ZUSCHRIFTEN

nun der Singulettzustand die stabilere Spezies (mit dem kleine-
ren 3-21G-Basissatz liegen die relativen Stabilititen ebenfalls
nahe beieinander, jedoch werden 2T stabiler als 2S und dieses
weniger stabil als 1T berechnet).

Zwar ist das verwendete Niveau nicht ausreichend, um quan-
titative Aussagen iiber die Singulett/Triplett-Energiedifferenz zu
machen (auf gleichem Niveau ist der *B,-Zustand in Methylen
um 13.9 kcalmol ™! stabiler als der '4,-Zustand, wihrend die
experimentelle Energiedifferenz 9 kcalmol ™! betrigt!®), doch
die Tendenz, daf3 Singulett- und Triplettzustand von 2 energe-
tisch nahe beieinander liegen, ist sicherlich korrekt. Fiir Ethyli-
den beispielsweise ist der Triplettzustand nur noch um
3+ 2kcalmol ™! stabiler als der Singulettzustand!”). Zudem
wird der Ringspannungseffekt aul den Carbenwinkel den Tri-
plett stirker als den Singulettzustand destabilisieren, da Tri-
plettcarbene iblicherweise Bindungswinkel um 130° aufwei-
sen'®), in 2T dieser Winkel jedoch nur 101.7° betrigt. Unsere
Rechnungen weisen 28 auch als geringfiigig stabiler als 1S aus,
was mit dem experimentellen Befund der reversiblen Umlage-
rung von 1 — 2 in Einklang ist.

Nach welchem Mechanismus lduft diese Umlagerung ab?
Zwei Moglichkeiten sind denkbar: entweder eine [1,2]-H-Ver-
schiebung oder eine C-C-Geriistumlagerung (Abb. 4). Fir bei-

[1,2]-H-Wanderung

TS1

C-C-Bindungsverschiebung

TS2

Abb. 4, Mogliche Umlagerungsmechanismen 1 ==2.

de Alternativwege wurden die Sattelpunkte lokalisiert und iiber
die Analyse der Kraftkonstantenmatrix als eindeutige Uber-
gangsstrukturen (ein negativer Eigenwert) charakterisiert. Der
mit der [1,2]-H-Wanderung verkniipfte Sattelpunkt TSI1S ist
sehr energiereich (88.5 kcalmol ™! iiber 1S), der der Geriist-
umlagerung (TS2S) im Vergleich deutlich giinstiger,
(23.5 kcalmol ~!). Wie aus Tabellc 1 ersichtlich, ist auch TS1T
viel energiereicher als TS2T. Zwar ist nicht ausgeschlossen, daB3
die quantitativen Energieunterschicde sich auf einem hoheren
Rechenniveau noch etwas dndern, das qualitative Ergebnis einer
deutlich gilinstigeren C-C-Geriistverschiebung verglichen mit
einer H-Wanderung sollte jedoch bestehen bleiben. Dieses Er-
gebnis bestitigt die experimentellen Resultate von Eaton und
White!! fiir das 9-Phenyl-substituierte Derivat von 1 und 2.
Aufgrund der extrem gespannten Struktur ist der Doppelbin-
dungscharakter von 1 signifikant vermindet, d. h. 1S ist nur ein
formales Olefin. Durch diese Destabilisierung von 1S wird das
isomere 28 energetisch dhnlich, was sich in der experimentell
beobachteten, reversiblen Umlagerung 1 = 2 niederschldgt. Der
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Mechanismus dieser Umlagerung verlduft {iber eine C-C-Ge-
riistverschiebung mit relativ niedriger Aktivierungsbarriere.
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Aminosduren und Peptidbausteine mit nicht natirlichen
Strukturen werden immer hiufiger als Bestandteile peptidischer
Wirkstoffe eingesetzt, da sich auf diese Weise Pharmakokinetik
und metabolische Stabilitit beeinflussen lassen'!, Wir berichten
hier iiber die einfache Synthese der Zuckeraminosdure H-Gum-
OH 11! ¢in von der Art her neues Dipeptidisoster. Der Einfluf3
von H-Gum-OH 1 auf die strukturellen und biologischen Eigen-
schaften von Peptiden wird am Beispiel cyclischer Somatosta-
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tin-Analoga und eines linearen Enkephalin-Analogons gezeigt.
H-Gum-OH 1, das sich in vier Stufen aus Glucose herstellen
1aBt, weist als herausragendes Strukturmerkmal das starre, py-
ranoide Grundgeriist des Zuckerrests auf. Dieses schrinkt die
Konformation von Peptiden mit 1 als Baustein ein. Die freien
Hydroxygruppen erhéhen die Hydrophilie der Peptide; werden
sie durch unpolare Gruppen geschiitzt, 148t sich leicht der
gegenteilige Effekt erzielen.

Wihrend pyranoide Ringe in therapeutisch relevanten Natur-
stoffen hiufig vorkommen!®), ist uns dieses Strukturmerkmal
innerhalb einer Peptidkette nur in einem einzigen Fall be-
kannt!*!. Zwar wurde Glucose bereits als Geriist fiir ein nicht-
peptidisches Peptidmimetikum verwendet ™), nicht aber zur Mo-
difizierung eines Peptidriickgrats. Die Synthese (Schema 1) von
H-Gum-OH 1 gelingt mit einer Gesamtausbeute von nur 12 %.

OH . OH
a, c
A A
oH OH OH NG,
2
OH MeO._ 0 f
d,
HO NHZ HO NHZ
OH OH
3 4

Schema 1. a) CH,NO,, NaOMe; b) H*/H,0, AT; ¢) H,, Pd/C, Z-Cl (Z = Benzyl-
oxycarbonyl); d) O,. Pt/C; e) MeOH, DCC/DMAP (Dicyclohexylcarbodiimid/
N,N-Dimethylaminopyridin); £} NaOH, H,, Pd/C.

Da jedoch Glucose sowie die verwendeten Reagentien sehr
preiswert sind, ist die Synthese im groBen MaBstab durchfiihr-
bar. Eine Analyse der *J; y-Kopplungskonstanten!! von 1
zeigt, daB der pyranoide Ring in der zuckertypischen (*C,-ana-
logen) all-dquatorialen Sesselkonformation vorliegt. In Sche-
ma 2 sind die Riickgratbindungen und Diederwinkel des Dipep-
tidisosters 1 denen eines natiirlichen Dipeptids gegeniiber-
gestellt. Durch die cyclische Struktur von H-Gum-OH 1 wird

OH
HO... ~OH
1
HZNZy% (7 OH
AL
A o
@ Vi O Pt Vi Schema 2. Vergleich der Torsionswinkel von

‘ H-Gum-OH 1 mit denen eines Dipeptids

N o IH:
HZN\)J\N)\(OH
]

H O

der w,-Winkel auf 180° fixiert; dies entspricht einer trans-Amid-
bindung. Der ¢, , ,-Winkel in 1 ist ebenfalls auf 180° festgelegt,
was sehr héufig in natiirlichen f-Faltblatt-Strukturen vor-
kommt. 1 ist jedoch kein S-Faltblattmimetikum, da es wegen
der fehlenden Amidbindung keine Wasserstoffbriicken bilden
kann. Um den ¢,-Winkel sowie um die beiden y/-Winkel ist 1

(H-Gly-AS-OH) (AS = Aminosdure). Die
Pfeile markieren die frei drehbaren Bindun-
gen von 1.
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»irel drehbar®. Das Peptidmimetikum 1 ist demnach in der La-
ge, zwei benachbarte Aminosduren mit einer konformativen
Einschrinkung fiir w; und ¢, , |, zu ersetzen. Ein Vergleich der
,Seitenketten von 1 mit denen eines natiirlichen Dipeptids
zeigt, daf 1 strukturell mit H-Gly-Ser-OH und H-Gly-Thr-OH
verwandt ist (Schema 2). Um den Einflul zu bestimmen, den
H-Gum-OH 1 auf die Konformation eines Peptids ausiibt, wur-
de 1 in cyclische Hexapeptide!” eingebaut, indem jeweils zwei
benachbarte Aminosiuren ersetzt wurden (Tabelle 1)L

Tabelle 1. Hergestellte cyclische Peptide und das Referenzpeptid 8 sowie deren Ak-
tivitiit als Somatostatin-Analoga.

Verbindung [a] ICso[um] [b]

cyclo(-Gum!-Phe?-p-Pro®-Ala*-Phe’-) 5 [c]
cyclo(-Gum!-Tyr2-p-Trp*-Lys*-Val®-) 6 0.47
cyclo(-Gum*-Phe?-p-Trp3-Lys*-Thr*-) 7 0.15
cyclo(-Pro-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Phe-) 8 [d] 0.002

[a] Aminosduren der Verbindungen 5, 6 und 7 mit einer bestimmten Positionsnum-
mer werden im Text mit Xxx™ abgekiirzt. [b] Inhibierungskonstanten 1C, fiir die
Freisetzung von Wachstumshormonen, gemessen an einer aus Miusehypophyse
gewonnenen Zellinie. [c] Modellpeptid, mit dem kein Aktivitdtstest durchgefiihrt
wurde; D-Pro in der (i +1)-Stellung induziert besonders stark eine SIT'-Schieife. [d}
Referenzpeptid zur Aktivitdtsbestimmung [9].

Aus 250MHz-ROESY (= Rotating Frame Overhauser Effect
Spectroscopy) und 500MHz-NOESY-Messungen (NOESY =
Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy) wurden Protonenab-
stdnde bestimmt, die als zusitzliche Energieterme im Kraftfeld
bei Molekiildynamik (MD)-Simulationen in Dimethylsulfoxid
(DMSO0)[®! mit den Programmen DISCOVER und GRO-
MOSH ! dienten. In Abbildung 1 ist exemplarisch fiir die syn-
thetisierten cyclischen Peptide die Struktur von cyclo(-Gum?-
Phe?-D-Trp3-Lys*-Thr>-) 7 dargestellt.

Abb. 1. Stereodarstellung der gemittelten Struktur von 7 (80ps-MD-Simulation);
der Ubersicht wegen enthilt die Zeichnung nur die polaren Wasserstoffatome.

Der Sechsring von Gum' liegt auch in den cyclischen Pepti-
den in der oben beschriebenen Sesselkonformation vor und
nimmt die (i +1)- und (i + 2)-Positionen in einer Pseudo-f-
Schleife ein. Da Gum' durch das Fehlen der Amidbindung nur
einen schwachen Wasserstoffbriickenacceptor (Ringsauerstoft-
atom) und keinen Wasserstoffbriickendonor besitzt, konnen
sich nur zwischen Xxx* und Xxx* (Tabelle 1) stabilisicrende
Wasserstoffbriickenbindungen bilden. D-Xxx*, das die BII'-
Schleife induziert, ist wie iblich in der (i + 1)-Position zu finden.
Wegen einer riumlichen AbstoBung zwischen dem Ringsauer-
stoffatom von 1 und dem Carbonylsauerstoffatom des vorange-
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henden Xxx® kommt es zu einer starken Wélbung des Peptid-
rings (Abb. 1). Dagegen liegen bei einem ,,normalen* cyclischen
Hexapeptid mit sechs natiirlichen Aminosiuren die beiden j-
Schleifen beinahe in einer Ebene!2),

Die meisten der heute bekannten aktiven Somatostatin-Ana-
loga enthalten die Teilsequenzen -Phe-D-Trp-Lys-Thr- oder -
Tyr-D-Trp-Lys-Val- mit einer BII'-Schleife™. Die Peptide 6 und
7 (Tabelle 1) leiten sich von cyclischen Somatostatin-Analoga
ab, die statt Gber Gum iiber die Aminosiuren -Pro-Phe- oder
eine Cystin-Disulfidbriicke cyclisiert sind. 6 und 7 zeigen bei der
Inhibierung der Freisetzung von Wachstumshormonen eine bio-
logische Aktivitit im submikromolaren Bereich (Tabelle 1), die
im Fall der Verbindung 7 nur um den Faktor 75 niedriger als bei
dem hochaktiven Somatostatin-Analogon 8 ist. Dies ist beson-
ders bemerkenswert, da die zur Steigerung der Somatostatinwir-
kung wichtigen lipophilen Reste an beiden Seiten der aktiven
Tetrapeptidsequenz hier fehlen!®..

Der EinfluB von Gum auf lineare Peptide soll am Beispiel des
Leu-Enkephalin-Analogons 9 untersucht werden. Hierzu wurde
Gly-Gly des nativen Leu-
Enkephalins durch 1 ersetzt.
Die homonuclearen *J ;-
Kopplungskonstanten zwi-
schen den beiden Methylen-
protonen an C7 und 6-Hin 9
betragen 1.0 und 8.5 Hz.
Dies zeigt, daB die freie
Drehbarkeit um die Bindung C6—C7 in 9 eingeschriinkt ist, und
zwar so, daf} eines der beiden 7-H antiperiplanar zu 6-H ange-
ordnet ist. Wegen starker Uberlagerung der chemischen Ver-
schiebungen der Ringprotonen von Gum ist eine diastereotope
Zuordnung der beiden 7-H schwierig. Interprotonenabstinde,
die aus einem 500MHz-NOESY-Spektrum ermittelt wurden,
lassen jedoch den SchluB zu, daB P~ 57-H, wie in der Formel
dargestellt, antiperiplanar zu 6-H steht. Gum bildet damit auch
im linearen Peptid vermutlich eine schleifenartige Struktur vor.
Die Verbindung 9 zeigt bis zu einer Konzentration von 107° M
keine dem Enkephalin analoge biologische Aktivitt.

Die leicht zugingliche Zuckeraminosdure 1 ist das erste Bei-
spiel, bei dem ein Zuckergrundgeriist als Peptidmimetikum in-
nerhalb einer Peptidkette eingesetzt wurde. Sie wirkt wahr-
scheinlich als Dipeptidisoster bei linearen Peptiden g-schlei-
feninduzierend, obwohl sie nur teilweise konformativ einge-
schriankt ist. Gum steht am Anfang einer Reihe zuckerihnlicher
Peptidbausteine, mit denen sich Strukturen und Eigenschaften
von Peptiden steuern lassen. So kann gezielt die Sekundéarstruk-
tur beeinflut werden (z.B. Turnmimetika), {iber eine selektive
Funktionalisierung der OH-Gruppen von Zuckeraminosduren
koénnen aber auch Peptidseitenketten nachgebildet werden.

Experimentelles

5 g D-B-Glucopyranosylnitromethan 2 [13] werden in 80 mL Methanol und 20 mL
H,0 mit 3 g Pd-Katalysator (Degussa, Pd-C 10 proz., ca. 50% H,0) 24 hin H,-At-
mosphdre hydriert (H,-Verbrauch ca. 3.5 L) [14]. Der Katalysator wird abfiltriert
und gewaschen, das Filtrat mit 10.5 g NaHCO, und 17 mL Chlorameisensiure-
benzylester versetzt und kriftig geriihrt. Nach 1 h gibt man zur Reaktionsmischung
50 mL H,O und entfernt das Methanol im Vakuum. Die wéiBrige Lésung wird mit
Diethylether gewaschen und im Vakuum zur Trockene eingeengt. Der Riickstand
wird in 80 mL wasserfreiem Aceton aufgenommen. Die anorganischen Salze werden
abfiltriert, mit Aceton gewaschen und das Filtrat im Vakuum eingeengt und ge-
trocknet. Man erhdlt 7.21 g (98.5%) 3 als farblosen harten Schaum.

S g 3werden im 100 mL H,O gelost und mit 2.5 g Pt-Katalysator (Degussa, Pt-C 10
proz. ca. 50% H,0) bei 90°C unter Riihren im starken O,-Strom oxidiert [15].
Dieser wird in der geschlossenen Apparatur im Kreis gepumpt und zur Reinigung
durch 4N NaOH geleitet. Der pH-Wert der Reaktionslosung wird durch stiindliche
Zugabe von 10proz. NaHCO,-Losung zwischen 7 und 8 gehalten, Nach 8 h und
18 h werden abermals je 2 g Katalysator zugegeben. Nach Beendigung der Reak-
tion (DC-Kontrolle) werden zu der wiBrigen Losung 10 g Kationenaustauscher
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(Aldrich, Amberlyst 15, stark sauer, H*-Form) gegeben und 10 min gerihrt. Der
Tonenaustauscher wird abfiltriert und mit H,O gewaschen, das Filtrat im Vakuum
eingeengt und lyophilisiert. Der pulvrige Riickstand wird in 100 mL wasserfreiem
Methanol gelost und nach Zugabe von 2.9 g DCC sowie 0.2 g DMAP 1 h geriihrt.
Man filtriert von unldslichen Riickstinden ab und engt das Filtrat im Vakuum fast
bis zur Trockene ein. Der resultierende Sirup wird an Kieselgel (100 g Kieselgel,
Laufmittel CHCl,/Methanol 9/1) chromatographiert und aus H,O umkristallisiert.
Man erhilt 1.9 g (34%) 4 [16] in Form farbloser Nadeln. Die Veresterung dient
hauptsiichlich der Reinigung und der Isolierung. Nach Verseifung des Methylesters
in Methanol mit 1.1 Aquivalenten 1N NaOH und Abspaltung der Z-Schutzgruppe
durch Hydrieren wird quantitativ H-Gum-OH 1 kristallin erhalten ([¢]3° = — 41.2)
n7n.
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(dd, 1H, 4-H), 2.96 (dd, 1H, 5-H), 2.95 (dd, 1H, 7b-H); J(2,3) = 9.7,
J(3.4) =91, J(4,5) =87, J(56) = 9.7, J(6,7a) = 2.3, J(6,7h) = 8.2, J(7a,
7b) =14.1 Hz; **C-NMR (62.5 MHz, DMSO, 300K): 6 =169.9 (C-1),
156.5(C = O), 128.5-127.8 (Ph), 79.3 (C-2), 79.2 (C-6), 77.2 (C-3), 71.9 (C-4),
71.7 (C-5), 65.5 (Ph-CH,), 52.0 (OMe), 42.5 (C-7).

[17] E.-F. Fuchs, J. Lehmann, Chem. Ber. 1975, 108, 2254—2260; das Enantiomer
von 1 ([2}2° = + 41.5) wurde von Fuchs und Lehmann auf einem ginzlich
anderen Weg iiber elf Stufen aus Glucose hergestellt, es wurde jedoch nicht als
Peptidbaustein verwendet.
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