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gegeben (um konstante Indikator- und Wirtkonzentrationen aufrecht-
zuerhalten). Zwischen 5 und 50 pL dieser Losung wurden dann zu 1 mL des
Sensor-Ensembles gegeben. Jeder Wert wurde aus vier Messungen ge-
mittelt.

NMR-Bestimmung von Tartrat/Malat: 50 mL des Getranks wurden mit
Natronlauge auf pH 7.35 eingestellt und das Wasser durch Gefriertrock-
nung entfernt. Der Riickstand wurde in 5 mL D,0 gelost und das Volumen
mit D,O auf 10 mL gebracht. Die interne Referenzlosung wurde herge-
stellt, indem 0.5 mL Dichloressigsdure in D,O gelost wurden, der pH mit
NaOD auf 7.35 eingestellt und das Volumen auf 10 mL gebracht wurde.
800 uL D,O wurden in einem NMR-Ro6hrchen mit 100 L der Dichlores-
sigsdure-Losung und zwischen 100 und 300 pL der Getridnkelosung
vermischt. Die Flache unter dem Dichloressigsdure-Signal wurde zu den
Flachen unter den Malat- und Tartrat-Signalen ins Verhiltnis gesetzt und

daraus die Konzentrationen berechnet.
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aus Peptiden, die bioaktive Konformationen
oder lokale Faltungen von Peptiden und
Proteinen imitieren, durch
RingschluBmetathese™*
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Die Natur hat viele faszinierende und elegante Wege
gefunden, um die Beweglichkeit von Peptiden und Proteinen
zu verringern und damit deren Bindungsaffinitit und
-selektivitdt zu erhohen. Abgesehen von der Grofie eines
Peptids oder Proteins ist die Flexibilitdtsminderung durch
Disulfidbriicken das wahrscheinlich bekannteste Mittel, um
die Gestalt zu kontrollieren.['! Noch anspruchsvollere Mittel,
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Es ist eine groBe Herausforderung, die Flexibilitit von
Peptiden oder (Teilen von) Proteinen zu vermindern sowie
lokale Faltungen zu imitieren. Haufig ist die biologisch aktive
Konformation eines Peptids nicht bekannt oder nicht mehr
vorhanden, wenn nur ein kleiner Ausschnitt eines Proteins,
also ein Peptid, untersucht wird. Methoden, mit denen die
biologisch aktive Konformation bestimmt werden kann, An-
sidtze, mit denen man alternative bioaktive Konformationen
herstellen kann, und Moglichkeiten, die rdumliche Anord-
nung von Proteinabschnitten nachzuahmen, konnten neue
Einblicke in die Beziehung zwischen Struktur und biologi-
scher Aktivitit von Peptiden und Proteinen gewihren.
Auflerdem konnte man auf diese Weise auch neue biologisch
interessante Peptidmimetika erhalten, die z.B. eingesetzt
werden konnten, um unerwiinschte, krankheitserregende
Peptid-Protein- oder Protein-Protein-Wechselwirkungen zu
unterbinden.

Aus diesem Grund sind wir daran interessiert, allgemeine
Ansitze zu entwickeln, mit denen sich konformative Zwénge
in Peptide einfithren lassen, ohne dafl die Seitenketten in
Mitleidenschaft gezogen werden. Denn die Aminosdurereste
sind héaufig fiir die Wechselwirkung z. B. mit einem Rezeptor
wichtig. Dariiber hinaus mochten wir in der Lage sein,
prinzipiell an jeder gewiinschten Position eines Peptids einen
konformativen Zwang jeder gewiinschten Grof3e einfithren zu
konnen; solch ein Ansatz eignet sich daher fiir die Anwen-
dung von kombinatorischen Methoden.

In Abbildung 1 ist unser Ansatz skizziert. Die wesentlichen
Eigenschaften sind unmittelbar ersichtlich: 1) Die Schleifen
(loops) verbinden zwei Peptidamid-Einheiten und beein-
triachtigen so die Seitenkette am a-Kohlenstoffatom nicht;
2) sie werden durch Verkniipfung von zwei beliebigen Peptid-
amid-Bindungen gebildet, wodurch Schleifen jeder gewiinsch-
ten GroBe entstehen konnen; 3) die Schleifen ,,rollen* sozu-
sagen iiber die Peptidsequenz, wodurch Informationen tiber
lokale Konformationen erhalten werden konnen. Wir haben
fiir diesen Ansatz deshalb den Ausdruck ,rolling loop scan®
gepragt.

Bei diesem Ansatz entstanden die Schleifen durch Ring-
schluBmetathese (ring-closing metathesis, RCM; Schema 1).5!
Es handelt sich dabei um eine duflerst attraktive Methode, da
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Schema 1. Verbindung der Seitenketten der N-alkylierten Peptide durch
RingschluBmetathese (RCM).

die Ausbeuten bei der RCM gewohnlich sehr hoch sind und
die funktionellen Gruppen in der Seitenkette nicht geschiitzt
werden miissen.[® 7]

Fir die Herstellung der fiir die RingschluBmetathese
erforderlichen bis-N-alkylierten Peptide — mit Alkenseiten-
ketten am Amid-Stickstoffatom - wurde eine vielseitige
Festphasenmethode entwickelt. Sie basiert auf unserer orts-
spezifischen N-Alkylierung von Peptiden, die es erlaubt, eine
Seitenkette an jeder gewiinschten Peptidamidbindung ein-
zufiihren (Schema 2).81 Als erstes wurde ein Peptid gemiB
Fmoc-Strategie synthetisiert, bis die Stelle erreicht war, an
der die Schleife beginnen sollte. Dann wurde die Fmoc-
Schutzgruppe abgespalten und durch eine o-Nitrobenzolsul-
fonyl-(o-NBS)-Gruppe ersetzt, die die Aciditdt des NH-
Protons erhoht und so eine Mitsunobu-Reaktion mit einem
geeigneten ungesittigten Alkohol gestattet. Nach der Ab-
spaltung der o-NBS-Gruppe wurde die Peptidsynthese fort-
gefiihrt bis das andere Ende der Schleife erreicht war. Die
zweite Alkenseitenkette wurde wie beschrieben eingefiihrt
und das Peptid zu Ende synthetisiert. Nach Abspaltung des
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Fmoc-Methode zur Peptidsynthese:
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Schema 2. Allgemeines Verfahren zur Festphasensyn-

PCy3
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n PCy; ©O
| Clo1 " Ph
RCM CI,RIu—’ ,1,1,2-TCE, AT, 16 h

these der Ausgangsverbindungen fiir die Cyclisierung
mittels RCM. AA = Aminosdure, Boc = fert-Butoxy-
carbonyl, BOP = Benzotriazol-1-yloxytris(dimethyl-
amino)phosphonium-hexafluorophosphat, DCE =1,2-
Dichlorethan, DCM = Dichloromethan, DIAD = Di-

isopropylazodicarboxylat, DIPEA = Ethyldiisopropyl-

Bocl}l—' Aminosaurerest(e) hrN\| Aminosaurerest(e) |—-n’N\| Aminosaurerest(e) I_C02Me
H 0 (0]

n=1:1-4,n=3:5-7n=2:8-10

Entschitzen (Schema 3)

11-20

Peptids vom Harz wurde es durch RingschluBmetathese
cyclisiert.]

Um das Prinzip des ,,rolling loop scan“ zu demonstrieren,
wurde Leu-Enkephalin ausgewéhlt. Bevor das Verfahren
jedoch angewendet werden konnte, galt es eine gro3e Hiirde
zu liberwinden. Abhéngig von der Zahl der an der Schleife
beteiligten Amidbindungen miissen bestimmte Regeln be-
ziiglich der Linge des Alkensubstituenten befolgt werden,
damit die RingschluBmetathese stattfinden kann:['! 1) Wenn
zwei Amidbindungen an der Schleife beteiligt sind, konnen N-
Allylamide als Bisalkylausgangspeptide verwendet werden
(n=1), 2) bei drei Amidbindungen miissen es N-Pentenyl-
amide sein (n =3) und 3) bei vier oder mehr Amidbindungen
N-Homoallylamide (n=2).

Nach diesen Regeln wurde nun ein ,,rolling loop scan® von
Leu-Enkephalin durchgefiihrt. Gemifl des in Schema 2
gezeigten Verfahrens wurden alle moglichen Schleifen von
Leu-Enkephalin durch RingschluBmetathese der entspre-
chenden bis-N-alkylierten Amide gebildet. Die daraus ent-
stehenden Leu-Enkephalin-Derivate 1-10 wurden zu 11-20
entschiitzt, die mittels préaparativer HPLC gereinigt wurden
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amin, DMF = Dimethylformamid, Fmoc = 9-Fluoren-
ylmethoxycarbonyl, HATU = O-(7-Azabenzotriazol-
1-y1)-N,N,N',N'-tetramethyluronium-hexafluorophos-
phat, HOAt = 1-Hydroxy-7-azabenzotriazol, o-NBS =
o-Nitrobenzolsulfonyl, PyBrOP = Bromtripyrrolidino-
phosphonium-hexafluorophosphat, 1,1,2-TCE =1,1,2-
Trichlorethan.

(Schema 3). Diese Strukturen lassen erkennen, was das
»Rollen* der Schleifen bedeutet (z.B., wenn man von 11 zu
14 oder von 15 zu 17 geht). Die Festphasensynthese war sehr
effizient, was aus den Gesamtausbeuten und den berechneten
Ausbeuten pro Reaktionsschritt ersichtlich ist (in den meisten
Fillen >90 %, Tabelle 1). Die Ausbeuten der Ringschlu3me-
tathese variierten stiarker, waren dennoch zufriedenstellend
(ca.50%) bis gut (>70%) und in einigen Féllen sehr gut
(>80%). Der letzte Entschiitzungsschritt verlief zwar etwas
enttduschend, doch waren die Ausbeuten nach der pripara-
tiven HPLC-Reinigung insgesamt zufriedenstellend (Tabel-
le 1).111121

Ein wichtiger Gesichtspunkt ist die Charakterisierung
dieser Verbindungen und die Untersuchung ihrer Struktur,
wobei die Massenspektrometrie eine wichtige Rolle spielte.
ESI-massenspektrometrisch konnten in allen Féllen die er-
warteten Molekiilionen nachgewiesen werden. Durch eine
FAB-MS-MS-Untersuchung konnten dariiber hinaus sowohl
das Vorliegen als auch die Position der Schleife nachgewiesen
werden (Abbildung 2). Die meisten der Fragmentionen der
Enkephalin-Schleifenderivate sind durch den schrittweisen
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Schema 3. Alle méglichen Leu-Enkephalin-Schleifenderivate, die durch RCM erhalten wurden. a) PhSH, K,CO;, MeCN; b) Tesser-Base;[!!l ¢) Trifluor-

essigsdure.

Tabelle 1. Ausbeuten der Leu-Enkephalin-Derivate 1-20 und exakte Massen der Leu-Enkephalin-Derivate 11-20.

Ausbeute [%]

Ausbeute [%] Exakte Masse

Gesamtl?! pro Schritt®! RCMI Gesamtl!] pro Schritt!! gef. ber.
1 56 96 49 1 5.1 86 608.3069 608.3084
2 40 94 54 12 24 82 608.3058 608.3084
3 68 97 98 13 2.6 82 608.3094 608.3084
4 25 91 48 14 2.8 83 608.3064 608.3084
5 54 96 72 15 6.5 87 664.3723 664.3710
6 43 95 87 16 2.6 83 664.3718 664.3710
7 43 94 71 17 3.6 84 664.3733 664.3710
8 28 92 46 18 23 82 636.3403 636.3397
9 32 93 91 19 3.0 83 636.3416 636.3397
10 16 89 41 20 1.1 79 636.3422 636.3397

[a] Gesamtausbeute der Festphasensynthese. Die Ausbeuten scheinen auf den ersten Blick sehr niedrig zu sein, sind aber angesichts der vielen
Reaktionsschritte (15) in dieser Synthese recht hoch. [b] Durchschnittliche Ausbeute pro Schritt. [c] Ausbeute der RingschluBmetathesereaktion.

[d] Bestimmt nach Reinigung durch priparative HPLC.

Verlust der C-terminalen Reste entstanden. Diese Fragmen-
tierung hat ein Ende an dem Punkt, an dem die Schleife
beginnt, was ein eindeutiger Beweis fiir deren Position im
Peptid ist. Die Zuordnung der 'H- (300 und 600 MHz) und
BC-NMR-Spektren der Leu-Enkephalin-Schleifenderivate
war aufgrund der verschiedenen nebeneinander vorliegenden
Konformere sehr schwierig. Zusétzlich zu den Peptid-Amid-
Rotameren lagen weitere Konformere vor, die — wahrschein-
lich gerade wegen des Vorliegens der Schleifen — bei Raum-
temperatur ausreichend stabil sind, um NMR-spektrosko-
pisch beobachtet werden zu konnen.

Wir haben ein allgemeines und vielseitiges Verfahren
entwickelt, um bis-N-alkylierte Peptide herzustellen, die sich
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fiir eine Schleifenbildung mittels RingschluBmetathese eig-
nen. Dieses Verfahren sollte sich grundsitzlich auf jedes
beliebige Peptid anwenden lassen. Da alle moglichen Schlei-
fenderivate ausgehend von einem bestimmten Peptid gebildet
werden konnen, eignet sich der ,rolling loop scan“ zur
kombinatorischen Herstellung einer Bibliothek aus (bioakti-
ven) Konformeren.

Eingegangen am 20. Juli 1999 [Z13754]
International Edition: Angew. Chem. Int. Ed. 1999, 38, 3684 —3687

Stichworter: Cyclisierungen - Kombinatorische Chemie -
Peptide - Peptidmimetika - Ringschlumetathese
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Abbildung 2. Fragmentierung der Leu-Enkephalin-Derivate 11-20 unter
FAB-MS-MS-Bedingungen.

[1] Das Vorliegen mehrerer Disulfidbriicken kann zur Bildung von
,Cystin-Knoten* fiihren, die die dreidimensionale Struktur vollstdn-
dig kontrollieren. Fiir einen Cystin-Knoten im Wachstumsfaktor von
Nervenzellen siehe: N. Q. McDonald, R. Lapatto, J. Murray-Rust, J.
Gunning, A. Wlodawer, T. L. Blundell, Nature 1991, 354, 411-414.
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lenbogen, J. Am. Chem. Soc. 1998, 120, 4334—-4344; ¢) T. D. Clark,

M. R. Ghadiri, J. Am. Chem. Soc. 1995, 117, 12364 —12365.

[7] So weit wir wissen gibt es nur ein Beispiel fiir die Cyclisierung von N-
Alkensubstituenten. %]

[8] J. F. Reichwein, R. M. J. Liskamp, Tetrahedron Lett. 1998, 39, 1243 —
1246.

[9] Die RingschluBmetathese kann zwar auch an der Festphase durch-
gefiihrt werden, in Losung sind die Ausbeuten jedoch hoher.

[10] Die Untersuchungen, die zu diesen Regeln fiihrten, werden an
anderer Stelle publiziert werden. Nicht alle Schleifengrofien sind
erlaubt, da zusitzlich zu dem sterischen Anspruch der Seitenketten
auch noch die Tatsache kommt, daf3 Peptid-Amid-Bindungen ge-
wohnlich in einer transoiden Konformation vorliegen: J. F. Reichwein,
C.Versluis, R. M. J. Liskamp, unveroffentlichte Ergebnisse.

[11] Die Bedingungen der Verseifung des Methylesters mit der Tesser-
Base (G. I. Tesser, I. C. Balvert-Geers, Int. J. Pept. Protein Res. 1975, 7,
295-305) sind warscheinlich zu rigoros. Bessere Ergebnisse wurden
unter den milderen Bedingungen der von Corey et al. beschriebenen
Methode erzielt (E. J. Corey, I. Szekely, C. S. Shiner, Tetrahedron Lett.
1977, 3529 -3532).

[12] Die Verbindungen 5-10 wurden als cis/trans-Mischungen erhalten,
die bisher noch nicht leicht mittels HPLC getrennt werden konnten.
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In der Thiolatchemie der frithen Ubergangsmetalle basiert
viel auf Metallocenderivaten.'l Vor etwas kiirzerer Zeit
richtete sich das Interesse auf die verwandten Monocyclo-
pentadienyl-Analoga, da sich Systeme dieser Art als reaktiver
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