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) chemische Verschiebung

Die in dieser Arbeit verwendete Nomenklatur orientiert sich an den von Chemical Abstracts
(Chemical Abstracts, "Index Guide", 77, 210.) und den /[UPAC-IUB-Kommissionen (IUPAC,
Eur. J. Biochem. 1971, 21, 455-477; IUPAC, Pure Appl. Chem. 1996, 68, 1919; IUPAC
Commission on Nomenclature of Organic Chemistry (CNOC) and IUPAC-IUB Joint
Commission on Biochemical Nomenclature (JCBN), Biochemistry 1974, 10, 3983; ITUPAC-
IUB (JCBN), Eur. J. Biochem. 1984, 138, 9-37) empfohlenen Richtlinien. Fachausdriicke, die
aus dem Englischen iibernommen wurden, sind, auBer in Uberschriften, groB und kursiv
geschrieben.
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1 EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG

Die Vielzahl an wissenschaftlichen Verodffentlichungen in den letzten Jahren zeigt,
dass nicht-invasive, bildgebende Verfahren (/maging) in der Nuklearmedizin bei
Tumordiagnostik und -therapie an Bedeutung gewonnen haben."" Bei nicht-invasiven
Verfahren ist eine Untersuchung des Patienten ohne chirurgischen Eingriff moglich.

Tumorwachstum und -entwicklung sind von der ausreichenden Versorgung mit
Nihrstoffen abhingig.!”! Ohne ausreichende Durchblutung (Vaskularisation) ist die
TumorgrdBe auf 2 - 3 mm’® begrenzt, da der Bedarf an Sauerstoff und Glucose durch
die ungeniigende Diffusion in das Gewebe nicht gedeckt werden kann.”! Fiir
Wachstum und Metastasierung des Tumors ist ein Netzwerk aus funktionierenden
Blutgefdalen essentiell. Deshalb induzieren Tumoren durch die Stimulierung
benachbarter Endothelzellen mittels der Freisetzung von Wachstumsfaktoren die

57 Dieser Vorgang wird als

Ausbildung neuer Blutgefdlle aus bereits bestehenden.
Angiogenese bezeichnet. Die aktivierten Endothelzellen exprimieren transmembrane
Zelladhdsionsmolekiile wie den Integrinrezeptor avf33, weshalb dieser als Indikator
der invasiven Phase von Tumorzellen wie z.B. von Melanomzellen betrachtet
wird."'% Als eines der am héufigsten verwendeten owvf3-Integrinbindungsmotive
dient die Aminosiuresequenz Arg-Gly-Asp (RGD).'! Durch den Einsatz eines
radioaktiv markierten RGD-Liganden und der richtigen szintigraphischen Methode
kann die avp3-Expression bildlich dargestellt werden.!'” Das molekulare Target
avp3-Integrin  kann spezifisch nachgewiesen, eine optimale Dosierung der
Chemotherapeutika bzw. der Endoradiotherapeutika bestimmt und der Verlauf der
Therapie kontrolliert werden. Der Erfolg des inzwischen routinemifig eingesetzten
Octreoscan” gab den AnstoB fiir die Entwicklung vieler anderer Liganden fiir Tumor-

spezifische Rezeptoren, wie z.B. avf3-Integrinrezeptoren. Octreoscan” ist ein '''I

n-
markiertes Peptid (Octreotid) zur nicht-invasiven Diagnostik verschiedener Tumoren,
die Somatostatinrezeptoren aufweisen.!"> '*! Fiir die Bestimmung der Aufnahme und
Verteilung der Radioaktivitidt stellt PET (Positronenemissionstomographie) bei
Weitem die beste Technik dar.”! Die kurze Halbwertszeit einiger hierfiir geeigneter

Radionuklide harmoniert sehr gut mit der schnellen Verteilung (Distribution) und
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Ausscheidung zahlreicher Peptide."” Besonders '°F ist aufgrund seiner physikalischen
und kernspezifischen Eigenschaften ein exzellentes Radioisotop zur Markierung
bioaktiver Peptide. Es ist ein leicht erzeugbarer und 100%iger Positronenstrahler,
weshalb es ein grofles Potential fiir den klinischen Einsatz besitzt. Bislang schriankten
die zeitintensiven '*F-Markierungsmethoden im Hinblick auf die kurze Halbwertszeit
von 110 min und die schlechten Markierungseffizienzen die routineméafige

Anwendung ein.!"”]

Die vorliegende Arbeit untersucht in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe
Radiochemie/Radiopharmakologie der Nuklearmedizinischen Klinik und Poliklinik
der Technischen Universitidt Miinchen das Design, die Synthese und die Anwendung
von peptidischen und nicht-peptidischen avp3-Integrinliganden in der Tumordia-
gnostik und Tumortherapie. Um kontrastreiche Aufnahmen von avf33-exprimierenden
Tumoren zu ermdglichen, sollen 7racer mit hoher Anreicherung im Tumorgewebe auf
der Basis von RGD-Peptiden entwickelt werden. Multivalente Liganden versprechen
eine verbesserte Anbindung!'® an das Targer. Das groBere Molekulargewicht der
Molekiile bewirkt gleichzeitig eine Verdnderung des pharmakokinetischen Profils.
AuBerdem soll eine '"F-Radiomarkierung der von G. Sulyok entwickelten nicht-

[17-19]

peptidischen RGD-Mimetika unter Erhalt von Integrinaffinitdt und -selektivitit

ermOglicht werden.

Die Beeinflussung der adhisiven Vorgéinge bei der tumorinduzierten Angiogenese
durch peptidische und nicht-peptidische avp3-Liganden ist ein weiterer Ansatzpunkt

weltweiter Forschung.'® 2]

Im Hinblick auf die Entwicklung potentieller
Tumorwirkstoffe wurde von G. Sulyok eine Bibliothek hochaktiver und selektiver
RGD-Mimetika synthetisiert. !'7'*! In Kooperation mit Merck KGaA (Darmstadt) wird
basierend auf diesen Arbeiten die Auswirkung der Modifikation verschiedener
pharmakophorer Gruppen auf Affinitdit und Selektivitit gegeniiber av-Integrin-
rezeptoren sowie auf orale Bioverfiigbarkeit untersucht. Neben der Variation des

Basenbausteins wird das Backbone z. B. durch Verbriickung mehrerer Atome versteift.

Dartiber hinaus wird eine Moglichkeit des Prodrugkonzeptes néher beleuchtet.
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2 BIOLOGISCHER HINTERGRUND

Adhédsive Kontakte von Zellen untereinander sowie zwischen Zellen und der
extrazelluldren Matrix (ECM) steuern das Zellverhalten und die Zellentwicklung (z.B.
Adhésion, Migration, Maturation und Differenzierung). In mehrzelligen Organismen
spielen sie eine entscheidende Rolle beim Erhalt und der Neubildung verschiedenster
Gewebsstrukturen und sind unter anderem bei Embryogenese, Hémostase,

[24-27]

Wundheilung und Immunantwort von Bedeutung, aber auch bei pathologischen

Prozessen wie z.B. tumorinduzierter Angiogenese, Tumormetastasierung, Thrombose,
Osteoporose, Retinopathie, Arthritis und akutem Nierenversagen.”- 2**!

Diese Zell-Zell- und Zell-Matrix-Wechselwirkungen werden durch Proteine der
Zelloberfliche, sogenannte Zelladhdsionsrezeptoren vermittelt, die in vier

[45-47]

verschiedene Klassen eingeteilt werden konnen: Cadherine, Immunglobulin-

[50, 51] [52-55

Superfamilie,'** *! Selectine und Integrine."*>>! Dabei bilden die Integrine die
groffte und vielseitigste Rezeptorfamilie. Neben der Verankerung der Zelle
tibernehmen sie die Aufgabe der Signaltransduktion in beiden Richtungen durch die
Zellwand.®> °*%%1 Durch Bindung eines Liganden der ECM an ein Integrin wird ein
Signal in die Zelle libertragen (outside-in signaling), was zu einer Umorientierung des
Cytoskeletts fiihrt. Dieser Prozess kann die Verdnderung der Zellform, die Migration
oder die verankerungsabhidngige Proliferation sowie die Gewebeorganisation
steuern./” Y Der umgekehrte Weg der Signaltransduktion vom Zellinneren nach
auBlen wird als inside-out signaling bezeichnet, wobei Faktoren in der Zelle die
Integrine aus einem passiven, schwach adhdsiven in einen aktiven, adhédsiven Zustand
umschalten.*”]

Die Liganden-stimulierte Ausbildung von Integrin-Clustern bewirkt eine verstirkte
Wechselwirkung zwischen Ligand und Zelle und beeinflusst die Signaltransduktion.*°!
Das Clustern der Integrine fiihrt zu einer Steigerung von Ligandenbindungsstéirke und
—geschwindigkeit,'®” °® induziert die Bildung von fokalen Adhisionskomplexen'®! und
bewirkt eine Ubertragung von Signalen, die von der monovalenten Ligandenbindung

verschieden sind!"!.
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Im Rahmen dieser Arbeit dient das Integrin avP3 als Target bei bildgebenden
Verfahren und bei der Entwicklung von Tumortherapeutika, weshalb die Klasse der

Integrine im Folgenden néher charakterisiert wird.

2.1 Struktur der Integrine und ihre natiirlichen Liganden

Integrine sind heterodimere transmembrane Glykoproteine, die in Sdugetieren in 24
unterschiedlichen Kombinationen aus je einer der 18 a- und einer der 8 3-Unterein-
heiten aufgebaut sind (Tab. 2.1).15-2% ¢+ 71

Die grofiten Integrinfamilien sind die beiden B-Familien 1 (12 Integrine) und 32 (4
Integrine) sowie die av-Familie mit 5 Integrinen (Kapitel 2.2). Die Untereinheiten sind
nicht kovalent miteinander verkniipft (Abb. 2.2a) und miissen zunichst N-glycosyliert
werden, bevor sie im endoplasmatischen Retikulum of}-Heterodimere ausbilden
kénnen.””! Die gréBere a-Untereinheit besitzt ca. 1100 Aminoséuren und besteht aus
zwel meist unterschiedlich langen Aminosédureketten, die iiber eine Disulfidbriicke
verbunden sind. Die N-terminalen Regionen aller o-Untereinheiten enthalten sieben
hintereinander angeordnete, sich wiederholende Abschnitte, die in Form eines sieben-
blittrigen B-Propellers gefaltet sind (Abb. 2.1).""” Einige a-Untereinheiten (z.B. al,
a2, aM, oL, nicht jedoch av) enthalten zwischen dem zweiten und dritten
Propellerblatt eine zusitzliche I-Doméne (inserted domain, ca. 200 Aminoséuren).”’®
Oberhalb der B-Faltblitter, in der I-Doméne, befindet sich eine Bindungsstelle fiir
divalente Kationen (z.B. Ca*", Mg”", Mn®"), die als MIDAS (metal ion dependent
adhesion site) bezeichnet werden. Das Kation ist von fiinf Aminosdureresten des
Integrins umgeben, wihrend an die sechste, freie Koordinationsstelle moglicherweise
ein Carbonsiurerest (z.B. Asparaginsiurerest) des Liganden koordinieren kann.!””

Die B-Untereinheit besteht mit Ausnahme von P4 (ca. 1750 Aminoséuren)’® aus
knapp 800 Aminosduren. Sie enthélt vier hoch konservierte, cysteinreiche Doménen
von je ca. 40 Aminosduren in der Ndhe der transmembranen Region, sowie einen
groflen Loop am N-Terminus des extrazelluldren Teils. Integrine ohne I-Doméne in der

a-Untereinheit, wie z.B. die av-Integrine, besitzen eine putative I-Doméne in der 3-

Untereinheit. Auch in dieser B-Untereinheit wurde eine ca. 200 Aminosduren lange
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Tab. 2.1: Darstellung der bekannten Kombinationen aus o~ und [-Untereinheit und

ihre natiirlichen Liganden.” *> 7> 7! Grau hinterlegte Felder kennzeichnen Integrine

mit RGD-abhdngiger Ligand-Bindung. (11 74]
al Col, Ln

a2 | Col, Ln, Fn

a3 |Col, LnS, Fn

ad Fn, In, MAJCAM-1,
VCAM-1 VCAM-1, Fn

o5 Fn

a6 Ln Ln, Ep

o7 Ln

o8 | Fn, Vn, Tn

a9 | Col, Ln, Tn,

VCAM-1
ol Col
all Col
oE E-Cadherin
aL ICAM-1,
ICAM-2
oM iC3b, Fb,
Faktor X,
ICAM-1,
ICAM-2
aX iC3b, Fb
aD ICAM-3,
VCAM-1
aollb Fb, Fn, Vn,
vWF, Tsp
ov Vn, Vn, Ln, Fn, Vn, Fn, Fn, Vn
Fn, vWF, Tsp Tn, Opn, Fb, | Fb,
Opn Opn, Fib, Fbu vWF Tn

Abkiirzungen der Integrinliganden: Col = Kollagen; Ep = Epiligrin; Faktor X = Blutgerinnungs-
faktor X; Fb = Fibrinogen; Fbu = Fibulin; Fib = Fibrillin; Fn = Fibronectin; iC3b = inactivate
complement factor 3b; ICAM = intercellular adhesion molecule (Isoformen von ICAM sind durch
eine Nummer spezifiziert); In = Invasin; Ln = Laminin (Isoformen von Laminin sind durch eine
Nummer spezifiziert); MAACAM = mucosal adressing cell adhesion molecule; Opn = Osteopontin;
Tn = Tenascin; Tsp = Thrombospondin; VCAM = vascular cell adhesion molecule; Vn =
Vitronectin; vVWF = von Willebrand Faktor.
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hochkonservierte Region mit einem MIDAS-ihnlichen Bindungsmotiv gefunden.”® "

78 Der C-Terminus der B-Untereinheit™®® **! verbindet iiber intrazellulire Proteine

[(82-831 ynd a-Actinin®™" den Rezeptor mit dem Aktinfilament des

wie Talin,[gl] Vinculin
Cytoskeletts. Damit ermoglichen die Integrine sowohl eine feste Bindung der Zellen
an die extrazelluldre Matrix als auch die Signaliibertragung in das Zellinnere.

Beide Untereinheiten besitzen eine kurze membranstindige Region aus 20 bis 30
Aminosduren, welche fiir die Heterodimerenbildung nicht notwendig ist, und eine
cytoplasmatische Doméne aus 20 bis 50 Aminoséuren, die fiir die korrekte Ausbildung
der Heterodimeren-Struktur essentiell ist.*>™"]

Bei der Wechselwirkung der Integrine mit Liganden sind beide Untereinheiten
beteiligt, wobei sich die Bindungsstellen nahe der N-Termini befinden.'> > > % viele
der Integrine besitzen keine(n) spezifischen Liganden und konnen an Proteine der
ECM (z.B. Osteopontin), Zelloberflichenrezeptoren anderer Zellen oder Plasma-
proteine (z.B. Fibrinogen) binden. Die Erkennungssequenzen in den einzelnen
Integrinliganden sind sehr verschieden, beinhalten jedoch immer eine saure
Aminosdure-Seitenkette. Ein einzelner Integrinligand kann verschiedene Erkennungs-
sequenzen besitzen, die mit unterschiedlichen Integrinen interagieren. Fibrinogen
beispielsweise wechselwirkt mit aXp2-Integrinen iiber GPRP, wohingegen die
Interaktion mit olIbp3-Integrinen iiber die Sequenz RGD erfolgt.™ Andere Liganden
binden iiber dieselbe Sequenz, aber mit unterschiedlicher Affinitit, an verschiedene
Integrine, wie z.B. Vitronectin iiber die RGD-Sequenz an avfl1, avp3, avpf5 und
allbB3. Die Aminosduresequenz Arg-Gly-Asp (RGD) wurde friiher als ,universelles’
Zellerkennungsmotiv bezeichnet, da sie in etwa der Hilfte der Matrixproteine

9. 91 1 ymfassenden

vorkommt (grau hinterlegte Felder in Tab. 2.2).%
Untersuchungen u.a. mit konformationell eingeschrinkten zyklischen Peptiden konnte
gezeigt werden (Kapitel 2.4), dass gerade flankierende Aminosduren der Erkennungs-
sequenz und deren Konformation fiir die Integrin-Ligand-Wechselwirkung, die
Ligandenaffinitit und -selektivitit von Bedeutung sind.”**"! So weist z.B. das Peptid
GRGDS keine Selektivitit in Bezug auf die Integrine a5B1, allbf3 und avp3 auf,
wihrend die verldngerte Sequenz GRGDSP eine erhdhte Affinitdt fiir das a5pB1-

Integrin besitzt.”"!
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a-Untereinheit B-Untereinheit
|I-Doméane
putative
siebenblattriger \ 1-Domane

B-Propeller

B-Propeller
(C-Terminus)

\

f; S-S Bruckg PSI Domane
B-Faltblatter — zwischen ‘\/ (N-Terminus)

Doménen

‘\ ] )
cysteinreiche
- . Doménen

—

cytoplasmatische
Domaéne

Abb. 2.1: Schematische Darstellung des Aufbaus der Integrine.l’” Die a-Untereinheit
enthdlt einen siebenbldttrigen [-Propeller und in einigen Integrinen eine zusdtzliche I-

Domdine, die dhnlich in der -Untereinheit gefunden wurde.”

a) b) B-Propeller & _ﬁ—{—Doméne

Schenkel /\|
Doméne

¢ B3-Unter-
av-Untereinheit einheit

Abb. 2.2: a) Grenzflichenregion zwischen av- und [(3-Kopfgruppe, rot dargestellt ist
die vermutete Bindungsregion;!*" b) Korrigierte Rontgenstruktur des extrazelluliiren

Teils von avf3 mit 4 Domdnen der o-Untereinheit und 8 Domdnen der [-

Untereinheit.””
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2.2 Vorkommen und Funktion der av-Integrine

Die einzelnen Zelltypen exprimieren in Abhdngigkeit mehrerer Faktoren, wie z.B.
Anwesenheit von Wachstumsfaktoren, Maturationsstatus oder Ligandendichte, die
verschiedenen Integrine in unterschiedlichem MaBe.!"® Hierbei sind einige Integrine
zelltypisch.

Die av-Untereinheit wird von nahezu allen Zelltypen exprimiert und kann mit fiinf
verschiedenen B-Untereinheiten zu den Integrinen avp1, avp3, avpS, avB6 und avBS
dimerisieren. Alle av-Integrine zeigen ein RGD-abhédngiges Ligandenbindungs-
verhalten und konnten auf verschiedenen Tumoren nachgewiesen werden.®! Der

[101]

Integrinrezeptor avfB1 ist auf einer Vielzahl von Zellen zu finden," " widhrend av[38

iiberwiegend von neuronalem Gewebe exprimiert wird.!'"” Das ovB6-Integrin ist

hauptséchlich auf Epithelzellen lokalisiert und spielt eine Rolle bei der Regulation der

[103, 104

Epithelproliferation und der Wundheilung. I Die Integrine avp3 und avp5

werden auf einer groBen Zahl von (vor allem neoangiogenetischen) Zelltypen
exprimiert: Endothelzellen, Epithelzellen, glatten Muskelzellen, Leukozyten und

1O 81 Das historisch als Vitronectin-Rezeptor

Osteoblasten (ovB3 eher weniger
bezeichnete avp3-Integrin befindet sich auf Osteoclasten, auf fast allen Zelltypen
mesenchymalen Ursprungs und in geringem MaBe auf Blutplittchen.™ '°! Dieser
Rezeptor ist einer der bestuntersuchten Oberflichenrezeptoren, da er in vielen
physiologischen und pathologischen Migrations- und Adhédsionsprozessen wie

1061971 der Phagocytose

[110]

beispielsweise bei der Knochenresorption (Kapitel 2.3),!

[108]

apoptotischer Zellen, dem akuten Nierenversagen,'”! der Arthritis und

Fehlfunktionen des GefdBsystems (z.B. GefdBBverschluss, vermutlich auch Schlag-
anfall)''"* "% eine wichtige Rolle spielt. Dariiber hinaus ist avp3 an der tumor-

[4, 113, 114]

induzierten Angiogenese und verschiedenen Prozessen wihrend der

Tumormetastasierung®® °*- ! beteiligt.
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2.3 Rolle des avp3-Integrins in der tumorinduzierten Angiogenese,

der Tumormetastasierung und im Knochenstoffwechsel

Das avp3-Integrin ist weniger auf normalen Gewebszellen zu finden als vielmehr

[116-120]

auf Tumorzellen wie z.B. Melanomzellen, Gehirntumoren im fortgeschrittenen

Stadium und Ovarialkarzinomen, weshalb es auch als Indikator der invasiven Phase

1% Dieses Integrin steuert das Uberleben,'*"! die

[122, 123]

von Tumorzellen betrachtet wird.!

Proliferation” und die Metastasierung von Melanomzellen.

Die Ausbildung neuer Blutgefile (Angiogenese) spielt nicht nur bei der
Entwicklung von Organen, bei der Wundheilung und bei Entziindungen, sondern auch
bei der Tumorbildung eine Schliisselrolle. Fiir die aggressive Proliferation von Tumor-
zellen ist eine ausreichende Versorgung des Tumors mit Nihrstoffen und Sauerstoff
erforderlich.” Tumoren sind in der Lage die Angiogenese selbst zu stimulieren, wobei
man von tumorinduzierter Angiogenese spricht (Abb. 2.3).* * 7 Durch das
Ausschiitten von Wachstumsfaktoren, wie z.B. bFGF (basic fibroblast growth factor),
VEGF (vascular endothelial growth factor) und TNF-o (tumor necrosis factor)
werden die Endothelzellen der Gefie zum Wachstum in Richtung Tumor
stimuliert.'**! Es werden jedoch keine neuen BlutgefiBie gebildet, wenn das fiir die
zielgerichtete Wanderung und Anheftung an das umgebende Gewebe verant-

[125, 126]

wortliche {iberexprimierte avp3-Integrin blockiert wird."> !
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Endothelzelle

Tumorzelle
Wachstumsfaktoren
Rezeptor flir <

Abb. 2.3: Schematische Darstellung der tumorinduzierten Angiogenese: a) Die
Tumorzelle  stimuliert  benachbarte  Endothelzellen  durch  Freisetzen von
Wachstumsfaktoren zur Proliferation. b) Diese setzen proteolytische Enzyme frei und
exprimieren verstdrkt die Integrine avf3 und avf5. Dadurch wird eine zielgerichtete
Invasion der ECM in Richtung der Tumorzellen unter Ausbildung neuer Blutgefdfse
ermoglicht. ¢) Die Versorgung mit Ndhrstoffen und Sauerstoff ist fiir das

Tumorwachstum essentiell.

Die neu gebildeten Blutgefdle dienen aullerdem der Ausbreitung der Tumorzellen
zur Bildung von Sekundirtumoren (Tumormetastasierung). Die Ausbildung von
Metastasen (Abb. 2.4) ist ein sehr komplexer Prozess, in den auch Zell-Zell- und Zell-
Matrix-Wechselwirkungen involviert sind. Nach Auflosung adhésiver Zell-Zell-
Interaktionen im Primértumor findet die Invasion abgeldster Tumorzellen in
umliegendes Gewebe statt. Die Tumorzellen konnen sich anschlieBend tiber die
BlutgefaBBe oder das lymphatische System im ganzen Korper ausbreiten. Sie adhédrieren
schlieflich in den Venen oder dem Kapillarsystem des Zielorgans, durchdringen die
Endothelschicht und die enzymatisch aufgeldste Basalmembran und gelangen in das
Gewebe (Extravasation). Fiir diese Prozesse ist wiederum die Expression bestimmter

adhésiver Rezeptoren essentiell, die an der Migration durch das Gewebe beteiligt sind.
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In Untersuchungen mit Melanomzellen konnte eine direkte Abhidngigkeit des

Metastasepotentials von der Expression des ovf3-Integrins beobachtet werden."

Priméartumor

Abb. 2.4: Schematische Darstellung der Tumormetastasierung: a) Ablosen der
Krebszellen vom Primdrtumor und deren Invasion in ein Gefdfs; b) Wanderung der
Tumorzellen im Blut- oder Lymphsystem; c¢) Adhdsion im Kapillarsystem; d)
Extravasation, e) Festsetzen der Tumorzellen in fremdem Gewebe und tumorinduzierte

Angiogenese.

Das avp3-Integrin und seine Liganden sind auch an verschiedenen Prozessen des
Knochenstoffwechsels beteiligt. Das Knochenskelett unterliegt einem permanenten
Umbau durch knochenaufbauende Osteoblasten und knochenabbauende Osteoclasten.
Ein Ostrogenmangel, der wihrend des Klimakteriums auftritt und neben
erndhrungsbedingtem Kalziummangel fiir Osteoporose verantwortlich ist,!'?” '**
stimuliert die Aktivierung von Osteoclasten.!'*® '*! Diese binden vor allem iiber das
avp3-Integrin an extrazellulidre Proteine der Knochenmatrix wie Osteopontin.'”! Dies

fiihrt zur Ausschiittung von Salzsdure und zum Abbau der mineralischen

Knochensubstanz. Durch die Osteoclastenadhdsion wird die Proliferation von
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Osteoblasten gefordert, die durch den Knochenaufbau der Knochenresorption
entgegenwirken. Die Wechselwirkungen von Osteoblasten mit dem Knochengewebe
werden neben dem avf3-Integrinrezeptor auch durch andere Integrine, wie z.B. avf35

¢ 1130

vermittel ' Tm Knochenstoffwechsel fiihrt eine reduzierte Osteoblastenadhiision mit

Matrixproteinen, verursacht durch inhibierte Integrine, zu einem erhohten

Apoptosepotential.['*!

2.4 Peptidische und nicht-peptidische Integrinliganden

Aufgrund der vielfiltigen pathophysiologischen Wechselbeziechungen in die das
avp3-Integrin involviert ist, wurden in den letzten Jahren zahlreiche neue 16sliche
avp3-Integrinliganden beschrieben. Dieses Kapitel soll einen kurzen Uberblick iiber
diese Entwicklung schaffen.

1984 wurde von Pierschbacher und Ruoslathi in Fibronectin die Peptidsequenz
RGD als minimales Fragment zur Stimulierung der Zelladhésion identifiziert und als
Integrinbindungsstelle beschrieben.'**! Ausgehend von dieser natiirlichen Bindungs-
sequenz wurde eine Vielzahl peptidischer und nicht-peptidischer Integrinliganden
synthetisiert, die sich in Rezeptoraffinitit, -selektivitit und ADME-Parametern
voneinander unterscheiden und den natiirlichen Liganden z.T. deutlich iiberlegen sind.

In unserem Arbeitskreis fithrte der Einbau von D-Aminoséuren in konformationell
eingeschrankte zyklische Peptide zu dem ersten synthetischen, metabolisch stabilen
und avp3-selektiven Liganden cyclo(-Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val-).b* %> 7 Da Peptide
ungiinstige pharmakokinetische Eigenschaften besitzen, wurde ab Mitte der 90er Jahre
der Schwerpunkt auf die Synthese von peptiddhnlichen (peptidomimetischen) bzw.
nicht-peptidischen Verbindungen als potentielle, oral verfiigbare Tumortherapeutika

gelegt. In Tab. 2.2 sind einige ausgewdhlte Beispiele an Integrinliganden dargestellt.



2 BIOLOGISCHER HINTERGRUND 13

Tab. 2.2: Ubersicht ausgewdihlter  peptidischer —und  nicht-peptidischer

Integrinliganden.
ICs [nM]
Struktur Ref.
avB3d avpS allbB3
Vitronectin® 25 _ > 900 [95]
¢(-RGDIV-) 25 1700
¢(-RGDf(NMe)V-) 3 37 590 o)
¢(-RazaGDfV-) 3 540 3200
c¢(-RazaGDf(NMe)V-) 10 40 2800

HaN_ N LR K
2 e
0.1 100 5500
Cl

/
NN N COOH
H H o)

64 2500 > 10* (18]

Cl Cl
H CF
NN 0 N
P / ) i
"_C02H

“ Angenommene Masse des Proteins 75 kDa, Testung am 16slichen Rezptor; ” Bindungskonstante K;.

Das zyklische Pentapeptid ¢(-RGDfV-) bildet die Grundlage der in dieser Arbeit
verwendeten Liganden. NMR-spektroskopische Untersuchungen ergaben hierfiir eine
Vorzugskonformation, bei der die Aminosduren D-Phenylalanin und Valin die
Positionen (i+1 und 1) einer BII'-Schleife und Glycin die i+1-Position einer y-Schleife
einnehmen.!*” Die Seitenketten des Arginins und der Asparaginsiure werden dadurch
in eine optimale Orientierung fiir die Wechselwirkung mit dem avp3-Integrinrezeptor

gedreht. Die basische und die saure Gruppe der Seitenketten wurden als essentielle
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Pharmakophore identifiziert. Der zur Carboxylgruppe benachbarte aromatische Rest
[56, 57, 136]

erhoht die Bindungsaffinitit durch n-Wechselwirkung mit dem Rezeptor.

Anhand der von Xiong et al. beschriebenen Kristallstruktur des av3-Integrins im
Komplex mit dem Liganden c¢(-RGDf[NMe]V-) ldsst sich die Bindung der
synthetischen Liganden an den avf3-Integrinrezeptor leicht veranschaulichen (Abb.
2.5)."" Die Bindungstasche fir RGD-Liganden ist relativ flach, weshalb gerade
geniigend Platz fiir eine hydrophobe Wechselwirkung der Methylengruppe des Glycins
mit der Integrinoberfliche zur Verfligung steht. Analoge RAD-Peptide besitzen
deshalb eine wesentlich geringere Affinitdt gegeniiber diesem Integrin. Arginin und
Asparaginsdure binden iiber ionische Wechselwirkungen in etwas tiefere Rezeptor-
taschen. Die Carboxylgruppe der Asp-Seitenkette koordiniert an das zweiwertige
Kation in der MIDAS-Region der B-Untereinheit und an das Amin-Proton des Asn*"

Die Argininseitenkette bindet an das Asp'° und das Asp”'®

der a-Untereinheit (side-
on Koordination)."””! Das Valin geht keine Interaktion mit dem Rezeptor ein, weshalb
es durch verschiedene Aminosduren ohne Verlust der Integrinaffinitit und -selektivitét

ersetzt werden kann.[*®

a) b)

Tyr122 l
o
)‘C" Ser1 23
Asp150

W —NH

HN K
| .
He, o
~o \)k ’C(
Asp218
Arg216 A
Asn215

Abb. 2.5: a) Kristallstruktur des av3-Integrins mit dem Liganden c(—RGDf[NMe] V-)

und zwei Mn’ -Ionen (MIDAS und ADMIDAS); b) Ligand-avB3-Integrin-Komplex;
(791

gestrichelte Linien geben die Wasserstoffbriickenbindungen an.
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Prinzipiell gibt es zwei unterschiedliche Wirkungsweisen von synthetischen
Integrinliganden mit medizinischer Relevanz (Abb. 2.6). Einerseits konnen 16sliche,
niedermolekulare  Integrinliganden an Stelle der ECM-Proteine an die
Integrinrezeptoren binden. Die Zelle wird daraufhin von der ECM abgelost und
verliert dabei ihre Polaritit, wodurch die Zelle rund wird und in die Apoptose
iibergeht. Hierdurch wird die tumorinduzierte Angiogenese unterdriickt.!”
Exprimieren die Tumorzellen selbst das avp3-Integrin, so ist durch kompetitive
Bindung die Migration gestort und die Metastasierung iiber dieses Integrin behindert.
Welche Funktionen im Inneren der Zelle genau durch den Liganden ausgeldst werden,
wird zur Zeit in der Literatur kontrovers diskutiert (Antagonist vs. Agonist).['** ']
Auf dem Gebiet der Osteoporose zeigten verschiedenen Untersuchungen, dass die
Funktion der Osteoclasten in Gegenwart 16slicher oavB3-Integrinliganden inhibiert
werden konnte.% 140-143]

Andererseits kdnnen immobilisierte natlirliche und kiinstliche Integrinliganden die
Migration und die Adhidsion von avB3 exprimierenden Zellen auf Oberflichen
stimulieren.”® '** %1 Es wird ein Ausbreiten der Zelle bewirkt, was ihr eine Polaritit
verleiht, wodurch die Zelle tiberlebt und proliferiert. Durch den Integrinliganden erhilt
die Zelle das gleiche Signal wie durch die natiirlichen ECM-Proteine. Besonders in der
Implantationsmedizin ist dies von groflem Interesse. Die natiirlichen Fremdkorper-
abwehrreaktionen sollen minimiert werden, wodurch ein guter Gewebe-Implantat-

Kontakt und ein schnelleres und besseres Einwachsen der Implantate in das Gewebe

ermoglicht wird. Erste in vivo Untersuchungen wurden diesbeziiglich u.a. fiir

[98, 144, 146] [147

Knochenersatzstoffe und zur Regeneration neuronalen Gewebes!'*"! erfolg-

reich durchgefiihrt.
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a) Therapie b) Implantation Integrin
® ® Integrinligand
PY ®
o _—
®
® - Y
o ® Oberflache
o o
runde Zelle, keine Polaritat gespreizte Zelle, Polaritat
—>  Apoptose —>  Proliferation

Abb. 2.6: Unterschiedliche Wirkungsweise von Integrinliganden: a) Losliche
Integrinliganden als Antagonisten, unterbrechen die Wechselwirkung zwischen Zelle
und ECM, induzieren Apoptose; b) Immobilisierte Integrinliganden als Agonisten,

induzieren Zelladhdsion bis hin zur Zellspreizung.



3 GRUNDLAGEN DER MEDIZINISCHEN CHEMIE 17

3 GRUNDLAGEN DER MEDIZINISCHEN CHEMIE

Die Medizinische Chemie beschéftigt sich mit der Entdeckung und dem Design
neuer, therapeutisch anwendbarer, chemischer Verbindungen und deren Entwicklung
zu Arzneimitteln."** '*1 Die biologische Aktivitit eines Wirkstoffes ist von der
Pharmakokinetik, welche den Weg des Medikaments von der Eintrittsstelle im Korper
zum Wirkort beschreibt, und der Pharmakodynamik, welche die Wirkung auf den
Organismus behandelt, abhingig. Aufgrund der Komplexitit der Thematik
Medizinische Chemie werden in den folgenden Kapiteln nur die fiir diese Arbeit

relevanten ADME-Parameter und das Prodrug-Konzept kurz erléutert.

3.1 ADME-Parameter

Mit der Etablierung der kombinatorischen Chemie und dem High-Throughput-
Screening (HTS) glaubte man zunichst neue Medikamente durch einfaches Erhéhen
der Zahl an synthetisierten und biologisch evaluierten Verbindungen zu finden. Erste
Generationen von erzeugten kombinatorischen Bibliotheken enthielten meist grofe
und lipophile, biologisch inaktive Molekiile.'""” °* Aus dieser Erfahrung heraus wird
nun bereits bei dem Design von Bibliotheken versucht, Medikamenten-dhnliche
Verbindungen (drug-like molecules), welche potentiell oral verfiigbar sind, zu
generieren.!””"! Die Faktoren, die das pharmakologische Profil eines Wirkstoffes
ausmachen, werden unter dem Begriff ADME-Parameter zusammengefasst. Sie
beschreiben die Aufnahme einer Substanz (Absorption), ihre Verteilung im Korper
(Distribution), sowie den Abbau insbesondere in der Leber (Metabolismus) und die
Ausscheidung vor allem {iber Niere und/oder Darm (Eliminierung). Haufig werden sie
durch T - die Toxizitit- ergdnzt. Um diese Parameter zu beschreiben, werden
verschiedenste Methoden vom simplen Abzdhlen von Wasserstoff-Donatoren bis hin

zur Berechnung mittels komplexer neuronaler Netzwerke verwendet.!'*

Damit ein Wirkstoff seinen Wirkort erreichen kann, muss er sowohl mit einer
wissrigen Umgebung (z.B. Cytoplasma) als auch mit einer lipophilen Umgebung (z.B.

Membran) wechselwirken konnen. Viele quantitative Struktur-Wirkungsbeziehungen
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zeigen daher einen deutlichen Zusammenhang zwischen der Lipophilie einer
Verbindung und deren biologischer Wirkung. Auch die metabolische Aktivitit und die
Bindung an Plasmaproteine werden durch die Lipophilie beeinflusst.'>! Zur
Beschreibung der Lipophilie hat sich der von Hansch et al vorgeschlagene
Verteilungskoeffizient P (partition coefficient) zwischen 1-Octanol und Wasser als

geeignet erwiesen:!'” *4

B [Verbindung]octanol
[Verbindung]Wasser . (1 - (1)

a: Dissoziationsgrad der Verbindung in Wasser

Verbindungen mit P > 1 und somit positivem logP sind in 1-Octanol besser 16slich.
Die Beitrdage einzelner Teile eines Molekiils zum Verteilungskoeffizienten verhalten
sich additiv, wodurch die Berechnung bzw. Abschitzung des logP-Wertes einer
Verbindung ermoéglich wird. Diese Funktion ist in einigen Chemie-Software-

Programmen bereits implementiert.!'>”]

Lipinski et al. von der Firma Pfizer Inc. untersuchten 2245 oral bioverfiigbare
Wirkstoffe auf verschiedene Parameter, die fiir das Absorptionsverhalten von
Bedeutung sind.!"*% Die als ,Pfizer’s Rule of Five’ bekannt gewordenen Eigenschaften
trafen auf ca. 90 % der analysierten Verbindungen zu:

o logP<5

e Anzahl der Wasserstoff-Donoren < §

e Anzahl der Wasserstoff-Akzeptoren < 10 (=2 x 5)
e Molekulargewicht < 500 g/mol (=100 x 5)

e cine der vier vorgenannten Regeln kann verletzt sein.

Trotz der Verletzung der ,Rule of Five’ waren jedoch viele Antibiotika, Fungizide,
Vitamine und herzwirksame Glykoside oral bioverfiigbar. Eine Erklarung fiir diese
Beobachtung ist, dass diese Molekiile Substrate fiir biologische Transportsysteme
darstellen. Die Regeln sind nicht verbindlich, sondern gelten nur als Orientierungshilfe

[110, 157

bei der Entwicklung neuer Wirkstoffe. I'Weitere Eigenschaften, welche die orale
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Bioverfiigbarkeit beeinflussen sind u.a. GroBe der polaren Oberfliche des

Molekiils!'"” und Anzahl der flexiblen Bindungen!'**.

Anhand der ,Rule of Five’ lassen sich jedoch kaum Aussagen iiber die metabolische
Stabilitit der Verbindungen ableiten. Normalerweise werden fremde, in den Korper
eindringende Molekiile (Xenobiotika) vom Immunsystem durch Antikorperbildung
bekdmpft. Kleine Fremdmolekiile 16sen in der Regel jedoch keine Antikdrperreaktion
aus, weshalb der Korper zum Schutz vor diesen Umweltgiften einen anderen
Mechanismus entwickelt hat. Sie werden durch unspezifische Enzyme in polare
Verbindungen umgewandelt und konnen so anschlieBend ausgeschieden werden
(Metabolismus). Da der Korper nicht zwischen Umweltgift und Medikament
unterscheiden kann, werden auch Wirkstoffe durch enzymatische Biotransformationen
abgebaut (Wirkstoffmetabolismus). In Abhingigkeit von der Applikationsform gibt es
verschiedene Moglichkeiten fiir die Metabolisierung eines Arzneimittels. Der Weg
eines Arzneimittels nach oraler Einnahme, der hiufigsten und einfachsten Form der
Applikation, ist in Abb. 3.1 dargestellt. Dabei wird der Wirkstoff {iber die Schleimhaut
des Magens oder des Diinndarms aufgenommen (Absorption). Aus dem Magen-Darm-
Trakt wird er im Blutstrom zur Leber transportiert, in der er normalerweise zum ersten
Mal metabolisiert wird (Metabolismus), was man auch als first pass-Effekt bezeichnet.
Dieser gewinnt vor allem bei lipophilen Wirkstoffen und Substanzen mit einem
Molekulargewicht iiber 500 g/mol an Bedeutung. Uber den Blutkreislauf werden das
Arzneimittel und seine Metaboliten im Korper verteilt (Distribution). Bei der
Metabolisierung werden die Substanzen in der Regel in polare Substanzen

umgewandelt und iiber die Niere (renal) ausgeschieden (Eliminierung).!"*"
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Arzneimittel

A 4

Magen/Darmwand

‘ Absorption

leortader

Metabolismus ‘

Distribution

Leber

Galle first pass-Effekt

Fizes < —
Metabolite mit MG > 500

Blutkreislauf

‘ Eliminierung

. Polare Metabolite
Urin <

Nieren

Abb. 3.1: Schematische Darstellung der Metabolisierung eines Arzneimittels nach

oraler Gabe.

Diese Aspekte wurden bei dem Design der multimeren RGD-Peptide und der RGD-
Mimetika fiir die PET sowie den Modifikationen der RGD-Mimetika fiir die
Tumortherapie berticksichtigt.

3.2 Das Prodrug-Konzept

Durch die bei der Metabolisierung stattfindenden Strukturverdnderungen wird ein
Wirkstoff in der Regel pharmakologisch deaktiviert. Diese Biotransformationen
konnen jedoch auch dazu benutzt werden, um den eigentlichen Wirkstoff aus einer
nicht oder nur schwach wirksamen Vorstufe freizusetzen. Hierfiir wurde von A. Albert
der Begriff Prodrug eingefiihrt.!'> '/l Es gibt eine Vielzahl an Untersuchungen, die
beschreiben, welche funktionellen Gruppen welchen enzymatischen Biotransforma-
tionen unterliegen.

Wermut!'°" unterscheidet Carrier-gebundene Prodrugs von denjenigen, welche auf
dem Konzept der Biotransformation beruhen (Vorldufermetabolite). Die Bindung
zwischen Carrier und Prodrug lisst sich enzymatisch spalten, wie z.B. durch
Hydrolyse von Carbonsédureestern. Die freigesetzte Carrier-Komponente darf tiber

keine biologische Aktivitidt oder Toxizitdt verfiigen. Vorldufermetaboliten hingegen
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besitzen eine vom Wirkstoff chemisch abweichende Struktur, die z.B. durch Oxidation
oder Reduktion in ihre aktive Form umgewandelt wird. Es gibt mehrere Griinde,
weshalb Carbonsdureester den wichtigsten Prodrug-Typ darstellen. Zum einen sind
Esterasen iiberall im Korper vorhanden, weshalb die Freisetzung des Wirkstoffes kein
Problem darstellt. Andererseits lassen sich Esterderivate mit verschiedenen
hydrophilen oder lipophilen FEigenschaften herstellen, wo durch ein grofer
Stabilitatsbereich abgedeckt werden kann.

Eine Prodrug-Strategie wird aus unterschiedlichen Griinden verfolgt. So ldsst sich
bei einem lipophilen Wirkstoff durch Einfiihrung einer hydrophilen Gruppe, z.B. eines
Zuckers, die Wasserloslichkeit erh6hen. Andererseits kann ein hydrophiler Wirkstoff
zur Verbesserung der Resorption u.a. durch Veresterung in eine weniger polare Form
tiberfiihrt werden, wie z.B. bei dem Lipidsenker Clofibrat. Auerdem kann durch die
Anwendung des Prodrug-Konzepts die Wirkortspezifitit erhoht werden, z.B. wenn ein
bestimmtes Enzym ausschlieBlich am Wirkort vorkommt. Somit erfolgt eine
Aktivierung des Prodrugs nur am Wirkort. Dies wird bei dem krampfhemmenden

163, 1641 o twickelten

Mittel Progabid'* ausgenutzt, das auf dem von Bodor et al!
System zur Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke und anschlieBender Freisetzung des
Wirkstoffs beruht. Ein weiteres wichtiges Einsatzgebiet von Prodrugs ist die
Verlangsamung der Wirkstoff-Freisetzung (Retardeffekt) im Korper. Dieser Effekt
kann durch den Einsatz langkettiger, aliphatischer Ester erreicht werden, die sehr viel
langsamer gespalten werden als kurzkettige.

Diese Strategie der Vorldufermetabolite wurde bei der Synthese eines RGD-

Mimetikums als Prodrug und seiner biologischen Evaluation nidher beleuchtet.

Kratz et al. beschreiben Hydrazon-verbriickte Doxorubizin-Antikorper-Konjugate,

[165) Dieses makromolekulare

welche im leicht aziden Tumorgewebe gespalten werden.
Transportsystem fiir ein Chemotherapeutikum zdhlt zu den Carrier-verkniipften
Prodrugs. Neben Antikorpern konnen auch synthetische Polymere, Glycoproteine,
Hormone, DNA oder Zellen als Carrier fungieren. Der physiologische pH-Wert im
extrazelluldaren Raum betrigt 7.2-7.4, wéahrend er im Tumorgewebe 0.5-1.0 Einheiten
niedriger liegt.'®® 'l Deshalb wird eine Hydrazon-Verbriickung erst im Tumor

gespalten und der Wirkstoff gezielt freigesetzt. AuBBerdem stellten Kratz et al. fest,
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dass Oxim-verkniipfte Konjugate bei pH 5 stabil sind. Dies konnte auch bei den im
Rahmen dieser Arbeit synthetisierten RGD-Radiomarker-Konjugaten gezeigt werden.
Die radioaktiv markierten multimeren RGD-Peptide sollen keine Prodrugs darstellen,

sondern im Gegensatz dazu metabolisch moglichst stabil sein.
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4 TUMOR IMAGING

In den letzten drei Jahrzehnten wurden bei den bildgebenden Verfahren (/maging)
grof3e Fortschritte erzielt. Hierdurch wurden neue Perspektiven bei der Identifizierung
und Untersuchung der biologischen Natur einer Erkrankung sowie bei Design und
Entwicklung von Medikamenten geschaffen.' '”" "2 Bildgebende Verfahren besitzen
aufgrund ihres nicht-invasiven Charakters insbesondere bei Tumordiagnostik und
-therapie viele Vorteile. Mittels /maging konnen spezifische molekulare Targets vor
dem Therapiebeginn nachgewiesen, eine optimale Dosierung der Endoradio-
therapeutika bzw. der Chemotherapeutika bestimmt, und der Verlauf der Therapie
kontrolliert werden.

Um die erkrankten Bereiche gezielt anzusteuern wurden Antikorper fiir die
Oberflichenstrukturen der Zielzellen entwickelt!'”?' und mit Radionukliden
konjugiert.!'%> 77 8] Dje Nachteile einer Therapie mit Antikdrpern liegen neben der
Immunogenitét, welche eine mehrfache Gabe von Antikorpern einschrankt, in der
erschwerten Aufnahme im Tumorgewebe sowie in der sehr langsamen Eliminierung
aus dem Korper aufgrund des hohen Molekulargewichtes der Antikérper.!'”! Eine
attraktive Alternative stellen zyklische Peptide oder kleinere nicht-peptidische
Verbindungen dar.'””'®!l Die Radiomarkierung gestaltet sich bei kleinen Peptiden
schwierig, da durch eine zusétzliche prosthetische Gruppe oder einen mehrzdhnigen
Komplexliganden ihre Pharmakokinetik und Bindungseigenschaften gravierend
verdndert werden konnen.

In der Literatur werden viele bildgebendene Verfahren, wie z.B. MRT
(Magnetresonanztomographie), FMT (fluorescence-mediated molecular tomography),
FRT (Fluoreszenzreflexionstomographie), Doppler-Sonographie und szintigraphische
Methoden erfolgreich beschrieben.! > "% In dieser Arbeit steht die szintigraphische
Tracer-Technik PET zum [maging von avp3-positivem Tumorgewebe im Vorder-

grund, weshalb diese im Folgenden ndher erldutert wird.
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4.1 Positronenemissionstomographie (PET)

PET stellt eine bildgebende Technik in der Nuklearmedizin dar, die eine
Visualisierung und Messung physiologischer und biochemischer Prozesse in
verschiedenen menschlichen Organen erlaubt.! Sie unterscheidet sich von
konventionellen szintigraphischen Techniken wie SPECT (single photon emission
tomography) durch die Moglichkeit der quantitativen Bestimmung der Verteilung von
Radioaktivitit in Gewebe.!'”) AuBerdem kénnen durch die etwa doppelt so hohe
rdaumliche Auflosung (5-6 mm) zehnmal kleinere Volumen aufgelost werden.

Urspriinglich war PET nur fiir die Forschung konzipiert. In den letzten 20 Jahren
zeigte sich jedoch, dass sie fiir die Gewinnung wichtiger diagnostischer Informationen
bei der klinischen Beurteilung von individuellen Krankheitsbildern geeignet ist.
Wihrend erste Anwendungen sich auf Erkrankungen von Gehirn und Herz
beschrankten, gewinnt der Einsatz fiir den Nachweis und fiir die Stadieneinteilung
zahlreicher maligner Tumoren zunehmend an Bedeutung. In Abhéngigkeit des
gewahlten radioaktiv markierten Wirkstoffes konnen quantitative Informationen
beziiglich Blutfluss, Rezeptorstatus und Verlauf der Metabolisierung gewonnen
werden. Die tomographische Abbildung ist innerhalb weniger Minuten mdglich,
wihrend fiir die Aufnahme von SPECT-Bildern 30 Minuten oder mehr bendtigt
werden. Dies wirkt sich besonders auf den Einsatz von kleinen zyklischen Peptiden
und Peptidmimetika als 7racer aus. Aufgrund ihrer schnellen Biodistribution im

Organismus ist in diesem Fall nur PET als bildgebendes Verfahren geeignet.

Ausschlaggebend fiir den Erfolg von PET in der Onkologie war hauptsidchlich die
Einfiihrung des Glucoseanalogons '*F-Fluordeoxyglucose (FDG) zum Nachweis und
der Stadieneinteilung maligner Tumoren.! Die Anwendung von FDG-PET erwies
sich als besonders erfolgreich bei Kopf-Hals-Tumoren, Bronchialkarzinomen,
kolorektalen Karzinomen, malignen Melanomen und Lymphomen. Es wurde
auBBerdem gezeigt, dass FDG-PET bei der Differenzierung von Tumorrezidiven
(Tumorriickfallen) und therapiebedingten Verdnderungen héufig der konventionellen

bildbegebenden Diagnostik iiberlegen ist. Bei der Diagnostik von Hirntumoren bieten
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radioaktiv markierte Aminosduren wie ''C-Methionin aufgrund des hohen

Glucosestoffwechsels der normalen grauen Substanz Vorteile gegeniiber FDG.

4.2 Methoden der Radiomarkierung

In der Nuklearmedizin stehen grundsétzlich verschiedene Radionuklide zur
Verfiigung. Die Auswahl des Radionuklids erfolgt in Abhangigkeit der gewiinschten
Eigenschaften wie Strahlungsart (o, B', B, v, Auger), Strahlungsintensitit, Halb-
wertszeit und Verfligbarkeit. Dariliber hinaus miissen fiir die erfolgreiche Applikation
eines radioaktiv markierten Peptids folgende Aspekte beriicksichtigt werden:

e Produktion des Positronenemitters durch kleine Beschleuniger,

e die Trennung der Radionuklide von den unbestrahlten 7Targets,

e verfiigbare Markierungsmethoden,

e FEinfluss der Markierungsmethode und des Radionuklids auf die
Ausscheidung der Peptide,

e interzelluldre Speicherung der Radiokataboliten in den Zielorganen,

e schnelle Ausscheidung der Radiokataboliten aus dem Blut und anderen
Organen.

Die wichtigsten Radioisotope fiir eine nicht-invasive Bildgebung sowie eine
Auswahl weiterer, z. B. in der Therapie eingesetzter Radionuklide sind in Tab. 4.1
dargestellt.

Zu den y-Strahlern, die in der SPECT eingesetzt werden, gehdren vor allem '*I

9

#"Te und '""'In. Die *™Tc-Markierung und die Markierung mit verschiedenen
dreiwertigen radioaktiven Metallkationen (®*Ga, °Y, '""In, '"Lu) wird durch
Komplexierung mit mehrzdhnigen Liganden, wie Hydrazinonicotinamid (HYNIC)
bzw. 1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-N,N",N"" N"""-tetraessigsdure (DOTA) erreicht,

die tiber einen Linker mit der biologisch aktiven Verbindung verkniipft sind. Die

123

radioaktive Markierung mit ~I kann durch elektrophile aromatische Substitution in

ortho-Position zu einer phenolischen OH-Gruppe mit Hilfe von Chloramin T/'®? oder

[190]

nach der Iodogen®-Methode eingefiihrt werden. Da Monoiodtyrosin im
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Tab. 4.1: Bei der nicht-invasiven Bildgebung und in therapeutischen Untersuchungen

eingesetzte Radioisotope. (18]
Isotop tin Strahlung Energie Verwendung Markierungsmethode
[keV]
'C 20.4 min B’ 960 PET Alkylierung mit ''CH,,
Sy2 mit ''CN”
"F  109.8 min B 633.5 PET Sy2 mit F', Sz mit AcO'°F,
Acylierung mit
prosthetischer Gruppe
®Ga  68min B"(89%) 1899 PET Komplexierung
0y 2.7d B~ 2280  Radiotherapie Komplexierung
Mg 6 h v 140 SPECT Komplexierung
"n 2.8d v, Auger 245 SPECT Komplexierung
I 132h v 159 SPECT SpAr
P 424 pT@3%) 2138 PET SpAr
1 59.44d v 28 invitro Tests SEAT
Pl 8d v, B~ 606  Radiotherapie SgAr
"Lu 6.6 d B~ 498  Radiotherapie Komplexierung
'%Re 17h v, B~ 2120  Radiotherapie Komplexierung

[191]

Organismus einer enzymatischen Deiodierung unterliegt, werden héufig

Vorlaufermolekiile (Precursor) wie aromatische Silyl-!'""! bzw. Stannylderivate!'** ¥

durch ipso-Substitution in die radioiodmarkierte Verbindung tiberfiihrt. Hierbei

erzielen Stannylaromaten hohere radiochemische Ausbeuten als Silylaromaten.!'™"

Fiir PET-Untersuchungen werden hauptsichlich die Positronenstrahler ''C und '°F,

seltener '*'I eingesetzt. Die Radioisotope ''C und 'F erlauben die Synthese

[195-200]

zahlreicher radioaktiver Wirkstoffe und bieten den Vorteil, dass die Markierung

normalerweise keinen Effekt auf die chemischen bzw. physiochemischen
Eigenschaften ausiibt, wodurch die Biodistribution eines Wirkstoffes unverdndert

171]

bleibt und verfolgt werden kann.| Das ''C-Isotop hat eine sehr geringe

Halbwertszeit (t;, = 20 min), was eine schnelle Synthese zur Einfiihrung dieses
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Isotops erfordert. Dies erfolgt hdaufig durch Methylierung, z.B. eines Alkohols, Amins
oder einer Sdure mit [''C]Methyliodid oder durch nukleophile Substitution mit
[''C]Cyanid. '®F ist ein ideales PET-Nuklid, da das Isotop ein 100 %iger
Positronenstrahler ist und eine Halbwertszeit (t;, = 110 min) hat, welche in vielen
Féllen fiir die Markierung und Detektion ausreichend ist, den Organismus aber nicht
zu hoher Strahlenbelastung aussetzt. Fluor kann durch nukleophile Substitution mit
'F" (insbesondere nach Komplexierung des Kations, z. B. mit Kryptofix 2.2.2) oder in

(201, 2021 AyBerdem ist eine

einer Schiemann-Reaktion mit [B'*FF;] eingefiihrt werden.
elektrophile aromatische Substitution z. B. mit '*F-Acetylhypofluorid”® (['*F]AcOF)
moglich. Oft werden auch sogenannte '*F-markierte prosthetische Gruppen, wie 2-
[ISF]Fluorpropions'aure oder 4-['®F]Fluorbenzoesiure bzw. die entsprechenden,
aktivierten Vorstufen (z.B. als 4-Nitrophenylester oder Succinimid-Aktivester) in einer

Acylierungsreaktion eingesetzt. 2%+ 124

I 1st lediglich zu 23 % ein Positronenstrahler
und wird eher in der Forschung und der Dosimetrie verwendet. Die radioaktive

Markierung mit dem Iodisotop '**I entspricht der fiir '*’I vorgestellten Methode.

4.3 avp3 als Target fiir das Angiogenese-Imaging

Die Expression des Targets avfB3 spielt eine wichtige Rolle bei der Bestimmung

von Wachstumsgeschwindigkeit und Metastasenbildung von malignen Tumoren in

experimentellen Tumor-Modellen sowie in Patientenstudien.” *"

Eines der ersten avp3-selektiven RGD-Peptide c(-RGDfV-)P"* ! diente als
Leitstruktur fiir die Tracer-Entwicklung™ (Tab. 4.2). Zunichst wurden die iodierten
RGD-Peptide ['*’I]c(-RGDyV-) und [*’I]e(-RGDfY-) synthetisiert, welche in vitro
eine hohe avfB3-Affinitit und Selektivitit sowie in vivo eine rezeptorspezifische

Tumoranreicherung aufwiesen.!"””’

Diese Verbindungen unterlagen jedoch haupt-
sachlich der Ausscheidung iiber die Leber, weshalb dort eine hohe Aktivitits-
anreicherung auftrat. Zur Verbesserung der Pharmakokinetik wurden Zucker-

aminosiure-Konjugate entwickelt.!'> 2*’]

Die daraus resultierenden Glycopeptide
['*1]Gluco-RGD und ['*F]Galacto-RGD besaBlen eine deutlich reduzierte Aktivitits-

konzentration in der Leber und eine erhohte Aktivitdtsanreicherung im Tumor
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verglichen mit Tracern der ersten Generation. PET-Aufnahmen zeigten, dass
['®F]Galacto-RGD eine nicht-invasive Bestimmung der avp3-Integrinexpression in

[205]

Rezeptor-positiven Tumoren erlaubt. Dariiber hinaus zeigen neueste Unter-

suchungen erste positive Resultate am Menschen.!**

In einem anderen Ansatz zur Verbesserung der pharmakokinetischen Eigenschaften
wurde das zyklische RGD-Peptid mit Tripeptiden aus hydrophilen D-Aminosduren wie
Asp bzw. Ser konjugiert.”® *'%! Insbesondere ['*F]Asp;-RGD prisentierte eine
vergleichbare Pharmakokinetik und Tumoraufnahme wie ['*F]Galacto-RGD und stellt
somit eine Alternative in der Bildgebung der avp3-Integrinexpression dar. Aufgrund
der groflen Vielfalt an unterschiedlichen Aminosauren ist hierbei eine Feinabstimmung
auf das gewlinschte pharmakokinetische Verhalten moglich. Die von Ogawa et al.
beschriebene direkte elektrophile '*F-Markierung von D-Phe in ¢(-RGDf[NMe]V-)

(2931 deren

mittels ['*FJAcOF erzeugt verschiedene mono- und difluorierte Isomere,
Biodistribution mit ['*IJe(-RGDyV-) und ['*I]e(-RGDfY-) vergleichbar ist.”! Auch
eine Rezeptor-abhingige Anreicherung des Tracers im Tumor wurde in vivo
beobachtet.**!

Neben radiohalogenierten RGD-Peptiden wurden zahlreiche radiometallierte
Analoga beschrieben. Das Tetrapeptid H-DKCK-OH ebenso wie DOTA wurden mit
c(-RGDfK-) konjugiert.?'"- 2"l Die hierdurch entstandenen Verbindungen wurden mit

Y, *T¢ und "*Re markiert. In Gegenwart der *™

Tc-Verbindung erhielt man eine
kontrastreiche Abbildung des Tumorgewebes, aber auch eine hohe Aktivititsan-
reicherung in der Niere.”'” Su ez al. stellten ein **™Tc-markiertes RGD-4C Peptid zum
Imaging der avB3-Expression vor. Diese Verbindung erzielte in zwei Tumor-
Mausmodellen lediglich eine geringe Tumoranreicherung, was vermutlich an der
geringen Bindungskonstante (~7 x 10° M) von [ Tc]JHYNIC-RGD-4C gegeniiber
dem avf3-Integrinrezeptor liegt. Demnach scheint eine Markierung von RGD-4C mit
#"T¢ und HYNIC als Chelatligand ungiinstig und fiihrt zu Peptiden mit nur geringer
Affinitit, welche sich nicht zur Bildgebung eignen. Ein **™Tc-markiertes lineares
Dekapeptid mit zwei RGD-Motiven wurde bereits zur Bildgebung in einer

[218]

Patientenstudie eingesetzt. Obwohl die Hintergrundaktivitit in Lunge und
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Tab. 4.2: Radiomarkierte av[33-Liganden.””’

Verb. ICs,” Tumor- Tumor-  Tumor/ Tumor/ Ref

avB3  modell’ aufnahme ppyskel Blut
[nM]

['*1]c(-RGDyV-) 10 Osteo  1.46+0.16 4.9 g.6 [
120 min p.i.

['*1]Gluco-RGD 40 M21 1.81+0.30 6.2 79 04
120 min p.i.

['*F]Galacto-RGD 5 M21 1.49+0.10 9.9 29.8 129
120 min p.i.

["*F]Asps-RGD 33 M21  1.08+0.07 7.9 27 1210
120 min p.i.

['*F]-Ser;-RGD 22 M21 0.85+0.04 5.3 6.1 B9
120 min p.i. 210]

2-["*F]e(-RGDf(NMe)V-) 1 DLD-1  0.88+0.06 2.7 52 [0
120 min p.i.

[ Tc¢]DKCK-RGD - M21 1.08+0.14 8.1 97 B
120 min p.i. 212]

['**Re]DKCK-RGD - Osteo 1.46+0.28 10.4 54 B
120 min p.i.

["*Y]DOTA-RGD - Osteo  1.10£0.04 2.8 11.8 B
120 min p.i.

['"'In]DTPA-RGD - CA20948 0.1140.02 7.9 92 [l
120 min p.i.

[**"Tc]JHYNIC-RGD-4C 7000° ACHN  0.59+0.1 2.6 1.6 B4
120 min p.i.

[ InJDOTA-E-[¢(-RGDK-)]; - OVCAR-3 75415 - 40! B
120 min p.i. 216]

[’ Tc]HYNIC-E-[¢(-RGDfK-)] - OVCAR-3 58405 - 104 B
120 min p.i. 216]

123 e [217]

['*1]GBHO-1 0.75 M21 0.61+0.1 5.5 8.7

120 min p.i.

“ detaillierte Informationen tiber die in vitro Assays sind in den Referenzen zu finden; ° Osteo:
Osteosarkom von Nagetieren, M21: humanes Melanom; DLD-1: humanes Adenokarzinom des
Kolons; CA20948: Pankreastumor der Ratte; ACHN: humanes Adenokarzinom der Niere; OVCAR-3:
Ovarialkarzinom; ¢ Bindungskonstante; ¢ aus graphischen Darstellungen abgeschitzt; ¢ diese Arbeit.

Unterleib hoch waren, konnten bei 11 von 14 Melanom-Patienten die Metastasen in

ausreichendem Kontrast bildlich dargestellt werden. Jedoch wurde die Affinitét dieses

Peptids gegeniiber den verschiedenen Integrinsubtypen, welche die RGD-Sequenz

erkennen, nicht untersucht. Da kleine lineare RGD-Peptide wie z.B. GRGDSPK!*"”
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eine geringe Selektivitdt besitzen, ist unklar, welches biologische Signal durch das
lineare Dekapeptid bestimmt wurde.

1999 wurde von Bock ef al. ein homo- und heterodimeres Ligandensystem fiir av[33
und SSTR2 (Somatostatinrezeptorsubtyp 2) fiir den Einsatz im Tumor /maging und in
der Therapie vorgeschlagen.”””’ SSTR2 ist u.a. an der Inhibierung der Proliferation
von Tumorzellen beteiligt.”?" ***! De Jong et al.®* konjugierten ¢(-RGDfK-) mit
Octreotat, einem Somatostatin-Analogon. Das resultierende Heterodimer zeigte
dhnliche Affinititen und Selektivititen bzgl. SSTR2 bzw. avp3 wie die
entsprechenden Monomere. Die Tracer-Akkumulation wurde hauptsédchlich durch die
Bindung an SSTR2 hervorgerufen, was vermutlich auf die hohere Affinitit von
Octreotat gegeniiber SSTR2 als von ¢(-RGDfK-) gegeniiber dem avp3-
Integrinrezeptor zuriickzufiihren ist.

Bristol-Myers Squibb beschreibt ein Homodimer bestehend aus zwei ¢(-RGDfK-),
welche iiber eine Glutaminsiure verbriickt sind.*** ***) Das Peptid wurde mit DOTA
bzw. HYNIC, wodurch die Markierung mit Mn, 9OY, "TLu und *™Tc moglich ist,
konjugiert. Die Verbindungen zeigten in vitro gegeniiber dem avp3-Integrinrezeptor
eine hohe Affinitit und Selektivitit und in vivo eine hohe Tumoranreicherung, wobei
fiir das Dimer eine hohere Aktivitdtskonzentration im Tumor als fiir das Monomer
erhalten wurde.”"” AnschlieBende Therapiestudien mit ?Y-DOTA-E-[¢(-RGDfK-)],
zeigten, dass eine einzige intravenose Gabe der Verbindung in der maximal tolerierten
Dosis bei Mdusen mit kleinen subkutanen Tumoren eine signifikante Wachstums-
verzdgerung bewirkt. Hingegen wurde dies bei Maiusen, welche mit dem
Kontrollpeptid **Y-DOTA-E-[¢(-RGKfD-)], behandelt wurden, nicht beobachtet.”*'®!
Diese Daten weisen darauf hin, dass RGD-Peptide nicht nur fiir die nicht-invasive
Bestimmung der avp3-Integrinexpression angewendet werden konnen, sondern auch
fiir die Radiotherapie ein Potential besitzen.

Als Alternative zu den radiohalogenierten Peptiden wurde ein nicht-peptidisches

18, 21 .
118, 2171 welches in

aza-RGD-Mimetikum zur Iodmarkierung entwickelt (Kapitel 6.1),
der Literatur unter ['“IJGBHO-1 (auch ['*’I]Aza-RGD-1) bekannt ist. Es weist in
avp3 exprimierenden Melanoma-Zelllinien eine um ca. 66 % geringere Aktivitdtsan-

reicherung als ['*1]Gluco-¢(-RGDyK-) auf. Die schnelle renale und hepatobiliire
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Ausscheidung fiihrte jedoch in Leber, Niere, Haut und Lunge zu etwas besseren
Tumor/Organ-Verhéltnissen. Bei diesem Verhéltnis wird die Aktivitidtsanreicherung
im avfB3 exprimierenden menschlichen M21 Melanom in Bezug zu den jeweiligen

Akkumulationen in den Organen bzw. des Kontrolltumors M21-L gesetzt.
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S MULTIVALENTE RGD-PEPTIDE FUR DIE TUMORDIAGNOSTIK

Um zu erforschen, ob das Konzept der Multivalenz (mehrere Bindungsepitope fiir
einen/mehrere Rezeptoren) auf dem Gebiet des Tumor-Imaging Vorteile bietet,
wurden multivalente RGD-Verbindungen mit einer Anbindungsstelle fiir einen
Radiomarker entwickelt. Die Testung der Integrinaffinitit der hergestellten nicht
radioaktiv markierten Substanzen wurde von der Firma Merck KGaA, Darmstadt, im
Labor von Dr. S. L. Goodman in isolierten Rezeptorassays durchgefiihrt. Die radio-
aktive Markierung und Untersuchung der Verbindungen beziiglich ihrer Anwend-
barkeit in SPECT bzw. PET erfolgte durch T. Poethko und Dr. R. Haubner in der
Arbeitsgruppe Radiochemie/Radiopharmakologie (Dr. H.-J. Wester) der Nuklear-
medizinischen Klinik und Poliklinik der Technischen Universitdt Miinchen (Prof. M.
Schwaiger).

Nach einer kurzen Erlduterung der Bedeutung von multivalenten Wechsel-
wirkungen wird die Synthese der Verbindungen beschrieben. Da es sich hier um
Peptide handelt, werden zunichst Aspekte der Peptidsynthese und das allgemeine
Synthesekonzept erldutert. Es folgen die Darstellung der einzelnen Bausteine und die
Synthese des gesamten Multimers. AbschlieBend werden die Ergebnisse der

biologischen Evaluation diskutiert.

5.1 Theorie der multivalenten Wechselwirkungen

Ein multivalenter Ligand besitzt zwei oder mehr Bindungsepitope, die gleichzeitig
mit einem oder mehreren Rezeptoren wechselwirken konnen. Neben der einfachen
Bindung eines Liganden an einen Rezeptor treten bei multivalenten Liganden zusatz-

liche Effekte auf, die sich in folgende Kategorien einteilen lassen (Abb. 5.1):12262%]
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a) 0¢

Abb. 5.1: Effekte multivalenter Liganden: a) Verstirkte Bindung an oligomerisierte
Rezeptoren iiber Chelat-Effekt; b) Oligomerisierung bzw. Clustern von Rezeptoren
durch Ligandenbindung; c¢) gleichzeitige Bindung an primdre und sekunddre
Rezeptortaschen, d) Konzentrationserhohung von Bindungsepitopen in der Umgebung

eines Rezeptors; e) Abschirmung der Rezeptoren aufgrund der Ligandengrofie.

In der Natur sind multivalente Wechselwirkungen weit verbreitet und treten in
verschiedenen Ebenen von Erkennungs- und Adhésionsprozessen auf (Tab. 5.1), da
biologische Systeme eher mehrere schwache (multivalente) Wechselwirkungen
eingehen als eine sehr starke monovalente.”* Hierfiir sind u.a. mehrere Ursachen
denkbar:

o Moglichkeit abgestufter Signalprozesse in Abhédngigkeit von der Zahl
beteiligter Liganden-Rezeptor-Paare,

e Erhohung der Bindungsstirke und -spezifitit durch heteromere Polyvalenz
(Wechselwirkung mehrerer Ligandentypen mit mehr als nur einem
Rezeptortyp),

¢ Bildung einer grofleren Kontaktoberfldche.
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Tab. 5.1: Beispiele multivalenter Wechselwirkungen zwischen Zelle-Virus, Zelle-

Bakterium, Zelle-Zelle, Zelle-Molekiil und Molekiil-Molekiil in biologischen

Sysz‘emen.[ 226]

Ligand Rezeptor Wechselwirkung

Influenzavirus Bronchiale Epithelzelle Wechselwirkung der Héamagglutinin-Trimere mit
Sialinsdure

Borrelia burgdorferi  Blutpléttchen Membranprotein P 66 bindet an allbp3-Integrin

Leukozyt Endothelzelle Bei der Extravasation binden sLe™ und Integrine an E-
und P-Selectine

Makrophage Bakterium Zwei (IgG) bis zehn (IgM) Antigenbindungsstellen
erkennen sich wiederholende bakterielle Epitope

retinoider RXR- DNA Affinitdtssteigerung durch Pentamerisierung des

Ligand-Komplex Transkriptionsfaktors RXR-L an DNA

In den letzten Jahren sind multivalente Wechselwirkungen verstiarkt in den Fokus
des wissenschaftlichen Interesses geriickt.”>***'! Multivalente Liganden, die sich in
ihren kollektiven Eigenschaften quantitativ und qualitativ von den Eigenschaften der
monovalenten Analoga unterscheiden, legten neue Strategien fiir das Design von
Reagenzien und Arzneimitteln fiir die Forschung in der Biochemie und Biologie nahe.
Es wird angenommen, dass multimere Liganden im Durchschnitt fester an Rezeptoren
gebunden sind, da sich die Bindungs- und Abldseprozesse der einzelnen Epitope
positiv beeinflussen. Diese kooperative Aktivititssteigerung ldsst sich auf Entropie-

und lokale Konzentrationseffekte zuriickfiihren. Dabei spielt die Architektur der

[232-235] [236-239]

Liganden, wie die Anzah und Dichte der Bindungsepitope sowie die Art

[240-242]

threr Bindung eine grofle Rolle. Dariiber hinaus besitzen multimere Liganden

vollig andere pharmakokinetische Eigenschaften als monomere Analoga.**’!
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5.2 Grundlagen der Peptidsynthese

Fiir die Synthese der im Rahmen dieser Arbeit hergestellten Peptide wurde die von
Merrifield entwickelte Festphasensynthese (solid phase peptide synthesis, SPPS)
verwendet.*** **! Die lineare Peptidkette wurde nach der von Carpino et al.

[246-248] (Schema

entwickelten orthogonalen Fmoc/tert-Butyl-Schutzgruppenstrategie
5.1) schrittweise vom C- zum N-Terminus an einem festen Trager aufgebaut, indem
eine N-terminal geschiitzte Aminosdure an eine N-terminal entschiitzte, festphasen-
gebundene Aminosdure gekuppelt wurde. Die wesentlichen Vorteile dieser Methode
liegen in der fast quantitativen Umsetzung durch Einsatz hoher Reagenzieniiber-
schiisse und dem einfachen Entfernen der loslichen Nebenprodukte und {iber-

schiissigen Reagenzien durch Filtration.

Fmoc, (0]
HN@—/(
OH
moc, 0 PS
HN{PJLo Q -~ Q
PS

Base
H

1. Harzbelegungl
N
2. Abspaltung der TS l O
Fmoc, O

HN
Fmo
PS C\
(Linkep) (Linkep)
Kupplungsreagenz
Base, Additiv

| 3. Kupplungsreaktlonl

l Wiederholung Schritt 2

| 4. Abspaltung vom Harz l

HOAC/TFE
oder HFIP/ \ TFA, TIPS

(0] 0 (0]

H H 0
H,N N HzN@—”—NW
OH OH

PS PS

Schema 5.1: Synthese von Peptiden an fester Phase nach Merrifield und Carpino, TS:

tempordre Schutzgruppe, PS: permanente Schutzgruppe.

Im ersten Schritt wird eine partiell geschiitzte Aminosdure tiber einen zu den
Kupplungsbedingungen orthogonalen Linker an den polymeren Triager gebunden. Als

polymere Triager werden Polystyrol-Harz und TentaGel-Harz (Polystyrol-Harz mit
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zusitzlichem PEG(Polyethylenglykol)-Linker) eingesetzt. Die Art des Linkers
entscheidet, wie die synthetisierte Verbindung wieder von dem polymeren Trager
entfernt werden kann. In dieser Arbeit wurde neben dem WANG-Linker hauptsichlich
der Trityl-Linker verwendet, von welchem das Peptid unter Erhalt der permanenten

Schutzgruppen abgespalten werden kann. (Abb. 5.2)

TCP-Harz WANG-Harz 0)
HOAc oder Cl O ()  95%TFA, TIPS \/©/ 9
TFA, TIPS HO

Abb. 5.2: Verwendete Linker mit Angabe der Abspaltbedingungen.

Fir die Kupplungsreaktion (3. Schritt) muss die Carboxylgruppe der Fmoc-
Aminosdure aktiviert werden. Dies kann entweder durch den Einsatz bereits
voraktivierter Aminosdurederivate, wie z.B. symmetrische Anhydride, N-Carboxy-
anhydride bzw. Sdurehalogenide,*"> 2% 2"

reagenzien®'*>*! (Abb. 5.3) erfolgen.

oder durch Zugabe von Aktivierungs-

) g PFo
Z N—pt+
N

¥

N\ W
Nt
b -

DCC

PyBrOP
c TBTU/HBTU N
\‘N
: L,
— / N
N7+/N\ C o PFe
|
\ | N BFy N Q
~N+
EDCI N” N D
O_
HATU PyBOP

Abb. 5.3: Kupplungsreagenzien fiir die in situ-Aktivierung von Aminosduren.

Diese Aktivierungsreagenzien erzeugen in situ eine hochreaktive Acyluronium-
oder Acylphosphonium-Spezies, welche im nachfolgenden Schritt durch den
nucleophilen Angriff von dem gebildeten Bromid, HOBt oder HOAt in das

Sdurehalogenid bzw. in den Aktivester umgewandelt werden. Dieser reagiert
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letztendlich mit dem freien N-Terminus des harzgebundenen Peptids zum Amid. Die
groffte Reaktivitit weisen OAt-Aktivester, symmetrische Anhydride und Aminoséure-
halogenide auf. Die in den ersten Schritten der Aktivierungsreaktion gebildeten Acyl-
Onium-Verbindungen racemisieren leicht, weshalb man durch den Zusatz von

Additiven (Abb. 5.4) das Reaktionsgleichgewicht zum Aktivester verschiebt.

L L
N N I
N—OH / ‘ N.
E/é © N N~ N OH
O OH OH ')
HOSu HOBt HOAt HOOBt

Abb. 5.4: Gebrduchliche Additive fiir die Kupplung von in situ aktivierten

Aminosdurederivaten.

Um Reaktionen mit den funktionellen Gruppen der Seitenketten zu vermeiden,

werden fiir diese permanente TFA-labile Schutzgruppen verwendet:

Tab. 5.2: Seitenkettenschutzgruppen fiir Aminosduren.

Aminoséure Schutzgruppe Abkiirzung
Tyrosin tert-Butyl-Ether ‘Bu
Aspartat tert-Butyl-Ester O'Bu

Arginin  N®-(2,2,4,6,7)-Pentamethyl-dihydrobenzofuran-5-sulfonyl- Pbf

Die Peptidabspaltung im 4. Schritt erfolgt im Fall des Trityl-Linkers durch
Behandlung mit schwachen Sauren wie HFIP***! oder Essigsdure/Trifluorethanol in
Dichlormethan unter Erhalt der Seitenkettenschutzgruppen. Soll die Harzabspaltung
unter gleichzeitiger, vollstindiger Entschiitzung des Peptids erfolgen, verwendet man
TFA. Hierbei entstehen Carbokationen, die mittels geeigneter Scavanger abgefangen
werden miissen, um die irreversible Alkylierung nukleophiler Aminoséureseitenketten
zu unterdriicken. Hierbei kommen Wasser, Thioanisol, Ethandithiol oder Phenol zum

[255

Einsatz.!”*! Heute hat sich das geruchlose und sehr effektive TIPS zusammen mit

geringen Mengen an Wasser in TFA als Abspaltmischung etabliert.>
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5.3 Allgemeine Synthesestrategie

Die Entwicklung der allgemeinen Synthesestrategie erfolgte zusammen mit U.

. . 12 ..
Hersel, der auch die monomeren Analoga, sowie den '*’I-Precursor synthetisierte.

In erster Linie sollten Verbindungen entwickelt werden, die eine multivalente
Ligand-Integrin-Wechselwirkung ermdglichen und gleichzeitig unter Erhalt der avp3-
Integrinaffinitdt radioaktiv markiert werden konnen. Als Integrinligand diente das
zyklische Pentapeptid ¢(-RGDfE-) (C®). Es wurde aufgrund seiner im Vergleich zu
linearen RGD-Peptiden erhohten Rezeptorselektivitit ausgewdhlt (Kapitel 2.4). Die
multimeren Verbindungen sollten mehrere Merkmale und Mdoglichkeiten bieten:

e Molekiile definierter GroBe (keine polydispersen Polymere);

o grofle* Abstinde iiberbriicken (u.a. Integrinabstinde);

e cinfache Variation in Verzweigungsgrad und Spacerlinge;

e cffizientes Einfiihren der RGD-Zyklopeptide;

e definierte radioaktive Markierung iiber funktionelle Gruppe ohne Beein-

flussung der Bindungsepitope.

Als elegante Methode, um eine stabile, eindeutig definierte Radiomarkierung
einzufiihren, bietet sich die chemoselektive Oximligation an. Diese Reaktion erfolgt
sehr rasch unter schwach sauren Bedingungen zwischen einer Aminooxy- und einer
Aldehyd-Komponente. Thre Effizienz, Selektivitit und vielseitige Verwendbarkeit
konnte u.a. bei der Synthese von radioaktiv markierten Proteinkonjugaten,'>” ***
zyklischen Peptiden,” Glycopeptiden,**” DNA- und RNA-Konjugaten*®" 2% ge-
zeigt werden. Eine Moglichkeit, um nur einen Radiomarker pro Verbindung einzu-
fithren, bietet die Synthese des multimeren Peptides ausgehend von einer Aminoséure,
deren Seitenkette mit der Aminooxy-Gruppe funktionalisiert ist.

Mit etablierten Methoden der Peptidkupplung konnten unter Verwendung der
seitenkettenfunktionalisierten Aminosdure, verzweigter Aminosduren und Spacer-
Aminosduren schnell und in guter Ausbeute Peptid-Multimere mit diverser Struktur

[263

aufgebaut werden.”®! An die freien N-Termini des Geriistmolekiils lassen sich

Zyklopeptide mit freiem C-Terminus kuppeln. (Abb. 5.5)
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TCP-Harz O .
seitenkettenfunktiona-

lisierte Aminoséaure

verzweigte Aminosauren )\ )\ —_—

Abb. 5.5:  Schematischer  Aufbau  eines  Tetramers am  Harz  aus

seitenkettenfunktionalisierter Starteraminosdure, verzweigter Aminosdure, Spacer-

Aminosdure und teilentschiitztem Zyklopeptid c(-R[Pbf]GD[O'Bu]fE-).

Bei biologischen Testungen werden die zu testenden Substanzen parallel mit einer
bereits bekannten nicht aktiven Verbindung, der Negativkontrolle, evaluiert, um die
erhaltenen Ergebnisse iiberpriifen zu konnen. Deshalb wurde das sehr viel geringer
affine  Zyklopeptid c¢(-RADfE-) (C*) in Verbindungen integriert, die als
Negativkontrolle dienen. Die multimeren Verbindungen besitzen im Vergleich zu dem
entsprechenden Monomer nicht nur zusitzliche Rezeptor-Bindungsstellen, sondern
aufgrund des hoheren Molekulargewichtes und der groBeren Anzahl an Spacer-
molekiilen auch andere pharmakokinetische und pharmakodynamische Eigenschaften.
Um eine Aussage liber multivalente Effekte treffen zu konnen, war es notig, einfach
bindende multimere Verbindungen mit sonst gleicher Beschaffenheit zu synthetisieren.
Hierzu mussten alle bindenden Zyklopeptide ¢(-RGDf{E-) bis auf eines gegen das sehr
viel geringer bindende Zyklopeptid c(-RADTE-) ausgetauscht werden. Bei paralleler
Evaluation von multivalenten und einfach bindenden multimeren Verbindungen kann
man beurteilen, ob ein Effekt auf die Anzahl der zur Verfiigung gestellten

Bindungsepitope zuriickzufiihren ist.

Die Festphasensynthese der multimeren Verbindungen erfolgte divergent!®* %1

Das Prinzip der Konvergenz®*® **”! kam lediglich beim Einfiihren des Zyklopeptids
zum Tragen, da es nicht Schritt fiir Schritt am verzweigten Geriistmolekiil generiert,

sondern als Zyklopentapeptid-Fragment eingefiihrt wurde.
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5.4 Konzeption und Synthese der Bausteine

Die Ausfiihrung der Synthese der Bausteine beginnt mit dem Integrinliganden und

wird durch die Geriistbausteine Verzweigungseinheit und Spacer erginzt.

5.4.1 Zyklopeptide

Als Integrinligand wurde das hoch affine avB3/ avB5-selektive zyklische
Pentapeptid c(-RGDfE-) ausgewihlt. Das sehr viel geringer affine Zyklopeptid
c(-RADfE-) wurde in Verbindungen integriert, die als Negativkontrolle dienen.

Die Synthese der Zyklopentapeptide erfolgte nach der in unserer Arbeitsgruppe

[246-248]

etablierten Methode: Mittels Fmoc-Strategie wurden zuerst die linearen

Pentapeptide D[O‘Bu]fE[OBzI]R[Pbf]G bzw. D[O'Bu]fE[OBzI]R[Pbf][A am TCP-
Harz unter Zusatz von TBTUP® **1 HOBt*"> ! und DIPEA bzw. Collidin
aufgebaut, anschlieBend unter Erhalt der Seitenkettenschutzgruppen vom Harz
abgespalten (Schema 5.1), in Losung zyklisiert?’> *”*! und mittels Hydrierung partiell

entschiitzt (Schema 5.2).
OBzl

o |5.Zyklisierung| o é
HN-O-D-E-B~4 >

OBu OBzl Pbf 80— SRO—Pof
©;

| 6. Hydrierung l

(> <€

Bu0—DY SRO>—Pbf
S5

Schema 5.2: Synthese des teilentschiitzten Zyklopeptids c(-R[Pbf] GD[O'Bu]fE-].

Die Zyklisierung erfolgte nach der Azidmethode, bei welcher der C-Terminus des

)[274, 275]

linearen Peptids durch Einsatz von Diphenylphosphorylazid (DPPA und festem

Natriumhydrogencarbonat in situ in ein aktives Carbonsdureazid iiberfiihrt wird, und



5 MULTIVALENTE RGD-PEPTIDE FUR DIE TUMORDIAGNOSTIK 41

der Ringschluss iiber eine Amidbildung erfolgt.*”* ™! Fiir die Reaktion ist eine hohe
Verdiinnung erforderlich (Peptidkonzentration von 5-10° mol/L in DMF), um eine
intramolekulare Reaktion (Zyklisierung) gegeniiber einer intermolekularen Reaktion
(Oligomerisierung) zu begiinstigen. Orthogonal zu den sauer abspaltbaren perma-
nenten Schutzgruppen wurde der Benzylester (OBzl) fiir die Carboxylgruppe der
Glutamatseitenketten verwendet. Diese ldsst sich hydrogenolytisch in Anwesenheit
von Pd/C als Katalysator selektiv abspalten und man erhédlt die Peptide
¢(-R[Pbf]GD[O'Bu]fE-) (C®*) und c¢(-R[Pbf]AD[O'Bu]fE-) (C**), welche iiber die

Carboxylgruppe des Glutamats weiter modifiziert werden konnen.

5.4.2 Verzweigungseinheit

In letzter Zeit wurden fiir die Festphasensynthese von verzweigten Peptiden
verschiedene Aminosdurebausteine in der Literatur beschrieben. (Abb. 5.6) Diese
Verzweigungseinheiten konnen chiral (1,2 2,127 51277y oder achiral (6, 7127
sein und entweder zu einer zweifachen oder zu einer dreifachen Verzweigung fiihren

(8%*). Fiir den Aufbau komplexer Peptiddendrimere stehen auBerdem Aminosduren

mit verschiedenen orthogonalen N-Schutzgruppen zur Verfiigung (3,2%' 41282,

O (0] 0 0]
(\/\HJ\OH BocHNMOH MOH FmocHN:/\ \>\:OH
NHFmoc NHFmoc NHBoc NH(ivDde) NHFmoc BocHN NHAlloc

2 3 4

Ox -OH
Ox_-OH Oy -OH

NHBoc  NHBoc NHBoc NHBoc NHTeoc NHTeoc BocNH

5 6 7 8

Abb. 5.6: Verzweigte Aminosduren fiir die SPPS.

Urspriinglich sollte die in unserem Arbeitskreis bereits zur Synthese von
multimeren Verbindungen als Verzweigungseinheit etablierte Bis-(N,N -Teoc)-3,5-di-
(2-aminoethoxy)-benzoesdure (7) verwendet werden. Diese stellte sich als ungeeignet

heraus, da am TCP-Harz verankerte aliphatische Aminoséduren unter den Bedingungen
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der Teoc-Entschiitzung (1M BuyNF in THF, DMSO) teilweise vom Harz abgespalten
werden. Stattdessen wurde Bis-Fmoc-L-Lysin (1) eingesetzt, welches kommerziell
erhéltlich ist. Bereits Tam et al. verwendete 1 erfolgreich zur Festphasensynthese der
MAPs (multiple antigen peptides), welche mehrere Kopien eines peptidischen
Antigens an einem Lysinbaum (4 oder 8 Zweige) enthalten, 126> 282871

Damit die allgemeine Synthesestrategie bei der Herstellung einfach bindender
Multimere weiterhin angewendet werden konnte, war die Nutzung des kommerziell
erhiltlichen Fmoc-L-Lys(ivDde)-OH (9) als orthogonal geschiitzte Verzweigungs-
einheit sinnvoll. Die ivDde-Schutzgruppe ist stabil gegeniiber TFA- und Piperidin-

[281, 288]

Losungen und kann mit 2 % Hydrazin-Hydrat in NMP abgespalten werden, um

die Arme der multimeren Verbindung separat aufbauen zu konnen.

0
OH
FmocHN HN Abspaltung:
2 % Hydrazin-Hydrat
o O inDMF, 5 min, RT

9
Abb. 5.7: Fmoc-L-Lys(ivDde)-OH (9) mit Abspaltbedingungen von ivDde.

Bei den ersten biologischen Testungen der multimeren Verbindungen stellte sich
heraus, dass das synthetisierte Tetramer gegeniiber dem Monomer eine geringere
metabolische Stabilitdt besitzt (Kapitel 5.6). Dies ist vermutlich auf den
proteolytischen Abbau der als Verzweigungseinheit verwendeten natiirlichen
Aminoséure 1 zuriickzufiihren. Deshalb wurden weitere Multimere unter Verwendung
des nicht natiirlich vorkommenden D-Lysins in Form von Bis-Fmoc-D-Lysin (11)
(Schema 5.3) hergestellt. Dieser Baustein ist nicht kommerziell erhéltlich, konnte

jedoch in sehr guter Ausbeute unter Standardbedingungen'**”! hergestellt werden.

0 2 Ag. Fmoc-ONSu o

H,O/Aceton
I/\/\.)‘\OH > (\/\)]\ OH
NH, H, NaHZ%Oh&g_': 8.5 NHFmoc NHFmoc

10 11
100 %

Schema 5.3: Synthese von Fmoc-D-Lys(Fmoc)-OH (11).

P
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5.4.3 Spacer

Eine gewisse Distanz zwischen den Liganden ist notig, um gleichzeitig mehrere
Rezeptoren erreichen zu konnen. Bei der thermodynamischen Betrachtung von
multivalenten Wechselwirkungen spielt der Spacer eine entscheidende Rolle.

Die Gibbssche Bindungsenergie setzt sich aus enthalpischen und entropischen
Beitrdgen zusammen, z.B. enthalpische Bindungsverstirkung bzw. -schwichung,
Translations-, Rotations-, Konformations- und Solvatationsentropie. Die Beitrdge des
Spacers zur Entropie und Enthalpie konnen auf die Affinitit multivalenter
Wechselwirkungen teilweise kompensierend wirken: die konformative Flexibilitit
erhoht den Aufwand an Konformationsentropie fiir eine Assoziatbildung, steigert aber
zugleich die Wabhrscheinlichkeit, dass alle moglichen Rezeptor-Ligand-Wechsel-
wirkungen ohne Spannungsenergie zustande kommen. Der bei einer multivalenten
Bindungsausbildung auftretende Verlust an Konformationsentropie ist schwierig zu
quantifizieren. Vereinfachend kann man annehmen, dass der Verlust an
Konformationsentropie hauptsdachlich auf dem Einfrieren von rotationsfahigen

2901 Nach einer Methode von Mammen et al.'**" lisst

Bindungen im Spacer beruht.
sich die Konformationsentropie eines Spacers durch einfaches Aufsummieren der
Torsionsentropien der einzelnen Bindungen bestimmen. Die Entropiednderung beim
Einfrieren der Rotation um eine C-C-Bindung betrigt ca. 2 kJ/mol.**”! Fiir einen
Triethylenglykolspacer kann der Entropieverlust somit ungiinstige Werte von bis zu
40 kJ/mol annehmen.”” In der Literatur sind jedoch mehrere Beispiele beschrieben,
bei denen trotz lingerem PEG-Spacer eine verstidrkte bivalente Ligand-Rezeptor-

Wechselwirkung beobachtet werden kann,**'%]

Unter der vereinfachten Annahme, dass sich vier Integrine mit einem gemittelten
Kopfdurchmesser von 60 A" zentriert an den Ecken eines Quadrats mit der
Seitenlinge 60 A anordnen, betriigt der Abstand vom Mittelpunkt des Quadrats zum
Mittelpunkt der Integrine, und damit in etwa zur RGD-Bindungsstelle, 42 A (Abb.
5.8). Dieser Abstand sollte von den nachfolgend beschriebenen multivalenten RGD-
Peptiden mit zwei Hegas(PEG)-Spacerbausteinen pro Verzweigungsarm iiberbriickt

werden (mit dem Molecular Simulations Programm Insight IT 2000 berechnete Linge
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von Hegas im gestreckten Zustand: ca. 24 A, Ahx im gestreckten Zustand: ca. 8 A).
Nach Wong ez al.™¥ kann man die effektive Linge L eines PEG-Spacers in Wasser
nach der Formel L = a-N"* abschitzen (¢ = 3.5 A, Linge einer Ethoxyeinheit; N:
Anzahl der Ethoxyeinheiten). Demnach erhidlt man fiir einen Hegas,-Spacer (14
Ethoxyeinheiten) eine effektive Linge von ca. 37 A. Er ist unter Einbeziechung der
Verzweigungseinheit gerade ausreichend, um vier rdumlich benachbarte Integrine zu

erreichen. Die kalkulierte Lénge von Ahx im gestreckten Zustand betriigt 8 A.

Integrin-
Kopfgruppe

x=sin45°-60 A~ 42 A
RGD- i —+—1—% 1| 60A

Bindungsstelle

Abb. 5.8: Schematische Darstellung der quadratischen Anordnung von vier
Integrinen. Aus dem Durchmesser der Kopfgruppen ldsst sich der Abstand x zum
Mittelpunkt des Quadrats berechnen und so die bendtigte Spacer-Linge fiir ein
tetravalentes RGD-Peptid abschdtzen.

Um die Hydrophilie/Lipophilie bzw. Loslichkeit der Multimere zu beeinflussen,
wurden die eher unpolare e-Aminohexansdure (Ahx) und die gut wasserlosliche

Heptaethylenglykolaminosiure (Hegas) als Spacer verwendet.

O

Ahx HZN\/\/\)I\OH
0
Ado HZN\/\O/\/O\)I\OH

O
Hegas HzN\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\)I\OH
Abb. 5.9: Spacer-Verbindungen Ahx, Ado und Hegas.

8-Amino-3,6-dioxaoctansdure (Ado) ist als Fmoc-Aminosdure kommerziell
erhéltlich, jedoch sehr teuer. Daher wurde Heptaethylenglykolaminosdure ausgehend
von dem ldngsten kiuflichen Polyethylenglykol mit definierter Léinge, dem
Hexaethylenglykol (12) synthetisiert (Schema 5.4). Im ersten Schritt wurde Reaktion
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mit Diazoessigsdure-tert-butylester (13) die Sdurefunktion geschiitzt und gleichzeitig
das Ethylenglykol verlingert.”” ***! Die Aminogruppe konnte durch Tosylierung nach
Yoshida et al. mit Triethylamin und katalytischen Mengen Trimethylammonium-

chlorid,**® Azidbildung mit Natriumazid™®"”

und katalytischer Hydrierung generiert
werden. Nach Einflihrung der N-terminalen Fmoc-Schutzgruppe wurde abschlieBend

der tert-Butylester sauer hydrolysiert.

0 1. TsCl, TEA, abs. CH,Cl,,
Nax AL, 0 °C - RT, 60 min
. OBy OVOJ\ 2. NaN3, abs. DMF, 16 h
o™ Jr6H - Hot™>~ ~" ~0'Bu >
BF3OEt, 3. Hy, Pd/C
12 abs. CH,Cl,, 30 min 14 EtOH/CHCI3, 12 h
78 % 71 %

1. Fmoc-CIl, NaHCO3

0 (0]
THF, 0°C, 60 min Vl\
’ ’ . Fmoc< 0)
HZN{/\/Oig)I\OtBu > H{/\/ 5~ OH

2.90% TFA, 30 min

15 16
98 %

Schema 5.4: Synthese von 20-(N-Fmoc)-Amino-3,6,9,12,15,18-hexaoxaeicosansdure
(Fmoc-Hegas-OH, 16).

Durch eine HPLC-MS-Analyse erkannte man, dass das Produkt Fmoc-Hegas-OH
(16) geringe Verunreinigungen durch Verbindungen mit zusétzlichen und fehlenden
Ethoxyeinheiten enthielt. Diese stammten vermutlich aus dem Polymerisationsprozess
zur Herstellung von Hexaethylenglykol und konnten auch durch die verwendete
praparative HPLC kaum abgetrennt werden. Dariiberhinaus war die Fmoc-Gruppe von
16 nicht stabil, weshalb die Lagerung bei —18 °C erfolgte und Peptidkupplungen unter
Verwendung von sym-Collidin statt DIPEA als Base durchgefiihrt wurden. Aufgrund
dieser Instabilitidt war eine Doppelkupplung bei der Festphasensynthese nicht sinnvoll.

Es ist bekannt, dass Peptide durch Verknilipfung mit ldngeren Alkylketten

unlosliche Prizipitate bilden.**!

Dieses Loslichkeitsproblem trat bereits bei
Verbindungen mit insgesamt vier Aminohexansdureeinheiten im Molekiil auf. Es
wurden deshalb u.a. Dimere und Tetramere mit nur einer Ahx-Einheit an jedem
Verzweigungsarm sowie Oktamere lediglich mit der Hegas-Aminosdure als Spacer

synthetisiert.
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5.5 Synthese von multimeren RGD-Peptiden

Die aminooxyfunktionalisierten Peptide wurden am TCP-Harz unter Verwendung
von TBTU/HOBt/Collidin bis einschlieBlich Spacer entsprechend Kapitel 5.2
aufgebaut. Als erste Aminosdure am Harz diente die von F. Wahl und M. Mutter in die

Peptidsynthese!®”!

eingefiihrte und kommerziell erhéltliche, orthogonal geschiitzte
Aminosdure Fmoc-Dpr[Aoa(Boc)]-OH (N-a-Fmoc-N-B-(N-tert-Butyloxycarbonyl-
aminooxyacetyl)-L-diaminopropionsédure, 17, Abb. 5.10). Ihre Seitenkette ist mit einer
Aminooxygruppe funktionalisiert, wodurch das Einfiihren einer radioaktiv markierten
prosthetischen Gruppe ermdglicht wurde.

i Oxim-Ligation

e} SPPS o

0 OH
TENT A we Tt
y - oc ay - 2
N G H™ Yo
Fmoc O R o]
17
Abb. 5.10: Fmoc-Dpr[Aoa(Boc)]-OH (17) immobilisiert am Harz mit ihren

Anwendungsmoglichkeiten.

Anschlieend wurde die Verzweigungseinheit durch Kupplung mit der Aminosaure
Fmoc-L-Lys(Fmoc)-OH (1) bzw. Fmoc-D-Lys(Fmoc)-OH (11, 2.5 Aquivalente pro
freiem N-Terminus) eingefiihrt. Der Aufbau von tetrameren und oktameren Strukturen
erfolgte durch eine bzw. zwei weiteren Kupplungen mit der Verzweigungseinheit. Die
geschiitzten Spaceraminosiduren Fmoc-Hegas-OH bzw. Fmoc-Ahx-OH wurden bei
dimeren Verbindungen mit 2.5 Aquivalenten und bei hdéheren Homologen mit 2
Aquivalenten pro freiem N-Terminus eingefiihrt. Bei der Spacerverlingerung mit einer
weiteren Aminosdure 16 wurden ebenfalls 2 Aquivalente verwendet. Nicht
umgesetztes Fmoc-Hegas-OH in der Kupplungslosung konnte isoliert und in weiteren
Umsetzungen verwendet werden.

Das geschiitzte Zyklopentapeptid mit freiem C-Terminus c(-R[PbfJGD[O'Bu]fE)
(CG*) bzw. c(-R[PbfJAD[O'Bu]fE) (C**) wurde mittels Fragmentkupplung am Harz
eingefiihrt. Hierfiir wurde der C-Terminus mit 0.98 Aq. HATU, 1 Aq. HOAt und 10
Aq. Collidin in trockenem DMF 2 Stunden voraktiviert und anschlieBend zum

festphasengebundenen freien Amin gegeben. Durch dieses Verfahren wird die
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Tetramethylguanidinbildung am N-Terminus bei der Reaktion mit HATU vermieden,
da HATU nach der Voraktivierung bereits vollstindig zum Tetramethylharnstoff und
zum Aktivester mit dem C-Terminus abreagiert hatte.””” Die Festphasenreaktion
wurde nach 16 Stunden durch Waschen mit DMF beendet. Fiir die Fragmentkupplung
wurden 1.25 - 1.5 Aq. Zyklopeptid pro freies Amin verwendet. Die relativ kleine
Aquivalentmenge von 1.25 pro freiem Amino-Terminus erwies sich bei hoheren
Homologen als ausreichend, da die insgesamt eingesetzte Menge an Zyklopeptid sehr
grol} war. Unumgesetztes Zyklopeptid konnte aus der Kupplungslésung isoliert und
fiir weitere Reaktionen genutzt werden.

Die N-Tetramethylguanidinbildung kann ebenfalls durch den Einsatz der
phosphoniumbasierenden Kupplungsreagenzien BOP und PyBOP (Abb. 5.3)
verhindert werden.’® Da hierbei keine Voraktivierung erforderlich ist, wurden
weitere Fragmentkupplungen mittels 1 Aq. PyBOP, 1 Aq. HOBt und 10 Aq. Collidin
durchgefiihrt.

Die dimeren Verbindungen wurden vom Harz mit 95:5 TFA:Wasser und TIPS-
Zusatz abgespalten, entschiitzt und anschlieBend HPLC-gereinigt. Die hoheren
Homologen mussten wegen des entstandenen Produktgemisches zunichst unter Erhalt
der Schutzgruppen mit 20 % HFIP in Dichlormethan vom Harz abgespalten, mittels
HPLC gereinigt, analog entschiitzt und abschlieBend mittels HPLC isoliert werden.
Die HPLC-Fraktionen wurden rasch einrotiert und lyophilisiert, um eine N-Trifluor-

(2411 7u vermeiden. AuBerdem ist bekannt, dass die Aminooxygruppe sehr

acetylierung
leicht mit im Labor gebrauchlichen Aldehyden und Ketonen, wie z.B. Aceton, zu
stabilen Oximen reagiert,”"") weshalb nur Losemittel hoher Reinheit (HPLC-Qualitit)

verwendet wurden.

Die Synthese der einfach bindenden multimeren Verbindungen, die neben drei bzw.
einem RAD- nur ein RGD-Zyklopeptid enthalten, erfolgte durch separaten Autbau der
Verzweigungsarme. In Schema 5.5 ist die Festphasensynthese des einfach bindenden
Tetramers dargestellt. An die immobilisierte seitenkettenfunktionalisierte Aminosiure
Fmoc-Dpr[Aoa(Boc)]-OH (17) wurde Fmoc-L-Lys(ivDde)-OH (9) gekuppelt. Die
Fmoc-Schutzgruppe von 9 wurde bei der basischen ivDde-Abspaltung ebenfalls

teilweise entfernt, weshalb zuerst der Verzweigungsarm der o-Aminogruppe des
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Lysins bis einschlieSlich der RAD-Zyklopeptide aufgebaut werden musste, bevor die
ivDde-Schutzgruppe abgespalten werden konnte. Anschliefend wurde an die e-
Aminogruppe des Lysins ein weiteres orthogonal geschiitztes Lysin 9 angebunden,
wiederum der a-Verzweigungsarm bis einschlieBlich RAD-Zyklopeptid synthetisiert
und letztlich der e-Verzweigungsarm mit dem RGD-Zyklopeptid eingefiihrt. Die
Abspaltung, Entschiitzung und Isolierung der Verbindung erfolgte analog der
multivalenten RGD-Peptide. Die Synthese des einfach bindenden Dimers (d, Abb.
5.11) war entsprechend einfacher als der tetrameren Verbindung, da nur eine

Verzweigungseinheit eingefiihrt werden musste.

Q.

3 NH
(0] HJ\FO /\/O\/\O/\V(NH o
O NH H o _O~"0 0
i N_O~""0 o
H
NH R 0 NH,
o 0]
X
HN” > NH,

Abb. 5.11: Einfach bindendes Dimer d.

Die massenspektroskopische Charakterisierung der multimeren Verbindungen
erfolgte mittels mehrfach geladenen Ionen durch ESI-MS bzw. einfach geladenen
Ionen durch MALDI-TOF-MS. Einige Verbindungen wurden dariiber hinaus durch
NMR-Spektroskopie charakterisiert. Die Aufbewahrung erfolgte bei -18 °C.
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a,b a, c
Dpr—Aoa(Boc) —— Dpr—Aoa(Boc) E—— Dpr—Aoa(Boc)
1

|
Fmoc Lys Lys
Fmoc” ~ “ivDde Lys/ T~ivDde

/ \
Fmoc Fmoc

la,d,a,e

f,b
Dpr—Aoa(Boc) - Dpr—Aoa(Boc)
| |
Lys Lys
Lys/ \/Lys\ Lys/ T~ivDde
Fmoc ivDde
(Spacer) (Spacer) (Spacerj (Spacer)
c(-RADfE-)* c(-RADfE-)* c(-RADfE-)*  c(-RADfE-)*
la, d,a, e
f,d, ag
Dpr—Aoa(Boc) E—— Dpr—Aoa(Boc)
| |
Lys Lys
Lys/ \Lys\. Lys/ \Lys
(Spacer) (Spacer)  (Spacer) ivDde (Spacer) (Spacer) (Spacer) Spacer
c(-RADfE-)* c(-RADfE-)* c(-RADfE-)* c(-RADfE-)* c(-RADfE-)* c(-RADfE-)* c(-RGDfE-)*

Schema 5.5: Synthese des am Harz immobilisierten vollstindig geschiitzten, einfach
bindenden Tetramers t2*. a) 20 % Piperidin in NMP; b) Fmoc-L-Lys(ivDde)-OH (9),
TBTU, HOBt, Collidin, NMP; c) Fmoc-L-Lys(Fmoc)-OH (1), TBTU, HOBt, Collidin,
NMP; d) Spacer Fmoc-Hegas-OH (16), TBTU, HOBt, Collidin, NMP; e) C** PyBOP,
HOBt, Collidin, abs. DMF, f) 2 % Hydrazin-Hydrat in NMP; g) CG*, PyBOP, HOBt,

Collidin, abs. DMF; * kennzeichnet vorhandene Seitenkettenschutzgruppen.
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Insgesamt wurden folgende aminooxyfunktionalisierten Verbindungen synthetisiert:

Monomere M1
M2
M3
M4

¢(-RGDfE-)-Dpr(Aoa)-OH"
¢(-RGDfE-)-Ahx-Dpr(Aoa)-OH"
¢(-RGDfE-)-Hegas-Dpr(Aoa)-OH"
¢(-RGDfE-)-Hegas ,-Dpr(Aoa)-OH*

“Diese Monomere wurden von U. Hersel synthetisiert und konjugiert.?”> %"/

MS

Dimere D1
D2
D3
D4

Tetramere T1
T2
T3
T4

Oktamere Ol1
02

c¢(-RADfE-)-Dpr(Aoa)-OH

[c(-RGDfE-)-Ahx],-K-Dpr(Aoa)-OH

[c(-RGDfE-)-Hegas],-K-Dpr(Aoa)-OH
[c(-RGDfE-)-Hegas,],-k-Dpr(Aoa)-OH
[c(-RADfE-)-Hegas],-K-Dpr(Aoa)-OH

{[c(-RGDfE-)-Ahx],-K},-K-Dpr(Aoa)-OH
{[c(-RGDfE-)-Hegas],-K } ,-K-Dpr(Aoa)-OH
{[c(-RGDfE-)-Hegas],-k } ,-k-Dpr(Aoa)-OH
{[c(-RGDfE-)-Hegas,]|,-k},-k-Dpr(Aoa)-OH

({[c(-RGDAFE-)-Hegas],-k},-k),-k-Dpr(Aoa)-OH
({[c(-RGDfE-)-Hegas,],-k},-k),-k-Dpr(Aoa)-OH

Monovalentes Dimer

d

{[c(-RADfE-)-Hegas][c(-RGDfE-)-Hegas] } -K-Dpr(Aoa)-OH

Monovalente Tetramere

t1
2

{[c(-RADfE-)-Ahx];[c(-RGDfE-)-Ahx]}-K,-K-Dpr(Aoa)-OH
{[c(-RADfE-)-Hegas]s;[c(-RGDfE-)-Hegas] } -K,-K-Dpr(Aoa)-OH
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Fir die Bestimmung der Integrinaffinitit der multimeren Verbindungen in einem
Bindungsassay mit isolierten Integrinrezeptoren wurden die kalten Referenz-
verbindungen mittels Oximligation hergestellt. Folgende drei nicht radioaktiven

Aldehyde wurden bei der Konjugation eingesetzt (Abb. 5.12):

H.__O H.__O H__O

I SnMe;

F I S

Abb. 5.12: p-Fluorbenzaldehyd F, p-lodbenzaldehyd I, p-Trimethylstannyl-
benzaldehyd S.

Der einzige nicht kdufliche Aldehyd, p-Trimethylstannylbenzaldehyd S, konnte
modifiziert nach Kurth et al'®" unter Stille-Bedingungen in guter Ausbeute

synthetisiert werden (Schema 5.6).1*7 *!

H.__O H. O
Me68n2
Pd(PPh3),
—_—
76 %
| SnMe;
| S

Schema 5.6: Einstufige Synthese von p-Trimethylstannylbenzaldehyd S.°7 >/

Die Ligation wurde mit einem dreifachen Uberschuss an Aldehyd und vollstindig
entschiitzen, isolierten Aminooxyacetylpeptiden in 90 %igem wéssrigen Acetonitril
bei pH 4 (TFA) durchgefiihrt. (Schema 5.7) Das Ligationsprodukt musste keiner
aufwendigen Reinigung mehr unterzogen werden, sondern wurde durch mehrmaliges

Waschen mit Diethylether in einer sehr hohen Reinheit (> 99 %) erhalten.

o)
HO.__O >\'—©—R2 HO.__O R
T T WS

e NH > e Ny
HIY Y o 90 % ACN in H,0 HY Y o
R 0 pH4,2h R O

Schema 5.7: Chemoselektive Oximligation mit p-Benzaldehydderivaten.
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Mit dieser sehr schnellen und effizienten Ligationsmethode wurden neben den
p-Fluorbenzaldehyd-Konjugaten D1F, D3F, D4F, T3F, T4F, O1F, O2F, dF, t1F und
t2F die Konjugate D11, D21, T1I, T2I mit p-lodbenzaldehyd I und D1S, D2S, T1S,
T2S mit p-Trimethylstannylbenzaldehyd S synthetisiert.

Die Trimethylstannyl-Konjugate dienten als Precursor der radioaktiven lod-RGD-
Peptide. p-Trimethylstannylverbindungen unterliegen mit der Zeit einer Destanny-
lierung, wobei dies auf die Radiomarkierung keine gravierenden Auswirkungen
besitzt. In der Literatur beschriebene Tri-n-Butylstannylderivate weisen eine héhere
Stabilitit auf,'®" wurden aber aufgrund der weiteren Verwendung von p-Fluor-

benzaldehyd im Zuge der Favorisierung von PET nicht weiter untersucht.

Dariiber hinaus wurden die bereits beschriebenen multivalenten aminooxy-
funktionalisierten RGD-Peptide und die monomere Negativkontrolle M5 weiter zu
einem Amin funktionalisiert (Schema 5.8, MSA, D1A, D2A, T1A, T2A). Diese
Verbindungen werden in der Arbeitsgruppe von Dr. U. Reuning in der Klinischen
Forschergruppe an der Frauenklinik der Technischen Universitdit Miinchen (Leiter:
Prof. M. Schmitt) von D. Lossner im Rahmen des SFB 456 ,Zielstrukturen fiir
selektive Tumorinterventionen weiter untersucht. Nach Fluoreszenzmarkierung mit
Cy5 werden die Substanzen in avB3- und avp5-Integrinbindungsstudien mittels
Oberflichenplasmonfluoreszenzspektroskopie (surface plasmon resonance fluores-
cence spectroscopy, SPFS) eingesetzt. Die 16slichen Integrinrezeptoren sind hierbei in
eine artifizielle Lipiddoppelschicht inkorporiert, die als Modellsystem fiir biologische
Membranen dient. Die Bindungsstudien erfolgen in Zusammenarbeit mit Dr. E.-K.
Sinner am Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Martinsried (AG Membranbiochemie,

Leiter: Prof. D. Oesterhelt).
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HO 0 JI\(\/)NHBOC HO 0
H H

NH o, N _N NH
HN™ \n/\o 2 90 % ACNInH,0 HN™ oy 0T,
0

R' pH4,2h R’
M5 2. TFA/DCM, 2 h M5A
D1, D2 D1A, D2A
T1, T2 T1A, T2A

Schema 5.8: Oximligation von aminooxyfunktionalisierten Peptiden und nachfolgende

Entschiitzung zu analogen Aminen fiir die Fluoreszenzmarkierung mit Cy5.

5.6 Biologische Evaluation

Die p-lodbenzaldehyd- und p-Fluorbenzaldehyd-Konjugate wurden als nicht
radioaktive Referenzen im Labor von Dr. S. L. Goodman der Firma Merck KGaA,
Darmstadt, in isolierten Rezeptorassays (Kapitel 7.2.8) auf ihre Affinitdt gegeniiber
dem avB3-Integrin untersucht (Tab. 5.3; Affinititen zu weiteren av-Integrinrezeptoren
Tab. 10.1).

Es wird bestdtigt, dass die Affinitdt durch Modifikation der Glutamatseitenkette des
RGD-Zyklusses nicht beeintrachtigt wird, und alle multimeren RGD-Peptide eine
nanomolare avp3-Integrinaffinitit besitzen. Von Dimer D11, D2I, D3F (ICs,: 0.9 -
3.3 nM) iiber Tetramer T1F, T2I, T3F, T4F (ICsy: 0.2 - 0.75 nM) bis hin zu Oktamer
O1F, O2F (ICsp: 0.12 - 0.21 nM) ist ein Trend zu kleineren ICs-Werten zu erkennen.
Die einfach bindenden Multimere dF, t1F und €2F (ICsy: 12 - 25 nM) zeigen zu den
Monomeren C¢, M11, M2, M3I, M4l (ICsy: 10 - 24 nM) vergleichbare 1Cs,-Werte.
Die monomere Negativkontrolle D4F besitzt tatsdchlich keine nennenswerte Integrin-
affinitdt (ICso: 10 uM, 1 %). Eine Bewertung des Einflusses der Multivalenz ist in
diesem Bindungsassay an isolierten Integrinrezeptoren nicht mdglich. Es wird nur das
Inhibierungsverhalten der multimeren Verbindungen in einem Verdringungsex-
periment gegeniiber dem 16slichen biotinylierten Liganden Vitronektin bestimmt,

wobei evtl. auftretende kooperative Effekte keine Auswirkung haben.
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Tab. 5.3: Inhibierungsverhalten der nicht radioaktiven Konjugate im isolierten

Rezeptorassay. Der ICsy-Wert wird erst ab einer Inhibierung von 50 % bei einer

Peptidkonzentration von 100 nM austitriert und ansonsten in Prozent der Inhibierung

bei entsprechender Peptidkonzentration angegeben.

Peptid ICsy [nM]
avp3
C¢ ¢(-RGDfE-)* 24
C* ¢(-RADfE-)" 10*, 68 %
MII ¢(-RGDfE-)-Dpr[Ac’I‘]-OH 10
M2I c(-RGDfE-)-Ahx-Dpr[Acl]-OH 10
M3I c(-RGDfE-)-Hegas-Dpr[Acl]-OH 20
M4I c(-RGDfE-)-Hegas,-Dpr[Acl]-OH 7
D11 [c¢(-RGDfE-)-Ahx],-K-Dpr[Acl]-OH 0.9
D2I [c(-RGDfE-)-Hegas],-K-Dpr[Acl]-OH 3
D3F [c¢(-RGDfE-)-Hegas,],-k-Dpr[AcF]-OH 3.3
D4F [c(-RADfE-)-Hegas],-K-Dpr[AcF]-OH 10%, 1 %
T1I {[c(-RGDfE-)-Ahx],-K},-K-Dpr[Acl]-OH 0.35
T1F {[c(-RGDfE-)-Ahx],-K},-K-Dpr[AcF]-OH 0.3
T2I {[c(-RGDfE-)-Hegas],-K},-K-Dpr[Acl]-OH 0.2
T3F {[c(-RGDfE-)-Hegas],-k},-k-Dpr[AcF] 0.41
T4F {[c(-RGDfE-)-Hegas,],-k},-k-Dpr[AcF]-OH 0.75
O1F ({[c(-RGDfE-)-Hegas],-k},-k),-k-Dpr[AcF]-OH 0.21
O2F ({[c(-RGDfE-)-Hegas,],-k},-k),-k-Dpr[AcF]-OH 0.12
dF {[c(-RAD{E-)-Hegas][c(-RGD{E-)-Hegas]}-K-Dpr[AcF]-OH 12
t1F {[c(-RADfE-)-Ahx];[c(-RGDfE-)-Ahx]}-K,-K-Dpr[AcF]-OH 21
t2F {[c(-RADfE-)-Hegas];[c(-RGDfE-)-Hegas]}-K,-K-Dpr[AcF]-OH 25

“ Angabe des unmodifizierten RXD-Zyklopeptids als Vergleich; * Ac = Acetyl; ¢ I = 2-p-Iodbenz-
aldehydoxim; ¢ 2-p-Fluorbenzaldehydoxim.
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In der Nuklearmedizinischen Klinik und Poliklinik der Technischen Universitét
Miinchen wurde von T. Poethko eine neue, sehr rasche und effiziente Strategie der
'SF-Makierung auf der Basis der bereits beschriebenen Oximligation entwickelt.?>2%*
Diese Methode verwendet einen '‘F-markierten Aldehyd als Precursor fir die
chemoselektive Konjugationsreaktion. 4-['*F]Fluorbenzaldehyd wird iiber die
nukleophile aromatische Substitution von ,,Trimethylamin®“ durch BE in 4-N,N,N-
Trimethylammoniumbenzaldehyd Triflat generiert. Als Gegenion des Fluorids diente
das aus Kryptofix und Kaliumcarbonat gebildete Kryptat [K=2.2.2]", bei welchem das
Kaliumion in den Kryptanden Kryptofix eingelagert wurde. Durch diese Methode
konnte 4-['"*F]Fluorbenzaldehyd trigerfrei in weniger als 0.5 h hergestellt und mittels
Kartuschenextraktion oder HPLC gereinigt werden. Die zerfallskorrigierte
radiochemische Ausbeute nach der Reinigung betrug ca. 75 %. Schema 5.9 zeigt die
Oximligation der Verbindungen M3, D2 und T2 (jeweils eine Hegas-Aminosédure pro
Verzweigungsarm), welche bei pH 2.5 (TFA) in einem Methanol-Wasser-Gemisch
(4:1, 0.5 mM Peptid) innerhalb von 10 min durchgefiihrt wurde. Die radiochemische
Ausbeute nach Isolierung der Konjugate M3"®F, D2'®F und T2'*F betrug 70 - 85 %
bezogen auf den 4-['*F]Fluorbenzaldehyd.

18

0
HO.___O @18F HO_ O F
T i T
' N

H H
., N NH ., N N
4o ~NH, 4o -
HN Y o MeOH/H,0 HN Y o
R O pH 2.5, 10 min R 0
18
M3 RCY 70-85 % M3 F
D2 D2'%F
T2 T2'%F

Schema 5.9: Oximligation von M3, D2 und T2 mit radioaktiv markiertem p-Fluor-
benzaldehyd (F).

Die '®F-markierten Verbindungen M3"*F, D2"F und T2'"F wurden in Hinblick auf
ihre Anwendbarkeit fiir die PET ndher untersucht. Fiir die Untersuchung der in vivo-
Stabilitdt und Biodistribution in Miusen wurden tumortragende Nacktméuse (M21 und
M21-L Melanome) verwendet. Wihrend die Zelllinie M21 den av3-Integrinrezeptor
stark exprimiert,!'*” **! dient M21-L aufgrund ihrer schwachen avp3-Expression als

Negativkontrolle."*! Die stark ovB3-exprimierende Zelllinie M21 wird im Folgenden
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als Tumor(gewebe) bezeichnet. Die Verabreichung von 1 —2 MBq M3"*F, D2"*F bzw.
T2"®F erfolgte intravends in die Schwanzvene in Gruppen von jeweils 2 bis 5 Miusen
fiir jede Substanz. Die Tiere wurden 60 bzw. 120 min nach der Injektion (post
injection, p.i.) getotet, seziert und der prozentuale Anteil der injizierten Dosis
(Radioaktivitdt) normiert auf ein Gramm des Organs (% ID/g) bestimmt. Die
Tumor/Organ-Verhiltnisse wurden aus dem Quotienten der Aktivitdtsanreicherung im
M21 Melanom und der Radioaktivitdtsanreicherung in den Organen berechnet. Die
Spezifitit der Akkumulation der Radioaktivitit im Tumorgewebe wurde in
Kompetitionsstudien 60 min p.i. durch die gleichzeitige Verabreichung von 18 mg
c(-RGDfV-)/kg Maus nachgewiesen.

In Abb. 5.13 sind die Biodistributionsdaten 60 min p.i. der monomeren (M3'®F),
dimeren (D2'®F) und tetrameren (T2'F) Verbindung gegeniibergestellt. Die
vergleichenden Abbildungen der Daten jeder Verbindung mit Kompetitionsstudie sind

in Abb. 10.1 bis Abb. 10.5 zu finden.

3.5+

O Monomer 7 571+/0 74
3.0 4 E Dimer

B Tetramer

Blut Serum Herz Lunge Leber Niere Neben- Milz Darm Muskel Femur M21 M21-L
niere

Abb. 5.13: Biodistribution von Monomer M3"*F, Dimer D2'*F und Tetramer T2"*F

60 min p.i. in Mdusen.

T2'F zeigt eine schnelle, hauptsichlich renale Exkretion (1.58 + 0.22 % ID/g), was
in einer niedrigen Aktivititsanreicherung in Blut (0.23 £ 0.04 % ID/g) und Muskel
(0.20 + 0.04 % ID/g) bereits 60 min p.i. resultiert. M3'®F hingegen weist 60 min nach
Injektion eine hohe Anreicherung in der Leber (0.52 + 0.36 % ID/g) und im Darm
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(7.57 £ 0.74 % ID/g) auf, was auf eine Ausscheidung iiber Leber, Galle und letztlich
Darm schlieBen lisst. Die Anreicherung im Tumor von M3'®F betriigt 60 min p.i. 0.92
+ 0.02 % ID/g, 120 min p.i. 0.48 + 0.07 % ID/g, was zusammen mit der relativ
langsamen Gesamtausscheidung (Darm 120 min: 6.98 + 0.73 % ID/g, Abb. 5.14) in
z.T. geringen Tumor/Organ-Verhéltnissen (60 min p.i. Abb. 5.15, insbesondere
120 min p.i. Abb. 5.16) resultiert. Ein Vergleich der Biodistributionsdaten von M3'®F,
D2"F und T2"F (Abb. 5.14) 120 min p.i. zeigen hingegen eine hdhere
Aktivitdtsanreicherung der dimeren und tetrameren Verbindung im Tumor (D2'®F:
1.63 £ 0.13 % ID/g, T2"*F: 1.65 + 0.08 % ID/g) als in allen Organen. Die Aufnahme
des Tetrameren im Tumorgewebe ist 3.4-mal so hoch wie die des Monomeren (0.48 +
0.07 % ID/g) und innerhalb des Fehlerbereiches vergleichbar mit dem Dimer. Somit
besitzt T2'®F gegeniiber D2'®F bei gleichbleibender Aktivititsanreicherung im Tumor

eine schnellere Clearance und Exkretion, d.h. eine verbesserte Biodistribution.

2.0 -
O Monomer 6.98[+(0.73
B Dimer
B Tetramer
1.5 1
o
K
210
R
0.5
0.0 A

Blut Serum Herz Lunge Leber Niere Neben- Milz Darm Muskel Femur M21 M21-L
niere

Abb. 5.14: Biodistribution von Monomer M3"*F, Dimer D2'*F und Tetramer T2"*F

120 min p.i. in Mdusen.

Dieses in vivo-Verhalten der tetrameren Verbindung T2'*F spiegelt sich in hohen
Tumor/Hintergrund-Verhiltnissen verglichen mit D2"®F und M3'®F 60 min p.i. (Abb.
5.15) und insbesondere 120 min p.i. (Tumor/Blut 21.25 + 11.76, Tumor/Muskel 23.12
+ 3.63; D2'°F: T/B: 12.43 £ 7.06, T/M: 14.23 + 5.38; M3"°F: T/B 13.97 + 5.61,
T/M 13.23 £2.24; Abb. 5.16) wider.
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Abb. 5.15: Tumor/Organ-Verhiltnisse von M3"*F, D2"*F und T2"*F 60 min p.i. in

Modusen.
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Abb. 5.16: Tumor/Organ-Verhiltnisse von M3"*F, D2"*F und T2"*F 120 min p.i. in

Mdusen.
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Die Selektivitit der Radioaktivitdtsanreicherung im Tumorgewebe zeigt sich bereits
in der niedrigen Akkumulation des Tracers in der Negativkontrolle M21-L mit M3'*F
21 %, D2"®F 18 % und T2"®F 11 % der im avp3-positiven Tumor M21 bestimmten
Radioaktivitidtskonzentration. Der direkte Nachweis der Spezifitit wurde in
Blockadestudien durch Verabreichung von 18 mg c¢(-RGDfV-)/kg vor der Injektion
von M3"F, D2"*F und T2"*F durchgefiihrt. Hierbei wurde eine Rezeptorsittigung vor
der Tracergabe erreicht und die Aktivititskonzentration im Tumor reduzierte sich auf

26 % (M3"F), 14 % (D2'®F) bzw. 28 % (T2'®F) der nicht blockierten Kontrolle.

Als Faustregel erscheint in der Praxis fiir eine in vivo-Detektion von Tumoren ein
Tumor/Hintergrund-Verhiltnis ab > 3 hinreichend. Dies wird von T2'"*F 120 min p.i.
erfiillt. Bereits 90 min p.i. waren kontrastreiche Aufnahmen von M4iusen, denen
M3"F, D2'*F bzw. T2"®F injiziert wurde, moglich und sind in Abb. 5.17 dargestellt.
Zur Veranschaulichung wurde zuvor von einem Tier eine Kernspinaufnahme
durchgefiihrt. Diese zeigt die Tumoren, wobei auf der rechten Seite der av3-Rezeptor
stark (M21) und auf der linken schwach (M21-L) exprimiert ist. In der transaxialen
sowie in der longitudinalen Aufnahme erkennt man die hohe Aktivitdtsanreicherung
im Falle von T2"®F in M21 im Vergleich zum analogen RGD-Monomer und -Dimer
sowie die Spezifitit der Akkumulation des 7racers im Tumorgewebe durch das

Blockadeexperiment (ganz links).

In weiteren in vivo-Experimenten konnte die metabolische Stabilitit von M3'*F und
deren Oximbindung nachgewiesen werden. Aullerdem wurden mittels Radio-HPLC
60 min nach Injektion von M3"F und T2'%F die Metabolisierung in Blut, Leber, Niere
und Tumor analysiert (Abb. 5.18). Das Monomer (blau gepunktet) ergibt neben einem
Peak bei ca. 16 min in allen drei Organen nur einen geringen Umsatz zu einer
Verbindung, welche bei 11 min eliminiert wird. Im Gegensatz dazu entstehen bei
T2"®F weitere Metaboliten. Unter Beriicksichtung der Oximstabilitit ist anzunehmen,
dass ein proteolytischer Abbau der Verzweigungseinheit L-Lysin stattfindet. Aus
diesem Grund sollte ihr Austausch gegen D-Lysin zu einer verbesserten metabolischen

Stabilitét der analogen tetrameren Verbindung T3 fiihren.
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Tetramer Dimer Monomer MRT

Blockadestudie
+18 mg
c(-RGDfV-)/kg Negativ-
kontrolle
(M21-L)
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(M21)

Abb. 5.17: PET-Aufnahmen von M3"*F, D2"*F und T2"*F 90 min p.i. in Méusen. Das
MRT (ganz rechts) zeigt die Melanome, von denen das rechte den av3-Rezeptor stark
exprimiert (M21), das linke jedoch nur schwach (M21-L).

Blut Leber

Abb. 5.18: Metabolitenanalyse von M3"*F (blau gepunktet) und T2"F (rot) 60 min

p-i. in Mdusen.
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Weitere im Rahmen dieser Arbeit entstandene Verbindungen (d, t2) werden derzeit
biologisch evaluiert. Hierdurch soll geklart werden, ob die verbesserten Tumor/Organ-
Verhiltnisse der tetrameren Verbindung T2'®F auf einer entropischen
Bindungsverstirkung (= Chelateffekt; Abb. 5.1a), einem kooperativen Effekt
(Rezeptorclusterung; Abb. 5.1b), einer erhdhten Konzentration von Bindungsepitopen
in der Rezeptorumgebung (Abb. 5.1d), einer verdnderten Endocytose des

[306-308]

Tetramers oder auf einem durch das PEG-reiche Geriist veridnderten

2433093141 peryhen. Die Herstellung von Multimeren mit

pharmakokinetischen Profil'
langeren Spacern (D3, T4) ermoglicht die simultane Bindungsausbildung zwischen
Ligand und mehreren Rezeptoren durch ldngere Abstinde der Bindungsepitope.
AuBlerdem wurde die Moglichkeit einer weiteren Steigerung der 7racerakkumulation
im Tumorgewebe durch Synthese oktamerer RGD-Peptide (O1, O2) und somit einer

grofleren Anzahl an Bindungsepitopen pro Ligand geschaffen.

In einer zusitzlichen in vivo-Studie wurden die RGD-Multimere beziiglich ihrer

potentiellen Anwendbarkeit in SPECT evaluiert. Als Radionuklid wurde '*

I gewéhlt,
da dieses lodisotop eine Halbwertszeit von ca. 60 Tagen besitzt und somit leichter
handhabbar ist. In ersten Biodistributions-Studien wurden M3S und T2S verwendet,
um ein monovalentes mit einem tetravalenten RGD-Peptid bei gleicher Spacereinheit
(Jeweils eine Hegas-Aminosdure pro Verzweigungsarm) vergleichend betrachten zu
koénnen. Die Verbindungen wurden mit radioaktivem '*I nach der IodoGen®-
Methode!"™” markiert. Hierfiir wurden die Verbindungen jeweils in 330 pL eines
Phosphatpuffers (pH 7.4) gelost und in mit 150 pg IodoGen® beschichtete Eppendorf-
Caps tberfiihrt und 5 - 10 pL n.c.a. (no-carrier-added) ['*I|Natriumiodid (30 —
40 MBq) zugegeben. Mittels HPLC wurden die radioaktiv markierten Verbindungen
M3'5I und T2'#1I isoliert. Die biologischen Daten der Biodistributionsstudien sind im
Anhang (Abb. 10.7 bis Abb. 10.10) aufgefiihrt, da diese bereits in der Dissertation von

[279]

U. Hersel ndher betrachtet wurden und mit den Daten der '‘|F-markierten

Verbindungen eine vergleichbare Aussage liefern.
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Die tetramere Verbindung T2 zeigt bessere Biodistributionsdaten als das von
Bristol-Myers Squibb beschriebene RGD-Dimer?'>#!% 2242331 (18 ' Abb. 5.19), welches
die bislang einzige multivalente Verbindung darstellte. Dariiber hinaus besitzt T2 ein
groBeres Potential flir das /maging von avp3-positiven Tumoren als die bisher
aussichtsreichste Substanz, das ['*F]Galacto-RGD™* (19, Abb. 5.19). T2 bietet somit
eine vielversprechende Moglichkeit der nicht-invasiven, kontrastreichen Bildgebung
mittels SPECT (**’I) und vor allem PET ('®F). Da die Expression des avp3-
Integrinrezeptors eine wichtige Rolle in der Bestimmung von Wachstumsgeschwindig-
keit und Metastasenbildung von malignen Tumoren in experimentellen Tumor-
modellen sowie in Patientenstudien zukiinftig spielen konnte,”> **”' bietet die nicht-
invasive Darstellung der ovp3-Integrinexpression mittels T2'®F und PET einen
einzigartigen Weg der Charakterisierung der biologischen Aggressivitit eines

malignen Tumors.
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Abb. 5.19: *"Tc-HYNIC-E-[c(-RGDfK-)], 18 mit TPPTS: Trinatriumtriphenyl-
phosphin-3,3°,3 " "-trisulfonat,; Tricin, N-Tris(hydroxymethyl)-methylglycin von Bristol-
Myers Squibb?" 210 224 251 ynd 2 [ F]Fluorpropionyl-SAA-c(-RGDfK-) 19 von

Haubner et al.**/.
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6 RGD-MIMETIKA FUR DIE TUMORDIAGNOSTIK

Im Rahmen dieser Arbeit wurden neben den in Kapitel 5 beschriebenen multimeren
peptidischen avp3-Integrinliganden auch nicht-peptidische avp3-Integrinliganden
entwickelt, die eine Anwendung im Tumor-/maging mittels PET finden konnen. RGD-
Mimetika sind aufgrund ihrer auf ein Minimum reduzierten Struktur durch wenige
Syntheseschritte, auch in Losung, aus z.T. sehr einfachen Bausteinen zugéinglich. Sie
stellen, wirtschaftlich betrachtet, eine Alternative zu RGD-Peptiden dar.

Die Testung der Integrinaffinitdt der hergestellten Substanzen wurde von der Firma
Merck KGaA, Darmstadt, im Labor von Dr. S. L. Goodman in isolierten Rezeptor-
assays durchgefiihrt. Die radioaktive Markierung und die Untersuchung der
Verbindungen beziiglich ihrer Anwendbarkeit in PET erfolgte von Dr. R. Haubner in
der Arbeitsgruppe Radiochemie/Radiopharmakologie (Dr. H.-J. Wester) der Nuklear-
medizinischen Klinik und Poliklinik der TUM (Prof. M. Schwaiger).

6.1 Allgemeine Synthesestrategie

Ausgehend von der linearen Tripeptidsequenz RGD konnte C. Gibson in unserer

B15. 3191 welche von G. Sulyok

Arbeitsgruppe die lineare Leitstruktur 20 identifizieren,
fir die Anwendung in SPECT zuginglich gemacht wurde (Abb. 6.2).'" *'") Das
['®IJRGD-Mimetikum 21'?L, in der Literatur als ['*I)JGBHO-1 beschrieben, zeigt
eine selektive Anreicherung in avp3-positivem Tumorgewebe (Kapitel 4.3). Jedoch
wurde bisher die avp3-Integrinaffinitit nicht in einem Bindungsassay mit isolierten
Integrinrezeptoren evaluiert. Hierfir wurde im Rahmen dieser Arbeit das

entsprechende nicht radioaktiv markierte lod-RGD-Mimetikum (211) synthetisiert.



64 6 RGD-MIMETIKA FUR DIE TUMORDIAGNOSTIK

Ar Gl As
" 9 Gl ] p
N
H,N N/\\/A\TJKN COOH
2 H NH H/A\E: ;1:’\
?; 0” NH

H ? H H
HzN\[]/N\@)kN/N\H/N COOH aza-RGD-zlbeitstruktur
NH (0]
O~ 'NH

H,N N
i N COOH 1123} RGD-Mimetikum
NH (0] 21123
123, GBHO-1

OH
Abb. 6.1: Ausgehend von der linearen RGD-Sequenz wurde durch kombinatorische
Festphasensynthese die Leitstruktur 20 identifiziert.?" ' Substitution des C-termi-
nalen Amids durch einen substituierten Phenylrest fiihrte zur Verbesserung der Ligan-

denaffinitit und zu dem RGD-Mimetikum (21'*I) fiir den Einsatz in SPECT.['® 2!

Erginzend zur Anwendung von 21'®I in der nicht-invasiven Bildgebung mittels
SPECT, wurde eine Mboglichkeit der '®F-Markierung von RGD-Mimetika des
Diacylhydrazintyps zum Einsatz in PET entwickelt. Die von Ogawa et al.*™
beschriebene Methode der '®F-Markierung von ¢(-RGDf[NMe]V-) mittels
elektrophiler aromatischer Substitution war nicht geeignet, da hierbei mono- und
difluorierte Verbindungen entstehen wiirden. Die radioaktive Markierung sollte jedoch
definiert und nur mit einem Radioisotop pro Verbindung erfolgen, weshalb der Vorteil
einer '*F-markierten prosthetischen Gruppe ausgenutzt wurde.

Die minimierte Struktur bietet jedoch wenige Moglichkeiten eine zusitzliche
Aminogruppe als Koordinationsstelle fiir die prosthetische F-Gruppe einzufiihren,
ohne dass dabei die avp3-Integrinaffinitit oder -selektivitit beeintrachtigt wird.
Bereits eine Methylierung des aza-Glycins fithrt zu einem Verlust der
Integrinaffinitit.”'”! Da terminale Base und Sdure fiir die Rezeptorwechselwirkung
ebenso essentiell sind wie deren Abstand voneinander (Kapitel 2.4), bieten sich nur die

aromatischen Bausteine zur Funktionalisierung an. Die '“F-markierte prosthetische
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Gruppe 4-['*F]Fluorbenzoesiure-N-succinimidester (['*F]SFB) beinhaltet bereits einen
aromatisches System und kann den Aromaten der C-terminalen Siure ersetzen. Somit
musste lediglich eine Aminogruppe in B-Stellung der Carboxylatfunktion eingefiihrt
werden (Abb. 6.2). Der Austausch des Spaceraromaten durch einen aminofunktiona-
lisierten aliphatischen Baustein wiirde zu sehr flexiblen und damit nicht affinen avp33-
Integrinliganden fiihren.

Auch die Funktionalisierung eines RGD-Mimetikums iiber eine Aminooxy-
gruppierung fiir die Konjugation mit 4-['*F]Fluorbenzaldehyd analog der in Kapitel
5.6 beschriebenen Markierung von multimeren RGD-Peptiden ist aufgrund der
schnellen und effizienten Markierungsmethode von groBem Vorteil. Das resultierende
Mimetikum 22 ist in Abb. 6.2 dargestellt.
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Abb. 6.2: Zwei verschiedene Méglichkeiten der "*F-Markierung von RGD-Mimetika
22 (X =CH,) und 23 (X = NH).

Eine Anbindung von Linkern an die aromatischen Bausteine unter Erhalt der

BT AuBerdem deuten von A. Meyer

Integrinaffinitit wurde bereits beschrieben.
durchgefithrte Dockingstudien am ovf3-Integrin (Abb. 6.3),17% *1*32%1 darauf hin, dass
das bei der Oximligation von 23 entstechende 4-Methyl-4 -fluorbenzaldehydoxim-
derivat ebenfalls eine hohe Affinitidt zu dem avp3-Integrin besitzt. Bei den Docking-
Studien wurde das analoge 4-Methylbenzaldehydoximderivat (ohne Fluor) verwendet.
Der zusitzliche aromatische Ring am C-Terminus liegt nicht in der Bindungstasche,

weshalb dieser und auch ein weiterer Fluor-Substituent in p-Position die av[p3-

Integrinaffinitdt nicht beeinflussen sollten. Die fiir die Bindung des Liganden an den
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Rezeptor notwendigen Wechselwirkungen zwischen C-terminaler Carboxylatgruppe
und MIDAS-Kalziumion, zwischen Guanidin-NH und dem Asp"’ der o-Untereinheit
sowie dem m-Stacking zwischen dem aromatischen Spacer und der aromatischen

Seitenkette des (o)-Tyr'’® konnten beobachtet werden.

Abb. 6.3: Docking-Ergebnis des 4-Methylbenzaldehydoximderivates von 23 an die

avB3-Integrinbindungsregion.l” 31532

6.2 Synthese eines lod-RGD-Mimetikums

Zur Uberpriifung der Ligandenaffinitit wurde die der Verbindung 21'%I
entsprechende nicht radioaktiv markierte Iodverbindung 211 synthetisiert. Bei den
meisten lodierungsmethoden entstehen gewoOhnlich Gemische aus unumgesetzten,
mono- und diiodierten Substanzen.”*'* Als eleganteste Methode erschien die direkte
elektrophile aromatische lodierung der 4-Hydroxyverbindung in ortho-Stellung der
phenolischen OH-Gruppe nach Barluenga et al. Hierbei dient kommerziell erhiltliches
Bis(pyridin)iodonium(I) Tetrafluoroborat (IPy,BF,) als ein bei Raumtemperatur
selektiv monoiodierendes Reagenz.”****! Das RGD-Mimetikum 21 konnte innerhalb
von 15 min iodiert werden und ergab nach Isolierung die lodverbindung 211 (Schema

6.1) als kalte Referenzverbindung zu 21'’I (Abb. 6.1).

H Q H H Q H
H,N_ _N N H,N_ _N N
2 il N COOH IPy,BF 2 il N COOH
NH H o = NH H o

abs. CH20|2, TFA
RT, 15 min I

OH OH

Schema 6.1: Synthese des lod-RGD-Mimetikums 211.



6 RGD-MIMETIKA FUR DIE TUMORDIAGNOSTIK 67

6.3 Synthese von RGD-Mimetika fiir PET

Die Synthese der zu markierenden Verbindungen sowie der jeweiligen nicht
radioaktiv markierten Fluor-Verbindungen erfolgte an der Festphase. Sie wurden
formal aus Séurebaustein A, aza-Glycinbaustein B, Spacerbaustein C und
Basenbaustein D (Abb. 6.4) nach der Fmoc-Strategie (Kapitel 5.2) am Harz aufgebaut.
Die Variation der Gruppe X ergibt die beiden Saurebausteine A; (X = CH,,
Glutarsdure) und A, (X = NH, B-Aminosdure) entsprechend mit Hydrazin B; bzw.

dem aza-Glycinbaustein B,.

D Cc B, Ay Glutarsaure
X =CH,
HoN H i H X
il \©)LH 1/\COOH
HN O
Aromat
D Cc B, A, B-Aminosaure
X =NH

Abb. 6.4: Retrosynthetische Zerlegung der aza- (X = NH) und azacarba- (X = CH,)
RGD-Mimetika in Sdurebaustein A, einen aza-Glycinbaustein B, einen Spacerbau-

stein C und einen Basenbaustein D.

Die Synthesen des mit einer Aminogruppe bzw. mit einer Aminooxygruppe
funktionalisierten RGD-Mimetikums sowie der entsprechenden nicht radioaktiven

Fluorverbindungen als Referenz wird in den beiden folgenden Kapiteln beschrieben.

6.3.1 Synthese eines Amino-RGD-Mimetikums

Das Amino-RGD-Mimetikum und die kalte Referenzverbindung wurden an der
festen Phase am C-Terminus beginnend aufgebaut. Hierfiir wurde zuerst der
Sdurebaustein A; hergestellt. Ausgehend von dem kommerziell erhiltlichen 3-Oxo-
glutarsdauredimethylester (24) konnte modifiziert nach Crossley et al. 3-Aminoglutar-
sduredimethylester (25) in guter Ausbeute hergestellt werden (Schema 6.2).”*" Eine
vollstindige Umsetzung des Edukts mit Ammoniumformiat zum Imin war wichtig, um
eine Dimerisierung mit dem bei der anschlieBenden Reduktion entstandenen Amin zu

vermeiden. Die resultierende Aminogruppe musste fiir den FEinsatz in der
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Festphasensynthese geschiitzt werden. Hierbei konnte die nicht radioaktiv markierte
4-Fluorbenzoesdure eingefiihrt werden, und der resultierende Sdurebaustein A; (26) in
der Synthese der kalten Referenzverbindung eingesetzt werden. Fiir die Herstellung
der radioaktiv markierbaren Verbindung musste in 25 eine sdurestabile Schutzgruppe
eingefiihrt werden, da fiir die Darstellung des Bausteins A{B; die Glutarsidure mittels
Essigsdureanhydrid in das intramolekulare Anhydrid {tberfiihrt werden musste
(Schema 6.3). Als Schutzgruppe bietet sich die Benzyloxycarbonylgruppe (Z) an,
welche hydrogenolytisch in Anwesenheit von Pd auf Aktivkohle als Katalysator
abgespalten werden kann. Die Darstellung der Glutarsdaurebausteine 26 und 27 (A,) ist

in Schema 6.2 gezeigt.

1. Ammoniumformiat

/O\n/\n/\n/o\ abs. MeOH, 2 h, RT‘ /OMO\

O O O 2. NaBH5CN, 24 h, RT O NH; O
24 25
75 %

1. EDCI-HCI, DIPEA 1. Z-Cl, Dioxan,
F-Bzsre, abs. wassr. NaHCOs,
CH,Cl,, 20 h, RT 1h0°C, 18 hRT

2. MeOH, 1N NaOH 2. MeOH, 1N NaOH

65 % 74 %

Hooc/\/\COOH Hooc/\/\COOH
HN HN
o) >=o
: o
27

26
Schema 6.2: Synthese von 3-(4-Fluorbenzoylamino)-glutarsdure 26 und 3-
Benzoyloxycarbonylaminoglutarsdure 27 als Sdurebausteine A;; F-Bzsre = 4-Fluor-

benzoesdure.

Der direkte Einbau von Glutarsduren mit zwei freien Sduregruppen an der
Festphase ist aufgrund von schlechten Ausbeuten durch Quervernetzung und den
damit verbundenen Trennungsproblemen bei der Isolierung mittels HPLC nicht
moglich.!"® Deshalb wurden die Glutarsduren vor dem Einsatz in SPPS mit Fmoc-

Hydrazin (34) zu kombinierten Bausteinen A;B; umgesetzt (Schema 6.3).
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Os 0.0 H
3 Ag. Ac,0 Fmoc/N\NH H
: 2 F -.-N
HOOC™™>""COOH 130 °C, 15 min 34 OO cooH
HN, > HN, —_— H O hN
R R THF, Reflux R

26 28 30 R = 4-Fluorbenzoesaure
27 29 31 R = Benzyloxycarbonyl

Schema 6.3: Synthese der kombinierten Bausteine 30 und 31 (A;B;).

Das dabei verwendete Fmoc-Hydrazin 34 lie sich sehr einfach durch Umschiitzen
aus dem kommerziell verfiigbaren Boc-Hydrazin herstellen (Schema 6.4).5%% Im
Gegensatz zur Umsetzung von Hydrazin mit Fmoc-Chlorid entstand bei dieser
Vorgehensweise kein N,N’-Bis-Fmoc-Hydrazin, das mit zeit- und losungsmittel-

aufwiéndiger Flashchromatographie hitte abgetrennt werden miissen.

Fmoc-Cl
DIPEA H TFA/CH,CI, H
H,N., .Boc ———83 —— _N. _Boc - NL
H abs. THF Fmoc H 85 % Fmoc NH,
32 33 34

Schema 6.4: Synthese von Fmoc-Hydrazin (34) als Fmoc-geschiitzten aza-Glycin-

baustein B;.

Die Bausteine 30 und 31 (A;B;) wurden an TCP-Harz immobilisiert. AnschlieBend
wurde als Spacerbaustein C m-(N-Fmoc)-Aminobenzoesdure (35; Abb. 6.5) mittels

HATU/Collidin an den vorangehenden entschiitzten Baustein gekuppelt.

BocN

FmocHN COOH J\
\©/ BocHN ".‘}
N\

35 36

Abb. 6.5: Spacerbaustein m-(N-Fmoc)-Aminobenzoesdure 35 und Guanylierungs-

reagenz N,N -Bis-Boc-1-guanylpyrazol 36.

Die Base D wurde durch Guanylierung mit N, N -Bis-Boc-1-guanylpyrazol®**! (36;
Abb. 6.5) eingefiihrt. Die Umsetzung am Harz erfolgte innerhalb von 20 h bei 50 °C
mit einem 10-fachen Uberschuss von 36 in trockenem Chloroform. Nicht umgesetztes
Guanylierungsreagenz konnte durch Fallung aus Ethylacetat mit Hexan in ausreichend

hoher Reinheit zuriickgewonnen werden.
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Die Abspaltung der Mimetika vom TCP-Harz erfolgte unter gleichzeitiger
Entfernung der siurelabilen Boc-Schutzgruppen in 50 % TFA/DCM und TIPS-Zusatz
und anschlieBender hydrogenolytischer Entfernung der Z-Schutzgruppe. Isolierung
mittels HPLC ergab die nicht radioaktive fluorhaltige Referenzverbindung 22F und die
zu markierende Verbindung 22 (Abb. 6.6).

H H H Q H
H,N._ N N HoN__N N
T N Y ooon Py N Yoo
NH O HN NH (0] NH,
O

22F 22

M

Abb. 6.6: Fluorhaltige Referenzverbindung 22F und zur '"F-Markierung mittels
[’ F]SFB befiihigte Verbindung 22.

6.3.2 Synthese eines Aminooxy-RGD-Mimetikums

Die Funktionalisierung eines RGD-Mimetikums mit einer Aminooxygruppe fiir die
Konjugation mit 4-['*F]Fluorbenzaldehyd analog der in Kapitel 5.6 beschriebenen
Markierung von multimeren RGD-Peptiden ist aufgrund der schnellen und effizienten
Markierungsmethode von groem Vorteil. Das Aminooxy-RGD-Mimetikums konnte
an der Festphase ausgehend von dem Saurebaustein A, durchgefiihrt werden. Die
Synthese dieses Bausteines ging von dem kommerziell erhéltlichen mono-
diethylacetalgeschiitzten Terephthaldialdehyd 37 aus. Dieser konnte in sehr guten

Ausbeuten durch Reduktion mit Natriumborhydrid?**

zu dem Hydroxymethyl-
benzaldehyd 38 umgesetzt werden. Das Acetal wurde bei der sauren Aufarbeitung
gespalten und der Aldehyd freigesetzt. Dieser wurde mit Malonsdure-mono-tert-
butylester und Ammoniumacetat in Ethanol zu der racemischen B-Aminosdure 39
umgesetzt. Nach dem Einfiihren der Fmoc-Schutzgruppe wurde in einer Mitsunobu-
Reaktion die Hydroxygruppe mit N-Hydroxyphthalimid maskiert, woraus durch

Hydrazinolyse die Aminooxygruppe generiert werden kann. SchlieBlich wurde der

tert-Butylester 41 sauer gespalten und man erhielt die racemische 3-(N-Fmoc)-Amino-
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3-(4-phthalimidoxymethylphenyl)-propionsidure (42), welche als Sdurebaustein A, in

der Festphasensynthese eingesetzt wurde.

.0 O
1 Aqg. ¢
o.__0O ) H.__O HoN O'Bu
~ >~ 413 Aq NaBH, HO/U\)J\OtBu 2
MeOH, 0 °C, 20 h 2 Ag. NH4OAc @]
2.2NHCIpH?2 EtOH, 60 °C, 14 h
H™ S0 100 % HO 29 % HO
37 38 39
Fmoc-Cl, Na,CO3
Dioxan/H,0, 16 h | 69 %
0°C—>RT
O'Bu H O'Bu
Fmoc” COOH Fmoc” Fmoc”
N-Hydroxyphthalimid o)
CH20I2/TFA PPhs, DIAD
3 h, RT abs. THF, 14 h
0°C—>RT
100 % 99 % HO

40

Schema 6.5: Synthese von N-Fmoc-geschiitzter 3-Amino-3-(4-phthalimidoxymethy!-
phenyl)-propionsdure 42.

Die Synthese einer zum Amino-RGD-Mimetikum 22 analogen Aminooxy-
verbindung gelingt nicht. Untersuchungen zeigten, dass bei der Reaktion von
3-Hydroxyglutarsidurediethylester (43) mit N-Hydroxyphthalimid unter Mitsunobu-
Bedingungen nicht der benoétigte Ester 44 (Vorldufer von Saurebaustein A;), sondern

die ungesittigte Verbindung 45 entsteht (Schema 6.6).7*

44
\/OMO\/ N-Hydroxyphthalimid o
O OH O PPhs, DIAD

abs. THF, 14 h
43 \
~_©

Schema 6.6: Reaktion von 3-Hydroxyglutarsdurediethylester 43 unter Mitsunobu-

D Gl

O O

Bedingungen.
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Die Umsetzung der Aminosdure 42 (A,) mit dem aza-Glycinbaustein B, erfolgte am
Harz unter Verwendung des hoch reaktiven 5-(9H-Fluoren-9-ylmethoxy)-3H-
[1,3,4]oxadiazol-2-on (46), das sich aus Fmoc-Hydrazin (34) und Phosgen in guten

).5* Dazu wurde 34 in einer 1:1-Mischung aus

Ausbeuten herstellen l4sst (Schema 6.7
CH,Cl, und wissriger NaHCO;-Losung suspendiert und anschlieend bei 0 °C mit
einem dreifachen Uberschuss an Phosgen (1.9 M in Toluol) versetzt. Das zunichst
entstandene Hydrazincarbonsdurechlorid reagiert in einer intramolekularen Zykli-
sierung sofort zum 5-(9H-Fluoren-9-ylmethoxy)-3H-[1,3,4]oxadiazol-2-on*" (45)
und wurde nach der Isolierung ohne weitere Aktivierung an die festphasengebundene

B-Aminosdure mit freiem N-Terminus gekuppelt.

0 I

. H wassr. NaHCO3/CH,Cl,
O_N. > . 00O
O \I(I)/ NH 0 °C, 10 min O ~ F°

0,
34 94 % 46

Schema 6.7: Synthese des aktivierten aza-Glycinbausteins B, 5-(9H-Fluoren-9-
vlmethoxy)-3H-[1,3,4]-oxadiazol-2-on (46).

Anschlieende Kupplung mit m-(N-Fmoc)-Aminobenzoesdure (35, Abb. 6.5),
Guanylierung und Abspaltung vom Harz analog der Synthese des Amino-RGD-
Mimetikums (Kapitel 6.3.1) ergab Verbindung 47 (Schema 6.8) in einer Rohausbeute
von 84 %. Die folgende Abspaltung der Phthaloylgruppe mit Hydrazinhydrat in
Methanol und HPLC-Reinigung fithrte zu dem RGD-Mimetikum 23 in einer
Gesamtausbeute von 30 % (Schema 6.8). Sobald die Aminooxygruppe entschiitzt ist,
wird die Verwendung von sehr reinen Losemitteln (HPLC-Qualitét) nétig. Wie bereits
in Kapitel 5.5 beschrieben, ist die Aminooxygruppe bzgl. Aldehyden sehr reaktiv und
reagiert z.B. bereits mit geringen Spuren Formaldehyd, welche in herkémmlichem

Methanol enthalten sind.
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H,N_ _N _N_ _N
2 il N COOH COOH
NH H 0o NHzNHz H,0
Q?O MeOH 2h, RT
N
0

Schema 6.8: Synthese des Aminooxy-RGD-Mimetikums 23.

Die nicht radioaktiv markierte fluorhaltige Referenzverbindung 23F wurde durch
chemoselektive Oximligation analog der in Kapitel 5.5 beschriebenen Methode
hergestellt (Schema 6.9). Auch hier wurde die Verbindung nach mehrmaligem
Waschen mit Diethylether in sehr hoher Reinheit (> 99 %) erhalten.

H Q H H o H H H
H,N_ _N _N__N F@—( HoN_ _N _N_ _N
Y vy eoor Y vy coon
NH o) F N NH o

90 % ACN in H,O

F
oH4,2h RT \©\/
HoN N
2 \O = \O

81 %

Schema 6.9: Synthese der nicht radioaktiv markierten Referenzverbindung 23F aus

dem Aminooxy-RGD-Mimetikum 23.



74 6 RGD-MIMETIKA FUR DIE TUMORDIAGNOSTIK

6.4 Biologische Evaluation der RGD-Mimetika fiir PET

Das nicht konjugierte Aminooxy-RGD-Mimetikum 23 sowie die nicht radioaktiv
markierten Referenzverbindungen 211, 22F und 23F wurden auf ihre Integrinaffinitit

und -selektivitit hin untersucht (Tab. 6.1).

Tab. 6.1: Inhibierungsverhalten der RGD-Mimetika im isolierten Rezeptorassay. Der
ICsp-Wert wurde ab einer Inhibierung von 50 % bei einer Peptidkonzentration von

100 nM austitriert bzw. in Peptidkonzentration und Prozent der Inhibierung

angegeben.
Verb. Integrin, ICs, [nM]

avp3 avps avp6 olIbp3
211 0.75 2900 9.1 10%, 77 %
22F 8.2 10%, 35 % 50 10*, 94 %
23 5.5 10°, 50 % 3.2 10%, 43 %
23F 2.1 10%, 73 % 0.14 104, 71 %

Die avp3-Integrinaffinitidt von 211 liegt wie erwartet im nanomolaren Bereich, was
die von Haubner et al. beschriebene bildliche Darstellung von avB3-positiven
Tumorgeweben mittels 21'*I unterstreicht (Kapitel 4.3).1'% *'"! Auch die Affinitit der
Fluor-RGD-Mimetika ist sehr hoch, weshalb das radioaktive Analogon von 22F auf
thre Anwendbarkeit im Imaging von avf3-exprimierenden Tumoren weiter untersucht
wurde. Aufgrund der hoch affinen Verbindung 23F wurden RGD-Mimetika fiir den
Einsatz in der sehr schnellen und effizienten Strategic zur '‘F-Markierung mittels

Oximligation von 23 und p-['*F]Fluorbenzaldehyd zuginglich gemacht.

Die Radiomarkierung sowie die in vivo-Studien wurden von Dr. R. Haubner in der
Nuklearmedizin durchgefiihrt. Die prosthetische Gruppe ['*F]SEB wurde iiber eine
nukleophile aromatische Substitution von ,,Trimethylamin® durch "*F in 4-N, N, N-Tri-
methylammoniumbenzoesédureethylester Triflat, alkalischer Hydrolyse und Aktivie-

201]

rung mit O-(N-Succinimidyl)-tetramethyluroniumtetrafluoroborat®*’! in 35 min und

einer radiochemischen Ausbeute von 55 £ 10 % hergestellt. Die Umsetzung mit 22
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erfolgte in DMSO unter Zusatz von KOBt bei 70 °C innerhalb von 15 min. Die radio-
chemische Ausbeute nach der Isolierung mittels HPLC betrug ca. 65 %.°%! Es
resultierte 22'®F, wobei dieses analog seinem '“’I-markierten Vorldaufer ['**1JGBHO-1

auch als ["*F]GBHO-2 bezeichnet wird.

18 H ? H
FISFB  H,N_ _N N
W o Ty N coon
15 m|n 70 °C o)
22'%F

RCY 65 %

Schema 6.10: Synthese des radioaktiv markierten RGD-Mimetikums 22"°F
(["*F]GBHO-2).

Fiir die Untersuchung der Biodistribution von 22'®F in Miusen wurden wieder
tumortragende Nacktmduse (M21 und M21-L Melanome) verwendet. Wihrend die
Zelllinie M21 den avp3-Integrinrezeptor stark exprimiert,®” *®! dient M21-L
aufgrund ihrer schwachen avp3-Expression als Negativkontrolle.”*! Die stark ovp3-
exprimierende Zelllinie M21 wird im Folgenden als Tumor(gewebe) bezeichnet. Die
Verabreichung von 0.4 MBq 22"%F erfolgte intravends in die Schwanzvene der Maus
in Gruppen mit jeweils vier Mdusen. Die Tiere wurden 10, 60 bzw. 120 min nach der
Injektion (post injection, p.i.) getotet, seziert und der prozentuale Anteil der
injizierten Dosis (Radioaktivitit) normiert auf ein Gramm des Organs (% ID/g)
bestimmt. Die Tumor/Organ-Verhiltnisse wurden aus dem Quotienten der
Aktivitatsanreicherung im M21 Melanom und der Radioaktivititskonzentration in den
Organen berechnet. Die Spezifitit der Akkumulation der Radioaktivitit im
Tumorgewebe wurde in Blockadestudien 60 min p.i. durch die Verabreichung von

18 mg ¢(-RGDfV-)/kg Maus 10 min vor der Tracergabe gezeigt.
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. 8.24+1.14 010 min
I 7.3641.02 @ 60 min
5 0060 min Blockade
B 120 min

4
2
(=)
;o 311

2 4

) jl
o LB |
Blut Serum Herz Lunge Leber Niere Milz Neben- Dinn- Dick- Muskel Femur M21 M21-L
niere darm darm

Abb. 6.7: Biodistribution von 22"*F 10, 60 und 120 min p.i. und Blockadeexperiment
60 min p.i. Die Daten fiir M2 1-L wurden nur 60 und 120 min p.i. bestimmt.

In Abb. 6.7 sind die Biodistributionsdaten 10, 60 und 120 min nach der Injektion
sowie die Ergebnisse des Blockadeexperimentes 60 min p.i. dargestellt. Die Anreiche-
rung von 22'*F betridgt im Tumor 120 min p.i. 0.61 + 0.13 % ID/g. Es erfolgt eine
rasche Eliminierung aus Blut (0.03 + 0.01 % ID/g), Muskel (0.02 £+ 0.01 % ID/g) und
anderen Organen (Niere 0.18 £ 0.06% ID/g, Leber 0.20 = 0.05 % ID/g) wihrend die
Aufnahme im Darm mit 3.61 + 1.12 % ID/g relativ hoch ist. Dennoch kommt es 120
min p.i. zu sehr guten Tumor/Organ-Verhiltnissen (Tumor/Blut 18.2, Tumor/Muskel
35.6; Abb. 6.8). Blockadeexperimente, bei denen 18 mg ¢(-RGDfV-)/kg Maus 10 min
vor Injektion des Tracers intravends verabreicht wurden, zeigen die Spezifitit der
Anreicherung des radioaktiv markierten Mimetikums 22'®F im Tumorgewebe durch

Reduktion der Aktivititskonzentration im M21 Melanom 60 min p.i. auf 30 %.
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30 -
010 min

060 min
} O 60 min Blockade

il fﬁhﬁﬂﬁﬁ MH:MHI il

Blut Serum Herz Lunge Leber Niere Milz Neben- Dinn- Dick- Muskel Femur M21-L
niere darm darm

Abb. 6.8: Tumor/Organ-Verhdltisse von 22"F 10, 60, 60 Blockade und 120 min p.i.

F

35.57416.48

N
)]
I

Tumor/Organ-Verhaltnis
= > 3

)]

In Abb. 6.9 sind PET-Aufnahmen von Mausen, die auf der rechten Seite ein M21
Melanom (avp3-positiv) und auf der linken Seite ein M2I1-L Melanom
(Negativkontrolle) tragen, dargestellt. Die rechte Maus zeigt aufgrund der guten
Tumor/Hintergrund-Verhiltnisse ein kontrastreiches Bild des avp3-exprimierenden
Tumorgewebes (rechts). Mit der linken Maus wurde eine Blockadestudie
durchgefiihrt. Aufgrund der viel geringeren Akkumulation von 22'*F im Tumor nach
Sattigung der Rezeptoren durch c¢(-RGDfV-) wird die Spezifitit der Anreicherung
visualisiert. Die nicht-invasive quantitative Bestimmung der avf3-Integrinexpression
durch PET wurde somit durch das Design und die Synthese des radioaktiv

markierbaren RGD-Mimetikums 22 ermoglicht.

Der Kontrast in den PET-Aufnahmen der tetrameren Verbindung T2'*F (Kapitel
5.6) in Mausen ist verglichen mit den in Abb. 6.9 gezeigten PET-Aufnahmen des
Mimetikums 22"®F etwas besser, jedoch ist die Herstellung des Mimetikums 22 fiir die
Radiomarkierung viel einfacher und schneller. Durch die Synthese des
aminooxyfunktionalisierten RGD-Mimetikums 23 kann zusétzlich noch die

vorteilhafte Methode der '*F-Markierung durch Oximligation ausgenutzt werden.



78 6 RGD-MIMETIKA FUR DIE TUMORDIAGNOSTIK

Negativkontrolle Tumor Negativkontrolle Tumor
(M21-L) (M21) (M21-L) (M21)

40kBq 4 4 | ¥

’

Blockadestudie
+ 18 mg ¢(-RGDfV-) / kg
10 min vor Tracetinjektion

Abb. 6.9: PET-Aufnahmen von 22"*F 90 min p.i. in Mdiusen.

Dariiber hinaus wurden durch die Aminooxygruppe von 23 multivalente RGD-
Mimetika zuginglich gemacht. Durch Ankniipfung an aldehydfunktionalisierte

multivalente Strukturen konnten multimere RGD-Mimetika generiert werden.
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7 RGD-MIMETIKA FUR DIE TUMORTHERAPIE

Neben den in Kapitel 6 beschriebenen nicht-peptidischen, radioaktiv markierbaren
RGD-Mimetika wurden im Rahmen dieser Arbeit auch nicht-peptidische RGD-
Mimetika fiir den Einsatz in der Tumortherapie synthetisiert. Durch Struktur-
variationen sollen die orale Bioverfiigbarkeit beeinflusst und eine hohe av[33-
Integrinaffinitit und -selektivitdt erhalten werden.

Die Integrinaffinitit und -selektivitit der hergestellten Verbindungen wurde im
Labor von Dr. S. L. Goodman bei der Firma Merck KGaA, Darmstadt bestimmt.
Untersuchungen zur Pharmakokinetik erfolgten bei der Firma Merck KGaA in Grafing
und die Reduktionsstudie des Prodrugs am Pharmazeutischen Institut der Universitét

Kiel unter der Leitung von Prof. B. Clement.

7.1 Allgemeine Synthesestrategie

In den letzten Jahren wurde in der Literatur eine enorme Zahl nicht-peptidischer
avpB3-Integrinliganden mit hoher Rezeptoraffinitat und meist biselektivem Charakter
(avp3/avp5 bzw. avB3/avp6) beschrieben ' 7 1923 316338 391 Al egsentielle
pharmakophore Gruppen wurden eine C-terminale Séurefunktion und eine N-terminale
basische Gruppe identifiziert (siche Kapitel 2.4), welche durch eine Vielzahl, meist

[340]

zyklischer Grundgeriiste (Scaffolds) verkniipft wurden: Harnstoffe, Benzo-

diazepine,!'** *"® 31381 Benzocycloheptene,”*" Piperazine,**” Purine,**! Aryl-
ether,[346'348] Isoxazoline,[349’ 350] Indazole,[m’ 352] Hydantoine,[353] Thiophene,[354’ 3331
Biphenyle,”** *°"! versteifte Glycylamide,”*® sowie eine groBe Zahl anderer, in der

Patentliteratur beschriebener'”” Scaffolds. Basierend auf der in Kapitel 6.1 beschrie-
benen Leitstruktur 20 wurde in unserer Arbeitsgruppe eine Bibliothek nicht-peptischer
avp3-Integrinliganden synthetisiert, die neben dem FEinsatz fiir die Tumordiagnostik
(Kapitel 6.1) auch in Hinblick auf Affinitdt und oraler Bioverfligbarkeit verbessert

7. 18 91 Finen groBen Effekt brachte die Erhohung der Lipophilie am

wurde.|
C-Terminus infolge des Einbaus aromatischer B-Aminoséduren und bioisosterer

Glutarsauren als Asp-Mimetika. Auflerdem wurden Basen- und Spacerbausteine als
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Argininmimetika variiert. Dies fiihrte zu dem verbesserten Liganden 48 (Abb. 7.1). Im
Rahmen dieser Arbeit wurden weitere Basenbausteine als Guanidinmimetika
eingebaut, um ihren Einfluss auf die Bioverfiigbarkeit zu untersuchen. Auflerdem
sollte ein isosterer Ersatz der mittleren Carbonylgruppe durch ein Sulfon zu einer
hoheren proteolytischen Stabilitit fithren.”*”! Eine weitere interessante Modifikation
ist die C-terminale Versteifung des Riickgrates (Backbones) durch den Einbau
zyklischer Verbindungen. Da der Einbau der zyklischen Carbonsidure Nipecotinsidure

[18]

zu einem Aktivitiatsverlust fiihrte," ™ wurde vermutet, dass dies auf den fehlenden

aromatischen Rest und die eingeschrinkte Drehbarkeit der Sduregruppe zuriick-

[360] 342, 344]

zufiihren ist. Benzodiazepine und andere Verbindungen' , welche einen
aromatischen Rest und eine zusitzliche Methyleneinheit zwischen dem sieben-
gliedrigen Ring und der Carboxygruppe aufweisen, stellen potente avp3-Integrin-
liganden dar. Die in Abb. 7.1 dargestellten Modifikationen wurden deshalb als

geeignet erachtet.

SRR
Base ~ "™ Spacer N/N\[rx COOH
H o 48 verbesserter Ligand
!
T
H Q H 9
N N N
Base ™~ Spacer N = COOH Base ™~ Spacer N
Hool Ho
R COOH
D c BA D c B, A,

Abb. 7.1: Design von avp3-Integrinliganden. Im Rahmen dieser Arbeit soll der
optimierte Ligand 48 durch Einbau zyklischer Bausteine C-terminal versteift werden.

Die retrosynthetische Zerlegung erfolgte analog Kapitel 6.3.

Ein anderer Ansatz zur Verbesserung der Resorptionseigenschaften (gesamte aus
dem Magen/Darmtrakt aufgenommene Wirkstoffmenge), sowie der oralen
Bioverfiigbarkeit (Wirkstoffanteil, der im Kreislauf nach oraler Gabe zur Verfiigung
steht) ist die Verwendung von Prodrugs (Kapitel 3.2). Clement et al. beschrieben

[361-363

Amidoxime als Prodrugs von Amidinen. ] Ximelagatran, ein Thrombininhibitor,

wird dieses Jahr als erste Verbindung mit diesem Prodrugprinzip auf den Markt
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362, 3641 Es stellt ein Doppelprodrug in Form eines Amidoxims und eines

kommen.
Esters dar. Dieses Prodrugkonzept soll auf Guanidine iibertragen und am Beispiel des

hochaffinen aza-RGD-Mimetikums 49OH untersucht werden (Abb. 7.2).

H Q H H H Q H H
HoN___N N__N HoN__N N__N
N NN COOH N NN COOH
H —> H
NH o) N o)
HO
cl cl Cl cl
49 490H

Abb. 7.2: Aza-RGD-Mimetikum 49 und Hydroxyguanidin-Prodrug 490H.

Es erfolgte auch hier die retrosynthetische Zerlegung der RGD-Mimetika wie in
Kapitel 6.3 beschrieben.

Die Synthese der Verbindungen wurde, soweit nicht anders beschrieben, an fester
Phase nach Fmoc-Strategie durchgefiihrt (Kapitel 5.2). In Abb. 7.3 sind die

eingesetzten und in anderen Arbeiten bereits beschriebenen Bausteine dargestellt.!'” '*

315,316 3¢ nyje  RGD-Mimetika wurden groBteils analog der Synthese der
radiomarkierbaren nicht-peptidischen avp3-Integrinliganden (Kapitel 6.3) aufgebaut.
Die Synthese der aza-RGD-Mimetika erfolgte durch Einbau der hochaffinen Fmoc-[3-
Aminoséduren 50, 51 und 52 (A,) und anschlieBender Umsetzung mit dem aktivierten
5-(9H-Fluoren-9-ylmethoxy)-3H-[1,3,4]oxadiazol-2-on (45, B,). Unter Verwendung
der kombinierten Bausteine 53 und 54 (A;B;) wurden die entsprechenden azacarba-
RGD-Mimetika generiert. Neben der 3-(N-Fmoc)-Amino-3-phenylpropionsiure
wurden die chlorsubstituierten Sdurebausteine gewdihlt, da diese in den Arbeiten von
G. Sulyok die aktivsten avB3(/avp6)-Integrinliganden darstellen.!'” '™ Zur Art und
Lange des Spacerbausteins wurden fiir dhnliche Verbindungen bereits zahlreiche
Untersuchungen durchgefiihrt,”'> *%% ) da sich durch dessen Linge die Selektivitit
zu den Integrinrezeptoren avB3 und olIbB3 einstellen lasst.> 27% 3% 37 Eg zeigte
sich, dass nur zwei Arten von Kombinationen des Spacer- und des Basenbausteins zu
affinen Verbindungen fiihren. Einerseits ist es moglich den aromatischen Spacer-
baustein C m-(N-Fmoc)-Aminobenzoesdure (35) mit Guanidin als Base D durch
Reaktion mit N,N’-Bis-Boc-1-guanylpyrazol (36) einzusetzen. Andererseits besteht die
Moglichkeit des FEinbaus des kombinierten Spacer-Basenbausteins 5-[N-(4-
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Methylpyridin-2yl)-amino]-pentansdure (55), welcher in RGD-Mimetika zu einer
Verbesserung der pharmakokinetischen Daten fiihrte.!'”"”) Die Verkniipfung des
aromatischen Spacers mit dem Basenbaustein Aminopyridin fithrte zu einem
deutlichen Aktivititsverlust um ca. zwei Zehnerpotenzen. Deshalb wurden bei den
folgenden Modifikationen die aromatischen Basen nur in Kombination mit einem

aliphatischen Spacer verwendet.
H

FmocHN COOH O FmocHN" COOH
o
Q (Ao Q
50 R=H 45 53 R=Cl
51 R=Cl 54 R =3-Cl5-Cl

52 R=3-Cl,5-Cl

FmocHN COOH BOCJ']‘\ m
\©/ BocHN r\\1§ AN\ ~~COOH
N= H
35 36 55
Abb. 7.3: [-Aminosdurebausteine 50, 51 und 52 (A,), hoch reaktiver aza-
Glycinbaustein 45 (B;), kombinierte Glutarsdure-aza-Glycinbausteine 53 und 54
(A;B;), aromatischer Spacerbaustein 35 (C), Guanylierungsreagenz 36 (,D’) und

kombinierter Spacer-Basenbaustein 55 (CD).

7.2 Variation des Basenbausteins

Der Basenbaustein D in Abb. 7.1 reprédsentiert den Guanylrest des Arginins der
RGD-Sequenz. Wihrend fiir die Bindung an das ollbp3-Integrin stark basische
Gruppen, wie Amin, Amidin oder Guanidin (pK, > 10) bendtigt werden,*®® toleriert
der avp3-Integrinrezeptor neben einem Guanidin auch Guanidinmimetika mit
geringerer Basizitit (pK, > 4)P*® >, Im Fall des ovB3-Integrins bindet das Guanidin
iiber side-on Bindung an den Rezeptor®” (Abb. 7.4). Hingegen nimmt man fiir den
alIbB3-Integrinrezeptor eine end-on Bindung des Guanidins an.!'® *** 31 Bei den
RGD-Mimetika des Diacylhydrazintyps wurde festgestellt, dass auch die endstidndige

NH,-Gruppe an der Bindung beteiligt ist.!""!
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&3

HoN
= / P
N
HN H
end-on Bindung -

ﬂ side-on Bindung

Abb. 7.4: Angenommener Bindungsmodus der basischen Guanidineinheit eines

Liganden an die Integrine avf3 (side-on Bindung) und allbf33 (end-on Bindung).

In Tab. 7.1 sind die pK,-Werte einiger Guanidinmimetika dargestellt. Durch den

Einbau zyklischer Guanidinmimetika kann auBlerdem die Lipophilie der RGD-

Verbindungen gesteigert werden. Dies konnte die orale Bioverfiigbarkeit positiv

beeinflussen.?* 3%

Tab. 7.1: Basizitit verschiedener Guanidinmimetika und bisher bevorzugter

Integrinrezeptor bei Einbau in Mimetika.

Base Struktur pK,- Integrinrezeptor Referenz
Wert
NH
Guanidin HzNJLH}” 13.6  olIbp3 und avp3 [570]
/N
Aminoimidazol <N\J\ Y 8.6 avp3 (3301
HoH
Aminodihydroimidazol ( 0,1 |N [340]
Aminotetrahydropyrimidin H)\H/%’ o-12 avp3
NH
Benzamidin ©)J\ H}s 11.6 — (3701
Aminodihydropyrrol (@ [370]
Aminotetrahydropyridin N}i’ 96 oavp3
=
Aminopyridazin Nsy | N/‘g 52 allbp3 (3691
H
~ "N
Aminopyridin S a 6.9 avp3 (3701
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Basen Aminodihydroimidazol, Amino-
tetrahydropyrimidin, Benzamidin, Aminodihydropyrrol, Aminotetrahydropyridin,
Aminochlorpyridazin, Aminopyridazin und Aminochinazolin eingesetzt. Synthesen
und Ergebnisse der biologischen Evaluation werden in den nichsten Kapiteln

présentiert.

7.2.1 Basenbaustein Aminodihydroimidazol

Durch die Verbriickung der Guandinstickstoffatome in Aminodihydroimidazol tiber
eine Ethyleneinheit kann die Basizitdt gesenkt und die Lipophilie um etwa 0.5
Einheiten erhoht werden. Des weiteren beschreiben Peyman et al. eine Steigerung der
avp3-Integrinaffinitit und Selektivitit gegeniiber allbB3-Integrin durch den Einsatz
zyklischer Guanidine.”*>***! Die Selektivititserhdhung sollte auf die Behinderung der
end-on Bindung des allbp3-Integrinrezeptors zuriickzufithren sein. Der Einsatz der
Base Aminodihydroimidazol in Kombination mit dem aliphatischen Spacerbaustein
filhrte in den Arbeiten von G. Sulyok nur zu maédBigen ovp3-Integrinaffinititen
(> 100 nM).""® Hier wurde nach Corbett er al**”! das kiufliche 2-(3,5-Dimethyl-
pyrazolyl)-4,5-dihydroimidazol (56, Schema 7.1) in Reaktion mit einem Alkylamin
verwendet, wobei das Dimethylpyrazol als Abgangsgruppe, dhnlich dem fiir die
Guanylierung verwendeten N,N'-Bis-Boc-guanylpyrazol (36) fungierte. Die
Ausbeuten der Rohprodukte betrugen trotz einer Reaktionsoptimierung nur 35 - 40 %.

Die Dihydroimidazolierung des aromatischen Spacerbausteins am Harz gelang nach
dem Einfiihren der fert-Butyloxycarbonylschutzgruppe (Boc) an der sekundéren
Aminogruppe von  2-(3,5-Dimethylpyrazolyl)-4,5-dihydroimidazol  (56). Die
Anbindung von 57 an ein festphasengebundenes Anilin erfolgte in CHCI; bei 50 °C
innerhalb von 20 Stunden. Abspaltung und Isolierung fithrte in Ausbeuten von
21 - 49 % zu den Verbindungen 58a-e. Bei der direkten Umsetzung des ungeschiitzten
56 mit dem aromatischen Spacerbaustein konnte bei Raumtemperatur in CH,Cl, keine
und nach Temperaturerh6hung und Verldngerung der Reaktionszeit auf 16 h bei 50 °C
in CHCI; nur in Spuren eine Reaktion beobachtet werden (Schema 7.1). Hierbei
entstanden neben dem unumgesetzten Amin aufgrund unvollstindiger Kupplung, zwei

weitere Nebenprodukte, die nicht identifiziert werden konnten.
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DIPEA
dCH2CI2, RT CHCls
oaer o
DIPEA </ 16 h, 50°C
NH HBr
“Boc 57

CHCl3, 50°C

X = NH
R=H 58a
SO%TFA 4-Cl 58b
3-CI,5-Cl  58¢

“in CHaCly
2v2 X =CH,

R = 4-CI 58d
3-Cl,5-Cl 58

Schema 7.1: Einfiihrung von Dihydroimidazol an der festen Phase.

7.2.2 Basenbaustein Aminotetrahydropyrimidin

Gopalsamy et al. beschreiben Aminotetrahydropyrimidin als mit Aminodihydro-
imidazol vergleichbares bzw. etwas potenteres zyklisiertes Guanidinmimetikum in

B7 Die Base wurde als kombinierter Spacer-Basenbaustein 63

avp3-Integrinliganden.
hergestellt, da ein entsprechendes Dimethylpyrazolderivat nicht kommerziell erhiltlich
ist. 63 kann ausgehend von 2-Aminopyrimidin (59) aufgebaut werden. Hierzu wurde
der elektronenarme Aromat Fluorpyrimidin (60) synthetisiert,”’* da die nukleophile
aromatische Substitution von Pyrimidinen nur bei elektronenarmen Fluoraromaten
unter milden Bedingungen moglich ist. 60 wurde durch eine Balz-Schiemann-

Reaktion, Diazotierung von 59 in HBF,, hergestellt (Schema 7.2).

NaNO, (2.1 Aquiv.)

fN 43-%ige, wassrige HBF4 fN
W e

NH, 34 %
59 60

Schema 7.2: Synthese von 2-Fluorpyrimidin (60).

In Schema 7.3 ist die weitere Umsetzung von 60 mit dem Spacervorldufer 3-

Aminobenzoesiureethylester (61), anschlieBende Hydrierung und alkalische
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Esterspaltung dargestellt, wodurch Tetrahydropyrimidin-6-yl-aminobenzoesédure (63)

mit einer Ausbeute von 98 % entstand.

Q H Q 1. PdIC, H,, HCI, H Q
HzN\©)J\o/\ 60 | N\\l/N\@)‘\o/\ H,O/Dioxan (N/\\l/N\Q)J\OH
BF,Et,0 SN 2. 1N NaOH NH
DMF, 60 °C MeOH
61 99 % 62 99 % 63

Schema 7.3: Synthese des kombinierten Spacer-Basenbausteins 63.

Die Umsetzung an fester Phase mit dem entsprechenden aza-Glycinderivat mittels
HATU und Collidin, Harzabspaltung und HPLC-Reinigung ergab die Verbindungen
64a-e in Ausbeuten von 26 - 62 % (Abb. 7.1).

a
X
X =NH X= CH2
R=H 64a R =4-CI 64d
4-Cl 64b 3-Cl,5-Cl 64e
3-CI,5-Cl 64c

Abb. 7.5: RGD-Mimetika mit Aminotetrahydropyrimidin als Guanidinmimetikum.

7.2.3 Basenbaustein Benzamidin

Geht man von der side-on Bindung des Guanidins an den avB3-Integrinrezeptor aus
(Abb. 7.1), sollte ein Austausch der endstindigen Aminogruppe durch eine
Methylgruppe oder einen Phenylring toleriert werden. Die Verwendung von
Methylamidin als Guanidinmimetikum fiihrte zu azacarba-RGD-Mimetika, die
verglichen mit den Guanidinanaloga eine um ein bis zwei Zehnerpotenzen geringere
Affinitit gegeniiber den avp3- und avp6-Integrinrezeptoren aufwiesen.!'® Der Einbau
von Benzamidin als Guanidinmimetikum konnte aufgrund des aromatischen Restes
eine T-formige aromatische Wechselwirkung des Liganden mit dem Phenylring von

178

o-Tyr ™ des avp3-Integrinrezeptors bewirken und somit wieder eine Erhohung der

Integrinaffinitit erzielen.!'*®



7 RGD-MIMETIKA FUR DIE TUMORTHERAPIE 87

Fiir die Synthese der benzamidinhaltigen RGD-Mimetika wurden die kombinierten
Spacer-Basenbausteine 66 und 67 aus Benzimidsdauremethylester Hydrochlorid (65)
und 3-Aminobenzoesdure bzw. 5-Aminopentansdure hergestellt (Schema 7.4). Zuerst
wurde unter Schutzgas in trockenem DMF durch Zugabe von Triethylamin nach
Shilcrat et al.’™! der freie Benzimidsduremethylester erzeugt, welcher anschlieBend
bei 60 °C mit dem Spacer (R-NH,) umgesetzt wurde. Alternativ wéren die Reaktionen

unter Verwendung eines beheizbaren Schiittlers direkt am Harz durchfiihrbar.

100 % ©)‘\ g i ~COOH
NH- HCI

1 TEA, abs. DMF,

o 0 °C—RT, 1h
2. R-NH,, TEA, abs. DMF NH
65 0°C,16h N/\/\/COOH
92 % H
67

Schema 7.4: Synthese der Benzamidine 66 und 67 nach Shilcrat et al.”™/

Die Umsetzung von 66 und 67 mit am Harz immobilisiertem N-Hydrazino-3-
amino-3-phenylpropionsdure unter Zusatz von HATU und Collidin ergab nach
Abspalten vom Harz und Isolierung mittels HPLC die Verbindungen 68a und 68b mit
54 % bzw. 23 % Ausbeute.

H Q H H NH Q H H
N N__N e~ NN
N COOH N N COOH
NH H 0o H H 0
68a

68b
Abb. 7.6: Verbindungen 68a und 68b.

Bei Untersuchungen zur Synthese der benzamidinhaltigen RGD-Mimetika unter
Finsatz des Thioimidates 70 analog der Herstellung der Methylamidinderivate mit
aliphatischen Spacerbausteinen konnte weder eine Reaktion von 70 mit einem

aliphatischen Amin noch mit einem Anilinderivat an der Festphase beobachtet werden.
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NH- HBr NH- HBr
SO0 OO0
69 70

Abb. 7.7: Reagenzien 69 und 70 zur Herstellung von Methylamidinen bzw.

. g 374
Benzamidinen.>’"

7.2.4 Basenbaustein Aminodihydropyrrol

Neben Benzamidin soll im Rahmen dieser Arbeit auch der Einfluss von Amino-
dihydropyrrol auf die Integrinaffinitét, -selektivitit und die orale Bioverfiigbarkeit der
aza-RGD-Mimetika untersucht werden. Die Base stellt ein zyklisches Guanidin-
mimetikum mit geringerer Basizitdt und hoherer Lipophilie als Aminodihydroimidazol
dar, und wird in der Patentliteratur als potenter orvB3-Integrinligand beschrieben.”””
Auch dieser Baustein wurde als kombinierter Spacer-Basenbaustein integriert.

Nach einer literaturbekannten Methode konnte 2-Methoxydihydropyrrol (72)

{3761

hergestell und zu 3-[(3,4-Dihydro-2H-pyrrol-5-yl)-amino]-benzoesdure (74)

umgesetzt werden” ! (Schema 7.5).

0]
y HZN\©)LOH-HCI ’ 0
N o Me,SOy4 N\ O\ 73 N\ N OH
—_— >
g 80 °C, 13 h g abs. MeOH, RT, 16 h g
0, 0,
71 31% 72 95 % 74

Schema 7.5: Synthese des kombinierten Spacer-Basenbausteins 74.°7 77

Die Umsetzung an fester Phase mit dem entsprechenden Hydrazino-Derivat mittels
HATU und Collidin, Harzabspaltung und Isolierung ergab die Verbindungen 75a-e in
Ausbeuten von 14 - 32 % (Abb. 7.8).
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<“j|/ O)LN’ N g COOH
H o
1
NN
R
X = NH X = CH,
R=H 75a R =4-Cl 75d
4-Cl 75b 3-Cl5-Cl  75e
3-Cl5-Cl 75¢

Abb. 7.8: RGD-Mimetika x mit Aminodihydropyrrol als Guanidinmimetikum.

7.2.5 Basenbaustein Aminotetrahydropyridin

Aminotetrahydropyridin sollte, verglichen mit der analogen Base Aminodihydro-
pyrrol, integriert in ein RGD-Mimetikum einen avB3-Integrinligand mit gesteigerter

Affinitdit und Selektivitit gegeniiber dem av[p3-Integrinrezeptor darstellen. Die

Synthese des Imidatbausteines 78 erfolgte entsprechend iiber den Lactimether 7717

[375]

und Umsetzung mit 3-Aminobenzoesdurehydrochlorid (73), wobei das

Hydrochlorid 78 entsteht.
O

H H2N\©)LOH-HCI ’ 0
N__O N._O
g Me3OBF, O/ ~ 3 NN OH-HCI
CH,Cl,, RT, 20 h ACN, RT, 24 h
78

Schema 7.6: Synthese des kombinierten Spacer-Basenbausteins 78.°7> 7%

Da bei der Kupplung des Basenbausteins mit dem harzgebundenen aza-
Glycinbaustein mittels HATU/Collidin die Base mit 30 Aquivalenten bezogen auf die
Harzbelegung bereits im Uberschuss zugegeben wurde, war keine weitere Basen-
zugabe notig, obwohl 78 als Hydrochlorid vorlag. Durch anschlieBende Abspaltung
vom Harz und HPLC-Reinigung wurden die Verbindungen 79a-e (Abb. 7.9) in
Ausbeuten von 21-49 % hergestellt.
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U O)LN’ N L COOH
H (@]
]
X
R
X = NH X = CH,
R=H 79a R =4-CI 79d
4-Cl 79b 3-Cl,5-CI 79e
3-CI,5-CI 79c

Abb. 7.9: RGD-Mimetika x mit Aminotetrahydropyridin als Guanidinmimetikum.

7.2.6 Basenbausteine Aminochlorpyridazin und Aminopyridazin

Der Austausch eines Guanidins durch stickstoffhaltige Heterozyklen, wie
Aminopyrimidin, Aminopyridazin oder Aminopyridin wurde von Misra et al. am
Beispiel von Thrombinantagonisten beschrieben.**”! Wie bereits erwihnt konnte durch
den Einsatz des aromatischen, weniger basischen Aminopyridins als Base eine

8] Darauthin wurde auch

verbesserte orale Bioverfligbarkeit erreicht werden.
Pyridazin als Guanidinmimetikum eingesetzt. Die Umsetzung mit Aminen gelingt nur
mit elektronenarmen Halogenpyridazinen bei Temperaturen von 100 °C.P%! Aus
diesem Grund erschien die direkte Reaktion dieses Basenbausteins mit einem Amin an
fester Phase schwer umsetzbar. Der Basenbaustein wurde deshalb zunéchst in Losung
mit einem aliphatischen Spacerbaustein C zu dem kombinierten Baustein CD
umgesetzt. Schema 7.7 zeigt die Reaktion von 3,6-Dichlorpyridazin (80) mit 5-
Aminopentansiure (81). Die Aminopentansidure wird in 1.2-fachem Uberschuss
eingesetzt und die Reaktionsmischung fiir 20 h bei einer Temperatur von 120 °C
geriihrt. Trotz des Uberschusses und einer Verlingerung der Reaktionszeit konnte
keine vollstindige Umsetzung von 80 zu 82 erreicht werden. Die Ausbeute betrug
45 %. Durch anschlieBende Reduktion mit Wasserstoff in Gegenwart von 20 %
Pd(OH), auf Aktivkohle als Katalysator konnte der Baustein 83 in einer Ausbeute von

63 % hergestellt werden (Schema 7.7).
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o)

HZN/\(\/)fLOH ol
i XN 81 i N ') H,, Pd(OH),/C (j o
> —_—
N. = -BuOH, K,CO N. Z /\MJ\ ~ /\/\)j\
n-bu 2 3 N MeOH, 2 h N N/ H OH

Cl

N" e T00C 20 h NN L “OH

80 45 % 82 63 % 83

Schema 7.7: Synthese der kombinierten Spacer-Basenbausteine 82 und 83 modifiziert

nach Misra et al.?%

Die azacarba-RGD-Mimetika 84 und 85 wurden durch Umsetzung von 82 bzw. 83
mit 5-Hydrazino-5-ox0-3-(3,5-dichlorphenyl)-pentansdure unter Zusatz von HATU
und Collidin an fester Phase, Abspaltung und HPLC-Reinigung in 56 % bzw. 19 %

Ausbeute erhalten.

DN
N~ N
N N N COOH
H H o)
Cl Cl
R=ClI 84
R=H 85

Abb. 7.10: Azacarba-RGD-Mimetika 84 und 85 mit Aminochlorpyridazin bzw.

Aminopyridazin als Guanidinmimetikum.

7.2.7 Basenbaustein Aminochinazolin

Zur weiteren Steigerung der Lipophilie der RGD-Mimetika wurde ein noch
ausgedehnteres aromatisches System verglichen mit Benzamidin als Guanidin-
mimetikum eingefiihrt. Analog der Synthese von 2-Fluorpyrimidin sollte 2- bzw. 4-
Fluorchinazolin synthetisiert werden. D. Gottschling konnte zeigen, dass nur die
Synthese von 4-Fluorchinazolin, nicht aber von 2-Fluorchinazolin méglich ist.*
Ausgehend von dem kiuflichen 4-Hydroxychinazolin (86) lie3 sich nach Schonowsky
et al.®"" das entsprechende Chlorderivat 87 herstellen. Dieses wurde durch Erhitzen

mit trockenem KF in einer Argonatmosphire bei 200 °C zu 4-Fluorchinazolin (88)

umgesetzt (Schema 7.8).°"
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OH Cl F
PClg in POCIs5,
| \) Reflux, 2 h ~ N KF 200 °C NN
—
N 47 % /)
86 88

Schema 7.8: Synthese von 4-Fluorchinazolin (88).**

Der Fluoraromat konnte an der festen Phase (WANG-Harz) gemil einer in unserem
Arbeitskreis entwickelten Synthesevorschrift®”! durchgefiihrt werden und ergab nach
Abspaltung und HPLC-Reinigung das aza-RGD-Mimetikum 89 in 30 % Ausbeute
(Schema 7.9).

NZ o}
1.88, DMF | L HoH
_N_ N
\o DIPEA N N N \ﬂ/ COOH
H H §
2. TFA/H,0/
TIPS
30 % 89

Schema 7.9: Synthese von Verbindung 89.

7.2.8 Affinitits-Studien an isolierten Integrinrezeptoren

Die verwendeten av-Integrine wurden aus Plazenta und das allbB3-Integrin aus
Blutplittchen menschlichen Ursprungs isoliert bzw. als l6sliche Integrinrezeptoren
gentechnisch mittels eines Baculovirus Systems (ov3) hergestellt.'”! Die natiirlichen
Liganden Vitronectin (avB3, avp5), Fibronectin (avf6) und Fibrinogen (allbB3)
wurden aus humanem Plasma isoliert. Die immobilisierten Integrine wurden in einem
Verdringungsexperiment mit dem 16slichen biotinylierten Liganden und der
Testsubstanz inkubiert. Messungen bei verschiedenen Konzentrationen ergaben nach
enzymatischer Anfarbung des biotinylierten Liganden photometrisch die Inhibie-
rungskonstante (ICsp). Der ICso-Wert wurde erst ab einer Inhibierung von 50 % bei
einer Peptidkonzentration von 100 nM durch Titration exakt bestimmt, und ansonsten
in Prozent der Inhibierung bei entsprechender Peptidkonzentration angegeben. ICs ist

die Konzentration an Testsubstanz, die benotigt wird, um 50 % der maximalen
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Rezeptorinhibierung zu erreichen. Definitionsgemal ist eine Verbindung ein um so
besserer Ligand des entsprechenden Rezeptors, je kleiner die ICsy-Konstante ist.

Die Ergebnisse der biologischen Untersuchungen der RGD-Mimetika mit den
verschiedenen Basenbausteinen sind in Tab. 7.2 zusammengefasst. Der in den
Tabellen angegebene logP-Wert ist ein Mal3 fiir die Lipophilie der Verbindung
(Kapitel 3.1) und dient als Anhaltspunkt zum Abschétzen der oralen Bioverfiigbarkeit
und der Resorptionseigenschaften.

Die beiden Gruppen aza- und azacarba-Mimetika sind jeweils nach dem
Substituenten des Sdurebausteins geordnet, um den Einfluss des Basenbausteines
direkt ablesen zu konnen. Die avf33- und avp6-Affinititen der Verbindungen liegen
1m nanomolaren bzw. subnanomolaren Bereich, wihrend, wie erwartet, kaum Affinitit
zum ollbB3-Integrinrezeptor beobachtet wird. Die hohe Selektivitit gegeniiber dem
allbB3-Integrin liegt mindestens bei vier Zehnerpotenzen. Lediglich die aza-
Verbindungen 58a, 64b, 58c und 64c¢ mit den verbriickten Guanidinmimetika
Aminodihydroimidazol und Aminotetrahydropyrimidin zeigen nennenswerte
avp5-Integrinaffinititen (ICso = 10 - 15 nM), wihrend die anderen Mimetika (sub-)
mikromolare Werte aufweisen. Diese RGD-Mimetika mit zyklischen Guanidinbasen
besitzen eine um ca. eine GréfBenordnung hohere Affinitit gegeniiber dem avf33-
Integrin, verglichen mit den Mimetika, welche die Imidate Aminodihydropyrrol und
Aminotetrahydropyridin als Basen enthalten. Das Ergebnis aus Dockingstudien,!">®!
dass die endstindige NH,-Gruppe der RGD-Mimetika des Diacylhydrazintyps bei der
Bindung an den avp3-Integrinrezeptor beteiligt ist, wird hierdurch bestitigt. Ein
Vergleich der beiden Substitutionsmuster am Phenylring des Sdurebausteins zeigt eine
schwache Tendenz der aza-Imidate mit 3,5-dichlorsubstitiertem Saurebaustein (75c,
79¢) zu groBerer avP6-Selektivitit, die azacarba-Analoga mit 4-chlorsubstituiertem
Asp-Mimetikum (75d, 79d) hingegen eine leichte Tendenz zu groBBerer avp3-
Integrinaffinitit. Bei den Verbindungen mit verbriickten Guanidinbasen (58b-e und
64b-e) ist kein Unterschied durch verschiedene Substitution des S&durebausteines
erkennbar. Die azacarba-Mimetika stellen somit sehr potente biselektive avB3/avp6-

)[158]

Integrinliganden dar, weshalb sie trotz ihres niedrigen logP-Wertes (< 5 auf ihre

orale Bioverfiigbarkeit hin untersucht wurden (Kapitel 7.2.9).
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Tab. 7.2: Ubersicht der Affinitit und /H i /H X
o ' . ) Base N \n/ COOH
Selektivitdit der RGD-Mimetika gegeniiber den \©)L H o .
Integrinen avf33, avfs, avf6 und allbpfs. X \|R
Integrin, I1Csy [nM]

Verb. R X Base® logP avp3 avps avpB6  ollbp3
71 GRGDSPK” - —  -8.03 1000 — — >10*
07 ¢(-RGDfV-)?  — - -2.53 2 - - 850
[18] 4-Cl NH Gua 126 0.1 100 6.0 5500
[18] 4-Cl CH, Gua 168 1.8 >1000 33 >1000
58a H NH Dhim 121 0.5 20 1.0 10% (55 %)
64a H NH Thpym 132 53 10°(77%) 32 10" (17 %)
75a H NH Dhpyr 139 48 10°(60%) 70 10" (29 %)
79a H NH Thpy 181 40 10°(90%) 32 10* (4 %)
58b 4-Cl NH Dhim 1.77 07 10°(76%) 0.6  10* (45 %)
64b 4-Cl NH Thpym 1.88 04 15 0.6  10* (24 %)
75b 4-Cl NH Dhpyr 195 55 10°(16%) 3.0 10" (37 %)
79b 4-Cl NH Thpy 237 13 10°(14%) 79  10*(35%)
58¢ 3-C,5-CI  NH Dhim 233 0.7 15 03  10%(53 %)
64c 3-C1,5-Cl NH Thpym 244 0.6 10 02 10 (34 %)
75¢ 3-CL,5-Cl NH Dhpyr 251 73 10°87%) 1.1 10*(37 %)
79¢ 3-CI,5-CI  NH Thpy 293 22 590 51 10*(16 %)
58d 4-Cl CH, Dhim 220 04 10°(77%) 1.0  10°(29 %)
64d 4-Cl CH, Thpym 230 0.2 190 1.1 10° (25 %)
75d 4-Cl CH, Dhpyr 238 89 10°(38%) 31 10* (27 %)
79d 4-Cl CH, Thpy 279 49 10°85%) 21 10* (18 %)
58¢ 3-CI,5-CI CH, Dhim 275 04 200 0.7  10% (47 %)
6de 3-C1,5-Cl CH, Thpym 2.86 0.2 180 05 10* (38 %)

75e 3-C1,5-Cl CH, Dhpyr 294 43 10°(54%) 19  10*(25%)
79 3-CL,5-Cl CH, Thpy 335 42 10°(47%) 74 10 (14 %)

“ Gua = Guanidin, Dhpyr = Aminodihydropyrrol, Thpy = Aminotetrahydropyridin, Dhim = Amino-
dihydroimidazol, Thpym = Aminotetrahydropyrimidin; * die Peptide GRGDSPK und ¢(-RGDfV-)
wurden als Referenzen in den Rezeptor-Bindungsassays verwendet.
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Die Basenvariation unter Verwendung von Benzamidin (68a, b), Aminochlor-
pyridazin (84), Aminopyridazin (85) bzw. Aminochinazolin (89) als Guanidin-
mimetika fithrte zu Verbindungen ohne av-Integrinaffinitit im nanomolaren Bereich

(Tab. 10.2).

7.2.9 Untersuchungen zur Pharmakokinetik

Erste Hinweise auf die pharmakokinetischen Eigenschaften eines Wirkstoffs erhélt
man durch die Berechnung der logP-Werte und durch in vitro-Untersuchungen, wie
Permeabilititstests mit Caco-2-Zellen. Um weiterfithrende Aussagen iiber die Biover-
fiigbarkeit und den Metabolismus machen zu konnen, muss die zu charakterisierende
Substanz auch im lebenden Organismus untersucht werden. Diese in vivo-
Untersuchungen des pharmakokinetischen Wirkstoffprofils werden zunichst an Ratten
durchgefiihrt, spdter auch an anderen Tieren, wie Hunden oder Affen. Hierbei
untersucht man, wie schnell eine Substanz nach intravendser oder oraler Applikation
wieder ausgeschieden bzw. wie schnell der Wirkstoff im Korper abgebaut wird. Diese

Eigenschaften lassen sich durch folgende verschiedene Parameter angeben:

e Halbwertszeit t;,,: Zeitspanne, in der sich die Wirkstoffkonzen-
tration 1m Blut halbiert,

e Clearance CL: Plasmavolumen, das pro Zeiteinheit formal vom
Wirkstoff befreit wird,

o AUC (area under curve):  Flache unter der Plasmaspiegelkurve (Abb.
7.11); bei vollstindiger = Aufnahme des
Wirkstoffes unabhingig von der Applikationsart,

e orale Bioverfiigbarkeit BV: Wirkstoffmenge, die dem Kreislauf nach oraler

BV = AYCho | Dosis;, Gabe zur Verfiigung steht. Sie berechnet sich
AUCi. Dosisp, aus dem Verhiltnis der AUC-Werte nach oraler

und intravendser Applikation des Wirkstoffes.
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Diese Pharmakokinetikuntersuchungen wurden an Ratten durchgefiihrt. Hierfiir
wurde die zu untersuchenden Verbindungen (58e, 64e, 75e, 79¢) den Ratten einzeln
oder als Mischung mit anderen Verbindungen in geringen Konzentrationen injiziert
(0.2 mg/kg Korpergewicht) oder oral verabreicht (0.5 mg/kg Korpergewicht). Die
Bestimmung der Wirkstoffkonzentration im Blut wurde mittels gekoppelter LC-MS-
Analyse durchgefiihrt, wobei innerhalb eines Tages sieben Messwerte nach 0.1, 0.5, 1,
2, 4 und 6 Stunden aufgenommen wurden. Durch graphische Darstellung der

gemittelten Werte von drei Ratten erhdlt man die in Abb. 7.11 dargestellten

Plasmaspiegelkurven.
C [ng/mL] C [ng/mL]
4000 - 40 4
—aA—i.v. 58e —aA—p.o. 58e
3500 - . 35 -
—O—i.v. 64e —O—0p.0. 64e
3000 - —[}—i.v. 75e 30 | —}—p.o. 75e
2500 - +|V 79%e 25 —»X—Pp.0. 79
2000 - 20 -
1500 - 15
1000 - 10 A
500 | 5 |
0 ; ™ z {1— 0 , , , , ; :
0 1 2 3 4 5 6 [h] 0 1 2 3 4 5 s[h]

Abb. 7.11: Plasmaspiegelkurven nach intravendser (i.v., 0.2 mg/kg) und peroraler
(p.o., 0.5 mg/kg) Applikation in Ratten (N = 3).

Die Ergebnisse der pharmakokinetischen Untersuchungen sind in Tab. 7.3
dargestellt. Anhand der AUC-Werte, die sich aus der graphischen Darstellung der
Wirkstoffkonzentrationen ergeben, werden die Halbwertszeit t,,, die Clearance CL

sowie die orale Bioverfiigbarkeit BV berechnet.
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N §
o , Base” N’ COOH
Tab. 7.3: Pharmakokinetische Parameter H &

ausgesuchter RGD-Mimetika.

Cl Cl

Verb.  Base” AUC;,  AUC,, ty" CLS BV

[h-ng/mL] [h-ng/mL] [h] [L/h/kg] [%e]

58e Dhim 1920 61.5 0.74 0.93 5

64e Thpym 1260 24.8 0.65 0.80 <5

75e Dhpyr 2560 103 0.64 0.03 S

79e Thpy 1180 12.2 0.30 0.39 <5
“Mittelwert von je drei Versuchstieren; ”Dhim = Aminodihydroimidazol, Thpym =

Aminotetrahydropyrimidin, Dhpyr = Aminodihydropyrrol, Thpy = Aminotetrahydropyridin; © diese
Parameter beziehen sich auf intravenose Applikation.

Die Halbwertszeiten der Verbindungen sind mit Werten zwischen einer halben und
einer Stunde relativ gering, d. h. die Substanzen werden sehr schnell wieder aus dem
Korper ausgeschieden. Dies korrespondiert mit einer entsprechend hohen Clearance
(0.03-0.93 L/h/kg) und der geringen oralen Bioverfiigbarkeit mit Werten von < 5 %.
Ein Wirkstoff besitzt erst ab einer oralen Bioverfiigbarkeit von > 20 % in Ratten ein

Potential zur oralen Applikation beim Menschen.!>*!

7.3 Erhohung der Rigiditit des Backbones

Es wurde untersucht, ob eine Erhohung der Interginaffinitit und —selektivitét als
Folge einer Versteifung des Riickgrates erzielt werden kann. Zyklische Bausteine
besitzen nicht nur eine strukturinduzierende Wirkung, sondern auch einen Einfluss auf
die Lipophilie des Liganden. In den folgenden Kapiteln werden die Synthesen eines

Sulfonamids und von Verbindungen mit zyklischen Asp-Mimetika beschrieben.

7.3.1 Substitution einer Amid- durch eine Sulfonamidbindung

Die im Vergleich zur normalen Peptidbindung stirkere Polarisierung der ent-

sprechenden Bindung im Sulfonamid begiinstigt die Bildung von Wasserstoffbriicken.
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Die Erhéhung der Aciditit des Stickstoffprotons (RSO,-NHR’, pK, =10 - 11) kann zu
einer verbesserten Ligand-Rezeptor-Wechselwirkung beitragen. Ebenso wie die aza-

B8 eine strukturinduzierende Wirkung,

Gruppe?®” ** besitzt die Sulfonamidbindung
wodurch auch eine hohere Rezeptorselektivitit erreicht werden konnte. Die postulierte
Affinititserhdhung®®® **1 durch den Einsatz der aza-Gruppe in RGD-Mimetika,
konnte nicht bestitigt werden.’"™! Deshalb wurden in RGD-Mimetika mit Sulfon-
amidbindung neben aza-Glycin auch das natiirliche Glycin integriert. Hierdurch
konnte ausgeschlossen werden, dass die beiden strukturinduzierenden Einheiten sich
evtl. gegenseitig negativ beeinflussen. Sulfonamide konnen durch Behandlung von

Aminen mit Sulfonsdurechloriden und einer Hilfsbase gebildet werden.

OoN SO,CI
U on ¥
NQ N 0
8 Aq. in abs. CH2CI2

Pyridin, DMAP, 3 h l

2 M SnCl,/DMF
5Aq.,7h

\\ //

T

Schema 7.10: Festphasensynthese von Sulfonamidderivaten.

Die Festphasensynthese der Sulfonamidverbindungen wurde am Wang-Harz nach
Belegung mit 3-(N-Fmoc)-Amino-3-phenylpropionsidure durchgefiihrt. Als Baustein C
wurde das kéuflich erhiltliche 3-Nitrobenzylsulfonsdurechlorid 90 verwendet, welches
an der Festphase zum Amin reduziert”®”! (Schema 7.10) und anschlieBend guanyliert
wurde. Es resultieren die Verbindungen 91a und 91b, deren Ausbeute nach Isolierung

mittels HPLC 14 % bzw. 40 % betrugen.

HN. N Y x N
2 T N’ 1( COOH
H
NH 0
X=NH 91a
X =CH, 91b

Abb. 7.12: Sulfonamidverbindungen 91a und 91b.
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Die Testung der erhaltenen Verbindungen 91a und 91b (Abb. 7.12) in isolierten
Rezeptorassays zeigte, dass sie keine Affinitdt gegeniiber den Integrinrezeptoren
avPB3-, avp5-, avp6-und allbf3 besitzen. Vermutlich ist die groBere sterische Aus-
dehnung der Sulfonyl- gegeniiber der Carbonylgruppe sowie die andere Stereochemie
der Sulfonamidgruppe im Vergleich zur Amidgruppe (90 ° vs. 0 °, 180 °) storend.

Ein Ersatz des Spacers 3-Aminobenzoesdure durch die rdumlich anspruchsvollere
Aminophenylessigsdure bzw. Aminomethylbenzoesdure in RGD-Mimetika fiihrte

ebenfalls zu inaktiven Verbindungen (92, 93) (Tab. 10.2).

7.3.2 Modifikation des C-Terminus

Die Verbindung 1,2,3,4-Tetrahydroisochinolin-1-yl-essigsdure (99) stellt ein
konformativ eingeschrianktes Derivat der 3-Amino-3-phenylpropionsdure dar und
wurde bereits in 0.4 7-Integrinantagonisten als Asp-Thr-Strukturtemplat eingebaut.*
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die von D. Gottschling freundlicherweise zur
Verfiigung gestellte Verbindung 99 in RGD-Mimetika integriert. Das Ringgeriist
konnte nach einer literaturbekannten Methode durch eine Bischler-Napieralski
Reaktion aus Phenylethylamin 94 aufgebaut werden."® In einer Knoevenagel-
analogen Reaktion wurde das 3,4-Dihydroisochinolin (96) mit Malonsdure (97)

¢ [385]

umgesetz Abschlieend erfolgte N-terminal die Einfiihrung der Fmoc-

Schutzgruppe (Schema 7.11).
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NH2  Lcoon N° H  1."Super-PPA" IN
> 160 °C, 90 min
200°C, 1h >
2. NaOH/H,0
94 95 g:; % o o
0
PN N
97
120 °C, 1 h
99 %
JFmoc Fmoc-Cl, Na,CO
N ol a2 U3 NH
? Dioxan/H,0 0
OH —= OH
0°C—RT,20h
99 86 % 98

Schema 7.11: Synthese von N-Fmoc-geschiitzter 1,2,3,4-Tetrahydroisochinolin-1-yl-

essigscure (99) von D. Gottschling.?*”

Als weiteres Tetrahydroisochinolinderivat wurde die kauflich erhiltliche 1,2,3,4-
Tetrahydroisochinolin-3(S)-yl-essigsdure (100, Abb. 7.13) als C-terminale Versteifung
eingefiihrt.

Fmoc™

COOH
100

Abb. 7.13: Kdiuflicher N-Fmoc-geschiitzter Sdurebaustein 1,2,3,4-Tetrahydroiso-
chinolin-3(S)-yl-essigsdure (100).

Bei der Synthese der entsprechenden RGD-Mimetika (99a, b und 100a, b) wurde in
Gegenwart der rigiden Aminosdurederivate wie bei der Darstellung der Sulfonamide
zundchst Glycin verwendet. Die Untersuchung der av-Integrinaffinititen in isolierten

Rezeptorassays zeigte den Verlust der Affinitdt durch den Einbau der Tetrahydro-

isochinolinderivate (Tab. 7.4).
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Tab. 7.4: Inhibierung der Integrinaffinitdten in Prozent bei angegebener Peptid-

konzentration.

Integrin [nM-Konz., % Inhibierung]
Verb. Isochinolin® Base” Spacer’ avp3 avps avf6 allbp3

993 1-Thich Gua aryl  10%,10% 10°,0% 10%,12% 10% 3 %
99h 1-Thich Apy  alkyl 10%12% 10%,0% 10%,10% 10%, 6%
100a  3-Thich Gua aryl  10°,22% 10°,12% 10°,2% 10°,10%
100b  3-Thich Apy  alkyl 10°,60% 10°,13% 10°.2% 10°,3 %

“ 1-Thich = Tetrahydroisochinolin-1-yl-essigsdure; 3-Thich = Tetrahydroisochinolin-3(S)-yl-essig-
sdure;” Gua = Guanidin, Apy = Aminopyridin; © aryl = 1,3-subst. Benzol, alkyl = -(CH,),-.

Eine weitere Moglichkeit der Erhohung der Rigiditit des Backbones bietet der
Ersatz der C-terminalen Amidbindung durch einen Aromaten. Die Darstellung der
entsprechenden Derivate erfolgte in Losung, da der kombinierte Glycinsdurebaustein
AB bei der Synthese als Ester 105 anfiel und eine Anbindung an die feste Phase fiir
nur ein bzw. zwei Syntheseschritte keinen ausreichenden Vorteil gebracht hétte.

Das kaufliche Phenyldiacetonitril 101 wurde zur Disdure hydrolysiert, in Ethanol zu
103 verestert. Aus diesen beiden Substanzen konnte nach einer Literatur bekannten
Methode der Baustein 104 synthetisiert werden (Schema 7.12).%! Im letzten Schritt
wird die Carboxylgruppe mittels DPPA in ein Isocyanat umgewandelt und durch
Zugabe von tert-Butanol die Boc-Schutzgruppe eingefiihrt.”®”! Fiir weitere Reaktionen
kann diese Aminoschutzgruppe in Losung sauer abgespalten und von dem Produkt im

Vakuum rickstandslos entfernt werden.
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abs. EtOH
NC/\EDACN 33 %ige HS0, | HO OH konz. H,S0,4 EtO OEt
—_—
Reflux, 2 h O O Reflux, 8h O o
101 94 % 87 %
Disaure:Diester 1:1.7
EtOH, konz. HCI
n—Bu20
Reflux, 22 h
1.DPPA 82 %
TEA, abs. Toluol
Bocw oEt _ 100°C.45min  Ho OEt
abs. Toluol
105 115°C,20 h 104
91 %

Schema 7.12: Synthese des kombinierten Glycin-Siurebausteins 105.°%%3%"

Die weitere Umsetzung von 105 mit dem kombinierten Spacer-Basenbaustein 5-[ V-
(4-Methylpyridin-2-yl)-amino]-pentansidure (55) unter Zugabe von EDCI-HCI und
DIPEA fiihrte nach Esterhydrolyse mit IN NaOH und Isolierung mit Hilfe von HPLC
zu der Verbindung 106 in einer Ausbeute von 98 %. Die Kupplung von 3-(N-Boc)-
Aminobenzoesdure an den Glycin-Sdurebaustein, ebenfalls mittels EDCI-HCI und
DIPEA, anschlieBende Boc-Entschiitzung, Guanylierung und Entfernung der
Schutzgruppen ergab nach HPLC-Reinigung Verbindung 107 in 4 % Ausbeute.

HoN
X N/\/\)LN COOH 2 N COOH
H H I H

106 107

ZT

Abb. 7.14: Verbindungen 106 und 107.

Diese in Abb. 7.14 dargestellten Derivate zeigten im Bindungsassay keine
Interginaffinititen im nanomolaren Bereich (Tab. 10.2). Zuerst wurde vermutet, dass
durch Fehlen eines weiteren C-terminalen Phenylrings die Affinitét verloren geht. Von

A. Meyer durchgefiihrte Dockingstudien am avp3-Integrin!” 3'#32%!

ergaben aber fiir
die Verbindung 107 kein bevorzugtes Bindungsmotiv. Durch den C-terminalen
Phenylring wird das Riickgrat vermutlich derart versteift, dass keine ausreichende

Bindung mit dem Rezeptor zustande kommt.

Eine eingehendere systematische Untersuchung bzgl. verschiedener Ringgroflen

und Zyklisierungspositionen wurde nicht weiter verfolgt. Die bisherigen Resultate
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zeigen, das die Verwendung von zyklischen Sdurebausteinen in RGD-Mimetika von

den Integrinrezeptoren avp3, avp5 und avp6 nicht toleriert wird.

7.4 Ein Hydroxyguanidin-Mimetikum als Prodrug

In diesem Kapitel werden die Synthese und die in vivo-Studien eines
Hydroxyguanidin-Mimetikums als Prodrug vorgestellt. Hydroxyguanidine sind als
Prodrugs bekannt und werden in Form des Thrombininhibitors Ximelagatran® dieses

rt.2*%% Sie haben u.a. eine verbesserte Absorption und

Jahr in den Markt eingefiih
Verteilung des Wirkstoffes im Organismus (Kapitel 3.2). Dieses Prodrugkonzept
wurde am Beispiel des hochaffinen aza-RGD-Mimetikum 49 untersucht. Die
Herstellung des Prodrugs wurde fiir die Festphase konzipiert. Die Synthese erfolgte
aufgrund der Reaktionsbedingungen am HL-PHB-TentaGel-Harz, da dieses durch den
zusitzlichen PEG-Linker noch gute Quelleigenschaften in Methanol und Ethanol
besitzt und die Verbindung erst unter stark sauren Bedingungen (TFA:TIPS:H,0O =
95:2.5:2.5) von dem p-Hydroxybenzylalkohollinker abgespalten wird. Nach der
Belegung des Harzes mit 3-(N-Fmoc)-Amino-3-(3,5-dichlorphenyl)-propionsiure (52)
erfolgte die bereits beschriebene Umsetzung mit dem aza-Glycinbaustein 35 und dem

aromatischen Spacerbaustein 35 (Kapitel 6.3). Die Hydroxyguanidinfunktion konnte

durch Ubertragen einer klassischen Methode zur Darstellung von Hydroxyguandinen
[388-391

in Losung I'auf die Festphase generiert werden (Schema 7.13).
10 Aq. Br-CN ) HO.,
R NaOAc N=._ R 10 Aq. H2NOH-HCI‘ JI\ R
HoN” ——> N \O > H,N" N \O
abs. MeOH abs. EtOH H
RT, 20 h 70°C,20 h

Schema 7.13: Synthese von Hydroxyguanidinderivaten an der Festphase in Analogie

zu klassischen Methoden.?****"

Das Prodrug 490H wurde nach HPLC-Reinigung in einer Ausbeute von 16 %
erhalten. AuBBerdem wurde das von G. Sulyok beschriebene RGD-Mimetikum 49 als

Referenz fiir in vitro- und in vivo-Assays synthetisiert.
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H O H H
H,N_ _N _N_ _N
2 g N COOH
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Cl Cl

R=H 49
R=0H 490H

Abb. 7.15: Hydroxyguanidinprodrug 490H und analoges aza-RGD-Mimetikum 48.

Ein Vergleich der beiden Verbindungen in dem isolierten Rezeptorbindungsassay
zeigt (Tab. 7.5), dass die Affinitit von 490H durch die Guanidinmodifikation
gegeniiber dem avp6-Integrinrezeptor nicht und gegeniiber dem oavp3-Integrin-

rezeptor nur gering beeinflusst wird.

Tab. 7.5: Affinitat und Selektivitit der RGD-Mimetika gegeniiber verschiedenen

Integrinen.

Integrin, ICs, [nM]
Verb.  avfp3 avfBs avB6 ollbp3
49 1.0 10°, 69 % 1.4 10%, 62 %
490H 55 10°, 38 % 1.6 10*, 16 %

Die Reduktion von 490H zu Guanidin 49 wurde in einem in vitro-Assay mit
verschiedenen Enzymen untersucht. Hierfiir wurde eine HPLC-Analytik entwickelt
und anhand der Referenz 49 eine Kalibrierung vorgenommen. AnschlieBend wurde
490H mit verschiedenen Enzymquellen, welche solche Reduktionen in vivo
katalysieren, inkubiert. Die in Abb. 7.16 dargestellten Ergebnisse wurden aus 2

Ansitzen jeweils zweimal ermittelt.
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Umsetzungsrate
[nmol/min/mg Protein]
O =2 N W OO N © ©

jiiii_'i

HN Mikro- HN Mito- HN 9000g HL Mikro- HL Mito- HL 9000g SL Mikro- SL Mito- ohne
somen chondrien somen chondrien somen chondrien Cytosol Protein

Enzymquelle
Abb. 7.16: Ergebnisse der Umsetzung von 490H zu 49 mit Proteinen als
Enzymquellen;, H: Human, N: Niere, L: Leber, S: Schwein, 9000g: Uberstand der
9000g-Zentrifugation.

Die Umsetzungsraten zeigen eine umfangreiche Reduktion von Hydroxyguanidin
490H zu Guanidin 49. Der Uberstand der 9000g-Zentrifugation und Cytosol

[392]

reduzieren auch andere Verbindungen nur schlecht. Dies ldsst auf eine

Verwendbarkeit von 490H als Prodrug fiir 49 schlie3en.

Das Prodrugkonzept wurde auBerdem durch in vivo-Untersuchungen des
pharmakokinetischen Wirkstoffprofils an Ratten iiberpriift (siche auch Kapitel 7.2.9).
Die beiden Verbindungen 49 und 49OH wurden den Ratten einzeln oder als Mischung
mit anderen Verbindungen in geringen Konzentrationen injiziert (0.2 mg/kg
Korpergewicht) oder oral verabreicht (0.5 mg/kg Korpergewicht). Die Bestimmung
der Wirkstoffkonzentration im Blut wurde mittels gekoppelter LC-MS-Analyse
durchgefiihrt, wobei innerhalb eines Tages sieben Messwerte nach 0.1, 0.5, 1, 2, 4 und
6 Stunden aufgenommen wurden. Durch graphische Darstellung der gemittelten Werte

von drei Ratten erhilt man die in Abb. 7.17 dargestellten Plasmaspiegelkurven.

Die Ergebnisse der pharmakokinetischen Untersuchungen sind in Tab. 7.6
dargestellt. Anhand der AUC-Werte (area under curve), die sich aus der graphischen
Darstellung der Wirkstoftkonzentrationen ergeben, werden die Halbwertszeit t,, die

Clearance CL, sowie die orale Bioverfiigbarkeit BV berechnet.
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C [ng/mL] C [ng/mL]
#4000 - ——49 100 -
A = —A
90 |
2000 | —0—490H
80 |
10000 | 70 | —&—49
8000 | 60 - —0—490H
50 4
6000 | 40 |
4000 30 1
20 |
2000 |
10 |
0 : : : : : ‘ 0 : : : : : ‘
0 1 2 3 4 5 dh] 0 1 2 3 4 5 dh]

Abb. 7.17: Plasmaspiegelkurven nach intravendser (i.v., 0.2 mg/kg) und peroraler
(p.o., 0.5 mg/kg) Applikation in Ratten (N = 3).

Tab. 7.6: Pharmakokinetische Parameter des Guanidin- 49 und des Hydroxyguanidin-
Mimetikums 490H.*

Verb. logP  AUC;,  AUC,, ty, cL’ BV

[ng/mL-h] [ng/mL-h] [h] [liter/h/kg] [%0]

49 1.82 32500 503 3.97 0.02 <5
490H 1.98 24400 228 2.50 0.03 <5

“ Mittelwert von je drei Versuchstieren; ” diese Parameter beziehen sich auf intravendse Applikation.

Die orale Verfiligbarkeit von 49 und 490H ist mit einem Wert unter 5 % nur gering, da
die Substanzen sehr polar (logP < 5) und von hoher Basizitit sind.
Uberraschenderweise wird das Prodrug nach oraler Verabreichung deutlich schlechter
resorbiert als 49 selbst. Die AUC,,, ist um mehr als die Halfte geringer. Dies spiegelt
sich auch in dem schlechteren logP-Wert (1.98 vs. 1.82). wieder. Die Hydroxy-
guanidinverbindung besitzt ebenso wie 49 eine geringe Clearance, die Metabo-
lisierung zur Guanidinverbindung verlduft jedoch mit etwa 10 % nach intravendser
Applikation nur sehr langsam. Nach oraler Gabe wird nur ein Drittel des
Plasmaspiegels des Hydroxyguanidin-Prodrugs erreicht. Diese Studie zeigt, dass eine
orale Applikation von 490H zu keiner ausreichenden Menge an Wirkstoff 49 fiihrt.
Aufgrund der Ergebnisse der in vitro- und in vivo-Studien wurde eine Kombination
des Hydroxyguanidins mit einem Carbonsdureester in einem RGD-Mimetikum als

doppeltes Prodrug nicht weiter verfolgt.
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8 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Die vorliegende Arbeit widmet sich der Entwicklung monomerer und multimerer,
hoch affiner und selektiver avf3-Integrinliganden. Im Mittelpunkt steht dabei das
gezielte Adressieren der avp3-exprimierenden Tumoren bei der Tumordiagnostik und
-therapie mittels dieser Liganden als Tracer. Die hierdurch erzielte kontrastreiche
Darstellung maligner Tumoren ermdglicht deren Nachweis und Stadieneinteilung, die
Dosierung von Chemotherapeutika bzw. Endoradiotherapeutika sowie die Kontrolle

des Therapieeffektes.

Die hergestellten multimeren peptidischen avp3-Liganden sind aus mehreren
zyklischen RGD-Peptiden der Form ¢(-RGDfE-) bzw. c¢(-RADfE-), einem Spacer (ein
bzw. mehrere Einheiten Ahx oder Hegas), der fiir einen ausreichenden Abstand der
einzelnen Bindungsregionen sorgt, einer Verzweigungseinheit und einer funktionellen

Gruppe zur Radiomarkierung mittels chemoselektiver Oximligation aufgebaut:

hoch affiner
X=G > : Spacer
avf3 Ligand ‘ P D erzweigung Amlnooxy-
avp3 [ L/D-Lysin(e) funktlon
X=A > : Spacer
Ligand n .

chemoselektlve
Oximligation

Die einfach bindenden Multimere (X = A; n = 1, 3 # 7) dienen als Kontrollverbin-
dungen zu den multivalenten Analoga. Die Radiomarkierung erfolgte einerseits mit
121, wobei hier in der Konjugation 4-Trimethylstannylbenzaldehyd als Vorldufer ein-
gesetzt wurde, und andererseits mit '°F, das direkt durch Ligation mit 4-["*F]Fluor-
benzaldehyd eingefiihrt werden konnte. In Zusammenarbeit mit T. Poethko et al.
wurde hierfiir eine schnelle, sehr effiziente Methode entwickelt. Sie erdffnet vollig
neue Perspektiven fiir den routinemaBigen Einsatz von ['*F]Fluor in der Klinik. Die in
vivo-Biodistributionsstudien in Tumormausmodellen (M21, M21-L) von Dimer D2"*F
und Tetramer T2'®F (X = G, ein Hegas, ein bzw. zwei L-Lysine und '*F-markiert)

zeigten eine schnellere Clearance des Tetramers, wihrend die Aufnahme der Tracer

im M21 Melanom 120 min p.i. nahezu gleich blieb (D2"°F: 1.6 + 0.7 % ID/g,
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T2"F: 1.7 £ 0.1 % ID/g). Die hieraus resultierenden hervorragenden Tumor/Hinter-
grund-Verhiltnisse (T2'"*F: Tumor/Blut 21.25 + 11.76, Tumor/Muskel 23.12 + 3.63)
ermoglichten eine kontrastreiche PET-Aufnahme des avp3-positiven Tumorgewebes
(M21) in der Maus. Die Spezifitidt der Anreicherung konnte in einer Blockadestudie
(i.v. Gabe von 18 mg ¢(-RGDfV-) 10 min vor Tracerinjektion) nachgewiesen werden.
Eine Metabolitenanalyse ergab eine hinreichende Stabilitit von T2'®F. Somit ist das
im Rahmen dieser Arbeit synthetisierte, '*F-markierte, tetravalente RGD-Peptid T2'*F
momentan der vielversprechenste 7racer zur nicht-invasiven Bestimmung der av[33-
Integrinexpression in Melanomen.

Durch die Synthese einfach bindender Multimere (d, t1, t2) wurden biologische
Studien ermoglicht, die eine Aussage lber den Effekt (pharmakokinetisch vs.
kooperativ) treffen konnen, welcher zu der verbesserten Biodistribution von T2'*F
verglichen mit D2'®F fiihrte. Zudem ist eine erhdhte proteolytische Stabilitit von
T2"F durch sein Analogon T3 zu erwarten, da dieses als Verzweigungseinheit das
nicht natiirliche D-Lysin enthidlt. Aufgrund der hergestellten multimeren RGD-Peptide
mit lingeren Spacern (D3, T4) besteht die Moglichkeit der Optimierung der
rdaumlichen Anordnung und des Abstands der Bindungsregionen. Durch die
Verfiigbarkeit einer groeren Zahl an Bindungsepitopen in Form eines Oktamers (O1,
02) wurde auch eine weitere Steigerung der Anreicherung in avB3-positivem

Tumorgewebe in Aussicht gestellt.

Dariiber hinaus wurden die aminooxyfunktionalisierten multimeren RGD-Peptide
durch Konjugation zu einem Amin umgesetzt und somit fiir avB3- und avp5-
Integrinbindungsstudien mittels Oberflichenplasmonfluoreszenzspektroskopie (SPFS)

an einem Modellsystem fiir biologische Membranen bereitgestellt.

Als Alternative zu den radioaktiv markierbaren Peptiden wurden die strukturell
minimierten RGD-Mimetika neben den fiir die Wechselwirkung mit dem avp3-
Integrin essentiellen terminalen Sdure- und Basenfunktionen zusitzlich mit einer
funktionellen Gruppe am Asp-Mimetikum modifiziert. Diese stellt einerseits eine
Aminogruppe zur Radiomarkierung mit ['°F]SFB und andererseits eine Amino-

oxygruppe zur Konjugation mit 4-['*F]Fluorbenzaldehyd dar. Die Untersuchung der
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Biodistribution von 22"F (['"*F]GBHO-2, avB3: 8.2 nM) in Tumormausmodellen
zeigte eine spezifische Anreicherung in avp3-positiven Tumoren. PET-Aufnahmen
belegen, dass diese Verbindung eine interessante Alternative zu dem tetravalenten
RGD-Peptid T2'®F und insbesondere zu ['*F]Galacto-RGD""! darstellt. Ob das '*F-
Analogon des hoch affinen und avB3(/avp6)-selektiven aza-RGD-Mimetikums 23F
(avB3: 2.1 nM) ebenfalls ein groBes Potential fiir die PET besitzt, wird in weiter-

fiihrenden Arbeiten evaluiert.
HoNw N N HNw N NN
2 - 2 -
T N Y Y Yoo iy Ny coor
NH O HN NH o)
5 (0]

2F T 23F

In Hinblick auf die Entwicklung von Tumortherapeutika wurden u.a. in ihrer
Konformation eingeschrankte, nicht-peptidische avp3-Liganden sowie ein Prodrug
synthetisiert und in vitro und in vivo auf ihre Aktivitit, Selektivitit sowie orale
Bioverfiligbarkeit untersucht. Eine C-terminale Versteifung des Riickgrates erfolgte
durch den Einbau von zyklischen B-Aminosduren als Asp-Mimetikum bzw. von
Aromaten als Asp-Gly-Mimetikum sowie die Substitution der Amidbindung durch das
bioisostere Sulfonamid. In den biologischen Studien zeigte sich, dass diese Modifika-
tionen der Liganden von den Integrinrezeptoren avf33, avpBS und avB6 nicht toleriert
werden. Hingegen resultierten aus dem Einsatz verschiedener Guanidin-Mimetika
Verbindungen mit (sub-)nanomolarer Affinitit gegeniiber dem av33-Integrinrezeptor
und hauptsédchlich avp3/avp6-biselektivem Charakter. Die Bestimmung der Pharma-
kokinetik durch in vivo-Studien mit Ratten ergab eine orale Bioverfiigbarkeit von
kleiner gleich 5 %. Durch in vitro-Assays konnte eine umfangreiche Reduktion des
synthetisierten Hydroxyguanidin-Prodrugs 49OH zu dem guanidinhaltigen RGD-
Mimetikum 49 beobachtet werden. Dieses Ergebnis konnte mittels in vivo-Unter-
suchungen durch Bestimmung der Pharmakokinetik nicht bestéitigt werden, da nach

intravenoser Applikation 10 % von 490H zu dem Wirkstoff 49 metabolisiert wurden.
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9 EXPERIMENTELLER TEIL

9.1 Material und Methoden

Alle technischen Losungsmittel wurden vor Gebrauch destilliert. NMP wurde von
der Firma BASF bezogen und ohne weitere Destillation eingesetzt. Falls erforderlich
wurden wasserfreie Losungsmittel von den Firmen Aldrich, Fluka und Merck bezogen

oder nach den gingigen Methoden absolutiert.

Die eingesetzten Reagenzien stammten von den Firmen Aldrich, Fluka, Sigma,
Merck und Lancaster, entsprachen der Qualitit ,,zur Synthese* oder ,,per analysis* und
wurden ohne weitere Aufreinigung verwendet. Die Aminosédure-, Schutzgruppen-
derivate und Kupplungsreagenzien wurden, falls nicht selbst hergestellt, von den
Firmen Aldrich, Advanced ChemTech, Alexis, Bachem, Merck, Neosystem,
NovaBiochem, PepTech Corporation, Quantum Biotechnologies und Synthetech
bezogen. Die fiir die Festphasensynthese verwendeten Harze stammten von PepChem
(Tubingen) (Tritylchlorid-Polystyrol-Harz), NovaBiochem (WANG-Harz) und Rapp
Polymere (HL-PHB-TentaGel-Harz). Palladium/Aktivkohle war eine Stiftung der

Firma Degussa.

Sédmtliche hydrolyse- oder luftempfindliche Reaktionen wurden in ausgeheizten
Glasgeriten in einer Argonatmosphire (99.996 %) durchgefiihrt. Losungen wurden zu
diesen Ansitzen tiber Gummisepten zugegeben. Bei lichtempfindlichen Reaktionen
wurde direkte Lichteinstrahlung durch Umbhiillen der Reaktionsgefde mit Alufolie

vermieden.

Die Festphasensynthesen wurden in Schiittelgefden aus Glas (>1 g Harz) oder in
2, 5, 10 oder 20 mL-Kunststoffspritzen mit PE-Fritten der Firma Vetter-Laborbedarf
(Tibingen) durchgefiihrt. Die Durchmischung der Harzsuspension erfolgte durch
Rotieren der Spritzen oder Schiitteln von SchiittelgefdBen. Festphasenreaktionen bei
hoheren Temperaturen fiihrte man in 2 bzw. 4 mL Schraubflaschen in kombinierten

Heiz- und Schiittelapparaturen der Firma /KA, KS 125 oder KS 130 basic durch.
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Diinnschichtchromatographische Reaktionskontrolle (DC-Kontrolle) und Ry-
Wert-Bestimmung erfolgte auf mit Kieselgel 60 F,s4 beschichteten Aluminiumfolien
der Firma Merck mit unterschiedlichen Laufmittelgemischen. Die Detektion erfolgte
anhand UV-Absorption bei 254 nm sowie durch Eintauchen in Ninhydrinlosung (0.3 g
Ninhydrin, 3 g Essigsédure, 100 ml Ethanol) oder Molybdatophosphorsdureldsung (6.25
g Phosphormolybdénsdure, 2.5 g Cer(IV)-Sulfat, 15 ml konz. Schwefelsdure, 235 ml
H,0O) und anschlieBender Warmebehandlung.

Saulenchromatographische Trennungen wurden mit 50- bis 100-fachem
Masseniiberschuss an Kieselgel 60 (KorngréB3e 0.040- 0.063 mm) der Firma Merck
bei 0.8 - 1.4 bar Uberdruck durchgefiihrt.

Analytische und priparative RP-HPLC wurden an folgenden Geréten (Beckman,
Amersham Pharmacia Biotech, Waters) und Saulen (Omnicrom YMC Europe GmbH)
durchgefiihrt:

A) Amersham Pharmacia Biotech: Akta Basic 10F, Pumpensystem P-900,
Detektor UV-900, Steuerungssoftware Unicorn Vers. 3.00; Sdulenmaterial:
ODS-A Ci5 (120 A, 5 um, 250 mm x 4.6 mm);

B) Amersham Pharmacia Biotech: Akta Basic 100F, Pumpensystem P-900,
Detektor UV-900, Steuerungssoftware Unicorn Vers. 3.00; Sdulenmaterial: (1)
ODS-A Ci5 (120 A, 10 pm, 250 mm x 20 mm) semipriparativ; (2) ODS-A C,g
(120 A, 10 pm, 250 mm x 30 mm) priparativ;

C) Beckman: System Gold, Hochdruckpumpenmodul 125, UV-Detektor 166;
Sdulenmaterial: (1) ODS-A C;3 (120 A, 5 pum, 250 mm x 20 mm)
semipriparativ; (2) ODS-AQ Cig (120 A, 11 pm, 250 mm x 20 mm)
semipraparativ;

D) Waters: System Breeze, Pumpensystem 1525, UV-Detektor 2487 Dual,
Steuerungssoftware Breeze Vers. 3.20; Siaulenmaterial: ODS-A Cg (120 A,

5 um, 250 mm x 20 mm) semipréparativ.
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Als Eluent dienten Laufmittelgemische aus Wasser (Laufmittel A) und Acetonitril
(Laufmittel B) mit jeweils 0.1 Vol-% TFA im Gradientenbetrieb. Es wurden
unterschiedliche lineare Gradientenprofile innerhalb von 30 Minuten verwendet. Im
Fall der Anlage Akta Basic 100F der Firma Amersham Pharmacia Biotech bestand
Laufmittel B gerdtebedingt aus 90 % Acetonitril und 10 % H,O mit jeweils 0.1 Vol-%
TFA. Die Flussraten betrugen 1 mL/min (analytisch), 8 mL/min (semipréiparativ) und
25 mL/min (priparativ). Die UV-Detektion erfolgte bei den Wellenldngen 220 und
254 nm.

Massenspektren wurden durch Laser-Desorption (MALDI), Elektronenspray
Ionisation (ESI), Elektronensto3 Ionisation (EI) oder Chemische Ionisation (CI)
erhalten. ESI-MS sowie LC-MS-Untersuchungen wurden an einem Gerét der Firma
Finnigan vom Typ LCQ in Kombination mit dem HPLC-System Hewlett Packard HP
1100 (Siulenmaterial: Omnicrom YMC ODS-A C5 (120 A, 3 um, 125 mm x 2 mm),
FluBrate 0.2 mL/min) durchgefiihrt. Als Eluent dienten Laufmittelgemische aus H,O
und Acetonitril mit jeweils 0.1 Vol-% Ameisensdure im Gradientenbetrieb. Es wurden
unterschiedliche lineare Gradientenprofile innerhalb von 15 Minuten verwendet. CI-
MS Messungen erfolgten durch H. Krause an einem Gerit der Firma Finnigan vom
Typ MAT 8200 (Direkteinlass, 70 eV), ebenso wie die MALDI-MS Untersuchungen
am Bruker BILFEX III im reflector mode (a-Cyanohydroxyzimtsdure). Die ESI-
Spektren werden in der Form ,,X [M + Z]™ bzw. bei mehrfacher Ladung in der Form
X [(M + nZ)/n]"™ angegeben. Die Detektion der Molekiilmasse X entspricht dabei
dem positiv geladenen Anlagerungsprodukt des untersuchten Molekiils mit dem

Molekulargewicht M und dem Kation Z bzw. den n Kationen Z geteilt durch n.

Die Schmelzpunkte wurden an einer Apparatur nach Dr. Tottoli, Biichi 510,

gemessen und sind nicht korrigiert.

IR-Messungen wurden an einem Gerét der Firma Perkin-Elmer durchgefiihrt.
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Die NMR-Spektren wurden an den Gerdten der Firma Bruker AC 250 und
DMX 500 bei 300 K aufgenommen. Die verwendeten Pulsprogramme stammen aus
der Bruker Bibliothek oder wurden von Mitgliedern der Arbeitsgruppe geschrieben.
Interner Standard fiir chemische Verschiebungen von 'H und "*C war das Losungs-
mittelsignal von DMSO-ds fiir '"H (& = 2.49 ppm) und DMSO-d, fiir °C (5= 39.5
ppm) bzw. CHCI; fiir 'H (6= 7.24 ppm) und CDCl; fiir °C (5= 77.0 ppm) bzw. 3-
Trimethylsilyl-d,-propionsdure Natriumsalz bei D,0. *C-NMR-Spektren wurden mit
'"H-Breitbandentkopplung aufgenommen. Die Signal- und Konfigurationszuordnung
erfolgte teilweise mit Hilfe verschiedener 2D-Experimente (TOCSY, DQF-COSY,
HMBC).**!

Die logP-Werte, Logarithmen der Verteilungskoeffizienten einer Substanz
zwischen n-Octanol und Wasser, wurden mithilfe der Software ChemDraw Ultra 6.0

nach der von Crippen ef al. vorgeschlagenen Fragmentierungsmethode berechnet.!'>!

Da die Verbindungen nach saurem Abspalten vom Harz sowie nach Reinigung per
HPLC mit sehr groer Wahrscheinlichkeit als TFA-Salze vorlagen, wurden ihre

Ausbeuten auf die molaren Massen der entsprechenden TFA-Salze bezogen.

9.2 Allgemeine Arbeitsvorschriften

AAYV 1: Belegung von TCP-Harz

Zu trockenem TCP-Harz (maximale Belegungsdichte 0.9 mmol/g, 1.0 g) werden N-
terminal geschiitzte Aminosdure bzw Saurebaustein (1.2 bis 1.5 mmol), trockenes
CH,Cl, (8 mL) und DIPEA (3 mmol) hinzugefiigt. Zum Cappen von nicht
umgesetzten Trityl-Gruppen werden nach 1 h Schiitteln DIPEA (0.5 mL, 3 mmol) und
Methanol (3 mL) zugesetzt und weitere 15 min geschiittelt.. Das Harz wird {iber eine
Fritte abgesaugt und mit CH,Cl, (3 x 8 mL, je 3 min), NMP (3 x 8§ mL, je 3 min), und
nochmals mit CH,Cl, (3 x 8 mL, je 3 min) gewaschen. Beim letzten Waschschritt gibt

man sukzessive kleinere Mengen Methanol zu und wischt abschlieBend mit reinem
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Methanol (2 x 8 mL, je 3 min). Nach Trocknen des Harzes iiber Nacht im

Hochvakuum wird die Belegungsdichte nach folgender Formel bestimmt:

n Belegungsdichte [mmol / g belegtes Harz]
mg.s Gesamtmasse des Harzes nach der Belegung [g]

m my.. Masse des eingesetzten Harzes [g]

ges - mHarz

(M o =M 1,)- Mees My, Molmasse der Aminoséure [g/mol]

Mpyc; Molmasse HCI (36.461 g/mol)

Der Fehler, der dabei durch die unterschiedlichen Massen von Cl- und MeO- ent-

steht, ist vernachlissigbar.

AAYV 2: Belegung von OH-funktionalisierten Harzen nach Blankemeyer-Menge et
al.:®

Die Quellung des Harzes erfolgt jeweils 5 min mit trockenem DMF und
anschlieend mit trockenem CH,Cl,. Zu einer 0.1 M Losung aus N-Fmoc-geschiitzter,
wasserfreier Aminosiure (1.5-2 Aq.) (Fmoc-Aminosiuren mit Kristallwasser werden
zuvor aus Dioxan lyophilisiert) in trockenem CH,Cl, fiigt man N-Methylimidazol (1.5
Aq.) und MSNT (2 Aq.) hinzu. Falls die Fmoc-Aminoséure nur sehr schlecht 1dslich
sein sollte, so wird zusitzliches N-Methylimidazol zugegeben. Diese Losung wird zum
Harz gegeben. Nach 1 h wird das Harz mit CH,Cl, (3 x je 3 min) und DMF (3 x 3
min) gewaschen. Nicht umgesetzte OH-Gruppen werden mit einer Losung aus
Essigsdureanhydrid (2 mL), DIPEA (3.4 mL) und DMF (30.6 mL) gecappt.
Abschliefend wird das Harz jeweils mit NMP (3 x 3 min), Methanol (3 x 3 min) und
CH,CI, (3 x 3 min) gewaschen und im Hochvakuum getrocknet. Die Bestimmung der

Beladung erfolgt gravimetrisch (AAV xx).

AAY 3: Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe:
Das Harz (1 g) wird fiir 5 min mit NMP (1 x 10 mL) gequollen. Die Abspaltung der
Fmoc-Schutzgruppe erfolgt mit 20 %-iger Piperidin/NMP Losung (2 x 10 mL) zuerst

5 min danach 15 min. In Gegenwart von ivDde-Schutzgruppen erfolgt die Fmoc-
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Entschiitzung nur zweimal 5 min, da sonst eine Teilabspaltung der ivDde-
Schutzgruppen erfolgt. Das Harz wird anschlieBend mit NMP (5 x 10 mL, je 3 min)

gewaschen.

AAYV 4: Abspaltung der ivDde-Schutzgruppe:
Das Harz (1 g) wird fiir 5 min mit NMP (1 x 10 mL) gequollen. Die Abspaltung der
ivDde-Schutzgruppe erfolgt mit 2 %-iger Hydrazin/NMP Losung (2 x 10 mL, je 5

min). Das Harz wird anschlieend mit NMP (5 x 10 mL, je 3 min) gewaschen.

AAY 5: Festphasensynthese linearer Peptide mit Fmoc/zert—Butyl-Schutz-
gruppenstrategie
Die Abspaltung der Fmoc-Schutzgrzppe der harzgebundenen Aminoséure und die

Kupplung einer weiteren N-Fmoc-geschiitzten Aminosdure erfolgt nach folgendem

FlieBschema:
Schritt Reagenzien Operation Zeit / min
1 NMP waschen 1x3
2 20% Piperidin / NMP Fmoc-Abspaltung Ix5
3 20% Piperidin / NMP Fmoc-Abspaltung 1x15
4 NMP waschen 4x2
5 Fmoc-AS-OH kuppeln 1 x60-90

Kupplungsreagenz/Base
6 NMP waschen 4x2

Wird die Synthese an einer Stelle unterbrochen, so wischt man das Harz mit NMP
(5 x 3 min), CH,Cl; (5 x 3 min), und trocknet es im Vakuum. Vor der Abspaltung des
Peptids vom Harz wird die N-terminale Fmoc-Schutzgruppe analog der Schritte 1-3

des Flie3schemas entfernt.

AAY 6: Kupplung mit TBTU/HOBt:
Das harzgebundene freie Amin wird mit einer 0.1-0.2 M Loésung aus N-Fmoc-
geschiitzter Aminosiure (2 — 2.5 Aq. bezogen auf freien N-Terminus an der Festphase

im Schiittelgefi), TBTU und HOBt (jeweils 1 Aq. bezogen auf die Aminosiure) und
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DIPEA (pH 8 — 9, 5.2 — 5.6 Aq. bezogen auf die Aminosiure) in NMP versetzt. Die
Kupplungsdauer betrdgt 60 min. Anschliessend wird das Harz mit NMP (5 x 3 min)

gewaschen.

AAYV 7: Kupplung mit HATU/HOAt:

Das harzgebundene freie Amin wird mit einer 0.1-0.2 M Losung aus N-Fmoc-
geschiitzter Aminoséure (2 — 2.5 Aq. bezogen auf freien N-Terminus an der Festphase
im Schiittelgefd), HATU und HOAt (jeweils 1 Aq. bezogen auf die Aminosiure) und
sym-Collidin (25 Aq. bezogen auf die Aminosdure) in NMP versetzt. Die
Kupplungsdauer betrdgt 60 min. Anschliessend wird das Harz mit NMP (5 x 3 min)

gewaschen.

AAYV 8: Abspaltung seitenkettengeschiitzter Verbindungen vom TCP-Harz
Nach Waschen des Harzes (0.25 g) mit CH,Cl, (4 x 2 mL, je 2 min) erfolgt die
Abspaltung durch
a) CH,Cl,:HOAC:TFE (3:1:1) 1 x 60 min, 1 x 30 min und 2 x 10 min oder
b) 20 % HFIP in CH,CI, 5 x 20 min.
Die vereinigten Filtrate werden im Vakuum eingeengt und der Riickstand bei (a)
zweimal mit Toluol koevaporiert. AbschlieBend lyophilisiert man aus

tertButanol/Wasser.

AAV 9: Abspaltung vollstindig entschiitzter Verbindungen vom TCP-Harz

a) Das Harz (0.25 g) wird mit CH,Cl, (4 x 2 mL, je 2 min) gewaschen und mit
einem 47.5:47.5:5-Gemisch aus CH,Cl,, TFA und TIPS (2 mL) fir 1.5 h
versetzt. Anschliessend wird mit einem 1:1 Gemisch CH,Cl,:TFA gewaschen
(1 x 30 min, 1 x 10 min), die vereinigten Filtrate im Vakuum eingeengt und der
Riickstand aus terfButanol/Wasser lyophilisiert.

b) Das Harz (0.25 g) wird zunédchst mit CH,Cl, (4 x 2 mL, je 2 min) gewaschen.
Vor der Zugabe der Abspaltlosung werden ca. 250 uL TIPS in wenig CH,Cl, zu
dem Harz hinzugefiigt. AnschlieBend erfolgt die Abspaltung vom Harz mit
einem Gemisch aus 95 % TFA und 5 % Wasser (3 x 2 mL, je 5 min). Wird das
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Harz nicht entfarbt, so wird zusitzlich TIPS zur Abspaltlosung gegeben. Die
vereinigten Filtrate werden noch 3 h unter gelegentlichem Schiitteln stehen
gelassen. AnschlieBend wird das Losungsmittel im Hochvakuum bei 35 °C

abdestilliert. Der Riickstand wird aus Wasser/tert-Butanol lyophilisiert.

AAYV 10: Abspaltung vollstindig entschiitzter Verbindungen vom Wang-Harz
Das Harz (0.25 g) wird zunédchst mit CH,Cl, (4 x 2 mL, je 2 min) gewaschen und
mit einem 95:2.5:2.5 Gemisch aus TFA:TIPS:H,O (2 mL) fiir 1 h versetzt.
Anschliefend wird mit einem 95:5 Gemisch TFA:H,O gewaschen (3 x 2 mL, je 5
min). Die vereinigten Filtrate werden im Vakuum eingeengt, der Riickstand zweimal

mit Toluol koevaporiert und aus terfButanol/Wasser lyophilisiert.

AAYV 11: Entschiitzung der Seitenketten
a) Die Verbindung wird in einem 1:1 Gemisch aus TFA und CH,Cl, in Gegenwart
von TIPS bei 0 °C innerhalb von 3-6 h entschiitzt und im Vakuum bis zur
Trockne eingeengt.
b) Die Verbindung wird in einem 95:2.5:2.5 Gemisch aus TFA:TIPS:H,0 in 3-4 h

entschiitzt und im Vakuum bis zur Trockne eingeengt.

AAV 12: Zyklisierung seitenkettengeschiitzter Peptide nach Shiori et al.”*”!

Das lineare Peptid-Acetat wird in hoher Verdiinnung (5-10° M) in frisch
destilliertem DMF geldst. und nach Zugabe von 3 Aq. DPPA und 5 Aq. NaHCO; als
feste Base fiir 48 h bei RT geriihrt. Nach Abfiltrieren des NaHCO; wird das DMF bei
40 °C im Hochvakuum bis auf ein geringes Volumen abdestilliert und die
verbleibende Losung zur Ausfillung in H,O getropft. AnschlieBend wird der
Niederschlag abzentrifugiert, dreimal H,O gewaschen und im Hochvakuum

getrocknet.

AAYV 13 (Fragment)Kupplung am Harz und in Losung
a) (mit HATU, HOAt, 2,4,6-Collidin) 1.5 Aq. Carbonsiurefragment (bezogen auf
die freie Menge N-Terminus am Harz), 1.45 Aq. HATU, 1.45 Aq. HOAtund 15
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Aq. 2,4,6-Collidin werden in trockenem DMF (Konz. Carbonsiurefragment 0.2
mM) gelost. Nach 90 — 120 min wird die Losung zum Harz gegeben und man
lasst 12 h bei Raumtemperatur reagieren.

b) (mit EDCI-HCI, DIPEA) Die Verbindung mit freiem C-Terminus und das Amin
(1 Aq.) werden in trockenem CH,Cl, unter Zugabe von EDCI-HCI (1.2 Aq.)
und DIPEA (1.3 Aq. pro Siure) unter Argon 20 h geriihrt und anschlieBend mit
IN H,SOy, 10 %iger wissriger Na,CO;-Losung, H,O und geséttigter wissriger
NaCl-Losung gewaschen. Die organische Phase wird iiber MgSO, getrocknet
und am Rotationsverdampfer bis zur Trockne eingeengt. (Bei sehr kleinen
Ansidtzen entfillt das Ausschiitteln; lediglich das Losungsmittel wird im
Vakuum entfernt.)

¢) (mit PyBOP, HOBt, 2,4,6-Collidin) 1.5 Aq. Carbonsiurefragment (bezogen auf
die freie Menge N-Terminus am Harz), 1.5 Aq. PyBOP, 1.5 Aq. HOBt und 15
Aq. 2,4,6-Collidin werden in trockenem DMF (Konz. Carbonséurefragment 0.2
mM) gelost und zum Harz gegeben. Die Kupplungszeit betragt 12 h;
bzw. fiir Kupplung in Losung: Die Verbindung mit freiem C-Terminus wird mit
dem Amin (1.1 Aq.), PyBOP (1.1 Aq.), sym-Collidin (30 Aq.) in trockenem
DMF unter Argon 24 h geriihrt. AnschlieBend wird das Losungsmittel im

Hochvakuum entfernt.

AAY 14: Abspaltung der Z-Schutzgruppe

1 mmol Z-geschiitztes Peptid wird in 30 mL N,N-Dimethylacetamid gelost. Nach
Zugabe von 0.5 g Katalysator (5% Pd/C) wird die Suspension 4 h unter
H,-Atmosphire geriihrt. Nach Abdestillieren des Losungsmittels bei 40 °C im Hoch-
vakuum wird der Riickstand in 50 mL Methanol aufgenommen und der Katalysator
zunichst tiber Kieselgur, anschlieBend durch ein Mikrofilter der Porengréf3e 0.45 pm
abfiltriert. Nach Einengen des Filtrates wird das Peptid mit Ether gefillt, gewaschen
und lyophilisiert.
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AAYV 15: Oximligation

Zu einer 0.5 M Losung des vollstdndig entschiitzten und HPLC-gereinigten Peptids
in 90 % ACN/H,O (HPLC-Qualitdt) bei pH 4 (TFA, HPLC-Qualitdt) gibt man den
Aldehyd (3 Aq.) und lisst 2 h bei RT rithren. AnschlieBend wird die saure Lésung mit
Wasser verdiinnt und die Losungsmittel durch Lyophilisieren entfernt. Der Riickstand
wird viermal mit Diethylether gewaschen und aus ACN/H,0 lyophilisiert.
AAYV 16: Synthese von p-Aminosiuren

Der Benzaldehyd (30 mmol), Malonsdure (30 mmol) und Ammoniumacetat (60
mmol, 2 Aq.) werden in absolutem Ethanol (40 mL) suspendiert und 6 h
(gegebenenfalls ldnger) unter Riickfluss gekocht. Die als weiBBer Niederschlag
anfallende Aminosdure wird abfiltriert, mit wenig kaltem Ethanol gewaschen und im

Vakuum getrocknet. Die Reinigung erfolgt durch Umkristallisation.

AAYV 17: Modifizierte Darstellung von N-Fmoc-geschiitzten Aminosiuren nach
Chang et al.?®

Die Aminosdure (5 mmol) wird in einer 10 %igen wéalrigen Na,COs-Losung
(15 mL) gelost und bei 0 °C mit Dioxan (5 mL) versetzt. AnschlieBend wird unter
starkem Riihren innerhalb 30 min eine Losung von Fmoc-Cl (5.5 mmol, 1.1 Aq.) in
Dioxan (7.5 mL) zugetropft. Nach 1 h wird das Kiihlbad entfernt und 5-25 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Der Reaktionsverlauf wird per DC kontrolliert. Danach wird
das Reaktionsgemisch in Eiswasser (150 mL) gegossen und mit kaltem Diethylethter.
Bei tert-Butyl-geschiitzten Derivaten wird die eisgekiihlte, wiBrige Phase mit
10 %iger Zitronensdure auf pH 4 eingestellt. Bei sdurestabilen Derivaten wird die
eisgekiihlte, wilrige Phase zuerst mit konz. HCl dann mit IN HCI auf pH = 2
angesduert. Der ausgefallene Feststoff wird durch Filtration abgetrennt, mit Wasser (2
x 20 mL) gewaschen und im Exsikkator getrocknet. N-Fmoc-geschiitzte Aminosduren,
die sich nach Ansiuern als Ol abscheiden, werden mit Ethylacetat (3 x 100 mL)
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wéscht man mit verdiinnter HCI (pH 3)
und dreimal mit H,O. Nach dem Trocknen der organischen Phase liber Na,SO, wird

das Losungsmittel im Vakuum entfernt.
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AAYV 18: Darstellung von N-Fmoc-geschiitzten Aminosiuren mit Fmoc-ONSu **!

Zu einer etwa 0.5M Suspension der Aminosiure und NaHCO; (1 Aquiv) in einer
Mischung aus H,O:Aceton (1:1) wird bei Raumtemperatur Fmoc-ONSu (1 Aq.) in
einer Portion zugegeben und 20 h bei RT geriihrt. AnschlieBend wird die
Reaktionslosung vorsichtig mit konz. HCI auf pH = 1 angeséduert und das Aceton am
Rotationsverdampfer abdestilliert. Die verbleibende wissrige Suspension wird
zweimal mit Chloroform ausgeschiittelt, die vereinigten organischen Phasen mit 0.1N
HCl und Wasser gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel im

Vakuum entfernt.

AAYV 19: Synthese von 3-Aryl-glutarsiurederivaten modifiziert nach Perregaard
et al. *"

Der Benzaldehyd (30 mmol) wird in Acetessigsdureethylester (7.8 g, 60 mmol, 2
Aq.) geldst und auf 0 °C gekiihlt. AnschlieBend wird Piperidin (0.5 mL) zugetropft
und die Reaktionsmischung drei Tage bei RT stehen gelassen, wobei das Gemisch fest
wird. Nach Zugabe von Ethanol (40 mL) erhitzt man die Suspension unter Riickflufl
bis eine klare Losung entsteht. Danach ldsst man die Losung auf RT abkiihlen. Der
kristalline Niederschlag wird abfiltriert, mit wenig kaltem Ethanol gewaschen und im
Vakuum getrocknet.

Das Feststoff (20 mmol) wird portionsweise zu einer 20N KOH-Losung (2 mL)
gegeben und 3 h bei 80 °C geriihrt. Bei Loslichkeitsproblemen wird zusétzlich MeOH
(2 mL) zugegeben, das man vor der Aufarbeitung abdestilliert. Nach Zugabe von Eis
(50 mL) wird die Losung mit Ethylacetat (2 X 50 mL) extrahiert. Die wissrige Phase
wird vorsichtig mit konz. HCI auf pH = 1 angeséduert. Das ausgefallende Glutarsiure-
Derivat wird abfiltriert, mit wenig Wasser gewaschen und im Vakuum getrocknet.
AAYV 20: Synthese von Glutarsiureanhydridderivaten Perregaard et al. "

Glutarsdurederivate (10 mmol) werden mit Essigsdureanhydrid (2.8 mL, 30 mmol)
bis zur vollstindigen Lésung unter Riickfluss auf 130 °C erhitzt. Nach Abkiihlung auf
Raumtemperatur wird tropfenweise Et,O (2 mL) zugegeben. Der Niederschlag wird

abfiltriert, mit kaltem Et,0O (2 mL) gewaschen und im Vakuum getrocknet.
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AAYV 21: Synthese von 5-(N’-Fmoc-Hydrazino)-5-oxopentansiure-Derivaten

Das Glutarsdaureanhydrid (2.0 mmol) wird zusammen mit Fmoc-Hydrazin (34)
(2.0 mmol) in absolutem THF (20 mL) unter Riickfluss erhitzt. Der Reaktionsverlauf
wird mittels DC kontrolliert. Nach Beendigung der Reaktion wird das Losungsmittel

im Vakuum entfernt und das 6lige Produkt im Hochvakuum getrocknet.

AAYV 22: Verseifung von C-terminalen Methylestern

Zu einer Losung aus Methylester (1.0 mmol) und MeOH (5 mL) gibt man unter
Rithren 1IN Natronlauge (1.5 mL) hinzu. Enthdlt der Methylester saure funktionelle
Gruppen, so muf} entsprechend mehr Base verwendet werden. Die Reaktion ist nach

einigen Minuten beendet (DC-Kontrolle).

AAY 23: Einbau von Fmoc-azaGly an der Festphase

Das harzgebundene freie Amin wird mit trockenem CH,Cl, (5 % 2 min) gewaschen
und mit einer ca. 0.3 M Losung von 5-(9H-Fluoren-9-ylmethoxy)-1,3,4-oxadiazol-
2(3H)-on (46) (3 Aq.) in trockenem CH,Cl, versetzt. Nach 90 min Schiitteln bei
Raumtemperatur wird die Reaktion durch Waschen mit CH,ClI, (6 x 2 min) und NMP

(4 x 2 min) abgebrochen.

AAY 24: Kupplung des Spacerbausteins nach der HATU-Methode:

Das harzgebundene freie Amin wird mit einer 0.1 M Ldsung des Spacerbausteins
(2.5 Aq. bezogen auf die Harzbeleung), HATU (2.4 Aq.) und sym-Collidin (30 Aq.) in
trockenem DMF versetzt. Nach einer Kupplungszeit von 2-12 h wird die Reaktion

durch Waschen mit DMF (6 x 2 min) beendet.

AAYV 25: Einfiihren eines Sidurechlorids an der Festphase

Das harzgebundene freie Amin wird zunédchst mit trockenem CH,Cl, (3 x 5 min)
gewaschen und anschlieBend mit einer 0.1 M Losung aus m-Nitrobenzyl-
sulfonsiurechlorid (8 Aq.), trockenem Pyridin (10 Ag.) und DMAP (1 Aq.) in
trockenem CH,Cl, 3 h bei RT geschiittelt. Durch Waschen mit CH,Cl, (3 x 5 min) und
DMF (3 x 5 min) wird die Reaktion beendet.
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AAYV 26: Reduktion von Nitroaromaten an der Festphase nach Meyers et al. [367)

Der harzgebundene Nitroaromat wird mit DMF (3 x 2 min) gewaschen und mit
einer 2 M SnCl,-Lésung (5 Aq.) in DMF versetzt. Man liBt die Harzsuspension 7 h bei
RT schiitteln. Danach wird das Harz mit DMF (3 x 2 min), CH,Cl, (3 x 2 min)

gewaschen und im Vakuum getrocknet.

AAYV 27: Guanylierung von harzgebundenen aliphatischen Aminen

Das harzgebundene freie aliphatische Amin wird mit trockenem CH,Cl, (4 x 2 min)
gewaschen und mit einer 0.1 M Ldsung von N,N’-Bis-Boc-1-guanylpyrazol (36, 2
Aq.) in trockenem CH,Cl, versetzt. Nach 20 h Schiitteln bei Raumtemperatur wird das
Harz mit CH,Cl, (6 x 2 min) gewaschen.

Um nicht umgesetztes N,N'-Bis-Boc-1-guanylpyrazol zuriickzugewinnen, werden
die vereinigten CH,Cl,-Filtrate im Vakuum eingeengt, der Riickstand in wenig
Ethylacetat aufgenommen und mit dem zehnfachen Volumen an Hexan versetzt wird.

Bei ca. -20 °C im Tiefkiihler kristallisiert 36 langsam aus.

AAYV 28: Guanylierung von harzgebundenen Anilinen

Das harzgebundene freie Anilin wird mit trockenem CHCI; (4 x 2 min) gewaschen
und in ein Schraubglas passender Grof3e iiberfiihrt. Nach Zugabe einer 0.8 M Losung
von N,N’-Bis-Boc-1-guanylpyrazol 36 (10 Aq.) in trockenem CHCl; wird das
Gemisch 20 h bei 50 °C in einem Schiittler umgesetzt. AnschlieBend wird das Harz in
einer Spritze mit Fritte abfiltriert und mehrmals mit CH,Cl, gewaschen. Die
Riickgewinnung von nicht umgesetztem N,N’-Bis-Boc-1-guanylpyrazol wird analog

der in AAV 27 beschriebenen Methode durchgefiihrt.

AAYV 29: Dihydroimidazolierung von harzgebundenen Anilinen

Das harzgebundene freie Anilin wird mit trockenem CHClI; (4 % 2 min) gewaschen
und in ein Schraubglas passender GrofB3e tiberfiihrt. Nach Zugabe einer 0.8 M Losung
von 57 (10 Aq.) in trockenem CHCl; wird das Gemisch 20 h bei 50 °C in einem
Schiittler umgesetzt. AnschlieBend wird das Harz in einer Spritze mit Fritte abfiltriert

und mehrmals mit CH,ClI, gewaschen.
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AAYV 30: Einfithrung von elektronenarmen Aromaten durch nukleophile,
aromatische Substitution an der Festphase modifiziert nach Gibson et al.?”

Das harzgebundene freie Amin wird zundchst mit trockenem DMF (3 x 5 min)
gewaschen und anschlieend mit einer 0.5M Losung aus 4-Fluorchinazolin (88, 15
Aq.), DIPEA (15 Aq.) in trockenem DMF versetzt. Nach 24 h Schiitteln bei RT wird
die Reaktion durch Waschen mit DMF (3 x 5 min) und CH,Cl, (3 x 5 min)

abgebrochen.

9.3 Synthese von RGD-Peptiden fiir die Tumordiagnose
9.3.1 Synthese der Bausteine

Zyklopeptide

c(-R[Pbf]GD[OrBu]fE-) und c(-R[Pbf]AD[OfBu]fE-) wurden durch kombinierte
Festphasen-Losungssynthese hergestellt. Nach AAV 1, 5 und 6 werden die linearen
Peptide D[OfBu]fE[BzI|R[Pbf]G und D[OrBu]fE[Bzl]R[Pbf]A an der Festphase
aufgebaut, wobei die die Fmoc-Entschiitzung des Glutamats auf 2 x 5 min verkiirzt
und bei der Kupplung von Fmoc-D-Phe-OH 2.4,6-Collidin statt DIPEA als Base
verwendet wurde. Die Abspaltung vom Harz erfolgt nach AAV 9a, die Zyklisierung
nach AAV 12 und die partielle Entschiitzung der. Glutaminsidure nach AAV 14.

¢(-R[Pbf|GD[O7Bu]fE-) (C"*)

C43HgoNgO,S*TFA: 913.05%114.02 g/mol

HPLC (10-90 %, 30 min) R, = 21.3 min; ESI-MS m/z 1864.4 [2M+K]", 1848.4
[2M+Na]’, 1825.3 [2M+H]', 951.3 [M+K]", 935.4 [M+Na]’, 913.4 [M+H]', 857.5
[M-fBu+2H]".

¢(-R[Pbf|AD[O7Bu]fE-) (C**)

C4HgNgO1,S*TFA: 927.08*114.02 g/mol

HPLC (10-90 %, 30 min) R, = 22.6 min; ESI-MS m/z 1892.0 [2M+K]", 1875.9
[2M+Na]’, 1853.2 [2M+H]", 965.3 [M+K]", 949.4 [M+Na]’, 927.4 [M+H]", 871.5
[M-fBu+2H]".
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20-(N-Fmoc)-Amino-3,6,9,12,15,18-hexaoxa-eicosansiure (16)

Zu einer Losung von Hexaethylenglykol (30.0 g, 106 mmol) und Diazoessigséure-
tert-butylester (10.0 g, 70 mmol) in trockenem CH,Cl, (150 mL) wurden unter Argon
mehrere Tropfen BF;*OEt, gegeben (N,-Entwicklung!). Nach 6 h Riihren bei
Raumtemperatur wurde die Reaktionsmischung mit Ethylacetat (450 mL) versetzt, mit
gesittigter wiassriger NaCl-Losung (5 x 50 mL) gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet
und im Vakuum bis Trockne eingeengt. Man erhielt 20-Hydroxy-3,6,9,12,15,18-
hexaoxaeicosansiure-zert-butylester (14, Rohprodukt 23.8 g; 'H-NMR: 18 % Di-tert-
butylester als Verunreinigung) als gelbes Ol, welches ohne weitere Reinigung im
nichsten Reaktionsschritt eingesetzt wurde.

CisH3609: 396.47 g/mol

R; = 0.6 (CHCIly/MeOH 9:1); "TH-NMR (250 MHz, CDCl;) & = 3.98 (s, 2H, O-CH>-
CO0O0), 3.70-3.52 (m, 24 H, (CH>),), 2.51 (bs, 1H, OH), 1.44 (s, 9H, OC(CH5);).

Zu einer Losung des Rohproduktes 14 (23.8 g, ,,60“ mmol), Trimethylamin
Hydrochlorid (1.1 g, 12 mmol) und Triethylamin (25 mL, 180 mmol) in trockenem
CH,Cl, (200 mL) wurde unter Argon bei 0 °C eine Losung von p-Tosylchlorid
(11.4 g, 60 mmol) in trockenem CH,Cl, innerhalb von 10 min zugetropft. Nach
Entfernen der Kiihlung wurde noch 1 h geriihrt, anschlieBend Ethylacetat (500 mL)
zugegeben, mit 1N H,SO,, gesittigter wassriger NaHCO3- und NaCl-Losung (je 1 x
70 mL) gewaschen. Trocknen und iiber Na,SO, und Entfernen des Losungsmittels im
Vakuum ergab 20-Tosylato-3,6,9,12,15,18-hexaoxaeicosansiure-tert-butylester
(Rohprodukt 37.8 g) als dunkelgelbes Ol, welches ohne weitere Reinigung im
nichsten Reaktionsschritt eingesetzt wurde.

CysH4,04,S: 550.66 g/mol

R;= 0.5 (CHCl3/MeOH 20:1); "H-NMR (250 MHz, CDCl3) § = 7.63 (d, J= 8.2 Hz,
2H, C*°-H), 7.19 (d, J = 8.2 Hz, 2H, 'C*-H), 3.85 (s, 2H, CH>COO), 3.55-3.44 (m,
24H, (CH,),), 2.30 (s, 3H, CH3), 1.30 (s, 9H, C(CHs)3).

Zu einer Losung des Tosylats (36.0 g, ,57 mmol’) in trockenem DMF (100 mL)
wurde NaNj (5.50 g, 85 mmol) gegeben und 24 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das
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DMF wurde im Hochvakuum abdestilliert, der Riickstand in Ethylacetat (300 mL)
aufgenommen und mit gesattigter NaCl-Lsg. (3 x 50 mL) gewaschen. Die organische
Phase wurde iiber Na,SO, getrocknet, das Losungsmittel im Vakuum entfernt und das
Rohprodukt an Kieselgel (80 g, Hexan/ Ethylacetat 3:2) chromatographiert. Man
erhielt 20-Azido-3,6,9,12,15,18-hexaoxa-eicosansiure-fert-butylester (27 g,
Rohprodukt) als rotliches Ol, welches ohne weitere Reinigung im néchsten
Reaktionsschritt eingesetzt wurde.

CgH35N304: 421.49 g/mol

R; = 0.53 (CHCI3/MeOH 20:1). Der Fleck des Azids war schwer zu erkennen.
Uberpriifung auf vollstindigen Umsatz des Tosylats (UV-aktiv, R= 0.48)

Das Azid (27 g, ,57 mmol’) wurde in einem 1:1 Gemisch Ethanol:Chloroform (160
mL) gelost und unter Zugabe von 2.0 g Katalysator (5 % Pd/C) wurde das Gemisch 12
h unter Hy-Atmosphire geriihrt. Der Katalysator wurde tiber Celite abfiltriert und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde in Ethylacetat (200 mL)
aufgenommen und mit 1IN KHSO4-Losung (1 x 100 mL, 2 x 50 mL) extrahiert. Die
wissrige Phase wurde mit K,CO; basisch gestellt und mit Chloroform (1 x 100 mL, 2
x 50 mL) extrahiert. Trocknen der vereinigten organischen Phasen iiber Na,SO,,
Entfernen des Losungsmittels im Vakuum ergab 20-Amino-3,6,9,12,15,18-hexaoxa-
eicosansaure-tert-butylester (15, 15.03 g, 54 % {iber die letzten 4 Stufen) als rotliches
Ol

Cy3H37NOg: 395.49 g/mol

R; = 0.20 (CHClyMeOH 4:1); '"H-NMR (250 MHz, CDCl;) & = 3.89 (s, 2H,
OCH,CO,), 3.60-3.42 (m, 20 H, OCH,CH,0), 3.37 (t, J = 5.2 Hz, 2H, CH,CH,NH,),
2.72 (m, CH,NH,), 1.58 (br. s, 2H, NH>), 1.33 (s, 9H, OC(CH,);); “C-NMR (62.9
MHz, CDCl;) 6 = 169.4 (CO,Bu), 81.1 (OCCH,3)3), 73.1, 70.4-70.0, 68.8 (OCH,),
41.5 (CH,NH,), 27.8 (CHs); ESI-MS m/z (%) 418.2 [M+Na]’, 396.2 [M+H]", 340.3
[M-fBu+2H]".

Zu einer Losung des Amins 15 (9.00 g, 22.76 mmol) in einem 1:1 Gemisch THF:
10 %iger NaHCO;-Losung (50 mL) wurde bei 0 °C FmocCl (6.18 g, 23.89 mmol) in
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THF (50 mL) innerhalb von 10 min zugetropft. Nach weiteren 30 min Riihren bei
Raumtemperatur wurde das THF im Vakuum entfernt, und der wissrige Riickstand mit
Ethylacetat (200 mL) extrahiert. Waschen der organischen Phase mit gesittigter NaCl-
Losung (2 x 50 mL), Trocknen iiber Na,SO,, Entfernen des Losungsmittels im
Vakuum ergab 20-(N-Fmoc)-Amino-3,6,9,12,15,18-hexaoxa-eicosansiure-tert-
butylester (13.72 g, Rohprodukt) als rétliches Ol, welches ohne weitere Aufreinigung
im nichsten Reaktionsschritt eingesetzt wurde.

C33H47NOyp: 617.73 g/mol

R¢=0.57 (CHCI3/MeOH 9:1); HPLC (5-100 % in 30 min) R; = 20.0 min; ESI-MS
m/z (%) 640.2 [M+Na]’, 618.1 [M+H]", 584.4 [M-Bu+H+Na]', 562.2 [M-Bu+2H]",
340.4 [M-Fmoc-tBu+2H]".

Der Fmoc-geschiitzte tert.-Butylester (13.72 g, ,22.21 mmol’) wurde in einem 9:1
Gemisch TFA:Wasser (50 mL) gelost und bei Raumtemperatur 30 min geriihrt. Das
Losungsmittel wurde im Hochvakuum entfernt, der Riickstand in Ether (200 mL) und
DCM (100 mL) aufgenommen und mit geséttigter NaHCOs-Losung (5 x 70 mL)
ausgeschiittelt. Um eine Suspensionbildung zu vermeiden wurde das Ausschiitteln sehr
vorsichtig durchgefiihrt. Die vereinigten wassrigen Phasen wurden unter kréftigem
Rithren mit KHSO, (3 g) und 6N HCI (ca. 15 mL) angeséuert, bis das Produkt ausdlte.
Weiterhin wurde diese Phase mit einer 2:1 Mischung aus Ether und CH,Cl, (300 mL)
extrahiert. Der gesamte Extraktionsvorgang wurde beginnend mit der NaHCO;-
Extraktion wiederholt. Trocknen der organischen Phase iiber Na,SO, und Entfernen
des Losungsmittels im Vakuum ergab (16, 12.49 g, 98 % iiber zwei Stufen ) als
schwach gelbes Ol.

Cy9H39NO: 561.62 g/mol

R; = 0.30 (CHCl/MeOH 4:1); "H-NMR (250 MHz, CDCl3) & = 9.72 (br. s, 1H,
COOH), 7.73 (d, J= 7.0 Hz, 2H, "™*C-H), 7.58 (d, J= 7.0 Hz, 2H, "™*C-H), 7.37 (m,
2H, "™°C-H), 7.29 (m, 2H, "™°C-H), 5.54 (br. s, 1H, NH), 4.39 (d, J = 6.8 Hz, 1H,
CHCH,), 4.19 (t, J = 6.8 Hz, 2H, CHCH,), 4.13 (s, 2H, OCH,CO,), 3.62-3.45 (m,
22H, OCH,CH,), 3.37-3.24 (m, 2H, CH,NH,); “C-NMR (62.9 MHz, CDCL;) & =
172.2 (COOH), 156.6 (NHCOO), 143.9, 141.2, 127.6, 127.0, 125.0, 119.8 (*'C), 70.9-
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70.2, 68.8 66.6 (OCH,), 47.1 (CH), 40.7 (CH,NH); HPLC (10-60 % in 30 min) R, =
28.1 min; ESI-MS m/z (%) 606.5 [M-H+2Na]", 600.4 [M+K]", 584.6 [M+Na]", 562.4
[M+H'T", 340.4 [M-Fmoc+H]".

Fmoc-D-Lysin(Fmoc)-OH (11)

Die Umsetzung von D-Lysin*HCI (2.00 g, 10.9 mmol) nach AVV 19 (5 Aq.
NaHCO;, pH = 8.5) und Umkristallisieren aus heilem CHCI; ergaben 11 (6.47 g,
100 %) als hellgelben Feststoff.

C36H34N,0¢: 590.67 g/mol

"H-NMR (250 MHz, DMSO-dg) & = 12.58 (br. s, IH, COOH), 7.90 (d, J = 7.5 Hz,
4H, arom.), 7.75-7.62 (m, 5H, H"*-Lys, arom.), 7.45-7.29 (m, 9H, HNﬁ-LyS, arom.),
4.32-4.22 (m, 6H, CH-CH,-0), 3.97-3.88 (m, 1H, H*-Lys), 3.00-2.97 (m, 2H, H"-Lys),
1.73-1.55 (m, 2H, HP-Lys), 1.40-1.38 (m, 4H, H"*-Lys); HPLC (10-90 % in 30 min)
R, = 27.8 min; ESI-MS m/z 1219.3 [2M+K]", 1203.1 [2M+Na]", 1181.0 [2M+H]",
629.2 [M+K]", 613.4 [M+Na]", 591.2 [M+H]".

9.3.2 Synthese von multimeren RGD-Peptiden

TCP-Harz wurde nach AAV 1 mit Fmoc-Dpr[Aoa(Boc)]-OH belegt. Nach AAV 7
wurde weiterhin ein- bzw. zweimal mit Fmoc-Lys(Fmoc)-OH umgesetzt und
anschlieBend ein bzw. zwei Spaceraminosduren Fmoc-Ahx-OH bzw. Fmoc-Hegas-OH
eingefiihrt. Die Fragmentkupplung am Harz mit cyclo(-RGDfE-) bzw. cyclo(-RADfE-)
erfolgte nach AAV 13. Die Peptide wurden nach AAV 8b vom Harz abgespalten, evtl.
HPLC gereinigt, nach AAV 11b entschiitzt, wiederum HPLC gereinigt und
lyophilisiert. Die Detektion wihrend der HPLC-Reinigung erfolgte mit der
Wellenlidnge 254 nm.

[¢c(-RGDfE-)-Ahx],-K-Dpr(Aoa)-OH (D1)

HPLC-Reinigung (D, 20-50 in 30 min) ergab D1 (66 mg, 31%) als weillen
Feststoff.

C75sH113N23023*TFA: 1704.84*342.07 g/mol
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'"H NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & = 8.31-8.29 (m, 2H, H"-Gly), 8.16 (d, J = 5.7
Hz, 1H, H"'*Lys) 8.07-8.05 (m, 3H, H"*Dpr, H"-Glu), 8.00-7.97 (m, 4H, H"-D-Phe,
H"-Asp), 7.90-7.89 (m, 1H, H"*-Dpr), 7.74-7.69 (m, 5H, H"*Arg, H"-Ahx, H"*-Lys),
7.46-7.45 (m, 2H, H"*-Arg), 7.25-7.14 (m, 10H, **™C-H), 6.81 (br s, 4H, NH,-Arg),
4.63-4.60 (m, 2H, H*Asp), 4.46-4.41 (m, 2H, H*D-Phe), 4.32-4.29 (m, 2H, H*Lys,
H*-Lys), 4.21-3.97 (m, 9H, H*-Dpr, H*-Arg, CH,-Aoa, H*-Gly, H*-Glu), 3.51-3.38
(m, 2H, H’-Dpr), 3.24 (d, 2H, J = 14.6 Hz, H*-Gly), 3.09-2.94 (m, 11H, H*-Lys, H’-
Arg, H*-Ahx, H’-D-Phe), 2.80-2.77 (m, 2H, H”-p-Phe), 2.71-2.66 (m, 2H, H"-Asp),
2.38-2.34 (m, 2H, H”-Asp), 2.11-2.10 (m, 4H, H*-Ahx), 2.02-1.93 (m, 6H, H'-Glu, H”-
Lys), 1.78-1.62 (m, 6H, H*-Glu, H*-Arg), 1.46-1.21 (m, 22H, H”-Arg, H’-Ahx, H'-
Arg, H>-Ahx, H’-Lys, H'-Ahx, H-Lys); HPLC (5-90 % in 30 min) R, = 12.3 min;
ESI-MS m/z 1704.8 [M+H]", 853.4 [(M+2H)/2]*".

[¢(-RGDfE-)-Hegas],-K-Dpr(Aoa)-OH (D2)

HPLC-Reinigung (D, 20-50 in 30 min) ergab D2 (53 mg, 23 %) als weillen
Feststoft.

Co1H145N3035¥TFA: 2121.26%342.07 g/mol

"H NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & = 8.31-8.29 (m, 3H, H"-Gly, H"*Lys) 8.08-8.04
(m, 3H, H"*-Dpr, H"-Glu), 8.00-7.97 (m, 4H, H"-D-Phe, H"-Asp), 7.90-7.89 (m, 1H,
H"P-Dpr), 7.77-7.73 (m, 3H, H"-Hegas, H"%Arg), 7.64-7.60 (m, 2H, H"*-Lys H"-
Hegas), 7.45-7.44 (m, 2H, H"*-Arg), 7.25-7.13 (m, 10H, "™ C-H), 6.79 (br s, 4H,
NH,-Arg), 4.65-4.60 (m, 2H, H*Asp), 4.47-4.43 (m, 2H, H*-D-Phe), 4.34-4.28 (m,
3H, H*Lys, H*-Lys, H*-Dpr), 4.16-4.12 (m, 2H, H*-Arg) 4.07-3.96 (m, 6H, CH,-Aoa,
H°-Gly, H*-Glu), 3.91 (s, 2H, OCH,CO-Hegas), 3.84 (s, 2H, OCH,CO-Hegas), 3.55-
3.49 (m, 46H, Hﬂ-Dpr, CH,-Hegas), 3.39-3.37 (m, 2H, CH,NH-Hegas), 3.27-3.22 (m,
2H, H*-Gly), 3.18-3.16 (m, 2H, CH,NH-Hegas), 3.09-3.04 (m, 5H, H’-Arg, H*-Lys),
2.95 (dd, J = 14.4/7.1 Hz, 2H, H”-p-Phe), 2.79 (dd, J = 13.7/6.4 Hz, 2H, H"-D-Phe),
2.69 (dd, J = 16.3/8.7 Hz, 2H, H”-Asp), 2.35 (dd, J = 16.3/5.4 Hz, 2H, H"-Asp), 2.02-
1.90 (m, 4H, H’-Glu), 1.83-1.63 (m, 7H, H”-Glu, H"-Arg, H’-Lys), 1.57-1.36 (m, 9H,
H'-Lys, HP-Arg, H-Arg, H’-Lys), 1.26-1.22 (m, 2H, H-Lys); HPLC (5-90 % in
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30 min) R, = 12.9 min; ESI-MS m/z 1061.5 [(M+2H)/2]*"; MALDI-MS m/z 2120.7
[M+H]".

[c(-RGDfE-)-Hegas,|,-k-Dpr(Aoa)-OH (D3)

HPLC-Reinigung (D, 20-50 in 30 min) ergab D3 (53 mg, 23 %) als weillen
Feststoff.

C119H199N25049*TFA: 2763.99%342.07 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min) R, = 12.9 min; ESI-MS m/z 1382.4 [(M+2H)/2]*",
929.5 [(M+Na+2H)/31*", 922.2 [(M+3H)/3]*".

[c(-RADFE-)-Hegas|,-K-Dpr(Aoa)-OH (D4)

HPLC-Reinigung (C, 20-50 in 30 min) ergab D3 (43 mg, 7 %) als weillen Feststoft.

Co3H 49N23035*TFA: 2149.31#342.07 g/mol

HPLC (5-90 % in 30 min) R, = 12.9 min; ESI-MS m/z 1094.5 [(M+K+H)/2]*,
1086.7 [(M+Na+H)/2]*, 1075.6 [(M+2H)/2]*", 717.6 [(M+3H)/3]*"; MALDI-MS m/z
2148.9 [M+H]".

{[c(-RGDfE-)-Ahx],-K},-K-Dpr(Aoa)-OH (T1)

HPLC-Reinigung (geschiitzt: B, 60-100 in 30 min; entschiitzt: D, 20-50 in 30 min)
ergab T1 (73 mg, 18 %) als weillen Feststoff.

C151H227N45043*TFA: 3360.70%570.12 g/mol

'"H NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & = 8.32-8.30 (m, 4H, H"-Gly), 8.12 (d, J = 7.1
Hz, 3H, H"*Lys), 8.07-8.05 (m, 5H, H"*-Dpr, H"-Glu), 8.00-7.98 (m, 8H, H"-D-Phe,
H"-Asp), 7.88-7.80 (m, 4H, H"*-Dpr, H"*-Lys), 7.73-7.68 (m, 8H, H"*-Arg, H"-Ahx),
7.45-7.44 (m, 4H, H"*-Arg), 7.25-7.13 (m, 20H, "™ C-H), 6.81 (br s, 8H, NH,-Arg),
4.62 (dd, J = 8.6 Hz, 4H, H*Asp), 4.45 (dd, J = 7.2 Hz, 4H, H*-D-Phe), 4.33-4.29 (m,
3H, H%-Lys), 4.23-3.97 (m, 8H, H*-Lys, H*-Dpr, H*-Arg) 4.07-3.96 (m, 10H, H“-Gly,
CH»,-Aoa, H*-Glu), 3.51-3.39 (m, 2H, H”-Dpr), 3.25 (dd, J = 15.0/3.6 Hz, 4H, H*
Gly), 3.08 (m, 8H, H’-Arg),2.98-2.93 (m, 15H, H*-Ahx, H*-Lys, H*-p-Phe), 2.79 (dd,
J = 6.4 Hz, 4H, H”-D-Phe), 2.69 (dd, J = 8.2 Hz, 4H, H"-Asp), 2.38-2.34 (m, 4H, H’-
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Asp), 2.13-1.89 (m, 22H, H*Ahx, H-Glu, H”-Lys), 1.83-1.62 (m, 12H, H’-Glu, H"-
Arg), 1.47-1.35 (m, 34H, H”-Arg, H’-Ahx, H'-Arg, H°-Ahx, H°-Lys), 1.22-1.20 (m,
14H, H’-Ahx, H"-Lys); HPLC (5-90 % in 30 min) R; = 13.0 min; ESI-MS m/z 1680.7
[(M+2H)/2]*, 1121.2 [(M+3H)/3]>", 841.4 [(M+4H)/]""; MALDI-MS m/z 3359.5
[M+H]".

{[c(-RGDfE-)-Hegas|,-K},-K-Dpr(Aoa)-OH (T2)

HPLC-Reinigung (geschiitzt: B, 60-100 in 30 min; entschiitzt: D, 20-50 in 30 min)
ergab T2 (43 mg, 8 %) als weilen Feststoff.

C153H201N4s067* TFA: 4193.53*570.12 g/mol

"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & = 8.31-8.30 (m, 4H, H"-Gly), 8.14 (d, 3H, J =
8.3 Hz, H"*Lys), 8.08-8.06 (m, 5H, H"*Dpr, H"-Glu), 7.99-7.98 (m, 8H, H"-D-Phe,
H"-Asp), 7.90-7.89 (m, 1H, H"’-Dpr), 7.82-7.73 (m, 6H, H"-Hegas, H"%-Arg), 7.65-
7.59 (m, 5H, H"*-Lys, H"-Hegas), 7.54-7.49 (m, 4H, H"*-Arg), 7.25-7.13 (m, 20H, >
PheC-H), 6.89 (br s, 8H, NH,-Arg), 4.65-4.60 (m, 4H, H*-Asp), 4.47-4.43 (m, 4H, H*-
D-Phe), 4.33-4.12 (m, 11H, H*Lys, H*-Dpr, H*-Lys, H*-Arg), 4.07-3.96 (m, 10H,
CH»,-Aoa, H*-Gly, H*-Glu), 3.91 (s, 4H, OCH,CO-Hegas), 3.84 (s, 4H, OCH,CO-
Hegas), 3.54-3.39 (m, 94H, HP -Dpr, CH,-Hegas, CH,NH-Hegas), 3.25 (d, 4H, J =
13.5 Hz, H*-Gly), 3.18-3.17 (m, 4H, CH,NH-Hegas), 3.09-3.04 (m, 11H, H5-Arg, H*-
Lys), 3.00-2.92 (m, 4H, H”-p-Phe), 2.80-2.76 (m, 4H, H”-p-Phe), 2.69 (dd, 4H, J =
16.2/8.9 Hz, H”-Asp), 2.35 (dd, 4H, J = 16.2/5.7 Hz, H"-Asp), 2.00-1.90 (m, 8H, H'-
Glu), 1.82-1.72 (m, 8H, H*-Glu, H-Arg), 1.67-1.64 (m, 8H, H*-Glu, H’-Lys), 1.48-
1.22 (m, 32H, H’-Lys, H’-Arg, H'-Arg, H’-Lys, H'-Lys); HPLC (5-90 % in 30 min)
R, = 13.4 min; MALDI-MS m/z 4191.9 [M+H]".

{[c(-RGDfE-)-Hegas],-k},-k-Dpr(Aoa)-OH (T3)

HPLC-Reinigung (geschiitzt: B, 60-100 in 30 min; entschiitzt: D, 22-42 in 30 min)
ergab T3 (8 mg, 1 %) als weiBlen Feststoff.

Ci83H291N45067*TFA: 4193.53*570.12 g/mol
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HPLC (5-90 % in 30 min) R, = 13.4 min; ESI-MS m/z 1398.6 [(M+3H)/3]*",
1058.8 [(M+2Na+2H)/4]*", 1055.0 [(M+Na+3H)/4]"", 1049.5 [(M+4H)/4]", 839.8
[(M+5H)/5]".

{[cyclo(-RGDfE-)-Hegas;|,-k},-k-Dpr(Aoa)-OH (T4)

HPLC-Reinigung (geschiitzt: D, 60-90 in 30 min; entschiitzt: D, 24-50 in 30 min)
ergab T4 (36 mg, 8 %) als weillen Feststoft.

Ca390H399N4909s*TFA: 5478.10*570.12 g/mol

HPLC (5-90 % in 30 min) R, = 14.6 min; ESI-MS m/z 1370.7 [(M+4H)/]*", 1096.9
[(M+5H)/5]".

({[c(-RGDfE-)-Hegas],-k},-k),-k-Dpr(Aoa)-OH (O1)

HPLC-Reinigung (geschiitzt: D, 70-100 in 30 min; entschiitzt: D, 22-50 in 30 min)
ergab O1 (128 mg, 17 %) als weilen Feststoff.

C;67H583Ng9O131*TFA: 8338.08*1026.21 g/mol

HPLC (5-100 % in 30 min) R, = 13.2 min; ESI-MS m/z 1390.4 [(M+6H)/6]°",
1192.2 [(M+7H)/7]"", 1043.4 [(M+8H)/8]*".

({[c(-RGDfE-)-Hegas,],-k},-k),-k-Dpr(Aoa)-OH (O2)

HPLC-Reinigung (geschiitzt: D, 70-90 in 30 min; entschiitzt: D, 22-50 in 30 min)
ergab 02 (72 mg, 8 %) als weillen Feststoft.

C4790H799N970157*TFA: 10909.01*1026.21 g/mol

HPLC (5-90 % in 30 min) R, = 14.9 min; ESI-MS m/z 1364.6 [(M+8H)/8]*",
1213.3 [(M+7H)/7]"".

{[c(-RADfE-)-Hegas|[c(-RGDfE-)-Hegas|}-K-Dpr(Aoa)-OH (d)
HPLC-Reinigung (D, 20-45 in 30 min) ergab d (10 mg, 8 %) als weillen Feststoff.
C92H147N23035*TFA: 2135.29*%342.07 g/mol
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HPLC (10-90 % in 30 min) R, = 11.9 min; ESI-MS m/z 1087.4 [(M+K+H)/2]*",
1079.3 [(M+H+Na)/2]*, 1068.5 [(M+2H)2]*", 725.6 [(M+K+2H)/3]*", 712.9
[(M+3H)/3]*".

{[c(-RADSFE-)-Ahx];[c(-RGDfE-)-Ahx]}-K-K-Dpr(Aoa)-OH (t1)

HPLC-Reinigung (geschiitzt: D, 67-80 in 17 min; entschiitzt: D, 20-45 in 30 min)
ergab tl (4 mg, 2 %) als weilen Feststoff.

Ci54H233N45043*TFA: 3402.78*570.12 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min) R, = 11.9 min; ESI-MS m/z 1135.1 [(M+3H)/3]*",
851.9 [(M+4H)/4]"".

{[c(-RADfE-)-Hegas|;|c(-RGDfE-)-Hegas|}-K-K-Dpr(Aoa)-OH (t2)

HPLC-Reinigung (geschiitzt: D, 60-100 in 30 min; entschiitzt: D, 20-45 in 30 min)
ergab t2 (3 mg, 1 %) als weilen Feststoff.

Ci86H297N45067*TFA: 4235.61*570.12 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min) R, = 12.5 min; ESI-MS m/z 1059.8 [(M+4H)/4]*,
848.3 [(M+5H)/5]"".

9.3.3 Konjugation der multimeren RGD-Peptide zu Oximen

Die Umsetzung mit dem entsprechenden Aldehyd nach AAV 15 ergab folgende

Verbindungen:

[¢(-RGDfE-)-Ahx],-K-Dpr[Ac(2-p-Iodbenzaldehydoxim)]-OH (D1I)
CgoHi16IN2305*TFA: 1918.84%228.05
Ausbeute 1.1 mg, quant.; HPLC (5-90 % in 30 min) R; = 16.5 min; ESI-MS m/z
1918.7 [M+H]", 960.5 [(M+2H)/2]*".

[¢(-RGDfE-)-Ahx],-K-Dpr|[Ac(2-p-Trimethylstannylbenzaldehydoxim)]-OH
(D1S)
C85H125N23023SH*TFA1 1955.75*228.05 g/l’l’lOl
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Ausbeute 1.6 mg, 83 %; HPLC (5-90 % in 30 min) R; = 18.8 min ESI-MS m/z
1956.9 [M+H]", 979.2 [(M+2H)/2]*".

[c(-RGDfE-)-Hegas]|,-K-Dpr[Ac(2-p-lodbenzaldehydoxim)]-OH (D2I)
CogH145IN23035*TFA: 2335.26*228.05 g/mol
Ausbeute 1.1 mg, 96 %; HPLC (5-90 % in 30 min) R; = 16.9 min; ESI-MS m/z
1179.0 [(M+Na+H)/2]*, 1168.7 [(M+2H)/2]*", 792.2 [(M+2Na+H)/3]*", 786.9
[(M+Na+2H)/31*", 779.5 [(M+3H)/3]*".

[c(-RGDfE-)-Hegas],-K-Dpr[Ac(2-p-Trimethylstannylbenzaldehydoxim)]-OH
(D2S)

Ci01H 57N23035Sn*TFA: 2372.17*%228.05 g/mol

Ausbeute 2.2 mg, 99 %; HPLC (5-90 % in 30 min) R; = 19.0 min; ESI-MS m/z
1197.6 [(M+Na+H)/2]*", 1187.2 [(M+2H)/2]*", 804.7 [(M+2Na+H)/3]>", 799.2
[(M+Na+2H)/3]*".

[c(-RGDfE-)-Hegas;,],-k-Dpr[Ac(2-p-Fluorbenzaldehydoxim)]-OH (D3F)
C120H20:FN»5049*TFA: 2870.09%228.05 g/mol
Ausbeute 1.1 mg, quant.; HPLC (5-90 % in 30 min) R, = 16.0 min; ESI-MS m/z
1435.5 [(M+2H)/2]*", 9702 [(M+K+2H)/3]*", 965.0 [(M+Na+2H)/3]*", 957.5
[(M+3H)/31>", 728.1 [(M+K+3H)/4]*".

[c(-RADSE-)-Hegas|,-K-Dpr|[Ac(2-p-Fluorbenzaldehydoxim)]-OH (D4F)

Ci00H 52FN23035*TFA: 2255.41*228.05 g/mol

Ausbeute 1.2 mg, 98 %; HPLC (5-90 % in 30 min) R, = 16.3 min; ESI-MS m/z
1147.3 [(M+K+H)/2]*", 1139.0 [(M+Na+H)/2]*", 1127.9 [(M+2H)/2]*".

{[c(-RGDfE-)-Ahx],-K},-K-Dpr|[Ac(2-p-lodbenzaldehydoxim)]-OH (T1I)
Ci5sH230IN45043*TFA: 3574.70*%456.09 g/mol
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Ausbeute 0.8 mg, 77 %; HPLC (5-90 % in 30 min) R; = 15.5 min; ESI-MS m/z
1205.0 [(M+2Na+H)/3T7", 1192.5 [(M+3H)/]", 904.2 [(M+2Na+2H)/4]", 894.9
[((M+4H)/4]", 723.7 [(M+2Na+3H)/5]>".

{[c(-RGDfE-)-Ahx],-K},-K-Dpr[Ac(2-p-Trimethylstannylbenzaldehydoxim)]-OH
(T1S)

C161H241N45043Sn*TFA: 3611.61%456.09 g/mol

Ausbeute 3.2 mg, 90 %; HPLC (5-90 % in 30 min) R; = 17.0 min; ESI-MS m/z
1205.0 [(M+3H)/3]", 913.5 [(M+2Na+2H)/4]", 904.0 [(M+4H)/4]", 730.7
[(M+2Na+3H)/5]>".

{[c(-RGDfE-)-Ahx],-K},-K-Dpr[Ac(2-p-Fluorbenzaldehydoxim)]-OH (T1F)
CisgH230FN4s043*TFA: 3466.79*456.09 g/mol
Ausbeute 1.3 mg, quant.; HPLC (5-90 % in 30 min) R; = 14.9 min; ESI-MS m/z
1156.4 [(M+3H)/3], 8772 [(M+K+3H)/4]Y, 867.9 [(M+4H)/4]", 702.1
[(M+K+4H)/5]".

{[c(-RGDf{E-)-Hegas],-K},-K-Dpr[Ac(2-p-lodbenzaldehydoxim)]-OH (T2I)
C190H204IN45047*TFA: 4407.53*456.09 g/mol
Ausbeute 1.1 mg, 99 %; HPLC (5-90 % in 30 min) R; = 14.9 min; ESI-MS m/z
1470.0 [(M+3H)/3]", 1113.6 [(M+2Na+2H)/4]*", 1103.1 [(M+4H)/4]", 894.9
[((M+3Na+2H)/5]>", 890.3 [(M+2Na+3H)/5]".

{[c(-RGDfE-)-Hegas],-K},-K-Dpr[Ac(2-p-Trimethylstannylbenzaldehydoxim)]-
OH (T2S)

C193H303N45047Sn*TFA: 4444.44%456.09 g/mol

Ausbeute 3.9 mg, 95 %; HPLC (5-90 % in 30 min) R; = 17.3 min; ESI-MS m/z
1482.7 [(M+3H)/3]*, 1121.9 [(M+2Na+2H)/4]*", 1118.0 [(M+Na+3H)/4]*", 1112.4
[(M+4H)/4]", 897.5 [(M+2Na+3H)/5]>", 894.4 [(M+Na+4H)/5]°".
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{[c(-RGD{E-)-Hegas],-k},-k-Dpr[Ac(2-p-Fluorbenzaldehydoxim)|-OH (T3F)
C190H294FN45067*TFA: 4299.63%456.09 g/mol
Ausbeute 1.5 mg, quant.; HPLC (5-90 % in 30 min) R; = 15.4 min; ESI-MS m/z
1433.9 [((M+3H)/3]", 1076.1 [(M+4H)/4]*", 868.7 [(M+K+4H)/5]>".

{[c(-RGD{E-)-Hegas,],-k},-k-Dpr[Ac(2-p-Fluorbenzaldehydoxim)]-OH (T4F)
Cr46H402FN49095*TFA: 5585.10%456.09 g/mol
Ausbeute 1.5 mg, quant.; HPLC (5-90 % in 30 min) R, = 15.9 min; ESI-MS m/z
1862.4 [(M+3H)/3T", 1397.1 [(M+4H)/4]", 1122.4 [(M+Na+4H)/57", 1117.9
[(M+5H)/5]", 938.3 [(M+K+5H)/6]%",

({[c(-RGDfE-)-Hegas],-k},-Kk),-k-Dpr[Ac(2-p-Fluorbenzaldehydoxim)|-OH (O1F)
C374Hs6FNgoO13,*TFA: 8444.17%912.18 g/mol
Ausbeute 1.8 mg, quant.; HPLC (5-90 % in 30 min) R; = 14.6 min; ESI-MS m/z
1207.3 [(M+7H)/7]"", 1058.9 [(M+7H+Na)/81%", 1056.7 [(M+8H)/8]*".

({[c(-RGDfE-)-Hegas;],-k},-k),-k-Dpr[Ac(2-p-Fluorbenzaldehydoxim)]-OH (O2F)
Cag6Hg02FN970157*TFA: 8444.17%912.18 g/mol
Ausbeute 2.0 mg, quant.; HPLC (5-90 % in 30 min) R, = 15.3 min; ESI-MS m/z
1574.5 [(M+7H)/7]"", 1377.5 [(M+8H)/8]"".

{[c(-RGD{E-)-Hegas]|[c(-RADfE-)-Hegas|}-K-Dpr[Ac(2-p-Fluorbenzaldehyd-
oxim)]-OH (dF)

CooH50FN»;035*TFA: 2241.38%228.05 g/mol

Ausbeute 1.1 mg, 92 %; HPLC (5-90 % in 30 min) R, = 16.0 min; ESI-MS m/z
1121.5 [(M+2H)2]*, 760.9 [(M+K+2H)/3]*", 755.5 [(M+Na+2H)/3]*", 748.2
[(M+3H)/3]>".
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{[c(-RADfE-)-Ahx];|c(-RGDfE-)-Ahx]}-K-K-Dpr[Ac(2-p-Fluorbenzaldehyd-
oxim)|-OH (t1F)

Ci61H223FNy45043*TFA: 3508.87%456.09 g/mol

Ausbeute 1.2 mg, quant.; HPLC (5-90 % in 30 min) R; = 14.9 min; ESI-MS m/z
1755.2 [(M+2H)/2]*, 1170.5 [(M+3H)/3]*", 878.4 [(M+4H)/4]"".

{[c(-RADfE-)-Hegas]|;|c(-RGDfE-)-Hegas]|}-K-K-Dpr[Ac(2-p-Fluorbenzaldehyd-
oxim)|-OH (t2F)

C193H300FN45067*TFA: 4341.71*456.09 g/mol

Ausbeute 0.7 mg, quant.; HPLC (5-90 % in 30 min) R; = 15.4 min; ESI-MS m/z
1448.0 [((M+3H)/3]", 1086.5 [(M+4H)/4]*", 877.1 [(M+K+4H)/5]>".

9.4 Synthese von RGD-Mimetika fiir die Tumordiagnostik
9.4.1 Synthese der Bausteine

5-IN’-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-hydrazino]-5-0xo0-3-(4-methoxyphenyl)-
pentansiaure

4-Methoxybenzaldehyd (6.81 g, 50 mmol) wurde nach AAV 19 umgesetzt.
Umkristallisieren aus der 2.5-fachen Menge Ethanol (160 mL, aufgrund schlechter
Loslichkeit) ergab 2,4-Bisaceto-3-(4-methoxy)-phenylglutarsdurediethylester (10.97 g,
58 %) als weillen Feststoff. Das Zwischenprodukt (11.00 g, 29.1 mmol) wurde sofort
verseift. Nach dem Anséduern der wissrigen Phase mit konz. HCl auf pH = 1 wurde die
ausgefallene Glutarsdure abfiltriert, mit Wasser gewaschen und im Vakuum
getrocknet. Die wissrige Phase wurde zusitzlich mit Et,O (3 x 50 mL) extrahiert. Die
vereinigten Etherphasen wurden {ber Na,SO, getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Durch Vereinigung der briunlichen Feststoffe
wurde 3-(4-Methoxyphenyl)-glutarsiure (5.96 g, 86 %) erhalten.

"H-NMR (250 MHz, DMSO-d¢) & = 11.98 (br. s, 2H, COOH), 7.35 (d, J = 8.5

Hz, 2H, ™ C*°-H), 6.93 (d, J = 8.5 Hz, 2H, "™C**-H), 3.49-3.45 (m, 1H, CH,-

CH-CH,), 2.70-2.46 (m, 4H, CH,-CH-CH,); HPLC (10-90 % in 30 min) R, =

13.0 min; ESI-MS m/z 515.1 (100) [2M+K ], 499.0 (35) [2M+Na'].
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3-(4-Methoxy)-phenylglutarsdure (5.86 g, 24.6 mmol) wurde mit Essigsdure-
anhydrid (9.9 mL, 98 mmol, 4 Aq.) nach AAV 20 umgesetzt und ergab 3-(4-
Methoxyphenyl)-glutarsdureanhydrid (4.16 g, 77 %) als weille Nadeln.

C,H1,04: 220.22 g/mol

"H-NMR (250 MHz, CDCl;) 8 = 7.10 (d, J = 8.5 Hz, 2H, "™C*°-H), 6.90 (d, J =

8.5 Hz, 2H, ™™ C**-H), 3.79 (s, 3H, O-CH3), 3.34 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 3.06

(dd, J=4.5/17.3 Hz, 2H, HCH-CH-HCH), 2.90 (dd, /= 11.2/17.3 Hz, 2H, HCH-

CH-HCH); HPLC (10-90 % in 30 min) R; = 19.9 min.

3-(4-Methoxy)-phenylglutarsdureanhydrid (440 mg, 2.0 mmol) wurde nach AAV
21 mit Fmoc-Hydrazin (34) (509 mg, 2.0 mmol) innerhalb von 16 h umgesetzt und
ergab 5-[N’-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-hydrazino]-5-oxo-3-(4-methoxy-
phenyl)-pentansiure (950 mg, 99 %) als farbloses Ol.

Cy7H6N,0O¢: 474.51 g/mol

R, = 0.1 (Hexan:Ethylacetat:HOAc: 1:1:0.1); "H-NMR (250 MHz, DMSO-dg) &

=9.68 (s, 1H, NH), 9.18 (s, 1H, NH), 7.88 (d, J = 7.5 Hz, 2H, "™*C-H), 7.71 (d,

J=1.5Hz, 2H, "™*C-H), 7.41 (t, J = 7.3 Hz, 2H, "™°C-H), 7.31 (t, J = 7.6 Hz,

2H, ""*°C-H), 7.14 (d, J = 7.5 Hz, 2H, ""C**-H), 6.82 (d, J = 7.5 Hz, 2H, "C>*-

H), 4.39-4.18 (m, 3H, CH-CH,-0), 3.70 (s, 3H, O-CHs;), 3.50-3.35 (m, 1H, CH,-

CH-CH,), 2.67-2.27 (m, 4H, CH,-CH-CH,); HPLC (10-60 % in 30 min) R, =

30.8 min; ESI-MS m/z 948.9 [2M+H]", 497.0 [M+Na]", 475.0 [M+H]".

3-Aminoglutarsiuredimethylester (25) modifiziert nach Crossley ez al.™**"3*!l

3-Oxoglutarsduredimethylester (4.86 g, 27.9 mmol) wurde zusammen mit
Ammoniumformiat (17.6 g, 279 mmol) 2 h in trockenem Methanol unter Argon bei
Raumtemperatur geriihrt. Nach Zugabe von Natriumcyanoborhydrid (1.75 g,
27.9 mmol) wurde das Gemisch weitere 24 h geriihrt. AnschlieBend wurde das
Losungsmittel im Vakuum entfernt, die weile Masse in CH,Cl, suspendiert, und
filtriert. Nach dem Abrotieren des Losungsmittels erhielt man ein farbloses Ol,
welches in 1IN HCI (100 mL) geldst und mit Et,O (2 x 50 mL) gewaschen wurde. Der

Et,0 wurde verworfen und die wissrige Phase mit festem K,CO; auf pH = 9-10
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eingestellt. Nach Extraktion mit CH,Cl, (3 x 100 mL), Trocknen iiber Na,SO,4 und
Entfernen des Losungsmittels im Vakuum erhielt man 25 (3.69 g, 75 %) als farbloses
Ol

C;H3NO,4: 175.18 g/mol

"H-NMR (250 MHz, DMSO-ds) & = 3.60 (s, 6H, OCH3), 3.40-3.28 (m, 1H, CH,-

CH-CH,), 2.61-2.28 (m, 4H, CH,-CH-CH,); CI-MS m/z 176.1 [M+H]".

5-IN’-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-hydrazino]-5-0xo0-3-(4-fluorbenzoyl-
amino)-pentansiure (30)

3-Aminoglutarsduredimethylester (25, 2.74 g, 15.7 mmol) wurde nach AAV 13b
mit 4-Fluorbenzoesdure umgesetzt. Die triilbe Losung wurde mit 1N H,SO,, 10 %iger
wissriger Na,CO;-Losung , HO und gesittigter wassriger NaCl-Losung (je 1 x 70
mL) gewaschen, iiber MgSO, getrocknet und im Vakuum bis zur Trockene eingeengt.
Man erhielt 3-(4-Fluorbenzoylamino)-glutarsduredimethylester (3.63 g, 78 %) als
gelbes Ol.

C14HsFNOs: 297.28 g/mol

"H-NMR (250 MHz, DMSO-d¢) & = 8.44 (s, 1H, NH), 7.86-7.83 (m, 2H, ""C*°-H),
7.33-7.27 (m, 2H, "™C**-H), 3.61-3.57 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 3.57 (s, 6H, COOCH}3),
2.66-2.40 (m, 4H, CH,-CH-CH,); HPLC (10-90 % in 30 min) R; = 15.8 min; ESI-MS
m/z 632.8 [2M+K]", 616.9 [2M+Na]", 320.1 [M+Na]', 297.8 [M+H]".

3-(4-Fluorbenzoylamino)-glutarsduredimethylester (1.87 g, 6.29 mmol) wurde nach
AAV 22 in einem Zeitraum von 20 h umgesetzt. Nach Entfernen des Losungsmittels
im Vakuum wurde der Riickstand in H,O (5 mL) aufgenommen und die Disdure mit
konz. HCI ausgefillt, filtriert und mit wenig kaltem H,O gewaschen. Trocknen im
Hochvakuum ergab 3-(4-Fluorbenzoylamino)-glutarsiure 26 (1.39 g, 82 %) als weillen
Feststoff.

C1,H,FNOs: 269.23 g/mol

"H-NMR (250 MHz, DMSO-ds) & = 12.12 (s, 2H, COOH), 8.44 (s, 1H, NH), 7.86-
7.83 (m, 2H, "™C**-H), 7.33-7.27 (m, 2H, "“C**-H), 3.60-3.56 (m, 1H, CH,-CH-
CH,), 2.59-2.38 (m, 4H, CH,-CH-CH,); HPLC (10-90 % in 30 min) R, = 10.2 min;
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ESI-MS m/z 921.9 [3M-2H+3K]", 906.0 [3M-2H+Na+2K]", 883.9 [3M-H+2K]",
867.9 [3M-H+Na+K]", 845.8 [3M+K]", 615.1 [2M-H+2K]", 599.1 [2M-H+Na+K]’,
577.0 [2M+K]", 561.0 [2M+Na]’, 325.7 [M+H,O0+K]", 292.1 [M+Na]’, 270.1
[M+H]", 252.0 [M-OH+H]".

3-(4-Fluorphenylcarbonylamino)-glutarsdure (26, 395 mg, 1.47 mmol) wurde bei
0 °C in Ethylacetat (4.5 mL) gelost. Nach Zugabe von DCC (363 mg, 1.76 mmol,
1.2 Ag.) wurde 1 h bei 0°C und anschlieBend weitere 18 h bei Raumtemperatur
geriihrt. Abfiltrieren des Harnstoffs und Entfernen des Losungsmittels im Vakuum
ergab 3-(4-Fluorbenzoylamino)-glutarsdureanhydrid 28 (355 mg, 96 %) als beigen
Feststoff.

C1,H (FNOy: 251.21 g/mol

"H-NMR (250 MHz, CDCl;) & = 8.44 (s, 1H, NH), 7.86-7.83 (m, 2H, "C*°-H),
7.33-7.27 (m, 2H, ™C*°-H), 3.60-3.56 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 2.59-2.38 (m, 4H,
CH,-CH-CH,); HPLC (10-90 % in 30 min) R; = 14.3 min; ESI-MS m/z 558.9
[2M+H,0+K]", 540.9 [2M+K]", 524.7 [2M+Na]’, 2914 [M+K]', 279.9 [M-
H+Na+Li]", 274.1 [M+Na]", 252.0 [M+H]".

3-(4-Fluorbenzoylamino)-glutarsdureanhydrid (28, 412 mg, 1.64 mmol) wurde nach
AAV 21 in 21 h umgesetzt und ergab 30 (787 mg, 95 %) als farbloses Ol.

Cy7H,4FN3O4: 505.49 g/mol

"H-NMR (250 MHz, DMSO-d¢) & = 12.18 (s, 1H, COOH), 9.74 (s, 1H, NH-NH-
CO-CH,), 9.23 (s, 1H, NH-NH-CO-CH,), 8.37 (s, 1H, NH), 7.89 (d, J = 7.3 Hz, 2H,
arom.), 7.72 (d, J = 6.7 Hz, 2H, arom.), 7.44-7.23 (m, 8H, arom.), 4.30-4.18 (m, 3H,
CH-CH,-0), 3.57-3.54 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 2.59-2.38 (m, 4H, CH,-CH-CH,);
HPLC (10-60 % in 30 min) R, = 27.9 min; ESI-MS m/z 1049.0 [2M+K]", 1023.9
[2M+Na]’, 1010.8 [2M+H]", 544.0 [M+K]", 528.2 [M+Na]’, 506.1 [M+H]", 179.1
[Fmoc-CO,]".
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5-[N’-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-hydrazino]-5-oxo-3-(benzyloxy-
carbonylamino)-pentansiure (31)

3-Aminoglutarsduredimethylester (25, 4.53 g, 25.9 mmol) wurden in 1 M NaHCOs-
Losung (52 mL) und Dioxan (120 mL) gelost. Bei 0 °C wurde eine Losung von
Benzyloxcarbonylchlorid (4.85 g, 28.4 mmol) in Dioxan (80 mL) langsam zugetropft.
Nach 1 h wurde das Eisbad entfernt und weitere 18 h bei Raumtemperatur geriihrt.
Nach Zugabe von 300 g Eis wurde das Gemisch mit Et,O (4 x 100 mL) extrahiert, mit
2N HCI, gesittigter, wassriger NaHCO;-Losung und geséttigter, wassriger NaCl-
Losung (je 1 x 80 mL) gewaschen und iiber MgSO, getrocknet. Entfernen des
Losungsmittels im Vakuum und Reinigung durch Flashchromatographie
(Hexan:Ethylacetat 4:1) ergab 3-Benzyloxycarbonylaminoglutarsduredimethylester
(6.21 g, 78 %) als gelbes Ol.

CisH19NOg: 309.32 g/mol

R = 0.33 (Hexan:Ethylacetat 1:1); "H-NMR (250 MHz, DMSO-dg) 6 = 7.38-7.29
(m, 6H, ’C*°-H, NH), 5.03 (s, 2H, CH,-**C), 4.31-4.23 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 3.58
(s, 6H, OCH3), 2.56 (d, 4H, J = 6.5 Hz, CH,-CH-CH,); "C-NMR (62.5 MHz, DMSO-
d¢) 6 =171.1, 155.6, 137.5, 129.9, 128.6, 127.3, 55.1, 52.7, 50.4, 48.1; HPLC (10-90
% in 30 min) R, = 18.9 min; ESI-MS m/z 641.0 [2M+Na]", 332.2 [M+Na]'; EI-MS
m/z309.1 [M7".

3-Benzyloxycarbonylaminoglutarsduredimethylester (3.09 g, 10.0 mmol) wurde
nach AAV 22 in einem Zeitraum von 2 h umgesetzt. Die Disdure wurde mit konz. HCI
ausgefillt, filtriert und mit wenig kaltem H,O gewaschen. Trocknen im Hochvakuum
ergab 3-Benzyloxycarbonylaminoglutarsdure 27 (2.67 g, 95%) als weillen Feststoff.

C13HsNOg: 281.26 g/mol

'"H-NMR (250 MHz, DMSO-ds) & = 12.03 (br. s, 2H, COOH), 7.38-7.29 (m, 6H,
B7C¥_H, NH), 5.05 (s, 2H, CH,->"C), 4.31-4.23 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 2.65-2.51 (m,
4H, CH,-CH-CH,); HPLC (10-90 % in 30 min) R; = 12.9 min; ESI-MS m/z 881.9
[3M+K]", 865.7 [3M+Na]’, 601.1 [2M+K]", 584.9 [2M+Na]", 562.8 [2M+H]", 304.1
[M+Na]", 281.9 [M+H]", 238.1 [M-COO+H]".
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3-Benzyloxycarbonylaminoglutarsdure (815 mg, 2.90 mmol) wurde bei 0 °C in
Ethylacetat (9 mL) geldst. Nach Zugabe von DCC (658 mg, 3.19 mmol, 1.1 Aq.)
wurde 1 h bei 0°C und anschlieBend weitere 20 h bei Raumtemperatur geriihrt.
Abfiltrieren des Harnstoffs und Entfernen des Losungsmittels im Vakuum ergab 3-
Benzyloxycarbonylaminoglutarsidureanhydrid 29 (718 mg, 94 %) als farbloses Ol.

C3H13NOs: 263.25 g/mol

"H-NMR (250 MHz, CDCl;) & = 7.38-7.29 (m, 5H, ®“C*®-H), 5.39 (br s, 1H, NH),
5.09 (s, 2H, CH,-""C), 4.24-4.15 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 2.96 (d, J = 5.3 Hz, 4H, CH,-
CH-CH,); HPLC (10-90 % in 30 min) R; = 12.9 min; ESI-MS m/z 566.8
[2M+H,0+Na]", 548.8 [2M+Na]’, 526.7 [2M+H]’, 319.9 [M+H,0+K], 286.1
[M+Na]', 281.9 [M+H,0+H]", 263.9 [M+H]", 246.1 [M-OH+H]".

3-Benzyloxycarbonylaminoglutarsdureanhydrid (840 mg, 3.19 mmol) wurde nach
AAV 21 in einem Zeitraum von 22 h umgesetzt und ergab 31 (1.63 g, 99 %) als
farbloses Ol.

CysH»7N5307: 517.53 g/mol

"H-NMR (250 MHz, DMSO-d¢) & = 12.21 (s, 1H, COOH), 9.76 (s, 1H, NH-NH-
CO-CH,), 9.25 (s, 1H, NH-NH-CO-CH,), 7.89 (d, J = 7.3 Hz, 2H, arom.), 7.72 (d, J =
6.7 Hz, 2H, arom.), 7.44-7.33 (m, 9H, NH, arom.), 4.82 (s, 2H, CHz—BZC), 4.32-4.21
(m, 3H, CH-CH,-0), 3.59-3.56 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 2.91 (dd, J = 5.6/15.6 Hz, 1H,
HCH-CH-CH,), 2.35-2.45 (m, 3H, HCH-CH-CH,); HPLC (10-90 % in 30 min) R, =
21.8 min; ESI-MS m/z 1589.8 [3M+K]", 1573.7 [3M+Na]", 1551.8 [3M+H]", 1312.7
[(SM+H+K)/2]*", 1073.1 [2M+K]", 1056.9 [2M+Na]’, 1034.9 [2M+H]', 795.8
[AM+H+K)/2]*, 555.9 [M+K]", 540.2 [M+Na]", 518.0 [M+H]", 474.2 [M-CO,+H]",
179.1 [Fmoc-CO,]".

3-(N-Fmoc)-Amino-3-(4-phthalimidoxymethylphenyl)-propionsiure (42)
Terephthaldialdehyd-mono-diethylacetal (10.0 g, 48.0 mmol) wurde in MeOH

(150 mL) gelost. Bei 0 °C wurde portionsweise NaBH, zugegeben (2.36 g, 62.4 mmol,

1.3 Aq.) und nach 20 h mit Eis (200 g) die Reaktion gequencht. Mit 2N HCI wurde

zuerst auf pH 2 und anschliefend sofort mit geséttigter wassriger Na,CO;-Losung auf
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pH 4 eingestellt. Die wéssrige Phase wurde mit Ethylacetat (5 x je 100 mL) extrahiert,
die vereinigten organischen Phasen mit gesattigter wéssriger NaCl-Losung gewaschen
und iiber MgSO, getrocknet. Entfernen des Losungsmittels im Vakuum ergab 4-
Hydroxymethylbenzaldehyd (38, 6.53 g, 100 %) als farbloses Ol.

CgHgO,: 136.15 g/mol

"H-NMR (250 MHz, DMSO-ds) & = 10.00 (s, 1H, CHO), 7.87 (d, J = 8.0 Hz, 2H,
ATC2_H), 7.53 (d, J = 8.0 Hz, 2H, ~'C*’-H), 4.80 (s, 2H, CH,-OH), 2.18 (br. s, 1H,
OH); HPLC (10-90 % in 30 min) R, = 9.4 min; EI-MS m/z 136 [M]".

38 (7.31 g, 53.7 mmol) wurde nach AAV 16 (Malonsidure-mono-tert-butylester)
tiber Nacht umgesetzt. Da die Aminosdure nicht ausfiel, wurde das Losungsmittel im
Vakuum entfernt, der Riickstand in H,O (100 mL) aufgenommen und mit geséttigter
wissriger Na,COs-Losung auf pH 9-10 eingestellt. Extraktion mit CH,Cl, (4 x
80 mL), Trocknen iiber MgSO, und Entfernen des Losungsmittels im Vakuum ergab
3-Amino-3-(4-hydroxymethylphenyl)-propionsédure-tert-butylester 39 (3.88 g, 29 %)
als gelbes Ol.

C14H,NOs5: 251.32 g/mol

"H-NMR (250 MHz, DMSO-ds) & = 7.28 (d, J = 8.0 Hz, 2H, *C*°-H), 7.21 (d, J =
8.0 Hz, 2H, “'C**-H), 5.06 (br. s, 1H, OH), 4.44 (s, 2H, CH,-OH), 2.43 (d, J= 6.3 Hz,
2H, CH,-CO), 1.81 (br. s, 2H, NH,); HPLC (10-90 % in 30 min) R; = 11.3 min; ESI-
MS m/z 252.1 [M+H]", 196.0 [M-/Bu+2H]".

Die Umsetzung von 39 (0.92 g, 3.66 mmol) nach AAV 17 und Reinigung durch
Flashchromatographie (Hexan:Ethylacetat 3:1 800 mL, 2:1 1200 mL, 1:1 600 mL)
ergab  3-(N-Fmoc)-Amino-3-(4-hydroxymethylphenyl)-propionsdure-zert-butylester
(40, 1.20 g, 69 %) als weillen Feststoft.

Cy9H3NOs: 473.56 g/mol

R; = 0.3 (Hexan:Ethylacetat 2:1); "TH-NMR (250 MHz, DMSO-d¢) & = 7.86 (d, J =
7.8 Hz, 3H, arom., NH), 7.65 (d, J = 7.5 Hz, 2H, arom.), 7.42-7.23 (m, 8H, arom.),
5.09 (t, J = 5.8 Hz, 1H, OH), 4.93-4.84 (m, 1H, NH-CH), 4.44 (d, J = 5.8 Hz, 2H,
CH,-OH), 4.29-4.23 (m, 3H, CH-CH,-0), 2.64-2.57 (m, 2H, CH,-CO), 1.30 (s, 9H,
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(CHs);); HPLC (10-90 % in 30 min) R, = 26.2 min; ESI-MS m/z 1202.8
[(GM+H+K)2]*, 9689  [2M+Na],  873.1  [2(M+But+H)+K],  857.1
[2(M+Bu+H)+Na]", 729.9 [(3M+H+K)2]*", 701.8 [(3M+2H)2]*", 474.0 [M+H]",
418.1 [M-Bu+2H]", 179.2 [Fmoc-CO,]".

Zu einer Losung aus 40 (1.20 g, 2.53 mmol), N-Hydroxyphthalimid (412 mg,
2.53 mmol) und Triphenylphosphin (662 mg, 2.53 mmol) in trockenem THF (10 mL)
bei 0 °C unter Argon wurde DIAD (0.5 mL, 2.53 mmol) iiber eine Spritze zugetropft
und die Reaktionsmischung iiber Nacht geriihrt. Entfernen des Ldésungsmittels im
Vakuum und Reinigung durch Flashchromatographie (Hexan:Ethylacetat 3:1 400mL,
2:1 1800 mL)  ergab  3-(N-Fmoc)-Amino-3-(4-phthalimidoxymethylphenyl)-
propionsdure-tert-butyl-ester (41, 1.55 g, 99 %) als weilen Feststoff.

C37H34N,07: 618.68 g/mol

R; = 0.1 (Hexan:Ethylacetat 2:1); '"H-NMR (250 MHz, DMSO-d,) & = 8.84 (s, 1H,
NH), 7.92-7.84 (m, 6H, arom.), 7.64 (d, J = 7.5 Hz, 2H, arom.) 7.45-7.27 (m, 8H,
arom.), 5.13 (s, 2H, CH,-O-N), 4.97-4.87 (m, 1H, NH-CH), 4.31-4.17 (m, 3H, CH-
CH,-0), 2.63 (d, J = 7.0 Hz, 2H, CH,-CO), 1.29 (s, 9H, (CH3)3); HPLC (10-90 % in
30 min) R, = 30.0 min; ESI-MS m/z 1258.8 [2M+Na]’, 1236.8 [2M+H]", 947.3
[BM+H+K)2]*", 657.1 [M+K]", 641.2 [M+Na]", 601.1 [M-Bu+K]",585.3 [M-
Bu+Na]", 563.1 [M-But+H]", 179.2 [Fmoc-CO,]".

Die Umsetzung von 41 (1.55 g, 2.51 mmol) nach AAV 11a (ohne TIPS) bei RT
ergab 3-(N-Fmoc)-Amino-3-(4-phthalimidoxymethylphenyl)-propionsiure (42, 1.41 g,
100 %) als weillen Feststoff.

C33Hp6N,07: 562.57 g/mol

"H-NMR (250 MHz, DMSO-d) & = 8.84 (s, 1H, NH), 7.94-7.84 (m, 6H, arom.),
7.65 (d, J = 7.3 Hz, 2H, arom.) 7.48-7.25 (m, 8H, arom.), 5.13 (s, 2H, CH,-O-N),
4.98-4.89 (m, 1H, NH-CH), 4.27-4.15 (m, 3H, CH-CH,-0), 2.76-2.60 (m, 2H, CH,-
CO); HPLC (10-90 % in 30 min) R, = 24.8 min; ESI-MS m/z 1163.1 [2M+K]’,
1147.1 [2M+Na]’, 1124.9 [2M+H]", 601.2 [M+K]", 585.3 [M+Na]’, 563.1 [M+H]",
179.2 [Fmoc-CO,]".
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N-Fmoc-Hydrazin (34)

Hydrazinoameisensaure-zert-butylester (5.0 g, 37.8 mmol) und DIPEA (7.9 mL,
45.4 mmol) wurden unter Argonatmosphére in trockenem THF (50 mL) gelost. Man
fligte portionsweise Fmoc-Cl (9.78 g, 37.8 mmol, 1 Aq.) hinzu und lieB den Ansatz
tiber Nacht bei RT rithren. Anschlieend trennte man den weillen Niederschlag ab und
entfernte das Losungsmittel im Vakuum Der Riickstand wurde einem 1:1 Gemisch
TFA:CH,Cl, (ca. 100 mL) gelost und fiir 30 min bei RT geriihrt. Danach wurde das
Losungsmittel vollstandig entfernt und der erhaltene Feststoff in Ethylacetat (200 mL)
aufgenommen, mit 10 %iger wissriger NaHCO;-Losung (3 x 100 mL) und gesattigter
wissriger NaCl-Losung (1 x 100 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde {iber
MgSO, getrocknet und im Vakuum bis zur Trockne einrotiert. Den Riickstand
lyophilisierte man aus Dioxan und erhielt 34 (8.2 g, 85 %) als weilen Feststoff.

C5H14N,0;: 254.28 g/mol

"H-NMR (250 MHz, DMSO-d¢) 8 = 8.34 (br. s, 1H, H,N-NH), 7.88 (d, J =

7.4 Hz, 2H, "™°C-H), 7.69 (d, J = 7.2 Hz, 2H, "™°C-H), 7.41 (t, J = 7.1 Hz, 2H,

Fmoec_pyy, 7.32 (t, J = 7.4 Hz, 2H, "™*°C-H), 4.32-4.15 (m, 3H, CH-CH,), 4.07 (br.

s, 2H, H,N-NH); HPLC (10-90 % in 30 min) R; = 16.1 min; ESI-MS m/z 357.8

[M-2H+2H,0+3Na]", 338.3 [M-2H+H,0+3Na]’, 317.2 [M-H+H,0+2Na],

179.2 [M-CO,-N,H;]".

5-(9H-Fluoren-9-ylmethoxy)-3H-[1,3,4]oxadiazol-2-on (46)"*°!

Eine Suspension von Fmoc-Hydrazin (34, 0.995 g, 3.91 mmol) in CH,Cl, (40 mL)
und gesattigter wissriger NaHCO;-Losung (40 mL) wurde im Eisbad auf 0 °C gekiihlt
und 5 min heftig geriihrt. Danach belieB man die Reaktionsmischung 5 min ohne
Riihren, spritzte zur organischen (unteren) Phase Phosgen (1.9 M in Toluol, 6.3 mL,
11.7 mmol, 3 Aq.) und begann unmittelbar nach der Zugabe die Reaktionsmischung
wieder zu rithren. Nach 10 min wurde das Reaktionsgemisch mit H,O (15 mL) und
CH,Cl, (15 mL) versetzt. AnschlieBend wurden die Phasen getrennt, die wissrige
Phase mit CH,Cl, (2 x 40 mL) extrahiert und die vereinigten organischen Phasen iiber
Na,SO, getrocknet. Entfernen des Losungsmittels im Vakuum ergab 46 (1.03 g, 94 %)

als farblosen Feststoff.
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Ci6H12N,05: 280.28 g/mol

"H-NMR (250 MHz, CDCl;) & = 8.00 (br. s, 1H, NH), 7.75 (d, J = 7.4 Hz, 2H,
Fmecc_), 7.58 (d, J = 7.9 Hz, 2H, "™°C-H), 7.45 (t, J = 7.4 Hz, 2H, "™°C-H),
7.35 (t, J = 7.5 Hz, 2H, "™C-H), 4.49 (d, J = 7.2 Hz, 2H, CH-CH,), 4.36 (t, J =
7.3 Hz, 1H, CH-CH,); ®C-NMR (62.5 MHz, CDCl3) & = 156.1, 152.5, 142.4,
141.3, 128.2, 127.3, 125.1, 120.2, 72.9, 46.2; IR (KBr) v = 3300s, 1780s, 1650s,
1451m, 1426m, 1347m, 1224m, 918m, 758w, 740m cm’".

9.4.2 RGD-Mimetika

HN. N §
2 e N COOH
NH H o

OH

5-|N’-(3-Guanidinobenzoyl)-hydrazino|-3-(3-iod-4-hydroxyphenyl)-5-
oxopentansiure (211)

Mit 5-[N’-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-hydrazino]-5-oxo-3-(4-methoxy-
phenyl)-pentansidure belegtes TCP-Harz (2.5 g, 0.50 mmol/g, 1.26 mmol) ergab nach
AAV 5, 24 (35), 28, 8a, 11a und Lyophilisieren den Methylether (Rohprodukt 590
mg). Zu der Suspension des Methylethers in trockenem CH,Cl, (25 mL) wurde bei —
78 °C eine BBr;-Losung (1M Losung in CH,Cl,, 20 mL, 16 Aq.) langsam zugetropft
und weitere 7 h bei —78 °C geriihrt. Man lief die Reaktionsmischung langsam auftauen
und beendete die Reaktion nach 16 h durch Zugabe von H,O (100 mL). Die
organische Phase wurde mit H,O gewaschen (2 x je 20 mL). Die vereinigten wéssrigen
Phasen wurden mit 1N NaOH neutralisiert und lyophilisiert (155 mg). Die HPLC-
Reinigung (B, 10-50 % in 30 min) und Lyophilisieren ergab das TFA-Salz von 21 (45
mg, 7 %) als weilen Feststoff.

C19HpNsOs*TFA: 399.40*%114.02 g/mol

"H-NMR (250 MHz, CDCl;) & = 12.05 (br. s, 1H, COOH), 10.32 (s, 1H, NH-NH-
CO-CH,), 9.92 (s, 1H, NH-A'C®"), 9.83 (s, 1H, NH-NH-CO-CH,), 9.18 (s, 1H, OH),
7.76 (d, J = 7.8 Hz, 1H, ~'C®-H), 7.70 (s, 1H, ~'C*H), 7.49-7.57 (m, SH, “*N,H,),
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7.41 (d, J = 8.0 Hz, 1H, “'C*-H), 7.04 (d, J = 8.5 Hz, 2H, "™™C**-H), 6.65 (d, J = 8.5
Hz, 2H, "™ C*’-H), 3.45-3.36 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 2.71 (dd, J = 5.3/15.5 Hz, 1H,
HCH-CH-CH,), 2.40-2.51 (m, 3H, HCH-CH-CH,); HPLC (10-90 % in 30 min) R, =
6.4 min; ESI-MS m/z 1236.3 [3M+K]", 1198.1 [3M+H]", 837.2 [2M+K]", 821.2
[2M+Na]", 799.1 [2M+H]", 438.2 [M+K]", 422.1 [M+Na]", 400.2 [M+H]".

IPy,BF; (56 mg, 150 umol, 1.5 Aq.) wurde unter Argon und LichtausschluB in
trockenem CH,Cl, (1.5 mL) gelost und 21 (40 mg, 100 umol Rohprodukt) zugegeben.
AnschlieBend wurde TFA (165 pL) in trockenem CH,Cl, (150 pL) zu dem
Reaktionsgemisch getropft und 15 min geriihrt. Entfernen des Losungsmittels im
Vakuum, HPLC-Reinigung (C, 10-30 % in 30 min) und Lyophilisieren ergab das
TFA-Salz von 211 (3 mg, 5 % vom Rohprodukt) als weillen Feststoft.

C19H50IN5sO5*TFA: 525.30*%114.02 g/mol

"H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & = 12.01 (br. s, 1H, COOH), 10.32 (s, 1H, NH-
NH-CO-CH,), 10.10 (s, 1H, NH-""C), 9.92 (s, 1H, NH-NH-CO-CH,), 7.74 (d, J= 7.9
Hz, 1H, “C°-H), 7.69 (t, J = 1.8 Hz, 1H, *'C*-H), 7.55-7.52 (m, 6H, *'C’-H, ““N,H,,
PheC2.H), 7.40 (d, J= 7.9 Hz, 1H, 'C*-H), 7.09 (dd, J = 2.1/8.6 Hz, 1H, "™C°-H), 6.78
(d, J = 8.6 Hz, 1H, ™C%-H), 3.42-3.35 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 2.67 (dd, J = 5.6/15.6
Hz, 1H, HCH-CH-CH,), 2.53-2.41 (m, 3H, HCH-CH-CH,); HPLC (5-40 % in 30
min) R, = 16.5 min; ESI-MS m/z 875.5 [2M-H+2K]", 859.5 [2M-H-+Na+K]", 837.4
[2M+K]", 821.3 [2M+Na]’, 799.3 [2M+H]", 438.3 [M+K]", 422.3 [M+Na]’, 400.3
[M+H]".

5-IN’-(3-Guanidinobenzoyl)-hydrazino]-3-[/NV-(4-fluorbenzoyl)-amino]-5-
oxopentansiure (22F)

0.2 g TCP-Harz wurde nach AAV 1 mit 30 (0.24 mmol) belegt. Die Umsetzung des
belegten Harzes (270 mg, 0.60 mmol/g) nach AAV 5, 24 (35), 28, 11a, HPLC-
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Reinigung (C, 17-26 % in 15 min) und Lyophilisieren ergab das TFA-Salz von 22F
(22.2 mg, 25 %) als weillen Feststoft.

CaoH2 FNgOs*TFA: 444.42%114.02 g/mol

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢) 8 = 12.19 (s, 1H, COOH), 10.40 (s, 1H, NH-NH-
CO-CH,), 10.03 (s, 1H, NH-NH-CO-CH,), 9.70 (br. s, 1H, NH-""C), 8.39 (d, J = 8.2
Hz, 1H, CO-NH-CH), 7.90-7.87 (m, 2H, ®*C*°-H), 7.78 (d, J = 8.0 Hz, 1H, *'C°®-H),
7.71 (s, 1H, 'C*-H), 7.55 (t, J= 8.0 Hz, 1H, 'C°-H), 7.48-7.44 (m, 4H, N, H,), 7.42
(d, J = 8.0 Hz, 1H, “'C*-H), 7.31-7.28 (m, 2H, ®*C*-H), 4.66-4.58 (m, 1H, CH,-CH-
CH,), 2.68-2.58 (m, 4H, CH,-CH-CH,); HPLC (10-90 % in 30 min) R; = 9.2 min;
ESI-MS m/z 927.1 [2M+K]", 911.0 [2M+Na]", 888.9 [2M+H]", 467.2 [M+Na]", 445.1
[M+H]".

0]

H H
H,N_ N N
T N Yoo
NH O NH,

5-[NV’-(3-Guanidinobenzoyl)-hydrazino]-3-amino-5-oxopentansiaure (22)

0.2 g TCP-Harz wurde nach AAV 1 mit 31 (0.24 mmol) belegt. Die Umsetzung des
belegten Harzes (270 mg, 0.53 mmol/g) nach AAV 5, 24 (35), 28, 9, 14, HPLC-
Reinigung (C, ODS-AQ; 5-40 % in 30 min) und Lyophilisieren ergab das TFA-Salz
von 22 (18.9 mg, 24 %) als farblosen Feststoff.

Ci3HgNgO4*TFA: 322.32%228.05 g/mol

"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & = 12.23 (s, 1H, COOH), 10.40 (s, 1H, NH-NH-
CO-CH,), 10.03 (s, 1H, NH-NH-CO-CH,), 9.70 (br. s, 1H, NH-""C), 7.78 (d, J = 8.0
Hz, 1H, ~'C°-H), 7.71 (s, 1H, 'C*-H), 7.55 (t, J = 8.0 Hz, 1H, ~'C>-H), 7.48-7.44 (m,
4H, “**N,H,), 7.42 (d, J = 8.0 Hz, 1H, “'C*-H), 3.42-3.30 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 2.62-
2.30 (m, 4H, CH,-CH-CH,); HPLC (5-60 % in 30 min) R; = 5.0 min; ESI-MS m/z
1004.9 [3M+K]", 966.9 [3M+H]", 721.1 [2M-H+2K]", 705.1 [2M-H+Na+K]", 683.1
[2M+K]", 667.1 [2M+Na]’, 645.0 [2M+H]", 361.0 [M+K]", 345.1 [M+Na]’, 323.1
[M+H]".
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HN_ N N__N
2 hil N COOH
H
NH o)

NH,

o
3-{N-[N"-(3-Guanidinobenzoyl)-hydrazino|-carbonyl}-amino-3-(4-aminooxy-
methylphenyl)-propionsiure (23)

0.4 g TCP-Harz wurden nach AAV 1 mit 42 (284 mg, 0.50 mmol, 1.4 Aq.) belegt.
Die weitere Umsetzung des Harzes (0.60 mmol/g) nach AAV 5, 23, 24 (35), 28 und 9a
ergab 47 (Rohausbeute 195 mg, 84 %) als hellgelben Feststoff. Die Entschiitzung in
trockenem Methanol (2.5 mL) unter Zugabe von Hydrazin Hydrat (500 pL) in 2 h,
anschlieBende HPLC-Reinigung (C, 5-25 % in 30 min) und Lyophilisieren ergab das
TFA-Salz von 23 (47.6 mg, 30 %) als weillen Feststoft.

C19Hp3N;05*TFA: 429.43*228.05 g/mol

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & = 12.26 (br. s, 1H, COOH), 10.19 (s, 1H, NH-
NH-CO-NH), 9.68 (s, 1H, NH-""C), 8.10 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 7.77 (d, J = 7.7
Hz, 1H, ~'C°-H), 7.69 (s, 1H, 'C*-H), 7.53 (t, J = 7.7 Hz, 1H, M'C*-H), 7.42-7.39 (m,
5H, “*N,H,, *'C*-H), 7.35 (d, J = 8.1 Hz, 2H, ™C**-H), 7.30 (d, J = 8.1 Hz, 2H,
Phec33fp), 7.01 (d, J = 8.5 Hz, 1H, NH-CH), 5.10-5.06 (m, 1H, NH-CH), 4.76-4.73
(m, 2H, CH,-CO-NH,), 2.77-2.67 (m, 2H, NH-CH-CH,); HPLC (5-90 % in 30 min)
R, = 7.1 min; ESI-MS m/z 1326.0 [3M+K]", 1288.2 [3M+H]", 919.3 [2M-H+Na+K]",
897.3 [2M+K]", 881.3 [2M+Na]', 859.2 [2M+H]", 468.3 [M+K]", 452.3 [M+Na]’,
430.0 [M+H]".
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HN_ N 1 8
2 hil N COOH
H
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F
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3-{N-[N’-(3-Guanidinobenzoyl)-hydrazino]|-carbonyl}-amino-3-{4-[methyl-(4-
fluorbenzaldehydoxim)]-phenyl}-propionsaure (23F)

Konjugation von 23 (1.0 mg, 1.5 umol) nach AAV 15 ergab das TFA-Salz von 23F
(0.8 mg, 81 %) als farblosen Feststoff.

Co6H6FN,O5*TFA: 535.53*114.02 g/mol

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & = 12.21 (br. s, 1H, COOH), 10.21 (s, 1H, NH-
NH-CO-NH), 9.71 (s, 1H, NH-""C), 8.28 (s, 1H, N-CH-""C), 8.06 (s, 1H, NH-NH-CO-
NH), 7.73 (br. s, 3H, “*N,H;), 7.66-7.63 (m, 4H, P*C*°-H, A'C*°-H), 7.45 (t, J = 7.2
Hz, 1H, ~'C’-H), 7.33-7.27 (m, 5H, "™C*>*"°-H), 7.23 (t, J = 8.9 Hz, 2H, ®*C*-H),
7.19 (d, J = 8.6 Hz, 1H, NH-CH), 5.10 (s, 1H, "™C-CH,-0), 4.96-4.92 (m, 1H, NH-
CH), 2.63-2.55 (m, 2H, NH-CH-CH,); HPLC (5-90 % in 30 min) R, = 18.1 min; ESI-
MS m/z 1071.1 [2M+H]", 536.2 [M+H]".

9.5 Synthese von RGD-Mimetika fiir die Tumortherapie
9.5.1 Synthese der Bausteine

3-(N-Fmoc)-Amino-3-(4-chlorphenyl)-propionsiure (51)

4-Chlorbenzaldehyd (4.22 g, 30 mmol) wurde nach AAV 16 umgesetzt und ergab
3-Amino-3-(4-chlorphenyl)-propionsiure (4.73 g, 79 %) als wei3en Feststoff.

CoH,(CINO;: 199.63 g/mol

"H-NMR (250 MHz, D,0): & = 7.49-7.33 (m, 4H, "™C-H), 4.60 (t, J = 8.1 Hz, 1H,
NH,-CH), 3.54 (d, J = 8.4 Hz, 1H, CH-CH,), 2.80 (d, J = 8.1 Hz, 1H, CH-CH,),
HPLC (10-80 % in 30 min) R, = 9.8 min; ESI-MS m/z 235.9 [M*’“+H]", 233.9
[M*“+HT", 176.9 [M*"“-CH,COOH+H]", 174.9 [M**“'-CH,COOH+H]".
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3-Amino-3-(4-chlor)-phenylpropionsaure (1.00 g, 5.0 mmol) wurde nach AAV 17
innerhalb von 25 h umgesetzt und ergab 51 (1.93 g, 91 %) als weillen Feststoff.
Cy4H,(CINO,: 421.87 g/mol
R; = 0.6 (Hexan/Ethylacetat/HOAc 1:2:0.1); "H-NMR (250 MHz, DMSO-d¢) & =
12.30 (br. s, 1H, COOH), 7.93 (d, /= 7.4 Hz, 1H, NH), 7.88 (d, J= 7.5 Hz, 2H,
Fmecc ), 7.67 (d, J = 7.5 Hz, 2H, F™°C-H), 7.38-7.21 (m, 8H, ™" C-H), 4.91
(dt, 1H, NH-CH), 4.26-4.12 (m, 3H, CH-CH,-0), 2.76-2.56 (m, 2H, CH,-CO);
HPLC (30-80 % in 30 min) R, = 25.4 min; ESI-MS m/z 882.9 [2M*"“+K]",
880.8 [2M*“+K]", 866.8 [2M>"“+Na]", 864.8 [2M*“'+Na]’, 421.8 [M**“+H]".

3-(N-Fmoc)-Amino-3-(3,5-dichlorphenyl)-propionséure (52)
3,5-Dichlorbenzaldehyd (5.04 g, 28.8 mmol) wurde nach AAV 16 umgesetzt und
ergab 3-Amino-3-(3,5-dichlorphenyl)-propionsdure (3.08 g, 46 %) als weilen
Feststoff.
CoHyC1,NO;: 234.08 g/mol
"H-NMR (250 MHz, DMSO-d¢) & = 7.49 (s, 3H, ™C-H), 4.23 (m, 1H, NH,-
CH), 2.42 (d, J= 7.1 Hz, 2H, CH-CH,); HPLC (10-90 % in 30 min) R, = 11.3
min; ESI-MS m/z 2359 [MY““4H]", 233.9 [M¥4H]", 1769 [M*“-
CH,COOH+H]", 174.9 [M**“'.CH,COOH+H]".

3-Amino-3-(3,5-dichlor)-phenylpropionsdure (614 mg, 2.62 mmol) wurde mit
Fmoc-Cl (679 mg, 2.62 mmol, 1 Aq.) nach AAV 17 innerhalb von 16 h umgesetzt und
ergab 52 (1.04 g, 88 %) als weillen Feststoff.

Cy4H19CILNOy: 456.32 g/mol

R = 0.7 (Hexan:Ethylacetat: HOAc 1:2:0.1); "H-NMR (250 MHz, DMSO-dg) 6 =

12.35 (br. s, IH, COOH), 7.98 (d, J= 7.5 Hz, 1H, NH), 7.88 (d, J = 7.4 Hz, 2H,

Fmocc ), 7.64 (d, J = 7.5 Hz, 2H, F™°C-H), 7.50-7.28 (m, 7H, ™" C-H), 4.90

(dt, 1H, NH-CH), 4.28 (d, J = 6.2 Hz, 2H, CH-CH,-0), 4.19 (dd, 1H, CH-

CH,-0), 2.76-2.56 (m, 2H, CH,-CO); HPLC (30-80 % in 30 min) R; = 26.7 min;

ESI-MS m/z 14057 [MP'CI+2MPCI+K]", 951.0 [2M*""35CL4KT*, 949.0
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[2M*4Na]’,  534.8  [MPCHHO-H+Na+K]', 458.1 [M7CH4H]',  456.1
[M35CI+H]+

5-IN’-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-hydrazino]-5-0x0-3-(4-chlorphenyl)-
pentansiaure (53)
4-Chlorbenzaldehyd (7.03 g, 50 mmol) wurde nach19 unter Argon innerhalb von 5
d umgesetzt und ergab 2,4-Bisaceto-3-(4-chlor)-phenylglutarsdure-diethylester, der
sofort zu 3-(4-Chlor)-phenylglutarsdure (4.81 g, 58 %), einen weillen Feststoff,
verseift wurde.
C11H;,ClOy: 242.66 g/mol
"H-NMR (250 MHz, DMSO-dg) & = 12.06 (br. s, 2H, COOH), 7.41-7.24 (m, 4H,
PheC-H), 3.44-3.27 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 2.64 (dd, J= 6.2 Hz/15.8 Hz, 2H, CH-
(HCH),), 2.50 (dd, J = 8.8 Hz/15.6 Hz, 2H, CH-(HCH),); HPLC (10-90 % in 30
min) R, = 15.6 min; ESI-MS m/z 12183 [SM*C7D2GCD1oHT" 1036.9
[4AM*“+3Na]", 265.0 [M*“+Na]".

3-(4-Chlor)-phenylglutarsidure (4.81 g, 19.8 mmol) wurde mit Essigsdureanhydrid
(7.5 mL, 79.2 mmol, 4 Aq.) nach AAV 20 bei 140 °C 10 min umgesetzt und ergab 3-
(4-Chlorphenyl)-glutarsdaureanhydrid (3.51 g, 65 %) als weille Nadeln.

C11HyCl10O;: 224.64 g/mol

R; = 0.8 (Hexan:Ethylacetat: HOAc 1:1:0.1); "H-NMR (250 MHz, CDCly) 6 =

7.43 (d, J = 8.5 Hz, 2H, ™C*%), 7.32 (d, J = 8.5 Hz, 2H, "™C*%), 3.61-3.55 (m,

1H, CH,-CH-CH,), 3.09-2.90 (m, 4H, CH,-CH-CH,); HPLC (10-90 % in 30

min) R, = 22.5 min; ESI-MS m/z 265.2 [M+H,0+Na]".

3-(4-Chlor)-phenylglutarsdureanhydrid (674 mg, 3.0 mmol) wurde nach AAV 21
mit Fmoc-Hydrazin (34) (763 mg, 3.0 mmol) innerhalb von 48 h umgesetzt und ergab
53 (1.51 g, 100 %) als farbloses Ol.

Cy6Hp3CIN,Os: 478.92 g/mol

R;= 0.1 (Hexan:Ethylacetat: HOAc 1:1:0.1); "H-NMR (250 MHz, DMSO-d¢) & =

12.43 (br. s, 1H, COOH), 9.74 (s, 1H, NH), 9.08 (s, 1H, NH), 7.86 (d, J= 7.5 Hz,

2H, arom.), 7.68 (d, J = 7.5 Hz, 2H, arom.), 7.39-7.10 (m, 8H, arom.), 4.26-4.11
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(m, 3H, CH-CH,-0), 3.52-3.41 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 2.62-2.33 (m, 4H, CH,-
CH-CH,); HPLC (10-60 % in 30 min) R, = 31.0 min; ESI-MS m/ 978.9
[2M*“4+Na]", 957.1 [2M**““+H]", 479.0 [M*“'+H]".

5-[N’-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-hydrazino]-5-ox0-3-(3,5-dichlor)-
phenylpentansiure (54)

3,5-Dichlorbenzaldehyd (5.0 g, 28.6 mmol) wurde nach AAV 19 unter Argon
innerhalb von 5 d umgesetzt. Umkristallisieren aus der 2-fachen Menge Ethanol (70
mL, aufgrund schlechter Loslichkeit) ergab 2,4-Bisaceto-3-(3,5-dichlor)-phenylglutar-
sdurediethylester, der sofort zu 3-(3,5-Dichlorphenyl)-glutarsaure (5.46 g, 93 %), einen
weillen Feststoff, verseift wurde.

C11HoC1,04: 277.10 g/mol

"H-NMR (250 MHz, DMSO-d¢) & = 12.02 (br. s, 2H, COOH), 7.41 (s, 1H, ™C*-

H), 7.35 (s, 2H, "™ C*°-H), 3.43-3.39 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 2.65-2.51 (m, 4H,

CH,-CH-CH,); HPLC (10-90 % in 30 min) R, = 17.1 min; ESI-MS m/z 595.0

RMYCLK], 5910 [MBBCLKY 5770 [2MPCCLUNGT,  575.1

[2M35CH3CL N ]

3-(3,5-Dichlor)-phenylglutarsdure (4.23 g, 15.3 mmol) wurde mit Essigsdure-
anhydrid (5.8 mL, 61.2 mmol, 4 Aq.) nach AAV 20 bei 140 °C 10 min umgesetzt und
ergab 3-(3,5-Dichlorphenyl)-glutarsdureanhydrid (2.90 g, 65 %) als weille Kristalle.

C,1HgCl1,05: 259.08 g/mol

R = 0.8 (Hexan:Ethylacetat:HOAc 1:1:0.1); "H-NMR (250 MHz, CDCl) o =

7.53 (s, 1H, ™™C*-H), 7.40 (s, 2H, "™ C*®-H), 3.64-3.58 (m, 1H, CH,-CH-CH,),

3.13-2.94 (m, 4H, CH,-CH-CH,); HPLC (10-90 % in 30 min) R, = 23.9 min;

ESI-MS m/z 299.1 [M+H,0+Na]".

3-(3,5-Dichlor)-phenylglutarsdureanhydrid (777 mg, 3.0 mmol) wurde nach AAV
21 mit Fmoc-Hydrazin (34) (763 mg, 3.0 mmol) innerhalb von 10 h umgesetzt und
ergab 54 (1.62 g, 100 %) als farbloses Ol.

Cy6H2,CIL,N,Os: 513.37 g/mol
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R, = 0.2 (Hexan:Ethylacetat: HOAc 1:1:0.1); "H-NMR (250 MHz, DMSO-dg) & =
9.69 (s, 1H, NH), 9.11 (s, 1H, NH), 7.82 (d, J = 7.5 Hz, 2H, "™*°C-H), 7.70 (d, J
= 7.5 Hz, 2H, "™*C-H), 7.48-7.21 (m, 7H, ™™ C-H), 4.36-4.13 (m, 3H, CH-
CH»-0), 3.52-3.36 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 2.72-2.25 (m, 4H, CH,-CH-CH,);
HPLC (10-90 % in 30 min) R, = 23.6 min; ESI-MS m/z 535.1 [M+Na]", 513.0
[M+H].

3-N-(tert-Butyloxycarbonyl)-aminomethylphenylessigsiureethylester (105)

1,3-Phenyldiacetonitril (6.25 g, 40 mmol) wurden unter Zusatz von 33 %iger
Schwefelsdure (65 mL) 2 h unter Riickflu zum Sieden erhitzt. Der ausgefallene weil3e
Feststoff wurde abfiltriert, mit H,O gewaschen und ergab nach Trocknen im
Hochvakuum 102 (7.46 g, 94 %).

Ci0H1004: 194.18 g/mol

Smp. 173 °C; "H-NMR (250 MHz, DMSO-dg) & = 12.25 (br. s, 2H, COOH), 7.25-
7.14 (m, 3H, arom.), 3.55 (s, 4H, CH,); HPLC (10-90 % in 30 min) R;=11.2 min.

102 (7.31 g, 38 mmol) wurde unter Zusatz von katalytischen Mengen konz.
Schwefelsdure (0.8 mL) in abs. Ethanol (22 mL) 8 h unter Riickfluss gekocht. Nach
dem Entfernen des Losemittels im Vakuum wurde der Riickstand in Eiswasser (150
mL) aufgenommen und die organische Phase abgetrennt. Die wissrige Phase wurde
zusitzlich mit Et,0O (4 x 50 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden zuerst mit einer geséttigter Na,CO3-Losung und anschliefend mit gesittigter
NaCl-Losung gewaschen, iiber MgSO, getrocknet und Einengen im Vakuum bis zur
Trockene ergab 103 (8.28 g, 87 %) als hellgelbes Ol.

Ci14H304: 250.29 g/mol

"H-NMR (250 MHz, DMSO-dg) 8 = 7.24-7.14 (m, 4H, arom.), 4.10 (q, J = 7.1 Hz,
4H, O-CH,-CHj3), 3.65 (s, 4H, ~'C-CH,), 1.25 (t, J= 7.1 Hz, 6H, O-CH,-CH;); HPLC
(10-90 % in 30 min) R, =22.8 min.

102 (5.0 g, 20 mmol) und 103 (6.6 g, 34 mmol) wurden in EtOH (1.6 mL), konz.
HCI (1 mL) und Di-zn-butylether (9 mL) 22 h unter Riickflul gekocht. Die abgekiihlte
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Losung wurde mit Toluol (10 mL) versetzt, wodurch nicht umgesetzte 3-
Phenyldiessigsdure ausfiel, welche durch Filtration abgetrennt wurde und zweimal mit
10 mL Toluol gewaschen und im Hochvakuum getrocknet wurde. Die Toluolphase
wurde mit geséttigter NaHCO3-Losung und anschlieBend mit geséttigter NaCl-Losung
gewaschen, tiber MgSO, getrocknet und Einengen im Vakuum bis zur Trockene ergab
1,3-Phenyldiessigsdureethylester. Ansduern der wassrigen Phase mit 10 %iger HCI auf
pH 2, Extrahieren mit Diethylether, Trocknen iiber MgSO, und Einengen im Vakuum
bis zur Trockene ergab 104 (3.64 g, 82 %) als gelbes Ol.

C,H404: 222.24 g/mol

'"H-NMR (250 MHz, DMSO-dg) 8 = 12.20 (br. s, 1H, COOH), 7.23-7.12 (m, 4H,
Phec2456_11), 4.10 (q, J = 7.1 Hz, 2H, O-CH,-CHj), 3.65 (s, 4H, "™C-CH,), 1.25 (t, J =
7.1 Hz, 3H, O-CH,-CH3); HPLC (10-90 % in 30 min) R, = 16.5 min.

104 (2.60 g, 11.71 mmol) wurde in trockenem Toluol (11 mL) unter Zugabe von
Triethylamin (1 Agq., 1.63 mL, 11.71 mmol) und DPPA (1 Aq., 2.52 mL, 11.71 mmol)
45 min bei 100 °C refluxiert, wobei ein Stickstoffentwicklung erfolgte. Die
Reaktionsmischung liel man auf 60 °C abkiihlen und gab trockenes ters-Butanol (5
Aq., 5.6 mL, 58.51 mmol) in trockenem Toluol zu. Die Lésung wurde weitere 20 h bei
115 °C refluxiert. Nach Zugabe von Toluol (28 mL) wurde mit gesittigter NaHCO;-
Losung, 10 %iger Zitronensdure und geséttigter NaCl-Losung gewaschen, liber
MgSO, getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Man erhielt 105 (3.14
g, 91 %) als gelbes OL.

C16H23NOy: 293.36 g/mol

"H-NMR (250 MHz, CDCl;) & = 7.33-7.16 (m, 4H, "™C**>°-H), 5.17 (br. s, 1H,
NH), 4.33 (d, J=5.8 Hz, 2H, NH-CH,), 4.11 (q, J= 7.0 Hz, 2H, O-CH,-CH3), 3.56 (s,
2H, ™ C-CH,), 1.43 (s, 9H, C(CH,);), 1.22 (t, J = 7.0 Hz, 3H, O-CH,-CH;); HPLC
(10-90 % in 30 min) R =23.2 min.

3-(N-Fmoc)-Aminomethylbenzoesiure modifiziert nach Jackson et al.”*®
3-Cyanobenzoesiure (4.22 g, 28.7 mmol) wurde in Ethanol (95 mL) bei 50 °C unter
Riihren gelost. Nach Zugabe von 5 % Pd/C (0.45 g) wurde die Suspension 2 d bei
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35 °C unter Wasserstoffatmosphére bei Normaldruck stark geriihrt. Der Katalysator
wurde durch Filtration iiber Celite abgetrennt und mit H,O gewaschen. Einengen des
Filtrats im Vakuum und Lyophilisieren aus H,O (50 mL) ergaben 3-(Aminomethyl)-
benzoesiure (3.82 g, 88 %) als farbloses Ol.

CsHgNO;: 151.16 g/mol

"H-NMR (250 MHz, DMSO-d¢) & = 12.59 (s, 1H, COOH), 8.49 (s, 2H, NH,), 8.08
(s, 1H, P*C*H), 7.81 (d, J = 7.4 Hz, 1H, ®*C°®-H), 7.72 (d, J = 8.0 Hz, 1H, **C*-H),
7.40 (dd, J = 7.6 Hz, 1H, ®"C°-H), 3.96 (s, 2H, CH,); HPLC (10-90 % in 30 min) R, =

5.6 min.

3-Aminomethylbenzoesdure (3.82 g, 25.3 mmol) wurde nach AAV 17 innerhalb
von 20 h mit Fmoc-Cl ( 6.54 g, 25.3 mmol) umgesetzt. Reinigung mittels
Flashchromatographie (Hexan:Ethylacetat 5:1) ergab 3-(N-Fmoc)-
Aminomethylbenzoesédure (6.32 g, 67 %) als farblosen Feststoff.

Cy3H19NO4: 373.40 g/mol

R = 0.6 (Hexan:Ethylacetat 1:1); "H-NMR (250 MHz, DMSO-dg) 6 = 7.92-7.80
(m, 1H, arom.), 7.67 (d, J = 7.2 Hz, 2H, arom.), 7.44-7.28 (m, 6H, arom., NH), 4.33
(d, J= 6.9 Hz, 2H, CH,-CH), 4.27-4.18 (m, 3H, CH,-CH, CH,-""C); HPLC (10-90 %
in 30 min) R, = 23.5 min; ESI-MS m/z 1158.4 [3M+K]', 1142.5 [3M+Na]’, 785.4
[2M+K]", 769.2 [2M+Na]’, 747.2 [2M+H]", 396.3 [M+Na]’, 374.2 [M+H]", 179.2
[Fmoc-CO,]".

2-(N-Fmoc)-(3-Aminophenyl)-essigsiure

Die Umsetzung von 2-(3-Aminophenyl)-essigsdure (1.51 g, 10 mmol) nach AAV
17 und Umkristallisieren aus einem Hexan/Ethylacetat-Gemisch ergab 2-(N-Fmoc)-(3-
Aminophenyl)-essigsdure (3.17g, 85 %) als weilen Feststoff.

Cy3Hp9NOy4: 373.40 g/mol

"H-NMR (250 MHz, DMSO-d¢) & = 12.30 (br. s, 1H, COOH), 9.70 (s, 1H, NH),
7.89 (d, J = 7.0 Hz, 2H, arom.), 7.75 (d, J = 7.3 Hz, 2H, arom.), 7.48-7.26 (m, 6H,
arom.), 7.19 (t, /= 7.8 Hz, 1H, arom.), 6.89 (d, /= 7.5 Hz, 1H, arom.), 4.45 (d, /= 6.8
Hz, 2H, CH,-CH), 4.30 (t, J = 6.8 Hz, 1H, CH,-CH), 3.49 (s, 2H, CH,-COOH);
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HPLC (10-90 % in 30 min) R, = 25.0 min; ESI-MS m/z 784.9 [2M+K]", 769.0
[2M+Na]’, 412.1 [M+K]", 396.1 [M+Na]", 373.9 [M+H]", 179.2 [Fmoc-CO,]".

5-[N-(4-Methylpyridin-2-yl)-amino]-pentansiure

5-Brompentansadureethylester (31.36 g, 12 mL, 150 mmol) wurden zusammen mit
2-Amino-4-methylpyridin (32.44 g, 300 mmol, 2 Aq.) unter Riihren 16 h auf 100 °C
erhitzt. Nach Abkiihlung auf RT wurde die Reaktionsmischung mit gesattigter
NaHCO;-Losung (100 mL) versetzt und mit Et;O (5 x 50 mL) extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden iiber Na,SO, getrocknet. Entfernen des
Loungsmittels im Vakuum ergab ein gelbes Ol als Rohprodukt (24 g). Reinigung
mittels Flashchromatographie ergab das Produkt 5-[ N-(4-Methylpyridin-2-yl)-amino]-
pentansdureethylester (6.30 g, 19 %) als weillen Feststoff.

C13H20N,0,: 236.31 g/mol

R = 0.5 (Hexan:Ethylacetat 1:10); "H-NMR (250 MHz, DMSO-dg) 6 = 7.78 (d,

J=152Hz, IH, NH), 6.28-6.25 (m, 2H, C>-H und ™ C°-H), 6.22 (s, 1H, "C*-H),

4.02 (q,J="7.1 Hz, 2H, O-CH,-CH,), 3.18 (dt, /= 6.6 Hz, 2H, NH-CH,), 2.29 (t,

J = 7.2 Hz, 2H, CH,-CH,-CO), 2.10 (s, 3H, "C-CH;), 1.62-1.42 (m, 4H, CH,-

CH,-CH,-CH,) 1.15 (t, J = 7.1 Hz, 3H, O-CH,-CH;); HPLC (10-60 % in 30

min) R, = 14.8 min; ESI-MS m/z 237.1 [M+H]", 191.1 [M-OEt]".

5-[N-(4-Methylpyridin-2-yl)-amino]-pentansdureethylester (6.30 g, 26.7 mmol)
wurde in MeOH (8 mL) gelost und 20 h bei Raumtemperatur mit 2N wéssriger NaOH
(16 mL, 32 mmol, 1.2 Aq.) behandelt. AnschlieBend wurde die Reaktionsmischung im
Vakuum eingeengt und mit 1N HCI auf pH 4.5 eingestellt, so dass das Produkt ausfiel.
Die Kiristallisation der Mischung wurde {iber Nacht im Kiihlschrank vervollstandigt.
Abfiltrieren des Niederschlags, Waschen mit H;O (5 mL) und Trocknen im Vakuum
ergab 5-[N-(4-Methylpyridin-2-yl)-amino]-pentansiure (4.47 g, 81 %) als gelblichen
Feststoff.

C11H6N,0,: 208.26 g/mol

"H-NMR (250 MHz, DMSO-d¢) 8 = 7.79 (d, J = 5.2 Hz, 1H, NH), 6.30-6.26 (m,

2H, PC°-H und ™ C°-H), 6.22 (s, 1H, "C*-H), 3.17 (dt, J = 5.8 Hz, 2H, NH-CH,),
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2.21 (t, J=7.0 Hz, 2H, CH,-CH,-CO), 2.11 (s, 3H, "C-CH;), 1.58-1.41 (m, 4H,
CH,-CH,-CH,-CH,); “C-NMR (62.5 MHz, DMSO-d¢): & = 174.6, 159.3, 147.3,
146.8, 113.1, 107.9, 40.5, 33.7, 28.8, 22.4, 20.8; HPLC (10-60 % in 30 min) R, =
9.6 min; ESI-MS m/z 209.2 [M+H]", 191.2 [M-OHJ".

1-Boc-(3,5-Dimethylpyrazol-2-yl)-4,5-dihydro-1H-imidazol (57)"""!

Eine Losung von KO7Bu (1.07 g, 9.0 mmol) in trockenem DMF (20 mL) wurde bei
-5 °C mit 2-(3,5-Dimethylpyrazol)-4,5-dihydro-1H-imidazol*HBr (1.00 g, 4.1 mmol)
versetzt. Nach Zugabe von Boc,O (0.98 g, 4.5 mmol) bei gleicher Temperatur wurde
das Reaktionsgemisch 2 h bei 0°C geriihrt. AnschliBend wurde weiteres KO7Bu
(0.46 g, 4.1 mmol) und Boc,O (0.89 g, 4.1 mmol) zugegeben und bei Raumtemperatur
28 h geriihrt. Zugabe von H,O, Extraktion mit Ethylacetat, Trocknen tiber MgSO,
Entfernen des Losungsmittels im Vakuum ergab 57 (1.04 g, 97%) als gelbes OL.

C13H20N40,: 264.32 g/mol

"H-NMR (250 MHz, DMSO-ds) & = 6.08 (s, 1H, CH), 3.94-3.83 (m, 2H, CH,-
CH,), 3.80-3.75 (m, 2H, CH,-CH,), 2.23 (s, 3H, CH;), 2.11 (s, 3H, CH;), 1.16 (s,
9H, C(CH;)s; HPLC (10-90 % in 30 min) R, = 15.1 min; EI-MS m/z 264.1 [M]";
ESI-MS m/z 287.2 [M+Na]".

N-(1,4,5,6-Tetrahydropyrimidin-2-yl)-3-aminobenzoesiure (63)

Zu einer Losung aus 2-Aminopyrimidin (3.75 g, 39.4 mmol) in wissriger HBF,
(43 %, 135 mL) wurde bei —15 °C innerhalb 40 min eine Losung Natriumnitrit (5.7 g,
82.6 mmol) in H,O (22.5 mL) zugetropft. Nach erfolgter Zugabe wurde die tiirkise
Losung weitere 30 min bei —15 °C geriihrt und anschlieend mit 10N wéssriger NaOH
auf einen pH-Wert von 6-7 eingestellt. Nach dem Ausschiitteln der gelben Losung mit
Et,O (4 x 75 mL), wurde der Extrakt mit wéssriger Kaliumcarbonat-Losung (2 %ig, 1
x 15 mL) und H,O (2 x 15 mL) gewaschen. Die organische Phase trocknete man iiber
MgSO, getrocknet entfernte das Losungsmittel im Vakuum. Destillation des
Riickstands im Wasserstrahlvakuum ergab 2-Fluorpyrimidin (60, 1.30 g, 34 %) als
farblose Fliissigkeit.

C4H3FN,: 98.08 g/mol
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Sdp. 56 °C (Wasserstrahlvakuum); "H-NMR (250 MHz, DMSO-d¢) & = 8.81 (dd,
2H, "™C*-H), 7.58-7.52 (m, 1H, ™™C°-H); PC-NMR (62.5 MHz, DMSO-d): & =
164.1, 162.0, 161.8, 160.7, 120.5, 120.4; EI-MS m/z 98.0 [M].

3-Aminobenzoesdureethylester (0.84 g, 5.1 mmol), 2-Fluorpyrimidin (60, 1.0 g,
10.2 mmol) und BF;-Et,0 (0.5 mL) wurden in trockenem DMF (10 mL) 18 h bei
60 °C erhitzt. Nach Entfernen des Losungsmittels wurde der Riickstand in 1N HCI
(100 mL) aufgenommen und mit Ethylacetat (4 x 80 mL) extrahiert. Trocknen iiber
MgSO, und Entfernen des Losungsmittels im Vakuum ergab 62 (1.23 g, 99 %) als
farblosen Feststoff.

C13H3N30,: 243.27 g/mol

R, = 0.35 (Hexan:Ethylacetat 1:1); "H-NMR (250 MHz,) § = 9.81 (br. s, 1H, NH),
8.50-8.48 (m, 2H, Y™C*®-H), 8.38 (s, 1H, ~'C*-H), 7.99 (d, J = 8.2 Hz, 'C*-H), 7.51
(d, 1H, J= 7.6 Hz, ~'C*-H), 7.40 (t, 1H, J= 7.9 Hz, “'C*-H), 6.87 (t, J = 5.0 Hz, 1H,
MCI_H); HPLC (10-90 % in 30 min) R, = 19.1 min; ESI-MS m/z 244.1 [M+H]".

N-(Pyrimidin-2-yl)-3-aminobenzoesaureethylester (1.07 g, 5.0 mmol) wurde in
einem 1:1 Gemisch Dioxan:H,O (16 mL) und IN HCI (18 mL) suspendiert und mit
5% Pd/C (0.15 g) versetzt. Anschliessend wurde die Suspension 18 h unter
Wasserstoffatmosphéare bei Normaldruck heftig geriihrt. Der Katalysator wurde durch
Filtration tiber Celite abgetrennt und mit H,O gewaschen. Einengen des Filtrats in
Vakuum, Zugabe von H,O (10 mL) und Ausféllen mit 10N NaOH ergab 63 (1.09 g,
99 %) als farblosen Feststoff.

C11H3N50,: 219.24 g/mol

"H-NMR (250 MHz, DMSO-ds) 8 = 12.22 (s, 1H, COOH), 10.01 (s, 1H, NH-"'C),
8.41 (s, 2H, ™™N,H,), 7.81 (d, J = 7.6 Hz, 1H, ~'C°-H), 7.74 (s, 1H, “'C*-H), 7.55 (t,
J=17.6 Hz, 1H, ¥C’-H), 7.46 (d, J = 7.9 Hz, 1H, *C*-H), 3.30 (s, 4H, ™ ™"C*-F,),
1.89 (qn, J = 5.5 Hz, 2H, "™™C°-H,); HPLC (10-90 % in 30 min) R, = 7.3 min; ESI-
MS m/z 220.2 [M+H]".
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5-(Iminophenylmethyl)-aminobenzoesiure modifiziert (66) nach Shilcrat et al.”"!

Eine Losung aus Benzimidsduremethylester Hydrochlorid (1.03 g, 6.0 mmol) in
trockenem DMF (5 mL) wurden bei 0 °C unter Argon mit Triethylamin (835 uL,
6.0 mmol) versetzt und anschlieBend 1 h bei Raumtemperatur geriihrt. Entstandenes
Triethylamin Hydrochlorid wurde unter Argon abfiltriert und das Filtrat in einem
sauberen Rundkolben unter Argon mit 3-Aminobenzoesdure ( 588 mg, 4.3 mmol) und
Triethylamin (199 pL, 1.4 mmol) bei 60 °C in 16 h umgesetzt. Abfiltrieren des
Niederschlags, waschen mit DMF und Trocknen im Hochvakuum ergab 66 (1.02 g,
99 %) als weillen Feststoff.

C14H1,N,0,: 240.26 g/mol

"H-NMR (250 MHz, DMSO-d¢) & = 7.94-7.93 (m, 4H, ®™C>-H, ®™N,H,), 7.56 (d,
J=17.6 Hz, 1H, *'C°-H), 7.48-7.36 (m, 5H, ®™C*°-H, ~C*’-H), 7.07 (d, J = 7.6 Hz,
1H, A'C*-H); HPLC (10-90 % in 30 min) R, = 8.9 min; ESI-MS m/z 241.2 [M+H]".

5-(Iminophenylmethyl)-aminopentansiure modifiziert (67) nach Shilcrat et al.*”!

Eine Losung aus Benzimidsduremethylester Hydrochlorid (1.03 g, 6.0 mmol) in
trockenem DMF (5 mL) wurden bei 0 °C unter Argon mit Triethylamin (835 pL,
6.0 mmol) versetzt und anschlieBend 1 h bei Raumtemperatur geriihrt. Entstandenes
Triethylamin Hydrochlorid wurde unter Argon abfiltriert und das Filtrat in einem
sauberen Rundkolben unter Argon mit 6-Aminovaleriansdure ( 703 mg, 6.0 mmol) und
Triethylamin (1.7 mL, 12 mmol) bei 60°C in 16 h umgesetzt. Entfernen des
Losungsmittels im Vakuum, Lésen in H,O (5 mL), Ausfillen mit 1IN HCI und
Trocknen des Niederschlags im Hochvakuum ergab 67 (0.63 g, 48 %) als weillen
Feststoff.

C1,H sN,0O,: 220.27 g/mol

"H-NMR (250 MHz, DMSO-ds) & = 7.77 (d, J = 6.6 Hz, 2H, ®™C*-H), 7.60-7.51
(m, 3H, B™C*5-H), 3.30 (s, 2H, NH-CH,), 2.04 (s, 2H, CH,-COOH), 1.66-1.57 (m,
4H, CH,-CH,-CH,-CH,); HPLC (10-90 % in 30 min) R; = 8.9 min; ESI-MS m/z
969.2 [4M-3H+4Na]', 749.2 [3M-3H+3Na]", 743.2 [3M-2H+2Na+K]', 727.1 [3M-
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2H+3Na]’, 507.2 [2M-2H+3Na]", 501.3 [2M-H+Na+K]", 485.2 [2M-H+2Na]", 463.1
[2M+Na]", 441.0 [2M+H]", 265.2 [M-H+2Na]", 243.2 [M+Na]’, 221.1 [M+H]".

3-1(3,4-Dihydro-2H-pyrrol-5-yl)-amino]-benzoesiure (74)

Zu 2-Pyrrolidinon (8.50 g, 99.9 mmol) wurde Dimethylsulfat (18.9 g, 150 mmol)
zugetropft und 13 h bei 80°C erhitzt. Die braune Losung wurde in eiskalte, geséttigte
K,COs-Losung (100 mL) gegeben, wobei sich ein brauner Niederschlag gebildet hat,
der sich nach Zugabe von etwas H,O wieder ausfloste. AnschlieBend wurde mit einem
1:1 Gemisch Et,O:Pentan (3 x 100 mL) extrahiert, die vereinigten organischen Phasen
mit H,O und gesattigter, wissriger NaCl-Losung (je 1 x 50 mL) gewaschen und {iber
K,COj; getrocknet. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt (T < 20 °C). Hierbei
stieg die Wasserbadtemperatur kurzzeitig auf 40 °C, wodurch ein Teil des Produktes
verloren ging. Reinigung durch Destillation im Wasserstrahlvakuum ergab 2-
Methoxypyrrolidin 72 (3.09 g, 31 %) als farblose Fliissigkeit.

CsH(NO: 100.14 g/mol

Sdp. 33-35 °C (Wasserstrahlvakuum); "H-NMR (250 MHz, CDCl;) & = 3.80 (s, 3H,
OCHs), 3.66 (t, J = 6:8 Hz, 2H, ""™'C*-H,), 2.44 (t, J = 7.9 Hz, 2H, ""™'C*-H,), 2.03
(qn, J = 6:9 Hz, 2H, °™'C*-,); BC-NMR (62.5 MHz, CDCLy): & = 172.9, 54.4, 54.3,
30.0, 22.7.

2-Methoxypyrrolidin (72, 1.00 g, 10.0 mmol) und 3-Aminobenzoesédure
Hydrochlorid (1.74 g, 10.0 mmol) wurden in trockenem Methanol ( 8 mL) gelost und
unter Argon 16 h geriihrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der
Riickstand in Ethanol (5 mL) aufgenommen. In der Kailte kristallisierte ein weiller
Feststoff aus, der abfiltriert, mit wenig Et,O gewaschen und im Vakuum getrocknet
wurde. Ohne weitere Reinigung erhielt man 74 (1.93 g, 95 %) als weillen Feststoff.

C11H,N,0,: 204.23 g/mol

R; = 0.18 (MeOH; 3-Aminobenzoesiure: 0.62); "H-NMR (250 MHz, D,0) & =
12.05 (br. s, 1H, COOH), 7.96-7.89 (m, 2H, ~'C*°-H), 7.68-7.62 (m, 2H, ~'C*’-H),
3.64 (t, J = 7.1 Hz, 2H, ""™"C%-H,), 3.06 (t, J = 7.7 Hz, 2H, ""™'C*-H,), 2.21-2.09 (m,
2H, P"™Y'CP-H,); HPLC (10-60 % in 30 min) R, = 7.3 min; ESI-MS m/z 816.8
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[4M+H]", 635.0 [3M+Na]’, 612.7 [3M+H]", 431.3 [2M+Na]", 408.8 [2M+H]", 227.1
[M+Na]’, 205.2 [M+H]".

3-|N-(2,3,4,5-Tetrahydropyridin-6-yl)-amino]-benzoesiure Hydrochlorid (78)

d-Valerolactam (3.84 g, 38.7 mmol) und Trimethyloxoniumtetrafluoroborat (5.76 g,
389 mmol) wurden in trockenem CH,Cl, (50 mL) gelost und 20 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Nach Zugabe von CH,Cl, (150 mL) wurde mit geséttigter,
wissriger K,COs-Losung, H,O und gesittigter, wissriger NaCl-Losung (je 1 x 50 mL)
gewaschen, iiber K,CO; getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt.
Reinigung durch Destillation im Wasserstrahlvakuum ergab 77 (3.59 g, 82 %) als
farblose Fliissigkeit.

CeH1NO: 113.16 g/mol

Sdp. 59 °C (Wasserstrahlvakuum); "H-NMR (250 MHz, CDCl;) & = 3.11 (s, 3H,
OCH3), 2.99 (t, J = 5.7 Hz, 2H, ™ C%H,), 1.66 (t, J = 6.7 Hz, 2H, ™™ C>-H,), 1.30-
1.20 (m, 2H, ™C*-1,), 1.12-1.03 (m, 2H, ™ C*-H,); *C-NMR (62.5 MHz, CDCL;):
0=161.8,50.7,45.9,24.9,21.7, 19.6.

77 (1.70 g, 15.0 mmol) wurde mit 3-Aminobenzoesdure Hydrochlorid (2.46 g, 14.2
mmol) in Acetonitril (20 mL) unter Erwdrmen geldst. Die Losung wurde 24 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Das ausgefallene, farblose Salz wird abfiltriert, mit
Acetonitril gewaschen, im Vakuum getrocknet und ergab 78 (2.59 g, 72 %) als
farblosen Feststoff.

C1,H4N,O,*HCI: 218.25%36.46 g/mol

R; = 0.29 (MeOH; 3-Aminobenzoesiure: 0.62); "H-NMR (250 MHz, D,0) § = 7.75
(d, J= 7.8 Hz, 1H, 'C°-H), 7.59 (s, 2H, *'C*-H), 7.45 (t, J = 7.8 Hz, 1H, *'C’-H), 7.28
(d, J = 8.6 Hz, 1H, “'C*-H), 3.22 (s, 2H, ™ C*-H,), 2.67 (s, 2H, "™ C°-H,), 1.75 (s,
4H, ™YC*H,); HPLC (10-60 % in 30 min) R, = 8.2 min; ESI-MS m/z 241.1
[M+Na]", 219.2 [M+H]".
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5-(6-Chlorpyridazin-3-ylamino)-pentansiure (82)

Eine Mischung aus 3,6-Dichlorpyridazin (1.00 g, 6.71 mmol), 5-Aminopentansiure
(944 mg, 8.06 mmol, 1.2 Aq.) und K,COs (557 mg, 4.03 mmol, 0.6 Aq.) wurde in n-
Butanol (5 mL) innerhalb von 20 h bei 100 °C umgesetzt. Das Losungsmittel wurde
im Vakkuum entfernt und zwischen H,O und Ethylacetat (je 50 mL) verteilt. Durch
Ansduern der wissrigen Phase mit 2N HCI (ca. 1.5 mL, pH 4.5) konnte die Sédure
ausgefillt werden. Abnutschen und Trocknen im Vakuum ergaben 82 (690 mg, 45 %)
als braunen Feststoff.

CoH,CIN;0,: 229.66 g/mol

'"H-NMR (250 MHz, DMSO-dy) & = 8.45 (br. s, 1H, [*¥*NH]"), 7.56 (d, J=9.5 Hz,
1H, "C°-H), 7.25 (d, J= 9.5 Hz, 1H, ™*C*-H), 4.53 (br. s, 1H, NH), 3.32 (s, 2H, NH-
CH,), 2.24 (s, 2H, CH,-CH,-CO), 1.59-1.56 (m, 4H, CH,-CH,-CH,-CH,); HPLC (5-
60 % in 30 min) R, = 9.3 min; ESI-MS m/z 230.2 [M+H]".

5-(Pyridazin-3-ylamino)-pentansiure (83)

5-(6-Chlorpyridazin-3-ylamino)-pentansidure (82, 459 mg, 2.00 mmol) wurden in
MeOH (8 mL) und nach Zugabe von 20 % Pd(OH),/C (50 mg) unter H,-Atmosphire
2 h geriihrt. Der Katalysator wurde iiber Kieselgur abfiltriert und Einengen des
Filtrates bis zur Trockene ergab 83 (246, 63 %) als weillen Feststoft.

CoH3N30;: 195.22 g/mol

"H-NMR (250 MHz, DMSO-dq) & = 8.45 (br. s, 1H, ["¥*NH]"), 7.55-7.52 (m, 1H,
Paco [y, 7.25-7.21 (m, 1H, ™*C°-H), 5.74 (s, 1H, ™*C*-H), 4.57 (br. s, 1H, NH), 3.31-
3.29 (m, 2H, NH-CH,), 2.26 (s, 2H, CH,-CH,-CO), 1.57-1.54 (m, 4H, CH,-CH,-CH,-
CH,); HPLC (5-60 % in 30 min) R, = 7.3 min; ESI-MS m/z 196.2 [M+H]".

4-Fluorchinazolin (88)

Eine Suspension aus 4-Hydroxychinazolin (50 g, 0.32 mol), PCls (70.5 g, 0.34 mol)
in Phosphoroxychlorid (130 mL, 0.14 mmol) wurden 2 h unter Riickflul gekocht.
Nach dem Abdestillieren von Phosphoroxychlorid wurde der Riickstand in CH,Cl,

(500 mL) gelost, mit Eiswasser (300 mL) gewaschen und schlieBlich wieder bis zur



9 EXPERIMENTELLER TEIL 163

Trockene eingeengt. Nach dem Umkristallisieren in Hexyn erhilt man 4-
Chlorchinazolin (87, 24.5 g, 47 %) als leicht gelben Feststoff.

CsH;sCIN,: 164.59 g/mol

"H-NMR (250 MHz, DMSO-d¢) & = 9.07 (s, 1H, “"C*-H), 8.18-8.15 (m, 1H, “"C*-
H), 8.00-7.89 (m, 2H, “"C>*-H), 7.71-7.64 (m, 1H, "C’-H); *C-NMR (62.5 MHz,
DMSO-dg) 6 = 159.54, 148.61, 140.71, 135.99, 128.79, 126.89, 121.87, 121.52; EI-
MS m/z 164.0 [M]".

Eine Mischung aus 87 (2 g, 12.15 mmol) und trockenem KF (12 g, 206.5 mmol)
wurden unter Ausschlu3 von Feuchtigkeit 8 h bei 250 °C erhitzt. Dabei schieden sich
sowohl gelbes 4-Chlorchinazolin als auch farblose Nadeln von 4-Fluorchinazolin am
Riickflusskiihler ab (Achtung: Riickflusskiihler geht nur noch sehr schwer ab!). Die
farblosen Kristelle wurden vom Riickflusskiihler abgekratzt und ohne weitere
Reinigung in nachfolgenden Reaktionen eingesetzt.

CgHsFN,: 148.14 g/mol

9.5.2 RGD-Mimetika
H O W H
gg*%
NH o _
o
R

3-(N-{N’-[3-(4,5-Dihydro-1H-imidazol-2-yl)-aminobenzoyl]-hydrazino}-
carbonyl)-amino-3-phenylpropionsiure (58a)

Mit 3-(N-Fmoc)-Amino-3-phenylpropionsdure (50) belegtes TCP-Harz (75 mg,
0.61 mmol/g, 46 umol) ergab nach AAV 5, 23, 24 (35), 29, 9a, HPLC-Reinigung (B,
15-45 % in 30 min) und Lyophilisieren das TFA-Salz von 58a (5 mg, 21 %) als
weilen Feststoft.

CoH2oNgO4*TFA: 410.43*%114.02 g/mol

"H-NMR (500 MHz, DMSO-dq) & = 12.25 (br. s, 1H, COOH), 10.54 (br. s, 1H,
NH-""C), 10.18 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 8.39 (br. s, 2H, ""™N,H,), 8.10 (s, 1H, NH-
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NH-CO-NH), 7.75 (d, J = 8.0 Hz, 1H, ~'C°-H), 7.70 (s, 1H, “'C*-H), 7.53 (t, J = 8.0
Hz, 1H, ~'C°-H), 7.40 (d, J = 8.0 Hz, 1H, ~'C*-H), 7.34-7.29 (m, 4H, ""C***°-H), 7.22
(t, J=7.0 Hz, 1H, "™C*-H), 7.06 (br. s, 1H, NH-CH), 5.09-5.05 (m, 1H, NH-CH), 3.66
(s, 4H, P""™C*_,), 2.75-2.66 (m, 2H, NH-CH-CH,); HPLC (10-90 % in 30 min) R, =
9.8 min; ESI-MS m/z 821.1 [2M+H]", 411.2 [M+H]".

3-{N-[N’-(3-(4,5-Dihydro-1H-imidazol-2-yl)-aminobenzoyl)-hydrazino|-
carbonyl}-amino-3-(4-chlorphenyl)-propionsiure (58b)

Mit 3-(N-Fmoc)-Amino-3-(4-chlorphenyl)-propionsdure (51) belegtes TCP-Harz
(0.1 g, 0.44 mmol/g, 44 pmol) ergab nach AAV 5, 23, 24 (35), 29, 9a, HPLC-
Reinigung (B, 30-50 % in 30 min) und Lyophilisieren das TFA-Salz von 58b (12 mg,
49 %) als weillen Feststoff.

Cy0H CINGO4*TFA: 444.87*114.02 g/mol

"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & = 12.29 (br. s, 1H, COOH), 10.55 (br. s, 1H,
NH-"'C), 10.17 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 8.40 (br s, 2H, "™N,H,), 8.14 (s, 1H, NH-
NH-CO-NH), 7.76 (d, J = 8.0 Hz, 1H, “'C®-H), 7.69 (s, 1H, “'C*-H), 7.54 (t, J = 8.0
Hz, 1H, ~'C°-H), 7.41 (d, J= 8.0 Hz, 1H, “'C*-H), 7.38-7.34 (m, 4H, "™C***>-H), 7.05
(d, J = 8.3 Hz, 1H, NH-CH), 5.08-5.03 (m, 1H, NH-CH), 3.67 (s, 4H, ""™C*°-1,),
2.77-2.67 (m, 2H, NH-CH-CH,); HPLC (10-90 % in 30 min) R; = 12.5 min; ESI-MS
m/z 889.0 [2M>*“'+H]", 447.2 [IM*7“'+HT", 445.2 [M>*“'+H]".

3-(N-{N’-[3-(4,5-Dihydro-1H-imidazol-2-yl)-aminobenzoyl]-hydrazino}-
carbonyl)-amino-3-(3,5-dichlorphenyl)-propionsiaure (58c¢)

Mit 3-(N-Fmoc)-Amino-3-(3,5-dichlorphenyl)-propionsdure 52 belegtes TCP-Harz
(0.1 g, 0.63 mmol/g, 63 pmol) ergab nach AAV 5, 23, 24 (35), 29, 9a, HPLC-
Reinigung (B, 32-54 % in 30 min) und Lyophilisieren das TFA-Salz von 58¢ (8 mg,
21 %) als weillen Feststoff.

Ca0H20ClLNgO4*TFA: 479.32*%114.02 g/mol

"H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & = 12.28 (br. s, 1H, COOH), 10.59 (br. s, 1H,
NH-"'C), 10.20 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 8.46 (s, 2H, ""™N,H,), 8.25 (s, 1H, NH-NH-
CO-NH), 7.75 (d, J = 7.3 Hz, 1H, ~'C°-H), 7.70 (s, 1H, *'C*-H), 7.54 (t, J = 7.7 Hz,
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1H, ~'C°-H), 7.45 (d, J = 7.7 Hz, 1H, “'C*-H), 7.41-7.39 (m, 3H, "™C**°-H), 7.20 (br.
s, 1H, NH-CH), 5.05-5.02 (m, 1H, NH-CH), 3.66 (s, 4H, °"™C*’-H,), 2.78-2.70 (m,
2H, NH-CH-CH,); HPLC (10-90 % in 30 min) R; = 14.3 min; ESI-MS m/z 997.0
[M35CI+M35CH37C1+K]+, 980.9 [M35CI+M35CH37C1+N3]+, 960.9 [M35C1+M37C1+H]+’ 958.9
[M35C1+M35CH37C1+H]+, 9569 [2M35CI+H]+, 5171 [M35C1+K]+, 5012 [M35C1+Na]+,
4812 [M35C1+37C1+H]+, 4792 [M35C1+H]+.

H O H
=
o
R

5-{N’-|3-(4,5-Dihydro-1H-imidazol-2-yl)-aminobenzoyl]-hydrazino}-5-0xo0-3-(4-
chlorphenyl)-pentansiure (58d)

Mit 5-(N’-Fmoc-hydrazino)-5-0xo0-3-(4-chlorphenyl)-pentansdure (53) belegtes
TCP-Harz (0.2 g, 0.47 mmol/g, 94 umol) ergab nach AAV 5, 23, 24 (35), 29, 9a,
HPLC-Reinigung (B, 30-50 % in 30 min) und Lyophilisieren das TFA-Salz von xx (23
mg, 44 %) als weillen Feststoff.

C,1Hp,CINsO4*TFA: 443.88*114.02 g/mol

"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & = 12.08 (br. s, 1H, COOH), 10.58 (s, 1H, NH-
A'C), 10.30 (s, 1H, NH-NH-CO-CH,), 9.95 (s, 1H, NH-NH-CO-CH,), 8.43 (s, 2H,
PhimNL A1), 7.74 (d, J = 8.0 Hz, 1H, “'C*-H), 7.69 (s, 1H, ~'C*-H), 7.54 (t, J = 8.0 Hz,
1H, ~'C*-H), 7.42 (dd, J = 1.8/8.0 Hz, 1H, ~'C*-H), 7.33 (d, J = 8.5 Hz, 2H, "™™C*’-H),
7.29 (d, J = 8.5 Hz, 2H, ™ C**-H), 3.67 (s, 4H, ""™C**-H,), 3.53-3.47 (m, 1H, CH,-
CH-CH,), 2.76 (dd, J=5.6/16.3 Hz, 1H, HCH-CH-CH,), 2.57-2.51 (m, 3H, HCH-CH-
CH,); HPLC (10-90 % in 30 min) R, = 12.1 min; ESI-MS m/z 889.0
[MPHM7C4H], 887.0  [2MPCM4H]Y, 5959 [MPY4TFA+K]',  580.0
[M**“4TFA+Na]’, 482.2 [M¥4+K]", 446.3 [M*"“+H]", 444.3 [M*“'+H]T".
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5-{N’-[3-(4,5-Dihydro-1H-imidazol-2-yl)-aminobenzoyl]-hydrazino}-5-0x0-3-(3,5-
dichlorphenyl)-pentansiure (58e)

Mit 5-(N’-Fmoc-hydrazino)-5-oxo-3-(3,5-dichlorphenyl)-pentansdure (54) belegtes
TCP-Harz (0.2 g, 0.48 mmol/g, 95 umol) ergab nach AAV 5, 24 (35), 29, 9a, HPLC-
Reinigung (B, 35-50 % in 30 min) und Lyophilisieren das TFA-Salz von 58e (24 mg,
41 %) als weillen Feststoff.

C,1Hy C1,NsO4*TFA: 478.33%114.02 g/mol

'H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & = 12.16 (br. s, 1H, COOH), 10.55 (s, 1H, NH-
A1C), 10.30 (s, 1H, NH-NH-CO-CH,), 9.96 (s, 1H, NH-NH-CO-CH,), 8.40 (s, 2H,
PN ), 7.74 (d, J = 8.0 Hz, 1H, ~'C°-H), 7.68 (s, 1H, ~'C*-H), 7.54 (t, J = 8.0 Hz,
1H, ~'C°-H), 7.43-7.41 (m, 2H, ™C*-H, *'C*-H), 7.35 (d, J = 7.8 Hz, 2H, "™™C**-H),
3.66 (s, 4H, P"C*-H,), 3.53-3.47 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 2.77 (dd, J = 5.5/16.3 Hz,
1H, HCH-CH-CH,), 2.63 (dd, J = 9.4/16.3 Hz, 1H, HCH-CH-CH,), 2.58 (d, J = 7.6
Hz, 2H, HCH-CH-CH,); HPLC (10-90 % in 30 min) R; = 13.9 min; ESI-MS m/z
1434.0 [2M35C1 VRSCHATCI +H]", 959.0 [M3501 Myl +H]", 957.0 [M35c1 MYEReEle +HT,
955.0 [2M**“'+H]", 482.3 [M*7“+H]", 480.2 [M**"*"°L+H]", 478.3 [M**“'+H] .

H O H H
NYN N/NTN COOH
NH H o
~ ]
X
R

3-{N-[N’-(3-(1,4,5,6-Tetrahydropyrimidin-2-yl)-aminobenzoyl)-hydrazino]-
carbonyl}-amino-3-phenylpropionsiure (64a)

Mit 3-(N-Fmoc)-Amino-3-phenylpropionsidure (50) belegtes TCP-Harz (0.1 g,
0.62 mmol/g, 62 pmol) ergab nach AAV 5, 23, 24 (63), 8a, HPLC-Reinigung (C, 10-
32 % in 22 min) und Lyophilisieren das TFA-Salz von 64a (10 mg, 30 %) als weillen
Feststoff.

Cy1H4NgO4*TFA: 424.45%114.02 g/mol

"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & = 12.24 (br. s, 1H, COOH), 10.17 (s, 1H, NH-
NH-CO-NH), 9.62 (s, 1H, NH-""C), 8.17 (s, 2H, ™™N,H,), 8.09 (s, 1H, NH-NH-CO-
NH), 7.73 (d, J = 8.0 Hz, 1H, ~'C®-H), 7.66 (s, 1H, “'C*-H), 7.51 (t, J = 8.0 Hz, 1H,
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AC-H), 7.37 (d, J = 8.0 Hz, 1H, 'C*-H), 7.34-7.29 (m, 4H, "C***°-H), 7.22 (t, J =
7.2 Hz, 1H, ™C*-H), 7.00 (d, J = 8.5 Hz, 1H, NH-CH), 5.10-5.05 (m, 1H, NH-CH),
3.28 (s, 4H, ™™C*.11), 2.76-2.67 (m, 2H, NH-CH-CH,), 1.87 (qn, J = 5.7 Hz, 2H,
TheYMCS_F,); HPLC (10-90 % in 30 min) R, = 10.4 min; ESI-MS m/z 425.2 [M+H]".

3-{N-[N’-(3-(1,4,5,6-Tetrahydropyrimidin-2-yl)-aminobenzoyl)-hydrazino]-
carbonyl}-amino-3-(4-chlorphenyl)-propionsiure (64b)

Mit 3-(N-Fmoc)-Amino-3-(4-chlorphenyl)-propionsdaure 51 belegtes TCP-Harz
(0.1 g, 0.44 mmol/g, 44 umol) ergab nach AAV 5, 23, 24 (63), 8a, HPLC-Reinigung
(B, 30-50 % in 30 min) und Lyophilisieren das TFA-Salz von 64b (19 mg, 33 %) als
weillen Feststoff.

C,H3CINGO,*TFA: 458.90%114.02 g/mol

"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & = 12.28 (br. s, 1H, COOH), 10.17 (s, 1H, NH-
NH-CO-NH), 9.69 (s, 1H, NH-"'C), 8.21 (s, 2H, "™™N,H,), 8.14 (s, 1H, NH-NH-CO-
NH), 7.72 (d, J = 7.7 Hz, 1H, ~'C®-H), 7.66 (s, 1H, “'C*-H), 7.51 (t, J = 7.7 Hz, 1H,
ACS-H), 7.37-7.34 (m, 5H, ~'C*-H, "™C***°.H), 7.05 (d, J = 8.3 Hz, 1H, NH-CH),
NH-CH), 5.08-5.03 (m, 1H, NH-CH), 3.28 (s, 4H, "™™C*°_-H,), 2.77-2.67 (m, 2H,
NH-CH-CH>), 1.87 (qn, J = 5.8 Hz, 2H, "™™C°-H,); HPLC (10-90 % in 30 min) R, =
12.9 min; ESI-MS m/z 957.1 [2MY“4K]", 955.1 [2M*¥“4K]", 941.0 [2M*"“"+Na]",
939.0 [2M**““4+Na]", 919.0 2M*7“'+HT", 917.0 2M¥*“+H]", 497.1 [M*“+K]", 481.1
[M*“4Na]", 461.2 [M*"““+H]", 459.2 [M*“'+H] .

3-{N-[N’-(3-(1,4,5,6-Tetrahydropyrimidin-2-yl)-aminobenzoyl)-hydrazino]-
carbonyl}-amino-3-(3,5-dichlorphenyl)-propionsaure (64c)

Mit 3-(N-Fmoc)-Amino-3-(3,5-dichlorphenyl)-propionsdure (52) belegtes TCP-
Harz (0.1 g, 0.63 mmol/g, 63 pmol) ergab nach AAV 5, 23, 24 (63), 9a, HPLC-
Reinigung (B, 30-54 % in 30 min) und Lyophilisieren das TFA-Salz von xx (16 mg,
26 %) als weillen Feststoff.

Cy1H2CLNgO4*TFA: 493.34*114.02 g/mol

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & = 12.37 (br. s, 1H, COOH), 10.19 (s, 1H, NH-
NH-CO-NH), 9.66 (s, 1H, NH-*'C), 8.24 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 8.20 (s, 2H,
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TheYmN F), 7.73 (d, J = 8.0 Hz, 1H, ~'C°-H), 7.67 (s, 1H, ~'C*-H), 7.51 (t,J = 7.7 Hz,
1H, 'C’-H), 7.46 (s, 1H, "™C*-H), 7.40 (s, 2H, "™™C*-H), 7.37 (d, J = 8.1 Hz, 1H,
A'CY-H), 7.12 (d, J = 8.3 Hz, 1H, NH-CH), 5.06-5.02 (m, 1H, NH-CH), 3.28 (s, 4H,
Theymc46_173), 2.81-2.71 (m, 2H, NH-CH-CH>), 1.87 (qn, J = 5.8 Hz, 2H, ""™"C°-H,);
HPLC (10-90 % in 30 min) Ry = 14.7 min; ESI-MS m/Zz 1478.8
[2M35c1 IRV ERleiErel +H]+, 1025.0 [M3501 IRVERSHe +K]+, 1009.0 [M35c1 ERVERCLLC +Na]+,
988.9 [M*“4+M7“4+H]", 987.0 [MPH+MPTCUHY 985.0 [2MPC4+H]Y, 531.2
[MPY4K]T, 5152 [MP°“4Na]’, 497.2 [M7“4+H]", 495.2 [MP7C4H]", 4932
[M35c1 +H]+.

H O Ny
NYNﬁN/N COOH
NH H o
~
R

5-IN’-(3-(1,4,5,6-Tetrahydropyrimidin-2-yl)-aminobenzoyl)-hydrazino]-5-oxo-3-
(4-chlorphenyl)-pentansiure (64d)

Mit 5-(N’-Fmoc-hydrazino)-5-0xo0-3-(4-chlorphenyl)-pentansdure (53) belegtes
TCP-Harz (0.2 g, 0.48 mmol/g, 94 umol) ergab nach AAV 3, 24 (63), 9a, HPLC-
Reinigung (B, 20-50 % in 30 min) und Lyophilisieren das TFA-Salz von 64d (28 mg,
52 %) als weillen Feststoft.

CHa4CINSO*TFA: 457.91%114.02 g/mol

"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & = 12.08 (br. s, 1H, COOH), 10.28 (s, 1H, NH-
NH-CO-CH,), 9.93 (s, 1H, NH-NH-CO-CH,), 9.53 (s, 1H, NH-"C), 8.14 (s, 2H,
TheYmN F), 7.71 (d, J = 8.0 Hz, 1H, ~'C°-H), 7.65 (s, 1H, ~'C*-H), 7.51 (t,J = 8.0 Hz,
1H, ~'C°-H), 7.38 (dd, J = 1.3/8.0 Hz, 1H, ~'C*-H), 7.33 (d, J = 8.5 Hz, 2H, "™C*"-H),
7.29 (d, J = 8.5 Hz, 2H, "™ C*°-H), 3.53-3.47 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 3.28 (s, 4H,
Theyme46_p1), 2.76 (dd, J = 5.5/16.0 Hz, 1H, HCH-CH-CH,), 2.57-2.51 (m, 3H, HCH-
CH-CH,), 1.89 (qn, J = 5.5 Hz, 2H, ™™C°-H,); HPLC (10-90 % in 30 min) R, =
12.5 min; ESI-MS m/z 1374.0 [2MP4+M7“+H], 1372.0 [3M**4+H]Y, 917.0
MM H]Y, 915.0 [2MPC4+HTT, 460.3 [MP7C'+H]", 458.3 [M**“+H]".
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5-[NV’-(3-(1,4,5,6-Tetrahydropyrimidin-2-yl)-aminobenzoyl)-hydrazino]-5-0xo0-3-
(3,5-dichlorphenyl)-pentansiure (64e)

Mit 5-(N’-Fmoc-hydrazino)-5-oxo-3-(3,5-dichlorphenyl)-pentansdure (54) belegtes
TCP-Harz (0.5 g, 0.48 mmol/g, 238 umol) ergab nach AAV 3, 24 (63), 9a, HPLC-
Reinigung (B, 35-50 % in 30 min) und Lyophilisieren das TFA-Salz von 64e (89 mg,
62 %) als weillen Feststoff.

CpHp;CloNsO4*TFA: 492.35%114.02 g/mol

'H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & = 12.17 (br. s, 1H, COOH), 10.29 (s, 1H, NH-
NH-CO-CH,), 9.94 (s, 1H, NH-NH-CO-CH,), 9.63 (s, 1H, NH-""C), 8.20 (s, 2H,
TheYmN F1), 7.70 (d, J = 7.7 Hz, 1H, “'C°-H), 7.65 (s, 1H, ~'C*-H), 7.51 (t,J = 7.7 Hz,
1H, ~'C°-H), 7.42 (t, J = 2.0 Hz, 1H, ™C*-H), 7.38 (d, J = 7.7 Hz, 1H, “'C*-H), 7.35
(d, J=2.0 Hz, 2H, "™C*°-H), 3.53-3.47 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 3.29 (s, 4H, ™™C*°-
H,), 2.77 (dd, J = 5.7/16.3 Hz, 1H, HCH-CH-CH,), 2.63 (dd, J = 9.5/16.3 Hz, 1H,
HCH-CH-CH,), 2.58 (d, J = 7.8 Hz, 2H, HCH-CH-CH,), 1.87 (qn, J = 5.7 Hz, 2H,
TheYmCS_fL); HPLC (10-90 % in 30 min) R, = 14.3 min; ESI-MS m/z 1477.9
RMISCLMCLH]Y, 1476.0 [2MPCHMPCTCLHT HTY, 988.0 [M7C4H]T, 986.9
IMPBCLVPTCLHT, 985.0 [MPSCHMPSCHCL T, 983.0 [2MPCH+H], 496.2 [MYC+H]',
494.2 [M¥CHTCLHT 492 3 [MPSCLHT',

N LR A
N~ \n/ COOH
H
NH O

3-{N-[N’-(3-(Iminophenylmethyl)-aminobenzoyl)-hydrazino]-carbonyl}-amino-3-
phenylpropionsiure (68a)

Mit 3-(N-Fmoc)-Amino-3-phenylpropionsdure (50) belegtes TCP-Harz (0.1 g, 0.62
mmol/g, 62 pmol) ergab nach AAV 5, 23, 24 (66), 8a, HPLC-Reinigung (C, 25-34 %
in 13 min) und Lyophilisieren 68a (15 mg, 54 %) als weillen Feststoft.

C,4H3N504: 445.47 g/mol

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & = 12.25 (br. s, 1H, COOH), 11.51 (s, 1H,
BmiNA), 10.27 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 9.87 (s, 1H, ®™NH), 8.15 (s, 1H, NH-NH-
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CO-NH), 7.96-7.90 (m, 4H, ~'C***°-H), 7.79 (t, J = 7.4 Hz, 1H, ®™C*-H), 7.69-7.63
(m, 4H, P™C**C.F), 7.35-7.29 (m, 4H, "™C**>S-H), 7.22 (tt, J = 1.5/7.0 Hz, 1H,
Phecd_py), 7.03 (d, J = 8.6 Hz, 1H, NH-CH), 5.11-5.06 (m, 1H, NH-CH), 2.78-2.68 (m,
2H, NH-CH-CH>); HPLC (10-90 % in 30 min) R, = 11.4 min; ESI-MS m/z 929.1
[2M+K]", 891.0 [2M+H]", 484.1 [M+K]", 446.1 [M+H]".

NH /\/\)Cl)\ N_ KN
N N~ \n/ COOH
H H 4

3-{N-[N’-(5-(Iminophenylmethyl)-aminopentanoyl)-hydrazino]-carbonyl}-amino-
3-phenylpropionsiure (68b)

Mit 3-(N-Fmoc)-Amino-3-phenylpropionsdure (50) belegtes TCP-Harz (0.1 g, 0.62
mmol/g, 62 umol) ergab nach AAV 5, 23, 24 (67, 4 Aq.), 8a, HPLC-Reinigung (C, 15-
35 % in 30 min) und Lyophilisieren 68b (6 mg, 23 %) als weillen Feststoft.

CHy7N504: 425.48 g/mol

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d) & = 12.23 (br. s, 1H, COOH), 9.68 (s, 1H, ®™NH),
9.48 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 9.38 (s, 1H, ®™NH), 7.84 (s, 1H, NH-NH-CO-NH),
7.72-7.69 (m, 3H, B™C>**°-F), 7.60 (t, J = 8.0 Hz, 2H, P™C**-H), ~'C°-H), 7.31-7.27
(m, 4H, "C***°_H), 7.22-7.19 (m, 1H, "™ C*-H), 6.85 (d, J = 8.4 Hz, 1H, NH-CH),
5.05-5.01 (m, 1H, NH-CH), 3.38-3.35 (m, 2H, NH-CH,), 2.74-2.65 (m, 2H, NH-CH-
CH,), 2.14 (t, J = 7.0 Hz, 2H, CH,-CH,-CO), 1.67-1.57 (m, 4H, (CH,),-CH,-CO);
HPLC (10-90 % in 30 min) R, = 10.9 min; ESI-MS m/z 889.0 [2M+K]", 873.0
[2M+Na]", 850.9 [2M+H]", 464.1 [M+K]", 448.1 [M+Na]", 426.1 [M+H]".
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3-{N-[N’-(3-(3,4-Dihydro-2H-pyrrol-5-yl)-aminobenzoyl)-hydrazino]|-carbonyl}-

amino-3-phenylpropionsiure (752)

Mit 3-(N-Fmoc)-Amino-3-phenylpropionsidure (50) belegtes TCP-Harz (80 mg,
0.62 mmol/g, 50 umol) ergab nach AAV 5, 23, 24 (73), 8a, HPLC-Reinigung (C, 20-
40 % in 30 min) und Lyophilisieren das TFA-Salz von 75a (8 mg, 15 %) als weillen
Feststoft.

C,1H3NsO,*TFA: 409.44%114.02 g/mol

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & = 12.22 (br. s, 1H, COOH), 11.34 (br. s, 1H,
[P"Y'NH]"), 10.21 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 9.93 (br. s, 1H, NH-"'C), 8.11 (s, 1H,
NH-NH-CO-NH), 7.82 (d, J = 8.0 Hz, 1H, “'C®-H), 7.78 (s, 1H, *'C*-H), 7.59 (t, J =
8.0 Hz, 1H, ~'C°-H), 7.49 (d, J = 8.0 Hz, 1H, “'C*-H), 7.34-7.29 (m, 4H, "C**>‘-y),
7.22 (t,J = 8.0 Hz, 1H, "™C*-H), 7.04 (d, J = 8.4 Hz, 1H, NH-CH), 5.10-5.05 (m, 1H,
NH-CH), 3.63 (t, J= 7.1 Hz, 2H, ""™'C-1,), 2.96 (t, J = 6.9 Hz, 2H, "™ C*-H,), 2.77-
2.67 (m, 2H, NH-CH-CH>), 2.12 (qn, J = 7.3 Hz, 2H, "™ C°-H,); HPLC (10-90 % in
30 min) R; = 10.0 min; ESI-MS m/z 448.1 [M+K]", 432.2 [M+Na]", 410.1 [M+H]’,
219.1 [M-C,oH;(NO5+2H]".

3-{N-[N’-(3-(3,4-Dihydro-2H-pyrrol-5-yl)-aminobenzoyl)-hydrazino]-carbonyl}-
amino-3-(4-chlorphenyl)-propionsaure (75b)

Mit 3-(N-Fmoc)-Amino-3-(4-chlorphenyl)-propionsdure (51) belegtes TCP-Harz
(0.2 g, 0.44 mmol/g, 89 umol) ergab nach AAV 5, 23, 24 (73), 9a HPLC-Reinigung
(B, 30-50 % in 30 min) und Lyophilisieren das TFA-Salz von 75b (7 mg, 14 %) als
weilen Feststoft.

C,1HpCINsO4*TFA: 443.88*114.02 g/mol

"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & = 12.22 (br. s, 1H, COOH), 11.39 (br. s, 1H,
[P"Y'NHTY, 10.20 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 9.89 (br. s, 1H, NH-*'C), 8.15 (s, 1H,
NH-NH-CO-NH), 7.82-7.78 (m, 2H, *'C®-H, ~'C*-H), 7.59 (t, J = 8.0 Hz, 1H, 'C>-H),
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7.49 (d, J = 8.0 Hz, 1H, ~'C*-H), 7.38-7.34 (m, 4H, "™C***°-H), 7.09 (d, J = 8.1 Hz,
1H, NH-CH), 5.07-5.03 (m, 1H, NH-CH), 3.63 (t, J = 7.0 Hz, 2H, ""™'C*-H,), 2.99-
2.96 (m, 2H, P"™'C*-H,), 2.77-2.67 (m, 2H, NH-CH-CH,), 2.14-2.09 (m, 2H, >"™'C>-
H>); HPLC (10-90 % in 30 min) R, = 12.5 min; ESI-MS m/z 446.1[M*"“'+H]", 444.2
[M35C1+H]+,

3-{N-[N’-(3-(3,4-Dihydro-2H-pyrrol-5-yl)-aminobenzoyl)-hydrazino|-carbonyl}-
amino-3-(3,5-dichlorphenyl)-propionsiure (75c¢)

Mit 3-(N-Fmoc)-Amino-3-(3,5-dichlorphenyl)-propionsdure (52) belegtes TCP-
Harz (0.1 g, 0.63 mmol/g, 63 pmol) ergab nach AAV 5, 23, 24 (73), 9a, HPLC-
Reinigung (B, 32-54 % in 30 min) und Lyophilisieren das TFA-Salz von 75¢ (12 mg,
32 %) als weillen Feststoff.

C,1H, CLLNsO,*TFA: 478.3%114.02 g/mol

"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & = 12.37 (br. s, 1H, COOH), 11.49 (br. s, 1H,
[P"Y'NH]), 10.24 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 9.91 (s, 1H, NH-""C), 8.29 (s, 1H, NH-
NH-CO-NH), 7.86 (d, J = 7.9 Hz, 1H, ~'C®-H), 7.78 (s, 1H, “'C*-H), 7.62 (t, J= 7.9
Hz, 1H, “'C°-H), 7.49 (d, J = 7.9 Hz, 1H, *C*-H), 7.46 (s, 1H, ™C*-H), 7.40 (s, 2H,
Phec28_f1), 7.16 (d, J = 8.0 Hz, 1H, NH-CH), 5.07-5.02 (m, 1H, NH-CH), 3.63 (t, J =
7.0 Hz, 2H, P"™"C%-H,), 3.02 (t, J = 7.8 Hz, 2H, ""™'C*-H,), 2.81-2.71 (m, 2H, NH-
CH-CH>), 2.17-2.11 (qn, J = 7.5 Hz, 2H, ""™'C°-H,); HPLC (10-90 % in 30 min) R, =
14.5 min; ESI-MS m/z 958.8 [M*“4+M*"“+H]", 956.8 [M**“4+M* " 7C4H]", 954.8
[2M*“4+H]', 480.1 [M¥ 74 HY", 478.1[M“+H] ™.

H
o
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5-IN’-(3-(3,4-Dihydro-2H-pyrrol-5-yl)-aminobenzoyl)-hydrazino]-5-0x0-3-(4-
chlorphenyl)-pentansiure (75d)
Mit 3-(N-Fmoc)-Amino-3-(4-chlorphenyl)-propionsdure (53) belegtes TCP-Harz
(0.2 g, 0.47 mmol/g, 94 umol) ergab nach AAV 3, 24 (73), 9a, HPLC-Reinigung (B,
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30-50 % in 30 min) und Lyophilisieren das TFA-Salz von 75d (10 mg, 18 %) als
weillen Feststoff.

C»,H,;CIN,O,*TFA: 442.90%114.02 g/mol

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & = 12.08 (s, 1H, COOH), 11.44 (br. s, 1H,
[P"Y'NAHTH), 10.33 (s, 1H, NH-NH-CO-CH,), 9.97 (s, 1H, NH-NH-CO-CH,), 9.90 (s,
1H, NH-"'C), 7.84 (d, J = 7.8 Hz, 1H, ~'C°-H), 7.76 (s, 1H, “'C*-H), 7.62 (t, J = 7.8
Hz, 1H, “'C°-H), 7.48 (d, J = 7.8 Hz, 1H, “'C*-H), 7.33 (d, J = 8.5 Hz, 2H, "™C*"-H),
7.29 (d, J = 8.5 Hz, 2H, ™ C**-H), 3.62 (t, J= 7.1 Hz, 2H, "™ C*-H,), 3.53-3.47 (m,
1H, CH,-CH-CH,), 3.01 (t, J= 7.6 Hz, 2H, "™"C*-H,), 2.76 (dd, J = 5.5/16.3 Hz, 1H,
HCH-CH-CH,), 2.58-2.51 (m, 3H, HCH-CH-CH>), 2.14 (qn, J = 7.3 Hz, 2H, ""™'C>-
H>); HPLC (10-0 % in 30 min) R, = 12.1 min; ESI-MS m/z 885.0 [2M**“+H]", 445.2
[M37c1 +H]+, 4433 [M35c1 +H]+.

5-IN’-(3-(3,4-Dihydro-2H-pyrrol-5-yl)-aminobenzoyl)-hydrazino]-5-oxo-3-(3,5-di-
chlorphenyl)-pentansaure (75¢)

Mit 3-(N-Fmoc)-Amino-3-(3,5-dichlorphenyl)-propionsdure (54) belegtes TCP-
Harz (0.2 g, 0.48 mmol/g, 96 pumol) ergab nach AAV 3, 24 (73), 9a, HPLC-Reinigung
(C, 30-45 % in 30 min) und Lyophilisieren das TFA-Salz von 75e (10 mg, 17 %) als
weillen Feststoff.

CHCLN,OL*TFA: 477.34%114.02 g/mol

"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & = 12.15 (br. s, 1H, COOH), 11.28 (br. s, 1H,
[P"™"™NHT"), 10.33 (s, 1H, NH-NH-CO-CH,), 9.97 (s, 2H, NH-NH-CO-CH,, NH-"'C),
7.80 (d, J=7.8 Hz, 1H, *'C°®-H), 7.76 (s, 1H, ~'C*-H), 7.59 (t, J= 7.8 Hz, 1H, ~'C’-H),
7.50 (d, J= 7.8 Hz, 1H, ~'C*-H), 7.42 (t, J= 7.8 Hz, 1H, "™C*-H), 7.34 (d, J=7.8 Hz,
2H, "™C*°-H), 3.62 (t, J = 7.1 Hz, 2H, ""™'C*-H,), 3.53-3.47 (m, 1H, CH,-CH-CH,),
2.97 (t, J = 7.1 Hz, 2H, >"™'C*-H,), 2.77 (dd, J = 5.6/16.3 Hz, 1H, HCH-CH-CH,),
2.63 (dd, J = 9.5/16.3 Hz, 1H, HCH-CH-CH,), 2.58 (d, J = 7.6 Hz, 2H, HCH-CH-
CH>), 2.50-2.48 (m, 2H, °"™'C>-H,); HPLC (10-90 % in 30 min) R, = 14.1 min; ESI-
MS m/z 955.0 [MPHMPCLHTT, 952.9 2MPC4HTT, 481.3 [MYC4+HTT, 479.2
[M35c1+3701 +H]+, 4773 [M35c1 +H]+.
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3-{N-[N’-(3-(2,3,4,5-Tetrahydropyridin-6-yl)-aminobenzoyl)-hydrazino|-

carbonyl}-amino-3-phenylpropionsiure (79a)

Mit 3-(N-Fmoc)-Amino-3-phenylpropionsdure (50) belegtes TCP-Harz (80 mg,
0.62 mmol/g, 49 umol) ergab nach AAV 5, 23, 24 (78, 4 Aq.), 8a, HPLC-Reinigung
(C, 20-45 % in 30 min) und Lyophilisieren das TFA-Salz von 79a (14 mg, 53 %) als
weillen Feststoff.

CHasNsO4*TFA: 423.47%114.02 g/mol

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & = 12.28 (br. s, 1H, COOH), 10.99 (s, 1H,
["™YNH]"), 10.23 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 9.26 (s, 1H, NH-""C), 8.15 (s, 1H, NH-
NH-CO-NH), 7.89 (d, J = 8.0 Hz, 1H, ~'C°-H), 7.78 (s, 1H, “'C*-H), 7.61 (t, J = 8.0
Hz, 1H, ~'C°-H), 7.46 (d, J= 8.0 Hz, 1H, “'C*-H), 7.34-7.29 (m, 4H, "™C***°-H), 7.21
(t, J=7.1 Hz, 1H, ™™C*-H), 7.05 (d, J = 8.5 Hz, 1H, NH-CH), 5.10-5.06 (m, 1H, NH-
CH), 3.26 (s, 2H, ™ C-H,), 2.77-2.67 (m, 4H, ™ C>-H,, NH-CH-CH>), 1.76 (s, 4H,
TheYC34_F7,); HPLC (10-90 % in 30 min) R, = 11.1 min; ESI-MS m/z 885.1 [2M+K]",
869.1 [2M+Na]", 847.1 [2M+H]", 462.1 [M+K]", 446.1 [M+Na]', 424.1 [M+H]".

3-{N-[N’-(3-(2,3,4,5-Tetrahydropyridin-6-yl)-aminobenzoyl)-hydrazino|-
carbonyl}-amino-3-(4-chlorphenyl)-propionsiure (79b)

Mit 3-(N-Fmoc)-Amino-3-(4-chlorphenyl)-propionsdure (51) belegtes TCP-Harz
(0.2 g, 0.44 mmol/g, 89 umol) ergab nach AAV 5, 23, 24 (78), 9a, HPLC-Reinigung
(B, 30-50 % in 30 min) und Lyophilisieren das TFA-Salz von 79b (8 mg, 14 %) als
weilen Feststoft.

CpHpCINsO4*TFA: 457.91*114.02 g/mol

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & = 12.03 (br. s, 1H, COOH), 10.87 (s, 1H,
["™NH]"), 10.23 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 9.25 (s, 1H, NH-""C), 8.16 (s, 1H, NH-
NH-CO-NH), 7.89 (d, J = 7.9 Hz, 1H, ~'C®-H), 7.77 (s, H, “'C*-H), 7.62 (t, J= 7.9
Hz, 1H, ~'C°-H), 7.47 (d, J= 7.9 Hz, 1H, “'C*-H), 7.40-7.32 (m, 4H, ""C***-H), 7.05
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(d, J= 8.5 Hz, 1H, NH-CH), 5.08-5.03 (m, 1H, NH-CH), 3.26 (s, 2H, ™ C?-H,), 2.78-
2.68 (m, 4H, "™YC°-H,, NH-CH-CH>), 1.76 (s, 4H, ™ C**-H,); HPLC (10-90 % in
30 min) R, = 13.1 min; ESI-MS m/z 955.1 2M*“4+K]", 953.1 [2M**“+K]", 939.1
2M*"“4Na]", 937.1 [2M**““4Na]’, 915.0 [2M>“4+H]", 498.2 [MY“4+K]", 496.1
[MP4K]", 480.2 [M**“Na]", 460.2 [M*"“'+H]", 458.2 [M*“+H]".

3-{N-[N’-(3-(2,3,4,5-Tetrahydropyridin-6-yl)-aminobenzoyl)-hydrazino|-
carbonyl}-amino-3-(3,5-dichlorphenyl)-propionsaure (79¢)

Mit 3-(N-Fmoc)-Amino-3-(3,5-dichlorphenyl)-propionsdure (52) belegtes TCP-
Harz (0.1 g, 0.63 mmol/g, 63 pmol) ergab nach AAV 5, 23, 24 (78), 9a, HPLC-
Reinigung (B, 32-54 % in 30 min) und Lyophilisieren das TFA-Salz von 79¢ (15 mg,
25 %) als weillen Feststoff.

CpHp;ClNsO4*TFA: 492.35%114.02 g/mol

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & = 12.37 (br. s, 1H, COOH), 10.94 (s, 1H,
["™NH]"), 10.25 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 9.29 (s, 1H, NH-""C), 8.28 (s, 1H, NH-
NH-CO-NH), 7.90 (d, J = 7.7 Hz, 1H, ~'C®-H), 7.78 (s, H, “'C*-H), 7.62 (t, J = 7.7
Hz, 1H, “'C°-H), 7.47 (d, J = 7.7 Hz, 1H, *C*-H), 7.40 (s, 1H, ™C*-H), 7.37 (s, 2H,
Phec28 1), 7.16-7.14 (m, 1H, NH-CH), 5.07-5.02 (m, 1H, NH-CH), 3.26 (s, 2H, "™ C*-
H,), 2.79-2.73 (m, 4H, ™ C*-H,, NH-CH-CH,), 1.76 (s, 4H, ™ C**-H,); HPLC (10-
90 % in 30 min) R, = 14.7 min; ESI-MS m/z 530.1 [M*“+K]", 494.2 [M*“"*"4+H]",
492.2 [IM*¥“+H]",

H Q H
NN N
U ﬁN COOH
H
0 2
X
R

5-IN’-(3-(2,3,4,5-Tetrahydropyridin-6-yl)-aminobenzoyl)-hydrazino|-5-oxo-3-(4-
chlorphenyl)-pentansiaure (79d)

Mit 5-(N’-Fmoc-hydrazino)-5-oxo0-3-(4-chlorphenyl)-pentansdure (53) belegtes
TCP-Harz (0.2 g, 0.47 mmol/g, 94 umol) ergab nach AAV 3, 24 (78), 9a, HPLC-
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Reinigung (B, 20-50 % in 30 min) und Lyophilisieren das TFA-Salz von 79d (21 mg,
37 %) als weillen Feststoff.

Ca3HpsCIN,O4*TFA: 456.92%114.02 g/mol

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & = 12.08 (br. s, 1H, COOH), 10.88 (s, 1H,
["™YNH]), 10.34 (s, 1H, NH-NH-CO-CH,), 9.97 (s, 1H, NH-NH-CO-CH,), 9.24 (s,
1H, NH-"'C), 7.88 (d, J = 7.8 Hz, 1H, ~'C®-H), 7.77 (s, 1H, *C*-H), 7.62 (t, J =
7.8 Hz, 1H, “'C°-H), 7.47 (d, J= 7.8 Hz, 1H, “’'C*-H), 7.33 (d, J = 8.5 Hz, 2H, "™C>"-
H), 7.29 (d, J = 8.5 Hz, 2H, "™C*°-H), 3.53-3.47 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 3.26 (s, 2H,
TheYC2 1), 2.76 (dd, J = 5.5/16.3 Hz, 1H, HCH-CH-CH,), 2.73 (s, 2H, "™ C°-H,),
2.57-2.52 (m, 3H, HCH-CH-CH,), 1.76 (s, 4H, ™ C**-H,); HPLC (10-90 % in 30
min) R, = 12.8 min; ESI-MS m/z 1370.9 [2M*“4+M*“+H]", 915.0 [2M*7“'+H]",
913.0 2M¥“+H]", 459.2 [M*"“+H]", 457.3 [M*“+H]".

5-IN’-(3-(2,3,4,5-Tetrahydropyridin-6-yl)-aminobenzoyl)-hydrazino]-5-0x0-3-(3,5-
dichlorphenyl)-pentansiure (79¢)

Mit 5-(N’-Fmoc-hydrazino)-5-0xo0-3-(3,5-dichlorphenyl)-pentansidure (54) belegtes
TCP-Harz (0.5 g, 0.48 mmol/g, 238 umol) ergab nach AAV 3, 24 (78), 9a, HPLC-
Reinigung (B, 37-50 % in 30 min) und Lyophilisieren das TFA-Salz von 79e (33 mg,
23 %) als weillen Feststoff.

Cy3Hy4CIHN4O4*TFA: 491.37*114.02 g/mol

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & = 12.17 (br. s, 1H, COOH), 10.92 (s, 1H,
["™NH]"), 10.36 (s, 1H, NH-NH-CO-CH,), 9.97 (s, 1H, NH-NH-CO-CHy,), 9.25 (s,
1H, NH-'C), 7.87 (d, J = 7.7 Hz, 1H, “'C°-H), 7.76 (s, 1H, “'C*-H), 7.62 (t, J =
7.7 Hz, 1H, ~'C°-H), 7.47 (d, J= 7.7 Hz, 1H, *'C*-H), 7.42 (t, J= 7.8 Hz, 1H, "™C*-H),
735 (d, J = 7.8 Hz, 2H, "™ C*-H), 3.53-3.47 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 3.25 (s, 2H,
Y2 H,), 2.77 (dd, J = 5.7/16.3 Hz, 1H, HCH-CH-CH,), 2.73 (s, 2H, ™™ C>-H,), 2.63
(dd, J =9.3/16.3 Hz, 1H, HCH-CH-CH,), 2.59 (d, J = 7.9 Hz, 2H, HCH-CH-CH,),
1.77 (s, 4H, ™C**-H,); HPLC (10-90 % in 30 min) R, = 14.2 min; ESI-MS m/z
495.3 [MP“'+HT", 493.3 [MP¥“"7CU4H]", 491.3 [MPC+H]T".
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5-{N’-|5-(6-Chlorpyridazin-3-ylamino)-pentanoyl]-hydrazino}-5-oxo0-3-(3,5-
dichlor-phenyl)-pentansiure (84)

Mit 5-(N’-Fmoc-hydrazino)-5-0xo0-3-(3,5-dichlorphenyl)-pentansdure (54) belegtes
TCP-Harz (0.1 g, 0.46 mmol/g, 46 umol) ergab nach AAV 3, 24 (82), 8b, HPLC-
Reinigung (C, 30-45 % in 30 min) und Lyophilisieren 84 (13 mg, 56 %) als weilen
Feststoff.

Cy0H2,CI3N504: 502.78 g/mol

"H-NMR (500 MHz, DMSO-dq) & = 12.13 (br. s, 1H, COOH), 9.71 (s, 1H, NH-
NH-CO-CH,), 9.66 (s, 1H, NH-NH-CO-CH,), 8.46-8.44 (s, 1H, NH-CH,), 7.48-7.44
(m, 1H, P*C°-H), 7.40-7.37 7.40-7.39 (m, 1H, "™C*-H), 7.31-7.29 (m, 2H, "C**-H),
6.96 (m, 1H, ™*C*-H), 3.49-3.42 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 3.31-3.23 (m, 2H, NH-CH,),
2.71 (dd, J = 5.5/16.4 Hz, 1H, HCH-CH-CH,), 2.63 (dd, J = 9.6/16.4 Hz, 1H, HCH-
CH-CH,), 2.58 (d, J = 7.8 Hz, 2H, HCH-CH-CH,), 2.17-2.04 (m, 2H, CH,-CH,-CO),
1.59-1.51 (m, 4H, (CH,),-CH,-CO); HPLC (10-90 % in 30 min) R, = 14.2 min; ESI-
MS m/z 15077  [2MP4MPO4HT,  1006.8  [MPCHMTC4H]T,  1004.7
[MPCLAVISCTCL T 506.1 [MYCHH], 504.2 [MPSCH7CL T, 502.3 [MPSCHH]

X
~ / -
N" N N COOH
H H

O
Cl Cl

5-{V’-[5-(Pyridazin-3-ylamino)-pentanoyl]-hydrazino}-5-oxo-3-(3,5-dichlor-
phenyl)-pentansiure (85)

Mit 5-(N’-Fmoc-hydrazino)-5-0xo0-3-(3,5-dichlorphenyl)-pentansidure (54) belegtes
TCP-Harz (0.1 g, 0.46 mmol/g, 46 umol) ergab nach AAV 3, 24 (83), 8b, HPLC-
Reinigung (C, 30-45 % in 30 min) und Lyophilisieren das TFA-Salz von 85 (5 mg,
19 %) als weillen Feststoff.
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C1oH23CLNsO,*TFA: 468.33*114.02 g/mol

"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & = 12.16 (br. s, 1H, COOH), 9.72 (s, 1H, NH-
NH-CO-CHy,), 9.66 (s, 1H, NH-NH-CO-CH,), 8.46-8.44 (m, 1H, NH-CH,), 8.29 (br. s,
1H, [™*NH]"), 7.55-7.52 (m, 1H, ™*C°-H), 7.40-7.39 (m, 1H, "™C*-H), 7.31-7.29 (m,
2H, P*C*-H), 7.25-7.21 (m, 1H, ™*C>-H), 5.74 (s, 1H, ™*C*-H), 3.64-3.58 (m, 1H,
CH,-CH-CH,), 3.31-3.23 (m, 2H, NH-CH,), 2.71 (dd, J = 5.6/16.4 Hz, 1H, HCH-CH-
CH,), 2.63 (dd, J = 9.6/16.4 Hz, 1H, HCH-CH-CH,), 2.58 (d, J = 7.8 Hz, 2H, HCH-
CH-CH,), 2.17-2.07 (m, 2H, CH,-CH,-CO), 1.64-1.52 (m, 4H, (CH,),-CH,-CO);
HPLC (10-90 % in 30 min) R, = 13.6 min; ESI-MS m/z 506.2 [M*“+K]", 490.2
[M35c1 +Na]+, 4723 [M37c1 +H]+, 4702 [M3501+37c1 +H]+, 4583 [M35c1 +H]+.

NS QPPN
N N N\n/ COOH

3-{N-[N’-(5-(Chinazolin-4-ylamino)-pentanoyl)-hydrazino]-carbonyl}-amino-3-
phenylpropionsiure (89)

Mit 3-(N-Fmoc)-Amino-3-phenylpropionsdure (50) belegtes Wang-Harz (86 mg,
0.90 mmol/g, 77 umol) ergab nach AAV 5, 23, 24 (Fmoc-Aminovaleriansaure), 30,
10, HPLC-Reinigung (D, 20-45 % in 30 min) und Lyophilisieren das TFA-Salz von 89
(13 mg, 30 %) als weilen Feststoff.

Cp3HpeNgO4*TFA: 450.49*%114.02 g/mol

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & = 12.22 (br. s, 1H, COOH), 10.04 (br. s, 1H,
["NHT"), 9.46 (s, IH, NH-NH-CO-NH), 8.86 (s, 1H, "C*-H), 8.43 (d, J= 7.9 Hz, 1H,
“hCSH), 8.01 (t, J = 7.9 Hz, 1H, "C®-H), 7.82 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 7.77-7.40 (s,
2H, “"C>"-H), 7.30-7.26 (m, 4H, "™C***°-H), (m, 1H, NH-CH,), 7.21-7.17 (m, 1H,
Pheci_p), 6.83 (d, J = 8.6 Hz, 1H, CO-NH-CH), 5.04-5.00 (m, 1H, NH-CH-CH,), 3.71-
3.69 (m, 2H, NH-CH,), 2.75-2.62 (m, 2H, CH,-COOH), 2.14 (t, /= 6.5 Hz, 2H, CH,-
CH,-CO), 1.72-1.65 (m, 4H, (CH,),-CH,-CO); HPLC (10-90 % in 30 min) R, =
11.2 min; ESI-MS m/z 901.0 [2M+H]", 451.2 [M+H]".
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3-(N-{N’-[(3-Guanidinophenyl)-sulfonyl]-hydrazino}-carbonyl)-amino-3-phenyl-
propionsaure (91a)

Mit 3-(N-Fmoc)-Amino-3-phenylpropionsdure (50) belegtes Wang-Harz (30 mg,
0.90 mmol/g, 27 umol) ergab nach AAV 3, 23, 25, 26, 28, 10, HPLC-Reinigung (C,
25-40 % in 30 min) und Lyophilisieren das TFA-Salz von 91a (2 mg, 14 %) als
weilen Feststoff.

C17H20NgOsS*TFA: 420.44*114.02 g/mol

"H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & = 12.23 (br. s, 1H, COOH), 9.98 (br. s, 1H, NH-
A1C), 9.69 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 8.05 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 7.67 (d, J = 8.0
Hz, 1H, ~'C°-H), 7.64 (s, 1H, ~'C*-H), 7.60 (t, J = 8.0 Hz, 1H, ~'C’-H), 7.56 (s, 4H,
SuINLH,), 7.48 (d, J = 8.0 Hz, 1H, ~'C*-H), 7.28-7.18 (m, 5H, "™C**-H), 7.14-7.12 (m,
1H, NH-CH), 4.97-4.93 (m, 1H, NH-CH), 2.74-2.61 (m, 2H, NH-CH-CH,); HPLC
(10-90 % in 30 min) R, = 11.2 min; ESI-MS m/z 879.4 [2M+K]", 963.3 [2M+Na]’,
841.3 [2M+H]", 459.2 [M+K]", 443.3 [M+Na]", 421.3 [M+H]".

)

No”

HN. N S © N

2 ~

3 H/\n/ COOH
NH o)

3-{N-[(3-Guanidinophenyl)-sulfonyl]|-glycyl}-amino-3-phenylpropionsiure (91b)

Mit 3-(N-Fmoc)-Amino-3-phenylpropionsdure (50) belegtes Wang-Harz (0.2 g,
0.71 mmol/g, 142 pumol) ergab nach AAV 5, 6, 25, 26, 28, 10, HPLC-Reinigung (B,
20-55 % in 30 min) und Lyophilisieren das TFA-Salz von 91b (30 mg, 40 %) als
weilen Feststoft.

C1sHy 1 N5sOsS*TFA: 419.46*114.02 g/mol

'H-NMR (500 MHz, DMSO-d) 8 = 12.26 (br. s, 1H, COOH), 9.90 (br. s, 1H, NH-
A'C), 8.45 (d, J = 8.3 Hz, 1H, NH-CH), 8.06 (t, J = 6.3 Hz, 1H, NH-CH,-CO), 7.64-
7.54 (m, 7H, Y'C**°-H, “*N,H,), 7.43 (td, J = 1.6/7.3 Hz, 1H, ~'C*-H), 7.31-7.20 (m,
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5H, PC*-H), 5.10-5.05 (m, 1H, NH-CH), 3.47 (d, J = 6.3 Hz, 2H, NH-CH,-CO),
2.70-2.61 (m, 2H, NH-CH-CH,); HPLC (10-90 % in 30 min) R, = 11.0 min; ESI-MS
m/z 838.9 [2M+H]", 420.2 [M+H]".

HoN ’N\[(N COOH

3-(N-{N’-[2-(3-Guanidinophenyl)-acetyl]-hydrazino}-carbonyl)-amino-3-phenyl-
propionsiure (92)

Mit 3-(N-Fmoc)-Amino-3-phenylpropionsdure (50) belegtes TCP-Harz (0.1 g,
0.60 mmol/g, 60 pmol) ergab nach AAV 5, 23, 24 (2-(N-Fmoc)-(3-Aminophenyl)-
essigsdure), 28, 9a, HPLC-Reinigung (B, 10-40 % in 30 min) und Lyophilisieren das
TFA-Salz von 92 (9 mg, 29 %) als weillen Feststoff.

C19H2NgO4*TFA: 398.42*%114.02 g/mol

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & = 12.25 (s, 1H, COOH), 9.80 (s, 1H, NH-NH-
CO-NH), 9.73 (br s, 1H, NH-""C), 7.91 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 7.42 (br. s, 4H,
SUNLH,), 7.36 (t, J = 8.0 Hz, 1H, ~'C°-H), 7.29-7.27 (m, 4H, "™C***°-H), 7.22-7.19
(m, 2H, 'C°-H, ™C*-H,), 7.15 (s, 1H, ~'C*-H), 7.09 (d, J = 7.4 Hz, 1H, ~'C*-H), 6.89
(d, J = 6.2 Hz, 1H, NH-CH), 5.06-5.01 (m, 1H, NH-CH), 3.45 (s, 2H, CH,-CO-NH),
2.74-2.64 (m, 2H, CH-CH,-CO); HPLC (10-90 % in 30 min) R, = 9.7 min; ESI-MS
m/z 437.1 [M+K]", 421.2 [M+Na]", 399.2 [M+H]".

_N__N
H,N" N N COOH
H Ho &

3-{N-[N’-(3-Guanidinomethylbenzoyl)-hydrazino]-carbonyl}-amino-3-phenyl-
propionsiure (93)

Mit 3-(N-Fmoc)-Amino-3-phenylpropionsdure (50) belegtes TCP-Harz (0.1 g,
0.60 mmol/g, 60 pmol) ergab nach AAV 5, 23, 24 (3-(N-Fmoc)-



9 EXPERIMENTELLER TEIL 181

Aminomethylbenzoesédure), 28, 9a, HPLC-Reinigung (B, 10-40 % in 30 min) und
Lyophilisieren das TFA-Salz von 93 (12 mg, 39 %) als weillen Feststoff.

C1oH2oNgO,*TFA: 398.42%114.02 g/mol

"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & = 12.23 (s, 1H, COOH), 10.16 (s, 1H, NH-NH-
CO-NH), 8.05 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 7.94 (br s, 1H, “'C*-H), 7.82-7.81 (m, 2H,
AIC?SH), 7.50-7.45 (m, SH, “*N,H,, “'C°-H), 7.35-7.29 (m, 4H, ""°C***-H), 7.22 (1t,
J=1.6/7.2 Hz, 1H, "™@C*-H), 7.02-7.00 (m, 2H, NH-CH, NH-CH,), 5.10-5.05 (m, 1H,
NH-CH), 4.42 (d, J = 6.3 Hz, 2H, NH-CH,), 2.77-2.67 (m, 2H, CH-CH,-CO); HPLC
(10-90 % in 30 min) R, = 9.9 min; ESI-MS m/z 437.1 [M+K]", 421.2 [M+Na]", 399.2
[M+H]".

H
HoN N N
NH © “coow

3-Guanidinobenzoyl-glycyl-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin-2-yl-essigsiure (99a)

Mit 2-(N-Fmoc-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin-1-yl)-essigsdure (97) belegtes TCP-
Harz (0.15 g, 0.45 mmol/g, 68 pmol) ergab nach AAV 5, 6 (Fmoc-Gly-OH), 24 (35),
28, 9a, HPLC-Reinigung (B, 25-54 % in 30 min) und Lyophilisieren das TFA-Salz
von 99a (15 mg, 42 %) als weillen Feststoff.

C,1H3N504*TFA: 409.44*%114.02 g/mol

"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) 8 = 12.26 (br. s, 1H, COOH), 9.72 (s, 1H, NH-
A1C), 8.66-8.59 (m, 1H, NH-CH,), 7.78 (d, J = 7.8 Hz, 1H, ~'C°-H), 7.71 (s, 1H, ~'C*-
H), 7.53 (t, J = 7.8 Hz, 1H, ' C°-H), 7.46 (s, 4H, “"“N,H,), 7.38 (d, J = 7.8 Hz, 1H,
ACIH), 7.28-7.15 (m, 4H, ™C>OTE ), 5.78-5.75, 5.45-5.42 (m, 1H, N-CH-CH,),
5.11 (d, J = 17.9 Hz, 1H, ™C'-H,), 4.40-4.33, 4.26-4.16 (m, 2H, NH-CH,), 3.87-
3.82, 3.21-3.15 (m, 2H, CH,-COOH), 2.98-2.61 (m, 4H, N-CH,-CH,); HPLC (10-
90 % in 30 min) R, = 12.2 min; ESI-MS m/z 1288.4 [3M-H+Na+K]", 1266.3
[3M+K]", 879.4 [2M-H+Na+K]", 857.3 [2M+K]", 841.3 [2M+Na]", 819.2 [2M+H],
448.4 [M+K]", 432.3 [M+Na]', 410.3 [M+H]".
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2-[5-(4-Methylpyridin-2-ylamino)-pentanoyl-glycyl-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin-
1-yl]-essigsaure (99b)

Mit 2-(N-Fmoc-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin-1-yl)-essigsdure belegtes TCP-Harz
(0.15 g, 0.45 mmol/g, 68 pmol) ergab nach AAV 5, 6 (Fmoc-Gly-OH), 24 (55), 9a,
HPLC-Reinigung (B, 25-54 % in 30 min) und Lyophilisieren das TFA-Salz von 99b
(28 mg, 75 %) als weillen Feststoff.

Cy4H30N4O4*TFA: 438.52*%114.02 g/mol

"H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & = 12.89 (br. s, 1H, COOH), 12.46 (br. s, 1H,
["YNH]"), 8.42 (br. s, 1H, NH-CH,), 7.97-7.90 (m, 1H, NH-CH,), 7.77 (d, J = 6.2 Hz,
1H, ™C°-H), 7.24-7.12 (m, 4H, ™"C>*75[1), 6.79 (s, 1H, ™ C*-H), 6.67 (d, J= 6.2 Hz,
1H, "C°-H), 5.75-5.73 (m, 1H, N-CH-CH,), 4.02 (dd, J = 5.4/16.7 Hz, 1H, NH-HCH-
CO), 3.95 (dd, J = 5.4/16.7 Hz, 1H, NH-HCH-CO), 3.76-3.71, 3.17-3.11 (m, 2H, NH-
CH,), 2.93-2.58 (m, 4H, N-CH,-CH,), 2.30 (s, 3H, CHj3), 2.20-2.15 (m, 2H, (CH,),-
CH,-CO), 1.57-1.54 (m, 4H, (CH,),-CH,-CO); HPLC (10-90 % in 30 min) R, = 13.5
min; ESI-MS m/z 1391.4 [3M-H+2K]", 1375.4 [3M-H+Na+K]', 937.3 [2M-
H+Na+K]", 915.2 [2M+K]", 899.2 [2M+Na]", 477.3 [M+K]", 461.3 [M+Na]', 439.3
[M+H]".

H O
HZNT\L NQ)kHﬁgN
COCH
2-(2-Guanidinobenzoyl-glycyl-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin-3(S)-yl)-essigsiaure
(100a)

Mit 2-(N-Fmoc-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin-3(S)-yl)-essigsdure (100) belegtes
TCP-Harz (0.12 g, 0.36 mmol/g, 41 pumol) ergab nach AAV 5, 6 (Fmoc-Gly-OH), 24
(35), 28, 9a, HPLC-Reinigung (B, 27-40 % in 30 min) und Lyophilisieren als
Nebenprodukt das TFA-Salz von 100a (18 mg, 84 %) als weillen Feststoff.

C,1Hp3NsO4*TFA: 409.44*%114.02 g/mol
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"H-NMR (1.3:1 Verhiltnis der Rotationsisomere, * kleinere Rotationsisomer-
Signale, 500 MHz, DMSO-d¢) & = 12.39 (br. s, 1H, COOH), 9.95 (s, 1H, NH-"'C),
8.67 (t,J = 5.4 Hz, 1H, NH-CH,-CO), 8.63* (t, J = 5.4 Hz, 1H, NH-CH,-CO), 7.78 (d,
J=17.8 Hz, 1H, “'C°-H), 7.72 (s, 1H, ~'C*-H), 7.58 (s, 4H, ““N,H,), 7.53 (t, J = 7.8
Hz, 1H, ~'C°-H), 7.39 (d, J = 7.8 Hz, 1H, ~'C*-H), 7.25-7.17 (m, 4H, ™C>¢78_f),
5.11(d, J=17.9 Hz, 1H, ™"C'-1,), 5.02-5.01* (m, 1H, ™"C*-H), 4.82* (d, J=16.2
Hz, 1H, ™CH,), 4.75-4.73 (m, 1H, ™"C>-H), 4.55* (d, J = 16.2 Hz, 1H, ™!
H), 4.44 (dd, J = 5.4/16.4 Hz, 1H, NH-CH»,-CO), 4.29-4.19 (m, 3H, NH-CH,-CO),
4.10 (d, J = 17.9 Hz, 1H, ™C'-H,), 3.15 (dd, J = 5.0/16.4 Hz, 1H CH,-COOH),
2.98* (dd, J = 5.2/15.8 Hz, 1H, CH,-COOH), 2.79-2.74 (m, 2H, CH,-COOH), 2.51-
2.41, 2.37-2.33, 2.21-2.16 (m, 4H, ™"C*-H,); HPLC (10-90 % in 30 min) R, = 12.3
min; ESI-MS m/z 1304.4 [3M-H+2K]', 857.3 [2M+K]’, 841.3 [2M+Na]’, 819.2
[2M+H]", 448.2 [M+K]", 432.2 [M+Na]", 410.2 [M+H]".

/@ o
N N
H Hﬁg
COOH

5-(4-Methylpyridin-2-ylamino)-pentanoyl-glycyl-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin-
3(S)-yl-essigsiure (100b)

Mit 2-(N-Fmoc-1,2,3,4-tetrahydroisochinolin-3(S)-yl)-essigsdure belegtes TCP-
Harz (0.12 g, 0.36 mmol/g, 41 pumol) ergab nach AAV 5, 6 (Fmoc-Gly-OH), 24 (55),
8a, HPLC-Reinigung (B, 30-40 % in 30 min) und Lyophilisieren als Nebenprodukt das
TFA-Salz von 100b (10 mg, 44 %) als wei3en Feststoff.

Cy4H30N4O4*TFA: 438.52*%114.02 g/mol

'"H-NMR (1.3:1 Verhiltnis der Rotationsisomere, * kleinere Rotationsisomer-
Signale, 500 MHz, DMSO-dg) 6 = 12.35 (br. s, 1H, COOH), 8.46 (br. s, |H, NH-CH,),
7.93-7.97 (m, 1H, NH-CH,-CO), 7.78 (d, J = 6.5 Hz, 1H, ™ C°-H), 7.14-7.22 (m, 4H,
Thich 3678 1y - 6.81 (s, 1H, PC*-H), 6.69 (d, J = 6.5 Hz, 1H, ™C-H), 5.08 (d, J =
17.9 Hz, 1H, ™"C-H,), 5.01-4.97* (m, 1H, ™"C*-H), 4.71* (d, J = 16.2 Hz, 1H,
Thichl_pr), 4.63-4.59 (m, 1H, ™"C*-H), 4.47* (d, J = 16.2 Hz, 1H, ™"C'-11,), 4.21



184 9 EXPERIMENTELLER TEIL

(dd, J = 5.5/16.7 Hz, Hz, 1H, NH-CH,-CO), 4.08-4.04 (m, 3H, NH-CH,-CO, ™C'-
H>), 3.97* (dd, J = 5.4/16.9 Hz, 1H, NH-CH,-CO), 3.27 (m, 2H, NH-CH,), 3.11 (dd, J
= 5.3/16.2 Hz, 1H, CH,-COOH), 2.95* (dd, J = 5.4/15.7 Hz, 1H, CH,-COOH), 2.77-
2.62 (m, 2H, CH,-COOH), 2.44-2.34 (m, 3H, ™"C*-H,) 2.31 (s, 3H, CH3), 2.21-2.12
(m, 3H, ™C*-H,, CH,-CH,-CO), 1.58 (s, 4H, (CH,),-CH,-CO); HPLC (10-90 % in
30 min) R, = 13.3 min; ESI-MS m/z 1391.6 [3M-H+2K]", 937.5 [2M-H+Na+K]",
915.3 [2M+K]", 899.1 [2M+Na]’, 876.9 [2M+H]', 477.3 [M+K]", 461.3 [M+Na]’,
439.3 [M+H]".

~ "N 0o

| /\/\)L
NN N COOH
H H

N-[5-(4-Methylpyridin-2-ylamino)-pentanoyl]-2-[3-(aminomethyl)-phenyl]-
essigsiure (106)

m-N-(tert-Butyloxycarbonyl)-aminomethylphenylessigsidureethylester (105, 2.99 g,
10.91 mmol) wurden in einer 1:1-Mischung aus TFA:CH,Cl, (60 mL) 45 min bei
Raumtemperatur entschiitzt (DC-Kontrolle). Die Losemittel wurden im Hochvakuum
entfernt und zweimal mit Toluol koevaporiert und man erhilt m-Aminomethylphenyl-
essigsdureethylester (1.91 g, 91 %) als gelbes OL.

Anschliefend wurde 5-(4-Methylpyridin-2-ylamino)-pentansdure (344 mg, 1.65
mmol) in trockenem DMF (20 mL) unter Zugabe von EDCI-HCI (316 mg, 1.65 mmol)
DIPEA (842 pl, 4.95 mmol) und m-Aminomethylphenylessigsdureethylester (290 mg,
1.50 mmol) in trockenem DMF (6 mL) innerhalb von 18 h umgesetzt. Die Losemittel
werden am Nj-Rotationsverdampfer im Hochvakuum entfernt, der Riickstand in H,O
(60 mL) aufgenommen und mit CHCI; (4 x 30 mL) extrahiert. Die organische Phase
wurde iiber Na,SO, getrocknet und das Losemittel im Vakuum entfernt. Verseifen des
Ethylesters in IN NaOH (8 mL) und MeOH (1.6 mL) iiber Nacht, Entfernen von
MeOH im Vakuum und Ausféllen der Sdure mit IN HCIl ergab das Rohprodukt
(1.96 g) als gelben Feststoff. Mittels HPLC-Reiningung (C, 20-30 % in 16 min) und
Lyophilisieren wurde das TFA-Salz von 106 (690 mg, 98 %) erhalten.

Cy0H2sN305*TFA: 355.43*%114.02 g/mol
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"H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & = 12.89 (br. s, 1H, COOH), 12.46 (br. s, 1H,
["YNHTY), 9.99 (s, 1H, NH-"'C), 8.55 (s, 1H, NH-CH,), 8.36 (s, 1H, NH-CH,-"™C),
7.80 (d, J = 6.3 Hz, 1H, ™C®-H), 7.23 (t, J = 7.5 Hz, 1H, ™™C°-H), 7.11 (s, 3H,
Phec246_my, 6.81 (s, 1H, C*-H), 6.67 (d, J= 6.3 Hz, 1H, "YC*-H), 4.23 (d, J= 5.5 Hz,
2H, NH-CH,-"C), 3.29 (s, 2H, CH,-COOH), 3.28-3.26 (m, 2H, NH-CH,), 2.30 (s,
3H, CHj), 2.18 (t,J = 7.1 Hz, 2H, CH,-CO-NH), 1.63-1.53 (m, 4H, (CH,),-CH,-CO);
HPLC (10-90 % in 30 min) R, = 11.3 min; ESI-MS m/z 1142.2 [3M-H+2K]", 771.2
[2M-H+Na+K]", 749.1 [2M+K]’, 733.0 [2M+Na]’, 394.1 [M+K]", 378.3 [M+Na]",
356.2 [M+H]".

H

H,N_ _N
2 e ” COOH

NH

N-(3-Guanidinobenzoyl)-2-[3-(aminomethyl)-phenyl]-essigsidure (107)

m-N-(tert-Butyloxycarbonyl)-aminomethylphenylessigsdureethylester (105, 2.99 g,
10.91 mmol) wurden in einer 1:1-Mischung aus TFA:CH,Cl, (60 mL) 45 min bei
Raumtemperatur entschiitzt (DC-Kontrolle). Die Losemittel wurden im Hochvakuum
entfernt und zweimal mit Toluol koevaporiert und man erhilt m-Aminomethylphenyl-
essigsiureethylester (1.91 g, 91 %) als gelbes Ol.

Anschlieend wurde 3-N-(fert-Butyloxycarbonyl)-aminobenzoesdure (391 mg, 1.65
mmol) in trockenem DMF (20 mL) unter Zugabe von EDCI-HCI (316 mg, 1.65 mmol)
DIPEA (842 pl, 4.95 mmol) und m-Aminomethylphenylessigsdureethylester (290 mg,
1.50 mmol) in trockenem DMF (6 mL) umgesetzt. Eine pH-Kontrolle ergab pH 8.5,
weshalb keine weitere Base zugegeben werden musste. Nach dem Entfernen des
Losemittels wurde in einer 1:1-Mischung aus TFA:CH,Cl, (20 mL) 45 min bei
Raumtemperatur die Boc-Schutzgruppe abgespalten und die Reaktionsmischung im
Vakuum bis zur Trockene eingeengt. Eine HPLC-Reinigung und Lyophilisieren ergab
N-(3-Aminobenzoyl)-2-[3-(aminomethyl)-phenyl]-essigsdure.

N-(3-Aminobenzoyl)-2-[3-(aminomethyl)-phenyl]-essigsdure (100 mg, 0.32 mmol)
und 36 (5 Aq., 496 mg, 1.6 mmol) wurden in trockenenm CHCI; (2 mL) geldst und
tiber Nacht unter Riickflul zum Sieden erhitzt. Entfernen der Losemittel, HPLC-
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Reinigung (B, 15-90 % in 30 min), Lyophilisieren und Abspaltung der Schutzgruppen
zuerst mit einer 1:1-Mischung aus TFA:CH,Cl, (20 mL) 30 min bei Raumtemperatur,
Entfernen der Losemittel und anschlieBend Esterspaltung mit 1IN NaOH (5 mL) in
MeOH (1 mL) iiber Nacht, Entfernen der Losemittel, HPLC-Reinigung (B, 15-90 % in
30 min) und Lyophilisieren ergab das TFA-Salz von 107 (5 mg, 4 %) als farbloses Ol.

C17H 1gNgO4*TFA: 326.35%114.02 g/mol

"H-NMR (500 MHz, DMSO-dq) & = 12.31 (br. s, 1H, COOH), 9.99 (s, 1H, NH-
A1C), 9.09 (t, J = 5.5 Hz, 1H, NH-CH,), 7.81 (d, J = 8.0 Hz, 1H, ~'C®-H), 7.75 (s, 1H,
AC2_H), 7.59 (s, 4H, ““N,H,), 7.53 (t, J = 8.0 Hz, 1H, ~'C*-H), 7.37 (d, J = 8.0 Hz,
1H, ~'C*-H), 7.27-6.97 (m, 4H, "*C***S_H), 4.42 (d, J = 5.5 Hz, 2H, NH-CH,), 3.32
(s, 2H, CH,-COOH); HPLC (10-90 % in 30 min) R; = 9.4 min; ESI-MS m/z 327.3
[M+H]".

9.5.3 Synthese eines Prodrugs und seiner Referenzverbindung

H O H H
H,N_ _N N_ N
2 g N COOH
NH H o
Cl Cl

3-{N-[N’-(3-Guanidinobenzoyl)-hydrazino]-carbonyl}-amino-3-(3,5-dichlor-
phenyl)-propionsiure (49)

Mit 3-(N-Fmoc)-Amino-3-(3,5-dichlorphenyl)-propionsdure (52) belegtes TCP-
Harz (175 mg g, 0.63 mmol/g, 0.11 mmol) ergab nach AAV 5, 23, 24 (35), 28, 9a,
HPLC-Reinigung (C, 25-37 % in 18 min) und Lyophilisieren das TFA-Salz von 49
(5 mg, 8 %) als weillen Feststoff.

CigH sCl,NgO4*TFA: 453.28%114.02 g/mol

"H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & = 12.07 (br. s, 1H, COOH), 10.21 (s, 1H, NH-
NH-CO-NH), 9.71 (s, 1H, NH-""C), 8.24 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 7.78 (d, J = 7.8
Hz, 1H, *C°-H), 7.71 (s, 1H, “'C*-H), 7.54 (t, J = 7.8 Hz, 1H, “'C°-H), 7.46-7.40 (m,
8H, “*N,H,, ~'C*-H, "™C**°-H), 7.11 (d, J = 8.5 Hz, 1H, NH-CH), 5.07-5.02 (m, 1H,
NH-CH), 2.81-2.71 (m, 2H, NH-CH-CH,); HPLC (10-90 % in 30 min) R, = 13.7 min;
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ESI-MS  m/z  908.9 [MP4+M7“+H]", 906.9 [MP“4+MPICLHTT, 904.9
[2M35CI+H]+, 4571 [M37CI+H]+’ 455 1 [M35c1+37c1+H]+, 4530 [M35CI+H]+.

HN__N NN
N A
HO~

Cl Cl

3-{N-[N’-(3-Hydroxyguanidinobenzoyl)-hydrazino|-carbonyl}-amino-3-(3,5-
dichlorphenyl)-propionsiure (490H)

0.3 g HL-PHB-TentaGel-Harz wurde nach AAV 2 mit (52) (0.18 mmol) belegt und
das belegte Harz (354 mg, 0.31 mmol/g) nach AAV 5, 23, 24 (35) umgesetzt.
Anschlielend erfolgte die Reaktion des freien Amins an der Festphase mit Bromcyan
(10 Aq.) und Natriumacetat (25 Aq.), in trockenem Methanol (0.2 M bezogen auf
BrCN) 20 h bei RT. Die Reaktion wurde durch Waschen mit trockenem Methanol
beendet. AbschlieBend wurde das Harz mit einer 0.2 M Losung von H,NOH-HCI in
trockenem Ethanol versetzt. Nach 20 h bei 70 °C wurde das Harz mit MeOH (5 x 3
min) und CH,Cl, (5 x 3 min) gewaschen. Die Abspaltung vom Harz nach AAV 10,
HPLC-Reinigung (C, 25-45 % in 30 min) und Lyophilisieren ergab das TFA-Salz von
490H (10 mg, 16 %) als weiBen Feststoff.

CisH sC1LNgOs*TFA: 469.28*%114.02 g/mol

"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & = 12.38 (br. s, 1H, COOH), 10.11 (s, 1H, NH-
NH-CO-NH), 9.90 (s, 1H, NH-""C), 8.17 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 8.06 (s, 1H, N-
OH), 7.78 (d, J = 7.8 Hz, 1H, “'C*-H), 7.71 (s, 1H, *'C*-H), 7.54 (t, J = 7.8 Hz, 1H,
ACS-H), 7.45-7.39 (m, 6H, “*NH,, "*C***-H, ~'C*-H), 7.12 (d, J = 8.3 Hz, 1H, NH-
CH), 5.22 (s, 1H, N-OH), 5.05-5.02 (m, 1H, NH-CH), 2.80-2.71 (m, 2H, NH-CH-
CH>); HPLC (10-90 % in 30 min) R, = 13.8 min; ESI-MS m/z 940.9 [2M*"“"**+H]",
938.9 [MPIMYICLHT, 9369 [2MPY4H]Y, 4732 [MYC4H],  471.1
IMPTCHISCLUT 469.1 [MPSCLHT'
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9.6 Synthese von RGD-Verbindungen fiir SPFS

N-Boc-Aminohexanal modifiziert nach Inoue ef al.*"!

N-Boc-Aminohexanol (435 mg, 2 mmol) und Triethylamin (1.39 mL, 10 mmol,
5 Aq.) wurden in einem 3:1 Gemisch aus CH,Cl,:DMSO (40 mL) geldst und nach
Zugabe von Pyridin*SOs (1.27 g, 8 mmol, 4 Aq.) 30 min geriihrt. Die Reaktion wurde
mittels DC verfolgt. AnschlieBend wurde Ethylacetat (175 mL) zugegeben und mit
H,0 (2 x je 100 mL) und gesittigter wissriger NaCl-Losung (100 mL) gewaschen.
Trocknen liber Na,SO,4 und Entfernen des Lésungsmittels im Vakuum ergab N-Boc-
Aminohexanal (423 mg, 98 %) als farbloses OL.

Cy1HyNOs: 215.29 g/mol

R; = 0.5 (Hexan:Ethylacetat 1:1; Alkohol = 0.2); "TH-NMR (250 MHz, CDCl;) & =
9.74 (s, 1H, CHO), 4.57 (br. S, 1H, NH), 3.13-3.05 (m, 2H, CH,-NH), 2.42 (t, J =
7.2 Hz, CH,-CHO), 1.69-1.23 (m, 6H, CH,-(CH,);-CH,), 1.41 (s, 9H, (CH3)5).

c(-RADSE-)-Dpr[Ac(6-aminohexancarbaldehydoxim)]-OH (M5SA)

TCP-Harz wurde nach AAV 1 mit Fmoc-Dpr[Aoa(Boc)]-OH belegt. Nach AAV 3
wurde die temporire Schutzgruppe abgespalten und nach AAV 13a cyclo(-RADTE-)
angebunden. Die Peptide wurden nach AAV 9b vom Harz abgespalten, und HPLC (C,
5-45 % in 30 min) isoliert und lyophilisiert. Es wurde ¢(-RADfE-)-Dpr(Aoa)-OH (61.8
mg, 89 %) erhalten.

C3,Hy7N O *TFA: 777.78*114.02 g/mol

HPLC (10-90 %, 30 min) R, = 7.4; ESI-MS m/z 1555.4 [2M+H]", 816.4 [M+K]",
800.4 [M+Na]", 778.5 [M+H]", 408.9 [(M+K+H)/2]**, 390.0 [(M+2H)/2]*".

Die Umsetzung von c(-RADfE-)-Dpr(Aoa)-OH mit N-Boc-Aminohexanal nach
AAV 15 und Entschiitzen des Amins in einem 1:1 Gemisch TFA:CH,Cl, be1 0 °C
innerhalb von 3 h ergab die aminofunktionalisierte Verbindung.

C;33HsgN 1,0 ,*TFA: 874.94*%228.05 g/mol

HPLC (5-90 %, 30 min) R, liegt im Spiilpeak; ESI-MS m/z 897.4 [M+Na]", 875.6
[M+H]", 438.6 [(M+2H)/2]*".
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[c(-RGDfE-)-Ahx],-K-Dpr[Ac(6-aminohexancarbaldehydoxim)]-OH (D1A)

Die Umsetzung von D1 mit N-Boc-Aminohexanal nach AAV 15 und Entschiitzen
des Amins in einem 1:1 Gemisch TFA:CH,Cl, bei 0 °C innerhalb von 3 h ergab die
aminofunktionalisierte Verbindung.

Cg1H124N24023*TFA: 1802.00*342.07 g/mol

HPLC (5-90 %, 30 min) R, liegt im Spiilpeak; ESI-MS m/z 1801.8 [M+H]", 901.9
[(M+2H)/2]*", 601.6 [(M+3H)/3]>"; MALDI-MS m/z 1801.7 [M+H]".

[c(-RGDfE-)-Hegas],-K-Dpr[Ac(6-aminohexancarbaldehydoxim)|-OH (D2A)

Die Umsetzung von D2 mit N-Boc-Aminohexanal nach AAV 15 und Entschiitzen
des Amins in einem 1:1 Gemisch TFA:CH,Cl, bei 0 °C innerhalb von 3 h ergab die
aminofunktionalisierte Verbindung.

Co7H56N24035*TFA: 2218.42*342.07 g/mol

HPLC (5-90 %, 30 min) R, liegt im Spiilpeak; ESI-MS m/z 1110.1 [(M+2H)/]*,
740.6 [(M+3H)/3]>"; MALDI-MS m/z 2217.8 [M+H] "

{[c(-RGDfE-)-Ahx],-K},-K-Dpr[Ac(6-aminohexancarbaldehydoxim)]-OH (T1A)

Die Umsetzung von T1 mit N-Boc-Aminohexanal nach AAV 15 und Entschiitzen
des Amins in einem 1:1 Gemisch TFA:CH,Cl, bei 0 °C innerhalb von 3 h ergab die
aminofunktionalisierte Verbindung.

C157H238N46043*TFA: 3457.85*%570.12 g/mol

HPLC (5-90 %, 30 min) R; liegt im Spiilpeak; ESI-MS m/z 1161.0
[(M+Na+2H)/31*", 1153.7 [(M+3H)/3]*", 865.6 [(M+4H)/4]", 692.8 [(M+5H)/5]°;
MALDI-MS m/z 3456.5 [M+H]".

{[c(-RGDfE-)-Hegas|,-K},-K-Dpr[Ac(6-aminohexancarbaldehydoxim)|-OH
(T2A)

Die Umsetzung von T2 mit N-Boc-Aminohexanal nach AAV 15 und Entschiitzen
des Amins in einem 1:1 Gemisch TFA:CH,Cl, bei 0 °C innerhalb von 3 h ergab die
aminofunktionalisierte Verbindung.

C 1 89H302N46067*TFAZ 4290.69*570.12 g/mol
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HPLC (5-90 %, 30 min) R, liegt im Spiilpeak; ESI-MS m/z 1073.8 [(M+4H)/4]",
859.4 [(M+5H)/5]”"; MALDI-MS m/z 4288.9 [M+H]".

Boc \Ir N \H/ COOfBu
N 0
Boc

O~ OH

3-{N-[N’-(3-(N-N’-Bis-Boc)-guanidinobenzoyl)-hydrazino]-carbonyl}-amino-3-(4-
carboxy-phenyl)-propionsaure-fert-butylester

4-Carboxybenzaldehyd (4.50 g, 30 mmol) wurde nach AAV 16 (Malonséure-mono-
tert-butylester) umgesetzt und ergab 3-Amino-3-(4-carboxyphenyl)-propionsiure-tert-
butylester (5.17 g, 65 %) als weillen Feststoft.

Ci14HoNOy4: 265.31 g/mol

HPLC (10-80 %, 30 min) R, = 12.7 min; ESI-MS m/z 265.9 [M+H]", 209.9 [M-
Bu+2H]".

3-Amino-3-(4-carboxy)-phenylpropionsdure-tert-butylester wurde nach AAV 17
innerhalb von 20 h zu einem Ol umgesetzt. Auch nach dem Lyophilisieren aus tert-
Butanol erhdlt man 3-(N-Fmoc)-Amino-3-(4-carboxyphenyl)-propionsiure-fert-
butylester (0.85 g, 35%) als gelbliches Ol, das im Kiihlschrank langsam
auskristallisiert.

"H-NMR (250 MHz, DMSO-d¢) & = 12.22 (s, 1H, COOH), 8.10-7.29 (m, 13H,
Fmoc/Phec_rr NH-CH), 5.03-4.96 (m, 1H, NH-CH), 4.37-4.18 (m, 3H, CH-CH,), 2.68
(d, 2H, CH-CH,), 1.30 (s, 9H, C(CH;)3); HPLC (10-80 %, 30 min) R; = 29.0 min;
ESI-MS m/z 1013.4 [2M+K]", 997.0 [2M+Na]", 975.4 [2M+H]", 510.2 [M+Na]’,
487.9 [M+H]".

Mit 3-(N-Fmoc)-Amino-3-(4-carboxyphenyl)-propionsidure-tert-butylester belegtes
TCP-Harz (1.39 g, 0.56 mmol/g, 0.78 mmol) ergab nach AAV 5, 23, 24 (35), 28, 8a
und  Lyophilisieren  3-{N-[N’-(3-(N-N’-Bis-Boc)-guanidinobenzoyl)-hydrazino]-
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carbonyl}-amino-3-(4-carboxy-phenyl)-propionsiure-tert-butylester (Rohausbeute
178 mg, 34%) als hellgelben Feststoff.

C33H44NGOp: 684.74 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min) R, = 23.7 min; ESI-MS m/z 1407.4 [2M+K]", 1391.2
[2M+Na]", 1369.2 [2M+H]", 707.2 [M+Na]’, 685.1 [M+H]", 585.1 [M-Boc+2H]",
485.2 [M-2Boc+3H]", 429.3 [M-2Boc-tBu+4H]".

HN_ N 1 8 K
2 il N COOH
H
NH 0

/\/\/\
0~ "N NH,
H

3-{N-[N"-(3-Guanidinobenzoyl)-hydrazino|-carbonyl}-amino-3-[4-(penta-
methylendiamino-carbonyl)-phenyl]-propionsiure

Die Umsetzung von 3-{N-[N’-(3-(N-N’-Bis-Boc)-guanidinobenzoyl)-hydrazino]-
carbonyl}-amino-3-(4-carboxy-phenyl)-propionsdure-tert-butylester (30 mg, 43.8
umol) nach AAV 13b (1 Aq. mono-Boc-1,5-Diaminopentan*nTosOH, 1.5 Aq.
EDCI-HCI, 3 Aq. DIPEA, 2 mL CH,Cl,), AAV 1la (ohne TIPS, 3 h), HPLC-
Reinigung (B, 5-35 % in 30 min) und Lyophilisieren ergab das TFA-Salz von 3-{N-
[N -(3-Guanidinobenzoyl)-hydrazino]-carbonyl } -amino-3-[4-(pentamethylendiamino-
carbonyl)-phenyl]-propionsédure (8 mg, 25 %) als weillen Feststoff.

C,4H3,NgOs*TFA: 512.56*228.05 g/mol

'H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & = 12.29 (br. s, 1H, COOH), 10.20 (s, 1H, NH-
NH-CO-NH), 10.00 (br. s, 1H, NH-""C), 8.14 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 8.02 (s, 1H,
CO-NH-CH,), 7.79-7.73 (m, 3H, “C°’-H, "™™C*-H), 7.72-7.68 (m, 4H, “'C*’-H,
Phe33_11), 7.49-7.45 (m, 5H, “'C*-H, “*N,H,), 7.08 (d, J = 8.3 Hz, 1H, NH-CH), 5.09-
5.05 (m, 1H, NH-CH), 3.21-3.15 (m, 2H, CO-NH-CH,), 2.78-2.70 (m, 2H, NH-CH-
CH,), 2.68-2.64 (m, 2H, (CH,);-CH,-NH,), 1.51-1.19 (m, 6H, (CH,);); HPLC (10-
90 % in 30 min) R, = 6.0 min; ESI-MS m/z 535.3 [M+Na]", 513.3 [M+H]", 257.3
[(M+2H)/2]".
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3-{N-[N’-(3-Guanidinobenzoyl)-hydrazino]-carbonyl}-amino-3-[4-(penta-

methylendiamino-Ahx;-carbonyl)-phenyl]-propionsiure

Der Aufbau der Ahx-Einheit erfolgte an mit N-Fmoc- e-Aminohexansdure belegtem
TCP-Harz (150 mg, 0.62 mmol/g, 93 pumol) nach AAV 3 und 6.

C4HgsN1;Og: g/mol

Anschliefend wurde nach AAV 3, 13b (93 umol Siure), 8b und Lyophilisieren das
Mimetikum mit den Ahx-Einheiten umgesetzt.

C4oHgsN 1 Og: g/mol

Die weitere Umsetzung nach AAV 13b (1.1 Aq.  mono-Boc-1,5-
Diaminopentan*nTosOH), AAV 11abei 0 °C in 5 h , HPLC-Reinigung (B, 15-45 % in
30 min) und Lyophilisieren ergab das TFA-Salz von 3-{N-[N’-(3-Guanidinobenzoyl)-
hydrazino]-carbonyl}-amino-3-[4-(pentamethylendiamino-Ahx;-carbonyl)-phenyl]-
propionsdure (25.7 mg, 26 %) als weillen Feststoff.

C4HgsN 1 Og*TFA: 852.03%228.05 g/mol

"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & = 12.34 (br. s, 1H, COOH), 10.21 (s, 1H, NH-
NH-CO-NH), 9.82 (br. s, 1H, NH-*"C), 8.15 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 8.03 (s, 1H,
A'C-CO-NH-CH,), 7.80-7.73 (m, 3H, “'C°-H, "™ C**-H), 7.72-7.67 (m, 4H, ~'C**-H,
Phec33_f1), 7.50-7.45 (m, SH, “'C*-H, “*N,H,), 7.11 (d, J = 8.5 Hz, 1H, NH-CH), 7.05
(d, J=7.9 Hz, 3H, CO-NH-(CH,)s), 5.10-5.06 (m, 1H, NH-CH), 3.22 (q, J = 6.1 Hz,
2H, CO-NH-CH,-(CH,),), 2.98 (q, J = 6.1 Hz, 6H, NH-CH,-(CH,),), 2.81-2.71 (m,
2H, NH-CH-CH,), 2.68-2.64 (m, 2H, (CH,)4~-CH,-NH,), 2.13 (t, J = 7.3 Hz, 2H,
(CH,)4-CH,-CO), 2.03 (t, J = 7.8 Hz, 4H, (CH,)4,-CH,-CO), 1.51-1.19 (m, 24H, CH,-
(CH,);-CH,); HPLC (10-90 % in 30 min) R, = 9.3 min; ESI-MS m/z 890.4 [M+K]’,
874.5 [M+Na]", 852.5 [M+H]", 446.0 [(M+H+K)/2]*", 427.1 [(M+2H)/2]*".
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2-Guanidinoethanoyl-Gly-Lys-OH

203 mg TCP-Harz wurden nach AAV1 mit Fmoc-L-Lys(Boc)-OH (0.24 mmol)
belegt. Die Umsetzung des belegten Harzes (0.63 mmol/g) nach AAV 5, 6 28, 9a und
Lyophilisieren ergab das TFA-Salz von 2-Guanidinoethanoyl-Gly-Lys-OH (40.5 mg,
43 %) als farblosen Feststoft.

C11H»NgO4*TFA: 302.33%228.05 g/mol

HPLC (10-90 % in 30 min) R, (Boc-geschiitzt) = 20.4 min; ESI-MS m/z 1231.4
[4M+K]", 1247.4 [4M+Na]’, 1209.2 [4M+H]", 983.4 [3M-H+2K]", 967.3 [3M-
H+Na+K]", 951.2 [3M-H+2Na]", 945.3 [3M+K]", 929.4 [3M+Na]", 907.2 [3M+H]",
643.3 [2M+K]', 627.3 [2M+Na]’, 605.3 [2M+H]", 341.3 [M+K]', 325.3 [M+Na]’,
303.2 [M+H]", 286.3 [M-OH+H]".
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Abb. 10.1: Biodistribution des Monomers M3*F.
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Abb. 10.2: Tumor/Organ-Verhiltnisse des Monomers M3"F,
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Abb. 10.5: Biodistribution des Tetramers T2'*F.
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Abb. 10.6: Tumor/Organ-Verhiltnisse des Tetramers T2"F.
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Tab. 10.1: Inhibierungsverhalten der nicht radioaktiven Konjugate im isolierten
Rezeptorassay. Der ICsy-Wert wird erst ab einer Inhibierung von 50 % bei einer
Peptidkonzentration von 100 nM austitriert und ansonsten in Prozent der Inhibierung

bei entsprechender Peptidkonzentration angegeben.

Integrin, ICs, [nM]

Peptid avp3 avps avpe olIbpB3
c* 24 10%, 72 % 10°, 45 % 10%, 48 %
ct 10*, 68 % 10%, 11 % 10*,0 % 10%, 1 %

MII 10 10°, 42 % 10°, 81 % 10%, 47 %
M2I 10 10°, 32 % 10°, 94 % 10*, 68 %
M3I 20 10°, 58 % 10°, 82 % 10*, 48 %
M4I 7 10°, 53 % 10°, 67 % 10%, 65 %
D11 0.9 52 18 1400
D21 3 210 59 3000
D3F 3.3 10%, 94 % 10°, 67 % 10%, 51 %
D4F 10,1 % 10%, 1 % 10%, 0 % 10%,2 %
T11 0.35 91 15 520
T1F 0.3 10°, 88 % 29 10%, 50 %
T21 0.2 580 68 1800
T3F 0.41 10°, 66 % 10°, 88 % 10%, 85 %
T4F 0.75 10%, 61 % 10°, 84 % 10%, 82 %
O1F 0.21 10°, 78 % 47 10%, 51 %
O2F 0.12 10°, 75 % 32 10%, 95 %
dF 12 10*, 92 % 10%, 71 % 10%, 50 %
t1F 21 10%, 87 % 10%, 52 % 10%, 66 %
t2F 25 10*, 80 % 10°, 48 % 10%, 45 %
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Tab. 10.2: Inhibierungsverhalten einiger RGD-Mimetika im isolierten Rezeptorassay.
Der ICsy-Wert wird erst ab einer Inhibierung von 50 % bei einer Peptidkonzentration
von 100 nM austitriert und ansonsten in Prozent der Inhibierung bei entsprechender

Peptidkonzentration angegeben.

Integrin [nM-Konz., % Inhibierung]

Verb. avp3 avps avp6 olIbB3
68a 10°, 62 % 10%, 24 % 10%, 93 % 10%, 7 %
68b 10,6 % 10,0 % 10*, 10 % 10*, 70 %

84 10%, 24 % 10%, 19 % 104, 1% 10%, 6 %
85 6500 10%,5 % 10%, 58 % 10%, 8 %
89 10*, 18 % 10%,3 % 10%,2 % 10°, 58 %
91a 10%,23 % 10%, 0 % 10%,2 % 10%, 6 %
91b 10*, 68 % 10*, 11 % 10%,0 % 10%,1%
92 4100 10%, 28 % 10%, 32 % 10%, 48 %
93 470 10%, 55 % 10°, 55 % 10*, 93 %
106 10%, 59 % 104, 1 % 10%, 22 % 10%, 8 %
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