ZUSCHRIFTEN

Festphasensynthese von vinylogen
Sulfonylpeptiden **

Cesare Gennari*, H. Peter Nestler, Barbara Salom und
W. Clark Still

Kombinatorische Substanzbibliotheken auf polymeren Tra-
gern ermoglichen das Aufspiliren von subtilen Unterschieden
intermolekularer Wechselwirkungen und eréffnen einen neuen
Weg zum Auffinden neuer Wirkstoffleitstrukturen*!. Die Ein-
beziehung von Pharmacophoren in solche Bibliotheken erregt
daher zur Zeit starkes Interesse, und Peptide sowie ihre Analoga
und Isostere gehoren im Hinblick auf biologische als auch klini-
sche Anwendungen zu den interessantesten Strukturelemen-
ten'?). Phosphorylpeptide (Phosphonamidate und Phospho-
nate) sind weithin als Ubergangszustandsmimetica der Peptid-
hydrolyse anerkannt und intensiv untersucht worden!® 3. Sul-
fonamide haben die gleiche Tetraederstruktur der Amidbin-
dung, wurden aber trotz ihres Potentials als Pharmacophore fiir
die Hemmung von Proteasen bislang vernachlissigt!*l, Die im
Vergleich zur normalen Peptidbindung stdrkere Polarisierung
der entsprechenden Bindung des Sulfonamids begiinstigt zudem
die Bildung von Wasserstoffbriicken und fiihrt zu einer ausge-
prigten strukturellen Praorganisation, was Sulfonylpeptide zu
interessanten Objekten fiir die Untersuchung nichtkovalenter
molekularer Wechselwirkungen macht!®: 51,

Das Problem der Strukturaufklirung von Molekiilen aus
kombinatorischen Substanzbibliotheken wurde durch Codie-
rungsverfahren gelost'”), und die groBte Herausforderung liegt
zur Zeit in der Entwicklung einer Technik fiir die organische
Festphasensynthese. Wir beschreiben nun eine Festphasensyn-
these von vinylogen Sulfonylpeptiden, die mit der Boc-Schutz-
gruppenstrategie (Boc = fert-Butoxycarbonyl) der Peptidsyn-
these kompatibel ist. Unsere Methode ermoglicht die Einbezie-
hung vinyloger Sulfonylpeptide in kombinatorische Bibliotheken
und ist somit ein wichtiger Schritt in der Entwicklung von Synthe-
semethoden zum Einbau von Pharmacophoren in Bibliotheken
natiirlicher und nichtnatiirlicher Oligomere*!. Die erste Synthese
von vinylogen Sulfonylpeptiden in Losung, die auf der gleichen
Strategie, wie sie hier verwendet wurde, basiert, wurde kirzlich
beschrieben., Wir haben ausgehend von Boc-Glycin-PEG-
Harz 1 (PEG = Polyethylenglycol)!®! und den Sulfonylchlori-
den 2a—e (Boc-vsAA-C)!) die fiinf Sulfonyldipeptide 3a-e
synthetisiert. Nach der Methanolyse des Harzes erhielten wir die
Sulfonylpeptidmethylester 4a—e in guter Ausbeute (Schema 1).

Unsere Vorgehensweise fiir die Synthese der Sulfonylpeptide
ist von der Boc-Schutzgruppenstrategie der Festphasenpeptid-
synthese abgeleitet. Das Harz wird zur Abspaltung der Boc-
Gruppen mit 25proz. TFA (Trifluoressigsdure) in CH,Cl, be-
handelt und die entstandenen Ammoniumsalze durch drei-
maliges Waschen mit 2.5proz. DBU (DBU =1,8-Diazabicy-
clof5.4.0]-undec-7-en) in CH,Cl, neutralisiert. Nach Zugabe
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2a Boc-(L-vsAla)-Cl, R = Me
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2c Boc-(L-vsLeu)-Cl, R=/Bu
2d Boc-(L-vsPhe)-Cl, R =CH,Ph

2e Boc-(L-vsPro)-Cl

Schema 1. Durch Festphasensynthese hergestellte Sulfonylmonopeptide. Abkiir-
zungen siche Text.

von 1 Aquiv. Sulfonylchlorid 2 wird DBU mit einer Geschwin-
digkeit von etwa 1.5 Aquiv. pro Stunde in kleinen Portionen
solange zugesetzt, bis das gesamte Sulfonylchlorid abgebaut ist.
Das Harz wird fiinfmal mit CH,Cl, gewaschen und der Kupp-
lungscyclus dreimal wiederholt, um eine vollstindige Umset-
zung aller Aminogruppen auf dem Harz zu erzielen. Zum Ab-
schlufl werden eventuell noch vorhandene Aminogruppen mit
Acetanhydrid acetyliert.

Wir erhielten die Sulfonylpeptidmethylester 4a—e nach Me-
thanolyse des Harzes mit 10proz. Et,N in MeOH und Reini-
gung mit priparativer Dilnnschichtchromatographie (DC) in
60—70% Ausbeute. Um den Grad der Umsetzung zu ermitteln,
bestimmten wir die *H-NMR-Signalintensititen der Sulfonyl-
peptid-Boc-Gruppe (6 ~1.45) und der Acetylglycinmethylester-
Acetylgruppe (6 = 2.06) im Methanolyserohprodukt. Nach den
zuvor beschriebenen vier Kupplungscyclen war die Umsetzung
jeweils groBer als 95%. Der verwendete Acetylglycinmethyl-
ester wurde nach Entschiitzen des Harzes 1, Acetylierung mit
Acetanhydrid, Methanolyse und priparativer DC in 67 % Aus-
beute erhalten.

Wir hatten festgestellt, dal DBU zur Zersetzung der Sulfo-
nylchloride fithrt, aber auch fiir die Kupplung unentbehrlich
ist!®), Trotzdem {iberpriiften wir mehrere Moglichkeiten zur Ka-
talyse der Festphasenkupplung. Die Zugabe eines oder mehre-
rer Aquivalente DBU zu Beginn der Kupplungsreaktion fithrte
Uberwiegend zur Zersetzung der Sulfonylchloride und die zur
Synthese in Losung analoge Zugabe von mehreren Aquivalen-
ten Sulfonylchlorid ohne Entfernung der 16slichen Nebenpro-
dukte unter schrittweiser Neutralisation mit DBU fiihrte in kei-
nem der untersuchten Fille zur vollstindigen Umsetzung: Die
Produkte der Sulfonylchloridzersetzung scheinen das Fort-
schreiten der Kupplungsreaktion zu unterdriicken. Das gleiche
Phinomen beobachteten wir auch, wenn wir leicht verunreinigte
Sulfonylchloride einsetzten; trotz vollstindigem Abbaus des
Sulfonylchlorides konnten wir keine Umsetzung der Amino-
gruppen feststellen. Das Ersetzen von DBU durch 2,6-Lutidin,
N-Methylimidazol oder Triethylamin fithrte ebensowenig zu
verbesserten Ausbeuten. Zwar erhielten wir unter Einsatz von
2,6-Lutidin ausgezeichnete Kupplungsausbeuten fiir die Reak-
tion von Boc-vsAla-Cl 2a mit Glycinpolystryolharz, doch fithrte
unser Versuch, auf diese Weise das Sulfonyldipeptid Boc-
(L-vsAla)-(L-vsAla)-Gly-OMe 5 herzustellen, zu einem komple-
xen Produktgemisch. Zudem stellten wir fest, dal das PEG-
Harz fur die Synthese von Sulfonylpeptiden weitaus besser ge-
eignet ist als der in der Peptidsynthese iibliche Polystyroltrager!®],
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Beim Verfolgen unserer Kupplungsreaktion trafen wir auf ein
unerwartetes Problem: Weder der traditionelle Kaiser-Ninhy-
drin-Test™° noch die Verwendung von Bromphenolblau als ein-
facher Saure/Base-Indikator™ 1 erwiesen sich zum Test auf freie
Amine auf dem Harz geeignet. Die Kupplungsreaktion scheint
zu Spuren von Aminoverbindungen zu fiihren, die selbst im
Falle nahezu vollstindiger Umsetzungen positive Aminnach-
weise zur Folge haben. Trotzdem erwies sich Bromphenolblau
als duBerst niitzlich zur In-situ-Verfolgung des Sulfonylchlorid-
abbaus wihrend der DBU-Zugabe. Die Reaktionslsung ist,
solange DBU nicht im Uberschu§ vorhanden ist, gelb und
schlédgt am Neutralisationspunkt nach Griin um. Nach einer
Weile zeigt ein weiterer Farbumschlag von Griin nach Blau den
vollstindigen Abbau des Sulfonylchlorides an und ermdglicht
somit die einfache Verfolgung der Kupplung vinyloger Sulfonyl-
peptide wihrend der Synthese kombinatorischer Bibliotheken.

Nachdem wir die Reaktionsbedingungen zur Synthese der
Monosulfonylpeptide ausgearbeitet hatten, stellten wir zwei
Sulfonylpeptide her, um die Anwendbarkeit unserer Methode
zur Synthese von Oligomeren zu unterstreichen (Schema 2).
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Boc-(L-vsVal)-(L-vsPro)-Gly-OMe 6
Schema 2. Durch Festphasensynthese hergestelite Sulfonyldipeptide.

Wir erhielten beide Produkte in zufriedenstellenden Ausbeu-
ten (5: 57%, 6: 52%). Die Herstellung von 5 erbrachte den
Beweis, daB die Kupplung auf der Festphase ebenso wie die
Synthese in Losung stereoselektiv verlduft: Nur ein einziges
Diastereomer von 5 konnte im ungereinigten Methanolysepro-
dukt nachgewiesen werden. Unser Interesse bei der Synthese
von 6 galt vor allem dem sekunddren Amin in Prolin. Die Eigen-
schaften dieses Amins beeinflussen seine Reaktivitit gegeniiber
den Sulfonylchloriden nicht: Weder die Reaktivitit auf der Fest-
phase noch die in Ldsung unterscheiden sich von denen der
priméren Amine der {ibrigen Aminosduren.

Wir beschrieben eine Methode zur Festphasensynthese viny-
loger Sulfonylpeptide, die den Weg zur Einbeziehung dieser Pep-
tidanaloga in kombinatorische Bibliotheken erdffnen. Wir un-
tersuchen zur Zeit die Moglichkeiten und Grenzen unserer
Methodik als auch die Einbeziehung funktionalisierter Seiten-
ketten in unseren Monomerbasissatz. Dariiber hinaus beschifti-
gen wir uns mit dem Aufbau von Rezeptoren aus vinylogen
Sulfonylpeptiden und dem Screening ihrer Affinitit gegen kom-
binatorische Peptidbibliotheken!®l.

Experimentelles

6: 600 mg Boc-Gly-OPEG-Harz 1 wurden mit 10 mL 25proz. TFA in CH,Cl,
30 min entschiitzt. Das Harz wurde fiinfmal mit je 10 mL CH,Cl, gewaschen. Das
so erhaltene TFA-Ammoniumsalz wurde durch dreimaliges Waschen mit 10 mL
2.5proz. DBU in CH, Cl, neutralisiert. Uberschiissiges DBU wurde durch dreimali-
ges Waschen mit 10 mL CH,Cl, entfernt. Drei Tropfen einer 1proz. Bromphenol-
blau-Losung in Dimethylacetamid (DMA) wurden zur Reaktionsverfolgung zuge-
setzt und das Harz vier Kupplungscyclen unterworfen. Jeder Cyclus bestand aus der
Zugabe von 2 mg DMAP und 40 mg Boc-(1-vsPro)-Cl 2e in 5 mL CH,Cl,, gefolgt
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von der Zugabe von 0.4 mL 2.5proz. DBU-Losung in CH,Cl, alle 10 min, bis die
Lésung eine basische Reaktion gegen Bromophenolblau (intensive blaue Féirbung)
zeigte. (Im ersten Cyclus wurden hierfiir 2 Aquiv. DBU benétigt, in den folgenden
Cyclen bis zu 4 Aquiv. DBU.) Die Reaktionsmischung wurde weitere 30 min ge-
schiittelt und dann fiinfmal mit 10 mL CH,Cl, gewaschen. Nach dem letzten Kupp-
lungscyclus wurde das Harz 1 h mit 0.5 mL Ac,0 in 10 mL CH,Cl, behandelt und
dann fiinfmal mit 10 mL CH,Cl,, dreimal mit 10 mL DMF und dreimal mit 10 mL
CH,Cl, gewaschen. 300 mg des so erhaltenen Harzes 3e wurden fiinfmal mit 10 mL
MeOH gewaschen, in einen 10-mL-Rundkolben itberfihrt und unter 12 h magneti-
schem Riihren mit 5 mL 10proz. NEt, in wasserfreiem MeOH behandelt. Die Sus-
pension wurde filtriert und das Filtrat im Vakuum eingeengt. Das 'H-NMR-Spek-
trum des Riickstands zeigte einen Gehalt an Acetylglycinmethylester von weniger
als 5%. Reinigung mit priparativer DC (Silica, Hexan/AcOEt 1 + 1) ergab 18 mg
(75%) Boc-(L-vsPro)-Gly-OMe 4e. "H-NMR (400 MHz, CDCl,, 25°C, TMS):
0=144(9H,s),1.78 (1H, m), 1.88 (2H, m), 2.10 (1 H, m) 3.35-3.47 (2H. m), 3.78
(3H,s),3.82(2H, s), 445 (1H, br), 4.96 (1H, br), 6.21 (1H, d, J =15.0 Hz), 6.65
(1H, dd, J=15.0, J = 5.7); *3C-NMR (75.4 MHz, CDCl,): é = 23.546 (CH,),
28.354 (CH,), 30.912 (CH,), 43.844 (NCH,), 46.513 (CH,N), 52.550 (OCH,},
57.012 (CHN), 127.443 (= CH), 145.714 (= CH), 158.848 (C=0), 169.638 (C =0),
HRMS: ber. fiir C, ,H,,N,04S8 349.1433, gef. 349.1441.

Das zuriickbehaltene Harz 3e wurde wie zuvor beschrieben entschiitzt und mit
Boc-(L-vsVal)-Cl (2b, 21 mg pro Cyclus) umgesetzt. Acetylierung und Spaltung vom
Harz entsprechend der obigen Vorschrift ergaben 6 in ca. 90% Reinheit (*H-
NMR). Reinigung mit praparativer DC (Silica, Hexan/AcOEt 2 + 1) ergab 18 mg
(52%) Boc-(L-vsVal)~(L-vsPro)-Gly-OMe 6. 'H-NMR (400 MHz, CDCl,): § =
095 3H, d, 7=6.7), 096 3H, d, J=6.7), 1.44 (9H, s5), 1.75-2.00 (4H, m),
2.00-2.20 (1H, m), 3.25-3.50 (2H, m), 3.76 3H s), 3.87 2H, d, J = 5.5), 413
(1H, m), 428 (1H, m),4.75(1H,d, J=8.2), 544 (1H, t, J = 5.5), 6.27 (1H, d,
J=15.1), 6.46 (1H, d, J=15.0), 6.65 (2H, dd, J =150, J =5.5); 3*C-NMR
(75.4 MHz, CDCl,): 6 =18.178 (CH,), 18.769 (CH,), 23.927 (CH,), 28.173 (CH,),
31.549 (CH), 31.858 (CH,), 43.835 (NCH,), 48.712 (NCH,), 52.579 (OCH,).
56.695 (CHN}), 59.157 (CHN), 124.999 (=CH), 128.911 (= CH), 144.349 (=CH),
145.616 (=CH). HRMS: ber. fiir C, H,;;N;04S, 510.1944, gef. 510.1956. Die er-
haltenen Daten stimmen mit den Daten fir die in Losung hergestellten Verbindun-

gen uberein.
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