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1 EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG

1 Einleitung und Zielsetzung

1902 entdeckten Emil Fischer und Frank Hofmeister, dass Proteine aus Aminosduren
aufgebaut sind, welche durch Peptidbindungen verbunden werden.! Weitere
Entwicklungen waren anfangs relativ schleppend auf Grund der Schwierigkeit, die
polypetidische Struktur aufzulésen und deren Synthese zu verwirklichen. Drei
beeindruckende Durchbriiche in den flinfziger Jahren schienen diese Forschung zu
revolutionieren. Zum einem die Isolierung, Strukturaufklirung und Totalsynthese von
Oxytoxin durch duVignaud, zum anderen Sanger's Strukturermittlung von Insulin und
schlieBlich die Entdeckung der Doppelhelix der DNA, welche einen Zusammenhang
zwischen Nucleotid- und Peptidsequenz deutlich werden liel. AuBerdem legte
Bergmann den Grundstein fiir die Entwicklung der Peptidsynthese durch die
Einfiihrung der Z-Schutzgruppe. Heute wird Peptiden eine entscheidende Rolle als
Neurotransmitter, Neuromodulatoren, Hormone, Antibiotika, Wachstumsfaktoren,
Cytokine, Antigene, etc. zugesprochen: Sie sind dafiir bekannt, alle essentiellen
physiologischen Kdorperprozesse iiber sowohl inter- und intrazelluldare Kommunikation
als auch durch rezeptorgesteuerte Signaliibermittlung zu beeinflussen.>” In den letzten
zwel Jahrzehnten zeigte sich, welche entscheidende Rolle Peptide sowohl bei der
Entstehung von Krankheiten als auch fiir deren Bekdmpfung spielen, wihrend das
menschliche Genom-Projekt noch hunderte oder tausende von neuen peptidischen
Liganden und targets beisteuern wird. Das Hauptziel der Proteinforschung besteht
darin, den Zusammenhang zwischen einer drei-dimensionalen, peptidischen Struktur
und deren biologischer Aktivitdt zu verstehen, um die Entwicklung von addquaten
therapeutischen Mitteln in die Wege zu leiten. Dieses Gebiet umfasst ungefdahr 50%
der gegenwirtigen Pharmaforschung und wird in der Zukunft mehr und mehr an
Geltung gewinnen.*’

Zum Auslosen oder zur Unterdriickung einer biologischen Antwort ist die molekulare
Erkennung eines Liganden durch einen Rezeptor entscheidend. Nicht nur fiir Peptide
bedeutet dies die Wechselwirkung eines Teils der dreidimensionalen Oberfldche des
Liganden mit der komplementdren Oberfliche des Rezeptors. Obwohl natiirliche,
biologisch aktive Peptide ein grofes Potential in der medizinischen Anwendung
haben, miissen sie dennoch modifiziert werden, um gewisse Probleme in Bezug auf
Pharmakodynamik und Bioverfiigbarkeit zu iiberwinden. Die erwiinschten, aber hdufig
nicht oder nicht ausreichend vorhandenen Eigenschaften, die das natiirliche Peptid
aufweisen sollte, beziehen sich 1) auf Rezeptorselektivitit 2) hohe Aktivitit

3) Stabilitdt gegeniiber Hydrolyse und 4) ausreichende Bioverfiigbarkeit. Diesen
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Anforderungen werden im Idealfall sogenante Peptidmimetika gerecht. Fiir die
Entwicklung eines nicht-peptidischen Liganden wird zunichst versucht, geeignete
Gertststrukturen zu finden, welche die rdumliche Anordnung der zur molekularen
Erkennung und Signaltransduktion erforderlichen Komponenten, die so genannten
pharmakophoren Gruppen, ermoglichen. Die richtige Wahl der Gerlststruktur zur
Anordnung der ,,Schliisselseitenketten* ist nicht trivial. Hier sind nur Teilerfolge zu
verzeichnen, die zu aktiven und selektiven Liganden fiihrten.*'

Ziel dieser Arbeit ist es, durch Kombination von organischer Synthese und
biologischer Evaluierung niedermolekulare, nicht-peptidische Liganden fiir das
o4f37-Integrin zu entwickeln. ay-Integrine sind an einer Reihe pathologischer Vorgénge
wie Autoimmunerkrankungen und chronischen Entziindungen beteiligt.'""
Aufbauend auf den Ergebnissen von Gottschling et al. soll eine weitere Optimierung
von ayf};-Integrinliganden unter besonderer Beachtung eines verbesserten

1314 Bs werden unter anderem in rationalen

pharmakologischen Profils erreicht werden.
Ansitzen Modifizierungen an der Leitstruktur vorgenommen und neue Bausteine fiir
die Festphasensynthese von Peptidmimetika-Bibliotheken beschrieben. Des Weiteren
steht die Suche nach wirkstoffbasierten Geriiststrukturen im Vordergrund. Die
biologische Evaluierung von diversen, parallel synthetisierten Bibliotheken sollte die

Erkennung von Struktur-Aktivitéits-Beziehungen (SAR) ermdoglichen.
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2 Grundlagen der Medizinischen Chemie

2.1 Pharmakologische Relevanz von Peptiden

Biologisch aktive Peptide sind die Produkte von Genen und wechselwirken im
iiberwiegenden Fall - nach ihrer in vivo Synthese - durch Translation und
Transkription mit Proteinen oder Proteinkonjugaten. Die allgegenwirtige Kontrolle
und Modulierung zelluldrer Funktionen, die interzellulire Verstindigung, die
Immunantwort und Informationsweiterleitung erfolgt iiber nicht-kovalente

4,6,7,15,16

Peptid-Protein Wechselwirkungen. Zahlreiche biologisch aktive Peptide

81718 yriele von ihnen

wurden in den letzten 30 Jahren entdeckt und charakterisiert.
wurden sowohl in neuronalen als auch in nicht-neuronalen Geweben nachgewiesen.
Représentative Beispiele dafiir sind Somatostatin, Substanz P, Cholecystokinin,
Endorphine, Enkephaline, Angiotensin II und Endothelin. Als Neurotransmitter,
Neuromodulatoren und Hormone beeinflussen sie nach Bindung an ihre
membranstindigen Rezeptoren die Zell-Zell-Kommunikation und kontrollieren eine
Reihe vitaler Funktionen wie Stoffwechsel, Immunabwehr, Verdauung, Atmung und
sind deshalb von enormen Interesse.'” Die Zahl von nativen und modifizierten
Peptiden, die als Medikamente eingesetzt werden, nimmt stindig zu und diese
Tendenz diirfte auch in den ndchsten Jahren anhalten.”” Auf Grund groBer
Fortschritte in der organischen Chemie und der Molekularbiologie konnten die meisten
bioaktiven Peptide in groBeren Mengen hergestellt und fiir pharmakologische und
klinische Untersuchungen zur Verfiigung gestellt werden.”’ Dadurch wurden in den
letzten Jahren nicht nur neue Moglichkeiten zur Behandlung und Therapie einer Reihe
von Erkrankungen etabliert, sondern auch Hoffnungen in Bezug auf die
Therapierbarkeit anderer Krankheiten geweckt, bei deren Entwicklung Peptide eine
Rolle spielen. Der Einsatz von Peptiden als Medikamente wird jedoch durch folgende
Faktoren eingeschriankt: 1) die geringe metabolische Stabilitdt durch Protolyse im
Magen-Darm-Trakt und im Serum, 2) die schlechte Resorption nach oraler Einnahme,
vor allem auf Grund der relativ hohen Peptidmolekiilmasse und/oder des Fehlens von
Transportsystemen, 3) die schlechte oder auch zu schnelle Ausscheidung durch Leber
und Nieren und 4) die unerwiinschten Nebenwirkungen durch Wechselwirkung mit
unterschiedlichen Rezeptoren. In den vergangenen Jahren wurde verstirkt versucht,
Peptidmimetika zu entwickeln, die gilinstigere pharmakologische Eigenschaften haben
als ihre Vorbilder.'™""?**** Unter einem Peptidmimetikum versteht man eine

Verbindung, die als Ligand eines Rezeptors den biologischen Effekt eines Peptids auf

3
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Rezeptorebene imitieren oder blockieren kann.** Generell betrachtet wurden
zuverldssige Strategien zum Design von Peptidmimetika entwickelt, welche eine
sorgfiltige Betrachtung von sowohl strukturellen als auch konformativen Merkmalen
der Peptide erfordern. Aus pharmakologischer und medizinischer Sicht ist es hdufig
erwiinscht, nicht nur die Wirkung der Peptide auf Rezeptorebene zu imitieren
(Agonisten), sondern auch bei Bedarf den Rezeptor zu blockieren (Antagonisten). Da
diese beiden Typen von Liganden an unterschiedliche konformative Zustinde des
Rezeptors binden, ist es wichtig, Entwiirfe von Peptidliganden zu betrachten, welche
die unterschiedlichen Rezeptorzustinde als Zielgruppe haben; Antagonist und Agonist

sollten separat betrachtet werden.”

2.2 Modifizierung der Leitstruktur

An die pharmakologischen Eigenschaften eines Peptidmimetikums werden primér
einige Erwartungen gekniipft. Ein Hauptproblem bei der Entwicklung solcher
Wirkstoffe ist die Entdeckung einer Leitstruktur, die dann beispielsweise unter
Verwendung von Molecular-Modeling-Programmen optimiert werden kann.
AuBlerordentlich hilfreich sind ebenfalls die Kenntnisse tiber die dreidimensionale
Struktur  des  Peptid-Rezeptor-Komplexes, = welche eine  strukturbasierte
Wirkstoffentwicklung ermoglichen, und die nachfolgende Signaltransduktion. Bei der
Charakterisierung der Rezeptoren und der Erforschung des Mechanismus der
Signaltransduktion sind beachtliche Fortschritte erzielt worden. Dagegen bereiten die
Strukturuntersuchungen der Peptid-Rezeptor-Komplexe Schwierigkeiten, wobei der
Einsatz neuer NMR-und Rontgenstruktur-Techniken hier viel versprechend
erscheint.’**’ In letzter Zeit spielt die Strukturaufklirung von sehr groBen Proteinen
iiber Elektronenmikroskopie auch eine Rolle.*®

Als Leitstruktur fiir die Entwicklung von Mimetika dient im Regelfall das native
Peptid selbst, dessen pharmakologische Eigenschaften optimiert werden sollen. Eine
allgemein anwendbare und bisher erfolgreiche Methode zur Entwicklung von
Peptidmimetika besteht darin, konformativ fixierte Analoga herzustellen, die die
rezeptorgebundene Peptidkonformation des endogenen Liganden moglichst genau
imitieren.”* Die unmittelbare Folge des Einsatzes solcher Konformations-Analoga ist
zum einen eine erhohte Proteaseresistenz, d.h. die metabolische Stabilitdt erhoht sich,
zum anderen eine erhohte Selektivitdt und damit geringere Nebenwirkungen. " Als
giinstig flir diesen methodischen Zugang erweist sich der Umstand, dass an der

Erkennung des Liganden durch den Rezeptor oft nur eine geringe Zahl von etwa vier
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d.?3! In solchen Fillen dient

32-35

bis acht Aminosdureseitenketten des Peptids beteiligt sin
das restliche Molekiil dazu, die pharmakophoren Gruppen zu fixieren. Dartiber
hinaus kann in dem Teil des Peptids, der an der Wechselwirkung zwischen dem
Liganden und dem Rezeptor direkt beteiligt ist, zusdtzliche Bindungsaffinitit zu einem
anderen Rezeptortypen lokalisiert sein.

Ein wichtiger Schritt bei der Entwicklung von konformativ eingeschrinkten
Peptidliganden besteht darin, die fiir die Rezeptorerkennung erforderlichen
Aminosdureseitenketten zu identifizieren und anschlieBend den dreidimensionalen
Zusammenhang zwischen den pharmakophoren Gruppen und deren Aktivitit zu
bestimmen. Dazu wird durch die Synthese verkiirzter Analoga die fiir die biologische
Aktivitit erforderliche Minimalsequenz und durch systematische Verdanderung der
einzelnen Aminosduren die Bedeutung der Parameter wie Stereochemie, Ladung,
Hydrophilie usw. ermittelt. AnschlieBend werden starre Konformationen erzeugt und
durch Studien der Konformations-Aktivitits-Beziehungen die aktivsten Strukturen
selektiert.” Die unbefriedigende Bioverfiigbarkeit peptidischer Wirkstoffe kann ihren
therapeutischen Einsatz erschweren oder verhindern. Beriicksichtigt man zusétzlich,
dass die Applikation peptidischer Wirkstoffe immunologische Reaktionen hervorrufen
kann, so erscheint die Entwicklung niedermolekularer Nicht-Peptidliganden zwingend
notwendig.’® Die Entdeckung von Leitstrukturen in umfangreichen screenings ist
hierbei essentiell. Dabei werden Substanzsammlungen (compound libraries) und
einzelne Verbindungen, meist aus dem Naturstoffbereich, auf biologische Aktivitét
untersucht. Haufig sind diese Substanzen bereits konformativ eingeschrinkte Analoga
von Peptiden, welche die fiir die Rezeptorerkennung erforderlichen Merkmale
aufweisen. AnschlieBend wird die Struktur hinsichtlich der Rezeptoraffinitit,
Selektivitit und anderer pharmakologischer Eigenschaften optimiert.

Das klassische Beispiel fiir Nicht-Peptidliganden sind Opioidalkaloide, die sich als
Mimetika endogener Peptide erwiesen haben. So imitiert beispielsweise Morphin (B)
den Effekt des aus 31 Aminoséuren bestehenden S-Endorphins (A)*’ an einer fiir beide
Verbindungen gleichen Erkennungsstelle am Rezeptor (Abb. 2.1).*® Insbesondere
dieses Beispiel zeigt eindeutig, dass es mdglich ist, ein relativ groBBes Peptid durch eine

niedermolekulare Verbindung zu ersetzen.
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Tyr-Gly-Phe-Met-Thr-Ser-Glu-Lys-Ser-
GIn-Thr-Pro-Leu-Val-Thr-Phe-Lys-Asn-Ala-
lle-lle-Lys-Asn-Tyr-Lys-Lys-Gly-Glu

A B

Abbildung 2.1: Klassisches Beispiel fiur einen Nicht-Peptidligand. Nattrlicher
Ligand A und naturliches Peptidmimetikum B.

2.3 Empirische Regeln fur die Entwicklung eines Wirkstoffes

Mit der Etablierung der kombinatorischen Chemie glaubte man zunéchst, dass sich die
Zahl der Medikamente einfach dadurch erhohen lédsst, dass man eine grofle Zahl von
Verbindungen synthetisiert und biologisch evaluiert. In der Zwischenzeit zeigte sich
jedoch, dass die ersten Generationen von kombinatorisch erzeugten Bibliotheken nicht
optimal waren, da sie meist grofe, lipophile und flexible Molekiile enthielten. Aus
dieser Erfahrung heraus wird nun bereits bei dem Design von Bibliotheken versucht,
Medikament-dhnliche Wirkstoffe zu generieren. Hierzu werden verschiedene
Methoden, vom simplen Abzédhlen von Wasserstoffbriicken-Donatoren bis hin zu
komplexen neuronalen Netzwerken, verwendet.”

Damit ein Wirkstoff seinen Wirkungsort erreichen kann, muss er sowohl mit der
wassrigen- (z.B. Cytoplasma) als auch mit der lipophilen Umgebung (z.B. Membran)
wechselwirken konnen. Nur Substanzen mit einer mittleren Lipophilie vermdgen
sowohl durch die wassrige als auch durch die lipophile Phase zu gelangen. Zudem
setzen sich viele Bindungsstellen in Proteinen aus polaren und unpolaren Bereichen
zusammen. Viele quantitative Struktur-Wirkungsbeziehungen zeigen daher einen
deutlichen Zusammenhang zwischen der Lipophilie einer Verbindung und deren
biologischer Wirkung. Die Lipophilie beeinflusst auch die metabolische Aktivitdt und
die Bindung an Plasmaproteine.”” Zur Beschreibung der Lipophilie hat sich der
Verteilungskoeffizient P (partition coefficient) zwischen Octan-1-ol und Wasser als

. . 41
sehr geeignet erwiesen.

Verbind
P= Verbindung o a : Dissoziationsgrad der Verbindung in Wasser
[Verbindung]Wasser * (1 - a)
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Fiir Verbindungen, die in Octan-1-ol besser loslich sind, ist P > 1 und LogP wird
dadurch positiv. Der LogP-Wert setzt sich additiv aus den Gruppenbeitridgen einzelner
Teile des Molekiils zusammen.

Durch die Analyse von ca. 2200 oral bioverfligbaren Wirkstoffen konnten Lipinski
et al. von der Firma Pfizer Inc. einige allgemeine Eigenschaften oral bioverfiigbarer

42,43

Substanzen ableiten. Diese als ,,Pfizer’s rule of five* bekannt gewordenen

Eigenschaften trafen auf 90% der untersuchten Arzneimittel zu:

e LogP<5

e Molekulargewicht < 500 g/mol

e Anzahl der Wasserstoff-Donatoren < 5

e Anzahl der Wasserstoff-Akzeptoren < 10

e FEine der vier genannten Regeln kann verletzt sein.

Trotz der Verletzung der rule of five waren jedoch viele Antibiotika, Fungizide,
Vitamine und herzwirksame Glycoside oral verfiigbar. Ein sehr bekanntes Beispiel ist
das Immunsuppressivum Cyclosporin, welches gegen jede dieser Regeln verstof3t aber
gut oral verfligbar ist. Eine Erkldrung fiir diese Beobachtung ist, dass diese Molekiile
Substrate fiir Transportsysteme darstellen.*® Die rule of five ist nicht verbindlich,

4346 Perner stellten Rishton ef al. eine Liste

sondern gibt nur eine Orientierungshilfe.
mit nahezu 25 funktionellen Gruppen zusammen, die auf Grund von Solvolyse und
Reaktivitit mit Nucleophilen ungeeignet fiir die Verwendung in Wirkstoffen sind.”’
Weitere Methoden, um wirkstoffbasierte Verbindungen zu finden, sind unter anderem
die Analyse des chemischen Pools®, die Analyse der Bausteine von bekannten

Medikamenten*”>

und die Minimierung von sowohl flexiblen Bindungen als auch
polaren Oberflichen.’' Die sogenannten ,,Veber-Regeln® postulieren eine bevorzugte
orale Bioverfiigbarkeit von Molekiilen, die weniger als zehn freie rotierbare
Bindungen enthalten und deren polare Oberfliche kleiner als 140 A” ist, was etwa
zwoOlf oder weniger Wasserstoff-Donatoren und -Akzeptoren entspricht. Aulerdem ist
man stdndig bestrebt, die Regeln und Vorgehensweisen zu einer moglichst effizienten
Arzneimittelentwicklung zu optimieren. Ein neuer Ansatz ist beispielsweise das
Generieren von Verbindungen geringerer MolekiilgroBBe (bis zu 300 g/mol), die als
Fragmente zum Aufbau von Leitstrukturen dienen sollen. Sie weisen geringe
Lipophilie (logP < 3), bis zu drei rotierbare Bindungen und eine hohere

Bindungseftizienz (héhere durschschnittliche Bindungsenergie der Verbindungen pro
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Atom) auf. Dies fiihrt zu einer ,ule of three* und impliziert den Aufbau von so
genannten fragmentbasierten Bibliotheken.>

Anhand dieser Regeln lassen sich jedoch kaum Aussagen iiber die metabolische
Stabilitdt der Verbindungen ableiten. Normalerweise werden fremde, in den Kdorper
eindringende Molekiile vom Immunsystem durch Antikorperbildung bekédmpft. Kleine
Molekiile 16sen jedoch keine Immunreaktion aus. Sie werden durch unspezifische
Enzyme in polare Verbindungen umgewandelt und koénnen so anschlieBend
ausgeschieden werden (Metabolismus). Da der Korper nicht zwischen Umweltgiften,
natiirlichen Stoffen und Medikamenten unterscheiden kann, werden auch Wirkstoffe
durch enzymatische Biotransformation metabolisiert. Die Faktoren, welche 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 {iiber Niere und/oder

Darm (Eliminierung). Haufig werden sie durch T - die Toxizitit — erginzt.”

2.4 Festphasensynthese

Eine Vielfalt von Technologien wurde zur Bildung kombinatorischer Bibliotheken
angewendet, welche sich iiber biologische Methoden wie phage display™, bei der
Zufallspeptidsequenzen auf der Oberfliche von Hiillenproteinen von Bakteriophagen
exprimiert werden, bis hin zu konventionellen Methoden wie der organischen
Synthese in Losung oder an der festen Phase erstrecken. Die Festphasensynthese
wurde urspriinglich als Methode zur Herstellung einer grof3en Datenbank an Peptiden
zum screening von Rezeptor- oder Antikorperwechselwirkungen®™ oder zur Synthese
von Nucleotiden™® entwickelt, anschlieBend wurde sie auf die Anforderung der
medizinischen Chemie abgestimmt’’. Die Geburtsstunde der kombinatorischen
Chemie basiert auf den bahnbrechenden Arbeiten von R. A. Houghten®®, K. Lam” und
A. Furka®, die jeweils eine kombinatorische Peptid-Bibliothek zur Erkennung von
Leitstrukturen benutzten. Sowohl die gewachsene Nachfrage nach kostengiinstigeren
Methoden in der Medikamentenentwicklung als auch Fortschritte im automatisierten
screening ®', welche die Moglichkeit erdffnete, tausende von Verbindungen in kurzer
Zeit zu testen, veranlasste die pharmazeutische Industrie kombinatorische
Synthesestrategien einzufithren. Wéhrend sich bei Peptiden und Oligonucleotiden die
Festphasensynthese als wichtigste Methode etabliert hat, wurde sie bei anderen

Verbindungsklassen erst im letzten Jahrzehnt popular.®*®
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Bei der Festphasensynthese sind die aufzubauenden Molekiile wihrend der gesamten

Synthese tiber einen /inker an einen polymeren Triger gebunden (Abb. 2.2).

B

O (tinker }—A ——

(Q—(Linker }— A8

Q(Linker) + AB

Abbildung 2.2: Allgemeines Prinzip der Festphasensynthese

Der linker muss gegeniiber den verwendeten Reaktionsbedingungen stabil sein.
Ebenfalls muss aber das Produkt AB ohne Zersetzung wieder vom /inker abgespalten
werden konnen. Heutzutage gibt es viele verschiedene linker und polymere Trager, so
dass fiir nahezu jede Reaktionsfolge ein geeignetes System kommerziell erhéltlich
ist.®” Die Vorteile der Festphasensynthese sind unter anderem 1) einfache
Automatisierbarkeit, 2) Beschleunigung der Reaktion und hohe Umsitze durch
Verwendung von Uberschiissen an Reagenzien, 3) aufwiindige Reinigungs- und
Aufarbeitungsschritte entfallen, da nur das Harz gewaschen werden muss und
4) einfache Handhabung kleiner Mengen. Ein Nachteil der Festphasensynthese ist
unter anderem die begrenzte strukturelle Diversitit, da es einige Einschrinkungen bei
den chemischen Reaktionen gibt. Zur Analyse von Bibliotheken und
Festphasenreaktionen ist die Massenspektrometrie die Methode der Wahl.

Insbesondere der Festphasensynthese komplexer, von Naturstoffen abgeleiteter
Molekiile, wurde mit der Herstellung von Substanzbibliotheken besondere
Aufmerksamkeit geschenkt. So gelangen an festen Trdgern Synthesen von

Deglycobleomycin A% Penticinnamin E™, sowie (-)-Saframycin.”
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3 Integrine als targets in der Medizinischen Chemie

3.1 Funktion der Integrine

Der Begriff , Integrin® wurde zum ersten Mal 1987 in einem Ubersichtsartikel
verwendet, der eine Gruppe strukturell, immunologisch und funktionell verwandter
Zelloberflichen-Rezeptoren beschreibt.”” Diese sind als integrale Membranproteine
bei der Wechselwirkung der extrazellulairen Matrix mit dem intrazelluldren Zytoskelett
beteiligt. Die Bildung, Umgestaltung und Erhaltung des Gewebes und der Organe wird
durch dynamische Verbindungen zwischen den Zellen und ihrer Umgebung
ermoglicht, iiber die komplexe chemische und physikalische Reize {ibertragen werden.
Auf der einen Seite der Zellmembran erkennen Integrine sowohl strukturell
unterschiedliche Komponenten der extrazelluldren Matrix als auch angrenzende Zellen
und Plasmaproteine, wéhrend sie auf der anderen Seite der Zellmembran {iber ihre
kurze zytoplasmatische Doméine direkt mit dem Zytoskelett in Verbindung stehen.
Dieses Zusammenspiel kann auch als treibende Kraft der Zelle bezeichnet werden”.
Die Bindung der Integrine an extrazellulire Liganden wird in eine Bildung und
Umgestaltung von fokaler Adhdsion umgesetzt, welche flir eine Verdnderung der

Zellform und der Gewebeorganisation verantwortlich ist.”

Signale aus dem
Zellinneren werden an die Integrin-Ectodomédne weitergeleitet, welche die
Bindungsaffinitéit verdndert. Ein feinflihliges Gleichgewicht zwischen einer inside-out
und outside-in Signaltransduktion {iber Integrine ermoglicht eine kontrollierte
Zellbewegung oder Adhdsion. Vom therapeutischen Standpunkt betrachtet sind
Integrine vermutlich die wichtigste Klasse der Zell-Adhédsions-Rezeptoren, zu denen

6 8 .
7677 87 zihlen.

ebenfalls die Immunglobulin-Superfamilie”, Selektine und Cadherine
Allgemein gehoren diese Proteine zu der vielseitigen Rezeptorfamilie der
CAMs (cell adhesion molecule) und reprasentieren wichtige Bindeglieder zur
Verankerung von Zellen. Da Integrine Zell-Zell- und Zell-Matrix-Wechselwirkungen
regulieren, spielen sie eine bedeutende Rolle in einem groflen Bereich von
biologischen Prozessen wie Entwicklung®, Wundheilung®', Angiogenese®,
Immunantwort™ und Hamostase®. Umgekehrt ist eine Fehlfunktion der Integrine fiir
eine Vielzahl an Erkrankungen wie zum Beispiel Autoimmunkrankheiten, Thrombose
und Tumorwachstum verantwortlich.*> Aus diesem Grund wurden umfangreiche
Bemiihungen in Richtung der Entdeckung und Entwicklung von Integrinliganden zur
klinischen Anwendung unternommen. Deutliche Fortschritte wurden bei der

Behandlung von Thrombose erzielt, bei der die Thrombus-Bildung durch die

11
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Hemmung der Bindung des ouBs-Integrins an Fibrinogen unterdriickt werden kann.*

Sowohl oy4- als auch B,-Integrine, die vorwiegend auf Leukozyten zu finden sind,
konnen fiir eine Reihe von Autoimmunkrankheiten und chronische Entziindungen

11,87

verantwortlich gemacht werden *', wihrend o.y35- und oy 3s-Integrin eine bedeutende

Rolle bei Tumorwachstum, Angiogenese und Knochenbildung zugeschrieben werden

82,88
kann.

3.2 Struktur der Integrine

Integrine sind heterodimere, transmembrane Glycoproteine. Die Anzahl der
B-Untereinheiten wurde im Laufe der Zeit von urspriinglich drei (B, B, und ;) auf
acht erweitert, wahrend mittlerweile 18 verschiedene a-Untereinheiten unterschieden
werden. Diese Untereinheiten kdnnen in einer eingeschrankten Weise nichtkovalent zu
24 verschiedenen Integrinen kombiniert werden, welche sich hinsichtlich ihrer
physiologischen Funktion und ihrer Liganden unterscheiden. Die Integringruppe kann
in drei Familien eingeteilt werden: 1) very late activation (VLA-4) Pi-,
2) Bo-Leukozyten- und 3) B;-Adhésionsintegrine (Abb. 3.1). Ungefahr die Hilfte der
o-integrinuntereinheiten enthdlt eine zusitzliche von Willebrand-Faktor-A-Type
Domine, die auch als aA- oder I-Doméne bekannt ist. Jedem der 24 Integrine kann
eine spezifische Funktion zugeordnet werden, was durch die Vielféltigkeit der
Liganden, aber besonders durch die Phianotypen von knockout Miausen verdeutlicht
wird.* Die Vielfalt der Integrine wird dariiber hinaus durch alternatives splicing, post-
translationalen Verdnderungen und Wechselwirkung mit anderen Oberflichen- oder

intrazellularen Proteinen erhdht.”®!

12
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Abbildung 3.1: Mitglieder der einzelnen Integrin-Subfamilien. Jedes Integrin
besteht aus einer - und f-Untereinheit.

Die extrazelluldire Doméne der Integrine stellt den grofSten Teil des Proteins dar. Sie
besteht aus einer Kopf-Region, aus der eine gestreckte Stelzen-Region hervorgeht.
Uber eine sich jeweils anschlieBende kurze Transmembranhelix und die
zytoplasmatische Doméne ist das Integrin mit den Proteinen des Zytosols verkniipft
(Abb. 3.2). Die groBere a-Untereinheit enthélt ca. 1100 Aminosduren und ist hiufig
aus zwei unterschiedlich langen Aminosdureketten aufgebaut, die {iber eine
Disulfidbriicke verbunden sind. Der extrazelluldre Teil der a-Untereinheit ist durch
drei bis vier Bereiche von jeweils 12 bis 15 Aminosduren am N-Terminus
gekennzeichnet, die zweiwertige Kationen binden.”” Die zytoplasmatische Region ist
sehr kurz (ca. 20-50 Aminosduren) und weist bis auf die konservierte Heptapeptid-
Sequenz KXGFFKR kaum Homologien auf. Sie interagiert mit der in der
B-Untereinheit  konservierten ~Sequenz LLVXIHDR.” Die Affinitit des
zytoplasmatischen Restes von oypP; fiir divalente Kationen liegt im mikromolaren
Bereich und die Komlexbildung der beiden Untereinheiten des zytoplasmatischen
Restes wird von einer Stabilisierung der Sekundarstruktur begleitet.”* Mit Ausnahme
der B4-Einheit besteht die B-Untereinheit aus nicht ganz 800 Aminosduren und enthalt
vier hochkonservierte, cysteinreiche Doménen nahe der transmembranen Region.
Beide Untereinheiten haben eine kurze membranstindige Region und eine
zytoplasmatische Doméne. An der Bindung extrazelluldrer Liganden sind beide

Untereinheiten beteiligt. Die Kontaktstellen befinden sich in den Doménen nahe der

13
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N-Termini.””” Mit Ausnahme von B, deren zytoplasmatische Doméne aus ca. 1000
Aminosidureresten besteht und mit intermedidren Filamenten der Zelle verbunden ist,

besitzen alle B-Untereinheiten eine zytoplasmatische Region, die aus 15 bis

99,100
und

65 Aminosduren besteht und mit dem Zytoskelett iiber Talin™ und a-Actin
verankert 1ist. Neben ihrer Fidhigkeit, Adhision zwischen extrazelluldren
Matrixliganden und passenden Rezeptoren auf benachbarten Zellen zu ermdoglichen,
dienen Integrine somit als mechanische transmembrane Verbindungen zum Zytoskelett
innerhalb der Zelle. Der zytoplasmatische Rest der Integrine ist an der Initiierung und
Weiterleitung der konformationellen Verdnderung bei der Ligandenbindung beteiligt,
und triagt somit entscheidend zur outside-in Signaliibertragung bei. Bei dieser
Signaliibertragung spielen unter anderem zahlreiche interzelluldre Verdnderungen und
die Aktivierung von Kinasen und Phosphatasen eine entscheidende Rolle.'® '

Als Durchbruch auf dem Weg zu einem besseren Verstindnis der molekularen
Grundlagen der Integrinfunktion muss sowohl die Kristallstrukturaufklarung der

96,104
L 7> als

extrazelluldiren Doméne des o f;-Integrins (Abb. 3.2) durch Xiong ef a
auch des oypPs-Integrins’ gesehen werden. In  Ubereinstimmung — mit
elektronenmikroskopischen ~ Aufnahmen hat das Integrin-Heterodimer eine
quallenférmige Erscheinung mit einer ovalen Kopf- und zwei Stelzen-Regionen
(stalk-Region).'” Biochemische und EM-Studien konnten zeigen, dass die Kopfregion
1% Der vorher nicht beobachtete Knick in

den Stelzenregionen konnte ein Element der integrinvermittelten Signaltransduktion

fiir die Ligandenbindung verantwortlich ist.

darstellen, wenn es sich hierbei nicht um einen Kristallisationsartefakt handeln sollte.
In atA-enthaltenden Integrinen wird die Ligandenbindung durch die aA-Doméne, auch

I-Domine genannt, vermittelt.'””'%

Diese Domine gehort zu dem Dinucleotid
bindendem Rossmann-Fold, einem von acht Helices umgebenen sechsstringigen
Faltblatt, welcher fiir tertiire Strukturverdnderungen in anderen Proteinen bekannt
ist.'9!% Auf der Spitze findet man ein einfach gebundenes zweiwertiges Kation,
welches von Sauerstoff enthaltenden Seitengruppen aus drei Schleifen koordiniert
wird. Insgesamt bezeichnet man diese Seitengruppen als ,,MIDAS*“-Region
(metal-ion-dependent adhesion side). Bei Integrinen, welche diese aA-Domaine nicht
aufweisen, wird die Ligandenbindung durch einen so genannten siebenblittrigen
[-Propeller vermittelt, an den sich eine aus drei linear angeordneten S-Faltblittern
bestehende Stelzen-Region anschlieBt. Dariiber hinaus beteiligt sich noch eine
oA-dhnliche Doméne (BA) der B-Untereinheit. Die meisten Untersuchungen deuten

darauf hin, dass die PA-Domidne den Liganden {ber ein vermeintliches

14
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MIDAS-dhnliches Motiv ~ bindet.''""® An die pl-Domdne grenzt eine
Immunglobulin(Ig)-dhnliche ,Hybrid-Doméne* an. Die Stelzen-Region der
B-Untereinheit besteht aus sechs Doménen; bei vier davon handelt es sich um

cysteinreiche EGF (epidermal growth factor)-artige Doménen.

Q BA Domane
B-Propeller (1-438) (7‘ f (109-352)
o-Untereinheit p-Untereinheit =
b’
I-Domane . ?
putative l-Domane
siebenblattriger \4

- ,

[/ ’ -—

i A ) ¥/ Hybrid Domine
d ‘ (55-108;

p-Propeller
353-432)

Schenkel Domane

439-592 5
( ) \ /%lb PSI (1-54)

C-Terminus des
g-Propellers

S-S-Bricke

Faltblatter —» \  zwischen ) PSI Domane . [
& M Domanen | b (N-Terminus) Claf-1 Domane
‘ \ (602-738)

\ -
\j_ }_5"/ ™ cysteinreiche Domanen

i

EGF-4

<«—— Membran
A\, (563-605)

cytoplasmatische Doméane —» { Claf-2 Doméne

(739-956) 81D

(806-690)

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der Integrine nach Bella und
Berman (links)** und Rontgenkristallstruktur des extrazellularen Teils des
avB-Integrin nach Xiong et al. (rechts)®.

Die Kopfgruppen der o-_ und B-Untereinheiten werden durch Kation-n-Kontakt
zusammengehalten.” Der (B;)-Arg®®' Rest, der Teil der o/B-Kontaktfléche ist, schiebt
sich in den B-Propeller der ay-Untereinheit ein, wobei die Guanidinium-Seitenkette
von aromatischen Resten des B-Propellers umschlossen wird. Eine kleine Verdnderung

in der Position des (B;)-Arg®®

-Rests durch Ligandenbindung verursacht eine
Umordnung und Stérung der Kation-n-Wechselwirkung, welche zur Dissoziation der
Kopfgruppen fiihrt.

Sowohl die a- als auch die B-Untereinheit weisen ein N-Glycosilierungsmuster auf.
Durch Veridnderung der Glycosilierung wird die integrinvermittelte Adhésion bis hin

zum Verlust der Adhdsionsfahigkeit variiert.
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3.3 Integrinliganden

Der bestimmende Faktor bei der Bindung der Liganden an Integrine ist die
Anwesenheit von verschiedenen Erkennungssequenzen. Integrine binden viele ihrer
Liganden in einer divalenten Weise iiber ionische Wechselwirkungen. Diese
beinhalten eine grofle Anzahl der extrazelluldren Matrixproteine (z.B. verschiedene
Kollagene, Fibronectin, Vitronectin, Laminin, von Willebrand Faktor und
Thrombospondin), passende Rezeptoren (z.B. VCAM-1, ICAMs und generell
Mitglieder ~der  Immunglobulinfamilie) und  Plasmaproteine.  Zahlreiche
Krankheitserreger und Schlangengifte adressieren oder hemmen Integrinrezeptoren,

um Infektionen einzuleiten bzw. Zell-Matrix-Kontakte zu 16sen.' !>

Trotz der gro3en
Vielfalt der Integrinliganden haben sie einen hervorstehenden Aspartat- oder
Glutamatrest gemeinsam, der filir die Erkennung entscheidend ist und {iblicherweise
innerhalb einer erweiterten Schleife gefunden wird.'"”""” Der Siurerest kommt in
eingegrenztn Erkennungssequenzen vor und kann in einfacher oder mehrfacher Weise
innerhalb des Liganden vorgefunden werden. Auf Asparaginsdure basierende
Erkennungssequenzen (z.B. RGD, LDV, KGD, RTD) binden an die Mehrzahl der
Integrine.'''%

Der Aspartat- oder Glutamatrest bildet einen dreifachen Komplex mit dem

i : 09
rezeptorgebundenen, divalenten Kation.””®'

Die molekulare Grundlage dieser
Tatsache ldsst sich anhand der Kristallstruktur der Cokristallation des o.yp;-Integrins
mit dem zyklischen Pentapeptid cyclo(RGD-f(NMe)V) erkldren. Die Struktur zeigt,
das der Ligand das Heterodimer iiber den Aspartatrest, welcher an ein Kation in der
MIDAS-Doméne der B-Untereinheit bindet, und den Guanidinrest von Arginin,
welcher mit zwei Asparaginsduren innerhalb des [B-Propellers der a-Untereinheit
wechselwirkt, verbindet. Die so gewonnenen Erkenntnisse iiber die Struktur
ermdglichen in Zukunft nun auch ein strukturbasiertes Wirkstoffdesign.'?' Wihrend
Mg®" und Mn”>" die Bindung des Liganden in einem grofem Konzentrationsbereich
unterstiitzen, wurde dies von Ca”' nur im mikromolaren Bereich beobachtet.'**'** Man
nimmt an, dass Ca’" in millimolaren Konzentrationen an eine allosterische
Ca**-spezifische Bindungsstelle in der B-Untereinheit bindet und den Liganden zur
Dissoziation bewegt. Regulation der Integrine durch Kationen scheint auch bei

125
L,

Umformung des Gewebes'**, wie zum Beispiel beim Knochenstoffwechse eine

gewisse Rolle zu spielen.
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3.4 Integrinaktivierung und Signaltransduktion

Viele der Integrine sind nicht stindig im aktiven Zustand und werden héufig auf der
Zelloberflache im inaktiven Zustand, in dem sie keine Liganden binden oder nicht zur
Signaltransduktion befdhigt sind, vorgefunden. Das wichtigste Blutpladttchen-Integrin,
ouPs, ist in groBer Dichte auf zirkulierenden Plédttchen vorhanden und tiberwiegend
im inaktiven Zustand. Anderenfalls wiirden Blutplédttchen an im Plasma vorhandenes
Fibrinogen binden und zu einer Thrombose fiihren. Bei einer Aktivierung der
Blutplattchen wird das oyp,f33-Integrin vom Inneren der Zelle aktiviert, so dass es an
Fibrinogen binden kann. Dies verursacht ein Anhaften der Blutplédttchen an die
Zellwand und tber die Bindung von Fibrinogen eine Aggregation mit anderen

12 Lymphozyten sind ein weiteres Beispiel fiir die Bedeutung der

Thrombozyten.
Integrine in ihrem inaktiven Zustand und ihre regulierte Aktivierung. Mitglieder der
B,-Integrinfamilie kommen auf den meisten weillen Blutkorperchen vor, welche
jedoch im ruhenden Zustand inaktiv sind. Wenn die Zellen durch Zytokine aktiviert
werden, fiihrt dies ebenfalls zu einer Aktivierung der Integrine, welche nun an ihre
Liganden binden kdnnen und dadurch ein Anhaften der Leukozyten an die GefdBwand
oder andere Zellen ermdglichen.'”” Vergleichbar mit den B,-Integrinen erhofft man
sich auch durch eine Inhibierung der oy4-Integrine, welche dhnliche Funktionen bei
Lymphozyten vermitteln, eine Therapie von Entziindungs- und

12,128,129

Autoimmunkrankheiten. Niedrig-affine Wechselwirkungen werden zum Teil

von zusammengelagerten Integrinen vermittelt und sind wahrscheinlich fiir das

tethering und rolling von Zellen verantwortlich,3%!3!

Diese Wechselwirkungen
werden sowohl von multivalenten Liganden als auch dem Zytoskelett '** verstirkt. Der
hoch-affine Aktivitidtszustand erfordert ein strukturelles Umschalten des Rezeptors
vom niedrig-affinen Zustand. Die Aktivierung wird gewohnlich durch eine inside-out
Signaltransduktion verursacht, die vermutlich auf eine Verdnderung der Orientierung
der beiden Integrinuntereinheiten zuriickzufithren ist. Modellrechnungen von
Gottschalk et al. legen nahe, dass der Ubergang zwischen niedrig-affinem und
ligandenbindendem Zustand auf einer Verdrehung der a- und B-Untereinheit beruht.
Im Falle der Bindung eines Liganden bewirkt die scherenartige Bewegung der beiden

121,133

Untereinheiten eine Trennung der Kopfgruppen. Parallel wird angesichts der

geknickten Form der Kristallstruktur ein ,,Klappmesser-Modell* als Ursache flir die

Signaltransduktion angenommen.'*

Die fiir die Ligandenaffinitit verantwortliche
Orientierung der Untereinheiten wird durch den Kontakt mit Proteinen des
Zytoskeletts  determiniert.”> Die Bedeutung der transmembranen  und

zytoplasmatischen Regionen an der Integrinaktivierung kann auch durch deren
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. . 136.13 . .. .
Trunctierung bewiesen werden.*®"*” Generell findet bei dem Aktivierungsprozess eine

extrazellulire Umstrukturierung statt.">">

3.5 a4-Integrin-Rezeptoren

o4Pi-, a4P7-,  aEPs-Integrine und die so genannten Leukozyten-Integrine
(aLB;-, aMP,-, adf,- und aXp,-) sind an Zell-Zell-Wechselwirkungen beteiligt und
werden vor allem auf den Zellen des Immunsystems angetroffen. Wechselwirkungen
der Zell-Adhéasions-Molekiile (CAMs) mit thren Rezeptoren spielen bei vielen Immun-
und Infektionskrankheiten eine grof3e Rolle. Sowohl ay4f-Integrine, die auch als very
late antigen (VLA-4) bezeichnet werden, als auch aL[3,-Integrine, die auch unter dem
Namen leukocyte function-associated antigen (LFA-1) bekannt sind, gehoren zu der
Gruppe der CAMs und vermitteln vorwiegend Leukozytenwanderung und
Extravasion.'' Da Lymphozyten an der Immunantwort beteiligt sind, werden sie zu
den Entziindungs- oder Infektionsorten rekrutiert. Normalerweise zirkulieren sie im
Blut in nur geringer Konzentration und extravasieren durch das Endothel zur
extravaskuldren Seite. Zu Beginn einer Entzlindung stimuliert die lokale Ausschiittung
von Entziindungsstoffen wie Cytokine, Interleukin-1 und Chemokine von aktivierten
T-Zellen und resistenten Monozyten benachbarte Endothelzellen zur Expression von
Zelladhasionsmolekiilen wie zum Beispiel V-CAM-1 und MAdCAM-1 auf ihrer

vaskuliren Oberfliche.'*

Vermittelt iiber Selektine und ihre Kohlenhydratliganden
haften wandernde Lymphozyten mehr und mehr bis sie schlief8lich iiber eine starke
Bindung an Integrine festgehalten werden. Die Wechselwirkung mit Integrinen und
Chemokinen tragen zu dem Ergebnis sowohl der Integrinzusammenlagerung als auch
der Umgestaltung des Zytoskeletts bei, welche schlieBlich iiber feste intrazelluldre
Verbindungen zur Einwanderung in das Zielgewebe fiihren.'*''*

Zirkulierende Lymphozyten dirigieren gewdhnlich die Immuniiberwachung durch
einen lockeren fether and roll Mechanismus auf dem Endothelgewebe. Der erste
Kontakt (tethering) zwischen Leukozyten und den Endothelzellen wird vor allem
durch E-, L-, und P-Selektine, in einigen Féllen aber auch durch Integrine (z.B. a4f3+-
Integrin/MAdCAM-1) vermittelt. Auftretende stimulierende Signale kehren das rolling
Verhalten zu einer starken Zellhaftung um. Neue Studien zeigen, dass auf Oberflachen
gebundene Chemokine die Aktivitdt der Integrine durch einen einleitenden Kontakt
mit ihren Liganden modulieren konnen."* Die Wechselwirkung mit Chemokinen

veranlassen die Lymphozyten zur Anhédufung ihrer VLA-4 Integrine entlang der
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Kontaktoberfliche, =~ was  schlagartig  die  effektive  Konzentration  der
VLA-4/VCAM-1-Wechselwirkung  erhoht. Obwohl die  Einzelheiten  der
Signaltransduktion relativ unbekannt sind, kann die Affinitit von VLA-4 {iiber
interzelluldire Bahnen moduliert werden, welche auf eine Wechselwirkung der
Chemokine mit G-Protein-gekoppelten Rezeptoren der Leukozyten zuriickzufiihren ist.
Man spricht unter diesen Annahmen von einer inside-out Signaliibertragung.'” Die
inside-out Signallibertragung iiber Botenstoffe (second messenger) wird auch von den

144,145 1+
™ Frithere

B,-Integrinen genutzt, welche sich einiger Phosphokinasen bedienen.
Untersuchungen belegen, dass nur Integrine im hoch-affinen Zustand an der festen
Adhision beteiligt sein konnen.'*®. Integrine und Chemokine sind bei der
anschliefenden Migration in das Gewebe beteiligt. Mit Hilfe von Chemokinen
wandern die Leukozyten schlieBlich durch das Gewebe (Abb. 3.3). Dariiber hinaus
sind unter anderem MMPs (matrix metalloproteasen) und Urokinase an der Auflésung

des Gewbes beteiligt.

4000 pm/s ~40 pm/s 1-20 sec min ~ 10 min

Endothelzellen

1. loser Kontakt 2. Rollen 3. Aktivierung 4. Adhasion 5. Diapedese

vermittelt durch durch
Oberflachen- G-gekoppelte
rezeptoren Rezeptoren M - selektine

= Integrine
® =Chemokine

Abbildung 3.3: Schematische Darstellung der schrittweisen Extravasation von
Leukozyten.™

Im Immunsystem ist die Extravasation ein wichtiger Prozel3. Die Spezifitit hingt dabei
von der Art der vaskuldren Phinotypen, der Regulation der Rezeptoren und dem
homing der Leukozyten ab. Als homing bezeichnet man den Vorgang, bei dem
Leukozyten ihren Bestimmungsort in einem spezifischen Gewebe erreichen. Im
Gegensatz zu den Selektinen konnen ay4-Integrine sowohl am fethering als auch an der

Adhision der Leukozyten an das Endothel beteiligt sein.'’
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Obwohl die o4-Integrine an verschiedene Proteine binden, geht man davon aus, dass
die fir Autoimmunkrankheiten wesentliche Ursache in der Wechselwirkung mit
VCAM-1 und MAJCAM-1 liegt. Die stark unterschiedlichen Expressionsprofile
dieser Proteine in entziindetem Gewebe sprechen fiir diese Interpretationen. So wird
erhohte MAdCAM-1 Expression im gastrointestinalen Trakt mit der Crohn- Krankheit,
colitis ulcerosa und Hepatitis C sowie erhohte VCAM-1 Expression mit Asthma,
Multipler Sklerose oder Rheuma in Verbindung gebracht.'>'*’

Die oy4-Integrinuntereinheit wird an der Zelloberfliche als Protein mit einem
Molekulargewicht von 155 kDa eingebaut. Durch Aktivierung der T-Lymphocyten
kann diese Integrinuntereinheit zwischen Arg>®und Ser™ gespalten werden, was zur
Bildung von Fragmenten mit 70 und 80 kDa fiihrt.'* Die Adhision an VCAM-1 oder
Fibronectin wird durch diese Spaltung nicht beeinflusst.

Das Integrin VLA-4 (04, very late activating antigen-4) wird auf Lymphozyten und
anderen Leukozyten eingebaut. Die Familie der 3;-Integrine wird deshalb als very late
antigens bezeichnet, da sie erst nach Verzogerung in aktivierten T-Zellen exprimiert
werden. VLA-4 kommt auf den meisten Lymphozyten vor, zu denen man die
Monozyten, eosinophilen- und basophilen Granulozyten zdhlen kann. Allerdings
exprimieren neutrophile Granulozyten keine auf;-Integrine.''* Sie vermitteln das
homing und die Verankerung von unreifen Blutzellen an bone marrow stromal cells

150 151,152
und das

und ihre extrazellulire Matrix .~ Das Matrixprotein Fibronectin
vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1)">"* stellen u.a. die natiirlichen
Liganden fiir ouf;-Integrine dar. Allen Bindungssequenzen ist gemeinsam, dass der
negativ geladene Asparaginsdurerest N-terminal von einer hydrophoben Aminosdure
flankiert wird. Allgemein ldsst sich das Erkennungsmotiv der oyf3;-Integrine auf die

Sequenz (I/L)-D-(S/V) reduzieren. Auch a4f,-Integrine verschiedener Zellen kénnen

miteinander wechselwirken.!>

Uber die P oyPi-Integrinwechselwirkung ist noch
wenig bekannt. Der Ersatz von Arg® und Asp” in der oy-Untereinheit unterbindet
zwar die oyf;- oyP- nicht aber die oc4[31—VCAM—I—Wechselwirkung.15 6 Kiirzlich
wurde beschrieben, dass ay-Integrine ebenfalls das N-terminale Fragment, jedoch nicht
das vollstindige Protein Osteopontin binden, welches nach enzymatischer Spaltung
durch Thrombin entsteht. Dies konnte von Bedeutung sein, da sowohl Osteopontin als
auch Thrombin in entziindetem Gewebe nachgewiesen werden konnte."’

Wie die meisten Integrine existiert auch oyf; in einem niedrig-affinen und hoch-
affinen Aktivitdtszustand. Man nimmt an, dass der anfiangliche Kontakt mit VCAM-1

158,159

liber eine niedrig-affine, multivalente Wechselwirkung stattfindet und die
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Aktivierung der Lymphozyten eine Konformationsdnderung des Integrins hervorruft,
welche nun die Adhidsion {iber eine hoch-affine Wechselwirkung ermdéglicht. Die
Aktivierung der VLA-4-Integrine kann unter anderem durch Antigene,
Anti-T-Zell-Antikdrper, spezifische Bi-Antikorper und das zweiwertige Kation Mn**
eingeleitet werden.'**'®!

oyP7-Integrine werden héufig als LPAM-1 bezeichnet (lymphocyte Peyer’s patch
specific adhesion molecule), da sie das homing o4f3;-Integrin-exprimierender
Leukozyten an mucosa-assoziiertes lymphatisches Gewebe steuern. In adulten
Menschen werden sie unterschiedlich stark auf T- und B-Zellen exprimiert.'®
B7-knockout Méuse zeigen, dass [3;-Integrine fiir den Erhalt und Bildung des mucosa-
assoziierten lymphatischen Gewebes essentiell sind.'”  o4B;-Integrine binden

spezifisch und mit hoher Selektivitit an MAdCAM-1.

3.6 Liganden der ay4-Integrine

o4-Integrine binden an Fibronectin (Fn), Invasin (In), vascular cell adhesion
molecule-1 (VCAM-1) und MAdCAM, sowie an das N-terminale Fragment von
Osteopontin  (Opn)."”””'** An Fn wurde erstmalig entdeckt, dass Integrine in

165 ..
Fir

extrazelluliren Matrixproteinen die RGD-Tripeptidsequenz erkennen.
oyPi-Integrine ist die minimale Erkennungssequenz von Fn die Tripeptidsequenz
LDV, welche in humanen, Rinder-, Ratten- und Hiihner-Fibronectin sehr stark
konserviert ist.'®

Die transmembranen Glykoproteine vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) und
mucosal addressing cell adhesion molecule-1(MAdCAM-1) gehdren zusammen mit
ICAM-1, ICAM-2 und ICAM-3 in die integrinbindende Untergruppe der
immunoglobulin  superfamily (IgSF)-Rezeptoren (Abb. 3.5).'” VCAM-1 und
MAdCAM-1 werden normalerweise im gastrointestinalen Trakt exprimiert. Wahrend
MAdCAM-1 ausschlieBlich im Darm zu finden ist'®®, wird VCAM-1 auch in den

peripheren Organen exprimiert."’
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@ Ig-Domanel

g kohlenhydratreiche
Domane

ICAM-1 ICAM-2 7D 6D 3D MAdCAM-1

Abbildung 3.4: Domanenstruktur der IgSF-Adhasionsrezeptoren. Doméanen, die
mit a,-Integrinen wechselwirken, sind dunkel hervorgehoben.*®’

Wie aus Abb. 3.4 ersichtlich wird, ist VCAM sowohl ein Ligand fiir o43;- als auch fiir
o4f37-Integrine, wihrend MAdCAM selektiv an das a4f3;-Integrin bindet. Daneben sind
auch Wechselwirkungen von MAdCAM mit dem L-Selektin bekannt. Auf Grund der
letzteren beiden Bindungen, die fiir das lymphocyte homing wichtig sind, wird
MAdCAM héufig auch als lymphocyte homing factor bezeichnet, da es das homing
o4f7-Integrin  exprimierender Leukozyten an mucosa-assoziiertes lymphatisches
Gewebe steuert.'”” MAdCAM-1 wird sehr stark auf den postkapillaren Venolen mit
hohem Endothel (HEV) der Peyerschen Plaques und dem mesenterialen Lymphknoten
auf den Venolen in der lamina propria des Darms exprimiert.'®'"

Mittels Mutagenese-Studien wurden die DI-Domédne und die D4-Doméne in
7D-VCAM als Bindungstellen fir oyu-Integrine identifiziert.'”"'"*
zeigten, dass MAdCAM und VCAM jeweils einen flir die Aktivitdt entscheidenden,
hochkonservierten Aspartatrest innerhalb der Erkennungssequenzen (QIDSP in
VCAM, LDT in MAACAM) enthalten. Die Selektivitit von MAdJCAM fiir
o4P7-Integrine konnte in der D2-Doméne begriindet sein: Ein Hybrid-Protein aus
MAdCAMs D2-Doméne und VCAMs DI-Domine zeigte ebenfalls eine selektive

Anbindung an af;-Integrine.'”

Diese Studien

Die sehr é&hnlichen Kristallstrukturen von zwei extrazelluliren, N-terminalen
Ig-Dominen D1 und D2 von VCAM'" (Abb. 3.5) und MAACAM'™*'” (Abb. 3.6)
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zeigen typische Ig-Faltungsmerkmale. So besteht jede Ig-Domédne aus sieben
B-Strdngen, die mit A bis G bezeichnet werden. Die beiden B-Faltblitter ABE und
CDFG sind iiber eine Disulfidbriicke zwischen B und F miteinander verkniipft.

Domain |

CD Loop
-QIDSP-

Domain 2

Abbildung. 3.5: Kristallstruktur der Ig-Doménen D1 und D2 von VCAM-1."*" Die
QIDSP-Erkennungssequenz liegt innerhalb des CD-loops.

Eine neuere Kristallstruktur von MAdCAM in Arbeiten von R. L. Brady et al.'” zeigt
in der DI-Domine eine stirkere strukturelle Ubereinstimmung der bindenden
CD-Schleifen in VCAM und MAACAM als bisher angenommen. Bei einer
Uberlagerung der beiden D1-Dominen liegen die beiden kritischen Aspartatreste im
neuen Modell nur 2 A, anstelle von bisher angenommenen 8 A auseinander. AuBerdem
zeigt die aktuelle Kristallstruktur von MAdCAM am C-Terminus von D2 eine
unterschiedliche = Konformation.  Deutliche  Unterschiede in den beiden
Kristallstrukturen zeigen sich in der DE-Schleife der D2-Doméine. Wiahrend dort in
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MAdCAM negative Ladungen vorherrschen (Glu'**-Glu'®®), sind in VCAM zwei

146 147
)

positiv geladene Reste zu finden (Arg "-Lys

Domain | ‘
s

CD Loop
-LDTSL-

Domain 2

Abbildung. 3.6: Kristallstrukturen der Ig-Doménen D1 und D2 von MAdCAM-
1.74'> Das LDT-Bindungsmotiv liegt innerhalb des CD-loops. (links:
Kristallstruktur von 1998, rechts: Kristallstruktur von 2002).

Die groBen Ahnlichkeiten in der D1-Doméne zusammen mit den oben erwihnten
Ergebnissen des D2-MAJdCAM/D1-VCAM-Hybrids legen den Schluss nahe, dass die
Bindung an o4-Integrine iiber die D1-Domine erfolgt, wihrend die D2-Doméne
essentiell fiir die Selektivitit ist. Bei beiden Integrinliganden ordnet sich die
Erkennungssequenz in einem turn der exponierten CD-Schleife an, der {iiber

117 oder einem Guanidin-

Wasserstoffbriicken zwischen Prolin im Fall von VCAM-
Rest von Arginin bei MAACAM-1'"* mit dem Bindungsmotiv stabilisiert wird. Diese
konformative FEinschrinkung trigt bedeutend zur definierten Struktur des
Erkennungsmotivs bei. Die starre rdumliche Anordnung der Bindungssequenz in der
Schleifenregion erklirt auch, warum lineare Peptide derselben Sequenz nahezu keine

antagonistische Aktivitit aufweisen.'’
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3.7 Pathologische Bedeutung von oy-Integrinen

Entziindungen sind eine Reaktion des Immunsystems auf Verletzungen, Infektionen
und allergische Erkrankungen, welche durch eine lokale Anhdufung von Leukozyten,
Plasmaproteinen und Fliissigkeit an der extravaskuldren Seite charakterisiert werden.
Allergische Reaktionen konnen dem angrenzenden Gewebe schaden. Exzessive
Entziindungen konnen teilweise bei Organtransplantationen einen problematischen
Verlauf hervorrufen und zur AbstoBung fiihren.'””'”” Wihrend des Verlaufs von
chronischen Entziindungen und Autoimmunerkrankungen triagt das Immunsystem zur
Pathologie bei, wobei Leukozytenadhédsion und Extravasation teilweise beteiligt sind
(Abb. 3.3). Eine komplexe Anzahl von CAM-Wechselwirkungen mit Leukozyten und
Endothelzellen spielt eine entscheidende Rolle beim Ablauf dieser Prozesse.
Zirkulierende Leukozyten werden durch Lockstoffe differenziert und wandern in die
Richtung des Lockreizes. Durch Unterdriickung der CAM-Expression und Funktion
wahrend des Verlaufs einer Entziindung konnte es moglich sein, Immunkrankheiten zu
heilen.'" Leukozyten exprimieren grundlegend VLA-4 bzw. oyu-Integrine im niedrig-
affinen Zustand, um ein Anhaften zu verhindern. Wenn sie jedoch einen
Entziindungsherd erreichen, werden Leukozyten aktiviert und extravasieren in das
Gewebe.'®""* Eine bedeutende Anzahl der Entziindungshemmer wirkt als unselektive
Expressionshemmer der -, B,- und B3-Integrine, von denen z.B. Glykocorticoide die
Expression sowohl von LFA-1, VLA-4, VCAM-1 und LFA-3 als auch P- und

E-Selektine hemmen.'®"'®

Die meisten entziindungshemmenden Medikamente
gehoren zu der Gruppe der NSAID - nicht-stereoidische Entziindungshemmer - deren
Wirkung auf der Unterdriickung der Prostaglandin-Biosynthese durch das Enzym

Cyclooxygenase '* basiert.'®*

Weitere neuere Therapieansidtze wurden basierend auf
Leukotorien-Antagonisten'® oder tumor necrosis factor (TNF) Blocker'™ vorgestellt.
Entziindungs- und Autoimmunkrankheiten wie rheumatoide Arthritis, inflammatory
bowel disease (IBD), Multiple Sklerose, Psoriasis oder Asthma werden gegenwirtig
mit relativ alten, zuvor genannten Medikamenten behandelt, obwohl eine lange
Einnahme mit inakzeptablen Nebenwirkungen wie zum Beispiel einem erhdhten
Infektionsrisiko durch Beeintrachtigung des Immunsystems verbunden ist. Aus diesem
Grund ist es wiinschenswert, Medikamente gegen chronische Entziindungen zu
entwickeln, welche selektiv spezifische zelluldre Reaktionen inhibieren, ohne das
normale Immunsystem zu Dbeeintrichtigen. Seitdem  geklart ist, dass
Leukozytenextravasition ein Schliisselschritt bei krankheitserregenden Vorgidngen wie

Autoimmun- und Entziindungsreaktionen ist, riickt die Suche nach o4-Liganden in den
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Blickpunkt. Potentielle Nachteile einer solchen Therapie konnten in der Expression
der Adhésionsmolekiile auf verschiedenen Zelltypen liegen, was einen Einfluss auf das
gesamte Immunsystem zur Folge haben konnte. Trotzdem liegen bereits viel
versprechende Ergebnisse zur Therapie von Multipler Sklerose'®” und der Crohn-
Krankheit vor.'®®
Asthma, Arteriosklerose und rheumatoide Arthritis mittels selektiver Inhibierung der
a4B/VCAM-1 Wechselwirkung erzielt,'!'>!47 185190

Bei IBD (inflamatory bowel disease) ist die Expression von MAdCAM im Darm
erhoht, was eine erhohte Lymphozytenakkumulation zur Folge hat. Klinisch kann

Dariiber hinaus wurden auch Erfolge bei der Behandlung von

diese Krankheit in zwei sich iliberschneidende Phinotypen eingeteilt werden: colitis
ulcerosa (UC) und Crohn-Krankheit (CD, enteritis regionalis)."”’ Dadurch, dass
MAdCAM im Vergleich zu anderen Adhédsionsmolekiilen nur auf sehr wenigen
Geweben exprimiert wird, ist es ein idealer Ansatzpunkt zur Behandlung von
Darmerkrankungen, ohne das iibrige Immungeschehen drastisch zu beeinflussen.

Auch in der Metastasierungskaskade spielen oy4-Integrine eine wichtige Rolle. Auf
Zellen des Primdrtumors verhindern ay-Integrine die Loslésung und Invasion von
malignen Zellen. Bei zirkulierenden Tumorzellen koénnen oy-Integrine die
Dissemination verstirken.'**'*?

o4-Integrinliganden besitzen somit grofes therapeutisches Potential bei Entziindungen,
Autoimmunerkrankungen und moglicherweise auch bei solchen Tumoren, die eine
o4-Integrin-abhiingige Metastasierung zeigen. Substanzen, die selektiv die
o437/MAdCAM Interaktion blockieren, scheinen sehr aussichtsreich in einer Therapie
von IBD zu sein. oyf3;-selektive Verbindungen wiirden die Migration von
oP-positiven Leukozyten zu VCAM-reichen Gewebe unterbinden. Ob Selektivititen
fiir o4P; bzw. ay4P7 klinisch relevant sind, werden in Zukunft weiterfiihrende klinische
Studien beantworten miissen. Allerdings weisen selektiv wirkende Medikamente

hochstwahrscheinlich geringere Nebenwirkungen auf.

3.8 Synthetische a4-Integrinliganden als Therapeutika

Die ersten klinischen Versuche zur Behandlung von Autoimmunerkrankungen wie der
Crohn-Krankheit und Multipler Sklerose mit ,,Natalizumab®“, einem monoklonalen
Antikorper (mAbs) gegen oy-Integrine, erschienen viel versprechend.'” Jedoch wurde
der Antikorper auf Grund seiner Nebenwirkungen wieder vom Markt genommen. Im

Allgemeinen ist jedoch die Verwendung von Peptiden und niedermolekularen
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Liganden den Antikérpern vorzuziehen, da kleine Molekiile generell nicht zur
Auslosung einer Immunantwort neigen. Die geringe Plasmahalbwertszeit von mAbs
wird ebenfalls als problematisch angesehen. Durch die bereitzustellende Menge ist
man bestrebt, angesichts der chronischen Natur der zu behandelnden Krankheiten
kostengiinstigere niedermolekulare Wirkstoffe zu entwickeln.

Die Entwicklung potenter Integrinliganden stiitzt sich auf die Kenntnis der
Erkennungssequenz  natiirlicher Integrinliganden. Die Entwicklung von einem
Liganden-basierten zu einem strukturbasierten Wirkstoffdesign ging mit der
Aufklarung der Rontgenstruktur der Kopfgruppe des ayf3;-Integrins einher, welche
jedoch eine zu geringe Ahnlichkeit mit den oy-Integrinen aufweist, um ein
strukturgestiitztes Design zu ermdglichen. Somit ist die Wirkstoffsuche derzeit noch
auf ligandenorientierte Ansétze beschrinkt. Zundchst ging man bei der Entwicklung
von oy-Integrinantagonisten von den Proteinen Fibronectin, VCAM-1 und einem
o4-Antikorper aus, welche zu potenten Peptiden fiihrten. 1992 berichteten Wayner
et al., dass das Pentapeptid EILDV an VLA-4 Integrine bindet.” Bochner et al.
konnten durch den Einbau eines Tyrosins in die Sequenz GPEYLDVP-NH, eine
deutliche Aktivitatssteigerung gegeniiber dem natilirlichen Liganden CS-1
beobachten.'” Basierend auf diesen Ergebnissen konnten Vanderslice et al. zyklische,
disulfidverbriickte VLA-4 Integrinliganden 1 entwickeln.'”® Basierend auf der
Tetrapeptidsequenz -Ile-Leu-Asp-Val- wurden auch zyklische Peptide entwickelt,
welche entweder {iber ihre C- und N-terminalen Enden 2 oder eine verbriickende
Gruppe miteinander verkniipft sind."’”"”® Frithere Verdffentlichungen berichten iiber
das disulfidverbriickte Peptid RC D[ThioP]C" 3 als potenten Liganden'”’ fir VLA-4
Integrine, welches urspriinglich als konformativ eingeschrianktes RGD-Mimetikum
konzipiert wurde und dessen weitere Entwicklung zu sehr potenten Liganden 4
fiihrte.** Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass das -Asp-Pro-Dipeptid durch
lineare Verbindungsstiicke 5 ersetzt werden kann, welche iiber einen hydrophoben

201,202 .
“*“ Der erste niedermolekulare

Bereich mit den VLA-4 Integrinen wechselwirken.
VLA-4 Ligand stammt von Lin et al. und wurde in der klinischen Phase untersucht.
Eine systematische Variation an beiden Enden der linearen Erkennungssequenz des
natilirlichen Liganden fiihrte zu der Identifizierung eines fiir die Aktivitatssteigerung
essentiellen  N-terminalen PUPA-Restes.*””?*  Addition eines C-terminalen
Prolinrestes fiithrte zur dem potenten Liganden Bio1211® 6. Derivate der Verbindung 6
konnten erfolgreich im Tiermodell gegen Asthma eingesetzt werden. Die fundierte
Rolle des PUPA-Rest wird durch seine Anwendung in vielen LDT-Mimetika

bekriftigt.'****2% Acylphenylalanine 7 bilden die zweite groBe Klasse der
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o4-Integrinliganden, von denen viele die Fahigkeit besitzen, sowohl VLA-4 als auch
o4f;-vermittelnde  Wechselwirkungen mit unterschiedlicher  Selektivitit zu

147203208 1yje - Aktivitit dieser Verbindungen ergibt sich aus ihrer

inhibieren.
strukturellen Ahnlichkeit mit den oben erwihnten zyklischen, disulfidverbriickten
VCAM-1 Liganden. Beispiele aus jiingster Zeit (Verbindung 8) illustrieren, dass die
Suche nach optimalen ou-Liganden noch nicht abgeschlossen ist.*” Verbindung 10

zeigt ein Beispiel eines selektiven  ayf;-Integrinliganden aus  unserer

13,14 210,211 .
. " Die

Arbeitsgruppe ™, welcher aus einer peptidischen Leitstruktur 9 hervorging.
angegebenen, erheblich voneinander abweichenden 1Csy-Werte lassen sich jedoch auf
Grund der stark unterschiedlichen Testbedingungen nur schwer miteinander
vergleichen. So ergeben sich aus zelluliren Assays meist niedrigere biologische

Aktivitédten als aus Tests an isolierten Rezeptoren.
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Tabelle 1. Auswahl von ¢,-Liganden.

Nr. Struktur Rezeptor ICso Lit.
1 Cyclo(*C-Y-L-D-V-C¥) 0By 50nM 196
2 cyclo(-MePhe-Leu-Asp-Val-D-Arg-D-Arg-) 4B 260nM 198
H,N__NH
\f
NH
3 AN N 55~ OO0 oy 90nM 199
H o r Os_NH asP;
HOO NH
- Ef”q
HO.
H COOH
4 Ac—N rS*SA( b 3nM 200
Oo NH Oj/NH
HO _
J KOWM
OH
H
5 NrS‘SWCOOH b 0.1nM 202
!
COOH
H fe) /g‘r OH
6 0 N%H NQL)\/ s 1nM 212
N)LN (o] B (o] /\
H H Y
CC
7 ca o N o oy 0.4nM 213
C%M )
N\/COZ
8 QSOZ \‘;”3 by 0.08nM 214
H;CO
(@] (0]
9 Q Nﬁ;“JLNKfN“Z bl 3nM 211
TR R T 4Py
Z SCO,H
Q H
10 A N op; 1.4mM 13
H
_N o) O
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4 Entwicklung von a4f;-Integrinliganden

Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt auf der Entwicklung niedermolekularer,
nicht-peptidischer oyf3;-Integrinliganden. Die Entwicklung von Bibliotheken, welche
das Leitmotiv in verschiedener Weise variieren und zum Teil lediglich auf seine
prinzipielle schematische Struktur reduzieren, ist im Folgenden dargestellt. Ein
Hauptaugenmerk wurde auf die Reduzierung von im Molekiil enthaltenen
Amidbindungen gelegt, indem u.a. die in unserem Arbeitskreis erprobte Substitution
von Amidbindungen durch planare aromatische Systeme angewendet wurde.
AuBlerdem sollten Geriistmimetika entwickelt werden, die das Riickgrat des
natlirlichen Peptids durch ein artfremdes Riickgrat ersetzen, an dem die fiir die
Aktivitit essentiellen Seitenkettenelemente des urspriinglichen Peptids verankert sind.
Allgemein sollte die Verwendung von wirkstoffverwandten Grundgeriisten, welche
sich schon in der Natur profiliert haben und deshalb potentiell oral verfiigbar sein

sollten, zu Verbindungen mit verbesserter Affinitdt und Bioverfiigbarkeit fiihren.

4.1 Einfahrung

Betrachtet man den Liganden, so wird die an der Bindung beteiligte Oberfliche als
Pharmakophor bezeichnet, bei dem das Peptidriickgrat als Grundgeriist flir die
pharmakophoren Gruppen dient. Enzyme oder Rezeptoren bevorzugen spezifische
Konformationen der Liganden. Das Konzept der starren Komplementaritit hat zu
Versuchen gefiihrt, starre oder konformativ eingeschrinkte Verbindungen von
urspriinglich flexiblen Substanzen zu entwickeln, die Aussagen iiber die bevorzugte
Konformation des Liganden bei der Bindung an den Rezeptor erlauben. Dabei hat sich
der Begriff “bioactive conformation” etabliert.”® Da selbst konformativ eingeschrinkte
Verbindungen in einer Vielzahl von Konformationen vorliegen kdnnen, beschreibt der
Begriff ,,(bioactive) conformation‘ den Mittelwert einer limitierten Anzahl von nahe
verwandten Konformationen einer Verbindung.*” Aus diesem Grund stellt die
konformative  Einschrinkung eine wichtige und effektive Methode zur
Charakterisierung der biologisch aktiven Konformation von Peptiden dar.*'® Die
bevorzugte Konformation eines flexiblen Molekiils in Losung muss nicht zwingend
mit der rezeptorgebundenen korrelieren. Die Fixierung des Liganden in der
bevorzugten Konformation erhoht die Bindungsaffinitit an den Rezeptor, da ein
geringerer Entropieverlust zu verzeichnen ist, welcher bei der Bindung eines

konformativ ungiinstigeren Liganden aufzuwenden wire.”">*'” Peptide sind flexible
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4 ENTWICKLUNG VON 0437-INTEGRINLIGANDEN

Verbindungen, welche in Losung in verschiedenen Konformationen vorliegen.
Generell kann man annehmen, dass je besser die Struktur in Ldsung sich der
rezeptorgebundenen Konformation anndhert, desto groBBer die Affinitdt zum Rezeptor
ist. Eine brauchbare Methode zur Bestimmung der Konformation bei der Bindung an
den Rezeptor bietet die Verwendung von konformativ eingeschrankten Molekiilen
(Abb. 4.1). Wenn die konformativ eingeschrinkte Verbindung aktiv ist, kann man
annehmen, dass die bevorzugte Struktur des Bindungsmotivs eher der
rezeptorgebundenen Peptidkonformation als dem entsprechenden linearen Peptid
dhnelt (matched case). Umgekehrt kann man beobachten, dass eine konformative
Einschrinkung, welche die pharmakophoren Gruppen in einer der aktiven Struktur

nicht verwandten Konformation anordnet, zu verminderter Aktivitat fiihrt (mismatched

case).*
Reazeptor
Konformationelles Gleichgewicht
flaxibler Liganden in Losung
f/&_'_ - !_f e‘\ﬁ
L )1—=C D
S= N
gt
Konformationedle Einschrankung
f? W m}
mismatehed maltched

Abbildung 4.1. Flexible Molekile kbénnen in Losung unterschiedliche
Konformationen einnehmen. Durch konformative Restriktion z.B. Zyklisierung
kann die aktive Konformation fixiert werden.*?

Eine gingige Methode, um Molekiile in eine weniger flexible und bioaktive
Konformation zu bringen, bedient sich der Zyklisierung des Peptidriickgrats.*"®
Zyklisierung wird haufig als Strategie zum Design von potenten Liganden oder
Medikamenten benutzt.”> Verminderte molekulare Flexibilitit durch eine geringere
Anzahl an rotierbaren Bindungen scheint auch die Wahrscheinlichkeit einer besseren
oralen Verfligbarkeit zu erhohen, welche unter anderem zu hoheren Selektivititen
fiihren kann. Die Verwendung von zyklischen Peptiden ist ein allgemein akzeptiertes
Verfahren zur Aufkldarung von bioaktiven Konformationen und zur Generierung von

. 82,197,198,219
Leitstrukturen.”” """ 7™
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Die Erkennungssequenz besteht hiufig nur aus drei bis vier Aminosiuren®’, wobei die
Sekundédrstruktur des Peptids iliberwiegend als Geriist zur Prisentation der zur
Erkennung spezifischen pharmakophoren Seitenketten dient.**® Unter diesen
Bedingungen dient das restliche Molekiil zur Ausbildung der aktiven Konformation. In
vielfiltigen Bindungsstudien konnte gezeigt werden, dass kurze lineare
Peptidsequenzen mit groBeren Proteinen konkurrieren konnen, solange ihre

125,219,221
Vom

Erkennungssequenz sich in einem f-furn oder [-sheet anordnet.
strukturellen Standpunkt aus betrachtet haben S-turns eine besondere Rolle als Trager
der molekularen Erkennung erreicht, da sie eine sterisch kontrollierte Anordnung der

33,222,223

pharmakophoren Gruppen ermoglichen. Der Austausch eines Peptids durch ein

Nicht-Peptid unter Erhalt der pharmakophoren Gruppen, ein so genanntes
S-turn-Mimetikum, wurde zu einem Steckenpferd der medizinischen Chemie.'****2%
Die erste erfolgreiche Anwendung des Konzepts der konformativen Einschriankung
wurde von Veber et al. berichtet, wobei aus dem Peptidhormon Somatostatin ein oral
verfligbares Mimetikum abgeleitet werden sollte.””” SchlieBlich stellte sich heraus,
dass die Tetrapeptidsequenz -Phe-Trp-Lys-Thr- Teil eines f-turns ist, welcher die zur
Erkennung beteiligten pharmakophoren Gruppen beinhaltet. Weitere Untersuchungen
fiihrten zu einem potenten zyklischen Hexapeptid, bei dem nur sechs der urspriinglich
14 Aminosduren zur Aktivitit beitragen.””” Dieses Beispiel verdeutlicht, dass die
biologische Aktivitdt durch eine Fixierung der ,.bioactive conformation* in einem
Hexapeptid beibehalten werden kann. Dies ist nur ein Beispiel, bei dem zyklische
Peptide mit gleicher oder verbesserter Aktivitat aus natiirlichen Liganden abgeleitet
werden konnen.*'®****° Hirschmann et al. entwickelten Anfang der 90er Jahre

.o . . . . 231.232
Geriistmimetika auf der Basis von Monosacchariden.”?*!?

Vergleicht man die
geometrischen Parameter von Monosaccharidgeriisten und einem Peptidriickgrat, so
wird ersichtlich, dass man durch Zuckerreste besonders gut sowohl £I'- und jy-turns als
auch andere privilegierte Strukturen wie pSII- oder Sl[lturns Strukturen imitieren
kann.”> Ausgehend von einer Konformationsanalyse des somatostatinanalogen
zyklischen Hexapeptids (Veber-Hirschmann-Peptid) wurde das Riickgrat des S-turns
mit den fiir die Aktivitit wichtigen pharmakophoren Gruppen des Tetrapeptids

-Phe-D-Trp-Lys- durch ein /~D-Glucose-Gertist ersetzt (Abb. 4.2).
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Abbildung 4.2: Veber-Hirschmann-Peptid im Vergleich mit dem de-novo
designten Glucosegerustmimetikum.

Im Falle von RGD-Mimetika konnten nur inaktive bzw. schwach aktive
Glucosederivate generiert werden. Nicolaou et al. begriindeten dies mit einer zu hohen
Flexibilitit der Struktur.**
Abbildung 4.3 angezeigten Amidbindungen fiir die Aktivitit wichtig.””

7,

/—“—' NH < > Ne)
HN

AulBlerdem ist bei cyclo(-RGDfV-) mindestens eine der in

HsCO OCHj
O HN U
Q 0" Yo~ "o
H Q 02(7 _\—\ NH
HO N NH OH HN—
)\/NH )=NH NH,
o H,N

Abbildung 4.3: cyclo(-RGDfV-) und ein Mimetikum basierend auf Glucose.

Abbildung 4.4 zeigt zwei weitere Beispiele einer erfolgreichen Umsetzung dieses
Konzepts. In Verbindung D liegt ein typisches Geriistmimetikum vor, dessen
Steroidgeriist die fiir die Bindung an oy,[;-Integrine wichtigen pharmakophoren
Gruppen in gleicher rdumlicher Anordnung présentiert wie 1im peptidischen
RGD-Peptid C.”' Nicht-peptidische Grundgeriiste basierend auf Diphenyl-Einheiten
wurden kiirzlich beschrieben: Hier zeigt das Mimetikum F sogar eine deutlich hohere

inhibitorische Wirkung gegeniiber der Farnesyltransferase als der peptidische Ligand

236
E.
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H H
N._NH, N. _NH,

T

NH
K N
N
H o 0
N
/
i o CoH CO,H
C D
HS HS OCHjz
H 9 o @ j\/H
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Abbildung 4.4: Beispiele fur Geristmimetika und ihre peptidische Vorlaufer.

Um gute Bindungseigenschaften der Liganden zu erreichen, sollte ein Grundgertist

folgende Anforderungen erfiillen:

e Grundkorper oder Strukturelemente aus dem Bereich der Naturstoffe, deren
orale Verfiigbarkeit bekannt ist.

e Fine gewisse Starrheit der Konformation, um ein Kollabieren (hydrophobic
collaps) der Struktur zu verhindern.

e FEine einfach zu modifizierende Struktur.

e An das Grundgeriist sollen Pharmakophore in rdumlichen Anordnungen
gekniipft werden konnen, um privilegierte Strukturen zu imitieren (z.B. /-,
y-turns).

e Wenige bzw. nicht spaltbare Amidbindungen zur Erhéhung der metabolischen
Stabilitét.

e Geringes Molekulargewicht zur Erh6hung der oralen Verfiigbarkeit.

e Gleiche rdumliche Anordnung der fiir die Rezeptor- bzw. Enzymbindung
verantwortlichen Gruppen wie im Peptid, um eine feste Bindung zu

gewahrleisten.
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Eine weitere Voraussetzung fiir die Wirksamkeit von Geriistmimetika ist, dass das
Amidriickgrat keine fiir die Bindung an das Zielmolekiil wichtigen Bindungen eingeht.

Jedoch kann man dies hdufig durch Verwendung von Heterocyclen losen.

4.1.1 Vorarbeiten

Am Beispiel von oc4[?>1-207, oypPs- und ocvﬁg-Integrinliganden82’237 konnte bereits
eindrucksvoll gezeigt werden, wie ausgehend von peptidischen Leitstrukturen, die den
natiirlichen Liganden nachahmen, niedermolekulare nicht-peptidische Antagonisten
entwickelt werden konnten. Dabei sollte von zyklischen Peptiden ausgegangen
werden.

In homodeten zyklischen Peptiden ist die Riickgratkonformation sowohl von der
Konfiguration der Aminosédureseitenketten, als auch den sterischen Effekten der
Gruppen in a-Position zur Aminosdure stark abhidngig. Wechselwirkungen der
funktionellen Gruppen der Seitenketten mit dem Peptidriickgrat sind von geringerer
Bedeutung®***’, konnen aber in einem ASN-furn beobachtet werden.”” Wihrend
zyklische Peptide ohne furn-induzierende Aminosiure in Losung in einem sich sehr
schnell einstellendem Gleichgewicht von mehreren Konformationen vorliegen®®, fiihrt
die Einfiihrung einer ,,Symmetrieverzerrung wie zum Beispiel durch eine
D-Aminosdure zu einer bevorzugten Konformation, die durch unterschiedliche turns
differenziert werden kann. D-Aminosduren im Allgemeinen, sowie D-Prolin im
Besonderem bevorzugen die i+/ Position einer flI'- bzw. einer pl’-Schleife. Die
Klassifizierung der turns und ihrer Untertypen kann an Hand der ¢- und y-Winkel

> Die Kenntnis dieses konformationellen Verhaltens in

festgelegt werden.”
Abhiangigkeit von der Konfiguration der Aminosduren kann als Vorlage fiir ein
strukturbasiertes Wirkstoffdesign genutzt werden. Deshalb wurden die Strukturen von
zyklischen Penta- und Hexapeptiden in Losung, welche D- und L-Alanin, bzw. D- und
L-Prolin als strukturinduzierende Aminosiuren enthalten intensiv untersucht.”*” Unter
der Annahme, dass sich eine D-Aminosdure in der i+/ Position eines Al -turns
befindet, kann man neue konformationelle Grundgeriiste des gleichen Typs durch
Variation der Position der D-Aminosdure innerhalb der Sequenz erreichen. Diese
sogenannte ,spatial screening” Methode zur Bestimmung der rdumlichen
Anforderungen des Pharmakophors wurde schon erfolgreich auf die
RGD-Aminosduresequenz angewendet.z‘m’241

Fiir das spatial screening der pharmakophoren LDT-Aminosduresequenz wurden

Bibliotheken von zyklischen Penta- und Hexapeptiden synthetisiert, welche D-Prolin
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als strukturinduzierende Aminosiure enthielten.?*?

Von diesen zeigte das Peptid
cyclo(-LDTApA-) eine stark inhibierende Wirkung auf die Adhésion von
oyP7-exprimierenden Zellen an MAdCAM-1 (Abb. 4.5). In Anlehnung an diese
Modelle wurden in zyklischen Hexapeptiden zwei gegeniiberliegende [-turns in
Gegenwart des Prolins induziert: ein Sl -furn, in dem die D-Aminosdure die
i+1 Position einnimmt und einen gegeniiberliegenden f-turn, der im Gleichgewicht
einen pl- bzw. Pll-Typ reprisentiert. Die anschlieBende Optimierung dieses
Zyklopeptids fiihrte zu weiteren aktiven Verbindungen und ermdglichte die
Abschitzung von Struktur-Aktivitits-Beziehungen.

Tabelle 2: Effekt von zyklischen Peptiden auf die «,f/MAdCAM-1-Adhé&sion.

_ Zelladhéasion [%]
Verbindung o4B7/MAJCAM-1

cyclo(-LDTApA-) 7

cyclo(-LDTApF-) 7+1-3

cyclo(-LDTDpF-) 3 +/-4
Cyclo(-LDTDpTic-) 9+/-1

E o, {I Phe, Tyr, His, Tic, Bpa
LN
N 0 ﬂ Asp, Glu
J Lys O HN

ﬁ Leu ist essentiell

NH O
o] H NH
b
¢= Val, Phe,Phg HO 9] COOH

Abbildung 4.5: Abgeleitete Struktur-Aktivitats-Beziehungen aus Bibliotheken
von zyklischen Hexapeptiden im Rahmen der Optimierung des
Peptids cyclo(-LDTApA-).?*? Die Pfeilrichtung beschreibt eine erhéhte oder
erniedrigte Aktivitat.

Die Substitution von Alanin in Position 6 von cyclo(-LDTApA-) durch hydrophobe
Aminosduren zeigte, dass hydrophobe Wechselwirkungen die Bindungsaffinitit
steigern. Anhand der Analyse der Zyklopeptide konnten durch NMR-Spektroskopie
Strukturinformationen gewonnen werden, die Auskunft {iber die rdumliche
Orientierung der pharmakophoren Gruppen der Erkennungssequenz LDT gaben
(Abb. 4.6).** Zur weiteren Entwicklung von nicht peptidischen aktiven Verbindungen
wurden die strukturellen und funktionellen Anforderungen der
LDT-Erkennungssequenz durch Verwendung von peptidomimetischen Variationen

wie Peptoide, Azapeptide und reduzierte Amidbindungen genau untersucht.'*
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-

Abbildung 4.6: Stereoplot des Zyklopeptids cyclo(-LDTDpTic-).

Die Strukturaufklirung der Konformation des zyklischen Hexapeptids fiihrte zu
Studien mit einem f-D-Mannose-Pyranring als Grundgeriist. Das substituierte
[D-Mannose-Grundgeriist sollte dabei die Konformation der pharmakophoren
Gruppen in der zyklischen Leitstruktur imitieren. Entgegen den Erwartungen aus der
Uberlagerung mit der zyklischen Hexapeptidleitstruktur zeigte das mit den
pharmakophoren Gruppen substituierte S-D-Mannopyranose-Mimetikum  keine
Aktivitdt gegeniiber oyf;-Integrinen. Beim Austausch der LDT-Sequenz gegen das
LDS-Erkennungsmotiv konnte jedoch Selektivitit fiir oup; erzielt werden.** Ersetzt
man jedoch die Serin-Seitengruppe durch einen Phenylalanin-Rest, so erhielt man
unter Verwendung einer hydrophoben Schutzgruppe einen potenten Liganden, der die

MAJCAM-1/aB7-Wechselwirkung inhibiert (Abb. 4.7).2*
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a) \(
(0] H COOH o jooH
Ay
NH 0 0
O:|\ (0] H HN
- N
UJT Y
O OH
b)
OCH,CHM
OMe o3 e
o (o) Leucin-
O OCH2C02H mimetikum Aspartat_
mimetikun
OMe

selektiver o4B,-Ligand

OCH2CHM92
OCH,CH,0OH Serin-/Phenylalanin-
HsCO Mimetikum
Yco OCH,CO,H

selektiver a4B;—Ligand

Abbildung 4.7: a) Zyklisches Peptid und auf fA-p-Mannose-basierendes
Peptidmimetikum. Das  Mannopyranose-Grundgerist  prasentiert  die
pharmakophoren Gruppen in der gleichen Orientierung wie in der peptidischen
Leitstruktur. b) Ubertragung der pharmakophoren Gruppen eines Zyklopeptids
auf ein Zuckergerust.

Ausgehend von der LDT-Erkennungssequenz wurde eine weitere Optimierung der
Aktivitdit und des pharmakologischen Profils angestrebt, insbesondere durch
Entwicklung von Peptidmimetika. N-terminale Acylierung des LDT Motivs und
Modifizierung des C-terminalen Carboxamids mit Aminen fiihrte zu potenten, aber

unselektiven oy-Integrinliganden.”'**"!

Zur weiteren Entwicklung von nicht-
peptidischen bzw. selektiven Liganden wurden verschiedene peptidomimetische
Variationen, unter anderem der Einbau von D- und A-Aminosduren und die
Verwendung von Azapeptid- und Peptoidmimetika untersucht, welche zur
Identifizierung der sowohl strukturellen als auch funktionellen Anforderungen an die
Erkennungssequenz dienen sollten.'**'" Alle N-terminalen Modifikationen an dem
linearen Peptid fiihrten zu inaktiven Verbindungen, bis auf die Substitution von
Threonin. Die Amidbindung zwischen Threonin und Aspartat stellte sich als nicht

essentiell heraus. Da auf Grund ihrer Planaritit die Moglichkeit besteht, eine
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Amidbindung durch einen Phenylring zu ersetzen*”, konnten gute Erfolge mit
3-Amino-3-aryl-propionsduren als Asp-Thr-Mimetika erzielt werden. Ausgehend von
diesen Ergebnissen wurde in unserem Arbeitskreis eine Bibliothek von Mimetika
entwickelt, aus der sich eine Verbindung mit einer reduzierten Amidbindung als

besonders potent und selektiv erwies (Abb. 4.8)."

HO
o) L0 o) b‘
N N\:)J\N NH, NN N
v H ¢ = H & — v H
Z SCO,H Z CO,H
11

9

ICs9 (0uf3,/MAJCAM-1): 3nM Zelladhéasion (%) o4f/MAdCAM-1 :10 +/-4
a4B,/VCAM-1 171 +/-14

Abbildung 4.8: Leitstruktur fur weitere Entwicklung von a,f£-Integrinliganden.

Das Substitutionsmuster des Aromaten der 3-Amino-3-aryl-propionsédure iibt nur einen
marginalen Einfluss auf die Aktivitit aus. AuBBerdem demonstriert die N-terminale
Acylierung mit 3-Isochinolin-carbonsédure, dass dieser annelierte Heterozyklus nicht
obligatorisch ist, sondern sich lediglich eine aromatische Substitution als wichtig

erwies.”!!

Da die Position der verbriickenden Amidbindung zwischen Asparaginsiure
und Threonin durch aromatische Seitenketten ersetzt wurde, liegt die Schlussfolgerung
nahe, dass die biologisch aktive Konfiguration am C-3-Kohlenstoffatom derjenigen am
natiirlichen Liganden MAdCAM-1 folgt und dementsprechend S-Konfiguration
aufweisen sollte. Eine enantioselektive Synthese der C-terminalen f-Aminosdure wire
aus diesem Grund wiinschenswert, um eine Aussage iiber die biologisch aktive
Konfiguration zu treffen und einen vergleichbaren Bindungsmodus in Bezug auf den
natiirlichen Liganden zu bestétigen. Das Ergebnis des biologischen Assays war jedoch
erniichternd, da alle enantiomerenreinen Epimere die gleiche Aktivitit zeigten. Dieses
Ergebnis ldsst vermuten, dass die inhibierende Wirkung dieser Substanzklasse auf
anderen, unspezifischen Wechselwirkungen beruht oder sogar auf eine eventuelle

Zytotoxizitit zuriickzufiihren ist.

4.1.2 Entwicklung von Peptidmimetika als a4p4-Integrinliganden

Peptide sind im menschlichen Organismus als Enzymsubstrate oder als Botenstoffe fiir
zahlreiche biologische Funktionen verantwortlich. Der Einsatz von Peptiden als

Medikamente wird allerdings durch die oben genannten Faktoren wesentlich
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eingeschrankt. Es besteht daher ein grofles Interesse daran, Wirkstoffe ohne diese
Nachteile zu finden.

Die prinzipiellen Grundsitze fiir die Anforderungen an Peptidmimetika bilden das
Leitmotiv fiir die folgenden Ansédtze zur Optimierung der durch die minimale

Erkennungssequenz (LDT) und die in unserem Arbeitskreis entwickelte, vorgegebene

Leitstruktur (Abb. 4.9):
CH,o0d.| N

Aromat,|—Spacer C(0)

Abbildung 4.9: Schematische Leitstruktur von «,f-Integrinliganden.

Da sich bei der Synthese von Peptidsurrogaten - insbesondere wenn nicht auf die
natiirlichen Aminoséuren zuriickgegriffen werden kann - eine racemische Synthese der
Bausteinen als okonomischer erweist, werden die folgenden Synthesen in der Regel
auf diese Art durchgefiihrt. Hierbei entstehen beide Stereoisomere in gleichen Mengen
und werden als Gemisch biologisch getestet. Sollte das Gemisch aktiv sein, werden die
Isomeren dann separat untersucht. Diese Vorgehensweise hat den Vorteil, wesentlich

o6konomischer und zeitsparender zu sein.

4.2 Modifikation der N-terminalen Amidbindung durch aromatische
Surrogate

4.2.1 Einfuhrung

Der Ersatz einer Amidbindung im Riickgrat biologisch aktiver Peptide ist eine sehr
effektive Methode, peptidmimetische Wirkstoffe mit giinstigen pharmakologischen
Eigenschaften darzustellen, um damit groBere metabolische Stabilitit oder verbesserte
orale Verfligbarkeit zu erreichen. Es ist bekannt, dass der Ersatz einer Amidbindung
durch eine nicht-hydrolysierbare Dipeptid-isostere Bindung hiufig peptidmimetische
Substanzen  hervorbringt, = welche Inhibierungseigenschaften  @hnlich  den
urspriinglichen Molekiilen aufweisen.*'® Zu den peptidomimetischen Variationen
zahlen unter anderem Peptoide, Azapeptide, Ketomethylen-Pseudopeptide und
reduzierte Amidbindungen (Abb. 4.10). Ein wichtiger Unterschied zwischen diesen

Klassen von Peptidmimetika besteht darin, dass Peptoide und Ketomethylenderivate
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die Féhigkeit zur Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen {iiber die

-NH-Gruppen verloren haben.

N-Terminus <——— C-Terminus
@] (o) R2
H H
N.
RBJJ\N/ﬁ(N\Rl RBJJ\N)\/ Rl
I2 2 H
Peptoid JJ\ )\H/N\Rl reduzierte Amidbindung
H
2 2
O R H / | o) \ J?\ ',? H
Rsﬂ\/v\WN\ Peptid oy N N
H

RY \n/ Rl
0 o]
Ketomethylen-lsostere Azapeptid

Abbildung 4.10: Verschiedene Peptidmimetika im Vergleich  zur
Peptidbindung.

Der folgende Ansatz verfolgt die Idee, die N-terminale Amidbindung der
dipeptidischen Leitstruktur durch Surrogate zu ersetzen, die der planaren Struktur der
Amidbindung gleichkommen. Template, welche diesen Anspriichen geniigen, sind
unter anderen aromatische Systeme. Es gibt Beispiele in der Literatur, in denen die
Bedeutung dieses isosterischen Ersatzes eindrucksvoll demonstriert worden ist.
Einerseits gelang es unserer Gruppe, auf dem Gebiet der oayfBs;- bzw.
o4-Integrinliganden die minimale Erkennungssequenz in beiden Féllen am
C-Terminus auf eine 3-Amino-3-aryl-propionsdure zu reduzieren, indem die

13,246

Amidbindung durch substituierte Phenylringe ersetzt wurde. Dass diese

Substitution nicht nur in der Peripherie der Erkennungssequenz, sondern auch im

247,248
h**72* und

Peptidriickgrat von Peptidmimetika moglich ist, demonstrierten Genentec
Eli Lilly*** mit der Entwicklung potenter RGD-Mimetika, die zundchst den
Argininrest durch Benzamidin ersetzten und schlieBlich einen disubstituierten
Phenylring als Ersatz fiir die Arginin-Glycin-Amidbindung einfiigten (Abb. 4.11). So
wurde die Evolution von der urspriinglichen Leitstruktur hin zum potenten Analogon
beschrieben. Diese Erkenntnisse deuten darauf hin, dass das Riickgrat als
Abstandshalter (spacer) fiir die ionischen pharmakophoren Gruppen dient, wihrend
man hydrophobe Wechselwirkungen ausschlieBen kann. Strukturen mit einem

unpassenden spacer zeigen keine inhibierende Wirkung.*>
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Abbildung 4.11: Rationelles Design von Glycoprotein Ilb/llla Antagonisten.

4.2.2 Aminophenylessigsauren als Bausteine fur Peptidmimetika

Die Verwendung von Phenylessigsduren bietet sich an, da die die Leucinseitenkette
reprasentierende Isobutylgruppe synthetisch einfach durch oa-Alkylierung des
entsprechenden Esters einzufiihren ist. Der Phenylrest sollte so substituiert sein, dass
eine weitere Modifikation moglich ist, da bisherige Untersuchungen zeigten, dass die
biologische Aktivitit mit der Beschaffenheit, insbesondere mit der rdumlichen
Ausdehnung des aromatischen Systems am N-Terminus, korreliert. Die Wahl einer
Nitrogruppe erschien viel versprechend, da sie leicht zu einer reaktiven Aminogruppe
reduziert werden kann. Der unterschiedlich substituierte Phenylring imitiert die
N-terminale Amidbindung des acylierten Leucins (Abb. 4.12).

e *H
%‘z, H N\;g :RL\ N\))J:
@)

.~ O
Abbildung 4.12: Die Phenylgruppe als Surrogat der N-terminalen
Amidbindung.

Nitrophenylessigsduren sind in allen Substitutionsmustern kommerziell erhiltlich und
bieten die Moglichkeit der kovalenten Modifikation nach Reduktion der Nitrogruppe
zur Aminogruppe. Der zuerst dargestellte Methylester 12 wurde nach der Alkylierung

mit Isobutylbromid in @-Position im AnschluB an die Deprotonierung mit
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Natriumhydrid wiederum alkalisch verseift. Die freie Nitrophenylessigsdure (13)
wurde darauthin zur Aminophenylessigsdure (14) reduziert und nach dem Schutz mit
Fmoc-OSu als Baustein 15 fiir die Festphasensynthese zugédnglich gemacht
(Abb. 4.13). Das entsprechende ortho-Derivat war auf diesem Wege nicht zugénglich,

da die Reduktion der Nitrogruppe zu einem intramolekularen Zyklisierungsprodukt
fiihrte.

mOH MeOH,H,S0, mO\ 1. NaH, DMF N O
O,NT- O N~ O,Ny-
Z © Z o 2. Isobutylbromid Z o

12 40°C
1. NaOH, MeOH N OH H, (1 atm), Pd/C N OH
O,N— HoN4—
2 H', H,0 ~ O MeOH, AcOH = 0
13 14

1. Fmoc-OSu, NaHCOs,

Aceton/H,0 (1:1) N OH

FmocHN—:
2. H', H,0 = O
15

Abbildung 4.13: Synthese der N-Fmoc-(Aminophenyl)-essigsaure-Bausteine
fur die Festphasensynthese.

Die Festphasensynthese wurde an mit N-Fmoc-/-Phenylalanin belegtem Wang-Harz

nach der Fmoc-Strategie durchgefiihrt.*”'

N-Fmoc-f-Phenylalanin wurde iiber eine
Fmoc-Schiitzung der kommerziell erhéltlichen f-Aminoséure hergestellt. Nach der
Kupplung der beschriebenen Bausteine 15 wurde eine kleine Bibliothek durch
nukleophile aromatische Substitution mit einer Auswahl verschieden substituierter
Pyridine in DMF bei 70°C iiber 12 Stunden synthetisiert (Abb. 4.14).>* Dazu wurde
das Harz in Glasreaktoren {liberfiihrt, um das Arbeiten unter hoheren Temperaturen zu
gewihrleisten. Die Verwendung von einem Wang-linker ist obligatorisch, da der
temperaturlabile TCP-/inker unter den fiir die Substitution bendtigten Bedingungen
nicht stabil war. Die Sy-Reaktion am Aromaten verlief nur mit stark elektronenarmen
Verbindungen zufriedenstellend und erforderte die Verwendung Nitro-substituierter

Verbindungen.
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1. 20% Piperidin/NMP
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1. 20% Piperidin/NMP

2. Waschen /
3. 2-Chlor-3-nitropyridin, N
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=
2 HN_\

16

Abbildung 4.14: Festphasensynthese der N-terminal-modifizierten
Integrinliganden 16.

Da Nitrogruppen im allgemeinen pharmakologisch bedenklich sind, sollten sie

253
Dazu

anschlieBend in 3-Phenyl-imidazo[4,5-b]pyridin-2-one {berfiihrt werden.
wurde die Nitrogruppe mit Zinn(Il)chlorid in DMF bei Raumtemperatur zum Amin
reduziert, welches anschlieBend an der festen Phase mit Triphosgen zyklisieren sollte
(Abb. 4.15). Die Reaktion mit Aldehyden zu 3H-Imidazo[4,5-b]pyridin-Derivaten
verlief mit sehr geringen Ausbeuten. Bei der Verwendung von NH,-Leucin bei der
nucleophilen aromatischen Reaktion konnte auf Grund der Instabilitdt des Produkts bei

der sauren Abspaltung kein Produkt isoliert werden.
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Abbildung 4.15: Festphasensynthese verschiedener heterozyklischer
Verbindungen.

4.2.3 Hydroxy-phenylessigsauren als Bausteine fur Peptidmimetika

Nach den viel versprechenden Ergebnissen bei der Synthese der beschriebenen
Phenylessigsaurederivate als Ersatz fiir die N-terminale Amidbindung wurde versucht,
die Aminfunktionalitit am Anilinbaustein aus Griinden der Bioverfiigbarkeit aus dem
Zielmolekiil zu entfernen. Eine verringerte Loslichkeit scheint auf Grund der polaren,
sekunddren Aminofunktion unwahrscheinlich. Auflerdem kann man die Bildung von
schwerloslichen Zwitterionen wegen der zweiten Aminfunktion am Pyridinring
ausschliefen. Trotz dieser vorteilhaften pharmakologischen Eigenschaften ist jedoch
die Verwendung von Nitrogruppen nicht unbedenklich. Ebenfalls ist das Vermeiden
aromatischer Amingruppen aus pharmakologischer Sicht wiinschenswert, da die
Toxizitdt von Anilinen im Metabolismus eine nicht zu vernachldssigende negative
Begleiterscheinung ist.

Da sich das ausgedehnte aromatische System am N-Terminus als essentiell fiir die
Aktivitdt der zu untersuchenden Verbindungen erwiesen hatte, wurde nach einem Weg
gesucht, den Phenylessigsdurebaustein mit aromatischen Resten zu modifizieren. Weil
ein Einfluss der als linker benutzten Aminbindung nicht bekannt ist, wére ein
annahernd isosterer Ersatz derselben in zweierlei Hinsicht interessant, da z.B. die
planare Geometrie einer Amidbindung eventuell einen unterschiedlichen strukturellen
Einfluss besitzen wiirde und die freie Drehbarkeit zu weit einschrinken konnte. Die
Oxymethyleneinheit (-CH,-O-) stellt ein flexibles Verbindungsstiick dar, welches in
diesem Fall das Aminbindungssurrogat von Phenyl-Benzylethern imitiert (Abb. 4.16).
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Die Methode der Wahl zur Generierung von Benzylethern ist die Alkylierung von

Phenolen mit Benzylbromiden.

\ (7
7\
g g s, — 0 T
% H OH ) N OH
g Y

Abbildung 4.16: Substitution von N-substituiertem Anilin durch Benzylether.

Hydroxy-phenylessigsduren sind in meta- und para-Substitutionsmuster kommerziell
erhiltlich. Der zuerst dargestellte Methylester 17 wurde im Anschlul an die
Alkylierung der phenolischen Hydroxygruppe mit 1-(Bromomethyl)-Aryl-
Verbindungen mit NaH deprotoniert und anschlieBend mit Isobutylbromid in
a-Position zur Carboxylgruppe alkyliert. Die nukleophile Substitution mit
Benzylbromiden in siedendem Aceton unter Zusatz von Kaliumcarbonat als Base und
einer katalytischen Menge Kaliumiodid hat sich als vorteilhafter erwiesen als die
urspriinglich gewéhlte Route der Substitution in DMF. Der Methylester 19 wurde
darauthin  basisch  hydrolisiert und die entstandene freie Sdure unter
Standardbedingungen an 3-Amino-3-aryl-propionsiuremethylester (20) gekuppelt.”*
Dieser wurde tiber eine Radionov-Reaktion aus Malonsdure und 4-Methylbenzaldehyd
hergestellt.”> AnschlieBend wurde die Carbonylfunktion mit SOCL/MeOH als
Methylester geschiitzt, beide Fragmente gekuppelt und im letzten Schritt durch
Hydrolyse des Esters zur Zielverbindung 21 entschiitzt (Abb. 4.17).
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Abbildung 4.17: Synthese von Benzylphenylethern als a,43-Integrinliganden.

Von diesen wurden jedoch nur zwei Verbindungen 21a,b zur biologischen
Evaluierung in Betracht gezogen, da die geringe Loslichkeit der Verbindungen auf
Grund der groBBen hydrophoben Reste einen biologischen Test nicht ermodglichte. Die
Synthese wird nur wegen der Vollstindigkeit erwdhnt und um zu verdeutlichen, dass
ein hydrophober aromatischer Rest - nicht wie angenommen - zur Aktivitatssteigerung
beitrdgt. Um eine abschliefende Bewertung dieser Substanzklasse abzugeben, sollte
iiber die Synthese von loslicheren Verbindungen, z.B. durch Verwendung von

Pyridinen als aromatische Gruppe nachgedacht werden.

4.2.4 Indolizine als Peptid-Analoga

Im Verlauf dieser Arbeit wurde der N-Terminus mit einer Vielzahl von aromatischen
Heterozyklen modifiziert. Dabei fiel die Wahl unter anderem auch auf Indolizine, die
als Bestandteil von Medikamenten bereits verwendet werden.”>**” AuBerdem galt der
Entwicklung von kleinen, wirkstoftbasierten = Molekiilen, welchen eine gute
Bioverfiigbarkeit zugeschrieben werden kann, eine besondere Rolle. Auf der Suche
nach einem interessanten molekularen Grundgeriist zur Synthese einer kleinen

kombinatorischen Datenbank an der festen Phase wurde die Aufmerksamkeit auf die
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[3+2]-Cycloaddition®** von Pyridiniumyliden an elektronenarme Alkene gelenkt.**"

% Die Indolizin-Chemie in Ldsung ist weit verbreitet und ist insbesondere im

Hinblick auf ihre hohen Ausbeuten unter milden Bedingungen attraktiv >>®>>"-26+26>
Der Indolizin-Rest bietet auBBerdem die Moglichkeit, bereits bei der Synthese leicht
modifiziert zu werden. Bisherige Untersuchungen zeigten, dass die biologische
Aktivitdt mit der Beschaffenheit, insbesondere mit der rdumlichen Ausdehnung des
aromatischen Systems am N-Terminus, korreliert. Die Indolizine erlauben die
Einfiihrung von hydrophilen Substituenten, welche deutlich zur verbesserten
Loslichkeit beitragen sollten. Ein unterschiedlich substituierter Pyridinring ist jeweils

Startpunkt der Synthese (Abb. 4.18).

B ok
RAkzeptor
X (o) X 0] = N
SO — | O = O
\/ Rl e @ Rl @C/ QQK =
0] H
R? 1,3-Dipol

Abbildung 4.18: Synthese von Indolizinen durch [3+2]-Cycloaddition unter
Verwendung von Pyridiniumyliden.

Als Leitstruktur diente das im Arbeitskreis entwickelte Dipeptid 10 mit der
Isochinolincarbonsdure am N-terminalen Ende. Die Festphasensynthese wurde mit
N-Fmoc-/Phenylalanin belegtem TCP-Harz nach der Fmoc-Strategie durchgefiihrt.””’
Nach der Kupplung von N-Fmoc-Leucin und anschlieBender Abspaltung der
Schutzgruppe wurde an das N-terminale Ende unter Standardkupplungsbedingungen

sowohl Nicotin- als auch Isonicotinsiure gekuppelt.”'

Zur Synthese der Indolizine
wurde das Harz in Glasreaktoren iiberfiihrt, um das Arbeiten unter erhohter
Temperatur zu ermdglichen. Zu Beginn der Reaktion wurden die Pyridiniumsalze 24
durch die Reaktion von a-Bromessigsdureestern mit den Pyridinen in DMF {iber eine
Quarternisierung am Stickstoffatom synthetisiert. Durch Zugabe von Triethylamin als
Base nach dem Waschen erhielt man in situ Pyridintumylide, welche auf Grund ihrer
1,3-dipolaren Struktur [3+2]-Cycloadditionen mit elektronenarmen Alkenen eingehen
konnten. Die Reaktion mit Acrylnitril in DMF bei 60°C fiir 1 Stunde fiihrte zu
Tetrahydroindolizinen in guten Ausbeuten, wobei die Cycloaddition regioselektiv in
Ubereinstimmung mit den elektronischen Effekten verliuft. Im niichsten Schritt
wurden die Tetrahydroindolizine durch Oxidation aromatisiert. Unter Verwendung des
bimetallischen Komplexes TPCD [Co(pyridin),HCrO,),] als Oxidationsmittel bei
80°C in DMF gelang die Synthese der Indolizine 25 in einem Schritt (Abb. 4.19).266
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Abbildung 4.19: Darstellung der Indolizine 25 an der festen Phase.

Die Quarternisierung sowohl von Nicotin-, als auch Isonicotinsdure fithrte in
quantitativen Ausbeuten zu den gewiinschten Pyridiniumsalzen, wéhrend bei der
Reaktion mit Picolinsdure vermutlich wegen sterischer Hinderung keine Umsetzung
beobachtet werden konnte. Die Verwendung von Fumar- und Maleinsdureester als
elektronenarme Alkene fiihrte zu keinem Produkt in den benétigten Ausbeuten. Jedoch
konnte man der Reaktionskontrolle iiber analytische HPLC nach Abspaltung vom Harz
unter Standard-Rink-Amid-Bedingungen entnehmen, dass die Cycloaddition
stattgefunden hat, da das Edukt nicht mehr nachgewiesen werden konnte.
Wahrscheinlich verlief die Oxidation der Tetrahydroindolizine zu den Indolizinen
unvollstindig, da die reduzierten Tetrahydroindolizine unter den sauren
Abspaltungsbedingungen nicht stabil sind. Die Reaktion mit 1-Methyl-1H-pyrrol-2,5-
dion (Maleinimid) lieferte das gewiinschte Produkt auch nur in sehr geringen

Ausbeuten (Abb. 4.20). Die Verwendung der Pyridiniumsalze, welche aus der
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Reaktion von Pyridinderivaten mit «o-Bromessigsdureestern hervorgingen, als
1,3-Dipole in einer [3+2]-Cycloaddition veranlasste uns dazu, heterozyklische
N-Oxide von den oben genannten Pyridinderivaten einzusetzen. Das N-Oxid wurde
dabei durch Oxidation des Pyridinstickstoffes mit meta-Chlorperoxybenzoesiure in
DCM iiber 20 Stunden bei Raumtemperatur an der festen Phase generiert.*®® Die
[3+2]-Cycloaddition dieses 1,3-Dipols konnte jedoch nicht beobachtet werden
(Abb. 4.20).

m-CPBA, DCM Alken, 60°C,
(\ 20°C, 24 h AN DMF
T Q Q@ ——
N N
(@)
€]
(@]
60°C, DMF,
1h

X
(39 + [we —
@KWO\ o

o]
Abbildung 4.20: Verwendung von heterozyklischen N-Oxiden als 1,3-Dipole.

Wie bereits zuvor erwédhnt, kann man eine Amidbindung durch Surrogate ersetzen, die
deren planare Struktur nachahmen. In Analogie dazu erscheint die Verwendung von
2-(Pyridin-4-yl)-essigsdure als Baustein sinnvoll, welche in «a-Position zur
Carbonylgruppe  substituiert werden kann und die Moglichkeit bietet, eine
Amidbindung im Riickgrat des biologisch aktiven Peptids 10 zu ersetzen. Die
substituierten 2-(Pyridin-4-yl)-essigsdurederivate dienen anschliefend als 1,3-Dipole
bei der [3+2]-Cycloaddition zu den Indolizinen (Abb. 4.21).

NC H
H
(@) N AN N\
H SN ~ = ’
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Abbildung 4.21: Substituierte Indolizine als Template zum Ersatz einer
Amidbindung.

Der zuerst dargestellte Methylester 26 wurde nach der Alkylierung mit Isobutylbromid

in a-Position im Anschluf3 an die Deprotonierung mit Natriumhydrid wiederum sauer
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verseift. Die freie substituierte 2-(Pyridin-4-yl)-essigsdure (28) wurde dadurch fiir die

N

Festphasensynthese zuginglich gemacht (Abb. 4.22).

N OH 1. MeOH, H,S0, N O 1.NaH, DMF N O
N~ ©O 2.NaOH,H,0 N&* O 2. Isobutyloromid N~ O
26 40°C 27
6M HCI, A OH
N

' :

HN._~ O

® 28

OH

Iz

Y NC

Abbildung 4.22: Substituierte 2-(Pyridin-4-yl)-essigsaure (27) als Templat fur
N-terminal modifizierte a,f:-Integrinliganden mit Indolizin-scaffold.

Die [3+2]-Cycloaddition an der festen Phase bot eine gute Moglichkeit, eine kleine
Bibliothek aufzubauen. Im néchsten Schritt sollte die planare Amidbindung ebenfalls
durch ein aromatisches System ersetzt werden. Die Verwendung von (Pyridin-3-
yloxy)-Derivaten verlidngert jedoch das Amidriickgrat um eine zur Methylengruppe
(-CH;-) isosteren Ethereinheit und damit um eine weitere rotierbare Bindung (Abb.
4.23). Eine enantioselektive Synthese des Leucinsurrogates wurde wiinschenswert, da
Leucin offensichtlich bei den natiirlichen Liganden in der L-Konfiguration vorliegt.
Die 3-Amino-3-aryl-propionsdure wurde weiterhin racemisch eingesetzt und erlaubt

somit keine Aussage iiber die biologisch aktive Konformation am C-3 Atom.

RAkzeptor
“5.& H \vgé N 0 N éss N A 0 N :5
o) 0 0 o]
Rl

Abbildung 4.23: (Pyridin-3-yloxy)-Derivate ersetzen die planare Amidbindung.
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Startverbindung fiir die Synthese von 4-Methyl-2-(pyridin-3-yloxy)-pentansdure (34)
war D-Leucin, welches iiber eine nukleophile Substitution unter doppelter Inversion in
Eisessig nach Diazotierung mit Natriumnitrit in (D)-O-Acetyl-Leucin-OH (31)
tiberfiihrt wurde. Der zunichst dargestellte tert-Butylester 32 wurde im Anschlufl an
die Veresterung mit wissriger Kaliumcarbonat-Losung regioselektiv deacetyliert.”®
Die erhaltene Verbindung 33 wurde darauthin {iber eine Mitsunobu-Reaktion mit
3-Hydroxy-pyridin in die gewiinschte (Pyridin-3-yloxy)-Verbindung 34 {iberfiihrt
(Abb. 4.24). Die Verwendung von 2-Hydroxy-pyridin in der Mitsunobu-Reaktion
fiihrte ausschlieBlich zur Alkylierung am Stickstoff des Pyridinringes. Die Spaltung
des tert-Butylesters machte die freie Sdure 34 fiir die Festphasensynthese zuginglich.
Die Synthese der Indolizine wurde analog zu den oben beschriebenen Verbindungen
durchgefiihrt. Die Verwendung von Acrylnitril als elektronenarmes Alken in der

[3+2]-Cycloaddition zu den Indolizinen lieferte die gewiinschten Zielverbindungen 35

a,b,c in guten Ausbeuten.

)\ NaNO,, Eisessig z DCC, tert-Butanol

HzNj\[gOH PN O/’\H/OH P O%go\{/

o}
31
o O
~__O Na OH
HO @)
MeOH, H,O /\fg \{/ 1. PPhs, DIAD, o
THF, 0°C-->RT
33 2. TFA/IDCM = 1:1 34

R

0
o
/N7 \;)J\N OH
1 J = H
NC T

35
R: -Ph, -OC,Hs, -OH

@)

N7 OJJ\%OO
U

Abbildung 4.24: 4-Methyl-2-(pyridin-3-yloxy)-pentanséure (34) als Templat fir
Liganden mit Indolizin-Grundgerust.

Zur Ausdehnung des aromatischen Systems erschien die Verwendung Pyridin-

substituierter 4-Hydroxy-phenylessigsdure 38 sinnvoll, da die Pyridineinheit leicht

tiber eine Mitsunobu-Reaktion mit (Pyridin-2-yl)-methanol an die phenolische
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Hydroxygruppe gekuppelt werden kann. Der zuerst dargestellte Methylester 36 wurde
nach der Alkylierung mit Isobutylbromid in o-Position im Anschlu an die
Deprotonierung mit Natriumhydrid wiederum alkalisch verseift und lieferte somit das
Edukt 38 fiir die Synthese der Indolizine an der festen Phase (Abb. 4.25). Die
Amidbindung des Grundgeriists wurde hierbei ebenfalls durch ein aromatisches
Surrogat ersetzt. Das aromatische System konnte durch die Quarternisierung des

Pyridinstickstoffs mit Bromacetophenon zusitzlich noch ausgedehnt werden.

N
Q/\OH
1. NaH, DMF

/©/\H/ PPhgs, DIAD, THF /©/\H/ 2. Isobuthylbromid
0°C-->RT 40°C

A

/@)\”/O\ NaOH, MeOH /@)\”/
O
OH

39

@

%MOO

Abbildung 4.25: Synthese eines ausgedehnten aromatischen Systems an
dem Beispiel des Indolizin-scaffolds.

4.2.5 3-Substituierte Indolizin-1-carbonitril-Derivate als Phosphatase-
Inhibitoren

Da durch eine Kooperation mit H. Waldmann die Moglichkeit bestand, Verbindungen
auf die Inhibierung von Phosphatasen zu testen, wurde die Aktivitdt einer Auswahl
von Verbindungen auf dieses Zielproteine untersucht.

Proteinphosphorylierungs- und Dephosphorylierungs-Reaktionen werden vom
Organismus zur Regulation zahlreicher zelluldrer Prozesse verwendet. Storungen der
Proteinphosphorylierung tragen zur Entwicklung vieler Krankheiten wie Krebs und
Diabetis bei.””

welche die Phosphorylierung steuern, und fiir die Dephosphorylierung

Der Grad der Phosphorylierung wird durch Proteinkinasen (PK),
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verantwortlichen Proteinphosphatasen (PPs) reguliert. Den PKs kommt eine
bedeutende Rolle bei der Entwicklung von Medikamenten zu.*’"*™
Proteinphosphatasen werden durch ihre Struktur und Substratspezifizitit in
Serin/Threonin- (PSTPs) und Tyrosinphosphatasen (PTPs) klassifiziert. Die
Entwicklung von niedermolekularen Inhibitoren der PTPs ist seit kurzem von

275,276

Interesse als ein schnell wachsendes Gebiet in der klinischen Biologie und der

medizinischen Chemie.””"*"
Diese Entwicklung wurde zweifellos durch die Entdeckung ausgelost, dass die
Unterdriickung des ptplb-Genes in Maiusen Fettleibigkeit verhindert und die

280,281 .
’ Diese

Empfindlichkeit gegeniiber Insulin ohne Nebenwirkungen erhoht.
Beobachtungen machen PTPIB zu einem interessanten Ziel fiir die medizinische
Chemie.”® Tyrosinphosphatasen sind ausschlaggebend fiir die Toxizitit von einigen
krankheitserregenden ~ Bakterien.  Bakterien wie  Salmonella  typhimurium
(Typhuserreger) und Yersinia pestis (Pesterreger) benutzen ihre eigenen Phosphatasen,
um den Wirt zu infizieren oder dem Immunsystem zu entkommen.** Die
eingeschrinkte Verbreitung zweier vermeintlicher Tyrosinphosphatasen (MPTPA und
MPTPB), welche aus dem Genom des Mycobacterium tuberculosis geklont wurden,
stellt diese als eine gute Erklirung fiir ihre Giftigkeit dar.*** Die doppelt-spezifische
Phosphatase der Cdc25-Familie greift in den Zellzyklus ein, indem sie fiir die
Dephosphorylierung der Cyclin-abhéngigen Kinase, welche eine wichtige Rolle im
cukaryotischen Zellzyklus spielt, verantwortlich ist.” Die Uberexpression von
Cdc254 ist verantwortlich fiir die Malignitit von Tumoren.”***" Die vaccina VH-1-
verwandte, doppelt spezifische Phosphatase VHR ist ein physiologischer Regulator der
extrazelluldr regulierten Kinasen der MAP-Kinasefamilie und ist dadurch an der
Signaliibertragung iiber den MAP-Kinaseweg beteiligt.”****

Die inhibitorischen Effekte einer repridsentativen Anzahl von Indolizinderivaten
gegeniiber verschiedenen Phosphatasen wurde in einem in vivo Test untersucht, dessen
Ergebnisse in Tabelle 3 dargestellt werden. Die Enzymaktivitit wurde iiber die
Hydrolyse von para-Nitro-phenylphosphat in Standard-Pufferlosungen fiir PTP1B>°

und VHR®! bestimmt.
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Tabelle 3: ICso-Werte [uM] der Indolizinderivate fir verschiedene

Phosphatasen.
# Struktur Cdc25B PTP1B MPTPA MPTPB VHR
NC O
25a <N N R > 100 > 100 > 100 > 100 > 100
NN " o
HO,C
s
R
25h “T N > 100 > 100 > 100 > 100 > 100
(e}
NC—Z "N

30 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100
CN
A
35a Ncémj\o R > 100 > 100 > 100 > 100 > 100
- CO,H ©
55a g | R > 100 > 100 > 100 > 100 > 100
Ester NC—7 "N" "0
— (@]

CO,C,Hs
=
| R
35b NC—Z N 0
—_, o
Ph
/@/%(R
39 ‘ 0 o} 69.2+89 80.6+52 749+8.8 75+1.9 77.8+1.8
o)
N

NC

70.7+£53 851%7.2 > 100 220+2.7 82939

Die Verbindung mit dem 2-(4-((Pyridin-2-yl)methoxy)phenyl)-essigsdurerest 39
scheint ein nicht-ionischer Phosphotyrosin-Ersatz zu sein, wobei das peptidische
Grundgertist, welches die Alkylseitengruppen triagt, hydrophobe Wechselwirkungen

mit dem Enzym eingehen kann.”**”

Das 5-(Phenoxymethyl)-indolizin-Grundgeriist
ist nicht allein fiir die Aktivitdt verantwortlich, scheint aber gegeniiber den anderen
Grundgeriisten bevorzugt zu sein, da Verbindung 35b, welche einen Indolizin-5-ol-
Rest trigt, ebenfalls Aktivitit zeigt. Ein Benzoylsubstituent in der 3-Position der
Indolizin-1-carbonitrilderivate tragt entscheidend zur Aktivitit bei. Zusammenfassend
kann man sagen, dass die 3-substituierten Indolizin-1-carbonitrile 35b und 39 ein

bislang nicht bekanntes, Phosphatase hemmendes Grundgertist darstellen.
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4.2.6 Synthese von heterozyklischen Arylessigsauren

Die viel versprechenden Ergebnisse der beschriebenen Phenylessigsdurederivate und
Indolizine als Ersatz fiir die N-terminale Amidbindung riickte die Verwendung anderer
aromatischer Surrogate in den Vordergrund. Da sich ein relativ ausgedehntes
aromatisches System am N-Terminus als essentiell fiir die Aktivitit der zu
untersuchenden Verbindungen erwiesen hatte, die Verbindungen aber dennoch nicht
zu hydrophob sein sollten, wurde das Augenmerk auf arylsubstituierte Heteroaromaten
gelenkt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei verschiedene Verbindungen
synthetisiert, die als Bausteine fiir Peptidmimetika dienen. Als erstes soll die
Verwendung von 2-substituierten Indolessigsduren dargestellt werden. Im Fall der
Indolessigsdurederivate ersetzt der Pyrrolrest die planare Amidbindung, wéahrend der
Phenylrest die Rolle des aromatischen Substituenten ibernimmt (Abb. 4.26).

Abbildung 4.26: Indolessigsaure-Derivate ersetzen die planare Amidbindung.

Formal ldsst sich die Darstellung der Zielverbindung 2-(1H-Indol-3-yl)-4-
methylpentansdure (42) durch eine Alkylierung von kommerziell erhéltlicher (1H-
Indol-3-yl)-essigsdure beschreiben. Davon ausgehend erfolgt die Darstellung von
(1H-Indol-3-yl)-essigsduremethylester (40). Wurde (1H-Indol-3-yl)-essigsdure in
Methanol unter Zusatz einer geringen Menge konzentrierter Schwefelsdure iiber einen
Zeitraum von 4 Stunden unter RiickfluB erhitzt, erhielt man nach wissriger
Aufarbeitung und  sdulenchromatographischer = Reinigung  (1H-Indol-3-yl)-
essigsduremethylester (40). Die Einfithrung der Isobutylgruppe gelang durch Reaktion
von (1H-Indol-3-yl)-essigsduremethylester (40) in absolutem THF bei einer
Temperatur von -78°C mit 2.05 Aquivalenten LDA, und Abfangen des generierten
Enolats mit 1.3 Aquivalenten 1-Brom-2-methylpropan, wobei iiber einen Zeitraum von
2.5 Stunden unter Auftauen der Kiltemischung geriihrt wurde.”** SchlieBlich wurde
der alkylierte Methylester 41 in die korrespondierende Carbonsdure 42 umgewandelt.
Die Umsetzung von 2-(1H-Indol-3-yl)-4-methylpentanséduremethylester (41) mit
2.5 Aquivalenten Kaliumhydroxid in Methanol iiber Nacht bei Raumtemperatur fiihrte
nach wissriger saurer Aufarbeitung zur Bildung von 2-(1H-Indol-3-yl)-4-

methylpentansédure (42) (Abb. 4.27). Eine weitere Aufreinigung war nicht erforderlich.

57



4 ENTWICKLUNG VON 0437-INTEGRINLIGANDEN

Durch Methylierung am NH-Stickstoff des Indols konnte zusétzlich die Wasserstoff-

Donor-, Akzeptor-Eigenschaft variiert werden.
OH H,SO, (ONQ
\ o ) 0]
N MeOH, 80 °C N
H H

40

o OH

1. LDA, THF, -78°C ~ NaOH

\
N
H
41 42

N N

WO\ 1. NaH, DMF WOH
\ o) . \ o)
N 2. Mel, 0°C-->RT

H 3. NaOH, MeOH 1

@)

2. Isobutylbromid MeOH, RT

Iz

41 42b
Abbildung 4.27: Darstellung von 2-(1H-Indol-3-yl)-4-methylpentansaure (42).

Nach Schiitzen des aciden NH-Protons als tert-Butylcarbamat (Boc) und
anschlieBender Deprotonierung mit LDA, fiihrte die Alkylierung des Enolats des
Indolessigsduremethylesters (40) ebenfalls zu der Boc-geschiitzten Zielverbindung,
jedoch in deutlich schlechteren Ausbeuten und mit Nebenprodukten. Der Versuch der
Alkylierung des ungeschiitzten Indols nach Deprotonierung mit NaH in DMF fiihrte
ausschlieBlich zum N-alkyliertem Produkt. Uberraschenderweise konnte nach
Deprotonieung der Boc-geschiitzten Verbindung 43 mit Natriumhydrid in Analogie zu
den Hydroxyphenylessigsduren das Produkt mit geringerer Ausbeute erhalten werden
(Abb. 4.28).

Zur Einschrinkung der freien Drehbarkeit des Aromaten sollte die analoge
2-substituierte 2-(2-Methyl-1H-indol-3-yl)-essigsdure hergestellt und in die Liganden
eingebaut werden. Der Methylrest wurde iiber eine Fischer-Indol-Synthese aus
Phenylhydrazin und Ethylldvulinat in siedenem Ethanol unter Séaurekatalyse

eingefiihrt.*”

Anschliefende Alkylierung des Enolats nach der oben beschriebenen,
optimierten Methode fiihrte jedoch nur zur Isolierung des gewiinschten Produkts in
sehr geringeren Ausbeuten und zum Ausschluss dieses Syntheseziels. Dieses Ergebnis

kann vermutlich durch die CH-acide Position des Methylsubstituenten erkldrt werden.
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Abbildung 4.28: Weitere Moglichkeiten zur Alkylierung der Indolessigsaure.

Als nichstes Surrogat fiir die Amidbindung wurde 2-(1H-Pyrrol-3-yl)-essigsdure
ausgewahlt, die durch Einfilhrung eines Benzoylsubstituenten in 5-Position den
Erfordernissen gerecht werden sollte (Abb. 4.29).

0 -
Q — 9.5y

X N ~ N N
v "o /A

Abbildung 4.29: 2-(1H-Pyrrol-3-yl)essigsaure-Derivate als Surrogat fir die
Amidbindung.

Der 2-(1H-Pyrrol-3-yl)-essigsduremethylester wurde iiber die nucleophile Substitution
des Magnesiumbromid-Salzes von Pyrrol, welches durch Deprotonierung von Pyrrol
mit Ethylmagnesiumbromid generiert werden kann, an Bromessigsdureethylester
erhalten.”® AnschlieBend sollte die Verbindung mit Benzoylchlorid in 2-Position des
Pyrrolringes unter Verwendung von AICl; als Katalysator acyliert werden. Auf Grund
der schlechten Ausbeuten bei der Acylierung des Pyrrols, welche wahrscheinlich auf
die Koordination an den Ester zuriickzufiihren waren, erschien ein anderer
Syntheseweg sinnvoll, welcher von Phenyl-(1H-pyrrol-2-yl)-keton (45) als

Ausgangsverbindung ausgeht.
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Abbildung 4.30: Synthese von 2-(5-Benzoyl-1-methyl-1H-pyrrol-2-yl)-4-
methylpentanséaure (49).

Phenyl-(1H-pyrrol-2-yl)-keton (45) wurde ausgehend von kéuflich erhiltlichen
Substanzen  hergestellt. ~ Hierzu  wurde  Pyrrol mit 2.0 Aquivalenten
Aluminiumtrichlorid in absolutem DCM bei einer Temperatur von -10°C mit
1.5 Aquivalenten Benzoylchlorid versetzt und iiber einen Zeitraum von 2.5 Stunden
bei Raumtemperatur  gerithrt.”’ ™  Nach  wissriger  Aufarbeitung  und
sdulenchromatographischer Reinigung erhielt man Phenyl-(1H-pyrrol-2-yl)-keton (45)
als zdhfliissige Substanz in befriedigender Ausbeute. Es folgte eine Methylierung am
Stickstoffatom. Phenyl-(1H-pyrrol-2-yl)-keton (45) wurde mit 1.1 Aquivalenten
Natriumhydrid in absolutem DMF und 1.3 Aquivalenten lodmethan bei einer
Temperatur von 0°C versetzt und {iber einen Zeitraum von 1 Stunde bei
Raumtemperatur geriihrt. Wissrige Aufarbeitung und sdulenchromatographische
Reinigung lieferte (1-Methyl-1H-pyrrol-2-yl)-phenylketon (46). Eine Methode zur
Synthese von a-Heteroarylessigsdureestern durch homolytische Substitution an
flinfatomigen Heteroaromaten durch elektrophile Kohlenstoffradikale wurde in der

Literatur beschrieben.>**"!

In Anlehnung an diese Literaturvorschrift wurde
(1-Methyl-1H-pyrrol-2-yl)-phenylketon (46) regioselektiv in der 5-Position des
substituierten Pyrrolringes alkyliert. Die Umsetzung von (1-Methyl-1H-pyrrol-2-yl)-
phenylketon (46) mit 0.5 Aquivalenten Iodessigsdureethylester (50) unter Zusatz
katalytischer Mengen Eisen(II)-sulfat-Heptahydrat sowie eines Uberschusses an
Wasserstoffperoxid in DMSO bei einer Temperatur von -30°C und Riihren iiber einen

Zeitraum von 3 Stunden bei Raumtemperatur fiihrte zur Bildung von (5-Benzoyl-1-
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methyl-1H-pyrrol-2-yl)-essigsdureethylester (47). Des Weiteren wurden 82% des in
einfachem Uberschuss eingesetzten Edukts (1-Methyl-1H-pyrrol-2-yl)-phenylketon
(46) reisoliert (Abb. 4.30). Die Reaktion wird durch einen radikalischen Mechanismus
beschrieben. Dabei wird das Radikal durch homolytische Spaltung der C-I-Bindung
von  lodessigsdureethylester  unter = Verwendung des  Oxidationsmittels
Wasserstoffperoxid sowie Eisen(Il)-Ionen in DMSO erzeugt.

Die homolytische Substitution erfolgt {iber eine reversible Addition des Radikals an
die C-C-Doppelbindung des Pyrrols. Das Additionsprodukt wird durch die in der
Radikalerzeugung entstandenen Eisen(IIl)-Ionen oxidiert, wobei die als Kettentrdager
fungierenden Eisen(II)-lonen regeneriert werden. Nach der Abstraktion eines Protons

entsteht der a-Heteroarylessigsdureester 47 (Abb. 4.31).

0]
/ \ : Ov / H
Ph N + Y _ Ph N 9 o/\
| o o |
46
Fe(lll Fe(ll
(1 Fe(l) o
Ph /N
+ N O/\
-H o) |
47

Abbildung 4.31: Mechanismus der radikalischen Substitution.

Der fiir die Synthese von (5-Benzoyl-1-methyl-1H-pyrrol-2-yl)-essigsdureethylester
(47) eingesetzte lodessigsdureethylester (50) wurde aus seinem Chloranalogon
hergestellt. Die Reaktion von Chloressigsiureethylester mit 1.3 Aquivalenten
Natriumiodid in Aceton iiber Nacht bei Raumtemperatur lieferte nach wissriger
Aufarbeitung ohne weitere Reinigung Iodessigsdureethylester (50) iiber eine
Finkelstein-Reaktion in quantitativer Ausbeute.

Die Einfiihrung der Isobutylgruppe gelang durch Reaktion von (5-Benzoyl-1-methyl-
1 H-pyrrol-2-yl)-essigsédureethylester (47) in absolutem DMF bei einer Temperatur von
0°C mit 1.2 Aquivalenten Natriumhydrid und Abfangen des entstandenen Enolats mit
4.0 Aquivalenten 1-Brom-2-methylpropan, wobei iiber Nacht bei Raumtemperatur
geriihrt wurde. Nach wissriger Aufarbeitung und sdulenchromatographischer
Reinigung erhielt man 2-(5-Benzoyl-1-methyl-1H-pyrrol-2-yl)-4-methyl
pentansdurecthylester (48). Es folgte die Umwandlung des alkylierten
Carbonsdureesters 48 in die entsprechende Carbonsdure 49 durch Hydrolyse mit KOH.
Nach wiéssriger saurer Aufarbeitung erhielt man 2-(5-Benzoyl-1-methyl-1H-pyrrol-2-
yl)-4-methylpentansiure (49) in quantitativer Ausbeute. Uber keinen der oben

beschriebenen  Synthesewege ist es gelungen (5-Benzoyl-1H-pyrrol-2-yl)-
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essigsdureethylester ohne vorhergehende Methylierung des Pyrrolstickstoffs zu

alkylieren.

Als néchstes Surrogat wurde 2-(Thiophen-2-yl)-essigsdure verwendet. Ein
ausgedehntes aromatisches System wurde ebenfalls durch die Acylierung mit
Benzoylchlorid erreicht (Abb. 4.32).

0 y 0 )\H
N N s N
| N H S — \/AS

Abbildung 4.32: 2-(Thiophen-2-yl)-essigsaure-Derivat als Surrogat fur die
Amidbindung.

Zu Beginn der Synthese wurden Versuche durchgefiihrt, 2-(Thiophen-3-yl)-
essigsduremethylester nach Deprotonierung mit verschiedenen Basen - unter anderem
mit Lithiumdiisopropylamid, Natriumhydrid und Natriummethanolat - unter
Generierung des Enolats mit Isobutylbromid zu alkylieren. Die Deprotonierung fiihrte
jedoch jeweils zur Zersetzung der Ausgangsverbindung, welche iiber -eine
DC-Kontrolle wihrend der Reaktion beobachtet werden konnte. Aus diesem Grund
wurde die Synthese mit 2-(Thiophen-2-yl)-essigsdure fortgesetzt. Die Einfiihrung des
elektronenziehenden Benzoylrestes tiiber eine Friedel-Crafts-Acylierung vor der
Alkylierung am a-Kohlenstoffatom zur Carbonylgruppe war erforderlich. Die
Bedeutung stark elektronenziehender Gruppen wird verdeutlicht durch den Versuch,
die Alkylierung mit Brom-substituierten 2-(Thiophen-2-yl)-essigsdure-Derivaten zu
ermoglichen. Die Alkylierung der Bromderivate fiihrte ebenfalls zu keinem Produkt in
isolierbaren Mengen. Auf Grund der schlechten Ausbeuten bei der Alkylierung der
2-(Thiophen-2-yl)-essigsdure, erschien ein anderer Syntheseweg, ausgehend von
einem Phenyl-(thiophen-2-yl)-keton-Derivat 51 sinnvoll (Abb. 4.33).
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Abbildung 4.33: Synthese von 2-(5-Benzoyl-thiophen-2-yl)-4-
methylpentanséaure (53).

Phenyl-(thiophen-2-yl)-keton (51) wurde ausgehend von kommerziell erhiltlichen
Substanzen hergestellt. Hierzu wurde 2-(Thiophen-2-yl)-essigsdure zusammen mit
2.0 Aquivalenten Aluminiumtrichlorid in absolutem DCM bei einer Temperatur von
0°C mit 1.5 Aquivalenten Benzoylchlorid versetzt und iiber einen Zeitraum von

2.5 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt.”””*”

Die Einfithrung der Isobutylgruppe
gelang durch Reaktion von (5-Benzoyl-thiophen-2-yl)-essigsduremethylester (51) in
absolutem DMF bei einer Temperatur von 0°C mit 1.05 Aquivalenten Natriumhydrid
und Abfangen des entstehenden Enolats mit 1.3 Aquivalenten 1-Brom-2-
methylpropan, wobei iiber einen Zeitraum von 2 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt
wurde. Nach wissriger Aufarbeitung und sdulenchromatographischer Reinigung
erhielt man 2-(5-Benzoyl-thiophen-2-yl)-4-methylpentansduremethylester (52) in
befriedigender Ausbeute. AnschlieBend wurde der alkylierte Carbonsdureester 52 in
die korrespondierende Carbonsdure 53 {iberfiihrt (Abb. 4.33). Der Versuch der
alkalischen Hydrolyse des Methylesters 52 mit NaOH in Methanol schlug fehl. Die
Hydrolyse des Carbonsdureesters unter sauren Bedingungen blieb ebenfalls ohne
Erfolg. Die Reaktion des substituierten (5-Benzoyl-thiophen-2-yl)-
essigsduremethylesters (52) mit 5.0 Aquivalenten wissriger Salzsdure in Dioxan iiber
Nacht bei Raumtemperatur fiihrte nach wissriger Aufarbeitung zur Isolierung der
Ausgangsverbindung 52. Schlielich gelang die Hydrolyse des Esters 52 unter milden,
alkalischen Bedingungen. Wurde (5-Benzoyl-thiophen-2-yl)-essigsduremethylester
(52) mit 3.5 Aquivalenten Lithiumhydroxid als wissrige Losung in Dioxan iiber Nacht

bei Raumtemperatur geriihrt, erhielt man nach wissriger Aufarbeitung und
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sdulenchromatographischer Reinigung 2-(5-Benzoyl-thiophen-2-yl)-4-
methylpentansdure (53) in guter Ausbeute. Mechanistisch ldsst sich die Reaktion
analog der Esterhydrolyse mit Kaliumhydroxid beschreiben. Im Vergleich zu
Kaliumhydroxid zeichnet sich Lithiumhydroxid durch einen hdheren kovalenten
Anteil der Li-O-Bindung aus, was eine geringere Basizitdt und damit eine geringere
Reaktivitdt gegeniiber dem elektrophilen Carboxyl-Kohlenstoffatom zur Folge hat.

Die Zielverbindungen 54a, 54b, 55 und 56 wurden durch Kupplung in Losung unter
Standardbedingungen mit EDCI und HOBt*** und anschlieSender basischer Hydrolyse
mit Natriumhydroxid erhalten und {ber praparative HPLC aufgereinigt. Als
C-terminales Ende wurde 3-Amino-3-tolyl-propionsdure (20) verwendet, welche sich

schon zuvor bei der Synthese von Integrin-Peptidmimetika bewidhrt hatte

(Abb. 4.34).13:24
H
N
R 54 (0]

ooy
Yoo
N R: -H, -CH,

R
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Abbildung 4.34: Synthese der Zielverbindungen 54, 55, 56 welche jeweils als
Charakteristikum ein heterozyklischen Surrogat zur Amidbindung aufweisen.
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4.3 Modifikation des C-terminalen Endes durch aromatische Surrogate

4.3.1 Einleitung

Die Leitstrukturoptimierung von o4f3;-Integrinantagonisten nahm ihren Anfang in der
Darstellung verschiedener N-acylierter Tripeptide, die sich von der minimalen
Erkennungssequenz LDT des MAdCAM-1 ableiteten.”'>*'" In Folge der schrittweisen
Modifikation des C-Terminus mit aromatischen Gruppen wurde schlieBlich das
Threonin vollstdndig ersetzt und die Position der verbriickenden Amidbindung
zwischen Asparaginsdure und Threonin von aromatischen Seitenketten eingenommen
(Abb. 4.35).

o LOH
H H
R\N N\)J\Nj NH, —— R\N N
H § |i H jg H §
O O

Abbildung 4.35: Ersatz der Amidbindung zwischen Leu-Thr durch ein
aromatisches System.

Somit wire die Schlussfolgerung nahe liegend, dass die biologisch aktive
Konfiguration am C-3-Kohlenstoff derjenigen am natiirlichen Liganden MAdCAM-1
folgt und dementsprechend S-Konfiguration aufweisen sollte. Diese Annahme sollte
sich natiirlich nur im Falle von vergleichbaren Bindungsmodi bewahrheiten. Eine
enantioselektive Synthese der C-terminalen f-Aminosdure wire aus diesem Grunde
wiinschenswert, da die 3-Amino-3-aryl-propionsdure bei den bisherigen Darstellungen
der teils hochaktiven Integrinliganden stets in ihrer kommerziell erhéltlichen
racemischen bzw. der iiber die nicht-stereoselektive Radionov-Reaktion®’
zuginglichen Form eingesetzt wurden (Abb. 4.36) und somit keine Aussage {liber die

biologische aktive Konstitution am C-3-Atom mdglich war.
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Abbildung 4.36: Radionov-Reaktion zur Synthese von g-Amino-aryl-
propansauren.

In der Tat ist die Frage nach der aktiven Konfiguration am asymmetrischen
Kohlenstoffatom der f-Aminosdure wichtig, da dieselbe Baueinheit auch fiir die in
diesem Arbeitskreis synthetisierten ayps-Integrinliganden verwendet wird und
biologische Assays in beiden Féllen mit racemischen Mischungen durchgefiihrt
werden. Die Einfilhrung eines zweiten Stereozentrums am C(oa) des Leucins bzw.
Leucin-analoger Bausteine fiihrt jeweils zur Bildung von Diastereomeren, welche
mittels praparativer HPLC héufig trennbar sind. Die Ergebnisse des biologischen
Assays waren jedoch erniichternd, da beide Diastereomere die gleiche Aktivitit
zeigten. Dies wiirde sogar nahe legen, dass die Stereochemie am asymmetrischen
Kohlenstoffatom der f~-Aminosdure vollkommen ohne Einfluss auf die Aktivitit wire
und nicht derjenigen des natiirlichen Liganden folgt. Dies Ergebnis ldsst vermuten,
dass die inhibierende Wirkung dieser Substanzklasse auf anderen, unspezifischen
Wechselwirkungen beruht oder sogar auf eine eventuelle Zytotoxizitét, die auf Grund
der stark verminderten ligandenbindenden FEigenschaften ebenfalls zu einer
Aktivititssteigerung  fiihrt. Da sich bei der Synthese von Peptidmimetika
- insbesondere wenn nicht auf die natlirlichen Aminosduren zuriickgegriffen werden
kann - eine racemische Synthese als 0konomischer erweist, werden die folgenden

Synthesen in der Regel auf diese Art durchgefiihrt.

4.3.2 Verwendung von 2-Amino-2-(phenylethyl)-propionséaure als
C-terminales Surrogat

Um den Einfluss des aromatischen Restes als Ersatz der Amidbindung zwischen
Leucin und Threonin zu bewerten, wurde der Phenylrest durch eine Methylen- (-CH,-)
bzw. Ethylenbriicke (-CH,CH,-) verldangert. Diese Modifikationen fiihrten nicht nur
zur Verldangerung der Kette und Erh6hung der Lipophilie, sondern auch zur Erh6hung
der Flexibilitdt durch mehr freie rotierbare Bindungen. Die Synthese der Phenylethyl-

255

substituierten (-Aminosdure nach der Methode von Radionov™> fiihrte zu keinem

Erfolg, da vermutlich nur elektronenreiche aromatische Aldehyde verwendet werden
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konnen. Es wurde nach einem anderen Losungsansatz gesucht. Die Synthese beruht
auf der Michael-Addition von sekunddren Aminen wie Dibenzylamin in Form ihrer
Lithiumamide an (E)-4-Phenylbut-2-ensdure- (57) bzw. (2E,4E)-5-Phenylpenta-2,4-

dienséure-tert-butylester (60).°*"

Die Verwendung von tert-Butylestern in dieser
Synthese wird als vorteilhaft beschrieben, da die Nebenreaktionen der
Carbonsdureamidbildung bei sterisch weniger gehinderten Methyl- bzw. Ethylestern
zu geringeren Ausbeuten fiihrt (Abb. 4.37). Durch Verwendung von Ethylestern

konnte das Produkt jedoch ebenfalls in guten Ausbeuten isoliert werden.

Ph
Ph Ph H, (1 atm),

J< THF, -78°C ©\)\/U\ J< MeOH, AcOH
(@] OH

59
o Ph Ph
o) P kN) o) - E&(ul)(%rﬂ;z
NN NN Ph™ N N N MeOH, AcOH
60 61 2. NaOH, MeOH
NH, O Fmoc\l\IH o

OH Fmoc-OSu, NaHCO; OH
62 64
Aceton/H,O
Abbildung 4.37: Synthese von f-Aminosauren.

Die Lithiumamide wurden in diesem Falle bei -78°C in THF mittels n-BuLi hergestellt
und nach 15 Minuten tropfenweise mit den tert-Butylestern der ungesittigten
aromatischen Sduren 57 und 60 versetzt. Nach der Hydrolyse mit geséttigter
NH,4CI-Losung und wissriger Aufarbeitung erhielt man die tertidren Amine in guten
Ausbeuten. Die reduktive Debenzylierung zu den 3-Amino-3-phenyl-propionsédure-
tert-butylestern  verlief bei einer H,-Atmosphdre von 1atm mittels des
Pearlman-Katalysators (Pd(II)[OH],) in einer Mischung aus Methanol/H,O/Essigsédure
(40:4:1) iiber 24 Stunden quantitativ.’®* AuBerdem wurde die C-C-Doppelbindung in
der Seitenkette quantitativ zu einer aliphatischen Kette reduziert.

Der Schliisselschritt zur Synthese von (E)-4-Phenylbut-2-enséure- (57) bzw. (2E 4E)-
5-Phenylpenta-2,4-diensdure-tert-butylester (60) ist eine Wittig-Horner-Emmons-
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Reaktion, iiber welche das Alken durch Reaktion mit 2-Phenylacetaldehyd bzw.
Zimtaldehyd und dem Phosphonséureester 63 gebildet wurde. Eine Standardprozedur
zur Darstellung von Phosphonsdureestern ist die Arbuzov-Reaktion von
Alkylhalogeniden mit Trialkylphosphit bei erhohter Temperatur (Abb. 3.38).

O
@) A o.n 0
POEY, + Bl’/ﬁ( - o I?/ﬁ( j<
@)

- CoH:Br
2775 ~.0 ©O
63
\/O\('? o] H NaH, THF = O
T e O
~.©0 O 0 @)
63 57
\/0\9 O~ NaH, THF
A G —
60

Abbildung 4.38: Synthese der ungesattigten aromatischen Alkene.

Nach Spaltung des Esters unter sauren Bedingungen wurde die freie /~Aminosiure 62
in die Fmoc-geschiitzte Verbindung 64 iiberfiihrt und somit nach Kupplung an
TCP-Harz fiir die Festphasensynthese zugédnglich gemacht. Die Fmoc-Schiitzung der
3-Amino-4-phenylbutansdure wurde auf Grund der geringen Eduktmenge nicht
durchgefiihrt. Die Kupplung von Fmoc-(L)-Leucin und anschlieBend Isoquinolin-3-
carbonsdure nach der Fmoc-Strategie lieferte das Produkt 65 nach Abspaltung unter
sauren Bedingungen (Abb. 4.39).%'

1. 20% Piperidin/NMP
2. Fmoc-(L)-Leu-OH,

o TBTU, HOBt, DIPEA, o0 0
NMP
Fmoc < }\)J\ /N\)J\ ;\)J\
O Fmoc : N O

Iz

1. 20% Piperidin/NMP
2. Isochinolincarbonséaure,
TBTU, HOBt, DIPEA,

| AL
3. TFAITIPS/H,0 X N\.)J\N OH
: H
o)
GSY

Abbildung 4.39: Synthese der Zielverbindung 65.
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4.3.3 Verwendung von 3-Amino-3-(pyridyl)-propansaure und Methoxy-
substituierten Derivaten

Ein Ziel der Strukturoptimierung ist es, die Bioverfiigbarkeit der Wirkstoffe zu
steigern. Aus diesem Grund soll im Folgenden auf die Synthese von hydrophilen

[-Aminosduren besonderer Wert gelegt werden, 2330

Der Ersatz des Phenyl-Restes
durch (substituierte) Pyridinderivate scheint ein viel versprechender Weg zu sein,
wobei die Synthese von 3-Amino-3-(pyridyl)-propansdure diese Anforderungen
erfiilllen konnte. Die im Arbeitskreis entwickelte Leitverbindung 11 hat einen
schwerloslichen, zwitterionischen Charakter, der mdglicherweise durch die
Einfiihrung einer weiteren basischen Gruppe wie zum Beispiel durch Pyridin
aufgehoben werden kann.

Der Schliisselschritt bei der Synthese der 3-Amino-3-(pyridyl)-propansdure-Derivate
war jeweils eine Wittig-Horner-Emmons-Reaktion zwischen den verschiedenen
Pyridincarbaldehyden und dem Phosphonséureester 66. Die erhaltenen, ungeséttigten
aromatischen Verbindungen 67 wurden durch eine Michael-Addition von sekundéren
Aminen wie Dibenzylamin in Form ihrer Lithiumamide in die N-Dibenzyl-geschiitzten
-Aminosduren 68 iiberfiihrt."’

den 3-Amino-3-pyridyl-propionsdureestern bei einer H,-Atmosphédre von 1 atm mittels

Die oben beschriebene reduktive Debenzylierung zu

des Pearlman-Katalysators fiihrte ausschlieflich zur Isolierung der reduzierten
Verbindungen unter Verlust der Aromatizitit. Der Versuch die Benzyl-Schutzgruppen
mit Cer-Ammoniumnitrat (NH,4),Ce(NOs)s oxidativ zu entschiitzen lieferte einfach
N-benzylierte Produkte 69.°*® Unabhiingig vom Substitutionsmuster konnten die
gewlinschten  3-Amino-3-(pyridyl)-propansdure-Derivate nicht isoliert werden
(Abb. 3.40).
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/ /
\/
63
Ph FE‘ jh
H, (1 atm),
(\ Pd(I)(OH),
THF, -78°C J MeOH, AcOH
Ph Ph
Bz
N) 0 >NH O
4.0 eq (NH,)Ce(NO
| \))\/U\O/\ g (NH,)Ce(NOs)g WO/\
~
NT ACN/H,0 N
68 69

Abbildung 4.40: Fehlgeschlagene Synthese der 3-Amino-3-(pyridyl)-
propansaure-Derivate.

Die Synthese der fS-Aminosduren iiber eine Radionov-Reaktion aus den
entsprechenden Aldehyden und Malonsdure verlief ohne Erfolg. Bei der Verwendung
von Malonsdureestern konnte man ausschlieBlich die Knoevenagel-Produkte isolieren.
Die Erhohung der Elektronendichte durch Einfithrung eines Methoxy-Substituenten
am aromatischen Pyridinsystem sollte die Debenzylierung gegeniiber der Reduktion
des aromatischen Systems begiinstigen und auBerdem die Bioverfiigbarkeit erhohen.>”’
Ausgangsverbindungen fiir die Synthese der bendtigten Aldehyde 70 stellten die
entsprechenden Bromverbindungen dar, welche nach einem Brom-Lithium Austausch
bei -78°C mit n-BuLi und Abfangen der metallorganischen Spezies mit DMF zu einer
Vilsmeier-Haack-analogen Verbindungen durch wissrige Hydrolyse zu den
Aldehyden 6-Methoxypyridin-2-carbaldehyd (70a) bzw. 6-Methoxypyridin-3-
carbaldehyd (70b) reagierten. Die Reaktion verlief in quantitativer Ausbeute und das
Rohprodukt konnte ohne weitere Aufreinigung im ndchsten Schritt eingesetzt

werden. %310

Im  ndchsten  Schritt wurden die Aldehyde in einer
Wittig-Horner-Emmons-Reaktion zu den entsprechenden Alkenen 71 umgesetzt,
welche im weiteren Verlauf iiber eine Michael-Reaktion mit Lithium-Dibenzylamid zu
den Dibenzyl-geschiitzten /~Aminosduren 72 umgesetzt wurden. Die Verwendung von
tert-Butyl-bromessigsdureester zur Darstellung der Phosphonsédureester iiber eine
Arbuzov-Reaktion ist empfehlenswert, da der Ester sehr leicht unter sauren

Bedingungen gespalten werden konnte. Das Produkt 73 konnte nach
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hydrogenolytischer Debenzylierung bei einer H,-Atmosphédre von 1 atm mittels des
Pearlman-Katalysators in einer Mischung aus Methanol/H,O/Essigsdure (40:4:1) tiber
24 Stunden quantitativ erhalten werden (Abb. 4.41).

o)
|
_BuLj. -78° EtO),P
mo 1. n-BulLi, -78°C mo (EtO), \)kO‘Bu mo
AN 2. DMF, H,0O H\[(V/N NaH, THF >(om/\/¢N
* ’ 2 ]
o o)

70 71
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h/\N) | H, (1 atm), |

Li mo Pd(I1)(OH), mo

o O = N O . N
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~Ph (0]
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TFA/DCM (\(O Fmoc-OSu, NaHCO4 h(o
HON&N Aceton/H,0 HOWN
2
O NH, O HN-

73 74
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Abbildung 4.41: Synthese von 3-Amino-3-(6-methoxypyridin-2-yl)- und
3-Amino-3-(6-methoxypyridin-3-yl)-propansaure (73).

Die so erhaltenen fA-Aminosduren konnten nach Fmoc-Schiitzung in der
Festphasensynthese verwendet werden. Die Kupplung von Fmoc-(L)-Leucin und
anschlieBend Isoquinolin-3-carbonsdure nach der Fmoc-Strategie lieferte das Produkt
75 nach Abspaltung unter sauren Bedingungen (Abb. 4.42).%"
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Abbildung 4.42: Synthese der Zielverbindungen 75 mit zwei Amidbindungen.

4.3.4 Reduzierte Amidbindung

Szelke et al. zeigten anhand der von ihnen synthetisierten Angiotensinogen-analogen
Peptiden, dass der Ersatz einer proteolytisch spaltbaren Amidbindung durch die
reduzierte Amidbindung (-CH,-NH-) zu hochaktiven Renin-Inhibitoren fithren kann
und demonstrierten so zum ersten Mal die Mdglichkeit des isosteren Austausches von
Peptidbindungen  durch  nicht-hydrolysierbare =~ Analoga des tetraedrischen

Ubergangszustandes wihrend der Spaltung.’'

Im Rahmen der systematischen
Optimierung der tripeptidischen Leitstruktur von ay3;-Integrinliganden konnte gezeigt
werden, dass die Amidbindung zwischen den beiden Aminosduren Leucin und
Asparaginsdure nicht zur Bindung beitrdgt und ohne Aktivititsverlust durch die
reduzierte Amidbindung ersetzt werden kann.”’ Die Untersuchung beschrinkte sich
auf die C-terminale Amidbindung der auf ein Dipeptid reduzierten Leitstruktur.

An das mit der 3-Amino-3-(6-methoxypyridin-2-yl)- bzw. 3-Amino-3-(6-
methoxypyridin-3-yl)-propansdure (73) belegte Wang-Harz wurde an dessen freier
Aminofunktion die Iminbildung mit frisch hergestelltem N-Boc-(L)-Leucinal 78 unter
wasserentziechenden Bedingungen ermdglicht. Das an der festen Phase immobilisierte
Imin wurde im AnschluB mit Natriumtriacetoxyborhydrid in DCM reduziert’'> und die
Zwischenstufe 79 schlielich mit Trifluoressigsdure abgespalten (Abb. 4.44)
N-Boc-(L)-Leucinal 78 wurde iiber eine Swern-Oxidation aus N-Boc-(L)-Leucinol 77
erhalten, welches durch Reduktion des entsprechenden Methylesters 76 mit
Natriumborhydrid®” in Methanol nach Schiitzen der freien Aminofunktion als

tert-Butylcarbamat (Boc) generiert werden konnte (Abb. 4.43).
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(BOC)ZO NaBH4
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Abbildung 4.43: Synthese von N-Boc-(L)-Leucinal (78).

Bei der Verwendung von N-Fmoc-(L)-Leucinal konnte man das Zielmolekiil 80
komplett an der festen Phase aufbauen. Da die Swern-Oxidation aber unter basischen
Bedingungen verlduft, was zur Entschiitzung der Fmoc-Gruppe fiihrt, erschien die
Boc-Schutzgruppe sinnvoller und dadurch die Kombination von Festphasensynthese
und anschliefende Kupplung in Losung. Eine selektive Entschiitzung der Boc-Gruppe
am Wang-Harz ist nicht sicher belegt.

Die freie, primidre Aminofunktion der Zwischenstufe 79 wurde anschlieBend mit
OSu-aktivierter  Isochinolincarbonsiure, welche durch eine Standard-
Kupplungsreaktion aus Isochinolinsdure und N-Hydroxy-succinimid mit DCC als

24 selektiv zu dem

Kupplungsreagenz ohne weitere Aufreinigung erhalten wurde
entsprechendem Amid 80 tiberfiihrt. Die Verwendung von Carbonsaurechloriden oder
starken Aktivierungsreagenzien konnte auch die Reaktion mit dem sekundéiren Amin

ermdglichen (Abb. 4.44).
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Abbildung 4.44: Synthese von [CH,-NH]-Isosteren der C-terminalen
Amidbindung.

AuBlerdem wurden Versuche unternommen, nach Quarternisierung des
Pyridinstickstoffs zu dem  entsprechenden  Pyridiniumylid, {iiber eine
[2+3]-Cycloaddition mit elektronenarmen Alkenen und anschlieBende Oxidation an
der festen Phase, Indolizin-substituierte [(-Aminosduren aufzubauen. Diese
Synthesestrategie scheiterte jedoch schon bei der Quarternisierung des Stickstoffes mit

Bromessigsduren.

4.3.5 Biaryle als C-terminales Surrogat

Die Synthese von Biarylfunktionalititen in Peptidmimetika ist von besonderem
Interesse, da bei der Evaluierung von Wirkstoffeigenschaften die Biphenylgruppe und
Biaryle im Allgemeinen eine besondere Haufung in proteinbindenden Substanzen
aufweisen. Diese Struktureinheiten werden unter diesen Gesichtspunkten als
,privilegierte Strukturen® angesehen und besitzen eine hohe Wahrscheinlichkeit, als
Vorlage fiir Therapeutika mit hoher Affinitit und Spezifitit zu dienen.’’* AuBerdem
wurden auch einige Phenylalanin-Biarylderivate als  oyf;-Integrinliganden
vorgestellt.””!*

Im Folgenden ist die Festphasensynthese von Biaryl-funktionalisierten LDT-Mimetika
beschrieben, die nach Kupplung von in Losung synthetisierten Brom-substituierten
3-Amino-3-aryl-propansduren mit Boronsduren liber eine Suzuki-Biaryl-Kupplung am

Wang-Harz zuginglich waren.
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4.3.5.1 Die Suzuki-Reaktion

Der relativ kleine Elektronegativititsunterschied zwischen Kohlenstoff (2.55) und Bor
(2.04) im Vergleich mit Lithium, Magnesium und den Ubergangsmetallen bedeutet,
dass Organoborverbindungen normalerweise nicht mit Elektrophilen wie organischen
Halogenverbindungen reagieren. Suzuki und Miyaura beschrieben 1979 die Kupplung
von Alkenylboranen in der Gegenwart eines Pd(0)-Katalysator mit Alkenyl-, Alkinyl-,
Aryl- und Benzyl-Halogeniden (Abb. 4.45).31531¢

3 mol% (PhzP),Pd —
RQB(OH)z + X / \—Rl ~ R—/ A \ /—Rl

— N32C03 —
H,O/Benzol

Abbildung 4.45: Biaryl-Kreuzkupplung.

Friher wurde fiir solche Synthesen die Kupplung von hochreaktiven
organometallischen Reagentien (Grignard, Organolithium, Organozink etc.) mit
Arylhalogeniden héufig in der Gegenwart von verschiedenen Katalysatoren benutzt,
die normalerweise streng wasserfreie Bedingungen und inerte Atmosphédre benétigen.
AuBerdem kam als limitierender Faktor dazu, dass die Anwesenheit von funktionellen
Gruppen die Reaktion stort. Im Gegensatz dazu wird die Suzuki-Kupplung von
Boronsduren normalerweise in der Gegenwart von Wasser durchgefiihrt, wobei eine
Vielzahl funktioneller Gruppen toleriert wird. Unter den
Standard-Suzuki-Reaktionsbedingungen werden meist Arylbromide oder -iodide als
Elektrophile benutzt, wobei die Iodide reaktiver sind.’'’ Die erfolgreiche Kupplung
von leichter erhéltlichen, jedoch normalerweise unreaktiven Arylchloriden wird unter

modifizierten Bedingungen entweder mit Palladium->'*>>?

323,324

oder Nickel-Katalysatoren

erreicht. Wegen ihrer Vielseitigkeit und den milden Reaktionsbedingungen findet

die Suzuki-Reaktion (Abb. 4.46) breite Anwendung in der Festphasensynthese.* %’
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i Ar'X
Ar-Ar
’\ / Pd(0) \{
Ar-Pd-Ar Ar-Pd-Ar
i K J .
[BOOH)] q Ar’-Pd-OH
NaX
OH-
ArB(OH), [ArB(OH)] X = -Br, -I

Abbildung 4.46: Katalytischer Kreislauf der Suzuki-Biaryl-Kupplung.

4.3.5.2 Festphasensynthese von 3-Amino-3-((pyridyl)phenyl)-propansaure-
Derivaten

Im Folgenden ist die Festphasensynthese von Biaryl-funktionalisierten LDT-Mimetika
beschrieben, die nach Kupplung von in Ldsung synthetisierten 3-Amino-3-
(bromphenyl)-propansduren tlber die Suzuki-Biaryl-Kupplung am Wang-Harz
zuganglich waren. Primédres Ziel der Synthese von Biarylen ist wiederum die
Einfilhrung von polaren, aromatischen Resten, um die Ldslichkeit und die
Bioverfiigbarkeit zu erhohen. Deshalb werden in dieser Arbeit nur Kupplungen mit
Pyridin-2-yl-2-boronsdure als Reaktionspartner in der Suzuki-Reaktion beschrieben.
Die Kupplung mit Phenylboronsdure diente als Testsystem und lieferte das
entsprechende Biaryl in guten Ausbeuten. Die Kupplung mit 3-Amino-3-(4-
bromphenyl)-propansdure fiihrte bei Verwendung von (Pyridin-2-yl)-boronsdure
ausschlielich zur Debromierung, wéhrend mit Phenylboronsdure die Kupplung in
befriedigenden Ausbeuten zu beobachten war.

Die aus einer Radionov-Reaktion®  mit  verschiedenen  substituierten
Brombenzaldehyden erhaltenen S-Aminosduren 81 konnten nach Fmoc-Schiitzung
unter Standardbedingungen und Immobilisierung an der festen Phase in der

Kupplungsreaktion eingesetzt werden (Abb. 4.47).
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X 2.0 eq NH,0AC, EtOH B\

| HO OH |
7 + W 6 h, reflux Z

Fmoc-OSu, NaHCO; O j\ /%\)CJ)\
. "N OH

Aceton/H,0

Abbildung 4.47: Darstellung der 3-Amino-3-(bromphenyl)-propansaure-
Derivate (82).

Vor der parallelen kombinatorischen Synthese mit verschieden Arylboronsduren
wurden die optimalen Reaktionsbedingungen evaluiert, indem systematisch
verschiedene Losungsmittelsysteme (DMF bzw. DMF/H,0), Basen (NEt; bzw.
K,CO;) und  Palladiumkatalysatoren  (Palladium-tetrakis-(triphenylphosphin)
(Pd(PPhs),), Tris-(dibenzylidenaceton)-dipalladium (Pdy(dba)s) bzw.
Palladium(diphenylphosphinoferrocen)-(II)-chlorid (Pd(dppf),Cl,)) getestet wurden.
Die Verwendung von 2-Thienylboronsédure als Modellkupplungskomponente erbrachte
jedoch niemals das gewiinschte Produkt. Stattdessen konnten in verschiedenen
Ansidtzen stabile Insertionsprodukte des Pd-Katalysators in die Kohlenstoff-Brom-
Bindung massenspektroskopisch nachgewiesen werden. Die Verwendung von
Pd(dppf),Cl, (20 mol%) in DMF unter Zuhilfenahme von Triethylamin erwies sich als
Methode der Wahl. Alle Reaktionen wurden im Folgenden unter diesen Bedingungen
mit 5 Aquivalenten Arylboronsiure durchgefiihrt (Abb. 4.48).
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Br_' X |
“ o 1. Ar-B(OH),, Pd(dppf),Cl, (20 mol%), Z 5
EtzN, DMF, 65°C, 24h

Fmoc\N O_O Fmoc\H O_O

H
83: -N
84. -CH
]
1. 20% Piperidin/NMP X X
2. Fmoc-Leucin, TBTU, HOBT, X
DIPEA, NMP = |N y o = 0
1. 20% Piperidin/NMP X N_JJ\N OH
2. Isochinolincarbonsaure, o - H
TBTU, HOBt, DIPEA, NMP Y
3. TFA/H,0
85: -N
86: -CH

Abbildung 4.48: Suzuki-Reaktion an der festen Phase.

4.4 Beitrage zur Synthese von Alken-Dipeptid-Isosteren

Bei den Alken-Dipeptid-Isosteren handelt es sich um Peptidmimetika mit
eingeschrankter Rotation um die Doppelbindung, wodurch eine cis-trans-
Isomerisierung auszuschlieBen ist (Abb. 4.49). Die trans-Kohlenstoff-Kohlenstoft-
Doppelbindung erscheint ein naheliegendes Mimetikum zu sein, da sie sehr dhnliche
Eigenschaften in Bezug auf Bindungsgeometrie und -linge besitzt. So nimmt die
Amidbindung in Peptiden eine planare Konformation ein und besitzt wie die
C-C-Doppelbindung eine Bindungslinge von ungefihr 3.8 A. Im Gegensatz zur
Amidbindung, die eine gewisse Flexibilitdt und die Féhigkeit zur Ausbildung von
Wasserstoffbriickenbindungen besitzt, ist die C-C-Doppelbindung in einer
Konformation fixiert und verliert die Fahigkeit zur Ausbildung von
Wasserstoftbriicken. Deshalb konnen trans-Doppelbindungsisostere von Peptiden
wertvolle Informationen iiber die Rolle der Amidbindung an einer bestimmten Stelle
des Peptids liefern, da im Falle des Aktivititserhalts die Beteiligung der Amidbindung
an der Ligandenbindung ausgeschlossen wire.

Alken-Dipeptid-Isostere werden hidufig benutzt, um die Bedeutung der Amid-

328-330 329,331

Bindungs-Polaritit zu untersuchen , als Baustein flr S-turn-Substrukturen

332-334
I

und um die cis/trans-Isomerisierung von Peptid-Bindungen zu unterdriicken. n

linearen Peptiden liegen die sekunddren Amidbindungen gewohnlich als trans-Isomer

vor (o = 180°), wihrend die Population des cis-Isomers von 0.1 bis 1.0% variiert.”>>*°
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Es wurden mehrere erfolgreiche Beispiele bei der Synthese von Analoga des

Enkephalins'®?*’, ACE-Inhibitoren®® und Proteinkinase-Inhibitoren beschrieben.’*’
R2

H o R %, H
LLLL/N\HJ\N)\[( — u)_LL/N\(\)\[(‘?’“L
Rt 10 R o
trans-Peptidbindung

H Qwu § H o
@{Nﬁ Nﬁ%f AN

cis-Peptidbindung
Abbildung 4.49: Eingeschrankte cis/trans-Konformationsanderung bei Alken-
Dipeptidisosteren.

Der Synthesevorschlag folgt in diesem Fall nicht den vielfiltig literaturbeschriebenen
Vorschriften, da die C-terminale Aminosdure in diesem Fall im Verlauf der rationalen

Optimierung schon auf eine f~-Aminosdure reduziert worden ist. Die Abbildung 4.50

zeigt die geplante Synthesestrategie iiber eine Metathese-Reaktion®**  im

Schliisselschritt, durch welche das Alken-Surrogat der Amidbindung zwischen Leucin

und dem S-Phenylalanin gebildet werden sollte.**>*

PC
N o cl. 3 ph
“Ru
Cl7 1
OH PCys
Boc\N = T
H solvent, AT

88 87
Abbildung 4.50: Synthesevorschlag fur Alken-Isostere zwischen «—und
S-Aminosauren.

3-Amino-5-methylhex-1-en (88) konnte liber eine Wittig-Horner-Emmons-Reaktion
mit Methyltriphenylphosphoniumiodid aus der entsprechenden Aldehyd-Vorstufe
gewonnen werden. Das Boc-geschiitzte Leucinal 78 ist wie andere Aminoaldehyde
leicht aus dem entsprechenden enantiomerenreinen Aminoalkohol 77 {iber eine
Swern-Oxidation zugénglich. Ausgangsverbindung fiir die Synthese von 3-Phenylpent-
4-ensdure (87) war Zimtalkohol, welcher unter saurer Katalyse mit Pivalinsdure zu
einem Enolester-Intermediat reagierte. Dieses Intermediat ging anschlieBend iiber eine

Claisen-Ireland-Reaktion in den Methylester des Zielprodukts {iber, der ohne weitere
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Aufreinigung in einem Schritt mit KOH zur freien Sidure 87 hydrolysiert werden
konnte (Abb. 4.51).>*

A
1. DMSO, C,0,Cl, ® o
Boc.., ~~_-OH 2. Alkohol 77 Boc. PhaP~CHs 1T Boc.
H 3. DIPEA, H § sl H
77 -78°C --> RT 78 88
B oH |

Pivalinsaure MeOH
87

Abbildung 4.51: Synthese von (N-Boc)-5-Methylhex-1-en-3-amine (88) (A)
und 3-Phenylpent-4-enséaure (87) (B).

Die angestrebte Metathese-Reaktion des folgenden Schrittes war unter keinen
Reaktionsbedingungen mdoglich. Die Verwendung des Grubbs-I-Katalysators
(Abb. 4.49) unter verschiedenen Reaktionsbedingungen fiihrte nicht zur
Zielverbindung, wihrend die Edukte reisoliert werden konnten.”*’>* Dieses Ergebnis
konnte durch die fehlende Reaktivitat der freien Sdure erkldrt werden. Anzunehmen ist
auch ein koordinativer Effekt der Carboxylgruppe oder des Boc-geschiitzten Amins.
Durch Verwendung des Methylesters der Verbindung 87 konnte ebenfalls kein
Produkt isoliert werden.

4.5 Lactam-verbrickte Dipeptide

Durch Verbriickung zweier benachbarter Aminosduren eines Dipeptids entsteht ein
Dipeptidmimetikum, dessen konformative Flexibilitit im Vergleich zu regulédren

Dipeptiden stark eingeschrankt ist. Es konnte gezeigt werden, dass Lactame eine

219,350,351

sinnvolle konformationelle Einschrankung in Peptiden darstellen. In mehreren

Féllen fiihrte der Einbau solcher Strukturmotive in Peptide zu biologisch aktiven
Verbindungen.8 Auch Synthesen, bei denen Seitenketten eingebaut werden kdnnen,
wurden beschrieben. Durch Verkleinerung oder Vergroferung des Lactamringes,

352,353

Einbau von Heteroatomen oder durch Benzkondensation®>* konnte die

strukturelle Vielfalt der Verbindungen erweitert werden. Ein potenter Inhibitor des

Angiotensin-Converting-Enzyms (ACE) gehort zu dieser Klasse.>
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Die trans-Amidbindung wird nicht nur durch Lactame in ihrer Konformation fixiert,
sondern der Ringschluss zum Lactam fiihrt auch strukturelle Verzerrungen ein, welche
die Anzahl der Konformationen durch nicht-kovalente Wechselwirkungen stark
einschrianken. Durch konformationelle Einschrinkung sollte die spezifische bioaktive
Konformation wihrend der Rezeptorbindung bestitigt werden, welche in einem
matched case zu einem aktiven Liganden fiihren wiirde. Die Torsionswinkel (y, ¢)

356

werden durch die Lactamisierung stark eingeschrankt (Abb. 4.52).””> Wenn man die

Torsionswinkel des Peptidriickgrats durch ein 4,5-Spirolactam, welches die
Amidbindung zwischen einem Prolin und einer weiteren Aminosdure durch ein
y-Lactam iiberbriickt, einschridnkt, so hat man die Moglichkeit Mll-turns zu

P73 Die verschiedenen furns werden hauptsichlich durch die

223

induzieren.

In der Literatur finden sich viele Beispiele von
224,225

Torsionswinkel charakterisiert.

[-turn-Mimetika, welche bereits ausgiebig erforscht wurden.

H
¢ N \
R—H v p— R_H R
O OH 0 OH
(e} @]

Abbildung 4.52: Lactam-verbriickte Dipeptide.

Eine elegante Methode zur Synthese von j~Lactam-verbriickten Dipeptiden basiert auf
einer intramolekularen Alkylierung, bei der geschiitzte Methionin-Dipeptide nach
Uberfiihrung der Thiomethylfunktion in eine Abgangsgruppe verwendet werden.*'~*'
Ein achiraler Syntheseweg erschien notwendig, da die Alkylierung von geschiitztem
Methionin unter Standard-Alkylierungsbedingungen mit Isobutylbromid zu keinem
Erfolg fiihrte. Frithere Versuche N-(Boc)-geschiitzten Prolinmethylester mit
Isobutylbromid zu alkylieren waren ebenfalls fehlgeschlagen. Den Schliisselschritt der

336362 S wischen der freien

y-Lactambildung stellte eine reduktive Aminierung
Aminofunktion der 3-Amino-3-phenyl-propansdure und der Aldehydfunktion des
(Formylmethyl)-substituierten, geschiitzten Leucinderivats 91 an der festen Phase dar.
Dabei wurde das intermedidr gebildete Imin mit Natriumcyanoborhydrid in DCM
reduziert.”'? Die Zyklisierung zu dem yLactam wurde ebenfalls an der festen Phase
mit DIPEA in NMP ermdglicht. Die Kupplung mit der Isochinolincarbonsdure und der
am Harz synthetisierten Vorstufe sollte unter Standard-Kupplungsbedingungen in
Losung”* durchgefiihrt werden, da die selektive Abspaltung der Boc-Schutzgruppe am

Wang-Harz nicht ohne Belegungsverluste moglich ist. Bei der Entschiitzung der
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N-(Boc),-geschiitzten Aminofunktion konnte jedoch nur vollstindige Eliminierung zu
dem ungesittigtem, 1,3-disubstituiertem 1H-Pyrrol-2(5H)-on-Derivat 92 beobachtet
werden (Abb. 4.53).

1. 20% Piperidin/NMP

o) o)
Fmoc.. 2. Aldehyd 91, TMOF, §
N o— Boc),N N o—
N Q “oem (Boc), N Q
3. Na(OAc)3BH, DCM 0 (IJ
1. DIPEA, DMF, 55°C
/ N
2. TFA/H,0
0 OH
o)
92

Abbildung 4.53: Strategie zur Synthese des j-Lactams. Das 1H-Pyrrol-2(5H)-
on-Derivat 92 entsteht als Hauptprodukt nach saurer Abspaltung vom Harz.

Das (Formylmethyl)-substituierte Leucinderivat 91 wurde nach Generierung des

Enolats der Verbindung 89 mit Lithiumdiisopropylamin iiber eine Alkylierung in

356
d

a-Position mit Allylchlori und anschlieBender Osmiumtetroxid-katalysierter,

oxidativer Spaltung des Alkens erhalten.’®

Zur Alkylierung des Leucins musste die
Aminofunktion des Leucins doppelt durch die Boc-Gruppe geschiitzt werden. Dazu
wurde Leucinmethylesterhydrochlorid mit Boc,O in N-Boc-Leucin 88 {iberflihrt,
welches anschlieBend nach Deprotonierung mit LDA erneut mit Boc,O zu dem
N-(Boc),-Derivat 89 umgesetzt wurde und somit zur Alkylierung zur Verfiigung

4
stand.>®
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O

(Boc),0, NEt >|\ 1. LDA, - 78°C
HCl « HoN O\ O)J\N O\
o) H o 2. (Boc),0
76
X Ox
o 1. LDA, -78°C NalO4, OsO, &
(Boc),N ~ (Boc),N ~ (Boc),N ~
o 2. Allylchlorid, o) H,O/THF o
-78°C --> RT
89 90 91

Abbildung 4.54: Synthese des N-(Boc),-(Formylmethyl)-Leucin-methylesters
(92).

Nach dieser unerwarteten Nebenreaktion stellte sich die Frage, ob eine andere
Schutzgruppenstrategie, wie zum Beispiel die Umschiitzung zu einen N-(Fmoc)-
geschiitztem (Formylmethyl)-Leucinmethylester, zum Erfolg fithren wiirde. Weitere
Versuche wurden jedoch nicht durchgefiihrt, da die Verwendung von anderen,
bekannten wirkstoffbasierten Strukturen sich zu diesem Zeitpunkt als deutlich

sinnvoller erwies.

4.6 Piperazin-2-one und Piperazine als Peptidmimetika

Eine weitere Moglichkeit zur Verbriickung einer Peptidbindung wird mit der
Strukturmodifikation an der Leitstruktur 10 gezeigt, wobei in diesem Fall auf den
Einbau von Piperazinonen bzw. Piperazinen besonders eingegangen werden soll
(Abb. 4.55). Unterschiedlich substituierte 2-Oxopiperazine sind Bestandteile von
Leu-Enkephalin-Analoga®®, bzw. finden Anwendung als selektive Antagonisten des
Neu1r01<inin(NK)-2-Rezeptors3 66, Ein bibasischer GPIIb/IIa-Integrinligand
(RGD-Erkennungssequenz) auf der Basis eines 2-Oxopiperazin-Geriists, welches fiir
den passenden Abstand zwischen den beiden ionischen pharmakophoren Gruppen
verantwortlich ist, wurde vor kurzem in der Literatur beschrieben.’®” Allgemein kann
man behaupten, dass die Natur die Flexibilitit des Glycinrestes dazu benutzt,
verschiedene Liganden hervorzubringen, welche unterschiedliche

250

RGD-Konformationen enthalten.”” Das 2-Oxopiperazin-Geriist andererseits schrankt

die Anzahl der Konformationen ein.

83



4 ENTWICKLUNG VON 0437-INTEGRINLIGANDEN

o

A0 o et
5 $ Nﬁ?

O

Iz
ZT

%

= 7 R!: -Br

X~ N

R2- ||| 1 RZ -Br, NO
N OH , NO;

SN \f( X = -CHy, -CO

Abbildung 4.55: 2-Oxopiperazin bzw. Piperazin als Dipeptidmimetikum.

In den folgenden Syntheseschritten wird der Isochinolinrest der Leitstruktur durch
einen Benzylrest ersetzt, der die Funktion des hydrophoben N-Terminus iibernehmen
sollte. Das C-terminale Ende wurde um eine Carbonylgruppe erweitert, da eine freie
sekunddre Aminofunktion zu einer zwitterionischen Verbindung fithren wiirde.
AuBerdem bietet das Piperazin-2-on-basierte Peptidmimetikum im Falle einer
Aktivitdt gegeniiber oyf3;-Integrinen eine grofle Variationsvielfalt, zum Beispiel iiber
die Einfiilhrung verschiedener Substituenten an den Aromaten. Dazu wurden sowohl
Brom- als auch Nitro-substituierte 2-(Benzylamino)-ethanol-Derivate synthetisiert, die
jedoch auf Grund des ungenauen Testsystems nicht bis zum Zielmolekiil verfolgt
wurden (Abb. 4.55). Eine Derivatisierung sollte {ber Palladium-katalysierte
C-C-Kupplungsreaktionen oder Bildung von Amidbindungen nach Reduktion der
Nitrogruppe an der festen Phase ermdglicht werden. Die 3-(Methoxycarbonyl)-2-
phenylpropansdure des C-terminalen Endes wurde ebenfalls durch Bromsubstitution

derivatisiert.

Die Synthese der Zielverbindung erfolgte iiber die Kniipfung der Amidbindung
zwischen der sekunddren Aminofunktion des 1-Benzylpiperazin-2-on-Derivats 97 und
der freien Carboxylgruppe von 3-(Methoxycarbonyl)-2-phenylpropansdure (101)
(Abb. 4.56).
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S
Hg )j\ TBTU,HOBT, )j\ 0
|
o N N OH

101 X =-CO: 97 X=-CO:102 §
X = -CH,: 98 X = -CH,: 103

Abbildung 4.56: Schlisselschritt der Synthese der Zielverbindungen 102 und
103.

Das 1-Benzylpiperazin-2-on-Derivat kann retrosynthetisch in 2-(Benzylamino)-
ethanol (93) und das N-ortho-Nitrosulfonamid des Leucins-OH 94 zerlegt

368,369
werden.”””

Zuerst wurde die Amidbindung nach Aktivierung der Saurefunktion des
Leucinderivats mit Carbonyldiimidazol (CDI) zwischen der sekundiren
Aminofunktion des 2-(Benzylamino)-ethanols (93) und der freien Saure des
Sulfonamidderivats 94 gebildet. Anschlieend wurde die Moglichkeit der Aminierung
und Ringschlussreaktion {iber eine Mitsunobu-Reaktion untersucht. Diese konnte mit
sehr guten Ausbeuten durch N-Alkylierung des von Leucin abgeleiteten Sulfonamids
94 unter Verwendung von Diisopropylazodicarboxylat (DIAD) und Triphenylphospin
erreicht werden. Das gewlinschte 1-Benzylpiperazin-2-on-Derivat 97 wurde nach
Entschiitzung der N-Arylsulfongruppe mit Thiophenol iiber eine nukleophile
aromatische Substitution unter Verwendung von K,CO; als Base in DMF erhalten
(Abb. 4.57). Das entsprechende Sulfonamidderivat 94 war {iber eine N-Sulfonierung
von Leucinmethylesterhydrochlorid und anschlieBende basische Hydrolyse mit NaOH
in Methanol zugénglich. 2-(Benzylamino)-ethanol (93) wurde iiber eine reduktive

Aminierung aus Aminoethanol und Benzaldehyd erhalten.’”

O,N
oH é)zN 1. DIC, THF, o 9]@
N HO . RT,1h N0
H + N—S H
o Ho 2. sek. Amin N\L
93 94 95
OH
O,N
o 1]
o) 8% i
DIAD, PPhy ©\/ N S\O Thiophenol, K,CO4 @\O/ NH
THF, 0°C -> RT N\) NJ
96 97

Abbildung 4.57: Synthese des N-Benzylpiperazin-2-on-Derivats 97.
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Ziel der Synthese von Peptidmimetika ist, die Anzahl der Amidbindungen zu
verringern, was zur Erhohung der metabolischen Stabilitdt der Verbindungen beitragen
soll. Um diese Anforderungen zu erfiillen, wurde die Amidbindung des Piperazin-2-
on-Derivats 97 mit Lithiumaluminiumhydrid in Ether zu einem Piperazinderivat 98
mit einer reduzierten Amidbindung (-NRCH,-) reduziert und anschlieBend mit dem
C-terminalen Rest 101 zu der Zielverbindung 103 umgesetzt (Abb. 4.56).
3-(tert-Butoxycarbonyl)-2-phenylpropansdure (101) wurde aus 2-Phenylessigsdure-
tert-butylester (99) durch Alkylierung der CH-aciden Position mit a-Bromessigséure-
tert-butylester nach Generierung des Enolats mit Natriumhydrid in DMF erhalten.
Selektive saure Hydrolyse des Methylesters mit NaOH in Methanol lieferte die flir die
Amidkupplung benétigte freie Sdure 101 (Abb. 4.58).

WO\ 1. NaH, DMF, 0°C ©)\'(O\
o 2. a-Bromessigsaure- o

99 -tert-butylester 100

1. NaOH, MeOH OH
2. H O

101

Abbildung 4.58: Synthese von 3-(tert-Butoxycarbonyl)-2-phenylpropansaure
(101).

4.6.1 Beitrage zur Synthese von RGD-Mimetika

Das N-Alkyl-Piperazin-2-on-Geriist sollte nun fiir die RGD-Erkennungssequenz
verwendet werden und als Verbindungsstiick fiir die ionischen pharmakophoren
Gruppen dienen. Ein Aminopyridin sollte die Funktion des Guanidinmimetikums

246,371,372

iibernehmen , wihrend ein Sulfonamid des Aspartats den C-terminalen

Sdurerest imitieren sollte.>”*?7

Das Aminopyridin kann iiber eine reduktive
Aminierung der Aminofunktion des Pyridins und einem aliphatischen Aldehyd
dargestellt werden. Als Schliisselverbindung der Synthesestrategie sollte der
2-(2-Oxopiperazin-1-yl)-acetaldehyd dienen, welcher iiber eine Osmiumtetroxid-
katalysierte oxidative Spaltung von 1-Allylpiperazin-2-on zuginglich sein sollte. Das
1-Allylpiperazin-2-on sollte iiber eine Allylierung von 4-(N-ortho-Nitrosulfonamido)-

2-Oxopiperazin 107 erhalten werden (Abb. 4.59).
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Abbildung 4.59: Retrosynthetische Zerlegung des RGD-Mimetikums.

Zur Synthese des 1-Allylpiperazin-2-ons musste ein Umweg beschritten werden, da
die Synthese des 2-(Allylamino)-ethanols aufwindiger ist. Versuche, 2-Aminoethanol
mit a-Bromessigsaureestern zu alkylieren, fiihrten ebenfalls zu keinem Erfolg. Das
1-Allylpiperazin-2-on sollte aus dem N-ortho-Nitrosulfonamid des Glycins 104 und
tert-Butyl-2-hydroxyethylcarbamat (105), welches durch N-tert-Butylcarbamat-

376 erhalten

Schiitzung der Aminofunktion des Aminoethanols synthetisiert wurde
werden. Nach der Aminierung des Sulfonamids mit dem tert-Butyl-2-
hydroxyethylcarbamat ~ (105) iber eine  Mitsunobu-Reaktion wurde die
Boc-Schutzgruppe sauer abgespalten. AnschlieBend wurde das freie Amin unter
basischen Bedingungen zum entsprechenden 4-(N-ortho-Nitrosulfonamido)-2-
oxopiperazin (107) zyklisiert. Jedoch fiihrte die Deprotonierung des Amids mit
Natriumhydrid in DMF zur Zerstérung des Edukts (Abb. 4.60).°"""" Dies ist
verwunderlich, 1483t sich aber durch den sehr stark elektronenziehenden Substituenten

erkldren.
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Abbildung 4.60: Synthese von 4-(N-ortho-Nitrosulfonamido)-2-Oxopiperazin
(207).

Da die Allylierung bzw. Alkylierung mit o-Bromessigsdureestern unter keinen
Bedingungen mdglich war, wurde eine andere Synthesestrategie verfolgt, die auf der
Allylierung der Zwischenstufe 106 beruht, welche {iber die Aminierung des
Glycinderivats 104 mit fert-Butyl-2-hydroxyethylcarbamat (105) erhalten wurde. Dazu
wurde die freie Aminofunktion nach Abspaltung der Boc-Schutzgruppe in das
entsprechende Sulfonamid 108 {iberfiihrt, welches anschlieBend mit Allylchlorid
alkyliert wurde. Diese Synthesestrategie erschien auf Grund der Bildung von
Produktgemischen bei der direkten Alkylierung von primidren Aminen sinnvoll. Das
Allylderivat 109 wurde anschlieend durch eine Osmiumtetroxid-katalysierte Spaltung
des Alkens in den Aldehyd iiberfiihrt, der direkt ohne weitere Aufreinigung mit

375 Das Zielmolekiil konnte

Aminopyridin reduktiv aminiert werden sollte (Abb. 4.61).
jedoch nur in Spuren nachgewiesen werden. Die Abspaltung der
o-Nitrosulfonamidgruppen und die Zyklisierung unter basischen Bedingungen wie

oben beschrieben waren dadurch nicht moglich.
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Abbildung 4.61: Alternative Synthesestrategie zur Darstellung von 110.

Eine alternative Synthesestrategie ging von einem 1-(4-Nitrobenzyl)-piperazin-2-on-,
bzw. 1-(3-Nitrobenzyl)-piperazin-2-on-Derivat 112 aus, welches analog des in
Abbildung 4.57 beschriebenen Synthesewegs aus dem N-Sulfonamid des Glycins 104
und einem Nitro-substituierten 2-(Benzylamino)-ethanol dargestellt werden konnte
(Abb. 4.62). Da eine teilweise Reduktion der Nitrogruppe zu erwarten war, wurden die
2-(Nitrobenzylamino)-ethanol-Derivate 111 jedoch nicht {iber eine reduktive
Aminierung hergestellt, sondern durch N-Alkylierung des Aminoethanols mit den
entsprechenden Benzylbromiden in Acetonitril mit Na,COj; als Base. Nach Abspaltung
der o-Nitrosulfonamidgruppe wurde die sekunddre Aminofunktion der Verbindung
112 mit der freien Sauregruppe von Fmoc-Asp(O'Bu)-OH unter Standardbedingungen
in Losung gekuppelt.™* AnschlieBend wurde der zert-Butylester durch saure Hydrolyse
gespalten und die freie Sdure 113 an Wang-Harz gekuppelt, an dem im Anschlul3 an
die  Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe mit einem Uberschuss von
Mesitylsulfonsdurechlorid die Aminofunktion in das korrespondierende Sulfonamid
114 iiberfiihrt wurde. Die Aminopyridin-Funktionalitdit wurde nach Reduktion der

d** durch eine nukleophile aromatische Substitution®*

Nitrogruppe mit Zinn(II)chlori
mit 2-Chloro-3-nitropyridin an der festen Phase gebildet. Die Verbindungen zeigten

jedoch gegeniiber dem as3;- und ayPs-Integrin keine Aktivitit.
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Abbildung 4.62: Synthese eines RGD-Mimetikums mit einem 2-Oxopiperazin-
Baustein..

4.7 Fusionierte Bizyklische Ringsysteme als Mimetika

4.7.1 Einleitung

Allgemein kann man nicht sagen, dass ein Ligand in einer einzigen Konformation an
den Rezeptor bindet, sondern verschiedene Typen von f-und jpturns als
rezeptorgebundene Konformationen postuliert werden. Um die strukturellen
Erfordernisse der Erkennungssequenz aufzukldren, wurden einige Mimetika der
tripeptidischen Leitstruktur synthetisiert. Strukturen, welche eine durch ein vielfaltiges
Grundgeriist getrennte Sduregruppe und hydrophobe Gruppe enthalten, sind dafiir
geeignet, die rdumliche Konfiguration der LDT-Erkennungssequenz nachzuahmen.
Bei einem nicht passenden Abstand zwischen den funktionellen Gruppen sollte keine
Integrininhibierung zu beobachten sein. Diese Annahmen suggerieren, dass die Rolle
des Peptidriickgrates darin besteht, die richtige Orientierung der pharmakophoren
Gruppen zu diktieren, wobei hydrophobe Wechselwirkungen nicht auszuschlielen
sind. Allgemein kann man von einem zentralen Grundgeriist ausgehen, an dem sowohl
die Saurefunktionalitdt als auch die Isobutylgruppe angehédngt sind.

Sehr gute Erfolge bei der Entwicklung nicht-peptidischer Grundgeriiste, welche die

rezeptorgebundene Konfiguration nachahmen, wurden fir oyPs-selektive Liganden
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erzielt.®?” Dabei wurde versucht die gebogene, hohle Gestalt der
RGD-Erkennungssequenz auf ein rigides, pharmazeutisch toleriertes 6,7-
Benzodiazepin-Geriist zu iibertragen.”******* Analog zu den zuvor vorgestellten
Versuchen diente ein zyklisches Peptidanalogon von Eptifibatide, ein Disintegrin aus
dem Sekret von Schlangen, als Vorlage dazu, einen f-turn um die Gly-Asp-Position
mit einem fusioniertem 6,6-Ringsystem zu imitieren (Abb. 4.63).2*%-8>%

A
H NHR |

Ho,N_ _N O HN.__O
\n/ M\)\’// 0O Asp
NH HN\)J\N

Abbildung 4.63: Schematische Darstellung des pturns der RGD-Sequenz
(A). Nicht-peptidische Mimetika, welche die gebogene, hohle Gestalt
nachahmen (B).

4.7.2 Benzo[e][1,4]diazepin-2,5-dion als Grundgerust

Zur Darstellung eines Benzodiazepin-Geriists wurde ein 3,4-Dihydro-1H-
benzo[e][1,4]diazepin-2,5-dion-Derivat ausgewéhlt, welches an der 2-Position mit der
Isobutylgruppe und einem Séurerest funktionalisiert ist (Abb. 4.64). Der aromatische,

annelierte Rest sollte dabei die Funktion des hydrophoben Bereichs {ibernehmen.

o H O
N R N O
Ny = *
O NH R
o

Abbildung 4.64: Benzo[e][1,4]diazepin-2,5-dion als LDT-Mimetikum.

Ausgangsverbindung zur Synthese des Benzodiazepin-Grundgeriists  war
2-Nitrobenzoesiure, welche nach Uberfiihrung in das entsprechende Saurechlorid 116
ohne weitere Aufreinigung mit 2-Amino-2-isobutylmalonsiureethylester (118) zu dem

Amid 119 reagierte. 2-Amino-2-isobutylmalonsdurecthylester (118) wurde aus
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2-Aminomalonsdureethylester nach Schiitzen der freien Aminofunktion als
tert-Butylcarbamat 117 und Alkylierung des mit Natriumhydrid generierten Enolats
mit Isobutylbromid erhalten. AnschlieBende Reduktion der Nitrogruppe unter
H,-Atmosphére von 1 atm mittels Palladium flihrte zur Isolierung sowohl des freien
Amins als auch der zyklisierten Verbindung 120. Die vollstindige Zyklisierung wurde
im nichsten Schritt mit Natriumethanolat in absolutem Ethanol erreicht. Basische
Hydrolyse des Ethylesters mit Natriumhydroxid in Methanol lieferte die freie Séure,
welche somit fiir die Kupplung mit 3-Amino-3-phenyl-propansdauremethylester (20)
zuginglich war (Abb. 4.65).

NO, SOCI,, DMF DCM, NEt; NO,
E>/\'(OH 80°C E);(Cl 2-Amino-2-isobutyl- ©im
5 malonsaureethylester (118)

1. EDCI, HOBt, DIPEA, DMF,

1. H, (1 atm), H O 3-Amino-3-phenyl- H O
Pd, MeOH qr O propansauremethylester (20) N 0
2. NaOEt, EtOH NH OH
3. NaOH, MeOH 2. NaOH, MeOH :/\ /77/NH HN
O O
(0]
120 121

OH

Abbildung 4.65: Synthese des 3,4-Dihydro-1H-benzole][1,4]diazepin-2,5-
dions (120).

4.7.3 2H-Benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-on-Derivate als 6,6-bizyklisches
Grundgerust

Eine weitere Synthesestrategie ging von einem 4-Methyl-benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-
on Grundgeriist aus, welches an der 2-Position mit einem Saure-funktionalisierten
Benzylbromid substituiert wurde. Der aromatische, annelierte Rest sollte dabei die
Funktion des hydrophoben N-Terminus {ibernehmen, welcher bekanntermallen flir die
Aktivitdt des Liganden wichtig ist. Die Rolle der pharmakophoren Isobutylgruppe
sollte dabei von dem 4-Methylmorpholin-3-on iibernommen werden (Abb. 4.66). In
der  Literatur sind einige  Beispiele @ von  Pyrrolidinon-substituierten
N-Acylphenylalaninen bekannt.*"***"*  AuBerdem wurde die Verwendung von

sulfonylierten  (L)-Prolyl-biphenylalanin-Dipeptidderivaten als potente VLA-4
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209,214,389-394

Liganden untersucht. In einigen Beispielen wurde sogar vollstdndig auf ein

(L)-Prolyl-biphenylalanin-Dipeptid verzichtet und der (L)-Prolylrest durch ein

N-Cycloalkanoyl- bzw. N-Aroyl-(L)-Phenylalaninderivat ersetzt.”>°

Q |
J#n o
H p—
o] OH OH
(e}
O @]

Abbildung 4.66: 2H-Benzolb][1,4]oxazin-3(4H)-on als Mimetikum.

Die stereoselektive Alkylierung von substituierten Morpholin-2-onen ist eine bekannte

Reaktion und wurde besonders von Williams et al. untersucht.>’

Im Gegensatz dazu
fanden substituierte Morpholin-3-one keine groBe Anwendung als CH-acide
Verbindungen, bis die entsprechenden Lithiumenolate erfolgreich  mit

P84 Im Verlauf der fortschreitenden

Alkylhalogenverbindungen alkyliert wurden.
Forschung in  der medizinischen @~ Chemie  dienten  Derivate  von
2H-Benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-onen als niitzliche Peptidmimetika auf Grund ihrer
Fahigkeit, leicht in 2- und 4-Position und am aromatischen Rest funktionalisiert zu

402-407
werden.

Einerseits konnen 2-substituierte Benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-on-
Derivate tiiber zwei Stufen durch Kondensation von ortho-Aminophenol mit
a-Halogenacyl-Halogeniden® oder alkylsubstituierten a-Halogenessigsaureestern*™
19 und anschlieBender Zyklisierung des Intermediates hergestellt werden. Andererseits
ist eine Alkylierung von Nitrophenol mit alkylierten a-Halogenessigsaureestern und
Lactonisierung des Intermediates nach Reduktion der Nitrogruppe moglich.*>#!!-413
Bislang gibt es erst wenige Berichte iiber die nukleophile Addition von
2H-Benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-onen an Carbonylverbindungen, welche sich mit der
Reaktivitdt der resultierenden Aryliden- und Aroylderivate sowohl gegeniiber C- und
414-416

N-Nukleophilen als auch 1,3-Dipolen beschéftigen. Der folgende Schliisselschritt
zur Synthese der Zielverbindungen beschreibt die direkte Alkylierung von
Benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-on liber das intermediir gebildete Enolat. AnschlieBende
Alkylierung der Enolatzwischenstufe mit einem Elektrophil, wie zum Beispiel
substituierten Brombenzylen, flihrte zur bequemen Einfithrung eines Substituenten in
2-Position. Der Vorteil der direkten Alkylierung liegt in der Darstellung von
2-substituierten Benzoxazinen, ohne sie ausgehend von azyklischen Vorstufen
aufbauen zu miissen. Die direkte Alkylierung in 2-Position wurde bis dafo nicht
dokumentiert. Trotzdem untersuchten Kikelj et al. die Alkylierung von

Benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-on-2-carboxylester und entdeckte die 2-Hydroxylierung
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der gleichen Verbindung nach Deprotonierung mit Natriumhydrid.*'”*'® Fiir die
gewihlte Synthesestrategie erbrachte diese direkte Alkylierung gro3e Vorteile, da das
Elektophil sehr leicht in wenigen Stufen zugénglich war (Abb. 4.67).

¢Hs GHa GHa

SR —NSUENS B
o) -78°C 0 0" "R
124

129, 130

Abbildung 4.67: Allgemeine Synthesestrategie.

Die Synthese der Benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-on-Derivate erfolgte iiber eine

Kombination von verdffentlichten Prozeduren****'?

, die von 2-Nitrophenol als
Startverbindung ausgingen. 2-Nitrophenol wurde in refluxierendem Aceton mit
a-Bromessigsduremetylester in  Anwesenheit von Kaliumcarbonat zu dem
O-alkyliertem Produkt 122 umgesetzt. AnschlieBende Reduktion der Nitrogruppe und
Lactamisierung lieferte 2H-Benzo[b][1,4]Joxazin-3(4H)-on (123) in schr guter
Ausbeute von 80% iiber zwei Stufen. Letztere Verbindung wurde durch Reaktion mit
Methyliodid in Natriumhydrid/DMF in das gewiinschte N-methylierte 4-Methyl-
benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-on (124) iiberfiihrt und somit fiir die Alkylierung in
2-Position zugénglich (Abb. 4.68).
o-Bromessigsaure-
NO, methylester NO, H, (1 atm), Pd
OiOH K,CO3, Aceton ©io/j(o\ MeOH, AcOH

122 O

H GHs
OiNfo 1. NaH, DMF, 0°C @NTO
o) 2. Mel, 0°C --> RT o
123 124
Abbildung 4.68: Synthese von 4-Methyl-benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-on (124).

Die Benzylbromide 126 und 128 wurden als elektrophile Alkylierungsreagenzien aus
kommerziell erhiltlichen Vorstufen synthetisiert. Schliisselreaktion ist jeweils eine
radikalische Bromierung mit NBS in refluxierendem Tetrachlorkohlenstoff.*'
Meta-Tolylsdure konnte nach der Seitenkettenbromierung und anschlieBender
Uberfilhrung der freien Sdurefunktion in den tert-Butylester 126 mit
tert-Butyltrichloracetimidat unter BF;yEt,0-Katalyse™® direkt zur Alkylierung des
Enolats von 4-Methyl-benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-on (124) eingesetzt werden
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(Abb. 4.69). AuBerdem wurde das Ziel verfolgt, die Sdurefunktionalitit um eine
Methylen-Einheit zu verlingern. Dazu wurde 2-meta-Tolylessigsdure verwendet,
welche nach Uberfithrung in den Methylester an der a-Position nach Generierung des
Enolats mit LDA zweifach methyliert wurde. Die Methylierung war auf Grund der
selektiven radikalischen Seitenkettenbromierung erforderlich, da die Bromierung ohne
vorhergehenden Schutz der o-Position zur Bromierung derselben gefiihrt hatte.
AnschlieSende radikalische Bromierung der Verbindung 127 und basische Hydrolyse
des Methylesters lieferte die freie Sdure, welche nach Uberfiihrung in den
tert-Butylester 128 in der Alkylierungsreaktion verwendet werden konnte (Abb. 4.69).

(o} ] O J<
\©)J\OH NBS, CCl, Br/\©)kOH tert-Butyltrichloracetimidat Br/\@)ko
kat. AIBN kat. BF5*Et,0, THF
125 126
\©/\”/O\ 1.LDA, -78°C \©>§‘/OH 1.NBS, CCl, Br/\©><”/07<
© 2. Mel o 2. Acetimidat, 0
127 128

3. NaOH, MeOH kat BF3*Et,0

Abbildung 4.69: Synthese der Benzylbromid-Derivate 126 und 128.

Es wurde aullerdem die Substitution in 2-Position unter verschiedenen

414-416
Das Enolat, sofern es

literaturbekannten Reaktionsbedingungen untersucht.
tiberhaupt gebildet wurde, konnte aber unter keinen Bedingungen — wie zum Beispiel
mit Natriumhydrid in refluxierendem Toluol oder Natriummethanolat in Methanol —
alkyliert werden. Dariiberhinaus berichteten Babudri et al. tiber die Alkylierung von
2H-Benzo[b][1,4]thiazin-3(4H)-on  nach  Generierung des  Enolats  mit
Lithiumdiisopropylamid in THF bei -78°C.*' Das Amid-Enolat konnte schlieBlich in
DME/THF 5:1 bei -78°C unter Verwendung von LiN(SiMes), als Base hergestellt
werden und lieferte nach Reaktion mit den Elektrophilen 126 und 128 bei gleicher
Temperatur die gewiinschten Zielverbindungen 129 und 130 in guten Ausbeuten.
Sowohl die Verwendung von DME als auch einer sperrigen Lithiumbase - mit
Lithiumdiisopropylamid konnte keine Umsetzung verzeichnet werden - war flir die

Darstellung des Produkts entscheidend (Abb. 4.70).
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Abbildung 4.70: Synthese der Zielverbindugen 129, 130 uber die direkte
2-Substitution.

Um den Einfluss eines weiteren Wasserstoff-Akzeptors zu untersuchen und die
Wasserloslichkeit zu erhdhen, wurde die Alkylierung mit von 2-Nitropyridin-3-ol
abgeleitetem  4-Methyl-2H-pyrido[3,2-b][1,4]oxazin-3(4H)-on  (131) zu dem
entsprechenden Produkt 132 durchgefiihrt (Abb. 4.71). Die Darstellung der
Verbindung 131 erfolgte analog der in Abbildung 4.68 beschriebenen
Synthesestrategie.
CHs 1. LiN(SiMej),, -78°C, CHs
N\ N O DME/THF 3:1 N\ N 0]
E;[Of 2. Benzylbromid @OK/@\(OH
131 132 0

3. DCMITFA

Abbildung 4.71: Synthese der Zielverbindung 132 Uuber die direkte
2-Substitution.

In Analogie zu den 2H-Benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-onen sollten auch N-Benzyl-
oxazin-3(4H)-one untersucht werden, welche anschlieBend durch Alkylierung** mit
den oben dargestellten sdurefunktionalisierten Benzylbromiden zu den entsprechenden
Zielverbindungen umgesetzt wurden. Als Ausgangsverbindung fiir die Synthese von
N-Benzyl-oxazin-3(4H)-on (133) diente 2-(Benzylamino)-ethanol (93), der iiber eine
reduktive Aminierung aus Benzaldehyd und Aminoethanol dargestellt wurde.’”
Selektive N-Alkylierung mit a-Bromessigsdure in Toluol unter Verwendung von
DIPEA als Base und nachfolgende Lactonisierung in siedendem, absolutem Toluol mit
einer katalytischen Menge para-Toluolsulfonsdure lieferte das Oxazin-3(4H)-on 133
in quantitativer Ausbeute iiber zwei Stufen (Abb. 4.72).** Bei der Verwendung von
Nitro-substituiertem 2-(Benzylamino)-ethanol als Ausgangsverbindung konnte man
bei der Alkylierung des Oxazin-3(4H)-ons nur eine Zersetzung des Enolats

beobachten. Nach Reduktion der Nitrogruppe sollte die gebildete freie Aminofunktion
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iber eine nukleophile, aromatische Substitution mit 2-Chloro-3-nitropyridin umgesetzt

werden. Ein Aminopyridin als Guanidinmimetikum fiihrt bei einer Reihe von

ayfs-Integrinliganden zur Aktivititssteigerung und wurde deshalb verwendet.””'">

A O
©)J\ 1. K,CO3, Aminoethanol
” s
2. NaBH,, EtOH Non
93
o 0
oc-BromeSS|gsaure
ethylester ©\/ o~ pTsOH @\/ HJ\O
DIPEA, Toluol N~on Toluol, & N

133

B
1. L|N(S|M83)2 -78°C

o]
@\/ HJ\ DME/THF 3:1 [O 0
N\) 2. Benzylbromid Nﬁ/@\(OH
133 3. DCM/TFA Ph) 134 o
Abbildung 4.72: Synthese von N-Benzyl-oxazin-3(4H)-on (133) (A). Synthese
der Zielverbindungen 134 (B).

4.7.4 2H-Benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-on-2-carbonsédure-Derivate als
6,6-bizyklisches Grundgerust

Das Benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-on-Grundgeriist scheint auf Grund der guten
Loslichkeit und der Applikation in der medizinischen Chemie ein geeignetes
Mimetikum zu sein. Im Gegensatz zu den oberen Beispielen, bei denen Morpholin-2-
on bzw. Morpholin-3-on ein Leucinmimetikum darstellen sollte, wurde nun das
2H-Benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-on-2-carbonsdure-Gerilist in 2-Position mit dem
pharmakophoren Leucinrest substituiert. Zusétzlich zu dem Leucinrest wird auch die
Fahigkeit zur Ausbildung einer weiteren Wasserstoffbriicken-Bindung geboten, da der
pharmakophore Sdurerest iiber eine Amidbindung zwischen der Carboxylatgruppe des

Benzoxazin-3-on und der 3-Amino-3-phenylpropansiure gekuppelt wurde (Abb. 4.73).
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Abbildung 4.73: 2H-Benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-on-2-carbonsaure-Derivate als
Grundgerust.

Die Synthese der 2-Alkyl-2H-benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-on-2-carbonsdure-Derivate
erfolgte analog zum beschriebenen Syntheseweg. Ausgangsverbindungen flir die
O-Alkylierung waren jedoch 2-Alkyl-2—brommalonsduremethylester 138 und 139 und
2-Nitrophenol.****"* Nach der Alkylierung erfolgte die Lactamisierung in einem
Schritt unter Reduktion der Nitrogruppe bei einer Hy-Atmosphére von 1 atm mittels
eines Palladium(0)-Katalysators in Methanol zu dem gewiinschten Methylester, der
durch basische Hydrolyse mit NaOH in MeOH bei RT in die Séure 140 und 141
iiberfiihrt wurde (Abb. 4.74). Die 2-Alkyl-2-brommalonsduremethylester 138 und 139
wurden iiber eine Alkylierung des Malonsdureesterenolats mit Methyliodid bzw.
Isobutylbromid hergestellt. Bromierung in «-Position zur Carboxylgruppe mit
elementarem Brom lieferte die fiir die O-Alkylierung zugédnglichen Verbindungen 138
und 139 ohne weitere Aufreinigung. Die Alkylierung mit 2-Bromo-2-
methylmalonséuremethylester 138 verlief quantitativ zu dem O-alkylierten Produkt 2-
(2-Nitrophenoxy)-2-methylmalonsduremethylester, wihrend die Umsetzung mit
2-Bromo-2-isobutylmalonsduremethylester vermutlich auf Grund der sterischen
Hinderung in sehr schlechten Ausbeuten verlief. Die anschlieBende Lactamisierung

stellte in keinem Fall ein Problem dar.
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R R
1. NaH, DMF, 0°C Br,, CHCI, Br
/OWO\ /OWO\ /OWO\
o .

e} 2. éllg/lhill%g;Tenld, O O O O
R=-CHs, 136 R=-CHj3, 138
R= -CH,CH(Me),, 137 R=-CH,CH(Me),, 139

1. H, (1 atm), Pd(0), H
2-Nitrophenol C :Noz MeOH, AcOH N_. _O
« R
Aceton, A 2. NaOH, MeOH @OEOH
(@]
~ R= -CHa, 140
0" 0 R= -CH,CH(Me),, 141

Abbildung 4.74: Synthese der 2-Alkyl-2H-benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-on-2-
carbonsaure-Derivate 140 und 141.

Mit dem Ziel, die Ausbeute bei der O-Alkylierung zu verbessern, wurden auch
Methoden untersucht, die unter milderen Bedingungen verlaufen. Dabei wurde ein
besonderes Augenmerk auf die Verwendung von Kaliumfluorid gelegt, welches auf

424
und der

Grund seines basischen Charakters in nicht-polaren Ldsungsmitteln
Tendenz Wasserstoffbindungungen auszubilden, grofle synthetische Anwendung bei
C-, O- und S-Alkylierungen gefunden hat.****** Diese Ergebnisse veranlassten dazu,
Kaliumfluorid bei der Synthese der 2-Isobutyl-2H-benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-on-2-
carbonsdure (141) zu verwenden (Abb. 4.75).***%4*" Die O-Alkylierung wurde in
DMF unter Zusatz von KF bei 60°C iiber 5 Stunden durchgefiihrt. Eine Steigerung der
Ausbeute konnte jedoch nicht beobachtet werden. Der schlechte Umsatz ist schlieBlich

auf die sterische Hinderung des Isobutylrestes zuriickzufiihren.

©i Br 1. KF, DMF, 60°C ©i
O\
NO, I 2. H, (1 atm) Pd(0), MeOH

139

Abbildung 4.75: Alternative Syntheseroute zur Darstellung von 3,4-Dihydro-2-
isobutyl-2H-benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-on-2-carbonsaure (141).

Die Zielverbindungen wurden schlieBlich durch Kupplung der 2-Alkyl-2H-
benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-on-2-carbonsdure-Derivate 140 und 141 mit jeweils
3-Amino-3-phenyl-propansdure  (20), 3-Amino-3-(6-methoxypyridin-2-yl)- und
3-Amino-3-(6-methoxypyridin-3-yl)-propansdure ~ (73) unter  Standard-Fmoc-

251

Kupplungsbedingungen an der festen Phase erhalten (Tab. 3).”" Um den Einfluss der
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(-Aminosdure auf die Aktivitdit zu untersuchen, wurde die Sdure 141 mit
3-(Aminomethyl)benzoesdure-tert-butylester (142) umgesetzt. Letztere wurde aus
3-(Bromomethyl)benzoesdure-fert-butylester (126) tiber eine nukleophile Substitution
mit Natriumazid in DMF und anschlieBende Reduktion bei einer Hp-Atmosphire von
1 atm mittels Pd(0) in Methanol erhalten. Nach saurer Hydrolyse der tert-Butylester

erhielt man die Zielverbindungen als freie Sduren.

Tabelle 4: Liganden mit 2H-Benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-on-2-carbonsaure-

Grundgerust.
Verbindung Strukturformel Verbindung Strukturformel
N_o N_o
LN LK
143 o " 146 o N
o) OH o] OH
g g

o (6]
H H
N.__O = N._0O Y
Crigh 0 CLLy O
144 of% SN o7 147 o My N7
(0] OH [¢] OH
(6] o
H H
N._O O N._O O
ses¥e sed¥e
145 o NN 148 o NN
o OH (6] OH
o o
H
N O
149 @OﬁV@YOH
[¢] [¢]

4.8 Biologische Evaluation

Die  Synthese der Endverbindungen diente der Entwicklung neuer
oyP7-Integrinantagonisten. Die dabei gewonnenen Informationen sollten fiir die
Entwicklung neuartiger a4B;-Integrinantagonisten verwendet werden. Die biologischen
Tests wurden in Zusammenarbeit mit Herrn Prof. Dr. Bernhard Holzmann und
Dr. Monika Semmrich, Institut fiir Medizinische Mikrobiologie, Immunologie und

Hygiene der Technischen Universitdat Miinchen, Klinikum rechts der Isar durchgefiihrt.
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4.8.1 Zelladh&sionsassay - Allgemeine Testbedingungen

Die Untersuchung der Verbindungen auf ihre biologische Aktivitdt erfolgte mit
Zelladhdsionsassays. Dazu wurden 96er Mikrotiterplatten mit dem entsprechenden
natiirlichen Liganden MAJdCAM-1 beschichtet. o4p;-Integrin-exprimierende Zellen
wurden fluoreszenzmarkiert und mit der Testsubstanz inkubiert. AnschlieBend wurde
die Zellsuspension auf die Mikrotiterplatte aufgebracht und die Intensitit der
Fluoreszenz bestimmt. Nach halbstiindiger Inkubation wurden nicht adhérierte Zellen
durch inverse Zentrifugation entfernt. Adhérierte Zellen konnten durch erneutes
Messen der Fluoreszenz quantifiziert werden. Dabei ist die Abnahme der Fluoreszenz
ein Mal3 dafiir, wie stark die Verbindung die Ligand-Protein-Wechselwirkung
inhibieren kann. Die Zelladhdsion wurde bei einer Konzentration von 1 mg/mL
gemessen. Die so erhaltenen Werte stellen keine FixgroBBen dar, sondern sie erlauben
auf Grund der Streuung des Testsystems nur generelle Aussagen iiber aktive und nicht-
aktive Verbindungen. Dabei reprédsentiert jeder Messwert den Mittelwert aus
mindestens zwei unabhidngigen Experimenten, bestehend aus drei Einzelmessungen.
Bei der Beschichtung der Mikrotiterplatten kann durch Variation der
Ligandkonzentration die Empfindlichkeit des Testsystems eingestellt werden. Die
Empfindlichkeit des Testsystems steigt, wenn die Ligandkonzentration verringert wird.
Um stets reproduzierbare Werte zu erhalten ist es wichtig, dass sich bei der
biologischen Testung das Verhiltnis Zellen/Ligand entweder im Sattigungsbereich
bzw. knapp unterhalb davon befindet. Alle Verbindungen wurden mit einem
Testsystem untersucht, bei dem das Verhiltnis Zellen/Ligand im Sittigungsbereich
lag.

Bei den verwendeten Zellen handelt es sich um ayf;-Integrin- exprimierende
38C13p;-Zellen (B Lymphoma-Zellinie). Da bei der Entwicklung eines Wirkstoffes
die Selektivitit oftmals eine entscheidende Rolle spielt, wurden die synthetisierten
Verbindungen in den folgenden Testsystemen evaluiert: 38C13[3;-Lymphoma-
Zellen’/MAdACAM-1 und Jurkat-Zellen/VCAM-1. Sowohl VCAM-1 als auch
MAdCAM-1 gehoren zu den endogenen Liganden der oy4f;-Integrine. Die
Bindungsmotive beider Liganden sind sehr &hnlich. o4f;-Integrine erkennen in
MAdCAM-1 die (-GLDTS-)-Sequenz, in VCAM-1 die (-QIDSP-)-Sequenz.
o4Pi-Integrine binden ebenfalls iiber die (-QIDSP-)-Sequenz an VCAM-1. Die
Selektivititstests stellen auch einen internen Kontrollversuch dar. Weist eine
Verbindung nur in einem Testsystem eine biologische Aktivitdt auf und in einem

anderen nicht, so kann davon ausgegangen werden, dass diese Verbindung einen
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spezifischen Effekt hervorruft. Zudem wurden alle wells einer Mikrotiterplatte unter
dem Mikroskop tiberpriift, ob sich wihrend der biologischen Testung ein Niederschlag
bildete oder die Zellen deformiert waren.

Oftmals werden in der Literatur Integrinliganden an aktivierten Integrinrezeptoren
getestet. Die Ergebnisse dieser Tests sind aber hinsichtlich ihrer in vivo Aussagekraft
fraglich. Zum einen fehlen isolierten Integrinrezeptoren wichtige Funktionen, wie etwa
die Moglichkeit zur Signaltransduktion oder auch die Maoglichkeit andere
Ligand/Rezeptor-Wechselwirkungen auszubilden. Dariiber hinaus liegen unter
physiologischen Bedingungen weniger als 10% der VLA4-Integrine in einem
aktivierten Zustand vor. Viele oy4-Integrinantagonisten, die selektiv fiir aktivierte
Integrine sind, binden um GréBenordnungen schlechter an nicht-aktivierte Integrine.
Aus diesen Griinden wurden in dieser Arbeit zelluldre Testsysteme verwendet, die auf
eine Aktivierung der Integrine verzichteten. Allerdings sei noch angemerkt, dass auch
den ay4-Integrinliganden, die selektiv nur an aktivierte Integrine binden, eine Rolle bei

der Behandlung von Krankheiten zukommen kann.

4.8.2 Kritische Betrachtung von Zell-Adhasionsassays

Beim Vergleich der Wirksamkeit von Antagonisten ist zu beachten, dass die
beschriebenen Affinititen keine wahren Gleichgewichtskonstanten darstellen. Die
ICsp-Werte hingen stark von der Konzentration, dem Assayformat und dem
Expressionsmuster der Zellen ab, und spiegeln eventuell die wahren Affinitidten der
getesteten Verbindungen fiir die Integrinrezeptoren nicht exakt wieder. Die
verschiedensten Assay-Bedingungen, die in verschiedenen Laboratorien etabliert
wurden, um Integrinliganden zu evaluieren, lassen den Vergleich der verschiedenen
Verbindungen untereinander nur bedingt zu. Zudem betrachten die meisten
Bindungsassays eine kompetetive Hemmung der Antagonisten mit zwei
verschiedenen Liganden — VCAM und MAdCAM - an zwei unterschiedlichen
Integrinrezeptoren, woraufthin die Bestimmung von Selektivitdten auf o4, bzw. o437,

die sich auf die bestimmten ICso-Werte bezieht, irrefithrend sein kann.

Trotzdem konnen verschiedene Schliisse aus den ermittelten Daten gezogen werden.
Meist liefern Zell-Adhésionsassays hohere ICso-Werte im Vergleich zu Testsystemen
an isolierten Rezeptoren, da es an der Zelloberfliche zu multiplen Rezeptor-
Wechselwirkungen kommen kann. Die ICsp-Werte von Verbindungen aus der gleichen

Testreihe spiegeln gewoOhnlich verlédssliche relative Affinititen wieder. Dagegen
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variieren die Werte aus unterschiedlichen Laboratorien teils betrachtlich, weshalb die

Daten mit Vorsicht interpretiert werden sollten.

4.8.3 Selektivitat

Die unterschiedlichen Expressionsprofile von ay-Integrinen und ihren Liganden
implizieren, dass eine selektive Inhibierung eines bestimmten oy-Integrins
wiinschenswert wire. Die Tatsache, dass MAdCAM spezifisch an a4;, VCAM jedoch
sowohl an o4, als auch an a4f; bindet, deutet auf therapeutisch relevante Unterschiede
zwischen diesen beiden Proteinen hin. Dies beeinflusst letztlich die Auswahl von
klinischen Kandidaten. Zum Beispiel wiirden o4p,-selektive Antagonisten die
Migration von Leukozyten in VCAM exprimierendes Gewebe inhibieren, wihrend
ayPs-selektive Antagonisten deren Wanderung in den Magen-Darm-Trakt verhindern
kann. MAdCAM-Uberexpression kann mit Koliken in Verbindung gebracht werden.
Es muss darauf hingewiesen werden, dass eine unselektive Inhibierung von beiden
ay-Integrinen den grofiten Nutzen bei der Behandlung von Autoimmunerkrankungen
bringen wiirde, da ein allgemeiner oy4-Integrinantagonist ein  breiteres
Anwendungsgebiet abdecken konnte. Ob die Spezifitit fliir o4f; bzw. o4,
wiinschenswert ist, ist umstritten. Diese Frage wird erst dann zu beantworten sein,
wenn die entsprechenden Verbindungen nach weiteren klinischen Untersuchungen

bewertet werden konnen.

4.8.4 Biologische Evaluation und Diskussion der synthetisierten
Mimetika

Bei der Durchfiihrung der biologischen Assays wurden die Substanzen zunichst in
wenig DMSO gel6st und anschlieend mit der wéssrigen Zellsuspension inkubiert.
Dabei zeigten die Losungen der Verbindungen der Tabelle 5 eine sofortige Triibung
nach Zugabe der Zellsuspension. Somit lie sich bei diesen schwer l6slichen
Verbindungen keine Aussage iiber ihre biologische Aktivitit treffen. Das Ausfallen
der Substanzen in wissriger Losung flihrte zu einer zu geringen beobachteten
Zelladhidsion, welche eine zu grofe Aktivitdtsmessung zur Folge hatte. Die erhaltenen
Werte fiir die Adhédsion von MAdCAM-1 an oy4f;-Integrine sind daher nur wenig
aussagekriftig. Eine Ubersicht iiber die getesteten Verbindungen gibt Tabelle 5.
Auffillig ist auBerdem, dass die modifizierten Dipeptid-Leitstrukturen 11a und 11b,

welche Zwitterionen darstellen, bei der Inkubation mit der wiassrigen Zellsuspension

103



4 ENTWICKLUNG VON 0437-INTEGRINLIGANDEN

ebenfalls ausfallen und dadurch ihre Eignung als Leitstruktur angezweifelt werden
sollte. Ein Grad fiir die Wasserldslichkeit einer Verbindung kann durch seinen
LogP-Wert beschrieben werden, der generell unter 5 liegen sollte und bei der
Bioverfiigbarkeit eine groBe Rolle spielt.*** Bei den Verbindungen 80a und 80b kann
man die geringe Loslichkeit mit dem Vorhandensein eines Zwitterions begriinden, da
der berechnete LogP-Wert eine gute Loslichkeit vermuten 14Bt. Der Ersatz des
iiblichen Phenylrestes der 3-Amino-3-aryl-propansdure durch einen Methoxypyridin-
Substituenten hatte eigentlich das Ziel, den zwitterionischen Charakter durch die
Einfiihrung einer zweiten, schwach basischen Funktion aufzuheben. Die bevorzugte
Verwendung von Methoxypyridinen zu unsubstituierten Pyridinen begriindet sich mit
der deutlich besseren Bioverfiigbarkeit.*”’ Die Schwerloslichkeit der Verbindung 102
148t sich an Hand des berechneten LogP-Wertes nicht vorhersagen. Die logP-Werte,
Logarithmen der Verteilungskoeffizienten zwischen n-Octanol und Wasser, wurden
mit Hilfe der Software ChemDraw Ultra 8.0 nach der von Crippen et al

vorgeschlagenen Fragmentierungsmethode berechnet.**®
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Tabelle 5: Evaluierung von a,f-Integrinliganden, welche durch ihre geringe
Loslichkeit auffielen.

Verbindung Strukturformel Zae“g?/:/lhfj?:hgﬁ] LogP
2la Verbindung fiel aus 6.7
21b 7.4
39 “ 6.5
35b “ 4.7
80a 3.7
80b “ 3.3

86 “ 5.7
102 3.2

Die Synthese weiterer oyf3;-Liganden stand schlieBlich unter dem Aspekt der
Erniedrigung des LogP-Wertes. Der Verwendung von Pyridin-substituierten Derivaten
und N,0-Heterozyklen wurde dabei ein besonderes Interesse gewidmet, wobei der
Einbau von bekannten wirkstoffbasierten Grundstrukturen als LDT-Mimetika die
Suche nach aktiven Verbindungen, welche sich auch durch eine gute Bioverfiigbarkeit
auszeichnen sollten, deutlich erleichtern sollte. Die erste Serie dieser optimierten
Verbindungen zeigte jedoch selbst Absorptions- bzw. Fluoreszenzeigenschaften,

welche die Auswertung des Fluoreszenztests unmdoglich gestalteten. Versuche, einen
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anderen Fluoreszenzmarker zu verwenden, schlugen fehl. Die beiden Verbindungen
35a und 35aEster mit dem Indolizingrundgeriist stellten sich bei der Betrachtung der

Zellen unter dem Mikroskop als zelltoxisch heraus.
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Tabelle 6: Evaluierung von a,fG-Integrinliganden, welche durch ihre Farbe

auffielen.
. Zelladhasion [%)]
Verbindung Strukturformel 0B/ MAACAN-1 LogP
16a farbig 3.9
16b “ 3.9
25a “ 2.12
25aEster 24
25b 2.12
25bEster “ 2.4
30 3.2
30Ester “ 3.5
Tabelle 7: Zelltoxische Liganden mit Indolizingrundgerdist.
. Zelladhéasion [%]
Verbindung Strukturformel 0B/MAACAN-1 LogP
35a zelltoxisch 3.0
3baEster “ 3.3
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Beziiglich ihrer Bioverfiigbarkeit scheinen die heterozyklischen Arylessigsduren 54,
55 und 56 ein gutes Mimetikum darzustellen. Die Aktivititen lagen jedoch im
inaktiven Bereich. Die Verbindungen konnten in die beiden Diastereomere aufgetrennt

werden, welche innerhalb der Fehlergrenze die gleiche Aktivitdt zeigen.

Tabelle 8: Evaluierung von a,f6-Integrinliganden, mit heterozyklischen
Arylessigsauren. Adhasion in [%] bei einer Ligand-Konzentration von 1 mg/mL.

Zelladhasion [%]
a4f/MAJCAM-1

Verbindung Strukturformel

N 56 +5
54a %N\g/@ a) 37
/ b)57+8
HN o OH
T
N 50+9
I b)51+8
N (¢} OH
M
I\ N . .
55 N inaktiv 4.2
o | e} OH
o)
BES: a)86+8
%6 % g b) 90 + 4 53

O
(o]
65 NQ 68 + 4 4.7
OO oo OH
o]
H
<N a) 957
121 Cng”o \Qg b) 8716 1.9
(o]
(o]

In der folgenden Tabelle wird die biologische Evaluierung der Verbindungen

LogP

dargestellt, fiir welche auf Grund ihrer guten Loslichkeit und des guten Wirkprofils bei
einer Konzentration von Img/mL sich die Bestimmung des ICso-Wertes als sinnvoll
herausstellte. Die Fehlerwerte bei den Messungen waren zum Teil sehr hoch, was eine
genaue Auswertung der Daten erheblich einschriankt. Innerhalb dieser Fehler ergaben
sich etwa vergleichbare Werte fiir alle Verbindungen (siche Anhang). Viele
ICsp-Kurven zeichneten sich auch durch einen linearen, anstatt reziproken Abfall aus.
Die Verbindungen 75b und 85b zeigten dabei die hochste biologische Aktivitdt. Eine
genaue Interpretation bzw. Struktur-Aktivitits-Beziehungen dieser Verbindungen

lassen sich auf Grund der unbefriedigenden Ergebnisse nicht verwirklichen.
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Tabelle 9: Evaluierung von a,f~Integrinliganden.

Verbindung Strukturformel ﬁlfl\jl(;\[g]cl\:]M 1 LogP
Q47 -
754 i N¢Q U a) 1.27 + 0.09 a7
LWy (o b) 1.19 + 0.08 '
(o]
i ¢TO . )0.73+0.15
N N a) 0. + 0.
7sb H i b) 0.45 +0.18 33
(o]
NN
o)
85a J\/WLH 1.25+0.35 4.8
O
X
‘ N
85b i ﬁ 1.00 % 0.22 4.8
N
(o]
(o]
a) 1.03 £ 0.19
103 ©3N>\“ o b) 1.23 £ 0.15 4.0
(o)
Vo
129 @01/@(% 1.81+0.36 2.4
[¢]
N_o
o
130 QOT‘\/@{%H 1.39 +0.41 3.6
N_N_o
132 g OLQYOH 2.04+0.25 1.7
[¢]
[O o
Nm(OH
134 I 1.57 +0.27 3.0
146 @ fﬁ( \(Ej 1.97 +0.36 1.4
T H
143 @of%fj 1.01 +0.24 2.6
(o) OH
[e]
.
@[N o y = ‘
147 oj%N SNo” 1.63+0.29 1.1
o OH
[e]
H \
N (0] = (0]
148 C[Oj%(“?/@“r Keine Auswertung 0.7
o oH maoglich '
T
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H
N._0O =
@[ D [ a) 1.68 + 0.40
N X _
144 OJ{ Y{N}O b) 1.50 + 0.43 23
Y
[¢]
o 5
CL Wy 2 a) 1.50 + 0.39
N N DU = U
145 ! ?/%T b) 1.17 + 0.47 1.9
g

o
H
N O,
149 @[Oﬂ&w 1.44 %017 2.7
(6] (6]

Die erhaltenen Werte fiir die Adhdsion von MAdCAM-1 an oyf3;-Integrinen sind dabei

nur bedingt aussagekriftig, da selbst die in der Literatur als aktiv beschriebene
210,211

Verbindung 9 eine um den Faktor 1000 geringere Aktivitit fiir oyP; hatte.

AuBerdem wurde die Verbindung 11"

als Referenz herangezogen, dessen Wert
jedoch wegen der Unloslichkeit nicht reproduziert werden konnte. Die Losung der
Verbindung 11 zeigte eine sofortige Triibung nach Zugabe der Zellsuspension. Es
scheint, dass im Falle der Verbindung 10 die Konfiguration am C-terminalen Ende fiir
die Aktivitdt nicht wichtig ist, da das entsprechende Diastereomer im Rahmen der
Fehlergrenze die gleiche biologische Aktivitit aufwies. In Folge der schrittweisen
Modifikation des C-Terminus mit aromatischen Gruppen wurde schlieBlich das
(L)-Threonin vollstindig ersetzt und die Position der verbriickenden Amidbindung
zwischen Asparaginsidure und Threonin von aromatischen Seitenketten eingenommen.
Somit widre die Schlussfolgerung naheliegend, dass die biologisch aktive
Konfiguration am C-3-Kohlenstoffatom derjenigen am natiirlichen Liganden
MAdCAM-1 folgt und dementsprechend S-Konfiguration aufweisen sollte. Diese
Annahme sollte sich natiirlich nur im Falle von vergleichbaren Bindungsmodi der
Verbindungen bewahrheiten.
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Tabelle 10: Evaluierung der modifizierten dipeptidischen Leitstruktur
11'** und des literaturbekannten Tripeptids 9.%1%%*

10,

ICso [m M]

Verbindun Strukturformel
J G,4B7/MAd CAM-1

LogP

H O

o y OHO
9 @*u N Ay 0.34 -1.0
~-N (0] B
Y
(o]

o) /d;'
N a) 0.97 £0.25
0 ” T8 o b) 0.90 + 0.21 4.0

(6]
o
11 Nﬁ/\n Verbindung fiel aus 4.6
OO . oH
o
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5 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der Synthese von niedermolekularen
oy-Integrinantagonisten. ouf;- und ayf;-Integrinliganden spielen bei einer Vielzahl
von  pathologischen  Prozessen = wie  chronischen  Entziindungen  und
Autoimmunkrankheiten eine wichtige Rolle. Im Mittelpunkt der Arbeit stand die
Inhibierung der a43;/MAdCAM-1-Wechselwirkung, da diese einen sehr spezifischen
Ansatzpunkt zur Therapie der inflammatory bowel disease (IBD) bietet. Ausgehend
von einer in unserem Arbeitskreis bereits auf ein dipeptidisches Leitmotiv reduzierten
Verbindung wurden strukturell vielseitige, niedermolekulare Geriiste unter dem
Gesichtspunkt eines verbesserten pharmakologischen Profils und wirkstoftbasierter
Mimetika synthetisiert.

Zu Beginn wurde der Schwerpunkt auf die Modifizierung des C-terminalen Endes der
Leitverbindung gelegt, da in fritheren Untersuchungen gezeigt werden konnte, dass das
C-terminale Ende durch eine fAminosdure ohne Aktivititsverlust ersetzt werden
kann. Die Verwendung von heterozyklischen 3-Amino-3-aryl-propansduren erschien
auf Grund der geringeren Lipophilie sinnvoll. Eine kleine Bibliothek von
Phenylpyridin-substituierten Liganden wurde liber eine Suzuki-Reaktion an der festen
Phase synthetisiert, wihrend die Methoxypyridin-substituierten S-Aminosduren des

C-terminalen Endes tiber eine Wittig- und Michael-Reaktion zugénglich waren.

X:-C=0,-CH, O
n=12

Abbildung 5.1: C-terminale Modifikation der dipeptidischen Leitstruktur.

Da sich ein N-terminaler aromatischer Rest als essentiell fiir die biologische Aktivitét
erwiesen  hatte, wurden Isobutyl-substituierte = Thiophen-, Pyrrol- und

Indolessigsdurederivate mit unterschiedlichen Substitutionsmustern eingefiihrt
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(Abb. 5.2). Die Synthese der heterozyklischen Vorstufen wurde unter Verwendung
von verschiedenen Alkylierungsmethoden ermdglicht. Des Weiteren konnten {iber eine
Festphasen-gekoppelte, nukleophile aromatische Substitution an 2-(Aminophenyl)-
essigsdurederivaten ~ N-Phenylpyridin-2-amin-substituierte ~ Liganden  dargestellt
werden. Die Ubertragung der pharmakophoren Gruppen auf ein Benzodiazepin-
Grundgeriist konnte dariiber hinaus zur Synthese von wirkstoffbasierten Mimetika

beitragen.

_N
Leitstruktur

H O
N
H
NH
o)
o}

RY: -NH, -NCH;
R?: -NO,, -F
X :-S,-NCHs

Abbildung 5.2: N-terminale Modifikation: 3-Amino-3-phenyl-propansaure
wurde als C-terminales Ende verwendet.

Eine weitere Modifikation am N-terminalen Ende wurde durch die Verwendung von
1-Cyano-indolizin-3-carbonsdurederivaten erreicht (Abb. 5.3). Die Vorstufen wurden
iiberwiegend lber eine Mitsunobu-Reaktion erhalten. Die Synthese der Indolizine
erfolgte an der festen Phase nach Quarternisierung des Pyridinstickstoffs und

anschlieender [2+3]-Cycloaddition an Acrylnitril.
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Abbildung 5.3: Indolizin-basierte  a,f-Integrinliganden und deren
schematische Darstellung.

Als nichster Ansatz wurde versucht, die zentrale dipeptidische Struktur konformativ
einzuschrinken, um das ADME-Profil zu verbessern (Abb. 5.4). Die Synthese von
sowohl wirkstoffbasierten 1,3,4-substituierten Piperazin-2-onen und Piperazinen als
auch von 2-substituierten 3-Oxo-2H-benzo[b][1,4]oxazin-2-carbonsiure-Derivaten
konnte die Anforderungen erfiillen.

Abbildung 5.4. Darstellung der Piperazin-2-on- and 3-Oxo-2H-
benzo[b][1,4]oxazin-abgeleiteten a,4-Integrinliganden.

Das Bindungsepitop des oup;-Integrins, welches die LDT-Erkennungssequenz in einer
Oberflachen-exponierten Schleife enthilt, suggeriert den Aspartatrest als essentielle
Bindungsstelle. 3,4-disubstituierte Morpholin-2-on- und 3-Oxo0-2H-
Benzo[b][1,4]oxazin-Derivate wurden darauthin als Leucinmimetikum ausgewaihlt,
wiéhrend der 3-Methylbenzoesdurerest die Funktion der Sauregruppe iibernehmen
sollte (Abb. 5.5). Die direkte Alkylierung der Oxazinenolate stellte dabei den
Schliisselschritt der Synthese der Liganden dar.

115



5 ZUSAMMENFASSUNG

@Ill 0]

[m(OH | ©

N N.__O o

LT o
Ow%

Abbildung 5.5: Grundgeriste, deren Heterozyklen als Leucinmimetika
agieren sollten.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden niedermolekulare, nicht-peptidische
o4f7-Integrinliganden entwickelt, die eine groBe Bandbreite von Grundgeriisten
aufwiesen. Auf Grund des ungenauen Testsystems war keine schliissige Evaluierung
der Liganden mdoglich. Einer weiteren Synthese von Liganden sollte deshalb eine
Optimierung des Testsystems vorausgehen. Einige Indolizinderivate zeigten jedoch

maifige Aktivitit als Tyrosinphosphataseinhibitoren im mikomolaren Bereich.
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6 Experimeteller Teil

6.1 Material und allgemeine Arbeitsvorschriften

Die Massenspektren wurden durch Laser-Desorption (MALDI), chemical ionisation
(CI) oder electrospray ionisation (ESI) erhalten. HPLC-ESI-MS Massenspektren
wurden mit einem Gerét der Firma Finnigan vom Typ LCQ in Kombination mit dem
HPLC-System Hewlett Packard HP 1100 (S&ulenmaterial Nucleosil 100 5C;5)
durchgefiihrt. Die ESI-Spektren werden in der Form , X (Y) [M + Z]™“ angegeben,
wobei die Molekiilmasse X mit der Intensitdt Y% detektiert wurde. X entspricht dabei
dem Anlagerungsprodukt aus dem untersuchten Molekiil mit dem Molekulargewicht
M und dem Kation Z*.

Die Schmelzpunkte wurden an einer Apparatur nach Dr. Tottoli, Biichi 510, bestimmt
und sind nicht korrigiert.

Analytische und préaparative RP-HPLC wurden an folgenden Gerdten (Beckmann,
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; Sadulenmaterial:
ODS-A C5(120 A, 5 pM, 250 mm x 4.6 mm);

b) Amersham Pharmacia Biotech: Akta Basic 100F, Pumpensystem P-900,
Detektor UV-900, Steuerungssoftware Unicorn Vers. 3.00; Sadulenmaterial:
(1) ODS-A Cig (120 A, 10 uM, 250 mm x 20 mm) semipriparativ;
(2) ODS-A C5(120 A 10 uM, 250 mm x 30 mm) priparativ;

c) Beckman: System Gold, Hochdruckpumpenmodul 125, UV-Detektor 166;
Sdulenmaterial: (1) ODS-A C;g (120 A, 5 uM, 250 mm x 20 mm)
semipriparativ; (2) ODS-A C;g (120 A 11 uM, 250 mm x 20 mm)
semipriparativ;

d) Waters: System Breeze, Pumpensystem 1525, UV-Detektor 2487 Dual,
Steuerungssoftware Breeze Vers. 3.20; Sdulenmaterial: ODS-A Cig (120 A,

5 uM, 250 mm x 20 mm) semipraparativ.
Als Eluent kamen verschiedene lineare Gradienten aus Acetonitril und Wasser mit
0.1% TFA zum Einsatz. Pridparationen wurden bei einem Fluss von 8 mL/min

(semiprdparativ) und 25 mL/min (préparativ) durchgefiihrt. Analytische
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Retentionszeiten wurden bei Durchflussraten von 1 mL/min ermittelt. Die
UV-Detektion erfolgte bei den Wellenldngen 220 und 254 nm.
Diinnschichtchromatographische  Kontrollen (DC-Kontrolle) und R/-Wert-
Bestimmungen wurden mit Merck DC Kieselgel 60 F-254 Aluminium-Folien
durchgefiihrt. Die Detektion erfolgte durch UV-Absorption bei 254 nm und/oder durch
5%-ige ethanolische Ninhydrinlosung und/oder ein wissriges Cer-(I1V)-
sulfat/Molybdénsdurebad (Losung aus 6.25 g Phosphormolybdénsidurehydrat, 2.5 g
Cer-(IV)-sulfat und 15mL Schwefelsdure in 235 mL Wasser) und jeweils
anschlieender Wiarmebehandlung.

Alle technischen Losungsmittel wurden vor Gebrauch destilliert und bei Bedarf nach
den gingigen Verfahren absolutiert oder direkt von den Firmen Aldrich, Fluka oder
Merk bezogen. NMP wurde von der Firma BASF gespendet.

Die eingesetzten Reagenzien stammten von den Firmen E. Merck, Fluka, Sigma,
Aldrich und entsprachen der Qualitit ,,zur Synthese* oder ,,per analysis® und wurden
ohne weitere Aufreinigung verwendet. Das Tritylchlorid-Polystyrol-Harz (TCP-Harz)
wurde von der Firma PepChem (Tiibingen) und das TentaGel-Harz von der Firma
Rapp Polymere bezogen. Die Rink-Amid- und Wang-Harze stammten von der Firma
Novabiochem. Die Aminosduren, falls diese nicht selbst synthetisiert wurden, HOBt
und Fmoc-OSu kamen von den Firmen Alexis, Advanced Chemtech, Bachem,
Neosystem, Novabiochem oder Senn. Aminosduren und Palladium/Aktivkohle waren
Stiftungen der Firma Degussa.

Saulenchromatographische Trennungen wurden mit Kieselgel 60 bzw. 40
(63-200 um bzw. 40-63 um) der Firma Merck und 1.0-1.4bar Uberdruck
durchgefiihrt. Die Rohsubstanzen wurden gewohnlich auf Kieselgel 60 (63-200 um)
aufgezogen.

Samtliche luft- oder hydrolyseempfindliche Reaktionen wurden in ausgeheizten
Glasgeriten unter einer Argonatmosphare (99.996%) durchgefiihrt. Das Entfernen des
Luftsauerstoffs aus Reagenzien erfolgte durch Behandlung der Probe im
Ultraschallbad mit anschlieBendem Durchleiten von Argon. Sdmtliche Reaktionen
wurden in einer 0.5-0.1 M Reaktionslosung durchgefiihrt.

Die Peptidsynthese wurde entweder manuell ausgefiihrt. Manuelle Peptidkupplungen
wurden bei groferen Ansidtzen in SchiittelgefiBBen aus Glas (sogenannte ,,Enten®)
durchgefiihrt. Bei kleinen Harzmengen erfolgten die Kupplungen in den
handelsiiblichen 2 mL, 5 mL oder 10 mL Einmalspritzen der Firma Becton-Dickinson.
Die hierfiir nétigen PE-Fritten stammten von der Firma Vetter Labortechnik.
Reaktionen an fester Phase wurden ebenfalls in 2 mL, 5mL, 10 mL oder 20 mL

Einmalspritzen der Firma Becton-Dickinson durchgefiihrt. Die hierfiir nétigen PE-
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Fritten stammten von der Firma Vetter Labortechnik. Die Durchmischung der
Harzsuspension erfolgte durch Rotation der Kunststoffspritzen. Typischerweise wurde
I mL gequollenes Harz dreimal mit je 5 mL Lésungsmittel fiir 5 Minuten gewaschen.
Um bei Festphasenreaktionen sowohl die Reaktionsdquivalente als auch die Ausbeute
berechnen zu kénnen, wurden die Belegungen entweder gravimetrisch bestimmt oder
die vom Hersteller angegebenen Belegungen verwendet. Bei luft- und
feuchtigkeitsempfindlichen Reaktionen wurden die Reaktionslosungen unter
absoluten Bedingungen in einem mit Septum verschlossenen Spitzkolben vorgelegt.
Mittels einer Kaniile wurden sie anschlieBend in eine mit Harz befiillte
Kunststoffspritze {iberfiihrt. Festphasenreaktionen bei hoheren Temperaturen
fiihrte man in Schott-Druckflaschen durch. Hierbei wurde ein Papiertuch mit dem
verwendeten Losungsmittel angefeuchtet und mit der Spritze in die Flasche gelegt. Mit
Hilfe eines temperierbaren Trockenschranks wurde das Reaktionsgefal auf die
gewlinschte Temperatur erwiarmt. Ferner verwendete man auch kombinierte Heiz- und
Schiittelapparaturen der Firma Advanced ChemTech. In diesen Féllen wurden die
Reaktionen entweder in 2mL bzw. 4 mL Schraubflaschen oder in kleinen
Glasapparaturen mit RiickfluBkiihler durchgefiihrt.

Bei  lichtempfindlichen Reaktionen  wurde  sowohl  wiéhrend  der
Reaktionsdurchfiihrung als auch bei der Lagerung direkte Lichteinstrahlung
vermieden. Dazu umhiillte man sédmtliche Reaktions- und Aufbewahrungsgefifle mit
Alu-Folie.

Die log P-Werte wurden nach Crippen et al. berechnet.*”®

Diese Funktionen sind in
dem Computerprogramm CS ChemDraw Pro der Firma CambridgeSoft enthalten.

Alle 'H-NMR und *C-NMR Spektren wurden mit den Gerdten AC250, DMX500 der
Firma Bruker aufgenommen. Das Prozessieren der NMR-Daten erfolgte an Bruker
Aspekt 1000 (AC250) bzw. Silicon Graphics Indy-, O2- und Octane-Arbeitsstationen.
Die chemischen Verschiebungen (6) sind relativ zu Tetramethylsilan in parts per
million (ppm) angegeben. Als interner Standard wurde entweder Tetramethylsilan oder
der Losungsmittelpeak verwendet: DMSO-ds: 2.49 ppm (‘H-NMR) und 39.5 ppm
(®C-NMR); CHCl;: 7.24 ppm (‘H-NMR) und 77.0 ppm (’C-NMR).

Sdmtliche Experimente zur Zuordnung der Protonen- und Kohlenstoffresonanzen
sowie zur Strukturbestimmung wurden an dem Hochfeldgerdit DMX 500 durchgefiihrt.
Die Adhasionsassays fiihrte man in 96-iger Mikrotiterplatten der Firma Corning
durch. MAdCAM-1 wurde aus dem Uberstand transfizierter 293T-Zellen gewonnen.
Der donkey anti-human IgG wurde von Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.
hergestellt. Der Fluoreszenzfarbstoff H33342 wurde von der Firma Calbiochem

bezogen. Die Fluoreszenz wurde mit einem Cytofluor 2300 der Firma Millipore
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gemessen. Zur einheitlichen Durchfiihrung der Adhidsionsassays wurden die
Verbindungen in DMSO gelost. Die Stammldsungen hatten eine Konzentration von
I mg/10uL und wurden bei —20°C aufbewahrt. Allgemeine Arbeitsvorschriften fiir
Adhésionsassays mit o4-Integrin-exprimierenden Zellen werden im Folgenden
vorgestellt:**

Adhésionspuffer

Der Adhésionspuffer besteht aus Click’s RPMI Medium, 1% BSA, 1.0 mM MgCl,
und 1.0 mM CacCl,

Tris Buffer Saline (TBS-Puffer) fiir die Integrin-Stimulation mit Mn?*-lonen

Der 1x TBS-Puffer besteht aus Tris (14 mM), NaCl (137 mM) und KCI (2.7 mM),
Glucose (2 mM) und Mn*" (ImM).

Medium far 38C13R7- Zellen

Click’s RPMI-Medium (2.5L) wird mit FCS (35 mL), Glutamin (5 mL) und
[Mercaptoethanol (1000 X, 0.5 mL) versetzt.

Medium fur Jurkat-Zellen

Click’s RPMI-Medium (2.5 L) wird mit FCS (35 mL) und Glutamin (5 mL) versetzt.
38C1337-Zellen

B Zell-Lymphom aus der C3H/He Maus, infiziert mit LB7SN Virus und mit G418
selektiert.

38C13[7-Zellen in Kultur

Taglich wird ca. *; der Zellosung abgesaugt und wieder mit neuem Medium
aufgefiillt. Die Zellkulturen werden in einem Warmeschrank bei 37°C aufbewahrt.
Beschichtung der Mikrotiterplatten mit MAdCAM-1

Es wird eine donkey « human 1gG-Stammlosung (48 uL, 1.3 pg/uL) mit PBS
(12.5 mL) verdiinnt und auf eine 96-iger Mikrotiterplatte aufgetragen (0.5 pg donkey
o human 1gG in 100 uL PBS pro well). Die Mikrotiterplatte wird iiber Nacht bei 4°C
inkubiert. Anschliefend wischt man die Platte mit Adhésionspuffer (1 x 100 pL/well)
und inkubiert sie 30 Minuten bei RT mit MAdCAM-1 Uberstand (je nach
Konzentration des MAdCAM-1 Uberstands 100-150 pL/well).

Zellbasierter Adhéasionsassay fur a4-Integrin-exprimierende Zellen

Es wurden folgende Adhésionsassays durchgefiihrt: 38C13B7-Zellen auf MAdCAM-1
beschichteten Platten, 38C1337-Zellen auf VCAM-1 beschichteten Platten und Jurkat-
Zellen auf VCAM-1 beschichteten Platten.
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Vorbereitung der Mikrotiterplatten:

Die mit MAdCAM-1 beschichteten Mikrotiterplatten wurden mit Adhésionspuffer
gewaschen (1 x 100 uL/well) und anschliefend mit Adhdsionspuffer fiir 1 Stunde bei
RT blockiert.

Vorbereitung der Zellen:

Die entsprechende Zellsuspension (12.5mL) wurde 3 Minuten bei 1500 Upm
zentrifugiert, mit PBS (1 x 5 mL) gewaschen und abermals 3 Minuten bei 1500 Upm
zentrifugiert. Man resuspendierte die Zellen in Adhédsionspuffer (3 mL) und inkubierte
die Zellsuspension 30 Minuten bei 37°C mit einem Fluoreszenzfarbstoff (H33342,
6 uL). Die Zellsuspension wurde 3 Minuten bei 1500 Upm zentrifugiert, mit
PBS/1 mM EDTA (5 mL) gewaschen, bei 1500 Upm fiir 3 Minuten zentrifugiert und
in PBS (10 mL) resuspendiert. Nach dem Zihlen der Zellen wurden diese abermals
3 Minuten bei 1500 Upm zentrifugiert und in einer entsprechenden Menge
Adhisionspuffer gelost (ca. 8%10° Zellen/mL).

Durchfihrung des Adhéasionsassays:

Die Zellsuspension (350 uL, ca. 8*10° Zellen/mL) wurde mit der entsprechenden
Substanz (3.5 pL aus der Stammlosung, 1 mg/10 uL. DMSO) 10 Minuten bei 37°C
inkubiert und anschlieBend auf die Platte aufgetragen (3 xje 100 uL). Man
zentrifugierte die Mikrotiterplatten fiir 10 Minuten bei 15 g und analysierte sie im
Fluorimeter. Die Mikrotiterplatten wurden 30 Minuten bei 37°C im Brutschrank
inkubiert, unter dem Mikroskop auf ausgefallene Verbindungen untersucht, in ein
PBS-Bad eingetaucht und anschlieBend mit einer Klebefolie die einzelnen wells
abgeklebt. Die Mikrotiterplatte wurde invers 10 Minuten bei 50 g zentrifugiert. Von
der invertierten Platte zog man die Klebefolie ab und driickte sie auf einem
Zellstoffpapier aus. Die immer noch invertierte Mikrotiterplatte wurde mit einer
Pasteur-Pipette ausgesaugt. Die Mikrotiterplatte wurde nun wieder umgedreht, mit
Adhésionspuffer befiillt (100 uL/well) und im Fluorimeter vermessen. Die

Auswertung erfolgte mit Microsoft Excel® und Origin®.

6.2 Synthese von Bausteinen

6.2.1 Allgemeine Arbeitsvorschriften

AAV 1: Modifizierte Darstellung von N-Fmoc-geschiitzten Aminosauren
Zu einer Losung der Aminoséure (5.0 mmol, 1.0 eq.) in Aceton/Wasser (20 mL) und
NaHCO; (7.5 mmol, 1.5 eq.) gibt man langsam Fmoc-OSu (5.0 mmol, 1.0 eq.) zu. Die

Reaktionslosung wird fiir eine Stunde bei 0°C und anschliefend iiber Nacht bei

121



6 EXPERIMENTELLER TEIL

Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wird Aceton im Vakuum eingeengt und die
wissrige Phase zweimal mit kaltem Diethylether (150 mL) extrahiert. Bei tert-Butyl-
geschiitzten Derivaten wird die eisgekiihlte, wéssrige Phase mit 10%-iger
Zitronensdure auf pH 4 eingestellt. Bei sdurestabilen Derivaten stellt man die
eisgekiihlte, wassrige Phase mit 1N HCI auf pH 2 ein. Der ausgefallene Feststoff wird
dreimal mit je 150 mL Essigsdureethylester extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wiascht man mit verdiinnter HCI (pH 3) und dreimal mit Wasser. Nach dem
Trocknen der organischen Phase iiber MgSO, wird das Losungsmittel abrotiert. Der
Riickstand wird mittels Flashchromatographie (Gradient von Methanol in Chloroform

mit 0.1% Essigsdure) aufgereinigt.

AAYV 2: Synthese von 3-Amino-3-aryl-propionsaure-Derivaten modifiziert nach
Cardillo et al.:*

Ein aromatischer Aldehyd (20.0 mmol, 1.0 eq.), Malonsiaure (2.08 g, 20.0 mmol,
1.0 eq.) und Ammonium-acetat (3.08 g, 40.0 mmol, 2.0 eq.) werden in Ethanol
(30mL) gelost und fir 6 Stunden unter RiickfluB gekocht. Man laBt den
Reaktionsansatz erkalten und iiber Nacht bei Raumtemperatur stehen. Anschlielend
wird der ausgefallene Feststoff abgesaugt und mehrmals mit kaltem Ethanol
gewaschen. Auf eine weitere Reinigung der Produkte kann meist verzichtet werden.
Anderenfalls werden die Produkte umkristallisiert.

AAYV 3: Synthese von N-Boc-geschitzten Aminoaldehyden nach Blaskovich et al.:
430

Oxalylchlorid (0.80 mmol, 1.6 eq.) wird unter Schutzgas in trockenem CH,Cl, (8 mL)
gelost, auf -78°C abgekiihlt und mit trockenem DMSO (1.63 mmol, 3.3 eq.) versetzt.
Die Reaktionsmischung wird 10 Minuten bei -78°C geriihrt. Wéhrenddessen wird eine
Losung des N-Fmoc-geschiitzten Aminoalkohols (0.50 mmol, 1.0 eq.) in trockenem
CH,Cl, (1.5 mL) unter einer Argonatmosphdre auf -78°C abgekiihlt. Mittels einer
Kaniile {berfiihrt man nach 10 Minuten die Losung des N-Boc-geschiitzten
Aminoalkohols in die Oxalylchlorid-Losung. Die Reaktionslosung wird 80 Minuten
bei -78°C geriihrt und anschlieend mit DIPEA (2.47 mmol, 5.0 eq.) versetzt. Man
146t die Losung 40 Minuten bei 0°C rithren und gibt anschlieBend CH,Cl, (50 mL)
hinzu. Die Lésung wird mit eiskalter, wissriger NH4Cl-Lésung (3%, 2 x 75 mL) und
gesittigter, wissriger NaCl-Losung (1 x 75 mL) gewaschen. Nach dem Trocknen der
organischen Phase mit MgSO, wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der
Aldehyd wird ohne weitere Reinigung eingesetzt, da eine sdulenchromatographische
Trennung zur Zersetzung fiihrt.
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AAYV 4: Synthese von Methylestern

10.0 mmol (1.0 eq.) der freien Sdure werden in 50 mL abs. Methanol mit einer
katalytischen Menge konz. H,SO, iiber Nacht unter Riickfluf} erhitzt. Die Losung wird
anschliefend im Vakuum eingeengt und mit 100 g Eis versetzt. Die wissrige Phase
wird viermal mit Essigester extrahiert und die vereinten organischen Phasen mit
gesittigter NaCl-Losung gewaschen. Nach Trocknung iiber Magnesiumsulfat wird das

Losungsmittel im Vakuum entfernt.

AAV 5: Alkylierung einer CH-aciden Verbindung in a-Position nach
Deprotonierung mit Natriumhydrid

10.0 mmol (1.0 eq) der zu alkylierenden Verbindung werden in abs. DMF geldst und
topfenweise bei 0°C zu einer Suspension von 10.0 mmol (1.0 eq.) Natriumhydrid
(60%-ige Suspension in Mineraldl) in DMF gegeben. Nach Zugabe wird noch 30
Minuten bei 0°C und 15 Minuten bei Raumtemperatur geriihrt und anschlieBend
tropfenweise 13.0 mmol (1.3 eq.) des Alkylierungsmittels unter Riihren zugegeben.
Der Reaktionsansatz wird anschlieBend 10 Stunden bei 60°C geriihrt und nach dem
Abkiihlen das Losungsmittel am Rotationsverdampfer im Vakuum eingeengt. Nach
dem Ansduern mit gesittigter NH4CI-Losung wird viermal mit Essigester extrahiert,
die vereinten organischen Phasen mit gesittigter NaCl-Losung gewaschen und {iber
Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt und der

Riickstand sdulenchromatographisch gereinigt.

AAV 6: Addition eines Lithiumamids an einen Michael-Akkzeptor nach Bull et
g - 302308
10.0 mmol (1.0 eq.) n-Butyllithium (1.6 M Lsg. in Hexan) werden tropfenweise bei
-78°C zu einer Losung von 10.0 mmol (1.0 eq.) N-Dibenzylamin in absolutem THF
gegeben und die tiefrote Losung anschlieBend 30 Minuten unter Inertgas bei -78°C
geriihrt. Eine Losung von 12.5 mmol (1.2 eq.) des «,f-ungesittigten Esters in 20 mL
absolutem THF werden anschlieBend tropfenweise bei -78°C zugegeben und die
Reaktionslosung 1 Stunde bei dieser Temperatur geriihrt. Die Mischung wird auf
50 mL gesittigte NH,Cl-Losung gegeben und die organische Phase abgetrennt. Die
wassrige Phase wird dreimal mit je 60 mL Essigester extrahiert und die vereinten
organischen Phasen jeweils dreimal mit jeweils 10%-iger Essigsdure und gesattigter

NaCl-Losung gewaschen. Nach Trocknung {iber Magnesiumsulfat wurde das
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Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch

gereinigt.

AAV 7: Spaltung eines Benzylamins durch Hydrierung:

1.0 g (1.0 eq.) des N-Dibenzylamins werden in 80 mL MeOH, 8 mL H,O und 2 mL
Essigsdure mit 10% Pd(II)[OH], (Peariman-Katalysator) 24 Stunden unter
H,-Atmosphire (1 bar) bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionslésung wird {iber
Celite filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Nach Versetzen des
Riickstandes mit gesittigter NaHCO3-Losung wird die wéssrige Phase viermal mit
Essigester extrahiert. Die vereinten organischen Phasen werden mit geséttigter NaCl-
Losung gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum

entfernt.

AAYV 8: Katalytische Reduktion einer Nitrogruppe
1.0 g (1.0 eq.) der Nitroverbindung werden mit 10% Pd/C-Katalysator {iber Nacht in
150 mL Methanol unter H,-Atmosphédre (1 bar) bei Raumtemperatur geriihrt. Die

Reaktionslosung wird tiber Celite filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt.

AAYV 9: Entschiitzung von tert-Butylestern

Der zu entschiitzende fert-Butylester wird in 2,2,2-Trifluoressigsdure/Dichlormethan
1:1 bei 0°C 2 Stunden geriihrt. Die Entschiitzungslosung wird anschlieBend im
Vakuum entfernt und der Riickstand nach Zugabe von Toluol zweimal zur Trockene

eingeengt.

AAYV 10: Hydrolyse von Estern:

10.0 mmol (1.0 eq.) des Esters werden in Methanol gelost und anschlieBend mit
30.0 mmol (3.0 eq.) Natriumhydroxid versetzt. Das Losungsmittel wird anschlieBend
im Vakuum eingeengt und mit 50 g Eis aufgenommen. Bei sdurestabilen Derivaten
stellt man die eisgekiihlte, wissrige Phase mit konz. HCI auf pH2 ein. Der
ausgefallene Feststoff wird dreimal mit je 100 mL Essigsdureethylester extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden mit gesittigter NaCl-Losung gewaschen. Nach
dem Trocknen der organischen Phase iber MgSO, wird das Losungsmittel abgezogen.
Der Riickstand wird mittels Flashchromatographie unter Zusatz von 0.1% Essigsdure

aufgereinigt.

AAV 11: Kupplung mit EDCI*HCI bzw. DCC
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Die zu kuppelnde Carbonsdure wird mit 10.0 mmol (1.0 eq.) Amin, 11.0 (1.1 eq.)
EDCI-HCI, 11.0 mmol (1.1 eq.) HOBt und einer katalytischen Menge N,N -Dimethyl-
4-aminopyridin unter Zugabe von 40.0 mmol (4.0 eq.) DIPEA in absolutem
Dichlormethan geldst. Bei Verwendung von DCC als Kupplungsreagenz verwendet
man ein Aquivalent Base weniger. Die Reaktionsldsung wird erst unter Eiskiihlung,
dann  bei  Raumtemperatur  iliber  Nacht geriihrt. Der  ausgefallene
N,N -Dicyclohexylharnstoff wird abfiltriert. Nach Versetzen mit Wasser wird die
organische Phase abgetrennt und die wéssrige Phase mit Dichlormethan extrahiert. Die
vereinten organischen Phasen werden mit verdiinter HCI und gesittigter
Natriumchloridlosung gewaschen und iiber Natriumsulfat getrocknet. Der Riickstand

wird sdulenchromatographisch gereinigt.

AAV 12: Addition von Phosphonsdureestern bzw. Phosphoniumsalzen an
Aldehyde

10.0 mmol (1.0 eq.) Natriumhydrid (60%-1ge Suspension) werden in absolutem THF
suspendiert und anschlieBend mit einer Losung von 10.0 mmol (1.0 eq.) des
Phosphonsédureesters in THF bei 0°C tropfenweise versetzt. Eine Ldsung des
Phosphonséureesters in THF kann auch bei -78°C mit n-BuLi deprotoniert werden.
Nachdem die Reaktionslosung 1 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt worden ist,
werden 10.0 mmol (1.0 eq.) Aldehyd, gelost in THF, tropfenweise bei -78°C iiber
einen Zeitraum von 1.5 Stunden tropfenweise zugegeben und anschlieend 3 Stunden
bei Raumtemperatur geriihrt. Der Reaktionsansatz wird mit Eis versetzt und die
organische Phase abgetrennt. Die wéssrige Phase wird dreimal mit Diethylether
extrahiert und die vereinten organischen Phasen mit gesittigter NaCl-Losung
gewaschen. Nach Trocknung iiber Magnesiumsulfat wird das Losungsmittel im

Vakuum entfernt. Der Riickstand wird sdulenchromatographisch gereinigt.

AAV 13: Mitsunobu-Reaktion

Eine Losung von 10.0 mmol (1.0 eq.) Alkohol, 10.0 mmol (1.0 eq.) Sdure und
10.0 mol (1.0 eq.) Triphenylphosphin in 60 mL absolutem THF wird unter Inertgas bei
0°C tropfenweise mit 13.0 mmol (1.1 eq.) Diisopropylazodicarboxylat (DIAD)
versetzt. Die Reaktionsmischung wird iiber Nacht geriihrt und das Losungsmittel im
Vakuum entfernt. Der Riickstand wird mit CH,Cl, und Wasser aufgenommen und mit
gesittigter NaCl-Losung gewaschen. Die organische Phase wird iiber Natriumsulfat
getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand wird

sdaulenchromatographisch gereinigt.
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AAV 14: Synthese von tert-Butylestern nach Armstrong et al.:**

Zu einer Losung der freien Sédure (10.0 mmol, 1.0 eq.) in absolutem THF gibt man bei
Raumtemperatur eine Losung von 20.0 mmol (2.0 eq.) des Trichloracetimidats in
absolutem Toluol zu. Anschlieend versetzt man die Reaktionslosung tropfenweise
mit 2.5 mmol (0.25 eq.) BF;*Et,0. Die Losung wird 3 Stunden geriihrt. Nach
Versetzen mit geséttigter NH,CI-Losung wird die organische Phase abgetrennt und die
wissrige Phase mit Essigsdureetylester extrahiert. Die vereinten organischen Phasen
werden mit geséttigter Natriumchloridlésung gewaschen und iiber Natriumsulfat

getrocknet. Der Riickstand wird sdulenchromatographisch gereinigt.

AAYV 15: Alkylierung von Enolatzwischenstufen

10.0 mmol (1.0 eq.) LDA- bzw. LiN[Si(CH;);],-Losung (1.6 M Losung in THF)
werden tropfenweise bei -78°C zu einer Losung von 10.0 mmol (1.0 eq.) der
CH-aciden Verbindung in absolutem THF oder DME/THF 5:1 gegeben und die
tiefgelbe Losung anschlieend 30 Minuten unter Inertgas bei -78°C geriihrt. 12.5
mmol (1.2 eq.) des  Alkylierungsmittels, gelost in trockenem THF, werden
tropfenweise bei -78°C zugegeben und die Reaktionslosung 1 Stunde bei -78°C
geriihrt und anschlieBend auf Raumtemperatur erwarmt. Die Reaktionslosung wird mit
gesittigter NH4CIl-Losung hydrolisiert und die organische Phase abgetrennt. Die
wassrige Phase wird dreimal mit je 60 mL Essigester extrahiert und die vereinten
organischen Phasen mit NaCl-Losung gewaschen. Nach Trocknung {iber
Magnesiumsulfat wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand

sdulenchromatographisch gereinigt.

AAYV 16: Synthese von N-Boc-geschitzten Aminen

Zu einer Losung des Amins (10.0 mmol, 1.0 eq.) in absolutem THF gibt man
nacheinander 20.0 mmol (2.0 eq.) DIPEA und 10.0 mmol (1.0 eq)
Di-tert-butylcarbonat bei Raumtemperatur hinzu und rithrt 12 Stunden mit einer
katalytischen Menge N,N’-Dimethyl-4-aminopyridin. Das Losungsmittel wird im
Vakuum eingeengt und der Riickstand mit gesittigter NH4Cl-Losung und
Essigsdureetylester aufgenommen. AnschlieBend wird die organische Phase abgetrennt
und mit gesattigter NaCl-Losung gewaschen. Nach Trocknung tiber Magnesiumsulfat
wird das Losungsmittel im  Vakuum entfernt und der Riickstand

sdaulenchromatographisch gereinigt.

AAV 17: Entschitzung von ortho-Nitrosulfonamiden
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Zu einer Losung des Sulfonamids (10.0 mmol, 1.0 eq.) und 25.0 mmol (2.5 eq.)
Na,COj3; in DMF tropft man bei Raumtemperatur langsam Thiophenol hinzu und 148t 1
Stunde bei dieser Temperatur rithren. AnschlieBend wird das Losungsmittel im
Vakuum eingeengt und mit Essigsdureetylester und verdiinnter Na,CO;-Losung
aufgenommen. Die wissrige Phase wird dreimal mit Essigsdureetylester extrahiert und
die vereinten organischen Phasen mit gesittigter NaCl-Losung gewaschen. Nach
Trocknung liber Magnesiumsulfat wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der

Riickstand sdulenchromatographisch gereinigt.

AAYV 18: Synthese von ortho-Nitrosulfonamiden

Zu einer Losung des Amins (10.0 mmol, 1.0 eq.) und ortho-Nitrosulfonsdurechlorids
(10.0 mmol, 1.0 eq.) in absolutem Dichlormethan wird bei 0°C 25.0 mmol (2.5 eq.)
N-Methylmorpholin zugetropft. Die Reaktionslosung wird tiber Nacht geriihrt und mit
10%-iger NaHCOs-Losung, 10%-iger Citronensdure und gesittigter NaCl-Losung
gewaschen. Nach Trocknung iiber Magnesiumsulfat wird das Losungsmittel im

Vakuum entfernt und der Riickstand aus Ether umkristallisiert.

AAYV 19: Synthese von Phosphonsdureestern

10.0 mmol (1.0 eq.) Trimethylphosphit und 10.0 mmol (1.0 eq.) des
a-Bromessigsaureesters werden auf 120°C Badtemperatur erhitzt wéhrend das
entstechende Bromalkan tiber eine Vigreux-Kolonne abdestilliert. Die Reinigung des

Rohprodukts erfolgt liber fraktionierende Destillation im Vakuum.

AAV 20: Oxidative Entschiitzung eines N-Benzylamins nach Bull et al.:**®

10.0 mmol (1.0 eq.) N-Benzylamin werden in Acetonitril/Wasser 5:1 gelost und bei
Raumtemperatur portionsweise mit 21.0 mmol (2.1 eq.) Cerammoniumnitrat
NH;Cer(IV)(NO;)s versetzt. Die Reaktionslosung wird iiber Nacht bei dieser
Temperatur geriihrt. Die Losung wird mit geséttigter Na,COs-Losung hydrolysiert und
mit Dietylether aufgenommen. Die wissrige Phase wird mit Ether extrahiert und die
vereinigten organischen Phasen mit gesdttigter NaCl-Losung gewaschen. Nach
Trocknung liber Magnesiumsulfat wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der

Riickstand sdulenchromatographisch getrennt.

AAV 21: Synthese von Aldehyden Uber Metallierung der entsprechenden
Bromverbindungen nach Comins et al.:*"°

10.0 mmol (1.0 eq.) der Bromverbindung werden in absolutem THF gelost und bei -
78°C mit 10.0 mmol (1.0 eq.) n-BuLi (1.6 M Loésung in Hexan) versetzt. Die
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Reaktionslosung wird 1 Stunde bei -78°C geriihrt. AnschlieBend gibt man 20.0 mmol
(2.0 eq.) N,N’-Dimethylformamid tropfenweise hinzu und riihrt 30 Minuten bei dieser
Temperatur. Die Reaktionslosung wird bei -78°C mit einer gesittigten NaHCO;-
Losung hydrolysiert. Die wiéssrige Phase wird mit Essigsdureetylester extrahiert und
die vereinigten organischen Phasen mit gesittigter NaCl-Losung gewaschen. Nach
Trocknung iiber Magnesiumsulfat wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das
Rohprodukt kann ohne weitere Aufreinigung in der nichsten Reaktion verwendet

werden.

AAYV 22: Synthese von Aminosauremethylestern

10.0 mmol (1.0 eq.) der Aminosdure werden in absolutem Dichlormethan geldst und
bei Raumtemperatur mit 38.0 mmol (3.8 eq.) Thionylchlorid versetzt. Die
Reaktionslosung wird 3 Stunden unter RiickfluB3 erhitzt und anschlieBend im Vakuum
eingeengt. Der Riickstand wird bei Raumtemperatur tropfenweise mit Methanol
versetzt, anschlieBend 1 Stunde geriihrt und mit Eis versetzt. Die Losung wird mit
Natriumcarbonat auf pH = 9 eingestellt und die wissrige Phase viermal mit Essigester
extrahiert. Die vereinten organischen Phasen werden iiber Natriumsulfat getrocknet

und das Losungsmittel im Vakuum entfernt.

AAYV 23: Synthese von substituierten 2-(Benzylamino)-ethanol aus Aminoethanol
Das substituierte Benzylbromid (10.0 mmol, 1.0 eq.) und 10.0 mmol (1.0 eq.) Na,COs
werden unter Zusatz von etwas Wasser in Acetonitril gelost und bei 0°C mit
20.0 mmol (2.0 eq.) Aminoethanol versetzt. Die Reaktionslosung wird 12 Stunden bei
Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wird im Vakuum eingeengt und der
Riickstand mit Essigsdureetylester und Wasser aufgenommen. Die wissrige Phase
wird mit Essigsdureetylester extrahiert und die vereinigten organischen Phasen mit
gesittigter NaCl-Losung gewaschen. Die vereinten organischen Phasen werden {iber

Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt.

AAV 24: Oxidative Spaltung von Alkenen zu Aldehyden nach Genin et al.:**!

Zu der Suspension des Alkens (10.0 mmol, 1.0 eq.) in THF/Wasser 3:1 gibt man eine
katalytische Menge Osmiumtetroxid OsO, und anschlieBend portionsweise 30.0 mmol
(3.0 eq.) Natriumperiodat hinzu. Die Reaktionslosung wird 1 Stunde bei
Raumtemperatur geriihrt. Die wissrige Phase wird mit Essigsdureetylester extrahiert
und die vereinigten organischen Phasen mit gesittigter NaHSOs- und NaCl-Losung

gewaschen. Die vereinten organischen Phasen werden iiber Natriumsulfat getrocknet
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und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt kann ohne weitere

Aufreinigung in der ndchsten Reaktion verwendet werden.

AAV 25: N-Alkylierung von 2-(Benzylamino)-ethanol mit
a-Bromessigsaureestern und anschlieBende Zyklisierung zum Morpholin-2-on

Zu einer Losung des substituierten 2-(Benzylamino)-ethanols (10.0 mmol, 1.0 eq.) und
10.0 mmol (1.0 eq.) DIPEA in absolutem Toluol werden bei Raumtemperatur
10.0 mmol (1.0 eq.) a-Bromessigsduremethylester zugetropft. Die Reaktionslosung
wird 12 Stunden bei dieser Temperatur geriihrt. AnschlieBend wird das Losungsmittel
im Vakuum eingeengt und der Riickstand mit geséttigter NH4Cl-Losung und
Essigsdureetylester aufgenommen. Die wéssrige Phase wird mit Essigsdureetylester
extrahiert und die vereinigten organischen Phasen mit gesittigter NaCl-Losung
gewaschen. Die vereinten organischen Phasen werden iiber Natriumsulfat getrocknet
und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Rohprodukt kann ohne weitere
Aufreinigung in der ndchsten Reaktion verwendet werden. Dazu wird das Rohprodukt
in absolutem Toloul geldst und unter saurer Katalyse mit para-Toluolsulfonsdure 12
Stunden unter RiickfluB3 erhitzt. Die Reaktionslosung wird mit gesittigter NaHCO;-
und NaCl-Losung gewaschen. Die organische Phase wird {iber Natriumsulfat
getrocknet, das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand

saulenchromatographisch getrennt.

AAYV 26: Bromierung von substituierten Malonsaureestern in a-Position

Zu einer Losung des Malonsdureesters (10.0 mmol, 1.0 eq.) in Chloroform wird bei
Raumtemperatur eine Lésung von 10.0 mmol (1.0 eq.) Brom in Chloroform {iber
3 Stunden langsam hinzugetropft. AnschlieBend 146t man die Reaktionslésung noch
1 Stunde rithren und versetzt sie mit gesittigter Na,S,0;-Losung. Die organische
Phase wird abgetrennt und mehrmals mit gesittigter NaCl-Losung gewaschen. Die
organische Phase wird iiber Natriumsulfat getrocknet und das Ldsungsmittel im
Vakuum entfernt. Das Rohprodukt kann ohne weitere Aufreinigung in der nichsten

Reaktion verwendet werden.

AAV 27: O-Alkylierung von Phenolen mit a-Brommalonsaureestern

Zu einer Losung des Phenols (10.0 mmol, 1.0 eq.) und 12.0 mmol (1.2 eq.) K,CO; in
Aceton gibt bei Raumtemperatur 12.0 mmol (1.2 eq.) der «a-Brom-Verbindung
tropfenweise hinzu. Die Reaktionslosung wird 6 Stunden unter RiickfluB3 erhitzt. Die

Reaktionslosung wird anschliefend im Vakuum eingeengt und der Riickstand mit
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Wasser und Essigsdureetylester aufgenommen. Die wéssrige Phase wird mit
Essigsdureetylester extrahiert. Die vereinten organischen Phasen werden mit
gesittigter NaHCO;-, NH4Cl- und NaCl-Losung gewaschen. Die organische Phase
wird iiber Natriumsulfat getrocknet, das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der

Riickstand sdulenchromatographisch getrennt.

AAV 28: Radikalische Bromierung

Eine Losung der Ausgangsverbindung (10.0 mmol, 1.0 eq.), 12.0 mmol (1.2 eq.)
N-Bromsuccinimid und 0.5 mmol (0.05 eq.) Dibenzoylperoxid in
Tetrachlorkohlenstoff wird 4 Stunden unter Riickflul erhitzt. Das ausgefallene
Succinimid wird abfiltriert. Die Reaktionslosung wird mit Wasser versetzt und die
organische Phase mit 1 N HCl und gesittigter NaCl-Losung gewaschen. Die
organische Phase wird iiber Natriumsulfat getrocknet, das Losungsmittel im Vakuum

entfernt und der Riickstand aus Toluol umkristallisiert.

AAYV 29: Friedel-Crafts-Acylierung von heterozyklischen Aromaten nach

20.0 mmol (2.0 eq.) Aluminiumtrichlorid werden in absolutem Dichlormethan
suspendiert und bei -10°C mit einer Losung der heterozyklischen Verbindung
(10.0 mmol, 1.0 eq) in Dichlormethan versetzt. AnschlieBend werden bei dieser
Temperatur langsam 15.0 mmol (1.5 eq.) Benzoylchlorid hinzugetropft und die
Reaktion 2.5 Stunden geriihrt. Beim Fehlen von koordinierenden Gruppen kann auch
nur 1 Aquivalent Aluminiumchlorid verwendet werden. Die Reaktionslésung wird
unter Eiskiihlung mit 1 N HCI versetzt und die wissrige Phase mit Essigsdureetylester
extrahiert. Die vereinten organischen Phasen werden mit geséttigter NaCl-Losung
gewaschen. Die organische Phase wird {ber Natriumsulfat getrocknet, das
Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch

gereinigt.

AAV 30: O-Alkylierung von Phenolen mit Benzylbromiden

Zu einer Losung des Phenols (10.0 mmol, 1.0 eq.) und 12.0 mmol (1.2 eq.) K,CO; in
Aceton gibt bei Raumtemperatur 12.0 mmol (1.2 eq.) des Benzylbromids hinzu. Der
Zusatz von 2.0 mmol (0.2 eq.) Kaliumiodid katalysiert die O-Alkylierung. Die
Reaktionslosung wird 6 Stunden unter RiickfluBl erhitzt. Die Reaktionslosung wird
anschliefend im Vakuum eingeengt und der Riickstand mit Wasser und
Essigsdureetylester aufgenommen. Die wéssrige Phase wird mit Essigsdureetylester
extrahiert. Die vereinten organischen Phasen werden mit geséttigter NaHCOs-, NH4CI-

und NaCl-Losung gewaschen. Die organische Phase wird {iiber Natriumsulfat
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getrocknet, das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand

sdulenchromatographisch getrennt.

6.2.2 Spezielle Arbeitsvorschriften

2-(4-Nitrophenyl)-essigsduremethylester (12a)

mo\
@]
O,N

C9H9NO4
M: 195.05 g/mol

Die Synthese erfolgte nach AAV 4 ausgehend von 5.00 g (27.6 mmol)
2-(4-Nitrophenyl)-essigsdure. Man erhielt 12a (5.34 g, 99%) als farblose Fliissigkeit.

'H-NMR (250 MHz, CDCl;): & = 3.71 (s, 3H), 3.74 (s, 2H), 7.49 (d, 2H, J = 8.7 Hz),
8.21 (d, 2H, J = 8.7 Hz); *C-NMR (62.5 MHz, CDCL;): & = 40.7, 52.3, 123.7, 128.4,
130.3, 141.3, 147.2, 170.6; HPLC (5-100% in 30 min): R= 18.64 min; EI-MS
(70 eV): m/z 194.9 [M]".

2-(3-Nitrophenyl)-essigsauremethylester (12b)

O;N N
oY

C9H9NO4
M: 195.05 g/mol

Die Synthese erfolgte nach AAV 4 ausgehend von 5.00 g (27.6 mmol)
2-(4-Nitrophenyl)-essigsdure. Man erhielt 12a (5.20 g, 97%) als farblose Fliissigkeit.

'"H-NMR (250 MHz, CDCl3): & = 3.72 (s, 3H), 3.75 (s, 2H), 7.46-7.57 (m, 1H), 7.30
(d, 1H, J= 7.4 Hz), 8.11-8.19 (m, 2H); *C-NMR (62.5 MHz, CDCl;): & = 40.4, 52.3,
122.3, 124.4, 129.5, 135.6, 135.8, 148.8, 170.8; HPLC (10-90% in 30 min):
R=18.70 min; MS-EIl (70 eV): 194.9 [M]".
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4-Methyl-2-(4-nitrophenyl)-pentansaure (13a)

o
O,N

C12HisNO4
M: 237.1 g/mol

4.90 g (25.0 mmol) 2-(4-Nitrophenyl)-essigsduremethylester (12a), 1.00 g (25.0 mmol;
[60%]) NaH und 6.93 g (50.0 mmol) Isobutylbromid wurden nach AAV 5 umgesetzt.
Das Rohprodukt wurde anschlieBend nach AAV 10 hydrolysiert. Man erhielt 3.50 g
(60% tiber zwei Stufen) des Produkts 13a als weillen Feststoff.

'H-NMR (250 MHz, DMSO-ds): & = 0.88 (d, 6H, J = 6.6 Hz), 1.27-1.48 (m, 1H),
1.53-1.71 (m, 1H), 1.82-1.98 (m, 1H), 3.80 (t, 1H, J = 7.8 Hz), 7.63 (d, 2H,
J=28.7Hz), 8.20 (d, 2H, J = 8.7 Hz); ®*C-NMR (62.5 MHz, DMSO-d,): & = 22.3,
229, 25.9, 42.2, 49.2, 123.9, 129.8, 146.9, 148.1, 166.2, 174.4; HPLC (5-100% in
30 min): R=21.54 min; MS-EI (70 eV): 236.9 [M]".

4-Methyl-2-(3-nitrophenyl)-pentansaure (13b)

O,N OH
0]
CioH sNOy
M: 237.1 g/mol

4.90 g (25.0 mmol) 2-(4-Nitrophenyl)-essigsduremethylester (12a), 1.00 g (25.0 mmol;
[60%]) NaH und 6.93 g (50.0 mmol) Isobutylbromid wurden nach AAV 5 umgesetzt.
Das Rohprodukt wurde anschlieBend nach AAV 10 hydrolysiert. Man erhielt 3.56 g
(62% tiiber zwei Stufen) des Produkts 13a als weillen Feststoff.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-de): & = 0.88 (d, 6H, J = 6.5 Hz), 1.32-1.42 (m, 1H),
1.58-1.67 (m, 1H), 1.84-1.94 (m, 1H). 3.33 (t, 1H, J = 7.7 Hz), 7.64 (dd, 1H,
Ji=79Hz, J,=7.9 Hz), 7.80 (d, 1H, J = 7.6 Hz), 8.12 (d, 1H, J = 8.2 Hz), 8.18 (s,
1H); C-NMR (125 MHz, DMSO-dy): 22.8, 23.3, 26.4, 42.8, 49.2, 123.8, 123.4,
130.8, 135.7, 142.9, 148.7, 175.2; HPLC (5-100% in 30 min): R= 20.47 min; MS-EI
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(70 eV): 236.9 (1) [M]’, 219.9 (9), 180.9 (100), 163.9 (20), 150.0 (38), 136.0 (27),
57.0 (94), 41.0 (37).

4-Methyl-2-(4-aminophenyl)-pentansaure (14a)

N

0]
H,N

CioH17NO;
M: 207.13 g/mol

4-Methyl-2-(4-nitrophenyl)-pentansdure (13a) (1.58 g, 6.66 mmol) wurde in Methanol
nach AAV 8 reduziert. Das Rohprodukt wurde ohne weitere Aufreinigung in der

nichsten Stufe verwendet.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢): 8 = 0.83 (d, 6H, J = 6.5 Hz), 1.31-1.39 (m, 1H),
1.39-1.49 (m, 1H), 1.68-1.78 (m, 1H), 3.33 (t, 1H, J = 7.8 Hz), 6.48 (d, 2H,
J=28.3Hz), 6.91 (d, 2H, J = 8.3 Hz); *C-NMR (125 MHz, DMSO-dy): & = 23.0, 23.3,
25.3, 43.0, 48.9, 114.7, 127.6, 129.0, 148.3, 176.5; HPLC (5-100% in 30 min):
R=12.46 min

4-Methyl-2-(3-aminophenyl)-pentansaure (14b)

N

H,N OH
o)

C12H17NO,
M: 207.13 g/mol

4-Methyl-2-(3-nitrophenyl)-pentansdure (13b) (1.58 g, 6.66 mmol) wurde in Methanol
nach AAV 8 reduziert. Das Rohprodukt wurde ohne weitere Aufreinigung in der
ndchsten Stufe verwendet.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dy): 8 = 0.87 (d, 6H, J = 6.6 Hz), 1.32-1.41 (m, 1H),
1.58-1.65 (m, 1H), 1.84-1.91 (m, 1H), 3.83 (t, 1H, J = 7.8 Hz), 7.63 (t, 1H,
J=179Hz),7.79 (d, 1H, J= 7.7 Hz), 8.12 (dd, 1H, J, = 8.2 Hz, J, = 2.0 Hz), 8.16-8.18
(m, 1H); HPLC (20-100% in 30 min): R= 7.88 min
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N-Fmoc-4-Methyl-2-(4-aminophenyl)-pentansaure (15a)

oA T
< N
O)

Cy7H7NO,
M: 429.19 g/mol

4-Methyl-2-(4-aminophenyl)-pentansdure (14a) (1.38 g, 6.66 mmol) wurde mit 2.24 g
(6.66 mmol) Fmoc-OSu und 0.90 g (10.7 mmol) NaHCO; nach AAV 1 zu der Fmoc-
geschiitzten Verbindung 15a umgesetzt. Der erhaltene Niederschlag wurde aus Wasser
lyophilisiert. Man erhielt 2.18 g (75%) der Zielverbindung.

'H-NMR (250 MHz, CDCl;): & = 0.92 (d, 6H, J = 6.8 Hz), 1.49 (m, 1H), 1.67 (m,
1H); 1.94 (m, 1H), 3.64 (t, 1H, J= 7.8 Hz), 4.27 (t, 1H, J, = 6.8 Hz, J, = 6.8 Hz), 4.54
(d, 2H, J= 6.8 Hz), 6.71 (bs, 1H), 7.23-7.50 (m, 8H), 7.63 (d, 2H, J = 7.3 Hz), 7.78 (d,
2H, J = 7.3 Hz); ®*C-NMR (125 MHz, CDCly): & = 21.6, 22.0, 26.1, 30.1, 42.7, 49.3,
66.8, 119.2, 119.9, 125.1, 127.2, 127.8, 128.4, 134.7, 138.2, 141.6, 144.3, 155.0,
177.0; HPLC (5-100% in 30 min): R= 26.53 min; ESI-MS: m/z 897.2 (100)
[2M+K]", 881.2 (27) [2M+Na]’, 859.1 (27) [2M+H]", 468.3 (22) [M+K]", 452.4 (19)
[M+Na]', 430.0 (67) [M+H]".

N-Fmoc-4-Methyl-2-(3-aminophenyl)-pentansaure (15b)

)
O. OTH oH

O 0]

Cy7H,7NO,
M: 429.19 g/mol

4-Methyl-2-(3-aminophenyl)-pentansdure (14b) (1.38 g, 6.66 mmol) wurde mit 2.24 g
(6.66 mmol) Fmoc-OSu und 0.90 g (10.7 mmol) NaHCO; nach AAV 1 zu der Fmoc-
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geschiitzten Verbindung 15b umgesetzt. Der erhaltene Niederschlag wurde aus Wasser
lyophilisiert. Man erhielt 2.18 g (75%) der Zielverbindung.

'H-NMR (500 MHz, CD;0D): & = 0.91 (d, 6H, J = 6.7 Hz), 1.45-1.52 (m,1H),
1.58-1.66 (m, 1H), 1.86-1.95 (m, 1H), 3.60 (t, 1H, J = 7.8 Hz), 4.25 (t, 1H,
Ji=6.7Hz J, = 6.7 Hz), 444 (d, 2H, J = 6.7 Hz), 4.85 (bs, 2H), 7.00 (d, 2H,
J=17.7Hz), 7.15-7.45 (m, 6H), 7.68 (d, 2H, J = 7.1 Hz), 7.78 (d, 2H, J = 7.5 Hz); *C-
NMR (125 MHz, CD;0D): & = 21.7, 22.0, 26.1, 30.1, 42.6, 49.9, 66.8, 117.7, 118.6,
119.9, 122.8, 125.2, 127.2, 127.8, 128.9, 139.1, 140.9, 141.6, 144.3, 155.0, 176.7;
HPLC (5-100% in 30 min): R= 26.54 min; ESI-MS: m/z 897.2 (100) [2M+K]",
881.2 (27) [2M+Na]’, 859.1 (27) [2M+H]", 468.3 (22) [M+K]", 452.4 (19) [M+Na]’,
430.0 (67) [M+H]".

2-(4-Hydroxyphenyl)-essigsauremethylester (17)

O
HO

CoH100;
M: 166.06 g/mol

Die Synthese erfolgte nach AAV 4 ausgehend von 5.00 g (32.7 mmol)
2-(4-Hydroxyphenyl)-essigsdure. Man erhielt 12a (5.20 g, 96%) als farblose
Fliissigkeit.

'H-NMR (250 MHz, CDCl): & = 3.55 (s, 2H), 3.70 (s, 3H), 6.43 (d, 2H, J = 8.5 Hz),
7.08 (d, 2H, J = 8.5 Hz); ®*C-NMR (62.5 MHz, CDCl;): § = 40.1, 52.2, 115.5, 125.1,
130.2, 155.0, 173.5; HPLC (5-100% in 30 min): R= 14.11 min;

2-(4-(Benzyloxy)phenyl)-essigsduremethylester (18a)

Ci6H160;3
M: 256.11 g/mol

1.00 g (6.49 mmol) 4-(Hydroxyphenyl)-essigsduremethylester (17), 1.33 g
(7.78 mmol) Benzylbromid und 1.07 g (7.78 mmol) K,CO; wurden nach AAV 27
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unter Katalyse von KI in Aceton unter RiickfluB3 erhitzt. Nach chromatographischer
Reinigung (Hexan/Essigsdureethylester-Gradient) erhielt man 1.41 g (85%) der
Zielverbindung 18a als farbloses Ol.

'H-NMR (250 MHz, CDCl;): & = 3.58 (s, 2H), 3.70 (s, 3H), 5.01 (s, 2H), 6.94 (d, 2H,
J=18.5Hz), 7.21 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 7.26 (s, 1H), 7.32-7.45 (m, 5H); *C-NMR
(62.5 MHz, CDCly): & = 40.3, 51.9, 70.1, 115.0, 126.4, 127.4, 127.9, 128.5, 130.3,
137.0, 158.0, 172.2; HPLC (5-100% in 30 min): R= 23.91 min

2-(4-((Naphthalen-2-yl)methoxy)phenyl)-essigsauremethylester (18b)

CooH 1503
M: 306.13 g/mol

2.08 g (12.5 mmol) 4-(Hydroxyphenyl)-essigsauremethylester (17), 3.32 g
(15.0 mmol) 2-(Brommethyl)-naphthalin und 2.07 g (15.0 mmol) K,CO; wurden nach
AAV 27 unter Katalyse von KI in Aceton unter RiickfluB erhitzt. Nach
chromatographischer Reinigung (Hexan/Essigsdureethylester-Gradient) erhielt man
1.08 g (24%) der Zielverbindung 18b als farbloses Ol.

'H-NMR (250 MHz, CDCLy): 8 = 3.58 (s, 2H), 3.70 (s, 3H), 5.23 (s, 2H), 6.82 (d, 2H,
J=18.5Hz), 7.16 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 7.26 (s, 1H), 7.48-7.56 (m, 3H), 7.84-7.89 (m,
4H); HPLC (5-100% in 30 min): R= 26.52 min

2-(4-((Biphenyl)methoxy)phenyl)-essigsauremethylester (18c)

mo\
@]
O @)

C1uH,00;
M: 332.14 g/mol

2.08 g (12.5 mmol) 4-(Hydroxyphenyl)-essigsauremethylester (17), 3.87 g
(15.0 mmol) (Brommethyl)-biphenyl und 2.07 g (15.0 mmol) K,CO; wurden nach
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AAV 27 unter Katalyse von KI in Aceton unter RickfluB erhitzt. Nach
chromatographischer Reinigung (Hexan/Essigsdureethylester-Gradient) erhielt man
4.73 g (92%) der Zielverbindung 18¢ als farbloses Ol.

'H-NMR (250 MHz, CDCl;): & = 3.56 (s, 2H), 3.69 (s, 3H), 4.94 (s, 2H), 6.82 (d, 2H,
J = 8.5 Hz), 7.16 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 7.34-7.45 (m, 8H), 7.65 (m, 1H); HPLC
(5-100% in 30 min): R=27.16 min

2-(4-(Benzyloxy)phenyl)-4-methylpentansaure (19a)

OH

SRR
C19H2203
M: 298.16 g/mol

2-(4-(Benzyloxy)phenyl)-essigsduremethylester (18a) (1.30 g, 4.68 mmol), 0.22 g
(6.62 mmol; [60%]) NaH und 1.28 g (9.36 mmol) Isobutylbromid wurden nach AAV 5
umgesetzt. Das Rohprodukt wurde anschlieBend nach AAV 10 hydrolysiert. Man
erhielt 1.10 g (75% iiber zwei Stufen) des Produkts 19a als weiflen Feststoft.

'H-NMR (250 MHz, CDCl;): & = 0.89 (d, 6H, J =6.5 Hz), 1.43-1.53 (m, 1H), 1.60-
1.71 (m, 1H), 1.86-1.97 (m, 1H), 3.60 (t, 1H, J = 7.8 Hz), 5.03 (s, 2H), 6.92 (d, 2H,
J=8.5 Hz), 7.19 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 7.21 (s, 1H), 7.23-7.34 (m, 5H); “C-NMR
(62.5 MHz, CDCly): & = 22.2, 22.6, 25.7, 42.0, 48.7, 70.1, 115.1, 127.5, 128.0, 128.6,
129.2, 130.5, 131.0, 137.0, 158.2, 180.7; HPLC (5-100% in 30 min): R= 25.16 min

2-(4-((Naphthalen-2-yl)methoxy)phenyl)-4-methylpentansaure (19b)

PN
OQ’I

C23H2403
M: 348.17 g/mol
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2-(4-((Naphthalen-2-yl)methoxy)phenyl)-essigsduremethylester ~ (18b)  (0.90 g,
3.00 mmol), 0.14 g (3.52 mmol; [60%]) NaH und 0.82 g (6.00 mmol) Isobutylbromid
wurden nach AAV 5 umgesetzt. Das Rohprodukt wurde anschlieBend nach AAV 10
hydrolysiert. Man erhielt 0.78 g (75% tiber zwei Stufen) des Produkts 19b als weiflen
Feststoft.

'H-NMR (250 MHz, CDCl3): & = 0.90 (d, 6H, J = 6.5 Hz), 1.41-1.54 (m, 1H), 1.61-
1.72 (m, 1H), 1.87-2.04 (m, 1H), 3.62 (t, 1H, J = 7.8 Hz), 5.21 (s, 2H), 6.97 (d, 2H,
J=28.5Hz), 7.16 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 7.27 (s, 1H), 7.45-7.55 (m, 3H), 7.82-7.89 (m,
4H); HPLC (5-100% in 30 min): R=26.52 min

2-(4-((Biphenyl)methoxy)phenyl)-4-methylpentansaure (19c)

OH

T
CysH603

M: 374.19 g/mol

2-(4-((Biphenyl)methoxy)phenyl)-essigsduremethylester (18c) (0.75 g, 2.26 mmol),
95.0 mg (2.48 mmol; [60%]) NaH und 0.62 g (4.52 mmol) Isobutylbromid wurden
nach AAV 5 umgesetzt. Das Rohprodukt wurde anschlieBend nach AAV 10
hydrolysiert. Man erhielt 0.57 g (68% tiber zwei Stufen) des Produkts 19c als weiflen
Feststoft.

'H-NMR (250 MHz, CDCl3): & = 0.87 (d, 6H, J = 6.5 Hz), 1.41-1.51 (m, 1H), 1.58-
1.69 (m, 1H), 1.84-2.00 (m, 1H), 3.58 (t, 1H, J = 7.8 Hz), 4.91 (s, 2H), 6.81 (d, 2H,
J=8.5Hz), 7.19 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 7.31 (s, 1H), 7.33-7.41 (m, 3H), 7.59-7.62 (m,
4H); HPLC (5-100% in 30 min): R=31.16 min
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3-Amino-3-phenylpropansduremethylester (20)

@)

H,N o~

CioH1sNO;,
M: 193.11 g/mol

4.81 g (40.0 mmol) para-Tolylaldehyd, 4.16 g (40.0 mmol) Malonsdure und 6.17 g
(80.0 mmol) NH;OAc wurden nach AAV 2 in Ethanol unter Riichkflu3 erhitzt. Das
Rohprodukt (4.00 g, 22.0 mmol) wurde nach AAV 22 mit 10.1 g (85.0 mmol) SOCI,
quantitativ in den Methylester 20 iiberfiihrt. Es wurden 5.02 g (65%) der
Zielverbindung 20 erhalten.

'H-NMR (250 MHz, CDCly): & = 2.31 (s, 3H), 2.65 (d, 2H, J = 6.8 Hz), 4.37 (t, 1H,
J=6.8 Hz), 7.12 (d, 2H, J = 8.0 Hz), 7.22 (d, 2H, J = 8.0 Hz); HPLC (5-100% in
30 min): R=11.48 min

2-(Pyridin-4-yl)-essigsduremethylester (26)

S o
N~ (@)
C.HoNO,

M: 151.06 g/mol
Die Synthese erfolgte nach AAV 4 ausgehend von 5.00 g (36.2 mmol) 2-(Pyridin-4-
yl)-essigsdure. Die Reaktionslosung wurde jedoch mit gesittigter NaCO;-Losung

basisch aufgearbeitet. Man erhielt 26 (5.14 g, 97%) als farblose Fliissigkeit.

'H-NMR (250 MHz, CDCl): & = 3.73 (s, 2H), 3.76 (s, 2H), 7.28 (d, 2H, J = 6.3 Hz),
8.55(d, 2H, J= 6.3 Hz); HPLC (5-100% in 30 min): R= 9.57 min
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4-Methyl-2-(pyridin-4-yl)-pentansaure (28)

A

| N OH
N~ @)
C11HisNO;

M: 193.11 g/mol

3.00 g (20.0 mmol) 2-(Pyridin-4-yl)-essigsduremethylester (26), 0.84 g (22.0 mmol;
[60%]) NaH und 5.48 g (40.0 mmol) Isobutylbromid wurden nach AAV 5 umgesetzt.
Der Methylester 27 wurde anschlieBend mit 6 N HCI unter RiickfluB sauer
hydrolysiert. Man erhielt nach Lyophilisieren 3.01 g (78% {iber zwei Stufen) des
Produkts 28 als weillen Feststoft.

'H-NMR (250 MHz, CDCly): & = 0.91 (d, 6H, J = 6.5 Hz), 1.39-1.50 (m, 1H), 1.60-
1.71 (m, 1H), 1.92-2.04 (m, 1H), 3.67 (t, 1H, J = 7.8 Hz), 7.28 (d, 2H, J = 6.3 Hz),
8.55 (d, 2H, J = 6.3 Hz); *C-NMR (62.5 MHz, DMSO-dy): & = 22.1, 22.4, 25.9, 42.0,
49.1,123.3, 148.2, 149.9, 173.3; HPLC (5-100% in 30 min): R= 13.57 min

(R)-2-Acetoxy-4-methylpentansdure (31)

O
)J\ OH
(@)
(@]
CsH 404

M: 174.09 g/mol

14.0 g (0.11 mol) D-Leucin wurden in 300 mL Eisessig gelost und bei 0°C unter
Riihren portionsweise mit 16.8 g (0.25 mol) Natriumnitrit versetzt. Es wurde 1 Stunde
bei 0°C und anschlieBend 2 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Die
Reaktionslosung wurde im Vakuum eingeengt und mit 200 g Eis versetzt. Die
wissrige Losung wurde sechsmal mit Diethylether extrahiert und die vereinten
organischen Phasen mit geséttigter NaCl-Losung gewaschen. Man erhielt 17.0 g (91%)
der Zielverbindung 31 als farbloses Ol.
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'H-NMR (250 MHz, CDCls): & = 0.95 (yt, 6H, J = 6.7 Hz), 1.60-1.89 (m, 3H), 2.14
(s, 3H), 5.05 (dd, 1H, J, = 9.4 Hz, J, = 4.0 Hz); *C-NMR (62.5 MHz, CDCls):
§=120.5,21.5,22.9, 24.6, 39.6, 70.6, 170.8, 176.8.

(R)-2-Acetoxy-4-methylpentansaure-tert-butylester (32)

P o

0
I
C12H2,04

M: 230.15 g/mol

7.57 g (43.4 mmol) (R)-2-Acetoxy-4-methylpentansidure (31), 9.08 mL (86.8 mmol)
tert-Butanol und 11.7 g (56.4 mmol) N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid wurden nach
AAYV 11 umgesetzt. Nach sdulenchromatographischer Reinigung (Hexan/Essigsédure-
ethylester-Gradient) erhielt man 7.37 g (74%) der Zielverbindung 32 als farbloses Ol.

'H-NMR (250 MHz, CDCl;): & = 0.95 (yt, 6H, J = 6.7 Hz), 1.44 (s, 9H), 1.51-1.82
(m, 3H), 2.10 (s, 3H), 4.86 (dd, 1H, J, = 9.3 Hz, J, = 4.3 Hz); *C-NMR (62.5 MHz,
CDCls): 8 =20.6, 21.6,22.9, 24.6,27.9, 39.7, 71.6, 81.8, 169.9, 170.6.

(R)-2-Hydroxy-4-methylpentansaure-tert-butylester (33)

o]
HO
I
C10H200;
M: 188.14 g/mol

6.50 g (28.2 mmol) (R)-2-Acetoxy-4-methylpentansdure-tert-butylester (32) wurden
bei Raumtemperatur mit 11.7 g (84.6 mmol) Kaliumcarbonat in einer Mischung aus
30 mL Wasser und 43 mL Methanol kréftig iber Nacht geriihrt. Die Losung wurde mit
Wasser versetzt und mehrmals mit Essigester extrahiert. Die vereinten organischen
Phasen wurden iiber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum
entfernt. Der Riickstand wurde sdulenchromatographisch (Hexan/Essigsdaureethylester-
Gradient) gereinigt. Man erhielt 4.79 g (91%) der Zielverbindung 33 als farbloses OL.
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'H-NMR (250 MHz, CDCls): 8 = 0.97 (d, 3H, J = 1.5 Hz), 0.99 (d, 3H, J = 1.5 Hz),
1.51 (s, 9H), 1.51-1.62 (m, 2H), 1.86-1.94 (m, 1H), 2.74 (d, 1H, J = 6.0 Hz), 4.05-4.13
(m, 1H); ®C-NMR (62.5 MHz, CDCLy): & = 21.6, 23.3, 24.5, 27.8, 43.6, 69.3, 82.1,
175.2.

(S)-4-Methyl-2-(pyridin-3-yloxy)-pentansaure (34)

PPN

N o/\[(OH
(@]
C15H23NO3

M: 209.17 g/mol

2.00 g (11.0 mmol) (R)-2-Hydroxy-4-methylpentansidure-fert-butylester (33), 1.02 g
(11.0 mmol) 3-Hydroxy-pyridin, 2.89 g (11.0 mmol) Triphenylphosphin und 2.22 g
(11.0 mmol) DIAD wurden nach AAV 13 bei 0°C in THF umgesetzt. Man erhielt nach
chromatographischer Reinigung 2.15 g (74%) (Hexan/Essigsdureethylester/0.1%
Essigsiure-Gradient) der Zielverbindung 34 als farbloses Ol. Der tert-Butylester
wurde im Anschlufl nach AAV 9 gespalten.

'H-NMR (250 MHz, CDCl;): § = 0.95 (d, 3H, J= 6.5 Hz), 1.00 (d, 3H, J = 6.5 Hz),
1.65-1.75 (m, 1H), 1.86-1.98 (m, 2H), 4.53 (dd, 1H, J; = 9.0 Hz, J, = 4.0 Hz), 7.16-
7.24 (m, 2H), 8.23 (dd, 1H, J; = 4.3 Hz, J, = 1.8 Hz), 8.29 (dd, 1H, J, = 2.8 Hz,
J>=1.0 Hz); ¥*C-NMR (62.5 MHz, CDCL,): & = 21.7, 23.0, 24.6, 27.9, 41.4, 82.4,
121.8, 123.8, 138.3, 142.6, 154.4, 170.6; HPLC (5-100% in 30 min): R= 10.96 min;
ESI-MS: m/z 266.1 (100) [M+H]", 210.2 (70) [M-Bu]".

2-(4-((Pyridin-2-yl)methoxy)phenyl)-essigsauremethylester (36)

oy
AN (e O

N
Cy5H1sNOs

M: 257.11 g/mol

350 g (21.1 mmol) 2-(4-Hydroxyphenyl)-essigsdauremethylester (17), 2.30 g
(21.1 mmol) (Pyridin-2-yl)-methanol, 5.53 g (21.1 mmol) Triphenylphosphin und
4.27 g (21.1 mmol) DIAD wurden nach AAV 13 bei 0°C in THF umgesetzt. Man
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erhielt nach chromatographischer Reinigung (Hexan/Essigsdureethylester/0.1% Trietyl
-amin-Gradient) 4.39 g (81%) der Zielverbindung 36 als farbloses Ol.

'H-NMR (250 MHz, CDCl;): & = 3.58 (s, 2H), 3.70 (s, 3H), 5.01 (s, 2H), 6.94 (d, 2H,
J = 8.5 Hz), 7.26-7.32 (m, 3H), 7.58 (d, 1H, J = 8.0 Hz), 7.78 (dt, 1H, J, = 7.8 Hz,
J,=1.8 Hz), 8.62 (d, 1H, J=4.5 Hz); HPLC (5-100% in 30 min): R= 18.73 min

2-(4-((Pyridin-2-yl)methoxy)phenyl)-4-methylpentansiure (38)

A

X (@) O

N

CisH21NO;
M: 299.15 g/mol

2-(4-((Pyridin-2-yl)methoxy)phenyl)-essigsduremethylester (36) (2.10 g, 8.17 mmol),
0.31 g (8.17 mmol; [60%]) NaH und 3.36 g (24.5 mmol) Isobutylbromid wurden nach
AAYV 5 umgesetzt. Das Rohprodukt wurde anschlieBend nach AAV 10 hydrolysiert.
Man erhielt 1.71 g (70% tiber zwei Stufen) des Produkts 38 als weillen Feststoff.

'H-NMR (250 MHz, CDCly): & = 0.94 (d, 6H, J = 6.5 Hz), 1.46-1.74 (m, 2H), 1.93-
2.04 (m, 1H), 3.65 (t, 1H, J = 7.5 Hz), 5.18 (d, 2H, J = 2.5 Hz), 6.94 (d, 2H,
J=28.5Hz), 7.26-7.32 (m, 3H), 7.58 (d, 1H, J = 8.0 Hz), 7.78 (dt, 1H, J; = 7.8 Hz,
J,= 1.8 Hz), 8.62 (d, 1H, J = 4.5 Hz); HPLC (5-100% in 30 min): R= 22.08 min;
ESI-MS: m/z 300.2 (100) [M+H]".

2-(1H-Indol-3-yl)-essigsauremethylester (40)

%O\
HN / o

C; 1 HiNO,
M: 189.08 g/mol

2.50 g (14.3 mmol) (1H-Indol-3-yl)-essigsdure wurden nach AAV 4 umgesetzt.
Saulenchromatographische Reinigung (Hexan/Essigsdureethylester-Gradient) lieferte
2.45 g (91%) (1H-Indol-3-yl)-essigsduremethylester (40) als zahfliissige Substanz.
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'H-NMR (250 MHz, CDCLy): & = 3.7 (s, 3 H), 3.8 (s, 2 H), 7.15-7.30 (m, 3H), 7.33 (d,
1H, J="7.5 Hz), 7.64 (d, 1H, J= 8.5 Hz), 8.1 (bs, 1 H); ®*C-NMR (CDCls, 62.5 MHz):
& =31.1, 51.9, 108.4, 111.2, 118.8, 119.7 119.7, 122.2, 123.1, 127.2, 136.1, 172.5;
HPLC (5-100% in 30 min): R= 16.60 min.

2-(1H-1Indol-3-yl)-4-methylpentansaure (42a)

A

%OH
HN ! o

Ci4H17NO;
M: 231.13 g/mol

2-(1H-Indol-3-yl)-essigsduremethylester (40) (2.45 g, 129 mmol), 16.6 mL
Lithiumdiisopropylamid (26.4 mmol; 1.6 M in THF) und 2.49 g (16.9 mmol)
Isobutylbromid wurden nach AAV 15 umgesetzt. Der Ester wurde anschlieBend
sdaulenchromatographisch (Hexan/Essigsdureethylester-Gradient) gereinigt und nach
AAV 10 hydrolysiert. Man erhielt 1.27 g (43% tiber zwei Stufen) des Produkts 42 als
weillen Feststoff.

'H-NMR (250 MHz, CDCL): & = 0.94 (d, 3H, J = 3.5 Hz), 0.97 (d, 2H, J = 3.5 Hz),
1.51-1.65 (m, 1H), 1.75-1.85 (m, 1H), 2.00-2.07 (m, 1H), 4.01 (t, 1H, J = 7.8 Hz),
7.11-7.31 (m, 3H), 7.35 (d, 1H, J = 8.0 Hz), 7.72 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 7.90 (bs, 1H),
8.10 (bs, 1H); *C-NMR (CDCls, 62.5 MHz): 22.5, 22.6, 26.1, 32.7, 40.7, 42.1, 109.2,
112.8, 119.1, 119.2, 121.7, 126.6, 127.1, 136.9, 175.4; HPLC (5-100% in 30 min):
R=20.51 min.

2-(1-Methyl-1H-indol-3-yl)-4-methylpentansaure (42b)

OH

\

N
|

Ci5H1oNO,
M: 245.14 g/mol

(0]
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2-(1H-Indol-3-yl)-4-methylpentansduremethylester (41) (1.70 g, 6.93 mmol), 0.80 g
(7.28 mmol; [60%]) NaH und 1.03 g (7.28 mmol) Methyliodid wurden nach AAV 5
umgesetzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch (Hexan/Essigsdureethyl-

ester-Gradient) gereinigt. Der Methylester wurde anschlieBend nach AAV 10
hydrolisiert. Man erhielt 1.16 g (68% iiber zwei Stufen) des Produkts 42b als
zahfliissige Substanz.

'H-NMR (250 MHz, CDCly): & = 0.94 (d, 3H, J = 3.5 Hz), 0.97 (d, 2H, J = 3.5 Hz),
1.51-1.65 (m, 1H), 1.75-1.85 (m, 1H), 2.00-2.07 (m, 1H), 3.80 (s, 3H), 4.01 (t, 1H,
J=17.8 Hz), 7.11-7.31 (m, 4H), 7.72 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 8.1 (bs, 1H); *C-NMR
(CDCls, 62.5 MHz): 22.5, 22.6, 26.1, 32.7, 40.7, 42.1, 51.8, 109.2, 112.8, 119.1,
119.2, 121.7, 126.6, 127.1, 136.9, 175.4; HPLC (5-100% in 30 min): R= 22.65 min.

Phenyl-(1H-pyrrol-2-yl)-methanon (45)

/ \

N

o H

C11HoNO
M: 171.07 g/mol

6.26 g (46.5 mmol) Aluminiumchlorid, 3.09 mL (44.7 mmol) Pyrrol und 5.45 mL
(46.9 mmol) Benzoylchlorid wurden nach AAV 29 in absoluten Dichlormethan
umgesetzt. Nach sdulenchromatographischer Reinigung (Hexan/Essigsdureethylester-
Gradient) erhielt man 2.71 g (35%) der Zielverbindung 45 als gelbes Ol.

'H-NMR (250 MHz, CDCly): 8 = 6.35 (dd, 1H, J, = 6.3 Hz, J, = 2.5 Hz), 6.73 (dd,
IH, J; = 4.0 Hz, J, = 1.5 Hz), 6.90 (m, 1H), 7.45-7.61 (m, 3H), 7.90 (dd, 2H,
Ji=7.5Hz, J, = 1.5 Hz), 9.8 (bs, 1H); *C-NMR (CDCl;, 62.5 MHz): & = 111.0,
119.4, 125.3, 128.3, 128.9, 131.2, 131.8, 138.4, 184.8; HPLC (5-100% in 30 min):
R= 18.88 min.
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(1-Methyl-1H-pyrrol-2-yl)-phenylmethanon (46)

/ \
N
o |

M: 185.08 g/mol

Phenyl-(1H-pyrrol-2-yl)-methanon (45) (2.71 g, 15.8 mmol), 0.70 g (17.4 mmol,
[60%]) NaH und 1.28 mL (20.6 mmol) Methyliodid wurden nach AAV 5 umgesetzt.
Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch (Hexan/Essigsdureethylester-
Gradient) gereinigt. Man erhielt 2.74 g (94% tiber zwei Stufen) des Produkts 46 als
zahfliissige Substanz.

'H-NMR (250 MHz, CDCLy): & = 4.04 (s, 3H), 6.15 (dd, 1H, J, = 4.0 Hz, J, = 2.5 Hz),
6.73 (dd, 1H, J, = 4.0 Hz, J, = 1.5 Hz), 6.91 (m, 1H), 7.41-7.57 (m, 3H), 7.80 (dd, 2H,
Ji=7.5Hz, J,= 1.5 Hz); ®C-NMR (CDCl, 62.5 MHz): & = 37.3, 108.1, 122.8, 128.0,
130.6, 131.3, 131.4, 140.0, 186.2; HPLC (5-100% in 30 min): R=21.23 min.

2-(1-Methyl-1H-pyrrol-2-yl)-phenylmethanon)-essigsaureethylester (47)
0
N o™

Ci6H17NO;
M: 271.12 g/mol

1.13 g (4.05 mmol) FeSO, -7 H,0, 5.00 g (27.0 mmol) (1-Methyl-1H-pyrrol-2-yl)-
phenylmethanon (46) und 2.89 g (13.5 mmol) lodessigsdureethylester wurden in
100 mL DMSO vorgelegt und auf eine Temperatur von -30 °C gekiihlt. 1.84 g
Wasserstoffperoxid [30 %] (54.0 mmol) wurden zugetropft. Nach Riihren {iber einen
Zeitraum von einer Stunde unter Auftauen der Kéltemischung wurden erneut 5 mL
wassrige Wasserstoffperoxidlosung [30%] (147 mmol) hinzugegeben. Nach weiteren
3 Stunden Riihren bei Raumtemperatur wurde das Reaktionsgemisch mit gesattigter
Natriumchloridlésung versetzt und mit Diethylether extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit geséttigter Natriumchloridlosung gewaschen und tiber
Magnesiumsulfat getrocknet. Sdulenchromatographische Reinigung
(Hexan/Essigsdureethylester-Gradient) lieferte 1.00 g (27%) der Zielverbindung 47 als
zahfliissige Substanz.
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'H-NMR (250 MHz, CDCl3): & = 1.29 (t, 3H, J = 7.1 Hz), 3.70 (s, 2H), 3.97 (s, 3H),
421(q,2 H,J=17.1Hz), 6.11 (d, 1H, J = 4.3 Hz), 6.67 (d, 1H, J = 4.3 Hz), 7.40-7.52
(m, 3H), 7.78 (dd, 2H, J, = 7.4 Hz, J, =1.8 Hz); *C-NMR (CDCl;, 62.5 MHz):
§=14.1, 30.8, 61.4, 109.5, 122.7, 127.9, 129.2, 131.2, 134.9, 140.1, 169.2, 186.0;
HPLC (5-100% in 30 min): R=21.23 min.

2-(1-Methyl-1H-pyrrol-2-yl)-phenylmethanon)-4-methylpentansiure (49)
o)

N OH

CisH21NO;
M: 299.15 g/mol

2-(1-Methyl-1H-pyrrol-2-yl)-phenylmethanon)-essigsaureethylester (47) (1.00 g,
3.69 mmol), 0.18 g (4.42 mmol; [60%]) NaH und 1.60 mL (14.7 mmol)
Isobutylbromid wurden nach AAV 5 umgesetzt. Das Rohprodukt wurde anschlieend
nach AAV 10 hydrolysiert. Man erhielt 0.90 g (76% tiber zwei Stufen) des Produkts
49 als weillen Feststoft.

'H-NMR (250 MHz, CDCly): & = 0.95 (d, 3H, J = 6.7 Hz), 0.97 (d, 3H, J = 6.7 Hz),
1.61-1.78 (m, 2H), 1.99-2.10 (m, 1H), 3.82 (dd, 1H, J, = 8.3 Hz, J, = 6.8 Hz), 6.14 (d,
1H, J=4.3 Hz), 6.67 (d, 1H, J= 4.3 Hz), 7.40-7.55 (m, 3H), 7.78 (dd, 2H, J, = 7.4 Hz,
J, =1.8 Hz); ®C-NMR (CDCls, 62.5 MHz): & = 22.3, 22.5, 26.1, 32.9, 40.8, 41.4,
107.5, 123.0, 127.9, 129.2, 131.0, 131.2, 140.2, 140.4, 172.1, 186.0; HPLC (5-100%
in 30 min): R= 23.09 min.

2-(Thiophen-2-yl)-phenylmethanon)-essigsauremethylester (51)
0
|\ _
S o]
0

C14H1205S
M: 260.05 g/mol

2.77g (20.8 mmol) Aluminiumchlorid, 1.50 g (10.4 mmol) (Thiophen-2-yl)-
essigsduremethylester und 2.20 g (16.0 mmol) Benzoylchlorid wurden nach AAV 29
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in absoluten Dichlormethan umgesetzt. Nach sdulenchromatographischer Reinigung
(Hexan/Essigsdureethylester-Gradient) erhielt man 2.21 g (82%) der Zielverbindung
51 als gelbes Ol.

'H-NMR (250 MHz, CDCl5): & = 3.76 (s, 3H), 3.90 (s, 2H), 7.02 (d, 1H, J = 3.8 Hz),
7.46-7.59 (m, 4H), 7.84 (d, 2H, J = 7.5 Hz); *C-NMR (CDCls, 62.5 MHz): § = 35.8,
52.5, 128.0, 128.4, 129.1, 132.2, 134.9, 138.0, 143.0, 144.7, 169.9, 187.9; HPLC
(5-100% in 30 min): R= 23.33 min.

2-(Thiophen-2-yl)-phenylmethanon)-4-methylpentansiure (53)
0

/ \

S OH
O

Ci7H;305S
M: 302.1 g/mol

2-(Thiophen-2-yl)-phenylmethanon)-essigsduremethylester (51) (1.41 g, 5.42 mmol),
0.23 g (5.69 mmol; [60%]) NaH und 1.82 mL (16.9 mmol) Isobutylbromid wurden
nach AAV 5 umgesetzt. Der Ester wurde sdulenchromatographisch
(Hexan/Essigsdureethylester-Gradient) gereinigt und anschlieBend nach AAV 10 mit
Lithiumhydroxid in Dioxan/Wasser 1:1 hydrolysiert. Man erhielt 1.30 g (75% {iber
zwei Stufen) des Produkts 53 als weillen Feststoff.

'H-NMR (250 MHz, CDCl3): 8 = 0.96 (2 x d, 6H, J = 6.5 Hz), 1.56-1.67 (m, 1H),
1.76-1.87 (m, 1H), 1.98-2.11 (m, 1H), 4.03 (t, 1H, J = 7.8 Hz), 7.07 (d, 1H,
J=3.8Hz), 7.16-7.29 (m, 2H), 7.46-7.62 (m, 2H), 7.85 (dd, 1H, J;, = 7.5 Hz,
J, = 1.5 Hz), 9.50 (bs, 1H); *C-NMR (CDCls, 62.5 MHz): & = 22.1, 22.4, 26.9, 43.5,
45.6, 126.4, 128.4 129.1, 132.2, 134.8, 138.1, 142.4, 151.5, 172.8, 188.0; HPLC
(5-100% in 30 min): R= 21.45 min.
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Diethylphosphorsaure-tert-butylacetat (63)
\/O\P/ﬁ(o
iR ~
CIOHZIOSP
M: 252.11 g/mol

8.31 g (50.0 mmol) Diethylphosphit und 9.75 g (50.0 mmol) fert-Butylbromacetat
wurden nach AAV 19 umgesetzt. Es wurden 5.83 g (46%) der Zielverbindung 63 als
farblose Fliissigkeit (Sdp.: 175%' °C) erhalten.

'H-NMR (250 MHz, CDCly): & = 1.28 (t, 3H, J = 8.4 Hz), 1.38 (s, 9H), 2.79 (d, 2H,
J=21.5Hz), 4.07 (q, 2H, J = 6.1 Hz); *C-NMR (CDCl;, 62.5 MHz): & = 16.7, 28.3,
(34.9 bzw. 37.0), 32.8, 82.3, 165.2.

Diethylphosphorsaure-ethylacetat (63b)
~_O~ @)
o Gl
) O O
C8H1705P
M: 224.08 g/mol

16.6 g (0.10 mol) Diethylphosphit und 18.4 g (0.11 mol) a-Bromessigsaureethylester
wurden nach AAV 19 umgesetzt. Es wurden 13.8 g (56%) der Zielverbindung 63b als
farblose Fliissigkeit (Sdp.: 142*' °C) erhalten.

'"H-NMR (250 MHz, CDCl;): & = 1.22-1.35 (m, 9H), 2.93 (d, 2H, J = 22.5 Hz), 4.09-
421 (m, 6H); ®*C-NMR (CDCl;, 62.5 MHz): § = 16.7, 18.3, (34.9 bzw. 37.0), 32.8,
48.5, 165.2.
(E)-4-Phenylbut-2-ensaure-tert-butylester (57)
~_O
SN
C14H50,
M: 218.13 g/mol
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5.83 g (22.8 mmol) Diethylphosphorsédure-tert-butylacetat (63), 2.74 g (22.8 mmol)
Phenylacetaldehyd und 0.60 g (25.1 mmol, [60%]) NaH wurden nach AAV 12 bei
-78°C in THF umgesetzt. Nach sdulenchromatographischer Reinigung
(Hexan/Essigsdureethylester-Gradient) erhielt man 4.12 g (82%) der Zielverbindung
57 als farbloses Ol.

'H-NMR (250 MHz, CDCl3): & = 1.47 (s, 9H), 3.50 (d, 2H, J = 5.0 Hz), 5.74 (d, 1H,
J=12.5 Hz), 6.97-7.03 (m, 1H), 7.17-7.36 (m, 5H); *C-NMR (CDCl;, 62.5 MHz):
8= 28.5, 38.7, 80.6, 124.5, 126.8, 126.9, 129.0, 129.2, 138.4, 146.3, 166.2; HPLC
(30-100% in 30 min): R=21.88 min.

3-Amino-4-phenylbutansaure (59)

g

HO™ ~O
C1oH13NO,
M: 179.09 g/mol

0.88 g (4.06 mmol) (E)-4-Phenylbut-2-ensdure-tert-butylester (57) und 1.30 g
(6.10 mmol) Dibenzylamin wurden nach AAV 6 mit 3.80 ml n-BuLi (6.10 mmol,
1.6 M Losung in Hexan) umgesetzt. Nach sdulenchromatographischer Reinigung
(Hexan/Essigsdureethylester/0.1% Triethylamin-Gradient) wurde das Amin 58 nach
AAYV 7 hydrogenolytisch gespalten und ohne weitere Aufreinigung der fert-Butylester
nach AAV 9 zur freien Aminosdure 59 entschiitzt. Die Zielverbindung (0.25 g, 35%

iiber 3 Stufen) wurde aus Dioxan ohne weitere Reinigung lyophilisiert.
'H-NMR (250 MHz, CDCl;): & = 2.58 (dd, 1H, J, = 17.2 Hz, J, = 4.9 Hz), 2.65 (dd,

1H, J, = 14.5 Hz, J, = 4.9 Hz), 2.99 (dd, 1H, J, = 7.7 Hz, J, = 1.5 Hz), 7.28-7.44 (m,
5H); HPLC (5-100% in 30 min): R= 9.50 min.
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(2E,4E)-5-phenylpenta-2,4-diensaureethylester (60)

SSRGS

Ci3H140;
M: 202.1 g/mol

4.16 g (20.0 mmol) Diethylphosphorsdure-cthylacetat (63), 2.52 g (20.0 mmol)
Zimtaldehyd und 0.90 g (22.0 mmol, [60%]) NaH wurden nach AAV 12 bei -78°C in
THF umgesetzt. Nach sdulenchromatographischer Reinigung (Hexan/Essigsaureethyl-
ester-Gradient) erhielt man 3.20 g (79%) der Zielverbindung 60 als farbloses Ol.

'H-NMR (250 MHz, CDCls): & = 1.32 (t, 3H, J = 7.5 Hz), 4.24 (q, 2H, J = 7.5 Hz),
6.00 (d, 1H, J = 15.0 Hz), 6.90 (m, 2H), 7.34-7.49 (m, 6H); *C-NMR (CDCl,,
62.5 MHz): & = 13.9, 60.2, 121.6, 126.6, 127.5, 127.6, 129.1, 136.4, 140.7, 144.9,
167.5; HPLC (30-100% in 30 min): R= 19.38 min.

3-Amino-5-phenylpentanséiure (62)

@)
NH, OH
C11HisNO,
M: 193.11 g/mol

3.14 g (15.5 mmol) (2E,4E)-5-phenylpenta-2,4-diensdureethylester (60) und 4.24 g
(20.0 mmol) Dibenzylamin wurden nach AAV 6 mit 12.5 mL #-BuLi (20.0 mmol,
1.6 M Losung in Hexan) umgesetzt. Nach sdulenchromatographischer Reinigung
(Hexan/Essigsdureethylester/0.1% Triethylamin-Gradient) wurde der Ethylester 61
nach AAV 10 hydrolysiert und ohne weitere Aufreinigung das N-Benzylamin
hydrogenolytisch nach AAV 7 zur freien Aminosdure 62 entschiitzt. Die
Zielverbindung 62 (1.50 g, 50% {iber 3 Stufen) wurde aus Dioxan ohne weitere
Reinigung lyophilisiert.

'H-NMR (250 MHz, CDCl;): & = 1.89-2.02 (m, 2H), 2.58 (dd, 1H, J, = 17.2 Hz,

J,=4.9 Hz), 2.62 (dd, 1H, J, = 15.5 Hz, J, = 4.9 Hz), 2.67-2.73 (m, 2H), 3.41-3.52
(m, 1H), 7.20-7.44 (m, SH); HPLC (5-100% in 30 min): R= 11.12 min.
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N-Fmoc-3-Amino-5-phenylpentansaure (64)

Cy6HasNOy
M: 415.18 g/mol

3-Amino-5-phenylpentanséure (62) (1.50 g, 7.77 mmol) wurde mit 2.61 g (7.77 mmol)
Fmoc-OSu und 0.90 g (10.7 mmol) NaHCO; nach AAV 1 zu der Fmoc-geschiitzten
Verbindung 64 umgesetzt. Der erhaltene Niederschlag wurde aus Wasser lyophilisiert.
Man erhielt 2.26 g (70%) der Zielverbindung 64.

HPLC (5-100% in 30 min): R= 26.05 min; ESI-MS: m/z 1285.0 (20) [3M+K]",
1268.0 (15) [3M+Na]®, 1245.5 (5) [3M+H]’, 870.2 (40) [2M+K]", 853.4 (45)
[2M+Na]’, 831.0 (20) [2M+H]", 438.4 (35) [M+Na]’, 416.2 (100) [M+H]".

(E)-3-(Pyridin-2-yl)-acrylsdureethylester (67a)
o]
N\ AN O/\

CioH1INO,
M: 177.08 g/mol

1.90 g (7.42 mmol) Diethylphosphorséure-ethylacetat (63b), 0.87 g (8.16 mmol)
Picolinaldehyd und 5.10 mL n-BuLi (8.16 mmol, 1.6 M Ldsung in Hexan) wurden
nach AAV 12 bei -78°C in THF umgesetzt. Nach sdulenchromatographischer
Reinigung (Hexan/Essigsdureethylester-Gradient) erhielt man 1.05 g (80%) der
Zielverbindung 67a als farbloses Ol.

'H-NMR (250 MHz, CDCly): & = 1.37 (t, 3H, J = 7.3 Hz), 4.31 (q, 2H, J = 7.3 Hz),
6.65 (d, 1H, J = 15.8 Hz), 7.30 (dt, 1H, J, = 4.8 Hz, J, = 1.0 Hz), 7.46 (d, 1H,
J=17.8Hz), 7.45 (dt, 1H, J, = 7.1 Hz, J, = 1.8 Hz), 7.72 (d, 1H, J = 15.8 Hz), 8.68 (d,
1H, J=4.0 Hz); HPLC (5-100% in 30 min): R=11.61 min.
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(E)-3-(Pyridin-3-yl)-acrylsduremethylester (67b)
o]
N™™ o
| =
C9H9N02
M: 163.06 g/mol

6.00 g (33.1 mmol) Diethylphosphorsédure-ethylacetat (63b), 3.91 g (36.5 mmol)
Nicotinaldehyd und 1.40 g (36.5 mmol, [60%]) NaH wurden nach AAV 12 bei -78°C
in THF umgesetzt. Nach sdulenchromatographischer Reinigung
(Hexan/Essigsdureethylester-Gradient) erhielt man 4.05 g (75%) der Zielverbindung
67b als farbloses Ol.

'H-NMR (250 MHz, CDCl;): & = 3.82 (s, 3H), 6.55 (d, 1H, J = 16.3 Hz), 7.39 (dd,
IH, J; = 8.0 Hz, J, = 4.8 Hz), 7.71 (d, 1H, J = 16.3 Hz), 7.90 (dt, 1H, J, = 7.8 Hz,
J,=1.8 Hz), 8.64 (dd, 1H, J, = 4.8 Hz, J, = 1.5 Hz), 8.78 (d, 1H, J = 2.0 Hz); HPLC
(5-100% in 30 min): R= 8.55 min.

(E)-3-(Pyridin-3-yl)-acrylsduremethylester (67c)
o]
X e

N
C9H9N02
M: 163.06 g/mol

4.00 g (22.3 mmol) Diethylphosphorsdure-ethylacetat (63b), 2.68 g (25.0 mmol)
Isonicotinaldehyd und 15.4 mL n-BuLi (25.0 mmol, 1.6 M Losung in Hexan) wurden
nach AAV 12 bei -78°C in THF umgesetzt. Nach sdulenchromatographischer
Reinigung (Hexan/Essigsdureethylester-Gradient) erhielt man 2.54 g (70%) der
Zielverbindung 67¢ als farbloses OL.

'H-NMR (250 MHz, CDCls): & = 3.81 (s, 3H), 6.58 (d, 1H, J = 16.3 Hz), 7.34-7.37

(m, 2H), 7.59 (d, 1H, J = 16.3 Hz), 8.63-8.65 (m, 2H); HPLC (5-100% in 30 min):
R~ 8.50 min.
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3-(Dibenzylamino)-3-(pyridin-2-yl)-propansiureethylester (68a)

o7
WO/\

C24H26N, 0
M: 374.2 g/mol

1.41 g (7.97 mmol) (E)-3-(Pyridin-2-yl)-acrylsdureethylester (67a) und 3.14 g
(16.0 mmol) Dibenzylamin wurden nach AAV 6 mit 10.0 mL »-BuLi (16.0 mmol,
1.6 M Losung in Hexan) umgesetzt. Nach sdulenchromatographischer Reinigung
(Hexan/Essigsédureethylester/0.1% Triethylamin-Gradient) erhielt man 1.94 g (65%)
der Zielverbindung 68a als farbloses Ol.

'H-NMR (250 MHz, CDCl3): & = 1.17 (t, 3H, J = 7.3 Hz), 3.17-3.21 (m, 2H), 3.50-
3.54 (m, 2H), 3.78-3.81 (m, 2H), 4.10 (q, 2H, J = 7.3 Hz), 4.49-4.56 (m, 1H), 7.19-
7.41 (m, 12H), 7.70 (dt, 1H, J, = 7.1 Hz, J, = 1.8 Hz), 8.59 (d, 1H, J=4.0 Hz); HPLC
(5-100% in 30 min): R=21.28 min; ESI-MS: m/z 375.2 (100) [M+H]".

3-(Dibenzylamino)-3-(pyridin-3-yl)-propansduremethylester (68b)

o
oy

Ca3H24aN>O,
M: 360.18 g/mol

2.83 g (17.4 mmol) (E)-3-(Pyridin-3-yl)-acrylsduremethylester (67b) und 4.45¢g
(22.6 mmol) Dibenzylamin wurden nach AAV 6 mit 14.3 mL »-BuLi (22.6 mmol,
1.6 M Losung in Hexan) umgesetzt. Nach sdulenchromatographischer Reinigung
(Hexan/Essigsédureethylester/0.1% Triethylamin-Gradient) erhielt man 4.39 g (70%)
der Zielverbindung 68b als farbloses Ol.
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'H-NMR (250 MHz, CDCl;): & = 2.75 (dd, 1H, J, = 14.8 Hz, J, = 9.3 Hz), 3.02 (dd,
IH, J, = 14.5 Hz, J, = 6.3 Hz), 3.33 (d, 2H, J = 13.5 Hz), 3.67 (d, 2H, J = 13.5 Hz),
3.82 (s, 3H), 4.31 (dd, 1H, J, = 9.3 Hz, J, = 6.3 Hz), 7.18-7.39 (m, 11H), 7.63 (dt, 1H,
Jiy =178 Hz, J, = 1.8 Hz), 8.54 (dd, 1H, J, = 4.8 Hz, J, = 1.5 Hz), 8.57 (d, 1H,
J=2.0 Hz); HPLC (5-100% in 30 min): R= 20.98 min; ESI-MS: m/z 361.2 (100)
[M+H]".

3-(Dibenzylamino)-3-(pyridin-4-yl)-propansduremethylester (68c)

0T

C23H24N, 0
M: 360.18 g/mol

2.83 g (17.4 mmol) (E)-3-(Pyridin-4-yl)-acrylsduremethylester (67c) und 4.45 g
(22.6 mmol) Dibenzylamin wurden nach AAV 6 mit 14.3 mL »-BuLi (22.6 mmol,
1.6 M Losung in Hexan) umgesetzt. Nach sdulenchromatographischer Reinigung
(Hexan/Essigsdureethylester/0.1% Triethylamin-Gradient) erhielt man 4.39 g (70%)
der Zielverbindung 68c als farbloses Ol.

'H-NMR (250 MHz, CDCl;): & = 2.80 (dd, 1H, J, = 15.0 Hz, J, = 8.3 Hz), 3.12 (dd,
IH, J; =15 Hz, J, =6.8 Hz), 3.29 (d, 2H, J=13.5 Hz), 3.67 (d, 2H, J= 13.5 Hz), 3.65
(s, 3H), 4.33 (t, 1H, J= 7.8 Hz), 7.21-7.63 (m, 12 H), 8.62 (d, 2H, J = 6.0 Hz); HPLC
(5-100% in 30 min): R= 19.83 min; ESI-MS: m/z 361.2 (100) [M+H]".

3-(Benzylamino)-3-(pyridin-2-yl)-propansaureethylester (69a)

HN™ O
N 4 /\
B ©
b
C 1 7H20N202

M: 284.15 g/mol
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2.09 g (5.59 mmol) 3-(Dibenzylamino)-3-(pyridin-2-yl)-propansdureethylester (68a)
und 6.43 g (11.7 mmol) Cerammomiumnitrat NH;Cer(IV)(NO;)s wurden nach
AAV 20 in Wasser/Acetonitril oxidativ debenzyliert. Man erhielt nach
chromatographischer Reinigung (Hexan/Essigsdureethylester/0.1 % Triethylamin-
Gradient) 1.06 g (67%) der Verbindung 69a als farbloses Ol.

'H-NMR (250 MHz, CDCly): & = 1.18 (t, 3H, J = 7.0 Hz), 2.84 (d, 2H, J = 7.5 Hz),
3.67 (2 xdd, 2H, J, = 13.3 Hz, J, = 13.3 Hz), 4.13 (q, 2H, J = 7.0 Hz), 4.24 (t, 1H,
J=7.0 Hz), 7.19-7.40 (m, 8H), 7.69 (dt, 1H, J, = 7.5 Hz, J, = 1.8 Hz); HPLC
(5-100% in 30 min): R= 14.96 min; ESI-MS: m/z 285.2 (100) [M+H]".

3-(Benzylamino)-3-(pyridin-2-yl)-propansauremethylester (69b)

HN™ O
T
=
C16H181\1202

M: 270.14 g/mol

3.64 g (10.0 mmol) 3-(Dibenzylamino)-3-(pyridin-3-yl)-propansiuremethylester (68b)
und 22.2 g (40.0 mmol) Cerammomiumnitrat NH;Cer(IV)(NO;)s wurden nach
AAV 20 in Acetonitril/Wasser 5:1 oxidativ debenzyliert. Man erhielt nach
sdulenchromatographischer Reinigung (Hexan/Essigsdureethylester/0.1% Triethylamin
-Gradient) 2.03 g (75%) der Verbindung 69b als farbloses Ol.

'H-NMR (250 MHz, CDCl;): & = 2.68 (dd, 2H, J, = 14.8 Hz, J, = 8.5 Hz), 2.81 (dd,
2H, J, = 14.5 Hz, J, = 5.5 Hz), 3.63 (2 x dd, 2H, J, =J, = 13.5 Hz), 3.67 (s, 3H), 4.19
(dd, 1H, J, = 8.5 Hz, J, = 5.5 Hz), 7.19-7.40 (m, 6H), 7.63 (dt, 1H, J; = 7.8 Hz,
J,=1.8 Hz), 8.58 (dd, 1H, J, = 4.8 Hz, J, = 1.5 Hz), 8.57 (d, 1H, J= 2.0 Hz); HPLC
(5-100% in 30 min): R=9.71 min; ESI-MS: m/z 271.3 (100) [M+H]".
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(E)-3-(6-Methoxypyridin-3-yl)-acrylsaure-tert-butylester (71a)

(@] J<
\O =

Ci3H17NO;
M: 235.12 g/mol

7.27 g (38.6 mmol) 4-Brom-2-methoxypyridin wurde nach AAV 21 mit 25.3 mL
n-BuLi (40.5 mmol, 1.6 M Losung in Hexan) und 5.64 g (77.2 mmol)
N,N -Dimethylformamid ohne weitere Aufreinigung in den Aldehyd 70a iiberfiihrt.
Dieser wurde anschlieBend mit 9.73 g (38.6 mmol) Diethylphosphorsidure-tert-
butylacetat (63) und 25.3 mL n-BuLi (41.0 mmol, 1.6 M Lo6sung in Hexan) nach
AAV 12 bei -78°C in THF zu der Zielverbindung 71a umgesetzt. Man erhielt nach
sdulenchromatographischer Reinigung (Hexan/Essigsdureethylester/0.1% Triethylamin
-Gradient) 6.80 g (75% tiber 2 Stufen) der Verbindung 71a als weillen Feststoff.

'H-NMR (250 MHz, CDCly): & = 1.53 (s, 9H), 3.96 (s, 3H), 6.26 (d, 1H, J = 16.0 Hz),
6.75 (d, 1H, J = 8.8 Hz), 7.53 (d, 1H, J = 16.0 Hz), 7.75 (dd, 1H, J; = 8.8 Hz,
J,=2.5Hz), 8.25 (d, 1H, J = 2.5 Hz); *C-NMR (CDCl;, 62.5 MHz): § = 28.2, 53.7,
80.6, 111.5, 119.1, 124.0, 136.3, 139.9, 148.1, 165.1, 166.1; HPLC (30-100% in
30 min): R= 28.31 min; ESI-MS: m/z 236.0 (100) [M+H]", 180.2 (45) [M-'Bu]".

(E)-3-(6-Methoxypyridin-2-yl)-acrylsaure-tert-butylester (71b)

OJ<
/O|N\\ o
=

Ci3H17NO;
M: 235.12 g/mol

7.65 g (40.7 mmol) 5-Brom-2-methoxypyridin wurde nach AAV 21 mit 26.7 mL
n-BulLi (42.7 mmol, 1.6 M Loésung in Hexan) und 595 g (81.4 mmol)
N,N -Dimethylformamid ohne weitere Aufreinigung in den Aldehyd 70b iiberfiihrt.
Dieser wurde anschlieBend mit 8.53 g (33.9 mmol) Diethylphosphorsidure-tert-
butylacetat (63) und 22.3 mL »n-BuLi (35.6 mmol, 1.6 M Lo6sung in Hexan) nach
AAV 12 bei -78°C in THF zu der Zielverbindung 71b umgesetzt. Man erhielt nach
sdulenchromatographischer Reinigung (Hexan/Essigsdureethylester/0.1% Triethylamin
-Gradient) 5.70 g (60% iiber 2 Stufen) der Verbindung 71b als weillen Feststoff.
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'H-NMR (250 MHz, CDCLy): & = 1.54 (s, 9H), 3.97 (s, 3H), 6.72 (dd, 1H, J; = 8.5 Hz,
J, = 0.5 Hz), 6.87 (d, 1H, J = 15.5 Hz), 6.93 (d, 1H, J = 7.3 Hz), 7.48 (d, 1H,
J=15.5Hz), 7.55 (dd, 1H, J, = 8.5 Hz, J, = 7.3 Hz); *C-NMR (CDCl,, 62.5 MHz):
8= 282, 53.2, 80.6, 112.5, 118.1, 123.7, 138.9, 142.1, 150.4, 163.7, 166.4; HPLC
(30-100% in 30 min): R= 28.43 min; ESI-MS: m/z 236.0 (100) [M+H]", 180.2 (45)
[M-Bu]".

3-(Dibenzylamino)-3-(6-methoxypyridin-3-yl)-propansaure-tert-butylester (72a)

Cy7H3:N,05
M: 432.24 g/mol

7.86 g (33.4 mmol) (E)-3-(6-Methoxypyridin-3-yl)-acrylsdure-tert-butylester (71a)
und 8.48 g (43.0 mmol) Dibenzylamin wurden nach AAV 6 mit 26.9 mL n-BuLi
(43.0 mmol, 1.6 M Losung in Hexan) umgesetzt. Nach sdulenchromatographischer
Reinigung (Hexan/Essigsdureethylester/0.1% Triethylamin-Gradient) erhielt man
10.8 g (75%) der Zielverbindung 72a als farbloses Ol.

'H-NMR (250 MHz, CDCL): & = 1.48 (s, 9H), 2.72 (dd, 1H, J, = 14.5 Hz,
J>=9.0Hz), 3.01 (dd, 1H, J, = 14.5 Hz, J, = 6.5 Hz), 3.32 (d, 2H, J = 13.8 Hz), 3.70
(d, 2H, J=13.8 Hz), 3.98 (s, 3H), 4.26 (t, 1H, J = 8.5 Hz), 6.78 (d, 1H, J = 8.5 Hz),
7.23-7.39 (m, 10H), 7.56 (dd, 1H, J, = 8.5 Hz, J, = 2.0 Hz), 8.12 (d, 1H, J = 2.0 Hz);
HPLC (30-100% in 30 min): R= 24.08 min; ESI-MS: m/z 433.3 (100) [M+H]', 377.5
(5) [M-Bu]".
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3-(Dibenzylamino)-3-(6-methoxypyridin-2-yl)-propansaure-tert-butylester (72b)

C27H3oN,05
M: 432.24 g/mol

4.61 g (19.6 mmol) (E)-3-(6-Methoxypyridin-2-yl)-acrylsdure-tert-butylester (71b)
und 4.64 g (23.6 mmol) Dibenzylamin wurden nach AAV 6 mit 14.8 mL »n-BuLi
(23.6 mmol, 1.6 M Losung in Hexan) umgesetzt. Nach sdulenchromatographischer
Reinigung (Hexan/Essigsdureethylester/0.1% Triethylamin-Gradient) erhielt man
5.50 g (65%) der Zielverbindung 72b als farbloses Ol.

'H-NMR (250 MHz, CDCL): & = 1.37 (s, 9H), 2.94 (dd, 1H, J, = 15.3 Hz
J>=6.0 Hz), 3.08 (dd, 1H, J, = 15.0 Hz, J, = 8.8 Hz), 3.45 (d, 2H, J = 14.0 Hz), 3.82
(d, 2H, J = 14.0 Hz), 3.97 (s, 3H), 4.26 (dd, 1H, J; = 8.5 Hz, J, = 6.3 Hz), 6.65 (d, 1H,
J = 8.3 Hz), 6.88 (d, 1H, J = 7.3 Hz), 7.22-7.42 (m, 10H), 7.58 (t, 1H, J = 7.3 Hz);
HPLC (30-100% in 30 min): R= 23.73 min; ESI-MS: m/z 433.3 (100) [M+H]", 377.5
(5) [M-Bu]".

3-Amino-3-(6-methoxypyridin-3-yl)-propansaure (73a)
NH, O

N™ OH

I
~ o =

CoH12N20;
M: 196.08 g/mol

10.8 g (25.0 mmol) 3-(Dibenzylamino)-3-(6-methoxypyridin-3-yl)-propansiure-zert-
butylester (72a) wurden durch hydrogenolytische Debenzylierung nach AAV 7 und
Spaltung des fert-Butylesters nach AAV 9 in die freie f~Aminosdure 73a iiberfiihrt.
Die Reaktion verlief quantitativ (4.71 g). Nach Lyophilisieren wurde das Produkt als

weiler Feststoff erhalten.
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'H-NMR (250 MHz, CDCly): & = 2.50-2.61 (m, 2H), 3.92 (s, 3H), 4.31 (dd, 1H,
J1=8.3 Hz, J, = 5.5 Hz), 6.72 (d, 1H, J = 8.5 Hz), 7.62 (dd, 1H, J; = 8.5 Hz,
J,=2.5Hz), 8.12 (d, 1H, J= 2.5 Hz); 8.1 (bs, 1H), 11.2 (bs, 1H); *C-NMR (CDCl;,
62.5 MHz): & = 43.7, 42.2, 53.4, 109.2, 113.4, 139.1, 160.2, 163.8, 171.3; HPLC
(30-100% in 30 min): R= 7.97 min; ESI-MS: m/z 197.1 (100) [M+H]", 180.2 (15)
[M-OH]"; 417.4 (10) [2M+Na]", 431.4 (15) [2M+K]".

3-Amino-3-(6-methoxypyridin-2-yl)-propansaure (73b)
NH, O
AN OH
| =
C9H12N203

M: 196.08 g/mol

5.50 g (12.7 mmol) 3-(Dibenzylamino)-3-(6-methoxypyridin-2-yl)-propansédure-zert-
butylester (72b) wurden durch hydrogenolytische Debenzylierung nach AAV 7 und
Spaltung des tert-Butylesters nach AAV 9 in die freie f~-Aminosdure 73b iiberfiihrt.
Die Reaktion verlief quantitativ (2.49 g). Nach Lyophilisieren wurde das Produkt als

weilBer Feststoff erhalten.

'H-NMR (250 MHz, CDCLy): & = 3.01 (dd, 1H, J, = 18.0 Hz, J, = 3.5 Hz), 3.17 (dd,
1H, J, = 18.0 Hz, J, = 9.5 Hz), 3.90 (s, 3H), 4.84 (dd, 1H, J, = 9.5 Hz, J, = 3.5 Hz),
6.80 (d, 1H, J = 8.3 Hz), 6.93 (d, 1H, J = 7.3 Hz), 7.67 (dd, 1H, J, = 8.3 Hz,
Jy=7.3Hz), 8.05 (bs, 1H), 11.0 (bs, 1H); *C-NMR (CDCls, 62.5 MHz): & = 43.7,
53.2, 53.4, 109.2, 113.4, 139.1, 160.2, 163.8, 171.3; HPLC (30-100% in 30 min):
R=7.97 min; ESI-MS: m/z 197.1 (100) [M+H]", 180.2 (15) [M-OH]"; 417.4 (10)
[2M+Na]", 431.4 (15) [2M+K]".
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N-Fmoc-3-amino-3-(6-methoxypyridin-3-yl)-propansaure (74a)

~o

9 »L%
.

C24H2N,05
M: 418.15 g/mol

0.70 g (2.26 mmol) 3-Amino-3-(6-methoxypyridin-3-yl)-propansdure (73a), 0.76 g
(2.26 mmol) Fmoc-OSu und 0.48 g (5.56 mmol) NaHCO; wurden nach AAV 1
umgesetzt. Es wurden 0.65 g (68%) der Zielverbindung nach Lyophilisieren als weiller
Feststoff erhalten.

HPLC (30-100% in 30 min): R= 24.29 min; ESI-MS: m/z 419.2 (100) [M+H]’, 837.8
(5) [2M+HT', 859.3 (15) [2M+Na]", 876.3 (15) [2M+K]".

N-Fmoc-3-amino-3-(6-methoxypyridin-2-yl)-propansaure (74b)

C24H22N,05
M: 418.15 g/mol

0.70 g (2.26 mmol) 3-Amino-3-(6-methoxypyridin-2-yl)-propansdure (73b), 0.76 g
(2.26 mmol) Fmoc-OSu und 0.48 g (5.56 mmol) NaHCO; wurden nach AAV 1
umgesetzt. Es wurden 0.57 g (60%) der Zielverbindung 74 b nach Lyophilisieren als
weiBer Feststoff erhalten.

HPLC (30-100% in 30 min): R= 20.90 min; ESI-MS: m/z 419.2 (100) [M+H]", 837.8
(5) [2M+H]", 859.3 (15) [2M+Na]", 876.3 (15) [2M+K]".
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tert-Butyl-(S)-1-(methoxycarbonyl)-3-methylbutylcarbamat (76)

@]
Loy Ao
o
Ci2H23NO,
M: 245.16 g/mol

13.8 g (76.2 mmol) Leucinmethylesterhydrochlorid, 15.4 g (0.15 mol) Triethylamin
und 17.5 g (80.0 mmol) fert-Butyloxycarbonylanhydrid (Boc),O wurden nach AAV 16
in THF bei Raumtemperatur umgesetzt. Nach sdulenchromatographischer Reinigung
erhielt man 11.1 g (59%) der Zielverbindung 76 als farbloses Ol.

'H-NMR (250 MHz, CDCl;): & = 0.94 (d, 6H, J = 6.3 Hz), 1.43 (s, 9H), 1.49 (m, 3H),
3.72 (s, 3H), 4.30-4.35 (m, 1H), 4.86-4.90 (m, 1H).

tert-Butyl-(S)-1-hydroxy-4-methylpentan-2-ylcarbamat (77)

e

H
C11H23NO;
M: 217.17 g/mol

Eine Losung von 11.1 g (454 mmol) tert-Butyl-(S)-1-(methoxycarbonyl)-3-
methylbutylcarbamat (76) in 50 mL Ethanol wurde bei 0°C zu einer Suspension von
10.3 g (0.27 mol) Natriumborhydrid in 100 mL 50%-igem Ethanol getropft und
4 Stunden unter RiickfluB3 erhitzt. Nach dem Abkiihlen wurde die wéssrige Phase
abgetrennt und mit Essigsdureethylester extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden iiber Natruimsulfat getrocknet und im Vakuum eingeengt. Das
Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch (Hexan/Essigsdureethylester-Gradient)
gereinigt. Es konnten 6.40 g (65%) der Zielverbindung 77 als farbloses Ol isoliert

werden.

'H-NMR (250 MHz, CDCly): 8 = 0.94 (d, 3H, J = 1.3 Hz), 0.97 (d, 3H, J = 1.3 Hz),
1.31-1.37 (m, 2H), 1.47 (s, 9H), 1.67-1.72 (m, 1H), 3.52 (dd, 1H, J; = 10.8 Hz,
J,=5.8 Hz), 3.68 (dd, 1H, J; = 11.0 Hz, J, = 3.5 Hz), 3.75 (bs, 1H); *C-NMR
(CDCls, 62.5 MHz): § = 22.2, 23.0, 24.7, 28.4, 40.6, 60.4, 79.4, 156.5.
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tert-Butyl-(S)-1-formyl-3-methylbutylcarbamat (78)

0]
XOANJ@

H
C11H2iNO;5
M: 215.15 g/mol

250 g (11.5 mmol) tert-Butyl-(S)-1-hydroxy-4-methylpentan-2-ylcarbamat (77),
1.61 g (12.7 mmol) Oxalylchlorid, 1.98 g (25.3 mmol) Dimethylsulfoxid und 7.42 g
(57.5 mmol) DIPEA wurden in absoluten Dichlormethan bei -30°C nach AAV 3 zu
dem entsprechenden Aldehyd umgesetzt. Der Aldehyd 78 wurde ohne weitere

Aufreinigung eingesetzt, da eine sdulenchromatographische Trennung zur Zersetzung
fiihrt.

'H-NMR (250 MHz, CDCLy): & = 0.94 (d, 3H, J = 1.3 Hz), 0.97 (d, 3H, J = 1.3 Hz),
1.31-1.37 (m, 2H), 1.47 (s, 9H), 1.67-1.72 (m, 1H), 3.75 (t, 1H, J = 7.5 Hz), 10.5 (s,
1H); ®C-NMR (CDCls, 62.5 MHz): § = 21.9, 22.5, 23.1, 24.6, 28.3, 58.4, 80.3, 155.6,
200.5.

3-Amino-3-(bromphenyl)-propansaure (81)

C10H14BI'N02
M: 259.02 g/mol

Die verschieden substituierten 3-Amino-3-(bromphenyl)-propansidure Derivate wurden
nach AAV 2 aus 4.66 mL (40.0 mmol) Brombenzaldehyd, 4.16 g (40.0 mmol)
Malonsdure und 6.17 g (80.0 mmol) Ammoniumacetat NH4OAc erhalten. Nach
Waschen des Rohprodukts mit kaltem Ethanol erhielt man die Zielprodukte 81a, 81b

und 81c als weille Feststoffe in befriedigenden Ausbeuten.

HPLC,, s, (5-100% in 30 min): R= 11.00 min; HPLC,,, (5-100% in 30 min):
R~ 11.18 min; HPLC,,,, (5-100% in 30 min): R= 9.95 min.
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N-Fmoc-3-amino-3-(bromphenyl)-propansaure (82)
o] o)
O. o)J\H OH

C24H20BI'NO4
M: 465.06 g/mol

2.10 g (8.64 mmol) 3-Amino-3-(bromphenyl)-propansdure (81), 2.92 g (8.64 mmol)
Fmoc-OSu und 1.16 g (13.8 mmol) NaHCO; wurden nach AAV 1 in Aceton/Wasser
umgesetzt. Sdulenchromotographische Aufreinigung lieferte die Zielverbindungen
82a, 82b und 82c als weille Feststoffe in befriedigenden Ausbeuten.

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): 8 = 2.53 (m, 2H), 4.16-4.24 (m, 3H), 4.86-4.92 (m,
1H), 7.18-7.40 (m, 8H), 7.63 (d, 2H, J = 7.3 Hz), 7.84 (d, 2H, J= 7.3 Hz), 7.93 (d, 1H,
J = 8.5 Hz); HPLC,,, (5-100% in 30 min): R= 24.10 min; HPLC,,., (5-100% in
30 min): R= 24.18 min; HPLC,,,, (5-100% in 30 min): R= 25.43 min; ESI-MS: m/z
465.9 (50) [M+H]", 718.8 (5) [(BM+K)/2]", 932.6 (100) [2M+H]", 954.6 (30)
[2M+K]", 1418.1 (15) [3M+Na]", 1884.9 (10) [4M+Na]".

3-Phenylpent-4-ensaure (87)
A o)

OH

C11H120;
M: 176.08 g/mol

6.71 g (50.0 mmol) Zimtalkohol und 40.6 g (0.25 mol) Triethylorthoacetat wurden
unter Katalyse von 0.31 g (3.00 mmol) Pivalinsdure 3 Stunden unter Riickfluf erhitzt.
Das entstehende Wasser wurde azeotroph abdestilliert. Nach Beendigung der Reaktion
wurde die Losung abgekiihlt und mit 5.61 g (0.10 mmol) KOH in Ethanol versetzt. Die
Reaktionslosung wurde 5 Stunden unter RiickfluB} erhitzt. Das Losungsmittel wurde im
Vakuum eingeengt und der Riickstand mit Essigsdureethylester und 1 N HCI
aufgenommen. Die wissrige Phase wurde mit Essigsdureethylester extrahiert, die

vereinten organischen Phasen mit Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum
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abgezogen. Nach sdulenchromatographischer Reinigung (Hexan/Essigsdureethylester/
0.1% Essigsdure-Gradient) erhielt man 4.51 g (51%) der Zielverbindung 87 als weillen
Feststoff.

'H-NMR (250 MHz, CDCl;): & = 2.73-2.90 (m, 2H), 3.90 (q, 1H, J = 7.5 Hz), 5.10
(dt, 1H, J, =5.5 Hz, J, = 1.3 Hz), 5.15-5.16 (m, 1H), 5.95-6.06 (m, 1H), 7.20-7.39 (m,
S5H); HPLC (5-100% in 30 min): R= 20.35 min.

tert-Butyl-(S)-5-methylhex-1-en-3-ylcarbamat (88)

uYe

H
C12H23NO,
M: 213.17 g/mol

280 g (13.0 mmol) Aldehyd und 464 g (13.0 mmol)
Methyltriphenylphosphoniumbromid wurden nach AAV 12 mit 8.13 mL »n-BuLi
(0.13 mmol, 1.6 M Losung in Hexan) bei -78°C umgesetzt. Man erhielt nach

sdulenchromatographischer  Aufreinigung  (Hexan/Essigsdureethylester-Gradient)
0.50 g (18%) der Zielverbindung (88) als farbloses Ol.

'H-NMR (250 MHz, CDCl3): & = 0.94 (d, 3H, J = 1.8 Hz), 0.97 (d, 3H, J = 1.8 Hz),
1.36 (t, 2H, J = 7.5 Hz), 1.48 (s, 9H), 1.65-1.74 (m, 1H), 4.11-4.20 (m, 1H), 4.38 (bs,
1H), 5.09 (dt, 1H, J; = 10.5 Hz, J, = 1.3 Hz), 5.18 (dt, 1H, J, = 17.5 Hz, J, = 1.3 Hz),
578 (ddd, 1H, J, = 17.5 Hz, J, = 10.5 Hz, J; = 5.5 Hz); *C-NMR (CDCl,,
62.5 MHz): § = 22.5,22.7, 24.7, 28.4, 44.5, 66.4, 79.3, 114.0, 139.5, 171.4.

N,N"-Bis-(tert-butoxycarbonyl)-Leucinmethylester (89)

S
b
B

Ci7H31NOg
M: 345.22 g/mol

165



6 EXPERIMENTELLER TEIL

4.08 g (16.6 mmol) tert-Butyl-(S)-1-(methoxycarbonyl)-3-methylbutylcarbamat (76)
wurde nach AAV 15 mit 11.4 mL LDA (18.3 mmol, 1.6 M Loésung in THF)
deprotoniert und anschlieend mit 3.62 g (18.3 mmol) ter-Butyloxycarbonylanhydrid
zu dem Zielmolekiil 89 umgesetzt. Nach sdulenchromatographischer Aufreinigung
(Hexan/Essigsdureetylester-Gradient) wurden 4.70 g (82%) der Zielverbindung 89 als
farbloses Ol erhalten.

'H-NMR (250 MHz, CDCl;): & = 0.88 (d, 3H, J = 2.5 Hz), 0.93 (d, 3H, J = 2.5 Hz),
1.56 (s, 18H), 1.72-1.99 (m, 3H), 3.71 (s, 3H), 4.32 (t, 1H, J= 7.5 Hz).

N,N’-Bis-(tert-butoxycarbonyl)-2-amino-2-isobutylpent-4-ensauremethylester (90)

C20H35NOs
M: 385.25 g/mol

4.50 g (13.0 mmol) N,N -Bis-(tert-butoxycarbonyl)-Leucinmethylester (89) wurde
nach AAV 15 mit 9.00 mL LDA (13.3 mmol, 1.6 M Losung in THF) deprotoniert und
anschlieBend mit 1.57 g (17.0 mmol) Allylbromid zu dem Zielmolekiil 90 alkyliert.
Nach sdulenchromatographischer Aufreinigung (Hexan/Essigsdureetylester-Gradient)
erhielt man 4.15 g (83%) als farbloses OL.

'H-NMR (250 MHz, CDCl;): & = 0.88 (d, 3H, J = 2.5 Hz), 0.93 (d, 3H, J = 2.5 Hz),
1.57 (s, 18H), 1.72-1.99 (m, 3H), 2.60 (dd, 1H, J, = 14.3 Hz, J, = 8.0 Hz), 2.94 (dd,
1H, J, = 14.0 Hz, J, = 6.5 Hz), 3.71 (s, 3H), 5.05-5.08 (m, 1H), 5.11-5.15 (m, 1H),
5.72-5.89 (m, 1H).
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N,N"-Bis-(tert-butoxycarbonyl)-2-amino-2-(formylmethyl)-4-
methylpentansauremethylester (91)

_0

Sl A o
o*o °

A

C19H33NO;
M: 387.23 g/mol

200 g (5.20 mmol) N N -Bis-(tert-butoxycarbonyl)-2-amino-2-isobutylpent-4-
ensduremethylester (90) wurden nach AAV 24 mit 3.33 g (15.6 mmol)
Natriumperiodat NalO, zu dem entsprechenden Aldehyd 91 umgesetzt. Nach
sdaulenchromatographischer Aufreinigung (Hexan/Essigsdureetylester-Gradient) erhielt
man 0.96 g (48%) als farbloses Ol.

'H-NMR (250 MHz, CDCly): 8 = 0.87 (d, 3H, J = 6.5 Hz), 0.93 (d, 3H, J = 6.5 Hz),
1.48 (s, 18H), 1.62-1.98 (m, 3H), 2.85 (dd, 1H, J, = 17.5 Hz, J, = 3.5 Hz), 3.12 (dd,
1H, J, = 15.3 Hz, J, = 2.3 Hz), 3.75 (s, 3H), 9.85 (dd, 1H, J, = 3.8 Hz, J, = 2.3 Hz).

2-(Benzylamino)-ethanol (93)

©/\H/\/OH

C9H13NO
M: 151.1 g/mol

5.00 g (47.0 mmol) Benzaldehyd und 2.87 g (47.0 mmol) Aminoethanol wurden mit
6.49 g (47.0 mmol) Kaliumcarbonat 4 Stunden in Ethanol unter RiickfluB3 erhitzt. Nach
dem Erkalten der Reaktionslosung wurde die Losung filtriert. Das in Methanol geloste
Imin-Intermediat wurde anschlieBend mit 2.12 g (56.0 mmol) NaBH,; zu der
Zielverbindung 93 reduziert. Die Aufarbeitung des Rohprodukts erfolgte nach
AAYV 23. Es konnten 6.75 g (95%) ohne weitere Aufreinigung isoliert werden.

'H-NMR (250 MHz, CDCl3): & = 2.19 (bs, 1H), 2.84 (t, 2H, J = 5.3 Hz), 3.69 (t, 2H,
J= 53 Hz), 3.85 (s, 1H), 7.27-7.37 (m, 5H); HPLC (5-100% in 30 min):
R=11.06 min.
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2-(3-Nitrobenzylamino)-ethanol

OzN\©/\N/\/OH
H

CoH 12N> 035
M: 196.08 g/mol

5.00 g (23.1 mmol) 3-Nitrobenzylbromid, 2.83 g (46.3 mmol) Aminoethanol und
3.67 g (34.7 mmol) Natriumcarbonat wurden nach AAV 23 umgesetzt. Man konnte
3.16 g (72%) der Zielverbindung als hellgelben Feststoff isolieren.

'H-NMR (250 MHz, CDCly): & = 2.82 (t, 2H, J = 5.5 Hz), 2.80 (t, 2H, J = 5.5 Hz),
3.20 (bs, 1H), 3.87 (s, 3H), 7.57 (t, 1H, J = 8.0 Hz), 7.74-7.78 (m, 1H), 8.10-8.14 (m,
1H), 6.76 (s, 1H); HPLC (5-100% in 30 min): R= 9.60 min.

2-(4-Nitrobenzylamino)-ethanol

N/\/OH
IO
O,N

CoH,N,03
M: 196.08 g/mol

5.00 g (23.1 mmol) 4-Nitrobenzylbromid, 2.83 g (46.3 mmol) Aminoethanol und
3.67 g (34.7 mmol) Natriumcarbonat wurden nach AAV 23 umgesetzt. Man konnte
2.80 g (69%) der Zielverbindung als hellgelben Feststoff isolieren.

'H-NMR (250 MHz, CDCLy): & = 2.82 (t, 2H, J = 5.5 Hz), 2.80 (t, 2H, J = 5.5 Hz),

3.20 (bs, 1H), 3.87 (s, 3H), 7.60 (d, 2H, J = 9.0 Hz), 8.23 (d, 2H, J = 9.0 Hz); HPLC
(5-100% in 30 min): R= 9.88 min.
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N-(o-Nitrosulfonamido)-(S)-2-amino-4-methylpentansaure (94)

o

NO,
C12H6N>O6S
M: 316.07 g/mol

OH

n=0

N
H

o

O

3.00g (16.5 mmol) (L)-Leucinmethylesterhydrochlorid und 4.39 g (19.8 mmol)
o-Nitrosulfonsédure wurden nach AAV 18 mit 7.00 mL (49.5 mmol) Triethylamin
umgesetzt. Das Rohprodukt wurde anschlieBend nach AAV 10 zu der freien Séure 94
hydrolysiert. Nach Kristallisation (Hexan/Essigsdureethylester) wurden 3.70 g (71%)

der freien Séure 94 als gelber Feststoff erhalten.

'H-NMR (250 MHz, CDCly): & = 0.97 (d, 6H, J = 6.5 Hz), 1.61-1.66 (m, 2H), 1.82-
1.90 (m, 1H), 4.23-4.29 (m, 1H), 5.98 (d, 1H, J = 9.8 Hz), 7.74-7.80 (m, 2H), 7.94-
7.98 (m, 1H), 8.08-8.12 (m, 1H); HPLC (5-100% in 30 min): R= 20.26 min.

N-(o-Nitrosulfonamido)-(R)-1-benzyl-3-isobutylpiperazin-2-on (96)

O,N
o)

[
©) 2SS
N @]
©\/N\)

C21H25N;305S

M: 431.15 g/mol

Zu einer Losung von 2.50 g (7.91 mmol) N-(o-Nitrosulfonamido)-(S)-2-amino-4-
methylpentansdure (94) in absoluten THF wurde bei 0°C 1.28 g (7.91 mmol) CDI
hinzugegeben und 1 Stunde bei dieser Temperatur geriihrt. Anschliefend wurde die
Reaktionslosung mit 1.20 g (7.91 mmol) 2-(Benzylamino)-ethanol (93) versetzt und 12
Stunden geriihrt. Die Reaktion wurde nach AAV 11 aufgearbeitet. Nach
saulenchromatographischer Aufarbeitung wurden 1.73 g (3.84 mmol, 49%) der
Zwischenstufe 95 erhalten. Verbindung 95 wurde anschlieBend mit 1.31 g (4.99 mmol)
Triphenylphosphin und 1.01 g (4.99 mmol) DIAD nach AAV 13 zyklisiert. Man

konnte die Zielverbindung 96 in quantitativer Ausbeute isolieren.
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'H-NMR (250 MHz, CDCl;): & = 0.90 (d, 3H, J = 6.0 Hz), 0.95 (d, 3H, J = 6.0 Hz),
1.65-1.89 (m, 3H), 3.01-3.08 (m, 1H), 3.20-3.32 (m, 1H), 3.49-3.62 (m, 1H), 3.99-4.07
(m, 1H), 4.49-4.58 (m, 3H), 7.10-7.15 (m, 2H), 7.25-7.29 (m, 3H), 7.59-7.73 (m, 3H),
8.03-8.06 (m, 1H); *C-NMR (CDCls, 62.5 MHz): & = 21.4, 23.2, 24.5, 38.3, 41.0,
45.1, 50.2, 57.5, 124.4, 127.7, 128.2, 128.7, 130.8, 132.0, 133.2, 134.1, 136.0, 147.8,
167.6; HPLC (5-100% in 30 min): R= 24.94 min; ESI-MS: m/z 862.9 (45) [2M+H]’",
666.9 (75) [(BM+K)/2]", 432.3 (100) [M+H]".

(R)-1-Benzyl-3-isobutylpiperazin-2-on (97)

@)
NH
©\/N\)
Ci5H2N,O
M: 246.17 g/mol

1.41 g (3.27 mmol) N-(o-Nitrosulfonamido)-(R)-1-benzyl-3-isobutylpiperazin-2-on
(96), 0.47 g (4.26 mmol) Thiophenol und 1.36 g (9.82 mmol) Kaliumcarbonat wurden
nach AAV 17 umgesetzt. Nach sdulenchromatographischer Aufreinigung
(Hexan/Essigsdureethylester/0.1% Triethylamin-Gradient) erhielt man 0.60 g (75%)
des Amins 97 als farbloses Ol.

'H-NMR (250 MHz, CDCl3): 8 = 0.98 (d, 3H, J = 6.5 Hz), 1.01 (d, 3H, J = 6.5 Hz),
1.56-2.04 (m, 4H), 2.95-3.04 (m, 1H), 3.12-3.23 (m, 2H), 3.29-3.40 (m, 1H), 3.55 (dd,
1H, J, = 10.0 Hz, J, = 3.5 Hz), 4.54 (d, 1H, J = 14.8 Hz), 4.71 (d, 1H, J = 14.5 Hz),
7.22-7.40 (m, 5H); *C-NMR (CDCls, 62.5 MHz): § = 21.1, 23.6, 24.7, 41.3, 41.6,
47.6, 50.2, 57.4, 127.4, 1282, 128.6, 137.0, 170.9; HPLC (5-100% in 30 min):
R.= 13.85 min; ESI-MS: m/z 247.1 (100) [M+H]", 219.3 (65) [M-CO]".

(R)-1-Benzyl-3-isobutylpiperazin (98)

S¥S)

CisHaaN,
M: 232.19 g/mol
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0.80 g (3.60 mmol) (R)-1-Benzyl-3-isobutyl-piperazin-2-on 97 wurden in absoluten
Ether gelost und mit 6.30 g (16.7 mmol) Lithiumaluminiumhydrid versetzt. Die
Reaktionslosung wurde 3 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurde
die Reaktionslosung bei 0°C mit 10%-iger Natriumhydroxidlosung hydrolysiert. Die
wissrige Phase wurde dreimal mit 30 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden iiber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im
Vakuum entfernt. Das Rohprodukt  wurde sdulenchromatographisch
(Hexan/Essigsdureethylester/0.1% Triethylamin-Gradient) gereinigt. Man erhielt
0.86 g (64%) des gewiinschten Produkts (98) als farbloses OL.

'H-NMR (250 MHz, CDCl;): & = 0.88 (d, 3H, J = 5.0 Hz), 0.90 (d, 3H, J = 5.0 Hz),
1.14-1.26 (m, 2H), 1.61-1.76 (m, 2H), 1.88 (bs, 1H), 1.97-2.08 (m, 1H), 2.81-2.96 (m,
4H), 3.49 (d, 2H, J = 5.5 Hz), 7.23-7.32 (m, 5H); HPLC (5-100% in 30 min):
R= 11.30 min; ESI-MS: m/z 233.3 (100) [M+H]".

3-(tert-Butoxycarbonyl)-2-phenylpropanséaure (101)
0
)J\OJ<

OH
0]

Ci4H,304
M: 250.12 g/mol

5.00 g (33.0 mmol) Phenylessigsduremethylester, 0.88 g (37.0 mmol, [60%]) NaH und
7.14 g (37.0 mmol) a-Bromessigsdure-tert-butylester wurden nach AAV 5 umgesetzt.
Der Methylester des Rohprodukts wurde anschlieBend nach AAV 10 hydrolysiert.
Nach sdulenchromatographischer Aufreinigung (Hexan/Essigsdureethylester/0.1%
Essigsdure-Gradient) erhielt man 8.90 g (94% tiber 2 Stufen) der Zielverbindung 101
als farbloses Ol.

'H-NMR (250 MHz, CDCL): & = 1.39 (s, 9H), 2.60 (dd, 1H, J, = 24.1 Hz,
J,=7.9Hz), 3.09 (dd, 1H, J; = 24.1 Hz, J, = 14.4 Hz), 3.74 (s, 3H), 4.04 (dd, 1H,
Ji=144Hz, J, = 7.9 Hz), 7.28-7.34 (m, 5H); HPLC (5-100% in 30 min):
R=22.02 min.

171



6 EXPERIMENTELLER TEIL

N-(o-Nitrosulfonamido)-2-aminoessigsauremethylester (104)

NO,
)

1

SN YOS
oM o
CoH)N,O4S

M: 274.03 g/mol

100g (80.0 mmol) Glycinmethylesterhydrochlorid, 17.7g (80.0 mmol)
o-Nitobenzylsulfonsdurechlorid und 20.5 g (0.20 mmol) N-Methylmorpholin wurden
nach AAV 18 umgesetzt. Nach Kristallisation (Hexan/Essigsdureethylester) wurden
14.9 g (68%) der Verbindung 104 als gelber Feststoff erhalten.

'H-NMR (250 MHz, CDCl;): & = 3.64 (s, 3H), 4.05 (d, 2H, J = 5.8 Hz), 6.09 (t, 1H,
J=5.8 Hz), 7.74-7.82 (m, 2H), 7.94-8.00 (m, 1H), 8.10-8.16 (m, 1H); HPLC (5-100%
in 30 min): R= 17.87 min.

tert-Butyl-2-hydroxyethylcarbamat (105)
H
>y o
0
C;H;sNO;
M: 161.11 g/mol

5.00 g (82.0 mmol) Aminoethanol und 3.28 g (82.0 mmol) Natriumhydroxid wurden
in Aceton/Wasser 1:1 gelost. Bei 0°C wurde anschlieBend
tert-Butyloxycarbonylanhydrid hinzugegeben und 12 Stunden geriihrt. Das
Losungsmittel wurde im Vakuum eingeengt und der Riickstand mit geséattigter
Na,CO;-Losung und Essigsdureethylester aufgenommen. Die wissrige Phase wurde
mit Essigsdureethylester extrahiert, die vereinten organischen Phasen {iber
Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum abgezogen. Nach
sdulenchromatographischer ~ Aufreinigung (Hexan/Essigsdureethylester/Methanol-
Gradient) erhielt man 6.73 g (51%) des Amins 97 als farbloses Ol.

'H-NMR (250 MHz, CDCly): & = 1.48 (s, 9H), 2.20 (s, 1H), 2.66 (s, 1H), 3.31 (t, 2H,
J=4.8Hz),3.73 (t, 2H, J = 4.8 Hz).
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N-(o-Nitrosulfonamido)-piperazin-2-on (107)

O,N
0] I
HN O

CioH11N;05S
M: 285.04 g/mol

3.00 g (18.6 mol) tert-Butyl-2-hydroxyethylcarbamat (105) und 5.11 g (18.6 mmol)
N-(o-Nitrosulfonamido)-2-aminoessigsauremethylester (104) wurden mit 6.35 ¢
(24.2 mmol) Triphenylphosphin und 4.89 g (24.2 mmol) DIAD nach AAV 13
gekuppelt. Sdulenchromatographische Aufreinigung (Hexan/Essigsaureethylester/

Methanol-Gradient) lieferte 3.00 g (39%) der Zwischenverbindung 106 als farbloses
Ol. AnschlieBend wurde das fert-Butylcarbamat nach AAV 9 entschiitzt und das
Intermediat ohne weitere Aufreinigung nach Evaporierung des Losungsmitels in einer
3M Losung von DIPEA in Ethanol zyklisiert. Das Losungsmittel wurde im Vakuum
abgezogen und der Riickstand saulenchromatographisch gereinigt

(Hexan/Essigsédureethylester/Methanol-Gradient). Die Zyklisierung verlief quantitativ.

'H-NMR (250 MHz, CDCl;): & = 3.45 (m, 2H), 3.61-3.70 (m, 2H), 3.98 (s, 2H), 6.45
(bs, 1H), 7.65-7.80 (m, 3H), 8.03-8.09 (m, 1H); HPLC (5-100% in 30 min):
Ri= 15.02 min; ESI-MS: m/z 875.4 (100) [3M+Na]", 593.2 (10) [2M+Na]", 571.3 (30)
[2M+H]", 286.3 (20) [M+H]".

N,N-(o-Dinitrosulfonamido)-2-(2-aminoethylamino)-essigsauremethylester (108)
O,N

(@)

e} il
i)
H o

1]
et
(@)
NO,
Ci7HsN4O40S,
M: 502.05 g/mol

5.88 g (21.5 mmol) N-(o-Nitrosulfonamido)-2-aminoessigsduremethylester (104) und
3.46 g (21.5 mmol) tert-Butyl-2-hydroxyethylcarbamat (105) wurden mit 7.31 g
(27.9 mmol) Triphenylphosphin und 5.64 g (27.9 mmol) DIAD nach AAV 13

gekuppelt. AnschlieBend wurde das tert-Butylcarbamat ohne weitere Aufreinigung
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nach AAV 9 entschiitzt und das Intermediat nach Evaporierung des Losungsmitels mit
4776 g (21.5 mmol) o-Nitrosulfonsdurechlorid und 524¢g (53.8 mmol)
N-Methylmorpholin nach AAV 18 umgesetzt. Die Reaktion lieferte 6.18 g (57% tiber
2 Stufen) der Zielverbindung 108 als gelben Feststoff.

'H-NMR (250 MHz, CDCly): & = 3.41 (q, 2H, J = 6.0 Hz), 3.62 (t, 2H, J = 6.5 Hz),
3.74 (s, 3H), 4.23 (s, 2H), 5.93 (t, 1H, J = 6.5 Hz), 7.65-7.71 (m, 1H), 7.74-7.82 (m,
4H), 7.87-7.92 (m, 1H), 8.05-8.18 (m, 2H); HPLC (5-100% in 30 min):
R=18.70 min; ESI-MS: m/z 1043.0 (15) [2M+K]", 1026.9 (60) [2M+Na]’, 1004.7
(25) [2M+H]", 773.2 (45) [BM+K)/2]", 525.4 (35) [M+Na]", 503.1 (100) [M+H]".

N,N-(o-Dinitrosulfonamido)-2-(2-(allylamino)ethylamino)-essigsauremethylester
(109)

© N\
C20H22N4010S2
M: 542.08 g/mol

Zu einer Losung von 5.50g (11.0 mol) N,N-(o-Dinitrosulfonamido)-2-(2-
aminoethylamino)-essigsduremethylester (108) in DMF wurden 3.02 g (22.0 mmol)
Kaliumcarbonat und 2.63 g (22.0 mmol) Allylbromid gegeben. Die Reaktionslosung
wurde 16 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum
eingeengt und der Riickstand mit gesittigter NaCl-Losung und Essigsdureethylester
aufgenommen. Die wissrige Phase wurde mit Essigsdureethylester extrahiert, die
vereinten organischen Phasen liber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im
Vakuum abgezogen. Nach sdulenchromatographischer Reinigung erhielt man 4.50 g
(75%) der Zielverbindung als gelben Feststoff.

'H-NMR (250 MHz, CDCly): & = 3.60-3.62 (m, 4H), 3.68 (s, 3H), 4.00 (d, 2H,
J=6.5Hz), 4.25 (s, 2H), 5.27 (ydt, 2H, J, = 17.3 Hz, J, = 1.3 Hz), 5.63-5.77 (m, 1H),
7.63-7.78 (m, 6H), 8.04-8.09 (m, 2H); HPLC (5-100% in 30 min): R= 22.78 min;
ESI-MS: m/z 833.2 (40) [BM+K)/2]", 479.3 (100) [M+H]".
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1-(4-Nitrobenzyl)-piperazin-2-on (112a)

C11H13N;05
M: 235.1 g/mol

Die Verbindung 112a wurde analog dem Syntheseweg zur Darstellung von
N-(o-Nitrosulfonamido)-(R)-1-benzyl-3-isobutylpiperazin-2-on (96) bzw.
(R)-1-Benzyl-3-isobutylpiperazin-2-on (97) ausgehend von 0.90 g (4.60 mmol)
2-(4-Nitro-benzylamino)-ethanol (93) und 1.20 g (4.60 mmol)
N-(o-Nitrosulfonamido)-2-aminoessigsdure (104) synthetisiert. Die Amidbindung
wurde jedoch im ersten Schritt mit DCC nach AAV 11 gekniift. Es wurden 1.00 g
(67%) der Zielverbindung 112a erhalten.

'H-NMR (250 MHz, CDCl3): 8 = 3.10-3.17 (m, 2H), 3.31 (t, 2H, J = 10.3), 3.67 (s,
2H), 4.72 (s, 2H), 7.45 (d, 2H, J = 9.0 Hz), 8.23 (d, 2H, J = 9.0 Hz); HPLC (5-100%
in 30 min): R= 11.67 min; ESI-MS: m/z 276.8 (55) [M+K]", 236.1 (100) [M+H]".

1-(3-Nitrobenzyl)-piperazin-2-on (112b)

C11H13N;05
M: 235.1 g/mol

Die Verbindung 112b wurde analog dem Syntheseweg zur Darstellung von
N-(o-Nitrosulfonamido)-(R)-1-benzyl-3-isobutylpiperazin-2-on (96) bzw.
(R)-1-Benzyl-3-isobutylpiperazin-2-on (97) ausgehend von 1.20 g (6.12 mmol)
2-(4-Nitro-benzylamino)-ethanol (93) und 1.59 g (6.12 mmol)
N-(o-Nitrosulfonamido)-2-aminoessigsdure (104) synthetisiert. Die Amidbindung
wurde jedoch im ersten Schritt mit DCC nach AAV 11 gekniift. Es wurden 0.80 g
(55%) der Zielverbindung 112b erhalten.

'H-NMR (250 MHz, CDCls): 8 = 3.10-3.17 (m, 2H), 3.31 (t, 2H, J = 10.3 Hz), 3.67 (s,
2H), 4.72 (s, 2H), 7.74-7.78 (m, 2H), 8.10-8.14 (m, 1H), 6.76 (s, 1H); HPLC (5-100%
in 30 min): R= 11.55 min; ESI-MS: m/z 471.3 (10) [2M+H]', 276.8 (55) [M+K]’,
236.1 (100) [M+H]".
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N-(9H-Fluoren-9-yl)methyl-(S)-3-(tert-butoxycarbonyl)-1-(4-(nitrobenzyl)-3-
oxopiperazin-1-y|)-1-oxopropan-2-y|carbamat (113)

OzN—O\/ \K
N HN
\) Fmoc

C34H36N4O3
M: 628.25 g/mol

0.31 g (1.32 mmol) 1-(Nitrobenzyl)-piperazin-2-on (112), 0.65 g (2.00 mmol) TBTU,
0.27 g (2.00 mmol) HOBT und 0.54 g (1.32 mmol) N-Fmoc-Asp(‘Bu)-OH wurden mit
0.60 g (4.62 mmol) DIPEA nach AAV 11 umgesetzt. Man erhielt die Zielverbindung
113 (0.67 g, 81%) nach HPLC-Reinigung und Lyophilisieren als weilen Feststoff.

HPLC,.ct, para (10-90% in 24 min): R= 16.39 min fiir beide Regioisomere; ESI-MS:
m/z 1886.0 (15) [3M+H]", 1279.3 (10) [2M-+Na]", 1257.5 (100) [2M+H]", 962.8 (5)
[BM+K)/2]", 629.3 (5) [M+H]".

tert-Butyl-di(ethoxycarbonyl)-methylcarbamat (117)

(@] O
C1,H,NOg
M: 275.14 g/mol

100 g (47.0 mmol) Diethylaminomalonathydrochlorid, 10.9g (50.0 mmol)
tert-Butyloxycarbonylanhydrid und 4.81 g (0.14 mol) Triethylamin wurden nach

AAV 16 umgesetzt. Nach sdulenchromatographischer Aufreinigung erhielt man 9.79 g
(76%) der Zielverbindung 117 als farbloses Ol.

'H-NMR (250 MHz, CDCls): & = 1.29 (t, 6H, J = 7.3 Hz), 1.44 (s, 9H), 4.16-4.35 (m,

4H), 4.93 (d, 1H, J = 7.5 Hz), 5.54 (d, 1H, J = 7.5 Hz); ESI-MS: m/z 298.1 (100)
[M+Na]", 176.1 (45) [M-Boc+H]".
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2-Amino-2-isobutylmalonsaureethylester (118)

NH
\/O Ov
0] (0]

C11H21NOy4
M: 231.15 g/mol

9.79 g (35.6 mmol) fert-Butyl-di(ethoxycarbonyl)-methylcarbamat (117) wurden nach
AAV 5 mit 1.44 g (37.4 mmol, [60%]) NaH deprotoniert und das gebildete Enolat mit
6.34 g (46.3 mmol) Isopropylbromid abgefangen. Die fert-Butyloxycabonyl-Gruppe
wurde anschlieBend nach AAV 9 hydrolysiert. Nach sdulenchromatographischer
Aufreinigung (Hexan/Essigsdureethylester-Gradient) erhielt man 8.50 g (74%) der
Zielverbindung 118 als farblose Fliissigkeit.

'H-NMR (250 MHz, CDCly): & = 0.96 (d, 6H, J = 6.5 Hz), 1.31 (t, 6H, J = 7.0 Hz),
1.75-1.86 (m, 1H), 1.99 (d, 2H, J = 6.3 Hz), 2.03 (bs, 2H), 4.25 (q, 4H, J = 7.0 Hz);
BC-NMR (CDCl, 62.5 MHz): § = 14.0, 23.7, 24.0, 43.4, 61.8, 65.5, 171.9.

2-(2-Nitrobenzamido)-2-isobutylmalonsaureethylester (119)
NO, O

oy
\/O Ov
@] (e}

C1sH24N207
M: 380.16 g/mol

Darstellung von 2-Nitrobenzoylchlorid: 10.0 g (60.0 mmol) o-Nitrobenzoesiure
wurden zu einer Losung von 15.2 mL (0.20 mol) Thionylchlorid in Dichlormethan
gegeben und mit 0.70 mL DMF versetzt. Die Reaktionslosung wurde 2 Stunden unter
RiickfluB} erhitzt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel im Vakuum eingeengt und
der Riickstand mit Toluol coevaporiert. Das Rohprodukt kann in der néchsten
Reaktion ohne weitere Aufreinigung verwendet werden.

342 g (18.5 mmol) 2-Nitrobenzoylchlorid wurden zu einer Losung aus 3.00 g
(13.0 mmol) 2-Amino-2-isobutylmalonsdureethylester (118) und 5.74 g (56.7 mmol)
Triethylamin in Dichlormethan bei 0°C hinzugegeben und langsam auf

Raumtemperatur erwédrmt. Nach basischer Aufarbeitung mit gesittigter Na,COs-
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Losung und Extraktion der wéssrigen Phase mit Essigsdureethylester erhielt man
3.36 g (68%) der Zielverbindung 119 als gelben Feststoff.

'H-NMR (250 MHz, CDCly): & = 0.95 (d, 6H, J = 6.8 Hz), 1.30 (t, 6H, J = 7.3 Hz),
1.70-1.75 (m, 1H), 2.48 (d, 2H, J = 6.5 Hz), 4.30 (q, 4H, J = 7.3 Hz), 7.29 (bs, 1H),
7.56-7.69 (m, 3H), 8.06 (d, 1H, J = 7.8 Hz); *C-NMR (CDCls, 62.5 MHz): § = 14.0,
23.3, 24.0, 40.2, 62.8, 66.6, 124.7, 128.6, 130.6, 132.0, 133.4, 164.6, 166.3; HPLC
(5-100% in 30 min): R= 22.92 min.

2,3,4,5-Tetrahydro-3-isobutyl-2,5-dioxo-1H-benzo[e][1,4]diazepin-3-carbonsaure
(120)

Ci4H16N,O4
M: 276.11 g/mol

336 g (8.84 mmol) 2-(2-Nitrobenzamido)-2-isobutylmalonsdureethylester (119)
wurden nach AAV 8 in Methanol mit Pd(0) auf Kohle reduziert und in einem Schritt
zyklisiert. Nach Filtration tiiber Ceolite erhielt man den Methylester des
Benzodiazepins 120 in quantitativer Ausbeute (3.10 g), welcher anschlieBend nach

AAV 10 zur freien Sdure hydrolysiert wurde.

'H-NMR (250 MHz, CDCl;): & = 0.80 (d, 3H, J = 6.5 Hz), 0.86 (d, 3H, J = 6.5 Hz),
1.54-1.76 (m, 2H), 2.06 (dd, 1H, J; = 14.0 Hz, J, = 5.3 Hz), 7.02 (d, 1H, J = 7.8 Hz),
7.19 (t, 1H, J=7.5 Hz), 7.47 (t, 1H, J = 6.5 Hz), 7.62 (d, 1H, J= 7.8 Hz), 8.68 (s, 1H),
10.43 (s, 1H); HPLC (5-100% in 30 min): R= 11.06 min; ESI-MS: m/z 277.2 (100)
[M+H]", 232.2 (15) [M-CO,]".

2-(2-Nitrophenoxy)-essigsduremethylester (122)
Cr
oy
o)
CoHoNOs

M: 211.05 g/mol
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5.00 g (36.0 mmol) 2-Nitrophenol, 5.50 g (36.0 mmol) a-Bromessigsduremethylester
und 4.96 g (36.0 mmol) Kaliumcarbonat wurden nach AAV 27 in 80 mL Aceton
4 Stunden unter RiickfluB erhitzt. Das Produkt 122 wurde quantitativ erhalten und

konnte ohne weitere Aufreinigung in der nachsten Stufe verwendet werden.

'H-NMR (250 MHz, CDCl;): & = 3.83 (s, 3H), 4.81 (s, 2H), 7.01 (d, 1H, J = 8.5 Hz),
7.13 (dt, 1H, J; = 8.5 Hz, J, = 1.0 Hz), 7.55 (dt, 1H, J, = 7.3 Hz, J, = 1.8 Hz), 7.85
(dd, 1H, J, = 8.5 Hz, J, = 1.5 Hz); HPLC (5-100% in 30 min): R= 12.76 min.

2H-Benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-on (123)

H
@]
CgH,NO,
M: 149.05 g/mol

2-(2-Nitrophenoxy)-essigsduremethylester (122) wurde nach AAV 8 in Methanol mit
Pd(0) auf Kohle reduziert und in einem Schritt zyklisiert. Nach Filtration iiber Ceolite
und Kristallisation (Essigsdureethylester/Methanol) erhielt man 4.22 g (79% tiber 2
Stufen) der Zielverbindung 123 als weillen Feststoff.

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & = 3.67 (s, 2H), 6.87-6.98 (m, 4H), 10.69 (bs, 1H);
HPLC (5-100% in 30 min): R= 12.76 min.

4-Methyl-2H-benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-on (124)

LY
@)
C9H9N02
M: 163.06 g/mol

2.50 g (16.8 mmol) 2H-Benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-on (123) wurden mit 0.87 g
(16.8 mmol, [60%]) NaH in DMF bei 0°C deprotoniert und nach AAV 5 mit 3.10 g
(21.8 mmol) Methyliodid alkyliert. Nach sdulenchromatographischer Aufreinigung
(Hexan/Essigsdureethylester/Methanol-Gradient) erhielt man 1.94 g (70%) der
Zielverbindung 124 als farbloses Ol.
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'H-NMR (250 MHz, CDClLy): & = 3.40 (s, 3H), 4.71 (s, 2H), 6.97-7.12 (m, 4H);
HPLC (5-100% in 30 min): R= 17.81 min.

3-(Brommethyl)-benzoesaure-tert-butylester (126)

@xk

C12H15BI'02
M: 270.03 g/mol

10.0 g (73.5 mmol) m-Tolylsdure, 15.7 g (88.2 mmol) N-Bromsuccinimid und 1.20 g
(5.15 mmol) Dibenzoylperoxid wurden nach AAV 28 in Tetrachlorkohlenstoff
4 Stunden unter RiickfluB3 erhitzt. Nach Kristallisation (Hexan/Toluol) erhielt man
8.50 g (54%) der freien Sédure. 5.00 g (23.4 mmol) 3-(Brommethyl)-benzoeséure,
12.7 g (58.4 mmol) Trichloracetimidat und 0.82 g (5.84 mmol) BF;*Etherat wurden
nach AAV 14 umgesetzt. Nach sdaulenchromatographischer Aufreinigung konnte die

Zielverbindung 126 in quantitativer Ausbeute isoliert werden.

'H-NMR (250 MHz, CDCL;): & = 1.63 (s, 9H), 4.55 (s, 2H), 7.44 (t, 1H, J = 7.5 Hz),
7.59 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 8.00 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 8.14 (s, 1H); HPLC (5-100% in
30 min): R=27.25 min.

2-Methyl-2-meta-tolylpropansaure (127)

OH
@)

Ci1H140;
M: 178.1 g/mol

3.00 g (18.3 mmol) m-Tolylessigsdure wurden nach AAV 15 mit 19.2 mL LDA
(192mmol, 1.0 M Losung in THF) bei -78°C in THF deprotoniert und mit
Methyliodid alkyliert. Das Alkylierungsprodukt wurde sdulenchromatographisch
aufgereinigt und unter den gleichen Bedingungen zu dem Methylester des
Zielmolekiils 127 umgesetzt. Nach sdulenchromatographischer Aufreinigung
(Hexan/Essigsduremethylester-Gradient) wurde die S&ure 127 nach Hydrolyse des
Methylester nach AAV 10 als farbloses Ol erhalten. Man konnte 1.53 g (47% iiber 3

Stufen) isolieren.
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'H-NMR (250 MHz, CDCl3): & = 1.63 (s, 6H), 2.39 (s, 3H), 7.09-7.7.28 (m, 4H);
HPLC (5-100% in 30 min): R= 19.83 min.

2-(3-(Brommethyl)phenyl)-2-methylpropansaure-tert-butylester (128)

YK

CisHy,BrO,
M: 312.07 g/mol

1.53 g (8.88 mmol) 2-Methyl-2-meta-tolylpropansiaure (127), 1.58 g (8.88 mmol)
N-Bromsuccinimid und 0.12 g (0.52 mmol) Dibenzoylperoxid wurden nach AAV 28
in Tetrachlorkohlenstoff 4 Stunden unter Riickflu erhitzt. Nach Kristallisation
(Hexan/Toluol) erhielt man 1.61 g (71%) der freien Saure. 1.61 g (6.29 mmol)
2-(3-(Brommethyl)phenyl)-2-methylpropanséure, 3.34 g (16.0 mmol)
Trichloracetimidat und 0.22 g (1.57 mmol) BF;*Etherat wurden anschlieBend nach
AAV 14 umgesetzt. Nach sdulenchromatographischer ~ Aufreinigung
(Hexan/Essigsdureethylester-Gradient) wurden 1.60 g (82%) der Zielverbindung 128
isoliert.

IH-NMR (250 MHz, CDCly): & = 1.40 (s, 9H), 1.53 (s, 6H), 4.49 (s, 2H), 7.25-7.36
(m, 4H); *C-NMR (CDCl, 62.5 MHz): & = 26.4, 27.8, 33.8, 47.0, 80.6, 125.7, 126.6,
127.1, 128.6, 137.6, 146.0, 175.8; HPLC (10-100% in 30 min): R= 30.00 min.

4-Methyl-2H-pyrido[3,2-b][1,4]oxazin-3(4H)-on (131)

Ny lll 0
(1T
L,
CgHgNzOz
M: 164.06 g/mol

Die Verbindung 131a wurde analog dem Syntheseweg zur Darstellung von 4-Methyl-
2H-benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-on (124) ausgehend von 5.00g (35.7 mmol)
2-Nitropyridin-3-ol, 5.46 g (35.7 mmol) a-Bromessigsaureethylester und 4.36 g
(35.7 mmol) Kaliumcarbonat synthetisiert. Nach Reduktion der Nitrogruppe mit Pd(0)
auf Kohle in Methanol nach AAV 9 und anschlieBender Zyklisierung in einem Schritt
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wurde der Amidstickstoff mit Methyliodid nach AAV 5 methyliert. Das Rohprodukt
wurde sdulenchromatographisch (Hexan/Essigsdureethylester-Gradient) gereinigt und
man erhielt 3.63 g (62%) der Zielverbindung 131 als hellgelben Feststoft.

'H-NMR (250 MHz, CDCl3): & = 3.48 (s, 3H), 4.68 (s, 2H), 6.94 (dd, 1H, J;, = 8.0 Hz,
J,=49 Hz), 7.22 (dd, 1H, J,=8.0Hz, J,=1.5 Hz), 8.03 (dd, 1H, J;, =4.9 Hz,
J,=1.5Hz); HPLC (10-100% in 30 min): R= 14.39 min.

4-Benzylmorpholin-2-on (133a)
(Y
N

of

C11Hi3NO,
M: 191.09 g/mol

1.74¢g (11.6 mmol) 2-(Benzylamino)-ethanol (93), 1.77g (11.6 mmol)
a-Bromessigsdauremetylester und 1.49 g (11.6 mmol) DIPEA wurden nach AAV 25
umgesetzt. Nach sdulenchromatographischer Aufreinigung (Hexan/Essigsaureethyl-

ester/0.1% Triethylamin-Gradient) konnte man das Produkt 133 in quantitativer

Ausbeute isolieren.
'H-NMR (250 MHz, CDCly): & = 2.71 (t, 2H, J= 5.0 Hz), 3.38 (s, 2H), 3.62 (s, 2H),
442 (t, 2H, J=5.0Hz), 7.31-7.40 (m, 5H); HPLC (10-100% in 30 min):
R= 17.45 min; ESI-MS: m/z 383.0 (5) [2M+H]", 192.0 (100) [M+H]".
4-(4-Nitrobenzyl)-morpholin-2-on (133b)
(Y
N
OZN©)

C11H12N2O4
M: 236.08 g/mol
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2.09¢g (10.7 mmol) 2-(4-Nitrobenzylamino)-ethanol (93), 1.64g (10.7 mmol)
a-Bromessigsdauremetylester und 1.08 g (10.7 mmol) DIPEA wurden nach AAV 25
umgesetzt. Nach sdulenchromatographischer Aufreinigung (Hexan/Essigsdureethyl-

ester/0.1% Triethylamin-Gradient) konnte man 1.82 g (72% {tber 2 Stufen) der

Zielverbindung 133 isolieren.

IH-NMR (250 MHz, CDCly): & = 2.75 (t, 2H, J = 5.0 Hz), 3.40 (s, 2H), 3.72 (s, 2H),
4.46 (t, 2H, J=5.0 Hz), 7.56 (d, 2H, J=8.8 Hz), 8.25 (d, 2H, J=8.8 Hz); HPLC
(10-100% in 30 min): R= 15.07 min; ESI-MS: m/z 237.1 (100) [M+H]".

2-Methylmalonsaurediethylester (136)

~.0 o~
O O
CgH 404
M: 174.09 g/mol

7.00 g (43.8 mmol) Malonsdurediethylester wurden nach AAV 5 mit 1.76 g
(46.0 mmol, [60%]) NaH deprotoniert und mit 6.25 g (46.0 mmol) Methyliodid
alkyliert. Nach sdulenchromatographischer Aufreinigung (Hexan/Essigsdureethylester-
Gradient) erhielt man 6.50 g (85%) der Zielverbindung 136 als farblose Fliissikkeit.

'H-NMR (250 MHz, CDCly): & = 0.98 (d, 3H, J = 6.0 Hz), 1.32 (t, 6H, J = 7.0 Hz),
3.44 (q, 1H, J= 6.0 Hz), 4.18 (q, 4H, J = 7.0 Hz).

2-1sobutylmalonsaurediethylester (137)

~.O o~
O O
C111_I2OC)4
M: 216.14 g/mol

5.00 g (31.3 mmol) Malonsdurediethylester wurden nach AAV 5 mit 1.26 g
(32.8 mmol, [60%]) NaH deprotoniert und mit 5.67 g (40.6 mmol) Isobutylbromid
alkyliert. Nach sdulenchromatographischer Aufreinigung (Hexan/Essigsdureethylester-
Gradient) erhielt man 4.00 g (60%) der Zielverbindung 137 als farblose Fliissikkeit.
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'H-NMR (250 MHz, CDCly): & = 0.92 (d, 6H, J = 6.5 Hz), 1.26 (t, 6H, J = 7.3 Hz),
1.52-1.63 (m, 1H), 1.79 (t, 2H, J = 7.5 Hz), 3.41 (t, 1H, J = 7.5 Hz), 4.19 (q, 4H,
J=17.3 Hz).

2-Brom-2-methylmalonsdurediethylester (138)

O O~
O O
CsH;BrOy
M: 252 g/mol

6.00 g (37.5 mmol) 2-Methylmalonsédurediethylester (136) und 6.00 g (37.5 mmol)
Brom wurden nach AAV 26 umgesetzt. Das Rohprodukt 138 wurde ohne weitere

Aufreinigung in der ndchsten Reaktion verwendet.

'H-NMR (250 MHz, CDCls): & = 1.48 (s, 3H), 1.34 (t, 6H, J = 7.3 Hz), 4.20 (q, 4H,
J=17.3 Hz).

2-Brom-2-isobutylmalonsdurediethylester (139)

@] O
C1H;9BrO,
M: 294.05 g/mol

4.00 g (18.5 mmol) 2-Isobutylmalonsdurediethylester (137) und 2.96 g (18.5 mmol)

Brom wurden nach AAV 26 umgesetzt. Das Rohprodukt 139 wurde ohne weitere

Aufreinigung in der nichsten Reaktion verwendet.

'H-NMR (250 MHz, CDCls): & = 0.92 (d, 6H, J = 6.5 Hz), 1.26 (t, 6H, J = 7.3 Hz),
1.92-2.03 (m, 1H), 2.29 (d, 2H, J = 6.0 Hz), 4.28 (q, 4H, J = 7.3 Hz).
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3,4-Dihydro-2-methyl-3-oxo0-2H-benzo[b][1,4]oxazin-2-carboxylsaure (140)
CLX
O:/%/OH
o]

CioHoNO,
M: 207.05 g/mol

371g (16.6 mmol) 2-Brom-2-methylmalonsdurediethylester (138), 2.05g
(14.7 mmol) 2-Nitrophenol und 2.44 g (17.7 mmol) Kaliumcarbonat wurden nach
AAV 27 umgesetzt. Nach sdulenchromatographischer ~ Aufreinigung
(Hexan/Essigsdureethylester-Gradient) wurde das Produkt nach AAV 8 zyklisiert und
das Rohprodukt anschlieBend nach AAV 10 hydrolysiert. Es wurden 2.12 g (75%) der

freien Saure 140 isoliert.

'H-NMR (250 MHz, CDCl;): & = 1.86 (s, 3H), 6.81-6.85 (m, 1H), 6.94-7.09 (m, 3H),
8.52 (bs, 1H), 9.58 (bs, 1H); HPLC (5-100% in 30 min): R= 14.10 min; ESI-MS: m/z
660.1 (100) [3M+K]', 644.1 (25) [3M+Na]’, 330.9 (80) [(3M+K)/2]", 207.1 (20)
[M+H]".

3,4-Dihydro-2-isobutyl-3-oxo0-2H-benzo[b][1,4]oxazin-2-carboxylsaure (141)

H
N.__O
@*OH
0]
@)

Ci3HisNOy
M: 249.1 g/mol

544 ¢ (18.5 mmol) 2-Brom-2-isobutylmalonsdurediethylester (139), 2.57¢g
(18.5 mmol) 2-Nitrophenol und 3.07 g (22.2 mmol) Kaliumcarbonat wurden nach
AAYV 27 umgesetzt. Nach sdulenchromatographischer Aufreinigung (Hexan/Essig-

sdureethylester) wurde das Produkt nach AAV 8 zyklisiert und das Rohprodukt
anschlieBend nach AAV 10 hydrolysiert. Es wurden 0.45 g (10%) der freien Saure 141

1soliert.

'H-NMR (250 MHz, CDCly): & = 1.04 (yt, 6H, J = 6.5 Hz), 1.98-2.11 (m, 1H), 2.25
(d, 1H, J = 1.0 Hz), 2.28 (d, 1H, J = 1.8 Hz), 6.82 (dd, 1H, J, = 7.3 Hz, J, = 1.5 Hz),
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6.95-7.13 (m, 3H), 8.50 (bs, 1H), 9.78 (bs, 1H); *C-NMR (CDCl;, 62.5 MHz):
§=123.6,23.7,24.5,41.9,84.0, 115.5, 117.4, 122.8, 124.5, 125.4, 142.9, 164.0, 168.6;
HPLC (5-100% in 30 min): R= 20.81 min; ESI-MS: m/z 1034.8 (30) [4M+K]",
1020.9 (5) [4M+Na]", 786.1 (100) [3M+K]", 770.1 (25) [3M+Na]", 393.9 (80)
[(3M+K)/2]", 250.1 (20) [M+H]".

3-(Aminomethyl)-benzoesaure-tert-butylester (142)

gy

C2H17NO,
M: 207.13 g/mol

1.66 g (6.15 mmol) 3-(Brommethyl)-benzoesédure-tert-butylester (126) wurden mit
0.80 g (12.3 mmol) Natriumazid bei 50°C in DMF unter Verwendung -einer
katalytischen Menge Natriumiodid tiber 12 Stunden umgesetzt. Das Losungsmittel
wurde im Vakuum eingeengt und der Riickstand mit Essigsdureethylester und Wasser
aufgenommen. Die wissrige Phase wurde mit Essigsdureethylester extrahiert und die
vereinigten organischen phasen iiber Natriumsulfat getrocknet. Das Azid wurde
sdulenchromatographisch (Hexan/Essigsdureethylester-Gradient) gereinigt und nach
AAV 8 in Methanol/Essigsdure 25:1 zu dem Amin 142 reduziert. Es konnten 0.65 g
(51%) ohne weitere Aufreinigung isoliert werden.

'H-NMR (250 MHz, CDCl;): 8 = 1.25 (s, 9H), 3.97 (s, 2H), 5.93 (bs, 2H), 7.42 (t, 1H,

J=17.5Hz),7.54 (d, 1H, J= 8.0 Hz), 7.95 (d, 1H, J= 7.8 Hz), 8.01 (s, 1H); HPLC (5-
100% in 30 min): R= 10.40 min.
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6.3 Synthese von a4-Antagonisten in LOsung

3-(2-(4-((Naphthalen-3-yl)methoxy)phenyl)-4-methylpentanamido)-3-
phenylpropanséure (21b)

H
Q)\WN
(@) OH
O

C33H35NO,
M: 509.26 g/mol

2-(4-((Naphthalin-2-yl)methoxy)phenyl)-4-methylpentansdure ~ (19b) (80.0 mg,
0.23 mmol), 44.4 mg (0.23 mmol) des S-Aminosduremethylesters 20, 31.0 mg
(0.23 mmol) HOBT und 48.5 mg (0.25 mmol) EDCI wurden nach AAV 11 mit0.13 g
(0.97 mmol) DIPEA in Dichlormethan umgesetzt. Der Methylester wurde nach
AAV 10 hydrolysiert. Man erhielt die Zielverbindung 21b (82.0 mg, 71%) nach
HPLC-Reinigung und Lyophilisieren als wei3en Feststoff.

'H-NMR (500 MHz, CD;0D): & = 0.94 (d, 3H, J = 6.5 Hz, -CH(CHs),), 0.96 (d, 3H,
J= 6.5 Hz, -CH(CHs),), 1.43-1.56 (m, 2H, -CH(CHj3),, -CHHCH-), 1.90-2.05 (m, 1H,
-CHHCH-), 2.24 (s, 3H, -CH3), 2.76 (d, 2H, J = 7.5 Hz, -CH,COOH), 3.62 (t, 1H,
J=6.8 Hz, -CHCO-), 5.24 (s, 2H, -CH,-), 5.28 (t, 1H, J = 7.5 Hz, -NHCHC,,), 6.94-
7.04 (m, 5H, Ar-Hs), 7.23 (d, 2H, J = 8.5 Hz, Ar-H,), 7.48-7.58 (m, 3H, Ar-H;), 7.86-
7.91 (m, 4H, Ar-Hy); HPLC (5-100% in 30 min): R= 26.57 min; ESI-MS: m/z 1069.2
(40) [2M+Na]", 1047.2 (15) [2M+H]", 547.5 (35) [M+Na]", 524.4 (100) [M+H]".
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3-(2-(4-((Biphenyl)methoxy)phenyl)-4-methylpentanamido)-3-phenylpropansaure
(21c)

C35H37NO,
M: 535.27 g/mol

2-(4-((Biphenyl)methoxy)phenyl)-4-methylpentansidure (19¢) (80.0 mg, 0.21 mmol),
44.4 mg (0.23 mmol) des f~Aminosduremethylesters 20, 31.0 mg (0.21 mmol) HOBT
und 48.5 mg (0.21 mmol) EDCI wurden nach AAV 11 mit 0.13 g (0.90 mmol) DIPEA
in Dichlormethan umgesetzt. Der Methylester wurde nach AAV 10 hydrolysiert. Man
erhielt die Zielverbindung 21c (71.9 mg, 65%) nach HPLC-Reinigung und
Lyophilisieren als wei3en Feststoff.

'H-NMR (500 MHz, CD;0D): & = 0.90 (d, 3H, J = 6.5 Hz, -CH(CH),), 0.92 (d, 3H,
J= 6.5 Hz, -CH(CH3),), 1.43-1.56 (m, 2H, -CH(CHjs),, -CHHCH-), 1.90-2.05 (m, 1H,
-CHHCH-), 2.24 (s, 3H, -CH;), 2.76 (d, 2H, J = 7.5 Hz, -CH,COOH), 3.62 (t, 1H,
J=6.8 Hz, -CHCO-), 4.95 (s, 2H, -CH>-), 5.28 (t, 1H, J = 7.5 Hz, -NHCHCy,), 6.72
(d, 2H, J = 4.3 Hz, Ar-H,), 6.98-7.00 (m, 4H, Ar-Hy), 7.15 (d, 2H, J = 4.3 Hz, Ar-H,),
7.31-7.39 (m, 7H, Ar-H), 7.56-7.58 (m, 1H, Ar-H); HPLC (5-100% in 30 min):
R=129.17 min; ESI-MS: m/z 1121.2 (40) [2M+Na]’, 1099.2 (10) [2M+H]", 844.2 (35)
[(BM+K)/2)]", 572.5 (30) [M+Na]", 550.4 (100) [M+H]".
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3-(4-Methyl-2-(1-methyl-1H-indol-3-yl)pentanamido)-3-para-tolylpropansaure
(54)

H
3y
) O OH
N

CasH30N,05
M: 406.23 g/mol

2-(1-Methyl-1H-indol-3-yl)-4-methylpentansdure (42b) (0.27 g, 1.10 mmol), 0.21 g
(1.10 mmol) des f-Aminosduremethylesters 20, 0.15 g (1.10 mmol) HOBT und 0.23 g
(1.12 mmol) EDCI wurden nach AAV 11 mit 0.60 g (4.62 mmol) DIPEA in
Dichlormethan umgesetzt. Der Methylester wurde nach AAV 10 hydrolysiert. Man
erhielt die Zielverbindung 54 (0.28 g, 63%) nach HPLC-Reinigung und Lyophilisieren

als hellgelben Feststoff. Die beiden Diastereomere konnten getrennt werden.

Diastereomer A:

'H-NMR (500 MHz, CD;0D): 8 = 0.97 (d, 3H, J = 13.0 Hz, -CH(CHs),), 1.01 (d, 3H,
J = 13.0 Hz, -CH(CH;),), 1.61-1.80 (m, 2H, -CH(CH;),, -CHHCH-), 1.97-2.08 (m,
1H, -CHHCH-), 2.26 (s, 3H, -CH;), 2.76 (m, 2H, -CH,COOH), 3.77 (s, 3H, -NCHj),
3.94 (dd, 1H, J, = 16.5 Hz, J, = 13.0 Hz, -CHCO-), 5.34 (dd, 1H, J, = J, = 14.0 Hz,
-NHCHC,,), 6.97-7.19 (m, 7H, Ar-H,), 7.32 (d, 1H, J = 16.5 Hz, Ar-H), 7.59 (d, 1H,
J=16.0 Hz, Ar-H); HPLC (5-100% in 30 min): R= 24.88 min; ESI-MS: m/z 835.2
(35) [2M+Na]", 636.6 (35) [BM+K)/2)]", 429.5 (35) [M+Na]", 407.4 (100) [M+H]".

Diastereomer B:

'H-NMR (500 MHz, CD;0D): & = 0.87 (d, 3H, J = 6.5 Hz, -CH(CHs),), 0.95 (d, 3H,
J=6.5 Hz, -CH(CHs;),), 1.46-1.52 (m, 1H, -CH(CHs),), 1.68-1.74 (m, 1H, -CHHCH-),
1.92-1.98 (m, 1H, -CHHCH-), 2.29 (s, 3H, -CH3), 2.68 (dd, 1H, J; = 15.5 Hz,
J,=6.5 Hz, -CHHCOOH), 2.74 (dd, 1H, J; = 15.5 Hz, J, = 8.0 Hz, -CHHCOOQOH),
3.77 (s, 3H, -NCH;), 3.90 (t, 1H, J = 7.5 Hz, -CHCO-), 5.30 (t, 1H, J = 7.5 Hz,
-NHCHC,,), 7.02-7.17 (m, 7H, Ar-H;), 7.32 (d, 1H, J = 8.5 Hz, Ar-H), 7.61 (d, 1H,
J= 8.0 Hz, Ar-H); HPLC (5-100% in 30 min): R= 25.21 min; ESI-MS: m/z 835.2
(35) [2M+Na]", 636.6 (35) [BM+K)/2)]", 429.5 (35) [M+Na]", 407.4 (100) [M+H]".
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3-(2-(Thiophen-2-yl)-phenylmethanon)pentanamido)-3-para-tolylpropansaure
(55)

C27H29NO4S
M: 463.18 g/mol

2-(Thiophen-2-yl)-phenylmethanon)-4-methylpentansdure (53) (0.62 g, 2.20 mmol),
0.42 g (2.20 mmol) des fAminosduremethylesters 20, 0.29 g (2.20 mmol) HOBT und
0.45 g (2.24 mmol) EDCI wurden nach AAV 11 mit 1.18 g (9.10 mmol) DIPEA in
Dichlormethan umgesetzt. Der Methylester wurde nach AAV 10 hydrolysiert. Man
erhielt die Zielverbindung 55 (0.60 g, 59%) nach HPLC-Reinigung und Lyophilisieren

als hellgelben Feststoff. Die beiden Diastereomere konnten getrennt werden.

Diasterecomer A:

'H-NMR (500 MHz, CD;0D): & = 0.96 (d, 6H, J = 6.5 Hz, -CH(CH3),), 1.87-1.96 (m,
2H, -CH(CH;),, -CHHCH-), 2.25 (s, 3H, -CH;), 2.27-2.31 (m, 1H, -CHHCH-), 2.83
(dd, 1H, J; = 16.0 Hz, J, = 7.5 Hz, -CHHCOOH), 2.90 (dd, 1H, J, = 14.5 Hz,
J,=17.5Hz, -CHHCOOH), 3.52 (m, 1H, -CHCO-), 527 (t, 1H, J = 6.5 Hz,
-NHCHC,,), 7.05 (d, 1H, J = 8.0 Hz, Ar-H), 7.12-7.15 (m, 4H, Ar-H,), 7.49-7.64 (m,
4H, Ar-H,), 7.79 (dd, 2H, J, = 7.0 Hz, J, = 1.5Hz, Ar-H,); HPLC (5-100% in 30 min):
R= 22.11 min; ESI-MS: m/z 963.1 (45) [2M+Na]’, 941.0 (10) [2M+H]", 712.0 (90)
[(BM+K)/2)]", 486.4 (20) [M+Na]", 464.3 (100) [M+H]".

Diastereomer B:

'H-NMR (500 MHz, CD;0D): 8 = 0.70 (d, 3H, J = 6.5 Hz, -CH(CH,),), 0.91 (d, 3H,
J= 6.5 Hz, -CH(CHs),), 1.70-1.75 (m, 1H, -CH(CH;),), 1.89 (dd, 1H, J; = 14.0 Hz,
J,=6.0 Hz, -CHHCH-), 2.23 (dd, 1H, J; = 14.0 Hz, J, = 6.0 Hz, -CHHCH-), 2.25 (s,
3H, -CH3), 2.78 (dd, 1H, J; = 16.0 Hz, J, = 6.5 Hz, -CHHCO-), 2.87 (dd, 1H,
J1=16.0 Hz, J, = 7.5 Hz, -CHHCO-), 3.50 (m, 1H, -CHCO-), 5.26 (t, 1H, J= 6.5 Hz,
-NHCHC,,), 7.14 (d, 2H, J = 8.0 Hz, Ar-H,), 7.22 (d, 1H, J = 4.0 Hz, Ar-H), 7.27 (d,
2H, J = 8.0 Hz, Ar-H,), 7.52-7.65 (m, 4H, Ar-H,), 7.82 (d, 2H, J = 7.0 Hz, Ar-H,);
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HPLC (5-100% in 30 min): R= 22.59 min; ESI-MS: m/z 963.1 (45) [2M+Na]’, 941.0
(10) [2M+H]", 712.0 (90) [(3M+K)/2)]", 486.4 (20) [M+Na]", 464.3 (100) [M+H]".

3-(1-Methyl-1H-pyrrol-2-yl)-phenylmethanon)pentanamido)-3-para-
tolylpropansaure (56)

CasH3oN,04
M: 460.24 g/mol

2-(1-Methyl-1H-pyrrol-2-yl)-phenylmethanon)-4-methylpentansaure  (49) (0.31 g,
1.10 mmol), 0.21 g (1.10 mmol) des AAminosduremethylesters 20, 0.15 g
(1.10 mmol) HOBT und 0.23 g (1.20 mmol) EDCI wurden nach AAV 11 mit 0.60 g
(4.62 mmol) DIPEA in Dichlormethan umgesetzt. Der Methylester wurde nach
AAV 10 hydrolysiert. Man erhielt die Zielverbindung 56 (0.34 g, 68%) nach HPLC-
Reinigung und Lyophilisieren als weillen Feststoff. Die beiden Diastereomere konnten

getrennt werden.

Diastereomer A:

'H-NMR (500 MHz, CD;0D): & = 0.96 (d, 3H, J = 6.5 Hz, -CH(CHs),), 1.01 (d, 3H,
J=6.5 Hz, -CH(CH3),), 1.60-1.64 (m, 2H, -CH(CH};),, -CHHCH-), 1.97-2.01 (m, 1H,
-CHHCH-), 2.25 (s, 3H, -CH;), 2.74-2.84 (m, 2H, -CH,COOH), 3.82-3.87 (m, 4H,
-CHCO-, -NCH5), 5.34 (dd, 1H, J, = 8.5 Hz, J, = 1.5 Hz, -NHCHC,,), 6.12 (d, 1H,
J=4.5 Hz, Ar-H), 6.60 (d, 1H, J = 4.5 Hz, Ar-H), 7.10 (d, 2H, J = 7.5 Hz, Ar-H,),
7.17 (d, 2H, J = 7.5 Hz, Ar-H,), 7.44-7.56 (m, 3H, Ar-H,), 7.70 (d, 2H, J = 7.5 Hz,
Ar-H,); HPLC (5-100% in 30 min): R= 23.21 min; ESI-MS: m/z 943.1 (10)
[2M+Na]", 921.0 (5) [2M+H]", 709.0 (20) [(3M+K)/2)]", 486.4 (100) [M+Na]", 461.4
(80) [M+H]".

Diastereomer B:

'H-NMR (500 MHz, CD;0D): & = 0.88 (d, 3H, J = 6.5 Hz, -CH(CHs),), 0.96 (d, 3H,
J=6.5 Hz, -CH(CHs),), 1.49-1.54 (m, 1H, -CH(CHs),), 1.61-1.66 (m, 1H, -CHHCH-),
1.90-1.99 (m, 1H, -CHHCH-), 2.31 (s, 3H, -CH3), 2.74 (dd, 1H, J, = 15.5 Hz,
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J>=6.0 Hz, -CHHCOOH), 2.81 (dd, 1H, J; = 15.5 Hz, J, = 9.0 Hz, -CHHCOOH),
3.80 (s, 3H, -NCH3), 5.33 (t, 1H, J = 8.5 Hz, -NHCHC,,), 6.23 (d, 1H, J = 4.0 Hz,
Ar-H), 6.66 (d, 1H, J = 4.0 Hz, Ar-H), 7.13 (d, 2H, J = 8.0 Hz, Ar-H,), 7.19 (d, 2H,
J=8.0 Hz, Ar-H,), 7.46-7.58 (m, 4H, Ar-Hy), 7.72 (d, 2H, J = 7.5 Hz, Ar-H,); HPLC
(5-100% in 30 min): R= 23.57 min; ESI-MS: m/z 943.1 (10) [2M+Na]", 921.0 (5)
[2M+H]", 709.0 (20) [(3M+K)/2)]", 486.4 (100) [M+Na]", 461.4 (80) [M+H]".

4-((R)-4-Benzyl-2-isobutyl-3-oxopiperazin-1-yl)-4-oxo-3-phenylbutansaure (102)

CasH30N,04
M: 422.22 g/mol

0.40 g (1.60 mmol) (R)-1-Benzyl-3-isobutylpiperazin-2-on (97), 0.41 g (1.60 mmol)
3-(tert-Butoxycarbonyl)-2-phenylpropansiure (101), 0.44 g (2.20 mmol) DCC, 0.22 g
(1.60 mmol) HOBt und 0.63 g (4.90 mmol) DIPEA wurden mit einer katalytischen
Menge (0.01 g, 0.08 mmol) DMAP nach AAV 11 umgesetzt. Der tert-Butylester
wurde im Anschlul an die Kupplung ohne weitere Aufreinigung nach AAV 9
hydrolysiert. Man erhielt die Zielverbindung 102 (0.57 g, 85%) nach HPLC-Reinigung
und Lyophilisieren als weilen Feststoff. Die beiden Diastereomere wurden nicht
getrennt.

HPLC (5-100% in 30 min): R= 21.29 min und 22.29 min; ESI-MS: m/z 867.1 (20)

[2M+Na]", 845.1 (100) [2M+H]", 651.3 (30) [(3M+K)/2)]", 423.3 (80) [M+H]", 405.4
(25) [M-OH]".
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4-((R)-4-Benzyl-2-isobutylpiperazin-1-yl)-4-oxo-3-phenylbutansaure (103)

CasH3oN,05
M: 408.24 g/mol

0.29 g (1.24 mmol) (R)-1-Benzyl-3-isobutylpiperazin (98), 0.31 g (1.24 mmol) 3-(tert-
Butoxycarbonyl)-2-phenylpropansdure (101), 0.33 g (1.61 mmol) DCC, 0.18 g
(1.24 mmol) HOBt und 0.48 g (3.72 mmol) DIPEA wurden mit einer katalytischen
Menge (0.01 g, 0.08 mmol) DMAP nach AAV 11 umgesetzt. Der tert-Butylester
wurde im Anschlul an die Kupplung ohne weitere Aufreinigung nach AAV 9
hydrolysiert. Man erhielt die Zielverbindung 103 (0.23 g, 45%) nach HPLC-Reinigung
und Lyophilisieren als weilen Feststoff. Die beiden Diastereomere wurden nicht

getrennt.

HPLC (5-100% in 30 min): R= 17.12 min und 17.56 min; ESI-MS: m/z 839.1 (5)
[2M+Na]", 816.9 (5) [2M+H]", 409.3 (100) [M+H]", 391.6 (5) [M-OH]".

3-((3,4-Dihydro-4-methyl-3-oxo0-2H-benzo[b][1,4]oxazin-2-yl)methyl)-benzoesdure
(129)

|
N._O
[Im(OH
0
O

C17H15sNOy4
M: 297.1 g/mol

Verbindung 129 wurde nach AAV 15 in einem Losungsmiitelgemisch aus DME/THF
5:1 bei -78°C hergestellt. Das Enolat der Verbindung 4-Methyl-2H-
benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-on (124) (0.25 g, 1.53 mmol) wurde mit 0.50 g
(1.84 mmol) 3-(Brommethyl)-benzoesdure-tert-butylester (126) alkyliert. Der
tert-Butylester wurde im AnschluB3 an die Alkylierung ohne weitere Aufreinigung nach
AAV 9 hydrolysiert. Man erhielt die Zielverbindung 129 (0.30 g, 65%) nach HPLC-

Reinigung und Lyophilisieren als weillen Feststoff.
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'H-NMR (500 MHz, CD;OD): & = 3.18 (dd, 1H, J; = 14.5 Hz, J, = 9.0 Hz,
-CHCHHC,), 3.30-3.38 (m, 4H, -NCH,, -CHCHHC,,), 4.82 (dd, 1H, J, = 8.8 Hz,
J, =3.5 Hz, -OCHCO-), 6.93-7.05 (m, 4H, Ar-H,), 7.41 (t, 1H, J= 7.8 Hz, Ar-H), 7.52
(d, 1H, J = 7.8 Hz, Ar-H), 7.99 (d, 1H, J = 7.8 Hz, Ar-H), 8.04 (s, 1H, Ar-H);
BC-NMR (CDCls, 62.5 MHz): & = 28.5, 36.5, 77.6, 114.6, 117.5, 122.8, 124.2, 128.6,
128.7, 129.4, 131.4, 135.0, 137.2, 143.6, 165.7, 171.6; HPLC (5-100% in 30 min):
R= 20.07 min; ESI-MS: m/z 930.0 (10) [3M+K]", 914.0 (15) [3M+Na]", 614.5 (100)
[2M+Na]", 465.9 (30) [(3M+K)/2]", 337.6 (10) [M+K]", 298.2 (55) [M+H]".

2-(3-((3,4-Dihydro-4-methyl-3-0xo-2H-benzo[b][1,4]oxazin-2-yl)methyl)phenyl)-2-
methylpropansaure (130)

|
N._O
©i I
0 OH

CyH,1NOy
M: 339.15 g/mol

Verbindung 130 wurde nach AAV 15 in einem Lésungsmiitelgemisch aus DME/THF
5:1 bei -78°C hergestellt. Das Enolat der Verbindung 4-Methyl-2H-
benzo[b][1,4]oxazin-3(4H)-on (124) (0.21 g, 1.31 mmol) wurde mit 0.45¢g
(1.44 mmol) 2-(3-(Brommethyl)phenyl)-2-methylpropansiure-tert-butylester  (128)
alkyliert. Der tert-Butylester wurde im Anschluf3 an die Alkylierung ohne weitere
Aufreinigung nach AAV 9 hydrolysiert. Man erhielt die Zielverbindung 130 (0.44 g,
85%) nach HPLC-Reinigung und Lyophilisieren als weiflen Feststoff.

'H-NMR (500 MHz, CD;OD): & = 1.59 (s, 6H, 2 x -CHs), 3.06 (dd, 1H, J, = 14.5 Hz,
J>»=9.5Hz, -CHCHHC,), 3.22 (dd, 1H, J, = 14.5 Hz, J, = 3.5 Hz, -CHCHHC,), 3.36
(s, 3H, -NCHs), 4.79 (dd, 1H, J, = 9.5 Hz, J, = 3.5 Hz, -OCHCO-), 6.89-7.01 (m, 4H,
Ar-Hy), 7.13-7.17 (m, 1H, Ar-H), 7.22-7.28 (m, 3H, Ar-H;); *C-NMR (62.5 Hz,
CDCly): 8 =26.3,28.4,36.9,46.2,67.1,77.8, 114.5, 117.5, 122.6, 124.1, 124.4, 127.3,
128.1, 128.5, 129.4, 136.8, 143.5, 143.9, 165.9, 182.4; HPLC (5-100% in 30 min):
R= 22.65 min; ESI-MS: m/z 1056.0 (100) [3M+K]", 1040.1 (15) [3M+Na]", 701.2
(15) [2M+Na]", 679.2 (25) [2M+H]", 340.4 (100) [M+H]".
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3-((3,4-Dihydro-4-methyl-3-oxo0-2H-pyrido[3,2-b][1,4]oxazin-2-yl)methyl)-
benzoesaure (132)

CHa
N N (@)
(L
§ OH
> OLQY
(@)

C16H14N2Oq4
M: 298.1 g/mol

Verbindung 132 wurde nach AAV 15 in einem Losungsmiitelgemisch aus DME/THF
5:1 bei -78°C hergestellt. Das Enolat der Verbindung 4-Methyl-2H-pyrido[3,2-
b][1,4]oxazin-3(4H)-on (131) (0.32 g, 2.08 mmol) wurde mit 0.67 g (2.50 mmol)
3-(Brommethyl)-benzoesdure-tert-butylester (126) alkyliert. Der tert-Butylester wurde
im Anschlufl an die Alkylierung ohne weitere Aufreinigung nach AAV 9 hydrolysiert.
Man erhielt die Zielverbindung 132 (0.51 g, 82%) nach HPLC-Reinigung und
Lyophilisieren als weillen Feststoff.

'H-NMR (500 MHz, CD;OD): & = 3.21 (dd, 1H, J; = 14.5 Hz, J, = 8.5 Hz,
-CHCHHCy,), 3.39 (dd, 1H, J, = 14.5 Hz, J, = 3.5 Hz, -CHCHHC,,), 3.48 (s, 3H,
-NCHS,), 4.90 (dd, 1H, J, = 8.5 Hz, J, = 3.5 Hz, -OCHCO-), 6.93 (dd, 1H, J; = 8.0 Hz,
J, = 5.0 Hz, Ar-H), 7,21 (dd, 1H, J, = 8.0 Hz, J, = 1.5 Hz), 7.40 (t, 1H, J, = 7.8 Hz),
7.51 (d, 1H, J = 7.8 Hz), 7.97-7.99 (m, 2H), 8.01 (d, 1H, J = 1.5 Hz); *C-NMR
(62.5 Hz, CDCly): 8 =26.9, 37.3,77.7, 119.2, 123.7, 128.6, 128.9, 129.4, 131.4, 134.9,
136.7, 139.7, 141.0, 142.0, 166.1, 171.1; HPLC (5-100% in 30 min): R= 18.41 min;
ESI-MS: m/z 1230.7 (20) [4M+K]", 933.1 (15) [3M+K]", 917.0 (5) [3M+Na]", 299.2
(100) [M+H]".

3-((4-Benzyl-2-oxomorpholin-3-yl)methyl)-benzoesaure (134)
0._0O
[ m(OH
N
©) O
Ci9HgNO,

M: 325.13 g/mol
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Verbindung 134 wurde nach AAV 15 in einem Lésungsmiitelgemisch aus DME/THF
5:1 bei -78°C hergestellt. Das Enolat der Verbindung 4-Benzylmorpholin-2-on (133a)
(0.30 g, 1.57 mmol) wurde mit 0.60 g (2.20 mmol) 3-(Brommethyl)-benzoesiure-tert-
butylester (126) alkyliert. Der tert-Butylester wurde im Anschlufl an die Alkylierung
ohne weitere Aufreinigung nach AAV 9 hydrolysiert. Man erhielt die Zielverbindung
134 (0.45 g, 89%) nach HPLC-Reinigung und Lyophilisieren als weilen Feststoff.

'H-NMR (500 MHz, CD;0D): & = 2.50-2.55 (m, 1H, -CHCHHC,,), 2.84-2.88 (m,
1H, -CHCHHC,,), 3.46 (d, 1H, J = 13.5 Hz, -CHHN-), 3.71-3.72 (m, 2H,
-NCH,CH,0-), 3.83-3.87 (m, 2H, -NCH,CH,0-), 4.12 (d, 1H, J = 13.5 Hz, -CHHN-),
4.18-4.20 (m, 1H, -OCHCO-), 7.24-7.30 (m, 5H, Ar-Hs), 7.39 (t, 1H, J = 8.0 Hz,
Ar-H), 7.49 (d, 1H, J = 7.5 Hz, Ar-H), 7.91 (d, 1H, J = 7.5 Hz, Ar-H), 8.07 (s, 1H,
Ar-H); HPLC (5-100% in 30 min): R= 19.01 min; ESI-MS: m/z 1014.3 (10)
[3M+K]", 998.4 (5) [3M+Na]", 326.2 (100) [M+H]".

3-(3,4-Dihydro-2-isobutyl-3-0x0-2H-benzo[b][1,4]oxazin-2-carbonyl
amidomethyl)-benzoesaure (149)

H
N._O
©i N OH
o
o o)
C21H22N205

M: 382.15 g/mol

3,4-Dihydro-2-isobutyl-3-ox0-2H-benzo[b][ 1 ,4]oxazin-2-carboxylsdure (141) (0.27 g,
1.10 mmol), 0.23 g (1.10 mmol) 3-(Aminomethyl)-benzoesaure-tert-Butylester (142),
0.15 g (1.10 mmol) HOBT und 0.23 g (1.20 mmol) EDCI wurden nach AAV 11 mit
0.60 g (4.62 mmol) DIPEA in Dichlormethan umgesetzt. Der fert-Butylester wurde
nach AAV 9 hydrolysiert. Man erhielt die Zielverbindung 149 (0.29 g, 68%) nach
HPLC-Reinigung und Lyophilisieren als wei3en Feststoff.

'H-NMR (500 MHz, CD;0D): & = 0.97 (d, 3H, J = 5.0 Hz, -CH(CH),), 0.98 (d, 3H,
J= 5.0 Hz, -CH(CH3),), 1.99-2.07 (m, 2H, CH(CH3;),, -CCHHCH-), 2.16 (dd, 1H,
J1=14.0 Hz, J, = 6.0 Hz, -CCHHCH-), 4.32 (d, 1H, J = 15.5 Hz, -NHCHHC ,,), 4.45
(d, 1H, J=15.5 Hz, -NHCHHC,,), 6.87 (dd, 1H, J, = 5.5 Hz, J, = 2.0 Hz, Ar-H), 6.93-
6.98 (m, 3H, Ar-H3), 7.07 (dd, 1H, J, = 7.0 Hz, J, = 1.5 Hz, Ar-H), 7.19 (d, 1H,
J=17.0 Hz, Ar-H), 7.27 (t, 1H, J = 8.0 Hz, Ar-H), 7.83 (s, 1H, Ar-H); HPLC (5-100%
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in 30 min): R= 19.35 min; ESI-MS: m/z 1185.5 (50) [3M+K]", 1169.3 (20)
[3M+Na]", 803.5 (35) [2M+K]", 787.3 (75) [2M+Na]", 765.3 (5) [2M+H]", 593.6 (45)
[(BM+K)/2]", 405.5 (30) [M+Na]", 383.4 (100) [M+H]".

6.4 Festphasensynthese

6.4.1 Allgemeine Arbeitsvorschriften

AAYV 31: Belegung des TCP-Harzes:

Zu trockenem TCP-Harz (maximale Belegungsdichte 0.9 mmol/g Harz, 1.0 g) werden
die N-terminal geschiitzte =~ Aminosdure (1.08 mmol, 1.2 eq. bezogen auf die
Harzbelegung), trockenes CH,Cl, (8 mL) und DIPEA (2.25 mmol, 2.5 eq. bezogen auf
die Harzbelegung) hinzugefiigt. Diese Suspension wird fiir 45 Minuten bei
Raumtemperatur geschiittelt. Zum Cappen von nicht umgesetzten Trityl-Gruppen wird
anschlieBend Methanol (1 mL) hinzugefiigt und weitere 15 Minuten geschiittelt. Das
Harz wird tiber eine Fritte abgesaugt und mit folgenden Waschlésungen gewaschen:
CH,Cl, (3 x je 3 min), DMF (3x je 3 min) und abschlieBend nochmals mit CH,Cl, (3 x
je 3 min). Das Harz wird tiber Nacht im Hochvakuum getrocknet. Die Bestimmung der

Beladung konnte gravimetrisch nach folgender Formel ermittelt werden:

(m, —m,)-1000
Bel d l/gl=
elegungsgrad|{mmol/ g| (Mw—36.46) m,
m; = Masse des eingesetzten Harzes [g]
m, = Gesamtmasse des Harzes nach der Belegung [g]

Mw = Molgewicht der N-Fmoc-geschiitzten Aminosiure [g/mol]

Der Fehler, der durch die unterschiedlichen Massen von Cl- und MeO- entsteht, ist

vernachldssigbar.

AAV 32: Belegung von OH-funktionalisierten Harzen nach Blankemeyer-Menge
etal.:*?

Die Quellung des Harzes erfolgt jeweils 5 Minuten mit trockenem DMF und
anschlieBend mit trockenem CH,Cl,. Zu einer 0.1 M Lésung aus N-Fmoc-geschiitzter,
wasserfreier Aminosédure (2.0 eq. bezogen auf die Harzbelegung) (Fmoc-Aminoséduren

mit Kristallwasser werden zuvor aus Dioxan lyophilisiert) in trockenem CH,Cl, fiigt
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man N-Methylimidazol (3.0 eq. bezogen auf die Harzbelegung) und MNST (2 eq.
bezogen auf die Harzbelegung) hinzu. Falls die Fmoc-Aminosdure sehr schlecht
16slich sein sollte, so wird etwas absolutes THF zugegeben. Diese Losung wird unter
Argon zum Harz gegeben. Nach 1 Stunde wird das Harz mit CH,Cl, (3 x je 3 min) und
DMF (3x je 3min) gewaschen. Nicht umgesetzte OH-Gruppen werden mit einer
Losung aus Essigsdureanhydrid/DIPEA/DMF 5:3:92 gecappt. AbschlieBend wird das
Harz jeweils mit DMF (3 x je 3 min), Methanol (3x je 3 min) und CH,Cl, (3 x je

3 min) gewaschen und im Hochvakuum getrocknet.

AAYV 33: Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe:
Das Harz wird fiir 5 Minuten mit DMF (1 x 10 mL) gequollen. Die Abspaltung der
Fmoc-Schutzgruppe erfolgt mit 20%-iger Piperidin/DMF Losung (2 x 10 mL, 15 min).

Das Harz wird anschlieBend mit DMF (5 x je 3 min) gewaschen.

AAYV 34: Kupplungen mit TBTU/HOBL:

Das harzgebundene, freie Amin wird mit NMP (3 x je 3 min) gewaschen und
anschlieBend mit einer 0.1-0.25M Ldsung aus N-Fmoc-geschiitzter Aminosiure
(3.0 eqg. bezogen auf die Harzbelegung), TBTU (3 eq. bezogen auf die Harzbelegung),
HOBt-H,0 (3.0 eq. bezogen auf die Harzbelegung) und DIPEA (9.0 eq. bezogen auf
die Harzbelegung) in NMP versetzt. Die Kupplungsdauer betrdgt 60 Minuten. Das
Harz wird anschlieBend mit NMP (5 x je 3 min) gewaschen.

AAYV 35: Kupplungen mit HATU/HOAt:

Das harzgebundene, freie Amin wird mit NMP (3 xje 3 min) gewaschen und
anschlieBend mit einer 0.1-0.25 M Losung aus Fmoc-geschiitzter Aminoséure (3.0 eq.
bezogen auf die Harzbelegung), HATU (3.0 eq. bezogen auf die Harzbelegung), HOAt
(3.0 eq. bezogen auf die Harzbelegung) und sym-Collidin (30.0 eq. bezogen auf die
Harzbelegung) in NMP versetzt. Die Kupplungsdauer betrdgt 60 Minuten. Das Harz

wird anschlieBend mit NMP (5 x je 3 min) gewaschen.

AAYV 36: Festphasensynthese linearer Peptide mit Fmoc-Schutzgruppenstrategie:
Die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe der harzgebundenen Aminosdure und die
Kupplung einer weiteren N-Fmoc-geschiitzten Aminosdure erfolgt nach folgendem

Schema:

Schritt Reagenzien Operation Anzahl Zeit [min]
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1 NMP Quellen 2 3

2 20% Piperidin/DMF Entschiitzten 2 15

3 NMP Waschen 5 3

4 Fmoc-AS-OH Kuppeln 1 60
Kupplungsreagenz/Base

5 NMP Waschen 5 3

Wird die Synthese an einer Stelle unterbrochen, so wéscht man das Harz mit DMF (5 x
je 3 min), CH,Cl, (5 x je 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 FlieBschemas entfernt.

AAV 37: Abspaltung vollstandig entschutzter Verbindungen vom Wang-Harz:

Das Harz wird zunidchst mit CH,Cl, (3 x 10 mL, je 5 min) gewaschen und dann mit
einem 95:2.5:2.5 Gemisch aus TFA:TIPS:H,O fiir 1 Stunde versetzt. Das Harz wird
mit einem 95:5 Gemisch TFA/H,0 gewaschen (3 x je 5 min). Die vereinigten Filtrate

werden im Vakuum eingeengt und mit Toluol koevaporiert.

AAYV 37b: Abspaltung vollstandig entschitzter Verbindungen vom TCP-Harz:

Das Harz wird zunédchst mit CH,Cl, (3 x je 5 min) gewaschen und dann mit einem
95:5:2 Gemisch aus DCM/TFA/TIPS fiir 1 Stunde versetzt. Das Harz wird mit einem
95:5 Gemisch aus DCM/TFA gewaschen (3 x je 5 min). Die vereinigten Filtrate

werden im Vakuum eingeengt und mit Toluol koevaporiert.

AAV 38: Reduktive Alkylierung an der Festphase nach Krchnak et al.:*"

Das freie, harzgebundene Amin wird mit trockenem DMF (3 x je 5 min) und TMOF
(3xje 5 min) gewaschen und anschlieBend mit einer 0.17 M Losung des
entsprechenden Aldehyds (5.0 eq.) in TMOF versetzt. Nach 5 Stunden wiascht man das
Harz mit CH,Cl, (3xje S5min) und fillt eine 0.1 M Suspension von
Natriumtriacetoxyborhydrid (5.0 eq.) in CH,Cl, in das Reaktionsgefd3 ein. Nach
16 Stunden wird das Harz mit DMF (3 xje 5min) und CH,Cl, (3 xje 5 min)

gewaschen. Das Trocknen des Harzes erfolgt im Hochvakuum.

AAV 39: Einfihrung von elektronenarmen Aromaten durch nukleophile,
aromatische Substitution an der festen Phase nach Krchnak et al.:*
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Das harzgebundene aromatische Amin wird zunidchst mit trockenem DMF (3 x je 5
min) gewaschen und anschlieBend mit einer 0.5 M Lésung aus 2-Chlor-3-Nitropyridin
(15.0 eq.) und DIPEA (15.0 eq.) in trockenem DMF versetzt. Nach 12 Stunden
Schiitteln bei 80°C wird die Reaktion durch Waschen mit DMF (3 x je 5 min) und
Dichlormethan (3 x je 5 min) abgebrochen. Anschlieend wird das Harz im Vakuum
getrocknet.

AAV 40: Quarternisierung von Pyridinen an der festen Phase nach Goff et al.:**!
Das harzgebundene aromatische Amin wird zunidchst mit trockenem DMF (3 x je 5
min) gewaschen und anschlieBend mit emmer 3.5 M Losung des
a-Bromessigsdureesters bzw. des a-Bromketons (45.0 eq.) in trockenen DMF versetzt.
Nach 12 Stunden Schiitteln bei 40°C wird die Reaktion durch Waschen mit DMF (3 x
je 5 min) und Dichlormethan (3 x je 5 min) abgebrochen. Anschlieend wird das Harz
im Vakuum getrocknet.

AAV 41: Indolizinsynthese an der festen Phase nach Goff et al.:*'

Das harzgebundene Pyridiniumsalz wird zunédchst mit trockenem DMF (3 x je 5 min)
gewaschen und anschlieBend mit einer 3.5 M Losung aus Acrylnitril (45.0 eq.) und
Triethylamin (45.0 eq.) in trockenen DMF versetzt. Nach 1 Stunde Schiitteln bei 60°C
wird die Reaktion durch Waschen mit DMF (5 x je 3 min) abgebrochen. Anschliefend
wird nun das harzgebundene Tetrahydroindolizin mit einer Losung des bimetallischen
Oxidations-Komplexes TPCD (3.0 eq.) in absolutem DMF versetzt und die Oxidation
innerhalb 6 Stunden bei 80°C unter Schiitteln durchgefiihrt. Die Reaktion wird durch
Waschen mit DMF (3 x je 5 min) und Dichlormethan (3 x je 5 min) abgebrochen.

AnschlieBend wird das Harz im Vakuum getrocknet.

AAYV 42: Suzuki-Kupplung an der festen Phase

Die harzgebundene Bromverbindung wird mit absolutem, entgastem DMF (3 x je
5 min) gewaschen und mit einer absoluten, entgasten Losung aus der Arylboronsdure
(5.0 eq.) und Triethylamin (10.0 eq.) in DMF versetzt. Im zweiten Schritt fiigt man die
absolute, entgaste Losung des Palladiumkomplexes Pd(dppf),Cl, in DMF hinzu. Die
Reaktionslosung wird mindestens 18 Stunden bei 80°C unter Inertgas geschiittelt und

anschlieBend mit DMF (3 x je 5 min) und Dichlormethan (3 x je 5 min) gewaschen.
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6.4.2 Synthese von a4-Integrinantagonisten an der festen Phase

Isochinolin-Leu-Asp-Thr-NH; (9)

HO
0 O
NN N:QJ\N NH,
B L N~ S
OH

C24H32N504
M: 500.23 g/mol

0.25 g Rink-Amid-Harz (0.6 mmol/g) wurden nach AAV 33/AAV 34 mit N-Fmoc-/-
Phenylalanin belegt und jeweils mit N-Fmoc-Leu, N-Fmoc-Thr-(O'Bu)-OH und
Isochinolincarbonsdure nach AAV 33 und AAV 34 gekuppelt. Abspaltung vom Harz
(AAV 37) und anschlieBende HPLC-Reinigung lieferte das entschiitzte
Carbonsédureamid 9 (60.0 mg, 80%) als weillen Feststoff.

HPLC (5-100% in 30 min): R= 15.88 min; ESI-MS: m/z 1504.4 (15) [3M+H]",
1041.6 (15) [2M+K]", 10254 (30) [2M+Na]", 1003.4 (100) [2M+H]", 772.1 (5)
[(BM+K)/2]", 524.5 (15) [M+Na]", 502.3 (100) [M+H]", 485.4 (15) [M-OH]".

Isochinolin-Leu-(3-amino-3-phenylpropansaure) (10)

9 H
AN N N
H
N O OH
(0]

CasHpsN304
M: 432.2 g/mol

0.25 g Wang-Harz (0.6 mmol/g) wurden nach AAV 32 mit N-Fmoc-/-Phenylalanin
belegt und jeweils mit N-Fmoc-Leu und Isochinolincarbonséure nach AAV 33 und
AAV 34 gekuppelt. Abspaltung vom Harz (AAV 37) und anschlieBende HPLC-
Reinigung lieferte die Verbindung 10 (61.6 mg, 95%) als weillen Feststoff. Die beiden
Diastereomere A und B konnten getrennt werden.

Diastereomer A:
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'H-NMR (500 MHz, CD;OD ): & = 1.01 (yt, 6H, -CH(CH;),), 1.76-1.78 (m, 3H,
-CH(CH;),, -CH,CH-), 2.81-2.87 (m, 2H, -CH,COOH), 4.76-4.77 (m, 1H,
-NHCHCO-), 5.38 (t, IH, J= 8.0 Hz, -NHCHC,,), 7.21 (t, 1H, J= 7.5 Hz, Ar-H), 7.29
(t, 2H, J =7.0 Hz, Ar-H,), 7.38 (d, 2H, J = 7.0 Hz, Ar-H,), 7.81 (t, 1H, J = 7.0 Hz,
Ar-H), 7.88 (t, 1H, J = 7.0 Hz, Ar-H), 8.09 (d, 1H, J = 8.0 Hz, Ar-H), 8.19 (d, 1H,
J=28.0 Hz, Ar-H), 8.55 (s, 1H, Ar-H), 9.29 (s, 1H, Ar-H); HPLC (5-100% in 30 min):
R=21.20 min; ESI-MS: m/z 1338.4 (10) [3M+K]", 1322.3 (5) [3M+Na]", 1300.3 (10)
[3M+H]", 906.6 (15) [2M+K]", 889.4 (30) [2M+Na]’, 867.4 (20) [2M+H]", 456.4 (10)
[M+Na]", 434.3 (100) [M+H]".

Diastereomer B:

'H-NMR (500 MHz, CD;OD ): & = 0.95 (yt, 6H, -CH(CH;),), 1.64-1.75 (m, 3H,
-CH(CHs;),, -CH,CH-), 2.81 (dd, 1H, J; = 15.5 Hz, J, = 6.5 Hz, -CHHCOOH), 2.90
(dd, 1H, J, = 16.0 Hz, J, = 8.5 Hz, -CHHCOOH), 4.76 (dd, 1H, J; = 8.5 Hz,
J,=6.5Hz, -NHCHCO-), 5.39 (t, 1H, J = 7.0 Hz, -NHCHC,,), 7.23-7.36 (m, 5H,
Ar-Hs), 7.82 (t, 1H, J = 7.0 Hz, Ar-H), 7.89 (t, 1H, J = 7.0 Hz, Ar-H), 8.10 (d, 1H,
J=28.0 Hz, Ar-H), 8.20 (d, 1H, J = 8.0 Hz, Ar-H), 8.55 (s, 1H, Ar-H), 9.29 (s, 1H,
Ar-H); HPLC (5-100% in 30 min): R= 22.05 min; ESI-MS: m/z 1338.4 (10)
[3M+K]", 1322.3 (5) [3M+Na]’, 1300.3 (10) [3M+H]", 906.6 (15) [2M+K]", 889.4
(30) [2M+Na]’, 867.4 (20) [2M+H]", 456.4 (10) [M+Na]’, 434.3 (100) [M+H]".

3-((S)-2-(Isoquinoline-3-carboxamido)-4-methylpentylamino)-3-para-
tolylpropansaure (11)

ye

a'he
/NH OH
(@)

Ca6H31N;305
M: 433.24 g/mol

0.50 g TCP-Harz (0.6 mmol/g) wurden nach AAV 31 mit N-Fmoc-3-amino-3-para-
tolypropansdure belegt und nach Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe nach AAV 33
reduktiv mit fert-Butyl-(S)-1-formyl-3-methylbutylcarbamat (78) nach AAV 38
gekuppelt. Das so gebildete Intermediat wurde nach AAV 37 mit TFA/DCM 1:1 vom
Harz abgespalten und das Losungsmittel im Vakuum abgezogen bzw. mit Toluol
coevaporiert. Das freie Amin (1.16 mg, 0.20 mmol) wurde mit 53.0 mg (0.20 mmol)
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Isochinolin-OSu und 50.0 mg (0.59 mmol) NaHCO; nach AAV 1 zu der
Zielverbindung umgesetzt. HPLC-Reinigung lieferte nach Lyophilisieren die
Verbindung 11 (0.55 mg, 41%) als weillen Feststoff. Die beiden Diastereomere

wurden nicht getrennt.

Freies Amin:

HPLC (5-100% in 30 min): R= 12.20 min und 12.62 min; ESI-MS: m/z 873.3 (20)
[3M+K]", 858.2 (10) [3M+Na]", 595.4 (15) [2M+K]", 579.3 (20) [2M+Na]", 557.2
(20) [2M+H]", 279.2 (100) [M+H]".

Zielverbindung 11:
HPLC (5-100% in 30 min): R= 19.78 min und 19.94 min; ESI-MS: m/z 1322.0 (15)
[3M+Na]", 889.0 (25) [2M+Na]", 867.0 (5) [2M+H]", 434.2 (100) [M+H]".

3-(2-(4-(3-nitropyridin-2-ylamino)phenyl)-4-methylpentanamido)-3-
phenylpropansaure (16a)

H
N. N
(L i ;{JLO
“No, N OH
\( H

Cy6H28N4O5
M: 476.21 g/mol

0.50 g Wang-Harz (0.6 mmol/g) wurden nach AAV 32 mit N-Fmoc-/-Phenylalanin
belegt und mit N-Fmoc-4-Methyl-2-(4-aminophenyl)-pentansdure (15a) nach AAV 33
und AAV 34 gekuppelt. Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe nach AAV 33 und
nukleophile, aromatische Substitution nach AAV 39 lieferte nach Abspaltung vom
Harz (AAV 37) und anschlieBender HPLC-Reinigung das TFA-Salz der Verbindung
16a (0.16 g, 90%) als roten Feststoff. Die beiden Diastereomere A und B konnten

getrennt werden.

Diastereomer A:

'H-NMR (500 MHz, CD;0D ): 8 = 0.87 (d, 3H, J = 6.5 Hz, -CH(CH,),), 0.93 (d, 3H,
J=6.5 Hz, -CH(CH;),), 1.39-1.44 (m, 1H, -CH(CHs;),), 1.52-1.63 (m, 1H, -CHHCH-),
1.90-1.99 (m, 1H, -CHHCH-), 2.74 (d, 1H, J = 3.5 Hz, -CHHCOOH), 2.77 (d, 1H,
J=5.0 Hz, -CHHCOOH), 3.69 (m, 1H, -CHCO-), 5.34 (m, 1H, -NHCHC,,), 6.95 (dd,
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1H, J,=8.5 Hz, J, = 4.5 Hz, Ar-H), 7.27-7.42 (m, 7H, Ar-H;), 7.63 (d, 1H, J= 8.5 Hz,
Ar-H), 8.48 (dd, 1H, J; = 4.5 Hz, J, = 1.5 Hz, Ar-H), 8.61 (dd, 1H, J;, = 8.5 Hz,
J,=1.5 Hz, Ar-H); HPLC (5-100% in 30 min): R= 23.10 min; ESI-MS: m/z 477.4
(100) [M+H]".

Diastereomer B:

'H-NMR (500 MHz, CD;0D): & = 0.86 (d, 3H, J = 6.5 Hz, -CH(CHs),), 0.91 (d, 3H,
J=6.5 Hz, -CH(CH;),), 1.37-1.42 (m, 1H, -CH(CHs;),), 1.53-1.58 (m, 1H, -CHHCH-),
1.90-1.96 (m, 1H, -CHHCH-), 2.68-2.76 (m, 2H, -CH,COOH), 3.69 (m, 1H,
-CHCO-), 5.31 (t, 1H, J="7.5 Hz, -NHCHC,,), 6.91 (dd, 1H, J,= 8.5 Hz, J, =4.5 Hz,
Ar-H), 7.27-7.42 (m, 7H, Ar-H;), 7.61 (d, 1H, J = 8.5 Hz, Ar-H), 8.45 (dd, 1H,
J1=4.5Hz, J,=1.5 Hz, Ar-H), 8.58 (dd, 1H, J; = 8.5 Hz, J, = 1.5 Hz, Ar-H); HPLC
(5-100% in 30 min): R=22.59 min; ESI-MS: m/z 477.4 (100) [M+H]".

3-(2-(3-(3-nitropyridin-2-ylamino)phenyl)-4-methylpentanamido)-3-
phenylpropanséaure (16b)

NO
@m;{i
NS
NT N N OH
H \( H

Ca6H28N4Os
M: 476.21 g/mol

0.50 g Wang-Harz (0.6 mmol/g) wurden nach AAV 32 mit N-Fmoc-£-Phenylalanin
belegt und mit N-Fmoc-4-Methyl-2-(4-aminophenyl)-pentansdure (15b) nach AAV 33
und AAV 34 gekuppelt. Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe nach AAV 33 und
nukleophile, aromatische Substitution nach AAV 39 lieferte nach Abspaltung vom
Harz (AAV 37) und anschlieBender HPLC-Reinigung das TFA-Salz der Verbindung
16b (0.13 g, 85%) als roten Feststoff. Die beiden Diastereomere A und B konnten
getrennt werden.

Diastereomer A:

'H-NMR (500 MHz, CD;0D ): 8 = 1.00 (d, 3H, J = 6.5 Hz, -CH(CHs),), 0.97 (d, 3H,
J=6.5 Hz, -CH(CH,),), 1.55-1.67 (m, 2H, -CH(CHs;),, -CHHCH-), 1.97-2.07 (m, 1H,
-CHHCH-), 2.80 (d, 2H, J = 7.5 Hz, -CH,COOH), 3.72 (dd, 1H, J; = 8.5 Hz,
J,=6.0 Hz, -CHCO-), 5.34-5.40 (m, 1H, -NHCHCO-), 6.93 (dd, 1H, J; = 8.5 Hz,
204



6 EXPERIMENTELLER TEIL

J,=4.5 Hz, Ar-H), 7.12-7.33 (m, 7H, Ar-H;), 7.57 (bs, 1H, -NH), 8.42 (dd, 1H,
J1=4.5 Hz, J, = 2.0 Hz, Ar-H), 8.61 (dd, 1H, J, = 8.0 Hz, J, = 1.5 Hz, Ar-H); HPLC
(20-100% in 30 min): R= 19.32 min; ESI-MS: m/z 477.4 (100) [M+H]".

Diastereomer B:

'H-NMR (500 MHz, CD;0D ): 8 = 0.86 (d, 3H, J = 6.5 Hz, -CH(CH,),), 0.91 (d, 3H,
J=6.5 Hz, -CH(CH»),), 1.39-1.45 (m, 1H, -CH(CH3),), 1.56-1.60 (m, 1H, -CHHCH-),
1.91-1.97 (m, 1H, -CHHCH-), 2.71 (dd, 1H, J, = 15.5 Hz, J, = 6.5 Hz, -CHHCOOR)),
2.77 (dd, 1H, J, = 15.5 Hz, J, = 8.0 Hz, -CHHCOOH), 3.70 (dd, 1H, J; = 8.5 Hz,
J,=6.0 Hz, -CHCO-), 5.31 (t, 1H, J= 7.0 Hz, -NHCHC,,), 6.92 (dd, 1H, J, = 8.5 Hz,
J,=4.5 Hz, Ar-H), 7.17-7.35 (m, 6H, Ar-Hg), 7.59 (d, 1H, J = 8.0 Hz, Ar-H), 7.63 (bs,
1H, -NH), 8.46 (dd, 1H, J, = 4.5 Hz, J, = 2.0 Hz, Ar-H), 8.59 (dd, 1H, J; = 8.0 Hz,
J, = 1.5 Hz, Ar-H); HPLC (20-100% in 30 min): R= 19.82 min; ESI-MS: m/z 477.4
(100) [M+H]".

3-(2-(6-Carbamoyl-1-cyanoindolizin-3-carboxylsaure)-4-methylpentanamido)-3-
phenylpropansaure (25a)

N
/NN
NS O OH
NC o)
Cr6H26N4Og

M: 490.19 g/mol

0.50 g (0.6 mmol/g) TCP-Harz wurden nach AAV 31 mit N-Fmoc-£-Phenylalanin
belegt und nacheinander mit N-Fmoc-Leucin-OH bzw. Nicotinsdure nach AAV 33 und
AAV 34 gekuppelt. Quarternisierung des Pyridinstickstoffs mit
Bromessigsdureetylester nach AAV 40 und anschlieBende Synthese des Indolizins
nach AAV 41 lieferte nach Abspaltung vom Harz (AAV 37b) und anschlieBender
HPLC-Reinigung die Verbindung 25aEster (0.10 g, 65%) als gelben Feststoff.
Hydrolyse nach AAV 10 lieferte die freie Séure 25a. Die beiden Diastereomere A und

B konnten getrennt werden.

Diastereomer A:
'H-NMR (500 MHz, CD;0D ): 6 = 1.00 (d, 3H, J = 6.0 Hz, -CH(CH;),), 1.02 (d, 3H,
J = 6.0 Hz, -CH(CH;),), 1.71-1.82 (m, 3H, -CH(CH;),, -CH,CH-), 2.83 (d, 2H,
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J=17.5Hz, -CH,COOH), 4.70 (m, 1H, -NHCHCO-), 537 (t, 1H, J = 7.5 Hz
“NHCHC,,), 7.21-7.39 (m, 5H, Ar-Hs), 7.49 (dd, 1H, J, = 7.5 Hz, J, = 1.5 Hz, Ar-H),
7.89 (s, 1H, Ar-H), 8.32 (bs, 1H, Ar-H), 9.58 (d, 1H, J = 7.5 Hz, Ar-H); HPLC
(20-100% in 30 min): R= 19.05 min; ESI-MS: m/z 1493.2 (15) [3M+Na]’, 1471.2
(35) [3BM+H]", 1003.4 (30) [2M+Na]", 981.4 (100) [2M+H]", 491.4 (35) [M+H]".

Diasterecomer B:

'H-NMR (500 MHz, CD;0D ): 8 = 0.94 (d, 3H, J = 6.0 Hz, -CH(CH,),), 0.96 (d, 3H,
J = 6.0 Hz, -CH(CHs),), 1.63-1.76 (m, 3H, -CH(CH;),, -CH,CH-), 2.82 (dd, 1H,
J1=16.0 Hz, J, = 7.5 Hz, -CHHCOOH), 2.89 (dd, 1H, J, = 13.0 Hz, J, = 7.5 Hz,
-CHHCOOH), 4.69 (m, 1H, -NHCHCO-), 5.37 (t, 1H, J = 7.5 Hz, NHCHC,,), 7.24-
7.36 (m, SH, Ar-Hs), 7.55 (dd, 1H, J, = 7.5 Hz, J, = 1.5 Hz, Ar-H), 7.90 (s, 1H, Ar-H),
8.38 (bs, 1H, Ar-H), 9.61 (d, 1H, J = 7.5 Hz, Ar-H); HPLC (20-100% in 30 min):
R=19.30 min; ESI-MS: m/z 1493.2 (15) [3M+Na]", 1471.2 (35) [3M+H]", 1003.4
(30) [2M+Na]", 981.4 (100) [2M+H]", 491.4 (35) [M+H]".

3-(2-(7-Carbamoyl-1-cyanoindolizin-3-carboxylsaure)-4-methylpentanamido)-3-
phenylpropansaure (25b)

o -
X H/\IO(N

N\_N__~

NC

OH

OH
Ca6H26N406
M: 490.19 g/mol

0.50 g (0.6 mmol/g) TCP-Harz wurden nach AAV 31 mit N-Fmoc-£-Phenylalanin
belegt und nacheinander mit N-Fmoc-Leucin-OH bzw. Isonicotinsdure nach AAV 33
und AAV 34  gekuppelt. Quarternisierung des  Pyridinstickstoffs — mit
Bromessigsédureetylester nach AAV 40 und anschlieBende Synthese des Indolizins
nach AAV 41 lieferte nach Abspaltung vom Harz (AAV 37b) und anschlieBender
HPLC-Reinigung die Verbindung 25bEster (0.10 g, 71%) als gelben Feststoff.
Hydrolyse nach AAV 10 lieferte die freie Sdure 25b. Die beiden Diastereomere

wurden nicht getrennt.
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HPLC (5-100% in 30 min): R= 15.08 min und R= 15.52 min; ESI-MS: m/z 1508.8
(10) [3M+K]", 1493.2 (10) [3M+Na]", 1470.7 (15) [3M+H]", 1003.1 (15) [2M+Na]",
981.0 (100) [2M+H]", 491.3 (60) [M+H]".

3-(2-(7-(1-Cyano-indolizin-3-carboxylsaure))-4-methylpentanamido)-3-
phenylpropansaure (30)

NC - H
X
N\_N__ O OH

O o
OH

C2sHasN30s
M: 447.18 g/mol

0.50 g (0.6 mmol/g) TCP-Harz wurden nach AAV 31 mit N-Fmoc-#-Phenylalanin
belegt und mit 4-Methyl-2-(pyridin-4-yl)-pentansdure (28) nach AAV 33 und AAV 34
gekuppelt. Quarternisierung des Pyridinstickstoffs mit Bromessigsdureetylester nach
AAV 40 und anschlieende Synthese des Indolizins nach AAV 41 lieferte nach
Abspaltung vom Harz (AAV 37b) und anschlieBender HPLC-Reinigung die
Verbindung 30Ester (0.11 g, 81%) als gelben Feststoff. Hydrolyse nach AAV 10
lieferte die freie Sdure 30. Die beiden Diastereomere wurden nicht getrennt.

HPLC (5-100% in 30 min): R= 19.86 min und R= 21.46 min; ESI-MS: m/z 1381.0
(10) [3M+K]", 1363.9 (15) [3M+Na]’, 1341.8 (15) [3M+H]", 917.0 (35) [2M+Na]’,
895.0 (100) [2M+H]', 448.2 (60) [M+H]".
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3-(2-(6-(1-Cyano-3-carboxy-indolizin-oxy))-4-methylpentanamido)-3-
phenylpropansaure (35a)

" PN
B z iy
N\_N__~ OWNYQ
O oK O \[(OH
O

C25H25N306
M: 463.17 g/mol

An mit N-Fmoc-A-Phenylalanin belegtes TCP-Harz (0.50 g, 0.6 mmol/g) wurde nach
AAV 33 und AAV 34 (S)-4-Methyl-2-(pyridin-3-yloxy)-pentansdure (34) gekuppelt.
Quarternisierung des Pyridinstickstoffs mit Bromessigsdureetylester nach AAV 40 und
anschliefende Synthese des Indolizins nach AAV 41 lieferte nach Abspaltung vom
Harz (AAV 37b) und anschlieBender HPLC-Reinigung die Verbindung 35aEster
(76.3 mg, 55%) als gelben Feststoff. Die beiden Diastereomere wurden nicht getrennt.
Hydrolyse nach AAV 10 lieferte die freie Siure 35a. Die beiden Diastereomere

wurden nicht getrennt.

HPLC (5-100% in 30 min): R= 20.06 min und R= 20.77 min; ESI-MS: m/z 1427.7
(20) [BM+K]", 1411.7 (20) [3M+Na]", 1389.3 (5) [3M+H]", 965.2 (70) [2M+K]",
949.0 (65) [2M+Na]", 926.9 (30) [2M+H]", 714.9 (45) [(BM+K)/2], 486.3 (60)
[M+Na]", 464.2 (100) [M+H]".

3-(2-(6-(1-Cyano-3-benzoyl-indolizin-oxy))-4-methylpentanamido)-3-
phenylpropansaure (35b)

NC
PN
\N/O/'\H/N

@) 0] OH

C31Hp9N305
M: 523.21 g/mol

0.50 g (0.6 mmol/g) TCP-Harz wurden nach AAV 31 mit N-Fmoc-f-Phenylalanin
belegt und mit (S)-4-Methyl-2-(pyridin-3-yloxy)-pentansdure (34) nach AAV 33 und
AAV 34 gekuppelt. Quarternisierung des Pyridinstickstoffs mit 2-Brom-1-
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phenylethanon nach AAV 40 und anschlieende Synthese des Indolizins nach AAV 41
lieferte nach Abspaltung vom Harz (AAV 37b) und anschlieBender HPLC-Reinigung
die Verbindung 35b (0.11 g, 70%) als gelben Feststoff. Die beiden Diastereomere
wurden nicht getrennt.

HPLC (5-100% in 30 min): R= 25.77 min und R= 26.06 min; ESI-MS: m/z 1609.8
(15) [3M+K]", 1592.8 (10) [3M+Na]", 1570.9 (15) [3M+H]", 1085.2 (60) [2M+K]",
1069.4 (60) [2M+Na]", 1047.0 (25) [2M+H]", 805.1 (50) [(3M+K)/2], 546.3 (40)
[M+Na]", 524.2 (100) [M+H]".

3-(2-((1-Cyano-3-benzoyl-indolizin-5-yl)methoxy)phenyl)-4-methylpentanamido)-
3-phenylpropansaure (39)

C3sH35N305
M: 613.26 g/mol

An mit N-Fmoc-f-Phenylalanin belegtes TCP-Harz (0.50 g, 0.6 mmol/g) wurde nach
AAV 33 und AAV 34 2-(4-((Pyridin-2-yl)methoxy)phenyl)-4-methylpentansiure (38)
gekuppelt. Quarternisierung des Pyridinstickstoffs mit 2-Brom-1-phenylethanon nach
AAV 40 und anschlieende Synthese des Indolizins nach AAV 41 lieferte nach
Abspaltung vom Harz (AAV 37b) und anschlieBender HPLC-Reinigung die
Verbindung 39 (91.9 mg, 50%) als gelben Feststoff. Die beiden Diastereomere wurden
nicht getrennt.

HPLC (5-100% in 30 min): R= 26.45 min und R= 27.16 min; ESI-MS: m/z 1879.0
(10) [3M+K]", 1862.0 (5) [3M+Na]", 1839.4 (5) [3M+H]", 1265.2 (60) [2M+K]",
1249.2 (15) [2M+Na]’, 1227.1 (100) [2M~+H]", 652.4 (30) [M+K]’, 636.2 (15)
[M+Na]", 614.2 (100) [M+H]".
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Isochinolincarbonsaure-Leu-(3-amino-5-phenylpentansaure) (65)

O

ZT

N @] OH

Cy7H31N304
M: 461.23 g/mol

0.50 g TCP-Harz (0.6 mmol/g) wurden nach AAV 31 mit N-Fmoc-3-Amino-5-
phenylpentansdure  (62) belegt und mit N-Fmoc-(L)-Leucin-OH  und
Isochinolincarbonsdure nach AAV 33 und AAV 34 gekuppelt. Abspaltung vom Harz
(AAV 37) und anschlieBende HPLC-Reinigung lieferte die Verbindung 65 (0.12 g,
90%) als weien Feststoff.

'H-NMR (500 MHz, CD;OD ): & = 1.03-1.08 (m, 6H), 1.81-1.94 (m, 5H, -CH(CHa),,
-CH,CH,-, -NHCHCH,-), 2.53-2.73 (m, 4H, -CH,COOH, -CH,CH,C,,), 4.26-4.30 (m,
1H, -NHCH-), 4.72-4.77 (m, 1H, -NHCHCO-), 7.14-7.27 (m, 5H, Ar-Hs), 7.82-7.96
(m, 2H, Ar-H,), 8.13 (d, 1H, J = 16.5 Hz, Ar-H), 8.25 (d, 1H, J = 16.5, Ar-H), 8.62 (d,
1H, J= 6.5 Hz, Ar-H), 9.38 (s, 1H, Ar-H); HPLC (5-100% in 30 min): R= 25.10 min;
ESI-MS: m/z 1422.0 (10) [3M+K]", 1406.0 (5) [3M+Na]", 1383.4 (5) [3M+H]", 961.2
(60) [2M+K]", 945.2 (15) [2M+Na]", 922.1 (100) [2M+H]", 500.4 (30) [M+K]", 484.2
(15) [M+Na]", 462.2 (100) [M+H]".

Isochinolincarbonsaure-Leu-(3-amino-3-(6-methoxypyridin-3-yl)-propansaure)
(75a)

(@]
= ~
Q H I
CCHJ\N N x~_N
H
N (0] YOH

O
C25HagN4Os
M: 464.21 g/mol

0.50 g TCP-Harz (0.6 mmol/g) wurden nach AAV 31 mit N-Fmoc-3-amino-3-(6-
methoxypyridin-3-yl)-propansdure (74a) belegt und mit N-Fmoc-(L)-Leucin-OH und
Isochinolincarbonsdure nach AAV 33 und AAV 34 gekuppelt. Abspaltung vom Harz

210



6 EXPERIMENTELLER TEIL

(AAV 37) und anschlieBende HPLC-Reinigung lieferte nach Lyophilisieren die
Verbindung 75 (0.14 g, 90%) als weillen Feststoff. Die beiden Diastereomere wurden

nicht getrennt.

HPLC (5-100% in 30 min): R= 18.38 min und 19.05 min; ESI-MS: m/z 1431.1 (20)
[3M+K]", 1415.9 (35) [3M+Na]’, 1393.1 (5) [3M+H]", 967.4 (15) [2M+K]", 952.2
(100) [2M+Na]", 929.2 (45) [2M+H]", 487.4 (15) [M+Na]", 465.2 (100) [M+H]".

Isochinolincarbonsaure-Leu-(3-amino-3-(6-methoxypyridin-2-yl)-propansaure)
(75b)

=
o) ; |
N\
|\ N N o7
_N H (@) OH
o)

Ca5H28N4O5
M: 464.21 g/mol

0.50 g TCP-Harz (0.6 mmol/g) wurden nach AAV 31 mit N-Fmoc-3-amino-3-(6-
methoxypyridin-2-yl)-propansidure (74b) belegt und mit N-Fmoc-(L)-Leucin-OH und
Isochinolincarbonsdure nach AAV 33 und AAV 34 gekuppelt. Abspaltung vom Harz
(AAV 37) und anschlieBende HPLC-Reinigung lieferte nach Lyophilisieren die
Verbindung 75 (0.14 g, 90%) als weillen Feststoff. Die beiden Diastereomere konnten

getrennt werden.

Diastereomer A:

'H-NMR (500 MHz, CD;0D ): & = 1.02 (yt, 6H, J = 6.0 Hz, -CH(CH3),), 1.80-1.85
(m, 3 H, -CH(CHj),, -CH,CH-), 2.84 (dd, 1H, J; = 16.0 Hz, J, = 7.6 Hz,
-CHHCOOH), 3.02 (dd, 1H, J; = 16.0 Hz, J, = 6.6 Hz, -CHHCOOH), 3.84 (s, 3H,
-CH3), 4.77-4.83 (m, 1H, -NHCHCO-), 5.41 (t, 1H, J = 6.6 Hz, -NHCHC,,), 6.62 (d,
1H, J = 8.6 Hz, Ar-H), 7.00 (d, 1H, J = 7.6 Hz, Ar-H), 7.58 (t, 1H, J = 8.0 Hz, Ar-H),
7.82 (t, 1H, J = 7.0 Hz, Ar-H), 7.89 (t, 1H, 7.0 Hz, Ar-H), 8.10 (d, 1H, J = 8.0 Hz,
Ar-H), 8.21 (d, 1H, J = 8.0 Hz, Ar-H), 8.57 (s, 1H, Ar-H), 9.13 (s, 1H, Ar-H); HPLC
(5-100% in 30 min): R= 21.56 min; ESI-MS: m/z 1431.1 (20) [3M+K]", 1415.9 (35)
[3M+Na]", 1393.1 (5) [3M+H]", 967.4 (15) [2M+K]", 952.2 (100) [2M+Na]", 929.2
(45) [2M+H]", 487.4 (15) [M+Na]", 465.2 (100) [M+H]".
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Diastereomer B:

'H-NMR (500 MHz, CD;0D ): & = 0.97 (yt, 6H, J = 7.0 Hz, -CH(CH3),), 1.71-1.81
(m, 3 H, -CH(CH;),, -CH,CH-), 2.87 (dd, 1H, J; = 16.0 Hz, J, = 6.5 Hz,
-CHHCOOH), 3.02 (dd, 1H, J, = 16.0 Hz, J, = 7.0 Hz, -CHHCOOQOH), 3.84 (s, 3H,
-CH;), 4.77-4.83 (m, 1H, -NHCHCO-), 5.41 (t, 1H, J = 7.0 Hz, -NHCHC,,), 6.62 (d,
1H, J= 8.5 Hz, Ar-H), 6.94 (d, 1H, J = 7.5 Hz, Ar-H), 7.59 (t, 1H, J = 8.0 Hz, Ar-H),
7.82 (t, 1H, J = 7.0 Hz, Ar-H), 7.89 (t, 1H, 7.0 Hz, Ar-H), 8.10 (d, 1H, J = 8.0 Hz,
Ar-H), 8.21 (d, 1H, J = 8.0 Hz, Ar-H), 8.56 (s, 1H, Ar-H), 9.13 (s, 1H, Ar-H); HPLC
(5-100% in 30 min): R= 22.06 min; ESI-MS: m/z 1431.1 (20) [3M+K]", 1415.9 (35)
[3M+Na]", 1393.1 (5) [BM+H]", 967.4 (15) [2M+K]", 952.2 (100) [2M+Na]", 929.2
(45) [2M+H]", 487.4 (15) [M+Na], 465.2 (100) [M+H]".

3-((S)-2-(Isoquinolin-3-carboxamido)-4-methylpentylamino)-3-(6-
methoxypyridin-3-yl)-propansaure (80a)

0
72 VN
Ny No SN
| H
~-N OH
0

CasH30N4O4
M: 450.23 g/mol

0.50 g TCP-Harz (0.6 mmol/g) wurden nach AAV 31 mit N-Fmoc-3-amino-3-(6-
methoxypyridin-3-yl)-propansdure (74a) belegt und nach Abspaltung der Fmoc-
Schutzgruppe nach  AAV 33 reduktiv. mit tert-Butyl-(S)-1-formyl-3-
methylbutylcarbamat (78) nach AAV 38 gekuppelt. Das so gebildete Intermediat
wurde nach AAV 37 mit TFA/DCM 1:1 vom Harz abgespalten und das Losungsmittel
im Vakuum abgezogen bzw. mit Toluol koevaporiert. Das freie Amin 79a (1.16 mg,
0.20 mmol) wurde mit 53.0 mg (0.20 mmol) Isochinolin-OSu und 50.0 mg
(0.59 mmol) NaHCO; nach AAV 1 zu der Zielverbindung umgesetzt. HPLC-
Reinigung lieferte nach Lyophilisieren die Verbindung 80a (0.55 mg, 41%) als weillen
Feststoff. Die beiden Diastereomere wurden nicht getrennt.

HPLC (5-100% in 30 min): R= 18.08 min; ESI-MS: m/z 1389.1 (20) [3M+K]",
1373.9 (35) [3M+Na]", 1351.1 (5) [3M+H]", 939.4 (15) [2M+K]", 923.2 (35)
[2M+Na]", 901.2 (30) [2M+H]", 473.4 (35) [M+Na]’, 451.3 (100) [M+H]", 433.5 (15)
[M-OH]".
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3-((S)-2-(Isoquinolin-3-carboxamido)-4-methylpentylamino)-3-(6-
methoxypyridin-2-yl)-propanséaure (80b)

i ﬁ g
|\ N Nighod
_n H OH
o)

CsH30N4O4
M: 450.23 g/mol

0.50 g TCP-Harz (0.6 mmol/g) wurden nach AAV 31 mit N-Fmoc-3-amino-3-(6-
methoxypyridin-2-yl)-propansdure (74b) belegt und nach Abspaltung der Fmoc-
Schutzgruppe nach  AAV 33 reduktiv. mit ter-Butyl-(S)-1-formyl-3-
methylbutylcarbamat (78) nach AAV 38 gekuppelt. Das so gebildete Intermediat
wurde nach AAV 37 mit TFA/DCM 1:1 vom Harz abgespalten und das Losungsmittel
im Vakuum abgezogen bzw. mit Toluol coevaporiert. Das freie Amin 79b (1.16 mg,
0.20 mmol) wurde mit 53.0 mg (0.20 mmol) Isochinolin-OSu und 50.0 mg
(0.59 mmol) NaHCO; nach AAV 1 zu der Zielverbindung umgesetzt. HPLC-
Reinigung lieferte nach Lyophilisieren die Verbindung 80b (0.55 mg, 41%) als weiflen
Feststoff. Die beiden Diastereomere wurden nicht getrennt.

HPLC (5-100% in 30 min): R= 19.34 min; ESI-MS: m/z 1389.1 (20) [3M+K]",
1373.9 (35) [3M+Na]’, 1351.1 (5) [3M+H]', 939.4 (15) [2M+K]', 923.2 (35)
[2M+Na]', 901.2 (30) [2M+H]", 473.4 (35) [M+Na]", 451.3 (100) [M+H]', 433.5 (15)
[M-OH]".

Isochinolin-Leu-(3-amino-3-((pyridin-2-yl)phenyl)-propansaure) (85)

N N N N

C30H30N404
M: 510.23 g/mol

I
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0.30 g Wang-Harz (0.6 mmol/g) wurden nach AAV 32 mit N-Fmoc-3-amino-3-
(bromphenyl)-propansdure (82) belegt und jeweils mit N-Fmoc-Leu-OH und
Isochinolincarbonsdure nach AAV 33 und AAV 34 gekuppelt. AnschlieBend wurde
die Synthese der Biaryle liber eine Suzuki-Reaktion nach AAV 42 mit (Pyridin-2-yl)-
boronsdure durchgefiihrt. Abspaltung vom Harz (AAV 37) und anschlieBende HPLC-
Reinigung lieferte die Verbindungen 85a (ortho: 36.7 mg, 40%) und 85b (meta:
34.0 mg, 37%) als weille Feststoffe. Die beiden Diastereomere wurden jeweils nicht

getrennt.

HPLC,,, (20-100% in 30 min): R= 12.62 min; HPLC,,, (5-100% in 30 min):
R=12.43 min; ESI-MS: m/z 1059.4 (20) [2M+K]", 1043.2 (60) [2M+Na]", 1021.2
(65) [2M+H]", 533.4 (10) [M+Na]", 511.2 (100) [M+H]".

Isochinolin-Leu-(3-amino-3-(4-(phenyl)phenyl)-propansaure) (86)

? Cn [
X N N
| H
N (@) OH
(@]

C31H31N30,4
M: 509.23 g/mol

0.30 g Wang-Harz (0.6 mmol/g) wurden nach AAV 32 mit N-Fmoc-3-amino-3-(4-
bromphenyl)-propansdure (82c) belegt und jeweils mit N-Fmoc-Leu-OH und
Isochinolincarbonsdure nach AAV 33 und AAV 34 gekuppelt. AnschlieBend wurde
die Synthese der Biaryle iiber eine Suzuki-Reaktion nach AAV 42 mit
Phenylboronsdure durchgefiihrt. Abspaltung vom Harz (AAV 37) und anschlieBende
HPLC-Reinigung lieferte 73.3 mg (80%) der Verbindung 86 als weillen Feststoff. Die

beiden Diasereomere konnten getrennt werden.

Diasereomer A:

'H-NMR (500 MHz, CD;0D ): & = 1.05 (d, 6H, J = 8.5 Hz, -CH(CH;),), 1.77-1.83
(m, 3H, -CH(CHs),, -CH,CH-), 2.89 (d, 2H, J = 14.5 Hz, -CH,COOH), 4.82 (m, 1H,
-NHCHCO-), 5.45 (m, 1H, -NHCHC,,), 7.28-7.58 (m, 9H, Ar-Hy), 7.77-7.90 (m, 2H,
Ar-H,), 8.08 (d, 1H, J = 14.0 Hz, Ar-H), 8.18 (d, 1H, J=16.0 Hz, Ar-H), 8.54 (s, 1H,
Ar-H), 9.30 (s, 1H, Ar-H); HPLC (5-100% in 30 min): R= 25.20 min; ESI-MS: m/z
1566.5 (10) [3M+K]", 1550 (10) [3M+Na]", 1528.3 (10) [3M+H]", 1057.6 (10)
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[2M+K]", 1041.4 (40) [2M+Na]", 1019.4 (45) [2M+H]", 532.5 (10) [M+Na]", 510.3
(100) [M+H]".

Diasereromer B:

'H-NMR (500 MHz, CD;OD ): & = 0.98 (yt, 6H, J = 4.5 Hz, -CH(CHz),), 1.67-1.78
(m, 3H, -CH(CHj3),, -CH,CH-), 2.86 (dd, 1H, J; = 16.0 Hz, J, = 7.0 Hz, -CHHCOOH),
2.94 (dd, 1H, J, = 16.0 Hz, J, = 8.0 Hz, -CHHCOOH), 4.80 (m, 1H, -NHCHCO-),
5.43 (t, 1H, J = 7.0 Hz, -NHCHC},,), 7.30-7.58 (m, 9H, Ar-Hy), 7.80 (t, 1H, J = 8.0 Hz,
Ar-H), 7.86 (t, 1H, J = 8.0 Hz, Ar-H), 8.09 (d, 1H, J = 8.0 Hz, Ar-H), 8.18 (d, 1H,
J=28.0 Hz, Ar-H), 8.54 (s, 1H, Ar-H), 9.30 (s, 1H, Ar-H); HPLC (5-100% in 30 min):
R= 26.05 min; ESI-MS: m/z 1566.5 (10) [3M+K]", 1550 (10) [3M+Na]', 1528.3 (10)
[3M+H]", 1057.6 (10) [2M+K]", 1041.4 (40) [2M+Na]", 1019.4 (45) [2M+H]", 532.5
(10) [M+Na]", 510.3 (100) [M+H]".

3-(3-1sobutyl-2-oxo0-2H-pyrrol-1(5H)-yl)-3-phenylpropansaure (92)

/ N
O OH
O

Ci7H21NO;
M: 287.15 g/mol

0.40 g TCP-Harz (0.6 mmol/g) wurden nach AAV 31 mit N-Fmoc-£-Phenylalanin
belegt und nach Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe nach AAV 33 reduktiv mit
N,N -Bis-(tert-butoxycarbonyl)-2-amino-2-(formylmethyl)-4-methylpentansédure-

methylester (91) nach AAV 38 gekuppelt. Die Zyklisierung zu dem entsprechenden
y-Lactam erfolgt nach Waschen des Harzes mit DMF und DCM (3 x je 5 min) durch
Zugabe einer 3 M Losung von DIPEA in DMF bei 65°C iiber 12 Stunden. Das so
gebildete Intermediat wurde nach AAV 37 mit TFA/DCM 1:1 vom Harz abgespalten
und das Losungsmittel im Vakuum abgezogen bzw. mit Toluol coevaporiert.
Anschliefende HPLC-Reinigung lieferte 20.7 mg (30%) der Verbindung 92 als

weilen Feststoff.

HPLC (5-100% in 30 min): R= 19.15 min; ESI-MS: m/z 900.3 (40) [3M+K]", 613.4
(100) [2M+K]", 597.4 (30) [2M+Na]", 310.3 (15) [M+Na]", 288.2 (20) [M+H]".
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Verbinung 115 (asB;-Ligand)
o]

/ MCOZH

N\) HN
/ N02 OSO

Ca9oH32NgOgS
M: 624.2 g/mol

0.25 g Wang-Harz (0.6 mmol/g) wurden nach AAV 32 mit (9H-Fluoren-9-yl)methyl-
(S)-3-(tert-butoxycarbonyl)-1-(4-(nitrobenzyl)-3-oxopiperazin-1-yl)-1-oxopropan-2-

ylcarbamat (113) belegt. Der tert-Butylester der Ausgangsverbindung 113 wurde
zuvor nach AAV 9 hydrolysiert. Nach Entfernen des Losungsmittels und
Lyophilisieren konnte die freie Sdure zur Belegung des Harzes verwendet werden.
Nach Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe nach AAV 33 und anschlieBende
Uberfiihrung des freien Amins mit jeweils 5 Aquivalenten Mesitylsulfonsiurechlorid
und DIPEA in Dichlormethan bei Raumtemperatur zum Sulfonamid wurde die
Nitrogruppe mit einer 2 M Losung von Zinn(II)-chlorid in DMF zum Anilin reduziert.
Nukleophile, aromatische Substitution nach AAV 39 mit 2-Chlor-3-Nitropyridin
lieferte nach Abspaltung vom Harz (AAV 37) und anschlieBender HPLC-Reinigung
das TFA-Salz der Verbindung 115 (49.6 mg, 53%) als roten Feststoff. Nach jedem

Schritt an der festen Phase wurde das Harz gewaschen (5 x je 3 min).

1H-NMRpam (500 MHz, CD;0D ): 8 = 2.41-4.60 (m, 13H), 2.61 (s, 9H), 4.83 (t, 1H,
J=17.0 Hz), 5.67 und 5.94 (d, 1H, J = 6.5 Hz), 6.86 (m, 1H), 6.94 (s, 2H), 7.27-7.30
(m, 2H), 7.54-7.58 (m, 2H), 8.43 (d, 1H, J=20.5 Hz), 8.53 (d, 1H, J=4.0 Hz), 10.07
(d, 1H, J = 15.5 Hz); HPLC, 1, para (5-100% in 30 min): R= 22.06 min fiir beide
Regioisomere; ESI-MS: m/z 1873.9 (15) [3M+H]", 1249.1 (70) [2M+H]", 956.4 (5)
[(BM+K)/2]", 625.4 (100) [M+H]".
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(2,3,4,5-Tetrahydro-3-isobutyl-2,5-dioxo-1H-benzo[e][1,4]diazepin-3-
carbonylamido)- 3-para-tolylpropansaure (121)
H O
N
H
¢!
o] OH

O

Z

(0]
C24H27N;305
M: 437.2 g/mol

0.25 g TCP-Harz (0.6 mmol/g) wurden nach AAV 31 mit N-Fmoc-3-amino-3-para-
tolylpropansdure  belegt und mit 2,3,4,5-Tetrahydro-3-isobutyl-2,5-dioxo-1H-
benzo[e][1,4]diazepin-3-carbonsdure (120) nach AAV 33 und AAV 34 gekuppelt.
Abspaltung vom Harz (AAV 37) und anschlieBende HPLC-Reinigung lieferte nach
Lyophilisieren die Verbindung 121 (59.0 mg, 90%) als weillen Feststoff. Die beiden

Diastereomere konnten getrennt werden.

Diastereomer A:

'H-NMR (500 MHz, CD;0D ): 8 = 0.75 (d, 3H, J = 6.0 Hz, -CH(CH,),), 0.85 (d, 3H,
J = 6.0 Hz, -CH(CHs),), 1.65-1.72 (m, 2H, -CH(CH;),, -CHHCH-), 2.21 (dd, 1H,
Jy=13.5 Hz, J, = 3.5 Hz, -CHHCH-), 2.29-2.33 (m, 4H, -CH;, -CHHCOOH), 2.38
(dd, 1H, J, = 16.0 Hz, J, = 8.0 Hz, -CHHCOOH), 4.91-4.93 (m, 1H, -NHCHC},), 6.98
(d, 1H, J = 8.0 Hz, Ar-H), 7.04-7.07 (m, 4H, Ar-H,), 7.23 (t, IH, J = 7.5 Hz, Ar-H),
7.46 (t, 1H, J = 7.5 Hz, Ar-H), 7.79 (d, 1H, J = 7.5 Hz, Ar-H); HPLC (5-100% in 30
min): R= 16.00 min; ESI-MS: m/z 1350.4 (15) [3M+K]", 1334.3 (65) [3M+Na]’,
1312.2 (15) [3M+H]", 913.5 (30) [2M+K]", 897.4 (100) [2M+Na]’, 875.4 (75)
[2M+H]", 676.2 (20) [(3M+K)/2]", 460.5 (15) [M+Na]", 438.3 (30) [M+H]".

Diastereomer B:

'H-NMR (500 MHz, CD;0D ): 8 = 0.76 (d, 3H, J = 6.5 Hz, -CH(CH,),), 0.85 (d, 3H,
J = 6.5 Hz, -CH(CH;),), 1.65-1.74 (m, 2H, -CH(CH;),, -CHHCH-), 2.21 (dd, 1H,
J1=14.0 Hz, J, = 4.5 Hz, -CHHCH-), 2.25-2.33 (m, 4H, -CH;, -CHHCOOH), 2.37
(dd, 1H, J; =24.0 Hz, J, = 8.5 Hz, -CHHCOOH), 4.91-4.94 (m, 1H, -NHCHC,,), 6.98
(d, 1H, J = 8.0 Hz, Ar-H), 7.04-7.05 (m, 4H, Ar-H,), 7.23 (t, 1H, J = 7.0 Hz, Ar-H),
7.46 (t, 1H, J= 7.0 Hz, Ar-H), 7.78 (d, 1H, J = 7.5 Hz, Ar-H); HPLC (5-100% in 30
min): R= 16.41 min; ESI-MS: m/z 1350.4 (15) [3M+K]", 1334.3 (65) [3M+Na]’,
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1312.2 (15) [3M+H]", 913.5 (30) [2M+K]', 897.4 (100) [2M+Na]’, 875.4 (75)
[2M+H]", 676.2 (20) [(3M+K)/2]", 460.5 (15) [M+Na]", 438.3 (30) [M+H]".

3-(3,4-Dihydro-2-isobutyl-3-oxo0-2H-benzo[b][1,4]oxazin-2-carbonylamido) - 3-
para-tolylpropansaure (143)

C23H24N,05
M: 410.17 g/mol

0.25 g TCP-Harz (0.6 mmol/g) wurden nach AAV 31 mit N-Fmoc-3-amino-3-para-
tolylpropansaure belegt und mit 3.,4-Dihydro-2-isobutyl-3-oxo-2H-
benzo[b][1,4]oxazin-2-carboxylsdure (141) nach AAV 33 und AAV 34 gekuppelt.
Abspaltung vom Harz (AAV 37) und anschlieBende HPLC-Reinigung lieferte nach
Lyophilisieren die Verbindung 143 (56.0 mg, 95%) als weillen Feststoff. Die beiden

Diastereomere konnten getrennt werden.

Diastereomer A:

'H-NMR (500 MHz, CD;0D ): 8 = 1.00 (d, 3H, J = 6.5 Hz, -CH(CHs),), 1.02 (d, 3H,
J = 6.5 Hz, -CH(CH5),), 2.00-2.08 (m, 2H, -CH(CHj3),, -CHHCH-), 2.18-2.22 (m, 1H,
-CHHCH-), 2.22 (s, 3H, -CH;), 2.75-2.84 (m, 2H, -CH,COOH), 5.23 (t, 1H,
J=6.5Hz, -NHCHC,,), 6.78 (d, 2H, J = 8.0 Hz, Ar-H,), 6.84-6.86 (m, 1H, Ar-H),
6.91 (d, 2H, J = 8.0 Hz, Ar-H,), 6.99-7.02 (m, 2H, Ar-H,), 7.14-7.16 (m, 1H, Ar-H);
HPLC (5-100% in 30 min): R= 21.05 min; ESI-MS: m/z 859.2 (25) [2M+K]", 843.1
(85) [2M+Na]", 635.4 (25) [(3M+K)/2]", 433.3 (15) [M+Na]", 411.2 (100) [M+H]".

Diastereomer B:

'H-NMR (500 MHz, CD;0D ): & = 0.94 (yt, 6H, J = 5.0 Hz, -CH(CH3),), 1.92-2.02
(m, 2H, -CH(CHs;),, -CHHCH-), 2.09 (dd, 1H, J, = 14.0 Hz, J, = 6.5 Hz, -CHHCH-),
2.29 (s, 3H, -CH;), 2.64 (dd, 1H, J, = 16.0 Hz, J, = 6.5 Hz, -CHHCOOH), 2.72 (dd,
1H, J; = 16.0 Hz, J, = 6.5 Hz, -CHHCOOH), 5.19 (t, 1H, J = 6.5 Hz, -NHCHC,,),
6.86-6.88 (m, 2H, Ar-H,), 6.96-7.00 (m, 2H, Ar-H,), 7.09-7.11 (m, 2H, Ar-H,), 7.17-
7.18 (m, 2H, Ar-H,); HPLC (5-100% in 30 min): R= 21.69 min; ESI-MS: m/z 859.2
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(25) [2M+K]", 843.1 (85) [2M+Na]", 635.4 (25) [BM+K)/2]", 433.3 (15) [M+Na]’, 411.2
(100) [M+H]".

3-(3,4-Dihydro-2-isobutyl-3-0x0-2H-benzo[b][1,4]oxazin-2-carbonylamido)-3-(6-
methoxypyridin-2-yl)-propansaure (144)

C22HysN30¢
M: 427.17 g/mol

0.25 g TCP-Harz (0.6 mmol/g) wurden nach AAV 31 mit N-Fmoc-3-amino-3-(6-
methoxypyridin-2-yl)-propansdure (74b) belegt und mit 3,4-Dihydro-2-isobutyl-3-
ox0-2H-benzo[b][1,4]oxazin-2-carboxylsdure (141) nach AAV 33 und AAV 34
gekuppelt. Abspaltung vom Harz (AAV 37) und anschlieBende HPLC-Reinigung
lieferte nach Lyophilisieren die Verbindung 144 (0.14 g, 90%) als weillen Feststoff.
Die beiden Diastereomere wurden nicht getrennt.

HPLC (10-100% in 24 min): R= 10.80 min und 11.11 min; ESI-MS: m/z 1319.7 (5)
[3M+K]", 1303.9 (40) [3M+Na]’, 893.1 (5) [2M+K]", 878.2 (30) [2M+Na]", 855.3
(100) [2M+H]", 428.4 (45) [M+H]".

3-(3,4-Dihydro-2-isobutyl-3-oxo0-2H-benzo[b][1,4]oxazin-2-carbonylamido)-3-(6-
methoxypyridin-3-yl)-propansaure (145)

C22H5N304
M: 427.17 g/mol

0.25 g TCP-Harz (0.6 mmol/g) wurden nach AAV 31 mit N-Fmoc-3-amino-3-(6-
methoxypyridin-3-yl)-propansdure (74a) belegt und mit 3,4-Dihydro-2-isobutyl-3-oxo-
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2H-benzo[b][1,4]oxazin-2-carboxylsdure (141) nach AAV 33 und AAV 34 gekuppelt.
Abspaltung vom Harz (AAV 37) und anschlieBende HPLC-Reinigung lieferte nach
Lyophilisieren die Verbindung 145 (0.15 g, 92%) als weillen Feststoff. Die beiden
Diastereomere wurden nicht getrennt.

HPLC (10-100% in 24 min): R= 11.90 min und 12.15 min; ESI-MS: m/z 1746.7 (20)
[4AM+K]", 1731.0 (15) [4M+Na]", 1319.7 (5) [3M+K]", 1303.9 (40) [3M+Na]", 893.1
(5) [2M+K]", 878.2 (30) [2M+Na]", 855.3 (100) [2M+H]", 428.4 (45) [M+H]".

3-(3,4-Dihydro-2-methyl-3-0xo-2H-benzo[b][1,4]oxazin-2-carbonylamido)-3-
phenylpropansaure (146)

S o

C19H1sN20s
M: 354.14 g/mol

0.25 g TCP-Harz (0.6 mmol/g) wurden nach AAV 31 mit N-Fmoc-#-Phenylalanin
belegt und mit 3,4-Dihydro-2-methyl-3-oxo0-2H-benzo[b][1,4]oxazin-2-carboxylsdure
(140) nach AAV 33 und AAV 34 gekuppelt. Abspaltung vom Harz (AAV 37) und
anschliefende HPLC-Reinigung lieferte nach Lyophilisieren die Verbindung 146

(48.0 mg, 90%) als weilBen Feststoff. Die beiden Diastereomere wurden nicht getrennt.
HPLC (10-100% in 24 min): R= 17.35 min; ESI-MS: m/z 1100.8 (10) [3M+K]",

1084.6 (40) [3M+Na]’, 1083.5 (5) [3M+H]", 747.0 (5) [2M+K]', 731.0 (45)
[2M+Na]’, 709.0 (5) [2M+H]", 520.1 (65) [(3M+K)/2]", 355.2 (35) [M+H]".
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3-(3,4-Dihydro-2-metyl-3-0x0-2H-benzo[b][1,4]oxazin-2-carbonylamido)-3-(6-
methoxypyridin-2-yl)-propansaure (147)

H
N (@) =
@[ Tu [
O%N \N O/
O OH
(@)

C19H19N306
M: 385.13 g/mol

0.25 g TCP-Harz (0.6 mmol/g) wurden nach AAV 31 mit N-Fmoc-3-amino-3-(6-
methoxypyridin-2-yl)-propansiure (74b) belegt und mit 3,4-Dihydro-2-methyl-3-oxo-
2H-benzo[b][1,4]oxazin-2-carboxylsdure (140) nach AAV 33 und AAV 34 gekuppelt.
Abspaltung vom Harz (AAV 37) und anschlieBende HPLC-Reinigung lieferte nach
Lyophilisieren die Verbindung 147 (55.0 g, 95%) als weillen Feststoff. Die beiden

Diastereomere wurden nicht getrennt.

HPLC (10-100% in 24 min): R= 9.15 min; ESI-MS: m/z 1578.5 (20) [4M+K]",
1562.8 (1) [4M+Na]", 1193.9 (30) [3M+K]", 1178.0 (45) [3M+Na]", 793.2 (30)
[2M+Na]’, 771.3 (30) [2M+H]", 386.5 (100) [M+H]".

3-(3,4-Dihydro-2-metyl-3-oxo0-2H-benzo[b][1,4]oxazin-2-carbonylamido)-3-(6-
methoxypyridin-2-yl)-propansaure (148)

H
N._O O
L R AN
o 2
o) OH
o)

CioH9N30¢
M: 385.13 g/mol

0.25 g TCP-Harz (0.6 mmol/g) wurden nach AAV 31 mit N-Fmoc-3-amino-3-(6-
methoxypyridin-3-yl)-propansdure (74a) belegt und mit 3,4-Dihydro-2-methyl-3-oxo-
2H-benzo[b][1,4]oxazin-2-carboxylsdure (140) nach AAV 33 und AAV 34 gekuppelt.
Abspaltung vom Harz (AAV 37) und anschlieBende HPLC-Reinigung lieferte nach
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Lyophilisieren die Verbindung 148 (55.0 g, 95%) als weillen Feststoff. Die beiden
Diastereomere wurden nicht getrennt.

HPLC (10-100% in 24 min): R= 10.29 min; ESI-MS: m/z 1578.5 (20) [4M+K]",
1562.8 (1) [4M+Na]", 1193.9 (30) [3M+K]", 1178.0 (45) [3M+Na]", 793.2 (30)
[2M+Na]", 771.3 (30) [2M+H]", 386.5 (100) [M+H]".
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