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1 EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG

Die medizinische Chemie beschéftigt sich mit der Entdeckung und dem Design
neuer, therapeutisch anwendbarer, chemischer Verbindungen und deren Entwicklung
zu Arzneimitteln. Die Entwicklung eines Wirkstoffs mit potentiellem therapeutischen
Nutzen beginnt mit der Identifzierung einer geeigneten Leitstruktur. Diese Substanz
besitzt eine — oftmals schwache — biologische Wirkung und geniigt in der Regel nicht
den Anspriichen, die an ein Arzneimittel gestellt werden. Es folgt die schrittweise
Optimierung der Leitstruktur durch Synthese dhnlicher Substanzen, wobei die Verbes-
serung der biologischen Wirkung zunichst im Vordergrund steht.

Im letzten Jahrzehnt konnten die Prozesse der Leitstruktursuche und -optimierung
durch enorme Fortschritte bei der Herstellung und Untersuchung einer grolen Zahl
von Verbindungen verbessert werden. Innerhalb weniger Monate kdnnen mithilfe der
kombinatorischen Chemie Wirkstoff-Bibliotheken mit bis zu einer Million Substanzen
hergestellt und mittels Hochdurchsatz-screening-Methoden (HTS: high throughput
screening) beziiglich ihrer Bindung an ein entsprechendes Zielmolekiil (farget) unter-
sucht werden. Dieses kombinatorische Wirkstoffdesign wird durch rationales Design
unterstiitzt, bei dem versucht wird, die essentiellen Parameter zu erfassen, die fiir die
Beziehung zwischen Struktur und Wirkung verantwortlich sind. Dabei kann bei
Kenntnis der Struktur des biologischen Zielmolekiils mit Hilfe von Computerprogram-
men abgeschétzt werden, wie stark die Bindung der untersuchten Verbindung an das
target ist. Neue Entwicklungen, wie das Vorscreenen grof3er, per Computer generierter
Verbindungsbibliotheken (in silico-screening), unterstiitzen die Wirkstoffentwicklung
im Labor.

Neben der Verbesserung der biologischen Wirkung einer Substanz darf die
Optimierung der pharmakokinetischen Eigenschaften, wie Resorption, Verfligbarkeit
oder Verweildauer im Organismus nicht auer acht gelassen werden. Ein weiterer
wichtiger Aspekt ist die Beriicksichtigung der Toxizitdt einer Substanz oder ihrer

Abbauprodukte im Korper.
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Bis vor kurzem wurde die Optimierung der Wirkung und die Optimierung der
Pharmakokinetik in getrennten, aufeinanderfolgenden Schritten durchgefiihrt. Oftmals
scheitern Wirkstoffkandidaten jedoch aufgrund schlechter pharmakokinetischer
Eigenschaften. Seit einigen Jahren findet ein Umdenken in der Wirkstoff-Forschung
statt. Die Integration pharmakokinetischer Prinzipien bereits wéhrend der ersten Stufen
der Leitstrukturoptimierung fiihrt zu einer effizienteren Wirkstoff-Entwicklung. Dieses
Prinzip wird als multidimensionale Wirkstoffoptimierung (MDO: multidimensional
drug optimization) bezeichnet. Hierunter versteht man die Durchfiihrung verschiedener
in vitro-Untersuchungen, z.B. hinsichtlich Membrangingigkeit oder Toxizitit, wah-

rend der frithen Phase der Leitstrukturoptimierung.

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der Synthese potentieller Tumor-

wirkstoffe unter Beriicksichtigung pharmakokinetischer Parameter.

Die Inhibierung von Integrinrezeptoren erlaubt die Beeinflussung verschiedener,
pathophysiologischer Prozesse. Im Mittelpunkt dieser Arbeit stehen die av-Integrine
und insbesondere der avB3-Rezeptor, der an adhdsiven Vorgdngen wihrend der
Migration und Extravasation von Tumorzellen beteiligt ist und eine entscheidende
Rolle bei der tumorinduzierten Angiogenese spielt. Ein hédufig vorkommendes
Integrinbindungsmotiv ist die Aminosiuresequenz Arg-Gly-Asp (RGD), die als erste
Leitstruktur fiir die Entwicklung von Integrinantagonisten dient (siche Abbildung 1.1).
In unserer Arbeitsgruppe konnte durch screemning einer mittels kombinatorischer
Chemie (Mischungssynthese) hergestellten RGD-Mimetika-Bibliothek eine peptido-
mimetische Leitstruktur identifiziert werden. Diese Verbindung dient als Ausgangs-
punkt fiir die Entwicklung von Integrinantagonisten mit verbesserter biologischer

Aktivitdt und Selektivitit, sowie optimierten pharmakokinetischen Eigenschaften.
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@ Identifizierung einer Leitstruktur
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Optimierung der Leitstruktur unter
Berucksichtigung der Pharmakokinetik

hochaktives RGD-Mimetikum als

oral verfugbarer Tumorwirkstoff

Abbildung 1.1: Entwicklung hochaktiver ovpf3-Antagonisten durch Leitstruktur-

Identifizierung und -Optimierung.

Wihrend zur Identifizierung einer Leitstruktur mittels kombinatorischer Chemie vor
allem die Mischungssynthese verwendet wird, dient die Parallelsynthese zur schnellen
Optimierung bereits bekannter Leitstrukturen. Aus diesem Grund sollen im Rahmen
dieser Arbeit RGD-Mimetika-Bibliotheken mittels Parallelsynthese hergestellt werden.
Dafiir wird die Leitstruktur retrosynthetisch in einzelne Bausteine zerlegt, die an einem
festen Trager miteinander verkniipft werden sollen. Zundchst miissen die einzelnen
Schritte der Festphasensynthese anhand ausgewihlter Verbindungen optimiert werden,
bevor sie auf die Synthese von Verbindungsbibliotheken angewandt werden kdnnen.

Durch Varitation verschiedener funktioneller Gruppen der Leitstruktur sollen
auBerdem Struktur-Wirkungs-Beziehungen fiir die Bindung an die unterschiedlichen
av-Integrine avB3, avB5 und avp6 aufgestellt werden. Die Synthese selektiver Anta-
gonisten fiir die einzelnen Integrinsubtypen ist insbesondere fiir biologische Unter-

suchungen von groflem Interesse.
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2 INTEGRINE UND IHRE FUNKTION

Adhidsive Kontakte von Zellen untereinander sowie zwischen Zellen und der
extrazelluldiren Matrix (ECM) sind fiir zahlreiche Zelladhdsions- und Migrations-
phdnomene verantwortlich. Sie spielen in mehrzelligen Organismen eine entscheiden-
de Rolle fiir die physiologische Funktion des Gewebes und seiner Entwicklung und
sind unter anderem bei der Embryogenese, Zelldifferenzierung, Héamostase,
Wundheilung und Immunantwort von Bedeutung.!'™!

Diese Zell-Zell- und Zell-Matrix-Wechselwirkungen werden durch Proteine der
Zelloberfiche, sogenannte Zelladhésionsrezeptoren vermittelt, die in vier verschiedene
Klassen eingeteilt werden konnen: Cadherine, Immunglobulin-Superfamilie, Selectine
und Integrine. Dabei bilden die Integrine die grofBte und vielseitigste Rezeptor-
familie.**) Der Name erklirt sich durch ihre Funktion als integrale Membrankomplexe
bei der Verbindung von Proteinen der extrazelluliren Matrix mit dem intrazelluldren
Cytoskelett. Integrine iibernehmen neben der Verankerung der Zelle die Aufgabe,
Signale in beiden Richtungen zwischen der Zelle und ihrer Umgebung zu iiber-

%61 Durch Bindung eines Integrins an einen Liganden der ECM wird ein

tragen.
Signal in die Zelle tibertragen, was zu einer Umorientierung des Cytoskeletts fiihren
kann. Bei der lokalen Anhdufung von Integrinrezeptoren in der Zellmembranebene
(cluster-Bildung) entstehen Aggregate, die fokale Adhédsionskomplexe genannt
werden. Der als outside-in signaling bezeichnete Prozess kann das zelluldre Verhalten
steuern, wie Verdnderung der Zellform, Migration oder verankerungsabhidngige
Proliferation. Es ist aber auch der umgekehrte Weg der Signaltransduktion vom
Zellinneren nach aullen moglich (inside-out signaling), wobei Faktoren innerhalb der
Zelle die Integrine aus einem passiven, schwach adhidsiven in einen aktiven, adhésiven

[11

Zustand umschalten.'"! Bei der Aktivierung kann eine scherenartige Offnung der

Integrinrezeptoren beobachten werden, %14

Die Beteiligung der Integrine an
verschiedenen Signaltransduktionskaskaden konnte mittlerweile nachgewiesen werden.
So fiihrt die Bildung fokaler Adhdsionskomplexe beispielsweise zur Aktivierung von

Elementen des MAPK (mitogen-activated protein kinase) Signaltransduktionswegs.
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Dennoch sind noch viele Details der integrinvermittelten Signaliibertragung unge-

klzrt, 11

2.1 Struktur der Integrine

Integrine sind heterodimere transmembrane Glykoproteine, die aus einer a- und
einer B-Untereinheit aufgebaut sind (siche Abbildung 2.1)."") Die Untereinheiten sind
nichtkovalent miteinander verkniipft und miissen zunéchst N-glycosyliert werden,
bevor sie im endoplasmatischen Retikulum of-Heterodimere ausbilden kénnen.”! Die
groBere a-Untereinheit besitzt etwa 1100 Aminoséuren und besteht aus zwei meist
unterschiedlich langen Aminosdureketten, die iiber eine Disulfidbriicke verbunden
sind. Der extrazelluldre Teil der a-Einheit ist durch drei bis vier Bereiche von ca. 12
bis 15 Aminosduren am N-Terminus gekennzeichnet, die divalente Kationen (Ca2+,
Mg®") binden. Hierbei treten Sequenzanalogien zu den EF-Hand-Strukturen der

Calcium-Bindungs-Motive anderer Proteine wie z.B. Calmodulin auf.!'”

Ligandbindungs-
Region

B-Untereinheit

cysteinreiches
Motiv

extrazelluliire

Cytoplasma

Vinculin .
a-Actinin

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der Integrine und der Wechselwirkung mit

Proteinen des Cytoskeletts.



6 2 INTEGRINE UND IHRE FUNKTION

Die B-Untereinheit besteht mit Ausnahme von P4 (ca. 1750 Aminosiuren)'® aus
knapp 800 Aminosduren. Sie enthélt vier hoch konservierte, cysteinreiche Doménen
von je ca. 40 Aminosduren in der Nihe der transmembranen Region, sowie einen
groflen loop am N-Terminus des extrazelluldren Teils. Beide Untereinheiten besitzen
eine kurze membranstidndige Region aus 20 bis 30 Aminosduren und eine cytoplasma-
tische Doméne aus 20 bis 50 Aminosduren, die fiir die Heterodimerbildung jedoch
nicht essentiell sind.!"*2"

Der C-Terminus der p-Untereinheit'®*? verbindet iiber intrazellulire Proteine wie
Talin®!, Vinculin®**! und a-Actinin*® den Rezeptor mit dem Aktinfilament des
Cytoskeletts. Damit ermdglichen die Integrine sowohl eine feste Bindung der Zellen an

die extrazelluldre Matrix als auch die Signaliibertragung in das Zellinnere (siche

Abbildung 2.1).

Die N-terminalen Regionen aller a-Untereinheiten enthalten sieben hintereinander
angeordnete, sich wiederholende Abschnitte, die in Form eines sieben-bldttrigen [-
Propellers gefaltet sind (sieche Abbildung 2.2).2** Einige a-Untereinheiten (z.B. in
o1, omPa, o Pa, oy B;) enthalten zwischen dem zweiten und dritten Propellerblatt ein
zusdtzliches, ca. 200 Aminosduren langes Segment. Dieses Segment wird als I-
Domine (inserted domain) bezeichnet (seltener auch als A-Domine).””™ Die rontgen-
kristallographisch untersuchte I-Doméne zeigt eine Tertidrstruktur mit einem [-Falt-
blatt aus fiinf parallelen Strangen und einem antiparallelen Strang, umgeben von sieben
a-Helices.”™) Oberhalb der B-Faltblitter befindet sich eine Bindungsstelle fiir
divalente Kationen, die als MIDAS (metal ion dependent adhesion site) bezeichnet
wird. Das Kation ist von fiinf Aminosdureresten des Integrins umgeben, wéhrend an
die sechste, freie Koordinationsstelle moglicherweise ein Glutaminsdurerest des Ligan-
den koordinieren kann."*! Dies bewirkt eine signifikante Anderung der Tertiérstruktur

[33,34]

der gesamten I-Doméne. Diese Theorie wird durch weitere Untersuchungen

bestétigt, wonach sich die Affinitdt zu den entsprechenden Liganden durch Zugabe von

divalenten Kationen, wie Mn”', steigern lasst.l*>>"!
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A B

f-1-Doméne
a-Untereinheit B-Untereinheit
I-Doméne . «
putative [-Doméane
siebenblattriger \ _
B-Propeller

/ " Hybrid
Doméne

o

C-Terminus des
B-Propellers

S-S-Briicke \

-Faltblatter —J» % 2Zwischen i PSI Doméne
b Domaénen & (N-Terminus)
g %W/ ~ cysteinreiche Doméanen

EE <—Membran = ) \
E ' N pTD

cytoplasmatische Doméne —Jp» ﬂ j
B3-Unter-

oav-Untereinheit  einheit
Abbildung 2.2: 4) Schematische Darstellung des Aufbaus der Integrine. Die a-Unter-
einheit enthdlt einen sieben-blittrigen [-Propeller und meist eine I-Domdne, die auch
fiir die B-Untereinheit postuliert wird.”* B) Korrigierte Rontgenstruktur des extra-
zelluldren Teils von avp3 mit 4 Domdnen der o-Untereinheit und 8 Domdnen der [-

Untereinheit.!*”

Es gibt jedoch auch Integrine ohne I-Doméne in der a-Untereinheit, die mit hoher
Aktivitdt Liganden binden konnen, wie z.B die av-Einheit. Auch bei der B-Unterein-
heit wurde eine ca. 200 Aminosduren lange hochkonservierte Region mit einem
Metallbindungsmotiv dhnlich der o-Untereinheit gefunden.”” Man nimmt deshalb an,
dass auch die B-Untereinheit eine strukturell dhnliche, ,putative’ I-Doméne besitzt, die
bei Integrinen mit fehlender o-I-Doméne deren Funktion iibernehmen.***!! Laut
experimenteller Daten ist dabei das zweite und dritte Propellerblatt der a-Untereinheit

in raumlicher Nihe zur putativen I-Domidne der B-Untereinheit orientiert.*”) Das
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bedeutet, dass Liganden dieser Integrine an die Metallbindungsstellen der [3-
Untereinheiten binden kénnten.

Diesen Monat wurde von Xiong et al. die erste Kristallstruktur eines Integrins vorab
im Internet verdffentlicht.*” Abbildung 2.2 zeigt die korrigierte Rontgenstruktur des
avp3-Integrinrezeptors ohne Transmembran- und cytoplasmatischen Teil. Die unkorri-
gierte Struktur enthilt einen Knick im Bereich der flexiblen Linker 1 und 3 (nicht
abgebildet), der durch das Fehlen der Membran erklart wird. Die Kontaktfliche
zwischen dem B-Propeller der av-Einheit und der I-Doméne der f3-Untereinheit weist
eine sehr grofe Ahnlichkeit zur Go/GB-Grenzfliche in G-Proteinen auf. Der
261 Arginin-Seitenkettenrest einer 3;o-Helix des p-Strangs (bei G-Proteinen handelt es
sich um einen Lysin-Rest) ragt in einen Hohlraum des Propellers der a-Untereinheit,
der vorwiegend aus aromatischen Seitenketten besteht. Dabei kann man direkte

3] mit drei Phenylalanin- und zwei Tyrosinresten,

Kationen-n-Wechselwirkungen
sowie weiteren flankierenden aromatischen Seitenketten erkennen. Bei der Liganden-
bindung des Integrins nimmt moglicherweise das Arginin der RGD-Sequenz diese
Position ein, wahrend die Asparaginsdure in der MIDAS-Region der I-Doméne der [3-

Untereinheit bindet. Die Losung der Kristallstruktur konnte zu einem neuen Auf-

schwung bei der Entwicklung selektiver Integrinantagonisten fiihren.

2.2 Integrinliganden

Es gibt eine groBe Anzahl unterschiedlicher Integrine, die sich aus mindestens 17 o.-
und 8 pB-Untereinheiten zusammensetzen. Durch Assoziation der verschiedenen
Untereinheiten ergeben sich 23 bisher bekannte Kombinationen (siche Tabelle
2.1).2**%] Die groBten Integrinfamilien sind die beiden p-Familien p1 (11 Integrine)

und B2 (4 Integrine), sowie die av-Familie mit 5 Integrinen.
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Tabelle 2.1: Darstellung der bekannten Kombinationen aus o- und [-Untereinheit

sowie der jeweiligen natiirlichen Liganden.”**" Grau hinterlegte Felder kennzeich-

nen Integrine mit RGD-abhdingiger Ligand-Bindung.!*"
p1 p2 p3 p4 ps pé p7 p8
ol Col, Ln
o2 | Col, Ln, Fn
o3 |Col, Ln5, Fn
ad Fn, In MAdCAM-1
VCAM-1 VCAM-1, Fn
oS Fn
o6 Ln Ln, Ep
o7 Ln
o8 Fn, Vn, Tn
a9 | Col,Ln, Tn
al0 Col
aoE E-Cadherin
oL ICAM-1
ICAM-2
aM iC3b, Fb
Faktor X
ICAM-1
ICAM-2
aX iC3b, Fb
oD ICAM-3
VCAM-1
allb Fb, Fn, Vn
vWEF, Tsp
oV Vn, Vn, Ln, Fn Vn, Fn Fn Vn
Fn, vWEF, Tsp Tn, Opn, Fb | Fb
Opn Opn, Fib, Fbu vWF Tn

Abkiirzungen der Integrinliganden: Col = Kollagen; Ep = Epiligrin; Ln = Laminin (Isoformen von
Laminin sind durch eine Nummer spezifiziert); Fn = Fibronectin; In = Invasin; Vn = Vitronectin; Tn
= Tenascin; Opn = Osteopontin; ICAM = intercellular adhesion molecule (Isoformen von ICAM
sind durch eine Nummer spezifiziert); iC3b = inactivate complement factor 3b; Fb = Fibrinogen;
Faktor X = Blutgerinnungsfaktor X; vWF = von Willebrand Faktor; Tsp = Thrombospondin; Fib =
Fibrillin; Fbu = Fibulin; MAdCAM = mucosal adressing cell adhesion molecule; VCAM = vascular
cell adhesion molecule.
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Die Integrine konnen mit verschiedenen Liganden in Wechselwirkung treten, wobei
die Bindung iiber Kontaktstellen in der Ndhe des N-Terminus stattfindet. An dieser

t.11422%1 Bej den Liganden kann es sich um

Bindung sind beide Untereinheiten beteilig
Proteine der ECM, andere Zelloberflachenproteine oder Plasmaproteine handeln. Die
Basalmembran besteht zu einem Teil aus extrazelluliren Matrixproteinen.”” Hier
befinden sich Zellstruktur bestimmende Glykoproteine wie Laminin und Fibronectin
sowie extrazelluldre Plasmaproteine (Fibrinogen, Thrombospondin, von Willebrand
Faktor), die eine Rolle bei der Regulation der Himostase spielen.”" Vitronectin ist ein
multifunktionelles Glykoprotein und tritt sowohl im Bindegewebe als auch im Plasma
auf. Osteopontin (bone sialo protein I) ist vor allem auf der Knochenoberfliche
lokalisiert und ist beim Knochenabbau durch Osteoclasten involviert (siche Kapitel
2.5).°1

Das Bindungsverhalten verschiedener Integrinsubtypen gegeniiber den natiirlichen
Liganden variiert innerhalb der Integrinfamilie sehr stark. So erkennen manche
Integrine selektiv ein oder nur wenige Proteine, wiahrend andere Subtypen eine weitaus
geringere Ligandenspezifitit aufweisen, wie vor allem der avp3-Integrinrezeptor
(siehe Tabelle 2.1).

Die Bindungsmotive der Integrinliganden sind sehr verschieden und héiufig besitzen
Liganden mehrere Bindungssequenzen fiir unterschiedliche Integrine.”” Das ECM-
Protein Fibrinogen bindet z.B. iiber die Peptidsequenz GPRP an oxP2 und iiber die
Sequenz RGD an allbpB3. Andere Liganden binden iiber dieselbe Sequenz, aber mit
unterschiedlicher Affinitdt, an verschiedene Integrine, wie z.B. Vitronectin an avf1,
avp3, avB5 und allbB3 iiber die RGD-Sequenz. Die Aminosiduresequenz Arg-Gly-
Asp (RGD) wird auch als ,universelles’ Zellerkennungsmotiv bezeichnet, da sie in
einem Grofiteil der Matrixproteine vorkommt (siehe grau hinterlegte Felder in Tabelle
2.1).1444853] Bemerkenswert ist die hdufig beobachtete hohe Bindungsspezifitit
einzelner Liganden mit gleichem Bindungsmotiv gegeniiber bestimmten Integrinsub-
typen. Man nimmt an, dass zusétzliche Bindungsregionen einen Beitrag zur Selekti-
vitit leisten.*™ Beispielsweise ist bei der Bindung von Fibrinogen an alIbp3 neben der

RGD-Sequenz eine Decapeptidsequenz der y-Kette von Fibrinogen beteiligt.”"
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Desweiteren vermutet man, dass konformationelle Unterschiede der Erkennungs-
sequenz flr die Integrinspezifitidt verantwortlich sind. Diese Annahme konnte durch
umfassende Untersuchungen mit cyclischen Penta- und Hexapeptiden bestitigt

werden.>> 6%

In kleinen cyclischen Peptiden ldsst sich die Konformation der RGD-
Sequenz fixieren. Wihrend sie in gestreckter Form bevorzugt an allbf3 bindet, wird
durch einen Knick die Bindung an avB3 begiinstigt. Die RGD-Sequenz erwies sich als
ideale Leitstruktur fiir die Entwicklung niedermolekularer allbB3- und avp3-Anta-
gonisten. So besitzen diese sogenannten RGD-Mimetika eine Carbonsidure und ein

basisches Pharmakophor, resultierend aus der Carbonsdure und dem basischen

Guanidin der RGD-Sequenz (siehe Kapitel 3.5.4).

2.3 Vorkommen und Funktion der av-Integrine

Im Folgenden werden die unterschiedlichen av-Integrinsubtypen néher betrachtet,
die fiir diese Arbeit von besonderem Interesse sind. Die av-Untereinheit wird von
nahezu allen Zelltypen exprimiert und kann mit fiinf verschiedenen B-Untereinheiten
zu den Integrinen avp1, avB3, avp5, avpf6 und avB8 dimerisieren. Alle av-Integrine
zeigen ein RGD-abhéngiges Ligandenbindungsverhalten (siche Tabelle 2.1).

gloll

Der Integrinrezeptor ov ist hauptsdchlich auf neuronalem Gewebe lokalisiert,

wihrend ovp 1!

von vielen Zelltypen exprimiert wird. Das avp6-Integrin ist vor
allem auf Epithelzellen vorhanden und spielt eine Rolle bei der Regulation der Epithel-
proliferation und der Wundheilung.!”>*" Dariiberhinaus konnten simtliche ov-Inte-
grine auf verschiedenen Tumoren nachgewiesen werden.[*”

Die éhnlichen Integrine avp3 und avf5 werden von einer groeren Zahl von
Zelltypen exprimiert: Endothelzellen (vor allem neoangiogenetische), glatte Muskel-
zellen, Epithelzellen, Leukozyten und Karzinomzellen."*”! Dariiberhinaus wird avp3
von Osteoclasten, von fast allen Zellen mesenchymalen Ursprungs und in geringen
Mengen von Blutpldttchen exprimiert. Der avf3-Rezeptor ist im Vergleich zu anderen
Integrinen beziiglich seiner Ligandenbindung relativ unspezifisch (siehe Tabelle 2.1),

bindet jedoch bevorzugt an Osteopontin.
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avP3 spielt eine wichtige Rolle bei vielen physiologischen und pathologischen

Adhisions-Prozessen, wie z.B. bei der Knochenresorption,'**® bei der Phagocytose

[67 [70]

apoptotischer Zellen,®” bei akutem Nierenversagen,®® bei Arthritis,'®” Restenose

und bei tumorinduzierter Angiogenese!’' . Dariiberhinaus ist ovB3 an verschiedenen

]

Prozessen wihrend der Tumormetastasierung beteiligt.” In einem Mausmodell

konnte weiterhin eine Bedeutung bei der Neovaskularisation in der Netzhaut nachge-

wiesen werden.!””!

Die B5-Untereinheit weist eine hohe Homologie zur p3-Untereinheit auf,!’®""!

was
sich in groBer funktioneller Ahnlichkeit duBert. Beide Integrinsubtypen sind fiir die
Ausbreitung und Migration der Zellen verantwortlich. Allerdings bendtigen ovp5-
abhéngige Zellen hierfiir eine zusitzliche Aktivierung durch die Proteinkinase C
(PKC).™™ Im Gegensatz zu avp3 bindet der avp5-Rezeptor bevorzugt an Vitronectin,
obwohl avPB3 historisch bedingt als Vitronectinrezeptor bezeichnet wird.

Die Integrine, insbesondere avp3 und avp5, spielen auch bei dem als Apoptose
bezeichneten programmierten Zelltod eine entscheidende Rolle.””*!! Von vielen Zell-
typen ist bekannt, daB3 sie in die Apoptose libergehen, wenn sie den Kontakt zur ECM
verloren haben. Die Apoptose ist somit ein natiirlicher Schutzmechanismus des Orga-
nismus gegen unkontrolliertes Gewebewachstum. In umfassenden Studien konnte eine
Abhingigkeit der Apoptoserate von der Geometrie adhidrenter Zellen beobachtet
werden.®™ Bei Zellen, die sich ungehindert ausbreiten konnten und eine dementspre-
chend flache und ausgedehnte Geometrie besallen, wurde die Apoptoserate drastisch
abgesenkt. Verhinderte man die Ausdehnung, so dass die adhirierten Zellen rund

blieben, wurde eine signifikante Zunahme apoptotischer Zellen beobachtet.

2.4 Bedeutung der Integrine av3 und avBS bei Tumormetastasier-
ung und Angiogenese

Die Tumormetastasierung, die Ausbildung von Sekundértumoren durch das invasive
Verhalten der Zellen des Primédrtumors, ist die Hauptursache fiir den todlichen Verlauf

der meisten Krebserkrankungen."™ Fiir die Migration der Krebszellen miissen unter
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anderem eine Reihe von Matrixproteinbarrieren iiberwunden und die Anlagerung an
anderes Gewebe ermoglicht werden.

Dabher spielen bei der Tumormetastasierung sowohl proteolytische Prozesse, die vor
allem das kollagene Bindegewebe betreffen, als auch unterschiedliche Zell-Zell- und
Zell-Matrix-Wechselwirkungen eine grof3e Rolle.

Die einzelnen Schritte der Tumormetastasierung sind in Abbildung 2.3 dargestellt.
Nach Auflosung adhisiver Zell-Zell-Wechselwirkungen im Priméartumor findet die
Invasion abgeloster Tumorzellen in umliegendes Gewebe statt. Die Ablosung wird
vermutlich durch eine down-Regulierung der Expression spezieller Cadherine eingelei-
tet. Desweiteren haben verschiedene Studien gezeigt, dass die Expression von Integri-
nen, die an der Ausbildung fester Kontakte und der Gewebeorganisation beteiligt sind

(z.B. a2B1 und o5p1), auf Tumorzellen stark reduziert ist.****!

Primértumor

Abbildung 2.3: Schritte der Tumormetastasierung. A) Ablésen der Krebszellen vom
Primdrtumor und Invasion;, B) Wanderung der Tumorzellen im Blut- oder Lymph-
system,; C) Adhdsion im Kapillarsystem; D) Extravasation; E) Festsetzen in fremdem

Gewebe und tumorinduzierte Angiogenese.
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Die Tumorzellen konnen sich anschlieBend iiber die BlutgefiBle oder das
lymphatische System im ganzen Korper ausbreiten. Sie adhérieren schlieBlich in den
Venen oder dem Kapillarsystem des Zielorgans, durchdringen die Endothelschicht und
die enzymatisch aufgeloste Basalmembran und gelangen in das Gewebe
(Extravasation). Fiir diese Prozesse ist wiederum die Expression bestimmter adhésiver
Rezeptoren essentiell, die an der Migration durch das Gewebe beteiligt sind. So wird

(89931 als auch der avp5-Rezeptor”>”* bei zahlreichen

sowohl der avpB3-Rezeptor
Tumorarten stark exprimiert. In Untersuchungen mit Melanomzellen konnte eine
direkte Abhdngigkeit des Metastasepotentials von der Expression des avB3-Integrins

[94]

beobachtet werden. Dariiberhinaus konnte gezeigt werden, dal die Migration

bestimmter Melanomzellen auf immobilisiertem Vitronectin durch avf3, nicht aber

951 Bei Melanomzellen, die durch PKC aktiviert sind, liegt

durch avfB5 vermittelt wird.
dagegen ein avp5-abhingiger Mechanismus vor.”®! Die Inhibierung dieser Integrine
konnte die Migration der Tumorzellen einschrinken und die Tumormetastasierung

unterdriicken.

Die Ausbildung neuer BlutgefiBle (Angiogenese) spielt nicht nur bei der
Entwicklung von Organen, bei der Wundheilung und bei Entziindungen, sondern auch
bei der Tumorbildung eine Schliisselrolle. Fiir die aggressive Proliferation von Tumor-
zellen ist eine ausreichende Versorgung des Tumors mit Nahrstoffen und Sauerstoff
erforderlich, ohne die sie nicht iiberlebensfihig wiren.”! Die neu gebildeten Blutge-
faBe dienen auBerdem der Ausbreitung der Tumorzellen zur Bildung von Sekundir-
tumoren (siche Abbildung 2.3). Tumoren sind in der Lage die Angiogenese selbst zu
stimulieren, wobei man von tumorinduzierter Angiogenese spricht (siche Abbildung
2.4) [72:9697)

Die Angiogenese ist durch Invasion, Migration und Proliferation von Endothelzellen
gekennzeichnet. Zur Aktivierung der Endothelzellen der Blutgefifle und zur Regulie-
rung beim Aufbau neuer Kapillaren sind Cytokine und verschiedene Wachstumsfak-
toren verantwortlich, wie z.B. bFGF (basic fibroblast growth factor), VEGF (vascular

endothelial growth factor), TNE-o. (tumor necrosis factor) und Angiogenin.”®
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Die stimulierten Endothelzellen bauen die Basalmembran mithilfe von Proteasen ab,
so dass Endothelzellen in Richtung des Stimulus in das Stroma eindringen und neue
BlutgefiB ausbilden koénnen.”” Fiir die zielgerichtete Wanderung der Endothelzellen
wihrend der Gefalineubildung sind adhésive Zell-Matrix-Wechselwirkungen entschei-

d.>* Das Ausbleiben dieser Wechselwirkungen induziert bei den an der Angio-

den
genese beteiligten Endothelzellen Apoptose, so dass die Neovaskularisation unter-

driickt wird.['%!

Endothelzelle

Tumorzelle
Wachstumsfaktoren

Rezeptor fir <

Abbildung 2.4: Tumorinduzierte Angiogenese: A) Die Tumorzelle stimuliert benach-
barte Endothelzellen durch Freisetzen von Wachstumsfaktoren (bFGF oder VEGF) zur
Proliferation. B) Diese setzen proteolytische Enzyme frei und exprimieren verstdirkt die
Integrine avf3 und avp5. Dadurch wird eine zielgerichtete Invasion der ECM in Rich-
tung der Tumorzellen unter Ausbildung neuer Blutgefdfie ermoglicht. C) Die Versor-

gung mit Néihrstoffen und Sauerstoff ist fiir das Tumorwachstum essentiell.

Brooks et al. konnten zeigen, daB3 der avp3-Rezeptor auf Zellen der Blutgefil3e des

Granulationsgewebes stark exprimiert wird, nicht aber auf Zellen der Blutgefifle des

normalen Gewebes.””



16 2 INTEGRINE UND IHRE FUNKTION

Fiir die Expression des avp3-Rezeptors sind die Angiogenese-Faktoren bFGF und
TNF-a verantwortlich, wihrend die Expression des avp5-Rezeptors durch VEGF
stimuliert wird.""®") Die bFGF-induzierte Angiogenese ldsst sich durch spezifische
avp3-Antikorper oder das in unserer Arbeitsgruppe entwickelte Cyclopeptid cyclo-
(RGDfV) inhibieren.">* Bereits existierende Blutgefifie werden jedoch nicht beein-
flusst, da sie keine avp3-Rezeptoren mehr exprimieren.!'”! Auch die tumorinduzierte
Angiogenese kann durch avfB3-Antagonisten inhibiert werden. Dies konnte in Unter-
suchungen mit einer Melanomzelllinie (M21-L) gezeigt werden, die selbst keine av[33-
Rezeptoren besitzt. Auf diese Weise konnen Wechselwirkungen der Antagonisten mit
den Tumorzellen selbst ausgeschlossen werden.

Diese Untersuchungen zeigen, da3 sowohl der avB3- als auch der avB5-Rezeptor
eine Schliisselrolle bei der durch verschiedene Faktoren induzierten Angiogenese
spielen. Obwohl einige besonders aggressive Melanome den physiologischen Angio-
geneseprozess umgehen, indem sie selbst aus Melanomzellen BlutgefiBe ausbilden,!'*

bleibt die Blockierung der tumorinduzierten Angiogenese durch Inhibierung des av33-

und avB5-Rezeptors ein vielversprechender Ansatz in der Krebstherapie.

2.5 Bedeutung der avp3- und avB5-Integrine im Knochenstoff-
wechsel

Auch im Knochenstoffwechsel spielen integrinvermittelte Zelladhidsionsvorgédnge
eine groe Rolle. Das Knochenskelett unterliegt einem permanenten Umbau durch
knochenaufbauende Osteoblasten und knochenabbauende Osteoclasten. Bei der
Osteoporose kommt es zu einer Aktivierung der Osteoclasten, die iiber das avf3-
Integrin an extrazelluldre Proteine der Knochenmatrix wie Osteopontin binden.!'”*
Nach Adhision an die Knochenmatrix degradieren sie mineralische Knochenbestand-
teile durch Sekretion von Salzsdure, sowie Matrixproteine mithilfe proteolytischer
Enzyme. Durch die Osteoclasten-Adhdsion wiederum wird die Proliferation knochen-
aufbauender Osteoblasten stimuliert. Die Wechselwirkungen von Osteoblasten mit
dem Knochengewebe werden neben dem avf3-Integrinrezeptor auch durch andere

Integrine, wie z.B. avp5 vermittelt.!'*"
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Somit sollten avB3-Antagonisten vor allem die Adhdsion der Osteoclasten verhin-
dern und dadurch die Knochenresorption unterdriicken. Tatséchlich konnte eine Inhi-

[105,106]

bierung der Knochenresorption durch verschiedene in vitro und in vivo Stu-

dien107-1081

gezeigt werden.

In einem dazu kontraren Ansatz werden avB3- und avB5-Antagonisten genutzt, um
Knochenimplantate in natiirliches Knochengewebe zu integrieren. So konnte gezeigt
werden, dass die Beschichtung verschiedener Materialien mit RGD-haltigen Peptiden

109-111
[ I In unserem

die Adhidsion von Zellen an die Oberfliche vermitteln kann.
Arbeitskreis wurde zur Beschichtung des géngigen Implantatmaterials Polymethyl-
methacrylat (PMMA) ein avf3- und avp5-spezifisches cyclisches Peptid ent-

[12-14) Biir verschiedene Osteoblastenkulturen, auf denen die Integrine avp3

wickelt.
und avp5 nachgewiesen wurden, konnte eine Bindung an die mit dem cyclischen

Peptid beschichteten PMMA-Oberfliachen gezeigt werden.

2.6 Wirkungsweisen von Integrinantagonisten

Die unterschiedlichen Wirkungsweisen von synthetischen Integrinliganden mit
medizinischer Relevanz sind in Abbildung 2.5 schematisch dargestellt. Einerseits
konnen 16sliche, niedermolekulare Integrinliganden an Stelle der ECM-Proteine an die
Integrinrezeptoren binden. Die Zelle wird darauthin von der ECM abgelost und verliert
dabei ihre Polaritét, d. h. die Integrine verteilen sich iiber die gesamte Zelloberfléche.
Darauthin wird die Zelle rund und geht in die Apoptose iiber. Die therapeutische
Wirkung von avp3-Antagonisten, beispielsweise gegen Krebs (Tumorzellen, neo-
angiogenetische Endothelzellen) oder Osteoporose (Osteoclasten), beruht auf dieser
Wirkung.

Andererseits konnen immobilisierte avp3- und avp5-Antagonisten Zelladhédsion
induzieren. Dadurch bewirken sie ein Ausbreiten der Zelle und verleihen ihr eine
Polaritdt, so dass die Zelle iiberlebt und proliferiert (siche Abbildung 2.5). In diesem
Fall rufen die Integrinliganden die gleiche Wirkung hervor, wie die natiirlichen ECM-

Proteine.
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Fiir die Medizin ist die Beschichtung von Implantatoberflichen mit zelladhdsiven
Molekiilen von groBBem Interesse. Hierdurch wird ein stabiler mechanischer Kontakt
zwischen Implantat und angrenzendem Gewebe ermoglicht und die Implantate konnen

schneller und besser in das Gewebe einwachsen.

runde Zelle, keine Polaritat gestreckte Zelle, Polaritat
—> Apoptose —> Proliferation Integrin
® ® |Integrin-
PY ® Antagonist

o /;\\

(

e
@ o ¥
o ..
® Oberfldche

Therapie Implantation
Abbildung 2.5: Unterschiedliche Wirkungsweise von Integrinliganden: Losliche
Integrinliganden unterbrechen den Kontakt zwischen Zelle und ECM. Die Zelle geht in
die Apoptose iiber (links). Immobilisierte Integrinliganden induzieren Zelladhdsion,

die Zelle wird gestreckt und tiberlebt (rechts).
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3  WIRKSTOFF-DESIGN IN DER MEDIZINISCHEN CHEMIE

Die medizinische Chemie beschéftigt sich mit der Entdeckung und dem Design
neuer, therapeutisch anwendbarer, chemischer Verbindungen und deren Entwicklung

U1 Dazy werden Substanzen synthetisiert und auf ihre bio-

zu Arzneimitteln.
logische Aktivitdt untersucht. Die Aktivitét eines Wirkstoffs im Organismus hingt von
zwei Prozessen ab: zum einen von der Pharmakokinetik, die den Weg des Medika-
ments von der Eintrittsstelle im Korper zum Wirkort beschreibt (ADME-Parameter;
siehe Kapitel 3.2), zum anderen von der Pharmakodynamik, die die Wechselwirkun-

gen des Wirkstoffs mit dem spezifischen Zielsystem behandelt.!''7-'®]

3.1 Leitstrukturoptimierung

Bei der Entwicklung eines Wirkstoffs fiir ein bestimmtes biologisches, therapeu-
tisches Zielsystem (farget) geht man in der Regel von einer Leitstruktur aus. Unter
einer Leitstruktur versteht man eine biologisch wirksame Verbindung, die jedoch noch
weiter optimiert werden muss. Dieses Kapitel stellt verschiedene Konzepte der Leit-
strukturoptimierung vor. Man versucht, durch Strukturmodifizierungen und Struktur-
Wirkungs-Beziehungen sowohl eine Verbesserung der biologischen Wirkung (Aktivi-
tit, Spezifitit) in vitro und in vivo, als auch der pharmakokinetischen Eigenschaften,

sowie eine Verminderung der Toxizitédt zu erreichen.

3.1.1 Leitstruktursuche

Als Leitstrukturen konnen sowohl natiirlich vorkommende Verbindungen
(Naturstofte) als auch synthetisch hergestellte Verbindungen dienen.

Eine Vielzahl von Wirkstoffen werden aus Pflanzen isoliert. Sie bieten eine grofle
strukturelle Vielfalt: z.B. Alkaloide, Terpene, Flavone oder Glykoside. Zwei Natur-
stoffe mit Makrolidstruktur, die bereits wenige Jahre nach ihrer Isolierung in der
Tumortherapie eingesetzt wurden, sind die Epothilone!''*'** und Taxol!*"'**1, Diese
Naturstoffe dienen auBBerdem als Leitstrukturen fiir die Entwicklung verbesserter Wirk-

stoffe. Neben pflanzlichen werden auch tierische oder aus Mikroorganismen isolierte
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Naturstoffe als Leitstrukturen verwendet. Hier miissen vor allem die Antibiotika, wie
Penicilline oder Tetracycline, genannt werden. Eine gro3e Zahl neuartiger Leitstruk-
turen gewinnt man durch Isolierung mariner Naturstoffe aus Meerespflanzen oder
Meerestieren.

Fiir die Suche nach Leitstrukturen gewinnt neben der Naturstoffisolierung das soge-
nannte screening synthetischer Bibliotheken immer stirker an Bedeutung. Dabei wird
eine grole Anzahl synthetischer Verbindungen mehr oder weniger gezielt auf ihre
biologische Aktivitit gepriift. Wéahrend diese Substanzen frither einzeln synthetisiert
wurden, hat sich in den letzten Jahren die kombinatorische Chemie als Methode fiir die
Synthese grofer Substanzbibliotheken durchgesetzt (siche Kapitel 4.1.2).''** Hier-
bei werden viele definierte Substanzen gleichzeitig hergestellt.

Ihren Aufschwung verdankt die kombinatorische Chemie unter anderem erheblichen
Fortschritten bei der biologischen Priifung synthetischer Verbindungen. Wéahrend man
anfang der 90er Jahre ca. 1000 Verbindungen pro Woche auf ihre Aktivitit testen
konnte, werden heutzutage mittels Hochdurchsatz-Screening-Verfahren (HTS oder
UHTS: (ultra) high throughput screening) auf 1536er well plates bis zu 100 000

[125:126] Die meisten groBen Pharma-

Verbindungen innerhalb eines Tages untersucht.
firmen haben in den letzten Jahren Substanzbibliotheken aufgebaut, die Hundertausend

bis einige Millionen Verbindungen enthalten.

3.1.2 Optimierung durch Strukturmodifizierung

Nachdem eine erste Leitstruktur gefunden wurde, miissen die fiir die biologische
Aktivitdt wichtigen Gruppen, die sogenannten Pharmakophore identifiziert werden.
Die Pharmakophore diirfen nicht oder nur geringfiigig verdndert werden, um einen
Aktivitiatsverlust zu vermeiden. Oftmals erhilt man erst wahrend der Optimierung Auf-
schliisse tiber die pharmakophoren Gruppen.

Eine wichtige Methode der Leitstrukturoptimierung ist die Strukturmodifizierung,
d. h. die Modifizierung verschiedener funktioneller Gruppen bzw. ihrer rdumlichen
Anordnung. Hier sollen einige Prinzipien der Strukturmodifizierung dargestellt wer-

den. Durch Einbau oder Entfernung von Methyleneinheiten (Homologie-Prinzip) kann
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man sowohl die Abstinde pharmakophorer Gruppen verdndern als auch die Lipophilie
der Verbindung erhéhen. Weiterhin kann durch den Einbau cyclischer Analoga die
Flexibilitdit der Verbindung gesenkt werden. Diese konformationelle Beschrinkung
kann zu einer Erhohung der Aktivitit und/oder Spezifitét, sowie zur Verbesserung der
metabolischen Stabilitidt fiihren. Eine dritte, hiufig angewandte Strategie ist die
bioisostere Modifikation. Hierunter versteht man den Austausch einer Gruppe durch
eine chemisch oder physikalisch dhnliche mit einem weitgehend gleichen biologischen

(1271 Einige Beispiele fiir bioisostere Modifika-tionen (nichtklassische

Wirkspektrum.
Isostere) sind der Ersatz einer Carbonsdure durch ein Sulfon-amid, eine Sulfonsdure
oder ein Tetrazol, eines Halogens durch eine Trifluormethyl- oder Cyanogruppe, eines
Wasserstoff- durch ein Fluoratom oder der Austausch einer Alkyl- durch eine
Arylgruppe. Ein weiteres Modifikationsprinzip ist der Einsatz von Geriistmimetika
(scaffolds) als Templat fiir pharmakophore Gruppen.!'*® Dabei werden meist cyclische
Systeme (z.B. Kohlenhydrate) als Geriiste verwendet, die eine Ankniipfung der
pharmakophoren oder anderer funktioneller Gruppen {iiber unter-schiedlich lange

Linker erlauben. Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Optimierung ist der Erhalt der

richtigen raumlichen Orientierung der Pharmakophore.

3.1.3 Optimierung durch virtual screening

Die Optimierung der Leitstruktur ist ein sehr aufwéindiger und teurer Prozess. Daher
verwendet man seit einigen Jahren hdufig auch Computermethoden, wie das
sogenannte in silico oder virtual screening.!"**"*!) Hierbei werden virtuelle Verbin-
dungsbibliotheken generiert und mithilfe von Computerprogrammen beziiglich ihrer
Wechselwirkungen mit dem aktiven Zentrum eines Zielproteins untersucht. Fiir diese
Methode muss allerdings die Struktur des Zielproteins bekannt sein. Die besten
Verbindungen werden synthetisiert und auf ihre biologische Aktivitit untersucht.

Ziel der Leitstrukturoptimierung ist es, in moglichst wenigen, iterativen Schritten zu
einem geeigneten Wirkstoff zu kommen. Die im folgenden Kapitel beschriebene
Kenntnis von Zusammenhdngen zwischen Struktur und Wirkung verschiedener Ver-

bindungen ermoglicht hierbei eine effektivere Entwicklung wirksamer Substanzen.
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3.1.4 Optimierung mithilfe von Struktur-Wirkungs-Beziehungen

Das Aufstellen von Struktur-Wirkungs-Beziehungen (SAR: structure activity
relationships) ist der Versuch, die Leitstrukturoptimierung auf eine rationale Basis zu
stellen. Dabei lassen sich Zusammenhédnge zwischen Struktur und biologischer Wir-
kung einerseits, sowie Struktur und pharmakokinetischer Eigenschaften andererseits
aufstellen. Die Kenntnis dieser Zusammenhinge, fiir die eine Vielzahl dhnlicher Ver-
bindungen untersucht werden miissen, ermoglicht eine zielgerichtetere Optimierung
von Wirkstoffen.

Erste Zusammenhdnge zwischen strukturell dhnlichen Verbindungen und ihrer
biologischen Wirkung wurden bereits Ende des 19. Jahrhunderts beobachtet./*>'**! Sie
bilden die Grundlage fiir Untersuchungen von Struktur-Wirkungs-Beziehungen. Ein
interessantes Beispiel sind die in den 30er Jahren durchgefiihrten SAR-Studien mit

134 Dies fiihrte

tiber 10000 Verbindungen der antibakteriell wirksamen Sulfonamide.
zu einer starken Verbreitung dieser Strukturklasse in der Pharmaforschung. In den
sechziger Jahren versuchte man erstmals mit Erfolg, die Struktur-Wirkungs-Beziehun-
gen mit physikalisch-chemischen Parametern zu quantifizieren (QSAR).[''7!!®]
Mithilfe von Computern wurden diese Methoden vor allem in den letzten Jahren weiter

[135-138] 711 den verschie-

verfeinert und immer komplexere QSAR-Modelle entwickelt.
denen QSAR-Parametern gehdren Lipophilie (Hansch-Gleichung), Loslichkeit, elek-
tronische (Hammett-Gleichung) und sterische Effekte (Taft-Gleichung) und Polarisier-
barkeit. Der wichtigste dieser Parameter ist die Lipophilie eines Wirkstoffs (siehe

Kapitel 3.2.1).

3.2 ADME-Parameter

Die Faktoren, die das pharmakologische Profil eines Wirkstoffs ausmachen, werden
unter dem Begriff ADME-Parameter zusammengefasst. Sie beschreiben die Aufnahme
einer Substanz (Absorption), thre Verteilung im Korper (Distribution), sowie den
Abbau insbesondere in der Leber (Metabolismus) und die Ausscheidung vor allem

tiber Niere und Darm (Elimination).
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Man unterscheidet in diesem Zusammenhang die zwei Begriffe Resorption und
Bioverfiigbarkeit. Wahrend man unter Resorption die gesamte aus dem Magen-Darm-
Trakt aufgenommene Wirkstoffmenge versteht, beschreibt die Bioverfiigbarkeit den
Anteil der aktiven Verbindung, die dem Kreislauf nach oraler Gabe zur Verfiigung
steht. Fiir eine optimale Resorption, Bioverfiigbarkeit und Wirkdauer eines Arznei-
stoffs sind verschiedene Faktoren von Bedeutung. Dazu gehdren vor allem die Wasser-
l6slichkeit, die die Aufnahme tiber das Blut erst ermoglicht, und die Lipophilie einer
Substanz, die ithre Membrangingigkeit beschreibt (siehe Kapitel 3.2.1). Ebenfalls
wichtig sind die metabolische Stabilitit des Wirkstoffs, sowie die Molekiilgrof3e.

Bei der Entwicklung neuer Wirkstoffe fiir orale Applikation ist die Verbesserung
der oralen Bioverfligbarkeit einer biologisch aktiven Leitsubstanz von grof3er Bedeu-
tung. Zu oft scheitern neue Wirkstoffkandidaten aufgrund ungeniigender Bioverfiig-
barkeit. In letzter Zeit werden deshalb die ADME-Parameter, sowie die Toxizitét,
verstérkt bereits frithzeitig im Prozess der Leitstrukturoptimierung miteinbezogen, was
man als multidimensionale Wirkstoffoptimierung (MDO: multidimensional drug
optimization) bezeichnet: z.B. durch CaCo-2-Zellstudien (Absorption), Pfizer’s ,Rule
of Five’ (Absorption/orale Bioverfligbarkeit), in vitro-Assays mit Leberenzymen

(Metabolismus), Ames-Test (Toxizitit).!'*!

3.2.1 Die Lipophilie

Ein Medikament muss auf dem Weg zum Wirkort Membranen durchqueren. Dabei
kann es sich z.B. um die Magen-Darm-Wand im Fall der Resorption eines Wirkstofts
oder eine Zellmembran handeln. Die Membrangéngigkeit einer Substanz wird durch
thre Lipophilie beschrieben. Als Modell fiir den Transport eines Wirkstoffs durch eine
Membran wurde von Hansch ef al. die Verteilung der Verbindung zwischen 1-Octanol

718 Den Verteilungs-

(ahmt die Lipidmembran nach) und Wasser vorgeschlagen.
koeffizient P zwischen 1-Octanol und Wasser betrachtete er als geeignetes Mass fiir

die Lipophilie eines Wirkstoffs:

LOg P — log( [Verblndung]Octanol J

[Verbindung]Wasser ’ (1 - a)

o Dissoziationsgrad der Verbindung in Wasser
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Eine Verbindung mit negativem Log P ist demnach in Wasser besser 16slich als in 1-
Octanol und sie verliert im Extremfall ihre Fdhigkeit, Lipidmembranen zu durch-
queren. Bei hoherer Loslichkeit in der organischen Phase (Octanol) ist der Log P
positiv. Wird der Log P einer Verbindung zu grof3, verliert sie dementsprechend ihre
Loslichkeit in Wasser. Fiir jedes Membransystem gibt es also einen fiir die biologische
Aktivitdt optimalen Verteilungskoeffizienten Log P, der dem Maximum einer Gaul3-
Verteilung entspricht. Der Log D-Wert (= Log P bei einem physiologischen pH-Wert
von 6.5) oral verabreichter Wirkstoffe, bei denen die Resorption vor allem aus dem
Diinndarm stattfindet, sollte in einem Bereich zwischen -2 und 3 liegen.!"*"

Die Beitriage, die einzelne Atome bzw. Atomgruppen zum Verteilungskoeffizienten
liefern, verhalten sich additiv. Das bedeutet, dass mehrere Substituenten den gleichen
Effekt ausiiben wie die Summe der einzelnen Substituenten. Aus diesem Grund ist es

moglich, den Log P -Wert einer Verbindung zu berechnen bzw. abzuschétzen und man

erhilt den sogenannten cLog P-Wert.

3.2.2 Pfizer’s ,Rule of Five’

Lipinski et al. von der Firma Pfizer Inc. untersuchten vor einigen Jahren ca. 2250
oral bioverfiigbare Wirkstoffe (Verbindungen aus der WDI-Datenbank, die mindestens
die klinische Phase II erreicht haben) auf verschiedene Parameter, die fiir das Absorp-
tionsverhalten von Bedeutung sind."*”' Die Eigenschaften, die auf jeweils ca. 90 %
der untersuchten, oral bioverfiigbaren Wirkstoffe zutrafen, fassten sie in den soge-

nannten , Rule of Five’ zusammen:

e Die Anzahl an Wasserstoff-Donoren ist kleiner 5.

e Die Anzahl an Wasserstoff-Akzeptoren ist kleiner 10.

e Das Molekulargewicht ist kleiner als 500 g/mol.

e Der LogP-Wert ist kleiner als 5.

e Verbindungen, die Substrate fiir biologische Transportsysteme darstellen, sind

ausgenommen.
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Auch wenn man diese sogenannten Regeln nicht als absolut ansehen sollte, kann
man sie als wichtige Hinweise fiir das Design von Wirkstoffen in Bezug auf Resorp-
tion und Permeabilitét verstehen. Es lassen sich anhand der , Rule of Five’ jedoch kaum

Aussagen iiber die metabolische Stabilitit der Verbindungen ableiten.

3.2.3 Metabolisierung von Wirkstoffen

Normalerweise werden fremde, in den Korper eindringende Molekiile (Xenobiotika)
vom Immunsystem durch Antikérperbildung bekdmpft. Kleine Fremdmolekiile 16sen in
der Regel jedoch keine Antikorperreaktion aus, weshalb der Koérper zum Schutz vor
diesen Umweltgiften einen anderen Mechanismus entwickelt hat. Sie werden durch
unspezifische Enzyme in polare Verbindungen umgewandelt und konnen so anschlie-
Bend ausgeschieden werden (Metabolismus). Da der Korper nicht zwischen Umwelt-
gift und Medikament unterscheiden kann, werden auch Wirkstoffe durch enzymatische
Biotransformationen abgebaut (Wirkstoffmetabolismus). Aufgrund der hohen Kom-
plexizitit des menschlichen Organismus mit einer Vielzahl beteiligter Enzyme sind
Vorhersagen zur Wirkstoff-Metabolisierung sehr schwierig. Trotzdem sollten Metabo-
lisierungsprozesse beim Design von Wirkstoffen beriicksichtigt werden. Es gibt eine
Vielzahl an Untersuchungen, die beschreiben, welche funktionellen Gruppen welchen
enzymatischen Biotransformationen unterliegen (siche Kapitel 3.2.4). Mit diesen
Kenntnissen kann man durch Austausch funktioneller Gruppen bestimmte enzyma-
tische Abbauwege vermeiden. So verhindert beispielsweise die Einfiihrung eines
Fluoratoms in para-Position eines Phenylrings den Abbau durch oxidative Hydroxy-
lierung. Andererseits ist es wiederum wiinschenswert, dass ein Wirkstoff, nachdem er
seinen Wirkort erreicht hat und den gewlinschten Effekt ausgeldst hat, metabolisiert
und eliminiert wird. Aus diesem Grund kann man funktionelle Gruppen als sogenannte
Metabolisierungs-Sollbruchstellen einbauen.

Es gibt in Abhéngigkeit von der Applikationsform verschiedene Moglichkeiten fiir
die Metabolisierung eines Wirkstoffs. Abbildung 3.1 zeigt den Weg eines Wirkstoffs

nach oraler Einnahme, der hiufigsten und einfachsten Form der Applikation. Dabei
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wird der Wirkstoff, sofern er nicht bereits im Magen metabolisiert wird, iiber die
Diinndarm- bzw. Magenschleimhaut aufgenommen (Absorption).

Aus dem Magen-Darm-Trakt wird er liber das Blut zuerst zur Leber transportiert,
die eine grofle Zahl unterschiedlicher, meist unspezifischer Enzyme besitzt. Bei diesem
ersten Kontakt mit den Leberenzymen werden viele Wirkstoffe bereits metabolisiert
(Metabolismus), was auch als first pass-Effekt bezeichnet wird. Uber den Blutkreislauf
wird der Wirkstoff und seine Metaboliten anschlieBend im Korper verteilt (Distribu-
tion). Bei der Metabolisierung werden die Substanzen in der Regel in polare
Metaboliten umgewandelt, die liber die Niere (renal) ausgeschieden werden (Eliminie-
rung). Bei Substanzen mit einem Molekulargewicht tiber 500 g/mol gewinnt die Aus-

scheidung iiber die Galle an Bedeutung.

Wirkstoff

A\ 4

Magen-Darm-Wand

Absorption

Pfortader

Metabolismus v

Leber
Galle first pass-Effekt

Metabolite mit MG > 500

Distribution

Faeces «

Blutkreislauf

Eliminierung

Polare Metabolite

Urin < Nieren

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der Metabolisierung eines Wirkstoffs nach

oraler Gabe.
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3.2.4 Biotransformationen

Die wihrend der Metabolisierung eines Wirkstoffs stattfindenen Prozesse (Biotrans-
formationen) werden in zwei Kategorien unterteilt. Reaktionen, bei denen eine
funktionelle Gruppe eingefiihrt oder freigelegt wird, nennt man Phase-I-Transforma-
tionen. Dadurch wird in der Regel die Hydrophilie eines Wirkstoffs erhdht und er wird
fiir Phase-1I-Biotransformationen vorbereitet. Diese zweite Kategorie umfasst die
Bildung von polaren Konjugaten, z.B. Glucuroniden oder Schwefelsdureestern, die

iber die Niere ausgeschieden werden kénnen.

Phase-I-Biotransformationen

Oxidationen sind die hiufigsten Prozesse im Wirkstoffmetabolismus und kénnen in
zwei Gruppen unterteilt werden. Zur ersten Gruppe gehdren Reaktionen, bei denen ein
Sauerstoff in das Molekiil eingebaut wird, wie z.B. Hydroxylierungsreaktion, Epoxid-
oder Sulfoxidbildung. Die zweite Gruppe der oxidativen Biotransformationen umfasst
die Desalkylierungsreaktionen (im Fall primédrer Amine spricht man von Desaminie-
rung).

Reduktionen hoher oxidierter, funktioneller Gruppen (z.B. Sauren, Ketone,
Nitrogruppen) entstehen vor allem Amino- und Hydroxygruppen. Weitere Reaktionen
dieser Kategorie sind die reduktive Dehalogenierung und die Reduktion von Nitro-
gruppen, Azoverbindungen oder Aminoxiden zu (Hydroxyl)-Aminen.

Durch hydrolytische Reaktionen von Estern und Amiden wéhrend des Wirkstoft-
metabolismus entstehen Carbonsduren, Alkohole und Amine, die anschlieBend leicht
tiber Phase-II-Konjugation reagieren und ausgeschieden werden konnen. Obwohl alle
Gewebe zur Hydrolyse eines Wirkstoffs beitragen, haben die Leber, der Gastro-
intestinaltrakt und das Blut die hochste hydrolytische Aktivitit.

Diese Tatsache ldsst sich beim Einsatz sogenannter Prodrugs ausniitzen, wofiir vor
allem Ester verwendet werden. Dabei wird der eigentliche Wirkstoff im Korper durch

enzymatische, hydrolytische Spaltung freigesetzt wird (siche Kapitel 3.4).
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Phase-1I-Biotransformationen

Die Konjugation mit Glucuronséure ist die hiufigste Form der Konjugatbildung
beim Menschen. Dabei findet die Ubertragung auf den Wirkstoff durch die an UDP
gebundene Coenzymform der Glucuronsiure statt. Glucuronide sind aufgrund der
Carboxylat- und Hydroxygruppen sehr gut wasserloslich und erleichtern die renale
Ausscheidung.

Bei der Sulfatkonjugation wird eine als AMP-Ester aktivierte Schwefelsdure tiber-
tragen. Hauptsubstrate der Sulfotransferasen sind Phenole, sowie seltener auch alipha-
tische Alkohole und Aniline.

Fiir die Konjugation mit Aminosiduren verwendet der menschliche Organismus
vor allem Glycin, seltener auch Glutamin. Die Konjugation mit Glycin findet vor allem
bei aromatischen bzw. heterocyclischen Carbonsduren und Phenylessigsdurederivaten
statt. Der erste bei einem Sdugetier isolierte Wirkstoffmetabolit war Hippursédure, ein
Konjugat aus Glycin und Benzoesdure.!'*"!

Die Konjugation mit Glutathion ist eine wichtige Schutzreaktion. Das Tripeptid
H-y-Glu-Cys-Gly-OH wirkt als scavenger (,Abfanger‘) zum Schutz des Organismus,
vor der toxischen Reaktion zelluldrer Nukleophile (z.B. DNA, Proteine) mit elektro-
philen Metaboliten. Hierbei reagiert die stark nukleophile Thiolgruppe von Glutathion
(GSH) in S\2- oder aromatischen Sy-Reaktion (Epoxide, Halogenide), Acylierungen
(Anhydride, Sulfonsdureester), Michael-Additionen oder Reduktionen (Disulfide,
Radikale).

Bei der Konjugation mit Acetylgruppen werden im Gegensatz zu den bisher
genannten Konjugationen lipophilere Metaboliten erzeugt. Sie spielt vor allem bei der
Metabolisierung von Verbindungen mit Aminogruppe (Amine, Aniline, Aminosiuren,
Sulfonamide, Hydrazinverbindungen) eine grof3e Rolle. Die Aufgabe der Acetylierung,

wie auch der Methylierung besteht vermutlich in einer Deaktivierung des Wirkstoffs.
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3.2.5 Untersuchung der Metaboliten

Fiir die Arzneimittelsicherheit eines potentiellen Wirkstoffs ist die Untersuchung
seines Metabolismus von entscheidender Bedeutung. So muss sichergestellt sein, dass
sowohl der Wirkstoff selber, als auch seine Metabolisierungsprodukte nicht toxisch
und gut vertrdglich sind. Um fiir die Untersuchung des Metabolismus, sowie der
Metaboliten die Nachweisempfindlichkeit zu erhdhen, wird der Wirkstoff in der Regel
radioaktiv markiert. Als Radioisotope fiir die Markierung des Wirkstoffs fiir den
Tierversuch werden iiblicherweise schwache B-Strahler, wie *H oder *C (bevorzugt)
eingesetzt. Da die Metabolisierung normalerweise nur unter geringer Fragmentierung

des Wirkstoffs verlauft, genligt meist die Einfithrung eines Radioisotops.

3.3 Toxizitat

Die Abschétzung der Toxizitdt einer Verbindung, sowie ihrer toxischen Metabo-
liten, ist einer der schwierigsten Aspekte der priklinischen Forschung.

Zunichst wird die Substanz in Mutagenitits- bzw. Kanzerogenititsuntersuchungen,
wie dem Ames-Test Uberpriift. Bei diesem in vitro-Test wird die zu untersuchende
Substanz zusammen mit Rattenleber-Enzymen mit einer Bakterienkultur vermischt, die
Histidin nicht produzieren kann und somit absterben wiirde. Da die Bakterien nur
durch Mutationen iiberleben konnen, die zur Histidinsynthese fiihren, ldsst sich auf
diese Weise die Mutagenititsrate der Verbindung bestimmen. Diese korreliert in der
Regel mit der Karzinogenitit. Im Ames-Test erhdlt man durch den Zusatz von Leber-
enzymen bereits Hinweise auf die Toxizitdt der Metabolisierungsprodukte.

In der préklinischen Phase werden weitere Untersuchungen zur akuten und
chronischen Toxizitdt in Tierversuchen durchgefiihrt. Als Richtwert fiir die
Quantifizierung der akuten Toxizitdt dient die lethale Dosis (LDsg), d. h. die Menge
eines Wirkstoffs bezogen auf das Korpergewicht, die bei der Halfte der Versuchstiere
zum Tod fiihrt. Der LDso-Wert ldsst jedoch keine Aussage iiber mogliche, durch muta-
gene Wirkungen auftretende Langzeitschidden zu. Setzt man den LDs,-Wert in Bezieh-

ung zum EDsy-Wert (effektive Dosis), so erhédlt man den therapeutischen Index als
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Mal fiir das Verhéltnis unerwiinschter zu wiinschenswerten Wirkstoffeffekten. Die
Erhohung des therapeutischen Index ist ein wichtiges Ziel beim Wirkstoffdesign.

Bei allen Untersuchungen muss berilicksichtigt werden, dass in verschiedenen
Organismen unterschiedliche Metabolisierungsreaktionen ablaufen. Beispielsweise
zeigt ein Vergleich der LDsy-Werte von Tetrachlordibenzodioxin bei den verwandten
Spezies Hamster und Meerschweinchen einen Toxizitdtsunterschied um den Faktor
1000. Die Ubertragung der Ergebnisse der Tierversuche auf den Menschen ist deshalb

immer mit Vorsicht zu betrachten.

3.4 Das Prodrug-Konzept

In der Regel wird ein Wirkstoff durch die bei der Metabolisierung stattfindenden
Strukturverdnderungen pharmakologisch deaktiviert. Man kann die Biotransforma-
tionen jedoch auch benutzen, um den Wirkstoff aus einer biologisch unwirksamen
Vorstufe zu aktivieren. Anfang der 50er Jahre wurde durch Albert hierfiir der Begriff
Prodrug eingefithrt.['*"-14

Nach Wermut werden Prodrugs in carrier-gebundene und solche, die auf dem
Konzept der Biotransformationen beruhen (Vorldufermetabolite), unterteilt. Zu den
wichtigsten carrier-gebundenen Prodrugs gehort die Gruppe der Carbonséureester, die
durch Hydrolyse gespalten werden. Die carrier-Komponente darf {iber keine bio-
logische Aktivitit oder Toxizitédt verfiigen. Zur zweiten Kategorie, den Vorldufermeta-
boliten, zdhlt man Verbindungen, die z.B. durch Oxidation oder Reduktion in den
eigentlichen Wirkstoff umgewandelt werden.

Eine Prodrug-Strategie wird aus unterschiedlichen Griinden verfolgt. So ldsst sich
bei einem lipophilen Wirkstoff durch Einfithrung einer hydrophilen Gruppe, z.B. eines
Zuckers, die Wasserloslichkeit erhohen. Andererseits kann ein hydrophiler Wirkstoff
zur Verbesserung der Resorption unter anderem durch Veresterung in eine unpolarere

Form tuberfiihrt werden, wie z.B. bei dem blutdrucksenkenden ACE-Hemmer

Enalapril.
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Durch die Anwendung des Prodrug-Konzepts kann aullerdem die Wirkortspezifitat
erhoht werden, z.B. wenn ein bestimmtes Enzym ausschlieBlich am Wirkort vor-
kommt. Das bedeutet, das Prodrug wird nur am Wirkort aktiviert. Ein interessantes
Beispiel hierfiir ist ein von Bodor et al. entwickeltes Modell zur Uberwindung der
Blut-Hirn-Schranke und anschlieBender Freisetzung des Wirkstoffs.!'*'*¥ Dieses
Modell wurde auf den krampflosend (antikonvulsiv) wirkenden Neurotransmitter y-
Aminobuttersdure (GABA) angewandt, der als Prodrug Progabid verabreicht wird und
sich im Gehirn anreichert (siche Abbildung 3.2). Ein weiteres wichtiges Einsatzgebiet
von Prodrugs ist die Verlangsamung der Wirkstoff-Freisetzung (Retardeffekt) im
Korper. Dieser Effekt kann durch den Einsatz langkettiger, aliphatischer Ester erreicht

werden, die sehr viel langsamer gespalten werden als kurzkettige.

enzymatische
Spaltung O

y-Aminobuttersdure

Progabid (GABA)

[

Cl
Blut-Hirn-Schranke

Abbildung 3.2: Nach der Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke als lipophiles,
neutrales Molekiil wird aus Progabid anschliefsend der Neurotransmitter GABA frei-

gesetzl.

Carbonsdureester stellen aus mehreren Griinden den wichtigsten Prodrug-Typ dar:
Esterasen sind iiberall im Korper vorhanden, d.h. die Regenerierung des Wirkstoffs ist
kein Problem. Esterderivate lassen sich mit verschiedenen hydrophilen oder lipophilen
Eigenschaften herstellen und es wird durch sie ein grof3er Stabilitidtsbereich abgedeckt.
Neben Alkoholen und Carbonsduren spielen Amine und Carbonylverbindungen eine

eher untergeordnete Rolle fiir das Design von Prodrugs.
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3.5 Entwicklung von avp3-Integrinantagonisten

Dieses Kapitel soll eine kurzen Uberblick iiber die Entwicklung selektiver owvp3-
Antagonisten geben, ohne jedoch den Anspruch auf Vollstindigkeit zu haben. Eine
komplette Darstellung der Entwicklung auf diesem Gebiet wiirde den Rahmen dieser

Arbeit deutlich sprengen.

3.5.1 Die RGD-Sequenz als Leitstruktur fiir alIbp3-Antagonisten

Anfinglich dient hdufig eine Protein- oder Peptidsequenz eines biologisch
interessanten Proteins als Leitstruktur fiir das Design eines Wirkstoffs. Im Fall der 3-
Integrine stellte die, in einer Vielzahl natiirlicher Liganden vorkommende RGD-
Tripeptidsequenz eine geeignete Leitstruktur dar (siehe Kapitel 2.2). Als erstes Mit-
glied der Integrinfamilie erlangte der Blutplittchenrezeptor ollbp3 therapeutische
Bedeutung, da durch seine Inhibierung die Blutplédttchenaggregation unterdriickt
werden kann. Inzwischen sind bereits drei allbB3-Antagonisten als Infusionslosungen
auf dem Markt (Abciximab, Eptifibatide, Tirofiban) und einige oral verfiigbare Inhibi-
toren (Xemilofiban, Orbofiban) befinden sich in der klinischen Priifung.[*®'*-1*"
Aufgrund des hohen pharmazeutischen Potentials wurden in den letzten Jahren jedoch

groBBe Anstrengungen unternommen, hochaffine und gegeniiber allbp3 hochselektive

Antagonisten fiir den avB3-Rezeptor zu entwickeln.

3.5.2 Proteine und Peptide als selektive avp3-Antagonisten

Die erste selektive Inhibierung des avp3-Rezeptors gelang 1987 mit dem mono-
klonalen Antikdrper LM609!"°"""*3 der zur Zeit in klinischen Phase-II-Studien unter
dem Namen Vitaxin gepriift wird."*”'**! Die RGD-Sequenz wurde in unserem Arbeits-
kreis in cyclische Peptide eingebaut und fiihrte mit dem Cyclopeptid cyclo(-Arg-Gly-
Asp-D-Phe-Val-) (1) zu dem ersten synthetischen, avB3-selektiven Inhibitor, der bereits

in zahlreichen Tiermodellen untersucht wurde (siehe Kapitel 2.4).°>-3¢8.60-1>41
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Systematische Derivatisierung dieser Cyclopeptid-Leitstruktur fiihrte schlieBlich zu
dem N-methylierten Cyclopeptid cyclo(-Arg-Gly-Asp-D-Phe-N(Me)Val-) (2), einer
hochaffinen und selektiven Verbindung, die die Bindung von Vitronectin an ovpB3 mit
einem ICso-Wert von 3 nM inhibiert (siehe Tabelle 3.1).'""'**! Diese Verbindung
befindet sich momentan ebenfalls in klinischen Phase-1I-Studien als Angiogenese-
Inhibitor (EMD 121974, Merck KGaA). Dariiber hinaus wurde in der Tumortherapie ein
ausgepragter synergistischer Effekt zwischen Peptid 2 und einem Fusionsprotein,
bestehend aus tumorspezifischem Antikorper und Interleukin 2, nachgewiesen.>” So
konnte an Méusen gezeigt werden, da3 die kombinierte Anwendung von Peptid 2 mit
dem Fusionsprotein zu einer verstirkten Riickbildung der Tumoren fiihrte. Dagegen
fiihrte die isolierte Applikation dieser Substanzen jeweils nur zu einer Verlangsamung
des Tumorwachstums. Wermuth!*® und Schmitt!"*”! konnten zudem zeigen, daB das
Glycin der Cyclopeptide 1 und 2 ohne Aktivititsverlust gegen aza-Glycin ausgetauscht
werden kann (sieche Verbindungen 3 und 4 in Tabelle 3.1). Dieses Ergebnis ist von

zentraler Bedeutung fiir die vorliegende Arbeit.

3.5.3 Entwicklung von Peptidomimetika als av3-Antagonisten

Bis Mitte der 90er Jahre wurden vor allem cyclische Peptide als av3-Antagonisten

[160-184] Der Einbau verschiedener p-Turnmimetika in Cyclopeptide fiihrte

beschrieben.
zu keinen avp3-selektiven Inhibitoren.!'®'®” Da Peptide ungiinstige pharmako-
kinetische Eigenschaften besitzen, wurde ab Mitte der 90er Jahre der Schwerpunkt auf
die Synthese von peptiddihnlichen Verbindungen (Peptidomimetika) bzw. nichtpep-
tidischen Verbindungen gelegt. Das von der Firma Searle/Monsanto entwickelte
Peptidomimetikum 5 zeigt in vitro bei moderater Selektivitit eine sehr gute Affinitét
zu avPB3. Zudem inhibiert diese Verbindung in vivo die bFGF-induzierte Angiogenese,

sowie auch das Tumorwachstum bei Ratten bzw. Mzusen.!'**!%]
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3.5.4 Beziehungen zwischen Struktur und Wirkung

Inzwischen ist in der Literatur eine enorme Zahl peptidischer und nichtpeptidischer
alIbp3- und avp3-Integrinantagonisten beschrieben.*”'"*'"* Die Ergebnisse der bio-
logischen Untersuchungen dieser RGD-Mimetika erlauben es, Beziechungen zwischen
Struktur und Wirkung abzuleiten, die fiir die Synthese weiterer selektiver RGD-
Verbindungen von groflem Interesse sind.

Es wurden eine saure und eine basische Gruppe als die, fiir die Bindung an die p3-
Integrine essentiellen Pharmakophore identifiziert. Fiir eine hohe PB3-Integrinaffinitét
benodtigt man die Carbonsdure einer P-Aminosdure mit geschiitztem Amin in o-
Position (Urethan/Sulfonamid) oder mit aromatischem Substiuent in [B-Position.
Dagegen ermoglicht die Wahl der basischen Gruppe eine selektivere Bindung an die
B3-Integrine. Fiir die Bindung an das allbB3-Integrin werden starke basische Gruppen,

U7 Figr die Bindung an den

wie Amin, Amidin oder Guanidin benétigt (pK, >10).
avp3-Rezeptor muss jedoch ein Guanidin oder Guanidinmimetikum vorhanden sein,
wobei die Basizitit auch geringer sein kann (pK, >4).!'">'"*) Von groBer Bedeutung fiir
die Selektivitit zu diesen beiden Integrinrezeptoren ist — neben der Art der Base — der

[166.177.178] 1m Fall von

Abstand der Pharmakophore (Séure und Base) voneinander.
avp3 geht man von einer side-on-Bindung des Guanidins an den Rezeptor aus (siche
Abbildung 3.3)."" Im Gegensatz dazu nimmt man fiir den olIbp3-Integrinrezeptor
eine end-on-Bindung des Guanidins an, was somit einer ldngeren, optimalen Ent-

fernung der pharmakophoren Gruppen entspricht.

HoN
=4 A
N
HN H
end-on-Bindung -

ﬁ side-on-Bindung

Abbildung 3.3: Angenommener Bindungsmodus der basischen Guanidineinheit eines
Antagonisten an die Integrine avf3 (side-on-Bindung) und ollbf3 (end-on-Bindung)

nach Peyman et al.l'”
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Fiir die Verkniipfung der pharmakophoren Gruppen wurde eine Vielzahl unter-

schiedlicher, meist cyclischer Grundgeriiste (scaffolds) verwendet: Harnstoffel'®”,

[181-184]

. . . . 180
Benzodiazepine , Plperazme[ ]

, Arylether[185'187], Isoxazoline[”é’lgg], Inda-

[189,190] [179]

zole , Hydantoine" ", Purine!'*!

, Tetrahydrofurane[lgz], Kohlenhydrate[m],
sowie eine groBe Zahl anderer, in der Patentliteratur beschriebener scaffolds'' ™.
Quantitative Struktur-Wirkungs-Beziehungen, die zu einem besseren Verstindnis
der Wechselwirkungen filihren konnen, wurden bisher lediglich fiir ollbp3-
Rezeptorantagonisten aufgestellt.'”*'*"! Die grofe Anzahl von neuen, in den letzten

Jahren beschriebenen avf3-Antagonisten wird jedoch wahrscheinlich auch auf diesem

Gebiet zu weiteren OSAR-Untersuchugen fiihren.

3.5.5 Benzodiazepine: Nichtpeptidische avp3-Antagonisten mit oraler Bioverfiig-
barkeit

Ein besonders eindrucksvolles Beispiel in der Entwicklung nichtpeptidischer
Integrinantagonisten kann die Firma GlaxoSmithKline vorweisen. 1993 berichtete eine
Forschergruppe dieser Firma von der Synthese eines 3-Oxo-1,4-benzodiazepins, das
eine hohe Affinitdit und Selektivitit zu dem Blutplittchenrezeptor allbpf3 auf-
weist.!"”>"! Dieser allbB3-Antagonist diente derselben Forschergruppe als Leitstruktur
bei der Entwicklung einer Reihe von avB3-Antagonisten, von denen das 3-Oxo-1,4-
benzodiazepin 6 mit einem ICsp-Wert von 2 nM fiir den avf3-Rezeptor und einer ca.
10000-fachen Selektivitdt gegeniiber dem allbf3-Integrin die besten Bindungseigen-
schaften besitzt (siche Tabelle 3.1).['811%7]

Zur Reduzierung der Basizitit des Guanidins und somit zur Steigerung der
Lipophilie wurde eine Vielzahl unterschiedlicher Guanidinmimetika untersucht, von
denen Benzimidazol und verschiedene Aminopyridine am besten geeignet wa-

en.'" 718 Kurze Zeit spiter gelang es, von dem 3-Oxo-1,4-benzodiazepin 6

r
Verbindung 7 mit stark reduziertem Heteroatomanteil unter Erhalt der Aktivitit und
Selektivitit abzuleiten.!'*’! Diese Verbindung zeigt im Vergleich zu 6 ein deutlich ver-
bessertes pharmakokinetisches Profil: Die Halbwertszeit in der Ratte stieg von 9-16
min auf 181-378 min und die orale Bioverfiigbarkeit verbesserte sich von 3-7 % auf

etwa 100 %.
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Bei der genaueren Untersuchung des Metabolismus von Verbindung 7 erkannte
man, dass sie vermutlich einem enterohepatischen Kreislauf unterliegt."’*'*” Das
bedeutet, die Substanz wird nach Konjugation einer polaren Gruppe (siche Kapitel
3.2.4) iiber die Galle ausgeschieden, im Darm wieder gespalten und erneut resorbiert.

Dieses Problem konnte mit dem durch Einfilhrung einer Trifluorethylgruppe
ebenfalls sehr lipophilen avB3-Antagonisten 8 umgangen werden, der mit einer oralen
Bioverfiigbarkeit von 72 % immer noch sehr gute pharmakokinetische Eigenschaften

besitzt.!"™! Dariiber hinaus ergaben in vivo-Studien an Ratten, daB auch Verbindung 8

nach oraler Applikation Knochenresorption und Arthritis verhindern kann.!'**2°%2!]
Tabelle 3.1: Ubersicht ausgewdhlter, selektiver ov[33-Antagonisten.
I1C5¢ [nM]
Nr. Struktur Ref.
avBf3 avBfS allbB3
1 cyclo(-Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val-) 2.5 — 1700 53]
2 cyclo(-Arg-Gly-Asp-D-Phe-N(Me)Val-) 4 70 600
3 cyclo(-Arg-azaGly-Asp-D-Phe-Val-) 4 500 6000 281l
4  cyclo(-Arg-azaGly-Asp-D-Phe-N(Me)Val-) 10 40 2800  ®M
2 N CO,H
5 mﬁk(ﬁg ’ 1.1 152 Dol
Cl Cl
H 0 CHs
N N
o oArnect e e
® N—2,
H
NN~ O O
7 U 4° 1.3*  9000* 1%
*—COH
H
NN o N o
a a a [184,201]
8 @N C@zo 12 03° 3800
“—CO,H

“ Hierbei handelt es sich nicht um den ICs,-Wert, sondern um die Bindungskonstante K;.
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3.5.6 Entwicklung hochselektiver av-Antagonisten

Obwohl bereits eine Reihe von avp3-Antagonisten mit zum Teil guten
pharmakokinetischen Eigenschaften gefunden wurden, ist die Entwicklung von aktiven
und selektiven Integrinantagonisten nicht abgeschlossen. Die meisten Integrin-
antagonisten wurden bisher jeweils nur auf Aktivitit zu avB3 und ollbp3 untersucht.
Viele der untersuchten Verbindungen zeigen — wenn iiberhaupt bekannt — nur geringe
Aktivitdtsunterschiede zwischen dem avp3- und avp5-Rezeptor (vergleiche Tabelle
3.1). Dartliberhinaus sind aber bisher mindestens acht weitere RGD-abhédngige
Integrine bekannt (sieche Kapitel 2.2), die auch durch die bisher bekannten RGD-
Mimetika inhibiert werden konnten. Um moglichen Nebenwirkungen vorzubeugen,
sollten die Inhibitoren jedoch moglichst spezifisch nur an einen Rezeptor binden. Vor
diesem Hintergrund bleibt die ErschlieBung moglichst universeller Zuginge zu neuen
Integrininhibitoren auch weiterhin eine wichtige Aufgabe der medizinischen
Forschung, der sich durch die kiirzlich publizierte erste Kristallstruktur eines Integrin-

rezeptors (avp3) vollkommen neue Moglichkeiten eréffnen.! "
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4 SYNTHESE DER RGD-MIMETIKA

Der Schwerpunkt der Arbeit liegt auf der Parallelsynthese nichtpeptidischer RGD-
Mimetika an fester Phase. Im ersten Abschnitt werden die fiir diese Arbeit wichtigen
Grundlagen zur Festphasensynthese und zur kombinatorischen Chemie beschrieben. In
Kapitel 4.2 wird die Konzeption der Synthese, sowie die Auswahl der fiir die Synthese
verwendeten Bausteine vorgestellt. Die weiteren Kapitel beschiftigen sich mit der
Synthese der Bausteine und ihrer Verwendung in der parallelen Festphasensynthese.
Die Entwicklung der Synthese von RGD-Mimetika in Losung, sowie die Synthese von
Prodrugs wird in den Kapiteln 4.10 und 4.11 beschrieben.

4.1 Grundlagen — Festphasensynthese und Kombinatorik

4.1.1 Grundlagen der Festphasensynthese

Das Konzept der Festphasensynthese wurde Anfang der 60er Jahre von Merrifield
zur Herstellung von Peptiden entwickelt.**! Etwa zwei Jahrzehnte spiter wurden die
ersten Beispiele der Anwendung organischer Synthesen auf die Festphasenchemie
beschrieben.*”** Die Zahl der, auf die Festphasensynthese iibertragenen,
organischen Reaktionen ist mittlerweile enorm gestiegen.**>%")

Bei Festphasensynthesen sind die aufzubauenden Molekiile wihrend der Synthese
iber einen Linker an einen polymeren Triger gebunden (siche Abbildung 4.1). Als
polymere Triger werden Polystyrolharz und TentaGel-Harz (Polystyrolharz mit
zusitzlichem PEG-Linker) eingesetzt.”'” Die Linker sind inzwischen in groBer Viel-
falt kommerziell erhiltlich, so dass die Bedingungen, unter denen die Produkte vom
Harz abgeldst werden konnen, nahezu beliebig gewihlt werden konnen.”'" Eine neue
Entwicklung stellen die sogenannten traceless linker dar.*'! Die meist verbreitete
Definition besagt, dass bei Abspaltung einer Verbindung vom Harz an der Ver-
kniipfungsstelle ein Wasserstoffatom eingefiihrt wird. Dadurch ist die urspriingliche
funktionelle Gruppe, iiber die die Verkniipfung mit dem Linker erfolgte, nicht mehr
vorhanden (Spurlosigkeit).
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Abbildung 4.1: Schematische Darstellung der Festphasensynthese: Zundchst wird an
den Linker Baustein A gekuppelt. Nach der Umsetzung mit weiteren Bausteinen B wird

die Verbindung vom Harz abgespalten.

Die Vorteile der Festphasensynthese liegen vor allem in den Mdglichkeiten der
automatisierten Durchfiihrung mithilfe von Syntheserobotern und in der Verwendung
eines groBBen Reagenzieniliberschusses, sowie in der sehr einfach durchfiihrbaren Reini-
gung nach jedem Kupplungsschritt. Die Festphasensynthese wird heutzutage insbeson-

dere in der kombinatorischen Chemie angewandt.

4.1.2 Grundlagen der kombinatorischen Chemie

Die kombinatorische Synthese hat sich in den letzten Jahren zu einem wichtigen
Teilgebiet der Wirkstoff-Forschung entwickelt.'*'2**3217] gje ist dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Umsetzung in einer Synthesestufe nicht nur mit einem Baustein,
sondern mit vielen verschiedenen Bausteinen erfolgt. Sie kann parallel in getrennten
GefdBlen oder simultan in Mischung durchgefiihrt werden. Es werden in jeder Stufe
alle moglichen Kombinationen gebildet, so dass aus nur wenigen Bausteinen eine
groBe Zahl an Produkten, eine sogenannte Verbindungsbibliothek entsteht. Setzt man
beispielsweise 10 Verbindungen vom Typ A mit 10 Verbindungen vom Typ B um,
erhdlt man eine Bibliothek mit 100 Produkten. Dieses Syntheseprinzip kann ohne
weiteres auch auf mehrstufige Synthesen ausgeweitet werden.

Diese Technik wurde erstmals in den 80er Jahren von Furka in der Festphasen-
Peptidsynthese angewandt.”'®*"”! In den letzten Jahren konnte das Potential der kom-
binatorischen Synthese an fester Phase und in Lésung deutlich gesteigert werden und
sie hat sich von der Peptidsynthese auf viele andere Bereiche der Chemie ausgedehnt.

So ist die Kombinatorik fiir die Synthese niedermolekularer Verbindungen in der orga-
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nischen Chemie (z.B. Wirkstoff-Forschung)!?****"', aber auch in der anorganischen
Chemie (z.B. Katalysator-Forschung)'?****¥), zu einer unverzichtbaren Methode gewor-
den.

In der kombinatorischen Chemie werden grundsitzlich zwei Synthesekonzepte
unterschieden: die Mischungs- und die Parallelsynthese. Bei der Mischungssynthese
werden in jedem Reaktionsschritt Mischungen von Reaktanden eingesetzt, so dass in
einem Reaktionsgefiss gleichzeitig mehrere Produkte entstehen. Ein Vorteil dieser
Methode besteht in der Moglichkeit, ohne grolen Aufwand eine Vielzahl von Substan-
zen zu synthetisieren. Aufwiandiger gestaltet sich die anschlieBende Identifizierung der
einzelnen Substanzen der Mischung. Die Parallelsynthese beschreibt die Herstellung
getrennt vorliegender, diskreter Einzelsubstanzen. Dabei wird jede der durch Kombi-
nation aller Bausteine hergestellten Verbindungen in einem separaten Reaktionsgefal3
synthetisiert. Vorteile dieser Methode sind einfache Isolierung und Identifizierung des
Produkts, sowie genaue Zuordnung biologischer Ergebnisse. Wéahrend die Mischungs-
synthese vor allem zur Identifizierung einer Leitstruktur verwendet wird, dient die
Parallelsynthese zur schnellen Optimierung bereits bekannter Leitstrukturen.

Eine Variante der Mischungssynthese an fester Phase ist die von Furka eingefiihrte
,Split-Methode’. Dabei wird der feste Trager in m gleiche Teile aufgeteilt und mit je
einem Baustein des Typs A (A;-A,) umgesetzt.”'”) Nach vollstindiger Reaktion
werden die Produktharze gemischt, erneut aufgeteilt (in n gleiche Teile) und jeweils
mit dem néchsten Baustein des Typs B (B;-B,) umgesetzt. Man erhélt auf diese Weise
alle Kombinationen der Bausteine A und B, also m - n verschiedene Verbindungen. Die
Wiederholung des Reaktionscyclus (Aufteilen, Reaktion, Mischen) ermdglicht den
Aufbau grofler Substanzbibliotheken in kurzer Zeit. Durch Aufteilung des Harzes
konnen alle Verbindungen trotz eventueller Unterschiede in der Reaktivitdt der

Bausteine in dquimolaren Mengen synthetisiert werden.

Anfang der 90er Jahre erkannten Lam ef al. einen weiteren Vorteil der Split-
Methode. Auf jedem Harzpartikel (bead) wird jeweils genau eine Verbindung erzeugt

(one-bead-one-compound). Dieses Konzept nutzten sie, um eine Verbindungsbiblio-
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thek ohne Abspaltung der Substanzen vom festen Triger in einem biologischen
Bingungs-Assay zu untersuchen (on-bead-screening).*'>*4

Stark an ein Protein bindende Substanzen wurden durch Standard-Antikorperreak-
tionen angefarbt. Anschliefend wurden intensiv gefarbte Harzpartikel manuell aussor-

tiert und die auf dem jeweiligen bead vorhandene Verbindung identifiziert.

4.2 Konzeption der RGD-Mimetika-Synthese

4.2.1 Eine lineare aza-RGD-Sequenz als Leitstruktur

Die lineare Tripeptidsequenz RGD bietet eine ideale Leitstruktur fiir die Synthese
von Integrinantagonisten (sieche Kapitel 2.2). Der Einbau dieser Sequenz in cyclische
Peptide fiihrte in unserer Arbeitsgruppe zu groflen Erfolgen bei der Entwicklung
selektiver Integrininhibitoren.”>**'**) Einen wichtigen Schritt auf dem Weg zur
Entwicklung nichtpeptidischer RGD-Mimetika erzielte C. Gibson durch die
Identifizierung des linearen aza-RGD-Mimetikums 9 (siche Abbildung 4.2).122>%%¢!
Mittels kombinatorischer Chemie (,Split-Methode’) synthetisierte er nach dem one-
bead-one-compound-Konzept Bibliotheken auf festem Trigermaterial, die aus bis zu
330 Verbindungen bestanden (siehe Kapitel 4.1.2). Durch on-bead-screening dieser
Bibliotheken beziiglich ihrer Bindungsstiarke an verschiedene Integrinrezeptoren und
massenspektrometrische Charakterisierung konnte Verbindung 9 mit relativ hoher
Affinitdt und Spezifitit zu avp3 (ICsy 150 nM) als neue, niedermolekulare Leitstruktur
identifiziert werden. Diese Leitstruktur weist mit aza-Glycin und meta-
Guanylbenzoesdure bereits peptidomimetische Elemente auf.

Ein Vergleich mit den hochaffinen Cyclopeptiden 1-4 (siche Kapitel 3.5.6) zeigte,
dass die biologische Aktivitdt dieser neuen Strukturklasse weiter verbessert werden
muss. Im Hinblick auf eine Entwicklung nichtpeptidischer und oral verfiigbarer RGD-
Mimetika sind ebenfalls Verbesserungen der Pharmakokinetik notwendig, da
Verbindung 9 fiir einen oral zu verabreichenden Wirkstoff viel zu polar ist. Daher soll

zunédchst die Asparagin-Amid-Gruppe durch einen Phenylring ersetzt werden (siche

Abbildung 4.2).
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Arg Gly Asp
NH 0 H
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H
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@ Synthese verbesserter Antagonisten
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Abbildung 4.2: Ausgehend von der linearen RGD-Sequenz wurde durch kombi-
natorische Synthese die neue Leitstruktur 9 identifiziert.”>??°! Durch Variation
verschiedener Bausteine soll eine Bibliothek von Integrinantagonisten synthetisiert

werden.

Durch die Verwendung von Aromaten anstelle des Amidrestes konnte sowohl eine
Steigerung der Integrinaffinitdt bzw. -selektivitdt als auch eine Verbesserung der
Resorptionseigenschaften erreicht werden. In diesem Zusammenhang ist es sinnvoll,
den Einfluss des Substitutionsmusters am Phenylring auf die biologische Affinitit und
Selektivitit zu untersuchen. Ahnliche Verbindungen wurden bereits von Forschern der
Firma Monsanto/Searle als potente Integrinantagonisten beschrieben.!'**'*”]

Wie bereits in Kapitel 3.5.6 erwihnt, sind die Siduregruppe und das Guanidin bzw.
ein Guanidinmimetikum als basische Gruppe fiir die Bindung an den avp3-Rezeptor

[166.177] \ichtig — unter anderem fiir die Selektivitdt — ist auBerdem der

essentiell.
richtige Abstand dieser beiden funktionellen Gruppen, der sich iiber die Art und Lénge
des Spacers variieren ldsst. Daneben soll der Einbau verschiedener Guanidinmimetika

als Basen untersucht werden (sieche Abbildung 4.2).
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Die Leitstruktur kann zusdtzlich durch die Einfilhrung eines neuen peptido-
mimetischen Elements variiert werden: der Austausch der NH-Gruppe des Sédurebau-
steins durch eine Methyleneinheit flihrt zu einer sogenannten azacarba-Bindung.
Abbildung 4.3 zeigt den Ubergang vom Peptid zu einem aza-Peptid.**”! Bei der von
Limal et al. als Peptidomimetikum eingefiihrten carbaza-Bindung ist zusitzlich die
Carbonylgruppe durch eine Methylengruppe ersetzt.”?*) Dagegen wird bei der in dieser
Arbeit vorgestellten azacarba-Verkniipfung die Aminosdure-NH-Einheit durch eine
Methyleneinheit ausgetauscht. Fiir diese Art der Verknilipfung wurde von Gante spéter
ebenfalls der Begriff carbaza-Bindung verwendet.”””) Um Unklarheiten zu vermeiden
wird im Rahmen dieser Arbeit die hier dargestellte Nomenklatur verwendet, d. h. die
vorgestellten Verbindungen werden als aza- (Abbildung 4.2: X = NH) und azacarba-
RGD-Mimetika (Abbildung 4.2: X = CH,) bezeichnet.

Die Kombination der beschriebenen Variationen fithrt zu einer Vielzahl
unterschiedlicher Verbindungen. In den beiden folgenden Kapitel wird die Konzeption
der kombinatorischen Synthese dieser RGD-Mimetika, sowie eine Auswahl der dabei

eingesetzten Bausteine vorgestellt.

H O
%(N%N/g Peptid
O R H
R
%(N\',\l ng aza-Peptid
o R H

H
gﬁ( N. ’I\l 7~ N/g carbaza-Peptid
H

O R

H O
éﬁ( N N J\/g azacarba-Peptid
|
O R

Abbildung 4.3: Schematische Darstellung verschiedener Peptidbindungs-Mimetika

(aza-, carbaza- und azacarba-Peptid).
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4.2.2 Kombinatorische Synthese der RGD-Mimetika

Bei der retrosynthetischen Betrachtung der RGD-Mimetika erscheint eine Zerlegung
in folgende vier Bausteine sinnvoll (siche Abbildung 4.4): Sdurebaustein A, aza-
Glycinbaustein B, Spacerbaustein C und Basenbaustein D. Die Variation der Gruppe X
fihrt zu den beiden Sdurebausteinen A; und A,. Ist X = NH, handelt es sich dabei um
eine B-Aminosdure (Baustein A;) mit dem entsprechenden aza-Glycin-Baustein B;. Im
Fall der azacarba-RGD-Mimetika ist X = CH, und man erhilt eine Glutarsidure als

Séurebaustein A,. Als entsprechenden Baustein B, erhidlt man bei dieser Zerlegung

Hydrazin.
D C B, A, B-Aminosaure
X =NH
y il
. N.
Base -|” ™ spacer ‘N~ \” X COOH
H
0] pZ |
/ X
R Glutarsaure
Basenbaustein D: B, A, X =CH,
NH NH
A AN
HzN H3C spacer-Baustein C: Saurebaustein A:
N
| N <\J\ < R Hal, NO,, OH, OAIk, Ar
~ N H
N H 2/ 54 anstelle von Phenyl:

H

N H, isoPropyl
Lo
N

Abbildung 4.4: Die retrosynthetische Zerlegung der aza- und azacarba-RGD-
Mimetika fiihrt zu einem modularen Aufbau aus einem Sdurebaustein A, einem aza-

Glycinbaustein B, einem Spacerbaustein C und einem Basenbaustein D.

Durch Kombination verschiedener Bausteine A, B, C und D soll eine RGD-

Mimetika-Bibliothek zur Optimierung der Leitstruktur 9 aufgebaut werden. Hierfiir
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bietet sich die Festphasensynthese an. Eine Untersuchung der Verbindungsbibliothek
auf biologische Aktivitdt durch on-bead-screening ist allerdings nicht sinnvoll. Da die
zu erwartenden Unterschiede in den biologischen Aktivitdten relativ gering sind, kann
man mit dieser Methode nur schlecht zwischen einzelnen, aktiven Verbindungen
differenzieren. Deshalb wird in der vorliegenden Arbeit eine Verbindungsbibliothek
mittels Parallelsynthese aufgebaut (siehe Kapitel 4.1.2).

Fiir die Festphasensynthese wird die Sduregruppe der RGD-Mimetika, die in allen
Verbindungen unverindert vorkommt, als Ankniipfungsstelle an das Tridgerharz
gewdhlt. Die Verwendung von TCP-Harz (Tritylchlorid-Polystyrol-Harz) als poly-
merer Trager erlaubt die Abspaltung der Verbindungen vom Harz im schwach Sauren
und man erhilt die Verbindung als freie Sdure. In den letzten Jahren ist die Bedeutung
von TCP-Harz in der Festphasensynthese nichtpeptidischer Verbindungen stark gestie-

en.” Die Synthese wird nach der Fmoc-Schutzgruppen-Strategie an fester Phase

g
durchgefiihrt.”*'**? Bei dieser Methode dient die basisch abspaltbare Fmoc-Gruppe
(Fluorenyloxycarbonyl) als temporare Schutzgruppe. Nach ihrer Abspaltung wird die

Verbindung mit einem weiteren Fmoc-geschiitzten Baustein umgesetzt.

4.2.3 Planung der verwendeten Bausteine

Die unterschiedlichen Bausteine, die fiir die Synthese der RGD-Mimetika-
Bibliothek verwendet werden sollen, sind in Abbildung 4.4 dargestellt. Als Saure-
baustein A sollen vor allem unterschiedliche Substituenten am Phenylring untersucht
werden: Halogene, Nitro-, Hydroxy-, Alkoxy- und Phenyl-Substituenten. Zusitzlich
soll der Phenylring durch andere Substituenten ersetzt werden: Wasserstoff, isoPropyl-
und Naphthylreste.

Da die Methylierung des aza-Glycin-Bausteins B zu einem Verlust an Rezeptor-
affinitdt fiihrt, soll dieser Baustein unverdndert eingesetzt werden.”””) Zu Art und
Liange des Spacerbausteins C wurden fiir 4hnliche RGD-Mimetika bereits zahlreiche
Untersuchungen durchgefiihrt.!'®*>2** Eg haben sich dabei Alkylketten unterschied-
licher Lénge, sowie ein meta-substituierter Aromat als optimal herausgestellt, weshalb

der Spacerbaustein C weniger stark variiert werden soll.



46 4 SYNTHESE DER RGD-MIMETIKA

Wihrend sich bei der Entwicklung von allbf3-Antagonisten auch sekundire Amine
als geeignete basische Gruppen erwiesen haben, ist fiir avB3-Antagonisten bisher kein
Beispiel mit einem Amin anstelle eines Guanidins in der Literatur beschrieben. Diese
Antagonisten benétigen fiir hohe Affinititen auf jeden Fall entweder ein Guanidin-
(mimetikum) oder ein Amidin(mimetikum). Im Gegensatz zu ollbp3-Inhibitoren kon-
nen flir Antagonisten des avB3-Rezeptors allerdings auch geringer basische Guanidin-
mimetika verwendet werden. Das bedeutet, dass die Selektivitit zwischen diesen
beiden Integrinrezeptoren durch die Basizitit des Guanidinmimetikums beeinflussbar
ist.""" Aus diesem Grund sollen neben Guanidin auch geringer basische Bausteine D
eingesetzt werden: Methylamidin, Aminopyridin, Aminoimidazolin, Aminobenz-

imidazol und Aminopyridazin (siche Abbildung 4.4).

4.3 Synthese der Sdurebausteine A; und A,

Baustein A reprisentiert die Asparaginsdure der RGD-Sequenz. Als Séurebausteine
sollen unterschiedliche, aromatische B-Aminosduren und Glutarsduren eingesetzt
werden. PB-Aminosduren haben sich in den letzten Jahren insbesondere in der
kombinatorischen Chemie zu beliebten Synthesebausteinen entwickelt. Dieser Trend
lasst sich zwar anhand steigender Zahlen kommerziell erhéltlicher, unnatiirlicher o-
und PB-Aminosduren beobachten, das Spektrum aromatischer B-Aminosduren ist
allerdings immer noch relativ gering. Im Fall substituierter 3-Phenyl-Glutarsduren
beschrinkt sich die Auswahl auf wenige Verbindungen. Deshalb wurde nach einer
Substanzklasse mit folgenden Eigenschaften gesucht:

e Es muss sich um aromatische Substanzen handeln.

e Es sollte eine groBe Auswahl an Substanzen mit unterschiedlichem Substi-
tutionsmuster kommerziell erhiltlich sein.

e Die Substanzen miissen als Edukte fiir die Synthese von f-Aminosduren und
Glutarsduren eingesetzt werden konnen.

e Es sollte sich um einfache und schnelle Reaktionen handeln.
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Als Substanzklassen kommen Benzaldehyde und Zimtsduren in Frage, wobei
Zimtsduren wiederum aus Benzaldehyden hergestellt werden konnen. Benzaldehyde
haben den Vorteil, dass sie in groferer Vielfalt kommerziell erhéltlich sind. Abbildung
4.5 zeigt die unterschiedlichen Substitutionsmuster, die fiir die Synthese der [3-

Aminosduren und der Glutarsdauren aus Benzaldehyden verwendet werden:

EEELEE:

a b c d e f
g
NO, F F Cl Cl
OH
h i j k | m

Abbildung 4.5: Substituenten der aromatischen Sdurebausteine A (die Verwendung

von Baustein m ist in Kapitel 6.2.2 beschrieben).

4.3.1 Synthese der Fmoc-geschiitzten f-Aminosiuren (Baustein A)

Die Sdurebausteine A; miissen fiir den Einsatz in der Festphasensynthese temporar
geschiitzt werden. Hierfiir wurde die urethanische Fmoc-Schutzgruppe (Fluorenyloxy-
carbonyl) verwendet.

Die Benzaldehyde 10 wurden mit Malonsdure und Ammoniumacetat in Ethanol

unter Riickfluss zu den entsprechenden f-Aminosduren 11 umgesetzt (siche Schema

4.1).124
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Methode A:

H _O HoN 1.05 Aq. Fmoc-Cl; H

1Aq. Malonsdure 2 COOH  10% wassr. Na,COs/  Fmoc” COOH
2 Ag. NH4OAc Dioxan, 0 °C

X \R EtOH, Reflux XX Methode B: X

1.2 Aq. TMS-CI;
10 11 CH,Cl,, Reflux 12
2.3 Aq. DIPEA, 1.1 Aq.
Fmoc-Cl; 0 °C

=

Schema 4.1: Synthese des Fmoc-geschiitzten Sdurebausteins A;. Fiir die Einfiihrung

der Fmoc-Schutzgruppe wurde Methode A nach Bolin et al.’”*”! oder Methode B nach

112361

Chang et a verwendet.

Fiir die Eintopfsynthese der f-Aminosduren 11 werden verschiedene Reaktionswege
diskutiert (siche Schema 4.2).*"! In einer Gleichgewichtsreaktion bildet sich aus

4.1°" In einer Knoevenagel-

Benzaldehyd 10 und Ammoniumacetat das Iminiumion 1
Kondensation mit Malonsdure fungiert vermutlich das protonierte Imin als Elektrophil,

da es reaktiver ist als der Aldehyd. Es entsteht die racemische a-Carboxy-B-amino-

saure 15.
COOH
H O
HO COOH /L‘"COOH
_ konzertiert oder
| - = | » = |
X Malonséure RN in 2 Schritten %
R R
10 rac-13 16
.\ Knoevenagel- Decarbox- NH Michael-
NH, Kondensation ylierung °| Addiiton
. COOH
H.__NH, +
HoN COOH HaN COOH
Y Malonséaure
o > (] - ]
X NS
R R R
14 rac-15 rac-11

Schema 4.2: Moégliche Reaktionswege bei der Synthese der racemischen [-

Aminosdure 11.
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Bei der anschlieenden Decarboxylierung entsteht entweder direkt die B-Amino-
sdure 11 als Racemat oder die Zimtsdure 16 durch konzertierte Eliminierung/
Decarboxylierung. Zimtsdure 16 reagiert in einer Michaeladdition mit Ammoniak zur
B-Aminosdure 11. Parallel 1auft moglicherweise die Knoevenagel-Reaktion des Benz-
aldehyds 10 mit Malonsdure ab, wobei dieser Weg nur {liber die Zimtsdure 16 zur -
Aminoséure 11 fiihrt.

Die racemischen B-Aminosduren 11b,d,e,g,j,k fielen im Verlauf der Reaktion als
weiller Niederschlag aus und konnten in der Regel in guten Ausbeuten (70-80 %) und
hoher Reinheit isoliert werden (siehe Tabelle 4.1). Die Bildung unterschiedlicher
Zwischenprodukte wihrend der Reaktion erschwerte eine Reaktionskontrolle mittels
DC. Bei dem Versuch, nachtriglich aus der Mutterlauge weitere Fraktionen des
Produkts zu erhalten, konnte meist nur die entsprechende Zimtsdure 16 isoliert werden.
Die Difluor- und Dichlor-substituierten f-Aminosduren 11j und 11k konnten nur in
geringen Ausbeuten von 31 bzw. 46 % isoliert werden. Die Mutterlosung enthielt
jeweils groflere Mengen der entsprechenden Zimtsdure 16j bzw. 16k, d. h. die
Reaktion war noch nicht vollstindig abgeschlossen. Bei der Umsetzung von 4-
Biphenylcarbaldehyd (10g) entstand nach 6 Stunden ein Produktgemisch, in dem das
Dicarbonsdureaddukt 15g und 4-Phenylzimtsdaure (16g) als Hauptprodukte vorlagen.
Erst nach einer lingeren Reaktionszeit von 14 Stunden konnte das gewiinschte Produkt
11g in hoher Reinheit erhalten werden.

Die p-Aminosduren 11 wurden anschlieBend durch Einfilhrung der Fmoc-
Schutzgruppe in die geschiitzten Sidurebausteine A; umgewandelt (sieche Schema 4.1).
Bei der Durchfiihrung dieser Reaktion nach Methode A (modifiziert nach Chang et
al.)®® arbeitet man in einer Mischung aus Dioxan und wissriger Na,CO;-Losung als
Base und tropft Fmoc-Chlorid zu. Bei dieser Methode kann in geringer Menge auch
das geschiitzte Dipeptid als Nebenprodukt entstehen. Dieses Problem wurde jedoch nur
bei der Synthese von 12j beobachtet, das jeweils 5 % der beiden diastereomeren
Formen des Fmoc-geschiitzten Dipeptids aufwies.

Die Dipeptidbildung lasst sich durch Anwendung der Methode B nach Bolin et

[235]

al. umgehen. Dabei wird aus der B-Aminosdure 11 und TMS-Chlorid zunéchst
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temporér der TMS-Ester hergestellt. Dieses Intermediat wird unter wasserfreien Bedin-
gungen in CH,Cl, mit einem geringen Uberschuss Fmoc-Chlorid und DIPEA als Base
umgesetzt. Die Einfiihrung der Fmoc-Gruppe nach Methode B gelang jedoch nur im
Fall von 12a und 12n mit Ausbeuten von 100 bzw. 55 %. Bei der Umsetzung der -
Aminosduren 11c¢c und 11h entstanden die gewiinschten Produkte nur in geringen
Ausbeuten und geringer Reinheit (Gesamtausbeuten: 12 bzw. 10 %). Diese Verbindun-
gen wurden deshalb wieder nach Methode A synthetisiert. Tabelle 4.1 stellt eine Liste

aller in der Festphasensynthese eingesetzten N-Fmoc-f-Aminosduren 12 dar.

Tabelle 4.1: Liste aller in der Festphasensynthese eingesetzten Saurebausteine A;.

Verb. Rest R Ausbeute Ausbeute  Methode Bemerkung
B-AS 11  Fmoc-AS 12

a H (Acros) 100 % B

b 4-F 73 % 60 % A

c 4-Cl (Chempur) 91 %/30 % A/B Reinheit 12¢: 40 %
nach Methode B

d 4-Br 83 % 79 % A

e 4-OCH; 78 % 82 % A

f 4-OCF; (Merck) 96 % A

4-Phenyl 73 % (Neosystem) — 16 h Rkts.-zeit fiir 11g

h 2-NO, (Chempur) 78 %/40 % A/B Reinheit 12h: 25 %
nach Methode B

i 3-NO, (Merck) 100 % A

j 3-F,5-F 31 % 59 % A Reinheit 12j: 90 %
(10 % Dipeptid)

k 3-CL5-Cl 46 % 88 % A

1 (1-Naphthyl) — (Neosystem) —

n (H) — (Schmitt) e

0 (isoPropyl) (Acros) 55 % B

p [Nipecotinsre] e (Neosystem) e

Acros, Chempur, Neosystem: kauflich erworben; Merck: von G. Holzemann (Merck KGaA,
Darmstadt) erhalten; Schmitt: von H. Schmitt erhalten.
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4.3.2 Synthese der Glutarsiuren (Sidurebaustein A,)

Die Synthese der Sdurebausteine A, wurde ebenfalls ausgehend von unterschiedlich
substituierten Benzaldehyden durchgefiihrt.

Hierzu wurde der jeweilige Benzaldehyd 10 mit katalytischen Mengen Piperidin als
Base und zwei Aquivalenten Acetessigsiureethylester (17) umgesetzt (2.3 Aq. bei 10g
aufgrund schlechter Loslichkeit), das gleichzeitig als Losungsmittel dient (siehe
Schema 4.3)."*") Die Reaktionsmischung erstarrte langsam innerhalb von drei Tagen
ohne Riihren. Zunichst reagiert ein Aquivalent Acetessigester (17) mit dem Benz-
aldehyd 10 unter Wasserabspaltung in einer Knoevenagel-Kondensation zu einem
Acetozimtsdureester. Dieser reagiert unter Michaeladdition zum racemischen 2,4-
Bisaceto-3-phenylglutarsiurediethylester (18).2* Das Zwischenprodukt 18 wurde
anschlieBend mit wenig Ethanol (~ 1 M) umkristallisiert.

o | o}
1M KOH A \R
H__O 0O O o
2hq Ao~ 19
17
=z | >
\\R 0.15 Ag. Piperidin;
0°C - RT, 1-3d R 20 M KOH:
10 rac-18 80°C,3-5h
HOOC COOH
"]
NS
~R
20

Schema 4.3: Synthese des Sdurebausteins A,. Die Umsetzung des Benzaldehyds 10

fiihrt tiber die isolierbare Zwischenstufe 18 zur 3-Phenylglutarsdiure 20 (Sdurebaustein

A).

Aufgrund geringer Loslichkeit mussten die Zwischenprodukte 18e und 18k aus der
zwei- bis dreifachen Menge Ethanol umkristallisiert werden (0.3-0.5 M Losung). Fiir
die Verbindungen 18g und 18i wurde Ethylacetat (~ 1 M) als Losungsmittel gewéhlt
und die Féllung durch Zugabe geringer Mengen EtOH unterstiitzt. Die Ausbeuten
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lagen zwischen 50 und 70 % — bezogen auf die erste Fraktion der Kristallisation — und
lieBen sich durch Einengen des Losungsmittels und wiederholte Fillung weiter
steigern.

Die anschlieBende Verseifung in 20 M KOH-L6sung fiihrte zur 3-Phenylglutarsdure
20. Bei der Deacetylierung handelt es sich um eine Retro-Claisenkondensation
(sogenannte ,Sdurespaltung’), die nur aufgrund der hohen Hydroxidkonzentration statt-
findet. Diese Reaktion muss in stark basischem Medium durchgefiihrt werden, da sonst
eine Verseifung mit anschlieBender Decarboxylierung zum entsprechenden Diketon 19
stattfinden wiirde.**”! Tabelle 4.2 stellt eine Liste aller in der Festphasensynthese
eingesetzten [3-Phenyl]-Glutarsduren 20 dar. 3-Phenylglutarsdure (20a) und unsubsti-

tuierte Glutarsidure (20m) waren die einzigen kommerziell erhiltlichen Bausteine A,.

Tabelle 4.2: Liste aller in der Festphasensynthese eingesetzten Sdaurebausteine A,.

Verb. Rest R Ausbeute  Ausbeute Bemerkung
Zwischenst. Glutarsdure
18 20
a H — (Lancaster)
b 4-F 63 % 86 %
c 4-Cl 69 % 58 %
d 4-Br 52 % 76 %
e 4-OCH; 58 % 86 % Umkristallisation
aus 2.5°EtOH
g 4-Phenyl 71 % 95 % 2.3 Aq. 17; Um-
kristall. aus EE
i 3-NO, 63 % 87 % Umkristallisation
aus EE
i 3-F,5-F 72 % 42 %
k 3-Cl,5-Cl 83 % 93 % Umkristallisation
aus 2°EtOH
n (H) — (Lancaster)

Lancaster: kommerziell erworben.



4 SYNTHESE DER RGD-MIMETIKA 53

4.4 Synthese der geschiitzten aza-Glycinbausteine B; und B,

Der Austausch einer Aminosdure durch eine Azaaminosdure in Peptiden bewirkt
eine Verinderung struktureller sowie biologischer Eigenschaften.””’**!! Dabei ist
insbesondere das Potential der Azapeptide, im Vergleich zu Peptiden gegen
enzymatischen Abbau resistenter zu sein, von pharmakologischem Interesse.***! So
konnte vor kurzem mit der Entwicklung hochaktiver und oral verfiigbarer Azadipeptid-
Isostere zur Inhibierung der HIV-1-Protease das pharmakologische Potential der

%I Die Einfithrung einer Azaaminosiure (Baustein

Hydrazinderivate belegt werden.
B) in die RGD-Mimetika konnte somit helfen, deren pharmakokinetische Eigen-
schaften zu verbessern.

Zur Struktur von aza-Aminosduren in Peptiden wurden verschiedene Studien
durchgefiihrt. Die berechnete niedrige Energiebarriere fiir die Rotation um die N-N-
Bindung bei 180° in Diformylhydrazin steht im Einklang mit Kristallstrukturen von
nichtalkylierten Diacylhydrazinen, die einen planaren CO-N-N-CO-Diederwinkel von
180° aufweisen.*****! Bei substituierten Azapeptiden wurde hingegen immer ein um
den Betrag von ca. 60-120° verdrehter CO-N-N-CO-Dieder gefunden.”*”*"*** Da der
Azabaustein B die Aminosdure Glycin der RGD-Sequenz représentiert, werden
Substituenten an dieser Stelle von den Integrinrezeptoren nicht toleriert. Dies konnte
durch Einbau der methylierten aza-Glycin-Analoga aza-Alanin und aza-Sarcosin in

RGD-Mimetika gezeigt werden.**”]

Schema 4.4 zeigt die Synthese der Fmoc-geschiitzen aza-Glycin-Bausteine B; und
B,. Durch Umsetzung von Fmoc-Chlorid mit einem 40-fachen Uberschuss Hydrazin
(21) konnte der geschiitzte Baustein B,, Fmoc-Hydrazin (22), in exzellenter Ausbeute

%1 Da das als Nebenprodukt ange-

und hoher Reinheit (95 %) dargestellt werden.
fallene N,N’-Bis-Fmoc-Hydrazin (23) bei der weiteren Umsetzung nicht mitreagiert,

wurde auf eine Reinigung verzichtet.
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Baustein B, akt. Baustein B

H 2.6 A
0.025 Ag. FmocCl, Fmoc” “NH, wassr. Na,CO3/CH,Cly,
H,O/CH5CN, 0°C, 5h 0°C, 10 min O.__0

HoN—NH, - 22 > . O~
100% + 94% N—NH
21 H . o4
Fmoc” N7 0C
H
23

Schema 4.4: Synthese der Fmoc-geschiitzten aza-Glycin-Bausteine B; und B,.

Der aza-Glycin-Baustein B besitzt eine zusitzliche Carbonylgruppe zur Kupplung
mit der B-Aminosdure (Baustein A;), die fiir den Einsatz in der Festphasensynthese
aktiviert werden muss. Zur Transformation des Fmoc-geschiitzen Hydrazins 22 in die
korrespondierende aktivierte Spezies musste es mit einer zweifach aktivierten
Carbonsédure umgesetzt werden. Dafiir wurde eine kommerziell erhéltliche Losung von
Phosgen in Toluol eingesetzt. Phosgen besitzt eine auBlerordentlich hohe Reaktivitat
und ein UberschuB kann im Gegensatz zum gleichreaktiven aber kristallinen Triphos-
gen bequem und vollstindig im Vakuum entfernt werden.

Nach einer von C. Gibson zur Darstellung von Isocyanaten beschriebenen Methode
konnte Fmoc-Hydrazin (22) in guter Ausbeute in das hoch reaktive 1,3,4-Oxadiazol-
2(3H)-on 24 iiberfithrt werden. Dazu wurde Fmoc-Hydrazin (22) in einer 1:1-
Mischung aus CH,Cl, und wéssriger NaHCO;-Losung suspendiert und anschlieBend
mit einem dreifachen Uberschuss an Phosgen versetzt. Das zunichst entstandene
Hydrazincarbonsdurechlorid reagiert in einer intramolekularen Cyclisierung sofort zum
1,3,4-Oxadiazol-2(3H)-on 24 weiter.”””) Nach einer Reaktionszeit von 10 Minuten
musste zur Aufarbeitung lediglich die organische Phase isoliert und das Losungsmittel
entfernt werden. Man erhielt das Oxadiazolon 24, das als Feststoff isoliert werden
konnte. 24 erwies sich als relativ stabil und konnte bei 4 °C iiber mehrere Monate

gelagert werden, ohne an Reaktivitdt zu verlieren.



4 SYNTHESE DER RGD-MIMETIKA 55

4.5 Kombination der Bausteine A, und B,

Die Festphasenstrategie sah vor, alle Bausteine separat in der Synthese einzusetzen.
Da der direkte Einbau der ungeschiitzten Glutarsduren 20 (Bausteine A,) in der Fest-
phasensynthese jedoch zu Problemen fiihrte (siche Kapitel 4.8.1), musste ein alterna-
tiver Weg gesucht werden.

Eine Alternative ist der Schutz einer der beiden Siduregruppen der Glutarsdure 20.
Fiir die Einfiihrung der Schutzgruppe sollte genau eine der Sduregruppen aktiviert
werden, um eine monogeschiitzte Glutarsdure zu erhalten. Als Methode der Wahl
wurde die Uberfithrung der Dicarbonsiure in das intramolekulare Anhydrid angesehen.
Durch den bei der Reaktion entstehenden Sechsring wird die Anhydridbildung
zusiétzlich begiinstigt. Da die Glutarsédure 20 bei der Mimetikasynthese als Racemat
eingesetzt werden sollte, musste die Reaktion nicht beziiglich ihrer Stereoselektivitét
untersucht werden. Fiir die Einfithrung und Abspaltung der Schutzgruppe werden zwei
zusitzliche Arbeitsschritte benotigt. Daher erschien es sinnvoll, als sogenannte Schutz-
gruppe, gleich den Baustein B, einzubauen.

Schema 4.5 zeigt die Synthese des cyclischen Glutarsdureanhydrids 25, sowie die
weitere Umsetzung mit Fmoc-Hydrazin (22) zum Baustein A,B,. Die Glutarsidure 20
wurde mit drei Aquivalenten Essigsdureanhydrid bis zur vollstindigen Lésung nach 10
bis 15 Minuten unter Riickfluss erhitzt.”>" Das Produkt 25 wurde durch Kristallisation

unter Zugabe kleiner Mengen Diethylether erhalten.

0._O__0
H H
A N. Fmoc N
3 Ag. Ac,0, Fmoc” "NH, ~ -
HOOC COOH %% 0 N I COOH
a a THF, Reflux 7]
NS N NS
R R R
20 25 26

Schema 4.5: Verkniipfung der Bausteine A, und B,: Uberfiihrung der Glutarsiure 20
in das Anhydrid 25 und nachfolgende Ringdffnung mit Fmoc-Hydrazin (22).
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Das Glutarsdureanhydrid 25 wurde mit Fmoc-Hydrazin (22) umgesetzt, das unter
Ring6ffnung zur N’-Fmoc-Hydrazino-5-oxo-3-phenylpentansdure 26 fiihrte. Da die
entstehende Sauregruppe nicht aktiviert ist, erfolgt keine weitere Reaktion mit Fmoc-
Hydrazin (22). Es wurden verschiedene Reaktionsbedingungen untersucht. Zunéchst
wurde die Reaktion in Chloroform mit einem Uberschuss 22 (1.2 Aq.) und DIPEA als
Base durchgefiihrt. Zum Abtrennen des restlichen Fmoc-Hydrazins (22) musste die
Produktmischung sauer extrahiert werden, wobei das Produkt 26 lediglich in einer
Ausbeute von 40 % erhalten wurde. In einem weiteren Ansatz wurde die Reaktion in
DMEF durchgefiihrt, um das Produkt 26 nach Beendigung der Reaktion direkt mit TCP-
Harz weiter umsetzen zu konnen. Hierbei wurde jedoch teilweise die Fmoc-Schutz-
gruppe abgespalten, was bei der nachfolgenden Umsetzung mit TCP-Harz zu Proble-
men flihren wiirde.

Bei einer Umsetzung in THF als Losungsmittel wurde die Notwendigkeit der Base
DIPEA untersucht. Dabei zeigte sich, dass das Produkt 26 ohne Basenzusatz in
exzellenter Reinheit (100 % gegeniiber 90 % mit DIPEA) erhalten werden konnte.
Durch Erhohung der Reaktionstemperatur auf die Riickflusstemperatur von 66 °C
konnten die Reaktionszeiten von mehreren Tagen auf 5 bis 10 Stunden reduziert
werden. Gante fiihrte eine dhnliche Umsetzung in einer 1:1-Mischung aus CH,Cl, und
THF bei Raumtemperatur durch./**! Entfernung des Losungsmittels nach Beendigung
der Reaktion ergab die Produkte 26a-e,g,i-k,m in exzellenten Ausbeuten (siche Tabelle
4.3). 26a und 26m wurden zur Abtrennung von Bis-Fmoc-Hydrazin (23) mittels Flash-
Chromatographie gereinigt. Da 23 bei der weiteren Umsetzung nicht reagieren kann,

wurde bei den anderen Produkten auf diesen Reinigungsschritt verzichtet.
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Tabelle 4.3: Liste aller in der Festphasensynthese eingesetzten Bausteine A,B;.

Verb. Rest R Ausbeute Ausbeute
Anhydrid 25 A,B, 26

a H 77 % 94 %"
b 4-F 56 % 99 %
c 4-Cl 65 % 100 %
d 4-Br 84 % 100 %
e 4-OCHj; 77 % 99 %
g 4-Phenyl 74 % 100 %
i 3-NO, 85 % 100 %
i 3-F,5-F 74 % 100 %
k 3-CL,5-Cl 65 % 100 %
n (H) 48 % 26 %"

* nach Reinigung mittels Flash-Chromatographie

4.6 Spacerbaustein C

Durch die Lénge des Spacerbausteins ldsst sich die Selektivitit zu den
Integrinrezeptoren avB3 und allbB3 einstellen (siche Kapitel 3.5.4). Hierzu gibt es in
unserer Arbeitsgruppe bereits zahlreiche Untersuchungen.””! Abbildung 4.6 zeigt die
verschiedenen Spacerbausteine C, die von C. Gibson in der Synthese von aza-RGD-
Mimetika-Bibliotheken eingesetzt wurden: Alkylketten unterschiedlicher Linge sowie

cyclische Spacer, wie Cyclohexan, Piperidin, Piperazin, Pyrolidin, Benzol.
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Abbildung 4.6: Verschiedene Spacerbausteine C, die von C. Gibson in der

Bibliothekssynthese von aza-RGD-Mimetika verwendet wurden.””’

Die Spacerbausteine, die in den aktivsten Verbindungen gefunden wurden, sind die
hervorgehobenen Bausteine 27, 28 und 29. Diese Bausteine wurden auch von anderen
Gruppen als Spacer fiir dhnliche ovB3-Antagonisten beschrieben.!'®*'®! Im Rahmen
dieser Arbeit wurden deshalb diese drei Bausteine C eingesetzt, die sowohl Fmoc-

geschiitzt als auch ohne Schutzgruppe kommerziell verfiigbar sind.

4.7 Synthese des Basenbausteins D

Baustein D reprisentiert den Guanylrest des Arginins der RGD-Sequenz. Durch die
Variation dieses Bausteins ldsst sich die Selektivitit zu den Integrinrezeptoren avf3
und allbB3 verdndern. Wihrend fiir die Bindung an allbf3 stark basische Gruppen
essentiell sind (pK, > 10), toleriert der avB3-Rezeptor auch Guanidinmimetika mit
geringerer Basizitit.!'*'"® Tabelle 4.4 stellt die pK,-Werte einiger Guanidinmimetika
dar, von denen die meisten erst im Laufe der vorliegenden Arbeit in der Literatur

. 170,173,174
beschrieben wurden.!!7%!73:174]
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Tabelle 4.4: Basizitdt verschiedener Guanidinmimetika.

Base Struktur pK,-Wert  Integrin-  Literatur-
Rezeptor stelle
Piperidin ARG 11.1 allbp3 17l
—/
Guanidin NH 12-125 allbp3und ™
HzN)\N/L“
H avp3
Acylguanidin J\H Jok; 6.6 7.6 avp3 173l
H,N ”
Aminoimidazolin N 9-12 avp3 [180]
I =
(N\J\N/ %
HoH
Aminoimidazol /N 8.6 ovf3 6]
I =
<N\J\N/ 4
H H
Acylaminoimidazol (/\i o] <4 avp3 el
N
I
Aminopyridin | SN ~17 avp3 [176,232]
= Nﬁg
H
Benzimidazol % 6 avp3 73]

Durch den Einbau vor allem cyclischer Guanidinmimetika kann man auflerdem die
Lipophilie der RGD-Verbindungen steigern, was einen positiven Effekt auf die orale
Bioverfiigbarkeit haben sollte.!'’***%

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Basenbausteine Guanidin, Methylamidin und
Aminopyridin verwendet (siche Kapitel 4.2.3). Die Basen Aminoimidazolin,

Aminobenzimidazol wurden nicht in der Synthese der Bibliotheken eingesetzt, sondern

nur in ausgewahlte RGD-Mimetika eingebaut.
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4.7.1 Basenbaustein Guanidin

Fir die Transformation eines Amins oder Anilins in ein Guanidin wurden bereits

[253-256

verschiedene Reagenzien beschrieben. I Bis-Boc-guanylpyrazol 32 gehort auf-

grund seiner hohen Reaktivitit zu einem geeigneten Vertreter dieser Reagenz-
klasse.[**”]

In Schema 4.6 ist die Synthese von Bis-Boc-guanylpyrazol dargestellt, das spéter
auch kommerziell verfiigbar war. Zuerst wurde Guanylpyrazol (30) mit Boc,O in
Gegenwart von DIPEA als Base in das monogeschiitzte Guanylpyrazol 31 iiberfiihrt
(Ausbeute 98 %). Fiir die Einfiihrung der zweiten Boc-Schutzgruppe musste 31 mit
NaH deprotoniert und ein zweites Mal mit Boc,O umgesetzt werden. Die Reaktion

wurde durch Zugabe von Essigsidure abgebrochen. Das Guanylierungsreagenz 32

konnte in 81 % Ausbeute erhalten werden.

1.1 Aq Boc,0, 1.2.1 Aq. NaH Boc
.Hcy NH 3.3 Ac?. DIFEA, <t on B Jﬂ" 2.1.1 Aq. |§OCZQ, . JN\
H,N l\\l§ CH,Cl,, 0°C —» RT, . oc\N '}l§ THF, 65°C, 4 h _ oc\N '}l§
N= 98% H  N= 81% H N=
30 31 32

Schema 4.6: Synthese des Guanylierungsreagenzes N,N -Bis-Bocguanylpyrazol 32.

4.7.2 Basenbaustein Amidin

Geht man von der Vermutung einer side-on Bindung des Guanidins an den avf3-
Rezeptor aus (sieche Kapitel 3.5.4), sollte ein Austausch der endstindigen Amino-
gruppe durch eine Methylengruppe toleriert werden. Das entsprechende Methylamidin
soll, wie auch das Guanidin, durch direkte Umsetzung mit einem Amin oder Anilin an
fester Phase synthetisiert werden. Wéhrend die Reaktivitdt von Acetimidaten flir die
Amidinylierung von Aminen ausreicht, reagieren sie mit Anilinen nur sehr schlecht.
Eine Verbesserung kann durch die Verwendung von Thioimidaten erzielt werden, die

[258

anstelle einer alkoholischen Abgangsgruppe ein Thiol besitzen.””®! Das Thioacetimidat

35 besitzt gegeniiber anderen Thioimidaten den Vorteil, dass das bei der Reaktion

gebildete Thiol schwer fliichtig und somit geruchsarm ist.[**”’
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Schema 4.7 skizziert die Synthese von S-2-Naphthylmethylthioacetimidat-hydro-
bromid (35) aus Thioacetamid (33) und 2-Brommethylnaphthalin (34). Das Produkt 35
konnte nach einer Reaktionszeit von zwei Stunden bei 60 °C in einer Ausbeute von 65

% als stabiles Hydrobromidsalz isoliert werden.

NH «HBr

S CHCl,, 2 h, Reflux
)J\ .\ Br 3 _ )J\S
NH, 65%

33 34 35

Schema 4.7: Synthese von Thioacetimidat 35 als Reagenz zur Herstellung von

Methylamidinen.

4.7.3 Basenbaustein Aminopyridin

Zur Steigerung der Lipophilie der RGD-Mimetika sollte die polare Guanidingruppe
durch aromatische, weniger basische Bausteine ersetzt werden. Der Austausch eines
Guanidins durch stickstofthaltige Heterocyclen, wie Aminopyrimidin, Aminopyrazin
oder Aminopyridin wurde von Misra et al. 1994 am Beispiel von Thrombin-
Antagonisten beschrieben./”*! Dabei konnten sie eine deutliche Erhdhung der Caco-2-
Zellpermeabilitit beobachten, wobei die biologische Aktivitit teilweise sogar verbes-
sert werden konnte.

Die Verwendung von Aminopyrimidin als Guanidinmimetikum in RGD-Mimetika
fiihrte allerdings zu einem Verlust an Bindungsaffinitit zum ovp3-Integrin.*>
Darauthin sollte Aminopyridin eingebaut werden, das 1999 auch von GlaxoSmithKline
als basische Gruppe in avp3-Antagonisten mit guten Bindungs- und pharmako-
kinetischen Eigenschaften beschrieben wurde.!'**'**!

Fiir die Umsetzung eines unsubstituierten Pyridins mit einem Amin werden meist

Temperaturen {iber 100 °C bendtigt. Die Reaktion bei niedrigen Temperaturen ist nur

[260,261] [262]

fiir Pyridine mit stark elektronenziehenden Substituenten oder Pyrimidine
beschrieben. Aus diesem Grund erschien die direkte Umsetzung dieses Basenbausteins
mit einem Amin an fester Phase als nur schwer umsetzbar. Der Basenbaustein sollte
deshalb zundchst in Losung mit einem Spacerbaustein C zu dem kombinierten

Baustein CD umgesetzt werden.
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Schema 4.8 zeigt die Reaktion von 2-Amino-4-methylpyridin (36) mit 5-
Brompentansdureethylester (37). Das Aminopyridin 36 wurde in 1.5 bis 4-fachem
Uberschuss eingesetzt und die Reaktionsmischung fiir ca. 24 Stunden bei einer
Temperatur von 100 °C geriihrt. Trotz des Uberschusses konnte keine vollstindige
Umsetzung von 37 erreicht werden (maximaler Umsatz: ca. 75 %). Eine Verldngerung
der Reaktionszeit auf eine Woche fiihrte zu einem Anstieg des bisalkylierten
Nebenprodukts 39. Die Reaktionskontrolle wurde erschwert, da das eine Edukt 36 im
Uberschuss eingesetzt wurde, wihrend das andere Edukt 37 weder mittels DC noch
HPLC detektiert werden konnte. Die Abtrennung des Aminopyridin-Uberschusses
konnte nur durch Flash-Chromatographie durchgefiihrt werden, wobei 36 zurlick-
gewonnen werden konnte. Wegen zusétzlicher Loslichkeitsprobleme in den bei der
Flash-Chromatographie eingesetzten Losungsmitteln (Ethylacetat/Hexan), konnte der
5-[ N-(4-Methylpyridin-2-yl)-amino]-pentansdureethylester (38) nur in einer Gesamt-

ausbeute von 20 % erhalten werden.

o | SN 0
B0

S 37

Z~NH, 100°C,24h Z N/\/\)J\O/\ * 39
H

36 38

0”0
1. 2N NaOH,
RT,20 h
81% | 2. pH 4.5

H
40

Schema 4.8: Kombination von Amimopyridin als Basenbaustein D mit einem

Alkylspacer C in Losung zum Baustein CD (40).

Anschlieend wurde der Ethylester 38 mit 2 N wissriger NaOH-Losung verseift. Da
das Produkt 40 sowohl eine basische als auch eine saure Gruppe besitzt, konnte es
nicht durch Extraktion isoliert werden. Fiir die Isolierung wurde ein pH-Wert von 4.5
eingestellt, bei dem das Produkt als inneres Salz vorliegt und ausfillt (isoelektrischer

Punkt).
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Aminopyridin als Basenbaustein D sollte auerdem mit einem aromatischen
Spacerbaustein C kombiniert werden. Fiir diese Reaktion wurde 2-Fluorpyridin (42)
als kommerziell erhiltlicher Basenbaustein mit 3-Aminobenzoesiure (41) umgesetzt
(siehe Schema 4.9). Nach Deprotonierung der Aminobenzoesdure 41 mit Natrium-
hydrid wurde 2-Fluorpyridin (42) zugegeben. Bei der Verwendung von 2.2
Aquivalenten 42 entstand zu ca. 30 % das Bisarylierungsprodukt 44. Diese Neben-
reaktion konnte durch Umsetzung mit nur einem Aquivalent 42 reduziert werden,
wobei die Reaktion unvollstindig verlief. Die Identifizierung der Reaktionsprodukte
mittels HPLC/MS wurde durch die schlechte lonisierbarkeit erschwert. Aufgrund
dhnlicher Loslichkeitseigenschaften der enstandenen Produkte bereitete die Abtren-
nung der noch vorhandenen 3-Aminobenzoesdure (41) Probleme. Deshalb konnte das
Produkt 43 nach Extraktion der wéssrigen Phase bei einem pH-Wert von 3 und
Ultraschallbehandlung einer Ethylacetat-Suspension lediglich mit 20 % Ausbeute

isoliert werden.

1.2.2 Aqg. NaH DMF | X
_N
HoN COOH 2.1 Aq. | COOH
& -y U
RT - 80°C, 60 h U \©/

41

Schema 4.9: Kombination von Amimopyridin als Basenbaustein D mit einem

Arylspacer C in Lésung zum Baustein CD (43).

Eine andere Methode zur Herstellung von Aminopyridinen verwendet 2-Chlor-
pyridin-N-oxid.***! Durch das N-Oxid ist die 2-Position des Chlorpyridins fiir einen
nukleophilen Angriff zusétzlich aktiviert. Das Aminopyridin erhdlt man durch
Reduktion des N-Oxids mit Pd/NH,HCO,, wobei die Gesamtausbeute mit 25 %
ebenfalls sehr gering ist. Die Verwendung von Palladium- oder Nickel-Katalysatoren
ist eine weitere Moglichkeit der Reaktionsfiihrung, die in den letzten zwei Jahren

verstarkt untersucht wurde.!2¢3-2%%]
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4.7.4 Basenbaustein Amino-Dihydroimidazol

Durch die Verbriickung der Guanidin-Stickstoffe iiber eine Ethyleneinheit kann die
Basizitit gesenkt und die Lipophilie erhoht werden. Durch diese strukturelle Anderung
kommt man zu einer Amino-Dihydroimidazol-Gruppe als Basenbaustein, die bereits in
RGD-Mimetika eingebaut wurde.!"*”! Fiir die Einfiihrung des Bausteins durch Reaktion
mit einem Amin kann man das kéuflich erhéltliche 2-(3,5-Dimethylpyrazolyl)-4,5-
dihydroimidazol (73) verwenden (sieche Kapitel 4.8.6). Dabei fungiert das Dimethyl-
pyrazol als Abgangsgruppe, dhnlich dem fiir die Guanylierung verwendeten bis-Boc-

guanylpyrazol.

4.7.5 Basenbaustein Aminobenzimidazol

Wihrend Benzimidazol als Base bereits von der Firma GlaxoSmithKline in avf3-

Integrinantagonisten eingebaut wurdel!311831

, wurde Aminobenzimidazol zu Beginn
dieser Arbeit nicht als basische Gruppe fiir Integrinantagonisten verwendet. Im Jahr
2000 beschrieben Peyman et al. erstmals entsprechende Verbindungen mit guten
Affinititen (avp3: ICso 40 nM).'™! Die Verkniipfung mit einem Spacerbaustein C
sollte, wie im Fall von Aminopyridin, in Losung durchgefiihrt werden.

Schema 4.10 zeigt die Verknilipfung von Aminobutansdure als Baustein C und
Chlorbenzimidazol als Baustein D zu einem kombinierten Baustein CD. Hierfiir
wurden verschiedene Syntheserouten untersucht.

Syntheseroute A verfolgt die direkte Umsetzung von 2-Chlorbenzimidazol (45) mit
4-Aminobutansdureethylester (46) bei 160 °C. Dabei entstand ein Produktgemisch, in
dem das gewiinschte Produkt 47 zu ca. 25 % vorhanden war. 47 konnte in einer
Ausbeute von 15 % isoliert werden, wobei eine vollstindige Abtrennung des im Uber-
schuss eingesetzten Aminosdureesters 46 nur durch Flash-Chromatographie moglich
war. Daneben enthielt die Mischung die beiden, in einer Reaktion mit Chlorbenz-
imidazol (45) entstandenen Nebenprodukte 49 (~20 %) und 50 (~10 %), sowie das im
Uberschuss eingesetzte Edukt 46. Zum groBten Teil entstand bei dieser Reaktion mit
ca. 40 % das Verseifungsprodukt 48, das in 20 % Ausbeute isoliert wurde. 48 ist

zusédtzlich mit NaCl verunreinigt.
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Boc 3 Aq. NN O H
N 46 O N Boc 0
. ~ ~
>—Cl > @[ )>—Cl + N
E:[,\P_ DIPEA, DMF, RT N>_ Hw\g/

51 45 52
A
Route B:
73 %| 0.8 Aq. Boc,0,
1 Aq. TEA '
THF, RT NH
\-NH ¥ HoN /\/\n/ov
Route A: N 46 O
0 @ por N/>_NH o)
H 3 Ag. BN >N O \—\_/< +
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w O
N 0 N \_\_é)
Route C: o
1.1 Aq. NaH, DMF 47 (~25%) o—\ 48 (~40%)
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RT,1h
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54 q 55
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Schema 4.10: Kombination von Aminobenzimidazol als Basenbaustein D mit einem
Alkylspacer C in Lésung zum Baustein CD (48): Verschiedene Varianten der

Umsetzung von 2-Chlorbenzimidazol (45) mit dem 4-Aminobutansdureester 46.

Um die Bildung der, durch intermolekulare Reaktion mit 45 entstandenen Neben-
produkte zu verhindern, sollte die NH-Gruppe von 2-Chlorbenzimidazol (45) vor der
Umsetzung mit 46 temporir geschiitzt werden. Als Schutzgruppen wurde die Boc-

Gruppe (Route B) und die Benzylgruppe (Route C) untersucht.
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Die Boc-Schutzgruppe wurde durch Umsetzung des Benzimidazols 45 mit Boc-
Anhydrid eingefiihrt (sieche Schema 4.10). Da sich 45 im Laufe der Reaktion zersetzte,
wurden nach 14 Stunden weitere 0.2 Aquiv. Benzimidazol 45 zugegeben. Die
Ausbeute des Boc-geschiitzten Chlorbenzimidazols 51 betrug nach Reinigung mittels
Flash-Chromatographie 73 %. 51 wurde anschlieBend mit einem Uberschuss Amino-
pentansdureester 46 in DMF umgesetzt. Da bei Raumtemperatur keine Reaktion
erfolgte, wurde die Temperatur langsam erhoht und es kam bei 80 °C zur Zersetzung
der Edukte. Die Zugabe von DIPEA fiihrte zwar zu vollstindigem Umsatz, es entstand
jedoch zu 100 % der Boc-geschiitzte Aminosdureester 52. Benzimidazol fungiert in
diesem Fall als Abgangsgruppe, dhnlich der zur Sdureaktivierung eingesetzten Imid-
azole oder Pyrazole.l**"!

Aus diesem Grund wurde die Benzylgruppe als alternative Schutzgruppe gewéhlt
(Route C). Die Umsetzung mit Benzylbromid (53) fiihrt nach Deprotonierung von 45
mit Natriumhydrid zum N-Benzyl-2-Chlorbenzimidazol (54) in 81 % Ausbeute.**”!
Die anschlieende Reaktion mit dem Aminosédureester 46 wurde analog zu Route A
durchgefiihrt. Allerdings konnte auch nach Basenzusatz keine Umsetzung zum Produkt
55 erreicht werden. Vermutlich wird die Reaktivitdt von Chlorbenzimidazol durch die
N-Benzylgruppe gesenkt. Bei dem Versuch, die Reaktion durch Zugabe von Silber-

fluorid zu unterstiitzen, entstand bei einer Temperatur von 120 °C das Dimethylamino-

substituierte Benzimidazol 56 zu 90 % durch Reaktion mit dem Losungsmittel DMF.

4.8 Optimierung der Festphasensynthese der RGD-Mimetika

Die verschiedenen Bausteine A-D sollten anschlieBend zur Parallelsynthese von
RGD-Mimetika-Bibliotheken an fester Phase eingesetzt werden. Die Festphasen-
synthese wurde nach der Fmoc-Strategie mit TCP-Harz als polymerem Tragermaterial
durchgefiihrt, wobei die einzelnen Kupplungen zunichst am Beispiel ausgewéhlter
Verbindungen optimiert werden sollten. Zur Optimierung wurden jeweils die
unsubstituierten Sdurebausteine A; und A, eingesetzt. Nach der Umsetzung mit
Baustein C, Aminobenzoesiure oder Aminopentansdure, wurden die Verbindungen an

fester Phase guanyliert, amidinyliert oder dihydroimidazolyliert.
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AnschlieBend sollten nach dem ausgearbeiteten Schema zwei Bibliotheken von
Einzelsubstanzen — aza- und azacarba-RGD-Mimetika — hergestellt werden. Durch die
Herstellung ausgewidhlter Verbindungen sollte die Auswahl der in der Synthese der
Bibliotheken eingesetzten Bausteine optimiert werden. Zur Vereinfachung der Num-
merierung harzgebundener Substanzen wird in dieser Arbeit folgende Nomenklatur
verwendet: nach der Nummer wird jeweils der Buchstabe P (polymergebunden) ange-

hangt.

4.8.1 Einfithrung des Sdurebausteins A,

Die Glutarsduren 20 sollten fiir die Festphasensynthese an TCP-Harz gebunden
werden. Fiir eine Verkniipfung mit dem Harz stehen dabei zwei Saduregruppen zur
Verfiigung, was zu Quervernetzung fithren kann. Bei Quervernetzung der Glutarsaure
wiirde zum einen ein Teil des Bausteins fiir weitere Kupplungen verloren gehen
(geringere Ausbeute), zum anderen miisste die, nach der Abspaltung vom Harz vor-
liegende, Glutarsédure abgetrennt werden (geringere Reinheit). Es muss daher die Frage
geklart werden, inwieweit die direkte Ankniipfung moglich ist oder ob eine Saure-
gruppe vorher geschiitzt werden muss. Als Modellverbindung fiir die Untersuchung
dieser Reaktion wurde 3-Phenylglutarsdure 20a verwendet.

Schema 4.11 zeigt die Kupplung von 20a an TCP-Harz, die nach 1.5 bis 3 Stunden
durch Zugabe von Methanol abgebrochen wurde. Methanol dient zum Blockieren der
noch freien Stellen am Harz (capping). Die freie Saurefunktion der harzgebundenen 3-
Phenylglutarsdure (20aP) wurde unter Standardbedingungen (TBTU, HOBt, DIPEA)
mit Benzylamin (57) umgesetzt. Dadurch kann man erkennen, ob eine der Saure-
funktionen frei ist oder ob die Glutarsdure quervernetzt am Harz vorliegt bzw. wie
grof3 der Grad der Quervernetzung ist. AnschlieBend wurden die Produkte mit Trifluor-

essigsdure (TFA) vom Harz abgespalten.
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1. 0215AqTCPHaQ
HOOC COOH 1.2 Aq. DIPEA,
CH,Cl,, RT, 1.5-3.5 h \O ;)
2. 2Aq Benzylamin (57),
2 Ag. TBTU,

20a 2 Aq. HOBT, 58aP 20aP’
5 Aq. DIPEA,

NMP, RT, 3 h

H
TFA/CH,Cl, HOOC COOH ©\/N COOH
1:1,RT,2h 5
> +
20a 58a

Schema 4.11: Untersuchung der Harzbelegung mit dem Sdurebaustein A, am Beispiel

der 3-Phenylglutarsdure (20a).

Die Produkte wurden mittels HPLC und NMR-Spektroskopie analysiert. Da sich
durch die Reaktion mit Benzylamin das Absorptionsverhalten verdndert, musste das
Verhiltnis von Produkt 58a zu Edukt 20a durch NMR-Untersuchungen quantifiziert
werden. Als Referenz wurden die Methylenprotonen des Benzylamins von 58a (0 =
4.43 ppm in CDCIl;) und das -Proton der Phenylglutarsdure von 20a (6 = 3.43 ppm)
bzw. 58a (6 = 3.32 ppm) untersucht.

Die Ergebnisse der Untersuchungen sind in Tabelle 4.5 dargestellt. Durch den
Einsatz von 20a im Uberschuss (Konzentration: 0.3 M) sollte der Grad der Querver-
netzung niedrig gehalten werden. Ein 5-facher Uberschuss fiihrte nach 1.5 Stunden und
ein bzw. zwei Aquivalenten Base jeweils zu einem Verhiltnis Produkt zu Edukt von
1:2 (R1 und R2). Unter Verwendung eines zweifachen Uberschusses wurde dagegen
kein Produkt erhalten (R3). Der Versuch, durch Zugabe von Methanol wéhrend der
Reaktion die Quervernetzung in einer Konkurrenzreaktion zu unterdriicken, flihrte zu
einer Verbesserung des Verhiltnisses auf 1:1 (R4). Ebenso ergab die Verwendung

eines Unterschusses von 20a ein Verhéltnis von 1:1 (RS und R6).
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Tabelle 4.5: Belegung von TCP-Harz mit 3-Phenylglutarsdure (20a).

Rkt.  max. th. einges. Rkts.-  Menge  Verhiltnis
Harzbel. Menge 20a Zeit [h] DIPEA  28a:20a

[mmol] [mmol] [Aq.]

R1 0.10 0.48 1.5 1.0 1:2

R2 0.10 0.48 1.5 2.0 1:2

R3 0.14 0.30 3.0 1.0 0:1

R4 0.14 0.30 3.0 20+1.5 1:1 capping mit

MeOH wihrend

der Reaktion

R5 0.48 0.30 3.5 1.5 1:1

R6 0.19 0.15 2.0 1.2 1:1

Die quervernetzte Glutarsdure kann in der anschlieBenden Festphasensynthese der
RGD-Mimetika nicht mitreagieren und fiihrt deshalb nicht zu Nebenprodukten.
Allerdings wird sie zum Schluss ebenfalls vom Harz abgespalten. Da die RGD-
Mimetika nach der Abspaltung in der Regel mittels priparativer HPLC gereinigt
werden miissen, kann die Glutarsdure vermutlich auf diese Weise abgetrennt werden.

Aus diesem Grund wurde die Festphasensynthese nach einer Harzbelegung mit ca.
50 % Quervernetzung am Beispiel eines RGD-Mimetikums untersucht. Die Synthese
wurde entsprechend der Herstellung der azacarba-Verbindung 76a durchgefiihrt (siche
folgende Kapitel). Die Ausbeute nach Abspaltung vom Harz war mit ca. 40 %
(bezogen auf die Harzbelegung) erwartungsgemdll gering. Die Reinigung mittels
HPLC fiihrte allerdings zu weiteren Problemen. Zum einen besitzen das Produkt 76a
und die Glutarsdure 20a dhnliche Retentionszeiten (10-60 % in 30 min: R; (76a) = 17.0
min und R, (20a) = 16.2 min, breit). Zum anderen ist das von 20a erzeugte Signal sehr
breit, weshalb eine Abtrennung des RGD-Mimetikums 76a nicht moglich war. Deshalb
wurden die Sdurebausteine A, zunichst in Losung mit dem Baustein B, umgesetzt

(siehe Kapitel 4.5).
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4.8.2 Synthese der festphasengebundenen Bausteine AB

Schema 4.12 zeigt die Ankniipfung der Fmoc-geschiitzten Bausteine A; bzw. A;B,
an TCP-Harz, wobei der Sdurebaustein in zwei-fachem Uberschuss eingesetzt wurde.
Die nach der Belegung des Harzes noch freien Ankniipfungsstellen wurden durch
Zugabe von Methanol blockiert (capping), um Nebenreaktionen zu verhindern. Durch
Auswaage des getrockneten Harzes wurde die Harzbelegung bestimmt. Sie betrug fiir
Baustein A; (12aP) 0.58 mmol/g belegtes Harz, fiir Baustein A,B, (26aP) 0.56 mmol/g
belegtes Harz. In trockenem Zustand lassen sich die Fmoc-geschiitzten fest-

phasengebundenen Bausteine problemlos einige Monate lagern.

H
H 0.5Aq. TCP-Harz, N
Fmoc” © 1.25 g\q. DIPEA,  Fmoc” O\O
o) CH,Cl,, RT, 2h 0

1. 20% Piperidin/DMF

ZI

12a 12aP 2. 3 Aq. Oxadiazolon 24,
95% \ CH,Cl,, RT, 2 h
H . H
Fmoc., .N OH 0.5 Aq. TCP-Harz,
N 1.25 Aq. DIPEA, FmOC\N/N\n/ X O\O
0 0 CH,Clp, RT, 20 H 8 5
26a
X =NH :59aP
X = CH,: 26aP

Schema 4.12: Synthese der festphasengebunden Bausteine AB am Beispiel des unsub-

stituierten Sdurebausteins 12a bzw. 26a.

Der festphasengebundene, Fmoc-geschiitzte Baustein A; (12aP) wurde anschlie-
Bend mit einer 20 %igen Losung von Piperidin in DMF entschiitzt und mit dem
aktivierten Baustein By, dem Oxadiazolon 24, in CH,Cl, umgesetzt. Zur Bestimmung
der Kupplungsausbeute wurde das harzgebundene Produkt 59aP sauer von der

Festphase abgespalten. Die mittels HPLC bestimmte Ausbeute betrug 95 %.
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4.8.3 Einfithrung des Spacerbausteins C an fester Phase

Fiir die Ankniipfung an die festphasengebundenen Bausteine AB, 26aP und 59aP,
wurde die Sduregruppe des N-terminal geschiitzten Spacers C mit dem Kupplungs-
reagenz HATU aktiviert. Der zundchst entstehende HOAt-Aktivester des Spacers
reagiert mit dem entschiitzten, harzgebundenen Hydrazin (siehe Schema 4.13). Diese
Reaktion wurde mit einem 2.5-fachen Spacer-Uberschuss durchgefiihrt. Dabei wurden
die Einzelbausteine C (28 und 29), sowie die kombinierten Bausteine CD (40 und 43)
eingesetzt. Die Reaktion von 43 mit dem Dichlor-substituierten Baustein 26k wurde zu

einem spéteren Zeitpunkt durchgefiihrt.

R'\N/\/\/COOH

H 25Aq. R|\N \O
28: R'= Fmoc H
40: R' = Pyridin
60aP: X = NH, R'= Fmoc

61aP: X = CH,, R'= Fmoc

H N
1. Entschiitzen 64aP: X = NH, R" = Pyridin
FmOC\N/N\n’ z O\O 2.2.4 Aq. HATU, 65aP: X = CH,, R' = Pyridin
H 0o o) 2.5 Aq. HOAL,
= | 20 Aq. Collidin
X "
R 2.5 Aq.
59aP: X = NH H
26aP: X = CH, R'/N : _COOH R'/
Neb kti
€ enre\a ion 29: R = Fmoc 6\[‘/
/(N/PFﬁ_ 43: R' = Pyridin 62aP: X = NH, R' = Fmoc
O\~ | 1. Entschitzen 63aP: X = CH,, R' = Fmoc
AN Ny 2. Kupplung mit 66kP: X = CH,, R' = Pyridin
AN HATU-Uberschuss
N Y
~NT y
\NJ%N,N\H, X O
| Q
0] Y | (0]
S 67aP: X = NH

R 68aP: X =CH,

Schema 4.13: Kupplung der Spacerbausteine C bzw. der kombinierten Bausteine CD.

Wihrend die Ausbeuten der Umsetzungen mit den Spacern C (28 und 29) bei 100 %
lagen, entstand bei der Reaktion mit dem kombinierten Baustein 40 zu 60 bzw. 80 %
ein Nebenprodukt. Mithilfe von HPLC/MS- und NMR-Untersuchungen konnten die

Nebenprodukte als Tetramethylguanidine 67a und 68a identifiziert werden. Diese
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entstehen, wenn HATU im Vergleich zur Saure im Uberschuss eingesetzt wird. Das
Kupplungsreagenz wird dann nicht vollstindig fiir die Aktivesterbildung verbraucht
und reagiert mit dem harzgebundenen Hydrazin unter Abspaltung von HOAt zum
entsprechenden Tetramethylguanidin.

Die Nebenreaktion ldsst sich dadurch erkldren, dass Baustein 40 wegen eines hohen
Salzanteils im Unterschuss zum Kupplungsreagenz eingesetzt wurde. Eine Wieder-

holung mit dem salzfreien Baustein ergab eine Kupplungsausbeute von 100 %.

4.8.4 Untersuchung der Guanylierung an fester Phase

Durch die Umsetzung mit dem Spacerbaustein C wurden geschiitzte, harzgebundene
Amine und Aniline erhalten. Amine sind wegen ihrer hoheren Nucleophilie reaktiver
als Aniline. Fiir die Uberpriifung der Guanylierung an fester Phase wurden deshalb die
Anilinderivate (aromatischer Spacerbaustein C) untersucht.

Schema 4.14 zeigt die Guanylierung der harzgebundenen Aniline 62aP und 63aP
nach Entschiitzung mit Piperidin. Hierfiir wurde N,N’-Bis-Bocguanylpyrazol (32)
verwendet, das fiir die Reaktion mit Anilinen an fester Phase in unserer Arbeitsgruppe

bereits untersucht wurde.**!

Die Umsetzung wurde bei einer Temperatur von 50 °C in
einem Glasgefd3 durchgefiihrt, das mit CHCl;-Dampf geséttigt war. Spiter wurde
hierfiir ein beheizbarer Reaktionsblock mit Schiittler verwendet, der eine bessere
Kontrolle der Reaktion erlaubt. Die hohe Reinheit der Produkte 69a und 70a nach
Abspaltung vom Harz (Umsetzung 95 %) zeigt die Anwendbarkeit der Guanylierung

an fester Phase fiir die Parallelsynthese.

1. 20% Piperidin/DMF
2. 10 Aq. N,N'-Bis-Boc-

H 0 H o guanyl-pyrazol 32, HE CH
N - X CHCl3, 50°C, 20 h
Fmoc” N \O 3
SRR De: iy "0
62aP: X = NH 69aP: X = NH
63aP: X = CH, 70aP: X = CH,

Schema 4.14: Festphasensynthese der guanidinylierten RGD-Mimetika 69aP und
70aP.
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4.8.5 Untersuchung der Amidinylierung an fester Phase

Die Einfiihrung des Methylamidins sollte — wie die Guanylierung — durch Umsetz-
ung mit harzgebundenen Anilinen durchgefiihrt werden. Als Amidinylierungsreagenz
wurde S-2-Naphthylmethylthioacetimidat-hydrobromid (35) verwendet (siehe Kapitel
4.7.2). Es gibt bislang keine Untersuchungen zur Verwendung von (Thio)-Acetimida-
ten an fester Phase. Schema 4.15 zeigt die Umsetzung des Amidinylierungs-reagenz 35

mit der 62aP (X = NH) und 63aP (X = CH,) nach Abspaltung der Schutzgruppe.

y 0y 1. 20% Piperidin/DMF H (O
N. (X o 2. S-Naphthylmethyl- N N (X o
Fmoc/N N~ \n/ thioacetimidat (35), \”/ N~ \n’ \O
H o lo) NMP, RT, 5 h NH H 0o o)
62aP: X = NH 71aP: X =NH
63aP: X = CH, 72aP: X = CH,

Schema 4.15: Amidinylierung der harzgebundenen Aniline 62aP und 63aP zu den
Amidinen 71aP und 72aP.

Um eine Protonierung des Anilins durch Hydrobromid und damit eine Des-
aktivierung zu verhindern, wurde DIPEA als Base zur Reaktionslosung zugesetzt. Es
konnte nach einer Reaktionszeit von 20 Stunden und Abspaltung vom Harz allerdings
keine Umsetzung zu den harzgebundenen Amidinen 71aP und 72aP beobachtet
werden. Das Thioacetimidat 35 zersetzt sich vermutlich im nicht-protonierten Zustand
relativ schnell und steht fiir eine Reaktion nicht mehr zur Verfiigung. Bei Verzicht auf
eine Base fiihrte die geringe Loslichkeit des Thioacetamidsalzes 35 zu einem weiteren
Problem. Bei der Untersuchung verschiedener Losungsmittel, die in der Festphasen-
synthese mit TCP-Harz eingesetzt werden konnen (CH,Cl,, CHCl;, DMF, NMP)
erwies sich NMP noch als bestes Losungsmittel. Allerdings war die fiir einen
dreifachen Uberschuss 35 verwendete Konzentration von 0.15 mmol/mL fiir eine
vollstindige Losung der Verbindung zu hoch. Deshalb wurde die Suspension von 35 in
NMP nicht durch die Spritze aufgezogen, sondern nach Abnahme des Stempels von

der anderen Seite zugegeben.
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Die Durchfiihrung der Reaktion ohne Zugabe einer Base ergab nach 5 h die
gewiinschten Produkte 71a und 72a zu 95 %. Die Amidinylierung kann somit zur

Synthese von RGD-Mimetika-Bibliotheken an fester Phase verwendet werden.

4.8.6 Einfithrung von Dihydroimidazol an festphasengebundene Amine

Die Reaktion von 4,5-Dihydroimidazol mit festphasengebundenen Aminen wurde
bereits von Corbett et al. beschrieben.!"® Aufbauend auf diesen Arbeiten wurden die
aza-Verbindungen 60aP und 60cP mit 2-(3,5-Dimethylpyrazolyl)-4,5-dihydroimidazol

(73) bei Raumtemperatur in CH,Cl, umgesetzt.

O H H (\JN\ O H H
Fmoc /\/\)J\ -N N O /\/\)J\ N N 0}
N Ny Q NN N Q
H o} o} H H H o 0
1. 20% Piperidin,
60aP: R = H DMF 74aP: R = H
‘R= R 2.3 Aq. A R
60cP: R = Cl L) 74cP: R = Cl
NH
4.5 Aq. DIPEA

CH,Cly, RT, 24 h
Schema 4.16: Einfiihrung von Dihydroimidazol an fester Phase.

Eine Analyse der Rohprodukte nach Abspaltung vom Harz zeigte jedoch nur zu 35-
40 % die gewiinschten Produkte 74a und 74¢, wihrend zu jeweils 30 % zwei Neben-
produkte entstanden waren. Bei einem Nebenprodukt handelte es sich um die
entschiitzten Amine 60a und 60c aufgrund unvollstindiger Kupplung. Das andere
Nebenprodukt hatte eine um m/z 13 groBere Molekiilmasse und konnte nicht
identifiziert werden. Eine Verldngerung der Reaktionszeit auf mehrere Tage, die
Verwendung von DMF als Losungsmittel und einer geringeren Menge der Base, sowie
eine nachtriigliche Zugabe von 3 Aquivalenten 73 ergaben keine Verbesserung der
Ausbeute. Eventuell kdnnte man durch eine hohere Reaktionstemperatur den Umsatz
steigern. Fiir den Einsatz in der Bibliothekssynthese miisste diese Reaktion allerdings

noch verbessert werden.
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4.8.7 Abspaltung der RGD-Mimetika vom Harz

Der Trityl-Linker, tiber den die synthetisierten RGD-Mimetika an das TCP-Harz
gebunden sind, erlaubt eine Abspaltung vom Harz mit schwachen Séuren, wie
Essigsdure oder Hexafluor-isoPropanol (HFIP). Fiir die Abspaltung wurde entweder
eine Mischung aus 20 % AcOH, 20 % TFE in CH,Cl, oder 20 % HFIP in CH,Cl,
verwendet. Das Harz wurde je einmal 90 min, 30 min und 3 min mit der Abspaltlosung
behandelt. Da die RGD-Mimetika fiir die biologischen Untersuchungen eine Reinheit
>95 % haben sollten, wurden sie anschlieBend mittels praperativer HPLC gereinigt.

Dabei sank die Ausbeute meist sehr stark um 30-70 %.

Die Boc-geschiitzten, guanylierten Verbindungen 69 und 70 miissen nach der
Abspaltung vom Harz noch mit TFA entschiitzt werden. Durch Verwendung von TFA
zur Abspaltung der Verbindungen vom Harz kann ein Arbeitsschritt gespart werden.
Da eine hohe TFA-Konzentration zur Bildung von Nebenprodukten fiithren kann,
wurde als Abspaltlosung eine 1:1-Mischung aus TFA und CH,Cl, (mit 5 % TIPS)
verwendet.***! Triisopropylsilan (TIPS) dient als sogenannter scavenger zum Abfan-

gen reaktiver, kationischer Zwischenprodukte.

Die Verwendung einer 50 %igen TFA-Losung fiir die Entschiitzung guanylierter
RGD-Mimetika fiihrt zu der Frage, inwiefern die Reaktionszeit verdndert werden
muss, um eine vollstindige Entfernung der Boc-Schutzgruppen zu erreichen. Zur
Untersuchung der Reaktionskinetik wurde das Bis-Boc-geschiitzte azacarba-RGD-
Mimetikum 68e zunidchst mit HFIP vom Harz abgespalten. Nach Entfernung des
Losungsmittels wurde die Entschiitzung mit einer 1:1-Mischung aus TFA und CH,Cl,

(+ 5 % TIPS) untersucht (siche Abbildung 4.7).
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Edukt
H H %
_N__N
90 - Boc mN/ O)‘\;
Boc”
80 69: aza
— 70: azacarba | CH,CI,/TFA 1:1
X 70 9 (+2 5% TIPS)
_2 60 Edl_Jkt 70a Zwischenprodukt
2 50 - —a— Zwischenprodukt H o
s —A— Produkt 76a HzNYN
)] _ |
2 40 N
2 Boc
3 30
o CH,CI,/TFA 1:1
I 20 (+ 5% TIPS)
107 Produkt H o
0 « T T ¢ T 2 g g 1 HoN N
100 200 300 400 500 600 \ﬂ;

Reaktionszeit t [min] 75: aza
76: azacarba
Abbildung 4.7: Untersuchung der Boc-Entschiitzung am Beispiel des azacarba-RGD-

Mimetikums 70e.

Die Entschiitzung verlduft relativ langsam. Nach 4 Stunden ist das Edukt 70e
vollstdndig zum mono-Boc-geschiitzten Zwischenprodukt umgesetzt. Die Abspaltung
der zweiten Boc-Gruppe zum Produkt 76e ist jedoch auch nach 6 bis 7 Stunden erst zu
ca. 85 % verlaufen. Trotz dieses Reaktionsverlaufs erhélt man bei der Abspaltung der
RGD-Mimetika vom Harz innerhalb von zwei Stunden nahezu vollstindig das zwei-
fach entschiitzte Produkt. Dieser vermeintliche Widerspruch ergibt sich vermutlich aus

der Aufkonzentration der TFA bei der Entfernung des Losungsmittelgemischs.

Nebenreaktion bei der Abspaltung

Bei der Abspaltung des azacarba-RGD-Mimetikums 76a vom Harz mit
Trifluoressigsdure trat eine Nebenreaktion auf, die von C. Gibson bei einer dhnlichen
N-alkylierten Verbindung ebenfalls beobachtet wurde (siche Schema 4.17).2*! Die
HPLC-MS-Analyse zeigte neben dem gewiinschten Produkt ein unpolareres Neben-

produkt mit einer um m/z 18 reduzierten Molekiilmasse.
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Durch 2D-NMR-Untersuchungen konnte die Struktur des Nebenprodukts aufgeklért
werden (am Beispiel der in Kapitel 4.11 beschriebenen Verbindung c64k). Dabei
handelt es sich um das cyclische Kondensationsprodukt einer Hydrazin-NH-Gruppe
mit der freien Sdure. Diese intramolekulare Cyclisierung wird vermutlich durch saure
Katalyse der TFA ermdoglicht und durch die Bildung des Sechsrings begiinstigt.

Dieses Nebenprodukt wurde auch spéter bei einigen guanylierten azacarba-RGD-
Mimetika beobachtet: 74a (30 %), 74b (30 %), 74c (20 %), 74d (10 %), 74e (10 %),
74k (30 %). Im Fall guanylierter aza-RGD-Mimetika trat diese Reaktion bei der
Abspaltung vom Harz nur selten und maximal zu 5 % auf. Diese Nebenreaktion konnte
unterdriickt werden, indem die Abspaltlésung mit Dioxan verdiinnt wurde. Da Dioxan

(101 °C) einen hoheren Siedepunkt besitzt als TFA (72 °C), wurde so eine zu hohe

H H O N
BOC/NTNO)kN/N o\O
N H o o)

Boc” = |
70P X
R

CH,CI,/TFA 1:1

|

N

T : i pﬁ
\\ NH

Sdurekonzentration Verhlndert.

Schema 4.17: Entstehung der cyclischen Nebenprodukte ¢76 durch sauer katalysierte

Kondensation bei der Abspaltung vom Harz.

Die Cyclisierung wurde erstaunlicherweise auch nach der HPLC-Trennung der aza-
RGD-Mimetika 64b und 640 zu jeweils 20 % beobachtet. Diese Nebenprodukte ent-
standen allerdings erst bei der Entfernung der HPLC-Losungsmittel, die 0.1 % TFA
enthalten, durch die Aufkonzentration der Sdure. Durch Lyophilisieren der Losungs-
mittel wird die Aufkonzentration und damit die Bildung der cyclischen Produkte

verhindert.
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4.9 Festphasensynthese der RGD-Mimetika-Bibliotheken

Nachdem die unterschiedlichen Reaktionen fiir den Aufbau von aza- und azacarba-
RGD-Mimetika an fester Phase optimiert worden waren, konnte die Parallelsynthese
der Bibliotheken in Angriff genommen werden. Ziel der Bibliothekssynthese sollte es
sein, durch eine Kombination aus rationalem und kombinatorischem Ansatz Verbin-
dungen mit verbesserten Eigenschaften beziiglich biologischer Aktivitit und/oder
pharmakokinetischer Parameter herzustellen. Aus diesem Grund sollten die Biblio-
theken nicht alle moglichen Kombinationen der vorgestellten Bausteine A-D be-

inhalten.

4.9.1 Synthese ausgewihlter RGD-Mimetika

Um fiir die Parallelsynthese der Bibliotheken eine sinnvolle Auswahl der
einzusetzenden Bausteine treffen zu konnen, wurden zu den bereits beschriebenen

RGD-Mimetika weitere Verbindungen synthetisiert (siche Tabelle 4.6).

o}

H
_N
Base\N/\/\)J\N \[rX COOH
H H o}
]
X

Tabelle 4.6: Ausgewdhlte RGD-Mimetika.

Verb. analog Rest R X Base Auswirkung
77a 75a H NH Guanidin 20-fach geringere
78a 76a H CH, Guanidin ovP3-Affinitét /
T7c 75¢ Cl NH Guanidin geringere olIbf3-
78c 76¢ Cl CH, Guanidin Selektivitit
64n 64 (H) NH Aminopyridin
65n 65 (H) CH, Aminopyridin Verlust
640 64 (isoProp) NH Aminopyridin der avp3-
64p 64 (Nip)“ NH Aminopyridin Affinitét

64h 64a 2-NO, NH Aminopyridin

64g 64a 4-Phenyl NH Aminopyridin  spédter synthetisiert

“Nip : Nipecotinsiure als Baustein A;.
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Diese RGD-Mimetika wurden analog den in den vorhergehenden Kapiteln
besprochenen Synthesen hergestellt. Dabei sollten vor allem die Kombination ver-
schiedener Spacer- und Basenbausteine, sowie die Bedeutung des Aromaten am Séure-
baustein untersucht werden. Die Untersuchung von Struktur-Wirkungs-Beziehungen
wird in Kapitel 5.2 beschrieben. An dieser Stelle soll nur kurz die Bedeutung einzelner
Gruppen bzw. Kombinationen im Hinblick auf die Parallelsynthese der Bibliotheken
angesprochen werden.

Bei der Verwendung des Alkylspacers in Kombination mit Guanidin als Base
(RGD-Mimetika 77a,c und 78a,c) verliert man aufgrund von Entropie-Effekten av[33-
Integrinaffinitdt (bis zu 50-fach) und Selektivitit gegeniiber allbf3 (bis zu 400-fach).
Fiir die Parallelsynthese wurde Guanidin deshalb nur in Kombination mir Arylspacer
eingesetzt. Da dieser Effekt bei Amidin als Base ebenfalls zu erwarten ist, wurde auch
in diesem Fall nur der aromatische Spacer verwendet. Dariiberhinaus wurde Amidin
nur in azacarba-RGD-Mimetika eingebaut, von denen man sich bessere pharmako-
kinetische Eigenschaften erhoffte. Die Kombination aus Arylspacer und Aminopyridin
als Basenbaustein (Verbindung 66k) fiihrte ebenfalls zu einem deutlichen avf3-
Affinitdtsverlust (40-fach). Deshalb wurde Aminopyridin nur in Verbindung mit einem
Alkylspacer eingesetzt.

Der Einbau der Saurebausteine A; und A, fiihrt zu hochaffinen Verbindungen.
Deshalb wurden beide Bausteine fiir die Synthese der Bibliotheken verwendet. Die
Entfernung des Aromaten von Baustein A (Verbindungen 64n,0,p, 65n) fiihrt hingegen
zu einem starken Affinititsverlust, wie auch die Verwendung von ortho-Substituenten
(Verbindung 64h). Aus diesem Grund wurden ausschlieSlich aromatische Sdurebau-

steine mit unterschiedlichen meta- und para-Substituenten eingesetzt.

4.9.2 Parallelsynthese von RGD-Mimetika-Bibliotheken

Abbildung 4.8 zeigt die Auswahl der Bausteine, die in der Synthese eingesetzt
werden sollen. Durch die Unterteilung in aza- und azacarba-Verbindungen werden die

beiden Bibliotheken 1 und 2 erhalten.
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Fiir die Synthese von Bibliothek 1 werden 10 Saurebausteine A; und 2 Kombi-
nationen aus Spacer und Basenbaustein verwendet und man erhélt 20 Verbindungen.
Bibliothek 2 enthélt 8 verschiedene Saurebausteine A, und drei CD-Kombinationen,

wodurch man 24 Verbindungen erhilt.

aza-Bibliothek 1: azacarba-Bibliothek 2:
X = NH X =CH,
ﬁl 5 G
Q:
C
é F F g
OCF3 F Cl Br D
2]
- g :
=}
9@ ét L&L ’
NO, ClI Cl
OMe
H H
HoN N N
i D
NH \©/ NH \©/ &
o)
H 5
= I N~ 8
N
Einbau nur in Einbau in beide Einbau nur in
aza-Bibliothek Bibliotheken azacarba-Bibliothek
H O H H H O H
Base /N\ Spacer )]\N/N\H/N COOH Base AN spacer )J\N/N COOH
H o H o
1 Q
N N
\R \R
64: spacer = alkyl, Base = Aminopyridin 65: spacer = alkyl, Base = Aminopyridin
75: spacer = arom, Base = Guanidin 76: spacer = arom, Base = Guanidin

72: spacer = arom, Base = Amidin

Abbildung 4.8: Bausteine A und CD fiir die Parallelsynthese der aza- und azacarba-
RGD-Mimetika-Bibliothek.
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Zur Durchfiihrung der Parallelsynthese wurde fiir jede Verbindung ein eigenes
Reaktionsgefdll verwendet (Spritze mit Fritte). Zundchst wurden die Bausteine AB an
fester Phase entsprechend der in Kapitel 4.8.2 vorgestellten Synthese aufgebaut. Die
Umsetzung von TCP-Harz mit Sdurebaustein A; ergab eine Harzbelegung zwischen
0.45 und 0.70 mmol/g belegetes Harz bzw. zwischen 0.36 und 0.56 mmol/g belegetes
Harz fiir den kombinierten Baustein A,B, (siehe Kapitel 8.3.2, Tabelle 8.1 und Tabelle
8.2). Die Aufteilung der Sédurebausteine in einzelne Reaktionsgefile fand im An-
schluss an die Harzbelegung statt. Entsprechend der in Kapitel 4.8 beschriebenen Syn-
thesen wurden die weiteren Bausteine C und D eingefiihrt. Nach der Abspaltung vom
Harz wurden die einzeln hergestellten RGD-Mimetika mittels préparativer HPLC
gereinigt.

Die Untersuchung der biologischen Aktivitit dieser Verbindungen beziiglich ver-

schiedenen Integrinrezeptoren wird in Kapitel 5 beschrieben.

4.9.3 Probleme bei der Synthese der RGD-Mimetika-Bibliotheken

Bei der Festphasensynthese einiger Amidine erfolgte keine vollstindige
Amidinylierung. Der Anteil des entsprechenden Anilins nach der Abspaltung vom
Harz lag bei 10 % (72¢), 15 % (72d) und 20 % (72¢g). Eventuell hatte sich das zur
Amidinylierung verwendete Acetimidat 35 teilweise zersetzt. Die Reinigung dieser
Verbindungen war problematisch, da analoge Aniline und Amidine sehr &hnliche
Retentionszeiten besitzen. Die Ausbeute nach der HPLC-Reinigung sank bei diesen
Verbindungen auf 10-15 %.

Bei der Synthese der zwei Nitroverbindungen 72i und 75i konnten die gewiinschten
Produkte nicht isoliert werden. Eine Untersuchung der harzgebundenen Siurebausteine
zeigte, dass sich bereits diese Verbindungen vollstindig zersetzt hatten. Die Lagerung
festphasengebundener Nitroverbindungen ist auch unter Lichtausschluss nur kurze Zeit

moglich.
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4.10 Synthese der RGD-Mimetika in Losung

Die Festphasensynthese ist fiir die Synthese von Verbindungs-Bibliotheken, d. h.
einer groBeren Anzahl an Verbindungen in kleiner Menge (Milligramm-MaBstab),
ideal geeignet. Fiir die Herstellung einzelner Verbindungen in groBerer Menge
(Gramm-MafBstab) ist eine Ubertragung von der Festphasen- auf die Losungssynthese
empfehlenswert. Sie ist kostengiinstiger, die Reaktionszeiten in Losung sind kiirzer
und grofBere Mengen sind besser zu handhaben. Das 3,5-Dichlor-substituierte aza-
RGD-Mimetikum 64k sollte fiir in vivo-Untersuchungen der Tumoraktivitét in einer
Menge von 400 mg hergestellt werden (siche Kapitel 6.3). Aus diesem Grund wurde
die Synthese der RGD-Mimetika in Losung ausgearbeitet.

Der Aufbau der RGD-Mimetika soll dabei entsprechend dem Aufbau an fester
Phase durchgefiihrt werden, d. h. angefangen mit dem Sédurebaustein A in N-terminaler
Richtung. Ein wichtiger Punkt der Synthese ist die Wahl einer geeigneten Schutz-
gruppenstrategie. Die in der Festphasensynthese verwendete Fmoc-Strategie eignet
sich hierfiir weniger gut, da die abgespaltene Schutzgruppe bzw. das fiir die Abspal-
tung verwendete Piperidin nur schlecht aus der Reaktionslosung entfernt werden kann.
Eine héufig in der Losungssynthese angewandte Methode ist die Verwendung der Boc-
Gruppe als tempordre Schutzgruppe. Bei Abspaltung mit Trifluoressigsdure entstehen
lediglich CO, und isoButen, die bei Raumtemperatur fliichtig sind. Ebenso lésst sich
Trifluoressigsdure gut durch Destillation im Vakuum entfernen. Nach Festlegung der
tempordren Schutzgruppe ist man in der Auswahl der permanenten, C-terminalen
Schutzgruppe starker eingeschriankt:

e Die Schutzgruppe sollte einfach eingefiihrt werden konnen,

e sie muss unter den Abspaltungsbedingungen der Boc-Gruppe (stark sauer)
stabil sein und

e die Verbindung muss stabil gegeniiber den Abspaltungbedingungen der

permanenten Schutzgruppe sein.

Die Ethylestergruppe erfiillt diese Bedingungen. Sie wird im alkalischen Medium

wieder entfernt.
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4.10.1 Synthese von aza-RGD-Mimetika

Die Ausarbeitung der Losungssynthese wurde am Beispiel der aza-Verbindung 64k
durchgefiihrt und ist in Schema 4.18 dargestellt. Der erste Schritt der Synthese bestand
in der Einfilhrung der permanenten Schutzgruppe. Die B-Aminosidure 11k wurde in
Ethanol suspendiert und mit Thionylchlorid versetzt, wobei der Ethylester 79 mit einer

Ausbeute von 92 % erhalten wurde.

) Os
1.2 Aqg. SOCl, 2 Aq. Phos ~Cs
H,N OH H,N o) q. Phosgen, N o)
2 EtOH, -20°C 2 ~~" NaHCOs, CH,Cl,, ~
e} — reflux, 2 h e} 0 °C, 10 min (o)
92% 8
cl cl ° cl cl 93% cl cl
11k 79 80
H H H H
. Boc. N N (0) _N N (0]
1 Aq. Boc-Hydrazin (81), N" " 10% TFA, CH,Cl,, HN g ~
THF, RT, 1d H 0 o) 0°C,4.5h 0 0
97% - 98%
cl cl cl cl
82 83

) ) Z "N O W H
1.4 Ag. EDCI, 1.4 Ag. HOB, \ | /\/\)]\ N N 0
4.8 Ag. DIPEA, DMF, RT, 4 d N N~ \n/ "R
1.4 Aqﬂ 0
A N/\/\)]\OH cl cl

40 H

84 R=Et (Ausbeute 81%)

1.3 Ag. NaOH, @%

MeOH, RT, 22 h 64k R=H (gesamt60%)

Schema 4.18: Ausarbeitung der Synthese des aza-RGD-Mimetikums 64k in Losung.

Die Einfiihrung des aza-Glycins erfolgte durch Uberfiihrung der Aminogruppe in
ein Isocyanat und Umsetzung mit N-Boc-Hydrazin (81). Zur Synthese des Isocyanats
80 wurde der Aminosdureester 79 mit einer Losung von Phosgen in Toluol dhnlich der
in Kapitel 4.4 beschriebenen Darstellung des aktivierten Bausteins B; durchgefiihrt.***!
Dazu wurde 79 in einer 1:1-Mischung aus CH,Cl, und wissriger NaHCOj;-Lsung

suspendiert und mit einem zweifachen Uberschuss an Phosgen versetzt. Nach einer
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Reaktionszeit von 10 Minuten konnte das Produkt 80 mit einer Ausbeute von 93 %
isoliert werden. AnschlieBend wurde das Isocyanat 80 mit N-Boc-Hydrazin (81) in
THF vollstindig zu dem Boc-geschiitzten A;B;-analogen Baustein umgesetzt.

Vor der Umsetzung mit dem CD-Baustein 40 musste zundchst die Boc-Schutz-
gruppe entfernt werden. Bei der Entschiitzung von 82 mit 10 %iger TFA in CH,Cl, bei
Raumtemperatur entstand nach 6 Stunden neben dem gewiinschten Produkt 83 zu 15 %
die mit TFA acetylierte Verbindung als Nebenprodukt. Nach Verdnderung der
Reaktionstemperatur auf 0 °C konnte 83 zu 100 % erhalten werden. Die Kupplung der
Pyridylaminopentansdure 40 wurde nach géngigen Methoden der Peptidsynthese in
Losung durchgefiihrt. Zunichst wurde 40 mit je einem Aquiv. EDCI, HOBt und 3
Aquiv. DIPEA voraktiviert. Nach einer Stunde wurde 83 zugegeben und bei Raum-
temperatur umgesetzt. Da die Reaktion nach 10 Stunden erst zu 50 % verlaufen war,
wurden nochmals 0.4 Aquiv. der aktivierten Pyridylaminosiure zugegeben. Die
Umsetzung zum Ethylester-geschiitzten Produkt 84 verlief sehr langsam und war erst
nach 4 Tagen vollstindig beendet. Durch mehrmalige Extraktion konnte der Uber-
schuss an EDCI, HOBt und 40 entfernt werden. Die Ausbeute des isolierten Produkts
betrug 81 %.

Zum Schluss musste die permanente Schutzgruppe wieder entfernt werden. Hierzu
wurde der Ethylester 84 mit 1N NaOH iiber eine Reaktionszeit von 22 Stunden
verseift. Das Produkt 64k konnte bei einem pH-Wert von 5-6 gefillt und in einer
Ausbeute von 91 % in hoher Reinheit (>95 %) isoliert werden. Die Gesamtausbeute

der 6-stufigen Reaktion ausgehend von der B-Aminosdure 11k betrug 60 %.

4.10.2 Synthese von azacarba-RGD-Mimetika

Die Synthese von azacarba-RGD-Mimetika in Ldosung lédsst sich relativ einfach
durchfiihren. Der Unterschied zur Synthese der aza-RGD-Mimetika besteht im Aufbau
des geschiitzten Bausteins A,B,. Schema 4.19 zeigt die Reaktion des Anhydrids 25k
mit N-Boc-Hydrazin (81) entsprechend den in Kapitel 4.5 beschriebenen Reaktions-

bedingungen. Die Boc-geschiitzte Verbindung 85 konnte in einer Ausbeute von 96 %
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isoliert werden. Fiir weitere Umsetzungen musste anschlieBend die freie Carbonsdure
geschiitzt werden.

Die Veresterung einer freien Saure wird in der Regel sauer katalysiert durchgefiihrt.
Das bei basischer Katalyse gebildete Carboxylation reagiert nur noch sehr langsam.
Eine relativ milde Methode zur Veresterung wird von K. Ueda beschrieben.**”! Dabei
wird die entsprechende Sdure in Ethanol bei 80 °C mit para-Toluolsulfonsdureethyl-
ester (86) umgesetzt. Bei der Durchfiihrung dieser Reaktion mit der Saure 85 entstand
jedoch als Hauptprodukt das Boc-entschiitzte Derivat 87, widhrend das gewiinschte
Produkt 88 nur in Spuren zu finden war. Darauthin wurde eine Methode von Cervantes

t.127% Die Veresterung

et al. untersucht, die mit KHCO; als fester Base in DMF arbeite
durch Zugabe eines Uberschusses an Ethyliodid ergab das Produkt 88 nach 4 Stunden
in einer Ausbeute von 82 % und hoher Reinheit.

Eine interessante Methode ist die von Chen et al. beschriebene Veresterung und
gleichzeitige Entschiitzung einer Boc-geschiitzten Aminosdure.”’"! Hierbei wird die
Aminosdure tempordr mit TMS-Chlorid geschiitzt. Bei der Reaktion mit der Carbon-

saure freiwerdendes HCI spaltet die Boc-Schutzgruppe und der Silylester reagiert mit

dem als Losungsmittel eingesetzten Alkohol.

N OH
1.1 Aq. Ethyl-Toluol-
sulfonat (86) o o
EtOH, reflux, 24 h

OxO~0 Cl Cl
1 Aqg. Boc- H
g. B! Boc., .N OH 87
Hydrazin (83), N
THF, reflux, 24 h H o o}
96% -
Cl Cl Cl Cl
H
25k 85 i Boc\N,N O
1.6 A_q. Ethyliodid H
1.1 Aq. KHCO; 0 0
DMF, RT, 4 h
Cl Cl
88

Schema 4.19: Synthese des doppelt geschiitzten, kombinierten azacarba-Bausteins

A,B; in Losung.
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Mit den in diesem Kapitel dargestellten Synthesen lassen sich hochaffine und
hochselektive Integrinantagonisten mit guten pharmakokinetischen Eigenschaften sehr
einfach herstellen. Die Synthese des in der klinischen Entwicklung befindlichen
cyclischen Peptids cyclo(RGDf[NMe]V) 2 ist sehr aufwindig und teuer. Die Herstel-
lung der nichtpeptidischen aza- und azacarba-RGD-Mimetika ist dagegen im Vergleich
unkompliziert und sehr giinstig. Ausgehend von dem substituierten Benzaldehyd, Boc-
Hydrazin, Aminopyridin und Brompentansdureethylester konnen die RGD-Verbin-

dungen in 9 Synthesestufen in hohen Ausbeute hergestellt werden.

4.11 Synthese von Prodrugs

Durch den Einsatz von Prodrugs lassen sich Resorptionseigenschaften (orale
Bioverfiigbarkeit), sowie pharmakokinetische Parameter verbessern (siehe Kapitel
3.4). Die am héufigsten verwendete Modifizierung eines Wirkstoffs mit Carbonséure
ist die Esterfunktionalisierung mit Ethanol als Alkohol. Wichtig ist, dass bei der
Zersetzung des Prodrugs im Korper keine toxischen Produkte gebildet werden. Der
Einsatz amidischer Prodrugs ist wegen der hohen Stabilitit seltener, aber auch
moglich.

Das Prodrug-Konzept sollte am Beispiel des hochaffinenen, oral verfiigbaren aza-
RGD-Mimetikums 64k untersucht werden. Dazu sollten die in Abbildung 4.9
dargestellten Prodrugs synthetisiert werden. Die Verwendung von Ethylester-Prodrugs
ist fiir verschiedene, oral verfiigbare ollbB3-Antagonisten beschrieben, die sich
teilweise in der klinischen Entwicklung befinden.*”>*"*! Neben dem Ethylester sollte
der Pivaloyloxymethylester (POM) hergestellt werden, der unter anderem im Bereich
der B-Lactamantibiotika!”’®, HIV-Hemmer wie PMEA (9-[2-(Phosphonomethoxy)-

ethyl]adenine)*’”! oder Angiotensin-II-Antagonisten'*’™

eingesetzt wurde. Als weitere,
interessante Prodrug-Variante erschien das cyclische Diazandion, das durch sauer

katalysierte Cyclisierung von 64k synthetisiert werden sollte.
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| /\/\)J\
S N N \ﬂ/N
H H o o)
Bk ¢ cl
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Cyclisierung
1.5 Aq. Pivalinsaure-
chlormethylester (89),
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Abbildung 4.9: Prodrugs des aza-RGD-Mimetikums 64k.

Die Synthese des Ethylesters 84 ist bereits in Kapitel 4.10.2 beschrieben. Zur
Synthese des Pivaloyloxymethylesters 90 wurde das aza-RGD-Mimetikum 64k in
DMAc mit K,COs als Base und Pivalinsdurechlormethylester (89) umgesetzt.””’® Die
Umsetzung bei 50 °C war nach 3 h abgeschlossen, wobei als Produkt jedoch voll-
stindig das bereits in Kapitel 4.8.7 beschriebene Kondensationsprodukt ¢64k entstand.
Vermutlich reagiert der primér gebildete Pivaloylester sofort durch intramolekulare
Cyclisierung zu Verbindung c64k weiter. Nach Reinigung der Verbindung mittels
praparativer HPLC wurde c64k ebenfalls als Prodrug eingesetzt. Die Ergebnisse der

Pharmakokinetik-Untersuchung werden in Kapitel 6.1 beschrieben.
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5 INVITRO-STUDIEN VON RGD-MIMETIKA

Die parallele Festphasensynthese der aza- und azacarba-RGD-Mimetika wurde mit
dem Ziel durchgefiihrt, neue Integrinliganden zu finden. In diesem Kapitel werden die
Bindungs-Affinititen der Substanzen an den isolierten Integrinrezeptoren avp3, avps,
avp6 und ollbB3 untersucht. Die Untersuchungen wurden von der Firma Merck

KGaA, Darmstadt, im Labor von Dr. S. Goodman durchgefiihrt.

5.1 Affinitats-Studien an isolierten Integrinrezeptoren

Die verwendeten av-Integrine wurden aus Plazenta und das allbB3-Integrin aus
Blutplédttchen menschlichen Ursprungs isoliert bzw. als 16sliche Integrinrezeptoren

t.*”) Die natiirlichen Liganden Vitronectin (avf3, avp5),

gentechnisch hergestell
Fibronectin (avf6) und Fibrinogen (allbB3) wurden aus humanem Plasma isoliert. Die
immobilisierten Integrine wurden in einem Verdriangungsexperiment mit dem l6slichen
biotinylierten Liganden und der Testsubstanz inkubiert. Aus Messungen bei verschie-
denen Konzentrationen liel sich nach enzymatischer Anfirbung des biotinylierten
Liganden photometrisch die Inhibierungskonstante (ICsy) bestimmen. ICs, ist die
Konzentration an Testsubstanz, die bendtigt wird, um 50 % der maximalen Rezeptor-

inhibierung zu erreichen. Definitionsgemal ist eine Verbindung ein um so stdrkerer

Inhibitor des entsprechenden Rezeptors je kleiner die ICs,-Konstante ist.

Die Ergebnisse der biologischen Untersuchungen sind in Tabelle 5.1 (Bibliothek 1)
und Tabelle 5.2 (Bibliothek 2) zusammengefasst. Der in den Tabellen angegebene
cLog P ist ein MaB fiir die Lipophilie der Verbindung (siehe Kapitel 3.2.1).
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Tabelle 5.1: Inhibierungsuntersuchung der H L H H
. Base »~ ™ spacer N/N\H/N COOH
aza-RGD-Mimetika (Bibliothek 1) beziiglich H &
z
ihrer Bindung an verschiedene Integrine. \\|
R

Integrin, ICsy [nM]“

Verb. R Base” Spacer’ cLog P avB3 avBfS5 avpf6 ollbp3
GRGDSPKY — — 803 1000 — — >10"
1 c¢®RGDfV)Y — — 253 2 — — 850

9¢  (carboxamid) Gua aryl 242 150 6000  10*  >10"

75a H Gua aryl 0.70 0.8 280 n.b. 8500
75b 4-F Gua  aryl 0.86 57 1000 8.8 10*

75¢ 4-Cl Gua  aryl 1.26 0.1 100 6.0 5500
75d 4-Br Gua  aryl 1.53 13 >100 4.0 >1000

75e 4-OCH;  Gua aryl 058 09 >1000 4.3  >1000
75f 4-OCF;  Gua aryl 223 3.5 10* 43 >1000
75j 3-F,5-F  Gua aryl 1.02 57  >100 12 >1000
75k 3-CL5-Cl  Gua  aryl 1.82 1.0  >100 1.4  >1000
751  (1-Naphthyl) Gua  aryl 1.70 27 >1000 110  >10°

64a H Apy alkyl  1.64 37 10* 32 >10*
64b 4-F Apy alkyl  1.80 48  >1000 23 >10"
64c 4-Cl Apy alkyl 220 0.3 710 20 7000
64d 4-Br Apy alkyl 247 7.5 800 27 n.b.

64de 4-OCH;  Apy alkyl 1.52 42 >1000 49  >10°
64f 4-OCF;  Apy alkyl  3.17 120  >10* 18 n.b.
64i 3-NO, Apy  alkyl — 1.8 290 20 >10"
64; 3-F,5-F  Apy alkyl  1.96 14 >100 19  >10*
64k  3-CL5-Cl  Apy alkyl 276 64 2500 1.7  >10°
641 (1-Naphthyl) Apy alkyl 2.64 140 6800 10-100 n.b.

“n.b. = nicht bestimmt. ” Apy = Aminopyridin, Gua = Guanidin; ¢ aryl = 1,3-subst. Benzol, alkyl =
—(CH,),—; “ die Peptide GRGDSPK und cyclo(RGDfV) wurden als Referenz in den Rezeptor-Bin-
dungsassays verwendet; ¢ S-Enantiomer.
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Bibliothek 1 der aza-RGD-Mimetika lédsst sich anhand der Bausteine C und D in
zwei Gruppen mit jeweils 10 Verbindungen einteilen. Die avB3- und avp6-Aktivititen
der Verbindungen mit Guanidin und Arylspacer liegen im nanomolaren bzw. teilweise
sogar subnanomolaren Bereich, wihrend keine Affinitdt zum allbf3-Rezeptor beob-
achtet wird. Diese auBlerordentlich hohe Selektivitit gegeniiber allbB3 liegt durch-
schnittlich bei drei Zehnerpotenzen. Dagegen zeigen die Verbindungen lediglich (sub)-
mikromolare avf5-Aktivitit. Die Substanzen mit der CD-Baustein-Kombination aus
Aminopyridin und Alkylspacer zeigen einen Verlust an Bindungsaffinitit zu allen
untersuchten Integrinrezeptoren um etwas weniger als eine GroBBenordnung. Lediglich
die auBerordentlich hohe avp3-Aktivitdt der 4-Chlor-substituierten Verbindung 75¢
bleibt nahezu erhalten (ICsy 0.1 bzw. 0.3 nM).

Bei den in Tabelle 5.2 dargestellten azacarba-RGD-Mimetika der Bibliothek 2 ist
mit dem Methylamidin ein weiterer Basenbaustein D eingefiihrt. Diese Bibliothek kann
man somit in drei Gruppen unterteilen. Im Vergleich mit Bibliothek 1 werden keine
groflen Unterschiede beobachtet. Die avp3-Affinitit der guanylierten Verbin-dungen
liegt ebenfalls im unteren nanomolaren Bereich mit einer hohen Selektivitit zu dem
Blutpléttchenrezeptor allbB3. Die Affinitit dieser Verbindungen zu ovp6 ist mit ICs,-
Werten im Bereich von 10 bis 140 nM zwar immer noch sehr hoch, aber um ca. eine
GroBenordnung niedriger als zu avp3. Eine Ausnahme bildet die unsubstituierte
Verbindung 76a, die keine avp6-Inhibierung zeigt. Es ist nahezu keine Affinitit der
azacarba-Verbindungen zu dem avf5-Integrinrezeptor zu beobachten (mikromolare
ICso-Werte), d. h. eine hohe Selektivitit. Der Ubergang zu den amidinylierten Verbin-
dungen — also der Austausch einer Guanidin-NH,- durch eine CH;-Gruppe — flihrt zu
einem Affinititsverlust gegeniiber dem avp3- und avp6-Rezeptor um ein bis zwei
Zehnerpotenzen. Die Gruppe der Aminopyridin-Verbindungen zeigt im Vergleich mit
den Guanidin-Verbindungen, dhnlich wie bei Bibliothek 1, eine um den Faktor 10

geringere av3-Aktivitit. Die Affinitit zu den anderen Integrinen ist anndhernd gleich.
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Tabelle 5.2: Inhibierungsuntersuchung der - /H\ )(J)\ /H
ase spacer N COOH
azacarba-RGD-Mimetika (Bibliothek 2) bzgl. H 0 _
ihrer Bindung an verschiedene Integrine. N \|R
Integrin, ICso [nM]*

Verb. R Base” Spacer’ cLog P avB3 avBfS5 avpf6 ollbp3
76a H Gua  aryl 1.13 15 280  >10"  >10°
76b 4-F Gua aryl 1.28 4.0 >1000 140  >1000
76¢ 4-Cl Gua aryl 1.68 1.8  >1000 33 >1000
76d 4-Br Gua aryl 1.95 1.9  >1000 32 >1000
76e 4-OCHj; Gua aryl 1.00 1.3 >1000 34 >1000
76g  4-Phenyl Gua  aryl 2.80 0.7 10* 12 1000
76i 3-NO, Gua aryl 0.61 2.7 >1000 24 >100
76k 3-CL5-C1  Gua aryl 2.24 1.7 370 18 >100
72a H Ami  aryl 1.44 23 >1000 1000  >10°
72b 4-F Ami aryl 1.60 160 >1000 >100 >1000
72¢ 4-Cl Ami aryl 2.00 160 7400 n.b. 8000
72d 4-Br Ami aryl 2.27 42 >100 1100 >1000
72e 4-OCHj; Ami aryl 1.31 37 >10* 1600  >1000
72g 4-Phenyl Ami aryl 3.11 26 >1000 790 >100
72k 3-CLL5-C1  Ami aryl 2.55 5.9 620 10-100 n.b.
65a H Apy alkyl 2.07 7.3 320 10-100 >10*
65b 4-F Apy alkyl 2.23 35 9400 10-100 n.b.
65¢ 4-Cl Apy alkyl 2.63 15 4600 10-100 n.b.
65d 4-Br Apy alkyl 2.90 6.2 6100  >100 9000
65e¢ 4-OCH;  Apy alkyl  1.94 22 >100 220  >10°
65g 4-Phenyl Apy alkyl 3.74 3.5 8700 53 3000
65i 3-NO, Apy  alkyl — 110 6400 nb.  >10"
65k 3-CL5-Cl  Apy alkyl  3.19 60 5700 44  >10°

“n.b. = nicht bestimmt; ° Ami = Amidin, Apy = Aminopyridin, Gua = Guanidin ¢ aryl = 1,3-subst.

Benzol, alkyl = —(CH,)4—.
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Tabelle 5.3: Inhibierungsuntersuchung aus- H o
gewdhlter aza- und azacarba-RGD-Mimetika 'B2se N spacer )J\H/N\n’ X COOCH
beziiglich der Bindung an verschiedene Inte- ° ¢ |
grinrezeptoren. S R
Integrin, ICs, [nM]*
Verb. R X  Base” Spacer cLogP avB3  avBfS avp6 ollbp3
77a H NH Gua alkyl -026 40 26 460 1000
77¢  4Cl  NH Gua alkyl 029 190 3600 >10* n.b.
64n (H) NH Apy alkyl -070 1400 >10* >100 n.b.
640 (isoProp) NH Apy alkyl 1.14 1300 >10* >10* nb.
6dp (Nip) NH Apy alkyl 064 >10° >10" >10" nb.
6dg 4Ph  NH Apy akyl 332 14  >10" 10 10*
64h 2-NO, NH Apy alkyl — 9300 >10* >10* nb.
74a H NH Aim alkyl 025 230 >10" 150  >10°
74¢  4Cl  NH Aim alkyl 081 100 >10* 71  >10°
78a H CH, Gua alkyl 016 220 5000 10-100 2300
78¢ 4-Cl CH, Gua alkyl 0.72 n.b. n.b. 560 n.b.
65n (H CH, Apy alkyl 055 2000 >10* >10* >10"
66k 3-Cl15-Cl CH, Apy aryl 354 210 2600 560 n.b.
76m‘ 4-OH CH, Gua aryl 0.74 14 >1000 70  >10°*
65m’ 4-OH CH, Apy alkyl 168 30 >10* 130 >10°

“n.b. = nicht bestimmt; > Aim = Aminodihydroimidazol, Ami = Amidin, Apy = Aminopyridin, Gua
= Guanidin; ¢ aryl = 1,3-subst. Benzol, alkyl = —(CH,),—; ¢ die Synthese dieser Verbindungen ist in
Kapitel 6.2.2 beschrieben.
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5.2 Struktur-Wirkungs-Beziehungen

Mit der Herstellung der Bibliotheken 1 und 2, sowie weiterer, ausgewéhlter
Verbindungen ist die Moglichkeit gegeben, Beziehungen zwischen der Struktur der
RGD-Mimetika und ihrer biologischen Wirkung zu untersuchen. Hierfiir bietet sich

eine Unterteilung in die einzelnen Bausteine A-D an.

Einfluss der Substitution des Siurebausteins

Ausgehend von der Leitstruktur 9 fiihrt der Austausch des Carboxamids von
Sdurebaustein A durch einen Phenylring in Verbindung 75a zu einer deutlichen
Steigerung der avp3-Bindungsaffinitit von 150 nM auf 0.8 nM. Durch diese Verin-
derung kann aullerdem die Lipophilie erhoht werden, was sich in einer Erhéhung des
cLog P um drei Groenordnungen zeigt.

Die Entfernung des Phenylrings, Verbindungen 64n und 65n, sowie der Austausch
durch einen iso-Propylrest (640) verursacht eine drastische Senkung der avp3-Aktivi-
tdt um drei Zehnerpotenzen (ICsy 1.3 bis 2.0 uM). Diese Variationen zeigen die grofle
Bedeutung des Aromaten (oder Amids) in der Ndhe der Carbonsduregruppe flir die
Bindungsaffinitdt zum Vitronectinrezeptor avp3. Die zusétzliche Einschrinkung der
Beweglichkeit durch den cyclischen Sdurebaustein Nipecotinsdure fiihrt zu der voll-
stdndig inaktiven Verbindung 64p.

Ein Vergleich der unterschiedlichen Substitutionsmuster am Phenylring des Séure-
bausteins zeigt eine Zunahme der Affinitit zu oavB3 und avf6 in folgender Reihe:

Phenyl > C1 > Br > H, OMe > 3-CL,5-CI > F > OCF; > (1-Naphthyl).

Die hochste Affinitdt aller Verbindungen beider Bibliotheken zum Vitronectin-
rezeptor avp3 zeigt die guanylierte 4-Chlor-Verbindung 75¢ mit einem ICsy von 0.1
nM. Daneben besitzen Verbindungen mit groen Substitutenten, wie 4-Brom, 4-
Methoxy, 3,5-Dichlor, sowie vor allem 4-Phenyl eine erhohte avp3-Affinitit. Der
Einsatz des Naphthylrestes als Aromat fiihrt dagegen zu einem Aktivitétsverlust um ein

bis zwei Groflenordnungen.
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Fiir eine hohe Aktivitit von 1 nM zum avB6-Rezeptor ist die 3,5-Dichlor-Substi-
tution am giinstigsten (64k und 75k), aber auch dieser Rezeptor favorisiert grofle
Substituenten. Die von Searle hergestellte 3,5-Dichlor-substituierte RGD-Verbindung
5 besitzt zwar ebenfalls hohe avB3-Aktvitit (ICsy 1.1 nM), die Selektivitit beziiglich
alIbp3 ist jedoch relativ schlecht (ICs5y 150 nM).

Die avp5-Affinitét ist bei den unsubstituierten RGD-Mimetika am hochsten, insbe-
sondere bei Verbindung 77a mit Alkylspacer und Guanidin (ICsy 26 nM). Daneben
besitzen die in meta-Position mit elektronenziehenden Resten (NO,, OCF;) substi-
[280]

tuierten Mimetika die groBBte Affinitéit, was auch von Merck gezeigt werden konnte.

GroB3e Substituenten, wie Phenyl werden allerdings in keiner Position toleriert.

Einfluss der Gruppe X des Siurebausteins

Der Vergleich der aza- und der azacarba-Bibliothek ermdglicht eine Aussage tliber
die Bedeutung der Gruppe X. Durch den Ubergang von der NH-Gruppe der P-
Aminosédure zur CH,-Gruppe erhoht sich der cLog P um 0.5 Einheiten. Der Einfluss
von X auf die metabolische Stabilitit bzw. Bioverfiigbarkeit wird in Kapitel 6.1
beschrieben. Die Bindungsaffinitdt zu den verschiedenen Integrinen wird durch X
relativ wenig beeinflusst. Tendenziell sind die aza-RGD-Mimetika insbesondere
gegeniiber dem avp3-Rezeptor etwas aktiver als die azacarba-Verbindungen. Fiir den
avp5-Rezeptor ldsst sich unter Einbeziehung des (aza)-Glycin-Bausteins folgende

Reihe aufstellen!®!!:

H 9 H
Base) spacer )LY’N\H/X COOH
O y |
XX

X =NH -1 log X=NH -1log X =CH,
Y=CH2 Y = NH Y =NH

Abbildung 5.1: Einfluss der Gruppen X und Y auf die av5-Rezeptoraffinitdit.
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Einfluss des Spacerbausteins

Die Verwendung eines Alkyl- anstelle des meta-substituierten Arylspacers (77, 78
bzw. 75, 76) fiihrt bei guanylierten aza- und azacarba-Verbindungen zu einem Verlust
der avB3-Affinitdt um ein bis zwei Zehnerpotenzen. Diese Abnahme der Aktivitdt ldsst
sich durch die groBere Flexibilitdt der Alkylkette und die damit verbundenen Freiheits-
grade erkldren. Geht man von der Additivitit der biologischen Effekte einzelner Bau-
steine aus, sollte demnach der aromatische Spacer auch in Kombination mit anderen
Basenbausteinen zu einer hoéheren Aktivitdt fithren. Die Verkniipfung des
aromatischen Spacers mit dem Basenbaustein Aminopyridin, am Beispiel von
Verbindung 66k, fiihrt jedoch zu einem deutlichen Aktivitdtsverlust (ICsy 210 nM)
verglichen mit den analogen Verbindungen 76k (ICsy 2 nM) und 65k (ICsy 6 nM).
Vermutlich sind hierfiir sterische Effekte des Aromaten verantwortlich, der in
Kombination mit dem starren Spacer zu groB oder zu lang ist. Die besten
Kombinationen der Bausteine C und D sind demnach Aryl-Guanidin und Alkyl-
Aminopyridin.

Einfluss des Basenbausteins

Guanidin ist die auch in der natiirlichen RGD-Sequenz vorkommende Base. Die
Verwendung von Guanidin flihrt zu sehr potenten Integrinantagonisten mit Aktivitdten
im nanomolaren Bereich. Der Ubergang zu Amidin als Base entspricht einem
Austausch der endstdndigen NH,- durch eine CH;-Gruppe. Nimmt man fiir allbp3
eine end-on-Bindung und fiir avP3 eine side-on-Bindung an (siehe Kapitel 3.5.4), so
sollte sich die avp3-Affinitit nicht verdndern. Man beobachtet jedoch eine bis zu 50-
fache Abnahme der Affinitdt zu avp3, sowie auch zu avp6. Lediglich im Fall der 3,5-
Dichlor-Substitution bleibt die avB3-Aktivitidt mit einem ICsy von 6.0 nM (Verbindung
72Kk) nahezu erhalten. Die Aktivitidt beziliglich allbf3 bleibt unverdndert gering.
Anscheinend ist bei den in dieser Arbeit vorgestellten RGD-Mimetika auch die
endstdndige NH,-Gruppe an der Bindung beteiligt. Die Lipophilie wird durch Methyl-
amidin als Base nur geringfiigig gesteigert. Fiir oral verfliigbare Wirkstoffe sind diese

Verbindungen zu polar.
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Der Einbau von Amino-Dihydroimidazol als Base entspricht einer Cyclisierung des
Guanidins durch Ethylenverbriickung. Dadurch wird die Lipophilie der Verbindungen
um etwa 0.5 Einheiten erhoht. Der Vergleich dieser RGD-Mimetika 74a und 74¢ mit
den entsprechenden Guanidinverbindungen 77a und 77c¢ zeigt einen Verlust an avf5-
Affinitdt um 2-3 GroBenordnungen und eine Steigerung der ovP6-Affinitit um bis zu 2
GroBenordnungen. Die Bindung an den av3-Rezeptor dndert sich kaum.

Der Ubergang zu schwicher basischen Gruppen, wie Aminopyridin fiihrt zu einer
deutlichen Erhohung der Lipophilie und des cLog P um eine Einheit. Durch den
Einbau von Aminopyridin in Kombination mit einem Alkylspacer erhdlt man ebenfalls
sehr potente Integrinantagonisten (Verbindungen 64 und 65) mit ICs, Werten im nano-
molaren Bereich. Im Vergleich mit den analogen RGD-Mimetika mit Guanidin oder
Aminodihydroimidazol steigt die avp3-Integrinaffinitit um ein bis zwei Zehner-
potenzen an. Die entsprechenden guanylierten Verbindungen mit Arylspacer 75 und 76
zeigen jedoch eine um den Faktor zwei bis zehn hohere Integrinaffinitdt. Die azacarba-
Verbindungen 65 sind dabei etwas aktiver beziiglich avp3 als die aza-RGD-Mimetika
64. Eine Ausnahme bildet die 4-Chlor-substituierte aza-Verbindung 64c¢, die weiterhin
subnanomolare Aktivitdt besitzt (ICsy 0.3 nM) und damit 50 mal aktiver ist als ihr
azacarba-Analogon 65¢ (ICs, 15 nM). Die Aminopyridin-azacarba-Verbindungen
besitzen die hochsten cLog P Werte im Bereich von 1.6 bis 3.2. Damit bieten diese
lipophilen RGD-Mimetika einen vielversprechenden Ansatz fiir weitere Pharmako-

kinetik-Untersuchungen.

Selektivititsdiagramm

Die Bindung an die verschiedenen av-Integrine findet {iber die RGD-Sequenz statt.
Es besteht daher groBes Interesse, selektiv bindende Integrinantagonisten zu finden.
Diese konnten bei einem Einsatz in der Therapie zu geringeren Nebenwirkungen
filhren und in der Diagnostik eindeutigere Aussagen liefern. Dariiberhinaus sind
unterschiedlich selektive Verbindungen fiir die Untersuchung biologischer Zusammen-

hénge duflerst interessant.
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Mit den in dieser Arbeit synthetisierten Verbindungen konnten mono- und
biselektive avp3- bzw. avp6-Antagonisten hergestellt werden. Alle RGD-Mimetika
besitzen auBerdem eine hohe Selektivitit gegeniiber dem Blutplittchenrezeptor
allbp3. Die Selektivititen der RGD-Mimetika gegeniiber den verschiedenen ov-

Integrinen sind in einem terndren Selektivitdtsdiagramm graphisch dargestellt (siehe

Abbildung 5.2).

avp3

H o H
X \/\)l\
1000 oy

g
100 Merck 1 Oe

IC,, aller Verbindungen: 1000
0.1 bis 40 nM

Selektivitat beziiglich
dem alIlbp3-Rezeptor: 10

10 A n\/\)?\u/\“/n
500 bis 50 000 h& S

X

|
Merck 2

1000

avB5 1000 100 10 1 10 100 1000 OVP6

Abbildung 5.2: Graphische Darstellung der Selektivitit ausgewdhlter RGD-Mimetika
beziiglich den av-Integrinsubtypen avf3, avf5 und avf6 (Verbindungen Merck 1 und

2 stammen von der Firma Merck KGad).**"

In diesem Diagramm reprasentiert jede Ecke einen Integrinsubtyp (avp3, avps,
avp6). Die Selektivititen sind die Verhiltnisse der Aktivititen einer Verbindung zu
zwel Integrinen. Jede Verbindung besitzt also drei Werte fiir die Selektivitét, die durch
einen Punkt in dem Diagramm dargestellt sind. Die Berechnung der Lage der Punkte

lasst sich mit dem ‘Federmodell’ veranschaulichen.
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Man kann sich vorstellen, dass jeder Punkt durch drei Federn mit den Ecken
verbunden ist. Die Stirke der Feder entspricht der Aktivitit der Verbindung. Ist die
Aktivitdt zu einem Integrin deutlich groBer, wird der Punkt sehr stark angezogen und
liegt folglich in der Nédhe der Ecke. Verbindungen in diesen dunkelgrauen Bereichen
sind monoselektiv, wahrend die grauen Bereiche an den Kanten des Dreiecks biselek-
tive Substanzen enthalten. RGD-Mimetika ohne Priferenz fiir einen Rezeptor liegen in
der Mitte des Diagramms (hellgrauer oder wei3er Bereich).

Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurde nur eine kleine Auswahl von Integrin-
antagonisten graphisch dargestellt. Die meisten RGD-Mimetika liegen im grauen
Bereich zwischen avp3 und avf6. Diese biselektiven Verbindungen besitzen nur
geringe Affinitit zu dem avp5-Rezeptor. Wihrend der GroBteil etwas stirker an avf3
bindet, zeigen vor allem die aza-RGD-Mimetika mit Aminopyridin und grof3en Substi-
tuenten am Sdurebaustein (64e, 64k, Merckl) eine bis zu zwei Groflenordnungen
hohere avB6-Affinitiat. Eine Abnahme der avp6-Affinitdt und gleichzeitige Zunahme
der avp5-Affinitit zeigen die unsubstituierten aza-RGD-Mimetika mit Guanidin als
Base (77a, 76a, 9, 72a). Die Cyclopeptide 2, 3 und 4 bevorzugen neben avf3 ebenfalls
den avfB5-Rezeptor. Das aza-RGD-Mimetikum 77a stellt eine triselektive Verbindung
dar, die keinen av-Integrintyp favorisiert (hellgrauer Bereich). Es ist bisher nicht
gelungen, avp5-selektive RGD-Mimetika zu identifizieren. Allerdings liefern die Ver-
bindungen 77a und Merck 2 mit jeweils nanomolarer avB5-Aktivitit bereits erste Hin-

weise fiir die Synthese monoselektiver av5-Antagonisten.

Zusammenfassend kann man sagen, dass nahezu alle RGD-Mimetika sehr potente
avp3-Integrinantagonisten darstellen. Die besten avp3-Antagonisten sind die
Guanylverbindungen mit 4-Chlor-Substitution 75¢ (ICsq 0.1 nM) und 64¢ (ICso 0.3
nM), sowie 4-Phenyl-Substitution, 76g (ICs, 0.7 nM). Die Struktur-Aktivitéts-
Beziehungen beziiglich einer hohen Affinitdt zu den unterschiedlichen av-Integrinen

sind in Tabelle 5.4 zusammengefasst.
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Tabelle 5.4: Struktureller Einfluss, der eine hohe Integrinaffinitdt induziert.

Strukturelle Eigenschaft avp3 avps avp6
Subst. am Aromaten des  grof3; Halogene  klein, e’-ziehend sehr grof3e
Saurebausteins (v.a. Cl) (NO,, OCF») Aromaten
Position des Subst. 3 (und 5) oder 4 3 3 (und 5) oder 4
Gruppe X NH oder CH, NH NH oder CH,
Abstand” Séure — Base 12 Bind. 11 Bind. 11-12 Bind.
Base” Gua, Apy, (Aim) Gua, (Ami) Aim, Gua, Apy,

“ Anzahl an Bindungen vom Kohlenstoffatom der Carbonsdure bis zum ersten NH des Guani-

179

dins;"'™! b Aim = Aminodihydroimidazol, Ami = Amidin, Apy = Aminopyridin, Gua = Guanidin.

5.3 Toxizitats-Studien

Eine erste Voruntersuchung der Toxizitdt in vitro wird in der Regel mithilfe des
Ames-Tests durchgefiihrt (siehe Kapitel 3.3). Die Micro-Screening-Assays wurden im
Institut fiir Toxikologie der Firma Merck KGaA, Darmstadt, von D. Utesch durchge-
fithrt. Die Mutagenitits-Untersuchungen wurden mit den Salmonella Typhimurium
Bakterien-Stimmen TA 1538 und TA 100 in An- und Abwesenheit eines exogenen
Metabolisierungssystems (S9-Mix) durchgefiihrt.**

Der Test ist abgestimmt auf die stark mutagene Nitroverbindung EMD 270292, die
grofe strukturelle Ahnlichkeit zu den untersuchten Substanzen aufweist. Das aza-
RGD-Mimetikum 64k ist sowohl mit als auch ohne metabolische Aktivierung (S9-
Mix) stark mutagen (TA 1538), obwohl 3,5-Dichlorbenzol und Aminopyridin an sich
ein negatives Ergebnis im Ames-Test zeigen. Die azacarba-analoge Verbindung 65k
ist stark cytotoxisch in Konzentrationen, bei denen EMD 270292 positiv ist. Ein
mutagenes Potential konnte durch die Cytotoxizitit {iberdeckt werden. Daher muss fiir

weitere Untersuchungen ein anderes Testsystem gewéhlt werden.
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Tabelle 5.5: Ergebnisse der Mutagenitdtsuntersuchung (Ames-Test).

TA 1538 TA 100
Verb. Struktur + S9-Mix - S9-Mix + S9-Mix - S9-Mix
EMD 270292 dhnliche Nitroverbindung ++ ++ ++ ++
64 + ++ — —

N__N
X N/\/\)I\N Y COOH
k H H o

Cl Cl

)

u X N/\/\)]\N’N COOH a a
65k H H — ? — ?

Cl Cl

Z >N (o] H
\\I /\v/\JJ\,N
N N COOH
65g H H o

“ Eine Aussage iiber die Mutagenitat ist aufgrund von Cytotoxizitdt nicht moglich.

Die entsprechende Biphenylverbindung 65g ist dagegen nicht mutagen. Allerdings
ist der Biphenyl-Substituent als mutagen in Mamma-Zellsystemen beschrieben.
Problematisch ist auch die potentielle Cancerogenitéit von Biphenyl auf den Menschen.
Ein Vergleich dieser drei Verbindungen zeigt, dass die Bisacylhydrazin-Struktur keine
Mutagenitit hervorruft. Das positive Ergebnis von 64k ist demnach entweder auf die
Dichlor-Substitution oder die NH-Gruppe des Séaurebausteins zuriickzufiihren.
Aufgrund der Mutagenitdtsuntersuchungen ist lediglich Verbindung 65g fiir eine

Weiterentwicklung als Wirkstoffkandidat geeignet.
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6 INVIVO-STUDIEN VON RGD-MIMETIKA

Nachdem verschiedene Bindungs- und in vitro-Toxizitétsstudien durchgefiihrt
wurden, muss ein Wirkstoff anschlieend in der sogenannten priklinischen Phase im
lebenden Organismus untersucht werden. Dazu wird die Substanz zunéchst in Ver-
suchen mit mindestens zwei verschiedenen Tierarten — Nagern und Nicht-Nagern —
beziiglich ihrer Wirkung, Toxizitdt und Pharmakokinetik gepriift.

In diesem Kapitel werden verschiedene Untersuchungen vorgestellt, die
Aufschliisse iiber die Verfiigbarkeit, die Verteilung, sowie die Wirksamkeit der RGD-
Mimetika in vivo geben. Im ersten Teil werden Studien zur Bestimmung des pharma-
kokinetischen Wirkstoffprofils an Ratten beschrieben. Der zweite Abschnitt behandelt
die radioaktive Markierung zweier RGD-Mimetika, um die Verteilung des Wirkstoffs
in Tumorméusen zu zeigen (Biodistribution). Im dritten Teil dieses Kapitels wird die

Auswirkung eines RGD-Mimetikums auf das Tumorwachstum an Mausen untersucht.

6.1 Untersuchungen zur Pharmakokinetik

Erste Hinweise auf die pharmakokinetischen Eigenschaften eines Wirkstoffs erhélt
man durch die Bestimmung der logP-Werte oder durch in vitro-Untersuchungen, wie
Permeabilitétstests mit Caco-2-Zellen. Um weiterfiihrende Aussagen iiber die Biover-
fiigbarkeit und den Metabolismus machen zu kénnen, muss die Substanz anschlieBend
im lebenden Organismus untersucht werden. Diese in vivo-Untersuchungen des
pharmakokinetischen Wirkstoffprofils werden zunichst an Ratten durchgefiihrt, spater
auch an anderen Tieren, wie Hunden oder Affen.

Hierbei untersucht man, wie schnell eine Substanz nach intravendser oder oraler
Applikation wieder ausgeschieden bzw. wie schnell der Wirkstoff im Korper abgebaut

wird. Diese Eigenschaften lassen sich durch verschiedene Parameter angeben:

e Halbwertszeit t;,: Zeitspanne, in der sich die Wirkstoftkonzentration
im Blut halbiert
e C(learance CL: Plasmavolumen, das pro Zeiteinheit formal vom

Wirkstoff befreit wird
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e AUC (area under curve): Fliache unter der Plasmaspiegelkurve (siehe
Abbildung 6.1); bei vollstindiger Aufnahme des
Wirkstoffs unabhéngig von der Applikationsart

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

BY = AUCs  Dosis,, Gabe zur Verfligung steht; berechnet sich aus dem
AU Dosispo Verhiltnis der AUC-Werte nach oraler und

intravendser Applikation des Wirkstoffs

Im Rahmen einer Kooperation wurden diese Pharmakokinetik-Untersuchungen bei
der Firma Merck KGaA in Grafing durchgefiihrt. Hierfiir wurde die zu untersuchende
Verbindung Ratten einzeln oder als Mischung mit anderen Verbindungen in geringen
Konzentrationen injiziert (0.2 mg/kg Korpergewicht) oder oral verabreicht (0.5 mg/kg
Korpergewicht). Die Bestimmung der Wirkstoftkonzentration im Blut wurde mittels
gekoppelter LC-MS-Analyse durchgefiihrt, wobei innerhalb eines Tages sieben Mess-
werte nach 0.1, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 6 und 24 h aufgenommen wurden. Durch graphische
Darstellung dieser Werte erhélt man die in Abbildung 6.1 dargestellten Plasmaspiegel-

kurven.
intravends (i.v.) verabreichte peroral (p.o.) verabreichte
Dosis von 64k: 0.2 mg/kg Dosis von 64k: 0.5 mg/kg
C [ng/ml] / Dosis [mg/kg] C [ng/ml] / Dosis [mg/kg]
20000 : i&
% 500: }'\/ \\
Ay
10000 | \,\
i %k/ﬂ\ e———> Ratte Nr. 1 i | ¢ o——o RatteNr. 4
5000+ ¢ RatteNr.2 54, | +——+ Ratte Nr. 5
1 M 4—— Ratte Nr. 3 &—= Ratte Nr. 6
D\ \A
\
\
2000 | — 100 l
1000-! T T T T T 1 50 - T T T T T T 1
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Abbildung 6.1: Plasmaspiegelkurven des RGD-Mimetikums 64k nach intravenoser
und peroraler Applikation.
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Die Ergebnisse der pharmakokinetischen Untersuchungen sind in Tabelle 6.1
dargestellt. Anhand der AUC-Werte, die sich aus der graphischen Darstellung der
Wirkstoffkonzentrationen ergeben, werden die Halbwertszeit t;,, die clearance CL,

sowie die orale Bioverfiigbarkeit BV berechnet.

Tabelle 6.1: Pharmakokinetische Parameter”

ﬂ gt
X N/\/\)]\N/N\n, X COOH
H Ho g
1
X

ausgesuchter RGD-Mimetika.

Verb.  Tier R X AUG; AUC,, CL” BV

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

64c  Ratte 4-Cl  NH 56.4 — 050 358 —
65c  Ratte 4-Cl  CH, 66.1 5.71 0.55 3.13 3
65¢°  Ratte 4-Cl  CH, 89.5 7.85 046 226 4
64d  Ratte 4-Br  NH 92.8 3.18 0.71 222 <2
65d Ratte 4-Br  CH, 103 14.8 0.67 193  ~6
64g  Ratte 4-Ph  NH 362 — 0.65 280 —
65g Ratte 4-Ph  CH, 105 1.34 0.91 187 <1
64i Ratte 3-NO, NH 3460 174 290  0.058 2
641 Ratte (Naphth) NH 1740 102 254 012 <3
64k’ Ratte 3-CL,5-CI NH 80200 5510 1.1 0.008 ~3
64k Hund 3-CL,5-Cl NH 78 4.65 0.46 128 <3
64k° Affe 3-CL,5-Cl NH 30.9 5.34 0.36 342 @ —
c64k/ Ratte 3-C15-Cl NH 2570 — 13.0 040 —
72k Ratte 3-Cl,5-Cl CH, 683 52.0 0.67  0.29 3
65k Ratte 3-CL5-Cl1 CH, 858 140 274 024  ~7

“ Mittelwert von je drei Versuchstieren; * diese Parameter bezichen sich auf intravendse Applika-
tion; ¢ reines S-Enantiomer; ¢ Mittelwert von 9 Versuchstieren; ° verabreichte Dosen: 0.1 (i.v.) bzw.
0.25 (p.o.) mg/kg Korpergewicht; Mittelwert von je zwei Versuchstieren; / verabreichte Dosis: 0.25
mg/kg; ¢ diese Verbindung besitzt die CD-Kombination Amidin und Arylspacer.

Die Halbwertszeiten der para-substituierten Verbindungen sind mit Werten zwisch-

en einer halben und einer Stunde relativ gering, d. h. die Substanzen werden sehr
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schnell wieder aus dem Korper ausgeschieden. Durch eine 3-Nitro-Substitution bzw.
einen Naphthylrest ldsst sich die Halbwertszeit auf 2.5 bis 3 h steigern, durch ein 3,5-
Dichlor-Substitutionsmuster sogar auf bis zu 11 h. Diese hohe Verweildauer der
Verbindung 64k im Korper, die mit einer entsprechend geringen clearance korrespon-
diert, hat bereits eine fiir einen Wirkstoff optimale Gréfenordnung.

Die orale Bioverfiigbarkeit der untersuchten RGD-Mimetika liegt in den meisten
Féllen zwischen 1 % und 3 %. Diese Werte sind fiir einen oral zu verabreichenden
Wirkstoff bei weitem nicht ausreichend. Der Austausch der NH-Gruppe der B-Amino-
sdure durch eine Methyleneinheit fiihrt in der Gruppe der 4-Chlor-, 4-Brom- und 3,5-
Dichlor-substituierten RGD-Mimetika zu einer Verbesserung der oralen Bioverfiigbar-
keit auf bis zu 7 % (Verbindung 65k).

Die RGD-Mimetika mit 3,5-Dichlor-Substitutionsmuster am Aromaten wurden
aufgrund ihrer guten pharmakokinetischen Parameter eingehender untersucht. Neben
Aminopyridin wurde auch Amidin (verkniipft mit aromatischem Spacer) als Basenbau-
stein verwendet (Verbindung 72k). Im Vergleich zu 65k sinkt dabei jedoch sowohl die
Bioverfiigbarkeit um die Hailfte als auch die Halbwertszeit um den Faktor 4. Die
Untersuchung der Pharmakokinetik bei anderen Tierarten zeigt eine Verschlechterung
der Verweildauer im Organismus von liber 11 Stunden in Ratten auf 20 bis 30 Minuten
in Hunden und Affen.

Durch die Anwendung des Prodrug-Konzepts (sieche Kapitel 3.4) ldsst sich die
Lipophilie der Verbindung erh6éhen, was zu einer besseren Membrangingigkeit und
damit zu gesteigerter oraler Bioverfiigbarkeit filhren konnte. Andererseits konnte durch
eine langsame Freisetzung der eigentlich wirksamen Verbindung aus dem Prodrug eine
Verldngerung der Halbwertszeit dieser Substanz erzielt werden. Als Prodrugs von
Verbindung 64k wurde das cyclische Amid c64k untersucht. Die anschlieenden
Pharmakokinetik-Untersuchungen in Ratten zeigten fiir das cyclische Amid c64k eine
relativ lange Halbwertszeit von 13 h. Allerdings wurde die aus dem Prodrug freige-
setzte Verbindung 64k mit weniger als 1 % der Prodrugkonzentration im Blut nachge-
wiesen. Da die biologisch wirksame Verbindung nicht bzw. nur in sehr geringer Kon-
zentration freigesetzt wird, wurde keine Bestimmung der oralen Bioverfligbarkeit

durchgefiihrt.
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6.2 Tumordiagnostik mittels radiomarkierter RGD-Mimetika

Eine in der Tumordiagnostik hiufig verwendete Methode ist die Szintigraphie, bei
der krankhafte Verdnderungen im Organismus durch radioaktive Isotope sichtbar
gemacht werden. Bei der Immunszintigraphie werden radioaktiv markierte Antikorper
gegen bestimmte tumor-assoziierte Proteine (Tumormarker) eingesetzt. Erste Unter-
suchungen mit Antikdrpern gegen das karzinoembryonale Antigen (CEA) wurden
bereits 1965 von P. Gold und S. O. Freedman in Montreal durchgefiihrt.***** Nach-
teile von Antikorpern sind die relativ langsame Aufnahme in den Tumor, sowie die
langsame Eliminierung aus dem Korper. Diese langen Zeiten kdnnen durch Reduktion
der MolekiilgréBe deutlich verkiirzt werden, z.B durch Verwendung cyclischer Peptide
oder kleiner nichtpeptidischer Verbindungen.

GroBle Fortschritte bei der Diagnose, die auf der Detektion von Radionukliden
beruht, wurden durch die Tomographie-Methoden SPECT (single photon emission
computer tomography) und PET (positron emission tomography) erreicht. Sie erlauben
eine sehr hohe Auflosung und genaue Quantifizierung (PET) der aufgenommenen
Tracermenge.**>**®! Die wichtigsten Radioisotope fiir diese Methoden sind in Tabelle
6.2 dargestellt. Die teilweise sehr kurzen Halbwertszeiten machen schnelle Synthesen
erforderlich, wobei die FEinfiihrung des Radioisotops giinstigerweise im letzten

Syntheseschritt erfolgen sollte.

Tabelle 6.2: In der Szintigraphie zur Diagnose verwendete Radioisotope.

Isotop to.s Strahlung Energie Verfahren Markierungsmethode
[keV]
11-C 20 min B* 960 PET Alkylierung mit ''CH;],
Sx2 mit ''CN-
18-F 1.8h B 635 PET  Sy-Rkt. mit Fluorid, Acylierung
(prosthetische Gruppe)

123-1 13h Y 159 SPECT elektr., arom. Substitution
124-1  42d B (25%) 294 PET elektr., arom. Substitution

9m-Tc  6h Y 140 SPECT Komplexierung
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Fir PET-Untersuchungen werden hiufig die Positronenstrahler ''C-Kohlenstoff,
E_Fluor und '*I-Tod eingesetzt. Das ''C-Kohlenstoffisotop hat eine sehr geringe
Halbwertszeit (t;, = 20 min), was eine schnelle Synthese erfordert. Kohlenstoff kommt
in jeder organischen Verbindung vor, kann also als einziges Isotop ohne Verdnderung
der Verbindung eingefiihrt werden. Die Markierung erfolgt hdufig durch Methylierung,
z.B. eines Alkohols, Amins oder einer Sidure mit [''C]Methyliodid oder durch
nukleophile Substitution mit [''C]Cyanid. "®F-Fluor ist ein optimaler PET-Tracer, da
das Isotop ein 100 %iger Positronenstrahler ist und eine Halbwertszeit (t;, = 1.8 h) hat,
die ausreichend lang (Detektion), aber nicht zu lang (Strahlenbelastung) ist. Fluor kann
durch direkte Substitution z.B. in einer Schiemann-Reaktion mit [B'*FF;] eingefiihrt
werden. Oftmals werden auch sogenannte ['*F]-markierte prosthetische Gruppen, wie
2-[18F]Flu0rpropi0nséiure oder 4-["*F]Fluorbenzoesdure bzw. die entsprechenden,
aktivierten Vorstufen (z.B. als 4-Nitrophenylester) in einer Acylierungsreaktion einge-
setzt.!**1 ¥ _Tod ist lediglich zu 25 % ein Positronenstrahler und wird eher in der
Forschung eingesetzt. Das Isotop kann beispielsweise durch elektrophile aromatische
Substitution in ortho-Position zu einer phenolischen OH-Gruppe eingefiihrt werden.

Zu den y-Strahlern, die in der SPECT zum Einsatz kommen, gehdren vor allem '*’I-

d 99m

Iod un Te-Technetium. Die radioaktive Markierung mit dem Iodisotop '*’I-Iod

99 . . .
"Tc-Technetium wird insbesondere

entspricht der fiir '**I-Tod vorgestellten Methode.
bei der Markierung von Proteinen verwendet. Die Technetium-Markierung wird durch
Komplexierung mit mehrzédhnigen Liganden, wie DOTA, erreicht, die iiber Linker an

die aktive Verbindung angekniipft sind.

6.2.1 Uberlegungen zur Markierung von RGD-Mimetika

Es ist von groBer Bedeutung, dass die eingesetzte Verbindung — ob Antikdrper,
Peptid oder nichtpeptidisches Molekiil — durch die radioaktive Markierung ihre bio-
logische Aktivitidt und Selektivitdt nicht verliert. Die Markierung darf demnach nicht
im aktiven Zentrum des Antagonisten stattfinden. Im Fall des hochaktiven Peptids
cyclo(RGDfV) war die Markierung der Aminosduren Arginin, Glycin und Asparagin-

sdure aufgrund ihrer Bedeutung fiir die biologische Aktivitit nicht moglich.°” Ein
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Austausch der Aminosduren D-Phenylalanin und L-Valin konnte ohne Aktivitétsverlust
durchgefiihrt werden (z.B. durch D- bzw. L-Tyrosin, das selektiv iodiert werden
kann).[2*¥!

Bei den in der vorliegenden Arbeit beschriebenen RGD-Mimetika bietet sich der
Phenylring des Sadurebausteins A — sowie eventuell der Spacerbaustein C — fiir eine
radioaktive Markierung an. Alle anderen Positionen, wie die Sédure, das aza-Glycin
oder das Guanidinmimetikum wiirden mit hoher Wahrscheinlichkeit zu einem Verlust

an Bindungsaffinitit zu dem avp3-Rezeptor fiihren. Einige Mdéglichkeiten der Markie-

rung sind in Abbildung 6.2 dargestellt.

Markierung des Sdurebausteins A

H

N
Base " spacer N’ \[r COOH COOH \(\COOH

H o NH,
‘H/ SIR3
COOSuc
O H

Base . N,N\ﬂ)g Iodlerung Amidbildung

H H o

18F

/ Methylierung
OH Suc = Succinimidyl-Aktivester

Markierung des Spacer-Bausteins C

Abbildung 6.2: Verschiedene Moglichkeiten der radioaktiven Markierung von RGD-

Mimetika.

Die Verwendung des Hydroxy-substituierten Phenylrings eignet sich sowohl fiir
eine Iodierung als auch fiir eine selektive [''C]-Methylierung. Die bisherigen Unter-
suchungen unterschiedlich substituierter RGD-Mimetika deuten darauf hin, dass das
bei der Iodierung resultierende 4-Hydroxy-3-iodphenyl-Derivat ebenfalls eine hohe
Affinitit zu avp3 besitzen sollte. Zur Uberpriifung der Aktivitit muss jedoch ebenfalls

die entsprechende nicht radioaktiv markierte lod-Verbindung synthetisiert werden. Die
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biologischen Aktivititen der bei einer radioaktiven Methylierung anfallenden 4-
Methoxyphenyl-Derivate sind bereits bekannt (ICsy 1.0 — 40 nM).

Die ipso-lodierung eines aromatischen Trimethylsilylderivats stellt eine weitere
Moglichkeit der Einfithrung eines radioaktiven Iodisotops dar, die beispielsweise fiir
die single photon emission computer tomography (SPECT) verwendet wird.”®! Ein
ebenfalls in Abbildung 6.2 dargestellter Ansatz der Einfiihrung von ['*F]Fluor iiber die
Reaktion eines Amins mit 4-['*F]Fluorbenzoesdure wird in unserer Arbeitsgruppe von
G. Thumshirn weiter bearbeitet. Die Markierung eines phenolischen Spacerbausteins C
wiirde vermutlich zu einer Senkung der Aktivitdt um ca. zwei Grof3enordnungen fiih-

ren, wie Ergebnisse von C. Gibson bei vergleichbaren Verbindungen zeigen.!**”!

6.2.2 Synthese von azacarba-RGD-Mimetika mit freier OH-Gruppe

Fiir eine radioaktive Markierung der RGD-Mimetika bietet sich die lodierung einer
phenolischen Hydroxy-Gruppe in para-Position am Phenylring des Sdurebausteins an.
Zur Herstellung hydroxy-funktionalisierter azacarba-RGD-Mimetika wurden zwei
Syntheserouten untersucht: die Synthese ausgehend von 4-Hydroxybenzaldehyd (10m)
in Analogie zur Darstellung der Saurebausteine A, (Route 1; vgl. Kapitel 4.3.2), sowie
die Synthese eines 4-Methoxy-substituierten azacarba-RGD-Mimetikums mit anschlie-

Bender Spaltung des Methylethers (Route 2).

In Analogie zur Synthese der Glutarsduren 20 wurde 4-Hydroxybenzaldehyd (10m)
mit Acetessigsdureethylester (17) zur entsprechenden Zwischenstufe 18m umgesetzt
(siche Schema 6.1, Route 1). Dabei entstand zu ca. 20 % ein nicht charakterisiertes
Nebenprodukt. Die anschlieBende Verseifung mit 20 N wissriger Natronlauge lieferte
die 4-Hydroxyglutarsdure 20p in ungeniigender Reinheit (ca. 20 % nach HPLC). Eine
Moglichkeit, die Ausbeute zu erhohen, wire der Schutz der freien OH-Gruppe
beispielsweise als tert-Butylester vor der Verseifung. Dieser Syntheseweg wurde

jedoch nicht weiter verfolgt.
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Route 1
0 0]
H O O O (0] O
. ~ ~ COOH
2 Aq. )J\/U\O/\ HOOC
17 (0] (0]
0.15 Aq. Piperidin, 3 d 20 M KOH, 80°C
OH OH OH
10m rac-18m 20m
Route 2

H 9 H
H,N_ _N N
2 2 2 hil N COOH
COOH COOH NH H S
20 Aq BBFS,CH2C|2 76m
78 °C - RT, 14h OH
OMe OH ﬂ o
| /\/\)J\
_N
XN N COOH
H H o

65m
OH

Schema 6.1: Synthese 4-Hydroxy-substituierter azacarba-RGD-Mimetika: Route 1
beschreibt die Synthese ausgehend von 4-Hydroxybenzaldehyd (10m). Route 2 stellt
die milde Etherspaltung 4-Methoxy-substituierter RGD-Mimetika mit 20 Aquiv. BBr;
dar.

Als alternative Syntheseroute 2 wurde die milde Spaltung des Methylarylethers von
4-Methoxy-substituierten RGD-Mimetika mit Bortribromid untersucht.”***" Schema
6.1 zeigt die Etherspaltung der 4-Methoxy-substituierten azacarba-RGD-Mimetika 76e
und 65e durch Zugabe eines 15- bis 20-fachen Uberschusses Bortribromid bei -78 °C
(ein Aquiv. BBr; pro Koordinierungsstelle im Substrat). Da die angefallenen Borsalze
nicht von den Produkten abgetrennt werden konnten, ldsst sich die Ausbeute der
Etherspaltung nur schwer bestimmen. Die nach HPLC-Kontrolle bestimmte Ausbeute

betrug 80 %. Die Produkte wurden mittels préaparativer HPLC gereinigt.
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6.2.3 Radioaktive Markierung und Untersuchungen der Biodistribution

Die Radiomarkierung der RGD-Mimetika, sowie die Untersuchungen der
Verteilung der markierten Verbindungen in Mausen wurden in Zusammenarbeit mit
dem Klinikum rechts der Isar (Prof. Schwaiger) im Labor von Dr. R. Haubner
durchgefiihrt. Fiir die Iodierung mit radioaktivem '*I-Iod nach der IodoGen"-
Methode™®®! wurden die Verbindungen jeweils in 300 pL eines Phosphatpuffers (pH
7.4) gelost und in mit TodoGen® beschichtete Eppendorf-caps iiberfithrt. Zur Mar-
kierung wurden 7.40 MBq ['*’I]Natriumiodid (spezifische Aktivitit: 200 MBq) zuge-
geben. Die radioaktiv markierten Verbindungen wurden mittels reversed phase HPLC
gereinigt.

Die Biodistribution wurde mithilfe einer Gamma-Kamera aufgenommen (Szinti-
graphie). Die aufgenommenen Bilder entsprechen einer zweidimensionalen Projektion
der mittels SPECT erhaltenen Szintigraphie. Fiir die Gamma-Kamera-Studien an
Maiusen wurden zwei Melanoma-Modelle (M21 und M21-L) verwendet. Die M21
Melanoma-Zell-Linie exprimiert den ovp3-Integrinrezeptor”"**), wihrend die M21-
L Zell-Linie aufgrund ihrer schwachen avB3-Expression als Negativkontrolle
dient!". Das fiir die Untersuchungen notwendige Tumorgewicht betrug 300-500 mg.
Vier Stunden nach intravendser Injektion der radioaktiven Verbindung [3-lIod]-76m
wurden die Miuse getotet.

Die Ergebnisse der Gamma-Kamera-Untersuchungen sind in Abbildung 6.3 darge-
stellt. Die linke Seite der Abbildung zeigt eine kernspintomographische Aufnahme
(MRT) einer Maus, auf der man zwei Tumoren als hellere Bereiche erkennen kann.
Der linke Tumor exprimiert den avp3-Rezeptor sehr stark (M21), der rechte jedoch
nicht (M21-L). Auf der rechten Seite der Abbildung ist die Szintigraphie einer Maus
vier Stunden nach Injektion des radioaktiv markierten ['*’I]-RGD-Mimetikums [3-
TIod]-76m dargestellt. Die groBte Aktivititsaufnahme wird im Magen-Darm-Trakt der
Maus beobachtet. Eine geringere Menge ist in der Schilddriise erkennbar. Man kann
jedoch sehr gut erkennen, dass sich die radioaktiv markierte Verbindung [3-Iod]-76m
im avf3-positiven Tumor (M21, links) anreichert, wéihrend die Negativkontrolle

(M21-L, rechts) keine Anreicherung der Radioaktivitéit aufweist.
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Auch im Gewebe und in den Organen ldsst sich keine Anreicherung von [3-lIod]-
76m feststellen. Das bedeutet, man hat wirklich eine selektive Anreicherung im Tumor

aufgrund der verstérkten Expression des avB3-Integrinrezeptors.

MRT Szintigraphie

Tumor ohne
avp3 (M21-L)

7

Tumor mit
avp3 (M21)

selektive
Anreicherung

Abbildung 6.3: Verteilung der [ ]231]-RGD-Verbindung [3-lod]-76m im M?2I-
Mausmodell: die Kernspintomographie (MRT) einer Maus zeigt die Tumoren, von
denen der linke den avf3-Rezeptor exprimiert (M21), der rechte jedoch nicht (M21-L).
In der szintigraphischen Aufnahme erkennt man die selektive Anreicherung von [3-

lod]-76m in dem avf3-positiven Tumor (M21).

6.3 Untersuchung von RGD-Mimetika in der Tumortherapie

Fiir die weitere Bewertung eines potentiellen Tumor-Wirkstoffs sind zuséatzliche
Untersuchungen der Wirksamkeit an Tumor-Maus-Modellen notwendig. Hierzu
werden auf Mausen bestimmte Tumoren geziichtet, die nach Zugabe des Wirkstoffs
schrumpfen bzw. zumindest nicht weiter wachsen sollten. Die Priifung eines Wirk-
stoffs als Angiogenese-Inhibitor kann mit HT29-Tumorzellen, einer humanen Dick-

darmkrebs-Zell-Linie durchgefiihrt werden. Diese Tumorzellen exprimieren die
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Integrinrezeptoren avp5 und oavp6, wihrend der avP3-Rezeptor nicht vorhanden
ist."> Man sollte also nur die Inhibierung der avp3-Integrine, die aufgrund von

Angiogenese gebildet werden, beobachten.

Die in vivo-Untersuchungen an Tumor-Maus-Modellen wurden in Zusammenarbeit
mit der Firma Merck KGaA in Spanien durchgefiihrt. Fiir diese Studien wurde das 3,5-
Dichlor-substituierte RGD-Mimetikum 64k verwendet, da es sowohl eine hohe Affini-
tiat zu dem avp3-Rezeptor als auch sehr gute pharmakokinetische Eigenschaften, wie
eine lange Halbwertszeit besitzt.

Zundchst wurden fiinf Wochen alten, miannlichen Nacktmausen subkutan HT29-
Tumorzellen injiziert. Als die Tumoren nach 9 Tagen eine durchschnittliche Gréf3e von
40-50 mm’ erreicht hatten, begann die Behandlung mit verschiedenen ovp3-
Integrinantagonisten (siche Abbildung 6.4). Neben Verbindung 64k wurde auch ein
von Merck synthetisiertes RGD-Mimetikum (Merck 3) untersucht. Den Mausen wurde
zwei Wochen lang einmal tiglich eine Dosis von 0.5 bzw. 1 mg des Antagonisten als
Pufferlésung intraperitoneal (in die Bauchhohle) injiziert. Als Kontrolle diente eine
Pufferlosung ohne Wirkstoff. Durch die zweiwochige Behandlung mit dem aza-RGD-
Mimetikum 64k konnte keine Verdnderung des Tumorwachstums erzielt werden. Auch
das von Merck synthetisierte RGD-Mimetikum Merck 3 zeigte nur bei Verwendung
der doppelten Menge (I mg/Dosis) eine geringfiigige Abnahme der Wachstums-
geschwindigkeit. Ein Wachstumsstop bzw. Schrumpfen des Tumors konnte jedoch
nicht erzielt werden.

Es lieBen sich mit diesen Versuchen allerdings selbst nach einem positiven Ergebnis
keine eindeutigen Aussagen iiber den Wirkmechanismus machen. Da die RGD-
Mimetika nicht nur gute avp3-, sondern auch avp6-Antagonisten sind, konnten sie auf

diese Weise auch direkt mit den Tumorzellen wechselwirken.
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Abbildung 6.4: Untersuchung der RGD-Mimetika 64k und EMD 328903 als
Angiogenese-Inhibitoren in Dickdarmtumoren: das Diagramm zeigt die Entwicklung
des Tumorvolumens innerhalb von vier Wochen nach der Tumorzell-Injektion; ab dem
9. Tag beginnt die Behandlung mit den avpf3-Antagonisten (tigliche Injektion tiber

zwei Wochen).

6.4 Klinische Studien — Ausblick

Was passiert mit einem Wirkstoff, wenn er die priklinischen Studien erfolgreich
durchlaufen hat? Wenn seine Wirksamkeit in verschiedenen Tierversuchen mit Nagern
und Nicht-Nagern gezeigt wurde und er beziiglich Toxizitdt unbedenklich ist, kann er

fiir klinische Studien beziiglich der Wirksamkeit beim Menschen zugelassen werden.
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In Deutschland ist dafiir das Bundesinstitut fiir Arzneimittel und Medizinprodukte
(BfArM) zustdndig, in Amerika die Food and Drug Administration (FDA) (The New

Drug Approval Process: http://www.fda.gov/cder/handbook/develop.htm).

Die klinischen Studien werden in drei Phasen unterteilt. Die Studien der klinischen
Phase I dienen der Untersuchung von Art und Hohe der Dosierung, sowie der Bestim-
mung der Pharmakokinetik des Wirkstoffs. Man untersucht, ab welcher Wirkstoffdosis
Nebenwirkungen auftreten. Wahrend man diese Untersuchungen normalerweise an
gesunden Probanden vornimmt, werden in der Krebsmedizin Patienten mit fortge-
schrittener Krankheit untersucht, bei denen die auf dem Markt vorhandenen Thera-
peutika keinen Erfolg gezeigt haben. In den Phase II Studien wird die Wirksamkeit des
Préparats erprobt und das Verhéltnis zwischen Dosis und Wirkung ermittelt. Die Phase
IIT dient der Bestétigung aller Ergebnisse an einer gro3en Zahl von Patienten.

Das in wunserer Arbeitsgruppe entwickelte, cyclische Pentapeptid cyclo-
(RGDA[NMe]V) befindet sich zur Zeit in der zweiten klinischen Entwichlungsphase
als  Angiogenese-Inhibitor  (Angiogenesis  Inhibitors in  Clinical  Trials:

http://cancertrials.nci.nih.gov/news/angio/table.html). Im Rahmen dieser Arbeit wur-

den sehr potente RGD-Mimetika mit stark verbesserten pharmakokinetischen
Eigenschaften vorgestellt, die jedoch fiir eine weitere Entwicklung als oral
einzunehmendes Medikament noch nicht ausreichten (orale Bioverfiigbarkeit <10 %).
Das aza-RGD-Mimetikum 64k mit einer hohen Halbwertszeit und einer Bioverfiig-
barkeit von 3 % zeigte im Tierversuch keine Wirkung. Fiir diese Untersuchungen
wiéren die RGD-Mimetika mit einer um zwei Grof3enordnungen hoheren Aktivitdt im
subnanomolaren Bereich (64c, 75¢, 76g) besser geeignet. Die Erhohung der
Bioverfiigbarkeit bei gleichbleibender Aktivitdt ist daher das Ziel fiir weitere Ent-

wicklungen auf dem Gebiet der Angiogenese-Forschung.


http://www.fda.gov/cder/handbook/develop.htm
http://cancertrials.nci.nih.gov/news/angio/table.html
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7 ZUSAMMENFASSUNG

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der Festphasen-Parallelsynthese
hochaktiver und selektiver RGD-Mimetika. Die Aminosduresequenz Arg-Gly-Asp
(RGD) ist ein hdufig vorkommendes Integrinbindungsmotiv, das als Leitstruktur fiir
die Entwicklung von Integrinantagonisten dient. Die Inhibition von Integrinrezeptoren
erlaubt die Beeinflussung verschiedener, pathophysiologischer Prozesse. Im Mittel-
punkt dieser Arbeit stehen die av-Integrine und insbesondere der avp3-Rezeptor, der
an adhidsiven Vorgingen wihrend der Migration und Extravasation von Tumorzellen
beteiligt ist und eine entscheidende Rolle bei der tumorinduzierten Angiogenese spielt.

Als Leitstruktur fiir die Synthese der RGD-Mimetika diente die durch screening
einer Substanzbibliothek identifizierte Verbindung 9.”**) Der Aufbau der RGD-
Mimetika an der Festphase wurde durch Kombination der vier Bausteine A-D

durchgefiihrt (siche Abbildung 7.1).

aza-RGD-Leitstruktur

O W H
M\AN/NWN COOH
u H o

07 “NH,

H
HZNYN

NH
9

@ Synthese verbesserter Antagonisten

D Cc B4 A, B-Aminoséure
o X = NH
H H
Base - N spacer )i \N/N\ Tl X COOH
H o

]

XX
R Glutarsaure
B2 A2 X= CH2

Abbildung 7.1: Entwicklung von RGD-Mimetika-Bibliotheken durch Aufbau aus den

Bausteinen A-D, ausgehend von der Leitstruktur 9.

Die wichtigste Modifikation bestand in der Einfiihrung des Phenylrings anstelle des

Amids, die zu einer deutlichen Steigerung der Aktivitit und Selektivitit fiihrte.
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In diesem Zusammenhang wurde der Einfluss des Substitutionsmusters auf die
biologische Wirkung durch Verwendung verschiedener Saurebausteine untersucht.
Dartiberhinaus wurde mit der Synthese der azacarba-RGD-Mimetika (X = CH,) eine
neue Klasse von Peptidbindungsmimetika als Integrinantagonisten untersucht. Die
geschickte retrosynthetische Zerlegung erlaubte die Synthese beider Sdurebausteine A,
(B-Aminosduren) und A, (Glutarsduren) aus Benzaldehyden. Zur Verbesserung der
Resorptionseigenschaften im Hinblick auf die Entwicklung oral bioverfiigbarer
Wirkstoffe musste die Lipophilie der RGD-Verbindungen gesteigert werden. Diese
Steigerung konnte durch Variation des Basenbausteins D erreicht werden. Die polare
Guanidingruppe wurde durch verschiedene, weniger basische Guanidinmimetika
ersetzt.

Basierend auf der Fmoc-Strategie wurden die Bausteine A-D schrittweise an fester
Phase miteinander verkniipft. Die einzelnen Verkniipfungsreaktionen konnten anhand
ausgewdhlter RGD-Mimetika hinsichtlich ihrer Eignung zur Parallel-Synthese {iber-
prift und entsprechend optimiert werden. Bei der Ankniipfung der Glutarsdure (Bau-
stein A,) an die feste Phase kam es zu Problemen durch Quervernetzung. Daraufthin
wurden die Bausteine A, und B, in Losung miteinander kombiniert und anschliefend
immobilisiert. Baustein A; wurde an fester Phase mit dem als Oxadiazolon aktivierten
aza-Glycin-Baustein B; umgesetzt. Als Spacerbaustein C konnten Aminopentan- bzw.
Aminobenzoesdure ohne Probleme mit den harzgebundenen Bausteinen AB verkniipft
werden. Dagegen war die Einfiihrung des Basenbausteins D an fester Phase lediglich
im Fall von Guanidin, Amidin und Amino-Dihydroimidazol mdoglich. Die Basen
Aminopyridin und Aminobenzimidazol wurden in Losung zu Baustein CD kombiniert
und anschlieend mit den harzgebundenen Bausteinen AB umgesetzt.

Durch die Bestimmung der Integrinaffinitit ausgewéhlter Verbindungen konnten die
fiir hohe Aktivitit optimalen Bausteinkombinationen identifiziert werden. Diese
wurden dann zur Parallelsynthese zweier RGD-Mimetika-Bibliotheken, bestehend aus
20 aza- und 24 azacarba-RGD-Mimetika als Einzelverbindungen, eingesetzt. Zur Her-
stellung von RGD-Mimetika im Gramm-MaBstab wurde zusétzlich eine effektive
Losungssynthese ausgearbeitet. Damit lassen sich die Verbindungen ausgehend von

billigen Edukten in 9 Stufen mit einer Gesamtausbeute von 60 % herstellen.
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Die biologischen Aktivititen der RGD-Mimetika wurden bei der Firma Merck,
Darmstadt, an isolierten avp3-, avp5-, avpf6- und allbpf3-Rezeptoren untersucht.
Beide Bibliotheken enthalten hochaffine av-Integrin-Antagonisten mit hoher Selekti-
vitit beziiglich des Blutpldttchenrezeptors ollbp3. Die aktivsten Verbindungen
besitzen eine Chlor- bzw. Phenyl-Substitution am Séurebaustein A (IC5y im
subnanomolaren Bereich). Bei den Basenbausteinen D fiihrten Guanidin (mit
Arylspacer) und Aminopyridin (mit Alkylspacer) zu grofter Rezeptoraffinitit. Es
konnten verschiedene av-Subtyp-Selektivititen (Mono- und Biselektivitit bzgl.
avp3/avp6) identifiziert werden, die fiir Untersuchungen biologischer Zusammen-
hidnge von groflem Interesse sind. Aufbauend auf den dargestellten Ergebnissen ist die
Synthese avp5-selektiver Verbindungen ein weiteres Ziel.

Die Bestimmung der Pharmakokinetik in in vivo-Untersuchungen mit Mausen zeigte
insbesondere bei den hochaktiven RGD-Mimetika mit 3,5-Dichlor-Substi-
tutionsmuster gute parmakokinetische Eigenschaften: aza-Verbindung 64k besitzt eine
auBerordentlich hohe Halbwertszeit von 11 Stunden und eine orale Bioverfiigbarkeit
von 3 %, azacarba-Verbindung 72k eine Halbwertszeit von 2.7 Stunden und eine
bessere orale Bioverfiigbarkeit von 7 %. Studien zur Inhibition der Angiogenese in
Ratten mit Verbindung 64k zeigten jedoch keine Wirkung.

Neben der Tumortherapie sind die in dieser Arbeit vorgestellten RGD-Mimetika
auch fiir den Einsatz in der Tumordiagnostik geeignet. Dazu wurde das azacarba-RGD-

1231_Iod markiert. Die

Mimetikum 76e nach Spaltung des Methylethers radioaktiv mit
Untersuchung der Biodistribution von [3-Iod]-76m in Tumormausmodellen zeigte eine

spezifische Anreicherung in Tumoren mit avp3-Integrinen.

Die vorliegende Arbeit beschreibt die Entwicklung der Festphasen-Parallelsynthese
von RGD-Mimetika-Bibliotheken, sowie die Ubertragung auf die Synthese in Losung.
Die Identifizierung hochaktiver, nichtpeptidischer avB3-Antagonisten ist ein weiterer
Schritt zur Entwicklung oral verfiigbarer Tumortherapeutika. Basierend auf den im
Rahmen dieser Arbeit gefundenen RGD-Mimetika konnten neue Antagonisten mit

verbesserter Integrinselektivitit abgeleitet werden.
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8.1 Allgemeine Arbeitstechniken

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

oder nach den géngigen Methoden absolutiert.

Aminosiure-, Schutzgruppenderivate und Kupplungsreagenzien wurden von
den Firmen Advanced ChemTech, Alexis, Bachem, ChemPur, Neosystem,
NovaBiochem, PerSeptive Biosystems. Alle anderen Chemikalien und Reagenzien
wurden von den Firmen Alrich, Fluka, Lancaster, Merck-Schuchardt und Sigma
bezogen und ohne weitere Aufreinigung verwendet. Das Tritylchlorid-Polystyrol-Harz

(TCP-Harz) stammte von der Firma PepChem.

Samtliche Reaktionen unter Beteiligung hydrolyse- oder luftempfindlicher Sub-
stanzen wurden in ausgeheizten Glasgerdten in einer Argonatmosphdre (99.996 %)
durchgefiihrt. Losungen wurden zu diesen Ansétzen {iber Gummisepten mit zuvor von

Feuchtigkeit befreiten Transfernadeln, Kunststoff- oder Glasspritzen zugegeben.

Diinnschichtchromatographische Reaktionskontrolle (DC-Kontrolle) und R;-
Wert-Bestimmung erfolgte auf mit Kieselgel 60 F,s4 beschichteten Aluminiumfolien
der Firma Merck mit unterschiedlichen Laufmittelgemischen. Die Detektion erfolgte
anhand UV-Absorption bei 254 nm sowie durch Eintauchen in 5 %ige methanolische
Schwefelsdure, 3 %ige ethanolische Ninhydrinldsung oder 5 %ige ethanolische Molyb-
datophosphorsdurelosung und anschlieBender Warmebehandlung.

[292]

Sdulenchromatographische Trennungen wurden mit 50- bis 100-fachem

Uberschul an Kieselgel 60 (KorngroBe 0.040-0.063 mm) der Firma Merck bei
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0.8 - 1.2 bar Uberdruck durchgefiihrt. Die Bedingungen der Chromatographie werden
in der Form ,,(Ethylester:Hexan K:L, ab Vol. M N:O, ...)* angegeben, d. h. es wurde
mit einem Gemisch von K Teilen Ethylester und L Teilen Hexan eluiert. Ab
Aufgabevolumen M wurde die Polaritit auf N:O Anteile erh6ht usw. Die Volumina

der aufgefangenen Fraktionen betrugen 30-50 mL.

Analytische und priparative RP-HPLC wurde an zwei Gerdten der Firma
Beckman (Pumpensystem 110B, Gradientenkontrolleinheit Typ 420, Knauer Uvicord
Detektor, sowie System Gold, Hochdruckpumpenmodul 125, UV-Detektor 166) und an
zwei Geridten der Firma Amersham Pharmacia Biotech (Akta Basic 10F mit
Autosampler A 900, bzw. Akta Basic 100F, Pumpensystem P-900, Detektor UV-900,
Steuerungssoftware Unicorn) durchgefiihrt. Die UV-Detektion erfolgte bei der
Wellenldnge 220 nm. Es wurden fiir Analytik (& 4.6 mm) und semipriparative (< 20
mm) bzw. priparative Trennungen (& 30 mm bzw. & 40 mm) folgende Séulen
verwendet: ODS-A Cg (120 A, 5 um, 150 mm x 4.6 mm), ODS-A Cg (120 A, 5 pm,
250 mm x 4.6 mm), ODS-A C;5 (120 A, 5 bzw. 10 um, 250 mm x 20 mm), ODS-A
Ci3 (120 A, 10 pm, 250 mm x 30 mm) der Firma Omnicrom YMC, sowie Nucleosil C,g
(120 A, 7 um, 250 mm x 40 mm) der Firma Macherey & Nagel. Als Eluent dienten
Laufmittelgemische aus Wasser (Laufmittel A) und Acetonitril (Laufmittel B) mit
jeweils 0.1 Vol-% TFA im Gradientenbetrieb. Es wurden unterschiedliche lineare
Gradientenprofile innerhalb von 30 Minuten verwendet. Im Fall der Anlage Akta Basic
100F der Firma Amersham Pharmacia Biotech bestand Laufmittel B gerdtebedingt aus
90 % Acetonitril und 10 % Wasser mit jeweils 0.1 Vol- % TFA. Die FluBiraten betru-

gen 1 mL/min (analytisch), 8 mL/min (semipriparativ) und 25 mL/min (préiparativ).

ESI-Massenspektren sowie LC-MS-Untersuchungen wurden von M. Urzinger und
B. Cordes an einem Gerit der Firma Finnigan vom Typ LCQ in Kombination mit dem
HPLC-System Hewlett Packard HP 1100 (Sdulenmaterial: Omnicrom YMC ODS-A
Cig (120 A, 3 pm, 125 mm x 2 mm), FluBrate 0.2 mL/min) durchgefiihrt. Als Eluent

dienten Laufmittelgemische aus Wasser und Acetonitril mit jeweils 0.1 Vol-%
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Ameisensdure im Gradientenbetrieb. Es wurden unterschiedliche lineare Gradienten-
profile innerhalb von 15 Minuten verwendet. Die ESI-Spektren werden in der Form ,,X
(Y) [M + Z']* angegeben, d. h. es wurde die Molekiilmasse X mit der Intensitit Y %
detektiert, die dem Anlagerungsprodukt des untersuchten Molekiils mit Kation Z"

entspricht.

Hochaufgeloste FAB-Massenspektren wurden von Dr. J. Osterodt (Firma Merck

KGaA, Darmstadt) im Rahmen einer Kooperation durchgefiihrt.

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

gemessen und sind nicht korrigiert.

IR-Messungen wurden an einem Gerit der Firma Perkin-Elmer durchgefiihrt.

Die NMR-Spektren wurden an den Gerdten der Firma Bruker AC 250 und
DMX 500 bei 300 K aufgenommen. Die verwendeten Pulsprogramme stammen aus
der Bruker Bibliothek oder wurden von Mitgliedern der Arbeitsgruppe geschrieben.
Interner Standard fiir chemische Verschiebungen von 'H und "*C war das Losungs-
mittelsignal von DMSO-d5 fiir 'H (8 = 2.49 ppm) und DMSO-d; fiir °C (5= 39.5
ppm) bzw. CHCL; fiir 'H (5= 7.24 ppm) und CDCl; fiir °C (6= 77.0 ppm). *C-NMR-
Spektren wurden mit 'H-Breitbandentkopplung aufgenommen. Die Signal- und
Konfigurationszuordnung erfolgte teilweise mit Hilfe verschiedener 2D-Experimente
(TOCSY, DQF-COSY, HMBC). Die NMR-Zuordnung der aza- und azacarba-
RGD-Mimetika wird durch folgende Nomenklatur unterstiitzt: Gua = Guanidin, Ami =
Amidin, Pyr = Pyridin, Ar = Arylspacer, Phe = Phenylrest des Sdurebausteins A, Naph
= Naphthylrest.

Die cLog P-Werte, Logarithmen der Verteilungskoeffizienten einer Substanz

zwischen n-Octanol und Wasser, wurden mithilfe der Software ChemDraw Ultra 6.0

nach der von Crippen et al. vorgeschlagenen Fragmentierungsmethode berechnet./***!
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Die Berechnung der Position X =(x,,x,) der Verbindungen (schwarze Punkte) im

Selektivititsdiagramm wurden nach folgenden Formeln mithilfe des Programms

Mathematica 4 (Version 4.1.0) durchgefiihrt:

E=a(i-A)*+B(FE-B) +y(x-C)*
2 = 2a(x, —a,)+ 28(x, b )+ 27(x, ¢, =0
aax_Ez: 20(()62 _a2)+2ﬁ(x2 _bz)+27(x2 _Cz);()

_a-a,+f-b+y-c
a+p+y

N xza-a1+,6’-bl+7/-cl und
! a+pB+y g

mit den Koordinaten fiir die Integrinrezeptoren A,B,C (Ecken) und den

Aktivitdtsfaktoren «, S,y :

A= (@,%), a =3¢ (avPB3-Integrin)
B=(0,0), B =3 (avB5-Integrin)
C= (ﬁ ,0), Y =3 (avp6-Integrin)

8.2 Synthese der Bausteine
8.2.1 Synthese der Saurebausteine A,

AAV 1: Synthese der p-Aminosiuren 11

Der Benzaldehyd 10 (30 mmol), Malonsdure (30 mmol) und Ammoniumacetat (60
mmol, 2 Aquiv.) werden in absolutem Ethanol (40 mL) suspendiert und 6 h unter
Riickfluss gekocht. Die als weiller Niederschlag anfallende Aminosdure wird abfil-
triert, mit wenig kaltem Ethanol gewaschen und im Vakuum getrocknet. Die Reini-

gung erfolgt durch Umkristallisation.

3-Amino-3-(4-fluor)-phenylpropionsiure (11b)
4-Fluorbenzaldehyd (10b) (3.73 g, 30 mmol) wurde nach AAV 1 umgesetzt und
ergab 11b (3.96 g, 73 %) als weilen Feststoff.
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R; = 0.35 (Hexan/Ethylacetat/AcOH 1:2:0.1); "H-NMR (250 MHz, DMSO-dg) &
=17.45 (m, 2H, 0-CH), 7.16 (m, 2H, m-CH), 4.26 (m, 1H, NH,-CH), 2.32 (m, 2H,
CH-CH,); HPLC (10-60 % in 30 min) R; = 23.6 min; ESI-MS m/z 184.0 (12)
[M+H"], 125.1 (100) [M-CH,COOH+H"].

3-Amino-3-(4-brom)-phenylpropionsaure (11d)
4-Brombenzaldehyd (10d) (5.55 g, 30 mmol) wurde nach AAV 1 umgesetzt und
ergab 11d (6.08 g, 83 %) als weilen Feststoff.

R = 0.30 (Hexan/Ethylacetat/AcOH 1:2:0.1); "H-NMR (250 MHz, DMSO-dg) &
=7.46 (d, J = 8.2 Hz, 2H, 0-CH), 7.22 (d, J = 8.2 Hz, 2H, m-CH), 4.28 (m, 1H,
NH,-CH), 2.36 (m, 2H, CH-CH,); HPLC (10-90 % in 30 min) R, = 15.4 min;
ESI-MS m/z 243.9 (8) [M"®"+H"], 185.0 (100) [M"*®-CH,COOH+H'].

3-Amino-3-(4-methoxy)-phenylpropionsiure (11e)
4-Methoxybenzaldehyd (10e) (4.08 g, 30 mmol) wurde nach AAV 1 umgesetzt und
ergab 11e (4.57 g, 78 %) als weilen Feststoff.

"H-NMR (250 MHz, DMSO-d¢) 6 = 7.19 (d, J = 8.5 Hz, 2H, arom. m-CH), 6.89
(d, J= 8.5 Hz, 2H, arom. 0-CH), 4.24 (m, 1H, NH,-CH), 2.30 (m, 2H, CH-CH,);
HPLC (10-60 % in 30 min) R, = 19.7 min; ESI-MS m/z 196.0 (6) [M+H'], 137.1
(100) [M-CH,COOH+H"].

3-Amino-3-(4-biphenyl)-propionsaure (11g)
4-Phenylbenzaldehyd (10g) (5.16 g, 28.3 mmol) wurde nach AAV 1 innerhalb von
14 h unter Riickflull umgesetzt und ergab 11g (5.19 g, 73 %) als wei3en Feststoff.

"H-NMR (250 MHz, D,O+Na,CO;) & = 7.79-7.67 (m, 4H, arom.), 7.60-7.42 (m,
5H, arom.), 4.34 (t, J= 6.8 Hz, 1H, NH,-CH), 2.67 (d, J = 6.8 Hz, 2H, CH-CH,);
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HPLC (10-90 % in 30 min) R, = 13.8 min; ESI-MS m/z 241.9 (5) [M+H'], 183.1
(100) [M-CH,COOH+H].

3-Amino-3-(3,5-difluor)-phenylpropionsaure (11j)
3,5-Difluorbenzaldehyd (10j) (0.71 g, 5.0 mmol) wurde nach AAV 1 umgesetzt und
ergab 11j (0.30 g, 31 %) als weiBlen Feststoff.

H-NMR (250 MHz, DMSO-dg) & = 7.22-7.05 (m, 3H, arom.), 4.27 (t, J = 7.1
Hz, 1H, NH,-CH), 2.43 (d, J = 6.7 Hz, 2H, CH-CH,); HPLC (10-90 % in 30
min) R, = 7.6 min; ESI-MS m/z 2019 (8) [M+H'], 143.0 (100) [M-
CH,COOH+H"].

3-Amino-3-(3,5-dichlor)-phenylpropionsiure (11k)
3,5-Dichlorbenzaldehyd (10k) (5.04 g, 28.8 mmol) wurde nach AAV 1 umgesetzt
und ergab 11k (3.08 g, 46 %) als weillen Feststoff.

"H-NMR (250 MHz, DMSO-d¢) 6 = 7.49 (s, 3H, arom.), 4.23 (m, 1H, NH,-CH),
2.42 (d, J = 7.1 Hz, 2H, CH-CH,); HPLC (10-90 % in 30 min) R; = 11.3 min;
ESI-MS m/z 235.9 (58) [M*"“'+H'], 233.9 (86) [M*“+H"], 176.9 (62) [M*"-
CH,COOH+H'], 174.9 (100) [M*“-CH,COOH+H"].

AAYV 2: Synthese der N-Fmoc-geschiitzten Aminosiduren 12 modifiziert nach
Bolin et al.*!

Die Aminosdure 11 (18 mmol) wird unter Ausschlul von Luftfeuchtigkeit in
absolutem CH,Cl, (50 mL) suspendiert und mit TMS-CI (4.5 mL, 36 mmol,
2.0 Aquiv.) versetzt. Die Reaktionsmischung wird 1 h unter Riickfluss gekocht.
AnschlieBend tropft man innerhalb von 15 min bei 0 °C wasserfreies DIPEA (9.2 mL,
48 mmol, 3.0 Aquiv.) zu. (In der Regel entsteht nach DIPEA-Zugabe eine homogene
Reaktionslosung). Nach 10 min wird das Reaktions-gemisch bei 0 °C mit festem

Fmoc-Cl (4.71 g, 18.2 mmol, 1.1 Aquiv.) versetzt. Dazu wird wihrend der Fmoc-Cl-
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Zugabe das Gummiseptum vom Reaktionsgefdll abgenommen. Man 146t die Reaktion
innerhalb 1 h auf Raumtemperatur kommen und kontrolliert den Reaktionsverlauf per
DC oder HPLC. Nach vollstindigem Umsatz wird das Reaktionsgemisch im Vakuum
eingeengt, der Riickstand in Et,0 (100 mL) aufgenommen und mit 2.5 %iger walriger
Na,CO;-Losung (3 x 100 mL) ausgeschiittelt. Die vereinigten walBrigen Phasen (bei
manchen Aminosduren heterogene Suspension) werden nochmals mit Et,O (1 x 120
mL) extrahiert und mit IN HCI (50 mL) auf pH = 1-2 angesduert. Fillt die N-Fmoc-
geschiitzte Aminosédure als Feststoff aus, wird diese durch Filtration abgetrennt, mit
Wasser (2 x 50 mL) gewaschen und im Exsikkator getrocknet. N-Fmoc-geschiitzte
Aminosiuren, die sich nach Ansduern als Ol abscheiden, werden mit Ethylacetat (2 x
100 mL) extrahiert. Die organische Phase wird iiber Na,SO, getrocknet, filtriert und

das Losungsmittel im Vakuum entfernt.

AAYV 3: Synthese der N-Fmoc-geschiitzten Aminosiduren 12 modifiziert nach
Chang et al.'?*®

Die Aminosdure 11 (13 mmol) wird in einer 10 %igen wiBirigen Na,COs-Losung
(25 mL) geldst und bei 0 °C mit Dioxan (12 mL) versetzt. AnschlieBend wird unter
starkem Riihren innerhalb 30 min eine Losung von FmocCl (3.36 g, 14.3 mmol, 1.05
Aquiv.) in Dioxan (25 mL) zugetropft. Nach 1 h wird das Kiihlbad entfernt und 5-25 h
bei Raumtemperatur geriihrt. Der Reaktionsverlauf wird per DC kontrolliert. Danach
wird das Reaktionsgemisch in Eiswasser (300 mL) gegossen und mit Et,O (3 x 100
mL) extrahiert. Der pH-Wert der wissrigen Phase wird mit konz. HCI auf 1-2
eingestellt. Fillt die N-Fmoc-geschiitzte Aminoséure als Feststoff aus, wird diese durch
Filtration abgetrennt, mit Wasser (2 x 50 mL) gewaschen und im Exsikkator getrock-
net. N-Fmoc-geschiitzte Aminosduren, die sich nach Ansiuern als Ol abscheiden,

werden mit Ethylacetat (2 x 100 mL) extrahiert. Die organische Phase wird {iber

Na,SO, getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt.
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3-(N-Fmoc)-Amino-3-phenylpropionsiure (12a)

3-Amino-3-phenylpropionsédure (11a) (3.10 g, 18.75 mmol) wurde nach AAV 2 mit
einem Unterschul Fmoc-Cl (3.235 g, 12.5 mmol, 0.66 Aquiv.) umgesetzt (Fraktion I).
Die Etherphase wurde nachtriglich nochmals mit 2.5 %iger waBriger Na,CO3-Lésung
(3 x 100 mL) ausgeschiittelt, angesduert und mit Ethylacetat extrahiert (Fraktion II).
Lyophilisieren der vereinigten Fraktionen aus Dioxan ergab 12a (5.206 g, 100 %) als

weilBen Feststoff.

R = 0.7 (Hexan/Ethylacetat/AcOH 1:5:0.1); "H-NMR (250 MHz, DMSO-d¢) & =
12.20 (br. s, 1H, COOH), 7.92 (m, 1H, NH), 7.87 (d, J = 7.5 Hz, 2H, arom.), 7.66
(d, J=17.5 Hz, 2H, arom.), 7.21-7.43 (m, 9H, arom.), 4.92 (m, 1H, NH-CH), 4.16-
4.25 (m, 3H, CH-CH,-0), 2.66 (m, 2H, CH,-CO); HPLC (30-80 % in 30 min) R,
= 28.0 min; ESI-MS m/z 813.0 (100) [2M+K ], 797.0 (32) [2M+Na'], 410.1 (17)
[M+Na'], 387.9 (16) [M+H].

3-(N-Fmoc)-Amino-3-(4-fluor)-phenylpropionsiure (12b)

3-Amino-3-(4-fluor)-phenylpropionsdure (11b) (2.00 g, 10.9 mmol) wurde nach
AAV 3 innerhalb von 21 h umgesetzt. Reinigung durch Flashchromatographie ergab
12b (2.63 g, 60 %) als weillen Feststoff.

R = 0.5 (Hexan/Ethylacetat/AcOH 1:2:0.1); "H-NMR (250 MHz, DMSO-d¢) & =
12.30 (br. s, IH, COOH), 7.93 (d, J = 8.0 Hz, 1H, NH), 7.86 (d, J = 7.5 Hz, 2H,
arom.), 7.86 (d, J = 8.6 Hz, 1H, NH), 7.65 (d, J = 7.5 Hz, 2H, arom.), 7.45-7.20
(m, 6H, arom.), 7.13 (dd, J = 8.6 Hz, 2H, Phenyl), 4.92 (dt, 1H, NH-CH), 4.31-
4.12 (m, 3H, CH-CH,-0), 2.79-2.54 (m, 2H, CH,-CO); HPLC (30-80 % in 30
min) Ry = 21.0 min (verunreinigt mit 4-Fluorzimtsdure (15 %): R; = 10.8 min);

ESI-MS m/z 849.0 (100) [2M+K '], 833.0 (28) [2M+Na'], 428.1 (10) [M+Na'].
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3-(N-Fmoc)-Amino-3-(4-chlor)-phenylpropionsiure (12c¢)
3-Amino-3-(4-chlor)-phenylpropionsdure (11c¢) (1.00 g, 5.0 mmol) wurde nach
AAYV 3 innerhalb von 25 h umgesetzt und ergab 12¢ (1.93 g, 91 %) als weillen Fest-

stoff.

R, = 0.6 (Hexan/Ethylacetat/AcOH 1:2:0.1); "H-NMR (250 MHz, DMSO-d¢) & =
12.30 (br. s, 1H, COOH), 7.93 (d, J = 7.4 Hz, 1H, NH), 7.88 (d, J = 7.5 Hz, 2H,
arom.), 7.67 (d, J = 7.5 Hz, 2H, arom.), 7.38-7.21 (m, 8H, arom.), 4.91 (dt, 1H,
NH-CH), 4.26-4.12 (m, 3H, CH-CH>-0), 2.76-2.56 (m, 2H, CH,-CO); HPLC
(30-80 % in 30 min) R, = 25.4 min; ESI-MS m/z 882.9 (75) [2M*"“+K*], 880.8
(100) [2M*“4K], 866.8 (30) [2M*"“+Na'], 864.8 (38) [2M**“+Na'], 421.8
(28) [M*“+H'].

3-(N-Fmoc)-Amino-3-(4-brom)-phenylpropionsiure (12d)
3-Amino-3-(4-brom)-phenylpropionsdure (11d) (1.00 g, 10.0 mmol) wurde nach
AAYV 3 innerhalb von 16 h umgesetzt und ergab 12d (1.93 g, 79 %) als weillen Fest-

stoff.

R; = 0.6 (Hexan/Ethylacetat/AcOH 1:2:0.1); "H-NMR (250 MHz, DMSO-d¢) & =
12.30 (br. s, 1H, COOH), 7.93 (d, J = 7.4 Hz, 1H, NH), 7.88 (d, J= 7.5 Hz, 2H,
arom.), 7.67 (d, J = 7.5 Hz, 2H, arom.), 7.38-7.21 (m, 8H, arom.), 4.91 (dt, 1H,
NH-CH), 4.26-4.12 (m, 3H, CH-CH,-0), 2.76-2.56 (m, 2H, CH,-CO); HPLC
(30-80 % in 30 min) R, = 25.4 min; ESI-MS m/z 970.9 (100) [2M"*P™1B+K ],
954.8 (34) [2M PP 1Na ", 466.0 (24) [MP+H"].

3-(N-Fmoc)-Amino-3-(4-methoxy)-phenylpropionsaure (12e)
3-Amino-3-(4-methoxy)-phenylpropionsdure (11e) (3,90 g, 20 mmol) wurde nach
AAV 3 umgesetzt und ergab 12e (6.85 g, 82 %) als weilles Pulver.
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R; = 0.6 (Hexan/Ethylacetat/AcOH 1:2:0.1); "H-NMR (250 MHz, DMSO-d¢) & =
7.89 (d, J = 7.5 Hz, 2H, arom.), 7.88 (m, 1H, NH), 7.67 (d, J = 7.5 Hz, 2H,
arom.), 7.44-7.16 (m, 6H, arom.), 6.87 (d, J = 8.5 Hz, 2H, arom.), 4.88 (m, 1H,
NH-CH), 4.28-4.15 (m, 3H, CH-CH,-0), 2.75-2.50 (m, 2H, CH,-CO); HPLC
(10-90 % in 30 min) R, = 24.7 min; ESI-MS m/z 418.1 (16) [M+H"].

3-(N-Fmoc)-Amino-3-(4-trifluormethoxy)-phenylpropionsiure (12f)

3-Amino-3-(4-trifluormethoxy)-phenylpropionsdure (11f) (531 mg, 2.12 mmol)
wurde nach AAV 3 mit Fmoc-Cl (551 mg, 2.12 mmol, 1 Aquiv.) umgesetzt und ergab
12£ (930 mg, 96 %) als weillen Feststoft.

R = 0.7 (Hexan/Ethylacetat/AcOH 1:2:0.1); "TH-NMR (250 MHz, DMSO-d¢) & =
12.27 (br. s, IH, COOH), 7.96 (d, J = 7.2 Hz, 1H, NH), 7.88 (d, J = 7.5 Hz, 2H,
arom.), 7.64 (d, J = 7.5 Hz, 2H, arom.), 7.45-7.23 (m, 8H, arom.), 4.93 (dt, 1H,
NH-CH), 4.28 (m, 2H, CH-CH,-0), 4.19 (m, 1H, CH-CH,-0), 2.76-2.60 (m, 2H,
CH,-CO); HPLC (30-80 % in 30 min) R; = 27.2 min; ESI-MS m/z 981.0 (100)
[2M+K '], 965.0 (41) [2M+Na'], 471.9 (23) [M+H].

3-(N-Fmoc)-Amino-3-(2-nitro)-phenylpropionsaure (12h)

3-Amino-3-(2-nitro)-phenylpropionsdure (11h) (1.05 g, 5.0 mmol) wurde nach
AAV 3 mit Fmoc-CI (1.30 g, 5.0 mmol, 1 Aquiv.) innerhalb von 16 h umgesetzt und
ergab 12h (1.67 g, 78 %) als weilen Feststoff.

R, = 0.6 (Hexan/Ethylacetat/AcOH 1:2:0.1); "H-NMR (250 MHz, DMSO-d¢) & =
12.41 (br. s, 1H, COOH), 8.21 (d, J= 6.2 Hz, 1H, arom.), 7.90 (d, J = 7.4 Hz, 1H,
NH), 7.86 (d, J= 7.5 Hz, 2H, arom.), 7.72 (d, /= 6.2 Hz, 1H, arom.), 7.67 (d, J =
7.5 Hz, 2H, arom.), 7.64-7.19 (m, 6H, arom.), 5.37 (m, 1H, NH-CH), 4.29-4.09
(m, 3H, CH-CH,-0), 2.78-2.60 (m, 2H, CH,-CO); HPLC (10-90 % in 30 min) R,
=24.9 min; ESI-MS m/z
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3-(N-Fmoc)-Amino-3-(3-nitro)-phenylpropionsaure (12i)

3-Amino-3-(3-nitro)-phenylpropionsdure (11i) (1.31 g, 6.23 mmol) wurde nach
AAYV 3 innerhalb von 23 h umgesetzt und ergab 12i (2.67 g, 100 %) als grauen Fest-
stoff.

R = 0.55 (Hexan/Ethylacetat/AcOH 1:2:0.1); "H-NMR (250 MHz, DMSO-dg) &
= 12.30 (br. s, 1H, COOH), 8.21 (s, 1H, arom.), 8.08 (d, J = 8.2 Hz, 2H, arom.),
7.95(d,J="17.5Hz, 1H, NH), 7.86 (d, /= 7.5 Hz, 2H, arom.), 7.80 (d, J = 8.0 Hz,
1H, arom.), 7.70-7.61 (m, 3H, arom.), 7.40-7.21 (m, 4H, arom.), 4.93 (dt, 1H,
NH-CH), 4.29-4.13 (m, 3H, CH-CH,-0), 2.78-2.57 (m, 2H, CH,-CO); HPLC
(30-80 % in 30 min) R, = 22.9 min; ESI-MS m/z 903.1 (100) [2M+K"], 987.2
(26) [2M+Na'], 433.1 (8) [M+H].

3-(N-Fmoc)-Amino-3-(3,5-difluor)-phenylpropionsiure (12j)
3-Amino-3-(3,5-difluor)-phenylpropionsdure (11j) (0.28 g, 1.40 mmol) wurde nach
AAYV 3 innerhalb von 5 h umgesetzt und ergab 12j (0.34 g, 59 %) als weillen Feststoff.

R = 0.7 (Hexan/Ethylacetat/AcOH 1:2:0.1); "H-NMR (250 MHz, DMSO-d¢) & =
12.35 (br. s, 1H, COOH), 7.97 (d, J = 8.5 Hz, 1H, NH), 7.88 (d, J = 7.4 Hz, 2H,
arom.), 7.65 (d, J = 7.5 Hz, 2H, arom.), 7.45-7.20 (m, 4H, arom.), 7.08-6.85 (m,
3H, Phenyl), 4.93 (dt, 1H, NH-CH), 4.30 (d, J = 6.2 Hz, 2H, CH-CH,-0), 4.20
(dd, 1H, CH-CH,-0), 2.73-2.55 (m, 2H, CH,-CO); HPLC (30-80 % in 30 min)
R; = 21.8 min (verunreinigt mit Fmoc-Dipeptid (20 %): R; = 23.7 min und 24.1
min); ESI-MS m/z 884.9 (100) [2M+K'], 869.0 (30) [2M+Na'], 423.9 (6)
[M+H"].

3-(N-Fmoc)-Amino-3-(3,5-dichlor)-phenylpropionsiure (12k)

3-Amino-3-(3,5-dichlor)-phenylpropionsdure (11k) (614 mg, 2.62 mmol) wurde mit
Fmoc-Cl (679 mg, 2.62 mmol, 1 Aquiv.) nach AAV 3 innerhalb von 16 h umgesetzt
und ergab 12k (1.04 g, 88 %) als weillen Feststoff.
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R = 0.7 (Hexan/Ethylacetat/AcOH 1:2:0.1); "H-NMR (250 MHz, DMSO-d¢) & =
12.35 (br. s, IH, COOH), 7.98 (d, J = 7.5 Hz, 1H, NH), 7.88 (d, J = 7.4 Hz, 2H,
arom.), 7.64 (d, J = 7.5 Hz, 2H, arom.), 7.50-7.28 (m, 7H, arom.), 4.90 (dt, 1H,
NH-CH), 4.28 (d, J = 6.2 Hz, 2H, CH-CH,-0), 4.19 (dd, 1H, CH-CH,-0), 2.76-
2.56 (m, 2H, CH,-CO); HPLC (30-80 % in 30 min) R; = 26.7 min; ESI-MS m/z
958.9 (100) [2M?*"3C3D1K™932.9 (24) [2M*"“P+Na'], 455.9 (9) [M*“+H.

3-(N-Fmoc)-Amino-3-isopropylpropionsiure (120)
3-Amino-3-isopropylpropionsdure (110) (0.52 g, 3.96 mmol) wurde nach AAV 2
umgesetzt und ergab 120 (0.75 g, 55 %) als weillen Feststoft.

R; = 0.6 (Hexan/Ethylacetat/AcOH 1:5:0.1); "TH-NMR (250 MHz, DMSO-d¢) & =
12.30 (br. s, 1H, COOH), 7.88 (d, J = 7.4 Hz, 2H, arom.), 7.69 (m, 2H, arom.),
7.43-7.28 (m, 4H, arom.), 7.22 (d, J = 9.0 Hz, 1H, NH), 4.34-4.23 (m, 3H, CH-
CH,-0), 3.72 (m, 1H, NH-CH), 2.39 (dd, J = 4.8 Hz/15.1 Hz, 1H, HCH-CO),
2.27 (dd, J=9.1 Hz/15.4 Hz, 1H, HCH-CO), 1.70 (m, 1H, CH-(CH3),), 0.81 (d, J
= 6.8 Hz, 6H, CH-(CH;),); HPLC (20-90 % in 30 min) R, = 23.2 min; ESI-MS
m/z 745.0 (100) [2M+K '], 729.0 (25) [2M+Na'], 376.1 (10) [M+Na'], 353.9 (16)
[M+H"].

8.2.2 Synthese der Saurebausteine A,

AAYV 4a: Synthese der 3-Phenylglutarsiuren 20: Isolierung des Zwischenpro-
dukts 18!

Der Benzaldehyd 10 (30 mmol) wird in Acetessigsidureethylester (7.8 g, 60 mmol, 2
Aquiv.) geldst und auf 0 °C gekiihlt. AnschlieBend wird Piperidin (0.5 mL) zugetropft
und die Reaktionsmischung drei Tage bei RT stehen gelassen, wobei das Gemisch fest
wird. Nach Zugabe von Ethanol (40 mL) erhitzt man die Suspension unter Riickflu3
bis eine klare Losung entsteht. Danach ldsst man die Losung auf RT abkiihlen. Der
kristalline Niederschlag wird abfiltriert, mit wenig kaltem Ethanol gewaschen und im

Vakuum getrocknet.
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AAY 4b: Synthese der 3-Phenylglutarsiauren 20: Verseifung des Zwischenpro-
dukts 187!

Das Zwischenprodukt 18 (20 mmol) wird portionsweise zu einer wassrigen, 20N
KOH-Lo6sung (2 mL) gegeben und 3 h bei 80 °C geriihrt. Bei Loslichkeitsproblemen
wird zusitzlich MeOH (2 mL) zugegeben, das man vor der Aufarbeitung abdestilliert.
Nach Zugabe von Eis (50 mL) wird die Losung mit Ethylacetat (2 x 50 mL) extrahiert.
Die wissrige Phase wird vorsichtig mit konz. HCI auf pH = 1 angeséduert. Die ausfal-

lende Glutarsdure wird abfiltriert, mit Wasser gewaschen und im Vakuum getrocknet.

3-(4-Fluor)-phenylglutarsaure (20b)

Die Umsetzung von 4-Fluorbenzaldehyd (10b) (3.72 g, 30 mmol) nach AAV 4a
ergab 2,4-Bisaceto-3-(4-fluor)-phenylglutarsdurediethylester (18b) (6.83 g, 63 %) als
weillen Feststoff. Das Zwischenprodukt 18b (6.89 g, 18.8 mmol) wurde nach AAV 4b
verseift und ergab 20b (3.66 g, 86 %) als weillen Feststoff.

"H-NMR (250 MHz, DMSO-dg) & = 12.03 (br. s, 1H, 2xCOOH), 7.28 (m, 2H,
arom. 0-CH), 7.06 (m, 2H, arom. m-CH), 3.43-3.25 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 2.69-
2.43 (m, 4H, CH,-CH-CH,); HPLC (10-90 % in 30 min) R; = 13.6 min; ESI-MS
m/z 491.0 (38) [2M+K ], 305.8 (66) [SM+4Na'].

3-(4-Chlor)-phenylglutarsiaure (20c)

4-Chlorbenzaldehyd (10c¢) (7.03 g, 50 mmol) wurde nach AAV 4a unter Argon
innerhalb von 5 d umgesetzt und ergab 2,4-Bisaceto-3-(4-chlor)-phenylglutarséure-
diethylester (18¢) (13.13 g, 69 %) als gelben Feststoff. Das Zwischenprodukt 18¢
(13.08 g, 34.2 mmol) wurde sofort nach AAV 4b verseift und ergab 20c (4.81 g, 58 %)

als weillen Feststoff.

"H-NMR (250 MHz, DMSO-dg) § = 12.06 (br. s, 1H, 2xCOOH), 7.41-7.24 (m,
4H, arom.), 3.44-3.27 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 2.64 (dd, J = 6.2 Hz/15.8 Hz, 2H,
CH-(HCH),), 2.50 (dd, J = 8.8 Hz/15.6 Hz, 2H, CH-(HCH),); HPLC (10-90 %
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in 30 min) R, = 15.6 min; ESI-MS m/z 563.8 (84) [SM>C7DV2(5D1oH" 321.9
(88) [4M*°“+3Na ], 263.0 (8) [M*“+K™].

3-(4-Brom)-phenylglutarsiure (20d)

Die Umsetzung von 4-Brombenzaldehyd (10d) (9.25 g, 50 mmol) nach AAV 4a
ergab 2,4-Bisaceto-3-(4-brom)-phenylglutarsdurediethylester (18d) (11.06 g, 52 %) als
gelben Feststoff. Das Zwischenprodukt 18d (11.12 g, 26.0 mmol) wurde sofort nach
AAYV 4b verseift. Nach dem Ansduern der wéssrigen Phase mit konz. HCI auf pH = 1
wurde die ausgefallene Glutarsdure abfiltriert, mit Wasser gewaschen und im Vakuum
getrocknet. Die wiéssrige Phase wurde zusitzlich mit Ether (3 X 50 mL) extrahiert. Die
vereinigten Etherphasen wurden mit Na,SO, getrocknet, filtriert und das Losungsmittel
im Vakuum entfernt. Durch Vereinigung der braunlichen Feststoffe wurde 20d (5.68 g,
76 %) erhalten.

"H-NMR (250 MHz, DMSO-d¢) & = 12.11 (br. s, 1H, 2xCOOH), 7.46 (m, 2H,
arom. 0-CH), 7.24 (m, 2H, arom. m-CH), 3.46 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 2.61-2.43
(m, 4H, CH,-CH-CH,); HPLC (10-90 % in 30 min) R; = 16.2 min; ESI-MS m/z
614.9 (58) [2M*BBIBLKT 6129 (98) [2MPPIBLKT, 610.9 (58)
[2M7B7PBILK ] 598.8 (36) [2MP'B¥!BLNa™], 596.8 (43) [2M7P®!P4Na "], 594.8
(16) [2M79Br79Br +Na+].

3-(4-Methoxy)-phenylglutarsiure (20e)

4-Methoxybenzaldehyd (10e) (6.81 g, 50 mmol) wurde nach AAV 4a umgesetzt.
Umkris-tallisieren aus der 2.5-fachen Menge Ethanol (160 mL, aufgrund schlechter
Loslichkeit) ergab 2,4-Bisaceto-3-(4-methoxy)-phenylglutarsdurediethylester (18e)
(10.97 g, 58 %) als weillen Feststoff. Das Zwischenprodukt 18e (11.00 g, 29.1 mmol)
wurde sofort nach AAV 4b verseift. Nach dem Ansduern der wéssrigen Phase mit
konz. HCI auf pH = 1 wurde die ausgefallene Glutarsdure abfiltriert, mit Wasser
gewaschen und im Vakuum getrocknet. Die wéssrige Phase wurde zusitzlich mit Ether

(3 x 50 mL) extrahiert. Die vereinigten Etherphasen wurden mit Na,SO, getrocknet,
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filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Durch Vereinigung der briun-

lichen Feststoffe wurde 20e (5.96 g, 86 %) erhalten.

"H-NMR (250 MHz, DMSO-d¢) & = 11.98 (br. s, 1H, 2xCOOH), 7.35 (d, J = 8.5
Hz, 2H, arom. m-CH), 6.93 (d, J = 8.5 Hz, 2H, arom. 0-CH), 3.47 (m, 1H, CH,-
CH-CH,), 2.70-2.46 (m, 4H, CH,-CH-CH,); HPLC (10-90 % in 30 min) R, =
13.0 min; ESI-MS m/z 515.1 (100) [2M+K ], 499.0 (35) [2M+Na'].

3-(4-Biphenyl)-glutarsiure (20g)

Biphenyl-4-carboxaldehyd (10g) (6.59 g, 36.2 mmol) wurde in Acetessigsdure-
ethylester (10.5 mL, 83.0 mmol, 2.3 Aquiv.) suspendiert und bis zur vollstindigen
Losung im Ultraschallbad behandelt. AnschlieBend wurde nach AAV 4a Piperidin (0.8
mL) bei RT zugetropft. Umkristallisieren aus Ethylacetat (40 mL) nach 1 d ergab 2,4-
Bisaceto-3-(4-biphenyl)-glutarsdurediethylester (18g) (10.75 g, 71 %) als weille
Nadeln. Das Zwischenprodukt 18g (4.24 g, 10.0 mmol) wurde nach AAV 4b mit
wissriger, 20N NaOH (3.5 mL, 70 mmol, 7 Aquiv.) unter Zugabe von MeOH (20 mL)
verseift. Einengen der Reaktionslosung und Aufarbeitung nach AAV 4b ergab 20g
(2.70 g, 95 %) als grauen Feststoft.

"H-NMR (250 MHz, DMSO-dg) & = 12.06 (br. s, 1.5H, 2xCOOH), 7.63 (d, J =
8.0 Hz, 2H, arom.), 7.56 (d, J = 8.7 Hz, 2H, arom.), 7.44 (t, J = 7.2 Hz, 2H,
arom.), 7.35 (d, J = 7.6 Hz, 2H, arom.), 7.31 (t, 1H, arom.), 3.45 (m, 1H, CH>-
CH-CH,), 2.67 (dd, J = 6.4 Hz/15.9 Hz, 2H, CH-(HCH),), 2.51 (dd, J = 8.7
Hz/15.6 Hz, 2H, CH-(HCH),); HPLC (10-90 % in 30 min) R; = 19.1 min; ESI-
MS m/z 607.0 (100) [2M+K ], 591.2 (58) [2M+Na'].

3-(3-Nitro)-phenylglutarsiure (20i)
3-(3-Nitro)-benzaldehyd (10i) (7.56 g, 50 mmol) wurde nach AAV 4a innerhalb von
26 h umgesetzt. Umkristallisieren aus Ethylacetat (40 mL) ergab 2,4-Bisaceto-3-(3-

nitro)-phenylglutarsdurediethylester (18i) (12.20 g, 63 %) als graue Nadeln. Das
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Zwischenprodukt 18i (12.20 g, 31.0 mmol) wurde sofort nach AAV 4b mit wissriger,
20N NaOH (11 mL, 220 mmol, 7 Aquiv.) unter Zugabe von MeOH (40 mL) verseift.
Einengen der Reaktionslosung und Aufarbeitung nach AAV 4b ergab 20i (6.90 g,
87 %) als braunen Feststoff.
"H-NMR (250 MHz, DMSO-dg) & = 12.12 (br. s, 2H, 2xCOOH), 8.13 (d, *J =
1.3 Hz, 1H, arom. C(2)H), 8.03 (dt, *J = 1.3 Hz und *J = 8.2 Hz, 1H, arom. C*-
H), 7.76 (d, J = 7.7 Hz, 1H, arom. C6-H), 7.56 (t, J =7.9 Hz, 2H, arom. CS-H),
3.45 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 2.80-2.53 (m, 4H, H,C-CH-CH,); HPLC (10-90 %
in 30 min) R, = 13.7 min.

3-(3,5-Difluor)-phenylglutarsiure (20j)

3,5-Difluorbenzaldehyd (10j) (1.42 g, 10 mmol) wurde nach AAV 4a umgesetzt
und ergab 2,4-Bisaceto-3-(3,5-difluor)-phenylglutarsdurediethylester (18j) (2.78 g, 72
%) als grauen Feststoff. Das Zwischenprodukt 18j (2.78 g, 7.23 mmol) wurde sofort
nach AAV 4b durch langsame Zugabe von 20N, wissriger KOH (5 mL, 100 mmol, 14
Aquiv.) innerhalb von 2 h bei 80 °C verseift und ergab 20j (0.74 g, 42 %) als gelben
Feststoff.

"H-NMR (250 MHz, DMSO-d¢) & = 12.04 (br. s, 1H, 2xCOOH), 7.11-6.96 (s,
3H, arom.), 7.35 (s, 2H, arom.), 3.45-3.29 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 2.67-2.52 (m,
4H, H,C-CH-CH,); ®C-NMR (75 MHz, DMSO-d¢) & = 172.70, 111.13, 110.79,
102.24, 101.91, 37.94; HPLC (10-90 % in 30 min) R; = 16.5 min.

3-(3,5-Dichlor)-phenylglutarsiure (20k)

3,5-Dichlorbenzaldehyd (10k) (5.0 g, 28.6 mmol) wurde nach AAV 4a unter Argon
innerhalb von 5 d umgesetzt. Umkristallisieren aus der 2-fachen Menge Ethanol (70
mL, aufgrund schlechter Loslichkeit) ergab 2,4-Bisaceto-3-(3,5-dichlor)-phenylglutar-
sdurediethylester (18k) (9.81 g, 83 %) als gelblichen Feststoff. Das Zwischenprodukt
18k (8.87 g, 21.2 mmol) wurde sofort nach AAV 4b verseift und ergab 20k (5.46 g,
93 %) als weillen Feststoft.
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"H-NMR (250 MHz, DMSO-d¢) & = 12.02 (br. s, 1H, 2xCOOH), 7.41 (s, 1H,
arom.), 7.35 (s, 2H, arom.), 3.41 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 2.65-2.51 (m, 4H, H,C-
CH-CH,); HPLC (10-90 % in 30 min) R, = 17.5 min; ESI-MS m/z 593.0 (64)
RMIBCSTCLER 5910 (54) [2MPOCLKT, 577.0 (56) [2MPCTCLNa",
575.1 (28) [2M*¥ " +Na'.

8.2.3 Synthese der aza-Glycinbausteine B

Fmoc-Hydrazin (22) modifiziert nach Carpino et al.**

Eine Losung von Hydrazinhydrat (21) (40 mL, 40 g, 800 mmol, 40 Aquiv.) in H,O
(1.0 L) wurde im Eisbad auf 0 °C gekiihlt. Das Reaktionsgemisch wurde mit einem
KPG-Riihrer heftig durchmischt, wihrend man eine Losung von Fmoc-Chlorid (5.17 g,
20.0 mmol) in CH3;CN (100 mL) innerhalb 2-5 h zutropfte. Der Niederschlag wurde
abgesaugt und mit H,O gewaschen. Trocknen im Vakuum ergab 22 (4.98 g, 98 %) als

weillen Feststoff.

"H-NMR (250 MHz, DMSO-d¢) & = 8.34 (br. s, 1H, H,N-NH), 7.88 (d, J =
7.4 Hz, 2H, arom.), 7.69 (d, J = 7.2 Hz, 2H, arom.), 7.41 (t, J = 7.1 Hz, 2H,
arom.), 7.32 (t, J = 7.4 Hz, 2H, arom.), 4.32-4.15 (m, 3H, CH,-CH), 4.07 (br. s,
2H, H,N-NH); HPLC (10-90 % in 30 min) R; = 16.2 min (verunreinigt mit ca. 5
% Bis-Fmoc-hydrazin: R, = 30.2 min); ESI-MS m/z 179.2 (100) [M-O(CO)-
N2H37.

5-(9H-Fluoren-9-ylmethoxy)-3H-[1,3,4]oxadiazol-2-on (24)'**"!

Eine Suspension von Fmoc-Hydrazin (22) (0.995 g, 3.91 mmol) in CH,Cl, (40 mL)
und ges. wiassriger NaHCO;-Losung (40 mL) wurde im Eisbad auf 0 °C gekiihlt und 5
min heftig geriihrt. Danach belie man die Reaktionsmischung 5 min ohne Riihren, gab
mit einer Spritze Phosgen (1.89 M in Toluol, 6.3 mL, 11.7 mmol, 3 Aquiv.) zur
organischen (unteren) Phase und begann unmittelbar nach der Zugabe die Reaktions-

mischung wieder zu rithren. Nach 10 min wurde das Reaktionsgemisch mit H,O (15
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mL) und CH,Cl, (15 mL) versetzt. AnschlieBend wurden die Phasen getrennt, die wis-
srige Phase mit CH,Cl, (2 x 40 mL) extrahiert und die vereinigten organischen Phasen
tiber Na,SO, getrocknet. Filtration und Entfernen des Ldsungsmittels im Vakuum

ergab 24 (1.03 g, 94 %) als farblosen Feststoft.

"H-NMR (250 MHz, CDCl3) & = 8.00 (br. s, 1H, NH), 7.75 (d, J = 7.4 Hz, 2H,
arom.), 7.58 (d, J = 7.9 Hz, 2H, arom.), 7.45 (t, J = 7.4 Hz, 2H, arom.), 7.35 (t, J
= 7.5 Hz, 2H, arom.), 4.49 (d, J= 7.2 Hz, 2H, CH,-CH), 4.36 (t, /= 7.3 Hz, 1H,
CH,-CH); “C-NMR (62.5 MHz, CDCl;) & = 156.1, 152.5, 142.4, 141.3, 128.2,
127.3, 125.1, 120.2, 72.9, 46.2; IR (KBr) v = 3300s, 1780s, 1650s, 1451m,
1426m, 1347m, 1224m, 918m, 758w, 740m cm™"

8.2.4 Synthese der kombinierten Bausteine A,B,

AAYV 5: Synthese der Glutarsiureanhydride 25

Eine Suspension der Glutarsdure 20 (10 mmol) wird in Essigsdureanhydrid (2.8 mL,
30 mmol, 3 Aquiv.) bis zur vollstindigen Losung unter Riickfluss auf 130 °C erhitzt.
Nach Abkiihlung auf Raumtemperatur wird tropfenweise Et,O (2 mL) zugegeben. Der
Niederschlag wird abfiltriert, mit kaltem Et,O (2 mL) gewaschen und im Vakuum

getrocknet.

3-Phenylglutarsiaureanhydrid (25a)
3-Phenylglutarsdure (20a) (2.08 g, 10 mmol) wurde nach AAV 5 umgesetzt und
ergab 25a (1.31 g, 77 %) als weille Nadeln.

R, = 0.9 (Hexan/Ethylacetat/AcOH 1:2:0.1); "H-NMR (250 MHz, CDCly) & =
7.41-7.29 (m, 3H, arom.), 7.18 (m, 2H, arom.), 3.41 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 3.10
(dd, J = 4.5/17.3 Hz, 2H, CH-(HCH),), 2.85 (dd, J = 11.2/17.3 Hz, 2H, CH-
(HCH),).
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3-(4-Fluor)-phenylglutarsaureanhydrid (25b)
3-(4-Fluor)-phenylglutarsdure (20b) (3.69 g, 16.34 mmol) wurde nach AAV 5 um-
gesetzt und ergab 25b (1.86 g, 56 %) als weille Nadeln.

"H-NMR (250 MHz, CDCls) 6 = 7.20-7.03 (m, 4H, arom.), 3.38 (m, 1H, CH,-
CH-CH,), 3.08 (dd, J = 4.5/17.3 Hz, 2H, CH-(HCH),), 2.81 (dd, J = 11.2/17.3
Hz, 2H, CH-(HCH),); HPLC (10-90 % in 30 min) R; = 20.3 min; ESI-MS m/z
370.0 (55) [3(M+H,0)+Na'+K].

3-(4-Chlor)-phenylglutarsiureanhydrid (25c¢)

3-(4-Chlor)-phenylglutarsdure (20¢) (4.81 g, 19.8 mmol) wurde mit Essigsdure-
anhydrid (7.5 mL, 79.2 mmol, 4 Aquiv.) nach AAV 5 bei 140 °C 10 min umgesetzt
und ergab 25¢ (3.51 g, 65 %) als weile Nadeln.

R; = 0.8 (Hexan/Ethylacetat/AcOH 1:1:0.1); '"H-NMR (250 MHz, CDCl;) & =
7.43 (d, J = 8.5 Hz, 2H, arom.), 7.32 (d, J = 8.5 Hz, 2H, arom.), 3.58 (m, 1H,
CH,-CH-CH,), 2.90-3.09 (m, 4H, CH,-CH-CH,); HPLC (10-90 % in 30 min) R,
= 225 min; ESI-MS m/z 339.6 (48) [4M>C7TD2GCDL3K* ) 322.0 (38)
[4M3GTED 2650 N 4K,

3-(4-Brom)-phenylglutarsiureanhydrid (25d)

3-(4-Brom)-phenylglutarsédure (20d) (5.59 g, 19.45 mmol) wurde mit Essigsdure-
anhydrid (7.8 mL, 78 mmol, 4 Aquiv.) nach AAV 5 umgesetzt und ergab 25d (4.35 g,
84 %) als weille Kristalle.

"H-NMR (250 MHz, CDCl3) & = 7.54 (d, J = 8.5 Hz, 2H, arom.), 7.26 (d, J = 8.5
Hz, 2H, arom.), 3.56 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 3.09-2.90 (m, 4H, CH,-CH-CH,);
HPLC (10-90 % in 30 min) R; = 23.1 min.
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3-(4-Methoxy)-phenylglutarsdureanhydrid (25e)

3-(4-Methoxy)-phenylglutarsdure (20e) (5.86 g, 24.6 mmol) wurde mit Essigsdure-
anhydrid (9.9 mL, 98 mmol, 4 Aquiv.) nach AAV 5 umgesetzt und ergab 25e (4.16 g,
77 %) als weille Nadeln.

"H-NMR (250 MHz, CDCl;) 8 = 7.10 (d, J = 8.5 Hz, 2H, arom.), 6.90 (d, J = 8.5
Hz, 2H, arom.), 3.79 (s, 3H, O-CH;), 3.34 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 3.06 (dd, J =
4.5/17.3 Hz, 2H, CH-(HCH),), 2.90 (dd, J = 11.2/17.3 Hz, 2H, CH-(HCH),);
HPLC (10-90 % in 30 min) R, = 19.9 min; ESI-MS m/z 300.0 (46) [3(M-
CO)+Na'+H'].

3-(4-Biphenyl)-glutarsiureanhydrid (25g)

3-(4-Biphenyl)-glutarsdure (20g) (2.70 g, 9.5 mmol) wurde mit Essigsdureanhydrid
(3.6 mL, 38 mmol, 4 Aquiv.) nach AAV 5 innerhalb von 30 min umgesetzt und ergab
25g (1.86 g, 74 %) als grauen Feststoff.

"H-NMR (250 MHz, CDCl;) 6 = 7.65 (m, 4H, arom.), 7.49-7.32 (m, 5H, arom.),
3.61 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 3.15-2.95 (m, 4H, CH,-CH-CH,); HPLC (10-90 %
in 30 min) R, = 25.8 min; ESI-MS m/z 554.9 (66) [2M+Na'], 267.2 (100)
[M+H"].

3-(3-Nitro)-phenylglutarsiureanhydrid (25i)

3-(3-Nitro)-glutarsdure (20i) (6.90 g, 27 mmol) wurde mit Essigsdureanhydrid (10.2
mL, 108 mmol, 4 Aquiv.) nach AAV 5 innerhalb 1 h umgesetzt und ergab 25i (5.38 g,
85 %) als braunlichen Feststoff.

"H-NMR (250 MHz, CDCl3) & = 8.20-8.11 (m, 2H, arom.), 7.78 (d, J = 7.8 Hz,
1H, arom.), 7.65 (t, J = 8.9 Hz, 1H, arom.), 3.77 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 3.21-
2.98 (m, 4H, CH,-CH-CH,); HPLC (10-90 % in 30 min) R; = 19.8 min; ESI-MS
m/z 492.9 (38) [2M+Na'], 341.7 (100) [3(M-CO)+Na'+K].
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3-(3,5-Difluor)-phenylglutarsaureanhydrid (25j)

3,5-Difluorbenzaldehyd (20j) (0.73 g, 3.0 mmol) wurde mit Essigsdureanhydrid
(1.1 mL, 12 mmol, 4 Aquiv.) nach AAV 5 umgesetzt und ergab 25j (0.49 g, 74 %) als
grauen Feststoff.

R; = 0.9 (Hexan/Ethylacetat 1:1); "H-NMR (250 MHz, DMSO-d) & = 7.19-7.02

(m, 3H, arom.), 3.62 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 3.21-2.96 (m, 4H, CH,-CH-CH,).

3-(3,5-Dichlor)-phenylglutarsiureanhydrid (25Kk)

3-(3,5-Dichlor)-phenylglutarsdure (20k) (4.23 g, 15.3 mmol) wurde mit Essigsédure-
anhydrid (5.8 mL, 61.2 mmol, 4 Aquiv.) nach AAV 5 bei 140 °C 10 min umgesetzt
und ergab 25k (2.90 g, 65 %) als weille Kristalle.

R; = 0.8 (Hexan/Ethylacetat/AcOH 1:1:0.1); '"H-NMR (250 MHz, CDCl;) & =
7.53 (s, 1H, arom.), 7.40 (s, 2H, arom.), 3.61 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 3.13-2.94
(m, 4H, CH,-CH-CH,); HPLC (10-90 % in 30 min) R; = 23.9 min; ESI-MS m/z
299.1 (45) [M+H,0+Na'].

Glutarsiureanhydrid (25n)
Glutarsdure (20n) (1.32 g, 10 mmol) wurde nach AAV 5 innerhalb von 30 min auf
150 °C erhitzt und ergab 25n (0.54 g, 48 %) als weille Nadeln.

"H-NMR (250 MHz, DMSO-dg) & = 2.70 (t, J = 7.5 Hz, 2H, CH,-CH,-CH,),
1.87 (qn, J = 7.5 Hz, 4H, CH,-CH-CH,).

AAYV 6: Synthese von 5-(/V’-Fmoc-Hydrazino)-5-oxopentansiuren 26

Das Glutarsdureanhydrid 25 (2.0 mmol) wird zusammen mit Fmoc-Hydrazin (22)
(2.0-2.2 mmol, 1 Aquiv., je nach Reinheit des Fmoc-Hydrazins) in absolutem THF
(20 mL) unter Riickfluss erhitzt. Der Reaktionsverlauf wird mittels DC kontrolliert.
Nach Beendigung der Reaktion wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt und das

olige Produkt im Olpumpen-vakuum getrocknet.
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5-[N’-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-hydrazino]-5-oxo-3-phenylpentansiure
(26a)

3-Phenylglutarsdureanhydrid (25a) (380 mg, 2.0 mmol) wurde nach AAV 6 mit
Fmoc-Hydrazin (22) (509 mg, 2.0 mmol, 1 Aquiv.) unter Argon innerhalb von 17 h
umgesetzt. Die Reinigung durch Flashchromatographie (Hexan/Ethylacetat 1:1, ab 500
mL Ethylacetat; jeweils + 0.5 % AcOH) ergab 26a (840 mg, 94 %) als farbloses Ol.

R; = 0.1 (Hexan/Ethylacetat/AcOH 1:1:0.1); "H-NMR (250 MHz, DMSO-d¢) & =
12.02 (br. s, 1H, COOH), 9.70 (s, 1H), 9.19 (s, 1H, NH), 7.89 (d, /= 7.6 Hz, 2H,
arom.), 7.70 (d, J = 7.5 Hz, 2H, arom.), 7.45-7.13 (m, 9H, arom.), 4.38-4.15 (m,
3H, CH-CH,-0), 3.54-3.39 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 2.71 (dd, J=4.6/16.6 Hz, 2H,
CH-(HCH),), 2.52 (m, 2H, CH-(HCH),); HPLC (40-90 % in 20 min) R, = 14.2
min; ESI-MS m/z 926.9 (88) [2M+K'], 910.8 (100) [2M+Na'], 483.0 (40)
[M+K'], 467.1 (36) [M+Na'], 444.9 (100) [M+H].

5-[N’-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-hydrazino]-5-0xo0-3-(4-fluor)-phenyl-
pentansiure (26b)

3-(4-Fluor)-phenylglutarsdureanhydrid (25b) (416 mg, 2.0 mmol) wurde nach AAV
6 mit Fmoc-Hydrazin (22) (509 mg, 2.0 mmol, 1 Aquiv.) innerhalb von 16 h umgesetzt
und ergab 26b (916 mg, 99 %) als farbloses Ol.

R; = 0.1 (Hexan/Ethylacetat/AcOH 1:1:0.1); "H-NMR (250 MHz, DMSO-d¢) & =
12.02 (br. s, 1H, COOH), 9.67 (s, 1H, NH), 9.15 (s, 1H, NH), 7.88 (d, /= 7.5 Hz,
2H, arom.), 7.71 (d, J = 7.5 Hz, 2H, arom.), 7.46-7.05 (m, 8H, arom.), 4.28-4.13
(m, 3H, CH-CH,-0), 3.51-3.37 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 2.72-2.33 (m, 4H, CH,-
CH-CH,); HPLC (10-60 % in 30 min) R; = 30.2 min; ESI-MS m/z 946.8 (100)
[2M+Na'], 924.8 (92) [2M+H'], 463.0 (82) [M+H].



140 8 EXPERIMENTELLER TEIL

5-[N’-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-hydrazino]-5-o0xo0-3-(4-chlor)-phenyl-
pentansiure (26c)

3-(4-Chlor)-phenylglutarsdureanhydrid (25¢) (674 mg, 3.0 mmol) wurde nach AAV
6 mit Fmoc-Hydrazin (22) (840 mg, 3.3 mmol, 1 Aquiv.) innerhalb von 48 h umgesetzt
und ergab 26¢ (1.51 g, 100 %) als farbloses OL.

R; = 0.1 (Hexan/Ethylacetat/AcOH 1:1:0.1); "H-NMR (250 MHz, DMSO-d¢) & =
12.43 (br. s, 1H, COOH), 9.74 (s, 1H, NH), 9.08 (s, 1H, NH), 7.86 (d, /= 7.5 Hz,
2H, arom.), 7.68 (d, J = 7.5 Hz, 2H, arom.), 7.39-7.10 (m, 8H, arom.), 4.26-4.11
(m, 3H, CH-CH,-0), 3.52-3.41 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 2.62-2.33 (m, 4H, CH,-
CH-CH,); HPLC (10-60 % in 30 min) R; = 31.0 min; ESI-MS m/z 978.9 (100)
[2M*“4+Na™], 957.1 (83) [2M**“+H ], 479.0 (67) [M“'+H].

5-[N’-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-hydrazino]-5-0xo0-3-(4-brom)-phenyl-
pentansiure (26d)

3-(4-Brom)-phenylglutarsdureanhydrid (25d) (538 mg, 2.0 mmol) wurde nach AAV
6 mit Fmoc-Hydrazin (22) (509 mg, 2.0 mmol, 1 Aquiv.) innerhalb von 16 h umgesetzt
und ergab 26d (1.05 g, 100 %) als farbloses Ol.

R; = 0.1 (Hexan/Ethylacetat/AcOH 1:1:0.1); "H-NMR (250 MHz, DMSO-d¢) & =
9.62 (s, 1H, NH), 9.08 (s, 1H, NH), 7.79 (d, J = 7.5 Hz, 2H, arom.), 7.61 (d, J =
7.5 Hz, 2H, arom.), 7.38-7.09 (m, 8H, arom.), 4.29-4.15 (m, 3H, CH-CH,-0),
3.56-3.47 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 2.68-2.30 (m, 4H, CH,-CH-CH,); HPLC (10-
60 % in 30 min) R, = 32.2 min; ESI-MS m/z 1046.6 (100) [2M*'B7°P"+H"], 524.9
(58) [M*'P+Na™], 522.9 (62) [M"*P"+Na'].
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5-[N’-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-hydrazino]-5-0xo0-3-(4-methoxy)-
phenylpentansiiure (26e)

3-(4-Methoxy)-phenylglutarsdureanhydrid (25e) (440 mg, 2.0 mmol) wurde nach
AAV 6 mit Fmoc-Hydrazin (22) (509 mg, 2.0 mmol, 1 Aquiv.) innerhalb von 16 h um-
gesetzt und ergab 26e (950 mg, 99 %) als farbloses Ol.

R; = 0.1 (Hexan/Ethylacetat/AcOH 1:1:0.1); "H-NMR (250 MHz, DMSO-d¢) & =
9.68 (s, 1H, NH), 9.18 (s, 1H, NH), 7.88 (d, J = 7.5 Hz, 2H, arom.), 7.71 (d, J =
7.5 Hz, 2H, arom.), 7.41 (t, J = 7.3 Hz, 2H, arom.), 7.31 (t, J = 7.6 Hz, 2H,
arom.), 7.14 (d, J = 7.5 Hz, 2H, Phenyl), 6.82 (d, J = 7.5 Hz, 2H, Phenyl), 4.39-
4.18 (m, 3H, CH-CH,-0), 3.70 (s, 3H, O-CH;), 3.50-3.35 (m, 1H, CH,-CH-CH,),
2.67-2.27 (m, 4H, CH,-CH-CH,); HPLC (10-60 % in 30 min) R, = 30.8 min;
ESI-MS m/z 948.9 (100) [2M+H ], 497.0 (62) [M+Na'], 475.0 (74) [M+H"].

5-[N’-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-hydrazino]-5-o0xo0-3-(4-biphenyl)-
pentansiure (26g)

3-(4-Biphenyl)-glutarsdureanhydrid (25g) (799 mg, 3.0 mmol) wurde nach AAV 6
mit Fmoc-Hydrazin (22) (839 mg, 3.3 mmol, 1 Aquiv.) innerhalb von 20 h umgesetzt
und ergab 26g (1.64 g, 100 %) als farbloses Ol.

R; = 0.1 (Hexan/Ethylacetat/AcOH 1:1:0.1); "H-NMR (250 MHz, DMSO-d¢) & =
9.76 (s, 1H, NH), 9.16 (s, 1H, NH), 7.88 (d, J = 7.5 Hz, 2H, arom.), 7.70 (d, J =
7.5 Hz, 2H, arom.), 7.49-7.25 (m, 13H, arom.), 4.38-4.16 (m, 3H, CH-CH,-0),
3.58-3.42 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 2.71-2.31 (m, 4H, CH,-CH-CH,); HPLC (10-
90 % in 30 min) R, = 24.3 min; ESI-MS m/z 1062.9 (100) [2M+Na'], 1041.0 (92)
[2M+H], 543.0 (71) [M+Na'], 521.1 (56) [M+H].
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5-[N’-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-hydrazino]-5-0xo0-3-(3-nitro)-phenyl-
pentansiure (26i)
3-(3-Nitro)-phenylglutarsdureanhydrid (25i) (706 mg, 3.0 mmol) wurde nach AAV
6 mit Fmoc-Hydrazin (22) (839 mg, 3.3 mmol, 1 Aquiv.) innerhalb von 22 h umgesetzt
und ergab 26i (1.55 g, 100 %) als farbloses Ol.
R = 0.1 (Hexan/Ethylacetat/AcOH 1:1:0.1); "H-NMR (250 MHz, DMSO-d¢) & =
9.68 (s, 1H, NH), 9.16 (s, 1H, NH), 8.11 (d, J = 8.0 Hz, 1H, arom.), 8.02 (d, J =
8.0 Hz, 1H, arom.), 7.86 (d, J = 7.5 Hz, 2H, arom.), 7.76-7.63 (m, 3H, arom.),
7.58 (t,J=8.0 Hz, 1H, arom.), 7.40 (t, J= 7.3 Hz, 2H, arom.), 7.30 (t, /= 7.4 Hz,
2H, arom.), 4.31-4.16 (m, 3H, CH-CH,-0O), 3.52-3.37 (m, 1H, CH,-CH-CH,),
2.68-2.29 (m, 4H, CH,-CH-CH,); HPLC (10-60 % in 30 min) R, = 27.1 min;
ESI-MS m/z 978.8 (96) [2M+H ], 512.0 (52) [M+Na'], 490.1 (100) [M+H"].

5-[N’-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-hydrazino]-5-0x0-3-(3,5-difluor)-
phenylpentansiure (26j)

3-(3,5-Difluor)-phenylglutarsdureanhydrid (25j) (486 mg, 2.1 mmol) wurde nach
AAV 6 mit Fmoc-Hydrazin (22) (601 mg, 2.4 mmol, 1 Aquiv.) innerhalb von 4 h um-
gesetzt und ergab 26j (1.09 g, 100 %) als farbloses Ol.

R; = 0.1 (Hexan/Ethylacetat 1:1); "H-NMR (250 MHz, DMSO-ds) & = 9.70 (s,
1H, NH), 9.20 (s, 1H, NH), 7.90 (d, J = 7.6 Hz, 2H, arom.), 7.70 (d, J = 7.6 Hz,
2H, arom.), 7.42 (t, J = 7.4 Hz, 2H, arom.), 7.33 (t, J = 7.5 Hz, 2H, arom.), 7.00
(m, 3H, Phenyl), 4.35-4.15 (m, 3H, CH-CH,-0), 3.50 (m, 1H, CH,-CH-CH,),
2.80-2.50 (m, 4H, CH,-CH-CH,); HPLC (10-90 % in 30 min) R, = 21.4 min;
ESI-MS m/z 982.9 (72) [2M+Na'], 960.8 (100) [2M+H'], 503.1 (30) [M+Na'],
480.9 (55) [M+H].
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5-[N’-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-hydrazino]-5-o0x0-3-(3,5-dichlor)-
phenylpentansiure (26Kk)

3-(3,5-Dichlor)-phenylglutarsdaureanhydrid (25k) (777 mg, 3.0 mmol) wurde nach
AAV 6 mit Fmoc-Hydrazin (22) (840 mg, 3.3 mmol, 1 Aquiv.) innerhalb von 10 h um-
gesetzt und ergab 26k (1.62 g, 100 %) als farbloses Ol.

R = 0.2 (Hexan/Ethylacetat/AcOH 1:1:0.1); "H-NMR (250 MHz, DMSO-d¢) & =
9.69 (s, 1H, NH), 9.11 (s, 1H, NH), 7.82 (d, J = 7.5 Hz, 2H, arom.), 7.70 (d, J =
7.5 Hz, 2H, arom.), 7.48-7.21 (m, 7H, arom.), 4.36-4.13 (m, 3H, CH-CH,-0),
3.52-3.36 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 2.72-2.25 (m, 4H, CH,-CH-CH,); HPLC (10-
90 % in 30 min) R, = 23.6 min; ESI-MS m/z 525.1 (100) [M+Na'], 513.0 (78)
[M+H"].

5-[N’-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-hydrazino]-5-oxopentansiure (26n)

Glutarsdureanhydrid (25n) (171 mg, 1.5 mmol) wurde nach AAV 6 mit Fmoc-
Hydrazin (22) (420 mg, 1.65 mmol, 1.1 Aquiv.) innerhalb von 20 h umgesetzt. Die
Reinigung durch Flashchromatographie (Hexan/Ethylacetat 1:1, ab 200 mL 1:2, ab 400
mL 1:3, ab 500 mL Ethylacetat; jeweils + 0.5 % AcOH) ergab 26n (132 mg, 26 %) als
farbloses Ol.

R; = 0.1 (Hexan/Ethylacetat/AcOH 1:1:0.1); "H-NMR (250 MHz, DMSO-d¢) & =
12.23 (br. s, 1H, COOH), 9.68 (s, 1H), 9.19 (s, 1H), 7.86 (d, /= 7.5 Hz, 2H), 7.69
(d, J=17.5 Hz, 2H), 7.41 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 7.30 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.61-2.50
(m, 2H, CH,-CH,-CH,), 1.63-1.39 (m, 4H, CH,-CH-CH,); HPLC (10-60 % in 30
min) R, = 18.7 min; ESI-MS m/z 759.0 (100) [2M+Na'], 391.0 (75) [M+Na'],
369.1 (56) [M+H"].
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8.2.5 Synthese der Basenbausteine

N-Boc-1-guanylpyrazol (31) modifiziert nach Wu ez al.*"!

1-Guanylpyrazolhydrochlorid (30) (3.37 g, 23.1 mmol) und DIPEA (11.9 mL, 8.97
g, 69.4 mmol, 3.0 Aquiv.) wurden in CH,Cl, (20 mL) geldst und bei 0 °C tropfenweise
mit einer Losung von Boc,O (5.58 g, 25.6 mmol, 1.1 Aquiv.) in CH,Cl, (6 mL)
versetzt. Danach wurde das Reaktionsgemisch weitere 2 h bei Raumtemperatur gertihrt
und mit H,O (2 x 30 mL) extrahiert. Die wissrigen Phasen wurden anschlieend mit
Et,0 (3 x 20 mL) gewaschen und die vereinigten organischen Phasen {iber Na,SO,
getrocknet. Einengen im Vakuum und Flashchromatographie (Hexan/Ethylacetat 4:1)
ergab 31 (4.64 g, 96 %) als farbloses Ol.

R, = 0.8 (Hexan/Ethylacetat 2:1); "H-NMR (250 MHz, DMSO-d;) & = 8.80 (br.
s, 2H, 2 x NH), 8.40 (br. d, J = 2.6 Hz, 1H, C-H), 7.87 (br. s, 1H, C*-H), 6.54
(dd, J = 2.7, 1.6 Hz, 1H, C*-H), 1.44 (s, 9H, C(CH;);); HPLC (10-90 % in 30

min) R,=15.5 min.

N,N'-Bis-Boc-1-guanylpyrazol (32) modifiziert nach Wu et al. 257]

Eine Losung von 31 (3.763 g, 17.90 mmol) in trockenem THF (13 mL) wurde bei
0 °C innerhalb von 5 min zu einer Suspension von NaH (1.681 g, 55-60 % in Paraffin,
ca. 42.0 mmol, ca. 2.3 Aquiv.) in trockenem THF (20 mL) getropft. Nach 5 min wurde
das Kiihlbad entfernt und das Reaktionsgemisch noch weitere 20 min bei
Raumtemperatur geriihrt. Danach wurde ein Losung von Boc,0 (4.310 g, 19.75 mmol,
1.1 Aquiv.) in trockenem THF (26 mL) zugegeben und mit THF (80 mL) verdiinnt.
Das Reaktionsgemisch wurde anschlieBend 4 h bei 65 °C geriihrt, auf 0 °C abgekiihlt
und bei dieser Temperatur mit Essigsdure/THF (13 mL/40 mL) versetzt. Das ausge-
fallene Natriumacetat wurde abfiltriert und mit Et,O (2 x 30 mL) gewaschen. Das
Filtrat wurde im Vakuum auf ein Volumen von ca. 50 mL eingeengt, mit 10 %iger
Na,COs-Losung (120 mL) versetzt und 20 min bei Raumtemperatur geriihrt. Nach der
Extraktion mit Et,0O (3 x 50 mL) wurden die vereinigten organischen Phasen {iber

Na,S0O, getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Reinigung mittels
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Flashchromatographie (Hexan/Ethylacetat 10:1, ab 500 mL 5:1) ergab 32 (4.02 g,
72 %) als farbloses Ol.

R;= 0.6 (Hexan/Ethylacetat 2:1); '"H-NMR (250 MHz, CDCl;) & = 8.91 (br. s,
1H, NH), 8.30 (dd, J = 0.7/2.8 Hz, 1H, C’-H), 7.62 (dd, J = 0.7/1.6 Hz, 1H,
C’-H), 6.41 (dd, J = 1.6/2.8 Hz, 1H, C*-H), 1.55 und 1.49 (2xs, 18H, 2x
C(CH;);); HPLC (10-90 % in 30 min) R, =26.4 min.

S-2-Naphthylmethyl-thioacetimidat-hydrobromid (35) modifiziert nach Shearer
et al.”

Thioacetamid (33) (2.25 g, 30 mmol) und 2-Brommethylnaphthalin (34) (6.63 g, 30
mmol) wurden in trockenem CHCI; (100 mL) unter Riickflu3 erhitzt. Nach 2 h wurde
die Reaktionsmischung im Eisbad gekiihlt, der entstandene Niederschlag abfiltriert und
mit kaltem CHCIl; (15 mL) gewaschen. Trocknen im Vakuum ergab 35 (6.73 g, 65 %)

als weillen Feststoff.

Smp. 212-215 °C (Lit.: 220-221 °C); 'H-NMR (250 MHz, CDCl;) & = 11.87 (br.
s, 1H, NH), 8.02-7.86 (m, 4H, arom.), 7.57-7.49 (m, 3H, arom.), 4.76 (s, 2H,
CH,-S), 2.64 (s, 3H, CH;); HPLC (10-90 % in 30 min) R; = 26.4 min; ESI-MS
m/z 215.9 (5) [M+H], 141.1 (100) [M-(CH5(CNH)S)].

8.2.6 Synthese der kombinierten Bausteine CD

5-|N-(4-Methylpyridin-2-yl)-amino|-pentansiureethylester (38) modifiziert nach
McCall et al.”*

5-Brompentansédureethylester (37) (31.36 g, 12 mL, 150 mmol) wurden zusammen
mit 2-Amino-4-methylpyridin (36) (32.44 g, 300 mmol, 2 Aquiv.) unter Riihren 16 h
auf 100 °C erhitzt. Nach Abkiihlung auf RT wurde die Reaktionsmischung mit ges.
NaHCO;-Losung (100 mL) versetzt und mit Diethylether (5 x 50 mL) extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden {iber Na,SO, getrocknet und filtriert.

Entfernen des Loungsmittels im Vakuum ergab 38 (24 g Rohprodukt) als gelbes Ol.
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Reinigung mittels Flashchromatographie (Hexan/ Ethylacetat 1:1, ab 2 L 1:1.5,ab 3 L
1:2.5, ab 4L 1:5) ergab das Produkt 38 (6.30 g, 19 %) als weillen Feststoft.

R; = 0.5 (Hexan/Ethylacetat 1:10); "H-NMR (250 MHz, DMSO-ds) 8 =7.78 (d, J
= 5.2 Hz, 1H, NH), 6.28-6.25 (m, 2H, arom. C°-H und C6-H), 6.22 (s, 1H, arom.
C’-H), 4.02 (q, J = 7.1 Hz, 2H, O-CH,-CH3), 3.18 (dt, J = 6.6 Hz, 2H, NH-CH,),
2.29 (t, J = 7.2 Hz, 2H, CH,-CH,-CO), 2.10 (s, 3H, C**"-CHj), 1.62-1.42 (m,
4H, CH,-CH,-CH,-CH,) 1.15 (t, J = 7.1 Hz, 3H, O-CH,-CH;); HPLC (10-60 %
in 30 min) R, = 14.8 min; ESI-MS m/z 237.1 (100) [M+H'], 191.1 (28) [M-OEt].

5-[N-(4-Methylpyridin-2-yl)-amino]-pentansiure (40)

Der Ester 38 (6.30 g, 26.7 mmol) wurde in MeOH (8 mL) gelost und 20 h bei
Raumtemperatur mit 2N wissriger NaOH (16 mL, 32 mmol, 1.2 Aquiv.) behandelt.
An-schlieBend wurde die Reaktionsmischung im Vakuum eingeengt und mit 1N HCI
auf pH 4.5 eingestellt, so dass das Produkt ausfiel. Die Kristallisation der Mischung
wurde iiber Nacht im Kiihlschrank vervollstindigt. Abfiltrieren des Niederschlags,
Waschen mit H,O (5 mL) und Trocknen im Vakuum ergab das Produkt 40 (4.47 g,
81 %) als gelblichen Feststof.

"H-NMR (250 MHz, DMSO-dg) 8 = 7.79 (d, J = 5.2 Hz, 1H, NH), 6.30-6.26 (m,
2H, arom. C’-H und C%-H), 6.22 (s, 1H, arom. C*-H), 3.17 (dt, J = 5.8 Hz, 2H,
NH-CH,), 2.21 (t, J = 7.0 Hz, 2H, CH,-CH,-CO), 2.11 (s, 3H, C*™"-CH), 1.58-
1.41 (m, 4H, CH,-CH,-CH,-CH,); *C-NMR (67.5 MHz, DMSO-d¢): & = 174.6
(COOH), 159.3, 147.3, 146.8, 113.1, 107.9, 40.5, 33.7, 28.8, 22.4, 20.8; HPLC
(10-60 % in 30 min) R, = 9.6 min; ESI-MS m/z 209.2 (100) [M+H"], 191.2 (36)
[M-OH].
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3-[N-(Pyridin-2-yl)-amino]-benzoesiure (43) modifiziert nach Baumgarth et
al.12%!

Natriumhydrid (0.88 g, 55 % Dispersion in Mineraldl, 20.0 mmol, 2 Aquiv.) wurde
unter Argon in DMF (20 mL) suspendiert und auf 0 °C gekiihlt. Nach langsamer
Zugabe von 3-Aminobenzoesdure (41) (1.37 g, 10.0 mmol) wurde die Suspension 2 h
bei Raumtemperatur geriihrt. 2-Fluorpyridin (42) (0.86 mL, 10.0 mmol) wurde mit
einer Spritze durch das Septum zugegeben und die Reaktionsmischung weitere 60 h
bei 80 °C geriihrt. AnschlieBend wurde die Reaktion durch Zugabe von H,O (5 mL)
beendet, mit wissriger NaHCO;-Losung (30 mL) versetzt und mit Ethylacetat (2 x 30
mL) extrahiert. Die wissrigen Phasen wurden durch Zugabe von 1IN HCI auf pH = 3
angesduert und wiederum mit Ethylacetat (2 x 30 mL) extra-hiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden iiber Na,SO, getrocknet und filtriert. Entfernen des

Losungsmittels im Vakuum ergab das Produkt 43 (0.42 g, 20 %) als roten Feststoff.

"H-NMR (250 MHz, DMSO-d¢) & = 9.65 (s, 1H), 8.12 (d, 1H, J = 6.5 Hz), 7.99
(s, 1H), 7.82 (d, 1H, J = 8.0 Hz), 7.72 (t, 1H, J = 7.5 Hz), 7.46 (d, 1H, J = 7.5
Hz), 7.41 (m, 1H), 6.95 (d, 1H, J = 8.2 Hz), 6.85 (t, 1H, J = 6.0 Hz); HPLC (10-
60 % in 30 min) R, = 14.5 min; ESI-MS m/z 429.2 (14) [2M+H"], 215.2 (37)
[M+H'].

4-| N-(Benzimidazol-2-yl)-amino]-butansiure (48) modifiziert nach Orjales et
1267

2-Chlorbenzimidazol (45) (1.07 g, 7.0 mmol) wurde unter Argon mit 4-Amino-
buttersdureethylester Hydrochlorid (46) (3.55 g, 21.0 mmol, 3 Aquivalente) auf 160 °C
erhitzt. Nach 30 Minuten wurde die Suspension auf Raumtemperatur abgekiihlt, in
Aceton (10 mL) gelost und mit Ethylacetat (4 mL) zur Kristallisation gebracht. Das
Rohprodukt wurde abfiltriert, mit wissriger NaHCO;-Losung (20 mL) versetzt und mit
Ethylacetat (2 x 20 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber
Na,SO, getrocknet und filtriert. Entfernen des Losungsmittels im Vakuum ergab den

Ethylester 47 (0.26 g, 15 %) als grauen Feststoft.
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Die wissrige NaHCO;-Phase wurde durch Zugabe von 2N HCI auf pH = 5 ange-
sduert. Entfernen des Losungsmittels im Vakuum ergab die Siure 48 (0.30 g, 20 %) als

weiBlen Feststoff (zusammen mit NaCl).

"H-NMR (250 MHz, DMSO-d) & = 12.90 (br. s, 1H, COOH), 9.18 (m, 1H, NH),
7.37 (m, 2H, arom.), 7.22 (m, 2H, arom.), 3.45 (m, 2H, NH-CH,-CH,), 2.35 (t, J
= 7.4 Hz, 2H, CH,-CH,-CO), 1.84 (m, 2H, NH-CH,-CH,); HPLC (10-90 % in
30 min) R, = 8.9 min; ESI-MS m/z 438.8 (25) [2M+H ], 220.1 (100) [M+H].

N-(tertButyloxycarbonyl)-2-Chlorbenzimidazol (51)

2-Chlorbenzimidazol (45) (2.00 g, 13.1 mmol) wurde unter Argon in absolutem
THF (25 mL) gelost. Nach Zugabe von Triethylamin (1.8 mL, 13.1 mmol, 1
Aquivalent) wurde Boc-Anhydrid (2.29 g, 10.5 mmol, 0.8 Aquivalente) zugetropft und
die Reaktionsmischung 28 h bei Raumtemperatur geriihrt. Entfernung des Losungs-
mittels nach Beendigung der Reaktion ergab das Rohprodukt 51 (2.57 g, 97 %) als
gelblichen Feststoff. Reinigung mittels Flashchromatographie (Hexan/Ethylacetat 4:1,
ab 1 L 2:1) ergab das Produkt 51 (1.92 g, 73 %) als weillen Feststoff.

R; = 0.8 (Hexan/Ethylacetat 1:1); "H-NMR (250 MHz, DMSO-d¢) & = 7.90 (m, 1H,
arom.), 7.65 (m, 1H, arom.), 7.36-7.30 (m, 2H, arom.), 1.70 (s, 9H, (CH;);); HPLC
(10-90 % in 30 min) Ry = 24.6 min.

N-Benzyl-2-Chlorbenzimidazol (54)"%"!

2-Chlorbenzimidazol (45) (1.19 g, 7.8 mmol) wurde unter Argon in DMF (8 mL)
gelost, bei 0 °C portionsweise mit NaH (0.312 g, 60 % Dispersion in Mineraldl, 7.8
mmol, 1 Aquivalent) versetzt und 1 h bei RT geriihrt. Benzylbromid (53) (0.92 mL, 7.8
mmol, 1 Aquivalent) wurde zugetropft und die Reaktionsmischung eine weitere Stunde
bei RT geriihrt. AnschlieBend wurde die Suspension langsam in Wasser (100 mL)
gegeben, wobei sich ein weiller Niederschlag bildete. Abfiltrieren des Niederschlags,
Waschen mit H,O (10 mL) und Trocknen im Vakuum ergab das Produkt 54 (1.51 g,
81 %) als weiBlen Feststoff.
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Smp. 100 °C (Lit.: 106 °C); "H-NMR (250 MHz, DMSO-d¢) & = 7.65-7.57 (m, 2H,
arom.), 7.39-7.18 (m, 7H, arom.), 5.52 (s, 2H, N-CH,); HPLC (10-90 % in 30 min)
R, = 21.4 min; ESI-MS m/z 506.9 (100) [2M*“+Na'], 243.1 (82) [M**“+H].

8.3 Festphasensynthese der RGD-Mimetika

Allgemeine Anmerkungen zur Festphasensynthese

Die Festphasensynthesen wurden in Schiittelgefdlen aus Glas (Harzmasse >1 g)
oder in 10 mL-, 5 mL- bzw. 2 mL-Kunststoffspritzen mit PP-Fritten der Firma Vetter-
Laborbedarf (Tilibingen) durchgefiihrt. Die Kunststoffspritzen wurden zur Durchmisch-
ung der Harzsuspension mit ca. 15 rpm rotiert.

Da die RGD-Mimetika nach saurem Abspalten vom TCP-Harz sowie nach
Reinigung per HPLC mit sehr groer Wahrscheinlichkeit als TFA-Salze vorlagen,
wurden die Ausbeuten der so erhaltenen RGD-Mimetika auf die molaren Massen der

entsprechenden TFA-Salze bezogen.

8.3.1 Allgemeine Arbeitsvorschriften zur Festphasensynthese

AAYV 7: Belegung des TCP-Harzes

Das TCP-Harz (2.0 g, Kapazitit ca. 0.9 mmol/g) wird in absolutem CH,Cl, (15 mL)
suspendiert. Nach 30 min wird das Harz iiber eine Fritte abgesaugt. Zu dem Harz wird
eine Losung des N-terminal geschiitzten Sdurebausteins (a: N-Fmoc-Aminosdure 12
oder b: 5-(N’-Fmoc-Hydrazino)-5-oxopentansdure 26, 2.4 mmol) und DIPEA
(0.64 mL, 3.75 mmol, 1.25 Aquiv./Saurebaustein) in trockenem CH,Cl, (15 mL) gege-
ben und die Mischung 2 h bei Raumtemperatur geschiittelt. Nach Zugabe von DIPEA
(0.5 mL, 3.0 mmol) und Methanol (2 mL) wird weitere 15 min geschiittelt. Das Harz
wird iiber eine Fritte abgesaugt und mit CH,Cl, (5 x 15 mL, je 3 min) gewaschen. Zur
Bestimmung der Belegung oder fiir ldangere Lagerung des Harzes gibt man beim letzten
Waschschritt sukzessive kleinere Mengen Methanol zu und wischt anschlieBend mit
reinem MeOH (2 % 15 mL, je 3 min). Nach Trocknung iiber Nacht im Vakuum wird

die Belegungsdichte des Harzes nach folgender Formel bestimmt:
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n Belegungsdichte [mmol Sdure / g belegtes Harz]
Mg.s  Gesamtmasse des Harzes nach der Kupplung [g]

B My — My, my.. Masse des eingesetzten Harzes [g]
(M)m _MHCJ)'m

gs My, Molmasse des Fmoc-geschiitzten Sdurebausteins
[g/mol]
Mpyce; Molmasse HCI (36.461 g/mol)

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

steht (capping), ist zu vernachléssigen.

AAY 8: Einbau von Fmoc-azaGly an der Festphase

Die harzgebundene N-Fmoc-Aminosdure 12 (200 mg, 0.4-0.6 mmol/g, 0.08-0.12
mmol) wird mit DMF (1 x 2 mL) 5 min gewaschen und mit 20 % Piperidin in DMF (2
x 2 mL) zuerst 5 min und danach 20 min entschiitzt. AnschlieBend wird das Harz mit
DMF (6 x 2 mL, je 2 min) und absolutem CH,Cl, (5 x 2 mL, je 2 min) gewaschen.
Danach wird das harzgebundene freie Amin mit einer Losung von 5-(9H-Fluoren-9-
ylmethoxy)-1,3,4-oxadiazol-2(3H)-on (24) (0.170 g, 0.609 mmol, 3 Aquiv.) in absolu-
tem CH,Cl, (2 mL) versetzt. Nach 90 min Schiitteln bei Raumtemperatur wird die
Reaktion durch Waschen mit CH,Cl, (6 x 2 mL, je 2 min) und NMP (4 x 2 mL, je

2 min) abgebrochen.

AAYV 9: Kupplung des Spacerbausteins nach der HATU-Methode

Das harzgebundene N’-Fmoc-Hydrazin 26 oder 59 (200 mg, 0.08-0.12 mmol) wird
mit DMF (1 x 2 mL) 5 min gewaschen und mit 20 % Piperidin in DMF (2 x 2 mL)
zuerst 5 min und danach 20 min entschiitzt. AnschlieBend wird das Harz mit DMF (6 x
2 mL, je 2 min) gewaschen. Das harzgebundene freie Hydrazin wird mit einer ca. 0.1M
Losung des Spacerbausteins (a: 3-(N-Fmoc)-aminobenzoesdure (29) oder b: 5-[ N-(4-
Methyl)-pyridin-2-yl]-aminopentansiure (40), 2.5 Aquiv. bezogen auf die Harzbele-
gung), HATU (2.4 Aquiv.) und sym-Collidin (30 Aquiv.) in trockenem DMF versetzt.
Nach einer Kupplungszeit von 2-12 h wird die Reaktion durch Waschen mit DMF (6 x
15 mL, je 2 min) beendet.
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AAYV 10: Guanylierung von harzgebundenen Aminen

Harzgebundenes N-Fmoc-geschiitztes Amin (ca. 200 mg, 0.08-0.12 mmol) wird mit
mit 20 % Piperidin in DMF (2 x 2 mL) zuerst 5 min und danach 20 min entschiitzt.
Anschlieend wird das Harz mit DMF (6 x 2 mL, je 2 min) und mit wasserfreiem
CHCl; (3 x 2 mL, je 2 min) gewaschen. Das freie harzgebundene Amin (0.08-0.12
mmol) wird mit einer Lésung von N,N-Bis-Boc-1-guanylpyrazol (32) (0.8-1.2 mmol,
10 Aquiv.) in CHCl; (1.5 mL) versetzt. Das verwendete CHCl; wurde iiber Na,COs
gelagert, um Spuren von HCI zu entfernen. Um das Eintrocknen der Reaktionssuspen-
sion zu verhindern, wird das Reaktionsgefdll (Kunststoffspritze mit PP-Fritte) zusam-
men mit einem in CHCIl;-getrdnkten Zellstoff in eine 1 1-Flasche mit Schraubverschluf3
gegeben. Die Flasche wird verschlossen und in einem Trockenschrank auf 50 °C
erwirmt. Nach 10 min wird die Flasche kurz gedffnet, um einen kritischen Uberdruck
abzubauen. Das Reaktionsgefdl wird im Abstand von 3-5 h geschiittelt, so daf} eine
,homogene* Suspension entsteht. Andere Mdglichkeiten der Reaktionsfithrung beste-
hen darin, dass Harz in einem Kolben bei 50 °C im Wasserbad rotieren zu lassen oder
in einem beheizbaren Schiittler umzusetzen. Nach 20 h wird das Harz mit CH,Cl, (6 x

2 mL, je 2 min) gewaschen.

AAYV 11: Amidierung von harzgebundenen Aminen

Harzgebundenes N-Fmoc-geschiitztes Amin (ca. 200 mg, 0.08-0.12 mmol) wird mit
mit 20 % Piperidin in DMF (2 x 2 mL) zuerst 5 min und danach 20 min entschiitzt.
AnschlieBend wird das Harz mit DMF (6 x 2 mL, je 2 min) und mit NMP (3 x 2 mL, je
2 min) gewaschen. Das freie harzgebundene Amin (0.08-0.12 mmol) wird durch
Offnen des Stempels der Spritze mit einer Suspension von S-2-Naphthylmethylthio-
acetimidat Hydrobromid (35) (0.16-0.24 mmol, 2 Aquiv.) in NMP (2 mL) versetzt.
Nach Aufsetzen des Stempels und Ausdriicken wird die Lésung wieder aufgezogen
und die Reaktionsmischung 16 h bei Raumtemperatur geschiittelt. AnschlieBend wird
die Reaktion durch Waschen mit NMP (6 x 2 mL, je 2 min) und CH,Cl, (3 x 2 mL, je

2 min) abgebrochen.
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AAYV 11: Dihydroimidazolierung von harzgebundenen Aminen

Harzgebundenes N-Fmoc-geschiitztes Amin (ca. 200 mg, 0.08-0.12 mmol) wird mit
mit 20 % Piperidin in DMF (2 x 2 mL) zuerst 5 min und danach 20 min entschiitzt.
AnschlieSend wird das Harz mit DMF (6 x 2 mL, je 2 min) und mit NMP (3 x 2 mL, je
2 min) gewaschen. Das freie harzgebundene Amin (0.08-0.12 mmol) wird mit einer
Losung von 2-(3,5-Dimethylpyrazolyl)-4,5-dihydroimidazol (73) (0.24-0.36 mmol, 3
Aquiv.) und DIPEA (0.36-0.54 mmol, 4.5 Aquiv.) in NMP (2 mL) versetzt. Die
Reaktionsmischung wird 24 h bei RT geschiittelt. Anschlieend wird die Reaktion
durch Waschen mit NMP (6 x 2 mL, je 2 min) und CH,Cl, (3 x 2 mL, je 2 min) abge-

brochen.

AAYV 12: Abspaltung vom TCP-Harz mit TFA

Das Harz (0.25 g) wird mit CH,Cl, (4 x 2 mL) gewaschen, mit einem 47.5:47.5:5-
Gemisch aus CH,Cl,, TFA und TIPS (3 x 2 mL) einmal 1.5 h, einmal 30 min und
einmal 3 min geschiittelt und abfiltriert. Die vereinigten Filtrate werden eingeengt und
der Riickstand aus fertButanol/Wasser lyophilisiert. Die Reinigung erfolgt durch préa-
parative HPLC.

AAYV 13: Abspaltung vom TCP-Harz mit Essigsidure oder Hexafluorisopropanol
Das Harz (0.25 g) wird zunidchst mit CH,Cl, (4 x 2 mL, je 2 min) gewaschen und
dann einmal 1.5 h, einmal 30 min und einmal 3 min mit einem 3:1:1-Gemisch aus
CH,Cl,, Essigsdure und Trifluorethanol (3 x 2 mL) oder einem Gemisch aus 20 %
HFIP in CH,Cl, geschiittelt und abfiltriert. Die vereinigten Filtrate werden eingeengt,
der Riickstand zweimal mit Toluol koevaporiert (nur bei der Abspaltung mit AcOH)
und aus fertButanol/Wasser lyophilisiert. Die Reinigung erfolgt durch préparative

HPLC.
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8.3.2 Festphasensynthese

Bei Unterbrechung der Synthese wird das Harz, wie in AAV 7 beschrieben, mit

MeOH geschrumpft und im Vakuum getrocknet.

Harzbelegung mit 3-(/NV-Fmoc)-aminopropionsiure (12)
Die Belegung von TCP-Harz mit N-Fmoc-geschiitzter 3-Aminopropionsdure 12

nach AAV 7 ergab die in Tabelle 8.1 dargestellten Belegungsdichten:

Tabelle 8.1: Harzbelegung mit 3-(N-Fmoc)-aminopropionsdure (12).

Nr. Substituent R~ Menge 12 Stoffmenge  Harzmenge  Belegungn

[g] [mmol] My, [g]  [mmol/g Harz]
12aP 4-H 1.05 2.70 2.00 0.576
12bP 4-F 0.97 2.40 2.00 0.507
12¢P 4-Cl 1.14 2.70 2.00 0.480
12dP 4-Br 0.94 2.02 2.00 0.450
12eP 4-OMe 1.00 2.40 2.00 0.566
121P 4-OCF; 0.67 1.42 1.48 0.499
12gP 4-Phenyl 0.92 1.98 1.66 0.701
12hP 2-NO, 1.17 2.70 2.00 0.570
12iP 3-NO, 2.67 6.20 4.00 0.560
12jP  3,5-DiFluor 0.32 0.76 0.97 0.515
12kP  3,5-DiChlor 0.91 1.99 1.80 0.459
121P (Naphthyl) 1.06 3.66 2.00 0.610
12nP (H) 0.84 2.70 2.00 0.620
120P (isoProp) 0.72 2.03 1.50 0.530

12pP (Nip) 0.71 2.03 1.50 0.550
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Harzbelegung mit 5-(/V’-Fmoc)-hydrazino-5-oxopentansiure (26)
Die Belegung von TCP-Harz mit 5-(N’-Fmoc)-hydrazino-5-oxopentansiure (26)
nach AAV 7 ergab die in Tabelle 8.2 dargestellten Belegungsdichten:

Tabelle 8.2: Harzbelegung mit 5-(N’-Fmoc)-hydrazino-5-oxopentansdure (26).

Nr. Substituent R~ Menge 26  Stoffmenge  Harzmenge Belegung n

[g] [mmol] My, [g]  [mmol/g Harz]
26aP 4-H 1.87 4.20 3.10 0.560
26bP 4-F 0.93 2.00 2.00 0.359
26¢cP 4-Cl 0.96 3.00 3.00 0.490
26dP 4-Br 1.00 2.00 2.00 0.420
26eP 4-OMe 1.42 3.00 2.40 0.457
26gP 4-Phenyl 1.56 3.00 3.00 0.557
26iP 3-NO, 1.47 3.00 3.00 0.450
26jP  3,5-DiFluor 1.03 2.15 2.39 0.464
26kP  3,5-DiChlor 1.54 3.00 3.00 0.475

N N/\/\)J\N’N\n/ N~cooH
H H o
64 X \|R

3-{N-|N’-(5-(4-Methylpyridin-2-ylamino)-pentanoyl)-hydrazino|-carbonyl}-
amino-3-phenylpropionsiure (64a)

Die Umsetzung von 12aP (0.20 g, 0.576 mmol/g, 0.115 mmol) nach AAV 8, 9b,
und 13 (20 % HFIP/CH,Cl,) ergab die Verbindung 64a (42 mg, 88 % Rohausbeute) als
gelben Feststoff. Die Reinigung per HPLC (15-45 % in 30 min) ergab 64a (18 mg,

30 %) als farbloses Ol.
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"H-NMR (500 MHz, DMSO-d) & = 13.15 (br. s, 1H, COOH), 9.47 (s, 1H, NH-
NH-CO-NH), 8.60 (br. s, IH, NH-CH,), 7.86 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 7.78 (d, J
= 6.5 Hz, 1H, ™ C°-H), 7.26-7.32 und 7.21 (m, 5H, "™C**-H), 6.88 (d, J = 8.5
Hz, 1H, CO-NH-CH), 6.83 (s, 1H, ™' C*-H), 6.70 (d, J = 6.2 Hz, 1H, ™'C°-H),
5.03 (m, 1H, NH-CH-CH.,), 3.27 (m, 2H, NH-CH,), 2.63-2.74 (m, 2H, CH-CH,-
CO), 2.31 (s, 3H, CH3), 2.13 (t, J= 6.5 Hz, 2H, CH,-CH,-CO), 1.54-1.62 (m, 4H,
(CH,),-CH,-CO); HPLC (10-60 % in 30 min) R; = 13.2 min; FAB-HRMS ber.
fiir C5;HosNsOs 414.2141, gef. 414.2145 [M+H].

3-{N-|N’-(5-(4-Methylpyridin-2-ylamino)-pentanoyl)-hydrazino|-carbonyl}-
amino-3-(4-fluorphenyl)-propionsaure (64b)

Die Umsetzung von 12bP (0.20 g, 0.507 mmol/g, 0.101 mmol) nach AAV 8 (4.5
Aquiv. 24), 9b, und 13 (20 % HFIP/CH,Cl,) ergab die Verbindung 64b (47 mg, 100 %
Rohausbeute) als weillen Feststoff. Die Reinigung per HPLC (15-40 % in 30 min)
ergab 64b (5 mg, 9 %) als weillen Feststoft.

Smp. 49-51 °C; '"H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & = 13.00 (br. s, 1H, COOH),
12.37 (s, 1H, [™N-H]"), 9.46 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 8.48 (br. s, 1H, NH-
CH,), 7.87 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 7.78 (d, J = 6.5 Hz, 1H, ""C®-H), 7.33 (m,
2H, P*C*%-H), 7.11 (m, 2H, "™C**-H), 6.90 (d, J = 8.5 Hz, 1H, CO-NH-CH),
6.80 (s, 1H, ™'C*-H), 6.68 (d, J = 6.5 Hz, 1H, ™ C’-H), 5.02 (m, 1H, NH-CH-
CH,), 3.26 (m, 2H, NH-CH,), 2.63-2.75 (m, 2H, CH-CH,-CO), 2.30 (s, 3H,
CHs), 2.12 (t, J = 6.5 Hz, 2H, CH,-CH,-CO), 1.54-1.61 (m, 4H, (CH,),-CH,-
CO); HPLC (10-60 % in 30 min) R, = 14.9 min; FAB-HRMS ber. fiir
C,1H,7FN5O, 432.2047, gef. 432.2041 [M+H'].

3-{N-|N’-(5-(4-Methylpyridin-2-ylamino)-pentanoyl)-hydrazino|-carbonyl}-
amino-3-(4-chlorphenyl)-propionsiure (64c¢)

Die Umsetzung von 12¢P (2.5 g, 0.570 mmol/g, 1.43 mmol) in einem 50mL-Glas-
gefiB mit Absaugvorrichtung und Fritte nach AAV 8 (4.2 Aquiv. 24), 9b, und 13
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(AcOH/TFE/CH,Cl,) ergab die Verbindung 64c¢ (785 mg, 100 % Rohausbeute) als
gelben Feststoff. Die Reinigung per HPLC (20-40 % in 30 min) ergab 64¢ (494 mg in

3 Fraktionen, 62 %) als weillen Feststoft.

Smp. 47-49 °C; "H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & = 13.07 (br. s, 1H, COOH),
9.47 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 8.56 (br. s, 1H, NH-CH,), 7.89 (s, 1H, NH-NH-
CO-NH), 7.78 (d, J = 6.5 Hz, 1H, "™"'C®-H), 7.30-7.36 (m, 4H, "C**"°-H), 6.92
(d, J = 8.5 Hz, 1H, CO-NH-CH), 6.82 (s, 1H, ™'C’-H), 6.69 (d, J = 6.5 Hz, 1H,
CO.H), 5.01 (m, 1H, NH-CH-CH,), 3.26 (m, 2H, NH-CH,), 2.63-2.75 (m, 2H,
CH-CH,-CO), 2.31 (s, 3H, CH,), 2.12 (t, J = 6.5 Hz, 2H, CH,-CH,-CO), 1.54-
1.61 (m, 4H, (CH,),-CH,-CO); HPLC (10-60 % in 30 min) R, = 16.9 min; FAB-
HRMS ber. fiir C,Hy,CINsO, 448.1752, gef. 448.1769 [M+H'].

3-{N-|N’-(5-(4-Methylpyridin-2-ylamino)-pentanoyl)-hydrazino]-carbonyl}-
amino-3-(4-bromphenyl)-propionsiure (64d)

Die Umsetzung von 12dP (1.00 g, 0.450 mmol/g, 0.450 mmol) nach AAV 8 (4.5
Aquiv. 24, 14 h), 9b, und 13 (AcOH/TFE/CH,Cl,) ergab die Verbindung 64d (229 mg,
92 % Rohausbeute) als gelben Feststoff. Die Reinigung per HPLC (20-40 % in 30 min)
ergab 64d (81 mg, 27 %) als gelben Feststoff.

Smp. 58-62 °C; '"H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & = 13.03 (br. s, 1H, COOH),
9.47 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 8.50 (br. s, 1H, NH-CH,), 7.90 (s, 1H, NH-NH-
CO-NH), 7.78 (d, J = 6.5 Hz, 1H, ™ C°-H), 7.48 (d, J = 8.0 Hz, 2H, "™C*"-H),
7.26 (d, J = 8.0 Hz, 2H, "™C*°-H), 6.93 (d, J = 8.5 Hz, 1H, CO-NH-CH), 6.81 (s,
1H, ™'C*-H), 6.68 (d, J = 6.5 Hz, 1H, ™"C°-H), 5.00 (m, 1H, NH-CH-CH,), 3.26
(m, 2H, NH-CH>), 2.62-2.77 (m, 2H, CH-CH,-CO), 2.31 (s, 3H, CH3), 2.12 (t, J
= 6.5 Hz, 2H, CH,-CH,-CO), 1.52-1.65 (m, 4H, (CH,),-CH,-CO); HPLC (10-60
% in 30 min) R; = 17.0 min; FAB-HRMS ber. fiir C,;H,,BrNsO4 492.1247, gef.
492.1249 [M"P+H™.
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3-{N-|N’-(5-(4-Methylpyridin-2-ylamino)-pentanoyl)-hydrazino]-carbonyl}-
amino-3-(4-methoxyphenyl)-propionsiiure (64¢)

Die Umsetzung von 12eP (0.20 g, 0.566 mmol/g, 0.113 mmol) nach AAV 8 (4.5
Aquiv. 24), 9b, und 13 (20 % HFIP/CH,Cl,) ergab die Verbindung 64e (55 mg, 100 %
Rohausbeute) als gelben Feststoff. Die Reinigung per HPLC (20-45 % in 30 min)
ergab 64e (22 mg, 35 %) als weillen Feststoff.

Smp. 43-45 °C; "H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & = 13.06 (br. s, 1H, COOH),
12.22 (br. s, 1H, [""'N-H]"), 9.46 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 8.56 (br. s, 1H, NH-
CH,), 7.82 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 7.78 (d, J = 6.5 Hz, 1H, ""C®-H), 7.21 (d, J
= 8.7 Hz, 2H, ™ C**-H), 6.84 (d, J = 8.7 Hz, 2H, "™™C**-H), 6.82 (s, 1H, ™'C*-H),
6.79 (d, J= 8.5 Hz, 1H, CO-NH-CH), 6.69 (d, J = 6.5 Hz, 1H, ™'C’-H), 4.97 (m,
1H, NH-CH-CH,), 3.71 (s, 3H, O-CH3), 3.26 (m, 2H, NH-CH,), 2.60-2.72 (m,
2H, CH-CH,-CO), 2.31 (s, 3H, ™'C*-CH,), 2.12 (t, J = 6.5 Hz, 2H, CH,-CH,-
CO), 1.55-1.61 (m, 4H, (CH,),-CH,-CO); HPLC (10-60 % in 30 min) R, = 14.4
min; FAB-HRMS ber. fiir Cy,H;3)NsO5 444.2247, gef. 444.2239 [M+H'].

3-{N-|N’-(5-(4-Methylpyridin-2-ylamino)-pentanoyl)-hydrazino|-carbonyl}-
amino-3-(4-trifluormethoxyphenyl)-propionsiure (64f)

Die Umsetzung von 12fP (0.50 g, 0.499 mmol/g, 0.250 mmol) nach AAV 8 (14 h),
9b (2 Aquiv. 40, 16 h), und 13 (AcOH/TFE/CH,Cl,) ergab die Verbindung 64f (139
mg, 99 % Rohausbeute) als gelben Feststoff. Die Reinigung per HPLC (20-40 % in 30
min) ergab 64f (58 mg, 38 %) als farbloses Ol.

"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & = 12.89 (br. s, IH, COOH), 9.46 (s, 1H, NH-
NH-CO-NH), 8.43 (br. s, 1H, NH-CH,), 7.89 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 7.77 (d, J
= 6.5 Hz, 1H, ™ C°-H), 7.42 (d, J = 8.5 Hz, 2H, ™ C**-H), 7.28 (d, J = 8.5 Hz,
2H, P*C*°-H), 6.93 (d, J = 8.5 Hz, 1H, CO-NH-CH), 6.80 (s, 1H, ™"C*-H), 6.68
(d, J = 6.5 Hz, 1H, ™'C’-H), 5.05 (m, 1H, NH-CH-CH,), 3.26 (m, 2H, NH-CH,),
2.66-2.77 (m, 2H, CH-CH,-CO), 2.31 (s, 3H, CHj), 2.12 (m, 2H, CH,-CH,-CO),
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1.53-1.62 (m, 4H, (CH,),-CH,-CO); HPLC (10-60 % in 30 min) R, = 19.9 min;
FAB-HRMS ber. fiir C5,H,7F;N5O5 498.1964, gef. 498.1968 [M+H'].

3-{N-|N’-(5-(4-Methylpyridin-2-ylamino)-pentanoyl)-hydrazino|-carbonyl}-
amino-3-(4-biphenyl)-propionsiure (64g)

Die Umsetzung von 12gP (0.20 g, 0.701 mmol/g, 0.14 mmol) nach AAV 8 (3 h), 9b
(13 h), und 13 (20 % HFIP/CH,Cl,) ergab die Verbindung 64g (65 mg, 77 % Rohaus-
beute) als gelben Feststoff. Die Reinigung per HPLC (20-45 % in 30 min) ergab 64g
(29 mg, 35 %) als farbloses Ol.

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d) & = 12.01 (br. s, 1H, COOH), 9.47 (s, 1H, NH-
NH-CO-NH), 7.84 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 7.77 (d, J = 5.2 Hz, 1H, "™"C°-H),
7.63 (d, J = 8.0 Hz, 2H, "™C**-H), 7.57 (d, J = 8.2 Hz, 2H, "™*C*-H), 7.44 (t, J =
7.8 Hz, 2H, Phe-"C*>**-H), 7.39 (d, J = 8.2 Hz, 2H, Phe-"™C***-H), 7.34 (t, J =
7.4 Hz, 2H, Phe-"™C*-H), 6.99 (m, 1H, CO-NH-CH), 6.29 (d, J = 5.6 Hz, 1H,
), 6.26 (s, 1H, ™'C*-H), 5.06 (m, 1H, NH-CH-CH,), 3.17 (m, 2H, NH-
CH,), 2.67-2.78 (m, 2H, CH-CH,-COOH), 2.32 (s, 3H, CHs), 2.11 (m, 2H, CH,-
CH>-CO), 1.43-1.55 (m, 4H, (CH,),-CH,-CO); HPLC (10-60 % in 30 min) R, =
20.6 min; ESI-MS m/z 512.1 (12) [M+Na'], 490.1 (100) [M+H"].

3-{N-|N’-(5-(4-Methylpyridin-2-ylamino)-pentanoyl)-hydrazino]-carbonyl}-
amino-3-(2-nitrophenyl)-propionsiure (64h)

Die Umsetzung von 12hP (0.50 g, 0.570 mmol/g, 0.285 mmol) nach AAV 8 (14 h),
9b (2 Aquiv. 40, 16 h), und 13 (AcOH/TFE/CH,Cl,) ergab die Verbindung 64h (162
mg, 100 % Rohausbeute) als braunen Feststoff. Die Reinigung per HPLC (15-45 % in
30 min) ergab 64h (51 mg, 31 %) als griinen Feststoff.

Smp. 116-120 °C; "H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & = 13.24 (br. s, |H, COOH),
9.44 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 8.64 (br. s, 1H, NH-CH,), 7.96 (s, 1H, NH-NH-
CO-NH), 7.88 (d, J = 8.2 Hz, 1H, ™C*-H), 7.78 (d, J = 6.5 Hz, 1H, ™' C°-H),
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7.68 (m, 2H, "™°C>*-H), 7.54 (m, 1H, "™C*-H), 7.22 (d, J = 8.0 Hz, 1H, CO-NH-
CH), 6.83 (s, H, "'C*-H), 6.68 (d, J= 6.5 Hz, 1H, "'C*-H), 5.45 (m, 1H, NH-CH-
CH,), 3.26 (m, 2H, NH-CH,), 2.65-2.77 (m, 2H, CH-CH,-CO), 2.31 (s, 3H,
CH3), 2.11 (m, 2H, CH,-CH,-CO), 1.52-1.62 (m, 4H, (CH,),-CH,-CO); HPLC
(10-60 % in 30 min) R, = 14.8 min; ESI-MS m/z 481.1 (6) [M+Na'], 459.1 (100)
[M+H"].

3-{N-|N’-(5-(4-Methylpyridin-2-ylamino)-pentanoyl)-hydrazino]-carbonyl}-
amino-3-(3-nitrophenyl)-propionséure (64i)

Die Umsetzung von 12iP (1.5 g, 0.560 mmol/g, 0.840 mmol) in einem 20mL-
GlasgefiB mit Absaugvorrichtung und Fritte nach AAV 8, 9b (2 Aquiv. 40, 20 h), und
13 (AcOH/TFE/ CH,Cl,) ergab die Verbindung 64i (456 mg, 100 % Rohausbeute) als
gelben Feststoff. Die Reinigung per HPLC (20-40 % in 30 min) ergab 64i (1. Fraktion:
67 mg , ca. 54 %) als gelben Feststoff (die restlichen 280 mg wurden nicht gereinigt).

Smp. 163-166 °C; "H-NMR (500 MHz, DMSO-d) & = 9.49 (s, 1H, NH-NH-CO-
NH), 8.20 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 8.06 (d, J = 7.9 Hz, 1H, "™C*-H), 7.96 (s,
1H, ™ C*-H), 7.73-7.81 (m, 2H, ""C®-H/™C -H), 7.59 (t, J = 7.9 Hz, 1H, "™C"-
H), 7.22 (m, 1H, CO-NH-CH), 6.88 (s, 1H, "'C*-H), 6.33 (m, 1H, ™'C°-H), 5.14
(m, 1H, NH-CH-CH,), 3.18 (m, 2H, NH-CH>), 2.72-2.83 (m, 2H, CH-CH,-CO),
2.07-2.19 (m, 5H, CH,-CH,-CO + CH;), 1.43-1.58 (m, 4H, (CH,),-CH,-CO);
HPLC (10-60 % in 30 min) R, = 14.9 min; ESI-MS m/z 481.1 (10) [M+Na'],
459.2 (92) [M+H].

3-{N-|N’-(5-(4-Methylpyridin-2-ylamino)-pentanoyl)-hydrazino]-carbonyl}-
amino-3-(3,5-difluorphenyl)-propionsiure (64j)

Die Umsetzung von 12jP (0.20 g, 0.515 mmol/g, 0.103 mmol) nach AAV 8 (4.5
Aquiv. 24, 19.5 h), 9b (17 h), und 13 (20 % HFIP/CH,Cl,) ergab die Verbindung 64j
(48 mg, 100 % Rohausbeute) als gelblichen Feststoff. Die Reinigung per HPLC (20-
40 % in 30 min) ergab 64j (7 mg, 14 %) als farbloses Ol.
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"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & = 12.89 (br. s, IH, COOH), 9.50 (s, 1H, NH-
NH-CO-NH), 8.33 (br. s, 1H, NH-CH,), 7.96 (s, |H, NH-NH-CO-NH), 7.78 (d, J
=7.0 Hz, 1H, ™' C°-H), 7.00-7.08 (m, 3H, ""C**-H/CO-NH-CH), 6.98 (d, J = 8.2
Hz, 1H, "™ C*"-H), 6.71 (s, 1H, ™'C*-H), 6.65 (d, J = 7.0 Hz, 1H, "™"C°-H), 5.03
(m, 1H, NH-CH-CH,), 3.25 (m, 2H, NH-CH,), 2.77 (dd, J = 3.0/7.2 Hz, 2H, CH-
CH»-CO), 2.29 (s, 3H, CH;), 2.13 (m, 2H, CH,-CH,-CO), 1.54-1.62 (m, 4H,
(CH,),-CH,-CO); HPLC (10-60 % in 30 min) R, = 15.4 min; ESI-MS m/z 488.2
(12) [M+K ], 472.2 (14) [M+Na'], 450.2 (100) [M+H].

3-{N-|N’-(5-(4-Methylpyridin-2-ylamino)-pentanoyl)-hydrazino|-carbonyl}-
amino-3-(3,5-dichlorphenyl)-propionsiure (64k)

Die Umsetzung von 12KkP (0.50 g, 0.459 mmol/g, 0.230 mmol) nach AAV 8§ (14 h),
9b (16 h), und 13 (AcOH/TFE/CH,Cl,) ergab die Verbindung 64k (128 mg, 100 %
Rohausbeute) als gelblichen Feststoff. Die Reinigung von 24 mg per HPLC (20-40 %
in 30 min) ergab 64k (5 mg, 20 %) als weillen Feststoff, die restlichen 104 mg wurden
nicht gereinigt, da das Produkt bereits sehr sauber vorlag (HPLC-Reinheit: > 90 %).

Smp. 150-152 °C; "H-NMR (500 MHz, DMSO-d;) & = 13.05 (br. s, 1H, COOH),
9.50 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 7.95 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 7.76 (d, J= 5.5 Hz,
1H, ™'C®-H), 7.42 (m, 1H, "*C*-H), 7.37 (m, 2H, "™C*-H), 7.13 (br. s, 1H, CO-
NH-CH), 6.31 (m, 2H, ™'C**-H), 4.99 (m, 1H, NH-CH-CH,), 3.17 (m, 2H, NH-
CH,), 2.67-2.75 (m, 2H, CH-CH,-CO), 2.14 (s, 3H, CHs), 2.11 (m, 2H, CH,-
CH»-CO), 1.59 und 1.53 (m, 4H, (CH,),-CH,-CO); HPLC (10-60 % in 30 min)
R; = 19.3 min; FAB-HRMS ber. fiir C,;HysCI,NsO, 482.1363, gef. 482.1371
[M+H"].

3-{N-|N’-(5-(4-Methylpyridin-2-ylamino)-pentanoyl)-hydrazino]-carbonyl}-
amino-3-(1-naphthyl)-propionséure (641)

Die Umsetzung von 121P (1.00 g, 0.610 mmol/g, 0.610 mmol) nach AAV 8 (4.5
Aquiv. 24, 14 h), 9b (16.5 h), und 13 (AcOH/TFE/CH,Cl,) ergab die Verbindung 641
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(389 mg, 100 % Rohausbeute) als gelben Feststoff. Die Reinigung per HPLC (20-45 %
in 30 min) ergab 641 (167 mg, 48 %) als weillen Feststoff.

Smp. 103-106 °C; "H-NMR (500 MHz, DMSO-dy) & = 13.00 (br. s, 1H, COOH),
9.49 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 8.53 (br. s, 1H, NH-CH,), 8.11 (d, J= 8.5 Hz, 1H,
NaphCO_H, 7.94 (d, J = 7.5 Hz, 1H, N*"C®-F), 7.86 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 7.82
(d, J = 8.0 Hz, 1H, MP"C*-H), 7.76 (d, J = 6.5 Hz, 1H, ™'C°-H), 7.57 (t, J = 7.2
Hz, 1H, MP"CE-F), 7.50-7.55 (m, 2H, “P"C*"-H), 7.46 (t, J = 7.5 Hz, 1H, "*""C>-
H), 7.05 (d, J = 8.5 Hz, 1H, CO-NH-CH), 6.81 (s, 1H, ™'C*-H), 6.66 (d, J= 7.5
Hz, 1H, ™'C°-H), 5.87 (m, 1H, NH-CH-CH,), 3.26 (m, 2H, NH-CH,), 2.86 und
2.75 (dd, J = 7.2/16.2 Hz, 2H, CH-CH,-CO), 2.29 (s, 3H, CHs), 2.13 (m, 2H,
CH,-CH,-CO), 1.58 (m, 4H, (CH,),-CH,-CO); HPLC (10-60 % in 30 min) R, =
17.6 min; FAB-HRMS ber. fiir C,5sH3oNsO4 464.2299, gef. 464.2284 [M+H'].

3-{N-|N’-(5-(4-Methylpyridin-2-ylamino)-pentanoyl)-hydrazino|-carbonyl}-
amino-propionsiaure (64n)

Die Umsetzung von 12nP (0.50 g, 0.620 mmol/g, 0.310 mmol) nach AAV 8§ (14 h),
9b (2 Aquiv. 40), und 13 (AcOH/TFE/CH,Cl,) ergab die Verbindung 64n (158 mg,
100 % Rohausbeute) als gelbes Ol. Die Reinigung per HPLC (20-45 % in 30 min)
ergab 64n (83 mg, 45 %) als weillen Feststoft.

Smp. 107-110 °C; "H-NMR (500 MHz, DMSO-d) & = 13.17 (br. s, 1H, COOH),
9.43 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 8.62 (s, 1H, Pyr-NH-CH,), 7.80 (d, J = 6.8 Hz,
1H, ™'C°-H), 7.78 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 6.84 (s, 1H, ™'C*-H), 6.70 (d, J =
6.5 Hz, 1H, ™'C’-H), 6.33 (t, J = 5.8 Hz, 1H, CO-NH-CH,), 3.27 (m, 2H, NH-
CH,>-(CH,)3), 3.19 (m, 2H, CO-NH-CH>), 2.34 (t, J = 6.8 Hz, 2H, CO-NH-CH,-
CH>), 2.32 (s, 3H, CHj), 2.12 (m, 2H, (CH,);-CH,-CO), 1.52-1.62 (m, 4H,
(CH,),-CH,-CO); HPLC (10-60 % in 30 min) R, = 7.3 min; FAB-HRMS ber.
fiir C;sH,4NsO, 338.1828, gef. 338.1823 [M+H].
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3-{N-|N’-(5-(4-Methylpyridin-2-ylamino)-pentanoyl)-hydrazino]-carbonyl}-
amino-3-isopropylpropionsiure (640)

Die Umsetzung von 120P (0.50 g, 0.530 mmol/g, 0.265 mmol) nach AAV 8 (14 h),
9b (2 Aquiv. 40, 20 h), und 13 (AcOH/TFE/CH,Cl,) ergab die Verbindung 640 (125
mg, 100 % Rohausbeute) als gelbes Ol. Die Reinigung per HPLC (10-45 % in 30 min)
ergab 640 (91 mg, 70 %) als farbloses Ol.

"H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & = 13.28 (br. s, IH, COOH), 9.98 (s, 1H, NH-
NH-CO-NH), 8.69 (br. s, 1H, Pyr-NH-CH,), 7.97 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 7.81
(d, J = 6.6 Hz, 1H, ""C®-H), 6.86 (s, 1H, ™'C*-H), 6.69 (d, J = 6.5 Hz, 1H, ™C"-
H), 6.20 (br. s, 1H, CO-NH-CH), 3.28 (m, 2H, NH-CH,-(CH,)3), 3.20 (m, 2H,
CO-NH-CH), 2.56 und 2.72 (m, 2H, NH-CH-CH>), 2.31 (s, 3H, CH3), 2.22 (m,
2H, (CH,);-CH,-CO), 1.85 und 1.74 (m, 1H, ), 1.56-1.66 (m, 4H, (CH,),-CH,-
CO), 0.76-0.91 (m, 6H, CH-(CH;),); HPLC (10-60 % in 30 min) R, = 11.7 min;
ESI-MS m/z 402.2 (8) [M+Na'], 380.2 (100) [M+H'].

N-[N’-(5-(4-Methylpyridin-2-ylamino)-pentanoyl)-hydrazino]-carbonyl}-nipeco-
tinsdure (64p)

Die Umsetzung von 12pP (0.50 g, 0.550 mmol/g, 0.275 mmol) nach AAV 8 (14 h),
9b (2 Aquiv. 40, 20 h), und 13 (AcOH/TFE/CH,Cl,) ergab die Verbindung 64p (120
mg, 99 % Rohausbeute) als gelbes Ol. Die Reinigung per HPLC (10-40 % in 30 min)
ergab 64p (78 mg, 64 %) als farbloses OL.

"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & = 13.34 (br. s, IH, COOH), 9.34 (s, 1H, NH-NH-
CO-NH), 8.71 (br. s, 1H, NH-CH,), 8.41 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 7.80 (d, J = 6.8 Hz,
1H, ™'C®-H), 6.86 (s, 1H, ™'C*-H), 6.69 (d, J= 6.5 Hz, 1H, "'C°-H), 4.03 (d, J = 12.8
Hz, 1H, N-HCH-CH-COOH), 3.81 (d, J = 13.2 Hz, 1H, CO-N-HCH-CH,), 3.28 (m,
2H), 3.19 (m, 2H, NH-CH,), 2.80 (t, J = 12.2 Hz, 1H, N-HCH-CH-COOH), 2.74 (t, J =
12.2 Hz, 1H, CO-N-HCH-CH,), 2.32 (s, 3H, CH3), 2.27 (m, 1H, CH-COOH), 2.13 (m,
2H, CH,-CH,-CO), 1.94 (m, 1H, CO-N-CH,-HCH-CH,), 1.55-1.65 (m, 4H, (CH,),-
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CH,-CO), 1.51 (m, 2H, CO-N-CH,-HCH-CH, + HCH-CH-COOH), 1.34 (m, 1H,
HCH-CH-COOH); HPLC (10-60 % in 30 min) R, = 9.5 min; ESI-MS m/z 416.3 (10)
[M+K'], 400.3 (14) [M+Na'], 378.2 (83) [M+H].

| /\/\)J\ H
_N
XN N COOH

65 R
5-{N’-|5-(4-Methylpyridin-2-ylamino)-pentanoyl]-hydrazino}-3-phenyl-5-oxo-
pentansiure (65a)

Die Umsetzung von 5-(N’-Fmoc)-hydrazino-5-oxo-3-phenylpentansdure 26a (44
mg, 0.100 mmol) mit TCP-Harz (50 mg, theor. Bel. 0.048 mmol) nach AAV 7b (20 h)
in CH,Cl, unter Zugabe von DIPEA (21 pL, 0.125 mmol, 2.5 Aquiv.) ergab das
belegte Harz 26aP. Die weitere Umsetzung nach AAV 9b (1.5 Aquiv. 40, 2 Aquiv.
HATU, 44 h), und 13 (AcOH/ TFE/CH,Cl,) ergab die Verbindung 65a (22 mg, 97 %
Rohausbeute bezogen auf die max. theor. Harzbelegung) als gelben Feststoff. Die
Reinigung per HPLC (30-80 % in 40 min) zur Abtrennung von 3-Phenylglutarsidure
(20a) und des Nebenprodukts 68a ergab 65a (4 mg, 18 % bezogen auf die max. theor.
Harzbelegung) als farbloses Ol.

"H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & = 12.91 (br. s, 1H, COOH), 11.98 (br. s, 1H,
["Y'N-H]"), 9.71 (s, 1H, NH-NH), 9.65 (s, 1H, NH-NH), 8.37 (br. s, 1H, NH-
CH,), 7.78 (d, J = 6.5 Hz, 1H, ""C®-H), 7.20-7.28 (m, 4H, "C***°-H), 7.17 (t, J
= 6.2 Hz, 1H, "™ C"-H), 6.79 (s, 1H, ™'C*-H), 6.68 (d, J = 6.5 Hz, 1H, ™'C°-H),
3.46 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 3.26 (m, 2H, NH-CH,), 2.77 (dd, J = 5.5/16.0 Hz,
1H, CH,-CH-HCH), 2.39-2.48 (m, 3H, CH,-CH-HCH), 2.31 (s, 3H, CHj), 2.13
(m, 2H, CH,-CH,-CO), 1.57 (m, 4H, (CH,),-CH,-CO); HPLC (10-60 % in 30
min) Ry = 22.1 min; FAB-HRMS ber. fiir C,,Hy9N4O4 413.2190, gef. 413.2187
[M+H"].
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5-{N’-|5-(4-Methylpyridin-2-ylamino)-pentanoyl]-hydrazino}-3-(4-fluorphenyl)-5-
oxopentansiure (65b)

Die Umsetzung von 26bP (0.70 g, 0.359 mmol/g, 0.251 mmol), nach AAV 9b (2
Aquiv. 40, 14 h), und 13 (AcOH/TFE/CH,Cl,) ergab die Verbindung 65b (82 mg,
68 % Rohausbeute) als gelben Feststoff. Die Reinigung per HPLC (10-50 % in 30 min)
ergab 65b (23 mg, 21 %) als farbloses OL.

"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & = 13.07 (br. s, 1H, COOH), 12.07 (br. s, 1H,
["Y'N-H]"), 9.71 (s, 1H, NH-NH), 9.65 (s, 1H, NH-NH), 8.59 (br. s, 1H, NH-
CH,), 7.80 (m, 1H, ™"'C®-H), 7.25 (m, 2H, "™C**-H), 7.01 (t, J = 8.5 Hz, 1H,
Phec33pp), 6.84 (s, 1H, ™'C*-H), 6.70 (d, J = 6.5 Hz, 1H, ™'C°-H), 3.46 (m, 1H,
CH,-CH-CH,), 3.27 (m, 2H, NH-CH>), 2.91 (m, 1H, CH,-CH-HCH), 2.70 (dd, J
= 5.5/16.0 Hz, 1H, CH,-CH-HCH), 2.37-2.52 (m, 2H, CH,-CH-HCH), 2.32 (s,
3H, CHs), 2.13 (m, 2H, CH,-CH,-CO), 1.57 (m, 4H, (CH,),-CH,-CO); HPLC
(10-60 % in 30 min) R; = 14.2 min; FAB-HRMS ber. fiir CyHsFN4O4
431.2095, gef. 431.2110 [M+H"].

5-{N’-|5-(4-Methylpyridin-2-ylamino)-pentanoyl]-hydrazino}-3-(4-chlorphenyl)-
5-oxopentansiure (65c¢)

Die Umsetzung von 26¢P (1.00 g, 0.490 mmol/g, 0.490 mmol), nach AAV 9b (2
Aquiv. 40, 3.5 h), und 13 (AcOH/TFE/CH,Cl,) ergab die Verbindung 65¢ (286 mg,
100 % Rohaus-beute) als gelbes Ol. Die Reinigung per HPLC (20-50 % in 30 min)
ergab 65¢ (105 mg, 39 %) als farbloses Ol.

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & = 13.11 (br. s, IH, COOH), 9.72 (s, 1H, NH-
NH), 9.65 (s, 1H, NH-NH), 8.60 (br. s, 1H, NH-CH,), 7.80 (s, 1H, "Y'C-H), 7.40
(m, 2H, "™°C**-H), 7.34-7.19 (m, 2H, "™C**-H), 6.84 (s, 1H, ™"C*-H), 6.71 (d, J =
6.5 Hz, 1H, "™'C’-H), 3.45 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 3.28 (m, 2H, NH-CH,), 3.00-
3.18 (m, 1H, CH,-CH-HCH), 2.88-2.98 (m, 1H, HCH-CH-HCH), 2.70 (m, 1H,
HCH-CH-HCH), 2.39-2.53 (m, 1H, HCH-CH-HCH), 2.31 (s, 3H, CHj), 2.13 (m,
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2H, CH,-CH,-CO), 1.70-1.52 (m, 4H, (CH,),-CH,-CO); HPLC (10-60 % in 30
min) R, = 16.3 min; FAB-HRMS ber. fiir C,,H,3CIN4O,4 447.1800, gef. 447.1807
[M+H"].

5-{N’-|5-(4-Methylpyridin-2-ylamino)-pentanoyl]-hydrazino}-3-(4-bromphenyl)-
5-oxo-pentansiure (65d)

Die Umsetzung von 26dP (0.70 g, 0.420 mmol/g, 0.294 mmol), nach AAV 9b (2
Aquiv. 40, 14 h), und 13 (AcOH/TFE/CH,Cl,) ergab die Verbindung 65d (139 mg,
86 % Rohausbeute) als gelben Feststoff. Die Reinigung per HPLC (15-40 % in 30 min)
ergab 65d (89 mg, 50 %) als farbloses Ol.

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & = 13.20 (br. s, IH, COOH), 12.08 (br. s, 1H,
["Y'N-H]"), 9.72 (s, 1H, NH-NH), 9.65 (s, 1H, NH-NH), 8.50 (br. s, 1H, NH-
CH,), 7.80 (d, J = 6.5 Hz, 1H, ™"'C®-H), 7.44 (d, J = 8.0 Hz, 2H, "™*C**-H), 7.19
(d, J= 8.0 Hz, 2H, "*C*°-H), 6.81 (s, 1H, ™"C*-H), 6.68 (d, J = 6.5 Hz, 1H, ™"C"-
H), 3.44 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 3.26 (m, 2H, NH-CH,), 2.91 (m, 1H, CH,-CH-
HCH), 2.70 (dd, J = 5.5/16.0 Hz, 1H, CH,-CH-HCH), 2.37-2.54 (m, 2H, CH,-
CH-HCH), 2.31 (s, 3H, CHs), 2.12 (m, 2H, CH,-CH>-CO), 1.57 (m, 4H, (CH,),-
CH,-CO); HPLC (10-60 % in 30 min) R; = 17.0 min; FAB-HRMS ber. fiir
C,,H,gBrN,O,4 491.1295, gef. 491.1296 [M7*P'+H].

5-{N’-|5-(4-Methylpyridin-2-ylamino)-pentanoyl]-hydrazino}-3-(4-methoxy-
phenyl)-5-oxopentansiure (65¢)

Die Umsetzung von 26eP (0.20 g, 0.457 mmol/g, 0.091 mmol), nach AAV 9b (2.6
Aquiv. 40, 18.5 h), und 13 (AcOH/TFE/CH,Cl,) ergab die Verbindung 65e (40 mg,
93 % Rohausbeute) als gelben Feststoff. Die Reinigung per HPLC (20-40 % in 30 min)
ergab 65e (18 mg, 38 %) als farbloses OL.

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & = 13.14 (br. s, 1H, COOH), 9.69 (s, 1H, NH-
NH), 9.65 (s, 1H, NH-NH), 8.61 (br. s, 1H, NH-CH,), 7.80 (d, J = 6.5 Hz, 1H,
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PC.H), 7.13 (d, J = 8.5 Hz, 2H, "™C**-H), 6.84 (s, 1H, "'C*-H), 6.81 (d, J=8.5
Hz, 2H, "™C**-H), 6.69 (d, J = 6.5 Hz, 1H, ™'C’-H), 3.70 (s, 3H, O-CHs), 3.41
(m, 1H, CH,-CH-CH,), 3.24 (m, 2H, NH-CH,), 2.67 (dd, J = 5.5/16.0 Hz, 1H,
CH,-CH-HCH), 2.35-2.47 (m, 3H, CH,-CH-HCH), 2.32 (s, 3H, "Y'C*-CH,), 2.13
(m, 2H, CH,-CH»-CO), 1.54-1.66 (m, 4H, (CH,),-CH,-CO); HPLC (10-60 % in
30 min) R, = 13.7 min; FAB-HRMS ber. fiir C,3H3N4Os5 443.2294, gef.
443.2279 [M+H].

5-{N’-|5-(4-Methylpyridin-2-ylamino)-pentanoyl]-hydrazino}-3-(4-biphenyl)-5-
oxopentansiure (65g)

Die Umsetzung von 26gP (0.75 g, 0.557 mmol/g, 0.417 mmol), nach AAV 9b (2
Aquiv. 40, 14 h), und 13 (AcOH/TFE/CH,Cl,) ergab die Verbindung 65g (181 mg,
79 %, Reinheit >95 %) als gelblichen Feststoff.

Smp. 176-177 °C; "H-NMR (500 MHz, DMSO-dy) & = 12.00 (br. s, 1H, COOH),
9.73 (s, 1H, NH-NH), 9.65 (s, 1H, NH-NH), 7.79 (d, J = 6.5 Hz, 1H, "™'C®-H),
7.63 (d, J = 7.5 Hz, 2H, ™ C**-H), 7.56 (d, J = 8.2 Hz, 2H, "™ C**-H), 7.44 (m,
2H, Phe-""C*~'-H), 7.30-7.36 (m, 3H, Phe-"C*****-H), 6.35 (m, 1H, NH-CH,),
6.28 (d, J = 6.5 Hz, 1H, ™'C-H), 6.25 (s, 1H, ™"C*-H), 3.52 (m, 1H, CH,-CH-
CH,), 3.17 (m, 2H, NH-CH>), 2.75 (dd, J = 5.5/16.5 Hz, 1H, CH,-CH-HCH),
2.55 (dd, J = 9.8/16.5 Hz, 1H, CH,-CH-HCH), 2.44-2.51 (m, 2H, CH,-CH-CH,),
2.31 (s, 3H, CH3), 2.09 (m, 2H, CH,-CH,-CO), 1.46-1.58 (m, 4H, (CH.,),-CH,-
CO); HPLC (10-60 % in 30 min) R; = 20.3 min; FAB-HRMS ber. fiir
CosH33N,0,4 489.2503, gef. 489.2522 [M+H'].

5-{N’-[5-(4-Methylpyridin-2-ylamino)-pentanoyl]-hydrazino}-5-0xo-3-(3-nitro-
phenyl)-pentansaure (65i)

Die Umsetzung von 26iP (0.20 g, 0.450 mmol/g, 0.090 mmol), nach AAV 9b (2.6
Aquiv. 40, 18.5 h), und 13 (AcOH/TFE/CH,Cl,) ergab die Verbindung 65i (78 mg,
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100 % Rohausbeute) als gelben Feststoff. Die Reinigung per HPLC (20-40 % in 30
min) ergab 65i (18 mg, 36 %) als farbloses Ol.

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d) & = 13.04 (br. s, IH, COOH), 9.74 (s, 1H, NH-
NH), 9.64 (s, 1H, NH-NH), 8.58 (br. s, 1H, NH-CH,), 8.09 (s, 1H, "™C*-H), 8.05
(d, J = 8.0 Hz, 1H, ™C*H), 7.79 (d, J = 6.5 Hz, 1H, ™'C°-H), 7.73 (d, J = 8.1
Hz, 1H, "™C°-H), 7.58 (t, J = 8.0 Hz, 1H, "™C’-H), 6.83 (s, 1H, ™"C’-H), 6.71 (d,
J = 6.5 Hz, 1H, ™'C’-H), 3.60 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 3.26 (m, 2H, NH-CH,),
2.78 (dd, J = 5.6/16.4 Hz, 1H, CH,-CH-HCH), 2.64 (dd, J = 9.6/16.4 Hz, 1H,
CH,-CH-HCH), 2.35-2.47 (m, 2H, CH,-CH-CH,), 2.32 (s, 3H, CHj), 2.13 (m,
2H, CH,-CH,-CO), 1.54-1.66 (m, 4H, (CH,),-CH,-CO); HPLC (10-60 % in 30
min) R, = 14.7 min; ESI-MS m/z 953.1 (8) [2M+K ], 458.2 (100) [M+H"], 440.2
(22) [M-H,0+H'].

5-{N’-[5-(4-Methylpyridin-2-ylamino)-pentanoyl]-hydrazino}-3-(3,5-dichlor-
phenyl)-5-oxopentansaure (65Kk)

Die Umsetzung von 26kP (0.50 g, 0.460 mmol/g, 0.230 mmol), nach AAV 9b (2
Aquiv. 40, 3.5 h), und 13 (AcOH/TFE/CH,Cl,) ergab die Verbindung 65k (179 mg,
100 % Rohausbeute) als gelben Feststoff. Die Reinigung per HPLC (20-50 % in 30
min) ergab 65k (130 mg, 95 %) als farbloses OL.

"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & = 13.06 (br. s, IH, COOH), 9.73 (s, 1H, NH-
NH), 9.67 (s, 1H, NH-NH), 8.59 (br. s, IH, NH-CH,), 7.80 (m, 1H, "™"C°-H), 7.39
(s, 1H, "™C*-H), 7.30 (s, 2H, "™C**-H), 6.84 (m, 1H, "'C*-H), 6.71 (d, J = 6.5
Hz, 1H, ™'C’-H), 3.45 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 3.27 (m, 2H, NH-CH,), 3.06-3.20
(m, 1H, CH,-CH-HCH), 2.95 (m, 1H, CH,-CH-HCH), 2.71 (dd, J = 5.5/16.5 Hz,
1H, HCH-CH-CH,), 2.58 (dd, J = 9.8/16.5 Hz, 1H, HCH-CH-CH,), 2.32 (s, 3H,
CH3), 2.28 (m, 1H, CH,-HCH-CO), 2.12 (m, 1H, CH,-HCH-CO), 1.54-1.66 (m,
4H, (CH,),-CH,-CO); HPLC (10-60 % in 30 min) R; = 18.7 min; FAB-HRMS
ber. fiir C2,H,7CLN,O, 481.1410, gef. 481.1402 [M+H"].
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5-{N’-|5-(4-Methylpyridin-2-ylamino)-pentanoyl]-hydrazino}-5-oxopentansiure
(65n)

Die Umsetzung von 5-(N’-Fmoc)-hydrazino-5-oxopentansdure 26n (130 mg, 0.353
mmol) mit TCP-Harz (400 mg, theor. Bel. 0.384 mmol) nach AAV 7b (19 h) in
trockenem CH,Cl, unter Zugabe von DIPEA (72 pL, 0.420 mmol, 1.75 Aquiv.) ergab
das belegte Harz 26nP. Die weitere Umsetzung mit 5-(4-Methypyridin-2-yl)-amino-
valeriansiure (40) (125 mg, 0.60 mmol, 1.5 Aquiv. bei 60 % Reinheit), HATU und
sym-Collidin (318 uL, 2.4 mmol, 10 Aquiv.) nach AAV 9b (4.5 h) und Abspaltung
vom Harz nach AAV 13 (AcOH/TFE/CH,Cl,) ergab die Verbindung 65n (107 mg, 71
% Rohausbeute bezogen auf die max. theor. Harzbelegung) als gelben Feststoff. Die
Reinigung per HPLC (5-45 % in 30 min) ergab 65n (28 mg, 17 % bezogen auf die

max. theor. Harzbelegung) als farbloses Ol.

"H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & = 12.93 (br. s, IH, COOH), 9.66 (s, 1H, NH-
NH), 9.65 (s, 1H, NH-NH), 8.53 (br. s, 1H, NH-CH,), 7.79 (d, J = 6.8 Hz, 1H,
PCo.m), 6.83 (s, 1H, ™'C’-H), 6.71 (d, J = 6.7 Hz, 1H, ™'C°-H), 3.27 (m, 2H,
NH-CH,), 2.32 (s, 3H, CH3), 2.23 (t, J = 7.5 Hz, 2H, NH-CO-CH,), 2.15 (m, 2H,
CH,-CH,-CO-NH), 2.13 (t, J = 7.5 Hz, 2H, CH,-CH,-COOH), 1.71 (dt, 2H, CH>-
CH,-COOH), 1.56-1.62 (m, 4H, (CH,),-CH,-CO); HPLC (10-50 % in 30 min)
R, = 10.8 min; ESI-MS m/z 359.2 (54) [M+Na'], 337.1 (100) [M+H].

3-{N-[N’-(3-(/N-Pyridin-2-yl)-aminobenzoyl)-hydrazino]-3-(3,5-dichlorphenyl)-5-
oxopentansaure (66k)

Die Umsetzung von 26kP (0.70 g, 0.459 mmol/g, 0.321 mmol) nach AAV 8, 9 (2.3
Aquiv. 3-(N-Pyridin-2-yl)-aminobenzoesiure (43), 1.2 Aquiv. HATU, 2 h) und 13
(AcOH/TFE/CH,Cl,) ergab die Verbindung 66k (205 mg, 100 % Rohausbeute) als
braunen Feststoff. Die Reinigung von 65 mg per HPLC (20-50 % in 30 min) ergab 66k
(16 mg, 26 %) als weillen Feststoft.
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Smp. 110-114 °C; "H-NMR (500 MHz, DMSO-d) & = 12.03 (br. s, 1H, COOH),
10.22 (s, 1H, NH-NH-CO-CH,), 9.89 (s, 1H, NH-NH-CO-CH5,), 9.65 (s, 1H, NH-
A1C), 8.12 (d, 1H, J = 6.5 Hz, ""C®-H), 7.99 (s, 1H, ~'C*-H), 7.82 (d, J = 8.0 Hz,
1H, ~'C°-H), 7.72 (t, J = 7.5 Hz, 1H, “'C°-H), 7.46 (d, J = 7.5 Hz, 1H, ~'C*-H),
7.41 (m, 1H, ™'C*-H), 7.39 (s, 1H, "™™C*-H), 7.35 (s, 2H, "™C*°-H), 6.95 (d, J =
8.5 Hz, 1H, ™' C*-H), 6.85 (t, J = 6.0 Hz, 1H, "'C’-H), 3.51 (m, 1H, CH,-CH-
CH,), 2.78 (dd, J = 5.7/16.2 Hz, 1H, HCH-CH-CH,), 2.63 (dd, J = 9.8/16.3 Hz,
1H, HCH-CH-CHy,), 2.57 (m, 2H, CH,-CH-CH,); HPLC (10-60 % in 30 min) R,
= 18.6 min; FAB-HRMS ber. fiir Cy;H, ,C,N4O4 487.0941, gef. 487.0945
[M+H"].

\[( \©)J\N’ COOH
H
NH o

5-[N’-(3-Acetimidoylaminobenzoyl)-hydrazino]-3-phenyl-5-oxopentansiure (72a)

Die Umsetzung von 26aP (0.50 g, 0.560 mmol/g, 0.280 mmol) nach AAV 9a (14 h
mit 2.5 Aquiv. 35 + 6 h mit 1.5 Aquiv. 35), 11 und 13 (20 % HFIP/CH,Cl,) ergab die
Verbindung 72a (57 mg, 53 % Rohausbeute) als gelben Feststoff. Die Reinigung per
HPLC (10-50 % in 30 min) ergab 72a (9 mg, 8 %) als farbloses Ol.

"H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & = 12.10 (br. s, 1H, COOH), 10.26 (s, 1H, NH-
NH-CO-CH,), 9.92 (s, 1H, NH-NH-CO-CH,), 7.82 (s, 3H, “™N,H;), 7.43 (m,
2H, “'C*°-H), 7.36 (t, J = 8.0 Hz, 1H, “'C’-H), 7.28-7.34 (m, 4H, ™C***°.H),
7.22 (m, 1H, ™C*H), 7.14 (d, J = 8.0 Hz, 1H, ~'C*-H), 3.55 (m, 1H, CH,-CH-
CH,), 2.82 (dd, J = 5.5/16.0 Hz, 1H, HCH-CH-CH,), 2.47-2.62 (m, 6H,
AmiCHg/CH-CH-CHg); HPLC (10-60 % in 30 min) R; = 10.9 min; FAB-HRMS
ber. fiir C50H»3N40, 383.1719, gef. 383.1735 [M+H'].
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5-[N’-(3-Acetimidoylaminobenzoyl)-hydrazino]-3-(4-fluorphenyl)-5-oxopentan-
siaure (72b)

Die Umsetzung von 26bP (0.20 g, 0.359 mmol/g, 0.072 mmol) nach AAV 9a (19 h),
11 (3 Aquiv. 35, 22 h) und 13 (AcOH/TFE/CH,Cl,) ergab die Verbindung 72b (31 mg,
94 % Rohausbeute) als gelben Feststoff. Die Reinigung per HPLC (20-40 % in 30 min)
ergab 72b (8 mg, 22 %) als weilen Feststoff.

Smp. 81-85 °C; '"H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & = 12.05 (br. s, 1H, COOH),
10.37 (s, 1H, NH-NH-CO-CH,), 9.98 (s, 1H, NH-NH-CO-CH,), 9.52 (s, 1H,
AMINE), 8.63 (s, 1H, *™NH), 7.89 (d, J = 7.8 Hz, 1H, ~'C°-H), 7.77 (s, 1H, *'C*-
H), 7.63 (t, J = 8.0 Hz, 1H, *'C’-H), 7.48 (d, J = 8.0 Hz, 1H, “'C*-H), 7.30 (m,
2H, P*C*-H), 7.10 (m, 2H, "*C**-H), 3.55 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 2.76 (dd, J =
5.5/16.0 Hz, 1H, HCH-CH-CH,), 2.49-2.59 (m, 3H, CH-CH-CH.), 2.33 (s, 3H,
AmiCI—Ig); HPLC (10-60 % in 30 min) R, = 12.0 min; FAB-HRMS ber. fiir
CaoH2FN,0,4 401.1626, gef. 401.1621 [M+H].

5-[N’-(3-Acetimidoylaminobenzoyl)-hydrazino]-3-(4-chlorphenyl)-5-oxopentan-
saure (72¢)

Die Umsetzung von 26¢P (0.20 g, 0.490 mmol/g, 0.098 mmol) nach AAV 9a (19 h),
11 (3 Aquiv. 35, 22 h) und 13 (AcOH/TFE/CH,Cl,) ergab die Verbindung 72¢ (25 mg,
54 % Rohausbeute) als gelben Feststoff. Die Reinigung per HPLC (20-40 % in 30 min)
ergab 72¢ (9 mg, 17 %) als farbloses Ol.

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & = 12.05 (br. s, 1H, COOH), 10.37 (s, 1H, NH-
NH-CO-CH,), 9.98 (s, 1H, NH-NH-CO-CH,), 9.51 (s, 1H, “™NH), 8.63 (s, 1H,
AMINE), 7.88 (d, J=7.8 Hz, 1H, “'C°-H), 7.76 (s, 1H, “'C*-H), 7.64 (t,J = 7.8 Hz,
1H, *C’-H), 7.48 (d, J = 7.8 Hz, 1H, ~'C*-H), 7.23-7.38 (m, 4H, ™C***S.H),
3.56 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 2.76 (dd, J = 5.5/16.0 Hz, 1H, HCH-CH-CH,), 2.50-
2.60 (m, 3H, CH-CH-CH,), 2.33 (s, 3H, *™CH;); HPLC (10-60 % in 30 min) R,
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= 14.7 min; FAB-HRMS ber. fiir C,)H»,CIN,O, 417.1330, gef. 417.1342
[M+H"].

5-[N’-(3-Acetimidoylaminobenzoyl)-hydrazino]-3-(4-bromphenyl)-5-oxopentan-
siaure (72d)

Die Umsetzung von 26dP (0.20 g, 0.420 mmol/g, 0.084 mmol) nach AAV 9a (19 h),
11 (3 Aquiv. 35, 22 h) und 13 (AcOH/TFE/CH,Cl,) ergab die Verbindung 72d (24 mg,
55 % Rohausbeute) als gelben Feststoff. Die Reinigung per HPLC (20-45 % in 30 min)
ergab 72d (5 mg, 11 %) als weiBlen Feststoff.

Smp. 98-102 °C; "H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & = 12.08 (br. s, 1H, COOH),
10.34 (s, 1H, NH-NH-CO-CH,), 9.98 (s, 1H, NH-NH-CO-CH,), 9.51 (s, 1H,
AMINE), 8.63 (s, 1H, *™NH), 7.89 (d, J = 8.0 Hz, 1H, ~'C°-H), 7.76 (s, 1H, *"C*-
H), 7.64 (t, J= 8.0 Hz, 1H, *'C’-H), 7.48 (d, J= 8.0 Hz, 1H, “'C*-H), 7.47 (d, J =
8.2 Hz, 2H, "™C**-H), 7.23 (d, J = 8.2 Hz, 2H, "™C*-H), 3.55 (m, 1H, CH,-CH-
CH,), 2.76 (dd, J = 5.5/16.0 Hz, 1H, HCH-CH-CH,), 2.50-2.61 (m, 3H, CH-CH-
CH>), 2.33 (s, 3H, “™CH;); HPLC (10-60 % in 30 min) R, = 15.4 min; FAB-
HRMS ber. fiir Co0H»,BrN,O, 461.0825, gef. 461.0823 [M*®+H].

5-[N’-(3-Acetimidoylaminobenzoyl)-hydrazino]-3-(4-methoxyphenyl)-5-oxo-
pentansiure (72e)

Die Umsetzung von 26eP (0.20 g, 0.457 mmol/g, 0.091 mmol) nach AAV 9a (14 h),
11 und 13 (20 % HFIP/CH,Cl,) ergab 72e (4 mg, 9 %) nach Reinigung per HPLC (20-
50 % in 30 min) als farbloses OL.

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & = 12.03 (s, 1H, COOH), 10.37 (s, 1H, NH-
NH-CO-CH,), 9.99 (s, 1H, NH-NH-CO-CH,), 9.53 (s, 1H, *™NH), 8.63 (s, 1H,
AMINE), 7.89 (d, J=7.8 Hz, 1H, “'C°-H), 7.77 (s, 1H, ~'C*-H), 7.65 (t,J = 7.8 Hz,
1H, AC’-H), 7.47 (d, J=7.8 Hz, 1H, “'C*-H), 7.20 (d, J = 8.5 Hz, 2H, "C**-H),
6.85 (d, J = 8.2 Hz, 2H, ™C**-H), 3.72 (s, 3H, O-CH;), 3.55 (m, 1H, CH,-CH-
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CH,), 2.77 (dd, J = 5.5/16.0 Hz, 1H, HCH-CH-CH,), 2.50-2.60 (m, 3H, CH-CH-
CH,), 2.33 (s, 3H, AmiCH3); HPLC (10-60 % in 30 min) R, = 10.5 min; ESI-MS
m/z 413.3 (95) [M+H].

5-[N’-(3-Acetimidoylaminobenzoyl)-hydrazino]-3-(4-biphenyl)-5-oxopentansiure
(72g)

Die Umsetzung von 26gP (0.20 g, 0.557 mmol/g, 0.111 mmol) nach AAV 9a (19 h),
11 (3 Aquiv. 35, 22 h) und 13 (AcOH/TFE/CH,Cl,) ergab die Verbindung 72g (21 mg,
37 % Rohausbeute) als gelben Feststoff. Die Reinigung per HPLC (20-45 % in 30 min)
ergab 72g (4 mg, 7 %) als farbloses Ol.

"H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & = 11.23 (br. s, IH, COOH), 10.39 (s, 1H, NH-
NH-CO-CH,), 10.00 (s, 1H, NH-NH-CO-CH,), 9.51 (s, 1H, *™NH), 8.63 (s, 1H,
AMINH), 7.90 (d, J = 7.8 Hz, 1H, ~'C°-H), 7.77 (s, 1H, “'C*-H), 7.61-7.68 (m, 3H,
ACSgMeC-H), 7.58 (d, J = 8.5 Hz, 2H, "™C*°-H), 7.48 (d, J = 7.8 Hz, 1H,
ACYH), 7.45 (m, 2H, Phe-""°C***-H), 7.31-7.39 (m, 3H, Phe-""°C****_H), 3.56
(m, 1H, CH,-CH-CH,), 2.79 (m, 1H, HCH-CH-CH,), 2.51-2.63 (m, 3H, CH-CH-
CH,), 2.32 (s, 3H, AmiCH3); HPLC (10-60 % in 30 min) R; = 19.7 min; ESI-MS:
m/z 916.9 (40) [2M+H ], 459.1 (100) [M+H"], 441.2 (20) [M-H,O+H"].

5-[N’-(3-Acetimidoylaminobenzoyl)-hydrazino]-3-(3,5-dichlorphenyl)-5-oxo-
pentansiure (72k)

Die Umsetzung von 26kP (1.00 g, 0.460 mmol/g, 0.460 mmol) nach AAV 9a (2
Aquiv. 29), 11 (1.5 Aquiv. 35) und 13 (AcOH/TFE/CH,Cl,) ergab die Verbindung 72k
(106 mg, 49 %) als weillen Feststoff.

Smp. 110-114 °C; "H-NMR (500 MHz, DMSO-d) & = 12.15 (br. s, 1H, COOH),
10.38 (s, 1H, NH-NH-CO-CH,), 10.00 (s, 1H, NH-NH-CO-CH,), 9.55 (s, 1H,
AMINE), 8.63 (s, 1H, *™NH), 7.88 (d, J = 8.0 Hz, 1H, ~'C®-H), 7.76 (s, 1H, *'C*-
H), 7.63 (t, J= 8.0 Hz, 1H, ~'C°-H), 7.48 (d, J = 8.0 Hz, 1H), “'C*-H, 7.42 (s, 1H,
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Pheci ), 7.35 (s, 2H, ™ C**-H), 3.50 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 2.77 (dd, J =
5.5/16.0 Hz, 1H, HCH-CH-CH,), 2.53-2.69 (m, 3H, CH-CH-CH,), 2.33 (s, 3H,
AmiChG); HPLC (10-60 % in 30 min) R, = 16.6 min; FAB-HRMS ber. fiir
CaoH21C1LN,O4 451.0941, gef. 451.0930 [M+H'].

(\J\ /\/\)J\” T COOH
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3-{N-|N’-(5-(4,5-Dihydroimidazol-2-yl)-aminopentanoyl)-hydrazino|-carbonyl}-
amino-3-phenylpropionsiure (74a)

Die Umsetzung von 12a (0.20 g, 0.576 mmol/g, 0.115 mmol) nach AAV 8§, 9 (2
Aquiv. 5-(N-Fmoc)-aminopentansiure (28), 2 h), 11 und 13 (AcOH/TFE/CH,Cl,)
ergab die Verbindung 74a (23 mg, 46 % Rohausbeute) als braunen Feststoff. Die
Reinigung per HPLC (15-40 % in 30 min) ergab 74a (4 mg, 8 %) als farbloses Ol.

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & = 11.83 (br. s, 1H, COOH), 9.45 (s, 1H, NH-
NH-CO-NH), 8.16 (s, 1H, CH,-NH-C), 7.83 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 7.30 (m,
4H, "eC*0H), 7.21 (m, 1H, "™C*-H), 6.84 (m, 1H, CO-NH-CH), 6.50 (s, 1H,
C-NH-CH,), 5.02 (m, 1H, NH-CH-CH,), 3.56 (m, 4H, N-CH,-CH,-NH), 3.09
(dt, 2H, NH-CH,), 2.68 (m, 2H, CH-CH,-CO), 2.09 (t, J = 7.0 Hz, 2H, CH,-CH,-
CO), 1.40-1.56 (m, 4H, (CH,),-CH,-CO); HPLC (10-60 % in 30 min) R, = 10.8
min; ESI-MS m/z 391.3 (100) [M+H].

3-{N-|N’-(5-(4,5-Dihydroimidazol-2-yl)-aminopentanoyl)-hydrazino|-carbonyl}-
amino-3-(4-chlorophenyl)-propionséure (74c)

Die Umsetzung von 12¢P (0.20 g, 0.490 mmol/g, 0.098 mmol) nach AAV 8§, 9 (2
Aquiv. 5-(N-Fmoc)-aminopentansdure (28), 2 h), 11 und 13 (AcOH/TFE/CH,Cl,)
ergab die Verbin-dung 74¢ (34 mg, 72 % Rohausbeute) als braunes Ol. Die Reinigung
per HPLC (15-45 % in 30 min) ergab 74¢ (3 mg, 7 %) als farbloses Ol.
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"H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & = 12.25 (br. s, 1H, COOH), 9.45 (s, 1H, NH-
NH-CO-NH), 8.16 (s, 1H, CH,-NH-C), 7.87 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 7.36 (d, J
= 8.5 Hz, 2H, "™C*°-H), 7.32 (d, J = 8.4 Hz, 2H, "™C**-H), 6.89 (d, J = 8.0 Hz,
1H, CO-NH-CH), 6.50 (br. s, 1H, C-NH-CH,), 5.01 (dt, 1H, NH-CH-CH,), 3.56
(m, 4H, N-CH,-CH,-NH), 3.09 (dt, 2H, NH-CH,), 2.64-2.75 (m, 2H, CH-CH,-
CO), 2.09 (t, J = 7.2 Hz, 2H, CH,-CH,-CO), 1.40-1.54 (m, 4H, (CH,),-CH,-CO);
HPLC (10-60 % in 30 min) R, = 14.6 min; ESI-MS m/z 427.2 (34) [M*"“'+H"],
425.2 (80) [M**“+H].

H O H H
H,N_ _N N__N
2 j]/ N COOH
NH H 0O
75 R

3-{N-|N’-(3-Guanidinobenzoyl)-hydrazino]|-carbonyl}-amino-3-phenylpropion-
siaure (75a)

Die Umsetzung von 12aP (0.50 g, 0.620 mmol/g, 0.310 mmol) nach AAV 8§, 9a (2
Aquiv. 29; 3 Aquiv. HATU; 2 h), 10 (9 Aquiv. 32) und 12 ergab die Verbindung 75a
(52 mg, 34 % Rohausbeute) als gelben Feststoff. Die Reinigung per HPLC (5-40 % in

40 min) ergab 75a (6 mg, 4 %) nach Abtrennung des Nebenprodukts 67a als farbloses
Ol

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & = 12.21 (s, 1H, COOH), 10.19 (s, 1H, NH-
NH-CO-NH), 9.89 (s, 1H, NH-*'C), 8.09 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 7.76 (d, J =
8.0 Hz, 1H, ~'C°-H), 7.70 (s, 1H, ~'C*-H), 7.48-7.57 (m, 5H, ““N,H,/~'C’-H),
7.40 (d, J = 8.0 Hz, 1H, ~'C*-H), 7.28-7.35 (m, 4H, "™C***°-H), 7.22 (t, J= 7.0
Hz, 1H, "™C*-H), 7.01 (d, J = 8.5 Hz, 1H, NH-CH), 5.08 (m, 1H, NH-CH), 2.67-
2.77 (m, 2H, NH-CH-CH,); HPLC (0-50 % in 30 min) R; = 19.1 min; FAB-
HRMS ber. fiir CigH, NeO, 385.1625, gef. 385.1634 [M+H"].
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3-{N-|N’-(3-Guanidinobenzoyl)-hydrazino]-carbonyl}-amino-3-(4-fluorphenyl)-
propionséure (75b)

Die Umsetzung von 12bP (0.20 g, 0.507 mmol/g, 0.101 mmol) nach AAV 8 (4.5
Aquiv. 29), 9a, 10 und 12 ergab die Verbindung 75b (45 mg, 86 % Rohausbeute) als
gelben Feststoff. Die Reinigung per HPLC (20-45 % in 30 min) ergab 75b (7 mg,
14 %) als weillen Feststof.

Smp. 116-120 °C; "H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & = 12.26 (br. s, 1H, COOH),

10.19 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 9.95 (s, 1H, NH-"'C), 8.12 (s, 1H, NH-NH-CO-

NH), 7.76 (d, J = 7.8 Hz, 1H, “C®-H), 7.70 (s, 1H, ~'C*-H), 7.56 (s, 4H,

GUNLH,), 7.53 (t, J = 7.8 Hz, 1H, 'C°-H), 7.33-7.42 (m, 3H, ~'C*-H/"C**-H),

7.13 (t, J = 8.8 Hz, 2H, "™C*-H), 7.05 (d, J = 8.8 Hz, 1H, NH-CH), 5.06 (m, 1H,

NH-CH), 2.65-2.77 (m, 2H, NH-CH-CH,); HPLC (0-50 % in 30 min) R, = 20.4

min; FAB-HRMS ber. fiir C1gH,0FNgO,4 403.1530, gef. 403.1537 [M+H'].

3-{N-|N’-(3-Guanidinobenzoyl)-hydrazino]-carbonyl}-amino-3-(4-chlorphenyl)-
propionsaure (75¢)

Die Umsetzung von 12¢P (0.50 g, 0.480 mmol/g, 0.240 mmol) nach AAV §, 9a (2
Aquiv. 29; 3 Aquiv. HATU; 4.5 h), 10 (9 Aquiv. 32) und 12 ergab die Verbindung 75¢
(48 mg, 38 % Rohausbeute) als gelben Feststoff. Die Reinigung per HPLC (20-50 % in
30 min) ergab 75¢ (7 mg, 6 %) nach Abtrennung des Nebenprodukts 67¢ als weillen

Feststoff.

Smp. 124-126 °C; "H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & = 12.29 (br. s, 1H, COOH),
10.19 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 9.87 (s, 1H, NH-*'C), 8.14 (s, 1H, NH-NH-CO-
NH), 7.77 (d, J = 7.8 Hz, 1H, ~'C°-H), 7.70 (s, 1H, ~'C*-H), 7.48-7.57 (m, 5H,
GuaNLH /A CP-H), 7.40 (d, J = 8.4 Hz, 1H, 'C*-H), 7.33-7.38 (m, 4H, "C**>.
H), 7.06 (d, J = 8.4 Hz, 1H, NH-CH), 5.06 (m, 1H, NH-CH), 2.66-2.78 (m, 2H,
NH-CH-CH,); HPLC (0-50 % in 30 min) R; = 22.8 min; FAB-HRMS ber. fiir
C5H,0CINgO,4 419.1235, gef. 419.1230 [M+H].



176 8 EXPERIMENTELLER TEIL

3-{N-|N’-(3-Guanidinobenzoyl)-hydrazino]-carbonyl}-amino-3-(4-bromphenyl)-
propionsiure (75d)

Die Umsetzung von 12dP (0.20 g, 0.450 mmol/g, 0.090 mmol) nach AAV 8§, 9a, 10
(10 Aquiv. 32) und 12 ergab die Verbindung 75d (35 mg, 67 % Rohausbeute) als
gelben Feststoff. Die Reinigung per HPLC (20-45 % in 30 min) ergab 75d (5 mg,
10 %) als weillen Feststof.

Smp. 147-152 °C; "H-NMR (500 MHz, DMSO-d) & = 12.18 (br. s, 1H, COOH),

10.19 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 9.83 (s, 1H, NH-"'C), 8.13 (s, 1H, NH-NH-CO-

NH), 7.76 (d, J = 7.8 Hz, 1H, “'C®-H), 7.70 (s, 1H, ~'C*-H), 7.53 (t, J = 7.8 Hz,

1H, ~'C°-H), 7.50 (d, J = 8.5 Hz, 2H, "™C*’-H), 7.49 (s, 4H, “"*N,H,), 7.40 (d, J

= 7.8 Hz, 1H, “'C*-H), 7.30 (d, J = 8.5 Hz, 2H, "™C**-H), 7.06 (d, J = 8.2 Hz,

1H, NH-CH), 5.03 (m, 1H, NH-CH), 2.71 (m, 2H, NH-CH-CH,); HPLC (10-

60 % in 30 min) R, = 14.9 min; ESI-MS m/z 465.0 (94) [M*'®+H"], 463.1 (100)

[M7BrH,

3-{N-[N’-(3-Guanidinobenzoyl)-hydrazino]-carbonyl}-amino-3-(4-methoxy-
phenyl)-propionsaure (75e)

Die Umsetzung von 12eP (0.20 g, 0.566 mmol/g, 0.113 mmol), nach AAV 8 (4.5
Aquiv. 29), 9a, 10 und 12 ergab die Verbindung 75e (52 mg, 87 % Rohausbeute) als
gelben Feststoff. Die Reinigung per HPLC (20-50 % in 30 min) ergab 75e (5 mg, 9 %)
als farbloses OL.

"H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & = 11.89 (br. s, IH, COOH), 10.20 (s, 1H, NH-
NH-CO-NH), 9.78 (s, 1H, NH-*'C), 8.06 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 7.78 (d, J =
7.8 Hz, 1H, “'C®-H), 7.71 (s, 1H, *'C*-H), 7.55 (t, J = 7.8 Hz, 1H, “'C°-H), 7.48
(s, 4H, ““N,H,), 7.41 (d, J = 7.8 Hz, 1H, ~'C*-H), 7.26 (d, J = 8.5 Hz, 2H,
Phec28_m), 6.93 (d, J = 8.5 Hz, 1H, NH-CH), 6.88 (d, J = 8.5 Hz, 2H, "™C*"-H),
5.04 (m, 1H, NH-CH), 3.74 (s, 3H, O-CHj;), 2.65-2.77 (m, 2H, NH-CH-CH.);
HPLC (10-60 % in 30 min) R; = 11.3 min; FAB-HRMS ber. fiir C;oH,3N4O5
415.1730, gef. 415.1690 [M+H"].
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3-{N-|N’-(3-Guanidinobenzoyl)-hydrazino]-carbonyl}-amino-3-(4-trifluor-
methoxyphenyl)-propionséiure (75f)

Die Umsetzung von 12fP (0.20 g, 0.499 mmol/g, 0.100 mmol) nach AAV 8§, 9a, 10
(10 Aquiv. 32) und 12 ergab die Verbindung 75f (40 mg, 69 % Rohausbeute) als
gelben Feststoff. Die Reinigung per HPLC (15-40 % in 30 min) ergab 75f (8 mg,
14 %) als farbloses OL.

"H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & = 12.29 (br. s, 1H, COOH), 10.19 (s, 1H, NH-
NH-CO-NH), 9.80 (s, 1H, NH-*"C), 8.15 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 7.77 (d, J =
7.8 Hz, 1H, ~'C®-H), 7.70 (s, 1H, ~'C*-H), 7.53 (t, J = 7.8 Hz, 1H, ~'C’-H), 7.46
(d, 2H, J = 8.2 Hz, ™C**-H), 7.48 (s, 4H, ““N,H,), 7.40 (d, J = 7.8 Hz, 1H,
ACYH), 7.31 (d, J = 8.2 Hz, 2H, "™ C*’-H), 7.08 (d, J = 8.4 Hz, 1H, NH-CH),
5.10 (m, 1H, NH-CH), 2.75 (m, 2H, NH-CH-CH); HPLC (10-60 % in 30 min)
R; = 17.6 min; FAB-HRMS ber. fiir C;oH,)F3sN¢Os 469.1447, gef. 469.1435
[M+H"].

3-{N-[N’-(3-Guanidinobenzoyl)-hydrazino]-carbonyl}-amino-3-(3,5-difluor-
phenyl)-propionsaure (75j)

Die Umsetzung von 12jP (0.20 g, 0.515 mmol/g, 0.103 mmol) nach AAV 8 (4.5
Aquiv. 29, 19.5 h), 9a (17 h), 10 und 12 ergab die Verbindung 75j (34 mg, 63 %
Rohausbeute) als gelben Feststoff. Die Reinigung per HPLC (20-40 % in 30 min)
ergab 75j (3 mg, 7 %) als farbloses Ol.

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d) & = 12.36 (br. s, IH, COOH), 10.24 (s, 1H, NH-
NH-CO-NH), 9.92 (s, 1H, NH-*'C), 8.20 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 7.74 (d, J =
7.5 Hz, 1H, ~C°-H), 7.71 (s, 1H, “C*-H), 7.47-7.59 (m, 5H, ““N,H,/*'C’-H),
737 (d, J= 7.2 Hz, 1H, “’'C*-H), 7.06 (m, 3H, "*C***-H/NH-CH), 5.02 (m, 1H,
NH-CH), 2.69 (m, 2H, NH-CH-CH,); HPLC (10-60 % in 30 min) R, = 13.4 min;
ESI-MS m/z 841.2 (22) [2M+H '], 421.1 (100) [M+H"].
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3-{N-|N’-(3-Guanidinobenzoyl)-hydrazino]-carbonyl}-amino-3-(3,5-dichlor-
phenyl)-propionsiure (75k)

Die Umsetzung von 12KkP (0.20 g, 0.459 mmol/g, 0.092 mmol) nach AAV 8§, 9a, 10
(10 Aquiv. 32) und 12 ergab die Verbindung 75k (27 mg, 52 % Rohausbeute) als
gelben Feststoff. Die Reinigung per HPLC (20-45 % in 30 min) ergab 75k (4 mg, 9 %)

als weillen Feststoff.

Smp. 143-147 °C; "H-NMR (500 MHz, DMSO-d) & = 12.05 (br. s, 1H, COOH),
10.21 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 9.71 (s, 1H, NH-""C), 8.24 (s, 1H, NH-NH-CO-
NH), 7.78 (d, 1H, J = 7.8 Hz, “'C°-H), 7.71 (s, 1H, *"C*-H), 7.56 (s, 1H, "™C*-H),
7.54 (t, 1H, J = 7.8 Hz, “'C°-H), 7.43 (s, 4H, “**N,H,), 7.41 (d, 1H, J = 7.8 Hz,
ACYH), 7.40 (s, 2H, "C*°-H), 7.11 (d, 1H, J = 8.2 Hz, NH-CH), 5.04 (m, 1H,
NH-CH), 2.76 (m, 2H, NH-CH-CH,); HPLC (10-60 % in 30 min) R; = 17.0 min;
ESI-MS m/z 453.1 (100) [M+H].

3-{N-|N’-(3-Guanidinobenzoyl)-hydrazino]-carbonyl}-amino-3-(1-naphthyl)-
propionsaure (751)

Die Umsetzung von 12IP (0.20 g, 0.610 mmol/g, 0.122 mmol) nach AAV 8§, 9a, 10
(10 Aquiv. 32) und 12 ergab die Verbindung 751 (52 mg, 78 % Rohausbeute) als
gelben Feststoff. Die Reinigung per HPLC (20-50 % in 30 min) ergab 751 (4 mg, 7 %)

als weillen Feststoff.

Smp. 151-154 °C; "H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & = 12.28 (br. s, 1H, COOH),
10.21 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 9.94 (s, 1H, NH-"'C), 8.14 (s, 1H, NH-NH-CO-
NH), 8.09 (m, 1H, """C°-H), 7.94 (d, J = 8.0 Hz, 1H, “"C°-H), 7.83 (d, J = 8.2
Hz, 1H, NP'C*-H), 7.76 (d, J = 7.5 Hz, 1H, *C®-H), 7.70 (s, 1H, *'C*-H), 7.50-
7.60 (m, 8H, “*N,H,/A'C>-H/N*"C>"8_H), 7.49 (t, J = 8.2 Hz, 1H, V"C*-H), 7.39
(d, J=7.5 Hz, 1H, ~C*-H), 7.20 (d, J = 7.5 Hz, 1H, NH-CH), 5.91 (m, 1H, NH-
CH), 2.74-2.91 (m, 2H, NH-CH-CH,); HPLC (10-60 % in 30 min) R, = 15.9
min; ESI-MS m/z 457.0 (56) [M+Na'], 435.2 (100) [M+H].
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5-[N’-(3-Guanidinobenzoyl)-hydrazino]-3-phenyl-5-oxopentansiure (76a)

Die Umsetzung von 3-Phenylglutarsidure (20a) (31 mg, 0.150 mmol) mit TCP-Harz
(200 mg, theor. Bel. 0.192 mmol) nach AAV 7 in DMF unter Zugabe von DIPEA (31
uL, 0.180 mmol, 1.2 Aquiv.) ergab das belegte Harz 20aP. Die harzgebundene
Glutarsdure wurde mit DMF (5 X 2 mL, je 2 min) gewaschen. AnschlieBend wurde das
Harz mit einer ca. 0.1M Losung Fmoc-Hydrazin (22) (76 mg, 0.300 mmol, 2 Aquiv.),
TBTU (96 mg, 0.300 mmol, 2 Aquiv.), HOBt (46 mg, 0.300 mmol, 2 Aquiv.) und
DIPEA (92 pL, 0.540 mmol, 3.6 Aquiv.) in NMP versetzt. Nach einer Kupplungszeit
von 12 h wurde die Reaktion durch Waschen mit NMP (5 X 2 mL, je 2 min) beendet.
Die weitere Umsetzung nach AAV 10 (1.50 mmol N,N’-Bis-Boc-guanylpyrazol, 10
Aquiv.) und 12 ergab die Verbindung 76a (62 mg, 83 % Rohausbeute) als gelblichen
Feststoff. Die Reinigung per HPLC (15-50 % in 30 min) ergab 76a (6 mg, 8 %) als
farbloses Ol.

"H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & = 11.98 (br. s, IH, COOH), 10.33 (s, 1H, NH-
NH-CO-CH,), 9.95 (s, 1H, NH-*'C™*™"), 9.78 (s, 1H, NH-NH-CO-CH,), 7.76 (d,
1H, J = 7.8 Hz, “C°-H), 7.69 (s, 1H, “'C*-H), 7.54 (t, 1H, J = 7.8 Hz, “'C’-H),
7.49 (s, 4H, “"*N,H,), 7.41 (d, 1H, J = 7.8 Hz, 'C*-H), 7.24-7.30 (m, 5H, "C**-
H), 3.50 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 2.77 (dd, 1H, J = 5.5/16.0 Hz, HCH-CH-CH,),
2.49-2.58 (m, 3H, HCH-CH-CH,); HPLC (10-60 % in 30 min) R; = 13.3 min;
FAB-HRMS ber. fiir C;oH,,NsO,4 384.1672, gef. 384.1668 [M+H"].
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5-[N’-(3-Guanidinobenzoyl)-hydrazino]-3-(4-fluorphenyl)-5-oxopentansiure
(76b)

Die Umsetzung von 26bP (0.20 g, 0.359 mmol/g, 0.072 mmol) nach AAV 9a, 10
(10 Aquiv. 32) und 12 ergab 76b (17 mg, 46 %) nach Reinigung per HPLC (10-45 %

in 30 min) als farbloses Ol.

"H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & = 12.05 (br. s, 1H, COOH), 10.32 (s, 1H, NH-
NH-CO-CH,), 9.97 (s, 1H, NH-""C®*"), 9.95 (s, 1H, NH-NH-CO-CH,), 7.76 (d,
J=17.8 Hz, 1H, *C*-H), 7.70 (s, 1H, *'C*-H), 7.59 (s, 4H, “"*N,H,), 7.55 (t, J =
7.8 Hz, 1H, “'C°-H), 7.41 (d, J = 7.8 Hz, 1H, ~'C*-H), 7.32 (m, 2H, "C**-H),
7.11 (m, 2H, "*C**-H), 3.50 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 2.77 (dd, J = 5.5/16.0 Hz,
1H, HCH-CH-CH,), 2.48-2.58 (m, 3H, HCH-CH-CH,); HPLC (10-60 % in 30
min) R, = 11.2 min; ESI-MS m/z 402.2 (100) [M+H].

5-[N’-(3-Guanidinobenzoyl)-hydrazino]-3-(4-chlorphenyl)-5-oxopentansiure
(76¢)

Die Umsetzung von 26¢P (0.20 g, 0.490 mmol/g, 0.098 mmol) nach AAV 9a, 10
(10 Aquiv. 32) und 12 ergab 76¢ (9 mg, 19 %) nach Reinigung per HPLC (10-50 % in
30 min) als farbloses Ol.

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d) & = 12.05 (br. s, IH, COOH), 10.31 (s, 1H, NH-
NH-CO-CH,), 9.96 (s, 1H, NH-*'C™*™"), 9.93 (s, 1H, NH-NH-CO-CH,), 7.75 (d,
J=17.8 Hz, 1H, “'C®-H), 7.69 (s, |H, “C*-H), 7.57 (s, 4H, ““N,H,), 7.54 (t, J =
7.8 Hz, 1H, “C’-H), 741 (d, J = 7.8 Hz, 1H, *C*-H), 7.30-7.37 (m, 4H,
Phe2356_p1), 3.48 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 2.75 (dd, J = 5.7/16.0 Hz, 1H, HCH-
CH-CH,), 2.45-2.56 (m, 3H, HCH-CH-CH,); HPLC (10-60 % in 30 min) R, =
13.9 min; FAB-HRMS ber. fiir C,9H,;CINsO4 418.1282, gef. 418.1294 [M+H'].
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5-[N’-(3-Guanidinobenzoyl)-hydrazino]-3-(4-bromphenyl)-5-oxopentansiure
(76d)

Die Umsetzung von 26dP (0.20 g, 0.420 mmol/g, 0.084 mmol) nach AAV 9a, 10
(10 Aquiv. 32) und 12 ergab 76d (15 mg, 31 %) nach Reinigung per HPLC (15-45 %

in 30 min) als weillen Feststoff.

Smp. 114-118 °C; "H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & = 12.05 (br. s, |H, COOH),
10.31 (s, 1H, NH-NH-CO-CH,), 9.97 (s, 1H, NH-*"C™*"), 9.95 (s, 1H, NH-NH-
CO-CH,), 7.74 (d, J = 7.8 Hz, 1H, ~'C°-H), 7.69 (s, 1H, ~'C*-H), 7.59 (s, 4H,
GUNLH,), 7.53 (t, J = 7.8 Hz, 1H, “'C°-H), 7.46 (d, J = 8.2 Hz, 2H, "™C*"-H),
7.40 (d, J=7.8 Hz, 1H, 'C*-H), 7.23 (d, J = 8.2 Hz, 2H, "™C**-H), 3.49 (m, 1H,
CH,-CH-CH,), 2.76 (dd, J = 5.7/16.0 Hz, 1H, HCH-CH-CH,), 2.47-2.58 (m, 3H,
HCH-CH-CH,); HPLC (10-60 % in 30 min) R; = 15.0 min; FAB-HRMS ber. fiir
C1oH, BrNsO, 462.0777, gef. 462.0757 [M”*®"+H'].

5-[N’-(3-Guanidinobenzoyl)-hydrazino]-3-(4-methoxyphenyl)-5-oxopentansiure
(76e)

Die Umsetzung von 26eP (0.20 g, 0.457 mmol/g, 0.091 mmol) nach AAV 9a, 10
(10 Aquiv. 32) und 12 ergab 76e (9 mg, 19 %) nach Reinigung per HPLC (15-40 % in

30 min) als weillen Feststoff.

Smp. 107-111 °C; "H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & = 11.99 (br. s, 1H, COOH),
10.33 (s, 1H, NH-NH-CO-CH,), 9.95 (s, 1H, NH-*"C%*"), 9.94 (s, 1H, NH-NH-
CO-CH,), 7.76 (d, J = 8.0 Hz, 1H, ~'C°-H), 7.71 (s, 1H, ~"C*-H), 7.59 (s, 4H,
GUNLH,), 7.55 (t, J= 7.8 Hz, 1H, “'C’-H), 7.41 (d, J = 7.8 Hz, 1H, ~'C*-H), 7.18
(d, J = 8.2 Hz, 2H, "™C*°-H), 6.85 (d, J = 8.2 Hz, 2H, "™C**-H), 3.72 (s, 3H, O-
CH;), 3.47 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 2.74 (dd, J = 5.5/15.4 Hz, 1H, HCH-CH-
CH,), 2.44-2.55 (m, 3H, HCH-CH-CH,); HPLC (10-60 % in 30 min) R, = 10.6
min; FAB-HRMS ber. fiir C,gH,4NsO5 414.1778, gef. 414.1774 [M+H'].
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5-[N’-(3-Guanidinobenzoyl)-hydrazino]-3-(4-biphenyl)-5-oxopentansiure (76g)
Die Umsetzung von 26gP (0.20 g, 0.557 mmol/g, 0.111 mmol) nach AAV 9a, 10
(10 Aquiv. 32) und 12 ergab 76g (17 mg, 27 %) nach Reinigung per HPLC (20-40 %

in 30 min) als weilen Feststoft.

Smp. 102-104 °C; "H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & = 12.05 (br. s, 1H, COOH),
10.35 (s, 1H, NH-NH-CO-CH,), 9.99 (s, 1H, NH-*"C®*"), 9.93 (s, 1H, NH-NH-
CO-CH,), 7.76 (d, J = 8.2 Hz, 1H, ~'C®-H), 7.70 (s, 1H, “'C*-H), 7.64 (d, J=7.8
Hz, 2H, "™C*°-H), 7.55-7.60 (m, 6H, “*N,H,/"C**-H), 7.54 (t, J = 7.8 Hz, 1H,
ACS-H), 7.45 (t, J = 7.5 Hz, 2H, Phe-"*C*-H), 7.41 (d, J = 8.2 Hz, 1H, “'C*-H),
7.36 (d, J = 7.8 Hz, 2H, Phe-""C***-H), 7.34 (m, 2H, Phe-"C*-H), 3.57 (m, 1H,
CH,-CH-CH,), 2.80 (dd, J = 5.5/16.0 Hz, 1H, HCH-CH-CH5), 2.55-2.63 (m, 3H,
HCH-CH-CH,); HPLC (10-60 % in 30 min) R; = 19.3 min; FAB-HRMS ber. fiir
CasHa6NsO, 460.1986, gef. 460.1968 [M+H"].

5-[N’-(3-Guanidinobenzoyl)-hydrazino]-5-0x0-3-(3-nitrophenyl)-pentansiure
(76i)

Die Umsetzung von 26iP (0.20 g, 0.450 mmol/g, 0.090 mmol) nach AAV 9a, 10 (10
Aquiv. 32) und 12 ergab die Verbindung 76i (52 mg, 100 % Rohausbeute) als gelbes
Ol. Die Reinigung per HPLC (20-35 % in 30 min) ergab 76i (15 mg, 32 %) als
farbloses Ol.

"H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) 8 = 12.05 (br. s, 1H, COOH), 10.33 (s, 1H, NH-
NH-CO-CH,), 9.98 (s, 1H, NH-*"C™™), 9.92 (s, 1H, NH-NH-CO-CH,), 8.12 (s,
1H, "™C>-H), 7.98 (d, J= 7.8 Hz, 1H, ™C*-H), 7.75 (d, J = 8.0 Hz, 1H, *'C°-H),
7.68-7.74 (m, 2H, “'C2-H/M™C°-H), 7.52-7.62 (m, 5H, “*N,H,//“C>-H), 7.54 (t, J
= 7.8 Hz, 1H, ~'C’-H), 7.40 (d, J = 7.8 Hz, 1H, ~C*-H), 3.52 (m, 1H, CH,-CH-
CH,), 2.78 (dd, J = 5.6/15.8 Hz, 1H, HCH-CH-CH,), 2.45-2.57 (m, 3H, HCH-
CH-CH,); HPLC (10-60 % in 30 min) R, = 11.3 min; ESI-MS 856.9 (24)
[2M+H ], 429.1 (100) [M+H].
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5-[N’-(3-Guanidinobenzoyl)-hydrazino]-3-(3,5-dichlorphenyl)-5-oxopentansiure
(76k).

Die Umsetzung von 26kP (0.20 g, 0.475 mmol/g, 0.095 mmol) nach AAV 9a, 10 (8
Aquiv. 32, 17 h) und 12 ergab die Verbindung 76k (74 mg, 100 % Rohausbeute) als
gelben Feststoff. Die Reinigung per HPLC (25-45 % in 30 min) ergab 76k (9 mg,
17 %) als weillen Feststoff.

Smp. 104-107 °C; '"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & = 12.15 (br. s, 1H,
COOH), 10.32 (s, 1H, NH-NH-CO-CH,), 9.95 (s, 1H, NH-*"C™*"), 9.91 (s, 1H,
NH-NH-CO-CH,), 7.74 (d, J = 7.8 Hz, 1H, *'C®-H), 7.69 (s, 1H, “"C*-H), 7.56 (s,
4H, ““N,H,), 7.53 (t, J = 7.8 Hz, 1H, ~'C°-H), 7.41 (s, 1H, "™C*-H), 7.40 (d, J =
7.8 Hz, 1H, ~C*-H), 7.35 (s, 2H, "™™C**-H), 3.50 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 2.77
(dd, J = 5.9/16.4 Hz, 1H, HCH-CH-CH,), 2.56-2.66 (m, 3H, HCH-CH-CH.,);
HPLC (10-60 % in 30 min) R, = 17.7 min; FAB-HRMS ber. fiir C;9H,(,CI,Ns04
452.0892, gef. 452.0890 [M+H"].
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3-{N-|N’-(5-Guanidinopentanoyl)-hydrazino]-carbonyl}-amino-3-phenylpropion-
siaure (77a)

Die Umsetzung von 12aP (0.50 g, 0.576 mmol/g, 0.288 mmol) nach AAV 8§, 9 (2
Aquiv. 5-(N-Fmoc)-aminovaleriansidure (28) als Spacer, 3 Aquiv. HATU), 10 (5
Aquiv. 32, 44 h), und 12 ergab die Verbindung 77a (75 mg, 55 % Rohausbeute) als
gelben Feststoff. Die Reinigung per HPLC (5-40 % in 40 min) ergab 77a (22 mg,
16 %) nach Abtrennung des Nebenprodukts 65a als farbloses Ol.
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"H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & = 12.21 (br. s, IH, COOH), 9.46 (s, 1H, NH-
NH-CO-NH), 7.85 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 7.53 (m, 1H, “““NH-CH,), 7.27-
7.32 (m, 4H, "*C**>°-F), 7.21 (m, 1H, "™™C*-H), 6.86 (d, J = 8.7 Hz, 1H, CO-
NH-CH), 5.03 (m, 1H, NH-CH-CHS,), 3.90 (br. s, 4H, “*N,H,), 3.08 (m, 2H, NH-
CH,), 2.69 (m, 2H, CH-CH,-CO), 2.10 (t, J = 6.5 Hz, 2H, CH,-CH,-CO), 1.40-
1.56 (m, 4H, (CH,),-CH,-CO); HPLC (0-40 % in 30 min) R; = 20.1 min; FAB-
HRMS ber. fiir C,sH,sN¢O, 365.1859, gef. 365.1939 [M+H"].

3-{N-|N’-(5-Guanidinopentanoyl)-hydrazino]-carbonyl}-amino-3-(4-chlorphenyl)-
propionsiure (77¢)

Die Umsetzung von 12¢P (0.50 g, 0.480 mmol/g, 0.240 mmol) nach AAV 8, 9 (5-
(N-Fmoc)-aminovaleriansiure (28) (2 Aquiv.) als Spacer, 3 Aquiv. HATU, 4 h), 10 (5
Aquiv. 32), und 12 ergab die Verbindung 77¢ (83 mg, 67 % Rohausbeute) als gelben
Feststoff. Die Reinigung per HPLC (15-40 % in 40 min) ergab 77¢ (21 mg, 17 %) nach
Abtrennung des Nebenprodukts 65¢ als farbloses Ol.

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d) & = 12.28 (br. s, 1H, COOH), 9.46 (s, 1H, NH-
NH-CO-NH), 7.89 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 7.59 (m, 1H, ““*NH-CH,), 7.29-
7.37 (m, 4H, "™C***°-H), 6.92 (d, J = 8.4 Hz, 1H, CO-NH-CH), 5.01 (m, 1H,
NH-CH-CH,), 4.0 (br. s, 4H, “*N,H,), 3.08 (m, 2H, NH-CH,), 2.63-2.76 (m, 2H,
CH-CH,-CO), 2.10 (m, 2H, CH,-CH,-CO), 1.38-1.56 (m, 4H, (CH,),-CH,-CO);
HPLC (0-50 % in 30 min) R, = 21.9 min; ESI-MS m/z 796.8 (12) [2M**“+H"],
401.1 (32) [M*"“+H™], 399.1 (100) [M**“'+H].
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5-[N’-(5-Guanidinopentanoyl)-hydrazino]-3-phenyl-5-oxopentansiure (78a)

Die Umsetzung von 26aP (0.45 g, 0.560 mmol/g, 0.252 mmol) nach AAV 9 (5-(V-
Fmoc)-aminovaleriansiure (28) als Spacer), 10 (6 Aquiv. 32), und 12 ergab die
Verbindung 78a (95 mg, 79 % Rohausbeute) als gelben Feststoff. Die Reinigung per
HPLC (10-50 % in 40 min) ergab 78a (11 mg, 9 %) als farbloses Ol.

"H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & = 11.99 (br. s, 1H, COOH), 9.71 (s, 1H, NH-

NH), 9.65 (s, 1H, NH-NH), 7.46 (m, 1H, ““NH-CH,), 7.20-7.29 (m, 4H,

Phe2356 11y, 7.17 (t, J = 7.2 Hz, 1H, "™C*-H), 4.0 (br. s, 4H, “*N,H,), 3.46 (m,

1H, CH,-CH-CH,), 3.08 (m, 2H, NH-CH,), 2.70 (dd, J = 6.0/16.0 Hz, 1H, CH,-

CH-HCH), 2.50 (m, 1H, CH,-CH-HCH), 2.39-2.46 (m, 2H, CH,-CH-CHy,), 2.10

(m, 2H, CH,-CH,-CO), 1.41-1.55 (m, 4H, (CH,),-CH,-CO); HPLC (0-50 % in

30 min) R; = 19.4 min; ESI-MS m/z 749.0 (22) [2M+Na'], 364.2 (100) [M+H"].

5-[N’-(5-Guanidinopentanoyl)-hydrazino]-3-(4-chlorphenyl)-5-oxopentansiure
(78¢)

Die Umsetzung von 26¢P (0.20 g, 0.490 mmol/g, 0.098 mmol) nach AAV 9 (5-(N-
Fmoc)-aminovaleriansiure (28) als Spacer), 10 (5 Aquiv. 32, 17.5 h bei RT), und 12
ergab die Verbindung 78c¢ (76 mg, 100 % Rohausbeute) als gelben Feststoff. Die
Reinigung per HPLC (20-35 % in 30 min) ergab 78¢ (9 mg, 19 %) als farbloses Ol.

"H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & = 12.05 (br. s, IH, COOH), 9.71 (s, 1H, NH-
NH), 9.64 (s, 1H, NH-NH), 7.52 (m, 1H, “*NH-CH,), 7.31 (d, J = 8.0 Hz, 2H,
Phec33_f1), 7.25 (d, J = 8.2 Hz, 2H, "™ C*°-H), 4.6 (br. s, 4H, ““N,H,), 3.45 (m,
1H, CH,-CH-CH,), 3.08 (m, 2H, NH-CH,), 2.70 (dd, J = 5.5/16.0 Hz, 1H, CH,-
CH-HCH), 2.50 (m, 1H, CH,-CH-HCH), 2.37-2.48 (m, 2H, CH,-CH-CH,), 2.10
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(m, 2H, CH,-CH,-CO), 1.41-1.58 (m, 4H, (CH,),-CH,-CO); HPLC (10-60 % in
30 min) R, = 13.8 min; ESI-MS m/z 833.0 (6) [2M+K '], 398.1 (100) [M+H"].

8.4 Losungssynthese der RGD-Mimetika
8.4.1 Synthese der aza-RGD-Mimetika

3-Amino-3-(3,5-dichlorphenyl)-propionsiureethylester (79k)
3-Amino-3-(3,5-dichlorphenyl)-propionsdure (11k) (1.40 g, 6.0 mmol) wurde in
Ethanol (30 mL) suspendiert und auf -20 °C gekiihlt. Nachdem Thionylchlorid (520
uL, 7.2 mmol, 1.2 Aquiv.) innerhalb von 20 min zugetropft worden war, wurde die
Temperatur langsam auf RT erhoht. AnschlieBend wurde die Reaktionsmischung eine
Stunde bei RT und eine weitere Stunde unter Riickfluss geriihrt. Die Mischung wurde
im Vakuum eingeengt, der Riickstand in ges. NaHCO;-Losung (100 mL) aufgenom-
men und mit Ethylacetat (3 x 50 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden iiber Na,SO, getrocknet und filtriert. Entfernen des Losungsmittels im Vaku-

um ergab den Ester 79k (1.44 g, 92 %) als gelbliches Ol.

'"H-NMR (250 MHz, DMSO-d¢) & = 7.48-7.40 (m, 3H, arom.), 4.17 (t, J = 7.1
Hz, 1H, NH-CH-CH,), 4.00 (q, J= 7.1 Hz, 2H, O-CH,-CHj3), 2.59 (d, J = 7.1 Hz,
1H, CH-CH,-CO), 1.10 (t, J = 7.1 Hz, 3H, O-CH,-CH3); HPLC (10-90 % in 30
min) R, = 15.0 min; ESI-MS m/z 261.9 (14) [M+H'], 215.7 (28) [M-OEt], 174.9
(100) [M-(NH;+COOEt)+H"].

3-Isocyanato-3-(3,5-dichlorphenyl)-propionsiureethylester (80k)

Eine Suspension des Esters 79k (1.41 g, 5.38 mmol) in CH,Cl, (40 mL) und ges.
wissriger NaHCO;-Losung (40 mL) wurde im Eisbad auf 0 °C gekiihlt und 5 min
heftig geriihrt. Danach beliel man die Reaktionsmischung 5 min ohne Riihren, gab mit
einer Spritze Phosgen (1.89 M in Toluol, 5.6 mL, 10.7 mmol, 2 Aquiv.) zur organisch-
en (unteren) Phase und begann unmittelbar nach der Zugabe die Reaktionsmischung
wieder zu rithren. Nach 10 min wurde das Reaktionsgemisch mit H,O (15 mL) und

CH,Cl, (15 mL) versetzt. AnschlieBend wurden die Phasen getrennt, die wéssrige
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Phase mit CH,Cl, (2 x 40 mL) extrahiert und die vereinigten organischen Phasen iiber
Na,SO, getrocknet. Filtration und Entfernen des Losungsmittels im Vakuum ergab 80k

(1.43 g, 93 %) als gelbes OL.

"H-NMR (250 MHz, CDCl;) 6 = 7.36 (m, 1H, arom.), 7.28 (m, 2H, arom.), 5.19
(dd, J = 5.2/8.7 Hz, 1H, OCN-CH-CH,), 4.27 (q, J = 7.1 Hz, 2H, O-CH,-CHj),
2.88-2.72 (m, 2H, CH-CH>-CO), 1.32 (t, J= 7.1 Hz, 3H, O-CH,-CH;); *C-NMR
(62.5 MHz, CDCl3) & = 169.4, 143.0, 135.4, 129.0, 128.4, 124.5, 61.3, 54.4, 43.8,
14.1; IR v = 3180w, 2980w, 2270s, 1735s, 1590w, 1570m, 1430m, 1375m,
1330m, 1200m, 860m, 795m cm’.

3-{N-|N’-(tertButyloxycarbonyl)-hydrazino]-carbonyl}-amino-3-(3,5-dichlor-
phenyl)-propionsiureethylester (82k)

Das Isocyanat 80k (1.34 g, 4.64 mmol) wurde zusammen mit N-Boc-Hydrazin (81)
(613 mg, 4.64 mmol, 1 Aquiv.) in absolutem THF (30 mL) bei RT geriihrt. Der
Reaktionsverlauf wurde mittels DC kontrolliert. Nach 17 h wurde das Losungsmittel
im Vakuum entfernt. Lyophilisieren aus terfButanol ergab 82k (2.03 g, 97 %) als

weillen Feststoff.

R = 0.4 (Hexan/Ethylacetat 1:1); "H-NMR (250 MHz, CDCl;) & = 7.20 (m, 1H,
arom.), 7.18 (m, 2H, arom.), 6.46 (m, 1H, NH-CH-CH,), 5.22 (m, 1H, NH-CH-
CH,), 4.07 (q, J = 7.1 Hz, 2H, O-CH,-CHj3), 2.70 (d, J = 5.7 Hz, 1H, CH-CH,-
CO), 1.45 (s, 9H, O-C(CH3);), 1.16 (t, J = 7.1 Hz, 3H, O-CH,-CHj;); HPLC (10-
90 % in 30 min) R, = 23.9 min; ESI-MS m/z 443.9 (62) [M>>“*"“'4Na"], 441.9
(100) [M*¥“'+Na'], 419.8 (9) [M**““+H"], 363.8 (38) [M-(isoButen)+H'].

3-(N-Hydrazinocarbonyl)-amino-3-(3,5-dichlorphenyl)-propionsaureethylester
(83k)

Zu einer Losung von 82k (1.0 g, 2.21 mmol) in CH,Cl, (10 mL) wurde bei -5 °C
unter Riihren die gleiche Menge einer 20%igen Mischung von TFA in CH,Cl, (10 mL)
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gegeben. Nach 4.5 h wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Lyophilisieren aus

tertButanol ergab 83k (1.05 g, 98 %) als weillen Feststoff.

"H-NMR (250 MHz, DMSO-d) & = 8.89 (s, 1H, NH,-NH-CO), 7.85 (d, 1H, CO-
NH-CH), 7.49 (m, 1H, arom.), 7.40 (m, 2H, arom.), 5.08 (m, 1H, NH-CH-CH,),
4.04 (q, J = 7.1 Hz, 2H, O-CH,-CH,), 2.72 (d, J = 6.3 Hz, 1H, CH-CH,-CO),
1.12 (t, J=7.1 Hz, 3H, O-CH,-CHj;); HPLC (10-60 % in 30 min) R =21.2 min.

3-{N-|N’-(5-(4-Methylpyridin-2-ylamino)-pentanoyl)-hydrazino]-carbonyl}-
amino-3-(3,5-dichlorphenyl)-propionsiureethylester (84k)

5-[ N-(4-Methylpyridin-2-yl)-amino]-pentansdure (40) (500 mg, 2.40 mmol), EDCI
(480 mg, 2.40 mmol) und HOBt (360 mg, 2.40 mmol) wurden in trockenem DMF (40
mL) unter Zugabe von DIPEA (1.22 mL, 7.20 mmol, 3 Aquiv.) gelst und eine Stunde
geriihrt. Nach der Voraktivierung der Sdure wurde eine Losung von 83k (1.05 g,
2.40 mmol) in trockenem DMF (10 mL) zugegeben und durch wiederholte Zugabe von
DIPEA (0.20 mL, 1.20 mmol, 0.5 Aquiv.) ein pH-Wert von 8.5 eingestellt. Der
Reaktionsverlauf wurde mittels HPLC kontrolliert und nach 11 h Riihren bei RT
wurden nochmals 1.0 mmol 40, EDCI, HOBt und 3.0 mmol DIPEA zugegeben. Nach
4 d wurde die Reaktionsmischung eingeengt, in H,O (80 mL) aufgenommen und mit
CH,Cl, (4 x 40 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber
Na,SO, getrocknet und filtriert. Entfernen des Losungsmittels im Vakuum ergab 84k
(1.59 g, 81 % Rohprodukt) als gelben Feststoff.

"H-NMR (250 MHz, DMSO-dg) & = 9.44 (s, 1H, NH-NH-CO-NH), 7.96 (s, 1H,
NH-NH-CO-NH), 7.78 (d, J = 6.0 Hz, 1H, Per6-H), 7.46 (m, 1H, arom.), 7.36
(m, 2H, arom.), 6.92 (m, 1H, CO-NH-CH), 6.37 (m, 2H, "™'C*-H), 5.06 (m, 1H,
NH-CH-CH,), 4.02 (q, J = 7.1 Hz, 2H, O-CH,-CH;), 3.20 (m, 2H, NH-CH.,),
2.71 (d, J=17.1 Hz, 1H, CH-CH,-CO), 2.16 (s, 3H, ""C-CH;), 2.11 (m, 2H, CH,-
CH,-CO), 1.61-1.46 (m, 4H, CH,-(CH,),-CH>), 1.10 (t, J = 7.1 Hz, 3H, O-CH,-
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CH;); HPLC (10-90 % in 30 min) R, = 17.3 min; ESI-MS m/z 512.1 (32)
[M35C137CI+H+]’ 510.1 (54) [M35C1+H+]'

3-{N-|N’-(5-(4-Methylpyridin-2-ylamino)-pentanoyl)-hydrazino]-carbonyl}-
amino-3-(3,5-dichlorphenyl)-propionsiure Hydrochlorid (64k)

Der Ester 84k (1.59 g, 3.0 mmol) wurde in MeOH (2 mL) geldst und nach Zugabe
von 1N wissriger NaOH (5 mL, 5 mmol, 1.7 Aquiv.) bei RT geriihrt. Nach 22 h wurde
die Reaktionsmischung im Vakuum eingeengt und mit IN HCI langsam angesauert, so
dass das Produkt ausfiel (ab pH 8.5). Die Kristallisation der Mischung wurde iiber
Nacht im Kiihlschrank vervollstindigt, der Niederschlag abfiltriert und mit H,O (5
mL) gewaschen. Lyophilisieren aus fertButanol/H,O ergab das Produkt 64k (1.
Fraktion: 417 mg, 29 %) als weillen Feststoff. Die Mutterlauge wurde eingeengt und
ergab 64k (2. Fraktion: 707 mg + NaCl) als weillen Feststoff (Analytik siche 64Kk).

8.4.2 Synthese der azacarba-RGD-Mimetika

5-[N’-(tertButyloxycarbonyl)-hydrazino]-5-0xo0-3-(3,5-dichlor)-phenylpentansiure
(85Kk)

Das Glutarsdureanhydrid 25k (777 mg, 3.0 mmol) wurde mit N-Boc-Hydrazin (81)
(396 mg, 3.0 mmol, 1 Aquiv.) in absolutem THF (30 mL) unter Riickfluss erhitzt.
Nach 24 h wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und ergab das Produkt 85k
(1.29 g, 100 %) als farbloses Ol.

R; = 0.5 (Hexan/Ethylacetat 1:2); '"H-NMR (250 MHz, CDCl;) & = 11.50 (br. s,
1H, COOH), 9.52 (s, 1H, NH-NH), 8.65 (s, |H, NH-NH), 7.49 (m, 1H, arom.),
7.30 (m, 2H, arom.), 3.44 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 2.76-2.55 (m, 2H, CH,-CH-
CH,), 2.46-2.38 (m, 2H, CH,-CH-CH,), 1.38 (s, 9H, O-C(CH;);); HPLC (10-90
% in 30 min) R, = 19.6 min; ESI-MS m/z 820.8 (100) [2M***®7“'+K "1, 802.7 (55)
[2M*“4+Na'], 412.9 (90) [M*P“'+Na'].
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5-[N’-(tertButyloxycarbonyl)-hydrazino]-5-0x0-3-(3,5-dichlor)-phenylpentan-
siureethylester (88k) modifiziert nach Cervantes ez al.*”"

Zu einer Losung der Sdure 85k (1.29 g, 3.0 mmol) in DMF (10 mL) wurde KHCO;
(330 mg, 3.3 mmol, 1.1 Aquiv.) zugegeben und auf 0 °C gekiihlt. Nach der Zugabe
von Ethyliodid (270 pL, 3.3 mmol, 1.1 Aquiv.) wurde die Reaktionsmischung langsam
auf RT erwirmt, nach 4 h zusitzlich Ethyliodid (120 uL, 1.5 mmol, 0.5 Aquiv.) zuge-
geben und weitere 4 h geriihrt. AnschlieBend wurde die Mischung in H,O (50 mL)
gegossen und mit Ethylacetat (3 x 30 mL) ausgeschiittelt. Die vereinigten organischen

Phasen wurden mit Na,SO, getrocknet. Filtrieren und Entfernen des Losungsmittels im

Vakuum ergab das Produkt 88k (1.28 g, 98 %) als farbloses Ol.

R; = 0.6 (Hexan/Ethylacetat/AcOH 1:1:0.1); "H-NMR (250 MHz, CDCl;) & =
9.52 (s, 1H, NH-NH), 8.66 (s, 1H, NH-NH), 7.40 (m, 1H, arom.), 7.30 (m, 2H,
arom.), 3.95 (q, J = 7.1 Hz, 2H, O-CH,-CH3), 3.45 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 2.84-
2.60 (m, 2H, CH,-CH-CH,), 2.48-2.40 (m, 2H, CH,-CH-CH,), 1.38 (s, 9H, O-
C(CH;);3), 1.04 (t, J= 7.1 Hz, 3H, O-CH,-CH3); HPLC (10-90 % in 30 min) R, =
23.5 min; ESI-MS m/z 440.9 (95) [M>*“4+Na’], 318.9 (42) [M**“-Boc+H'].

8.5 Prodrug

Cyclisches 3-{N-[N’-(5-(4-Methylpyridin-2-ylamino)-pentanoyl)-hydrazino|-
carbonyl}-amino-3-(3,5-dichlorphenyl)-propionsaure (c64Kk)

Zu einer Losung von 64k (150 mg, 0.25 mmol) und K,CO;5 (77 mg, 0.557, 2.2
Aquiv.) in DMAc (1 mL) wurde eine Lsung von Pivalinsdurechlormethylester (89)
(57 pL, 0.38 mmol, 1.5 Aquiv.) langsam zugetropft. AnschieBend wurde 2 h bei RT
und weitere 3 h bei 50 °C geriihrt. Danach wurde die Reaktionsmischung eingeengt, in
H,0 (10 mL) aufgenommen und mit Ethylacetat (2 x 10 mL) ausgeschiittelt. Die ver-
einigten organischen Phasen wurden mit ges. wéssriger NaCl-Losung (2 X 5 mL)
gewaschen, mit Na,SO, getrocknet und filtriert. Entfernen des Losungsmittels im
Vakuum ergab c64k (108 mg, 92 %) als gelben Feststoff. Die Reinigung per HPLC
(20-40 % in 30 min) ergab ¢64k (58 mg, 50 %) als farbloses Ol.
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"H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & = 10.10 (s, 1H, CO-NH-N), 8.56 (br. s, 1H,
PYIC-NH-CH,), 8.50 (d, J = 11.8 Hz, 1H, CO-NH-CH), 7.81 (d, J = 6.2 Hz, 1H,
PC.H), 7.60 (s, 1H, ~'C*-H), 7.54 (s, 1H, “'C*-H), 7.46 (s, 1H, “'C°-H), 6.85 (s,
1H, ™'C*-H), 6.71 (d, J = 5.8 Hz, 1H, ™"C°-H), 4.77 (m, 1H, NH-CH-CH,), 3.27
(m, 2H, NH-CH>), 3.26 und 2.83 (m, 1H, CH-HCH-CO), 3.09 (m, 1H, CH-HCH-
CO), 2.32 (s, 3H, ™'C-CH3), 2.25 (m, 2H, CH,-CH,-CO), 1.62 (m, 4H, (CH,)-
CH,-CO); HPLC (10-60 % in 30 min) R, = 20.7 min; ESI-MS m/z 466.2 (30)
[M35c137c1 +H+], 464.2 (54) [M35c1 +H+].

8.6 Etherspaltung

5-[N’-(3-Guanidinobenzoyl)-hydrazino]-3-(4-hydroxyphenyl)-5-oxopentansiure
(76m)"**"

Eine Losung des Methylethers 76e (318 mg, 0.54 mmol) in trockenem CH,CI, (10
mL) wurde auf -78 °C gekiihlt. AnschlieBend wurde eine gleichermallen gekiihlte
Losung von Bortribromid (1M Lésung in CH,Cl,, 11 mL, 11 mmol, 20 Aquiv.) lang-
sam zugetropft und zwei weitere Stunden bei -78 °C geriihrt. Man lie3 die Reaktions-
mischung langsam auftauen und beendete die Reaktion nach 14 h durch Zugabe von
H,0 (50 mL). Die wéssrige Mischung wurde mit CH,Cl, (2 x 30 mL) ausgeschiittelt
und mit IN wissriger NaOH-Losung neutralisiert. Lyophilisieren ergab das Produkt
76m (2.33 g Rohprodukt mit Borsalzen) als gelben Feststoff. Die Reinigung per HPLC
(12-40 % in 30 min) ergab 76m (77 mg, 7 %) als farbloses Ol.

"H-NMR (250 MHz, CDCl;) & = 12.05 (br. s, 1H, COOH), 10.32 (s, 1H, NH-
NH-CO-CH,), 9.92 (s, 1H, NH-*'C™™™), 9.83 (s, 1H, NH-NH-CO-CH,), 9.18 (s,
1H, OH), 7.76 (d, J = 7.8 Hz, 1H, *'C°-H), 7.70 (s, 1H, “"C*-H), 7.49-7.57 (m,
5H, “““N,H,), 7.41 (d, J = 8.0 Hz, 1H, ~C*-H), 7.04 (d, J = 8.5 Hz, 2H, "C**-
H), 6.65 (d, J= 8.5 Hz, 2H, "™C*"-H), 3.40 (m, 1H, CH,-CH-CH,), 2.71 (dd, J =
5.3/15.5 Hz, 1H, HCH-CH-CHS,), 2.40-2.51 (m, 3H, HCH-CH-CH,); HPLC (10-
60 % in 30 min) R, = 7.2 min; ESI-MS m/z 438.1 (14) [M+K'], 400.2 (100)
[M+H"].
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