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VERWENDETE NOMENKLATUR FUR AMINOSAUREN

Flr Aminosauren wird im allgemeinen ein Dreibuchstaben-Symbol verwendet. Bei
den in dieser Arbeit beschriebenen Synthesen wurden Derivate von zwei
Posphonoaminosauren eingesetzt, flir die es bisher keine Symbole gibt. Die

verwendeten Kiirzel sind in Abb. 1 aufgefiihrt.

0 O SH 0 0 O OH
HO)H HO/U\H HO/U\(\)J\OH HO/U\H
NH, NH, NH, NH,

Gly, Glycin Cys, Cystein Glu, Glutaminsaure Ser, Serin
0 0 o 0 OxpOH
" O\P+/OH “OH
HO ? HO ~OH HO
NH, NH, NH,
Dab, 2-4-Diaminobuttersaure Ape, 2-Amino- App, 2-Amino-
2-phosphonoessigsaure 3-phosphonopropionsaure

Abb. 1: Verwendete Aminosduren mit zugehdrigen Dreibuchstaben-Symbolen und Strukturformeln

Da die Strukturformeln von Peptiden sehr schnell untbersichtlich werden, gibt es
eine Kurzform mit der die Verknlipfung von Peptiden beschrieben werden kann.
Diese Kurzform soll hier dargestellt werden, da sie im Rahmen dieser Arbeit des
ofteren verwendet wird. In der Kurzschreibweise befindet sich die a-Aminogruppe
der Aminosaure links und die o-Carboxylgruppe rechts des Kiirzels. Sowohl die
Substitution eines Wasserstoffes aus der Amino-Funktion als auch die Substitution
der Hydroxy-Funktion aus der Saurefunktion wird mit einem Strich gekennzeichnet.

Die Substitution innerhalb einer Seitenkettenfunktion wird in Klammern geschrieben.

o (0N
—o R ‘O R
R R\ JI\/\/ \[%
LN
R1-L-Ser(OR2)-OR3 R1-L-App(OR2)-GIy-OR3 R3-L-Dab(R*-D,L-Ape(OR?)-)-OR!

Abb. 2: Beispiele der verwendeten Kurzformen fiir Aminosauren und Peptide



VERWENDETE NOMENKLATUR FUR AMINOSAUREN

Fir die Darstellung von Sequenzdaten werden Symbole verwendet, in denen
Aminosauren durch einen Buchstaben wiedergegeben werden. Da in dieser Arbeit
auch Kristallstrukturen und Abwandlungen der Aminosauresequenz dargestellt

werden, soll hier eine Ubersicht (iber die Symbole der iiblichen Aminosiuren gegeben

werden.
Drei- Ein-
Aminosaure Buchstaben- Buchstaben-
symbol symbol
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Asparaginsaure Asp D
Cystein Cys C
Glutamin GIn Q
Glutaminsaure Glu E
Glycin Gly G
Isoleucin Ile I
Leucin Leu L
Lysin Lys K
Phenylalanin Phe F
Serin Ser S
Threonin Thr T
Tryptophan Trp W
Tyrosin Tyr Y
Valin Val \

Tab. 1: Symbole fiir die wichtigsten proteinogenen Aminosauren



STRUKTURFORMELN HAUFIG ZITIERTER VERBINDUNGEN
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STRUKTURFORMELN HAUFIG ZITIERTER VERBINDUNGEN
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(2RS)-M[(3.5)-3-Amino-3-carboxypropyl]- V=(carboxymethyl)-2-(di--butoxy-
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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 FUNKTION, VORKOMMEN UND ISOENZYME VON
GLUTATHION S-TRANSFERASEN

1.1.1 FUNKTION

Glutathion (1; GSH) ist ein ubiquitar vorkommendes Tripeptid, das sich aus den
nicht essentiellen Aminosauren Glutaminsaure, Cystein und Glycin zusammensetzt.
Es ist das wichtigste nicht-proteingebundene Thiol in der Zelle und weist in vielen
Geweben eine Konzentration im millimolaren Bereich aufl*?, GSH wird (iber die ATP-
abhangigen Enzyme vy-Glutamylcystein Synthetase und Glutathion Synthetase
aufgebaut. Die Bereitstellung der benétigten Aminosduren Cystein (2), Glycin (3)
und Glutaminsdure (4) erfolgt entweder durch de Novo-Synthese aus essentiellen

Aminosauren oder durch Wiederverwertung (Glutamyl-Zyklus; Abb. 3) von GSH.

HOOC COOH

H.N: coon 3 Zellmembran
’ X ?— >—COOH
HN v-Glutamyl
Cyclo-
COOH ) Transferase
4 8 o] >—COOH
GIutamyI
v- GIutamyIcysteln ¥
nthetase Transferase
,,,,,,,, o
COOH /[
HN" ~cooH
L :
COOH
Dipeptidase COOH
Feedback — HN COOH o)
; Inhibition GIutath|on ~ HS&H
Synthetase
3 NH,
GSH oy 5

0 0 0
H
N
HO™ N OH

H H
NH,  q 0

Abb. 3: GSH-Synthese durch Wiederverwertung (modifiziert nach Abhijit und Tew” und Meister’”)



EINLEITUNG

Dabei spaltet die y-Glutamyl Transferase (GGT) extrazelluldres Glutathion zu
Cysteinylglycin (5) und Ubertragt den Glutamyl-Rest auf eine Aminosaure (6). Diese
beiden Bruchstlicke werden in die Zelle transportiert und dort zu GSH aufgebaut. Die
v-Glutamylaminosaure (7) wird im weiteren Verlauf in der Zelle gespalten und Uiber
5-Oxoprolin (8) als Zwischenstufe zur freien Glutaminsaure (4) umgesetzt. Diese
wird dann mit Cystein (2) durch die y-Glutamylcystein Synthetase zum
v-Glutamylcystein (9) zusammengesetzt. An diesen geschwindigkeitsbestimmenden
Schritt schlieBt sich die Bildung des GSH durch die Glutathion Synthetase an, die das
v-Glutamylcystein mit Glycin (3) verbindet.

Glutathion spielt als Cosubstrat verschiedener Enzyme wie der Formaldehyd
Dehydrogenase, Prostaglandin H Synthetase, Maleylacetoacetat Isomerase,
DDT-Dehydrochlorinase, Glutathion Peroxidase/Reduktase, Glyoxalase I und II und
der Glutathion S-Transferase (GST; EC 2.5.1.18) eine fir jede Zelle lebenswichtige
Rolle!?,

GSH kann die Zelle bereits durch spontane Thiolierung mit Elektrophilen gegen
entsprechende Angriffe schiitzen. Allerdings reagiert der Schwefel der Thiol-Funktion
als weiche Base nur mit vergleichbar weichen Elektrophilen, die ahnlich weiche
Nucleophile der Zelle wie z.B. den N’-Stickstoff des Guanins angreifen wiirden. So
kann Glutathion als friiher, evolutiondrer Schutz der Zelle gegen elektrophile Angriffe

angesehen werden’™.

, andere nucleophile Funktionen e i
_ Guanin-N’ - yag Purin-/Pyrimidin-Gerustes Guanin-0¢ - Phosphat-0
Weich > Hart
GSH-S GST/GSH-S

Abb. 4: Einordnung verschiedener Nucleophile der DNA-Bausteine und des GSH-Schwefels nach dem
HSAB-Konzept™’

Der Schutz gegen elektrophile Angriffe auf hartere Nucleophile innerhalb der DNA
wie die anderen Pyrimidin-/Purin-Stickstoffe oder den 0°%-Sauerstoff des Guanins
kann durch eine Erweiterung der Reaktionsbreite durch Glutathion S-Transferasen
erzielt werden (Abb. 4).

GSTs katalysieren die Umsetzung elektrophiler Substanzen mit GSH zu Thioethern
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oder -estern und gehdren zur Familie der Phase-II-Enzyme. Die entstehenden
Konjugate sind hydrophiler und haufig weniger toxisch als die Ausgangsverbindungen
und kénnen durch ATP-abhangige Pumpen wie das Multidrug-Resistance-Associated-
Protein (MRP; GS-X Pumpe)!®!, den Multi-Organic-Anion-Transporter (MOAT)!! oder
das P-Glycoprotein (MDR1)®! aus der Zelle transportiert werden.

Neben der Bindungsstelle fiir hydrophobe, elektrophile Substrate (,H-Site") und
der Bindungsstelle fiir das Cosubstrat Glutathion (,,G-Site"™) besitzt die GST noch eine
weitere flir endogene, hydrophobe Liganden (,L-Site"). An diese L-Site bindet eine
Vielzahl von Verbindungen, die nicht weiter umgesetzt werden, unter anderem
Steroide, Produkte des Ham-Stoffwechsels, Bilirubin, Gallensdure und Hormone!®.
Die Fahigkeit zur Bindung an verschiedene Liganden flhrte auch zur ersten
Namensgebung dieser Proteine, die anfangs als ,Ligandin® bezeichnet wurden(®.

Eine Darstellung der Bindungsstellen des GST findet sich in Abb. 5.

Bindungsstelle fir

“hydrophobe”

Substrate: | Spezifische
“H-Site” - Bindungsstelle
T fur Glutathion:
“G-Site”

-
fur
Liganden: “L-Site"”

Y e séaw e

Bindungslstelllen

Abb. 5: Darstellung der Bindungsstellen eines GST-Monomers am Beispiel von S-Hexylglutathion und
2-(N-Morpholino Jethansulfonséure und hGSTP1%
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Durch die unspezifische Bindungsstelle fir hydrophobe Substanzen und die
Existenz verschiedener Isoenzyme kdnnen Glutathion S-Transferasen eine Vielzahl an
strukturell unterschiedlichen Verbindungen als Substrate umsetzen. In Abb. 6 sind
die unterschiedlichen Reaktionstypen von GSTs mit GSH und den entstehenden

Konjugationsprodukten zusammengefasst!!l,

(A) Nucleophile aromatische Substitution

X /\ X sG SG
+GS GST . GST o
-X"
R R R
(B) Nucleophile aliphatische Substitution
R-CA,X  +GS” ST o RCH.SG

U X"

(C) Michael-Addition an o,B-ungesittigte Ketone

H
0 -
A\j@/;\es' GST . Ow/\/SG GST + HY Oﬁ)\/SG

(D) Ringoffnung von Epoxiden

/L\ rasT ST HO>—\’° e

(E) Reduktion von Hydroperoxiden

GST
R-CH,-0-0-H R-CH,OH +H0

2 GSH GS-SG

Abb. 6: Mechanismen der GST-katalysierten Reaktionen von Glutathion

Zu den katalysierten Reaktionen gehdren die nucleophile Substitution von
Halogenarylverbindungen (A) und Alkylhalogeniden (B), die Addition an aktivierte
Doppelbindungen wie beispielsweise an o,B-ungesattigte Carbonylverbindungen (C),

die Addition an Epoxide (D) und die Reduktion von Peroxiden (E).

4
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Die Reaktionstypen A und B flihren zur Detoxifikation von Alkylantien, Herbiziden
oder Pestiziden. Zu den wichtigen Verbindungen, die nach C vom GSH/GST-System
umgesetzt werden, gehort Acrolein, das u.a. durch die Bioaktivierung des
Zytostatikums Cyclophosphamid entsteht. Wichtige Schritte zur Entgiftung von
polycyclischen aromatischen Kohlenwasserstoffen sind die Bildung von Epoxiden
durch P450-Enzyme und anschlieBende Konjugation mit Glutathion wie in D
beschrieben. Reaktionstyp E spielt in der Bekampfung des oxidativen Stresses in der
Zelle eine wichtige Rolle, bei der endogen gebildete Peroxide zu Alkoholen umgesetzt

werden.

1.1.2 VORKOMMEN UND ISOENZYME

Glutathion S-Transferasen werden in die Familien der lI6slichen (cytosolischen) und
der unldslichen (mikrosomalen) Transferasen unterteilt. Die l6slichen GSTs haben ein
Molekulargewicht von ungefahr 50 kDa und treten ausschlieBlich als Dimere auf, die
aus 24-28 kDa groBen monomeren Untereinheiten bestehen. In Saugetieren werden

sie in acht Klassen (Alpha, Kappa, Mu, Pi, Sigma, Theta, Zeta und Omegall>!314)

eingeteilt, in Insekten und Pflanzen gibt es dariiber hinaus noch weitere Klassent*.
Diese Einteilung erfolgt auf der Basis von Sequenzhomologien. Als weitere Parameter
werden zur Klassifizierung die molaren Massen, isoelektrischen Punkte,
immunologischen  Eigenschaften und Substrat- und Hemmcharakteristika
herangezogen.

Die Untereinheiten jeder Klasse werden mit arabischen Zahlen gekennzeichnet.
Innerhalb einer Klasse betragt die Sequenzhomologie mindestens 70%, wahrend
Isoenzyme unterschiedlicher Klassen lediglich eine Homologie von ca. 30 — 40%
aufweisen'®'>!, Zur genaueren Bezeichnung der Isoenzyme wird im Folgenden die
Nomenklatur benutzt, die fiir humane GSTs eingefiihrt und von Mannervik et a/!*®!
auf alle Saugetiere Ubertragen wurde. So steht beispielsweise die Bezeichnung
pGSTM1-1 (oder kurz pM1-1) fir ein aus dem Schwein isoliertes GST-Isoenzym der
Klasse Mu, das als Homodimer aus den Untereinheiten des Typs 1 aufgebaut ist. Die
Untereinheiten reagieren allerdings unabhdngig voneinander und zeigen keine

Kooperativitat!t’18],
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Eine Sonderstellung nimmt das mitochondriale Isoenzym der Klasse Kappa ein, da
dieses zwar 16slich ist, nicht aber im Cytosol vorhanden zu sein scheint!'?.

Von den Glutathion S-Transferasen wurden viele Kristallstrukturen veréffentlicht,
die einen guten Einblick in den Mechanismus der katalysierten Konjugatbildung mit
Glutathion geben!!). Hierbei wird das Riickgrat (backbone) des Glutathions iber eine
Vielzahl von Wasserstoffbriicken in einer leicht gebogenen Form gebunden und die
Nucleophilie des Schwefels durch Wechselwirkung mit einem Tyrosin-Rest gesteigert.
Durch die Bindung des Glutathions an das Enzym wird der pKs-Wert der Thiolfunktion
von ca. 9 im ungebundenen Zustand auf 6 — 7 gesenkt!*®?%, Genauere strukturelle

Eigenschaften der einzelnen Isoenzyme sind in Kapitel 3.1 aufgefiihrt.

Isoenzym Gewebe
hGSTA1 Leber =~ Hoden >>Niere =~ Nebenniere> Bauchspeicheldriise

hGSTA2 Leber ~ Hoden =~ Bauchspeicheldriise> Niere> Nebenniere> Gehirn> Placenta
hGSTA3 Placenta
hGSTA4 Dinndarm = Milz> Leber =~ Niere> Gehirn

hGSTK1 Leber (mitochondrial)

hGSTM1 Leber> Hoden> Gehirn> Nebenniere = Niere> Lunge
hGSTM2 Gehirn = Skelettmuskulatur =~ Hoden> Herz > Niere
hGSTM3 Hoden>> Gehirn = Dinndarm> Skelettmuskulatur
hGSTM4 Gehirn, Herz, Skelettmuskulatur

hGSTM5 Gehirn, Herz, Lunge, Hoden

hGSTP1 Gehirn> Herz = Lunge = Hoden> Niere = Bauchspeicheldriise
hGSTS1 fotale Leber, Knochenmark

hGSTT1 Niere = Leber> Diinndarm> Gehirn = Prostata
hGSTT?2 Leber

hGSTZ1 fotale Leber; Skelettmuskulatur

hGSTO1 Leber = Herz = Skelettmuskulatur> Bauchspeicheldriise> Niere

Tab. 2: Gewebeverteilung der lslichen GST-Isoenzyme im Menschen nach Hayes et al.*%/
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Die Verteilung der einzelnen Isoenzyme ist stark gewebeabhéngig. Eine Ubersicht
Uber die Verteilung der GSTs im menschlichen Gewebe ist in Tab. 2 aufgefihrt. Viele
Isoenzyme befinden sich in der Leber, in der auch der groBte Teil der Biosynthese
des Tripeptids stattfindet. Dieser Sachverhalt stimmt sehr gut mit der Rolle der GSTs
als detoxifizierende Enzyme Uiberein.

Neben der organspezifischen Isoenzymverteilung treten auch Genvariationen der
GSTs in verschiedenen Populationen auf. Dieser Polymorphismus betrifft
Gendeletionen, die zum Verlust der katalytischen Aktivitit des Isoenzyms fiihrent!2,
Er kann aber auch zu einer erhéhten Expression eines Isoenzyms fiihren(?!,

Der Polymorphismus ist am besten fir das Isoenzym hGSTT1 untersucht.
Wahrend die Isoenzyme der Klassen Alpha, Mu und Pi vor allem Arylhalogene
detoxifizieren, haben die Isoenzyme der Klasse Theta eine besonders hohe Affinitat
zu kurzkettigen Halogenalkanen. Bei der Konjugation dieser Verbindungen mit GSH
entstehen jedoch Metaboliten, die Schwefellosten ahneln und eine hdhere Toxizitat
aufweisen kénnen als die Ausgangssubstanzen. Als toxische Metaboliten sind unter
anderem Halogenmethyl-Konjugate (10), Formaldehyd (11) und Episulfonium-Ionen

(12) zu nennen.

A: CH,CL +GSH —5T o G8.CH.Cl — 2% GS.CH-OH — = HGHO
Cte - HCI 2 - HCI 2 - GSH
10
cl GS .
B: \_ +GsH 20 . = &7
Cl i} o CF

12
Abb. 7: Giftung von kurzkettigen Alkylhalogenen durch Entstehung von Halogenmethyl-Konjugaten

(10) und Formaldehyd (11) oder von Episulfonium-Ionen (12)

Besonders hGSTT1 kann Substanzen wie Dichlormethan oder Dibromethan durch
Konjugation mit GSH zu Metaboliten mit neurotoxischen Eigenschaften umsetzent??.
Bei Individuen mit positivem hGSTT1-Phanotyp kann es daher bei Exposition mit

diesen Lésungsmitteln zu neurotoxischen Vergiftung kommen!,



EINLEITUNG

1.2 BEDEUTUNG DER GLUTATHION S-TRANSFERASEN FUR
DIE RESISTENZ BEI DER CHEMOTHERAPIE MALIGNER
ERKRANKUNGEN

Betrachtet man lediglich die Rolle der Glutathion S-Transferasen flr den
Zellschutz, so stellt sich die Frage nach dem therapeutischen Sinn der Hemmung
dieses Systems. Dazu soll im Folgenden auf die Bedeutung des GSH/GST-Systems
bei der Entwicklung von Resistenzen gegen Chemotherapeutika maligner

Erkrankungen eingegangen werden.

1.2.1 RESISTENZMECHANISMEN BEI DER CHEMOTHERAPIE MALIGNER

ERKRANKUNGEN

Das groBte Problem bei der Therapie von Tumoren ist die wahrend der
Behandlung auftretende Resistenz des Gewebes gegen die verabreichten
Chemotherapeutika. Haufig betrifft diese erworbene Resistenz auch Arzneistoffe, die
im Rahmen der Therapie gar nicht verabreicht wurden und deren Strukturen wenige
oder keine Gemeinsamkeiten mit den verabreichten Substanzen aufweisen. Dieses
Phanomen wird als Mehrfachresistenz (multidrug resistance; MDR) bezeichnet!?*.

Bei der Zytostaktika-Resistenz missen nichtzelluldre und zelluldre Faktoren
unterschieden werden. Nichtzelluldare Faktoren umfassen alle Vorgange, welche die
Wirksamkeit von Zytostatika auBerhalb der Krebszelle beeinflussen. Zu dieser Gruppe
zdhlen verminderte Bioverfiigbarkeit, gesteigerte Ausscheidung und andere
pharmakokinetische Faktoren. Diese Mechanismen kénnen nur /7 vivo untersucht
werden und sollen im Folgenden nicht weiter betrachtet werden.

Als zelluldre Faktoren kdnnen folgende Mechanismen aufgefiihrt werden(?>26%71;

e Verstarkte Aktivitdt von Reparatur-Enzymen
e Veranderung des Arzneistofftransportes
o Vverringerte Aufnahme von Arzneistoffen
o verstarkte  Ausscheidung des  Arzneistoffes  oder  dessen

Detoxifikationsprodukte
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e Veranderung der Zielstruktur (qualitativ/quantitativ)

e Veranderung des Metabolismus
o verringerte Aktivierung des Arzneistoffes (Freisetzung eines Pro-Drugs)
o verstarkte Deaktivierung des Arzneistoffes (Detoxifikationsreaktionen)

e Verringerte Apoptose

Eine verringerte Aufnahme in die Zelle wurde beispielsweise fiir den Arzneistoff
Methotrexat beschrieben®®,

Die verstarkte Ausscheidung von Arzneistoffen aus der Zelle wird vor allem durch
die ATP-abhangigen Efflux-Pumpen bewirkt. Diese Pumpen transportieren eine
Vielzahl von strukturell unterschiedlichen Verbindungen aus der Zelle. Die
Uberexpression dieser Proteine filhrt im allgemeinen zu einer Kreuzresistenz!?®l. Die
wichtigste unidirektionale Efflux-Pumpe stellt das P-Glycoprotein (P-gp, MDR1)?%2!
als Gen-Produkt des MDR-Gens dar. P-gp transportiert eine Vielzahl von
verschiedenen Substanzen und Arzneistoffen wie z.B. Doxorubicin, Etoposid oder
Vincristin aus der Zelle. Aber auch das Multidrug-resitance-associated-protein (MRP1)
ist hier einzuordnen(®. Es transportiert vor allem Glutathion-Konjugate aus der Zelle.

Eine Veranderung der Zielstruktur findet sich bei der Topoisomerase II wieder. So
wird im Verlaufe der Therapie mit Topoisomerase II-Hemmern (z.B. Etoposid) sowohl
die Expression der Enzyme vermindert, als auch strukturell veranderte
Topoisomerasen exprimiert, die zu einer Verminderung der Hemmwirkung und so zu
einer Resistenz der Zelle gegen die eingesetzten Arzneistoffe fiihren kdnnent®%,

Bei Antimetaboliten wie beispielsweise Fluorouracil oder 6-Thioguanin, die
zunachst zu Nucleotid-Analoga metabolisiert werden missen, konnte eine verringerte
Aktivierung mit einer Resistenzzunahme in Zusammenhang gebracht werden!?®!,

Eine verstarkte Deaktivierung von Cisplatin und Doxorubicin wird bei der

verstarkten Expression von Metallthioneinen diskutiert™®"

. Eine weitere wichtige
Mdglichkeit zur Inaktivierung stellt das GSH/GST-System dar, auf dessen besondere
Bedeutung in Kapitel 1.2.2 naher eingegangen wird.

Die Veranderung der Apoptose wird durch verschiedene Genprodukte beeinflusst.
Die daraus entwickelten Resistenzen richten sich gegen verschiedene Zytostatika wie

Doxorubicin, Vincristin, Methotrexat, Cisplatin oder Etoposid.
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1.2.2 BEDEUTUNG DES GSH/GST-SYSTEMS INNERHALB DER

RESISTENZMECHANISMEN

Die Uberexpression von GST-Isoenzymen ist ein entscheidender Faktor in der
Resistenz gegeniiber zahlreichen Zytostatikal®*?. Untersuchungen an Zelllinien
bringen eine Resistenz gegen Zytostatika mit einer Uberexpression von einzelnen
GST-Isoenzymen in Zusammenhang.

Neuere klinische Untersuchungen an Patienten mit Ovarial-Karzinomen™®! und
Leukdmiel®¥  weisen ebenfalls auf einen Zusammenhang zwischen GST-
Uberexpression und Resistenz hin.

Morrow et a/** untersuchten Brustkrebszellen auf Resistenz gegen verschiedene
Zytostatika. Dabei wurde besonders das Zusammenspiel zwischen MRP1 und
hGSTA1-1 untersucht. Es konnte festgestellt werden, dass eine Uberexpression von
hGSTA1-1 allein keine Resistenz gegen Chlorambucil bewirkt. Auch die einseitige
Uberexpression von MRP1 erbrachte keine Steigerung der Resistenz gegen das
verabreichte Chemotherapeutikum.

Zellen bildeten nur dann eine Resistenz gegen Chlorambucil aus, wenn sowohl
MRP1 und GST uberexprimiert waren. Erklart wurde dieser Befund mit der Theorie,
dass das GSH/GST-System Chlorambucil nicht véllig detoxifiziert, sondern lediglich
die Giftigkeit reduziert und das gebildete Konjugat durch die MRP1-Pumpe aus der

Zelle entfernt werden muss.

1.2.3 MABNAHMEN ZUR VERMINDERUNG DER RESISTENZ IN DER

CHEMOTHERAPIE MALIGNER ERKRANKUNGEN

Zur Verminderung der Resistenz kdénnen Modulatoren parallel zur Gabe von
Chemotherapeutika appliziert werden. Ziel der Kombination ist eine moglichst
selektive Hemmung des flir die Resistenz verantwortlichen Mechanismus.

Als Modulatoren des GSH/GST-Systems wurden bisher vor allem
Buthioninsulfoximin als irreversibler Inhibitor der y-Glutamylcystein Synthetase!>®

und die GST-Inhibitoren Etacrynsdure und Sulphasalazin eingesetzt.

10
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Diesen Hemmstoffen ist gemein, dass sie nicht isoenzymspezifisch wirken und
somit auch nicht erkranktes Gewebe schadigen. So ist die Hemmung der
Glutathionbiosynthese nur dann sinnvoll, wenn der Tumor eine deutlich geringere
Konzentration an GSH besitzt, da sonst in gleichem MaBe auch gesundes Gewebe
betroffen ware. Die Polymorphismen der GSTs und die organspezifische Verteilung
von GST-Isoenzymen erfordern Inhibitoren, die selektiv auf einzelne Isoenzyme

wirken.

1.3 ENTWICKLUNG VON INHIBITOREN DER GLUTATHION
S-TRANSFERASEN

Zur Modulation des GSH/GST-Systems sind zwei Ansatze denkbar: Zum einen die
Hemmung der Glutathionbiosynthese, um die Konzentration an Cosubstrat gering zu
halten und zum anderen die direkte Hemmung der Glutathion S-Transferase.

Zur Entwicklung von Inhibitoren der GSTs existieren unterschiedliche Ansatze,
basierend auf den unterschiedlichen Bindungsstellen der GSTs, die im Folgenden
dargestellt werden.

1.3.1 ETACRYNSAURE UND SULPHASALAZIN

Etacrynsdaure und Sulphasalazin binden an die H-Site der GSTs und stellen
sowohl Substrate als auch Inhibitoren des GSH/GST-Systems dar.

Testungen an Zelllinien weisen eine deutliche Erhéhung der Zytotoxizitat von
Alkylantien bei Zugabe von Etacrynsdure aufi*’*8), So untersuchten Caffrey et a/**
Ovarial-Tumorzellen, die durch Zugabe geringer Dosen von Melphalan eine Resistenz
gegen diesen Arzneistoff entwickelten. Durch Zugabe von Etacrynsaure zu den
resistenten Zellen konnte diese Resistenz aufgehoben werden. Wurden noch nicht
resistente Zellen gleichzeitig mit Melphalan und Etacrynsdure behandelt, blieb eine
Resistenzbildung aus. Klinische Studien mit beiden Arzneistoffen zeigen jedoch
[40,41,42]

widersprichliche Ergebnisse

Zudem haben sich die Nebenwirkungen des Diuretikums Etacrynsaure auf den

11
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Elektrolythaushalt als zu schwer herausgestellt!*®), Weiterhin induziert Etacrynséure
die Bildung von GSTs'**! und durch die Bindung an die H-Site der Glutathion
S-Transferasen zeigt sich eine fehlende Isoenzymspezifitat, die bei der Bekampfung
von Tumorresistenzen erforderlich ware, um die Auswirkungen der Chemotherapie

auf gesundes Gewebe mdglichst zu reduzieren®.

1.3.2 ANALOGA DES GSH

Ein anderer Ansatz zur Hemmung der GSTs besteht in der Verwendung von
Substanzen, die an die G-Site binden, aber nicht weiter umgesetzt werden kdnnen.
Diese Substanzen (Abb. 8) besitzen entweder einen bereits kovalent gebundenen
Schwefel (13)*®) oder aber einen Sauerstoff (14a-d)*”! und (15)*® oder Stickstoff
(16)!*, der nicht zur Konjugation herangezogen werden kann. Der unverdnderte
Backbone-Bereich der Inhibitoren bewirkt dabei eine gute Bindung an das Enzym und
der hydrophobe Substituent am Schwefel, Sauerstoff oder Stickstoff kann zusatzlich

mit der H-Site des Enzyms in Wechselwirkung treten.

I|32I } R
o
S (0] ) R
0 0 0 o =07 o
HO ¥ ” OH HO Y |I}l| OH
NH, 0 NH, 0
13 14a-d

2
21

$ Y\/\/

0. _0 N. _O
HOJ\_/\/”\N OH HOJ\/\/U\N OH
H H

H, H,

15 16

Abb. 8: GSH-analoge Inhibitoren TER117 (13), Phosphonséurediester (14a-d), y-L-Glu-D-Aad (15)
und R-Hep(16)

Kunzel*”! synthetisierte 1996 eine Reihe von Phosphono-Analoga des Glutathions.

Diese Phosphonsdureester, insbesondere die r-Butylester (14d), stellen potente

12
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Hemmstoffe der Glutathion S-Transferase dar. Innerhalb dieser Substanzklasse
nimmt ein Sauerstoff der Phosphonsaure-Gruppe die Position des Schwefels aus dem
Cystein des GSH ein. Dieser Sauerstoff steht nicht fiir Konjugationsbildungen zur
Verfligung und hemmt somit die katalytische Fahigkeit des Enzyms. AuBerdem
zeigten die Phosphonsaureester eine hohe Selektivitdt gegeniiber den Isoenzymen
hGSTM1-1, pGSTM1-1 und pGSTM4-41%,

Diese Verbindungen bildeten die Grundlage flir die vorliegende Arbeit, deren

Thematik im Folgenden dargestellt wird.

1.4 THEMA UND ZIELSETZUNG

Ein wesentlicher Aspekt dieser Arbeit ist die Herstellung neuer Phosphono-Analoga
des Glutathions, um isoenzymspezifische Hemmstoffe zu entwickeln. Dabei sollte,
aufbauend auf bereits vorliegende Substanzen einerseits ein Homologes der
peptidischen  Phosphono-Analoga  hergestellt  werden, das durch die
Seitenkettenverlangerung eine andere Art der Wechselwirkung mit der G-Site des
Enzyms eingeht.

Andererseits sollte der Backbone-Bereich im Sinne eines peptidomimetischen
Wirkstoffes modifiziert werden, um neue Klassen von Phosphono-Analoga des
Glutathions zu erschlieBen.

Zudem sollten die synthetisierten Substanzen auf ihre inhibitorische Wirkung hin
untersucht und die unterschiedlichen Hemmwirkungen auf die einzelnen Isoenzyme

aufgrund von Struktur-Wirkungs-Beziehungen erklart werden.

1.4.1 PEPTIDISCHER ANSATZ

Bei den von Kunzel*”! synthetisierten Phosphono-Analoga wurde die CH,-SH-
Gruppe des Glutathions formal gegen eine Dialkoxyphosphinyl-Gruppe ausgetauscht.
Im Zuge dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob ein seitenkettenverlangerter
Phosphonsaurediester (17), bei dem die Thiol-Funktion des GSH formal gegen eine

Dialkoxyphosphinyl-Gruppe ausgetauscht ist, zu einer Erhéhung oder Erniedrigung

13
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der inhibitorischen Wirkung flihrt. Durch geeignete Syntheseflihrung sollte die
sterische Information mit der des GSH (bereinstimmen, was bei der Darstellung der
bisherigen Phosphono-Analoga nicht mdglich war. Die geplanten strukturellen
Veranderungen sind in Abb. 9 zusammengefasst. Da unter den bisher getesteten
Substanzen die Phosphonsauredi-r+-butylester die besten Hemmwirkungen
aufweisen, sollte auch der seitenkettenverlangerte Phosphonsdurediester die

Di-r-butoxyphosphinyl-Gruppe enthalten.

)
0 0 0
J]\/\/U\ H\)]\
HO - N OH
: H
NH, , O
- /\/\
- /\/\ O\ +/O/\/\
P’O/\/\ 0
H H
\)I\ JI\/\/U\ N\)]\
HO™ ™ %( OH : OH
NH, NH, 0
17a

Abb. 9: Strukturelle Verdnderungen der peptidischen Phosphono-Analoga im Vergleich zu GSH

1.4.2 PEPTIDOMIMETISCHER ANSATZ

Zu den Nachteilen von peptidischen Wirkstoffen gehdren ihre unginstigen
pharmakolkinetischen und pharmakodynamischen Eigenschaftent®*:
- Geringe metabolische Stabilitdt durch Proteolyse im Magen-Darm-Trakt
- Schlechte Absorption nach oraler Einnahme aufgrund der hohen Molekilmasse,
der hohen Hydrophilie und des Fehlens von Transportsystemen
- Schnelle Ausscheidung durch Niere und Leber
- Unerwiinschte Effekte durch Wechselwirkungen mit unterschiedlichen

Rezeptoren

Um diesen Nachteilen entgegen zu wirken, werden haufig Substanzen entwickelt,

die den peptidischen Arzneistoffen im Wechselverhalten mit dem Rezeptor dhneln,

14
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aber nicht oder nur teilweise aus Aminosauren bestehen. Die Entwicklung solcher
Peptidomimetika stellt ein lohnendes Ziel der Wirkstoffentwicklung dar. So konnten
zum Beispiel effektive Protease-Hemmer flir die HIV-Therapie hergestellt werden, die
mittlerweile Eingang in den Arzneischatz gefunden haben!®?.

Ein besonders wichtiger Faktor, der die Bioverfligbarkeit der unter 1.3.2
aufgefiihrten Inhibitoren in der Zelle limitieren kann, ist die y-Glutamyl-Transferase
(EC 2.3.2.2). Wie bereits in Kapitel 1.1.1 beschrieben, spaltet dieses Enzym
extrazelluldres GSH in Glutamylaminosdaure und Cysteinylglycin. Der gleiche Abbau
betrifft auch Konjugate des Glutathions und andere Peptide, die eine solche
v-Glutamylcystein-Bindung aufweisent*®>3!, Diese Abbaureaktion galt es bei den
Substanzen des peptidomimetischen Ansatzes von vornherein auszuschlieBen.

Als Ausgangspunkt wurde die Invertierung der Peptidbindung zwischen
Glutaminsdaure und Cystein gewahlt. Um die Lange des Riickgrates nicht zu
verandern, sollten die neuen Peptidomimetika AN'-acylierte Derivate der
Diaminobuttersaure sein. Zusatzlich sollte der Phosphonsaure-Teil als Di-r+butylester
vorliegen, da diese Phosphonsaurediester in den von Kunze untersuchten Substanzen
die beste inhibitorische Wirkung zeigen.

Der weitere Backbone-Bereich sollte variiert werden, um zu Verbindungen zu
gelangen, die selektiv auf verschiedene GST-Isoenzyme wirken. Die Invertierung der
Peptidbindungen sollte zu unterschiedlichen Wechselwirkungen mit verschiedenen
Isoenzymen flihren.

Die strukturellen Veranderungen der neuen peptidomimetischen Phosphonsaure-

diester 18, 19 und 20 sind in Abb. 10 zusammengefasst.
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Abb. 10: Strukturelle Verdnderungen der peptidomimetischen Phosphonsédurediester 18, 19 und 20
im Vergleich zu 14d

1.4.3 ANSATZ IM SINNE EINES PRODRUG-KONZEPTES

Flr die Entwicklung von Arzneistoffen ist nicht nur die Wirkung einer Verbindung
entscheidend, sondern auch dessen Bioverfligbarkeit. So sollte ein Wirkstoff sehr
friih unter Gesichtspunkten der guten Resorption betrachtet werden. Ein allgemeines
MaB hierflir ist das Wechselspiel zwischen Lipophilie und Hydrophilie eines
Wirkstoffes. Ein zu lipohiler Wirkstoff ist aufgrund seiner schlechten Loslichkeit nur
bedingt als Arzneistoff einsetzbar. Andererseits ist ein zu hydrophiler Wirkstoff nur
begrenzt membrangdngig und kann so schlecht resorbiert werden.

Die ausgepragte Hydrophilie der hier vorgestellten Phosphono-Analoga macht
daher die Entwicklung eines Prodrugs nétig, in dem die Anzahl an
Wasserstoffbriicken-Donoren reduziert ist, und das am Wirkort in das aktive Prinzip

metabolisiert werden kann.
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Hier kommen aus synthetischer Sicht vor allem die Glycyl-Ester der Verbindungen
14d und 17a in Betracht. Von Verbindung 14d wurde bereits ein Glycyl-Methylester
(14e) hergestellt, der zwar schwacher wirksam ist als die freie Saure 14d, aber aus
dem nach Aufnahme in die Zelle durch Esterasen die wirksamere Form freigesetzt
wird®l,  Jedoch ist die Hydrolyse von Methylestern mit einer Freisetzung von
toxischem Methanol verbunden, so dass der Einsatz von Ethylestern bevorzugt
werden sollte, zumal ihre Lipophilie gegenliber den Methylestern leicht erhoht ist.

Daher sollten vom Phosphono-Analogon 14d und vom seitenkettenverlangerten
Phosphonsaurediester 17a die entsprechenden Glycyl-Ethylester 14f und 17b im

Sinne eines Pro-Drugs hergestellt werden.

O ’
o p07 o
J]\/\/”\ H\)]\
N
‘e e
NH, 0
14f
NN
P<0” >
0 0 0
J N
HO™ N 0”7 >
NH, 0
17b

Abb. 11: Glycyl-Ethylester 14f und 17b im Sinne eines Pro-Drugs
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2 SYNTHESEN

2.1 EINLEITUNG

Die Darstellung von peptidischen und peptidomimetischen Phosphono-Analoga des

Glutathions erfordert unterschiedliche synthetische Methoden. Gemeinsames Element

ist bei allen Verbindungen die Michaelis-Arbuzovl)-Reaktion®™, bei der durch die
Umsetzung von Phosphorigsaureestern mit Alkylhalogeniden Phosphonsdureester

hergestellt werden (Schema 1).

RO—PI + R—X —=|RO—P—R' | X" —= RO—P—R' + R—X
OR OR OR

Schema 1

Beim Aufbau der rein peptidischen Verbindungen wurde die klassische
Peptidsynthese in Ldsung genutzt, die sowohl die Aktivierung von Carboxyl-
Funktionen, als auch die Einfiihrung und selektive Abspaltung von Schutzgruppen
beinhaltet. Bei den peptidomimetischen Verbindungen war es erforderlich,
unterschiedliche Synthesestrategien anzuwenden. Hier standen neben der
Amidbildung und der Schutzgruppentechnik vor allem Acylierungs-Reaktionen im
Vordergrund.

Im Zuge dieser Arbeit wurden vier neue potentielle Inhibitoren der GST entwickelt,
die alle eine Phosphonsadurediester-Funktion besitzen; ein neues peptidisches
Phosphono-Analogon des Glutathions (17) sowie drei peptidomimetische Phosphono-
Analoga (18, 19 und 20). Die drei letztgenannten Substanzen besitzen alle eine
Di-r-butoxyphosphinyl-Funktion anstatt der CH,-SH-Gruppe des Glutathions und
einen modifizierten Backbone-Bereich. In Verbindung 18 ist die Glutamyl-Cystein-

Peptidbindung bezogen auf das Glutathion invertiert worden (im Folgenden als retro-

1) Der Name Arbuzov wird in der Literatur uneinheitlich als Arbusow, Arbuzow oder Arbusov
angegeben und zitiert.
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inverser Phosphonsaurediester bezeichnet), wohingegen im Peptidomimetikum 19

beide  Amidbindungen  umgekehrt wurden (als doppelt retro-inverser

Phosphonsaurediester bezeichnet). Bei 20 ist ebenso wie in Verbindung 18 die

urspriingliche Glutamyl-Cystein-Peptidbindung invertiert, jedoch fehlt hier die

Cystein-Glycin-Bindung des GSH (Bezeichnung: retro-inverses Phosphonsaure-

diesterfragment). Schema 2 zeigt die Strukturformeln der neuen Substanzen sowie

der Leitstruktur 14d, von der sich die neuen Phosphono-Analoga ableiten.

- /\/\
O NS NN
0 0 0 0 “p-0 0
HO ¥ N ’ OR HO x ~ OH
NTT A
NH, 0 NH, of o
17 18
0;4P<::<::§;
0 p—O 0
J]\/\/U\ H\)I\
N
HO Y ” OH
NH, 0
14d
) } O/\/\
0 ,0/\/\ ) /0/\/\
NS NN N+
) e i T8
N J]\/\//N \)]\
Ho/ﬂ\y/A\v/ HO™ N OH
D (AL
NH, 0 NH, 0
20 19
Schema 2

2.2 SEITENKETTENVERLANGERTER PHOSPHONSAUREDIESTER

Das zentrale Strukturelement des seitenkettenverlangerten Phosphonsaurediesters

17 stellt ein Serin-Derivat dar. Fiir die Darstellung von 17 sind zwei Syntheseansatze

denkbar:
Zum einen die Umsetzung von Serin in einer Michaelis-Arbuzov-Reaktion zu einem

Phosphono-analogen Derivat (21), aus dem dann das gewilinschte Tripeptid
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aufgebaut wird. Zum anderen die vorangestellte Synthese des Tripeptids
H-L-Glu(-L-Ser-Gly-OH)-OH (22), das anschlieBend zum Phosphonsdureester
umgesetzt wird.

Die in der Literatur beschriebenen Synthesen von Phosphono-analogen Serin-
Derivaten gehen zumeist von  Aerminal geschitzten  (35)-3-Amino-
2-oxetanonen®% (23) aus (Schema 3, A), die aus Aterminal geschiitztem Serin

(24a) hergestellt wurden!>”%>!

. Ein wesentlicher Nachteil dieser Darstellung ist,
dass synthesebedingt nur homogene Ester zuganglich sind, in denen sowohl die
Phosphonsaure-, als auch die Carboxyl-Gruppe den gleichen Substituenten tragen
(21a). Bei der Reaktion wiirden Aminosaure-r+butylester entstehen, die aufgrund
der Hydrolysestabilitat fir die anschlieBende Peptidsynthese ungeeignet waren.

Einen anderen Ansatz verfolgten Yokomatsu et a/!®®, die ausgehend von
5-Hydroxymethyl-2,2-dimethyl-1,3-dioxan (25) Aterminal geschiitzte (25)-2-Amino-
3-(dialkoxyphosphinyl)propionsaure (21c) (Schema 3, B) herstellten. Allerdings lag

die Gesamtausbeute dieser sechsstufigen Synthese insgesamt bei nur 27%.

2
OH / \ P-OR
R3 23 1

OR
HI}I HI}I -9 o)
R® 0 ><

21a: Rl— R2

24a: R1=H \

24b: R H c / 21b: RiZ£ R? 25
21c: R!=H

26 R17-‘ H
Schema 3

Sowohl die Herstellung von 2-Amino-3-halogenpropionséure-Derivaten (26)!%1/6263!

ausgehend von Verbindungen des Typs 24b (Schema 3, C), als auch der Austausch
eines Halogens gegen die Dialkoxyphosphinyl-Gruppe flir 3-Halogencarbon-
sauren'®*®® wurde bereits in der Literatur beschrieben. Daher sollte erst ein Halogen-

Serin-Derivat (26) und dann in einer anschlieBenden Michaelis-Arbuzov-Reaktion das
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Phosphono-Analogon hergestellt werden.

Diese Synthesefolge nutzten auch Schmidt et a/®®, bei der Darstellung von
2-Benzyloxycarbonylamino-2-(diethylphosphinyl)essigsaureethylester ausgehend von
2-Benzyloxycarbonylamino-2-methoxyessigsaureethylester.

Der Vorteil des Syntheseweges (iber das Halogen-Derivat 26 liegt darin, dass auch
gemischte Ester (21b) dargestellt werden kdnnen, bei denen die Phosphonsaure-
und Carbonsaure-Funktion unterschiedliche Substituenten tragen. Zusatzlich sollte
diese Reaktion auch auf andere Serin-Derivate, wie z.B. das Tripeptid
H-L-Glu(-L-Ser-Gly-OH)-OH (22), ibertragbar sein.

Beim Aufbau des Tripeptids 22 gibt es zwei mogliche Strategien. Einerseits kann
erst ein Dipeptid aus den entsprechend geschiitzten Bausteinen L-Serin und Glycin
gebildet werden, das dann mit L-Glutaminsdure zum Zielpeptid verknupft wird.
Andererseits ware auch die Synthese des L-Glu(-L-Ser) Dipeptids denkbar, das dann
mit Glycin das gewlinschte Tripeptid 22 bildet.

In der Literatur sind jedoch nur wenige L-Glu(-L-Ser)-Derivate!®”! bekannt,
wahrend es fir Derivate des Dipeptides L-Ser-Gly zahlreiche Beispiele gibt. Daher
sollte erst das Tripeptid L-Glu(-L-Ser-Gly) liber das Dipeptid L-Ser-Gly aufgebaut und
anschlieBend in einer Michaelis-Arbuzov-Reaktion der Phosphor eingeflihrt werden.

Dieser Syntheseweg ist in Schema 4 dargestellt.

Glu Ser Gly
Z—1—OH H—r—OR
O: +D/\/\
P07 TN
z OR 0 0 0
H
J]\/\/”\ N\)]\
OH H OR HO™ % N OR
Z—fF—O0P NH 0
OR H-L-Glu(-L-App(O"Bu)-Gly-OR)-OH
Z—AOP
PO,R,
OR 17a: R=H
Z_éop b: R= Et
PO;R',
OR
H—AOH
Schema 4
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2.2.1 GESCHUTZTE y-L-GLUTAMYL-L-SERYLGLYCINESTER

Den ersten Syntheseschritt zur Darstellung des Tripeptids stellte die Synthese von
Mterminal geschitztem L-Serin (27) dar. Die Reaktion von L-Serin (28) mit
Chlorameisensaurebenzylester verlduft in ausgezeichneten Ausbeuten von (ber 80%
und wurde daher dem kauflichem Erwerb des Z-L-Serins vorgezogen. Die Carboxyl-
Funktion des am  Stickstoff geschiitzten L-Serins wurde dann durch
N, N=-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) aktiviert und mit Glycin-Ester kondensiert
(Schema 5). Dabei wurde zur Vermeidung der Racematbildung

1-Hydroxybenzotriazol zugegeben.

OH OH OH
H 0
oH CICOOBZ i \)]\
HN > Z\N OH DCC, H-Gly OR’ Z\N N OR
0] H o) H
28
27 29 a: R=1Bu
b: R = Et
OH
i H,, Pd, 3 atm, 20°C 0 0 H 0
ii DCC, Z-L-Glu-OBzI )J\/\/U\ N\)]\
BzIO H H OR
NHZ 0
30 a: R=1Bu
b: R = Et
Schema 5

Die Ausbeute des Dipeptids Z-L-Ser-Gly-OR (29) hing stark von der Art des
eingesetzten Glycinesters ab. Wahrend der Ethylester 29b in schlechten Ausbeuten
lediglich als zéhes Ol isoliert werden konnte, kristallisierte der tert.-Butylester 29a
leicht aus. Dieser Unterschied zwischen den Estern zeigte sich auch in den weiteren
Synthesen, bei denen der Umgang mit den tert.-Butylestern stets erleichtert war.

Von den Dipeptiden 29a und 29b wurde die Z-Schutzgruppe hydrogenolytisch
entfernt (Schema 5 i) und das Produkt ohne Aufreinigung sofort mit dem
entsprechend geschiitzten vy-L-Glutaminsdaure-Derivat mit Hilfe von DCC zum
Tripeptid Z-L-Glu(L-Ser-Gly-OR)OBzl (30a,b) umgesetzt (Schema 5 ii). Auch hier
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wurde 1-Hydroxybenzotriazol zur Unterdriickung der Racematbildung eingesetzt.

Die Reaktion der Hydroxy-Funktion des Serins mit einer Carbonsaure-Funktion
konnte nicht beobachtet werden. Dies lasst sich durch die starkere Basizitdt der
freien Amino-Gruppen der eingesetzten Aminosauren erklaren. Daher wurde auf den

Schutz der Hydroxy-Funktion verzichtet.

2.2.2 MICHAELIS-ARBUZOV-REAKTION VON SERIN-DERIVATEN

Die Umsetzung des Tripeptids 30b unter den von Schmidt et a/®® tibertragenen
Reaktionsbedingungen lieferte lberraschenderweise sehr schlechte Ausbeuten von
6% fir die Darstellung von 17b. Die Optimierung der Synthese sollte an dem leicht
zuganglichen AM-Benzyloxycarbonylserinmethylester (31) durchgeflihrt werden, um
das Tripeptid nicht zu verbrauchen.

Zum Austausch einer Hydroxy- gegen eine Halogen-Gruppe im Serin wurden
verschiedene Methoden untersucht: Zuerst wurde 31 nach Schmidt et a/'* in einer
Eintopfreaktion in Toluol bei 70°C erst mit Phosphortrichlorid und anschlieBend mit
Tri-n-butylphosphit zur Reaktion gebracht (Abb. 12, Methode A). Die Ausbeute
erwies sich allerdings als sehr niedrig, wenn auch etwas hdher als bei der Reaktion
mit dem Tripeptid. Die entstandenen Nebenprodukte waren zu uneinheitlich, und
wurden daher nicht naher charakterisiert.

Ein Wechsel zum Phosphorpentachlorid erforderte ein anderes Ldsungsmittel
(Abb. 12, Methode B). Die Ausbeute konnte zwar nur minimal gesteigert werden,
aber im Gegensatz zu Methode A gelang die Isolierung von halogeniertem Serin-
Derivat. Ein Nachteil der Reaktion stellt der Wechsel des Lésungsmittels dar, da das
Chloroform auch mit dem Phosphit reagieren kann.

Eine weitere Anderung des Halogenierungsreagenzes (Abb. 12, Methode C)
bewirkte eine weitere leichte Steigerung der Ausbeute. Es lag nun die Vermutung
nahe, dass nicht die Einfihrung des Chlors, sondern die eigentliche Michaelis-
Arbuzov-Reaktion erschwert sein konnte. Als zusatzlicher Nachteil der Methode C
erwies sich die Verwendung verschiedener Reaktanden, die vor der eigentlichen

Umsetzung mit Tri--butylphosphit abgetrennt werden mussten.
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Zur weiteren Optimierung wurde Chloroform als Losungsmittel gegen ein Gemisch
aus Toluol und Tetrahydrofuran (THF) getauscht und die Reaktion des
Tri-r-butylphosphits unter verscharften Reaktionsbedingungen durchgefiihrt. Durch
die Verldangerung der Reaktionszeit konnte die Ausbeute deutlich erhéht werden
(Abb. 12, Methode D). Zudem konnte die Synthese als Eintopfreaktion durchgefiihrt

und daher auf die Aufreinigung der Zwischenverbindungen verzichtet werden.

Methode Beschreibung Ausbeute
A PCl; in Toluol, 70°C, 16h; 199,
NN n ; 0
o 0 [

oH PN P(Q"Bu); in Toluol, 70 °C, 2h

I B PCls in CHCl5, 0°C, 4h; 6%
Z o]
N N 2Ny SN P(O"Bu); in Toluol, 70°C, 2h °
H
0] 0 i .

31 32 C CDI, Allylbromid in CH;CN; 34%

P(Q"Bu); in Toluol, 70°C, 2h

PCls in THF, 0°C, 4h;
D _ 67%
P(Q"Bu); in Toluol/THF, 110°C, 4h

Abb. 12: Methoden zur Einfihrung einer Dialkoxyphosphinyl-Gruppe in 31

Die Tripeptide 30a und 30b wurden in einer Michaelis-Arbuzov-Reaktion zu
Phosphono-Analoga des Glutathions (33a, 33b) umgesetzt. 30b wurde dabei, wie
bereits beschrieben, nach der Methode von Schmidt et a/%®! umgesetzt (Schema 6 i)
und lieferte sehr niedrige Ausbeuten. Die Synthese des fert.-Butylesters 33a wurde

unter den optimierten Bedingungen durchgefiihrt (Schema 6 ii).

OH
0 0 0
)]\/\/U\ H\)]\ 30a: R= tBu
BzZI0” Y H OR  b:R=Et
NHZ o)
i PCl;, Toluol, 70°C, 16h; P(O"Bu),, 70°C, 2h
ii PCl,, THF, 0°C, 5h; P(O"Bu),, 110°C, 4h
O' +D/\/\
P—07 TN
0 0 0
J]\/\/U\ H\)j\ 33a: R=tBu
BZO0” Y N OR b: R= Et
NHZ o)

Schema 6
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AbschlieBend wurde das Tripeptid 33b ohne Aufreinigung mit Wasserstoff hydriert
(Schema 7 i). Man erhielt H-L-Glu(-L-App(O"Bu)-Gly-OEt)-OH (17b), das
nachfolgend flir die Testung eingesetzt wurde. 33a wurde ebenfalls ohne
Aufreinigung erst hydriert (Schema 7 ii) und sofort mit Trifluoressigsaure (TFA) zum
freien Tripeptid H-L-Glu(-L-App(Q"Bu)-Gly-OH)-OH (17a) umgesetzt (Schema 7 iii).

O: +D/\/\
AN
i H,, Pd, 3 atm

)
S0
N —  17b
leoJ\/\/”\ o
0

33b
O- D/\/\
Sp i H,, Pd, 3atm
i TFA, 0°C, 2h
BzIO Y
N
33a

Schema 7

2.3 RETRO-INVERSER PHOSPHONSAUREDIESTER

Zur Darstellung eines retro-inversen Phosphonsaurediesters (18) musste als
zentrales  Strukturelement ein  unsymmetrischer  2-(Di-rbutoxyphosphinyl)-
malonsaurediester (34) eingesetzt werden, der selektiv verseift werden kann. Aus
diesem orthogonalen Diester sollte anschlieBend durch sukzessive Amidbildung mit in

o-Position geschiitzter L-2,4-Diaminobuttersaure und Glycinester das Peptido-

mimetikum 18 aufgebaut werden.

. /\/\ - 0NN
O\ +/ /\/\
p—O
N O O
34

Schema 8
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2.3.1 2-(DI1-ABUTOXYPHOSPHINYL)MALONSAUREDIESTER

Die direkte Darstellung von 2-(Dialkoxyphosphinyl)malonsaurediestern (34) durch
Michaelis-Arbuzov-Reaktion von 2-Halogenmalonsaurediestern (35) mit
Trialkylphosphiten beschrieb Kosolapoffl® erstmals 1946 (Schema 9, A).

Kreuzkamp!®®!

wahlte 1955 eine andere Methode um 2-(Dialkoxyphosphinyl)-
malonsaurediester herzustellen. Er ging von den CH-aziden 2-(Dialkoxyphosphinyl)-
essigsaure-Derivaten (36) aus, die nach Deprotonierung mittels Natriumamid oder
Alkoholat acyliert wurden (Schema 9, B). Genauere Untersuchungen von
Thompson” fiihrten 1965 zu dem Ergebnis, dass die Reaktionsbedingungen von
Kosolapoff nicht zu den gewilinschten 2-(Dialkoxyphosphinyl)malonsaurediestern,
sondern in einer Perkow-Reaktion® zu 3-(Dialkoxyphosphoryloxy)-3-alkoxy-

acrylsaureestern (37) flihrte (Schema 9, C).

OR'

ol _OR
P-OR 0~ on
« A RO OR B OR
ROWOR 7o 34° 36 1
O O
35 C\x ROWOR
o
O O .,
37 /P\OR'
R'O

Schema 9

Zur Darstellung eines orthogonalen 2-(Di-n-butoxyphosphinyl)malonsdurediesters
wurde daher erst Halogenessigsaure-tert.-butylester (38) mit Tri-butylphosphit zu
2-(Di-r-butoxyphosphinyl)essigsaure-tert.-butylester (39) umgesetzt (Schema 10 i).
Die weitere Reaktion mit Natriumhydrid und Chlorameisensaurebenzylester (Schema
10 ii) fuhrte dann in guten Ausbeuten von 70% zur Darstellung des gewiinschten
(2RS)-2-(Di-n-butoxyphosphinyl)malonsaurebenzyl-tert.-butylesters (40). Aus dieser
Verbindung sollte anschlieBend der entsprechende Monoester selektiv durch

Hydrierung oder Versetzen mit TFA hergestellt werden.
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O/\/\ O/\/\
al OSPo™ O~PO™N
Kﬂ/o\éiP(O”Bu)S K”/O \é i NaH, CICOOBz BZloﬁO\ﬂ

0O 0 O O
28 39 40
Schema 10

2.3.2 N-[(2RS)- O-BENzYL-2-(DI- -BUTOXYPHOSPHINYL)MALONYL]-
GLYCINESTER

Die weitere Umsetzung von 40 mit TFA und anschlieBende Reaktion mit DCC und
Glycin-tert.-butylester zu  M[(2RS)-O-Benzyl-2-(di-n-butoxyphosphinyl)malonyl]-
glycin-tert.-butylester (41) erfolgte in niedriger Ausbeute (12%). Der Grund hierflr
liegt in der leichten Decarboxylierung des intermediar freigesetzten (2RS)-2-(Di-r+
butoxyphosphinyl)malonsauremonobenzylesters (42) zu 2-(Di-n-butoxyphosphinyl)-
essigsaurebenzylester (43) (Schema 11). Der Essigester 43 konnte in guter

Ausbeute (77%) als Hauptprodukt dieser Reaktion isoliert werden.

B ,0/\/\ B O/\/\
TFA P DCC, Gly-O'Bu P~

O/\/O\
40 BzIO O BzIO H\)j\
0
O a1

0O _O o)
42" —

Schema 11
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Die unbefriedigende Ausbeute sowie die Tatsache, dass bei der anschlieBenden
Umsetzung von 41 ebenfalls mit einer Decarboxylierung zu rechnen war, erforderte
eine andere Synthesestrategie.

Um zu klaren, ob die saure Verseifung von 40 die Decarboxylierung erleichtert,
und in einem neutralen Medium der Monoester 42 stabil ist, wurde 39 mit TFA zu
2-(Di-r-butoxyphosphinyl)essigsaure (44) verseift und die freie Saure dann mit
Natriumhydrid und Chlorameisensaurebenzylester zum Monoester 42 umgesetzt.
Jedoch konnte lediglich 2-(Di-n-butoxyphosphinyl)essigsaurebenzylester (43) isoliert
werden (Schema 12).

- /O/\/\ i /O/\/\
O\P;O/\/\ O\P;O/\/\
TFA NaH, CICOOBzI
Y o ]
44
39 o 0
— i /O/\/\— ) /O/\/\
O\PLO/\/\ O\PLO/\/\
BzIO 0] -CO BzIO
a2 2 43
@) ) )
| H™ _

Schema 12

Da der Monoester 42 zu instabil zu sein scheint, sollte die Benzyloxycarbonyl-
Gruppe erst nach der Amidbildung eingefiihrt werden, um die Decarboxylierung zu
umgehen. Dazu wurde 2-(Di-r+butoxyphosphinyl)essigsaure 44 mit DCC und Glycin-
tert.-butylester zu M[2-(Di-n-butoxyphosphinyl)acetyl]glycin-fert.-butylester (45)
verknlipft. Diese Verbindung wurde dann mit Natriumhydrid deprotoniert und mit
Chlorameisensaurebenzylester acyliert (Schema 13). Die Ausbeute der Synthese des
Amids 41 ausgehend von 39 konnte durch die veranderte Synthesefiihrung von 7%
auf 39% gesteigert werden, obwohl die Darstellung tber die Acylierung des Amids

einen zusatzlichen Syntheseschritt erfordert.
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Als Nebenprodukt bei der Darstellung von 41 konnte A[2-(Di-rbutoxy-
phosphinyl)acetyl]--(Benzyloxycarbonyl)-glycin-tert.-butylester (46) isoliert werden,
der durch die konkurrierende A~Acylierung entstand.

Eine vergleichbare elektrophile Substitution am Amidstickstoff ist bei
Verbindungsklassen der Dialkylphosphinylessigsaureamide bisher nicht beschrieben,
wohingegen die C-Alkylierung an der Methylen-Position von Motoyoshiwa et a/”"
1980 durchgeflihrt wurde. Die vergleichbar hohe Ausbeute von 68% lasst allerdings
die Vermutung zu, dass auch bei Motoyoshiwa et a/ M-Alkyl-Produkt entstand, dass

jedoch nicht isoliert wurde.

/\/\
\DO/\/\

DCC, H—GIy—O‘Bu\ kﬂ/H\)]\ Jﬁ
lNaH

O/\/\ ) /\/\

HZ;Q/H\)LOJV T N\)I\ JV

+ CICOOBzI + CICOOBzI
C-Acylierung N-Acylierung
/\/\
- /O/\/\
~p=0 0
H
o, I M A k{ P %
O
O O 00 OBzI
41 46

Schema 13
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Die Strukturaufklarung der Verbindungen 41 und 46 lasst sich nur anhand von
NMR-spektroskopischen Untersuchungen treffen. Im 'H-NMR-Spektrum fehlt bei 46
das Amid-Signal. Das Dublett der Wasserstoffatome am o-Kohlenstoffatom des
Phosphonsaureesters 46 ist im Vergleich zur Ausgangsverbindung 45 nur um Ad =
0.95 ppm diamagnetisch verschoben, wahrend das entsprechende Signal des
Phosphonsaureesters 41 um A8 = 1.77 ppm zu tiefem Feld verschoben ist. Die
Verschiebung des Signals beruht vermutlich auf der Auswirkung des
Anisotropieeffektes der Carbonylfunktion der Z-Gruppe. Die H-P-Kopplungskonstante
bleibt allerdings von der Entschirmung des Sauerstoffes unbertihrt. Die Differenz der
Kopplungskonstanten AJ betragt lediglich 1.0 Hz. Im Gegensatz dazu fiihrt der
Carbonyl-Substituent am o-Kohlenstoffatom der Essigsaure in 41 zu einer sehr
starken Verschiebung des Signales zu tiefem Feld; auch die H-P-Kopplungskonstante
andert sich deutlich (AJ = 11.8 Hz).

Im C-Spektrum ist das Signal des a-Kohlenstoffatoms der Essigsdure in 46 kaum
verschoben (A6 = 1.8 ppm), wahrend der Carbonyl-Substituent eine sehr viel
starkere Verschiebung bewirkt (A6 = 18.8 ppm). Fiir die C-P-Kopplungskonstanten
zeigt sich ein komplett anderes Bild als bei den H-P-Kopplungskonstanten. Die
C-P-Kopplungskonstante verandert sich bei Einflihrung einer Carbonylfunktion am
o-Kohlenstoffatom nicht (AJ = 0.2 Hz), wohl aber bei der Acylierung des
Amidstickstoffes (AJ = 3.5 Hz).

Verbindung H-Signal [ppm] 2Jup [HZ] 13¢-Signal [ppm] 1Jep [Hz]
45 2.88 20.5 35.5 131.4
41 4.65 32.3 54.3 131.6
46 3.83 21.5 37.3 134.9

Tab. 3: NMR-Daten des a-Kohlenstoffatoms in den Verbindungen 41, 45 und 46
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2.3.3 (2RS)-N-[(3S)-3-AMINO-3-CARBOXYPROPYL]-/N“(CARBOXY-
METHYL)-2-(DI- ~BUTOXYPHOSPHINYL)MALONSAUREDIAMID

Die bereits flir 40 beschriebene niedrige Ausbeute durch die Decarboxylierung
konnte auch bei der Verseifung von 41 mit TFA (Schema 14 i) und anschlieBender
Kupplung mit Boc-L-Dab-O'Bu (Schema 14 ii) zum Malonsiurediamid 47 beobachtet
werden. Allerdings konnte der dabei entstehende A-[2-(Di-r-butoxyphosphinyl)-
acetyl]glycin-tert.-butylester (45) isoliert und wieder zur Darstellung von 41

eingesetzt werden, so dass der Verlust verringert werden konnte.

O/\/\ O/\/\

Bz.oﬁdkjv 1, Pd, 3 atm _ Y%Y&JT

ii DCC, Boc-L-Dab-OtBu

NHBoc 0] 47 0]
iiit TFA, 0°C, 1 h

O/\/\

w A,

lel

Schema 14
Aufgrund der schlechten Ausbeute wurde auf eine Isolierung von 47 verzichtet.
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Die Freisetzung des ungeschitzten retro-inversen Phosphonsaurediesters (18)
gelang letztendlich durch Zugabe von TFA bei 0 °C (Schema 14 ii). So konnten in

einer Reaktion alle Carboxy- und Amino-Schutzgruppen entfernt werden.

2.4 DOPPELT RETRO-INVERSER PHOSPHONSAUREDIESTER

Bei einem doppelt retro-inversen Tripeptidomimetikum bleibt die zentrale
Aminosaure erhalten, miisste aber am Stereozentrum invertiert werden, um die
raumliche Anordnung von GSH zu imitieren. Da jedoch die zentrale Aminosaure der
Leitstruktur 14d nicht enantiomerenrein vorliegt, kann man in diesem Fall ebenfalls
das Racemat der Aminosdure einsetzen. Diese wird dann mit geschitzter
2,4-L-Diaminobuttersaure und Malonsauremonoester zu einem Tripeptidomimetikum
aufgebaut.

Da die Verseifung des Methylesters erst nach Zugabe von Natronlauge eintritt, die
eine bestehende Peptidbindung spalten wiirde, wurde zuerst das Dipeptid mit der
entsprechend geschiitzten L-2,4-Diaminobuttersaure hergestellt und dieses dann mit

Malonsaureester umgesetzt. Nach Abspaltung der Schutzgruppen erhielt man 19.

Mal Ape Dab
O"Bu
P+~OH NI
PAN—OP
ol - O/\/\
PL; , O\ i /\/\
4 O"Bu JJ\/\/N /”\)]\
PO——OH H—F—— . HO” Y N OH
PN—OP 3
0"Bu NH, 0]
P‘O
PN —op’ 19
O"Bu
HO
HA—OH

Schema 152)

2) Das Syntheseschema zeigt die Verbindung im Vergleich zur Formel spiegelverkehrt. Dies
ist notwendig, um die Konventionen der Aminosaurendarstellung beizubehalten.
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2.4.1 GESCHUTZTE N'-[(2RS)-2-AMINO-2-(DI- BUTOXY-

PHOSPHINYL)ACETYL]-L-2,4-DIAMINOBUTTERSAURE

Die  Reaktion des (2RS)-2-Benzyloxycarbonylamino-2-methoxyessigsaure-
methylesters (48) mit Phosphortrichlorid und  Tri-~butylphosphit  wurde
entsprechend Schmidt et a/® durchgefiihrt (Schema 16 i und ii) und lieferte
den (2RS)-2-Benzyloxycarbonylamino-2-(di-+butoxyphosphinyl)essigsaure-
methylester (Z-D,L-Ape(0Q"Bu)-OMe, 49) in befriedigender Ausbeute.

Zum weiteren Aufbau wurde der Methylester 49 mit Natronlauge verseift und die
freie Saure sofort mit DCC und L-2,4-Diaminobuttersdure zum Dipeptid
Boc-L-Dab(Z-D,L-Ape(O"Bu)-)-0'Bu (50) umgesetzt (Schema 16 iii und iv). Auf einen
Zusatz von Substanzen zur Verhinderung der Racematbildung konnte verzichtet
werden, da die eingesetzten Aminosdauren racemisch vorlagen bzw. nicht am

o-Kohlenstoffatom reagierten.

0 3 i PCl;, 70°C, 16 h O: { /\/\
0 i P(O"Bu),, 70°C, 2 h P—O
H,C~ NHZ T 0
7
0 H,C NHZ
48 O 49
iii NaOH, Dioxan, 0°C, 30 min
iv DCC, Boc-L-Dab-OtBu
o O
0 “pP0
H
J]\/\/N
)Vo . \’%NHZ
NHBoc 0
50
Schema 16

Die Darstellung von 48 erfolgte aus Glyoxylsaure und Benzylcarbamat und

anschlieBender Methylierung nach Zoller und Ben-Ishail’%.
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N'-[(2RS)-2-MALONYLAMINO-2-(DI- ~BUTOXYPHOSPHINYL)-

2l4l2

ACETYL]-L-2,4-DIAMINOBUTTERSAURE
Aus dem geschiitzten Dipeptid 50 wurde durch hydrolytische Spaltung das Amin

freigesetzt (Schema 17 i) und dieses durch DCC mit Malonsauremono-tert.-butylester

kondensiert (Schema 17 ii).
Aus dem so gewonnenen N*-tert.-Butoxycarbonyl-NV'-[(2RS)-2-( O-tert.-Butyl-

malonylamino)-2-(di--butoxyphosphinyl)acetyl]-L-2,4-diaminobuttersaure-
tert.-butylester (51) wurde dann direkt mit TFA (Schema 17 iii) das komplett

entschiitzte Peptidomimetikum 19 gewonnen.

)Toj\/\/ H%NHZ

NHBoc 59 O

i H,, Pd, 3 atm
ii DCC, HO-Mal-OBu

e
AA A A AA

o

NHBoc
51
‘ iii TFA, 0°C, 1 h
o O
P00 0
H
Jj\/\/N /”\)]\
HO™ Y \ﬂj\” OH
NH, 0
19

Schema 17
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2.5 RETRO-INVERSES PHOSPHONSAUREDIESTERFRAGMENT

Verbindung 20 kann durch Amidbildung von geschiitzter L-2,4-Diaminobuttersaure
mit  2-(Di-n-butoxyphosphinyl)essigsaure Uber die Methode der aktivierten

Carbonylfunktion mit DCC und anschlieBender Verseifung hergestellt werden.

o O
0 P—0
JI\/\/H
N
oAy
O

H
2 2

Zun

0

Schema 18

2.5.1 N % TERT.-BUTOXYCARBONYL-/N"-[ 2-(DI- *BUTOXY-
PHOSPHINYL)ACETYL]-L-2,4-DIAMINOBUTTERSAURE-

TERT.-BUTYLESTER

Am Anfang der Synthesesequenz stand abermals die Darstellung der
2-(Di-r-butoxyphosphinyl)essigsaure (44) aus Chloressigsaure-tert.-butylester (38)
mit anschlieBender Verseifung nach der in Kapitel 2.3.2 beschriebenen Methode. Die
Aktivierung der Carbonsaure-Funktion durch DCC und Kupplung mit geschutzter
L-2,4-Diaminobuttersaure  (Schema  19) zum  N®tert.-Butoxycarbonyl-
N-[(2RS)-2-(di- n-butoxyphosphinyl)acetyl]-L-2,4-diaminobuttersaure- tert.-butylester
(52) erfolgte in Ausbeuten von 40%. Auch hier wurde auf Substanzen zur
Verhinderung der Racematbildung verzichtet, da an der Reaktion kein chirales

o-Kohlenstoffatom beteiligt war.

Y N
Olpfo//\\//\\ o Olpfo/\/\
Hoj% DCC, Boc-L-Dab-O'Bu XOJK/\/H j%
0 44 IEIHBoc 52 O
Schema 19
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2.5.2 N'-[2-(DI1-MBUTOXYPHOSPHINYL)ACETYL]-L-2,4-DIAMINO-

BUTTERSAURE

Die Verseifung mit TFA verlief glatt zur gewlinschten freien Saure 20 (Schema
20).

i O/\/\ /\/\
N ‘:/O/\/\ O LA "
//Lf /ﬂ\v/A\v/ i N b
WH TFA, 0°C, 1 h MN
> HO H
NHBoc 52 O ﬁHZ 20 O
Schema 20

2.5.3 VERSUCHTE UMSETZUNG zU (25,7 RS)-2-AMINO-
7-(DI- *~BUTOXYPHOSPHINYL)-6,8-DIOX0-5-AZAUNDECAN-

1,11-DISAURE

52 wurde mit Natriumhydrid deprotoniert und anschlieBend mit
Bernsteinsaureanhydrid umgesetzt. Unter den untersuchten Bedingungen kam es
allerdings zu keiner Reaktion. Weder der Angriff am Kohlenstoff zu 53, noch die
Acylierung am Stickstoff zu 54 konnte beobachtet werden (Schema 21). Dies liegt

vermutlich an der zu geringen Reaktivitdt des Bernsteinsaureanhydrids.

H NaH 53

NHBoc 0

52 O/\/\
B oo

)< M N
0" %
NHBoc o 54
Schema 21
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2.6 GLYCYL-ETHYLESTER DER PHOSPHONSAUREDIESTER

Die selektive Darstellung von Glycyl-Estern der Phosphono-Analoga aus den freien
Sduren 14d und 17a ist nicht mdglich, da auch der Glutamyl-Rest eine Carbonsaure-
Gruppe tragt. Hier mussten die Ester-Komponenten also bereits bei der
Syntheseplanung der Tripeptide einbezogen werden.

Die Darstellung des Glycyl-Esters des seitenkettenverlangerten Phosphonsaure-
diesters 17a wurde bereits unter 2.2 beschrieben. Die Synthesestrategie zum Aufbau
des Glycyl-Esters des Phosphonsaurediester (14f) folgt dem Syntheseschema der
Darstellung des unter 2.4 beschriebenen doppelt retro-inversen
Phosphonsaurediesters (19) und wird in Schema 22 veranschaulicht. Das Tripeptid
14f wird ausgehend von der zentralen Aminosdure Z-D,L-Ape(0O"Bu)-OMe (49) durch

sukzessive Umsetzung mit geschitzter Glutaminsaure und Glycinethylester

aufgebaut.
Glu Ape Gly
O"Bu
Z—F—OH H—1—OEt
O"Bu o D/\/\
7z OEt 0 o P07 H
H
OH H OFt HO™ % N OFt
z—-op - NH 0
u
O Ot H-L-Glu(-D,L-Ape(O"Bu)-Gly-OEt)-OH
Z—¢—0OP
O"Bu 14f
OEt
H—AOH
Schema 22

2.6.1 AN-[(2RS)-2-BENZYLOXYCARBONYLAMINO-2-(DI-NV-BUTOXY-

PHOSPHINYL)ACETYL]GLYCINETHYLESTER

Z-D,L-Ape(0O"Bu)-OMe (49) wurde entsprechend der unter 2.4.1 beschriebenen
Methode hergestellt und mit Natronlauge verseift. Die freie Sdure wurde sofort mit
DCC und Glycinethylester zum Dipeptid Z-D,L-Ape(0O"Bu)-Gly-OEt (55) umgesetzt
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(Schema 23 i und ii). Auf einen Zusatz von Substanzen zur Verhinderung der
Racematbildung konnte auch hier verzichtet werden, da die eingesetzten
Aminosauren  racemisch  vorlagen  bzw. keine  Stereoinformation am

o-Kohlenstoffatom trugen.

0.0 ~" o, O
P—0 i NaOH, Dioxan, 0°C, 30 min P—0 H o
z 0 i DCC, Gly-OFEt z N\)I\
\N%( “CH, > N OEt
H H
49 © O 55
Schema 23

2.6.2 N-{(2RS)-2-y-L-GLUTAMYLAMINO-2-(DI- *-BUTOXY~

PHOSPHINYL)ACETYL]GLYCINETHYLESTER

Aus dem geschiitzten Dipeptid 55 wurde durch hydrolytische Spaltung das Amin
freigesetzt und dieses durch DCC mit geschiitzter Glutaminsaure zum geschitzten
Tripeptid Z-L-Glu(-D,L-Ape(Q"Bu)-Gly-OEt)-OBzl (56) kondensiert (Schema 24 i und
ii). 56 wurde anschlieBend durch katalytische Hydrierung zu 14f umgesetzt (Schema
24 iii).

- L

o'O/\/\ o, 9

o i H,, Pd, 3 atm -0
H \)j\ ii DCC, Z-L-Glu-OBz )]\/\/U\ H \)]\
OEt > BZ0” Y OEt
O g5 NH 56

J iii H,, Pd, 3 atm

o O
0 PO 0
H
HO™ H%‘/ OEt
NH, O a5

Schema 24
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2.7 NMR-SPEKTROSKOPISCHE UNTERSUCHUNGEN

Aufgrund der direkten Bindung des Phosphors an einen Kohlenstoff, ergeben sich
bei der Messung der 'H- und 'C-NMR-Spektren sehr hohe ZJyp- und 'Jcp-
Kopplungskonstanten. Anhand dieser Kopplungen lasst sich das Signal des
phosphortragenden  Kohlenstoffatoms im  *C- bzw. des benachbarten
Wasserstoffatoms im 'H-NMR-Spektrum leicht identifizieren. Die Signallage des
o-Kohlenstoffs und des daran gebundenen Wasserstoffs soll im Folgenden naher
dargestellt und mit Literaturdaten verglichen werden, da sie eine leichte Abschatzung

der Bindungsverhaltnisse im Molekiil erlauben.

2.7.1 2-AMINO-2-(DIALKOXYPHOSPHINYL)ESSIGSAURE-DERIVATE

Die NMR-Daten von 2-Amino-2-(dialkoxyphospinyl)essigsaurederivaten (57a-l)
sind in der Literatur gut dokumentiert. Die Daten einiger ausgewahlter 2-Amino-
2-d(ialkoxyphospinyl)essigsaure-Derivate (49, 50 und 57a-l) sind in Tab. 4
zusammengefasst und sind nach steigender 'H-NMR-Signallage aufgelistet.

Die Art des Phosphonsdureesters wirkt sich auf die Lage des ‘H-Signals kaum
aus, wie man an der chemischen Verschiebung der Verbindungen 57d, 57e, 57f
und 49 erkennen kann. Die Ethyl-, /so-Propyl- und n-Butylester unterscheiden sich in
ihrer chemischen Verschiebung nur um maximal A8=0.07 ppm.

Beim Austausch des Carbonsdureesters fallt das stark hochfeldverschobene
Signal des fert.-Butylesters 57a von 6=4.68 ppm auf. Die Verschiebung von 0.12-
0.21 ppm beruht vermutlich auf einer Wechselwirkung zwischen Proton und
Anisotropie-Effekt der volumindsen tert.-Butylgruppel’®!. Die anderen Alkylester
57b-f und 49 liegen allerdings alle im Bereich von 6=4.80 - 4.89 ppm. Der einzige
Wert, der sich nicht in dieses Schema einfiigen lasst, ist die chemische Verschiebung
von 57j. Die angegebene Signallage von 4.97 ppm ist zu sehr ins tiefe Feld
verschoben. Jedoch stimmen die Kopplungskonstanten, wie auch die Lage im 3C-
NMR-Spektrum mit den Daten entsprechender Verbindungen uberein. Fir dieses
Verhalten konnte keine Erklarung durch besondere sterische Eigenschaften gefunden
werden.

Selbst der Wechsel vom Carbonsaurester zum Amid 57g, 57h oder 50 wirkt sich
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nur schwach aus (maximal A6=0.06 ppm von 49 zu 50).

Eine deutliche Auswirkung tritt erst bei der Anderung zur Carbonséure ein. Das
Signal des Wasserstoffs am a-Kohlenstoffatom der freien Carbonsaure 57i ist um
A8=0.12 ppm tieffeldverschoben im Gegensatz zu dem des Esters 57d. Hier wirkt
sich der durch die Alkylgruppe im Ester abgeschwachte, induktive Effekt des
Sauerstoffs aus, der zu einer Verringerung der Elektronendichte und so zur

Entschirmung des Nucleus flihrt.

D2
O-\pﬁg—;
3
R [cl R’ 57
\n’ $TNH
oLH

Verbindung R? R? R3 H e c Jer

[ppm] [Hz] [ppm] [HZ]
57al’* O'Bu Et Z 468 221 53.39 146
57b'"! OFt Et Boc 480 22.55 52.2 -
57c/¢! OMe Et Boc 480 225 521 147.0
57d™*" OMe Et Z 482 225 526 1475
57e!! OMe 'Pr Z 482 228 535 1475
50 v-Boc-L-Dab-0'Bu  "Bu Z 483 222 531 146.1
57f.] OMe Et Z 485 223 525 146.9
57g*"! -Gly-OMe "Bu Z 487 205 51.8 146.4
49 OMe "Bu Z 489 224 525 1475
57h!*"! -Gly-O'Bu "Bu Z 489 223 52.1 148.4
57i"4 OH Et Z 494 229 5225 150
57j°! OEt Et Z 497 2227 52.7 146.4
57k OH Me Z 499 229 - -
57114 -Gly-O'Bu "Bu  y-Z-L-Glu-OBzl 5.10 - 50.1 149.2
47 v-Boc-L-Dab-0'Bu  "Bu -MalO'Bu 511 22.0 513 151.2
57m'"” OFt Et Ac 5.17 219 50.8 146.6
57n!*"! -Gly-OMe "Bu y-Z-L-Glu-OBzl 523 224 50.3 141.9

Tab. 4: NMR-Daten von 2-Amino-2-(dialkoxyphosphinyl)essigsdure-Derivaten
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Der Wechsel der Z-Schutzgruppe zur Boc-Schutzgruppe bei 57¢ zu 57d zeigt
kaum Auswirkungen auf die Signallage des H-NMR-Signals (A8=-0.05 ppm).
Allerdings kann man einen deutlichen Tieffeldshift (A8=0.21 ppm und A$=0.36 ppm)
fur die Verbindungen 571 und 57n im Vergleich zu 57g und 57h beobachten, bei
denen die Z-Schutzgruppe gegen y-Z-L-Glu-OBzl getauscht wurde. Dies liegt an dem
Wechsel eines Alkoxycarbonyl-Substituenten zu einem Alkylcarbonyl-Substituenten,
wie auch die Lage von 57m belegt. Auch hier wird die Elektronendichte am
Wasserstoffatom verringert und so der Kern starker entschirmt.

Die oben genannten Ausfiihrungen sind auch auf die Anderung der Lage der
13C-Signale (ibertragbar, allerdings sind die Signaldifferenzen gréBer. Auch hier wirkt
sich der Wechsel des Stickstoffsubstituenten von der Alkoxycarbonyl- zur
Alkylcarbonyl-Funktion am starksten aus.

Die %Iy p-Kopplungskonstanten von 22 Hz und die Jcp-Kopplungskonstante von
147 Hz st allen Verbindungen gemeinsam und bewegt sich in dem flr
13C-Kopplungen typischen Bereich.

Eine Ubersicht (iber die Auswirkung eines Substituentenwechsels gibt Tab. 5. Die
hier aufgeflihrten Werte dienen als Richtwerte und stellen keine absoluten Angaben
bzw. Inkremente dar.

Substituentenwechsel H:AS BC:As
Anderung innerhalb des Phosphonsaureesters R? Kein Einfluss Kein Einfluss
Unverzweigter Carbonsaureester — tert.-Butylester -0.15 ppm +0.9 ppm
Unverzweigter Carbonsaureester — Carbonsaure +0.10 ppm +0.2 ppm
Alkoxycarbonyl — Alkylcarbonyl +0.25 ppm -2.1 ppm

Tab. 5: Auswirkungen eines Substituentenwechsels von 2-Amino-2-dialkoxyphosphinylessigsaure-
Derivaten auf die chemische Verschiebung der 'H- und '*C-Signallagen; Bezugspunkt: Verbindung
57f; 'H:5=4.85 ppm; 3C:8 =52.5 ppm

2.7.2 2-(DIALKOXYPHOSPHINYL)ESSIGSAURE-DERIVATE

Die Datenlage bei 2-Dialkoxyphosphinylessigsaure-Derivaten ist etwas anders, da

zwar viele Angaben existieren, aber unterschiedliche Losungsmittel bei der Messung
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der NMR-Spektren verwendet werden, die einen Einfluss auf Signallage und
Kopplungskonstante haben.

Tab. 6 erlaubt eine gute Abschatzung des Einflusses der Phosphonsdure-
substituenten auf die Signallage der Protonen im H-NMR-Spektrum. Die
Verschiebung durch die Alkyl-Reste der Phosphonester 58a,b und 39 betragt
maximal 0.05 ppm.

Wie schon bei dem 2-Amino-2-dialkoxyphosphinylessigsaure-Derivaten 57a-n
zeigt sich hier ein Hochfeldshift des fert.-Butylesters 58a im Vergleich zum Ethylester
58c um A6=0.12 - 0.15 ppm.

. —R?
O\ +/O 2
||>——O—R
RL [c—H
\n/ \ 58
0
Verbindung R? R? H [ppm] 234 p [Hz]
58al"® O'Bu Et 2.70 -
58b'"® O'Bu 'Pr 2.75 -
398 O'Bu "Bu 2.75 -
58cl’37°] OEt Et 2.82-2.87 23

Tab. 6: NMR-Daten von 2-Dialkoxyphosphinylessigsaure-Derivaten mit CCl, als Lésungsmittel

Eine umfassendere Ubersicht bietet Tab. 7, in der NMR-Daten von Messungen
mit deuteriertem Chloroform als Lésungsmittel aufgefiihrt sind.

Auch hier bleibt der Einfluss eines Wechsels des Phosphonsaureesters gering. Die
chemische Verschiebung andert sich lediglich um A8=0.04 ppm in der Reihe 58f, 44,
58i und 58j. Auch hier beobachtet man einen Hochfeldshift von A8=0.14 ppm beim
tert.-Butylesters 39 im Vergleich zum Benzylester 43. Uberraschenderweise wirkt
sich jedoch eine Anderung vom Ester zur Carbonsiure wie bei 43 zu 44 oder 58g zu
58f hier nicht auf die Signallage des a-Kohlenstoff und dessen Wasserstoff aus.

Die Carbonsaureamide 58d, 52, 58e und 45 liegen im gleichen Bereich wie die
tert.-Butylester (A6=-0.05 bis +0.02 ppm).
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Verbindung R R? Hppm] *Wp[Hz] BClppm] Jcp[Hz]
58d™*"! o-Z-L-Orn-0Bzl Bzl 2.80 21 35.4 130
39 OBu "Bu 2.85 21.5 35.5 133.2
52 8-Boc-L-Dab-O'Bu ~ "Bu 2.86 20.8 35.4 133.7
58el8l -Asp(Nb)-ONb CH; 2.88 21 34.1 132
45 -Gly-O'Bu "Bu 2.88 20.5 35.5 131.4
58f%!] OH CH; 2.97 21 - -
58g!8>83! OCH; CH; 296,298 21.5,21 34.1 130
44 OH "Bu 2.99 21.7 34.7 134.3
43 OBzl "Bu 3.00 21.6 34.2 134.0
58h (84 OBzl Et  3.00; 3.03 183)  34.04; 34.93 134.43)
58il°] OH Et 3.00 11.5 - -
58j8" OH Bzl 3.01 22 34.3 136

Tab. 7: NMR-Daten von 2-Dialkoxyphosphinylessigsdure-Derivaten mit CDCl; als Lésungsmittel; Nb =
p-Nitrobenzyl; - = keine Angabe

Eine %Iy p-Kopplungskonstante von 21 Hz ist auch hier allen Verbindungen gleich.
Lediglich die Verbindungen 58h und 58j weichen mit einer Aufspaltung von 18 Hz
bzw. 11.5 Hz drastisch ab. Die niedrige Kopplungskonstante von 58h ist stark
fehlerbehaftet, da sie aus den angegebenen Literaturdaten berechnet wurde, und die
beschriebene hohe Messfrequenz von 600 MHz zu groBen Fehlern bei einer
ungenauen ppm-Angabe fihrt (6 Hz fir 0.01 ppm). Grinde flir die ungewdhnlich
niedrige Kopplungskonstante der Verbindung 58i sind nicht ersichtlich.

Anderungen der *C-NMR-Signale stimmen in den Tendenzen mit den fiir die
'H-Daten gemachten Ausfilhrungen (berein. Die 'Jcp-Kopplungskonstante von ca.

133 Hz stimmt ebenfalls bei den Verbindungen Uberein.

3) Die C-P- und H-P-Kopplungen wurden von den Autoren nicht angegeben, konnten aber aus
Signallage und Messfrequenz errechnet.
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Die Auswirkung eines Substituentenwechsels sind in Tab. 8 zusammengefasst.
Die hier aufgeflihrten Werte dienen als Richtwerte und stellen keine absoluten

Angaben bzw. Inkremente dar.

Substituentenwechsel H:AS BC:As
Anderung innerhalb des Phosphonsiureesters Kein Einfluss Kein Einfluss
Carbonsaure — tert.-Butylester -0.15 ppm +1.3 ppm
Carbonsaure — unverzweigter Carbonsaureester Kein Einfluss Kein Einfluss
Carbonsdure — Carbonsaurebenzylester Kein Einfluss Kein Einfluss
Carbonsaure — Carbonsaureamid -0.12 ppm +1.3 ppm

Tab. 8: Auswirkungen eines Substituentenwechsels von 2-Dialkoxyphosphinylessigsaure-Derivaten
auf die chemische Verschiebung der 'H- und '*C-Signallagen; Bezugspunkt: Verbindung 43;
H: $=3.00 ppm; °C: 6=34.2 ppm

2.7.3 2-(DIALKOXYPHOSPHINYL)MALONSAURE-DERIVATE

O_ D/\/\
R LC] _R?
TENC
@) @)
Verbindung  R! R? Hppm]  “up[Hz] BClppm]  'Jcp[Hz]
40 OBzl OBu 4.56 31.2 54.7 136.2
41 OBz Gly-OtBu 4.65 32.3 54.3 131.6

Tab. 9: Ausgewdhlte NMR-Daten von 2-Dialkoxyphosphinylmalonsdure-Derivaten mit CDCl; als

Losungsmittel

Hier gibt es nur einen Vergleichswert aus der Literatur von Polzov et a/l’®, die
jedoch Tetrachlorkohlenstoff als Lésungsmittel verwendeten. Die Autoren gaben die
chemische Verschiebung des 'H-NMR-Signals mit §=4.14 ppm und die 2Jyp-
Kopplungskonstante mit 22 Hz an.

Beim Vergleich der beiden in deuteriertem Chloroform vermessenen

44



SYNTHESEN

Verbindungen fallt der Tieffeldshift von 0.09 ppm beim Wechsel der fert.-Butylester-
Funktion in 40 zum Amid in 41 auf. Dieser Effekt der fert.-Butyl-Gruppe wurde
schon bei den 2-(Dialkoxyphosphinyl)essigsaure- und den  2-Amino-
2-(Dialkoxyphosphinyl)essigsaure-Derivaten beobachtet und dort erklart.

Aufgrund der geringen Datenmenge ist eine weitere Abschatzung der

Substituentenauswirkungen nicht sinnvoll.

2.8 ZUSAMMENFASSUNG

Zusatzlich zu den bereits vorhandenen Phosphono-Analoga des Glutathions
konnten weitere Verbindungen syntethisiert werden, die potentielle Inhibitoren der
Glutathion S-Transferase darstellen.

Im Zuge der Entwicklung eines peptidischen homologen Phosphono-Analogons
des GSH (17a) gelang die Synthese von Phosphono-analogen Serin-Derivaten
ausgehend von Serin Uber 2-Amino-3-halogenpropionsaure-Derivate. Dabei konnte
die Di-rbutoxyphosphinyl-Gruppe Uber eine Michaelis-Arbuzov-Reaktion in das
Molekiil eingeflihrt werden. Die aus den Arbeiten von Schmidt ef a/ Ubertragenen
Reaktionsbedingungen flihrten zu niedrigeren Ausbeuten und wurden in mehreren
Schritten so weit optimiert, dass sie erfolgreich auf die Tripeptide des Typs Z-L-Glu(-
L-Ser-Gly-OR)-OBzl (30) ibertragen werden konnten.

Die von Serin ausgehende Synthese der Tripeptide gelang Uber die Darstellung
des entsprechenden Dipeptids Z-L-Ser-Gly-OR (29) durch konventionelle
Peptidchemie in Lésung mit DCC als Kupplungsreagenz. Die Freisetzung des
gewlinschten Phosphono-Analogons erfolgte dann durch Abspaltung der
Schutzgruppen.

Bei den peptidomimetischen Phosphono-Analoga gelang die Synthese eines
retro-inversen  Phosphonsaurediesters (18) (Uber die Acylierung des
M-[2-(Di-n-butoxyphosphinyl)acetyl]glycin-tert.-butylester (45). Es konnte gezeigt
werden, dass auch die Darstellung Uber einen orthogonalen Dialkoxyphosphinyl-
malonsaurediester mdoglich ist, wenn diese auch mit schlechteren Ausbeuten

verknUpft ist.
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Die Acylierung des Acetamids 46 am o-Kohlenstoff zu A[(2RS)-O-Benzyl-
2-(di-n-butoxyphosphinyl)malonyl]glycin-fert.-butylester (41) lauft in Konkurrenz zur
Stickstoffacylierung ab, wie die Isolierung von  A+(Benzyloxycarbonyl)-
M-( tert.-butoxycarbonylmethyl)-2-(di--butoxyphosphinyl)essigsaureamid (46) zeigt.
Die Unterscheidung sowie Strukturaufklarung der Verbindungen 41 und 46 gelang
durch Zuordnung der NMR-Signale.

Die Methode von Kreuzkamp zur Darstellung eines unsymmetrischen 2-(Di-r+
butoxyphosphinyl)malonsdurediesters (40) konnte auf die Reaktion von
2-(Di-r-butoxyphosphinyl)essigsaure-tert.-butylester mit Chlorameisensaure-
benzylester (ibertragen werden. Die bisher dargestellten Diester waren stets
homogene Ester, die zu einem sukzessiven Aufbau nicht geeignet waren. Der hier
erstmals dargestellte orthogonale Diester stellt trotz der Decarboxylierung des
Monoesters eine interessante Moglichkeit fir aufbauende Synthesen dar.

Ein weiteres Peptidomimetikum stellt das doppelt invertierte Phosphono-
Analogon 19 dar. Dieses konnte durch Peptidsynthese in Loésung mit DCC als
Kupplungsreagenz (iber das Dipeptid Boc-L-Dab(Z-D,L-Ape(O"Bu)-)-O'Bu (50)
hergestellt werden. Die weitere Umsetzung gelang mit Malonsdaure-mono-tert.-
butylester und DCC zur Aktivierung der Saure. Eine anschlieBende Abspaltung der
Schutzgruppen in einem Schritt flihrte zur gewlinschten Verbindung.

Das dritte peptidomimetische Phosphono-Analogon 20 enthdlt lediglich eine
invertierte  Amidbindung. Hier konnte  N®(tert.-Butoxycarbonyl)-N*-[(2RS)-
2-(di-n-butoxyphosphinyl)acetyl]-L-2,4-diaminobuttersaure- tert.-butylester (52)
durch die Methode der gemischten Anhydride aus der Peptidchemie, ausgehend von
2-(Di-r-butoxyphosphinyl)essigsaure (44) mit DCC-vermittelter Kopplung von
Boc-L-Dab-O'Bu, dargestellt werden. Die anschlieBende Verseifung filhrte dann zum
Phosphonsaurediester 20.

Die Darstellung der Glycyl-Ester 14f und 17b gelang analog zu den
Synthesemethode der entsprechenden freien Sauren 14d™" und 17a. Jedoch wurde

anstatt des Glycin-tert.-butylesters der Glycinethylester eingesetzt.
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3 HEMMUNG DER GST-AKTIVITAT

3.1 EINLEITUNG

Die in dieser Arbeit dargestellten Verbindungen sollen aufbauend auf vorhandenen
Modellsubstanzen das Spektrum von potentiellen Modulatoren in der Chemotherapie
maligner Erkrankungen erganzen und moglichst selektiv einzelne Isoenzyme der
menschlichen Glutathion S-Transferasen hemmen. Diese inhibitorische Wirkung lasst
sich am besten an gereinigten Enzymen testen, wobei Effekte wie Verteilung im
Organismus, Metabolismus, Resorption, Ausscheidung, Aufnahme in die Zelle u.a.
ausgeklammert werden. Neben heterolog exprimierten humanen Isoenzymen wurden
auch gereinigte Isoenzyme aus der menschlichen Placenta und der Schweineleber
verwendet.

Als Testmodell wurde die GST-katalysierte Konjugatbildung von GSH mit 1-Chlor-
2,4-dinitrobenzol (CDNB) ausgewahlt, da diese einen guten Vergleich mit
Literaturdaten zuldsst. Zudem konnte gezeigt werden, dass die Konjugation von
CDNB mit der Konjugation von Zytostatika wie Melphalan eng korreliert®>.,

Ein wichtiges Element, um Ergebnisse aus Hemmstudien im Sinne einer Struktur-
Wirkungsbeziehung sinnvoll zu diskutieren, sind Kristallstrukturen. Einen Uberblick

[86a,b], in

Uber Kristallstrukturen verschiedenster Enzyme gibt die Protein Data Bank
der derzeit 22333 Strukturen gesammelt sind (Stand August 2003) und in der jede
neu verdffentlichte Kristallstruktur durch einen vierstelligen Code (PDB-Code)
identifizierbar ist. Darunter befinden sich 117 Eintrage von aufgeklarten Kristall-
strukturen der GST-Isoenzyme, teilweise mit Inhibitor oder Substrat, teilweise ohne
Liganden. Tab. 10 gibt eine Ubersicht tiber die 54 verdffentlichten Kristallstrukturen
von menschlichen GST-Isoenzymen. Neben den natlrlich vorkommenden
Isoenzymen gibt es auch Kristallstrukturen einiger synthetischer Enzyme oder
natirlicher Varianten. So wurden flr Bindungsstudien einzelne Aminosdauren von
Isoenzymen ausgetauscht® 2! oder natiirlich vorkommende Mutationent®**" zur
Kristallisation gebracht. In zwei Fallen sind komplett neue Enzyme geschaffen

nl95.96]

worde , bei denen auf nahere Angaben der Isoenzymmodulation verzichtet

werden soll, da sie flir die hier betrachteten Aspekte unbedeutend sind.
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Isoenzym PDB-Code Ligand(en) Veranderung Lit.
hA1-1 1gsd, 1gsf ohne, EA-GSH keine (87]
1gse EA R15K (87]
1guh SBenzyl-GSH keine (15]
1k3l, 1k30, 1k3y SHexyl-GSH, ohne, $Hexyl-GSH keine 197]
hA4-4 1gul, 1gum S5(2-Iodbenzyl)-GSH, ohne keine 98]
hM2-2 2gtu ohne keine [99]
1hna, 1hnb, 1hnc $(2,4-Dinitrophenyl)-GSH W214F (88]
hM2-3 3gtu ohne keine [99]
hM4-4 4gtu ohne keine (100]
hP1-1 laqv S(p-Brombenzyl)-GSH keine (10]
laqw, lagx GSH; $(2,4,6-Trinitrophenyl)-GSH keine (101]
1eog, leoh ohne S149A, D152A  PU
1gss SHexyl-GSH keine (10]
2gss, 3gss EA, EA-GSH keine (102]
4gss SHexyl-GSH Y108F (8]
5gss — 9gss GSH, GSH, SHexyl-GSH keine (103]
10gs, 17gs, 19gs TER117 (13), S-Hexyl-GSH, GSH keine (103]
11gs EA-GSH keine (104]
12gs, 13gs SNonyl-GSH, GSH&Sulphasalazin keine (105]
14gs, 16gs, 18gs ohne, ohne, 5(2,4-Dinitrophenyl)-GSH keine [106]
20gs Cibacron Blau keine (107]
21gs Chlorambucil keine [108]
22gs ohne Y49F [92]
1md3, 1md4 GSH G146A, G146V Pl
1pgt, 2pgt SHexyl-GSH, GPR V104 (93]
3pgt, 4pgt (+)-anti-bpde-GSH 1104V, vio4h 4
hT2-2 1ljr, 2ljr, 3ljr GSH, ohne, S(1-Naphthylmethyl)-GSH keine (109]
hz1-1 1fwl GSH keine (110]
hO1-1 leem GSH keine (23]
Synthetisch  1gtu ohne hM1a-1a [95]
1Ibk GSH hAl-1/hP1-1 [

Tab. 10: Ubersicht iiber Kristallstrukturen von menschlichen GST-Isoenzymen, “natiirliche Variante,
GPR=(9R, 10R)-9-(S-Glutathionyl)-10-hydroxy-9, 10-dihydrophenanthren; EA=Etacrynséure
(+)-anti-bpde= (9-Hydroxy-7,8-dioxo-7,8,9, 10-tertrahydrobenzo/defchrysen-10-y/
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Bei veranderten Enzymen ist ein Buchstaben-/Zahlencode angegeben, der
beschreibt, welche Aminosduren in welcher Position ausgetauscht wurden. So
bedeutet z.B. W214F, dass Tryptophan (W) an Position 214 durch Phenylalanin (F)
ersetzt worden ist.

Im Gegensatz zu den zahlreichen Kristallstrukturen von menschlichen
GST-Isoenzymen gibt es bisher nur eine aufgeklarte Struktur von GSTs aus dem
Schwein. pP1-1 wurde von Dirr et a/** mit GSH-Sulfat als Ligand zur Kristallisation
gebracht und ist unter dem PDB-Code 2gsr in die Protein Data Bank aufgenommen.

In Abb. 13 sind die anhand der Kristallstrukturen beobachteten polaren
Wechselwirkungen zwischen Glutathion und den fiir diese Arbeit wichtigen GST-

Isoenzymen zusammengefasst.

Q O
-}C—CH—CHz—CHz—|C|—H—c|3H—C|—H—CHZ—C -

O NH o / c|3H2 o % 0

S

hA1-101 Thr68 GIn67 - Val55  Tyr9  Val55 - Arg45
Asp101* Argi15 Arg131*

hMia-1a®!  Ser72 Asp105* - Leu59 Tyr6 Trp7  Asn58 Arg42
GIn71 Trp45

Lys49

hM2-2188D  ger72 Asp105* - Leu59 Tyr6 Trp7  Asn58 Arg42
GIn71 Trp45

Lys49

hp1-101 Arg13 GIn62 GIn49 Leu50 Tyr7  Leu50 - Trp38
Ser63 Asp96* Lys42

GIn49

pP1-1[114 Arg13 GIn62 GIn49 Leu50 Tyr7  Leu50 - Trp38
Ser63 Asp96* Lys42

GIn49

Abb. 13: Vergleich der polaren Wechselwirkungen zwischen GSH und der G-Site verschiedener GST-
Isoenzyme mithilfe von verdffentlichten Kristallstrukturen; *: Aminosdure gehort zu einer
benachbarten Untereinheit des Dimers; ¥ Mutation W214F,
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Da derzeit fir hM1-1 noch keine Kristallstruktur verdffentlicht wurde, sind
beispielhaft flir die Isoenzyme der Klasse Mu die polaren Wechselwirkungen der G-
Site zu Glutathion aus den Kristallstrukturen von hM2-2% und dem kuinstlichen
hM1a-1a®! aufgefiihrt. Die polaren Wechselwirkungen zwischen den G-Sites der
beiden Isoenzyme und Glutathion sind identisch, und daher kénnen fiir das Isoenzym
hM1-1 ahnliche Bindungsverhaltnisse angenommen werden.

Beim Isoenzym hA1-11*) fixieren die Hydroxyl-Gruppe und der Stickstoff der
Peptidbindung (pNH) aus der Aminosaure Thr68 die Carboxyl-Gruppe des Glutamats
Uber eine Wasserstoffbriicken-Bindung. Die geladene Amino-Gruppe des Glutamats
wird von den beiden Aminosdauren GIn67 und Aspl01* durch eine
Wasserstoffbriicken-Bindung bzw. Uber ionische Wechselwirkungen gebunden. Val55
fixiert Gber seine Peptid-Carbonyl-Gruppe (pCO) und die pNH-Gruppe die Amino- und
Carbonyl-Funktion des Cysteins. Sowohl Tyr9 als auch Argl5 binden mit einer
phenolischen OH-Gruppe bzw. der pNH-Funktion Uber eine Wasserstoffbriicken-
Bindung an den Schwefel des Cysteins. Dabei fixiert Glu104 zusatzlich noch die
Amidinfunktion des Argl5 Uber ionische Wechselwirkungen. Arg45 und Argl131*
binden mit ihrer jeweiligen Amidin-Gruppe ionisch an die Carboxylat-Gruppe des
Glycins.

Die Wechselwirkungen von hM2-218] und hM1a-1al®! mit der Carboxyl-Gruppe
kommen durch die Wasserstoffbriicken-Bindung der Hydroxy-Funktion des Ser72
zustande. Asp105* stabilisiert mit seiner Amidin-Gruppe die a-Amino-Funktion des
Glutamats. Eine Stabilisierung des Amid-Stickstoffs des Cysteins erfolgt durch die
Wasserstoffbriicken-Bindung zur Carbonyl-Funktion des Leu59. Im Gegensatz zu
hA1-1 fixiert diese Aminosdure nicht noch zusatzlich die pCO-Gruppe des Cysteins.
Stattdessen wird dies durch die Wechselwirkung mit dem Indol-Stickstoff der
Aminosaure Trp7 ermdglicht. Das Tyr6 bildet eine Wasserstoffbriicken-Bindung zum
Schwefel des Cysteins aus. Eine Besonderheit stellt die Fixierung der pNH-Funktion
des Glycins durch eine Wasserstoffbriicken-Bindung zu Asn58 dar. Die Carboxyl-
Gruppe des Glycins wird durch Trp45, Lys49 und Arg42 gebunden.

Die Isoenzyme hP1-11% und pP1-11! sind in ihrer G-Site véllig identisch. Hier
bindet ebenfalls wie bei hM2-2 ein Serin (hier Ser63) liber seine Hydroxy-Gruppe und

zusatzlich durch die pNH-Gruppe Uber eine Wasserstoffbriicken-Bindung an die
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Carboxylat-Gruppe des Glutamats. Zusatzlich aber kommt es noch zu einer
Wechselwirkung der Saurefunktion zur NH,-Gruppe des Argl13. Die a-Amino-Gruppe
des Glutamats wird durch GIn 62 und Asp96* (iber deren pCO-Funktion fixiert. Die
Carbonyl-Gruppe des Glutamats wird durch Wasserstoffbriicken-Bindung zur pNH-
Funktion des GIn49 stabilisiert. Leu50 bindet tiber pCO und pNH mit dem pNH und
pCO des Cysteins. Tyr7 fixiert Uber seine phenolische Hydroxyl-Funktion den
Schwefel des Cysteins. Die Stabilisierung des Glycin-Carboxylats erfolgt durch den
Indol-Stickstoff des Trp38 und die pNH-Gruppe bzw. NH,-Gruppe des Lys42 und
GIn49.

3.2 BESTIMMUNG DER IC5,-WERTE

Neben den in dieser Arbeit neu dargestellten Verbindungen sind auch
inhibitorische Daten fir die Leitsubstanz 14d aufgenommen. Die Einflihrung der
Phosphonsaurediester-Funktion in das GSH-Grundgerlst der Verbindung 14d ist
verantwortlich flir dessen inhibitorische Wirkung. Der Backbone-Bereich des Molekiils
sollte eine vergleichbare Wechselwirkung mit dem Enzym eingehen wie Glutathion.
Anderungen in der Hemmwirkung der strukturell unterschiedlichen Inhibitoren sollten
also in Bezug auf die veranderte Struktur der neuen Peptidomimetika 18, 19 und 20
allein auf Anderungen im Backbone-Bereich beruhen. Im Gegensatz dazu ist bei dem
seitenkettenverlangerten Phosphonsdurediester 17a der Backbone-Bereich mit 14d
identisch und nur die Seitekette um ein C-Atom verlangert.

Eine einfache Methode zur Quantifizierung einer Hemmwirkung auf ein Enzym ist
die Bestimmung des ICsp-Wertes. Der ICso-Wert entspricht der Konzentration des
Inhibitors, welche die nicht gehemmte Aktivitdt des Enzyms unter
Standardbedingungen um 50% senkt. Die ICso-Werte der einzelnen Verbindungen
wurden bestimmt, indem die enzymatische Aktivitat in An- und Abwesenheit des

Inhibitors gemessen wurde (siehe Kap. 5.3).
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3.2.1 HEMMUNG VON GLUTATHION S-TRANSFERASE A1-1

Die dargestellten neuen Phosphono-Analoga des GSH 14f, 17a, 17b, 18, 19 und
20 wurden nach der in Kapitel 5.3 beschriebenen Methode auf ihre Hemmung in
Bezug auf hA1-1 und pAl-1 getestet. Die ICsp-Werte der Verbindungen sind in
Tab. 11 zusammengefasst und werden mit den Ergebnissen der von KunzeP”

dargestellten Leitstrukturen 14d und 14e verglichen.

ICso-Werte (UM)

Substanz

hA1-1 pAl-1
17a 11.9+9.9 > 1000
17b nb > 1000
18 454 + 251 > 1000
19 > 1000 > 1000
20 630 + 564 > 1000
14d>" 15 + 3.2 61+10
14" 143421 nb
14f nb 10.7+5.8

Tab. 11: Ubersicht iiber die Hemmung von GST-Isoenzymen des Typs Al-1 vom Menschen und vom

Schwein durch verschiedene Phosphono-Analoga des GSH,; nb=nicht bestimmt

Die beste inhibitorische Wirkung auf hA1l-1 zeigen der Phosphonsdurediester 14d
und der seitenkettenverlangerte Phosphonsaurediester 17a mit einem ICsp-Wert von
15 bzw. 11.9 uM. Der retro-inverse Phosphonsaurediester 18 und das retro-inverse
Phosphonsaurediesterfragment 20 binden mit ICso-Werten im halbmillimolaren
Bereich sehr viel schlechter an das Isoenzym. Der doppelt retro-inverse
Phosphonsaurediester 19 vermag das Enzym erst in millimolaren Konzentrationen zu
hemmen.

Fir eine Hemmung des Isoenzyms pAl-1 aus dem Schwein mussen alle neu
dargestellten Verbindungen im millimolaren Konzentrationsbereich vorliegen,
wahrend der Phosphonsaurediester 14d und vor allem 14f das Enzym mit ICso-

Werten von 61 bzw. 10.7 pM bereits im unteren mikromolaren Bereich hemmen.
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3.2.2 HEMMUNG VON GLUTATHION S-TRANSFERASE M1-1

Die dargestellten neuen Phosphono-Analoga des GSH 14f, 17a, 17b, 18, 19 und
20 wurden nach der in Kapitel 5.3 beschriebenen Methode auf ihre Hemmung in
Bezug auf hM1-1 und pM1-1 getestet. Die ICsp-Werte der Verbindungen sind in
Tab. 12 zusammengefasst und werden mit den Ergebnissen der von Kunzel”

dargestellten Leitstrukturen 14d und 14e verglichen.

ICso-Wert (UM)

Substanz

hM1-1 pM1-1
17a > 1000 351 + 63
17b nb > 1000
18 > 1000 > 1000
19 >> 1000 > 1000
20 >> 1000 > 1000
14d>" 4.7 +1.6 1.2+0.1
14" 67 + 13 nb
14f nb 18+5

Tab. 12: Ubersicht iber die Hemmung von GST-Isoenzymen des Typs M1-1 durch verschiedene

Phosphono-Analoga des GSH; nb=nicht bestimmt

Sowohl der seitenkettenverlangerte Phosphonsdurediester 17a als auch die
peptidomimetischen Verbindungen 18, 19 und 20 hemmen das GST-Isoenzym
hM1-1 erst im millimolaren Konzentrationsbereich. Hier zeigt sich allerdings der
Phosphonsaurediester 14d mit einem ICso-Wert von 4.7 uM als besonders potenter
Inhibitor. Auch der Glycyl-Methylester 14e hemmt das Isoenzym in mikromolaren
Konzentrationen von lediglich 67 uM.

Die inhibitorische Wirkung auf das gleiche Isoenzym aus dem Schwein ist im
Vergleich zum humanen M1-1 bei fast allen Verbindungen erhoht. Allerdings ist von
den neu dargestellten Substanzen lediglich bei Verbindung 17a in Konzentrationen
unterhalb des millimolaren Bereiches eine deutliche Hemmung zu erkennen. Der

Phosphonsaurediester 14d zeigt an diesem Isoenzym seine beste inhibitorische
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Wirkung und hat einen ICso-Wert von nur 1.2 uM. Auch der Glycyl-Ethylester 14f

hemmt mit einem ICso-Wert von 18 uM das Isoenzym pM1-1 sehr gut.

3.2.3 HEMMUNG VON GLUTATHION S-TRANSFERASE P1-1

Die dargestellten neuen Phosphono-Analoga des GSH 14f, 17a, 17b, 18, 19 und
20 wurden nach der in Kapitel 5.3 beschriebenen Methode auf ihre Hemmung in
Bezug auf hP1-1 getestet. Die ICsp-Werte der Verbindungen sind in Tab. 13
zusammengefasst und werden mit den Ergebnissen der von Kunzel® dargestellten

Leitstrukturen 14d und 14e verglichen.

ICso-Wert (uM)

Substanz

hP1-1
17a >1000
17b >> 1000
18 >> 1000
19 > 1000
20 > 1000
14d>" 15+ 4
14e" 98 + 12
14f 267+103

Tab. 13: Ubersicht (iber die Hemmung des GST-Isoenzyms hPI1-1 durch verschiedene Phosphono-
Analoga des GSH

Wie bereits bei hM1-1 beobachtet, vermag keiner der neuen Phosphono-Analoga
des Glutathions das Isoenzym hP1-1 in Konzentrationen unterhalb des millimolaren
Bereiches zu hemmen. Auch hier ist der Phosphonsaurediester 14d mit einem ICsp-
Wert von 15 UM der potenteste Inhibitor unter den Phosphono-Analoga. In der Folge
Uber den Glycyl-Methylester 14e zum Glycyl-Ethylester 14f nimmt die Hemmwirkung
weiter ab, bleibt aber immer noch mit einem ICsp-Wert von 98 bzw. 267 uM weit

unterhalb des millimolaren Bereiches.
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3.3 DISKUSSION DER ERGEBNISSE

Die hier untersuchten Verbindungen treten entsprechend ihrer strukturellen
Gegebenheiten mit verschiedenen GST-Isoenzymen in unterschiedlicher Weise in
Wechselwirkung. Tab. 14 fasst die Selektivitat der getesteten Verbindungen auf die
untersuchten GST-Isoenzyme zusammen. Dazu wurde der groBte ICsp-Wert einer
Substanz durch deren ICso-Wert bezogen auf das jeweilige Isoenzym geteilt. Wurden
zwei ICso-Werte oberhalb von 1000 pM dividiert, so wurde das Selektivitatsverhaltnis
gleich eins gesetzt, da oberhalb dieses Konzentrationsbereich Selektivitaten nicht
aussagekraftig sind.

Fir die Bestimmung des ICsp-Wertes eines Inhibitors wurde die gemessene
Aktivitat in Abhangigkeit der Inhibitor-Konzentration an folgende hyperbole Funktion
gefittet!12:

vV, IC,

V, ICq, +[I]

mit Vo = Aktivitat ohne Inhibitor;
V: = Aktivitat in Anwesenheit des Inhibitors und

[TI] = Konzentration des Inhibitors

Substanz hA1-1 pAl-1 hM1-1 pM1-1 hP1-1
17a > 84 1 1 1 1
17b nb 1 nb 1 1
18 > 2.2 1 1 > 2.8 1
19 1 1 1 1 1
20 > 1.6 1 1 1 1
14d 4 1 13 50 4
14e 1 nb 2.1 nb 1.5
14f nb 25 nb 15 1

Tab. 14: Sclektivitit der getesteten Verbindungen auf verschiedene GST-Isoenzyme vom Menschen

und vom Schwein; nb = nicht bestimmt
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Wie Tab. 14 zu entnehmen ist, weist 17b innerhalb der untersuchten Isoenzyme
keine Selektivitdt auf. Dem entgegengesetzt hemmt der seitenkettenverlangerte
Phosphonsaurediester 17a das Isoenzym hA1l-1 in 84fach geringerer Konzentration
als die anderen untersuchten GST-Isoenzyme. Auch der retro-inverse
Phosphonsaurediester 18 zeigt eine Selektivitat auf hAl-1, wenn auch nicht so stark
ausgepragt wie 17a. Zusatzlich hemmt 18 aber auch das Isoenzym pM1-1. Der
doppelt retro-inverse Phosphonsdurediester 19 besitzt zu keinem Isoenzym eine
besondere Affinitat. Das retro-inverse Phosphonsaurediesterfragment 18 bindet wie
die Verbindungen 17a und 19 bevorzugt an das Isoenzym hA1-1.

Der Phosphonsaurediester 14d wirkt selektiv auf die GST-Isoenzyme der Klasse
Mu, wahrend die inhibitorische Wirkung auf Isoenzyme der Klasse Alpha am
geringsten ist. Dieses Muster lasst sich auf den Glycyl-Methylester 14e (bertragen,
allerdings sind die Selektivitdten nicht so hoch wie bei der freien Saure 14d. Auch
14e hemmt das Isoenzym der Klasse Mu am besten und wirkt am schlechtesten auf
das Isoenzym der Klasse Alpha. Ein etwas anderes Bild ergibt sich jedoch flir den
Glycyl-Ethylester 14f, der zwar auch eine bessere Hemmung des Isoenzyms der
Klasse Mu als der Isoenzym-Klasse Pi bewirkt, aber noch starker das Isoenzym der
Klasse Alpha hemmt.

Betrachtet man nun sowohl die Selektivitdten als auch die absoluten ICso-Werte
zusammen mit den vorher diskutierten Kristallstrukturen, so ergeben sich folgende
Struktur-Wirkungsbeziehungen:

Beim seitenkettenverlangerten Phosphonsdurediester 17a stimmt die sterische
Konformation voéllig mit der des GSH Uberein, was bei der Darstellung der bisherigen
Phosphono-Analoga nicht mdglich war und die Wechselwirkung mit dem Enzym
entscheidend verbessern sollte. Durch die Seitenkettenverlangerung jedoch riickt der
elektronenarme, positivierte Phosphor in die Naéhe der entsprechenden Stelle des
elektronenreichen Schwefels des Glutathions. In Abb. 14 und Abb. 15 wird die
raumliche Anordnung der Verbindungen 14d, 17a und des Glutathions (1)
dargestellt.
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Abb. 14: Vergleich zwischen den geometrieoptimierten Strukturen (AM1-Rechnung, voroptimiert mit
MM2, CS Chem3D® 8.0) der Verbindungen 14d und GSH (links) und 17a und GSH (rechts). GSH ist
grau dargestellt und die Phosphonsaurediester 14d und 17a sind schwarz dargestellt. Zur besseren
Ubersicht sind die Alkylsubstituenten an der Phosphonséure-Gruppe nicht mit abgebildet.

Abb. 15: Vergleich der 3D-Strukturen der Phosphonsadurediester 14d (blau), 17a (rot) und GSH
(griin)
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Der Sauerstoff der Phosphonsaurediester-Gruppe aus 14d kann genau die
Position des Schwefels aus dem Glutathion einnehmen, und die Alkyl-Ketten des
Phosphonsaurediesters kénnen mit der H-Site die gleichen Wechselwirkungen
eingehen wie Glutathion-SKonjugate. Im Gegensatz dazu ist beim
seitenkettenverlangerten Phosphonsdurediester 17a nur eine Anndherung des
Sauerstoffs der Phosphonsaurediester-Gruppe an die Schwefelposition mdglich. Dies
gelingt allerdings lediglich, wenn der Backbone-Bereich etwas verdreht wird. Der
seitenkettenverlangerte Phosphonsdurediester bendétigt somit mehr Platz in der
Bindungstasche, und die Wechselwirkungen der Alkyl-Substituenten der
Phosphonsaureester-Gruppe mit der H-Site konnten daher verringert sein. Genau
diesen bendtigten vergroBerten Platzbedarf scheint das Isoenzym der Klasse hA1-1
bieten zu kénnen. Durch die im Vergleich zu den anderen Isoenzymen schwacheren
Wechselwirkungen an den Sdureenden des Glutathions scheint eine bessere
Mdglichkeit der Bindung auch von strukturabgewandelten GSH-Analoga mdglich zu
sein. Die doppelte Stabilisierung der Thiol-Funktion Gber Tyr9 und Argl5 erlaubt
scheinbar auch eine Wechselwirkung zu etwas weiter entfernten Elektronendonoren,
wie den Sauerstoffen der Phosphonsadureester-Gruppe der Verbindung 17a.

Bei allen anderen untersuchten GST-Isoenzymen fehlt diese Toleranz fir die
Seitenkettenverlangerung und 17a kann keine ausreichende Wechselwirkung mit
den anderen Enzymen eingehen.

Der retro-inverse Phosphonsdurediester 18 bindet durchgehend schlechter an alle
Isoenzyme als die Leitstruktur 14d. Schon eine einfache Invertierung senkt offenbar
die Wechselwirkungen zu dem Enzym deutlich. Eine Hemmwirkung zeigt die
Substanz an dem Isoenzym hA1l-1, was auch hier durch die Toleranz des Isoenzyms
fur Strukturanderungen im Backbone-Bereich erklart werden kann. Vermutlich kann
sich der Wirkstoff so in die G-Site legen, dass die Wechselwirkungen flir eine
Hemmwirkung ausreichen. Stabilisierend kommt die ungehinderte Wechselwirkung
der Alkyl-Gruppe aus der Phosphonsdurediester-Funktion mit der H-Site hinzu.
Sowohl das Isoenzym hM1-1 als auch hP1-1 lassen eine solche Wechselwirkung nicht
zu. Der Anstieg der Hemmwirkung auf das Isoenzym pM1-1 kann mangels
vorhandener Kristallstruktur nicht befriedigend erklart werden.

Der doppelt retro-inverse Phosphonsaurediester 19 zeigt auf keines der
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untersuchten Isoenzyme inhibitorische Wirkung. Offensichtlich ist die doppelte
Invertierung am Backbone des Inhibitors zu ungiinstig fiir die Wechselwirkungen
innerhalb der G-Site. Diese Aussage wird durch die Arbeit von Chen et af, !
gestiitzt, die eine Umsetzung von doppelt retro-inversem Glutathion (rGSH) durch
GST-Isoenzyme aus der Rattenlunge als alternatives Cosubstrat untersuchten. Zwar
treffen die Autoren die Aussage, dass rGSH ein alternatives Cosubstrat flr die
Enzyme sei, aber sie stellten eine 72 bzw. 23fach schlechtere Umsetzungsrate des
rGSH durch die Isoenzyme rM3-3 bzw. rM4-4 fest. Die Autoren ziehen daraus die
Schlussfolgerung, dass die Orientierung der Amidbindungen des Glutathions zwar
wichtig, jedoch nicht essentiell fiir die Cosubstraterkennung sei.

Auch das retro-inverse Phosphonsaurediesterfragment 20 bindet schlechter an die
GST-Isoenzyme als die Leitstruktur 14d. Allerdings ist hier eine Betrachtung
erschwert, da zum einen die invertierte Amidbindung zu einer AbstoBung bzw.
erschwerten Wechselwirkung flihren kann. Andererseits kann aber auch die
ausbleibende Bindung durch den fehlenden Glycin-Rest fiir die fehlende
Hemmwirkung verantwortlich sein. Da der ICsp-Wert von 20 mit 630 UM schlechter
ist als der ICsp-Wert des retro-inversen Phosphonsaurediesters 18 mit 454 uM, der
Uber den Glycin-Rest verfiigt, sind vermutlich beide Effekte daran beteiligt.

Grundsatzlich lasst sich beobachten, dass die in dieser Arbeit dargestellten
Phosphono-Analoga des GSH 17a, 18, 19 und 20 mit dem Isoenzym hA1l-1 die
beste Wechselwirkung eingehen. Im Gegensatz dazu ist die Hemmwirkung von 14d
fur das Isoenzym der Klasse Mu verbessert. Das flihrt zu dem Schluss, dass das
Isoenzym hA1-1 am tolerantesten gegeniiber Anderungen des GSH-Geriistes ist,
wahrend strukturelle Variationen des GSH-Analogons bei anderen Isoenzymen zu
einer drastischen Schwachung der Bindung fihren.

Die Glycyl-veresterten Derivate 17b, 14e und 14f wirken bis auf eine Ausnahme
schlechter als die dazugehorigen freien Sauren 17a und 14b. Die schlechtere
inhibitorische Wirkung der Ester entspricht auch den Erwartungen, da die Ausbildung
von Wasserstoffbriicken-Bindungen mit einem Carboxylat-Anion naturgemaB fester
ist als mit einer Carbonsaureester-Gruppe.

Einzig der Glycyl-Ethylester 14f hemmt mit einem ICso-Wert von 10.7 puM das

Isoenzym pM1-1 deutlich besser als die freie Saure 14d mit einem ICso-Wert von 61
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MM. Eine denkbare Erklarung ware eine hydrophobe Wechselwirkung zwischen einem

Bereich des Enzyms auBerhalb der G-Site und der Ethyl-Gruppe der Ester-Funktion.

3.4 ZUSAMMENFASSUNG

Die inhibitorische Wirkung der neu dargestellten Phosphono-Analoga ist abhangig
von der Art der Abanderung des GSH-Grundgeriistes. Je weiter man sich davon
entfernt, desto schlechter wird die Wechselwirkung zum Enzym.

So wirkt Verbindung 19, bei der beide Amidbindungen im Vergleich zum
Glutathion invertiert sind, erst in sehr hohen Konzentrationen im millimolaren Bereich
auf die untersuchten Isoenzyme der Klassen Alpha, Mu und Pi.

Eine bessere Interaktion stellt man beim retro-inversen Phosphonsaurediester 18
fest, bei dem nur noch eine Amidbindung invertiert ist. Die Verbindung wirkt vor
allem auf die Isoenzyme hA1-1 und pM1-1. Jedoch werden auch hier im Vergleich
zum Phosphono-Analogon 14d, dessen Backbone identisch mit dem des Glutathions
ist, deutlich héhere Konzentrationen flr eine inhibitorische Wirkung bendtigt.

Das retro-inverse Phosphonsaurediesterfragment 20 wirkt erst in hdheren
Konzentrationen als Verbindung 18, da hier zusatzlich zur invertierten Amidbindung
die Wechselwirkung tber den nicht vorhandenen Glycin-Rest fehlt.

Der potenteste Wirkstoff der neu dargestellten Phosphono-Analoga ist der
seitenkettenverlangerte Phosphonsaurediester 17a. In dieser Verbindung ist der
Backbone-Bereich identisch mit Glutathion und nur die den Phosphonsaurediester
tragende Seitenkette wurde im Vergleich zum Phosphono-Analogon 14d um eine
Methylen-Gruppe verlangert. 17a wirkt mit einem ICsp-Wert von 11.9 uM hoch
selektiv auf das Isoenzym hA1l-1. Die Besonderheit des Isoenzyms hA1l-1 ist, dass
zwei  Aminosauren (Tyr9 und Argl5) mit dem Schwefel des Glutathions eine
Wasserstoffbriicken-Bindung eingehen kénnen. Die Aminosauren sind offensichtlich
so flexibel, dass auch der etwas weiter entfernte Sauerstoff aus der
Phosphonsaurediester-Gruppe der Verbindung 17a zur Stabilisierung des Enzym-
Inhibitor-Komplexes herangezogen werden kann.

Bis auf eine Ausnahme haben die Verbindungen 17b, 14e und 14f durch die
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verringerte Wechselwirkung des Enzyms mit der Ester-Funktion hdhere ICso-Werte
als die dazugehdrigen freien Sauren 17a und 14b. Der Glycyl-Ethylester 14f hemmt
das Isoenzym pM1-1 deutlich besser als die freie Saure 14d. Dies konnte auf eine
hydrophobe Wechselwirkung der Ethyl-Gruppe aus dem Glycyl-Ester mit dem Enzym

hindeuten.
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4 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Im Zentrum der vorliegenden Arbeit stand die Entwicklung neuer Substanzen zur
Hemmung von Glutathion S-Transferasen. Als Vorbild diente dabei das Wirkprinzip
der von Kunze bereits dargestellten Phosphono-Analoga. Diese Verbindungen
besitzen eine Phosphonsdurediester-Funktion statt der CH,-SH-Gruppe des
Glutathions und imitieren somit ein Schwefel-Konjugat des GSH. Dabei bindet der
Backbone-Bereich der Phosphono-Analoga an die G-Site des Enzyms, wahrend die
Alkyl-Gruppen der Phosphonsdurediester-Funktion zusatzlich mit der H-Site
wechselwirken koénnen. Das Zusammenwirken beider Bindungsmoglichkeiten sorgt
flr eine hohe Affinitat zum Enzym.

Die neu dargestellten Verbindungen stellen eine Abwandlung dieser Phosphono-
Analoga dar und erschlieBen vier neue Substanzklassen mit unterschiedlichen

strukturellen Voraussetzungen:

e Im seitenkettenverlangerten Phosphonsdurediester 17a ist der Abstand
zwischen der Phosphonsdure-Gruppe und dem C%-Atom der zentralen
Aminosdaure gegentiber den bisherigen Phosphono-Analoga um ein
Kohlenstoffatom vergroBert.

e Der retro-inverse Phosphonsdurediester 18 ist im Vergleich zum
Phosphonsaurediester an der Glutamyl-Cysteinyl-Amidbindung invertiert.

e Den doppelt retro-inversen Phosphonsdurediester 19 kennzeichnet die
Invertierung beider Peptidbindungen.

e Das retro-inverse Phosphonsdurediesterfragment 20 ist an der Glutamyl-

Cysteinyl-Amidbindung invertiert und besitzt keinen Glycin-Rest.

Abb. 16 gibt eine Ubersicht {ber die vier in dieser Arbeit neu erschlossenen

Substanzklassen der Phosphono-Analoga des Glutathions.
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Abb. 16: In dieser Arbeit neu dargestellte Substanzkiassen von Phosphono-Analoga des Glutathions

Zur Darstellung der verschiedenen neuen Phosphono-Analoga wurden, den
jeweiligen Verbindungen entsprechend, neue Synthesestrategien entwickelt.

Fir die Synthese des seitenkettenverlangerten Phosphonsdurediesters 17a wurde
das Tripeptid Glu-Ser-Gly durch Peptidsynthese in Losung dargestellt. AnschlieBend
konnte erstmalig die Phosphonsaurediester-Funktion U(ber Halogenierung der
Hydroxy-Funktion mit anschlieBender Michaelis-Arbuzov-Reaktion in das Molekiil
eingefiihrt werden. Diese Reaktionsfolge ist der von Smith et a/ P> und Patel
et al. *® beschriebenen Darstellungsweise von Phosphono-Analoga des Serins iiber
3-Amino-2-Oxetanone (berlegen, da die neue Methode nicht auf intramolekulare
Serin-Ester beschrankt ist. Es kénnen verschiedene Ester und sogar Serin-Amide
umgesetzt werden.

Der seitenkettenverlangerte Phosphonsaurediester 17a stellt einen vollig neuen
Ansatz als GST-Inhibitor dar, da der Abstand zwischen der Phosphonsdure-Gruppe
und dem C%-Atom der zentralen Aminosaure vergroBert wurde. Die derart veranderte
raumliche Anordnung der Sauerstoffatome aus der Phosphonsaure-Gruppe in Bezug
auf das Aminosdure-Rlickgrat flihren zu veranderten Wechselwirkungen mit der
G-Site der GST-Isoenzyme. Ein weiterer Unterschied zu bereits bestehenden
Phosphono-Analoga ist die Stereochemie am C*-Atom der zentralen Aminosaure.

Wahrend bisher nur eine racemische Aminosdure eingesetzt werden konnte und die
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entstehenden diastereomeren Phosphono-Analoga zur Testung eingesetzt wurden,
konnte die Synthese des seitenkettenverlangerten Phosphonsaurediesters 17a derart
durchgefiihrt werden, dass das entstandene Peptid aus stereochemischer Sicht
identisch mit dem Glutathion ist.

Der synthetisierte seitenkettenverlangerte Phosphonsdurediester 17a erweist sich
mit einem ICso-Wert von 11.9 uM als sehr potenter Inhibitor und wirkt zudem
selektiv auf das GST-Isoenzym hA1l-1. Somit stellt er eine sehr gute Erganzung zu
den bereits verfligbaren Inhibitoren dar, die besonders potent Isoenzyme der Klasse
Mu hemmen.

Auch die peptidomimetischen Phosphono-Analoga des Glutathions stellen einen
neuen Ansatz als GST-Inhibitoren dar. Hier stand vor allem die Entwicklung und
Testung von Verbindungen, die die notwendige Stabilitét in biologischen Systemen
aufweisen, im Vordergrund. Insbesondere die enzymatische Hydrolyse von
Peptidbindungen sollte durch Variation des Riickgrates beeinflusst werden.

Die Synthese des einfach retro-inversen Phosphonsdurediesters 18 beschaftigt
sich ausfiihrlich mit dem Problem der Darstellung und Umsetzung des
2-(Dialkoxyphosphinyl)malonsdurediesters. Der Aufbau einer Amidbindung,
ausgehend von dem orthogonalen 2-(Dialkoxyphosphinyl)malonsaurediester, flihrte
wegen der zwischenzeitlichen Decarboxylierung nur in sehr schlechten Ausbeuten
zum Zielprodukt. Hier konnte die Synthese durch Darstellung eines
2-(Dialkoxyphosphinyl)essigsaureamids mit anschlieBender C-Acylierung stark
verbessert werden. Durch weitere Amiddarstellung zu 18 gelang erstmalig die
Synthese eines retro-inversen Phosphono-Analogons des Glutathions. Es konnte
durch Testung mit verschiedenen GST-Isoenzymen gezeigt werden, dass die
Invertierung der  Glutamyl-Cystein-Peptidbindung zu  einer  schlechteren
Wechselwirkung mit der G-Site flihrt und es so zu einer verschlechterten
inhibitorischen Wirkung im Vergleich zu 14d kommt. Allerdings zeigt sich auch bei
dieser Verbindung in Bezug auf humane Isoenzyme eine erhdhte Selektivitat auf
hA1-1.

Die Darstellung eines doppelt retro-inversen Phosphonsaurediesters (19) erfolgte
durch Anwendung der Methoden aus der Peptidsynthese in Ldsung. Dieses

peptidomimetische Phosphono-Analogon ist allerdings im Rickgrat-Bereich im
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Vergleich zum Glutathion zu sehr verandert, um noch ausreichend bindende
Wechselwirkungen mit der G-Site ausbilden zu kénnen.

Das retro-inverse Phosphonsaurediesterfragment (20) wurde durch Amidbildung
aus 2,4-L-Diaminobuttersaure und 2-(Di-n-butoxyphosphinyl)essigsaure dargestellt.
Dieses Fragment zeigt bereits Ansatze fir eine Wechselwirkung mit der G-Site des
Isoenzyms hA1-1. Allerdings ist die Hemmwirkung nicht sehr stark ausgepragt, da
vor allem der Glycin-Rest insbesondere das Carboxylat-Anion fehlen.

Dieses Fragment bietet jedoch einen Ansatzpunkt flir weitere Synthesen zur
Verlangerung. Eine weitere Umsetzung mit Bernsteinsaureanhydrid unter den fiir 18
verwendeten Bedingungen der C-Acylierung scheiterte. So kénnte eine C-Acylierung
oder C-Alkylierung zu vielversprechenden Verbindungen flihren, deren Hemmwirkung
erhoht werden kann, wenn die eingefiihrten Gruppen Uber eine endstandige
Carboxylat-Funktion verfligen.

Zur Darstellung von Substanzen, deren Membrangangigkeit gegentiber den bisher
beschriebenen Verbindungen 14d und 17a erhoht ist, wurden Substanzen
synthetisiert, die am Glycin-Rest verestert sind. Die Synthese dieser Glycyl-Ester 14f
und 17b folgte dabei der Darstellung der jeweiligen freien Saure.

Durch die fehlende Wechselwirkung zwischen Glycin-Carboxylat und Enzym ist die
Affinitat der dargestellten Ethylester zu den GST-Isoenzymen gegeniiber den freien
Sduren generell herabgesetzt. Allerdings stellt der Glycyl-Ethylester 14f eine
Ausnahme dar, da er das Isoenzym pA1l-1 deutlich besser hemmt als die freie Saure
14d.

Die in dieser Arbeit entwickelten Verbindungen und deren Testergebnisse stellen
einen Ausgangspunkt flir eine Reihe weiter zu behandelnder Aspekte dar.

Fir die bisher dargestellten Phosphono-Analoga besteht die Mdglichkeit der
Wirkungsverbesserung durch Anderung des Phosphonsédureesters. Die potentesten
Inhibitoren aus der Substanzklasse der Glutathion-Konjugate besitzen S-Hexyl-,
SNonyl- oder SBenzyl-Gruppen. Entsprechend koénnte eine Verldangerung der
Alkylkette der Phosphonsdure-r-butylester eine weitere Wirkungssteigerung zur
Folge haben.

Zur Klarung der Frage, inwieweit die sterische Information zur Affinitat zum

Enzym beitragt, sind zwei Ansatze denkbar. Zum einen ist die Trennung der
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diastereomeren Phosphono-Analoga durch geeignete chromatographische Verfahren
durchfiihrbar. Eine andere Mdglichkeit erdffnet die Nachsynthese des
seitenkettenverlangerten Phosphonsaurediesters ausgehend von D-Serin und
racemischem D/L-Serin. Der entstehende Affinitatsverlust zum Isoenzym hA1l-1 im
Vergleich zu 17a sollte ebenfalls Riickschliisse auf den Stellenwert der Stereochemie
am C*-Atom der zentralen Aminosaure zulassen.

Weiterhin sollte fiir die Entwicklung weiterer Inhibitoren die Mdoglichkeit zur
konfirmativen Fixierung in Betracht gezogen werden. Um eine Bindung zum Enzym
einzugehen, muss ein Substrat in der benétigten Konformation vorliegen, die jedoch
nicht der energetisch glinstigsten entsprechen muss. Daher sinkt die
Wahrscheinlichkeit, dass eine Verbindung in der fiir die Wechselwirkung mit dem
Enzym glinstigsten Konformation vorliegt, mit der Anzahl der Freiheitsgrade, die sie
besitzt. Der Vorteil des Glutathions ist vermutlich die hohe Konzentration innerhalb
der Zelle, die zu einer ausreichenden Population der giinstigsten Konformation fiihrt.
Anhand der vorliegenden Kristallstrukturen kénnten die benétigten Konformationen
analysiert und im Sinne des Molecular Modelling auf ein fixiertes Phosphono-
Analogon Ubertragen werden. Durch diese Fixierung der Konformation sollte dann
eine bessere Affinitat zu der G-Site des Enzyms stattfinden kdnnen. Fir eine
geeignete Untersuchung der benétigten Konformation waren Kristallstrukturen von
GST-Isoenzymen im Komplex mit den Phosphono-Analoga unabdingbar.

Zur Beurteilung der hier dargestellten Verbindungen hinsichtlich ihres Einsatzes als
Modulatoren der GST-Aktivitat sind Untersuchungen an Zell-Linien unerlasslich. Die
Frage der Aufnahme der neu dargestellten Phosphono-Analoga in Zellen sollte
anhand geeigneter Zell-Linien Gberpriift werden.

Die Stabilitat der Verbindungen gegeniiber y-Glutamyl Transferasen sollte ebenso
untersucht werden, wie die Frage der Freisetzung der freien Sdauren aus den hier

entwickelten Glycyl-Estern durch Esterasen.
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5 EXPERIMENTELLER TEIL

5.1 ALLGEMEINE HINWEISE

Die fiur die Charakterisierung der synthetisierten Verbindungen verwendeten Gerate

und Materialien sind in der folgenden Liste aufgefiihrt:

Elementaranalysen:
Institut fir Anorganische Chemie der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel (CHNS-
Autoanalysator der Fa. HEKAtech)

IR-Spektroskopie:
Perkin-Elmer FTIR 16 PC.

NMR-Spektroskopie:

IH-NMR: Bruker ARX 300 (Messfrequenz: 300.13 MHz), *C-NMR: Bruker ARX 300
(Messfrequenz: 75.47 MHz). Innerer Standard: Tetramethylsilan (TMS). Es werden
folgende Abklirzungen verwendet: s = Singulett, d = Dublett, dd = doppeltes
Dublett, t = Triplett, g = Quartett, m = Multiplett, br = verbreitertes Signal, J =
Kopplungskonstante, Bzl = Benzyl, Dab = Diaminobuttersaure, Glu = Glutamin, Gly =

Glycin, Ser = Serin, Ph = Phenyl.

Massenspektroskopie:
Hewlett-Packard MS-Engine 5989A.

Schmelzpunkte:
Schmelzpunktapparatur Bichi 510. Die Angabe der Schmelzpunkte erfolgt

unkorrigiert.

Chemikalien:
Alle verwendeten Reagenzien wurden von den Firmen Sigma-Aldrich Chemie

(Steinheim), Fluka (Neu-Ulm) und Merck (Darmstadt) bezogen und besaBen
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mindestens Synthesequalitat. Glycin-tert.-butylesterhydrochlorid, Glycinethylester-
hydrochlorid, N-Benzyloxycarbonyl-L-glutaminsdure-a-benzylester und
N *-tert.-Butoxycarbonyl-L-2,4-diaminobuttersaure- tert.-butylesterhydrochlorid

wurden von Fa. Bachem Biochemica GmbH (Heidelberg) geliefert. Flir die praparative

Saulenchromatographie wurden nach Organikum(!**

gereinigte  Ldsungsmittel
eingesetzt. Wurden wasserfreie Losungsmittel eingesetzt, so erfolgte die Trocknung

ebenfalls nach Organikum!%,

Praparative Saulenchromatographie:
Es wurden handelsibliche Glassaulen verwendet und mit Kieselgel 60 der Fa. Merck
unter Normaldruck gepackt (ca. 100 g Packungsmaterial pro 1 g Rohprodukt). Die

Flussrate betrug im allgemeinen ca. 1 cm/min.

5.2 SYNTHESEN

5.2.1 SEITENKETTENVERLANGERTER PHOSPHONSAUREDIESTER

5.2.1.1 N-BENZYLOXYCARBONYL-L-SERIN (27)!"]

OH

OJI\N OH
: 0]

Zu 400 ml gesattigter Natriumhydrogencarbonat Lésung wurden 10.5 g (0.1 mol)
L-Serin (28) gegeben und unter kraftigem Rihren 19.8 ml (0.14 mol)
Chlorameisensaurebenzylester hinzugetropft. Nach 4h Rihren bei Raumtemperatur
wurde die triibe Losung dreimal mit je 100ml Ether gewaschen. Die wassrige Phase
wurde mit 20ml konz. Salzsaure versetzt und der entstandene Feststoff abgesaugt.
Das Filtrat wurde dreimal mit je 100ml Ethylacetat extrahiert, die organischen Phasen
Uber Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel entfernt. Der Ubriggebliebene
Feststoff wurde mit der ersten Fraktion vereint.
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Ausbeute: 21.1 g (88%) farbloser Feststoff.
Schmp.: 117-119°C (Lit: 115-116°CH***))

'H-NMR (300.13 MHz, DMSO-dj): 5 in ppm = 3.68 (d, *J41=4.9 Hz, CHLOH, 2H);
4,02-4.11 (m, CH, 1H); 4.86 (br s, CH,0H, 1H); 5.05 (s, OCH,Ph, 2H); 7.30-7.40 (m,
Ph und NH, 6H); 12.65 (br s, COOH, 1H).

13C-NMR (75.48 MHz, DMSO-d;): & in ppm = 56.7 (C,); 61.4 (Cp); 65.5
(OCH,Ph); 127.7, 127.8, 128.4 (C-2', C-3', C-4); 137.0 (C-1'); 156.1 (NHCOO); 172.2
(COOH).

5.2.1.2 N-(N-BENZYLOXYCARBONYL-L-SERYL)GLYCIN- TERT.-BUTYLESTER (29A)[!1]

3.3 g (20 mmol) Glycin-tert.-butylesterhydrochlorid wurde in 80 ml Dichlormethan
suspendiert und im Eisbad gekihlt. Es wurde so lange trockener Ammoniak
eingeleitet, bis kein Ammoniumchlorid mehr ausfiel. Der entstandene Niederschlag
wurde abfiltriert und das Filtrat vorsichtig eingeengt.

Das so erhaltene Ol wurde mit 4.8 g (20 mmol) A-Benzyloxycarbonyl-L-serin (27)
vereinigt und in 50 ml Acetonitril suspendiert. Die Reaktionsmischung wurde auf 0°C
gekihlt und mit 3.0 g (22 mmol) 1-Hydroxybenzotriazol und 4.5 g (22 mmol)
N, N=-Dicyclohexylcarbodiimid versetzt.

Der Ansatz wurde noch 1 h bei 0°C und 14 h bei Raumtemperatur gertihrt. Der
entstandene Feststoff wurde abfiltriert und das Filtrat eingeengt, in 70ml Ethylacetat
aufgenommen, dreimal mit 1 N Natriumhydrogensulfat-L6sung und einmal mit
gesattigter Natriumhydrogencarbonat-L6sung gewaschen.

Die organische Phase wurde Uiber Natriumsulfat getrocknet und kurze Zeit bei —20°C
aufbewahrt. Der fliissige Uberstand wurde vom entstandenen Feststoff getrennt und

verworfen. Der Riickstand wurde in Dichlormethan gelést und durch Kieselgel-
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Sdulenchromatographie (Eluent: Ethylacetat/Cyclohexan 7:3) gereinigt.
Ausbeute: 3.2 g (45%) farbloses Ol.

IR (KBr): v/cm™: 699 (=C-H); 1068 (O-C); 1730 (C=0); 2987 (C-H); 3349 (N-H).
'H-NMR (300.13 MHz, DMSO-d;): & in ppm = 1.61 (s, C(CH3)3, 9H); 3.49-3.67
(m, Gly-CHy, 2H); 3.72 (dd, 2Jyu=2.45 Hz, *J4n=5.8 Hz, Ser-CgH,, 2H); 4.06-4.16
(m, Ser-C,H, 1H); 4.82 (t, Jy=5.8 Hz, OH, 1H); 5.04 (s, OCH,Ph, 2H), 7.20 (d,
3Jy1=8.21 Hz, Ser-NH, 1H); 7.29-7.45 (m, Ph, 5H); 8.17 (t, *J41=5.64 Hz, Gly-NH,
1H).

13C-NMR (75.48 MHz, DMSO-d;): 5 in ppm = 27.7 (C(CHs)3); 41.4 (Gly-CH,);
57.2 (Ser-C,); 61.7 (Ser-Cg); 65.5 (OCH,Ph); 80.6 (((CHs)3); 127.7, 127.8, 128.3
(C-2', C-3', C-4"); 136.9 (C-1"); 156.6 (NHCOO); 170.5 (COO'Bu); 171.4 (CONH).

5.2.1.3 N-(/N-BENZYLOXYCARBONYL-L-SERYL)GLYCINETHYLESTER (298)!!!

OH
0] 0]
H
©/\OJ\”/('(N\)]\0/\
0]

2.8 g (20 mmol) Glycinethylesterhydrochlorid wurden in 80 ml Dichlormethan
suspendiert und im Eisbad gekihlt. Es wurde so lange trockener Ammoniak
eingeleitet, bis kein Ammoniumchlorid mehr ausfiel. Der entstandene Niederschlag
wurde abfiltriert und das Filtrat vorsichtig eingeengt.

Das so erhaltene Ol wurde mit 4.8 g (20 mmol) A“Benzyloxycarbonyl-L-serin (27)
vereinigt und in 50 ml Acetonitril suspendiert. Die Reaktionsmischung wurde auf 0°C
gekuhlt und mit 3.0 g (22 mmol) 1-Hydroxybenzotriazol und 4.5 g (22 mmol)
N, N=-Dicyclohexylcarbodiimid versetzt.

Der Ansatz wurde noch 1 h bei 0°C und 14 h bei Raumtemperatur gertihrt. Der
entstandene Feststoff wurde abfiltriert und das Filtrat eingeengt, in 70 ml Ethylacetat

aufgenommen, dreimal mit 1 N Natriumhydrogensulfat-Lésung und einmal mit
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gesattigter Natriumhydrogencarbonat-L6sung gewaschen.

Die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet und kurze Zeit bei —20°C
aufbewahrt. Der fliissige Uberstand wurde vom entstandenen Feststoff getrennt und
verworfen. Der Riickstand wurde in Dichlormethan gel6st und durch Kieselgel-

Sdulenchromatographie (Eluent: Ethylacetat/Cyclohexan 7:3) gereinigt.
Ausbeute: 2.1 g (32%) farbloses Ol (Lit!''”: farbloser Feststoff, Schmp.: 98-101°C)

IR (KBr): v/cm™: 692 (=C-H); 1072 (O-C); 1736 (C=0); 2985 (C-H); 3345 (N-H).
'H-NMR (300.13 MHz, CDCls): § in ppm = 1.21 (t, *Jqx=7.1 Hz, CH,CH;, 3H);
3.47 (br s, OH, 1H); 3.66-3.72 (m+m, Gly-CH,+Ser-CgH,, 4H); 4.03 (q, 3Jhn=7.1 Hz,
OCHLHs, 2H); 4.31 (br s, Ser-C,H, 1H); 5.11 (s, OCH,Ph, 2H), 6.04 (d, *J41=7.2 Hz,
Ser-NH, 1H); 7.26 (br s, Gly-NH, 1H); 7.29-7.33 (m, Ph, 5H).

13C-NMR (75.48 MHz, CDCls): § in ppm = 14.1 (CH3); 41.3 (Gly-CH,); 52.5
(OCH,); 55.9 (Ser-C,); 62.9 (Ser-Cy); 67.3 (OCH,Ph); 128.1, 128.3, 128.6 (C-2, C-3’,
C-4"); 136.0 (C-1"); 156.6 (NHCOO); 170.5 (COOEt); 171.4 (CONH).

5.2.1.4 N-[ N-(N-BENZYLOXYCARBONYL- O*-BENZYL-Yy-L-GLUTAMYL)-L-SERYL]-

GLYCIN- TERT.-BUTYLESTER (30A)

21
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1.00 g (2.8 mmol) 29a wurden in 20 ml Methanol gelést, mit 0.15 g
Palladium/Aktivkohle versetzt und 2 h bei 3 atm und Raumtemperatur hydriert.

Die Suspension wurde filtriert, das Filtrat vorsichtig eingeengt, in 50 ml Acetonitril
gelést und mit 1.05 g (2.8 mmol) AMBenzyloxycarbonyl-L-glutaminsaure-
o-benzylester versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde sofort auf 0°C gekihlt und mit
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040 g (3.1 mmol) 1-Hydroxybenzotriazol und 0.61 g (3.1 mmol)
N, N=-Dicyclohexylcarbodiimid versetzt. Der Ansatz wurde noch 1 h bei 0°C und 14 h
bei Raumtemperatur geriihrt. Der entstandene Feststoff wurde abfiltriert und das
Filtrat eingeengt, in 70 ml Ethylacetat aufgenommen, dreimal mit 1 N
Natriumhydrogensulfat-Lésung und einmal mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat-
Lésung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet,
eingeengt und durch Kieselgel-Saulenchromatographie (Eluent:

Ethylacetat/Cyclohexan 7:3) gereinigt.

Ausbeute: 0.60 g (39%) farbloser Feststoff.
Schmp.: 103°C

IR (KBr): v/cm™: 695 (=C-H); 1056 (O-C); 1744 (C=0); 2973 (C-H); 3321 (N-H).
'H-NMR (300.13 MHz, DMSO-d;): & in ppm = 1.39 (s, C(CH3)3, 9H); 1.81-1.84
(m, Glu-CgHHg, 1H); 2.01-2.03 (m, Glu-CgHaHp 1H); 2.27 (t, 3Jyn=7.6 Hz, Glu-CHy,
2H); 3.50-3.59 (m, Gly-CHy, 2H); 3.70 (d, *J4n=5.9 Hz, Ser-CyH:0H, 2H); 4.09-4.16
(m, Glu-C,H, 1H); 4.29-4.35 (m, Ser-C,H, 1H); 4.80 (t, Jy4=5.5 Hz, OH, 1H); 5.04
(s, OCH,Ph, 2H), 5.13 (s, OCH,Ph, 2H); 7.34 (m, Ph, 10H); 7.79 (d, *}4x=7.5 Hz,
NH, 1H); 7.89 (d, *J4#=8.2 Hz, NH, 1H); 8.13 (t, >4 4=5.8 Hz, Gly-NH, 1H).
13C-NMR (75.48 MHz, DMSO-dj): § in ppm = 26.6 (Glu-Cp); 27.7 (C(CHs)3); 31.4
(Glu-C)); 41.4 (Gly-C,); 53.6, (Glu-C,); 54.9 (Ser-C,); 61.7 (Ser-Cg); 65.5, 65.9 (zwei
OCH,Ph); 80.6 (OC(CHs)3); 127.7, 127.8, 128.0, 128.2, 128.3, 128.4 (C-2', C-3', C-4'
und C-2”, C-3", C-4"); 135.9, 136.8 (C-1’ und C-1"); 156.1 (NHCOO); 168.7
(COO'Bu), 170.4 (COOBzl); 171.4, 172.0 (zwei CONH).

MS (ESI): m/z (%) = 594 [M+Na*] (100), 572 [M+H*] (11).

C29H37N309 (MW= 571.63): ber.: C: 60.93 H: 6.52 N: 7.35
gef.: C: 60.57 H: 6.74 N: 7.25
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5.2.1.5 N-[ N-(N-BENZYLOXYCARBONYL- O*-BENZYL-Yy-L-GLUTAMYL)-L-SERYL]-

GLYCINETHYLESTER (30B)

OH
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091 g (2.8 mmol) 29b wurden in 20 ml Methanol gelést, mit 0.15 g

Palladium/Aktivkohle versetzt und 2 h bei 3 atm und Raumtemperatur hydriert.

OYZ“"

Die Suspension wurde filtriert, das Filtrat vorsichtig eingeengt, in 50 ml Acetonitril
gelést und mit 1.04 g (2.8 mmol) AMBenzyloxycarbonyl-L-glutaminsaure-
o-benzylester versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde sofort auf 0°C gekihlt und mit
041 g (3.1 mmol) 1-Hydroxybenzotriazol und 0.60 g (3.1 mmol)
N, N=-Dicyclohexylcarbodiimid versetzt. Der Ansatz wurde noch 1 h bei 0°C und 14h
bei Raumtemperatur geriihrt. Der entstandene Feststoff wurde abfiltriert und das
Filtrat eingeengt, in 70 ml Ethylacetat aufgenommen, dreimal mit 1 N
Natriumhydrogensulfat-Lésung und einmal mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat-
Lésung gewaschen.

Die organische Phase wurde lber Natriumsulfat getrocknet und durch Kieselgel-
Sdulenchromatographie (Eluent: Ethylacetat/Cyclohexan 7:3) gereinigt

Ausbeute: 0.30 g (20%) farbloses Ol.

IR (KBr): v/cm': 697 (=C-H); 1065 (O-C); 1739 (C=0); 2977 (C-H); 3299 (N-H).
'H-NMR (300.13 MHz, DMSO-d;): § in ppm= 1.19 (t, *Jy=7.1 Hz, CH,CHj3 9H);
1.82-2.11 (m, Glu-CgHy, 2H); 2.27-2.45 (m, Glu-CH,, 2H); 3.54-3.60 (m, Gly-CH,,
2H); 3.80 (d, *Jun=5.8 Hz, Ser-CsH, 2H); 4.07 (q, *Iun=7.1 Hz, OCHLH3; 2H);
4,10-4.15 (m, Ser-C,H, 1H); 4.28-4.35 (m, Glu-C,H, 1H); 4.8 (s, OH, 1H); 5.13 (s,
OCH,Ph, 2H), 5.18 (s, OCH,Ph, 2H); 7.31-7.36 (m, Ph, 5H); 7.79 (d, 3J4n=7.9 Hz,
Glu-NH, 1H); 7.90 (d, *J4=7.8 Hz, Ser-NH, 1H); 8.22 (t, *J44=5.9 Hz, Gly-NH, 1H).
13C-NMR (75.48 MHz, DMSO-d;): & in ppm = 14.1 (CHs); 26.6 (Glu-Cp); 31.4
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(Glu-C,); 41.3 (Gly-C,); 53.6 (Glu-C,); 54.8 (Ser-C,); 61.0 (CH0); 61.7 (Ser-Cp);
65.4, 65.9 (zwei OCH,Ph); 127.6, 127.80, 127.9, 128.1, 128.3, 128.4 (C-2', C-3', C-4'
und C-2”, C-3", C-4"); 135.9, 136.8 (C-1’ und C-1"); 156.14 (NHCOO); 168.7
(COOE); 170.4 (COOBzl); 171.3, 172.0 (zwei CONH).

MS (ESI): m/z (%) = 544 [M+H"] (100).

C27H33N309 (MW= 543.58): ber.: C:59.66 H:6.12 N:7.73

gef.: C:59.33 H:6.31 N:7.79

5.2.1.6 N-[(2S)-2-y-L-GLUTAMYLAMINO-3-(DI- *-BUTOXYPHOSPINYL)-

PROPIONYL]GLYCIN (17A)

\P+D
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H
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HO x ” OH
NH, 0

0.60 g (1 mmol) 30a wurden unter Eiskiihlung zu einer Suspension von 0.40 g
(2 mmol) Phosphorpentachlorid in 5 ml wasserfreiem Tetrahydrofuran gegeben und
weitere 5 h bei 0°C gerlihrt. Sodann wurde eine Lésung aus 0.6 ml (2 mmol)
Tri-n-butylphosphit in 20 ml Toluol zugetropft und der Reaktionsansatz flir 2 h bei
110°C gerihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel i. Vak. entfernt, der olige
Rickstand in 100 ml Ethylacetat aufgenommen, dreimal mit gesattigter
Natriumhydrogencarbonat-Lésung gewaschen und mit Natriumsulfat getrocknet.

Das Losungsmittel wurde i. Vak entfernt, der Rlickstand mit 10 ml Methanol und
0.05 g Palladium/Aktivkohle versetzt und 2 h bei 3 atm und Raumtemperatur
hydriert.

Die Suspension wurde filtriert, das Filtrat vorsichtig eingeengt und anschlieBend mit
5 ml eisgekihlter TFA bei 0°C flir 30 min gerlhrt. Das Gemisch wurde sodann i. Vak.
eingeengt und Uber Kieselgel 60 chromatographiert (Eluent:

n-Propanol/Eisessig/Wasser 10:5:5).
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Ausbeute: 0.25 g (55%) farbloses Ol

IR (KBr): v/em: 987 (P-0); 1025 (O-C); 1275 (P=0); 1739 (C=0); 2965 (C-H);
3468 (N-H).

'H-NMR (300.13 MHz, DMSO-dj): & in ppm = 0.91-0.97 (m, CH,CH;, 6H); 1.36-
1.48 (m, CH,CHLHs 4H); 1.57-1.72 (m, OCH,CHLH,, 4H); 1.82-1.88 (m,
Glu-CsHaHs, 1H); 2.00-2.04 (m, Glu-CgHaHs 1H); 2.25-2.29 (m, Glu-CH,, 2H); 2.35
(dd, %34p=16 Hz und J44=8 Hz, PCH,, 2H); 3.62-3.64 (m, Gly-CH,, 2H); 3.98-4.12
(m, OCH,+Glu-CH, 5H); 4.32-4.37 (m, PCH,CH, 1H); 7.84 (br s, CONH, 1H); 8.13
(br s, Gly-NH, 1H); 8.67 (br s, zwei COOH und NH,, 4H).

13C-NMR (75.48 MHz, DMSO-d): § in ppm = 13.6 (CH,(H3); 18.7 ((H,CH3); 26.4
(Glu-Cp); 31.5 (Glu-C,); 32.4 (POCH,(H,CH,); 41.2 (Gly-C,); 53.6 (Glu-C,); 55.2
(PCH,(H); 27.7 (d, Jcp=142 Hz, PCH,); 66.3 (POCH,); 171.3, 171.7, 173.1, 173.7
(zwei CONH und zwei COOH).

C18H34N309P (MW= 467.46): ber.: C: 46.25 H: 7.33 N: 8.99
gef.: C: 46.51 H: 7.21 N: 9.22

5.2.1.7 N-[(2S)-2-y-L-GLUTAMYLAMINO-3-(DI- *-BUTOXYPHOSPINYL)-
PROPIONYL]GLYCINETHYLESTER (17B)
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0.30 g (0.5 mmol) 30a wurden in 20 ml wasserfreiem Toluol gelést und auf 70°C
erwarmt. Bei dieser Temperatur wurden 0.1 ml (1.0 mmol) Phosphortrichlorid
zugetropft und dieser Ansatz fiir 16 h bei 70°C gerlihrt. Sodann wurden 0.6 ml (1.0
mmol) Tri-n-butylphosphit zugetropft und die Mischung flir weitere 2 h bei 70°C
gerihrt.
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Sodann wurde das Ldsungsmittel i. Vak. entfernt, der dlige Rickstand in 100 ml
Ethylacetat aufgenommen, dreimal mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Lésung
gewaschen und mit Natriumsulfat getrocknet.

Das Losungsmittel wurde i. Vak entfernt, der Rlickstand mit 10 ml Methanol und
0.05 g Palladium/Aktivkohle versetzt und 2 h bei 3 atm und Raumtemperatur
hydriert.

Die Suspension wurde filtriert, das Filtrat vorsichtig eingeengt und Uber Kieselgel 60

chromatographiert (Eluent: 7-Propanol/Eisessig/Wasser 10:5:5).
Ausbeute: 19.8 mg (8%) farbloses Ol.

IR (KBr): v/cm™: 699 (=C-H); 990 (P-O); 1027 (O-C); 1268 (P=0); 1735 (C=0);
2958 (C-H); 3471 (N-H).

'H-NMR (300.13 MHz, DMSO-dj): & in ppm = 0.84-0.91 (m, CH,CHj, 6H); 1.18
(t, *Jyn=7.1 Hz, OCH,CH; 3H); 1.31-1.41 (m, CH,CHLHs 4H); 1.51-1.63 (m,
OCH,CHLH,, 4H); 1.81-1.84 (m, Glu-CyHHg, 1H); 1.95-2.00 (m, Glu-CsHaHs 1H);
2.27-2.32 (m, Glu-CH,, 2H); 2.31 (m, PCHy, 2H); 3.57 (br s, Gly-CH,, 2H); 3.68-4.01
(m, POCH,+Glu-CH, 5H); 4.08 (q, *Jnu=7.1 Hz, OCHACHs, 2H); 4.25 (br s, PCH,CH,
1H); 7.79 (br s, CONH, 1H); 8.13 (br s, Gly-NH, 1H); 8.67 (br s, zwei COOH und
NH,, 4H).

13C-NMR (75.48 MHz, DMSO-d;): & in ppm = 13.4 (CH,(Hs3); 14.1 (18.7
(CH,CH3); 26.3 (Glu-Cg); 27.6 (d, 'Jcp=143 Hz, PCH,); 31.5 (Glu-C); 32.4
(POCH,(H,CH,); 41.3 (Gly-C,); 53.6 (Glu-C,); 55.4 (PCH,CH); 60.5 (OCH,CH3); 66.3
(POCH,); 169.9, 171.1, 171.5, 172.5 (zwei CONH, COOH und COOEt).

MS (ESI): m/z (%) = 496 [M+H"] (100).

Ca0H3sN309P (MW= 495.51):  ber.: C: 48.48 H: 7.73 N: 8.48
gef.: C: 48.29 H: 7.70 N: 8.52
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5.2.2 VERSUCHE ZUR DARSTELLUNG VON PHOSPHONSAUREESTERN UBER
MICHAELIS-ARBUZOV-REAKTION UNTER BESONDERER

BERUCKSICHTIGUNG DER HALOGENIERUNG VON SERIN-DERIVATEN

5.2.2.1 N-BENZYLOXYCARBONYL-L-SERINMETHYLESTER (31)1®

OH

22 ml (144 mmol) Acetylchlorid wurden unter Eiskiihlung zu 150 ml Methanol
getropft. Nach 15 min wurden 27.12 g (114 mmol) MBenzyloxycarbonyl-L-serin (27)
in kleinen Portionen zugegeben. Dieser Ansatz rihrte dann 30 min bei
Raumtemperatur und wurde noch 2 h unter Riickfluss erhitzt. Das Ldsungsmittel
wurde dann i. Vak. entfernt und der 6lige Rickstand in 250 ml Dichlormethan
aufgenommen, zweimal mit je 100 ml 10proz. wassriger Natriumhydrogencarbonat-
Lésung gewaschen und Uber Natriumsulfat getrocknet. Das Lésungsmittel wurde i.
Vak. entfernt.

Ausbeute: 26.46 g (91%) farbloses QI8

'H-NMR (300.13 MHz, CDCl3): § in ppm = 3.00 (br s, CH,04, 1H); 3.73 (s, OCHs,
3H); 3.85 (dd, 'J41=10.9 Hz, *J4=2.76 Hz, CHHgOH, 1H); 3.94 (dd, Iy =10.9 Hz,
3)41=2.8 Hz, CHaHOH, 1H); 4.41 (br s, CH, 1H); 5.09 (s, OCH,Ph, 2H); 5.92 (d,
3)4n=7.7 Hz, NH, 1H); 7.25-7.32 (br s, Ph, 5H).

13C-NMR (75.48 MHz, CDCl3): & in ppm = 52.7 (CH); 56.1 (OCHs); 63.0
(CHCH,OH); 67.2 (OCH,Ph); 128.1, 128.2, 128.5 (C-2, C-3/, C-4"); 136.1 (C-1");
156.4 (NHCOO); 171.2 (COO).
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5.2.2.2 (2S)-2-BENZYLOXYCARBONYLAMINO-3-(DI-A~BUTOXYPHOSPHINYL)-
PROPIONSAUREMETHYLESTER (32)

- D/\/\
\Plo/\/\

j]\
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0 H ~CH,
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Variante A (Nach der Methode von Schmidt et a/.1%%!):
5.07 g (0.02 mol) A-Benzyloxycarbonyl-L-serinmethylester (31) wurden in 30 ml

O

Toluol gelést und mit 2.6 ml (0.03 mol) Phosphortrichlorid versetzt. Das
Reaktionsgemisch wurde 18 h bei 70°C gerihrt. Sodann wurden 8.7 ml (0.03 mol)
Tri-n-butylphosphit zugetropft und die Reaktionsldsung weitere 2 h bei 70°C geriihrt.
AnschlieBend wurde das Lésungsmittel i. Vak. entfernt, der dlige Riickstand in 100 ml
Ethylacetat  aufgenommen und dreimal mit 30 mi gesattigter
Natriumhydrogencarbonat-Lésung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber
Natriumsulfat getrocknet, eingeengt und durch  Sdulenchromatographie Uber
Kieselgel 60 gereinigt (Eluent: Ethylacetat/Cyclohexan 7:3).

Ausbeute: 1.59 g (19 %) farbloses Ol

Variante B (nach der Methode von Tamura et a/.[®3):

2.56 g (10 mmol) A-Benzyloxycarbonyl-L-Serinmethylester (31) wurden unter
Eiskiihlung zu einer Ldsung von 2.11 g (11 mmol) Phosphorpentachlorid in 15 ml
trockenem Chloroform gegeben. Nachdem der Ansatz 4 h bei 0°C geriihrt worden
war, wurde das Losungsmittel i. Vak. entfernt und 50 ml Ethylacetat zugegeben. Die
organische Phase wurde je zweimal mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat-
Lésung, Wasser und gesattigter Natriumchlorid-Losung gewaschen und Uber
Natriumsulfat getrocknet.

Nachdem das Ldsungsmittel entfernt worden war, wurden 30 ml trockenes Toluol
zugegeben, 4.4 ml (15 mmol) Tri-rbutylphosphit zugetropft und die Reaktionslésung

weitere 2 h bei 70°C gertihrt. AnschlieBend wurde das Loésungsmittel i. Vak. entfernt,
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der dlige Rilickstand in 100 ml Ethylacetat aufgenommen und dreimal mit 30 ml
gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Lésung gewaschen. Die organische Phase
wurde Uber Natriumsulfat getrocknet, eingeengt und durch Saulenchromatographie

Uber Kieselgel 60 gereinigt (Eluent: Ethylacetat/Cyclohexan 7:3).

Ausbeute: 1.13 g (26 %) farbloses Ol

Variante C (nach der Methode von Kamijo et a/!'*"):

Zu einer Lésung von 2.56 g (0.01 mol) A~Benzyloxycarbonyl-L-Serinmethylester (31)
und 1.62 g (0.01 mol) N, N'-Carbonyldiimidazol in 10 ml trockenem Acetonitril
wurden 6.00 g (0.05 mol) Allylbromid gegeben. Der Ansatz wurde 30 min bei
Raumtemperatur und 1.5 h unter Riickfluss gertihrt.

Sodann wurden 70 ml Ether und 30 ml Wasser hinzugegeben, die organische Schicht
mit verdlinnter Salzsaure, gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Lésung und Wasser
gewaschen und Uber Natriumsulfat getrocknet.

Nachdem das Lésungsmittel i. Vak. entfernt worden war, wurde das verbliebene Ol in
30 ml Toluol gelést und auf 70°C erwarmt. Bei dieser Temperatur wurden 2.9 ml
(0.01 mol) Tri-rbutylphosphit zugetropft und die Mischung fiir 2 h bei 70°C gertihrt.
Das Losungsmittel wurde i. Vak. entfernt, der dlige Rlickstand in 100 ml Ethylacetat
aufgenommen, dreimal mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Lésung gewaschen
und mit Natriumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde i. Vak. entfernt und das
Ol durch S&ulenchromatographie tiber Kieselgel 60 (Eluent: Ethylacetat/Cyclohexan
7:3) gereinigt.

Ausbeute: 1.46 g (34%) farbloses Ol

Variante D:

5.01 g (0.02 mol) A-Benzyloxycarbonyl-L-Serinmethylester (31) wurden unter
Eiskihlung zu einer Suspension von 4.24 g (0.02 mol) Phosphorpentachlorid in 10 ml
wasserfreiem Tetrahydrofuran gegeben. Nachdem der Ansatz 5 h bei 0°C geriihrt
worden war, wurde eine Lésung von 8.8 ml (0.03 mol) Tri-#-butylphosphit in 40 mi

trockenem Toluol zugetropft und die Reaktionslésung 2 h bei 110°C geriihrt.
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AnschlieBend wurde das Lésungsmittel i. Vak. entfernt, der dlige Riickstand in 100 ml
Ethylacetat = aufgenommen und dreimal mit 30 mi gesattigter
Natriumhydrogencarbonat-Lésung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber
Natriumsulfat getrocknet, eingeengt und durch  Sdulenchromatographie Uber

Kieselgel 60 gereinigt (Eluent: Ethylacetat/Cyclohexan 7:3).
Ausbeute: 5.75 g (67%) farbloses Ol

'H-NMR (300.13 MHz, CDCl3): & in ppm = 0.91-0.96 (t, *Jy4=7.4 Hz, CH,CH;
6H); 1.36-1.48 (m, CH,CHACHs, 4H); 1.63-1.73 (m, OCH,CHCH,, 4H); 2.04 (br s,
PCH,, 2H); 3.74 (s, OCHs, 3H); 4.00-4.15 (m, POCH, und PCH,CH, 5H); 5.11 (s,
OCH,Ph, 2H); 5.64 (br s, NH, 1H); 7.25-7.32 (br s, Ph, 5H).

13C-NMR (75.48 MHz, CDCl3): § in ppm = 13.4 (CH,(H3); 14.1 (18.7 (CH,CH3);
27.6 (d, Jcp=141 Hz, PCH,); 32.4 (POCH,(H,CH,); 55.4 (PCH,(H); 56.1 (OCHs);
60.5 (OCH,CHs); 66.3 (POCH,); 67.2 (OCH,Ph); 128.1, 128.2, 128.5 (C-2/, C-3,
C-4"); 136.1 (C-1"); 156.4 (NHCOO); 171.2 (COO).

MS (ESI): m/z (%) = 442 [M+H*] (100).

5.2.3 RETRO-INVERSER PHOSPHONSAUREDIESTER

5.2.3.1 2-(DI-A~BUTOXYPHOSPHINYL)ESSIGSAURE- 7ERT.-BUTYLESTER (39)!®!

0o 0
>|\ )]\/IID*/O/\/\
0] \O/\/\
Zu 184 ml (0.10 mol) Tri-butylphosphit wurden 20.0 ml (0.14 mol)
Chloressigsaure-tert.-butylester (38) getropft. Das Gemisch wurde 3 h auf 160°C

erhitzt und durch durch Kieselgel-Saulenchromatographie (Eluent: EtOAc/Cyclohexan

1:1) gereinigt.

Ausbeute: 21.6 g (70 %) farbloses QI8

80



EXPERIMENTELLER TEIL

IR (KBr): v/cm™: 990 (P-0); 1024 (0-C); 1263 (P=0); 1734 (C=0); 2961 (C-H).
'H-NMR (300.13 MHz, CDCl3): & in ppm = 0.90 (t, J44=7.35 Hz, CH,CH;, 6H);
1.43 (s, C(CHs)3, 9H); 1.31-1.47 (m, CH,CHLCHs, 4H); 1.57-1.68 (m, OCH,CHLH;,
4H); 2.85 (d, 2J4p=21.5 Hz, PCH,, 2H); 3.98-4.12 (m, OCH,, 4H).

13C-NMR (75.48 MHz, CDCls): & in ppm= 13.6 (CH.(Hs3); 18.7 (CH,CH3); 27.9
(C(CH3)3); 32.5 (POCH2(H,CHy); 35.5 (d, 'Jcp=133.2 Hz, PCH,); 66.2 (d, *Jcp=6.5
Hz, POCH,); 81.9 (O((CHs)3); 164.9 (d, %Jcp=6.4 Hz, COO).

5.2.3.2 (2RS)-2-(DI1-NV-BUTOXYPHOSPHINYL)MALONSAUREBENZYL-
TERT.-BUTYLESTER (40)

0] 0]

Zu einer Suspension aus 0.24 g (0.01 mol) Natriumhydrid in 10 ml trockenem Toluol
wurde eine Ldsung aus 3.08 g (0.01 mol) 39 in 10 ml trockenem Toluol zugetropft.
Wahrend der Zugabe wurde die Temperatur bei 20°C gehalten. Nachdem die
entstandene Mischung 20 min bei Raumtemperatur riihrte, wurden 0.89 ml (0.01
mol) Chlorameisensdurebenzylester zugetropft. Der Ansatz erwarmte sich leicht auf
30°C und wurde nach weiteren 15 min auf Wasser gegeben. Die organische Phase
wurde abgetrennt und die wassrige zweimal mit Dichlormethan extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet und das
Lésungsmittel i. Vak. entfernt.

Das so erhaltene Rohprodukt (11.35 g gelbes OI) wurde durch Kieselgel-
Sdulenchromatographie (Eluent: EtOAc/Cyclohexan 7:3) gereinigt.

Ausbeute: 3.45 g (70%) farbloses Ol.

IR (KBr): v/cm'': 698 (=C-H); 1025 (O-C); 1263 (P=0); 1734 (C=0); 2959 (C-H).
1H-NMR (300.13 MHz, CDCI5): & in ppm = 0.84-0.96 (m, CH,CH;, 6H); 1.16-1.39
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(m+s, CH,CHCHs und C(CH3)s 13H); 1.50-1.65 (m, OCH,CHLCH,, 4H); 4.02-4.22
(m, OCHLCH,, 4H); 4.56 (d, 2J4p=31.2 Hz, PCH, 2H); 5.14 (s, OCH,Ph, 2H); 7.19-
7.32 (m, Ph, 5H).

13C-NMR (75.48 MHz, CDCl3): & in ppm = 13.6 (CH,(Hs); 18.7 (CH,CH3); 27.9
(C(CH3)3); 32.5 (CHy(HCHy); 54.7 (d, 'Jcp=136.2 Hz, PCH); 66.5 (POCH,); 67.2
(OCH,Ph); 82.9 (O((CHs)s); 128.3, 128.4, 128.6 (C-2/, C-3', C-4'); 137.5 (C-1");
164.8, 166.3 (COOBzl und COO'Bu).

MS (ESI): m/z (%) = 443 [M+H*] (100).

C22H3507P (MW= 442.49): ber.: C: 59.72 H: 7.97
gef.: C: 59.66 H: 7.55

5.2.3.3 N-[(2RS)-O-BENzYL-2-(DI- *~BUTOXYPHOSPHINYL)MALONYL]GLYCIN-
TERT.-BUTYLESTER (41)

D ﬁ34

Variante A (aus 40): 1.57 g (3.5 mmol) 40 wurden mit 20 ml eisgekihlter
Trifluoressigsaure vermischt und 1 h bei Raumtemperatur stehen gelassen. Die
Trifluoressigsaure wurde i. Vak. entfernt, und der Rickstand mit 3 N Salzsdure
gewaschen und zweimal mit Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase wurde Uber
Natriumsulfat getrocknet und vorsichtig i. Vak. eingeengt.

In eine eisgekihlte Suspension aus 0.54 g (3.2 mmol) Glycin-
tert.-butylesterhydrochlorid und trockenem Dichlormethan wurde bis zur
vollstandigen Fallung von Ammoniumchlorid trockener Ammoniak geleitet, der
Niederschlag abfiltriert und das Filtrat vorsichtig eingeengt. Der Riickstand wurde mit
der freien Saure vereinigt, in 10 ml Acetonitril gelést und auf 0°C gekihlt. Sodann
wurden 0.76 g (3.7 mmol) A, N=Dicyclohexylcarbodiimid hinzugefligt und das

Reaktionsgemisch 1 h unter Eiskiihlung und 14 h bei Raumtemperatur gertihrt.
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Der anfallende Niederschlag wurde abfiltriert, das Filtrat eingeengt, der dlige
Rickstand in 30 ml Ethylacetat aufgenommen und zweimal mit 1N
Natriumhydrogensulfat-Lésung und einmal mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat-
Lésung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat eingeengt und
durch Chromatographie Uber Kieselgel 60 gereinigt. Es wurden zwei Fraktion
aufgefangen. Fraktion 1 (Rf=0.53) enthielt 41, wohingegen Fraktion 2 (R¢=0.63,
0.92 g; 77%) als 43 identifiziert werden konnte.

Ausbeute: 0.16 g (10%) farbloses Ol.

Variante B (aus 45): Zu einer Suspension von 0.44 g (0.01 mol) 55 proz. NaH in
10ml trockenem Toluol wurde eine Ldsung aus 3.65 g (0.01 mol) 45 in 10 ml
trockenem Toluol zugetropft. Wahrend der Zugabe wurde die Temperatur durch
Kihlung mit einem Wasserbad unter 20°C gehalten. Die entstandene Mischung
rihrte 20 min bei Raumtemperatur und dann wurden 0.89 ml (0.01 mol)
Chlorameisensaurebenzylester zugetropft. Nach weiteren 15 min Reaktionszeit wurde
die Losung auf Wasser gegeben, die organische Phase abgetrennt und die wassrige
Phase mehrmals mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden Uber Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel entfernt.

Das Gemisch wurde Uber Kieselgel 60 chromatographiert (EtOAc/Cyclohexan 7:3).
Es wurden zwei Fraktion aufgefangen. Fraktion 1 (R¢=0.44) enthielt 1.40 g 46 (siehe
5.2.3.7), wohingegen Fraktion 2 (Rs=0.61) als 41 identifiziert werden konnte.

Ausbeute: 3.31 g (68%) farbloses Ol.

IR (KBr): v/cm™: 698 (=C-H); 990 (P-O); 1026 (O-C); 1271 (P=0); 1732 (C=0);
2960 (C-H); 3469 (N-H).

'H-NMR (300.13 MHz, CDCl3): 5 in ppm = 0.84-0.96 (t, CH,CH3 6H); 1.16-1.26
(m, CH,CHACHs, 4H); 1.49 (s, C(CHs)s, 9H); 1.51-1.71 (m, OCH,CH:CH,, 4H); 3.97-
4,19 (m+m, OCH,+Gly-CH,, 6H); 4.65 (d, %Jpy=32.3 Hz, PCH, 1H); 5.21 (d, J=5.0
Hz, OCH,Ph, 2H); 6.88 (br s, NH, 1H); 7.26-7.39 (m, Ph, 5H).

13C-NMR (75.48 MHz, CDCl3): & in ppm = 14.2 (CH,CHs3); 19.2 (CH,CHs); 28.7
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(C(CH3)3); 32.9 (CHpCH,CHy); 42.7 (Gly-Co); 54.3 (d, Jcp=131.6 Hz, CHP) 66.0
(OCH,Ph); 67.2 (POCH,); 84.2 (QCHs)s); 129.0, 129.1, 129.2 (C-2', C-3/, C-4");
135.6 (C-17); 157.3 (COOBzl); 163.45 (CONH); 167.96 (COO'Bu).

MS (ESI): m/z (%) = 365 [M-COOBzl+H"] (100).

Ca4H3sNOgP (MW= 499.55): ber.: C:57.71 H: 7.67 N: 2.80
gef.: C: 57.83 H: 7.63 N: 2.88

5.2.3.4 2-(D1-NBUTOXYPHOSPHINYL)ESSIGSAUREBENZYLESTER (43)

Variante A!'*;

Zu 26 ml (0.14 mol) Tri-nbutylphosphit wurden 314 ml (0.2 mol)
2-Bromessigsaurebenzylester gegeben. Das Gemisch wurde 3 h bei 130 °C erhitzt
und dann i. Vak. fraktioniert destilliert (180-183°C im Wasserstrahlvakuum).

Ausbeute: 14.4 g (30 %) farbloses Ol

Variante B:

Zu einer leicht geklihlten Suspension von 0.60 g (0.02 mol) 55prz. Natriumhydrid in
20 ml trockenem Toluol wurde eine Lésung von 2.48 g (0.01 mol) 2-(Di-r+butoxy-
phosphinyl)essigsaure (44) in 20 ml trockenem Toluol zugetropft. Wahrend der
Zugabe wurde die Temperatur unter 20 °C gehalten. Nachdem der Ansatz noch 20
min  bei  Raumtemperatur rihrte, wurden 1.78 ml (0.02 mol)
Chlorameisensaurebenzylester zugetropft.

Nach weiteren 15 min Reaktionszeit wurde die Losung auf Wasser gegeben, die org.
Phase abgetrennt und die wassrige Phase mit Dichlormethan extrahiert. Die

vereinigten organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat getrocknet und das
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Lésungsmittel i. Vak. entfernt.
Das so erhaltene Rohprodukt wurde durch Kieselgel-Saulenchromatographie (Eluent:

EtOAc/Cyclohexan 7:3) gereinigt.
Ausbeute: 1.50 g (44 %) farbloses Ol

'H-NMR (300.13 MHz, CDCls): § in ppm = 0.9 (t, *J44=7.4 Hz, CH,CH;, 6H); 1.39
(sextett, *Jyy=7.6 Hz, CH,CHLHs 4H); 1.61 (quintett, Iy 4=6.6 Hz, OCH,CHLH,,
4H); 3.00 (d, 2J4p=21.6 Hz, PCH,, 2H); 4.07 (dt, I p=>I44=6.6 Hz, POCHLH,, 4H);
5.17 (s, OCH,Ph, 2H); 7.31-7.38 (m, Ph, 5H).

13C-NMR (75.48 MHz, CDCl3): & in ppm = 13.6 (CH,CHs); 18.7 (CH,CH3); 32.4
(CH2(H,CHy); 34.2 (d, 'Jcp=134.0 Hz, PCH,); 66.4 (d, 2Jcp=6.6 Hz, POCH,); 67.3
(OCH,Ph); 128.4, 128.5, 128.6 (C-2', C-3/, C-4"); 135.8 (C-1"); 165.7 (d, 2Jcp=6.1 Hz,
COOBzl).

5.2.3.5 2-(DI-A~BUTOXYPHOSPHINYL)ESSIGSAURE (44)?!

0O 0
J]\/I!’*/O/\/\
HO \O/\/\
Variante A: Zu 14.8 ml (0.08 mol) Tri-r+butylphosphit wurden 16.5 ml (0.11 mol)
Chloressigsaure-tert.-butylester getropft. Das Gemisch wurde 3 h auf 160°C erhitzt
und unverbrauchter Chloressigsdure-tert.-butylester abdestilliert. Im Verlaufe der

Destillation entstanden farblose Dampfe (Isobuten). Der Riickstand wurde Uber

Kieselgel 60 chromatographiert (Eluent: Ethylacetat/Cyclohexan 7:3).
Ausbeute: 6.76 g (40 %) farbloses Ol

Variante B: 2.71 g (0.08 mol) 39 wurden auf 0°C gekihlt und mit 5 ml eisgektihlter
TFA bei 0°C gerihrt. Nach 30 min wurde das Gemisch i. Vak. eingeengt und Uber
Kieselgel 60 chromatographiert (Eluent: Ethylacetat/Cyclohexan 7:3).
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Ausbeute: 1.45 g (72 %) farbloses Ol

'H-NMR (300.13 MHz, CDCls): § in ppm = 0.93 (t, *Jy4=7.4 Hz, CH,CH; 6H);
1.40 (m, CH,CHLH3 4H); 1.68 (m, OCH,CHLH,, 4H); 2.99 (d, %I p=21.7 Hz, PCH,,
2H); 4.13 (dt, Iy p="344=7.1 Hz, POCHLH,, 4H); 9.69 (br s, COOH, 1H).

13C-NMR (75.48 MHz, CDCl3): & in ppm= 14.2 (CH,(Hs3); 19.3 (CH,CH3); 33.1
(CH,(H,CH,); 34.7 (d, 'Jcp=134.3 Hz, PCH,); 67.6 (d, *Jcp=6.6 Hz, OCH,CH,); 168.6
(d, %Jcp=5.4 Hz, COOH).

5.2.3.6 N-[2-(DI-NVBUTOXYPHOSPHINYL)ACETYL]GLYCIN- 7ERT.-BUTYLESTER (45)

In eine eisgekihlte Suspension aus 1.07 g (6.4 mmol) Glycin-
tert.-butylesterhydrochlorid und Dichlormethan wurde bis zur vollstdndigen Fallung
von Ammoniumchlorid trockener Ammoniak geleitet, der Niederschlag abfiltriert und
das Filtrat vorsichtig eingeengt.

Der Rickstand wurde mit 1.76 g (7.0 mmol) 44 vereinigt, in 10ml Acetonitril gelost
und auf 0°C gekuihlt. Sodann wurden 1.48 g (7.4 mmol) N, N-Dicyclohexylcarbodiimid
hinzugefligt und das Reaktionsgemisch 1 h unter Eiskiihlung und 14 h bei
Raumtemperatur gerthrt.

Der anfallende Niederschlag wurde abfiltriert, das Filtrat eingeengt, der dlige
Rlckstand in 10 ml Ethylacetat aufgenommen und mit Cyclohexan vermischt.
Eventuell entstandener Feststoff wurde abgetrennt. Das Filtrat wurde zweimal mit 1N
Natriumhydrogensulfat-Lésung und einmal mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat-
Lésung gewaschen. Die vereinten organischen Phasen wurden (ber Natriumsulfat
getrocknet, das Losungmittel abrotiert und nach Erkalten entstand ein Feststoff, der
durch Chromatographie Uber Kieselgel 60 weiter gereinigt wurde (Eluent:
EtOAc/Cyclohexan 7:3).
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Ausbeute: 1.80 g (80%) farbloser, wachsartiger Feststoff.
Schmp.: 56-57°C

IR (KBr): v/cm™: 990 (P-0); 1028 (O-C); 1243 (P=0); 1733 (C=0); 2963 (C-H).
'H-NMR (300.13 MHz, CDCl3): § in ppm = 0.91 (t, 3Jy4=7.4 Hz, CH,CH; 6H);
1.25-1.43 (m, CH,CHACH3, 4H); 1.47 (s, C(CHs)3, 9H); 1.61-1.71 (m, OCH,CHLH;,
4H); 2.88 (d, “Ip=20.5 Hz, CH,P, 2H); 3.93 (d, *Jxu=5.2 Hz, Gly-C,H,, 2H); 4.04-
4,16 (m, POCH,, 4H); 7.11 (br s, NH, 1H).

13C-NMR (75.48 MHz, CDCl3): & in ppm = 14.2 (CH,(Hs); 19.4 (CH.CHs); 28.7
(C(CH3)3); 33.1 (CHy(H,CHy); 35.5 (d, Ycp=131.4 Hz, P(H,); 43.1 (Gly-C,); 67.2 (d,
?)c,p=6.8 Hz, POCH,); 82.9 (O((CH;)3); 164.8 (CONH); 169.1 (COO'Bu).

MS (ESI): m/z (%) = 388 [M+Na*] (100), 366 [M+H*] (32).

Ci6H32NOgP (MW= 365.41): ber.: C: 52.59 H: 8.83 N: 3.83
gef.: C: 52.63 H: 8.71 N: 3.77

5.2.3.7 N-[2-(DI- N-BUTOXYPHOSPHINYL)ACETYL]- NV-(BENZYLOXYCARBONYL)-
GLYCIN- TERT.-BUTYLESTER (46)

Der  M[2-(Di-n-butoxyphosphinyl)acetyl]- A~benzyloxycarbonylglycin-tert.-butylester
(46) fallt als Nebenprodukt bei der Darstellung von AM[(2RS)-O-Benzyl-
2-(di-n-butoxyphosphinyl)malonyl]glycin-tert.-butylester (41) an (siehe 5.2.3.3;
Variante B).

Ausbeute: 1.40 g (29%) farbloses Ol.
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IR (KBr): v/cm™: 698 (=C-H); 990 (P-0); 1026 (O-C); 1271 (P=0); 1732 (C=0);
2960 (C-H).

'H-NMR (300.13 MHz, CDCl3): & in ppm = 0.91 (t, J=7.3 Hz, CH,CH;, 6H); 1.31-
144 (m + br s, CH,CHLCHs und C(CHs);, 13H); 1.62 (quintett, ]J=7.9 Hz,
OCH,CHACH,, 4H); 3.83 (d, “Jpy=21.5 Hz, PCH,, 2H); 4.06 (q, J=6.8 Hz, OCH,, 4H);
4,39 (s, Gly-C4H,, 2H); 5.22 (s, OCH,Ph, 2H); 7.53-7.63 (m, Ph, 5H).

13C-NMR (75.48 MHz, CDCl3): & in ppm = 14.3 (CH,(Hs); 19.4 (CH,CHs); 28.6
(C(CH3)3); 33.1 (CHa(H,CH,); 37.3 (d, Jcp=134.9 Hz, PCH,); 46.7 (Gly-C.); 66.9 (d,
?)cp=6.7 Hz, POCH,); 69.8 (OCH,Ph); 82.8 (O((CHs)s); 128.9, 129.3, 129.4 (C-2,
C-3', C-4); 135.3 (C-1"); 154.24 (NCOOBzl); 167.9, 168.1 (COO'Bu und PCH,CON).
MS (ESI): m/z (%) = 500 [M+H"] (100).

5.2.3.8 (2RS)-N-[(3S5)-3-AMINO-3-CARBOXYPROPYL]-/V-(CARBOXYMETHYL)-
2-(DI- ~-BUTOXYPHOSPHINYL)MALONSAUREDIAMID (18)

O/\/\
o) O—p+0 0
H H
HO Y OH
NH, O O

0.50 g (1.0 mmol) M[(2RS)-O-Benzyl-2-(di-r-butoxyphosphinyl)malonyl]glycin-tert.-
butylester (41) wurden in 10 ml Methanol geldst, mit 0.15 g Palladium/Aktivkohle
versetzt und 2 h bei 3 atm und Raumtemperatur hydriert. Die Suspension wurde
filtriert und das Filtrat vorsichtig i. Vak. vom Ldsemittel befreit.

0.24 g (0.8 mmol) N-tert.-Butoxycarbonyl-L-2,4-diaminobuttersaure-
tert.-butylesterhydrochlorid wurde in 20 ml Dichlormethan suspendiert und im Eisbad
gekuhlt. Es wurde so lange trockener Ammoniak eingeleitet, bis kein
Ammoniumchlorid mehr ausfiel. Der entstandene Niederschlag wurde abfiltriert und
das Filtrat vorsichtig eingeengt.

Das so erhaltene Ol wurde in 50 ml trockenem Acetonitril suspendiert und mit dem
Ol aus der Hydrierung vereinigt. Der Reaktionsansatz wurde auf 0°C gekiihlt, mit

0.24 g (1.2 mmol) N, NV=Dicyclohexylcarbodiimid versetzt und dann noch 1 h bei 0°C
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und 14 h bei Raumtemperatur geriihrt. Der entstandene Feststoff wurde abfiltriert
und das Filtrat eingeengt, in 70ml Ethylacetat aufgenommen, dreimal mit 1 N
Natriumhydrogensulfat-Lésung und einmal mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat-
Lésung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet und
das Lésungsmittel i. Vak. entfernt.

Das erhaltene Ol wurde unter Eiskiihlung mit 5 ml Trifluoressigsaure versetzt und 1 h
bei 0°C gertihrt. Das Gemisch wurde sodann i. Vak. eingeengt und Uber Kieselgel 60

chromatographiert (Eluent: -Propanol/Eisessig/Wasser 10:5:5).
Ausbeute: 0.04 g (10%) farbloses Ol

IR (KBr): v/em: 953 (P-0); 1025 (O-C); 1298 (P=0); 1741 (C=0); 2929 (C-H);
3320 (N-H).

'H-NMR (300.13 MHz, DMSO-dj): § in ppm = 0.91-0.96 (m, CH,CH;, 6H); 1.12-
1.47 (m, CH,CHLHs, 4H); 1.63-1.71 (m+br s, OCH,CHCH, und Dab-CgHsHs, 5H);
2.07 (br s, Dab-CgHaHp 1H); 3.06 (br s, Dab-C,HHg, 1H); 3.48 (br s, Dab-C,HaH5
1H); 3.62-3.74 (m, Gly-CH,, 2H); 3.83 (br s, Dab-C,H, 1H); 3.99-4.15 (m, OCHLH,
4H); 5.41 (br d, 2Jp4=40.4 Hz, PCH, 1H); 7.26, 7.99 (br s, Dab-N'H, Gly-NH und
COOH, 4H); 8.62 (br s, zwei COOH und NH,, 4H).

13C-NMR (75.48 MHz, DMSO-d;): § in ppm = 14.0 (CH,(H3); 19.1 (C(H,CH3); 32.6
(POCH,(H,CHy); 33.5 (Dab-Cy); 37.3 (Dab-C,); 52.7 (Dab-C.); 54.1 (d, 'Jcp=134.1
Hz, CHP); 66.8 (POCH,); 171.3, 171.7, 173.1, 173.7 (zwei CONH und zwei COOH).

Ci7H32N309P (MW= 453.43):  ber.: C: 45.03 H: 7.11 N: 9.27
gef.: C: 45.12 H: 7.05 N: 9.18
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5.2.4 DOPPELT RETRO-INVERSER PHOSPHONSAUREDIESTER

5.2.4.1 (2RS)-2-(BENZYLOXYCARBONYLAMINO)-2-METHOXYESSIGSAURE-
METHYLESTER (48)!"%

H3C\

Eine Mischung aus 3.02 g (20 mmol) Benzylcarbamat und 2.02 g (22 mmol)
Glyoxylsauremonohydrat wurde in 20 ml trockenem Ether Uber Nacht gerlihrt. Der
entstandene Feststoff wurde abgesaugt und in 15 ml Methanol geldst. Nach Zugaben
von 0.2 ml konz. Schwefelsaure wurde 2 d bei Raumtemperatur gertihrt und die
Mischung in kaltgesattigte Natriumhydrogencarbonat-Lésung gegeben.

Die wassrige Phase wurde dreimal mit Ethylacetat extrahiert und die organischen
Extrakte Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach Entfernen des Ldosemittels verblieb

ein farbloses Ol, das unter Zugabe von Petrolether kristallisierte.

Ausbeute: 1.16 g (80 %) farbloser Feststoff.

Schmp.: 76-77°C (Lit.: 76-78°C"?))

'H-NMR (300.13 MHz, CDCl3): § in ppm = 3.44 (s, CHOCH; 3H); 3.89 (s,
COOCHS3, 3H), 5.15 (s, OCH,Ph, 2H); 5.30 (d, 3Jy4=7.4 Hz, CH, 1H); 5.91 (br s, NH,
1H); 7.27-7.35 (br s, Ph, 5H).
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5.2.4.2 (2RS)-2-(BENZYLOXYCARBONYLAMINO)-2-(DI- ¥-BUTOXYPHOSPHINYL)-
ESSIGSAUREMETHYLESTER (49)!*”!

0/\/\
0.p=07g

0]
%N)L()A@
o H

5.0 g (0.02 mol) 48 wurden in 30 ml Toluol gelést und mit 2.6 ml (0.03 mol)
Phosphortrichlorid versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde 18 h bei 70°C geriihrt.
Sodann wurden 8.7 ml (0.03 mol) Tri-butylphosphit zugetropft und die
Reaktionslésung weitere 2 h bei 70°C geriihrt. Danach wurde das Lésungsmittel i.
Vak. entfernt, der o6lige Rickstand in 100 ml Ethylacetat aufgenommen und dreimal
mit 30 ml gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Lésung gewaschen. Die organische
Phase wurde (ber Natriumsulfat getrocknet, eingeengt und durch
Saulenchromatographie tber Kieselgel 60 gereinigt (Eluent: Ethylacetat/Cyclohexan
7:3).

Ausbeute: 4.8 g (58 %) farbloser Feststoff
Schmp.: 54-56°C (Lit.: 56°C*")

'H-NMR (300.13 MHz, CDCl3): § in ppm = 0.89-0.95 (m, CH,CHj3, 6H); 1.35-1.41
(m, CHLCHs, 4H); 1.60-1.66 (m, OCH,CH;, 4H); 3.81 (s, OCHs, 3H); 4.02-4.12 (m,
OCH,, 4H); 4.89 (dd, *Iq4=9.2 Hz, %J4p=22.4 Hz, CHP, 1H); 5.10 (d, J=5.62 Hz,
OCH,-Ph); 5.60 (br. d, 3J44=7.6 Hz, NH, 1H); 7.35 (s, Ph, 5H).

13C-NMR (75.48 MHz, CDCl3): § in ppm = 13.4 (CH,(Hs); 18.5 (CH,CHs); 32.3
(CHa(H,CHy); 52.5 (d, 'Jcp=143.4 Hz, PCH); 53.0 (OCH3); 67.2 (OCH,CH,); 67.4
(OCH,Ph); 128.2 (C-2, C-3', C-4"); 135.8 (C-1"); 155.0 (NHCOO); 167.0 (COOMe).
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5.2.4.3 N*(TERT.-BUTOXYCARBONYL)-/N"-[(2RS)-2-(BENZYLOXYCARBONYL-
AMINO)-2-(DI- ~-BUTOXYPHOSPHINYL)ACETYL]-L-2,4-DIAMINO-
BUTTERSAURE- TERT.-BUTYLESTER (50)

O/\/\
00 g "
H
)olvv L
HN H

1.7 g (4.1 mmol) 49 wurden in 10 ml Dioxan geloést und auf 0°C gekihlt. Sodann
wurden 5 ml 3 N Natronlauge. zugegeben und 30 min bei 0°C geriihrt.

Der Ansatz wurde i. Vak. eingeengt mit 3 N Salzsaure angesduert. Die wassrige
Phase wurde zweimal mit je 30 ml Ethylacetat extrahiert und die vereinigten
organischen Extrakte (ber Natriumsulfat getrocknet und das Ldsungsmittel i. Vak.
entfernt.

1 g (3.2 mmol) A-tert.-Butoxycarbonyl-L-2,4-diaminobuttersaure-tert.-butylester-
hydrochlorid wurden in Dichlormethan geldst, auf 0°C gekiihlt und trockener
Ammoniak eingeleitet, bis keine Ammoniumchloridfallung mehr zu beobachten war.
Der Feststoff wurde abfiltriert und das Filtrat i. Vak. eingeengt. Die Losung wurde mit
der freien Saure aus 49 vereint, mit 40 ml Acetonitril verdinnt und auf 0°C
abgekihlt. Sodann wurden 0.73 g (3.5 mmol) N, N-Dicyclohexylcarbodiimid
hinzugegeben. Der Ansatz riihrte noch 1 h bei 0°C. Nach Riihren Uber Nacht bei
Raumtemperatur wurde der Feststoff abfiltriert und das Filtrat i. Vak. vom
Lésungsmittel befreit. Das entstandene Ol wurde mit Ethylacetat aufgenommen, mit
1 N Natriumhydrogensulfat-Lésung und gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Ldsung
gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet und i. Vak. vom Ldsemittel befreit. Die

Reinigung erfolgte lber Kieselgel 60 (Eluent: EtOAc/Cyclohexan 7:3).

Ausbeute: 1.56 g (58 %) farbloser Feststoff.
Schmp.: 179-181°C
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'H-NMR (300.13 MHz, CDCl3): § in ppm = 0.89-0.97 (m, CH,CHj3, 6H); 1.38-1.47
(m+s, CH,CHACHs und C(CHs);, 13H); 1.62-1.71 (m+br s, OCH,CHALH, und
Dab-CsHHg, 5H); 2.05 (br s, Dab-CgHats 1H); 3.10 (br s, Dab-CHaHgs 1H); 3.56
(br s, Dab-C,HsHs, 1H); 4.01-4.15 (m+br s, OCHAH, und Dab-C,H, 5H); 4.83 (dd,
?Jp4=22.2 Hz, Iy 4=8.4 Hz, PCANHCO, 1H); 5.15 (d, J=5.0 Hz, OCH,Ph, 2H); 5.19
(br s, Dab-N°H); 5.70 (br s, PCHNACH,, 1H); 7.16 (br s, Dab-N'H, 1H); 7.27-7.36
(m, Ph, 5H).

13C-NMR (75.48 MHz, CDCl3): § in ppm = 14.2 (CH,CHs); 19.3 (CH,CH3); 28.7,
28.9 (Boc-C((H3); und 'Bu-C(CH3)3); 32.9 (CHpCH.CH,); 33.8 (Dab-Cp); 37.1
(Dab-C,); 52.4 (Dab-C,); 53.1 (d, 'Jcp=146.1 Hz, CHP); 67.8 (POCH); 67.9
(OCH,Ph); 83.0 (O((CHs)s); 128.8, 128.9, 129.2 (C-2, C-3', C-4"); 135.6 (C-1");
154.3, 156.5 (Dab-N“COO und PCHNH(DO0); 165.5 (Dab-N'CO); 171.4 (COO'Bu).

MS (ESI): m/z (%) = 658 [M+H*] (100).

C31H52N3010P (MW= 657.75): ber.: C: 56.61 H: 7.97 N: 6.39
gef.: C: 56.59 H: 8.03 N: 6.43

5.2.4.4 N “{TERT.-BUTOXYCARBONYL)-/N"-[(2RS)-2-( O- TERT.-BUTYL-
MALONYLAMINO)-2-(DI- ~-BUTOXYPHOSPHINYL)ACETYL]-
L-2,4-DIAMINOBUTTERSAURE- TERT.-BUTYLESTER (51)

A

O\P/O 0

SH VUL
o%%—

Eine Losung von 1.56 g (2.4 mmol) 50 in 7 ml Methanol wurde mit

lell

Palladium/Aktivkohle 2 h bei 3 atm hydriert (DC-Kontrolle). Die Suspension wurde
filtriert und vorsichtig i.Vak. eingeengt.

0.58 g (3.6 mmol) Malonsauremono-tert.-butylester wurden in 10 ml Acetonitril
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geléost und auf 0°C gekihlt. Sodann wurden 0.54 g (2.6 mmol)
N, N=-Dicyclohexylcarbodiimid und das aus 50 freigesetzte Amin zugefiigt. Der Ansatz
wurde noch 1 h unter Eiskiihlung und 14 h bei Raumtemperatur gerihrt.

Der anfallende Niederschlag wurde abfiltriert, das Filtrat eingeengt, der dlige
Rickstand in 10 ml Ethylacetat aufgenommen und mit Cyclohexan vermischt.
Eventuell entstandener Feststoff wird abgetrennt. Das Filtrat wird zweimal mit 1 N
Natriumhydrogensulfat-Lésung und einmal mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat-
Lésung gewaschen. Die vereinten organischen Phasen wurden Uber Natriumsulfat

getrocknet und i. Vak. eingeengt.
Ausbeute: 0.88 g (60 %) farbloses Ol.

'H-NMR (300.13 MHz, CDCl3): & in ppm = 0.86 (t, *Jyu=7.3 Hz CH,CHj; 6H);
1.24-1.48 (m+s, CH,CHLCHs und C(CHs)s 31H); 1.51-1.67 (m+br s, OCH,CHLCH;
und Dab-CsHsHs, 5H); 2.13 (s, Dab-CgHaHs 1H); 3.10 (s, Dab-CHaHs 1H); 3.21 (s,
COCH,CO, 2H); 3.55-3.59 (m, Dab-C,HsHs, 1H); 3.92-4.07 (m+br s, OCHACH, und
Dab-C,H, 5H); 5.11 (dd, 2Jp4=21.9 Hz, 3Jy4=8.7 Hz, PCANH, 1H); 7.23 (br s,
Dab-N“H und Dab-N'H, 2H); 7.88 (br s, PCHNA, 1H).

13C-NMR (75.48 MHz, CDCl3): § in ppm = 14.2 (CH,CHs); 19.3 (CH,CH3); 28.5,
28.6 (Boc-C((Hs); und 'Bu-C(CHs)3); 31.5 (Dab-Cp); 33.0 (CH2(HCH,); 33.4
(Dab-C,); 43.3 (COH,CO); 53.0 (Dab-C,); 51.3 (d, Jcp=151.2 Hz, CHP); 68.1 (d,
°)cp=6.2 Hz, POCH,); 83.0, 83.1, 83.2 (O((CHs)3); 154.3 (Dab-N“COO); 168.3,
169.1, 171.3 (PCHNH (OO, COO'Bu).
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5.2.4.5 N'-[(2RS)-2-MALONYLAMINO-2-(DI- N*~-BUTOXYPHOSPHINYL)ACETYL]-

L-2,4-DIAMINOBUTTERSAURE (19)

O/\/\
0pt07o o

. %M

0.88 g (1.4 mmol) 51 wurden unter Eiskiihlung mit 5 ml Trifluoressigsaure versetzt

lell

und 1 h bei 0°C gerlihrt. Das Gemisch wurde sodann i. Vak. eingeengt und Uber

Kieselgel 60 chromatographiert (Eluent: n-Propanol/Eisessig/Wasser 10:5:5).

Ausbeute: 0.04 g (10%) farbloses Ol

'H-NMR (300.13 MHz, DMSO-dj): 5 in ppm = 0.86-0.91 (m, CH,CH3, 6H); 1.29-
1.41 (m, CH,CHLHs, 8H); 1.56-1.71 (m+br s, OCH,CHCH, und Dab-CsHsHs, 5H);
1.92 (br s, Dab-CgHaHs 1H); 3.17 (br s, Dab-CHatHs 1H); 3.42 (s, COCH,CO, 2H);
3.56 (br s, Dab-C,HsHs, 1H); 3.91-4.06 (m, OCHCH, und Dab-C,H, 5H); 5.03 (dd,
2Jp4=22.8 Hz, *J,4=8.8 Hz, PCANH, 1H); 7.95 (br s, Dab-N°H); 8.20 (br s, Dab-N"H,
1H); 9.00 (d, *J4#=8.7 Hz, PCHNH, 1H).

13C-NMR (75.48 MHz, DMSO-d): & in ppm = 13.8 (CH,(H3); 19.5 (CH,CH3); 31.3
(Dab-Cp); 33.1 (CH2(H,CHy); 33.2 (Dab-C,); 43.1 (COCH,CO); 53.3 (d, 'Jcp=150.7
Hz, CHP); 53.4 (Dab-C,); 68.3 (POCH,); 165.5 (Dab-N'CO); 169.4, 171.4, 173.6
(PCHNHCO und COOH).

Ci7H32N309P (MW= 453.43):  ber.: C: 45.03 H: 7.11 N: 9.27
gef.: C: 45.31 H: 6.97 N: 9.34
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5.2.5 RETRO-INVERSES PHOSPHOSAUREDIESTERFRAGMENT

5.2.5.1 N*(TERT.-BUTOXYCARBONYL)-/N "-[ 2-(DI- *~BUTOXYPHOSPHINYL)ACETYL]-

L-2,4-DIAMINOBUTTERSAURE- TERT.-BUTYLESTER (52)

0”7 7N
0t /o/\/\

Ak~
75

In eine eisgekihlte Suspension aus 1.00 g (3.2 mmol) N *tert.-Butoxycarbonyl-

lel

L-2,4-diaminobuttersaure-fert.-butylesterhydrochlorid und Dichlormethan wurde bis
zur vollstandigen Fallung von Ammoniumchlorid trockener Ammoniak geleitet, der
Niederschlag abfiltriert und das Filtrat vorsichtig eingeengt.

Der Rickstand wurde mit 0.88 g (3.5 mmol) 44 vereinigt, in 10ml Acetonitril gelost
und auf 0°C gekiihlt. Sodann wurden 0.74 g (3.7 mmol) N, N-Dicyclohexylcarbodiimid
zugefigt und das Reaktionsgemisch 1h unter Eiskiihlung und 14 h bei
Raumtemperatur gertihrt.

Der anfallende Niederschlag wurde abfiltriert, das Filtrat eingeengt, der dlige
Rickstand in 10 ml Ethylacetat aufgenommen und mit Cyclohexan vermischt.
Eventuell entstandener Feststoff wird abgetrennt. Das Filtrat wird zweimal mit 1 N
Natriumhydrogensulfat-Lésung und einmal mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat-
Lésung gewaschen. Die vereinten organischen Phasen wurden (ber Natriumsulfat
eingeengt und durch Chromatographie Uber Kieselgel 60 gereinigt (Eluent:
EtOAc/Cyclohexan 7:3).

Ausbeute: 0.99 g (61 %) farbloser Feststoff.
Schmp.: 86-87°C

IR (KBr): v/cm™: 1028 (O-C); 1234 (P=0); 1718 (C=0); 2963 (C-H); 3271 (N-H).
'H-NMR (300.13 MHz, CDCl3): & in ppm = 0.90-0.96 (m, CH,CHj, 6H); 1.33-1.48
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(m+s, CH,CHAHs und C(CHs);, 13H); 1.62-1.71 (m+br s, OCH,CHALH, und
Dab-CgHHs, 5H); 2.05 (br s, Dab-CgHats 1H); 2.86 (d, *Jp4=20.8 Hz PCH,, 2H);
3.10 (br s, Dab-CHaHs 1H); 3.56 (br s, Dab-C,HsHs, 1H); 4.05-4.18 (m+br s,
OCHLH, und Dab-C,H, 5H); 5.23 (br d, 3J44=7.8 Hz, Dab-N"H, 1H); 7.06 (br s,
Dab-N'H, 1H).

13C-NMR (75.48 MHz, CDCl3): § in ppm = 14.2 (CH,CHs); 19.3 (CH,CH3); 28.7,
28.9 (Boc-C(CH3); und ‘Bu-C(CHs)3); 33.1 (CH,CH,CH,); 33.8 (Dab-Cp); 35.4 (d,
J=133.7 Hz, CH,P); 36.9 (Dab-C,); 52.4 (Dab-C,); 67.8 (POCH,); 82.9 (OC(CHs)3);
156.5 (Dab-N*COO); 164.9 (Dab-N'HCO); 172.2 (COO'Bu).

MS (ESI): m/z (%) = 531 [M+Na*] (100), 509 [M+H*] (10).

C23H45N203P (MW= 508.60): ber.: C: 54.32 H: 8.92 N: 5.51
gef.: C: 5443 H: 9.04 N: 5.48

5.2.5.2 N’-[2-(DI1-NMBUTOXYPHOSPHINYL)ACETYL]-L-2,4-DIAMINOBUTTERSAURE

(20)
O/\/\
0 pt0” N
0 P
Jj\/\/H\H)
N
HO Y

0.99 g (1.9 mmol) 52 wurden unter Eiskiihlung mit 5 ml Trifluoressigsaure versetzt
und 1 h bei 0°C gerlihrt. Das Gemisch wurde sodann i. Vak. eingeengt und Uber

Kieselgel 60 chromatographiert (Eluent: n-Propanol/Eisessig/Wasser 10:5:5).
Ausbeute: 0.28 g (43%) farbloses Ol

IR (KBr): v/cm™: 1023 (O-C); 1226 (P=0); 1724 (C=0); 2943 (C-H); 3221 (N-H).
'H-NMR (300.13 MHz, DMSO-dj): § in ppm = 0.84-0.91 (m, CH,CH;, 6H); 1.23-
1.47 (m, CH,CHALCHs, 4H); 1.52-1.67 (m+br s, OCH,CHLH, und Dab-CzHHs, 5H);
1.99 (br s, Dab-CgHaHs 1H); 2.86 (d, *Jpn=21.4 Hz PCH,, 2H); 3.13 (br s,
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Dab-C,HaH5 1H); 3.88 (br s, Dab-C,HsHs, 1H); 3.92-4.01 (m, OCHLH,, 4H); 4.29 (br
s, Dab-C,H, 1H); 7.38 (br s, Dab-N'H, 1H); 8.37 (br s, Dab-N"H,, 2H); 12.11 (br s,
COOH, 1H).

13C-NMR (75.48 MHz, DMSO-d;): § in ppm = 13.4 (CH,(H3); 18.1 ((H,CHs); 30.0
(Dab-Cp); 31.8 (CH2(H.CH,); 34.8 (d, J=137.4 Hz, CH.P); 35.1 (Dab-C,); 50.1
(Dab-C,); 65.2 (POCH,); 164.7 (Dab-N'HCO); 171.9 (COOH).

MS (ESI): m/z (%) = 353 [M+H"] (100).

C14H29N205P (MW= 352.36): ber.: C: 47.72 H: 8.30 N: 7.95
gef.: C: 47.66 H: 8.15 N: 7.91

5.2.6 GLYCYL-ESTER DES PHOSPHONSAUREDIESTERS

5.2.6.1 N-[(2RS)-2-BENZYLOXYCARBONYLAMINO-2-(DI- ¥-BUTOXYPHOSPHINYL)-
ACETYL]-GLYCINETHYLESTER (56)

3.10 g (7.5 mmol) (2RS)-2-(Benzyloxycarbonylamino)-2-(di-n-butoxyphosphinyl)-
essigsauremethylester (49) wurden in 7.5 ml Dioxan geldst und auf 0°C gekihlt.
Sodann wurden 5 ml 3 N Natronlauge. zugegeben und 30 min bei 0°C geriihrt. Der
Ansatz wurde i. Vak. eingeengt mit 3 N Salzsaure angesduert. Die wassrige Phase
wurde zweimal mit je 30 ml Ethylacetat extrahiert und die vereinigten organischen
Extrakte Uiber Natriumsulfat getrocknet und das Lésungsmittel i. Vak. entfernt.

0.54 g (7.2 mmol) Glycinethylesterhydrochlorid wurden in Dichlormethan geldst, auf
0°C gekihlt und trockener Ammoniak eingeleitet, bis keine Ammoniumchloridfallung
mehr zu beobachten war. Der Feststoff wurde abfiltriert und das Filtrat i. Vak.
eingeengt. Die Lésung wurde mit der freien Saure aus 49 vereint, mit 20 ml

Acetonitril verdiinnt und auf 0°C abgekihlt. Sodann wurden 1.60 g (7.9 mmol)
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N, N=-Dicyclohexylcarbodiimid hinzugegeben. Der Ansatz riihrte noch 1 h bei 0°C und
Uber Nacht bei Raumtemperatur. Dann wurde der Feststoff abfiltriert und das Filtrat
i. Vak. vom Lésungsmittel befreit. Das entstandene Ol wurde mit Ethylacetat
aufgenommen, je zweimal mit 1 N Natriumhydrogensulfat-Lésung und gesattigter
Natriumhydrogencarbonat-Losung gewaschen, ber Natriumsulfat getrocknet und i.
Vak. vom Lodsemittel befreit. Die Reinigung erfolgte Uber Kieselgel 60 (Eluent:
EtOAc/Cyclohexan 7:3).

Ausbeute: 1.30 g (36%) farbloses Ol

'H-NMR (300.13 MHz, CDCl3): § in ppm = 0.82-0.88 (m, CH,CHj3, 6H); 1.19-1.35
(m, CHALH3 und OCH,CHj3, 7H); 1.53-1.59 (m, OCH,CH;, 4H); 3.93-4.18 (m, POCH;
und OCHACHs und Gly-CH,, 8H); 4.82 (dd, *Jy+=8.3 Hz, *J4p=20.4 Hz, CHP, 1H);
5.07 (d, J=8.7 Hz, OCH,-Ph, 2H); 5.60 (br d, 3J;4=8.1 Hz, NHCOOPh, 1H); 7.24-7.46
(m, Ph und Gly-NH, 6H).

13C-NMR (75.48 MHz, CDCls): § in ppm = 13.5 (CH,(Hs); 14.1 (OCH,CH3); 18.5
(C(HaCHs); 32.3 (CHa(H.CH,); 41.8 (Gly-Cy); 52.1 (d, 'Jcp=148.4 Hz, PCH); 61.4
(OCH,CHs); 67.3 (POCH,CH,); 67.7 (OCH,Ph); 128.0, 128.2, 128.5 (C-2/, C-3', C-4);
136.0 (C-1'); 156.0 (NHCOO); 165.1 (d, %Jcp=4.5 Hz, PCHCONH); 168.9 (COOEY).

5.2.6.2 N-[(2RS)-2-(N-BENZYLOXYCARBONYL- O*-BENZYL-y-L-GLUTAMYL)AMINO-
2-(DI- ~-BUTOXYPHOSPHINYL)ACETYL]GLYCINETHYLESTER (57)

/\/\

©AO }Y QLO«
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1.30 g (2.7 mmol) 56 wurden in 7 ml Methanol gelést, mit 0.14 g

Z

Palladium/Aktivkohle versetzt und 2 h bei 3 atm und Raumtemperatur hydriert.
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Die Suspension wurde filtriert, das Filtrat vorsichtig eingeengt, in 10 ml Acetonitril
geléost und mit 0.99 g (2.7 mmol) AMBenzyloxycarbonyl-L-glutaminsaure-
o-benzylester versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde sofort auf 0°C gekihlt und mit
0.61 g (2.9 mmol) N, N=-Dicyclohexylcarbodiimid versetzt. Der Ansatz wurde noch 1 h
bei 0°C und 14h bei Raumtemperatur gertihrt. Der entstandene Feststoff wurde
abfiltriert und das Filtrat eingeengt, in 70 ml Ethylacetat aufgenommen, dreimal mit
1 N Natriumhydrogensulfat-Lésung und einmal mit gesattigter Natrium-
hydrogencarbonat-Losung gewaschen.

Die organische Phase wurde lber Natriumsulfat getrocknet und durch Kieselgel-

Saulenchromatographie (Eluent: Ethylacetat/Cyclohexan 7:3) gereinigt

Ausbeute: 0.51 g (26%) farbloses Ol.

'H-NMR (300.13 MHz, CDCls): § in ppm = 0.81-0.88 (m, CH,CHj, 6H); 1.19-1.23
(m, OCH,CHj3, 3H); 1.23-1.32 (m, CHACHs, 4H); 1.53-1.59 (m, OCH,CH;, 4H); 1.87-
2.09 (m, Glu-CgHz, 2H); 2.23-2.38 (m, Glu-CH,, 2H); 3.91-4.13 (m, POCH, und
OCHLH3 und Gly-CH; 8H); 4.39-4.52 (m, Glu-C,H, 1H); 5.00, 5.10 (s, zwei OCH,-Ph,
4H); 5.23 (dd, *34n=8.5 Hz, %J4p=20.4 Hz, CHP, 1H); 5.60 (br d, *Jy4=8.1 Hz,
NHCOO, 1H); 7.20 (br s, Gly-NHCO, 1H); 7.27 (br s, Ph, 10H); 7.40 (br s, Gly-NH,
1H).

13C-NMR (75.48 MHz, CDCls): § in ppm = 13.5 (CH,(Hs); 14.1 (OCH,(H3); 18.5
(CH,CH3); 28.5 (Glu-Cg); 31.9 (Glu-C,); 32.3 (CHy(H,CHy); 41.7 (Gly-Cy); 50.1 (d,
Jcp=141.0 Hz, PCH); 53.3 (Glu-C,); 61.4 (OCH,CH3); 67.0 (POCH,CH,); 67.7
(OCH,Ph); 128.0, 128.1, 128.2, 128.3, 128.5, 128.6 (C-2’, C-2", C-3', C-3", C-4,
C-4"); 135.2, 136.1 (C-1’, C-1"); 156.2 (NHCOO); 165.1, 165.2 (CONH); 168.9
(COOE), 171.5 (COBzl).
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5.2.6.3 N-[(2RS)-2-(y-L-GLUTAMYLAMINO)-2-(DI- V-BUTOXYPHOSPHINYL)-

ACETYL]GLYCINETHYLESTER MONOFORMIAT (14f)

/\/\
o o\P/o

350 mg (0.5 mmol) 57 wurden in 10 ml Methanol gelést, mit 0.05 g
Palladium/Aktivkohle versetzt und 2 h bei 3 atm und Raumtemperatur hydriert.

Die Suspension wurde filtriert, das Filtrat vorsichtig eingeengt, und mit 10 ml
Ethylacetat aufgenommen. Die organische Phase wurde mit 10 ml 1N Ameisensaure
extrahiert, die wassrige Fraktion zweimal mit Ether gewaschen und auf ca. 5ml

eingeengt. AnschlieBend wurde die Ldsung einer Gefriertrocknung unterworfen.
Ausbeute: 234 mg (94 %)

'H-NMR (300.13 MHz, DMSO-dj): & in ppm = 0.84-0.89 (m, CH,CHj, 6H); 1.17
(t, 3Jyn=7.1 Hz, OCH,CHj, 3H); 1.27-1.34 (m, CHLCHs, 4H); 1.49-1.57 (m, OCH,CH;,
4H); 1.87-2.09 (m, Glu-CgHp, 2H); 2.39 (br s, Glu-CHy, 2H); 3.43 (br s, Glu-C.H,
1H); 3.84 (br s, Gly-CH,, 2H) ; 3.97-4.11 (m, POCH, und OCHCHs, 6H); 5.13 (dd,
3Jyn=8.1 Hz, *Jyp=20.4 Hz, CHP, 1H); 8.30 (s, HCOOH, 1H); 8.57-8.66 (m, NH, OH).
13C-NMR (75.48 MHz, DMSO-d;): & in ppm = 13.4 (CH,(H3); 14.1 (OCH,(H3);
18.1 (CH,CH3); 26.9 (Glu-Cp); 31.9 (Glu-C)); 32.3 (CH2(H,CHy); 41.1 (Gly-C,); 50.3
(d, 'Jcp=146.5 Hz, PCH); 53.1 (Glu-C,); 60.5 (OCH,CH3); 66.3 (POCH,CH,); 163.6,
165.9 (CONH); 169.3 (COOEt), 171.5 (COOH).

MS (ESI): m/z (%) = 520 [M+K*] (7), 504 [M+Na*] (63), 482 [M+H"*] (100).
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5.3 HEMMUNG DER GST-AKTIVITAT

5.3.1 GERATE UND CHEMIKALIEN

Zweistrahl-Photometer: Uvicon 930 der Fa. Kontron, Neufahrn,
J Demineralisiertes und durch die Destillationsanlage Finn-Aqua 75 mehrfach

destilliertes Wasser (Fa. Santasalo — Sohlberg Cor., Helsinki)

Rekombinante, humane Isoenzyme hA1-1, hP1-1, HM1-1 der Fa. Sigma

Aus dem Schwein gereinigte Isoenzyme pP1-1, pA1-15%]

5.3.2 BESTIMMUNG DER ENZYMAKTIVITAT

Die Aktivitdt der Isoenzyme gegentiber 1-Chlor-2,4-dinitrobenzol (CDNB) wurde
nach der Methode von Habig et a/!'??! bei 25°C und einem pH-Wert von 6.5
(0.1 M Natriumdihydrogenphosphat-Puffer) spektralphotometrisch bestimmt. Die
Endkonzentration von Glutathion und 1-Chlor-2,4-dinitrobenzol betrug jeweils 1mM.
Die Reaktion wurde durch Zugabe des Enzyms gestartet und die Messung erfolgte
bei einer Wellenlange von 340 nm (Ae=9.6 mM*cm™).

5.3.3 BESTIMMUNG DER ICs5o-WERTE

Die ICso-Werte der einzelnen Verbindungen wurden bestimmt, indem die
enzymatische Aktivitat in An- und Abwesenheit des potentiellen Inhibitors gemessen
wurdeP®., Dazu wurde die jeweilige Verbindung, geldst in DMSO, in einer
Endkonzentration von 0.005 uM, 0.1 pM, 1.0 uM, 10 uM, 100 uM und 500 pPM einge-
setzt. Flr samtliche Reaktionsansatze wurde eine konstante DMSO-Konzentration von
2% eingehalten. Die Reaktion wurde stets durch Zugabe der GST-Enzyme gestartet.

Fir die Bestimmung des ICso-Wertes eines Inhibitors, wurde die gemessene
Aktivitat in Abhangigkeit der Inhibitor-Konzentration an folgende hyperbole Funktion
gefittet:

V, IC,

V, IC, +[I]
mit Vo = Aktivitat ohne Inhibitor;
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V1 = Aktivitat in Anwesenheit des Inhibitors und
[I] = Konzentration des Inhibitors

Fir den Kurvenfit wurde das Programm SigmaPlot 5.0 von Jandel Scientific,
Erkrath, benutzt.

Um Effekte des DMSO auszuschlieBen, wurde eine Leerprobe mit dem
Lésungsmittel gemessen. Dabei konnte kein Einfluss des Lésungsmittels auf die

gemessene Enzymaktivitat beobachtet werden
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