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1. Einleitung

1.1. Die Aminosaure Prolin

Fiir die Funktion eines Molekiils ist die Konformation dusserst wichtig. Insbesondere die
vielfaltigen biologischen Prozesse, die von Proteinen bestimmt werden, hingen stark von der
dreidimensionalen Struktur dieser Polypeptide ab. Eine entscheidende Bedeutung kommt
dabei der Amidbindung zu, welche die Aminosdure Bausteine miteinander verbindet.
Aufgrund des partiellen C—N Doppelbindungscharakters ist die Amidbindung planar und
kann entweder in einer s-trans oder s-cis Konformation vorliegen (Abbildungen 1 und 2).
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Abbildung 1: Mesomere Strukturen einer Amidbindung in einem Peptid Riickgrat.
Eingezeichnet sind zudem die Diederwinkel ¢, y und .

Fiir die meisten Peptidbindungen ist von den beiden ebenen Isomeren die s-trans
Konformation (gleichbedeutend mit einem Diederwinkel ® = 180°, Abbildung 1) aus

sterischen Griinden sehr viel giinstiger als die s-cis Konformation (o = 0°)."
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Abbildung 2: s-cis:s-trans Isomerie mit einem sekunddren Amid (links) und dem tertidren
Amid einer Prolylpeptidbindung (rechts).

Eine Ausnahme bilden Amidbindungen N-terminal zur Aminosdure Prolin. Diese einzigartige
Stellung unter den proteinogenen Aminosduren verdankt Prolin der kovalenten Verbindung
der Alkylseitenkette mit der a-Aminofunktion.”* Das C®Atom der Aminosiure N-terminal
(C“’l) von Prolin steht damit in beiden isomeren Formen s-cis zu einem Kohlenstoff-Atom des
Pyrrolidin Rings von Prolin, entweder zu C* oder zu c® (Abbildung 2), wodurch sich der
Energieunterschied abschwicht und sowohl die s-cis wie auch die s-frans Konformation

energetisch realisierbar sind.’



In kurzen Peptiden treten beide Formen auf, wobei der Anteil der s-cis Konformation im
Gleichgewicht bei etwa 10 bis 30% liegt.6’7 In gefalteten Proteinen ist der
Konformationszustand der Prolylpeptidbindung (Xaa-Pro Amidbindung) normalerweise
eindeutig festgelegt. Analysen von Protein Datenbanken zeigen, dass ca. 6-7% aller
Prolylpeptidbindungen in einer s-cis Konformation vorliegen.*'° Dabei enthalten von 1435
untersuchten nicht redundanten Proteinstrukturen der Brookhaven Protein Datenbank 43%
mindestens eine s-cis Prolylamidbindung.'' Da die Aktivierungsenergie fiir die s-cis:s-trans
Isomerisierung hoch ist (ca. 80 kJ/mol), sind diese Konformationsdnderungen langsam
(Halbwertszeiten zwischen 10-1000 s bei 25°C) und dadurch geschwindigkeitslimitierend bei

der Proteinfaltung.'”"'?

Fischer und Mitarbeiter konnten 1984 erstmals Enzyme nachweisen
und isolieren, die Prolyl s-cis:s-trans Isomerisierungen katalysieren."> Heute sind 3 Familien
dieser ubiquitiren Peptidyl-Prolyl-cis/trans-Isomerasen (PPlasen) bekannt.'* Neuere
Untersuchungen zeigen, dass eine Prolylamidbindung auch als molekularer Schalter fungieren

3,15,16 ! 17 . o . )
©> Lummis et al.’ postulierten zum Beispiel, dass eine Prolyl s-cis:s-trans

kann.
Isomerisierung die Porenoffnung eines Ionenkanals induziert. Eine Prolin Einheit in einer
Kriimmung zwischen zwei transmembranen Helices des 5-Hydroxytryptamin Typ 3
Rezeptors reagiert auf die Bindung eines Neurotransmitters mit einer Konformationsinderung
von s-trans zu s-cis. Dies bewirkt die entscheidende Verinderung fiir die Offnung des
Ionenkanals. In einem anderen gut erforschten Beispiel wurde eine Prolyl s-cis:s-trans
Isomerisierung als molekularer Zeitschalter bei der Infektion von Echerichia coli durch einen

Bakteriophagen ausgemacht.'® Die s-trans—s-cis Isomerisierung einer Gln-Pro Amidbindung

eines Proteins wechselt zwischen infektioser und inaktiver Form des untersuchten Viruses.

1.2. Das s-cis:s-trans Gleichgewicht von Prolylamidbindungen

1.2.1. Einfluss eines stereoelektronischen Effekts:
n—1* Wechselwirkung

Sterische Wechselwirkungen sind aber nicht alleine fiir die Lage der s-cis:s-trans
Gleichgewichte von Xaa-Pro Amidbindungen verantwortlich. Raines und Mitarbeiter'® haben
dazu die Verbindung N-Formyl-prolin-methylester (Fm-Pro-OMe, Abbildung 3) untersucht.
Weil der Van-der-Waals Radius des Sauerstoffatoms grosser ist als der vom Wasserstoff und
auch die C=0 Bindung ldnger ist als die C—H Bindung sollten sterische Effekte fiir diese

Verbindung die s-cis Konformation gegeniiber einer s-frans Anordnung deutlich begiinstigen.
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Abbildung 3: s-cis:s-trans Gleichgewicht um die Amidbindung in Fm-Pro-OMe.

Das NMR-Experiment zeigt jedoch, dass das s-trans Konformer leicht dominiert. In D,0O ist
das s-cis:s-trans Verhiltnis 1:1.8 (K anyeis = 1.8, Abbildung 3). Die Erkldrung liegt in einer
Wechselwirkung zwischen dem partiell negativ geladen Sauerstoffatom des Amids mit dem
partiell positiv  geladenen Carbonyl-Kohlenstoffatom des Methylesters. Wéihrend
Miiller/Diederich®® und Milner-White®' dies als eine elektrostatische Wechselwirkung

2223 aufgrund von DFT Rechnungen mit

zwischen Dipolen beschreiben, argumentiert Raines
einer hyperkonjugativen Delokalisation der nichtbindenden Elektronenpaare vom Amid
Sauerstoff und dem m*-Orbital des Methylesters. Diese nachfolgend mit n—n* Interaktion
bezeichnete Wechselwirkung tritt nur im s-trans Konformer auf und stabilisiert diese
Konformation damit relativ zum s-cis Konformer. Raines gelang es, das s-cis:s-trans
Verhiltnis der Amidbindung in N-Formyl-prolin-phenylestern mit der elektronenziehenden
Wirkung von para-Substituenten zu korrelieren (Abbildung 4).** Dies unterstiitzt den Einfluss

einer n—7* Interaktion auf die Konformation.

0 Ktrans/cfs 0O X = N02
CN
N X N X H

0 0
Py .y ko OMe

NM62

|

SJOWIOUOY
sueJj-s sep
awyeuqy

s-cis s-trans

Abbildung 4: Abhingigkeit des s-cis:s-trans Gleichgewichts von der elektronenziehenden
Wirkung von X in Fm-Pro-OC¢Hy-p-X.

Die n—n* Interaktion in Peptidbindungen ist abhingig von der Distanz O—C(O) und vom
Winkel O—C=0, wobei der ideale Winkel dem Biirgi-Dunitz Winkel entspricht, der
beschreibt, wie bei einer Acyl-Transfer Reaktion ein Angriff eines Nucleophils auf eine

228 Raines und Mitarbeiter schitzen den Beitrag dieser

Carbonylgruppe erfolgt.
Wechselwirkung fiir die Stabilitéit des s-trans Konformers in Fm-Pro-OMe auf etwa 3 kJ/mol

bei 25°C."



1.2.2. Einfluss der Sterik

Der Einfluss der Sterik auf die s-cis:s-trans Prolylamidbindung wird deutlich, wenn N-
Acetyl-prolin-methylester (Ac-Pro-OMe) und N-Formyl-5,5-dimethylprolin-methylester (Fm-
dmP-OMe) betrachtet werden (Abbildung 5), also Verbindungen bei denen das Formyl- bzw.
die beiden 6-Protonen durch sterisch anspruchsvollere Methylgruppen ersetzt wurden, die das
s-trans Konformer bevorzugen im Vergleich zur Situation bei Fm-Pro-OMe. Der Wert fiir

Kiransreis steigt auf 4.9 fiir ersteres”’ und auf 25 fiir letzteres in D20.19

N H;C N N
AL ©

/g 0] 0]

HsC™ ~0 Kirans/cis = 4.9 H "0 Kirans/cis = 25 HsC™ “O  .98% trans Konformer

Abbildung 5: N-Acetyl-prolin-methylester (links), N-Formyl-5,5-dimethylprolin-methylester
(mitte) und N-Acetyl-2-methylprolin-methylamid (rechts) mit Angabe zur s-cis:s-trans
Gleichgewichtslage bestimmt in D,O.

5,5-Dimethylprolin (dmP) ist ein Beispiel fiir ein synthetisches Prolinderivat mit dem das

s-cis:s-trans Gleichgewicht gezielt verdndert wurde.'**

Eingebaut in Peptide begiinstigen
Verbindungen mit Substituenten an C° das s-cis Konformer. In einer NMR-Untersuchung der
Tripeptide Ac-Tyr-dmP-Asn und Ac-Asn-dmP-Tyr konnten Scheraga und Mitarbeiter zeigen,
dass das s-cis Konformer fiir diese beiden Sequenzen zu 99% bzw. 90% vorliegt.”' Diese
Sequenzen bilden in der Endonuclease RNase A mit einer natiirlichen Prolin Einheit eine s-cis
Prolylamidbindung aus. Lubell und Mitarbeiter haben die Eigenschaften von (55)-fert-
Butylprolin (tBuPro) in einem Dipeptid Ac-Pro-tBuPro-NH, analysiert. Das s-cis:s-trans
Verhiltnis der zentralen Amidbindung liegt bei ca. 1.7:1.>* Ac-Pro-Pro-NH, hingegen liegt
vorwiegend in der s-trans Konformation vor. Um dagegen den sterischen Anspruch an der C*
Position zu erhdhen, um damit das s-frans Konformer zu begiinstigen, wurden zum Beispiel
2-Methylprolin- (2MePro) derivate untersucht. Fiir Ac-2MePro-NHMe wird nur das s-trans
Konformer beobachtet (Abbildung 5).33

Pseudoproline (Wpro), eingefiihrt von Mutter und Mitarbeitern, erlauben in dhnlicher Weise
das s-cis:s-trans Gleichgewicht zu beeinflussen. Diese Oxa- bzw. Thioproline leiten sich von
Serin, Threonin und Cystein ab. Die Aminosduren bilden mit Aldehyden oder Ketonen das
zyklische O,N- bzw. §,N- Acetalderivat (Abbildung 6a). Fiir die Aminosdure, gebildet aus

Serin und Aceton (Abbildung 6b), kann beispielsweise im Peptid Ac-Ala-Ser(¥MMe

pro)-
. . 34 4~ . .
NHMe nur das s-cis Konformer nachgewiesen werden.”" Diese Pseudoproline, kommerziell

erhiltlich als Dipeptid-Bausteine fiir die Festphasensynthese, werden dabei meist als



geschiitzte Form der zugrunde liegenden Aminosduren eingesetzt. Der Oxazolidin- bzw.
Thiazolidin-Ring kann nach der Synthese mit TFA wieder gedffnet werden. Wihrend der
Peptidsynthese helfen die Pseudoproline (dhnlich wie Prolin Einheiten) die Loslichkeit zu
erhohen, indem Aggregation oder das Ausbilden von stabilen Sekundérstrukturen verhindert
wird.*>¢

a) b)
R._XH o e R

X . +.n e A
g -HO ;4” COH o N7 OO

HN" ~CO,H R

Abbildung 6: a) Synthese von WPro; X = O oder S, R = H oder CH3; R’, R’” = Alkyl, Aryl.
b) Beispiel fiir ein WPro das die s-cis Konformation stark bevorzugt (Ser(¥™*™Pro)).

1.2.3. 4-Azidoprolin: Einfluss des azido gauche Effekts auf das
s-cis:s-trans Gleichgewicht

Von grosser Bedeutung fiir diese Arbeit ist die Beobachtung, dass auch ein Azidsubstituent
am C'-Atom von Prolin und insbesondere die absolute Konfiguration an diesem C’-Atom
einen Einfluss auf das s-cis:s-trans Gleichgewicht hat. Dies wurde in der Forschungsgruppe
Wennemers aufgrund von Zyklisierungstendenzen von Di- und Tri-Azidoprolinen entdeckt.”’
Die zyklischen Di- und Tripeptide wurden als Grundgeriist fiir zwei bzw. dreiarmige
Rezeptoren synthetisiert.”®*" Schema 1 zeigt am Beispiel des Trimers, wie die Ausbeute unter
identischen Reaktionsbedingungen deutlich hoher ist, wenn der lineare Vorldufer aus (45)-

Azidoprolin (Azp) Einheiten besteht:

iPr,NEt ProNEt
\ 0 DMF DMF o. N o
3 —
N__O 74% <15% /\j/ N
\ N\rO/
NH,* CI N3 o) N3 SHQ *CI N3‘\\ /'N3

~
N

N3 N3

Schema 1: Unterschiedliche Zyklisierungstendenzen von H-[(4S)Azp];-OH (links) und H-
[(4R)Azp]5-OH (rechts).

'H-NMR-Spektren der beiden einfacheren diastereomeren Modellverbindungen Ac-(4S)Azp-
OMe 1S und Ac-(4R)Azp-OMe 1R zeigten in D,O s-cis:s-trans Verhiltnisse von 1:2.6 bzw.
1:6.1 (Abbildung 7). Der Wert fiir das Prolin Analogon Ac-Pro-OMe liegt mit 1:4.9

dazwischen.” Auch in DMF-d;, dem Losungsmittel fiir die Zyklisierungsreaktion, zeigt 1S



eine weniger starke Bevorzugung des s-trans Konformers (K gngeis = 1:1.8) als das (4R)-
Epimer 1R (K, 4u5eis = 3.8). Die Ausbildung der Amidbindung zu den Di- und Trizyklen
erfordert zwischen den terminalen Gruppen im linearen Vorldufer s-cis Konformationen. Es
macht daher Sinn, dass mit (4S)Azp Einheiten die Ausbeuten hoher sind, da diese die s-cis

Konformation begiinstigen.

Nz (S) N3 (S) Ns. (A) N3,,/(F")
Z—>j(ocr43 K=26 Z—>\WOCH3 <_>\§<00H3 K=6.1 MOCH3
T RS RS R
O)\CH3 H3C/g0 o)\cH3 H3C/§O
s-cis s-trans s-cis s-trans

Abbildung 7: s-cis:s-trans Gleichgewicht um die Amidbindung von Ac-(45)Azp-OMe (1S,
links) und Ac-(4R)Azp-OMe (1R, rechts). Die Gleichgewichtskonstanten (K) wurden in D,O
mittels '"H-NMR Spektroskopie bestimmt.

Aber wie verindert sich durch den Azidsubstituenten das s-cis:s-trans Gleichgewicht? Eine
Analyse der vicinalen Kopplungskonstanten im "H-NMR zeigte, dass die Pyrrolidin Ringe der
beiden Epimere 1S und 1R unterschiedliche Konformation bevorzugen. Wie in Abbildung 8
dargestellt, nimmt die (4R)-konfigurierte Verbindung eine C'-exo Konformation ein, wihrend
der Ring fiir Ac-(4S)Azp-OMe 18 eine C’-endo Konformation einnimmt. C'-exo beschreibt
eine Briefumschlag Konformation, bei der das C'-Atom auf der entgegengesetzten Seite zum
Rest an C* steht, wenn man die Ebene betrachtet, die von den verbleibenden Ring Atomen N,
C* CP und C° aufgespannt wird. In der C"-endo Konformation ist das C'-Atom so aus der

Ebene versetzt, dass es auf derselben Seite wie die Carbonylgruppe an C* zu liegen kommen.

Hg:

HSI COchS HBV
oo CCB Hy
B
Hy N—Ac N Hs
H5 HOL N3
N3
Cy—endo Konformaiton 1S Cy—exo Konformaiton 1R

Abbildung 8: Pyrrolidin Ring Konformation von Ac-(4S)Azp-OMe (1S, links) und
Ac-(4R)Azp-OMe (1R, rechts) je mit einer Newman Projektion entlang der Cc'—c® Bindung.

Die Umwandlung der Ring Konformationen ineinander ist ein schneller Prozess auf der NMR

Zeitskala, womit jeweils nur das Mittel aller Ring Konformationen beobachtet wird (fiir das s-

41-43

cis wie auch fiir das s-trans Konformer). Neben diesen beiden Hauptkonformeren kdnnen

auch Konformationen beitragen, die eher eine Twist-Anordnung aufweisen oder aber ein



10

anderes Ring-Atom kann deutlicher ausserhalb der Eben liegen. So sind etwa die C'-endo und
CP-exo sowie C?-exo und CP-endo Konformation sehr dhnlich. Mit den vicinalen 1H,IH NMR
Kopplungskonstanten kann iiber die Karplus Gleichung bestimmt werden, welches der beiden
Hauptkonformere C'-endo oder C'-exo iiberwiegt. Zum Beispiel sind in einer C'-exo
Konformation beide Kopplungskonstanten von H* zu den B-Protonen #hnlich und gross (ca. 8
Hz), wihrend in einer C'-endo Konformation die Kopplung von H* zum B-Proton auf
derselben Seite des Rings gross (ca. 9 Hz) und jene zum B-Proton auf der gegeniiberliegenden
Seite klein ist (ca. 3 Hz). Neben entsprechenden Analysen der anderen 3y
Kopplungskonstanten liefert das Auftreten einer *J W-Kopplung zwischen einem B- und
einem o-Proton einen Hinweis auf die Ring Konformation, da die entsprechenden Protonen in
pseudo-dquatorialer Position liegen miissen um miteinander zu koppeln.

In den beiden acetylierten Methylestern 1S und 1R steht der Azidsubstituent damit in beiden
Strukturen pseudo-axial (Abbildung 8), was rein sterisch betrachtet ungiinstig ist. Die
beobachteten Konformationen lassen sich iiber einen azido gauche Effekt** erkliren. In
beiden Strukturen steht der Azidsubstituent gauche zum Stickstoffatom des Amids. Der
gauche Effekt, hauptsidchlich bekannt fiir Fluorverbindungen, ist wie die n—n* Interaktion
ein stereoelektronischer Effekt und wird ebenfalls mit Hyperkonjugation erklirt.**®
Betrachtet werden die Wechselwirkungen von bindenden und antibindenden o-Orbitalen von
vicinalen Bindungen. Diese 2-Elektronen/2-Orbital Interaktion hidngt ab von der
Donor/Akzeptor Eigenschaft der besetzten/freien Orbitale, ihrer Energiedifferenz und der
Stirke der Uberlappung. Wichtig sind Konformationen, bei denen besagte Orbitale anti
zueinander stehen und damit die grosste Uberlappung haben. Entscheidend ist nun, dass die
Hyperkonjugation eines o-Orbitals einer C—H Bindung mit dem o*-Orbital einer
polarisierten Bindung (hier C—Nyuzg und C—Nyapig) stdrker ist, als von den beiden

polarisierten Bindungen bzw. von zwei C—H Bindungen zueinander.

Q e CO.M o-Donor q" H
O i g, N Na"™ 7 O c*-Akzeptor
o H/AQ S)H 6 ey CV-Npo
H CB?.-H\\CY—C8 H.C Amid
2 70 c-Donor H, “Ac
H \43 CY-Hd \\\\‘C '\6
MeOQC

Abbildung 9: Gewichtige 6—0c* Hyperkonjugationen entlang der Cc'—c® Bindung in Ac-
(45)Azp-OMe (1S) die zu einer gauche Orientierung von Azidsubstituent (C'—N3) und
Amidbindung (CS—N) fiilhren und damit zu einer C'-endo Vorzugskonformation. In der
linken Abbildung ist die Bindung zum Azid als o*-Akzeptor eingezeichnet, rechts ist es die
Amidbindung (siehe auch Newman Projektion Abbildung 8).
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Der gauche Effekt ist also die Stabilisierung des gauche Konformers gegeniiber dem anti
Konformer, weil so mehr energetisch giinstige Hyperkonjugation stattfinden kann.

Das Betrachten der gesamten Molekiilstrukturen zeigt, dass sich die durch den gauche Effekt
bestimmte Ring Konformation auf die n—n* Wechselwirkung und damit das s-cis:s-trans
Gleichgewicht auswirkt. Ab inito Rechnungen und eine Kristallstruktur von Ac-(4R)Azp-
OMe (1R) haben gezeigt, dass in der C'-exo Konformation die s-trans stabilisierende n—m*
Wechselwirkung vorhanden ist. Die s-frans Konformation, die von Ac-(4S)Azp-OMe (1S)
eingenommen wird (mit C'-endo Konformation), erlaubt diese Interaktion nicht. Die Distanz

und der Winkel sind zu gross fiir eine effiziente Uberlappung (sieche Abbildung 10).”7

2.85 A

Abbildung 10: Strukturen von Ac-(4R)Azp-OMe (1R, links) und Ac-(4S)Azp-OMe (18,
rechts). Fiir 1S ist die energiedrmste berechnete Konformation (RI-MP2/TZVP/B3LYP/6-
31G** level) abgebildet, fiir 1R die Kristallstruktur.

Ein Azidsubstituent am C'-Atom von Prolin beeinflusst das s-cis:s-trans Gleichgewicht der
Prolylamidbindung iiber zwei stereoelektronische Effekte: Den gauche Effekt und eine n—n*
Interaktion. Eine (4R)-Konfiguration am C'-Atom erhoht den s-trans Anteil um eine N-
terminale Amidbindung im Vergleich zum unsubstituierten Prolin und eine (45)-
Konfiguration erhoht den s-cis Anteil des Isomeren Gleichgewichts.

Hyperkonjugation beeinflusst auch die Konformation von anderen Naturstoffen. Bekannt ist
der anomere Effekt, der in Pyranose Zuckern das a-Anomer gegeniiber dem [B-Anomer
bevorzugt. Dies kann mit der Uberlappung von einem Atomorbital eines Ring
Sauerstoffatoms, das ein nichtbindendes Elektronenpaar beherbergt mit einem oc*-Orbital

einer angrenzenden C-O Bindung (n—o* Wechselwirkung) erklirt werden.*’
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1.2.4. 4-substituierte Prolinderivate: allgemeiner Zusammenhang von
Pyrrolidin Ring Konformation und s-cis:s-trans Gleichgewicht

4-Azidoprolin ist nicht das einzige Prolinderivat mit einem Substituenten am C'-Atom dessen
Einfluss auf die Prolylamidbindung untersucht wurde.””"*"°*> Das grosse Interesse an
diesen Verbindungen hédngt mit ithrem Einfluss auf die Stabilitdt der Collagen Tripelhelix
zusammen. Es zeigte sich, dass (4R)-konfigurierte elektronenziehende Substituenten zu einer
C"-exo Ring Konformation und einer Bevorzugung der s-trans Amidbindung fiihren, wihrend
bei einer (4S5)-Konfiguration die C'-endo Ring Konformation dominiert und die s-cis
Amidbindung im Vergleich zu Prolin bevorzugt wird (Tabelle 1). Dies wird mit einem gauche
Effekt erklirt, wie das fiir die Azidsubstituenten dargestellt wurde. Sehr deutlich sind die
Priferenzen der Ringkonformation und des s-cis:s-trans Gleichgewichts fiir 4-Hydroxyprolin

(Hyp)23, 4-Fluoroprolin (Flp)23 und wie bereits beschrieben fiir 4—Azid0prolin.37

Tabelle 1: Ring Konformationen und s-cis:s-trans Gleichgewichtskonstanten von 4-substi-
tuierten Prolinderivaten, die auch in Collagen Modellpeptide eingebaut wurden. Die C'-endo
Konformation wird durch stereoelektronische Effekte bevorzugt, wenn R; = OH, F, CI und R,
= H und durch einen sterischen Effekt, wenn R; = H und R, = Me. Die C'-exo Konformation
ist durch einen stereoelektronischen Effekt bevorzugt, wenn R; = H und R, = OH, F, Cl, OMe
bzw. durch einen sterischen Effekt, wenn R; = Me und R, = H.

Konfigura- Vorzugs- Kianscis  Referenz
1

R ionan C' konformation in D,O

R H H - C"-endo 4.9 29
CO,CHs
RZ/W OH H S C-endo 2.4 23
N\A H OH R C"-exo 6.1 23
C
Cy-endo Konformation F H S C"-endo 2.6 23
\ H F R C"-exo 6.7 23
C0LHs 1 H S C"-endo 2.2 52
1 H Cl R C"-exo 5.4 52
R N
~
Ac H OMe R C"-exo 6.7 50
RZ

Cyexo Konformation CH;3 H S C-exo 1.4 51
H CH; R C'-endo 3.6 51
SH H S C"-exo 4.7 41
H SH R CY-endo 54 41
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(4R)-Hydroxyprolin ist das hdufigste natiirliche Prolin Derivat, da es ein Hauptbestandteil von

3658 Damit iibertrifft

Collagen ist, dem in Sdugetieren am héufigsten vorkommenden Protein.
die Héaufigkeit dieser Aminosdure jene der sieben proteinogenen Aminosduren Cystein,
Glutamin, Histidin, Phenylalanin, Methionin, Tryptophan und Tyrosin.”’ Die Hydroxygruppe
von (4R)-Hydroxyprolin wird in der Biosynthese durch eine posttranslationale Modifikation
von Prolin Einheiten eingef'uhrt.59 Der Einbau von Hydroxyprolinen in Collagen erhoht die
Stabilitiit der tripelhelicalen Konformation deutlich.®® Da keine direkte Interaktion zwischen
den einzelnen Peptidstringen iiber die Hydroxygruppen méglich ist, glaubte man lange Zeit
diese Stabilisierung liesse sich auf Wassermolekiile zuriickfiihren, die Wasserstoffbriicken-

61,62 .
% Erst Arbeiten von

bindungen von den Hydroxygruppen zum Peptid-Riickgrat ausbilden.
R. Raines und Mitarbeitern an Collagen Modellpeptiden in die 4-Fluoroprolin Einheiten
eingebaut wurden, haben gezeigt, dass stereoelektronische Effekte ein wichtiger Grund fiir die
Stabilisierung sind. 2% Auch 4-Hydroxysubstituenten bestimmen iiber einen gauche
Effekt die Pyrrolidin Ring Konformation und beeinflusst auf diese Weise das s-cis:s-trans
Gleichgewicht um die Prolylamidbindung. Diese Vororganisation der Konformation einer
einzelnen Aminosdure FEinheit wird fiir die Stabilitit der Collagen Tertidr-Struktur

. 19,22,23,64-67
verantwortlich gemacht. 9:22.23,

Dies wird gestiitzt durch die Tatsache, dass andere
elektronenziehende Substituenten am C’-Atom von Prolin dhnlich wie Hyp den Schmelzpunkt
fiir die Tripel Helix erhohen.

Untersuchungen mit 4-Methylprolin wiederum haben gezeigt, dass sterische Effekte auch zu
einem reziproken Verhalten fijhren konnen.”' Wenn der Substituent nicht elektronenziehend
ist, wird die pseudo-dquatoriale Position energetisch giinstiger, weil so die sterisch
anspruchsvollen gauche Interaktionen vermieden werden konnen. Der Methylrest fiihrt damit
zu einer C'-endo Ring Konformation, bei einer (4R)-Konfiguration wihrend eine (4.)-
Konfiguration den Ring in eine C'-exo Konformation dirigiert. Weiterhin bedeutet eine C'-
exo Konformation eine Bevorzugung von s-trans und C'-endo von s-cis im Vergleich zum
Prolin Derivat ohne Substituent am C'-Atom.

Bei weiteren Substituenten stellt sich demnach die Frage, ob ein gauche Effekt oder sterische
Faktoren den grosseren Einfluss haben. Anschaulich wird dies am Beispiel der 4-
Chloroprolin- (Clp) derivate. Im Vergleich zu Fluor ist Chlor grosser und weniger
elektronegativ. Das heisst, man erwartet einen schwicheren gauche Effekt und einen
grosseren  sterischen Effekt. Raines und Mitarbeiter haben gezeigt, dass der
stereoelektronische Effekt iiberwiegt.”> Ac-(4S)Clp-OMe nimmt eine C'-endo Konformation

an und der s-cis Anteil ist erhoht im Vergleich zu unsubstituiertem Prolin. Ac-(4R)Clp-OMe
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liegt in einer C'-exo Konformation vor und s-trans wird bevorzugt, wobei sich die
Unterschiede von R und S verringern und die Gleichgewichtslagen weniger deutlich
ausgepréagt sind als fiir Hyp, Flp und Azp.

Aufgrund der bekannten Verbindungen wurde folgende allgemeine Regeln fiir Ac-Xaa-OMe
Derivate formuliert: 4-substitierte Prolinderivate mit K uuyeis > 4.6 nehmen eine C'-exo

. . . . . . 41.52
Konformation ein, und Derivate mit K, 4ycis < 4.6 eine C'-endo Konformation. s

1.3. Polyprolin: Struktur und Bedeutung fiir biologische Prozesse

Der Pyrrolidin Ring von Prolin beeinflusst nicht nur die Konformation um die Amidbindung,
er fiihrt generell zu einer relativ starren Konformation im Peptidriickgrat. Insbesondere die
Flexibilitit um die N—C" Bindung (Diederwinkel -50°<$<-80°) ist eingeschrinkt, womit
Prolin Einheiten die Protein Sekundéarstrukturen a-Helix und B-Faltblatt unterbrechen. Zudem
ist kein NH-Proton vorhanden, um in diesen regelmissigen Strukturen als
Wasserstoffbriickendonor zu wirken. Dafiir wurde schon in den 50-er Jahren erkannt, dass
Homopolymere von Prolin charakteristische helicale Konformationen einnehmen.®®"

Interessanterweise existieren zwei helicale Formen und der Hauptunterschied besteht

wiederum in der Konformation der Amidbindung.

Abbildung 11: Modelle der PPII Helix (oben) und der PPI Helix (unten). Die Strukturen
zeigen ein 12-mer Oligoprolin mit idealisierten Winkeln.

Die Polyprolin I (PPI) Helix ist eine rechtsgingige Helix, wobei alle Amidbindungen in der
s-cis Konformation vorliegen (Abbildung 11). Die weiteren Diederwinkel (¢,y) = (-75°,

+160°) fithren zu einer helicalen Ganghohe von 5.6 A, wobei 10 Prolin Einheiten 3
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Helixwindungen ergeben. In der linksgédngigen Polyproline II (PPII) Helix sind die
Amidbindungen in der s-tfrans Konformation angeordnet (Abbildung 11). In einer idealen
Struktur mit den Diederwinkeln (¢,y) = (-75°, +145°) fiihrt das zu einer ausgedehnten
Struktur mit einer Ganghdhe von 9.4 A. Exakt drei Prolin Einheiten machen eine Drehung der
Helix aus und fiithren daher zu einer hochsymmetrischen Struktur, die auch gelegentlich mit
einem Prisma mit gleichseitigem Dreieck als Grundflache verglichen wird. Wissrige
Losungen begiinstigen die PPII Helix, wihrend weniger polare Losungsmittel wie n-PrOH zur
PPI Struktur fiihren.”" Erst in den letzten Jahren wurde die Bedeutung der Polyprolin Struktur
in der Natur deutlich.”>” PPII helicale Sequenzen sind nicht nur wichtig fiir strukturgebende
Proteine wie Collagen,m76 Elastin’""® oder Proteine der pflanzlichen Zellwand,79 sondern
sind auch essentiell fiir grundlegende biologische Prozesse wie Signaliibertragungen,
Transkriptionsvorginge, Bewegung von Zellen oder die Immunantwort.”**® Dabei spielen
Bindungsmotive fiir Protein-Protein Wechselwirkungen eine grosse Rolle. Es sind vier
wichtige Protein Doménen bekannt, die Regionen mit einer PPII helicalen Sequenz erkennen
konnen: SH3, WW, EVHI und jene von Profilin.! Diese Protein Domiinen kommen in
zahlreichen Proteinen aus den verschiedensten Protein Familien vor. Dazu passt, dass
Proteinsequenzen, die eine PPII Helix einnehmen, hidufig an der Oberfliche von Proteinen
oder an deren Enden aufzufinden sind.** Aufgrund der ausgedehnten Struktur und der
fehlenden intramolekularen Wasserstoffbriicken sind oft auch die Amidbindungen direkt an
der Bindung beteiligt. Es sind zudem Beispiele fiir die Bindung zu DNA bekannt fiir
Proteinsequenzen in einer PPII Helix.*®® Analysen von Struktur Datenbanken deuten darauf
hin, dass ca. 2% aller Aminosduren Teil eines PPII helicalen Abschnitts mit mindesten 4

Einheiten sind.3>%%’

Die Aminosdure Prolin kommt dabei oft vor, ist aber nicht zwingend
notwendig.88 Eine biologische Relevanz der PPI Konformation ist nicht bekannt.

Aufgrund der Ahnlichkeit von CD-Spektren einer PPII Helix und von ungefalteten Peptiden
haben Tiffany und Krimm vorgeschlagen, dass ungefaltete Peptide Abschnitte mit PPII
Konformation enthalten.*” In den letzten Jahren wurden weitere experimentelle Hinweise
gefunden, die vermuten lassen, dass ungefaltete Peptide grosse Anteile an PPII Helices
enthalten.””®® Dazu passt auch, dass Protein Denaturierungsreagenzien wie Harnstoff und
Guanidinium-hydrochlorid eine PPII Konformation begiinstigen.”* Andere Studien haben die
PPII Helix als eine Vorldufer Konformation bei der Ausbildung von amyloiden Filamenten
identifiziert, die fiir neurodegenerative Krankheiten wie Parkinson und Alzheimer

verantwortlich gemacht wird.” Die neuen Erkenntnisse zeigen, dass der PPII Helix eine

dhnliche Beachtung fiir die Faltung und die Funktion von Peptiden entgegengebracht werden
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sollte, wie den klassischen Sekundirstrukturen a-Helix und [-Faltblatt. Dabei ist aber
erstaunlich, wie wenig dariiber bekannt ist, was die physikalische Stabilitdt der PPII Helix
ausmacht (siehe auch Kapitel 5). Aufgrund der Struktur (Abstand O—C(O): 3.2 A, Winkel
O—C=0 103° (und O—C=N" 103°)) haben Raines und Mitarbeiter erkannt, dass in der PPII

Konformation die n—n* Interaktion einen Einfluss haben sollte (Abbildung 12).19

Abbildung 12: Geometrie fiir eine n—n* Wechselwirkung in der PPII Helix.

Es finden sich auch synthetische Anwendungen der PPII Sekundirstruktur. Oligoproline
werden als molekulare Abstandhalter eingesetzt. Die stabile helicale Struktur erlaubte die
Distanzabhingigkeit des Forster Resonanz Energie Transfers (FRET) zu bestimmen.’® Donor
und Akzeptor Fluorophor wurden an den Enden von Oligoprolinen mit bestimmter Anzahl
Einheiten eingefiigt. Die Effizienz des Energietransfers wurde mit der Distanz, berechnet
aufgrund der PPII Struktur, korreliert und damit geeicht. Dieser Energietransferprozess hat
sich als wichtiges Werkzeug entwickelt, um Distanzen in Makromolekiilen abzuschitzen,
Protein Wechselwirkungen zu untersuchen oder auch Konformationsinderungen zu
verfolgen.””™ Auch in Anwendungen zum Elektronen-Transfer finden Polyprolinsequenzen
als inerter Abstandshalter Verwendung.''™ In den letzten Jahren sind Zweifel
aufgekommen, inwiefern man Oligoproline insbesondere bei lingeren Helices wirklich als

idealen linearen Stab betrachten kann.'®"'"’

Uesugi und Mitarbeiter demonstrierten, dass ein
inertes PPII Oligoprolin Zwischenstiick von Biotin zu einem biologisch aktiven Molekiil die
Isolation des Protein Zielmolekiils erleichtert.'®

Eine andere Anwendung sind zellgéngige Peptide, die auf der PPII Struktur aufbauen.
Abgeleitet von natiirlichen Peptiden haben Giralt'”, Chmielewski''*''? sowie Schepartz113
und Mitarbeiter diese Geometrie genutzt, um amphiphile Strukturen aufzubauen, die

Zellmembranen durchdringen.
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1.4. Derivatisierung von Azidoprolin Einheiten und die Bedeutung
molekularer Geriste

Neben der dargestellten konformationsdirigierenden Wirkung ist eine Azidfunktion allgemein

114

ein vielseitiges Intermediat in der organischen Synthese.” ~ Neben dem Einsatz als Synthon

fiir ein Amin haben in den letzten Jahren Anwendungen der 1,3-dipolaren Cycloaddition nach

Huisgen grosse Aufmerksamkeit erlamgt.“s'117

Ursprung war die unabhéngige Beobachtung
von Meldal''® und Sharplessm, dass Kupfer(I)-Ionen die [3+2] Cycloadditon zwischen Azid
und terminalem Alkin zum 1,2,3-Triazol stark beschleunigen und auch die Regioselektivitit
(1,4-Substitution am Triazol) deutlich erhoht wird. Die unter dem Begriff ,,Click® Chemie
bekannte Reaktion ist sehr effizient und kann unter milden Bedingungen durchgefiihrt

werden.'?°

Insbesondere toleriert die Alkin-Azid ,,Click® Reaktion eine Vielzahl von
funktionellen Gruppen und lauft auch in wissriger Losung ab. Zudem ist insbesondere eine
Azidfunktion orthogonal zu vielen Standardreaktionen in der organischen Chemie. Auch die
physikochemischen FEigenschaften des entstehenden 1,2,3-Triazols sind vorteilhaft fiir

21 Der Abstand der Kohlenstoffatome an der 1,4-Position

biologisch aktive Verbindungen.
des 1,2,3-Triazols ist 5.0 A, der aromatische Heterozyklus kann nicht hydrolytisch gespalten
werden, ist stabil gegeniiber Oxidationen und Reduktionen, besitzt einen grosses
Dipolmoment von ca. 5 Debye und die Stickstoffatome sind schwache Wasserstoffbriicken-
akzeptoren.

In den letzten Jahren sind einige Publikationen erschienen, die 4-Azidoprolin Einheiten in
Peptiden nutzen, um iiber die Azidfunktion neue Funktionalititen einzubauen.'?>'?* Durch
das Einfithren der 1,4-substituierten Triazole iiber die ,,Click® Reaktion an 4-Azidoprolin
Einheiten wurden die biologischen Wirkungen von Antagonisten bzw. Inhibitoren
optimiert.lzz'125 Die ,,Click® Reaktion erlaubte es, effizient kleine Bibliotheken mit bis zu 22
Verbindungen herzustellen und auf ihre Aktivitit zu testen.

Molekulare Geriiste mit einer wohldefinierten Struktur, die Funktionelle Gruppen in einer
spezifischen dreidimensionalen Anordnung generieren sind immer wichtiger geworden.
Mogliche Anwendungen dieser variierbaren Grundstrukturen liegen in der Entwicklung von
neuen Materialen, multivalenten Sensoren, zellgidngigen Peptiden, Antibiotika oder
Inhibitoren fiir spezifische Protein-Protein Interaktionen. Dieses Konzept wurde in den letzten
Jahren fiir verschiedene unnatiirliche Oligomere realisiert, die eine definierte

126

Sekundirstruktur annehmen. 127-130 a,B3-

Dabei handelt es sich zum Beispiel um B-Peptide,

136,137 138,139

Peptide,*"'** Peptoide,"**'* Terphenyle, aromatische Oligoamide oder auch

«142

Oligo—cis—y—aminoproline,140’141 die unter dem Begriff ,,Foldamers zusammengefasst
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110,111,113,143

werden. Auch bestimmte Proteinstrukturen, unter ihnen die PPII Helix, wurden

insbesondere zur molekularen Erkennung und beziiglich Zellgéngigkeit untersucht. 144

1.5. Dissertationsprojekt

Die vorliegende Dissertation untersucht die Konformation von verschiedenen y-substituierten
Prolinderivaten in einfachen Modellverbindungen und eingebaut in Oligoprolin Peptide.
Aufgeteilt in 4 Hauptkapitel geht es immer wieder um das Zusammenspiel von nicht-
kovalenten Interaktionen und deren Einfluss auf das Konformerengleichgewicht von

Prolylamidbindungen.

Kapitel 2:

Ein erster Schwerpunkt war die Untersuchung, wie sich der Einbau von (4R)- bzw. (45)-
Azidoprolin Einheiten auf die Sekundirstruktur von Oligoprolinen auswirkt. Dazu wurden 4-
Azidoprolin-haltige Oligoproline hergestellt und die Stabilitdt der helicalen Konformation
verglichen. Mittels CD Spektroskopie wurde dazu das 16sungsmittelabhingige Gleichgewicht
zwischen der PPI Helix (s-cis Amidbindungen) und der PPII Helix (s-trans Amidbindungen)
betrachtet.

Kapitel 3:

Abgeleitet von Ac-Azp-OMe wurden ausgehend von der Azidfunktion neue y-substituierte
Prolinderivate synthetisiert und deren Konformation mittels NMR, FT-IR Spektroskopie
sowie Kristallstrukturanalyse und ab initio Rechnungen analysiert. Anschliessend wurde der
Methylester variiert, der in allen diesen Modellverbindungen vorlag, um zu untersuchen, was
fiir einen Einfluss er auf die n—n* Wechselwirkung hat. Des Weiteren wurde anstelle der

Acetyl-Prolin Amidbindung eine Ala-Pro in einem kurzen Peptid untersucht.

Kapitel 4:

Um 4-Azidoprolin-haltige Oligoproline als molekulares Geriist zu nutzten, wurde eruiert wie
die Azidgruppen mit bestimmten Funktionalititen dekoriert werden konnen. Dabei wurde
zudem iiberpriift, ob die Tendenzen beziiglich der s-cis:s-trans Gleichgewichte aus den
Monomerstudien auf die Stabilitit der Oligoproline iibertragbar sind, wie das in Kapitel 2 fiir

die 4-Azidoproline untersucht wurde.
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Kapitel 5:

Die Untersuchung der Oligoproline fiihrte zu grundlegenden Fragen zur Polyprolin
Sekundirstruktur, die fiir Anwendungen der PPII Helix als molekulares Geriistmolekiil
relevant sein konnten: Wie beeinflussen die funktionellen Gruppen an den Termini der Helix,
die Kettenlidnge oder aber die Temperatur die Konformation? Zur Untersuchung wo die
s-cis:s-trans Isomerisierung in der Helix startet wurden kinetischen Studien der Umwandlung

PPII — PPI durchgefiihrt.

Kapitel 6:

In Zusammenarbeit mit Eva Schillinger und Prof. Peter Biuerle von der Universitdt Ulm
wurden Oligothiophene iiber die ,,Click* Reaktion an Azidoprolin Einheiten gebunden. Diese
Konjugation mit den elektronisch und optisch interessanten Oligothiophenen versprechen
neuartige Materialeigenschaften. Hier wird die Selbstorganisation eines Molekiils
beschrieben, das ein Quaterthiophen iiber eine Triazolyleinheit mit einem Boc-geschiitzten

Prolin verbindet.
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2. 4-Azidoprolin in Polyprolin Helices

2.1. Arbeitshypothese

Wie in der Einleitung dargestellt beeinflusst ein Azidsubstituent an C' von Prolin das
s-cis:s-trans Gleichgewicht der Xaa-Pro Amidbindung. Ein gauche Effekt bestimmt die
Pyrrolidin Ring Konformation und nimmt damit Einfluss auf die n—n* Wechselwirkung, die
das s-trans Konformer stabilisiert. Im Vergleich zu unsubstituiertem Prolin begiinstigt ein
(4S)-konfigurierter Azidsubstituent das s-cis Konformer und eine (4R)-Stereochemie
verschiebt das Gleichgewicht zu einem hoheren Anteil des s-trans Isomers (die Konfiguration
am C"-Atom ist abgeleitet vom natiirlichen L-Prolin immer S, ausgenommen wenn explizit
etwas anderes vermerkt ist). Wenn die n—n* Wechselwirkung fiir die Stabilitit der PPII
Helix mitverantwortlich ist, wie das aufgrund der Struktur vermutet wird,19 misste sich uber
die Azidsubstituenten auch die helicale Konformation beeinflussen lassen. Konkret sollten
(45)Azp Einheiten die PPII Helix, die aus s-frans Amidbindungen besteht, destabilisieren und
(4R)Azp Einheiten die PPII Konformation begiinstigen.

2.2. Synthese der 4-Azidoprolin-haltigen Oligomere

Um Azp Einheiten mittels Festphasenchemie in Peptide einbauen zu konnen, wurden
zunichst die Fmoc-geschiitzten Aminosduren Fmoc-(4R)Azp-OH (2R) und Fmoc-(4S)Azp-
OH (2S) synthetisiert (Schema 2). Die Synthese startete mit dem kommerziell erhéltlichen N-
Boc-(4R)-Hydroxyprolin (3), das in den entsprechenden Methylester 4 umgewandelt wurde.
Die Hydroxyfunktion von 4 wurde mit Mesylchlorid aktiviert und in einer Sny2 Reaktion mit
NaN; umgesetzt. Durch die Inversion der Konfiguration an CY fiihrte das zu N-Boc-(4S)-
Azidoprolin-methylester (5S). Verseifung des Methylesters mit NaOH und Boc-Entschiitzung
mit HCl in Dioxan, gefolgt von der erneuten Schiitzung der Aminfunktion mit Fmoc-Cl unter
Schotten-Bauman Bedingungen fithrte zu Fmoc-(4S)Azp-OH (2S). Um das (4R)-
Diastereomer 2R herzustellen, wurde das geschiitzte Hydroxyprolinderivat 4 in einer
Mitsunobu-Reaktion mit Methansulfonsiure zum Mesylat aktiviert. Hier fiihrte die Sn2
Reaktion mit NaN3 insgesamt unter Retention der Konfiguration zu N-Boc-(4R)-Azidoprolin-
methylester (SR). Die Entschiitzung des Methylesters und die Boc-Entschiitzung/Fmoc-
Schiitzung erfolgten analog zum (45)-Diastereomer (2S).
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HO, HO. Ns N3 N3

S e L cosiamn L
N~ TCOzH 99% N~ TCO:Me 96% N~ “CO;Me 91% N~ TCOH 85% N~ COzH
Boc Boc Boc H Fmoc
3 4 58 6S 2S
N3 N3 Na

4 e 7 c) 7 d) O\
95% N CO2MG 62% N COQH 88% N COQH

Boc H Fmoc

5R 6R 2R

a) i) Cs,CO3 (0.55 eq), MeOH, H,0, RT; ii) Mel (2 eq), DMF, RT; b) i) CH3SO,ClI (1.5 eq), NEt3 (3 eq), CH,Cl,,
0°C; i) NaN3 (5 eq), DMF, 80°C; c) i) NaOH (2 eq), H,O, CH3OH, THF, RT; ii) 4M HCI in Dioxan (20 eq), RT;
d) Fmoc-ClI (1.2 eq), NaHCO; (2.5 eq), H,O, Dioxan, RT; e) i) CH3SOsH (1.2 eq), PPhs (1.8), DIAD (2 eq),
NEts (0.4), Toluol, 0°C -70°C; ii) NaN3 (5 eq), DMF, 80°C.

Schema 2: Synthese von Fmoc-(4S5)Azp-OH (2S) und Fmoc-(4R)Azp-OH (2R).

Zur Synthese von Oligoprolin Peptiden, die eine Azp Einheit in jeder dritten Position
enthalten, wurde ein trimerer Peptid-Baustein in der Festphasen Synthese eingesetzt. Fmoc-
Pro-(48)Azp-Pro-OH (7S) und Fmoc-Pro-(4R)Azp-Pro-OH (7R) wurden gemiss Standard
Peptidsynthese in Losung synthetisiert, wie in Schema 3 fiir 7R gezeigt. Dies erlaubt eine
effizientere Synthese von lingeren Peptiden und die Aufreinigung iiber Umkehrphasen HPLC

gestaltet sich einfacher im Vergleich zu Einzelkupplungen, da weniger Abbruchfragmente

abzutrennen sind.'*
N3 NS
a b s
o 2 (LGl 2 L
82%  Boc” coMe %% Fmoc” COH
(@] (0] O
8R 7R

a) i) 4M HCl in Dioxan (20 eq), RT; ii) Boc-Pro-OH (1.2 eq), EDC (1.5 eq), ProNEt (1.2 eq), CH,Cl,, RT;
b) i) NaOH (1.2 eq), H,0O, THF, CH3OH, RT; ii) H-Pro-OCH3 (1.2 eq), EDC (1.5 eq), 'ProNEt (1.2 eq),
CH,Cl,, RT; iii) wiederholen von Schritt bi) und ai); iv) Fmoc-ClI (1.2 eq), NaHCO; (2.5 eq), H>O, Dioxan,
RT.

Schema 3: Synthese des Tripeptids Fmoc-Pro-(4R)Azp-Pro-OH (7R). Das Diasteromer (7S)
wurde ausgehend von 58 analog synthetisiert.

Als Referenzverbindungen wurden zwei acetylierte Prolin-Homooligomere mit 9 bzw. 18
Einheiten (Ac-Prog-OH (9) und Ac-Pro;s-OH (10)) hergestellt (Abbildung 13). Um den
Einfluss der Azidoproline auf die Polyprolin Strukturen zu untersuchen, wurden einerseits 9-
mere von (4S)Azp und (4R)Azp synthetisiert (Ac-[(4S)Azplo-OH (11S) und Ac-[(4R)Azp]o-
OH (11R)) und Oligoprolin 18-mere, die eine (4S)Azp bzw. eine (4R)Azp Einheit in jeder 3.
Position aufweisen: Ac-[Pro-(4S)Azp-Prole-OH (12S) und Ac-[Pro-(4R)Azp-Pro]c-OH (12R).
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AC'[(4S)AZp]9'OH (115) AC'PFOQ'OH (9) AC'[(4H)AZp]g'OH (11R)
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L 16 L 16 L 16
Ac-[Pro-(4S)Azp-Prolg-OH (12S) Ac-Prog-OH (10) Ac-[(4R)Azp-Pro-(4R)Azpls-OH (12R)

Abbildung 13: Synthetisierte Peptide 9-12 um den Einfluss von (4S5)Azp und (45)Azp
Einheiten auf die Polyprolin Helix zu untersuchen.

Die Synthese dieser Peptide erfolgte mittels der Fmoc/'Bu-Strategie an fester Phase.'*® Um
am C-Terminus nach dem Abspalten vom Harz die Carbonsdurefunktion zu erhalten, wurden
Wang-Harz bzw. 2-Chlorotritylchlorid-Harz verwendet. Die Peptide 9, 10, 11R und 11S
wurden auf  2-Chlorotritylchlorid-Harz  in  Einzelkupplungen  aufgebaut, um
Diketopiperazinbildung zu vermeiden. Nach der manuellen Kupplung auf das Harz mit einem
4-fachen Uberschuss an ‘ProNEt zur Fmoc-geschiitzten Aminosdure in CH,Cl, (Zielbeladung
ca. 0.3 mmol/g) wurden die weiteren Kupplungen und Fmoc-Entschiitzungen mit einem
Syro 1 Peptid Synthesizer in DMF durchgefiihrt. Es wurden 4 Aquivalente der Fmoc-
geschiitzten Aminosiure und HCTU als Kupplungsreagenz sowie 12 Aquivalente ‘ProNEt als
Base verwendet. Nach jeder Peptidkupplung wurden freie Aminfunktionen, die nicht reagiert
hatten, mit AczO/iPerEt acetyliert und damit fiir weitere Kupplungen inaktiviert. Das hat
zum Ziel, dass Verunreinigungen durch unvollstindige Kupplungen sich deutlich vom
Zielmolekiil unterscheiden und einfacher abzutrennen sind. Zum Abspalten der Fmoc-
Schutzgruppen wurde jeweils Piperidin in DMF verwendet. Die Acetylierung der N-
terminalen Prolin Einheit erfolgte auf dem Harz in CH,Cl, wiederum mit Ac,0O und NEts. Die
Peptide wurden vom 2-Chlorotritylchlorid-Harz mit einer Mischung aus AcOH/TFE/CH,Cl,
im Verhiltnis 1:1:8 abgespalten. Nach dem Abspalten vom Harz wurden alle in dieser Arbeit
synthetisierten Peptide mit Et,O gefillt und iiber Umkehrphasen HPLC gereinigt. Die Peptide
12R und 12S wurden durch sechs manuelle Kupplungen des jeweiligen trimeren Bausteins

auf Wang-Harz mit HCTU als Kupplungsreagenz aufgebaut. Die Esterverbindung zum Harz
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wurde in der ersten Kupplung durch die Zugabe von katalytischen Mengen DMAP erreicht.
Die Abspaltung vom Wang-Harz erfolgte mit einer Mischung aus TFA und CH,Cl, im
Verhiltnis 1:2.

2.3. Einfluss auf die Stabilitat der helicalen Strukturen

Aufgrund der deutlich verschiedenen Konformationen einer PPI und einer PPII Helix
unterscheiden sich auch ihre physikalischen und damit spektroskopischen Eigenschaften.
Zirkulardichroismus (CD) Spektroskopie eignet sich hervorragend, um die beiden
Konformationen zu identifizieren. Poly-L-Prolin in der rechtsgingigen PPI Konformation
zeichnet sich durch eine schwache negative Bande um 232 nm, eine starke positive Bande um
215 nm und eine mittelstarke negative Bande im Bereich von 199 nm aus. Charakteristisch
fiir die linksgidngige PPII Konformation ist eine schwach positive Bande um 226 nm und eine
stark negative Bande um 206 nm. Abbildung 14 zeigt diese beiden deutlich unterscheidbaren
CD-Spektren fiir das 18-mer Oligoprolin Ac-Pro;g-OH (10): in wissriger Losung die PPII
Helix und die PPI Helix in 98% vol/vol n-PrOH in Phosphat Puffer.”’

60 <
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Abbildung 14: CD-Spektren von Ac-Pro;s-OH (10) in wissrigem Phosphat Puffer (10 mM,
pH 7.2) (@) und in 98% vol/vol n-PrOH in Phosphate Puffer (o). Die Spektren wurden bei
einer Peptid Konzentration von 35 uM bei 25°C aufgenommen.
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2.3.1. Methode zum Vergleich der Stabilitat unterschiedlicher Peptide

Ein Aufbrechen der beiden helicalen Konformationen iiber das Erhohen der Temperatur ist
nicht moglich. Dadurch lédsst sich kein Schmelzpunkt bestimmen, um die Stabilitdt der
Sekundérstruktur anzugeben. Kapitel 5.2 zeigt, wie das System auf Temperaturdnderungen
reagiert und dabei die im Folgenden beschriebene Methode zur Beurteilung der Stabilitit

unterstiitzt.
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Die absoluten Werte der Elliptizititen zu vergleichen, um die Stabilitit zu beurteilen, ist
heikel. Einerseits ist das CD-Signal linear zur Konzentration. Das heisst, man muss die
Konzentration sehr genau kennen, um kleine Differenzen im CD-Spektrum interpretieren zu
konnen. Dass dies bei Peptiden nicht trivial ist, zeigt auch ein Vergleich der Literaturdaten fiir
die Elliptizitdt bei 205 nm von Polyprolinen mit mehr als 20 Einheiten in wéssriger Losung.
Die Werte fiir die mittlere molare Elliptizitdt pro Aminosidure der negativen Bande reichen
von 31400 degem’dmol™ bis 57600 degem”dmol™.'*” Daneben gilt es auch zu bedenken, dass
in verschiedenen Verbindungen die reinen Absorptionseigenschaften variieren konnen, was
sich zwangslédufig auf die Intensitdt des CD Signals auswirkt, da es sich hierbei auch um eine
Form von Absorptionsspektroskopie handelt. Entscheidender ist die Kurvenform bzw. der
direkte Vergleich von Molekiilen mit denselben Chromophoren-Systemen.

Creamer und Mitarbeiter haben aufgrund des Maximus der Spektren von ,host-guest*
Peptiden in wissriger Losung eine Skala fiir die Tendenz der 20 proteinogenen Aminosiuren

73,148 1o: - . .
" Ein intensives Maximum um

eine PPII helicale Konformation auszubilden aufgestellt.
228 nm gilt dabei als gutes Indiz fiir eine stabile PPII Helix. Um die Konzentration besser
bestimmen zu konnen, wurden von Creamer et al. die spektroskopischen Eigenschaften von
Tyrosin genutzt. Wie das Einfiigen solcher UV absorbierender Gruppen aber die
Konformation beeinflussen kann, wird in Kapitel 5.3.2 beschrieben. Diese Untersuchungen
haben auch gezeigt, dass das Einwiegen zur Bestimmung der Konzentration einen
tiberschaubaren Fehler produziert.

Anhand von Ac-[Pro-(45)Azp-Pro]s-OH 128 sollen nun die Grundlagen der Methode erklért
werden, mit der in der vorliegenden Arbeit unterschiedliche Peptide miteinander verglichen
werden. Dabei sind die absoluten Zahlen der Elliptizitit nicht erstrangig. Das Prinzip beruht
auf Untersuchungen von Prof. Jiirgen Engel in den 1970-iger Jahren.'*"! Damals wurde das
Gleichgewicht zwischen den beiden Formen PPI und PPII von polymerisiertem Prolin im
Losungsmittelgemisch Benzylalkohol/n-BuOH mit Hilfe der Polarimetrie beobachtet.
Wihrend die optische Drehung lediglich bei einer Wellenldnge bestimmt wurde, ergibt sich
aus der CD Spektroskopie deutlich mehr Information zur Struktur. Hier wird das gemessene
CD-Signal, die Elliptizitt, iber einen Wellenldngenbereich aufgenommen.

Abbildung 15 zeigt, wie sich das CD-Spektrum des Peptids 128 iiber einen Zeitraum von 7h
verdndert, wenn eine Probe, die in n-PrOH equilibrierte war, mit wéssrigem Phosphat Puffer
verdiinnt wird. Anfangs ist das charakteristische Signal einer PPI Helix zu erkennen
(Maximum bei 215 nm, Minima bei 199 nm und 233 nm). Nach 7 Stunden ist bei

Raumtemperatur das typische CD-Spektrum einer PPII Helix erkennbar (negative Bande bei



25

207 nm und positive bei 230 nm). Dieses Signal bleibt danach iiber Tage stabil. Das CD-
Spektrum zu einem bestimmten Zeitpunkt ldsst sich als eine Linearkombination des CD-
Signals der PPII (®,,, ) Helix und der PPI Helix (® ,,, ) beschreiben:

O, A)=x0,,AD+A-x)-0,,,(4); x=Anteil PP, (1-x) = Anteil PPIL
Ein Hinweis, dass immer hauptsichlich nur diese beiden Konformationen vorliegen, ist der
isodichroische Punkt, der bei 227 nm deutlich zu erkennen ist (ansatzweise auch bei 197 nm).

Er zeigt sich, da eine Wellenldnge (1) existiert, bei der ®,, =®,,, gilt und damit ®

unabhingig von der Gleichgewichtslage konstant sein muss. Die Wahrscheinlichkeit, dass
eine weitere vorliegende Konformation genau bei derselben Wellenlidnge auch diese
Elliptizitit aufweist, ist gering. Da unter den vorliegenden Bedingungen immer das
Gleichgewicht zwischen den beiden Formen PPI und PPII betrachtet wird, ist eine Aussage

zur Stabilitédt der einen Polyprolin Form immer relativ zur anderen Form zu verstehen.
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Abbildung 15: CD-Spektren des 18-mers 12S in 90% Phosphat Puffer und 10% n-PrOH bei
25°C. Die einzelnen Kurven wurden 1 min, 8 min, 15 min, 22 min, 33 min, 63 min, 1.7 h, 2.2
h, 3.2 h, 4.2 h, 7.0 h bzw. 2 Tage nach der Zugabe von wissrigem Phosphat Puffer zu einer
Probe in n-PrOH aufgenommen. Das Signal bei 213 nm nimmt mit der Zeit ab.
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Um nun die Stabilitit der unterschiedlichen Verbindungen zu vergleichen, werden Proben in
verschiedenen Losungsmittelgemischen von Puffer und n-PrOH gemessen, die sich im
thermodynamischen Gleichgewicht befinden. In Puffer wird die PPII Helix bevorzug, in
n-PrOH die PPI Helix. Die Menge n-PrOH die aufgewendet werden muss, um eine PPII Helix
in eine PPI Helix umzuwandeln, ist damit ein Mass fiir die Stabilitdt der PPII Helix relativ zur

PPI Helix.
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2.3.2. CD Loésungsmittelstudien zum Vergleich der konformationellen
Eigenschaften der Peptide 9-12

Die CD-Spektren in wéssrigem Phosphat Puffer (10 mM, pH 7.2) der Peptide 9-12 zeigen die
typischen Merkmale einer PPII Helix (Abbildung 16 und 17). Um die Stabilitit dieser
helicalen Sekundirstrukturen zu vergleichen, wurden CD-Spektren in verschiedenen
Losungsmittelgemischen von diesem Puffer und n-PrOH aufgenommen. Auch in diesen
Abbildungen ist ein isodichroischer Punkt sichtbar, der die Annahme bekriftig, dass hier
einzig das zwei Zustands-Gleichgewicht PPI/PPII vorliegt. Wie erwartet nimmt fiir alle
Verbindungen 9-12 die Population der PPI Helix mit der Erhohung des Anteils n-PrOH zu.
Bei dieser Zunahme der PPI Population sind aber deutliche Unterschiede zwischen den
einzelnen Peptiden erkennbar. Dies zeigt, dass die Peptide unterschiedliche konformationelle
Eigenschaften haben.

Die Betrachtung des Peptids Ac-Prog-OH (9) in Abbildung 16 zeigt, dass die Kurven in
Puffer, mit 25% n-PrOH und 50% n-PrOH praktisch deckungsgleich sind. Wenn der Anteil n-
PrOH weiter erhoht wird, nimmt die PPI Konformation langsam zu. Erst ab 95% n-PrOH
wird ein CD-Spektrum gemessen, das auf eine dominierende PPI Konformation hindeutet.
Deutlich anders verhilt sich das Peptid Ac-[(4S)Azplo-OH (11S). Bereits geringe Mengen n-
PrOH fiihren zu einer Zunahme des Anteils der PPI Helix, der mit dem Anteil n-PrOH weiter
ansteigt. Ab 85% dominiert die PPI Helix. Dies beweist, dass (4S)Azp Einheiten die PPII
Helix destabilisieren und eine PPI Helix favorisieren. Dies passt zu den Untersuchungen an
der Modellverbindung Ac-(4S)Azp-OMe (1S). Dort wurde eine Bevorzugung der s-cis
Prolylamidbindung, wie sie in der PPI Helix vorkommt, gegeniiber dem Prolinderivat
nachgewiesen.

Die aus der Modellverbindung 1R bekannte Tendenz von (4R)Azp Einheiten zur
Stabilisierung von s-trans Amidbindungen, wie sie in der PPII Helix vorkommen, zeigt sich
im Oligomer ebenso. Die CD-Spektren in den verschiedenen Losungsmittelverhiltnissen von
Ac-[(4R)Azp]o-OMe (11R) zeigen, dass eine PPII Konformation klar dominiert, ausser in
reinem n-PrOH. Es ist sehr viel n-PrOH noétig um eine Anderung der Konformation
herbeizufiihren. (4R)Azp Einheiten stabilisieren die PPII Helix. Andererseits wird die PPI
Helix durch (4R)Azp Einheiten destabilisiert. Auffallend ist das sehr intensive Maximum um
228 nm in den Spektren von 11R, das fiir eine dominante PPII Konformation spricht, wihrend

11S auch in Wasser bei 228 nm kaum eine positive Bande erkennen lésst.
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Abbildung 16: CD-Spektren von Ac-(4S5)Azpe-OH (11S), Ac-Prog-OH (9) und Ac-(4R)Azpo-
OH (11R) in Mischungen von wissrigem Phosphat Puffer (10 mM, pH 7.2) und n-PrOH.
Phosphat Puffer (e), 25 % vol/vol n-PrOH in Puffer (e), 50 % n-PrOH (*), 75% n-PrOH (e),
85% n-PrOH (@), 90% n-PrOH (), 95% n-PrOH (), 99% n-PrOH (e). Die Spektren wurden
bei einer Peptid Konzentration um 70 pM bei 25°C aufgenommen.
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Abbildung 17: CD-Spektren von Ac-[Pro-(45)Azp-Pro]s-OH (12S), Ac-Pro;s-OH (10) und
Ac-[Pro-(4R)Azp-Pro]s-OH (12R) in Mischungen von wissrigem Phosphat Puffer (10 mM,
pH 7.2) und n-PrOH. Phosphat Puffer (e), 20% vol/vol n-PrOH in Puffer (*), 50% n-PrOH
(#), 70% n-PrOH (®), 80% n-PrOH (e), 85% n-PrOH (e), 90% n-PrOH (e), 93% n-PrOH
(@), 95% n-PrOH (e), 98% n-PrOH (®) und 99.5% n-PrOH (e). Peptid (10) war in 99.5% n-
PrOH nicht 16slich. Die Spektren wurden bei einer Peptid Konzentration um 35 pM bei 25°C
aufgenommen.

Abbildung 17 zeigt, dass diese Einfliisse auch sichtbar werden, wenn nur jede dritte
Aminosdure Einheit in einem Oligoprolin Peptid mit einer Azp Einheit ersetzt wurde. Die
Unterschiede sind aber entsprechend geringer. In Puffer ist das Maximum bei 228 nm fiir 12R
intensiver als fiir das Referenzpeptid 10 und bei 12S ist es weniger ausgeprigt. Die
Abhingigkeit vom Losungsmittel wird deutlich, wenn man beispielsweise die violette Kurve
betracht, die bei 85% n-PrOH gemessen wurde. Fiir Peptid 12R dominiert unter diesen
Bedingungen die PPII Helix, wie in Puffer. Fiir Peptid 118 ist bereits ein gewisser Anteil der
PPI Helix erkennbar. Das reine Oligoprolin Peptid 10 verhilt sich relativ dhnlich wie 11S mit
einer (45)Azp Einheit in jeder 3. Position.
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Dies ist ein experimenteller Hinweis, dass die n—n* Interaktion fiir die Stabilitit der PPII
Helix wichtig ist. Die gefundene Bevorzugung der PPII Helix mit (4R)Azp Einheiten bzw. der
PPI Helix mit (4S)Azp Einheiten kann mit den s-cis:s-trans Gleichgewichten der
Modellverbindungen 1S und 1R korreliert werden: Ein Azidsubstituent mit (4R)-
Konfiguration an CY bestimmt eine Pyrrolidin Ring Konformation, die eine n—n* Interaktion
und damit das s-trans Konformer begiinstigt, wihrend ein Azidsubstituent mit (45)-
Konfiguration an C' diese Wechselwirkung stort. Diese Schlussfolgerungen werden durch
quantenmechanischen Rechnungen von Dr. Sabine Schweizer und Prof. Christian Ochsenfeld

an Azidoprolin-haltigen Oligoprolinen gestiitzt.152

2.3.3. Betrachtungen der helicalen Peptide mittels NMR Spektroskopie

Da CD-Spektren lediglich ein gemitteltes Signal fiir alle Konformationen in Losung liefern,
wurde versucht, die Peptide 9-12 zusitzlich mittels NMR Spektroskopie zu analysieren. In
den NMR-Spektren von Oligoprolinen in D,O war normalerweise jeweils ein Signal fiir alle
gleichartigen Protonen (bzw. Kohlenstoffatome) der verschiedenen Aminosiure Einheiten zu
erkennen. Einzig das a-Proton der C-terminalen Einheit ist meist einzeln sichtbar (Hochfeld
verschoben im Vergleich zu den restlichen H"-Protonen, Abbildung 18). Im 13C—Spektrum
sind um die Hauptsignale kleinere Resonanzen zu erkennen, aber einzig C* und C? wiederum
von der C-terminalen Prolin Einheit sind intensiver und daher mittels 2D-NMR Studien
zuzuordnen (Abbildung 18). Diese starke Uberlagerung wird auf die hohe Symmetrie der PPII
Konformation zuriickgefiihrt. Verfeinerte Messtechniken erlaubten Eaton und Mitarbeitern
Konformere mit s-cis Prolylamidbindungen in einem Prolin 8-mer nachzuweisen, das N- und
C-Terminal mit Alexa Fluorophoren funktionalisiert war.'” In unseren NMR-Experimenten

konnten keine s-cis Amidbindungen detektiert werden.
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Abbildung 18: 'H-NMR-Spektrum (links) und '"*C-NMR-Spektrum (rechts) von
Ac-Pro;g-NH,, separierte Signale der C-terminalen Prolin Einheit sind markiert (x).
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CD-spektroskopische Untersuchungen mit verschiedenen Losungsmitteln haben gezeigt, dass
die PPII Helix neben Wasser auch in TFE stabil ist. Die PPI Helix wird neben n-PrOH auch in
EtOH, 2-PrOH und n-BuOH stabilisiert. In Methanol liegt das Gleichgewicht dazwischen. Fiir
das Peptid 12R gelost in MeOH wird zum Beispiel ein CD-Spektrum beobachtet das jenem
mit 93% n-PrOH #hnelt (siehe Abbildung 17). Abbildung 19 zeigt die 'H-NMR-Spektren fiir
Ac-[(45)Azp]o-OH (11S) und Ac-[(4R)Azp]o-OH (11R) in D,0O und CD;OD. In D,0O sind fiir
beide Peptide fiinf Hauptresonanzen fiir fiinf Ringprotonen auszumachen (zusitzlich ein
Singulett der Acetylgruppe). Diese iiberlagerten Signale fiir die jeweiligen Ringprotonen sind
fiir Peptid 11R auch in CD;0D zu erkennen und deuten auf eine weiterhin geordnete
symmetrische Struktur hin. Das 'H-NMR-Spektrum von 118 in CD;0D ist hingegen deutlich
komplexer. Dies ist weiterer Hinweis, dass die (4S5)Azp Einheiten die PPII Helix

destabilisieren und ein signifikanter Anteil der PPI Helix vorliegt.

11S in CD;OD 11R in CD;0OD

JWW?L wa

400 300

Abbildung 19: 1H—NMR—Spektren von Ac-[(4S)Azplo-OH (118, links) und Ac-[(4R)Azp]o-
OH (11R, rechts) in D,0O (oben) und CD3;OD (unten). Ausser fiir Peptid 11S in CDCl; (links
unten) ist jeweils ein relativ geordnetes Spektrum zu erkennen fiir die Grosse des Peptids
(C47H58N36011). Mit LM sind die Resonanzen der Losungsmittel gekennzeichnet. In D,O sind
von links nach rechts die Hauptsignale fiir die y-, 2-mal 6-, 2-mal B-Protonen und die
Acetylgruppe zu erkennen. Die H® Resonanzen sind vom Signal des Losungsmittels
tiberlagert. In CD30D erkennt man fiir 11R von links nach rechts die Hauptsignale fiir H*, H,
H°® und 2-mal H? sowie die Acetylgruppe.
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3. Analyse des s-cis:s-trans Gleichgewichts von Prolyl-
amidbindungen in acetylierten Aminosaurederivaten und
kurzen Peptiden

Im vorangehenden Teil wurde gezeigt, wie die Stabilitéit der Polyprolin II und I Helices durch
den Einbau der Aminoséuren (45)-Azidoprolin und (4R)-Azidoprolin beeinflusst wird. Die in
die helicale Struktur eingefiihrten Azidgruppen konnen aber auch synthetisch weiter genutzt
werden. Beispielsweise kann die Azidfunktion in ein Triazol, ein Amid oder ein Amin
umgewandelt werden. Durch die wohldefinierte Konformation insbesondere der PPII Helix
erdffnen sich dadurch vielseitige Anwendungen von 4-Azidoprolin-haltigen Polyprolinen als
molekulares Geriist. Durch diese Derivatisierung der Azide veridndern sich aber zwangslaufig
die strukturdirigierenden Eigenschaften des Substituenten am C'-Atom des Prolinderivats.
Um den Einfluss dieser Derivatisierung auf die Konformation zu analysieren, wurden in
einem ersten Schritt die entsprechenden acetylierten Methylester der 4-substituierten
Prolinderivate untersucht (Kapitel 3.1). Wie in Kapitel 2 dargestellt, lieferten die Daten zu
den Modellverbindungen Ac-(4S)Azp-OMe (1S) und Ac-(4R)Azp-OMe (1R) gute
Erfahrungswerte fir den Einfluss von Azp Einheiten auf die Polyprolin Helix.'”> Die
Untersuchungen mit verschiedenen Substituenten mit einer C'—N Bindung fiihrten
anschliessend zu einer genaueren Betrachtung von 4-Hydroxyprolinderivaten (Kapitel 3.2).
Die Wahl des Methylesters fiir diese einfachen Modellsysteme wird in Kapitel 3.3 genauer
betrachtet. Dazu wurde als Vergleich eine Dimethylamidfunktion am C-Terminus untersucht.
Diese funktionelle Gruppe gleicht eher der Situation in einem Oligoprolin Peptid und diese
Absittigung verhindert wie der Methylester OH- bzw. NH-Wasserstoffbriicken. Zudem wird
eine freie Carbonsdure am C-Terminus betrachtet, welche die Oligoproline am C-Terminus
abschliesst.

Zusitzlich wurde der Einfluss von 4-Azidoprolin und 4-Hydroxyprolin Einheiten auf das
s-cis:s-trans Gleichgewicht um die Prolylamidbindung in einem kurzen Peptid untersucht.
Damit lisst sich analysieren, was fiir Auswirkungen eine Anderung am N-terminalen Teil der
Modellverbindungen hat, wenn anstelle des Acetylamids eine Amidbindung zwischen zwei
Aminosduren betrachtet wird. In einer Zusammenarbeit mit Prof. Thomas Kiethaber und Dr.
Annett Bachmann'*, wurde ein enzymatisches Verfahren genutzt, das thermodynamische

Aussagen tiber das s-cis:s-trans Gleichgewicht in diesem Peptid erlaubt (Kapitel 3.4).
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3.1. Untersuchung von Prolinderivaten mit einem N-haltigen
Substituenten an der y-Position

3.1.1. Synthese der y-substituierten Prolinderivate 13-24

Ausgehend von den gut untersuchten Epimeren Ac-(45)Azp-OMe (1S) und Ac-(4R)Azp-OMe
(1R)*" wurden neue y-substituierte Prolinderivate der Form Ac-Xaa-OMe synthetisiert, die
eine C—N Bindung zum Pyrrolidin Ring aufweisen. Mit der Cu(I) katalysierten 1,3-dipolaren
Cycloaddition nach Huisgen (,,Click* Chemie)“&119 wurden 1,2,3-Triazole als Substituenten
am C"-Atom von Prolin untersucht (Schema 4). Diese Reaktion eignet sich ausgezeichnet um

Verbindungen kovalent an Makromolekiile zu binden.'*

R R = CO,Me 13
R = SiMe; 14
N N\\)N R=Ph 15
N R = CH,OPh 16

R = p-MeOPh 18
R=Ts 19
1 Ac R=H 20

" " —N
_ Cu(l) . ~
Q\COZCHs + =——R Z_}\ R = Ferrocen 17
N~ YCO,CH,

Schema 4: Alkin-Azid ,,Click* Reaktion von Ac-Azp-OMe (1) mit einem terminalen Alkin.

Es wurden 8 kommerziell erhiltliche terminale Alkine je mit Ac-(45)Azp-OMe (1S) und Ac-
(4R)Azp-OMe 1R umgesetzt um die Triazole 13R/S - 20R/S darzustellen (Schema 4). Dabei
wurden 3 unterschiedliche Reaktionsbedingungen angewendet, die alle zum gewiinschten
Produkt fiihrten. In der generellsten Methode wird der Kupfer(I) Komplex [Cu(CH3CN)4]PFg
als Katalysator eingesetzt. Damit kann die Reaktion in CH,Cl, durchgefiihrt werden.

Wenn der Kupfer(I) Katalysator ausgehend von CuSO4*5H,O durch den Zusatz von
Natriumascorbat in-situ reduziert wurde, war der Erfolg der Reaktion stark vom
Losungsmittelgemsich H,O/BuOH abhingig und musste fiir jede Reaktion neu evaluiert
werden. Eine Alternative ist die Verwendung von Cul und iPerEt in einem organischen
Losungsmittel (CH3CN oder Toluol). Verbindungen 20R und 20S mit einem
Triazolylsubstituent am C'-Atom von Prolin wurden iiber die Reaktion mit Propiolsiure
synthetisiert, wobei eine Decarboxylierung sowohl mit CuSO4*5H,O/Natriumascorbat als
auch mit [Cu(CH;3CN),]PF; erfolgte.

Schema 5 zeigt die Synthese der Prolinderivate, die iiber eine Reduktion der Azidfunktion
hergestellt wurden: 21S mit einem Boc-geschiitzten Amin, 22S mit einem acetylierten Amin,
23S einem trifloroacetylierten Amin und 24S mit dem freien TFA Salz des Amins als

Substituent an C'. Der erste Schritt ist eine Hydrierung mit Kkatalytischem Palladium in
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Gegenwart des entsprechenden Anhydrids: Boc;O zum Boc-geschiitzten Amin 21S, Ac,0
zum Acetylamid 22S und Trifluoressigsdureanhydrid zu Trifluoracetylamid 23S. Das freie
Amin (Ac-(4S)Amp-OMe*TFA, 24S) wurde durch eine Boc-Entschiitzung von 21S mit
Trifluoressigsdure hergestellt. Eine direkte Hydrierung von Ac-(4S)Azp-OMe (1S) in
Anwesenheit von HCI fiihrte zu schwer separierbaren Verunreinigungen. Eine weitere

Alternative liegt in der Staudinger Reduktion.'>

Diese kann angewendet werden, wenn
andere funktionelle Gruppen im Molekiil eine Pd-katalysierte Hydrierung nicht erlauben. Die
entsprechenden (4R)-Diastereomere 21R—24R wurden analog hergestellt ausgehend von Ac-

(4R)Azp-OMe (1R).

@ © 0,CCF;
N3 BocHN H3N
L dcoon, :
N CO,CHj,4 95% N CO,CHjs 88% N CO,CH3
Ac Ac Ac
Ac-(4S)Azp-OMe (1S) Ac-[(4S)NHBoc-Pro]-OMe (21S) Ac-(4S)Amp-OMe (24S)
c)
b) | 85%
50%
Fs:C. H
AcHN >/./N
. RN
N CO,CHg N CO,CH3
Ac Ac
Ac-[(4S)NHAc-Pro]-OMe (22S) Ac-[(4S)NHCOCF3-Pro]-OMe (23S)

a) Lindlar Katalysator, Boc,O (1.3 eq), Hx(g), MeOH, RT; b) Pd/C, Ac,O (2 eq), Hax(g), EtOAc, RT; c¢) Pd/C,
TFALO (2 eq), Ha(g), EtOAC, RT; d) TFA (30 eq), CH,Cly, 0°C auf RT.

Schema 5: Synthesen der Prolinderivate 21S-24S ausgehend von der Reduktion von
Ac-(4S)Azp-OMe (1S).

3.1.2. Konformationsanalyse von Prolinderivaten mit einem
Triazolylsubstituenten an C’

Um den Einfluss eines Triazolylsubstituenten auf die Pyrrolidin Ring Konformation und das
s-cis:s-trans Gleichgewicht um die Amidbindung zu untersuchen, wurden die Triazolylprolin-
derivate 13S und 13R (,Click“ Reaktion mit Methylpropiolat) in verschiedenen
Losungsmitteln mittels 'H-NMR Spektroskopie analysiert (Tabelle 2). Die Zuordnung der
zwei Spinsysteme zu den jeweiligen s-cis und s-trans Konformationen erfolgte mittels 2D-
NOE Spektroskopie. Das s-trans Konformer zeigt NOE-Signale zwischen den Acetyl

Protonen und H®, das s-cis Konformer zwischen den Acetyl Protonen und H". Wie erwartet,
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ist das Hauptkonformer das s-trans Konformer, wobei 13R immer einen hoheren Anteil der
s-trans Konformation zeigte im Vergleich zu 13S. Aber einzig in D,O (Eintrag 1) ist noch ein
deutlicher Unterschied zwischen (4R)- und (45)-konfiguriertem Triazolylprolin auszumachen.

In weniger polaren Losungsmitteln ndhern sich die beiden Werte an.

Tabelle 2: s-cis:s-trans Verhiltnis der Triazolylprolinderivate 13S und 13R bestimmt mittels
'H-NMR Spektroskopie in verschiedenen Losungsmitteln (25°C, 80 mM).

13S 13R
Verbindung 13 Eintrag Losungsmittel s-cis:s-trans s-cis:s-trans
1 D,0 1:2.7 1:4.7
MeO,C 2 CD;0OD 1:2.4 1:3.3
Ne Nt ~_COMe 3 Aceton-dq 1:2.8 1:3.0
N \Q;: 4 CDCl; 1:2.2 1:2.7
5 Dioxan-dg 1:2.8 1:3.3

Beim Betrachten der vicinalen 'H,'H Kopplungskonstanten in den verschiedenen
Losungsmitteln fillt auf, dass fiir 13S einzig in D,O eine Priferenz fiir C'-endo vorliegt bzw.
fiir 13R ein deutliches Ubergewicht der C'-exo Konformation entsprechend einer gauche
Orientierung (Anhang, Seite 195). Die Experimente zeigen damit, dass in D,O ein gauche
Effekt die Ring Konformation und damit das s-cis:s-tfrans Gleichgewicht mitbestimmt. Als
Mass fiir den Elektronenzug eines Substituenten kann die chemische Verschiebung im C-
NMR von C" verglichen werden.” Der Wert fiir die Triazole 13 (= 59 ppm) ist dabei sehr
dhnlich wie fiir die Azidoproline (1R und 1S) (= 60 ppm). Damit ist die Polarisation der
C"—N Bindung beim Triazol dhnlich stark wie beim Azid, bei dem der gauche Effekt die
Ring Konformation bestimmt. In weniger polaren Losungsmitteln hat der gauche Effekt
offenbar einen geringeren Einfluss und die gegenldufigen sterischen Effekte werden
bedeutender. Auch fiir Ac-(4R)Azp-OMe (1R) wurde der hohe s-trans Anteil (K iyrans = 6.1)
nur in D,O gefunden und die Kopplungskonstanten waren in diesem Losungsmittel am
aus gepréigtesten.3 !

Um zu testen, ob iiber den Substituenten am Triazol die s-cis:s-trans Gleichgewichte
beeinflussbar sind, wurden die Triazolylprolinderivate 14-20 analysiert (Schema 5). Die
s-cis:s-trans Verhiltnisse in CDCl3, die in Tabelle 3 zusammengefasst sind, gleichen alle den
Werten der entsprechenden diastereomeren Verbindunge 13, egal ob der Substituent am

Triazol eher elektronenreich (Trimethylsilyl- 14 und Anisolderivat 18) oder
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elektronenziehend (Tosylderivat 19) ist. Die (4R)-Diastereomere zeigen immer leicht hohere
s-trans Anteile (Kjunyeis = 2.5 - 3) als die (45)-Derivate (K nseis = 2.2 — 2.8) wobei die
Unterschiede gering sind. Umgerechnet auf AAG = -RT[InKxs-InKxr] macht das weniger als
0.6 kJ/mol bei Raumtemperatur. Die Kopplungskonstanten aller synthetisierten
Triazolylderivate 13S-20S bzw. 13R-20R sind sehr dhnlich (Anhang, Seite 195-202). Wie
schon fiir die Verbindungen 13S und 13R in CDCl; sind damit die Vorzugskonformationen,

die man durch den stereoelektronischen gauche Effekt erwarten wiirde, nicht dominierend.

Tabelle 3: s-cis:s-trans Verhiltnis der Triazolylprolinderivate 13-20 (jeweils (45)- und (4R)-
Konfiguration) bestimmt mittels 'H-NMR Spektroskopie in CDCl3 (25°C, 80 mM).

S R
Verbindungen R= s-cis:s-trans — S-cis:s-trans
CO,Me 13 1:22 1:2.7
SiMe; 14 1:25 1:2.8
R Ph 15 1:24 1:25
>_\ CH,OPh 16 1:24 1:2.6
Ne N CO,CH; ?
N Ferrocen 17 1:2.8 1:3.0
NAc
p-MeOPh 18 1:24 1:2.6
Ts 19 1:22 1:25
H 20 1:23 1:2.9

Von den beiden Verbindungen 14 mit der Trimethylsilylgruppe konnte fiir beide Epimere
Kristalle erhalten werden, was es ermoglichte die Kristallstrukturen zu 16sen. Wie Abbildung
20 zeigt, kristallisiert Triazol 14S in einer C'-exo Konformation und 14R in einer C'-endo
Konformation aus EtOAc, also je mit pseudo-dquatorialer Ausrichtung des Substituenten am
C-Atom. Die 'H,'"H Kopplungskonstanten der NMR Spektren in CDCl; zeigen dieselbe
Vorzugskonformation in Losung. Fiir 14S wird ein Triplett mit 7.9 Hz fiir H* beobachtet und
auch alle anderen >J Kopplungskonstanten sind zwischen 7.4 und 8.0 Hz. 14R zeigt fiir H” ein
Duplett von einem Duplett mit *J = 8.8 Hz bzw. 4.5 Hz.

Beide Kristalle enthalten nur das s-trans Konformer und die orthorombische Einheitszelle
enthdlt jeweils 4 Molekiile. Interessanterweise ldsst die Orientierung des Acetyl
Sauerstoffatoms zum Methylester fiir beide Strukturen auf eine n—n* Wechselwirkung
schliessen (Abbildung 20). Der Abstand ist fiir 14R 2.99 A bei einem Winkel von 114.4° und
bei 14S 2.85 A bei einem Winkel von 112.1°. Distanz und Winkel deuten damit auf eine
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Wechselwirkung hin. Im Vergleich mit der Struktur von Ac-(4R)Azp-OMe (1R) (Abbildung
10) fillt auf, dass die Anordnung des Methylesters um ca. 180° um die C*—C(O)-Bindung
gedreht ist. Bei beiden Kristallstrukturen mit dem Triazolylsubstituent zeigt der Carbonyl-
Sauerstoff weg vom Pyrrolidin Ring (¥ = -34.9° bzw. -29.8°), wihrend beim Azid die
Methoxygruppe diese Position einnimmt (¥ = 146.6°). 14R ist meines Wissens die erste
Kristallstruktur, die auch fiir eine C'-endo Konformation eine direkte Wechselwirkung
zwischen Acetyl Sauerstoffatom und Methylester zeigt. Es wurde vermutet, dass eine C'-endo
Konformation allgemein zu weniger s-trans Anteil fiihrt, da die stabilisierende n—m*
Interaktion weniger auftritt.”> Eine Erklirung fiir das Zustandekommen der n—m*
Wechselwirkung in der Verbindung 14R ist, dass der Triazolylsubstituent pseudo-dquatorial
steht und damit im Vergleich zum pseudo-axialen Azid in 1S die Konformation des
Methylesters nicht derart beeinflusst, dass die Geometrie fiir eine n—n* Interaktion ungiinstig
wird. Dies wird im Zusammenhang mit den Verbindungen 21-24 vertieft diskutiert werden
Die Kristallstruktur von 14R zeigt eindeutig, dass eine C'-endo Konformation die n—m*

Interaktion nicht verhindert.

Abbildung 20: Kristallstrukturen von 14R links und 148 rechts (,,Click* Reaktion von Ac-
(4R)Azp-OMe (1R) bzw. Ac-(4S)Azp-OMe (1S) mit TMS-Acetylen).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass durch die ,,Click Reaktion* der stereoelektronische
Effekt des Substituenten am C*-Atom von Prolin abgeschwiicht und der sterische Einfluss
zunimmt, womit sich die s-cis:s-trans Verhiltnisse von (4R)- und (4S)-Derivaten angleichen
und auch die Pyrrolidin Ring Vorzugskonformationen je nach Losungsmittel dndern kann. Im
Kristall (14S, 14R, 16S und 20R) werden fiir Triazolylsubstituenten pseudo-dquatoriale
Konformationen beobachtet, was fiir einen dominierenden sterischen Effekt im Kristallgitter
spricht. Wie ein Vergleich der acht unterschiedlich substituierten Triazole zeigt, hat der
Substituent an C(4) des 1,2,3-Triazols einen geringen FEinfluss auf die

Konformationsgleichgewichte.
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3.1.3. Konformationsanalyse der acylierten 4-Aminoprolinderivate 21-23

Eine zweite Moglichkeit, neben der ,,Click* Reaktion, die 4-Azidoprolin-haltigen Oligoprolin
Geriistmolekiile zu funktionalisieren verlduft tuber die Reduktion zum Amin, mit dem
beispielsweise eine neue Amidbindung aufgebaut werden kann. Um den Einfluss einer Amid
bzw. Carbamat Funktion an der y-Position von Prolin auf die Konformation zu untersuchen,
wurden die Modellverbindungen Ac-[(4)NHAc-Pro])-OMe (22), Ac-[(4)NHCOCF;-Pro))-
OMe (23) und Ac-[(4)NHBoc-Pro])-OMe (21) mittels "H-NMR Spektroskopie in D,O und
CDClj; analysiert (Tabelle 4).

Tabelle 4: s-cis:s-trans Verhiltnis der acylierten Aminoprolinderivate 21S-23S und 21R-23R
bestimmt mittels 'H-NMR Spektroskopie in CDCl; und D,0O (25°C, 80 mM).

s-cis:s-trans s-cis:s-trans
Verbindungen R= CDCl; D,O
S R S R
H OBu 21 1:5.5 1:3.5 1:3.8 1:5.2
R N~ CO,CHjs
\‘( CH; 22 1:5.8 1:5.2 1:4.3 1:5.8
e} NAc
CF; 23 1:5.3 1:3.5 1:4.3 1:4.8

In D,O zeigen die s-cis:s-trans Verhiltnisse fiir die (4R)-konfigurierten Verbindungen 21R-
23R nur eine leichte Zunahme des s-trans Konformers im Vergleich zum unsubstituierten
Prolinderivat Ac-Pro-OMe (Kjunseis = 4.8). Auch die Werte fiir die Verbindungen 21S-23S
sind nicht viel tiefer als fiir Ac-Pro-OMe. In CDCl; fallen die hohen K,,,,sis Werte der (45)-
konfigurierten Prolinderivate auf. Entgegen den Erwartungen fiir derartige Kianycis Werte
zeigen die vicinalen 'H,'H Kopplungskonstanten von Ac-[(4S)NHAc-Pro]-OMe (22S) und
Ac-[(4S)NHCOCF;-Pro]-OMe (23S) dabei aber sehr eindeutig eine C*-endo Konformation
(Anhang, Seite 203-205). Diese interessante Abweichung zu den eingangs beschriebenen
Regeln5 2 yon Raines und Mitarbeitern (Kiransreis > 4.6: C'-exo Konformation) macht deutlich,
dass Effekte die bislang noch nicht beobachtet wurden eine Rolle spielen. Da Amidfunktionen
bekannt dafiir sind Wasserstoffbriicken auszubilden, wurde vermutet dass eine
intramolekulare Wasserstoffbriicke in den Verbindungen 21S-23S einen Einfluss auf das
s-cis:s-trans Gleichgewicht hat, wie das in Abbildung 21a fiir 22S dargestellt ist. Diese

Wasserstoffbriicke vom NH Proton des Substituenten an C' zum Carbonyl-Sauerstoffatom des
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Methylesters wiirde ndmlich den Methylester in eine Konformation (Diederwinkel y = 140°)

orientieren, die fiir eine n—7n* Wechselwirkung ideal ist.

a) b) J H-Briicke: 2.0 A
)\ H-Bricke: ¥ ~140°
SHe=ee_
o~ N O\ OCH,
¥ begunstigt
Hy n—>m* n—7* Interaktion:

< Interaktion 2.8 A, 103°

N>;O/

Abbildung 21: a) Modell einer Wasserstoffbriicke fiir Ac-[(4S)NHAc-Pro]-OMe (22S) in
einer C"-endo Konformation. b) Berechnete energieirmste Konformation (DFT) von Ac-
[(4S)NHAc-Pro]-OMe (228) fiir das Losungsmittel CHCl3."*°

Diese Hypothese wird experimentell durch IR- und NMR-spektroskopische Daten gestiitzt
sowie von DFT Rechnungen, die von Prof. P.-O. Norrby und J. Kleimark'*® durchgefiihrt
wurden. Eine Wasserstoffbriicke ausgehend vom NH Proton des Substituenten an C* wurde
zudem bereits fiir Cyclotri[(4S5)-Acetamidoprolin] postuliert157 und fiir Bn-[(4S)NHAc-Pro]-
NHMe nachgewiesen.'™®

Die mittels DFT-Rechnungen ermittelte energiedarmste Konformation fiir Ac-[(4S)NHAc-
Pro]-OMe (22S) weisst eine C'-endo Konformation auf. Es zeigt sich die vermutete
Wasserstoffbriicke (Abstand NH--O: 2.0 A) und auch eine n—7n* Interaktion (Distanz: 2.8 A,
Winkel: 103°) bei einem Diederwinkel y von 138° (siehe Abbildung 21).

Ein deutlicher Beleg fiir das Ausbilden einer Wasserstoffbriicke lieferten IR-spektroskopische
Untersuchungen. Die Resonanzfrequenz der Carbonylfunktion des Methylesters ist fiir 21S-
23S deutlich tiefer als bei den entsprechend (4R)-Epimeren, wie fiir eine Wasserstoffbriicke
zu erwarten' >, wenn die C=0 Bindungsordnung erniedrigt wird (Tabelle 5). Durch die
elektronenziehende CF3-Gruppe sollte 23S ein besserer H-Briicken Donor sein.'® Tatsichlich
ist der Wert bei den IR spektroskopischen Untersuchungen fiir 23S am tiefsten. Die Stirke der
Wasserstoffbriicke iibertragt sich aber nicht direkt auf das s-cis:s-trans Verhiltnis. Der s-trans
Anteil wird durch die CF3-Gruppe nicht erhoht. Bei den Azidoprolinderivaten war der Wert
fiir das (4R)-Diastereomer 1R tiefer als fiir 1S, was auf eine stirkere n—n* Interaktion
zuriickgefiihrt wurde.’’ Die n—m* Interaktion kann fiir 21S-23S zusitzlich zur Erniedrigung
der Wellenzahl beitragen. Fiir das Prolinderivat mit dem von Methylpropiolat abgeleiteten
Triazolylsubstituenten 13 (Kapitel 3.2.2) sind die Frequenzen fiir (45)- und (4R)-Epimer sehr
dhnlich. Hier liegen keine Wasserstoffbriickendonoren vor und auch die s-cis:s-trans

Verhiltnisse sind dhnlich.
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Tabelle 5: Ester Carbonyl Streckschwingungen der Verbindungen 1, 13 und 21-23 in CHCl;
bestimmt mittels IR Spektroskopie (25°C, 10 mM).

Verb. 1(N3) 13 (Triazol) 22 (NHAc) 23 (NHCOCF;) 21 (NHBoc)
R 1745 cm’™ 1743 cm™ 1748 cm’™! 1746 cm ' 1 1746 cm™
S 1749 cm! 1743 cm’™ 1733 cm’! 1723 cm’! 1737 cm’!

[a] breite Absorptionsbande mit mehreren Minima, wobei 1746 cm™ jenes mit der hochsten
Wellenzahl ist.

Fiir eine Wasserstoffbriicke in CDCls spricht des Weiteren, dass die vicinalen 1H,IH
Kopplungskonstanten NH-H" der s-trans Konformere von 21S-23S (7.9-8.6 Hz) hoher sind
als die der s-cis Konformere (5.4-6.5 Hz) und auch hoher als in den Diastereomeren 21R-23R
(6.5-6.8 Hz). Hohe Werte werden erwartet, wenn in der C'-endo Konformation durch die H-
Briicke der entsprechende Diederwinkel (H'-C'-N-H) so fixiert ist, dass er in der Nihe von
180° liegt (Abbildung 21).

Die H-Briicke stabilisiert nicht nur die C'-endo Konformation, sondern zieht ebenso
Elektronendichte vom Methylester ab, womit die Carbonyl Funktion zu einem besseren
Akzeptor fiir eine n—n* Interaktion wird. Dies erkldart, warum der s-trans Anteil fiir die
Verbindungen 21S-23S so hoch ist, insbesondere im aprotischen CDCls. In DO scheinen die
Solvathiillen fiir eine Abschwichung dieses Effekts zu fiihren und die Interaktion mit dem
Losungsmittel konkurriert die intramolekulare Wasserstoftbriicke.

Die Kristallstruktur vom Triazolylderivat 14R hat gezeigt, dass eine C'-endo Konformation
eine n—n* Wechselwirkung nicht ausschliesst. Fiir (45)-Substituenten, die keine
Wasserstoffbriicke ausbilden aber die pseudo-axiale Position bevorzugen, wird die
Anordnung des Methylesters, die eine n—n* Interaktion erlaubt, aus sterischen Griinden
ungiinstig (Abbildung 22a).”*'>* Ein Abdrehen um die C®—C(0O) Bindung, weg von einem
Diederwinkel y um 140° auf ca. 0° (oder 180°), ist sterisch vorteilhaft, verhindert dann aber
eine effiziente n—n* Wechselwirkung. Dies kann die normalerweise geringen s-trans
Priiferenzen einer C'-endo Konformation erkliren. Als Beispiel ist in Abbildung 22b die
energiearmste Konformation von Ac-(45)Azp-OMe (1S) abgebildet. Die ab initio Rechnung
kommt auf einen Diederwinkel y von 11° womit Abstand (3.4 10\) und Winkel (142°) keine
effiziente n—n* Wechselwirkung erlauben. Interessanterweise fiihrt ein (45)-konfigurierter
Substituenten der eine intramolekulare Wasserstoffbriicke zum Methylester ausbilden kann,
aber exakt zu einem Diederwinkel y (= 140°) der ideal ist fiir eine effiziente n—m*

Wechselwirkung (Abbildung 21).
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Sterik: Abdrehen von
¥ auf ~0° oder ~180°

X3 G OCH,
'Y
H

verhindert
Y n—>1* Interaktion

N>¢O\/

Abbildung 22: a) Model fiir ein (45)-substituiertes Prolinderivat das keine Wasserstoffbriicke
ausbildet. b) Berechnete energiedrmste Konformation von Ac-(4S5)Azp-OMe (IS)37 mit einem
Diederwinkel y = 11°.

Die erhalte Kristallstruktur von Ac-[(4S)NHAc-Pro]-OMe (22S) zeigte aufgrund von
Packungseffekten eine Konformation, die nicht zu den in Losung gemessenen
Kopplungskonstanten passt (Anhang, Seite 204).

Die Kopplungskonstanten der (4R)-konfigurierten Prolinderivate 21R-23R (Anhang, Seiten
203-205) passen zu einer C'-exo Konformation, wie sie aufgrund eines gauche Effekts
erwartet werden. Die chemischen Verschiebungen des C'-Atoms in den *C-NMR-Spektren
(48.7-50.3 ppm) zeigen, dass die C'—N Bindung schwiicher polarisiert ist als vor Reduktion
und Acylierung der Azidfunktion.

Bei den Literatur bekannten 4-substituierten Prolinderivaten waren Ringkonformation und
Priferenz fiir die Prolylamidbindung immer miteinander verkniipft (siehe Einleitung 1.2.4).
Die acylierten Aminoprolinderivate 21-23 haben klar gezeigt, dass die in der Einleitung
beschriebene Regel von Raines et al.>*: CV-endo favorisiert s-cis, C'-exo favorisiert s-trans
nicht allgemein giiltig ist. Auch bei Analysen der Brookhaven Protein Datenbank und von
Kristallstrukturen von Peptiden aus der Cambrigde Crystallographic Datenbank wurde
allgemein ein Zusammenhang von s-cis Prolylamidbindungen und einer C'-endo
Konformation gefunden.161 Unsere Beobachtungen mit acylierten 4-Aminoprolinderivaten
haben gezeigt, dass das Ausbilden einer intramolekularen Wasserstoffbriickenbindung in
einer C'-endo Konformation zu einem hohen Anteil der s-trans Konformation fiihrt, speziell

in CDCl;.
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3.1.4. Konformationsanalyse der 4-Aminoprolinderivate 24

Das Einfiihren von positiv geladenen Aminofunktionen in eine PPII helicale Struktur ist

162 Mit einer 4-

insbesondere fiir die Untersuchung von zellgingigen Peptiden interessant.
Ammoniumfunktion ist nun ein sp> hybridisiertes Stickstoff-Atom an C! gebunden ist, was
sterisch anspruchsvoller sein sollte, als die sp> N-Atome der zuvor betrachteten Substituenten.
Neben gauche Effekt, n—n* Interaktion und Sterik kénnen hier wieder eine intramolekulare
Wasserstoffbriicke und auch noch die Ladung einen Einfluss auf die Konformation ausiiben.

Um dies zu untersuchen wurden die beiden Diastereomere Ac-(4S)Amp-OMe (24S) und Ac-
(4R)Amp-OMe (24R) mittels 'H-NMR Spektroskopie in D,O und DMSO-dg¢ analysiert

(Tabelle 6).

Tabelle 6: s-cis:s-trans Verhiltnis der Aminoprolinderivate 24S und 24R bestimmt mittels
'"H-.NMR Spektroskopie in D,O und DMSO-d¢ (25°C, 80mM).

Ac-(4S)Amp-OMe * TFA (24S)  Ac-(4R)Amp-OMe * TFA (24R)
D,O 1:5.7 1:35
DMSO-dg 1:3.6 1:25

Keistrans 18t mit 5.7 sehr hoch fiir das TFA Salz von Ac-(4S)Amp-OMe (24S) in D,0. Der
Wert liegt hoher als fiir das (4R)-Diastereomer. Die Kopplungskonstanten zeigen fiir 24S und
24R aber ein Ubergewicht der pseudo-axialen Positionen (d.h. gauche Konformation) fiir die
Ammoniumgruppen an. FEinzig das s-cis Isomer von 24R zeigt eine endo
Vorzugskonformation (Anhang, Seite 206). Das Versetzen der NMR-Losungen mit CF;CO,D
(1 M TFA-d;) verdnderte die Spektren nicht. Auch die Chlorid-Salze zeigen keinen
Unterschied im Vergleich zum TFA-Salz. Beim Versuch durch die Zugabe von NaOD oder
mit Phosphat Puffer mit pH=2 die Ammoniumfunktion zu deprotonieren, wurde der
Methylester gespalten. In CDCl; sind die TFA-Salze der Aminoprolinderivate nicht 16slich. In
DMSO-dg zeigt 24S wiederum mehr s-trans Anteil als 24R. Das Spektrum von 24S zeigt nun
eine pseudo-dquatoriale Position des Substituenten (d.h. anti Konformation).

Die Polarisation der C*—N Bindung ist weiterhin gegeben (*C-NMR: C"-Resonanz bei 49
ppm, &hnlich wie fiir Verbindungen 21-23) und damit ein gauche Effekt moglich.
Molekiildynamik Simulationen von Klein und Mitarbeitern schliessen fiir einen (4R)-
Ammoniumsubstituenten an C' von Prolin aufgrund des gauche Effekts auf eine stark
ausgeprigte C'-exo Konformation wie bei (4R)Flp.'® Ab initio Rechungen von Flores-Ortega

et al. sagen fiir Ac-(4S)Amp-NHMe eine Wasserstoffbriicke von der 4-Aminofunktion zum
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Methylester voraus.'® Eine Wasserstoffbriicke in 24S konnte den hohen s-trans Uberschuss
erkldren aber aufgrund der vorliegenden Daten kann nicht mit Sicherheit gesagt werden, ob
dies der dominierende Einfluss auf das s-cis:s-trans Gleichgewicht ist. Interessant ist
jedenfalls, dass durch die Reduktion von einer (4S)Azp Aminosdure Einheit aus einem s-cis
favorisierenden Ns-Substituenten ein Ammoniumrest entsteht, der in D,O eine s-trans
Konformation stark begiinstigt. Die Pyrrolidin Ring Vorzugskonformation bleibt dabei bei C*-
endo. Diese Kombination von hohem s-trans Gehalt und C'-endo Pyrrolidin Ring
Konformation kénnte spannende Auswirkungen auf Peptidstrukturen haben.

Zusitzlich kann die eingefiihrte Ladung weitreichende Effekte haben. Ganesh und
Mitarbeiter'®>'®® haben (4R)Amp und (4S)Amp Einheiten in ein Collagenmodellpeptid der
Sequenz Ac-Phe-(Xaa-Yaa-Gly)c-NH, eingebaut. (4S)Amp stabilisiert dabei die Tripelhelix
auch in der Xaa Position (Yaa=Pro) von pH=3-9 und das, obwohl die einzelnen Peptidstringe
mehrfach positiv geladen sind. Kristallstrukturen an anderen Modellpeptiden haben gezeigt
haben, dass Prolin Einheiten in der Xaa Position (C-Terminal zu Gly) eine C'-endo
Konformation haben und jene in der Yaa Position (N-Terminal zu Gly) eine C'-exo

Konformation,>-167-168

(4R)-konfigurierte elektronenziehende Substituenten mit einer C'-exo
Vorzugskonformation wie das natiirliche (4R)Hyp stabilisieren die Tripel Helix nur in der
Yaa Position.*®'® Allerdings stehen die Resultate von Ganesh und Mitarbeitern im

Widerspruch zu ersten Experimenten in der Forschungsgruppe Wennemers.' "

3.2. Einfluss einer Wasserstoffbricke in Ac-Hyp-OMe?

Ahnlich wie fiir Ac-[(4S)NHAc-Pro]-OMe (22S) (Kapitel 3.2.3) kann auch fiir Ac-(4S)Hyp-
OMe (25S) eine Wasserstoftbriicke von der Hydroxygruppe zum Carbonyl-Sauerstoffatom
des Esters ausgebildet werden. Diese ist in Abbildung 23 in der von Dr. Sabine Schweizer
und Prof. Christian Ochsenfeld mit ab initio Rechnungen ermittelten Struktur
eingezeichnet."”” Die Bedeutung dieser Wasserstoffbriicke wird durch IR spektroskopische
Daten gestiitzt: In CHCI; ist die Ester Carbonylschwingung bei 1725 cm™, 21 Wellenzahlen
tiefer als fiir die diastereomere Verbindung Ac-(4R)Hyp-OMe (25R), die keine
intramolekulare H-Briicke ausbilden kann.”> Damit stellt sich die Frage, ob die
Wasserstoffbriicke, wie beim Acetamidoderivat 22S, den Anteil des s-frans Konformers
erhoht. Denn auch hier fiihrt die Wasserstoffbriicke zu einer Orientierung des Methylesters,
die zu einer n—m* Interaktion passt. Die Rechnung weist einen Abstand von 2.84 A bei

einem Winkel von 105° aus.'?
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H-Briicke: 1.94 A \
l \\__.

= ' n—n* Interaktion:

2.8 A, 105°
)(’

Abbildung 23: Struktur von Ac-(4S5)Hyp-OMe (25S) in der auf RIMP2/SVP//B3LYP/6-
31G***-Niveau energetisch giinstigsten Konformation (s-trans, C'-exo)."*

Das s-cis:s-trans Verhiltnis wird in der Literatur lediglich in D,O mit 1:2.4 (bei 25°C) und in
Dioxan mit 1:1.8 (bei 37°C) angegeben.23 >3 Die Resultate zu Ac-[(4S)NHAc-Pro]-OMe (22S)
und quantenmechanische Rechungen in der Gasphase von Dr. Sabine Schweizer und Prof.
Christian Ochsenfeld lassen einen hoheren s-trans Anteil erwalrten,152 worauf die
literaturbekannten Verbindungen'”' Ac-(4S)Hyp-OMe (25S) und Ac-(4R)Hyp-OMe (25R)
nachsynthetisiert wurden. Die kommerziell erhiltliche Carbonsdure 26 wurde dafiir mit
SOCI, in MeOH in den Methylester 25R iiberfiihrt. Eine Mitsunobu Reaktion mit AcOH
fiihrte zum acetylierten Hydroxyprolinderivat 27S, worauf der Acetylester in MeOH selektiv
basisch gespalten wurde um Ac-(4S)Hyp-OMe (25S) darzustellen (Schema 6).

HO, HO, No HO,
I Ny W T S T o}
COH  41% N~ CO:Me  26% 51% CO;Me

N A N CO,Me N
c c Ac Ac
Ac-(4R)Hyp-OH 26 Ac-(4R)Hyp-OMe 25R 27S Ac-(4S)Hyp-OMe 258

a) SOCI, (1.5 eq), MeOH, 0°C; b) PPhs (2 eq), AcOH (2 eq), DIAD (2 eq), THF, Toluol, RT; ¢) K,COs, MeOH, RT.

Schema 6: Synthese von Ac-(4S5)Hyp-OMe (25S) und Ac-(4R)Hyp-OMe (25R).

Tatsichlich zeigt das 'H-NMR-Spektrum von Ac-(4S)Hyp-OMe (25S) in CDCl; ein
s-cis:s-trans Verhiltnis von 1:4.7 (Tabelle 7A). Damit hat in CDCls, wie bei den acylierten
Aminoprolinderivaten 21-23 das (45)-Diastereomer einen hoheren s-frans Anteil als das (4R)-
Isomer. Der deutlich tiefere Wert in D,O bedeutet, dass in Wasser diese intramolekulare
Wasserstoffbriicke noch deutlicher als fiir die acylierten Aminoprolinderivate 21S-23S an
Einfluss verliert aufgrund der Interaktion mit dem Losungsmittel. Die fiir das Losungsmittel
CDCl; publizierten IR-spektroskopischen Daten, die fiir eine Wasserstoffbriicke sprechen,
konnten reproduziert werden. In 1,4-Dioxan, wo K5 tief ist, findet sich hingegen auch im

IR-Experiment kein Hinweis auf eine Wasserstoffbriicke (Tabelle 7B). Dies stiitzt den
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Zusammenhang einer Wasserstoffbriicke vom C'-Substituent zum Methylester und dem
s-cis:s-trans Gleichgewicht. Trotz der tiefen Dielektrizitdtskonstanten von Dioxan (g, = 2.2)
verhindern Solvatationseffekte dieses H-Akzeptors eine intramolekulare Wasserstoffbriicke.
Im Vergleich dazu scheint das H-Donor Losungsmittel Chloroform die intramolekulare
Wasserstoffbriicke nicht zu konkurrieren. Lubell und Mitarbeiter beobachteten fiir Ac-
(4R)Hyp-NHMe und Ac-(4S)Hyp-NHMe in D,O fiir beide Verbindungen ein K ;5cis von
3.8.'7? Dies stiitzt unsere Daten, weil das Carboxamid ein besserer H-Briicken Akzeptor ist als
der Ester.'”

Fiir den Einfluss der Wasserstoffbriicke auf das s-cis:s-trans Gleichgewicht spricht zusitzlich,
dass Kanyeis in CDCls 2.1 betrdgt, wenn die Hydroxygruppe acetyliert ist und damit keine
Wasserstoffbriickendonor mehr vorliegt (Verbindung 27S, Schema 6).

In allen getesteten Losungsmitteln wurden fiir die Hydroxyprolinderivate 25S und 25R Ring
Konformationen mit einer gauche Interaktion gefunden, d. h. C*-exo fiir 25R und C'-endo fiir
25S (Anhang, Seite 207). Besonders ausgeprigt sind die Kopplungskonstanten fiir 25S in
CDCl;. Diese Ring Konformationen werden auch durch die quantenmechanischen Analysen
von Dr. Sabine Schweizer und Prof. Christian Ochsenfeld gestiitzt, die aufgrund der
Wasserstoffbriicke in der Gasphase eine starke Bevorzugung der C'-endo Konformation fiir

25S berechnen.'”?

Tabelle 7: A) s-cis:s-trans Verhiltnisse der Hydroxyprolinderivate 25S und 25R in bestimmt
mittels '"H-NMR Spektroskopie (25°C, 80 mM). B) Ester Carbonyl Streckschwingungen von
258 und 25R bestimmt mittels IR Spektroskopie (25°C, 10 mM).

A) Ac-(4S)Hyp-OMe 25S  Ac-(4R)Hyp-OMe 25R
D,O 1:25 1:6.8

CDCl; 1:4.7 1:42

CD.(Cl, 1:45 1:5.0
Dioxan-dg 1:22 1:4.1
DMSO-dg 1:1.9 1:5.0

B) Ac-(45)Hyp-OMe 25S  Ac-(4R)Hyp-OMe 25R
CHCl; 1725 cm™ 1745 cm’'
Dioxan 1754 cm™ 1750 cm™

Unser Modell wie eine Wasserstoffbriicke die Konformation der Prolinderivate 21S-24S
beeinflusst, hat eine Voraussage fiir die Konformation von Ac-(4S)Hyp-OMe (25S) erlaubt.
Die Uberpriifung zeigte, dass fiir Ac-(4S)Hyp-OMe (25S) der s-trans Anteil in CHCI; trotz
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C"-endo Konformation hoher ist, als fiir das (4R)-Epimer 25R mit einer C*-exo Konformation

bzw. als das unsubstituiertes Prolin (Ac-Pro-OMe, K. iyrans (CDCl3) = 3.8).

3.3. Einfluss des Methylesters im Vergleich zu weniger
elektrophilen Carbonsaurederivaten auf die Konformation der
Verbindungen Ac-Azp-X (X= OMe, OH, O, NMe,)

Zur Untersuchung des Einflusses der verschiedenen Substituenten an C' auf die
konformationellen Eigenschaften von Prolin wurden jeweils die Methylester als
Modellverbindungen betrachtet. Ein wichtiger Aspekt dabei war die Frage inwiefern eine
n—7n* Wechselwirkung vom Acetyl Sauerstoffatom zur Carbonylgruppe dieses Methylesters
die Konformation mitbestimmt. Diese n—n* Wechselwirkung fiihrt zur mesomeren
Grenzformel die in Abbildung 24 mit very Minor beschriftet ist und nur sehr geringfiigig zur

Resonanz beitrigt.

<_>ﬁ(ocH3 OCH, o)\ OCH,
N - - o)

9 O ©

HeC™ YO

Major Minor very Minor

Abbildung 24: Major und Minor Resonanzformel des Amids und eine very Minor
Resonanzstruktur, die der hyperkonjugativen Delokalisation einer n—n* Interaktion in Ac-
Pro-OMe entspricht.

Diese n—n* Wechselwirkung sollte von der Elektrophilie der Carbonylgruppe des
Carbonsdurederivats abhédngig sein. Die Carbonylgruppe des Methylesters in unseren
Modellverbindungen ist elektrophiler als eine Amid Carbonylgruppe, die eine stirkere

. o . o 174176
Mesomeriestabilisierung aufweist.

Um die Resultate von den Modellverbindungen
besser auf Oligoproline bzw. Peptide im Allgemeinen {iibertragen zu konnen, wurde der
Einfluss des Esters gegeniiber einem Amid oder einer Sdure (C-Terminus in den
Oligoprolinen) untersucht. Diese Versuchsreihe erlaubt auch den Einfluss der n—n*
Wechselwirkung zu untersuchen, wenn in Ac-Azp-X anstelle des Methylesters (X = COOMe)
ein tertidres Dimethylamid (X = CONMe;) oder aber eine Sidure (X = COOH)
beziehungsweise ein Carboxylat (X = COQ") vorliegt. Die n—n* Wechselwirkung sollte mit
der geringer werdenden Elektrophilie in der Reihe -COOMe > -COOH = -CONMe, > -COO

abnehmen. Vorausgesetzt andere Wechselwirkungen iiberwiegen nicht, erwartet man damit

eine Abnahme von K, um die Amidbindung in der Reihe -COOMe > -COOH =
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-CONMe, > -COO' fiir Verbindungen bei denen eine n—n* Interaktion das s-cis:s-trans
Gleichgewicht mitbestimmt. Dazu wurden jeweils die beiden Diastereoisomere der
acetylierten 4-Azidoproline analysiert.

Derivate mit einer sekundidren Methylamidfunktion am C-Terminus (X = CONHMe) wurden
nicht untersucht, da das NH Proton eine intramolekularen Wasserstoffbriicke zum Acetyl-
Sauerstoffatom ausbilden kann (y-turn) und damit das s-cis:s-trans Gleichgewicht

- 177,178
beeinflusst. '

3.3.1. Synthese der Carbonsaurederivate 28 und 29

Die Synthese ging wiederum von den gut untersuchten diastereomeren Verbindungen Ac-
(4R)Azp-OMe (1R) und Ac-(4S)Azp-OMe (1S) aus.’” Zuerst erfolgte eine Verseifung des
Methylesters zur Sdure 28S (Schema 7). Diese wurde mit Pentafluorophenol und EDC

aktiviert, um mit Dimethylamin-hydrochlorid das Dimethylamid 29S herzustellen.

N3 N3 N3
\
OMe a) OH b) N—
N N
Ac O 91% Ac O 73% Ac O
Ac-(4S)Azp-OMe 1S Ac-(4S)Azp-OH 28S Ac-(4S)Azp-NMe, 29S

a) NaOH (1.5 eq), H,O, THF, MeOH, RT, 3h; b) i) CgFsOH (1.05 eq), EDC (1.5 eq), CHxCly,
RT, 1h; i) HNMey* HCI (10 eq), NEtz (11 eq), CHoCly, RT, 1h.

Schema 7: Synthese von Ac-(4S)Azp-OH (28S) und Ac-(4S)Azp-NMe, (29S).

Die entsprechenden diastereomeren Verbindungen Ac-(4R)Azp-OH (28R) und Ac-(4R)Azp-
NMe; (29R) wurden ausgehend von Ac-(4R)Azp-OMe (1R) analog hergestellt. Ac-Pro-OH
(30) wurde aus dem kommerziell erhiltlichen Ac-Pro-OMe durch Verseifung mit NaOH

synthetisiert.

3.3.2. Konformationsanalyse der Carbonsaurederivate 28 und 29

Analyse der Carbonsduren

Die Carbonsduren Ac-(4S5)Azp-OH (28S) und Ac-(4R)Azp-OH (28R) sowie Ac-Pro-OH (30)
wurden mittels 'H-NMR Spektroskopie analysiert (Tabelle 8). Fiir Acetyl-(4R)-Azidoproline
verringert sich der s-trans Uberschuss von Ky unyeis = 6.1 auf 4.0 durch die Verseifung des

Methylesters. Die Beobachtung stimmt mit der erwarteten Abschwichung der n—mw*
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Interaktion iiberein. Auch fiir das (45)-Epimer bei dem die n—n* Interaktion keinen
bedeutenden Einfluss hat, verschiebt sich das Gleichgewicht in diese Richtung (K anscis = 2.6

zu 2.0), jedoch weniger stark.

Tabelle 8: s-cis:s-trans Verhiltnis der Carbonsdurederivate 28S, 28R und 30 in wissriger
Losung bestimmt mittels 'H-NMR Spektroskopie (25°C, 80 mM).

s-cis:s-trans s-cis:s-trans
Verbindung neutral basisch
Ac-(45)Azp-OH  28S 1:2.1 1.2:1
Ac-(4R)Azp-OH 28R 1:4.0 14:1

Die Carbonsdure 28S zeigt vicinale 'H,'H Kopplungskonstaten einer C'-endo Konformation
und Epimer 28R jene der C'-exo Ringkonformation (Anhang, Seite 208). Der Azidsubstituent
nimmt damit jeweils eine pseudo-axiale Position ein, die sich mit einem gauche Effekts
erkldren ldsst.

Durch Zugaben von TFA ergeben sich nur geringe Verdnderungen in den 1H—NMR—Spektren.

Analyse der Carboxylate

'H-NMR-Spektren im basischen Milieu (IM NaOD in D,0) zeigen eine weitere
Verschiebung des s-cis:s-trans Gleichgewichts in Richtung des s-cis Konformers fiir die
deprotonierten Carbonsdurederivate 28S und 28R (Tabelle 8). Es iiberwiegt nun das s-cis
Konformer. Die Werte fiir K;4,5cis sind 0.7 fiir Ac-(45)Azp-O™ und 0.9 fiir Ac-(4R)Azp-O'.
Vermutlich ist eine ungiinstige Wechselwirkung des Carboxylates mit dem elektronegativen
Sauerstoff des Amids in der s-trans Konformation fiir die starke Destabilisierung des s-trans
Konformers verantwortlich, wohingegen bei der protonierten Carbonséure eine stabilisierende
Wasserstoffbriicke im s-trans Konformer moglich wird (Abbildung 25)."°* Ahnliche Effekte
waren bereits fiir Ac-Pro-OH bekannt.!”” Im Rahmen dieser Arbeit wurde in D,0O ein Wert

von Ky, anseis = 3.4 bestimmt. Mit 0.15 M NaOD in D,O wird ein K455 = 0.8 beobachtet.

(A< (I~° (A< (O~°
N " N ——
Ao % o~ O Ao o~

s-trans 1:141 s-cis s-trans 3.4:1 s-cis

Abbildung 25: s-cis:s-trans Gleichgewicht in wissriger Losung fiir Ac-Pro-OH (30)
bestimmt mittels 'H-NMR Spektroskopie (25°C, 80 mM) in deprotonierter (links) und
protonierter Form (rechts).
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Die Pyrrolidin Ring Konformationen der Carbonsduren 28S und 28R, wie auch die
Bevorzugung des s-cis Konformers durch die Deprotonierung werden durch ab initio
Rechungen gestiitzt, die von Dr. Sabine Schweizer und Prof. Christian Ochsenfeld
durchgefiihrt wurden.'>?

Der Effekt, dass ein (4R)-Azidsubstituent die s-frans Prolylamidbindung begiinstigt und ein
(4S5)-Azidsubstituent die s-cis Konformation im Vergleich zum nicht substituierten Prolin, gilt
damit nicht nur fiir die Methylesterderivate (Ac-Xaa-OMe), sondern auch fiir die
Carbonsduren (Ac-Xaa-OH) respektive die Carboxylate (Ac-Xaa-O’). Die vom

entsprechenden Methylester bekannten Ring Konformationen bleiben ebenfalls erhalten.

Analyse der Dimethylamide

Auch die Analysen der beiden diastereomeren Verbindungen Ac-(4S)Azp-NMe,; (29S) und
Ac-(4R)Azp-NMe, (29R) konnen mit der schwicheren n—n* Interaktion erkldrt werden
(Tabelle 9). In D,0 ist der s-trans Anteil fiir das Dimethylamid 29R (K ;ssrans = 3.7) geringer
im Vergleich zum Methylester 1R (K.iyrans = 6.1). Weil ein Amid deutlich weniger
elektrophil ist, wird damit die Wechselwirkung mit dem nucleophilen Acetyl-Sauerstoffatom
schwicher und das s-frans Konformer wird weniger stark stabilisiert. Dies wurde in d@hnlicher
Weise auch beim Carbonsidurederivat 28R mit einem s-cis:s-trans Verhiltnis von 1:4.0
beobachtet. Die Kopplungskonstanten des 1H—NMR—Spektrums zeigen eine C'-exo
Konformation. Auch das (4S5)-Epimer 27S zeigt in D,O die Pyrrolidin Ring Konformation
(C"-endo), die man aufgrund des Azido gauche Effekts erwarten wiirde (Anhang, Seite 209).
Das s-cis:s-trans Verhiltnis ist mit 1:2.9 leicht hoher als fiir den Methylester, aber tiefer im

Vergleich zum Dimethylamid 29R (1:3.7).

Tabelle 9: s-cis:s-trans Verhiltnisse der Dimethylamide 29S und 29R in verschieden
Losungsmitteln bestimmt mittels 'H-NMR Spektroskopie (25°C, 80 mM).

Ac-(4S)Azp-NMe, 29S Ac-(4R)Azp-NMe, 29R

D>O 1:2.9 1:3.7
CDCl; 1:64 1:9.3
Dioxan-dg 1:54 1:6.9

In CDCl3 (und abgeschwicht auch in Dioxan-dg) dagegen werden sehr hohe K505 Werte
beobachtet: 6.4 fiir Dimethylamid 29S und gar 9.3 fiir das Epimer 29R. Die 'H,'H
Kopplungskonstanten zeigen fiir 29S eine C'-exo Konformation, also eine anti Anordnung

des Azidsubstituenten. Alle vicinalen 'H-'"H Kopplungskonstanten liegen zwischen 7.2 Hz



48

und 7.8 Hz (Anhang, Seite 209). Interessanterweise hat diese Struktur bei ab initio Rechungen
in der Gasphase die geringste Energie, wihrend das s-cis Konformer von 29S, wie im

152 7u beachten ist, dass

Experiment, eine C'-endo Konformation bevorzugt (Abbildung 26).
der sterische Anspruch vom Dimethylamid Rest grosser ist als vom Methylester oder der
Séure. Fiir 29S in einer C'-endo Konformation scheint diese 1,3 Interaktion zum Azid den
Gewinn einer gauche Wechselwirkung zu iiberwiegen. Die Rechungen sagen fiir die
Gasphase eine starke Bevorzugung der s-trans Konformation voraus. Einen Beitrag dazu
leistet eine Wechselwirkung des Acetyl-Sauerstoffatoms mit einem Wasserstoffatom aus
einem Dimethylamid.'*?

Uberschiissen in CDCl; bzw. Dioxan-dg bei.

Moglicherweise trit diese Wechselwirkung zu den grossen s-trans

Abbildung 26: Strukturen von Ac-(45)Azp-NMe; (29S) (links) und Ac-(4R)Azp-NMe,
(29R) (rechts,) in der auf RIMP2/SVP//B3LYP/6-31G***-Niveau energetisch giinstigsten
Konformation (jeweils s-trans und C'-ex0)."* In beiden Strukturen ist die Interaktion des
Carbonylsauerstoffs des Acetylrestes mit einem Wasserstoffatom des Dimethylamids in griin
eingezeichnet.

Zusammenfassend konnte in D,0O eine Abnahme des s-frans Uberschusses nachgewiesen
werden, wenn der Ester in der Verbindung Ac-(4R)Azp-OMe (1R) durch eine Sdure bzw. ein
Amid ersetzt wird. Die Abhédngigkeit von der Elektrophilie des potentiellen m*-Akzeptor
Carbonyls bekriftigt, dass die stabilisierende n—n* Interaktion im s-trans Konformer fiir die
Lage des s-cis:s-trans Gleichgewichts wichtig ist. In weniger polaren Losungsmitteln treten
andere Wechselwirkungen in Konkurrenz zum stereoelektronischen Effekt. Fiir alle
Verbindungen findet sich mit einer (4R)-Konfiguration ein hoherer s-trans Gehalt als bei den

entsprechenden (4.5)-Diastereomeren.
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3.4. s-cis:s-trans Isomerie einer Prolylamidbindung in einem
kurzen Peptid

In diesem Abschnitt wird der Einfluss von einzelnen 4-Hydroxyprolin (Hyp) bzw.
4-Azidoprolin (Azp) Einheiten auf das s-cis:s-trans Gleichgewicht der Prolylamidbindung in
einem kurzen Peptid untersucht. Dazu wurde eine Versuchsanordnung genutzt, die in der
Forschungsgruppe von Prof. Kiefhaber'™ fiir das Peptid Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA (31)
(Abbildung 27 auf der folgenden Seite) etabliert ist. Eine isomerspezifische Proteolyse dieses
Peptids ermoglicht das zeitliche Verfolgen der s-cis:s-trans Isomerisierung, vorausgesetzt das
Enzym akzeptiert auch die 4-substituierten Prolinderivate anstelle der Prolin Einheit im

Peptid.'®

Im Vergleich zu den bisher in dieser Arbeit untersuchten Modellverbindungen Ac-
Xaa-OMe, bei denen jeweils die Acetyl Amidbindung betrachtet wurde, erlaubt dies die
Analyse einer Amidbindung zwischen zwei Aminosduren in einer Peptidkette. Zudem konnen
iiber die Temperaturabhingigkeit dieser Methode thermodynamische Aussagen zum
s-cis:s-trans  Gleichgewicht gemacht werden, &dhnlich wie fiir die einfacheren
Modellverbindungen iiber die 2D EXSY NMR Analysen.181

Die kinetischen Messungen an den synthetisierten Peptiden wurden von Dr. Annett

Bachmann aus der Forschungsgruppe von Prof. Kiefhaber durchgefiihrt.'>*

3.4.1. Theoretischer Teil zum Chymotrypsin Experiment

Die Untersuchung der Prolyl-s-cis:s-trans-Isomerisierung im Peptid Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-
pNA (31) wird durch die Spezifitit der Serin Endopeptidase a-Chymotrypsin ermoglicht.
Diese spaltet die C-terminale Amidbindung nach der Phenylalanin Einheit kaum, wenn die
Ala-Pro Amidbindung in einer s-cis Konformation vorliegt. Erst eine Umwandlung in die
s-trans Konformation fiihrt zu einer Abspaltung von p-Nitroanilin, dessen Freisetzung in der
Losung mittels UV Absorptionsspektroskopie bei 390 nm gut detektierbar ist (Abbildung
27).182

Wird die Proteolyse bei hoher Enzymkonzentration durchgefiihrt, ist die Abspaltung deutlich
schneller als die s-cis:s-trans Isomerie (k; >> k) und die Proteolyse folgt einem
Reaktionsgeschwindigkeitsgesetz pseudo-erster Ordnung. Die Freisetzung von p-Nitroanilin

setzt sich damit aus einer schnellen kinetischen Phase fiir die Spaltung der Peptide mit einer
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s-trans spezifisch X

s o -

X=H, Y=H: 31 Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA (Bachem)

X=N3, Y=H: 32 Suc-Ala-Ala-(4S)Azp-Phe-pNA HN

X=H, Y =Nz 33 Suc-Ala-Ala-(4R)Azp-Phe-pNA NO,

X=0H,Y =H: 34 Suc-Ala-Ala-(4S)Hyp-Phe-pNA

X=H, Y =0H:35 Suc-Ala-Ala-(4R)Hyp-Phe-pNA
kC-l k1

s-cis Konformer =——== s-trans Konformer ——— Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-OH + p-Nitroanilin

Kt

Abbildung 27: Oben: Untersuchte Verbindungen 31-35. Die Endopeptidase a-Chymotrypsin
spaltet die Phe-pNA Amidbindung nur, wenn die Ala-Pro Amidbindung in der s-trans
Konformation vorliegt. Unten: Schematische Darstellung der Reaktionen in diesem
Versuchsaubau: s-cis:s-trans Gleichgewicht und irreversible Proteolyse des s-trans
Konformers.

s-trans Prolylamidbindung und einer langsamen kinetischen Phase zusammen. Dabei wird die
letztere Phase von der Geschwindigkeit der s-cis — s-trans Isomerisierung bestimmt.
Ao O = A, - + Ay e+ AL (D)

Durch Abgleichen der experimentell beobachteten Absorptionszunahme mit Gleichung 1
konnen die folgenden kinetischen Parameter bestimmt werden: A; ist die Amplitude der
schnellen kinetischen Phase und k; die dazugehorige unimolekulare Reaktions-
geschwindigkeitskonstante fiir die Proteolyse der Molekiile mit einer s-trans
Prolylamidbindung. A, ist die Amplitude der langsamen kinetischen Phase und k.. die
Geschwindigkeitskonstante fiir die dazugehorige s-cis — s-trans Isomerisierung. Das
Amplitudenverhiltnis der beiden Phasen entspricht der Gleichgewichtskonstanten Ki.qnycis
(Gleichung 2, siehe auch experimentelle aufgenommene UV Absorption in Abhéngigkeit der

Zeit in Abbildung 28).'*

- s —trans
Ktrans/cis = A_ = kL = [ . ] (2)
5 [s —cis]

Nach van’t Hoff (3) konnen Enthalpie (AH,y°) und Entropie (AS°) der s-cis:s-trans
Isomerisierung bestimmt werden. Das Auftragen von In(K;..s.is) gegen 1/T ergibt eine
Gerade. Aus der Steigung kann AH,4° und aus dem Achsenabschnitt AS°® bestimmt werden.

AH®, 1 AS®

R ' R

In(K 3)

trans [ cis ) -

Die Temperaturabhiingigkeit von k. erlaubt das Bestimmen der Aktivierungsenergie nach

Arrhenius (4) durch eine lineare Regression von In(k.) gegen 1/T.
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In(k_,)=—

“)

3.4.2. Synthese der Suc-Ala-Ala-Xaa-Phe-pNA Peptide 32-35

Die Synthese der vier Peptide erfolgte in Losung mit einer Boc-Schutzgruppen Strategie.
Schema 8 zeigt den Syntheseweg exemplarisch anhand des Peptids Suc-Ala-Ala-(4S)Hyp-
Phe-pNA (34). Die Peptide 32, 33 und 35 wurden mit den entsprechenden Boc-geschiitzten
Prolinderivaten analog hergestellt (Synthese der analogen Verbindungen zu 3S siehe Schema
2).
NO,
HO, HO, HO 0 Q
Q‘COQMe o Z;LCOOH — b\(H}H
Boc Boc C \©

Boc-(4R)Hyp-OMe 4 Boc-(4S)Hyp-OH 3S H-(4S)Hyp-Phe-pNA

c) d)
——— H-Ala-(4S)Hyp-Phe-pNA  ——— H-Ala-Ala-(4S)Hyp-Phe-pNA

N\)J\
e)
- NH
\(O
@jN v
Suc-Ala-Ala-(4S)Hyp-Phe-pNA 34

a) i) DIAD (2 eq), HCOOH (2 eq), PPh3 (2 eq) THF, Toluol, RT; ii) NaOH, RT, 25%; b) i) H-Phe-
pNA (0.83 eq), EDC (1.25 eq), CH,Cl,, RT, 81%; ii) 4M HCI in Dioxan, RT, 73%; c) Boc-Ala-OH
(1.2 eq), EDC (1.5 eq), ProNEt (1.2 eq), CH.Cl,, RT, 99%; ii) 4M HCI in Dioxan, RT, 55%; d)
Boc-Ala-OH (1.2 eq), EDC (1.5 eq), 'ProNEt (1.2 eq), CH,Cly, RT, 79%; ii) 4M HCl in Dioxan, RT,
86%; e) Bernsteinséureanhydrid (1.2 eq), NEt3 (1.2 eq), CH»Cl,, DMF, RT, 10%.

Schema 8: Synthese von Suc-Ala-Ala-(4S)Hyp-Phe-pNA (34).

Boc-(4S)Hyp-OH (3S) wurde in einer Mitsunobu Reaktion mit Ameisensdure aus Boc-
(4R)Hyp-OMe (4) und anschliessender basischer Verseifung hergestellt.'® Ausgehend vom
kommerziell erhéltlichem H-Phe-pNA wurden drei Peptid Kupplungen mit EDC
durchgefiihrt, zuerst mit Boc-(4S)Hyp-OH (3S) und dann zweimal mit Boc-Ala-OH. Die
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Abspaltungen der Boc-Schutzgruppe erfolgten jeweils mit HCI in Dioxan. Die Ausbeuten
dieser drei Peptid Kupplungen betrugen bei der Synthese der vier Peptide zwischen 21% und
24%. Anschliessend wurde das freie Amin der N-terminalen Alanin FEinheit mit
Bernsteinsiureanhydrid umgesetzt.'® Die Aufreinigung der Produkte iiber Umkehrphasen
HPLC fiihrte zu niedrigen Ausbeuten im letzten Reaktionsschritt (13% fiir 32, 23% fiir 33,
33% fiir 35 und 10 % fiir 34).

3.4.3. Resultate und Diskussion der Chymotrypsin Experimente

Die Freisetzung von p-Nitroanilin wurde in einer Stopped Flow Apparatur UV-
spektroskopisch verfolgt. Die Peptid Konzentration in der Mischkammer war 0.015 mM in 35
mM HEPES/NaOH Puffer bei pH 7.8 mit 9% DMSO. DMSO ist nétig fiir die Loslichkeit der
Peptide. Die Konzentration von a-Chymotrypsin betrug 0.1 mM. Abbildung 28 zeigt
beispielhaft den Verlauf der Absorption bei 390 nm und 25 °C fiir die Proteolyse der beiden
Peptide 34 und 35 die (4S)Hyp bzw. (4R)Hyp enthalten. Man erkennt deutlich die beiden
unterschiedlich schnellen Prozesse und ihre Amplituden (A; und A;) sowie die verschieden

Anteile der beiden Phasen im Vergleich der beiden Peptide.

-0.056 ‘ ‘ |

/ 0,060 ﬁ |
04 A, 0060

ool | Ay — |
0064 -0.064 |
-0.06
T
0
|
20

Abs 390 nm
Abs 390 nm

68 -0.068

100 200 300 | 0 100 200 300
Zeit (ms) ‘ ‘ ‘ ‘ Zeit (ms) ‘ ‘
‘I T -0.068 T T T ‘I T T
0 10 30 40 50 0 10 20 30 40 50 60 70 80
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Abbildung 28: Zeitlicher Verlauf der Absorption von p-Nitroanilin bei 390 nm nach dem
Mischen mit dem Enzym und von 3 ms bis 50 s bzw. 80 s inklusive einer Vergrosserung des
Bereichs von 3 ms bis 300 ms fiir a) Peptid 34 mit (4S)Hyp und b) Peptid 35 mit (4R)Hyp.
Eingezeichnet sind die Amplituden A; und A; deren Verhiltnis K;4.is ausmacht.

Erfreulicherweise wurden alle vier neu synthetisierten Peptide 32-35 als Substrat von a-
Chymotrypsin akzeptiert. Der Substituent an C’ verhindert weder die Spaltung, noch die
Spezifitdt fiir die s-trans Prolylamidbindung. Die Proteolysegeschwindikeitskonstante k;
variiert leicht (0.13-0.06 s'l) fiir die fiinf Peptide 31-35. Tabelle 10 fasst den Einfluss des

Substituenten an C' auf das s-cis:s-trans Gleichgewicht bei 25°C zusammen. Das Prolin

Referenzpeptid 31 zeigt ein s-cis:s-trans Verhiltnis von 1:8.6, was 10.4 % s-cis Konformer
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und 89.6 % s-trans Konformer entspricht. Der s-cis Anteil ist damit deutlich geringer als fiir
die sterisch anspruchslosere Acetyl Amidbindung in den Modellverbindungen (Ac-Pro-OMe:
17 % s-cis®; Ac-Pro-NHMe: 25 % s-cis'®). Die Wirkung von Hydroxy- und Azidsubstituent
am C'-Atom von Prolin auf das s-cis:s-trans Gleichgewicht der Prolylamidbindung in den
hier untersuchten Peptiden entspricht den Erwartungen aufgrund der Studien an den
monomeren Verbindungen Ac-Azp-OMe (1S, 1R) und Ac-Hyp-OMe (258, 25R). Peptid 35
mit einer (4R)Hyp Aminosdure Einheit und relativ schwach auch Peptid 33 mit (4R)Azp
begiinstigen die s-trans Konformation im Vergleich zum Prolin Referenz Peptid 31. Im
Gegensatz dazu verschieben (45)-konfigurierte Substituenten das Gleichgewicht zur s-cis
Konformation. Dabei erreicht das (4S)Azp enthaltende Peptid 32 den grosseren s-cis Anteil
mit annidhernd 25%.

Die s-cis — s-trans Isomerisierung (k.) ist mit einem (4S5)-konfigurierten Substituenten (32,
34) schneller und mit einem (4R)-konfigurierten Substituenten (33, 35) langsamer als das
Prolin Referenzpeptid.

Fiir Suc-Ala-Ala-(4R)Flp-Phe-pNA und Suc-Ala-Ala-(4S)Flp-Phe-pNA wurden 11.0% bzw.
20.9% s-cis Anteil publizielrt.12 Das bedeutet, dass der Einfluss eines Fluorosubstitenten

geringer ist, wobei nicht klar wird, ob exakt dieselben Bedingungen verwendet wurden.

Tabelle 10: Resultate der kinetischen Analyse bei 25°C fiir die Proteolyse der Peptide 31-35
mit o-Chymotrypsin.

Peptid Amidbindung Kiransscis % s-cis Ket (s'l) tip (cis-trans)
31 Ala-Pro 8.6 10.4 0.076 9.2s
33 Ala-(4R)Azp 8.8 10.3 0.053 13s
32 Ala-(45)Azp 3.0 24.8 0.13 54s
35 Ala-(4R)Hyp 12.5 7.4 0.057 12s
34 Ala-(4S)Hyp 4.5 18.2 0.094 74s

In den Molekiilen Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA fiihrt damit ein elektronenziehender Substituent
an C" von Prolin bei einer (4S)-Konfiguration zu einer Zunahme der s-cis Konformation und
eine (4R)-Konfiguration verschiebt das Gleichgewicht zur s-frans Konformation, genau wie
in den Modellverbindungen Ac-Pro-OMe. Die Wirkung der energetisch kleinen
stereoelektronischen Effekte (gauche Effekt und daraus folgende Stirke der n—m*
Interaktion) kann damit auch in deutlich komplexeren Systemen nachgewiesen werden.
Stereoelektronische Effekte, welche das s-cis:s-trans Gleichgewicht der acetylierten

Prolinderivate beeinflussen, sind also auch in kurzen Peptiden wirksam. Die Ergebnisse
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zeigen, dass man 4-Azidoproline Einheiten einsetzten kann, um die Konformation von
Peptiden gezielt zu manipulieren.

Aufgrund eines analogen Versuchsaufbaus konnten Fischer und Mitarbeiter Enzyme
identifizieren, welche die s-cis:s-trans Isomerisierung von Amidbindungen katalysiert."> Um
zu untersuchen, ob eines dieser Enzyme, Human PPIase Cyclophilin 18 (hCypl18), auch die
Isomerisierung in den hier untersuchten Peptiden 31-35 katalysiert, wurden die Versuch unter
Anwesenheit des Enzym durchgefiihrt (103 puM hCypl18). Wie Tabelle 11 zeigt, werden die
Isomerisierungsreaktionen (k.. und ki) einzig von Peptid 31 mit der Prolin Einheit schneller.
Dies zeigt, dass weder 4-Azidoproline noch 4-Hydroxyproline Substrate fiir das Enzym

hCyp18 sind.

Tabelle 11: Resultate der kinetischen Analyse bei 25°C fiir die Proteolyse der Peptide 31-35
mit a-Chymotrypsin und hCyp18 (103 uM).

t1 cis—trans tip trans—cis
Peptid  Amidbindung ohne hCyp18 mit hCypl8 ohne hCyp18 mit hCypl8
31 Ala-Pro 9.2s 1.7 79 13
33 Ala-(4R)Azp 13s 11.4 115 115
32 Ala-(45)Azp 54s 52 16 15
35 Ala-(4R)Hyp 12s 10.4 151 115
34 Ala-(4S)Hyp 74s 6.8 33 29

Die Temperaturabhingigkeit der Proteolyse wurde im Bereich von 5-45°C untersucht. Die
Experimente wurden in Intervallen von 4°C durchgefiihrt. Tabelle 12 fasst die iiberraschenden
Unterschiede fiir die 5 Peptide 31-35 zusammen. Einzig fiir Peptid 31 mit der Prolin Einheit
favorisieren sowohl Enthalpie wie auch Entropie das s-trans Konformer (AH<0 und AS>0).
Bei Peptid 33 mit (4R)Azp ist die Enthalpie fiir den s-trans Uberschuss verantwortlich (AH<0
und AS<0). Wihrend die Entropie bei den Peptiden 32, 34 und 35 bei Raumtemperatur fiir ein
negatives AG sorgt (AH>0 und AS>0). Abbildung 29 veranschaulicht das Verhalten von
Kiranseis in Abhdngigkeit der Temperatur. Fiir 31 und 33 nimmt K. e,s mit zunehmender
Temperatur ab wahrend K. ;srqns fiir die Peptide 32, 34 und 35 zunimmt.

Weiterhin féllt auf, dass die Aktivierungsenergie fiir das Peptid 33 mit der (4R)Azp
Aminosdure Einheit deutlich hoher ist, wobei der pri-exponentielle Arrhenius Faktor

ebenfalls sehr hoch ist.
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Tabelle 12: Resultate der temperaturabhingigen Spaltung der Peptide 31-35 mit o-

Chymotrypsin. Mit den Gleichungen 3 und 4 wurde die s-cis—s-trans Isomerisierung
analysiert.

Peptid Amidbindung  AH,y° AS° Ea(c-t) A(c-t) E.(t-c) A(t-c)
(kJ/mol) (KJ/molK) (KJ/mol)  (s)  (KJ/mol) (s

31 Ala-Pro -3.6 4.5 77 2%10" 81 1#10"

33 Ala-(4R)Azp -8.3 -10 96 4%10" 104 110"

32 Ala-(45)Azp 55 26 74 1*#10" 69 5%10"

35  Ala-(4R)Hyp 4.2 34 74 410" 70 7%10°

34  Ala-(4S)Hyp 7.8 38 75 1*#10" 67 1*#10"

In weiteren dynamischen Experimenten186 wird die Forschungsgruppe um Prof. Kiefthaber
untersuchen, ob dieser Unterschied auf eine Verinderung im Grund- oder Ubergangszustand
zuriickzufiihren ist. Es scheint jedenfalls, als ob die Mechanismen wie (4R)Azp und (4R)Hyp
die s-trans Konformation in den Peptiden Suc-Ala-Ala-Xaa-Phe-pNA begiinstigen
unterschiedlicher Natur sind. Ein besseres Verstindnis dieser Unterschiede kann
moglicherweise auch erkldaren, warum Azp und Hyp bei der Stabilisierung von Collagen

Modellpeptiden unterschiedliche Abhéingigkeiten von der Heizrate zeigen.'”
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Abbildung 29: Temperaturabhingigkeit von Ky fiir die Peptide 31 mit Pro (—), 33 mit
(4R)Azp (—), 32 mit (45)Azp (—), 35 mit (4R)Hyp (—) und 34 mit (4S)Hyp (—) berechnet aus
den Werten fiir AH® und AS°.
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3.5. Zusammenfassung Kapitel 3

Die Analyse von 7y-substituierten Prolinderivaten in der Form ihrer acetylierten Methylester
(Ac-Xaa-OMe) sollte erlauben, Tendenzen abzuschitzen, wie sich eine Funktionalisierung
(,,Click* Reaktion oder Reduktion/Acylierung) eines Azidoprolin-haltigen Polyprolin Gertists
auf die Konformation auswirkt. Untersuchungen an den monomeren Systemen Ac-Azp-OH
und Ac-Azp-NMe, und insbesondere einem kurzen Peptid zeigten auf, dass die beobachteten
Effekte das s-cis:s-trans Gleichgewicht betreffend nicht auf die Modellverbindungen und
damit den Methylester beschrinkt sind. Kapitel 4 diskutiert die Ubertragbarkeit der
gefundenen s-cis:s-trans Verhiltnisse fiir Aminoprolin, Acetamidoprolin bzw. Triazolylprolin
Einheiten auf die Polyprolin Struktur.

Dariiber hinaus fiihrten die Resultate zu einem verfeinerten Modell, wie die Konfiguration an
C" des Prolin Derivats das s-cis:s-trans Gleichgewicht beeinflusst. Unbestritten bestimmt ein
gauche Effekt eines elektronegativen Substituenten die Pyrrolidin Ringkonformation. Eine
(4R)-Konfiguration fithrt zu C'-exo, eine (45)-Konfiguration zu C'-endo. Der fiir die
s-cis:s-trans Gleichgewichtslage gewichtige stereoelektronische Effekt ist eine n—w*
Interaktion vom Acetyl Sauerstoffatom zur Carbonylfunktion des C-terminalen
Carbonsiurederivats. Diese Wechselwirkung stabilisiert das s-trans Konformer. Der Einfluss
dieser Interaktion ist wiederum entscheidend vom Winkel um die C*—C(O) Bindung
(Diederwinkel W in einer Peptidkette) abhingig. Eine C'-endo Konformation und
insbesondere ein sterisch anspruchsvoller Substituent, der bei einer (45)-Konfiguration
pseudo-axial steht, verhindern eine Ausrichtung des Methylesters, wie er fiir die n—m*
Interaktion noétig wire (Abbildung 30a im Vergleich zu einer C'-exo Konformation in
Abbildung 30c). Bereits ein Fluorsubstituent der im Vergleich zu einem Wasserstoffatom
einen dhnlichen van-der-Waals-Radius hat (1.35 A bzw. 1.30 A) aber eine langere Bindung
zum Cy-Atom (1.4 Azull A) macht einen deutlichen Unterschied.”” Wenn der Substituent
an C" allerdings eine Wasserstoffbriicke zum Carbonyl-Sauerstoff des Methylesters ausbilden
kann, ergibt das einen Diederwinkel Wy in der Nihe von 140°, der gut zu einer n—m*
Interaktion passt (Abbildung 30b). Unter aprotischen Bedingungen kann diese
Wasserstoffbriicke fiir eine C’-endo Konformation zu einem K,uuyeis Wert von bis zu 5.8
filhren (in CDCl; fiir Ac-[(4S)NHAc-Pro]-OMe (22S)). Dies zeigt, dass nicht alleine die
Pyrrolidin Ring Konformation entscheidend ist fiir eine effektive n—n* Interaktion sondern

die Orientierung der Carbonylgruppen zueinander. Die Bedeutung des Diederwinkels y wird
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deutlich, wenn Kiristallstrukturen von acetylierten Methylestern von Prolinderivaten betrachtet
werden. Im Anhang (Seite 210) sind publizierte Strukturen und teils unverdffentlichte Daten
der Forschungsgruppe Wennemers aufgelistet. Eine n—n* Interaktion fithrt zu einem
Diederwinkel y im Bereich von 140° (bzw. -30°, die Methoxygruppe kann auch vom
Pyrrolidin Ring weg zeigen). Fiir Verbindungen, die keine n—n* Interaktion zulassen (s-cis
Konformation in den Kristallen) findet sich ein Diederwinkel um 180°. In der ab initio
Rechnung der energieirmsten Konformation von Ac-(4S)Azp-OMe (1S) wurde ein
Diederwinkel y von 11° bestimmt, womit die Interaktion vom Azidsubstituenten mit dem

Methylester ebenso minimiert wird wie bei einem Diederwinkel y um 180° "

) ( 0 b) He -0 5
X > OMe X/ OMe
¥

OMe

\\\ n->7*
\ Interaktion

N->70*
Interaktion

Nf o N
Abbildung 30: Modelle fiir die sterische Interaktion des Substituenten X mit Auswirkung auf
den Diederwinkel y und die n—7m* Interaktion in einer C'-endo Konformation von Ac-

(45)Xaa-OMe a) fiir einen Substituenten ohne H-Briickendonor; b) fiir einen Substituenten
mit H-Briickendonor und c) von Ac-(4R)Xaa-OMe fiir eine C’-exo Konformation.

p
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4. Funktionalisierung der helicalen Struktur

In Kapitel 2 dieser Arbeit wurde demonstriert, wie 4-Azidoprolin Einheiten in die Polyprolin
Helix eingebaut werden konnen. Das vorangehende Kapitel 3 wiederum hat die
Moglichkeiten aufgezeigt, die Azidfunktion in monomeren 4-Azidoprolinderivaten zu
funktionalisieren. In diesem Kapitel geht es einerseits darum zu zeigen, wie man die
Azidfunktion in Oligoprolin Peptiden synthetisch nutzen kann. Andererseits wurde deren
Effekt auf die konformationellen Eigenschaften der derivatisierten Oligoproline untersucht.
Es stellt sich die Frage, inwiefern die helicale Struktur bestehen bleibt und ob sich die Trends
von den Untersuchungen an den Modellverbindungen Ac-Xaa-OMe 13-24 aus Kapitel 3 auf
das Gleichgewicht PPI/PPII iibertragen lassen, wenn die Azidfunktion in eine
Ammoniumgruppe (Kapitel 4.2), ein Amid (Kapitel 4.3) oder ein Triazol (Kapitel 4.4)

umgewandelt wurde.

4.1. Die Polyprolin Helix als molekulares Gerust

Abbildung 31 verdeutlicht die Anordnung der Azidfunktionen, wenn beispielsweise jede
dritte  Aminosdure eine (4R)Azp Einheit ist. In der PPII Konformation sind die
funktionalisierbaren Azidgruppen in einer Geraden entlang der Helixachse aufgereiht, mit
einem regelmissigen Abstand von 9.4 A. Dies wird insbesondere bei einem Blick entlang der
Molekiilachse deutlich, wo Prolin Einheiten nahezu deckungsgleich mit dariiber- und
darunterliegenden Einheiten zu liegen kommen. Hieraus ergeben sich interessante Muster fiir
die Derivatisierung der Azidfunktionen und damit Anwendungen der PPII Helix als
molekulares Geriist (sieche Kapitel 1.4 fiir andere molekulare Geriiste). In einer PPI helicalen
Konformation ist der Abstand der Azidfunktionen fiir dasselbe Molekiil mit 5.6 A deutlich
geringer und die relative Anordnung der Substituenten verdndert sich ebenfalls. Die PPI Helix
bietet damit eine weitere definierte Anordnung von funktionalisierbaren Gruppen, wobei die
Abhingigkeit vom Losungsmittel die Anwendung einschrinkt. Hingegen kann es interessant
sein, zwei ineinander iiberfiihrbare Anordnungen zu haben, um eine Art molekularen Schalter
Zu generieren.

Ein Vorteil der Polyprolin Struktur ist, dass bereits kurze Peptide ab 6 Aminosduren eine
stabile PPII Helix ausbilden. Dies wird anhand der CD-Spektren der Peptide Ac-[Pro-
(4R)Azp-Pro],-OH mit n=2-6 (12R, 36R-39R) deutlich (Abbildung 32a). In wissrigem

Phosphat Puffer zeigen die Peptide sehr dhnliche molaren Elliptizititen pro Aminosdure
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(Abbildung 32b). Egal ob 6 oder 18 Aminosdure Einheiten lang, die PPII Helix ist deutlich
ausgebildet und das Signal nimmt nur geringfiigig mit der Kettenlinge zu. Fiir Anwendungen,
die auf die PPI Helix abzielen, bzw. wenn beide ineinander uberfithrbaren Strukturen
erwiinscht sind, sollte das Geriistmolekiil mindestens 9 Aminosédure Einheiten lang sein, da

die PPI Helix erst ab einer Kettenlinge von 9 Einheiten ausgeprigt ist (Abbildung 32c). Die

PPI Helix ist fiir das 6-mer in n-PrOH nicht dominant. Dies gilt genauso fiir Ac-Pros-OH (40)
und Ac-[Pro-(45)Azp-Pro],-OH (36S).

( ~94 A {

Abbildung 31: Modelle von Ac-[Pro-(4R)Azp-Pro],-OH (38R) in einer helicalen PPII
Konformation (oben) und in einer PPI Konformation (unten), jeweils mit der Helixachse
entlang (links) oder senkrecht zu Abbildungsebene (rechts). Die Modelle wurden von Dr.
Sabine Schweizer und Prof. Christian Ochsenfeld bereitgestellt.'”*
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Abbildung 32: a) Peptide 36R, 37R, : und 12R mit einer (4R)Azp Einheit in jeder 3.

Position. b) CD-Spektren dieser Peptide in Phosphat Puffer (10 mM, pH 7.2) und ¢) in n-
PrOH. Die Spektren wurden bei einer Konzentration von 6*10* M pro Aminosiure Einheit
bei 25° C aufgenommen. Peptide 36R-39R wurden analog zu 12R (Kapitel 2.2) synthetisiert.

Diese Art molekulare Geriiste bietet auch die Moglichkeit Protein-Protein Interaktionen zu
untersuchen bzw. zu manipulieren. Dabei kommt zugute, dass es sich bei der PPII Helix um
eine Struktur handelt, die in der Natur als Sekundirstruktur in Proteinen vorkommt. Wie in

der Einleitung beschrieben, gibt es Proteindominen, die Peptidsegmente fiir die eine PPII
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Struktur eine Grundvoraussetzung ist, selektiv erkennen.®’ Wenn ein Peptid erst eine PPII
Helix annehmen muss um die Bindung einzugehen, kostet dies Entropie."®” " Durch den
Einbau von 4-Azidoprolin Einheiten hat man einerseits die hohe Tendenz erhalten eine PPII
Konformation auszubilden, hat aber die Moglichkeit {iiber eine Derivatisierung der

Azidfunktion gezielt eine zusitzliche Wechselwirkung zur Proteindomine einzubauen.

4.2. 4-Aminoprolin in Polyprolin Helices

4.2.1. Synthese von Oligoprolinen mit 4-Aminoprolin Einheiten

Uber die Reduktion der Azidfunktion von 4-Azidoprolin Einheiten in einer Polyprolinstruktur
lassen sich positiv geladene Ammoniumgruppen in die helicale Struktur einbauen. Dies wurde
im Rahmen einer Masterarbeit mit Fabien Monnard demonstriert.'” Die synthetisierten und
analysierten Verbindungen bestanden zu zwei Dritteln aus 4-Aminoprolin Einheiten und zu
einem Drittel aus Prolin Einheiten. Die Idee dahinter war, durch die regelméssige Anordnung
der Ammoniumgruppen, amphiphile Peptide zu generieren. Entsprechend fluoreszenz-
markierte und davon abgeleitete Peptide mit Guanidiniumfunktionen wurden auf ihre
Féahigkeit hin untersucht, die Zellwand von lebenden Zellen zu durchdringen. Erste
Ergebnisse waren sehr viel versprechend und sind Gegenstand von weiteren Untersuchungen
in der Forschungsgruppe Wennemers."' Die 4-Azidoprolin-haltigen Peptide 41S und 41R mit
neun Aminosédure Einheiten wurden auf der festen Phase in Einzelkupplungen hergestellt, wie
in Kapitel 2.2 beschrieben. Die Reduktion der Azidfunktion zu Ac-[(4S)Amp-Pro-(4S)Amp]s-
OH (42S) und Ac-[(4R)Amp-Pro-(4R)Amp];-OH (42R) erfolgte in saurer methanolischer
Losung mit katalytischen Mengen Palladium auf Aktivkohle bei Wasserstoffatmosphire

(Schema 9). Einzig das Endprodukt wurde iiber Umkehrphasen HPLC gereinigt.

r - @ ~Cl ®
Nj N NHs Gl NH,

Pd/C, HCI (aq),
H, (g), MeOH

N N N OH N

\[r RT, 20 h \[r N N OH
0 0 0 0 quant. Umsatz e} o) o) o)
- -3 - -3
41S 42S

Schema 9: Synthese von Ac-[(4S)Amp-Pro-(4S)Amp]s-OH (42S) aus dem entsprechenden
Azp-haltigen Peptid 41S durch Hydrierung der Azidfunktion. Die Gesammtausbeute inklusive
Festphasensynthese und HPLC Reinigung war gering (ca. 5%), obwohl die Umsetzung von
Peptid 41S quantitativ war (HPLC). Das Diasteromer 42R wurde ausgehend von 41R analog
synthetisiert.
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4.2.2. Konformationsanalyse der 4-Aminoprolin-haltigen Oligoproline
24S und 24R

Die NMR Analyse von Ac-(4S)Amp-OMe (24S) und Ac-(4R)Amp-OMe (24R) zeigte fiir
eine (4S5)-Konfiguration einen hoheren s-trans Anteil fiir das Gleichgewicht um die
Prolylamidbindung in D,O (Ky4nseis = 5.7 zu 3.5, Kapitel 3.1.4). Wenn dieselben Krifte auch
im Peptid auf die Prolylamidbindungen wirken, erwartet man aufgrund dieser Werte eine
Stabilisierung der PPII Helix (s-trans Amidbindungen) fiir das Peptid 42S mit den (4S5)Amp
Einheiten. Die helicale Konformation wurde wiederum mit den Losungsmittelstudien
analysiert, die in Kapitel 2.3.1 beschrieben sind. Die CD-Spektren in den verschiedenen
Losungsmittelgemischen Puffer/n-PrOH sind in Abbildung 33 dargestellt. Fiir diese
Untersuchungen wurde ein Phosphat Puffer mit einem pH-Wert von 2 gewihlt, damit die

Aminogruppen protoniert vorliegen.'*?
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Abbildung 33: CD-Spektren von Ac-[(4S)Amp-Pro-(4S)Amp];-OH (428, links) and Ac-
[(4R)Amp-Pro-(4R)Amp]5-OH (42R, recht) in wissrigem Phosphat Puffer (10 mM, pH 2) (e),
25% vol/vol n-PrOH in Puffer (o), 50% n-PrOH (+), 75% n-PrOH (e), 85% n-PrOH (e), 90%
n-PrOH (e), 95% n-PrOH (e), 99% n-PrOH (e) und n-PrOH (e). Die Spektren wurden bei
einer Konzentration von 70 uM bei 25°C aufgenommen.

Das CD-Spektrum von Ac-[(4R)Amp-Pro-(4R)Amp]3-OH (42R) in Puffer ist charakteristisch
fiir eine PPII Helix (Minimum bei 205 nm, Maximum bei 227 nm). Das CD-Spektrum in n-
PrOH zeigt einen iiberwiegenden Anteil der PPI helicalen Konformation (Maximum bei 213
nm, Minimum bei 232 nm). Ab einem Anteil von mehr als 90% n-PrOH beginnt der Anteil
der PPI Helix deutlich zuzunehmen. Diese Daten zeigen, dass mit (4R)Amp Einheiten je nach
Losungsmittel eine der beide helicalen Konformationen von Polyprolin bzw. ein
Gleichgewicht zwischen den beiden Formen vorliegt.

Die Abhingigkeit vom Losungsmittel ist fiir Ac-[(4S)Amp-Pro-(4S)Amp];-OH (42S) viel
geringer. Es wird immer ein PPII dhnliches CD-Spektrum gemessen mit einer positiven

Bande bei 228 nm und einer negativen Bande bei 207 nm. Auch in reinem n-PrOH wird kein
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Umklappen zu mehr PPI helicalem Anteil beobachtet. Dies passt dazu, dass in der
Modellverbindung Ac-(4S)Amp-OMe (24S) nur ein sehr geringer Anteil der s-cis
Konformation  gefunden  wurde. Moglicherweise liegen auch im  Oligomer
Wasserstoffbriicken vor, welche die s-frans Konformation der Prolylamidbindungen und
damit die PPII Helix begiinstigen, wobei hierfiir keine klaren experimentellen Hinweise

gefunden wurden. 193

Es gilt zu bedenken, dass die PPI Helix deutlich kompakter ist als die
PPII Helix. Dadurch kommen bei der Umwandlung von einer PPII Helix in eine PPI Helix die
positiven Ladungen einander nidher, was energetisch ungiinstig ist. Dies gilt aber genauso fiir
das diastereomere Peptid 42R, das trotzdem eine PPI Helix annehmen kann. Fiir das Peptid
428 ist das CD Signal nicht sehr intensiv. Moglicherweise beeinflussen die Ladungen oder

eine potentielle intramolekulare Wasserstoffbriicke die elektronische Struktur der Amid-

Chromophore.

4.3. 4-Acetamidoprolin in Polyprolin Helices

4.3.1. Synthese von Oligoprolinen mit 4-Acetamidoprolin Einheiten

Um den Einfluss von Acetamidoprolinen auf die helicalen Polyprolin Konformationen zu
untersuchen wurden die 9-mere Ac-[(4S)NHAc-Pro)]o-OH (43S) und Ac-[(4R)NHAc-Pro]o-
OH (43R) synthetisiert. Dazu wurden die entsprechenden 4-Azidoprolin-haltigen Peptide 11S
und 11R in Methanol gelost und mit katalytischer Menge Palladium auf Aktivkohle und 4
Aquivalenten Essigsiureanhydrid pro Azidfunktion versetzt. Nach 20 h Riihren unter
Wasserstoffatmosphire bei Raumtemperatur konnten die Zielverbindungen isoliert und iiber

Umkehrphasen HPLC gereinigt werden (Schema 10).

N Ny N NHAc NHAc NHAC]
: : : Pd/C, Ac,0, : : :
H, (g). MeOH
N N N OH N N N OH
Y RT,20n Y|
0 o) o} 0 20% o) o) o) o)
L -3 - -3
11R 43R

Schema 10: Synthese von Ac-[(4R)NHAc-Pro)]y-OH (43R). Die Synthese des
diastereomeren Peptids 43S wurde analog durchgefiihrt ausgehend vom 4-Azidoprolin-
haltigen Peptid 118S.
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4.3.2. Konformationsanalyse der Oligoacetamidoproline 43S und 43R

Die monomeren Modellverbindungen Ac-[NHAc-Pro]-OMe (22S und 22R) wurden in
Kapitel 3.1.3 ausfiihrlich analysiert. In D,O zeigte sich fiir eine (4R)-Konfiguration ein
Kiranseis Wert von 5.8. Man erwartet daher, dass dieses Prolinderivat die PPII Helix
stabilisiert. Auch fiir eine (45)-Konfiguration zeigte sich mit 4.3 ein relativ hoher Wert fiir die
Gleichgewichtskonstante, der dann in CDCl; aufgrund einer intramolekularen
Wasserstoffbriicke nochmals hoher war. Die Konformation der 9-mere 43S und 43R wurde
wieder mittels CD Spektroskopie in verschiedenen Losungsmittelgemischen von wéssrigem
Phosphat Puffer (pH=7.2) und n-PrOH analysiert (Abbildung 34) um zu bestimmen, wie sich

die Acetamidosubstituenten auf die Peptid Konformation auswirken.
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Abbildung 34: CD-Spektren von Ac-[(4S)NHAc-Pro]o-OH (43S) (links) and Ac-[(4R)NHAc-
Pro]o-OH (43R) (recht) in wissrigem Phosphat Puffer (10 mM, pH 7.2) (e), 25% vol/vol n-
PrOH in Puffer (o), 50% n-PrOH (-), 75% n-PrOH (), 85% n-PrOH (e), 90% n-PrOH (e),
92.5% n-PrOH (e), 95% n-PrOH (e), 99% n-PrOH (e). Die Spektren wurden bei einer
Konzentration von 70 UM bei 25°C aufgenommen.

Das CD-Spektrum von Peptid 43R in Puffer ist charakteristisch fiir eine PPII Konformation
(Minimum bei 206 nm, Maximum bei 227 nm). Die Verinderung bei der Zunahme des
Anteils n-PrOH ist dhnlich wie fiir Ac-[(4R)Azp]o-OH (11R) (Abbildung 16). Der Anteil der
PPI Helix wird erst bedeutend mit 99% n-PrOH (Maximum bei 215 nm, Minimum bei 232
nm). Damit stabilisieren (4R)Amp(NHAc) Einheiten die PPII Helix anndhernd so stark, wie
(4R)Azp Einheiten, wie das zu den s-cis:s-trans Verhiltnissen um die Prolylamidbindung in
den Modellverbindungen 1R (1:6.1) und 22R (1:5.7) passt.

Peptid 43S zeigt spezielle CD-Spektren, die weder fiir eine PPI noch eine PPII Konformation
typisch sind. Eine gewisse Ahnlichkeit zur PPII Konformation ist vorhanden. Unabhingig
von der Losungsmittelzusammensetzung erscheint eine positive Bande um 225 nm und eine
negative Bande gegen 190 nm mit einer Schulter um 205 nm. Durch die

Acetamidosubstituenten enthilt das Peptid fiir jede Prolylamidbindung eine zusitzliche
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sekunddre Amidbindung, die ebenfalls zum CD Signal beitragen kann. Es ist nicht
auszuschliessen, dass immer noch eine PPII Konformation vorliegt und durch intramolekulare
Wasserstoffbriicken, wie in der Modellverbindung 22S beobachtet, sich die elektronischen
Eigenschaften der Chromophore veridndert haben und dies zu den beschriebenen Spektren

fiihrt.'*

Die 'H-NMR-Spektren der Peptide 43R und 43S zeigen wiederum hauptsichlich ein
Signal fiir die einzelnen Protonen der neuen Aminosiure Einheiten in D,0. Insbesondere die
neuen Acetylgruppen an den Substituenten sind als ein Singulett auszumachen. Fiir
Anwendungen der PPII Helix als molekulares Geriist, bei dem die Funktionalisierung iiber
Amidbindungen an das Polyprolingrundgertist erfolgt, konnte eine (4R)-Konfiguration an den
substituierten Prolinen vorteilhaft sein, um die beschriebene Unsicherheit mit dem Einfluss

einer Wasserstoffbriicke auszuschliessen.

4.4. Funktionalisierung uber ,,Click“ Chemie

4.4.1. ,Click” Reaktion in Losung

Synthese der Hexatriazole 44R und 44S

Die Azidgruppen von 4-Azidoprolin-haltigen Oligoprolinen konnten ebenfalls iiber die Azid-
Alkin Cycloaddition (,,Click* Chemie) funktionalisiert werden. Als terminales Alkin fiir erste
Testexperimente wurde das kommerziell erhiltliche Methylpropiolat verwendet, das sich fiir
die Loslichkeit der Produkte als vorteilhaft erwies. Schema 11 zeigt die Bedingungen, unter
denen das 18-mer 12R mit einer (4R)-Azidoprolin Einheit in jeder dritten Position in guter

Ausbeute und Reinheit zum Hexatriazol 44R umgewandelt wurde.

(:0ch3

18eq = COZCH3
1.2 eq CuSO4*5H,0
2.4 eq Na ascorbate
H,O : 'BuOH 8:1
40%

Schema 11: Funktionalisierung von Ac-[Pro-(4R)Azp-Pro]e-OH (12R) iiber die ,,Click*
Reaktion mit Methylpropiolat zum Hexatriazol 44R.

Es wurde ein Uberschuss von 3 Aquivalenten Methylpropiolat pro Azidfunktion eingesetzt,
sowie katalytische Mengen von CuSO4*5H,0O und Natriumascorbat in einer Mischung aus

‘BuOH und Wasser. Das Produkt wurde durch Extraktion und anschliessende Fillung mit



65

Diethylether in einer Ausbeute von 40% HPLC rein isoliert. Aus Peptid 12S wurde analog das

Diastereomer 44S synthetisiert.

CD Analyse der Hexatriazole 44S und 44R

Die CD Spektroskopie der funktionalisierten Peptide 44R und 44S zeigte weiterhin eine PPII
Konformation in wissriger Losung (Minima bei 205 nm und Maxima bei 227 nm, Abbildung
35). In n-PrOH dagegen ist nur fiir 44R eine dominierende PPI Konformation zu beobachten
(positive Bande bei 215 nm). 44S zeigt kaum Anteil einer PPI Konformation in n-PrOH. Dies
kann mit der Analyse der s-cis:s-trans Gleichgewichte in den Modellverbindungen 13R und
13S nicht begriindet werden. Fiir die entsprechenden Modellverbindungen mit einem
Triazolylsubstituent war in D,0O eine leichte Bevorzugung der s-trans Konformation mit einer
(4R)-Konfiguration beobachtet worden (Ky,uuscis = 4.7 fiir 13R bzw. 2.7 fiir 13S).

20

e Peptid 44R in Phosphat Puffer (10 mM, pH 7.2)
m Peptid 44R in n-PrOH

% o Peptid 44S in Phosphat Puffer (10 mM, pH 7.2)
o Peptid 44S in n-PrOH

-
o

[®] (103 deg cm2 dmol)
o

-
o
|

-20

T T
200 210 220 230 240 250
Wellenlénge (nm)

Abbildung 35: CD-Spektren der iiber eine “Click* Reaktion funktionalisierten 18-mere 44S
und 44R je in Phosphatpuffer und n-PrOH bei 25°C.

4.4.2. ,Click“ Reaktion an der Festen Phase

Synthese der Pentatriazole 458 und 45R

Effizienter ist es die ,,Click* Reaktion auf der Festen Phase durchzufiihren. Das aufwendige
Optimieren des Loslichkeitsverhaltens kann so umgangen werden. Um zu zeigen, dass zudem
verschiedene Funktionalititen an definierten Positionen des Peptids eingefiihrt werden
konnen, wurden die Verbindungen 45R und 45S synthetisiert. Wie in Schema 12 fiir 45R
dargestellt, wurde dies erreicht in dem alternierend Peptidkupplungsschritte und ,,Click*
Reaktionen durchgefiihrt wurden. Die Synthese startete mit Rink-Amid Harz, das mit Prolin
funktionalisiert wurde. Es folgte eine Peptidkupplung mit dem trimeren Baustein Fmoc-Pro-
(4R)Azp-Pro-OH (7R). In der ersten ,,Click* Reaktion wurde ein 5-facher Uberschuss an
Methylpropiolat, 3.8 Aquivalente ‘Pr,NEt und katalytische Mengen Cul in DMF/THF 1:1
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verwendet. Nach der Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe wurde der nichste trimere Baustein
7R gekuppelt. In den weiteren Cycloadditionen wurden Phenylacetylen, Ethinylanisol und
nochmals Methylpropiolat und Phenylacetylen als Alkin Komponenten eingesetzt. Insgesamt
wurde in 5 Zyklen ein 16-mer mit 5 Triazolylgruppen aufgebaut, wobei 3 verschiedene
Alkine eingesetzt wurden. Die intensive und charakteristische IR Absorption einer
Azidfunktion bei ca. 2100 cm™ wurde ausgeniitzt um den Umsatz der Cycloaddition auf dem
Harz zu verfolgen. Fiir die ,,Click* Reaktionen 1, 2, 4 und 5 waren die Reaktionen nach 12 h
beendet. Einzig fiir die ,,Click* Reaktion mit Ethinylanisol mussten die Reagenzien mehrmals
zugegeben werden (2 Mal fiir 45R und 5 Mal fiir 45S), bis die Azidbande im IR-Spektrum
nicht mehr detektiert wurde. Nach dem Abspalten vom Harz mit einer Mischung aus
TFA/CH,Cl, im Verhiltnis 2:1 wurden die beiden Pentatriazole 45S und 45R mittels HPLC
aufgereinigt. Die Reinheit vor der pridparativen Aufreinigung lag bei ca. 60% fiir diese 17

Reaktionsschritte auf dem Harz.

H-Pro-NH 1) Fmoc-Pro-(4R)Azp-Pro-OH Fmoc-Pro-Azp-Pro-Pro-NH 2) =—CO;Me, Cul, PrNEt
HCTU, Pr,NE, DMF ) DMF/THF 1:1
COQMe Ph COzMe

N‘\S 3) DMF/Piperidin (4:1) !}l_g !}l‘g
N, 4) wiederholen von 1) N. N.

’T‘ 5) wiederholen von 2) mit |
Fmoc-Pro-Pro-Pro-Pro-NH =—Ph Fmoc-Pro-Pro-Pro-Pro-Pro-Pro-Pro-NH

Q QD —
OCHs
Ph CO,CH Ph COLC
N T N‘NT@ N N

) |
N N N

B
N N
Is§eRegeRolegolegolegogegolegologn
O O O O o o o O O O o O o O O O
45R

Schema 12: Synthese des 16-mers 45R, mit alternierenden Peptidkupplungen von Fmoc-Pro-
(4R)Azp-Pro-OH (7R) und ,,Click* Reaktionen auf der Festen Phase.

CD Analyse der Pentatriazole 45S und 45R

Bei der CD spektroskopischen Analyse wurde fiir die beiden funktionalisierten Peptide 45S
und 45R in wissrigem Phosphat Puffer eine PPII Konformation beobachtet (Minimum bei
207 nm bzw. 203 nm, Maximum bei 228nm bzw. 227nm). In 99% n-PrOH wurde nur fiir 45R
ein dominierender Anteil der PPI Konformation nachgewiesen (Maximum bei 214 nm,
Minimum bei 233 nm, Abbildung 36). Eine entsprechende Beobachtung wurde bereits fiir die
Hexatriazole 44S bzw. 44R gemacht.
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Abbildung 36: CD-Spektren der Pentatriazole 45S (links) and 45R (recht) in wissrigem
Phosphat Puffer (10 mM, pH 7.2) (e), 50% n-PrOH (+), 75% n-PrOH (e), 90% n-PrOH (e),
95% n-PrOH (e), 99% n-PrOH (e). Die Spektren wurden bei einer Konzentration von ca. 70
UM bei 25°C aufgenommen. Peptid 45S war in 99% n-PrOH nicht 16slich.

Synthese der Nonatriazole 46S-48S und 46R-46R

Auch die 9-mere Ac-(4S)Azpy-OH (11S) und Ac-(4R)Azpo-OH (11R) wurden auf dem 2-
Chlorotritylharz iiber eine Alkin-Azid Cycloaddition funktionalisiert. Dies gelang fiir die
,Click® Reaktion mit Methylpropiolat, Propargylalkohol und acetyliertem Propargylamin

(wofiir Propargylamin mit Acetylchlorid acetyliert wurde):
NHAc OH OMe
/,{ //{ ’
N\

£ ﬁ) ﬁ)

46

Abbildung 37: Nonatriazole, die iiber eine ,,Click* Reaktion auf der festen Phase mit
acetyliertem Propargylamin (— 46), Propargylalkohol (— 47) bzw. Methylpropiolat (— 48)

synthetisiert wurden.

Die Cycloaddition erfolgte auf dem 2-Chlorotritylharz mit Cul (ca. 0.2 eq) und ‘Pr,NEt (3.8
eq) in einem 1:1 Gemisch aus DMF/THF und 5 Aquivalenten des Alkins pro Azidfunktion.
Normalerweise musste fiir 2 Tage geschiittelt werden, bis die Azidbande im IR-Spektrum
nicht mehr nachzuweisen war. Auf Rink-Amid Harz konnten ,,Click® Reaktionen in CH,Cl,
mit dem aktiveren [Cu(CH3CN)4]PF¢ Katalysator durchgefiihrt werden. Der Chlorotrityllinker
war fiir diese Bedingungen jedoch zu sdurelabil und das Peptid wurde unter diesen
Bedingungen vom Harz abgespalten. Fiir die entsprechenden Reaktionen mit Propargylamin,

195

Phenylacetylen und Propargylhydrazin (Synthese nach K. G. Meyer ) konnte das Produkt



68

nicht isoliert werden. IR-Spektren auf dem Harz und MS-Daten deuten darauf hin, dass die
Schwierigkeit nicht bei der ,,Click® Reaktion der 9 Azidfunktionen lag, sondern in der

Aufarbeitung und insbesondere der Loslichkeit der Produkte.

CD Analyse der Nonatriazole 46S-48S und 46R-46R

Die CD spektroskopische Analyse der sechs Nonatriazole zeigte, dass die Derivatisierung
jeder Aminosdure FEinheit iiber eine ,,Click Reaktion einen starken Einfluss auf die
Polyprolin Grundstruktur hat. Dieser geht iiber das Stabilisieren einer der beiden helicalen
Formen hinaus. Im Gegensatz zu den Modellverbindungen 13-20 (Kapitel 3.1.2) zeigen sich
auch grosse Unterschiede zwischen den verschiedenen Triazolylsubstituenten. Eine mogliche
Ursache ist eine direkte Interaktion von Substituenten untereinander. In Abbildung 38 sind die
CD-Spektren in verschiedenen Losungsmittelgemischen von wéssrigem Phosphat Puffer und

n-PrOH im Einzelnen dargestellt.

20 % 46S | 10 47S I
5 g ~ | | I
5 s - g
Ng ‘ / v:\lg 0 f‘; “‘\-wv Ng
g° 4 g // 7
s g b s
.00 4 o
R 4
":ﬁ CH,NHAc ZOX'} CH,0H
_ | | | | | | ! ! !
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Abbildung 38: CD-Spektren von 46S, 47S, 48S, 46R, 47R und 48R in wissrigem Phosphat
Puffer (10 mM, pH 7.2) (e), 25% vol/vol n-PrOH in Puffer (e), 50% n-PrOH (+), 75% n-
PrOH (e), 85% n-PrOH (e), 90% n-PrOH (e), 92.5% n-PrOH (e), 95% n-PrOH (e), 99% n-
PrOH (e). Die Spektren wurden bei einer Konzentration von 70 UM bei 25°C aufgenommen.
Die Loslichkeit verhinderte teilweise die Aufnahme von Spektren mit hohen n-PrOH
Anteilen.
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Die CD-Spektren von Verbindung 46S mit den Amidfunktionen zeigen eine Abhingigkeit
vom Losungsmittel, die noch stark an das PPI/PPII Gleichgewicht erinnern. In Puffer
bestimmen eine intensive negative Bande bei 203 nm und eine positive bei 224 nm das
Spektrum. Mit der Zunahme von n-PrOH im L&sungsmittelgemisch ist eine Zunahme einer
PPI dhnlichen Konformation verbunden (Maximum bei 213 nm, Minimum bei 233 nm). Fiir
die diastereomere Verbindung 46R ist in Puffer das CD-Spektrum im Wellenldngebereich
210-260 nm &dhnlich wie fiir 46S. Allerdings nimmt die Elliptizitét bei kiirzeren Wellenlingen
wieder zu. Von 85% n-PrOH zu 92.5% n-PrOH verdndert sich das Spektrum sehr stark zu
einer PPI &dhnlichen Konformation (Maximum bei 210 nm, Minimum bei 229 nm).
Ausgenommen in diesem relativ engen Bereich ist die Abhiéngigkeit der Spektren vom
Losungsmittel gering.

Verbindung 47S mit den Alkoholfunktionen war in Losungsmittelgemischen mit hohem n-
PrOH Anteil nicht 16slich. Solange die Loslichkeit gegeben ist, zeigt sich ein PPII dhnliches
Spektrum (Minimum bei 203 nm, Maximum um 223 nm). Die CD-Spektren von 47R zeigen
gewisse Ahnlichkeit zu 46R: in Puffer PPII dhnlich mit Minimum bei 209 nm und Maximum
bei 225 nm und mit 95% n-PrOH in Richtung PPI mit einem Maximum um 209 nm und
einem Minimum bei 229 nm. Fiir 48S und 48R sind die Elliptizititen relativ schwach und
auch die Kurvenformen unterscheiden sich deutlich von zuvor beschriebenen Verbindungen.
Das Signal von 48R, mit einer negativen Bande bei 207 nm und einer positiven Bande bei
234 nm, ist nicht stark abhidngig vom Losungsmittel. Fiir 48S zeigt sich kein isodichroischer

Punkt und das CD Signal dndert sich nicht stetig mit der Zunahme vom Anteil n-PrOH.

Fazit: Funktionalisierung iiber die ,,Click* Reaktion

Die ,,Click* Reaktion eignet sich hervorragend um Azidfunktionen eines PPII helicalen
Geriistmolekiils zu funktionalisieren. Dass auch 9 Azidfunktionen in einem Molekiil
reagieren, zeigt wie effektiv die Cu(I) katalysierte Alkin-Azid Cycloadditionsreaktion ist. Zu
viele Triazolylgruppen mit entweder polaren (Amin, Hydrazin) oder sehr hydrophilen
(Phenyl) Substituenten fiihrten aber zu problematischen Losungsmitteleigenschaften, die eine
Aufreinigung, Charakterisierung und Anwendung dieser Strukturen nicht erlaubten. Um die
PPII Struktur und ihre vorteilhaften Losungseigenschaften beizubehalten, sollte fiir
Anwendungen nicht iiberméssig viele Triazole eingefithrt werden. Die Beispiele lassen
vermuten, dass mit einer (4S5)-Konfiguration die helicale PPII Grundstruktur eher erhalten

bleibt als mit der entsprechenden (4R)-Konfiguration am Prolin.
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Aufgrund der im Rahmen dieser Arbeit untersuchen Beispiele kann keine generelle Regel fiir
den Einfluss einer ,,Click Reaktion auf die Konformation von 4-Azidoprolin-haltigen
Oligoprolinen formuliert werden. Vermutlich beeinflussen auch andere Krifte als gauche
Effekt und n—n* Wechselwirkung das Gleichgewicht und auch die UV-Absorption der
Triazolylgruppen kann einen Einfluss auf das CD-Signal haben. Je nach Substituent am
Triazol sind aber beide Polyprolin Grundstrukturen moglich und ein Umklappen von einer
PPII Konformation in eine PPI Konformation ist gegeben durch eine Anderung des
Losungsmittels. Fiir eine konkrete Anwendung, muss die Konformation neu iiberpriift werden

um zu gewihrleisten, dass die helicale Grundordnung des Oligoprolingeriists erhalten bleibt.
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5. Untersuchungen zum Einfluss von Ladungen,
Temperatur, Kettenlange sowie der Position der 4-
Azidoprolin Einheiten auf das Gleichgewicht zwischen
der PPl und der PPII Helix

Trotz ihrer Bedeutung sind die Faktoren welche die Stabilitdt der Polyproline Konformation
ausmachen nicht gut verstanden.'”® Wasserstoffbriicken wie bei den bekannten Protein
Sekundérstrukturen a-Helix und B-Faltblatt sind nicht beteiligt. Sterische Wechselwirkungen
zwischen den Seitenketten der einzelnen Aminosdureeinheiten (speziell bei Prolin) und
Solvatationseffekte durch die Interaktion mit Wassermolekiilen wurden vorgeschlagen als
Ursachen fiir die Stabilitit der PPII Helix.”**%1971% Creamer er al. haben eine Skala

73,148 1~
Diese

erarbeitet, die die Tendenz jeder Aminosdure angibt, eine PPII Helix anzunehmen.
Untersuchungen an Peptiden, wo einzelne Aminosduren in ein Oligoprolin Peptid eingebaut
wurden, zeigen gewisse Ubereinstimmung mit der Hiufigkeit, mit der die einzelnen
Aminosduren in Polyprolin helicalen Abschnitten in Kristallstrukturen gefunden werden.
Untersuchungen von Raines und Mitarbeiter an Collagen Modellpeptiden kommen zum
Schluss, dass eine n—n* Wechselwirkung innerhalb des Amid Riickgrats eines einzelnen
PPII dhnlichen Stranges einen stabilisierenden Effekt auf die tripel helicale Konformation

9% Unsere Experimente mit 4-Azidoprolin-haltigen Peptiden'”® (Kapitel 2) zeigen, dass

hat
n—n* Wechselwirkungen fiir die Stabilitdt der Polyproline Struktur wichtig sind, wie das von
Raines und Mitarbeitern aufgrund der Geometrie in der PPII Helix postuliert wurde.'

In diesem Kapitel werden Fragestellungen zur Polyproline Struktur diskutiert, die sich aus
den Untersuchungen an den Azidoprolin-haltigen Peptiden ergeben haben:

In Kapitel 5.1 wird der iiberraschend starke Einfluss der Endgruppen auf das Gleichgewicht
PPI/PPII analysiert und mit ab initio Rechnungen abgestiitzt, die in Kollaboration mit Dr.
Sabine Schweizer und Prof. Christian Ochsenfeld durchgefiihrt wurden.'>?

Kapitel 5.2 diskutiert die Temperaturabhéingigkeit der PPII und der PPI Helices. Wihrend die
Beobachtungen zur PPII Helix in unseren Systemen den Daten aus der Literatur entsprechen,
konnten fiir die PPI Helix Zusammenhinge aufgezeigt werden, die nicht bekannt waren. In

1’ wurde dazu ein Modell entwickelt, das die

Zusammenarbeit mit Prof. Jirgen Enge
beobachtete kinetische Hysterese zu beschreiben vermag.
In Kapitel 5.3 werden die konformationsdirigierenden Eigenschaften der 4-Azidoproline

gezielt eingesetzt um die Konformation zu beeinflussen. Aus den thermodynamischen und
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kinetischen Untersuchungen lassen sich Informationen iiber den Ursprung der s-cis:s-trans
Isomerisierung bei der Umwandlung der beiden helicalen Polyprolin Strukturen ableiten.

In Kapitel 5.4 wird die Kettenldingenabhéngigkeit des Gleichgewichts PPI/PPII thematisiert.

5.1. Einfluss von Ladungen an den Endgruppen

Um Aggregationen aufgrund von Ladungseffekten auszuschliessen, werden fiir
Konformationsuntersuchungen oft Peptide mit abgesittigten Enden studiert. Die in Kapitel 2
untersuchten Oligoprolin Peptide waren jeweils am N-Terminus acetyliert und wiesen am C-
Terminus eine freie Carbonsdure auf (Ac-Xaa,-OH). Dies liegt daran, dass Peptide, die auf
Rink-Amid Harz synthetisiert wurden und damit ein Carboxamid am C-Terminus aufweisen,
keine deutliche PPI Struktur in der CD Spektroskopie zeigten. In der Literatur finden sich
ebenfalls keine klaren Beispiele147 einer PPI Struktur mit Carboxamid C-Terminus, obwohl
das nie auf den Terminus zuriickgefiihrt wird.*>1%%212%2 Dafiir werden Effekte der
funktionellen Gruppe am N-Terminus auf das PPI/PPII Gleichgewicht beschrieben, deren
Ursachen aber nicht analysiert werden.?*>>"”

Hier wurde nun in einer systematischen Untersuchung der Einfluss geladener und neutraler

Gruppen an N- und C-Terminus von Oligoprolinen auf die Stabilitdt der Polyprolin Helix

analysiert und mit den Dipolmomenten der helicalen Strukturen in Verbindung gebracht.

5.1.1. Aufbau und Synthese der Modellverbindungen

Um den Einfluss von geladenen und ladungsneutralen funktionellen Gruppen an N- und C-
Terminus auf das Gleichgewicht zwischen den beiden helicalen Konformationen von
Polyprolin zu untersuchen, wurden vier Oligoproline mit 12 Prolin Einheiten synthetisiert, die
sich in den Termini unterscheiden: Peptid Ac-Pro;,-NH, (49) trigt keine Ladungen, Peptid H-
Pro;,-NH, (50) ist bei neutralem pH am N-Terminus positiv geladen, Peptid Ac-Pro;,-OH
(51) weist am C-Terminus eine negative Ladung aus und H-Pro;,-OH (52) liegt unter diesen
Bedingungen als Zwitterion vor mit einer positiven Ladung am N- und einer negativen

Ladung am C-Terminus (Abbildung 39).

49: X = Ac; Y =NH,; Ac-Proj>-NH,
Q/N(%/N y 50: X=H; Y =NH,; TFAH-Pro;>-NH,
X 51: X =Ac; Y =0H; Ac-Proy»-OH
O O 0Ol4

52: X=H; Y=0H; TFAH-Pro;,-OH

Abbildung 39: 12-mer Oligoproline 49-52 mit unterschiedlichen terminalen Endgruppen.



73

Die Peptide wurden auf fester Phase in Einzel-Kupplungen von Fmoc-Pro-OH mit HCTU als
Kupplungsreagenz synthetisiert. Die Peptide 49 und 50 mit dem Carboxamid am C-Terminus
wurden auf Rink-Amid Harz aufgebaut wihrend fiir die Peptide 51 und 52 mit einer
Carbonsdure am C-Terminus 2-Chlorotritylchlorid Harz verwendet wurde. Die Peptide 49
und 51 wurden am Ende der Synthese auf dem Harz mit Ac,O und NEt; in CH,Cl, acetyliert.
Nach dem Abspalten vom Harz wurden die vier Peptide mittels Umkehrphasen HPLC
gereinigt. Die Peptid 50 und 52 wurden damit als TFA Salze isoliert.

5.1.2. Lésungsmittel Studien bei neutralem pH

Um die Stabilitédt der helicalen Polyprolin Strukturen zu vergleichen, wurden die vier Peptide
49-52 mit den in Kapitel 2 eingefiihrten Losungsmittel Studien untersucht. Dafiir wurden die
Konformationen der Oligoprolin Peptide in verschiedenen Mischungen von wéssrigem
Phosphat Puffer (10 mM, pH 7.2) und n-PrOH mittels CD Spektroskopie analysiert. Die
Menge n-PrOH die notig ist, um die Konformation von der in Wasser stabilen PPII Helix in
die PPI Konformation umzuwandeln, ist ein Mass fiir die Stabilitit der PPI Helix relativ zur
PPII Helix.

Abbildung 40a-d zeigt, dass in wissriger Losung alle vier Peptide 49-52 eine PPII
Konformation (Minimum bei 205 nm und Maximum bei 228 nm) annehmen, wihrend mit
zunehmendem Anteil n-PrOH deutliche Unterschiede erkennbar werden. Fiir Peptid 52 mit
Ladungen an N- und C-Termini verschiebt sich das Gleichgewicht der beiden
Konformationen stetig Richtung PPI Helix mit zunehmendem n-PrOH Anteil. Zum Beispiel
ist das CD-Spektrum von Peptid 52 in 95 vol% n-PrOH in Puffer typisch fiir eine PPI Helix
mit einem Maximum bei 213 nm und Minima bei 198 nm und 230 nm (Abbildung 40d,
pinkfarbene Kurve). Im Gegensatz dazu zeigt Peptid 49 mit geschiitzten Endgruppen unter
denselben Bedingungen (95 vol% n-PrOH in Puffer) immer noch eine PPII Helix (Abbildung
40a, pinkfarbene Kurve). Einzig in reinem n-PrOH gleicht das CD-Spektrum von 49 einer PP
Helix (Abbildung 40a, blaue Kurve). Dass einzig das neutrale Peptid 49 kaum PPI Helix
Anteil aufweist, zeigt, dass die Ladungen an den Endgruppen einen gewichtigen Einfluss
haben.

Der Vergleich der Peptide 50 und 51 erlaubt es den Unterschied einer Ladung am C- oder am
N-Terminus zu analysieren. Wihrend 95 vol% n-PrOH nétig sind um die Umwandlung bei
Peptide 50 mit einer positiv geladenen Ammoniumgruppe (Abbildung 40b, Kurve) zur PPII

Konformation einzuleiten, reichen 75 vol% n-PrOH um einen idhnlichen Anteil PPI
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Konformation zu erhalten mit Peptid 51, das eine negative Ladung am Carboxylat C-
Terminus tragt.

Abbildung 40e, wo die Intensitit des CD Signals bei 213 nm gegen den Anteil n-PrOH
aufgetragen ist, fasst diese Resultate zusammen. Sie zeigt deutlich, dass der Anteil n-PrOH,
der notig ist um eine PPI Konformation zu erreichen, ansteigt von Peptid 52 zu 49. Damit
steigt die relative Stabilitdt der PPI Helix von Peptid 52 zu 49. Die Resultate demonstrieren
aber nicht nur, dass Ladungen an den Termini die PPII Helix relativ zur PPI Helix
destabilisieren, sondern auch dass eine negative Ladung am C-Terminus einen deutlich

grosseren Einfluss hat als eine positive Ladung am N-Terminus.
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Abbildung 40: CD-Spektren der Oligoprolin Peptide 49 (a), 50 (b), 51 (c) und 52 (d) in
Mischungen von wissrigem Phosphat Puffer (10 mM, pH 7.2) und n-PrOH (Angabe in
vol/vol % n-PrOH in Puffer). Die Spektren wurden bei einer Konzentration um 50 uM bei
25°C aufgenommen. Die Loslichkeit der beiden Peptide 51 und 52 mit Carboxylat C-
Terminus erlaubt keine Aufnahme von Spektren in reinem n-PrOH. Fiir Peptid 50 wurde
zusitzlich ein Spektrum in 97.5% n-PrOH (e) aufgenommen. (e) CD Signal bei 213 nm fiir
die Peptide 49-52 aufgetragen gegen den Anteil n-PrOH in Puffer.
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5.1.3. Wechselwirkung der Ladungen mit dem helicalen Dipol Moment

Bei genauerem Betrachten der beiden Konformationen PPI und PPII féllt auf, dass die
Carbonyl Bindungen in der PPI Helix ndherungsweise entlang der Helixachse ausgerichtet
sind, wihrend sie in der PPII Helix senkrecht dazu stehen (Abbildungen 11 (Seite 14) und
41).'* Diese unterschiedliche Anordnung macht die Polarisation der beiden Helices deutlich
verschieden. Das Dipol Moment einer einzelnen Amidbindung zeigt vom partiell negativ
geladenen Carbonyl Sauerstoffatom hin zum Carbonyl Kohlenstoffatom und macht ca. 3.5
Debye aus.”” In der PPI Helix summieren sich diese einzelnen Amid Dipole, die alle vom N-
Terminus zu C-Terminus ausgerichtet sind. In der PPII Helix hingegen zeigen die einzelnen

Dipole zur Helixachse hin und heben sich ndherungsweise gegenseitig auf.

+ 1]
b - O=C - + O -
HN Q@ o 7@ #C00 HN# “wm W “Was-C00

Abbildung 41: Schematische Darstellung einer PPI Helix (links) und einer PPII Helix
(rechts) mit Ausrichtung der Carbonyl Funktionen in Relation zu den terminalen Ladungen.

Quantenchemische Rechungen, die von Dr. Sabine Schweitzer und Prof. Christian Ochsenfeld
durchgefiihrt wurden, bestiitigten diese von Modellen abgeleiteten Erwartung.'”* Fiir das
ungeladene Peptid Ac-Pro;;-OMe in einer PPI Konformation wurde ein Dipolmoment von 54
Debey in der Gasphase berechnet, das hauptsidchlich entlang der Helixachse verlduft.
Dasselbe Molekiil in der PPII Helix hat lediglich ein Macro-Dipolmonet von 10 D, wobei
auch hier der Hauptanteil entlang der Helixachse vom N- zum C-Terminus ausgerichtet ist.””
Die Rechnungen erlauben es damit zu verstehen was geschieht, wenn Ladungen an den
Endgruppen eingefiihrt werden. Diese Ladungen, positiv am Ammonium N-Terminus und
negativ am Carboxylat C-Terminus, interagieren mit den einzelnen Amid Dipolen und fiihren
zu einer Stabilisierung beider Helices. Allerdings ist diese Stabilisierung in der PPI Helix
deutlich grosser. Neben der Ausrichtung der Dipolmomente kommt auch zu tragen, dass die
PPI Helix deutlich kompakter ist (5.6 A Ganghdhe gegen 9.4 A fiir eine PPII Helix,
Abbildungen 11 (Seite 14) und 41). Damit sind die terminalen Ladungen in der PPI
Konformation ndher an den Dipolen, was zu einer stdrkeren Stabilisierung fiihrt. Fiir das
zwitterionische Peptid 52 sind zusitzlich auch die beiden gegensitzlichen Ladungen an den
Endgruppen in der PPI Helix weniger weit voneinander getrennt. Eine Umwandlung in die

PPII Form bedingt eine energetisch ungiinstige grossere Ladungsseparation.
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5.1.4. Einfluss des pH-Werts auf die Konformation

Wenn es die Ladungen an den Endgruppen sind, die die PPI Helix stabilisieren, miisste sich
der Einfluss der freien Amin-Funktion und der Carbonsdure an den Termini stark vom
Protonierungszustand abhidngen. Um dies zu testen, wurden die CD-Spektren der Peptide 49-
52 zusitzlich in Mischungen von n-PrOH und Puffer mit pH Werten von 2.0 bzw. 11.7
analysiert und mit den CD-Kurven mit neutralem Puffer verglichen. Abbildung 42 zeigt die
CD-Spektren bei 95% n-PrOH und 5% Puffer. Wie erwartet dndern sich die Spektren von
Peptid 49, dessen Endgruppen abgesittigt sind, nicht. Dafiir zeigen die anderen Peptide

bemerkenswerte Unterschiede.
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Abbildung 42: CD-Spektren von 49 (a), 50 (b), 51 (c), 52 (d) und 53 (e) in Mischungen von
jeweils 95 vol% n-PrOH in 5% wissrigem Phosphat Puffer 10 mM, pH 7.2 (o), 5%
wissrigem Phosphat Puffer 10 mM, pH 2.0 (*), und 5% Glycin Puffer 10 mM pH 11.7 (e).
Die Spektren wurden bei einer Konzentration um 50 uM bei 25°C aufgenommen. f) CD-
Spektrum von Peptid 51 in 95 vol% n-PrOH in wéssrigem Phosphat Puffer10 mM, pH 7.2 (o)
und Probe die zusitzlich mit NaCl gesittigt ist (e).

Peptid 50 mit einem freien Amin am N-Terminus, das in basischer Umgebung keine Ladung
trigt, nimmt bei pH 11.7 eine PPII Konformation ein. Solange dieses Peptid eine positive
Ladung am N-Terminus trigt (pH 7.2 und 2.0) iiberwiegt die PPI Konformation.

Entsprechend nimmt Peptid 51 im sauren Milieu eine PPII Konformation an, wenn die
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Carbonsdure protoniert und damit nicht mehr geladen ist, wihrend in neutralem und
basischem Milieu eine PPI Konformation vorliegt. Fiir beide Peptide 50 und 51 ist das CD-
Spektrum des neutralen Molekiils dhnlich zu dem vom acetylierten Carboxamid Peptid 49.
Die Spektren von Peptid 52, das nur noch eine Ladung trigt in basischer bzw. saurer
Umgebung gleichen den Spektren von 51 respektive 52 bei pH 7.2.Abbildung 42d zeigt, dass
der Erhalt einer Ladung am C-Terminus (im basischen Milieu) einen grosseren Einfluss auf
die Stabilitdt im Vergleich zu einer Ladung am N-Terminus (im Sauren). Dies ist im Einklang
mit der Beobachtung dass Peptid 51 PPI mehr favorisiert als Peptid 50 in den
Losungsmittelstudien bei pH 7.2, was auch die ab initio Rechnungen'*” aussagen.

Eine Erkldrung dieses Unterschiedes konnte in der elektrostatischen Abstossung vom C-
terminalen Carboxylat und dem Sauerstoff der benachbarten Amidbindung begriindet sein.
Wie in Kapitel 3.3.2 (Abbildung 25) dargestellt, verringert sich Kj4uycis von 3.4 auf 0.8 fiir
Ac-Pro-OH wenn die Carbonsédure deprotoniert wird in D,O. Im Gegenzug ergibt sich am N-
Terminus keine derartige elektrostatische Interaktion aufgrund der Ladung die das s-cis:s-
trans Gleichgewicht der N-terminalen Amidbindung stark verdndert. Dies zeigt sich
beispielsweise mit H-Ala-Pro-NH; wo K45 fiir das geladene Molekiil 6.3 betrdgt und mit
einem Wert von 7.7 nur geringfiigig #ndert fiir das neutrale Molekiil.® In Kapitel 5.3 wird die
Bedeutung der C-terminalen Amidbindung fiir das PPI/PPII Gleichgewicht genauer
analysiert.

Diese deutliche Abhingigkeit vom pH Wert unterstiitzt die Erkldrung, dass ein positiv
geladener N-Terminus und ein negativ geladener C-Terminus die PPI Helix stabilisieren. Ein
weiteres Indiz ist die Erhohung des PPII Helix Anteils, wenn die Losungen mit NaCl geséttigt
werden. Mit einer erhohten Ionenstiarke wird der elektrostatische Einfluss von Ladungen an
den Termini geringer und die PPI Helix entsprechend weniger stabilisiert (Abbildung 42f am
Beispiel von Peptid 51).

Zusitzlich wurde ein Peptid synthetisiert, das wie Verbindung 51 (Ac-Pro;»-OH) am N-
Terminus acetyliert ist und am C-Terminus die freie Sdure aufweist, jedoch als C-terminale
Aminosdure Einheit ein (45)-Aminoprolin tragt: Ac-Pro;;-(4S)Amp-OH (53, Schema 13).
Dazu wurde Ac-Pro;;-(4S)Azp-OH (54) mit Pd/C und H»(g) in MeOH hydriert.

Bei neutralem pH ist dieses Peptid am C-Terminus deprotoniert. Die negative Ladung wird
aber kompensiert durch das protonierte Amin der Aminoprolin Einheit. Wenn die Interaktion
der Ladungen mit den Amid-Dipolen elektrostatischer Natur ist, sollte die PPI Konformation
damit weniger stark stabilisiert sein als in Peptid 51. Das CD-Spektrum des Aminoprolin-

haltigen Peptids 53 in 95 vol% n-PrOH und 5 vol% Puffer pH 7.2 zeigt tatsdchlich deutlich
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weniger Anteil PPI Helix (Abbildung 42c,e). Wenn die C-terminale Carbonsiure protoniert
ist (pH 2.0) bleibt die positive Ladung am Aminoprolin in der Nihe des C-Terminus. Wie
erwartet fiihrt dies zu einer PPII Konformation. Nur wenn das Amin nicht protoniert ist (pH
11.7), wird eine PPI Konformation beobachtet. Peptid 53 unterstiitzt damit die Erkldrung, dass

es zu einem gewichtigen Teil die Ladung ist, welche die Konformation beeinflusst.

PR

Schema 13: Synthese von Ac-Proj;-(4S)Amp-OH (53) ausgehend vom Peptid
Ac-Pro;1-(45)Azp (54).

5.1.5. Zusammenfassung der Endgruppen Effekte auf das Gleichgewicht
zwischen der PPI und der PPII Helix

Die Untersuchungen an den Peptiden 49-52 haben gezeigt, dass das Gleichgewicht zwischen
den beiden helicalen Konformationen PPI und PPII stark von den terminalen funktionellen
Gruppen abhidngt. Quantenmechanische = Rechnungen und der Einfluss des
Protonierungszustandes zeigen, dass die Ladungen entscheidend sind. Eine positive Ladung
am N-Terminus und noch stirker eine negative Ladung am C-Terminus stabilisieren die PPI
Helix relativ zur PPII Helix aufgrund der Interaktion mit den Amid Dipolen. Ein dhnlicher
Effekt ist auch fiir die o-Helix bekannt.*'**'? Sie besitzt wie die PPI Konformation einen
grossen Macro-Dipol. In der o-Helix fithren geladene Endgruppen aber zu einer
destabilisierenden Interaktion, da die Amid Carbonyl Funktionen mit dem Sauerstoffatom
zum C-Terminus zeigend nédherungsweise parallel zur Helixachse angeordnet sind.
Entsprechend destabilisieren Ladungen an den terminalen Endgruppen einer a-Helix diese
Sekundérstruktur. Dass Ladung/Dipol Interaktionen auch bei B-Peptid Strukturen die

Stabilitit beeinflussen®'>?2!

, zeigt, dass dies ein allgemeines Phianomen in wohlgeordneten
Sekundérstrukturen ist.

Aus diesen Erkenntnissen ergeben sich zudem zwei wichtige Punkte fiir Anwendungen von
Polyprolin Strukturen, die so nicht bekannt waren. Damit ein Peptid eine PPI Helix annehmen
kann, sollte am C-Terminus eine Carbonsdure Funktion vorliegen. Wenn am C-Terminus

keine negative Ladung vorhanden ist, wird es schwer einen grossen Anteil PPI Konformation

zu beobachten. Umgekehrt wird eine moglichst stabile PPII Helix (gerade in hydrophilerer
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Umgebung) erreicht indem die Endgruppen so modifiziert werden, dass keine Ladungen
auftreten.

Zudem zeigen diese Untersuchungen, dass man die Umwandlung von einer der beiden
helicalen Konformationen in die andere auch durch einen pH Sprung auslosen kann. Es
braucht immer noch einen hohen Anteil n-PrOH, die Konformationsinderung durch die
Zugabe von Sidure oder Base auszulOsen, ist experimentell einfacher als wenn die
Zusammensetzung des Losungsmittels gedndert werden muss und kann mehrmals gedndert

werden ohne die Konzentration der Probe stark zu veridndern.
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5.2. Temperaturabhangigkeit der PPIl und PPI helicalen
Konformationen

Neben dem Losungsmittel hingt die Stabilitit einer Konformation auch von der Temperatur
ab (falls AH® # 0). Um die Stabilitdt von Protein Sekundirstrukturen zu diskutieren, wird oft
die thermische Denaturierung verfolgt. Dies ermoglicht die Angabe eines Schmelzpunktes
(Ty), der aussagt, bei welcher Temperatur die freie Enthalpie (die eigentlich die Stabilitét
angibt) gleich 0 ist. Es ist bekannt, dass die PPII helicale Konformation von Oligoprolinen in
wissriger Losung aber auch nahe am Siedepunkt von Wasser erhalten bleibt, 148196216217
Uber das Verhalten der PPI Helix beim Erhohen der Temperatur ist hingegen wenig bekannt.
Die einzige Publikation die dazu gefunden wurde, macht zu ein und demselben Peptid
gegensitzliche Angaben.196 Deshalb werden hier die vier Peptide Ac-Pro,-NH; (49), H-Pro,-
NH, (50), Ac-Pro;;-OH (51) und H-Pro;,-OH (52) auf ihre thermische Stabilitdt hin
untersucht. Die Losungsmittelstudien (Kapitel 5.1) haben gezeigt, dass fiir diese vier Peptide

mit unterschiedlichen Endgruppen deutliche Differenzen in der Stabilitit der helicalen

Konformation betreffend Losungsmittel auftreten.

5.2.1. Einfluss der Temperatur auf die PPIl Helix

Die CD-Spektren der vier untersuchten Peptide 49-52 mit unterschiedlichen funktionellen
terminalen Gruppen in wissrigem Phosphat Puffer, zeigen keine substanziellen

Veridnderungen im Temperaturbereich von 10°C-80°C (Abbildung 43a fiir 51).

-28
a) b) ﬁ}
0 3
= -32
g f & f
S s
N £
£ he]
5 & ]
-§"20 9 g -36 J
2 3
== @
@ =
— -40
Qo
-40
0
44 ..d
190 200 210 220 230 240 250 5 500 40 &0 8o

Wellenlidnge (nm) Temperatur (°C)

Abbildung 43: a) CD-Spektrum von Ac-Proj;-OH (51) in Phosphat Puffer bei 10°C (e),
50°C (X) und 80°C (o). b) CD Signal bei 205 nm in Abhéngigkeit der Temperatur fiir Peptid
49 (@), 50 (Xx), 51 (o) und 52 (o) gelost in Phosphat Puffer.
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Die Intensitit des Minimums bei 205 nm nimmt mit zunehmender Temperatur kontinuierlich
leicht ab, was auf eine erhohte Flexibilitdt der Konformation zuriickgefiihrt wird. Aber wie
Abbildung 43b zeigt, bleibt die Grundstruktur fiir alle 4 Peptide mit 12 Prolin Einheiten
gleichermassen erhalten. Es ist keine Denaturierung oder sonst eine Veridnderung der PPII

Struktur zu beobachten.

5.2.2. Einfluss der Temperatur auf die PPl Helix

Um den Einfluss der Temperatur auf die PPI Helix zu untersuchen, wurden CD-Spektren der
Peptide 49-52 in 99% n-PrOH und 1% Phosphat Puffer (10 mM, pH 7.2) bei verschiedenen
Temperaturen aufgenommen. Insbesondere fiir das Peptid 50 (H-Pro;,-NH, Abbildung 44a)
ergibt sich eine starke Abhidngigkeit des CD-Signals von der Temperatur. Es zeigt sich
zudem, dass dhnlich den Losungsmittel Studien ein isodichroischer Punkt erkennbar ist. Die
Differenz der Spektren bei 80°C und 5°C ist in Abbildung 44b dargestellt. Es @hnelt einem
CD-Spektrum der PPII Helix. Ebenso gleichen sich die CD-Spektren von Peptid 50 in 99%
n-PrOH bei 80°C und von 95% n-PrOH bei 25°C (Abbildung 44c). Dies deutet darauf hin,
dass beim Erhitzen das Gleichgewicht von der PPI zur PPII Konformation verschoben wird,

wie das auch in einer Publikation von R. Raines und Mitarbeitern angedeutet wird.'*®
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Abbildung 44: CD-Spektren von H-Pro;,-NH; (50) in 99% n-PrOH und 1% Phosphat
Puffer. a) Spektren alle 2.5 °C im Temperaturbereich von 10-80°C. Das Maximum bei 213
nm nimmt ab, mit zunehmender Temperatur. b) Differenz der CD-Spektren bei 80°C und 5°C.

c) Spektrum bei 80°C (e) im Vergleich zum Spektrum bei 25°C in 95% n-PrOH und 5%
Phosphat Puffer (o).

Fiir das Peptid 52 ist die Anderung des CD Signals durch die Temperaturerhshung geringer
(siehe Abbildung 45a im Vergleich zu 44a fiir Peptid 50 bez. 45b fiir Peptid 51). Dies kann
mit der grosseren Stabilitit der PPI Helix fiir dieses zwitterionische Molekiil begriindet

werden. Eine deutlichere Abhingigkeit von der Temperatur kann fiir dieses Peptid unter
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Bedingungen mit weniger n-PrOH Anteil erreicht werden (mit 90 % n-PrOH und 10 % Puffer
nimmt die Elliptizitit bei 213 nm von 3*10* degem®dmol™ auf 1*10* degem®dmol™ ab). Die
Losungsmittelstudien haben gezeigt, dass das PPI/PPII Gleichgewicht unter diesen
Bedingungen labiler ist (siehe Kapitel 5.1). Peptid 49 das kaum eine PPI Helix ausbildet, zeigt
ebenfalls eine Verdnderung zur PPII Helix hin (Abbildung 45c¢). Alle CD Experimente deutet
darauf hin, dass unabhingig vom Peptid das Gleichgewicht von der PPI Helix hin zu PPII
Helix verschoben wird durch Erhitzen der Proben. Das zeigt wiederum die thermische

Stabilitit der PPII Helix von Oligoprolinen auf.
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Abbildung 45: Verinderung des CD Signals beim Erhitzen von 25°C (o) auf 80°C (e) fiir
eine Probe in 99% 1-PrOH und 1% Puffer. a) H-Pro,,-OH (52). b) Ac-Pro,-OH (51) ¢) Ac-
Pro;»-NH; (49) in 99% 1-PrOH.
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5.2.3. Hysterese Effekt bei der Umwandlung PPI/PPII

Abbildung 46a zeigt nochmals den Verlauf des CD-Signals fiir das Peptid H-Pro;,-NH,; (52)
bei 213 nm, wenn mit einer konstanten Rate erhitzt und danach mit der derselben
Geschwindigkeit wieder abgekiihlt wird. Je hoher das CD-Signal bei 213 nm ist, desto mehr
PPI Konformation liegt vor. Auffallend ist eine starke kinetische Hysterese, wie sie auch fiir
die Faltung/Entfaltung der Collagen Tripelhelix beobachtet wird.”'’® Eine schnellere
Temperatur Anderung fiihrt zu einem verstirken Unterschied der Heiz- und Abkiihlkurven.

In Zusammenarbeit mit Prof. Jiirgen Engel vom Biozentrum wurde ein einfaches kinetisches
Modell fiir diese thermische Umwandlung erarbeitet. Die resultierende Differentialgleichung
wird iterativ mit dem Programm MicroMath® Scientist® for Windows™ Version 2.1

(MicroMath, Inc. Saint Louis, MO, USA) gel6st.



83

a)4o b) 40 C)
30 E\.\\ 30 =

\ ] )
| - A\ ) \ —\
10 \ 4
Q&
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100 20 40 60 80
Temperatur (°C) Temperatur (°C) Temperatur (°C)

Abbildung 46: a) CD-Signal von H-Pro;,-NH; 50 (37 uM in 99% n-PrOH und 1% Phosphat
Puffer) bei 213 nm in Abhingigkeit er Temperatur bei einer Heizrate von 1 K/min (e), 0.5
K/min (e) und 0.1 K/min (®) bzw. einer Kiihlrate von 1 K/min (), 0.5 K/min (®) und 0.1
K/min (®). b) und c) nach einem kinetischen Hysterese Model gefittete Kurven (—) fiir die
experimentelle Heiz- (®) bzw. Kiihlrate (®) von 1 K/min. b) fiir H-Pro;,-NH, 50, c) fiir H-
Prog-OH 55.
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Dem Modell liegt die differentielle Gleichung fiir ein zwei Zustandsgleichgewicht (hier
PPI/PPII) zugrunde mit zwei Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten erster Ordnung:

ki d[PPII]
PPI Konformation =———=  PPIlI Konformation

K-

=k, -[PPI]-k_ -[PPII] (1)

Ausgedriickt im Grad der Umwandlung F ergib das:

dF

[PPI]

Co

und [PPII]=(1-F)-c, gilt. F geht damit gegen 1, wenn nur die PPI

wobel F =

Konformation vorliegt, respektive gegen 0 wenn das Gleichgewicht auf der Seite der PPI

Konformation liegt. Die mittlere molare Elliptizitit (6(7T)) wurden folgendermassen in F

ausgedriickt:
OT) = Oppy +F - (Oppy =Oppy ) (3)
Uber die Heizrate (p) wird die Zeitabhingigkeit eingefiihrt:
Tr=T7,,+tpt &
Die  Aktivierungsenergie (E,) kommt von der Temperaturabhingigkeit der
Geschwindigkeitskonstanten nach Arrhenius. ko wird als Reaktionsgeschwindigkeits-

konstante bei Ty = 273°C eingefiihrt:

E, 1 1

k(T)=ky-e® ™" (5
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Die Relation der Gleichgewichtskonstanten zur Enthalpie und Entropie ermdoglicht auch ein

—AH"-T-AS
Anpassen dieser Parameter durch das Fitten der experimentellen Graphen: K(T)=e¢ &7

und k_, =k, - K. Fiir das Heizen und Abkiihlen wird derselbe Mechanismus einfach mit

anderen Startbedingungen verwendet. Beim Autheizen ist der Startwert fiir das Gleichgewicht
auf der Seite der PPI Konformation, beim Abkiihlen zu ca. 80% bei der PPII Konformation.
Wie Abbildung 46b zeigt, kann dieses kinetische Hysterese Modell die experimentell
beobachteten CD-Werte gut beschreiben, insbesondere die starke Hysterese. Folgende
Parameter werden fiir das mathematische Anpassen der Kurven verwendet: die Enthalpie
AH®, die Entropie AS°, die Geschwindigkeitskonstante k; fiir die Umwandlung von PPI nach
PPII bei 0°C und die dazugehorige Aktivierungsenergie E,. Unabhingig von der Heizrate
(0.1, 0.5 oder 1 K/min) und der Konzentration des Peptids (111 uM, 37 uM oder 18 uM)
findet man folgende Werte:

AH° = 30-35 kJ/mol;

AS° =94-109 J/(mol*K);

ki (0°C) = 7%107-1%10°s™";

E, = 75-84 kJ/mol.

Die Umwandlung von einer PPI Helix zu einer PPII Helix unter den beschriebenen
Bedingungen ist endotherm. Auf eine Erhohung der Temperatur reagiert das System mit einer
Verschiebung des Gleichgewichts zur PPII Konformation hin wobei die Entropie zunimmt.
Die Aktivierungsenergie entspricht der Erwartung fiir eine Prolyl s-cis:s-trans Isomerisierung.
Die Reaktionsgeschwindigkeitskonstante bei 80°C wurde zusitzlich in einem unabhingigen
Temperatursprung Experiment bestimmt. Die Anderung des CD-Signals bei 213nm einer
zuvor bei 10°C equilibrierten Probe wurde bei 80°C zeitlich verfolgt und nach einem
Geschwindigkeitsgesetzt erster Ordnung analysiert. Der so erhaltene Wert von 0.0054 s™ ist
vergleichbar zum Wert von 0.0034 s'l, der mit dem kinetischen Hysterese Modell bestimmt
wurde (ko (0°C) wurde nach Arrhenius auf k; bei 80°C umgerechnet unter Beriicksichtigung

von E,). Das bekriftigt die Bedeutung dieses Modells.

Auswirkungen fiir H-Pros-OH 55

Die Analysen von anderen Peptiden haben gezeigt, dass man bei tiefen Temperaturen sehr
vorsichtig sein muss, um sicher zu stellen, dass sich die Peptid Losung im Gleichgewicht
befindet. Ein extremes Beispiel wurde mit H-Prog-OH 55 beobachtet (Abbildung 46¢). Eine
Stammlosung dieses Peptids in Puffer (PPII Konformation) wurde mit n-PrOH verdiinnt und

tiber Nacht im Kiihlschrank gelagert. Diese Bedingungen erlaubten kein Einstellen des
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Gleichgewichts. Aufgrund der tiefen Temperaturen und der hohen Aktivierungsenergie war
die PPII Konformation wie eingefroren. Erst im CD-Experiment, als die Temperatur langsam
erhoht wurde, konnte sich die, unter diesen Bedingungen, thermodynamisch stabilere PPI
Helix ausbilden (Anstieg des CD-Signals bei 213 nm). Das Maximum in der Kurve kommt
dadurch zustande, dass ab einer gewissen Temperatur dann die positive Enthalpie
iiberwiegen, dass also eine Erh6hung der Temperatur die PPII Helix bevorzugt.

Das kinetische Hysterese Modell kann auch diese Beobachtung qualitativ wiedergeben. Es

muss dazu lediglich der Startwert fiir das Erhitzen angepasst werden (hier 5% PPI zu Beginn).

Zusammenfassung: Einfluss der Temperatur auf die helicalen Konformationen
Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die PPII Konformation in Wasser gegeniiber dem
Erhitzen der Losung &dusserst stabil ist. In n-PrOH/Puffer Mischungen nimmt der
Gleichgewichtsanteil der PPI Helix beim Erhitzen einer Probe zu Gunsten der PPII
Konformation ab. Dabei wurde erstmals fiir Polyprolin zwischen Erhitzen und Abkiihlen eine
starke Hysterese beobachten. Hysterese Effekte sind eher von physikalischen Prozessen
bekannt, wie dem Betrachten von magnetischen, elastischen, elektrischen oder
flissigkristallinen Eigenschaften von Stoffen. Aber auch in biologischen Systemen wird das
Phinomen beschrieben. Fiir SNARE-Proteine, die bei der Fusion von intrazelluldren
Membranen wichtig sind, wird zum Beispiel auch eine biologische Relevanz der gefundenen
Hysterese in der Komplexbildung diskutiert.”'®

Dadurch, dass die Probe wihrend der Temperaturinderung nicht im Gleichgewicht ist,
werden auch kinetische Prozesse beobachtet. Mit Prof. Jiirgen Engel ist es gelungen die
Hysterese mit einem einfachen Modell zu beschreiben, das auch eine quantitative
Beschreibung des Gleichgewicht PPI/PPII erlaubt. In Kapitel 5.4 wird diese Analyse

verwendet, um die Kettenldngenabhéngigkeit des Gleichgewichts zu diskutieren.
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5.3. Wo startet die Umwandlung zwischen den beiden helicalen
Konformationen?

Ein wichtiges Forschungsfeld in der biophysikalischen Chemie ist die Proteinfaltung. Das
Beschreiben dieser komplexen Prozesse ist immer noch eine grosse Herausforderung. Ein
besseres Verstindnis von s-cis:s-trans Isomerisierungen, die oft geschwindigkeitslimitierend
sind fiir die richtige Faltung von Proteinen, ist daher erstrebenswert.

Das Betrachten der Polyprolin Strukturen erlaubt es eine Konformationsinderung zwischen
zwei geordneten Strukturen zu beobachten, wihrend normalerweise in der Proteinfaltung die
Struktur des denaturierten Zustandes schlecht beschrieben ist. Trotzdem ist die Umwandlung
eines Oligoprolin Molekiils von einer PPI Helix in eine PPII Helix oder umgekehrt ein
komplexer Prozess. Die wichtigste Anderung, die es zu vollziehen gilt, ist die Drehung aller
Amidbindungen um 180°. Diese s-cis:s-trans Isomerisierungen bendtigen hohe
Aktivierungsenergien um 80 kJ/mol.>"® Dabei stellt sich die Frage, wie die einzelnen
Isomerisierungsreaktionen ablaufen. Im Rahmen dieser Arbeit konnte in den CD
spektroskopischen Untersuchungen nie eine dritte Konformation neben der PPI und der PPII
Helix nachgewiesen werden. Egal ob die Umwandlung durch eine Losungsmittel- (Kapitel
2.3.1), eine pH- (Kapitel 5.1.4) oder eine Temperatur Anderung (Kapitel 5.2.2) induziert
wurde, ist fiir alle Oligoprolin Peptide ein isodichroischer Punkt in den CD-Spektren
erkennbar, wenn die CD-Spektren zu verschiedenen Zeiten nach dem Einleiten der
Konformationsidnderung iibereinander gelegt werden. Dies =zeigt, dass wihrend der
Umwandlung PPI/PPII keine grosseren Anteile einer weiteren Konformation angehéuft
werden. Wenn man an einem Modell versucht Amidbindungen zu drehen, erkennt man relativ
rasch, dass die entstehenden Knicke (Nahtstellen von PPI Helix zu PPII Helix) in der Helix
starke sterische Konflikte auslosen.*® Die Vermutung liegt nahe, dass sich die Isomerisierung
kooperativ durch ein Molekiil hindurch zieht und Molekiile mit einem Knick rar sind, was
wiederum zur Frage fiihrt, wo die s-cis:s-trans Isomerisierungen beginnen. Mit den 4-
Azidoprolin Bausteinen haben wir grundsitzlich die Moglichkeit die beiden Seiten einer
Polyprolin Helix zu unterscheiden. Diese Moglichkeit zur Differenzierung des C- und N-
terminalen Abschnitts der Helix sollte eine Aussage zum Ausgangspunkt der Isomerisierung
erlauben. Mutter und Mitarbeiter haben das auf dhnliche Weise mit Pseudoprolin Einheiten
versucht.”! Aufgrund ihrer Daten konnte aber keine Aussage getroffen werden, was auf den
ungeniigenden Einfluss der s-cis Priferenz von einer Pseudoprolin Einheit zuriickgefiihrt

wurde.
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In der Literatur findet sich auch sonst keine klare Antwort auf diese Frage. Oft zitiert werden

NMR Untersuchungen von Torchia und Bovey**'

sowie enzymatische Untersuchungen von
Brandts und Mitarbeitern.”> Die beiden Publikationen gelangen allerdings zu
entgegengesetzten Schlussfolgerungen. Die NMR Daten machen den N-Terminus als
Startpunk aus fiir die Umwandlung von der PPII zur PPI Konformation, und aufgrund der
Messungen von Brandts wird der C-Terminus als Startpunk auserkoren. Beide Analysen
gehen von nicht bewiesenen Annahmen aus, was beide Argumentationen nicht schliissig
macht. Schliesslich findet sich eine interessante quantenmechanische Publikation von Farmer
und Hopfinger223 zu dieser Frage. Ein Vergleich der berechneten Aktivierungsenergien fiir die
verschiedenen Moglichkeiten der Umwandlung von einer PPI Helix zu einer PPII Helix
macht einen Start am C-Terminus am wahrscheinlichsten.

Hier soll nun mit einem thermodynamischen sowie einem kinetischen Ansatz {iberpriift

werden, ob experimentelle Hinweise auf einen Start der Umwandlung PPI Helix— PPII Helix

am C-Terminus gefunden werden konnen.

5.3.1. Synthese der Modellpeptide

Um die verschiedenen Abschnitte einer Oligoprolin Helix zu differenzieren wurden 12-mere
synthetisiert, wobei 4-Azidoprolin Einheiten in Viererblocken in der Mitte des Peptids, am C-
und am N-Terminus eingebaut wurden (Tabelle 13, Peptide 56S-58S und S6R-58R). Die
Resultate aus Kapitel 2 haben gezeigt, dass der Einbau von (4R)Azp anstelle von Prolin
Einheiten die PPII Helix relativ zur PPI Helix stabilisiert, wéhrend (4S)Azp Einheiten eine
PPI Helix stabilisieren. Als Referenz wurden Ac-Pro;>-OH (51), sowie Peptide mit einer Azp
Einheit in jeder dritten Position untersucht (Tabelle 13, Peptide 38S und 38R). Diese Peptide
38R und 38S bestehen, wie die Peptide mit den Viererblocken, zu zwei Dritteln aus Prolin
Einheiten und einem Drittel aus 4-Azidoprolin Einheiten.

Fin anderer Ansatz, die beiden Enden der Helix zu unterscheiden, ist der Einbau von
Aminosduren mit einem primédren Amin. Fiir diese wird eine N-terminale Amidbindung in der
s-cis Konformation unwahrscheinlich. Hier wurden Tyrosin Einheiten jeweils mit einer
Glycin Einheit als Abstandhalter am C- oder am N-Terminus an ein 12-mer Oligoprolin
Peptid angesetzt (Tabelle 13, Peptide 59 und 60).

Die Peptide wurden auf fester Phase (2-Chlorotritylchlorid Harz) in Einzel-Kupplungen von
Fmoc-Pro-OH, Fmoc-(4R)Azp-OH (2R), Fmoc-(4S)Azp-OH (2S), Fmoc-Gly-OH und Fmoc-
Tyr-OH mit HCTU als Kupplungsreagenz synthetisiert und am Ende der Synthese auf dem
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Harz mit Ac,O acetyliert. Nach dem Abspalten vom Harz wurden die Peptide mittels

Umkehrphasen HPLC gereinigt.

Tabelle 13: Modell Peptide, die synthetisiert wurden mit dem Ziel die beiden Enden der
Helix zu differenzieren.

Peptid

Ac-[(45)Azp]s-[Prols-OH 56S
Ac-[Pro]4-[(4S)Azp]s-[Pro]4-OH 57S
Ac-[Pro]s-[(4S)Azpls-OH 58S
Ac-[(4R)Azp]s-[Pro]s-OH 56R
Ac-[Pro]s-[(4R)Azp]s-[Pro]4-OH 57R
Ac-[Pro]g-[(4R)Azp]4-OH 58R
Ac-Pro;,-OH 51
Ac-[Pro-(45)Azp-Pro],-OH 38S
Ac-[Pro-(4R)Azp-Pro]4-OH 38R
Ac-Proj,-Gly-Tyr-OH 59
Ac-Tyr-Gly-Pro;,-OH 60
Ac-Pro;-(45)Azp-OH 54

5.3.2. Betrachtung der Gleichgewichtslage

Die Peptide aus Tabelle 13 wurden in Losungsmittelstudien CD-spektroskopisch analysiert,
analog zur Methode in Kapitel 2.3.1. In Puffer liegt jeweils eine PPII Konformation vor. Mit
der Zunahme von n-PrOH im Losungsmittelgemisch nimmt der Anteil der PPI Konformation
zu. Die unterschiedlichen Tendenzen eine PPI Konformation auszubilden, werden ausgeniitzt
um die Peptide zu vergleichen. Wie erwartet, stabilisieren die Peptide mit (4R)Azp Einheiten
(56R-58R) die PPII Helix und jene mit (4S)Azp Einheiten (56S-585S) die PPI Helix.
Abbildung 47 zeigt dies jeweils fiir die diastereomeren Verbindungen 56, 57 und 58. Je hoher
das CD-Signal bei 213 nm ist, desto grosser ist der Anteil der PPI Konformation. Ein
Vergleich der 3 diastereoisomeren Paare untereinander zeigt, dass der Unterschied von
(4S)Azp-haltigen Peptiden zu denen mit (4R)Azp Einheiten fiir diejenigen Peptide am
grossten ist, welche die Azp Einheiten am C-Terminus tragen. 58S zeigt die deutlichste
Tendenz zur Ausbildung einer PPI Helix und fiir S8R wird die geringste Tendenz zu einer PPI

Helix nachgewiesen. Dies zeigt eindeutig, dass der Einbau von Azp Einheiten am C-Terminus
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einen grosseren Einfluss auf die Konformation hat, als wenn diese sich am N-Terminus oder

in der Mitte des Peptids befinden.
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Abbildung 47: CD-Signal bei 213 nm aufgetragen gegen den Anteil n-PrOH in Phosphat
Puffer (10 mM, pH 7.2). Links: 56S (o) und S6R (e), Mitte: 57S (o) und 57R (e), Rechts:
58S () und S8R (e).

Wird aber nur eine (4S)Azp Einheit direkt am C-Terminus eingebaut (Peptid 54) lisst sich
kein deutlicher Unterschied zum 12-mer Oligoprolin Peptid 51 nachweisen (Abbildung 48a).
Wenn die vier Azp Einheiten gleichmissig iiber das Peptid verteilt sind (Peptide 38), ist der
unterschiedliche FEinfluss von (4R)Azp und (4S5)Azp Einheiten auf das PPI/PPII
Gleichgewicht wieder gut zu beobachten (Abbildung 48b) und ist vergleichbar stark wie bei
den Peptiden 56 und 57, bei denen der Viererblock am N-Terminus oder zentral gelegen ist.

Um die Konzentration von Peptiden gut bestimmen zu konnen, wird gelegentlich eine Tyrosin

196, 224

Einheit an einem Ende angehingt. Die UV Absorption der aromatischen Seitenkette von

8 die Konzentration des

Tyrosin erlaubt es iiber das Lambert-Beersche Gesetz”!
entsprechenden Peptids zu bestimmen. Normalerweise wird eine Glycin Einheit als
Verbindungsstiick zwischen dem Tyrosin-Tag und dem Peptid eingefithrt, um die
Beeinflussung der UV Absorption durch das zu untersuchende Peptid gering zu halten. Bei
einer Wellenldnge von 276 nm wurde in 6 M Guanidinium-hydrochlorid bei einem pH-Wert
von 6.5 ein molarer Extinktionskoeffizient € von 1450 M 'cm’! bestimmt, was dann fiir ein
beliebiges Peptid mit einer Tyrosin Einheit ndherungsweise verwenden werden kann.”?

Die CD Analyse zeigt jedoch, dass die Position, an der dieser Tyrosin Anhang eingebaut
wird, eine grosse Rolle spielen kann, wenn die Konformation des Peptids betrachtet wird.
Befindet er sich am N-Terminus eines 12-mer Oligoprolins (Peptid 60) ist eine PPI
Konformation nach wie vor moéglich, am C-Terminus (Peptid 59) behindert er aber das
Ausbilden einer PPI Konformation. Selbst in reinem n-PrOH ist das Gleichgewicht nicht klar

auf der PPI helicalen Seite (Abbildung 48c). Beide Peptide haben zwei sekundire
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Amidbindungen (60 am C-Terminus und 59 am N-Terminus) fiir die eine s-cis Konformation
energetisch sehr unvorteilhaft ist. Anscheinend kann der Oligoprolin Teil des Peptids die
Umwandlung zur PPI Helix deutlich besser ausbilden, wenn die Amidbindungen welche die
erforderliche s-cis Konformation nicht annehmen konnen, am N-Terminus sind und sich am

C-Terminus damit eine Prolylamidbindung befindet.
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Abbildung 48: CD-Signal bei 213 nm aufgetragen gegen den Anteil n-PrOH in Phosphat
Puffer (10 mM, pH 7.2) a) 51 (©) und 54 (e), b) 38S (©) und 38R (e), ¢) 60 (o) und 59 (e).

Wie schon in Kapitel 5.1 bei der Analyse von Ladungen an den Endgruppen festgestellt
wurde, zeigen diese Resultate, dass der C-Terminus einen grosseren Einfluss als der N-
Terminus hat, wenn es darum geht eine PPI Helix auszubilden. Dies legt die Vermutung nahe,
dass bei einer Umwandlung von einer PPII zu einer PPI Helix die Isomerisierung der

Amidbindungen vom C-Terminus ausgeht.

5.3.3. Kinetische Beschreibung der Umwandlung PPl — PPII

Mittels CD Spektroskopie lédsst sich auch die zeitliche Abhingigkeit der Umwandlung von
einer PPII zu einer PPI Helix nach einer sprunghaften Losungsmitteldnderung gut
beobachten.””" **° Im Nachfolgenden wird versucht diese kinetische Umwandlung zu
beschreiben.'™

Abbildung 49a zeigt wie sich das CD-Spektrum des Peptids Ac-Pro;,-OH (51) iiber die Zeit
verdandert, wenn eine in Phosphat Puffer equilibrierte Probe zum Zeitpunkt Null so mit n-
PrOH verdiinnt wird, dass die Losung dann zu 95% aus n-PrOH und zu 5% aus Phosphat
Puffer besteht. Jede halbe Stunde wurde bei 25°C ein Spektrum aufgenommen. Man kann die
Umwandlung von der anfangs beobachteten PPII Helix zur PPI Helix gut am Anstieg der
mittleren molaren Elliptizitit bei 213 nm erkennen. In Abbildung 49b sind die Messpunkte

der mittleren molaren Elliptizitit bei 213 nm gegen die Zeit aufgetragen. Eine Analyse mit
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einem Geschwindigkeitsgesetz erster Ordnung ergibt die Kurve, die in Abbildung 49b
eingezeichnet ist. Die damit bestimmte unimolekulare Geschwindigkeitskonstante fiir die
Umwandlung von einer PPII zu einer PPI Konformation ist unabhéngig von der gewihlten

Wellenldnge. Die Halbwertszeit betrit ca. 1,5 Stunden bei 25°C.
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Abbildung 49: a) CD-Spektren von Ac-Pro;,-OH (51) aufgenommen alle 30 Minuten (bis 7h)
nach der Zugabe von n-PrOH zu einer Losung in Phosphat Puffer (10 mM, pH 7.2). Die
Konzentration betrug 50 uM, die Temperatur 25°C und der vol/vol Anteil n-PrOH 95%, b)
Mittlere molare Elliptizitit aufgetragen gegen die Zeit. Neben den Messpunkten (®) aus
Abbildung a ist die angepasste Kurve fiir eine Kinetik erster Ordnung (Gleichung 1)
eingezeichnet. Rechts davon sind die Werte der resultierenden Reaktionsgeschwindigkeits-
konstanten k bei drei verschiedenen Wellenldngen angegeben.

Die Konzentration des Peptids hat keinen signifikanten Einfluss auf die Reaktions-
geschwindigkeitskonstante, was die Analyse nach einer Kinetik erster Ordnung rechtfertigt.
Beispielsweise wurde fiir Ac-Pro;;-(4S)Azp-OH (54) das CD Signal bei 25°C und 213 nm fiir
die drei Konzentrationen 50 uM, 19 uM und 6 pM verfolgt und der Wert variiert lediglich
von 0.00018 5™ zu 0.00016 5™ bzw. 0.00015 s™".
Wenn aber alle 5 Sekunden ein Messpunkt aufgenommen wird, kann zu Beginn eine
Verzogerung beobachtet werden (Abbildung 50 fiir Ac-Pro;,-OH (51) bei 50°C). Die
Anpassung mit einer Kinetik erster Ordnung kann den Beginn der Kurve nicht gut
wiedergeben. Eine Verbesserung ergibt sich, wenn zwei exponentielle Terme verwendet
werden (Gleichung 2, wobei eine Amplitude negativ wird) bzw. ein sequentieller
Mechanismus mit zwei unimolekularen Reaktionen (Gleichung 3, ergibt selbe k’s wie
Gleichung 2) verwendet wird.
y=A-e"+A e+ C (2)
1

y=A-[1+ (ke =k, e+ C 3)

27 M
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Die Abweichungen der Messwerte zur angepassten Kurve zeigen allerdings immer noch einen

systematischen Fehler.
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Abbildung 50: Zeitlicher Verlauf des CD Signals (—) bei 213 nm von Ac-Pro;,-OH (51) bei
50°C nach der Zugabe von n-PrOH zu einer Losung in Phosphat Puffer (10 mM, pH 7.2) mit
angepasster Kurve nach Gleichung 3 (—).

Da aber die langsamere der beiden Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten sich nicht von jener
unterscheidet, die mit einer einfachen Kinetik erster Ordnung bestimmt wurde (k = 0.00154 s
' zu k = 0.00155 s™), wird im folgenden Kapitel die Kinetik der Peptide nach Gleichung 3
analysiert und einzig die langsamere Geschwindigkeitskonstante betrachtet. Die
Aktivierungsenergie der langsameren Reaktionsgeschwindigkeitskonstante, bestimmt nach
Arrhenius, entspricht der Erwartung an eine s-cis:s-trans Isomerisierung (fiir Ac-Pro;,-OH
(51): EA = 84 kJ/mol). Die Halbwertszeit verkiirzt sich damit von 1.5 Stunden bei 25°C auf
7.5 Minuten bei 50 °C (siche Abbildung 49b und 50). Die schnellere
Reaktionsgeschwindigkeitskonstante, dessen Amplitude ca. 6% der gesamten Anderung des
CD Signals ausmacht, hat eine geringere Aktivierungsenergie. Uber molekulare Urspriinge
dieser Reaktion kann nur spekuliert werden. Es konnte sich um eine andere
Konformationsénderung neben der s-cis:s-trans Isomerisierung handeln. Fiir einen Vergleich

unter den Peptiden kann diese Unsicherheit vernachlédssigt werden.

5.3.4. Vergleichende Resultate der kinetischen Analyse

Die zuvor fiir Peptid 51 ausgefiihrten Uberlegungen zur Kinetik gelten soweit auch fiir die
Peptide 56-58. Dies fiihrt uns wieder zur eingangs formulierten Frage nach dem Start der
Umwandlung PPI/PPII zuriick. Entsprechend sind in Tabelle 14 die Geschwindigkeits-
konstanten aufgefiihrt, die aufgrund von CD Messungen bei 50°C nach einer Losungsmittel-
dnderung von reinem Puffer zu 95 vol % n-PrOH in Puffer anhand von Gleichung 3 bestimmt
wurden. Es fillt auf, dass einzig Peptid 58S, das die vier (45)Azp Einheiten am C-Terminus
aufweist, deutlich schneller eine PPI helicale Konformation annimmt. Die anderen funf

Isomere mit einem Block von vier Azp Einheiten haben eine Reaktionsgeschwindigkeits-
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konstante um 2 * 10~ s, wie auch das Prolin Referenzpeptid 51. Die Azp Einheiten am C-
Terminus jedoch fithren zu einem Wert der um einen Faktor 2 schneller ist. Ein Faktor 2 ist
kinetisch betrachtet nicht sehr gross, aber aufgrund der zahlreichen vergleichenden Peptide
und der guten Reproduzierbarkeit sicherlich signifikant.

Wie schon in den thermodynamischen Losungsmittelstudien ist zwischen 51 und 54 kein
Unterschied auszumachen. Eine einzelne (45)Azp Einheit am C-Terminus vermag weder das
Gleichgewicht zur PPI Konformation zu verschieben noch die Umwandlung zu beschleunigen
im Vergleich zu einer Prolin Einheit. Hingegen beeinflussen vier aufeinander folgende
(48)Azp Einheiten sowohl die Gleichgewichtslage wie auch die Kinetik der Umwandlung,

jedoch nur sofern sie sich am C-Terminus befinden.

Tabelle 14: CD spektroskopisch bestimmte unimolekulare Geschwindigkeitskonstanten (k)
fiir die Umwandlung von einer PPII zu einer PPI Helix bei 50°C in 95% n-PrOH und 5%
Phosphat Puffer und Halbwertszeit (t;» = In(2)/k).

Peptid k Tip

Ac-[(4S)Azp]4-[Pro]s-OH 56S 1.6 % 107s " 7.2 min
Ac-[Prols-[(4S)Azpls-[Pro]s-OH 57S 1.9 % 107%™ 6.1 min
Ac-[Pro]s-[(4S)Azp]4,-OH 58S 4.6 %107 2.5 min
Ac-[(4R)Azp4-[Pro]s-OH 56R 2.1*%107%! 5.5 min
Ac-[Prol4-[(4R)Azpls-[Pro]4~-OH 57R 2.4 %107 5.8 min
Ac-[Prols-[(4R)Azp],-OH 58R 2.1%107%" 5.5 min
Ac-Pro;,-OH 51 1.7 %107 6.8 min
Ac-Pro-(4S)Azp-OH 54 1.8 %107 6.4 min

Tabelle 15 zeigt den Unterschied von Peptid 58S zu S8R, 51 und auch 54 nochmals fiir 25 °C
auf. Die Trends bleiben klar erhalten. Wenn einzig aufgrund der beiden Temperaturen 25°C
und 50°C die Aktivierungsenergie nach Arrhenius bestimmt wird, ergibt sich eine Erhohung
der Aktivierungsenergie fiir S8R mit den (4R)Azp Einheiten und eine Erniedrigung fiir 58S
mit den (4S)Azp Einheiten, wie das auch die Studie mit den Chymotrypsin Substraten 31-35
in Kapitel 3.4 gezeigt hatten. Wie in diesen kurzen Peptiden ist der unterschiedliche Einfluss
von (4S)Azp im Vergleich zu Prolin in einer Polyprolin Struktur deutlicher als von (4R)Azp

zu Prolin.
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Tabelle 15: CD spektroskopisch bestimmte unimolekulare Geschwindigkeitskonstanten (k)
fiir die Umwandlung von einer PPII zu einer PPI Helix bei 25°C in 95% n-PrOH und 5%
Phosphat Puffer inklusive der Halbwertszeit (t;») und der Aktivierungsenergie (E,).

Peptid k tin E,

Ac-[Prols-[(4S)Azp]4-OH 58S 3.7% 107%™ 31 min 79 kJ/mol
Ac-[Prols-[(4R)Azp]4-OH 58R 1.1% 107%™ 105 min 90 kJ/mol
Ac-Pro;»,-OH 51 1.3% 10! 89 min 84 kJ/mol
Ac-Pro;;-(4S5)Azp-OH 54 1.2% 107! 96 min 87 kJ/mol

5.3.5. Zusammenfassung: Startpunkt der Isomerisierung

In wissriger Losung ist die PPII Helix eindeutig die stabilere Struktur. Nur mit einem hohen
n-PrOH Anteil gelingt es, die PPI Helix auszubilden. Wie sowohl thermodynamische und
kinetische Messungen belegen, ist diese Umwandlung zur PPI Helix begiinstigt, wenn s-cis
favorisierenden (4S)Azp Einheiten am C-Terminus eingebaut werden. Sind diese am C-
Terminus positioniert, ist ihr Einfluss auf die Gleichgewichtslage und die
Umwandlungsgeschwindigkeit klar stirker, als wenn die vier Einheiten am N-Terminus oder
in der Mitte des Peptids eingebaut werden. Dies unterstiitzt die These, dass bei einer
Umwandlung von einer PPII in eine PPI Konformation die s-cis:s-trans Isomerisierungen
vom C-Terminus ausgehen. Der Einfluss auf jene Amidbindungen die zuerst isomerisieren,
wird sich stiarker bemerkbar machen. Interessanterweise reicht aber eine einzelne (45)Azp
Aminosdure am C-Terminus nicht aus um einen Unterschied zu erkennen.

Die Untersuchungen haben im Weiteren gezeigt, dass eine sekundire Amidbindung
C-terminal zu Oligoprolinen das Ausbilden einer PPI Helix stark einschrinkt. Um eine PPI
Helix auszubilden, sollte die negative Ladung der C-terminalen Carbonséure direkt an einem

Prolin Derivat positioniert sein.
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5.4. Einfluss der Kettenlange

Ab initio Rechnungen von Dr. Sabine Schweizer und Prof. Christian Ochsenfeld zeigen, dass
die PPI Konformation mit zunehmender Kettenlinge mehr und mehr bevorzugt wird.'??
Bereits in Kapitel 4.1 wurde darauf hingewiesen, dass fiir die Serie Ac-[Pro-(4R)Azp-Pro],-
OH, n=2-6 (12R, 36R-19R) die PPI Helix erst ab 9 Aminosduren deutlich ausgebildet ist,
wihrend die Zunahme der Intensitit des CD-Signals pro Aminosdure in Puffer mit
zunehmender Kettenldnge gering ist. Dies entspricht auch der Beobachtung fiir die reinen
Oligoprolin Peptide Ac-Pro,-OH, n=6, 9, 12, 15, 18 (Peptide 40, 9, 51, 61, 10) und wurde
bereits von Rothe und Mitarbeiten®” fiir Oligoproline mit bis zu 40 Einheiten beschrieben mit
der Aussage, dass ab 15-20 Einheiten das PPII CD-Signal von Polyprolin erreicht wird.
Vermutlich kommt diese Zunahme im CD Signal daher zustande, dass endstindige Prolin
Einheiten, die eine gewisse Flexibilitdt aufweisen, mit zunehmender Kettenldnge weniger ins
Gewicht fallen.”

Abbildung 51 fasst die Kettenlingenabhédngigkeit fiir Oligoproline von 6-18 Einheiten im
Losungsmittelgemisch n-PrOH/Phosphat Puffer zusammen. Das CD-Signal bei 213 nm
(Maximum der PPI Konformation) ist in Abhingigkeit des Anteils n-PrOH in Puffer
dargestellt. Fiir beide Serien Ac-Pro,-OH (n=6, 9, 12 und 18) und H-Pro,-OH (n=6, 12, 18)
begiinstigen lingere Kettenldngen das Ausbilden einer PPI Konformation bei hohem Anteil n-

PrOH.

\ \ \ \
60-f — 60— -
Ac-Pro,-OH ; H-Pro,-OH {
T 40 T 40
o o
o 3 o p
§ 20 ‘ § =20 7
] f ] %/
o o
[y) [y)
2 0 2 0
9 / s /7%
K ./J K
20 ;_././I O 20 T/'//ﬂ
O.IO 04 0.8 O.IO 04 0.8
Anteil n-PrOH in Puffer Anteil n-PrOH in Puffer

Abbildung 51: Losungsmittel induzierte Umwandlung der beiden helicalen Konformationen
PPI/PPII fiir Ac-Pro,-OH (links) und H-Pro,-OH (rechts) mit n=6 (e, 40 bzw. 55), n=9 (e, 9),
n=12 (e, 51 bzw. 52) und n=18 (e, 10 bzw. 62). Das CD-Signal bei 213 nm ist gegen den
Anteil n-PrOH in Phosphat Puffer (10 mM, pH=7.2) aufgetragen. Die Konzentrationen lagen
bei 6%10™* M pro Aminosiure Einheit.
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Es zeigt sich damit fiir diese relativ kurzen Kettenldngen eine Abhédngigkeit wie sie fiir
Polyproline mit mittleren Kettenldngen bis zu 217 Einheiten von J. Engel und G. Schwarz im
Losungsmittelgemisch n-BuOH/Benzylalkohol aufgrund von polarimetrischen Messungen
beschrieben wurde**’

Fiir die Peptide H-Proc-OH (55), H-Pro;,-OH (52) und H-Pro;s-OH (62) wurde iiber die in

und stiitzt die eingangs beschriebenen ab initio Rechnungen.

Kapitel 5.2 eingefiihrte kinetische Hysterese AH®, AS°, und die Aktivierungsenergie (E,) im
Losungsmittelgemisch n-PrOH/Phosphat Puffer 9:1 bestimmt (Tabelle 16). Fiir die
Umwandlung PPI — PPII ergibt sich iiberraschenderweise eine Abnahme der Enthalpie AH®
mit der Kettenldnge. Moglicherweise triagt dazu die Coulomb-Energie bei, die benétigt wird
um die terminalen Ladungen weiter voneinander zu entfernen. Hierfiir muss bei einem 6-mer
deutlich mehr Energie aufgewendet werden als fiir das 12- bzw. das 18-mer. Da auch die
Reaktionsentropie mit zunehmender Kettenldnge unter diesen Bedingungen abnimmt, ergeben

sich nur geringe Unterschiede in AG®, die im Bereich des Fehlers liegen.

Tabelle 16: AH®, AS° und E, fiir die thermische Umwandlung der Peptide 63, 52 und 62 im
Losungsmittelgemisch n-PrOH/Phosphat Puffer 9:1 bestimmt mittels kinetischer Hysterese.

Peptid AH° AS°® E,
H-Prog-OH 55 62 kJ/mol 188 Jmol 'K! 108 kJ/mol
H-Pro;,-OH 52 53 kJ/mol 162 Jmol'K! 99 kJ/mol

H-Pro;s-OH 62 48 kJ/mol 150 Jmol 'K! 92 kJ/mol
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6. Kontrolle der Superstruktur eines chiralen
organischen Halbleiters mit einer einzelnen Aminosaure

In diesem Kapitel werden Prolinderivate untersucht, die durch eine ,,Click* Reaktion mit
einem Quaterthiophen Rest funktionalisiert wurden. Oligo- und Polythiophene gehoéren zu
den am héufigsten verwendeten Systemen fiir organisch elektronische Anwendungen. Sie
bilden die aktiven Komponenten von organischen Leuchtdioden, Solarzellen und
Transistoren.”””**® In Zusammenarbeit mit Eva Schillinger und Prof. Peter Biuerle von der
Universitait Ulm wurde versucht diese Eigenschaften mit der Organisationsfihigkeit von
Peptiden zu verbinden. Die Organisation von organischen (Halb-) Leitern auf einer
Oberfliche ist entscheidend fiir die physikalischen Eigenschaften und damit die Leistung von
nanoelektronischen Einheiten.”® Chirale Uberstrukturen von Oligo- und Polythiophenen mit

chiralen Substituenten sind bereits beschrieben worden>***

, allerdings nie in Verbindung
mit einer einzelnen Aminosdure. Die im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten

Hybridmolekiile zeigten eine interessante Selbstorganisation.

6.1. Synthese der Hybridmolekiile

Nachdem in den bislang diskutierten ,,Click* Reaktionen die Art der Alkin-Komponente eine
untergeordnete Rolle beigemessen wurde und das Oligoprolin Riickgrat den Hauptteil der
Konformation bestimmte, geht es nun darum iiber das Acetylen spezifische strukturelle
Eigenschaften in das Molekiill einzubauen, fiir Anwendungen im Bereich der
Materialwissenschaften. Dafiir wurde in Ulm eine Synthese fiir das Monoacetylen
substituierte Quaterthiophen 63 entwickelt (Schema 14). Eine Vilsmeyer-Haack Formylierung

des symmetrisch Dodecyl-bifunktionalisierten Quaterthiophes 64 fithrte zum Aldehyd 6S.

CioHos Ci2Hzs
se A N\ s |\ a) s. M N\ s [\
\ /S N\ / S 63% \ /S N\ /J S \O
Cy2Hzs Ci2Hzs
64 65 O o

< _OMe
Ci2Hzs )J\H/P\
OMe
— N®
9% \V/ S N/ S ==
CioHas 66

63
a) POCI; (1.5 eq), DMF (1.5 eq), 1,2-Dichlorethan, 1.5 h, RT ; b) 66 (10 eq), K,COj3 (18 eq), 20h, RT.

Schema 14: Synthese des Acetylens 63.
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Dieser wurde unter Ohira-Bestman Bedingungen235’236 in das Alkin 63 umgewandelt. Die
Cycloaddition des Alkins 63 mit einem Boc-geschiitzten 4-Azidoprolin wurde in CH,Cl, mit
[Cu(CH3CN)4]PFs und Kupfer Pulver als Katalysator durchgefiihrt. Fiir alle drei
Prolinderivate Boc-(25,4S)Azp-OH (67S), Boc-(2R,4R)Azp-OH (67S-ent) und Boc-
(25,4R)Azp-OMe (SR) (hier wurde der Methylester nach der ,,Click® Reaktion verseift)
wurde das entsprechenden Triazol 68S, 68S-ent und 68R in guten Ausbeuten synthetisiert

(Schema 15).
Ci2Has

N3
sc I\ s_ /Y /
CioHzs °o°
63 67S-ent
0.2 eq [Cu(CH5CN),]PFg
0.2 eq Cu Pulver 92%
CH,Cly, RT
(@]
C1oHas \>~\\OH
\s/ /S\ \s/ /S\ Al NBoc
N=N

68S-ent

Schema 15: ,Click® Reaktion zwischen Oligothiophen 63 und Azidoprolin 67S-ent zum
Quaterthiophen-Amiosdure Hybridmolekiile 68S-ent.

Boc-(25,45)Azp-OH (67S) und Boc-(25,4R)Azp-OMe (SR) wurden gemiss Schema 2 auf
Seite 21 dargestellt. Boc-(2R,4R)Azp-OH (67S-ent) das Enantiomer von 67S wurde
ausgehend vom kommerziell erhiltlichen H-(2R,2R)Hyp-OH (69) synthetisiert (Schema 16).
Mit Thionylchlorid in Methanol wurde die Carbonsédure verestert. Das sekunddre Amin wurde
mit Boc-anhydrid geschiitzt um das Hydroxyprolinderivat 70 zu erhalten. Die Mitsunobu
Reaktion und die Substitution mit NaN3 wurden analog zur Synthese von Boc-(4R)Azp-OMe
(SR) durchgefiihrt. Der Methylester 5S-ent wurde basisch hydrolysiert.

HO HO N5 N3
‘. a) ‘. b) e C) ”
:N: “'CO,H 87% :Ni "'CO,Me 68% :Ni "'COsMe 97% :Ni "'CO.H
H Boc Boc Boc

69 70 5S-ent 67S-ent
a) i) SOCI, (2 eq), MeOH, 0°C bis Ruckfluss; ii) Boc,O (1 eq), KHCO3 (2.2 eq), H,O, Dioxan, RT; b) i) CH;SO3H
(1.2 eq), PPh3 (1.8), DIAD (2 eq), NEt; (0.4), Toluol, 0°C bis 70°C; ii) NaN; (5 eq), DMF, 80°C; ¢) NaOH (2.1
eq), H,O, CH3OH, THF, RT.

Schema 16: Synthese von Boc-(2R,4R)Azp-OH (67S-ent).
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6.2. Analyse der Aggregation

Oligothiophene sind bekannt fiir ihre Eigenschaften zur Selbstorganisation auf Oberflichen
und in Ltjsung.ZSO'234 Das Oligothiophen-Prolin Derivat 68S zeigte in Losung eine geordnete
Selbstorganisation in chirale Uberstrukturen. Das Molekiil ist in organischen Losungsmitteln
16slich nicht aber in Wasser. Bisignate CD-Effekte wurden in Mischungen von n-PrOH und
Wasser gefunden. In reinem n-PrOH zeigt die n-n* Absorptionsbande des Quaterthiophen-
Teils mit dem Absorptionsmaximum bei = 390 nm kein CD-Signal. Das heisst links und
rechts zirkular polarisiertes Licht wird vom molekular gelosten Molekiil gleichermassen
absorbiert. Durch die Zugabe von Wasser bilden sich Aggregationen, welche zu einer
Interaktion der einzelnen Oligothiophen-Chromophore (exciton coupling) und damit zu einer
Aufspaltung in einen positiven und negativen Cotton Effekt fiihren mit einem Nulldurchgang
nahe dem Absorptionsmaximum im UV-Spektrum (Abbildung 52a). Am intensivsten sind die
CD-Signale bei 5 vol/vol% n-PrOH in Wasser. Die Messungen wurden mit frisch
hergestellten Losungen (70 uM) aus einer Stammlosung in n-PrOH hergestellt. Das (25,45)-
konfigurierte Quaterthiophen-Aminosidure Hybridmolekiil 68S zeigt ein Maximum bei einer
Wellenldnge von 368 nm und einem Minimum bei 427 nm, was fiir eine linksgingig helicale
Anordnung der Molekiile spricht.”* Verbindungen 68S und das Enantiomer 68S-ent zeigten
zueinander spiegelbildliche bisignate CD-Effekte (Abbildung 52b), was beweist dass die
induzierte Chiralitit der Aggregate von der Stereochemie im Azidoprolin Molekiilteil
herriihrt.
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Abbildung 52: a) Absorptionsspektrum (rot) und CD-Spektrum (blau) des Quaterthiophen-
Aminosdure Hybrids 68S. b) CD-Spektren der 3 Diastereomere 68S (blau), 68S-ent (rot) und
68R . Die Spektren wurden in 5% vol/vol n-PrOH in Wasser bei einer Konzentration

von 70 UM aufgenommen.

Das (25,4R)-konfigurierte Epimer 68R zeigte unter diesen Bedingungen kaum einen CD-

Effekt, was bedeutet, das beide Stereozentren fiir die Organisation entscheidend sind.
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Der CD-Effekt bleibt erhalten, wenn anstelle von Wasser ein Phosphat Puffer mit einem pH
Wert von 7.2 verwendet wird. Mit einem sauren Phosphat Puffer (pH = 2) hingegen nimmt
das Signal stark ab, und nach einigen Stunden sammelt sich ein gelber Riickstand am Boden
der Kiivette. Das ldsst darauf schliessen, dass die Carboxylat Funktion fiir die
Aggregation/Loslichkeit wichtig ist.

Die Konzentrationsabhingigkeit wurde mittels UV und CD Spektroskopie im Bereich von
280-8.8 uM untersucht (CD: Abbildung 53a). Es zeigte sich ndherungsweise ein linearer
Zusammenhang. Das heisst, falls es eine kritische Konzentration fiir die Ausbildung der
Aggregation gibt, liegt diese unter den gegebenen Bedingungen unterhalb von 8.8 uM.

Die Stabilitit der Aggregate wurde iiber die Temperaturabhingigkeit des CD-Signals
untersucht indem Spektren im Temperaturbereich von 10°C bis 90°C in Intervallen von 5°C
aufgenommen wurden. Es ist eine Verringerung des CD-Effekts mit steigender Temperatur zu

erkennen, aber auch bei 90°C sind noch chirale Aggregate vorhanden (Abbildung 53b).
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Abbildung 53: a) CD-Spektren des Quaterthiophen-Aminosdure Hybridmolekiiles 68S in 5
vol/vol% n-PrOH in Wasser bei der Konzentration von 280 LM, , 70 uM, 35 uM und
17.7 WM. b) Temperaturabhingigkeit der CD-Spektren von 68S-ent in 5 vol/vol% n-PrOH in
Wasser (70 uM). Das Signal nimmt mit zunehmender Temperatur ab (Pfeile).

In Ulm zeigten erste AFM Untersuchungen der (2S,4S5)-konfigurierten Verbindung 68S
linksgingige helicale Strukturen auf einer Mica Oberflidche. Eine Probe in Toluol wurde dazu
durch spin coating auf die Oberfliche gebracht. Leider konnte fiir die enantiomere
Verbindung 68S-ent unter denselben Bedingungen keine helicale Struktur in den ldnglichen

Aggregationen beobachtet werden.
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7. Zusammenfassung und Ausblick

Diese Arbeit untersucht Einfliisse auf das s-cis:s-trans Gleichgewicht von Prolylamid-
bindungen (Xaa-Pro), das fiir Oligoproline zu zwei helicalen Konformationen fiihrt. (4R)-
Azidoprolin Einheiten bevorzugen im Vergleich zu analogen Verbindungen mit dem
unsubstituierten Prolin in monomeren Modellsystemen und kurzen Peptiden die s-trans
Konformation, (45)-Azidoproline hingegen fithren zu einem tieferen Anteil der s-trans
Konformation. Damit konnen diese beiden 7y-substituierten Aminosduren gezielt eingesetzt
werden, um die Konformation von Peptiden zu beeinflussen. Insbesondere wurde gezeigt dass
das Gleichgewichts der beiden helicalen Konformationen PPI (s-cis Amidbindungen) und
PPII (s-trans Amidbindungen) von Oligoprolin Peptiden durch den Einbau von 4-Azidoprolin
Einheiten kontrolliert werden kann. Uber die Losungsmittelabhingigkeit der helicalen
Konformationen konnte mittels CD Spektroskopie gezeigt werden, dass der Einbau von (4R)-
Azidoprolin Einheiten die PPII Helix stabilisiert, wihrend (4S5)-Azidoprolin Einheiten die
PPII Helix relativ zur PPI Helix destabilisieren. Die Experimente legten damit auch nahe,
dass n—n* Wechselwirkungen zwischen Amid Sauerstoffatomen und Carbonylgruppen der
um eine Einheit Richtung C-Terminus liegenden Amidfunktionen zur Stabilitit der PPII
Sekundirstruktur beitragen.

Die beschriebenen Eigenschaften der 4-Azidoproline wurden genutzt, um zu zeigen, dass die
Umwandlung von einer PPII helicalen Konformation in eine PPI Konformation mit der
s-cis:s-trans Isomerisierung der C-terminalen Amidbindungen beginnt. Eine Variation der
terminalen funktionellen Gruppen hat in Kombination mit ab initio Rechnungen152 aufgezeigt,
wie Ladungen an den Termini die Stabilitit der helicalen Konformationen beeinflusst.
Anhand der Analyse der Temperaturabhidngigkeit konnte erstmals ein kinetischer Hysterese
Effekt fiir das Gleichgewicht zwischen der PPI und der PPII Helix beobachtet werden. Dies
erlaubte thermodynamische Parameter der Umwandlung zu bestimmen®” und trug ebenfalls
zu einem besseren Verstdndnis der Polyprolin II Konformation bei, die in der Natur vielfiltige
Aufgaben erfiillt.

Neben der strukturdirigierenden Wirkung bieten die Azidfunktionen die Moglichkeit einer
weiteren Funktionalisierung. Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, wie Azidfunktionen
innerhalb der helicalen Oligoprolin Peptide iiber eine Reduktion oder eine Alkin-Azid ,,Click*
Reaktion als Angriffspunkt dienen konnen, um weitere funktionelle Gruppen einzufiihren.
Dieses Konzept, ein Oligoprolin Peptid als molekulares Geriistmolekiil mit 4-Azidoprolinen

Einheiten als Andockstellen in einer definierten Geometrie zu verwenden, wird in Projekten
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der Forschungsgruppe Wennemers weitergefiihrt. Vielversprechend gestalten sich

162,191 . .
191 Weitere Ansitze

Untersuchungen polykationischer Oligoproline als zellgiingige Peptide.
nutzen das funktionalisierbare Polyprolin-Riickgrat zur kontrollierten Organisation von
Silber- oder Gold-Nanopartikeln,”’ beziehungsweise zur Entwicklung von multivalenten
Tumor-Targeting-Vektoren, die Krebszellen markieren bzw. zur Therapie von Tumoren

. 238
eingesetzt werden sollen.

Erste Anwendungen im Bereich der Materialwissenschaften
zeigten im Rahmen dieser Arbeit iiber die Konjugation mit Oligothiophenen eine interessante
Selbstorganisation in Losung bereits mit einer einzelnen Aminosdure Einheit. Dazu werden in
Zukunft auch komplexere Strukturen mit mehreren Triazolylverkniipfungen in einem Molekiil
synthetisiert und auf ihre Eigenschaften untersucht werden.

Um zu untersuchen, wie sich die Funktionalisierung auf die Konformation der Peptide
auswirkt, wurden die entsprechenden 7y-substituierten Prolinderivate in der Form ihrer
acetylierten Methylester analysiert. Diese Modelsysteme trugen zu einem besseren
Verstidndnis bei, wie die einzelnen Faktoren (gauche Effekt, Sterik, Ring Konformation,
n—n* Wechselwirkung) das s-cis:s-trans Verhiltnis einer Prolylamidbindung (Xaa-Pro)
beeinflussen. Insbesondere zeigte sich, dass eine C'-endo Pyrrolidin Ring Konformation eine
n—7* Interaktion nicht ausschliesst. Im Gegenteil, mit einem Substituenten, der eine
Wasserstoffbriicke zum Methylester Carbonyl ausbilden kann, wie beispielsweise ein
acetyliertes Amin, erginzt sich die intramolekulare H-Briicke ideal mit der n—n* Interaktion,
was zu einem hohen s-trans Anteil fiihrt.

Diese vielféltige Funktionalisierbarkeit der Azidfunktion eroffnet weitere Moglichkeiten
Prozesse zu studieren, fiir die das s-cis:s-trans Gleichgewicht eine Bedeutung hat.
Beispielsweise kann es interessant sein, peptidische Organokatalysatoren wie sie in der
Forschungsgruppe Wennemers untersucht werden mit einem 7y-substituierten Prolin Derivat
zu modifizieren. Dies wurde im Rahmen einer Masterarbeit mit 4-Azidoprolin Einheiten in
einem Tripeptid fiir die Katalyse einer Aldolreaktion bereits untersucht.™* Aufgrund der
stabilisierenden Wirkung von (4R)-Hydroxyprolin Einheiten in natiirlichem Collagen ist der
Einfluss von y-Substituenten an Prolin Einheiten von grossem Interesse. Eine Masterarbeit
konnte bereits nachweisen, dass (4R)-Azidoprolin Einheiten die tripelhelicale Collagen
Struktur in Modellpeptiden &dhnlich stark stabilisieren wie das natiirliche (4R)-
Hydroxyprolin.'” Mit den hier untersuchten y-substituierten Prolinderivaten kdnnen weitere
Einfliisse in Collagen Modellpeptiden untersucht werden und auch eine Quervernetzung der
einzelnen PPIl-artigen Peptidstriinge iiber den Angriffspunkt an C' wird moglich, mit dem

Ziel stabilere Strukturen zu erforschen.?*’
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8. Experimenteller Teil

8.1. Allgemeine Bemerkungen

8.1.1. Gerate und Materialien

NMR-Spektren wurden auf einem Bruker DPX 500, einem DPX 400 und einem av250
Spektrometer aufgenommen. Chemische Verschiebungen werden in ppm angegeben, fiir 'H
und "’C-Spektren diente TMS oder das Losungsmittelsignal als Referenz. Finnigan MAT
LCQ und Bruker esquire 3000plus Geridte wurde fiir die Elektrosprayionisation (ESI)
Massenspektrometrie verwendet. Fir MALDI-TOF MS-Spektren wurde ein Applied
Biosystems Voygaer-DE PRO Gerit verwendet. Elementaranalysen wurden von Dr. W.
Kirsch (Universitit Basel) mit einem Perkin-Elmer 240 Analyser durchgefiihrt.
Hochaufgeloste Massen wurden auf einem Bruker FTMS 4.7T BioAPEX II Instrument
gemessen (MS Service UNI-Fribourg). HPLC-Analysen wurden mit einer LiChrospher 100
RP-18e Spum (250mm x 4mm) Sdule von Merck oder einer Sunfire RP-18e 3.5um (150mm
4.6mm) von Waters durchgefiihrt und fiir die priparative Aufreinigung mittels HPLC wurde
eine LiChrospher 100 RP-18¢ Sum (250mm x 10mm) Séule verwendet. HPLC Losung B
bezeichnet 0.1% TFA in H,O wihrend der fehlende Anteil entsprechend aus Losung A:
CHsCN besteht. Die CD-Spektren wurden mit einem Applied Biophysics Chirascan
Spektrometer oder einem Aviv® Circular Dichroism Spektrometer Model 62A DC gemessen.
UV-Vis-Spektren wurden auf einem Perkin-Elmer Spektrometer (Lambda Bio 40)
aufgenommen. Automatisierte Peptidsynthesen wurden mit einem Syro I Peptide Synthesizer
von MultiSynTech durchgefiihrt. IR-Spektren wurden mit einem Perkin-Elmer 781 oder 1600
FTIR-Spektrometer aufgenommen. Rontgenstruckturanalysen wurden von M. Neuburger und
Dr. S. Schaffner (Universitit Basel) durchgefiihrt.

Losungsmittel fiir Extraktionen und die S&ulenchromatographie wurden vor dem Einsatz
destilliert. Wasser fiir spektroskopische Messungen und die HPLC wurde iiber ein Barnstead
Ultrapure Water System filtriert. Alle verwendeten Chemikalien entsprachen hoher Qualitit,
wurden von Fluka, Aldrich, Iris Biotech und Acros bezogen und ohne weitere Aufreinigung
eingesetzt. Die Harze fiir die Festphasen Synthese wurden von Novabiochem (Merck

Biosciences) bezogen. Die Aminosduren wurden von Bachem bezogen. Reaktionen wurden
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mittels Diinnschichtchromatographie auf Merck Kieselgel 60 F,ss — Platten verfolgt. Die
Verbindungen wurden mittels UV (254 nm) oder durch Anfirben mit KMnO,4bzw. Ninhydrin

detektiert. Flashchromatographien wurden mit Fluka oder Merck Kieselgel 60, Korngrosse

40-63um durchgefiihrt.

8.1.2. Abkilirzungsverzeichnis

A Angstrom (IA =10 m)
abs absolut
Ac Acetyl

Ac,O Essigsdureanhydrid
AcOH Essigsdure

Amp 4-Aminoprolin

Azp 4-Azidoprolin

Boc tert-Butyloxycarbonyl

Boc,0 tert-Butyloxycarbonylanhydrid

Bn Benzoyl

°C Grad Celsius

CD Zirkulardichroismus

D Debye (Einheit des elektrischen Dipolmoments 1D = 3.34 *10™° Cm
d Duplett (NMR)

A Unterschied

o chemische Verschiebung

DC Diinnschicht Chromatographie

DFT Dichtefunktionaltheorie

AH° Anderung der Enthalpie unter Standart Bedingungen
DIAD Diisopropylazodicarboxylat

DMAP  N,N-Dimethylaminopyridin

DMF N,N-Dimethylformamid

DMSO  Dimethylsulfoxid

DNA 2’-Deoxyribonucleinsédure
€ Extinktionskoeffizient
E, Aktivierungsenergie

EDC N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimid-hydrochlorid
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cq
ESI-MS
EtOAc
EXSI
Flp

Fmoc

ges.

Gly

HATU
HCTU

HMBC
HMQC
HPLC
HRMS
HV

Hyp

~

5W‘

MALDI

MHz

min

MsCl1

Aquivalent

Elektronsprayionisation Massenspektroskopie
Essigsdureethylester

Exchange spectroscopy

4-Fluoroprolin
9-Fluorenylmethoxycarbonyl

Gramm

gesittigt

Glycin

Stunde(n)
O-(7-Azabenotriazol-1-yl)1,1,3,3-tetramethyluronium hexafluorophosphat
2-(6-Chloro-1H-benotriazole-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium
hexafluorophosphate

heteronuclear muliple bond correlation
heteronulcear mulitple quantum coherence
Hight Performance Liquid Chromatography
high resolution Massenspektroskopie
Hochvakuum

4-Hydroxyprolin

Kopplungskonstante
Gleichgewichtskonstante
Reaktionsgeschwindigkeitskonstante
Kilojoule (10° J)

Wellenldnge

Molar (mol/L)

Molekiilkation

milli (107)

micro (10°)

Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization
Methyl

Megaherz

Minute(n)

4-Methoxyprolin

Methansulfonylchlorid
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m/z

NaNj3
NMP
NMR
NOE
NOESY
Pd/C
Pfp
PPI
PPII
PPh;
ppm
Rf
Pro
quant.

RT

R

TFA
TFE
THF
TMS
Tyr
uv
Xaa

Masse/Ladung

nano (10

Natriumazid
N-Methylpyrrolidon

Nuclear Magnetic Resonanze
nuclear overhauser enhancement
nuclear overhauser enhancement spectroscopy
Palladium auf Aktivkohle
Pentafluorophenol
Polyprolin Form I

Polyprolin Form II
Triphenylphosphin

parts per million
Retensionsfaktor (DC)

Prolin

quantitative

Raumtemperatur

Singulett (NMR)

Triplett (NMR)
Retentionszeit HPLC
mittlere molare Elliptizitit
2,2,2-Trifluoressigsdure
Trifluorethanol
Tetrahydrofuran
Tetramethylsilan

Tyrosin

Ultarviolett

beliebige Aminosédure
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8.2. Synthese in Losung

8.2.1. Synthese von Fmoc-Azp-OH (2)

Synthese von Boc-(4R)Hyp-OMe 4

HO

2
’

[N_>‘002Me

Boc
39.9 g (173 mmol) Boc-Hyp-OH wurden in 95 ml MeOH gel6st und mit 31.1 g (95.5 mmol)
Cs,CO3 in 20 ml Wasser versetzt. Nach 2 Minuten im Ultraschallbad wurde das
Losungsmittel entfernt und zehnmal mit Toluol und wenig MeOH co-evaporiert, bis ein
Feststoff vorlag. Dieser wurde in 120 ml abs. DMF suspendiert und mit 21.4 ml (343 mmol)
Methyliodid versetzt. Im Ultraschallbad wurde die iiberstehende Suspension gelblich und es
bildete sich ein feinerer Niederschlag. Das Losungsmittel wurde nach 1.5 Stunden im
Ultraschalbad entfernt und der Riickstand in EtO aufgeschlemmt und {iiber eine
Glasfilterfritte filtriert. Das Filtrat wurde mit Wasser gewaschen und die H,O-Phase achtmal
mit Et,O extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber Na,SO,4 getrocknet und
das Losungsmittel entfernt. Man erhielt 41.8 g eines gelblichen Feststoffs (171 mmol,

entsprechend 99% der Theorie).

Rf = 0.2 (Pentan / EtOAc, 1:1, Ninhydrin).

Die NMR-Spektren zeigen zwei Konformere (s-cis und s-frans Konformation um die
Carbamatbindung) im Verhiltnis 1:2.

'"H-.NMR (400 MHz, CDCls, 25°C): 6/ppm (Hauptkonformer) = 4.50 und 4.40 (2m, 2H; Ha,
Hy), 3.73 (s, 3H; OCH3), 4.64 (m, 1H; HJ), 3.56 (m, 1H; H9), 2.37-2.01 (m, 3H; HB, OH),
1.41 (s, 9H; rBu). (Separierte Signale des Nebenkonformers) = 3.45 (m, 1H; H9), 1.46 (s, 9H;
tBu).

BC.NMR (101 MHz, CDCls;, 25°C ): 6/ppm (Hauptkonformer) = 173.6, 153.9, 80.4, 69.5,
57.9, 54.7, 52.1, 39.1, 28.3. (Nebenkonformer) = 173.4, 153.9, 80.3, 70.2, 57.5, 54.8, 52.3,
38.5, 28.4.

MS (ESI): m/z (%)= 268.0 [M+Na]* (100), gerechnet fiir C;;H;9NOs.
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Synthese von Boc-(45)Azp-OMe 58S

Ng

Boc

20.2 g (82.4 mmol) Boc-Hyp-OMe (4) wurden in 200 ml abs. CH,Cl, gelost und mit 13.6 ml
(97.6 mmol) Et;N versetzt. Nach 10 min wurde unter Eiskiihlung langsam 7.6 ml (97.8mmol)
MsCl zugetropft. Nach 30 min wurde die Losung gegen 200 ml und gegen 150 ml ges.
NaHCOs-Losung gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen wurden itiber Na,SO4
getrocknet und das Losungsmittel wurde entfernt. Man erhielt 29 g (mmol) eines gelben Ols,
welches in 200 ml DMF gelost und mit 26.8 g (412 mmol) NaNj iiber Nacht bei 80 °C geriihrt
wurde. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Riickstand in 200 ml Et,O
gelost und gegen 200 ml ges. NaHCOs-Losung gewaschen. Die vereinigten organischen
Phasen (500 ml) wurden iiber Na,SO,s getrocknet, eingeengt und iiber Kieselgel filtriert
(Pentan / EtOAc, 2:1—1:1). Nach Entfernen des Losungsmittels erhielt man 21.3 g (78.8
mmol, 96% Ausbeute der Theorie) eines leicht gelben Ols.

Rf = 0.6 (Pentan / EtOAc, 1:1, Ninhydrin).

Die NMR-Spektren zeigen zwei Konformere (s-cis und s-frans Konformation um die
Carbamatbindung) im Verhiltnis 3:4.

1H—NMR(4OO MHz, CDCls, 25°C): 6/ppm (Hauptkonformer) = 4.33 (dd, J = 8.8 Hz, 4.4 Hz,
1H; Ha), 4.16 (m, 1H; Hy), 3.76 (s, 3H; CH3), 3.77-3.53 (m, 1H; HJ), 3.54-3.44 (m, 1H; HJ9),
2.48(m, 1H; HP), 2.16 (m, 1H; HP), 1.42 (s, 9H; ¢Bu). (Separierte Signale des Neben-
konformes) =4.43 (dd, J =9.0 Hz, 3.8 Hz, 1H; Ha), 1.48 (s, 9H; rBu).

PBC-NMR (101 MHz, CDCls, 25°C): &/ppm (Hauptkonformer) = 172.2, 154.0, 80.5, 58.2,
57.7, 52.3, 50.7, 36.0, 28.2. (Nebenkonformer) = 171.9, 153.4, 80.5, 59.2, 57.3, 52.4, 51.2,

35.1, 28.3.

MS (ESI): m/z (%) = 293.0 [M+Na]" (100), gerechnet fiir C;;H;sN4O4.



109

Synthese von Boc-(45)Azp-OH 67S

N3

Boc
20.9 g (77.5 mmol) Boc-(45)Azp-OMe (5S) wurden in 60 ml THF gelost und mit 60 ml
MeOH verdiinnt. Die Losung wurde mit 6.20 g (155 mmol) NaOH, gelost in ca. 50 ml H,O,
versetzt und fiir 2 h bei Raumtemperatur geriihrt wobei sich die Losung triibte. Das Gemisch
wurde mit 200 ml EtOAc und 150 ml 1M HCI-Losung versetzt. Die organische Phase wurde
abgetrennt, die wissrige Phase mit EtOAc extrahiert und die vereinigten organischen Phasen
iiber Na,SO4 getrocknet. Nach Entfernen der Losungsmittel im Vakuum wurden 19.8 g (77.5

mmol, quantitative Ausbeute) eines klaren Ols isoliert.
Rf =0.6 (CH,Cl, / MeOH, 9:1, Ninhydrin).

Die NMR-Spektren zeigen zwei Konformere (s-cis und s-trans Konformation um die
Carbamatbindung) im Verhiltnis 1:1.3.

'"H-.NMR (400 MHz, CDCls, 25°C): é/ppm (Hauptkonformer) = 8.8 ppm (bs, 1H; COOH),
4.46 (m, 1H; Ha), 4.21 (m, 1H; Hy), 3.62 (m, 1H; HJ), 3.42 (m, 1H; HJ), 2.54 (m, 1H; HP),
2.39 (m, 1H, HP), 1.49 (s, 9H; Bu). (Nebenkonformer) = 8.8 ppm (bs, 1H; COOH), 4.36 (m,
1H; Ha), 4.21 (m, 1H; Hy), 3.75 (m, 1H; HS), 3.53 (m, 1H; HJ), 2.54 (m, 1H; Hp), 2.26 (m,
1H, HP), 1.44 (s, 9H; Bu).

PC-NMR (101 MHz, CDCl3, 25°C): §/ppm (Hauptkonformer) = 177.2, 155.5, 82.0, 59.1,
57.7,51.8, 35.9, 28.2. (Nebenkonformer) 0= 174.6, 153.6, 81.0, 58.3, 57.6, 50.9, 36.8, 28.2.

MS (ESI, neg): m/z (%): 255.1 (100) [M-H]", gerechnet fiir C;oH cN4O4.
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Synthese von HCI1*H-(45)Azp-OH 6S

N3

M econ

N
H

19.8 g (77.5 mmol) Boc-(4S)Azp-OH (67S) wurden vorgelegt und in 380 ml 4 M HCI (1.52
mol) in Dioxan gelost. Nach 2.5 h Riihren bei Raumtemperatur wurde die Losung zur
Trockene eingeengt. Der Riickstand wurde in CH,Cl, und wenig MeOH gel6st und mit Et,O
gefdllt. Der isolierte und getrocknete weisse Feststoff machte 13.6 g (70.6 mmol, 91%

Ausbeute der Theorie) aus.

Rf=0.1 (CH3CN / H,0, 4:1, Ninhydrin).

"H-NMR (400 MHz, CD;0D, 25°C): O/ppm = 4.47 (m, 2H; Hy, Ha), 3.42 (dd, J = 12.5 Hz,
5.0 Hz, 1H; H9), 3.35 (dd, J = 11.5 Hz, 5.6 Hz, 1H; HJ), 2.56 (ddd, J = 14.6 Hz, 10.0 Hz, 5.5
Hz, 1H; HP), 2.33 (ddt, J = 14.4 Hz, 3.9 Hz, 1.9 Hz, 1H; Hp).

'3C-NMR (101 MHz, CDCls, 25°C): &/ppm = 170.9, 60.7, 59.6, 52.1, 35.4.

MS (ESI): m/z (%): 157 (100) [M+H]", gerechnet fiir CsHgN,O5.

Synthese von Fmoc-(45)Azp-OH 2S

N3

Fmoc
13.6 g (70.6 mmol) H-(45)Azp-OH (6S) wurden in 90 ml Dioxan und 140 ml wéssriger
NaHCOs3-Losung (176.5 mmol) gelost. 22.0 g Fmoc-Cl (85.0 mmol) geldst in insgesamt 70
ml Dioxan wurden zugegeben und die Mischung wurde fiir 2 h bei Raumtemperatur geriihrt.
Im Vakuum wurde der grosste Teil des Dioxan entfernt. Der basische Riickstand wurde mit
Et,O gewaschen, mit 1 M HCI sauer gestellt und mit EtOAc (3x100ml) extrahiert. Die
vereinigten Esterphasen wurden iiber Na,SO, getrocknet. Das Losungsmittelvolumen wurde
im Vakuum verkleinert, worauf das Produkt durch die Zugabe von Pentan ausgefillt werden
konnte. Der filtrierte Feststoff wurde im Vakuum getrocknet, wobei 22.6 g (59.8 mmol, 85%

Ausbeute der Theorie) eines weissen Feststoffs isoliert wurden.
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Rf=0.2 (CH,Cl, / MeOH, 9:1, UV, Ninhydrin).

Analytische HPLC: tg = 14.6 min; Gradient: 70% zu 10% Losung B iiber 20 min bei einer

Flussrate von 1 ml/min.

Die NMR-Spektren zeigen zwei Konformere (s-cis und s-trans Konformation um die
Carbamatbindung) im Verhiltnis 1:1.

'"H-NMR (400 MHz, CDCl5/CD30D, 25°C): 6/ppm (Konformer a 7.78 (d, J = 7.8 Hz, 2H;
Fmoc), 7.59 (m, 2H; Fmoc), 7.40 (m, 2H; Fmoc), 7.32 (m, 2H; Fmoc), 4.51-4.19 (m, 5H;
Fmoc, Ha, Hy), 3.79 (dd, J = 11.5 Hz, J = 5.9 Hz, 1H; H9), 3.55 (dd, J = 11.6 Hz, 3.3 Hz, 1H;
H9), 2.52 (m, 1H; HP), 2.32 (m, 1H, HB). (Konformer b) = 7.76 (d, J = 7.8 Hz, 1H; Fmoc),
7.59 (m, 2H; Fmoc), 7.40 (m, 2H; Fmoc), 7.32 (m, 2H; Fmoc), 4.51-4.19 (m, 5H; Fmoc, Ha,
Hy), 3.71 (dd, J = 11.9 Hz, 6.0 Hz, 1H; Ho), 3.57 (dd, J = 11.8 Hz, 3.0 Hz, 1H; Ho), 2.52 (m,
1H; HP), 2.32 (m, 1H, HP).

PC-NMR (101 MHz, DMSO, 25°C): 8/ppm (beide Konformere) = 172.7, 172.3, 153.7, 153.7,
143.7, 143.6, 140.6, 140.5, 127.6, 127.1, 125.1, 120.1, 66.7, 66.3, 58.8, 58.0, 57.5, 57.2, 51.4,
50.7, 46.6, 46.5, 35.5, 35.4.

MS (ESD): m/z (%) = 423.3 [M-H+2Na]* (100), 823.4 [2M-2H+3Na]" (90), gerechnet fiir
CooH 8N4O4.

Synthese von Boc-(4R)Azp-OMe 5R

N3

7z

<:>‘002Me

Boc
3.2 ml (49.3 mmol) Methansulfonsidure und 2.3 ml (16.5 mmol) NEt; wurden nacheinander zu
einer Losung von 19.3 g (73.6 mmol) PPh;s in 40 ml trockenem Toluol gegeben. Die Losung
wurde mit einem Eisbad gekiihlt und mit einer Suspension von 10 g (40.8 mmol) Boc-
(4R)Hyp-OMe (4) in 50 ml trockenem Toluol versetzt. Es folgte die langsame Zugabe von
15.8 ml (81.5 mmol) DIAD. Die Kiihlung wurde entfernt und die Reaktionsmischung wurde
fiir 3 h auf 70 °C erhitzt. Die Mischung wurde mit 200 ml CH,Cl, verdiinnt und mit 150 ml
gesittigter NaHCO3-Losung gewaschen. Die wiassrige Phase wurde noch 2 Mal mit je 150 ml
CH,Cl, extrahiert und die vereinigten organischen Phasen wurden iiber Na,SO4 getrocknet.

Nach Entfernen aller leichfliichtigen Komponenten im Vakuum, wurde das zuriickbleibende



112

Ol in 100 ml DMF gelost und mit 13.5 g (208 mmol) NaNj3 versetzt. Die Reaktionsmischung
wurde iiber Nacht bei 80 °C geriihrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum abdestilliert,
worauf 200 ml Et;O zugegeben wurden und mit 200 ml gesittigter NaHCO3-Losung
gewaschen wurde. Die wissrige Phase wurde noch 3 Mal mit 150 ml Et;O riickextrahiert und
die vereinigten organischen Phasen wurden iiber Na,SO4 getrocknet. Das Volumen der
Losung wurde im Vakuum verkleinert und durch die Zugabe von Pentan und Impfkristallen
von Triphenylphosphinoxid konnte ein grosser Teil des Triphenylphosphinoxids durch
Filtration entfernt werden. Anschliessend wurden alle leichtfliichtigen Anteile bei
vermindertem Druck entfernt und der Riickstand durch eine Filtration iiber Kieselgel (Pentan /
EtOAc, 4:1—-3:1) gereinigt. Es wurden 11.1 g (41.0 mmol, 95% Ausbeute der Theorie) eines

farblosen Ol s isoliert.
Rf = 0.6 (Pentan / EtOAc, 1:1, Ninhydrin).

Die NMR-Spektren zeigen zwei Konformere (s-cis und s-frans Konformation um die
Carbamatbindung) im Verhiltnis 1:1.5.

'"H-.NMR (400 MHz, CDCl3;, 25°C): ¢/ppm (Hauptkonformer) = 4.33 (t, J/ = 7,5 Hz, 1H; Ha),
4.22-4.17 (m, 1H; Hy), 3.76-3.69 (m, 4H, OCHs; H9), 3.60 (dd, J = 11.3 Hz, 3.3 Hz, 1H; HJ),
2.38-2.27 (m, 1H; HP), 2.21-2.14 (m, 1H; HP), 1.42 (s, 9H; Bu). (Separierte Signale des
Nebenkonformers) = 4.42 (t, J = 7,2 Hz, 1H; Ha), 3.46 (dd, J = 11.6 Hz, 2.0 Hz, 1H; Ho),
1.47 (s, 9H; Bu).

BC-NMR (101 MHz, CDCls, 25°C): &/ppm (Hauptkonformer) = 172.9, 153.3, 80.6, 58.7,
57.7, 52.1, 51.2, 36.2, 28.1. (Nebenkonformer) = 172.7, 153.9, 80.6, 59.2, 57.3, 52.3, 51.3,
35.3, 28.3.

MS (ESI): m/z (%): 293.0 (100) [M+Na]", gerechnet fiir C;;HsN4Os,.

Synthese von Boc-(4R)Azp-OH 67R

N3

s

g

Boc
Boc-(4R)Azp-OH (67R) wurde nach demselben Protokoll wie das Diastereomer Boc-
(4S8)Azp-OH (678, Seite 109) synthetisiert. Ausgehend von 9.90 g (36.7 mmol) Boc-(4R)Azp-
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OMe (5R) wurden 9.39 g (36.7 mmol, quantitative Ausbeute) eines leicht gelblichen Ols

isoliert.
Rf =0.6 (CH,Cl, / MeOH, 9:1, Ninhydrin).

Die NMR-Spektren zeigen zwei Konformere (s-cis und s-trans Konformation um die
Carbamatbindung) im Verhiltnis 1:1.

'"H-.NMR (400 MHz, CDCl3, 25°C): 0/ppm (beide Konformere) = 9.2 (bs, IH+1H; COOH),
4.43 (dd, J = 7.9 Hz, 6.4 Hz, 1H; Ha), 4.32 (t, J = 7.6 Hz, 1H; Ha), 4.19 (m, 1H+1H; Hy),
3.69 (dd, J = 11.6 Hz, 5.2 Hz, 1H; HJ), 3.63 (dd, J = 11.5 Hz, 5.6 Hz, 1H; HJ), 3.57 (dd, J =
11.6 Hz, 2.3 Hz, 1H; HJ), 3.47 (dd, J = 11.5 Hz, 3.9 Hz, 1H; H9), 2.37 (m, 1H+1H; Hp), 2.26
(m, 1H+1H; HP), 1.46 (s, 9H; rBu), 1.41 (s, 9H; rBu).

BC-NMR (101 MHz, CDCl3, 25°C): &/ppm (beide Konformere) = 176.9, 174.7, 155.3, 153.5,
81.8, 81.1, 58.9, 58.7, 57.4, 57.3, 51.4, 51.2, 36.2, 34.6, 28.3, 28.1.

MS (ESL neg): m/z (%): 255.3 (100) [M-H]", gerechnet fiir C;oH;cN4Os.

Synthese von HCI1*H-(4R)Azp-OH 6R

Ng

7z

{0

H
18.7 g (73.0 mmol) Boc-(4R)Azp-OH (67R) wurden vorgelegt und in 365 ml 4 M HCI (1.46
mol) in Dioxan gelost. Nach 2.5 h Riihren bei Raumtemperatur wurde die Losung zur
Trockene eingeengt. Der Riickstand wurde in CH,Cl, und wenig MeOH gel6st und mit Et,O
gefillt. Der isolierte Feststoff wurde getrocknet und die Fillung wurde noch 2 Mal
wiederholt, worauf 8.66 g (45.0 mmol, 62% Ausbeute der Theorie) des weissen Feststoffs

erhalten wurden.
Rf=0.1 (CH3CN / H,0, 4:1, Ninhydrin).

'H-NMR (400 MHz, CDCI3/CD;0D, 25°C): §/ppm = 4.36 (m, 1H; Hy), 4.23 (dd, J = 10.0
Hz, 7.8 Hz; Ha), 3.46 (dd, J = 12.7 Hz, 5.4 Hz, 1H; H9), 3.20 (ddd, J = 12.7 Hz, 2.3 Hz, 1.5
Hz; H9), 2.34 (dddd, J = 14.0 Hz, 7.7 Hz, 2.5 Hz, 1.4 Hz; HP), 2.23 (ddd, J = 14.1 Hz, 9.9 Hz,
5.4 Hz, 1H; HP).
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PC-NMR (101 MHz, CDCl3, 25°C): §/ppm = 168.7, 59.2, 57.8, 50.3, 34.4.

MS (ESI): m/z (%): 157 (100) [M+H]*, gerechnet fiir CsHgN,O5.

Synthese von Fmoc-(4R)Azp-OH 2R

N3

7z

Fmoc
8.66 g (45.0 mmol) H-(4R)Azp-OH (6R) wurden in 50 ml THF gel6st und mit 100 ml einer
10%-igen NaHCOs-Losung versetzt. 14.0 g Fmoc-Cl (54.1 mmol) gelost in 55 ml THF
wurden zugegeben. Nach 4 h rithren bei RT wurden nochmals 3.57 g (13.8 mmol) Fmoc-ClI
zugegeben. Nachdem dann ein vollstindiger Umsatz erreicht war, wurde die Mischung mit
Wasser verdiinnt, mit Et;O gewaschen dann mit verdiinnter Salzsdure sauer gestellt und mit
EtOAc extrahiert. Das Losungsmittel wurde im Vakuum abdestilliert. Das zuriickgebliebene
Ol wurde in wenig CH,Cl, gelost und mit Pentan trituriert, bis ein leicht braunlicher Feststoff

vorlag (15.3 g, 40.5 mmol, 88 % der Theorie).
Rf= 0.2 (CH,Cl, / MeOH, 9:1, UV, Ninhydrin).

Analytische HPLC(LiChrospher Séule): tg = 13.8 min; Gradient: 70% zu 10% Losung B iiber

20 min bei einer Flussrate von 1 ml/min.

Die NMR-Spektren zeigen zwei Konformere (s-cis und s-trans Konformation um die
Carbamatbindung) im Verhéltnis 1:2.

"H-NMR (400 MHz, CDCls, 25°C): &/ppm (Hauptkonformer) = 7.77 (d, J = 7.5 Hz, 2H;
Fmoc), 7.57 (m, 2H; Fmoc), 7.44-7.28 (m, 4H; Fmoc), 4.54-4.11 (m, 5H; Fmoc, Ha, Hy),
3.73-3.62 (m, 1H; Ho), 3.55 (dd, J = 11.3 Hz, 3.6 Hz, 1H; H)), 2.45-2.17 (m, 2H, Hp).
(Nebenkonformer) = 7.72 (d, J = 7.5 Hz, 2H; Fmoc), 7.57 (m, 2H; Fmoc), 7.44-7.28 (m, 4H;
Fmoc), 4.54-4.11 (m, 5H; Fmoc, Ha, Hy), 3.73-3.62 (m, 2H; Ho), 2.45-2.17 (m, 2H, Hp).

PC-NMR (101 MHz, CDCls, 25°C): 8/ppm (Hauptkonformer) = 175.0, 155.5, 143.5, 141.3,
127.8, 127.1, 124.9, 120.0, 68.1, 59.1, 57.9, 51.4, 47.0, 34.7. (Nebenkonformer) = 176.6,
154.2, 143.6, 141.3, 127.7, 127.0, 124.7, 119.9, 67.8, 58.4, 57.1, 51.8, 47.1, 36.3.

MS (ESD): m/z (%) = 401.2 [M+Na]" (25), 423.3 [M-H+2Na]" (65), 823.4 [2M-2H+3Na]"
(100), gerechnet fiir Cy0H;gN4Os.
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8.2.2. Analytik von Fmoc-Pro-Azp-Pro-OH (7S) und (7R)

Die Synthese ist in der Diplomarbeit von Michael Kiimin ausfiihrlich beschrieben.'®

Nachfolgend ist die Analytik der beiden Bausteine nochmals angegeben:

Analvytik von Fmoc-Pro (4S)Azp-Pro-OH 7S

Rf = 0.3 (CH3CN/ H,0, 4:1, UV 254 nm, Ninhydrin).

Die NMR-Spektren zeigen zwei Konformere (s-cis und s-frans Konformation um die
Carbamatbindung) im Verhéltnis 1:2.3

'"H-.NMR (500 MHz, CDCl3, 23°C ): o/ppm (Hauptkonformer) = 7.76 (m, 2H; Fmoc), 7.63-
7.53 (m, 2H; Fmoc), 7.43-7.37 (m, 2H; Fmoc), 7.34-7.28 (m, 2H; Fmoc), 4.74 (t, J = 7.9 Hz,
1H; Azp-Ha), 4.62 (dd, J = 8.6 Hz, 3.2 Hz, 1H; ProC—Ha), 4.52 (dd, J = 8.2 Hz, J = 3.6 Hz,
1H; ProN—Ha), 4.35-4.30 (m, 2H; Fmoc), 4.26-4.20 (m, 3H; Fmoc, Azp-Hy, Azp-HJ), 3.76
(dd, 1H; Pro“-H3), 3.69 (m, 1H; Pro"-H3), 3.58-3.45 (m, 3H; Pro"-H5, Pro“-H3, Azp-HS),
2.59 (m, 1H; Azp-Hp), 2.30-1.70 (m, 9H; ProC—HB, ProN—HB, ProN—HB, ProN—Hy, ProC—HB,
ProC—Hy, Azp-Hp, ProC—Hy, ProN—Hy). (Nebenkonformer) = 7.76 (m, 2H; Fmoc), 7.63-7.53
(m, 2H; Fmoc), 7.43-7.37 (m, 2H; Fmoc), 7.34-7.28 (m, 2H; Fmoc), 4.59-5.54 (m, 2H; Fmoc,
Pro“-Ha), 4.35 (m, 1H; Azp-Ho), 4.15 (t, J = 5.0 Hz, 1H; Fmoc), 4.00 (dd, J = 8.5 Hz, 3.2 Hz,
1H; Pro™-Ha), 3.92 (quintett, 1H; Azp-Hy), 3.70 (m, 1H; Pro“-H3), 3.58-3.45 (m, 2H; Pro"-
HS, Pro®-H3), 3.45-3.36 (m, 2H; Pro"-H3, Azp-H3), 3.21 (dd, J = 9.8 Hz, 8.0 Hz, 1H; Azp-
HS), 2.45 (m, 1H; Azp-HB), 2.30-1.70 (m, 9H; Pro“-Hp, Pro"-H, Pro"-Hp, Pro"-Hy, Pro‘-
HB, Pro“-Hy, Azp-Hp, Pro“-Hy, Pro™-Hy).

BC-NMR (126 MHz, CDCl3, 23°C): 6/ppm (Hauptkonormer) = 173.5 (C=0), 171.2 (C=0),
171.0 (C=0), 155.1 (C=0),144.1 und 143.9 (Fmoc), 141.3 und 141.3 (Fmoc), 127.7 (Fmoc),
127.1 (Fmoc), 125.2 und 125.1 (Fmoc), 120.0 (Fmoc), 67.6 (Fmoc), 59.5 (Pro“-Ca), 58.8
(Azp-Cy), 58.1 (ProN—C(x), 56.7 (Azp-Ca), 51.2 (Azp-C9),? 47.7, 47.2, 47.1 und 46.8 (ProN—
C3, Pro®-C3, Fmoc), 34.1 (Azp-CP), 29.0(Pro~-CP), 27.8 (Pro®-CB), 25.0, 24.7 (Pro“-Cy,
Pro™-Cy). (Nebenkonformer) = 173.5 (C=0), 171.2 (C=0), 171.0 (C=0), 155.1 (C=0), 144.6
und 143.7 (Fmoc), 141.4 und 141.1 (Fmoc), 127.8, 127.5, 127.2 und 126.8 (Fmoc, Fmoc),
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124.9 und 124.8 (Fmoc), 119.7 (Fmoc), 65.6 (Fmoc), 59.4 (ProC—Ca), 58.7 (Azp-Cy), 57.5
(ProN—Ca), 56.4 (Azp-Ca), 50.4 (Azp-Cd), 47.7, 47.2, 47.1 und 46.8 (ProN—CS, ProC—CS,
Fmoc), 33.2 (Azp-CP), 29.6(Pro™-Cp), 27.8 (Pro°-Cp), 25.0, 23.3 (Pro“-Cy, Pro"-Cy).

MS (ESI): m/z= 595.0 [M+Na]" (74%), gerechnet fiir C3oH3,NgOs.

Analvytik zu Fmoc-Pro-(4R)Azp-Pro-OH 7R

Rf = 0.3 (CH3CN/ H,0, 4:1, UV 254 nm, Ninhydrin).

Die NMR-Spektren zeigen zwei Konformere (s-cis und s-frans Konformation um die
Carbamatbindung) im Verhéltnis 1:2.3.

'"H-.NMR (500 MHz, CDCls, 23°C): &/ppm (Hauptkonformer) = 7.76 (m, 2H; Fmoc), 7.57 (m,
2H; Fmoc), 7.39 (m, 2H; Fmoc), 7.30 (m, 2H; Fmoc), 4.82 (dd, J = 7.9 Hz, 5.8 Hz, 1H; Azp-
Ho), 4.59-4.46 (m, 4H; ProC—H(x, CH,-Fmoc, ProN—Ha, Azp-Hy), 4.42-4.32 (m, 1H; CH,-
Fmoc), 4.25 (dd, J = 7.3 Hz, 7.3 Hz, 1H; Fmoc), 3.90 (dd, J = 10.3 Hz, 6.1 Hz, 1H; Azp-HJ),
3.87-3.75 (m, 2H; Pro“-H3, Azp-H$), 3,69 (m, 1H; Pro"-H3), 3.60-3.50 (m, 2H; Pro"-H3,
Pro“-H$), 2.99-1.82 (m, 10H; Azp-HP, Pro“-Hp, Azp-Hp, Pro“-Hp, Pro"-Hp, Pro"-Hy, Pro®-
Hy, ProN—Hy, ProC—Hy, ProN—HB). (Nebenkonformer) = 7.76 (m, 2H; Fmoc), 7.57 (m, 2H;
Fmoc), 7.39 (m, 2H; Fmoc), 7.30 (m, 2H; Fmoc), 4.59-4.46 (m, 2H; Azp-Ha, ProC—H(x,), 4.39
(m, 1H; Azp-Hy), 4.42-4.32 (m, 2H; CH,-Fmoc), 4.26-4.16 (m, 2H; ProN—Ha, Fmoc), 3.79
(m, 1H), 3.69 (m, 1H; Azp-H3), 3.6-3.45 (m, 3H; Pro"-H3, Pro“-H3), 3.19 (dd, J = 10.4 Hz,
5.3 Hz, 1H; Azp-HJ), 2.99-1.82 (m, 10H; Azp-Hp, ProC—HB, Azp-Hp, ProC—HB, ProN—HB,
ProN—Hy, ProC—Hy, ProN—Hy, ProC—Hy, ProN—HB).

BC-NMR (126 MHz, CDCl3, 23°C): o6/ppm (Hauptkonformer) = 173.6 (C=0), 171.7
(C=0), 171.3 (C=0), 155.1 (C=0), 144.3 und 144.0 (Fmoc), 141.4 (Fmoc), 127.8 (Fmoc),
127.2, 127.2, 127.2 (Fmoc), 125.4 und 125.3 (Fmoc), 120.1 (Fmoc), 67.7 (CH,-Fmoc), 59.8,
59.6 (Azp-Cy, Pro“-Ca), 58.3 (Pro™-Ca), 56.9 (Azp-Ca), 51.7 (Azp-C8), 47.7, 47.5, 47.4 und
46.9 (Pro™-C8, Pro®-Cs, Fmoc), 33.7 (Azp-CP), 29.1, 28.2 (Pro~-CB, Pro“-Cp), 25.1, 24.6,
23.3 (ProC—Cy, ProN—Cy). (Nebenkonformer) = 173.6 (C=0), 171.4 (C=0), 171.1 (C=0),
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154.4 (C=0), 144.6 und 144.0 (Fmoc), 141.3 (Fmoc), 127.6 (Fmoc), 127.0 (Fmoc), 125.0 und
125.0 (Fmoc), 120. 0 (Fmoc), 66.7 (Fmoc), 59.5 (Azp-Cy, ProC—C(x), 57.8 (ProN—C(x), 56.8
(Azp-Ca), 51.2 (Azp-Cd), 47.7, 47.5, 47.4 und 46.9 (Pro"-C3, Pro“-C8, Fmoc), 33.6 (Azp-
CB), 29.9, 28.1 (Pro™-CB, Pro“-Cp), 25.1, 24.6, 23.3 (Pro“-Cy, Pro™-Cy).

MS (ESI): m/z=571.1 [M-H] (100%), M= 372.2 g/mol gerechnet fiir C30H3,N¢Os.
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8.2.3. Synthese von Ac-(4S)Azp-OMe (1S) und Ac-(4R)Azp-OMe (1R)

Synthese von Ac-(45)Azp-OMe (IS)181
N3,

v

[_>‘0020H3

N
Ac

10.6 g (39.2 mmol) Boc-(4S)Azp-OMe (5S) wurden in 100 ml 4 M HCI (400 mmol) in

Dioxan gelost. Die Losung wurde iiber Nacht bei Raumtemperatur gerithrt und dann zur
Trockene eingeengt. Der Riickstand wurde in CH,Cl, und wenig MeOH gel6st und mit Et;O
gefillt. Der isolierte Feststoff (H-(45)Azp-OMe) wurde in 30 ml abs. CH,Cl, gel6st und mit
16.2 ml (117 mmol) NEts versetzt. Dazu wurden bei 0°C 7.4 ml (78 mmol) Ac,0O zugetropft.
Nach 4 Stunden rithren bei Raumtemperatur wurde die Reaktionslosung mit 1 M HCI-Losung
verdiinnt und mit EE (4 x 60 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber
MgSO, getrocknet und im Vakuum getrocknet. Nach einer sidulenchromatographischen
Reinigung iiber Kiesegel (3% MeOH in CH,Cl,) wurden 7.21 g (34.0 mmol, 87% Ausbeute

der Theorie) eines gelben Ols isoliert.
R¢=0.5 (CH,Cl, / MeOH, 9:1, UV, Ninhydrin).

Die NMR-Spektren zeigen zwei Konformere (s-cis und s-trans Konformation um die
Carbamatbindung) im Verhéltnis 1:2.6.

'"H-NMR (400 MHz, D,0, 25°C): 6/ppm (Hauptkonformer) = 4.65 (dd, J = 9.6 Hz, 2.5 Hz,
1H; Ha), 4.48 (m, 1H; Hy), 3.87 (dd, J = 11.8 Hz, 5.3 Hz, 1H; HJ), 3.78 (s, 3H; OCH3), 3.68
(dt, J = 11.8 Hz, 1.6 Hz, 1H; Ho), 2.50-2.59 (m, 1H; HP), 2.31 (dm, J = 14.2 Hz, 1H; Hp),
2.01 (s, 3H; Ac). (Nebenkonformer) = 4.84 (dd, J = 6.9 Hz, 3.4 Hz, 1H; Ha), 4.48 (m, 1H;
Hy), 3.71 (s, 3H; OCHj3), 3.67 (dd, J = 13.1 Hz, 5.5 Hz, 1H; HJ), 3.53 (d, J = 13.3 Hz, 1H;
HJ), 2.50-2.59 (m, 2H; HP), 1.94 (s, 3H; Ac).

BC.NMR (101 MHz, D,0, 25°C): 6/ppm (Hauptkonformer) = 174.1, 173.7, 60.1, 57.9, 53.5,
53.3, 34.5, 21.7. (Nebenkonformer) = 174.4, 174.2, 59.6, 58.9, 53.8, 52.0, 36.1, 21.6.

MS (ESI): m/z (%) = 235.0 [M+Na]" (100), gerechnet fiir CgH;,N,05.
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Synthese von Ac-(4R)Azp-OMe (lR)181
N3

Z—>‘COZCH3

N
Ac

Ac-(4R)Azp-OMe (1R) wurde nach demselben Protokoll wie das Diasteromer Ac-(4S)Azp-
OMe (1S) synthetisiert. Ausgehend von 10.6 g (39.2 mmol) Boc-(4R)Azp-OMe (SR) wurden
7.42 g Produkt (35.0 mmol, 89% Ausbeute der Theorie) als kristalliner Feststoff isoliert.

R¢=0.5 (CH,Cl, / MeOH, 9:1, UV, Ninhydrin).

Die NMR-Spektren zeigen zwei Konformere (s-cis und s-frans Konformation um die
Carbamatbindung) im Verhéltnis 1:6.1.

'"H-.NMR (400 MHz, D,0, 25°C): &/ppm (Hauptkonformer) = 4.40 (t, J = 8.2 Hz, 1H; Ha),
4.35 (m, 1H; Hy), 3.77 (dd, J = 11.7 Hz, 4.9 Hz, 1H; HJ), 3.65 (s, 3H; OCH3), 3.60 (ddd, J =
11.7 Hz, 2.4 Hz, 1.6 Hz, 1H; Ho), 2.37 (dddd, J = 13.7 Hz, 8.0 Hz, 3.3 Hz, 1.5 Hz, 1H; Hp),
2.15 (ddd, J = 13.7 Hz, 8.5 Hz, 5.3 Hz, 1H; Hp), 2.01 (s, 3H; Ac). (Nebenkonformer) = 4.84
(dd, J = 6.9 Hz, 3.4 Hz, 1H; Ha), 4.25 (m, 1H; Hy), 3.70 (s, 3H; OCH3), 3.60 (m, 1H; HJ),
3.50(dd, J = 12.4 Hz, 5.5 Hz, 1H; HJ), 2.46 (dddd, J = 13.7 Hz, 8.5 Hz, 4.6 Hz, 1.4 Hz, 1H;
Hp), 2.32 (m, 1H; HP), 1.89 (s, 3H; Ac).

BC.NMR (101 MHz, D,0, 25°C): 6/ppm (Hauptkonformer) = 174.5, 173.5, 60.2, 58.0, 53.5,
53.4,36.7, 21.7. (Nebenkonformer) = 174.1, 174.1, 59.2, 58.5, 53.8, 51.5, 36.2, 21.1.

MS (ESI): m/z (%) = 235.0 [M+Na]" (100), gerechnet fiir CgH;,N,05.
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8.2.4. Synthese der Triazole 13-20

Protokolle fiir die Click-Reaktion

A) mit CuSO,, Natriumascorbat in H,O/'BuOH'"”

Die Azid-Komponente (0.15 mmol, 1 eq) wurde in 100 ul ‘BuOH gelost und mit 200 pl H,O
versetzt. Nach der Zugabe von 3 eq der Alkin-Komponente und einer frisch vorbereiteten
wissrigen 0.4 M Losung CuSO4 5H,0 (0.1 eq) sowie einer 1 M Losung von Natriumascorbat
(0.2 eq) und wurde die Suspension fiir 20 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die
Reaktionsmischung wurde mit 5 ml H,O verdiinnt und 4 Mal mit EtOAc extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden im Vakuum eingeengt und das Rohprodukt wurde

mittels Saulenchromatographie iiber Kieselgel gereinigt.

B) mit Cul in Toluol oder Acetonitril

Die Azid-Komponente (0.15 mmol, 1 eq) wurde in Toluol oder CH3CN vorgelegt und mit 0.1
eq Cul, 1 eq 'Pr,NEt und 2-3 eq des Alkins versetzt. Die Reaktionsmischung wurde bei RT fiir
10-24 h gut durchmischt und nachdem eine vollstindiger Umsatz erreicht wurde mit 5 ml
CH,Cl, verdiinnt, iiber PVP filtriert und 3 Mal mit gesittigter NH4Cl-Losung gewaschen. Die
vereinigten organischen Phasen wurden iiber MgSO,4 getrocknet und dann im Vakuum

eingeengt. Das Rohprodukt wurde mittels Saulenchromatographie iiber Kieselgel gereinigt.

C) mit [Cu(CH3CN)4]PF, in CH,Cl,*"!

Die Azid-Komponente (0.30 mmol, 1 eq) wurde in 2 ml CH,Cl, vorgelegt und mit (1.5 eq)
des Alkins versetzt. Anschliessend wurden 0.2 eq [Cu(CH3CN)4]PFs und 0.2 eq Kupfer
Pulver zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde bei RT geriihrt (ca. 20h) und nachdem das
Edukt vollstandig umgesetzt war, mit halbkonzentriertem Ammoniak ausgeschiittelt. Die
wissrige Phase wurde mit CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden
tiber Na,SO, getrocknet und dann im Vakuum eingeengt. Das Rohprodukt wurde mittels

Saulenchromatographie iiber Kieselgel filtriert.
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Analytik der Triazole 13-20

Synthese von Triazol 13S

“Click” Reaktion nach Methode A.

Die NMR-Spektren zeigen zwei Konformere (s-cis und s-trans Konformation um die tertidre
Amidbindung) im Verhiiltnis 1:2.7 in D,0.

'"H-.NMR (500 MHz, D,0, 25°C): &8/ppm (Hauptkonformer) = 8.68 (s, 1H; Triazol), 5.43 (m,
1H; Hy), 4.72 (dd, J = 9.3 Hz, 4.1 Hz, 1H; Ha), 4.36 (dd, J = 12.1 Hz, 4.2 Hz, 1H; HJ), 4.32
(dd, J = 12.1 Hz, 6.2 Hz, 1H; Hb), 3.92 (s, 3H; OCHj; (Triazol)), 3.63 (s, 3H; OCHj3 (Pro)),
3.00 (ddd, J = 14.3 Hz, 9.4 Hz, 6.4 Hz, 1H; Hp), 2.89 (dt, J = 14.3 Hz, 4.3 Hz, 1H; Hp), 2.17
(s, 3H; Ac). (Nebenkonformer) = 8.64 (s, 1H; Triazol), 5.38 (m, 1H; Hy), 4.98 (dd, J = 8.1
Hz, 3.1 Hz, 1H; Ha), 4.20 (dd, J = 13.7 Hz, 2.9 Hz, 1H; HJ), 4.15 (dd, J = 13.9 Hz, 5.8 Hz,
1H; HJ), 3.92 (s, 3H; OCH; (Triazol)), 3.62 (s, 3H; OCHj (Pro)), 3.06 (m, 1H; Hp), 3.06 (m,
1H; HP), 2.07 (s, 3H; Ac).

PBC-NMR (126 MHz, D,0, 25°C): &/ppm (Hauptkonformer) = 173.2, 172.9, 162.1, 139.2,
128.7, 59.4, 57.6, 53.0, 52.6, 52.3, 34.1, 21.3. (Nebenkonformer) = 174.0, 172.9, 162.0,

139.2, 128.7, 59.2, 58.5, 53.2, 52.6, 51.4, 35.8, 21.2.

MS (ESI): m/z (%) = 319.2 [M+Na]" (10), 615.0 [2M+Na]" (100), gerechnet fiir C;,H;¢N4Os.
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Svynthese von Triazol 13R

“Click” Reaktion nach Methode A.

Die NMR-Spektren zeigen zwei Konformere (s-cis und s-trans Konformation um die tertizre
Amidbindung) im Verhiltnis 1:4.7 in D,0.

'"H-.NMR (500 MHz, D,0, 25°C): d/ppm (Hauptkonformer) = 8.60 (s, 1H; Triazol), 5.51 (m,
1H; Hy), 4.74 (t, J = 7.8 Hz, 1H; Ha), 4.31 (dd, J = 12.0 Hz, 6.1 Hz, 1H; H9), 4.17 (dd, J =
11.9 Hz, 3.4 Hz, 1H; HJ), 3.92 (s, 3H; OCH; (Triazol)), 3.79 (s, 3H; OCHj3 (Pro)), 2.91 (dddd,
J =14.0 Hz, 8.5 Hz, 4.3 Hz, 1 Hz, 1H; Hp), 2.70 (dt, J = 14.0 Hz, 6.8 Hz, 1H; Hp), 2.13 (s,
3H; Ac). (Nebenkonformer) = 8.58 (s, 1H; Triazol), 5.44 (m, 1H; Hy), 5.05 (dd, J = 8.8Hz,
5.2 Hz, 1H; Ha), 4.11 (dd, J = 13.1 Hz, 4.0 Hz, 1H; HJ), 4.00 (dd, J = 12.8 Hz, 6.7 Hz, 1H;
HJ), 3.92 (s, 3H; OCHj; (Triazol)), 3.85 (s, 3H; OCHj; (Pro)), 3.05 (dddd, J = 14.5 Hz, 8.9 Hz,
5.7 Hz, 1 Hz, 1H; HP), 2.90 (m, 1H; HP), 2.06 (s, 3H; Ac).

PBC-NMR (126 MHz, D,0, 25°C): &/ppm (Hauptkonformer) = 173.6, 173.0, 162.1, 139.0,
128.5, 59.6, 58.0, 53.2, 53.0, 52.6, 34.5, 21.3. (Nebenkonformer) = 173.6, 173.2, 162.1,
139.0, 128.4, 59.1, 58.0, 53.5, 53.5, 51.3, 34.9, 20.7.

MS (ESI): m/z (%) = 615.0 [2M+Na]" (100), gerechnet fiir C;,H;6N,4Os.
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Synthese von Triazol 14S

“Click” Reaktion nach Methode B in CH3CN

Die NMR-Spektren zeigen zwei Konformere (s-cis und s-trans Konformation um die tertizre
Amidbindung) im Verhiltnis 1:2.5 in CDCls.

"H-NMR (400 MHz, CDCls, 23°C): o/ppm (Hauptkonformer) = 7.62 (s, 1H; Triazol), 5.26
(m, 1H; Hy), 4.60 (t, J = 7.9 Hz, 1H; Ha), 4.22 (dd, J = 10.6 Hz, 7.4 Hz, 1H; HJ), 4.02 (dd, J
= 10.6 Hz, 7.7 Hz, 1H; H9), 3.69 (s, 3H; OCH3), 2.92 (dt, J = 13.3 Hz, 8.0 Hz, 1H; Hp), 2.55
(dt, J=13.4 Hz, 7.8 Hz, 1H; Hp), 2.10 (s, 3H; Ac), 0.31 (s, 9H; (CH3)3Si1). (Nebenkonformer)
=7.55 (s, 1H; Triazol), 5.15 (m, 1H; Hy), 4.55 (t, J = 8.0 Hz, 1H; Ha), 4.28 (dd, J = 13.1 Hz,
7.1 Hz, 1H; Ho), 3.98 (dd, J = 13.2 Hz, 4.2 Hz, 1H; HJ), 3.62 (s, 3H; OCH3), 2.99-2.93 (m,
2H; HP), 2.01 (s, 3H; Ac), 0.30 (s, 9H; (CH3)3S1).

PBC-NMR (101 MHz, CDCls, 25°C): 8/ppm (Hauptkonformer) = 171.4, 169.2, 147.2, 127.7,
57.3,57.1,52.5,52.4,37.1, 22.2, -1.26. (Nebenkonformer) = 171.0, 170.0, 146.8, 127.4, 58.5,

56.3,52.8,51.3, 34.9, 21.8, -1.26.

MS (MALDI-TOF): m/z = 311 [M+H]", gerechnet fiir C3H,N403Si.
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Synthese von Triazol 14R

“Click” Reaktion nach Methode B in CH3CN

Die NMR-Spektren zeigen zwei Konformere (s-cis und s-trans Konformation um die tertizre
Amidbindung) im Verhiltnis 1:2.8 in CDCls.

"H-NMR (400 MHz, CDCls, 23°C): o/ppm (Hauptkonformer) = 7.52 (s, 1H; Triazol), 5.35
(m, 1H; Hy), 4.75 (dd, J = 8.8 Hz, 4.5 Hz, 1H; Ha), 4.22 (dd, J = 10.5 Hz, 7.0 Hz, 1H; HJ),
4.03 (dd, J = 10.5 Hz, 6.0 Hz, 1H; Hd), 3.77 (s, 3H; OCH3), 2.82 (ddd, J = 13.6 Hz, 8.5 Hz,
7.5 Hz, 1H; HP), 2.55 (ddd, J = 13.5 Hz, 6.6 Hz, 4.4 Hz, 1H; HP), 2.10 (s, 3H; Ac), 0.31 (s,
9H, (CH3)3S1). (Nebenkonformer) = 7.52 (s, 1H; Triazol), 5.19 (m, 1H; Hy), 4.76 (dd, J = 8.6
Hz, 4.8 Hz, 1H; Ha), 4.11 (dd, J = 12.5 Hz, 4.6 Hz, 1H; HJ), 4.15 (dd, J = 12.6 Hz, 6.8 Hz,
1H; HJ), 3.82 (s, 3H; OCH3), 3.01 (dddd, J = 13.7 Hz, 8.6 Hz, J = 6.1 Hz, 1 Hz, 1H; Hp),
2.69 (ddd, J = 13.4 Hz, 6.3 Hz, J = 4.8 Hz, 1H; HP), 2.01 (s, 3H; Ac), 0.30 (s, 9H, (CH3)3S1).

PC-NMR (101 MHz, CDCls, 25°C): 8/ppm (Hauptkonformer) = 172.1, 169.3, 147.2, 127.9,
57.8,57.3,53.0, 52.7, 35.3, 22.2, -1.20. (Nebenkonformer) = 171.9, 169.7, 147.2, 127.7, 59.0,

56.6,52.5,51.8,37.2, 21.6, -1.20.

MS (ESI): m/z (%) = 333.0 [M+Na]" (100), gerechnet fiir C;3H»N,05Si.
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Synthese von Triazol 15S

“Click” Reaktion nach Methode B in Toluol.

Die NMR-Spektren zeigen zwei Konformere (s-cis und s-trans Konformation um die tertiéire
Amidbindung) im Verhiltnis 1:2.4 in CDCls.

'"H-.NMR (400 MHz, CDCl3, 25°C): 6/ppm (Hauptkonformer) = 7.97 (s, 1H; Triazol), 7.81
(m, 2H; Arom), 7.44 (m, 2H; Arom), 7.34 (m, 1H; Arom), 5.30 (m, 1H; Hy), 4.65 (dd, J = 8.8
Hz, 6.7 Hz, 1H; Ha), 4.25 (dd, J = 10.8 Hz, 7.3 Hz, 1H; HJ), 4.12 (dd, J = 10.8 Hz, 7.1 Hz,
1H; HS), 3.72 (s, 3H; OCHj3), 2.97 (ddd, J = 13.6 Hz, 8.6 Hz, 7.7 Hz, 1H; Hp), 2.60 (dt, J =
13.6 Hz, 7.0 Hz, 1H; HP), 2.15 (s, 3H; Ac). (Nebenkonformer) = 7.82 (s, 1H; Triazol), 7.81
(m, 2H; Arom), 7.44 (m, 2H; Arom), 7.34 (m, 1H; Arom), 5.18 (m, 1H; Hy), 4.59 (dd, J = 8.9
Hz, 3.8 Hz, 1H; Ha), 4.32 (dd, J = 13.2 Hz, 7.0 Hz, 1H; HJ), 4.09 (dd, J = 13.1 Hz, 4.1 Hz,
1H; Hb), 3.66 (s, 3H; OCHj3), 3.08-2.00 (m, 2H; Hp), 2.05 (s, 3H; Ac).

BC.NMR (101 MHz, CDCls, 25°C): &/ppm (Hauptkonformer) = 172.0, 169.7, 148.7, 130.5,
129.3, 128.9, 126.1, 118.8, 58.6, 57.7, 53.1, 52.9, 35.3, 22.7. (Nebenkonformer) = 171.6,
170.5, 148.5, 130.6, 129.3, 128.8, 126.1, 119.1, 59.0, 57.5, 53.4, 51.8, 37.3, 22.1.

MS (MALDI-TOF): m/z = 315.7 [M+H]", gerechnet fiir C;H;sN4Os.
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Svynthese von Triazol 15R

,,Click® Reaktion nach Methode B in Toluol.

Die NMR-Spektren zeigen zwei Konformere (s-cis und s-trans Konformation um die tertiéire
Amidbindung) im Verhiltnis 1:2.5 in CDCls.

'"H-.NMR (400 MHz, CDCls, 25°C): &/ppm (Hauptkonformer) = 7.80 (m, 2H; Arom), 7.78 (s,
1H; Triazol), 7.43 (m, 2H; Arom), 7.36 (m, 1H; Arom), 5.37 (m, 1H; Hy), 4.77 (dd, J = 8.8
Hz, 4.5 Hz, 1H; Ha), 4.26 (dd, J = 10.6 Hz, 7.0 Hz, 1H; HJ), 4.07 (dd, J = 10.4 Hz, 5.6 Hz,
1H; HJ), 3.78 (s, 3H; OCH3), 2.86 (ddd, J = 13.6 Hz, 8.8 Hz, 7.6 Hz, 1H; Hp), 2.60 (ddd, J =
13.6 Hz, 6.7 Hz, 4.5 Hz, 1H; HP), 2.12 (s, 3H; Ac). (Nebenkonformer) = 7.82 (m, 2H; Arom),
7.80 (s, 1H; Triazol), 7.43 (m, 2H; Arom), 7.36 (m, 1H; Arom), 5.23 (m, 1H; Hy), 4.75 (dd, J
=8.6 Hz, 5.1 Hz, 1H; Ha), 4.20 (ddd, J = 12.6 Hz, 4.7 Hz, 1.0 Hz, 1H; H5), 4.04 (dd, J = 12.6
Hz, 6.6 Hz, 1H; H9), 3.83 (s, 3H; OCHj3), 3.17 (dddd, J = 13.7 Hz, 8.6 Hz, 6.1 Hz, 1.0 Hz,
1H; HP), 2.73 (ddd, J = 13.6 Hz, 6.6 Hz, 5.1 Hz, 1H; Hp), 2.02 (s, 3H; Ac).

PC-NMR (101 MHz, CDCls, 25°C): 8/ppm (Hauptkonformer) = 172.5, 170.0, 148.7, 129.4,
129.3, 129.0 126.2, 118.9, 58.8, 57.8, 53.1, 52.9, 35.5, 22.6. (Nebenkonformer) = 172.3,
170.2, 148.7, 130.4, 129.3, 128.8, 126.2, 119.0, 59.3, 57.7, 53.5, 52.0, 37.4, 22.1.

MS (MALDI-TOF): m/z = 315.6 [M+H]", gerechnet fiir C;H;sN4Os.
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Synthese von Triazol 16S

“Click” Reaktion nach Methode B in Toluol.

Die NMR-Spektren zeigen zwei Konformere (s-cis und s-trans Konformation um die tertidre
Amidbindung) im Verhiltnis 1:2.4 in CDCls.

'"H-.NMR (400 MHz, CDCls;, 25°C): &/ppm (Hauptkonformer) = 7.64 (s, 1H; Triazol), 7.32-
7.25 (m, 2H; Arom), 7.00-6.94 (m, 3H; Arom), 5.23 (m, 1H; HY), 5.20 (s, 2H; CH>), 4.64 (dd,
J=8.5Hz, 7.2 Hz, 1H; Ha), 4.23 (dd, J = 10.7 Hz, 7.4 Hz, 1H; H5), 4.07 (dd, J = 10.7 Hz,
7.4 Hz, 1H; H9), 3.71 (s, 3H; OCH3), 2.94 (ddd, J = 13.5 Hz, 8.5 Hz, 7.4 Hz, 1H; Hp), 2.56
(dt, J=13.6 Hz, 7.4 Hz, 1H; H), 2.13 (s, 3H; Ac). (Nebenkonformer) = 7.69 (s, 1H; Triazol),
7.32-7.25 (m, 2H; Arom), 7.00-6.94 (m, 3H; Arom), 5.18 (s, 2H; CH;), 5.12 (m, 1H; Hy),
4.56 (dd, J = 9.0 Hz, 3.8 Hz, 1H; Ha), 4.12 (dd, J = 13.2 Hz, 7.1 Hz, 1H; Ho), 4.01 (dd, J =
13.2 Hz, 4.3 Hz, 1H; H9), 3.66 (s, 3H; OCHs3), 3.08-2.95 (m, 2H; HP), 2.03 (s, 3H; Ac).

BC.NMR (101 MHz, CDCl;, 25°C): 6/ppm (Hauptkonformer) =171.8, 169.7, 158.5, 145.4,
130.0, 121,8, 121.8, 115.1, 62.2, 58.5, 57.6, 53.1, 52.8, 35.2, 22.7.

MS (MALDI-TOF): m/z = 345.7 [M+H]", gerechnet fiir C;7H»0N4Os,.
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Synthese von Triazol 16R

“Click” Reaktion nach Methode B in Toluol.

Die NMR-Spektren zeigen zwei Konformere (s-cis und s-trans Konformation um die tertidre
Amidbindung) im Verhiltnis 1:2.6 in CDCls.

'"H-.NMR (400 MHz, CDCls;, 25°C): &/ppm (Hauptkonformer) = 7.64 (s, 1H; Triazol), 7.32-
7.27 (m, 2H; Arom), 7.00-6.94 (m, 3H; Arom), 5.32 (m, 1H; Hy), 5.21 (s, 2H; CH,), 4.74 (dd,
J = 8.8 Hz, 4.4 Hz, 1H; Ha), 4.21 (dd, J = 10.6 Hz, 7.0 Hz, 1H; HJ), 4.01 (dd, J = 10.5 Hz,
5.8 Hz, 1H; HJ), 3.77 (s, 3H; OCH3), 2.82 (ddd, J = 13.5 Hz, 8.6 Hz, 7.4 Hz, 1H; Hp), 2.56
(ddd, J = 13.5 Hz, 6.6 Hz, 4.4 Hz, 1H; Hp), 2.10 (s, 3H; Ac). (Nebenkonformer) = 7.63 (s,
1H; Triazol), 7.32-7.27 (m, 2H; Arom), 7.00-6.94 (m, 3H; Arom), 5.20 (m, 1H; Hy), 5.20 (s,
2H; CH;), 4.72 (dd, J = 8.6 Hz, 4.9 Hz, 1H; Ha), 4.12 (dd, J = 12.5 Hz, 4.3 Hz, 1H; HJ), 4.01
(dd, J = 12.6 Hz, 6.6 Hz, 1H; HJ), 3.80 (s, 3H; OCHs3), 3.10 (dddd, J = 13.4 Hz, 8.6 Hz, 5.0
Hz, 1.0 Hz, 1H; HP), 2.69 (ddd, J = 13.6 Hz, 6.5 Hz, 5.0 Hz, 1H; Hp), 2.01 (s, 3H; Ac).

PBC-NMR (101 MHz, CDCl3, 25°C): 8/ppm (Hauptkonformer) =172.5, 169.7, 158.5, 145.3,
130.0, 122.1, 121.8, 115.1, 62.2, 58.8, 57.7, 53.1, 52.9, 35.5, 22.6.

cm/7 (%) = . +Na R . +Na]", gerechnet fiir C;7H0N4O4.
MS (ESD): m/z (%) = 367.6 [M+Na]" (100), 711.4 [2M+Na]" hnet fiir C;7H,oN4O
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Synthese von Triazol 17S

N CO,CHj4
Ac

“Click” Reaktion nach Methode B in CH3CN.

Die NMR-Spektren zeigen zwei Konformere (s-cis und s-trans Konformation um die tertizre
Amidbindung) im Verhiltnis 1:2.8 in CDCls.

"H-NMR (400 MHz, CDCls, 25°C): o/ppm (Hauptkonformer) = 7.46 (s, 1H; Triazol), 5.32
(m, 1H; Hy), 4.77 (dd, J = 8.8 Hz, 4.4 Hz, 1H; Ha), 4.71-4.67 (m, 2H; Arom), 4.31 (t, /= 1.8
Hz, 2H; Arom), 4.24 (dd, J = 10.6 Hz, 7.0 Hz, 1H; Hd), 4.07 (s, SH; Arom), 4.05 (dd, J = 10.6
Hz, 6.7 Hz, 1H; Ho), 3.79 (s, 3H; OCHs), 2.84 (ddd, J = 13.5 Hz, 8.6 Hz, 7.7 Hz, 1H; H),
2.60 (ddd, J = 13.5 Hz, 6.7 Hz, 4.4 Hz, 1H; Hp), 2.17 (s, 3H; Ac). (Nebenkonformer) = 7.46
(s, 1H; Triazol), 5.18 (m, 1H; Hy), 4.73 (dd, J = 8.6 Hz, 4.9 Hz, 1H; Ha), 4.67-4.65 (m, 2H;
Arom), 4.30 (t, J = 1.8 Hz, 2H; Arom), 4.16 (dd, J = 12.2 Hz, 7.8 Hz, 1H; Ho), 4.07 (s, 5SH;
Arom), 4.04 (dd, J = 12.5 Hz, 6.7 Hz, 1H; H9), 3.83 (s, 3H; OCH3), 3.14 (dddd, J = 13.7 Hz,
8.5 Hz, 6.2 Hz, 1 Hz, 1H; Hp), 2.72 (ddd, J = 13.6 Hz, 6.5 Hz, 4.8 Hz, 1H; Hp), 2.03 (s, 3H;
Ac).

BC.NMR (101 MHz, CDCl;, 25°C): 6/ppm (Hauptkonformer) =172.5, 169.8, 147.9, 118.1,
75.2, 70.0, 69.2, 67.1, 58.6, 57.7, 53.4, 52.8, 35.5, 22.6. (Nebenkonformer) = 172.3, 170.2,

147.8, 117.9,75.3, 70.0, 69.2, 67.1, 59.3, 57.6, 53.1, 52.0, 37.3, 22.1.

MS (MALDI-TOF): m/z = 422.8 [M+H]", gerechnet fiir Co0H»,FeN4O;.
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Synthese von Triazol 17R

)

N

N-N

{ P~coon
Ac
“Click” Reaktion nach Methode B in CH3CN.

Die NMR-Spektren zeigen zwei Konformere (s-cis und s-trans Konformation um die tertizre
Amidbindung) im Verhiltnis 1:3.2 in CDCls.

"H-NMR (400 MHz, CD;0D, 25°C): 6/ppm (Hauptkonformer) = 8.11 (s, 1H; Triazol), 5.39
(m, 1H; Hy), 4.74-4.68 (m, 3H; Ha, Arom), 4.34-4.31 (m, 2H; Arom), 4.26 (dd, J = 11.2 Hz,
6.4 Hz, 1H; Ho), 4.12 (dd, J = 11.4 Hz, 4.7 Hz, 1H; HJ), 4.06 (s, SH; Arom), 3.78 (s, 3H;
OCHs3), 2.91 (dddd, J = 13.6 Hz, 8.6 Hz, 5.7 Hz, 1 Hz, 1H; H), 2.62 (dt, J = 13.6 Hz, 6.2 Hz,
1H; HP), 2.11 (s, 3H; Ac). (Nebenkonformer) = 8.08 (s, 1H; Triazol), 5.32 (m, 1H; Hy), 4.97
(dd, J = 8.8 Hz, 4.8 Hz, 1H; Ha), 4.74-4.68 (m, 2H; Arom), 4.34-4.31 (m, 2H; Arom), 4.07
(m, 1H; Ho), 4.05 (s, SH; Arom), 3.97 (dd, J = 12.3 Hz, 6.0 Hz, 1H; Ho), 3.84 (s, 3H; OCHs),
3.08 (dddd, J = 13.8 Hz, 8.7 Hz, 6.2 Hz, 1 Hz, 1H; Hp), 2.81 (ddd, J = 13.7 Hz, 6.7 Hz, 4.8
Hz, 1H; HP), 2.04 (s, 3H; Ac).

PC-NMR (101 MHz, CD;0D, 25°C): 3/ppm (Hauptkonformer) = 171.0, 169.6, 145.8, 118.3,
73.3, 68.0, 67.4, 65.2, 57.6, 56.6, 51.5, 50.5, 33.4, 19.5. (Nebenkonformer) = 170.7, 170.2,
145.8, 118.2,72.9, 68.0, 67.4, 65.2, 57.9, 56.3, 51.0, 50.2, 34.8, 19.1.

MS (MALDI-TOF): m/z = 422.8 [M+H]", gerechnet fiir Co0H»,FeN4O;.
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Synthese von Triazol 18S

OMe

“Click” Reaktion nach Methode B in Toluol.

Die NMR-Spektren zeigen zwei Konformere (s-cis und s-trans Konformation um die tertidire
Amidbindung) im Verhiltnis 1:2.4 in CDCls.

'"H-.NMR (400 MHz, CDCls;, 25°C): &/ppm (Hauptkonformer) = 7.84 (s, 1H; Triazol), 7.77-
7.71 (m, 2H; Arom), 6.99-6.94 (m, 2H; Arom), 5.31 (m, 1H; Hy), 4.76 (dd, J = 8.8 Hz, 6.7
Hz, 1H; Ha), 4.26 (dd, J = 10.7 Hz, 7.4 Hz, 1H; Ho), 4.11 (dd, J = 10.8 Hz, 7.2 Hz, 1H; H)),
3.85 (s, 3H; OCHs), 3.74 (s, 3H; OCH3), 3.11-2.94 (m, 1H; HB), 2.58 (dt, J = 13.6 Hz, 7.4 Hz,
1H; HP), 2.16 (s, 3H; Ac). (Nebenkonformer) = 7.77-7.71 (m, 3H; Triazol, Arom), 6.99-6.94
(m, 2H; Arom), 5.18 (m, 1H; Hy), 4.58 (dd, J = 9.0 Hz, 3.7 Hz, 1H; Ha), 4.33 (dd, J = 13.2
Hz, 7.1 Hz, 1H; HJ), 4.09 (m, 1H; HJ), 3.84 (s, 3H; OCHj3), 3.66 (s, 3H; OCH3), 3.11-2.94
(m, 2H; H), 2.06 (s, 3H; Ac).

BC.NMR (101 MHz, CDCls, 25°C): &/ppm (Hauptkonformer) = 172.2, 169.0, 148.5, 130.4,
129.4, 129.1, 126.5, 118.4, 58.4, 57.7, 56.1, 53.1, 52.9, 35.3, 22.5. (Nebenkonformer) =
171.4, 170.3, 148.9, 130.6, 129.7, 128.4, 126.2, 119.1, 59.2, 57.6, 57.2, 53.3, 51.9, 37.1, 22.0.

MS (MALDI-TOF): m/z = 345.8 [M+H]", gerechnet fiir C;7HN4Os.
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Svynthese von Triazol 1§R

OMe

“Click” Reaktion nach Methode B in Toluol.

Die NMR-Spektren zeigen zwei Konformere (s-cis und s-trans Konformation um die tertidre
Amidbindung) im Verhiltnis 1:2.6 in CDCls.

"H-NMR (400 MHz, CDCls, 25°C): o/ppm (Hauptkonformer) = 7.74-7.68 (m, 3H; Triazol,
Arom), 6.97-6.92 (m, 2H; Arom), 5.35 (m, 1H; Hy), 4.76 (dd, J = 8.8 Hz, 4.6 Hz, 1H; Ha),
4.23 (dd, J = 10.6 Hz, 6.9 Hz, 1H; H9), 4.04 (dd, J = 10.6 Hz, 5.7 Hz, 1H; HJ), 3.83 (s, 3H;
OCHs3), 3.77 (s, 3H; OCHs3), 2.84 (ddd, J = 13.6 Hz, 8.7 Hz, 7.4 Hz, 1H; Hp), 2.58 (ddd, J =
13.5 Hz, 6.7 Hz, 4.6 Hz, 1H; HP), 2.10 (s, 3H; Ac). (Nebenkonformer) = 7.74-7.68 (m, 3H;
Triazol, Arom), 6.97-6.92 (m, 2H; Arom), 5.20 (m, 1H; Hy), 4.75 (dd, J = 5.1 Hz, andere J
tiberlagert, 1H; Ha), 4.17 (ddd, J = 12.5 Hz, 4.5 Hz, < 1Hz, 1H; H9), 4.02 (dd, J = 12.5 Hz,
6.6 Hz, 1H; HJ), 3.82 (s, 3H; OCHj3), 3.82 (s, 3H; OCHs), 3.14 (dddd, J = 13.6 Hz, 8.6 Hz,
6.0 Hz, 1.2 Hz, 1H; HP), 2.90 (ddd, J = 13.6 Hz, 6.5 Hz, 5.0 Hz, 1H; Hp), 2.01 (s, 3H; Ac).

PC-NMR (101 MHz, CDCls, 25°C): 8/ppm (Hauptkonformer) = 172.5, 168.8, 160.2, 148.6,
127.5, 123.1, 118.1, 114.7, 58.8, 57.8, 55.7, 53.1, 52.9, 35.5, 22.6. (Nebenkonformer) =
172.3,170.2, 160.2, 148.4, 127.5, 123.2, 118.2, 114.7, 59.3, 57.6, 55.7, 53.1, 52.0, 37.4, 22.1.

MS (MALDI-TOF): m/z = 345.8 [M+H]", gerechnet fiir C;7HN4Os.
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Synthese von Triazol 19S

“Click” Reaktion nach Methode B in CH3CN.

Die NMR-Spektren zeigen zwei Konformere (s-cis und s-trans Konformation um die tertizre
Amidbindung) im Verhiltnis 1:2.2 in CDCls.

'"H-.NMR (400 MHz, CDCls, 25°C): o/ppm (Hauptkonformer) = 8.30 (s, 1H; Triazol), 7.96
(m, 2H; Arom), 7.35 (m, 2H; Arom), 5.27 (m, 1H; Hy), 4.63 (dd, J = 8.9 Hz, 6.2 Hz, 1H; Ha),
4.23 (dd, J = 11.2 Hz, 7.3 Hz, 1H; HJ), 4.08 (dd, J = 11.0 Hz, 6.5 Hz, 1H; HJ), 3.64 (s, 3H;
OCH3), 2.94 (ddd, J = 13.8 Hz, 8.9 Hz, 7.4 Hz, 1H; Hp), 2.58 (dt, J = 13.8 Hz, 6.5 Hz, 1H;
HP), 2.42 (s, 3H; CH3), 2.13 (s, 3H; Ac). (Nebenkonformer) = 8.21 (s, 1H; Triazol), 7.96 (m,
2H; Arom), 7.36 (m, 2H; Arom), 5.18 (m, 1H; Hy), 4.56 (dd, J = 8.7 Hz, 3.7 Hz, 1H; Ha),
4.29 (dd, J = 13.5 Hz, 7.0 Hz, 1H; H9), 4.03 (dd, J = 13.3 Hz, 3.7 Hz, 1H; Ho), 3.57 (s, 3H;
OCH3), 3.05-2.97 (m, 2H; HP), 2.43 (s, 3H; CH3), 2.02 (s, 3H; Ac).

BC-NMR (101 MHz, CDCls, 25°C): &/ppm (Hauptkonformer) = 171.6, 169.7, 145.7, 137.3,
130.4, 128.6, 128.5, 125.6, 59.4, 56.6, 53.1, 52.6, 35.1, 22.7, 22,1.

MS (MALDI-TOF): = 394.6 [M+H]" , 416.7 [M+Na]", gerechnet fiir C;7H,N4OsS.



134

Svynthese von Triazol 19R

Ac
“Click” Reaktion nach Methode B in CH3;CN.

Die NMR-Spektren zeigen zwei Konformere (s-cis und s-trans Konformation um die tertiéire
Amidbindung) im Verhiltnis 1:2.5 in CDCls.

'"H-.NMR (400 MHz, CDCls;, 25°C): &/ppm (Hauptkonformer) = 8.16 (s, 1H; Triazol), 7.99-
7.94 (m, 2H; Arom), 7.38-7.33 (m, 2H; Arom), 5.34 (m, 1H; Hy), 4.72 (dd, J = 8.7 Hz, 4.5
Hz, 1H; Ha), 4.24 (dd, J = 10.7 Hz, 7.0 Hz, 1H; Ho), 4.01 (dd, J = 10.8 Hz, 5.8 Hz, 1H; H)),
3.77 (s, 3H; OCH3), 2.80 (ddd, J = 13.6 Hz, 8.5 Hz, 7.7 Hz, 1H; Hp), 2.58 (ddd, J = 13.8 Hz,
6.7 Hz, 4.5 Hz, 1H; HP), 2.43 (s, 3H; CH3), 2.10 (s, 3H; Ac). (Nebenkonformer) = 8.14 (s,
1H; Triazol), 7.99-7.94 (m, 2H; Arom), 7.38-7.33 (m, 2H; Arom), 5.22 (m, 1H; Hy), 4.71 (dd,
J = 8.5 Hz, 5.0 Hz, 1H; Ha), 4.12 (ddd, J = 12.6 Hz, 4.5 Hz, 1.0 Hz,1H; Ho), 4.02 (m, 1H;
H9), 3.82 (s, 3H; OCH3), 3.04 (dddd, J = 14.1 Hz, 8.5 Hz, 5.8 Hz, 1.1 Hz,1H; Hp), 2.72 (ddd,
J=13.7Hz, 8.5 Hz, 7.7 Hz, 1H; HP), 2.43 (s, 3H; CH3), 2.01 (s, 3H; Ac).

BC.NMR (101 MHz, CDCls, 25°C): &/ppm (Hauptkonformer) = 172.3, 169.7, 145.8, 137.1,
130.5, 128.7, 128.6, 125.3, 59.6, 57.6, 53.2, 52.7, 35.4, 22.6, 22.1.

MS (ESI): m/z (%) = 415.2 [M+Na]" (100), gerechnet fiir C;7H»N4OsS.
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Synthese von Triazol 20S

N

N-N
N~ YCO,CH,

“Click” Reaktion nach Methode C.

Die NMR-Spektren zeigen zwei Konformere (s-cis und s-trans Konformation um die tertiéire
Amidbindung) im Verhiltnis 1:2.3 in CDCls.

'"H-.NMR (400 MHz, CDCl3, 25°C): o/ppm (Hauptkonformer) = 7.75 (d, J = 1.0 Hz, 1H;
Triazol), 7.71 (d, J = 0.9 Hz, 1H; Triazol), 5.26 (m, 1H; HY), 4.67 (dd, J = 8.7 Hz, 6.9 Hz, 1H;
Ha), 4.26 (dd, J = 10.7 Hz, 7.3 Hz, 1H; HJ), 4.10 (dd, J = 10.7 Hz, 7.2 Hz, 1H; HJ), 3.73 (s,
3H; OCHs;), 2.96 (ddd, J = 13.6 Hz, 8.6 Hz, 7.8 Hz, 1H; HP), 2.55 (dt, J = 13.5 Hz, 7.3 Hz,
1H; HP), 2.15 (s, 3H; Ac). (Nebenkonformer) = 7.71 (m, 1H; Triazol/COOH), 7.63 (d, J = 1.0
Hz, 1H; Triazol/COOH), 5.15 (m, 1H; Hy), 4.58 (dd, J = 9.1 Hz, 3.7 Hz, 1H; Ha), 4.33 (dd, J
=13.6 Hz, 7.3 Hz, 1H; H9), 4.10 (dd, J = 13.6 Hz, 3.9 Hz, 1H; H9), 3.68 (s, 3H; OCHs3), 2.94
(dt, J = 13.9 Hz, 3.7 Hz, 1H; Hp), 3.00 (ddd, J = 13.9 Hz, 9.0 Hz, 6.8 Hz, 1H; Hp), 2.04 (s,
3H; Ac).

PC-NMR (101 MHz, CDCl3, 25°C): 8/ppm (Hauptkonformer) =171.5, 169.2, 134.3, 122.1,
57.9, 57.2, 52.6, 52.4, 34.9, 22.3. (Nebenkonformer) = 170.1, 170.0, 134.1, 122.4, 58.5, 56.9,
53.0,51.3,36.9, 21.8.

MS (ESI): m/z (%) = 261.1 [M+Na]" (100), 499.2 [2M+Na]*, gerechnet fiir CoH4N4O;.



136

Synthese von Triazol 20R

N
N—-N

b

Q‘COZCH3

Ac
“Click” Reaktion nach Methode C.

Die NMR-Spektren zeigen zwei Konformere (s-cis und s-trans Konformation um die tertiéire
Amidbindung) im Verhiltnis 1:2.9 in CDCls.

'"H-.NMR (400 MHz, CDCl3, 25°C): o/ppm (Hauptkonformer) = 7.76 (d, J = 1.0 Hz, 1H;
Triazol), 7.58 (d, J = 1.0 Hz, 1H; Triazol), 5.37 (m, 1H; Hy), 4.77 (dd, J = 8.8 Hz, 4.3 Hz, 1H;
Ha), 4.20 (dd, J = 10.6 Hz, 7.0 Hz, 1H; HJ), 4.04 (dd, J = 10.4 Hz, 5.8 Hz, 1H; HJ), 3.79 (s,
3H; OCHs), 2.84 (ddd, J = 13.5 Hz, 8.7 Hz, 7.9 Hz, 1H; Hp), 2.58 (ddd, J = 13.5 Hz, 6.6 Hz,
4.3 Hz, 1H; HP), 2.12 (s, 3H; Ac). (Nebenkonformer) = 7.73 (d, J = 1.0 Hz, 1H;
Triazol/COOH), 7.58 (d, J = 1.1 Hz, 1H; Triazol/COOH), 5.22 (m, 1H; Hy), 4.74 (dd, J = 8.6
Hz, 5.0 Hz, 1H; Ha), 4.15 (ddd, J = 12.8 Hz, 4.6 Hz, 1.0 Hz, 1H; H9), 4.02 (dd, J = 12.5Hz,
6.5 Hz, 1H; Ho), 3.84 (s, 3H; OCHs3), 3.01 (dddd, J = 13.7 Hz, 8.7 Hz, 5.9 Hz, 1.0 Hz, 1H;
Hp), 2.69 (ddd, J = 13.7 Hz, 6.5 Hz, 4.9 Hz, 1H; Hp), 2.03 (s, 3H; Ac).

PC-NMR (101 MHz, CDCls, 25°C): 8/ppm (Hauptkonformer) = 172.1, 169.3, 134.3, 122.5,
58.2, 57.3, 52.7, 52.5, 35.1, 22.2. (Nebenkonformer) = 171.8, 169.7, 134.3, 122.5, 58.8, 57.1,
53.0,51.7,37.0, 21.6.

MS (ESI): m/z (%) = 261.2[M+Na]* (100), 499.2 [2M+Na]", gerechnet fiir C1oH;4N4O3.
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8.2.5. Synthese der Aminoprolinderivate 21-24

Synthese von Ac-[(4S)NHBoc-Pro]-OMe 218
BocHN

Z_B‘COQCHs

N
Ac

200 mg (0.943 mmol) Ac-(4S)Azp-OMe (1S) wurden in 15 ml MeOH gelost und mit 267 mg
Boc,0 (1.23 mmol) und 60 mg Lindlar Katalysator (5% Pd auf CaCO; vergiftet mit Pb)

versetzt. Die Suspension wurde fiir 7 h unter einer H,-Atomospire bei Raumtemperatur
geriihrt und dann iiber Celite filtriert und mit MeOH gespiilt. Das Losungsmittel wurde im
Vakuum entfernt und der Riickstand iiber Kieselgel geséult (1-2% MeOH in CH,Cl,). 21S
wurde als farbloser Feststoff isoliert (225 mg, 0.894 mmol, 95% Ausbeute der Theorie).

Die NMR-Spektren zeigen zwei Konformere (s-cis und s-trans Konformation um die tertiéire
Amidbindung) im Verhiltnis 1:5.5 in CDCls.

'"H-.NMR (400 MHz, CDCl3, 23°C): 8/ppm (Hauptkonformer) = 5.55 (d, J = 8.4 Hz, 1H; NH),
4.44 (dd, J = 9.6 Hz, 3.4 Hz, 1H; Ha), 4.39 (m, 1H; Hy), 3.78 (dd, J = 10.6 Hz, 6.0 Hz, 1H;
H9), 3.75 (s, 3H; OCHj3), 3.48 (dd, J = 10.6 Hz, 2.2 Hz, 1H; HJ), 2.25 (ddd, J = 13.9 Hz, 9.6
Hz, 6.5 Hz, 1H; HP), 2.06 (s, 3H; Ac), 1.90 (dt, J = 13.8 Hz, 3.4 Hz, 1H; Hp), 1.42 (s, 9H;
‘Bu). (Nebenkonformer) = 5.05 (bs, 1H; NH), 4.39 (m, 2H; Ha, Hy), 3.78 (s, 3H; OCHj3),
3.85-3.75 (m, 2H; HJ), 2.60 (ddd, J = 14.0 Hz, 9.3 Hz, 6.0 Hz, 1H; HP), 2.26 (m, 1H; HP),
1.96 (s, 3H; Ac), 1.40 (s, 9H; 'Bu).

BC.NMR (101 MHz, CDCls, 23°C): d/ppm (Hauptkonformer) =173.7, 169.5, 155.2, 79.8,
57.4, 54.6, 52.6, 50.3, 35.1, 28.3, 22.2. (Nebenkonformer) = 173.7, 169.8, 155.2, 79.8, 58.7,

52.8,52.6,50.3, 37.7, 30.9, 22.0.

MS (ESI): m/z (%) = 309 [M+Na]* (100), gerechnet fiir C13H2N>Os.
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Synthese von Ac-[(4R)NHBoc-Pro]-OMe 21R
BocHN

7

£_>~c;och3

N
Ac

Ac-[(4R)NHBoc-Pro]-OMe (21R) wurde nach demselben Protokoll wie das Diasterecomer
Ac-[(4S)NHBoc-Pro]-OMe (218, Seite 137) synthetisiert. Ausgehend von 94 mg (0.44 mmol)
Ac-(4R)Azp-OMe (1R) wurden 114 mg Produkt (0.40 mmol, 85% Ausbeute der Theorie) als

farbloser Feststoff isoliert.

Die NMR-Spektren zeigen zwei Konformere (s-cis und s-trans Konformation um die tertidre
Amidbindung) im Verhiltnis 1:3.5 in CDCls.

'"H-.NMR (400 MHz, CDCl3, 23°C): &/ppm (Hauptkonformer) = 4.74 (d, J = 6.7 Hz, 1H; NH),
4.53 (dd, J = 8.6 Hz, 5.3 Hz, 1H; Ha), 4.35 (m, 1H; Hy), 3.91 (dd, J = 10.3 Hz, 6.3 Hz, 1H;
HJ), 3.76 (s, 3H; OCHs3), 3.37 (dt, J = 10.1 Hz, 4.7 Hz, 1H; HJ), 2.23 (dt, J = 13.1 Hz, 5.8 Hz,
1H; HP), 2.13 (m, 1H; HP), 2.07 (s, 3H; Ac), 1.43 (s, 9H; ‘Bu). (Nebenkonformer) = 4.66 (bs,
1H; NH), 4.44 (dd, J = 8.6 Hz, 4.3 Hz, 1H; Ha), 4.35 (m, 1H; Hy), 3.80 (dd, J = 12.5 Hz,
6.6Hz, 1H; HJ), 3.80 (s, 3H; OCHj3), 3.45(dd, J = 12.1 Hz, 5.9 Hz, 1H; H9), 2.43 (m, 1H;
HP), 2.29 (m, 1H; HB), 1.96 (s, 3H; Ac), 1.43 (s, 9H; 'Bu).

PBC-NMR (101 MHz, CDCls, 23°C): 8/ppm (Hauptkonformer) = 172.2, 169.6, 155.1, 80.1,
57.1,53.3,52.4,49.8, 35.1, 28.3, 22.2.

MS (ESI): m/z (%) = 309 [M+Na]* (90), 595 [2M+Na]* (100), gerechnet fiir C13H2,N,Os.
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Synthese von Ac-[(4S)NHAc-Pro]-OMe 228
AcHN

Z—>‘COZCH3

N
Ac

45 mg (0.21 mmol) Ac-(4S)Azp-OMe (1S) wurden in 3 ml EtOAc gelost und mit 40 pl Ac,O
(0.43 mmol) und 3 mg Pd/C (10% Pd/C) versetzt. Nach starkem Riihren der Mischung unter

H,-Atmosphére fiir 3,5 h wurde die Suspension iiber Celite filtriert und mit EtOAc und
MeOH gespiilt. Das Losungsmitte]l wurde im Vakuum entfernt und der Riickstand iiber
Kieselgel gesidult (5% MeOH in CH,Cl,). Nach dem Entfernen des Losungsmittels erhielt
man ein farbloses Ol (41 mg, 0.18 mmol, 85% Ausbeute der Theorie).

Die NMR-Spektren zeigen zwei Konformere (s-cis und s-trans Konformation um die tertidre
Amidbindung) im Verhiltnis 1:5.8 in CDCls.

'"H-.NMR (500 MHz, CDCls;, 23°C): &/ppm (Hauptkonformer) = 7.00 (d, J = 8.6 Hz, 1H; NH),
4.72 (m, 1H; Hy), 4.47 (dd, J = 10.0 Hz, 2.2 Hz, 1H; Ha), 3.79 (dd, J = 10.7 Hz, J 5.3 Hz,
1H; Ho), 3.79 (s, 3H; OCH3), 3.54 (dm, J = 11.8 Hz, 1H; H9), 2.47 (ddd, J = 14.2 Hz, 10.0
Hz, 6.2 Hz, 1H; HP), 1.96 (m, 1H; HP), 2.01 (s, 3H; Ac), 1.98 (s, 3H; Ac). (Nebenkonformer)
=6.54 (d, J=5.4 Hz, 1H; NH), 4.55 (m, 1H; Hy), 4.43 (dd, 1H, J = 9.5 Hz, 1.6 Hz, 1H; Ha),
3.80 (s, 3H; OCHs), 3.79 (m, 1H; Hd), 3.59 (dm, J = 12.6 Hz, 1H; HJ), 2.56 (ddd, J = 14.0
Hz, 9.6 Hz, 5.9 Hz, 1H; Hp), 2.26 (m, 1H; HB), 1.99 (s, 3H; Ac), 1.94 (s, 3H; Ac).

PC-NMR (126 MHz, CDCls, 23°C): 8/ppm (Hauptkonformer) = 174.4, 169.6, 169.5, 57.4,
54.5, 52.8, 48.7, 34.7, 23.2, 22.2. (Nebenkonformer) = 173.6, 169.8, 169.7, 58.6, 52.8, 52.4,
474,374, 23.0, 22.0.

MS (ESI): m/z (%) = 251.7 [M+Na]" (100), 479.1 [2M+Na]" (20), gerechnet fiir C;oH;sN,O4.



140

Synthese von Ac-[(4R)NHAc-Pro]-OMe 22R
AcHN_

O‘COZCH3

N
Ac

Ac-[(4R)NHAc-Pro]-OMe (22R) wurde nach demselben Protokoll wie das Diastereomer Ac-
[(4S)NHAc-Pro]-OMe (228, Seite 139) synthetisiert. Ausgehend von 67 mg (0.32 mmol) Ac-
(4R)Azp-OMe (1R) wurden 62 mg (0.27 mmol, 85% Ausbeute der Theorie) Produkt als

farbloser Feststoff isoliert.

Die NMR-Spektren zeigen zwei Konformere (s-cis und s-trans Konformation um die tertiére
Amidbindung) im Verhiltnis 1:5.2 in CDCls.

'"H-.NMR (500 MHz, CDCl3, 23°C): 8/ppm (Hauptkonformer) = 7.00 (d, J = 6.8 Hz, 1H; NH),
4.58 (m, 1H; Hy), 4.52 (t, J = 7.7 Hz, 1H; Ha), 3.87 (dd, J = 10.7 Hz, 5.6 Hz, 1H; Ho), 3.73
(s, 3H; OCHj3), 3.48 (ddd, J = 10.6 Hz, 3.2 Hz, 1 Hz, 1H; H9), 2.27 (dddd, J = 13.4 Hz, 8.2
Hz, 4.5 Hz, 1 Hz, 1H; Hp), 2.19 (ddd, J = 13.4 Hz, 7.3 Hz, 6.1 Hz, 1H; HP), 2.06 (s, 3H; Ac),
1.98 (s, 3H; Ac). (Nebenkonformer) = 6.68 (d, J = 6.8 Hz, 1H; NH), 4.58 (m, 1H; Hy), 4.48
(dd, J = 8.6 Hz, 4.5 Hz, 1H; Ha), 3.79 (m, 1H; HS), 3.79 (s, 3H; OCH3), 3.52 (m, 1H; HJ),
2.45 (ddd, J = 13.2 Hz, 6.2 Hz, 4.5 Hz, 1H; Hp), 2.36 (ddd, J = 12.9 Hz, 8.0 Hz, 7.3 Hz 1H;
Hp), 1.99 (s, 3H; Ac), 1.98 (s, 3H; Ac).

PC-NMR (126 MHz, CDCls, 23°C): 8/ppm (Hauptkonformer) = 172.1, 170.4, 169.8, 57.3,
53.7, 52.4, 49.0, 35.1, 22.9, 22.3. (Nebenkonformer) = 171.8, 170.4, 167.0, 58.9, 52.8, 50.7,
47.1,37.3,23.0,21.7.

MS (ESI): m/z (%) = 251.1 [M+Na]" (100), gerechnet fiir C;oHsN,Os,.
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Synthese von Ac-[(4S)NHCOCEF;-Pro]-OMe 23S
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62 mg (0.21 mmol) Ac-(4S)Amp-OMe*TFA (24S) wurden in 3 ml trockenem CH,Cl, gelost
und mit 108 ul (0.63 mmol) "Pr,NEt und 58 ul (0.42 mmol) TFA,O versetzt. Nach 3 h Riihren
bei Raumtemperatur wurde 3 ml einer 1 M HCI-Losung zugegeben und die Mischung 3 Mal
mit 8 ml CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber Na;SOj,
getrocknet und das  Losungsmittel im  Vakuum  entfernt. = Nach  einer
sdulenchromatographischen Aufreinigung wurden 46 mg 23S (0.16 mmol, 78% Ausbeute der

Theorie) als farbloses Ols isoliert.

Die NMR-Spektren zeigen zwei Konformere (s-cis und s-trans Konformation um die tertiéire
Amidbindung) im Verhiltnis 1:5.3.

'"H-.NMR (400 MHz, CDCls;, 23°C): &/ppm (Hauptkonformer) = 8.31 (d, / = 7.9 Hz, 1H; NH),
4.80 (m, 1H; Hy), 4.52 (dd, J = 9.9 Hz, 1.5 Hz, 1H; Ha), 3.82 (m, 1H; Ho), 3.80 (s, 3H;
OCH3), 3.65 (dt, J = 12.4 Hz, 1.3 Hz, 1H; H9), 2.24 (ddd, J = 14.5 Hz, 9.9 Hz, 6.1 Hz, 1H;
HP), 2.17 (dq, J = 14.6 Hz, 1.3 Hz, 1H; Hp), 2.10 (s, 3H; Ac). (Nebenkonformer) = 7.67 (d, J
= 6.5 Hz, 1H; NH), 4.68 (m, 1H; Hy), 4.48 (dd, J = 9.5 Hz, 1.1 Hz, 1H; Ha), 3.82 (s, 3H;
OCHs3), 3.9-3.7 (m, 2H; H9), 2.60 (ddd, J = 14.4 Hz, 9.5 Hz, 6.0 Hz, 1H; Hp), 2.33 (dq, J =
13.9 Hz, 1.3 Hz, J = 7.3 Hz, 1H; HP), 2.02 (s, 3H; Ac).

BC-NMR (101 MHz, CDCl, 23°C): 8/ppm (Hauptkonformer) = 175.1, 169.6, 156.6 (q, *Jcr
= 37 Hz), 115.7 (q, "Jep. = 287 Hz), 57.5, 54.5, 53.1, 49.6, 34.4, 22.2. (Nebenkonformer) =
58.6,53.3,52.7,47.9, 36.9, 22.1.

PE-NMR (376 MHz, CDCls, 23°C): &/ppm (Hauptkonformer) = -77.4. (Nebenkonformer) =
-77.4.

MS (ESI): m/z (%) = 305.1 [M+Na]" (100), 586.9 [M+Na]* (20), gerechnet fiir C;oH;3F3N,04.
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Synthese von Ac-[(4R)NHCOCEF;-Pro]-OMe 23R
FsC. H
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Ac-[(4R)NHCOCF;-Pro]-OMe (23R) wurde nach demselben Protokoll wie das Diastereomer
Ac-[(4S)NHCOCFs-Pro]-OMe (23S, Seite 140) synthetisiert. Ausgehend von 47 mg (0.16
mmol) Ac-(4R)Amp-OMe*TFA (24R) wurden 32 mg Produkt (0.11 mmol, 71% Ausbeute der

Theorie) als farbloses Ol isoliert.

Die NMR-Spektren zeigen zwei Konformere (s-cis und s-trans Konformation um die tertizre
Amidbindung) im Verhiltnis 1:3.5 in CDCI3.

'"H-.NMR (400 MHz, CDCl3, 23°C): o/ppm (Hauptkonformer) = 7.98 (d, J = 6.5 Hz, 1H; NH),
4.65 (m, 1H; Hy), 4.59 (dd, J = 7.9 Hz, 7.0 Hz, 1H; Ha), 3.82 (dd, / = 10.9 Hz, 5.9 Hz, 1H;
H9), 3.73 (s, 3H; OCHj3), 3.54 (dd, J = 10.9 Hz, 3.5 Hz, 1H; H9), 2.37 (ddd, J = 13.3 Hz, 8.3
Hz, 4.8 Hz, 1H; HP), 2.28 (dt, J = 13.4 Hz, 6.5 Hz, 1H; HP), 2.05 (s, 3H; Ac).
(Nebenkonformer) = 7.87 (d, J = 6.3 Hz, 1H; NH), 4.59 (m, 1H; Hy), 4.53 (dd, J = 8.4 Hz, 4.2
Hz, 1H; Ha), 3.80 (s, 3H; OCHs3), 3.77 (dd, J = 13.1 Hz, 6.8 Hz, 1H; Hd), 3.63 (dd, J = 12.4
Hz, 5.6 Hz, 1H; H9), 2.50 (ddd, J = 13.4 Hz, 6.6 Hz, 4.5 Hz, 1H; Hp), 2.42 (m, 1H; Hp), 1.98
(s, 3H; Ac).

BC-NMR (101 MHz, CDCl;, 23°C): 8/ppm (Hauptkonformer) = 172.2, 170.4, 157.9 (q, *Jcr
= 38 Hz), 116.0 (q, "Jcr. = 288 Hz), 57.7, 53.3, 53.0, 50.1, 34.9, 22.5. (Nebenkonformer) =
59.3, 53.4, 50.5, 48.2, 36.9, 22.0.

F_.NMR (376 MHz, CDCls, 23°C): &/ppm (Hauptkonformer) = -76.6. (Nebenkonformer) =
-76.7.

MS (ESI): m/z (%) = 305.2 [M+Na]" (100), 587.0 [M+Na]* (40), gerechnet fiir C;oH;3F3N,04.
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Synthese von Ac-(4S)Amp-OMe*TFA 24S
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290 mg (1.01 mmol) Ac-[(4S)NHBoc-Pro]-OMe (21S) wurden in 3 ml CH,Cl, gelost, worauf
2 ml TFA bei 0°C zugetropft wurden. Die Eiskiihlung wurde entfernt und die Losung fiir 1 h
weiter geriihrt. Losungsmittel und TFA wurden im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde in
CHCl; gelost um mit Et,O gefillt, worauf 247 mg 24S (0.823 mmol, 81% der Theorie) als

weisser Feststoff isoliert wurden.
R¢=0.2 (MeOH / CH,Cl,, 1:9, Ninhydrin).

Die NMR-Spektren zeigen zwei Konformere (s-cis und s-trans Konformation um die tertiéire
Amidbindung) im Verhiltnis 1:5.7 in D,0.

'"H-.NMR (400 MHz, D,0, 23°C): o/ppm (Hauptkonformer) = 4.39 (dd, J = 9.1 Hz, 5.8 Hz,
1H; Ha), 4.01-3.94 (m, 2H; Hy, H9), 3.71 (m, 1H; HJ), 3.67 (s, 3H; OCHj3), 2.69 (ddd, J =
14.5 Hz, 9.0 Hz, 6.8 Hz, 1H; HP), 2.07 (dt, J = 14.3 Hz, 5.6 Hz, 1H; Hf), 2.01 (s, 3H; Ac).
(Nebenkonformer) = 4.71 (dd, J = 9.5 Hz, 4.4 Hz, 1H; Ha), 4.01-3.90 (m, 2H; Hy, Hd), 3.73
(s, 3H; OCHs3), 3.45 (dd, J = 12.4 Hz, 4.9 Hz, 1H; H9), 2.81 (ddd, J = 14.6 Hz, 9.5 Hz, 7.4 Hz,
1H; HP), 2.24 (dt, J = 14.6 Hz, 4.6 Hz, 1H; HP), 1.92 (s, 3H; Ac).

PC-NMR (101 MHz, D,0, 23°C): 8/ppm (Hauptkonformer) = 174.8, 173.6, 58.1, 53.7, 51.3,
49.8, 32.6, 21.6. (Nebenkonformer) = 174.4, 175.0, 59.2, 54.1, 50.0, 48.3, 34.0, 21.3.

MS (ESI): m/z (%) = 187.0 [M+H]" (100), 373.1 [2M+H]" (20), gerechnet fiir CsH4N,Os3.
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Synthese von Ac-(4R)Amp-OMe*TFA 24R
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240 mg (0.839 mmol) Ac-[(4R)NHBoc-Pro]-OMe (21R) wurden in 2.5 ml CH,Cl, gelost,
worauf 1.9 ml TFA bei 0°C zugetropft wurden. Die Eiskiihlung wurde entfernt und die
Losung fiir 1 h weiter geriihrt. Losungsmittel und TFA wurden im Vakuum entfernt. Der
Riickstand wurde in CHCI; gelost um mit Et,O gefillt, worauf 225 mg 24S (0.750 mmol,

89% der Theorie) als weisser Schaums isoliert wurden.
R¢=0.2 (MeOH / CH,Cl,, 1:9, Ninhydrin).

Die NMR-Spektren zeigen zwei Konformere (s-cis und s-trans Konformation um die tertiéire
Amidbindung) im Verhiltnis 1:3.5 in D,0.

'"H-.NMR (400 MHz, D,0, 23°C): o/ppm (Hauptkonformer) = 4.53 (dd, J = 7.9 Hz, 7.2 Hz,
1H; Ha), 4.05-3.89 (m, 2H; Hy, HJ), 3.69 (m, 1H; HJ), 3.65 (s, 3H; OCHj3), 2.33-2.42 (m,
2H; Hp), 2.03 (s, 3H; Ac). (Nebenkonformer) = 4.80 (dd, J = 8.9 Hz, 4.1 Hz, 1H; Ha), 4.05-
3.89 (m, 2H; Hy, H5), 3.70 (s, 3H; OCHs), 3.73-3.66 (m, 1H; Ho), 2.56 (ddd, J = 14.0 Hz, 6.8
Hz, 4.2 Hz, 1H; HP), 2.47 (ddd, J = 13.8 Hz, 8.8 Hz, 6.8 Hz,1H; HP), 1.92 (s, 3H; Ac).

BC.NMR (101 MHz, D,0, 23°C): 6/ppm (Hauptkonformer) = 173.7, 173.6, 57.6, 53.6, 51.3,
49.9, 32.8, 21.7. (Nebenkonformer) = 173.7, 173.5, 59.1, 53.9, 49.4, 48.2, 34.2, 21.2.

MS (ESI): m/z (%) = 187.0 [M+H]" (100), 373.1 [2M+H]" (40), gerechnet fiir CsH4N,Os3.
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8.2.6. Synthese der Hydroxyprolinderivate 25R, 25S und 27S

Synthese von Ac-(4R)Hyp-OMe 25R
HO

-

N
Ac

4.02 g (23.2 mmol) Ac-(4R)Hyp-OH wurden in 50 ml MeOH gel6st. Bei 0°C wurden 2.5 ml
(34 mmol) SOCI, zugetropft und anschliessend auf Riickfluss erhitzt fiir 15 Stunden. Die

Losung wurde eingeengt und der Riickstand iiber Kieselgel gesdult mit 7% MeOH in CH,Cl.
Es wurden 1.72 g (9.18 mmol, 29% Ausbeute der Theorie) eines farblosen Ols isoliert.

R¢=0.7 MeOH / CH,Cl,, 1:9, KMnOy).

Die NMR-Spektren zeigen zwei Konformere (s-cis und s-trans Konformation um die tertizre
Amidbindung) im Verhiltnis 1:4.2 in CDCls.

"H-NMR (400 MHz, D,0, 23°C): &/ppm (Hauptkonformer) = 4.59-4.52 (m, 2H; Hy, Ha),
3.78 (dd, J = 10.8 Hz, 4.5 Hz, 1H; H9), 3.73 (s, 3H; OCH3), 3.50 (ddd, J = 10.8 Hz, 2.2 Hz, J
= 1.7 Hz, 1H; H9), 2.77, (d, J = 3.4 Hz, 1H; OH), 2.28 (dddd, J = 13.1 Hz, 8.1 Hz, 3.4 Hz, 1.5
Hz, 1H; HP), 2.09 (ddd, J = 13.0 Hz, 7.8 Hz, 4.8 Hz, 1H; Hp), 2.08 (s, 3H; Ac).
(Nebenkonformer) 4.59-4.52 (m, 1H; Ha), 4.48 (m, 1H; Hy), 3.81 (dt, 2y tiberlagert, J = 2.3
Hz, 1H; HJ), 3.78 (s, 3H; OCH3), 3.53 (dd, 2y iberlagert, J = 4.6 Hz, 1H; Ho), 2.70 (bs, 1H;
OH), 2.44 (dddd, J = 13.5 Hz, 8.3 Hz, 3.3 Hz, 2.0 Hz, 1H; Hf), 2.20 (ddd, J = 13.4 Hz, 7.2
Hz, 5.0 Hz, 1H; HP), 1.96 (s, 3H; Ac).

BC.NMR (101 MHz, D,0, 23°C): 6/ppm (Hauptkonformer) = 172.9, 169.9, 70.2, 57.4, 55.8,
52.3, 38.0, 22.2. (Nebenkonformer) = 172.9, 169.9, 68.5, 58.7, 54.5, 52.7, 39.7, 21.6.

MS (ESI): m/z (%) = 210.0 [M+Na]" (100), 397.0 [2M+Na]* (30), gerechnet fiir CsH;3NOs.
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Synthese von Ac-(4S)Hyp(OAc)-OMe 27S
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250 mg (1.34 mmol) Ac-(4R)Hyp-OMe (25R) und 697 mg (2.59 mmol) PPh; wurden in 5 ml
THF gelost und mit 517 pl DIAD (2.67 mmol) in 800 pl Toluol versetzt. Die gelbe Losung
wurde fiir 14 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionsmischung wurde mit CH,Cl,
verdiinnt und mit 1 M HCI Losung extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden
iiber Na,SO4 getrocknet und das Losungsmittel teilweise im Vakuum entfernt worauf ein
Grossteil des Triphenylphosphinoxids durch eine Kristallisation abgetrennt wurde. Nach dem
Entfernen des Losungsmittels wurde der Riickstand iiber Kieselgel gesdult und 133 mg 27S
(580 umol, 43% Ausbeute der Theorie) als farbloses Ol isoliert.

Die NMR-Spektren zeigen zwei Konformere (s-cis und s-trans Konformation um die tertizre
Amidbindung) im Verhiltnis 1:2.1 in CDCls.

'"H-NMR (400 MHz, D0, 23°C): 6/ppm (Hauptkonformer) = 5.31-5.25 (m, 1H; Hy), 4.70
(dd, J =9.2 Hz, 2.9 Hz, 1H; Ha), 3.85 (dd, J = 11.7 Hz, 5.5 Hz, 1H; H9), 3.73 (s, 3H; OCH,),
3.65 (ddd, J = 11.7 Hz, 2.9 Hz, 1.0 Hz, 1H; H9), 2.42 (ddd, J = 14.4 Hz, 9.3 Hz, 5.3 Hz, 1H;
HB), 2.31 (dtd, J = 14.2 Hz, 2.6 Hz, 0.9 Hz, 1H; HP), 2.09 (s, 3H; Ac), 2.02 (s, 3H; Ac).
(Nebenkonformer) = 5.31-5.25 (m, 1H; Hy), 4.47 (dd, J = 8.8 Hz, 1.3 Hz, 1H; Ha), 3.80 (dd, J
= 14.0 Hz, 5.3 Hz, 1H; H9), 3.78 (s, 3H; OCH3), 3.66 (dt, J = 13.9 Hz, 1.0 Hz, 1H; H9o), 2.55
(dq, J = 14.4 Hz, 1.5 Hz, 1H; HP), 2.48 (ddd, J = 14.0 Hz, 8.9 Hz, 4.6 Hz, 1H; Hp), 2.04 (s,
3H; Ac), 1.97 (s, 3H; Ac).

BC.NMR (101 MHz, D,0, 23°C): 6/ppm (Hauptkonformer) = 171.4, 170.3, 169.4, 72.8, 56.9,
53.1, 52.3, 34.8, 22.2, 20.9. (Nebenkonformer) = 171.6, 169.9, 168.7, 71.4, 58.8, 52.6, 52.2,

37.0,22.1, 20.8.

MS (ESI): m/z (%) = 252.2 [M+Na]" (100), gerechnet fiir C;oH;sNOs.
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Svynthese von Ac-(45)Hyp-OMe 258!
HO

Ac
16 mg (70umol) Ac-(4S)Hyp(OAc)-OMe (27S) wurden in 1 ml MeOH gel6st und mit 1 mg

(7 pmol) wasserfreiem K,COj3 versetzt. Die Mischung wurde 1h bei Raumtemperatur geriihrt,
filtriert und das Filtrat im Vakuum vom Losungsmittel befreit und der Riickstand mit 4 %
MeOH in CH,Cl, iiber Kieselgel gesault. 10 mg (53 umol, 76% Ausbeute der Theorie) eines

farblosen Ols wurde isoliert.

R¢=0.7 MeOH / CH,Cl,, 1:9, KMnOy).

Die NMR-Spektren zeigen zwei Konformere (s-cis und s-trans Konformation um die tertizre
Amidbindung) im Verhiltnis 1:4.7 in CDCls.

"H-NMR (400 MHz, CDCls;, 23°C): o/ppm (Hauptkonformer) = 4.85 (dd, J = 9.9 Hz, 1.4 Hz,
1H; Ha), 4.81-4.74 (m, 1H; Hy), 3.80 (s, 3H; OCHj3), 3.74-3.65 (m, 3H; Ho, H6, OH), 2.32
(ddd, J = 14.4 Hz, 9.9 Hz, 4.7 Hz, 1H; Hp), 2.11 (ddd, J = 14.3 Hz, 2.9 Hz, 1.5 Hz, Hz, 1H;
HP), 2.10 (s, 3H; Ac). (Nebenkonformer) = 4.81-4.74 (m, 2H; Hy, Ha), 3.80 (s, 3H; OCHj3),
3.74-3.65 (m, 3H; HS, Ho6, OH), 2.38 (m, 1H; HP), 2.09 (m, 1H; HP), 2.03 (s, 3H; Ac).

PC-NMR (101 MHz, D,0, 23°C): 8/ppm (Hauptkonformer) = 175.2, 169.9, 71.4, 57.5, 56.5,
52.9, 37.1, 22.6. (Nebenkonformer) = 173.4, 170.1, 69.3, 58.9, 55.5, 52.9, 39.5, 22.1.

MS (ESI): m/z (%) = 209.9 [M+Na]" (100), 397.0 [2M+Na]" (10), gerechnet fiir CsH;3NOy,
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8.2.7. Synthese der Carbonsaurederivate 28 und 29

Synthese von Ac-(45)Azp-OH 28S

N3

DWOH
N

Ac O
300 mg (1.41 mmol) Ac-(4S)Azp-OMe (1S) wurden in 7 ml THF gelost und mit 7 ml MeOH
verdiinnt. Die Losung wurde mit 85 mg (2.1 mmol) NaOH, gelost in 1.4 ml H,O, versetzt und
fiir 3 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Losung wurde mit CH,Cl, verdiinnt und mit 30 ml 1
M HCI-Losung und ges. NaCl-Losung gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen
wurden iiber Na,SO,4 getrocknet. Nach Entfernen der Losungsmittel im Vakuum wurden 254

mg (1.28 mmol, 91% Ausbeute der Theorie) eines klaren Ols isoliert.

Die NMR-Spektren zeigen zwei Konformere (s-cis und s-frans Konformation um die
Amidbindung) im Verhiltnis 1:2.1 in D,0.

'"H-.NMR (400 MHz, D,0, 25°C): 6/ppm (Hauptkonformer) = 4.49 (dd, J = 9.7 Hz, 2.3 Hz
1H; Ha), 4.37 (m, 1H; Hy), 3.74 (dd, J = 11.8 Hz, 5.3 Hz, 1H; HJ), 3.58-3.52 (m, 1H; HJ),
2.50-2.35 (m, 1H; HP), 2.19 (ddd, J = 14.2 Hz, 3.7 Hz, 2.4 Hz, 1H; HP), 1.20 (s, 3H; Ac).
(Nebenkonformer) = 4.63 (dd, J = 8.9 Hz, 1.6 Hz, 1H; Ha,), 4.33 (m, 1H; Hy), 3.58-3.52 (m,
1H; Ho), 3.41 (bd, J = 13.2 Hz, 1H; Ho), 2.52-2.35 (m, 2H; HP), 1.93 (s, 3H; Ac).

BC-NMR (101 MHz, CDCl5+CD3;0D, 25°C): o/ppm (Hauptkonformer) = 172.3, 170.5, 59.1,
57.3,52.5, 34.1, 22.0. (Nebenkonformer)= 172.6, 170.5, 58.6, 58.0, 51.2, 36.4, 21.7.

MS (ESL neg): m/z (%) = 395.2 [2M-H] (100), 197.3 [M-H] (55), gerechnet fiir C;H;oN4Os.
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Synthese von Ac-(4R)Azp-OH 28R

OH
Nc @)
300 mg (1.41 mmol) Ac-(4R)Azp-OMe (1R) wurden in 7 ml THF gelost und mit 7 ml MeOH
verdiinnt. Die Losung wurde mit 85 mg (2.1 mmol) NaOH, gelost in 1.4 ml H,O, versetzt und
fiir 2 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Losung wurde mit 1 M HCI-Losung neutral gestellt
und das Losungsmittel im Vakuum verkleinert. Anschliessend wurde die Losung mit CH,Cl,
verdiinnt und mit 30 ml 1 M HCI-Losung gewaschen. Die wissrige Phase wurde 4 Mal mit
CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber Na,SO,4 getrocknet. Nach
Entfernen der Losungsmittel im Vakuum wurden 281 mg (1.41 mmol, quantitative Ausbeute)

eines weissen Feststoffs isoliert.

Die NMR-Spektren zeigen zwei Konformere (s-cis und s-trans Konformation um die
Amidbindung) im Verhiiltnis 1:4 in D,0.

'"H-NMR (400 MHz, D,0, 25°C): &/ppm (Hauptkonformer) = 4.39-4.32 (m, 2H; Ha, Hy),
3.75 (dd, J = 11.7 Hz, J = 4.9 Hz, 1H; HJ), 3.63-3.56 (m, 1H; H9), 2.39 (dddd, J = 13.3 Hz,
8.1 Hz, 3.4 Hz, 1.5 Hz, 1H; HP), 2.32 (ddd, J = 13.7 Hz, 8.3 Hz, 5.4 Hz, 1H; H), 2.00 (s, 3H;
Ac). (Nebenkonformer) = 4.63 (dd, J = 8.3 Hz, 6.9 Hz, 1H; Ha,), 4.33 (m, 1H; Hy), 3.58-3.52
(m, 1H; Ho), 3.41 (dd, J = 12.6 Hz, 5.4 Hz, 1H; H9), 2.19 (dddd, J = 13.7 Hz, 8.5 Hz, 4.4 Hz,
1.5 Hz, 1H; HP), 2.19 (ddd, J = 13.8 Hz, 6.7 Hz, 5.6 Hz, 1H; HP), 1.89 (s, 3H; Ac).

BC.NMR (101 MHz, D,0+0.07 M NaOD, 25°C): 6/ppm (beide Konformere) = 179.1, 179.0,
174.0, 172.9, 61.9, 60.4, 60.2, 58.9, 53.9, 51.7, 37.0, 35.0, 21.9, 21.1.

MS (ESI, neg): m/z (%) = 395.3 [2M-H] (100), 197.2 [M-H] (25), gerechnet fiir C;H;oN4Os.
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Svynthese von Ac-(45)Azp-NMe, 298181
N3

\
N—

Nc O

30 mg (0.152 mmol) Ac-(4S)Azp-OH (28S) wurden in 500 ul CH,Cl, gelost und mit 29 mg
(0.158 mmol) Pentafluorophenol und 43 mg (0.225 mmol) EDC versetzt. Die Losung wurde
fir 1 h bei Raumtemperatur geriihrt, mit CH,Cl, verdiinnt und mit 0.5M HCI-Losung
extrahiert. Die wiassrige Phase wurde mit CH,Cl, extrahiert und die vereinigten organischen
Phasen wurden iiber Na,SO4 getrocknet. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt.
Zuriick blieben 55 mg (0.151 mmol, 99% Ausbeute der Theorie) eines zidhfliissigen Ols.

51 mg des Pentafluorophenylesters (0.14 mmol) wurden in 1 ml trockenem CH,Cl, gelost und
mit 213 pl (1.53 mmol) NEt; und 114 mg (1.40 mmol) Dimethylamid Hydrochlorid versetzt.
Die Reaktionsmischung wurde fiir 1 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionsmischung
wurde mit CH,Cl, verdiinnt und mit 1M HCI-Losung gewaschen. Die vereinigten organischen
Phasen wurden iiber Na,SO,4 getrocknet. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und
der Riickstand sdulenchromatographisch gereinigt (Gradient: 4% bis 6% MeOH in CH,Cl,).
Es wurden 25 mg (0.11 mmol, 78% Ausbeute iiber beide Stufen) des Dimethylamids 29S

isoliert.
R¢= 0.4 (MeOH / CH,Cl,, 1:9, Ninhydrin).

Die NMR-Spektren zeigen zwei Konformere (s-cis und s-frans Konformation um die
Amidbindung) im Verhiltnis 1:2.9 in D,0.

'"H-.NMR (400 MHz, D,0, 25°C): o/ppm (Hauptkonformer) = 4.77 (dd, J = 9.6 Hz, 4.5 Hz,
1H; Ha), 4.31 (m, 1H; Hy), 3.84 (dd, J = 11.5 Hz, 6.0 Hz, 1H; H9), 3.52 (dd, /= 11.5 Hz, 3.9
Hz, 1H; Ho), 2.97 (s, 3H; NCHj3); 2.82 (s, 3H, NCH3), 2.58 (ddd, J = 13.9 Hz, 9.5 Hz, 6.1 Hz,
1H; HB), 1.91 (dt, J = 13.4 Hz, 4.0 Hz, 1H; HP), 1.99 (s, 3H; Ac). (Nebenkonformer) = 4.94
(dd, J =9.5 Hz, 2.3 Hz, 1H; Ha), 4.31 (m, 1H; Hy), 3.69 (dd, J = 13.1 Hz, 5.9 Hz, 1H; HJ),
3.44 (bd, J = 13.1 Hz, 1H; HJ), 3.00 (s, 3H; NCH3); 2.87 (s, 3H, NCH3), 2.66 (ddd, J = 14.1
Hz, 9.5 Hz, 5.9 Hz, 1H; Hp), 2.11 (dm, J = 14.3 Hz, 1H; HP), 1.80 (s, 3H; Ac).

BC-.NMR (101 MHz, CDCls, 25°C): d/ppm (Hauptkonformer) = 170.6, 168.9, 58.9, 54.7,
52.1, 37.1, 36.0, 34.1, 22.3.

MS (ESI): m/z (%) = 248.2 [M+Na]" (100), 473.1 [2M+Na]" (60), gerechnet fiir CoH;sN5sO,.
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Synthese von Ac-(4R)Azp-NMe, 29R '8!
N3

7

\
N—

Nc @)
Ac-(4R)Azp-NMe, 29R wurde nach demselben Protokoll wie das Diasteromer Ac-(4R)Azp-
NMe, (298, Seite 150) synthetisiert. Ausgehend von 91 mg (0.46 mmol) Ac-(4R)Azp-OH
(28R) wurden 55 mg (0.244 mmol, 53% Ausbeute iiber beide Stufen) des Dimethylamids 29S

isoliert.
R¢=0.4 (MeOH / CH,Cl,, 1:9, Ninhydrin).

Die NMR-Spektren zeigen zwei Konformere (s-cis und s-trans Konformation um die
Amidbindung) im Verhiltnis 1:3.7 in D,0.

'"H-NMR (400 MHz, D,0, 25°C): 6/ppm (Hauptkonformer) = 4.80 (t, J = 8.1 Hz, 1H; Ha),
4.33 (m, 1H, Hy), 3.73 (dd, J = 11.8 Hz, 4.8 Hz, 1H; H)), 3.63 (dt, J = 11.8 Hz, 2 Hz, 1H;
H9), 3.03 (s, 3H; NCH3); 2.82 (s, 3H, NCH3), 2.39 (dddd, J = 13.5 Hz, 8.0 Hz, 3.0 Hz, 1.4 Hz,
1H; HB), 1.99 (m, 1H; HP), 1.99 (s, 3H; Ac). (Nebenkonformer) = 5.03 (t, J = 7.7 Hz, 1H;
Ha), 4.25 (m, 1H, Hy), 3.67 (dt, J = 13.0 Hz, 2 Hz, 1H; HJ), 3.48 (dd, J = 12.6 Hz, 5.1 Hz,
1H; Ho), 3.04 (s, 3H; NCH3); 2.86 (s, 3H, NCHj3), 2.53 (dddd, J = 13.6 Hz, 8.2 Hz, 3.6 Hz,
1.6 Hz, 1H; HP), 2.12 (ddd, J = 13.7 Hz, 7.2 Hz, 5.7 Hz, 1H; HP), 1.79 (s, 3H; Ac).

BC.NMR (101 MHz, D,0, 25°C): é/ppm (Hauptkonformer) = 172.9, 172.8, 60.3, 56.0, 53.8,
37.4, 36.3, 34.3, 21.7. (Nebenkonformer) = 173.8, 172.7, 58.7, 57.7, 52.0, 37.2, 36.4, 35.9,
21.0.

MS (ESI): m/z (%) = 248.0 [M+Na]" (100), 473.1 [2M+Na]" (60), gerechnet fiir CoH;sN5O.
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8.2.8. Synthese der Chymptrypsin-Substrate Suc-Ala-Ala-Xaa-Phe-pNA
31-35

Protokoll fiir Peptidkupplungen mit EDC in Losung

Die Carbonsaure (1.2 eq) wurde in abs. CH,Cl, gelost und mit EDC (1.5 eq) versetzt. Die
Aminkomponente (1 eq) wurde zugegeben (falls das Amin als HCI-Salz vorlag, wurden
zusitzlich 1.2 eq ‘ProNEt zugegeben) und die Losung bei Raumtemperatur geriihrt, bis der
Umsatz vollstindig war (DC). Die Reaktionsmischung wurde mit EtOAc verdiinnt und mit
IM HCI-Losung und gesittigter NaHCOs3-Losung gewaschen. Die wéssrigen Phasen wurden
mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber Na,SO,4 getrocknet,
das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch
gereinigt.

Protokoll zur Boc-Entschiitzung mit HCI in Dioxan

Das Boc-geschiitzte Peptid wurde mit 4 M HCI-Losung (20 eq) versetzt und bei
Raumtemperatur geriihrt, bis ein vollstindiger Umsatz erreicht wurde (DC). Das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Riickstand wurde in CH,Cl, und wenig
MeOH gelost und mit Et,O gefillt.

Protokoll zur Kupplung von Bernsteinsﬁureanhvdridl80

Das Peptid wurde in abs. CH,Cl, gelost und mit NEt; (1.2 eq) versetzt. Dazu wurde eine
Losung von Bernsteinsdureanhydrid gelost in DMF gegeben. Die Reaktionsmischung wurde
iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und
das zuriickbleibende Ol wurde mittels HPLC aufgereinigt. Das isolierte Produkt wurde in
THF/CH,Cl, gelost und mit Et,O gefillt. Der weisse Feststoff wurde vor dem Chymotrypsin
Experiment in Wasser geldst und lyophilisiert.

Ausbeuten der einzelnen Stufen

Ausbeute in % der Theorie

Produkt Xaa=(45)Azp Xaa=(4R)Azp Xaa=(4S)Hyp Xaa=(4R)Hyp
Boc-Xaa-Phe-pNA 64% 62% 81% 90%
H-Xaa-Phe-pNA 81% 97% 73% 71%
Boc-Ala-Xaa-Phe-pNA 66% 70% 99% 90%
H-Ala-Xaa-Phe-pNA 91% 80% 55% 76%
Boc-Ala-Ala-Xaa-Phe-pNA 98% 75% 79% 53%
H-Ala-Ala-Xaa-Phe-pNA 78% 85% 86% 95%

Suc-Ala-Ala-Xaa-Phe-pNA 13% 23% 10% 35%
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Svynthese von Suc-Ala-Ala-(4S5)Azp-Phe-pNA 32

N3
O H O
Ho*/w“%ukm“
o - O
g ™M 5
HN
NO,

Die Synthese erfolgte ausgehend von 540 mg Boc-(45)Azp-OH (67S) gemiss den

allgemeinen Protokollen fiir die Peptidsynthese in Losung (Seite 152). Die Ausbeuten der
einzelnen Stufen sind in der Tabelle auf Seite 152 aufgefiihrt. Schliesslich wurden 12 mg (18

pmol) des weissen Feststoffes 32 isoliert.

Analytische HPLC: tg = 12.4 min; Gradient: 70% zu 40% Losung B iiber 15 min bei einer

Flussrate von 1 ml/min.

'H-NMR (400 MHz, CDCl5/CD30D, 25°C): 8/ppm (Hauptkonformer) = 8.20(d, J = 9.2 Hz,
2H; pNA), 7.96 (d, J = 9.3 Hz, 2H; pNA), 7.33-7.12 (m, 5H; Phe), 4.74 (dd, J = 10.6 Hz, J =
5.2 Hz, 1H; Ha Phe), 4.50-4.37 (m, 3H; Ha Azp, Ha Ala; Ha Ala), 4.09 (m, 1H; Hy Azp),
3.63 (dd, J = 11.7 Hz, 4.7 Hz, 1H; Hd Azp), 3.52 (m, 1H; Ho Azp), 3.40 (dd, J = 14.1 Hz, 5.2
Hz, 1H; HB Phe), 3.06 (dd, J = 14.0 Hz, 10.6 Hz, 1H; Hp Phe), 2.87 (ddd, J = 17.6 Hz, 10.8
Hz, 4.8 Hz, 1H; Suc), 2.60 (ddd, J = 17.7 Hz, 5.4 Hz, 4.3 Hz, 1H; Suc), 2.50 (ddd, J = 14.8
Hz, 10.6 Hz, 4.1 Hz, 1H; Suc), 2.40 (dt, J = 15.1 Hz, 5.1 Hz; Suc), 2.18 (m, 1H; HB Azp),
1.56 (ddd, J = 13.4 Hz, 8.3 Hz, 5.1Hz, 1H; HB Azp), 1.44 (d, J = 7.3 Hz, 3H; HB Ala), 1.42
(d, J=7.3 Hz, 3H; Hp Ala).

PBC-NMR (101 MHz, DMSO-ds, 25°C): 8/ppm (Hauptkonformer) = 182.7, 180.4, 173.6,
173.3, 170.6, 168.8, 145.6, 144.8, 138.1, 130.4, 129.6, 128.0, 125.7, 120.6, 61.5, 57.5, 53.6,
50.1, 38.5, 36.8, 36.7, 35.9, 17.6, 16.9.

MS (ESI): m/z (%) = 688.7 [M+Na]* (100) und MS (ESI, neg): m/z (%) = 779.6 [M+TFA]
(100), gerechnet fiir C30H35N9Oq.
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Synthese von Suc-Ala-Ala-(4R)Azp-Phe-pNA 33
N
o) H 0 \
O = O
g M 4
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NO,

Die Synthese erfolgte ausgehend von 647 mg Boc-(4R)Azp-OH 67R gemiss den allgemeinen

Protokollen fiir die Peptidsynthese in Losung (Seite 152). Die Ausbeuten der einzelnen Stufen
sind in der Tabelle auf Seite 152 aufgefiihrt. Schliesslich wurden 15 mg (23 wmol) des

weissen Feststoffs 33 isoliert.

Analytische HPLC: tg = 11.8 min; Gradient: 70% zu 40% Losung B iiber 15 min bei einer

Flussrate von 1 ml/min.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 25°C): 6/ppm (Hauptkonformer) = 12.07 (s, 1H; COOH),
10.35 (s, 1H; NH), 8.39 (d, J = 7.2 Hz, 1H; NH), 8.23 (d, / = 9.1 Hz, 2H; pNA), 8.12 (d, J =
7.1 Hz, 1H; NH), 8.03 (d, /= 7.6 Hz, 1H; NH), 7.86 (d, J = 9.0 Hz, 2H; pNA), 7.29-7.17 (m,
5H; Phe), 4.57 (m, 1H), 4.48 (m, 1H), 4.36 (m, 2H), 4.29 (m, 1H), 3.69 (m, 2H), 3.12 (dd, J =
13.8 Hz, J = 5.2 Hz, 1H; H3 Azp), 2.98 (dd, J = 13.7 Hz, 9.1 Hz, 1H; Hd Azp), 2.55 (m, 1H),
2.43-2.31 (m, 3H), 2.20-2.12 (m, 1H), 1.89 (m, 1H), 1.17 (d, J = 6.5 Hz, 3H; HP Ala), 1.15 (d,
J=6.5Hz, 3H; HB Ala).

BC-.NMR (101 MHz, DMSO-dg, 25°C): o/ppm (Hauptkonformer) = 173.8, 171.9, 170.9,
170.8, 170.7, 170.6, 144.7, 142.3, 137.2, 129.1, 128.1, 126.4, 124.9, 124.8, 118.9, 64.8, 59.6,
58.1,55.2,51.8,47.7,46.2, 30.3,29. 7, 28.9, 18.1, 16.6.

MS (ESI): m/z (%) = 688.8 [M+Na]* (100) und MS (ESI, neg): m/z (%) = 664.8 [M-H] (100),
778.5 [M+TFA] (80), gerechnet fiir C30H35N9Oo.
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Synthese von Suc-Ala-Ala-(4S)Hyp-Phe-pNA 34

OH
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4.28 g (16.3 mmol) PPhs und 2.00 g (8.15 mmol) Boc-(4R)Hyp-OMe (3R) wurden in 21 ml
THF gelost und mit 615 pl (16.3 mmol) HCOOH versetzt. 40% DIAD in Toluol wurden
zugetropft, bis die gelbe Farbe bestehen blieb (ca. 2.9 ml (15.0 mmol) DIAD in 4.2 ml

Toluol). Die Reaktionsmischung wurde iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Die gelbe
Losung wurde mit 27 ml 1 M NaOH-Losung versetzt. Das Zweiphasensystem wurde fiir 1 h
bei Raumtemperatur geriihrt. Im Vakuum wurde das Losungsmittel verringert, die wissrige
Phase wurde mit EtOAc gewaschen und anschliessend mit HCI-Losung angeséduert und 3 Mal
mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber Na,SO, getrocknet
und das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Durch das mechanische Behandeln mit
Et,0 wurden 468 mg Boc-(4S)Hyp-OH (3S) (2.02 mmol, 25 % Ausbeute der Theorie) als
weisser Feststoffs isoliert.

Ausgehend von 410 mg Boc-(4S)Hyp-OH (3S) erfolgte die Synthese dann gemédss den
allgemeinen Protokollen fiir die Peptidsynthese in Losung (Seite 152). Die Ausbeuten der
einzelnen Stufen sind in der Tabelle auf Seite 152 aufgefiihrt. Schliesslich wurden 21 mg (33

pmol) des weissen Feststoffs 34 isoliert.

Analytische HPLC: tg = 8.5 min; Gradient: 70% zu 40% Losung B iiber 15 min bei einer

Flussrate von 1 ml/min.

'"H-.NMR (500 MHz, DMSO-dg, 23°C): 6/ppm (Hauptkonformer) = 12.7 (s, 1H; COOH), 10.2
(s, 1H; NH), 8.19 (d, J = 9.2 Hz, 2H; pNA), 8.15 (d, / = 7.2 Hz, 1H; NH Phe), 8.05 (d, /= 6.9
Hz, 1H; NH Ala2), 7.98 (d, J = 7.5 Hz, 1H; NH Alal), 7.84 (d, J = 9.3 Hz, 2H; pNA), 7.24-
7.12 (m, 5H; Phe), 5.27 (bs, 1H; OH Hyp), 4.52 (yq, J = 7.4 Hz, 1H; Ha Phe), 4.40
(YQuintett, J = 6.9 Hz, 1H; Ha Ala2), 4.28-4.18 (m, 3H; Ha Hyp, Ha Alal, Hy Hyp), 3.74
(dd, J =10.3 Hz, 5.3 Hz, 1H; Ho Hyp), 3.29 (dd, J = 10.3 Hz, 4.8 Hz, 1H; Hd Hyp), 3.06 (dd,
J =13.8 Hz, 5.7 Hz, 1H; HP Phe), 3.00 (dd, J = 13.8 Hz, 8.3 Hz, 1H; Hf Phe), 2.39-2.27 (m,
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4H; Suc), 2.22 (ddd, J = 14.0 Hz, 9.2 Hz, 5,7 Hz, 1H; HB Hyp), 1.64 (dt, J = 12.3 Hz, 5.5 Hz,
1H; HB Hyp), 1.13 (d, J =7.1 Hz, 3H; Ala HB), 1.08 (d, J = 6.9 Hz, 3H; Ala Hp).

PC-NMR (126 MHz, DMSO-ds, 23°C): 8/ppm (Hauptkonformer) = 173.8, 171.9, 171.8,
171.4, 170.6, 170.5, 144.6, 142.3, 137.0, 129.1, 128.1, 126.4, 124.9, 118.9, 68.9, 58.7, 55.1,
54.3,47.7,46.3, 36.6, 36.5, 29.8, 29.0, 18.0, 16.5.

MS (ESI): m/z (%) = 641.1 [M+H]* (100). MS (ESI, neg): m/z (%) = 752.9 [M+TFA] (100),
gerechnet fiir C3oH36N¢Op.
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Synthese von Suc-Ala-Ala-(4R)Hyp-Phe-pNA 35
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Ausgehend von Boc-(4R)Hyp-OH (3R) wurde Suc-Ala-Ala-(4R)Hyp-Phe-pNA (35) gemiss

den allgemeinen Protokollen fiir die Peptidsynthese in Losung synthetisiert (Seite 152). Die
Ausbeuten der einzelnen Stufen sind in der Tabelle auf Seite 152 aufgefiihrt. Schliesslich

wurden 17 mg (27 wmol) des weissen Feststoffs 35 isoliert.

Analytische HPLC: tg = 8.6 min; Gradient: 70% zu 40% Losung B iiber 15 min bei einer

Flussrate von 1 ml/min.

"H-NMR (400 MHz, DMSO-dg, 25°C): 6/ppm (Hauptkonformer) = 12.1 (s, 1H; COOH), 10.2
(s, 1H; NH), 8.31 (d, J = 7.3 Hz, 1H; NH), 8.24 (d, J = 9.3 Hz, 2H; pNA), 8.07 (d, J = 7.1 Hz,
1H; NH), 8.04 (d, J = 7.5 Hz, 1H; NH), 7.90 (d, J = 9.3 Hz, 2H; pNA), 7.30-7.17 (m, 5H;
Phe), 4.56-4.25 (m, 5SH), 3.60 (dd, J = 10.3 Hz, J = 4.1 Hz, 1H), 3.45 (1H mit H,0), 3.15 (dd,
J=13.8 Hz, 5.4 Hz, 1H; H Azp), 2.98 (dd, J = 13.7 Hz, 9.4 Hz, 1H; H6 Azp), 2.44-2.30 (m,
4H), 1.94 (m, 1H), 1.75 (m, 1H), 1.18 (d, J = 7.2 Hz, 3H; HB Ala), 1.16 (d, J = 7.0 Hz, 3H,
Hp Ala).

BC.NMR (101 MHz, DMSO-dg, 25°C): d/ppm (Hauptkonformer) = 177.2, 175.2, 173.7,
171.6, 171.1, 170.7, 144.7, 142.2, 142.2, 129.0, 128.1, 126.4, 124.9, 118.9, 68.6, 58.9, 55.2,
54.7,47.8, 42.6, 34.3, 30.3, 29.8, 28.9, 18.0, 16.7.

MS (ESD): m/z (%) = 641.2 [M+H]" (100), 1281.0 [2M+H]" (90), 1303.1 [2M+Na]* (80). MS
(ESL neg): m/z (%) = 639.5 [M-H] (45), 753.1 [M+TFA] (100), gerechnet fiir C30H36N¢Oj.
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8.2.9. Synthese der Aminoprolin-haltigen Peptide 42S und 42R

Synthese von Ac-[(4S)Amp-Pro-(45)Amp];-OH 428

@ Ccl Lo ]
NH, NH;
~ @rN OH
o0 o o o

- -3

18 mg (14pumol) Ac-[(4S)Azp-Pro-(45)Azp]s;-OH (41S) wurden in 2 ml MeOH gel6st und mit
5 mg Pd/C (10% Pd) sowie 10 ul konz. HCI-Losung versetzt. Nach einem Tag riihren bei
einer Hp-Atomosphidre wurde die Reaktionsmischung iiber Celite filtriert und mit MeOH
nachgewaschen. Das Filtrat wurde im Vakuum getrocknet und der Riickstand iiber
Umkehrphasen HPLC gereinigt. Das Produkt wurde als weisser Feststoff (4 mg, 3 wmol, 25%

Ausbeute der Theorie) isoliert.

Analytische HPLC: tg = 11.3 min; Gradient: 98% zu 75% Losung B iiber 20 min bei einer

Flussrate von 1 ml/min.

MS (MALDI-TOF): m/z = 1024.2 [M+H]", gerechnet fiir C47H73N;501;.

Synthese von Ac-[(4R)Amp-Pro-(4R)Amp];-OH 42R

@ %cl oL@
NH NH;
(@] (@) (@] O

- -3

Ac-[(4R)Amp-Pro-(4R)Amp]3-OH (42R) wurde nach demselben Protokoll wie das
Diasteromer 42S (siche oben) synthetisiert. Ausgehend von 72 mg (14umol) Ac-[(4R)Azp-
Pro-(4R)Azp]s-OH (41R) wurden 8 mg (7 umol, 12% Ausbeute der Theorie) Produkt als

weisser Feststoff isoliert.

Analytische HPLC: tg = 11.3 min; Gradient: 98% zu 75% Losung B iiber 20 min bei einer

Flussrate von 1 ml/min.

MS (MALDI-TOF): m/z (%)= 1023.8 (100) [M+H]", gerechnet fiir C47H73N;501;.
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8.2.10. Synthese der Acetamidoprolin-haltigen Peptide 43S und 43R

Synthese von Ac-[(4S)NHAc-Pro]yo-OH 43S

NHAc NHAc NHAC|

0]

\ﬂ/ N N N OH
(0] O O

- -3

20 mg (15 umol) Ac-(4S5)Azp-OH (11S) wurden in 2 ml MeOH gelost und mit 62 pl (620
pmol) Ac,O und 8 mg Pd/C versetzt. Die Mischung wurde fiir 20 h unter einer H,-
Atomosphire geriihrt. Die Suspension wurde iiber Celite filtriert und mit MeOH gespiilt. Das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Riickstand iiber Umkehrphasen HPLC
aufgereinigt. Isoliert wurden 4 mg (3 umol, ~ 20% Ausbeute der Theorie) 43S als weisser

Feststoff.

'H-NMR (400MHz, D,0, 25°C): 8/ppm = 4.38 (m, 9H; Hy), 3.72 (m, 17H; H?), 3.44 (dd, J =
11.3 Hz, 4.3 Hz, 1H; H3), 2.28 (m, 9H; HP), 2.18-1.95 (m, 9H; HP), 1.98 (s, 3H; Ac™ Terminaly,
1.86 (s, 27H, Ac), die Signale fiir Ho fallen mit dem Losungsmittelsignal bei ~ 4.7 ppm

zusammen.

Analytische HPLC: tg = 9.7 min; Gradient: 92% zu 76% Losung B iiber 15 min bei einer

Flussrate von 1 ml/min.

MS (ESI): m/z (%) = 1491.6 [M+2Na-H]" (100), 1513.5 [M+3Na-H]* (50), gerechnet fiir
C65H94N1802(). MS (MALDI—TOF)Z m/z (%): 1446.7 [M]-, gerechnet fiir C47H73N15011.
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Synthese von Ac-[(4R)NHAc-Pro]y-OH 43R

NHAC NHAc NHAC]

Ac-[(4R)NHAc-Pro]o-OH (43R) wurde nach demselben Protokoll wie das Diastereomer Ac-
[(4S)NHAc-Pro]o-OH (43S) (Seite 159) synthetisiert. Ausgehend von 20 mg (15 pmol) Ac-
[(4R)Azp]o-OH (11R) wurden 4 mg Produkt (3 pumol, ~ 20% Ausbeute der Theorie) als

weisser Feststoff isoliert.

'H-NMR (400MHz, D,0, 25°C): 8/ppm = 4.39 (m, 9H; Hy), 4.02 (m, 8H; HJ), 3.87 (dd, J =
10.9 Hz, 6.7 Hz, 1H; HJ), 3.32 (m, 9H; H3), 2.59 (m, 9H; HP), 1.97 (s, 3H; AcN ™) 1,84
(s, 27H, Ac) 1.75 (m, 8H; HP), die Signale fiir Ha fallen mit dem Losungsmittelsignal bei ~ 4.7

ppm zusammen.

Analytische HPLC: tg = 9.1 min; Gradient: 92% zu 76% Losung B iiber 15 min bei einer

Flussrate von 1 ml/min.

MS (ESI): m/z (%) = 1491.6 [M+2Na-HJ* (100), 1513.5 [M+3Na-H]* (60), gerechnet fiir
Cs5HoaN1302.
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8.2.11. Synthese der Triazolylpeptide 44S und 44R

Svynthese des Hexatriazols 44R

16 mg (7.8 wmol) Ac-[Pro-(4R)Azp-Prole-OH (12R) und 12 ul (144 pl) Methylpropiolat
wurden in 30 ul tBuOH und 240 ul H,O suspendiert. 17 pl einer 1 M wissrigen Losung von
Natriumascorbat und 23 pl einer 0.4 M wissrigen Losung von CuSO4*5H,O wurden
zugegeben. Die heterogene Mischung wurde iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt und
dann 4 Mal mit 10 ml CHCI; extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber
Na,SO, getrocknet. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Riickstand in ~ 0.3
ml CHCI; aufgenommen und mit 5 ml Et;O gefillt. Das Produkt wurde als weisses Pulver
isoliert (8 mg, 40%).

Analytische HPLC: tg = 13.3 min; Gradient: 80% zu 50% Losung B iiber 30 min bei einer
Flussrate von 1 ml/min.

MS (ESL neg): m/z (%) = 2556.2 (100) [M-H], gerechnet fiir C;;6H;48N3603..

Synthese des Hexatriazols 44S

CO,CH3

N
&

N
(@] O O O
6

Hexatriazol 44S wurde nach demselben Protokoll wie das Diastereomer 44R (siche oben)
synthetisiert. Ausgehend von 3 mg Ac-[Pro-(45)Azp-Pro]s-OH (12S) wurden 2 mg (40%
Ausbeute der Theorie) Produkt als weisses Pulver isoliert.

Analytische HPLC: tg = 14.5 min; Gradient: 80% zu 50% Losung B iiber 30 min bei einer
Flussrate von 1 ml/min.

MS (ESI, neg): m/z (%) = 2556.2 (100) [M-H]', gerechnet fiir C;;6H48N36035.
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8.2.12. Synthese der Prolinderivate mit einer Quaterthiophen Einheit

Synthese von Boc-(2R.4R)Hyp-OMe 70
HO

//

[N>"’002Me

Boc

(2R,4R)-Hydroxyprolin (69) (5.00 g, 38.1 mmol) wurden in 80 ml MeOH suspendiert worauf
5.6 ml (77.2 mmol) Thionylchlorid bei 0°C zugetropft wurden. Die Losung wurde iiber Nacht
unter Riickfluss geriihrt. Alle leichtfliichtigen Anteile wurden im Vakuum entfernt. Der
resultierende Feststoff wurde in einer 1 M KHCO3-Losung (8.50 g in 85 ml Wasser) gelost
und tropfenweise mit 10.7 g (38.0 mmol) Boc,0O gelost in 20 ml Dioxan versetzt. Nach 8 h bei
Raumtemperatur wurde das Dioxan im Vakuum entfernt. Die resultierende wissrige Losung
wurde 3 Mal mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten organischen Losungen wurden mit einer
gesittigten NaHCO;3-Losung und mit einer 1 M HCI-Losung gewaschen und iiber Na;SO4
getrocknet. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt um 8.11 g (33.1 mmol, 87%

Ausbeute der Theorie) eines klaren Ols zu isolieren.

Die NMR-Spektren zeigen zwei Konformere (s-cis und s-frans Konformation um die
Carbamatbindung) im Verhéltnis 1:1.2.

1H—NMR(400 MHz, CDCls, 25°C): 6/ppm (Hauptkonformer) = 4.38-4.31 (m, 1H; Hy), 4.33
4.28 (dd, J =9.8 Hz, 1.5 Hz, 1H; Ha), 3.77 (s, 3H; CH3), 3.67 (d, J = 11.8 Hz, 1H; HJ), 3.56-
3.47 (m, 1H; Ho), 2.33 (ddd, J = 19.0 Hz, 9.6 Hz, 4.7 Hz, 1H; HP), 2.11-2.03 (m, 1H; HP),
1.41 (s, 9H; tBu). (Nebenkonformer) = 4.38-4.31 (m, 2H; Hy, Ha), 3.78 (s, 3H; CH3), 3.68 (d,
J =11.7 Hz, 1H; HJ), 3.56-3.47 (m, 1H; Ho), 2.30 (ddd, J = 19.0 Hz, 9.7 Hz, 4.6 Hz, 1H;
HpB), 2.11-2.03 (m, 1H; HP), 1.45 (s, 9H; 1Bu).

PBC-NMR (101 MHz, CDCls, 25°C): &/ppm (Hauptkonformer) = 175.5, 153.6, 80.4, 70.3,
57.9, 55.4, 52.5, 38.5, 28.2. (Nebenkonformer) = 175.7, 154.4, 85.2, 71.3, 57.7, 55.4, 52.8,

37.7, 28.3.

MS (ESI): m/z (%) = 268.7 [M+Na]" (100), gerechnet fiir C;;H;9NOs.
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Synthese von Boc-(2R.4R)Azp-OMe 5S-ent
N3

7

Q "1CO,Me

Boc
Boc-(2R,4R)Azp-OMe (5S-ent) wurde nach demselben Protokoll wie das Diasteromer Boc-
(4R)Azp-OMe (SR) synthetisiert (Seite 111). Ausgehend von 4.00 g (16.3 mmol) Boc-
(2R,AR)Hyp-OMe (70) wurden 3.00 g (11.2 mmol, 68% Ausbeute der Theorie) als farbloses

Ol isoliert.

Die NMR-Spektren zeigen zwei Konformere (s-cis und s-frans Konformation um die
Carbamatbindung) im Verhiltnis 1:1.3.

1H—NMR(400 MHz, CDCls, 25°C): 6/ppm (Hauptkonformer) = 4.33 (dd, J = 8.8 Hz, 4.4 Hz,
1H; Ha), 4.20-4.12 (m, 1H; Hy), 3.76 (s, 3H; CH3), 3.76 (dd, J = 11.7 Hz, 6.1 Hz, 1H; HJ),
3.50 (dd, J = 11.6 Hz, 4.3 Hz, 1H; HJ), 2.54-2.40(m, 1H; Hp), 2.22.2.14 (m, 1H; HP), 1.42 (s,
9H; rBu). (Nebenkonformer) = 4.44 (dd, J = 8.9 Hz, 3.8 Hz, 1H; Ha), 4.20-4.12 (m, 1H; Hy),
3.76 (s, 3H; CH3), 3.70 (dd, J = 11.6 Hz, 6.1 Hz, 1H; H9), 3.46 (dd, / = 11.9 Hz, 4.0 Hz, 1H;
HJ), 2.54-2.40(m, 1H; HP), 2.22-2.14 (m, 1H; HP), 1.48 (s, 9H; Bu).

BC-NMR (101 MHz, CDCls, 25°C): d/ppm (Hauptkonformer) = 172.2, 153.4, 80.5, 58.2,
57.7, 52.3, 50.8, 36.0, 28.2. (Nebenkonformer) = 172.2, 153.4, 59.2, 57.3, 52.4, 51.2, 35.1,
28.3.

MS (ESI): m/z (%) = 293.2 [M+Na]" (100), gerechnet fiir C;;HsN4Os,.

Elementar Analyse: gerechnet: C 48.88, H 6.71, N 20.73, O 23.68; gefunden: C 49.12, H
6.78, N 20.91.

Synthese von Boc-(2R.4R)Azp-OH 67S-ent>*
N3

7

Q "CO,H

Boc
Eine Losung von 200 mg (0.739 mmol) Boc-(2R,4R)Azp-OMe (5S-ent) in 40 ml
THF/Wasser/MeOH im Verhiltnis (2:1:1) wurde mit 62.2 mg (1.55 mmol) NaOH versetzt.

Die Reaktionslosung wurde iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Die Losungsmittel
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wurden im Vakuum entfernt und der zuriickbleibende Feststoff in Wasser aufgenommen und
auf einen pH-Wert von 3 eingestellt durch die Zugabe von HCI-Losung. Diese Losung wurde
3 Mal mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten organischen Losungen wurden iiber Na2SO4
getrockent. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das Rohprodukt
sdulenchromatographisch gereinigt (EtOAc/MeOH 1:1). Es wurden 184 mg (0.720 mmol,

97% Ausbeute der Theorie) eines farblosen Ols isoliert.

Die NMR-Spektren zeigen zwei Konformere (s-cis und s-trans Konformation um die
Carbamatbindung) im Verhéltnis 1:1.2.

'"H-.NMR (400 MHz, CDCl3, 25°C): ¢/ppm (Hauptkonformer) = 9.40 ppm (bs, 1H; COOH),
4.38 (m, 1H; Ha), 4.14 (m, 1H; Hy), 3.73-3.31 (m, 2H; HJ), 2.57-2.18 (m, 2H; HP), 1.44 (s,
9H; Bu). (Nebenkonformer) = 9.40 ppm (bs, 1H; COOH), 4.31 (m, 1H; Ha), 4.14 (m, 1H;
Hy), 3.73-3.31 (m, 2H; HJ), 2.57-2.18 (m, 2H; HB), 1.41 (s, 9H; tBu).

BC.NMR (101 MHz, CDCls;, 25°C): o/ppm (Hauptkonformer und Nebenkonformer) = 176.7,
175.2, 155.2, 153.6, 81.5, 80.8, 58.9, 58.2, 58.0, 57.6, 51.5, 50.7, 35.9, 34.1, 28.2, 28.1

MS (ESI): m/z (%) = 279.1 [M+Na]" (100), gerechnet fiir C;oH;6N4O4.

Synthese des Quaterthiophen-Aminosiure Hybridmolekiils 68S-ent (..Click Reaktion von 63
und 59S-ent)242

Eine Losung von 118 mg (0.170 mmol) des frisch hergestellten Didodecylquaterthiophen
monoacetylens 63 in 7 ml CH,Cl, wurde unter Argon mit 87.5 mg (0.341 mmol) Boc-
(2R4R)Azp-OH, 2.2 mg (34 pmol) Kupfer Pulver und 76.4 mg (0.204 mmol)
[Cu(CH3CN)4]PFg versetzt. Die Reaktionsmischung wurde fiir 4 Tage bei Raumtemperatur
geriihrt und dann auf eine halbkonzentrierte Ammonium-Losung gegeben. Die zwei Phasen
wurden getrennt und die wissrige Phase mehrmals mit CH,Cl, extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden im Vakuum vom Losungsmittel befreit. Das Rohprodukt wurde
iiber eine Umkehrphasen HPLC gereinigt (t=0 min: 50% Wasser, 45% CH3;CN und 5% THF;
t=17: 2% Wasser, 60% CH;CN und 38% THF; tg=11.2 min). Das Produkt wurde iiber eine
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zyklische GPC mit THF weiter aufgereinigt um 149 mg (0.157 mmol, 92% Ausbeute der

Theorie) eines intensiv gelben Feststoffs zu isolieren.

'"H-NMR (400 MHz, CDCI3/CD;OD 50:50, 25°C): 6/ppm = 7.87 (bs, 1H; Triazol), 6.92 (s,
1H; Arom), 6.87 (d, J = 5.2 Hz, 1H; Arom), 6.81 (d, J = 3.8 Hz, 2H; Arom), 6.73 (d, /= 3.8
Hz, 1H; Arom), 6.68 (d, J = 3.8 Hz, 1H; Arom), 6.60 (d, /= 5.2, 1H; Arom), 4.91 (m, 1H;
Hy), 4.10, 3.87 and 3.58 (m, 3H; Ha, HJ), 2.68 (m, 1H; Hp), 2.45 (m, 4H; Alkyl), 2.32 (m,
1H; HP), 1.33 (m, 4H; Alkyl), 1.14 (s, 9H; Bu), 0.92 (m, 36H; Alkyl), 0.53 (t, J = 6.8 Hz,
6H; Alkyl).

3C-NMR (101 MHz, CDCly/CD;0D 50:50 , 25°C): &/ppm = 173.5, 173.2, 153.8, 153.5,
142.1, 139.8, 139.3, 136.5, 136.0, 134.9, 134.1, 129.7, 129.5, 129.4, 126.9, 126.1, 125.9,
123.3, 123.3, 123.2, 118.4, 118.4, 80.8, 80.6, 57.8, 57.5, 57.0, 51.0, 50.4, 35.4, 34.6, 31.3,
30.0, 29.8, 29.0, 29.0, 28.9, 28.9, 28.8, 28.7, 28.7, 28.5, 27.4, 27.2, 22.0, 13.1.

Elementar Analyse: gerechnet fiir CspH74N4O4S4: C 65.92, H. 7.87, N 5.91; gefunden: C
65.93, H 7.93, N 5.81.

Die Diastereomere 68S und 68R wurden ausgehend von Boc-(45)Azp-OH (67S) bzw. Boc-
(4R)Azp-OMe (S5R) analog durchgefiihr‘[.242 Fir die ,,Click® Reaktionen wurden Ausbeuten
von 82% bzw. 86% erhalten. Fiir das (25,4R)-konfigurierte Derivat 68R wurde der
Methylester nach der ,,Click” Reaktion gespalten. Dieser Reaktionsweg fiihrte fiir 68S und

68S-ent zu einer teilweisen Epimerisierung.
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8.3. Festphasensynthese

8.3.1. allgemeine Protokolle fiir die Festphasensynthese, HPLC
Reinigung und CD Analyse der Peptide

Allgemeines Protokoll fiir die Kupplung der ersten Aminosiure auf 2-Chlorotrityl-chlorid

Harz
1 eq der Fmoc-geschiitzten Aminosiure und 4 eq ‘Pr,NEt gelost in trockenem CH,Cl, wurden
zum in CH,Cl, gequollenen Harz gegeben und fiir 1 h geschiittelt. Danach wurde das Harz 3
Mal mit einer Mischung aus CHZCIZ/MeOH/iPerEt im Verhiltnis 17:2:1 gewaschen um
nicht reagierte Funktionalitdten abzusittigen. Des Weiteren wurde 3 Mal mit CH,Cl,, 3 Mal
mit DMF und nochmals 5 Mal mit CH,Cl, gewaschen. Die erreichte Beladung des Harzes
wurde mit dem quantitativen Fmoc-Test bestimmt. Dazu wurden ca. 1-2 mg gut getrocknetes
Harz in eine 1 cm UV-Kiivette eingewogen (m), mit 3 ml einer 20%-igen Piperidin-Losung in
DMF versetzt und gut durchmischt. Uber die UV Absorption bei 290 nm (Ajzg) wurde die
B _ Ay
[mmol - g™ 165. ™
[mg]

Beladung (B) berechnet:

. Es wurde eine Beladung von 0.3 mmol/g

angestrebt.

Allgemeines Protokoll fiir die Kupplung der ersten Aminosédure auf Wang Harz
In DMF gequollenes Wang Harz wurde mit 1 eq HCTU, 1 eq Fmoc-Xaa-OH, 3 eq ‘Pr,NEt
und katalytischen Mengen von DMAP in DMF versetzt. Nach 1 h schiitteln wurde das Harz 5

Mal mit DMF und 5 Mal mit CH,Cl, gewaschen. Mittels quantitativem Fmoc-Test wurde die

Beladung des Harzes bestimmt.

Allgemeines Protokoll fiir manuelle Peptidkupplungen

Die Carbonsdure (3 eq) und HCTU (3 eq) wurden in abs. DMF (ca. 5 ml/g Peptid) und

"Pr,NEt (9 eq) geldst. Diese Losung wurde zum Harz im Merryfield-Kolben gegeben, das in
DMF (ca. 8 ml/g Harz) suspendiert war. Nach 1.5 h schiitteln, wurde die Suspension
abfiltriert und 3 Mal mit DMF und mindestens 5 Mal mit CH,Cl, gewaschen fiir 1-3 min. Die

Vollstindigkeit der Kupplung wurde mit dem Kaiser-Test oder dem Chloranil-Test iiberpriift.
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Allgemeines Protokoll fiir Peptidkupplung mit dem Syro I Peptid Synthesizer

Fmoc-Xaa-OH (4eq) und HCTU (4eq) je gelost in DMF als 0.5 molare Losung wurden zum
amino-funktionalisierten Harz gegeben gefolgt von 'ProNEt (12 eq, 3M in NMP). Die
Mischung wurde 1 h geschiittelt und anschliessend 3 Mal mit DMF gewaschen. Kupplungen
wurden sporadisch mit dem Chloranil-Test manuell auf ihre Vollstdndigkeit {iberpriift.
Ansonsten wurden potentielle vorhandene Amin Funktionalititen, die wihrend der Kupplung
nicht reagiert hatten, mit Ac,0 (1 eq) und ‘Pr,NEt (1 eq) acetyliert (capping), worauf wieder 3
Mal mit DMF gewaschen wurde.

Allgemeines Protokoll zur Fmoc-Entschiitzung

40% (v/v) Piperidin in DMF wurde zum Harz gegeben und fiir 5 min geschiittelt. Die Losung
wurde abfiltriert und der Vorgang fiir weitere 10 min mit 20 %-iger Losung wiederholt.

Schliesslich wurde das Harz 5 Mal mit DMF gewaschen.

Alleemeines Protokoll zur Acetylierung

NEt; (20eq) und Ac,O (20eq) wurden zum Harz gegeben das in CH,Cl, (= 120 mM)

gequollen war. Die Mischung wurde fiir 1 h geschiittelt und dann mit 7 Mal mit CH,Cl,
gewaschen. Die Vollstindigkeit der Reaktion wurde mittels Chloranil- oder Kaiser-Test

tiberpriift.

Allgemeines Protokoll zum Abspalten von Rink-Amid Harz

Das trockene Harz wurde mit CH,Cl, und TFA im Verhéltnis 1:2 versetzt und fiir 1 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Das Harz wurde abfiltriert und gut mit CH,Cl, gewaschen. Die
leichtfliichtigen Anteile wurden im Vakuum entfernt und der Riickstand in wenig CH,Cl,

gelost und mit Et,O gefillt.

Allgemeines Protokoll zum Abspalten von Wang Harz

Fiir die Abspaltung vom Wang Harz wurde eine Mischung von CH,Cl, und TFA im

Verhiltnis 2:1 verwendet.

Allgemeines Protokoll zum Abspalten von 2-Chlorotrityl Harz

Die Festphasen gebundenen Peptide wurden vom 2-Chlorotrityl Harz abgespalten indem das
Harz fiir 1 h und nochmals fiir 20 min in einer Mischung aus CH,Cl,/AcOH/TFE im

Verhiltnis 8:1:1 geschiittelt wurde. Die Losung wurde vom Harz abfiltriert und mehrmals mit
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Hexan co-evaporiert um die Essigsdure zu entfernen. Nach dem Entfernen aller
leichtfliichtigen Komponenten im Vakuum wurde der Riickstand in CH,Cl, gelost und mit

Et,O gefillt. Die Ausbeuten der Rohprodukte lag ca. bei 70-80% der Theorie.

Allgemeines Protokoll zur HPLC Reinigung

Alle synthetisierten Peptide wurden mittels Umkehrphasen HPLC gereinigt. Als Eluent
wurden Acetonitril (Losung A) und Wasser versetzt mit 0.1% TFA (Losung B) verwendet.
Die UV Absorption wurde bei 190 nm detektiert. Fiir jedes Trennproblem wurde ein Gradient
gewihlt, so dass das Produkt eine Retentionszeit um 15 min hatte. Bei einer
Flussgeschwindigkeit von 5 ml/min wurden Fraktionen zu 2 ml gesammelt, die anschliessend
mittels analytischer HPLC einzeln auf ihre Reinheit untersucht wurden. Entsprechende
Fraktionen wurden vereinigt und das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Meist

wurden nur wenige mg der Peptide aufgereinigt.

Allgemeines Protokoll zur CD-Analyse

CD-Spektren wurden aufgenommen mit einer Spaltbreite von 1 nm (Chirascan) bzw. 1.5 nm
(Aviv) bei 25°C, einer Zeitkonstante von 5 s und eine Auflésung von 1 nm. Die CD Daten
wurden als mittlere molare Elliptizitit (® in deg cml dmol') angegeben. Dazu wird der
gemessene Wert in mdeg durch die Konzentration (in mol/l), die Anzahl Aminosiduren und
die Schichtdicke der Kiivette (in mm) geteilt. Gemessen wurde in einer Quarzkiivette
(Hellma) mit einer Schichtdicke von 2 mm. Die Losungen enthielten ungefidhr 70 pg/ml
Peptid (6x10™ M pro Aminosiure Einheit). Alle CD-Spektren wurden fiir mindestens 12 h bei

Raumtemperatur equilibriert, wenn nichts anderes vermerkt ist.
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8.3.2. Synthese der Oligoprolin Peptide Ac-Pro,-OH, n=6, 9, 12, 15, 18

Synthese von Ac-Pros-OH 40

Peptid 40 wurde in Einzelkupplungen von Fmoc-Pro-OH entsprechend dem allgemeinen
Protokoll im Massstab von 90 umol auf 2-Chlorotrityl Harz (Beladung nach erster Kupplung:
0.56 mmol/g) synthetisiert.

Analytische HPLC: tg = 12.0 min; Gradient: 93% zu 70% Losung B iiber 22 min bei einer
Flussrate von 1 ml/min.

MS (ESI, neg): m/z (%) = 642.3 (100) [M-H]", gerechnet fiir C3,H4cN¢Os.

Synthese von Ac-Proo-OH 9

Peptid 9 wurde in Einzelkupplungen von Fmoc-Pro-OH entsprechend dem allgemeinen
Protokoll im Massstab von 0.12 mmol auf 2-Chlorotrityl Harz (Beladung nach erster
Kupplung: 0.51 mmol/g) synthetisiert.

Analytische HPLC: tg = 14.2 min; Gradient: 93% zu 70% Losung B iiber 22 min bei einer
Flussrate von 1 ml/min.

"H-NMR (400 MHz, D,0, 25°C): o/ppm = 4.40 (dd, J = 8,7 Hz, 4.4 Hz, 1H; Ha), 3.70 (m,
8H; Ho), 3.50 (m, 10H; Ho), 2.22 (m, 9H; HP), 1.96 (s, 3H; Ac), 1.95-1.72 (m, 27H; Hy, Hp)
die weiteren Signale fiir Ho fallen mit dem Losungsmittelsignal bei ~ 4.70 ppm zusammen.

MS (ESI, neg): m/z (%) = 932.5 (100) [M-H], gerechnet fiir C47Hg7NoOy;.

Synthese von Ac-Pro;,-OH 51

Peptid 51 wurde in Einzelkupplungen von Fmoc-Pro-OH entsprechend dem allgemeinen
Protokoll im Massstab von 0.12 mmol auf 2-Chlorotrityl Harz (Beladung nach erster
Kupplung: 0.51 mmol/g) synthetisiert.

Analytische HPLC: tg = 15.5 min; Gradient: 93% zu 70% Losung B iiber 23 min bei einer
Flussrate von 1 ml/min.

HRMS (ESD): m/z = 1225.6623 gerechnet fiir CgHggN2Opy+H [M+H]"; gefunden:
1225.6609.

Synthese von Ac-Pro;s-OH 61

Peptid 61 wurde in Einzelkupplungen von Fmoc-Pro-OH entsprechend dem allgemeinen
Protokoll im Massstab von 0.12 mmol auf 2-Chlorotrityl Harz (Beladung nach erster

Kupplung: 0.51 mmol/g) synthetisiert.
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Analytische HPLC: tg = 10.5 min; Gradient: 88% zu 65% Losung B iiber 16 min bei einer
Flussrate von 1 ml/min.

MS (ESL neg): m/z (%) = 1515.3 (100) [M-H], gerechnet fiir C77H;09N;50,7.

Synthese von Ac-Pro;3-OH 10

Peptid 10 wurde in Einzelkupplungen von Fmoc-Pro-OH entsprechend dem allgemeinen
Protokoll im Massstab von 0.11 mmol auf 2-Chlorotrityl Harz (Beladung nach erster
Kupplung: 0.55 mmol/g) synthetisiert.

Analytische HPLC: tg = 10.9 min; Gradient: 88% zu 65% Losung B iiber 16 min bei einer
Flussrate von 1 ml/min.

MS (ESL neg): m/z (%) = 1806.3 (100) [M-H]", gerechnet fiir Co,H30N13O02.
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8.3.3. Synthese der Peptide mit einer Azp Einheit in jeder 3. Position, Ac-
[Pro-Azp-Pro],-OH, n=2-6

Synthese von Ac-[Pro-(45)Azp-Pro],-OH 36S

Peptid 36S wurde entsprechend dem allgemeinen Protokoll im Massstab von 60 pmol auf
Wang Harz (Beladung nach erster Kupplung: 0.32 mmol/g) synthetisiert. Dazu wurde der
trimere Baustein Fmoc-Pro-(45)Azp-Pro-OH (7S) manuell gekoppelt.

Analytische HPLC: tg = 9.4 min; Gradient: 90% zu 70% Losung B iiber 21 min bei einer
Flussrate von 1 ml/min.

MS (ESI, neg): m/z (%) = 723.9 (100) [M-H], gerechnet fiir C3,H44N,0s.

Synthese von Ac-[Pro-(45)Azp-Pro];-OH 37S

Peptid 36S wurde entsprechend dem allgemeinen Protokoll im Massstab von 40 pmol auf
Wang Harz (Beladung nach erster Kupplung: 0.32 mmol/g) synthetisiert. Dazu wurde der
trimere Baustein Fmoc-Pro-(4S)Azp-Pro-OH (7S) manuell gekoppelt.

Analytische HPLC: tg = 8.3 min; Gradient: 85% zu 65% Losung B iiber 25 min bei einer
Flussrate von 1 ml/min.

MS (ESI, neg): m/z (%) = 1055.8 (100) [M-H]', gerechnet fiir C47HgsN;301;.

Synthese von Ac-[Pro-(45)Azp-Pro]4,-OH 38S

Peptid 36S wurde entsprechend dem allgemeinen Protokoll im Massstab von 75 pumol auf
Wang Harz (Beladung nach erster Kupplung: 0.32 mmol/g) synthetisiert. Dazu wurde der
trimere Baustein Fmoc-Pro-(4S)Azp-Pro-OH (7S) manuell gekoppelt.

Analytische HPLC: tg = 6.6 min; Gradient: 80% zu 73% Losung B iiber 10 min bei einer
Flussrate von 1 ml/min.

MS (ESI): m/z (%) = (100) 1387.4 [M+Na]", gerechnet fiir CooHgsN24O14.

Synthese von Ac-[Pro-(45)Azp-Pro]s-OH 39S

Peptid 36S wurde entsprechend dem allgemeinen Protokoll im Massstab von 75 pumol auf
Wang Harz (Beladung nach erster Kupplung: 0.32 mmol/g) synthetisiert. Dazu wurde der
trimere Baustein Fmoc-Pro-(45)Azp-Pro-OH (7S) manuell gekoppelt.

Analytische HPLC: tg = 7.7 min; Gradient: 80% zu 75% Losung B iiber 16 min bei einer
Flussrate von 1 ml/min.

MS (ESI, neg): m/z (%) = 1719.8 (100) [M-H], gerechnet fiir C77H;04N3007.
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Synthese von Ac-[Pro-(45)Azp-Prols-OH 128

Peptid 12S wurde entsprechend dem allgemeinen Protokoll im Massstab von 0.14 mmol auf
Wang Harz (Beladung nach erster Kupplung: 0.32 mmol/g) synthetisiert. Dazu wurde der
trimere Baustein Fmoc-Pro-(45)Azp-Pro-OH (7S) manuell gekoppelt.

Analytische HPLC: tg = 11.7 min; Gradient: 80% zu 60% Losung B iiber 16 min bei einer
Flussrate von 1 ml/min.

'H-NMR (400 MHz, D,0, 25°C): 8/ppm = 4.79 — 4.69 (m, 6H), 4.41 (m, 7H), 4.14 (m, 6H),
3.80 (m, 12H), 3.57 (m, 18H), 2.71 (m, 6H), 2.31 (m, 12H), 2.09 — 1.82 (m, 45H). *C-NMR
(126 MHz, D,0, 23°C): d/ppm = 175.9, 172.5, 172.2, 172.0, 171.4, 170.5, 170.2, 59.5, 59.0,
58.9, 58.6, 58.5, 58.4, 58.2, 57.4, 57.3, 51.7, 48.6, 47.4, 47.2, 32.7, 28.7, 28.5, 27.9, 27.8,
24.6,24.1,21.2.

MS (ESI, neg): m/z (%) = 2052.6 (100) [M-H]’, gerechnet fiir Co,H24N3602.

Synthese von Ac-[Pro-(4R)Azp-Pro],-OH 36R

Peptid 36S wurde entsprechend dem allgemeinen Protokoll im Massstab von 80 pumol auf
Wang Harz (Beladung nach erster Kupplung: 0.32 mmol/g) synthetisiert. Dazu wurde der
trimere Baustein Fmoc-Pro-(45)Azp-Pro-OH (7S) manuell gekoppelt.

Analytische HPLC: tg = 11.0 min; Gradient: 90% zu 70% Losung B iiber 21 min bei einer
Flussrate von 1 ml/min.

MS (ESI, neg): m/z (%) = 723.9 (100) [M-H]", gerechnet fiir C3,H44N,0s.

Synthese von Ac-[Pro-(4R)Azp-Pro];-OH 37R

Peptid 36S wurde entsprechend dem allgemeinen Protokoll im Massstab von 75 pumol auf
Wang Harz (Beladung nach erster Kupplung: 0.32 mmol/g) synthetisiert. Dazu wurde der
trimere Baustein Fmoc-Pro-(4S)Azp-Pro-OH (7S) manuell gekoppelt.

Analytische HPLC: tg = 14.9 min; Gradient: 90% zu 70% Losung B iiber 21 min bei einer
Flussrate von 1 ml/min.

MS (ESL neg): m/z (%) = 1056.0 (100) [M-H], gerechnet fiir C47HesNgO1;.
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Synthese von Ac-[Pro-(4R)Azp-Pro],-OH 38R

Peptid 36S wurde entsprechend dem allgemeinen Protokoll im Massstab von 50 umol auf
Wang Harz (Beladung nach erster Kupplung: 0.32 mmol/g) synthetisiert. Dazu wurde der
trimere Baustein Fmoc-Pro-(45)Azp-Pro-OH (7S) manuell gekoppelt.

Analytische HPLC: tg = 7.5 min; Gradient: 80% zu 75% Losung B iiber 16 min bei einer
Flussrate von 1 ml/min.

MS (ESI, neg): m/z (%) = 1387.6 (100) [M-H]', gerechnet fiir C;HgaN240O14.

Synthese von Ac-[Pro-(4R)Azp-Pro]s-OH 39R

Peptid 36S wurde entsprechend dem allgemeinen Protokoll im Massstab von 55 pmol auf
Wang Harz (Beladung nach erster Kupplung: 0.32 mmol/g) synthetisiert. Dazu wurde der
trimere Baustein Fmoc-Pro-(4S)Azp-Pro-OH (7S) manuell gekoppelt.

Analytische HPLC: tg = 9.8 min; Gradient: 80% zu 70% Losung B iiber 16 min bei einer
Flussrate von 1 ml/min.

MS (ESL neg): m/z (%) = 1719.6 (100) [M-H], gerechnet fiir C77H;04N30017.

Synthese von Ac-[Pro-(4R)Azp-Prols-OH 12R

Peptid 12R wurde entsprechend dem allgemeinen Protokoll im Massstab von 0.14 mmol auf
Wang Harz (Beladung nach erster Kupplung: 0.39 mmol/g) synthetisiert. Dazu wurde der
trimere Baustein Fmoc-Pro-(4R)Azp-Pro-OH (7R) manuell gekoppelt.

Analytische HPLC: tg = 12.8 min; Gradient: 80% zu 60% Losung B iiber 21 min bei einer
Flussrate von 1 ml/min.

'"H-.NMR (400 MHz, D,O, 25°C): o/ppm = 4.80 (m, zusammen mit dem Signal des
Losungsmittels), 4.70 (m, 12H), 4.50 (m, 6H), 4.42 (m, 1H), 3.96 (m, 6H), 3.82 (m, 18H),
3.61 (m, 12H), 2.49 (m, 6H), 2.32 (m, 12H), 2.15 — 1.81 (m, 45H). >*C-NMR (126 MHz, D,0,
23°C): o/ppm = 175.9, 172.5, 172.4, 171.8, 171.4, 171.1, 170.6, 60.1, 60.1, 59.5, 58.6, 58.4,
58.1, 57,0, 52.2, 52.1, 48.5,47.6, 47.4, 33.1, 33.0, 28.7, 28.4, 27.8, 27.7, 24.4,24.2, 21.1.

MS (ESI, neg): m/z (%) = 2052.4 (100) [M-H]', gerechnet fiir Co,H24N36020.
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8.3.4. Synthese der Azidoprolin 9-mere 11S und 11R

Synthese von Ac [(45)Azply-OH 11S

Peptid 11S wurde in Einzelkupplungen von Fmoc-(45)Azp-OH (2S) entsprechend dem
allgemeinen Protokoll im Massstab von 80 pumol auf 2-Chlorotrityl Harz (Beladung nach
erster Kupplung: 0.40 mmol/g) synthetisiert.

Analytische HPLC: tg = 16.6 min; Gradient: 80% zu 50% Losung B iiber 25 min bei einer
Flussrate von 1 ml/min.

'H-NMR (400MHz, D,0, 25°C): 8/ppm = 4.31 (m, 9H; Hy), 4.01 (m, 7H; HJ), 3.92 (m, 1H;
HJ), 3.81 (m, 1H; HJ), 3.51 (m, 1H; HJ), 3.41 (m, 8H; HJ), 2.59 (m, 8H; HP), 2.44 (m, 1H;
Hp), 2.12 (m, 1H; HP), 1.97 (s, 3H; Ac), 1.91 (m, 8H; HP), die Signale fiir Ha fallen mit dem
Losungsmittelsignal bei ~ 4.70 ppm zusammen.

MS (ESI, neg): m/z (%) = 1301.5 (100) [M-H]’, gerechnet fiir C47HssN3¢01.

Synthese von Ac [(4R)Azp]o-OH 11R

Peptid 11R wurde in Einzelkupplungen von Fmoc-(4S)Azp-OH (2R) entsprechend dem
allgemeinen Protokoll im Massstab von 80 pumol auf 2-Chlorotrityl Harz (Beladung nach
erster Kupplung: 0.40 mmol/g) synthetisiert.

Analytische HPLC: tg = 22.9 min; Gradient: 80% zu 50% Losung B iiber 25 min bei einer
Flussrate von 1 ml/min.

'H-NMR (400MHz, D,0, 25°C): 8/ppm = 4.40 (m, 9H; Hy), 3.89 (m, 8H; HJ), 3.76 (m, 1H;
HJ), 3.71 (m, 8H; H9), 3.36 (m, 1H; HJ), 2.36 (m, 9H; HP), 2.11-1.90 (m, 9H; HP), 1.98 (s, 3H;
Ac), die Signale fiir Ha fallen mit dem Losungsmittelsignal bei ~ 4.70 ppm zusammen.

MS (ESL, neg): m/z (%) = 1301.5 (100) [M-H]', gerechnet fiir C47HsgN3cO1;.
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8.3.5. Synthese der Oligoprolin Peptide 71, 49, 50, 72 auf Rink-Amid Harz

Allgemeine Bemerkung zur Aufreinigung

Als Verunreinigung trat jeweils das Peptid mit der Carbonsiure anstelle vom Carboxamid auf.
Diese hat mit dem Losungsmittelsystem 0.1% TFA in H,O/CH3CN eine nur geringfiigig
erhohte HPLC-Retentionszeit im Vergleich zu Produkt. Wenn kein TFA beigefiigt wurde, war

die Retentionszeit der Siure deutlich geringer und konnte besser abgetrennt werden.

Synthese von Ac-Pro;s-NH, 71

Peptid 12R wurde in Einzelkupplungen von Fmoc-Pro-OH entsprechend dem allgemeinen
Protokoll im Massstab von 0.080 mmol auf Rink-Amid Harz (Beladung: 0.62 mmol/g)
synthetisiert.

Analytische HPLC: tg = 15.1 min; Gradient: 90% to 70% Losung B iiber 21 min bei einer
Flussrate von 1 ml/min.

'H-NMR (400 MHz, D,0, 25°C): 8/ppm = 4.58 (dd, J = 8.4 Hz, J = 5.2 Hz, 17H), 4.24 (dd, J
=8.5Hz,J=5.4Hz, 1H), 3.79 (dt, J=9.7 Hz, J = 7.0 Hz, 18H), 3.48 (dt, /= 10.1 Hz, J = 6.6
Hz, 18H), 2.20 (m, 18H), 1.97- 1.73(m, 57H). NMR (126 MHz, D,0, 23°C): 6/ppm = 172.0,
60.6, 58.9, 48.1, 29.9, 28.4, 28.3, 24.9.

MS (ESD: m/z (%) = 1828.9 (75) [M+Na]*, 926.5 (100) [M+2Na]** gerechnet fiir
Co2H131N19019.

Synthese von Ac-Proj,-NH, 49

Peptid 12R wurde in Einzelkupplungen von Fmoc-Pro-OH entsprechend dem allgemeinen
Protokoll im Massstab von 36 umol auf Rink-Amid Harz (Beladung: 0.71 mmol/g)
synthetisiert.

Analytical HPLC: tg = 14.7 min; gradient: 93% to 66% solvent B over 20 min at a flow rate
of 1 ml/min.

HRMS (ESI): m/z = 1224.6783 gerechnet fiir CgHgoNj303+H [M+H]"; gefunden:
1224.6780.

Synthese von TEA*H-Pro;,-NH, 50

Peptid 12R wurde in Einzelkupplungen von Fmoc-Pro-OH entsprechend dem allgemeinen
Protokoll im Massstab von 36 umol auf Rink-Amid Harz (Beladung: 0.71 mmol/g)

synthetisiert.
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Analytische HPLC: tg = 12.7 min; Gradient: 93% zu 69% Losung B iiber 20 min bei einer
Flussrate von 1 ml/min.

HRMS (ESD): m/z = 1182.6677 gerechnet fiir CgHg;N 130 +H [M+H]"; gefunden:
1182.6652.

Ac-[Pro];»-Gly-Tyr-NH, 72:
Peptid 12R wurde in Einzelkupplungen von Fmoc-Tyr(O'Bu)-OH, Fmoc-Gly-OH bzw.

Fmoc-Pro-OH entsprechend dem allgemeinen Protokoll im Massstab von 36 pumol auf Rink-
Amid Harz (Beladung: 0.71 mmol/g) synthetisiert.

Analytical HPLC: tg = 8.3 min; gradient: 85% to 65% solvent B over 15 min at a flow rate of
1 ml/min.

HRMS (ESI): m/z = 1444.7631 gerechnet fiir C7H;0;N;50;6+H [M+H]"; gefunden:
1444.7626.
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8.3.6. Synthese der Peptide 63, 52 und 62 mit freiem N- und freiem C-
Terminus

Synthese von TFA*H-Pros-OH S5

Peptid 55 wurde in Einzelkupplungen von Fmoc-Pro-OH entsprechend dem allgemeinen
Protokoll im Massstab von 64 umol auf 2-Chlorotrityl Harz (Beladung nach erster Kupplung:
0.32 mmol/g) synthetisiert.

Analytische HPLC (Sunfire Séule): tg = 11.6 min; Gradient: 97% zu 80% Losung B iiber 20
min bei einer Flussrate von 1 ml/min.

MS (ESI): m/z (%) = 645.6 (100) [M+2Na-H]", gerechnet fiir C30H44NgO5.

Synthese von TFA*H-Pro;,-OH 52

Peptid 52 wurde in Einzelkupplungen von Fmoc-Pro-OH entsprechend dem allgemeinen
Protokoll im Massstab von 50 pmol auf 2-Chlorotrityl Harz (Beladung nach erster Kupplung:
0.31 mmol/g) synthetisiert.

Analytische HPLC: tg = 12.3 min; Gradient: 90% zu 70% Losung B iiber 20 min bei einer
Flussrate von 1 ml/min.

HRMS (ESI): m/z = 1183.6517 gerechnet fiir CgHgsNi,Oj3+H [M+H]"; gefunden:
1183.6516.

Synthese von TFA*H-Pro;s-OH 62

Peptid 62 wurde in Einzelkupplungen von Fmoc-Pro-OH entsprechend dem allgemeinen
Protokoll im Massstab von 64 umol auf 2-Chlorotrityl Harz (Beladung nach erster Kupplung:
0.32 mmol/g) synthetisiert.

Analytische HPLC (Sunfire Séule): tg = 10.4 min; Gradient: 89% zu 74% Losung B iiber 15
min bei einer Flussrate von 1 ml/min.

MS (ESI): m/z (%) = 1809.9 (100) [M+2Na-H]", gerechnet fiir CooH;25N15010.
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8.3.7. Synthese der Peptide 56-60 und 53-54 zur Untersuchung des
Startpunktes der Umwandlung PPI/PPII

Synthese von Ac-[(4S5)Azpls-[Prols-OH 56S
Peptid 46S wurde in Einzelkupplungen von Fmoc-Pro-OH bzw. Fmoc-(4S)Azp-OH (2S)

entsprechend dem allgemeinen Protokoll im Massstab von 50 pmol auf 2-Chlorotrityl Harz
(Beladung nach erster Kupplung: 0.30 mmol/g) synthetisiert.

Analytische HPLC: tg = 11.6 min; Gradient: 85% zu 59% Losung B iiber 20 min bei einer
Flussrate von 1 ml/min.

MS (ESI, neg): m/z (%) = 1387.1 (100) [M-H]’, gerechnet fiir C4;Hg4N24O14.

Synthese von Ac-[Prols-[(45)Azpls-[Prols-OH S7S
Peptid 57S wurde in Einzelkupplungen von Fmoc-Pro-OH bzw. Fmoc-(4S)Azp-OH (2S)

entsprechend dem allgemeinen Protokoll im Massstab von 50 pmol auf 2-Chlorotrityl Harz
(Beladung nach erster Kupplung: 0.30 mmol/g) synthetisiert.

Analytische HPLC: tg = 12.7 min; Gradient: 85% zu 50% Losung B iiber 20 min bei einer
Flussrate von 1 ml/min.

MS (ESI, neg): m/z (%) = 1387.3 (100) [M-H]', gerechnet fiir C¢;HgaN24014.

Synthese von Ac-[Prols-[(4S)Azpls-OH 58S
Peptid 58S wurde in Einzelkupplungen von Fmoc-Pro-OH bzw. Fmoc-(4S)Azp-OH (2S)

entsprechend dem allgemeinen Protokoll im Massstab von 50 wmol auf 2-Chlorotrityl Harz
(Beladung nach erster Kupplung: 0.31 mmol/g) synthetisiert.

Analytische HPLC: tg = 11.3 min; Gradient: 85% zu 50% Losung B iiber 20 min bei einer
Flussrate von 1 ml/min.

MS (ESL neg): m/z (%) = 1387.6 (100) [M-H], gerechnet fiir Ce;HgaN24O14.

Synthese von Ac-[(4R)Azpls-[Prols-OH S6R
Peptid S6R wurde in Einzelkupplungen von Fmoc-Pro-OH bzw. Fmoc-(4R)Azp-OH (2R)

entsprechend dem allgemeinen Protokoll im Massstab von 50 pmol auf 2-Chlorotrityl Harz
(Beladung nach erster Kupplung: 0.30 mmol/g) synthetisiert.

Analytische HPLC: tg = 14.7 min; Gradient: 85% zu 59% Losung B iiber min bei einer
Flussrate von 1 ml/min.

MS (ESD): m/z (%) = 1388.4 (100) [M-H]', gerechnet fiir C¢;Hg4N24014.
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Synthese von Ac-[Prols-[(4R)Azp]4-[Prol,-OH S7TR
Peptid S7R wurde in Einzelkupplungen von Fmoc-Pro-OH bzw. Fmoc-(4R)Azp-OH (2R)

entsprechend dem allgemeinen Protokoll im Massstab von 50 pmol auf 2-Chlorotrityl Harz
(Beladung nach erster Kupplung: 0.30 mmol/g) synthetisiert.

Analytische HPLC: tg = 14.2 min; Gradient: 85% zu 59% Losung B iiber 20 min bei einer
Flussrate von 1 ml/min.

MS (ESD): m/z (%) = 1387.8 (100) [M-H]', gerechnet fiir Ce;HgaN24014.

Synthese von Ac-[Prols-[(4R)Azpls-OH S8R
Peptid S8R wurde in Einzelkupplungen von Fmoc-Pro-OH bzw. Fmoc-(4R)Azp-OH (2R)

entsprechend dem allgemeinen Protokoll im Massstab von 50 wmol auf 2-Chlorotrityl Harz
(Beladung nach erster Kupplung: 0.33 mmol/g) synthetisiert.

Analytische HPLC: tg = 14.5 min; Gradient: 85% zu 59% Losung B iiber 20 min bei einer
Flussrate von 1 ml/min.

MS (ESL neg): m/z (%) = 1388.0 (100) [M-H]', gerechnet fiir Ce;HgaN24O14.

Synthese von Ac-Pro;,-Gly-Tyr-OH 59

Peptid 59 wurde in Einzelkupplungen von Fmoc-Tyr(O'Bu)-OH, Fmoc-Gly-OH bzw. Fmoc-
Pro-OH entsprechend dem allgemeinen Protokoll im Massstab von 50 pumol auf 2-Chlorotrityl
Harz (Beladung nach erster Kupplung: 0.33 mmol/g) synthetisiert.

Analytische HPLC: tg = 12.2 min; Gradient: 88% zu 50% Losung B iiber 27 min bei einer
Flussrate von 1 ml/min.

HRMS (ESI): m/z = 1445.7471 gerechnet fiir C73H;00N4O17+H [M+H]"; gefunden:
1445.7470.

Synthese von Ac-Tyr-Gly-Pro;»,-OH 60

Peptid 60 wurde in Einzelkupplungen von Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Gly-OH bzw. Fmoc-
Tyr(O'Bu)-OH entsprechend dem allgemeinen Protokoll im Massstab von 50 pumol auf 2-
Chlorotrityl Harz (Beladung nach erster Kupplung: 0.30 mmol/g) synthetisiert.

Analytische HPLC: tg = 11.4 min; Gradient: 88% zu 50% Losung B iiber 27 min bei einer
Flussrate von 1 ml/min.

HRMS (ESI): m/z = 1445.7471 gerechnet fiir C73H;00N4O17+H [M+H]"; gefunden:
1445.7458.
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Synthese von Ac-Pro;;-(45)Azp-OH 54
Peptid 54 wurde in Einzelkupplungen von Fmoc-(4S)Azp-OH (2S) bzw. Fmoc-Pro-OH

entsprechend dem allgemeinen Protokoll im Massstab von 80 pmol auf 2-Chlorotrityl Harz
(Beladung nach erster Kupplung: 0.40 mmol/g) synthetisiert.

Analytische HPLC (Sunfire Saule): tg = 11.6 min; Gradient: 90% zu 75% Losung B iiber 15
min bei einer Flussrate von 1 ml/min.

MS (ESI, neg): m/z (%) =1310.6 (100) [M+2Na—H]+, gerechnet fiir C62H87N15014.

Synthese von Ac-Pro;;-(4S)Amp-OH 53
12 mg (10nmol) Ac-Pro;;-(4S)Azp-OH (54) wurden in 1 ml MeOH gelost und mit 5 mg Pd/C

(10% Pd) und 1 pl konz. HCI-Losung versetzt. Nach starkem rithren der Mischung bei einer
H,-Atomosphire fiir 7 h wurde die Suspension iiber Celite filtriert und mit MeOH
nachgewaschen. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Riickstand mit Et,O
aus MeOH/CH,Cl, gefillt. Isoliert wurden 12 mg (9.4 umol) 53 als weisser Feststoff.
Analytische HPLC: tg = 10.4 min; Gradient: 88% zu 70% Losung B iiber 20 min bei einer
Flussrate von 1 ml/min.

MS (ESI, neg): m/z (%) = 1263.0 (100) [M+Na]®, gerechnet fiir CspHgoN3014.
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8.3.8. Synthese der Peptide 41S und 41R als Vorstufen der Aminoprolin-
haltigen Peptide 42S und 42R

Synthese von Ac-[(45)Azp-Pro-(45)Azpl;-OH 418
Peptid 41S wurde auf 2-chlorotrityl Harz in Einzelkupplungen von Fmoc-(4S)Azp-OH (2S)

bzw. Fmoc-Pro-OH nach den allgemeinen Protokollen in einem Massstab von 0.17 mmol
synthetisiert. Die Funktionalisierung des Harzes mit Fmoc-(4S)Azp-OH (2S) ergab eine
Beladung von 0.28 mmol/g.

Analytische HPLC: tg = 17.3 min; Gradient: 88% zu 50% Losung B iiber 27 min bei einer
Flussrate von 1 ml/min.

MS (ESI)I m/z (%) =1178 (100) [M—H]-, gerechnet fiir C47H61N27011.

Synthese von Ac-[(4R)Azp-Pro-(4R)Azpl;-OH 41R

Peptid 41R wurde auf 2-chlorotrityl Harz in Einzelkupplungen von Fmoc-(4R)Azp-OH (2R)
bzw. Fmoc-Pro-OH nach den allgemeinen Protokollen in einem Massstab von 0.18 mmol
synthetisiert. Die Funktionalisierung des Harzes mit Fmoc-(4R)Azp-OH (2R) ergab eine
Beladung von 0.30 mmol/g.

Analytische HPLC: tg = 17.3 min; Gradient: 88% zu 50% Losung B iiber 27 min bei einer
Flussrate von 1 ml/min.

MS (ESI)I m/z (%) =1178 (100) [M—H]-, gerechnet fiir C47H61N27011.
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8.3.9. Synthese der Triazolylpeptide (,,Click Reaktion*) 45-48

Synthese des 16-mer 45R

OCH;
- T NN Tooch3 'NT@ N TF>h TCOZCHS

a¥SaEaR:aEata oNataNetataVokomh

In einer ersten Kupplung nach dem allgemeinen Protokoll wurde die Beladung vom Rink-

Amid Harz von 0.71 mmolg™ auf 0.30 mmolg™ reduziert. Dazu wurden je 1.5 eq Fmoc-Pro-
OH and AcOH als Carbonsidure Komponente eingesetzt. Nach dem allgemeinen Protokoll
wurde die Fmoc-Schutzgruppe abgespalten und der trimere Baustein Fmoc-Pro-(4R)Azp-Pro-
OH (7R) auf 200 mg Harz gekuppelt. Das Harz wurde dann in 500 ul DMF und 500 pul THF
suspendiert, mit 26 pl (310 umol) Methylpropiolat, 1.0 mg (5.2 pumol) Cul, 39 ul (236 wmol)
‘ProNEt versetzt und bei Raumtemperatur geschiittelt. Der Fortschritt der Reaktion wurde mit
IR Spektroskopie von wenig Harz, das mit DMF, MeOH und CH,Cl, gewaschen wurde,
verfolgt. Nachdem das Signal der Azid-Schwingung bei 2103 cm™ nicht mehr vorhanden war,
wurde die Suspension abfiltriert und das Harz mit DMF, MeOH und CH,Cl, gewaschen. Die
Fmoc-Entschiitzung und die Kupplung von 7R wurden nach dem allgemeinen Protokoll
vorgenommen. Die zweite ,,Click® Reaktion wurde mit 33 pl (310 wmol) Phenylacetylen, die
dritte mit 39 ul (308 wmol) Ethinylanisol (2 Mal wiederholt), die vierte mit 26 ul (310 wmol)
Methylpropiolat und die fiinfte mit 33 ul (310 wmol) Phenylacetylen unter anderweitig
identischen Bedingungen wiederholt. Fmoc-Entschiitzung und Abspaltung vom Rink-Amid
Harz wurden gemiss dem allgemeinen Protokoll durchgefiihrt, worauf 74 mg (52% Ausbeute
der Theorie, nicht eingereichtet sind die kleinen Harzproben (ca. 5 mg) fiir die IR und MS-
ESI Analysen eingesetzt wurden) Rohprodukt 45R isoliert wurden. Das Rohprodukt (HPLC
ca. 60% rein) wurde mittels Umkehrphasen HPLC gereinigt: Gradient: 75% auf 55% Losung
B (0.1% TFA in H,O) zu Losung A (CH3CN) iiber 30 min bei einer Flussrate von 4 ml/min.

Analytische HPLC: tg = 17.0 min; Gradient: 80% zu 40% Losung B iiber 25 min bei einer

Flussrate von 1 ml/min.

MS (ESD: m/z (%) = 2279.9 (10) [M+H]", 1140.6 (100) [M+2H]2+, gerechnet fiir
Ci13H118N30;;.
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Synthese des 16-mers 458
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Das 16-mer 45S wurde analog zu 45R synthetisiert, wobei der trimere Baustein Fmoc-Pro-

(4S)Azp-Pro-OH (7S) eingesetzt wurde. Isoliert wurden 41 mg (18 pumol, nach der dritten
,,Click® Reaktion wurde V2 des Harzes entnommen, ansonsten selber Massstab wie fiir 45R)

458 als weisses Pulver.

Analytische HPLC: tg = 14.8 min; Gradient: 80% zu 40% Losung B iiber 25 min bei einer

Flussrate von 1 ml/min.

MS (ESI): m/z (%) = 1151.5 (100) [M+Na+H]**, gerechnet fiir C;;3H;15N3,05;.

Synthese des 9-mers 46S

OH

2-Chlorotrityl Harz wurde in Einzelkupplungen nach dem allgemeinen Protokoll mit Ac-
[(4S)Azp]o- funktionalisiert. Die Beladung nach der ersten Kupplung auf das Harz betrug 0.33
mmol/g. Die ,,Click* Reaktion wurde mit 22 umol durchgefiihrt. Dazu wurde das Harz in 500
ul DMF und 500 pl THF suspendiert und mit 9 x 5 eq Alkin (96 mg acetyliertes
Propargylamin) 1 mg Cul und 9 x 3.8 eq ‘ProNEt versetzt und fiir mindestens 12 h geschiittelt.
Der Umsatz der Reaktion wurde wiederum mittels IR Spektroskopie verfolgt. Danach wurde
die Mischung vom Harz abfiltriert und das Harz mit DMF, MeOH und CH,Cl, gewaschen.
Die Abspaltung vom Harz mit TFE/AcOH/CH,Cl, im Verhiltnis 1:1:8 und die HPLC

Aufreinigung erfolgte nach dem allgemeinen Protokoll.

Analytische HPLC: tg = 13.0 min; Gradient: 96% zu 72% Losung B iiber 15 min bei einer

Flussrate von 1 ml/min.

MS (MALDI-TOF): m/z =2176.0 [M], gerechnet fiir CooH 21 N45010.
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Synthese des 9-mers 46R

N NHAc
N\
N

OH
O O 9

Die ,,Click* Reaktion wurde mit Ac-[(4R)Azp]o- auf 2-Chlorotrityl Harz mit einer Beladung
von 0.30 mmol/g nach der ersten Kupplung im Massstab von 27 pmol durchgefiihrt. Die

Bedingungen der Peptidkupplungen und der Cycloaddition entsprachen der Synthese von 46S
(Seite 183).

Analytische HPLC: tg = 13.3 min; Gradient: 96% zu 72% Losung B iiber 15 min bei einer

Flussrate von 1 ml/min.

MS (MALDI-TOF): m/z =2176.0 [M+1], gerechnet fiir CooH21N45010.

N OH
N\

N

Synthese des 9-mers 47S

OH

Die ,,Click* Reaktion wurde mit Ac-[(4S)Azplo- auf 2-Chlorotrityl Harz mit einer Beladung
von 0.33 mmol/g nach der ersten Kupplung im Massstab von 22 pumol durchgefiihrt. Die

Bedingungen der Peptidkupplungen und der Cycloaddition entsprachen der Synthese von 46S
(Seite 183) mit Propargylalkohol als Alkin Komponente.

Analytische HPLC: tg = 13.1 min; Gradient: 98% zu 75% Losung B iiber 20 min bei einer

Flussrate von 1 ml/min.

MS (MALDI-TOF): m/z = 1830.9 [M+Na+1]+, 1808.9 [1\/I+H+1]+ bzw. 1806.7 [M],
gerechnet fiir C74H94N3602.
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Synthese des 9-mers 47R

N OH
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Die ,,Click Reaktion wurde mit Ac-[(4R)Azplo- auf 2-Chlorotrityl Harz mit einer Beladung
von 0.30 mmol/g nach der ersten Kupplung im Massstab von 27 pumol durchgefiihrt. Die
Bedingungen der Peptidkupplungen und der Cycloaddition entsprachen der Synthese von 46S
(Seite 183) mit Propargylalkohol als Alkin Komponente.

Analytische HPLC: tg = 13.1 min; Gradient: 98% zu 75% Losung B iiber 20 min bei einer

Flussrate von 1 ml/min.

MS (MALDI-TOF): m/z = 1831.0 [M+Na+1]+, 1847.0 [M+K+1]+, 1809.1 [M+H+1]+,
gerechnet fiir C74H94N3602.

Synthese des 9-mers 48S

OMe
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N
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Die ,,Click” Reaktion wurde mit Ac-[(45)Azplo- auf 2-Chlorotrityl Harz mit einer Beladung
von 0.37 mmol/g nach der ersten Kupplung im Massstab von 26 pmol durchgefiihrt. Die
Bedingungen der Peptidkupplungen und der Cycloaddition entsprachen der Synthese von 46S
(Seite 183) mit Methylpropiolat als Alkin Komponente.

Analytische HPLC: tg = 9.5 min; Gradient: 75% zu 50% Losung B iiber 20 min bei einer

Flussrate von 1 ml/min.

MS (MALDI-TOF): m/z = 2058.7 [M+1]", gerechnet fiir Cs3Hg4N36029.
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Synthese des 9-mers 48R

OH

Die ,,Click Reaktion wurde mit Ac-[(4R)Azplo- auf 2-Chlorotrityl Harz mit einer Beladung
von 0.30 mmol/g nach der ersten Kupplung im Massstab von 27 pmol durchgefiihrt. Die
Bedingungen der Peptidkupplungen und der Cycloaddition entsprachen der Synthese von 46S
(Seite 183) mit Methylpropiolat als Alkin Komponente.

Analytische HPLC: tg = 12.1 min; Gradient: 80% zu 40% Losung B iiber 18 min bei einer

Flussrate von 1 ml/min.

MS (MALDI-TOF): m/z = 2058.7 [M+1]", gerechnet fiir Cs3Hg4N36019.
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8.4. Kiristallstrukturdaten

Crystal data for triazole 14S: formula C;3H;,N403Si;, M = 310.43, F(000) = 664, colorless
plate, size 0.12 - 0.26 - 0.32 mm3, orthorhombic, space group P 21 2, 2, Z =4, a = 8.9950(2)
A, b=9.9946(2) A, ¢ = 18.4970(4) A, a = 90°, B = 90°, y = 90°, V = 1662.91(6) A*, Deyic. =
1.240 Mg - m™. The crystal was measured on a Nonius KappaCCD diffractometer at 173K
using graphite-monochromated Mo K,-radiation with A = 0.71073 A, Omax = 27.900°.
Minimal/maximal transmission 0.96/0.98, n = 0.156 mm’'. The COLLECT suite’* has been
used for datacollection and integration. From a total of 14016 reflections, 3959 were
independent (merging r = 0.042). From these, 2739 were considered as observed (I>3.0c(1))
and were used to refine 191 parameters. The structure was solved by direct methods using the
program SIR92.*** Least-squares refinement against F was carried out on all non-hydrogen
atoms using the program CRYSTALS.?* R = 0.0280 (observed data), wR = 0.0433 (all data),
GOF = 1.1148. Minimal/maximal residual electron density = -0.18/0.15 e A™. Chebychev
polynomial weights®*® were used to complete the refinement

Crystal data for triazole 14R: formula C;3H;N403Si;, M = 310.43, F(000) = 664, colorless
plate, size 0.14 - 0.21 - 0.22 mm3, orthorhombic, space group P 21 2, 2, Z =4, a = 8.8499(2)
A, b=9.7173(2) A, ¢ = 19.1010(4) A, a = 90°, B = 90°, y = 90°, V = 1642.63(6) A”, Deyic. =
1.255 Mg - m™. The crystal was measured on a Nonius KappaCCD diffractometer at 173K
using graphite-monochromated Mo K,-radiation with A = 0.71073 A, Omax = 27.874°.
Minimal/maximal transmission 0.97/0.98, u = 0.158 mm™'. The COLLECT suite** has been
used for datacollection and integration. From a total of 13669 reflections, 3928 were
independent (merging r = 0.049). From these, 2423 were considered as observed (I>3.0c(1))
and were used to refine 191 parameters. The structure was solved by direct methods using the
program SIR92.*** Least-squares refinement against F was carried out on all non-hydrogen
atoms using the program CRYSTALS.** R = 0.0283 (observed data), wR = 0.0421 (all data),
GOF = 1.1443. Minimal/maximal residual electron density = -0.16/0.18 e A7, Chebychev
polynomial weights**® were used to complete the refinement.

Crystal data for triazole 18S: formula C;7H0N4O4, M = 344.37, F(000) = 728, colorless plate,
size 0.04 - 0.10 - 0.52 mm®, orthorhombic, space group P2, 2,2, ,Z =4, a=6.4949(2) A, b =
10.3056(2) A, ¢ = 24.4612(6) A, 0. = 90°, f = 90°, y = 90°, V = 1637.28(7) A?, Dee. = 1.397
Mg - m™. The crystal was measured on a Nonius KappaCCD diffractometer at 173K using
graphite-monochromated Mo K,-radiation with A = 0.71073 A, Onax = 28.015°.
Minimal/maximal transmission 0.99/1.00, p = 0.102 mm’'. The COLLECT suite’* has been
used for datacollection and integration. From a total of 11998 reflections, 2275 were
independent (merging r = 0.046). From these, 1916 were considered as observed (I>1.0c(I))
and were used to refine 226 parameters. The structure was solved by direct methods using the
program SIR92.*** Least-squares refinement against F was carried out on all non-hydrogen
atoms using the program CRYSTALS.?* R = 0.0342 (observed data), wR = 0.0466 (all data),
GOF = 0.9920. Minimal/maximal residual electron density = -0.25/0.15 ¢ A™. Chebychev
polynomial weights®*® were used to complete the refinement.
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Crystal data for the triazole 20R: formula C;oH4N4O3, M = 238.25, F(000) = 252, colorless
plate, size 0.07 - 0.31 - 0.40 mm3, monoclinic, space group P 2;, Z = 2, a = 6.3423(4) A, b=
9.5450(7) A, ¢ = 9.7259(7) A, a = 90°, p = 101.2550(10)°, y = 90°, V = 577.46(7) A°, Degre. =
1.370 Mg - m™. The crystal was measured on a Kappa APEX diffractometer at 123K using
graphite-monochromated Mo K,-radiation with A = 0.71073 A, Onax = 37.250°.
Minimal/maximal transmission 0.97/0.99, u = 0.104 mm™'. The APEX2 software>*’ has been
used for datacollection and integration. From a total of 19119 reflections, 3101 were
independent (merging r = 0.021). From these, 3055 were considered as observed (I>2.0c(1))
and were used to refine 154 parameters. The structure was solved by direct methods using the
program SIR92.*** Least-squares refinement against F was carried out on all non-hydrogen
atoms using the program CRYSTALS.>* R = 0.0274 (observed data), wR = 0.0346 (all data),
GOF = 1.0409. Minimal/maximal residual electron density = -0.16/0.30 ¢ A™. Chebychev
polynomial weights®*® were used to complete the refinement.

Crystal data for Ac-[(4S)NHAc-Pro]-OMe (24S): formula C;oH;sN,O4, M = 228.25, F(000) =
488, colorless prism, size 0.09 - 0.16 - 0.34 mm3, orthorhombic, space group P 2, 2, 2, ,Z =4,
a =972753) A, b = 9.9461(3) A, ¢ = 11.9118(4) A, a = 90°, p = 90°, y = 90°, V =
1152.47(6) A3, Deae. = 1.315 Mg - m>. The crystal was measured on a Kappa APEX
diffractometer at 123K using graphite-monochromated Mo K,-radiation with A = 0.71073 A,
Omax = 33.107°. Minimal/maximal transmission 0.98/0.99, p = 0.102 mm™'. The APEX2
software>*” has been used for datacollection and integration. From a total of 10806 reflections,
2370 were independent (merging r = 0.026). From these, 2080 were considered as observed
(I>2.00(I)) and were used to refine 154 parameters. The structure was solved by direct
methods using the program SIR92.2* Least-squares refinement against F was carried out on
all non-hydrogen atoms using the program CRYSTALS.** R = 0.0377 (observed data), wR =
0.0488 (all data), GOF = 1.1174. Minimal/maximal residual electron density = -0.22/0.37 e A
3. Chebychev polynomial weights**® were used to complete the refinement.

Crystal data for Ac-(4S)Azp-OMe (28S): formula C;H;oN4Os; , M = 198.18, F(000) =
416.199, colourless plate , size 0.04 - 0.24 - 0.58 mm3, orthorhombic , space group P 2; 2, 2;,
Z=4,a=54557(5) A, b=12.2227(11) A, ¢ = 13.4536(14) A, a = 90°, p =90°, y =90°, V =
897.1 A3, Dcae. = 1.467 Mg - m>. The crystal was measured on a Enraf Nonius Kappa CCD
diffractometer at 173K using graphite-monochromated Mo K,-radiation with A = 0.71073 A,
Omax = 30.00°. Minimal/maximal transmission 0.97/1.00, p = 0.117 mm’'. The COLLECT
suite®® has been used for datacollection and integration. From a total of 22514 reflections,
2619 were independent (merging r = 0.13). From these, 1801 were considered as observed
(>3.00c(I)) and were used to refine 132 parameters. The structure was solved by direct
methods using the program SIR92.*** Least-squares refinement against F was carried out on
all non-hydrogen atoms using the program CRYSTALS.** R = 0.0425 (observed data), wR =
0.0444 (all data), GOF = 1.0108. Minimal/maximal residual electron density = -0.42/0.36
e A7 Chebychev polynomial weights246 were used to complete the refinement.
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9.2. 'H-NMR Daten der Verbindungen 13-25, 28 und 29

s-cis:s-trans Verhiltnis um die Amidbindung

Verbindung 13 Eintrag LoOsungsmittel 13S 13R
CO,Me 1 D,0O 1:2.7 1:4.7
N N 2 Aceton-dg 1:2.8 1: 3.0
NN 3 CDCl4 122 127
N~ T CO,CH; 4 Dioxan-dg 1:2.8 1:3.3

Ac 5 CD;0D 1:2.4 1:3.3

"H-"H Kopplungskonstanten in Hz: 13S

Eintrag 3J(H,H) D,O Dioxan-dg Aceton-dg CDCl;
trans cis trans cis trans cis trans cis
1 H%HP 9.4 8.1 8.0 8.3 8.8 9.2 8.8 8.3
2 HeHP 42 3.1 7.9 45 6.5 3.6 6.5 4.1
3 H-H 64 - 80 64 70 70 175 7.0
4 H-H 43 - 7.9 6.4 6.8 4.5 6.8 4.0
5 H'-H° 6.2 5.8 7.3 6.9 7.0 7.0 7.2 7.1
6 H'-H° 4.2 2.9 7.5 6.4 6.5 4.3 6.7 3.7
7 HP-H® - - - - - - - -

'"H-'H Kopplungskonstanten in Hz: 13R

Eintrag 3J(H,H) D,O Dioxan-dg Aceton-dg CDCl;

trans cis trans cis trans cis trans cis
1 H*HP 8.5 8.8 8.9 8.7 8.7 8.8 8.6 8.5
2 H*HP 6.8 5.2 4.1 4.3 5.5 4.6 4.5 6.6
3 H-H 43 5.7 8.3 73 6.0 6.3 7.4 6.0
4 1 68 - 6.6 6.5 6.4 6.7 6.7 4.8
5 H'-H° 3.4 4.0 6.1 ~5 6.0 4.9 6.9 6.5
6 HY-H° 6.1 6.7 7.0 ~5 6.6 6.7 5.6 4.4
7 HP-H*® 1 1 - - 1 1 - 1.1
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s-cis:s-trans Verhiltnis um die Amidbindung

Verbindung 14 Losungsmittel 14S 14R
SiMe; CDCl; 1:2.5 1:2.8
N N CD;OD 1:2.5 1:3.3
N—N X
N~ YCO,CHg
Ac

'H-"H Kopplungskonstanten in Hz: 14 in CDCl.

Eintrag  “Jun 14S 14R
trans cis trans cis
1 H“H? 79 80 88 86
2 H-H? 79 80 45 48
3 -1 8.0 - 75 6.1
4 P 7.8 - 6.6 63
5 H'-H° 74 71 70 46
6 H'-H° 77 42 60 68
7 HP-HP - - - 1
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s-cis:s-trans Verhiltnis um die Amidbindung

Verbindung 15 Losungsmittel 15S

15R

CDCls 1:2.4

1:2.5

'H-'"H Kopplungskonstanten in Hz: 15 in CDCls.

Eintrag  “Jun 15S 15R
trans cis trans cis
1 H“H® 88 89 88 86
2 H“g® 67 38 45 51
3 g 77 - 76 6.1
4 HP-H' 7.0 - 6.7 6.6
5 H'-H° 73 70 70 47
6 H'-H° 71 41 56 6.6
7 HP-HP - - - 1




200

s-cis:s-trans Verhiltnis um die Amidbindung

Verbindung 16 Losungsmittel 16S 16R
PhO CDCl; 1:2.4 1:2.6
ij CD;0OD 1:2.4 1:3.3
N-N_
Ac

'"H-"H Kopplungskonstanten in Hz: 16 in CDCl.

Eintrag  “Jun 16S 16R
trans cis trans cis
1 HH®? 85 90 88 86
2 H*HP 72 38 43 49
3 P 74 - 74 50
4 HP-HY 74 - 66 65
5 H'-H° 74 71 70 43
6 H'-H° 74 43 58 66
7 HP-HP - - - 1
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s-cis:s-trans Verhiltnis um die Amidbindung

Verbindung 17 Losungsmittel 17R
CDCl; 1:2.5 1:2.8
CD;OD 1:2.3 1:3.2

1
"

N~ ~CO2CHs

Ac

'H-'"H Kopplungskonstanten in Hz: 17 in CDCls.

Eintrag 3J(H,H> 17R
trans cis trans cis
1 H*HP 88 86 86 88
2 HH? 44 49 62 48
3 -y 77 62 57 62
4 H-H 67 65 62 67
5 H'-H° 70 78 64 -
6 H'-H° 68 67 47 6.0
7 HP-H® - 1 - 1
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s-cis:s-trans Verhiltnis um die Amidbindung

Verbindung 18 Losungsmittel 18S 18R
OMe CDCl; 1:2.4 1:2.6
CD;OD 1:2.5 1:3.1
N
N-N__
Ac

'"H-"H Kopplungskonstanten in Hz: 18 in CDCl.

Eintrag  “Jun 18S 18R
trans cis trans cis
1 H“H" 88 90 88 86
2 H“HP 67 37 46 5.1
3 HP-HY - - 74 6.0
4 HP-HY 74 - 6.7 6.5
5 H-H 74 71 69 45
6 H-H® 72 - 57 6.6
7 HP-H® - - - 1
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s-cis:s-trans Verhiltnis um die Amidbindung

Verbindung 19

Losungsmittel

19S

19R

CDCl;3

1:2.2

1:2.5

'"H-"H Kopplungskonstanten in Hz: 19 in CDCls.

Eintrag  “Jum 19S 19R
trans cis trans cis
1 H*HP 89 87 87 85
2 H*HP 6.2 37 45 5.0
3 HP-H" 7.4 - 77 17
4 HP-H 6.5 - 6.7 6.7
5 H'-H° 73 70 70 45
6 H'-H® 65 37 58 58
7 HP-HP - - - 1
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s-cis:s-trans Verhiltnis um die Amidbindung

Verbindung 20 Losungsmittel 208 20R
N CDCl; 1:2.3 1:2.9
N-N__

N~ Y CO,CHs
Ac

"H-"H Kopplungskonstanten in Hz: 20 in CDCl.

Eintrag  “Jun 208 20R

trans cis trans

cis

1 H%H" 87 9.1 8.8
H*HP 6.9 3.7 4.3
HHY 78 68 79
HHY 73 37 66
H'-H° 73 73 7.0
H'-H° 72 39 58
HP-H® - - -

~N O B W

8.6
5.0
59
6.5
4.6
6.5
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s-cis:s-trans Verhiltnis um die Amidbindung

Verbindung 21 Eintrag Losungsmittel 218 21R
BocHN . 1 D,O 1:3.8 1:5.2
CDCl; 1:5.5 1:3.5

N~ ~CO2CH,
Ac 3 CDs;OD 1:4.1 1:4.1

'"H-"H Kopplungskonstanten in Hz: Ac-[(4S)NHBoc-Pro]-OMe 218

Eintrag  °Jun D,0 CDCl; CD;0D
trans cis trans cis trans Cis
1 HHP 8.7 - 96 84 83 9.1
2 H“HF 58 - 3.4 - 71 43
3 HH 6.1 - 6.5 - 6.6 6.1
4 H'-H - - 3.4 - 6.8 43
5 H-H® 6.5 - 6 54 68 6.8
6 -1 53 21 22 - 68 6.6
7 WMWY - - - - - -

'H-'"H Kopplungskonstanten in Hz: Ac-[(4R)NHBoc-Pro]-OMe 21R

Eintrag “Jum D,O CDCl; CD;0D
trans cis trans cis trans cis
1 HHP 74 - 86 86 82 83
2 H*HF 74 - 53 42 59 6.0
3 WY - - - - 64 83
4  HH - - 5.8 - 54 63
5 H'-H® 46 - 4.7 5.9 3.9 6.3
6 H'-H® 6.1 - 6.3 66 63 5.4
7 HM-HY - - - - - -
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s-cis:s-trans Verhiltnis um die Amidbindung

Verbindung 22 Eintrag Losungsmittel 228 22R
AcHN . 1 D,O 1:4.3 1:5.8
2 CDCl; 1:5.8 1:5.2

N~ YCO:CHs
Ac 3 CDs;0OD 1:4.0 1:4.6

'"H-"H Kopplungskonstanten in Hz: Ac-[(4S)NHAc-Pro]-OMe 228

Eintrag  “Jum D,0 CDCl; CD;0D
trans cis trans cis trans cis
1 H%HP 8.9 - 100 96 6.8 9.1
2 H“H" 5.7 - 2.2 1.6 3.7 3.8
3 HP-HY 6.3 - 6.3 5.9 6.6 63
4 HP-HY - - - 2.0 4.1 4.0
5 H-H° 6.6 6.4 5.3 6.0 6.8 6.8
6 H-H° 5.3 2.9 1.6 1.7 6.6 6.6
7 HP-H® - - 1.3 1.5 - -

'H-'"H Kopplungskonstanten in Hz: Ac-[(4R)NHAc-Pro]-OMe 22R

Eintrag  “Jun D,O CDCl; CD;0D
trans cis trans cis trans cis
1 H*HP 15 6.5 8.2 8.6 8.1 8.7
2 H-H?* 75 6.5 7.3 4.4 6.3 3.8
3 HP-HY - - 4.5 7.2 - -
4 HP-HY - - 6.1 6.2 - -
5 H'-H° 4.4 6.0 3.2 45 4.8 -
6 H'-H® 6.1 6.1 5.6 5.6 6.3 6.3
7 HP-H® - - 1 1 - -
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s-cis:s-trans Verhiltnis um die Amidbindung

Verbindung 23 Losungsmittel 23S 23R
@) NH CDCl; 1:5.3 1:3.5
FysC U D,0 1:4.3 1:4.8
N~ T CO:CH; CD,Cl, 1:5.3 1:3.6
Ac
'H-'"H Kopplungskonstanten in Hz: Ac-[(4S)NHCOCF;-Pro]-OMe 23S
Eintrag  “Jun CDCl; D,0 CD,Cl,
trans cis trans cis trans cis
1 H%HP 9.9 9.5 8.8 9.2 10.0 9.6
2 H%HP 1.5 1.1 5.6 2.7 1.9 1.5
3 HP-HY 6.1 6.0 6.4 5.9 6.0 6.1
4 HP-HY 1.4 1.4 5.7 2.9 1.7 1.5
5 H'-H° - - 6.5 6.5 52 -
6 H'-H® 1.3 - 5.3 2.5 1.5 -
7 v 13 1.4 - 1 1.6 1.5
'H-'"H Kopplungskonstanten in Hz: Ac-[(4R)NHCOCF;-Pro]-OMe 23R
Eintrag  “Jun CDCls D,0 CDCl,
trans cis trans cis trans cis
1 H%HP 8.0 8.4 - 8.7 7.3 7.9
2 H“HF 7.0 4.2 - 4.0 7.3 4.2
3 HAHY 49 - - - - 7.9
4 1B 65 6.4 - 6.6 5.6 6.4
5 H'-H° 3.7 5.6 4.9 6.3 5.4 5.4
6 H-H® 59 6.8 6.3 7.3 6.1 6.1
7 HP-H° - - - - - -
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s-cis:s-trans Verhiltnis um die Amidbindung

Verbindung 24 Eintrag Losungsmittel 248 24R
@ © 0,CCF4 1 D,O 1:5.7 1:3.5
HaN 2 D,0 1M TFA 1:6.3 1:3.7
b\ 3 DMSO-dg 1:3.6 1:2.5
N~ ~CO,CHy
Ac 4 CDClI; nicht 10slich
5 D,0 0.1M NaOD Spaltung Methylester

"H-"H Kopplungskonstanten in Hz: Ac-(4S)Amp-OMe TFA 24S

Eintrag “Jm D,0 D,0O + TFA DMSO-dg
trans cis trans cis trans cis
1 HHP 9.1 9.5 9.1 9.4 8.2 9.0
2 H%H" 538 4.1 5.8 4.3 8.2 6.5
3 HP-HY 6.8 7.4 6.7 7.3 7.5 8.4
4  HPYHY 56 4.6 4.7 4.7 8.4 7.4
5 H-H® 6.5 - 6.8 7.3 7.1 8.0
6 H-H° - 4.9 5.6 49 7.6 7.4
7  HYHY - - - - -

"H-"H Kopplungskonstanten in Hz

: Ac-(4R)Amp-OMe TFA 24R

Eintrag “Jm D,0 D,0 + TFA DMSO-dg

trans cis trans cis trans  cis

1 H HP 79 8.9 8.3 8.9 8.1 74

2 H*H' 72 4.1 6.7 4.2 73 64

3 HP-HY - 6.8 - - 41 -

4  HH - 6.8 - 6.8 6.6 6.4

5 H-H® 37 - - - 33 4.1

6 H'-H® 63 - - - 59 -

7

SLAEH
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s-cis:s-trans Verhiltnis um die Amidbindung

Verbindung 25 Eintrag  Losungsmittel 258 25R
HO_, 1 D,O 1:2.5 1:7
Zl 2 CDCl; 1:4.7 1:4.2
N~ CO:CHy
Ac 3 DMSO-dg 1:1.9 1:5.0
4 Dioxan-dg 1:2.2 1:4.1
5 CD,(Cl, 1:4.5 1:5.0
"H-"H Kopplungskonstanten in Hz: Ac-(4S)Hyp-OMe 25S
Eintrag 3J(H’H) D,O CDCl; Dioxan DMSO
trans cis  trans cis trans cis trans cis
1 H“H’ 9.6 - 9.9 - 91 79 89 89
2 H%-HY 26 - 1.4 - 42 28 5.1 1.7
3 HP-HY 44 - 4.7 - 5.6 - 54 41
4 HP-H' 41 - 2.9 - 36 klein 49  klein
5 H-H> 46 44 (460 - 5.2 - 56 4.7
6 H'-H® 1.7 klein  (1.6) - 4.4 - 4.3 klein
7 HP-H® 17 - - - 0.8 - - -
'H-'"H Kopplungskonstanten in Hz: Ac-(4R)Hyp-OMe 25S
Eintrag 3J(H’H) D,O CDCl; Dioxan DMSO
trans cis trans cis trans cis trans cis
1 H*HP 8.4 - 8.1 8.3 8.3 8.1 8.3 8.3
2 H-HF 84 - 78 72 72 68 83 64
3 HP-H' 1.6 - 34 33 41 39 48 42
4 HP-HY 41 - 48 50 52 - - -
5 H'-H® 19 - 22 23 30 20 klein klein
6 H'-H® 45 - 45 46 49 46 45 49
7 HP-H® 1.9 - 1.7 20 12 17 - 1.2
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s-cis:s-trans Verhiltnis um die Amidbindung

Verbindung 28 Eintrag Losungsmittel 28S 28R
N3 1 D,O 1:2.1 1:4.0
O‘ 2 D,0 1M TFA 1:2.1 1:4.3
N~ COH
Ac 4 D,0 1M NaOD 1:0.7 1:0.9
5 CDCl3+CDs;OD 1:1.7 -
6 DMF-d; 1:1.2 1:2.1
'"H-"H Kopplungskonstanten in Hz: Ac-(4S)Azp-OH 28S
Eintrag 3J(H,H) D,O D,0 1M TFA +0.07M DMEF-d;
NaOD
trans cis trans cis trans cis trans  cis
1 H*HP 9.7 8.9 9.6 8.6 9.4 9.4 9.3 9.2
2 HH" 23 16 24 18 2 3.1 42 15
3 HP-HY 52 4.8 - - 53 56 - -
4 HP-H'  klein klein klein - 2 31 42 -
5 H-H® 53 - 5.2 - 57 59 61 57
6 H"H®  klein klein klein klein klein 2.8 4.0 -
7 HP-H® - - - - - - - -

"H-"H Kopplungskonstanten in Hz: Ac-(4R)Azp-OH 28R

Eintrag  “Jum D,0 D,O IM TFA  + 0.07M NaOD
trans cis trans cis trans cis
1 H*HP 81 83 81 83 8.2 8.2
2 H*-HP 83 69 83 69 74 8.2
3 HP-HY 35 44 35 44 38 3.5
4 'l 54 56 54 56 54 5.6
5 HY-H® klein 5.6 klein 5.6 klein klein
6 H'-H® 49 54 49 54 49 5.1
7 HP-H® 15 15 15 15 1.5 1.7
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s-cis:s-trans Verhiltnis um die Amidbindung

Verbindung 29 Eintrag  Losungsmittel 29S8 29R
N3 1 CDCl; 1:6.4 1:9.3
z—>j<r\uvle2 2 D,0 1:2.9 1:3.7
Re  © 3 DMF-d, 1.1.8 1:2.1
4 Dioxan-dg 1:54 1:6.9
'H-'"H Kopplungskonstanten in Hz: Ac-(45)Azp-NMe; 29S
Eintrag 3J(H’H) D,O CDCl; DMEF-d, Dioxan-dg
trans cis trans cis trans cis trans cis
1 H*HP 96 95 78 8.9 8.5 90 7.8 8.7
2 H*HP 4.5 23 718 4.9 6.6 4.3 7.8 5.4
3 HP-HY 6.1 59 717 - - - 7.4 -
4 HP-HY 4.0 2 7.8 - 6.9 - - -
5 H-H° 60 59 81 - 7.1 5.0 8.6 -
6 H'-H® 3.9 1 7.2 - 7.3 6.7 72 -
7 HP-H® 1 1 - - - - - -
'H-'"H Kopplungskonstanten in Hz: Ac-(4R)Azp-NMe; 29R
Eintrag  “Jum D,0O CDCl; DMEF-d; Dioxan-ds
trans cis trans cis trans cis trans cis
1 H*HP 8.1 77 15 8.1 8.3 85 176 8.2
2 H*HP 8.1 77 63 6.9 6.1 59 57 5.8
3 HP-HY 30 3.6 - 45 45 4.4 - -
4 HP-HY 54 57 - - 60 59 - -
5 H'-H° 2 2 3.8 3.4 3.4 32 43 4.7
6 H'-H® 4.8 5.1 5.8 55 55 55 6.1 -
7 HP-H® 1.5 2 - 1.0 1.1 1.5 - 1.3
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9.3. Ubersicht von Kristallstrukturen der Form Ac-Xaa-OMe

Verbindung ) \ 0} n-m* n-m* pucker | Ref.
Ac-Pro-OMe -78.9° | 176.7° -3.1° --- 171
Ac-(4R)Flp-OMe -55.0° | 140,5° | -178.9° 98° 2.76 A exo 171
Ac-(4R)Hyp-OMe 25R -57.0° | 150.8° | -178.8° [a] [a] exo 171
Ac-[(4R)OAc-Pro]-OMe | -58.2° 142.0° [b] [a] [a] €xo 53
Ac-[(4S)OAc-Pro]-OMe | -73.9° | -170.8° | -2.7° exo 53
278
Ac-(4R)Azp-OMe 1R 37
s-cis -82.3° | 172.6° -0.8° --- --- exo
s-trans -60.3° | 146.6° | -177.5° | -97.7° | 2.85 A €xo
Ac-(4R)Mop-OMe -58.1° | 147.9° | 179.7° | 94.5° | 2.84 A exo 50
Ac-(4S)Azp-OH 28S 71.7° | -174.3° | -8.8° endo' | [e]
Ac-[(4S)TMS-Triazolyl | -61.0° | -34.9° | -172.8° | 112.1° | 2.85A exo [e]
Pro]-OMe 14S
Ac-[(4R)TMS-Triazolyl | -69.0° | -29.8° | -175.8° | 114.4° | 299 A | endo [e]
Pro]-OMe 14R
Ac-[(4S)Anisol-Trizolyl | -56.7° | -44.4° | -175.1° | 106.2° | 2.78 A exo [e]
Pro]-OMe 18S
Ac-[(4R)Trizolyl-Pro]- -65.9° 152.3 178.7° 96.8° 2.94 A endo [e]
OMe 20R
Ac-[(4S)NHAc-Pro]- -73.9° | -40.7° | -169.3° | 101.1° | 3.06 A exo [e]
OMe 228
Ac-(4S)Amp-OMe 24S | 51.3° | 132.1° | 178.4° | 100.7° | 2.63 A | exo™ | 191
Ac-(4R)Amp-OMe 24R | -74.5° | -178.0° | 4.1° --- exo 191

[a] Interaktion ist vorhanden aber die Werte sind nicht publiziert, [b] Die Amidbindung ist
s-trans aber publiziert ist ein Winkel von 0.3° [c] Cﬁ—exo, [d] Cﬁ—endo, [e]
Kristallstrukturdaten sind in Kapitel 9.4 beschrieben.
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