3 min. Ausbeute: 34 %.

6.5.1.6 c—(-Ser—Pro-Leu—Asn—(S)-AMBS—-Asp-) P6

Berechnet: [M+H]": 626.31 Gefunden: [M+H]" 626.24
%M + NT+]+: 2248130 %M + NT+]+: 246125(5)
M+K]": 27 M+ K]": .

HPLC: tg = 16.4 min. Ausbeute: 9 %.

6.5.2  C-terminale Sequenzen des Bindungsepitops von VCAM-1 - Pentapeptide
6.5.2.1 c—(-Ser-"ACPC-Leu-Asn—Asp-) P7

Berechnet: [M+H]": 541.26 Gefunden: [M+H]™ 541.20
[M + Na]": 563.25 [M + Na]™": 563.38
M +K]": 579.22 M +K]" 579.28

HPLC: tg = 16.4 min. Ausbeute: 4 %.

6.52.2 c—(-Ser—'ACPC-Leu-Asn—Asp-) P8

Berechnet: M+ H]": 541.26 Gefunden: [M+H]" 541.24
[M + Na]": 563.25 [M + Na]": 563.24
[M+K]" 579.22 [M+K]" 579.21

HPLC: tg = 16.3 min Ausbeute: 5 %.

6.5.2.3 c—(-Ser-"ACHC-Leu—Asn—Asp-) P9

Berechnet: [M+H]": 555.27 Gefunden: [M+H]" 555.13
[M + Na]": 577.26 [M + Na]™": 577.28
M +K]" 593.23 M +K]" 593.20

HPLC: tg = 16.4 min. Ausbeute: 7 %.

6.5.2.4 c—(-Ser—'ACHC-Leu—Asn—Asp-) P10

Berechnet: [M+H]": 555.27 Gefunden: [M+H]" 555.13
[M + Na]": 577.26 [M + Na]": 577.22
[M+K]" 593.23 M+K]" 593.23

HPLC: tg = 16.5 min. Ausbeute: 5 %.

6.5.3  Zentrale Sequenzen des Bindungsepitops von VCAM-1

6.53.1 c—(-Ser—"ACPC-GIn-Ile-Asp-) P11
Berechnet: [M+H]": 555.28 Gefunden: [M+H]™ 555.22
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[M + Na]™: 577.26 [M + Na]™": 577.20
M+ K]": 593.23 M +K]" 593.23

HPLC: tg = 14.0 min. Ausbeute: 14 %.

6.53.2 c—(-Ser—'ACPC-GIn-Ile-Asp-) P12

Berechnet: [M+H]": 555.28 Gefunden: [M+H]" 555.21
M + Na+]+: 577.26 M+ Na+]+: 577.18
[M+K]" 593.23 [M+K]": 593.14

HPLC: tg = 14.1 min Ausbeute: <1 %.

6.53.3 c—(-Ser-"ACHC-GIn-Ile-Asp-) P13

Berechnet: [M+H]": 569.29 Gefunden: [M+H]™ 569.03
[M + Na+]+: 591.28 M+ Na+]+: 590.78
[M+K]": 607.25 [M+K]": 607.08

HPLC: tg = 15.3 min. Ausbeute: 28 %.

6.53.4  c—(-Ser—ACHC-GIn-Ile-Asp-) P14

Berechnet: M+ H]": 569.29 Gefunden: [M+H]" -
[M +Nal": 591.28 [M +Na]": 591.46
[M+K]": 607.25 M+K]" 607.43

HPLC: tg = 15.5 min. Ausbeute: 9 %.

6.5.3.5 c¢—~(-Ser—Pro-GIn—(R)-AMBS —Asp-) P15

Berechnet: [M+H]": 527.25 Gefunden: [M+H]" 527.43
[M + Na]™: 549.23 [M + Na]™": 549.33
M +K]": 565.20 M +K]" 565.27

HPLC: tg =- Ausbeute: -.

6.5.3.6 c—(-Ser—Pro—GIn—(S)-AMBS-Asp-) P16

Berechnet: [M+H]": 527.25 Gefunden: [M+H]™ 527.31
[M + Na]": 549.23 [M + Na]": 549.30
[M+K]": 565.20 M+K]" 565.28

HPLC: tg = - Ausbeute: -.

6.5.4  N-terminale Sequenzen des Bindungsepitops von VCAM-1

6.5.4.1 c—(-Ser—"ACPC-Thr-GIn-Ile-Asp-) P17

Berechnet: [M+H]": 656.33 Gefunden: [M+H]™ -
[M + Na]™: 678.31 [M + Na]": 678.81
M +K]": 694.28 M +K]" 694.81

HPLC: tg = 12.1 min. Ausbeute: <1 %.

6.54.2 c—(-Ser—'ACPC-Thr-GIn-Ile-Asp-) P18

Berechnet: M+ H]": 656.33 Gefunden: [M+H]" 656.45
M + Na+]+: 678.31 M+ Na+]+: 678.41
[M+K]" 694.28 [M+K]": 694.56

HPLC: tg = 12.2 min Ausbeute: <1 %.

6.5.4.3 c—(-Ser—"ACHC-Thr-Gln-Ile-Asp-) P19

Berechnet: M+ H]": 670.33 Gefunden: [M+H]" 669.99
[M + Na]": 692.32 [M + Na]": 692.15
M+K]": 708.29 M +K]" 708.24

HPLC: tg = 16.8 min. Ausbeute: 13 %.

6.5.44  c—(-Ser—'ACHC-Thr-Gln-Ile-Asp-) P20

Berechnet: [M+H]": 670.33 Gefunden: [M+H]™ 670.24
[M + Na+]+: 692.32 M+ Na+]+: 692.13
[M+K]" 708.29 [M+K]": 708.18

HPLC: tg = 12.8 min. Ausbeute: <1 %.

6.5.4.5 c—~(-Ser—Pro-Thr-GIn—(R)-AMBS —Asp-) P21

Berechnet: M+ H]": 628.29 Gefunden: [M+H]" -
[M + Na]": 650.28 [M + Na]": 650.71
M+ K]": 666.25 M +K]" 666.61

HPLC: tg = 13.3 min. Ausbeute: <1 %.

6.5.4.6 c—(-Ser—Pro-Thr-GIn—(S)-AMBS-Asp-) P22

Berechnet: [M+H]": 628.29 Gefunden: [M+H]™ 628.29
[M + Na]™: 650.28 [M + Na]": 650.28
M+ K]": 666.25 M +K]" 666.28

HPLC: tg = 12.1 min. Ausbeute: 17 %.
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6.5.5 Peptide mit dem Bindungsepitop von mADAM 8§
6.5.5.1 H-Arg-Leu-Ser-Lys—Asp-Lys-OH KDK1

Berechnet: [M+H]": 746.45 Gefunden: [M+H]" 746.27
[M + Na]": 768.44 [M + Na]": 768.24
M +K]": 784.41 M+K]" 784.20

HPLC: tg = 7.7 min. Ausbeute: 19 %.

6.5.5.2  c—(-D-Arg-Leu—Ser-Lys—Asp-Lys—-) KDK2

Berechnet: [M+H]": 728.44 Gefunden: [M+H]" 728.11
[M + Na]": 750.43 [M + Na]": 750.07
M +K]": 766.40 M +K]" 766.01

HPLC: tg = 11.4 min. Ausbeute: 11 %.

6.5.53  c—(—Arg-D-Leu—-Ser—Lys—Asp-Lys—) KDK3

Berechnet: [M+H]": 728.44 Gefunden: [M+H]™ 728.23
[M + Na]": 750.43 [M + Na]": 750.19
[M+K]" 766.40 M+K]" 766.16

HPLC: tg = 11.9 min. Ausbeute: 3 %.

6.5.54  c—(—Arg-Leu—D-Ser—Lys—Asp-Lys-) KDK4

Berechnet: [M+H]": 728.44 Gefunden: [M+H]" 728.20
[M + Na]": 750.43 [M + Na]": 750.22
M +K]": 766.40 M +K]" 766.14

HPLC: tg = 12.6 min. Ausbeute: 3 %.

6.5.5.5 c—(-D-Arg-Leu-Ser—Ala—Asp-Lys—) KDKS5

Berechnet: M+ H]": 671.39 Gefunden: [M+H]™ 671.09
[M + Na]": 693.38 [M + Na]": 693.06
[M+K]" 700.35 M +K]" -

HPLC: tg = 12.2 min. Ausbeute: 5 %.

6.5.5.6  c—(-D-Arg-Leu—Ser—Lys—Asp—Ala-) KDK6

Berechnet: [M+H]": 671.39 Gefunden: [M+H]" 671.27
[M +Na]": 693.38 [M +Na]": 693.22
M+K]" 700.35 M+K]" -

HPLC: tg = 12.1 min. Ausbeute: 7 %.

6.5.5.7 c—(-D-Arg-Leu—Ser—Ala—Asp—Ala-) KDK?7

Berechnet: [M+H]": 614.33 Gefunden: [M+H]™ 614.39
[M + Na]": 636.32 [M + Na]": 636.39
M +K]": 652.29 M +K]" 652.35

HPLC: tg = 11.8 min. Ausbeute: 2.5 %.

6.5.5.8 c—(-D-Arg-Leu—Ser—Lys—Ala-Lys—) KDKS8

Berechnet: M+ H]": 684.44 Gefunden: [M+H]" 684.47
[M + Na]": 706.43 [M + Na]": 706.56
M +K]": 722.40 [M+K]" 722.64

HPLC: tg = 12.4 min. Ausbeute: 15 %.
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7 Anhang

7.1 NMR-spektroskopische Messungen

Die NMR-Messungen der Peptide wurden an einem Gerét der Firma Bruker (Avance 600) bei
300 K in DMSO-Dg durchgefiihrt. Der Konzentrationsbereich der gelosten Peptide lag
zwischen 4 bis 8 mmol/l.

Alle Proben wurden in mehreren Zyklen im Hochvakuum wechselweise eingefroren und
entgast sowie abschliefend abgeschmolzen. Die Aufnahme der temperaturabhingigen
Protonenspektren erfolgte in einem Temperaturbereich von 300 K bis 330 K in Schritten von
5K. Zur Referenzierung diente das Ldsungsmittelsignal des DMSO ('H: 2.50 ppm; "“C:
40.8 ppm).

Die Prozessierung der Daten wurde mit den Programmen XWIN-NMR und WIN-NMR der
Fa. Bruker vorgenommen. Zur Ermittlung der Protonenabstinde aus den Volumina der
Kreuzsignale der ROESY-Spektren diente das Programm XWIN-NMR (Fa. Bruker).

Zur Konformationsanalyse der Peptide wurden die in Tabelle 31 und Tabelle 32 aufgefiihrten

NMR-Experimente verwendet:

Tabelle 31: Parameter der verwendeten homonuklearen Experimente

Experiment Pulsprogramm tdin F2 ns Mischzeit [ms] Prozessierung

'H zg30 64 Exponentialfunktionen
COSY cosydfph 2048 24 Sinus-Funktion in F1 und F2
cosygpqf 2048 24 Sinus-Funktion in F1 und F2
TOCSY mlevph 2048 24 40-80 sin> +p/2 in F1 und F2
ROESY roesyph 1024 16 140 -200 sin? +p/2 in F1 und F2

Bruker Avance 600 (sf ['H]: 600.1 MHz; sw 9 — 11 ppm; td in F1: 256; p1 [90°]: 10.5 pus, pL1: 4 dB; d1: 1.5 —2's)

Tabelle 32: Parameter der verwendeten heteronuklearen Experimente

Experiment Pulsprogramm tdinF2 ns d2 [ms] d6 [ms] Prozessierung
Jen =145 Hz
HMQC inv4qf 2048 32 345 sin? +p/2 in F1 und F2
HMBC inv4lplrndqf 2048 32 345 70 sin? +p/2 in F1 und F2
inv4gplplrndqf 2048 32 345 70 sin® +p/2 in F1 und F2

Bruker Avance 600 (sf ['H]: 600.1 MHz, sf[°C]: 150.9 MHz; sw 160 — 200 ppm in F1, sw 9 — 11 ppm in F2; td
in F1: 256; p1 [90°]: 10.5 us, pL1: 4 dB; pL2: -3 dB; d1: 1.5-25)
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7.2 NMR-Zuordnung

7.2.1 Tabellen der '"H-NMR-Daten
Die Peptide P12, P17, P18, P20 und P21 ficlen in so geringen Ausbeuten an, dass keinerlei NMR-

spektroskopische Auswertung mdglich ist.

Tabelle 33: "H-NMR-Daten, Dd/DT, *J von ¢c—(—Ser—"ACPC-Leu—Asn—Ile-Asp-) P1

HVH?

3

J v
Dd/DT et

d[ppm] NH CH* CH° CH? CH® H"
(ppm] [ppb/K]  [Hz]
Ser 781 4.06 3.65;3.54 4.89 22 7.9°
‘ACPC  7.47 293 427 1.57; 1.89 1.61 1.78 0.8 74"
Leu 8.59 3.69 1.59;1.47 1.73 0.87; 0.89 3.4 n.d.
Asn 840 4.28 2.74;2.51 7.12;7.58 -2.5 53"
Ile 7.81 4.17 1.88 1.45 (CH;); 0.97 (CH,) 0.80 1.3 7.8*
Asp 797 4.19 2.96;2.83 0.1 6.4"
"bei 320 K
Tabelle 34: "H-NMR-Daten, Dd/DT, *J e YOI c—(-Ser—'ACPC-Leu—Asn-Ile-Asp-) P2
k)
J v
Dd/DT H"H
dlppm] NH CH?® CHP CHY CH® H"
[ppm] [ppb/K]  [Hz]
Ser 740 422 3.51;3.67 0.5 8.1
'ACPC  8.14 3.00 3.73 1.84;1.92 1.61-1.67 1.78;1.71 -3.2 44"
Leu 7.93 413 1.46;1.57 1.64 0.84; 0.90 4.6 7.6
Asn 8.17 4.62 2.68;2.97 732;7.84 2.8 8.8"
Ile 827 3.78 1.79 1.24; 1.44 (CH,); 0.89 (CH;) 0.85 -1.9 n. d.
Asp 776 4.58 2.57;2.64 -1.9 7.4
" bei 330 K
Tabelle 35: '"H-NMR-Daten, Dd/DT, *J v s VOn c—(—Ser—"ACHC-Leu-Asn-Ile-Asp-) P3
3
J N yya
Dd/DT H"H
d[ppm] NH CH* CH" CH? CcH® H"
[ppm] [ppb/K]  [Hz]
Ser 7.82 4.04 3.64;3.53 4.20 2.4 7.9
‘ACHC 7.59 2.65 3.65 1.65 1.35;1.25 1.50;1.76 -1.6 8.9
Leu 8.48 3.59 158 1.71 0.90; 0.86 4.4 n.d.
Asn 831 4.27 2.69;2.52 7.58,7.13 -3.0 54"
Ile 773 415 1.86 1.48 (CH,); 0.81(CH;) 0.80 0 7.5"
Asp 7.95 415 2.99;2.75 -1.2 5.8"

*Signaliiberlappung bzw. keine eindeutige Zuordnung méglich; * bei 330 K

Tabelle 36: 'H-NMR-Daten, Dd/DT, *J von c—(—Ser—'ACHC-Leu—Asn-Ile-Asp-) P4

HYH?
3
J o va
Dd/DT H™H
dippm] NH CH? CHP CH® CH® H"
[ppm] [ppb/K]  [Hz]
Ser 7.63 4.09 3.56* 471 2.7 8.9#
'ACHC 7.42 265 3.56% 1.77* 1.65% 1.37%;2.62*% -2.3 7.44
Leu 7.83 4.02 1.48 1.18 0.88; 0.80 4.6 n.d.
Asn 7.51 450 2.73;2.61 7.66;7.21 0.6 n.d.

Ile 834 384 1.75 1.21 (CH,); 0.86 (CH;) 0.85 -1.5 n. d.
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Dd/DT i
a b g d W

dlppm] NH CH® CH CH CH H ppb/K]  [Hz]
Asp 845 436 2.87;2.65 -4.7 6.9%

*Signaliiberlappung bzw. keine eindeutige Zuordnung moglich; "bei 330 K

Tabelle 37: 1H-NMR-Daten, 3J . von c—(-Ser—Pro—Leu—Asn—(R)-AMBS—Asp-) P5
H"H p

°J Y
a b g d w
d [ppm] NH CH® CH CH CH H [Hz]
Ser 8.50 4.81 3.62;3.66 4.7
Pro - 395 225-235 135-146 1.80-1.90 -
Leu 8.04 4.03 1,58-1.62 143 0.79; 0.90 8.8
Asn 826 4.19 2.27;2.90 6.76; 7.28 7.1
(R)-AMBS 7.10 2.12 3.17;3.43 1.52;1.35 0.83 6.2
Asp 7.77 4.59 2.58;2.60 7.2
Tabelle 38: "H-NMR-Daten, *J vy vOn c—(=Ser—Pro—Leu-Asn—(S)-AMBS-Asp-) P6
3
a b g d w JHNHa
d [ppm] NH CH® CH CH CH H [Hz]
Ser 7.56 4.83 3.73;4.15 6.03 7.6
Pro - 390 1.86;2.00 1.55;1.68 2.69;2.00 -
Leu 7.31 4.13 140-1.46 1.55 0.79; 0.87 7.3
Asn 8.60 4.45 2.58;2.80 7.15;7.51 7.1
(R)-AMBS 8.00 2.48 2.90;2.34 1.38-1.42 0.78 8.0
Asp 7.12 4.57 2.44,2.51 8.6
Tabelle 39: 'H-NMR-Daten, Dd/DT, *J, , . von c—(~Ser—“ACPC-Leu-Asn-Asp-) P7
3
vy
a b g d W Dd/DT H™H
dppm] NH CH® CH CH CH H ppb/K]  [Hz]
Ser 7.75 3.94 3.71;3.66 4.63 -2.9 9.2
‘ACPC 744 278 4.12 1.82;1.65 1.47;1.49 1.85;1.83 -2.7 8.0
Leu 8.16 3.84 1.89;1.48 1.58 0.89; 0.86 -2.0 6.4
Asn 8.52 429 2.65;2.63 7.45;6.96 -4.6 6.9
Asp 8.33 435 2.89;2.55 -4.7 6.0
Tabelle 40: 'H-NMR-Daten, Dd/DT, *J, , .. von c—(~Ser—'ACPC-Leu-Asn—Asp-) P8
3
J v
a b g d w Dd/DT HTH

dlppm] NH CH* CH CH CH H Pkl [Hz]
Ser 7.78 4.17 2.64;2.68 -1.9 8.6
'ACPC 743 2.74 3.66 1.92-204 1.61-1.69 1.77-1.87 -1.6 6.1
Leu 7.59 437 140-146 1.59 0.84; 0.87 -4.0 8.8
Asn 844 4.17 2.64;2.68 6.98;745 -34 6.9

Asp 8.28 4.29 2.81;2.86 -2.4 6.6
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Tabelle 41: "H-NMR-Daten, Dd/DT, *J von ¢c—(—Ser—“ACHC-Leu—Asn—Asp-) P9

HNH?
3
J o via
Dd/DT H'H
d[ppm] NH CH?® CH CH® cCH H"
[ppm] [ppb/K]  [Hz]
Ser 8.05 3.95 3.72;3.69 -1.9 7.2
‘ACHC 7.39 3.85 2.52 1.90 1.55-1.24*% 1.55-1.24*% -0.5 5.7
Leu 821 3.71 1586 1.56 0.89; 0.86 4.4 53
Asn 8.05 441 281;2.57 751;7.04 3.8 6.4
Asp 835 432 2.79;2.64 12.3 2.8 7.9

* Signaliiberlappung bzw. keine eindeutige Zuordnung moglich

Tabelle 42: "H-NMR-Daten, Dd/DT, *J von c—(—Ser—'ACHC-Leu—Asn—Asp-) P10

HNH?
3
J o via
Dd/DT H"H
d[ppm] NH CH?® CH CH® CHY H"
[ppm] [ppb/K]  [HZz]
Ser 757 4.18 3.68;3.54 1.7 9.1
‘ACHC 7.18 3.41 247 1.89% 1.57-1.08* 1.57-1.08*% -2.0 7.2
Leu 7.76 434 1.27* 1.65 0.87;0.83 43 8.7
Asn 8.09 431 2.84;2.72 7.41;6.95 3.1 7.9
Asp 8.54 4.15 2.64;2.47* 3.6 7.2

* Signaliiberlappung bzw. keine eindeutige Zuordnung mdoglich

Tabelle 43: 'H-NMR-Daten, *J v ya YOI c—(—Ser—*ACPC-GlIn-Ile-Asp-) P11

NHa
3
b d JHNHa
d[ppm] NH CH?* CH CH® CH H" [ HZ]
Ser 7.71 3.90 3.81;3.59 7.2
‘ACPC 697 278 4.22 1.96; 1.87 1.45;1.09 1.80;1.70 8.0
Gln 796 3.84 2.13;2.09 1.99;1.93 7.32;6.83 7.2
Ile 7.80 4.01 1.69 1.48; 1.69 (CH,); 0.85 (CH3) 0.84 7.6
Asp 922 410 2.96;2.63 6.0
Tabelle 44: '"H-NMR-Daten, *J v a YOI c—(—Ser—“ACHC-GIn-Ile-Asp-) P13
3
b d JHNHa

d[ppm] NH CH® CH CH® CH H" [Hz]
Ser 793 3.84 3.83;3.70 6.4
‘ACHC 7.04 244 4.02 2.08-2.12 1.35-1.39 125-1.31; 7.2

2.08-2.12
Gln 8.09 374 205,197 2.16;2.12 7.31;6.82 5.7
Tle 779 4.03 1.72 1.42; 1.05 (CH,); 0.84 (CH;)  0.83 n. d.
Asp 8.80 4.14 2090;2.76 6.8
Tabelle 45: 1H-NMR-Daten, 3T e YOI c—(—Ser—tACHC—Gln—Ile—Asp—) P14

jJHNHa
a b g d w
d[ppm] NH CH® CH CH CH H [Hz]
Ser 7.55 3.99 3.56;3.68 4.89 (OH) 7.9
‘ACHC 7.19 249 3.59 1.94 -2.00 1.10-1.19 1.29-1.33; 8.7
1.91-1.97

Gln 8.09 411 1.69;1.65 2.06-2.14 7.29; 6.77 7.2

Ile 7.85 4.00 1.77 1.38 — 1.46 (CH,); 0.83 (CH;) 0.83 8.3
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T e
a b g d w
dlppm] NH CH® CH CH CH H [Hz]
Asp 834 435 271-2.79 8.3

Tabelle 46: 'H-NMR-Datenvon c—(—Ser—“ACHC-Thr-GlIn—Ile-Asp—) P19

d[ppm] NH CH* CH° CH® CH® H"

Ser 7.80 4.00 3.62;3.54

‘ACHC 7.45 2.73 4.00 1.81-1.87 1.48-1.55 1.32-1.38;1.50 -
1.57

Thr 7.48 3.80 525 1.20

Gln 845 4.09 1.96;1.86 2.18-2.24 7.33;6.86

Ile 7.56 3.98 1.84 1.45;1.12 (CH,); 0.85 (CH;)  0.84

Asp 847 422 2.84;2.69

Tabelle 47: '"H-NMR-Daten, *J e von c—(=Ser—Pro—Thr-GIn—(S)-AMBS-Asp-) P22

Sy
d [ppm] NH CH® CHP CH® CH® H" v
pp: [Hz]
Ser 7.43 480 3.59;3.64 6.0
Pro - 393 1.82-1.92 1.68;1.79 2.32;245 -
Thr 7.25 4.10 1.79 1.38 8.7
GIn 6.98 4.17 2.03-2.12 2.26-2.33 7.00; 7.37 9.4
(S-AMBS 7.82 333 290;335 126-140 0.79 5.8
Asp 8.64 451 2.54;2.83 6.4
Tabelle 48: 'H-NMR-Daten, *J vy von H-Arg-Leu—Ser—Lys—Asp-Lys—OH KDK1
3
J v
d[ppm] NH CH* CH’ CH® CH® H" -
pp: [Hz]

Arg 8.17 3.83 1.73;1.69 129-135 3.10-3.16 7.74 (NH); 6.90—7.50 (br.=NH. n.d.

NH,)
Leu 853 443 1.44-1.52 1.66 0.91; 0.87 7.6
Ser 8.19 432 3.62;3.56 5.15 7.6
Lys 795 410 1.63;157 1.77;1.75 1.53—1.61 2.72-2.80 (H%; 7.18 (NH,) n.d.
Asp 8.16 4.56 2.69;2.49 7.6
Lys 796 423 1.56;152 1.69;1.73 1.50—1.54 272 —2.80 (H°); 7.18 (NH,) n.d.
Tabelle 49: '"H-NMR-Daten, Dd/DT, *J vye VON c—~(—D-Arg-Leu-Ser-Lys—Asp-Lys—) KDK2

DADT  J
a b g d w b/K

d[ppm] NH CH® CH CH CH H [ppb/K] [Hz]
D-Arg 836 3.67 1.59-1.65 148,139 3.10-3.16 7.68(NH);6.70—  -2.6 4.9

7.50 (br. =NH. NH,)
Leu 8.61 4.17 1.47-1.54 1.58 0.90; 0.80 -4.0 8.4
Ser 7.70 4.47 3.80-3.90 5.30 -2.6 8.8
Lys 720 425 1.66;1.59 1.62;1.64 152;1.50 2.71-2.79 (H%; -5.2 6.5

7.71 (NH,)
Asp 8.09 438 2.78;2.65 2.1 8.0
Lys 8.54 4.07 1.65;1.55 1.62;1.64 1.51;1.49 271-2.79 (H®; +0.3 4.9

7.71 (NH,)
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Tabelle 50: "H-NMR-Daten, Dd/DT, *J von c—(—Arg-D-Leu—Ser—Lys—Asp—Lys—) KDK3

HNHa
DADT  *J
a b g d w b/K
d[ppm] NH CH® CH CH CH H [ppb/K] [Hz]
Arg 7.83 423 159;1.69 1.45-153 3.08-3.16 7.67(NH);6.70— 20 7.0
7.50 (br. =NH. NH,)
D-Leu 850 4.19 1.51;1.48 1.58 0.89; 0.80 -6.0 7.0
Ser 824 427 3.62;3.52 5.43 -3.6 7.8
Lys 8.08 4.11 1.69;1.66 157-1.65 149-1.55 271-2.79 (H®; 408 n. d.
7.72 (NH,) :
Asp 8.47 436 2.80;2.60 -3.4 7.1
Lys 7.57 4.07 1.651.61 147-155 149-155 2.71-2.79 (H®; 93 4.5
7.72 (NH,) :
Tabelle 51: '"H-NMR-Daten, Dd/DT, *J vyye vOn c—(—Arg-Leu—D-Ser-Lys—Asp-Lys—) KDK4
DADT  *J v,
a b g d w b/K
dlppm] NH CH* CH CH CH H [ppb/K] [Hz]
Arg 8.12 4.02 157-1.67 148-156 3.09-3.17 7.84 (NH);6.70— - n. d.*
7.50 (br. =NH. NH,)
Leu 823 4.07 127-1.33 1.55 0.85; 0.89 -1.3 n. d.*
D-Ser 7.93 421 3.61;3.70 - n. d.*
Lys 8.10 4.02 1.67-1.73 150-159 1.54-1.62 2.71-2.79 (H®; ¥ n. d.*
7.73 (NH,)
Asp 8.47 433 2.72;2.84 -3.5 n. d.*
Lys 8.11 4.07 1.62-1.66 150-159 1.54-1.62 2.71-2.79 (H®; ¥ n. d.*
7.73 (NH,)

* Signaliiberlappung bzw. keine eindeutige Zuordnung moglich

Tabelle 52: '"H-NMR-Daten, *J e von c—(—D-Arg-Leu—Ser—Ala—Asp-Lys—) KDKS

jJHNHa
a b g d W
d[ppm] NH CH® CH CH CH H [ HZ]
D-Arg 835 4.11 1.63-1.70 1.41-148 3.07-3.11 7.64 (NH);6.70 — 5.7
7.50 (br. =NH. NH,)
Leu 851 3.74 132-138 1.49 0.87; 0.89 4.7
Ser 759 441 3.74-3.82 5.17 8.2
Ala 727 423 1.22 7.2
Asp 8.06 431 2.80;2.77 8.16
Lys 8.66 4.16 1.54;1.62 1.43-151 1.46-152 2.68-2.76 (H; 8.5
7.72 (NH,)

Tabelle 53: '"H-NMR-Daten, *J e von c—(—D-Arg—Leu—Ser-Lys—Ala-Lys—) KDK6

jJHNHa
a b g d w
d[ppm] NH CH® CH CH CH H [Hz]
D-Arg 8.75 4.01 1.56;1.70 1.40-146 3.08-3.16 7.73 (NH); 6.70 — 7.50 4.9
(br. =NH. NH,)
Leu 859 421 148-1.54 1.59 0.81; 0.89 8.7
Ser 7.85 4.50 3.84;3.97 5.49 9.1
Lys 8.26 3.77 1.55;1.67 147-153 1.52-1.58 2.75 — 2.81 (He); 7.71 4.5
(NH,)
Ala 778 4.12 1.26 n. d.
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3
) | J -
dlppm] NH CH®* CH CH?® CH H" [Hz]
Lys 7.04 421 1.63;1.66 148-156 148-1.56 269 —2.75 (He); 7.75 5.7

(NHy)

Tabelle 54: '"H-NMR-Daten, *J vy von c—(—D-Arg-Leu—Ser—Lys—Asp-Ala—) KDK?7

jJHNHa
dlppm] NH CH* CH’ CH® CH* H" [Hz]
D-Arg 834 357 158-1.64 131-139 3.08-3.12 7.67 (NH); 6.70 — 7.50 4.1
(br. =NH. NH,)
Leu 8.64 4.00 149-155 148 0.85;0.76 8.5
Ser 7.71 449 3.62-3.76 5.32 9.1
Lys 8.58 3.84 1.65-1.61 149-156 1.52-1.55 268 —2.77 (H%; 7.72 5.1
(NH»)
Asp 7.99 438 2.56;2.50 8.5
Ala 6.98 438 1.18 8.4
Tabelle 55: "H-NMR-Daten, *.J e VO c—(-D-Arg-Leu—Ser—Ala—Asp-Ala—) KDK8
3
b d JHNHa
dlppm] NH CH?® CH cH® CH H" [Hz]
D-Arg 851 4.04 1.60-1.68 1.32-1.38 3.07-3.15 7.50 (t.°J=5.4 Hz; NH); 7.48 5.3
~ 6.50 (br)
Leu 8.65 4.15 1.49-1.53 1.52 8.4
Ser 774 445 3.84;3.76 5.19 (t. ’J = 5.3 Hz) 8.8
Ala 843 423 122(t.°J=72Hz) 3.9
Asp 7.92 436 2.71;2.56 8.1
Ala 7.15 3.80 1.19(t.°J=6.5 Hz) 5.9
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7.2.2 Tabellen der *C-NMR-Daten

Tabelle 56: *C-NMR-Daten von c—(—Ser—ACPC—Leu—Asp-Ile-Asn—) P1

dlppm] CO Cc* (> (¢ c c”
Ser 56.3 60.9

‘ACPC 484 521 328 24.6 32.7
Leu 549 39.6 232 21.7;23.6

Asn 519 353

Ile 58.7 36.5 18.9(CHj);24.6 (CH,) 11.9

Asp 52.6 352

Tabelle 57: '*C-NMR-Daten von c—(~Ser—'ACPC-Leu—Asp-lle-Asn-) P2

dlppm] CO Cc* (* (¢ (o c
Ser 170.7 563 623

'ACPC  175.6 49.7 583 312 25.5 29.9
Leu 1718 52.6 41.0 302 21.6;23.8

Asn 172.6 49.0 39.0 172.1
Ile 1704 61.0 36.1 15.9(CHs); 17.4 (CH,) 13.6

Asp 1714 51.6 373 172.3

Tabelle 58: *C-NMR-Daten von c—(—Ser—“ACHC-Leu—Asp—Ile-Asn-) P3

dlppm] CO Cc* C* (¢ c® c”
Ser 1719 563 60.8

‘ACHC 1789 46.6 458 244 30.3 *
Leu 1733 553 39.7 242 21.6;23.6

Asn 1729 525 355 169.3
Ile 173.0 58.8 363 12.0(CH;);30.3(CH,) 16.0

Asp 169.4 519 359 169.1

* Signaliiberlappung bzw. keine eindeutige Zuordnung mdoglich

Tabelle 59: *C-NMR-Daten von c—(—Ser—'ACHC—Leu—Asp-Ile-Asn—) P4

dlppm] CO ¢Cc* C* (¢ c c”
Ser 1725 563 61.7

'ACHC 1783 50.1 509 29.9 30.9 *
Leu 1725 51.0 407 252 23.7;21.6

Asn 1704 49.7 383 170.5
Ile 172.8 59.9 36.3 40.7 (CH,); 11.9 (CH;) 15.7

Asp 169.4 514 363 170.3

* Signaliiberlappung bzw. keine eindeutige Zuordnung moglich

Tabelle 60: '*C-NMR-Daten von c—(—Ser—“ACPC-Leu-Asp—Asn-) P7

dlppm] CO ¢* > ¢¢ (¢ (o
Ser 1715 58.7 61.2

‘ACPC 1703 47.1 52.8 325 228 28.6
Leu 169.3 54.1 385 252 23.8;21.7

Asn 1742 514 36.1 172.4
Asp 1733 513 35.8 172.7

Tabelle 61: *C-NMR-Daten von c—(—Ser—'ACPC—Leu—Asp—Asn-) P8

dlppm] CO ¢c* ¢ ¢® (¢ c”
Ser 170.0 56.4 61.3

'ACPC 1707 358 61.5 30.7 22.7 27.9
Leu 173.5 512 412 249 22.1;23.4

Asn 171.5 51.6 36.4 172.1
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dlppm] CO ¢* > ¢ ¢ Y

Asp 170  52.1 354 172.7

Tabelle 62: '*C-NMR-Daten von c—(-Ser—"ACHC-Leu—Asp—Asn-) P9

dlppm] CO ¢* > ¢ (¢ (o
Ser 169.9 593 62.0

‘ACHC 1755 489 450 393 *

Leu 1720 61.8 29.7 255 22.3;242

Asn 1734 521 362 173.2
Asp 1713 51.5 36.7 171.2

* Signaliiberlappung bzw. keine eindeutige Zuordnung moglich

Tabelle 63: *C-NMR-Daten von c—(—Ser—'ACHC-Leu—Asp—Asn—) P10

dlppm] CO ¢c* ¢ ¢® (¢ c”
Ser 169.1 572 62.0

'ACHC 1733 * 487 305 *

Leu 170.7 51.6 32.4 257 222;242

Asn 173.8 522 36.2 172.9
Asp 1702 52.4 37.0 172.0

* Signaliiberlappung bzw. keine eindeutige Zuordnung moglich
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7.3 Allgemeine Vorschrift fiir die Konformationsanalyse

Die Ermittlung der Startstruktur wird mit dem Programmpaket Insightll (MSI) auf einer
Silicon Graphics O,-Workstation (Betriebssystem IRIX 6.5) durchgefiihrt. Zur Ermittlung
einer Startstruktur werden die aus ROE-Spektren extrahierten Atomabstdnde als Randbedin-
gungen eingefithrt und die Torsionswinkel f der a-Aminosduren in Intervallen von 60 °
variiert. Die entstandenen Konformationen werden einer kurzen in continuo-Simulation (500
Schritte, 300 K, Kraftfeld ,,cvft) unterworfen, welche ein Ensemble von Konformationen
unterschiedlicher Energie liefert. Die energieniedrigsten Konformationen werden beziiglich
der Verletzung der ROE-Abstinde betrachtet und die Beste von ihnen als Startstruktur fiir die
Molekulardynamik-Rechnungen verwendet.

Zur Molekulardynamiksimulation wird das Programmpaket GROMACS (Version 3.1.4,
Kraftfeld GROMOS96)*"*°! auf einem Dual Prozessor System mit zwei Athlon 1900+
Prozessoren (Palomine Care 1600; Betriebssystem Debian) verwendet. Die erhaltene
Startstruktur wird in eine kubische Losungsmittelbox [(3.5 A)®, ca. 300 DMSO-Molekiile]
transferiert und mit einem steepest descent-Algorithmus (100 Schritte, periodic boundary
conditions) minimiert. Es schlieBt sich eine kurze (100 ps, stepsize 1*107 ps) restrained-MD-
Simulation an, liber die eine Cluster-Analyse (cut-off 0.08 nm) vorgenommen wird. Die
erhaltenen Konformationen werden in einer freien MD-Rechnung (12 ns, stepsize 2%107 ps)
bei 300 K simuliert. Die Cluster-Analyse (cut-off 0.08 nm) dieser Simulation liefert ein oder
mehrere Konformationen, die kurz (100 Schritte) mit einem Steepest Descent-Algorithmus
(Insightll, Kraftfeld ,,cvff*) minimiert werden. Die erhaltenen Konformationen werden auf
die Verletzung der ROE-Atomabstinde iiberpriift und mit den aus NMR-Messungen

erhaltenen strukturellen Parametern verglichen.
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7.4 Atomabstinde (aus NOEs bzw. durch MD)
Tabelle 64: Distanzen fiir c—(—Ser—"ACPC-Leu—Asp-Ile-Asn-) P1:

Tunten  Toben rMD Tunten  Toben rMD
Asn H? Asn HP™® 209 269 3.03 ‘ACPC HY SerH’™S 279 341 3.92
Asn H? Asn H®®S 2,00 2.60 2.60 ‘ACPC HY Leu HY 324 396 490
Asp H? Asp HP™S 212 275 2.58 Ile H? Ile H° 219 277 3.06
Asp H? Asp HP™R 227 285 3.11 Ile HY Ile H? 2.87 3.50 3.08
Asp HY Ile HY 3.07 3.70 1.98 Ile HY Asp H™S 320 391 528
Asp HY Asp H? 256 3.13 2.94 Ile HY Ile H° 333 4.07 2.59
Asp HY Ile H° 3.03 3.70 2.57 Leu H? Leu H? 267 329 3.05
‘ACPCH® °ACPCH® 1.82 225 239 Leu H? Leu H R 252 320 3.05
‘ACPCH® C°ACPCHY 2.01 255 281 Leu H? Leu H™S 224 278 2.57
‘ACPCH LeuH" R 242 3.00 4.82 Leu HN CACPCH® 3.69 4.50 2.97
‘ACPCHY °ACPCH® 2.77 339 3.07 Leu H" Leu H? 2.67 327 297
‘ACPC HY  Ser H? 299 3.65 3.55 Leu H" ‘ACPCH?* 233 285 2.19
‘ACPCHY Ser H™R 295 3.61 3.66
Tabelle 65: Distanzen fiir c—(—Ser—'ACPC-Leu-Asp-Ile-Asn-) P2:

Tunten  Toben rMD Tunten  Toben rMD
Asn H? Asn H™ 208 262 3.10 Leu H? Leu H™ 241 296 2.74
Asn H? Asn H™ 213 262 2.62 Leu H? Leu H™ 269 3.40 3.07
Asn HY Asn H® 274 334 2091 Leu HV Leu H? 291 3.56 2.86
Asn HY Leu H? 3.14 3.84 2.13 Leu H" (ACPCH?* 2.19 2.67 205
Asn HY Asn H°™ 326 3.99 246 Leu HV Leu HY 3.02 3.69 2.74
Asp HY Asp H? 279 3.41 3.08 Leu HN Leu H™™ 2380 342 3.55
Asp HY Ile H? 2.82 345 3.60 Ser H? Ser H™  2.10 2.66 3.09
Ile H? Ile HP 2.18 2.69 3.04 Ser H? Ser H™ 221 266 2.2
Ile HY Asn H® 249 3.05 345 Ser HY Ser H? 274 335 2.84
Ile HY Ile H? 2.83 346 3.05 Ser HY Ser H™  3.07 3.75 3.72
Ile HY Ile HP 279 342 2.84 Ser HY Ser H®™ 291 3.55 2.72
Ile HY Ile H®™ 3.87 4.73 427 tACPC HY  Ser H® 3.02 3.70 3.74
Ile HY Ile H®™ 3.07 3.75 3.03 tACPCHY (ACPCH® 2.53 3.09 258
Leu H? Leu HY 279 343 249 (ACPCHY (ACPCH® 228 2.78 3.08
Tabelle 66: Distanzen fiir c—(—Ser—"ACHC—-Leu—Asp-Ile-Asn-) P3:

Tunten Toben rMD Tunten Toben rMD

Asn H? Asn HPPS 231 292 3.10 Leu HV ‘ACHC H° 241 294 223
Asn H? Asn HPPoR 2.15 274 2.59 Leu HN Leu H? 272 333 291
Asn H" Asn HPPS 257 3.14 243 Leu HN Leu HPPR 3.14 3.83 3.59
Asn H" Asn HPPR 3.14 3.83 3.53 Leu HV Leu H® 293 3.59 2.37
Asp HY Asp H? 294 3.60 291 Leu H? Leu HPPR 2.57 3.14 3.09
Asp HY Ile HP 3.57 436 3.38 Leu H? Leu HPPS 229 287 2.66
Asp H? Asp H°PS 237 3.01 227 Leu H? Leu HY 274 342 2.89
Asp H? Asp HPPR 245 3.13 2.80 Ser HY Asp H? 3.17 3.88 2.04
Asp H? Ile H 249 311 3.72 Ser HY Asp HPPS 2,67 326 344
‘ACHC HN °“ACHC H? 290 3.55 3.04 Ser HY ‘ACHC H" 3.13 3.82 2098
‘ACHC HY °ACHC H®™°R 271 3.31 2.70 Ser HY Leu H? 334 4.09 5.22
‘ACHC HN  Ser H? 3.00 3.67 2.03 Ser HY Ser H? 258 3.16 2.17
‘ACHC HY  Ser HPP™R 2.86 3.50 3.62 Ser HY Ser HPPR 3.24 396 3.38
‘ACHC HY  Ser HPP™S 2.81 3.43 3.40 Ser HY Ser HPPS 321 3.92 4.16
‘ACHC H* °ACHC H° 1.97 243 247 Ser H* Ser HPPR 2.00 2.60 2.04
Leu HM ‘ACHC H? 3.30 4.04 3.13 Ser H? Ser HPPrS 2.04 2.64 245
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Tabelle 67: Distanzen fiir c<(—Ser—'ACHC-Leu—Asp-Ile-Asn-) P4:

Tunten  Toben rMD Tunten  Toben rMD
Asn H" Ile H® 321 3.92 5.04 Leu HY Leu H°P™S 2.80 3.43 2.82
Asn HY Ile H? 321 3.92 5.04 Leu HY Leu HY 2,60 3.17 4.53
Asn H" Asn HPPOR 2.80 3.43 3.54 Leu HY 'ACHC H®™S 232 284 3.44
Asn HY Asn HPPrS 244 298 245 Leu H? Leu HPPeR 2.10 2.62 2.52
Asp H? Asp HPPR 2,16 2.76 2.48 Leu H? 'ACHC H®™S 2.62 3.26 2.64
Asp H? Asp HPPS 244 3.06 3.08 Ser H" Ser HPPoR 294 359 294
Ile HY Asn H? 3.02 3.69 252 Ser H® Ser HPPrS 235 3.04 2.61
Ile HY Asn H? 3.02 3.69 2.2 ‘ACHC HY ‘ACHC HP 231 2.82 3.07
Ile HY Ile H° 337 412 233 ‘ACHC HY 'ACHC H¥*R 343 420 2.98
Ile HY Ile H¥™ 3.68 4.50 4.64 'ACHC H? 'ACHC H" 1.84 234 3.05
Ile H? Ile H° 228 279 2.62 ‘ACHC H° 'ACHC HPR 227 2.82 2.69
Ile H? Ile H¥™S 283 3.67 3.72 ‘ACHC H° 'ACHC H¥*R  2.09 2.60 2.48
Leu HY Leu H? 294 3.60 3.02 'ACHC H®°R ‘ACHC H®*R 230 291 2.44
Leu HY Leu HPPoR 338 4.14 3.44

Tabelle 68: Distanzen fiir c—(—Ser—"ACPC-Leu—Asp—Asn-) P7:

Tunten  Toben rMD Tunten  Toben rMD
Asn HY Asn H? 253 3.09 3.08 Leu H? Leu H"P™R 245 3.05 3.07
Asn HY Leu H? 279 3.41 3.0 Leu H? Leu H°PS 232 284 253
Asn HY Leu H°PR 3.14 3.83 3.86 Leu H? Leu HY 274 339 2.63
Asn HY Leu H°PS 292 357 293 Leu H" ‘ACPCH® 248 3.04 2.84
Asp H? Asp HPPR 2.07 2.68 248 Leu HM Leu H? 242 296 299
Asp H? Asp HPPS 221 277 227 Leu H" Leu H™® 270 330 248
Asp HY Asp HP™® 384 469 4.17 Leu HM Leu HPP™S 334 4.08 3.63
Asp HY Asp HPPS 3.16 3.86 3.26 Ser HY Asp H? 279 341 3.46
Asp HY Ser HY 3.64 457 3.49 Ser HY Asp HPPoR 3.02 3.69 4.10
‘ACPC H® °“ACPC H? 1.89 234 241 Ser H  Ser H? 253 320 348
‘ACPC H® °“ACPC H®™® 2.00 2.50 236 Asn HY Asn H? 253 3.09 3.08
‘ACPCH® °‘ACPCH®™S 253 3.15 2.83 Asn HY Leu H? 279 341 3.50
‘ACPC HY °“ACPC H° 2.75 337 3.09 Asn HY Leu HPPoR 3.14 3.83 3.86
‘ACPC HY °‘ACPC H¥® 3.17 3.88 3.82 Asn HY Leu HPP™S 292 3.57 293
‘ACPC HY °ACPC H¥*® 3.03 3.71 2.71 Asp H? Asp H™™® 207 2.68 248

Tabelle 69: Distanzen fiir c(—Ser—'ACPC—Leu—Asp—Asn-) P8

Tunten  Toben rMD Tunten  Toben rMD
Asn H" Asn H? 211 2.58 293 Ser H* Ser HPS 191 250 3.07
Asn H" Asn HPPS 2.89 3.53 3.6l Ser HY Asp H? 2,55 3.12 3.58
Asn H" Leu HY 3.11 3.86 3.46 Ser HY Ser H? 222 272 288
Asp H" Asp H? 209 256 3.01 Ser HY Ser HPPR 2,53 3.09 3.69
Asp H" Ser HY 275 3.55 278 Ser HY Ser HPP™S 240 293 245
Leu H? Leu H? 1.93 241 206 Ser H" ‘ACPC HY 2.59 336 256
Leu HY Leu H? 233 285 232 ‘ACPC H* 'ACPC H® 223 279 3.06
Leu HY Leu H? 273 334 2.73 ‘ACPC HY  Ser H? 235 2.87 3.59
Leu HY 'ACPC H* 1.86 227 1.90 ‘ACPC HY  Ser HP™ 247 3.02 2.68

Ser H* Ser HPPrR 1.92 252 2.67 ‘ACPC HY tACPC H? 220 2.68 3.04
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Tabelle 70: Distanzen fiir c—(—Ser—"ACHC-Leu—Asp—Asn-) P9:

Tunten  Toben ™ KONF1 ™ KONF2
Asn H? Asp HY 2.18 2.67 3.61 3.52
Asn H? Asn HPPS 1.72 2.10 2.64 241
Asn HY Leu HPPS 270 3.30 3.09 3.25
Asn HY Leu HY 256 3.12 5.01 4.76
Asn HY Asn HPPS 2.18 2.66 2.49 2.72
Asp H? Asp HPP™S 1.74 221 230 2.34
Asp H? Asp HPPoR 1.80 220 2.62 2.52
Asp HPPoR Ser HPP™S 209 255 3.10 4.16
‘ACHC H? ‘ACHC HN 246 3.00 3.84 3.86
‘ACHC H? ‘ACHC HP 1.81 221 243 242
‘ACHC H¥™S Leu H" 236 2.88 2.54 2.34
‘ACHC HN Ser HY 2.66 3.26 3.63 3.58
‘ACHC HN ‘ACHC HP 275 3.37 3.07 3.06
‘ACHC HN ‘ACHC H®™S 227 277 2.50 2.33
‘ACHC HN ‘ACHC H®R 290 3.54 3.07 3.06
Leu H? Leu HV 278 3.40 297 3.00
Leu HM Leu HPPS 263 321 222 242
Leu HM Leu H® 297 3.63 2.93 241
Ser HY Ser H® 2.19 2.67 2.32 3.08
Ser HN Ser HPPS 230 2.81 3.11 2.64

Tabelle 71: Distanzen fiir c<(—Ser—'ACHC-Leu—Asp—Asn—) P10:

runten

Toben

Asn HM
Ser HY
Asp H"
Asp H"
Asp H"
Asn HM
Asn HM
Asn HM
Leu HY
Leu HY
Leu HY
Ser HY
Ser HY
Ser HY

Ser HY
‘ACHC HY
Asn H?
Asp H?
ASp prmS
Asn H?
Asn HPPR
Asn HPPS
Leu H?
'ACHC H"
Leu HY
Asp H?
Ser H*

Ser prroR

2.84
2.70
2.27
2.25
3.13
2.19
2.53
2.62
2.47
2.04
2.86
2.61
2.37
2.66

3.56
3.57
2.78
2.75
3.82
2.68
3.09
3.20
3.02
2.50
3.50
3.19
2.89
3.26

Tabelle 72: Distanzen fiir c—(—D-Arg—Leu—Ser—Lys—Asp—Lys—) KDK2:

runten

Toben

Asp H?
Asp H?
Asp HY
Asp HY
d-Arg HY
Leu HY
Leu HY
Lys' HY

Asp HPProR
ASp prroS
Asp H?
ASp prroS
d-Arg H?
Ser HY
Leu H?
Asp HY

1,93
2,18
2,22
2,57
2,28
2,69
2,61
2,61

2,52
2,76
2,71
3,17
2,79
3,41
3,19
321

rMD Tunten Toben rMD
4.15 Ser HY Ser H™  2.69 329 3.02
2.70 Asn H” Asn HPP™R 287 351 3.44
3.58 Asn H” Asn HPP™S 267 326 3.02
3.06 'ACHC HY  Ser H? 2.80 3.42 3.56
3.75 ‘ACHC HY  Ser H’™R® 223 273 229
3.03 'ACHC HY Ser H™™S 286 3.49 3.31
2.45 '’ACHCHY ‘ACHCH? 222 271 259
3.68 'ACHC HY ‘ACHCH" 233 2.85 3.02
3.01 Asn H? Asn HP°R 197 250 2.59
2.27 Asn H? Asn H*PS 2,02 2.57 3.02
2.75 Ser H? Ser H™R 190 2.69 2.68
3.56 Ser H? Ser HP™S  2.00 245 2.54
3.02 Asp H? Asp HP™® 210 2.67 2.59
2.64

rMD Tunten Toben rMD
2.81 Lys HY Ser HO! 3,46 423 4,30
3,07 Lys' HY Lys' H? 2,29 280 2,96
2,97 Lys'"HY  Lys"H? 2,52 3,09 3,07
2,95 Lys"HY  AspH? 2,61 3,18 275
2,77 Lys"HY  AspH”™S 3,18 3,88 2,95
4,37 Ser HY Leu H? 2,52 3,08 2,58
3,06 Ser HY Lys' H® 3,05 3,72 4,60
2,65 Ser HOM Ser H? 240 297 2,85
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Tabelle 73: Distanzen fiir c<(—Arg—D-Leu—Ser—Lys—Asp—Lys—) KDK3:

Tunten  Toben rMD Tunten  Toben rMD
Arg HY Arg H? 2,66 3,25 3,07 Lys"HY  Asp HY 3,34 4,09 3,49
Asp H? Asp HP™® 212 2,70 2,68 Lys"HY  Lys'H® 2,71 331 4,73
Asp H? Asp H™S 245 320 3,10 Ser H? Ser HP™R® 221 2,78 3,12
Asp HY Asp H? 2,62 3,21 288 Ser H? Ser H™S 1,97 2,57 2,57
Asp HY Asp HP™® 298 365 2,17 Ser HY Ser H? 2,68 3,28 3,03
Lys' HY Lys' H® 2,62 321 3,06 Ser HY Ser HP™R 3,04 3,71 3,59
Lys' HY Lys" H? 3,19 390 5,78 Ser HY Ser HP™™S 3,19 3,89 2735

Lys'"HY  AspH? 3,18 3,89 349

Tabelle 74: Distanzen fiir c-(—Arg—Leu—D-Ser—Lys—Asp—Lys—) KDK4:

Tunten  Toben Tunten  Toben
Arg HY Arg H? 2,08 2,54 Leu HY Leu H® 2,18 2,66
Asp H? Asp HP™® 2,04 2,56 Ser H? Ser HPP™® 1,89 2,45
Asp H? Asp HP™S 2,10 2,64 Ser H? Ser HP™S 1,95 2,47
Asp HY Asp H? 2,29 2,80 Ser HY Ser H* 2,11 2,58
Asp HY Asp H™™S 293 3,58 Ser HY Ser H™® 3,02 3,70

Asp HY Lys' H? 2,40 2,94 Ser H" Ser H™S 2,75 336
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7.5 Verzeichnis der Torsionswinkel

Tabelle 75: Torsionswinkel fir

c—(—Ser—“ACPC-Leu—-Asp-Ile-Asn-) P1:

f y
Ser 150° -49°
‘ACPC -124° 89°
Leu -93°  142°
Asn -107°  94°
Ile -124°  -50°
Asp  -162° -56°

Tabelle 76: Torsionswinkel fiir

c—(—Ser—'ACPC-Leu-Asp-Ile-Asn-) P2:

f y
Ser -58°  -135°
‘ACPC  -110° -121°
Leu -51°  154°
Asn -54°  -20°
Ile -97°  -57°
Asp -116°  115°

Tabelle 77: Torsionswinkel fiir
c—(—Ser—"ACHC-Leu—Asp-Ile-Asn-) P3:

f y
Ser -95¢° -88°
‘ACHC -87° 105°
Leu -63° -20°
Asn -74° -64°
Ile -126°  132°
Asp 81°  -103°

Tabelle 78: Torsionswinkel fiir

c—(—Ser-'ACHC-Leu—Asp-Ile-Asn-) P4:

f y
Ser -73°  155°
'ACHC -104° 73°
Leu -140° 95°
Asn -158° 179°
Ile -55°  -32°

Asp  -113° -52°

Tabelle 79: Torsionswinkel fir

c—(—Ser—“ACPC-Leu—Asp—Asn-) P7:

f y
Ser -115°  -75°
‘ACPC -132° -157°
Leu -85°  -30°
Asn  -112° 104°
Asp 75° -34°

Tabelle 80: Torsionswinkel fiir

c—(—Ser—'ACPC-Leu-Asp—Asn-) P8:

f y
Ser -112°  -55°
‘ACPC -152° -132°
Leu -55°  -101°
Asn -80°  -66°
Asp -69°  -63°

Tabelle 81: Torsionswinkel fir

c—(—Ser—“ACHC-Leu—Asp—Asn-) P9:

Konformation A Konformation B

f y f y
Ser 73° -59° -121° -120°
‘ACHC -120° 152° -119° -64°
Leu  -62° 9° 83°  -176°
Asn  -100°  -64° 53 390
Asp  -146°  114° -84° -39°

Tabelle 82: Torsionswinkel fiir

c—(-Ser—'ACHC-Leu-Asp—Asn-) P10:

f y
Ser -116° -64°
'ACHC -119° -162°
Leu -91° -27°
Asn 167° -74°
Asp -100°  -59°
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Tabelle 83: Torsionswinkel fir Tabelle 84: Torsionswinkel fir
c—(—D-Arg-Leu—Ser—Lys—Asp—Lys—) c—(—Arg-D-Leu—Ser—Lys—Asp—Lys—)
KDK2: KDK3:
f y f y
D-Arg 101° -56° Arg -114° 174°
Leu -109° -175° D-Leu 80°  -137°
Ser -97° 116° Ser -81° -19°
Lys -100° -4° Lys -104° -179°
Asp -73°  -167° Asp -52° -46°

Lys -68°  120° Lys -63°  -88°
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