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1 Einleitung

Entdeckung

Die Tubulysine wurden erstmals im Jahr 2000 von Hofle, Reichenbach und
Mitarbeitern beschrieben.™! Im Rahmen des Forschungsprojekts ,,Biologie, Chemie und
Genetik ~ mikrobieller ~ Wirkstoffe* wurden am  Helmholtz-Zentrum  fir
Infektionsforschung  (HZI, Braunschweig)  zahlreiche  Sekundarstoffe  aus
Mikroorganismen isoliert und hinsichtlich ihrer Struktur und Wirkung untersucht. Bis
zur Auflésung des Forschungsbereichs ,,Naturstoffe im Jahr 2006 konnte eine
beeindruckende Sammlung von Myxobakterien, bestehend aus etwa 8500 Stdmmen,
aufgebaut werden.? Myxobakterien sind gramnegative, stabchenférmige Organismen
mit einer L&nge von 4 bis 12 um und einer Breite von circa 1 pm. Sie sind bevorzugt im
Boden sowie auf verrottendem Pflanzenmaterial zu finden und ihre
Sekundarmetaboliten zeigen oft antibakterielle und antimykotische Aktivitat. Bei einem
Screening auf Dbiologisch aktive Substanzen am HZI konnten die Stdmme
Archangium gephyra Ar 315 und Angiococcus disciformis An d48 durch eine enorme
zytotoxische Aktivitat gegen L929-Mausfibroblasten auf sich aufmerksam machen.
Weiterfuhrende Untersuchungen ergaben, dass die Testergebnisse einer neuen
Substanzfamilie — den Tubulysinen — zuzuschreiben ist (s. Abbildung 1.1). Die
Namensgebung fulRt auf ihrer F&higkeit das Tubulin-Zytoskelett abzubauen. Ar. gephyra
produziert mit 2-4 mg L™ hauptséchlich Tubulysin A (neben B, C, G, I; ,,A-Serie);
An. disciformis 0.5 mg L™ der Tubulysine D, E, F und H (,,D-Serie)."*!

R Tub. R! R?Z RS
(\ : o2 o A OH Ac CH20C(0)CH2CH(CHa):
. /\WH . /NJ)LN B OH Ac CHOC(O)CH2CH.CHs
| e s/ H oH D H Ac CH20C(O)CH2CH(CHa)2
I E H Ac CH20C(O)CH2CH2CHs
! ; ! U H Ac H
Mep E lle E Tuv ; Tut/Tup v H H H

Abbildung 1.1 Ausgewéhlte Vertreter der Tubulysin-Familie. Die Tubulysine sind aus den
folgenden Aminosduren aufgebaut: Mep: N-Methylpipecolinsaure, lle: L-Isoleucin, Tuv: Tubuvalin, Tut:
Tubutyrosin (bspw. Tubulysine A und B), Tup: Tubuphenylalanin (bspw. Tubulysine D und E).



Die herausragende zytotoxische Aktivitat dieser Verbindungsklasse und das daraus
resultierende Potential zur Tumorbekampfung fuhrte im Folgenden zu enormem

wissenschaftlichen Interesse (s. Abschnitt Aktivitat, Seite 3).

Struktur

Myxobakterien produzieren oft Verbindungen mit Polyketid- und/oder Peptidstruktur,
welche  héufig aus ungewohnlichen  Aminosduren aufgebaut sind. Die
Strukturaufklarung der Tubulysine erfolgte mittels NMR-Spektroskopie, gestltzt von
Fitterungsversuchen mit postulierten, *C-angereicherten Tubulysin-Vorstufen.””! Die
absolute Konfiguration der insgesamt sieben Stereozentren konnte durch Vergleich der
Hydrolyse/Abbau-Produkte mit synthetischen Referenzen bestimmt werden. Letzte
Unsicherheiten wurden im Jahr 2004 durch eine Rontgenkristallstrukturanalyse von
Tubulysin A beseitigt (s. Abbildung 1.2).F!

Abbildung 1.2  Réntgenkristallstruktur von Tubulysin A.F!

Strukturell sind die Tubulysine eng mit den Dolastatinen verwandt (s. Abschnitt 4.1): In
beiden Fallen handelt es sich um lineare Peptide mit einer tertidren Aminofunktion am
basischen N-Terminus, sterisch anspruchsvollen, lipophilen Seitenketten und einem
aromatischen, sauren C-Terminus. Das Riickgrat der Tubulysine ist aus vier teils
ungewohnlichen Aminosduren aufgebaut. Beginnend mit N-Methylpipecolinséure
(N-Mep) am N-Terminus, gefolgt von Isoleucin (lle), der einzigen proteinogenen
Aminosdure, und dem bis dato unbekannten Tubuvalin (Tuv) mit einem Thiazolring
und zwei stereogenen Zentren. Tubuvalin ist biosynthetisch von Valin abgeleitet und
enthélt Cystein als versteckte (flinfte) Aminosdure. Bei den Tubulysinen der ,,D-Serie*
bildet Tubuphenylalanin (Tup) den C-Terminus, bei der ,,A-Serie* Tubutyrosin (Tut).
Beides sind y-Aminoséuren mit zwei stereogenen Zentren, abgeleitet von Phenylalanin

bzw. Tyrosin. Bemerkenswert bei Vertretern der Tubulysin-Familie mit Buchstaben



vom Beginn des Alphabets (A- und D-Serie) ist die N,O-Acetalester-Seitenkette am
,» Tuv-Stickstoffatom* (N14), welche lediglich zweimal zuvor in der Natur gefunden
wurde: Als Methylether™ bzw. als O-Glykosid®®. Dariiber hinaus liegt die
Tuv-Hydroxyfunktion bei den zuvor genannten Tubulysinen acetyliert vor. Bei
Vertretern mit Buchstaben vom Ende des Alphabets (bspw. Tubulysin V) fehlen beide
oder zumindest eine dieser Funktionalitaten.[”? Ob es sich bei diesen Tubulysinen um
Intermediate oder hydrolytische Artefakte handelt, wird sich mit der weiteren

Aufklarung der Biosynthese ergeben.®!

Aktivitat

Bei den Tubulysinen handelt es sich um so genannte ,, Tubulin-Modifizierer® wie auch
Vinblastin, Paclitaxel (Taxol®) oder Epothilon. Die erstgenannten werden sehr
erfolgreich in der Krebstherapie eingesetzt und auch das Epothilon-Analoga Ixabepilone
(Ixempra®) findet Anwendung in der Kombinationschemotherapie.l! Die Tubulysine,
mit Tubulysin D als potentestem Vertreter, (bertreffen das zellwachstumshemmende
Potential der genannten Wirkstoffe mit einem Faktor von 20 bis 1000 deutlich
(s. Tabelle 1.1).F!

Tabelle 1.1 Aktivititen verschiedener ,, Tubulin-Modifizierer* gegen ausgewahlte Zelllinien.*

Zelllinie, 1Cso [ng/mL]

Verbindung L929* K562° KB-3.1° KB-V1°
Taxol 80 10 10 150
Vinblastin 15 6 7 120
Epothilon B 0.7 0.3 0.6 0.3
Dolastatin 10 0.1 0.1 0.2 1.2
Tubulysin D 0.03 0.02 0.02 0.08

# Mausfibroblastenzelllinie (Bindegewebe)
® Humane Leukamiezelllinie

¢ Humane Gebarmutterhalskrebszelllinie

¢ Multidrug-resistenter KB-Klon.



Am amerikanischen National Cancer Institut (NCI) wurde die proliferationshemmende
Aktivitat von Tubulysin A ausgiebig untersucht.!” Die Gls- und TGI-Werte (total
growth inhibition) sollten anhand von sechzig menschlichen Krebszelllinien bestimmt
werden. Aufgrund der extremen Aktivitit und dem dafir zu hoch eingestellten
Konzentrationsbereich  konnten die Glsp-Werte nur abgeschatzt werden. Der
durchschnittliche Glso-Wert gegen alle sechzig Zelllinien betragt rund 12 nM. Die
ermittelten TGI-Werte legen nahe, dass sich Tubulysin A durch besondere Wirksamkeit
gegen Haut-, Blut- und Prostatakrebs auszeichnet. Weiterhin ist bemerkenswert, dass
die Ergebnisse fur MDR-Zelllinien* im gleichen Bereich liegen wie die Daten fur
nicht-MDR-Zelllinien. In einem anschlieBenden Screening, in diesem Fall nur gegen
drei Zelllinien (HL-60°, HCT-116¢, HCT-15%), inhibiert Tubulysin A das Zellwachstum
schon bei subnanomolaren Konzentrationen und zeigt so hohere antiproliferative
Aktivitdt als die verwendeten Referenzen Paclitaxel und Vinblastin. Auch ein
Hohlfaserversuch an Maéusen lieferte beeindruckende Daten. Bei dieser Methode
handelt es sich um einen in vivo-Schnelltest fur Antitumorwirkstoffe. Hierzu werden
den Mausen Krebszellen in inerten Kunststoffhohlfasern (Polyvinylidenfluorid)
intraperitoneal und subkutan implantiert. In den folgenden vier bis fiinf Tagen werden
die Tiere mit den zu testenden Substanzen behandelt, bevor die Hohlfasern wieder
entfernt und in vitro untersucht werden. Tubulysin A wurde so auf seine Wirksamkeit
gegen sechs Krebsarten (zwolf Zelllinien) untersucht: Das Zellwachstum wurde bei
33 % der getesteten Proben inhibiert. Damit z&hlt Tubulysin A zu den Top-5 % von bis
dahin 3290 Substanzen, die in ahnlicher Weise am NCI getestet wurden.™™”

Die Tubulysine A bis | unterscheiden sich in ihrer Aktivitit gegen
L929-Mausfibroblasten um bis zu Faktor 60. Allgemein korrelieren die Aktivitatswerte
klar mit der Lipophilitat der Verbindungen: Die ,, Tup-Tubulysine* sind lipophiler und
aktiver als die ,,Tut-Tubulysine* mit phenolischer Hydroxyfunktion.®! Innerhalb der
beiden Gruppen sind die Tubulysine A und D mit 3-Methylbutyryl-Funktionalitét
aktiver als TubH und I mit einem Methylrest an dieser Position. Grundsétzlich
verfligen die potentesten Tubulysine Uber eine acetylierte Tuv-Hydroxygruppe und die

genannte N,O-Acetalesterfunktion. Durch das Fehlen von einer oder gar beiden

 Multiple Drug Resistance

® Humane Promyelozytenleukamiezelllinie
¢ Humane Darmkrebszelllinie

¢ Humane Darmkrebszelllinie



Funktionalitaten sind beispielsweise die Tubulysine V bis Z weniger aktiv, bewegen
sich aber dennoch im Bereich der Epothilone oder Paclitaxel. Eine NMR-Analyse von
Tubulin-gebundenem Tubulysin A legt nahe, dass sowohl der aromatische Ring am
C-Terminus als auch die Thiazol-Gruppe im Tubuvalin essentiell fiir héchste Aktivitét
sind.™™  Abbildung 1.3 veranschaulicht, dass grundsétzlich bereits geringfiigige
Anderungen an der natiirlichen Struktur nicht zu vernachlassigende AktivititseinbufRen
mit sich bringen (steile quantitative Struktur-Wirkungsweise-Beziehung, QSAR).
Vereinfachungen bzw. Anpassungen, die Uber das Abgebildete hinausgehen,
beeinflussen die Aktivitat deutlich negativ.l*?l Beispiele hierfiir sind der Ersatz von
Tubuphenylalanin gegen eine Ethylbenzyl-Gruppe*® oder ein Austausch des Thiazols

gegen einen Benzolring™*!.

R':H>OH 7
R2 OAc >> OH, H R%RY=H
n=2 R* R®=Me
(CHa)y Ho 9 R® 9 n=1
QMN/ N . /%N * Anderung der
| O . R3 S HR Stereochemie

0]
R3: CH,0-COR' > Me >> H Aktivitatseinbulle

Abbildung 1.3  Struktur-Aktivitats-Beziehung der Tubulysine. Das Zeichen ,,> bezieht sich auf die
biologische Aktivitat der jeweiligen Verbindungen. Generell sind die Tubulysine mit einem
Tubuphenylalanin-Rest (R* = H) aktiver als die Tubutyrosin-Tubulysine (R'= OH). Bereits kleinere
strukturelle Anderungen fiihren zu AktivitatseinbuBen. R* Die acetylierte Tuv-Hydroxyfunktion ist
wichtig fur hochste Aktivitat. Ein Verlust der Acetylfunktion oder der Hydroxyfunktion selbst fiihrt zu
einem Aktivitatsverlust. R®: Die aktivsten Tubulysine verfiigen {ber eine N,O-Acetalesterfunktion am
Tubuvalin-Stickstoffatom. Vertreter mit einer Methyl-Gruppe in dieser Position sind weniger aktiv,
iibertreffen jedoch noch das Potential von Verbindungen ohne Seitenkette (R® = H). R*, R®: Entfallt die
Methylgruppe der natiirlichen Tubulysine oder wird eine zweite Methylgruppe eingeflhrt, sinkt die
Aktivitat. Ebenso wenn N-Mep (n = 2) durch einen 5-gliedrigen Ring (n = 1) ersetzt wird.

Wirkungsweise

Die Zytotoxizitat der Tubulysine beruht auf ihrer Eigenschaft Tubulin zu binden und
damit den Zellzyklus sich teilender Zellen nachhaltig zu stéren. Bisher sind sechs von
Myxobakterien produzierte Substanzfamilien bekannt, welche direkt auf das Zytoskelett
eukaryotischer Zellen wirken. Ein Teil dieser Verbindungen (Chivosazol*®)
Chondramide!®®, Rhizopodint*™) interagiert mit den Aktinfilamenten, ein anderer Teil

(Tubulysinet™!, Epothilone™®, Disorazol™) mit den Mikrotubuli.



Die Mikrotubuli sind essentielle Fasern des eukaryotischen Systems. Diese
réhrenférmigen Proteinpolymere sind an wichtigen intrazelluldaren Prozessen, wie
Signalubertragung oder Stofftransport, beteiligt. Daruber hinaus spielen sie eine
wesentliche Rolle bei der Mitose, indem sie die duplizierten Chromosomenpaare zu den
Spindelpolen transportieren.”® Ihr Aufbau aus a- und A-Tubulin-Heterodimeren folgt
einem Nukleations-Elongationsmechanismus. In der Nukleationsphase kommt es zur
verhdltnismalig langsamen Bildung der Polymerisationskerne und in der
Elongationsphase zur schnelleren, reversiblen und nicht-kovalenten Anlagerung
weiterer Dimere. Die daraus resultierenden, bis zu einige Mikrometern langen,
Hohlraumzylinder unterliegen, komplexen Polymerisationsdynamiken folgend, der

permanenten Anlagerung und Abspaltung von Tubulindimeren (s. Abbildung 1.4).

a- und B-Tubulin- Mikrotubuli-Kerne
Heterodimere
24 nm -
o0
o0
o0 -
o0 5 —_— Mikrotubulus
o0 o
ap

]Bnm

Abbildung 1.4 Aufbau der Mikrotubuli aus a- und p-Tubulin-Heterodimeren, einem
Nukleations-Elongationsmechanismus folgend.?”

So genannte Tubulin-Modifikatoren, wie die Tubulysine, greifen in dieses
Polymerisationsgleichgewicht ein. Die Mitose kommt in der Meta-/Anaphase zum
Erliegen und es folgt schlieBlich die Apoptose (s. Abbildung 1.5).
Tubulin-Modifikatoren kénnen in die folgenden zwei Gruppen unterteilt werden: Zum
einen die Mikrotubuli-stabilisierenden Stoffe wie beispielsweise Paclitaxel (Taxol®),
Docetaxel (Taxotere®) oder die Epothilone, zum anderen die
Mikrotubuli-destabilisierenden Substanzen, wie die Vinca-Alkaloide (Vinblastin,
Vinchristin, Vinflunin, etc.), Rhizoxin oder auch die Tubulysine. Die genannten
Substanzen entfalten ihre Wirkung auf die Tubulin-Polymere Uber eine von drei

moglichen Hauptbindungsstellen: Die Taxan-Doméne (u. a. Paclitaxel, Epothilone), die



Colchicin-Domaéne (u.a. Colchicin) und die Vinca-Domane (u.a. Vinca-Alkaloide,
Dolastatine).[?”

Abbildung 1.5 Mitose humaner Knochentumorzellen in  Abwesenheit (a-c) und in
Anwesenheit (d) eines Antimitotikums.”” Rot: Mikrotubuli, blau: Chromosomen. a) Beginn der
Metaphase, die Chromosomen konzentrieren sich am Aquator; b) Anaphase, die duplizierten
Chromosomen sind getrennt und bewegen sich in Richtung der Spindelpole; ¢) Telophase, die
Chromosomen haben die Spindelpole erreicht und die Zelle teilt sich in zwei Tochterzellen; d) In
Gegenwart des Tubulin-Modifizierers Vinflunin (50 nM) ist die Beweglichkeit der Chromosomen
eingeschrinkt, einige Chromosomen verbleiben an den Spindelpolen, die Mitose kommt beim Ubergang
von Meta- zu Anaphase zum Erliegen.

Die Tubulysine hemmen die Bindung von Vinblastin zu Tubulin. Auf Grundlage einer
Reihe von Verdrangungsexperimenten konnten Khalil und Mitarbeiter zeigen, dass es
sich hierbei (genau wie bei Dolastatin 10) um eine nichtkompetitive Hemmung
handelt.!! Polyketide, wie das bereits genannte Rhizoxin oder Disorazol, zeigen im
Gegensatz dazu eine kompetitive Hemmung der Bindung von Vinblastin zu Tubulin. Es
wird daher davon ausgegangen, dass es in der Vinca-Doméne zwei Bindungsstellen
gibt: Die Vinca-Stelle (Vinca-Alkaloide) und die Peptid-Stelle (Tubulysine und
Dolastatin 10).

Mittels Versuchen an HUVEC-Zellen* konnte darliber hinaus belegt werden, dass
Tubulysin A antiangiogene Wirkung zeigt.'” Schnell wachsendes Tumorgewebe
benotigt zur Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung ein sich zligig ausdehnendes Netz an
BlutgefaRen. Antiangiogene Substanzen vermindern oder blockieren die Durchblutung

des Tumors. So stagniert deren Wachstum oder das Tumorgewebe stirbt ab.

Synthese

Die biotechnologische Darstellung der Tubulysine mittels Fermentation liefert nur
geringe Substanzmengen (<10mgL™) und bringt miihsame chromatographische
Reinigungsschritte mit sich. Um die Materialversorgung von weiterfiihrenden

(vorklinischen) Studien sicherzustellen, waren und sind daher synthetische

# Human umbilical vein endothelial cells (Zellen der humanen Nabelschnurvene)



Produktionsansatze von enormer Bedeutung. Auch wenn die Darstellung der
Tubulysine auf den ersten Blick wenig anspruchsvoll erscheint, fordert die
Totalsynthese dieser Tetrapeptide einfallsreiche Ldsungsansatze, um verschiedene

Herausforderungen zu meistern.

Im Folgenden sollen die wesentlichen Meilensteine auf dem Gebiet der Synthese
natlrlicher Tubulysine beleuchtet werden. Nach einer Vielzahl von Publikationen zur
Darstellung einzelner Bausteine oder vereinfachter Analogal**'4?2%2 folgte im Jahr
2006 die erste stereoselektive Synthese von natlrlichem Tubulysin U (und V) durch
Wessjohann und Mitarbeiter.["**! Einem einfachen, divergenten Syntheseansatz folgend
(s. Abbildung 1.6) wird hier das Zielmolekdl aus dem linken (N-Mep-Ile-pNP) und dem

rechten Teil (N-Boc-Tuv-Tup-OMe) zusammengesetzt.

o P

h
c Yz 5
/SH OAc
d
I) BocHN N ~COMe N2 Aux*
N\'\ﬂez R (o]} J/ Ts /\/ ux
e S o 6
N _
Ph

BocHN 1 &C(E > u

3 COsMe

Tubulysin U Tuv-Tup Tup HyN
)
Mep-lle CO,H

Abbildung 1.6  Schematische Darstellung der Synthese von Tubulysin U nach Démling et al.B¥
Geschtztes Tubuvalin (4) ist durch eine 3-Komponentenreaktion zugénglich. Tubuphenylalanin (7) wird
unter Verwendung von Pseudoephedrin als chirales Auxiliar (Aux*) synthetisiert. Die Verknipfung der
Dipeptide Tuv-Tup und Mep-Ile liefert Tubulysin U.

Der linke Teil des Molekils ist durch eine Kupplung von N-methylierter
D-Pipecolinsdaure mit L-Isoleucin-4-nitrophenylester zuganglich. Das zweifach
geschiitzte Schliisselintermediat N-Boc-Tuv-Tup-OMe wird unter Verwendung von
3-(Diethoxyphosphoryloxy)-1,2,3-benzotriazin-4(3H)-on  (DEPBT) in DMF aus
N-Boc-Tubuvalin ~ und  Tubuphenylalaninmethylester ~ zusammengesetzt.  Der
Tubuvalin-Baustein  wurde dazu elegant (Uber eine 3-Komponentenreaktion
(Passerini-Domling-Variante) mit N-Boc-Homovalinal (1), Thioessigsaure (2) und
B-Dimethylamino-a-isocyano-acrylsaureester (3, Schéllkopf-Isonitril) aufgebaut.2! Die
Umsetzung des Aziridins 5 mit dem Enolat 6 unter Einsatz eines chiralen Auxiliars
(Aux*), gefolgt von einer Ozonolyse und Oxidation ert6ffnet einen Zugang zu

Tubuphenylalanin (7). Eine Eintopfreaktion bestehend aus dem Entschiitzen der



Tuv-Tup-Stickstofffunktion, dem Kupplungsschritt und der (erneuten) Acetylierung
liefert den Methylester von Tubulysin U und ein entsprechendes Epimer (1:1 Mischung
durch Epimerisation am Isoleucin-a-Kohlenstoffatom) in einer ausgezeichneten
Ausbeute von 83 %. Nach Trennung der Epimere bildet die selektive

Methylesterspaltung mittels Schweineleberesterase den abschlielenden Syntheseschritt.

Die erste Darstellung eines Vertreters der Tubulysin-Familie mit der ungewdohnlichen
und schwer zu installierenden N,O-Acetalesterfunktion wurde von der Gruppe um
Ellman beschrieben.® Die innovative Synthesestrategie (s. Abbildung 1.7) eroffnete
den Zugang zu Tubulysin D (8), dem aktivsten Vertreter der Substanzklasse. Ausgehend
vom als Azid und Methylester geschiitzten zentralen lle-Tuv-Fragment 9 gelang die
Einfuhrung der Seitenkette, in sterisch gedrangter Umgebung, unter Verwendung von
KHMDS als Base.

o) OPG o) OPG
N, N__coome _2 _ N, N_ _COOMe
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Abbildung 1.7 Schematische Darstellung der Synthese von Tubulysin D (11) ausgehend von
geschutztem lle-Tuv-Dipeptid 59) nach Ellmanetal. mit Einfihrung der N,O-Acetalester-
Seitenkette als Schliisselschritt. a) KHMDS, CICH,0COCH,CH(CHj3),, THF, -45 °C, 93 %.

Der weitere Aufbau des Zielmolekuls erfolgt hier durch die Palladium-katalysierte
Reduktion des Azids unter Wasserstoffatmosphare in Anwesenheit von, als
Pentafluorphenylester, aktivierter N-Mep. Die Entschiitzung der Tuv-Sduregruppe in
Gegenwart des labilen Rests am Tubuvalin-Stickstoffatom gelingt nach einer Vorschrift



10

von Nicolaou et al. mittels Me3sSnOH. Die resultierende Sduregruppe wird als
Pentafluorphenylester aktiviert mit Tubuphenylalanin (7) gekuppelt. Die abschlieRende
Acetylierung mit Essigsaureanhydrid/Pyridin liefert TubulysinD (8) in einer

Gesamtausbeute von 13 %.

Neben den natirlichen Tubulysinen und vereinfachten Analoga wurden bis dato auch
einige Arbeiten zur Synthese von Tubulysin-Varianten mit Targeting-Komponenten
veroffentlicht. Eine einleitende Abhandlung dazu folgt in Kapitel 5 der vorliegenden
Arbeit.
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2 Natiirliches Tubulysin B und Diethyl-Tubulysin

Die Synthesen verschiedener naturlicher Tubulysine und einfacher Analoge sind in der
Literatur beschrieben.!*3142232 |n all diesen Verbindungen bilden Tubuphenylalanin (7)
oder Derivate den C-Terminus. Bisher meisterten jedoch ausschlieflich die
Tubutyrosin-enthaltenen Tubulysine A und B den Sprung zu vorklinischen Studien.?”
31 Erste vielversprechende Konjugate mit Targeting-Komponenten (s. Kapitel 5.1)
wurden bisher ausschliellich aus den genannten Vertretern der Tut-Serie synthetisiert.
Um diese Liicke zu schliel3en, sollte eine erste Totalsynthese von Tubulysin B (33a)
entwickelt werden. Zundchst erfolgte die Produktion der einzelnen Bausteine, also den
ungewohnlichen Aminoséuren N-Methylpipecolinsaure (50), Tubuvalin (17a) und
Tubutyrosin (28). Wahrend die Methylierung von Pipecolinsdure via reduktiver
Aminierung mittels Paraformaldehyd und Pd/C unter Wasserstoffatmosphare trivial ist,
wird im Folgenden auf die Synthese von Tubuvalin (17a), Tubutyrosin (28a) und

Tubuphenylalanin (7) eingegangen.

2.1  Synthese von geschiitztem Tubuvalin

Die Synthese von Tubuvalin (17a) mit zwei stereogenen Zentren und einem Thiazolring
zahlt zu den groReren Herausforderungen beim Aufbau natlrlicher Tubulysine.
Verschiedene Gruppen haben Ansatze zur Darstellung dieses Bausteins sowie
vereinfachter Analoga publiziert.[?224-27:3040-421 | der eigenen Gruppe wurden bisher
zwei unterschiedliche Syntheserouten etabliert: Zum einen der sehr elegante
Multikomponentenansatz von Démling!), zum anderen die Synthese von Pandol*!,
welche auf einer Modifizierung einer Route von Sani et al.”® aus dem Jahr 2007 fut
und den Zugang zum genannten Baustein im Grammmalistab eroffnet. Pandos
Tubuvalin-Synthese liefert als Ethylester geschiitztes Material. Dieses ist jedoch nicht
flr die Tubulysin B-Darstellung (entsprechend der angestrebten Route) geeignet. Der
anschlieBende, schrittweise Aufbau des Tubulysin-Gerlstes aus den einzelnen
Bausteinen bildet die Rationale fiir diesen Umstand: Die Spaltung der betroffenen
Esterfunktion, in Gegenwart der labilen Seitenkette soll nach einer Methode von

[44]

Nicolaou et al. mittels MezSnOH erfolgen. Diese milde Variante erlaubt die

Methylesterspaltung, wahrend Ethylester unter diesen Bedingungen keine Reaktion
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zeigen. Da sich die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrte
N-Boc-Tuv-OMe-Darstellung nur marginal von Pandos Ethylester-Variante
unterscheidet, wird im Folgenden nur auf die wesentlichen Aspekte der Darstellung des
Methylesters (s. Abbildung 2.1) bzw. die Unterschiede zur Ethylester-Synthese

eingegangen.

0 O 0] c
- H — N —
)J\CN )H( 2 44 % )J\(/J)J\OMe 56 %
(2 Stufen) S
14
O O g ~ o e}

AN N D — N
MJ)\OMG 59 % BocHN/g\/k(/kaMe
S S

15 16

OH 0 7 oH
N +
BocHN ~ / OMe BocHN
S

17a, 27 % 17b, 14 %

Abbildung 2.1 Synthese von geschutztem Deacetyl-Tubuvalin ausgehend von Pyruvonitril (12)
Uber 5 Stufen.  a) H,S, Et;N, Et,0, 0 °C; b) Brommethylpyruvat, MeOH, Reflux, 14 % (2 Stufen); c)
1. TiCl,, THF, 0 °C; 2. Et;N, Isobutanal, -78 °C, 56 %; d) Sn(OTf),, tert-Butylcarbamat, ACN, 59 %; e)
(CHa),S-BHjs, (S)-2-Methyl-CBS-oxazaborolidin, THF, 0 °C > RT, 27 % 17a, 14 % 17b.

Die hier beschriebene lineare, 5-stufige Route ermdglicht die Produktion des als
Methylester geschiitzten zentralen Bausteins aller Tubulysine und kann grob in zwei
Abschnitte unterteilt werden: Zum Aufbau des Schlusselintermediats 14 erfolgt
zundchst die Addition von Schwefelwasserstoff an Pyruvonitril (12) und im Anschluss
eine Hantzsche-Thiazolsynthese. Im Gegensatz zur Ethylestersynthese findet hier
Brommethylpyruvat anstelle von Bromethylpyruvat Verwendung. Weiterhin dient
Methanol statt Ethanol als Losungsmittel, da andernfalls durch partielle Umesterung
eine Produktmischung mit unerwiinschtem Ethylester resultiert. Die Ausbeute betrégt
im vorliegenden Fall nur 14 % Utber zwei Stufen und bleibt damit noch hinter den schon
maRigen 36 % der Ethylester-Variante zuriick. Optimierungsversuche hinsichtlich der
einzelnen Reaktionszeiten und -temperaturen fiihrten in keinem Fall zu einer Steigerung
der Ausbeute. Alle weiteren Reaktionsschritte ausgehend vom Schlisselintermediat 14

erfolgen in Anlehnung an die bereits erwéhnten Vorschriften von Sani et al. aus dem
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Jahr 2007. Hier bildet lediglich der Ersatz der Ethylesterfunktion durch den
korrespondierenden Methylester einen Unterschied. Die weiteren Syntheseschritte sind
eine TiCly-katalysierte Aldolreaktion mit Isobutanal zum Intermediat 15 und eine
Zinn(I)-triflat ~ katalysierte  Aza-Michael-Addition  mit tert-Butylcarbamat zu
Verbindung 16. Die abschlieRende CBS-katalysierte Reduktion der Ketofunktion liefert,
mittels S&dulenchromatographie an Kieselgel leicht zu separierende, Diastereomere 17a

und 17b in einer noch akzeptablen Ausbeute von zusammen 41 %.

2.2 Synthese von Tubutyrosin und Tubuphenylalanin

Der strukturellen Analogie zum Trotz liefert die Ubertragung der in der eigenen Gruppe
entwickelten Aziridin-Route!”? zur Synthese von Tubuphenylalanin (7, s. Abbildung
1.6) im Fall von Tubutyrosin (28) nur maRige Ergebnisse. Stattdessen wurde der in

Abbildung 2.2 gezeigte Syntheseweg gewahlt.
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Abbildung 2.2 Synthese von geschitztem Tubuphenylalanin (31) und -tyrosin (26). a) NaBr,
TEMPO, NaOCl, H,O/Toluol/EtOAc, 0°C > RT, quant. (20), 64% (21); b)
(1-Ethoxycarbonylethyliden)triphenylphosphoran, DCM, 0°C - RT, 81 % (22), 72 % (23); c) 24:
Pd(OH),/C (20 Gew%), H,, MeOH; 25: Pd/C (10 Gew%), H,, MeOH, HPLC, 53 % (26a), 24 % (26b); d)
LiOH-H,0, THF/H,0; e) ag. HCI; f) LiOH-H,0, THF/H,0, 95 %,; g) (-)-Menthol, DCC, DMAP, DCM,
0°C > RT, 30 % (30a), 33 % (30b); h) 6 M HCI, 140 °C, 2 h; i) 2,2-Dimethoxypropan, ag. HCI, 50 °C,
12 h, 92 % (2 Stufen).

Da Tubuphenylalanin-Methylester (31) fur die Darstellung von Tubulysin-Analoga
(s. Abschnitt 2.4 und Kapitel 5) von Bedeutung ist und sich die Darstellung von Tup (7)
und Tut (28a) im Kern gleicht, werden hier die Synthesen beider Bausteine zusammen
beschrieben. Ausgehend vom kommerziell erhéltlichen Alkohol 18 bzw. 19 erfolgt nach
TEMPO-Oxidation eine Wittig-Reaktion zum Schllsselintermediat 22 bzw. 23.
Optimierungsversuche bei der Tubutyrosin-Synthese zeigten, dass flir Reaktion (a) eine

Oxidation nach Swern zur vollstindigen Racemisierung am C4 fihrt. Die
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Wittig-Produkte werden mittels Palladium-Katalysator unter Wasserstoffatmosphére
reduziert. Im Fall von Verbindung 22 (Tup-Synthese) erfolgt die Auftrennung der
resultierenden Diastereomere 24 gemal einer Vorschrift von Sanietal. tber die
korrespondierenden  L-Mentholester 30a  und  30b.%!  Nach Spaltung des
Mentholesters 30a wird das resultierende Tubuphenylalanin (7) erneut als Methylester
geschiitzt (Verbindung 31).

Bei der Ubergangsmetall-katalysierten Reduktion der Doppelbindung in Verbindung 23
(Tut-Synthese) wird zeitgleich die Benzylschutzgruppe abgespalten. Da die
Mentholester-Variante in diesem Fall keine zufriedenstellenden Ergebnisse liefert,
werden die Tubutyrosin-Diastereomere 25 mittels préparativer HPLC aufgetrennt. Auf
dieser Stufe war zundchst nicht klar, welche Fraktion das Produkt mit der gewiinschten
Konfiguration enthélt. Anhand der NMR-spektroskopischen Daten war eine eindeutige
Zuordnung nicht mdglich und es konnten keine fir die Rontgenkristallstrukturanalyse
geeigneten Kristalle geziichtet werden.

2.3  Synthese von Tubulysin B und Zuordnung der

Tubutyrosin-Diastereomere

Aus den voranstehend genannten Grinden (s. vorheriger Abschnitt) wurden die
Diastereomere 28a und 28b mit Tripeptid 32 gekuppelt (s. Abbildung 2.3), um dann
uber einen Vergleich mit naturlichem Material® die Zuordnung der Tut-Diastereomere
zu ermdglichen. Da der Aufbau des Molekilgerusts auf den einzelnen Bausteinen von
Dr. O. Pando Ubernommen wurde und Dr. A. Porzel die Zuordnung mittels
NMR-Spektroskopie durchgefiihrt hat™*!, sollen in der vorliegenden Arbeit nur die

wichtigsten Ergebnisse dazu zusammengefasst werden.

# Bereitgestellt durch Firma R&D Biopharmaceuticals, Martinsried
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Abbildung 2.3 Synthese von Tubulysin B (33a) und dem 2R-Epimer 33b durch Kupplung von
Tubutyrosin (28a) bzw. dem Epimer 28b mit dem Tripeptid 32.1*! a) PFP, DIC, DCM, 67 % (33a),
51 % (33b).

Ausgehend von den genannten Bausteinen und analog zur literaturbekannten
Synthese-Route zur Darstellung von Tubulysin D (8) gemaR Ellman et al.B®
(s. Abbildung 1.7), wurde die erste Totalsynthese von Tubulysin B (33a) durchgefiihrt.
Abbildung 2.3 zeigt den letzten Peptidkupplungsschritt mit entschitztem Tut 28a bzw.
epi-Tut 28b. Durch die vergleichende Auswertung der NMR-spektroskopischen Daten
der beiden Endprodukte mit den Daten von natiirlichem Tubulysin B erfolgte die
eindeutige Zuordnung der Diastereomere. Die beschriebene Tubutyrosin-Synthese
liefert demnach einen Uberschuss an nattirlichem Tubutyrosin (Tut:epi-Tut = 2.5:11%)).
Erwahnenswert ist an dieser Stelle weiterhin, dass sich Tubulysin B (33a) und
(2R)-epi-Tubulysin B (33b) hinsichtlich ihrer zytotoxischen Aktivitat gegen die beiden
getesteten Zelllinien PC-3* und HT-29" nur marginal unterscheiden (alle 1Cso-Werte
liegen bei rund 1 nM™). Die Konfiguration des betroffenen Stereozentrums hat somit

nur wenig Einfluss auf die Aktivitat der Verbindung.

2.4  Synthese von Diethyl-Tubulysin

Dieser Abschnitt beschreibt die erste Synthese des einfachen Tubulysin-Derivats
,Diethyl-Tubulysin“ (34). Durch strukturelle Vereinfachungen gegeniliber den
natrlichen Tubulysinen ist dieses Derivat verhaltnismaRig leicht zuganglich. Auch
wenn durch die vorgenommen Anpassungen an der Struktur eine Aktivitatseinbulle

nicht ausgeschlossen werden kann, handelt es sich bei diesem Analogon — aufgrund

# Humane Prostatakrebszelllinie
® Humane Darmkrebszelllinie
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einer massiven Reduzierung hinsichtlich des préparativen Aufwands — um ein
vielversprechendes Zielmolekil. Abbildung 2.4 verdeutlicht die vorgenommenen
strukturellen Anpassungen ausgehend von natirlichem Tubulysin B (33a): Konkret
wurden bei der Syntheseplanung die blau markierten Teile des Molekiils ,,gestrichen
(bzw. CH3(CH,),COO- gegen CHjs- ersetzt).

Diethyl-Tubulysin (34)

Abbildung 2.4  Strukturelle Vereinfachungen von Tubulysin B (33a) zum Diethyl-Derivat 34. Im
Diethyl-Tubulysin (34) sind die N,O-Acetalesterfunktion und die Acetylgruppe (beides blau) durch
Ethylgruppen ersetzt.

Es ist literaturbekannt, dass ein Verlust der Acetylfunktion am Tubuvalin einen
negativen Einfluss auf die zytotoxische Aktivitat mit sich bringt (Aktivitatsverringerung
um ca. Faktor 3; je nach Zelllinie).*¥) Die Substitution der Acetylfunktion gegen eine
Ethylgruppe wurde bisher nicht untersucht. Weiterhin hat die komplette Entfernung der
N,O-Acetalester-Seitenkette einen enormen Aktivitatseinbruch zur Folge. Verbindungen
mit einer simplen Methylgruppe in dieser Position bewegen sich hinsichtlich ihrer
Zytotoxizitatswerte zwar ebenfalls nicht im Bereich der herausragendsten Vertreter der
Tubulysin-Familie, zeigen jedoch, dass hier grundsétzlich auch deutlich simplere
Strukturen ein gewisses Potential besitzen (Aktivitatsverringerung um ca. Faktor 2; je
nach Zelllinie).*®! Im hier vorgestellten Tubulysin-Diethylderivat 34 sind demnach alle
flr die zytotoxische Aktivitat essentiellen Strukturmerkmale présent, wenn auch teils in
vereinfachter Form. Abbildung 2.5 zeigt deutlich wie unkompliziert sich der Aufbau des

Diethylderivats 34 tatsachlich gestaltet.



18

0O OH @)
N3/, N
. S
9 35 R=Me (39 %)
36 R=Et (25 %)

— ~ N, N 37 R=Me (93 %) 38 R=Et
“l‘/\[f quk /J)J\OR 38 R=Et (79 %) L. 39 R (76 %)
o .. S
PN Ph ~
— ~_-N., N - 34 R=H
']' q‘\N ;fﬁ COOR (43 % iiber 3 Stufen)

Abbildung 2.5 Synthese von Diethyl-Tubulysin 34 ausgehend vom geschitzten Dipeptid 9 Uber 5
Stufen. a) NaH, Etl, DMF, 0 °C - RT, 39 % (35), 25 % (36); b) N-Mep-OPFP, Pd/C (10 Gew%), H,,
EtOAc, 93 % (37), 79 % (38); c) LiOH-H,0O, THF/H,0, 76 %, d) 1. PFP, DIC, DCM; 2. Tup-OMe-HCI
(31), DIPEA, DMF; €) LiOH-H,0, THF/H,0, 43 % (3 Stufen).

Ausgehend vom geschitzten Dipeptid 9 erfolgen nach der Alkylierung nur noch zwei
Standard-Peptidkupplungsreaktionen. Die verwendete Schutzgruppenchemie beschrankt
sich lediglich auf eine Azidreduktion sowie die Spaltung von Estergruppen, ebenfalls
beides nach Standardprotokoll. Die doppelte Alkylierung des als Azid- und
Methylester-geschiitzten  Ile-Tuv-Bausteins 9  erfolgt unter Verwendung von
Natriumhydrid als Brgnsted-Base und sechs Aquivalenten Ethyliodid. Unter diesen
Bedingungen kommt es teilweise zu einer Umesterung zum korrespondierenden
Ethylester 36. Beide Verbindungen (35 wund 36) lassen sich mittels
Saulenchromatographie trennen. Da das alkylierte N-Mep-lle-Tuv-Tripeptid ohnehin
einer Esterspaltung mittels Lithiumhydroxid unterzogen wird, kdnnte im Folgenden
auch eine Methyl-/Ethylestermischung eingesetzt werden. Die Azidreduktion und die
Peptidkupplung erfolgen in einer Eintopfreaktion. Hierzu wird das jeweilige Azid 35
bzw. 36, eine Kkatalytischne Menge Palladium auf Aktivkohle sowie als
Pentafluorphenylester aktiviertes N-Mep unter Wasserstoffatmosphére ber Nacht
gerihrt. Die Ausbeute betragt sehr gute 93 % (Methylester 37) bzw. 79 %
(Ethylester 38). Die weiteren Synthesestufen bis zum finalen Produkt 34 wurden
ausschlieBlich mit dem Ethylester 38 und ohne chromatographische Reinigung der
Zwischenprodukte durchgefiihrt. Dies beinhaltet die Ethylesterspaltung mittels
Lithiumhydroxid, die Aktivierung der resultierenden S&urefunktion durch

Pentafluorphenol/DIC, die Peptidkupplung mit Tup-OMe und letztlich die Spaltung des
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Methylesters ebenfalls unter Verwendung von Lithiumhydroxid. Die Aufreinigung des
Reaktionsansatzes durch préparative RP-HPLC liefert die Zielverbindung 34 mit einer

Ausbeute von 33 % Uber die aufgelisteten vier Stufen.

Das Diethyl-Tubulysin 34 liegt bei ersten Tests mit verschiedene Krebszelllinien im
Aktivitatsbereich von natlrlichem Tubulysin B (33a, s. Tabelle 2.1 ) und ist damit eines
der bisher aktivsten bekannten artifiziellen Tubulysin-Derivate (neben den Tubugis,
s. néchstes Kapitel). Die hier vorliegende Kombination aus einfacher und schneller
Synthese, den guten Ausbeuten und der enormen Aktivitat ist bisher unerreicht. Somit
stellt das Diethyl-Tubulysin 34 einen hervorragenden Ausgangspunkt fir weitere
Modifikationen, wie beispielsweise eine Konjugation mit Targeting-Komponenten fir

einen Tumor-gerichteten Wirkstofftransport, dar.

Tabelle 2.1 Aktivitat von Diethyl-Tubulysin®43 und Tubulysin B (33a) gegen verschiedene
Krebszelllinien.

Zelllinie; 1Cs [nM]

Verbindung HT-29° PC-3° Colo 320¢
Diethyl-Tubulysin 34 0.11+0.01 0.12+0.01 0.31+£0.03
Tubulysin B (33a) 0.5 0.3 -

2.5 Experimentelle Daten

2.5.1 Allgemeine Angaben

Chemikalien und Ldsungsmittel

Alle verwendeten Chemikalien sind kommerziell erhéltlich (Sigma-Aldrich, USA,;
Acros Organics, Belgien) und wurden ohne vorherige Reinigung eingesetzt. Die

verwendeten LoOsungsmittel wurden von Merck (Deutschland) und Acros Organics

# Durchgefiihrt im eigenen Arbeitskreis von G. Kaluderovic bzw. A. Ehrlich
® Durchgefiihrt im eigenen Arbeitskreis von A. Denkert!)

¢ Humane Darmkrebszelllinie

Y Humane Prostatakrebszelllinie

¢ Humane Darmkrebszelllinie
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bezogen. Tetrahydrofuran wurde vor Gebrauch Uber einer Na/K-Legierung destilliert.
Absolutes Dichlormethan wurde durch Destillation (ber Calciumhydrid erhalten.
Absolutes Methanol, DMF und Pyridin (ber Molsieb wurden ebenfalls von

Acros Organics bezogen.

Reaktionen unter Luft-/Feuchtigkeitsausschluss

Diese Reaktionen wurden in absoluten Losungsmitteln und in ausgeheizten Glasgeréten
mit Mehrweghahnsystem durchgefiihrt. Trockener Stickstoff oder Argon dienten als

Schutzgas.

Analytische Dunnschichtchromatographie

Analytische Diunnschichtchromatographie wurde an mit Kieselgel beschichteter
Aluminiumfolie (Kieselgel 60 Fys4) der Firma Merck durchgefuhrt. Die Detektion der
Substanzen erfolgte mittels UV-Licht (A = 254 nm; 366 nm) oder durch Anfarben mit
lod, Cer(1V)-Molybdatophosphorsaure bzw. Ninhydrin-Ldsung.

Saulenchromatographie

Die Rohprodukte wurden an Kieselgel 60 der Firma Merck (230-400 mesh, 0.040-

0.063 mm) als Flash-Chromatographie mit variablem Druckaufschlag gereinigt.

NMR-Spektroskopie

Alle NMR-Spektren wurden auf Geraten der Firma Varian (Mercury 300, 400 bzw.
600) aufgenommen. Die chemischen Verschiebungen der NMR-Spektren sind auf das
Signal des internen Standards Tetramethylsilan (0.000 ppm fiir *H-NMR-Spektren in
CDCl; und CD3OD) bzw. auf die Losungsmittelsignale (77.000 ppm fir
BBC-NMR-Spektren in CDCls; 49.000 ppm fiir *C-NMR-Spektren in CDs;OD)

referenziert. Die Kopplungskonstanten sind in der Einheit Hertz (Hz) angegeben.
Massenspektrometrie

Die Massenspektren wurden als Elektrospray-lonisations-Massenspektren (ESI-MS) auf
einem  Triple-Quadrupol-Massenspektrometer der Firma AB Sciex (USA)
aufgenommen. Hochauflésende ESI-Massenspektren (HRMS) wurden mit einem
Apex Il FTICR-Spektrometer (Fourier Transform lon Cyclotron Resonance) der Firma

Bruker Daltonics (USA) gemessen.



21

2.5.2 Darstellung von 2-Acetylthiazol-4-carbonsauremethylester (14)

@] O
)%%OMe

Durch eine Ldsung von Pyruvonitril (25 mL, 0.35 mol) in trockenem Et,O (300 mL)
wird bei 0 °C fur 30 Minuten Schwefelwasserstoff geleitet. Triethylamin (1 mL) wird
zugegeben und die Losung (ber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt. Die
Reaktionsmischung wird mit gesattigter Natriumchlorid-Ldsung (2x 50 mL) gewaschen,
die Phasen werden getrennt und die organische Phase uber Natriumsulfat getrocknet.
Die Mischung wird filtriert und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Eine Ldsung des o) erhaltenen Rickstands (35.50) und
3-Brombrenztraubensauremethylester (68.5g, 0.38 mol, 1.1 Ag.) in trockenem
Methanol (45 mL) wird fur 45 Minuten unter Rickfluss erhitzt. Das Losungsmittel wird
unter vermindertem Druck entfernt. Die saulenchromatographische Aufarbeitung
(n-Hexan:EtOAc 8:1 - 5:1) des Riickstands liefert das Thiazol 14 mit einer Ausbeute
von 8.8 g (14 %) als gelben Feststoff.

Rt = 0.29 (n-Hexan:EtOAc 4:1).
'H NMR (300 MHz, CDCl3) & = 8.45 (s, 1H), 4.00 (s, 3H), 2.79 ppm (s, 3H).

BC NMR (75 MHz, CDCl3) & = 19151, 167.54, 161.28, 148.32, 133.58, 52.75,
26.09 ppm.

HRMS (ESI) m/z ber. fir C;H;NO,S [M+Na]* 208.0039, gef. 208.0035.

2.5.3 Darstellung von Thiazol 15
o) o)
M%OMe
S

Zu einer Losung von Verbindung 14 (10.4 g, 52.2 mmol, 1.0 Aqg.) in trockenem THF
(200 mL) wird bei 0°C und unter Stickstoffatmosphare eine 1 M Ldsung von
Titantetrachlorid (115 mL, 115 mmol, 2.2 Ag.) in Toluol portionsweise zugegeben.
Nach 40 Minuten wird der Reaktionsansatz auf -78 °C gekuhlt und Triethylamin
(16.1 mL, 114.7 mmol, 2.2 Aq.) wird zugegeben. Nach 10 Minuten wird Isobutanal

(5.7 mL, 62.2 mmol, 1.2 Aq.) zugetropft und anschlieRend eine weitere Stunde geriihrt.
Das Kihlbad wird entfernt und nach einer Stunde wird der Reaktionsansatz durch
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Zugabe einer geséattigten Ammoniumchlorid-Ldsung (100 mL) gequencht. Die Phasen
werden getrennt und die waéssrige Phase mit EtOAc (3x 100 mL) extrahiert. Die
kombinierten organischen Phasen werden tber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und
das  Losungsmittel ~ wird unter  vermindertem  Druck  entfernt.  Die
sédulenchromatographische Aufarbeitung (n-Hexan:EtOAc 5:1) des Ruckstands liefert
Verbindung 15 mit einer Ausbeute von 7.1 g (56 %) als gelbes Ol.

R =0.47 (n-Hexan:EtOAc 4:1).
'H NMR (300 MHz, CDCl3) & = 8.49 (s, 1H), 7.34 — 7.30 (m, 2H), 4.00 (s, 3H), 2.77 —
2.54 (m, 1H), 1.16 ppm (d, J=6.8, 6H).

3C NMR (75 MHz, CDCl3) & = 181.35, 168.61, 161.11, 158.52, 147.95, 133.36,
120.96, 52.42, 31.62, 21.02 ppm.

HRMS (ESI) m/z ber. fiir C11H1sNO3S [M+Na]* 262.0508, gef. 262.0506.

2.5.4 Darstellung von Thiazol 16

\/O o

BocHN}\)J\(/%onAe

S

Zu einer Losung von Verbindung 15 (7.0 g, 29.0 mmol, 1.0 Aq.) in trockenem ACN
(100 mL) werden unter Stickstoffatmosphéare Zinn(I1)-triflat (2.5 g, 5.9 mmol, 0.2 Aq.)
und tert-Butylcarbamat (4.1 g, 35.0 mmol, 1.2 Aqg.) gegeben. Die Reaktionsmischung
wird (ber Nacht gertihrt und das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck
entfernt. Die sdulenchromatographische Aufarbeitung (n-Hexan:EtOAc 5:1 - 4:1) des
Rickstands liefert Verbindung 16 mit einer Ausbeute von 6.1 g (59 %) als weilen
Feststoff.

Rt = 0.67 (n-Hexan:EtOAc 3:2).

'H NMR (300 MHz, CDCl3) 8 = 8.45 (s, 1H), 4.80 (d, J=9.5, 1H), 4.10 — 3.89 (m, 4H),
3.47 — 3.14 (m, 2H), 2.01 — 1.80 (m, 1H), 1.38 (s, 9H), 0.98 (d, J=1.3, 3H), 0.96 ppm
(d, J=1.3, 3H).

3C NMR (75 MHz, CDCls) & = 192.34, 167.44, 161.23, 155.42, 148.15, 133.51, 79.11,
52.88, 52.65, 41.34, 32.09, 28.24, 19.33, 18.24 ppm.

HRMS (ESI) m/z ber. fiir C1sH24N205S [M+Na]* 379.1298, gef. 379.1296.
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2.5.5 Darstellung von N-Boc-Tubuvalinmethylester (17a)
I)Oi( 0 " OoH 0
N /:\)\(N
BocHN ~ OMe BocHN ~ OMe
Myt e
17a 17b

Eine Lo6sung von Dimethylsulfid-Boran (1.9 mL, 20.2mmol, 1.2 Ag.) und
(S)-2-Methyl-CBS-oxazaborolidin (1 M in Toluol, 3.4 mL, 3.4 mmol, 0.2 Aq.) in
trockenem THF (40 mL) wird auf 0 °C gekihlt. Nach 10 Minuten wird eine Losung von
Thiazol 16 (6.0 g, 16.8 mmol, 1.0 Aqg.) in trockenem THF (20 mL) zugegeben. Nach
weiteren 10 Minuten wird das Kihlbad entfernt und der Reaktionsansatz fiir 3 Stunden
bei Raumtemperatur geriihrt. Durch Zugabe von Methanol (100 mL) wird die Reaktion
gequencht und die Ldsungsmittel werden unter vermindertem Druck entfernt. Die
sédulenchromatographische Aufarbeitung (n-Hexan:EtOAc 5:1 - 3:1) des Ruckstands
liefert die Verbindung 17a mit einer Ausbeute von 1.6 g (27 %) und die Verbindung

17b mit einer Ausbeute von 850 mg (14 %) als weilie Feststoffe.
17a:
R = 0.59 (n-Hexan:EtOAc 3:2).

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & = 8.12 (s, 1H), 5.23 (br s, 1H), 4.99 (dd, J=11.9, 2.2,
1H), 4.55 (d, J=9.9, 1H), 3.92 (s, 3H), 3.65 — 3.75 (m, 1H), 2.04 (dt, J=13.9, 2.7, 1H),
1.63 — 1.80 (m, 2H), 1.42 (s, 9H), 0.93 (d, J=7.0, 3H), 0.92 ppm (d, J=7.0, 3H).

3C NMR (101 MHz, CDCls) & = 176.4, 161.8, 157.8, 146.2, 127.4, 80.4, 69.0, 52.4,
52.3,42.0,32.2,28.4,19.4, 18.4 ppm.

HRMS (ESI) m/z ber. fiir C1sH26N205S [M+Na]* 381.1455, gef. 381.1452.
17b:
R¢ = 0.30 (n-Hexan:EtOAc 3:2).

'H NMR (400 MHz, CDCl3) = 8.10 (s, 1H), 5.11 (br s, 1H), 5.01 (br s, 1H), 4.57 (d,
J=9.2, 1H), 3.91 (s, 3H), 3.58 — 3.66 (m, 1H), 2.30 — 2.45 (m, 1H), 1.78 — 1.97 (m,
2H), 1.38 (s, 9H), 0.93 (d, J=7.0, 3H), 0.90 ppm (d, J=7.0, 3H).

3C NMR (101 MHz, CDCls) & = 176.35, 161.8, 156.8, 146.3, 127.5, 80.1, 71.3, 53.7,
52.4,41.4,32.6,28.4,19.2,17.5 ppm.

HRMS (ESI) m/z ber. fiir C15H26N20sS [M+Na]* 381.1455, gef. 381.1453.
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2.5.6 Darstellung von Tubuvalinmethylester-Hydrochlorid

OH 0
+ N
HaN™ /fOMe

Cl S

Zu einer Loésung von Verbindung 17a (700 mg, 1.9 mmol) in DCM (20 mL) wird bei
0 °C konzentrierte Salzsdure (37 %, 2 mL) gegeben. Nach 10 Minuten wird das
Kihlbad entfernt und die Reaktionsmischung wird fur weitere 6 Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt. Das Lésungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt.
Der Rickstand wird unter vermindertem Druck getrocknet und ohne weitere Reinigung
im néchsten Schritt eingesetzt.

2.5.7 Darstellung von (2S,3S)-2-Azido-3-methylvaleriansaure (60)%*"!

o

N3,
3 m, OH

o

(1) Herstellung des Reagenz: Einer Losung von Natriumazid (11.4 g, 175.7 mmol,
9.8 Ag.) in einer Mischung aus H,O (30 mL) und DCM (50 mL) wird bei 0°C
Trifluormethansulfonsaureanhydrid (6.0 mL, 35.5 mmol, 2.0 Aq.) uber einen Zeitraum
von 10 Minuten tropfenweise zugesetzt. Nach einer Stunde wird das Kuhlbad entfernt
und der Reaktionsansatz wird flr eine weitere Stunde bei Raumtemperatur gerihrt. Die
Phasen werden getrennt und die wassrige Phase mit DCM (2x 20 mL) extrahiert. Die
kombinierten organischen Phasen werden mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat-

Losung (50 mL) gewaschen.

(2) Darstellung des Aminosdureazids: Die obige Losung wird zu einer Mischung aus
L-Isoleucin (2.34 g, 17.9 mmol, 1.0 Aqg.), Natriumcarbonat (3.7 g, 26.8 mmol, 1.5 Aq.)
und Kupfer(ll)-sulfat-Pentahydrat (45.0 mg, 179.0 umol, 0.1 Ag.) in H,O/MeOH
(60 mL/120 mL) gegeben. Der Reaktionsansatz wird Uber Nacht geruhrt und die
organischen Ldsungsmittel werden unter vermindertem Druck entfernt. Die wéssrige
Phase wird mit H,O auf 200 mL verdinnt, mit konz. Salzsdaure auf einen pH-Wert von 6
eingestellt und mit EtOAc (4x 80 mL) extrahiert. Die EtOAc-Extrakte werden
verworfen. Die wéssrige Phase wird durch konz. Salzsaure auf einen pH-Wert von 2
eingestellt und erneut mit EtOAc (3x 80 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen

Phasen werden uber Natriumsulfat getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel wird
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unter vermindertem Druck entfernt und das Azid wird mit einer Ausbeute von 2.37 g
(84 %) als farbloses Ol erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) 5 = 3.83 (d, J=5.9, 1H), 2.08 — 1.93 (m, 1H), 1.63 — 1.46
(m, 1H), 1.38 — 1.23 (m, 1H), 1.04 (d, J=6.8, 3H), 0.94 ppm (d, J=7.4, 3H).

3C NMR (101 MHz, CDCls) 8 = 176.13, 66.98, 37.14, 24.85, 15.89, 11.21 ppm.

HRMS (ESI, neg) m/z ber. fur CgH11N30, [M-H] 156.0779, gef. 156.0773.

2.5.8 Darstellung von (2S,3S)-2-Azido-3-methylvaleriansaurechlorid®

O

N3,
34 Cl

o

Zu einer Lésung von Azid 60 (655 mg, 5.0 mmol, 1.0 Aq.) in trockenem Hexan (1 mL)
wird bei 0 °C Oxalylchlorid (2.2 mL, 25.0 mmol, 5.0 Ag.) gegeben. Trockenes DMF
(0.4 mL, 5.0 mmol, 1.0 Aq) wird tropfenweise zugegeben und das Kiihlbad wird
entfernt. Die Reaktionsmischung wird fir 1.5 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt,
filtriert und das Hexan wird unter vermindertem Druck entfernt. Das Sdaurechlorid wird

ohne weitere Reinigung oder Aufkonzentrierung im néchsten Schritt verwendet.

2.5.9 Darstellung des als Azid und Methylester geschiitztem Dipeptids 95
0 OH o)
N3,
3, N /E)J\OMe
" : S

Eine Losung von Tubuvalinmethylester (490 mg, 1.9 mmol, 1.0 Aq.) und DIPEA
(1.7mL, 9.5mmol, 5.0Aq.) in trockenem DCM (20mL) wird bei 0°C zu
(25,35)-2-Azido-3-methylvaleriansaurechlorid (871 mg, 5.0 mmol, 2.6 Ag.) gegeben.
Das Kuhlbad wird entfernt und die Reaktionsmischung wird (ber Nacht bei
Raumtemperatur gertihrt und anschlielend bei 0 °C mit H,O (2 mL) gequencht. Das
Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt. Die saulenchromatographische
Aufarbeitung (n-Hexan:EtOAc 1:1) des Ruckstands liefert die Verbindung 9 mit einer
Ausbeute von 649 mg (86 %) als weil3en Feststoff.

Rt = 0.42 (n-Hexan:EtOAc 1:1).
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'H NMR (300 MHz, CDCls) & = 8.15 (s, 1H), 6.53 (d, J=9.3, 1H), 5.33 — 5.22 (m, 1H),
4.94 — 4.84 (m, 1H), 4.03 (d, J=3.6, 1H), 4.01 — 3.96 (M, 1H), 3.94 (s, 3H), 2.28 — 2.11
(m, 2H), 1.91 — 1.75 (m, 2H), 1.48 — 1.25 (m, 2H), 1.19 — 0.84 ppm (M, 12H).

BC NMR (75 MHz, CDCl3) 6 = 176.11, 170.75, 161.94, 146.41, 127.64, 69.59, 68.71,
52.39, 51.54, 41.14, 38.56, 31.77, 24.08, 19.68, 18.25, 15.96, 11.66 ppm.

HRMS (ESI) m/z ber. fiir C17H2NsO4s [M+Na]* 420.1676, gef. 420.1667.

2.5.10 Darstellung der doppelt alkylierten Schltsselintermediate 35 und 36
N3, N 35 R=Me
¢ gy e R

Zu einer Losung von Verbindung 9 (360 mg, 0.91 mmol, 1.0 Aqg.) in trockenem DMF
(7mL) wird bei 0°C und unter Stickstoffatmosphédre Natriumhydrid (60 % in
Mineralol, 109 mg, 2.72 mmol, 3.0 Ag.) gegeben. Nach 10 Minuten wird Ethyliodid
(434 uL, 5.43 mmol, 6.0 Ag.) zugegeben, das Kiihlbad wird entfernt und die
Reaktionsmischung wird tiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Der Reaktionsansatz
wird bei 0 °C durch Zugabe von geséttigter Natriumhydrogensulfat-Losung (1 mL)
gequencht und mit EtOAc (3x 1 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel wird unter
vermindertem Druck entfernt. Die sdulenchromatographische Aufarbeitung
(n-Hexan:EtOAc 4:1) des Riickstands liefert den Methylester 35 mit einer Ausbeute von
160 mg (39 %) und den Ethylester 36 mit einer Ausbeute von 105 mg (25 %) als weiRe
Feststoffe.

35:
Rt = 0.41 (n-Hexan:EtOAc 4:1).

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & = 8.14 (s, 1H), 4.76 — 4.63 (m, 1H), 4.52 — 4.34 (m, 1H),
3.97 —3.91 (m, 3H), 3.73 — 3.51 (m, 2H), 3.51 — 3.31 (m, 2H), 3.31 — 3.11 (m, 1H), 2.33
~2.13 (m, 1H), 2.13 — 1.90 (m, 2H), 1.90 — 1.71 (m, 2H), 1.44 — 1.35 (m, 5H), 1.35 —
1.16 (m, 5H), 1.11 — 0.80 ppm (m, 9H).

3C NMR (101 MHz, CDCls) & = 176.38, 169.91, 161.80, 146.86, 127.73, 76.91, 70.26,
66.83, 63.46, 61.46, 52.31, 38.31, 34.68, 30.68, 25.17, 20.40, 16.12, 15.41, 10.60 ppm.
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HRMS (ESI) m/z ber. fiir C2HzsNs04S [M+Na]™ 476.2302, gef. 476.2299.
36:
R = 0.48 (n-Hexan:EtOAc 4:1).

'H NMR (400 MHz, CDCls) & = 8.12 (s, 1H), 4.77 — 4.63 (m, 1H), 4.50 — 4.34 (m, 3H),
3.73-3.51 (m, 2H), 3.51 - 3.32 (m, 2H), 3.32 - 3.12 (m, 1H), 2.34 — 2.15 (m, 1H), 2.15
—1.94 (m, 2H), 1.94 — 1.66 (m, 2H), 1.48 — 1.35 (m, 5H), 1.35 — 1.16 (m, 5H), 1.07 —
0.78 ppm (m, 12H).

3C NMR (101 MHz, CDCls) & = 176.26, 169.84, 161.24, 147.18, 127.32, 76.86, 75.75,
66.91, 63.37, 61.20, 38.26, 34.60, 30.58, 25.09, 20.32, 16.04, 15.35, 14.19, 10.52 ppm.

HRMS (ESI) m/z ber. fiir Co,Hz7Ns04S [M+Na]* 490.2458, gef. 490.2454.

2.5.11 Darstellung von N-Methyl-D-Pipecolinsaure (50)1%!

(

: OH
Y

Zu einer Losung von D-Pipecolinsaure (1.0 g, 7.74 mmol, 1.0 Ag.) in MeOH (9 mL)
werden Paraformaldehyd (466 mg, 15.5 mmol, 2.0 Ag.) und Pd/C (10 % Pd, 200 mg)
gegeben. Die Reaktionsmischung wird (ber Nacht unter Wasserstoffatmosphare
gertihrt. AnschlieBend werden erneut Paraformaldehyd (200 mg, 6.7 mmol, 0.9 Aq.)
sowie Pd/C (10 % Pd, 50 mg) zugegeben und die Reaktionsmischung wird eine weitere
Nacht unter Wasserstoffatmosphédre geriihrt. Der Reaktionsansatz wird unter
Verwendung von Celite filtriert und der Filterkuchen intensiv mit MeOH gewaschen.
Das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt und der Ruckstand unter
vermindertem Druck getrocknet. Die Verbindung wird mit einer Ausbeute von 1.1 g

(99 %) als weilBer Feststoff erhalten.

'H NMR (400 MHz, CD;0D) & = 3.49 — 3.32 (m, 2H), 3.32 — 3.29 (m, 1H), 3.07 — 2.92
(m, 1H), 2.87 (s, 3H), 2.29 — 2.17 (m, 1H), 1.93 — 1.67 (m, 4H), 1.63 — 1.47 ppm (m,
1H).

C NMR (101 MHz, CDsOD) & = 173.49, 70.37, 55.27, 43.14, 29.52, 24.04,
22.66 ppm.

HRMS (ESI) m/z ber. fiir C;HsNO, [M+H]* 144.1019, gef. 144.1015.
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2.5.12 Darstellung von N-Methyl-D-Pipecolinsaurepentafluorphenylester (64)1%!

Zu einer Losung von N-Methyl-D-Pipecolinsdure (50, 385 mg, 2.5 mmol, 1.0 Ag.) in
trockenem EtOAc (6 mL) werden Pentafluorphenol (515 mg, 2.8 mmol, 1.1 Ag.) und
DCC (578 mg, 2.8 mmol, 1.1 Aqg.) gegeben. Die Reaktionsmischung wird tiber Nacht
gertihrt und anschlieBend filtriert. Die Losung wird ohne weitere Reinigung oder

Aufkonzentrierung im néchsten Schritt verwendet.

2.5.13 Darstellung von N-Mep-Ille-N,O-Diethyl-Tuv-OEt (38)
(\: b O o 0o
B N N
NN /J)J\OEt
o L S

Zu einer 0.4 M Losung von N-Mep-OPFP 64 (1 mmol, 5.0 Ag.) in trockenem EtOAc
(2.5 mL) werden Azid 36 (100 mg, 0.2 mmol, 1.0 Ag.) und Pd/C (10 % Pd, 10 mg)
gegeben. Die Reaktionsmischung wird ber Nacht unter Wasserstoffatmosphare
geriihrt. Anschlielend wird erneut Pd/C (10 % Pd, 10 mg) zugegeben und eine weitere
Nacht unter Wasserstoffatmosphéare geriihrt. Der Reaktionsansatz wird unter
Verwendung eines Spritzenfilters filtriert und der Filter intensiv mit MeOH gewaschen.
Das  Losungsmittel ~ wird unter  vermindertem  Druck  entfernt.  Die
sédulenchromatographische Aufarbeitung (DCM:MeOH 30:1) des Rickstands liefert
Verbindung 38 mit einer Ausbeute von 106 mg (93 %) als leicht gelbes Ol.

R¢=0.27 (DCM:MeOH 30:1).

'H NMR (400 MHz, CDCls) § = 8.12 (s, 1H), 7.11 (d, J=8.8, 1H), 4.69 (dd, J=18.0,
9.0, 1H), 4.46 — 4.35 (m, 4H), 3.89 — 3.74 (m, 1H), 3.55 (g, J=7.0, 2H), 3.26 — 3.13 (m,
1H), 3.02 — 2.85 (m, 1H), 2.63 — 2.50 (M, 1H), 2.26 (s, 2H), 2.16 — 1.78 (m, 6H), 1.74 —
1.58 (m, 4H), 1.47 — 1.34 (m, 7H), 1.27 — 1.20 (m, 6H), 0.98 (dd, J=9.3, 6.7, 6H), 0.90
(t, J=7.4, 3H), 0.80 ppm (g, J=6.6, 3H).
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3C NMR (101 MHz, CDCls) & = 176.32, 161.33, 147.20, 127.37, 77.19, 76.95, 69.48,
66.72, 61.29, 55.32, 53.51, 44.63, 38.36, 37.50, 30.69, 30.25, 24.86, 24.52, 23.11,
20.45, 19.98, 16.78, 16.51, 15.33, 14.26, 10.91 ppm.

HRMS (ESI) m/z ber. fiir CsHsoN4OsS [M+H]* 567.3575, gef. 567.3563.

2.5.14 Darstellung von N-Mep-lle-N,O-Diethyl-Tuv-OMe (37)
o
s
S

(\ HoQ O
: N//,,, N
YT o

Die Darstellung erfolgt analog zur Darstellung des Ethylesters 38 (s. Abschnitt 2.5.13).
Verbindung 37 wird mit einer Ausbeute von 87 mg (79 %) als leicht gelbes Ol erhalten.

R =0.26 (DCM:MeOH 30:1).

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & = 8.15 (s, 1H), 7.14 (d, J=9.1, 1H), 4.69 (dd, J=15.6,
6.7, 1H), 4.47 — 4.39 (m, 2H), 3.93 (s, 3H), 3.84 (dd, J=15.4, 7.4, 1H), 3.57 — 3.52 (m,
2H), 3.25 — 3.16 (m, 1H), 2.97 — 2.90 (m, 1H), 2.62 — 2.54 (m, 1H), 2.27 (s, 2H), 2.08 —
1.80 (m, 6H), 1.71 — 1.57 (m, 4H), 1.45 — 1.39 (m, 3H), 1.26 — 1.22 (m, 4H), 0.98 (dd,
J=8.9, 6.7, 6H), 0.92 — 0.86 (m, 6H), 0.82 — 0.78 ppm (M, 3H).

3C NMR (101 MHz, CDCls) 6 = 173.64, 161.74, 146.71, 127.70, 76.84, 76.79, 69.40,
55.26, 53.47, 52.26, 44.55, 38.26, 37.40, 30.61, 30.18, 24.88, 24.78, 24.45, 23.04,
20.40, 19.91, 16.44, 15.27, 14.27, 10.85 ppm.

HRMS (ESI) m/z ber. fiir CosHasN4OsS [M+H]* 553.3418, gef. 553.3405.

2.5.15 Darstellung von N-Mep-Ille-N,O-Diethyl-Tuv-OH (39)
(\: e o™ o
B N N
N/ﬁr n, N /fOH
| O o K S

Zu einer Losung von Ethylester 38 (25mg, 44 umol, 1.0 Ag.) in THF/H,0
(750 uL/250 puL) wird Lithiumhydroxid-Monohydrat (4.6 mg, 0.11 mmol, 2.5 Aq.)
gegeben. Der Reaktionsansatz wird Uber Nacht gertihrt und die Losungsmittel werden

unter vermindertem Druck entfernt. Der Ruckstand wird in Wasser (2 mL)
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aufgenommen, mit geséttigter Natriumhydrogensulfat-Losung auf einen pH-Wert von 2
eingestellt und mit EtOAc (9x 1 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden Uber Natriumsulfat getrocknet und filtriert. Das Ldésungsmittel wird unter
vermindertem Druck entfernt. Verbindung 39 wird mit einer Ausbeute von 18 mg
(76 %) als weiller Feststoff erhalten. Das Rohprodukt wird ohne weitere Reinigung
direkt umgesetzt.

2.5.16 Darstellung von N-Boc-L-Phenylalaninal (20)

o)
BocHN™

Zu einer Losung von (S)-2-(Boc-amino)-3-phenylpropanol (10.0 g, 39.8 mmol, 1.0 Aq.)
in einer Mischung von H,O/Toluol/EtOAc (20 mL/110 mL/110 mL) werden bei 0 °C
Natriumbromid (4.1 g, 39.8 mmol, 1.0 Ag.) und TEMPO (187 mg, 1.2 mmol, 0.03 Aq.)
gegeben. Eine mit Natriumhydrogencarbonat gesattigte Natriumhypochlorit-Lésung
(verfligbares Chlor 10 — 15 %, 40 mL) wird tropfenweise zugegeben. Nach 30 Minuten
werden die Phasen getrennt und die wéssrige Phase wird mit EtOAc (3x 20 mL)
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit einer LOsung von
Kaliumiodid (300 mg) in geséattigter Natriumhydrogensulfat-Losung (100 mL)
gewaschen, dann mit einer Natriumthiosulfat-Lésung (100 mL) und schlie3lich mit
geséttigter Natriumchlorid-Losung (100 mL). Die organische Phase wird Uber
Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Ldsungsmittel wird unter vermindertem

Druck entfernt. Der Rlckstand wird ohne weitere Reinigung direkt umgesetzt.

2.5.17 Darstellung des Esters 22

BocHN™ > “COOEt

Zu einer Losung von Verbindung 20 (9.9 g, 39.8 mmol, 1.0 Aq.) in trockenem DCM
(400 mL) wird bei 0°C (1-Ethoxycarbonylethyliden)triphenylphosphoran (17.3 g,
47.8mmol, 1.2 Ag.) gegeben. Die Reaktionsmischung wird uber Nacht bei
Raumtemperatur gertihrt und das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck

entfernt. Die s&ulenchromatographische Aufarbeitung (n-Hexan:EtOAc 3:1) des
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Rickstands liefert Verbindung 22 mit einer Ausbeute von 10.8 g (81 %) als weil3en
Feststoff.

R = 0.56 (n-Hexan:EtOAc 4:1).

'H NMR (400 MHz, CD50D) & = 7.78 — 7.08 (m, 5H), 6.57 (d, J=9.3, 1H), 4.71 — 4.38
(m, 1H), 4.16 (q, J=7.1, 2H), 3.34 — 3.27 (m, 1H), 2.89 (dd, J=13.2, 7.1, 1H), 2.71 (dd,
J=13.3, 7.6, 1H), 1.60 (s, 3H), 1.35 (s, 9H), 1.27 ppm (t, J=7.1, 3H).

C NMR (101 MHz, CDs;0D) & = 169.34, 157.51, 142.12, 138.83, 130.57, 129.95,
129.30, 127.48, 80.18, 61.85, 51.95, 41.98, 28.70, 14.50, 12.69 ppm.

HRMS (ESI) m/z ber. fir CroH,7NO, [M+Na]" 356.1832, gef. 356.1829.

2.5.18 Darstellung von N-Boc-Tubuphenylalaninethylester und des C2-Epimers

(Mischung von Diastereomeren 24)

BocHN COOEt

Zu einer Losung von Verbindung 22 (10.5 g, 32.4 mmol) in MeOH (150 mL) wird
Pd(OH),/C (20 % Pd(OH),, 1.0 g) gegeben. Die Reaktionsmischung wird tber Nacht
unter Wasserstoffatmosphare gertihrt und anschliefend unter Verwendung von Celite
filtriert. Der Filterkuchen wird intensiv mit MeOH gewaschen und das Ldsungsmittel
wird unter vermindertem Druck entfernt. Die Diastereomeren-Mischung 24 wird mit
einer Gesamtausbeute von 9.7 g (97 %) als farbloses Ol erhalten. Die Produktmischung

wird ohne Auftrennung im néchsten Schritt verwendet.
R¢ = 0.54 (n-Hexan:EtOAc 3:1).

'H NMR (400 MHz, CD30OD) & = 7.31 — 7.08 (m, 5H), 4.17 — 4.01 (m, 2H), 3.81 — 3.67
(m, 1H), 3.35 — 3.24 (m, 1H), 2.80 — 2.38 (m, 3H), 1.96 — 1.66 (m, 1H), 1.59 — 1.29 (m,
9H), 1.29 — 0.98 ppm (m, 8H).

3C NMR (101 MHz, CDs0D) & = 178.02, 157.80, 139.96, 139.91, 130.44, 129.24,
129.20, 127.20, 127.16, 79.80, 79.69, 61.56, 61.47, 51.51, 49.28, 43.16, 39.35, 39.29,
38.19, 37.83, 28.79, 28.75, 28.44, 18.41, 17.15, 14.49 ppm.

HRMS (ESI) m/z ber. fir C1oHaNO, [M+Na]" 358.1989, gef. 358.1985.
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2.5.19 Darstellung von N-Boc-Tubuphenylalanin und des C2-Epimers (Mischung

von Diastereomeren 29)

BocHN COOH

Zu einer Losung der Diastereomeren-Mischung 24 (9.5g, 28.3 mmol, 1.0 Ag.) in
THF/H,O (200 mL/80 mL) wird bei 0°C Lithiumhydroxid-Monohydrat (11.9 g,
283.2mmol, 10.0 Ag.) gegeben. Der Reaktionsansatz wird (ber Nacht bei
Raumtemperatur gerthrt und das organische Lésungsmittel wird unter vermindertem
Druck entfernt. Die wassrige Phase wird mit 6 M Salzsdure auf einen pH-Wert von 1
eingestellt und mit EtOAc (3x 200 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
werden Uber Natriumsulfat getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel wird unter
vermindertem Druck entfernt. Die Diastereomeren-Mischung 29 wird mit einer
Gesamtausbeute von 8.3 g (95 %) als weilder Feststoff erhalten. Die Produktmischung

wird ohne Auftrennung im néchsten Schritt verwendet.

'H NMR (400 MHz, CD30D) 6 = 7.31 — 7.09 (m, 5H), 3.88 — 3.72 (m, 1H), 3.33 — 3.26
(m, 1H), 2.79 — 2.63 (m, 2H), 2.62 — 2.40 (m, 1H), 1.90 — 1.75 (m, 1H), 1.62 —
1.03 ppm (m, 14H).

C NMR (101 MHz, CD;0D) & = 180.09, 157.90, 140.00, 139.91, 130.47, 130.44,
129.23, 129.16, 127.18, 127.12, 79.79, 79.72, 51.71, 51.31, 43.87, 43.17, 42.95, 39.49,
39.27, 37.72, 28.77, 28.74, 28.35, 18.56, 17.04 ppm.

HRMS (ESI) m/z ber. firr C17H,sNO4 [M+Na]* 330.1676, gef. 330.1673.

2.5.20 Darstellung der Menthylester 30a und 30b sowie Trennung der

Diastereomerel?

BocHN

30a 30b

Zu einer Losung der Diastereomeren-Mischung 29 (8.1 g, 26.4 mmol, 1.0 Ag.) in
trockenem DCM (260 mL) werden bei 0 °C (-)-Menthol (10.3 g, 65.9 mmol, 2.5 Aq.),
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DCC (8.19, 39.5 mmol, 1.5 Ag.) und DMAP (318 mg, 2.6 mmol, 0.1 Aqg.) gegeben.
Der Reaktionsansatz wird Uber Nacht bei Raumtemperatur gertiihrt und Et,O (150 mL)
wird zugegeben. Die Mischung wird filtriert und der Filterkuchen wird verworfen. Das
Filtrat wird mit MeOH (100 mL) gequencht und die Lo&sungsmittel werden unter
vermindertem Druck entfernt. Die sdulenchromatographische Aufarbeitung
(n-Hexan:EtOAc 11:1) des Ruckstands liefert Verbindung 30a mit einer Ausbeute von
3.55g (30 %) und Verbindung 30b mit einer Ausbeute von 3.92 g (33 %) als weilRe
Feststoffe.

30a:
Rt = 0.43 (n-Hexane:EtOAc 5:1).

'H NMR (400 MHz, CDs0D) & = 7.29 — 7.13 (m, 5H), 4.62 (td, J=10.8, 4.2, 1H), 3.83
—3.63 (m, 1H), 2.79 — 2.61 (m, 2H), 2.60 — 2.49 (m, 1H), 1.99 — 1.76 (m, 3H), 1.76 —
1.62 (m, 2H), 1.52 — 1.20 (m, 13H), 1.18 — 1.03 (m, 4H), 1.01 — 0.81 (m, 8H), 0.80 —
0.70 ppm (m, 3H).

3C NMR (101 MHz, CDs;OD) § = 177.66, 157.73, 139.87, 130.51, 129.22, 127.18,
75.37, 51.51, 48.40, 43.23, 41.98, 39.31, 37.97, 35.46, 32.73, 28.85, 28.56, 27.37,
24.38, 22.45, 21.14, 18.64, 16.48 ppm.

HRMS (ESI) m/z ber. fiir C,;H43sNO, [M+Na]* 468.3084, gef. 468.3079.
30b:
R = 0.49. (n-Hexane:EtOAc 5:1).

'H NMR (400 MHz, CD30D) & = 7.30 — 7.12 (m, 5H), 4.64 (td, J=10.8, 4.2, 1H), 3.86
~3.70 (M, 1H), 2.81 — 2.65 (m, 2H), 2.56 — 2.41 (m, 1H), 1.98 — 1.61 (m, 6H), 1.54 —
1.23 (m, 12H), 1.17 — 0.81 (m, 12H), 0.80 — 0.71 ppm (m, 3H).

3C NMR (101 MHz, CD;OD) § = 177.88, 157.92, 139.91, 130.46, 129.24, 127.22,
79.81, 75.37, 51.01, 43.01, 41.88, 39.03, 38.20, 35.41, 32.69, 28.76, 28.48, 27.34,
24.37, 22.43, 21.15, 16.89, 16.50 ppm.

HRMS (ESI) m/z ber. fiir C7HisNO, [M+H]* 446.3265, gef. 446.3261.
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2.5.21 Darstellung von Tubuphenylalanin-Hydrochlorid (7)1

Eine LAsung von Verbindung 30a (355 mg, 0.79 mmol) in 6 M Salzs&ure (15 mL) wird
fur 2 Stunden bei 140 °C gertihrt. Die Reaktionsmischung wird auf Raumtemperatur
gekuhlt und EtOAc (10 mL) wird zugegeben. Die Phasen werden getrennt und die
wassrige Phase wird unter vermindertem Druck zur Trockne eingeengt. Das Rohprodukt

wird ohne weitere Reinigung direkt umgesetzt.

'H NMR (400 MHz, CD30OD) & = 7.44 — 7.16 (m, 5H), 3.67 — 3.42 (m, 1H), 3.00 — 2.89
(m, 2H), 2.70 — 2.58 (m, 1H), 2.05 — 1.94 (m, 1H), 1.70 — 1.60 (m, 1H), 1.18 ppm (d,
J=7.1, 3H).

3C NMR (101 MHz, CDs0D) & = 178.84, 136.81, 130.42, 130.06, 128.50, 52.49,
40.26, 37.20, 36.85, 17.88 ppm.

HRMS (ESI) m/z ber. fiir C1o,HizNO, [M+H]* 208.1332, gef. 208.1329.

2.5.22 Darstellung von Tubuphenylalaninmethylester-Hydrochlorid (31)%°

+
H3N
C

COOMe

Zu einer Losung von Verbindung 7 (0.79 mmol, 1.0 Ag.) in trockenem MeOH (3 mL)
werden 2,2-Dimethoxypropan (390 uL, 3.19 mmol, 4.0 Aq.) und konzentrierte
Salzsaure (1.3 pL, 7.9 umol, 0.01 Ag.) gegeben. Die Reaktionsmischung wird fiir
12 Stunden bei 50 °C geriihrt. Das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck
entfernt. Verbindung 31 wird mit einer Ausbeute von 187 mg (92 % uber zwei Stufen)

als weilRer Feststoff erhalten.
R¢=0.28 (DCM:MeOH 10:1).

'H NMR (400 MHz, CD3OD) & = 7.41 — 7.22 (m, 5H), 3.64 (s, 3H), 3.56 — 3.46 (m,
1H), 2.99 — 2.84 (m, 2H), 2.74 — 2.59 (m, 1H), 2.06 — 1.95 (m, 1H), 1.67 — 1.58 (m,
1H), 1.17 ppm (d, J=7.1, 3H).
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3C NMR (101 MHz, CDsOD) & = 177.16, 136.78, 130.41, 130.07, 128.54, 52.46,
40.28, 37.19, 36.94, 17.83 ppm.

HRMS (ESI) m/z ber. fir C1sH1sNO, [M+H]* 222.1489, gef. 222.1487.

2.5.23 Darstellung von Diethyl-Tubulysin (34)

Zu einer Losung von Verbindung 39 (18 mg, 33 umol, 1.0 Aqg.) in trockenem DCM
(0.5 mL) werden bei 0°C Pentafluorphenol (12 mg, 66 umol, 2.0 Ag.) und DIC
(10.2 uL, 66 umol, 2.0 Aq.) gegeben. Die Reaktionsmischung wird Gber Nacht bei
Raumtemperatur geruhrt und das Lodsungsmittel anschlieBend unter vermindertem
Druck entfernt. Der Rickstand in trockenem DMF (0.5 mL) aufgenommen. Zu dieser
Losung werden Tubuphenylalaninmethylester-Hydrochlorid 31 (17 mg, 66 pmol,
2.0 Ag.) und DIPEA (12.4 L, 73 umol, 2.2 Ag.) gegeben. Der Reaktionsansatz wird
Uber Nacht geruhrt und das Lésungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt. Zu
einer Losung des so erhaltenen Rickstands in THF/H,O (200 pL/100 pL) wird
Lithiumhydroxid-Monohydrat (3.5 mg, 83 umol, 25Aq.) gegeben. Der
Reaktionsansatz wird Uber Nacht gertihrt und anschlielend unter vermindertem Druck
zur Trockne eingeengt. Der Rickstand wird in H,O (2 mL) aufgenommen, mit TFA auf
einen pH-Wert von 1 eingestellt und mit EtOAc (5x 1 mL) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden (ber Natriumsulfat getrocknet und filtriert. Das
Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt. Die Aufarbeitung des
Rickstands  mittels RP-HPLC  (150mm x 10mm YMC  ODS-A,
(MeOH(A):H,0O(B)) + 0.1% TFA, grd. 2 % A > 25 min > 100 % A, 3 mL/min, 220 nm)
liefert Verbindung 34 mit einer Ausbeute von 12 mg (43 % (ber drei Stufen) als weil3en
Feststoff.

tr = 23.5 min.

'H NMR (400 MHz, CD30OD) & = 8.09 (s, 1H), 7.43 — 7.09 (m, 5H), 4.64 (d, J=8.3,
1H), 4.50 — 4.28 (m, 2H), 3.93 — 3.70 (m, 2H), 3.59 — 3.40 (m, 3H), 3.07 (s, 3H), 2.96 —
2.81 (M, 3H), 2.75 (s, 2H), 2.54 (s, 1H), 2.25 — 2.11 (m, 1H), 2.10 — 1.86 (m, 5H), 1.85
—1.50 (m, 8H), 1.42 (t, J=6.7, 2H), 1.35 — 1.07 (m, 9H), 1.06 — 0.76 ppm (m, 12H).
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¥C NMR (101 MHz, CD;0D) & = 179.76, 176.40, 169.09, 163.06, 150.85, 139.47,
130.49, 129.32, 127.43, 124.61, 78.22, 56.28, 50.63, 45.72, 43.04, 42.17, 39.26, 39.22,
38.00, 37.80, 31.86, 30.34, 25.32, 24.02, 23.77, 23.04, 20.85, 18.46, 16.65, 15.65,
11.18 ppm.

HRMS (ESI) m/z ber. fiir CsgHe:NsOgS [M+H]* 728.4415, gef. 728.4388.

2.5.24 Darstellung von Aldehyd 21

BnO

o)
BocHN™

Zu einer Losung von Boc-L-Tyr(Bzl)-ol (657 mg, 1.84 mmol, 1.0 Ag.) in einer
Mischung von H,O/Toluol/EtOAc (2 mL/7 mL/7 mL) werden bei 0 °C Natriumbromid
(189 mg, 1.84 mmol, 1.0 Ag.) und TEMPO (35 mg, 0.22 mmol, 0.03 Aq.) gegeben.
Eine mit Natriumhydrogencarbonat gesattigte Natriumhypochlorit-Lésung (verfligbares
Chlor 10 — 15%) wird bis zum vollstandigen Umsatz des Ausgangsmaterials
tropfenweise zugegeben (dunnschichtchromatographische Reaktionsverfolgung). Die
Phasen werden getrennt und die wassrige Phase wird mit DCM (2x 5 mL) extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen werden mit einer Losung von Kaliumiodid (70 mg)
in Salzsdure (10 %ig, 8 mL), mit einer Natriumthiosulfat-Lésung (10 %ig, 10 mL) und
schlieBlich mit einer Natriumhydrogencarbonat-Ldsung (10 %ig, 10 mL) gewaschen.
Die organische Phase wird Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt. Verbindung 21 wird mit einer
Ausbeute von 416 mg (64 %) als weiRer Feststoff erhalten. Der Rickstand wird ohne

weitere Reinigung direkt umgesetzt.

2.5.25 Darstellung von Ethylester 23

BnO

BocHN™ > “COOEt

Zu einer Losung von Verbindung 21 (400 mg, 1.13 mmol, 1.0 Ag.) in trockenem DCM
(15mL) wird bei 0°C (1-Ethoxycarbonylethyliden)triphenylphosphoran (489 g,
1.35mmol, 1.2 Aq.) gegeben. Die Reaktionsmischung wird UGber Nacht bei

Raumtemperatur gertihrt und das L&sungsmittel wird unter vermindertem Druck
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entfernt. Die sdulenchromatographische Aufarbeitung (n-Hexan:EtOAc 4:1) des
Rickstands liefert Verbindung 23 mit einer Ausbeute von 354 mg (72 %) als weil3en
Feststoff.

R = 0.54 (n-Hexan:EtOAc 3:1).

'"H NMR (400 MHz, CDCls) & = 7.32 — 7.45 (m, 5H), 7.10 (AA’, 2H), 6.91 (BB’, 2H),
6.52 (dd, J=9.0, 1.4, 1H), 5.04 (s, 2H), 4.54 — 4.67 (br s, 2H), 4.16 — 4.21 (q, ,J=7.0,
2H), 2.84 — 2.89 (m, 1H), 2.70 — 2.75 (dd, J=13.5, 6.6, 1H), 1.72 (d, J=1.4, 3H), 1.42
(s, 9H), 1.29 ppm (t, J=7.0, 3H).

3C NMR (101 MHz, CDCls) 6 = 167.6, 157.4, 154.8, 140.2, 136.8, 130.4, 128.8, 128.4,
127.8, 127.3, 114.7, 79.6, 70.0, 60.7, 50.1, 40.3, 28.4, 14.3, 12.7 ppm.

HRMS (ESI) m/z ber. fiir CosH3sNOs [M+Na]* 462.2256, gef. 462.2241.

2.5.26 Darstellung von N-Boc-Tubutyrosinethylester (26a) und dem
C2-Epimer 26b

HO

COOEt BocHN COOEt
26a 26b

Zu einer Losung von Verbindung 23 (300 mg, 0.68 mmol) in MeOH (20 mL) wird Pd/C
(10% Pd, 20mg) gegeben. Die Reaktionsmischung wird Uber Nacht unter
Wasserstoffatmosphére geruhrt und anschlielend unter Verwendung von Celite filtriert.
Der Filterkuchen wird intensiv mit MeOH gewaschen und das Lésungsmittel wird unter
vermindertem Druck entfernt. Die Aufarbeitung des Rickstands mittels RP-HPLC
(MeOH:H,0 60:40) liefert Verbindung 26a mit einer Ausbeute von 126 mg (53 %) und
Verbindung 26b mit einer Ausbeute von 55 mg (24 %) als weil3e Feststoffe.

26a:

R¢ = 0.42 (n-Hexan:EtOAc 3:2).
tr = 13.9 min.

[a]3® =+13.4 (c = 1.1; CHCly)

'H NMR (400 MHz, CDCl3) § = 6.99 (AA’, J=8.0, 2H), 6.73 (BB’, J=7.8, 2H), 4.43 (d,
J=9.2, 1H), 4.12 (g, J=7.1, 2H), 3.70 — 3.88 (m, 1H), 2.64 — 2.73 (M, 2H), 2.54 — 2.62
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(m, 1H), 1.86 — 1.93 (m, 1H), 1.44 (m, 1H), 1.40 (s, 9H), 1.24 (t, J=7.1, 3H), 1.13 ppm
(d, J=7.0, 3H).

3C NMR (101 MHz, CDCl3) 6 = 176.6, 155.4, 154.9, 130.4, 129.1, 115.3, 79.4, 60.6,
50.1, 40.8, 37.9, 36.4, 28.4, 17.6, 14.1 ppm.

HRMS (ESI) m/z ber. fir C1gH0NOs [M+Na]* 374.1944, gef. 374.1938.
26b:

R =0.42 (n-Hexan:EtOAc 3:2).

tr = 16.3 min.

[a]33 =-8.4 (c = 1.1; CHCI5)

'H NMR (400 MHz, CDCls) & = 7.0 (AA’, J=8.0, 2H), 6.74 (BB’, J=8.2, 2H), 4.42 (d,
J=9.4, 1H), 4.12 (q, J=7.1, 2H), 3.70 — 3.89 (m, 1H), 2.59 — 2.74 (m, 2H), 2.44 — 2.53
(m, 1H), 1.69 — 1.77 (m, 1H), 1.49 — 1.56 (m, 1H), 1.40 (s, 9H), 1.25 (t, J=7.1, 3H),
1.12 ppm (d, J=7.0, 3H).

3C NMR (101 MHz, CDCl3) 6 = 177.5, 155.7, 154.8, 130.4, 129.2, 115.3, 79.5, 60.6,
50.6, 41.6, 37.5, 37.1, 28.4, 17.2, 14.2 ppm.

HRMS (ESI) m/z ber. fir C1sH2oNOs [M+Na]* 374.1944, gef. 374.1946.

2.5.27 Darstellung von Tubutyrosin-Hydrochlorid (28a)

Zu einer Losung von Verbindung 26a (11 mg, 31 pmol, 1.0 Ag.) in THF/H,0O
(600 puL/300 puL) wird bei 0°C Lithiumhydroxid-Monohydrat (6.5 mg, 0.16 mmol,
5.0 Aqg.) gegeben. Der Reaktionsansatz wird iber Nacht bei Raumtemperatur gertihrt
und anschlieBend unter vermindertem Druck zur Trockne eingeengt. Der Ruckstand
wird in H,O (2 mL) aufgenommen, mit gesattigter Natriumhydrogensulfat-Losung auf
einen pH-Wert von 4 eingestellt und mit EtOAc (3x 1 mL) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden ({ber Natriumsulfat getrocknet und filtriert. Das
Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt. Zu einer Lésung des so
erhaltenen Ruckstands in EtOAc (1 mL) wird konzentrierte Salzsdure (100 pL)

gegeben. Die Mischung wird fir 2 Stunden gerlhrt und unter vermindertem Druck zur



39

Trockne eingeengt. Der Riickstand wird in DCM (2 mL) gel6st und erneut zur Trockne
eingeengt. Das so erhaltene Material wird ohne weitere Aufarbeitung zur Darstellung

von Tubulysin B verwendet.
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3 Neue Synthesevarianten zur effektiven Produktion der

Tubugis

3.1 Einleitung

Bei den Tubugis handelt es sich um synthetische Tubulysin-Analoga. Die Darstellung
dieser neuen Familie von Verbindungen erfolgt unter Einsatz einer
Multikomponentenreaktion (engl. multi component reaction, MCR) als Schlusselschritt.
Das Kofferwort ,,Tubugi ergibt sich aus einer Kreuzung des urspriinglichen
Verbindungsnamens mit der Bezeichnung der verwendeten MCR, welche von dem
deutsch-estnischen Chemiker Ivar Ugi zu Beginn der 1950er Jahren entwickelt wurde:
Tubulysin + Ugi-MCR — Tubugi. Bei Multikomponentenreaktionen handelt es sich um
direkte Umsetzungen von drei oder mehr Verbindungen. Diese Reaktionsfihrung
besticht durch eine ausgezeichnete Atomdkonomie und er6ffnet oftmals einen schnellen
und einfachen Zugang zu komplexen Strukturen aus kommerziell erhdltlichen oder
verhéltnismalig leicht zugéanglichen Bausteinen. Daruber hinaus ermdglicht dieser
konvergente Syntheseansatz durch eine Variation der eingesetzten Komponenten
(kombinatorische Chemie) den effizienten Aufbau umfangreicher Substanzbibliotheken,
beispielsweise zur Untersuchung pharmakologisch interessanter Substanzen hinsichtlich
ihrer Struktur-Wirkungsweise-Beziehung. Bei der klassischen Ugi-Reaktion, einer
Vierkomponentenreaktion (4CR), erfolgt die Umsetzung von einem Amin mit einer
Oxokomponente (z. B. Aldehyd oder Keton), einer Carbonsaure und einem Isonitril
(s. Abbildung 3.1). Zahlreiche Variationen dieser vielseitigen Reaktion sind bekannt:
Beispielsweise kann die Carbonsdure durch Stickstoffwasserstoffsdure, Cyanat oder
Wasser ersetzt werden. Anstelle der Aminokomponente koénnen Hydrazine oder

Hydroxylamine Verwendung finden.*®!

0
COOH
R1JJ\R2 R R® 0
, R* N _R®
¥ - H,0 T N
R3/NH2 _NC 2 o R'R2H
R

Abbildung 3.1 Die klassische Version der Ugi-4CR.
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Eine Kondensation zwischen einem primédrem Amin und Oxokomponente liefert ein
Imin und Wasser (s. Abbildung 3.2; a). Es folgt die Protonierung des in dieser
Gleichgewichtsreaktion entstandenen Imins durch die in Ldsung dissoziierte
Carbonséure (b), woraufhin das nukleophile Isonitril am elektrophilen Iminkohlenstoff
angreift. Das resultierende Nitriliumion wird vom nukleophilen Carboxylation attackiert
und bildet so das primdre Ugi-Produkt als instabile Zwischenstufe (c). Die
abschlieRende, irreversible Mumm-Typ-Umlagerung zum Endprodukt (d) stellt die
maRgebliche Triebkraft der Ugi-4CR dar.[**-5!

_R?
0 NH,  -H0 (@) )NI\
I, + g ? R OR2
R'” "R? +H,0
()| +
| NC
R3 O)\R“ R Ho R coo
| - e
5 | + 4
HN \N,R (C) R1J\R2 R
R!' R?
Mumm-Typ- |$3
Umlagerun 4 5
gerng . RYN N’R Ugi-Produkt
(d) 5 RiR2 H

Abbildung 3.2 Mechanismus der Ugi-Reaktion.

Die Reaktion wird bevorzugt in protischen Losungsmitteln wie Methanol, Ethanol,
Trifluorethanol oder Wasser durchgefiihrt. Dies legt einen ionischen Ubergangszustand
nahe, jedoch ist der voranstehend dargelegte Reaktionsmechanismus nicht abschlieRend

belegt und somit noch immer Gegenstand wissenschaftlicher Untersuchungen.>5%

Die ersten Tubugis wurden im Jahr 2010 im eigenen Arbeitskreis synthetisiert.®” Eine
Umsetzung der unter Abbildung 3.3 gezeigten Bausteine liefert in nur einem
Syntheseschritt das N-Mep-lle-Tuv-Tripeptid — inklusive einer leichten Modifikation
der natirlichen Seitenkette.
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Abbildung 3.3 Erste beschriebene Tubugi-Synthesen (Tubugis 1 bis 3) von Pando et al. unter
Verwendung einer Ugi-4CR als Schlisselschritt.

Der groRte Teil des Molekilrickgrats ist damit aufgebaut. Die artifizielle Seitenkette
(grin dargestellt) ist insgesamt stabiler als der naturliche N,O-Acetalester, sodass die
folgende Esterspaltung einem Standardprotokoll folgend, unter Verwendung von
Lithiumhydroxid, durchgefiihrt werden kann. Die resultierende Saurefunktion wird als
Pentafluorphenylester aktiviert, bevor eine Kupplung mit
Tubuphenylalaninmethylester 31 erfolgt. Die Abspaltung der Esterschutzgruppe erfolgt
auch hier mittels Lithiumhydroxid und eine abschlielende Acetylierung liefert die
entsprechenden Tubugis 1 bis 3 (41-43). Wie beschrieben haben Anderungen an der
natlrlichen Struktur im Fall der Tubulysine oftmals dramatische AktivitatseinbufRen zur
Folge. Erste Zelltests (s. Tabelle 3.1) belegen jedoch, dass die Aktivitaten der genannten
Tubugis im Bereich von Tubulysin A liegen.
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Tabelle 3.1 Zytotoxische Aktivitat der Tubugis gegen ausgewahlte Zelllinien.

Zelllinie, ICso [nM]

Verbindung PC-3° HT-29°

Tubugi 1 (41) 0.23 0.14 + 0.02
Tubugi 2 (42) 0.29 + 0.04 0.34 +0.07
Tubugi 3 (43) 0.22 +0.01 0.56 + 0.04
Tubulysin A 0.21+0.05 0.32+0.06

Die neu entwickelte Syntheseroute liefert somit Tubulysin-Analoga, die bei
gleichbleibender Aktivitdt deutlich einfacher zugénglich sind als ihre natirlichen
Vorbilder. Diese vielversprechenden Ergebnisse bilden den Grundstein fiir die, in der
vorliegenden Arbeit beschriebenen Optimierungen und Untersuchungen zum Forcieren

eines moglichen Einsatzes dieser potenten Substanzfamilie in der Krebstherapie.

3.2 Neue, effiziente Syntheserouten zur Darstellung von Tubugi 1

Die oben beschriebene Synthesevariante liefert die Tubugis 1 bis 3 (41-43) in Mengen
bis zu 6 mg. Fur weiterfuhrende Untersuchungen sind jedoch groRere Mengen des
Vertreters Tubugi 1 (41) notwendig. Dartber hinaus ist die zuvor beschriebene
Syntheseroute, genauer die Ugi-Reaktion als Schlisselschritt, mit verschiedenen
Nachteilen behaftet und ist daraus resultierend kaum geeignet fir nachfolgende
Modifizierungen, wie Dbeispielsweise weitere Umsetzungen zum Anknupfen von
Targeting-Komponenten (s. Kapitel 5). Unter Verwendung der Bausteine 44 bis 47
(s. Abbildung 3.4) zeigt sich die Multikomponentenreaktion nach Ugi aulRergewdhnlich
problematisch. Neben dem gewiinschten Zielmolekil 48 entsteht grundsétzlich auch
doppelt carboxamidomethyliertes Tubuvalin 49.

# Humane Prostatakrebszelllinie
® Humane Darmkrebszelllinie
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Abbildung 3.4 Die Ugi-Reaktion zum Aufbau des Tubugi 1-Gerists liefert neben der
Zielverbindung 48 auch das doppelt alkylierte Produkt 49. Die Ausbeuten sowie das Verhéltnis
zwischen den Verbindungen 48 und 49 schwanken stark.

Eine schrittweise Zugabe der einzelnen Reaktionspartner jeweils tber mehrere Stunden
und unter Verwendung einer Spritzenpumpe verschiebt die Umsetzung zugunsten des
gewiinschten Ugi-Produkts 48. Abgesehen davon, dass durch diese Reaktionsfiihrung
eine grundsétzlich sehr einfache Umsetzung wie die Ugi-Reaktion stark verkompliziert
wird, stellt sich beispielsweise die kontrollierte Dosierung von festem Paraformaldehyd
in Methanol Uber eine Spritzenpumpe als verhaltnismaRig schwierig dar. Dartber
hinaus schwanken selbst unter genauester Einhaltung aller Reaktionsparameter die
Ausbeuten der Zielverbindung deutlich. Die Ursache dafir ist bisher offen und auch der
Mechanismus, welcher der Bildung des doppelt alkylierten Produkts 49 zugrunde liegt,
konnte bisher nicht abschlieBend geklart werden (ein postulierter Mechanismus findet
sich in der ,supplementary information“ der entsprechenden Publikation wvon
Pando et. al.®).  Abgesehen von den beschriebenen  Problemen  konnten
Upscaling-Versuche zeigen, dass eine Erhdhung des Reaktionsansatzes zur bevorzugten
Bildung des unerwiinschten Produkts 49 fuhrt. Auch zahlreiche Variationen der
verschiedenen Reaktionsparameter, wie verwendetes Ldsungsmittel, Zugabedauer der
Reaktionspartner, Zeit fir die Imin-Bildung vor Zusatz der weiteren Komponenten oder
die Verwendung von Formalin anstelle von Paraformaldehyd, fuhrten hier nicht zu einer
Verbesserung. SchlieRlich wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine von Grund
auf neue Synthesestrategie zum Aufbau der Tubugis entwickelt. In Abbildung 3.5 ist

der retrosynthetische Ansatz dazu verdeutlicht.
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Abbildung 3.5 Neuer retrosynthetischer Ansatz fir die Darstellung der Tubugis am Beispiel von
Tubugi 1 (41).

Der erste Bindungsbruch erfolgt in diesem Fall entlang der Peptidbindung zwischen
N-Mep und der Isoleucin-Einheit. Das resultierende Tripeptid 51 inklusive der
gewilinschten Seitenkette am Tubuvalin-Stickstoffatom ist Uber eine Ugi-4CR
zuganglich. Neben Formaldehyd 52 und n-Butylisonitril 53 ist auch N-geschitztes
Isoleucin 54 kommerziell erhaltlich. Das als Amin-Komponente fungierende
Tuv-Tut-Dipeptid 55 ist literaturbekannt und aus den einzelnen Aminosduren 31 und 56
erhaltlich  (s. Abbildung  3.6)."7  Im Gegensatz zur zuerst beschrieben
Tubugi-Synthesevariante  kann  hier auf die = TBDMS-Schitzung  der
Tubuvalin-Hydroxyfunktion verzichtet werden.
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Abbildung 3.6 Synthese der Aminokomponente Tuv-Tup-OMe (55) aus den teilgeschitzten
Aminosauren 31 und 56 und Abspaltung der Boc-Gruppe.” a) LiOH-H,0, THF/H,0, 0 °C > RT,
guant., b) HOBt, HATU, Et;N, Tup-OMe-HCI (31), DMF, 0 °C > RT, 81 %; c) TFA, DCM, 79 %.

Die Bildung des doppelt geschiitzten Bausteins N-Boc-Tuv-Tut-OMe 55 liegt mit einer
Ausbeute von 81 % im Bereich der Literaturausbeute® (92 %). Die Abspaltung der
Boc-Gruppe erfolgt mittels Trifluoressigséaure in DCM und das resultierende Salz wird
durch intensives Waschen mit NaHCO3-Losung in das freie Amin 55 uberfuhrt. Die
Ugi-Reaktion wird unter den géangigen Bedingungen und mit verschiedenen
Saurekomponenten durchgefiihrt: N-Boc-Isoleucin 58 und N-Fmoc-Isoleucin 59 (beide
kommerziell erhdltlich) sowie dem bereits aus der Tubulysin D-Synthese bekannten,
leicht zuganglichen Azid 60 (s. Abbildung 3.7).

Ph
0] 0] OH O =
R, 58 R=NHBoc MeOH R, N -
OH 59 R=NHFmoc  — Nky// N COOMe
o (@] S
\\

o 60 R=N3

+
Ph
OH 0 :
N : 61 R=NHBoc (in Spuren)
H,N N COOMe 55 62 R=NHFmoc
S
+
N

63 R=N; (51 %)

H,CO CN

52 53

Abbildung 3.7 Aufbau des Tubugi-Gerists mittels Ugi-Reaktion in Methanol unter Verwendung
drei unterschiedlicher Sdure-Komponenten (58-60). Das Boc-geschitzte Ugi-Produkt 61 ist nicht das
Hauptprodukt der Umsetzung und wird nur in Spuren erhalten. Die Fmoc-geschiitzte Verbindung 62
konnte erst nach weiterer Umsetzung isoliert werden. Das Azid 63 wurde mit einer Ausbeute von 51 %
erhalten.
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Wihrend die Multikomponentenreaktion mit Boc-geschiitztem Isoleucin 58 das
unerwinschte doppelt-carboxamidomethylierte Tuv-Tup-Dipeptid (analog zur Variante
aus dem Jahr 2010; s. Abbildung 3.4) als Hauptprodukt liefert, fiilhren die anderen
beiden Sdurekomponenten nicht zur Bildung dieser Verbindung. Unter Verwendung des
Azids 60 ergibt die Ugi-4CR die Zielverbindung 63 mit einer Ausbeute von 51 %. Im
Fall der Umsetzung mit Fmoc-geschitztem Isoleucin 59 konnte kein sauberes
Ugi-Produkt 62 isoliert werden. Dennoch wurde die weitere Umsetzung mit beiden
Ansatzen weiterverfolgt. Dazu wurde das Azid63 in Gegenwart von
Pentafluorphenyl-aktivierter N-Methylpipecolinsdure 64 und einer katalytischen Menge
von Palladium auf Aktivkohle reduziert. Das Hauptprodukt dieser Reaktion bildete
nicht das gewinschte Kupplungsprodukt 65 sondern das aus einem intramolekularen

Ringschluss resultierende 2,5-Diketopiperazin 66 (s. Abbildung 3.8).

Ph
O F N5, N :
N/ﬁ( + 2N /J)J\N COOMe
0 . H
. .

64 63

Ph
- 0 OH o) .
z N z
\/\HJ\N Z N COOMe 66
4 / H

Abbildung 3.8  Produktmischung bei der Kupplung von aktivierter N-Mep 64 mit Verbindung 63
durch einen unerwuinschten, intramolekularen Ringschluss. a) Pd/C (10 Gew%), H, 0.3 M
N-Mep-OPFP (64) in EtOAC, 4 % (65), 58 % (66).

Die Palladium-katalysierte Diketopiperazin-Bildung vergleichbarer Systeme ist bereits

literaturbekannt®®>1 und kann wie folgt unterdriickt werden: Hierzu ist von der
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Eintopfreaktion abzuriicken und die Reduktion und die Kupplung sukzessive
abzuhandeln (s Abbildung 3.9). Die Reduktion der Azidfunktion mittels Pd/C erfolgt in
Gegenwart von geléstem Chlorwasserstoff. Aus dem entstehenden Amin bildet sich
somit direkt das korrespondierende HCI-Salz, welches vor der Zyklisierung schitzt.
Nachdem der Reaktionsansatz aufgearbeitet wurde, muss das gebildete Salz durch
intensives Waschen mit NaHCOs;-L6sung in das freie Amin 67 tberfiihrt werden. Das
Losungsmittel wird unter vermindertem Druck bei Raumtemperatur entfernt, da der
unerwinschte Ringschluss bereits bei einer Temperatur von ca. 40 °C auch in
Abwesenheit eines Katalysators ziigig ablauft. Der Rickstand wird daraufhin mit einer
Losung von aktivierter N-Methylpipecolinsdure 64 in Ethylacetat umgesetzt und liefert

so das Peptid 65 in einer Ausbeute von 59 % Uber zwei Stufen.

#I)\(J)k coone A BN

b l 59 % (2 Stufen)
Ph
: 65 R=H, R'=Me
N/ Cc
N/ﬁf J)J\N COOR d% 68 R=H, R'=H
H 41 R=Ac, R'=H (71 %)
HN\N

Abbildung 3.9 Reduktion der Azidfunktion in Gegenwart von HCI gefolgt von einer Kupplung
mit aktivierter N-Mep, Esterspaltung und Acetylierung liefert die Zielverbindung Tubugi 1 (41). a)
Pd(OH),/C (20 Gew%), H,, 4 M HCI in Dioxan; b) N-Mep-OPFP (64), DIPEA, DMF, 59 % (2 Stufen) c)
LiOH-H,0, THF/H,0, 0 °C &> RT; d) Ac,0, Py, 0 °C > RT, 71 % (2 Stufen).

Wahrend die Reduktion des Azids 63 circa zwolf Stunden in Anspruch nimmt, ist die
Fmoc-Schutzgruppe des alternativen Ugi-Produkts 62 unter Verwendung von Piperidin
in DMF nach nur zwanzig Minuten vollstandig gespalten. Genau wie bei der
Azid-Variante erfolgen die Aufarbeitung der Reaktionsmischung sowie das Trocknen
des Rickstands bei Raumtemperatur, bevor die Kupplung mit N-Methylpipecolinsaure
in analoger Weise durchgefiihrt wird. Die letzten beiden Syntheseschritte
(Methylesterspaltung und Acetylierung) unterscheiden sich nicht von der ersten
Tubugi-Synthese aus dem Jahr 2010.
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Im Vergleich zur urspriinglichen Tubugi-Synthesestrategie zeichnen sich die hier neu
vorgestellten Varianten (Fmoc- und Azid-Route) bei vergleichbarer Gesamtausbeute
durch eine deutlich vereinfachte praktische Durchfihrung aus. Darauf ist unter
Umsténden auch die bessere Reproduzierbarkeit der Ugi-4CR zurtickzufiihren. Die
Durchfiihrung des Schlusselschritts ist auch mit deutlich grofReren Materialmengen
unproblematisch, da die Bildung eines doppelt alkylierten Produkts (analog zu
Verbindung 49, s. Abbildung 3.4) bei diesen Varianten grundsatzlich keine Rolle spielt.
Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die neue Synthesestrategie vor allem durch die
gute Reproduzierbarkeit und die effiziente Produktion gréRerer Mengen Material eine
deutliche Verbesserung darstellt. Erst die Anwendung dieser neuen Routen ermdglicht
weiterflhrende Untersuchungen und Umsetzungen wie beispielsweise die in Kapitel 5
der vorliegenden Arbeit beschriebene Darstellung von Tubugi-Konjugaten mit

Targeting-Komponenten.

3.3 Experimentelle Daten

3.3.1 Allgemeine Angaben

Siehe Abschnitt 2.5.1, Seite 19.

3.3.2 Darstellung von N-Boc-Tubuvalin (56)

OH
N H
BocHN ~ /7/ Coo

S

Zu einer Losung von Ethylester 17a (25 mg, 44 umol, 1.0 Ag.) in THF/H,0O
(80 mL/40 mL) wird bei 0°C Lithiumhydroxid-Monohydrat (3.3 g, 78.1 mmol,
10.0 Aq.) gegeben. Der Reaktionsansatz wird tiber Nacht bei Raumtemperatur gerhrt
und das organische Ldsungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt. Der
wassrige Rickstand wird mit gesattigter Natriumhydrogensulfat-Lésung auf einen
pH-Wert von 3 eingestellt und mit EtOAc (3x 50 mL) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden ({ber Natriumsulfat getrocknet und filtriert. Das
Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt. Verbindung 56 wird mit einer
Ausbeute von 2.7 g (100 %) als weiRer Feststoff erhalten. Das Rohprodukt wird ohne

weitere Reinigung direkt umgesetzt.
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'H NMR (400 MHz, CD30D) & = 8.25 (s, 1H), 4.91 — 4.89 (m, 1H), 3.75 — 3.69 (m,
1H), 2.01 — 1.91 (m, 1H), 1.81 — 1.68 (m, 2H), 1.45 (s, 9H), 0.92 (d, J=6.8, 3H),
0.91 ppm (d, J=6.8, 3H).

C NMR (101 MHz, CD;0OD) & = 180.70, 164.34, 158.82, 148.52, 128.61, 79.90,
69.85, 53.55, 41.34, 34.20, 28.81, 19.26, 18.51 ppm.

HRMS (ESI) m/z ber. fiir C1sH24N,05S [M+Na]* 367.1298, gef. 367.1298.

3.3.3 Darstellung von N-Boc-Tuv-Tup-OMe (57)%°)

Zu einer Losung von Verbindung 56 (2.1 g, 6.1 mmol, 1.0 Ag.) in trockenem DMF
(25 mL) werden bei 0 °C HOBt (0.6 M in DMF, 11.2 mL, 6.7 mmol, 1.1 Aq.), HATU
(2.6, 6.7mmol, 1.1 Ag.) und Triethylamin (1.7 mL, 12.2 mmol, 2.0 Ag.) gegeben.
Uber einen Zeitraum von 10 Minuten wird eine Lésung von Tup-OMe-HCI (31, 1.57 g,
6.1 mmol, 1.0 Aq) in trockenem DMF (24 mL) tropfenweise zugegeben. Nach
5 Minuten wird das Kiihlbad entfernt und die Reaktionsmischung wird fur 2.5 Stunden
bei Raumtemperatur gertihrt. Der Reaktionsansatz wird mit H,O (60 mL) verdiinnt und
mit Et,O (2x 60 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit 1 M
Salzsdure (90 mL), geséttigter Natriumhydrogencarbonat-Lésung (90 mL) und
gesattigter Natriumchlorid-Losung (2x 90 mL) gewaschen, {ber Natriumsulfat
getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt.
Verbindung 57 wird mit einer Ausbeute von 2.8 g (81 %) als weilRer Feststoff erhalten.

Das Rohprodukt wird ohne weitere Reinigung direkt umgesetzt.
R¢ = 0.42 (n-Hexan:EtOAC 4:6).

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & = 8.01 (s, 1H), 7.29 — 7.16 (m, 5H), 7.09 (d, J=9.4, 1H),
5.20 (s, 1H), 4.88 (d, J=9.7, 1H), 4.59 (d, 1H), 4.47 — 4.33 (m, 1H), 3.79 — 3.68 (m,
1H), 3.63 (s, 3H), 2.97 — 2.85 (m, 2H), 2.65 — 2.53 (m, 1H), 2.07 — 1.90 (m, 2H), 1.85 —
1.74 (m, 2H), 1.60 — 1.52 (m, 1H), 1.46 (s, 9H), 1.16 (d, J=7.1, 3H), 1.01 (d, J=6.8,
3H), 1.00 ppm (d, J=7.1, 3H).

BC NMR (101 MHz, CDCl3) & = 176.60, 175.25, 160.75, 157.93, 149.68, 137.48,
129.63, 128.30, 126.44, 122.93, 80.53, 68.76, 52.26, 51.71, 48.15, 41.59, 41.07, 37.78,
36.47, 32.25, 28.32, 19.37, 18.35, 17.78 ppm.



51

HRMS (ESI) m/z ber. fiir CosHa1N30sS [M+Na]* 570.2608, gef. 570.2597.

3.3.4 Darstellung von Tuv-Tup-OMe (55)

OH ophj\/;\
N z
H,N & N COOMe
J H

Zu einer Losung von Verbindung 57 (100 mg, 0.18 mmol, 1.0 Ag.) in DCM (5 mL)
wird Trifluoressigsaure (211 pL, 2.7 mmol, 15.0 Ag.) gegeben. Die Reaktionsmischung
wird Uber Nacht geriihrt, mit Toluol (6 mL) verdiinnt und unter vermindertem Druck
zur Trockne eingeengt. Der Ruckstand wird in DCM (15 mL) aufgenommen und mit
gesattigter  Natriumhydrogencarbonat-Lésung  (5x 20 mL) sowie gesattigter
Natriumchlorid-Losung (2x 20 mL) gewaschen. Die vereinigten wassrigen Phasen
werden mit DCM (25 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden uber
Natriumsulfat getrocknet und filtriert. Das Losungsmittel wird unter vermindertem
Druck entfernt. Die sdulenchromatographische Aufarbeitung (DCM:MeOH 30:1 >
10:1) des Rickstands liefert Verbindung 55 mit einer Ausbeute von 69 mg (79 %) als
farbloses Ol.

R = 0.22 (DCM:MeOH 8:1).

'H NMR (400 MHz, CDCls) & = 7.99 (s, 1H), 7.27 — 7.18 (m, 5H), 7.10 (d, J=9.2, 1H),
5.21 (s, 1H), 4.46 — 4.35 (m, 1H), 3.62 (s, 3H), 2.90 (d, J=6.3, 2H), 2.66 — 2.54 (m, 2H),
2.25-2.13 (m, 1H), 2.06 — 1.94 (m, 2H), 1.66 — 1.53 (m, 2H), 1.16 (d, J=7.1, 3H), 0.91
—0.86 ppm (m, 6H).

3C NMR (101 MHz, CDCls) & = 178.54, 176.60, 160.90, 150.31, 137.56, 129.45,
128.31, 126.45, 122.90, 71.76, 54.52, 51.71, 48.22, 41.16, 37.97, 36.70, 36.43, 34.55,
18.43, 17.74, 17.43 ppm.

HRMS (ESI) m/z ber. fiir CosHasN304S [M+H]" 448.2265, gef. 448.2258.

3.3.5 Darstellung von Azido-Ugi-Produkt 63

Ph
0 OH o) -
N3 M, N :
N ~ ) H COOMe
kfo s
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Zu einer Losung von Verbindung 55 (67 mg, 0.15 mmol, 1.0 Aqg.) in MeOH (1.5 mL)
wird Paraformaldehyd (12 mg, 0.39 mmol, 2.5 Ag.) gegeben. Nach 2 Stunden werden
(25,35)-2-Azido-3-methylvaleriansaure (60, 24 mg, 0.15mmol, 1.0Ag.) und
n-Butylisonitril (15.6 pL, 0.15 mmol, 1.0 Aq.) zugegeben. Die Reaktionsmischung wird
uber Nacht geriihrt und das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt. Die
sédulenchromatographische Aufarbeitung (DCM:MeOH 30:1) des Rickstands liefert
Verbindung 63 mit einer Ausbeute von 54 mg (51 %) als farbloses Ol.

Rt =0.49 (DCM:MeOH 15:1).

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & = 7.98 (s, 1H), 7.35 — 7.14 (m, 5H), 4.94 — 4.87 (m, 1H),
4.64 (d, J=5.4, 1H), 4.45 — 4.33 (m, 1H), 4.15 — 4.09 (m, 1H), 3.87 — 3.78 (m, 2H), 3.62
(s, 3H), 3.23 — 3.16 (m, 3H), 3.02 — 2.83 (m, 3H), 2.67 — 2.56 (m, 2H), 2.29 — 2.19 (m,
1H), 2.05 - 1.94 (m, 2H), 1.80 — 1.56 (m, 3H), 1.67 — 1.25 (m, 5H), 1.16 (d, J=7.3, 3H),
1.07 - 0.81 ppm (m, 15H).

3C NMR (101 MHz, CDCls) & = 176.53, 174.59, 171.73, 169.11, 160.67, 149.78,
137.72, 129.35, 128.21, 126.32, 122.9, 68.21, 62.11, 61.55, 51.63, 48.57, 47.1, 41.26,
39.34, 38.39, 37.84, 36.64, 34.99, 31.14, 30.6, 24.79, 20.63, 20.14, 20.11, 17.76, 15.99,
13.54, 10.65 ppm.

HRMS (ESI) m/z ber. fiir CssHs3sN706S [M+Na]* 722.3670, gef. 722.3669.

3.3.6 Darstellung von N-Fmoc-Ugi-Produkt 62

FmocHN,, j\/\
¢ jk COOMe

Zu einer Losung von Verbindung 55 (69 mg, 0.15 mmol, 1.0 Ag.) in MeOH (1.5 mL)
wird Paraformaldehyd (12 mg, 0.39 mmol, 2.5 Ag.) gegeben. Nach 2 Stunden werden
N-Fmoc-Isoleucin (53 mg, 0.15mmol, 1.0Aqg.) und n-Butylisonitril (15.6 pL,
0.15 mmol, 1.0 Aqg.) zugegeben. Die Reaktionsmischung wird iiber Nacht geriihrt und
das LoOsungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt. Der Rickstand wird
séulenchromatographisch aufgearbeitet (DCM:MeOH 30:1). Fraktionen, die Material
mit einem Rg-Wert zwischen 0.5 und 0.6 (DC: DCM:MeOH 15:1) enthalten, werden
kombiniert und die Losungsmittel werden unter vermindertem Druck entfernt. Der

Rickstand wird ohne weitere Reinigung im néchsten Schritt eingesetzt.
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3.3.7 Darstellung von Peptoid 65

N/\[( K qk f j\/\COOMe

Vorschrift A (ausgehend von Azido-Ugi-Produkt 63)

Zu einer Losung von Verbindung 63 (53 mg, 0.076 mmol, 1.0 Ag.) in MeOH (1 mL)
werden Pd(OH),/C (20 % Pd(OH),, 10 mg) und 4 M Chlorwasserstoff in Dioxan
(37.5 pL, 0.15 mmol, 2.0 Ag.) gegeben. Die Reaktionsmischung wird Gber Nacht unter
Wasserstoffatmosphére geruhrt und anschliefend unter Verwendung von Celite filtriert.
Der Filterkuchen wird intensiv mit MeOH gewaschen und das Losungsmittel wird unter
vermindertem Druck entfernt. Der so erhaltene Rickstand wird zu einer Lésung von
N-Mep-OPFP (64) und DIPEA (25.9 uL, 0.15 mmol, 2.0 Ag.) in trockenem DMF
(1 mL) gegeben. Der Reaktionsansatz wird Uber Nacht gertihrt und das Losungsmittel
anschlieBend unter vermindertem Druck entfernt. Die s&ulenchromatographische
Aufarbeitung (DCM:MeOH 25:1) des Riickstands liefert Verbindung 65 mit einer
Ausbeute von 36 mg (59 % uber zwei Stufen) als hellgelben Feststoff.

Vorschrift B (ausgehend von N-Fmoc-Ugi-Produkt 62)

Zu einer Losung von Verbindung 62 in DMF (2 mL) wird Piperidin (0.5 mL) gegeben.
Nach 20 Minuten wird der Reaktionsansatz bei Raumtemperatur zur Trockne eingeengt.
Der so erhaltene Ruckstand wird zu einer Losung von N-Mep-OPFP (64) in trockenem
DMF (1 mL) gegeben. Der Reaktionsansatz wird 0ber Nacht gerthrt und das
Losungsmittel  anschlieBend  unter  vermindertem  Druck  entfernt.  Die
sédulenchromatographische Aufarbeitung (DCM:MeOH 25:1) des Riuckstands liefert
Verbindung 65 mit einer Ausbeute von 24 mg (20 % uber drei Stufen) als hellgelben
Feststoff.

= 0.24 (DCM:MeOH 25:1).

'H NMR (400 MHz, CDsOD) & = 8.00 (s, 1H), 7.28 — 7.20 (m, 5H), 7.18 — 7.12 (m,
1H), 5.28 (dd, J=9.9, 2.5, 1H), 4.32 (d, J=10.6, 1H), 4.20 (d, J=7.5, 1H), 3.62 — 3.57
(m, 3H), 3.56 — 3.39 (m, 1H), 3.32 — 3.28 (m, 4H), 3.22 — 3.11 (m, 2H), 3.11 — 3.01 (m,
3H), 2.93 — 2.82 (m, 1H), 2.02 — 1.91 (m, 2H), 1.86 — 1.58 (m, 8H), 1.49 — 1.38 (m,
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3H), 1.36 — 1.26 (m, 3H), 1.14 (d, J=7.1, 3H), 1.03 (d, J=6.8, 3H), 0.99 (d, J=6.5, 3H),
0.94 — 0.83 ppm (m, 16H).

C NMR (101 MHz, CD3;0D) & = 179.34, 174.99, 174.64, 173.72, 173.45, 163.18,
150.71, 139.53, 130.42, 129.33, 127.38, 124.26, 69.98, 68.15, 59.69, 56.97, 55.97,
52.63, 52.2, 50.35, 44.02, 42.42, 40.23, 39.08, 38.96, 38.2, 37.81, 32.45, 32.38, 31.77,
26.12, 25.43, 23.38, 21.2, 21.14, 20.49, 18.37, 15.98, 14.11, 11.51 ppm.

HRMS (ESI) m/z ber. fiir C2HgsNsO-S [M+H]* 799.4786, gef. 799.4768.

3.3.8 Darstellung von Tubugi 1 (41)®4

9
o ¢ 5
6 ~1 N/,,2 N 3
ITJ/\[( N 5 /ﬁu
7 O\\\“ 11 O S 3 1OH
6 10
(0]

5 AN _~_~16

Zu einer Losung von Verbindung 65 (20 mg, 25pumol, 1.0 Ag.) in THF/H,O
(200 puL/100 pL) wird bei 0°C Lithiumhydroxid-Monohydrat (5.8 mg, 125 pumol,
5.0 Ag.) gegeben. Der Reaktionsansatz wird tiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt
und anschlieBend unter vermindertem Druck zur Trockne eingeengt. Der Ruckstand
wird in H,O (500 uL) aufgenommen, mit gesattigter Natriumhydrogensulfat-Ldsung auf
einen pH-Wert von 2 eingestellt und mit EtOAc (5x 300 pL) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden Uber Natriumsulfat getrocknet und filtriert. Das
Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt. Zu einer Loésung des so
erhaltenen Ruckstands in trockenem Pyridin (200 pL) wird bei 0 °C Essigsaureanhydrid
(15 uL, 160 umoL, 6.4 Ag.) gegeben. Der Reaktionsansatz wird tber Nacht bei
Raumtemperatur geruhrt und anschlieBend auf 0 °C gekuhlt. Eine Mischung von
Dioxan/H,0 (150 pL/150 pL) wird zugegeben. Die Mischung wird ber Nacht geriihrt
und anschlielend unter vermindertem Druck zur Trockne eingeengt. Die
sdulenchromatographische Aufarbeitung (DCM:MeOH 10:1 - 8:1) des Rickstands

liefert Verbindung 41 mit einer Ausbeute von 15 mg (71 %) als wei3en Feststoff.
R¢ = 0.16 (DCM:MeOH 10:1).

'H NMR (600 MHz, CD30D) D-Mep & = 3.03 (br d, J=7.4 Hz, 1H, CHx-6), 2.78 (br d,
J=10.9 Hz, 1H, CH-2), 2.28 (s, 3H, CH3-7), 2.26 (m, 1H, CHy-6), 1.85 (M, 1H, CH,-3),
1.80 (m, 1H, CHa-4), 1.70 (m, 1H, CH,-5), 1.61 (m, 1H, CHy-5), 1.59 (m, 1H, CHy-3),
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1.36 (M, 1H, CHy-4). L-Tle 5 = 4.43 (d, J=9.3 Hz, 1H, CH-2), 2.0 (m, 1H, CH-3), 1.57
(M, 1H, CHs-4), 1.14 (m, 1H, CHy-4), 0.98 (d, J= 6.8 Hz, 3H, CHs-6), 0.88 (t,
J=7.4 Hz, 3H, CH3-5). Tuv & = 8.05 (s, 1H, CH-3), 6.31 (dd, J=11.5, 1.9 Hz, 1H, CH-
5), 4.75 (d, J=17.7 Hz, 1H, CH,-11), 4.58 (br s, 1H, CH-7), 3.79 (d, J=17.7 Hz, 1H,
CHp-11), 3.24 (dt, J=13.5, 7.0 Hz, 1H, CH,-13), 3.11 (dt, J=13.5, 7.0 Hz, 1H, CHy-13),
2.33 (ddd, J=15.1, 13.6, 11.5 Hz, 1H, CHa-6), 2.15 (s, 3H, CH5CO), 1.92 (m, 1H, CHy-
6), 1.78 (m, 1H, CH-8), 1.42 (m, 2H, CH-14), 1.31 (m, 2H, CH,-15), 1.07 (d,
J=6.5 Hz, 3H, CH3-9), 0.86 (t, J= 7.4 Hz, 3H, CH3-16), 0.78 (d, J= 6.6 Hz, 3H, CHy-
10). Tup & = 7.22 (m, 2H, CH-8, CH-8") , 7.22 (m, 2H, CH-7, CH-7), 7.15 (m, 1H, CH-
9), 4.35 (m, 1H, CH-4), 2.91 (dd, J=13.5, 7.3 Hz, 1H, CH,-5), 2.87 (dd, J= 13.5,
6.6 Hz, 1H, CHy-5), 2.53 (m, 1H, CH-2), 1.99 (m, 1H, CH,-3), 1.64 (m, 1H, CHy-3),
1.16 ppm (d, J=7.7 Hz, 3H, CH3-10).

3C NMR (151 MHz, CD30D) b-Mep & = 174.1 (C-1), 70.0 (C-2), 56.6 (C-6), 44.4 (C-
7), 31.4 (C-3), 25.8 (C-5), 24.0 (C-4). L-lle & = 175.6 (C-1), 55.2 (C-2), 37.5 (C-3), 25.6
(C-4), 16.4 (C-6), 10.8 (C-5). Tuv & = 171.9 (CH3CO), 171.0 (C-12), 171.7 (C-4), 163.0
(C-1), 150.6 (C-2), 125.2 (C-3), 71.2 (C-5), 46.6 (C-11), 57.7 (C-7), 40.5 (C-13), 36.3
(C-6), 32.6 (C-14), 31.2 (C-8), 20.9 (CH3CO), 20.9 (C-9), 20.1 (C-10), 21.1 (C-15),
14.1 (C-16). Tup & = 180.7 (C-1), 139.6 (C-6), 130.5 (C-7,7’), 129.3 (C-8,8’), 127.4
(C-9), 50.9 (C-4), 42.2 (C-5), 39.3 (C-3), 38.4 (C-2), 18.7 (C-10).

HRMS (ESI) m/z ber. fiir CasHgsNsOsS [M+H]" 841.4892, gef. 841.4879.
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4  Synthese von Tubugi-Chiméren

4.1 Einleitung

Aufgrund bestechender Gemeinsamkeiten mit den Tubulysinen fand die
Substanzfamilie der Dolastatine bereits in der Einleitung der vorliegenden Arbeit
wiederholt Erwdhnung. Die Dolastatine wurden Ende der 1980er Jahre von Pettit und
Mitarbeitern an der Arizona State University (Tempe, USA) entdeckt.®® Produziert von
marinen Cyanobakterien handelt es sich auch bei diesen Substanzen um teils hochaktive
Tubulin-Modifizierer, wobei die Dolastatine 10 und 15 die aktivsten Vertreter dieser
Substanzklasse darstellen. Eine erste Totalsynthese sowie die absolute Konfiguration
von Dolastatin 15 (69) verdffentlichten Pettitetal. im Jahr 1991.5% Trotz
Uberzeugender Aktivitét bei in vivo-Versuchen kam es nicht zu klinischen Studien, da es
sich um ein sehr komplexes, schlecht wasserldsliches Molekul handelt und die
chemische Synthese nur geringe Ausbeuten liefert. Dolastatin 15 (69) diente jedoch als
Leitstruktur fiir vielversprechende Analoga, wie beispielsweise Cemadotin®® oder
Synthadotin®Y, die durch verbesserte Eigenschaften bereits den Sprung zu klinischen

Studien der Phasen | und Il meistern konnten.

In Abbildung 4.1 sind die strukturellen Gemeinsamkeiten beider Substanzklassen am
Beispiel von Tubulysin B (33a) und Dolastatin 15 (69) dargestellt. In beiden Fallen
handelt es sich um lineare Peptide von 16 bis 18 A Lange und mit einer tertidren
Aminofunktion als basischen N-Terminus. Es folgt jeweils eine Aminosdure mit sterisch
anspruchsvoller, lipophiler Seitenkette gekoppelt an eine ungewohnliche, N-alkylierte
Aminoséure mit Ringfunktionalitdt. Den C-Terminus bildet jeweils eine aromatische

Aminosaure.
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Tubulysin B (33a)

basischer, tertiarer lipophil & sterisch tert.
N-Terminus anspruchsvoll Amid
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Dolastatin 15 (69)

Abbildung 4.1 Strukturelle Gemeinsamkeiten von Tubulysin B (33a) und Dolastatin 15 (69).

Neben den voranstehend beschrieben ,,dufleren” Gemeinsamkeiten ist dariiber hinaus
besonders die gleichartige Wirkungsweise beider Substanzklassen auf eukaryotische
Zellen hervorzuheben: Auch die Dolastatine binden an der Vinca-Doméne der
Mikrotubuli und stéren so das Polymerisationsgleichgewicht dieser Proteinfilamente.
Analog zu den Tubulysinen fuhrt dieser nachhaltige Eingriff in den Zellzyklus letztlich
zur Apoptose der betroffenen Zellen.

Eine erste Chimdre, zusammengesetzt aus einem stark vereinfachten Tubulysin-Derivat
und einem Dolastatin 10-Rest, wurde im Jahr 2012 von der Gruppe um Kazmaier
veroffentlicht (ohne Aussage zur biologischen Aktivitat der Substanz, s. Abbildung
4.2).32

ST o
- N, . 0O
N " N NN\

Abbildung 4.2 Eine erste chimarenhafte Verbindung von Kazmaieret.al. vereint
Strukturmerkmale der Tubulysine mit einem Dolastatin 10-Rest.*?
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4.2 Synthese einer Tubulysin-Dolastatin-Chimére

Wie bereits dargelegt, ist die synthetische Darstellung der Tubulysine durch zahlreiche
Schwierigkeiten gekennzeichnet. Einfallsreiche Losungsansédtze sind gefordert: Die
elegante Substitution der naturlichen N,O-Acetalester-Seitenkette durch Anwendung
einer Multikomponentenreaktion, sowie alle damit verbundenen Vorteile, wurden
ausfihrlich in  Abschnitt 3.1 diskutiert. Weiterhin stellt die Darstellung des
Tubuvalin-Bausteins nach wie vor eine einschneidende Herausforderung dar. Genau
wie die literaturbekannten Darstellungsvarianten liefert auch der im Rahmen der
vorliegenden Arbeit entwickelte Zugang zu Tubuvalin-OMe (s. Abschnitt 2.1) kein
vollends zufriedenstellendes Ergebnis (teils hochtoxische und vergleichsweise
kostenintensive  Ausgangsmaterialen in  Kombination mit der geringen
Gesamtausbeute). Daraus resultierend und auf Grundlage der oben beschriebenen
strukturellen sowie funktionalen Gemeinsamkeiten der Tubulysine und der Dolastatine
wurde der in Abbildung 4.3 dargestellte neuartige Ansatz entwickelt: Der
Tubuvalin-Baustein sollte durch das leicht, und aus preiswerten Ausgangsmaterialien
zugangliche, zentrale Val-Pro-Pro-Fragment von Dolastatin 15 (69) ersetzt werden.
Abgesehen von dieser Modifikation bleiben bei dieser chimarenhaften Struktur alle

weiteren Bestandteile der Tubugis unberihrt.
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41

69

70 «———

Abbildung 4.3 Auswahl verschiedener Strukturmerkmale von Tubugil (41, rot) und
Dolastatin 15 (69, blau) zum Aufbau der Chimare 70.

Der Aufbau des zentralen Fragments 76 beginnt mit der Umsetzung des
N-Boc-geschitzten Prolins 71 mit Prolinmethylester 72 unter Verwendung von DCC
und DMAP. Nach Abspaltung der Boc-Gruppe mittels TFA in DCM wird mit
Cbz-geschitzten L-Valin gekuppelt (s. Abbildung 4.4).

Q Q Q 73 R=Boc
COOMe 82 % / COOMe 74 R=H

COOH
71

o Q [ 75R=Me
56 % CbzHN COOR L~ 76 Rt
(2 Stufen)

Abbildung 4.4 Synthese von N-Cbz-Val-Pro-Pro-OH 76 aus den einzelnen Aminosiuren nach
Standard-Peptidkupplungsbedingunge. a) DCC, DMAP, TEA, DCM, 0°C > RT, 82 %; b) TFA,
DCM; c) TEA, N-Cbz-L-Val, DCC, DMAP, DCM, 0°C > RT, 56 % (2 Stufen); d) LiOH-H,0,
THF/H,0, 0 °C > RT.
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Es folgt eine Abspaltung der Esterfunktionalitdt durch Lithiumhydroxid in THF/H,O
und die Reaktion mit Tubuphenylalaninmethylester 31, DCC und HOBt (s. Abbildung
4.5). Anschliefend wird die Cbz-Schutzgruppe durch eine katalytische Menge von
Palladiumhydroxid auf Aktivkohle unter Wasserstoffatmosphére entfernt. Analog zur
Synthese der Tubugis stellt auch beim Aufbau der Chimére 70 eine Ugi-4CR den
Schlusselschritt dar. Dazu wird das Amin76 mit N-Fmoc-L-Isoleucin als
Saurekomponente sowie Paraformaldehyd und n-Butylisocyanid umgesetzt. Das
gewilinschte Ugi-Produkt 79 wird mit einer Ausbeute von 31 % uUber zwei Stufen
erhalten. Es folgen die Fmoc-Spaltung durch Piperidin in DMF und die Umsetzung mit
als Pentafluorphenylester-aktivierter N-Methylpipecolinsdure 64. Die abschliefende
Methylesterspaltung unter Verwendung von Lithiumhydroxid in THF/H,O liefert die
gewilinschte Tubugi-Dolastatin-Chimare 70 mit einer Gesamtausbeute von lediglich

0.4 % Uber insgesamt zehn Stufen.

h \/QVQWQW soote
50 %
77 R=Cbz @
b ,: 78 R=H

ﬁrﬁqﬁqﬁ

31 %
(2 Stufen)

79 R=Fmoc
d ,: 80 R=H

N,

20 % N/\H/ Q{( COOR

(2 Stufen) ¢ ,: 81 R=Me
\O 70 R=H (30 %)

Abbildung 4.5 Synthese der Tubugi-Dolastatin-Chimére 70 unter Verwendung einer Ugi-MCR
zum Aufbau des Schlisselintermediats 79. a) Tup-OMe-HCI (31), DIPEA, DCC, HOBt, DCM, 0 °C >
RT, 50 %; b) Pd(OH),/C (20 %), H,, MeOH; ¢) CH,0O, N-Fmoc-L-lle, n-Butylisocyanid, MeOH, 31 % (2
Stufen); d) Piperidin, DMF; e) N-Mep-OPFP (64), DMF, 20 % (2 Stufen); f) LiOH-H,O, THF/H,0,
30 %.
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4.3 Weiterentwicklung der Tubugi-Dolastatin-Chimére

Basierend auf der im vorigen Abschnitt eingefiihrten Tubugi-Dolastatin-Chimére 70
sollte im Folgenden die unter Abbildung 4.6 dargestellte Verbindung 82 synthetisiert
werden. Dabei handelt es sich um eine Weiterentwicklung der urspriinglichen Chimare
(,,2. Generation), wobei in diesem Fall auch die beiden terminalen Aminoséauren
N-Methylpipecolinsdaure und Tubuphenylalanin durch proteinogene Aminosauren

ersetzt sind.

(\ Ho§ H
NN N"¢N N N N\/YCOOH
| O O o =
AR
HN. _~_~ Tubuphenylalanin

blau: proteinogene Aminosauren

0
N N N N._CO0
. N «-COOH
| O O o -
0
HN o~

Pipecolinsaure

o

Abbildung 4.6 Tubugi-Dolastatin-Chiméare der 2. Generation (82) aufgebaut aus proteinogenen
Aminosauren (blau).

)

Prolin Phenylalanin

Da der Aufbau des Molekiils analog zur voranstehend bereits dargelegten Syntheseroute
erfolgt, soll hier nicht erneut auf die Details der Darstellung eingegangen werden. In
Abbildung 4.7 sind die einzelnen Reaktionsschritte ausgehend vom Tripeptid
N-Cbz-Val-Pro-Pro 76 dargestellt. Die Synthese verlauft mit einer Gesamtausbeute von
1.9 % uber zehn Stufen.
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Abbildung 4.7 Synthese der Tubugi-Dolastatin-Chimére der 2. Generation 82 unter Verwendung
einer Ugi-MCR zum Aufbau des Schlusselintermediats 85. a) Phe-OMe-HCI, DIPEA, DCC, HOBt,
DCM, 0°C - RT, 70 %; b) Pd(OH),/C (20 %), H,, MeOH; c) CH,0O, N-Fmoc-lle, n-Butyl-Isocyanid,
MeOH, 40 % (2 Stufen); d) Piperidin, DMF; e) N-Me-Pro-OPFP, DMF, 72 % (2 Stufen); f) LiOH-H,0,
THF/H,0, 27 %.

4.4  Ergebnisse und Fazit

Die Synthesen der Tubugi-Dolastatin-Chiméare 70 sowie der Chimare zweiter
Generation 82 liefern den gewahlten Synthesestrategien folgend nur schlechte
Gesamtausbeuten von 0.4 % bzw. 1.9 % (ber jeweils zehn Stufen. Erste Tests* gegen
verschiedenen Krebszelllinien (HT-29°, PC-3° und Colo 320%) ergaben ICso-Werte
groRer 3000 nM. Die enormen Anderungen an der natiirlichen Struktur sind demnach
von einem massiven Aktivitatsverlust begleitet. Aus diesem Grund stehen diese
Verbindungen gegenwartig nicht im Fokus weiterer Untersuchungen und auch auf eine

Optimierung der Ausbeuten wurde verzichtet.

& Durchgefiihrt im eigenen Arbeitskreis von G. Kaluderovic bzw. A. Ehrlich
® Humane Darmkrebszelllinie

¢ Humane Prostatakrebszelllinie

¢ Humane Darmkrebszelllinie
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4.5 Experimentelle Daten

45.1 Allgemeine Angaben

Siehe Abschnitt 2.5.1, Seite 19.

4.5.2 Darstellung von N-Boc-Pro-Pro-OMe (73)

/IQ COOMe

Boc :
7
O/\N

Zu einer Losung von N-Boc-Prolin (71, 5.2 g, 24.1 mmol, 1.0 Aq.) in trockenem DCM
(180 mL) werden bei 0°C und unter Stickstoffatmosphare DCC (6.0 g, 29 mmol,
1.2Ag.) und DMAP (300 mg, 2.4mmol, 0.1Aq.) gegeben. Eine Lésung von
Prolinmethylester-Hydrochlorid (72, 4.0g, 24.1 mmol, 1.0 Ag.) und Triethylamin
(3.4mL, 24.1mmol, 1.0Aqg.) in trockenem DCM (50 mL) wird tropfenweise
zugegeben. Das Kiihlbad wird entfernt und der Reaktionsansatz (iber Nacht bei
Raumtemperatur gertihrt. Die Reaktionslosung wird filtriert, der Filterkuchen mit
EtOAc (100 mL) gewaschen und die organischen Losungsmittel werden unter
vermindertem  Druck entfernt. Die saulenchromatographische Aufarbeitung
(EtOAc:n-Hexan 3:1) des Rickstands liefert Verbindung 73 mit einer Ausbeute von
6.5 g (82 %) als gelbes Ol.

R¢ = 0.45 (EtOAC:n-Hexane 3:1).

'"H NMR (400 MHz, CDCl3) & = 4.62 — 4.53 (m, 1.6H), 4.53 — 4.47 (m, 1.0H), 4.42 —
4.35 (m, 0.7H), 3.81 — 3.73 (m, 1.2H), 3.72 (s, 1.9H), 3.70 (s, 3H), 3.66 — 3.52 (m,
4.1H), 3.50 — 3.35 (m, 1.8H), 2.24 — 2.10 (m, 4.0H), 2.10 — 1.91 (m, 8.9H), 1.90 — 1.79
(m, 2.4H), 1.45 (s, 9H), 1.39 ppm (s, 5.8H). (s-cis/s-trans-Mischung)

3C NMR (101 MHz, CD30OD) a) & = 172.87, 172.58, 171.53, 171.06, 154.52, 153.65,
79.38, 79.34, 60.31, 58.61, 57.68, 57.63, 52.12, 52.02, 46.79, 46.60, 46.41, 29.94,
29.00, 28.76, 28.65, 28.45, 28.30, 24.98, 24.92, 24.00, 23.50, 20.98, 14.14 ppm.

(s-cis/s-trans-Mischung)

HRMS (ESI) m/z ber. fiir C16H26N,0s [M+Na]" 349.1734, gef. 349.1731.
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4.5.3 Darstellung von N-Cbz-Val-Pro-Pro-OMe (75)

i
Cszl\I( / COOMe
o 7
e

Zu einer Lésung von Verbindung 73 (2.1 g, 6.76 mmol, 1.0 Ag.) in DCM (50 mL) wird
Trifluoressigsdure (20 mL) gegeben. Der Reaktionsansatz wird tber Nacht gerihrt,
Toluol (50 mL) wird zugegeben und die Mischung wird unter vermindertem Druck zur
Trockne eingeengt. Zu einer Losung des so erhaltenen Riickstands in trockenem DCM
(70 mL) werden bei 0 °C Triethylamin (1.4 mL, 10.14 mmol, 1.5 Ag.), N-Cbz-Valin
(1.9g, 7.43mmol, 1.1 Aq.), DCC (1.5g, 7.43 mmol, 1.1 Aq.) und DMAP (83 mg,
0.68 mmol, 0.1 Aq.) gegeben. Der Reaktionsansatz wird (ber Nacht bei
Raumtemperatur geruhrt, filtriert und unter vermindertem Druck zur Trockne eingeengt.
Die saulenchromatographische Aufarbeitung (EtOAc:n-Hexan 6:1) des Ruckstands
liefert Verbindung 75 mit einer Ausbeute von 1.7 g (56 % uber zwei Stufen) als weiRen
Feststoff.

R = 0.40 (EtOACc:n-Hexan 5:1).

'H NMR (400 MHz, CDCls) & = 7.38 — 7.28 (m, 5H), 5.45 (d, J=9.1, 1H), 5.08 (q,
J=12.3, 2H), 4.72 — 4.65 (m, 1H), 4.62 — 4.55 (m, 1H), 4.38 — 4.29 (m, 1H), 3.86 — 3.75
(m, 2H), 3.75 — 3.66 (m, 4H), 3.65 — 3.57 (m, 1H), 2.26 — 2.13 (m, 3H), 2.11 — 1.92 (m,
6H), 1.03 (d, J=6.8, 3H), 0.92 ppm (d, J=6.7, 3H).

BC NMR (101 MHz, CDCls) & = 172.61, 170.53, 170.25, 156.35, 136.34, 128.41,
127.99, 127.90, 66.75, 58.47, 57.85, 57.44, 52.10, 48.99, 47.48, 46.56, 33.91, 31.21,
28.72,28.19, 25.58, 24.91, 24.83, 24.78, 19.37, 17.50 ppm.

HRMS (ESI) m/z ber. fiir CpsH33Ns0g [M+Na]" 482.2262, gef. 482.2259.

4.5.4 Darstellung von N-Cbz-Val-Pro-Pro-Tup-OMe (77)

H
Do N COOMe
CbzHN / _V\r
o 7
oRa

Zu einer Losung von Verbindung 75 (861 mg, 1.87 mmol, 1.0 Ag.) in THF/H,O
(10 mL/5SmL) wird bei 0°C Lithiumhydroxid-Monohydrat (196 mg, 4.68 mmol,
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2.5 Ag.) gegeben. Der Reaktionsansatz wird (iber Nacht gerithrt und die organischen
Losungsmittel werden unter vermindertem Druck entfernt. Der waéssrige Rickstand
wird mit H,O (20 mL) verdlnnt, mit gesattigter Natriumhydrogensulfat-Losung auf
einen pH-Wert von 2 eingestellt und mit EtOAc (4x 50 mL) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden U(ber Natriumsulfat getrocknet und filtriert. Das
Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt. Die korrespondierende S&ure
N-Cbz-Val-Pro-Pro-OH (76) wird mit einer Ausbeute von 593 mg (71 %) erhalten. Zu
einer Losung des so erhaltenen Riickstands (Teilmenge!, 115 mg, 0.26 mmol, 1.0 Aq.)
in trockenem DCM (3 mL) werden bei 0 °C DCC (60 mg, 0.29 mmol, 1.1 Ag.), HOBt
(4 mg, 0.03 mmol, 0.1 Ag.), Tup-OMe-HCI (31, 200 mg, 0.78 mmol, 3.0 Ag.) und
DIPEA (177 uL, 1.04 mmol, 4.0 Aq.) gegeben. Die Mischung wird (ber Nacht bei
Raumtemperatur gertihrt und mit DCM (7 mL) verdinnt. Die organische Phase wird mit
Salzsaure (1 M, 5mL), gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Lésung (5 mL) sowie
geséttigter Natriumchlorid-Losung (2x 5mL) gewaschen, Uber Natriumsulfat
getrocknet, filtriert und unter vermindertem Druck zur Trockne eingeengt.
Verbindung 77 wird mit einer Ausbeute von 86 mg (50 %) als farbloses Ol erhalten und

ohne weitere Reinigung direkt im néchsten Schritt eingesetzt.

45.5 Darstellung von Ugi-Produkt 79

FmocHN,, Q}\ \/\rCOOMe

Zu einer Losung von Verbindung 77 (85 mg, 0.13 mmol, 1.0 Aqg.) in MeOH (1 mL)
wird Pd(OH),/C (20 % Pd(OH),, 9 mg) gegeben. Die Reaktionsmischung wird Uber
Nacht unter Wasserstoffatmosphére geriihrt und anschliefend unter Verwendung eines
Spritzenfilters filtriert. Der Filter wird mit MeOH (5 mL) gewaschen und das
Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt. Zu einer LOosung des so
erhaltenen Riickstands in MeOH (1.3 mL) wird Paraformaldehyd (4.2 mg, 0.14 mmol,
1.1 Ag.) gegeben. Nach 2 Stunden werden N-Fmoc-Isoleucin (46 mg, 0.13 mmol,
1.0Aq.) und n-Butylisonitril (13.6 uL, 0.13mmol, 1.0 Agq.) zugegeben. Die
Reaktionsmischung wird {ber Nacht gerthrt und das Lésungsmittel wird unter

vermindertem Druck entfernt. Die sdulenchromatographische Aufarbeitung
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(DCM:MeOH 50:1) des Rickstands liefert Verbindung 79 mit einer Ausbeute von
39 mg (31 % Uiber zwei Stufen) als farbloses Ol.

R¢=0.70 (DCM:MeOH 10:1).

'"H NMR (400 MHz, CDs0D) & = 7.79 (d, J=7.5, 2H), 7.63 (d, J=7.4, 2H), 7.39 (t,
J=7.4, 2H), 7.33 - 7.10 (m, 7H), 5.08 (d, J=10.8, 1H), 4.56 (d, J=17.8, 1H), 4.47 — 4.31
(m, 4H), 4.20 (t, J=6.5, 1H), 4.06 (d, J=9.8, 2H), 3.60 (s, 3H), 3.24 — 3.08 (m, 2H), 3.01
(t, J=6.8, 1H), 2.86 — 2.79 (m, 1H), 2.72 — 2.63 (m, 1H), 2.59 — 2.47 (m, 1H), 2.34 —
2.23 (m, 1H), 2.20 — 1.75 (m, 11H), 1.55 — 1.26 (m, 8H), 1.08 (d, J=7.1, 3H), 0.96 —
0.84 (m, 12H), 0.74 ppm (t, J=8.0, 3H).

3C NMR (101 MHz, CD;0D) & = 178.24, 174.97, 173.93, 172.82, 170.18, 169.69,
158.54, 145.16, 142.62, 139.43, 130.54, 129.29, 128.78, 128.14, 128.07, 127.31,
126.19, 126.11, 120.95, 120.93, 67.82, 61.80, 60.47, 60.25, 56.75, 52.12, 50.02, 48.49,
46.34, 42.39, 40.31, 39.20, 38.67, 37.65, 37.33, 34.87, 32.77, 30.50, 29.73, 28.96,
25.90, 25.66, 25.49, 21.09, 20.01, 18.52, 18.40, 16.30, 14.18, 10.99 ppm.

HRMS (ESI) m/z ber. fiir CssH7aNgOs [M+H]* 963.5590, gef. 963.5585.

4.5.6 Darstellung von Peptoid 81

Zu einer Losung von Verbindung 79 (21 mg, 22 umol, 1.0 Ag.) in DMF (800 pL) wird
Piperidin (200 uL) gegeben. Nach 20 Minuten wird der Reaktionsansatz bei
Raumtemperatur zur Trockne eingeengt. Der so erhaltene Rickstand wird zu einer
Losung von N-Mep-OPFP (64, 0.22 mmol, 10.0 Ag.) in trockenem DMF (500 pL)
gegeben. Der Reaktionsansatz wird 2 Stunden geriihrt und das Lésungsmittel
anschliefend unter vermindertem Druck entfernt. Die sdulenchromatographische
Aufarbeitung (DCM:MeOH 20:1) des Ruckstands liefert Verbindung 81 mit einer

Ausbeute von 3.8 mg (20 % tber zwei Stufen) als weil3en Feststoff.
=0.50 (DCM:MeOH 15:1).

'H NMR (400 MHz, CDsOD) § = 7.31 — 7.10 (m, 5H), 5.09 (d, J=10.8, 1H), 4.71 (d,
J=17.7, 1H), 4.46 — 4.32 (m, 2H), 4.10 — 4.00 (m, 1H), 3.95 (d, J=17.7, 1H), 3.85 —
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3.57 (m, 6H), 3.23 — 3.08 (M, 2H), 3.07 — 2.91 (M, 2H), 2.87 — 2.79 (m, 1H), 2.72 — 2.60
(m, 2H), 2.58 — 2.49 (m, 1H), 2.36 — 2.09 (m, 8H), 2.06 — 1.90 (m, 5H), 1.90 — 1.73 (m,
6H), 1.70 — 1.26 (m, 15H), 1.08 (d, J=7.1, 2H), 0.96 — 0.83 (m, 11H), 0.76 ppm (d,
J=6.7, 2H).

3C NMR (101 MHz, CDs;OD) & = 178.24, 174.68, 173.93, 172.83, 170.20, 169.60,
139.44, 130.55, 129.29, 127.32, 70.22, 61.81, 60.48, 60.27, 56.60, 54.56, 52.12, 50.02,
4453, 42.40, 40.30, 38.67, 37.65, 37.36, 32.77, 31.47, 30.52, 29.76, 28.89, 26.03,
25.91, 25.69, 25.51, 24.16, 21.10, 21.08, 19.94, 18.52, 18.40, 16.24, 14.17, 10.72 ppm.

HRMS (ES') m/z ber. flr C47H75N70g [l\/l'i'H]+ 866.5749, QEf 866.5731.

4.5.7 Darstellung von Tubugi-Dolastatin-Chimére 70

> 0 H
: H O.__N COOH
N, N -
N N : \5/\‘/

I 5 - kf O ~\ :
\ o) ()

Zu einer Losung von Verbindung 81 (3.0mg, 3.5umol, 1.0 Aqg.) in THF/H,O
(400 pL/200 pL) wird Lithiumhydroxid-Monohydrat (1.0 mg, 24 umol, 6.9 Ag.)
gegeben. Der Reaktionsansatz wird 8 Stunden geriihrt und anschlielend unter
vermindertem Druck zur Trockne eingeengt. Der Ruckstand wird in H,O (400 pL)
aufgenommen, mit Salzsaure (2 M) auf einen pH-Wert von 1 eingestellt und mit EtOAc
(5x 400 pL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden tber Natriumsulfat
getrocknet, filtriert, im Stickstoffstrom eingeengt und unter vermindertem Druck
intensiv getrocknet. Verbindung 70 wird mit einer Ausbeute von 0.9 mg (30 %)

erhalten.

'H NMR (600 MHz, CD3OD) & = 7.31 — 7.15 (m, 7H), 5.13 — 5.08 (m, 1H), 4.67 — 4.61
(m, 1H), 4.47 — 4.31 (m, 4H), 4.09 (d, J=18.0, 1H), 4.08 — 4.02 (m, 1H), 4.02 — 3.97 (m,
1H), 3.90 — 3.83 (m, 1H), 3.80 (dd, J=9.5, 6.3, 1H), 3.77 — 3.70 (m, 1H), 3.70 — 3.59
(m, 3H), 3.57 (s, 1H), 3.49 — 3.40 (m, 2H), 3.23 — 3.17 (m, 1H), 3.16 — 3.10 (m, 1H),
2.96 (s, 2H), 2.87 — 2.79 (m, 2H), 2.78 — 2.68 (M, 3H), 2.56 — 2.45 (m, 2H), 2.33 — 2.25
(m, 2H), 2.23 — 2.17 (m, 2H), 2.15 — 2.07 (m, 2H), 2.06 — 2.01 (m, 2H), 1.99 — 1.93 (m,
2H), 1.93 — 1.86 (m, 3H), 1.80 — 1.73 (m, 2H), 1.62 — 1.46 (m, 5H), 1.41 — 1.27 (m,
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8H), 1.23 — 1.16 (m, 2H), 1.12 — 1.04 (m, 4H), 1.03 — 0.98 (m, 1H), 0.96 — 0.84 (m,
8H), 0.78 ppm (d, J=6.7, 1H).

BC NMR (151 MHz, CD3;OD) 6 = 174.3, 173.9, 172.8, 170.0, 169.7, 139.5, 130.6,
129.5, 127.6, 61.8, 60.6, 60.2, 55.2, 54.8, 42.8, 40.3, 38.6, 37.4, 35.3, 32.8, 31.8, 30.8,
29.8, 28.9, 26.1, 25.9, 25.7, 25.3, 23.7, 21.1, 19.9, 18.7, 18.6, 16.4, 16.2, 14.4, 14.2,
10.9 ppm.

HRMS (ESI) m/z ber. fir C4sH73N705 [M+Li]* 858.5675, gef. 858.5672.

4.5.8 Darstellung von N-Cbz-Val-Pro-Pro-Phe-OMe (83)

O ~-COOMe
CbzHN 1
(0] j\ :

Zu einer Losung von Verbindung 75 (861 mg, 1.87 mmol, 1.0 Ag.) in THF/H,O
(10 mL/SmL) wird bei 0°C Lithiumhydroxid-Monohydrat (196 mg, 4.68 mmol,
2.5 Aq.) gegeben. Der Reaktionsansatz wird Gber Nacht geriihrt und die organischen
Losungsmittel werden unter vermindertem Druck entfernt. Der wassrige Rickstand
wird mit H,O (20 mL) verdlnnt, mit gesattigter Natriumhydrogensulfat-Losung auf
einen pH-Wert von 2 eingestellt und mit EtOAc (4x 50 mL) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden (ber Natriumsulfat getrocknet und filtriert. Das
Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt. Die korrespondierende Saure
N-Cbz-Val-Pro-Pro-OH (76) wird mit einer Ausbeute von 593 mg (71 %) erhalten. Zu
einer Losung des so erhaltenen Riickstands (Teilmenge!, 450 mg, 1.0 mmol, 1.0 Aqg.) in
trockenem DCM (10 mL) werden bei 0 °C DCC (229 mg, 1.1 mmol, 1.1 Aq.), HOBt
(15 mg, 0.1 mmol, 0.1 Ag.), Phe-OMe-HCI (239 mg, 1.1 mmol, 1.1 Aqg.) und DIPEA
(29.1pL, 1.7mmol, 1.7 Aqg.) gegeben. Die Mischung wird UGber Nacht bei
Raumtemperatur geriihrt und mit DCM (10 mL) verdunnt. Die organische Phase wird
mit Salzsdure (1 M, 10 mL), geséttigter Natriumhydrogencarbonat-Lésung (10 mL)
sowie gesattigter Natriumchlorid-Ldsung (2x 10 mL) gewaschen, Uber Natriumsulfat
getrocknet, filtriert und wunter vermindertem Druck zur Trockne eingeengt.
Verbindung 83 wird mit einer Ausbeute von 431 mg (71 %) als farbloses Ol erhalten
und ohne weitere Reinigung direkt im n&chsten Schritt eingesetzt.
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4.5.9 Darstellung von Ugi-Produkt 85

FmocHN,, COOMG
?) g @

Zu einer Losung von Verbindung 83 (170 mg, 0.28 mmol, 1.0 Ag.) in MeOH (3 mL)
wird Pd(OH),/C (20 % Pd(OH),, 17 mg) gegeben. Die Reaktionsmischung wird Uber
Nacht unter Wasserstoffatmosphére geriihrt und anschlielend unter Verwendung eines
Spritzenfilters filtriert. Der Filter wird mit MeOH (3 mL) gewaschen und das
Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt. Zu einer Losung des so
erhaltenen Ruckstands in MeOH (2.8 mL) wird Paraformaldehyd (9.0 mg, 0.30 mmol,
1.1 Ag.) gegeben. Nach 2 Stunden werden N-Fmoc-Isoleucin (99 mg, 0.28 mmol,
1.0 Ag.) und n-Butylisonitril (29.2 uL, 0.28 mmol, 1.0 Aq.) zugegeben. Die
Reaktionsmischung wird Uber Nacht gerthrt und das Lésungsmittel wird unter
vermindertem  Druck entfernt. Die saulenchromatographische Aufarbeitung
(DCM:MeOH 50:1) des Rickstands liefert Verbindung 85 mit einer Ausbeute von
103 mg (40 % Uber zwei Stufen) als weil3en Feststoff.

Rt = 0.50 (DCM:MeOH 9:1).

'H NMR (400 MHz, CDs0D) & = 7.79 (d, J=7.5, 2H), 7.63 (d, J=7.5, 2H), 7.39 (t,
J=7.0, 2H), 7.33 — 7.12 (m, 7H), 5.08 (d, J=10.9, 1H), 4.62 (t, J=6.9, 1H), 4.59 — 4.51
(m, 1H), 4.49 — 4.33 (m, 4H), 4.23 — 4.17 (m, 1H), 4.05 (d, J=9.9, 1H), 3.90 (d, J=17.8,
1H), 3.83 — 3.55 (m, 7H), 3.21 — 3.00 (m, 4H), 2.31 — 2.08 (m, 3H), 2.07 — 1.83 (m,
7H), 1.56 — 1.44 (m, 3H), 1.43 — 1.27 (m, 4H), 1.13 — 0.97 (m, 2H), 0.96 — 0.82 (m,
12H), 0.74 ppm (d, J=6.8, 3H).

3C NMR (101 MHz, CDCl3) & = 173.56, 171.82, 170.80, 167.46, 150.74, 143.58,
141.30, 129.18, 129.07, 128.55, 128.36, 127.72, 127.06, 126.89, 124.94, 120.01, 83.01,
72.20, 66.90, 62.82, 60.91, 58.84, 56.50, 55.19, 53.88, 52.26, 50.10, 47.21, 39.61,
39.47, 34.25, 31.59, 31.54, 30.74, 28.77, 27.57, 24.96, 20.08, 19.84, 17.79, 16.00,
15.66, 14.35, 13.77, 11.07 ppm.

HRMS (ESI) m/z ber. fiir Cs;HesNgOs [M+H]* 921.5121, gef. 921.5097.
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4.5.10 Darstellung von N-Methyl-Prolin (88)

OH
(N

)

Zu einer Loésung von L-Prolin (500 mg, 4.3 mmol, 1.0 Ag.) in MeOH (10 mL) werden
Formalin (37 % in H,0O, 578 puL, 7.7 mmol, 2.0 Ag.) und Pd/C (10 % Pd, 100 mg)
gegeben. Die Reaktionsmischung wird ber Nacht unter Wasserstoffatmosphare
geruhrt, unter Verwendung von Celite filtriert und der Filterkuchen intensiv mit MeOH
gewaschen. Das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt und der
Rickstand in MeOH aufgenommen. Durch Zugabe von Et,O fallt das Produkt als
weilBer Feststoff aus. Die Mischung wird zentrifugiert und der Rickstand unter
vermindertem Druck getrocknet. Verbindung 88 wird mit einer Ausbeute von 456 mg
(81 %) erhalten.

'H NMR (400 MHz, CD;0D) & = 3.81 — 3.73 (m, 1H), 3.71 — 3.64 (m, 1H), 3.33 - 3.28
(m, 1H), 3.14 — 3.05 (m, 1H), 2.91 (s, 3H), 2.53 — 2.41 (m, 1H), 2.17 — 2.06 (m, 2H),
2.03 —1.89 ppm (m, 1H).

3C NMR (101 MHz, CD30D) & = 173.01, 72.18, 57.25, 41.36, 30.14, 24.16 ppm.

MS (ESI, neg) m/z ber. fir CgH11NO, [M-H] 128.1, gef. 127.9.

4.5.11 Darstellung von N-Methyl-Prolinpentafluorphenylester (89)

Zu einer Losung von Verbindung 88 (141 mg, 1.1 mmol, 1.0 Aq.) in trockenem EtOAc
(3 mL) werden Pentafluorphenol (241 mg, 1.3 mmol, 1.2 Ag.) und DCC (270 mg,
1.3 mmol, 1.2 Ag.) gegeben. Die Reaktionsmischung wird tber Nacht gerthrt, filtriert
und zur Trockne eingeengt. Der so erhaltene Rickstand wird ohne weitere Reinigung

im nachsten Schritt verwendet.
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4.5.12 Darstellung von Peptoid 87

Zu einer Lésung von Verbindung 85 (100 mg, 0.11 pmol, 1.0 Ag.) in DMF (2 mL) wird
Piperidin (500 uL) gegeben. Nach 20 Minuten wird der Reaktionsansatz bei
Raumtemperatur zur Trockne eingeengt. Der so erhaltene Rickstand wird zu einer
Losung von N-Me-Pro-OPFP (89, 1.1 mmol, 10.0 Ag.) in trockenem DMF (1 mL)
gegeben. Der Reaktionsansatz wird 2.5 Stunden gerthrt und das Ldsungsmittel
anschlieBend unter vermindertem Druck entfernt. Die séulenchromatographische
Aufarbeitung (DCM:MeOH 20:1, dann RP-HPLC: 150 mm x 20 mm YMC ODS-A,
(ACN(A):H,0(B)) + 0.1 % TFA, grd. 50 % A > 10 min > 25 % A, 14 mL/min, 220 nm)
des Ruckstands liefert Verbindung 87 mit einer Ausbeute von 12 mg (14 % Uber zwei

Stufen) als weilRen Feststoff.
Rf = 0.37 (DCM:MeOH 9:1).
tr=13.3 min.

'H NMR (600 MHz, CD;0D) & = 7.28 — 7.19 (m, 5H), 5.10 (d, J=10.8, 1H), 4.68 —
4.58 (m, 2H), 4.48 — 4.39 (m, 3H), 4.07 (t, J=8.4, 1H), 3.97 (d, J=17.7, 1H), 3.83 - 3.77
(m, 1H), 3.75 — 3.68 (m, 3H), 3.65 (s, 3H), 3.62 — 3.57 (m, 1H), 3.24 — 3.16 (m, 2H),
3.15-3.08 (m, 2H), 3.06 — 3.01 (m, 1H), 2.90 (s, 3H), 2.55 — 2.48 (m, 1H), 2.31 — 2.24
(m, 1H), 2.22 - 2.11 (m, 3H), 2.06 — 1.85 (m, 9H), 1.62 — 1.54 (m, 1H), 1.52 — 1.44 (m,
2H), 1.40 — 1.34 (m, 2H), 1.33 — 1.26 (m, 1H), 1.18 — 1.09 (m, 1H), 0.98 — 0.86 (m,
14H), 0.75 ppm (d, J=6.8, 2H).

C NMR (151 MHz, CDsOD) & = 174.21, 174.12, 173.32, 172.80, 170.01, 169.53,
168.24, 137.92, 130.32, 129.49, 127.91, 69.94, 61.27, 60.52, 59.99, 57.28, 55.58, 55.35,
52.59, 48.48, 46.56, 40.87, 40.30, 38.36, 37.31, 32.78, 30.52, 30.18, 29.71, 28.90,
25.81, 25.66, 25.56, 23.66, 21.10, 19.82, 18.44, 16.11, 14.17, 10.94 ppm.

HRMS (ESI) m/z ber. fiir C43HezN;Og [M+H]* 810.5123, gef. 810.5104.
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4.5.13 Darstellung von Tubugi-Dolastatin-Chimére 82

Zu einer Losung von Verbindung 87 (6.0 mg, 7.4 umol, 1.0 Ag.) in THF/H,O
(400 pL/200 pL) wird Lithiumhydroxid-Monohydrat (1.0 mg, 24 pmol, 3.2 Aq.)
gegeben. Der Reaktionsansatz wird 8 Stunden geriihrt und anschlielend unter
vermindertem Druck zur Trockne eingeengt. Der Ruckstand wird in H,O (400 pL)
aufgenommen, mit Salzsaure (2 M) auf einen pH-Wert von 1 eingestellt und mit EtOAc
(5x 400 pL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden tber Natriumsulfat
getrocknet, filtriert, im Stickstoffstrom eingeengt und unter vermindertem Druck
intensiv getrocknet. Verbindung 82 wird mit einer Ausbeute von 1.6 mg (27 %)

erhalten.

'H NMR (600 MHz, CDsOD) § = 7.32 — 7.16 (m, 5H), 5.10 (d, J=10.8, 1H), 4.63 —
4.57 (M, 2H), 4.48 — 4.38 (m, 3H), 4.06 (t, J=8.4, 1H), 3.97 (d, J=17.8, 1H), 3.82 — 3.75
(m, 1H), 3.73 — 3.67 (m, 2H), 3.67 — 3.61 (m, 1H), 3.61 — 3.57 (m, 1H), 3.24 — 3.09 (m,
4H), 3.06 — 3.01 (m, 1H), 2.90 (s, 3H), 2.55 — 2.47 (m, 1H), 2.30 — 2.11 (m, 4H), 2.08 —
1.84 (m, 9H), 1.62 — 1.54 (m, 1H), 1.50 — 1.44 (m, 2H), 1.41 — 1.34 (m, 2H), 1.31 — 1.27
(m, 1H), 1.19 — 1.10 (m, 1H), 0.96 — 0.85 (m, 12H), 0.75 ppm (d, J=6.7, 2H).

3C NMR (151 MHz, CDs0OD) & = 174.3, 174.2, 174.1, 172.9, 170.0, 169.6, 168.3,
138.2, 130.5, 130.3, 129.5, 129.4, 127.8, 70.0, 61.4, 60.5, 60.0, 57.3, 55.6, 55.0, 48.5,
48.3, 46.6, 40.9, 40.3, 38.3, 37.4, 32.8, 30.9, 30.5, 30.1, 29.7, 28.9, 25.8, 25.7, 25.6,
23.7,21.2,21.1,19.8,18.5, 16.1, 14.2, 11.0 ppm.

HRMS (ESI) m/z ber. fir CsHesN-Og [M+Li]* 802.5049, gef. 802.5037.
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3) Synthese von Tubugi-Konjugaten

5.1 Einleitung

Nach der Applikation eines Arzneimittels verteilt sich dieses im Kdrper des Patienten.
Diese Distribution fuhrt einerseits zu einer Minderung der tatséchlichen Wirksamkeit
der aktiven Substanz(en), zum anderen konnen Nebenwirkungen verschiedenen
Ausmalies resultieren. Ein verbreiteter Ansatz, um diesem Umstand entgegenzuwirken,
ist die Modifikation der aktiven Substanz mittels sogenannter Targeting-Komponenten.
Uber unterschiedlichste Mechanismen ist so die gezielte Anreicherung eines Wirkstoffs
im zu behandelnden Gewebe mdglich. Dieser Ansatz birgt enormes Potential zur
Weiterentwicklung der Tubulysine, da diesen aufgrund ihrer enormen Aktivitét ein eher
enges therapeutisches Fenster zugeschrieben wird: Ein  Wirkstoff mit einer
zytotoxischen Aktivitat im beschriebenen Bereich stellt einerseits eine enorme Chance
flr die Krebstherapie dar, legt jedoch andererseits auch bedeutendere Auswirkungen auf
gesunde Zellen und damit verbundene Nebenwirkungen nahe. Es ist daher nicht
verwunderlich, dass erste Versuche zur Entwicklung von Tubulysin-Konjugaten mit
Targeting-Komponenten bereits auf das Jahr 2008 zurlickgehen. Vlahov und Mitarbeiter
legten mit der Darstellungen und Validierung von
Tubulysin-Folsduremonoglutamat-Konjugaten (s. Abbildung 5.1; im Folgenden als

,.JFolsiure-Konjugat“ bezeichnet) auf diesem Gebiet einen Grundstein.[*8%°6!

(\ Lo I/?ic( o HOZC COZH HO
~ N, N
0 ko s 0~ /\[ fLNH
M
Tubulysin B Linker : Folsduremonoglutamat

Abbildung 5.1  Tubulysin-Folsaure-Konjugat von Vlahov et. al.®! Die natiirlichen Tubulysine sind
nur méaRig wasserldslich. Im abgebildeten Beispiel ist das Zytostatikum uUber einen hydrophilen
Peptid-Linker mit der Targeting-Komponente verknlpft. Dies fordert die Wasserloslichkeit des
resultierenden Konjugats, und unterstiitzt so dessen Wirksamkeit im physiologischen Milieu.
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Im Gegensatz zu gesunden Zellen (berexprimieren eine Reihe primérer und
metastatischer Krebszellen den membrangebundenen Folatrezeptor (dies trifft
beispielsweise auf Brust-, Leber-, und Lungenkrebszellen zu). Das Konjugat kann durch
Wechselwirkung mit den Folatrezeptoren (FR) an die Zellen andocken. Nach dem
Internalisieren Uber die genannten Rezeptoren entfaltet die Substanz ihre Wirkung und
die Zelle stirbt ab. Dieser (zunéchst) theoretische Ansatz konnte durch die Gruppe um
Vlahov wie folgt belegt werden: Nach guten Ergebnissen der Verbindung in Tests mit
verschiedenen FR-positiven Zelllinien (ICso-Werte zwischen 1 und 10 nmol/L) wurden
Versuche mit xenogenen Nacktmdusen durchgefiuhrt. Den Tieren wurden fir zwei
Wochen verschiedene Dosen verabreicht (sechs Injektionen zu je 0.5 bis 2 pumol/kg).
Wiéhrend bei den Kontrollm&usen ein starkes Tumorwachstum beobachtet wurde, waren
die Ergebnisse mit dem Konjugat beachtenswert: Selbst bei der kleinsten verabreichten
Dosis waren die Tiere zum Ende der Behandlung teils tumorfrei. Ein Gewichtsverlust
(als Indikator fir Nebenwirkungen) war nicht zu verzeichnen. Einer weiteren
Kontrollgruppe wurde neben dem zu untersuchenden Tubulysin-Folsaure-Konjugat ein
Uberschuss eines Folat-Analogon verabreicht. In diesem Fall breitete sich das
Krebsgewebe analog zu den unbehandelten Tieren aus, sodass die Antitumoraktivitat
der Testsubstanz tatsachlich auf die Interaktion mit den Folatrezeptoren zuruckzufiihren

ist.

Eine &hnlich vielversprechende Variante zur Reduktion der Toxizitat der Tubulysine
lieferten Schluepp etal. mit der Entwicklung einer Nanopartikel-Prodrug von
Tubulysin A (s. Abbildung 5.2)."]
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Abbildung 5.2 Tubulysin-CDP-Konjugat von Schluepp et. al.®"!

Der Wirkstoff wird kovalent an ein auf S-Cyclodextrin basierendes Polymer (CDP)
gebunden. Das Polymer bildet stabile Nanopartikel die in PBS (pH7.4) und
menschlichem Plasma (pH 7.4) Uber 72 Stunden bei einer Temperatur von 37 °C nur
minimale Mengen von Tubulysin (< 0.5 %) freisetzen. Diese Versuche deuten darauf
hin, dass das Polymerkonjugat unter physiologischen Bedingungen stabil ist. Bei
vergleichenden 1Cso-Bestimmungen an den humanen Krebszelllinien NCI-H1299%
HT-29° und A2780° zeigt CDP-TubA 4- bis 8-mal hohere Werte als natiirliches
Tubulysin A.  Auch Schluepp und Mitarbeiter haben Versuche an xenogenen
Nacktmausen durchgefiihrt. Dabei wurde ersichtlich, dass die maximal tolerierte Dosis
von CDP-TubA mit einem Wert von 6 mg/kg (in TubA-Aquivalenten) die von
natrlichem Tubulysin A um Faktor 120 (bersteigt. Die neue Substanz ist also um ein

vielfaches vertraglicher was letztlich auch eine deutlich aggressivere Dosierung erlaubt.

# Humane Lungenkrebszelllinie
® Humane Darmkrebszelllinie
¢ Humane Eierstockkrebszelllinie



76

Sowohl diese Versuche zur Nanopartikel-Prodrug CDP-TubA als auch die
Folséure-Konjugate von Vlahov und Mitarbeitern belegen eindrucksvoll wie sich die
auflergewohnlich aktiven Tubulysine durch geeignete Konjugation zdhmen und lenken
lassen. Auch basierend auf diesen ersten Arbeiten wurden die in den folgenden

Abschnitten vorgestellten Verbindungen entworfen und synthetisiert.

5.2  Nicht-spaltbare Konjugate

Tubugi-Norspermidin-Konjugat

Die natdrlichen Polyamine Putrescin, Spermidin und Spermin finden Verwendung im
Prozess des Zellwachstums.® Sich schnell teilende Zellen benétigen groRere Mengen
dieser Verbindungen.®® Es ist literaturbekannt, dass viele Tumortypen ein erhohtes
Polyaminlevel aufweisen (beispielsweise humane Dickdarm- und
LungenkrebszellIinien).[%] Die Polyamine werden zum Teil innerhalb der Zellen auf
biosynthetischem Weg hergestellt, dariber hinaus jedoch auch (ber das so genannte
Polyamintransportsystem (PAT) aufgenommen. Das PAT zeichnet sich durch eine
breite strukturelle Toleranz aus, sodass beispielsweise auch artifizielle Polyamine
akzeptiert und so internalisiert werden konnen.!® Der erhohte Polyaminbedarf der
Tumorzellen in Kombination mit der breiten Substrattoleranz des PAT bildet einen
mdoglichen Ansatzpunkt zur Entwicklung Targeting-gesteuerter Medikamente fur die
Krebstherapie. Auch wenn die genaue Funktionsweise des Transportsystems noch nicht
abschlieBend geklart werden konnte, sind Polyaminkonjugate beispielsweise mit
Naphthochinonl®”, Artemisinin®®, Paclitaxel® oder Chlorambucil™ in der Literatur
beschrieben. Ein erstes Tubugi-Konjugat mit Norspermidin als
Targeting-Komponente 91 ist ausgehend von Tubugi 1 (41) Uber eine simple
Zweistufensynthese zuganglich. Dazu wird das Tubulysin-Analogon zundchst als
N-Hydroxysuccinimidester (90) aktiviert und anschlieRend mit zwei Aquivalenten
Norspermidin umgesetzt (s. Abbildung 5.3).
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Tubugi 1 (41)

a

Ph Q
“__N,, N -
YO ST

HN\/\/
bl 9 % (2 Stufen)

Ph
- N, N ~o S N~ NH2
N . N - N
|/\W «q‘\K‘fo stH o
HN\/\/

91
3x TFA

Abbildung 5.3 Synthese von Tubugi-Norspermidin-Konjugat 91 ausgehend von Tubugi 1 (41)
Uber den NHS-Ester 90 als aktive Zwischenstufe.a) NHS, EDC-HCI, DCM; b) Norspermidin, DCM,
9 % (2 Stufen).

Die ICso-Bestimmung® gegen die Krebszelllinien A549°, MCF-7¢, H12.1° und 1411HP®
hat mit Werten im Bereich von 1 bis 2 UM gezeigt, dass diese Modifikation des

natlrlichen Tubulysin-Gerusts deutliche AktivitatseinbufRen mit sich bringt.

Tubugi-Rhodamin B-Konjugat

Durch die strukturelle Modifikation der Seitenkette stellen die Tubugis formal eine neue
Substanzklasse dar. Ein Tubugi-Konjugat mit dem verbreiteten Fluoreszenzmarker
Rhodamin B (92, s. Abbildung 5.4) kdnnte durch Versuche an (beispielsweise) Méusen
uber die Anreicherung in den Organen den Zugang zu Informationen beziglich der

Transportwege und Wirkorte dieser Verbindungsklasse eréffnen.

& Durchgefiihrt von Firma EPO Exp. Pharmacol. & Oncol.
® Humane Lungenkrebszelllinie

¢ Humane Brustkrebszelllinie

¢ Humane Hodenkrebszelllinie

® Humane Hodenkrebszelllinie
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Abbildung 5.4 Tubugi-Konjugat mit dem Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin B (92).

Der geplanten Synthesestrategie folgend sollte zunéchst der Fluoreszenzfarbstoff um
einen Linker erweitert werden, um anschlieBend die Bindung zu Tubugi 1 (41)
herzustellen. Die einfache Verknipfung von RhodaminB (93) mit der
Polyethylenglycol-Einheit 94 (PEG) als verbreiteten, biologisch inerten Linker liefert
die in Abbildung 5.5 dargestellte Produktmischung der VVerbindungen 95a und 95b.

N cr ( (CI_

~ N o N~ ‘/N\/ NH
O = o—/_ ?

93 COOH d
- _/_ 95a
HN
H2N \/\O/\/O\/\NH2
94

N~

Q N=R  95b (nicht fluoreszent)
o

Abbildung 5.5 Produktmischung bei der Verknipfung von RhodaminB (93) mit dem
PEG-Diamin 94. Die Zielverbindung 95a steht im Gleichgewicht mit der nicht-fluoreszierenden
Verbindung 95b.

Da der dargestellte Ringschluss Uber das sekunddare Amid mit einem Verlust der
Fluoreszenz einhergeht, liefert dieser Ansatz kein geeignetes Material fur eine
Verknlpfung mit dem Zytostatikum. Im Gegensatz dazu fuhrt eine Ugi-Reaktion mit
Rhodamin B (93), dem mono-Boc-geschiutztem PEG-Diamin 96 sowie dem Aldehyd 97
und dem Isocyanid 98 zur Verbindung 99 (s. Abbildung 5.6). Durch die tertidre
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Amidfunktion wird die unerwiinschte Zyklisierung unterbunden. Zur Aufreinigung des
Reaktionsansatzes wird dieser tber eine breite Kieselgel-Saule filtriert und mit reichlich
Aceton gewaschen, um nichtumgesetztes Rhodamin B (93) zu entfernen. Daraufhin
wird der Saulenkopf entnommen, mit Methanol extrahiert und das L&sungsmittel
entfernt. Die saulenchromatographische Reinigung des Rickstands (DCM:MeOH 10:1)
liefert das Ugi-Produkt 99 mit einer Ausbeute von 57 %.

N~
a
—_—
0,
57 % 99 R=Boc .
00 R=H (quant.) —— 92 (TFA-Salz)
10 %

Abbildung 5.6 Ugi-Reaktion zum Verknipfen von Rhodamin B (93) mit dem PEG-Linker (96)
und Aufbau des Tubugi-Rhodamin-Konjugats 92. a) NHBoc-PEG,-(CH,),NH, (96), Isobutanal (97),
Rhodamin-B (93), t-Butylisocyanid (98), MeOH, 57 %; b) TFA, DCM; quant., c) 41, HOAt, HATU,
DMF, N,-Atmosphére, 0 °C - RT, 10 %.

Die Boc-Schutzgruppe wird durch TFA in DCM entfernt, bevor die Kupplung mit
Tubugi 1 (41) unter Verwendung von HOAt und HATU unter Stickstoffatmosphére
erfolgt. Das Losungsmittel wird entfernt und das Tubugi-Rhodamin-Konjugat 92 mittels

RP-HPLC isoliert. Die Ausbeute des Kupplungsschritts betragt 10 %.

Erste Zelltests* konnten zeigen, dass die zytotoxische Aktivitat durch die Konjugation
stark nachlasst (bzgl. HT-29-Zellen® um ca. Faktor 350; vgl. Tabelle 5.1 und Tabelle

3.1), jedoch noch immer im Bereich klassischer Zytostatika liegt.

® Durchgefiihrt im eigenen Arbeitskreis von A. Denkert
® Humane Darmkrebszelllinie
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Tabelle 5.1 Aktivitat des Tubugi-Rhodamin-Konjugats 92 gegen verschiedene Krebszelllinien.

Zelllinie ICs0 [NM]
PC-3° 245+ 3.4
HT-29° 48.7 4.2
Colo 320° 439.4 + 69.2

Weiterfiihrende Untersuchungen mittels Fluoreszenzmikroskopie® haben ergeben, dass
das untersuchte Konjugat in die Zellen eindringt und in langlichen Zellkompartimenten
des Zytoplasmas angereichert wird. Eine spezifische Bindung an die Mikrotubuli ist
nicht zu erkennen (s. Abbildung 5.7). Weiterhin zeigt sich bei der Inkubation der Zellen
mit dem Rhodamin-Ugi-Produkt 99 (kein Wirkstoff) das gleiche Bild. Es ist

literaturbekannt, dass Rhodamine bei Zellversuchen in Mitochondrien akkumulieren.[™!]

a b c d
50 pym 50 ym 50 ym 50 ym

Abbildung 5.7  Fluoreszenzspektroskopische Untersuchung von PC-3-Zellen nach Inkubation mit
dem Ugi-Produkt 99 (sowie DAPI) und dem Tubugi-Rhodamin-Konjugat 92 (sowie DAPI).® Beide
Verbindungen reichern sich in Zellkompartimenten des Zytoplasmas an, sodass keine Aussage zur
Distribution der Tubugis méglich ist. a) 10 nM 99; b) 10 nM 92; c¢) 3 uM 99; d) 3 uM 92. a-d) 1 pg/mL
DAPI; DAPI:  Anregungswellenlange 405 nm, Emissionswellenldange 448 nm;  92/99:
Anregungswellenldange 514 nm, Emissionswellenldnge 593 nm.

Somit ist davon auszugehen, dass das neue Tubugi-Rhodamin-Konjugat 92 bei Einsatz
im Tiermodell unspezifisch in den lebenden Zellen anreichert. Insgesamt erfullt die
Verbindung damit nicht die Erwartungen, sodass die Voraussetzungen fir

weiterfihrende Untersuchungen in Tiermodellen nicht gegeben sind.

# Humane Prostatakrebszelllinie

® Humane Darmkrebszelllinie

¢ Humane Prostatakrebszelllinie

9 Durchgefiihrt im eigenen Arbeitskreis von A. Denkert
¢ Weitere Aufnahmen im Anhang
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Fazit

Die gewonnenen Erkenntnisse bezuglich der beschriebenen Aktivitatseinbriche in
Zusammenhang mit den vorgenommenen Modifizierungen (Norspermidin- 91 und
Rhodamin B-Konjugat 92) der naturlichen Struktur, stehen klar im Einklang mit der
einleitend diskutierten, steilen  Struktur-Aktivitats-Beziehung der Tubulysine
(s. Kapitel 1). Im Gegensatz zu dem voranstehend vorgestellten Konjugaten mit
Norspermidin (91) und Rhodamin B (92) enthalten die vielversprechenden
Folséure- (s. Abbildung 5.1) und CDP-Konjugate (s. Abbildung 5.2) ein bis hierhin
nicht weiter thematisiertes Strukturmerkmal: Eine spaltbare Disulfidbriicke. Im
Folgenden wird diese entscheidende Komponente ausfihrlich diskutiert.

5.3 Spaltbare Konjugate

5.3.1 Konzept

Im Fall der Tubulysine bzw. der Tubugis setzt sich ein Konjugat im Wesentlichen aus
den folgenden drei Elementen zusammen:
1. Dem Wirkstoff (warhead),
2. einer Targeting-Komponente (carrier), also einem Baustein der aufgrund seiner
strukturellen Beschaffenheit bevorzugt in kanzerogenem Gewebe angereichert
wird und

3. einer spaltbaren Verkniipfung zwischen den beiden Erstgenannten.

Abbildung 5.8 zeigt den schematischen Aufbau der bekannten Tubulysin-Konjugate.
Das Zytostatikum (griin) ist tber eine Disulfidbriicke mit einer Targeting-Komponente

(blau) verbunden.

warhead Disulfidbriicke || carrier

1

-S-8

Abbildung 5.8 Schematischer Aufbau bekannter spaltbarer Tubulysin-Konjugate. Die in dieser
Abbildung eingefuhrte Dartstellungsform wird in den folgenden Absétzen stets in genau diesem Kontext
verwendet, also das griine Quadrat stellt den Wirkstoff (warhead) dar und der blaue Pfeil steht fir eine
Targeting-Komponente (carrier).
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Die steile quantitative SAR der Tubulysine bringt unter Verwendung dieses Ansatzes
einen enormen Vorteil mit sich (s. Abbildung 5.9): Der am C-Terminus angefligte Rest
stellt eine deutliche Modifikation des Tubulysin-Grundgerists dar und fiihrt so zu einem
massiven Aktivitatsverlust. Die Targeting-Komponente fiihrt zu einer bevorzugten
Anreicherung des Konjugats im zu behandelnden Gewebe. Im physiologischen Milieu
fuhrt die Spaltung der Disulfidbricke zum Verlust der Targeting-Einheit. Der Wirkstoff
wird so lokal konzentriert im kranken Zielgewebe freigesetzt. Durch diese temporéare
Maskierung, verbunden mit einer Anreicherung der Verbindung im Krebsgewebe (ber
eine geeignete Targeting-Einheit, sollte es mdglich sein, das enge therapeutische

Fenster der Tubugis signifikant zu erweitern.

s-s Konjugat
(geringe Zytotoxizitat)

Aufnahme (iber Rezeptor o. Transporter

) .
S > freier Wirkstoff
Q SH } (hohe Zytotoxizitat)

gesunde kanzerose

Spaltung der Disulfidbriicke (reduktives Milieu)

Zelle Zelle

Abbildung 5.9 Wirkungsweise der spaltbaren Tubulysin- und Tubugi-Konjugate. Das wenig
aktive Konjugat wird bevorzugt in kanzerogenen Zellen eingelagert. Die Disulfidbriicke wird gespalten
und der eigentlich aktive Wirkstoff wird lokal konzentriert freigesetzt.

Auf diesen Rahmen fuBend wurde im Zuge der vorliegenden Arbeit ein vielseitiges
Konzept entwickelt und etabliert, um ausgehend von einer breiten, zun&chst nicht
genauer zu definierenden Auswahl denkbarer Targeting-Komponenten direkt und
unkompliziert die entsprechenden spaltbaren Tubugi-Konjugate aufzubauen. Die im
Folgenden erléuterte Strategie beruht auf zwei Schlusselverbindungen (s. Abbildung
5.10).
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N—
‘ —S—S—Q + Hsﬁ — -S-S

Tubugi carrier Disulfidbricke

Abbildung 5.10 Aufbau der Tubugi-Konjugate durch Kupplung zweier Teilkomponenten.

Das erste der zentralen Fragmente bildet die aktivierte, aber dennoch zu isolierende und
stabile Tubugi-Modifikation ,,Tubugi-SSPy* (s. Abschnitt 5.3.2). Dieses
Pyridyldithiol-Derivat  liefert durch Umsetzung mit Thiol-funktionalisierten
Targeting-Komponenten die gewinschten Disulfid-verkniipften Konjugate. Um beim
Aufbau der Konjugate nicht auf Thiole beschrankt zu sein, stellt ein weiterer Baustein
einen essentiellen Teil des vorliegenden Konzepts dar: Ein einfacher Linker
(s. Abschnitt 5.3.3)  erweitert den Pool der theoretisch  verwendbaren
Targeting-Komponenten auf Substanzen die tiber eine Aminofunktion verfiigen. Dieser
Ansatz ist schematisch in Abbildung 5.11 dargestellt (Linker: orange) und wird im

Folgenden eingehend erléautert.

carrier modifizierter carrier

| |
2 2
HoN =, Hs- —N
|

N=—
Tubugi-SSPy —S—S@

Tubugi Disulfidbriicke || Linker || carrier

Abbildung 5.11 Aufbau der spaltbaren Tubugi-Konjugate ausgehend von Tubugi-SSPy (griin) und
einer N-modifizierten (orange) Targeting-Komponente (blau).
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In den nachstehenden zwei Abschnitten wird die Darstellung der beiden
Schlisselverbindungen, also des aktivierten Tubugi-Derivats Tubugi-SSPy und des
erwéhnten Linkers, beleuchtet. Die Verwendung dieser Substanzen zum Aufbau
verschiedener Tubugi-Konjugate schlielit sich an. Die Anwendung des beschriebenen
Grundkonzeptes erlaubt daruber hinaus die Synthese eines Tubugi-Derivats, welches
uber eine Disulfid-verknipfte, endstandige C—C-Dreifachbindung verfiigt. Ausgehend
von dieser Verbindung eréffnen Umsetzungen mittels Click-Chemie einen weiteren,
schnellen und unkomplizierten Zugang zu spaltbaren Tubugi-Konjugaten (s. Abschnitt
5.3.4).

5.3.2 Synthese des aktivierten Tubugi-Derivats Tubugi-SSPy

Die retrosynthetische Analyse (s. Abbildung 5.12) zeigt, dass zum Aufbau der
aktivierten Verbindung Tubugi-SSPy 101 neben dem Tubugi selbst nur noch der
literaturbekanntel und leicht zugéngliche Baustein 102 erforderlich ist.

N—
Tubugi-SSPy: —s—s@

~_ _N,, N 4N S_ _N
N : __\/\/
|/Y N /J)LH _ ST Y 101
o . L‘fJJ s 0 y
HN\/\/ J/

+
HsN %S.__N
| él— s TN 102
Tubugi 1 (41) { =
HaN N
sN -~ o
Cl SH '<S'_§L_;%
2
103 104

Abbildung 5.12 Retrosynthetischer Zugang zum Schlisselintermediat Tubugi-SSPy 101.

Dieser ist durch eine Umsetzung der kommerziell erhdltlichen Substanzen
Cysteamin 103 und 2,2'-Dithiodipyridin 104 zuganglich (s. Abbildung 5.13).
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103 104 102
Abbildung 5.13 Synthese von Verbindung 102.2 a) MeOH, 49 %.

In der Praxis hat sich die Tubugi-SSPy-Darstellung ausgehend von der
nicht-acetylierten Methylester-Vorstufe (65) von Tubugi 1 bewéhrt, da es in diesem Fall
nicht notwendig ist, das Tubugi 1 (41) zu isolieren. Analog zur in Abschnitt 3.2
beschrieben Tubugi-Synthese wird der Methylester 65 gespalten und die resultierende
Sdure 68 an der Tubuvalin-Hydroxygruppe acetyliert. Das so erhaltene Tubugi 1 (41)
wird nun nicht isoliert sondern direkt mit dem Baustein 102 und unter Verwendung von
HBTU und DIPEA in DMF umgesetzt (s. Abbildung 5.14).

o . K%o

Abbildung 5.14 Synthese von Tubugi-SSPy 101. a) LiOH-H,0, THF/H,0, 0 °C - RT; b) Ac,0, Py;
¢) 102, HBTU, DMF, DIPEA, MeOH, N,-Atmosphére, 42 % (3 Stufen).

Die sdulenchromatographische Aufreinigung liefert schlieRlich die Zielverbindung 101

mit einer Ausbeute von 42 % (ber die genannten drei Stufen.

5.3.3 Synthese des aktivierten Thiol-Linkers

Die Aminofunktion ist als Strukturelement von Aminosauren und somit von Peptiden
bzw. Proteinen ein ubiquitdrer Bestandteil natlrlicher Verbindungen und somit stark

verbreitet. Unzéhlbare potentielle Targeting-Komponenten kénnen daher durch eine
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minimale  Modifikation, genauer durch die  Verknipfung mit einem
Thiol-funktionalisierten Linker (s. Abbildung 5.11), einen Teil des hier vorgestellten
Konzepts zur direkten und unkomplizierten Synthese von Tubugi-Konjugaten bilden.
Die retrosynthetische Darstellung in Abbildung 5.15 verdeutlicht, dass eine
Amino-funktionalisierte  Targeting-Komponente  (blau) durch  Knipfen einer
Amidbindung mit 3-Mercaptopropionsaure (103, orange) um die gewilnschte

Thiolfunktion erweitert werden kann.

H
HS —NQ modifizierter carrier

Linker carrier

» Schutz der Thiolfunktion durch Dimerisierung
» Aktivieren der Saurefunktion als NHS-Ester

O

o)
/\)‘L O 9
HS OH N-O See~AN
j(\/ S o—N;jj
o © 4

3-Mercaptopropionsaure ¢&—»

103
104

Abbildung 5.15 Modifikation von 3-Mercaptopropionsaure 103. 3-Mercaptopropionsaure (103)
bildet den Linker zwischen Tubugi und Targeting-Komponente (carrier, blau). Zum Aufbau der
Konjugate wird der carrier zun&chst um den Linker 103 erweitert, bevor die Knlipfung mit dem Tubugi
durchgefiihrt wird. Daflr ist 3-Mercaptopropionsdure (103) als Dimer zu schiitzen und als NHS-Ester zu
aktivieren (Verbindung 104).

Fur eine breite Verwendbarkeit kombiniert mit einem unkomplizierten, praktischen
Einsatz  des  spateren  Linkers sind  strukturelle ~ Anpassungen  der
3-Mercaptopropionsaure (103) erforderlich: Zum einen wird die Thiolgruppe durch
schlichte Homodimerisierung geschitzt und zum anderen der S&urerest durch
Veresterung mit N-Hydroxysuccinimid fir einen nukleophilen Angriff aktiviert
(s. Abbildung 5.16).



87

2

0
(e} a O b o
— — _N
HS/\)J\OH 95 % S/\)J\OH 89 % S/\)J\O
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Abbildung 5.16 Synthese des S-geschutzten, O-aktivierten Linkers 104 ausgehend von
3-Mercaptopropionsaure (103) in zwei Schritten.'’? a) NaOH, KI, I,, MeOH, 95 %; b) DCC, NHS,
0 °C > RT, DMF, 89 %.

Die Dimerisierung erfolgt durch Oxidation mit lod in Methanol und die
NHS-Esterbildung unter Verwendung von DCC als Kupplungsreagenz. Die Ausbeute
betragt fur beide Teilschritte jeweils rund 90 %. Das Disulfid 104 ist stabil bei kuhler

und trockener Lagerung.

Eine nach dem hier beschriebenen System zu modifizierende Targeting-Komponente
wird durch Riihren in DMF mit einem halben Aquivalent des aktivierten Disulfids 104
bei Raumtemperatur umgesetzt. Im Folgenden wird das resultierende Dimer durch eine
Reduktion der Disulfidbindung mittels DTT gepalten. Die Umsetzung mit dem
aktivierten Wirkstoff Tubugi-SSPy erfolgt ebenfalls durch schlichtes Riihren der beiden

zu kuppelnden Komponenten bei Raumtemperatur in einem organischen Solvens.
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Abbildung 5.17 Allgemeiner Aufbau von spaltbaren Tubugi-Konjugaten unter Verwendung des
aktivierten Thiol-Linkers.

Das auf den vorangegangen Seiten beschriebene und unter Abbildung 5.17
zusammengefasste Prinzip findet bei der Darstellung der spaltbaren Tubugi-Konjugate
mit Norspermidin (Abschnitt 5.3.5), mit Cholsdure (Abschnitt5.3.6) und mit
Neupropeptid Y (Abschnitt 5.3.7) sowie auch bei der Synthese des ,,Click-Tubugis*
Anwendung (folgender Abschnitt).

5.3.4 Weitere Moglichkeiten durch das ,,Click-Tubugi“

Herausforderungen bei der Modifikation natlrlicher Stoffe kdnnen aufgrund
eingeschrankter  Verfligbarkeit sowie der oftmals notwendigen  milden
Reaktionsbedingungen  auftreten.  Neben  der  voranstehend  vorgestellten
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Pyridyldisulfid-Variante, eignet sich auch die kupferkatalysierte
Azid-Alkin-Cycloaddition (CuAAC) hervorragend fir die Modifikation wvon
Biomolekilen. Im Jahr 2002 haben die Forschungsgruppen um Sharplesst” und
Meldall™ unabhéngig voneinander diesen Reaktionstyp vorgestellt. Wahrend die langer
bekannte, nicht-katalysierte Variante nach Huisgen!™ eine Mischung von 1,4- und
1,5-disubstiuierten Triazolen liefert, ergibt die CuAAC mit endstandigen Alkinen
selektiv das 1,4-disubstituierte Produkt!™" (s. Abbildung 5.18).

A 1 _N_ 1 _N_
2 . RN . RENTON
(a) \— , 2—
R R
R-N; + =—R?
N
cu(l) Ry on
(b) \:<
R2

Abbildung 5.18 Azid-Alkin-Cycloaddition nach a) Huisgen et. al. (thermisch kontrolliert) und
b) nach Sharpless bzw. Meldal et. al. (kupferkatalysiert).

In den 14 Jahren seit den Publikationen von Sharpless und Meldal im Jahr 2002 sind
insgesamt Uber 1000 weitere wissenschaftliche Artikel inklusive zahlreicher Reviews
auf diesem Gebiet erschienen.’®’”) Diese Cu(l)-katalysierte Cycloaddition stellt den
Prototypen einer sogenannten Click-Reaktion dar. Nach einer Definition von Sharpless
handelt es sich dabei um stereospezifische chemische Transformationen die u. a. durch
ein breites Anwendungsspektrum, gute Ausbeuten sowie wenige (oder gut
abzutrennende) Nebenprodukte gekennzeichnet sind und in leicht entfernbaren oder
umweltfreundlichen Losungsmitteln ablaufen.l’®! Dariiber hinaus besticht die CUAAC
durch eine einfache praktische Durchfihrung sowie eine breite Toleranz gegenuber
einem weitem Feld funktioneller Gruppen. Neben Cu(l) und ,,Cu(I)-Vorstufen
enthalten weitere Katalysatoren Pd(11)!"%, Pt(11)!¥°, Ni(11)¥* oder Au(1)?".

Um diesen vielseitigen Reaktionstyp fir den Aufbau spaltbarer Tubugi-Konjugate
nutzen zu konnen, sollte Uber Tubugi-SSPy 101 als reaktive Zwischenstufe ein
PEG-Linker mit endstandiger Dreifachbindung eingefiihrt werden. Ausgehend von
dieser Verbindung sind weitere spaltbare Tubugi-Konjugate durch Umsetzung mit
Azid-funktionalisierten Targeting-Komponenten schnell und einfach aufzubauen
(s. Abbildung 5.19).
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Abbildung 5.19 Schematischer Aufbau spaltbarer Tubugi-Konjugate durch Umsetzung des
Click-Tubugis mit einer als Azid funktionalisierten Targeting-Komponente (carrier, blau).

Die Synthese des Click-Tubugis erfolgt ausgehend von 2-(2-Chlorethoxy)ethanol 106
durch Umsetzung mit Natriumazid in Wasser bei erhohter Temperatur (s. Abbildung
5.20). Eine Substitution mit 3-Brompropin unter Verwendung von Natriumhydrid als
Base schliel3t sich an. Die Reduktion des Azids 108 durch Triphenylphosphan in einer
Wasser/THF-Mischung liefert das Amin 109 mit einer Gesamtausbeute von rund 34 %
uber drei Stufen.

a b
CI/\/O\/\OH — = N3/\/O\/\OH — N/\/O\/\O\

3
52 % 92 %
106 107 108

C

- = O
72 % N 109 O\

Abbildung 5.20 Erster Teil der Synthese des Linkers fiir das Click-Tubugi.®? a) NaN; H,0,
110 °C, 52 %; b) NaH, 3-Brompropin (in Toluol), DMF, 0 °C - RT, 92 %; c¢) PPhs, H,O, THF, 72 %.

Abbildung 5.21 veranschaulicht den anschliefenden Aufbau des zu kuppelnden Thiols.
Die Umsetzung des Amins 109 mit einem halben Aquivalent der aktivierten Vorstufe
des Linkers 104 liefert das Disulfid 110 als leicht gelben Feststoff mit einer Ausbeute
von 86%. Die Spaltung des Disulfids110 mittels DTT in einer
Acetonitril/Wasser-Mischung ist nach drei3ig Minuten abgeschlossen.



91

(0]
/\)J\ p +109 —— S/\)J\N/\/O\/\O/\\

86 % H X
2
104 110
b 0]
59 % H S
111

Abbildung 5.21 Zweiter Teil der Synthese des Linkers 111 fir das Click-Tubugi. a) DMF, 86 %;
b) DTT; K,CO3, ACN/H,0, 59 %.

Nach sdaulenchromatographischer Aufreinigung erfolgt direkt die Umsetzung mit dem
aktivierten Wirkstoff Tubugi-SSPy 101 in trockenem Methanol (s. Abbildung 5.22). Die
chromatographische Aufreinigung des Reaktionsansatzes liefert schlieRlich das
Click-Tubugi 112 mit einer Ausbeute von 35 %.

a
Tubugi-SSPy (101) + 111 ——
35 %

? H H H
N, N O
’\ll/\ﬂ/ ¢ J)J\ j\/\ﬂ/ O \/\O/\/

\

O

112

Abbildung 5.22 Synthese des Click-Tubugis 112 durch Verknupfung der aktivierten
Tubugi-Spezies 101 und dem PEG-Linker mit endstandiger Dreifachbindung 111. a) MeOH, 35 %.

Die Kupplung mit einer Azid-funktionalisierten Targeting-Komponente und damit die
Validierung des vorgestellten Konzepts stehen gegenwértig noch aus. Es ist zu
beachten, dass das Dilsufid 112 bei einer Click-Reaktion, beispielsweise in Gegenwart
von Kupfer(l)-lonen, gespalten werden kann. Das Ermitteln geeigneter
Reaktionsbedinungen zum erfolgreichen Verkniipfen stellt an dieser Stelle die
vornehmliche Herausforderung dar. Weiterhin ist aufgrund der geringen Ausbeute von
nur 35 % im letzten Reaktionsschritt beim Aufbau des Click-Tubugis 112 die Auswahl
geeigneter Reaktionspartner stark eingeschrénkt. Die Synthese eines Tubugi-Konjugats
uber das Click-Tubugi 112 kann nur einen Mehrwert bringen, wenn der

Kupplungspartner schlechter zuganglich ist als das Click-Tubugi oder dessen
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Produktion komplexer oder kostenintensiver ist. In aller Regel sollte der
Konjugataufbau direkt Uber das Tubugi-Pyridyldithiol (Tubugi-SSPy 101) einen

geeigneteren Ansatz darstellen.

5.3.5 Erstes spaltbares Tubugi-Konjugat mit Norspermidin als

Targeting-Komponente

Aufbauend auf den bis zu diesem Zeitpunkt durchgefuhrten Konjugatsynthesen war der
logische Ausgangspunkt fiir ein erstes spaltbares Konjugat das in Abschnitt 5.2

diskutierte nicht-spaltbare Norspermidin-Konjugat (s. Abbildung 5.23).

(\: 0 OAc 0 : H H
N : N, N /yLN ' N\/\/N\/\/NHZ
H L J
| O \\\' Kfo S/ O
' 91 (Abschnitt 5.2)
ﬁ carrier
Disulfidbriicke
2
T/\é( N S/J)J\H \/\S \/W \/\/ ~ N
O (o]

HN\/\/ 11

Abbildung 5.23 Weiterentwicklung des Tubugi-Norspermidin-Konjugats 91 durch die Einfihrung
einer spaltbaren Disulfidbriicke (Verbindung 113).

Theoretisch  sollte das spaltbare Tubugi-Konjugat 113 mit Norspermidin als
Targeting-Komponente aus dem synthetisierten Bausteinen Tubugi-SSPy 101, der
Linker-Vorstufe 104 sowie kommerziell erhdltlichem Norspermidin zugénglich sein.
Die Umsetzung des Polyamins 114 mit der aktivierten Vorstufe des Linkers 104 liefert
jedoch nicht die gewinschte Zwischenverbindung 115, sondern ausschlieRlich das
durch intramolekularen Ringschluss gebildete Molekdil 116 (s. Abbildung 5.24).
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Abbildung 5.24 Unerwinschtes Ringprodukt beim Aufbau des spaltbaren
Norspermidin-Konjugats.

Wie erwartet fihrt die Reaktion auch unter  Verwendung eines
Norspermidin-Uberschusses (10 bzw. 20 Aquivalent) zu keiner Verbesserung. Die
Synthese muss also mit teil-geschiitztem Norspermidin durchgefiihrt werden. Da eine
direkte Boc-Einfachschiitzung®® des Polyamins kein sauberes Produkt lieferte, sollte
die folgende Syntheseroute zur Darstellung von N,N°-Di-Boc-Norspermidin (117)
Anwendung finden (s. Abbildung 5.25).

a b
B "S0H — Ny > 0H —— Ny~ OTos
118 88 % 119 56 % 120

122
d
120 +122 —> Ni~ > N7 " "NHBoc 123
26 % Boc

e

H2N/\/\l\ll/\/\NHBoc 117
Boc

Abbildung 5.25 Synthese von N,N*-Di-Boc-Norspermidin 117 ausgehend von
3-Brompropanol (118) uber 5 Stufen. a) NaN;, TBAHS, H,0, 80 °C, 88 %; b) TsCl, DMAP, Py, 0 °C
- RT, 56 %; c) NaOH, H,0, (Boc),0, THF, 0 °C > RT, 92 %; d) NaH, THF, DMF, N,-Atmosphére,
26 %; e) Pd(OH),/C, H,, MeOH.
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Zum schrittweisen Aufbau der Verbindung wird 3-Brompropanol (118) zunéchst unter
Verwendung von Natriumazid in den korrespondierenden Azidoalkohol 119 Uberfuhrt
und anschlielend tosyliert. Es folgt der Umsatz mit N,N‘-Di-Boc-geschitztem
1,3-Diaminopropan (122) in Gegenwart von Natriumhydrid als Base. Die
Palladiumhydroxid-katalysierte Reduktion der Azidfunktion liefert schliellich doppelt
geschiitztes Norspermidin (117). Diese Verbindung erlaubt die Darstellung des
Dimers (124), welches unter Zugabe von DTT zum entsprechenden Thiol 125 reduziert
wird (s. Abbildung 5.26).

0]
0 a O
S/\)J\O/N +117 —— S/\)J\N/\/\N/\/\NHBOC
@]
104 2

76 % I
H Boc
124 2
o)
b
— HS/\)J\”/\/\ITI/\/\NHBOC
84 % Boc
125

Abbildung 5.26 Modifikation des Norspermidin-Bausteins 125 durch den aktivierten
Thiol-Linker 104. a) DMF, 76 %; b) DTT, K,CO;, ACN/H,0, 84 %.

Die Bindungsknipfung mit dem aktivierten Wirkstoff Tubugi-SSPy 101 in trockenem
Methanol liefert das Boc-geschiitzte Konjugat 126 mit einer Ausbeute von 49 %. Durch
Entfernen der Schutzgruppen mit TFA wird das spaltbare
Tubugi-Norspermidin-Konjugat 113 in einer Ausbeute von 73 % erhalten (s. Abbildung
5.27).
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Abbildung 5.27 Die letzten Syntheseschritte zum Aufbau des spaltbaren
Norspermidin-Konjugats 113. a) MeOH, 35 %; b) TFA, DCM, 73 %.

5.3.6 Erstes spaltbares Tubugi-Konjugat mit Cholsaure als
Targeting-Komponente

Steroide kommen in Tieren, Pflanzen sowie Pilzen vor und sind Bestandteil
mannigfaltiger biochemischer Prozesse. Gallensauren sind Steroide, die Uber ein
spezifisches Transportsystem von der Pfortader selektiv in die Leber aufgenommen
werden. Weiterhin zirkulieren diese im Darm-Leber-Kreislauf bevor sie in den groRRen
Blutkreislauf gelangen. Die Pfortader sammelt das Blut aus den Bauchorganen Magen,
Dinndarm, Dickdarm, Teilen des Mastdarms, Bauchspeicheldriise sowie der Milz und
fuhrt dieses der Leber zu. Substanzen, die der Korper zur Aufrechterhaltung seiner
Funktionen bendtigt, sind durch den so genannten enterohepatischen Kreislauf
(Darm-Leber-Kreislauf) gekennzeichnet. Die mehrfache Passage des Pfortadersystems
fuhrt zu einer Anreicherung der Gallensdauren in Darm und Leber. Aus
pharmazeutischer Sicht liegt es daher nahe beispielsweise Cholséure (127, s. Abbildung
5.28), als eine der wichtigsten Gallensduren, zu verwenden, um biologisch aktive
Substanzen gezielt in Leber, Galle sowie Darm zu transportieren und dort anzureichern.
Grundlegende Untersuchungen dazu erfolgten bereits Anfang der 1990er Jahre durch
Kramer und Kollegen. Sie synthetisierten u. a. verschiedene Chlorambucil-Konjugate
mit Taurocholsaure und Cholsaure.®*® Chlorambucil (128, s. Abbildung 5.28) wirkt
zytostatisch sowie immunsuppressiv und dient vorrangig zur Behandlung von Leukosen

und malignen Lymphomen.
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Abbildung 5.28 Strukturen der Gallensdure Cholsdure (127) und des Zytostatikums
Chlorambucil (128, Leukeran®).

In vitro-Aufnahmeuntersuchungen belegen eine spezifische Interaktion dieser
Gallenséure-Konjugate mit frisch isolierten Hepatozyten (Leberzellen) wahrend der
bloRe Wirkstoff keine signifikante Affinitat zeigt.®® In Abhangigkeit vom natiirlichen
Gallensaure-Transportsystem fuhrt eine Verknlpfung von peptidischen Wirkstoffen an
Gallensdauren zu einer erhohten Membrangangigkeit und daraus resultierend zu einer
vermehrten Aufnahme in das untersuchte Gewebe.®® Dieser Ansatz wurde unter
anderem von Paschke und Mitarbeitern am Biozentrum der
Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg aufgegriffen.”%! Um die beschriebenen
Transportmechanismen auszunutzen, synthetisierten sie u. a. das
Cholsdure-Konjugat 129, das uber einen Alkyl-Spacer mit einem Cisplatin-Analogon
verbunden ist (s. Abbildung 5.29).

Abbildung 5.29 Beispiel eines Cisplatin-Cholsaure-Konjugats von Paschke et. al.®®

Bei Cisplatin handelt es sich um einen planaren Platinkomplex mit zwei cis-stdndigen
Chloridoliganden. Die Substanz initiiert die Querverknipfung von DNS-Strangen und
hemmt so deren Replikation.®® Die damit verbundene zytostatische Aktivitat fiihrte
1974 erstmalig zur Verwendung von Cisplatin in der Krebstherapie.l®” Trotz zahlreicher
unerwinschter Arzneimittelwirkungen ist dieser Wirkstoff bis heute ein fester
Bestandteil der modernen Kombinationschemotherapie. Die Anwendung von Cisplatin

ist stets von einer Resistenzentwicklung begleitet.®™ Neben einem zielgerichteten
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Wirkstofftransport kann das Cholsdaure-Konjugat 129, wie von Paschke und Kollegen
gezeigt, hier entsprechend kompensieren: In  Untersuchungen mit der
Cisplatin-sensitiven Hodenkrebszelllinie H12.1 weisen das Konjugat 129 und die
Ausgangsverbindung Cisplatin eine vergleichbare Aktivitat auf. Bei derselben,
niedrigen Dosis induziert Konjugat 129 auch die Apoptose der Cisplatin-resistenten
Hodenkrebszellen 1411HP, wohingegen die Dosis von Cisplatin um Faktor 3.3 erhoht

werden muss, um das gleiche Ergebnis zu erzielen.*?

Auf den ndchsten Seiten folgt die Beschreibung der ersten Synthese eines
Tubugi-Cholsdure-Konjugats. Auch diese Darstellung fullt auf dem unter Abschnitt
5.3.1 eingefuhrten Konzept zum Aufbau Disulfid-verbrickter und damit spaltbarer
Tubugi-Konjugate. Um kommerziell erhéltliche Cholsaure (130) fiir die bevorstehenden
Umsetzungen vorzubereiten, erfolgt zunédchst die Anknilpfung eines PEG-Spacers
(s. Abbildung 5.30). Durch den Einbau des Spacers entsteht eine gewisse rdumliche
Trennung zwischen dem Wirkstoff und der Targeting-Komponente. Dies unterstutzt den
Erhalt der biologischen Eigenschaften bzw. Aktivitat des carriers und somit dessen

Erkennung in physiologischer Umgebung.

Abbildung 5.30 Modifikation von Cholsdure (130) durch einen PEG-Spacer. a) NHS, EDC-HCI,
DMAP, DMF, 73 %; b) NH,-PEG,-(CH,),NH,, DCM, 55 %.

Die Synthese des NHS-Esters 131 in DMF erfolgt unter Verwendung von EDC-HCI als

Hilfsstoff. Der Aktivester 131 wird durch Zusatz von Eiswasser ausgeféllt und
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abfiltriert. Die folgende Umsetzung mit einem 5-fachen Uberschuss des PEG-Diamins
2,2°-Ethylendioxy-bis-ethylamin liefert die Zwischenverbindung 132. Abbildung 5.31
veranschaulicht den anschliefenden Aufbau des zu kuppelnden Thiols 134. Die
Umsetzung der Zwischenverbindung 132 mit einem halben Aquivalent der aktivierten
Vorstufe des Linkers 104 liefert das Disulfid 133 mit einer Ausbeute von 51 %.

o
O a
N +132
s/\v)ko 51 % l
o)
104 A

by

133

HO" b l 66 %
2
0
o)
H 2 H

134

HO"

Abbildung 5.31 Aufbau der zu kuppelnden Cholsaure-Targeting-Einheit 134. a) DCM/DMF, 51 %;
b) DTT; K,CO3, ACN/H,0, 66 %.

Die Spaltung des Disulfids 133 durch DTT in einer Acetonitril/Wasser-Mischung ist
nach zwanzig Minuten abgeschlossen. Nach sédulenchromatographischer Aufreinigung
erfolgt schlieRlich die Umsetzung mit dem aktivierten Wirkstoff Tubugi-SSPy 101 in
Methanol unter Stickstoffatmosphére (s. Abbildung 5.32). Die chromatographische
Aufreinigung des Reaktionsansatzes liefert das spaltbare

Tubugi-Cholsaure-Konjugat 135 mit einer Ausbeute von 62 % (Uber zwei Stufen).
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Tubugi-SSPy (101) + 134

a194%
Ph
~ N N N ~_.S
'Tl/ﬁ( N /J)J\” S \/\rrNH
O\\\“ K(O S OO O

135

Abbildung 5.32 Kupplung der aktivierten Tubugi-Spezies 101 mit der modifizierten Cholsdure 135
als Targeting-Komponente. a) MeOH, N,-Atmosphare, 94 %.

5.3.7 Erstes spaltbares Tubugi-Konjugat mit Neuropeptid Y als

Targeting-Komponente

Im Jahr 1982 haben Tatemoto und Kollegen NeuropeptidY (NPY) in
Schweinehirnextrakten entdeckt.®®! Dieses lineare Polypeptid besteht aus insgesamt 36
Aminosduren. Der Name ,,Neuropeptid Y* ist auf den hohen Tyrosin-Anteil (abgekirzt
als Y) zurlckzufiihren. Nur zwei Jahre spater wurde erstmals humanes NPY aus einem
Nebennierenmarktumor isoliert.*¥ Die Aminosauresequenz unterscheidet sich nur

minimal und ist in Abbildung 5.33 dargestellt.

H-Tyr-Pro-Ser-Lys-Pro-Asp-Asn-Pro-Gly-Glu-Asp-Ala-Pro-Ala-Glu-Asp-Met-Ala-Arg-
Tyr-Tyr-Ser-Ala-Leu-Arg-His-Tyr-lle-Asn-Leu-lle-Thr-Arg-GIn-Arg-Tyr-NH,.

Abbildung 5.33 Aminosauresequenz von humanen Neuropeptid Y.

Gemeinsam mit Peptid YY (PYY) und dem pankreatischen Polypeptid (PP) bildet NPY
eine kleine Familie von Hormonen, die hauptsdchlich an Prozessen in Gehirn und
Gastrointestinaltrakt beteiligt sind.l®®! Als Bestandteil des peripheren Nervensystems
wird NPY auch im Atem- und Urogenitalsystem gefunden. Weiterhin handelt es sich

um das am weitesten verbreitete, bekannte Neuropeptid im Zentralnervensystem.®

Neuropeptid Y induziert GefaBverengungent®”

(Vasokonstriktion) und st mit
Insulinfreisetzung®® sowie Magen- und Darmmotilitat®™ verkniipft. Zusatzlich spielt

dieses Hormon eine Rolle bei verschiedenen Stoérungen wie Depression, Epilepsie,
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Adipositas (Fettleibigkeit) sowie Alkoholabhéngigkeit und stellt daher einen
vielversprechenden Behandlungsansatz fiir verschiedene Krankheiten dar.[°®

Neuropeptid Y sowie auch PYY und PP binden an eine G-Protein-gekoppelte
Rezeptorfamilie. Seit 1989 wurden sechs verschiedene Untertypen (Y1R-Y6R) in
unterschiedlichen Gewebearten identifiziert. Davon werden Y1R, Y2R, Y4R und Y5R
im Menschen exprimiert.'®! Die Untertypen Y1R und Y2R sind bisher am intensivsten
untersucht. Der Rezeptor Y1R besteht aus 384 Aminosduren und wurde in Darm, Niere
und Herz lokalisiert. Der aus 381 Aminosduren aufgebaute Typ Y2R zeigt eine
Strukturhomologie von nur 31 % zu Y1R und wurde bevorzugt im Gehirn identifiziert.
Der aus 375 Aminoséduren aufgebaute Rezeptortyp Y4R wird in Darm, Prostata und
Bauchspeicheldrise exprimiert. In Hoden, Milz und ebenfalls der Bauchspeicheldriise
wird Y5R gefunden (445 Aminosauren).® Die Affinitat von NPY zu den Rezeptoren
ist vom jeweiligen Subtyp abhangig: Y2R > Y1R > Y5R > Y4R (starkste zu schwéchste
Affinitat).'®  Auch die Internalisierungsgeschwindigkeit ist vom jeweiligen

Rezeptortyp abhangig.[**?

Die Uberexpression der genannten Rezeptoren in Krebsgewebe ist Gegenstand
intensiver Forschungsarbeit (siehe Review von Kérner und Reubi™®! oder auch von
Zhang et al.l'®). Weiterhin ist beschrieben, dass NPY-Rezeptor-vermittelte
Signalkaskaden in Verbindung mit der Regulierung des Tumorwachstums sowie der
Tumorangiogenese  stehen.’®  Reubi und Kollegen verdffentlichten eine
richtungsweisende Arbeit beziiglich der Rolle von NPY bei Brustkrebs.'™ Sie
untersuchten die Auftrittshaufigkeit der genannten Rezeptoren in karzinomem
Brustgewebe von 89 Patienten: Insgesamt waren 76 Proben NPY-Rezeptor-positiv
(s. Tabelle 5.2). In ausnahmslos allen untersuchten Fallen war Y1R der dominante
Subtyp. In 46 dieser 76 NPY-Rezeptor-positiven Proben wurde ausschliellich Y1R
gefunden. Weitere 12 zeigten hauptsachlich (> 90 %) diesen Subtyp. In 24 % der 76
Proben konnten Reubi und Kollegen eine Y1R/Y2R-Mischexpression identifizieren,
wéhrend in keiner ausschliellich der Rezeptor Y2R vorhanden war. Im deutlichen
Gegensatz dazu zeigt das gesunde Vergleichsgewebe in 42 % der untersuchten Proben
eine alleinige Expression von Y2R und in keinem Fall konnte ausschlie3lich der
Rezeptorsubtyp Y1R nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse fuhren zu der Annahme,
dass die neoplastische Transformation gesunden Brustgewebes von einem Umschalten
der Rezeptorexpression von hauptsachlich Y2R zu hauptsdachlich Y1R begleitet ist.
Daher — und allgemein aufgrund der starken Verbreitung des Rezeptorsubtyps Y1R in
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anndhernd allen Brustkrebszelllinien, Tumoren und Metastasen™® — bildet das
in vivo-Y1R-Targeting eine aussichtsreiche Strategie zur Diagnose sowie der
Behandlung von Brustkrebs.

Tabelle 5.2 Y1R/Y2R-Haufigkeit in gesundem und karzinomem Brustgewebe.'*®!

NPY-Rezeptor

identifiziert Subtyp Héaufigkeit
Y1R 58/76 (76%)
Brustkrebsgewebe 76/89 (85%) Y1R/Y2R 18/76 (24%)
Y2R 0/76 (0%)
Y1R 19/45 (42%)
Nicht-neoplastisches
45/45 (100%) Y1R/Y2R 26/45 (58%)
Brustgewebe
Y2R 0/45 (0%)

Ein darauf beruhender Ansatz von 2001 beschreibt den direkten Transport von
Daunorubicin in Krebszellen.'*! Dieses erfolgreich zur Chemotherapie eingesetzte
Zytostatikum  bringt  verschiedene  dosisabhdngige  Nebenwirkungen  wie
Myelosuppression  (Knochenmarkdepression), Paravasation sowie Nieren- und
Kardiotoxizitat mit sich.?® Um diesen entgegenzuwirken, haben Langer et al. das
Konjugat 135 synthetisiert und evaluiert (s. Abbildung 5.34). Uber einen séurelabilen
Hydrazon-Linker (HYD) an der 13-Keto-Position ist Daunorubicin an ein
[C15]-NPY-Analogon gebunden. Die Verbindung ,,[C15]-NPY-dauno-HYD” zeigt
zytotoxische Wirkung gegen die Y1R-exprimierende Zelllinie SK-N-MC. Als
Negativkontrolle wurden Blockierungsversuche mit einem hohen Uberschuss des
Rezeptorantagonisten BIBP-3226 durchgefuhrt. Wie erwartet wurde dabei ein Einfluss
auf die Aktivitdat des Konjugats registriert, wahrend bei den Versuchen mit der
nicht-modifizierten Substanz keine signifikanten Unterschiede festgestellt wurden.
Darlber hinaus ist das Konjugat 135 im Gegensatz zum freien Wirkstoff inaktiv gegen
NPY -rezeptorfreie Glioblastomzellen (Gehirntumor) XF-498L. Diese Ergebnisse
unterstreichen das enorme Potential von NPY -gesteuerten Medikamenten.
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[C'%]-NPY

135

Abbildung 5.34 Daunorubicin-NPY-Konjugat 135 von Langer et al.**"!

Im Jahr 2010 konnte die Gruppe um Beck-Sickinger eindrucksvoll die erfolgreiche
Anwendung einer verwandten Targeting-Strategie zur  Brustkrebsdiagnose
demonstrieren.'®! Sie synthetisierten ein radioaktiv markiertes NPY-Konjugat (136)
(s. Abbildung 5.35), welches der Visualisierung von Tumoren dient. Unter Verwendung
eines N-Acetyl-Histidin-Chelators (N“His-Ac) wurden *™Technetium und ein
[F’, P**]-NPY-Analogon verkniipft.

/%A o
HN N
\=N. i, \ \\\\‘ \)J\’Ij_ [F7, P34]_NPY
/M\
~
oc” | ~co
CcoO

136: M = 29MT¢

Abbildung 5.35 *™Tc-markiertes NPY-Analogon von Beck-Sickinger et al.!*”

Nach vielversprechenden vorklinischen Untersuchungen wurde das markierte
Neuropeptid vier Patienten mit Brustkarzinomen verschiedener Stadien verabreicht.
Anhand szintigraphischer Untersuchungen konnte die selektive Anreicherung der
Verbindung 136 im kanzerogenen Brustgewebe belegt werden. Bemerkenswert und im
Einklang mit dem Krankheitsbild der Patientin ist ein Szintigramm, in welchem nicht
nur der Tumor selbst sondern auch resultierende Metastasen in anderem Gewebe
markiert waren. Die beschriebenen Befunde wurden in einem Kontrollexperiment durch
die Injektion von *™Technetium-Methylendiphosphonat (**"Tc-MDP) verifiziert. Diese
Substanz wird bevorzugt von knochenbildenden Zellen aufgenommen und routinemaRig
als Radiopharmakon in der Skelettszintigrafie eingesetzt. Die Gabe von Verbindung 136
an eine krebsfreie Testperson fuhrte nicht zu einer radioaktiven Anreicherung im

Brustgewebe. In gesunden Gewebe und anderen Organen war lediglich eine
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Hintergrundstrahlung detektierbar. Insgesamt belegen diese Untersuchungsergebnisse
das beachtliche Potential Y1R-selektiver Konjugate fur den Substanztransport in

maligne Tumore.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein Tubugi-NPY-Konjugat synthetisiert und
evaluiert. Das verwendete NPY-Analogon [K*(-BAC), F', LY, P*]-NPY (137,
,,CytoPep®, s. Abbildung 5.37) wurde von der Firma OntoChem zur Verfiigung gestelit.
Diese synthetische Substanz ist Giber gut etablierte Peptidsynthesen in reichlicher Menge
zuganglich. Trotz Modifikation der natlrlichen Peptidsequenz bleibt die Affinitat zum
Rezeptor Y1R erhalten. Daruber hinaus flhrt die strukturelle Anpassung zu einer
reduzierten Aktivitat gegenuber dem Subtyp Y2R (s. Abbildung 5.36).

[ ]
L34
J
[ ]
[34]
)

o4 o4
z 100 > 100 V2R
bt - - = [ ]
G ® 5 © i
T 0 754 T 0 754
=c =c
20 20
E a 50 E a 50
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S L 254 S = 254
ae e g
‘s ‘s —— CytoPep
2 -25- 2 -25- -= NPY
12 1 10 9 -8 -7 6 -5 4 12 1 10 9 -8 -7 6 -5 4
log Cyeptige [M] log Cpeptide [M]

Abbildung 5.36 Rezeptoraktivierung (Y1R und Y2R) von ,,CytoPep* (137) in vitro.?

Erste in vivo-Versuche mittels weiblicher NMRI-Nacktmause ergaben keine Hinweise
auf gefahrliche systemische Nebenwirkungen von ,,CytoPep*: Bei insgesamt
sechsmaliger Verabreichung der Substanz (ber einen Zeitraum von zwei Wochen wurde

bei den Tieren kein Gewichtsverlust registriert.

Zum Aufbau des Konjugats wurde die Verbindung zur zytostatischen Komponente, dem
Tubugi 1, tiber die freie Thiolfunktion des A-Alanin-Cystein-Linkers am Lys* realisiert.
Dazu wurden &quimolare Mengen von ,CytoPep“ wund dem aktivierten
Tubugi-SSPy 101 flr 1.5 Stunden in einer luft- und feuchtigkeitsfreien Atmosphére
umgesetzt (s. Abbildung 5.37). Das gewilnschte Tubugi-NPY-Konjugat 138 mit
spaltbarer Disulfidbriicke wurde iber RP-HPLC isoliert und die Reinheit der Substanz
anhand analytischer HPLC belegt.

# Diagramme zur Verfligung gestellt von Firma OntoChem
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NH»,

Tubugi-SSPy (101) + HSM'\’&O

HN

137 j\’&o

NH,-YRPRTILNIYHRLASYYRALDEAPADEGPFDPKSPY-H

a134%

Lo

NH,-YRPRTILNIYHRLASYYRALDEAPADEGPFDPKSPY-H

(0]

138

Abbildung 5.37 Synthese des Tubugi-NPY-Konjugats 138. a) MeOH, N,-Atmosphére, 34 %.

Die Verbindung wurde durch ESI-FTICR-MS-Messungen (s. Tabelle 5.3)
charakterisiert. Alle Signale fur [M+nH]™ mit n zwischen 4 und 8 konnten identifiziert

werden.
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Tabelle 5.3 ESI-FTICR-MS des Tubugi-NPY-Konjugats 138 (Dekonvolution des
monoisotopischen Peaks). C,ssH36sN62064S3; H = 1.0073.

m/z m/z Fehler .\ A .

(gemessen)  (berechnet) [ppm] [(M+nH] (M/Z gemessen)*N) AnA

664.8340 664.8399 0.1 [M+8H]8+ 5318.6720 5310.6136

759.6726 759.6731 0.7 [M+7H]7+ 5317.7082 5310.6571

886.1181  886.1174 0.8 [M+6H]®* 5316.7086 5310.6648
1063.1411  1063.1395 1.5 [M +5H]5+ 5315.7055 5310.6690
1328.6740  1328.6725 1.1 [M+4H]* 5314.7096 5310.6804
Mittelwert: 5310.657
Berechnet: 5310.661

5.3.8 Die biologische Aktivitat der synthetisierten Konjugate und des
Spaltprodukts Tubugi-SH

Erste Zelltests mit den synthetisierten Konjugaten wurden sowohl im eigenen
Arbeitskreis (s. Tabelle 5.4) als auch durch die Firma Ontochem (s. Tabelle 5.5)
durchgefuhrt. Diese Untersuchungen sind nicht Gegenstand der vorliegenden Arbeit,
erlauben jedoch erste Aussagen zum Potential des vorgestellten Targeting-Konzepts und

werden daher im Folgenden kurz zusammengefasst.

In Abschnitt 5.1 ist beschrieben, dass Wirkstoffe mit einer Zytotoxizitat im Bereich der
Tubulysine und Tubugis auch bedeutende Auswirkungen auf gesunde Zellen und somit
erhebliche Nebenwirkungen erwarten lassen. Einen wesentlichen Aspekt des
vorliegenden Konzepts stellt daher die deutliche Aktivitatsreduktion im Fall der
intakten Konjugate vor Bruch der Disulfidbriicke dar. Tabelle 5.4 zeigt die Aktivitaten
Cholséure 135 und
Neuropeptid Y 138 in Versuchen mit drei Krebszelllinien. Im Vergleich zu natlrlichem
Tubulysin A und den Tubugis 1 bis 3 (vgl. Tabelle 3.1) ist die Aktivitat der getesteten
Konjugate um bis zu Faktor 1000 (PC-3) bzw. sogar Faktor 1500 (HT-29) herabgesetzt.

der spaltbaren Tubugi-Konjugate mit Norspermidin 113,
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Tabelle 5.4 Aktivitaten der Konjugate 113, 135, 138 und von Tubugi-SH 139 gegen verschiedene
Krebszelllinien.?

Zelllinie; 1Cso [NM]

Verbindung HT-29° PC-3° Colo 320¢
Tubugi-SS-Norspermidin 113 176 £21 102 £ 19 613 £ 92
Tubugi-SS-Cholséure 135 268 £91 141 + 52 23810 £ 183
Tubugi-SS-NPY 138 452 + 60 205 + 49 706 + 185
Tubugi-SH 139 60+ 6 41+38 556 + 77

Nach Anreicherung des jeweiligen Konjugats im Zielgewebe soll durch Spaltung der
Disulfidbriicke der warhead Tubugi-SH 139 freigesetzt werden. Synthetisch ist diese
Verbindung beispielsweise durch Reduktion von Tubugi-SSPy 101 mit DTT zuganglich
(s. Abbildung 5.38).

HN\/v 139, warhead

Abbildung 5.38 Synthese des warheads Tubugi-SH 139. a) DTT, K,CO3, ACN/H,0, 68 %.

Die Wirkung dieser Substanz auf das zu behandelnde Tumorgewebe ist von
entscheidender Bedeutung. Erste biologische Untersuchungen (s. Tabelle 5.4) zeigen,

dass Verbindung 139 unter den gewdhlten Bedingungen nicht im extremen

& Durchgefihrt im eigenen Arbeitskreis von G. Kaluderovic bzw. A. Ehrlich
® Humane Darmkrebszelllinie

¢ Humane Prostatakrebszelllinie

¢ Humane Darmkrebszelllinie
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Aktivitatsbereich von beispielsweise naturlichem Tubulysin A liegt, jedoch durchaus im
akzeptablen Rahmen, um das Potential der dargestellten Konjugate genauer zu

beleuchten und den vorgestellten Konjugationsansatz intensiv weiterzuverfolgen.

Fortfihrende Untersuchungen der Firma OntoChem zielen auf die Wirkung des
NPY-Konjugats 138 auf Zellen mit unterschiedlich stark ausgepragter Y1R-Expression
ab. Die folgenden Zelllinien mit absteigendem Y 1R-Expressionslevel (mMRNA-Level)
wurden dazu herangezogen: SK-N-MC, T-47D, MDA-MB-468, MS-MB-231, 184B5
und HEK293 (Y1R-defizient). Die genannten Zellen wurden unterschiedliche
Zeitspannen mit dem zu testenden Konjugat 138 inkubiert. Die ermittelten 1Cso-Werte
liegen im  Bereich  von  &hnlichen, von  OntoChem  untersuchten
NPY-Wirkstoffkonjugaten. Das hier vorgestellte Konjugat 138 zeigt bei den getesteten
Zelllinien eine antiproliferative Aktivitdt im tiefen mikromolaren bis hohen

nanomolaren Bereich (s. Tabelle 5.5).

Tabelle 5.5 Aktivitdét des Tubugi-NPY-Konjugats 138 gegen Zelllinien mit unterschiedlichen
Y 1R-Expressionsleveln.?

1Cs0 [UM] 1Cs0 [UM]

Zelllinie Y1R-Expression (6 h initiale (72 h initiale

Inkubation) Inkubation)
SK-N-MC sehr hoch 1.07 0.18
T-47D hoch ~7 1.70
MDA-MB-468 moderat 1.58 0.47
MS-MB-231 gering 5.46 1.02
184B5 sehr gering ~ 10 1.0
HEK293 keine =6 0.65

Zwischen den ermittelten Aktivitdten und der Présenz des Rezeptorsubtyps Y1R der
unterschiedlichen Zelllinien ist eine Tendenz zu erkennen: Fir die Zelllinie von

SK-N-MC ergibt sich nach einer initialen Inkubation mit dem Konjugat fur sechs

& Durchgefiihrt von Firma OntoChem
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Stunden mit einem 1Cso-Wert von rund 1.1 uM eine circa sechsmal so hohe Aktivitét
wie gegen die Y1R-freien HEK293-Zellen. Das Rezeptorvorkommen in MDA-MB-468
ist niedriger als in SK-N-MC und auch die Wirksamkeit der untersuchten Substanz
nimmt entsprechend leicht ab. Dennoch ist auch in diesem Fall die Aktivitdt noch um
ein vielfaches hoher als gegen die rezeptorfreie Vergleichszelllinie (rund Faktor 4). Das
Ergebnis der Untersuchungen mittels der Zelllinie T-47D stellt eine Ausnahme dar:
Trotz hoher Y1R-Expression zeigt das NPY-Konjugat nur eine geringe Aktivitat. Die
Rationale dafir ist bisher unklar, jedoch steht diese relative Resistenz im Einklang mit
friheren von OntoChem durchgefiihrten Untersuchungen.® Eine vergleichbare Tendenz
zeigt sich auch Dbei l&ngerer Inkubation der Zelllinien mit der zu untersuchenden
Substanz, jedoch laufen die Messwerte nach 72-stlindiger Inkubation stark zusammen.
Auch diese Beobachtung deckt sich mit friheren Ergebnissen und wird auf einen
Integritatsverlust der getesteten Peptid-Wirkstoff-Konjugate unter den gegebenen

Bedingungen zuriickgefihrt.”

Insgesamt liefern die bis zu diesem Zeitpunkt durchgefihrten Untersuchungen
vielversprechende Ergebnisse und somit auch einen ersten Beitrag zur biologischen

Validierung des entwickelten Konjugationsansatzes.

5.4 Experimentelle Daten

5.4.1 Allgemeine Angaben
Siehe Abschnitt 2.5.1, Seite 19.

Das Neuropeptid Y-Analogon ,,CytoPep* wurde von der Firma OntoChem (Halle/Saale)
zur Verfugung gestellt.

& Personliche Mitteilung von R. Rennert, OntoChem
® persénliche Mitteilung von R. Rennert, OntoChem
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5.4.2 Darstellung von Tubugi-Norspermidin-Konjugat 91 (TFA-Salz)

(\ 0 OAc 0O : H
/ N - N N H2
N ", N /J/u\ ~ NS
k‘f S
x3 TFA

HN\/\/

ZT

Zu einer Losung von Tubugi 1 (41) (15.0 mg, 18.1 umol, 1.0 Ag.) in trockenem DCM
(1 mL) werden EDC-HCI (13.9 mg, 73.4 umol, 4.0 Ag.) und N-Hydroxysuccinimid
(8.4 mg, 73.4 umol, 4.0 Aq.) gegeben. Die Reaktionsmischung wird tiber Nacht geriihrt,
mit DCM (9 mL) verdinnt und mit gesattigter Natriumchlorid-Lésung (3x 10 mL)
gewaschen. Die organische Phase wird Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und zur
Trockne eingeengt. Der so erhaltene Riickstand wird in trockenem DCM (1 mL) gel6st
und Norspermidin (5.1 uL, 36.2 umol, 2.0 Aq.) wird zugegeben. Der Reaktionsansatz
wird ber Nacht gertihrt und das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck
entfernt. Die Aufarbeitung des Ruckstands mittels RP-HPLC (150 mm x 10 mm YMC
ODS-A, (MeOH(A):H,O(B)) + 0.1 % TFA, grd. 20 % A > 40 min > 100 % A (10 min),
6 mL/min, 220 nm) liefert Verbindung 91 mit einer Ausbeute von 2.1 mg (9 % uber
zwei Stufen) als weiRen Feststoff.

tr = 26.4 min.

'H NMR (600 MHz, CDsOD) & = 8.09 (s, 1H), 7.31 — 7.23 (m, 5H), 6.36 — 6.30 (m,
1H), 4.72 — 4.60 (m, 1H), 4.25 — 4.09 (m, 1H), 3.90 — 3.83 (m, 2H), 3.74 — 3.70 (m,
1H), 3.52 — 3.46 (m, 1H), 3.44 — 3.37 (m, 1H), 3.17 — 3.01 (m, 9H), 2.87 — 2.69 (m,
8H), 2.52 — 2.40 (m, 2H), 2.33 — 2.26 (m, 1H), 2.21 (dd, J=15.6, 8.0, 1H), 2.14 — 2.09
(m, 2H), 2.08 — 2.00 (m, 3H), 1.94 (d, J=12.6, 2H), 1.88 — 1.75 (m, 7H), 1.64 — 1.56 (m,
3H), 1.49 — 1.43 (m, 2H), 1.36 — 1.27 (m, 5H), 1.12 (d, J=6.9, 3H), 1.09 — 1.05 (m, 6H),
1.00 (d, J=6.8, 2H), 0.92 — 0.85 (m, 8H), 0.80 ppm (d, J=6.5, 2H).

HRMS (ESI) m/z ber. fiir CagHgiNgO-S [M+2H]** 470.8063, gef. 470.8057.
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5.4.3 Darstellung von Rhodamin-Ugi-Produkt 99

Zu einer Losung von N-Boc-1,8-Diamino-3,6-dioxaoctant'? (250 mg, 1.0 mmol,
1.0 Ag) in MeOH (1.5 mL) wird Isobutanal (91.3 uL, 1.0 mmol, 1.0 Ag.) gegeben.
Nach 2 Stunden werden Rhodamin B (479 mg, 1.0 mmol, 1.0 Aqg.) und t-Butylisonitril
(113.1 pL, 1.0 mmol, 1.0 Ag.) zugegeben. Die Reaktionsmischung wird Gber Nacht
geriihrt und das Lésungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand
wird auf eine Kieselgelsdure gegeben und intensiv. mit Aceton gewaschen. Der
Saulenkopf wird entnommen, 10 Minuten mit MeOH (50 mL) extrahiert und unter
vermindertem Druck zur Trockne eingeengt. Die saulenchromatographische
Aufarbeitung (DCM:MeOH 10:1) des Riickstands liefert Verbindung 99 mit einer
Ausbeute von 490 mg (57 %) als purpurfarbenen Feststoff.

R =0.42 (DCM:MeOH 10:1).

'H NMR (600 MHz, CD3OD) & = 7.83 — 7.80 (m, 1H), 7.79 — 7.72 (m, 2H), 7.52 — 7.43
(m, 2H), 7.35 — 7.26 (m, 2H), 7.12 — 7.04 (m, 2H), 7.00 — 6.94 (m, 2H), 3.75 — 3.64 (m,
9H), 3.62 — 3.48 (m, 8H), 3.45 — 3.36 (m, 1H), 3.26 — 3.21 (m, 2H), 2.25 — 2.18 (m,
1H), 1.42 (s, 9H), 1.34 — 1.27 (m, 12H), 1.15 (s, 9H), 0.80 (d, J=6.5, 3H), 0.47 ppm (d,
J=6.1, 3H).

BC NMR (151 MHz, CDs;0D) & = 172.70, 171.37, 159.34, 159.29, 158.40, 157.31,
156.63, 137.33, 133.71, 133.52, 131.28, 131.23, 130.89, 129.99, 115.46, 115.28,
115.04, 114.98, 97.34, 97.23, 80.08, 71.37, 71.32, 71.05, 69.33, 51.95, 46.89, 41.30,
28.78, 28.75, 28.36, 20.10, 18.99, 12.84 ppm.

HRMS (ESI) m/z ber. fir C4sH7oNsO7 [M]* 828.5270, gef. 828.5242.
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5.4.4 Darstellung von Rhodamin-Peptoid 100 (TFA-Salz)

Eine Mischung aus DCM und Trifluoressigséaure (20:1, 630 pL.) wird zu Verbindung 99
(50 mg, 58 umol) gegeben. Die Reaktionsmischung wird tber Nacht gertihrt, mit Toluol
(1 mL) verdinnt und unter vermindertem Druck zur Trockne eingeengt. Der Riickstand

wird ohne Aufarbeitung im n&chsten Schritt eingesetzt.

'H NMR (400 MHz, CD;0D) & = 7.79 — 7.72 (m, 3H), 7.51 — 7.45 (m, 1H), 7.32 — 7.24
(m, 2H), 7.12 — 7.03 (m, 2H), 6.97 (d, J=3.5, 2H), 3.79 — 3.50 (m, 18H), 3.44 — 3.26 (m,
4H), 3.18 — 3.11 (m, 2H), 2.30 — 2.16 (m, 1H), 1.37 — 1.25 (m, 14H), 1.17 (s, 9H), 0.80
(d, J=6.4, 3H), 0.48 ppm (d, J=6.2, 3H).

B3C NMR (101 MHz, CD3;0D) 6 = 172.62, 171.35, 159.29, 159.26, 157.31, 157.26,
156.46, 137.26, 133.64, 133.33, 131.41, 131.32, 131.16, 130.97, 129.57, 115.40,
115.25, 115.02, 114.91, 97.39, 97.24, 71.49, 71.12, 69.61, 67.87, 51.84, 46.89, 40.58,
28.69, 28.35, 20.01, 18.97, 12.81 ppm.

HRMS (ESI) m/z ber. fiir C4sHeoNsOs [M]* 728.4745, gef. 728.4742.

5.4.5 Darstellung von Tubugi-Rhodamin-Konjugat 92

2 g
oy ﬁi&fh ”“\f“

x3 TFA O
W{

Zu einer Losung von Tubugi 1 (41) (4.3 mg, 5.0 umol, 1.0 Ag.) in trockenem DMF
(300 pL) werden bei 0 °C HOAt (0.6 M in DMF, 9.4 uL, 5.5 umol, 1.1 Ag.), HATU
(2.2 mg, 5.5 umol, 1.1 Ag.) und Rhodamin-Peptoid 100 (4.0 mg, 5.0 umol, 1.0 Aqg.)
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gegeben. Der Reaktionsansatz wird ber Nacht gertihrt und das Losungsmittel wird
unter vermindertem Druck entfernt. Die Aufarbeitung des Riickstands mittels RP-HPLC
(150 mm x 4.6 mm YMC ODS-A, (ACN(A):H,O(B)) +0.1% TFA, grd. 2% A >
40 min > 100% A (5 min), 0.8 mL/min, 220 nm) liefert Verbindung 92 mit einer
Ausbeute von 0.96 mg (10 %) als purpurfarbenen Feststoff.

tr=30.4 min.

'H NMR (600 MHz, CDs0D) & = 8.06 (s, 1H), 7.83 — 7.67 (m, 3H), 7.52 — 7.42 (m,
2H), 7.32 — 7.23 (m, 2H), 7.17 — 7.11 (m, 1H), 7.09 — 7.02 (m, 2H), 6.99 — 6.93 (m,
2H), 6.31 (d, J=11.2, 1H), 5.34 (t, J=4.7, 1H), 4.71 — 4.65 (m, 1H), 4.63 — 4.56 (m, 1H),
4.44 (d, J=8.5, 1H), 4.32 — 4.23 (m, 1H), 3.88 — 3.83 (m, 1H), 3.76 — 3.62 (m, 12H),
3.61 — 3.46 (M, 12H), 3.45 — 3.39 (m, 3H), 3.20 — 3.15 (m, 1H), 3.14 — 3.02 (M, 2H),
2.92 — 2.81 (m, 3H), 2.79 (s, 3H), 2.50 — 2.40 (m, 1H), 2.24 — 2.17 (m, 3H), 2.07 — 1.99
(m, 3H), 1.99 — 1.85 (m, 7H), 1.85 — 1.71 (m, 4H), 1.64 — 1.52 (m, 7H), 1.49 — 1.39 (m,
4H), 1.18 — 1.11 (m, 14H), 1.10 — 1.05 (m, 7H), 1.00 (d, J=6.8, 3H), 0.93 — 0.82 (m,
11H), 0.82 — 0.75 ppm (m, 6H).

HRMS (ESI) m/z ber. fiir CasH126N11012S [M+H]?* 768.9688, gef. 768.9688.

5.4.6 Darstellung von S-(2-Pyridylthio)-cysteamin-Hydrochlorid (102)["2

e
HoN oS- Ny

=

Zu einer Losung von Cysteamin-Hydrochlorid (516 mg, 4.5 mmol, 1.0 Ag.) in MeOH
(10 mL) wird 2,2¢-Dithiopyridin (1.1 g, 5.0 mmol, 1.1 Aq.) tropfenweise zugegeben.
Der Reaktionsansatz wird fir 90 Minuten geruhrt und das Lésungsmittel wird bei 30 °C
unter vermindertem Druck entfernt. Die sdaulenchromatographische Aufarbeitung
(DCM:MeOH 10:1) des Riickstands liefert Verbindung 102 mit einer Ausbeute von
493 mg (49 %) als weilRen Feststoff.

R¢=0.18 (DCM:MeOH 10:1).

'H NMR (400 MHz, CDs;0OD) § = 8.51 — 8.48 (m, 1H), 7.82 — 7.77 (m, 1H), 7.71 — 7.68
(m, 1H), 7.31 — 7.26 (m, 1H), 3.19 (d, J=6.0, 2H), 3.06 ppm (d, J=6.0, 2H).

HRMS (ESI) m/z ber. fir CsH1:N,S, [M]* 187.0358, gef. 187.0356.
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5.4.7 Darstellung von Tubugi-SSPy 101

N/\H/ ¢ j)L MNws

Zu einer Losung von Verbindung 65 (80 mg, 0.1 mmol, 1.0 Aqg.) in THF/H,O
(I mL/0.5mL) wird bei 0°C Lithiumhydroxid-Monohydrat (21.0 mg, 0.5 mmol,
5.0 Aqg.) gegeben. Der Reaktionsansatz wird tiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt
und anschlieBend unter vermindertem Druck zur Trockne eingeengt. Der Riickstand
wird in H,O (2.5 mL) aufgenommen, mit gesattigter Natriumhydrogensulfat-Losung auf
einen pH-Wert von 2 eingestellt und mit EtOAc (5x 2 mL) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden Uber Natriumsulfat getrocknet und filtriert. Das
Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt. Zu einer Loésung des so
erhaltenen Ruckstands in trockenem Pyridin (1 mL) wird bei 0 °C Essigsaureanhydrid
(75 uL, 0.8 mmol, 8 Agq.) gegeben. Der Reaktionsansatz wird (ber Nacht bei
Raumtemperatur gertihrt und anschliefend auf 0 °C gekihlt. Eine Mischung von
Dioxan/H,0 (1 mL/1 mL) wird zugegeben. Die Mischung wird tber Nacht gertihrt und
anschlieBend unter vermindertem Druck zur Trockne eingeengt. Der so erhaltene
Rickstand und HBTU (41.7 mg, 0.11 mmol, 1.1 Ag.) werden in DMF (4 mL) gelost
und bei 0°C und unter Stickstoffatmosphére tropfenweise zu einer Ldsung von
Verbindung 102 (42.8 mg, 0.2 mmol, 2.0 Aq) und DIPEA (94.0 uL, 0.55 mmol,
5.5 Aq.) in trockenem MeOH (4 mL) gegeben. Der Reaktionsansatz wird 2 Stunden
gertihrt und anschlieBend unter vermindertem Druck zur Trockne eingeengt. Die
sédulenchromatographische Aufarbeitung (DCM:MeOH 10:1 - 50:1) des Ruckstands
liefert Verbindung 101 mit einer Ausbeute von 41 mg (42 % uber drei Stufen) als
weilen Feststoff.

Rt = 0.48 (DCM:MeOH 10:1).

'H NMR (400 MHz, CD30D) & = 8.39 — 8.36 (m, 1H), 8.04 (s, 1H), 7.84 — 7.75 (m,
3H), 7.20 — 7.18 (m, 5H), 6.35 (d, J=9.8, 1H), 4.79 — 4.73 (m, 1H), 4.64 — 4.55 (m, 2H),
4.45 — 4.38 (m, 1H), 4.32 — 4.24 (m, 1H), 3.80 — 3.72 (m, 1H), 3.58 — 3.49 (m, 1H), 3.44
~3.36 (M, 1H), 3.25 (d, J=7.0, 1H), 3.18 — 3.06 (m, 2H), 2.97 — 2.90 (m, 3H), 2.85 (dd,
J=11.3, 7.0, 2H), 2.59 — 2.52 (M, 1H), 2.49 — 2.42 (m, 1H), 2.32 — 2.24 (m, 1H), 1.80 —
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1.71 (m, 3H), 1.66 — 1.53 (m, 6H), 1.48 — 1.41 (m, 2H), 1.33 — 1.27 (m, 5H), 1.12 — 1.04
(m, 8H), 0.97 (d, J=6.7, 4H), 0.91 — 0.82 (m, 9H), 0.76 ppm (t, J=5.9, 3H).

C NMR (101 MHz, CDs;0D) & = 178.68, 175.79, 172.08, 171.83, 171.17, 163.18,
161.20, 150.56, 150.41, 139.53, 139.12, 130.42, 129.31, 127.36, 125.28, 122.90,
122.38, 121.32, 71.41, 70.35, 56.67, 54.94, 50.79, 44.73, 44.58, 42.63, 40.54, 39.86,
39.29, 39.05, 38.96, 37.20, 36.66, 32.60, 31.63, 31.13, 26.20, 25.65, 24.33, 21.11,
20.94, 20.90, 20.12, 19.10, 16.37, 14.12, 10.69 ppm.

HRMS (ESI) m/z ber. fir CsoH7aNgO7S; [M+2H]?* 498.2494, gef. 498.2493.

5.4.8 Darstellung von Disulfid 105!

O
HO S ~
)

Zu einer Losung von 3-Mercaptopropansaure (2.13 g, 20.0 mmol, 1.0 Ag.) in MeOH
(100 mL) werden Natriumhydroxid (0.8 g, 20.0 mmol, 1.0 Ag.) und Kaliumiodid (1.0 g,
6 mmol, 0.3 Ag.) gegeben. lod wird portionsweise zugegeben bis die Losung gelb
bleibt. Anschlielend wird Natriumsulfit zugegeben bis die Reaktionsldsung farblos ist.
Das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt und der Ruckstand wird in
H.O (20 mL) aufgenommen. Die Mischung wird mittels konzentrierter Salzsaure auf
einen pH-Wert von 2 eingestellt und mit EtOAc (3x 20 mL) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden Uber Natriumsulfat getrocknet und filtriert. Das
Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand mit Et,O
(60 mL) gewaschen. Verbindung 105 wird mit einer Ausbeute von 2.0 g (95 %) als

weiler Feststoff erhalten und ohne weitere Reinigung im nachsten Schritt eingesetzt.
R = 0.47 (EtOAC).

'H NMR (300 MHz, CD3OD) & = 4.93 (s, 2H), 2.96 — 2.87 (m, 4H), 2.75 — 2.67 ppm
(m, 4H).

3C NMR (75 MHz, CDs0D) & = 175.32, 34.70, 34.24 ppm.
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5.4.9 Darstellung von Disulfid 1042

0
O O
Nom/vs\s/\)kON;j
O O
0

Zu einer Losung von Verbindung 105 (1.0 g, 4.8 mmol, 1.0 Aq.) in trockenem DMF
(50 mL) werden bei 0 °C DCC (2.2 g, 10.5 mmol, 2.2 Ag.) und N-Hydroxysuccinimid
(1.2 g, 10.5 mmol, 2.2 Aq.) gegeben. Das Kiihlbad wird entfernt, der Reaktionsansatz
wird far 2 Stunden bei Raumtemperatur gerthrt und anschlieBend filtriert. Das
Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand in MeOH
(30 mL) aufgenommen. Die Mischung wird filtriert und der Filterkuchen mit MeOH
gewaschen. Der Rickstand wird unter vermindertem Druck getrocknet. Verbindung 104
wird mit einer Ausbeute von 1.7 g (89 %) als weilRer Feststoff erhalten und ohne weitere

Reinigung im n&chsten Schritt eingesetzt.

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg) & = 3.16 — 3.07 (m, 4H), 3.07 — 2.99 (m, 4H), 2.81 ppm
(s, 8H).

13C NMR (75 MHz, DMSO-dg) & = 170.08, 167.51, 31.85, 30.29, 25.44 ppm.

MS (ESI) m/z ber. fiir C14H1sN20gS; [M+Na]" 427.0, gef. 427.4.

5.4.10 Darstellung von 2-(2-Azidoethoxy)ethanol (107)™%
Ny 0o

Zu einer Losung von 2-(2-Chlorethoxy)ethanol (2.0 g, 16.1 mmol, 1.0 Ag.) in H,0
(10 mL) wird Natriumazid (2.6g, 40.3mmol, 25Aq.) gegeben und der
Reaktionsansatz wird tber Nacht bei 110 °C unter Rickfluss geriihrt. Die Mischung
wird auf Raumtemperatur gekihlt und nach  Zugabe einer 5 %igen
Natriumhydroxid-Losung (15 mL) wird mit Et,O (4x 10 mL) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden (ber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und unter
vermindertem Druck zur Trockne eingeengt. Verbindung 107 wird mit einer Ausbeute
von 1.1g (52 %) als farbloses Ol erhalten und ohne weitere Reinigung im néchsten

Schritt eingesetzt.

'H NMR (400 MHz, CDCls) & = 3.78 — 3.72 (m, 2H), 3.70 (t, J=5.2, 2H), 3.61 (d,
J=5.8, 2H), 3.42 (t, J=5.2, 2H), 2.71 ppm (s, 1H).
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3C NMR (101 MHz, CDCl3) & = 72.29, 69.77, 61.47, 50.52 ppm.

MS (ESI) m/z ber. filr C4HoN3O, [M+Na]™ 154.1, gef. 154.4.

5.4.11 Darstellung von 3-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)propin (108)%?
N3/\/O\/\O/\

Zu einer Losung von Verbindung 107 (500 mg, 3.82 mmol, 1.0 Aq.) in trockenem DMF
(17 mL) werden bei 0°C langsam Natriumhydrid (60 % in Mineraldl, 305 mg,
7.63 mmol, 2.0 Ag.) und 3-Brompropin (80 % in Toluol, 840 mg, 5.73 mmol, 1.5 Ag.)
gegeben. Nach 10 Minuten wird das Kihlbad entfernt. Die Reaktionslosung wird flr
3 Stunden bei Raumtemperatur gertihrt, mit H,O (5 mL) gequencht und unter
vermindertem Druck zur Trockne eingeengt. Eine Losung des so erhaltenen Riickstands
in gesattigter Ammoniumchlorid-Lésung (50 mL) wird mit Et,O (3x 50 mL) extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen werden tber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und
unter vermindertem Druck zur Trockne eingeengt. Die sdaulenchromatographische
Aufarbeitung (DCM) des Rickstands liefert Verbindung 108 mit einer Ausbeute von
595 mg (92 %) als braunes Ol.

Rf=0.19 (DCM).

'H NMR (400 MHz, CDCls) & = 4.22 (d, J=2.4, 2H), 3.74 — 3.67 (m, 6H), 3.41 (t,
J=5.1, 2H), 2.44 ppm (t, J=2.4, 1H).

13C NMR (101 MHz, CDCls) § = 79.50, 74.54, 70.45, 70.01, 69.12, 58.44, 50.63 ppm.

HRMS (ESI) m/z ber. fir CsH1:N3O; [2M+Na]* 361.1595, gef. 361.1593.

5.4.12 Darstellung von 3-(2-(2-Aminoethoxy)ethoxy)propin (109)%

H2N /\/O\/\O/\\\

Zu einer Losung von Verbindung 108 (595 mg, 3.52 mmol, 1.0 Ag.) in THF (9 mL)
werden Triphenylphosphan (1.1 g, 4.22 mmol, 1.2 Aqg.) und H,O (76 pL, 4.22 mmol,
1.2 Aq.) gegeben. Der Reaktionsansatz wird tiber Nacht geriihrt und die Losungsmittel
anschliefend unter vermindertem Druck entfernt. Die sdulenchromatographische
Aufarbeitung (DCM:MeOH 9:1 - DCM:MeOH:Et;N 9:1:1) des Ruckstands liefert
Verbindung 109 mit einer Ausbeute von 362 mg (72 %) als braunes Ol.

Rf=0.27 (DCM:MeOH:Et;N 90:10:1).
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'H NMR (400 MHz, CDCls) & = 4.22 (d, J=2.4, 2H), 3.74 — 3.69 (m, 2H), 3.69 — 3.63
(m, 2H), 3.52 (t, J=5.2, 2H), 2.88 (t, J=5.2, 2H), 2.44 (t, J=2.4, 1H), 1.58 ppm (s, 2H).

3C NMR (101 MHz, CDCl3) 6 = 79.53, 74.50, 73.35, 70.05, 69.02, 58.35, 41.69 ppm.

MS (ESI) m/z ber. fiir C;H1sNO, [M+H]" 144.1, gef. 144.0.

5.4.13 Darstellung von Disulfid 110

O
2

Zu einer L6ésung von NHS-Ester 104 (233 mg, 1.2 mmol, 0.5 Ag.) in trockenem DMF
(11 mL) wird Alkin 109 (165 mg, 2.3 mmol, 1.0 Aqg.) portionsweise zugegeben. Der
Reaktionsansatz wird tber Nacht geriihrt und das Losungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt. Die saulenchromatographische Aufarbeitung (DCM:MeOH 9:1) des
Ruckstands liefert Verbindung 110 mit einer Ausbeute von 239 mg (86 %) als leicht
gelben Feststoff.

Rt =0.52 (DCM:MeOH 10:1).

'H NMR (400 MHz, CDs0D) & = 4.20 (d, J=2.4, 4H), 3.70 — 3.66 (m, 4H), 3.64 — 3.61
(m, 4H), 3.54 (t, J=5.5, 4H), 3.37 (t, J=5.5, 4H), 2.95 (t, J=7.1, 4H), 2.86 (t, J=2.4,
2H), 2.61 ppm (t, J=7.1, 4H).

13C NMR (101 MHz, CD;OD) & = 173.78, 80.51, 76.06, 71.06, 70.54, 70.18, 59.11,
40.43, 36.43, 35.10 ppm.

HRMS (ESI) m/z ber. fiir CooH3:N,06S, [M+Na]" 483.1594, gef. 483.1591.

5.4.14 Darstellung von Thiol 111

0]
/\)k O
HS N 07N
Zu einer Lésung von Verbindung 110 (50.0 mg, 0.11 mmol, 1.0 Ag.) in ACN/H,0
(1 mL/1 mL) werden Kaliumcarbonat-Lésung (0.2 M, 500 pL) und DTT (33.5 mg,
0.22 mmol, 2.0 Ag.) gegeben. Der Reaktionsansatz wird 30 Minuten geriihrt und

anschlieBend unter vermindertem Druck zur Trockne eingeengt. Der so erhaltene
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Rickstand wird in MeOH (8 mL) aufgenommen, mittels Spritzenfilter filtriert und
erneut unter  vermindertem Druck zur  Trockne eingeengt. Die
sédulenchromatographische Aufarbeitung (DCM:MeOH 40:1) des Ruckstands liefert
Verbindung 111 mit einer Ausbeute von 30 mg (59 %) als weillen Feststoff. Die

Substanz wird direkt weiter umgesetzt.
Rf = 0.24 (DCM:MeOH 40:1).

'H NMR (400 MHz, CDsOD) 5 = 4.19 (d, J=2.4, 2H), 3.70 — 3.65 (m, 2H), 3.65 — 3.60
(m, 2H), 3.54 (t, J=5.5, 2H), 3.37 (t, J=5.4, 2H), 2.88 — 2.84 (m, 1H), 2.74 (t, J=7.0,
2H), 2.63 (d, J=6.2, 1H), 2.50 ppm (t, J=6.8, 2H).

3C NMR (101 MHz, CD;0OD) & = 173.88, 80.48, 76.03, 71.04, 70.56, 70.15, 59.09,
40.99, 40.34, 21.08 ppm.

HRMS (ESI) m/z ber. fiir C1oH17NO3S [M+Na]* 254.0821, gef. 254.0820.

5.4.15 Darstellung von Click-Tubugi 112

Ph
(\ P \/(/(')ic( i MH N P
~_N, N ~__N S N o)
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Zu einer Losung von frisch hergestelltem Thiol 111 (1.5 mg, 6.5 umol, 1.2 Ag.) in
trockenem MeOH (100 puL) wird Tubugi-SSPy 101 (5.4 mg, 5.4 umol, 1.0 Aq.)
gegeben. Der Reaktionsansatz wird 10 Minuten geruhrt und das L&sungsmittel
anschlieBend im Stickstoffstrom entfernt. Die sdulenchromatographische Aufarbeitung
(DCM:MeOH 40:1 - 30:1) des Riickstands liefert Verbindung 112 mit einer Ausbeute
von 2.1 mg (35 %) als weiRen Feststoff.

R = 0.42 (DCM:MeOH 10:1).

'H NMR (600 MHz, CD30D) & = 8.08 (s, 1H), 7.21 — 7.19 (m, 3H), 7.17 — 7.11 (m,
2H), 6.37 — 6.33 (M, 1H), 4.81 — 4.73 (m, 1H), 4.64 — 4.56 (m, 1H), 4.44 — 4.38 (m,
1H), 4.32 — 4.26 (m, 1H), 4.22 — 4.16 (m, 2H), 3.81 — 3.72 (m, 1H), 3.69 — 3.59 (m,
6H), 3.59 — 3.49 (m, 4H), 3.43 — 3.33 (m, 3H), 3.16 — 3.08 (m, 1H), 2.99 — 2.91 (m,
3H), 2.89 — 2.79 (m, 5H), 2.65 — 2.57 (M, 1H), 2.53 — 2.42 (m, 2H), 2.32 — 2.25 (m,
1H), 2.20 (d, J=10.4, 2H), 2.15 (s, 2H), 2.06 — 1.85 (m, 2H), 1.80 — 1.51 (m, 6H), 1.48 —
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1.40 (m, 1H), 1.34 — 1.26 (m, 12H), 1.11 — 1.05 (m, 5H), 0.97 (d, J=6.7, 2H), 0.90 —
0.84 (m, 7H), 0.80 — 0.74 ppm (m, 3H).

C NMR (151 MHz, CDs;0D) & = 178.71, 175.80, 173.84, 172.15, 171.86, 171.21,
171.16, 163.26, 150.60, 139.60, 130.50, 129.38, 127.43, 125.38, 80.56, 76.13, 71.12,
70.60, 70.21, 59.16, 42.66, 40.59, 40.48, 40.02, 39.57, 38.94, 38.57, 37.47, 37.23,
36.70, 35.26, 32.66, 31.85, 31.65, 31.60, 31.22, 31.17, 30.80, 26.15, 24.29, 21.16,
21.00, 20.95, 20.17, 20.14, 19.17, 16.49, 16.41, 14.19, 10.79, 10.74 ppm.

HRMS (ESI) m/z ber. fir CssHasNgO10Ss [M+H]* 1115.5702, gef. 1115.5668.

5.4.16 Darstellung von 3-Azidopropanol (119)

Ny~ > OH

Zu einer Losung von 3-Brompropanol (11.4 g, 82.1 mmol, 1.0 Ag.) in H,O (200 mL)
werden Tetrabutylammoniumhydrogensulfat (557 mg, 1.64 mmol, 0.02 Ag.) sowie
Natriumazid (10.7 g, 164.2 mmol, 2.0 Ag.) gegeben und der Reaktionsansatz wird tiber
Nacht bei 80 °C geruhrt. Die Mischung wird auf Raumtemperatur gekihlt und nach
Zugabe eine gesattigte Natriumhydroxid-Losung (0.2 mL) wird mit Et,O (4x 200 mL)
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Gber Natriumsulfat getrocknet,
filtriert und unter vermindertem Druck zur Trockne eingeengt. Verbindung 119 wird
mit einer Ausbeute von 7.3 g (88 %) als farbloses Ol erhalten und ohne weitere

Reinigung im nédchsten Schritt eingesetzt.

'H NMR (400 MHz, CD;0D) & = 3.62 (t, J=6.4, 2H), 3.40 (t, J=6.8, 2H), 1.81 —
1.72 ppm (m, 2H).

13C NMR (101 MHz, CD;0D) & = 59.73, 48.82, 32.70 ppm.

5.4.17 Darstellung von p-Toluolsulfonsdure-(3-azidopropyl)ester (120)

Ns/\/\OTos

Zu einer Losung von Verbindung 119 (7.2 g, 71.2 mmol, 1.0 Ag.) in trockenem DCM
(150 mL) werden bei 0 °C p-Toluolsulfonsaurechlorid (14.9 g, 78.3 mmol, 1.1 Aqg.) und
DMAP (50.0 mg, 0.41 mmol, 0.006 Aq) gegeben. Pyridin (8.6 mL, 106.8 mmol,
1.5 Aqg.) wird tropfenweise zugesetzt und das Kihlbad anschlieRend entfernt. Der
Reaktionsansatz wird iber Nacht bei Raumtemperatur gerthrt und H,O (150 mL) wird

zugegeben. Nach 10 Minuten werden die Phasen getrennt und die organische Phase
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wird mit Salzsdure (2 M, 150 mL), H,O (150 mL), erneut Salzséure (2 M, 150 mL),
geséttigter Natriumhydrogencarbonat-Ldsung (150 mL) und geséttigter
Natriumchlorid-Losung (150 mL) gewaschen. Die organische Phase wird Uber
Natriumsulfat getrocknet, filtriert und unter vermindertem Druck zur Trockne
eingeengt. Verbindung 120 wird mit einer Ausbeute von 10.2 g (56 %) als farbloses Ol
erhalten und ohne weitere Reinigung im néchsten Schritt eingesetzt.

R = 0.25 (n-Hexan:EtOAc 4:1).

'H NMR (400 MHz, CDCl3) 8 = 7.84 — 7.75 (m, 2H), 7.40 — 7.34 (m, 2H), 4.11 (t,
J=6.0, 2H), 3.38 (t, J=6.5, 2H), 2.45 (s, 3H), 1.93 — 1.85 ppm (m, 2H).

3C NMR (101 MHz, CDCls) & = 145.00, 132.72, 129.90, 127.87, 66.95, 47.25, 28.42,
21.62 ppm.

HRMS (ESI) m/z ber. fiir C1oH13N305S [M+Na]* 278.0570, gef. 278.0569.

5.4.18 Darstellung von N,N*Di-Boc-1,3-Diaminopropan (122)

BocHN~ " “NHBoc

Zu einer Losung von Natriumhydroxid (3.2 g, 79.2 mmol, 3.0 Ag.) in H,O (280 mL)
werden 1,3-Diaminopropan (2.2 mL, 26.4 mmol, 1.0 Ag.) und THF (80 mL) gegeben.
Die Losung wird auf 0 °C gekihlt und Di-tert-butyldicarbonat (17.6 g, 79.2 mmol,
3.0Aq.) wird zugegeben. Nach 15 Minuten wird das Kiihlbad entfernt. Der
Reaktionsansatz wird ber Nacht bei Raumtemperatur gerthrt, mit Salzséure (3 M) auf
einen pH-Wert von 2 eingestellt und mit EtOAc (3x 100 mL) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden (ber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und unter
vermindertem Druck zur Trockne eingeengt. Die sdulenchromatographische
Aufarbeitung (n-Hexan:EtOAc 7:1 - 1:1) des Rickstands liefert Verbindung 122 mit

einer Ausbeute von 6.6 g (92 %) als weilRen Feststoff.
R¢ = 0.49 (n-Hexan:EtOAc 3:7).

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & = 4.91 (br s, 2H), 3.22 — 3.12 (m, 4H), 1.65 — 1.57 (m,
2H), 1.44 ppm (s, 18H).

13C NMR (101 MHz, CDCs) 5 = 156.28, 79.14, 37.27, 30.67, 28.38 ppm.

HRMS (ESI) m/z ber. fiir C13H26N,04 [M+Na]* 297.1785, gef. 297.1783.
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5.4.19 Darstellung von Azid 123

N3/\/\ITJ/\/\NHBOC
Boc

Zu einer Losung von N,N°-Di-Boc-1,3-Diaminopropan (122, 537 mg, 1.96 mmol,
5.0 Aqg.) in trockenem DMF (12 mL) wird unter Stickstoffatmosphare Natriumhydrid
(60 % in Mineralol, 78 mg, 1.96 mmol, 5.0 Ag.) gegeben. Nach 30 Minuten wird eine
Losung von Verbindung 120 (100 mg, 0.39 mmol, 1.0 Aq.) in trockenem THF (3 mL)
zugegeben. Nach weiteren 5 Minuten werden gesattigte Natriumchlorid-L6ésung
(50 mL) und H,0O (50 mL) zugegeben. Die Mischung wird auf Raumtemperatur gekuhlt
und mit DCM (8x 80 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber
Natriumsulfat  getrocknet,  filtriert und zur  Trockne eingeengt. Die
sédulenchromatographische Aufarbeitung (DCM:MeOH 40:1) des Rickstands liefert
Verbindung 123 mit einer Ausbeute von 36 mg (26 %) als farbloses Ol.

Rf=0.75 (DCM:EtOAC 4:1).

'H NMR (400 MHz, CDCls) & = 3.35 — 3.19 (m, 6H), 3.16 — 3.06 (m, 2H), 1.85 — 1.76
(m, 2H), 1.72 — 1.62 (m, 2H), 1.47 (s, 9H), 1.44 ppm (s, 9H).

3C NMR (101 MHz, CDCls) & = 155.95, 79.91, 77.19, 50.76, 49.01, 44.34, 28.37 ppm.

HRMS (ESI) m/z ber. fir CgHsiNsOs [M+Na]* 380.2268, gef. 380.2265.

5.4.20 Darstellung von N,N*-Di-Boc-Norspermidin (117)

HZN/\/\E/\/\NHBOC
ocC

Zu einer LOsung von Verbindung 123 (370 mg, 1.0 mmol)) in MeOH (10 mL) wird
Pd(OH)./C (20 % Pd(OH),, 15 mg) gegeben. Die Reaktionsmischung wird Gber Nacht
unter Wasserstoffatmosphare gerthrt und anschlieBend unter Verwendung von Celite
filtriert. Der Filterkuchen wird intensiv mit MeOH gewaschen und das Lésungsmittel
wird unter vermindertem Druck entfernt. Das so erhaltene Rohprodukt wird ohne

weitere Aufarbeitung im ndchsten Schritt eingesetzt.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & = 3.30 — 3.17 (m, 3H), 3.13 — 3.05 (m, J=11.0, 2H), 2.72
—2.65 (m, 1H), 1.71 — 1.60 (m, 4H), 1.46 (s, 9H), 1.44 ppm (s, 9H).

3C NMR (101 MHz, CDCls) & = 156.01, 155.53, 79.60, 78.82, 77.19, 74.38, 43.89,
43.58, 39.41, 37.33, 32.49, 31.83, 28.79, 28.37 ppm.
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HRMS (ES') m/z ber. flr CleH33N304 [l\/l'i'H]+ 332.2544, g9f 332.2539.

5.4.21 Darstellung von Disulfid 124

(0]
%S/\)J\H/\/\N/\/\NHBOC
Boc
2

Zu einer L6sung von N,N -Di-Boc-Norspermidin (121, 305 mg, 0.92 mmol, 1.0 Ag.) in
trockenem DMF (11 mL) wird NHS-Ester 104 (186 mg, 0.46 mmol, 0.5 Aq.) gegeben.
Der Reaktionsansatz wird (ber Nacht gerthrt und das L&sungsmittel unter
vermindertem  Druck entfernt. Die saulenchromatographische Aufarbeitung
(DCM:MeOH 10:1) des Rickstands liefert Verbindung 124 mit einer Ausbeute von
293 mg (76 %) als farbloses Ol.

Rt =0.44 (DCM:MeOH 10:1).

'H NMR (600 MHz, CDs0D) & = 3.32 — 3.29 (m, 2H), 3.25 — 3.20 (m, 6H), 3.18 (t,
J=6.9, 4H), 3.03 (t, J=6.8, 4H), 2.99 (s, 2H), 2.95 (t, J=7.1, 4H), 2.86 (s, 2H), 2.60 (t,
J=7.1, 4H), 1.76 — 1.65 (m, 8H), 1.46 (s, 18H), 1.43 ppm (s, 18H).

3C NMR (151 MHz, CD3;0D) & = 173.55, 164.82, 158.38, 157.38, 81.09, 79.93, 46.19,
45.70, 38.91, 36.94, 36.45, 34.97, 31.64, 28.81, 28.75 ppm.

HRMS (ESI) m/z ber. fir CssH7sNgO10S> [M+Na]* 859.4644, gef. 859.4634.

5.4.22 Darstellung von Thiol 125

0]

|
H Boc

Zu einer Losung von Verbindung 124 (60 mg, 72 umol, 1.0 Ag.) in ACN/H,O
(1 mL/0.5 mL) werden Kaliumcarbonat-Losung (0.2 M, 500 puL) und DTT (22 mg,
143 umol, 2.0 Ag.) gegeben. Der Reaktionsansatz wird eine Stunde geriihrt und
anschlieBend unter vermindertem Druck zur Trockne eingeengt. Der so erhaltene
Rickstand wird in MeOH (3 mL) aufgenommen, mittels Spritzenfilter filtriert und
erneut unter  vermindertem Druck zur  Trockne eingeengt. Die
sdulenchromatographische Aufarbeitung (DCM:MeOH 60:1) des Rickstands liefert
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Verbindung 125 mit einer Ausbeute von 51 mg (84 %) als weillen Feststoff. Die

Substanz wird direkt weiter umgesetzt.
Rf=0.75 (DCM:MeOH 10:1).

'H NMR (400 MHz, CD;0D) & = 3.30 (s, 2H), 3.27 — 3.15 (m, 6H), 3.06 — 2.99 (m,
2H), 2.74 (t, J=6.7, 2H), 2.48 (t, J=6.8, 2H), 1.78 — 1.64 (m, 4H), 1.46 (s, 9H),
1.43 ppm (s, 9H).

3C NMR (101 MHz, CD30D) & = 173.74, 158.40, 157.41, 81.11, 79.95, 74.99, 54.79,
45.70, 41.06, 38.89, 38.08, 28.78, 28.72, 21.07 ppm.

HRMS (ESI) m/z ber. fiir C1gH37N305S [M+Na]* 442.2346, gef. 442.2345.

5.4.23 Darstellung von Tubugi-N,N‘Di-Boc-Norspermidin-Konjugat 126

Boc

Ph
S 0 _
N & N 2 N ~ g~ ~ N I oc
Y fH U
o Kfo S o) o)
HN\/\/

Zu einer Losung von frisch hergestelltem Thiol 125 (2.1 mg, 5 umol, 1.0 Ag.) in
trockenem MeOH (74.1 uL) wird Tubugi-SSPy 101 (5.0 mg, 0.5 umol, 1.0 Aqg.)
gegeben. Der Reaktionsansatz wird 25 Minuten geruhrt und das Losungsmittel
anschlieBend im Stickstoffstrom entfernt. Die sédulenchromatographische Aufarbeitung
(DCM:MeOH 30:1 - 20:1) des Riickstands liefert Verbindung 126 mit einer Ausbeute
von 3.2 mg (35 %) als weifen Feststoff.

R = 0.65 (DCM:MeOH 10:1).

'H NMR (600 MHz, CDs0D) & = 8.07 (s, 1H), 7.24 — 7.19 (m, 4H), 7.18 — 7.11 (m,
1H), 6.38 — 6.33 (m, 1H), 4.81 — 4.73 (M, 1H), 4.64 — 4.56 (m, 1H), 4.42 (t, J=9.3, 1H),
4.32 — 4.24 (m, 1H), 3.81 — 3.74 (m, 1H), 3.57 — 3.51 (m, 1H), 3.43 — 3.37 (m, 1H), 3.28
~3.24 (m, 1H), 3.24 — 3.18 (m, 4H), 3.18 — 3.09 (M, 3H), 3.02 (t, J=6.7, 2H), 2.98 —
2.93 (m, 3H), 2.91 — 2.77 (m, 4H), 2.63 — 2.57 (m, 3H), 2.49 — 2.42 (m, 1H), 2.32 — 2.25
(m, 1H), 2.20 (d, J=10.5, 3H), 2.15 (s, 3H), 2.14 — 2.08 (m, 1H), 2.04 — 1.84 (m, 4H),
1.81 — 1.51 (m, 13H), 1.45 (s, 9H), 1.42 (s, 9H), 1.37 — 1.27 (m, 8H), 1.11 — 1.05 (m,
6H), 0.99 — 0.96 (m, 3H), 0.91 — 0.84 (m, 7H), 0.78 — 0.74 ppm (m, 3H).
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C NMR (151 MHz, CDs;0D) & = 178.65, 175.76, 175.73, 173.63, 171.80, 171.17,
171.13, 163.21, 157.39, 150.57, 139.54, 130.45, 129.33, 127.39, 125.28, 81.11, 79.95,
71.41, 70.30, 56.62, 55.08, 54.99, 50.76, 49.82, 44.57, 44.44, 42.55, 40.54, 39.97,
39.55, 38.89, 38.49, 37.42, 37.19, 36.74, 35.25, 32.61, 31.62, 31.57, 31.17, 31.12,
30.76, 28.81, 28.75, 26.14, 25.64, 25.58, 24.26, 21.12, 20.96, 20.91, 20.12, 20.09,
19.16, 16.45, 16.37, 14.15, 10.74, 10.70 ppm.

HRMS (ESI) m/z ber. fir CesH10sN1001,Ss [M+Na]* 1303.7227, gef. 1303.7162.

5.4.24 Darstellung von Tubugi-Norspermidin-Konjugat 113 (TFA-Salz)

Ph
N (0] _
N T, N _ N V\S/ N TN 2
O . Kfo s 0 0
3 TFA

Eine Losung von Verbindung 126 (2.3 mg, 1.8 pumol) in einer Mischung aus DCM/TFA
(20/1 (v/v), 100 pL) wird fir 4 Stunden gerlhrt. AnschlieBend wird Toluol zugegeben
(500 pL) und der Reaktionsansatz im Stickstoffstrom zur Trockne eingeengt. Der
Ruckstand wird unter vermindertem Druck intensiv getrocknet. Verbindung 113 wird
mit einer Ausbeute von 1.9 mg (73 %) erhalten.

'H NMR (600 MHz, CDs0OD) & = 8.08 (s, 1H), 7.24 — 7.18 (m, 5H), 6.33 — 6.28 (m,
1H), 4.72 — 4.66 (m, 1H), 4.64 — 4.57 (m, 1H), 450 — 4.41 (m, 1H), 4.32 — 4.26 (m,
1H), 3.88 — 3.78 (m, 2H), 3.74 — 3.70 (m, 1H), 3.55 — 3.38 (m, 5H), 3.13 — 2.97 (m,
12H), 2.90 — 2.78 (m, 9H), 2.69 — 2.66 (M, 2H), 2.48 — 2.41 (m, 1H), 2.33 — 2.26 (m,
1H), 2.16 — 2.13 (m, 3H), 2.11 — 1.84 (m, 13H), 1.84 — 1.73 (m, 3H), 1.64 — 1.53 (m,
5H), 1.48 — 1.38 (m, 3H), 1.36 — 1.26 (m, 9H), 1.12 — 0.97 (m, 13H), 0.94 — 0.74 ppm
(m, 13H).

HRMS (ESI) m/z ber. fiir CssHaoN100sSs [M+Na]* 1103.6178, gef. 1103.6184.
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5.4.25 Darstellung von Cholsaure-NHS-Ester 131

o O

HOY

Zu einer Losung von Cholsaure (5.0 g, 12.2 mmol, 1.0 Ag.) in trocken DMF (100 mL)
werden EDC-HCI (3.5g, 12.2mmol, 1.0Ag.), N-Hydroxysuccinimid (2.1g,
18.3 mmol, 1.5 Ag.) und DMAP (147.0 g, 1.2 mmol, 0.1 Aq.) gegeben. Die Mischung
wird (ber Nacht gerihrt und EDC-HCI (700 mg, 3.7 mmol, 0.3 Ag.) sowie
N-Hydroxysuccinimid (400 mg, 3.4 mmol, 0.3 Ag.) werden erneut zugegeben. Die
Reaktionslosung wird fir 3 Tage gerihrt, in Eiswasser (300 mL) gegeben und filtriert.
Der Filterkuchen wird in DCM (100 mL) gel6st und die wassrige Phase mit DCM (3x
100 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit gesattigter
Natriumchlorid-Lésung (3x 100 mL) gewaschen, Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert
und unter vermindertem Druck zur Trockne eingeengt. Verbindung 131 wird mit einer
Ausbeute von 4.5 g (73 %) als weilRer Feststoff erhalten und ohne weitere Reinigung im
nachsten Schritt eingesetzt.

R =0.52 (DCM:MeOH 10:1).

'H NMR (300 MHz, CDsOD) & = 3.96 (s, 1H), 3.82 — 3.76 (m, 1H), 3.43 — 3.32 (m,
1H), 3.32 — 3.28 (m, 3H), 2.82 (s, 4H), 2.69 — 2.50 (M, 2H), 2.36 — 2.19 (m, 2H), 2.07 —
1.72 (m, 7H), 1.65 — 1.30 (m, 11H), 1.19 — 1.07 (m, 1H), 1.05 (d, J=6.3, 3H), 0.98 (d,
J=3.4, 1H), 0.92 (s, 3H), 0.73 ppm (s, 3H).

BC NMR (75 MHz, CD;0D) & = 171.88, 170.67, 73.98, 72.86, 69.02, 54.81, 47.97,
47.54, 43.18, 43.00, 41.01, 40.45, 36.48, 36.43, 35.89, 35.82, 31.94, 31.17, 29.56,
28.77, 28.56, 27.86, 26.47, 24.21, 23.16, 17.44, 12.98 ppm.

HRMS (ESI) m/z ber. fiir C;sHssNO; [M+Na]*, 528.2932, gef. 528.2932.
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5.4.26 Darstellung von Cholsaure-Derivat 132

HO™

Zu einer Losung von 2,2°-(Ethylendioxy)bis(ethylamin) (2.9 mL, 20.0 mmol, 5.0 Aq.)
in DCM (50 mL) wird eine Losung von Cholsédure-NHS-Ester 131 (2.0 g, 4.0 mmol,
1.0 Ag.) in DCM (50 mL) tropfenweise zugegeben. Der Reaktionsansatz wird Uber
Nacht gerthrt und das LoOsungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der so
erhaltene Rickstand wird in H,O (50 mL) gelést und mit DCM (10x 100 mL)
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber Natriumsulfat getrocknet,
filtriert und unter vermindertem Druck zur Trockne eingeengt. Verbindung 132 wird
mit einer Ausbeute von 1.2 g (55 %) als weiBer Feststoff erhalten und ohne weitere

Reinigung im néchsten Schritt eingesetzt.
Rf=0.64 (DCM:MeCOH 3:2).

'H NMR (400 MHz, CD30D) 6 = 3.97 — 3.92 (m, 1H), 3.82 — 3.75 (m, 1H), 3.65 — 3.60
(m, 5H), 3.57 — 3.49 (m, 5H), 3.40 — 3.32 (m, 3H), 3.32 — 3.28 (m, 1H), 2.79 (t, J=5.3,
2H), 2.32 — 2.20 (m, 3H), 2.17 — 2.06 (m, 1H), 2.04 — 1.70 (m, 8H), 1.68 — 1.49 (m,
6H), 1.46 — 1.24 (m, 5H), 1.16 — 1.06 (m, 1H), 1.02 (d, J=6.3, 3H), 1.00 — 0.93 (m, 1H),
0.91 (s, 3H), 0.70 ppm (s, 3H).

3C NMR (101 MHz, CDs;0D) & = 176.86, 73.96, 73.36, 73.29, 72.82, 71.29, 71.25,
70.61, 68.96, 47.99, 47.45, 43.16, 42.97, 42.03, 40.99, 40.43, 40.29, 36.92, 36.48,
35.87, 34.03, 33.30, 31.16, 29.58, 28.71, 27.84, 24.22, 23.19, 17.72, 13.02 ppm.

HRMS (ESI) m/z ber. fiir CaoHssN,Og [M+H]* 539.4055, gef. 539.4046.
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5.4.27 Darstellung von Disulfid 133

— —2

Zu einer Losung von Cholsaure-Derivat 132 (700 mg, 1.30 mmol, 2.0 Ag.) in
DCM/DMF (10 mL/5 mL) wird NHS-Ester 104 (263 mg, 0.65 mmol, 1.0 Ag.) gegeben.
Der Reaktionsansatz wird (ber Nacht gerthrt und das L&sungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Die sdulenchromatographische Aufarbeitung
(DCM:MeOH 7:1 - 4:1) des Riickstands liefert Verbindung 133 mit einer Ausbeute
von 418 mg (51 %) als weilien Feststoff.

Rf=0.71 (DCM:MeOH 5:1).

'H NMR (400 MHz, CD;0D) & = 3.97 — 3.92 (m, 2H), 3.81 — 3.76 (m, 2H), 3.62 (s,
10H), 3.54 (q, J=5.4, 8H), 3.41 — 3.32 (m, 10H), 3.32 — 3.27 (m, 2H), 2.95 (t, J=7.1,
4H), 2.62 (t, J=7.1, 4H), 2.32 — 2.21 (m, 6H), 2.16 — 2.07 (m, 2H), 2.03 — 1.71 (m,
16H), 1.68 — 1.49 (m, 13H), 1.45 — 1.27 (m, 11H), 1.14 — 1.07 (m, 2H), 1.03 (d, J=6.3,
6H), 0.98 (d, J=3.1, 1H), 0.91 (s, 6H), 0.71 ppm (s, 6H).

3C NMR (101 MHz, CDs0D) & = 176.89, 173.73, 73.98, 72.84, 71.31, 70.65, 70.56,
68.98, 48.03, 47.48, 43.17, 42.99, 41.00, 40.41, 40.30, 36.95, 36.49, 36.40, 35.89,
35.04, 34.10, 33.32, 31.17, 29.59, 28.74, 27.86, 24.25, 23.21, 17.77, 13.06 ppm.

HRMS (ESI) m/z ber. fiir CgsH114N4O14S, [M+H]* 1251.7846, gef. 1251.7862.

5.4.28 Darstellung von Thiol 134
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Zu einer Losung von Verbindung 133 (50.0 mg, 39.9 umol, 1.0 Ag.) in ACN/H,0
(1 mL/1 mL) werden Kaliumcarbonat-Losung (0.2 M, 500 pL) und DTT (24.6 mg,
0.16 mmol, 4.0 Ag.) gegeben. Der Reaktionsansatz wird 20 Minuten gerithrt und
anschlieBend  unter  vermindertem  Druck zur  Trockne eingeengt. Die
sédulenchromatographische Aufarbeitung (DCM:MeOH 20:1 - 10:1 - 7:1) des
Riickstands liefert Verbindung 134 mit einer Ausbeute von 33 mg (66 % bezogen auf

den Umsatz) als farbloses Ol. Die Substanz wird direkt weiter umgesetzt.
Rf=0.31 (DCM:MeOH 10:1).

'H NMR (400 MHz, CD30D) & = 3.97 — 3.91 (m, 1H), 3.83 — 3.74 (m, 1H), 3.62 (s,
4H), 3.58 — 3.51 (m, 4H), 3.41 — 3.33 (m, 5H), 3.32 — 3.27 (m, 1H), 2.96 (dd, J=15.4,
8.3, 1H), 2.74 (t, J=6.8, 1H), 2.62 (t, J=7.1, 1H), 2.50 (t, J=6.8, 1H), 2.32 — 2.21 (m,
3H), 2.17 — 2.08 (m, 1H), 2.04 — 1.71 (m, 7H), 1.69 — 1.49 (m, 6H), 1.46 — 1.24 (m,
5H), 1.15 — 1.07 (m, 1H), 1.03 (d, J=6.3, 3H), 0.98 (d, J=2.9, 1H), 0.91 (s, 3H),
0.71 ppm (s, 3H).

BC NMR (101 MHz, CDs0D) & = 176.92, 173.95, 73.99, 72.85, 71.29, 70.64, 70.59,
69.00, 49.27, 48.04, 47.48, 43.18, 42.99, 41.00, 40.45, 40.30, 36.93, 36.48, 35.88,
35.07, 34.10, 33.31, 31.17, 29.58, 28.71, 27.87, 24.22, 23.17, 21.13, 17.75, 13.02 ppm.

HRMS (ESI) m/z ber. fir Ca3HssN,0;S [M+Na]* 649.3857, gef. 649.3845.

5.4.29 Darstellung von Tubugi-Cholsaure-Konjugat 135

Zu einer Losung von frisch hergestelltem Thiol 134 (1.8 mg, 2.8 ymol, 1.0 Aq.) in
MeOH (100 pL, 10 min mit Stickstoff gespult) wird unter Stickstoffatmosphére eine
Lésung von Tubugi-SSPy 101 (2.8 mg, 2.8 pmol, 1.0 Ag.) in MeOH (100 pL, 10 min
mit Stickstoff gesplilt) gegeben. Der Reaktionsansatz wird 20 Minuten geriihrt und das
Losungsmittel anschlieBend im Stickstoffstrom entfernt. Die saulenchromatographische
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Aufarbeitung (DCM:MeOH 20:1 -> 10:1 -> 7:1) des Rickstands liefert
Verbindung 135 mit einer Ausbeute von 4.0 mg (94 %) als weil3en Feststoff.

'H NMR (600 MHz, CD30D) & = 8.08 (s, 1H), 7.24 — 7.10 (m, 5H), 4.77 — 4.71 (m,
1H), 4.62 — 4.56 (m, 1H), 4.46 — 4.40 (m, 1H), 4.32 — 4.26 (m, 1H), 3.96 — 3.93 (m,
1H), 3.81 — 3.77 (m, 2H), 3.63 — 3.59 (m, 5H), 3.56 — 3.51 (m, 5H), 3.38 — 3.33 (m,
6H), 2.95 (t, J=7.2, 2H), 2.85 — 2.78 (m, 3H), 2.63 — 2.59 (m, 2H), 2.46 — 2.40 (m, 3H),
2.32 —2.22 (m, 5H), 2.14 — 2.08 (m, 1H), 2.02 — 1.73 (m, 15H), 1.67 — 1.50 (m, 13H),
1.44 — 1.37 (m, 6H), 1.34 — 1.28 (m, 18H), 1.12 — 1.05 (m, 6H), 1.02 (d, J=6.4, 3H),
1.00 - 0.97 (m, 3H), 0.92 — 0.84 (m, 12H), 0.79 — 0.75 (m, 2H), 0.71 ppm (s, 3H).

3C NMR (151 MHz, CD;0OD) & = 178.67, 176.95, 173.82, 172.01, 171.80, 163.20,
150.58, 139.56, 130.46, 129.36, 127.41, 125.36, 74.02, 72.88, 71.33, 70.67, 70.59,
69.03, 56.46, 55.21, 50.79, 49.85, 49.57, 48.09, 47.51, 43.92, 43.21, 43.02, 42.63,
41.03, 40.53, 40.47, 40.43, 40.32, 39.96, 39.55, 38.90, 38.50, 37.43, 37.20, 36.96,
36.66, 36.50, 35.91, 35.88, 35.25, 34.15, 33.34, 33.07, 32.61, 31.81, 31.19, 31.12,
30.77, 30.64, 30.47, 29.60, 28.75, 27.89, 25.64, 25.49, 25.32, 24.25, 23.73, 23.19,
21.11, 20.96, 20.91, 20.12, 19.14, 17.78, 16.45, 16.35, 14.43, 14.16, 13.05, 10.81,
10.76 ppm.

HRMS (ESI) m/z ber. fir C-gH127NgO14Ss [M+H+Na]?* 766.9315, gef. 766.9309.

5.4.30 Darstellung von Tubugi-NPY-Konjugat 138

HN—Y-R-P-R-T-I-L-N-I-Y-H-R-L-A-S-Y-Y-R-A-L-D-E-A-P-A-D-E-G-P-F-D-P-K-S-P-Y-H

Zu einer Loésung von Tubugi-SSPy 101 (1 mg, 1 umol, 1.0 Ag.) in trockenem MeOH
(100 pL, 10 min mit Stickstoff gespuilt) wird unter Argonatmosphare eine Ldsung von
,,CytoPep* 137 (4.4 mg, 1 umol, 1.0 Ag.) in MeOH (100 pL, 10 min mit Stickstoff
gesplilt) gegeben. Der Reaktionsansatz wird 1.5 Stunden geriihrt und das Lésungsmittel
anschliefend im Stickstoffstrom entfernt. Die Aufarbeitung des Rickstands mittels
RP-HPLC (150 mm x 20 mm YMC ODS-A, (ACN(A):H,O(B)) + 0.1 % TFA, grd.
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60 % A >30min >30% A > 1min > 100 % A (5 min), 14 mL/min, 220 nm) liefert
Verbindung 138 mit einer Ausbeute von 1.8 mg (34 %) als weil3en Feststoff.

tr=13.3 min.

HRMS (ESI) m/z ber. fir CossHassNg2064S3 [M+7H]™* 759.6731, gef. 759.6727.

5.4.31 Darstellung von Tubugi-SH 139
N/\[( //¢ J)J\ MNwSH

Zu einer Losung von Tubugi-SSPy 101 (3.9 mg, 3.9 umol, 1.0 Ag.) in ACN/H,O
(150 pL/75 pL) werden Kaliumcarbonat-Losung (0.2 M, 50 uL) und DTT (1.0 mg,
6.0 umol, 1.5Aq.) gegeben. Der Reaktionsansatz wird 25 Minuten geriihrt und
anschlieBend  unter  vermindertem Druck zur Trockne eingeengt. Die
sédulenchromatographische Aufarbeitung (DCM:MeOH 40:1) des Rickstands liefert
Verbindung 139 mit einer Ausbeute von 2.4 mg (68 %) als weil3en Feststoff.

Rt =0.64 (DCM:MeOH 10:1).

'H NMR (600 MHz, CDs0OD) & = 8.06 (s, 1H), 7.23 — 7.18 (m, 4H), 7.16 — 7.10 (m,
1H), 6.35 (d, J=11.6, 1H), 4.63 — 4.56 (m, 1H), 4.45 — 4.38 (m, 1H), 4.31 — 4.25 (m,
1H), 3.82 - 3.74 (m, 1H), 3.63 (s, 1H), 3.51 — 3.45 (m, 6H), 3.05 — 3.00 (m, 4H), 2.90 —
2.81 (m, 9H), 2.67 — 2.57 (m, 2H), 2.24 — 2.20 (m, 1H), 2.16 — 2.14 (m, 1H), 1.64 — 1.52
(m, 5H), 1.34 — 1.28 (m, 5H), 1.10 — 1.05 (m, 6H), 0.99 — 0.96 (m, 3H), 0.93 — 0.84 (m,
9H), 0.80 — 0.73 ppm (m, 3H).

C NMR (151 MHz, CDs;0D) & = 178.69, 175.73, 172.10, 171.76, 171.13, 163.19,
150.56, 139.54, 134.47, 130.42, 129.91, 129.48, 129.31, 127.38, 114.94, 71.57, 56.64,
54.99, 50.83, 50.39, 44.47, 44.43, 43.94, 42.60, 41.79, 40.57, 32.61, 31.81, 31.12,
30.77, 24.55, 24.20, 21.11, 20.89, 20.09, 19.17, 14.12 ppm.

HRMS (ESI) m/z ber. fiir CsH71N70+S, [M+H]" 886.4929, gef. 886.4926.
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6  Zusammenfassung

Bei den Tubulysinen handelt es sich um Naturstoffe mit herausragender zytotoxischer
Aktivitdt. Zur Darstellung dieser Tetrapeptide sind einfallsreiche Losungsansétze
gefordert. Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit neu eingefuihrten Syntheserouten fur
die  ungewohnlichen ~ Aminosauren  N-Boc-Tubuvalinmethylester (17a) und
Tubutyrosin (28a) ermdglichten die erste Totalsynthese von natiirlichem Tubulysin B.

Das neu vorgestellte artifizielle Tubulysin-Derivat 34 (,,Diethyl-Tubulysin®) verfiigt
uber die wesentlichen Strukturmerkmale der naturlichen Tubulysine, wenn auch in teils
vereinfachter Form. Diese Verbindung kombiniert die Vorteile einer schnellen und
unkomplizierten Darstellung mit einer herausragenden zytotoxischen Aktivitat.

Weiterhin wurden zwei Varianten einer von Grund auf neuen Syntheseroute zur
Darstellung der bereits bekannten, hochaktiven Tubulysin-Derivate ,,Tubugis®
entwickelt. Diese Methode stellt vor allem durch eine gute Reproduzierbarkeit und die
effiziente Produktion grofierer Materialmengen eine deutliche Verbesserung gegeniber
der bekannten Vorschrift dar. Erst diese neue Synthesestrategie ermdglicht zum einen
die Darstellung von Tubugi-Konjugaten mit beispielsweise Targeting-Komponenten
und bildet zum anderen die Grundlage fir die Synthese der neuartigen
Tubugi-Dolastatin-Chimaren 70 und 82. Bei diesen Chimdren wurde das
Tubuvalin-Fragment der Tubugis, welches bisher nur Gber anspruchsvolle
Syntheserouten zuganglich ist, durch die einfach darzustellende Val-Pro-Pro-Einheit,
dem zentralen Baustein des Zytostatikums Dolastatin 15 (69), ersetzt.

Daruiber hinaus wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit erste Tubugi-Konjugate
mit Norspermidin (91) und Rhodamin B (92) synthetisiert. Diese ,,nicht-spaltbaren*
Konjugate konnten in den bisher durchgefiihrten biologischen Tests nicht tberzeugen.
Ein vielseitiges Konzept wurde entwickelt, um ausgehend von Thiol-, Amin- oder auch
Azid-funktionalisierten ~ Targeting-Komponenten  direkt ~ und  unkompliziert
Disulfid-verbriickte und damit spaltbare Tubugi-Konjugate aufzubauen. Konjugate mit
Norspermidin (113), mit Cholsdaure (135) und mit Neupropeptid Y (138) konnten auf
diese Weise synthetisiert werden. Die intakten Konjugate (vor Spaltung der
Disulfidbriicke) weisen eine stark verminderte Zytotoxizitat auf. Durch diese temporare
,Maskierung“, verbunden mit der bevorzugten Anreicherung der Konjugate im zu
behandelnden Gewebe, sollte es so moglich sein, das enge therapeutische Fenster der
Tubugis signifikant zu erweitern.
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7 Abstract

Tubulysins are natural products showing an outstanding cytotoxic activity against
various cancer cell lines. The synthesis of these tetrapeptides requires inventive
approaches. Procedures for the synthesis of N-boc-tubuvalin methyl ester (17a) and
tubutyrosine (28a) introduced in the present work, led to the first total synthesis of

tubulysin B.

The new artificial tubulysin derivative 34 (“diethyl-tubulysin) contains all the essential
structural elements of the natural tubulysins, slightly simplified in some cases. It

combines an easy and straightforward production with an outstanding cytotoxic activity.

Furthermore two new approaches for the synthesis of the highly active tubulysin
derivatives “tubugis” were developed. These convenient methods outperform the known
procedure due to their good reproducibility and their effective production of large
amounts of material. They allow the further modification of the active substance, such
as the conjugation with targeting components for the guided enrichment in cancerous
tissue. Also the synthesis of novel tubugi-dolastatin-chimaeras 70 and 82 are based on
these new strategies. Herein, the difficult to synthesize tubuvalin building block of the
tubugis is replaced by the easy to produce Val-Pro-Pro tripeptide, which forms the

central part of the well-known cytostatic agent dolastatin 15 (69).

First tubugi conjugates with norspermidine (91) and rhodamine B (92) were synthesized
successfully within the scope of the present work. These “non-cleavable” conjugates
performed low in biological assays with different cancer cell lines. Subsequently a
versatile concept for the simple and straightforward synthesis of disulfide containing
(and therefore cleavable) tubugi conjugates, starting from thiol-, amine- or
azide-functionalized targeting components, was developed. Applying this method, the
first cleavable tubugi conjugates with norspermidine (113), cholic acid (135) and
neuropeptide Y (138) were synthesized. The intact conjugates (before the disulfide
bridge is cleaved) show a distinctly decreased cytotoxicity. This temporary “masking”
in combination with the guided enrichment of the conjugates in the cancerous tissue
should contribute significantly to the extension of the tight therapeutic window of the

tubugis.
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9  Abkiirzungsverzeichnis

4CR four component reaction

ACN Acetonitril

ag. Aqgua

Aux* chirales Auxiliar

ber. Berechnet

Bn Benzyl

Boc tert-Butyloxycarbonyl

CBS Corey Bakshi Shibata

Cbz Benzyloxycarbonyl

CDP S-Cyclodextrin Polymer

CuAAC kupferkatalysierte Azid-Alkin-Cycloaddition
DAPI 4’ 6-Diamidin-2-phenylindol

DCC N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid

DCM Dichlormethan

DEPBT 3-(Diethoxyphosphoryloxy)-1,2,3-benzotriazin-4(3H)-on
DIC N,N’-Diisopropylcarbodiimid

DIPEA N,N-Diisopropylethylamin

DMAP 4-(Dimethylamino)-pyridin

DMF N,N-Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

DNS Desoxyribonukleinséure

DTT Dithiothreitol

EDC 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid

ESI Elektrosprayionisation
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Fmoc
FR
FTICR
gef.

Gl

grd.

HATU

HBTU

HOAt
HOBt
HPLC
HRMS
HYD

HZI

KHMDS
MCR
MDP
MDR
MeOH
MRNA
MS

NCI

NHS

Fluorenylmethoxycarbonyl

Folatrezeptor

Fourier transform ion cyclotron resonance
gefunden

growth inhibition

Gradient

O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-tetramethyluronium-
hexafluorphosphat

2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium-
hexafluorophosphat

1-Hydroxy-7-azabenzotriazol

1-Hydroxybenzotriazol

high performance liquid chromatography

high resolution mass spectrometry

Hydrazon

Helmholtz-Zentrum flr Infektionsforschung (Braunschweig)
inhibitory concentration

Kaliumhexamethyldisilazid

multi component reaction

Methylendiphosphonat

multi drug resistance

Methanol

messenger ribonucleic acid

Massenspektrometrie

National Cancer Institut

N-Hydroxysuccinimid
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N-Mep
NMR
NMRI
NPY
OoDS
PAT
PBS
PEG
PFP

PP

Py
PYY
quant.
QSAR
RP

RT
TBAHS
TBDMS
TEA
TEMPO
TFA
TGl
THF
Tup
Tut

Tuv

N-Methylpipecolinséure
nuclear magnetic resonance
Naval Medical Research Institute
Neuropeptid Y
Octadecylsilan
Polyamintransportsystem
phosphate buffered saline
Polyethylenglycol
Pentafluorphenol
pankreatisches Polypeptid
Pyridin

Peptid YY

quantitativ

quantitative structure—activity relationship

reverse phase

Raumtemperatur

Tetrabutylammoniumhydrogensulfat

tert-Butyldimethylsilyl

Triethylamin

2,2,6,6-Tetramethylpiperidinyloxyl

trifluoro acetic acid
total growth inhibition
Tetrahydrofuran
Tubuphenyalanin
Tubutyrosin

Tubuvalin
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Y1R bis Y6R Neuropeptid-Hormonrezeptor-Subtyp 1 bis 6
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10 Anhang

Fluoreszenzspektroskopische Aufnahmen von Tubugi-Rhodamin-Konjugat 92 und

dem Rhodamin-Derivat 99

DAPI,
DAPI, Rhodamin,
Durchlicht Rhodamin Rhodamin Durchlicht
99 (10 nM),
DAPI (3.6 mM)
| 50 ym :
92 (10nM), 17 "
DAPI (3.6 mM)
50 pm 50 ym 50 ym 50 pm
99 (100 nM),
DAPI (3.6 mM)
50 pm 50 pm 50 pm 50 pm
92 (100 nM),
DAPI (3.6 mM)
50 ym 50 pm 50 ym 50 ym
99 (3 uM),
DAPI (3.6 mM)
50 pm 50 pym 50 uym 50 ym
92 (3 uM),
DAPI (3.6 mM)
50 pm 50 ym 50 ym
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HPL-Chromatogramm des Tubugi-NPY-Konjugats 138

mAU

7004

Wa

DAD-CH3 220 nm

PRR_829_2

-« b
/_/—f‘/-auu

Fh 138
(\ h o9 OAc 0 :oh
N, A
N/\H/ ) N /N N N\/\S
o . Kfo s / H o | NH
s\/’\(/o
HN. _~_~

HN
o]

HN—Y-R-P-R-T-I-L-N-I-Y-H-R-L-A-S-Y-Y-R-A-L-D-E-A-P-A-D-E-G-P-FD-P-K-§-P-YH

F700

=600

r500

300

F200

=100

F-100

£-200

r-300

F-400

Minutes

mAU

(150 mm x 4.6 mm YMC ODS-A, (ACN(A):H,0(B)), grd. 60 % A > 30 min >

30 % A)
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