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1. Einleitung

Durch de rasante Entwicklung in der Molekularbiologie, insbesondere durch das Aufkom-
men neuer biochemischer Methoden und \erbesserter anaytischer Verfahren, ist es
maoglich geworden, hiochemische Vorgdnge im Detal zu urtersuchen. Da diese
molekularbiologischen Prozese wiederum auf chemischen Resktionen basieren, dréngt
sich an deser Stelle ane Verknupfung der Disziplinen Molekularbiologie, Biochemie und
Chemie geradezu auf. Durch de Kombination der jeweligen Methoden deser
Fadrichtungen werden neue Moglichkeiten zur detailli erten Untersuchung biologischer
Vorgange geschaffen, de die enzelnen Disziplinen nicht bieten konrten.

Ein wesentlicher Ansatz dieser ,, chemischen Biologie® ist es, duch chemische Synthese
definierte Verbindurgen zur Verfigung zu stellen. Der Zugang zu den hierflr bendtigten
Substanzen stellt héufig eine Herausforderung dar, die oftmals auch de Ausarbeitung
neuer synthetischer Methoden umfass. Die Verbindurgen werden anschliefiend in
Testsystemen eingesetzt, die von der biologischen Seite entwickelt und mit den bendtigten
Proteinen versorgt werden. Solche Assays konren auf¥er zur Untersuchurng der beteili gten
Prozesse auch genutzt werden, um fir therapeutische Zwedke interessante Verbindurgen
zu finden, de éen diese Vorgange beanflussen, aso entweder verstéarken oder hemmen.
Eine Waeiterentwicklung dieser Leitstrukturen kann zu einem Therapieansatz von
fehlreguli erten Prozessen fuhren.

Ein wesentlicher Gegenstand solcher Untersuchungen ist die biologische Signaltransduk-
tion.In dedabel ablaufenden Prozess sind eine Vielzahl unterschiedlicher Proteine enge-
bunden, von canen sich einige durch das Vorhandensein kovalent gebundener Lipidreste
auszeichnen. Diese Lipidmodifizierungen sind in der Regel esentiell fur die Funktions-
tlchtigkeit des jewelligen Proteins. Prominente Vertreter dieser Substanzklasse sind de
Ras-Proteine. Sie sind in Signaltransduktionskaskaden invalviert, Uber die unter anderem
die Zdlteilung und de Zellentwicklung gesteuert werden. Durch Mutation kestimmter
Aminosduren kann dese Regulation auffer Kontrolle geraten. Die Bedeutung der Ras-
Proteine zeigt sich gerade daran, dbss diese Biomolekile bel vielen Krebserkrankungen
mutiert vorgefunden werden. Eine detailli erte Kenntnis der bei der Signalweiterleitung
Uber Ras ablaufenden Prozesse konrte helfen, den Funktionsddrungen deser Proteine
geziet entgegen zu wirken.

Die Synthese lipidmodifzierter Tellstrukturen und kurstlicher Protein-Konjugate sowie
deren Einsatz in hiologischen Studien ist Gegenstand deser Arbeit.
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2. Allgemeiner Teil

2.1. Lipidmodifizierungen an Proteinen

2.1.1. Arten und Vorkommen von Lipidmodifizierungen

Obwohl die kovalente Anknigfung von Lipidresten an Proteine seit 50 Jahren bekannt ist,
wurden Details dieser Anbindurgen erst seit den 80er Jahren ndher untersucht. Heute
unterscheidet man vier Arten von Lipidmodifizierungen: (1) die Acylierung eines N-
terminalen Glycins mit einer geradkettigen Fettsaure, iberwiegend der Myristinséure,* (2)
die SAcylierung von Cysteinen innerhab enes Proteins mit vornehmlich der
Palmitinsaure,™? (3) die SPrenylierung von Cysteinen am oder in der Nzhe des C-
Terminus mit Farnesyl- oder Geranylgeranylgruppen®* und (4) die Veresterung der C-
terminalen Aminosdure mit Cholesterol (Abbildung 1).°
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Abbildurg 1: Lipidmodifikationen in Proteinen

Die N-Myristoylierung erfolgt hochspezifisch duch Myristoylproteintransferasen. Dabel
dient die von den Transferasen erkannte Aminaosduresequenz Met-Gly-X-X-X-Ser/Thr (X:
beliebige Aminosdure) as Myristolierungssgnal.® Das N-terminde Methionin wird
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zunachst durch eine Aminopeptidase entfernt und draufhin das freigelegte Glycin
myristoyli ert.

Der Medanismus der S-Pamitoylierung ist im Gegensatz dazu nach urgekléart. Zwar
wurden Proteine beschrieben, de @ne Pamitoyltransferase-Aktivitéat besitzen, dach bieb
bisher der Nachweis eines Enzym-katalysierten Palmitoyltransfers auf Proteine in urmodi-
fizierten Zellen aus. Als Beispiel sei die Isolierung der , Ras-Proteinpalmitoyltransferase®
genannt, die sich spéter as Thiolase herausgellte.” Im Gegensatz dazu sind Hsher zwel
Thioesterasen beschrieben, de Ras depalmitoylieren kénren®

Die Problematik der Untersuchungen zur Palmitoylierung von Ras beruht darauf, dassein
unkatalysierter Acyltransfer von Palmitoyl-CoA auf membrangebundene Proteine nad-
gewiesen ist® und diss die Thioester unter physiologischen Bedingungen hydrolysieren
kénren, woduch de Isolierung der pamitoylierten Proteine nur unter partiellen Verlust
dieser Modifizierung madglich ist. Auch scheint es kein einheitliches Pamitoylierungs-
signal wie im Falle anderer Lipidmodifikationen zu geben, jedoch weisen neuere Arbeiten
auf eine enzymkatalysierte S-Acylierung hin. Hierzu zahlt die detailli erte Untersuchung
des Verlaufs der posttransationalen Modifikation von Ras'® und va dlem die
Beschreiburg eines moglichen Inhibitors fur die Palmitoylierung N-terminal
myristoyli erter Proteine, der auch bei H-Ras shwache Effekte zeigt.™

Die Proteinprenylierung ist eine wetere Lipidmodifikation, de sich deutlich von dn
anderen urterscheidet, da die Prenylgruppe durch einen Thioether an das Protein
angebuncen valiegt. Solche Thioether kdnren im Gegensaiz zu alen anderen
Lipidmodifikationen nicht hydrolytisch gespaten werden.!? Die Bedeutung dieser
Lipidmodifikation zeigt sich urter anderem daran, dass bis 2 % des zelluldren Protein-
materials prenyliert vorliegen kann!? Prenylierte Proteine lasen sich auf Grund des
Prenylierungssgnals und damit auch der betelli gten Proteinprenyltransferase grob in zwel
Klassen einteilen®* Proteine der einen Klass weisen as Prenylierungssgnal ein CAAX -
Motiv am C-Terminus auf, bei dem C das zu prenylierende Cystein undA eine beliebige
aliphatische Aminoséaure darstellt. Die Aminosaure X bestimmt die Art der Prenylgruppe:
Ist A ein Serin, Methionin oder Glutamin, wird das Protein farnesyliert, ist X jedoch ein
Leucin, wird eine Geranylgeranylgruppe Ubertragen. Das CAAX-Signal wird von cer
Farnesyltransferase'® (FTase) und der Geranylgeranyltransferase | (GGTase 1) erkannt.
Beide Enzyme bestehen aus zwei Untereinheiten undsind eng miteinander verwandt. Ihre
a-Untereinheit ist identisch, de B-Untereinheiten @hnlich. Bel einer Inhibierung der FTase

werden einige sonst farnesylierte Proteine, zum Beispiel K-Ras, geranylgeranyliert.'* Die
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Prenylierung steht am Anfang einer posttransationalen Modifikationskaskade. Nadh der
Prenyli erungsre&ktion spaltet eine Protease die AAX -Sequenz ab und @s nun C-terminale
prenylierte Cystein wird duch eine Methyltransferase™ zum Methylester umgesetzt.
Typische Vertreter dieser Klasse sind de Ras-Proteine, die in den folgenden Kapiteln nach
detailli erter diskutiert werden.

Die zweite Klass von penylierten Proteinen besitzt CXC-, CC- oder CCXX-Motive ds
C-terminale Erkennurgssequenzen. Diese werden auschliefdich von dr Geranylgeranyl-
transferase Il (GGTase Il) erkannt und geranylgeranyliert. Eine mogliche Methylierung der
CXC-Sequenz im Anschlussan die Prenylierung wird zur Zeit diskutiert.

2.1.2. Funktionen der Lipidmodifikationen

Zur Zeit kennt man zwel Funktionen von Lipidmodifikationen. Einerseits wird de
Membranassoziation von Proteinen reguliert, andererseits wird ein drekter Einfluss auf
Protein-Protein-Wedselwirkungen diskutiert.

Die Hydrophobe von Proteinen wird duch Anbindurg von Lipidresten erhdht. Bereits
durch AnknUugdung einer Lipidgruppe ist das Protein in der Lage, sich an eine Membran,
sei es nun de Plasmamembran oder eine Membran von Zell organellen, zu binden. Jedoch
ist diese Wedhselwirkung bei farnesylierten Proteinen relativ schwad, so dass s$ch ein
Gleichgewicht zwischen Membran-gebundenem und cytosolischem Protein einstellt. Erst
durch de Einfihrung einer zweiten Lipidgruppe wird deses Gleichgewicht deutlich auf
die Seite des Membran-gebundenen Biopdymers verschoben. Dabel ist mdgli cherweise
die Einfuhrung einer zweiten Ankergruppe fur die selektive Membranlokalisierung einiger
Proteine verantwortli ch (kinetic trapping modell).*®

Eine weitere mogliche Funktion der Lipidgruppen ist die Betelligung an der Wedselwir-
kung mit Proteinen.* Diese kann einerseits eine direkte Interaktion mit einem Rezeptor-*’
oder Effektorprotein sein oder andererseits auf einer konformativen Anderung des lipid-
modifizierten Proteins beruhen, duch de diese Wedselwirkung erst ermdglicht wird.
Zwar wird eine Beteiligung der Lipidgruppe an Protein-Protein-Interaktionen in enigen

Fallen diskutiert, doch ein eindeutiger Nachweis gelang bislang nicht.?*

2.2. Ras-Proteine
Ras-Proteine sind Guanin-Nukleotid-bindende Proteine, die an der Innenseite der Plasma-

membran lokalisiert sind und eine zentrale Rolle in der zeluldren Signaltransduktion
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spielen. Sie sind an der Regulierung so urterschiedlicher Vorgange wie Zellwadstum,
Zell diff erenzierung, aber auch dem programmierten Zelltod (Apoptose) beteili gt.

Bisher sind vier Arten von Ras-Proteinen bekannt: H-Ras, N-Ras, K-Rasia und K-Rasyg
(letztere sind verschiedene Produlte des gleichen Gens). Sie enden an ihrem C-Terminus
mit einem farnesylierten Cysteinmethylester und weisen zusétzlich eine (N-Ras, K-Rassa)
beziehungsweise zwei (H-Ras) S-Pamitoylgruppen oder eine Polylysinsequenz (K-Rassg)
in der Nahe des C-Terminus auf. Bis auf diesen Bereich der C-terminalen 25Aminoséuren,
der sogenannten hypervariablen Doméne, zeigen dese Proteine a@ne ectrem hohe
Homologie. Der konservierte Teil ist fur die Bindurg an Effektoren und &s Nukleotid
verantwortlich, wahrend der C-Terminus in erster Linie fir eine Membranverankerung

sorgt.

2.2.1.Regulierung der Aktivitat von Ras-Proteinen

Ras-Proteine fungieren als bindre Schalter.*® Im Guanosintriphosphat(GTP)-gebundenen
Zustand kinden sie an Effektoren und geben dadurch Signale weiter, wadhrend sie im
Guanaosindiphosphat(GDP)-gebuncenen  Zustand dese Effektorproteine  wesentlich
schwadher binden und @&durch als Signalmolekil inaktiv sind. Die Regulierung des
Antell s aktiven Ras-Proteins und camit die Intensitét der Signalweiterleitung ist die Basis
der Ras-Funktion.

Die Aktivierung erfolgt durch das Herauslésen des GDP katalysiert durch Gunanine
nucleotide exchange factors (GEFs), wie Sos, und Binden eines cytosolischen Nukleo-
tids.'® Die Bindurg von GTP an Ras bewirkt eine Konformationsanderung in dessen
Effektorregion. Fir die Desaktivierung besitzt Ras eine geringe GTPase-Aktivitét, die ene
Hydrolyse der y-Phasphatgruppe im GTP unter Bildung von GDP ermdglicht und de sich
durch Wedselwirkung mit einem GTPase activating protein (GAP) um mehrere
GréRenordnurgen steigern lass (Abbil dung 2).%°

Es gibt auch Hinweise aif physiologisch relevante Rollen der Palmitoyli erung/Depal-
mitoylierung bei der Regulierung zellulérer Signaltransduktion, de jedoch nach nicht
genauer verstanden sind 2

Detailli ertere Untersuchungen kommen zu dem Ergebnis, dassdie Ras-Isoformen trotz der
ausgepragten Homologie unterschiedliche Funktionen wahrnehmen kénren. So sollen de
jeweiligen Isoformen duch verschiedene Austauschfaktoren selektiv aktiviert werden

kénnen, 2% urterschiedlich ausgepragte Fahigkeiten zur Aktivierung verschiedener Eff ektor-
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proteine besitzen® und auch in unterschiedlichen Bereichen der Plasmamembran

lokalisiert sein.®

Rezeptor-Tyrosinkinase

Signaltransduktion

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Aktivierung von Ras durch Rezeptor-
Tyrosinkinasen. Das Binden eines extrazelluldren Signalmolekils fuhrt zur Dimerisierung
und gegenseitigen Phospharylierung der Rezeptor-Tyrosinkinase. Der Grb2/SOS-Komplex
bindet an dese Phosphaylierungsdellen und wird so an der Plasmamembran fixiert,
wodurch eine Interaktion mit Ras und damit dessen Aktivierung ermdglicht wird. GTP-

gebuncdenes Ras tritt seinerseits in Wedhselwirkung mit Eff ektorproteinen.

Mutationen in Ras-Proteinen konren duch zwei Medanismen zu einer dauerhaften
Aktivierung fuhren. So fuhrt eine schwédere Bindurg an das Nukleotid zu schnellerem
Austausch und wegen des Uberschussss an GTP im Cytosol zu (kerwiegend mit GTP
asziiertem Ras. Auch Ras-Mutanten mit einer geringeren GTPase-Aktivitdt oder der
Unfahigkeit, an GAP oder andere negative Regulatoren zu hinden, sind ebenfall s dauerhaft
»angeschaltet”.

2.2.2.Intrazdlulére Signaltransduktionswege unter Betelligung von Ras

Aktiviertes Ras kann an eine Reihe von Proteinen hinden?* Die wesentlichen
Effektorproteine sind Ral-Guaninnuleotid-Austauschfaktoren (Ral GEFs), Pl 3-Kinase
und Raf.”® Am besten urtersucht, wenn auch trotzdem noch richt vollstandig geklart, ist
die Wedhselwirkung von Ras mit der cytosolischen Kinase Raf. Die Aktivierung von Raf
fahrt zu der Einleitung der mitogen activated protein Kinasekaskade (MAP-Kaskade)
durch Phosphaylierung von MEK, das sinerseits Erk phosphayliert und so de
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Phospharylierung von Transkriptionsfaktoren ermégli cht (Abbildung 3). Dadurch erlangen
diese die Fahigkeit, in den Zellkern einzudringen und de Gentranskription zu beanflussen.
Ebenfall s durch drekte Wedhselwirkung mit Ras werden de Ral GEFs wie z. B. RaGDS
aktiviert, die ihrerseits die GTPase Ral Uber einen Nukleotidaustausch aktivieren.”® Ral
reguliert die GTPase CDC42, de bei der Kontrolle des Actin-Cytoskeletts eine wichtige
Rolle spielt. An der Kontrolle des Actin-Cytoskeletts ist die GTPase Rac denfalls
beteili gt, die infolge der Bildung von PIP; aktiviert wird.
il
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Abbildung 3. Schematische Darstellung der wichtigsten Signaltransduktionswege unter
Beteiligung von Ras

GTP-Ras aktiviert auch die Phosphatidylinasitol 3-Kinase (PI3K), die durch Synthese von
Phospheatidylinositol-3,4,5triphosphat (PIPs) die Aktivierung der Proteinkinase B (PKB,
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auch als Akt bezeichnet) ermdglicht. Dieser Signalweg ist an der Regulierung des
programmierten Zelltods (Apoptose) beteiligt. So ist PKB/Akt in der Lage, die Zelle vor
der Apopose zu schitzen und @é&durch am Leben zu erhalten.

Diese Signaltransduktionswege sind zur besseren Ubersicht stark vereinfadit dargestellt.
Viele der kurz beschriebenen Signalproteine konnen auch urebhéngig von Ras aktiviert
werden und laben gleichzeitig weitaus mehr Funktionen as hier dargestellt. Dennach
lasen sich elnige ungel 6ste Probleme daraus ablesen. So ist z. B. der Beitrag von Ras bei
der Aktivierung der verschiedenen Effektorproteine und de Weliterleitung unterschied-
licher Signale Uber die Ras-Proteine noch nicht vollstandig verstanden?’ Ein
Erkl&rungsansatz fir die letztere Fragestellung kénnten de unterschiedliche Re&ktivitét der
Ras-Isoformen gegeniiber verschiedenen GEFs und Effektoren®® oder ihre unterschied-
lichen Lokaisierung an der Plasmamembran darstellen?® Weitere Moglichkeiten zur
Differenzierung sind seine Intensitdt und Dauer oder das gezielte Zusammenwirken
parall eler Transduktionswege.?®

2.2.3. Struktur und Wechselwirkung mit anderen Proteinen

Die Wedselwirkung von Ras mit seinen Effektorproteinen erfolgt in der Regel Uber die
als Switch 1 bekannte Region in Ras (Aminosduren 30-38). Die Struktur dieses Bereiches
ist abhangig von der Art des gebundenen GuaninnuKeotides — eine Grundvaaussetzung

fur das Funktionieren vonRas als bindrer Schalter.

Aktivierung von Raf durch Ras

Die Kinase Raf ist das wichtigste Eff ektorprotein von Ras, das — einmal aktiviert — die
mitogen-aktivierte Protein-Kinase(MAP)-Kaskade enleitet.?® Die genauen Bedingungen,
die zu einer Aktivierung von Raf durch Ras fuhren, sind nach immer Gegenstand aktuell er
Untersuchungen.

Die Bindurg von Raf an Ras ist notwendig fur dessen Aktivierung. Sie efolgt Gber eine
Sequenz von 81 Aminosauren (51-131), die zusammengefass als Ras binding domain
(RBD) bezeichnet werden, und fuhrt zur Membranlokalisierung der ansonsten cyto-
solischen Kinase. Mdgli cherweise gibt es eine sekundire schwadere Wedselwirkung des
Zinkfingers in Raf mit einer weiteren Region vonRas. Esist jedoch umstritten, obsich de
Betelligung von Ras dlein auf die Verankerung von Raf an der Plasmamembran
beschrankt. Hinweise darauf lieferte die Untersuchung einer Raf-Mutante mit einem

CAAX-Motiv (K-Ras C-Terminus) am C-Terminus, die auch urebhéngig von Ras aktiv
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war.®® Andererseits ist eine Mutante von Ras (H-Ras’*¥)

durchaus in der Lage, Raf zu
binden und @mit an der Membran zu lokalisieren, ohre dass eine Aktivierung des
gebundenen Raf-Proteins beobadtet wird >

Die Aktivierung von Raf erfolgt nach deseen Membranreverankerung wahrscheinlich
durch eine dritte Komporente. So wurde kirzlich ein cytosolisches Protein beschrieben,
das Raf in Gegenwart von Ras aktivieren kann3? Méglicherweise ist auch eine

33,34
as

Dimerisierung von R oder aternativ eine hohe lokale Konzentration eine Voraus-

setzung fur die Aktivierung von Raf.

Pl 3-Kinase

Phaosphanosit 3-Kinasen (PI3K) phosphaylieren Inositol-Lipide in der 3-Position des
Inositolrings unter Bildung von Phospheatidyli nasit-(3)-monophaphat (PIP), Phosphatidyl-
inasit-(3,4)-diphosphat  (PIP;) und Phosphatidylinaosit-(3,4,9-triphosphat  (PIP;). PI3Ks
sind eine grofe Familie intrazelluldrer Signaltransducer, die af Grund ihrer
Primarstruktur, Regulierung und Substratspezifitit in drei Klasen urterteilt wird>® In
dieser Arbeit ist die Klass | von Interesse, die durch Rezeptor-Tyrosin-Kinasen und G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren aktiviert werden kann® In der Literatur wird dese
Nomenklatur uneinheitlich behandelt. So wird in anderen Arbeiten und Ubersichten de
Klass | mit ,der* Pl 3-Kinase gleichgesetzt.’

Die Pl 3-Kinase der Klass | ist ein Heterodimer aus einer katalytisch aktiven Untereinheit
von 110kDa (p110 und einer 85 kDa (p85 schweren Untereinheit. Sie wird auf Grund
der DNA-Sequenz einer Famili e von Ser/Thr-spezifischen Proteinkinasen zugeordnet. Die
fur die Signaltransduktion relevante Funktion der Pl 3-Kinasen ist jedoch de Phosphay-
lierung von Phasphatidylinositderivaten. Das bel der Phaspharylierung von Phosphatidyl-
inosit-4,5-diphosphat erzeugte PIP; spielt eine grole Rolle in der Wadhstumskontroll e,
Chemotaxis und Glykogensynthese der Zelle. In ruhenden Zellen ist PIP; nicht
nadhweisbar. Nac einer Stimulation mit Wadstumsfaktoren kommt es zu einem raschen
Anstieg der PIPs-Konzentration im Zusammenhang mit einer Anlagerung der Pl 3-Kinase
an de Membran.

Die Aktivierung der Pl 3-Kinase kann auf verschiedenen Wegen erfolgen, urter anderem
durch Ras® undresultiert in der Aktivierung mehrerer Signaltransduktionskaskaden, von
denen de Regulierung von Akt/PKB die wichtigste zu sein scheint. Die MAP-Kaskade
wird von desem Signalmolekil hingegen nicht beanflusg (Abbildurg 3).
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Die seltenere y-Isoform dieser Pl 3-Kinasen urterscheidet sich von an anderen Isoformen
dadurch, dess die katalytische p110-Untereinheit nur monamer vorliegt. Auf¥erdem wird
keine Aktivierung durch Ras beobadtet. Eine direkte Wedselwirkung mit Ras, deren

Bedeutung bisher unklar ist, kannjedoch in vitro nachgewiesen werden.

2.3. Chemische Synthese von lipidierten Peptiden

Bel der Herstellung lipidmodifizierter Peptide misen de jewelligen Labilit éen deser
Lipidgruppen berlcksichtigt werden. Im Falle der Ras-Peptide handelt es sch um
Palmitoylthioester und Farnesylthioether. Wahrend in der C16-Fettsure unter den in der
Peptidchemie Ublichen Bedingungen keinerlei Nebenregtionen zu erwarten und cekshalb
auch keine besonderen Rucksichten zu nehmen sind, bereitet deren Anbindurg an das
Peptid as Thioester um so grofere Probleme. Thioester sind Aktivester, die sehr leicht
unter basischen Bedingungen hydrolysiert und von Nukleophilen angegriffen werden
kénren, woduch de Abspatung basenlabiler Schutzgruppen wie zum Beispiel der
Fluorenylmethoxycarbornylgruppe (Fmoc) in Gegenwart dieser Lipidmodifikation ausge-
schlosenist (Abbildung 4).

Labilitéat gegentiber Basen und Nukleophilen
Deprotonierung durch starke Basen
H ﬁ Folge: Bildung von Dehydroalanin
I : Angriff von Nukleophilen
B f Folge: Depalmitoylierung
S\ﬂ/\/\/\/\/\/\/\/
@)

Acylwanderung

)
HZN\_)LJ_,{

\/\/\/\/\/\/\/\H/S/
(@)

Séurelabilitat der Prenylreste

H O Angriff von H"
L‘IN\)J}H /( Folge: Addition oder Umlagerung
5\
S N

W

Abbildung 4: Wichtige Nebenreaktionen der Lipidmodifikationen
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Befindet sich der Thioester an einem N-terminalen Cystein, ist bei Freisetzung der Amino-
gruppe dne derart rasche SN-Acylverschieburg zu beobachten * dass eine Verlangerung
von Peptiden mit einem S-acgylierten Cystein am N-Terminus zumindest problematisch ist.
Infolgedesen sollte die Einfuhrung der Paimitoylgruppe est auf der Stufe enes Di- oder
Oligopeptides erfolgen. Eine solche Acylierung kann urter verschiedenen Bedingungen
durchgefiihrt werden. Bestens bewdhrt hat sich bisher die Palmitoylierung von Keinen
Peptiden in Gegenwart von tertidren Aminen als Base, aber auch Umsetzungen urter
sauren Bedingungen® undan der festen Phase*! sind beschrieben.

Der Farnesylthioether ist im Gegensatiz zum Thioester in basischen und nukeophlen
Medien stabil. Eine mogliche Oxidation zum Sulfoxid ist kein grof3es Hindernis und lasd
sich duch Luftausschluss umgehen. Die Prenylgruppe ist jedoch empfindlich gegentber
mittel bis dark sauren Bedingungen, urter denen es zu Additionsrestionen oder
Umlagerungen kommen kann (Abhildurg 4).%?

Fur die Prenylierung von Peptiden (und Proteinen) sind viele unterschiedliche Verfahren
beschrieben. So sind Prenyli erungsreaktionen erfolgreich urter basischen (Aminbasen oder
KF) und sauren (pH 4, Zinkacdat) Bedingungen sowie enzymkatalysiert durchgeftihrt
worden. Die verschiedenen Methoden haben jeweil s Vor- und Nadteil e, bel denen es sch
insbesondere um die L6slichkeit der Peptide und de unterschiedli che Selektivitdt handelt.
Fir eine ausfihrlichere Diskusgon der Prenylierungsvarianten sei auf die &tuell e Literatur

verwiesen 344

2.4. Synthese von Peptid-Protein-K onjugaten und neo-Proteinen

Die Synthese von Protein-Konjugaten aus kirzeren Oligo- oder Polypeptiden het sich in
den letzten Jahren stark weiterentwickelt, wobei dieser Bereich sicherlich von an
Fortschritten in der Molekularbiologie (Design und Expresson von Proteinen) auf der
einen Seite und der chemischen Peptidsynthese, insbesondere der Festphasensynthese auf
der anderen Seite profiti erte.*®

Fir die Synthese dieser Konjugate sind verschiedene Verknupgfungstechniken in Gebrauch.
Neben der Verknipfung geschitzter Polypeptide mit in der Peptidchemie Ublichen
Kondensationsmethoden sind auch Tedhniken entwickelt worden, de ane selektive
Verknupgfung ungeschitzter Komporenten erlauben. Diese Methoden basieren entweder
auf einer Additionsre&tion (z. B. einer Michad-Reé&ktion) oder einer nukieophle Substitu-
tion (in der Regel Sy2). Deshalb weist eines der beiden zu vernipfenden Polypeptide aén
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sehr gutes Nukleophil an seinem Terminus auf, das, um Selektivitétsprobleme aiszu-
schlief3en, moglichst restiver as die Funktionditdten in den Seitenketten sein sollte.
Entsprechend trégt die zweite Kupdungskomporente an ihrem Terminus eine Gruppe, die
nukleophil angegriffen werden kann. Nadh der Verknipgfung der beiden Kupdungspartner
schlieft sich bei einigen Methoden nach eine SN-Acylwanderung®® unter Bildung einer
Amidbindurg an (siehe Tabelle 1).

Verknipfung Nukleophil Akzeptor bzw. Elektrophil
Thioester Thiosaure Bromacaeyl
Amid? Thiosaure B-Bromalanin
Thioether Thiol (z.B.im Cystein) Bromaceyl oder Maeinimid
Thiazolidin Cystein Aldehyd
Amid? Cystein Thioester

Tabelle 1. Auswahl verschiedener Methoden zur Synthese von Polypeptid-Konjugaten.
a Bildung der Amidbindurg erfolgt durch SN-Acylwanderung nach der Kuppungs-
re&ktion

Einige der aufgezéhlten Methoden zeichnen sich dadurch aus, dass das angreifende
Nukleophl die Thiolgruppe é@nes Cysteins ist, so dass diese Kupdungskomporente nur
aus proteinogenen Aminosauren aufgebaut ist. An deser Stelle greift die Methodk der
Molekularbiologie. Sie kann solche unmodifizierten Peptide und Proteine vergleichsweise
leicht durch bakterielle Expresson zur Verfligung stell en.

Beim zweiten Kuppungspartner kann de Akzeptorgruppe nur chemisch eingefiihrt
werden. Eine Ausnahme bildet der C-terminale Thioester. Die biotechndogische
Erzeugung von Proteinen mit einem Thioester am C-Terminus ist sicherlich eine
entscheidendende Entwicklung auf dem Gebiet der Peptid-Protein- bzw. Protein-
Poteinkupdung in den letzten Jahren. Dieses gelingt durch Stoppen eines Prozesses, der
wahrend der Reifung einiger Proteine beobachtet wird: dem Protein-SpleiRen.*® Beim
Spleif3en wird ein Abschnitt aus der Aminosaurekette herausgeschnitten und de beiden
verbleibenden Enden wieder miteinander verknipft. Ein wesentlicher Zwischenschritt
hierbel ist eine aitokatalysierte N-S-Acylverschiebung unter Aufbrechen der stabilen
Amidbindurg und Bildung des entsprechenden Thioesters. Dieser Thioester kann urter
gedgneten Voraussetzungen isoli ert undfir synthetische Zwedke verwendet werden.
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In der bisher einzigen beschriebenen Synthese von Protein-Lipopeptid-Konjugaten wurde
exprimiertes, C-terminal verkirztes H-Ras Protein eingesetzt, das ein Cystein am C-
Terminus trug (Schema 1).*” Als zweiter Kuppungspartner wurden chemisch synthetisierte
Peptide mit enem Malenimid am N-Terminus eingesetzt, die unterschiedliche
Lipidmodifikationen aufwiesen. Die Verknipfung erfolgte unter nicht-denaturierenden
Bedingungen duch Angriff des Cysteins im Protein auf eine Maenimido-Gruppe des
Lipopeptides.

)
! N.
_N_CO,H N Hgn’ GlyCysMetGlyLeuProCys-OMe
z \ o 0] SJ J

S

SH R R2

R': Pal, Hd, StBu

29-66 % 2
R“: Far, FarMant, GerMant, Hd

,GijJysMetGIyLeu ProCys-OMe

S S
R’ R?

N
H

(0]
Pal: AN Far: 7(\/J\/\/k/\/k

: 4 4
Hd: oA GerMant/FarMant: MZOBQ
2 0 NH

Schema 1. Synthese lipidierter Protein-Peptid-Konjugate Uber einen Maenimidlinker
unter Verwendurg eines verkirzten H-Ras-Proteins (H-Rasl1-181) und unerschiedlich

lipidmodifizierter Peptide mit der Sequenz des N-Ras C-Terminus



Dieter Kadereit 2. Allgemeiner Tell 14

2.5. Verwendung lipidmodifizierter Peptide in biophysikalischen und biologischen
Studien

Die Lipidmodifikationen haben einen deutlichen Einfluss auf die Eigenschaften modifi-
Zierter Proteine bzw. Peptide. Insbesondere steigt die Fahigkeit zur Wedselwirkung mit
hydropholen Phasen wie Membranen betradtlich. Eine wichtige Verwendurg lipidierter
Peptide ist deshalb de Untersuchung der biophysikalischen Relevanz der jeweili gen
Lipidmodifikation. Dabei sind mehrere physikochemische Eigenschaften interessant.
Hierzu gehort die Bestimmung des Verteil ungskoeff zienten zwischen der Losung und der
Membran sowie die Geschwindigkeitskonstante fir das Herausl 6sen aus der Membran. Als
Testsysteme fiir diese Membranbindurgsuntersuchungen kommen Phosphdi pid-Vesikel*®
und kirstliche Membranen auf Sensor-Chips fir Oberflachenplasmonresonanz*®
(kommerziell als BlAcore™-System erhdltli ch) zum Einsatz.

Zur Aufkldrung der Struktur lipidierter Peptide koénren NMR-Untersuchungen
herangezogen werden. Dabei |&sg sich bel Verwendurg perdeuterierter Lipidgruppen auch
die Struktur des Alkylrestes untersuchen.>

Die Untersuchung enzymkatalysierter Reaktionen in vitro und de Inhibierung beteili gter
Proteine ist ein weiteres Einsatzgebiet fur lipidierte Peptide. Prominentestes Beispiel
hierfir ist sicherlich de Untersuchung der Farnesyltransferase, insbesondere weil sich
Inhibitoren, de sowohl das CAAX -Motivanalogon als auch eine Prenylgruppe enthalten,
als shr wirksam erwiesen haben >

Durch Mikroinjektion in einzelne Zellen lasen sich modifizierte Peptide auch als
Hilfsmittel bei der Aufklérung zellulérer Prozese eénsetzen. So wurden fluoreszenz-
markierte und urterschiedlich lipidierte N-Ras-Peptide zur Untersuchung der Membran-

lokali sierung von Ras-Proteinen herangezogen >
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3. Ziel der Arbeit

Das Interesse an der Aufklarung der molekularen Prozesse wéahrend der Signaltransduktion
nimmt stetig zu. Lipopeptide haben sich als wertvolle Hilfsmittel erwiesen, um enige
dieser Prozese verstehen zu konren** Insbesondere unterschiedlich modifizierte Peptide
mit der Sequenz des C-Terminus von N-Ras wurden erfolgreich in der Ermittlung
biophysikali scher Daten und ar Untersuchung Uber die Lokalisierung dieser Peptide in der
Plasmamembran eingesetzt.>>>* Durch diese Ergebnisse motiviert, sollte im Rahmen dieser
Arbeit ein Zugang zu lipidmodifizierten Peptiden mit der Sequenz des H-Ras C-Terminus
ausgeabeitet werden. Das H-Ras Protein spielt im Vergleich zum N-Ras physiologisch
eine wichtigere Rolle undwird in Krebsfél en hdufiger mutiert vorgefunden. Auch wird ein
grof¥er Teil der zellbiologischen Untersuchungen mit dem H-Ras-Protein durchgefiihrt, so
dassein synthetischer Zugang zu dessen lipidiertem C-Terminus flr weitere Studien neue

Mogli chkeiten er6ff net.

<HM%J%% o

R: Pal, H
H-Pro-Gly-Cys(R)-Met-Ser-Cys(R)-Lys-Cys(Far)-OMe

O

ng

Palmitoyl- (Pal)

Abbildurg 5: Lipidierte H-Ras Oktapeptide

Die Synthese des voll stdndig modifizierten H-Ras Oktapeptides war unter Verwendury der
Allyloxycarbonylschutzgruppe (Aloc) geplant. Fir die Herstellung des nur farnesylieren
Oktapeptids llte das Stert-Butyldisulfid as reduktionslabile Thiolschutzgruppe
eingesetzt werden.

Die Oktapeptide sollten anschlief3end in Kooperation mit biologischen und bochemischen
Arbeitskreisen in Untersuchungen Ubker die Wedhselwirkungen von Ras mit verschiedenen

Eff ektorproteinen eingesetzt werden.
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Im zweiten Abschnitt der Arbeit sollten kirstliche H-Ras-Lipopeptid-Konjugate
synthetisiert werden (vgl. Schema 1 in Abschnitt 2.4). Es war vorgesehen, dese Konjugate
durch kovalente Verknipgfung verkirzten H-Ras-Proteins (H-Ras 1-181) mit
unterschiedlich lipidierten Peptiden mit der Sequenz des H-Ras C-Terminus zu erzeugen,

die én Maleinimid als Linkergruppe enthielten.*’

NH,
OH
1 N N N
\ o 5 H S "o =
0 r s s
S R Far

MIC-Met-Ser-Cys(R)-Lys-Cys(Far)-OMe

O
R: \_I_LJJ\/\/\/\/\/\/\/\ Palmitoyl- (Pal)

Hexadecyl- (Hd)

o

hisj< tert-Butylthio- (StBu)

Abhbildung 6: Unterschiedlich li pidmodifizierte Ziel peptide

Die bisherigen Untersuchungen mit diesen Konjugaten wiesen darauf hin, dassdiese in
ihrem physiologischen Verhaten dem vollstandig modifizierten H-Ras-Protein
entsprechen. FUr den eindeutigen Nadweis Slite an Konjugat aus dem bisher
verwendeten H-Ras 1-181 und @m C-terminalen palmitoylierten und farnesylierten H-
Ras-Pentapeptid erzeugt werden, um dessen Eigenschaften mit denen des nattirlichen H-
Ras-Proteins vergleichen zu konren. Dieser Vergleich dent in erster Linie dem Nadweis,
dassdie Protein-Peptid-Konjugate ds Werkzeuge in der Untersuchung der physiol ogischen
Rolle der Lipidierung von Ras eingesetzt werden konren.

Das Ziel das zweiten Abschnitts war daher die Entwicklung einer Synthese unterschiedlich

lipidierter Pentapeptide, die eén Maleinimid as Linker am N-Terminus tragen, sowie deren
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kovalente Anknidung an das verkirzte Ras-Protein. Neben dem natirlich varkommenden
Lipidmuster sollte der Thioester durch einen urter physiologischen Bedingungen stabil en
Thioether und eine nach der Protein-Peptid-Kupdung abspaltbare Schutzgruppe esetzt
werden, de die Synthese @nes nur farnesyli erten Konjugates ermégli cht.

Durch den Einsatz dieser unterschiedlich lipidmodifizierten Konjugate lief3e sich der
genaue Einflussder unterschiedlichen Lipidmodifikationen auf die Membranlokalisierung
und auf die biologische Aktivitdt der Konjugate untersuchen. Interessant ist hierbel auch
der Vergleich mit den bereits g/nthetisierten Konjugaten, welche die C-terminale Sequenz
von N-Ras enthaten. Hierdurch konren Hinweise auf die Bedeutung der Aminoséaure-

sequenz gefunden werden.
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4. Spezieller Teil

4.1 Synthese des char akteristisch lipidmodifizierten H-Ras C-Terminus

4.1.1 Syntheseplan

Die Herstellung pamitoylierter Peptide wird zum Grof¥ell durch de Position s
palmitoylierten Cysteins innerhalb der gewlnschten Aminosduresequenz bestimmt, da
nukleophile und hkasische Bedingungen in Gegenwart des Thioesters vermieden werden
mussen und eine Freisetzung der Aminogruppe e@nes Sagylierten Cysteins die Gefahr
einer Acylwanderung birgt (siehe Abschnitt 2.3). Ein schrittweiser Aufbau mit bereits
modifizierten Aminosdauren vom C- zum N-Terminus, wie & wegen der geringeren
Racemisierungsgefahr haufig angewendet wird, ist deshalb nicht moglich. Als mdgliche
Synthesewege stehen deshalb die Verwendurg unmodifizierter (und geagnet geschiitzter)
Aminosdurebausteine mit einer spateren Einfuhrung der Seitenkettenmodifikationen oder
der blockweise Aufbau aus kleineren, bereits modifizierten Oli gopeptiden zur Auswahl.
Das C-terminale H-Ras Oktapeptid enthdlt neben drel Cysteinen mit Serin undLysin zwel
weitere Aminosauren mit funktionalisierten Seitenketten. Wahrend des Aufbaus des
Oktapeptides muss insbesondere die e-Aminogruppe des Lysins blockiert werden, um
Nebenreetionen an deser Position zu vermeiden. Eine Blockade der Hydroxygruppe im
Serin ist hingegen bei dieser Synthese nicht unbedingt notwendig.

Die Auswahl moglicher Schutzgruppen ist durch de Labilit&ten der Lipidmodifikationen
stark eingeschrankt. In friiheren Synthesen farnesylierter und amitoyli erter Peptide hatten
sich auf Schutzgruppen vom Allyltyp (Allylester und Allyloxycarbonylgruppe/Aloc)
bewahrt,** weshalb de Aloc-Gruppe ds Aminoschutzgruppe gewahlt wurde. Fir die
Blockierung der Carboxylgruppen sollte der sdurel abil e tert-Butylester verwendet werden.
Im Falle des nur farnesylierten Oktapeptids 1b sollten die Thiolgruppen als Disulfide
blockiert werden. In den ersten Synthesestufen konren symmetrische Disulfide zum
Einsatz kommen, deim weiteren Verlauf der Synthese selektiv zu den karresponderenden
tert-Butyldisulfiden umgesetzt werden.

Die Synthese der lipidierten Oktapeptide 1a und 1b sollte Uber die bereits modifizierten
Tripeptide 2 und 3 erfolgen. Fur die anschlief¥ende Einfihrung der zwei C-terminaen
Aminosauren war eine schrittweise Verlangerung mit Lysinderivat 4 und farnesyliertem
Cysteinmethylester 5 geplant.

Fur die Synthese des doppelt palmitoylierten und farnesylierten Zielpeptids 1a sind de
Tripeptide 2a und3a in wenigen Schritten aus den jeweili gen Aminosauren zuganglich. Im

Fale von 2a soll die Einfuhrung der Lipidmodifikation auf der Stufe des Tripeptides
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erfolgen. Das hierfir ndtige Cysteinderivat kann duch Reduktion der Disulfidbriicke im
Tripeptid 6 erhalten werden, dbs =inersaits durch Kondensation von Cystin-bis(tert-
butylester) 9 mit dem Dipeptid 8 aufgebaut werden kann.

NH»
GYN¢L LWN¢L LWN¢L QL p
S
/S R Far
H-Pro-Gly-Cys(R)-Met-Ser-Cys(R)-Lys-Cys(Far)-OMe
R=Pal: 1a
R=H: 1b
Aloc-Pro-Gly-Cys(R)-OH H-Met-Ser-Cys(R)-OtBu H-Lys(Aloc)-OtBu H-Cys(Far)-OMe
R=Pal: 2a R=Pal: 3a 4 5
R=StBu: 2b R=StBu: 3b

| |

Aloc-Pro-Gly-Cys-OtBu
| Aloc-Ser-Cys(Pal)-OtBu
Aloc-Pro-Gly-Cys-OtBu

6 7
H-Cys-OtBu Aloc-Ser-Cys-OtBu
Aloc-Pro-Gly-OH | |
H-Cys-OtBu Aloc-Ser-Cys-OtBu
8 9 10

Schema 2: Syntheseplan fur die Oktapeptide 1a undl1b

Entsprechend kann dbs mittlere Tripeptid 3a durch Reduktion des aus den jeweili gen
geschitzten Aminosduren zugéanglichen Cystinderivates 10, kortrolli erte Acylierung und
N-terminale Verlangerung mit Aloc-geschitztem Methionin erhalten werden.

In analoger Weise soll das nur farnesylierte Oktapeptid 1b aufgebaut werden. Die
EinfUhrung der tert-Butyldisulfide ds Thiolschutzgruppen kann in verschiedenen Stadien
der Synthese afolgen. Im Falle des N-terminalen Tripeptids 2b werden dese ast relativ
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spat durch Umsetzung des Tripeptids 6 erhalten, wéhrend kei dem mittleren Tripeptid 3b
eine von der fur das palmitoylierte Analogon abweichende Strategie engesetzt wird. Hier
wird vonBeginn an ein as tert-Butyldisulfid geschitzter Baustein eingesetzt (Schema 3).

Aloc-Met-Ser-OH
11
H-Met-Ser-Cys(StBu)-OtBu —— H-Cys(StBu)-OtBu

3b Fmoc-Met-Ser-OH 13
12

Schema 3: Synthesestrategie fur das Disulfid 3b

4.1.2 Aufbau der N-terminalen Tripeptide

Die Synthese der Tripeptide 2a,b begann mit der Herstellung des C-termina freien
Dipeptides 8 nach der Hydroxysuccnimidmethode> Die Kondensation von 8 mit
(H-Cys-OtBu),>®> 9 in Gegenwart von 1-Ethoxycarbonyl-2-ethoxy-1,2-dihydrochinalin
(EEDQ)*® lieferte das Cystinderivat 6 in zufriedenstellender Ausbeute, das als Edukt fiir
die Einflhrung der gewiinschten Seitenkettenmodifikationim Cystein dente.

1. DCC, HOSu
2. Glycin, NaOH 9, EEDQ
Aloc-Pro-OH > Aloc-Pro-Gly-OH ———
93 % 61 %
14 8

F|>al
s
10T e
2. PalC
2. palc N NJJ\N OH
H o
2a

/
Aloc (e
0,
AIoc-Pro-GIy-Cltys-OtBu 85 %
Aloc-Pro-Gly-Cys-OtBu 1. tBuSH
6 o) StBu
2. TFA S
(@]
66 % H
(A AL o
Aloc 0] H (@)
2b

Schema 4: Synthese der C-terminalen Tripeptide 2a und2b
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Eine reduktive Spaltung des Disulfides 6 mit Dithiothreitol®’ (DTT) gefolgt von einer
Acylierung mit Palmitoylchlorid lieferte das lipidierte Tripeptid, wahrend eine Umsetzung
von 6 mit tert-Butanthiol in Gegenwart von Aminbase und Luft zur Bildung des
gemischten Disulfids fuhrte. Abschlief3end fihrte ene Behandung mit Trifluoressgsaure
(TFA) zur saurekatalysierten Abspaltung des tert-Butylesters unter Ausbildung der
Synthesebausteine 2a und 2b.

4.1.3 Aufbau der mittleren Tripeptide

Die unterschiedlichen Zugange zu den Tripeptiden 3a und 3b veranschaulichen deutlich
die durch de Gegenwart des Thioesters limitierten Moglichkeiten zur Synthese
pamitoylierter Peptide. Eine Freisetzung der a-Aminogruppe im Cystein nach der S
Acylierung ist wegen der schnellen Acylwanderung nicht moglich (vgl. Abbildung 4 im
Abschnitt 2.3). Deshalb muss die Palmitoylierung in Gegenwart des Serins erfolgen, was
wiederum die Gefahr einer O-Acylierung mit sich bringt oder die Verwendurg einer
weiteren Schutzgruppe afordert.

Die Kondensation von Aloc-geschitztem Serin 15 mit (H-Cys-OtBu), 9 liefert Dipeptid
10, das nach Reduktion duch DTT mit Paimitoylchlorid acyliert wird. Unter den bel der
Synthese von 2a eingesetzten Bedingungen (Eiskihlung, sofortige Zugabe des
Sauredhlorides) wurden neben dem gewlinschten Produkt auch deutliche Mengen O,S
bisag/lierten Dipeptides isoliert. Durch langsamere Zugabe des Acylchlorides und
Kuhlung mit EisKochsaz-Mischung konrte @er die O-Acylierung ganzlich
zurlickgedrangt undselektiv das S-agyli erte Dipeptid 7 erhalten werden.

(H-Cys-OtBu), 9 1.DTT
EEDQ Aloc-Ser-Cys-OtBu 2. PalCl
Aloc-Ser-OH - | ——  Aloc-Ser-Cys(Pal)-OtBu
15 69 % AIoc-Ser—l%ys—OtBu 78 %

Aloc-Met-Ser-Cys(Pal)-OtBu ——
2. Aloc-Met-OH 57 %
EEDQ, 53 %

7
1. [Pd(PPha),] d(PPh OH
rae 933(;1 [Pd(PPh3)4] 0 y O J<
0 DMB
! H-N N
A LRI,
(= o} s/:
3a [

16
_S Pal

Schema 5: Synthese des palmtioylierten Tripeptids 3a

Ein sich anschlieffender Palladium(0)-katalysierter Allyltransfer auf Dimethylbarbitur-
saure®® (DMB) als Allylakzeptor gefolgt von einer Kondensation mit Aloc-Met-OH fiihrte
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zu der Bildung des vollsténdig geschiitzten palmitoylierten Tripeptids, das durch erneute
Behandiung mit Pd’ und DMB N-termina deblockiert wurde. Die Dimethylbarbiturssure
und ceren Redktionsproduke lasen sich nadh der Rektion duch Extraktion mit
wasgigem Phosphat-Puffer be pH 6.5 (DMB und moncdlyliete DMB) und
anschli effende Chromatographie (bisal yli ertes Produkt) an Kieselgel leicht abtrennen.

Als problematisch erwies sch bel dieser Synthesesequenz vor allem die Durchfihrung der
beiden letzten Stufen. Die Peptidkupdung mit dem Serinderivat als N-terminae
Komporente verlief oft unzuverlassg undin schlechten Ausbeuten. Der Einsatz eines O-
tritylierten Analogons von 7 ergab auf dieser Stufe zwar bessere Ergebnisse, fuhrte jedoch
zu schledchteren Ausbeuten bel der S-Palmitoylierung — vermutlich wegen zu grofr
sterischer Hinderung - und spateren sauren Abspaltung der Schutzgruppen, so dassdiese
Alternative verworfen wurde. Die Aufreinigung von 3a wurde dadurch erschwert, dassdas
N-terminal deblockierte Tripeptid nicht chromatographisch an Kieselgel gereinigt werden
konne, da e an desem Material haften Hieb. Im Gegensatz dazu verlief eine
Grolenausschlusschromatographie an Sephadex LH-20 problemlos. Die besten Ergebnisse
konnten jedoch erzielt werden, wenn kel dieser Stufe nach der wassigen Extraktion der
DMB-Derivate auf eine weitere Aufreinigung verzichtet und s © erhaltene Rohproduk
direkt weiter eingesetzt wurde.

Bel der Synthese des Stert-butylierten Tripeptids 3b wurde aus diesem Grund eine
Strategie verfolgt, die @ne Umgehurg einer Peptidkupdung mit dem Serinderivat als N-
terminale Komporente elaubte. Dieses war durch eine N-Hydroxysuccnimid(HOSu)-
vermittelte Kondensation®* von N-terminal geschiitztem Methionin mit Serin moglich, de
auch bal der Synthese der C-terminalen Tripeptide 2a und 2b zum Einsatz kam. Eine
Kupdung mit dem bereits vollstandig modifizierten Cysteinderivat 13, das durch eine
Umesterung und gleichzeitige Boc-Abspatung ausgehend van kommerziell erhdltli chen
Derivat 17 hergestellt wurde, fihrte zu der Bildung der voll sténdig geschitzten Tripeptide
20 und21.

Die Synthese von 3b wurde durch Entfernung der N-terminalen Schutzgruppe aus 20 und
21 abgeschlossn. Im Fale der Aloc-Strategie wurde Phenylsilan®® als Allylakzeptor
eingesetzt, da andere getestete Nukleophile nicht zu einem voll stdndigen Umsatz fihrten.
Die Fmoc-Gruppe in 21 wurde durch Behandlung mit Diethylamin erfolgreich entfernt.
Aufgrund seines wesentlich niedrigeren Siedepunks erméglicht die Verwendurg dieses
Amins im Vergleich zu dem standardméllig eingesetzten Piperidin eine zlgigere
Abtrennurg dieses Reagenzes. Der Vortell der Fmoc-Strategie liegt darin, dass — falls
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gewinscht - das rohe Tripeptid 3b ohre weitere Aufreinigung eingesetzt werden kann, was
in einigen Falen zu deutlich horeren Gesamtausbeuten fihrt.

AcOtBu,
HCIO,
Boc-Cys(StBu)-OH —— H-Cys(StBu)-OtBu
17 80 % 13
1. DCC, HOSu
2. Serin, NaOH 13,EEDQ
SG-Met-OH >  SG-Met-Ser-OH _—
93 % a: 65 g/o
SG=Aloc: 18 SG=Aloc: 11 b 58 %
SG=Fmoc: 19 SG=Fmoc: 12

a: [Pd(PPhs),]
PhSiH;

b: Et,NH J<
H>N
SG-Met-Ser-Cys(StBu)-OtBu > 2 _JJ\ /g( JJ\

63 %

SG=Aloc: 20
SG=Fmoc: 21

Schema 6: Synthese des als Stert-Butyldisulfid geschiitzten Tripeptids 3b nadch der Aloc-
und cer Fmoc-Strategie

4.1.4 Abschlussder Synthese

Die Blockkondensation des Bausteins 2a mit dem Tripeptid 3a sowie von. 2b mit 3b
gelang unter Verwendurg von EEDQ as Kuppungsreagenz in holen Ausbeuten. Die
Einflhrung der zwel noch fehlenden Aminosduren erfolgte durch schrittweise C-terminale
Verlangerung. Dazu wurde der C-terminale tert-Butylester in 22a,b durch saure Hydrolyse
gepalten und ds Hexapeptid mit dem Baustein H-Lys(Aloc)-OtBu kondensiert. Eine
weitere saure Freisetzung der C-terminalen Carboxylgruppen ermdglichte die Herstellung
der Oktapeptide 23a und 23b durch Kuppung mit dem literaturbekannten Baustein
H-Cys(Far)-OMe®® 5,
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Aloc-Pro-Gly-Cys(R)-OH + H-Met-Ser-Cys(R)-OtBu

R=Pal: 2a R=Pal: 3a
R=StBu: 2b R=StBu: 3b

l EEDQ, a: 84 %; b: 78 %

Aloc-Pro-Gly-Cys(R)-Met-Ser-Cys(R)-OtBu

R=Pal: 22a
R=StBu: 22b

1. TFA, a: quant.; b: 88 %
2. H-Lys(Aloc)-OtBu, EEDQ, a: 41 %; b: 65 %
3. TFA, a: quant.; b: 88 %
4. a: H-Cys(Far)-OMe (5), EEDQ, 54 %
b: H-Cys(Far)-OMe (5), EDC, HOAt, 47 %

\]

Aloc-Pro-Gly-Cys(R)-Met-Ser-Cys(R)-Lys(Aloc)-Cys(Far)-OMe

R=Pal: 23a
R=StBu: 23b

a: [Pd(PPhy),] | b: 1. [Pd(PPh3)4], PhSiH;
DMB, 54 % 2. DTT, 62 % (beide Stufen)

NH,
O\WNQL LWNQL LWNJL P
: :\$
/S R Far
R=Pal: 1a
R=H: 1b

Schema 7: Zugang zu den Oktapeptiden 1la und 1b durch Blockkondensation und
schrittweise C-terminale Verléangerung

Die Freisetzung der Aminogruppen gelang im Falle des palmitoylierten Oktapeptids 23a
durch Pd’katalysierten Allyltransfer unter Bildurg des Zielpeptids la. Das nur
farnesylierte Peptid 1b konrte durch Pd®Katalyse und anschlieBende reduktive Spaltung
der Disulfide aus 23b hergestellt werden. Der Allyltransfer gab in Gegenwart der Disulfide
die besten Ergebnisse, wenn PhSiH; als Allylféanger eingesetzt wurde. In Falle des
palmitoylierten Oktapeptids 23a konrte dagegen de wesentlich leichter abtrennbere
Dimethylbarbitursaure efolgreich verwendet werden.
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4.2 Verwendung lipidierter Peptide in Untersuchungen zur Aktivierung von Raf
durch Ras

4.2.1 Hintergrund

Raf ist ein urspriinglich cytosolisches Protein, das durch eine Protein-Protein-Interaktion
mit Ras an der Plasmamembran gebuncen wird, um dort aktiviert zu werden. Diese
Membranlokalisierung ist esentiell fir die Signalweiterleitung Gber Raf. Bel der Suche
nach geagneten, selektiven Mdglichkeiten, onkayenes Ras zu nreutralisieren tritt die
Inhibierung solcher Protein-Protein-Wedselwirkungen zunehmend ins Blickfeld des
Interesses. Dieser Ansatz stutzt sich auf die Vorstellung, die bindenden Doménen mit
spezifischen Liganden abzuséttigen und @mit zu blockieren. Die hohe Selektivitét bel der
gegenseiti gen Proteinerkennurg sollte en nebenwirkungsarmes Eingreifen ermdgli chen.
Aufbauend auf den Arbeiten eines fritheren Projekts®® sollte der Einflusslipidierter Peptide
auf die Aktivieeung von Raf durch Ras untersucht werden. Im Rahmen deser
Untersuchungen wurde Raf in vitro duch Behandung mit ener Ras-haltigen
Membranfraktion aktiviert.° Diese Raf-Aktivierung lief} sich duch die Zugabe lipidierter
Peptide mit der Sequenz des N-Ras C-Terminus beanflussen. Ein interessanter Aspekt der
hierbei erhaltenen Ergebnisse war, dassdas farnesylierte Peptid eine Verringerung und ds
doprelt li pidierte Peptid eine Verstéarkung der Raf-Aktivitét bewirkte.

40000 —a— H-MGLPC(Far)-OM e
- —8— Aloc-C(Pal)M GLPC(Far)-OM e
o
8
=
T
@

10000 -

0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250

Konzentration an Lipopeptid (UM)

Abbildung 7: Auswirkung der Zugabe lipidierter Peptide mit der Sequenz des N-Ras C-

Terminus®
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Dieses Testsystem sollte im Rahmen eines zweimonatigen Aufenthalts in den Labors von
Prof. D. Stokoe und Prof. F. McCormick an der University of Californiain San Francisco
(UCSF) zunadst neu aufgebaut und de oben dargestellten Ergebnisse bestétigt werden.
Durch den Einsatz weiterer lipidierter Peptide sollte anschlief3end geprift werden, urter
welchen Bedingungen eine Verstéarkung und wann eine Verringerung der Raf-Aktiviét
erreicht werden kann.

Ahnliche Versuche zur Inhibierung der Ras-Eff ektor-Bindurg wurden nahezu zeitgleich in
einer anderen Gruppe mit Peptiden durchgefiihrt, die Bereichen der Eff ektorregion vonRas
entstammen ®® Allerdings wurden im Gegensatz zu den hier vorgestellten Experimenten
wegen der bedeutend einfacheren Handhebung und leichteren Proteinherstellung nur die
Bindurg zwischen ummodifiziertem Ras und dr Ras Binding Domain (RBD) von Raf

untersucht.

4.2.2 Das Testsystem

Das Kernstiick der Untersuchungen war die in vitro-Aktivierung von Raf durch Ras, die
wegen der schwierigen Handhabung von Raf — nicht ohne Grund wird oft mit verkirztem
Raf-Protein geabeitet — nicht leicht zu erreichen ist. Daran schliefit sich de
Quantifizierung der Raf-Aktivitéat an, fur die zwei verschiedene Assays untersucht wurden.
Die fur die Aktivierungsversuche bendtigten Proteine wurden jewell s frisch hergestellt, da
eine Aufbewahrung von nach nicht aktiviertem Raf bisher nicht gelang. Zur Herstellung
wurden onkagenes Ras (H-RasG12V) und Raf in COS1-Zellen Uberexprimiert, indem die
entsprechenden Plasmide in de Zellen duch Transfektion mit Lipofedamin oder durch
Elektroparation eingeschleust wurden. Nadhdem die Zellen vom Néhrgefald abgel 6st
(Lyse) und hanogenisiert waren, wurde durch Zentrifugation in urgeloste Membran-
bestandteil e und cytosoli sche Fraktion getrennt.

Raf-Aktivierung

Die in vitro Aktivierung von Raf sollte durch das Einwirken von GTP-beladenem Ras auf
die Cytosol-Fraktion vonRaf-Lysaten undfir 15 Minuten bal Raumtemperatur erfolgen.
Das hierfur bendtigte Ras-Protein wurde in der Regel as Membranfraktion won Ras-
Uberexprimierenden Zellen jeweil s frisch hergestellt, aber zu Vergleichszweden auch in
Form von gereinigtem prenyli erten K-Ras eingesetzt. Nadh der Inkubetion wurde aneut in
Membran- und Cytosolfraktion getrennt und desen beiden Fraktionen getrennt weiter

behandelt. In all en Proben wurde Raf durch Immunoprazipitation (IP) isoliert undauf seine
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Aktivitét gepriift. Fur die IP war Raf mit einem Glu-Glu-Signal®® versehen und ein

entsprechender Antikérper an einem polymeren Tréger immobili siert.

Direkter Kinase-Assay

Im direkten Kinase-Assay wurde durch IP ausgefdlte Raf mit in der y-Phosphatgruppe
radioaktiv markiertem ATP (y*P-ATP) und einer Kinase-inaktiven MEK-Mutante ds
Substrat versetzt. Nadh einer definierten Zeit wurde die Reaktion duch Denaturierung der
Proteine (Zugabe von Natriumdodecylsulfat und DTT) gestoppt. Die Auswertung erfolgte
durch Gelelektrophaese (SDS-PAGE). Die Phosphaylierung der MEK-Mutante wurde
Uber einen Phospha-Image-Screen quantifiziert. Dieser Assay kam vor alem bel der
Ausarbeitung der Versuchsbedingungen zum Einsatz, welil er nicht nur Informationen Gler
die Aktivierung von Raf liefern kann, sondern das Anférben des Gels auch Aufschlusstber

die Menge des exprimierten Rafs gibt.

Gekoppelter Kinase-Assay

Der Assay bestand aus zwel Teilen. Zunadhst wurden de in der Kinasekaskade auf Raf
folgenden Proteine MEK und Erk mit dem aktivierten Raf umgesetzt und je zwei Proben
entnommen. Diese Proben wurden dann mit y*?P-ATP und einem Zielprotein (Myelin
Basic Protein, MBP) versetzt. Die Auswertung erfolgte durch Auftragen der Mischung auf
spezielles Papier (Whatman-Papier), Waschen und schliefdlich Zahlen der radioaktiven
Zerfdle mit einem Szintill ationszéhler. Dieser Assay war vorwiegend in den spateren
Versuchen verwendet worden, well er im Vergleich zum direkten Kinase-Assay schneller

Ergebniss lieferte undweil die hierfir bendtigten Proteine leichter zugangli ch waren.

4.2.3 Reetablierung des Assay-Systems

Bevor mit den geplanten Untersuchungen begonren werden konrte, musde dasin Literatur
62 beschriebene Assy-System neu aufgebaut werden, da wegen des Ortswedsels von
Stokoe und McCormick an de UCSF die urpringliche Ausrtistung nicht mehr vorhanden
war undsich auch de Forschurngsinteressen leicht verschoben hatten. Die Optimierung der
beiden Quantifizierungsmethoden (direkter und indirekter Kinase-Assy) erfolgte durch
Expresson einer Raf-Mutante mit dem K-Ras C-Terminus (RafCAAX ),** die durch diese
Anderung dauerhaft aktiviert ist, und Koexpresson von Ras und Raf (also in vivo-
Aktivierung von Raf durch Ras). Eine in vitro-Aktivierung von Raf durch Ras konnte trotz

umfangreicher Variation der Versuchsbedingungen nicht erreicht werden.
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Exemplarisch fur die beim gekoppelten Kinase-Assay erhaltenen Ergebnise ist ein
Beispiel in Abbildung 8 gezeigt: Eintrag 11 demonstriert die hohe Aktivitdt des in vivo
aktivierten Raf. Zum Vergleich: in vitro aktiviertes Raf hatte in den friheren Versuchen
von Stokoe Messverte ageben, de dwa hab so hach waren wie die dieser

Positi vkontroll .

250000+
N H Mittelwert Cytosol-Fraktion ]
§ 200000 . .
g OMittelwert M embranfraktion
= 150000
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?’F 100000+
T
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Versuchsnummer

Abbildung 8: Typisches Ergebnis der Raf-Aktivierung. In desem Fall wurde die in vitro-
Aktivierung durch Verwendurg von frisch hergestellten Ras-Lysaten (Eintrag 3-5) und cer
Einsatz gereinigten K-Ras-Proteins (Eintrag 7-10) getestet: (1) Blindprobe, (2) Assay ohre
Raf, (3) H-Ras-Membranen undRaf-Cytosol, (4) H-Ras-Membranen undRaf-Cytosol mit
DMSO, (5) H-Ras-Membranen und Raf-Cytosol mit H-Met-Gly-Leu-Pro-Cys(Far)-OMe,
(6) Raf-Cytosol, (7) Raf-Cytosol und K-Ras, (8) Raf-Cytosol, K-Ras und DM SO, (9) Raf-
Cytosol, K-Ras und H-Met-Gly-Leu-Pro-Cys(Far)-OMe, (10) Raf-Cytosol, K-Ras und H-
Cys(Far)-OMe, (11) Ras/Raf-Koexpresson

In der abgebildeten Mesgeihe wurde verglichen, ob de Quelle des Ras-Proteins einen
Einfluss auf die Messrgebnise hat. Die easten beiden Eintré&ge sind de blichen
Blindproben (eine proteinfreie Probe fur das Hintergrundrauschen und eine Probe ohre
Raf, die die Autophasphaylierung von MEK, de fir ein weiteres konstantes
Hintergrundsignal verantwortlich ist, demonstriert), Eintrag 11 ist eine paositive Kontrolle
(in vivo-Aktivierung), die neben dem Funktionieren des Testsystems auch de Aktivitédt des
2P, das eine Halbwertszeit von etwa zwei Wochen hat, demonstriert. Ein Vergleich der
Eintrége 6 und 7mit der positiven Kontrolle 11 zeigt, dassweder bei Verwendurg von H-
Ras-Membranfraktionen nach beim Einsatz von isoliertem, aktiven K-Ras ene

Aktivierung des Raf-Cytosols erreicht wurde. Stattdessen wurde bestenfalls ein erhbhter
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Rauschpegel gefunden. Die hohe Aktivitét der positiven Kontrolle zeigte jedoch, dassdie
Isolierung von aktiven Raf ohne dessen Zerst6rung abl &uft.

Aufgrund dr oben dargestellten Ergebnise war anzunehmen, dass die Versuchs
durchfihrung bis zum ersten Zentrifugieren bei 100000 g und ab der IP von Raf
einschliefdich der beiden Assay-Varianten einwandfrel funktionierte, da be diesen
Arbeits<chritten alle Proben (also auch dasin vivo aktivierte Raf) gleich behandelt wurden.
So musge das Problem bei den Vorgangen, de nur fir die in vitro-Aktivierung nétig
waren, zu suchen sein; es konrne jedoch trotz dieser Eingrenzung nicht behoben werden.
Die Tatsadche, dass dieses Testsystem trotz seiner Bedeutung in der Untersuchung der
Aktivierung von Raf bisher auf¥er von Stokoe und McCormick nur in einer zweiten Gruppe
erfolgreich eingesetzt worden ist, mag als Hinwels darauf gelten, dass die Durchftihrung
der Raf-Aktivierung in vitro auf¥erst kompliziert ist und de dabei wichtigen Faktoren nach
nicht voll standig erkannt sind 3233

Als Alternative zu den hier beschriebenen an der UCSF durchgefiihrten Versuchen hietet
sich eine Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Y. Kaziro an, de a@nen sehr dhnlichen
Assay zur Untersuchung der Raf-Aktivierung aufgebaut hat und desen —im Gegensatz zu

Stokoe und M cCormick®? — zur Zeit offensichtlich nach verwendet.®

4.3 Einsatz farnesylierter Peptide in der Untersuchung der Wechselwirkung von Ras
mit der Pl 3-Kinasey

4.3.1 Hintergrund

Die Pl 3-Kinaseist ein an mehreren Signaltransduktionwegen beteili gtes Protein, das durch
Aktivierung die Fahigkeit gewinnt, Phosphatidylinositderivate (PI) in der 3-Position des
Inositrings zu phaphaylieren. Die y-lsoform dieser Kinase unterscheidet sich in
mehrfacher Hinsicht von anderen Isoformen deses Proteins. Zum einen koadiniert die
katalytisch aktive pll0GUntereinheit nicht mit einer p85Untereinheit, die fur die
Wedselwirkung mit vielen Signalmolekilen verantwortlich ist. Zum anderen wird p11¢
nicht infolge @ner Aktivierung von Ras aktiviert, liegt aso in der Signaltransduktionskette
nicht abwérts von Ras.

Bei der Immunoprézipitation (IP) von p11§ wird auch Ras mit ausgefalt.®® Die Menge
des ausgeféllten Ras-Proteins hangt dabel von einer Aktivierung durch GTP (GTP>GDP)
und dr posttrandationalen  Modifikation (modifiziert>unmodifiziert) ab. Diese
sogenannten Pull Down-Versuche spiegeln jedoch kein Gleichgewicht der Wedsel-
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wirkung Ras-pl10; wider, das fur eine Untersuchurg der physiologischen Bedeutung
dieser Interaktion eine wichtige Grofe ist. Viedmehr wird duch de IP das
Komplexgle chgewicht drastisch gestort, wodurch die beobadhteten Effekte zum Teil auch
auf die unterschiedlich schnelle Gleichgewichtseinstellung zurlckzufihren sein kénrten
und deshalb schwer zu interpretieren sind. So kann de Lipophli e des modifizierten Ras-
Proteins, die infolge der Lipidierung im Vergleich zum unmodifizierten Protein deutlich
erhoht ist, die Geschwindigkeit der Gleichgewichtseinstell ung beanflussen.

Um eine detalilli ertere Interpretation zu ermdgli chen, wurde @n Assay entwickelt, bei dem
das Komplexgleichgewicht nicht gestort wird.®® Die Auswertung der hierdurch erhaltenen
Ergebnisse weist auf eine von der posttranslationalen Modifikation abhéngigen Wedhsel-
wirkung von Ras mit p110y hin, ohre dassgeklart werden konrte, ob de posttranglationale
Modifikation vonRas — insbesondere die Farnesylgruppe, da die gleichen Effekte bel H-
und K-Ras gefunden wurden — an einer Interaktion mit der Pl 3-Kinase y betelili gt ist.
Alternativ kbnrten de beobadteten Effekte auch auf eine Konformationsanderung der
Ras-Proteine im Laufe oder ds Folge der posttrandationalen Modifizierung
zurtckzufihren sein.

Im Rahmen eines Aufenthaltes in dem Labor von Prof. Dr. R. Wetzker an der Unversitéat
Jena sollte gekléart werden, ob farnesylierte Peptide geegnete Werkzeuge zur weiteren
Aufklérung der an der Ras-pl110-Interaktion beteili gten Prozess sind. Die im folgenden
vorgestellten Untersuchurgen wurden mit dem farnesylierten Oktapeptid 1b als
Testsubstrat durchgefiihrt.

4.3.2 Der Assay

Die Grundage fur den duchgefihrten Assay ist die Beobadtung, das GTP-beladenes Ras
die p110y gut bindet. Diese Bindurg findet zumindest auch ker die Effektordomane von
Ras datt, Uber die Ras mit anderen Proteinen in Wedselwirkung tritt. Durch de
Komplexierung ist diese nicht mehr fir andere Effektorproteine, wie aich dem GTPase
Activating Protein GAP, zuganglich bis der Ras-p1106~-Komplex zerfdllt.

Wird das Ras mit am dritten Phosphat radioaktiv markierten GTP (y*’P-GTP) beladen,
sollte im Rahmen der GTP-Hydrolyse die radioaktive Phosphatgruppe freigesetzt werden.
Nacd einer Komplexierung des mit diesem radioaktiven GTP-beladenen Ras mit einem
Uberschuss p110y (15 Minuten auf Eis) wurde @n grofer Uberschuss GAP zugegeben.
Auf diese Weise sollte das gesamte unkamplexierte Ras(GTP) sofort zu Ras(GDP)
hydrolysiert werden. In kurzen Abstdnden wurden Proben entnommen, de den zeitli chen
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Verlauf der Redktion wiedergeben. Diese Proben werden in eine phosphasaure
Aufschlammung von Aktivkohle gegeben, so dassGDP und richt hydrolysiertes y*?P-GTP
zusammen mit alen Proteinen von dr Aktivkohle gebunden wird. Nadh Zentrifugieren
wird eine definierte Menge des Uberstandes entnommen und assen Radioaktivitat per
Szintill ationszéhler ermittelt. So erhdt man eine zeitli ch aufgel 6ste Disoziationskurve des
Ras(y*’P-GTP)-p110-Komplexes. Als Vergleichswert wird de identische Messung ohre
p11G; durchgefihrt.

PI3Ky PI3Ky
GAP .
— — e P
Ras-GTP* - Ras-GTP* ) +

A B
Vorinkubation
PI3Ky Aufreinigung und
Detektion
Ras-GTP* ) +

-

Abbildung 9: Ablauf des Assays zur Untersuchurg der Wedselwirkung zwischen der
Pl 3-Kinase y und Ras. Nad einer Vorkomplexierung von Ras, das mit radioaktiven GTP
bekaden ist, mit der Pl 3-Kinase wird ein Uberschuss GAP zu der Losung gegeben, der
eine sofortige Hydrolyse von Ras(GTP) zu Ras(GDP) bewirkt, wobei die radioaktive
Phosphatgruppe freigesetzt wird. Nadh der Abtrennurg der Proteine kann de Menge des

freigesetzten markierten Phosphats quantifiziert werden.

Bel dieser Versuchsanordnurg sollten de gemessnen Daten zwischen zwel Grenzféllen
liegen. Gibt es eine schwade Bindurg zwischen Ras und der PI3Ky, so sollte ane zligige
Dissoziation oes gebildeten Ras-PI3Ky-Komplexes (A->B) erfolgen. Durch den Uber-
schuss an zugesetzten GAP wird aus diesem Gleichgewicht das freigesetzte Ras(GTP*)
durch Hydrolyse zu Ras(GDP) entzogen. Unter diesen Versuchsbedingungen sollte deshalb
im Fale aner schwaden Komplexbindurg die gemessene Kurve sich den Vergleichs
werten, de be enem Kontrollexperiment ohne PI3Ky ermittelt werden, schnell
angleichen. Im anderen Extremfall, einer starken Bindurg im Ras(GTP)-PI3Ky-Komplex,
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ist eine langsame Anndherung an den im Vergleichsexperiment ohre die Pl 3-Kinase
ermittelten Plateauwert zu erwarten, da das Ras(GTP*) sehr langsam freigesetzt werden

sollte.
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Abbildung 10: Auftragung der ermittelten Radioaktivitdt der Proben gegen de Zeit.

Das bel den Mesaungen erhaltene Ergebnis weist jedoch in einer Hinsicht von den
Erwartungen ab: im Falle der posttrandational modifizierten Ras-Proteine wird innerhab
der Mesgeit keine voll standige Anndherung an das Vergleichsplateau erreicht (Abbildung
10). Stattdessen liegen de ehaltenen Werte deutlich niedriger, wobei die Differenz je nach
eingesetzter Ras-1soform unterschiedlich grof3ist. Dieses Ergebnis wurde durch eine sehr
stabil e Komplexierung und daraus resulti erende unvdl standige Dekomplexierung erklart.®®
Um den Einfluss der Ras-Peptide aif diese Komplexierung zu urtersuchen, wurde p110/
zunachst mit einem grofRen UberschussPeptid versetzt (100 M finale Konzentration — bei
der Vorinkubation ketrégt die Peptidkoreentration etwa 200 uM — fur 60 Minuten bei
30 °C in Abwesenheit von Detergens). Unter diesen Bedingungen ist die Losung deutlich
getribt; es stzt sich jedoch kein Niederschlag ab, so dassdie Triburg vermutlich duch
die Bildung kleiner Peptidaggregate oder Micdlen verursacht wird. Anschlief3end wird der
Assay wie beschrieben durchgefiihrt.

4.3.3 Ergebnisund Interpretation

Fur den Fall, dassdas Peptid einen Einflussauf die Bindurg von Ras an p11 hat, ist zu
erwarten, dass die Peptidkurve zwischen den beiden anderen liegt. Ansonsten sollte sich
diese Kurve nicht von der des Ras(GTP)-p110/-Komplexes unterscheiden.
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Von del Mesgeihen zeigten zwel keine Effekte der Zugabe des Peptids 1b, wahrend in
einem Fall ein geringer Einflussgefunden wurde, der aber auch in der Messungenauigkeit

liegen kann, so dassdiese Daten in der Interpretation vernachl&ssgt wurden.

100 -
§ 80 -
S 60-
-_; 40 —o— Ras(GTP)+Puffer
S —a— Ras(GTP)+PI3K
< 20 —»— Ras(GTP)+PI3K +Peptid
0 I I I I 1
0 5 10 15 20 25
Zeit in Minuten

Abbildung 11: Ergebnisse der Ras(GTP)-Hydrolyse in Gegenwart von Peptid 1b

Dieses Ergebnis léasd sich dahingehend ceuten, dbss keine Wedselwirkung der
Farnesylgruppe oder einer C-terminalen Ras-Teil sequenz mit der Pl 3-Kinase y stattfindet.
Eine mdgli che Erklarung der beobadhteten Differenz der Plateau-Werte ist die weiter oben
angesprochene Konformationsdnderung der lipidmodfizierten Ras-Proteine im Vergleich
zu ummodifizertem Ras durch oder im Laufe der posttranslationalen Modifzierung. Falls
eine so indwiete Konformationsdnderung in Ras fir die Komplexierung dieser
Pl 3-Kinase ndtig ist, sollte die Zugabe anes i pidierten Peptids keinen Einflusszeigen.

Doch auch eine wesentlich kritischere Interpretation ist moglich, de auf der Diskrepanz
zwischen erwartetem Ergebnis (langsameres Erreichen des Kontroll-Plateaus bel
Komplexierung) und gemessenen Daten (deutlich niedrigeres Plateau bzw. sehr langsame
Angleichurg) beruht. Wie kann de zur Erklarung herangezogene extreme Stabilitdt des
Ras(GTP)-p110/-Komplexes tberhaupt verstanden werden? Zur Verdeutlichung: Sobald
sich deser Komplex 16st, sollte wegen des groRen Uberschusses an GAP eine sofortige
Hydrolyse von Ras(y*’P-GTP) erfolgen, de in einer Freisetzung der radioaktiven
Phaosphatgruppe resultiert. Da es sch bel der Komplexierung/Dekomplexierung um eine
Gleichgewichtsre&ktion handelt, sollte e@ne vollsténdige Freisetzung der radioaktiven
Phosphatgruppe beobachtet werden, nicht aber das Erreichen enes niedrigeren
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Plateauwertes. Die oben gezeigten Mesgeihen erwedken den Eindruck, dass der grolere
Tell des zundchst komplexierten H-Ras Proteins relativ schnell, das heifldt innerhalb der
ersten funf Minuten, freigesetzt wird und @mit eine GTP-Hydrolyse stattfindet, wahrend
die zu desem Zetpunk noch valiegenden Ras(GTP)-p110~Komplexe praktisch kaum
noch dsziieren. Liegt also das in Literatur 66 as komplexiert interpretierte Ras nach
Abbruch der Mesgeihe wirklich nach as Ras(GTP) vor oder hat eine Nebenreaktion
stattgefunden, de dieses nur vortauscht? Letzteres <llte in einem gedgneten

Kontroll experiment gepruft werden, um eine weitergehende Diskusson zu ermdgli chen.

4.4 Synthese lipidierter H-Ras-Peptide mit einem Maleinimidocapr oyl-Linker

4.4.1 Syntheseplan

Die Synthese dieser Pentapeptide lehnte sich an im Abschnitt 4.1 beschriebenen Peptide
an, stellte jedoch duch de Inkompatibilitd der Aloc-Abspatung mit der Maleinimid-
Gruppe éne neue Herausforderung dar.®” Da sich hisher nur die Allyloxycarborylgruppe
as fur eine Abspatung auf der letzten Stufe gedgnete Aminoschutzgruppe fur die
Synthese dieser mehrfach lipidierten Peptide ewiesen hatte, musden also entweder
Bedingungen gefunden werden, de diesen Anforderungen entsprechen, oder eine
aternative Schutzgruppenstrategie entwickelt werden.

Hn-SC
OH
o e e e
N N N
O \§

|
S Pal Far
l Bedingungen

NH,
OH
0 H © n © n ©
NJJ\ NJJ\ NJJ\ -
Ny N TN -
o 0] @) s @) \§

g .

_S Pal Far

Schema 8: Abspaltung der Schutzgruppe in der Lysinseitenkette ds letzter Syntheseschritt
erfordert extrem milde Bedingungen, die mit dem Palmitoylthioester, der Prenylgruppe
und cem Maleinimid kompatibel sein missen.
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Es war zu erwarten, dass die Schutzgruppe, die diesen Anforderungen entspricht, die
Strategie zum Aufbau der Maeinimido-modifizierten Pentapeptide aufgrund ihrer
mangelnden Kompatibilit& mit bisher eingesetzten Schutzgruppen beanflussen wirde.
Deshalb sollten de in Abschnitt 4.1 beschriebenen Tripeptide mit der Sequenz Met-Ser-
Cys ds zentrale Synthesebausteine engesetzt und s Lysinderivat erst moglichst spét
eingefuhrt werden.

NH,

&J\\/\/\/\WNJJ\/Q(JJ\ JJ\/

g

/S R Far

MIC-Met-Ser-Cys(R)-Lys-Cys(Far)-OMe
R=Pal, StBu, Hd

|

MIC-OH  SG-Met-Ser-Cys(R)-OSG  SG-Lys(SG)-OH H-Cys(Far)-OMe
R=Pal, StBu, Hd

Schema 9: Syntheseplan fur die Maeinimido-modifizierten Pentapeptide mit der C-
terminalen Sequenz von H-Ras

Ausgehend von desem zentralen Tripeptid sollten duch Einfihrung des Maleinimido-
cgoroyl-Linkers am N-terminalen Methionin undC-terminale Verlangerung mit geegneten
Lysin- und Cysteinbausteinen das geschiitzte Zielpeptid zuganglich sein.

4.4.2 Untersuchungen zur Schutzgruppenstrategie

Vorangehende Arbeiten haben gezeigt, dass es bel einer Aloc-Abspaltung in Gegenwart
das Maenimides zu einer Addition des Allylakzeptors oder des Liganden PFh; an das
Michad-System kommen kann. Als ebenfalls ungeagnet erwies sch de Behandiung mit
Piperidin undHCI/Ether, wie sie zur Entfernung der Fmoc bzw. Boc-Gruppe angewendet
werden. Keine Re&tion gab es hingegen in Gegenwart von Trifluoressgsaure/Chloro-
form-Gemischen.®’ Diese Untersuchurgen li eferten somit zwei mégli che Ansatzpurkte fiir

die Losung des vorliegenden Problems. Einerseits konnte durch Verwendurg nicht
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nukieophiler Allylakzeptoren und anderer Phosphanliganden Bedingungen zur Aloc-
Abspaltung gesucht werden, da sich dese Schutzgruppe ds gut vertraglich mit den
Lipidmodifikationen erwiesen hat. Andererseits konrten auch andere Schutzgruppen
gefunden werden, de sich neutral oder mild-sauer abspalten lasen. Dabel misen de
Bedingungen so milde sein, dass es zu keinen Nebenredktionen in der Farnesylgruppe
kommt

Weitere mogliche Lésungen wéaren der Einsatz enzymlabiler oder Silylschutzgruppen, de
ebenfalls getestet werden sollten, wobei hier zunddhst die Vertréglichkeit mit den
Lipidgruppen im Vordergrundstand.

Fur die in den folgenden Abschnitten beschriebenen Untersuchungen wurden eine ganze
Reihe unterschiedlich blockierter Lysinderivate hergestellt. Bei der selektiven Einfuhrung
der verschieden Schutzgruppen kamen zwei Verfahren zur Anwendurg. Zum einen wurde
durch Komplexierung mit Kupfer die a-Aminogruppe blockiert, so dass die Behandiung
dieses Kupferkomplexes mit Chlorameisensdureestern eine selektive Acylierung der
e-Aminogruppe  @laubte®® Mittels Thioacdamid (TAA) as Sulfidquelle wurde
anschlief3end dbs Lysin freigesetzt und stand fUr weitere Derivatisierungen zur Verfligung.

NHz NH, _CHPh
/{ CuSO, PhCHO
O OH
HN HoN HoN OH
Cu-0
Y o)
I O
1. Chlorameisensaure- 1. Bis(TMS)acetamid
ester, NaOH 2. Chlorameisenséaure-
2. Thioacetamid 3 |(:SCt(Iar
.SG
HN NH,
OH SG. OH
H2N H
O o)

Schema 10: Verfahren zur selektiven N-Derivatisierung vonLysin
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Alternativ hierzu konrte durch Umsetzen von Lysin mit einem Aquivalent Benzaldehyd
selektiv das Imin der e-Aminogruppe ezeugt werden, so dass die a-Aminogruppe fur
weitere selektive Derivatisierungen zur Verfiigung stand®® Die Isolierung des einfach
geschitzten Lysins erfolgt in deser Synthese durch Fallen aus einer wassigen Lésung,
weshalb deses Verfahren bei gut kristalli sierenden Derivaten (z. B. Fmoc-Lys-OH) extrem
reine Produkte eagab, bel anderen (z. B. den digen Aloc-Lys-OH) hingegen eine
Abtrennurg vom Aceamid nicht gelang.

4.4.2.1Allylschutzgruppen

Die Untersuchurg des Pd’-katalysierten Allyltransfers auf Akzeptoren begriindete sich in
dem Umstand, dbss bisher nur Nukleophile (DMB, Morphdin) als Akzeptoren und ar
[PA(PPg)4] als Katalysator getestet wurden. Da aer auch Allylakzeptoren bekannt sind,
die st in Gegenwart des Pall adiumkatalysators Hydrid Ukertragen (Silane und Stannane),
sollte die Verwendurg von Sil anen weitergehend urtersucht werden.

Die Variation des Katalysators bzw. der Liganden beruhte aif dem Medhanismus dieser
Re&tion. Bem Einsatz von [Pd(PPhs)4] erfolgt zunadhst die Abspatung von zwel
Triphenylphaosphinliganden urter Bildung der katalytisch aktiven Spezies [Pd(PFh3),]. Von
Phosphanen ist jedoch bekannt, dass $e Michad-Systeme zumindest unter Bildurg eines
Gleichgewichtes angreifen konren und so Folgeredktionen ermoglichen (vgl. Baylis-
Hillm an-Rektion™®). Deshalb sollte versucht werden, duch Generierung der aktiven
Spezies in situ sowie durch Verwendurg chelatisierender Phosphine a@ne moglichst
geringe Konzentration von unkonplexierten Liganden zu erhalten. Als Testsubstrat diente
hierfir das Dipeptid MIC-Gly-Cys(Hd)-OAll, das freundicherweise von K. Kuhn zur
Verfigung gestellt wurde. Die Auswertung erfolgte NMR-spektroskopisch (ol efinischer
Bereich 57 ppm).

Eintrag Bedingungen Ergebnis
kleineres und \erbreitertes
1 PPhs, THF, 15 h
olefinisches MIC-Signa
voll sténdige Allylesterspaltung,
2 [Pd(PPh3)4], PhSiH3, THF, 2 h J Y SPAting

olefinische MIC-Signale verschwunden

3 [Pd(dba).], dppp,THF, 2 h olefinische MIC-Signale intakt
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Eintrag Bedingungen Ergebnis

4 [Pd(dba),], dpd, THF, 2 h olefinische MIC-Signal e intakt

. [Pd(dba),], dppp,PhSiH3, THF, unvdlstandige Allylesterspaltung,
2h olefinische MIC-Signale verschwunden

5 [Pd(dba),], dpd, PhSiH3, THF, unvdlstandige Allylesterspaltung,
2h olefinische MIC-Signal e verschwunden

langsame All ylesterspaltung,
7 [Pd(PFh3)4], NMM, THF, 3.5 h ) .g y. ® ng
olefinische MIC-Signale verkleinert

8 [Pd(dba),], dppp,NMM, THF, unvdlstandige Allylesterspaltung,
2h olefinische MIC-Signal e intakt

9 [Pd(dba),], dpd, NMM, THF, unvdlstandige Allylesterspaltung,
2h olefinische MIC-Signal e intakt

Tabelle 2: Untersuchurgen zur Pd-katalysierten Allylesterspaltung in Gegenwart des
Maleinimidsystems. dppp 1,3-Bis-(diphenylphasphino)-propan, dpg: 1,1 -Bis-(diphenyl-
phasphino)-ferrocen, NMM : N-Methylmorphdin, dia: Dibenzyli denaceon

Die aufgelisteten Ergebnisse fihren zu dem Schluss dass Silane nicht als Fanger geagnet
sind (Eintrage 2/5/6), da e offensichtlich zu einer Hydridanlagerung an des
Maleinimidosystem kommt Eventuell wird das Silan Palladium-katalysiert addiert, es
wurde jedoch nicht der Versuch urternommen, de gebildeten Produke ndher zu
identifizieren. Die Verwendurg bidentater Liganden erscheint jedoch als eine sinnvdle
Alternative zum Einsatiz von [Pd(PFhs)4], da die Liganden stabiler ans Metallatom
gebuncen sind. Dabei scheint die Art des chelatisierenden Liganden weniger relevant zu
sein, denn zwischen den beiden getesteten Liganden dppp und dplp waren keine
Unterschiede festzustellen (vgl. Eintrage 3/4, 56, 89).

Auch de Verwendung des tertidren Amins N-Methylmorphdin (NMM) as
Allylakzeptor’* war nicht erfolgreich. Das tertidre Amin zeigte schon hei diesem
Testsubstrat eine sehr langsame bzw. unvdl standige Allylesterspaltung, so dasses fur den
Einsatz in der Synthese nicht geeignet erscheint.

Demnadh ist bis auf weiteres keine Moglichkeit zur Abspatung von Allyl-basierenden
Schutzgruppen in Gegenwart von Maleinimiden bekannt. Ein moglicher Ausweg konrte
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darin liegen, ein ahnliches Urethan, de 4-Trimethylsilylbut-2-enoxycarbonyl-Gruppe,”? zu
untersuchen, das sch duch Pd®-Katalyse zu Butadien zersetzt, wodurch kein Allylakzeptor

bendtigt wird undso kein Konflikt mit dem Maleinimid vorliegen sollte.

4.4.2.2Die Phenylaceaylgruppe

Das Phenylacdamid (PhAc) wurde ds enzymlabile Schutzgruppe entwickelt und kann
durch das Enzym Penicilli n-G-Acylase (PGA) selektiv bei schwad sauren hbis neutralen
pH-Werten hydrolysiert werden.”® Da Palmitoylthioester in Gegenwart von PGA nicht
gespalten werden, wurde das Phenylacdamid auf seine Verwendbarkeit in der Synthese
mehrfad li pidierter Peptide getestet.

Aloc-Lys(PhAc)-OH 1. DIC, HOB, 70 %
2. PdCl,, TPPTS, Et;NH

24 88 % Rohausbeute
+ > H-Lys(PhAc)-Cys(Far)-OMe
H-Cys(Far)-OMe 25

5

TFA 25, EEDQ

Aloc-Met-Ser-Cys(Pal)-OtBu ————  Aloc-Met-Ser-Cys(Pal)-OH —— »
quant. 53 %
16 26
5
HN
OH

Schema 11 Synthese des Phenylacayl-geschitzten Pentapeptids 27. TPPTS:
Triphenylphosphin-3,3,3” -trisulfonsdure Natriumsalz

Als Testsubsubstrat wurde das farnesylierte und galmitoylierte Pentapeptid 27 eingesetzt,
das durch Kondensation vonAloc-Lys(PhAc)-OH 24 mit H-Cys(Far)-OMe 5, vorsichtige
Entfernung der Aloc-Gruppe, um eine Cyclisierung von 25 zum Diketopiperazin zu
vermeiden, und abschliel3ende Blockkupdung mit dem palmitoylierten Tripeptid 26
zuganglich war. Das N-terminal freie Dipeptid 25 konrte relativ rein hergestellt werden, da



Dieter Kadereit 4. Spezieller Tell 40

die Reagenzien entweder extrahiert oder im Vakuum entfernt werden konrten.”* Weitere
Aufreinigungsschritte (Chromatographie, Falung) dieses Peptides fuhrten zu verstérkter
Diketopiperazinbil dung.

Die Untersuchungen zur Enzym-katalysierten Abspaltung der Phenylaceylgruppe fuhrten
Zu negativen Ergebnisen, was in erster Linie aif die extrem schlechte Loslichkeit von
Peptid 27 im wasgigen Phaosphat-Puffer zurlickgeftihrt wurde, die auch durch Zugabe von
Detergentien as Losungsvermittler nicht behoben werden konrte. Die Beobadhtung, dass
sehr hydrophole Lipopeptide bei Enzym-katalysierten Retionen deser Art nur geringen
oder keinen Umsatz zeigen, stimmte mit denen bel der Verwendurg der Phenylaceoxy-
benzyl oxycarbornylschutzgruppe (PhAcOZ) — einer entsprechenden Urethanschutzgruppe —
erhaltenen Ergebnissen (ikerein,” so dass das Phenylaceamid fir den in desem Projekt

verfolgten Zwedk nicht weiter in Betradht kam.

4.4.2.3Die Trimethylsilylethoxycarborylgruppe

Fir die Entfernung der Trimethylsilylethoxycarbonylgruppe” (Teoc) sind sowohl saure ds
auch auf Fluoridreagentien beruhende Verfahren beschrieben. Von Interesse fir das hier
vorliegende Problem war vor alem die Verwendurg von nicht-basischen Fluoridquellen.
Als Testsubstrat kamen das farnesylierte Dipeptid 29 und ds pamitoylierte und
farnesyli erte Pentapeptid 30 zum Einsatz.

Aloc-Lys(Teoc)-OH 1. PdCl,, TPPTS

Et,NH
28 EEDQ 2. 28, EEDQ
+ ——  Aloc-Lys(Teoc)-Cys(Far)-OMe >
43 % 51 %
H-Cys(Far)-OMe 29
5
it
™
HN O/\/ S
O oH O O
N NI N
Aloc” Y N 7N o7
d S S
S Pal Far

Schema 12 Synthese der Teoc-geschitzten Testverbindurgen. TPPTS: Triphenylphos-

phin-3,3,3" -trisulfonsdure Natriumsal z
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Die Behandung von 30 mit TBAF fiuhrte auf Grund dessen holen Basizitét auch urter
Ausghluss von Wassr erwartungsgemdld zur Zersetzung des Edukies. Bei der
Verwendurg von Tris(dimethylamino)sulfonium-difluorsili kat (TAS-F), das bereits in der
Teoc-Abspaltung in Gegenwart eines Thioesters erfolgreich verwendet worden war,””
konnte dlerdings keine Re&ktion beobadtet werden. Das durchaus ermutigende Ergebnis,
dass dieses Reaggenz mit Thioester und Farnesylgruppe keine Nebenredtionen zeigte,
wurde dennach nicht weiter verfolgt, da andere Schutzgruppenstrategien deutlich bessere

Resultate ebracten.

4.4.2.4Die tert-Butoxycarbonylschutzgruppe

Obwohl die Inkompatibilitéat der Abspatungsbedingungen fir die Boc-Gruppe mit
Prenylresten mehrfach berichtet wurde,**** sollte @ne Verwendberkeit dieser haufig in der
Peptidchemie a@ngesetzten Schutzgruppe eneut untersucht werden. Hierbel sollten vor
alem Verfahren getestet werden, de ds besonders milde und vertraglich mit séurelabilen
Funktionalitéten beschrieben sind. Als Testsubstrate kamen de Dipeptide Aloc-Lys(Boc)-
Cys(Far)-OMe 32 und Fmoc-Lys(Boc)-Cys(Far)-OMe 34 zum Einsatz.

Aloc-Lys(Boc)-OH  pc

31 HOBt
+ — > Aloc-Lys(Boc)-Cys(Far)-OMe
70 %
H-Cys(Far)-OMe ’ 32
5

Fmoc-Lys(Boc)-OH

33 EEDQ
+ — ~ » Fmoc-Lys(Boc)-Cys(Far)-OMe
H-Cys(Far)-OMe 76 % 34
5

Schema 13: Synthese der als Testsubstrat genutzten Boc-geschitzten Dipeptide 32 und34
Als mégli cherweise verwendber erschienen milde Lewis-saure Verfahren. So war SnCl,"®
in Methylenchlorid und mit Lutidin gepufferte Silyltriflate interessante Kandidaten.
Bronstedt-Sauren wie TFA oder HCI/Ether wurden zu Vergleichszwedken all erdings auch
getestet. Die Auswertung erfolgte NM R-spektroskopisch.
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Eintrag Bedingungen Ergebnis
Boc-Abspaltu
1 HCIl/Ether, 0 °C _ Spating
Farnesylsignale zerstort
5 10% TFA in CH.Cl, Boc-Abspaltung
Abbruch duch Neutralisieren Farnesylsignale zerstort
Boc-Abspaltu
3 SnCI4 in CH2C|2 . ¥ &
Farnesylsignale zerstort
TESOTf (1.3Aquiv.), Lutidin (1.5Aquiv.), _ _
4 keine Re&ktion
CH)Cl,, 0 C
TESOTTf (6 Aquiv.), Lutidin (8 Aquiv.),
5 (8 Aquv.) (8 Aquv. keine Re&ktion
CH)Cl,, 0 C
L Boc-Abspaltung
6 TESOTf (1.3Aquiv.), CH,Cl,, 0 °C _
Farnesylsignale zerstort
. TMSOTf (10 Aquiv.), Lutidin (5 Aquiv.), Boc-Abspaltung
CH.Cl,, RT Farnesylsignale intakt

Tabelle 3. Untersuchurngen zur Abspaltung der Boc-Gruppe in Gegenwart eines
Farnesylrestes

Eine weitere Variation der in Eintrag 7 beschriebenen Bedingungen zeigte, dass die
Aminbase breit variiert werden kann. Auch ist ein Abbruch der Re&tion duch Zugabe
eines leichten Uberschusses, also. ca 6 Aquivalenten, eines leichtfliichtigen Amins (z. B.
EtMe,N) moglich, wodurch eine wésgige Aufarbeitung vermieden werden kann.

Diese Ergebnise alaubten erstmals die Abspaltung einer Boc-Gruppe in Gegenwart der

saureempfindli chen Prenylgruppen.

4.4.2.5Die 4-Methyltritylschutzgruppe

Die 4-Methytritylgruppe (Mtt) wurde ds extrem saurelabile Schutzgruppe fur die e-
Aminogruppe im Lysin in de Peptidchemie e@ngefiihrt.” Sie l14s4 sich duch Behandlung
mit ener 1%igen Losung von Trifluoressgsaure in  Methylenchlorid  oder
Essgsaure/Trifluorethand/Methylenchlorid 1:2:7 abspalten. Diesen Bedingungen urter-
worfen, wurde ane glatte Abspaltung der Mtt-Gruppe aus 36 beobadtet, ohre dassNMR-
spektroskopisch eine Beantradhtung der Farnesylgruppe nachzuweisen war.
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Fmoc-Lys(Mtt)-OH /dj :

35 EEDQ

+ —> Fmoc.

75 % H
H-Cys(Far)-OMe :\

5
Far

Fmoc-Lys(Mtt)-Cys(Far)-OMe
36

Schema 14: Synthese des Mtt-geschiitzten Dipeptids 36

Als idede Vorschrift erwies gch de Verwendurg einer einprozentigen TFA-L6sung in
Methylenchlorid in Gegenwart von 10 Aquivalenten Triethylsilan. Um ein Aufkonzen-
trieren der TFA zu vermeiden, wurde die Reaktion duch Zugabe @nes leichten Uberschus-

ses eines leichtflGichtigen tertidren Amins wie Ethyldimethylamin abgebrochen.

NH,
1% TFA
Et;SiH H
Fmoc-Lys(Mtt)-Cys(Far)-OMe ———— Fmoc. N -
95 % N \;)J\O
36 H 0 5\
S
37 Far

Schema 15: Erfolgreiche Abspaltung der Methyltritylgruppe unter sauren Bedingungen in
Gegenwart des Farnesylrestes

Weitergehende Testreaktionen zeigten, dassdie maximale Konzentration an TFA, der ein
Farnesylrest unbeschadet eine Stunde lang ausgesetzt sein kann, in Methylenchlorid
zwischen 5 und 10% liegt.

4.4.3 Synthese der Maleinimido-modifizierten Pentapeptide
Die Untersuchurngen zur Schutzgruppenstrategie hatten mit der Boc- und der Mtt-Gruppe
gleich zwei Kandidaten fUr einen erfolgreichen Abschluss der Synthese geliefert. Dieser
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erfolgte durch das Austauschen der N-terminalen Aloc-Gruppe gegen den Maleinimido-
cgoroyl-Linker, Freisetzung der Sdure und Blockkuppdung zum Pentapeptid 40. Diese
Kondensation erwies sch as shr unzuverlassg, und de Produke wurden oft in
schledhten Ausbeuten isoliert. Der Grund herfir liegt in der Tendenz der Dipeptide wie 39
zur Bildung von Diketopiperazinen als Konkurenz zur Blockkondensation. Da sich de
Nebenprodukte chromatographisch aber dhnlich verhielten, erwies sch de Isolierung der
Produke ds <hwierig. Eine Umstellung der Synthesestrategie zur Vermeidung dieser
Probleme hétte der lediglich zu einer Verlagerung dieser Schwierigkeiten geflihrt, so dass

die schlechten Ausbeuten an dieser Stell e in Kauf genommumen wurden.

1.[Pd(PPhs)4]
DMB, 93 %

Aloc-Met-Ser-Cys(Pal)-OtBu MIC-Met-Ser-Cys(Pal)-OH
16 2. MIC-OH, EEDQ 38
64 %
3. TFA, quant.
EtoNH
Fmoc-Lys(Boc)-Cys(Far)-OMe ———> H-Lys(Boc)-Cys(Far)-OMe
34 39
.Boc
HN
OH
EEDQ H © H H
38 + 39 —————>= _N N N
76% MIC ;JJ\N ;JLN o~
= H o = 0
r s $
_S Pal 40 Far

Schema 16. Synthese des palmitoylierten und farnesylierten Pentapeptids 40 mit einer
Boc-Schutzgruppe in der Lysinseitenkette

Eine Ubertragung der in den Testresktionen erhaltenenen Ergebnisse (Abschnitt 4.4.2.9
auf das Pentapeptid 40 erwies sch als nicht erfolgreich. Je nach Bedingungen férbte sich
die Re&tionslésung mehr oder weniger schnell braun und m@dch dem Abbruch der
Reektion, sei es nun duch Extraktion oder Neutralisieren durch einen Uberschuss Amin,
wurden Veranderungen in den NMR-Signalen der Farnesylgruppe gefunden, de auf

unerwiinschte Nebenreaktionen im Prenyl system hinwiesen.
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Eintrag Bedingungen Ergebnis
10eq. TMSOTT, 5eq. Lutidin, DCM, 1.5 h, schwer |6sliches Prodult, keine
Aufarbeitung durch Extraktion Farnesylsignae (NMR)
10eg. TMSOTf, 5eq. EtMe;N, DCM, 3 h schnell e Braunférbung, keine
Abbruch duch Zugabe von EtMe;N Farnesylsignale (NMR)

Wie Eintrag 2, jedoch langsame Zugabe @ner  langsame Braunférbung, keine
verdinrten Lésung von TMSOTf Farnesylsignae (NMR)

Tabelle 4: Versuche zur Abspaltung der Boc-Gruppe des Peptids 40

Das Methyltrityl-geschiitzte Pentapeptid 42 wurde analog zu 40 aufgebaut. Eine dternativ
geteste andere Rethenfolge in der Verknipfung der Komporenten, d. h. de Blockkuppung
von Aloc-Met-Ser-Cys(Pal)-OH 26 mit dem Dipeptid 41 gefolgt von der EinfUhrung der
Maleinimidocaproylgruppe, fuhrte besonders bei der Blockkondensation zu schlediteren

Ergebnissen.
Et,NH
Fmoc-Lys(Mtt)-Cys(Far)-OMe —— H-Lys(Mtt)-Cys(Far)-OMe
36 41
38, EEDQ
—— MIC-Met-Ser-Cys(Pal)-Lys(Mtt)-Cys(Far)-OMe
58 % 42
NH,
A: 1% TFA o OH o o
79 % (verunreinigt) H H H
NN N NI
B: 10 MIC : N 7 N I ©)
F 1% TFA 2 H : H 2
Et3SiH, 96 % - 04~ O g
| |
S Pal 43a Far

Schema 17: Synthese des pamitoylierten Zielpeptids 43a unter Verwendurg der
Methyltritylschutzgruppe

Im Gegensatz zu der Boc-Strategie verlief die Abspaltung der Methyltritylgruppe mit
herausragenden Ergebnisen. Dabel zeigte sich de Notwendigkeit der Zugabe enes
Fangers fur das freigesetzte Tritylkation. Bei der Methode A konnte zwar laut
Dunrschichtchromatographie @ne vollsténdige Reéktion beobaditet werden, des
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Tritylkation Hieb allerdings in der Lésung erhalten, wie an deren orangen Farbe leicht zu
erkennen war. Beim Abbrechen der Reektion duch Zugabe énes Uberschusses Amin
erfolgte a@ne sofortige Entfarbung verbunden mit einer teilweisen Rickregtion. Aus
diesem Gemisch konrte das Produlkt nur verunreinigt mit dem Edukt isoliert werden. Bel
einer aternativen Abspaltung in Gegenwart von Triethylsilan (Methode B) trat innerhalb
von ein bs zwei Minuten nach der Zugabe des Silans eine vollsténdige Entférbung der
Re&tionddsung ein, de das Abreagieren des Tritylkations dokumentiert. Das nach deser
Methode hergestellte Ziel peptid 43a erwies sch as shr rein (Schema 17).

Ermutigt durch dese Ergebnisse wurde die Synthese der analogen Ziel peptide 43b und43c
nach der gleichen Strategie angestrebt. Dabei wurde im Fale des Stert-Butyldisulfid
geschiitzten Derivates 43b auf das Tripeptid 3b und dessen Vorlaufer 21 zuriickgegriffen,
das durch Kondensation mit MIC-OH und saurer Abspaltung des tert-Butylesters zur
Kuppungskomporente 44 umgesetzt wurde. An deser Stelle zeigte sich der im Abschnitt
4.1.3 angesprochene Vorteil der Fmoc-Strategie zur Synthese von 3b, da ene
Kondensation des Maleinimids mit dem rohen 3b ohre vorherige Aufreinigung héhere
Ausbeuten erbrachte (58 % statt 21 % Uber beide Stufen).

Die Blockkondensation zum Pentapeptid 45 verlief mit mélligem Resultat, lieferte aer
ausreichend Material fur die Synthese des Zielpeptids 43b, die durch saure Abspaltung der
Methyltritylgruppein 76% isolierter Ausbeute afolgreich abgeschlossen wurde.

1. Et,NH
2. MIC-OH, EEDQ
58 % (zwei Stufen)

Fmoc-Met-Ser-Cys(StBu)-OtBu » MIC-Met-Ser-Cys(StBu)-OH
21 3. TFA, quant. 44
41, EEDQ
———»  MIC-Met-Ser-Cys(StBu)-Lys(Mtt)-Cys(Far)-OMe
28 % 46
NH,
1% TFA o OH 4 o
Et;SiH H H H
-N N N
S QLH QLH Ao
0 = = =
O O
g s~ S
_S StBu 43 Far

Schema 18: Synthese des Stert-Butylthio-modifizierten Ziel peptids 43b
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Die Synthese des hexadecylierten Zielpeptids 43c erwies sch schwieriger als erwartet.
Insbesonckere stellte sich hier die Einfuhrung des Hexadecgylthioethers als problematisch
heraus. Bei der Alkylierung auf der Stufe des Dipeptids Aloc-Ser-Cys-OtBu zeigte sich,
dassein fruher Abbruch der Re&tion sehr schlechte Umsétze ebradhte, andererseits aber
langere Re&ktionszeiten auch O-Alkylierung as Nebenregtion ermdgli chten. Zusétzlich
erwies sch de Detektion des Produktes als shwierig. Solche Probleme schienen sich
durch Alkylierung des Cysteinderivates Aloc-Cys-OtBu umgehen zu lasen, das in 58 %
isolierter Ausbeute in zwei Stufen ausgehend van korresponderenden Cystin-Derivat
gelang. Diese Strategie scheiterte jedoch an der Pd’-katalysierten Entfernung der Aloc-
Gruppe, die unter keiner der in anderen Féllen erfolgreich angewendeten Bedingungen

gelang.

Eintrag Edukt? Bedingungen Ergebnis

1 Aloc-Cys-OtBu 1.2eq.HdBr, 1.2eg. EtsN, DMF, 2 d 58 % Ausbeute

schwer trennbeares
2 Fmoc-Cys-OtBu  1.5eq.HdBr, 1.1eq. EtsN, DMF, 35 h

Produkgemisch
3 Fmoc-Cys-OtBu  1.5eq.HdBr, 2 eg. K,CO3, DMF, 4 d 18 % Ausbeute
4 Fmoc-Cys-OtBu 1.5eg.HdBr, DMF, 3d geringer Umsatz
5 Fmoc-Cys-OtBu  1.2eq.HdBr, 1.2eq. EtsN, DMF, 2d  geringer Umsatz
6 H-Cys-OH-HCI 2 eq. HdBr, DMF, 2 Wochen keine Re&ktion
7 H-Cys-OtBu 2 eg. HdBr, DMF, 4 d 10 % Ausbeute

18 % Ausbeute,
8 H-Cys-OtBu 2 eq. HdBr, 0.5eq. EtsN, DMF, 4 d Uberwiegend

Bisalkylierung
9 H-Cys-OtBu 2 eg. HdBr, 0.5eq. EtsN, DMF, 2 d 40 % Ausbeute

Tabelle 5: Versuche zur Synthese hexadecylierter Cysteinderivate. a: All e tert-Butylester-
substrate wurden jeweils frisch aus den korresponderenden Cystinderivaten durch
Spaltung mit DTT erzeugt.

Auch deses Hindernis Dllte sich duch Variation der Schutzgruppenstrategie umgehen
lasen. Beim Einsatz der Fmoc- statt der Aloc-Gruppe stellte sich heraus, dassdiese unter
den fur die Alkylierung notwendigen Bedingungen nicht stabil genug ist, so dasses zur

Bildung von urterschiedlich zusammengesetzten Gemischen aus Eduki, Produkt sowie
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Abspaltungs- und daraus entstandenen Nebenprodukten kam (Tabelle 5). Daraus konrte
das gewunschte Produk nur in schlechten Ausbeuten isoliert werden. Als erfolgreich
erwies sch hingegen de Alkylierung in Gegenwart der ungeschitzten Aminogruppe, die
nach kirzerer Redtionszeit abgebrochen wurde, um eine mogliche, aber langsamer
verlaufende N-Alkylierung zu urterdriicken. Diese Methode lieferte das gewiinschte
Produk 46 in 40% Ausbeute tUber zwel Stufen (Schema 19).

Die weitere Synthese des Tripeptidbausteins 48 erfolgte entsprechend der weiter oben fir
das Stert-Butyldisulfid beschriebenen Redtionsfolge. Auch in desem Fal verlief die
Blockkondensation zu 49 in schlechten Ausbeuten, de &schliefRende Abspaltung der
Methyltritylgruppe flhrte hingegen zu einer nahezu quantitativen Isolierung des
hexadegyli erten Ziel peptids 43c.

1.DTT Fmoc-Met-Ser-OH (12)
H-Cys-OtBu 2. HdBr EEDQ
| ——— H-Cys(Hd)-OtBu >~
H-Cys-OtBu 40 % 64 %
9 46
1. Et,NH

2. MIC-OH, EEDQ
69 % (zwei Stufen)

Fmoc-Met-Ser-Cys(Hd)-OtBu » MIC-Met-Ser-Cys(Hd)-OH
47 3. TFA, quant. 48
41, EEDQ
———  MIC-Met-Ser-Cys(Hd)-Lys(Mtt)-Cys(Far)-OMe
26 % 49
NH,
1% TFA o OH 4 o
Et3SiH H H H
-N N N
= QLH QLH Ao
0 = = =
O O
g s~ S
_S Hd 43c Far

Schema 19: Synthese des hexadecyli erten Ziel peptids 43c

Die extreme Labilit &t der Zielpeptide 43a-c fuhrte gelegentlich zu Missrfolgen bel zuvor
erfolgreich duchgefiihrten Prozesen. Insbesondere die Reinigung Uber Grofdenaus-
schlusschromatographie resulti erte wiederholt in der Isolierung von Verbindurgen mit dem
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richtigen Molekulargewicht, die @er laut *H- und **C-NMR keine Doppelbindurg im
Maleinimid aufwiesen. Eine Erneuerung des Saulenmaterials behob deses Problem.
Insgesamt wurden im Rahmen deses Projektes drei unterschiedliche lipidmodifizierte
Pentapeptide mit der Sequenz des H-Ras C-Terminus hergestellt, die nun for
Kopdungsexperimente mit verkirztem H-Ras Protein zur Verflugung standen. Die
nachfolgende Tabelle 6 zeigt zusammenfassend de synthetisierten Zielstrukturen, bei
deren Herstellung sich de Methyltrityleinheit als Schutzgruppe fur die Aminofunktion in
der Lysinseitenkette hervorragend bewahrt hat.

Sequenz Nummer

MIC-Met-Ser-Cys(Pal)-Lys-Cys(Far)-OMe 43a
MIC-Met-Ser-Cys(StBu)-Lys-Cys(Far)-OMe 43
MIC-Met-Ser-Cys(Hd)-Lys-Cys(Far)-OMe 43c

Tabelle 6: Ma e nimidocgoroyl-modifizierte Zielpeptide 43a-c

4.5Herstellung Sucanimid-verbr tickter Protein-Peptid-K onjugate

4.5.1Hintergrund

Das menschliche H-Ras Protein umfasd direkt nach seiner Biosynthese 189 Aminoséaure-
einheiten. Nach der Prozesserung ist es am C-terminaen, als Methylester vorliegenden
188Cys farnesyliert, dartiber hinausist es an **'Cys und**“Cys palmitoyliert.

Fir die Kupdungen wurde anerseits eine Mutante verwendet, die um acht Aminosaure-
einheiten (bezogen auf das unprozesserte Protein) verkirzt ist. Bel dieser Mutante ist jetzt
das '®'Cys die C-terminale Aminosiure. Dieses Protein (H-Ras 1-181) wurde an Max-
Planck-Institut for Molekulare Physiologie in Dortmund radh Standardmethoden
hergestellt.*’” Als zweite Mutante wurde én H-Ras 1-181 eingesetzt, dasin der Position 12
ein Vain statt des natirlich vorkommenden Glycins besitzt (H-RasG12V 1-181). Durch
diese Mutation \erliert das Ras-Protein seine GTPase-Aktivitét, so dass diese Mutante
konstant aktiv ist (siehe Abschnitt 2.2.7).

Die Verknupgfung des verkirzten Proteins mit dem lipidierten Peptid sollte durch
konjugierte Addition des Thiols von **!Cys des Makromolekiils an den Maleinimidlinker
erfolgen. Im pH-Bereich von 6.57.5 efolgt eine selektive Addition von Mercapto-
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Gruppen. Erst bel hoheren pH-Werten, de der wegen der Labilit & des Palmitoylthioesters
ohrehin vermieden werden missn, kann eine Addtion von Aminogruppen als

Nebenredtion eintreten.

H
N
SsH
N .
0

N~ pepi
N N Peptid
0 H

Abbildung 12 Synthese von Sucdnimid-verbrickten Protein-Peptid-Konjugaten duch
Additioneines Thiolsim Protein an den Maleinimidlinker des Peptids

Neben dem C-terminalen Cystein enthdlt das verkirzte H-Ras noch drel weitere Cysteine
an den Positionen 51, 80, 118Wie as rontgenkristall ographischen Daten hervorgeht,
sollten diese jedoch duch de Sekundirstruktur des Proteins abgeschirmt und dadurch fir
die Kupdungsretion mit den Maleinimidocaproyl-modifizierten Lipopeptiden schwerer
zuganglich sein als das *®'Cys. Deshalb konrte éne selektive Resktion des *%'Cys bei der
Synthese der Protein-Peptid-Konjugate ewartet werden.

Neben der Addition des Thiols an das Maeinimid besteht aber prinzipiel auch de
Moglichkeit, dass dieses unter den Reé&ktionsbedingungen eine Umesterung mit dem
Palmitoylthioester eingeht. Diese Nebenreaktion wurde jedoch in friiheren Versuchen nicht
beobadtet.

4.5.2 Konjugatsynthese
Dem Problem der geringen L&slichkeit lipidierter Peptide in wasgigen Medien konrte

durch Verwendurg von Triton X-114 als neutralem Detergens entgegen gewirkt werden.
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Dieses Detergensist bei 4 °C in Wasser gut 10sli ch, wdhrend sich olkerhalb von 30 € eine
Phasentrennurg zwischen der wasgigen Pufferlésung und einer 11 %igen TritonlGsung
einstellt. Diese Fahigkeit zur Phasentrennurg wurde in der spéateren Aufreinigung genutzt.
Die lipidmodifizerten Peptide wurden in wenig Methand angeldst und anschlief3end in
einer 11 %igen Losung von Triton X-114 aufgenommen. Nadh Zugabe des verkirzten
Ras-Proteins in Tris-Puffer (pH 7.4) wurde der Kuppdungsansatz 15 Stunden bei 4 °C
geschittelt.

Die Aufreinigung erfolgte durch de schon erwdhnte Abtrennurg der bei 30 °C gebil deten
Tritonphese, die @ne Abtrennurg der lipidierten Substanzen in der Tritonphase von richt
umgesetzten Ras-Protein im wasgigen Puffer erlaubt. Die Tritonplese, die neben dem
Kupdungsproduk auch nicht umgesetztes Peptid enthielt, wurde zwel weitere Male mit
wasgigem Puffer extrahiert und duch lonenaustauschchromatographie an DEAE-
Sepharose aufgetrennt.

4.5.3 Ergebnisse

Die Ausbeuten der im Rahmen dieser Arbeit hergestellten Protein-Peptid-Konjugate waren
deutlich geringer as in vorherigen Versuchen*” Auch de Reinheit der Produkte entspricht
noch nicht den Ergebnissen mit N-Ras-Peptiden. Eine Auswertung der von jeder Stufe der
Aufarbeitung genommenen Proben duch Gelelektrophaese (SDS-PAGE) zeigte, dassein
grofer Tell des gnthetisierten Konjugats auf der Stufe der lonenaustauschchromato-
graphie verloren ging. Im Vergleich zu friheren Arbeiten wurde in der Tat eine andere
Trennsdule engesetzt, wobel jedoch de Verwendury lediglich einer anderen Sepharose-
Saule mit demselben Material die schledhteren Ergebnise nicht unbedingt erklért. Die
Untersuchungen zur Synthese der Protein-Peptid-K onjugate dauern nach an.

Die Massenspektren weisen darauf hin, dassunter den V ersuchsbedingungen eine teilweise
Depamitoyli erung stattgefunden haben konrte, die in friheren Versuchen nicht beobadhtet
wurde. Eine andere Erklarung fur die gefundenen Daten wére a@ne Abspaltung der
verschiedenen Lipidreste im Massenspektrometer. Da &er die in Tabelle 7 présentierten
Daten aus einer noch nicht abgeschlossenen Untersuchung stammen, ist es an deser Stelle

zu fruh, Schlusgolgerungen zu dskutieren.
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Kupplungs detektierte Massen

Peptid
ausbeute (Nanospray-M S)
MIC-Met-Ser-Cys(Pal)-Lys-Cys(Far)-OM 21710 M)
-Met-Ser- -Lys ar)-OMe
Y 10 % 21503 [M-Far]

(43a) N .
21469 [M-Pal]” Hauptsignal

MIC-Met-Ser- StBu)-Lys- Far)-OMe
Cys( )-Lys-Cys(Far) noch nicht charakterisiert

(43b)
MIC-Met-Ser-Cys(Hd)-Lys-Cys(Far)-OMe 000 20489 [H-Ras 1-181]
0
(43c) 21470 [M-Hd]*

Tabelle 7: Ergebnisse der ersten Versuche zur Konjugatsynthese
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5. Zusammenfassung und Ausblick

5.1. Zusammenfassung

Im Verlauf dieser Arbeit sollte zunadhst eine Synthese fur unterschiedlich lipidierte
Oktapeptide mit der Sequenz des H-Ras C-Terminus entwickelt werden. Desweiteren galt
es, lipidmodifizierte H-Ras Pentapeptide fir die Synthese von Protein-Peptid-Konjugaten
bereitzustellen, de ds Linkergruppe én Maeinimidocagproyleinheit tragen. Beide Projekte

konnten erfolgreich abgeschlossen werden.

...-Pro- Gly-Cys-Met-Ser-Cys-Lys-Cys-OMe
S S S

Pal Pal Far

Abbildung 13: C-Terminale, li pidierte Teil sequenz des H-Ras Proteins

Das C-terminale H-Ras Oktapeptid 1la enthdlt einen sdurelabilen Farnesylthioether und
zwel basenlabile Palmitoylthioester. Zusétzlich befinden sich eine Serin-OH-Gruppe und
insbesondere @ne Lysin-e-Aminogruppe in ummittelbarer Ndhe der Thioester, die die
Gefahr einer S— O und S- N Acylwanderung im Laufe der Synthese bergen. Deshalb
sollten de Zielpeptide 1a und 1b aus den zwei selektiv entschitzten und entsprechend
modifizierten Tripeptidbausteinen 2a,b und 3a,b, einem geagnet geschitzen Lysinderivat
und dem Sfarnesyli ertem Cysteinmethylester 5 synthetisiert werden.

1. DCC, HOSu
2. Glycin, NaOH, 93 % Ajoc-Pro-Gly-Cys-OtBu
Aloc-Pro-OH > |
3. (CysOtBu), 9 Aloc-Pro-Gly-Cys-OtBu
14 EEDQ, 61 % 6
1.DTT 1. tBuSH, O,

2Palcl 5o 66\ 2. TFA

Aloc-Pro-Gly-Cys(Pal)-OH Aloc-Pro-Gly-Cys(StBu)-OH
2a 2b

Schema 20: Synthese der selektiv deblockierten Tripeptidbausteine 2a und2b

Die N-terminalen Tripeptide 2ab waren ohre weitere Schwierigkeiten aus den

entsprechenden Aminoséuren zuganglich. Durch Verwendurg einer N-Hydroxysucadn-
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imid-vermittelten Kuppung im ersten Schritt konrte die hohe Effizienz dieser
Synthesesequenz erreicht werden.

Bei der Synthese des palmitoylierten Tripeptids 3a konrten Bedingungen fir eine selektive
SAcylierung in Gegenwart der Serin-OH-Gruppe gefunden werden. Die anschlief3ende
Aloc-Abspaltung erfolgte durch Palladium(0)-katalysierten Allyltransfer auf Dimethyl-
barbiturséaure (DMB) as Allylakzeptor. Tripeptid 3a wurde schlieffdlich duch Konden-
sation mit Aloc-Met-OH und erneute Behandlung mit Pd(PFhz)/DMB erhalten.

1. [Pd(PPhg),]

DMB, 93 %
2. Aloc-Met-OH
Aloc-Ser-Cys-OtBu 3 Paley EEDQ, 53 %
| —— Aloc-Ser-Cys(Pal)-OtBu » H-Met-Ser-Cys(Pal)-OtBu
Aloc-Ser-Cys-OtBu 78 % . 3. [Pd(PPhs),] 3a
10 DMB, 57 %
1. DCC, HOSu 1. H-Cys(StBu)-OtBu,
2. Serin, NaOH EEDQ, 65 %
Aloc-Met-OH > Aloc-Met-Ser-OH H-Met-Ser-Cys(StBu)-OtBu
18 93 % 11 2: [Pd(PPh3)4] 3b

PhSiHs, 63 %

Schema 21: Synthese der N-terminal freien Tripeptidbausteine 3a und3b

Der entsprechende ds Stert-Butyldisulfid geschitzte Baustein 3b wurde hingegen durch
eine HOSu-vermittelte Kuppung, Kondensation mit H-Cys(StBu)-OtBu und Pd’-
katalysierte Entfernung der N-terminalen Schutzgruppe hergestellt. Alternativ zur Aloc-
Gruppe kam hier die Fluorenylmethoxycarborylgruppe (Fmoc) ebenfall s zu Einsatz.

Der Aufbau des vollstdndig modifizierten Oktapeptids 1a begann mit der Blockkon
densation cer Tripeptidbausteine 2a und3a. Der C-terminale tert-Butylester des erhaltenen
Hexapeptids wurde selektiv entfernt, und duich eine Reéktionsfolge bestehend aus Ketten-
verlangerung mit H-Lys(Aloc)-OtBu, erneute tert-Butylesterspaltung und Kondensation
mit dem farnesylierten Cysteinmethylester 5 wurde das geschiitzte Oktapeptid 23a her-
gestellt. Ausgehend von deser Verbindurg gelang die Synthese von Zielpeptid 1a durch
selektive Spaltung beider Urethangruppen mit Hil fe von Pd®-vermittelten Allyltransfer.
Durch de gleiche Sequenz von Kuppungs- und Entschitzungsschritten wurde das Bis-
Disulfid geschiitzte Oktapeptid 23b ausgehend von dx Tripeptiden 2b und 3b
synthetisiert, das durch Pall adium(0)-Katalyse und anschlief3ende Reduktion der Disulfide
mit Dithiothreitol in das Zielpeptid 1b umgewandelt wurde.
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Aloc-Pro-Gly-Cys(R)-OH + H-Met-Ser-Cys(R)-OtBu

R=Pal: 2a R=Pal: 3a
R=StBu: 2b R=StBu: 3b

EDQ, a: 84 %; b: 78 %

FA, a: quant.; b: 88 %

-Lys(Aloc)-OtBu, EEDQ, a: 41 %; b: 65 %
FA, a: quant.; b: 88 %

: H-Cys(Far)-OMe, EEDQ, 54 %

1. E
2. T
3.H
4. T
5.a

b: H-Cys(Far)-OMe, EDC, HOAt, 47 %

\
Aloc-Pro-Gly-Cys(R)-Met-Ser-Cys(R)-Lys(Aloc)-Cys(Far)-OMe

R=Pal: 23a
R=StBu: 23b

a: [PA(PPhs),] | b: 1. [PA(PPh3)s], PhSiH3
DMB,54 % | 2.DTT, 62 % (beide Stufen)

H-Pro-Gly-Cys(R)-Met-Ser-Cys(R)-Lys-Cys(Far)-OMe

R=Pal: 1a
R=H: 1b

Schema 22: Synthese der Zielpeptide 1a und1b

Die in deser Synthese angesetzten Schutzgruppenmanipulationen waren vdlstandig
orthogonal zueinander, d. h. de Schutzgruppen konrten selektiv aus dem Molekll entfernt
werden, ohre die jewells anderen zu beantradtigen. Zusétzlich biieben wahrend aller
Transformationen de basenlabilen Thioester und de saurelabile Farnesylgruppe
voll stéandig erhalten undeine S— O oder S— N Acylwanderung wurde nicht beobacdhtet.

Die mit Peptid la und anderen lipidierten Peptiden am Cancer Center der UCSF
durchgefuhrten Untersuchungen zur Aktivierung von Raf durch Ras blieben ohre
Ergebnis, da ene vormals erfolgreiche in vitro-Aktivierung von Raf nicht gelang.

Das in wasgigen Medien bessr 10sliche Peptid 1b wurde in der Untersuchung der
Bindurg zwischen Ras und cer Pl 3-Kinase y eingesetzt. Ein Effekt konrte hierbei nicht
beobadhtet werden, so dass die Art der Wedselwirkung dieser beiden Proteine im
molekularen Detail weiterhin urgeklart ist.

Fir die Herstellung der im zweiten Projekt anvisierten Zielstrukturen musde zunachst eine
Schutzgruppe gefunden werden, de in Gegenwart von Thioester, Farnesylgruppe und
Maleinimid aus dem Molekil entfernt werden konrte. Die detailli erte Suche nad
verwendbaren Abspaltungsbedingungen fur die im ersten Projekt verwendete Aloc-Gruppe

zeigte, dass dieses Urethan wegen einer Unvertréglichkeit des Maleinimids mit den im
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Rahmen dieser Arbeit undin fritheren Untersuchungen®’ getesten verschiedenen Arten von
Allylakzeptoren nicht gedgnet ist. Auch fur die Phenylacayl- und de Trimethylsilyl-
ethoxycarborylgruppe konnten keine gedgneten Abspaltungsbedingungen gefunden
werden.

Erfolgreich verlief die Untersuchung saurer Abspatungsmethoden. Sowohl die tert-
Butoxycarboryl- (Boc) as auch de Methyltritylgruppe (Mtt) konrten selektiv in Gegen-
wart der saurelabilen Farnesylgruppe dgespalten werden. Im Falle der Abspaltung der
Boc-Gruppe lieffen sich jedoch de a einem Dipeptid als Testsubstrat ausgeabeiteten
Abspaltungsbedingungen nicht auf das vorli egende synthetische Problem Ubertragen.

Auf Grund deser Ergebnise wurden de lipidierten undMaleinimidocaproyl-modifizierten
Zielpeptide unter Verwendurg der Mtt-Schutzgruppe synthetisiert. Dazu wurde das
Tripeptid 3a mit dem Maenimid-Linker modifiziert und duch Behandung mit TFA in
den Baustein 38 umgewandelt. Durch anschlieffende Blockkondensation mit dem Mtt-
geschitzten Dipeptid 41 wurde das palmitoylierte Pentapeptid 42 erhalten, das durch
Abspaltung der Methyltritylgruppe mit einer hervorragenden Ausbeute von 96% zu dem
Zielpeptid 43a umgesetzt wurde.

1. MIC-OH, EEDQ

2. TFA
H-Met-Ser-Cys(Pal)-OtBu » MIC-Met-Ser-Cys(Pal)-OH
3a 64 % 38

H-Lys(Mtt)-Cys(Far)-OMe (41)

EEDQ

MIC-Met-Se r-Cys(Pal)-Lys(Mtt)-Cys(Far)-OMe

58 % 42

1% TFA

EtsSiH
—>  MIC-Met-Ser-Cys(Pal)-Lys-Cys(Far)-OMe

96 % 43a

Schema 23: Synthese des palmitoyli erten Ziel peptids 43a

Die Synthese der analogen Zielpeptide 43b und 43c erfolgte ebenfalls nach der Mtt-
Strategie aus den entprechend modifizierten MIC-Tripeptiden 44 und 48. Das as Stert-
Butyldisulfid geschitzte Peptid 44 war direkt aus 21 zuganglich, undfir das hexadecy-
lierte, Maeinimidocgproyl-modifizierte Peptid 48 wurde é@ne analoge Syntheseroute

ausgeabeitet.
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Die Abspaltung der Mtt-Gruppe egab auch im Falle der Pentapeptide 45 und 49 mit 76
bzw. 97 % gute bis hervorragende Ausbeuten, de die Verwendbarkeit dieser Schutzgruppe
in der Synthese lipidierter Peptide endrucksvoll belegen.

1. Et,NH
2. MIC-OH, EEDQ
3. TFA
Fmoc-Met-Ser-Cys(R)-OtBu » MIC-Met-Ser-Cys(R)-OH
R = StBu: 21 R = StBu: 58 % R = StBu: 44
R=Hd: 47 R=Hd: 69 % R=Hd: 48

1. 41, EEDQ, 26-28 %

>  MIC-Met-Ser-Cys(R)-Lys-Cys(Far)-OMe
0, i - 0,
2. 1% TFA, Et3SiH, 76-97 % R = StBu: 43b

R=Hd: 43c
Schema 24: Synthese der Ziel peptide 43b und43c

Der Einsatz der Maleinimidocaproyl-modifizierten Pentapeptide 43a-c in Protein-Peptid-
Kuppdungsexperimenten hat in ersten Versuchen zu schlechteren Ausbeuten als in einer
friiheren Untersuchung®’ gefiihrt. Ob sich dieses Ergebnis jedoch duch Optimierung der
Red&ktionsbedingungen verbessern 18sg, ist noch nicht abzusehen.

5.2. Ausblick

Die Untersuchurgen Uker die Verwendbarkeit verschiedener Arten von Schutzgruppen in
der Synthese lipidierter Peptide fuhrten dazu, dassneben der in der Synthese der Malein-
imidocgoroyl-modifizierten Peptide eafolgreich engesetzten Methyltritylschutzgruppe
weitere Schutzgruppen as ,, mogli cherweise geagnet* eingeordnet werden konrten. Hierzu
zahlen urter anderem die Teoc- und de Boc-Gruppe.

Ein sehr wichtiges Ergebnis ist aber vor allem, dassdie Farnesylgruppe TFA-LGsungen in
Konzentrationen von 5 % unbeschadet fir eine Stunde ausgesetzt sein kann. Diese
Konzentrationen sollten auch fir die Abspaltung von N-Tritylgruppen undin der Labilit &
ahnlichen Tritylderivaten gedgnet sein, was auch duch perallele Untersuchungen gestiitzt

wird, in denen de Abspaltung einer N-Fluorenylphenyl-%°

und einer SMethoxymethyl-
gruppe®! in Gegenwart eines Prenylrestes mit ahnlich erfreulichen Ergebnissen wie bei der
Mtt-Gruppe gelang.

Die Synthese lipidierter Protein-Peptid-Konstrukte mit der Maenimidmethode elaubt
eine wesentlich tiefer gehende Analyse der biologischen Rolle der unterschiedlichen

Lipidgruppen und eventuell auch der Aminosduresequenzen as es lipidmodifizierte
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Oligopeptide dlein ermdglichen. Doch enthalten dese Konjugate @ne Succanimidbriicke,
deren Einfluss auf Struktur und Wirkung der Makromolekile unbekannt ist.
Winschenswert wéare e daher sicherlich fur vergleichende Untersuchurngen, en
voll sténdig natives Konjugat herstellen zu konren. Hierflr gibt es mehrere Ansétze, diein
Abschnitt 2.4 rdher erléutert sind.

In den letzten Jahren erfreute sich die ds Native Chemical Ligation oder auch Expressed
Protein Ligation bezeichnete Methode besonders groler Beliebtheit, wel beide
Kuppungskomporenten, ein Thioester und ein Polypeptid mit N-terminalem Cystein,
molekularbiologisch zuganglich sind. Die Anwendurg dieser Methode auf die in deser
Arbeit untersuchte Kuppungsreaktion kedeutet, dassdas verkirzte Ras-Protein C-terminal
in einen Thioester enden und dss das Peptid statt des Maleinimidocgproyl-Linkers ein
voll sténdig entschitztes Cystein enthalten muss Letzteres birgt aber ein Problem in sich:
Neben dem freien Cystein befindet sich auch der Pamitoylthioester im Molekil. Bel der
Herstellung des Zielpeptids mussalso bereits eine mogli che Umesterung dieses Aktivesters
verhindert werden. Noch problematischer dirfte die Konjugatsynthese verlaufen. Hier gilt
es, selektiv nur den Thioester der Proteinkomponrente an einer Umesterung, die den ersten
Schritt der Konjugatbildung darstellt, teil nehmen zu lassen, wahrend der Palmitoylthioester
weder von cem im Reaktionsmedium in deutlichem Uberschuss vorhandenen Thiol noch
von cem N-terminalen Cystein angegriffen werden darf. Von daher scheint diese Methode
fur die Synthese nativer, S-acylierter Konjugate nicht geagnet. Fur die Konjugatsynthese
mit Lipopeptiden ohre e@ne SAcylgruppe escheint diese Methode jedoch auferst
vielversprechend.

Eine zweite Methode zur Synthese nativer Konjugate nutzt die Umsetzung einer Thioséure
mit einem Peptid, das N-terminal ein Bromalanin trégt (siehe Abschnitt 2.4). Dieser Ansatz
kbnnte auch fur die Synthese Sagylierter Konjugate gedagnet sein, lringt jedoch den
groleen Nadtell mit sich, dassdie Thiosdure, im Fale der Ras-Konjugate das verkirzte
Ras-Protein, nicht molekularbiologisch zuganglich ist. Hier wére es scherlich interessant,
einen Weg zur Herstell ung von Thiosauren aus Thioestern in Polypeptiden zu finden, zum
Beispiel durch Umsetzung mit Hydrogensulfid oder Disulfiden gefolgt von einer
Reduktion.

Zur Zeit stellt aber fur die Synthese Spamitoylierter Protein-Peptid-Konjugate die in
dieser Arbeit angewandte Maleinimidmethode die bessere Methode dar.
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6. Experimenteller Tell

6.1 Geréate und Hil fsmittel
'H- und**C-NM R-Spektren wurden mit folgenden Geréten aufgenommen:

250MHz (*H) und 63MHz (**C): Bruker AC-250
400MHz (*H) und 100MHz (*C): Bruker AM-400
500MHz (*H) und 125MHz (**C): Bruker DRX-500

Die dhemischen Verschiebungen d beziehen sich auf Tetramethylsilan (TMYS) als internen
Standard und sind im ppm angegeben. Die verwendeten Losungsmittel bzw.
Losungsmittelgemische sind an den entsprechenden Stellen vermerkt. Signale von
Rotameren sind, fall s nétig, in eckigen Klammern [ ] angegeben. Die Kopgdungskonstanten
J sind in Hertz (Hz) angegeben, wobei die Signamulti pli zitdten wie folgt abgekirzt sind:
s=Singulett, d = Dublett, t = Triplett, q= Quartett, b = verbreitertes Signal.

Die spezifischen Drehwerte [0(]2D0 wurden mit dem Polarimeter 241 von Perkin-Elmer

ermittelt. Sie sind auf die Natrium-D-Linie bei einer Wellenlange von 589 m bezogen.
Losungsmittel und Konzentrationen (in g/100 ml) sind an den entsprechenden Stellen

vermerkt.

Schmelzpunke wurden mit der Schmelzpunkapparatur 530 der Firma Bilchi gemessen
undsind ncht korrigiert.

El- und FAB-Massnspektren wurden mit dem Gerdt Mat MS 90 der Firma Finnigan
aufgenommen. FAB-Massenspektren wurden in 3-Nitrobenzylalkohd (3-NBA) oder 3-
NBA/TFA-Gemischen als Matrix aufgenommen. Angegeben sind de m/z-Werte.

MALDI-TOF-Massnspektren wurden auf einer Voyager BioSpedrometry Workstation
der Firma Perseptive Biosystems in einer Dihydroxybenzoesurematrix (DHB) bei 22500

Volt Beschleunigungsgannurg aufgenommen.

Elementaranalysen wurden mit einem Verbrennurgsautomaten der Firma Hagaeus
ermittelt.

Zur Dunrschichtchromatographie wurden UV-markierte Kieselgelplatten (Kieselgel
60-54) der Firmen Merck, Aldrich undMaderey& Nagel verwendet. Zur Detektion wurde
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UV-Licht der Wellenlangen 254 lzw. 366 mm und zur Anfarbung folgende Reagentien
verwendet:
A: 2.5 g Molybdatophesphasaure, 1 g Cer(1V)sulfat, 6 ml konz. H,SO,, und
94 ml Wassr
B: 300mg Ninhydrin, 3ml Eisessg, 997ml Ethanol

Saulenchromatographische Trennurgen erfolgten mit Kieselgel (Korngrofe 40 — 64 mm)
der Firmen Baker, Merck und Macderey&Nagel bei einem Uberdruck von 0.5 lar.
Grofenauschlusschromatographie wurde mit Sephadex LH-20 undChloroform/Methanol
1:1 as Eluens ohre Uberdruck durchgefiihrt.

Die eangesetzten Aminosduren sowie anige Edeimetall verbindurgen wurden von der
DEGUSSA-HIUls AG gespendet. Die lbrigen Chemikalien wurden je nadh Verflgbarkeit
von cen Firmen Acros, Avocado, Aldrich, Fluka, Merck, Novabiochem und Riedel de
Haén bezogen.

Alle verwendeten Losungsmittel wurden vor Gebrauch destilliert und kel Bedarf nach
Standardverfahren getrocknet.
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6.2 Versuche zur Synthese der Oktapeptide
6.2.1 Versuche zu Kapitel 4.1.2

N-Allyloxycar bonyl-L-prolyl-glycin

Aloc-Pro-Gly-OH (8)

Zu einer Lésung von 1.00g N-Allyloxycarbonyl-L-prolin®? 14 (5.02 mmol, 1 Aquivaent)
und 0.58g N-Hydroxysucdnimid (5.02 mmol, 1 Aquivalent) in 20 ml absolutem THF
werden bei 0 °C 1.24 g DCC (6.02 mmol, 1.2 Aquivalente) gegeben. Nach 20 Stunden
wird vom ausgefallenen Harnstoff abfiltriert und dis Losungsmittel im  Vakuum
abdestilli ert. Der Ruckstand wird in 5 ml Dioxan aufgenommen und k& 0 °C langsam zu
einer Losung von 0.57 g Glycin (7.53 mmol, 1.5 Aquivalente) und 0.30g NaOH
(7.53 mmol, 1.5 Aquivalente) in 10 ml Wasser getropft. Wahrend der Zugabe wird der
ungel 6ste Harnstoff abfiltriert. Nach 3 Tagen wird der pH-Wert auf etwa 8 eingestellt und
die Losung dreima mit je 10 ml Esdgester gewaschen. Die organische Phase wird
verworfen und a@r pH-Wert der wasgigen Losung mit konzentrierter Salzsaure auf 3
abgesenkt. Erneutes dreimaliges Extrahieren mit je 10 ml Esdgester, Trocknen Uber
MgSO,, Filtrieren und Abdestilli eren des Losungsmittels im Vakuum liefert das Produkt
asviskoses Ol.

Ausbeute 1.199 (4.65mmol, 93%).

[a]5=—58.9(c=1.0,CHCl5)

'H-NMR (CDCI4/CD30D 6:1, 500MHz): 3= 5.75-5.96 (m, 1 H, CH,=CH), 5.16-5.31(m,
2 H, CH,=CH), 4.484.57 (b, 2 H, CH,=CH-CH,), 4.234.34 (m, 1 H, a-CH Pro),
3.81-3.99 (m, 2 H, a-CH, Gly), 3.38-3.54 (m, 2 H, 3-CH, Pro), 1.81:2.11 (m, 4 H,
B-CH; Pro, y-CH; Pro) ppm

13C-NMR (CDCI4/CD30D 6:1, 125MHz): 3= 173.0[173.§ (C=0 Pro), 171.4(C=0 Gly),
155.9 [155.3 (C=0 Urethan), 132.5(H,C=CH), 117.7 (H,C=CH), 66.4 (CH,=CH-
CH,0), 60.6(a-CH Pro), 47.0[47.4 (CH,), 41.1(CH,), 29.5[31.2] (CH,), 24.4[23.5
(CH2) ppm

C1iH16N20s (256.29
MS (El): 256.1[M]* (3 %)
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HRMS (El)  ber.: 256.1059
gef.: 256.1068.

Bis(N-Allyloxycarbonyl-L-prolyl-glycyl)-L-cystin-bis(tert-butylester)
(Aloc-Pro-Gly-Cys-OtBu), (6)

Zu ener Losung von 1.21 g N-Allyloxycaboryl-L-prolyl-glycin 8 (4.72 mmol,
2.5Aquivalente) und 665mg Cystin-tert-butylester® 9 (1.89mmol, 1 Aquivaent) in 35ml
trockenem Methylenchlorid werden 1.4 g EEDQ (5.66 mmol, 3 Aquivalente) gegeben.
Nadh 15 Stunden wird das Losungsmittel wird im Vakuum abdestilli ert und cer Rickstand
in 100 ml Esdgester aufgenommen. Es wird je zweima mit 50 ml 0.5 N Salzsaure und
gesattigter NaHCOs-LOsung gewaschen, Uker MgSO, getrocknet und filtriert. Nad
Abdestillieren des Losungsmittels wird das Produk durch Flash-Chromatographie
(Essgester/Ethand 19:1) als farbloser Feststoff isoliert.

Ausbeute: 949mg (1.15mmol, 61 %)

R:=0.17 (Esdgester/Ethanal 19:1)
Smp: 65 °C
[a]5 = —40.0(c=1.0,CHCl5)

'H-NMR (CD0OD, 500 MHz): &= 5.85-6.01 (m, 2 H, CH,=CH), 5.32[5.29 (d, 2 H,
J=17.2Hz, CH»=CH), 5.20[5.15 (d, 2H, J=10.5Hz, CH2,=CH), 4.51-4.64(m, 6 H,
CH2=CH-CH,, a-CH Cys), 4.23-4.28[4.32-4-36] (m, 2 H, a-CH Pro), 3.83-3.99 (m,
4 H, a-CH, Gly), 3.45-3.62(m, 4 H, 3-CH, Pro), 3.19(dd, 2H, J=13.9Hz, J=5.3 Hz,
B-CHza Cys), 2.95-3.05(m, 2 H, B-CHa, Cys), 2.19-2.31(m, 2 H), 1.82-2.13(m, 6 H),
1.47[s, 18H, CO,C(CHg)3] ppm

13C-NMR (CDCl3, 125 MHz): &= 175.3[175. (C=0O Cys), 171.5[170.9 (C=0O Pro),
170.7 (C=O Gly), 156.8 [154.3 (C=O Urethan), 134.1 (H,C=CH), 117.9[117.5
(H,C=CH), 83.5[83.6 [CO,C(CH?3)3], 67.3[67.0 (CH,=CH-CH,0), 62.2[61.6 (a-CH
Pro), 53.9[54.1, 53.7 (a-CH Cys), 48.1[48.4 (a-CH; Gly), 434 [43.1] (CH.), 40.6
[41.7 (CH,), 31.3[32.5, 28.2[CO,C(CHs)3], 25.5[24.5 ppm

CseHs6Ns012S, (828.99
MS (FAB, 3:NBA): 867.3[M+K]", 851.3M+Na]", 829.3[M+H]*, 717.2[M-2tBu]".
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Elementaranayse:
ber.. C:52.16% H:6.81% N: 10.14%
gef.. C:52.26% H:6.83%  N:9.96%.

N-Allyloxycar bonyl-L-prolyl-glycyl-S-palmitoyl-L-cystein-tert-butylester
Aloc-Pro-Gly-Cys(Pal)-OtBu

Eine Losung von 470 mg Bis(N-Allyloxycarbonyl-L-prolyl-glycyl)-L-cystin-bis(tert-
butylester) 6 (0.568 mmol, 1 Aquivalent) und 160 ul Triethylamin (1.14 mmol,
2 Aquivalente) in 5 ml trockenem Methylenchlorid wird urter Argon mit 350 mg
Dithiothreitol (2.27 mmol, 4 Aquivalente) versetzt. Nadh 30 Minuten wird das
Losungsmittel im Vakuum abdestilliert und ds Reduktionsproduk durch Flash-
Chromatographie isoliert (Hexan/Essgester 1:2, dann Esdgester, R=0.32 in Esggester).
Der N-Allyloxy-carboryl-L-prolyl-glycyl-cystein-tert-butylester (410 mg, 0.988 mmol,
1 Aquivalent) wird in 5 ml absolutem Methylenchlorid gelést und ei 0 °C mit 150 pl
Triethylamin (1.09 mmol, 1.1 Aquivalentelund 299 mg Pamitoylchlorid (1.09 mmol,
1.1 Aquivalente) versetzt. Nach einer Stunde wird das Lésungsmittel im  Vakuum
abdestilli ert und dbs Produkt durch Flash-Chromatographie isoli ert (Hexan/Essgester 1:2).
Ausbeute 629mg (0.962mmol, 85% Uber beide Stufen) eines farblosen Feststoffes.

R:=0.68(Esdgester)
Smp: 43 °C
[a]’=-15.8(c=1.0,CHCl5)

'H-NMR (CDCls, 400MHz): 3=7.24 (b, 1H, NH), 6.85(b, 1H, NH), 5.856.0 (m, 1 H,
CH,=CH), 5.31(d, 1H, J=17.1 Hz, CH,,:=CH), 5.21(d, 1 H, J=10.2 Hz, CH2,=CH),
4.554.68 (m, 3 H, 2 CH,=CH-CH,, a-CH Cys), 4.304.36 (m, 1 H, a-CH Pro),
4.034.15(m, 1 H, a-CHp, Gly), 3.85(dd, 1H, J=16.9 Hz, J=5.2 Hz, a-CHy;, Gly),
3.45-3.62 (m, 2 H, 3CH, Pro), 3.42(dd, 1H, J=139 Hz, J=4.6 Hz, B-CHy, Cys),
3.22-3.33(m, 1 H, B-CHa, Cys), 2.54(t, 2H, J=7.6 Hz, a-CH, Pal), 2.15-2.31(m, 1H,
Pro), 1.822.13 (m, 3 H, Pro), 1.59-1.66 (m, 2 H, B-CH, Pal), 1.46 [s, 9 H,
CO,C(CH3)3], 1.25[s, 24 H, CH3(CH,)12(CH,),COS], 0.88(t, 3 H, J=6.8 Hz, w-CHj3

Pal) ppm
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3C-.NMR (CDCls, 100 MHz): &= 198.5 [CH3(CH,):1sCH,COS], 172.3 (C=0), 168.9
(2 * C=0), 155.8 (C=O Urethan), 132.6 (H,C=CH), 117.6 (H,C=CH), 82.7
[CO,C(CHa)s], 66.3(CH,=CH-CH,0), 60.7(a-CH Pro), 52.6(a-CH Cys), 47.0(CHy),
44.0 (CH,), 42.9(CH,), 31.9(CH.), 29.6(CH,), 29.5(CH.), 29.4(CH,), 29.3(CH,),
29.2 (CH.), 29.1(CH,), 28.9(CH,), 27.8[CO,C(CHs)3], 25.5(CH,), 24.6(CH,), 22.6
(CH>), 14.1(CHs Pal) ppm

Ca4Hs9N307S (653.99
MS (El): 653.4[M]" (0.7 %), 597.3[M-tBu] " (3 %), 358.3[M-tBu-Pa]" (6 %)
HRMS (EI) ber.: 653.4058

gef.: 653.4073

Elementaranayse:
ber.. C:62.45% H:9.09%  N:6.43%
gef.. C:62.18% H:9.20%  N:6.69%.

N-Allyloxycar bonyl-L-prolyl-glycyl-S-palmitoyl-L-cystein

Aloc-Pro-Gly-Cys(Pal)-OH (2a)

Eine Lésung von 36 mg N-Allyloxycarboryl-L-prolyl-glycyl-S-pamitoyl-L-cystein-tert-
butylester (0.055 mmol) in 0.5 ml Methylenchlorid wird mit 0.5 ml Trifluoresggséaure
versetzt. Nach drei Stunden werden 5 ml Tolud zugegeben und de Losung im Vakuum
aufkonzentriert. Dieser Vorgang wird zweimal wiederhalt.

Ausbeute 35mg (0.055mmol, quantitativ) eines farblosen Feststoff es.

R:=0.54(Chloroform/Methanad 2:1)
[a]2=-13.8(c=1.1,CHCl5)

'H-NMR (CD3OD, 500 MHz): 5=5.85-6.00 (m, 1 H, CH,=CH), 5.31[5.25 (d, 1 H,
J=17.3Hz, CH»=CH), 5.19[5.15 (d, 1H, J=10.6 Hz, CH»;=CH), 4.55-4.66 (m, 3 H,
2 CH,=CH-CH,, a-CH Cys), 4.22-4.26[4.30-4.3§ (m, 1 H, a-CH Pro), 3.99[3.89 (d,
1 H, J=16.9Hz, a-CH.. Gly), 3.77[3.83 (d, 1H, J=17.0Hz, a-CHay, Gly), 3.45-3.61
(m, 3 H, 5CH, Pro, B-CHza Cys), 3.123.23 (m, 1 H, B-CHa, Cys), 2.55(t, 2 H,
J=7.3Hz, 2 a-CH, Pdl), 2.18-2.30(m, 1 H, Pro), 1.98-2.13(m, 2 H, Pro), 1.88-1.95
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(m, 1H, Pro), 1.59-1.68(m, 2H, 23-CH; Pal), 1.28[s, 24 H, CH3(CH,)12(CH,).COS],
0.90(t, 3H, J=6.8Hz, w-CHgz Pal) ppm

13C-NMR (CDs0D, 125 MHz): 3= 200.2 [CH3(CH>)13CH,COS], 175.5[175.9 (C=0),
173.2(C=0), 171.6[171.9d (C=0), 156.9[156.4 (C=0O Urethan), 134.2(H,C=CH),
117.8[117.9 (H.,C=CH), 67.4[67.4 (CH,=CH-CH,0), 62.2[61.7] (a-CH Pro), 53.5
(a-CH Cys), 48.1(CH,), 44.8(CHy), 43.5[43.3 (CH,), 33.1(CHy), 32.5(CH,), 31.3
(CH,), 31.1(CH,), 30.8(CH,), 30.8(CHy), 30.7(CH,), 30.6(CH,), 30.5(CH,), 30.4
(CH,), 30.0(CHy), 26.7(CHy>), 25.6(CHy), 24.6(CH>), 23.8(CH,), 14.1(CH3 Pal) ppm

C30H51N307S (59783
MS (FAB, 3-NBA): 620.4[M+Na]*, 597.3[M+H]", 360.2[M*-Pal+H]*

Elementaranayse:
ber.. C:62.45% H:9.09%  N:6.43%
gef.. C:62.18% H:9.20%  N:6.69%.

N-Allyloxycar bonyl-L-prolyl-glycyl-S-tert-butylthio-L-cystein-tert-butylester
Aloc-Pro-Gly-Cys(StBu)-OtBu

Eine Losung von 576 mg Bis(N-Allyloxycarbonyl-L-prolyl-glycyl-L-cystin)-bis(tert-
butylester) 6 (0.694mmol, 1 Aquivalent), 313ml Stert-Butanthiol (2.78mmol, 4 Aquiva-
lente) und 194yl Triethylamin (1.39 mmol, 2 Aquivalente) in 5 ml Methylenchlorid wird
3 Wochen bei Raumtemperatur (Luftaustausch muss moglich sein) geriihrt. Das zéhe Ol
wird in 20ml Essgester aufgenommen undmit 10 ml Wassr sowie je zweimal mit 10 ml
0.5 N Sazsaure und 10ml geséttigter NaHCOs-LOsung extrahiert. Nach Trocknen Uhber
MgSO, wird filtriert und das Losungsmittel im Vakuum abdestilli ert. Das Produkt wird
durch Flash-Chromatographie (Essgester) isoliert.

Ausbeute; 465mg (0.922mmol, 66 %) eines farblosen Oles.

R:=0.56 (Esdgester)
[a]=—49.8(c=1.0,CHCl5)

'H-NMR (CD3OD, 500 MHz): 5=5.88-6.02 (m, 1 H, CH,=CH), 5.32[5.26 (dd, 1H,
J=17.2Hz, J=1.3Hz, CH»:=CH), 5.21[5.16 (d, 1H, J=10.5Hz, CH»,=CH), 4.50-4.66
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(m, 3H, 2 CH,=CH-CHj, a-CH Cys), 4.24[4.33 (dd, 1H, J=8.2 Hz, J=4.6 Hz, a-CH
Pro), 3.85-3.96 (m, 2 H, a-CH, Gly), 3.45-3.62 (m, 2 H, 3-CH, Pro), 3.16(dd, 1H,
J=13.5Hz, J=5.2 Hz, B-CH2, Cys), 3.02(dd, 1H, J=13.5Hz, J=8.4 Hz, B-CH2, Cys),
2.18-2.33(m, 1 H, Pro), 1.852.11(m, 3 H, Pro), 1.47[s, 9 H, CO,C(CHs)4], 1.33[s,
9 H, SC(CHs)s] ppm

3C-NMR (CDsOD, 125 MHz): 8=175.5[175.9 (C=0), 171.6[171.0 (C=0), 170.9
(C=0), 156.9[156.4 (C=0O Urethan), 134.2(H,C=CH), 117.9[117.9 (H,C=CH), 83.5
[83.6§ [CO.C(CH3)3], 67.4[67.9 (CH,=CH-CH.0), 62.3[61.9 (a-CH Pro), 54.1
(a-CH Cys), 48.8[SC(CHs)3], 48.1[48.9 (CH.), 43.4[43.9 (CHy), 42.5[42.9 (CHy),
31.3[32.5 (CH,), 30.3[SC(CH3)3], 28.3[CO,C(CHz3)], 25.6[24.5 (CH>) ppm

C22H37N306S; (503.67)
MS (El, 130 T): 503.2[M]" (0.6 %), 447.2[M-tBU]* (4 %), 391.1[M-2tBu]" (45 %)
HRMS(El) ber.: 503.2124

gef.. 503.2114.

N-Allyloxycar bonyl-L-prolyl-glycyl-S-tert-butylthio-L-cystein
Aloc-Pro-Gly-Cys(StBu)-OH (2b)

Eine Losung von 550 mg N-Allyloxycarbonyl-L-prolyl-glycyl-Stert-butylthio-L-cystein-
tert-butylester (1.09 mmol, 1 Aquivalent) und 257ul Thioanisol (2.18 mmol, 2 Aquiva-
lente) in 2 ml Methylenchlorid wird mit 2 ml TFA versetzt und rach einer Stunde im
Vakuum ohre Heizbad eingeengt. Das Produkt wird durch Flash-Chromatographie (10 %
Esdgsaure in Essgester) isoliert.

Ausbeute: 471 mg (1.05 mmol, 96 %) e nes farblosen schaumigen Feststoffes.

R=0.11(5 % Esggsdure in Esggester)
Smp: 61 °C
[a]=—65.2(c=1.1,CHCl5)

'H-NMR (CDCls, 500 MHz): 5=8.1-8.5 (b, 1 H, COH), 7.42-7.69 (m, 2 H, NH),
5.88-5.97 (M, 1 H, CH,=CH), 5.32(d, 1 H, J=17.3 Hz, CH»=CH), 5.21(d, 1 H,
J=10.3Hz, CHp=CH), 4.714.79(m, 1 H, a-CH Cys), 4.52-4.65(m, 2 H, 2 CH,=CH-
CH,), 4.27-4.39(m, 1 H, a-CH Pro), 4.20(d, 1 H, J=16.7 Hz, a-CH,, Gly), 3.84(d,
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1 H, J=16.7 Hz, a-CH2, Gly), 3.453.62 (m, 2 H, 3-CH, Pro), 3.16-3.25 (m, 1 H,
B-CHza Cys), 3.02-3.14(m, 1 H, B-CHap, Cys), 2.02-2.22(m, 3 H, Pro), 1.83-1.96 (m,
1 H, Pro), 1.31[s, 9 H, SC(CH3)s] ppm

3C-NMR (CDCl3, 125MHz): 5=173.2 (C=0), 173.1(C=0), 170.4(C=0), 155.8(C=0
Urethan), 132.5 (H,C=CH), 117.8 (H,C=CH), 66.5 (CH,=CH-CH0), 60.8 (a-CH),
60.4 (a-CH, Gly), 52.4(a-CH), 48.1[SC(CHa)3], 47.1(CH,), 42.9(CH,), 42.8(CH)),
29.9[SC(CHa)g], 24.4CH>) ppm

C1H2N306S; (447.57
MS (FAB, 3-NBA): 470.1[M+Na]*, 448.1[M+H]", 391.1[M-tBu]"*
HRMS (FAB) fiir [M+H]*  ber.: 448.1576

gef.: 448.1604.

6.2.2 Versuche zu Kapitel 4.1.3

Bis-(N-Allyloxycarbonyl-L-seryl)-bis-(L-cystin-tert-butylester)

(Aloc-Ser-Cys-OtBu), (10)

Eine Lésung von 600mg N-Allyloxycarbonyl-L-serin®® 15 (3.17 mmol, 2.5 Aquivalente)
und 47 mg Cystin-bis(tert-butylester)>> 9 (1.27 mmol, 1 Aquivalent) 4 ml Methylen-
chlorid wird auf 0 °C gekiihit und racheinander mit 343 mg HOBt (2.54mmol, 2 Aquiva-
lente) und schliefdlich 491ul DIC (3.17mmol, 2.5Aquivalente) versetzt. Nach 18 Stunden
wird der Harnstoff abfiltriert und dbs Filtrat je zweimal mit 5 ml 0.5N Salzsaure und 5ml
gesdttigter  NaHCOs-LOsung gewaschen, uker MgSO, getrocknet, filtriert und dbs
Losungsmittel im Vakuum abdestilli ert. Das Prodult wird duch Flash-Chromatographie
(Hexan/Esggester 1:2) isoliert.

Ausbeute: 607 mg (0.87 mmol, 69 %) eines farblosen, schaumigen und stark hygrosko-
pischen Feststoffes.

R:= 0.18(Essgester/Hexan 21)
'H-NMR (CDs0D, 400MHz): 8= 5.87-5.99(m, 2 H, CH,=CH), 5.32(dd, 2H, J=17.3Hz,

J=0.9 Hz, CH»:=CH), 5.19(dd, 2H, J=10.5Hz, J=1.4 Hz, CHx,=CH), 4.64(dd, 2H,
J=7.8 Hz, J=5.2 Hz, a-CH Cys), 4.56(d, 4 H, J=5.2 Hz, CH,=CH-CH,), 4.28(t, 2 H,
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J=5.2 Hz, a-CH Ser), 3.73-3.83 (m, 4 H, B-CH, Ser), 3.19 (dd, 2 H, J=13.8 Hz,
3=5.2 Hz, B-CHaa Cys), 3.05(dd, 2H, J=13.9Hz, J=7.8 Hz, B-CHa, Cys), 1.47[s, 18H,
CO,C(CHs)s] ppm

BC.NMR (CDsOD, 100 MHz): &= 172.8 (C=0), 170.79 (C=0O), 158.3 (C=O
Urethan),134.2 (H,C=CH), 117.8 (H;C=CH), 837 [CO,C(CH2)s], 66.8 (CH,=CH-
CH50), 63.3(B-CHs Ser), 58.3(a-CH Ser), 54.2(a-CH Cys), 41.0(B-CH, Cys), 28.2
[CO,C(CHg)s] ppm

CagHagN4O1S, (694.8)
MS (FAB, 3-NBA): 733 [M+K]*, 717.3[M+Na]*, 695.3[M+H]*, 639.3 [M-tBu+H]",
583.2[M-2tBu+H]*
HRMS (FAB) fiir [M+H]*  ber.: 695.2632
gef.: 695.2706.

N-Allyloxycar bonyl-L-seryl-S-palmitoyl-L-cystein-tert-butylester
Aloc-Ser-Cys(Pal)-OtBu (7)

Eine Losung von 366mg Bis(N-Allyloxycarbornyl-L-seryl)-L-cystin-bis(tert-butylester) 10
(0.527mmol, 1 Aquivalent) und 147ul Triethylamin (1.05mmol, 2 Aquivalente) in 3 ml
absolutem Methylenchlorid wird urter Argon mit 325 mg Dithiothreitol (2.11 mmol,
4 Aquivalente) versetzt. Nach 2 Stunden wird de Losung mit weiteren 10 ml
Methylenchlorid verdinrt, dreima mit je 5 ml Wassr ausgeschiitelt, Uber MgSO,
getrocknet, filtriert und dbs Losungsmittel abdestilli ert. Der Ruickstand (348 mg,
1.00 mmol) wird in 3 ml absolutem Methylenchlorid aufgenommen und mit 153 pl
Triethylamin (1.10 mmol, 1.1 Aquivalente) versetzt wird. Bei — 15 °C wird pationsweise
eine Losung von 302 mg Pamitoylchlorid (1.10 mmol, 1.1 Aquivalente) in 2 ml
Methylenchlorid zugegeben (liber 40 Minuten). Nadh Abschluss der Zugabe wird de
Temperatur fir 30 Minuten auf 0 °C erhéht und dann das Losungsmittel im Vakuum
abdestilli ert. Das Produkt wird durch Flash-Chromatographie isoliert (Hexan/EE 2:1).
Ausbeute: 482mg (0.822mmol, 78%) eines wadsartigen farbl osen Feststoff es.

Ri=0.58(Hexan/Esggester 1:1)
Smp: 53 °C
[a]5=—10.3(c=1.1,CHCl5)
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IH-NMR (CD5OD, 400MHz): 8= 5.91-5.99(m, 1 H, CH,=CH), 5.32(d, 1H, J=17.3Hz,
CH.:=CH), 5.18(dd, 1H, J=10.5Hz, J=1.4 Hz, CH,=CH), 4.56(d, 2 H, J=5.3 Hz,
CH,=CH-CH,), 4.50(dd, 1H, J=7.3Hz, J=5.0 Hz, a-CH Cys), 4.21(t, 1 H, J=5.5 Hz,
a-CH Ser), 3.743.80(m, 2 H, B-CH, Ser), 3.77(dd, 1H, J=13.9Hz, J=5.0Hz, B-CHos
Cys), 3.72(dd, 1H, J=13.9Hz, J=7.3 Hz, B-CHyp, Cys), 2.57(t, 2 H, J=7.5Hz, a-CH,
Pal), 1.59-1.66 (m, 2 H, B-CH, Pal), 1.46[s, 9 H, CO,C(CHa)s], 1.28 [s, 24 H,
CH3(CH2)12(CH2),COS], 0.90(t, 3H, J=6.8 Hz, w-CH3 Pal) ppm

3C-NMR (CDsOD, 100 MHz): 3= 199.9 [CH3(CH,)13CH,COS], 172.7 (C=0), 170.3
(C=0), 158.2(C=0 Urethan), 134.2(H,C=CH), 117.8(H,C=CH), 83.7[CO,C(CH3)3,
66.8 (CH,=CH-CH,0), 63.2(B-CH, Ser), 58.2(a-CH), 54.3(a-CH Cys), 44.7(3-CH,
Cys), 33.0(CHy), 30.8(CH,), 30.7 (CH,), 30.6 (CH.), 30.5(CHj), 30.4(CH,), 30.0
(CH>), 28.2[CO,C(CH3)3], 26.2(CH>), 23.8(CH,), 14.5(CHs Pal) ppm.

CaoHsaN07S (586.83
MS (FAB, 3-NBA): 609.4[M+Na]*, 587.4[M+H]*, 531.4[M-tBu+H]*
MS (El, 165 T): 586.4[M]" (1 %), 556.5[M-CH,0]" (12 %), 530.4[M-tBu]* (24 %)
HRMS (El, 165 ) ber.: 586.3651
gef.: 586.3670

Elementaranayse:
ber. C:61.40% H:9.27% N:4.77%
gef.. C:61.39% H:9.29%  N:4.51%.

L-seryl-S-palmitoyl-L-cystein-tert-butylester

H-Ser-Cys(Pal)-OtBu

Zu ener Losung von 1.88 g N-Allyloxycabonyl-L-seryl-S-pamitoyl-L-cystein-tert-
butylester 7 (3.21 mmol, 1 Aquivalent) in 20 ml absolutem THF werden 1.00 g
Dimethylbarbitursaure (6.42 mmol, 2 Aquivalente) und 184mg Tetrakis(triphenylphos-
phin)paladium(0) (0.16 mmol, 5 Mol%) gegeben. Nadch einer Stunde wird das
Losungsmittel im Vakuum abdestilliert und der orange Feststoff in 100 ml Esdgester
aufgenommen. Die Losung wird zweima mit je 50 ml einer Phosphat-Pufferlésung
(pH 6.5 extrahiert, Gber MgSO, getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum
abdestilli ert. Das Prodult wird durch Flash-Chromatographie mit Essgester isoliert.
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Ausbeute: 1.50g (2.98mmol, 93%) eines farblosen, wadhsartigen Feststoffes.

Ri=0.11(Esggester)
Smp: 35 °C
[a]2= +5.1(c=1.1,CHCls)

'H-NMR (CDCl3, 500MHz): 3= 8.00(d, 1H, J=7.5Hz, NH), 4.7:4.74(m, 1 H, a-CH
Cys), 3.99(dd, 1H, J=11.2 Hz, J=4.2 Hz, B-CH., Ser), 3.65(dd, 1H, J=11.1 Hz,
J=5.6 Hz, B-CHap, Ser), 3.60(dd, 1H, J=14.1Hz, J=4.1Hz, B-CHy, Cys), 3.43(dd, 1H,
J=5.5Hz, J=4.3Hz, a-CH Ser), 3.25(dd, 1H, J=14.1Hz, J=5.4Hz, B-CHy, Cys), 2.56
(t, 2H, J=7.5 Hz, a-CH, Pal), 2.07 (b, NH,, OH), 1.64(t, 2 H, J=7.3 Hz, B-CH, Pal),
1.49 [s, 9 H, CO,C(CHs)3], 1.26 [s, 24 H, CH3(CH,)12(CH,),COS], 0.89 (t, 3 H,
J=6.8Hz, w-CH3 Pal) ppm

13C-NMR (CDCl3, 125MHz): 8= 199.4[CHs3(CH,)13CH,COS], 173.9(C=0 Cys), 169.0
(C=0 Ser), 83.1[CO,C(CHs3)3], 65.3(B-CH, Ser), 55.9(a-CH Ser), 52.4(a-CH Cys),
44.1 (B-CH, Cys), 31.9(CH,), 30.5(CHy), 29.7 (CH,), 29.7 (CH,), 29.6 (CH.), 29.4
(CH,), 29.4(CH,), 29.2(CH,), 29.0(CHy), 28.0[CO,C(CH3)3], 25.6(CH,), 22.7(CHy),
14.1(CH3 Pal) ppm

CaeHsoN20sS (502.75
MS (FAB, 3-NBA): 503.4[M+H]", 447.3[M-tBu+H]", 239.3[Pal]*, 209.1[SerCys]*

Elementaranayse:
ber.. C:62.12% H:10.02% N:5.57%
gef.. C:62.42% H:9.87%  N:5.41%.

N-Allyloxycar bonyl-L-methionyl-L-seryl-S-palmitoyl-L-cystein-tert-butylester
Aloc-Met-Ser-Cys(Pal)-OtBu (16)

Eine Lésung von 34.9 mg N-Allyloxycarboryl-L-methionin®® 18 (0.149 mmoal,
1.1 Aquivalente) und 68.3mg L-Seryl-S-palmitoyl-L-cystein-tert-butylester (0.136 mmol,
1 Aquivalent) in 0.5ml trockenem Methylenchlorid wird mit 40.3mg EEDQ (0.163mmol,
1.2 Aquivalente) versetzt. Nach 40 Stunden wird das Losungsmittel im Vakuum
abdestilli ert und dbs Produkt durch Flash-Chromatographie (Hexan/Essgester 1:1) isoliert.
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Ausbeute: 51.5mg (0.072mmol, 53%) eines farblosen Feststoff es.

Ri=0.22(Hexan/Esggester 1:1)
[a]5=—5.4(c=1.0,CHCl3)

'H-NMR (CD3OD, 500MHz): 8= 5.90-5.98(m, 1 H, CH,=CH), 5.31(dd, 1H, J=17.2Hz,
J=1.5Hz, CH=CH), 5.19(dq, 1H, J=10.6 Hz, J=1.4 Hz, CH»;=CH), 4.56(dd, 2H,
J=3.4 Hz, J=1.5 Hz, CH,=CH-CH,), 4.50(dd, 1H, J=7.2 Hz, J=5.1 Hz, a-CH Cys),
4.44(t, 1H, J=5.4 Hz, a-CH Ser), 4.28(dd, 1H, J=8.8 Hz, J=5.1Hz, a-CH Met), 3.80
(dd, 1H, J=11.2 Hz, J=5.6 Hz, B-CHaa Ser), 3.76 (dd, 1 H, J=11.2 Hz, J=5.6 Hz,
B-CHy, Ser), 3.43 (dd, 1 H, J=13.9 Hz, J=5.0 Hz, B-CHza Cys), 3.23 (dd, 1 H,
J=13.9Hz, J=7.3Hz, B-CHap, Cys), 2.512.64(m, 4 H, a-CH, Pal, y-CH, Met), 2.10(s,
3 H, SCH; Met), darurter 2.07-2.15(m, 1 H, B-CHza Met), 1.96-1.97(m, 1 H, B-CHas
Met), 1.59-1.65 (m, 2 H, 2 B-CH, Pa), 1.47[s, 9 H, CO,C(CHa)s], 1.28[s, 24 H,
CH3(CH2)1(CH2),COS], 0.90(t, 3H, J=6.8 Hz, w-CH3 Pal) ppm

3C-NMR (CD3OD, 125 MHz): 3= 200.0 [CH3(CH,)13CH,COS], 174.4 (C=0), 172.0
(C=0), 170.4(C=0O Cys), 158.6(C=0 Urethan), 134.3(CH,=CH), 117.8(CH,=CH),
83.8 [CO,C(CH3)s], 66.8 (CH,=CH-CH,0) 62.9 (B-CH, Ser), 56.5 (a-CH), 55.7
(a-CH), 54.3(a-CH Cys), 44.8 (B-CH, Cys), 33.1(CH,), 32.8(CH, Met), 31.2(CH,
Met), 30.9(CHj), 30.8(CH,), 30.7 (CH.), 30.6 (CH,), 30.5(CH,), 30.4(CHj), 30.0
(CH>), 28.2[CO,C(CH3)s], 26.9(CH,), 23.8(CH>), 15.3(SCH; Met), 14.5(CHs Pal)

ppm

CasHeaN30sS; (718.02
MS (FAB, 3-NBA): 740.3[M+Na]*, 718.3[M+H]", 662.3[M-tBu+H]*

Elementaranayse:
ber.. C:5855% H:884% N:5.85%
gef.. C:58.49% H:8.61% N:5.54%.
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L-Methionyl-L-seryl-S-palmitoyl-L-cystein-tert-butylester

H-Met-Ser-Cys(Pal)-OtBu (3a)

Eine Losung von 100mg N-Allyloxycarbornyl-L-methionyl-L-seryl-S-palmitoyl-L-cystein-
tert-butylester 16 (0.139 mmol, 1 Aquivalent) in 1 ml absolutem THF wird mit 34 pl
Phenylsilan (0.279 mmol, 2 Aquivaente) und 16 mg Tetrakis(triphenylphasphin)-
palladium(0) (0.0139mmol, 10 Mol%) versetzt. Nach zwei Stunden wird das Losungs-
mittel im Vakuum abdestilli ert und das Prodult durch GroRenausschluschromatographie
an Sephadex LH-20 (Chloroform/Methanad 1:1) isoliert.

Ausbeute: 50mg (0.0789mmol, 57 %) eines farblosen, wadsartigen Feststoff es.

Ri=0.12(Ethand/Essgester 1:9)
[a]5=—20.9(c=1.0,CHCl5)

'H-NMR (CDCl3, 500MHz): 8=8.06(d, 1H, J=7.7 Hz, NH), 7.27(d, 1H, J=7.3Hz, NH),
4.66-4.70 (m, 1 H, a-CH), 4.474.50 (m, 1 H, a-CH), 4.07 (dd, 1 H, J=11.5 Hz,
J=5.3Hz, B-CH., Ser), 3.60(dd, 1H, J=11.5Hz, J=4.7 Hz, B-CH2, Ser), 3.59(dd, 1H,
J=8.1Hz, J=4.7Hz, a-CH Met), 3.47(dd, 1H, J=14.1Hz, J=4.1Hz, B-CH,, Cys), 3.27
(dd, 1H, J=14.1Hz, J=6.1 Hz, B-CH,;, Cys), 2.66-2.65(m, 2 H, y-CH, Met), 2.56(t,
2 H, J=7.6Hz, a-CH, Pal), 2.43(b, 2H, NH,), 2.1£2.19(m, 1 H, B-CH.,, Met), 2.11(s,
3 H, SCH; Met), 1.77-1.84(m, 1 H, B-CHy, Met), 1.58-1.65(m, 2 H, B-CH, Pal), 1.46
[s, 9 H, CO,C(CH3)3], 1.25[s, 24 H, CH3(CH>):1(CH,),COS], 0.87(t, 3 H, J=6.9 Hz,
w-CHj3 Pal) ppm

13C-NMR (CDCls3, 125MHz): 8= 199.4[CH3(CH,)1sCH,COS], 175.3(C=0), 170.7(C=0
Cys), 168.8(C=0), 83.3[CO,C(CHa)3], 62.8(B-CH, Ser), 54.2(a-CH), 54.0(a-CH),
53.0 (a-CH), 44.1(B-CH, Cys), 33.9(CH,), 31.9(CH.), 30.6(CH,), 30.2(CHy), 29.7
(CH,), 29.7 (CH,), 29.6(CH,), 29.4(CH,), 29.4(CH,), 29.2(CH,), 29.0(CH,), 27.9
[CO,C(CHs)3], 25.6(CHy), 22.7(CH,), 15.3(SCH3 Met), 14.1(CH3 Pal) ppm

Ca1HsoN2O6S; (633.95
MS (FAB, 3:NBA): 674.5[M+K]", 634.4[M+H]*, 578.4[M-tBu+H]"

Elementaranayse:
ber.. C:5855% H:884% N:5.85%
gef.. C:58.49% H:8.61%  N:5.54%.
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N-Allyloxycar bonyl-L-methionyl-L-serin

Aloc-Met-Ser-OH (11)

Eine Lésung von 1.72g N-Allyloxycarbonyl-L-methionin® 18 (7.37 mmol, 1 Aquivalent)
und 0.85g N-Hydroxysucdnimid (7.37mmol, 1 Aquivalent) in 10ml absolutem THF wird
bei 0 °C mit 1.83 g DCC (8.85 mmol, 1.2 Aquivalente) versetzt und 2.5Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt. Anschlief3end wird vom ausgefal enen Harnstoff abfiltriert und
das Losungsmittel im Vakuum abdestilli ert. Der Ruckstand wird in 5 ml Dioxan
aufgenommen und k@ 0 °C zu einer Losung von 1.17g L-Serin (11.1mmol, 1.5Aquiva-
lente) und 0.44g NaOH (11.1 mmol, 1.5 Aquivalente) in 5 ml Wassr getropft. Die
Re&tion wird 2 Tage bei Raumtemperatur gertihrt und dann mit 30 ml Wasser versetzt,
der pH-Wert auf 8 eingestellt, und deima mit je 10 ml Esdgester gewaschen. Mit
konzentrierter Salzsdure wird daraufhin der pH-Wert der wésgigen Losung auf 3
abgesenkt und dese eneut dreimal mit je 10 ml Esdgester extrahiert. Die organische
Phase wird Uber MgSO, getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im  Vakuum
abdestilli ert, wobel man das Produkt als farblosen Feststoff erhélt.

Ausbeute 2.199 (6.84mmol, 93%).

Ri=0.18(5 % Esdgsaure in Essgester)
Smp: 120 T
[a]5=-5.5(c=1.1, Methandl)

'H-NMR (CD3;0D, 400MHz): 5=5.88-5.99(m, 1 H, CH,=CH), 5.32(dd, 1H, J=17.2Hz,
J=1.5 Hz, CH,,:=CH), 5.18(dd, 1H, J=10.5Hz, J=1.4 Hz, CHx,=CH), 4.55(d, 2 H,
J=5.3 Hz, CH,=CH-CHy), 4.49(t, 1 H, J=4.2 Hz, a-CH), 4.31(dd, 1 H, J=8.7 Hz,
J=5.3 Hz, a-CH), 3.93(dd, 1H, J=11.3 Hz, J=4.6 Hz, B-CHy, Ser), 3.83(dd, 1H,
J=11.3Hz, J=3.7 Hz, B-CHap, Ser), 2.52-2.65(m, 2 H, y-CH, Met), 2.022.13(m, 1 H,
B-CH24 Met), darunter 2.09(s, 3H, Met-CHj3), 1.86-1.98(m, 1 H, B-CHy, Met) ppm

13C-NMR (CDCl3, 125MHz): 8= 174.4(C=0), 173.1(C=0), 158.3(C=0 Urethan), 134.2
(H,C=CH), 117.7(H,C=CH), 66.7 (CH,=CH-CH,0), 62.8 (B-CH, Ser), 56.1(a-CH),
55.4(a-CH), 32.4(y-CH, Met), 30.1(B-CH, Met), 15.2[SCH3 Met] ppm

C1H20N206S (320.36
MS (El, 160 T): 320.2[M]" (10 %)
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HRMS (El)  ber.: 320.1042
gef.: 320.1059.

S-tert-Butylthio-L-cystein-tert-butylester

H-Cys(StBu)-OtBu (13)

Eine Losung von 800mg N-tert-Butyloxycarbornyl-L-cystein 17 (2.59mmol, 1 Aquivalent)
in 0.56ml 70 %iger Perchlorsiure (6.46 mmol, 2.5 Aquivalente) und 15ml Essgsaure-
tert-butylester wird 3 Tage bel Raumtemperatur gertihrt. Die Reaktion wird dreimal mit je
10 ml 0.5 N Salzsdure gewaschen, de vereinten wasgigen Phasen sofort mit Na,COs
neutralisiert und viermal mit je 25 ml Diethylether extrahiert. Nach Trocknen tler MgSO,
wird filtriert und das Losungsmittel im Vakuum abdestilli ert, wobei man das Produkt als
diinrflissges gelbes Ol erhlt.

Ausbeute 550mg (2.07mmol, 80%).

[a]5=—79.0(c=2.1,CHCl5)

'H-NMR (CDCls, 500MHz): &= 3.71(dd, 1H, J=7.7 Hz, J=4.4Hz, a-CH), 3.11(dd, 1H,
J=13.2 Hz, J=4.4 Hz, B-CHy), 2.90(dd, 1H, J=13.2Hz, J=7.7 Hz, B-CHa), 2.30(b,
2 H, NH,), 1.48[s, 9H, CO,C(CHa)s], 1.35[s, 9H, SC(CHa)3] ppm

3C-NMR (CDCl3, 125MHz): 8= 172.7[CO,C(CH3)3], 81.9[CO,C(CHa)s], 54.5(a-CH),
48.1[SC(CHa)3], 45.6(B-CHy), 29.9[SC(CHs)3], 28.0[CO,C(CH3)3] ppm

C1iH1NO,S; (265.43
MS (FAB, 3-NBA): 288.1[M+Na]*, 266.2]M+H]*, 210.1[M-tBu+H]*, 153.0[M-2tBu]*.

N-Allyloxycar bonyl-L-methionyl-L-seryl-S-tert-butylthio-L-cystein-tert-butylester
Aloc-Met-Ser-Cys(StBu)-OtBu (20)

Eine Losung von 800 mg N-Allyloxycarboryl-L-methionyl-L-serin 11 (2.50 mmol,
1.5 Aquivalente) und 442mg Stert-Butylthio-L-cystein-tert-butylester 13 (1.67 mmol,
1 Aquivalent) in 10 ml trockenem Methylenchlorid und 3ml Trifluorethano wird bei
Raumtemperatur mit 659 mg EEDQ (2.66 mmol, 1.6 Aquivalente) versetzt. Nad
16 Stunden wird die Lésung mit 40 ml Methylenchlorid verdinrt und zweimal mit 30 ml
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0.5 N Salzsdure gewaschen. Nach Trocknen Ubker MgSO, wird filtriert, das Lésungsmittel
abdestilli ert und dbs Produkt durch Flash-Chromatographie (Hexan/Essgester 1:2) isoliert.
Ausbeute: 619mg (1.09mmol, 65%) eines farblosen Feststoffes.

R:=0.3 (Hexan/Esdgester 1:1)
Smp: 98 °C
[a]5=—61.7(c=1.1,CHCl5)

'H-NMR (CDCl3, 500MHz): 8=7.42(d, 1H, J=7.4Hz, NH), 7.29(d, 1H, J=7.0Hz, NH),
5.85-5.96 (m, 2 H, CH,=CH, NH), 5.30(ddd, 1H, J=17.2 Hz, J=3.0 Hz, J=1.5 Hz,
CH.,=CH), 5.21(dd, 1H, J=10.4Hz, J=1.2 Hz, CH,,=CH), 4.73-4.77 (m, 1 H, a-CH),
4.60-4.69(m, 1 H, a-CH), 4.57(d, 2H, J=5.0 Hz, CH,=CH-CH,), 4.39-4.49(m, 1 H,
a-CH), 4.03(dd, 1H, J=11.4 Hz, J=4.0 Hz, B-CHa4 Ser), 3.71(dd, 1H, J=11.3 Hz,
J=5.5Hz, B-CH.p, Ser), 3.24(dd, 1H, J=13.7Hz, J=4.5Hz, B-CH,,Cys), 3.11(dd, 1H,
J=13.7Hz, J=6.1 Hz, B-CH2;, Cys), 2.53-2.63(m, 2 H, y-CH; Met), 2.06-2.19(m, 1 H,
B-CHya Met), darunter 2.10(s, 3H, Met-CHs), 1.95-2.04(m, 1 H, B-CH.p, Met), 1.49[s,
9 H, CO,C(CHa)3], 1.32[s, 9H, SC(CH3)3] ppm

3C-NMR (CDCl3, 125MHz): 8= 172.1(C=0), 170.1(C=0), 169.2(C=0), 156.3(C=0
Urethan), 132.7 (H,C=CH), 117.8 (H,C=CH), 83.2 [CO,C(CH3)3], 66.0 (CH,=CH-
CH,0), 63.1(B-CH, Ser), 54.6 (a-CH), 54.0 (a-CH), 53.1(a-CH), 48.2[SC(CHs3)s],
42.6 (B-CH, Cys), 32.4 (y-CH, Met), 30.1 (B-CH, Met), 29.8 [SC(CHa3)s], 28.0
[CO,C(CHa3)3], 15.3[SCH3 Met] ppm

Co3H41N307S3 (567.77)
MS (El, 165 T): 567.2[M]" (4 %), 511.2[M-tBu]" (12 %), 455.1[M-2tB]* (100%)
HRMS(El) ber.: 567.2107

gef - 567.2076

Elementaranayse:
ber.. C:48.66% H:7.28%  N:7.40%
gef.. C:48.59% H:7.12% N: 7.38%.
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N-Fluor enylmethoxycar bonyl-L-methionyl-L-serin
Fmoc-Met-Ser-OH (12)

Durchfihrung entsprechend Aloc-Met-Ser-OH (11)
Ausbeute: 82 % eines farblosen Feststoffes

[a]= +10.6(c=L.0, Chloroform/Methanal 2:1)

'H-NMR (CDCIy/CD30D 6:1, 500MHz): 8=7.75(d, 2 H, J=7.5 Hz, CH Fmoc), 7.61(t,
2 H, J=6.5Hz, CH Fmoc), 7.39(t, 2 H, J=7.4 Hz, CH Fmoc), 7.30(t, 2 H, J=7.5 Hz,
CH Fmoc), 4.55(t, 1 H, J=3.5 Hz, a-CH Ser), 4.43(dd, 1H, J=10.5Hz, J=7.2 Hz,
a-CH Met), 4.34-4.39 (m, 2 H, CH, Fmoc), 4.21(t, 1 H, J=6.9 Hz, CH Fmoc), 3.98
(dd, 1 H, J=11.5Hz, J=3.9 Hz, B-CHy, Ser), 3.86(dd, 1 H, J=11.5Hz, J=3.4 Hz,
B-CHyp Ser), 2.512.60(m, 2 H, y-CH, Met), 2.05-2.14(m, 1 H, B-CHz, Met), 2.09(s,
3 H, Met-CHs), 1.86-1.98(m, 1 H, B-CH.p, Met) ppm

3C-NMR (CDCI4/CD30D 6:1, 125MHz): &= 172.5(C=0), 172.3(C=0), 157.0(C=0
Urethan), 144.1(quart, arom., Fmoc), 143.9(quart, arom., Fmoc), 141.5(quart, arom.,
Fmoc), 128.0(arom., Fmoc-CH), 127.3(arom., Fmoc-CH), 125.3(arom., Fmoc-CH),
120.2 (arom., Fmoc-CH), 67.3 (Fmoc-CH,), 62.3 (B-CH, Ser), 55.0 (a-CH), 54.2
(a-CH), 47.3(Fmoc-CH), 32.1(y-CH, Met), 30.2(B-CH. Met), 15.2[SCH3 Met] ppm

CasHoaN206S (458.53
MS (FAB, 3-NBA): 481.2[M+Na]*, 459.2[M+H]"
HRMS (FAB, 3NBA) ber.: 459.1590

gef.: 459.1564

Elementaranayse:
ber.. C:60.25% H:5.72% N:6.11%
gef.. C:60.09% H:582%  N:5.63%.



Dieter Kadereit 6. Experimentdl er Tell 77

N-Fluor enylmethoxycar bonyl-L-methionyl-L-seryl-S-tert-butylthio-L-cystein-tert-
butylester

Fmoc-Met-Ser-Cys(StBu)-OtBu (21)

Zu ener Losung von 835 mg N-Fuorenylmethoxycarbonyl-L-methionyl-L-serin 12
(1.82 mmol, 1.2 Aquivalente) und 403mg Stert-butylthio-L-cystein-tert-butylester 13
(1.52mmol, 1 Aquivalent) in 8 ml absolutem Dimethylformamid werden 488mg EEDQ
(1.97 mmol, 1.3 Aquivalente) gegeben. Nach 15 Stunden wird de Losung mit 50 ml
Esdgsaureghylester verdinrt und racheinander zweima mit 50 ml 0.5 N Salzsaure,
zweimal mit 50 ml geséttigter NaHCO3-Losung und geséttigter NaCl-Losung extrahiert.
Nadh Trocknen tbker MgSO,4 wird filtriert, das Losungsmittel abdestilli ert und das Produkt
durch Flash-Chromatographie (Hexan/Essgsauredhylester 2:1) isoliert.

Ausbeute: 618 mg (0.875mmol, 58%) eines farblosen Feststoffes.

R:=0.20(Hexan/Essgsauredhylester 2:1)
Smp: 133 C
[a]5=—49.8(c=1.1,CHCl5)

'H-NMR (CDCls, 500 MHz): &=7.75 (d, 2 H, J=7.5 Hz, Fmoc-CH), 7.58 (dd, 2 H,
J=7.4Hz, J=3.7 Hz, Fmoc-CH), 7.39(t, 2 H, J=7.5Hz, Fmoc-CH), 7.27-7.34(m, 3 H,
J=7.4Hz, 2 * Fmoc-CH, 1 * NH), 7.24(d, 1H, J=6.9Hz, NH), 5.50(d, 1H, J=7.7 Hz,
NH), 4.724.79(m, 1 H, a-CH), 4.574.63(m, 1 H, a-CH), 4.354.47(m, 3H, a-CH,
Fmoc-CHy), 4.21(t, 1 H, J=6.9 Hz, Fmoc-CH), 4.06(dd, 1H, J=11.3 Hz, J=3.0 Hz,
B-CHaza Ser), 3.70 (dd, 1 H, J=11.0 Hz, J=5.1 Hz, B-CHj, Ser), 3.22 (dd, 1 H,
J=13.6 Hz, J=4.1 Hz, B-CHy, Cys), 3.10(dd, 1H, J=13.6 Hz, J=6.1 Hz, B-CHy;, Cys),
2.52-2.65(m, 2H, y-CH; Met), 2.072.18(m, 1 H, B-CH,, Met), darunter 2.10(s, 3 H,
Met-CHs), 1.95-2.05(m, 1 H, B-CHy, Met), 1.47(s, 9 H, CO,C(CH3)3], 1.30[s, 9 H,
SC(CHs)s] ppm

13C-.NMR (CDCl;, 125 MHz): &= 171.6 (C=0), 170.2 (C=0), 169.2 (C=0), 156.2
(Urethan), 143.9(quart, arom., Fmoc), 143.7(quart, arom., Fmoc), 141.3(quart, arom.,
Fmoc), 127.7 (arom., Fmoc-CH), 127.1(arom., Fmoc-CH), 125.1(arom., Fmoc-CH),
120.0(arom., Fmoc-CH), 83.3[CO,C(CHj3)3], 67.2(Fmoc-CHy), 62.7(B-CH, Ser), 54.3
(a-CH), 54.0 (a-CH), 53.1 (a-CH), 48.4 [SC(CH3)3], 47.1 (Fmoc-CH), 42.2 (B-CH.
Cys), 32.0(CHy), 30.1(CHy), 29.8[SC(CH3)3], 27.9[CO,C(CH3)3], 15.3[SCH3 Met]

ppm
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CaaHaN20;S; (705.95
MS (FAB, 3NBA): 737.1[M+K]", 728.2[M+Na]*, 706.3[M+H]", 650.2[M-tBu+H]",
593.1[M-2tBu+H]*

Elementaranayse:
ber. C:57.85% H:6.71%  N:5.95%
gef.. C:58.13% H:6.77%  N:6.11%.

L-Methionyl-L-seryl-S-tert-butylthio-L-cystein-tert-butylester

H-M et-Ser-Cys(StBu)-OtBu (3b)

Eine Losung von 5.2 mg N-Allyloxycabonyl-L-methionyl-L-seryl-Stert-butylthio-L-
cystein-tert-butylester 20 (9.16 pmol, 1 Aquivalent) in 0.5 ml absolutem THF wird mit
2.3 pl Phenylsilan (18.3 pmol, 2 Aquivalente) und 1.1 mg Pd(PPhs)s (0.916 umol,
10 Mol%) versetzt. Nadh einer Stunde wird das Losungsmittel im Vakuum abdestilli ert
und das Produkt durch Flash-Chromatographie isoliert (Chloroform/Methanadl 8:1).
Ausbeute: 2.8mg (5.79umol, 63%) eines gelbli chen Feststoff es.

Rt=0.13(Chloroform/Methanadl 8:1)
[a]=—73.8(c=1.1,CHCl5)

'H-NMR (CDCl3, 500MHz): 8=8.10(d, 1H, J=7.6 Hz, NH), 7.45(d, 1H, J=7.6 Hz, NH),
4.70-4.76 (m, 1 H, a-CH Cys), 4.544.59 (m, 1 H, a-CH Ser), 4.06 (dd, 1 H,
J=11.4Hz, J=3.9 Hz, B-CH., Ser), 3.71(dd, 1H, J=11.4Hz, J=5.6 Hz, B-CHa, Ser),
3.60 (dd, 1H, J=8.1 Hz, J=4.7 Hz, a-CH Met), 3.24(dd, 1H, J=13.6 Hz, J=4.4 Hz,
B-CHaa Cys), 3.11(dd, 1 H, J=13.6 Hz, J=6.3 Hz, B-CHay, Cys), 2.59-2.65(m, 2 H,
y-CH, Met), 2.45-2.60 (b, 3H, OH, NH,), 2.122.22 (m, 1 H, B-CH.,, Met), 2.11(s,
3 H, Met-CHs), 1.77-1.86(m, 1 H, B-CHa, Met), 1.48[s, 9 H, CO,C(CHs)3], 1.32]s,
9 H, SC(CHs)s] ppm

3C.NMR (CDCls, 125 MHz): 8= 175.5 (C=0), 170.7 (C=0), 169.2 (C=0), 83.2
[CO,C(CHa3)3], 62.8 (B-CH, Ser), 54.2 (a-CH), 53.9 (a-CH), 53.0 (a-CH), 48.3
[SC(CH3)3], 42.3(B-CH, Cys), 33.9(y-CH, Met), 30.6(B-CH, Met), 29.8[SC(CHa)4],
28.0[CO,C(CHs)3], 153 (SCH3) ppm
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C1oH3N20sS; (483.73)
MS (El, 145 T): 483.2[M]* (18 %), 427.2[M-tBu]* (40 %), 371.1[M-2tBu]" (71 %)
HRMS (El)  ber.: 483.1895

gef.: 483.1912

Elementaranayse:
ber. C:47.18% H:7.71%  N:8.69%
gef.. C:47.37% H:759%  N:8.47%.

6.2.3 Versuche zu Kapitel 4.1.4

N-Allyloxycar bonyl-L-prolyl-glycyl-S-palmitoyl-L-cysteyl-L-methionyl-L-seryl-S-
palmitoyl-L-cystein-tert-butylester

Aloc-Pro-Gly-Cys(Pal)-Met-Ser-Cys(Pal)-OtBu (22a)

Eine Losung von 48.1 mg N-Allyloxycarbonyl-L-prolyl-glycyl-S-palmitoyl-L-cystein 2a
(0.080mmol, 1 Aquivalent) und 51.0mg L-methionyl-L-seryl-S-palmitoyl-L-cystein-tert-
butylester 3a (0.080 mmol, 1 Aquivalent) in 1 ml trockenem Methylenchlorid wird mit
25.9 mg EEDQ (0.105 mmol, 1.3 Aquivalente) versetzt. Nach 16 Stunden wird das
Losungsmittel im Vakuum abdestilli ert und das Produkt durch Flash-Chromatographie
(Methylenchlorid/Ethandl 20:1) isoliert.

Ausbeute: 81.6mg (0.067mmol, 84%) eines leicht rétli chen Feststoffes.

Ri=0.14 (Methylenchlorid/Ethanadl 20:1)
Smp: 158 T
[a]5=— 18.4(c=1.2,CHCl5)

'H-NMR (CDCl3, 500 MHz, Zuordnurg durch COSY und CH-Korrelation): 3=7.65-7.78
(m, 2H, NH Gly, NH Met), 7.47(d, 1H, J=4.5Hz, NH Cys), 7.18-7.22(m, 1 H, NH
Cys), 7.12,(d, 1 H, NH Ser), 5.885.98(m, 1 H, CH,=CH), 5.33(d, 1H, J=16.7 Hz,
CH.,=CH), 5.24(d, 1H, J=10.2Hz, CH,;=CH), 4.50-4.68(m, 5H, 2 * CH,=CH-CHj,
2 * a-CH Cys, 1 * a-CH Pro), 4.444.50(m, 1H, a-CH Ser), 4.294.35(m, 1H, a-CH
Met), 3.924.01 (m, 2 H, B-CHy, Ser, a-CHy, Gly), 3.76-3.84 (m, 2 H, B-CHyp, Ser,
a-CHy, Gly), 3.45-3.59 (m, 2 H, 3-CH; Pro), 3.383.45(m, 2 H, 2 * B-CH;, Cys),
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3.223.31(m, 2 H, 2 * B-CH, Cys), 2.5:2.68 (m, 6 H, a-CH, Pal, y-CH, Met),
1.88-2.35(m, 6 H, B-CH, Met, B-CH, Pro, y-CH, Pro), darurter 2.11 (s, 3 H, SCHs
Met), 1.56-1.69 (m, 4 H, B-CH, Pal), 1.46[s, 9 H, CO,C(CHs)3], 1.25[s, 48 H,
CH3(CHy)12(CH5),COS R, 0.88(t, 6 H, J=6.9Hz, 6 w-CHs Pal) ppm

3C-.NMR (CDCls, 125 MHz): & 199.0 [CH3(CH,)1sCH,COS], 173.7 (C=0), 171.3
(C=0), 170.2 (C=0), 169.9 (C=0), 168.8 (C=0), 155.8 (C=O Urethan), 132.5
(H,C=CH), 117.7(H,C=CH), 82.8[CO,C(CHs)3], 66.5(CH,=CH-CH0), 62.8(B-CH-
Ser), 60.4(CH), 55.2(CH), 53.0(CH), 47.1(3-CH, Pro), 44.1(a-CH, Pal), 43.9(CH,),
31.9(CH, Pal), 30.2(CH,), 29.7(CH, Pal), 29.5(CH, Pal), 29.4(CH, Pal), 29.3(CH,
Pal), 29.3(CH; Pal), 29.0(CH, Pal), 27.9[CO,C(CHa)3], 25.6(B-CH; Pal), 25.6(B-CH;
Pal), 24.8(CH, Pro), 22.7(CH, Pal), 15.2(SCH3 Met), 14.1(CHs Pal) ppm

Ce1H10aN6012S3 (1213.79
MS (FAB, 3-NBA): 1235.5[M+Na]*, 1213.6[M+H]", 1157.5M-tBu]".

N-Allyloxycar bonyl-L-prolyl-glycyl-S-palmitoyl-L-cysteyl-L-methionyl-L-seryl-S-
palmitoyl-L-cystein

Aloc-Pro-Gly-Cys(Pal)-Met-Ser-Cys(Pal)-OH

Eine Losung von 23.7 mg N-Allyloxycabonyl-prolyl-glycyl-Spamitoyl-L-cysteyl-L-
methionyl-L-seryl-S-palmitoyl-L-cystein-tert-butylester 22a (19.5 pmol) in 0.25 ml
Methylenchlorid wird mit 0.25ml Trifluoressgséure versetzt. Nadh drei Stunden werden
5 ml Chloroform zugegeben und de Losung im Vakuum aufkonzentriert. Dieser Vorgang
wird zweimal wiederhalt, wobei das Produkt quantitativ als farbloser Feststoff anfallt.

Rf=0.10(Chloroform/Methanad 8:1)
Smp: 170 T
[a]5=—19.0(c=1.1,CHCI5/CHsOH 2:1)

'H-NMR (CDCl3/CD30D 6:1, 500MHz): 5=5.88-5.98 (m, 1 H, CH,=CH), 5.32(d, 1 H,
J=17.1 Hz, CHx=CH), 5.23 (d, 1 H, J=10.4 Hz, CHx=CH), 4.424.67 (m, 6 H,
CH,=CH-CHj, 4 * a-CH), 4.18-4.24(m, 1 H, a-CH), 4.02-4.08(m, 1 H, a-CHa, Gly),
3.87-3.92 (M, 1 H, B-CHya Ser), 3.723.86 (M, 2 H, 1 B-CHap Ser, a-CHap Gly),
3.52-3.72(m, 2 H, 5-CH, Pro), 3.50(dd, 1H, J=14.0Hz, J=4.7 Hz, 3-CH,a Cys), 3.44
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(dd, 1 H, J=14.0 Hz, J=4.7 Hz, B-CHa, Cys), 3.20-3.32(m, 2 H, 2 * B-CHyp, Cys),
2.50-2.65(m, 6 H, a-CH, Pal, y-CH, Met), 2.26-2.35(m, 2 H, B-CH, Met), 1.99-2.15
(m, 3 H, CH, Pro), darunter 2.11 (s, 3 H, SCH3 Met), 1.94-1.98 (m, 1 H, CH, Pro),
1.62-1.65(m, 4 H, B-CH, Pal), 1.25[s, 48H, CH3(CH,)12(CH,),COS R, 0.88(t, 6 H,
J=6.9Hz, 6 w-CH3 Pal) ppm

3C-.NMR (CDCl5/CDsOD 6:1, 125 MHz): 3= 200.6 [CH3(CH.)1:CH,COS], 199.8
[CH3(CH,)13CH,COS], 174.4(C=0), 172.0(C=0), 171.1(C=0), 170.7(C=0), 156.0
(C=0O Urethan), 132.5 (H,C=CH), 117.8 (H,C=CH), 66.7 (CH,=CH-CH,0), 62.2
(B-CH, Ser), 61.2(CH), 55.5(CH), 54.8(CH), 53.2(CH), 52.7(CH), 47.3(3-CH. Pro),
44.1 (CH,), 43.3(CH,), 32.1(CH.), 30.5(CH,), 30.4(CH,), 30.1(CH,), 29.8(CH,),
29.8 (CHy), 29.6(CH,), 29.5(CH,), 29.4(CH.), 29.1(CH,), 27.9(CH,), 25.7 (CH,),
24.9(CH,), 22.8(CHy), 15.2(SCH3 Met), 14.2(CHs Pal) ppm

C57H100N501253 (115763
MS (FAB, 3:NBA): 1195.2[M+K]*, 1179.1IM+Na]*, 1157.3M+H]*,

N®-Allyloxycar bonyl-L-lysin-tert-butylester

Lys(Aloc)OtBu

Eine Losung von 2.7 g N®-tert-Butoxycarborl-N®-allyloxycarbonyl-L-lysin (8 mmol,
1 Aquivalent) in 3ml 70 %iger Perchlorsiure (35.2mmol, 4.4 Aquivalente), 1 ml Wasser
und 50 ml Essgsaure-tert-butylester wird drei Tage bei Raumtemperatur geriihrt. Die
Losung wird mit 15 ml Diethylether versetzt und deima mit je 10 ml 0.5 N Salzséure
gewaschen. Die vereinten wasgigen Phasen werden sofort mit NaoCOs3 neutralisiert und
viermal mit je 25 ml Diethylether extrahiert. Nach Trocknen tber MgSO, wird filtriert, das
Losungsmittel im Vakuum abdestilli ert und das Produk durch Flash-Chromatographie
(Essgester, dann 10% Ethanal in Essgester) isoliert.

'"H-NMR (CDs0D, 500 MHz): 3= 5.86-5.98 (m, 1 H, CH,=CH-CH,0), 5.28 (dd, H,
J=17.2Hz, J=1.2 Hz, CH2,=CH-CH;0), 5.17(d, 1 H, J=10.5Hz, CH;,=CH—CH0),
4.51(d, 2H, J=5.2 Hz, CH,=CH-CH,0), 3.80(t, 1 H, J=6.3 Hz, a-CH Lys), 3.13(t,
2 H, J=6.7Hz, e-CH;, Lys), 1.771.92(m, 2H, CH; Lys), 1.37%1.60(m, 4H, CH, Lys),
darunter 1.51[s, 9H, CO,C(CH3)3] ppm
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13C-NMR (CD30D, 125MHz): 5= 170.9(Ester), 158.9(C=0 Urethan), 134.5(CH,=CH-
CHzO), 117.5 (CHZZCH—CHzo), 84.7 [C02C(CH3)3], 66.3 (CH2:CH—CH20), 54.7
(a-CH), 41.2(e-CH,), 32.1(CH,), 30.4(CH,), 28.2[CO,C(CHz3)3], 23.2(CH,) ppm

C1aH26N204 (286.37
MS (FAB, 3:NBA): 309.2[M+Na]*, 287.2[M+H]*, 231.2]M-tBu+H]".

N-Allyloxycar bonyl-L-prolyl-glycyl-S-palmitoyl-L-cysteyl-L-methionyl-L-seryl-S-
palmitoyl-L-cysteyl-N®-allyloxycar bonyl-L-lysin-tert-butylester
Aloc-Pro-Gly-Cys(Pal)-Met-Ser-Cys(Pal)-Lys(Aloc)-OtBu

Eine Losung von 41.0 mg N-Allyloxycarboryl-L-prolyl-glycyl-Spamitoyl-L-cysteyl-L-
methionyl-L-seryl-S-palmitoyl-L-cystein (0.035 mmol, 1 Aquivalent) und 10.0mg N©-
Allyloxycarboryl-L-lysin-tert-butylester (0.035 mmol, 1 Aquivalent) in 1 ml trockenem
Methylenchlorid und 0.2ml Dimethylformamid werden mit 11.4mg EEDQ (0.046mmol,
1.3 Aquivalente) versetzt. Nach 16 Stunden wird das Losungsmittel im Vakuum
abdestilli ert und dis Produkt durch Flash-Chromatographie (Ethanol/Hexan/Methylen-
chlorid 1155, dann 110:5) isoliert.

Ausbeute: 20.9mg (0.015mmol, 41%) eines farblosen Feststoffes.

R=0.11(Methylenchlorid/Ethand 20:1)
Smp: 164 T
[a]5=—32.1(c=0.6,CHCl5)

'H-NMR (CDCls, 500 MHz): 5=7.90-7.98 (m, 1 H, NH), 7.806-7.89 (m, 1 H, NH),
7.61-7.67(m, 1H, NH), 7.39(d, 1H, J=6.2Hz, NH), 7.13(d, 1H, J=8.7Hz, NH), 7.08
(d, 1 H, J=8.8 Hz, NH), 5.855.98 (m, 2 H, CH,=CH), 5.485.54 (m, 1 H, NH),
5.16-5.35(m, 4 H, CH,=CH), 4.50-4.68(m, 6 H, CH,=CH-CHj, 2 * a-CH), 4.34-4.48
(m, 4 H, 4 * a-CH), 3.824.02(m, 4 H, B-CH. Ser, a-CH, Gly), 3.45-3.59 (m, 2 H,
5-CH, Pro), 3.28-3.39(m, 4 H, B-CH, Cys), 3.12-3.19(m, 2 H, e-CH, Lys), 2.51-2.68
(m, 6 H, a-CH, Pa, y-CH, Met), 1.78-2.28(m, 8 H, B-CH, Met, B-CH, Pro, CH, Lys,
y-CH, Pro), darurter 2.10 (s, 3 H, SCH; Met), 1.56-1.69 (m, 5 H, 4 * 3-CH, Pd,
1 * CH, Lys), 1.35-1.43(m, 3 H, CH, Lys), darurter 1.45[s, 9 H, CO,C(CHa)s], 1.25
[s, 48 H, CH3(CH2)12(CH,),COS Rdl], 0.88(t, 6 H, J=6.9 Hz, c>CHs Pal) ppm
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3C-.NMR (CDCls, 125 MHz): &= 199.8 [CH3(CH,)1sCH,COS], 174.2 (C=0), 172.1
(C=0), 171.0 (C=0), 170.4 (C=0), 169.5 (C=0), 156.5 (C=O Urethan), 133.2
(H,C=CH), 132.3(H,C=CH), 118.1(H,C=CH), 117.4(H,C=CH), 81.7[CO,C(CHa3)3],
66.7 (CH,=CH-CH0), 65.3(CH,=CH-CH,0), 62.3(B-CH, Ser), 60.5(CH), 56.6(CH),
54.2 (CH), 53.6(CH), 52.8(CH), 47.1(3-CH, Pro), 44.0(a-CH, Pal), 40.7(CH,), 31.9
(CH, Pal), 31.6(CHy), 30.6(CH.), 29.7(CH, Pal), 29.7 (CH,, Pal), 29.5(CH, Pal), 29.4
(CH, Pal), 29.3(CH, Pal), 29.0(CH, Pal), 29.0 (CH, Pal), 28.0[CO,C(CHs)3], 26.9
(CHy), 25.7(CH,), 25.5(B-CH, Pal), 24.7(CH, Pro), 22.7(CH, Pal), 22.5(CH,), 15.2
(SCH3 Met), 14.1(CHs Pal) ppm

C71H124Ng01555 (1425.99
MS (FAB, 3:NBA): 1447.3[M+Na]"*,

N-Allyloxycar bonyl-L-prolyl-glycyl-S-palmitoyl-L-cysteyl-L-methionyl-L-seryl-S-
palmitoyl-L-cysteyl-N®-allyloxycar bonyl-L-lysin
Aloc-Pro-Gly-Cys(Pal)-Met-Ser-Cys(Pal)-Lys(Aloc)-OH

Eine Lésung von 13.4 mg N-Allyloxycarboryl-L-prolyl-glycyl-S-palmitoyl-L-cysteyl-L-
methionyl-L-seryl-S-palmitoyl-L-cysteyl-N®-all yloxycarbonyl-L-lysin-tert-butyl ester
(9.40pmol) in 0.25ml Methylenchlorid wird mit 0.25ml Trifluoresggsaure versetzt. Nach
drei Stunden wird 1 ml Tolud zugegeben und de Lésung im Vakuum aufkonzentriert.
Dieser Vorgang wird zweima wiederhdt, wobel das Produk quantitativ as farbloser
Feststoff anfallt.

R{=0.18(Chloroform/Methanadl 8:1)
Smp: 163 C
[a]5= +14.1(c=0.7,CHCl3)

'H-NMR (CDCl3, 500 MHz): Dieses Peptid zeigt auch in starker Verdiinnum extrem
breite Signale. Leidglich de Pe&ks der Palmitoyl- und zum Tell auch de der Aloc-
Gruppen sind etwas <hérfer. 6=5.855.98 (m, 2 H, CH,=CH), 5.16-5.33 (m, 4 H,
CH,=CH), 1.49-1.65 (m, 4 H, B-CH, Pd), 1.25[s, 48 H, CH3(CH,)12(CH,),COS],
0.80-0.89(m, 6 H, w-CH3 Pal) ppm
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3C-NMR (CDCls, 125 MHz): Nur die Signale der Palmitoylgruppen sind scharf, alle
anderen Signale sind so breit, dass se sich kaum vom Grundrauschen abheben.

Ce7H116Ns01553 (1369.89
MS (FAB, 3-NBA): 1407.8]M+K]*, 1391.6[M+Na]".

N-Allyloxycar bonyl-L-prolyl-glycyl-S-palmitoyl-L-cysteyl-L-methionyl-L-seryl-S-
palmitoyl-L-cysteyl-N®-allyloxycar bonyl-L-lysyl-S-far nesyl-L-cysteinmethylester
Aloc-Pro-Gly-Cys(Pal)-Met-Ser-Cys(Pal)-Lys(Aloc)-Cys(Far)-OMe (23a)

Eine Losung von 20.1 mg N-Allyloxycarboryl-L-prolyl-glycyl-Spamitoyl-L-cysteyl-L-
methionyl-L-seryl-S-pamitoyl-L-cysteyl-N®-all yloxycarbonyl-L-lysin (14.7 pmol, 1 Aqui-
valent) und 5.0mg S-Farnesyl-L-cysteinmethylester (14.7 umol, 1 Aquivalent) in 1 ml
trockenem Methylenchlorid wird mit 4.7 mg EEDQ (19.1umol, 1.3Aquivalente) versetzt.
Nad 16 Stunden wird das Losungsmittel im Vakuum abdestilli ert und das Prodult durch
Flash-Chromatographie (Methylenchlorid/Ethand 30:1, dann 2Q1) isoliert.

Ausbeute: 13.5mg (7.98umol, 54 %) eines farblosen Feststoff es.

Rt=0.30(Methylenchlorid/Ethanadl 20:1)
Smp: 215 C
[a]5=—18.3(c=0.2,CHCl5)

'H-NMR (CDCI4/CD;OD 10:1, 500 MHz): 8=5.79-5.89 (m, 2 H, H,C=CH-CH,0),
5.09-5.28 (m, 5 H, H,C=CH-CH,0, 1 * CH=C Far), 4.995.06 (m, 2 H, 2 * CH=C
Far), 4.184.9 (m, 11H, 7 * a-CH, H,C=CH-CH,0), 3.813.90(m, 2 H, B-CH>; Ser,
a-CHa, Gly), 3.65-3.78 (m, 2 H, B-CHay, Ser, a-CHa, Gly), 3.74(s, 3 H, COOCHj),
3.45-3.55(m, 2 H, 2 5-CH; Pro), 3.33-3.39 (m, 2 H, e-CH, Lys), urter OH-Signa
3.12-3.24 (m, vermutlich 3 H, a-CHy, Far, 2 * B-CHaa Cysea), 3.02-3.10 (m, 3 H,
a-CHap, Far, 2 * B-CHap Cysea), 2.82(dd, 1H, J=13.9Hz, J=5.2 Hz, B-CHza CySra),
2.75(dd, 1H, J=13.9 Hz, J=7.9 Hz, B-CH2p CySra), 2.47-2.59 (M, 6 H, a-CH, P4,
y-CH, Met), 2.12-2.18(m, 2 H), 1.95-2.05(m, 8 H), darunter 2.05(s, 3H, SCH; Met),
1.78-1.92 (m, 4 H), 1.52-1.69 (m, 4 H, B-CH, Pal), darunter 1.61 (s, 6 H, CH5 Far),
154 (s, 6 H, CH; Far), 1.281.49 (m, 4 H, CH, Lys), 121 [s, 48 H,
H3C(CH2)12(CH,),COS Rd], 0.88(t, 6 H, J=6.9Hz, w-CH3 Pal) ppm
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13C-NMR (CDCI5/CDs0D 10:1, 125MHz): 5=200.4[CH3(CH,)13CH,COS], 174.5(C=0),
172.7(C=0), 171.3(C=0), 156.9(C=0 Urethan), 156.0(C=0 Urethan), 140.1(quart,
Far-C), 135.4(quart, Far-C), 133.1(H,C=CH-CH,0), 132.4(H,C=CH-CH,0), 131.4
(quart, Far-C), 124.4 (Far-CH), 123.9 (Far-CH), 119.7 (Far-CH), 117.9 (H,C=CH-
CH,0), 117.5(H,C=CH-CH,0), 66.7 (CH,=CH-CH,0), 65.5 (CH,=CH-CH,0), 61.8
(B-CH; Ser), 61.2 (CH), 55.6 (CH), 54.4 (CH), 54.1 (CH), 53.6 (COOCHs), 53.5
(a-CH), 52.6(CH), 52.1(a-CH), 47.2(3-CH, Pro), 44.1(a-CH, Pal), 40.6(CH), 39.8
(CH,), 32.6(CH.), 32.0(CH,), 31.1(CHy), 30.4(CH,), 30.1(CH,), 29.8(CH,), 29.7
(CH,), 29.6(CH.), 29.5(CH,), 29.4(CH,), 29.4(CH,), 29.3(CH,), 29.1(CH,), 29.1
(CH,), 26.8(CH,), 26.6 (CH,), 25.7 (Far-CHs), 25.6 (CH,), 24.8 (CHy,), 22.7 (CHy),
17.7 (Far-CHg), 16.1(Far-CHs), 16.0(Far-CHs), 15.2(SCH3 Met), 14.1(CHs Pal) ppm

C86H147N901684 (169140
MS (FAB, 3NBA): 1713.4[M+Na]*, 1691.2[M+H]".

L-Prolyl-glycyl-(S-palmitoyl)-L-cysteyl-L-methionyl-L-seryl-S-palmitoyl-L-cysteyl-L-
lysyl-S-far nesyl-L-cysteinmethylester
H-Pro-Gly-Cys(Pal)-Met-Ser-Cys(Pal)-Lys-Cys(Far)-OMe (1a)

Zu einer Losung von 6.5 mg N-Allyloxycarboryl-prolyl-glycyl-S-pamitoyl-L-cysteyl-L-
methionyl-L-seryl-S-palmitoyl-L-cysteyl-N®©-all yloxycarbonyl-L-lysyl-S-farnesyl-L-cys-
teinmethylester 23a (3.83 umol, 1 Aquivalent) und 0.6 mg N,N-Dimethylbarbitursiure
(3.83umol, 1 Aquivalent) in 2ml absolutem THF werden 0.4 mg Tetrakis(triphenylphos-
phin)palladium(0) (0.383 umol, 10 Mol%) gegeben. Nach 5 Minuten wird das
Losungsmittel im Vakuum abdestilli ert und dbs Produkt durch Digerieren in Ether und
Groéenauschlusschromatographie an Sephadex LH-20 (CHCl3/MeOH 1:1) isoliert.
Ausbeute: 3.2mg (2.07umol, 54 %) eines blasgel ben Feststoff es.

'H-NMR (CDCI4/CDsOD 6:1, 500MHz): Das Spektrum ist extrem schlecht aufgel6st, so
dass eine Interpretation richt moglich ist. Signifikante Signale werden hier dennach
aufgefiihrt. $=5.17-5.25 (m, CH=C Far), 5.02-5.11(m, CH=C Far), 3.76(s, COOCHj3),
1.68 (s, CH3 Far), 1.60 (s, CH3 Far), 1.26 [b, CH3(CH,)1,(CH,).COS Rdl], 0.88(t,
J=6.6 HZ, w-CH3 Pal) ppm
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N-Allyloxycar bonyl-L-prolyl-glycyl-S-tert-butylthio-L-cysteyl-L-methionyl-L-seryl-S-
tert-butylthio-L-cystein-tert-butylester
Aloc-Pro-Gly-Cys(StBu)-Met-Ser-Cys(StBu)-OtBu (22b)

Eine Losung von 268 mg N-Allyloxycarbonyl-L-prolyl-glycyl-Stert-butylthio-L-cystein
2b (0.60mmol, 1 Aquivalent) und 290mg L-methionyl-L-seryl-S-tert-butylthio-L-cystein-
tert-butylester 3b (0.60mmol, 1 Aquivalent) in 10ml trockenem Methylenchlorid wird mit
193 mg EEDQ (0.779 mmol, 1.3 Aquivalente) versetzt. Nach 15 Stunden wird mit
90 ml Methylenchlorid verdinrt und zweimal mit je 50 ml 0.5 N Salzsdure gewaschen.
Nad Trocknen Uber MgSO, wird filtriert, das Lésungsmittel im Vakuum abdestilli ert und
das Produkt durch Flash-Chromatographie (M ethylenchlorid/Ethandl 20:1) isoliert.
Ausbeute: 426 mg (0.466mmol, 78%) eines farbl osen Feststoffes.

Ri=0.22(Methylenchlorid/Ethanal 20:1)
Smp: 183 C
[a]5=—92.1(c=1.0,CHCI5/CHsOH 2:1)

'H-NMR (CDCI4/CD0D 6:1, 500MHz): =5.90-5.99 (m, 1 H, CH,=CH), 5.35(d, 1H,
J=17.2Hz, CH»,=CH), 5.26(d, 1H, J=10.4Hz, CH2,=CH), 4.564.71(m, 4 H, a-CH
Met, Ser, 2 * Cys), 4.474.52 (m, 2 H, CH,=CH-CH,), 4.19 (dd, 1 H, J=7.6 Hz,
J=5.6 Hz, a-CH Pro), 3.96-4.02(m, 2 H, a-CH, Gly, B-CHa4 Ser), 3.77-3.87(m, 2 H,
a-CHzp Gly, B-CHop Ser), 3.54-3.65 (m, 2 H, &CH, Pro), 3.16-3.26 (m, 2 H,
2 * B-CHa, Cys), 3.00-3.10(m, 2 H, 2 * B-CH.yp, Cys), 2.58-2.65(m, 1 H, y-CH., Met),
251258 (m, 1 H, y-CH,p, Met), 2.182.29 (m, 2 H, B-CH,s Met, B-CH.s Pro),
1.92-2.15(m, 4 H, B-CHap, Pro, y-CH, Pro, B-CHap, Met), darunter 2.11 (s, 3 H, SCHs
Met), 1.48[s, 9H, CO,C(CHs)s], 1.35[s, 9H, SC(CHs)s], 1.34[s, 9H, SC(CHs)s] ppm

13C-NMR (CDCl3, 125 MHz, Zuordnurg durch COSY und C-H-Korrelation): 5=174.8
(C=0), 172.0(C=0), 171.8(C=0), 171.5(C=0), 170.4(C=0), 169.6(C=0), 156.1
(C=0 Urethan), 132.5(H,C=CH), 118.1(H,C=CH), 83.0[OC(CHz3)s], 66.9(CH,=CH-
CH,0), 62.2 (B-CH, Ser), 61.6 (a-CH Pro), 55.7 (a-CH), 54.1 (a-CH Cys), 53.4
(a-CH), 53.1(a-CH Cys), 48.2[SC(CHs)s], 47.3(8-CH, Pro), 43.6(a-CH, Gly), 42.0
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(B-CH, Cys), 40.6 (B-CH, Cys), 30.5 (y-CH, Met), 30.4 (CH,), 30.3 (CH,), 29.9
[SC(CHa)3], 28.0[OC(CHs)s], 24.9(CH, Pro), 15.2(SCHs Met) ppm

Cs7Hs4N6O10Ss (913.23
MS (FAB, 3NBA): 934.9[M+Na]*, 913[M+H]", 857.0[M-tB]", 799.9[M-2tBu]*
HRMS (FAB, 3NBA):  ber.: 913.3365

gef.: 913.3220.

N-Allyloxycar bonyl-L-prolyl-glycyl-S-tert-butylthio-L-cysteyl-L-methionyl-L-seryl-S-
tert-butylthio-L-cystein

Aloc-Pro-Gly-Cys(StBu)-Met-Ser-Cys(StBu)-OH

Eine Losung von 12.6mg N-Allyloxycarbonyl-L-prolyl-glycyl-Stert-butylthio-L-cysteyl-
L-methionyl-L-seryl-S-tert-butylthio-L-cystein-tert-butylester 22b (13.8 umol, 1 Aquiva-
lent) in 0.25 ml trockenem Methylenchlorid wird mit 4 pl Thioanisol (27.6 umoal,
2 Aquivaente) und 0.25ml Trifluoressgsiure versetzt. Nach 3 Stunden wird das Losungs-
mittelgemisch im Vakuum ohre Heizbad abdestilli ert und cer hierbel erhaltene Feststoff
durch Flash-Chromatographie (Methylenchlorid/Ethandl 20:1, dann 81) gereinigt.
Ausbeute: 10.4mg (12.1umol, 88%) eines farblosen Feststoffes.

R:=0.49(Chloroform/Methanad 4:1)
Smp: 168 C
[a]5 = — 83.4(c=0.9, CHCI5/CHsOH 2:1)

'H-NMR (CDCl4/CD50OD 6:1, 500MHz): 5=5.90-5.99 (m, 1 H, CH,=CH), 5.35(dd, 1H,
J=17.2 Hz, J=1.2 Hz, CH2.=CH), 5.26(d, 1 H, J=10.5Hz, CH»;=CH), 4.75(dd, 1H,
J=8.2 Hz, J=4.5 Hz, a-CH), 4.56-4.71(m, 3 H, CH,=CH-CH,, a-CH), 4.90(dd, 2H,
J=9.7 Hz, J=4.6 Hz, a-CH), 4.19(dd, 1H, J=7.8 Hz, J= 5.7 Hz, a-CH), 3.98(d, 1H,
J=16.8 Hz, a-CH2a Gly), 3.94(dd, 1H, J= 11.6 Hz, J=5.5 Hz, B-CH., Ser), 3.85(dd,
1 H, J=11.6 Hz, J=4.7 Hz, B-CH., Ser), 3.83 (d, 1 H, J=16.8 Hz, a-CHa, Gly),
3.55-3.64 (M, 2 H, 5CH, Pro), 3.20-3.27 (m, 2 H, 2 * B-CHas Cys), 3.11(dd, 1H,
J=13.6 Hz, J=8.3 Hz, -CHap Cys), 3.04(dd, 1H, J=13.5Hz, J=9.5Hz, B-CHap Cys),
2.59-2.67(m, 1 H, y-CHza Met), 2.56-2.59(m, 1 H, y-CHzp, Met), 2.19-2.30(m, 2H ),
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1.92-2.13(m, 4 H), darunter 2.11(s, 3 H, SCHs Met), 1.35[s, 9 H, SC(CHs)3], 1.34[s,
9 H, SC(CHs)s] ppm

13C.NMR (CDCl5/CD5OD 6:1, 125MHz): 5=174.94(C=0), 172.5(C=0), 172.3(C=0),
171.9 (C=0), 171.6 (C=0), 170.8(C=0), 156.1(C=O Urethan), 132.6 (H,C=CH),
118.1(H,C=CH), 66.9(CH,=CH-CH50), 62.3(B-CH, Ser), 61.7(CH), 55.8(CH), 54.2
(CH), 53.5(CH), 52.4(CH), 48.3[SC(CHs)s], 47.3[SC(CHs)s], 43.6(CHs), 41.6(CHs),
40.7 (CHs), 30.6 (CH,), 30.5 (CH,), 30.4 (CH,), 30.0[SC(CHs)s], 30.0[SC(CH2)4,
24.9(CH, Pro), 15.2(SCHs Met) ppm

CasHseNgO10Ss (857.16
MS (FAB, 3-NBA): 894.9[M+K]*, 879.0[M+Na]*, 857.0[M+H]"
HRMS (FAB, 3-NBA): ber.: 857.2740

gef.: 857.2897.

N-Allyloxycar bonyl-L-prolyl-glycyl-S-tert-butylthio-L-cysteyl-L-methionyl-L-seryl-S-
tert-butylthio-L-cysteyl-N®-allyloxycar bonyl-L-lysin-tert-butylester
Aloc-Pro-Gly-Cys(StBu)-Met-Ser-Cys(StBu)-Lys(Aloc)-OtBu

Eine Losung von 207 mg N-Allyloxycarbonyl-L-prolyl-glycyl-Stert-butylthio-L-cysteyl-
L-methionyl-L-seryl-Stert-butylthio-L-cystein (0.241 mmol, 1 Aquivalent) und 886 mg
N®-Allyloxycarbonyl-L-lysin-tert-butylester (0.314 mmol, 1.3 Aquivalente) in 10 ml
trockenem Methylenchlorid und 1 ml TFE wird mit 89.5 mg EEDQ (0.362 mmol,
1.5 Aquivalente) versetzt. Nach 15 Stunden wird mit 20 ml Methylenchlorid und 2ml
Methand verdimt und zweimal mit 25ml 0.5N Salzsdure extrahiert. Nach Trocknen lber
MgSO, (vor Zugabe des Trockenmittels wird de Ldsung durch Zugabe von 5ml Methanad
geklart) wird filtriert, das Losungsmittel im Vakuum abdestilli ert und das Produkt durch
Flash-Chromatographie (Methylenchlorid/Ethand 20:1) isoliert.

Ausbeute: 177mg (0.157mmol, 65%) eines farblosen Feststoff es.

R=0.14 (Methylenchlorid/Ethanad 20:1)
Smp: 152 C
[a]5 = — 72.9(c=0.9, CHCI5/CHsOH 2:1)
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'H-NMR (CDCly/CDsOD 6:1, 500 MHz): 8=5.86-5.99 (m, 2 H, H,C=CH-CH,0),
5.185.37 (m, 4 H, H,C=CH-CH,0), 4.494.73 (m, 6 H), 4.314.42 (m, 3 H),
4.174.22(m, 1 H, a-CH Pro), 3.75-3.99 (unter OH-Pe&: m, vermutlich a-CH, Gly,
B-CH, Ser), 3.53-3.64(m, 2 H, 3-CH, Pro), 3.02-3.33(m, 6 H, B-CH, Cys, e-CH Lys),
2.52-2.68(m, 2H, y-CH, Met), 2.17-2.33(m, 2H, B-CHaa Pro, B-CH,a Met), 1.87-2.14
(m, 5 H, B-CHap Pro, y-CH; Pro, B-CHy, Met, B-CHyz, LyS), 2.09(s, 3 H, SCH3 Met),
1.74-1.81(m, 1 H, B-CHap, Lys), 1.36-1.55(m, 4 H, y-CH, Lys, 3-CH, Lys), 1.46]s,
9 H, CO,C(CHa)3], 1.35[s, 9H, SC(CH3)3], 1.33[s, 9H, SC(CHs)3] ppm

3C-NMR (CDCI4/CD30D 6:1, 125MHz): 3=175.0 (C=0), 172.8(C=0), 172.4(C=0),
171.9(C=0), 1712 (C=0), 170.7(C=0), 170.6(C=0), 157.1(C=0 Urethan), 156.1
(C=0O Urethan), 133.2 (H,C=CH-CH,0), 132.4 (H,C=CH-CH,0), 118.2 (H,C=CH-
CH,0), 117.5 (H,C=CH-CH.0), 82.0 [OC(CHs)3], 66.9 (H,C=CH-CH.0), 65.5
(H2C=CH-CH,0), 61.9(B-CH, Ser), 61.8(a-CH Pro), 569 (a-CH), 54.4(a-CH), 54.2
(a-CH), 53.3(a-CH), 53.2 (a-CH), 53.0 (a-CH), 48.6[SC(CHa)3], 48.1[SC(CHa)4],
47.2 (5-CH, Pro), 43.9(a-CH, Gly), 40.8(CH,), 40.7 (CH,), 40.1(CH,), 31.4(CH,),
31.0 (CH,), 30.5(CH,), 30.3(CH,), 30.0[SC(CHa3)s], 29.2 (CH,), 28.0[OC(CHz)3],
24.9(CH,), 22.7(CHy), 15.2(SCH3 Met) ppm

C47HgoNgO13Ss (1125.5)
MS (FAB, 3NBA): 1147.0 [M+Nal*, 1124.9 [M+H]*, 1069.1 [M-tBu]*, 1041.0
[M-Aloc]*, 1012.0{M-2tBu]*
HRMS (FAB, 3-NBA): ber.: 1125.453
gef.: 1125.478.

N-Allyloxycar bonyl-L-prolyl-glycyl-S-tert-butylthio-L-cysteyl-L-methionyl-L-seryl-S-
tert-butylthio-L-cysteyl-N®-allyloxycar bonyl-L-lysin
Aloc-Pro-Gly-Cys(StBu)-Met-Ser-Cys(StBu)-Lys(Aloc)-OH

Eine Losung von 12.6 mg N-Allyloxycarbonyl-L-prolyl-glycyl-Stert-butylthio-L-cysteyl-
L-methionyl-L-seryl-S-tert-butylthio-L-cystein-N®-all yloxycarbonyl-L-lysin-tert-butyl-
ester (13.8 umol, 1 Aquivalent) in 0.25ml trockenem Methylenchlorid wird mit 4 pl
Thioanisol (27.6 umol, 2 Aquivalente) und 0.25ml Trifluoresggsaure versetzt. Nach 3
Stunden wird das Losungsmittelgemisch im Vakuum ohne Heizbad abdestilli ert und der
hierbei erhaltene Feststoff durch Flash-Chromatographie (Methylenchlorid/Ethand 20:1,
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dann 81) gereinigt.
Ausbeute: 10.4mg (12.1umol, 88%) eines farblosen Feststoff es.

Rt=0.23(Chloroform/Methanadl 4:1)
Smp: 119
[a] = —80.6(c=0.8, CHCI5/CHsOH 2:1)

'H-NMR (CDCIl4/CD50OD 6:1, 500MHz): $=5.86-5.99(m, 2 H, CH,=CH), 5.19-5.37 (m,
4 H, CH,=CH), 4.514.67(m, 6 H), 4.36-4.47(m, 3H), 4.174.21(m, 1 H, a-CH Pro),
3.75-3.99 (unter OH-Pe&: m, vermutlich a-CH, Gly und B-CH, Ser), 3.55-3.66 (m,
2 H, 5CH, Pro), 3.02-3.30(m, 6 H, B-CH, Cys, e-CH, Lys), 2.47-2.67(m, 2 H, y-CH,
Met), 2.1742.30 (m, 2 H, B-CHy, Pro, B-CH,4 Met), 1.8742.14 (m, 5 H, B-CHyy, Pro,
y-CH> Pro, B-CHzp Méet, B-CHy, Lys), darunter 2.09(s, 3H, SCH3; Met), 1.74-1.81(m,
1 H, B-CHgyp Lys), 1.36-1.55(m, 4 H, y-CH; Lys, 6-CH; Lys), 1.34[s, 9 H, SC(CH3)3],
1.34[s, 9H, SC(CH3)3] ppm

13C-NMR (CDCI4/CD30D 6:1, 125MHz): 3=175.2 (C=0), 174.4(C=0), 173.1(C=0),
172.6 (C=0), 172.4(C=0), 171.3(C=0), 171.2(C=0), 157.0(C=0 Urethan), 156.1
(C=O Urethan), 133.1 (H,C=CH), 132.4 (H,C=CH), 118.1 (H,C=CH), 117.6
(H2C=CH), 66.9 (CH,=CH-CH,0), 65.6 (CH,=CH-CH,0), 61.9 (B-CH, Ser), 61.8
(a-CH Pro), 56.6 (a-CH), 54.7 (a-CH), 54.1(a-CH), 53.7 (a-CH), 52.6 (a-CH), 48.5
[SC(CHa)s], 48.3[SC(CHs)3], 47.2 (5-CH, Pro), 43.9 (a-CH, Gly), 40.7 (CH,), 40.6
(CHy), 40.2(CH,), 30.9(CHy), 30.8(CHy), 30.6(CH,), 30.3(CHy), 29.9[SC(CH3)3],
29.2(CH,), 24.8(CH,), 23.0(CH,), 15.2(SCH3 Met) ppm.

C43H72Ng013Ss (1069.4)

N-Allyloxycar bonyl-L-prolyl-glycyl-S-tert-butylthio-L-cysteyl-L-methionyl-L-seryl-S-
tert-butylthio-L-cysteyl-N®-allyloxycar bonyl-L-lysyl-S-far nesyl-L-cysteinmethylester
Aloc-Pro-Gly-Cys(StBu)-Met-Ser-Cys(StBu)-Lys(Aloc)-Cys(Far)-OMe (23b)

Eine Losung von 34 mg N-Allyloxycarbonyl-L-prolyl-glycyl-Stert-butylthio-L-cysteyl-L-
methionyl-L-seryl-Stert-butylthio-L-cysteyl-N®-all yloxycarboryl-L-lysin ~ (32.0 umol,
1 Aquivalent) und 14mg S-Farnesyl-L-cysteinmethylester (41.3umol, 1.3 Aquivaente) in
5 ml trockenem Methylenchlorid wird nadheinander mit 5.2 mg HOAt (38.2 umol,
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1.2 Aquivalente) und 7.3mg EDC (38.2umol, 1.2 Aquivalente) versetzt. Nach 16 Stunden
geriihrt wird de Re&ktionsl6sung mit 20 ml Methylenchlorid verdinrt undmit 20ml 0.5N
Salzsaure gewaschen. Nadh Trocknen Utker MgSO, wird filtriert, das Lésungsmittel im
Vakuum abdestilliert und ds Produk durch Flash-Chromatographie (Methylen-
chlorid/Ethand 20:1) isoliert.

Ausbeute: 21 mg (15.1umol, 47 %) eines farblosen Feststoffes.

Ri=0.25(Methylenchlorid/Ethanadl 20:1)
Smp: 236 C
[a]5 = —87.4(c=1.0,CHCI5/CHsOH 2:1)

'H-NMR (CDCl4/CD50OD 6:1, 500MHz): 8=5.76-5.99(m, 2 H, CH,=CH), 5.07-5.39(m,
7 H, CH,=CH Aloc, 3 CR,=CH Far), 4.304.71(m, 10H), 4.174.21(m, 1 H, a-CH
Pro), 3.724.01(m, 7 H, a-CH, Gly, B-CH, Ser, CO,CHa), 3.5-3.61(m, 2 H, 3-CH;
Pro), 2.90-3.32 (teilweise unter OH-Pe&: m, vermutlich 9 H, 5 * B-CH, Cys, a-CH,
Far, -CH, Lys), 2.78-2.86 (m, 1 H, B-CHa, CySea), 2.522.66 (M, 2 H, y-CH, Met),
1.85-2.29(m, 16 H), 1.22-1.79(m, 5H), darunter 1.68(s, 6 H, Far-CHs), 1.60(s, 6 H,
Far-CHs), 1.34[s, 9H, SC(CHj3)3], 1.33[s, 9H, SC(CH3)3] ppm

3C-NMR (CDCI5/CDsOD 6:1, 125MHz): 8=171.3 (C=0), 170.9 (C=0), 156.8 (C=0
Urethan), 156.0 (C=0 Urethan), 139.9 (quart, Far-C), 135.4 (quart, Far-C), 133.2
(H,C=CH), 132.3(H,C=CH), 131.4(quart, Far-C), 124.3(Far-CH), 123.9(Far-CH),
119.7 (Far-CH), 118.2 (H,C=CH), 117.5 (H,C=CH), 66.9 (CH,=CH-CH,0), 65.4
(CH,=CH-CH,0), 62.2(B-CH, Ser), 61.7 (a-CH Pro), 57.4(a-CH), 54.4(a-CH), 53.7
(a-CH), 53.5(a-CH), 52.5(a-CH), 52.3(a-CH), 48.75[SC(CHa)s], 48.2[SC(CHs)4],
47.2 (5-CH, Pro), 43.9(a-CH, Gly), 40.6(CH,), 39.8(CH,), 32.6(CH,), 30.9(CH,),
30.5 (CHy), 30.0[SC(CHs)3], 29.5(CHy), 29.1(CH,), 26.7 (CH,), 26.6 (CH,), 26.5
(Far-CH,), 25.7 (Far-CHs), 24.8 (CH.), 22.9 (CH,), 17.7 (Far-CHs), 16.2 (Far-CHa),
16.0(Far-CHs), 15.1(SCH3 Met) ppm

Co2H10N9014S (1390.93
MS (FAB, 3-NBA): 1412.4[M+Na]*, 1390.5M+H]".
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L-Prolyl-glycyl-L-cysteyl-L-methionyl-L-seryl-L-cysteyl-L-lysyl-S-far nesyl-L-cystein-
methylester

H-Pro-Gly-Cys-Met-Ser-Cys-Lys-Cys(Far)-OMe (1b)

Eine Lésung von 4.5mg N-Allyloxycarbonyl-L-prolyl-glycyl-Stert-butylthio-L-cysteyl-L-
methionyl-L-seryl-Stert-butylthio-L-cysteyl-N®-all yloxycarboryl-L-lysyl-Sfarnesyl-L-
cysteinmethylester 23b (3.24 umol, 1 Aquivalent) in 5ml absolutem THF wird mit 0.8 pl
Phenylsilan (6.47 umol, 2 Aquivalente) und 0.4mg Pd(PPhs); (0.324 pmol, 10 Mol %)
versetzt. Nach 15Stunden wird das Losungsmittel abdestilli ert.

Der Rickstand wird in 5 ml absolutem Methylenchlorid aufgenommen und urer Argon
mit 2 pl Triethylamin (12.9 umol, 4 Aquivalente) und 4 mg Dithiothreitol (25.9 pmol,
8 Aquivalente) versetzt. Nadch einer Stunde wird das Losungsmittel im Vakuum
abdestilli ert und dbs Produk Uber Grolenausschlusschromatographie (Sephadex LH-20,
CHCI3/MeOH 1:1) isoliert. Die Produkfraktionen werden duch Massenspektroskopie
identifiziert (MALDI-TOF).

Ausbeute: 2.1 mg (2.01umol, 62%) eines gelbli chen Feststoffes

'H-NMR (CDCl;, 500 MHz): Dieses Peptid zeigt auch in starker Verdiinnumy extrem
breite Signale. Lediglich die Pe&s der Farnesylgruppe sind gut aufgel6st. Signifikante
Signale: 3=5.05-5.25(m, 2 H, 3 CR,=CH Far), 3.78(s, 3H, CO,Me), 1.68(s, 6 H, Far-
CHs3), 1.60(s, 6 H, Far-CHs) ppm

CagH79Ng010S4 (1046.43
MALDI-TOF (DHB/TFA-Matrix): 1046[M+H]".

6.3 Versuche zur Raf-Aktivierung durch Ras

6.3.1 Herstellung der Proteine

6.3.1.1Transfektion

Hierfir werden 1.5-2- 10° COS1-Zellen pro Schale (30 mm Durchmesser) benétigt.

Fur die Transfektion werden 100pul Dulbec@’'s Modified Eagle’s Medium (DMEM) mit
1 pg Plasmid versetzt. Nadch 15 Minuten werden 5 pl Lipofedamin (Life Techndogies)
und 100ul DMEM zugegeben undweitere 15 Minuten spéter wird diese Ldsung vorsichtig
zu der Zéelkultur in 2ml DMEM getropft. Nadh etwa 5 Stunden wird das Medium entfernt
und duch DMEM ersetzt, das mit 10 % fétalem Rinderserum (FBS) und Antibiotika
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(200 U/ml Penicillin G und 100ug/ml Streptomycinsulfat) versetzt ist. Die Zellen werden
einen Tag in desem Medium inkubert und anschlief3end das Medium durch DMEM mit
Antibiotika, aber ohre FBS ersetzt. Nach weiteren 10 bs 15 Stunden konren de
Zellkulturen abgebrochen undLysate hergestellt werden.

6.3.1.2Elektroparation

Hierfir werden 3 10° COS1-Zellen pro Schale (100mm Durchmesser) benétigt.

In einer Elektroparationskiivette werden 10 ug Plasmid mit 3- 10° COS1-Zellen in 2504l
HEBS-Puffer (20 mM HEPES, pH=7.05, 137mM NaCl, 5 mM KCI, 0.7 mM K;HPQ,,
6 mM Glucose) und 100 pg Ladsgermien-DNA as Tréger-DNA versetzt. Die
Elektroparation wird bei 250V und 125mF durchgefiihrt. Anschlief3end werden de Zellen
in Schalen (100 mm Durchmesser) mit 10 ml DMEM (mit 10 % FBS und Antibiotika)
gegeben. Nach zwei Tagen wird das Medium durch serumfreies ausgetauscht und weitere
15 Stunden spéter die Lyse durchgefiihrt.

6.3.1.3Z€ll-Lyse

Das Nahrmedium wird entfernt, die Zellen mit 2 ml (3 cm-Schalen) oder 10 ml (10 cm-
Schalen) PBS-Puffer gewaschen. Anschliefend werden de Zellen duch Zugabe von
250 kzw. 500ul Lyse-Puffer (LOmM Tris-HCI, pH=7.5, 1mM EDTA, 25mM NaF, 1 mM
DTT, 1 mM Natriumvanadat, 10 ug/ml Leupopeptin, 10 mM Benzamidin, 10 pg/mi
Trypsininhibitor und 10 pg/ml Aprotinin) abgelost. Die Lysate werden medhanisch
homogenisiert und grof®e Bruchstiicke durch vorsichtige Zentrifugation bei minimaler
Geschwindigkeit abgetrennt (1500 rpm, 5 Minuten, 4 <C). Anschliefiend werden
Membranfragmente durch Zentrifugation bei 100000g (4 °C, 30 Minuten) von der
cytosoli schen Fraktion getrennt. Im Falle der Ras-Lysate wird das Pell et weiterverwendet,
wahrend kei Raf-Lysaten der Uberstand bendtigt wird. Bei der positiven Kontrolle
(Ras/Raf-K oexpresson) werden beide Fraktionen getrennt weiterverwendet.

6.3.2 Assay

6.3.2.1Raf-Aktivierung

Das Ras-Pellet wird in 50 pl Lyse-Puffer suspendiert und mit 250 pl Raf-Uberstand
vermischt (10 Minuten bel Raumtemperatur). Anschliefend wird bei 100000 g
(20 Minuten, 4 <) zentrifugiert und cr Uberstand (im folgenden auch als S100
bezeichnet) vom Pellet (P100) getrennt. Das Pellet wird in 100ul Lyse-Puffer suspendiert
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und zu alen Fraktionen NP40 a's Detergens zugegeben (1 % finale Konzentration) und de
Losungen 10 Minuten auf Eis ruhen gelasen. Ungeldste Bestandteile werden duch
Zentrifugation (13500rpm, 4 °C) abgestrennt. Anschlief3end werden zu allen Fraktionen
paymer-gebuncene Glu-Glu-Antikorper zugegeben (60 Minuten, 4 C), um das Raf zu
immohili sieren. Die Immunoprezipitate (IP) werden zentrifugiert und insgesamt zweimal
mit 1ml Puffer (20 mM TrissHCI, pH=7.5, InM EDTA, 0.15M NaCl, ImM DTT)
gewaschen. Die restliche Flisggkeit wird mit einer Spritze entfernt. Fir die Assays wird
das Polymer in 10 pl Kinase-Puffer (20 mM Tris-HCI, pH=7.5, 75mM NaCl, 1 mM
EDTA) aufgeschlemmt

6.3.2.2Direkter Kinase-Assy

Zu dem aufgeschlemmten Polymer, mit dem zuvor Raf ausgeféllt worden war, werden 5 pl
einer Lésung von 0.2ug MEK, 20 uM ATP, 2.5uCi y*?P-ATP, 5mM MgCl, und 1mM
DTT in Kinase-Puffer (20 mM Tris-HCI, pH=7.5, 75mM NaCl, 1 mM EDTA) gegeben.
Die Re&tion wird nach 10Minuten bei 30 °C durch Denaturierung der Proteine gestopp.
Zur Analyse werden de Proben einer Gelelektrophaese unterworfen (SDS-PAGE) und de
Radioaktivitét durch Belichten eines geziellen Screens ermittelt.

6.3.2.3Gekoppdter Kinase-Assay

Zu dem aufgeschlemmten Polymer, mit dem zuvor Raf ausgefdllt worden war, werden
2 ug GST-Erk und 0.5ug MEK in 15ul Kinase-Puffer (20 mM Tris-HCI, pH=7.5, 75mM
NaCl, 1 mM EDTA) versetzt. Die Re&ktion wird duch Zugabe von 50mM MgCl, und
500 uM ATP in 5yl Wassr gestartet. Nach 30 Minuten bei 30 °C werden zwel Proben
von je 2 pl entnommen undzu einer Lésung von 16 ug Myelin Basic Protein (MBP) in
38 ul Kinase-Puffer (20 mM TrissHCI, pH=7.5, 75mM NaCl, 1 mM EDTA) auf Eis
gegeben. Der Uberschussan EDTA verhindert eine weitere Phaspharyli erung.

Der zweite Phosphaylierungsschritt wird duch Zugabe von 10l einer Lésung mit 50
mM MgCl,, 500uM ATP und 2.5uCi y**P-ATP in Wasr eingeleitet. Nach 10 Minuten
bei 30 °C werden 40 pl der Reaktionsmischung auf ein 22 2 cm grol¥es Stiick Phaspho-
cdlulose P81-Papier (Whatman-Papier) aufgetragen. Das Papier wird zweima mit 75 mM
Phosphasdure und abschliefend Aceon gewaschen. Nach dem Trocknen wird de
Radioaktivitét (in Zerfdlen pro Minute, cpm) mit einem Szintill ationszéhler in Gegenwart
von Szintill ationsflisggkeit ermittelt.
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6.3.3 Gemessene Daten

Mittelwert Cytosol-

Mittelwert

Nr. Fraktion Membran-Fraktion
1 Blindprobe 1813 -
2  Assay ohne Raf 8263 -
3  Ras-Membranen 19452 9779
4  Ras-Membranen mit DMSO 17152 8706
5  MeGlyLeuProCys(Far)OMe 20437 11583
6 Raf-Cytosol 21815 -
7  Raf-Cytosol und K-Ras 16896 -
8 Raf-Cytosol, K-Ras und DMSO 20415 -
9  MeGlyLeuProCys(Far)OMe 17446 -

10 Cys(Far)OMe 18193 -

11 Ras/Raf Koexpression 61423 224070

Tabelle 8: Messwerte zu Abbildung 8

Trotz der bisher nicht gelungenen Aktivierung des Raf-Cytosols wurde getestet, ob der

Einsatz von Peptiden nicht wenigstens einen kleinen Effekt zeigt. Die beiden Messreihen

sind im Folgenden aufgelistet.

Experiment S100 S100 P100 P100
Blindprobe 2974 14036 - -

Assay ohne Raf 18730 23737 - -

Kontrollmembranen 35450 30531 14516 15092
Ras-Membranen 32326 27643 22066 21306
Ras-Membranen (Vergleich) 28603 31480 15808 16210
Ras-Membranen mit DM SO 24473 21702 26738 26260
Farnesol 25650 27043 22496 24278
Cys(Far)OMe 31797 31383 21070 23267
MetGlyLeuProCys(Far)OMe 27218 31954 24669 27658
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Experiment S100 S100 P100 P100
BocGl Pa)MetGlyL eu-
yCys(Fa) Y 26898 26380 19064 23773
ProCys(Far)OMe
AlocProGl Pal)Met-
yCys(Fal) 26680 26590 24796 22620
SerCys(Pal)OtBu
ProGl Pal)Met-
yCys(Pd) 19204 19114 23778 16148
SerCys(Pal)OtBu
ProGl Pal)Met-
yCys(Fal) 25191 25618 19100 22226
SerCys(Pal)OH*TFA
AlocM etSerCys(Pal)-
27458 23587 19670 20188
Lys(PhAc)Cys(Far)OMe
K-Ras 29480 30777 27438 25940
Ras/Raf Koexpresgon 199540 217960 275640 253260

Tabelle 9: Erste Testrethe unter Einsatz ausgewahlter lipidierter Peptide in der
Untersuchung der Aktivierung von Raf durch Ras

Experiment S100 S100 P100 P100
Blindprobe (ohre Proteine) 2370 4642 - -
Assay ohre Ref 17238 26230 - -
Kontrollmembranen (ohre Ras) 36720 39286 14772 12776
Ras-Membranen 26145 30443 18898 22064
Ras-Membranen mit DM SO 24756 30369 18704 23958
FmocMetGlyL eu-ProCys(Far)OMe 32623 26718 13928 13282
MetGlyLeuProCys(Far)OMe 27840 27230 21418 21088
FmocLeuProCys(Far)OMe 27660 35043 19996 14974
LeuProCys(Far)OMe 33503 24307 26263 23047
FmocProCys(GerGer)OMe 24087 21802 18962 13644
AlocLys(Aloc)Cys(Far)OMe 28158 25588 17122 16716
ProGlyCys(Pal)OH* TFA 32095 22142 18356 18790
AlocProGlyCys(Pal)OH 30006 35780 20222 16320

Cys(Far)OMe 36800 4384 22778 24371
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Experiment S100 S100 P100 P100
AlocProGl Pal)MetSer-

yCys(Fal) 44304 40764 29208 33231
Cys(Pal)Lys(Aloc)Cys(Far)OMe
Ras/Raf Koexpresson 161310 239320 440340 354080

Tabelle 10. Zweite Testrethe unter Einsatz ausgewadhlter lipidierter Peptide in der
Untersuchung der Aktivierung von Raf durch Ras

6.4 Versuche zur Ras-PI3K-Interaktion

6.4. 1 Assay

Die Vorinkubetion der p110y mit dem Peptid erfolgt durch Mischen von 15ul GST-p110y,
0.5 pl ener 25mM Ldsung von H-Pro-Gly-Cys-Met-Ser-Cys-Lys-Cys(Far)-OMe 1b in
DMSO und 120pul Puffer (500mM Hepes 7.5, 50 mM MgCl,). Als Vergleichswerte
werden (a) die gleiche Mischung mit 0.5 yl DMSO statt der Peptidlésung und (b) 15 pl
Glyzerinpufer (500mM Hepes 7.5, 50mM MgCl,, 50 % Glyzerin), 0.5 ul DMSO und
120 pl Puffer (500mM Hepes 7.5, 50mM MgCl,) angesetzt. Die Proben werden 60 Minu-
ten auf 30 °C erwéarmt.

Die Aktivierung des K-Ras mit y**P-GTP erfolgt durch Mischen von 1,5ul K-Ras (1.5 ug)
mit 30 pl Puffer (10 mM EDTA, 500uM B-Dodecgylmaltosid) und 3pl y**P-GTP (30 uCi)
far 5 Minuten bei 37 °C. Anschlief3end werden 0.75 ul MgCl, (1 M), 360 ul Puffer
(500mM Hepes 7.5, 50mM MgCl,, 1 mM B-Dodegyimaltosid) und 3ul GTP (100 mM)
zugegeben.

Die Komplexierung von GST-p110; und Ras(y*’P-GTP) erfolgt durch Mischen von 120ul
vorinkubierter GST-p110-Losung und 120 pl Ras(y*’P-GTP)-Loésung (die Referenz-
mesaungen werden analog behandelt). Diese Mischung wird 15Minuten auf Eis gehalten.
Anschlief3end werden 30 pl RasGAP zugegeben und de Re&tion auf 30 °C erwarmt.
Nach 0, 0.5, 1, 2, 3, 5, 7.5, 10, 15, 20 W&Minuten werden je 20 pl Probe entnommen.
Diese Probe wird sofort zu 480ul einer kalten Aufschldammung von 5% Aktivkohle in
7 mM Phosphasaure gegeben. Nadh Zentrifugieren (4 °C, 14000rpm, 15 min) werden

jeweils 200l des Uberstandes entnommen undim Szintill ationszahler vermessen.
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6.3.2 Gemessene Daten

Diein desem Abschnitt aufgeli steten Messwverte sind in radioaktiven Zerféllen pro Minute

angegeben (counts per minute, cpm)

Tabelle 11: Disziation oes Ras-PI3K-Komplexesin Abhdngigkeit von der Zeit

Zeit (min) Puffer + K-Ras pl110 + K-Ras

0 74405 20280
0.5 84208 23492
1 80701 28379
1.5 86359 34845
89205 38773

3 90393 46231
5 94031 55269
7.5 99763 62022
10 99955 67648
15 105987 75379
20 107399 84886

_ ] pl10 + K-Ras+ pll0+K-Ras+
Zeit (min)  Puffer + K-Ras ]

DM SO Peptid

0 56618 18493 16226

1 66797 32207 27546

2 70392 40683 38356

3 69929 46003 43520

5 73885 54010 50734

7.5 75822 60048 57617
10 77166 63709

12 63961

15 81404 68272 67163

20 83919 76276 75010

25 86220 78893 76821

Tabelle 12 Diswziation des Ras-PI3K-Komplexes in Abhangigkeit von der Zeit in

Gegenwart von 100 uM H-Pro-Gly-Cys-Met-Ser-Cys-Lys-Cys(Far)-OMe 1b
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6.5 Versuche zur Synthese Maleinimido-modifizierter Pentapeptide

6.5.1 Herstellung selektiv blockierter Lysinderivate

Selektivitat durch Komplexierung mit Kupfer®®

Eine Losung von 4g L-Lysin- H,O (24.4mmol, 1 Aquivalent) und 6.7g CuSO,- 5H,0
(26.8mmol, 1.1Aquivalente) in 50ml Wasser wird 30Minuten zum Riickflusserhitzt und
der dabel entstandene Feststoff heil3 abfiltriert. Der pH-Wert wird duch de Zugabe von
Na,COs auf 9 eingestellt und kei 0 °C werden 1.5 Aquivaente Chlorameisensiure-Ester
(36.5mmol) tber 60 Minuten zugetropft. Dabel wird der pH-Wert regelméaldig kontrolli ert
und gegebenenfall s weiteres NaoCO3 zugegeben. Zur Vervoll sténdigung der Reaktion wird
weitere 13 Stunden bei Raumtemperatur gertihrt.

Der dabei entstandene blaue Niederschlag wird abfiltriert, in 80ml Wasser suspendiert und
mit 3.7 g Thioacdamid (48.8 mmol, 2 Aquivalente) versetzt. Die Suspension wird 3
Stunden bei 50 °C geriihrt, das Kupfersulfid abfiltriert und de Losung bei Bedarf im
Vakuum aufkonzentriert.

Zur Einfihrung der a-Aminoschutzgruppe werden bei 0 °C 1.5 Aquivalente Chlorameisen-
saure-Ester (36.5mmol) tber 10 Minuten zugetropft. Nach 12 Stunden wird der pH-Wert
durch Zugabe von NaOH auf 10 angehoben und de Losung zweimal mit je 25 ml Diethyl-
ether gewaschen. Anschlief3end wird der pH-Wert der wasgigen Phase durch Zugabe von
halbkorz. Salzsdure aif drei eingestellt und dese viermal mit je 40 ml Esdgester
gewaschen. Die organische Phase wird Uber MgSO, getrocknet, filtriert und das Losungs-
mittel im Vakuum abdestill iert.

Selektivitat durch Bildurg einer Schiff schen Base®®

Zu einer Losung von 8.21g Lysin (50 mmol, 1 Aquivalent) in 20ml Wasser werden urter
Eiskiihlung werden 5.3ml Benzaldehyd (52.5mmol, 1.05Aquivalente) getropft. Innerhalb
von 5 Minuten beginnt ein farbloser Feststoff auszufallen. Nadh 3 Stunden Lagerung im
Kuhlschrank wird die inzwischen erstarrte Masse mit 20 ml Ethand aufgeschlemmt,
filtriert und mit kalten Ethano gewaschen. Ausbeute: 9.53 g N®-Benzyliden-L-lysin als
farbloser Feststoffes, der nahezu ur6glich in gangigen Losungsmitteln ist.

Zu einer Aufschlammung von 0.3mmol N®-Benzyliden-L-lysin (1 Aquivalent) in 3 ml
trockenem Acetonitril werden 7.5mmol N,O-Bis(trimethylsilyl)acaamid (2.5 Aquivalente)
gegeben. Innerhalb von 10 Ibs 20 Minuten bildet sich eine klare Lésung, zu der 2.4 mmol
Chlorameisensiureester (0.8 Aquivalente) gegeben werden. Nach 18 Stunden werden 3 ml
10%ige Salzsdure zugegeben und 5Minuten auf 50 °C erhitzt, die Lésung zweima mit je
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10 ml Diethylether extrahiert und der pH-Wert mit 1 N Natronlauge auf 6.2 eingestellt,
wobei das Produlkt als farbloser Feststoff ausfalt. Nadh 3 Stunden bei 4 °C wird der
Feststoff abfiltriert undmit kaltem Wasser gewaschen.

6.5.2 Versuche zu Kapitel 4.4.2.2

N@-Allyloxycar bonyl-N®-phenylacetyl-L-lysyl-S-far nesyl-L-cysteinmethylester
Aloc-Lys(PhAc)-Cys(Far)-OMe

Zu einer Losung von 103 mg N@-Allyloxycarboryl-N®-phenylaceyl-L-lysin 24
(0.295mmol, 1 Aquivalent) und 100mg S-Farnesyl-L-cysteinmethylester 5 (0.295mmol,
1 Aquivalent) in 2 ml Methylenchlorid werden bei 0 °C nacheinander 48 mg HOBt
(0.442mmol, 1.5Aquivalente) und 68pl DIC (0.353 mmol, 1.2 Aquivalente) gegeben.
Nadh 12 Stunden wird de Lésung mit 8 ml Methylenchlorid verdinrt, je zweima mit
10 ml 1 N Salzsdure und 10ml gesdttigter NaHCOs-Losung gewaschen, tker MgSO,
getrocknet, filtriert und das Losungsmittel abdestilli ert. Der Ruckstand wird in Aceon
aufgenommen, wobel der grolere Tell des Di-iso-propylharnstoffs als farbloser Feststoff
zurickbleibt. Die Trennurg wird duch Stehen bei — 20 C Uber 12 Stunden
vervollsténdigt, der Harnstoff abfiltriert, das Losungsmittel im Vakuum abdestilli ert und
das Produk durch Flash-Chromatographie (Hexan/Essgester 1:3) isoliert.

Ausbeute: 139mg (0.207mmol, 70%) eines farbl osen Feststoffes.

'H-NMR (CDs0OD, 400 MHz): &= 7.20-7.32 (m, 5 H, arom.), 5.895.97 (m, 1 H,
CH,=CH-CH,0), 5.31(d, 1 H, J=17.2 Hz, CH,,=CH-CH,0), 5.175.23 (m, 2 H),
5.085.13(m, 2H, CH=C Far), 4.61(dd, 1H, J=8.1Hz, J=5.3Hz, a-CH Cys), 4.54(d,
2 H, J=5.1 Hz, CH,=CH-CH.0), 4.15(dd, 1H, J=8.1 Hz, J=5.7 Hz, a-CH Lys), 3.71
(s, 3H, COOCHj3), 3.49(s, 2 H, PhCH,), 3.113.26 (m, 4 H, a-CH, Far, e-CH; Lys),
2.94(dd, 1H, J=13.9Hz, J=5.1Hz, B-CHy, Cys), 2.76(dd, 1H, J=13.9Hz, J=8.2 Hz,
B-CHyp, Cys), 1.95-2.15(m, 8 H, CH, Far), 1.36-1.83(m, 6 H, CH, Lys), 1.68(s, 3H,
CHgs Far), 1.67(s, 3H, CHz Far), 1.60(s, 3H, CH3 Far), 1.60(s, 3H, CH3 Far) ppm

3C-NMR (CD30D, 100MHz): &= 174.7(C=0), 173.9(C=0), 172.5(C=0), 158.1(C=0
Urethan), 140.6(quart, Far), 137.0(quart, Far), 136.2(quart, arom.), 134.3(CH,=CH-
CH,0), 132.1(quart, Far), 130.0(arom. CH), 129.5(arom. CH), 127.8 (arom. CH),
125.4 (Far-CH), 125.1 (Far-CH), 121.4 (Far-CH), 1177 (CH,=CH-CH,0), 66.6
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(CHp=CH-CH,0), 56.1(a-CH), 53.5(a-CH), 52.9(COOCHs), 43.9(B-CHj Cys), 40.8
(CHs), 40.7 (CHs), 40.3(CHs), 33.2(CHs), 33.0(CHs), 30.3(CHy), 29.9(CH,), 27.8
(CH,), 27.4(CH,), 26.0 (Far-CHs), 24.0(CHs), 17.8 (Far-CHs), 16.3 (Far-CHs), 16.2
(Far-CHgz) ppm

CaHssN306S (669.92)
MS (El, 190 T): 669.4[M]" (4 %), 464.2]M-Far]* (13 %)
HRMS (El)  ber.: 669.3812

gef.: 669.3786.

N®-Phenylacetyl-L-lysyl-S-far nesyl-L-cysteinmethylester

Lys(PhAc)-Cys(Far)-OMe (25)

Unter Argon werden 2.8 mg PdCl, (0.016 mmol, 10 Mol%) und 177 mg Triphenyl-
phasphintrisaulfonsaure-trisnatriumsalz (TPPTS, 0.031 mmol, 20 Mol%) in 0.6 mi
absolutem Wassr 2 Stunden gertihrt. Dazu wird eine Losung aus 104 mg N-Allyloxy-
carbonyl-N®-phenylaceyl-L-lysyl-Sfarnesyl-L-cysteinmethylester (0.155 mmol, 1 Aqui-
valent) und 65 pl Diethylamin (0.622 mmol, 4 Aquivalente) in 1.2 ml absolutem
Acetonitril gegeben. Nach 30 Minuten wird das Prodult durch Zugabe von 5 ml Wassr
ausgefdllt und abfiltriert. Der Feststoff wird in Methylenchlorid/MeOH (1:1) aufgenom-
men, die Losung Uber MgSO, getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum
abdestilli ert, wobei das Prodult as gelblicher Feststoff anféllt, das geringe Mengen des
Diketopiperazines enthélt. Eine Abtrennurg dieses Nebenproduktes ist nicht mogli ch.
Ausbeute: 80 mg (0.137mmol, 88%)

'H-NMR (CDCl3, 400MHz): 8= 7.91(d, 1H, J=8.2 Hz, NH), 7.22-7.35(m, 5 H, arom.),
5.64 (b, 1 H, NH), 5.18(t, 1 H, J=7.7 Hz, CH Far), 5.055.10 (m, 2 H, CH Far),
4.684.75(m, 1H, a-CH Cys), 3.74(s, 3H, COOCHj3), 3.55(s, 2 H, PhCH,), 3.34(dd,
1H, J=7.8Hz, J=4.6 Hz, a-CH Lys), 3.09-3.25(m, 4 H, a-CH, Far, e-CH, Lys), 2.94
(dd, 1H, J=13.8 Hz, J=4.9 Hz, B-CH,, Cys), 2.81(dd, 1 H, J=13.8 Hz, J=6.7 Hz,
B-CHayp Cys), 1.92-2.11(m, 8H, CH; Far), 1.68-1.83(m, 2H, B-CH, Lys), 1.67(s, 3H,
CHj3 Far), 1.66(s, 3H, CH3z Far), 159 (s, 6 H, CH3 Far), 1.46-1.55(m, 2H, y-CH Lys),
1.28-1.38(m, 2H, &CH,Lys) ppm
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3C-NMR (CDCl3, 100MHz): 8= 175.0(C=0), 171.5(C=0), 171.0(C=0), 140.0(quart,
Far), 135.4(quart, Far), 135.1(quart, arom.), 131.3(quart, Far), 129.4(arom. CH),
129.0(arom. CH), 127.3(arom. CH), 124.3(Far-CH), 123.7(Far-CH), 119.5(Far-CH),
54.8 (a-CH Cys), 52.5(COOCHj3), 51.4 (a-CH Lys), 43.8(B-CH, Cys), 39.7 (CH,),
39.6 (CH,), 39.2(CH,), 34.4(CH,), 33.3(CH,), 29.8(CH,), 29.1(CHy), 26.7 (CH,),
26.4 (CH,), 25.7 (Far-CHs), 22.8 (CH,), 17.7 (Far-CHs), 16.1 (Far-CH3), 16.0
(Far-CHs) ppm.

N-Allyloxycar bonyl-L-methionyl-L-seryl-S-palmitoyl-L-cystein
Aloc-Met-Ser-Cys(Pal)-OH (26)

Bel Raumtemperatur werden 52 mg N-Allyloxycarbonyl-L-methionyl-L-seryl-S-palmitoyl-
L-cystein-tert-butylester 16 (0.072mmol) in 0.3ml Methylenchlorid gel6st und mit 0.3 ml
Trifluoresggsaure versetzt. Nach drel Stunden werden 5 ml Tolud zugegeben und die
Losung im Vakuum aufkonzentriert. Dieser Vorgang wird zweimal wiederhalt.

Ausbeute: 47.5mg (0.072mmol, quantitativ) eines farblosen Feststoffs

'H-NMR (CDs0D, 500MHz): 8= 5.90-5.98(m, 1 H, CH,=CH), 5.32(dd, 1H, J=17.2Hz,
J=1.5 Hz, CH»,=CH), 5.19(dq, 1H, J=10.5Hz, J=1.4 Hz, CH=CH), 5.17-5.20 (m,
1 H, a-CH Cys), 4.55-4.57(m, 2H, CH,=CH-CH,), 4.44(t, 1H, J=5.4Hz, a-CH Ser),
4.30(dd, 1H, J=8.9 Hz, J=5.1 Hz, a-CH Met), 3.74-3.83(m, 2 H, B-CH, Ser), 3.52
(dd, 1H, J=14.0 Hz, J=4.7 Hz, B-CHy, Cys), 3.21(dd, 1 H, J=13.9 Hz, J=7.8 Hz,
B-CHap, Cys), 2.53-2.61 (m, 4 H, a-CH, Pal, y-CH, Met), 2.10(s, 3 H, SCH3 Met),
2.04-2.15(m, 1 H, B-CHya Met), 1.90-1.98(m, 1 H, B-CH.p, Met), 1.62-1.65(m, 2 H,
B-CH, Pal), 1.28][s, 24 H, CH3(CH2)15(CH2),COS], 0.90(t, 3H, J=6.8 Hz, w>CHj3 Pal)
ppm

3C-NMR (CD;OD, 125 MHz): 8= 200.2 [CH3(CH,)13CH-COS], 174.4 (C=0), 172.9
(C=0), 172.0(C=0), 158.4(C=0 Urethan), 134.2(CH,=CH), 117.8(CH,=CH), 66.8
(CH,=CH-CH,0) 62.9 (B-CH, Ser), 56.5(a-CH), 55.6(a-CH), 53.5(a-CH Cys), 44.8
(B-CH; Cys), 33.1(CH,), 32.8(CH, Met), 31.1(CH.), 31.1(CH.), 30.8 (CH.), 30.8
(CHy), 30.7(CH.), 30.6(CHy), 30.5(CH,), 30.4(CHy), 30.0(CH,), 26.6 (CH,), 23.7
(CHy), 15.3(SCH3 Met), 14.5(CH3 Pal) ppm.

Cs1HssN308S; (661.9))
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N-Allyloxycar bonyl-L-methionyl-L-seryl-S-palmitoyl-L-cysteyl-N®-phenylacetyl-L -
lysyl-S-far nesyl-L-cysteinmethylester

Aloc-Met-Ser-Cys(Pal)-Lys(PhAc)-Cys(Far)-OMe (27)

Eine Losung von 34.9mg N-Allyloxycarbonyl-L-methionyl-L-seryl-S-palmitoyl-L-cystein
26 (0.149 mmol, 1.1 Aquivalente) und 68.3mg N®-phenylaceyl-L-lysyl-Sfarnesyl-L-
cysteinmethylester 25 (0.136 mmol, 1 Aquivalent) in 0.5ml trockenem Methylenchlorid
wird mit 40.3mg EEDQ (0.163mmol, 1.2 Aquivalente) versetzt. Nach 40 Stunden wird
das Losungsmittel im Vakuum abdestilli ert und das Produkt durch Flash-Chromatographie
(Hexan/Esggester 1:1) isoliert.

Ausbeute: 51.5mg (0.072mmol, 53%) eines farblosen Feststoff es.

Ri=0.13(Methylenchlorid/Hexan/Ethand 15:5:1)

'H-NMR (CDCl3, 500MHz): 3= 7.52 (b, NH), 7.20-7.35(m, 5 H, arom.), 7.05(b, NH),
5.86-5.94 (m, 1 H, CH,=CH-CH,0), 5.80 (b, NH), 5.68 (b, 2 H, NH), 5.30 (d,
J=17.1 Hz, 1 H, CH2:=CH-CH,0), 5.185.21 (m, 2 H, CH,=CH-CH,0, Far-CH),
5.075.11 (m, 2 H, Far-CH), 4.634.72 (m, 1 H, a-CH Cysa), 4.524.62 (m, 3 H,
CH,=CH-CH,0, a-CH Cyspa), 4.454.50(m, 1 H, a-CH), 4.384.45(m, 1 H, a-CH),
4.214.31(m, 1 H, a-CH), 3.96-3.98(m, 1 H, B-CHy, Ser), 3.82-3.86(m, 1 H, B-CHyy,
Ser), 3.76(s, 3H, COOCH3), 3.59(s, 2H, PhCH,), 3.39(dd, 1H, J=14.4Hz, J=3.5Hz,
B-CHaa Cysea), 3.31(dd, 1H, J=14.9Hz, J=8.7 Hz, B-CHap, Cysea), 3.113.24(m, 4 H,
a-CH,, Far, e-CH, Lys), 2.97(dd, 1H, J=14.0Hz, J=4.7 Hz, B-CH.4 Cys-a), 2.86(dd,
1 H, J=13.9Hz, J=7.6 Hz, B-CHzp CySra), 2.52-2.62(m, 4 H, a-CH, Pal, y-CH, Met),
1.70-2.18(m, 12H, CH; Far, B-CH, Met, B-CH Lys), 2.07(s, 3H, SCH3; Met), 1.68(s,
3 H, CHz Far), 1.67(s, 3H, CHz Far), 1.59(s, 6 H, CH; Far), 1.63(m, 2 H, 3-CH, Pal),
1.30-1.43(m, 4 H, y-CH, Lys, 8-CH, Lys), 1.24[s, 24H, CH3(CH,)12(CH,),COS], 0.87
(t, 3H, J=6.8 Hz, w-CHj3 Pal) ppm

13C-.NMR (CDCls, 125 MHz): &= 202.3 [CH3(CH,)1sCH,COS], 172.1 (C=0), 171.4
(C=0), 171.2(C=0), 170.7(C=0), 169.4(C=0), 156.0(C=0 Urethan), 140.3(quart,
Far), 135.4(quart, Far), 134.6(quart, arom.), 132.5(CH,=CH-CH,0), 131.3(quart,
Far), 129.5(arom. CH), 129.1(arom. CH), 127.5(arom. CH), 124.3(Far-CH), 123.8
(Far-CH), 119.4 (Far-CH), 118.0 (CH,=CH-CH,0), 66.0 (CH,=CH-CH,0), 63.2
(B-CH, Ser), 55.7 (a-CH Met), 54.8 (a-CH), 54.3 (a-CH), 53.4 (a-CH), 52.7
(COOCH3), 52.1(a-CH), 44.1(B-CH, Cys), 43.7(CH,), 39.7(CH,), 39.0(CH,), 32.8
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(CH,), 31.9(CH,), 31.0(CH,), 30.8(CH,), 30.2(CH,), 30.1(CH,), 29.7(CH,), 29.7
(CH.), 29.5(CHy), 29.4(CH,), 29.2 (CH,), 26.7 (CH,), 26.5(CH,), 25.7 (Far-CHa),
25.7 (CH,), 22.7(CH,), 22.5(CH,), 17.7 (Far-CHg), 16.2 (Far-CHs), 16.0 (Far-CHs),
15.4(SCH3 Met), 14.1(CHs Pal) ppm

CoaH10MN601153 (1229.74
MS (FAB, 3NBA): 1251.4M+Nal*, 1229.4M+H]".

6.5.3 Versuche zu Kapitel 4.4.2.3

N@-Allyloxycar bonyl-N®-2-(trimethylsilyl)ethoxycar bonyl-L-lysyl-S-far nesyl-L -
cysteinmethylester

Aloc-Lys(Teoc)-Cys(Far)-OMe (29)

Zu einer Lésung von 682mg N®-Allyloxycarbonyl-N®-2-(trimethylsil yl)ethoxycarbory!-
L-lysin 28 (1.82 mmol, 1 Aquivalent) und 618 mg S-Farnesyl-L-cysteinmethylester 5
(1.82mmol, 1 Aquivalent) in 5 ml Methylenchlorid werden 586 mg EEDQ (2.37 mmol,
1.3 Aquivalente) gegeben. Nach 20 Stunden wird de Losung mit 15 ml Methylenchlorid
verdinr, je zweima mit 10 ml 1 N Salzsaure und 10ml geséttigter NaHCOs-L6sung
gewaschen, Ubker MgSO, getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum abdestil -
liert. Das Produkt wird durch Flash-Chromatographie (Hexan/Essgester 1.5:1) isoliert.
Ausbeute: 478 mg (0.687mmol, 38%) eines gelbli chen Feststoffes.

Ri=0.40(Hexan/Esggester 1.5:1)
[a]5=—7.6(c=1.0,CHCl3)

'H-NMR (CDCls, 500MHz): &= 6.75(b, 1H, NH), 5.86-5.97 (m, 1 H, CH,=CH-CH,0),
5.46 (b, 1H, NH), 5.30(dd, 1H, J=17.2Hz, J=1.1 Hz, CH2:=CH-CH,0), 5.17-5.23
(M, 2 H, CHa;=CH-CH,0, CH=C Far), 5.06-5.13 (m, 2 H, CH=C Far), 4.81(b, 1 H,
NH), 4.76 (dd, 1 H, J=12.7 Hz, J=6.3 Hz, a-CH Cys), 4.54 (d, 2 H, J=5.3 Hz,
CH,=CH-CH,0), 4.17-4.26 (m, 1 H, a-CH Lys), 4.094.18 (m, 2 H, TMS-CH,-
CH,0), 3.77(s, 3H, COOCH3), 3.08-3.24(m, 4 H, a-CH, Far, e-CH, Lys), 2.95(dd,
1 H, J=13.9 Hz, J=4.8 Hz, B-CHza Cys), 2.86(dd, 1H, J=13.9 Hz, J=6.3 Hz, 3-CHas
Cys), 2.022.12 (m, 6 H, CH, Far), 1.94-1.99 (m, 2 H, CH, Far), 1.82-1.91(m, 1 H,
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CHaa Lys), 1.68-1.80 (m, 1 H, CHay, Lys), 1.68(s, 3 H, CHs Far), 1.66(s, 3 H, CHs
Far), 1.60(s, 6 H, CH3 Far), 1.44-1.55(m, 2 H, CH, Lys), 1.35-1.42 (m, 2 H, CH;
Lys), 0.96(t, 2H, 2 TMS-CH,-CH,0), 0.03(s, 9H, TMS Teoc) ppm

13C-NMR (CDCl5, 125MHz): 8= 171.6(C=0), 171.1(C=0), 160.0(C=0 Urethan), 156.0
(C=0 Urethan), 140.2(quart, Far), 135.4(quart, Far), 132.6(CH,=CH-CH,0), 131.3
(quart, Far), 124.3(Far-CH), 123.7(Far-CH), 119.4(Far-CH), 117.9(CH,=CH—CH,0),
65.9 (CH,=CH-CH,0), 62.9(TMS-CH,—CH,0), 54.6 (a-CH), 52.7 (COOCHs), 51.7
(a-CH), 40.2(B-CH,), 39.7(CH,), 39.6(CHy), 33.1(CH,), 32.1(CH,), 29.8(CH.), 29.5
(CH,), 26.7(CH,), 26.4(CH,), 25.7(Far-CHs), 22.1(CHy), 17.7(CH,), 17.0(Far-CHs),
16.1(Far-CHg), 16.0(Far-CHs), —1.45(TMS Teoc) ppm

CasHe1N30,S9 (696.03

MS (El, 165 T): 695.4[M]" (5 %)

HRMS (EI)  ber.: 695.3999
gef.: 695.3964.

N-Allyloxycar bonyl-L-methionyl-L-seryl-S-palmitoyl-L-cysteyl-N®©-2-
(trimethylsilyl)ethoxycar bonyl-L-lysyl-S-far nesyl-L-cysteinmethylester
Aloc-Met-Ser-Cys(Pal)-Lys(Teoc)-Cys(Far)-OMe (30)

Unter Argon werden 1.3mg PdCl; (7.2 umol, 10 Mol%) und 8.2mg TPPTS (14.4 umal,
20 Mol%) in 0.2 ml absolutem Wasser 2 Stunden gertihrt. Dazu wird eine Lésung aus
49.9 mg N-Allyloxycarboryl)-N®-2-(trimethylsilyl)ethoxycarbonyl-L-lysyl-S-farnesyl-L-
cysteinmethylester 29 (72 umol, 1 Aquivalent) und 14.8ul Diethylamin (287 pmol,
4 Aquivalente) in 0.4 ml absolutem Acetonitril gegeben. Nach 30 Minuten wird de
Re&tion duch Zugabe von je 5 ml Diethylether und geséttigte NaCl-L6sung abgebrochen,
die wésgige Phase zweima mit je 5 ml Diethylether extrahiert und de vereinigten
organischen Phasen Uber MgSO, getrocknet. Die Losung wird filtriert und dbs
L 6sungsmittel im Vakuum abdestilli ert, wobei das Produkt al's gelbli ches Ol anfallt.
Rohausbeute: 32 mg (52 umol, 73%)

Eine Losung von 56.3mg N-Allyloxycarbonyl-L-methionyl-L-seryl-S-palmitoyl-L-cystein
26 (0.085mmol, 1.6 Aquivalente) und 25.9mg EEDQ (0.105mmol, 2 Aquivalente) in
2 ml trockenem Methylenchlorid wird nadh einer Voraktivierung tiber 10 Minuten zu einer

Losung des frisch hergestellten N®-2-(Trimethylsilyl)ethoxycarboryl-L-lysyl-Sfarnesyl-
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L-cysteinmethylesters (0.052mmol, 1 Aquivalent) in 1 ml Methylenchlorid gegeben. Das
Ldsungsmittel wird nach 16 Stunden im Vakuum abdestilli ert und das Produkt durch
Flash-Chromatographie (Methylenchlorid/Hexan/Ethand 15:5:1) isoliert. Ein weiterer
Reinigungs<chritt (Chloroform/Methana 30:1) ergibt eine bessere Trennury.

Ausbeute: 33.4mg (26.6umol, 51 %) eines gelbli chen Feststoff es.

Ri=0.44 (Methylenchlorid/Hexan/Ethand 15:5:1)
Rt=0.24(Chloroform/Methanad 30:1)

'H-NMR (CDCl3, 500 MHz, ohre TMS): &= 7.52 (b, NH), 7.45(b, NH), 7.05 (b, NH),
5.855.94 (m, 1 H, CH,=CH-CH0), 5.85 (b, NH), 5.64 (b, NH), 5.30 (dd, 1 H,
J=17.2 Hz, J=1.4 Hz, CH,,=CH-CH,0), 5.16-5.23 (m, 2 H, CH,,=CH-CH.0, Far-
CH), 5.0725.12 (m, 2 H, Far-CH), 4.914.97 (m, 1 H, a-CH), 4.684.72 (m, 1 H,
a-CH), 4.484.66 (m, 4 H, CH,=CH-CH0, 2 * a-CH), 4.374.44 (m, 1 H, a-CH),
4.084.19(m, 2H, TMS-CH,-CH,0 Teoc), 3.924.02(m, 1 H, B-CH,, Ser), 3.80-3.88
(m, 1 H, B-CHap Ser), 3.76 (s, 3 H, COOCHa), 3.353.41(m, 1 H, B-CHza CySea),
3.26-3.34m, 1 H, B-CHap, Cysea), 3.07-3.24(m, 4 H, a-CH, Far, e-CH, Lys), 2.97(dd,
1 H, J=13.8Hz, J=4.8 Hz, B-CH2a Cys), 2.86(dd, 1H, J=13.9Hz, J=7.3 Hz, B-CH2p
CySea), 2.532.63 (M, 4 H, a-CH, Pal, y-CH, Met), 1.852.18 (m, 12 H, CH, Far,
B-CH, Met, B-CH, Lys), 2.09(s, 3H, SCH; Met), 1.68(s, 3H, CHs Far), 1.67(s, 3H,
CHjs Far), 1.59(s, 6 H, CH3 Far), 1.60-1.75(m, 2 H, B-CH, Pal), 1.3:1.55(m, 4 H,
y-CH, Lys, 8-CH, Lys), 1.25[s, 24 H, CH3(CH5)15(CH,),COS], 0.92-1.02 (m, 2 H,
TMS-CH,-CH,-O Teoc), 0.87(t, 3 H, J=6.9 Hz, w-CH3 Pal), 0.03(s, 9 H, TMS Teoc)
ppm

13C-NMR (CDCl3, 125MHz): 8= 171.4(C=0), 171.2(C=0), 170.7(C=0), 169.2(C=0),
157.2 (C=0 Urethan), 156.1 (C=0 Urethan), 140.4 (quart, Far), 135.4(quart, Far),
132.5 (CH,=CH-CH,0), 131.4(quart, Far), 124.3(Far-CH), 123.8(Far-CH), 119.3
(Far-CH), 118.0 (CH,=CH-CH0), 66.1 (CH,=CH-CH,0), 63.1 (B-CH, Ser), 55.6
(a-CH Met), 55.0 (a-CH), 54.3 (a-CH), 53.2 (a-CH), 52.7 (COOCHz), 52.0 (a-CH),
44.1 (B-CH, Cys), 40.5(CH,), 39.7(CHy), 39.0(CHy), 32.8(CH,), 31.9(CH,), 31.0
(CH,), 30.8(CH,), 30.1(CHy,), 29.7(CH,), 29.7 (CH,), 29.5(CH,), 29.4(CH,), 29.3
(CH,), 26.8 (CH,), 26.5 (CH,), 25.7 (Far-CH3), 22.7 (CH,), 22.6 (CH,), 17.8
(TMS-CH,-CH»-O Teoc), 17.7(Far-CHa), 16.2(Far-CHs), 16.0(Far-CHs), 15.4(SCHs
Met), 14.1(CHs Pal), — 1.4(TMS Teoc) ppm
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Co2H110N6012S3Si (1255.85
MS (FAB, 3NBA): 1251.4M+Na]*, 1229.4M+H]".

6.5.4 Versuche zu Kapitel 4.4.2.4

N@-Allyloxycar bonyl-N®-tert-butyloxycar bonyl-L-lysyl-S-far nesyl-L-cysteinmethy!-
ester

Aloc-Lys(Boc)-Cys(Far)-OMe (32)

Eine Lésung von 103 mg N®-Allyloxycarbonyl-N®-tert-butyloxycarbonyl-L-lysin 31
(0.295mmol, 1 Aquivalent) und 100mg S-Farnesyl-L-cysteinmethylester 5 (0.295mmol,
1 Aquivalent) in 2ml Methylenchlorid wird auf 0 °C gekiihit und racheinander mit 48 mg
HOBt (0.442 mmol, 1.5 Aquivaente) und schlieRlich 68 pl DIC (0.353 mmol,
1.2 Aquivalente) versetzt. Nach 12 Stunden wird de Lésung mit 8 ml Methylenchlorid
verdinrt undje zweimal mit 10 ml 1 N Salzsdure und 10ml geséttigter NaHCOs-L6sung
gewaschen. Nach Trocknen tker MgSO, wird filtriert und das Losungsmittel abdestilli ert.
Das Rohprodukt wird in Aceton aufgenommen, wobei der grofere Teill des Di-iso-
propylharnstoffs a's farbloser Feststoff zurtickbleibt. Die Trennurg wird duch Stehen bei
— 20 °C Uber 12 Stunden vervollsténdigt und der Harnstoff abfiltriert. Das Losungsmittel
wird im Vakuum abdestilliert und dis Produk durch Flash-Chromatographie
(Hexan/Esggester 1:3) isoliert.

Ausbeute: 139mg (0.207mmol, 70%) eines farbl osen Feststoffes.

'H-NMR (CDCls, 400 MHz): 5=6.80 (d, 1 H, J=6.9 Hz, NH), 5.835.97 (m, 1 H,
CH»=CH-CH,0), 5.50(d, 1 H, J=5.7 Hz, NH), 5.30(dd, 1H, J=17.2 Hz, J=1.2 Hz,
CH,:=CH-CH,0), 5.20(dd, 1H, J=10.5Hz, J=1.2 Hz, CHp;=CH-CH,0), 5.155.19
(m, 1 H, CH=C Far), 5.04-5.12 (m, 2 H, CH=C Far), 4.69-4.79(m, 1 H, a-CH Cys),
4.56(d, 2H, J=5.5 Hz, CH,=CH-CH,0), 4.17-4.24(m, 1 H, a-CH Lys), 3.75(s, 3 H,
COOCHs), 3.06-3.23 (m, 4 H, a-CH, Far, e-CH, Lys), 2.94 (dd, 1 H, J=13.9 Hz,
J=4.9 Hz, B-CHya Cys), 2.85(dd, 1H, J=13.9 Hz, J=6.3 Hz, B-CHzp, Cys), 1.93-2.10
(m, 8 H, CH, Far), 1.80-1.92(m, 1 H, CHaa Lys), 1.4-1.74(m, 5H, CH, Lys), 1.67(s,
3 H, CH; Far), 1.65 (S, 3 H, CH5 Far), 1.59(s, 6 H, CHs Far), 1.43(s, 9 H, CHz Boc)
ppm
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3C-NMR (CDCl3, 100MHz): 8= 171.6(C=0), 171.1(C=0), 156.2(C=0 Urethan), 156.0
(C=0 Urethan), 140.1(quart, Far), 135.4(quart, Far), 132.6(CH,=CH-CH,0), 131.3
(quart, Far), 124.3(Far-CH), 123.7(Far-CH), 119.4(Far-CH), 117.9(CH,=CH-CH,0),
79.1 (quart, Boc), 65.9(CH,=CH-CH,0), 54.6(a-CH), 52.6(COOCHz), 51.7 (a-CH),
39.8 (CH,), 39.7(CHy), 39.6(CH,), 33.1(CHy), 32.1(CH,), 29.8(CHy), 29.5(CH,),
28.4 (Boc-CHs), 26.7(CH,), 26.4 (CH,), 25.7 (Far-CHg), 22.2(CHy), 17.7 (Far-CHs),
16.1 (Far-CHz), 16.0(Far-CHs) ppm

CasHs7N30,S (651.90
MS (El, 175 T): 651.4[M]" (2 %), 551.4[M-Boc]" (3 %), 348.2[M-Boc-Far]” (8 %)
HRMS (EI)  ber.: 651.3917

gef.: 651.3889.

N@-Fluor enylmethoxycar bonyl-N®-tert-butyloxycar bonyl-L-lysyl-S-far nesyl-L-
cysteinmethylester

Fmoc-Lys(Boc)-Cys(Far)-OMe (34)

Eine Losung von 331 mg N@-Fluorenylmethoxycarboryl-N®-tert-butyloxycarbonyl-L-
lysin 33 (0.705 mmol, 1 Aquivaent) und 239 mg S-Farnesyl-L-cysteinmethylester 5
(0.705 mmol, 1 Aquivaent) in 10 ml Methylenchlorid wird mit 227 mg EEDQ
(0.917 mmol, 1.3 Aquivalente) versetzt. Nach 16 Stunden wird das Losungsmittel im
Vakuum abdedtilliert und s Rohproduk in 50 ml Esdgester aufgenommen.
Anschlief3end wird je zweimal mit 50 ml 0.5 N Salzsaure und 50ml geséttigter NaHCOs-
Losung extrahiert, Uber MgSO, getrocknet, filti ert, das Losungsmittel abdestilli ert und das
Produk durch Flash-Chromatographie (Hexan/Essgester 2:1) isoliert.

Ausbeute: 425mg (0.538mmol, 76 %) eines farbl osen Feststoffes.

Ri=0.26 (Hexan/Esggester 2:1)
Smp: 57 °C
[a]5=—8.9(c=1.0,CHCl5)

'H-NMR (CDCls, 500 MHz): 3=7.76 (d, 2 H, J=7.5 Hz, Fmoc-CH), 7.60 (d, 2 H,
J=7.0 Hz, Fmoc-CH), 7.40 (t, 2 H, J=7.4 Hz, Fmoc-CH), 7.31(t, 2 H, J=7.4 Hz,
Fmoc-CH), 6.71 (b, 1 H, NH), 5.50 (b, 1 H, NH), 5.155.19 (m, 1 H, CH=C Far),
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5.045.12 (m, 2 H, CH=C Far), 4.724.79 (m, 1 H, a-CH Cys), 4.66(b, 1 H, NH),
4.38-4.45(m, 2 H, Fmoc-CHy), 4.20-4.26(m, 2 H, a-CH Lys, Fmoc-CH), 3.74(s, 3 H,
COOCHj3), 3.06-3.20 (m, 4 H, a-CH, Far, &-CH; Lys), 2.95(dd, 1 H, J=13.9 Hz,
J=4.8 Hz, B-CHy, Cys), 2.85(dd, 1H, J=13.9Hz, J=6.3 Hz, B-CHz Cys), 1.93-2.10
(m, 8H, CH, Far), 1.80-1.92(m, 1H, CHa, Lys), 1.38-1.74(m, 5H, CH, Lys), 1.68(s,
3 H, CHs3 Far), 1.62(s, 6 H, CH3 Far), 1.60(s, 3H, CH; Far), 1.43(s, 9 H, CH3 Boc)
ppm

13C-NMR (CDCl3, 100MHz): 8= 171.7(C=0), 171.1(C=0), 156.2(C=0 Urethan), 143.9
(quart, Fmoc), 143.7 (quart, Fmoc), 141.3(quart, Fmoc), 140.1 (quart, Far), 135.3
(quart, Far), 131.3 (quart, Far), 127.7 (Fmoc-CH), 127.1 (Fmoc-CH), 125.1
(Fmoc-CH), 124.3(Far-CH), 123.7(Far-CH), 120.0(Fmoc-CH), 119.4(Far-CH), 79.1
(quart, Boc), 67.XFmoc-CH,), 54.6 (a-CH), 52.6 (COOCHSs;), 51.8 (a-CH), 47.1
(Fmoc-CH), 39.9(CHy), 39.7(CHy,), 39.6(CH,), 33.1(CH,), 32.2(CHy), 29.8(CH,),
29.6 (CH,), 28.4(Boc-CHy), 26.7(CH,), 26.4(CH,), 25.7(Far-CH3), 22.3(CHy), 17.7
(Far-CHg), 16.1(Far-CHz), 16.0(Far-CHz) ppm

CasHesN3O7S (790.09
MS (FAB, 3-NBA): 790.4[M+H]*, 690.4[M-Boc+H]".

6.5.5 Versuche zu Kapitel 4.4.2.5

N@-Fluor enylmethoxycar bonyl-N®-(4-tolyldiphenylmethyl)-L-lysyl-S-far nesyl-L -
cysteinmethylester

Fmoc-Lys(Mtt)-Cys(Far)-OMe (36)

Eine Losung von 276 mg N@-Fluorenylmethoxycarbonyl-N®-(4-tolyl diphenylmethyl)-L-
lysin 35 (0.442 mmol, 1 Aquivalent) und 150 mg S-Farnesyl-L-cysteinmethylester 5
(0.442 mmol, 1 Aquivalent) in 5 ml Methylenchlorid wird mit 142 mg EEDQ
(0.575 mmol, 1.3 Aquivalente) versetzt. Nach 20 Stunden wird das Losungsmittel
abdestilli ert und dbs Produlkt in 30 ml Esggsauredhylester aufgenommen. Diese Lésung
wird dreimal mit je 20 ml 0.5N Salzséaure (Phasentrennurg kann duch Zugabe von festem
NaCl beschleunigt werden) und dann zweima mit 20 ml gesdttigter NaHCO3-Losung
gewaschen. Nadh Trocknen thker MgSO, wird filtriert, das Losungsmittel abdestilli ert und
das Produk durch Flash-Chromatographie (Hexan/Essgester 3:1) isoliert.



Dieter Kadereit 6. Experimentdl er Tell 110

Ausbeute: 312mg (0.330mmol, 75%) eines farblosen Ols.

Ri=0.20(Hexan/Esdgester 3:1)
[a]=—10.1(c=1.0,CHCl5)

'H-NMR (CDCls, 500 MHz): 8=7.74 (d, 2 H, J=7.1 Hz, Fmoc-CH), 7.57 (d, 2 H,
J=7.9Hz, Fmoc-CH), 7.45(d, 4H, J=7.6 Hz, Mtt-CH), 7.23-7.38(m, 10H, Fmoc-CH,
Mtt-CH), 7.15(t, 2 H, J=7.3 Hz, Mtt-CH), 7.06(d, 2 H, J=8.1 Hz, Mtt-CH), 6.59 (b,
1 H, NH), 5.29(d, 1 H, J=7.7 Hz, NH), 5.145.17 (m, 1 H, CH=C Far), 5.05-5.10(t,
2 H, J=7.7 Hz, CH=C Far), 4.724.79 (m, 1 H, a-CH Cys), 4.37-4.43 (m, 2 H,
Fmoc-CHy), 4.164.22 (m, 2 H, a-CH Lys, Fmoc-CH), 3.69(s, 3 H, COOCHj3), 3.15
(dd, 1H, J=13.1 Hz, J=8.2 Hz, a-CHy, Far), 3.06 (dd, 1 H, J=13.2 Hz, J=7.4 Hz,
a-CHyp Far), 2.93 (dd, 1 H, J=13.9 Hz, J=4.8 Hz, B-CH,, Cys), 2.85 (dd, 1 H,
J=13.9Hz, J=5.0 Hz, B-CHy, Cys), 2.29(s, 3 H, Mtt-CHg), 1.93-2.12(m, 10H, CH;
Far, e-CH, Lys), 1.78-1.88(m, 1 H, CHy, Lys), 1.45-1.74(m, 3H, CH, Lys), 1.67(s,
3 H, CH3 Far), 1.62(s, 3H, CHz Far), 1.59(s, 3 H, CH3 Far), 1.58(s, 3 H, CH; Far)
1.43-1.49(m, 2H, CH, Lys) ppm

13C-NMR (CDCl3, 125MHz): 8= 171.6(C=0), 171.0(C=0), 156.0(C=0 Urethan), 146.4
(quart, Mtt), 143.9 (quart, Fmoc), 143.7 (quart, Fmoc), 143.3 (quart, Mtt), 141.3
(quart, Fmoc), 140.1(quart, Far), 135.3(quart, Far), 135.4(quart, Mtt), 131.3(quart,
Far), 128.6 (Mtt, CH), 128.6 (Mtt, CH), 128.5(Mtt, CH), 127.7 (Fmoc-CH), 127.1
(Fmoc-CH), 126.1 (Mtt, CH), 125.1 (Fmoc-CH), 124.3 (Far-CH), 123.7 (Far-CH),
120.0 (Fmoc-CH), 119.5(Far-CH), 70.6 (quart, Mtt), 67.1(Fmoc-CH,), 54.8 (a-CH),
52.6 (COOCHj3), 51.7 (a-CH), 47.2 (Fmoc-CH), 43.4(CH,), 39.7 (CH,), 39.6 (CH,),
33.1 (CHy), 32.9 (CH,), 30.7 (CHy), 29.9 (CHy), 29.7 (CHy), 26.4 (CHy), 25.7
(Far-CHs), 23.2(CHy), 20.9(Mtt-CHg), 17.7(Far-CHs), 16.1(Far-CHs), 16.0(Far-CHs)
ppm

CooH71N305S (946.29
MS (FAB, 3-NBA): 945.4[M+H]", 868.4[M-CgHs]", 854.4[M-CsH4CH3]*, 257.1[Mtt]".
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N@-Fluor enylmethoxycar bonyl-L-lysyl-S-far nesyl-L-cysteinmethylester
Fmoc-Lys-Cys(Far)-OMe (37)

Zu einer Lésung von 8.4mg N@-Fluorenylmethoxycarbonyl-N®-(4-tolyldiphenylmethy!)-
L-lysyl-Sfarnesyl-L-cysteinmethylester 36 (8.88 umol, 1 Aquivalent) in 0.7 ml einer
1%igen Losung von Trifluoressgsdure in Methylenchlorid werden 14.1pl Triethylsilan
(88.8 umol, 10 Aquivalente) gegeben, wobei innerhalb von 5Minuten ein Farbumschlag
von gelb nach farblos eintritt. Nach 60 Minuten werden 0.8 ml einer 1%igen L6sung von
Ethyldimethylamin in Methylenchlorid zugegeben, das Loésungsmittel im  Vakuum
abdestilli ert und dbs Produkt durch Flash-Chromatographie (CHCl3/MeOH 8:1) isoliert.
Ausbeute: 5.8mg (8.41umol, 95%) eines farblosen Feststoffs.

R=0.08(CHCly/MeOH 8:1)
Smp: 57 °C
[a]5=—4.3(c=0.3,CHCl3)

'H-NMR (CDCI4/CD30D 6:1, 500MHz): 8=7.77(d, 2H, J=7.5Hz, Fmoc-CH), 7.60-7.64
(m, 2 H, Fmoc-CH), 7.40(t, 2 H, J=7.4 Hz, Fmoc-CH), 7.30-7.6 (m, 2 H, Fmoc-CH),
5.19(t, 1 H, J=7.5 Hz, CH=C Far), 5.08(t, 2 H, J=6.9 Hz, CH=C Far), 4.67(dd, 1H,
J=7.5Hz, J=5.0Hz, a-CH Cys), 4.374.44(m, 2 H, Fmoc-CH,), 4.23(t, 2H, J=6.8 Hz,
a-CH Lys, Fmoc-CH), 3.75(s, 3 H, COOCHj3), 3.20(dd, 1H, J=12.9Hz, J=8.4 Hz,
a-CHp, Far), 3.10(dd, 1 H, J=12.7 Hz, J=7.3 Hz, a-CHy, Far), 2.96-2.97 (m, 3 H,
B-CHy4 Cys, e-CH; Lys), 2.81(dd, 1H, J=13.9Hz, J=7.6 Hz, B-CHy, Cys), 1.93-2.10
(m, 10H, CH, Far, CH, Lys), 1.78-1.85(m, 1 H, CHa, Lys), 1.55-1.74(m, 1 H, CHap
Lys), 1.68(s, 3H, CH3 Far), 1.65(s, 3H, CH3 Far), 1.60(s, 3H, CHz Far), 1.59(s, 3H,
CHj Far), 1.3+1.42(m, 2H, CH, Lys) ppm

3C-NMR (CDCI4/CD30D 6:1, 125MHz): &= 172.5(C=0), 171.5(C=0), 156.8(C=0
Urethan), 144.0(quart, Fmoc), 143.8(quart, Fmoc), 141.4(quart, Fmoc), 140.2(quart,
Far), 135.5(quart, Far), 131.5(quart, Far), 127.9(Fmoc-CH), 127.2(Fmoc-CH), 125.2
(Fmoc-CH), 124.4(Far-CH), 123.8(Far-CH), 120.0(Fmoc-CH), 119.6(Far-CH), 67.2
(Fmoc-CHy), 54.2(a-CH), 52.7(COOCHj3), 52.2(a-CH), 47.2(Fmoc-CH), 39.8(CHy),
39.8 (CHy), 39.3(CH,), 32.7(CHy), 31.9(CHy), 29.7(CH,), 26.8(CH,), 26.7 (CH,),
26.6 (CHy), 25.7 (Far-CH3), 22.0 (CH,), 17.7 (Far-CH3), 16.1 (Far-CH3), 16.0
(Far-CHs) ppm
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CaoHssN30sS (689.95

MS (FAB, 3-NBA): 690.5[M+H]"

HRMS (FAB, 3-NBA): ber.: 690.3941
gef.: 690.3954.

6.5.6 Versuche zu Kapitel 4.4.3

M aleinimidocaproyl-L-methionyl-L-seryl-S-palmitoyl-L-cystein-tert-butylester
MIC-Met-Ser-Cys(Pal)-OtBu

Nad ener Voraktivierungszeit von 5 Minuten wird eine Losung von 18.3 mg
Maleinimidocapronsiure (86.8 umol, 1.1 Aquivalente) und 29.3mg EEDQ (118 pmol,
1.5 Aquivalente) in 1 ml trockenem Methylenchlorid zu einer Losung aus 50 mg L-
methionyl-L-seryl-S-palmitoyl-L-cystein-tert-butylester 3a (78.9 umol, 1 Aquivalent) in
4 ml Methylenchlorid gegeben. Nadh 18 Stunden wird das Losungsmittel im Vakuum
abdestilliert und dis Produkt durch Flash-Chromatographie (Methylenchlorid/Ethanadl
30:1, dann 201) isoliert.

Ausbeute: 41.5mg (50.2umol, 64 %) eines farblosen, wadhsartigen Feststoff es.

Rt=0.37 (Methylenchlorid/Ethanadl 20:1)
[a]5=—3.6(c=1.0,CHCl5)

IH-NMR (CDCls, 500 MHz): 8=7.37-7.39 (m, 2 H, NH), 6.78(d, 1 H, J=7.9 Hz, NH),
6.69 (s, 2 H, Maleinimid-CH), 4.634.74 (m, 2 H, a-CH Cys, a-CH Met), 4.57-4.62
(m, 1 H, a-CH Ser), 3.99(dd, 1H, J=11.4Hz, J=4.2 Hz, B-CH,a Ser), 3.69(dd, 1H,
J=11.5Hz, J=5.6 Hz, B-CHa, Ser), 3.49-3.53 (m, 2 H, MIC-NCH,), 3.46 (dd, 1H,
J=14.0Hz, J=4.4 Hz, -CHaa Cys), 3.32(dd, 1H, J=14.0Hz, J=6.1 Hz, B-CHap, Cys),
2.522.61(m, 4H, y-CH, Met, a-CH, Pal), 2.23(t, 2H, J=7.5Hz, MIC), 2.08-2.15(m,
1 H, B-CHza Mét), 2.11(s, 3H, SCH3 Met), 1.952.03(m, 1 H, B-CHa, Met), 1.56-1.69
(m, 6 H, B-CH, Pa, CH, MIC), 1.46[s, 9 H, CO,C(CHa)3], 1.24-1.36 [m, 26 H,
CHa(CH2)12(CH2),COS, CH, MIC], 0.88(t, 3H, J=6.9Hz, c>CH3 Pal) ppm

3C-NMR (CDCls, 125 MHz): 3= 199.0 [CH3(CH,)1sCH,COS], 173.2 (C=0), 171.9
(C=0), 170.9 (2 C=O Maleinimid), 170.1 (C=0), 168.9 (C=0), 134.1 (2 CH
Maleinimid), 83.3 [CO,C(CHa)s], 62.8 (B-CH, Ser), 54.6 (a-CH), 531 (a-CH), 52.3
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(a-CH), 44.1(B-CH, Cys), 37.6(CH,), 36.1(CHy), 33.6(CHy), 31.9(CHj), 30.3(CHy),
30.1(CH,), 29.7(CH,), 29.7(CHy), 29.6(CH,), 29.4(CHy), 29.4(CH,), 29.2(CH)),
29.0(CH,), 28.2(CH,), 27.9[CO,C(CHa)s], 26.3(CH5), 26.2(CH5), 256 (CHy), 25.0
(CH>), 22.7(CH,), 15.3(SCH; Met), 14.1(CHz Pal) ppm

CatH70N406S; (827.15
MS (FAB, 3-NBA): 849[M+Nal*, 827[M+H]*, 771[M-tBu+H]*
HRMS (FAB, 3-NBA): ber.: 827.4662

gef.; 827.4622.

M aleinimidocapr oyl-L-methionyl-L-seryl-S-palmitoyl-L-cystein
MIC-Met-Ser-Cys(Pal)-OH (38)

Eine Losung von 35.7mg Male nimidocaproyl-L-methionyl-L-seryl-S-palmitoyl-L-cystein-
tert-butylester (43.2 umol) in 1 ml Methylenchlorid wird mit 1 ml Trifluoressgséure
versetzt. Nach drel Stunden werden 2 ml Tolud zugegeben und de Lésung im Vakuum
aufkonzentriert. Dieser Vorgang wird zweimal wiederholt, wobei das Produkt quantitativ
als farbloser Feststoff anfallt. Vorsicht: mit Tolud wird eine Gelbildung beobadhtet, die

das Destilli eren erschwert!

Smp: 161 T
[a]5=—8.5(c=1.1, CHCI3/CH;OH 2:1)

'H-NMR (CDCIl3/CDs0D 6:1, 500MHz): 5=6.75(s, 2 H, Maleinimid-CH), 4.65(dd, 1H,
J=7.4Hz, J=4.6 Hz, a-CH Cys), 4.53(dd, 1H, J=8.3Hz, J=5.6 Hz, a-CH Met), 4.44(t,
1 H, J=5.1Hz, a-CH Ser), 3.87(dd, 1H, J=11.4Hz, J=4.8 Hz, B-CH., Ser), 3.73(dd,
1 H, J=11.4Hz, J=5.3 Hz, B-CHap, Ser), 3.50-3.54 (m, 3 H, MIC-NCH,, B-CH2, Cys),
3.27 (dd, 1 H, J=14.0 Hz, J=7.5 Hz, B-CH,, Cys), 2.52-2.61 (m, 4 H, y-CH, Met,
a-CH, Pdl), 2.25(t, 2H, J=7.5Hz, MIC), 2.09-2.17(m, 1 H, B-CH, Met), 2.12(s, 3H,
SCH3; Met), 1.92-1.99 (m, 1 H, B-CHa, Met), 1.57-1.70 (m, 6 H, B-CH, Pal, 4 CH,
MIC), 1.24-1.36[m, 26 H, CH3(CH,)12(CH,),COS, CH, MIC], 0.88(t, 3 H, J=6.9 Hz,
w-CHgz Pal) ppm

13C-NMR (CDCI4/CDs0D 6:1, 125MHz): 8= 199.9[CH3(CH,)1sCH,COS], 174.8(C=0),
172.6(C=0), 172.1(C=0), 171.6(2 * C=0 Madeinimid), 170.8(C=0), 134.5(2 * CH
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Maleinimid), 62.3 (B-CH, Ser), 55.3(a-CH), 52.9 (a-CH), 52.8(a-CH), 44.3 (B-CH
Cys), 37.9(CH,), 36.1(CH,), 34.1(CH,), 32.2(CH,), 31.6(CH,), 30.4(CH,), 30.3
(CH>), 30.0(CH,), 29.9(CHj), 29.9(CH,), 29.7 (CH,), 29.6(CH5), 29.5(CH,), 29.3
(CH.), 28.5(CH,), 26.6(CHy), 26.5(CH,), 25.8(CH,), 25.4(CH,), 22.9(CH,), 15.3
(SCH3 Met), 14.2(CHs Pal) ppm

Cs7He2N4OoS, (771.09
MS (FAB, 3NBA): 793.4[M+Na*, 771.4[M+H]"
HRMS (FAB, 3-NBA) ber.: 771.4036

gef.. 771.4068.

M aleinimidocapr oyl-L-methionyl-L-seryl-S-palmitoyl-L-cysteyl-N®-tert-butyl oxy-
carbonyl-L-lysyl-S-far nesyl-L-cysteinmethylester
MIC-Met-Ser-Cys(Pal)-Lys(Boc)-Cys(Far)-OMe (40)

Zu einer Lésung von 28.8mg N@-Fluorenylmethoxycarbonyl-N@-tert-butyl oxycarbory!-
L-lysyl-Sfarnesyl-L-cysteinmethylester 36 (36.5pmol) in 0.4 ml Methylenchlorid werden
0.1 ml Diethylamin gegeben. Nach 2 Stunden wird das Losungsmittel im Vakuum
abdestilli ert.

Eine Lésung von 23.4mg Maleinimidocaoroyl-L-methionyl-L-seryl-S-palmitoyl-L-cystein
38 (30.4pmol, 1 Aquivalent) und 26.4mg frisch hergestellten N®-tert-butyloxycarboryl-
L-lysyl-S-farnesyl-L-cysteinmethylester 39 (36.5 pmol, 1.2 Aquivaente) in 2 ml
trockenem Methylenchlorid wird mit 9.8 mg EEDQ (39.5umol, 1.3Aquivalente) versetzt.
Nad 18 Stunden wird das Losungsmittel im Vakuum abdestilli ert und das Produkt durch
Flash-Chromatographie (Methylenchlorid/Ethand 30:1, dann 2Q1) isoliert. Diese Sequenz
ermoglicht eine schnelle Abtrennurg von Verunreinigungen (30:1) gefolgt von dem
Eluieren des Produktes (20:1).

Ausbeute: 30.3mg (229 umol, 76 %) eines farblosen, wadhsartigen Feststoffes.

R=0.33(Methylenchlorid/Ethand 20:1)
Smp: 119
[a]5= - 24.6(c=1.3,CHCl5)
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'H-NMR (CDCl3, 500MHz): 3=7.63(b, 1H, NH), 7.45(b, 1H, NH), 7.29(b, 1H, NH),
7.15 (b, 1 H, NH), 6.98 (d, 1 H, J=7.3 Hz, NH), 6.69 (s, 2 H, Maleinimid-CH),
5.17-5.27 (m, 1 H, CH=C Far), 5.075.15(m, 2 H, CH=C Far), 4.744.86 (m, 1 H,
a-CH), 4.63-4.72 (m, 2 H, a-CH), 4.444.51 (m, 1 H, a-CH), 4.054.10 (m, 1 H,
a-CH), 3.954.03(m, 1 H, B-CHy Ser), 3.78-3.88(m, 1 H, B-CHap, Ser), 3.76(s, 3 H,
COOCHS3), 3.50 (t, 2 H, J=7.2 Hz, MIC-NCH,), 3.05-3.45 (m, 6 H, 2 a-CH, Far,
2 e-CHj; Lys, B-CH; Cyspa), 2.94-3.04 (m, 1 H, B-CHaa Cysra), 2.85(m, 1 H, B-CH,
Cysra), 2.492.67 (m, 4 H, y-CH, Met, a-CH, Pal), 2.212.27 (m, 2 H, MIC),
1.88-2.19(m, 14 H, B-CH, Met, SCH3 Met, CHy, Lys, CH, Far), 1.35-1.72(m, 11H,
B-CH, Pal, CH, MIC, CH, Lys), 1.68(s, 3H, CHs Far), 1.62(s, 6 H, CH3 Far), 1.60(s,
3 H, CH3 Far), 1.45(s, 9 H, CH3 Boc), 1.22-1.34[m, 26 H, CH3(CH,)12(CH>),COS,
CH, MIC], 0.88(t, 3H, J=6.9Hz, w-CH; Pal) ppm

13C-NMR (CDCl; 125MHz): &= 173.4(C=0), 171.7(C=0), 170.8(C=0), 169.4(C=0),
167.5(C=0), 166.9(C=0), 156.3(C=0 Urethan), 140.0[140.3 (quart, Far), 135.3
[135.9 (quart, Far), 134.1(2 * CH Maeinimid), 131.3[131.3 (quart, Far), 124.3
(Far-CH), 123.8[123. (Far-CH), 119.5[119.4 (Far-CH), 79.1 (quart, Boc), 64.2
(B-CH Ser), 54.9(a-CH), 53.8(a-CH), 53.4 (a-CH), 52.9 (a-CH), 52.6 (COOCHz),
44.1 (CH,), 40.4(CH,), 39.7(CH.), 39.6(CH,), 37.7 (CH,), 36.0(CH,), 35.5(CH,),
32.7 (CHy), 31.9(CH,), 29.7(CH,), 29.7 (CH.), 29.6 (CH,), 29.5(CH,), 29.4(CH,),
29.1 (CH,), 29.0 (CH.), 28.4 (Boc-CHs), 26.8 (CH,), 26.6 (CH,), 26.4 (CH,), 25.7
(Far-CHs), 25.7 (CH,), 22.6 (CH,), 17.7 (Far-CHs), 162 (Far-CHs), 16.0 (Far-CHs)
15.4(SCH3 Met), 14.1(CHs Pal) ppm

Ce7H11N7013S3 (1320.89
MS (FAB, 3NBA): 1342.9[M+Nal*, 1322.0(M+H]*, 1220.8M-Boc+H]*
HRMS (FAB, 3NBA) fir [M-Boc+H]*  ber.: 1220.711

gef. 1220.719.

N-Allyloxycar bonyl-L-methionyl-L-seryl-S-palmitoyl-L-cysteyl-N®-(4-tolyldiphenyl-
methyl)-L-lysyl-S-far nesyl-L-cysteinmethylester
Aloc-Met-Ser-Cys(Pal)-Lys(Mtt)-Cys(Far)-OMe

Zu einer Lésung von 73.6 mg N@-Fluorenylmethoxycarbonyl-N®@-(4-tolyldiphenyl-
methyl)-L-lysyl-S-farnesyl-L-cysteinmethylester 36 (77.8 umol) in 0.8 ml Methylenchlorid
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werden 0.2ml Diethylamin gegeben. Nadh 2 Stunden wird das Lésungsmittel im Vakuum
abdestilli ert.

Zu einer Losung von 19.7 mg N-Allyloxycarbonyl-L-methionyl-L-seryl-Spamitoyl-L-
cystein (29.8 umol, 1.2 Aquivalente) in 0.1 ml DMF und 0.4ml Methylenchlorid werden
8.0 mg EEDQ (32.3pumol, 1.3 Aquivalente) und rach 5 Minuten eine Losung aus 18 mg
frisch hergestelliten N®-(4-Tolyldiphenylmethyl)-L-lysyl-S-farnesyl-L-cysteinmethylester
41 (24.9 pmol, 1 Aquivalent) in 1.5 ml trockenem Methylenchlorid gegeben. Das
Losungsmittel wird nach 18 Stunden im Vakuum abdestilli ert und das Produk durch
Flash-Chromatographie (Methylenchlorid/Ethanad 30:1, dann 2Q1) isoliert. Diese Sequenz
ermoglicht eine schnelle Abtrennurg von Verurnreinigungen (30:1) gefolgt von dem
Eluieren des Produktes (20:1).

Ausbeute: 11.4 mg (10.0 pumol, 40 %) eines farblosen, wadhsartigen Feststoffes (aus
Methylenchlorid) bzw eines farblosen Feststoff es (aus alkohdischen Lésungen).

Ri=0.21(Methylenchlorid/Ethanadl 20:1)
Smp: 119 T
[a]5=— 24.6(c=1.3,CHCl5)

'H-NMR (CDCls, 500MHz): 5=7.51(b, 1 H, NH), 7.43(d, 4H, J=7.4 Hz, Mtt-CH), 7.41
(b, 1H, NH), 7.31(d, 2H, J=8.2 Hz, Mtt-CH), 7.25(t, 4 H, J=7.3Hz, Mtt-CH), 7.161(t,
2 H, J=7.3Hz, Mtt-CH), 7.07(d, 2H, J=8.1Hz, Mtt-CH), 6.91(b, 1H, NH), 5.84-5.93
(m, 1 H, CH,=CH-CH,0), 5.29(dd, 1 H, J=17.2Hz, J=1.5 Hz, CH,;=CH-CH.0), 5.20
(dd, 1H, J=10.5 Hz, J=1.2 Hz, CH»;=CH-CH,0), 5.145.18 (m, 1 H, CH=C Far),
5.06-5.12 (m, 2 H, CH=C Far), 4.654.72 (m, 1 H, a-CH), 4.47-4.61 (m, 5 H,
CH,=CH-CH,0, 3 * a-CH), 4.344.40 (m, 1 H, a-CH), 3.88(dd, 1 H, J=11.7 Hz,
J=3.7 Hz, B-CHy4 Ser), 3.81(dd, 1H, J=11.1Hz, J=3.8 Hz, B-CHap Ser), 3.72(s, 3 H,
COOCH3), 3.37 (dd, 1 H, J=14.5 Hz, J=3.3 Hz, B-CHz. Cysea), 3.29 (dd, 1 H,
J=14.6Hz, J=8.1Hz, B-CHap Cysea), 3.19(dd, 1H, J=13.2Hz, J=8.2 Hz, a-CHy4 Far),
3.10(dd, 21H, J=13.2Hz, J=7.4Hz, a-CHap, Far), 2.99(dd, 1H, J=13.9Hz, J=4.7 Hz,
B-CHaa CySear), 2.87(dd, 1H, J=14.0Hz, J=7.4Hz, B-CHzp CySra), 2.47-2.60 (M, 4 H,
y-CH, Met, a-CH, Pal), 2.30(s, 3 H, Mtt-CHg), 1.86-2.15(m, 16H, B-CH, Met, SCH3
Met, B-CH, Lys, CH, Far, CHza Lys), 1.33-1.65(m, 7 H, B-CH, Pal, CH, Lys), 1.68(s,
3 H, CHs Far), 1.66(s, 3 H, CHs Far), 1.60(s, 6 H, CHs Far), 1.22-1.34[m, 24 H,
CH3(CH2)1(CH2),COS], 0.88(t, 3H, J=6.9 Hz, w-CH3 Pal) ppm
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3C-NMR (CDCl; 125MHz): 8= 171.5(C=0), 171.4(C=0), 171.0(C=0), 170.6(C=0),
168.8 (C=0), 156.0 (C=0O Urethan), 146.3 (quart, Mtt), 143.2 (quart, Mtt), 140.5
(quart, Far), 135.7 (quart, Far), 135.4 (quart, Mtt), 132.4 (CH,=CH-CH,0), 131.3
(quart, Far), 128.6(Mtt, CH), 128.6(Mtt, CH), 128.5(Mtt, CH), 126.2(Mtt, CH), 124.3
(Far-CH), 123.7(Far-CH), 119.2(Far-CH), 118.1(CH,=CH-CH,0), 70.7 (quart, Mtt),
66.1 (CH,=CH-CH,0) 63.4 (B-CH, Ser), 58.5(CH,), 55.9 (a-CH), 55.0(a-CH), 54.3
(a-CH), 53.3 (a-CH), 52.7 (COOCHz), 51.8 (a-CH), 44.0 (CH,), 43.5 (CH,), 39.7
(CH,), 32.8(CH.), 31.9(CH,), 31.8(CH,), 30.5(CH,), 30.1(CH,), 29.7 (CH,), 29.7
(CH,), 29.6 (CH,), 29.4(CH,), 29.4(CH,), 292 (CH,), 29.0(CH,), 26.7 (CHy), 26.5
(CH,), 25.7 (Far-CHs), 25.7 (CH.), 23.5 (CH,), 22.7 (CH.), 20.9 (Mtt-CHg), 17.7
(Far-CHs), 16.2(Far-CHs), 16.0(Far-CHs) 15.4(SCH3 Met), 14.1(CHs Pal) ppm

Cr6H114N6O10S3 (1367.99

MS (FAB, 3-NBA): 1365[M-H]*,12897 [M-Ph]*, 1275.6[M-PhM¢]*, 1111.7[M-Mtt]*,

257.2[Mtt]".

M aleinimidocapr oyl-L-methionyl-L-seryl-S-palmitoyl-L-cysteyl-N®©-(4-tolyldiphenyl-
methyl)-L-lysyl-S-far nesyl-L-cysteinmethylester
MIC-Met-Ser-Cys(Pal)-Lys(Mtt)-Cys(Far)-OMe (42)

Zu einer Lésung von 50.0 mg N@-Fluorenylmethoxycarbonyl-N®@-(4-tolyldiphenyl-
methyl)-L-lysyl-S-farnesyl-L-cysteinmethylester 36 (55.1 umol) in 0.8 ml Methylenchlorid
werden 0.2ml Diethylamin gegeben. Nadh 4 Stunden wird mit 4 ml Essgester verdinrt
und de Loésungsmittel im Vakuum abdestilli ert.

Eine L6sung von 32.7mg Maleinimidocaoroyl-L-methionyl-L-seryl-S-palmitoyl-L-cystein
38 (42.4 pmol, 1 Aquivalent) und 39.9mg frisch hergestelltem N@-(4-Tolyldipheny!-
methyl)-L-lysyl-Sfarnesyl-L-cysteinmethylester 41 (55.1 umol, 1.3 Aquivalente) in 2 ml
trockenem Methylenchlorid wird mit 13.6 mg EEDQ (55.1 umol, 1.3 Aquivaente)
versetzt. Nadch 16.5 Stunden wird das Losungsmittel im Vakuum abdestilli ert und das
Produk durch Flash-Chromatographie (Methylenchlorid/Ethand 30:1, dann 2Q1) isoliert.
Diese Methode emdglicht eine Abtrennurg von Verunreinigungen wie dem
Diketopiperazin des N®-(4-Tolyldiphenylmethyl)-L-lysyl-S-farnesyl-L-cysteinmethylesters
41 (Rf=0.29in Methylenchlorid/Ethanadl 20:1).

Ausbeute: 36.5mg (24.7umol, 58 %) eines farblosen, wadhsartigen Feststoffes.
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R:=0.26 (Methylenchlorid/Ethand 20:1)
Smp: 183 T
[a]5=—23.8(c=1.6,CHCl5)

'H-NMR (CDCls, 500 MHz): 8=7.65 (b, 1 H, NH), 7.52 (b, 1 H, NH), 7.49(d, 4 H,
J=7.6 Hz, Mtt-CH), 7.41(d, 2H, J=7.2 Hz, Mtt-CH), 7.34-7.38(m, 6 H, Mtt-CH), 7.21
(d, 2H, J=8.1 Hz, Mtt-CH), 6.69(s, 2 H, Maeinimid-CH), 5.16-5.20(m, 1 H, CH=C
Far), 5.025.11 (m, 2 H, CH=C Far), 4.574.63(m, 1 H, a-CH), 4.474.53(m, 1 H,
a-CH), 4.384.44 (m, 2 H, a-CH), 4.154.23 (m, 1 H, a-CH), 3.88-3.95 (m, 1 H,
B-CHz, Ser), 3.75-3.80 (m, 1 H, B-CHyy, Ser), 3.68(s, 3 H, COOCHg), 3.48(t, 2 H,
J=7.2Hz, MIC-NCHy), 3.39-3.45(m, 1 H, B-CH.a CySpa), 3.13-3.25(m, 2H, 1a-CHya
Far, B-CH, Cysea), 3.07-3.12(m, 1H, 1 a-CHay, Far), 2.813.01(m, 4 H, B-CH, CySear,
e-CH, Lys), 2.492.62 (m, 4 H, y-CH, Met, a-CH, Pal), 2.35(s, 3 H, Mtt-CHy),
2.19-2.28 (m, 2 H, MIC), 1.92-2.15 (m, 14 H, B-CH, Met, SCHs Met, CHa, Lys,
CH, Far), 1.35-1.72(m, 11H, B-CH, Pa, CH, MIC, CH, Lys), 1.68(s, 3H, CHs Far),
165 (s, 3 H, CH; Far), 1.60 (s, 6 H, CH; Far), 1.19-1.38 [m, 26 H,
CH3(CH2)15(CH,),COS, CH, MIC], 0.88(t, 3H, J=6.7 Hz, w-CH3 Pal) ppm

13C-NMR (CDCl; 125MHz): 8= 173.3(C=0), 171.8(C=0), 170.7(C=0), 168.9(C=0),
146.5 (quart, Mtt), 143.2(quart, Mtt), 140.0(quart, Far), 135.5(quart, Mtt), 135.3
(quart, Far), 134.0(2 * CH Maleinimid), 131.3(quart, Far), 128.6(Mtt, 3 CH), 127.1
(Mtt, CH), 126.1(Mtt, CH), 124.3(Far-CH), 123.8(Far-CH), 119.5(Far-CH), 70.6
(quart, Mtt), 54.7(a-CH), 53.8(a-CH), 53.2(a-CH), 52.5(COOCH3), 44.0(CH,), 40.4
(CHy), 43.6(CHy), 39.7(CHy), 39.6(CHy), 37.7(CH,), 36.0(CH,), 35.7(CH,), 32.8
(CH,), 31.9(CH,), 30.2(CH,), 29.7(CHy), 29.7 (CH,), 29.4(CH,), 29.1(CH,), 28.4
(CH,), 27.9(CH,), 26.8 (CH,), 26.6 (CH,), 26.4(CH,), 25.7 (Far-CHz), 25.6 (CHy),
25.2 (CH,), 22.7 (CH,), 20.9 (Mtt-CHs), 17.7 (Far-CHs), 16.2 (Far-CHs), 16.0
(Far-CHs) 15.3(SCHs Met), 14.1(CH3 Pal) ppm

Cg2H121N7011S3 (1477.08
MS (FAB, 3NBA): 1474.5[M-H]*, 1399.6[M-CgHs]", 1385.5[M-CsH.CH3]", 1220.8
[M-Mtt+H]", 257.3[Mtt]".
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M aleinimidocapr oyl-L-methionyl-L-seryl-S-palmitoyl-L-cysteyl-L-lysyl-S-farnesyl-L-
cysteinmethylester

MIC-Met-Ser-Cys(Pal)-Lys-Cys(Far)-OMe (43a)

Eine Losung von 15.3mg Malenimidocgproyl-L-methionyl-L-seryl-S-palmitoyl-L-cysteyl-
N®)-(4-tolyldiphenylmethyl)-L-lysyl-Sfarnesyl-L-cysteinmethylester 42  (10.4 pmol,
1 Aquivalent) in 0.5ml einer 1%igen Lésung von Trifluoressgsaure in Methylenchlorid
wird mit 16.5ul Triethylsilan (104 umol, 10 Aquivalente) versetzt. Nach 70 Minuten wer-
den 0.6 ml einer 1%igen Losung von Ethyldimethylamin in Methylenchlorid zugegeben,
das Losungsmittel im Vakuum abdestilli ert und s Produk Uber Grofenausschluss
chromatographie an Sephadex LH-20 (CHCl3/MeOH 1:1) isoliert.

Ausbeute: 12.1mg (9.91umol, 96 %) eines farblosen, wadhsartigen Feststoffes.

R¢=0.77(Chloroform/Methanad 2:1)
Smp: 160 C
[a]5 = — 24.0(c=0.6,CHCl5)

'H-NMR (CDCl35/CDs0D 4:1, 500MHz): 5=7.99(d, 1 H, J=6.8 Hz, NH), 7.89-7.93 (m,
2 H, NH), 7.85(d, 1 H, J=6.7 Hz, NH), 7.70(d, 1 H, J=8.0 Hz, NH), 6.73(s, 2 H,
Maleinimid-CH), 5.175.23 (m, 1 H, CH=C Far), 5.055.14 (m, 2 H, CH=C Far),
4.624.67 (m, 1 H, a-CH), 4.384.50 (m, 3 H, a-CH), 4.314.36 (m, 1 H, a-CH),
3.77-3.81 (m, 2 H, B-CH; Ser), 3.76 (s, 3 H, COOCHg), 3.51(t, 2 H, J=7.2 Hz,
2 MIC-NCHy), 3.35-3.41 (m, 1 H, B-CHz, CySpy), 3.19-3.28 (m, 2 H, a-CHy, Far,
B-CHazp Cyspy), 3.09-3.16 (M, 1 H, a-CHy, Far), 2.92-3.00 (m, 3 H, B-CH2, CySrar,
e-CH; Lys), 2.78-2.84(m, 1 H, B-CHy, Cysra), 2.522.62(m, 4 H, y-CH, Met, a-CH;
Pd), 2.24-2.32(m, 2H, MIC), 1.88-2.14(m, 14 H, B-CH, Met, SCH; Met, CH, Lys,
CH, Far), 1.52-1.76 (m, 9 H, B-CH, Pal, CH, MIC, CH, Lys), 1.68(s, 6 H, CH3 Far),
1.60 (s, 6 H, CH; Far), 1.381.52 (m, 2 H, CH; Lys), 1.2+1.38 [m, 26 H,
CH3(CH2)12(CH>),COS, CH, MIC], 0.88(t, 3H, J=6.9Hz, w-CH3 Pa) ppm

13C-NMR (CDCI3/CDs0D 4:1 125 MHz): 3= 200.6[CH3(CH.)15CH,COS], 175.2(C=0),
173.0(C=0), 172.0(C=0), 171.4(C=0), 171.3(C=0), 170.8(C=0), 140.3(quart,
Far), 135.5 (quart, Far), 134.3 (2 * CH Maeinimid), 131.5 (quart, Far), 124.5
(Far-CH), 123.9 (Far-CH), 119.7 (Far-CH), 61.8 (B-CH, Ser), 55.8 (a-CH), 54.6
(a-CH), 53.1 (a-CH), 52.8 (a-CH), 52.7 (COOCHj3), 52.3 (a-CH), 44.2 (CH,), 39.8
(CHy), 39.6(CHy), 37.8(CHy), 35.9(CHy,), 32.7(CH,), 32.1(CH,), 31.0(CHy,), 30.9
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(CH,), 30.4(CH,), 29.8(CH,), 29.8(CH,), 29.7 (CH,), 29.6(CH), 29.5(CH,), 29.4
(CHp), 29.2(CH,), 28.4(CH,), 26.9(CH,), 26.6(CHy), 26.4(CH,), 26.4(CH,), 25.7
(Far-CHa), 25.7 (CHp), 25.2 (CH,), 22.8 (CH.), 22.1 (CH,), 17.7 (Far-CHg), 16.2
(Far-CHs), 16.1(Far-CHs), 15.3(SCH3 Met), 14.1(CHs Pal) ppm

Co2H109N7011S3 (1220.79
MS (FAB, 3:NBA): 1220.5[M+H]".

M aleinimidocaproyl-L-methionyl-L-seryl-S-tert-butylthio-L-cystein-tert-butylester
MIC-Met-Ser-Cys(StBu)-OtBu

Eine Losung von 15.2mg Maleinimidocapronsaure (72.1 pmol, 1.1 Aquivalente) und
31.7 mg L-methionyl-L-seryl-Stert-butylthio-L-cystein-tert-butylester 3b (65.5 pumol,
1 Aquivalent) in 1 ml trockenem Methylenchlorid wird mit 21.1 mg EEDQ (85.2 pmol,
1.3 Aquivalente) versetzt. Nach 18 Stunden wird de Lésung mit 9 ml Methylenchlorid
verdinrt und je zweima mit 10 ml 0.5 N Salzsaure und geséttigter NaHCOs-L6sung
extrahiert. Nach Trocknen tber MgSO, wird filtriert und das Losungsmittel abdestilli ert.
Das Produkt wird duch Flash-Chromatographie (Methylenchlorid/Ethand 30:1, dann
20:1) isoliert.

Ausbeute: 15.1mg (22.3umol, 34 %) eines farblosen Feststoffes.

Alternative Herstellung aus Fmoc-M et-Ser-Cys(StBu)-OtBu 21

Zu einer Losung von 100 mg N-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-methionyl-L-seryl-S-tert-
butylthio-L-cystein-tert-butylester 21 (0.142mmol, 1 Aquivalent) in 3 ml Methylenchlorid
werden 3 ml Diethylamin gegeben. Nach funf Stunden werden 5 ml Essgsdureehylester
zugegeben und de fltchtigen Komporenten im Vakuum abdestilli ert. Der Riickstand wird
2 ml| trockenem Methylenchlorid aufgenommen undmit 32.9mg Maleinimidocapronsaure
(0.156 mmol, 1.1 Aquivalente) sowie 45.5 mg EEDQ (0.184 mmol, 1.3 Aquivaente)
versetzt. Nach 18 Stunden wird de Losung mit 50 ml Methylenchlorid verdinrt und je
zweima mit 40 ml 0.5 N Salzsaure, geséttigter NaHCO3-L6sung und abschlief3end 40ml
geséttigter NaCl-Losung extrahiert. Nadh Trocknen dber MgSO, wird filtiert, das
Losungsmittel abdestilli ert und das Produkt durch Flash-Chromatographie (Methylen-
chlorid/Ethand 30:1, dann 2Q1) isoliert.

Ausbeute: 55.8mg (82.4umol, 58%) eines farblosen Feststoff es.
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R:=0.28 (Methylenchlorid/Ethand 30:1)
Smp: 98 °C
[a]=—41.7(c=0.8,CHCl5)

'H-NMR (CDCl3, 500MHz): 8=7.29(d, 1H, J=7.8 Hz, NH), 7.23(d, 1H, J=7.2 Hz, NH),
6.69(s, 2 H, Maeinimid-CH), 6.52(d, 1H, J=7.3Hz, NH), 4.724.77(m, 1 H, a-CH),
4.62-4.68 (m, 1 H, a-CH), 4.544.58 (m, 1 H, a-CH), 4.06 (dd, 1 H, J=11.5 Hz,
J=3.9 Hz, B-CHa, Ser), 3.71(dd, 1H, J=11.5Hz, J=5.4 Hz, B-CHap, Ser), 3.51(t, 2 H,
J=7.2Hz, MIC-NCH,), 3.23(dd, 1H, J=13.7Hz, J=4.4Hz, B-CH,Cys), 3.12(dd, 1 H,
J=13.6 Hz, J=6.2 Hz, B-CH.y, Cys), 2.53-2.65 (m, 2 H, y-CH, Met), 2.23(t, 2 H,
J=7.5Hz, MIC), 2.09-2.18 (m, 1 H, B-CH2. Met), 2.12(s, 3 H, Met-CH3), 1.96-2.05
(m, 1 H, B-CHa, Met), 1.64-1.70(m, 2 H, CH, MIC), 1.57-1.63(m, 2 H, CH, MIC),
1.49[s, 9H, CO,C(CHs)3], 1.28-1.36(m, 2H, CH, MIC), 1.32[s, 9H, SC(CH3)3] ppm

13C-NMR (CDCl3, 125MHz): 8= 173.2(C=0), 171.7(C=0), 170.9(2 * C=0 Malein-
imid), 170.1(C=0), 169.2(C=0), 134.1(2 * CH Maleinimid), 83.3[CO,C(CH3)3], 62.6
(B-CH, Ser), 54.5(a-CH), 53.1(a-CH), 52.5 (a-CH), 48.4[SC(CHs)s], 42.2 (B-CH.
Cys), 37.6(CH,), 36.1(CH,), 31.5(CH,), 30.3(CH,), 29.8[SC(CHs3)3], 29.7 (CH,),
28.2(CH,), 28.0[CO,C(CHs3)3], 26.3(CH.), 24.9(CH,), 15.3[SCH3 Met] ppm

CooH1eN40sS3 (676.9)
MS (FAB, 3NBA): 699.3[M+Nal*, 677.3[M+H]", 621.3[M-tBu+H]*, 564.2[M-2tBu]*
HRMS (FAB) fur [M+H]": ber.: 677.2713

gef. 677.2728.

M aleinimidocaproyl-L-methionyl-L-seryl-S-tert-butylthio-L-cystein
MIC-Met-Ser-Cys(StBu)-OH (44)

Eine Losung von 15.1 mg Malenimidocgoroyl-L-methionyl-L-seryl-Stert-butylthio-L-
cystein-tert-butylester (22.3 pmol) in 0.25 ml Methylenchlorid wird mit 0.25 ml
Trifluoresggsaure versetzt. Nadh drel Stunden wird 1 ml Tolud zugegeben und die
Losung im Vakuum aufkonzentriert. Dieser Vorgang wird zweimal wiederholt, wobei das
Produk quantitativ als farbloser Feststoff anfallt.

R:=0.22(Chloroform/Methanad 4:1)
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Smp: 123
[a] = — 48.6(c=0.7,CHCIy/MeOH 2:1)

H-NMR (CDCl4/CD5OD 6:1, 500MHz): 5=7.78 (d, 1H, J=7.6 Hz, NH), 7.71(d, 1 H,
3=7.6 Hz, NH), 7.45(d, 1H, J=7.7 Hz, NH), 6.73(s, 2 H, Maleinimid-CH), 473-4.79
(m, 1H, a-CH), 4.474.55(m, 2 H, 2 * a-CH), 3.89(dd, 1H, J=11.5Hz, J=4.8 Hz,
B-CHaa Ser), 3.75(dd, 1H, J=11.5Hz, J=5.3 Hz, B-CHay Ser), 3.52(t, 2 H, J=7.2 Hz,
MIC-NCH,), 3.26 (dd, 1 H, J=13.7 Hz, J=4.4 Hz, B-CHpa Cys), 3.11 (dd, 1 H,
3=13.7 Hz, J=7.6 Hz, B-CHap Cys), 2.522.58 (m, 2 H, y-CH, Met), 2.24 (t, 2 H,
J=7.5 Hz, MIC), 2.072.16 (M, 1 H, B-CHaza Met), 2.12(s, 3 H, Met-CHs), 1.90-1.99
(M, 1 H, B-CHap Met), 1.56-1.69 (m, 4 H, CH, MIC), 1.26-1.35(m, 2 H, CH, MIC),
1.33[s, 9H, SC(CH=)s] ppm

13 NMR (CDCl5/CDs0D 6:1, 125MHz): = 174.5(C=0), 172.4(C=0), 171.3(2 * C=0
Maleinimid), 170.6(C=0), 134.3(2 * CH Maleinimid), 62.2(8-CHx Ser), 55.0(a-CH),
52.7 (a-CH), 52.3(a-CH), 48.3[SC(CHs)s], 41.7(B-CH> Cys), 37.8(CH), 36.0(CHs),
31.5 (CH,), 30.3 (CH,), 29.9[SC(CHs)s], 28.4 (CHs), 26.4 (CH,), 25.2 (CH,), 15.3
[SCH3 Met] ppm

CasHaoN4OsS; (620.8))
MS (FAB, 3-NBA): 659.3[M+K]*, 643.2[M+Na]*, 621.2[M+H]*
HRMS (FAB) fiir [M+H]": ber.: 621.2087

gef.: 621.2094.

M aleinimidocapr oyl-L-methionyl-L-seryl-S-tert-butylthio-L-cysteyl-N®-(4-tolyl-
diphenylmethyl)-L-lysyl-S-far nesyl-L-cysteinmethylester
MIC-Met-Ser-Cys(StBu)-Lys(Mtt)-Cys(Far)-OMe (45)

Zu einer Lésung von 85.6 mg N@-Fluorenylmethoxycarbonyl-N®@-(4-tolyldiphenyl-
methyl)-L-lysyl-S-farnesyl-L-cysteinmethylester 36 (90.5umol) in 1.6 mI Methylenchlorid
werden 0.4 ml Diethylamin gegeben. Nadh 4 Stunden wird mit 4 ml Essgester verdinrt
und de Loésungsmittel im Vakuum abdestilli ert.

Zu einer Losung von 47.1mg Maleinimidocaoroyl-L-methionyl-L-seryl-S-tert-butylthio-L-
cystein 44 (69.6 pmol, 1 Aquivalent) und dem frisch hergestellten N@-(4-Tolyldipheny!-
methyl)-L-lysyl-Sfarnesyl-L-cysteinmethylester 41 (90.5 umol, 1.3 Aquivalente) in 2 ml
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trockenem Methylenchlorid und 0.1ml Trifluorethano werden 24.2mg EEDQ (90.5umol,
1.3 Aquivalente) gegeben. Nach 13 Stunden wird das Losungsmittel im Vakuum
abdestilliert und dis Produkt durch Flash-Chromatographie (Methylenchlorid/Ethanadl
30:1) isoliert.

Ausbeute: 25.9mg (19.5umol, 28%) eines farblosen, wadhsartigen Feststoff es.

Ri=0.24 (Methylenchlorid/Ethanal 20:1)
Smp: 155 C
[a]5=—47.2(c=0.5,CHCl5)

'H-NMR (CDCl3, 500MHz): 5=7.43(d, 4H, J=7.8 Hz, Mtt-CH), 7.30(d, 2H, J=8.2 Hz,
Mtt-CH), 7.017.26 (m, 8 H, Mtt-CH), 6.68(s, 1 H, Maleinimid-CH), 6.66 (s, 1 H,
Maleinimid-CH), 5.16-5.23 (m, 1 H, CH=C Far), 5.035.11 (m, 2 H, CH=C Far),
4.40-4.75(m, 5H, 5 * a-CH), 3.923.99 (m, 1 H, B-CH,, Ser), 3.66-3.80 (m, 4 H,
B-CHap, Ser, COOCHa), 3.44-3.52 (m, 2 H, MIC-NCH,), 3.05-3.22 (m, 4 H, B-CH,
CySssy, 0-CH, Far), 2.94(dd, 1H, J=14.8Hz, J=4.9 Hz, B-CH.4 Cysra), 2.84(dd, 1H,
J=14.1Hz, J=7.2 Hz, B-CHap CySra), 2.48-2.62(m, 4 H, y-CH, Met, e-CH, Lys), 2.29
(b, 3H, Mtt-CHs), 2.19-2.28 (m, 2 H, MIC), 1.822.15(m, 14 H, B-CH, Met, SCH5
Met, CHa, Lys, CH, Far), 1.45-1.72(m, 9 H, CH, MIC, CH, Lys), 1.67(s, 3H, CHj
Far), 1.65(s, 3H, CHs Far), 1.59(s, 6 H, CH3 Far), 1.24-1.41[m, 11H, SC(CH3)3, CH
MIC] ppm

3C-NMR (CDCl; 125MHz): &= 173.4(C=0), 171.1(C=0), 170.9(C=0), 170.5(C=0),
146.5 (quart, Mtt), 143.2(quart, Mtt), 1401 (quart, Far), 135.5(quart, Mtt), 135.3
(quart, Far), 134.1(2 * CH Maleinimid), 131.3(quart, Far), 128.6(Mtt, 3 CH), 127.8
(Mtt, CH), 126.2(Mtt, CH), 124.3(Far-CH), 123.8(Far-CH), 119.5(Far-CH), 70.6
(quart, Mtt), 62.3 (B-CH, Ser), 54.3 (a-CH), 535 (a-CH), 52.8 (a-CH), 52.5
(COOCH3), 51.8(a-CH), 48.6 (CH,), 48.4[SC(CHs)s], 41.0(CH,), 39.7 (CH,), 37.6
(CH,), 36.2(CH,), 36.1(CH,), 32.8(CH,), 31.0(CH,), 30.9(CH,), 30.3(CH,), 29.8
[SC(CHa)s], 29.7 (CH,), 28.3(CH,), 28.2(CH,), 26.7 (CH,), 265 (CH,), 26.4(CH,),
26.3 (CH,), 25.7 (Far-CH3), 24.9 (CH,), 21.0 (Mtt-CHg), 17.7 (Far-CH3), 16.2
(Far-CH3), 16.0(Far-CHg) 15.4(SCH3 Met) ppm

C70Ho9gN7010S4 (1326.84
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MS (FAB, 3-NBA): 1348.5 [M+Na]*, 1326.5 [M+H]*, 1248.4 [M-CeHs]", 1334.5
[M-CeHaCHa]*, 1070.5M-Mtt+H]*, 257.1[Mtt]".

M aleinimidocapr oyl-L-methionyl-L-seryl-S-tert-butylthio-L-cysteyl-L-lysyl-S-
farnesyl-L-cysteinmethylester

MIC-Met-Ser-Cys(StBu)-Lys-Cys(Far)-OMe (43b)

Eine Losung von 9.5mg Maleinimidocgoroyl-L-methionyl-L-seryl-S-tert-butylthio-L-cys-
teyl-N®-(4-tolyldiphenylmethyl)-L-lysyl-S-farnesyl-L-cysteinmethylester 45 (7.16 pmol,
1 Aquivalent) in 0.8 ml einer 1%igen Lésung von Trifluoressgsaure in Methylenchlorid
wird mit 11.4 pl Triethylsilan (71.6 umol, 10 Aquivalente) versetzt. Nach 60 Minuten
werden 0.9 ml ener 1%igen Losung von Ethyldimethylamin in Methylenchlorid
zugegeben, das LoOsungsmittel im  Vakuum abdestilliert und dis Produk Uber
Groéenauschlusschromatographie an Sephadex LH-20 (CHCl3/MeOH 1:1) isoliert.
Ausbeute: 5.8mg (5.42umol, 76 %) eines farblosen, wadsartigen Feststoff es.

Smp: 155
[a] 5= —59.0(c=0.2,CHCly/MeOH 2:1)

'H-NMR (CDCI5/CD;0D 6:1, 500MHz): 3=6.74 (s, 2 H, Maeinimid-CH), 5.21(t, 1 H,
J=7.3 Hz, CH=C Far), 5.085.14 (m, 2 H, CH=C Far), 4.63 (dd, 1 H, J=8.1 Hz,
J=5.0 Hz, a-CH), 4.60 (dd, 1 H, J=8.5 Hz, J=5.7 Hz, a-CH), 4.42-4.56 (m, 2 H,
2 * a-CH), 4.38(t, 1H, J=4.7 Hz, a-CH), 3.92(dd, 1H, J=11.4Hz, J=4.7 Hz, B-CH.4
Ser), 3.81(dd, 1H, J=11.4Hz, J=5.0Hz, B-CH,, Ser), 3.76(s, 3H, COOCHj3), 3.52(t,
2 H, J=7.2 Hz, 2 MIC-NCH,), 3.18-3.26 (m, 2 H, a-CHy, Far, B-CH, Cyssgy), 3.12
(dd, 1H, J=13.5Hz, J=7.5 Hz, a-CH.y, Far), 3.08(dd, 1 H, J=13.6 Hz, J=8.5 Hz,
B-CHzp Cyssipy), 2.932.99 (m, 3 H, B-CHzy CySra, €-CH, Lys), 2.80 (dd, 1 H,
J=13.9 Hz, J=8.2 Hz, B-CHyp CySra), 2.522.61 (m, 2 H, y-CH, Met), 2.30(td, 2 H,
J=7.5Hz, J=2.3Hz, MIC), 1.92-2.16(m, 14 H, B-CH, Met, SCH3 Met, CHy, Lys, CH;
Far), 1.59-1.79(m, 7H, CH, MIC, CH, Lys), 1.68(s, 6 H, CHs Far), 1.61(s, 6 H, CH3
Far), 1.411.50(m, 2H, CH, Lys), 1.36-1.39[m, 11H, SC(CHa3)3, CH, MIC] ppm

13C-NMR (CDCI4/CD30D 6:1 125 MHz): 3=175.4 (C=0), 173.1(C=0), 172.2(C=0),
171.5(C=0), 171.4(C=0 Maleinimid), 171.3(C=0), 140.3(quart, Far), 135.6(quart,
Far), 134.4(2 * CH Maenimid), 131.5(quart, Far), 124.5(Far-CH), 124.0(Far-CH),
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119.8 (Far-CH), 61.9 (3-CH, Ser), 55.9 (a-CH), 54.0 (a-CH), 53.4 (a-CH), 53.0
(a-CH), 52.7(COOCH3), 52.4(a-CH), 40.7(CH,), 39.9(CH,), 39.7(CH,), 37.8(CHy),
36.0 (CH,), 32.7 (CH,), 31.0 (CH,), 30.8(CH,), 30.5(CH,), 30.0[SC(CH3)3], 29.7
(CH.), 28.5(CHy), 26.9(CH,), 26.7 (CH,), 26.5(CH,), 25.8 (Far-CHs), 25.3 (CHy),
22.2(CHj), 17.8(Far-CHa), 16.2(Far-CHs), 16.1(Far-CHs), 15.4(SCH; Met) ppm

CsoHgaN7010S4 (1070.50

MS (FAB, 3-NBA): 1070.5[M+H]*

HRMS (FAB) fur [M+H]*: ber.: 1070.516
gef.: 1070.519.

N-Allyloxycar bonyl-S-hexadecyl-L-cystein-tert-butylester

Aloc-Cys(Hd)-OtBu

Eine Losung von 1.1g Bis(N-Allyloxycarbonyl)-L-cystin-bis(tert-butylester) (2.11 mmol,
1 Aquivalent) und 587ul Triethylamin (4.23 mmol, 2 Aquivalente) in 15 ml absolutem
Methylenchlorid wird mit 1.3 g mg Dithiothreitol (8.45 mmol, 4 Aquivalente) versetzt.
Nadh zwei Stunden wird mit 50 ml Methylenchlorid verdiinrt und deimal mit je 50 ml
Wassr gewaschen. Nadh Trocknen dker MgSO, und Filtrieren der vereinigten
organischen Phasen wird das Losungsmittel im Vakuum abdestilli ert.

Der so erhatene rohe N-Allyloxycarboryl)-L-cystein-tert-butylester (4.22 mmol, 1 Aqui-
valent) wird in 10 ml absolutem DMF gel6st und mit 704 pl Triethylamin (5.07 mmol,
1.2 Aquivalente) und 1.55ml Hexadegylbromid (5.07 mmol, 1.2 Aquivalente) versetzt.
Nadh drei Tagen wird mit 50 ml Esdgester verdinrt und de organische Phase
nadcheinander zweimal mit je 50 ml 0.5 N Salzsdure, zweima mit je 50 einer geséttigten
NaHCOs-Losung und 50ml einer geséttigten NaCl-Losung extrahiert. Nach Trocknen Glber
MgSO, wird filtriert, das Losungsmittel im Vakuum abdestilli ert und das Produkt durch
Flash-Chromatographie isoli ert (Hexan/Essgester 5:1).

Ausbeute: 1.199 (2.46mmol, 58 % uiber beide Stufen) eines farblosen Oles, das zu einem
Feststoff mit einem Schmelzpunkt unter 30 °C erstarrt.

'H-NMR (CDCls, 500 MHz): 3=5.87-5.96 (m, 1 H, CH»=CH-CH,0), 5.54 (d, 1 H,
J=7.5Hz, NH), 5.32(d, 1 H, J=17.2 Hz, CHz:=CH-CH,0), 5.21(d, 1 H, J=10.5Hz,
CH.,=CH-CH,0), 4.58(d, 2 H, J=5.4 Hz, CH,=CH-CH,0), 4.43-4.49(m, 1 H, a-CH
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Cys), 2.96-2.99(m, 2 H, B-CH, Cys), 2.53(t, 2 H, J=7.4 Hz, 2 a-CH, Hd), 1.56-1.62
(m, 2 H, B-CH, Hd), 1.48[s, 9H, CO,C(CHa)3], 1.27-1.38(m, 2 H, B-CH, Hd), 1.25[s,
24 H, CH3(CH2)12(CH,)3CS], 0.88(t, 3H, J=6.9 Hz, w-CH3 Hd) ppm

3C-NMR (CDCl3, 125MHz): 3= 169.8(C=0), 155.6(C=0 Urethan), 132.7(CH,=CH-
CH,0), 117.8 (CH,=CH-CH,0), 82.7 [CO,C(CH3)s], 65.8 (CH,=CH-CH,0), 54.1
(a-CH Cys), 34.7 (SCH,), 33.0 (SCHp), 29.7 (CH,), 29.7 (CH.), 29.6 (CH,), 29.5
(CH>), 29.4(CH,), 29.2(CH5), 28.8(CH,), 28.0[CO,C(CHs)3], 22.7(CH,), 14.1(CHs

Hd) ppm

CoHsiNO,S (485.76
MS (El, 125 T): 485.4[M]" (2 %), 429.3[M-tBU]* (2 %), 384.3[M-tBu-CO,]* (51 %)
HRMS (El)  ber.: 485.3539

gef.: 485.3535.

Bis(N-Fluor enylmethoxycar bonyl)-L-cystin-bis(tert-butylester)

(Fmoc-Cys-OtBu),

Eine Losung von 800mg Cystin-bis(tert-butylester) (2.27 mmol, 1 Aquivalent) in 50 ml
absolutem Methylenchlorid wird mit 788 pl Triethylamin (5.67 mmol, 2.5 Aquivaente)
und 1.47g Fluorenylmethoxycarborylchlorid (5.67 mmol, 2.5Aquivalente) versetzt. Nach
19 Stunden wird dreima mit 35 ml 0.5N Salzsdure und anschli ef3end mit 50 ml geséttigter
NaCl-Losung extrahiert. Nach Trocknen Uker MgSO,4 wird filtriert und das Losungsmittel
im Vakuum abdestilli ert.

Ausbeute: 1.989 elnes farblosen Schaumes

Ri=0.19 (Hexan/Essgester 5:1)
Smp: 75 °C
[a]5 = — 6.26(c=0.99,CHCl)

'H-NMR (CDCls, 500 MHz): 3=7.70-7.76 (m, 4 H, Fmoc-CH), 7.55-7.61 (m, 4 H,
Fmoc-CH), 7.33-7.40(m, 4 H, Fmoc-CH), 7.24-7.30(m, 4 H, Fmoc-CH), 5.76(d, 2H,
J=7.5 Hz, NH), 4.4.534.59 (m, 2 H, a-CH Cys), 4.3+4.39 (m, 4 H, Fmoc-CH,),
4.164.20 (m, 2 H, Fmoc-CH), 3.13-3.25 (m, 4 H, B-CH, Cys), 1.43[s, 18 H,
CO,C(CH3)s] ppm
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3C-.NMR (CDCl;, 125 MHz): &= 169.3 (C=0), 155.7 (C=O Urethan), 143.8 (quart,
Fmoc), 143.8(quart, Fmoc), 141.3(quart, Fmoc), 127.7(Fmoc-CH), 127.0(Fmoc-CH),
125.1 (Fmoc-CH), 119.9 (Fmoc-CH), 83.1 [CO,C(CHs)s], 67.2 (Fmoc-CHy), 54.1
(a-CH), 471 (Fmoc-CH), 41.9(B-CH), 28.0[CO,C(CH3)3] ppm

CaaHagN20sS; (796.99
MS (FAB, 3-NBA): 819.4[M+Na]*, 797.4[M+H]", 685.3[M-2tBu+H]".

S-Hexadecyl-L-cystein-tert-butylester

H-Cys(Hd)-OtBu (46)

Zu einer Losung von 500mg L-Cystin-bis(tert-butylester) 9 (2.27 mmol, 1 Aquivalent) in
10 ml absolutem Methylenchlorid werden urter Argon 630ul Triethylamin (4.54 mmol,
2 Aquivalente) und 1.40g Dithiothreitol (9.08 mmol, 4 Aquivalente) gegeben. Nach 100
Minuten wird de Losung mit weiteren 40ml Methylenchlorid verdiinrt und deimal mit je
50 ml Wasser extrahiert. Nadh Trocknen Uler MgSO,, Filtrieren und Abdestilli eren des
Lésungsmittels erhdlt man ein farbloses O, das in 10 ml absoluten DMF aufgenommen
wird. Diese Losung wird mit 630l Triethylamin (4.54mmol, 2 Aquivalente) und 2.77ml
Hexadegylbromid (9.08 mmol, 4 Aquivalente) versetzt. Nach zwei Tagen werden 50 ml
Wassr zugegeben und adeimal mit je 50 ml Diethylether extrahiert. Nadh Trocknen Uler
MgSO,, Filtrieren und Abdestilli eren des Losungsmittels wird das Produk durch Flash-
Chromatographie isoliert (Hexan/Essgsaureghylester 2:1).

Ausbeute; 723mg (1.80mmol, 40%) eines farblosen Ols.

Ri=0.17 (Hexan/Esdgester 2:1)
[a]5=-3.5(c=2.0,CHCl5)

'H-NMR (CDCls, 500MHz): 5=3.52(dd, 1H, J=7.3 Hz, J=4.7 Hz, a-CH Cys), 2.89(dd,
1 H, J=13.3Hz, J=4.6 Hz, B-CH2a Cys), 2.74(dd, 1H, J=13.3Hz, J=7.3 Hz, 3-CHap
Cys), 2.54(t, 2 H, J=7.4Hz, a-CH, Hd), 2.00(s, 2 H, NH,), 1.53-1.61(m, 2 H, -CH,
Hd), 1.48[s, 9 H, CO,C(CHa)s], 1.3:1.39 (m, 2 H, y-CH, Hd), 1.25[s, 24 H,
CH3(CH2)12(CH2)3S], 0.88(t, 3H, J=6.8 Hz, c>-CH3 Hd) ppm
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13C-NMR (CDCl3, 125MHz): 8= 173.2(C=0), 81.6[CO,C(CHs)3], 54.7(a-CH Cys), 37.4
(CH,), 32.8(CH.), 31.9(CH,), 29.7(CHy), 29.7 (CH,), 29.6(CH,), 29.5(CH.), 29.4
(CHy), 29.2(CH,), 28.8(CH,), 28.0[CO,C(CHs)3], 22.7(CHy), 14.1(CHs Hd) ppm

CasHaNO,S (401.69
MS (FAB, 3:NBA): 402.4[M+H]", 346.3[M-tBu+H]".

N-Fluor enylmethoxycar bonyl-L-methionyl-L-seryl-S-hexadecyl-L-cystein-tert-
butylester

Fmoc-Met-Ser-Cys(Hd)-OtBu (47)

Zu ener Losung von 600 mg N-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-methionyl-L-serin 12
(1.31 mmol, 1.1 Aquivaente) und 478 mg SHexadegyl-L-cystein-tert-butylester 46
(1.19 mmol, 1 Aquivalent) in 7 ml absolutem Dimethylformamid werden 382mg EEDQ
(1.55 mmol, 1.3 Aquivalente) gegeben. Nach dréi Tagen wird de Losung mit 50 ml
Esdgsaureghylester verdinrt und racheinander zweima mit 50 ml 0.5 N Salzsaure,
zweimal mit 50 ml geséttigter NaHCO3-Losung und geséttigter NaCl-Losung extrahiert.
Nadh Trocknen tlker MgSO,4 wird filtriert, das Losungsmittel abdestilli ert und das Produkt
durch Flash-Chromatographie (Hexan/Essgsauredhylester 1:1) isoliert.

Ausbeute: 639mg (0.759mmol, 64 %) eines farblosen Feststoff es.

R=0.19(Methylenchlorid/Ethand 30:1)
Smp: 114 C
[a]=—12.3(c=1.5,CHCl5)

IH-NMR (CDCls, 500 MHz): 5=7.76 (d, 2 H, J=7.5 Hz, Fmoc-CH), 7.59 (dd, 2 H,
J=7.4 Hz, J=3.8 Hz, Fmoc-CH), 7.40 (t, 2 H, J=7.4 Hz, Fmoc-CH), 7.32(t, 2 H,
J=7.4Hz, Fmoc-CH), 7.03-7.09(m, 2 H, NH), 5.50(d, 1H, J=7.4 Hz, NH), 4.61-4.69
(m, 1H, a-CH), 4.48-4.54(m, 1H, a-CH), 4.384.45(m, 3H, Fmoc-CH,, a-CH), 4.22
(t, 1 H, J=6.9 Hz, Fmoc-CH), 4.05-4.12 (m, 1 H, B-CHaza Ser), 3.623.71 (m, 1 H,
B-CHa, Ser), 2.98 (dd, 1 H, J=13.8 Hz, J=4.5 Hz, B-CH, Cys), 2.91 (dd, 1 H,
J=13.6 Hz, J=6.1 Hz, B-CHap Cys), 2.522.61 (m, 2 H, y-CH, Met), 2.50 (t, 2 H,
J=7.4 Hz, a-CH, Hd), 2.11 (s, 3 H, SCH3 Met), 2.082.16 (M, 1 H, B-CHz Met),
1.952.03 (m, 1 H, B-CHz, Met), 1.49-1.58 (m, 2 H, B-CH, Hd), 1.47 [s, 9 H,
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CO,C(CHg)g], 1.22-1.38[m, 26 H, CH3(CH2)13(CH>).S], 0.88(t, 3H, J=6.9Hz, w-CH3
Hd) ppm

13C-NMR (CDCl3, 125MHz): 8=171.8(C=0), 170.2(C=0), 169.7(C=0), 156.2(C=0
Urethan), 143.8 (quart, Fmoc), 143.7 (quart, Fmoc), 141.3 (quart, Fmoc), 127.7
(Fmoc-CH), 127.1 (Fmoc-CH), 125.1 (Fmoc-CH), 120.0 (Fmoc-CH), 83.1
[CO,C(CH3)3], 67.2 (Fmoc-CHy), 62.9 (B-CH, Ser), 54.5(a-CH), 54.0 (a-CH), 52.6
(a-CH), 47.1(Fmoc-CH), 34.0(CH,), 32.7(CHy), 32.0(CH,), 31.9(CH), 30.1(CH,),
29.7 (CHp), 29.7(CHy), 29.6(CH,), 29.6(CH,), 29.5(CHy), 29.4(CH,), 29.3(CH,),
28.8(CHy), 28.0[CO,C(CH3)3], 22.7(CHy), 15.3(SCH3 Met), 14.1(CHz Hd) ppm.

CaeH71N307S; (842.20
MS (FAB, 3NBA): 864.5[M+Na", 842.7[M-+H]", 786.4[M-tBu+H]".

Elementaranayse:
ber.. C:65.60% H:850% N:4.99%
gef.. C:65.55% H:8.36% N:4.97%.

L-Methionyl-L-seryl-S-hexadecyl-L-cystein-tert-butylester

H-M et-Ser-Cys(Hd)-OtBu

Zu einer Losung von 30 mg N-Fuorenylmethoxycarbornyl-L-methionyl-L-seryl-S-
hexadecyl-L-cystein-tert-butylester 47 (35.6 umol) in 2 ml Methylenchlorid werden 2 ml
Diethylamin gegeben. Nadh zwel Stunden werden 3 ml Chloroform zugegeben und de
fluchtigen Komporenten im Vakuum abdestilli ert. Das Produkt wird duch Flash-
Chromatographie (Methylenchlorid/Ethand 20:1, dann Chloroform/Methanadl 8:1) isoli ert.
Ausbeute: 13mg (21.0umol, 59%) eines farblosen Feststoff es.

Rt=0.30(Chloroform/Methanadl 8:1)
Smp: 48 °C
[a]5 = — 22.0(c=0.6,CHCl5)

'H-NMR (CDCls, 500 MHz): 3=8.12 (d, 1 H, J=7.6 Hz, NH), 4.61-4.69 (dd, 1 H,
J=13.1 Hz, J=5.5 Hz, a-CH), 4.524.58 (m, 1 H, a-CH), 4.04 (dd, H, J=11.5 Hz,
J=3.9 Hz, B-CHya Ser), 3.64-3.72 (m, 2 H, B-CHzp Ser, a-CH Met), 2.99 (dd, 1 H,
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J=13.6 Hz, J=4.8 Hz, B-CHy, Cys), 2.90(dd, 1 H, J=13.6 Hz, J=6.0 Hz, B-CHy, Cys),
2.76 (b, 2H, NH,), 2.63(t, 2 H, J=7.2 Hz, y-CH, Met), 2.51(t, 2 H, J=7.4Hz, a-CH,
Hd), 2.132.23(m, 1 H, B-CH., Met), 2.11(s, 3 H, SCH3 Met), 1.82-1.92 (m, 1 H,
B-CHap Met), 1.49-1.58(m, 2 H, B-CH, Hd), 1.47[s, 1H, CO,C(CH3)3], 1.22-1.38[m,
26 H, CH3(CH2)13(CH2)2S], 0.87(t, 3H, J=6.9Hz, w-CHs Hd) ppm

3C.NMR (CDCl;, 125 MHz): 8=174.7 (C=0), 170.6 (C=0), 169.7 (C=0), 83.0
[CO,C(CHs)3], 63.0(B-CH, Ser), 54.2(a-CH), 54.1(a-CH), 52.6(a-CH), 34.0(CHy),
335 (CHy), 32.7(CH,), 31.9(CH,), 30.4(CH.), 29.7(CH,), 29.7 (CH,), 29.6 (CH,),
29.6 (CH.), 29.4(CH,), 29.3(CH,), 28.8(CH,), 28.0[CO,C(CH3)3], 22.7(CH,), 15.3
(SCH3 Met), 14.1(CHs Hd) ppm.

C31He1N305S; (619.97
MS (FAB, 3-NBA): 620.4[M+H]", 564.4M-tBu+H]"
HRMS (FAB) fur [M+H]": ber.: 620.4131

gef.: 620.4143.

Maleinimidocaproyl-L-methionyl-L-seryl-S-hexadecyl-L-cystein-tert-butylester
MIC-Met-Ser-Cys(Hd)-OtBu

Zu ener Losung von 203 mg N-Fluorenylmethoxycarbonyl-L-methionyl-L-seryl-S
hexadecyl-L-cystein-tert-butylester 47 (0.242mmol) in 4 ml Methylenchlorid werden 4 ml
Diethylamin gegeben. Nadh 1.5 Stunden werden 3 ml Chloroform zugegeben, de
fluchtigen Komponrenten im Vakuum abdestilli ert und der Rickstand in 2 ml Methylen-
chlorid aufgenommen. Zu deser Losung werden 56.1 mg Maleinimidocgoronsaure
(0.266 mmol, 1.1 Aquivalente) und 77.6mg EEDQ (0.314 mmol, 1.3 Aquivaente)
gegeben. Nadh 15 Stunden wird das Losungsmittel im Vakuum abdestilli ert, der Rickstand
in 40 ml Esdgester aufgenommen und je zweima mit 40 ml 0.5 N Salzsaure und
gesattigter NaHCOs-L6sung sowie @nmal mit 40 ml geséttigter NaCl-Ldsung extrahiert.
Nad Trocknen Uber MgSO, wird filtriert, das Losungsmittel abdestilli ert und das Produld
durch Flash-Chromatographie (Methylenchlorid/Ethand 20:1, aternativ: Hexan/Essgester
1:3) isoliert.

Ausbeute: 135mg (0.166mmol, 69%) eines farblosen Feststoff es.

R=0.21(Methylenchlorid/Ethand 20:1)
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Smp: 88 C
[a]5=—12.0(c=1.0,CHCl5)

'H-NMR (CDCl3, 500MHz): 3=7.12(d, 2 H, J=7.7 Hz, NH), 6.69(s, 2 H, Maeinimid-
CH), 6.40(d, 1H, J=7.5Hz, NH), 4.604.68(m, 2 H, 2 * a-CH), 4.49-4.54(m, 1 H,
a-CH), 4.54-4.58(m, 1 H, a-CH), 4.06(dd, 1H, J=11.4Hz, J=3.6 Hz, B-CHa, Ser),
3.69(dd, 1H, J=11.5Hz, J=5.5Hz, B-CH.p, Ser), 3.51(t, 2 H, J=7.2 Hz, MIC-NCH),),
2.99(dd, 1H, J=13.7Hz, J=4.7 Hz, B-CHa, Cys), 2.91(dd, 1H, J=13.6Hz, J=6.2 Hz,
B-CHap Cys), 2.53-2.61(m, 2 H, y-CH, Met), 2.52(t, 2 H, J=7.4 Hz, a-CH, Hd), 2.22
(t, 2 H, J=7.5 Hz, MIC), 2.08-2.14 (m, 1 H, B-CH,, Met), 2.12(s, 3 H, Met-CHy),
1.96-2.04(m, 1H, B-CHa, Met), 1.50-1.70(m, 6 H, CH, MIC, B-CH, Hd), 1.48[s, 9H,
CO,C(CH3)3], 1.22-1.37 [m, 28 H, CHs(CHy)15(CH2):S, CH, MIC], 0.88 (t, 3H,
J=6.9Hz, w-CH3 Hd) ppm

13C-NMR (CDCl3, 125MHz): 8= 173.1(C=0), 171.5(C=0), 170.9(2 C=0 Maleinimid),
170.1 (C=0), 169.7 (C=0), 134.1(2 * CH Maleinimid), 83.1 [CO,C(CHs)3], 62.7
(B-CH3 Ser), 54.5 (a-CH), 52.5 (a-CH), 52.5 (a-CH), 37.6 (NCH; in Aminocapron-
séure), 36.2(CHy), 34.0(CH,), 32.6(CHy), 31.9(CH,), 31.3(CHy), 30.3(CHy), 29.7
(CHy), 29.7 (CH.), 29.6(CHy), 29.5(CH,), 29.4(CHy), 29.2(CH,), 28.8(CH,), 28.2
(CHy), 28.0[CO,C(CHs)3], 26.3(CH.), 24.9(CH,), 22.7(CHy), 15.3(SCH3 Met), 14.1
(CH3 Hd) ppm

CatH72N4OsS; (813.49
MS (FAB, 3-NBA): 835.5[M+Na]*, 813.5[M+H]", 757.4[M-tBu+H]*
HRMS (FAB) fiir [M+Nal*: ber.: 835.4689

gef.: 835.4727.

M aleinimidocapr oyl-L-methionyl-L-seryl-S-hexadecyl-L-cystein
MIC-Met-Ser-Cys(Hd)-OH (48)

Mal einimidocgproyl-L-methionyl-L-seryl-S-hexadecyl-L-cystein-tert-butylester (61.0 mg,
75.0 ymol) wird in 0.25ml Methylenchlorid gelst und mit 0.25 ml Trifluoressgsaure
versetzt. Nach drel Stunden werden 4 ml Tolud zugegeben und de Lésung im Vakuum
aufkonzentriert. Dieser Vorgang wird zweimal wiederhadlt, wobei das Prodult quantitativ
asfarbloser Feststoff anfallt.
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Smp: 141 C

[a]=—9.6(c=1.0,CHCI3MeOH 2:1)

'H-NMR (CDCl4/CD30D 6:1, 500MHz): 5=6.72(s, 2 H, Maleinimid-CH), 4.48-4.70(m,
3 H, 3* a-CH), 3.88-3.93(m, 1 H, B-CHa, Ser), 3.73-3.78(m, 1 H, B-CHap, Ser), 3.52
(t, 2H, J=7.2 Hz, MIC-NCH,), 3.04(dd, 1H, J=13.8Hz, J=4.4 Hz, B-CHa, Cys), 2.95
(dd, 1H, J=13.9Hz, J=6.8 Hz, B-CHyy, Cys), 2.49-2.58(m, 4 H, y-CH, Met, a-CH, Hd),
2.24(t, 2 H, J=7.3Hz, MIC), 2.06-2.16(m, 1 H, B-CHy, Met), 2.11(s, 3H, Met-CHs),
1.90-1.98(m, 1 H, B-CH.p, Met), 1.53-1.69(m, 6 H, CH, MIC, B-CH, Hd), 1.22-1.41
[m, 28H, CH3(CH2)15(CH,)2S, CH2 MIC], 0.88(t, 3H, J=6.8 Hz, w-CH3 Hd) ppm

13C-NMR (CDCI5/CDs0OD 6:1, 125MHz): 8= 174.4(C=0), 172.7(C=0), 172.4(C=0),
171.3(2 * C=0 Maleinimid), 170.6(C=0), 134.3(2 * CH Maleinimid), 62.4 (3-CH.
Ser), 55.0(a-CH), 52.6(a-CH), 52.3(a-CH), 37.8(NCH, in Aminocapronséure), 36.0
(CHy), 33.7(CH,), 32.6(CHy>), 32.0(CH,), 31.6(CHy), 30.3(CH,), 29.8(CHy), 29.8
(CH,), 29.7(CH,), 29.7(CH,), 29.5(CHy), 29.4(CH,), 29.0(CH,), 28.3(CH.), 26.4
(CHy), 25.1(CH,), 22.8(CH,), 15.3(SCH3 Met), 14.2(CH3 Hd) ppm

Ca7HeaN4OsS; (757.08
MS (FAB, 3NBA): 779.5[M+Na]*, 7574 [M+H]*
HRMS (FAB) fiir [M+Na]*: ber.: 779.4063

gef.: 779.3996.

M aleinimidocapr oyl-L-methionyl-L-seryl-S-hexadecyl-L-cysteyl-N®-(4-tolyldiphenyl-
methyl)-L-lysyl-S-far nesyl-L-cysteinmethylester
MIC-Met-Ser-Cys(Hd)-Lys(Mtt)-Cys(Far)-OMe (49)

Zu einer Losung von 90.0 mg N®-Fluorenylmethoxycarbonyl-N®@-(4-tolyldiphenyl-
methyl)-L-lysyl-S-farnesyl-L-cysteinmethylester 36 (95.1umol) in 1.6 ml Methylenchlorid
werden 0.4 ml Diethylamin gegeben. Nadh 4 Stunden wird mit 4 ml Essgester verdinrt
und de Loésungsmittel im Vakuum abdestilli ert.

Eine Lésung von 55.9mg Maleinimidocagoroyl-L-methionyl-L-seryl-S-hexadegyl-L-cystein
48 (73.8pmol, 1 Aquivalent) und dem frisch hergestellten N@-(4-Tolyldiphenylmethyl)-L-
lysyl-S-farnesyl-L-cysteinmethylester 41 (95.9 umol, 1.3 Aquivalente) in 5 ml trockenem
Methylenchlorid und 0.1ml Trifluorethand wird mit 23.7mg EEDQ (959 umol, 1.3Aqui-
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valente) versetzt. Nach 15 Stunden wird das Losungsmittel im Vakuum abdestilli ert und
das Produk durch Flash-Chromatographie (Methylenchlorid/Ethanadl 30:1) isoliert.
Ausbeute: 28.3mg (19.3umol, 26 %) eines farblosen, wadhsartigen Feststoffes.

R:=0.22(Methylenchlorid/Ethand 20:1)
Smp: 175 T
[a]=—21.2(c=1.0,CHCl5)

'H-NMR (CDCI3/CDs0OD 6:1, 500MHz): 5=7.42 (d, 4 H, J=7.6 Hz, Mtt-CH), 7.22-7.33
(m, 2H, Mtt-CH), 7.24-7.34(m, 6 H, Mtt-CH), 7.13-7.20(m, 2 H, Mtt-CH), 7.05-7.09
(m, 2 H, Mtt-CH), 6.71 (s, 1 H, Maleinimid-CH), 6.70 (s, 1 H, Maleinimid-CH),
5.155.23 (m, 1 H, CH=C Far), 5.055.12(m, 2 H, CH=C Far), 4.344.64 (m, 5 H,
5 * a-CH), 3.88-3.95(m, 1 H, B-CHy, Ser), 3.69-3.78(m, 1 H, B-CHyp, Ser), 3.69(s,
3 H, COOCHs), 3.47-3.55(m, 2 H, MIC-NCH,), 3.21(dd, 1H, J=13.1Hz, J=8.2 Hz,
a-CHa, Far), 3.09 (dd, 1H, J=13.1 Hz, J=7.4 Hz, a-CHay, Far), 2.90-2.98 (m, 4 H,
B-CH, Cysyg, B-CHaa Cysy), 2.79(dd, 1 H, J=13.8 Hz, J=7.8 Hz, B-CHy, Cysra),
2.452.58 (m, 6 H, y-CH, Met, a-CH, Hd, e-CH, Lys), 2.30 (b, 3 H, Mtt-CH3),
2.18-2.26(m, 2 H, MIC), 1.82-2.15(m, 14 H, B-CH, Met, SCH; Met, CHy, Lys, CH,
Far), 1.48-1.69(m, 11H, CH, MIC, CH, Lys, B-CH, Hd), 1.68(s, 3H, CH3 Far), 1.67
(s, 3H, CH3z Far), 1.60(s, 6 H, CH3 Far), 1.19-1.39[m, 28H, CH3(CH>)13(CH>),S, CH,
MIC], 0.88(t, 3H, J=6.8 Hz, w-CH3 Hd) ppm

13C-NMR (CDCI5/CD30D 6:1 125 MHz): &= 174.3(C=0), 172.2(C=0), 172.1(C=0),
171.2(2 * C=0 MIC), 170.6(C=0), 176.9(C=0), 169.4(C=0), 146.4(quart, Mtt),
143.3 (quart, Mtt), 140.1 (quart, Far), 135.8 (quart, Mtt), 135.4 (quart, Far), 134.2
(2 * CH Maeinimid), 131.4(quart, Far), 128.7(Mtt, 3 CH), 127.8(Mtt, CH), 126.2
(Mtt, CH), 124.4(Far-CH), 123.9(Far-CH), 119.6(Far-CH), 70.7 (quart, Mtt), 62.1
(B-CH; Ser), 54.9 (a-CH), 53.6 (a-CH), 53.0 (a-CH), 52.8 (a-CH), 52.5(COOCHs3),
52.1(a-CH), 43.6(CHy), 39.8(CHy), 37.7(CHy), 35.9(CHy), 33.9(CHy), 33.5(CH,),
32.8(CHy), 32.6(CH,), 32.4(CH,), 32.0(CHy,), 31.3(CHy), 30.6 (CH,), 30.3(CH,),
29.8 (CHy), 29.7(CH,), 29.7(CHy), 294 (CHy), 29.0(CH,), 28.3(CH,), 26.8(CHy),
26.6 (CHy), 26.4 (CHy), 26.3 (CH,), 25.7 (Far-CH3), 25.0 (CH,), 22.8 (CH,), 20.9
(Mtt-CH3), 17.7(Far-CH3), 16.2(Far-CH3), 16.0(Far-CHs) 15.4(SCH3 Met) 14.1(CHs

Hd) ppm
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CazH12N7010Ss (1436.09
MS (FAB, 3NBA): 1484.6 [M+N&*, 1462.4 [M+H]", 1460.4 [M-H]', 1384.5
[M-CeHs-H]*, 1371.5M-CgHaCH3]*, 1206.6M-Mtt+H]*, 257.2[Mtt]".

M aleinimidocapr oyl-L-methionyl-L-seryl-S-hexadecyl-L-cysteyl-L-lysyl-S-farnesyl-L-
cysteinmethylester

MIC-Met-Ser-Cys(Hd)-Lys-Cys(Far)-OMe (43c)

Eine Losung von 14.9 mg Maleinimidocgproyl-L-methionyl-L-seryl-S-hexadecyl-L-cys-
teyl-N®-(4-tolyldiphenylmethyl)-L-lysyl-S-farnesyl-L-cysteinmethylester 49 (10.2 pmol,
1 Aquivalent) in 0.8 ml 1%iger TFA-Losung in Methylenchlorid wird mit 16.2 ul Tri-
ethylsilan (102 pmol, 10 Aquivalente) versetzt. Nach 50 Minuten werden 0.9 ml einer
1%igen Losung von Ethyldimethylamin in Methylenchlorid zugegeben, das Losungsmittel
im Vakuum abdestilliert und dis Produkt Uber Grolenausschlusschromatographie an
Sephadex LH-20 (CHCIs/MeOH 1:1) isoliert.

Ausbeute: 11.9mg (9.86umol, 97 %) eines farblosen, wadhsartigen Feststoffes.

Smp: 193 T
[a]5 = —39.0(c=0.3,CHCI/MeOH 2:1)

'H-NMR (CDCI5/CD30D 6:1, 500MHz): 5=6.74 (s, 2 H, Maeinimid-CH), 5.20(t, 1 H,
J=7.3 Hz, CH=C Far), 5.065.13 (m, 2 H, CH=C Far), 4.63(dd, 1 H, J=8.2 Hz,
J=5.0 Hz, a-CH), 4.42-4.48(m, 3 H, 3 * a-CH), 4.38(t, 1 H, J=4.6 Hz, a-CH), 3.92
(dd, 1H, J=11.5 Hz, J=4.4 Hz, B-CHza Ser), 3.79(dd, 1H, J=11.5 Hz, J=4.9 Hz,
B-CHap Ser), 3.75(s, 3 H, COOCHg), 3.52(t, 2 H, J=7.2 Hz, MIC-NCHy), 3.24(dd,
1 H, J=13.1Hz, J=8.3 Hz, a-CHa. Far), 3.12(dd, 1H, J=13.2 Hz, J=7.2 Hz, a-CHa,
Far), 3.00(dd, 1H, J=13.6 Hz, J=6.5 Hz, B-CHa Cysud), 2.93-2.99 (m, 3 H, B-CHza
CySrar, £-CH, Lys), 2.89(dd, 1H, J=13.6Hz, J=7.9 Hz, B-CHzp Cysug), 2.80(dd, 1H,
J=13.9Hz, J=8.2 Hz, B-CHab CySra), 2.552.61(m, 4 H, y-CH, Met, a-CH, Hd), 2.29
(t, 2 H, J=7.0 Hz, MIC), 1.94-2.15(m, 14 H, B-CH, Met, SCH3 Met, CHza Lys, CH,
Far), 1.54-1.78(m, 9 H, B-CH, Hd, CH, MIC, CH, Lys), 1.68(s, 6 H, CH5 Far), 1.61
(s 6 H, CHs Far), 1.4%150 (m, 2 H, CH, Lys), 1.2:1.39 [m, 28 H,
CH3(CH2)13(CH>),S, CH, MIC], 0.88(t, 3H, J=7.0Hz, w-CH; Hecaleg!) ppm
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13C-NMR (CDCI4/CD50D 6:1 125 MHz): 3=175.3 (C=0), 173.0(C=0), 172.3(C=0),
171.7(C=0), 171.4(C=0), 171.4(C=0), 140.3(quart, Far), 135.6(quart, Far), 134.4
(2 * CH Maeinimid), 131.5 (quart, Far), 124.5 (Far-CH), 124.0 (Far-CH), 119.8
(Far-CH), 62.0(B-CH; Ser), 55.8(a-CH), 53.9(a-CH), 53.3(a-CH), 529 (a-CH), 52.7
(COOCHs3), 52.4(a-CH), 39.9(CH,), 39.7(CH,), 37.8(CHy), 36.0(CH.), 33.0(CHy),
32.8 (CH,), 32.5(CHy), 32.1(CH,), 31.0(CHy), 30.7(CH,), 30.5(CHy), 29.9(CH,),
29.9 (CHy,), 29.8(CH,), 29.7(CH,), 29.6(CH.), 29.5(CH,), 29.1(CH,), 284 (CH,),
26.9 (CHy), 26.7 (CH,), 26.5(CH,), 26.5 (CH,), 25.8 (Far-CHs), 25.3 (CH.), 22.9
(CH,), 22.2(CHy), 17.8(Far-CHs), 16.2(Far-CHs), 16.1(Far-CHs), 15.3(SCH3 Met),
14.2(CH3 Hd) ppm

Co2H10MN7016Ss (1205.72
MS (FAB, 3-NBA): 1206.5[M+H]".

6.5.7 Synthese der Protein-Peptid-K onjugate

Durch Umpuffern Uber ene HiTrap-Saule (Sephadex G-25 Superfine, 5 ml
Saulenvolumen) mit Puffer (20 mmol Tris, 5 mmol MgCl,, pH 7.4) wird eine Lésung von
verkirztem H-Ras 1-181 von Dithioerythrol (DTE) befreit. Der Proteingehalt der
erhaltenen Losung wird nach der Bradford-Methode UV/VIS-spektroskopisch bel einer
Wellenlange von 595 m bestimmt. Bis zu ihrer Verwendurg wird dese Proteinldsung
unter Argon kel 0 °C gelagert.

In 100pl Methand wird ein Aquivalent des jeweili gen Peptids mit Hilfe von Ultraschall
gelost. Anschliel3end wird 1 ml einer waésgigen Lésung von 11 % Triton X-114
zugegeben, de milchige Mischung wird 10 Minuten durch Ultraschal homogenisiert und
auf 0 °C abgeklhlt. Die obige Proteinlosung wird zugegeben, undmit Hilfe enes Vortex-
Mixers wird eine homogene Mischurg erzeugt. Diese wird urter Argon kel 4 °C vorsichtig
geschiittelt. Nach 15 Stunden wird de Losung zentrifugiert, der 16sliche Uberstand mit
3 ml Puffer (20 mmol Tris, 5 mmol MgCl,, 2 mmol DTE, pH 7.4) verdinrt und zwel
Minuten bei 37 °C inkubiert. Die resultierende milchige Suspension wird 5 Minuten bei
Raumtemperatur zentrifugiert, wobei eine Phasentrennurg eintritt. Die obere, wésgige
Phase wird abgetrennt. Nadh Zugabe von jeweils 1 ml 11 %iger Tritonldsung wird diese
Extraktion zweimal wiederhdlt; die untere Detergensphase wird auf Eis gelagert. Die

vereinigten Detergensphasen werden auf die gleiche Weise insgesamt dreimal mit je 5 ml
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Puffer gewaschen. Die Detergensphase wird anschlief3end mit Puffer auf ein Volumen von
30 ml verdinrt und auf eine DEAE-Sepharosesdule aifgegeben. Bei einer Flusgate von
1 ml pro Minute wird de Saule 50 Minuten mit dem gleichen Puffer gesplit. In desem
Zeitraum wird das nicht-ionische Detergens abgetrennt. Anschlief3end wird das Protein-
konjugat durch Anlegen eines NaCl-Gradienten (0 — 1 M NaC)l innerhalb von 25Minuten
eluiert. Das Eluat wird in 2 ml-Fraktionen gesammelt. Die proteinhaltigen Fraktionen
werden duch enen Bradford-Test identifiziert und vereinigt. Mit Hilfe aner
Ultrazentrifugationseinheit (10 kDa-Ausschlussmembran) wird die Losung aufkonzentriert
und duch anschli ef3ende Zugabe von 10ml Puffer und erneute Zentrifugation entsalzt. Die
resultierende Proteinlésung wird in Portionen aufgeteilt, schockgefroren und e —80 °C

gelagert.

Ergebnis=:

MIC-Met-Ser-Cys(Pal)-Lys-Cys(Far)-OMe 43a:

. Ausbeute cal.44mg Produkt aus 16 mg Protein

. Nanaospray-Massenspektrum zeigt Signale bel 21719 (Kupdungsprodukt), 21503
(Kuppungsprodult-Farnesylrest) und 21469 (Hauptsignal, Kupdungsproduk-
Palmitoylrest)

MIC-Met-Ser-Cys(StBu)-Lys-Cys(Far)-OMe 43b:
Produkt bisher nicht charakterisiert

MIC-Met-Ser-Cys(Hd)-Lys-Cys(Far)-OMe 43c:

. Ausbeute ca2.4 mg Prodult aus 8.5mg Protein

. Nanospray-Massenspektrum zeigt zwel stark verrauschte Signale bei 20489
(H-Ras 1-181) und 2147QKuppungsprodukt-Hexadecylrest)
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