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Abkiirzungen

Die in dieser Arbeit verwendete Nomenklatur orientiert sich an den von Chemical
Abstracts (Chemical Abstracts, ‘Index Guide’, 77, 210.) und der [UPAC-IUB-
Kommission empfohlenen Richtlinien (Eur. J. Biochem. 1984, /38, 9-37).

Fachausdriicke, die aus dem Englischen {ibernommen wurden, sind kursiv geschrieben.






1. Einleitung 1

1 Einleitung

Schreiber et al. haben kiirzlich die ,Identifizierung kleiner Molekiil-Partner fiir jedes
Genprodukt® als wichtiges Ziel der bioorganischen Chemie benannt.! Auch wenn
diese Erkenntnis nicht gerade als neu zu bezeichnen ist, beschreibt sie doch die in
Zeiten von (humanen) Genomprojekten und DNA-Microarraytechniken™ immer
dringender werdende Notwendigkeit, in moglichst kurzer Zeit Verbindungen zu
entwickeln, die, wenn sie auch nicht als Wirkstoffe selbst verwendet werden konnen,
zumindest die Wechselwirkung verschiedener Genprodukte untereinander beeinflussen
konnen, um so einen tieferen Einblick in das Regelwerk der Zelle zu gewéhren.
Mittels dieser Molekiile sollte es dann moglich sein, die haufig aus der
Molekularbiologie resultierenden sehr komplexen wund héaufig spekulativen
Beziehungen zu verifi- oder falsifizieren, um die weitere Entwicklungsarbeit auf die
entsprechenden Schliisselstellen der (krankhaft verdnderten) Zelle zu konzentrieren.
Nach der erfolgreichen Etablierung der Kombinatorik und der automatisierten
Parallelsynthese’® zur Bereitstellung einer groBen Zahl von potentiell biologisch
aktiven Substanzen fiir die pharmazeutische Industrie entwickeln sich die
entsprechenden screening-Verfahren zunehmend in Richtung eines nicht zu
vernachldssigenden Kosten- und Zeitfaktors. Wéhrend die kombinatorische Chemie
unbestritten einen enormen Beitrag zur Identifizierung einer groflen Zahl neuer
Wirkstoffe geliefert hat, ist das Problem der Inhibition von Protein-Protein- oder
Protein-Nukleinsdure Wechselwirkungen nach wie vor kaum gelost: Wahrend die
Wirkstoffe der meisten neu entwickelten Medikamente als kleine organische Molekiile
tiberwiegend die reaktiven Zentren biologisch bedeutsamer Enzyme hemmen, gibt es
nur wenige Beispiele fiir analoge Erfolge auf dem Gebiet der Protein- oder Rezeptor-
Antagonisten.[*”]

Die ursachliche Schwierigkeit bei der Entwicklung von Inhibitoren fiir die Protein-
Protein-Wechselwirkung liegt in den rdumlich relativ weit ausgedehnten Epitopen auf
den Proteinoberflichen, den sogenannten /otspots. Nur in einigen Fillen kann die
Interaktion eines Proteins mit seinem Rezeptor einer relativ kurzen, kontinuierlichen

Peptidsequenz zugeordnet werden.



2 1. Einleitung

Im Fall der Serinprotease urokinaseartiger Plasminogen Aktivator (uPA) erfolgt die
Bindung des Enzyms an den zugehorigen zellmembrangebundenen Rezeptor (uPAR)
mittels eines nur dreizehn Aminosduren kleinen, flexiblen /oops im N-terminalen
Bereich des Proteins.'™” Zahlreiche Arbeiten auf diesem Gebiet konnten zeigen, dass
einerseits das Auftreten hoher Konzentrationen von uPA, uPAR und den natiirlichen
Inhibitoren PAI-1 und PAI-2 eine schlechte Prognose bei einigen malignen
Erkrankungen signalisieren und andererseits die Inhibierung dieser Wechselwirkung
eine Verlangsamung von Tumorwachstum und Metastasierungstendenz zur Folge
haben, weshalb diese Faktoren als neue targets in der Tumortherapie bezeichnet
werden.['*"]

Der erste Schritt zur Entwicklung eines solchen Inhibitors fiir die uPA/uPAR-
Wechselwirkung besteht in der Ermittlung der biologischen Minimalsequenz und der
nachfolgenden  Substitution und konformationellen Verdnderung einzelner
Aminosédureseitenketten. Im néchsten Schritt versucht man durch Deletion der nicht
fiir die biologische Wirkung essentiellen Aminosduren und durch raumliche Fixierung
der biologisch aktiven Konformation zu kleineren und moglichst aktiven
Leitstrukturen zu gelangen, die dann einer strukturellen Charakterisierung mittels
Kernresonanzspektroskopie zugénglich sind und somit ein rationales Design von
Wirkstoffen ermoglichen sollten.

Da die Fixierung der Seitenketten in den cyclischen Verbindungen hiufig zu
biologisch inaktiven raumlichen Anordungen fiihrt (mismatched case), ist es in diesem
Zusammenhang selbstverstandlich, dass angesichts der vielen erforderlichen
Synthesen cyclischer Peptide eine Methode wiinschenwert ist, die in wenigen
Reaktionsschritten moglichst viele strukturell unterschiedliche Verbindungen erzeugt.
Basierend auf der Dissertationen von M. Biirgle sollte im Rahmen dieser Arbeit
versucht werden, durch Variation der funktionellen Gruppen in der peptidischen
Leitstruktur cyclo[21,29][Cys21’29]-uPA21_30 und durch die Entwicklung und
Anwendung effizienter Synthesemethoden neue Inhibitoren fiir die Wechselwirkung
von uPA und uPAR zu finden und im Hinblick auf biologische Aktivitit und
proteolytische Stabilitit zu optimieren.!'” Die Untersuchung der pharmakophoren

Relevanz und der rdumlichen Anordnung der in den neuen Leistrukturen enthaltenen
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Aminoséduren bzw. Peptidomimetika sollte damit einen entscheidenden Schritt auf dem
Weg zur Entwicklung eines neuen Tumormedikaments beitragen.

In einem unabhingigen Teilprojekt sollte das Phidnomen der Resistenzentwicklung
aufgrund von multidrug-Transportproteinen untersucht werden. Zahlreiche Zellen
bzw. Mikroorganismen entwickeln bei langfristiger Behandlung mit Antibiotika bzw.
Chemotherapeutika Resistenzen, die sich bei entsprechendem evolutiondrem Druck
schnell ausbreiten. Ein Teil dieser Resistenzen wird durch die Expression von
Membranproteinen verursacht, die selektiv bestimmte Therapeutika aus der Zelle
heraus transportieren und somit eine therapeutische Wirkung abschwichen oder
verhindern.!>""]

Die Entwicklung von Substanzen, die diesen Transportmechanimus unterbinden, ist
entscheidend von der Kenntnis der Struktur und des Transportmechanismus dieser
Porenmolekiile abhéngig. Ein geeignetes Modellprotein ist das transmembrane EmrE-
Protein aus Escherichia coli, das aufgrund seiner ungewohnlich geringen Grof3e einer
strukturellen Charakterisierung mittels NMR zuginglich zu sein scheint.'”"® Um
Einsicht in die Struktur und Wirkungsweise dieses Transporters zu erhalten, sollte die
erste der transmembranen Dominen dieses Molekiils synthetisiert werden, wobei die
besondere synthetische Herausforderung in der Uberwindung der, im Zusammenhang
mit der Festphasenpeptidsynthese transmembraner (und damit sehr hydrophober)

Peptide auftretenden Aggregationsphinomene liegt.
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2 Das uPA/uPAR-System in der Tumortherapie

2.1 Molekulare Physiologie der Krebsentstehung und -ausbreitung

Die etwa 30 Billionen Zellen eines gesunden menschlichen Korpers leben in einer
komplexen Gemeinschaft, die auf wechselseitigen Abhidngigkeiten und geteilter
Herrschaft beruht. Die Aufforderung zur Teilung erhélt die Zelle normalerweise von
den benachbarten Zellen. Diese gegenseitige Kontrolle gewihrleistet, dass jedes
Gewebe eine ihm angemessene Ausdehnung und Architektur beibehilt.["

Krebszellen dagegen besitzen zwei Eigenschaften,”**" die die Tiicke dieses

Krankheitsbildes ausmachen:

e Sie durchbrechen die Kontrollen und beachten die Regulation des
Zellwachstums nicht mehr (gutartige oder benigne Tumore) und dariiber hinaus
e konnen sie die Fahigkeit erlangen, den normalen Aufenthaltsort zu verlassen, in
benachbartes Gewebe einzudringen und in weit entfernten Regionen des

Korpers neue Ansiedlungen zu bilden (maligne Tumore).

Im Gegensatz zu benignen Tumoren, die meist chirurgisch entfernt werden und damit
potenziell vollstindig curativ behandelt werden konnen, werden Tumoren aus
bosartigen Zellen im Verlauf ihrer Entwicklung immer aggressiver und fithren durch
Ausbildung von nicht mehr behandelbaren Tochtermetastasen zu einer irreversiblen
Schadigung von lebenswichtigen Organen und Gewebe und schlieBlich zum Tode.

Als Ursachen fiir die unkontrollierte Teilung (Unsterblichkeit!) sind mittlerweile eine
grofle Zahl von Mutationen sowohl im stimulatorischen als auch im inhibitorischen
Zellteilungssignalsystem identifiziert worden, wie z.B. das p53-Protein und sein
Gegenspieler MDM2.2

Maligne Tumoren konnen dariiber hinaus die extrazellulire Matrix (EZM) ihres
Gewebes verlassen und nach Durchdringung von Basalmembranen in benachbarte

Gewebestrukturen eindringen (siehe Abbildung 1).1*
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Abbildung 1: Stadien der Metastasierung eines malignen Tumors. Die Tochterzellen

miissen dabei mehrere Male die extrazelluldre Matrix

durchdringen.

Die Basalmembran ist eine im Lichtmikroskop sichtbare, dicht gepackte Schicht, die
hauptsidchlich aus einem Geflecht des Faserproteins Kollagen IV besteht (siche
Abbildung 2). Auf der Oberfliche finden sich zahlreiche heparansulfathaltige
Proteoglycane und die Glycoproteine Entactin und Laminin. Das Stroma besteht aus
einem engen Netzwerk aus Proteinen (z.B. Elastin, Fibrin und verschiedenen
Kollagentypen), Glycoproteinen (z.B. Fibronektin), Glycosaminoglukanen (z.B.

Hyaluronsiure) und Proteoglykanen wie Heparin und Heparinsulfa
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Abbildung 2: Aufbau der Extrazelluldren Matrix (EZM) mit der Basalmembran und

darunterliegende Stroma.
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Die Bindung der Zellen an die EZM erfolgt iiber Rezeptoren der Integrin-Superfamilie
an adhdsive Proteine wie Laminin oder Fibronektin.!”” Die zahlreichen
hygroskopischen Makromolekiile bilden eine kompakte Gelmatrix, in die die Zellen
des Stromas eingelagert sind, wie z.B. Fibroblasten, Endothelzellen, Lymphozyten und

Makrophagen.

2.1.1 Die Proteolyse in Tumorwachstum und -metastasierung

Sowohl fiir den invasiven Prozess als auch fiir die Migration maligner Zellen ist der
proteolytische Abbau von Teilen der Basalmembranen und EZM erforderlich.
Normale Zellen regeln die Aktivitdt der zum Abbau der EZM befadhigten Proteasen im
Rahmen verschiedener physiologischer Wachstums- und Modifikationsprozesse wie
z.B. wihrend der Embryogenese, der Morphogenese und der Wundheilung sehr
genau.”™ Im Gegensatz dazu sezernieren maligne Tumorzellen verstirkt diese
Proteasen -in Form inaktiver Vorstufen als Proenzyme oder Zymogene- die dann im
weiteren Verlauf durch (Auto-)Proteolyse in die aktiven Formen iiberfiihrt werden und
so zu einer lokalen Anhdufung proteolytischer Aktivitdt im Kontaktbereich zur EZM

fithren.*”** Aufgrund der verschiedenen aktiven Zentren konnen diese Proteasen in

vier verschiedene Klassen eingeteilt werden (siehe Tabelle 1).

Tabelle 1: Die extrazellulire Matrix abbauende Enzyme und ihr altives Zentrum.>

Proteasefamilie Aktives Zentrum Beipiele
Serinproteasen Serin Plasmin, uPA, tPA™"
Matrixmetallo- Zink Kollagenasen, Metalloelastasen,

Proteinasen Stromelysine, Gelatinasen™"
(MMP’s)
Cysteinproteasen Cystein Kathepsine B, H und L'

Aspartatproteasen Asparaginsiure Kathepsin D]
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Obwohl es eine grofle Zahl von Proteinen gibt, die in der Lage sind, Elemente des
Gewebestromas spalten zu konnen, scheinen vor allem die Metalloproteinasen
(MMP’s)**** und die Serinproteasen des Plasminsystems fiir die o.g. Prozesse von

. . [11,13,35
Bedeutung zu sein scheint.!'"'3

2.1.2 Die Aktivierungskaskade der perizelluliren Proteolyse

Die Serinprotease urokinaseartiger Plasminogen Aktivator (uPA) spielt bei der
Aktivierung verschiedener EZM-abbauender Enzyme eine entscheidende Rolle, wie in

Abbildung 3 gezeigt wird.>”

pro-Cathepsin D

pro-Cathepsin B, L Autoaktivierung
< athepsin D
Cathepsin B,
pro-uPA Cystatine
Stefine
Kininogene
pro-uPA
D E— —>» Aktivierung
47
uPA ---» Abbau
PAI-1 +—— Inhibierung
PAI-2
BAl- Plasminogen
Plasminogen Extrazellulare Matrix
<_
Plasmil Laminin
/ """"""""""""" ----% Fibronektin
Plasmin pro-MMP Proteoglykane
o, -Antiplasmin > ) <
o, -Macroglobuli \/\MMP ——————————— » Kollagene
TIMP-1
TIMP-2
latente Elastase

>

Elastase -------- » Elastin

Abbildung 3: Die Aktivierungskaskade der perizelluldren Proteolyse initiiert durch
das zelloberflichengebundene uPA/uPAR-System.
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Startpunkt der proteolytischen Kaskade ist die Aktivierung des Plasminogens, ein
inaktiver Vorldufer des Plasmins, durch Spaltung der Amidbindung zwischen Arg>®
und Val’®' durch uPA. Das entstehende Plasmin hat im Gegensatz zum uPA ein sehr
breites Aktivitdtsspektrum, spaltet fast alle wichtigen Komponenten der EZM (Fibrin,
Fibronectin, Laminin) und aktiviert weitere matrixabbauende Proteasen wie MMP’s
und Elastase. Plasmin kommt im Gegensatz zu vielen anderen Proteasen neben der
16slichen auch in rezeptorgebundener Form vor. Der zugehorige Rezeptor weist zwar
eine relative geringe Affinitdit zum Plasmin auf, kommt dafiir aber in groBer
Kopienzahl auf der Zelloberfliche vor. Das rezeptorgebundene Plasmin kann
allerdings nicht wie die losliche Form durch den natiirlichen Inhibitor o,-Antiplasmin
inhibiert werden, wodurch eine Fokussierung der proteolytischen Aktivitdt auf die
Zelloberflache erfolgt.’” Da rezeptorgebundenes Plasminogen auBerdem von
rezeptor-gebundenem uPA aktiviert werden kann, steht der Zelle ein Instrumentarium
zur Verfligung, dass die proteolytische Aktivitit selektiv auf der Zelloberfliche
fokussiert, da der natiirliche Inhibitor an dieser Stelle der Regelwerks wirkungslos ist.
Dartiber hinaus ist pro-uPA wiederum ein Substrat von Plasmin und anderen Serin-
und Cysteinproteasen wie Kallikrein und Trypsin, bzw. Kathepsin B, D und L und
fithrt somit durch eine Art positiver Riickkopplung zu einer Potenzierung der
proteolytischen Aktivitit auf der Zelloberflache.

Durch die Anbindung von uPA und Plasmin an die zugehorigen Rezeptoren wird
somit eine Erhohung der Umsatzgeschwindigkeit erreicht, die um ein bis zwei

138 und

GroBenordnungen iiber den in Losung beobachteten Geschwindigkeiten liegt
zwar sowohl bei der uPA-Aktivierung durch Plasmin als auch bei umgekehrten
Aktivierung von Plasminogen durch uPA.

Wie aus Abbildung 3 ersichtlich, wurden fiir einige der anderen an der Proteolyse der
EZM beteiligten Proteasen, ebenfalls einige natiirliche Inhibitoren identifiziert, die
entweder ubiquitir vorkommen oder wie die Proteasen selbst von Tumor- bzw.
Stromazellen ausgeschieden werden. Zu diesen zdhlen neben dem bereits erwdhnten
op-Antiplasmin noch das o,-Makroglobulin fiir Plasmin, Cystatine, Steffine und

Kininogene fiir die Cysteinproteasen und TIMP-1 und -2 fiir die Matrix-

Metalloproteinasen, auf deren Funktion hier aber nicht niher eingegangen werden soll.
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Der urokinaseartige Plasminogenaktivator besitzt {iber seine proteolytische Aktivitét
innerhalb der Plasminogenaktivierungskaskade hinaus noch eine weitere Eigenschatft,
die das Zellverhalten beeinflusst. Wie am Hepatozytenwachstumsfaktor HGF und
makrophagenstimulierenden Protein MSP gezeigt wurde, kann uPA auch eine Reihe
weiterer Wachstumsfaktoren aktivieren und dadurch die Proliferationsrate steigern.
Dies konnte durch Zugabe von (enzymatisch aktivem!) uPA und nachfolgender

Stimulation der Proliferation von epidermalen Tumorzellen gezeigt werden.***]

2.2 Das Urokinase-Urokinaserezeptorsystem

2.2.1 Die molekulare Struktur von uPA

Der urokinaseartige Plasminogen Aktivator wird in Form des 52 kDa schweren
Proenzyms pro-uPA von einer Vielzahl maligner und normaler Zellen als einkettiges
und enzymatisch inaktives Protein exprimiert!*?. Die rdumliche Struktur des 411
Aminosduren langen Proteins wird durch 12 Disulfidbriicken bestimmt und verfiigt mit
Asn®” iiber eine Glycosylierungsstelle.

Das Proenzym lasst sich geméll der Analyse des Proteins sowie seines zugehorigen

Gens, in die drei in Abbildung 4 dargestellten Doménen unterteilen:

e Die N-terminale wachstumsfaktordhnliche Doméne GFD (growth factor-like
domain) bestehend aus den Aminosduren uPA, 4, beeinhaltet die Bindungsstelle
fiir den uPA-Rezeptor und ist Teil des aminoterminalen Fragments uPA1_135.[43]

Wie der Name schon andeutet, bestehen signifikante Sequenzhomologien zum

epidermalen Wachstumsfaktor (epidermal growth factor, EGF) und zum

transformierenden Wachstumsfaktor (transforming growth factor, TGF-or).[*4!

Trotz dieser Ahnlichkeit ist die Bindung des uPA-Rezeptors auf die GFD der

Urokinase beschrdnkt, andere homologe Dominen zeigen keine Affinitit zu

uPAR." Dariiber hinaus ist die Wechselwirkung GFD / uPAR artspezifisch,

d.h. es ist keine Wechselwirkung zwischen uPA und uPAR verschiedener
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Spezies zu beobachten.*” Die NMR-Struktur des Aminoterminalen Fragments
(ATF: uPA,_135) wurde von Hansen et al. bestimmt.!”!

Der Bereich uPAys. ;35 wird als kringle-Domidne bezeichnet, ein hoch
konserviertes Strukturmotiv, dass in einer Rethe an der Hamostase und der
Fibrinolyse beteiligten Proteinen auftritt.*! Im Gegensatz zu den kringle-
Doménen von fPA und Plasminogen besitzt die kringle-Domine der Urokinase
allerdings keine Fibrin-Bindungsaffinitét, sondern bindet an das polyanionische
Heparin.'*”

Die C-terminale Region uPA 3641, bildet die enzymatisch aktive Region des

356 als bekanntem Strukturmotiv

Proteins mit den Resten His*”, Asp® und Ser
einer Serin-Protease mit der katalytischen Triade®” und wurde im Komplex mit

mehreren Inhibitoren rontgenkristallographisch charakterisiert.”'*

Proteolytische
Aktivierung zu
HMW-uPA

‘ = Glykosylierungsstelle

%k = katalytische Triade

Abbildung 4: Primdrstruktur und Domdnenverteilung der Urokinase.
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Das inaktive, einkettige pro-uPA wird durch proteolytische Spaltung der
Peptidbindung zwischen Lys'™® und Ile'™ zum zweikettigen, enzymatisch aktiven
HMW-uPA gespalten, dessen A- und (uPA;sg) B-Kette (uPA;s9.41;) durch eine
Disulfidbriicke zwischen Cys'*® und Cys*” verkniipft ist. Durch die mit der Spaltung
verbundene Konformationsinderung wird das enzymatisch aktive Zentrum exponiert,
wodurch die aktive Form des uPA generiert wird. Diese proteolytische Spaltung kann
durch Plasmin, Kallikrein, Kathepsin B/L, den Nerven-Wachstumsfaktor-y oder
Thrombin erfolgen, wodurch die Aktivierung eine positive Riickkopplung erfihrt.!>*>¢
Der so entstandene HMW-uPA kann durch limitierte Proteolyse zu ATF (uPAj.i35)
und LMW-uPA (uPA36.411) hydrolysiert werden, wobei beide Fragmente vollstindige

biologische Aktivitit (Bindung an uPAR, bzw. proteolytische Aktivitit) zeigen.””

2.2.2 Der uPA-Rezeptor

Der Urokinaserezeptor uPAR (CD87) wurde erstmals 1985 auf differenzierten U-937
Leukdmiezellen von Vassilli et al. entdeckt. Nachfolgend wurde dessen Existenz auf
einer groBen Zahl von malignen und nicht-malignen Zelltypen belegt.”™*! 1988 wurde
uPAR von Nielsen et al. aus U-937 isoliert und von Behrendt et al. und Ploug et al.
charakterisiert.”* Der Rezeptor bindet aktiven uPA, pro-uPA und die N-terminalen
uPA-Doménen ATF und GFD mit hoher Affinitdt (ICso = 5-20 nM je nach Doméne
und Testmethode).[***°!

Der Urokinase-Rezeptor wird als ein 335 Aminosduren enthaltendes Polypeptid
sezerniert, das eine N-terminale Signalsequenz enthdlt und C-terminal einen 15-20
Aminoséduren langen hydrophoben Abschnitt besitzt, der liber einen hydrophilen 5-10
Aminosduren enthaltenden Spacer mit dem Protein verkniipft ist. Wihrend des
posttranslationalen processing wird zundchst im ER die Signalsequenz abgespalten
und anschlieend durch eine Transamidase der hydrophobe Teil abgespalten, wihrend
gleichzeitig der neu gebildete C-Terminus mit einer Glycolipidstruktur, dem GPI-
Anker verbunden wird, wodurch der biologisch aktive Rezeptor entsteht (siche

Abbildung 5).10+¢7]
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Menschl.
Neurophilen
Elastase

Domane |

‘ = Glykosylierungsstelle
Q = mdgliche Glykosylierungsstelle

— = partielle Proteolyse

GPIl-Anker

Abbildung 5: Sequenz und Domdnenverteilung des prozessierten uPAR.

Der GPI-Anker besteht aus einer core-Struktur, die Ethanolamin, eine variable
Sequenz aus verschiedenen Mannosen, N-Acetylglucosamin, Phosphatidylinositol und

Diacylglycerol enthilt (sieche Abbildung 6). Die Verkniipfung des GPI-Ankers erfolgt

284 282

bevorzugt iiber Gly**, in geringerem MaB aber auch an Ala®** oder Ser’*”. Eine
Ablosung des Rezeptors von seiner Zellmembranverankerung kann durch Spaltung
mittels der phosphatidylinositol-spezifischen Phospholipase C (PI-PLC) erreicht
werden.'®®® Die dadurch erhaltene 1dsliche Form des Rezeptors (suPAR) bindet
ebenfalls an uPA und kommt in verschiedenen Varianten in konditioniertem Medium
verschiedener Zelllinien und in den Korperfliissigkeiten von Krebspatienten vor. Fiir
die Entstehung der verschiedenen Formen 16slichen uPARs werden differential

[70-72]

splicing, unspezifische Proteolyse und die oben beschriebene PI-PLC

verantwortlich gemacht.
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Der Proteinanteil des Rezeptors ist in Abhédngigkeit von der exprimierenden Zelllinie
zu ca. 30% glycosyliert, wobei ein Molekulargewicht von 45-55 kDa erreicht wird.!"””!
Im Protein sind fiinf potenzielle Glycosylierungstellen vorhanden (sieche Abbildung 5),
die genaue Art und Verteilung ist allerdings noch nicht vollstindig aufgeklart; als
gesichert gilt aber, dass Asn’> und mindestens ein weiteres Asn in der Kette

glycosyliert vorliegen.[*””!

Die Glycosylierung ist sowohl fiir den intrazelluldren
Transport als auch fiir die korrekte Faltung des Rezeptorproteins von groBer
Bedeutung und beeinflusst je nach Art und Ausmall zusétzlich in einer Art
Feinabstimmung die Affinitit von uPAR zu uPA."” So wird zB. in einer
Mutationsstudie nach Substitution von Asn> gegen Gln> ein deutlicher Verlust der
Bindungsaffinitit zu uPA beobachtet und nach vollstindiger enzymatischer

Deglycosylierung wird ein 35 kDa schweres Protein erhalten, das keinerlei Affinitat

mehr zu uPA aufweist.!”®!

u-PAR-Protein GPI-Anker
p e <
D1 ¥ D2V D3
(5-9),(59) 4 (5:5) S o
HO
GFD blndende o & [FOSUUUPSS
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OH HO [ SSASSSSS
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Abbildung 6: Molekulare Struktur des uPAR-GPI-Ankers.

|

Eine weiteres Charakteristikum des uPA-Rezeptors ist der hohe Cysteingehalt von
ca. 10% im Proteinanteil. Reduktion der Disulfidbriicken fiihrt wie im Fall der
enzymatischen Deglycosylierung zu einem vollstindigen Verlust der uPA-
Bindungsaffinitit.””) Aufgrund des charakteristischen Cysteinmusters der insgesamt

28 Cystein-Reste ldsst sich der Rezeptor in drei strukturell homologe Dominen von
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jeweils ca. 90 Aminosdureresten einteilen, die einzelnen Doménen zeigen
untereinander aber keine Ubereinstimmung (weniger als 20% Sequenzidentitit) in der

Primérstruktur.[0%"®)

Ein Sequenzvergleich zwischen menschlichem, murinem und
bovinem uPAR zeigt allerdings, dass die einzelnen Dominen zwischen verschiedenen
Spezies sehr stark konserviert sind!”” (mehr als 60% Sequenzidentitit). Diese
Bindungsdominentheorie wird durch die Beobachtung gestiitzt, dass Chymotrypsin
und andere Proteasen beim partiellen Verdau den Rezeptor bevorzugt an den Stellen in
der Sequenz spalten, die die Doménen miteinander verbinden.!®#*5!]

Das postulierte Doménenmuster zeigt dariiber hinaus Ahnlichkeiten mit dem der Ly-6-
Superfamilie™®™ zu denen auch die in Schlangengiften enthaltenen a-Neurotoxine,*>**
die glycolipidverankerten Eindoménen- (z.B. CD59,™! E48® und Ly-6""") und
Zweidomédnen-Membranproteine (z.B. Robo-1)™ gehoren. Die mutmaBliche Ly-6 /
uPAR-Doménenfamilie ist durch ein zentrales dreistrdngiges antiparalleles B-Faltblatt

charakterisiert, dessen Schleifenregionen eine Drei-Finger-Struktur ausbilden.!*”"

2.2.3 Bindung von uPA an uPAR

In zahlreichen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass Domédne 1 des uPAR
hauptsichlich fiir die Bindung von uPA verantwortlich ist. So zeigt einzig die isolierte
Domine 1 eine, allerdings hundertfach schwéchere, Bindung an uPA (verglichen mit
dem vollstiandigen Rezeptor).'®”! In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen zeigten
verschiedene Ala-scan Mutanten in Doméne 1 einen kompletten Verlust der
Bindungsaktivitit. Punktmutationen zu Alanin an Arg>, Leu™, Tyr’’ und Leu®® aber
auch im Bereich uPA, ) bewirken einen starken Abfall der Bindungsaffinitit zu
uPA.P”?l Weiterhin wird Tyr’’ im Gegensatz zu den Resten Tyr®’>!*193236 iy
Nitrierungsexperimenten mit Tetranitromethan nur dann nicht modifiziert, wenn uPA
gebunden ist. Im letzteren Fall wird analog bei uPA die Nitrierung von Tyr**
verhindert, eine Beobachtung, die mit den Ergebnissen der Ala-scans fiir die uPAR-

Antagonisten vom Typ uPA 9.3, und uPA,, 3, im Einklang steht.[**
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Mit Hilfe von crosslinking- und Mutagenese-Experimenten konnten allerdings noch
weitere Bindungsstellen identifiziert werden, die fiir die volle Bindungsaktivitit des
Rezeptors essentiell sind. So konnten Ploug et al. mittels photoaffinity-crosslinking
zeigen, dass neben den bereits erwdhnten Aminosdureresten Arg™ und Leu® auch
His®' (Doméne 3) an der Ligand-Bindung beteiligt ist.”* In der Offenlegungsschrift
eines Patentes aus dieser Arbeitsgruppe werden weitere Reste benannt, die fiir die
Bindung von uPAR an synthetische Antagonisten verantwortlich gemacht werden.””!
So zeigt sich, dass die Seitenketten von His**’, Asp®* und Phe®® den mit Abstand
groBBten Teil zur Bindungsenthalpie beitragen. Diese Ergebnisse sind fiir die
Etablierung eines Mausmodells zum Zwecke von in vivo Tests synthetischer uPAR-
Antagonisten von grofler Bedeutung. Sequenzvergleiche mit uPAR anderer Spezies
zeigen ndmlich, dass der artspezifische Unterschied zwischen z.B. humanem und
murinem uPAR einzig in der Mutation von eben diesem His** (humaner uPAR) zu
dem der Sequenz entsprechenden Gly*’* in Miusen besteht. Da diese Position in allen
anderen Spezies nicht konserviert ist, besteht theoretisch die Moglichkeit, durch
Mutation Xaa-His an der entsprechenden Stelle eine transgenen Organismus zu
klonieren, dessen Bindung an den natilirlichen uPA unverdndert bleiben sollte, aber
durch humanspezifische Antagonisten verdrangt werden kann.

Dartiber hinaus identifizierten Mazar et al. kiirzlich ein nona-Epitop in Domine 2, das
ebenfalls fiir die Bindung von uPAR an uPA essentiell zu sein scheint.”® Neben den
Hinweisen auf eine direkte Bindungsbeteiligung mehrerer diskontinuierlicher Epitope
an der uPA-Bindung kommt natiirlich auch ein moglicher struktureller Einfluss von
Glycosyl- und Aminosédureresten auf die Bindungsaffinitdt in Frage. Untersuchungen
in dieser Richtung sind allerdings sehr schwierig, da der hohe Glycosylierungsgrad des
Rezeptors leider keine strukturellen Untersuchungen mittels NMR zuldsst und ein
Homologie-Modell fiir die Bindungsregion des uPA-Rezeptors auf der Basis des
mittels Kristallstruktur charakterisierten k-Bungarotoxins (Untergruppe der o-
Neurotoxine) zu keinem verwertbaren Ergebnis fijhrt.”]

Neben uPA bindet uPAR auch Vitronectin®®***! in subnanomolaren Konzentrationen,
wobei die Affinitdt durch Bindung von pro-uPA, uPA, ATF und den uPA-PAI-1-
Komplex gesteigert, umgekehrt aber durch PAI-1 alleine inhibiert wird (siehe

folgendes Kapitel). Weiterhin bindet uPAR an [,-Integrine und scheint auch mit ;-
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und [;-Integrinen zu assoziieren, worauf im Kapitel Integrine und Signaltransduktion

genauer eingegangen wird.

2.2.4 Die natiirlichen uPA-Inhibitoren PAI-1 und -2

Wie bereits im Kapitel iiber die Aktivierungskaskade der perizelluliren Proteolyse
erwihnt, spielt die Bindung von uPA an uPAR eine wichtige Rolle fiir das Ausmal} der
proteolytischen  Aktivierung von Plasminogen und die Fokussierung der
proteolytischen Aktivitdt auf die Zelloberfliche. Die Aktivierung von Plasminogen
durch uPA wird physiologisch durch die Inhibitoren PAI-1, PAI-2, Protease-Nexin-1
(PN-1) und Protein C Inhbitor (PCI) kontrolliert.!'*'*'°!l Diese weisen untereinander
starke Sequenzhomologien auf und gehoéren zur Familie der Serpine (Serinprotease-
Inhibitoren), wobei PAI-1 und -2 eine deutlich erhohte Inhibition von uPA im
Vergleich zu PN-1 und PCI aufweisen. PAI-1 und PAI-2 binden sowohl an freien als
auch rezeptorgebundenen uPA ']

Bei PAI-1 handelt es sich um ein einkettiges Glycoprotein mit einer Masse von etwa
50 kDa, das in seiner biologisch aktiven Form von Endothelzellen, Blutplattchen und
verschiedenen Tumorzellen sezerniert wird.!'®"! Dieses ist metastabil und geht spontan

in eine latente, inaktive Konformation iiber,"'"’

in vivo wird die biologisch aktive
Form allerdings durch Bindung an Vitronectin stabilisiert, bzw. die latente Form in die
aktive iiberfiihrt.!'*'”1 Umgekehrt beeinflusst die Bindung von PAI-1 an Matrix- oder
Plasma-Vitronectin aber nicht dessen Adhésionseigenschaften.!'*®!

Aktives PAI-1 inhibiert uPA (in geringerem Maf} auch tPA, LMW-uPA, HMW-uPA,
und Plasmin) indem es iiber einen dem Substrat entsprechenden (bait Sequenz), etwa
20 Aminosduren langen Abschnitt (RCL-/oop) einen 1:1 Komplex mit uPA bildet
(sieche Abbildung 7).

Dabei wird der Peptidstrang gespalten und der C-Terminus als Ester auf das Serin der

[110]

katalytischen Triade iibertragen, wahrend sich der entstandene freie N-terminale

Strang als Teil eines B-Faltblattes im Protein umorientiert und so zusammen mit
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anderen konformationellen Anderungen (flexible-joints Regionen an den Enden der

Helices D und E) den Protease-Inhibitor Komplex stabilisiert.!''!!

Abbildung 7: Modell der dreidimensionalen Struktur des aktiven PAI-1 von Aegeerts
et al" PI und P’I markieren die Spaltstellen durch uPA. Der freiwerdende RCL-
loop lagert sich als vierter Strang an die Region von [-Strang s2 an, wdihrend die
Regionen um Helix D (hD) und Helix E (hE) weitere Umorientierung erfahren. An der
Bindung von Vitronectin sind Helix E (hE), Helix F (hF) und [(-Strang 14 beteiligt.

Dieser Komplex bindet im Gegensatz zu PAI-1 nicht an Vitronectin. Die
dreidimensionale Struktur des uPA-PAI-1-Komplexes wurde bis heute nicht geldst,
allerdings scheint eine Kristallstruktur von latentem PAI-1 den postulierten
Reaktionsmechanismus zu stiitzen, da im Fall des inaktiven Inhibitors der reaktive

RCL-loop im Inneren des Molekiils verborgen ist.!'!'"14!
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PAI-2 kommt in Form eines 47 kDa schweren intrazelluliren Proteins und als
glykosyliertes, extrazelluldres, 60 kDa schweres Glycoprotein vor, das von Phagocyten
und in Tumorzellen produziert wird.!'">"'® PAI-2 zeichnet sich gegeniiber PAI-1
durch eine deutlich groBere Stabilitdt aus und bindet ebenfalls iiberwiegend uPA in
Form eines 1:1 Inhibitor-Protease-Komplexes.!"'”? PN-1 dagegen ist ein unspezifischer
Proteaseinhibitor, der uPA, Plasmin, Thrombin und Trypsin inhibiert, wobei die
Proteasespezifitit iiber extrazellulire Matrixkomponenten wie Kollagene reguliert
wird.!'®)

Im Anschluss an die Bildung der terndren Komplexe aus uPA/uPAR/PAI-1,
uPA/uPAR/PAI-2 oder uPA/uPAR/PN-1 erfolgt die Anlagerung z.B. an den
o,-Makroglobulin-Rezeptor  (0,-MR)!''?! oder das epithelische ~ Glycoprotein
gp330.["2%12 Diese gehdren zu einer Familie sogenannter low-density lipoprotein
receptors (LDLR) von denen in Sdugetieren sechs Mitglieder bekannt sind und die
allgemein an der Internalisierung von Lipoproteinen und anderer Proteinase/Inhibitor-
Komplexe beteiligt sind. Sowohl uPA als auch uPAR besitzen Bindungsstellen fiir
beide Rezeptoren.!'” Diese Komplexbildung aus z.B. uPA/uPAR/PAI-1/0,-MR und
siecben bis acht weiteren Einheiten der Endocytoserezeptoren LDLR, VLDLR,
apoER2, LR8B, a,-MR und gp330 fiihrt zur Internalisierung des supramolekularen
Komplexes und anschlieBendem Abbau im Cytoplasma, wobei die freien Rezeptoren

nach der Exocytose wieder auf der Oberfldche préasentiert werden.

2.2.5 Weitere Liganden fiir uPAR

2.2.5.1 Direkter Einfluss von uPAR auf die Zelladhésion

Neben dem bereits erwdhnten uPA und den oben beschriebenen Endocytoserezeptoren
der LDLR-Familie existieren noch weitere Proteinliganden fiir uPAR, nédmlich das

Matrixprotein Vitronectin (VN), Kininogen und einige o-Ketten bestimmter

[123]

Integrine. Diese Liganden sind multifunktionelle Faktoren mit {iberlappenden
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Aktivitidten in der perizelluliren Proteolyse, Zellwanderung, Wundheilung und bei
Entziindungen.

Wie bereits im Kapitel 2.1 erwéhnt, sind die Fahigkeit zur Durchdringung der EZM
und der spéteren Anheftung an Zelloberflaichen fundamentale Eigenschaften maligner
und anderer migrierender Zellen. Bis vor kurzem waren diese Gebiete der Protease-
und Integrininhibition zwar intensiv bearbeitete, aber noch voneinander getrennte
Bereiche in der Krebsforschung. Die Entdeckung, dass die proteolytische Aktivitdt von
Zellen entweder auf die fokalen Adhésionspunkte oder auf den Apex der betreffenden

Zellen konzentriert ist,[m]

scheint eine Erkldrung darin zu finden, dass der uPA-
Rezeptor eine hohe Bindungsaffinitdt im unteren nanomolaren Bereich zu dem im
GefiB-Endothelgewebe vorkommenden Vitronectin aufweist.!'*"'** Gleichzeitig stellt
ein Ausschnitt aus diesem Protein, die Arg-Gly-Asp- (RGD) Sequenz, aber auch das
Bindungsepitop fiir eine Gruppe der Integrine (siche nichstes Kapitel) dar, die als
oberflichengebundene  Transmembranproteine  fiir die  Zelladhdsion und
Signaltransduktion verantwortlich sind.”*'** Die Bindung des uPAR an Vitronectin
ist nicht von der allgemeinen Zellerkennungssequenz RGD abhingig, benétigt keine
bivalenten Kationen zur Komplexstabilisierung, zeigt keine Homologien zu uPA und
erfolgt auch nicht an der bereits beschriebenen uPA-Bindungsstelle. Uber die VN-
Bindungsstelle von uPAR gibt es wie im Fall der uPA/uPAR Wechselwirkung

[125,130

widerspriichliche Befunde: sowohl die Doménen I und II alleine, I'als auch die

Doménen II und III zusammen werden fiir die Bindung an Vitronectin verantwortlich

271 Da Vitronectin an den fokalen Adhésionspunkten in hoher Konzentration

[131

gemacht.

nachgewiesen werden kann,!*! erfolgt die Konzentration der proteolytischen Aktivitit

[13213] Djese Bindung

vermutlich iiber eben diese Bindung von uPAR an Vitronectin.
kann durch die Zugabe von uPA, bzw. einer uPAR-bindenden Doméne wie ATF noch
gesteigert werden, was durch eine Konformationsdnderung des uPAR und einer
nachfolgend verdnderten Affinitdt fiir Vitronectin erklart wird.""*¥ Umgekehrt kann
aktiver PAI-1 diese Wechselwirkung inhibieren, da PAI-1 wie uPAR mit hoher
Affinitdit an die Somatomedin B Domine von Vitronectin bindet, welche auch in

t.2%135] Dies stimmt mit der

unmittelbarer Nahe der o,-Integrin-Bindungsstelle lieg
Beobachtung iiberein, dass PAI-1 in vivo als Angiogeneseinhibitor agiert.!'*®

Diese Konkurrenzsituation um VN fiihrt zu folgendem Bild:!"*”
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e In Fillen, in denen ein Uberschuss von uPA im Vergleich zu PAI-1 vorliegt,
wird die Bindung des uPA/uPAR-Komplexes an VN stark erhoht. Gleichzeitig
fithrt aber die durch uPA erhohte proteolytische Plasminaktivitit wieder zu
einer verstiarkten Ablosung des uPA-Rezeptors von VN.

e Liegt dagegen PAI-1 im Uberschuss vor, so kommt es aufgrund der Konkurrenz
von uPAR und PAI-1 um VN zu einer Ablésung des uPA-Rezeptors von VN

und damit zu einer stark eingeschriankten uPAR/VN-vermittelten Adhésion.

Diese Daten stehen im Einklang mit dem Postulat, dass PAI-1 eine anti-adhidsive Rolle
im interzelluldren Geschehen spielt (siche uPA/uPAR bei der Tumorprognose).

Im Gegensatz zu der Integrin-vermittelten Adhidsion (direkte Verbindung von
Rezeptor und Cytoskelett!) ist aufgrund des GPI-Ankers diese Form der Zellbindung
via uPAR/VN allerdings nicht resistent gegen mechanische Beanspruchung.!*® Die
Beobachtung, dass die multimere Form von VN ein bevorzugter Ligand fiir uPAR ist,
stiitzt aber die Hypothese, dass durch das Clustering von Ligand (VN) und Rezeptor
(uPAR, uPA/uPAR) die Zelladhision zumindest zeitweise gewihrleistet ist.['>]

2.2.5.2 Indirekter Einfluss von uPAR auf die Zelladhision und Signaltrans-

duktion durch Wechselwirkung mit Integrinen

2.2.5.2.1 Integrinvermittelte Zelladhision und Signaltransduktion

Die Assoziation von Integrinen mit Corezeptoren oder anderen Membranproteinen
erlaubt die Regulation von Ligandenbindung bzw. Signalkaskaden und kontrolliert die
Integrin-Internalisierung. Neben den Integrin-assoziierten Membranproteinen (z.B.
CD47 und CD98)!"*"! konnten auch einige GPI-verankerte Membranproteine wie
uPAR, CD14 und CD59 als Bindungspartner fiir Integrine in verschiedenen Zelltypen
identifiziert werden.[""” Diese Funktion der Integrine als Adaptermolekiile fiir GPI-

verankerte Oberflachenproteine ermoglicht letzteren trotz fehlender
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Transmembrandoméne eine Teilnahme an der Signalweiterleitung ins Innere der Zelle
und wurde schon seit geraumer Zeit postuliert.!'*!!

Bei der Familie der Integrine handelt es sich um transmembrane Oberfldchenproteine,
die an der Zell-Zell- und Zell-Matrix-Adhésion, der Regulierung von entziindlichen
Prozessen, der Immunabwehr und der Tumorprogression (z.B. Neoangiogenese)
teilnehmen. Die Integrine gehen erst nach einer Aktivierung durch Bindung eines
Liganden oder ein zelluldres Signal in einen aktivierten Zustand iiber, der sie in Lage
versetzt, an der Adhésion teilzunehmen.!"** Zahlreiche Beobachtungen, dass uPAR
mit verschiedenen Integrin-Typen interagiert (bisher eindeutig nachgewiesen: ayf,

W40 und umgekehrt die Inhibition oder

asPi, P, aPi, omPa, ofs und onPs
proteolytische Ablosung von uPAR an der Oberfliche zu einem Funktionsverlust der
betreffenden Integrine fiihrt, deuten auf eine weitere indirekte Funktionalitdt des uPAR
im Zusammenhang mit der Zelladhésion und Signaltransduktion hin (sieche Abbildung

8).

Verdnderte EZM-Affinitét
und -Spezifitit _EZM

Integrin_

“SuPAR
oder

ERRITAIIL ALY [ meteren prATnAnIRRRRR AN
retsbesvRtRten e Sl

a-Actinin SAW_Ta1in/Vinculin a-Actinin SV Talin/Vinculin

Aktin-Filament~ | Signaltransduktion | Aktin-Filament”~

\

Abbildung 8: Mogliche Effekte durch Bindung von uPAR an Integrine. Als Folge der

Komplexbildung von uPAR mit Integrinen kann durch Konformationsdnderung
entweder eine Signaltransduktion in das Zellinnere erfolgen oder aber die Affinitdt

und/oder Spezifitit fiir die EZM verdndert werden.
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Die Integrin-uPAR-Wechselwirkungen erlauben dem GPI-gebundenen uPAR trotz
seiner fehlenden Transmembrandoméne eine Teilnahme an der Regulation von
Adhidsion, Migration und Signaltransduktion in bestimmten Zellen. Eine
Beeinflussung der Ligandaffinitit von Integrinen konnten z.B. Chapman et al. an

27151 Durch die Induktion einer

embryonalen 293-Nierenzellen nachgeweisen.
Uberexpression von uPAR wird die Zelladhision an Fibronectin unterdriickt, wihrend
gleichzeitig eine verstdrkte Affinitdt fiir Vitronectin auftritt. Nachfolgende
proteolytische Entfernung des uPAR von der Zelloberfliche mittels der bereits
beschriebenen phosphatidylinositol-spezifischen Phosholipase C fiihrt wieder zu einer
Adhésion an Fibronectin.

Dariiber hinaus konnten kiirzlich Chapman et al. mittels phage display das

Peptidfragment M25 identifizieren,"*"! das

e homolog zu einem Abschnitt des 3,-Integrins Mac-1 ist,

e an uPAR bindet,

e die Ligandenbindung von Mac-1 nicht beeinflusst, trotzdem die Adhésion von
Leukocyten an Fibrinogen und Vitronectin im mikromolaren Bereich inhibiert,

e die Assoziation von uPAR und ;-Integrinen inhibiert

e und die B;-Integrin-abhingige Migration von humanen, glatten Muskelzellen

auf Fibronectin und Collagen inhibiert.

Diese Beobachtungen belegen eindeutig eine direkte Wechselwirkung von uPAR mit
verschiedenen Integrintypen und eroffnen dariiber hinaus einen weiteren Weg, die
Wechselwirkung von uPAR und Integrinen genauer zu untersuchen, bzw. zu

modulieren.

2.2.5.2.2 Weitere Komponenten im ,uPAR-Integrin-Signalosom’

Neben der im vorherigen Kapitel beschriebenen Art der Signalinduktion existieren

weitere Wege der Integrin-vermittelten Signalinduktion. Seit ldngerem ist bekannt,
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dass Leukozyten im Gegensatz zu den adherierenden Epithelzellen keine Cholesterol-
bindenden Proteine wie Caveolin exprimieren und dadurch bedingt deutliche
Unterschiede im Assoziationsverhalten von uPAR an Integrine in diesen Zellen

(1521 Hohe Expressionsraten von Caveolin und aktivierten Integrinen fiihren in

zeigen.
metastatischen Tumorzellen und Makrophagen zu gesteigerte Zellwanderung, wihrend
niedrige Raten von Caveolin zu einer direkten uPAR/VN-vermittelten Zelladhdsion
fiihren bzw. zu einer uPAR-vermittelten B,-Integrinaktivierung.!'>*'**! Die Caveolin-
Oligomerisierung kann die lokale Konzentration von Src-Verwandten und Tyrosin
Kinasen beeinflussen und auf diesem Weg dynamisch deren Aktivitit regulieren.
Durch zelluldre Aktivierung oder durch Bindung von uPAR- bzw. Integrinliganden
bestimmen also voneinander unabhéngige, funktionale Komplexe iiber das
Migrationsverhalten der Zellen. Entsprechend fiihrt die Unterbrechung der
Wechselwirkungen im uPAR-B;-Integrin-Caveolin-Komplex durch spezifische
Inhibition zu einer verdnderten Assoziation mit den Src-Kinasen und daraus
resultierend zu einer Verdnderung des Ligand-induzierten Signals. Kiirzlich konnten
Chapman et al. zeigen, dass uPAR einen molekularen Adapter fiir Integrine und die
Cholesterol-bindenden Proteine wie z.B. Caveolin darstellt"'**'*! (siche Abbildung 9).
Neben der im Fall von uPAR, Integrinen und Caveolin eindeutig nachgewiesenen
Wechselwirkung gibt es zahlreiche weitere Hinweise auf an diesem clustering
beteiligte Proteine. Dabei konnten durch Coimmunoprizipitation z.B. neben den
bereits erwihnten nicht-Rezeptor Tyrosinkinasen der Src-Familie auch mehrere
G-Proteine und das Transmembranglycoprotein gpl130 identifiziert werden, das
wiederum als Adapter fiir weitere GPI-verankerte Proteine wie Rezeptoren fiir die
Janus Kinase (JAK) und die Familie der Signaltransduktoren und -aktivatoren der
Transkription (STAT) fungiert. Dies fithrt zur Aktivierung des gleichnamigen
JAK/STAT-Signalwegs, wobei einige Faktoren auch direkt an uPAR binden.!'*”
Bemerkenswert ist in diesem Zusammenhang, dass alle Proteine entweder

lipidverankert oder zumindest lipidassoziiert sind,!>®

was eine direkte Beteiligung an
der Bildung der sogenannten /ipid rafts (in Detergentien unlésliche Membran-Protein-
Komplexe von ca. 70-300 nm Durchmesser, die ca. 15 Proteine enthalten und diesen
eine rdumliche Néhe iiber einen Zeitraum von 7-9 Sekunden ermdglichen) nahelegt.

Dieser Befund wird auch durch die Beobachtung gestiitzt, dass Membranlipide eine
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Rolle bei der Modulation der integrinvemittelten Signalweiterleitung spielen.'>” Die
rdumliche Nidhe der o. g. Proteine untereinander 16st dann weitere Signalkaskaden, wie
z.B. die direkte JAK/STAT-Phosphorylierung aus (s.o0.), bzw. moduliert, wie im
vorherigen Kapitel beschrieben, die Funktion der Integrine und deren

Signalweiterleitung in das Zellinnere (sieche Abbildung 9).
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Abbildung 9: Signaltransduktion in lipid rafts durch das clustering von Integrinen,
uPA, uPAR, Caveolin und anderen membranassoziierten Proteinen. Die rdumliche
Ndhe der gezeigten Proteine lost weitverzweigte Signalkaskaden in der Zelle aus,
wobei die direkte Beteiligung des Caveolins als Adaptermolekiil eindeutig belegt
werden konnte. Die Rolle der iibrigen Proteine in diesem ,uPAR-Signalosom’ ist nach

wie vor nicht detailliert gekldirt.

2.2.6 Das uPA/uPAR-System bei der Tumorprognose

Im Rahmen einer Tumortherapie kommt der Risikoabschédtzung einer Neuerkrankung

nach einer chirurgischen Entfernung eines Karzinoms grofle Bedeutung zu. Auf ihrer
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Grundlage findet die Entscheidung fiir eine weitere Nachbehandlung statt
(Chemotherapie oder Bestrahlung) und dient so zur Minimierung der Belastung fiir
den Patienten bei groftmoglichem therapeutischen Erfolg. Um das Risiko einer
Fehleinschdtzung und den damit verbundenen negativen Folgen fiir den Patienten zu
minimieren, bedarf es eines moglichst zuverldssigen Testsystems mit dessen Hilfe die
Rezidivwahrscheinlichkeit moglichst genau und einfach zu ermitteln ist.

Nach der Entdeckung des Enzyms uPA durch White et al. 1966!"°" stieg das Interesse
an diesem Enzymsystem 1976 stark an, nachdem Astedt et al. beobachteten, dass uPA
von Zellen des menschlichen Ovarialkarzinoms stark iiberexprimiert wird.!">”
Genauere Untersuchungen haben ergeben, dass nach der operativen Entfernung von
verschiedenen Tumorarten hohe Werte von uPA mit einer geringen
Uberlebenswahrscheinlichkeit assoziiert sind, was aufgrund der bereits ausfiihrlich
geschilderten Bedeutung des proteolytischen Systems uPA/uPAR durchaus
verstandlich ist!"”! Eine dhnliche prognostische Aussagekraft findet sich
iiberraschenderweise auch fiir den natiirlichen Urokinaseinhibitor PAI-1, wobei dieser
zusammen mit uPA (s.u.) den groBten prognostischen Wert aufweist.!'®”

Diese letzte, auf den ersten Blick widerspriichliche Entdeckung wird durch folgende

mdgliche Theorien erklart:1*!

e Hohe Konzentrationen von PAI-1 fiihrt durch Bindung an uPA zu
Internalisierung des PAI-1/uPA/uPAR-Komplexes, was gleichzeitig zu einer
gesteigerten Zellproliferation fiihrt.

e Die Inhibition der proteolytischen Aktivitit durch PAI-1 ermdglicht der Zelle
eine bessere Anheftung an die EZM.

e Wie bereits im Abschnitt iiber den Einfluss von uPAR auf die Zelladhésion
geschildert, fiihrt die Konkurrenz zwischen uPAR und PAI-1 um Vitronectin zu

einer verringerten uPAR/VN-vermittelten Zelladhésion.

In einer aktuelle Studie von Foekens et al. konnte in einer Gruppe von 2780

Brustkrebspatientinnen der prognostische Wert von uPA und PAI-1 eindruckvoll

]

belegt werden.!"® Durch Entwicklung eines grundlegenden Modells, das

Informationen wie Alter, menopausalen Status, Tumorgrofe(n) und -grad,
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Lymphknotenstatus, unterstiitzende Therapie, Steroidhormon-Rezeptorstatus und
andere Faktoren beriicksichtigt, konnten uPA, PAI-1 und PAI-2 (,inverse’ Prognose
im Vergleich zu uPA und PAI-1!)!"%*'%] 415 voneinander unabhingige Marker fiir die
individuelle Uberlebens- und Rezidivwahrscheinlichkeit etabliert werden, wihrend

164,165 : : e
H6L19] 50 gut wie keine Beitrige zur

uPAR im Gegensatz zu anderen Studien
Voraussage liefert.

Diese Ergebnisse belegen, dass die Bemiihungen der letzten Jahre, neue Marker fiir die
Prognose der rezidivfreien, bzw. Gesamtiiberlebenszeit von Patienten mit soliden
Tumoren zu identifizieren erfolgreich durchgefiihrt werden konnte und die
entsprechenden FACS-, ELISA- und immunohistochemischen Testsysteme schon in

naher Zukunft zum Standardarsenal bei der Entwicklung individueller Tumortherapien

gehoren werden.

2.2.7 Inhibition des uPA/uPAR-Systems als Ansatz fiir die Tumortherapie

Aus den bisher beschriebenen Zusammenhingen ergeben sich neben der Anwendung
der an dem uPA/uPAR/PAI-1-System beteiligten Proteine als prognostische Marker
mehrere mogliche Ansatzpunkte fiir die Entwicklung neuer Therapeutika fiir die

Krebstherapie. Dazu gehoren folgende, in Abbildung 10 dargestellte Strategien:

e Selektive Inhibierung des enzymatischen Zentrums der Serinprotease uPA.

e FEinsatz von uPA- bzw. uPAR-Antagonisten, die die Bindung von uPA an
uPAR verhindern.

e Unterdriickung der Expression der an dem proteolytischen System beteiligten
Proteine durch antisense-Strategie bzw. individuelle Gentherapie zur
Eliminierung der an der Expression der proteolytischen Faktoren beteiligten

Gene.
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Abbildung 10: Grundsdtzliche Strategien fiir die Entwicklung von Therapeutika im
uPA/uPAR-System.

Zahlreiche  zellbiologische  Studien  zeigen, dass dem  zellassoziierten
Plasminogenaktivator-System in der tumorassoziierten Proteolyse eine besondere
Bedeutung zukommt. So hingt z.B. die Fahigkeit humaner Kolonkarzinomzellen eine
Matrigelmatrix zu durchwandern vom Sattigungsgrad der Oberflichen-uPAR mit uPA
ab!"®! und umgekehrt fiihrt die Blockierung des uPAR mit enzymatisch inaktivem uPA

167.1 . . .
[167.168] Neben vielen weiteren in vitro-

zu einer Reduktion des invasiven Potentials.
Studien konnte ein proof-of-priciple auch in einigen Tiermodellen erbracht werden. So
kann z.B. durch Gabe von Antikérpern gegen uPA die Bildung von Lungenmetastasen
in Hithnerembryos fast vollstindig verhindert werden und verschiedene Ansitze der
Translationsinhibition fithren ebenfalls zu einer deutlichen Reduktion der
Metastasierung in Mausen.'®*"%!

Von den in Abbildung 10 dargestellten Moglichkeiten sind alle mit mehr oder weniger
groBen Nachteilen verbunden. So ist die Nukleotid-basierende Methodik noch nicht
ausgereift, insbesondere der Transport zum Wirkort bzw. potenzielle immunologische
Komplikationen stellen nach wie vor gravierende Probleme dar. Die Inhibition des

katalytischen Zentrums scheint zwar der schnellste Weg zu einem oral bioverfiigbaren
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Wirkstoff zu sein, allerdings ist die Frage der target-Spezifitit von sehr grofler
Bedeutung. Da eine grofle Zahl von Serinproteasen essentielle Aufgaben im Korper
iibernehmen (z.B. Blutgerinnung und andere Aktivierungskaskaden), kann die
ungewollte Blockierung des enzymatischen Zentrums einer anderen Serinprotease
dramatische Auswirkungen auf den Organismus haben. Anlass zur Hoffnung geben
allerdings detaillierte Einsichten in den Bindungsmodus von zahlreichen Substrat- und
Inhibitormolekiilen, was mittlerweile zu relativ selektiven, nichtpeptidischen
Inhibitoren gefiihrt hat oder ausgehend von neuen Substratpeptidsequenzen zu
selektiven peptidomimetischen Inhibitoren fiihrte (sieche Abbildung 11).1'7*' Die
beiden von Moroder et al. identifizierten Inhibitoren 1 und WX-293T zeigen eine
mehr als 600fach stirkere Bindung an uPA als gegeniiber den Serinproteasen Plasmin,
Thrombin, Faktor Xa (Gerinnungskaskade) und tPA,"* wihrend 2 zwar schon
biologische Aktivititen im unteren nanomolaren Bereich aufweist, aber mit einem

Faktor von 100 eine relativ schlechten Selektivitit gegeniiber Plasmin aufweist.!'’

(@) (@]
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Abbildung 11: Niedermolekulare Proteaseinhibitoren fiir uPA.

Zu der zweiten erwédhnten Strategie zur Inhibition des uPA/uPAR-System gehdren
neben den nachfolgend beschriebenen uPA/uPAR-Antagonisten (siche Abbildung 12)
auch solche Verbindungen, die weitere an dem uPA/uPAR-'Signalosom' beteiligte

Proteine und deren Wechselwirkungen inhibieren. So wurden z.B. Peptide
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47 oder die Bindung

identifiziert, die die Wechselwirkung von uPAR und Integrinen
von PAI-1 an uPA inhibieren.['”'®]

Der vielleicht aussichtsreichste Ansatz zur Inhibition der uPA/uPAR-Wechselwirkung
basiert auf der Sequenz der Wachstumsfaktordoméne (GFD) von uPA, auch wenn
inzwischen von der Firma Angstrom Parmaceuticals eine nicht-GFD Peptidsequenz
A6 gefunden wurde, die die Bindung von uPA an uPAR im nanomolaren Bereich
inhibiert (Abbildung 12).'"7"! So konnten Rosenberg et al. mittels phage display die
'Klon20' Peptidsequenz identifizieren,'®” die von Ploug et al. zu dem in Abbildung 12
dargestellten AE68 und weiteren optimierten Verbindungen weiterentwickelt werden
konnte und mit hoher Affinitdit im unteren nanomolaren Bereich spezifisch an
humanen uPAR binden (Abbildung 12).°**! Unabhingig davon wurde in unserem
Arbeitskreis das Bindungsepitop von ATF von M. Koppitz auf den Bereich um uPA .
31 eingeschrankt und von M. Biirgle zu den 13meren 3 und 4 und dem 10mer Peptid
cyclo[21,29][Cys21’29]-uPA21_30 5 weiterentwickelt, die ebenfalls im unteren

nanomolaren Bereich an uPAR binden, bzw. die uPA/uPAR-Wechselwirkung
inhibieren (Abbildung 12).'*!8182]

Ac-Lys-Pro-Ser-Ser-Pro-Pro-Glu-Glu-NH,
A6:0.25 uM

H-Ser-Leu-Asn-Phe-Ser-GIn-Tyr-Leu-Trp-Ser-OH
AE68: 0.019 uM

H-Cys-Val-Ser-Asn-Lys-Tyr-Phe-Ser-Asn-lle-His-Trp-Cys-OH

S-S
3:0.04 uM
H-Cys-Val-Ser-Asn-Lys-Tyr-Phe-Ser-Asn-lle-His-Trp-Cys-OH

| < |
4:0.3 uM

H-Cys-Asn-Lys-Tyr-Phe-Ser-Asn-lle-Cys-Trp-OH

‘ S-S
5:0.9 uM

Abbildung 12: Inhibitoren fiir die uPA/uPAR-Wechselwirkung.
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Beide Ansétze sollten sehr gute Mdglichkeiten fiir die Entwicklung kleinerer und
hoher affiner uPAR-Antagonisten mit erhdhter proteolytischer Stabilitdt bieten. Sie
sind Thema des Kapitels Entwicklung von Inhibitoren fiir die uPA/uPAR-
Wechselwirkung.

2.2.8 Testsysteme fiir uPAR-Antagonisten

Fiir die Identifizierung von uPAR-Liganden ist die Bereitstellung eines ausreichend
empfindlichen und einfach handhabbaren Testsystems unverzichtbar. Neben den
Mikrotiter-Festphasen-Immunoassays, die im Wesentlichen auf dem Prinzip der
ELISA-Tests beruhen, finden in letzter Zeit besonders zwei Systeme vermehrte

Anwendung:

e Laser FACS Scan Analyse:!"”

Bei dieser Methode wird die Bindung eines synthetischen Liganden in Konkurrenz
zu einem natiirlichen, markierten Liganden gemessen. Dazu werden humane U937
Leuk&miezellen 72 h mit PMA (Phorbol-12-myristat-13-acetat) stimuliert, wobei
die uPAR-Dichte auf der Oberfldche der Zellen ca. 800000 uPAR / Zelle betrégt.
AnschlieBend werden die Zellen mit FITC-modifizierten (Fluoreszeinisothio-
cyanat-Konjugat) pro-uPA und dem jeweiligen synthetischen Liganden inkubiert.
Die resultierende Zellsuspension wird dann durch eine Diise gepresst, wobei sich
kleine Tropfchen bilden, die jeweils nur eine Zelle enthalten. Dieses durchfliegt
dann einen Laser-Strahl, welcher in Abhéngigkeit von der FITC-Dichte auf der
Oberfliache der Zelle eine Ladung generiert. Diese Ladung lenkt dann die Flugbahn
der Zelle in dem folgendem elektrischen Feld ab. Je mehr FITC-Label durch den
natiirlichen Liganden auf der Zelloberfldche vorhanden ist (schwacher bis inaktiver
Konkurrenzligand), desto mehr Ladung wird auf der Oberfliche generiert und
desto stirker wird die Flugbahn der Zelle abgelenkt. Durch Messreihen bei
verschiedenen Konzentrationen und molaren Verhédltnissen ist somit die

Bestimmung des pharmazeutisch relevanten 1Csy-Wertes moglich.
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e Oberflichen Plasmonen Resonanz (SPR):!!#-1%)

Die Oberflichen Plasmonen Resonanz ermoglicht die Detektion von
Wechselwirkungen zwischen zwei und mehr Biomolekiilen in Echtzeit ohne den
Einsatz chemisch modifizierter Verbindungen. Grundlage der Plasmonenresonanz
ist die Verdnderung des refraktiven Index an der Grenzfliche zwischen Metallen
und Fliissigkeiten, die auf der Verdnderung der Oberflichenschwingungen beruht.
Dabei kommt ein Chip zum Finsatz, der auf der Oberfliche mit dem
entsprechenden Rezeptormolekiill und dessen Riickseite mit einem diinnen
Goldfilm beschichtet ist. Die rezeptorbeschichtete Vorderseite steht mit einer
Durchflusszelle in Kontakt, widhrend die Riickseite durch ein Prisma mit

polarisiertem Licht bestrahlt wird (sieche Abbildung 13).

Lichtquelle
(polarisiert) Detektor
0 Phsma
Chip Goldobenlache
> & N & & & M<Rezeptor
0 o 0%, %4 °% © o e<Ligand
®
—°° Durchflusszelle o —°
o ©° ° ®

Abbildung 13: Schematische Darstellung eines Plasmonen Resonanz Experiments.

Die wéhrend der Bindung oder Ablosung des entsprechenden Liganden von dem
Rezeptor auf der Vorderseite ausgeloste Verdnderung des refraktiven Indexes
(Intensitits- und Wellenldngenverdnderungen) wird nach Totalreflexion an der
Goldoberflache mittels eines Detektors analysiert und ergibt ein zeitaufgelOstes

Resonanzsignal (siche Abbildung 14).
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A Gleichgewicht

Assoziation

©

C

g’ Kinetik Dissoziation

e

©

c

@]

3

14 Konzentration Regeneration

—
Zeit (s) 600

Abbildung 14: Darstellung eines 'Sensorgramms' mit den zu bestimmenden

Messgrofsen

Aus den resultierenden Assoziations- und Dissoziationskinetiken kann dann u.a.
der ICso-Wert bestimmt werden. Die grof3ten Vorteile der Methode sind die rasche
Regenerierbarkeit des Chips innerhalb weniger Minuten, die kurze Gesamtzeit fiir
den Messcyclus, der fiir jeden Liganden typischerweise nur ca. 10 Minuten dauert
und der groBe Empfindlichkeitsbereich, der im Bereich von 10°-10"* M liegt
(neuere Entwicklungen im Bereich der Langreichweiten Plasmonen Resonanz

186]

erlauben sogar eine Steigerung der Sensitivitdt um den Faktor sieben''® und neue

Assays  scheinen auch die Optimierung von ADME-Parametern zu

ermoglichen!'™" %),
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3 Entwicklung von Inhibitoren fiir die uPA/uPAR-

Wechselwirkung

3.1 Vorarbeiten und Aufgabenstellung

Hinweise auf die Bedeutung der N-terminalen Abschnitte GFD und ATF des uPA fiir
die Bindung an uPAR wurden bereits im Kapitel {iber die molekulare Struktur von
uPA besprochen. Entsprechend fanden Appella et al. bereits 1987 ein der
Proteinsequenz [Ala'’JuPA,,3, homologes Peptid, dass die Anbindung von uPA an
uPAR inhibieren konnte.™ Ausgehend von dieser Sequenz gelang es M. Koppitz durch
einen Lédngen-scan dieses Peptid weiter zu uPA 4.3, mit einem ICsy von 4 uM zu
verkiirzen und im anschliefenden Ala-scan die Bedeutung der Aminoséureseitenketten
fiir die biologische Aktivitit zu bestimmen.!"*”) Ausgehend von diesen Arbeiten konnte
M. Biirgle dieses Peptid weiter zu dem cyclischen Peptid cyclo[19,31]-uPA;¢3, 4

verkiirzen,”'¥ das bereits einen ICs,-Wert von 0.3 pM aufweist. Die Aktivitit dieser

Verbindung wird durch einen Vergleich mit der NMR-Struktur aus der Arbeitsgruppe
).[47.190]

von Fesik et al. verstdndlich (siehe Abbildung 15

Abbildung 15: Sequenz und NMR-Struktur der uPAR-bindenden Domdne von uPA.
Die Sequenz des von M. Biirgle entwickelten Peptids uPA;o.3; 4 ist dunkel

hervorgehoben.
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Der entsprechende Teil der Bindungsdomine besteht aus einem charakteristischen
faltblattartigen Teil im Bereich Cys'’-Ser®! bzw. His*’-Cys®' gefolgt von einem o-loop
im Bereich Asn**-Ile*, wobei sich die beiden C* der Cysteinreste trotz ihrer Bindung
zu anderen Cysteinen auBerhalb des Epitops (Cys'' bzw. Cys'") so nahe kommen
(6.1 A), dass der Abstand ungefihr einer Disulfidbriicke mit 5.2 A entspricht. Diese
geringe Verkiirzung des Abstandes scheint fiir die biologische Aktivitit nicht von
grofler Bedeutung zu sein, allerdings weisen im Gegensatz dazu auch die aktivsten,
von C. Riemer synthetisierten Lanthioninpeptide eine um den Faktor >10 erniedrigte
Aktivitdt auf, was darauf hindeutet, dass ein gewisser Mindestabstand zwischen beiden
B-Strangen nicht unterschritten werden kann, ohne einen deutlichen Aktivitdtsverlust
zu beobachten.['*>'"!

Aus dem systematischen Austausch aller Seitenketten in cyclo[19,31]-uPA 9.3, 4 durch
Alanin und die entsprechenden D-Aminosduren konnten die fiir die biologische
Aktivitit bedeutsamen Seitenketten und Hinweise auf deren Einfluss auf die

Konformation der Verbindung erhalten werden (sieche Abbildung 16).

HoN
(O wichtig fiir biologische Aktivitit (O im linearen Peptid nicht
(nicht durch Ala austauschbar) gegen D-Isomer austauschbar
@ nicht wichtig fiir biologische Aktivitad @ im cyclischen Peptid
(durch Ala austauschbar) gegen D-Isomer austauschbar)
@ bedingt wichtig fiir biologische Aktivitit @© im linearen Peptid gegen
(unter tolerierbarem Aktivitdtsverlust D-Isomer austauschbar)

gegen Ala austauschbar)

Abbildung 16: Schematische Darstellung der Ergebnisse der Ala- und D-scans der
Leitsequenz cyclo[19,31]-uPA;¢.3; 4.
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Dabei erwies sich der Ersatz von Cys'’ gegen D-Cys'" als sehr wichtig fiir die
biologische Aktivitit des resultierenden Peptids cyclo[19,31][D-Cys'’]-uPA 95, 3 mit
einer um den Faktor 7 gesteigerten Affinitdt zum uPAR im Vergleich zu cyclo[19,31]-
uPA 931 4. Trotz dieser bereits relativ hohen Bindungsaktivitét des cyclisierten Peptids
und der im D-scan gefundenen starken Einfliisse der Stereochemie im w-loop auf die
biologische Aktivitit - dies deutet bereits auf eine vorhandene Ausbildung von
Sekundérstrukturen hin - ist das Peptid noch zu flexibel fiir eine Strukturanalyse

mittels NMR-Spektroskopie,[lgz]

sodass ein strukturbasierendes, rationales Design
noch nicht durchgefiihrt werden konnte.

Ausgehend von den Erkenntnissen aus dem Ala- und D-scan des Peptids cyclo[19,31]-
uPA93 4 wurde die Position der Disulfidbriicke von M. Biirgle schrittweise
verschoben und dabei nicht-essentielle Aminosdurereste deletiert. Diese Strategie
fiihrte durch Ersatz der Seitenketten Ser’'/His® durch eine Disulfidbriicke und
Deletion der Reste Cys'”, Val® und Cys’' zur Auffindung des Peptids
cyclo[21,29][Cys21’29]-uPA21_30 5 mit einem ICsop-Wert von 1 uM im FACS-Test (siche

Abbildung 17).1""

Abbildung 17: Schrittweise verkiirzte Peptidvarianten von cyclo[19,31]-uPA;9.3;, die
zur Identifizierung der Leitstruktur 5 gefiihrt haben. Die im Ala-scan von 4
substituierbaren Seitenketten sind dunkel gekennzeichnet. Einzig die hervorgehobene

Leitstruktur hat sich in FACS-Analysen als aktiv herausgestellt.
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Ausgehend von diesem Kenntnisstand ergeben sich folgende Fragen, die im Rahmen

dieser Arbeit untersucht werden sollten:

e Welchen Einfluss haben Art und Orientierung der Seitenketten in 5 auf die
biologische Aktivitét?

e Lisst sich die Leitstruktur durch die Verwendung nichtproteinogener
Aminosduren in Hinblick auf biologische Aktivitdt und/oder proteolytische
Stabilitdt optimieren?

e Ist eine weitere Verkiirzung von 5 in Bezug auf Ringgrof8e und/oder
Aminosédurereste moglich?

e Welchen Einfluss hat die Konfiguration und die Rigiditit der Disulfidbriicke in
5 auf die Aktivitét der Leitstruktur?

e Ist es moglich, eine NMR-Struktur von einem der uPAR-Antagonisten zu
erhalten, um ein rationales Design von uPAR-Antagonisten zu ermdglichen?

e Kann man die Leitstruktursuche {iiber einen kombinatorischen Ansatz

beschleunigen?

Entsprechend dieser Fragestellungen bestehen einzelne Teile der Aufgabe in den
Synthesen der folgenden modifizierten, von cyclo[21,29][Cys21’29]-uPA21_30 (5)

abgeleiteten Verbindungen:

e Ala- und D-scan von 5 und nachfolgende Synthese der entsprechenden Ala- und
D-Mehrfachsubstitutionen an den Positionen, die eine Alanin- oder D-
Aminosduresubstitution tolerieren.

e Substitution der Cystin-Disulfidbriicke in S durch alle moglichen
Kombinationen von D-/L-Pen und/oder D-/L-Cys.

e Modifikationen/Deletionen der N- und C-Termini in 5.

e Synthese weiterer verkiirzter Analoga auf Basis der Erkenntnisse der
vorhergehenden Untersuchungen.

e Entwicklung einer Strategie zur kombinatorischen Synthese kleinerer Ringe.
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Die Synthesen und daraus resultierenden Erkenntnisse beziiglich der Bedeutung
einzelner funktioneller Gruppen in 5 fiir die uPAR-Bindung, entsprechend der ersten
vier aufgefiihrten Vorhaben, sind Thema des folgenden Kapitels. Die Entwicklung
einer Strategie zur Anwendung kombinatorischer Methoden zur effizienten Synthese

von RinggroBenbibliotheken werden in einem separaten Kapitel besprochen.

3.2 Allgemeine Aspekte der Peptidsynthese

Die Bedeutung von Peptiden fiir die Untersuchung von Wechselwirkungen zwischen
Biopolymeren wurde bereits gegen Ende des 19. Jahrhunderts erkannt. Entsprechend
frith wurden dann auch von Fischer und Curtius die Grundlagen fiir eine chemische

119319 Erst durch die Einfilhrung

Synthese von Peptiden in LoOsung erarbeite
urethanischer Schutzgruppen durch Bergmann konnte das Problem der Racemisierung
iiberwunden werden und fiihrte zum Durchbruch in der Peptidsynthese.!'”” Fiir die
Synthese der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Peptide wird die von Merrifield
entwickelte Strategie der Festphasenpeptidsynthese (SPPS) verwendet.”*"”! Bei
dieser Technik wird die Peptidkette sequenziell an einem festen Triger aufgebaut,
indem eine mit einer tempordren Schutzgruppe fiir die Aminogruppe und einer
permanenten Schutzgruppe fiir die Seitenkette geschiitzte Aminosdure an eine

N-terminal entschiitzte, festphasengebundene Aminosdure gekuppelt wird. Die

Vorteile dieser Methode bestehen im Wesentlichen darin, dass

e durch hohe Reagenzieniiberschiisse die Kupplungsreaktion zu einer fast
quantitativen Umsetzung vervollstindigt werden kann (Vorraussetzung fiir gute
Ausbeuten bei Peptiden mit mehr als drei Resten!) und

e die Nebenprodukte und Reagenzien von dem jeweiligen getrigerten

Zielmolekil durch einfache Filtration zu entfernen sind.

Dabei kommt die von Carpino et al. entwickelte orthogonale Fmoc/fBu-Schutz-

gruppenstrategie zum Einsatz, wie sie in Abbildung 18 dargestellt ist."”***" Die
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Verankerung der ersten Fmoc-geschiitzten Aminosdure am Harz (Schritt 1) kann je

nach Zielmolekiil statt iiber den Trityllinker™" auch iiber ein Linkermolekiil mit

orthogonaler Sensitivitét erfolgen.

. o O
Fmoc/Nj)J\O O ‘
1

R'(g) ‘
H
N
Schritt 2 Q

0]

HNW)J\
2 R1(9)O ‘

HOAc

O R¥gy O

kP K

Rt 0 R

H O
N
Fmoc” OH
R'(g) Cl C>_O
Base \_7/
Schritt 1
H ©
N
Fmoc” OH
R%(g)
Kupplungsreagenz
Base
Schritt 3
Wiederholung der
Schritte 2, 3 und 2
v o )
o Rigy O
HZN%N)YN o O ‘
R@" O Rlg) O
Schritt 4 TFA, scavenger

2
o R 4 O
Ho>N N
Pty o
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Abbildung 18: Darstellung der Synthesestrategie von Peptiden an fester Phase nach

Merrifield und Carpino. Die Abspaltung des Peptids vom festen Trdger in Schritt 4

erfolgt entweder unter Erhalt der Seitenkettenschutzgruppen (g), unter essigsauren

Bedingungen oder durch simultane Abspaltung der Seitenkettenschutzgruppen mittels

TFA.
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Dabei haben sich neben dem bereits erwdhnten Trityllinker u. a. die in Abbildung 19
dargestellten Linker in der chemischen Festphasensynthese als besonders verlésslich

fir die Synthese modifizierter Peptide herausgestellt.**”

I I
V©/O\O Wang-Harz Rink-Amid-Harz ~ © O © O O\O
_ 95% TFA 95% TFA
Peptid \H/O freie Saure Peptidamid
g H

Peptid\n/N
(0]
(0]
N HMBA-Harz Sieber-Amid-Harz O O
Pebtid 0 H ROH, DIPEA 1% TFA ‘ O
epti \n/ Peptidester Peptidamid
O Peptid \n/NH
(0]

Abbildung 19: Ausgewdhlite Linker, die sich in der Festphasensynthese von
Peptidderivaten bewdhrt haben und im Rahmen dieser Arbeit zum Einsatz kamen.
Entsprechend der aufgefiihrten Abspaltbedingungen und Seitenkettenschutzgruppen

werden entweder freie oder geschiitzte Peptidderivate erhalten.

Die Aktivierung der zu kuppelnden Fmoc- und seitenkettengeschiitzten Aminoséure
erfolgt entweder in einem getrennten Reaktiongefdl vor der eigentlichen

Kupplungsreaktion (Abbildung 20) oder in situ durch die in Abbildung 21

dargestellten Kupplungsreagenzien,**=%]
O
Fmoc H O O |
N
\'\\Ko FmOC/N\;)J\O)H/ “Fmoc
R \ & R
NCA sym. Anhydr.
H O F F
H O y O
N JJ\ N J]\ Fmoc” N :J]\o F
Fmoc” Y F Fmoc” " Cl :
5 R F F
AA-F AACI AA-OPfp

Abbildung 20: Voraktivierte Aminosdurederivate.
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Von den voraktivierten Aminosdurederivaten sind die N-Carboxyanhydride (NCA,
Leuch's Anhydride) und die Pentafluorphenolester (AA-OPfp) kommerziell erhiltlich.
Die symmetrischen Anhydride und die Sadurehalogenide miissen dagegen in einem
vorgeschalteten = Reaktionsschritt  synthetisiert werden, was im Fall der
Aminosédurefluoride aufwendig ist, da das Produkt vor der Verwendung durch
Kristallisation oder Chromatographie gereinigt werden muss.??**”  Die
Kupplungsreaktionen betreffend weisen die symmetrischen Anhydride und die
Aminosdurehalogenide die grofte Reaktivitit auf. Die Aminosdureanhydride und
-chloride haben sich aufgrund ihrer hohen Reaktionsgeschwindigkeit besonders in

Acylierungsreaktionen sekundarer Amine bewihrt, 2%

wiahrend die
Aminosaurefluoride ganz besonders fiir sterisch gehinderte Kupplungen, wie z.B.
zwischen o-disubstituierten Aminosduren (z.B. Aib) geeignet sind.””?'" Die
Verwendung der Aminosdurepentafluorphenolester stellt eine attraktive Strategie fiir
Kupplungen von schwach aktivierten Aminoséuren an Verbindungen mit mehreren
ungeschiitzten, schwach nukleophilen Funktionalititen dar, wodurch die temporire
Verwendung von Schutzgruppen iiberfliissig wird (siehe auch Kapitel 5.2.2).

Neben der Verwendung voraktivierter Derivate in der Peptidsynthese haben

insbesondere die in situ Reagenzien (Abbildung 21) eine grofle Verbreitung gefunden,

nicht zuletzt auch wegen ihrer Anwendbarkeit in der automatisierten Synthese.

(e ) Ly CN\P\NQ

DCCl O BF,/PFg N
NP L
o
/—\_ TBTU / HBTU PyBrOP
— N=C=N
\

-~

N\
EDCI E:[ N
XN [

TFFH HATU PyBOP

Abbildung 21: Kupplungsreagenzien fiir die in situ Aktivierung von Aminosduren.
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Alle in Abbildung 21 gezeigten Reagenzien erzeugen im ersten Schritt der Aktivierung
eine Acyluronium- oder -phosphonium-Spezies, die dann durch die Abgangsgruppe
Fluorid, Chlorid (nicht dargestellt), Bromid, HOBt oder HOAt substituiert wird (nicht
wenn Carbodiimide alleine eingesetzt werden!), bzw. zum Anhydrid dimerisiert.

Die intermedidr erzeugten OAt-Aktivester zeigen dabei eine dhnliche
Kupplungseffizienz an sekundidre Amine und in sterisch gehinderte Kupplungen wie
die Aminosaurefluoride, weshalb HATU trotz seines sehr hohen Preises mittlerweile
zum Standardreagenz in der Synthese von peptidischen Naturstoffen geworden
gt [203.204]

Die in den ersten Reaktionsschritten der Aktivierung gebildeten Acyl-Onium-
Verbindungen racemisieren leicht, sodass diese durch den Zusatz von Additiven (siche
Abbildung 22) in die entsprechenden, stabileren Aktivester iiberfiihrt werden miissen,
bzw. das Reaktionsgleichgewicht zu diesen verschoben werden muss. Gleichzeitig
miissen sterisch gehinderte bzw. sehr schwache Basen wie Collidin eingesetzt werden

.. . . . 212-215
um unerwiinschte Racemlslerungen zu Vermelden.[ ]

0
N-OH @[ N Ej: N CK[(N

N NN oH
0 OH 0 O

H

HOSu HOBt HOAt HOOBt

Abbildung 22: Gebrdiuchliche Additive fiir die Kupplung von in situ aktivierten
Aminosdurederivaten. Die Effizienz in der Unterdriickung der Racemisierung nimmt

von links nach rechts zu.

In Festphasenreaktionen héngt die Reaktionsgeschwindigkeit neben der eigentlichen
Reaktivitdt der an der Reaktion beteiligten Molekiilen auch besonders davon ab, in
welchem Ausmal} die reaktiven Gruppen der beteiligten Reaktionspartner miteinander
in Kontakt kommen konnen. Da der Transport in das Innere der beads durch Diffusion

erfolgt, kommt es darauf an,
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e die Reaktion in einer moglichst hoch konzentrierten Losung durchzufiihren
(Konzentrationen mindestens >0.1 M!)

e die Reaktionssuspension standig zu durchmischen. Eigene Erfahrungen zeigten,
dass bei fehlender Mischung eine einfache Kupplungsreaktion zwischen zwei
Aminosduren an fester Phase nach zwei Stunden erst 50% Umsatz gezeigt hat,
wiéhrend bei Durchmischung bereits nach 30 Minuten vollstindiger Umsatz

beobachtet wurde!

Als permanente Seitenkettenschutzgruppen fiir die Fmoc-Aminosduren kommen

folgende Schutzgruppen zum Einsatz, die allesamt TFA-labil sind:

Aminosiure Schutzgruppe
Serin, Threonin {Butyl-Ether (1Bu)
Aspartat, Glutamat Bu-Ester (O7Bu)

Cystein, Asparagin, Glutamin, Histidin = Triphenylmethyl- (Trt)

Lysin, Tryptophan Butyloxycarbonyl- (Boc)

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

Die bei der sauren Abspaltung der Seitenkettenschutzgruppen entstehenden
Carbokationen miissen mittels geeigneter scavanger abgefangen werden, um die
irreversible Alkylierung nucleophiler Aminosdureseitenketten zu unterdriicken. Als
Abspaltmischung kommen dabei Mischungen aus TFA und unterschiedlichen Anteilen
an scavangern wie Wasser, Thioanisol, Ethandithiol oder Phenol zum Einsatz.*'®
Mittlerweile hat sich TIPS (zusammen mit Wasser) in TFA als Abspaltmischung der

Wahl etabliert, da es geruchlos ist und Carbokationen sehr effektiv abfiangt!*'”.
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3.3 Modifikationen von cyclo[21,29][Cys*"*’]-uPA,;.3

3.3.1 Ala-scan von cyclo[21,29] [Cys21’29]-uPA21_30

Um die funktionelle Bedeutung der Seitenketten fiir die biologische Aktivitit von
cyclo[21,29][Cy521’29]-uPA21_30 5 zu ermitteln, wurde jede Aminosdure der Sequenz
gegen Alanin ersetzt. Auch wenn die funktionellen Gruppen der Seitenketten einen
mitunter deutlichen Einfluss auf die Ausbildung von Sekundirstrukturen haben
konnen, lassen die Ergebnisse des Ala-scans doch Riickschliisse auf die Bedeutung der
jeweiligen Funktionalititen fiir die Bindung an uPAR zu.

Die Synthese der entsprechenden Peptide erfolgte wie in den Kapiteln 3.2 und 7.3
beschrieben in automatisierter Parallelsynthese mittels Fmoc//Bu-Strategie an fester
Phase auf einem mit 1% Divinylbenzol quervernetzem tritylfunktionalisierten
Polystyrolharz und dem TBTU/HOBt-System in NMP zur Aminosédureaktivierung.
Die TFA-vermittelte Abspaltung des Peptids von der festen Phase unter simultan
erfolgender Seitenkettenentschiitzung macht die anschlieBende Oxidation der
Cysteinreste nach der von Tam et al. entwickelten Methode mittels DMSO besonders
attraktiv.[2'*22%

Sauerstoff,ml’zzz] Iod,[m] Thalliumsalzen®* oder K3Fe(CN)6[225] mehrere Vorteile

22622
auf:1226:2271

Diese weist gegeniiber den Oxidationsmethoden mittels

e hohe Reaktionsgeschwindigkeit unter pH-neutralen oder schwach basischen

Bedingungen***

e Oxidation N-terminaler Cysteinreste (im Gegensatz zu lod!)

e keine Nebenreaktionen mit den im Peptid vorhandenen Seitenketten von Tyr

und Trp[z19,226,zz9]

e Toleranz gegeniiber sauren Reaktionsbedingungen!*'***"!

e sehr gutes Losungsmittel fiir Peptide

Durch die Verwendung des besonders milden Oxidations- und Losungsmittels DMSO

lasst sich die Reaktion im Gegensatz zu vielen anderen publizierten Beispielen''**"!
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von der Abspaltung bis zur Reinigung mittels HPLC als wirkliche Eintopfreaktion
fithren, wobei bis zur endgiiltigen Reinigung der Zielverbindung durch HPLC einzig
Konzentrations- und Filtrationsschritte durchzufithren sind, was zu einer sehr
effizienten Synthese- und Aufarbeitungsstrategie flihrt (siche Abbildung 23).

Bemerkenswert ist, dass bei allen in dieser Arbeit beschriebenen Peptidsynthesen
keine Nebenreaktionen wiahrend der sauren Entschiitzung beobachtet wurden.
Entsprechend entféllt bei der Verwendung von TIPS als scavanger wihrend der
Seitenkettenabspaltung die langwierige Optimierung der Abspaltlosung, im Gegensatz

zu den friiher hiufig in der Literatur beschriebenen Synthesen.*'®

Boc—| seitenkettengeschitzte Peptidkette |—O O .
| |

STrt STrt O

. TFA, TIPS, H50, 2h

. Filtrat HV

. 3% DMSO in H,0, 12h

. HV auf einige ml Volumen
. Verdinnen auf 50% H,O
. Filtrieren (Trt-H!)

. HPLC-Reinigung

~NOoO O WN -

oxidierte Zielverbindung

Abbildung 23: FEintopfverfahren zur Abspaltung, Entschiitzung, Oxidation und
anschliefSenden Reinigung der Cystinpeptide.

Um eine Reduktion der Indolseitenkette des Tryptophans”'” durch Silane zu
verhindern muss diese allerdings N-Boc-geschiitzt eingesetzt werden, wobei das
wihrend der stark sauren Abspaltung gebildete, sehr stabile N-Carboxy-Indol wéhrend
der anschlieBenden Oxidation in leicht saurem (s.u.) Medium zerstort wird.>*"

Die Oxidation der Cysteinseitenketten erfolgt bereits mit einer nur 3%igen Losung von

DMSO in Wasser bei pH =2 (Reste von TFA aus der Entschiitzungsreaktion) mit
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ausreichender Geschwindigkeit, wodurch die Zeiten fiir die anschlieBende Entfernung
des Losungsmittels im HV wesentlich verkiirzt werden. Um intermolekulare
Oxidationen und damit Oligomerisierungen zu vermeiden wird die Reaktion bei einer
Peptidkonzentration von ¢ = 10°-10" M durchgefiihrt.

Die in Schritt 5 und 6 in Abbildung 23 durchgefiihrte Verdiinnung und Filtration der
aus dem Konzentrationsprozess resultierenden DMSO-Peptidlosung dient dabei der
Entfernung des aus den Seitenkettenschutzgruppen stammenden Triphenylmethans,
das bei konventioneller Vorgehensweise wihrend des Fillens des entschiitzten Peptids
in der Etherphase geldst bleibt und in groeren Mengen sowohl zur Kontamination
von Massenspektrometern als auch zur Ausfillung des Triphenylmethans in HPLC-
Anlagen fiihren kann!

Durch die oben beschriebene Synthesestrategie konnten die entsprechenden Alanin-
substituierten Peptide von cyclo[21,29][Cys*'**]-uPA, 3 (5) mit Reinheiten >95%
erhalten werden und wurden mittels der bereits beschriebenen Laser FACS Scan
Analyse auf ihre biologische Aktivitit getestet. In Abbildung 24 sind die aus den
dosisabhiangigen uPA/uPAR-Aktivititstests resultierenden ICs,-Werte als auf die

Leitstruktur 5 normierte Rezeptorbindungsaktivititen dargestellt.

0,8
0,6

0,4

uPAR-Bindungsaktivitat

0,24

Cys?' Asn? Lys® Tyr?* Phe® Ser®® Asn? lle®® Cys?® Trp®
6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Abbildung 24: Auf die Leitstruktur 5 normierte biologische Aktivitdten der Ala-
Mutanten von cyclo[21,29] [ Cysﬂ’”] -uPA3; 39 6-15 (ermittelt in FACS-Analyse).
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Bei der Interpretation der Aktivititen der Alaninmutanten sind mehrere Aspekte zu
beriicksichtigen, die im Folgenden kurz skizziert werden sollen.

Wie bereits eingangs erwdhnt, erhdlt die Substitution einer Seitenkette durch die
Methylgruppe des Alanins in Peptiden zwar den konformationellen Einfluss der
Aminoséure auf die Peptidkette in unmittelbarer Nachbarschaft ('Naheffekt'), trotzdem
konnen strukturinduzierenden Eigenschaften verloren gehen. Dies ist immer dann der
Fall, wenn die Seitenkette der betreffenden Aminosaure entweder Wasserstoffbriicken
zu anderen Seitenketten bzw. dem Peptidriickgrat ausbildet (z.B. Ser, Thr oder
Asn),P"% oder wenn die Seitenkette an der Bildung eines hydrophoben clusters mit
anderen Seitenketten beteiligt ist (‘'Ferneffekt').[*>2¢)

Noch extremer ist das Bild, wenn zwei Seitenketten fiir die Cyclisierung des
betreffenden Peptids verwendet werden. Diese Einschrankung der konformationellen
Freiheitsgrade kann, wie im vorliegenden Fall, zu einem dramatischen Anstieg der
biologischen Aktivitdt (oder Selektivitdt!) fithren, wenn die biologisch aktive
Konformation stabilisiert oder deren Bildung begiinstigt wird. Im Fall
seitenkettencyclisierter Peptide fiihrt die Substitution verbriickender Seitenketten zu
linearen Peptiden und wieder zu einer Zunahme der konformationellen Freiheit und
damit zu einem starken Verlust der Aktivitdt. Dies gilt allerdings nur dann, wenn die
verbriickenden Seitenketten nicht auch an der Rezeptorbindung selbst beteiligt sind,
bzw. nicht die Ausbildung von Strukturen der o.g. Art im Peptid induzieren. Im
vorliegenden Fall des cyclo[21,29][Cys**]-uPA, 15, (5) wire also durch die
Substitution der Cysteine in den Positionen 21 und 29 durch Alanin ein etwa gleich
groBBer Abfall der biologischen Aktivitit der beiden Verbindungen zu erwarten. Der
deutliche Unterschied der Aktivititen der beiden Mutanten (Ala*' 6 und Ala®® 14) kann

mehrere mogliche Ursachen haben:

e Die Substitution des N-terminalen Cysteins®' durch Alanin®' (6) ermdglicht dem
fiir die biologische Aktivitit bedeutsamen Aminoterminus (siche Kapitel 3.3.6)
im linearen Peptid eine bessere Ausrichtung im Raum, wodurch ein Teil des aus

der Linearisierung resultierenden Aktivitdtsverlustes wieder ausgeglichen wird.
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e Die Substitution von Cystein®® durch Alanin®® (14) fiihrt im Fall der ebenfalls
fir die biologische Aktivitit wichtigen, benachbarten Trp*’-Seitenkette (siche
Kapitel 3.3.3) zu einem inversen Szenario wie oben geschildert.

e Der C-terminale Teil der hydrophoben Disulfidbriicke kann an der
Rezeptorbindung beteiligt sein, was aber durch die Ergebnisse der His*-Ala®-
Substitution im Fall des linearen uPA 4.3, fraglich erscheint. Allerdings besteht
prinzipiell die Moglichkeit, dass die Cystinbriicke eine zusétzliche

Bindungstasche besetzt, die im Fall des linearen Peptids unbesetzt bleibt.

Die Seitenketten von Asn*> und Asn®’ scheinen dagegen nicht an der Rezeptorbindung
beteiligt zu sein, da sie ohne wesentlichen Aktivitdtsverlust einzeln gegen Alanin
(7,12) ausgetauscht werden konnen. Die doppelten Substitutionen Ala***’ (16) und
Alg”*?" (17, hydrophobe Seitenketten) fiihren hingegen zu einem fast vollstindigen
Bindungsverlust, was auf eine in der Summe nicht zu vernachldssigende
Destabilisierung der Struktur hinweist (sieche Kapitel 3.3.3). Gleiches gilt im
Wesentlichen auch fiir die Seitenkette von Lys® (8), wobei die Aktivititsdaten in
diesem Fall aufgrund der schlechten Loslichkeiten und der damit unbekannten
Peptidkonzentration nicht besonders zuverléssig sind (siehe auch Kapitel 3.3.7).

Die verbleibenden Seitenketten von Tyr24, Phe®, Ser®, Ile*® und Trp30 sind im Ala-
scan (9, 10, 11, 13 und 15) von cyclo[21,29][Cys21’29]-uPA21_30 (5) nicht austauschbar,
ohne einen starken Verlust der Bindungsaktivitdt zu uPAR. Nur auf diesen Daten
basierend kann keine Aussage gemacht werden, welcher Effekt fiir diese Beobachtung

* und Trp®® und

verantwortlich ist. Allerdings zeigen zumindest Phe®, Ile
eingeschrinkt auch Tyr** und Ser’® in 5 eine Sequenzhomologie zu den von
Rosenberg et al. mittels phage display gefundenen 'Klon20-' und analogen Peptiden
bzw. dem von Dane et al. weiterentwickelten 'AE68-Peptid' die bereits in Kapitel
2.2.7 erwihnt wurden.”**>"® Die entsprechenden Konsensussequenzen und der
Vergleich mit der Sequenz des Peptids cyclo[21,29][Cys*'**]-uPA,; .50 (5) erlauben es
aber, das Verstindnis der Funktion der einzelnen Seitenketten weiter zu prézisieren

(siehe Abbildung 25).
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Klon Sequenz Aktivitat [uM]
20 AEPMPHSLNFSQYLWYT 0.01
26 AEHTYSSLWDTYSPLAW 0.34
54 AELDLWMRHYPLSFSNR 0.38
16 AESSLWTRYAWPSMPSY 0.40
12 AEWHPGLSFGSYLWSKT 0.40
18 AEPALLNWSFEFFNPGLH 1.00
9 AEWSFYNLHLPEPQTIF 1.00
26 AEHTYSSLWDTYSPLAW 0.34
54 AELDLWMRHYPLSFSNR 0.38
16 AESSLWTRYAWPSMPSY 0.40

Abbildung 25: Uberlagerte Sequenzen der aktivsten phage display Peptide von
Rosenberg et al. mit den markierten Konsensusmotiven FSXXXW und LWXXAr.

Aus dem Vergleich der verschiedenen phage display Sequenzen ergibt sich, dass die
beiden getrennten Motive FSXXXW und LWXXAr zu dem Motiv (Leu)-Ar-
(Ser/Thr)-X-Ar/R-X-(Trp) als gemeinsame Bindungssequenz fiir uPAR iiberlagert
werden kann, wobei prinzipiell die fehlende aromatische Seitenkette des Trp im Fall
der Klone 26, 54 und 16 auch durch Riickfaltung eines weiter C-terminal gelegenen
Restes ausgeglichen werden konnte (Reste in Klammern: bedingt variabel, fett
gedruckte Reste: essentiell). Ubertragen auf die Leitstruktur und die Seitenketten von
Tyr24, Phezs, Ser26, Ie*® und Trp30 in § wiirde dies bedeuten, dass einzig die

® und Trp fir die eigentliche Rezeptorbindung

Seitenketten von Phezs, Ile
verantwortlich sind und die Seitenketten von Tyr** und Ser* eher einen strukturellen
Einfluss haben. Identische Interpretationen legen auch Ala-scan Untersuchungen von
Dang et al. in dem verkiirzten Klon20-Peptid AE68 fiir die entsprechenden Positionen

4 Um weiteren Einblick in die Funktion der einzelnen Seitenketten zu erhalten,

nahe.
wurden, wie im ndchsten Kapitel beschrieben, die Stereozentren aller Seitenketten

invertiert.

3.3.2 D-scan von cyclo[21,29] [Cys21’2°]-uPA21_30

Die Inversion des Stereozentrums am o-Kohlenstoff der Peptidkette kann starke

Auswirkungen auf die biologische Aktivitdt der entsprechenden Verbindung haben.
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Diese Modifikation gibt Auskunft iiber die Ausbildung von Sekundérstrukturen und
den stereochemischen Erfordernissen fiir Seitenketten in der biologisch aktiven

Konformation. Im betrachteten Fall wird entweder

e die Seitenkette bei sonst gleicher Konformation des Peptids in eine andere
raumliche Orientierung gebracht,

e die Konformation der Amidkette durch die Induktion eines B-turn Motivs
gedndert!>”!

e oder ein bestehendes p-turn Motiv zusédtzlich stabilisiert.

Die Induktion oder Stabilisierung von turn-Motiven!>**2*"!

erklart sich daraus, dass die
stereochemische Orientierung der Seitenketten in der zweiten (i+1) und dritten
Position (i+2) des turns die Konformation beeinflusst. Liegen beide Aminosduren in
der L/L-Konfiguration vor ist ein Bl turn bevorzugt, liegen die Aminosduren als D/L-
oder L/D-Paar vor, so findet man bevorzugt BII bzw. BII' turns, die alle eine sehr

dhnliche rdumliche Orientierung der Seitenketten aufweisen (siche Abbildung 26).

BII

Abbildung 26: Verschiedene Typen von [-Schleifen bestehend aus L-Aminosduren mit
anndhernd identischer Orientierung der Seitenketten. Die einzelnen turns

unterscheiden sich in den ¥Y—und @—Winkeln, bzw. werden durch diese definiert.
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Diese strukturinduzierenden Eigenschaften von D-Aminosduren in Peptiden konnten

[241]

im Fall des Veber-Hirschmann-Peptids und zahlreichen anderen cyclischen, in

unserem Arbeitskreis synthetisierten Peptiden eindrucksvoll belegt werden.2**4%2%]

Entsprechend den in Kapitel 3.3.1 und 7.3 beschriebenen Methoden wurden alle
Peptide synthetisiert, die an der jeweiligen Position in der Leitstruktur
cyclo[21,29][Cys*'**]-uPA,; 5 (5) eine entsprechende D-Aminosdure enthalten. Die
aus den dosisabhingigen FACS-Versuchen resultierenden 1Cso-Werte sind als auf die
aktivste Verbindung cyclo[21,29][D-Cys*'Cys*]-uPA,; 3, (16) normierte biologische

Aktivititen in Abbildung 27 dargestellt.
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Abbildung 27: Biologische Aktivitiiten der auf die aktivste Verbindung 16 genormten
D-substituierten cyclo[21,29] [D-Cys’' Cys*’J-uPA5; ;-Peptide 16-26.

Wie aus Abbildung 27 ersichtlich fiihrt die Inversion der stereochemischen

Orientierung der Seitenketten in cyclo[21,29][Cys*"

]-uPA, 30 (5) in allen Positionen,
die an der Ausbildung des w-loops beteiligt sind zu einem fast vollstindigen Verlust
der Bindungsaktivitit an uPAR (17-23). Einzig die Inversion der Stereochemie der
Reste Ser’® (21) und Asn®’ (22), die nach den Betrachtungen zur Sequenzhomologie
mit den phage display Peptiden in Kapitel 3.3.1 eher strukturellen Einfluss auf die
Bindungskapazitit an uPAR haben, zeigen eine um den Faktor 10-20 verminderte

Restaktivitdt im Vergleich zur Leitstruktur 5. Alle iibrigen Modifikationen innerhalb

des loops fiihren scheinbar zu einer falschen Orientierung der Seitenketten und/oder
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zur Induktion einer biologisch inaktiven Gesamtgeometrie der Verbindungen (siehe
auch Kapitel 3.3.3). Im Fall der verbriickenden Cys*'/Cys® (16, 24, 26) bzw. des
exocyclischen Trp®® (25) fiithrt die Inversion des Stereozentrums dagegen zum fast
vollstindigen Erhalt bzw. im Fall von cyclo[21,29][D-Cys*'Cys**]-uPA,; 5 (16) mit
einem ICs, = 40 nM zu einer drastischen Steigerung der biologischen Aktivitidt um den
Faktor 25 und somit zu einem der aktivsten bisher beschriebenen uPAR-Antagonisten
(siche Abbildung 28). Die Peptide, die alle Kombinationen aus D- und/oder L-
konfigurierten Aminosduren Cys®', Asn®’, Cys® und Trp™ enthalten (, erwiesen sich in

FACS-Analysen im Vergleich zu 16 als deutlich weniger aktiv (ICsp>1uM).

HO

cyclo[21,29][D-Cys?'Cys®®|-uPAy 30

Abbildung 28: Molekulare Struktur von cyclo[21,29][D-Cys” Cys*]-uPA5; 39 (16).
Der ICsp-Wert der quantifizierten Verbindung betrdgt laut FACS-Analyse 40 nM.

Diese Beobachtung kann durch die folgenden Uberlegungen rationalisiert werden. Bei
der Seitenkettencyclisierung von Peptiden spielt die Stereochemie der verbriickenden
Aminoséureseitenkette eine besondere Rolle, da durch diese Fixierung im N-terminal
verbleibenden Teil des Peptids (hier die Aminogruppe) eine gravierende
Umorientierung erfolgt. Ersetzt man die entsprechende Aminosdure nun durch eine D-

Aminosdure, so ist es prinzipiell moglich, dass der fiir die biologische Aktivitit
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bedeutsame N-Terminus (sieche Kapitel 3.3.6) wieder in eine fiir die Bindung
erforderliche Position gelangt, oder sogar in einer geeigneteren Position fixiert wird,
was wie im vorliegenden Fall zu einer drastischen Steigerung des Bindungsvermdgens
an uPAR fiihrt (siche auch die Betrachtungen zur biologischen Aktivitit der Ala*' und
Ala® Substitution in 6 und 14 in Kapitel 3.3.1). Dieses Prinzip sollte auch
entsprechend fiir den C-Terminus gelten, allerdings erlaubt die exocyclische Position
von Trp’’ eine beinahe freie Drehbarkeit um die entsprechenden Einfachbindungen,
ohne dass die Carboxylgruppe durch eine weiterfithrende Peptidkette fixiert ist. Somit
sollte sowohl die Indolseitenkette als auch der (fiir die biologische Aktivitit nicht
bedeutsame, siehe Kapitel 3.3.6) C-Terminus unabhingig von der Konfiguration der
Seitenkette in Cys” zumindest ungefdhr eine fiir die Bindung erforderliche
Konformation einnehmen konnen. Dieses gilt jedoch (analog zum N-Terminus) nicht
gleichzeitig fiir die Amidgruppe zwischen Cys®’ und Trp®’. Wie aus den Aktivititen
erkennbar, beeinflussen weder die Substitution durch D-Cys®’ (24) noch die durch
D-Trp* (26) die Aktivititen wesentlich, was die vorhergehenden Uberlegungen zu
bestdtigen scheint.

Ein dhnlicher Zusammenhang zwischen Konfiguration der N-terminal verbriickenden
Seitenkette und biologischer Aktivitit wurde bereits in den Untersuchungen von
M. Biirgle an cyclo[19,31]-uPAjo5 (4) und cpclo[19,31][D-Cys" ]-uPA o3 (3)
gefunden.

Im Fall des kleineren und damit konformationell stirker eingeschriankten
cyclo[21,29][Cys21’29]-uPA21_30 (5) ist die Differenz der Aktivititen von D-Isomer 16
und L-Isomer 5 entsprechend grofer als im Fall von der jeweiligen D- (3) und

L-Cys'" (4) Modifikationen von uPA o3, (siche Abbildung 29).
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Abbildung 29: Dosisabhdngige Inhibierung der uPA-uPAR-Wechselwirkung durch
die quantifizierten Peptide 4, 3, 5 und 16 in FACS-Analysen (oben) und Vergleich der

resultierenden ICsy-Werte (unten).

Alle moglichen Kombinationen doppelter, dreifacher wund vierfacher D-
Aminoséuresubstitutionen in den tolerierenden Positionen Cys*', Asn®’, Cys® und
Trp® in 5 (fihrt zu Peptiden 26-35) resultieren in einem Abfall der uPAR-
Bindungsaktivititen um mehr als eine GrdéBenordnung. Diese Beobachtung wird
ebenso im Fall der Doppel- und Dreifachsubstitutionen durch D-Aminosduren in den
Positionen Cys', Ser’', Asn®’ und Cys®' in 4 (fiihrt zu den Peptiden 36-41) gemacht.
Die offensichtlich kleinere Zahl von Freiheitsgraden in cyclo[21,29][D-Cys*' Cys™]-
uPA, 30 (16) bei gleichzeitig erhohter biologischer Aktivitit legte die Vermutung
nahe, dass die Bestimmung einer Losungsstruktur in Wasser mittels NMR (im
Gegensatz zu cyclo[l9,31][D-Cyslg]—uPA19_31 3) moglich sein konnte (siehe nichstes
Kapitel).
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3.3.3 NMR-Struktur von cyclo[21,29] [D-CySZICyszg]-uPAzmo (16)

Die Bestimmung der Losungsstruktur von cyclo[21,29][D—Cysley529]—uPA21_30 (16)
gelang in unserer Arbeitsgruppe durch NMR-Messungen bei einer Peptidkonzentration
von 12.2 mM in Wasser bei 280 K auf einem Bruker DMX 600 Spektrometer durch V.
Truffault. Die anschlieBende Generierung einer auf Abstand-restraints und
Kopplungskonstanten basierenden Struktur und deren anschlieBende Verfeinerung

durch molekiildynamische Untersuchung wurden von Dr. C. Rolz durchgefiihrt

(Abbildung 30).*

Abbildung 30: Stereodarstellung der Losungsstruktur von cyclo[21,29][D-
Cys*' Cys™J-uPA>;.3 (16) (unten: 90° gedreht). Darstellung der Atome als Kugeln: C
(weifs, grof3), H (weifs, klein), N (schwarz), O (grau), S (grau, grof3).
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Um Verwechslungen zu vermeiden, werden in diesem Kapitel die Aminosduren in
cyclo[21,29][D-Cys®'Cys>]-uPA;50 (16) von 1 (N-Terminus) bis 10 (C-Terminus)
nummeriert, die Aminosduren des ATF mit den der Sequenz im Protein
entsprechenden Zahlen 21-30. Auffallenste Bestandteile der dreidimensionale Struktur
von 16 sind ein hydrophober cluster auf einer Seite des Peptidringes und zwei turn-
Strukturen um die Reste Lys’, Tyr' und Ser’, Asn’. Der cluster besteht aus den
Seitenketten der Aminosduren Lys3 , Tyr4, Phe’, Tle® und Trplo, wobei sich die
Seitenkette von Ile® im Zentrum dieses clusters befindet und von den aromatischen
Seitenketten von Phe’ und Trp'® von der wissrigen Umgebung abgeschirmt wird.
Diese Beschreibung befindet sich in Ubereinstimmung mit den deutlichen Hochfeld-
shifts der chemischen Verschiebungen der Methylgruppen in Ile®, die sich demnach
iiber den Ebenen der Phenyl- bzw. Indolringe von Phe’ und Trp'® befinden miissen.
Ahnliches gilt fiir die B, y und 8-Methylengruppen der Lys® Seitenkette, die ebenfalls
eine Verschiebung Richtung hoherem Feld erfahren. Die dargestellte Struktur ist
allerdings nicht so starr, wie die Abbildung vermitteln mag. So haben restraint
molecular dynamics (rMD)-Rechnungen ergeben, dass Ile® eine bemerkenswerte
Flexibilitit um die C*-C"-Bindung aufweist und weiterhin zeigen zwei verschiedene
3J(H*HP)-Werte fiir Tyr", dass dessen Seitenkette auch in Rotameren vorliegt (g, t),
die eine Wechselwirkung mit den Methylengruppen von Lys® erlauben. Diese enge
Nachbarschaft der Seitenketten von Lys’ und Tyr' entspricht auch einem
Strukturelement, dass in der NMR-Struktur des ATF gefunden wird."”"” In den
entsprechenden rMD-Rechnungen ist allerdings nur das Rotamer populiert, dass an der
Bildung des hydrophoben clusters mit Phe’ beteiligt ist (g"). Gleiches gilt fiir die
Seitenkette von Trp'®, deren Kopplungskonstanten ebenfalls die Population
verschiedener Rotamere andeuten, wihrend diese in den entsprechenden Simulationen
nicht auftreten. Die entsprechende Rotation wiirde die Indolseitenkette von Trp'® in
eine Position bringen, die der Position von Trp’” im ATF entsprechen wiirde.

Uber diesen hydrophoben cluster hinaus werden in der NMR-Struktur, wie bereits
eingangs erwihnt auch regulire Sekundirstrukturen beobachtet. Die pI-Schleife!*****
um die Aminosiuren Lys® und Tyr' weist zwar eine kaum populierte (i,i+3)-

[246]

Wasserstoffbriicke auf, wird aber durch eine weitere Wasserstoffbriicke zwischen
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der Seitenkette von Asn® (O°") und dem Amidproton von Tyr* stabilisiert, wodurch ein
sogenannter Asx turn'**” gebildet wird. Die Carbonylfunktion Asn*0O°' bildet weiterhin
eine Wasserstoffbriicke zu Phe’H" aus, wodurch sich letztere von Asn’CO weg
orientiert und somit die bereits erwéhnte Schwachung der (i,i+3)-Wasserstoftbriicke
erklart.

Eine zweite PI furn-Struktur ist um Ser® und Asn’ erkennbar, wobei diese durch die
entsprechende (i,i+3)-Wasserstoffbriicke zwischen Phe’CO und Ile®H" stabilisiert
wird. Eine weitere Seitenkettenwasserstoffbriicke zwischen Ser®0” und Asn’H" trigt
ebenfalls zur Stabilisierung bei. Neben diesen Strukturelementen tritt durch Rotation
um die Phe’-Ser®-Amidbindung eine schwach populierte y-Schleife auf, die durch die
Seitenketten-Riickgrat-Wasserstoffbriicke zwischen Phe’CO und Ser®H’ stabilisiert
wird und nach geringer Anderung zu der ebenfalls populierten BII'-Schleife um Ser®
und Asn’ fithrt. Die beschriebene Flexibilitit der Struktur in der Region Phe’-Ser’-
Asn’ wird ebenfalls in dem Ensemble der 15 NMR-Strkturen von ATF gefunden.

Die Peptidstruktur mit zwei aufeinanderfolgenden turn-Motiven wird dariiber hinaus
durch eine stark frequentierte Wasserstoffbriicke zwischen Asn’H" und Ile*CO
stabilisiert. Die oben beschriebenen Struktureigenschaften lassen sich verwenden, um
die Befunde aus Alanin- und D-Aminosédure-scan zu erkldren.

Der starke Bindungsabfall bei Substitution der Seitenketten durch Alanin kann
demnach im Fall der nicht direkt fiir die Bindung erforderlichen Seitenketten von Lys’
und Tyr* in 8 und 9 (laut Sequenzvergleich mit den phage display Peptiden) durch eine
Schwichung des hydrophoben clusters und einer damit verbundenen Destabilisierung
der Struktur erklart werden. Dafiir sprechen auch die Befunde aus den FACS Analysen
der moglichen Modifikationen an Lys® und Tyr* in 16 (siehe Kapitel 3.3.7). Die
Substitution der Seitenketten von Asn” und Asn’ durch eine Methylgruppe (7 und 12)
offenbart dagegen kaum Auswirkungen auf die biologische Aktivitit; einerseits
scheint die stabilisierende Wirkung der Seitenketten-Riickgrat-Wasserstoffbriicken
Asn’O°-Tyr'HY und Asn’0°-Phe’H" fiir die Strukturbildung nicht besonders
ausgeprigt zu sein und andererseits ist die Seitenkette von Asn’ in keiner erkennbaren
Form an einer Stabilisierung der Struktur beteiligt. Unerkldrlich bleibt allerdings,

weshalb die Doppelmutation von Asn’/Asn’ gegen Ala’/Ala’ in einem fast
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vollstindigen Bindungsverlust resultiert. Der aus der Substitution Ser’-Ala® (11)
resultierende Bindungsabfall um den Faktor 10 kann durch den Verlust der beiden
Wasserstoffbriicken Ser’O’-Asn’H" und Ser®H'-Phe’CO erklirt werden, die in einer
strukturell dynamischen Region liegen und somit einen deutlichen Einfluss auf die
biologische Aktivitdt haben sollten.

Im Gegensatz zur Substitution der Seitenketten durch Methylgruppen ldsst sich der
Einfluss einer gednderten Stereochemie an C* auf die biologische Aktivitéit nicht ohne
weiteres erkldren, da sich in dem flexiblen w-/oop kaum vorhersagen ldsst, ob sich im
Fall der fiir die Bindung essentiellen Seitenketten (Phe’, und Ile®) einzig deren
Orientierung bei gleichbleibender Konformation des Riickgrates geédndert hat (und
damit nicht mehr fiir die Bindung zur Verfiigung steht), oder die Struktur des gesamten
Molekiils nachhaltig gedndert wurde. Gleiches gilt fiir die an der Bildung des
hydrophoben clusters beteiligten Seitenketten von Lys® und Tyr*. Fiir die Inversion der
Seitenkette von Asn” ergibt sich aus dem Vergleich mit den Werten aus dem Ala-scan,
dass eine Verdnderung der Riickgrat-Konformation wahrscheinlich erscheint
(vollstiandiger Bindungsverlust fiir 17 im Vergleich zu 7). Im Fall von Ser® und Asn’
ergeben die Substitution durch Ala® (11), D-Ser® (21) und D-Asn’ (22) einen etwa
gleich grofen Bindungsverlust um den Faktor ~10, was eine gewisse Toleranz
gegeniiber strukturellen Verdanderungen in diesem Bereich des Molekiils widerspiegelt,
ein Befund, der durch die Ergebnisse der MD-Simulationen gestiitzt wird. Die
Auswirkungen der Konfigurationen im Fall von Cys*', Cys® und Trp>® wurden bereits
in Kapitel 3.3.2 ausfiihrlich diskutiert.

Durch die Ahnlichkeiten in der Bedeutung der einzelnen Seitenketten fiir die
Rezeptorbindung in ATF und 16 erscheint eine dhnliche rdumliche Anordnung der
entsprechenden  Seitenketten sehr wahrscheinlich. Eine Uberlagerung der
Losungsstruktur von 16 mit der gemittelten NMR-Struktur von ATF ergibt dabei fiir
die Seitenketten der Reste Tyr’, Phe’ und Ile® tatsichlich eine beinahe identische

Orientierung im Raum (siehe Abbildung 31).
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Abbildung 31: Uberlagerung der biologisch bedeutsamen Seitenketten in der
gemittelten NMR-Struktur von ATF mit denen in cyclo[21,29][D-Cys* Cys”]-
uPAs;30 (16) (Tvr’, Phe’ und Ile°, der Ubersichtlichkeit wegen nur Seitenketten
dargestellt) resultiert in einem RMSD von nur 0.6 A fiir den Bereich Il¢® bis Tyr’. Das
exocyclische Trp' ist wegen der mangelnden Aussagekraft der Daten fiir die

Uberlagerung nicht beriicksichtigt.

Die Trp-Reste liegen im ATF und 16 allerdings bei erster Betrachtung nicht in den
exakt gleichen Positionen vor, allerdings ermdglich es die freie Drehbarkeit, wie in
den Betrachtungen zur NMR-Struktur von 16 bereits beschrieben, nahezu jede
beliebige Position im Raum anzunehmen (und somit auch, aus dem hydrophoben
cluster der Losungskonformation auszuscheren und eine dem ATF vergleichbare
Position bei der Rezeptorbindung anzunehmen). Fiir die Uberlagerung der
Seitenkettenvektoren der fiir die biologische Aktivitit besonders wichtigen
Aminosdurereste wurden die Werte fiir Trp nicht berilicksichtigt, da der Indolring in
besonderem Mall an der Bildung des hydrophoben clusters teilnimmt, dieses
Strukturelement aber fiir Trp’ in ATF nicht in diesem AusmaB auftritt. Die
entsprechende Uberlagerung der biologisch bedeutsamen Seitenketten von Tyr®, Phe’
und Ile® in 16 resultiert in einem RMSD von nur 0.6 A (Abbildung 31)!

Aus den beschriebenen strukturellen Beobachtungen lassen sich folgende

Voraussetzungen fiir die Entwicklung hochaffiner uPAR-Antagonisten formulieren:
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e FEine Minimalsequenz von 10 Aminoséuren (siche auch Kapitel 3.3.6)

e Die Orientierung der Seitenketten von Phe’, Ile® und Trp'® auf einer Ringseite.

e Das Auftreten zweier, aufeinander folgender B-furn-Motive um Lys*/Tyr* und
Ser®/Asn’.

e Ein (formaler) Abstand von vier Aminosduren zwischen Phe’ und Trp'® (eine
zusitzliche Methylengruppe im Riickgrat fiihrt auch im Dang-Peptid AE68 zu

einem kompletten Bindungsverlust).

Weitergehende Versuche, die Konformation von 16 durch Variation der
verbriickenden Einheit zu optimieren und die Modifikationen von N- und C-Termini

sind Themen der folgenden Kapitel.

3.3.4 Weitere Modifikationen an der verbriickenden Einheit von cyclo[21,29][D-

CySZICys”]-uPAn_m und ihre Auswirkungen auf die Rezeptorbindung.

3.3.4.1 Lineare Derivate

Aus den bereits in Kapitel 3.3.1 beschriebenen Beobachtungen im Ala-scan von §
lassen sich keine eindeutigen Riickschliisse auf die Bedeutung der Disulfidbriicke fiir
die biologische Aktivitit ziehen (Rigidisierung versus Bindung). Auch die von C.
Riemer durchgefiihrten Modifikationen mittels Lanthionin legen nahe, dass die
Verbriickung im Bereich 21/30 der uPAR-Antagonisten hauptsichlich fiir die optimale
Anordnung der funktionellen Gruppen in dem betrachteten Bereich und die
Rigidisierung der Verbindung benétigt wird. Um eine mogliche (partielle) Beteiligung
der Disulfidbriicke an der Rezeptorbindung zu untersuchen (was im Falle einer aktiven
Verbindung auch die Moglichkeit zur Entfernung der unter physiologischen
Bedingungen instabilen Cystinbriicke eroffnen wiirde), wurde das Konzept des
1sosteren Ersatzes auf hydrophobe, z. T. Schwefel enthaltende Seitenketten erweitert
und die entsprechenden linearen Varianten 42-45 von cyclo[21,29][Cys21’29]-
uPA,| 3 (5) synthetisiert (siche Abbildung 32).
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Abbildung 32: Lineare Modifikationen zum versuchsweisen Ersatz der Cystinbriicke
in der Leitstruktur cyclo[2I,29][Cys21’29]-uPA21_305 (Ersatz beider Cysteine durch
Cys(Me) zu 42, Met zu 43, Thi zu 44 und Phe zu 45).

Der Ersatz der Disulfidbriicke durch je zwei Aromaten basiert auf dem Postulat, dass
durch Aromatenstapelung eine Einschrinkung des konformationellen Raumes in
Peptiden erfolgen kann. Diese Annahme wurde im Fall des bereits erwéhnten Veber-
Hirschmann-Peptids  postuliert, in dem ein Ersatz zweier, im Cyclus
gegeniiberliegender Phe-Seitenketten durch eine Cystinbriicke moglich war (ein Beleg
fiir diese Theorie konnte allerdings bis heute nicht erbracht werden).**!#*2*1 Weitere
Versuche, die konformationelle bzw. die biologische Stabilitét der Cystinbriicke durch

Modifikation der Seitenketten zu verbessern werden nachfolgend beschrieben.

3.3.5 Penicillamin als rigidisierendes Element?!

Der B-dimethylsubstituierte, cysteinanaloge Baustein Penicillamin (Pen, 46) wurde in
Form seines aus dem Penicillin G gewonnenen D-Isomers schon seit geraumer Zeit in

der Medizin als scavanger bei Schwermetallvergiftungen eingesetzt, wobei der Einsatz
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als Notfallmedikament die enormen Herstellungskosten fiir das enantiomerenreine

Produkt aus Penicillin (das L-Isomer ist toxisch) rechtfertigte (siche Abbildung 33).
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Abbildung 33: Enantioselektive und racemische Synthesen von Penicillamin (46). Die
Hydrolyse von Penicillin G zu D-46 (scavanger bei Schwermetallvergiftungen, L-46 ist
toxisch) ist heute weitgehend durch die Synthese von rac-46 und anschlieffende

Racematspaltung ersetzt worden.

Mit der Verwendung als Baustein in der Peptidsynthese sind zahlreiche Verfahren zur
racemischen Synthese und der nachfolgenden Racematspaltung entwickelt worden,
sodass heute beide Fmoc-geschiitzten Enantiomere kommerziell erhéltlich sind (siehe
Abbildung 33).

Steigerungen von biologischer Aktivitdt und Selektivitidt gegeniliber verschiedenen
Rezeptorsubtypen in  Penicillamin-cyclisierten ~ Peptiden  gegeniiber  ihren

[250-252

cysteinsubstituierten Analogen sind hédufig in der Literatur beschrieben und im

Falle der von den Enkephalinen abgeleiteten Peptide und ihrer Opioid-Rezeptoren

[2532%8] Ob die beschriebenen Effekte aber auf eine

eingehend untersucht worden.
weitere Rigidisierung der Disulfidbriicke und damit auf Stabilisierung der biologisch
aktiven Konformation zuriickzufiihren ist, kann nicht mit Sicherheit beantwortet
werden, da sich alle strukturellen Untersuchungen auf die jeweils aktivsten
gefundenen Verbindungen konzentrieren und nicht auf einen Vergleich der

Konformationen zwischen Pen- und Cys-substituierten Peptiden.
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Die genauere Betrachtungen aller Bindung in unmittelbarer Nachbarschaft der
Disulfidbriicke offenbart allerdings, dass die sterische Uberfrachtung in der
CP-Position nicht zwangsliufig zu einer stirkeren Einschrinkung auf eine
Vorzugskonformation fithren muss (siche auch Abbildung 34).

Prinzipiell werden zwar die Rotationsbarrieren bei der Einfithrung sterischer
Hinderungen groBer, die energetischen Unterschiede zwischen den einzelnen
Rotameren konnen aber auch kleiner werden. Eine Abschétzung, welcher Effekt fiir

die Konformation iiberwiegt ist ohne entsprechende Daten nicht moglich.
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Abbildung 34: Vergleich der Newman-Projektionen der an den Cystin- (Kasten oben)
und Pen/Pen-Briicken (Kasten unten) beteiligten Bindungen. Zumindest im Fall der S-
S-Bindung der Pen/Pen-Briicke (unten, rechts) ist eine Destabilisierung der

Vorzugskonformation gegeniiber der Cystinbriicke offensichtlich.

Auch die auf gesteigerten Aktivititen und besseren Selektivititen basierende

Argumentationen einiger Autoren beziiglich der Rigiditit peptidischer Cyclen kann



3. Entwicklung von uPAR-Antagonisten 63

ohne genaue Kenntnis der Strukturen verschieden substituierter Verbindungen in
Losung und am Rezeptor keine Antwort auf die Frage nach der Stabilisierung einer
Struktur geben. Einzig Veber et al. haben zumindest die NMR-Losungsstrukturen
zweier disulfidcyclischer RGD-Peptide verglichen und konnten eine geringfiigige
Abnahme der Flexibilitit des Riickgrates beim Ersatz von Cys durch Pen zeigen (bei

ebenfalls dhnlicher biologischer Aktivitit),*>”

wiéhrend die Erkldrungen fiir die
teilweise drastischen Anderungen der biologischen Eigenschaften anderer Molekiile
tiberwiegend auf Mutmafungen beruhen.

So konnen im Falle einer durch die Einfiihrung von Pen gesteigerten biologischen

Aktivitdt/Selektivitdt mehre Erklarungen moglich sein:

e Die biologisch aktive Konformation wird durch die Substitution stabilisiert
(unabhéngig davon, ob diese auch der Losungsstruktur entspricht oder letztere
destabilisiert wird).

e FEine mismatched-Vorzugskonformation wird durch die Substitution
destabilisiert, wodurch eine biologisch aktive Konformation (oder eine, die den
Ubergang in eine solche besser ermdglicht) stérker populiert wird.

e Die zusdtzlichen p-Methylgruppen fiillen eine (sonst nicht besetzte)

Bindungstasche nahe der Disulfidbriicke (besser) aus.

Fiir eine verminderte Aktivitidt nach Substitution durch Pen ergeben sich analog die
inversen Erkldarungen.

Im Fall der Leistruktur cyclo[21,29][D-Cys*'Cys®’]-uPA,;.5 (16) wurden alle
Verbindungen synthetisiert, die an den Cyclisierungspunkten alle Kombinationen von
D-/L-Pen und/oder Cys enthalten (siehe Tabelle 2) und auf ihre biologische Aktivitit
untersucht.

Die Synthesen der geschiitzten Peptide an fester Phase und anschlieBende
Entschiitzung verlaufen auch im Fall der doppelt p-substituierten Pen Derivate
problemlos an fester Phase nach den in Kapitel 3.3.1 und 7.3 beschriebenen Methoden.
Die oxidativen Cyclisierungen mittels DMSO in Wasser bediirfen allerdings der

HPLC-Kontrolle, da je nach sterischer Hinderung die Reaktionen zwischen 12 h
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(Cys/Cys, 5, 16, 24, 26) und drei Tagen (Pen/Pen, 49-52) dauern (Cys/Pen-
Verbindungen 53-60 benotigen entsprechend 1-2 d zur vollsténdigen Umsetzung).

Tabelle 2: Liste aller synthetisierten D-/L-Pen und/oder Cys Modifikationen in
cyclo[21,29] [Cys®"*’]-uPA5, 3 16.

Modifikation Verbindung Modifikation Verbindung

Position"*’ Position*"*’

Cys/Cys 5 Cys/Pen 53
D-Cys/Cys 16 D-Cys/Pen 54
Cys/D-Cys 24 Cys/D-Pen 55

D-Cys/D-Cys 26 D-Cys/D-Pen 56

Pen/Pen 49 Pen/Cys 57
Pen/D-Pen 50 D-Pen/Cys 58
D-Pen/Pen 51 Pen/D-Cys 59

D-Pen/D-Pen 52 D-Pen/D-Cys 60

Die anschlieBenden FACS-Analysen offenbarten durchweg geringere biologische
Aktivitidten der Pen-Derivate im Vergleich zu den Cys-Derivaten, allerdings folgten
die Verbindungen dem in Kapitel 3.3.2 beschriebenen Prinzip, dass die Kombination

D-Xaa’'-L-Xaa® die groBte antagonistische Wirkung fiir uPAR hat (siche Tabelle 3).

Tabelle 3: ICs,-Werte der aktivsten Cys/Pen-Modifikationen in cyclo[21,29] [Cys*"*]-
uPA3;.30 (16).

Modifikation =~ Verbindung ICso [UM]

Position>"?
D-Cys/Cys 16 0.04
D-Pen/Pen 51 0.12

D-Cys/Pen 54 0.19
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Wihrend die Aktivititen der Pen-Modifikationen 51 und 54 nur moderate Anderungen
der Bindungsaktivititen um den Faktor 3-5 aufweisen, hat die Einfithrung des Pen-
Restes in der Kombination D-Pen/Cys (58) dramatische Auswirkungen auf die
biologische Aktivitit. So ergibt sich fiir 58 mit einem ICsy = 3 uM ein Bindungsabfall
um den Faktor 100.

3.3.6 Der N-und C-Terminus von cyclo|21,29] [D-Cyanyszg]-uPAzmo (16)

Die Untersuchung mdéglicher Modifikationen von N- und C-Termini in Peptiden bildet
neben der Optimierung von biologischer Aktivitit (falls die terminalen
Funktionalititen essentiell fiir diese sind) und proteolytischer Stabilitét
(Exopeptidasen) die Vorraussetzung fiir einfach einzufithrende Modifikationen mit
Farbstoffen, Linkern, Dendrimeren und/oder weiteren Wirk- und Markierungsstoffen.

Im Sinne einer Optimierung von biologischer Aktivitdt und proteolytischer Stabilitét

kommen als Modifikationen zwei Positionen in Frage:

e Seitenketten terminaler Aminosduren (Art und stereochemische Orientierung)

e Amino- und/oder Carboxylgruppe

Auf erstere wurde im Fall des verbriickenden Cys®' in 16 bereits in den Kapiteln
3.3.1,3.3.2,3.3.4.1 und 3.3.5 und im Fall von Trp’ teilweise in 3.3.2 eingegangen.

Der Ersatz der Seitenkette von Trp™ durch eine Reihe kommerziell erhiltlicher,
proteinogener (Phe 61, Tyr 63 und His 66) und nicht-natiirlicher Aminoséduren (Thi 62,
2-Nal 64 und Thia 65; siche Abbildung 35) erfolgte nach den in den Kapiteln 3.2,
3.3.1, und 7.3 beschriebenen Methoden mittels automatisierter Festphasensynthese.

Von den nichtproteinogenen Modifikationen mit Thi (62), Nal (64) und Thia (66)
zeigte nur 52 eine der Leitstruktur 16 vergleichbare Aktivitdt von 0.22 uM wihrend
mit Ausnahme von 51 (0.18 uM) und 53 (0.60 uM) alle anderen Modifikationen

deutlich schlechtere Bindungseigenschaften (ICsy > 1 uM) an uPAR aufwiesen.
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Abbildung 35: C-Terminale Modifikationen der Seitenkette von Trp®’ in 16 zu den
Peptiden 61-63 mit 1Csp-Werten von 180, 220, 600 nM, und 64-66 mit Aktivititen

> 1 uM.

Bei den Abwandlungen der N- und C-Termini handelt es sich um die in Abbildung 36

dargestellten acetylierten, deletierten, amidierten und reduzierten Verbindungen 67-76.
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Abbildung 36: Modifikationen an N- und C-Termini von cyclo[21,29][D-Cys*' Cys™]-
MPA2]_3() 16
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Die Synthese der N-terminal modifizierten Verbindungen erfolgte mittels den in
Kapiteln 3.3.1 und 7.3 beschriecbenen Methoden entweder durch capping der
seitenkettengeschiitzten Peptide H-CNKYFSNICW-TCP mit Ac,O / DIPEA / NMP zu
67 oder durch Kupplung der S-Trityl-geschiitzten 2-Mercaptoessigsdure (77),
3-Mercaptopropionsdure (78) oder rac-Mercaptomilchsdure (79) an seitenketten-
geschiitztes H-CNKYFSNICW-TCP, anschlieBender Abspaltung und oxidativer
Cyclisierung mittels 3% DMSO in Wasser zu 58-60.

In den FACS-Analysen erwiesen sich alle Verbindungen 67-70 als inaktiv, was auf
den ersten Blick unverstindlich erscheint, da die freie Aminogruppe in Position 21 im
Protein und den daraus abgeleiteten uPA-9.3; Peptiden 3 und 4 ebenfalls acyliert
vorliegt. Eine mogliche Erklarung fiir diese Beobachtungen liefert die Struktur des
ATF. In allen Spezies ist in Position 29 eine positive Ladung entweder als His oder
Arg in der Seitenkette konserviert. Da diese unterhalb der Cyclusebene liegt, wire es
moglich, dass der N-Terminus diese, durch die Cysteinsubstitution verlorene Ladung,
zu ersetzen vermag (sieche auch Kapitel 3.3.3). Diese Theorie wiirde auch erkléren,
weshalb das am N-Terminus um eine exocyclische Aminosdure verldngerte, von
M. Sukopp synthetisierte Peptid cyclo[21,29][D-Cys?'Cys™]-uPAy3, (80) die volle
biologische Aktivitit aufweist, die N-acetylierte Form 81 aber erneut einen
dramatischen Bindungsabfall aufweist.”® Im Fall des ebenfalls aktiven [Ala®]-
uPA o3 (82) (von M. Biirgle als lineare Verbindung synthetisiert und getestet!)!'¥
miisste dann allerdings die Aminogruppe von Cys'® entsprechend zuriickgefaltet sein,
um die fehlende Ladung zu ersetzen. Die Bedeutung der N-terminalen Aminogruppe
fiir die biologische Aktivitdt stimmt auch mit den Ergebnissen aus Ala- und
D-Aminosdure-scan von 5 iiberein und scheint die dort angestellten Uberlegungen zu
bestétigen (Kapitel 3.3.1und 3.3.2). Erwdhnenswert scheint an dieser Stelle auch der
Vergleich mit dem von Dang et al. entwickelten 10mer Peptid AE68, fiir das die
Minimalsequenz N-terminal ebenfalls in dieser Region endet (entsprechend uPA,, 3),
das ebenfalls keine positiv geladene Seitenketten enthdlt und deren terminale
Seitenketten fiir die biologische Aktivitat unwichtig sind.”* Im Hinblick auf die
proteolytische Stabilitdt ist die mangelnde Substituierbarkeit jedoch kein Problem.
Einerseits handelt es sich bei N-terminalen Cysteinen um eine von sieben

Aminosduren, die Peptide und Proteine in Eukaryonten vor dem Abbau bewahren
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(Met, Ser, Ala, Thr, Val, Gly und Cys)[zm] und andererseits ist durch die
D-Konfiguration gewahrleistet, dass kein Abbau durch Exopeptidasen erfolgen kann.
Im Gegensatz zu der Aminogruppe von Cys’' ist die C-terminale Carboxylfunktion
von Trp” in 16 ohne Bindungsverlust substituierbar. Die synthetischen Zuginge zu
den in Abbildung 36 dargestellten Modifikationen 71-76 werden nachfolgend
beschrieben.

Die Synthese des Peptides mit der Modifikation Trp’°-NH, (71) am C-Terminus in 5
erfolgte liber das kommerziell erhiltliche Sieber-Amidharz nach dem in Abbildung 37

dargestellten, allgemeinen Schema.

Peptid
NH H—| Peptid(©@) Ny
Eluieren mit
automatisierte 1%TFA/DCM .
0= " Peptid
O o O o Peptidsynthese O o O O/\O in NaHCO,/MeOH H ptid(g) —NH,

Sieber-Amidharz

Abbildung 37: Synthese C-terminaler, geschiitzter (g) Peptidamide mittels Sieber-
Amidharz durch automatisierte Festphasensynthese und anschliefpender 'flow'-Elution

zur schnellen Neutralisierung.

Die Kupplung der ersten Aminosdure Fmoc-Trp(Boc)-OH und die Synthese des
geschiitzten Peptids erfolgt unter den allgemeinen, in den Kapiteln 3.2, 3.3.1 und 7.3
beschriebenen Bedingungen. Anschlieend wurde in einem Zweistufenprozess erst das
geschiitzte  Peptid vom  Harz  abgespalten und dann  separat die
Seitenkettenentschiitzung zu 71 durchgefiihrt. Die entsprechende Einstufensynthese
entschiitzter Peptidamide (simultane Abspaltung vom Harz und
Seitenkettenentschiitzung) mittels Rink-Amidharz hat nach eigenen Erfahrungen
hdufig zu verunreinigten Verbindungen infolge labiler Linkersysteme gefiihrt und
wurde aus diesem Grund nicht mehr angewendet.

Fiir die Synthese der C-terminalen Aminoalkoholpeptide 73-76 unter Verwendung der
auf Phenylalanin und Phenylglycin basierenden L- und D-Fmoc-Phe-ol (L- und D-83)
und L- und D-Fmoc-Phg-ol (L- und D-84) muss die Festphasensynthese geringfiigig

abgedndert werden. Zur Verankerung der C-terminalen Fmoc-Aminoalkohole stehen
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(2621 ynd ein

zwei verschiedene Linkersysteme zur Verfiigung, das bekannte TCP-Harz
von Ellman et al eingefiihrtes Dihydropyran(DHP)-Polystyrolharz.**! Der
Unterschied der beiden Linker besteht hauptsidchlich in der Toleranz sterischer

gehinderter Seitenketten (Abbildung 38).

FmocNH FmocNH
j \@ ... N 1. automatisierte
| _J: DCM/DMF, 12h Peptidsynthese
N 2. TFA, TIPS, H,0O
> 73-76
FmocNHj/\© FmocNH 0} O
J‘@ ’
N
SUSE
Cl
O S
FmocNH4>WM

85

Abbildung 38: Belegung von TCP-Harz mit Fmoc-Aminoalkoholen 83 und 84 und
anschliefsende automatisierter Peptidsynthese zu 73-76. Der a-verzweigte Fmoc-

Aminoalkohol 85 konnte nicht an den Trityllinker gekuppelt werden.

Wihrend die Verankerung f-verzweigter Aminoalkohole 83 und 84 an TCP Harz in
12h in Anwesenheit von Pyridin gelingt, erwies es sich als unmdoglich, den
Aminoalkohol 85 an TCP zu verankern. Die C-terminalen Aminoalkoholpeptide 73-76
wurden in FACS-Analysen auf ihre uPAR-antagonistische Wirkung untersucht,
zeigten aber alle keinen Effekt. Moglicherweise spielte hier die sehr schlechte
Loslichkeit der Verbindungen oder aber im Fall der Aminoalkohole 84 der 'falsche’
Abstand des Aromaten zur Peptidkette eine entscheidende Rolle. Aufgrund der
nachfolgend geschilderten Ergebnisse fiir die Deletion der Carboxylgruppe bleiben
aber Zweifel an der Verldsslichkeit dieser Messreihe.

In einer letzten Modifikation wurde die Trp’’-Carboxylgruppe in 16 ganz entfernt und
die Auswirkung dieser Modifikation auf die biologische Aktivitdt untersucht. Da in
diesem Fall keine funktionelle Gruppe fiir die Bindung an die feste Phase zur
Verfiigung steht, musste die Synthese als Fragmentkondensation wie in Abbildung 39

gezeigt durchgefiihrt werden.
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H
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Fmoc—CNKYFSNIC—OH > Fmoc—CNKYFSNIC-NH

EDCI, HOB, Collidin
THF/DMF, RT, 4h

86 L-72 und D-72 60:40

Abbildung 39:  Synthese der  carboxydeletierten  Variante 72  von
cyclo[21,29] [D-Cys® Cys*J-uPAs; 5 16 durch Lésungssynthese. Die Racemisierung
des Cys’! lieferte nach der Entschiitzung und Trennung durch HPLC die beiden

potenziell biologisch aktiven Enantiomeren L-72 und D-72 im Verhdltnis 60:40.

Bei der Synthese wurde durch Verwendung des Systems von EDCI/HOBt die
Racemisierung an dem schon unter Peptidsynthesebedingungen racemisierungs-
gefahrdeten Cys(Trt) provoziert, um neben der Variation des C-Terminus gleichzeitig
den Einfluss der Stereochemie an dem verbriickenden Cys* auf die exocyclische
Indolfunktion untersuchen zu konnen (sieche auch Kapitel 3.3.2). Wie die FACS-
Analyse von L-72 und D-72 ergab, ist die Carboxylgruppe nicht an der
Rezeptorbindung beteiligt (Abbildung 40).
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Abbildung 40: Dosisabhdngige FACS-Analyse der C-terminalen Modifikationen 71,
L-72, und D-72 im Vergleich zu 16.
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Analog zu den Ergebnissen fiir die D-Aminosédurevarianten ist auch in diesem Fall das
L-Cys” Enantiomer 5 geringfiigig aktiver als die D-Verbindung 24, was eine
Beteiligung an einer konformationellen Stabilisierung der Trp-Seitenkette in 16
ausschlief3t.

Die Toleranz der C-terminalen Carboxylgruppe 6ffnet einen einfachen Zugang zu den
eingangs erwihnten Modifikation mittels Festphasensynthese. Weitere Seitenketten-

modifikationen der iibrigen Reste sind Thema des folgenden Kapitels.

3.3.7 Seitenkettenmodifikationen von cyclo[21,29] [D-CysZICys”]-uPAzmo

Der Ersatz von Aminosdureresten durch nichtproteinogene Seitenketten stellt neben
der Cyclisierung einen der wichtigsten Ansdtze zur Entwicklung proteasestabiler
peptidischer Wirkstoffe dar. Entsprechend wurden von M. Biirgle (Wilex AG) eine
Reihe modifizierter Abwandlungen von 16 synthetisiert (88-106) und mittels FACS-
Analyse auf uPAR-Bindung untersucht (siche Abbildung 41).
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Abbildung 41: Ubersicht der aktivsten Seitenkettenmodifikationen (ICs, in FACS) in
cyclo[21,29] [D-Cys®! Cys* J-uPAs; 59 16 bis 500 nM.
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Wie bereits in Kapitel 3.3.6 beschrieben hat die Art der Seitenketten starke
Auswirkungen auf die proteolytische Stabilitdt einer peptidischen Verbindung.
Insbesondere die Positionen 23 und 24 sind gleich mehrfach bedeutsam fiir die
Stabilitdt. Erstens handelt es sich bei der Kombination einer geladenen
Aminosédureseitenkette neben einer aromatischen oder sperrigen Seitenkette um zwei
Motive, die bevorzugte Erkennungssequenz zahlreicher Endopeptidasen sind.
Zweitens ist die Lysin-Seitenkette der wichtigste Bindungspunkt fiir die Ubiquitin-

Markierung!***+**!

zum Abbau von Proteinen und Peptiden in Eukaryonten (allerdings
handelt es sich dabei um einen cytosolischen Vorgang und ist hier wahrscheinlich
nicht von Bedeutung).

Wie aus Abbildung 41 ersichtlich sind die Seitenketten von Lys* und Tyr** gut durch
andere nichtproteinogene Aminosduren substituierbar. Im Fall von Lys® ist die
positive Ladung fiir die biologische Aktivitit nicht erforderlich, sondern nur abhingig
von der Lange der hydrophoben Seitenkette (89-96). Die grofite Aktivitéit zeigt dabei
die Modifikation durch die unverzweigte Kohlenwasserstoffkette des Norleucins in 89.
Auch im Fall von Tyr** ist die Seitenkette unter Erhalt der biologischen Aktivitit gut
durch andere aromatische (97, 98) und aliphatische (99), nichtproteinogene
Seitenketten ersetzbar. Diese Beobachtung scheint auch die Hypothese in den Kapiteln
3.3.1 und 3.3.3 zu bestitigen, dass die Seitenketten von Lys® und Tyr** eher an der
hydrophoben Stabilisierung der Peptidstruktur als an der eigentlichen Rezeptorbindung
beteiligt sind. Ebenfalls erwihnenswert ist die gute Substituierbarkeit von Ile*® durch
Nle (105) und Cha (106), was beziiglich der Entwicklung neuer Cyclisierungstrategien
von Bedeutung ist.

Neben der Ermittlung der biologischen Aktivitit in FACS-Analysen ist die
Untersuchung der beschriebenen Verbindungen beziiglich proteolytischer Stabilitit,
Toxizitdt und Inhibition der Angiogenese bzw. des Tumorwachstums (proof-of-
principle) in biologischen Systemen von grofer Bedeutung fiir die Entwicklung eines

Wirkstoffes und ist Thema des folgenden Abschnitts.
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3.4 Proteolytische Stabilititen, Toxizititen und ex vivo Unter-
suchungen an cyclo[21,29][D-CySZICyszg]-uPAzl_m (16) und

-Derivaten

3.4.1 Proteolytische Stabilitiaten
In den von M. Biirgle (Wilex AG) durchgefithrten Untersuchungen zum
proteolytischen Abbau wurden die Stabilititen von cyclo[19,31]-uPA¢3, 107, mit

denen von 16 und den entsprechenden Lys23 -Modifikationen (Nle 89, Orn 94, Dab 93
und Dap 96) in Vollblut, Serum, uPA und Plasmin verglichen (Tabelle 4).

Tabelle 4: Stabilititen ausgewdhliter Verbindungen gegeniiber Vollblut, Plasma, uPA

und Plasmin.

Verbindung Enzymsystem Stabilitit % / [h]
cyclo[19,31]-uPA 4.3, 107 20/0.25; -/1
cyclo[21,29][D-Cys?' Cys™]-uPA, ;50 16 Vollblut 100/24
Lys>’-Modifikationen 89, 93, 94 und 96 100/24
cyclo[19,31]-uPA 4.5, 107 20/0.25; -/1
cyclo[21,29][D-Cys®' Cys™]-uPA, ;30 16 Serum 100/24
Lys*-Modifikationen 89, 93, 94 und 96 100/24
cyclo[19,31]-uPA 4.3, 107 n.d.
cyclo[21,29][D-Cys?' Cys™]-uPA, ;50 16 uPA 100/24
Lys>’-Modifikationen 89, 93, 94 und 96 100/24
cyclo[19,31]-uPA .3, 107 -/1
cyclo[21,29][D-Cys®' Cys™]-uPAs ;50 16 Plasmin /1
Lys>’-Modifikationen 89, 93, 94 und 96 100/24

Auffallend ist die bereits im Fall von 16 bestehende Resistenz gegen proteolytischen
Abbau in Vollblut und Serum im Vergleich zu dem groBeren cyclischen Peptid
cyclo[19,31]-uPA 4.3, 107, dass bereits nach 15 min. zu 80% abgebaut ist. Besondere



74 3. Entwicklung von uPAR-Antagonisten

Bedeutung kommt der Stabilitdt gegeniiber uPA und Plasmin zu, die dem biologischen
Mechanismus der Metastasierung zufolge in erhohter Konzentration auf der
Zelloberfliche vorliegen. Entsprechend wichtig ist die Beobachtung, dass zwar beide
uPA, 3-Peptide stabil gegeniiber uPA sind, aber erst nach Modifikation an Lys23 (89,
93, 94 und 96) resistent gegen den Abbau durch Plasmin werden.

3.4.2 Zelltoxizitit

Die Untersuchung der Zelltoxizitidt ist Voraussetzung fiir die Entwicklung von

Wirkstoffen und wurde bei der Wilex AG durchgefiihrt (siche Abbildung 42).
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Abbildung 42: Dosisabhdngige Zelliiberlebensraten verschiedener Tumorzelllinien

fiir cyclo[21,29] [D-Cys® Cys™]-uPA45, 39 (16).

Bei diesem Test wurde der Einfluss von 16 auf die Uberlebensfihigkeit verschiedener
Zelllinien in Abhdngigkeit von der Wirkstoffkonzentration untersucht.

Wie aus Abbildung 42 ersichtlicht zeigt einzig HL-60 (humane, akute promyelytische
Leukdmie) bei Konzentrationen oberhalb von 1 mM einen Effekt in der

dosisabhingigen Zelliiberlebensrate, weshalb 16 als nicht toxisch eingestuft werden
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kann (die toxische Konzentration fiir HL-60 entspricht immerhin einer Lésung 1.3

g 16/ mL!).

3.4.3 Angiogeneseinhibition ex vivo

Die bereits in Kapitel 2.1.2 beschriebenen Auswirkungen der Bindung von uPA an
uPAR leitet eine Aktivierungskaskade ein, die zur Aktivierung von Plasminogen und
diversen MMP's fiihrt. Die folgende Freisetzung bzw. Aktivierung von
Wachstumsfaktoren wie VEGF, FGF-2 oder TGFp fiihrt zu einer beschleunigten
Tumorzellinvasion und tumorassoziierten Angiogenese.!'*!7%266]

Zur Untersuchung des antiangiogenetischen Potenzials der in den vorherigen Kapiteln
beschriebenen uPAR-Antagonisten kamen zwei Methoden zum Einsatz. In ersten
Experimenten wurde im Auftrag der Wilex AG der Einfluss der beiden uPAR-

Antagonisten 16 und 89 auf die Bildung von kapillardhnlichen Strukturen in humanen

mikrovascularen Endothelzellen (hMVEG, in Fibrinmatrices) untersucht (Abbildung
43) 1267269
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Abbildung 43: Dosisabhdngiger Effekt von Peptiden 16 (Dreiecke) und 89 (Quadrate)
auf die bFGF/TNF a-induzierte in vitro Angiogenese von hMVE-Zellen nach drei
Tagen.
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Beide untersuchten Verbindungen zeigten eine deutliche Inhibition der
Kapillarstrukturbildung, wobei 16 mit bis zu 44% im Vergleich zu 89 mit bis zu 74%
Inhibition ein etwas schlechteres Verhalten zeigte. Bei keiner der eingesetzten
Wirkstoffkonzentrationen wurde Cytotoxizitit gegeniiber den hMVE-Zellen
beobachtet.

Bei der zweiten verwendeten Methode zur Untersuchung der in vitro
Angiogeneseinhibition durch die Verbindungen 16 und 89 handelte es sich um den rat
aortic assay, bei dem die Wirkung auf das Angiogeneseverhalten von in Matrigel
eingebetteten Rattenaorten detektiert wird.>’*>"!

Wie in Abbildung 44 zu sehen ist, inhibiert 16 die Bildung von Kapillaren bei einer
Konzentration von 10 pg / mL.

Abbildung 44: Inhibition der Angiogenese im rat aortic assay nach 5 Tagen (links:
Aprotinin als Positivkontrolle, Mitte: inaktives Kontrollpeptid Hph> 108, rechts: 16.)

Wihrend erwartungsgeméll Aprotinin als Positivkontrolle und das Kontrollpeptid
cyclo[21,29][D-Cys* ' Hph*Cys*’]-uPA,; 5, 108 (keine uPAR-antagonistische Aktivitit
in FACS-Analysen) die Angiogenese inhibierten bzw. nicht beeinflussten, zeigte
iiberraschend die Nle*-Variante 89 keine detektierbare inhibitorische Aktivitit. Diese
Beobachtung konnte die Folge einer Artenspezifitit sein, da in allen Spezies die
Position 23 eine positive Ladung in der Seitenkette tragt. Wiahrend im humanen uPAR
die Ladung fiir die Bindung keine Bedeutung hat, ist es moglich, dass eine positiv
geladene Gruppe fiir die Liganderkennung beim Rattenrezeptor essentiell ist. Die
Auswirkungen der Artspezifitit auf mogliche in vivo Untersuchungen sind Thema des

folgenden Kapitels.
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3.4.4 Das Problem der Artenbarriere fiir in vivo Modelle

Die Artenbarriere stellt ein grundlegendes Problem bei der Etablierung eines
verlédsslichen in vivo assays dar und konnte vorerst nur durch die Verwendung eines
Gewebexenografts (Einbringung humaner Krebszelllinien in das Peritoneum von
immundefizienten Nacktmiusen) und die intraperitoneale Injektion der Wirkstoffe

[14.179:269] g in diesem Fall allerdings das Tumorgewebe humanes

umgangen werden.
uPA und uPAR exprimiert und die stromalen Zellen (Fibroblasten und Makrophagen)
murines werden die Testergebnisse deutlich verfdlscht, da beide Systeme zum
Tumorwachstum beitragen.**”!

Ein vielversprechender Ansatz zur Etablierung eines 'echten' in vivo Modells wurde
kiirzlich von Dang et al. in einem Patent offengelegt, in dem nach Sequenzvergleichen
zwischen humanem und murinem uPAR eine einzige Seitenkette im huPAR (His**")
die Speziesspezifitit vermittelt. ' Da die entsprechende Stelle in anderen Spezies
nicht konserviert ist, schlagen die Autoren vor, durch gene targeting Gly*”> in muPAR

27 In diesem Mausstamm sollte dann die Bindung von

durch His*"* zu ersetzen.
muPA an muPAR unbeeinflusst bleiben, aber diese Wechselwirkung durch huPA oder
humanspezifische Antagonisten inhibierbar sein. Eine Uberpriifung dieses Konzeptes
im Mausmodell wird allerdings aufgrund der aufwendigen molekularbiologischen

Verfahren erst in einigen Jahren zu erwarten sein.
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4 Entwicklung einer Methode zum kombinatorischen spatial
screening mittels Ringschlussolefinmetathese (RCM) in

uPA-Epitopen an fester Phase

4.1 Allgemeine Aspekte zur Entwicklung von Inhibitoren fiir die

uPA/uPAR-Wechselwirkung

Wie bereits in der Einleitung erwéhnt, ist die Entwicklung kleiner organischer (leicht
zuginglicher) und oral bioverfiigbarer Wirkstoffe letztlich das Ziel jeder
(kommerziellen) Pharmaforschung. Nach wie vor konkurrieren aber die jeweiligen
Befiirworter der zwei grundsitzlichen Losungsansétze (rationales Design versus
kombinatorische Chemie) um die Meinungsfiihrerschaft in der pharmazeutischen
Forschung. Gegenwirtig setzt sich langsam die Erkenntnis durch, dass weder die eine
noch die andere Methode den einzigen, erfolgversprechenden Weg reprisentieren
kann, solange niitzliche Informationen oder Methoden auf dem Weg zum Arzneimittel
ignoriert werden.

Dem auf dem modelling basierenden Ansatz stehen im Optimalfall bekannte,
moglichst rigide Ligand- (kleine Molekiile bis hin zu Proteinen) und
Rezeptorstrukturen im gebundenen Zustand zur Verfiigung, anhand derer dann kleine
organische Molekiile in die entsprechenden Bindungstaschen eingepasst werden

(2732761 Da es sich aber bei pharmazeutisch interessanten fargets oft um sehr

konnen.
grofBe, glycosylierte und/oder transmembrane Rezeptoren mit hdufig ausgedehnten
Epitopen handelt, stehen entsprechende Losungsstrukturen selten zur Verfligung.
Kristallstrukturen konnen diesen Strukturen aber aufgrund ihrer hohen Wassergehalte
als quasi-Losung sehr nahe kommen und stellen deshalb eine héufig verwendete
Alternative dar. Besonders im Fall ausgedehnter Epitope in Protein bietet das
modelling aufgrund der groBen Flexibilitit der Liganden kaum Ansatzpunkte zur
Entwicklung einer Leitstruktur.

In der kombinatorischen Chemie wird der klassische Syntheseweg einer Verbindung

dahingehend abgewandelt, dass in jedem verkniipfenden Syntheseschritt nicht mehr

nur ein Baustein eingesetzt wird, sondern viele verschiedene Bausteine entweder als
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Substanzgemische verwendet werden, oder durch Parallelsynthese aller moglicher
Kombinationen im Laufe der Synthese eine sehr groBe Zahl von Verbindungen

erhalten wird (Abbildung 45).*!
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Abbildung 45: Prinzip der kombinatorischen Synthese. Die Kombination von jeweils

10 Bausteinen X und Y resultiert bereits in 100 verschiedenen Produkten.

Die Kupplungsreaktion kann dabei als Reaktion von Gemischen oder einzelnen
Verbindungen in getrennten Gefdllen erfolgen. Die letztere Methode hat den Vorteil,
dass Verbindung unterschiedlicher Reaktivitét in getrennten Ansédtzen zu vollstindigen
Umsatz bringen lassen. Dieses ist die Vorraussetzung, um alle theoretisch zu
erwartenden Produkte in moglichst 4dquimolaren Verhiltnissen zu erhalten.
Entsprechend wurde das Potenzial der kombinatorischen Chemie auch zuerst von
Peptidchemikern entdeckt und dann aufgrund der schlechten Wirkstoffeigenschaften
von Peptiden auf die Festphasensynthese kleiner organischer Molekiile iibertragen. Die
Einschrinkung der einsetzbaren Synthesemethoden zusammen mit der Zahl von allein
10* theoretisch denkbaren organischen Verbindungen mit einem pharmazeutisch
relevanten Molgewicht <750 fiihrt zu dem Problem der Realisierung einer moglichst
diversen Substanzmischung (moglichst viele Pharmakophore in allen rdumlichen
Positionen) um eine hohe Trefferwahrscheinlichkeit zu erreichen. Fiir den Fall des
wahllosen high throughput screenings (HTS) bestehender Bibliotheken kleiner
organischer Molekiile auf Inhibition von Protein-Protein-Wechselwirkungen sind aber
kaum Erfolge dokumentiert, da die synthetischen Liganden vermutlich zu flexibel sind

. . . . . 457
bzw. an einen zu kleinen Bereich des Proteins binden.[*>”!
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Aus diesem Grund versucht man, Informationen iiber die Bindungseigenschaften
bereits identifizierter Liganden in die Planung der Bibliotheken mit einflieBen zu
lassen (focused oder biased libraries). Bei der Ubertragung von Informationen iiber
einen relativ grolen peptidischen Wirkstoff auf die Synthesestrategie fiir eine

nichtpeptidischen Verbindungsbibliothek treten allerdings zwei Probleme auf:

e grofle Flexibilitit der peptidischen Verbindung und dadurch wenige
Informationen iiber die rdumliche Anordnung der fiir die Bindung essentiellen
Seitenketten im gebundenen Zustand (siehe oben)

e kaum Informationen iiber eine Beteiligung des Riickgrates an der Bindung zum
Rezeptor, da entsprechende Modifikationen auch zu Verdnderungen der

(Losungs-)Struktur fithren konnen.

Der erfolgversprechendste Ansatz scheint daher zu sein, in bestehenden
Proteinepitopen, in sich wiederholenden Optimierungscyclen die biologischen
Aktivitdt durch Cyclisierung oder die Induktion von Sekundirstrukturen zu steigern
und durch schrittweise Deletionen der exocyclischen Reste das Minimalepitop
einzukreisen, bis ab einer gewissen GroBe bzw. Rigiditit ein peptidomimetischer
Ersatz der Aminosduren oder ein rationales Design nichtpeptidischer Verbindungen
moglich wird.

Der Cyclisierung iiber Seitenketten kommt dabei besondere Bedeutung zu, da sie eine
Rigidisierung des Molekiils ermoglicht, dabei aber die funktionellen Gruppen im
Molekiil (auBler den Cyclisierungspunkten) unverdndert lasst. Diese Strategie hat schon
im Fall des in Kapitel 3.1 beschriebenen cyclo[19,31]-uPA 9.3, (4) durch schrittweise
Verschiebung der Disulfidbriicke und Deletion der exocyclischen Reste zur
Auffindung des kleineren cyclo[21,29][Cys>'**]-uPA 30 (5) gefiihrt, von dem nach
Analyse und Optimierung der Seitenketten zu 16 eine NMR-Struktur erhalten werden
konnte. Von den Methoden zur Seitenkettencyclisierungen sind die zur Bildung von
Disulfiden'®*'**"”1 (Cys, Hcy, Pen) und Amidgruppen®*******"1 (Dap, Dab, Orn,
Lys, Asp, Glu, Asu) am weitesten verbreitet, da die entsprechenden Aminoséure-
bausteine kommerziell erhéltlich sind und die Verkniipfungsreaktionen bei geeigneter

konformationeller Beweglichkeit der Verbindung quantitativ verlaufen konnen.
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Nachteilig ist, dass die selektive Verkniipfungsreaktion den Einsatz einer orthogonalen
Schutzgruppe erforderlich macht und dariiber hinaus die resultierenden Bindungen
unter physiologischen Bedingungen unter Umstdnden nicht stabil sind, bzw. die
verbriickende Aminosdure immer noch eine proteinogene ist (Anfalligkeit flir Spaltung
des Riickgrates durch Proteasen).

Weiterhin wurden auch zahlreiche Verkniipfungsreaktionen fiir Makrocyclisierungen
eingesetzt, die in physiologisch stabilen Briicken resultieren (iiberwiegend zur

Synthese und Stabilisierung von furn-Mimetika) (Abbildung 46).12%52]

~
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Abbildung 46: Ausgewdhlite Beispiele zur Makrocyclisierung von peptidischen
Verbindungen durch nukleophile Substitutionen und C-C-Verkniipfungen zu 109-114.

Aufgrund der Untersuchungen zur Substituierbarkeit der Seitenketten in 16 erscheint
eine Verkniipfung von Kohlenwasserstoffseitenketten (tolerierte Seitenketten mit nur
gering verdnderten Aktivitdten: Asn*>-Ala 7, Lys*-Nle 89, Asn*’-Ala 12 und Ile**-Nle
105, siehe Kapitel 3.3.1 und 3.3.7) die naheliegendste Cyclisierungsstrategie mit der
geringsten Storung der peptidischen Struktur zu sein (die NMR-Struktur offenbart
cbenfalls eine enge Nachbarschaft der Seitenketten von Asn*> und Ile*®, siche
Kapitel 3.3.3). Aufgrund der Entwicklung chemisch definierter Katalysatoren, ist in
den letzten Jahren die katalytische Olefinmetathese zu grofer Bedeutung gelangt.
Deren Einsatz in der bioorganischen Chemie und die Entwicklung einer Methode zu
deren kombinatorischen Anwendung in der Wirkstoffsuche wird in den folgenden

Kapiteln eingehend beschrieben.
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4.2 Die Olefinmetathese in der bioorganischen Chemie
4.2.1 Grundlagen der Ringschlussolefinmetathese (RCM)
Die heterogen katalysierte Olefinmetathese ist eine seit langem bekannte Methode, die

vor allem in der Produktion von Erzeugnissen fiir die Petro- und Polymerchemie eine

wichtige Rolle spielt (Abbildung 47).1%%!

R' ! R

113 2 2 1 2 1 2
ROT R Kt RIR RIR Ci Kat. ©+|H
R3 L RS R*SR* R* R X

116 = 117 118 119 120

Abbildung 47: Prinzip der Olefinmetathese. Die Produktverteilung erfolgt bei
unsymmetrischen oder Olefingemischen 115/116 statistisch zu 117/118 (und E/Z-
Isomere!). Steigerungen der Ausbeuten in cyclischen Verbindungen (119) sind durch

Entfernung eines Reaktionspartner (Ethen) aus dem Reaktionsgleichgewicht moglich.

Als Katalysatoren werden Ubergangsmetallverbindungen verwendet, z.B. MoOs;,
WCl¢/SnMe,;, Re,O;. Der allgemein anerkannte Reaktionsmechanismus der
Metathesereaktion (Chauvin-Mechanismus, Abbildung 48)"*°”! besteht in der formalen
Abfolge von Cycloadditions- und -reversionsschritten, wahrend dieser Metallcarben-
und Metallacyclobutan-Zwischenstufen (121-124) durchlaufen werden, die alle
reversibel sind, weshalb die Cyclisierung von terminalen Olefinen 120 zu 125 in
besonders guten Ausbeuten verlduft (Entfernung des Reaktionsproduktes Ethen aus

dem Gleichgewicht).
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Abbildung 48: Chauvin-Mechanismus der Ringschlussolefinmetathese.

Einen Durchbruch in der organische Synthese erlebte die homogen katalysierte

[296,298-301]

Olefinmetathese mit der Einfiihrung chemisch definierter, hochaktiver und

kommerziell verfiigbarer Katalysatoren 126 von Grubbs et al., dessen Initiation des

katalytischen Cyclus in Abbildung 49 gezeigt ist.>***"!

-PC 1 Cl
cl 'R = — CI- Ru Cl— Ru

cr - “+PCy;
PCys "R =Lpcy, R/Z 128

CysP ¢
katalytische D —— CI—RD
Metathese A

R™ 129

Abbildung 49: [Initiation des katalytischen Cyclus von Alkylidenruthenium-
katalysatoren mit Tricyclohexylphosphinliganden 126. Die Dissoziation eines

Phosphinliganden von 127 zu 128 ist essentiell fiir hohe Reaktivitditen.

Die Rutheniumcarbene zeichnen sich im Gegensatz zu den hochaktiven, von Schrock
et al. bereits 1988 eingefiihrten Katalysatoren auf Molybdinbasis 130°°**%! durch

eine wesentlich groBere Stabilitit gegeniiber Wasser und Sauerstoff aus, zeigen aber
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noch eine ausreichende Reaktionsgeschwindigkeit mit sterisch nicht gehinderten
Olefinen (gleiches gilt auch fiir die zeitgleich von Hoveyda et al. entwickelten,
zuriickgewinnbaren Katalysatoren 131 und 132,°%! siche Abbildung 50). Die
Dissoziation eines Phosphinliganden ist dabei essentiell fiir die Einleitung des
katalytischen Cyclus (siehe oben), entsprechend fiihrten erste Variationen in Richtung
der Optimierung der Phosphinliganden mittels doppelter Substitution durch die fest
bindenden N-heterocyclischen Carbenliganden (NHC) anfangs zwar zu Katalysatoren,
die eine grofle Toleranz gegeniiber sterischen Hinderungen an Olefinen aufwiesen,
aber nur sehr geringe Reaktionsgeschwindigkeiten aufwiesen. Schlieflich fiihrte die
stiirmische Entwicklung von gemischt NHC/Phosphin-substitutierten Verbindungen in
den letzten zwei Jahren zu - auch bei sterisch gehinderten Olefinen! - hochaktiven

Katalysatoren 133,77

die aufgrund der sehr fest bindenden Liganden zur
Immobilisierung in 134 verwendet werden konnten (Abbildung 50)."'>'* Neuerdings
wurden durch die Einfiihrung chiraler NHC-Liganden auch asymmetrischen RCM-

Reaktionen verwirklicht.*"!

N
o
PEG\O Mes/N N‘Mes
N [na) Y

(
I
(F3C)2(MG)CO-|>/I|IO\ OMO (C:)II'RIU_
(F3C)2(Me)CO o} PCy;

130 131, 132 (PEG) 133, 134 (PS)

Abbildung 50: Metathesekatalysatoren 130, 131 und 133 und immobilisierte (PEG
und Polystyrolharz, 132 und 134) Modifikationen.

Die Katalysatoren auf Rutheniumbasis zeigen eine sehr grofle Toleranz gegeniiber
zahlreichen funktionellen Gruppen, sind dariiber hinaus bemerkenswert stabil gegen
Wasser und Sauerstoff (aber meist weniger aktiv als 130) und ermdglichen
Makrocyclisierungen in guten Ausbeuten. Entsprechend zahlreich sind in den letzten

Jahren die Beispiele fiir den Einsatz der Ringschlussmetathese doppelt terminal
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olefinischer Verbindungen in der Synthese von Naturstoffen (zwei exemplarische

Beispiele 135 und 136 sind in Abbildung 51 dargestellt).*'®>""]

135 136

Abbildung 51: Naturstoffe, die mittels RCM in Losung (135) und an fester

Phase (136) unter simultaner Abspaltung der Zielverbindung erhalten werden.

Die Bildung der Doppelbindung in den Zielmolekiilen (Strategie der gleichzeitigen
Abspaltung vom Triger moglich!)?*>2"*32% erfolgt dabei als cis/trans-Gemisch, deren
Verteilung in Makrocyclen bis heute weder beeinflussbar noch vorhersagbar ist. Dies
macht entweder eine anschlieBende Reduktion erforderlich oder es muss eine
Trennung der Isomere versucht werden. In den Féllen, in denen nur ein Olefin-Isomer
das gewlinschte Produkt ist, bietet die von Flirstner et al. eingehend untersuchte und
angewendete Alkinmetathese und anschlieBende partielle Reduktion einen
Ausweg.m”

Neben der Synthese makrocyclischer Naturstoffe wurde die RCM auch héufig in der
Synthese von Peptidomimetika eingesetzt. Dabei werden entweder die cyclischen
Bausteine getrennt synthetisiert und eingebaut, oder aber nach Einbau der olefinischen
Seitenketten in peptidische Strukturen cyclisiert (Abbildung 52).°'%3223%7]
Entsprechende Anwendungen im kombinatorischen Bereich sind trotz der guten
Umsatzraten bis 90% kaum beschrieben. Einzig die Arbeiten von Piscopio et al. (139)
und Verdine et al. (143) haben die RCM-Reaktion auf eine Verwendung in der

kombinatorischen Synthese kleiner Cyclen untersucht und zur Generierung von

Bibliotheken verwendet (andere Arten von Bibliotheken wurden u. a. von Boger und
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Nicolaou et al. beschrieben und verwendeten die Kreuzmetathese von monoolefinisch

modifizierten Substanzen zur Dimelrisierung).[3 28-330]

@J , d %“"ﬂ

140
HN O I 6
(0] R
|I_| H OH O/N
N ~
= R4
141 143

Abbildung 52: Zusammenstellung einiger ausgewdhiter =~ RCM-cyclisierter

Peptidomimetika.

Wihrend kleine Cyclen von 5-9 Atomen hdufig in guten Ausbeuten erhalten werden
konnen, stellt die Makrocyclisierung allgemein hohe Anspriiche an eine
Reaktionsoptimierung im Hinblick auf eine kombinatorische split-pool-Synthese. So
fiihren  langsame  Reaktionsgeschwindigkeiten — aufgrund  sterischer  oder
konformationeller Hinderungen unabhidngig von der Cyclisierungsmethode zur
Bildung zahlreicher Nebenprodukte und machen die Reaktion unbrauchbar fiir einen
Finsatz in der kombinatorischen Synthese. Ein neuer, sehr eleganter Ansatz von
Schreiber et al. beziiglich der Vorhersage von Cyclisierungstendenzen beruht auf der
vinylogen Ubertragen von Cyclohexangeriisten auf groBere scaffolds durch Insertion
von (starren!) Amid- und Olefingruppen. Diese Strategie ermoglichte es, im Voraus
potenzielle Cyclen zu benennen, die in RCM mit hohen Ausbeuten reagieren und
somit die kombinatorische Festphasensynthese von sehr diversen Bibliotheken
ermdglicht.**"

Naheliegende Bausteine fiir die Einfithrung olefinischer Seitenketten in Molekiile sind
N-Alkenyle, Olefinester und Aminosduren mit olefinischen Seitenketten. In
zahlreichen Beispielen hat sich jedoch herausgestellt, dass die Nachbarschaft der
ungesittigten Seitenkette in Abhdngigkeit vom Abstand zu einer Carbonylgruppe die

Metathesereaktion verhindern kann. So haben Fiirstner et al. als erste postuliert, dass
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die enge Nachbarschaft zwischen Katalysator-koordiniertem Olefin und einer
Carbonyl- oder Ethergruppe (vergleiche auch Hoveyda-Katalysator 131!) in der
Bildung einer katalytische inaktiven, weil zu stabilen Spezies resultiert (Abbildung

53).

oC
OR K—)\ CO,Me

144 145 146 147
0]
QT/\\// QT/\\// QT/\\//\\ QT/\x¢’
H/\ HNH/\ BOCNHQ/\

148 149 150 151

Abbildung 53: In RCM-Reaktionen gering inaktive olefinische Verbindungen
(aufper 147). Einzelne Methyleninsertionen zwischen dem Carbonylkohlenstoff und der
Doppelbindung in 148-151 stellen die Reaktivitdten wieder her!

Eine mogliche Strategie, die RCM mit Vinylderivaten trotzdem zu ermdglichen
besteht in der Zugabe von Ti(OiPr),, das die Carbonylgruppen im Zielmolekiil durch
Koordination absittigt.!***) Weiterhin wurden auch die aciden Wasserstoffatome an C*
fir die schlechte Reaktivitit der Vinylglycinderivate verantwortlich gemacht.”**! So
reagiert z.B. das Vinylglycinolderivat 147 in guten Ausbeuten zum entsprechenden
RCM-Cyclus, wihrend die Carbonylverbindung 146 keine Reaktivitit zeigt (allerdings
zeigt auch die entsprechende N,O-cyclischen Verbindung keine Reaktion, weshalb
diese Erklirung fragwiirdig erscheint).*** Dariiber hinaus wurde von Weiler et al.
gefunden, dass der Abstand der Doppelbindung von dem Sauerstoffatom einer Ester-
oder Amidgruppe groB3en Einfluss auf die RCM-Reaktivitit des Eduktes hat. So zeigen
die Verbindungen 148-151 sehr geringe Umsidtze in RCM-Reaktion, wihrend die
Insertion einer Methylengruppe (bei gleicher RinggréBe) in guten Ausbeuten
reagieren. Ferner scheint die Anderung der elektronischen Eigenschaften der

Carbonylgruppe durch Substitution der Amidgruppe einen Einfluss auf die Reaktivitit
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der Verbindungen zu haben, wobei konformationelle Effekte nicht auszuschliessen
sind.**]

Nach den oben aufgefiihrten Zusammenhingen kommen also fiir die Synthese RCM-
cyclischer Peptide nur solche olefinischen Aminosduren in Frage, die Seitenketten-
langen von mindestens drei Atomen aufweisen. Der bisherige Einsatz dieser Strategie

in peptidischen Verbindungen ist im folgenden Kapitel beschrieben.

4.2.2 Ringschluss-Metathesereaktionen peptidischer Verbindungen

Wihrend das Potenzial der RCM in Peptiden bereits sehr frith nach der Einfiihrung
definierter Metathese-Katalysatoren von Grubbs et al. erkannt und in ersten
Modellverbindungen umgesetzt wurde, beschrdnkt sich der Einsatz der Methode bis
zum heutigen Tag auf einige wenige Beispiele, die im Wesentlichen die Stabilisierung

vorgeformter Sekundirstrukturen zum Inhalt haben (Abbildung 54). Neben den

3[333.336-338] [339]

gezeigten B-turns 152 und 15 und y-turns””" wurden in Peptiden auch B-

(340342 ynd o-Helices™*~** durch RCM ungesittigter Seitenketten stabilisiert.

5 OH \JLN
O*N@@ ;*
N o

FmocNH
153 HOOC

barrels

Abbildung 54: Stabilisierung von [(-turns durch RCM in Peptiden zu 152 und 153 an

fester Phase.

Im Gegensatz dazu existieren nur wenige Beispiele fiir RCM in Peptiden durch

Verkniipfung an solchen Stellen, die nicht explizit durch Vororientierung der
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Peptidkette stabilisiert sind. Zu dieser Gruppe gehoren die N-olefinierten Verbindung

aus der Arbeitsgruppe von Liskamp et al,”*?*" RCM-cyclische HIV-

Proteaseinhibitoren von Fujii et al.?***

] 13503511

und einige Peptidcyclen von Kazmaier et

Die Synthesen der olefinischen Aminosduren, die die Anwendung der RCM-Strategie

in Peptiden ermoglichen, sind im folgenden Kapitel beschrieben.

4.2.3 Racemische und enantioselektive Zuginge zu olefinischen Aminosiuren

Bei den geplanten, fiir die RCM-Reaktion zu verwendende Aminosdurederivaten mit
ungesittigten Seitenketten kommen aufgrund der zu erwartenden Reaktivitét
Seitenketten mit drei bis fiinf Kohlenstoffatomen in Betracht (siehe vorheriges
Kapitel). Entsprechend den Uberlegungen aus Kapitel 3.3.2 kommt der Stereochemie
der verbriickenden Aminosduren eine besondere Bedeutung zu und konnte bei falscher
Konfiguration zu einem so groBBen Aktivitdtsverlust fithren, dass eine schwach aktive
Substanz in den entsprechenden Tests {ibersehen wird. Aus diesem Grund sollten die
Verbriickungsstellen alle moglichen Kombinationen von Konfigurationen enthalten.
Die einfachste Methode dieses Konzept zu realisieren ist, die entsprechenden
Aminosduren als Racemate in die Peptidkette einzufithren, da auf diese Weise
-zumindest theoretisch- gleichzeitig alle vier Produkte gebildet werden konnen (ohne
die cis/trans-Isomere). Daneben ist die Synthese und der Einsatz von Racematen fiir
die verbriickenden olefinischen Aminosduren wesentlich effizienter, da nur eine
Synthese (statt vier getrennter Synthesen fiir alle D- und L-Aminosdurekombinationen)
durchgefiihrt werden muss und diese durch den Einsatz racemischer Bausteine deutlich
kostengiinstiger ist. Um eine moglicherweise aktive Substanz zu isolieren ist aber auch
eine enantioselektive Methode zur Resynthese der einzelnen diastereomerenreinen
Verbindungen notwendig. Diese Resynthese muss iiber den FEinbau von
enantiomerenreinen Aminoséduren erfolgen, um eine Identifizierung der Verbindung zu

ermoglichen.
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Der Zugang zu Aminosduren mit terminal olefinischen Seitenketten ist aufgrund der
chemischen Inertheit der Doppelbindung unproblematisch und ohne weitere
Schutzgruppentechnik ~ durch ~ Addition der  entsprechenden  olefinischen
Bromverbindungen an Nukleophile zu erreichen. Die Synthesen nach Strecker oder
Erlenmeyer sind aufgrund der harschen Bedingungen wihrend der Hydrolyse, bzw.
Reduktion der alkylierten Verbindungen nicht zu empfehlen, stattdessen bietet sich die
Route liber Acetamidomalonester an. Fiir die analogen enantioselektiven Synthesen

wurde eine Methode aus der Arbeitsgruppe von Myers evaluiert.

4.2.3.1 Racemische Aminosiuresynthesen

Racemisches Allylglycin (Aminopentensdure, rAlg) ist kommerziell erhéltlich und
musste nur entsprechend dem letzten Schritt in Abbildung 55 zu Fmoc-rAlg-OH
(rac-154) geschiitzt werden.

Die racemische Synthese von rac-N-Fmoc-2-amino-5-hexensidure (Fmoc-rhAlg-OH,
160) erfolgte iiber die Alkylierung der kommerziell erhéltlichen Acetamidomalon-
sdurediethylesters 155 durch Deprotonierung mittels NaH und der anschlieBenden

Alkylierung mit 4-Brom-1-buten 156, wie in Abbildung 55 dargestellt.

0
(@] Vam
0+_0O — H
o -~ B 1% o/ % 2eq.NaOH, 16hy ~ N
M A0 TNar DWF 07C 20 min ~ WOEOH efx I L
Ho 1h RT, dann 10h 90 °C o)
155 157, 70% 158, 90%
H
N 8eq.NaOH, _ H=N X _Fmoc-ONSu _ FmocNH N
I Loon 16h, H,0, reflux Soon CO(CHg),/H,0 Soon
1eq. NaHCO3
158 159, 78% 160, 97%

Abbildung 55: Synthese von racemischer Fmoc-Aminohexensdure 160 ausgehend von

Acetamidomalonsdurediethylester 155 und 4-Brom-1-buten 156.
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Die Reaktionssequenz bietet den Vorteil, dass auBler 157 (chromatographische
Reinigung an Kieselgel) alle anderen Reaktionsprodukte 158-160 durch Kristallisation
zu reinigen sind.

Die entsprechenden Reaktionen, die zur rac-N-Fmoc-2-Amino-6-heptensiure

(Fmoc-rbhAlg-OH, 165) fiihrt sind in Abbildung 56 dargestellt.

Oo ,—
H
0.0 Br _<
)Cf\ I(\/ Y % 2 eq. NaOH, 16h N =
O_~ NaH, DMF, 0 °C, 20 min H,O/EtOH, reflux
H 1h RT, dann 10h 90 °C (0] © COOoH
(0]
155 162, 85% 163, 97%
H
\H/N\TW 8 eq. NaOH, HZNM Fmoc-ONSu FmocNH\]W
16h, H0, reflux CO(CHs),/H,0
O COOH COOH COOH
1eq. NaHCO;
163 164 165, 79% uber beide Stufen

Abbildung 56: Synthese von racemischer Fmoc-Aminoheptensdure 165 ausgehend

von Acetamidomalonsdurediethylester 155 und 5-Brom-1-penten 161.

In Analogie zur Synthese von Fmoc-Aminohexensdure 160 bedarf es auch hier nur
einer einzigen chromatographischen Reinigung nach der Reaktion von 155 zu 162,
wihrend alle anderen Reaktionsprodukte 163-165 durch Kristallisation zu reinigen

sind, was die Synthese sehr effizient gestaltet.

4.2.3.2 Enantioselektive Synthesen monoalkylierter Aminosiuren

Wihrend die Entscheidung fiir einen Syntheseweg fiir die racemischen olefinischen
Aminoséduren leicht zu fillen ist, kommen fiir die asymmetrische Variante wesentlich
mehr Methoden in Frage. Zu den verbreitetsten gehoren die Strategien nach
Evans (166) (enantioselektive Aminierung),”** Oppolzer's Sultamglycinate 167,1°2°>4

Belokon's  Reagenz 168,[355’356] Seebach's  chirale  N,0-Glycinacetale 169,[357]
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Schollkopf's Bislactimether 170%°* und enantioselektive Reduktionen der Erlenmeyer-

Azlactone 171 P¥7° (siche Abbildung 57). Dariiber hinaus werden noch die

[362

enzymatischen Racematspaltungen mittels Amidasen oder Acylasen®® und chirale

Varianten von Phasentransferkatalysen hiufig eingesetzt.

(o) Ph i
_N = N R’
\,—&/ s \‘(\N/kph
/ 0, O
166 167 168

O N o)
c}\\N \"f)\ Q
t ¥ O/\ /)\@
z = >N
_7 O /\ Rn
169 170 171

Abbildung 57: Hdufig eingesetzte chirale Edukte 166-171 zur enantioselektiven

Synthese von a-Aminosduren.

Alle Methoden sind mit gewissen Nachteilen hinsichtlich stereochemischer Induktion,
Herstellung bzw. hohen Kosten der chiralen Auxiliare, Optimierung von
Racematspaltungen, Abspaltung der chiralen Auxiliare 0.4. verbunden.

Eine sehr attraktive Alternative schien die kiirzlich von Mpyers et al. publizierte
Methode zu sein, die (R,R)- und (S,S)-Pseudoephedrine (172) als chirale Auxiliare

363367) Diese Naturstoffe sind in groBen Mengen kommerziell verfiigbar

verwendet.
(allerdings tiberwachungspflichtig durch das BfArM) und mit einem Preis von ca.
DM 3,-/g ausgesprochen preiswert. Der groflte Vorteil fiir den Einsatz als chirales
Auxiliar ist aber die Tatsache, dass viele C“-substituierte Analoge der
Pseudoephedringlycinate 174 sehr gut als Hydrate kristallisierbar sind, was prinzipiell
die Reinigung der Produkte entscheidend vereinfachen und beschleunigen sollte. Die
publizierte Synthese von 174 nach der in Abbildung 58 dargestellten Route sollte
eigentlich zu einer kostengiinstigen Synthese ausgehend von dem billigen

Glycinmethylesterhydrochlorid (173*HCI) und Lithium-sButylat fithren. Bei dieser

Strategie erfolgt kein Einsatz trockenen Lithiumchlorids, die Reaktionen werden bei
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Raumtemperatur durchgefiihrt, die Reaktionszeiten sind sehr kurz und die

Verwendung des polymerisierbaren, freien Glycinmethylesters (173) wird vermieden.

173*HCI O

NH*HCI
~No

LiOtBu, THF, 23 °C, 2h
©\/'\ oder ©\/\ JJ\/NH2
OH

NH
= | Destillation(polymerisierbar)

OH LiOMe, LiCl, THF, 0 °C, 7h
(RR)-172 73 0 (R,R)-174
NH
\O 2

Abbildung 58: Vereinfachte Synthese von Ephedringlycinaten (R,R)-174 nach Myers.

Der Versuch die Synthese nachzuvollziehen fiihrte allerdings auch zur Bildung
grofBerer Mengen der entsprechenden Oligomere 175 und anderer nicht identifizierter

Nebenprodukte (Abbildung 59).

173*HCI O
©\)\ ~o NH*HCI
LiotBu, THF, 23 °C, 2h ©\J\ ©\J\
NH JJ\/N
¥~ “NH J\/ 2 NH,
oH | \HA
(R,R)-174 R R) 175
(R,R)-172 53% 25%
173*HCI O
o NH*HCI
H LiOtBu, THF, 23 °C, 2h _
©Y\NH ©\‘/\ JJ\/NHZ ©\‘/\ JJ\/N\n/\NH2
oH |
(S,9)-174 175
(S,9)-172 46% 22%

Abbildung 59: Acylierung von (R,R)- und (S,S)-172 durch Glycinmethylester-
hydrochlorid 173*HCI und LiOtBu als Base fiihrt zur Bildung der Oligomeren (R,R)-
und (S,S)-175 (HPLC-MS Analyse).

Der entsprechende Ansatz mit (S,S)-172 fiihrte zum gleichen Ergebnis. Da sich beide

Pseudoephedringlycinate auch durch Kristallisation nicht von den Nebenprodukten
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abtrennen lieBen (AnsatzgroBen um 50 g sind im Labormalfstab auch nicht effizient
durch Chromatographie zu reinigen), wurden die entsprechenden Auxiliare (R,R)- und
(S,S)-172 durch basische Hydrolyse der Reaktionsprodukte wieder abgespalten und
konnte auf diese Weise zu 89% bzw. 83% zuriickgewonnen werden (siehe dazu auch
die Auxiliarabspaltung in Abbildung 62).

In einem erneuten Ansatz wurde der Syntheseweg nach der frither publizierten
Methode der Kupplung von Boc-Gly-OH mittels Pivaloylchlorid und Et;N an (R,R)-
und (S,S)-172 angewendet (Abbildung 60).5¢*=

1. (H3C)3CCOCI 177

Et,N, DCM, 0 °C, 3h ©\/L
N *
NH + HOJ\/ 7< 2. HCI, MeOH/H,0 ANz H0

oH | 176 O 0°C, 3h .
3. Umkristallisieren (R R)-174"H0
(R,R)-172 aus THF/H,0 75%
1. (HsC)sCCOCI 177
: Oy Et;N, DCM, 0 °C, 3h N ©
: 3 ’ ’ o B
: )J\/N O > : J‘J\/NHZ*Hzo
rlle + HO e 7< 2. HCI, MeOH/H,0 N
OH 176 O 0°C, 3h OH .
3. Umkristallisieren (S SH174"H0
(S,9)-172 aus THF/H,O 72%

Abbildung 60: Synthese von (R,R)- und (S,S)-174*H,0 durch Kupplung von
Boc-Gly-OH 176 an (R,R)- und (S,S)-172 mittels Pivaloychlorid 177 und TEA, Boc-

Entschiitzung und Kristallisation aus wdssrigem THF.

Die Ausbeuten der reinen Verbindungen (R,R)- und (S,S)-174*H,O liegen hier
deutlich oberhalb der in Abbildung 59 beschriebenen Methode, obwohl die
Kristallisation nicht optimiert ist, d.h. die Mutterlauge enthielt noch groflere Mengen
Produkt. Ferner tritt hier nicht die Bildung der durch Kiristallisation schlecht
abtrennbaren Oligomeren 175 auf.

Die Alkylierung von (R,R)- und (S,S)-174*H,0O wurde anschlieBend ebenfalls nach
einer von Myers et al. publizierten Methode durchgefiihrt.”®”) Um die hohen
Enantiomereniiberschiisse bei der Alkylierung zu erreichen, ist der Einsatz von

mindestens 2 eq. LiCl notig (Vorkoordinierung der sonst linearen Enolatspezies) und
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der Einsatz von LDA als gédngiger Base macht deren genaue Dosierung unabdingbar
(Baseniiberschiisse ~ filhren zur Bildung zahlreicher Nebenprodukte, wie
Oligomeren 175 und freiem 172 durch basische Spaltung). Da sich die Handhabung
von wasserfreiem LiCl in absoluten Losungsmitteln und die Quantifizierung von LDA
als unpraktisch erwiesen haben, wurde die in Abbildung 61 dargestellte modifizierte

Variante zur Alkylierung verwendet.

o\ O\
2 Li, /SI\N,SI\
cl H 179 \/ \/ .
NN > Si_ .Si_ +LiCl
THF, 12 h, RT TN
178 -Hexan Li
180
\/ \/
+3.4eq. Si. N Si_t LiCl
’ Li
J\/NHQ*HQO Li 180 -2 NH
THF, 0 °C, 1h

6
(R,R)-174*H,0

©\/‘\ OI . e /\/Br ©\/‘\ i
182
*-~NH > NH,*H,O
Y N 1.0 °C, 1h, RT 3h N 272
oL | 18 2h,0 Ho|

3. Kristallisation mit H,0 |
(R,R,R)-183*H,0

ol

68%

Abbildung 61: Eintopfreaktion zur Deprotonierung der (R,R)- und (S,S)-174*H,0
(hier nur die R ,R-Form gezeigt, die S,S-Form resultiert in dem spiegelbildlichen
Diastereomer) mittels in situ erzeugtem LHMDS 180 und anschliefsende Alkylierung
mit Allylbromid 182 zu (R,R,R)-183*H,0 nach Myers et al. (68% (R,R,R)-183 nach
Kristallisation und 44% (S,S,5)-183*H,0 nach Flashchromatographie und

Kristallisation).

Aus der in situ-Generierung des LHMDS (180) im spéter fiir die Alkylierung
eingesetzten Losungsmittel und der Tolerierung von Baseniiberschiissen wéhrend der
Alkylierung resultiert auch ein geringerer Anspruch an die Qualitét des verwendeten
absoluten THF. Die vorherige Dehydratisierung der Hydrate (R,R)- und (S,S)-
174*H,0 entfillt somit ebenfalls.
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Wihrend das (R,R,R)-183*H,0O nach Hydrolyse des Reaktionsansatzes und basischer
Aufreinigung spontan aus dem Rohprodukt kristallisierte und aus wéssrigem Toluol
umkristallisiert werden konnte (68% Ausbeute, nicht optimiert), wurde im Fall des
(S,S,S)-183*H,0 eine vorherige chromatographische Reinigung an Kieselgel notig.
Anschlieendes Umkristallisieren aus wiassrigem Toluol ergab eine (nicht optimierte)
Ausbeute von 44% (S,S,S)-183*H,0.

Die Freisetzung der Aminosdure erfolgte durch basische Hydrolyse mit 2 eq. NaOH
von (R,R,R)-183*H,0O in Wasser bei 90 °C. AnschlieBende Schiitzung mit Fmoc-Cl
aus der Reaktionslosung zu Fmoc-D-Alg-OH (D-154) und Kiristallisation ergab 78%
Ausbeute tliber beide Stufen (Abbildung 62).

o 2 eq. NaOH aq. Dioxan, Fmoc-Cl 0
©\)\N NHy*H,O  Reflux, 90 min. 2 eq. NaHCOs, FmOCHN\)J\OH
_— -

- 0-°C-RT, 3h
or DCM-Extraktion 154 w 78%, beide Stufen
(R,R,R)-183"H,0 | ) ©\)\ D- | >08% ee
N
oH |
(RR)-172

Abbildung 62: Abspaltung des Auxiliars (R,R)-172 von (R,R,R)-183*H,O und
anschlieffende Fmoc-Schiitzung zu Fmoc-D-Alg-OH (D-154).

Die Bestimmung des Enantiomereniiberschusses in D-154 erfolgte durch Kupplung an
H-His(Trt)-Trp(Boc)-TCP. Vorherige umfangreiche Untersuchungen hatten das
Peptidgemisch Fmoc-rac-Alg-L-His(Trt)-L-Trp(Boc)-OH als einziges identifiziert, bei
dem die beiden L- und D-Enantiomeren in HPLC-Untersuchungen basisliniengetrennte
Signale aufweisen und somit eine Bestimmung der ee's ermoglichen. Die Integration
der Signale lieferte einen ee>98%, bzw. das L-Alg-Diastereomer war nicht
detektierbar.

Die Pseudpephedringlycinate (R,R)- und (S,S)-174*H,O erweisen sich somit als
liberaus effiziente Bausteine zur Synthese enantiomerenreiner olefinischer

Aminosduren und sollten entsprechend geeignet sein, im Fall aktiver RCM-cylischer
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Verbindungen die Synthese der enantiomerenreinen Bausteine zur Identifikation der

aktiven Peptide zu ermoglichen.

4.2.3.3 Versuch der  enantioselektiven Synthese C*-disubstituierter

Aminosiuren

Wie bereits in den Kapiteln 3.3.2 und 4.2.3 diskutiert, hat die Konfiguration an C* der
verbriickenden Aminosdure einen starken Effekt auf die Orientierung der
exocyclischen Reste. Einen stark strukturinduzierenden Effekt in Peptiden zeigen auch
C”-disubstituierte Aminosduren, weshalb der Einsatz solcher Verbindung in Betracht

3683711 Vorraussetzung fiir den Einsatz dieser Bausteine sollte aber

gezogen wurde.
auch hier der einfache wund schnelle Zugang zu den entsprechenden
enantiomerenreinen Verbindungen sein, um im Fall einer biologisch aktiven
Verbindung in den Gemischen diese identifizieren zu konnen. Wéhrend effektive
enantioselektive Synthesen der monosubstituierten Aminosduren schon seit langem
bekannt sind und inzwischen sehr ausgereift sind, sind die entsprechenden Synthesen
auf dem Gebiet der C”-disubstituierten Aminosduren noch mit zahlreichen Nachteilen
behaftet. Die vielversprechendsten Ansitze sind sicherlich die in den Arbeitskreisen
von Seebach und Mutter intensiv bearbeiteten Oxazolidinone und enzymatische

[370372374] [ ainer

Racematspaltungen mittels Amidasen, Acylasen und Lipasen.
Abwandlung der Oxazolidinonsynthesen wurden von  Davies et al
Ferrocencarbaldehyde (184) als dirigierende Gruppe vorgestellt und die

entsprechenden Synthesen zu (187) beschrieben (Abbildung 63).°7°3""

184 185 186 187

Abbildung 63: Versuch der Synthese des Ferrocenoxazolidinons 187 nach Davies.
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Die entscheidenden Vorteile dieser Syntheseroute sind die sehr guten publizierten
Ausbeuten (98%) und de's (>98%) fiir die Bildung, Alkylierung und die milde
Spaltung von 187 zu der entsprechenden doppelt substituierten Aminosdure und dem
Ferrocencarbaldehyd 184 durch Ionentauscher.

Leider gelang die Synthese des Ferrocenoxazolidinons 187 trotz mehrfacher Versuche
unter Variation der Reaktionsbedingungen nicht! Auch sind seit der Publikation der
Methode von der Gruppe von S. G. Davies keine anderen Synthesen verdffentlicht
worden, in denen eine erfolgreiche Synthese beschrieben ist (in der Arbeitsgruppe von
V. Hruby konnte nach Optimierung des Losungsmittels immerhin eine Ausbeute von
maximal 15% des Ferrocenoxazolidinons erreicht werden; personliche Mitteilung).
Aus diesem Grund wurde auf weitere Versuche, C"-methylierte olefinische

Aminosduren zu synthetisieren, verzichtet.

4.3 Die RCM in homodetischen uPA-Peptiden an fester Phase

4.3.1 Versuche zur RCM in olefinischen Peptiden an fester Phase

In ersten Voruntersuchungen sollte das Konzept und die Durchfiihrbarkeit der RCM in

uPA-Peptiden an fester Phase {iberpriift werden (siche Abbildung 64).

tBuO tBuO
H H
N N
HN 4 9 5 HN 0
(0] o O
3 O---enn “HN PCys /T T HN
HN \ 6 o CI\RI _ H/N -, o
2. A u Ay
Fmoc \ o cl | Fmoc ¥\
N\ pcy, 126 X
NH NH
188 0 7 DCM, 12 h 189 o)

Abbildung 64: Synthese des RCM-cyclischen Peptids 189 an fester Phase.
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Da die Toleranz des Grubbs-Katalysators insbesondere gegeniiber den
heterocyclischen Seitenkettten von His(Trt) und Trp(Boc) nicht bekannt war,
bestanden erste Modellcyclen aus den jeweiligen C-terminal verkiirzten
Verbindungen. Auch wurde die Beobachtung von Grubbs et al., dass im Fall der RCM
von B-turns ausschlieBlich die L-konfigurierten Allylglycine zum gewiinschten
Produkt fithren™**** in die Planung mit einbezogen (Abbildung 64).

Anders als im Fall der Grubbs-Verbindung 152 beschrieben, fiihrte die RCM-Reaktion
von 188 zur Bildung eines Produktgemisches aus cis- und trans-Verbindung (189,
60:40). Bei der Reaktion des entsprechenden racemischen Peptidylharzes 190 bilden
sich ebenfalls nur zwei Verbindungen, wobei aber auf eine Untersuchung, ob es sich
um das gleiche cis/trans-Gemisch wie in 189 handelte, verzichtet wurde. Im
Folgenden wurden noch zahlreiche Modellverbindungen synthetisiert und den RCM-
Bedingungen unterworfen (einige der Verbindungen sind in Abbildung 65 dargestellt).

Fmoc-rAIg-Tyr(tBu)-Phe-rAIg-Asn(Trt)-IIeAO 190
Fmoc-rAIg-Tyr(tBu)-Phe-rAIg-Asn(Trt)-IIe-His(Trt)—Trp(Boc)40 191
Fmoc-rAIg-Lys(Boc)—Tyr(tBu)-Phe-Ser(tBu)-rAIg-IIeO 192
Fmoc-rAIg-Lys(Boc)-Tyr(tBu)-Phe-Ser(tBu)-rAIg-IIe-His(Trt)—Trp(Boc)40 193
Fmoc-Ser(tBu)-Asn(Trt)-rAIg-Tyr(tBu)-Phe-Ser(tBu)-rAIg-IIe-His(Trt)—Trp(Boc)40 194
Fmoc-Ser(tBu)-rAIg-Lys(Boc)-Tyr(tBu)-Phe-Ser(tBu)-rAIg-IIe-His(Trt)—Trp(Boc)40 195

Fmoc-Ser(tBu)-rbhAIg-Lys(Boc)-Tyr(tBu)-Phe-Ser(tBu)-Asn(Trt)-rbhAIg-His(Trt)—Trp(Boc)40 196

DCM, 12 h

Abbildung 65: Modellcyclen, die RCM-Bedingungen unterworfen wurden. Einzig 190
und 191 bildeten RCM-Produkte.
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Von allen untersuchten Verbindungen zeigten einzig die vom B-furn abgeleiteten
Peptidylharze 190 und 191 die Bildung RCM-cyclischer Verbindungen, bei allen
anderen konnten nur die Edukte detektiert werden. Dariiber hinaus zeigte die
Verbindungen 191 noch eine zunehmende Tendenz, polymere Nebenprodukte zu
bilden: Wihrend 188 bei RT noch glatt zu den entsprechenden RCM-cyclischen
Verbindung reagiert, zeigt 191 bereits bei RT die deutliche Bildung polymeren
Materials und bei 40 °C {iberwiegt die Polymerisation gegeniiber der Cyclisierung.
Diese Beobachtung beruht wahrscheinlich auf der zunehmenden Beweglichkeit der
langeren Peptidketten bei hoherer Temperatur, was eine intermolekulare Reaktion
solcher Seitenketten ermdglicht, die aufgrund ihrer Konfiguration keine
intramolekularen RCM-Reaktionen eingehen konnen. Da die Tendenz zur
Polymerisation in 191 temperaturabhingig ist, die RCM in allen groBeren
Modellcyclen 192-196 iiberhaupt nicht beobachtet werden konnte und die
Verwendung unterbelegter bzw. PEG-modifizierter Harze keinen Einfluss auf die
Tendenz zur Cyclisierung hatte, lag es nahe zu vermuten, dass es sich im Fall der nicht
erfolgenden RCM in den olefinischen Peptiden 192-196 um intramolekulare
Aggregationseffekte handelte, die eine Anndherung der terminalen Olefinseitenketten
verhinderten.

Fiir eine solche Erkldrung spricht auch die Analyse der wenigen publizierten Beispiele
erfolreicher RCM-Cyclisierung in Peptiden mit ungeséttigten Seitenketten. Auffallig
ist, dass alle diese Verbindungen entweder weniger als vier Aminosduren im Cyclus
enthalten (Aggregationen treten in Peptiden erst ab Ketten von fiinf Aminosiuren auf)
oder im Fall groBerer Peptide Prolin oder N-Alkyl-Aminosédurereste enthalten (groBBere
Flexibilitit der Amidbindung, weshalb diese Bausteine 'strukturbrechende'

: 337,344,345,348,349,378
Eigenschaften  haben) 1??7244343:348.399.378]

Entsprechend der  grundsétzlichen
Uberlegungen zur Entwicklung von uPAR-Antagonisten in Kapitel 4.1 stellt der
Einbau solcher N-substituierter Bausteine aber moglicherweise eine zu grolle
Verdnderung fiir die Struktur der bestehenden peptidischen Antagonisten dar und
kommt deshalb nicht in Betracht. Eine mogliche Strategie bestand aber in der

Einfiihrung reversibler Schutzgruppen des Peptid-Riickgrates, wie sie im folgenden

Kapitel beschrieben werden.
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4.3.2 Verwendung von Pseudoprolinen ermdglicht die RCM in olefinischen

uPA-Epitopen an fester Phase

Unvollstindige Kupplungen und Entschiitzungen im Zusammenhang mit der
Aggregation seitenkettengeschiitzter Peptide an fester Phase sind zwar fiir eine grof3e
Zahl von Sequenzen beschrieben, allerdings gibt es nur wenig prinzipielle
Losungsstrategien. Eine davon besteht in der tempordren N-Substitution des
Riickgrates zu den cyclischen oder linearen Bausteinen 197 und 198. Diese in
Abbildung 66 dargestellten Schutzgruppen fiihren in einer groflen Zahl von Sequenzen
nachweislich zur Stérung von Sekundérstrukturen und damit verbunden zur
Uberwindung sogenannter schwieriger Sequenzen (eine ausfiihrliche Diskussion zu

Synthese und Einsatz der gezeigten Derivate in der Peptidsynthese folgt in Kapitel 5).

0 _O OH
FmocNH\i)J\NXO \©; o
R/_ 2 Fmoc/N\&)J\OH

o] z
197 OH 198 g
Abbildung 66: Pseudoprolin- (197) und N-Hmb-Derivate (198) zur Einfiihrung
reversibler Schutzgruppen der Amidgruppen in Peptiden

Im Fall der Pseudoproline (197) konnte von Mutter et al. gezeigt werden, dass die
Amidbindung im Gegensatz zu normalen sekundidren Amiden in der cis-Konfiguration
vorliegt, was die besondere Eignung dieser Derivate als Aggregationsinhibitoren
erklart. Als Position fiir die Einfiihrung einer reversiblen Schutzgruppe eignet sich
einzig die Position Ser’, da nur an dieser Stelle eine solche Seitenkettencyclisierung
moglich  ist. Das  entsprechende = Fmoc-geschiitzte =~ Pseudoprolindipeptid
Fmoc-Phe-Ser(WM*Mpro)-OH (199) ist (mittlerweile) kommerziell erhaltlich und
racemisierungsfrei unter Standardbedingungen in die Peptidkette einzubauen (zur
Synthese von 199 siehe Kapitel 5.4.3). Die modifizierten Modellpeptidylharze 200,
202-204 reagierten unter RCM-Bedingungen, wobei die C-terminal verkiirzte
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Verbindung 200 bereits bei RT vollstindigen Umsatz zeigt, wihrend alle anderen, um
drei Aminosduren ldngeren Peptidylharze erst bei 40 °C in DCM nach 12 h einen

vollstdndigen Umsatz aufweisen (siche Abbildung 67).

200 202-204
95% | cI- Ul | 85-95%
0 PCy3 126 126 Cy3P °
DCM, RT, 12 h DCM, Reflux, 12 h
\ \
tBuO

100% CIS'

tBuO
) H
X HN N—L] \/<O

e el
\

BocNH O
i
NH / X1 —_\

O” °NH NH

(0) 0]
3
NH 201 oﬁ/‘\( \:?‘X
Fmoc” 0 NHBoc 205-207

O/ tBuO

/\(
O—o

o
NBoc
Abbildung 67: Produkte erfolgreicher RCM-Reaktionen in Modellpeptidylharzen, die
ein Pseudoprolinderivat des Serins’® enthalten (induziert 100% cis-Amidbindungen!).
Das C-terminal verkiirzte 200 zeigte bereits bei RT vollstindigen Umsatz, wdihrend
202-204 erst bei 40 °C hohe Umsatzraten aufwies (X'-X' sind entweder die
Seitenketten der natiirlichen Aminosduren oder die olefinischen, verbriickenden
Einheiten, Briickenpositionen sind Asn®*/Asn’” 202 und Lys”/Asn*” 203 mit x = I und
Asn®/Ile*® 204 mit x = 3).
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Die Beobachtung, dass die nicht Riickgrat-modifizierten Peptidylharze 193-196 mit
den C-terminalen Aminosduren His(Trt) und Trp(Boc) trotz nicht erfolgender RCM-
Reaktion nach seitenkettengeschiitzter Abspaltung vom Harz eine Verdnderung der
RP-HPLC Retentionszeiten aufweisen, deutete auf die Bildung eines Komplexes aus
Peptid und RCM-Katalysator 126, bzw. seinen Abbauprodukten hin. Entsprechende
Coinjektionen von reinem Peptid und von mit Grubbs-Katalysator verunreinigtem
Peptid zeigten in der RP-HPLC ein gemeinsames Signal mit gemittelter
Retentionszeit. Auch die Einfiihrung der Pseudoproline &nderte nichts an diesem
Verhalten und sogar durch préparative RP-HPLC RCM-cyclisierter Peptide konnte
keine Reinigung erzielt werden (Isolierung von violett bis braun gefirbten,
seitenkettengeschiitzten Peptiden).

Der naheliegenste Ansatz, die komplexierenden, geschiitzten Peptide durch
festphasengebundenen scavanger zu verdrangen sollte durch den Einsatz von

Thiolpolystyrolharzen 207 realisiert werden (Abbildung 68).

» geschitztes Peptid*[Ru
RP-HPLC 9 Ptid"[Ru]

.S
HS » geschltztes Peptid*[Ru]g}-Sp

'S
HS‘D 207 208

HS

geschiitztes Peptid*[Ru] I » Abspaltung vom Trt-Linker
Thiole/TCP Verunreinigungen in HPLC

/

nicht vollstandig

OH
. . -S
geschiitztes Peptidy [Rulsd. ::j:

HO S OH
SH X
j:\SH 209 210, wasserlgslich!
HO - . .

TEA, dann H,O

Thiole/PHB

/

Abbildung 68: Evaluierte Strategien zur Entfernung der Rutheniumverunreinigungen

aus den RCM-cyclisierten Peptiden.

Die Behandlung der Ruthenium-kontaminierten Harze mit thiol-funktionalisiertem

TentaGel fiihrte laut RP-HPLC Analyse der verbleibenden Losung allerdings zu etwa
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75% Bindung der Peptide an das Harz, vermutlich durch die doppelte Komplexierung
des Metalls durch die Peptide als auch durch die Thiolfunktionen (208). Die
umgekehrte Strategie, die Metallverbindungen aus dem Harz zu waschen ist am
Trityllinker ~ mit  Thiolverbindungen @ wie  Ethandithiol (EDT) oder
Dimethyldithiocarbamat (DMDTC)"" wegen der Linkerinstabilitidt nicht moglich.
EDT oder DMDTC als Komplexierungsreagenz fiir die praparative RP-HPLC
Reinigung zu verwenden ist wegen der zahlreichen Signale von Verunreinigungen der
Reagenzien in der UV-Spur und der Geruchsbeldstigung ebenfalls nicht durchfiihrbar.

Auch die Bindung von RCM-Peptiden iiber p-Hydroxymethoxybenzyl(HMB)-Linker
und der anschlieBende Versuch, die Rutheniumverunreinigungen aus den RCM-
Peptidylharzen auszuwaschen schlugen fehl. SchlieBlich fiihrte die Strategie der
Komplexierung der Katalysatorreste mittels Dithiothreitol (Clelands Reagenz, DTT,
209) in Triethylamin (TEA) und Acetonitril (ACN) und die anschlieBende Fillung des
geschiitzten Peptids in Wasser zur Abtrennung der gebildeten wasserldslichen
Rutheniumkomplexe 210 (Abbildung 68). Eine dhnliche Methode wurde auch kiirzlich
von Grubbs et al. realisiert, die ein wasserldsliches Phosphinderivat zur Reinigung
RCM-cyclischer Verbindungen eingesetzt haben.**”

Da die gebildeten RCM-Verbindungen in 205-207 in Form von Gemischen aus den
vier L-/L,D-/L-,L-/D- und D-/D-Briickenkonfigurationen = mit  zusédtzlich
unterschiedlichen =~ Verhdltnissen  cis/trans-Doppelbindung  (maximal  acht
Verbindungen) und gegebenenfalls noch vorhandenen Edukten bestehen, ist eine
Aussage liber die Bildung aller theoretisch zu erwartenden Verbindung nur schwer zu
treffen. Zu diesem Zweck sollten die in den RCM-Reaktionen gebildeten
Doppelbindungen reduziert werden, was die Analytik erheblich vereinfachen sollte.
Entsprechende Versuche mittels Wasserstoff und Palladium/Aktivkohle als
Katalysator in Dimethylacetamid (DMAc) als Losungsmittel zeigten, dass die
Doppelbindungen nur sehr langsam hydriert werden und gleichzeitig eine weitere
Reduktion stattfindet, vermutlich am Indolring des Tryptophans. Aus diesem Grund
wurde die Sequenz im C-terminalen Bereich dahingehend abgedndert, dass His™
gegen Ala (siehe Kapitel 3.1) und Trp>® gegen Phe (siehe Kapitel 3.3.6) ausgetauscht
wurden, um einerseits die Moglichkeit der Reduktion einer Seitenkette auszuschlieBen

und andererseits die Tendenz zur Komplexierung von Rutheniumverbindungen zu
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minimieren (eine Verschiebung der Retentionszeiten als Indikator fiir die Bildung
eines Peptid/Rutheniumkomplexes wurde nur im Fall der Peptide 205-207 erhalten,
die C-terminal um His* und Trp*® verldngert waren!).

Da die racemisches Allylglycin (rac-154) enthaltenden Mischungen 205 und 206 noch
bis zu 15% Edukte enthielten, konnte in der racemischen Synthese keine Aussage
dariiber getroffen werden konnte, ob der Anteil dieser Edukte gleichmiBig auf alle
Diastereomeren verteilt ist oder manche Diastereomeren deutlich geringere
Reaktivititen zeigten als andere.

Die aus diesen Modellversuchen resultierenden Erkenntnisse wurden in der Planung
einer kombinatorischen Synthesestrategie fiir RCM-Bibliotheken umgesetzt und sind

im folgenden Kapitel beschrieben.

4.3.3 Kombinatorische Festphasensynthese RCM-cyclisierter uPA-Epitope

Fiir einen kombinatorischen Ansatz ist die Optimierung der RCM-Reaktion zu
moglichst vollstindigem Umsatz unabdingbar, weshalb nach den Erkenntnissen aus
dem vorherigen Kapitel der gleichzeitige Einsatz aller racemischer Olefinbausteine mit
allen Seitenkettenldingen in Mischungen vorerst nicht sinnvoll erschien. Auch
existierten noch keine Erkenntnisse dariiber, ob es mit einigen Kombinationen von
Verbriickungspositionen aufgrund ungeeigneter Konformationen nicht doch zu einem
Einbruch der Umsatzraten kommen konnte. Im Folgenden musste also ein sinnvoller

Kompromiss zwischen den folgenden Extremen gefunden werden:

o Effiziente Synthese der Zielverbindungen (mdglichst viele Verbindung in
moglichst wenigen Ansitzen, bzw. Mischungen).
e Minimierung des Risikos, im Fall unvollstindiger Reaktionen groBere

Bibliotheken hinsichtlich der RCM-Reaktivitit einzeln untersuchen zu missen.

Entsprechend wurden in einem ersten Schritt nur solche Peptidylharze getrennt

synthetisiert, die jeweils die olefinischen Seitenketten von racemischem
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Homoallylglycin (rac-160) oder Bishomoallylglycin (rac-165) enthielten, da in dem
analogen Modellpeptid (207) keine Edukte detektiert werden konnten (Abbildung 69).

Fmoc—Ser(tBu)-Asn(Trt)—rhAIg-Tyr(tBu)—Phe-Ser(TMe’Mepro)-rhAlg-lIe-AIa-Phe0 211
Fmoc-Ser(tBu)—rhAIg-Lys(Boc)-Tyr(tBu)-Phe-Ser(TMe’Mepro)-rhAlg-lIe-AIa-Phe0 212
Fmoc—Ser(tBu)-Asn(Trt)-rhAIg-Tyr(tBu)-Phe-Ser(‘I‘Me'Mepro)—Asn(Trt)-rhAIg-AIa-Phe0 213

Fmoc-Ser(tBu)-rhAIg-Lys(Boc)-Tyr(tBu)-Phe-Ser(‘I‘Me'Mepro)-Asn(Trt)-rhAIg-AIa-Phe0 214

1.126, DCM, 12 h
2909 | 2 DCMHOAG/TFE (8:1:1), 3 1h

3. 25 eq. DTT (209), ACN/TEA (1:1), 1h
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Abbildung 69: RCM-Reaktionen mit Peptidylharzen 211-214, Abspaltung und
Fdllung zu den Bibliotheken 215-218.
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Die entsprechenden auf Homoallylglycin (rac-160) basierenden Peptidylharze 211-
214 wurden nach den in Kapitel 3.3.1 beschriebenen Methoden synthetisiert und durch
Massenspektroskopie charakterisiert. Bei den Harzen handelte es sich in allen
folgenden Synthesen um unterbelegte TCP-Harze, die mit Mischungen aus Boc- und
Fmoc-geschiitzten (3:1) Aminosduren belegt worden sind und in Fmoc-
Belegungsdichten von 0.15-0.2 mmol/g resultierten. Diese Strategie wurde gewihlt,
um eventuell auftretende Kreuzmetathesereaktionen im Fall disfavorisierter RCM-
Cyclisierungen zu minimieren (siche auch Kapitel 4.3.1).%%

Die RCM-Reaktion zeigte innerhalb von 12 h in DCM hohe Umsétze mit iiber 90%.
Bei der folgenden Abspaltung der geschiitzten RCM-Peptidbibliotheken 215-218
mussten die Abspaltzeiten verldngert werden, um gute Ausbeuten zu erhalten. Ein
Grund dafiir ist wahrscheinlich die Bildung von Rutheniumsalzen und anderer
Abbauprodukte, die die Diffusion der Zielverbindungen aus dem bead heraus zu
verlangsamen scheinen. Die resultierenden, tiefbraunen Losungen wurden einrotiert
und die geschiitzten Peptidbibliotheken 215-218 nach der oben beschriebenen
Methode mittels 25 eq. DTT (209) in TEA/ACN (1:1) und nach Fillung in Wasser und
Zentrifugation in guten Ausbeuten erhalten (sieche Abbildung 69). In den HPLC-MS
Analysen waren zwischen drei und sieben der verschiedenen gesuchten Verbindungen

der entsprechenden Masse in unterschiedlichen Intensitidten erkennbar (Abbildung 70).
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Abbildung 70: Produktverteilungen (jedes Signal entspricht jeweils der Masse der

18,5

Zielverbindung) und massenspektroskopische Charakterisierung der RCM-cyclisierten

Peptidbibliotheken 215-218 (von links nach rechts).
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Die Retentionszeitunterschiede zwischen den Diastereomeren betrugen zwischen einer
und sechs Minuten, bei einer Gradientenlaufzeit von nur 15 Minuten!

Diese extremen Unterschiede in den physikalischen Eigenschaften der erzeugten
RCM-cyclischen Peptide (stark unterschiedliche hydrophobe Wechselwirkungen mit
der C3-Phase der RP-Kieselgele) sind eine Bestitigung fiir die Voraussage, dass die
Konfiguration der verbriickenden C* der Aminosduren einen sehr groen Einfluss auf
die rdumliche Ausrichtung der Seitenketten im cyclischen Peptid hat und man durch
die gezeigten Variationen von Cyclisierungsstelle, Briickenldnge und Konfiguration zu
rdumlicher Diversitit gelangen kann.

Leider lassen die Intensitdten der Signale keine Aussage dariiber zu, ob alle mdglichen
Kombinationen gebildet wurden. Es ist moglich, dass im Fall einer konformationell
gehinderten RCM-Reaktion die Kreuzmetathese iiberwiegt und die so gebildeten
polymeren Produkte aufgrund ihrer Hydrophobizitidt nicht mehr detektiert werden
konnen. Um diese Mdoglichkeit auszuschlieen, wurde versucht, die Bibliotheken 215-
218 mit H, und Pd/C in DMAc (mit DMF vergleichbares Losungsmittel fiir Peptide)
zu reduzieren, wodurch sich die Chromatogramme zu den vier zu erwartenden
Signalen vereinfachen sollten. Dabei zeigte sich, dass die Reaktivitit der
Doppelbindung viel geringer ist, als fiir ein disubstituiertes Olefin zu erwarten
wire.*>** Die langen Reaktionszeiten von drei Tagen bei 1 bar H,-Partialdruck
(auch hohere Driicke vermogen die Reaktion nicht zu beschleunigen) sind vermutlich
durch eine schlechte Exposition der Doppelbindung zur Katalysatoroberflache bedingt.
Der Versuch, die hydrophobe Kohlenwasserstoffbriicke durch Verwendung des
unpolareren Dioxans als Losungsmittel besser fiir eine Reduktion zugénglich zu
machen, resultierte in einer noch wesentlich geringeren Reaktionsgeschwindigkeit fiir
einzelne Diastereomere.

Nach der Reduktion der Bibliotheken 215-218 zu 219-222 vereinfachten sich die
HPLC-Diagramme zu vier bzw. drei Signalen (in 220 und 222 laufen zwei
Diastereomere isochron mit etwa doppeltem Integral) mit Retentionszeitunterschieden
von zwei bis fiinf Minuten. Die Diagramme belegen die Bildung aller zu erwartenden

RCM-Cyclen!
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Abbildung 71: Produktverteilungen (jedes Signal entspricht jeweils der Masse der

Zielverbindung) und massenspektroskopische Charakterisierung der RCM-cyclisierten

Peptidbibliotheken 219-222 nach Reduktion mit H,, Pd/C.

In der sich anschlieBenden Seitenkettenentschiitzung erwies sich die Ser*®(¥™eMe

pro)-
Schutzgruppe als problematisch. In der massenspektroskopischen Analyse tritt ein
Nebenprodukt mit der Massendifferenz von +40 auf. Diese Differenz kann einer
unvollstdndigen Entschiitzung der Pseudoprolinschutzgruppe entsprechen, was aber in
der Synthese schwieriger Peptidsequenzen nie beobachtet wurde (sieche Kapitel 5.4.4).
Die Freisetzung zu den vollstéindig seitenkettenentschiitzten Verbindungen (223-226)
gelang dann aber durch den Zusatz von 5% Trifluormethansulfonsdure (TFMSA) zur
TFA-Abspaltlosung.”®"

Die Fillung von 223-226 in Et,0 blieb unvollstindig, bzw. erfolgte gar nicht. Erst die
Zugabe von (max. 40%, sonst Bildung einer Emulsion!) Hexan ermoglichte die
Féllung, um die TFA und besonders TFMSA vor einer priparativen RP-HPLC
abzutrennen. Nach RP-HPLC-Reinigung wurden die in Abbildung 72 dargestellten

Bibliotheken 223-226 erhalten.



110 4. Kombinatorische RCM an fester Phase

HO HO
Q\)—fi ‘Wad O\)—E Hoyo
HN N N‘QO HN N N‘QO
o 410 NH /\/Sj i 0 NH
2 NH

HN

HoN

HN HN
Lo "o
8% 7%

HO
o o] H OH 0 H OH
N N O HN N N o
H H
N O HN 0 /\/Sj\ O HN o
HNJ& 0 2 0 o
2 8: o 2 K(

NH
NH 225 oMM 26 N

o) NH,
07 NH 07 “NH
NH, k OH k
3% 5%

Abbildung 72: Auf der Basis von racemischen Homoallylglycin (rac-160)
synthetisierte RCM-Bibliotheken 223-226 (16 Verbindungen in vier getrennten
Ansdtzen). Die geringen Ausbeuten nach Entschiitzung, Fdllung und RP-HPLC sind
auf die unvollstindige Etherfillung nach der  Seitenkettenentschiitzung

zurtickzufiihren.

In Analogie zu den oben beschriebenen Bibliotheken wurden die entsprechenden
Peptidylharze 227-230 mit racemischem Bishomoallylglycin (rac-165) als
olefinischem Baustein synthetisiert und in hohen Umsétzen zu den RCM-cyclischen

Bibliotheken umgesetzt (keine Edukte gemall RP-HPLC-ESI)(Abbildung 73).
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Fmoc-Ser(tBu)-Asn(Trt)-rbhAIg-Tyr(tBu)—Phe-Ser(‘PMe’Mepro)-rbhAIg-IIe-AIa-PheO
Fmoc-Ser(tBu)-rbhAIg-Lys(Boc)-Tyr(tBu)-Phe-Ser(‘{’Me'Mepro)-rbhAIg-IIe-AIa-Phe40
Fmoc-Ser(tBu)-Asn(Trt)-rbhAIg-Tyr(tBu)-Phe-Ser(lPMe‘Mepro)-Asn(Trt)-rbhAIg-AIa-Phe—O

Fmoc-Ser(tBu)-rbhAIg-Lys(Boc)—Tyr(tBu)-Phe-Ser(lPMe‘Mepro)-Asn(Trt)-rbhAIg-AIa-PheO

>90%
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1.126, DCM, 12 h
2. DCM/HOAG/TFE (8:1:1), 3x 1h

3. 25 eq. DTT (209), ACN/TEA (1:1), 1h
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Abbildung 73: RCM-Reaktionen mit Peptidylharzen 227-230, nachfolgende

Abspaltung vom Harz und DTT-Fdllung fiihrt zu den geschiitzten RCM-cyclisierten
Peptidbibliotheken 231-234 (bestehend aus je acht theoretisch zu erwartenden
Produkten).
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Die Ausbeuten nach Harzabspaltung, Komplexierung der Rutheniumreste mit der
DTT-Prozedur und Féllung in Wasser ergab in diesem Fall allerdings schlechtere
Ausbeuten im Bereich von nur 56-62%, ohne dass eine Erkldrung fiir diese
Beobachtung gegeben werden kann (Abbildung 73).

Wie bereits fiir die Verbindungen in 215-218 diskutiert, zeigten die geschiitzten
cyclischen Peptidbibliotheken deutliche Retentionszeitunterschiede der einzelnen
Diastereomere in der HPLC-Analyse, allerdings fielen diese aufgrund der verldngerten
Briickeneinheit weniger stark aus und lagen zwischen einer und dreieinhalb Minuten.
Auch in den starker getrennten Mischungen lieen die auf unterschiedlichen cis/trans-
Verhiltnissen basierenden Produktverteilungen erneut keine Aussage lber die
vollstdndige Bildung aller acht zu erwartender Reaktionsprodukte zu, weshalb erneut
alle Doppelbindung in 231-234 reduziert werden sollten.

In dem System H,, Pd/C in DMACc verlief die Reduktion aber so extrem langsam, dass
eine homogene Reduktion durch in sifu erzeugtes Diimin H,N, (236) (Abbildung 74)

344,382,383
versucht werden sollte, 2443823831

O NH, / R
noos TEA R
S-NH ———> HN=NH — — N,
I NMP K
o
235 236

Abbildung 74: In situ Generierung von Diimin (236) aus Triisopropylbenzolsulfon-
sdaurehydrazid (235) und TEA fiihrt zur Reduktion von Olefinen.

Die Reduktion der ungesittigten Bibliotheken 231-234 fiihrte dann unter Verwendung
von 60 eq. 235 (!) und 1.6 eq. TEA bei 50 °C in NMP innerhalb von drei Tagen zu den
reduzierten, seitenkettengeschiitzten Bibliotheken 235-238, die in Analogie zu
219-222 vereinfachte HPLC-Diagramme mit nur vier, bzw. drei Produkten aufwiesen.

Anschlieende Seitenkettenentschiitzung mittels 5% TFMSA in TFA fiihrte nach
Féllung in Et,0/40% Hexan und RP-HPLC zu den in Abbildung 75 dargestellten
RCM-cyclischen Peptidbibliotheken 239-242 mit insgesamt 16 RCM-cyclischen

Verbindungen.
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Abbildung 75: Auf der Basis von racemischem Bishomoallylglycin (rac-165)
synthetisierte, reduzierte und seitenkettenentschiitzte RCM-Bibliotheken 239-242
(16 Verbindungen in vier getrennten Ansdtzen). Die geringen Ausbeuten nach
Entschiitzung, Fallung und RP-HPLC sind wie im Fall der Peptidbibliotheken 223-226
auf die unvollstindige  Etherfillung nach der  Seitenkettenentschiitzung

zurtickzufiihren.

In einem getrennten Ansatz wurden alle Kombinationen der enantiomerenreines
Allylglycin (D- und L-154) enthaltenden olefinischen Peptidylharze synthetisiert (nur
Positionen Asn**/Ile®® 243-246 und Lys/Ile®® 247-250) und RCM-Bedingungen

unterworfen.
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RP-HPLC Untersuchungen der Produkte 251-254 (Asn®*/Ile®®) und 255-258
(Lys>/lle’®) zeigten, dass in Abhingigkeit der Konfiguration der Olefinbriicken in
einigen Fillen bis zu 30% lineares Edukt vorlagen. Da in dem Auftreten
unvollstindiger Reaktionen aber keine Regelmifigkeit zu erkennen war, konnte dieses
Verhalten nicht eindeutig einer eventuellen konformationellen Spannung oder einer
Komplexierung der aktiven Rutheniumspezies durch den Carbonylsauerstoff des
Riickgrates (sieche Abbildung 53) zugeschrieben werden. Es ist allerdings fraglich, ob
der Unterschied von nur zwei Methylengruppen bei sonst identischem Molekiil in
einigen Féllen fiir die schlechten Ausbeuten der RCM-Reaktion in solchen groflen
Ringmolekiilen verantwortlich sein kann.

Weiterhin waren die theoretisch zu erwartenden cis/trans-Isomere nur in einigen
Fiéllen getrennt in HPLC-Analysen zu detektieren (bzw. nicht vorhanden?) und es
gelang auch nicht, die resultierenden Doppelbindungen zu reduzieren, um zu einer
definierten Substanz zu gelangen die dann zumindest in diastereomerenreiner Form
iber eine Parallelsynthese zugénglich wire.

Diese Beobachtungen lieBen Allylglycin (154) als Baustein fiir kombinatorische
Synthesen von RCM-cyclischen Peptiden ungeeignet erscheinen und entsprechend

wurde dieser Ansatz nicht weiter verfolgt.

Die Untersuchung der Peptidbibliotheken 223-226 und 239-242 auf antagonistische
Aktivitdat gegeniiber uPAR wurde mittels FACS-scan Analyse durchgefiihrt, wobei
sich alle Verbindungen als inaktiv erwiesen. Diese enttduschende Tatsache ist
offensichtlich entweder dadurch bedingt, dass die fiir die biologische Aktivitdt
bedeutsamen exocyclischen Gruppen trotz der Verwendung racemischer
Aminosaurebausteine durch die Cyclisierung in eine Position gebracht werden, in der
sie nicht mehr fiir eine Rezeptorbindung zur Verfiigung stehen oder aber die
Cyclisierung die Struktur so nachhaltig verdndert, dass durch die Fixierung der
Seitenketten in einer ungeeigneten rdaumlichen Anordnung keine Bindung mehr

erfolgen kann.
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5 Synthese schwieriger Sequenzen

5.1 Spezielle Aspekte der Peptidsynthese

Seit der Entwicklung des Konzepts zur Festphasensynthese von Oligonukleotiden und
Peptiden vor fast vierzig Jahren durch Letsinger und Merrifield?***® ist die
Optimierung von Kupplungsreagenzien, Losungsmitteln und Schutzgruppen so weit
fortgeschritten, dass die Synthese kurzer Oligopeptide in guten Ausbeuten und
hervorragenden Reinheiten heute keine Herausforderung mehr in der bioorganischen
Chemie darstellt (siche auch Kapitel 3.2). Auch die Synthesen kurzer Peptidsequenzen
mit N-Alkylresten oder sterisch gehinderten Seitenketten (o- oder f-verzweigt) stellen
nur noch geringe Anforderungen an die Optimierung der Verfahren. %24

Ein vollkommen anderes Phidnomen unvollstindiger oder génzlich ausbleibender
tempordrer  Schutzgruppenabspaltungen oder  Kupplungen iiber mehrere
Aminosdurereste hinweg beobachtet man im Fall der sogenannten 'difficult

sequences'.”****"1 Diese sind gekennzeichnet durch:

e sehr starke Sequenzabhéngigkeit
e spontanes Schrumpfen des Harzvolumens
e unvollstindige oder ausbleibende Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe

e unvollstindige oder ausbleibende Acylierung des N-Terminus

Diese Schwierigkeiten in der Synthese treten frilhestens ab der 5. Aminosdure einer
Sequenz auf und werden ab der 15. Aminoséure statistisch wieder seltener.”””!
Ursache dieses Verhaltens ist die Bildung von faltblattartigen Sekundarstrukturen, die
entweder durch Riickfaltung der Peptidkette oder durch intermolekulare
Wechselwirkung mit benachbarten Peptidketten oder dem polymeren Tréager selbst
erfolgen konnen, die unvollstdndige Solvatisierung des Peptidylharzes zur Folge haben
und so den Zugang zu den freien Aminotermini verhindern.

Dieses fiihrt dann weiterhin zu einem stark verminderten Quellvolumen des

Peptidylharzes mit schlechter Reagenzpermeabilitit. Dariiber hinaus ist die Erkennung
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einer aggregierenden Sequenz ohne HPLC-Kontrolle schwierig, da die Ninhydrintests,
die auf Vollstindigkeit der Kupplung detektieren falsch positive Ergebnisse anzeigen.

Grosse Anstrengungen sind unternommen worden, die oben beschriebenen
synthetischen Probleme im Zusammenhang mit bestimmten Aminosduresequenzen zu
tiberwinden. Die bisherigen state-of-the-art Strategien, die zumindest das Risiko der
Aggregation mindern kénnen und routineméfig angewendet werden sollten, sind im

Folgenden zusammengestellt:

e Moglichst geringer Vernetzungsgrad der eingesetzten Polystyrolharze
(<=1% Divinylbenzol) und niedrige  Beladungsdichte = der  Harze
(<=0.25 mmol/g).**"

e Finsatz polarer, aprotischer Losungsmittel wie DMF, NMP oder DMSO
(Oxidationsmittel!), auch Zusatz von THF oder DCM.P*

e Verwendung neuer Harze mit polaren Baugruppen, wie Polyamidharze oder

PEG-funktionalisierte Harze.[2*!393-3%

e Durchfiihrung von Doppelkupplungen.

Von den vielen weiteren beschriebenen Strategien zur Uberwindung einzelner

schwieriger Sequenzen sind der Einsatz von Boc- statt Fmoc-Strategie, die Kupplung

397 und der Zusatz chaotroper Salze wie NaClO,,

[398

bei hoheren Reaktionstemperaturen
LiCl oder KSCN noch am universellsten anwendbar.”*® Die Verringerung des Anteils
der Nebenprodukte ist allerdings hiufig nur gering und stellt sich erst nach mehreren
Optimierungscyclen ein, die fiir jede einzelne Fmoc-Abspaltung und folgende
Kupplung erneut wiederholt werden miissen, bis die aggregierende Region
iiberwunden ist! Ob dagegen der Einsatz von Ultraschall®****” oder solubilisierender

" 401-403
Prasequenzen[ ]

sich zu allgemein anwendbaren LoOsungsstrategien entwickeln
werden, bleibt noch abzuwarten.

Uber den Einfluss der Seitenkettenschutzgruppen auf das Aggregationsverhalten gibt
es ebenso unterschiedliche Befunde wie iiber die aus empirischen Untersuchungen
abgeleiteten Versuche, das Auftreten schwieriger Sequenzen vorherzusagen. 404407
In jedem Fall bedarf die Synthese schwieriger Sequenzen durch batch-Strategie einer

umfassenden Optimierung der einzelnen Reaktionsschritte, wobei nicht vorhergesagt



5. Synthese schwieriger Sequenzen 117

werden kann, ob die Synthese iiberhaupt erfolgreich durchgefiihrt werden kann oder
ein Strategiewechsel bei der Synthese erforderlich ist. Wegen des groflen Aufwands,
der mit den erforderlichen Vorabsynthesen und nachfolgendem upscaling der Ansétze
verbunden ist, sind Strategien entwickelt worden, die schneller zum gewiinschten
Produkt fiihren und beim Auftreten einer uniiberwindlichen Abspaltungs- oder
Kupplungsreaktion innerhalb der Sequenz alternative Routen ermdglichen.

Diese wesentlich elegantere Strategie zur Synthese groB3er Peptide bis hin zu Proteinen

ist die konvergente Peptidsynthese, deren Prinzip in Abbildung 76 dargestellt
it [408.409]

H-AA,~0—) H-AA—0—)

1. SPPS SPPS
2. HOAc

H—AA3—O—O Fmoc—t Fragment, —OH Fmoc—t Fragment, —O—O

1. SPPS 1. Kondensation
2. HOAc 2. Piperidin/NMP
Fmoc—t Fragment; —OH H— Fragment, — Fragment; —O—O

1. Kondensation
2. Piperidin/NMP
3. TFA/scavanger

H— Fragment; — Fragment, — Fragment4 —QH

Abbildung 76: Prinzip der konvergenten Peptidsynthese nach Fmoc/tBu-Strategie auf
TCP-Harz.*"

Die Synthese der geschiitzten Fragmente kann auch nach Boc-Strategie erfolgen,
wobei die Verankerung auf dem polymeren Triger iiber einen orthogonalen Linker
erfolgen muss (z. B. den in letzter Zeit entwickelte Fmoc-Linker).*'**'1 Auch muss
die Kondensation der geschiitzten Fragmente nicht in der gezeigten Reihenfolge

[412]

geschehen und auch nicht zwangsldaufig an fester Phase, sofern man den C-

Terminus orthogonal schiitzt.[*'*"**'*! Die Kombination aus Festphasensynthese
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geschiitzter Fragmente nach Boc-Strategie mit der Phenacylgruppe (Pac) als
C-terminaler Schutzgruppe und Kondensation in dem Losungsmittelsystem TFE, HFIP
oder Phenol in CHCly (25%/75%, v/v)*'>*'! hat zur Synthese des mit 238
Aminosduren bisher grof3ten bekannten synthetischen Proteins GFP (green fluorescent
protein) durch Sakakibara et al. gefiihrt*' Die Ubertragung eines analogen
Losungsmittelsystems auf die Kondensation an fester Phase ist ebenfalls

181 allerdings ist diese Strategie nicht mit dem TCP-Harz kompatibel

beschrieben,
(Abspaltung!) und die Verwendung stdrker sdureresistenter Linker ist aufgrund der
drastisch  verldngerten Abspaltzeiten fiir die Reaktionskontrolle bei der
Syntheseentwicklung unvorteilhaft.

Durch die Synthese der geschiitzten Peptidfragmente ist deren Reinigung vor der
Fragmentkondensation moglich, wodurch die Zahl der Nebenprodukte (hauptséchlich
Deletionsmutanten) gering bleibt und entsprechende Trennprobleme bei der finalen
HPLC-Reinigung des Zielmolekiils umgangen werden. Die konvergente
Synthesestrategie sollte es im Prinzip ermoglichen, einen Abschnitt schwieriger
Kupplungen in einer Sequenz zu 'liberspringen', indem kurz vor Beginn der
unvollstindigen Reaktionen ein Fragment gekuppelt wird. Durch den Einfluss der
dann vorgelagerten schwierigen Sequenz kann es aber erneut zu unvollstindigen
Reaktionen in dem eigentlich problemlosen neuen Fragmentbereich kommen, wodurch
der Vorteil der Strategie wieder verloren geht.

Die Festlegung der Schnittstellen fiir die Fragmentkondensation erfolgt nach

folgenden Gesichtspunkten, die allerdings selten gleichzeitig realisierbar sind:

e Fragmente mit weniger als 12 Aminosauren (Loslichkeit).

e (- und N-terminal moglichst keine sterisch gehinderten Aminosduren
(B-Verzweigung in Val, Ile und Thr) die die ohnehin schon geringe
Reaktionsgeschwindigkeit weiter verlangsamen wiirde.

e N-terminal keine sekunddren Amine wie Pro (langsame Acylierung) und kein
Glu (Bildung der Pyroglutaminséure).

e (-terminal moglichst Gly oder Pro (keine Racemisierung), aber keinesfalls

His(Trt), Cys(Trt), Phe, Tyr(tBu), Trp(Boc), Asp(OtBu), Asn(Trt) oder
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GIn(Trt), da diese wahrend der Aktivierung in Fragmentkupplungen, in der

genannten Reihenfolge, sehr stark zur Racemisierung neigen.

Aufgrund der moglichen beschriebenen Schwierigkeiten in der Festphasensynthese
sehr groBer Peptide/Proteine sind im letzten Jahrzehnt auch Methoden entwickelt
worden, die auf der chemoselektiven Kupplung freier (d.h. ungeschiitzter)
Peptidfragmente in wéssrigem Medium beruhen. Eine Beschreibung aller Methoden
wiirde den Rahmen dieser Arbeit sprengen, weshalb hier auf die sehr guten, aktuellen

Ubersichtsartikel zu diesem Thema verwiesen wird.2>#!”!

5.2 Reversible Schutzgruppen des Riickgrats von Peptiden

Eine Methode, die das ursdchliche Problem der oben beschriebenen, schwierigen
Sequenzen zu beseitigen versucht, ist die reversible Substitution des Peptidriickgrats,
wodurch einerseits die Bildung einer an der Strukturbildung beteiligten
Wasserstoffbriicke verhindert wird und auflerdem die Bildung einer cis-Amidbindung
ermoglicht bzw. induziert wird, was die Stabilitit der Sekundarstruktur nachhaltig

stort.

|
o} OR o BL
0
N
: . o n
355) N\)gf
Y 0
o)
259: R = H 261:R"=H

260: R = Fmoc 262: R" = Me
R' = Xaa Seitenkette

Rl

Abbildung 77: Strukturen der Derivate zum reversiblen Schutz des Peptidriickgrats
durch 2-Hydroxy-4-methoxybenzylreste (Hmb, 259 und 260) und von Ser und Thr
abgeleitete Pseudoproline (261) und (262).
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Bei den beiden vorgeschlagenen reversiblen Schutzgruppen handelt es sich um die von

(420221 substituierten N-Benzylgruppen (259, 260) und die

Sheppard et al. eingefiihrten
aus Seitenketten-Riickgrat-Cyclisierung resultierenden Pseudoproline (261, 262) von

Mutter et al."*****! (Abbildung 77).

5.2.1 Die N-2-Hydroxy-4-methoxybenzyl-Schutzgruppe

Die Einfithrung der Hmb-Schutzgruppe erfolgt entweder als N,O-bis- (260) oder
N-mono-Fmoc-N-Hmb-Aminosduren (259). Urspriinglich wurde angenommen, dass
die stark nukleophile, phenolische Hydroxygruppe der Hmb-Gruppe in 259 wihrend
der Kupplung zu Substitutionen am aktivierten C-Terminus fithren wiirde (intra- oder
intermolekular) und deshalb ebenfalls temporir geschiitzt werden miisste.[***! Diese
Substitution erfolgt tatsdchlich, aber tiberwiegend unter intramolekularer Cyclisierung,
wobei das gebildete Intermediat 264 eine gerade ausreichende Acylierungstendenz
gegeniiber dem N-Terminus von nicht-B-verzweigten Aminosduren im Peptidylharz

4254261 Nach Fmoc-Abspaltung von 266 erfolgt die Kupplung der folgenden

265 zeigt.
aktivierten Fmoc-Aminosaure erst an die phenolische Hydroxygruppe zu 267 und nach
N,O-Acyltransfer entsteht das Peptidylharz 268 (Abbildung 78).[**”

~0
I

o) OH —0 OH
H,N— Peptidkette|—( ]
o) TBTU 265 .

0
Fmoc/N Y OH DIPEA Fmoc/N\/é) Fmoc/N\__)j\N
R g © & H
263 264 266
—0, |1. 20% Pip/NMP
0 2. Fmoc-AA-OBt

OH
R’ R’

o) o)
Fmoc\NJ\WN\:)J\N Peptidkette— ) <—— Fmoc\N/’ﬁ(O HN\__)J\N Peptidkette—( 3
H o R H H o R H
268 267

Abbildung 78: Aktivierung und Kupplung von N-Fmoc-N-Hmb-Aminosduren 263 zu
den N-Hmb-geschiitzten Peptidylharzen 268.
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Die Acylierung der sekundédren (N-Hmb-)Aminogruppe ist ebenfalls vom sterischen
Anspruch der Aminosiureseitenkette abhingig.[**) Wiahrend Kupplungen zwischen
sterisch wenig gehinderten Resten wie Gly und Ala (eine der beiden Aminosduren
jeweils als N-Hmb-geschiitzter N-Terminus des Peptidylharzes) noch unter
Standardbedingungen mittels Aktivierung durch das System TBTU/HOBt/DIPEA zu
vollstindigem Umsatz gebracht werden konnen, erfordern vollstindige Kupplungen
von Fmoc-Val-OH an  H-Val(N-Hmb)-Peptidylharze den  Einsatz  von
Aminoséurefluoriden und Temperaturen von 60 °C iiber eine Zeitraum von 12 h fiir
die Kupplungsreaktion! Die Abspaltung der N-Hmb-Schutzgruppe erfolgt bei der
sauren Abspaltung der Aminosdureseitenkettenschutzgruppen mit 90% TFA,
allerdings nur, wenn die Phenolfunktion des Hmb nicht acyliert ist (siche nachfolgende
Betrachtungen zur Strukturinduktion).

Bis zum gegenwiértigen Zeitpunkt gibt es wenige Untersuchung, die den strukturellen
Einfluss der N-Hmb-Schutzgruppe belegen konnten. Ein Vergleich der aggregierenden
B—Amyloid; 4-Sequenz mit der entsprechenden Penta(O-Acetyl-Hmb)**>>**-7.
Verbindung (erhalten durch capping der Phenolfunktionen mit Ac,O und
anschlieende Seitenkettenentschiitzung mit TFA) zeigte eine Destabilisierung der
helikalen Eigenschaften in TFE durch die N-Hmb-Modifikation. In wéssrigem
Medium zeigt die N-Hmb-modifizierte Verbindung zwar eine verstirkte Tendenz zur
Faltblattbildung aber im Gegensatz zur natiirlichen Verbindung keine Aggregation.**
Fiir den strukturellen Einfluss wird ein long range Effekt postuliert, sodass eine N-
Hmb-Modifikation nur alle sechs Aminosdurereste notwendig sein sollte, um die
Aggregation wirkungsvoll zu inhibieren. Allerdings sind Ausnahmen von dieser Regel
beschrieben worden.[**’!

Abgesehen von diesen Widerspriichlichkeiten haben zahlreiche Beispiele in den
letzten Jahren den Nutzen dieses Konzepts in der Synthese schwieriger Sequenzen
belegt, wobei die Entwicklung neuer, leichter in die wachsende Peptidkette
einbaubarer Benzylderivate die Anwendungsbreite in den nichsten Jahren sicher noch

- 425-427,429-435
vergroBern werden. ! : ]
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5.2.2 Die Mutter'schen Pseudoproline

Im Gegensatz zu den im vorigen Kapitel beschriebenen Hmb-Derivaten handelt es sich
bei den von Mutter et al. entwickelten Pseudoprolinen um Seitenketten-Riickgrat-
cyclisierte Derivate von Ser 261 und Thr 262 in Abbildung 77 (auch solche des
Cysteins, dessen Derivate hier aber nicht besprochen werden sollen).**” Die
Pseudoproline werden aufgrund der sehr schlechten Tendenz zur Acylierung in Form
der Fmoc-Xaa-Ser/Thr(¥M*™°pro)-OH Dipeptide in die wachsende Peptidkette
eingefiihrt, was neben der allgemeinen Beschrinkung auf Serin und Threonin einen
der Hauptnachteile dieser Methode bedingt, da in einer separaten Synthese immer erst
der entsprechende Baustein von 40 theoretisch mdglichen hergestellt werden muss.! >
Entsprechend den Betrachtungen zur konvergenten Peptidsynthese verlduft die
Kupplung der Pseudoprolindipeptide an das Peptidylharz erwartungsgemi3 ohne
Racemisierung und mittels der im Kapitel 3.2 beschriebenen Kupplungsreagenzien
quantitativ. Die Spaltung der Pseudoprolinschutzgruppe erfolgt unter den
Bedingungen fiir die Seitenkettenentschiitzung des Zielpeptids mit 90 % TFA
innerhalb einer Stunde. Neben dem funing der Séurelabilitit hat die symmetrische
Substitution mit den beiden Methylgruppen in Pseudoprolinen (261, 262) den Vorteil,
dass die Verbindungen achiral sind (im Gegensatz zu den Thiazolidin-Derivaten aus
Cystein und substituierten Benzaldehyden). Die im Hinblick auf die Sekundérstruktur
wichtigste Eigenschaft ist allerdings, dass in diesen Dipeptiden die Amidbindung
zwischen Pseudoprolin und N-terminal nachfolgender Aminosdure zu 100 % in die
cis-Konfiguration = gezwungen  wird, wie durch = NMR-spektroskopische
Untersuchungen an Modellpeptiden belegt werden konnte.[**°!

Der Einfluss auf die Inhibition der Aggregation sollte wie im Fall der N-Hmb-Derivate
mindestens iliber einen Abstand von sechs Aminosduren reichen und wurde von
Mutter et al. fiir einige schwierige Sequenzen demonstriert. Dabei ist besonders der
Einfluss der Modifikation auf die Loslichkeit der vollstindig geschiitzten Fragmente

bemerkenswert.”*'! In einem unabhingigen Vergleich von Ede et al. haben sich die

Pseudoproline gegenliber der N-Hmb-Schutzgruppe in der Synthese einiger
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schwieriger Sequenzen in Bezug auf die Reinheit der synthetisierten Peptide als

iiberlegen erwiesen.'**”

5.3 Funktion und Struktur des transmembranen Proteins E. coli

multidrug resistance E (EmrE)

Die Fortschritte in der Behandlung zahlreicher Krankheiten durch neu entwickelte
Wirkstoffe hat viele Wissenschaftler zu dem vorschnellen Schluss verleitet, der Sieg
tiber viele Krankheiten sei nur eine Frage der Zeit. So wurden die bakteriellen
Erkrankungen seit der Entdeckung und Weiterentwicklung der Antibiotika als besiegt

dargestellt.**”]

Ein erst spiter erkanntes Problem war die Entwicklung von
Resistenzen, die Bakterien unempfindlich gegen bestimmte Antibiotika macht. Ein
dhnliches Phidnomen wurde spéter auch bei der Behandlung von Tumoren mittels
Cytostatika beobachtet. Allgemein kommen fiir die Realisierung dieser Resistenzen
mehrere Mechanismen in Betracht, von denen die ersten beiden relativ stoffspezifisch

sind, die letzten beiden Mehrfachresistenzen vermitteln konnen, wie sie auch in der

Tumortherapie beobachtet werden:

e Expression von Enzymen, die toxische Substanzen abbauen

e Veridnderung der Angriffspunkte der antibiotischen Verbindungen, bzw.
Realisierung alternativer Stoffwechselwege

e Verinderung der Zellwand (Durchlissigkeit)

e aktiver Transport aus der Zelle

Fiir den letzten Punkt zeigen sich integrale Transmembranproteine verantwortlich, die
durch aktiven Transport (Protonengradient, ATP-Hydrolyse) verschiedene Molekiile
aus der Zelle entfernen konnen.

Ein fiir den Menschen besonders wichtiges multidrug-Transportprotein ist der
multidrug resistance transporter 1 (MDRI1, P-Glycoprotein) und das assoziierte
),[439]

Protein MRP (ABC-Typ,*** von dem gemeinsamen Motiv: ATP binding cassette

da wihrend der Chemotherapie durch Selektion der MDRI-iiberexprimierenden
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Tumorzellen eine vollstindige Resistenz gegen das Pharmakon entstehen

[15440441] Bine entsprechende Gruppe von multidrug resistance Proteinen ist auch

kann.
aus Bakterien und Pilzen bekannt und umfasst die TEXANs, die aus 400-500
Aminoséuren bestehen und Antibiotikaresistenzen vermitteln.!'*******! Der Transport
der Substanzen aus der Zelle wird durch einen Protonengradienten angetrieben.
Gleiches gilt fiir eine Untergruppe, den MiniTEXANSs, die durch elektroneutralen
Antiport positiv geladene cytotoxische Verbindungen wie Ethidium, Tetracyclin und

. Dazu gehort das E. coli multidrug resistance E

Reserpin aus der Zelle entfern
Protein (EmrE), das aus 110 Aminosduren aufgebaut ist und Resistenz gegeniiber

zahlreichen positiv geladenen cytotoxischen Verbindungen in E. coli vermittelt.!'”
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Abbildung 79: Postulierte Sekunddrstruktur von EmrE. Unterschiede zwischen
theoretischer Vorhersage und experimentellen Daten bestehen hinsichtlich der Léinge
der transmembranen Domdnel. Wihrend das Hydropathie-Profil den Bereich
EmrE,;; als helikalen Abschnitt nahelegte, wurden in NMR-Untersuchungen in
MeOH/TFE Hinweise auf eine helikale Struktur im Bereich von EmrE,_,; gefunden.

Bemerkenswert ist die Loslichkeit des Proteins in organischen Ldosungsmitteln wie
Chloroform/Methanol, was zur Isolierung des Proteins ausgenutzt wird. Dariiber
hinaus bleibt nach Rekonstitution des Proteins in Proteoliposomen die volle Aktivitét

erhalten.
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Eine erste Analyse der Aminosdureseitenketten legte nahe, dass das Protein aus vier
transmembranen Helices besteht (Xaa 4-21, 35-52, 58-79 und 85-106) der Sequenz
gebildet werden und durch kurze loop-Regionen miteinander verbunden sind.!'” FTIR-
Messungen in CHCI;/MeOH bzw. Dimyristoylphosphocholin ergaben fiir EmrE eine
Helikalitit von 78% bzw. 80%."**!

Eine Sekundérstrukturanalyse der NMR-Daten von EmrE in CHCIl;/MeOH/H,O
bestitigte zwar den helikalen Charakter des Proteins in Losung, allerdings sind einige
signifikante Unterschiede zur theoretisch vorhergesagten Struktur zu beobachten.!'™
So scheint die N-terminale Transmembrandomine von Tyr' bis Gly*® zu reichen,
wobei der Bereich von Lys* bis Gly*® amphiphilen Charakter hat und es aufgrund der
geladenen Seitenketten unwahrscheinlich ist, dass dieser Teil der Helix innerhalb der
Membran liegt. Stattdessen ist in der Losungsstruktur zwischen den Aminosduren
Leu'? und Glu' ein NOE-Kontakt zu beobachten, der auf einen Knick in der Helix
hindeutet. Dieser Knick konnte erkldren, warum in FTIR-Messungen des Proteins ein
gemittelter Helix-Neigungswinkel von 27° gegen die Membran beobachtet wurde.!**”
Um genauere Informationen beziiglich der Struktur der einzelnen Helices zu erhalten
wurden eine der transmembranen Doménen EmrE,,s bereits von M. Biirgle
synthetisiert und deren Helikalitdt mittels NMR-Spektroskopie (84% in CHCl;/MeOH,
1:1) und CD-Messungen (72% in TFE, 45% in TFE/MeOH, 1:1) bestimmt.""*! Von der
strukturell interessanten Helix 1 wurde allerdings, basierend auf der ersten

Strukturvorhersage nur der Abschnitt EmrE, s synthetisiert, wiahrend fiir strukturelle

Untersuchungen der gesamte Bereich von 1 bis 29 interessant wére.

5.4 Synthese der Transmembrandoméine EmrE;
5.4.1 Vorarbeiten
Aufgrund ihrer Aminosdurezusammensetzung (hauptsidchlich Ala, Val, Leu, Ile, Trp,

Tyr, Phe) gehoren fast alle Transmembrandominen zur Gruppe der schwierigen

Sequenzen mit den bereits beschriebenen Auswirkungen auf die Festphasensynthese.
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Dementsprechend gelang M. Biirgle die Synthese der transmembranen Domédne
EmrE, »5 (274) erst durch Anwendung der in Kapitel 5.1 beschriebenen Regeln fiir die
Synthese hydrophober Sequenzen und konvergente Festphasenpeptidsynthese nach der
in Abbildung 80 gezeigten Strategie.

Die Aggregationspotentiale fiir den Bereich EmrE4,;; (auch die der einzelnen
Fragmente und Zwischenprodukte) liegen ausnahmslos im kritischen Bereich, was sich
bereits in der schlechten Reproduzierbarkeit der Fragmentkupplungen und der hohen

Tendenz zur Gelbildung der Fragmentlosungen von 270 zeigt.!'+**

H-Thr(tBu)18-Thr(tBu)-Leu-Met-Lys-Phe-Ser(tBu)-GIu(OtBu)ZS-TrtPEG-O 269
+

Fmoc-Gly®-Ala-lle-Leu-Ala-Glu(OtBu)-Val-Gly'-OH 270

1. HATU, HOAt, DIPEA, NMP, 20h
2. 20% Piperidine / DMF

H—Glyg—AIa-IIe—Leu—AIa—GIu(OtBu)-VaI—GIy-
-Thr(tBu)-Thr(tBu)-Leu-Met-Lys-Phe-Ser(tBu)-GIu(OtBu)25-TrtPEG-O 271

+

Fmoc-Met'-Asn(Trt)-Pro-Tyr(tBu)-lle-Tyr(tBu)-Leu-Gly®-OH 272

1. HATU, HOAt, DIPEA, NMP, 20h
2. 20% Piperidine / DMF

H-Met1-Asn(Trt)—Pro—Tyr(tBu)—IIe-Tyr(tBu)—Leu-GIy-
_Gly-Ala-lle-Leu-Ala-Glu(OtBu)-Val-Gly-
-Thr(tBu)—Thr(tBu)-Leu-Met—Lys—Phe—Ser(tBu)—GIu(OtBu)25—TrtPEG-O 273

TFA / EDT / Thioanisole
Phenole / water

H-M'NPYIYLGGAILAEVIGTTLMKFSE2%-OH 274
EmrE1_25, 25%

Abbildung 80: Festphasensynthese der transmembranen Domdne H-EmrE; ;s-OH
(274) durch [9+(9+8)]-Fragmentkondensation an TentaGel Trt S Polystyrolharz
durch M. Biirgle.
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5.4.2 Fragmentkondensationen unmodifizierter, seitenkettengeschiitzter

Peptide

In Analogie zur Synthesestrategie fiir H-EmrE, ,s-OH (274) durch M. Biirgle ergibt
sich fiir eine potentiell erfolgversprechende Strategie fiir die Synthese von H-EmrE_»9-

NH, (275) das folgende, in Abbildung 81 dargestellte retrosynthetische Schema.

H-M'NPYIYLGEGAILAEVIG TTLMKFSEG®FTR?>-NH,  H-EmrE4.9-NH, (275)

l

Boc-Met'-Asn(Trt)-Pro-Tyr(tBu)-lle-Tyr(tBu)-Leu-Gly®-
-Gly®-Ala-lle-Leu-Ala-Glu(OtBu)-Val-lle-Gly'’-
-Thr(tBu)'8-Thr(tBu)-Leu-Met-Lys(Boc)-Phe-
-Ser(tBu)-GIu(OtBu)—GIy26-Phe27-Thr(tBu)-Arg(be)zg-NH-Rink-PEG-O 276

l

Boc-Met'-Asn(Trt)-Pro-Tyr(tBu)-lle-Tyr(tBu)-Leu-Gly3-OH 272

+
H-Gly®-Ala-lle-Leu-Ala-Glu(OtBu)-Val-lle-Gly'’-
-Thr(tBu)'®-Thr(tBu)-Leu-Met-Lys(Boc)-Phe-
-Ser(tBu)—GIu(OtBu)—GIyzG-Phe27-Thr(tBu)-Arg(be)Zg-NH-Rink-PEG-O 277

l

Fmoc-GIyg-AIa-IIe-Leu-AIa-GIu(OtBu)—VaI-IIe-GIy17-OH 270
+

H-Thr(tBu)'8-Thr(tBu)-Leu-Met-Lys(Boc)-Phe-
-Ser(tBu)-GIu(OtBu)—GIy26-Phe27-Thr(tBu)-Arg(be)zg-NH-Rink-PEG-O 278

l

Fmoc-Thr(tBu)'®-Thr(tBu)-Leu-Met-Lys(Boc)-Phe-Ser(tBu)-Glu(OtBu)-Gly?®-OH 279
+
H-PheZ7-Thr(tBu)-Arg(be)zg-NH-Rink-PEGO 280

Abbildung  81:  Retrosynthetische  Analyse  der  Transmembrandomdne

H—Eml"EI_Zg-NHg.

Bei dem Versuch, die Synthesestrategie fiir die Domidne H-EmrE,_,5-OH (274) auf die

Synthese des C-terminal verldngerten H-EmrE;_,o-NH, (275) zu iibertragen, traten eine
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Fiille unvollstindiger Fmoc-Abspaltungen und Kupplungen auf, von denen die

wichtigsten im Folgenden dargestellt werden:

Sehr schlechte Loslichkeit und starke Tendenz zur Aggregation von
Fmoc-Emre 3.,6-OH (279). Die Acylierung des Peptidylharzes 280 (erst TrtTG-
PS wegen der kiirzeren Abspaltzeiten und damit besseren Moglichkeit zur
Verfolgung der Reaktion) mittels HATU/HOAt/Collidin gelingt zwar auch im
Gel/Harz-Gemisch (279/280) quantitativ, allerdings nimmt die Abtrennung des
resultierenden Peptidylharzes Fmoc-EmrE 3,o-TrtTG-PS (Fmoc-278) vom
Fragment 279 wiederholtes Waschen mit verschiedenen Losungsmitteln wie
NMP, DMF und DMSO mehrere Tage in Anspruch!

Gleiches gilt fiir die Kupplung von Fmoc-EmrE,.;7-OH 270 an das Peptidylharz
278, wobei die Kupplungseffizienz nur noch ca. 20% betrdgt und die
anschlieBende  Abspaltung der terminalen Fmoc-Schutzgruppe von
Fmoc-EmrEg,o-TrtTG-PS (Fmoc-277) zu 277 nicht mehr mdglich ist!
Fmoc-270 bildet im Gegensatz zu Fmoc-279 auch kein Gel mehr, sondern eine
hochviskose Suspension.

Die Fmoc-Abspaltung von Fmoc-EmrEy ;-TCP und -TentaGel Trt S gelingt
ebenfalls nicht (nach der Synthese des Fragmentes 270 auf TCP-Harz beginnt
270 bereits in der Abspaltlosung zu aggregieren)!

Der Versuch der batch-Synthese von H-EmrEg,9-SieberPS (278-Sieber)
offenbart unvollstindige Acylierungen beginnend mit Met*', die mit einem

stark eingeschriankten Quellvolumen des Peptidylharzes einhergehen.

Scheinbar fiihrt die Verlingerung der Sequenz EmrE;,s; um vier C-terminale

Aminosduren zum Auftreten von zwei, voneinander getrennten, schwierigen

Sequenzen im Bereich Gly’ und Thr'®, die auch durch konvergente Synthesestrategie

nicht iberwunden werden konnen.

Um die Synthese der transmembranen Doméne 275 dennoch zu realisieren, wurde die

Synthese dahingehend abgeéndert, dass erst die einzelnen schwierigen Sequenzen

mittels reversibler Schiitzung des Peptid-Riickgrats {iberwunden werden sollten und
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anschlieBend eine Kondensation der beiden geschiitzten Fragmente Boc-EmrE,_;;-OH

und H-EmrE3.,9-NH, in Losung unter Sakakibara-Bedingungen angestrebt wurde.

5.4.3 Synthese von N-Hmb- und Pseudoprolinderivaten zur reversiblen

Schiitzung des Peptid-Riickgrates

Als Positionen fiir einen mdglichen Einsatz von N-Hmb-Derivaten kommen nach den
Betrachtungen in Kapitel 5.2.1 nur solche Positionen in Frage die an den
entsprechenden Positionen sterisch wenig gehinderte Aminosduren wie Gly oder Ala
aufweisen, um eine hohe Kupplungseffizienz zu gewihrleisten. Die Synthese der
Fmoc-geschiitzten Derivate gelang nach der in Abbildung 82 dargestellten Methode,
allerdings in deutlich schlechteren Ausbeuten als von den Autoren beschrieben, wobei
nach der Féllung in 282 und 284 verbliebenes Wasser der Grund fiir die schlechten

Reaktivitdten im letzten Reaktionsschritt zu sein scheint.

OH

o _0 OH _0 OH
0 7 1. DIPEA, TMS-CI, DCM, 3h
0 / 281 0 2. Fmoc-Cl, DCM, -70 °C-RT 0
H,N > HCI*HN > N

2 OH 1.NaOH aq., pH 9, 2h OH Fmoc” \)J\OH

2. NaBH,, 0 °C, 1h 282 283, 25%

3. HCl aq.
OH

5 O OH o OH
5 0 / o 1-DIPEA TMSCI,DCM, 3n 5
281 2. Fmoc-Cl, DCM, 70 °C-RT
HzN\:)J\OH HCI HN\;)J\OH Fmoc/N\:)J\OH

1. NaOH aq., pH 9, 2h
2. NaBHyg, 0 °C, 1h = =
3. HCl aq. 284 285, 18%

Abbildung 82: Synthese der N-Hmb-geschiitzten Fmoc-Derivate von Gly (283) und

Ala (285) durch reduktive Aminierung nach Nicolas et al."**®

Als Positionen fiir die Einfiihrung der Pseudoproline bieten sich in der Sequenz die
zwei Positionen Thr' und Ser** an, wobei erstere aufgrund der an dieser Stelle bereits
bestehenden Kupplungsschwierigkeiten nicht optimal erschien. Die Synthese von

Fmoc-Phe-Ser(WM“M°pro)-OH (288) gelang wie in Abbildung 83 dargestellt.
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OH —0 0— O -OH
jij: OoH w0 HooY
HN :
Fmoc™ \)J\ ’ /\ﬂ/ Fmoc” N\;)]\N/\[]/OH )XQ Fmoc/N\;)J\N/w

> H o - =
NaZCO3 aq. Pyridinium-p- ©
Aceton, RT, 5h Toluolsulfonat,
286 287,91% THF, Molsieb 4A 288, 73%

Abbildung 83: Synthese von Fmoc-Phe-Ser(¥"“"pro)-OH (288) nach Mutter.**"

Die Synthese des entsprechenden Dipeptids Fmoc-Thr(sBu)-Thr-OH gelang ebenfalls
nach der beschriecbenen Methode, allerdings erfolgte die Cyclisierung zum
entsprechenden  Pseudoprolin  nicht, was  wahrscheinlich  auf  sterische

Wechselwirkungen zwischen den beiden B-Methylgruppen zuriickzufiihren ist.

5.4.4 Synthese backbone-geschiitzter Peptide

5.4.4.1 Pseudoproline

Der Einbau des Fmoc-Phe-Ser(¥"Mpro)-OH (288) an der entsprechenden Stelle
gelang auf Sieber-Amidharz quantitativ mittels Einfachkupplung innerhalb von zwei
Stunden (siehe Kapitel 3.2). Im weiteren Verlauf der Synthese traten im Gegensatz
zum unmodifizierten Peptidylharz keine weiteren Kupplungsschwierigkeiten auf. Nach
Elution vom Harz mittels 1% TFA in DCM und RP-HPLC-Reinigung wurde das
seitenketten- und riickgratgeschiitzte Fragment H-EmrE5.,9-NH, (293, Abbildung 85)
in 32% Ausbeute erhalten.

5.4.4.2 N-Hmb-Derivate

Obgleich in der Literatur zur Verhinderung von Racemisierungen in

[447]

Fragmentkondensation beschrieben," " ist der Einsatz von C-terminalen Gly(N-Hmb)-
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Derivaten nicht moglich, da diese bei der Fmoc-Abspaltung der zweiten Aminosédure
der Sequenz, trotz der sterischen Hinderung durch den Trityllinker, unter Abspaltung
vom polymeren Triger cyclisierten. Darliber hinaus ist auch fraglich, ob im
vorliegenden Fall der strukturelle Langreichweiteneffekt der N-Hmb-Schutzgruppe
gro3 genug wire, um die Schwierigkeiten bei der Fmoc-Entschiitzung und der
anschlieBenden Kupplung an Gly’ zu beseitigen.

Die Synthese des N-Hmb-geschiitzten Peptidylharzes 291 gelang nach der in
Abbildung 84 dargestellten Methode.

H-Ile11-Leu-AIa-GIu(OtBu)—VaI-IIe-GIy17-TrtPEG-O 289

1. Fmoc-Ala(N-Hmb)-OH (285)
TBTU/HOBYDIPEA

NMP, 2 h

2. 20% Piperidin/NMP

Y

H-Ala(N-Hmb) *-lle-Leu-Ala-Glu(OtBu)-Val-le-Gly"-THPEG{) 290

1. Fmoc-Gly-OH
TBTU/HOBt/DIPEA

NMP, 2 h

2. 20% Piperidin/DMF, 1 h
Y

H-Glyg-AIa(N-Hmb)—IIe-Leu-AIa-GIu(OtBu)—VaI-IIe-GIy17-TrtPEG-O 291

dann +
Boc-Met'-Asn(Trt)-Pro-Tyr(tBu)-lle-Tyr(tBu)-Leu-Gly8-OH 272
1. TBTU/HOBUDIPEA,
NMP, 12h

2. 20% HFIP/DCM
3. RP-HPLC

Boc-EmrE._47[Ala'®(N-Hmb)]-OH
292, 35%

Abbildung 84: Synthese des seitenketten- und Ala'’(N-Hmb)-geschiitzten
Peptidfragments Boc-EmrE;_;,-OH (292).

Die Einfiihrung des Fmoc-Ala(N-Hmb)-OH (285) und nachfolgende Fmoc-Abspaltung
zu 290 erfolgte unter Standardbedingungen im TBTU-System (siche Kapitel 3.2)
quantitativ. Bei der Kupplung des folgenden Fmoc-Gly-OH wurde neben der Bildung
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des Produktes auch eine weitere Acylierung an der phenolischen Hydroxylgruppe
beobachtet (bei Kupplung im HATU/HOAt/Collidin-System trat diese Nebenreaktion
nicht auf, allerdings war die Acylierung am terminalen Amin unvollstindig!). Der
resultierende Phenolester konnte durch verldngerte Behandlung mit 20% Piperidin in
DMF innerhalb einer Stunde gespalten werden. In der nachfolgenden
Fragmentkupplung von 291 mit 272 zu 292 wurde eine entsprechende doppelte
Acylierung durch das geschiitzte Fragment 272 nicht beobachtet, allerdings wurde in
der RP-HPLC-Analyse nach dem upscaling eine unvollstindige Spaltung des H-Gly-
Phenolesters der Ala'®-N-Hmb-Schutzgruppe beobachtet. Dieses Nebenprodukt konnte
allerdings in der prédparativen RP-HPLC aufgrund ausreichender Retentionszeit-
unterschiede problemlos entfernt werden.

Die Fragmentkondensation zwischen dem seitenketten- und Ala(N-Hmb)"’-
geschiitzten Boc-EmrE; ;;-OH (292) und dem gleichfalls seitenketten- und
Ser”* (WM Mepro)-geschiitzten (288) Fragment H-EmrE5,o-NH, (293) unter
Sakakibara-Bedingungen  verlduft quantitativ, nach TFA-Entschiitzung der
Seitenketten (das geschiitzte Produkt ist weder in ESI noch MALDI-TOF
detektierbar!) konnte aber nur das doppelt oxidierten Produkt 294 identifiziert werden
(siche Abbildung 85)!

Auch der Versuch, die Oxidation durch Verwendung von Thiol-scavangern oder
Argon-Atmosphire wihrend der Abspaltung zu unterdriicken schlugen fehl.

Die naheliegenste Methode, doch noch zum Zielmolekiil zu gelangen, schien die
Reduktion der Methionin-Sulfoxidgruppen mittels des von Houghten et al.
eingefithrten N-Methylmercaptoacetamids 295 zu sein.**® Dieses Reduktionsmittel
hat in Modelluntersuchungen die groBte Reaktivitit gezeigt und ist gleichzeitig ein
gutes Losungsmittel fiir Peptide. Die entsprechende Reduktion lieferte innerhalb von
vier Tagen in H,O/MMA/HOAc (10:8:1) bei 40 °C laut MS das vollstindig
regenerierte Produkt 2785.
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Boc-Met'-Asn(Trt)-Pro-Tyr(tBu)-lle-Tyr(tBu)-Leu-Gly- 292
GIy-AIa(N—Hmb)-IIe-Leu-AIa-GIu(OtBu)-VaI-IIe-GIy17-OH

+

H-Thr(tBu)'®-Thr(tBu)-Leu-Met-Lys(Boc)-Phe-Ser(¥MMepro)- 293
Glu(OtBu)-Gly-Phe-Thr(tBu)-Arg(Pmc)?°-NH,

1. EDCI*HCI, HOOB, Collidin
CHCI5/TFE 3:1, 18h
2. TFAITIPS/H,0, 2h

H-1Met(O)—Asn-Pro-Tyr-IIe-Tyr-Leu-GIy-GIy-AIa-IIe-Leu-AIa-GIu-VaI-IIe-GIy- 294
Thr-Thr-Leu-Met(O)-Lys-Phe-Ser-Glu-Gly-Phe-Thr-Arg?>-NH,

0
Hs I~ | H20. HOAc
295 H

H-" Met-Asn-Pro-Tyr-lle-Tyr-Leu-Gly-Gly-Ala-lle-Leu-Ala-Glu-Val-lle-Gly- 275
Thr-Thr-Leu-Met-Lys-Phe-Ser-Glu-Gly-Phe-Thr-Arg?®-NH,

Abbildung 85: Synthese der Transmembrandomdine H-EmrE; ,o-NH, 275 durch
Fragmentkondensation von 292 und 293 im Sakakibara-System.

Die Entfernung des oligen Reduktionsmittels stellte allerdings ein gravierendes
Problem dar, da es sich weder im Hochvakuum entfernen, noch sich die
Zielverbindung nach RP-SPE oder RP-HPLC in nennenswerten Mengen isolieren lie3.
Eine Untersuchung der Loslichkeit des Rohproduktes (Losung in MMA) in wéssrigen
Systemen aber auch mit zahlreichen organischen Losungsmitteln und Mischungen
daraus verliefen ohne Erfolg. Der amphiphile Charakter der Zielverbindung 275
erfordert offensichtlich eine umfangreiche Optimierung der Losungs- und
Laufmittelsysteme fiir eine Reinigung mittels chromatographischer Methoden, wobei
die gidngigen Losungsmittel fiir schwer Iosliche Peptide fiir diesen Zweck nicht

geeignet sind.
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6 Zusammenfassung

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Projekte beschéftigen sich mit
der Synthese, Optimierung und Leitstruktursuche neuer biologisch-medizinisch
bedeutsamer, peptidischer Verbindungen, die ihren Wirkungsort an bzw. in der
Zellmembran haben.

Eines der verfolgten Ziele ist die wirkungsvolle Inhibition der Protein-Protein-
Wechselwirkung zwischen der Serinprotease urokinaseartiger Plasminogen Aktivator
uPA mit ihrem Zelloberflichenrezeptor uPAR (CD87). Durch systematische
Substitutionen und stereochemische Inversionen der Seitenketten in der von M. Biirgle
entwickelten, von der uPA-Rezeptorbindungsdomine ATF abgeleiteten Leitstruktur
cyclo[21,29][Cys*'**]-uPA,,50 (5) und nachfolgende Untersuchungen der uPAR-
Bindungsaffinitit konnten einerseits Einblicke in die Anforderungen an einen
hochaffinen uPAR-Antagonisten gewonnen werden und dariiber hinaus eine
Bibliothek von Verbindung synthetisiert werden, die als Startpunkt fiir weitere
Optimierungen der biologischen Aktivitit und enzymatischer Stabilitdt dienen kdnnen.
Besondere Bedeutung kommt dabei der Tatsache zu, dass es gelungen ist, den mit
einem ICs, von etwa 30 nM aktivsten Liganden cyclo[21,29][D-Cys*'Cys®’]-
uPA, 3 (16) durch Anwendung mehrdimensionaler NMR-Techniken und
molekiildynamischer Rechnungen durch V. Truffault und C. Rélz einer strukturellen
Charakterisierung zugénglich zu machen. Die detaillierte Untersuchung der Bedeutung
der C- und N-Termini in 16 durch chemische Modifikationen und Deletionen er6ffnet
dariiber hinaus einen effizienten Syntheseweg zu weiteren Modifikationen mittels
spektroskopisch oder immunologisch detektierbaren Verbindungen durch die
automatisierte Festphasenpeptidsynthese.

In Untersuchungen beziiglich proteolytischer Stabilitit zeigte die Leitstruktur 16 eine
beachtliche Resistenz gegeniiber dem Abbau durch zahlreiche Proteasen wie Plasmin
und uPA, was fiir einen Einsatz der Verbindung in biologischen Systemen von grofer
Bedeutung ist. Erste in vivo Untersuchungen belegen den zu erwartenden
inhibitorischen Effekt auf die an Tumorwachstum und -ausbreitung beteiligte

Angiogenese.
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Um die fir ein rationales design von Wirkstoffen wichtige Rigidisierung und
Verkleinerung der mit zehn Aminosduren noch recht groflen Verbindung 16 zu
beschleunigen, wurde eine Methode zur kombinatorischen Erzeugung von
RinggrofBenbibliotheken mittels Ringschlussmetathese (RCM) an fester Phase
entwickelt. Durch eingehende Analyse der an der Rezeptorbindung beteiligten
Aminosdureseitenketten konnten mehrere potentiell fiir eine RCM-Reaktion geeignete
Positionen in 16 identifiziert werden. Die bereits in kleineren peptidischen
Verbindungen bekannte Reaktion erweist sich im untersuchten uPA,,;o-Epitop mit
terminal olefinischen Seitenketten in fast allen Féllen trotz der Kompatibilitét mit allen
funktionelle Gruppen der Verbindungen als nicht durchfiihrbar. Diese Beobachtung ist
unabhingig von der gewédhlten RinggroBle, der Seitenkettenlédnge, stereochemischen
Orientierung und Position der Verkniipfungsposition.

Erst durch die Einfiihrung des Mutter'schen Pseudoprolins als reversible Schutzgruppe
des Peptidriickgrates und dadurch erhohte Flexibilitdit bzw. Vororientierung der
Peptidkette erfolgt die RCM-Reaktion mit nahezu quantitativen Umsétzen, so dass ein
Einsatz in der kombinatorischen Synthese erfolgreich durchgefiihrt werden konnte

(Abbildung 86).

O
=10
Soe.Sormyy | ASn(TXaa | /Nw Asn(TrXaa| .
oc-Ser(lBu)— Xaa-Lys(Boc) yr(tBu)- 9 0. Xaa-lle Is(Trt)-Trp( OC)O
cis

Xaa = 2-Amino-4-penten-, 2-Amino-5-hexen- und 2-Amino-6-heptensaure

DCM, Reflux, 12 h

Cyclopeptid-
bibliotheken

Abbildung 86: Die reversible Modifikation des Peptidriickgrates in Peptidylharzen
mit terminal olefinischen Seitenketten erméglicht RCM-Reaktionen zu Cyclopeptiden

verschiedener Ringgrofsen.
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Durch die nachfolgend erforderliche Optimierung bzw. Entwicklung von Protokollen
fiir die Reinigung, Reduktion der resultierenden Doppelbindung, Seitenketten-
entschiitzung, und Isolierung der Produkte konnte schlieBlich die kombinatorische
Synthese einer jeweils vier Verbindungen enthaltenden Ringgro3enbibliothek 223-226
und 239-242 in acht parallelen Ansédtzen mit CyclusgroBen von 19-27 Atomen
verwirklicht werden.

In einem zweiten, unabhdngigen Projekt wurde eine Synthesestrategie fiir eine
transmembrane Domine des multidrug resistance Proteins EmrE entwickelt. Dieses
zur Familie der MiniTEXANs gehorende Transmembranprotein vermittelt Resistenz
gegen mehrere, positiv geladene cytotoxische Verbindungen in E. coli durch
elektroneutralen Antiport gegen einen Protonengradienten und scheint aufgrund seiner
geringen GroBe geeignet zu sein, um die strukturellen Grundlagen des
Transportmechanismus untersuchen zu kénnen.

Die Synthese einzelner transmembraner Doménen bereitete auch im vorliegenden Fall
der Sequenz H-EmrE, ,9-NH, (275) aufgrund der hydrophoben Eigenschaften grof3e
Schwierigkeiten wihrend der konventionellen Festphasensynthese. Die aus dem
Auftreten zweier, voneinander getrennter Bereiche aggregierender Teilsequenzen
resultierenden, sehr geringen Umsédtze wihrend Entschiitzung und Kupplungen an
fester Phase konnten erst durch die Kombination mehrerer state-of-the-art-Methoden
gesteigert werden. So gelang die Synthese des Teilfragmentes Boc-EmrE;_1,-OH (292)
erst durch reversiblen Schutz des Peptidriickgrates durch Sheppards N-Hmb-Gruppe
und Fragmentkondensation an fester Phase und im Fall des Fragmentes
H-EmrE;g,0-NH; (293) durch Einfiihrung der Mutter'schen Pseudoproline und batch-
Synthese an fester Phase. Die anschlieBende geschiitzte Abspaltung vom Harz,
Kondensation unter Sakakibara-Bedingungen, Abspaltung der Schutzgruppen und
Reduktion der Methionin-Seitenketten ermoglichte die Synthese des Zielmolekiils,
allerdings nur in Mengen, die eine Analytik mittels Massenspektroskopie
ermoglichten. Die Reinigung mittels herkdmmlicher chromatographischer Methoden
erwies sich aufgrund schlechter Loslichkeitseigenschaften als nicht effektiv und so
bleibt die Isolierung der amphiphilen Doméine H-EmrE, ,o-NH, (275) vorerst ein

ungeldstes Problem.
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7 Experimenteller Teil

7.1 Allgemeine Arbeitstechniken

Alle technischen Lésungsmittel wurden vor Gebrauch destilliert und falls erforderlich
nach den gingigen Methoden absolutiert oder absolut von kommerziellen Anbietern

bezogen.

Die fiir die Festphasensynthese verwendeten Harze wurden von PepChem
(Tritylchlorid-Polystyrol-Harz), Rapp Polymere (Rink-Amid-, PHB-, Trityl- und
Tritylthiol-TentaGel) und NovaBiochem (Sieber-Amid-PEG, Sieber-Amid- und Wang-
Polystyrol-Harz) bezogen. Die verwendeten Aminosdurederivate stammen, soweit
nicht selbst hergestellt, von den Firmen NovaBiochem, Alexis, Merck, Bachem,
Neosystem, Aldrich, Advanced Chemtech, Synthetech und MultiSynTech. Reverse
Phase Saulchen (500 mg, XL, C18-EC) wurden von der Firma Separtis erworben. Alle
anderen eingesetzten Reagenzien stammen von den Firmen Aldrich, Fluka, PerSeptive
und Merck.

Diinnschichtchromatographische Reaktionskontrollen wurden auf Fertigplatten der
Firma Merck (Kieselgel 60 F,ss) durchgefiihrt. Die Detektion erfolgte durch UV-
Absorption bei 254 nm, durch Eintauchen in 5%ige Ninhydrinlosung in Ethanol oder
Phosphormolybdénsdure und Cer(IV)sulfat in Schwefelsdure/Wasser und
anschlieender Wiarmebehandlung.

Sdulenchromatographische Trennungen wurden an Kieselgel 60 (0.04-0.063 mm,
Merck) bei 1-1.6 bar Druck durchgefiihrt.

RP-HPLC-Analytik und Prédparationen wurden an Gerdten der Firmen Beckmann
System Gold, Hockdruckpumpen 110B, Controller 420, bzw. Amersham Pharmacia
Ackta Basic 10F und 100F durchgefiihrt.

Die eingesetzten Sdulen der Firma YMC enthielten die Materialien ODS-A (C-18, 5
um bei 250 x 4.6 mm und 10 um bei 250 x 20 mm bzw. 250 x 30 mm). Als Eluenten
kamen verschiedene lineare Gradienten aus Acetonitril (B) und Wasser (A), bzw.

Isopropanol (B) und Acetonitril (A), jeweils mit 0.1 % TFA Zusatz zum FEinsatz.
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Praparationen wurden bei Flissen von 6-8 mL durchgefiihrt. Analytische
Retentionszeiten wurden bei einem Fluss von 1 mL/min. ermittelt.
ESI-Massenspektren sowie HPLC-MS-Analysen wurden auf einem Gerét der Firma
Finnigan, LCQ-ESI Spektrometer (HPLC-System Hewlett Packard HP1100)
durchgefiihrt.

Automatisierte Peptid Festphasensynthesen wurden auf einem Gerdt der Firma
MultiSynTech (SyRo IT) durchgefiihrt.

Die NMR-Spektren wurden mit den Gerdten AC250 und DMX600 der Firma Bruker
aufgenommen. Die chemischen Verschiebungen wurden auf die Restprotonensignale
des dg-DMSO bei 2.49 ppm, bzw. CDCl; bei 7.24 ppm (‘H-Spektrum) und auf das
BC-Signal des dg-DMSO bei 39.7 ppm bzw. CDCl; bei 77.0 ppm (*C-Spektrum)
geeicht.

7.2 Liste der synthetisierten Verbindungen

7.2.1 Bausteine, Auxiliare, /NV-geschiitzte Aminosiuren

2-Trt-Thioessigsaure (77)
2-Trt-Thiopropionsdure (78)
3-Trt-Thiopropionséure (79)
(1R)-Fmoc-2-amino-2-phenylethanol (D-84)
(1S)-Fmoc-2-amino-2-phenylethanol (L-84)
(1R)-Fmoc-2-amino-3-phenyl-1-propanol (D-83)
(1S)-Fmoc-2-amino-3-phenyl-1-propanol (L-83)
rac-Fmoc-2-amino-1-phenylethanol (85)
H-Gly-(S,S)-Pseudoephedrin*H,0 (S,S-174)
H-Gly-(R,R)-Pseudoephedrin®*H,0 (R,R-174)
H-(S)-Alg-(S,S)-Pseudoephedrin (S,S,S-183)
H-(R)-Alg-(R,R)-Pseudoephedrin (R,R,R-183)
Fmoc-D-Alg-OH (D-154)
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Fmoc-rac-Alg-OH (rac-154)
rac-Diethyl-2-acetamido-2-(but-3-enyl)-malonat (157)
rac-Diethyl-2-acetamido-2-(pent-4-enyl)-malonat (162)
rac-(N-Acetyl)-2-amino-5-hexensdure (158)
rac-(N-Acetyl)-2-amino-5-heptensédure (163)
rac-Fmoc-2-amino-5-hexensdure (160)
rac-Fmoc-2-amino-5-heptenséure (165)
Fmoc-(N-Hmb)-Gly-OH (283)
Fmoc-(N-Hmb)-Ala-OH (285)
Fmoc-Phe-Ser(¥**pro)-OH (288)

7.2.2 Lineare und disulfidcyclische uPA-Peptide

cyclo[19,31][D-Ser*' D-Asn®’]-uPA 9.5 (36) H-CVSNKYFSNIHWC-OH
cyclo[19,31][D-Cys'’D-Ser*' ]-uPA o 3 (37) H-CVSNKYFSNIHWC-OH
cyclo[19,31][D-Cys'’D-Asn*'-uPA 9.5, (38) H-CVSNKYFSNIHWC-OH
cyclo[19,31][D-Cys'’D-Ser*' D-Asn?’J-uPA o5, (39) H-CVSNKYFSNIHWC-OH
cyclo[19,31][D-Cys'*]-uPA 9.5, (3) H-CVSNKYFSNIHWC-OH
cyclo[19,31][D-Cys’']-uPA 9.5 (40) H-CVSNKYFSNIHWC-OH
cyclo[19,31][D-Cys'’D-Cys®']-uPA 1.3, (41) H-CVSNKYFSNIHWC-OH
cyclo[21,29][Cys***]-uPAs, 50 (5) H-CNKYFSNICW-OH
[Ala*'Cys**]-uPA,; 5 (6) H-ANKYFSNICW-OH
cyclo[21,29][Cys*! Ala**Cys™]-uPAs, 30 (7) H-CAKYFSNICW-OH
cyclo[21,29][Cys*' Ala*Cys™]-uPA,; 50 (8) H-CNAYFSNICW-OH
cyclo[21,29][Cys*! Ala**Cys™]-uPA,, 30 9) H-CNKAFSNICW-OH
cyclo[21,29][Cys*! Ala*Cys™]-uPAs, 30 (10) H-CNKYASNICW-OH
cyelo[21,29][Cys*! Ala**Cys™]-uPA,; 30 (11) H-CNKYFANICW-OH
cyclo[21,29][Cys*' Ala*’Cys™]-uPAs, 30 (12) H-CNKYFSAICW-OH
cyclo[21,29][Cys*' Ala**Cys™]-uPA,, 50 (13) H-CNKYFSNACW-OH

[Cys®' Ala**]-uPA,, 5 (14) H-CNKYFSNIAW-OH
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cyclo[21,29][Cys*' Cys*® Ala**]-uPA,; 50
cyclo[21,29][D-Cys®' Cys™]-uPAs 30
cyclo[21,29][Cys**’D-Asn**]-uPA,, 5
cyclo[21,29][Cys* *’D-Lys®]-uPA,; 5
cyclo[21,29][Cys**’D-Tyr**]-uP A, 3
cyclo[21,29][Cys**’D-Phe®’]-uPA,; 5
cyclo[21,29][Cys**’D-Ser**]-uPA,, 3,
cyclo[21,29][Cys**’D-Asn®’]-uPA,, 5
cyclo[21,29][Cys**’D-11e**]-uPA, 30
cyclo[21,29][Cys ' D-Cys™]-uPA, 30
cyclo[21,29][Cys* #’D-Trp*]-uPA, 30
cyclo[21,29][D-Cys*'**]-uPAs, 50

cyclo[21,29][D-Cys?'D-Asn®'Cys**]-uPA,; 5
cyclo[21,29][D-Cys®' Cys*’D-Trp*]-uPA, 30
cyclo[21,29][Cys**’D-Asn® D-Trp™*]-uPA, ;30
cyclo[21,29][Cys*'D-Cys*’D-Trp *]-uPA, 30
cyclo[21,29][Cys*'D-Asn*'D-Cys**]-uPA,; 5
cyclo[21,29][D-Cys**’D-Asn®’]-uPA,; 5
cyclo[21,29][D-Cys*'D-Asn*'Cys*’D-Trp**]-uPAs1 50 (33)
cyclo[21,29][D-Cys* '’ D-Trp*°]-uPA, 3

(15)
(16)
(17)
(18)
(19)
(20)
21)
(22)
(23)
24)
(25)
(26)
27)
(28)
(29)
(30)
(31)
(32)

34)

cyclo[21,29] [D-Cys21’29D-Asn27D-Trp30]-uPA21_30

7.2.3 Pen-Modifikationen

cyclo[21,29][Cys*' Pen”]-uP A, 5
cyclo[21,29][Cys®'D-Pen”]-uPA, 3,
cyclo[21,29][D-Cys*'Pen”]-uPA, 3,
cyclo[21,29][D-Cys®' D-Pen®’]-uPA, 5
cyclo[21,29][Pen*' Cys™]-uPA, 5
cyclo[21,29][Pen”' D-Cys**]-uPA,; 5
cyclo[21,29] [D-Penleyszg]-uPAz 1-30

(33)
(55)
(54)
(56)
(57)
(59)
(58)

H-CNKYFSNICA-OH

H-CNKYFSNICW-OH
H-CNKYFSNICW-OH
H-CNKYFSNICW-OH
H-CNKYFSNICW-OH
H-CNKYFSNICW-OH
H-CNKYFSNICW-OH
H-CNKYFSNICW-OH
H-CNKYFSNICW-OH
H-CNKYFSNICW-OH
H-CNKYFSNICW-OH
H-CNKYFSNICW-OH
H-CNKYFSNICW-OH
H-CNKYFSNICW-OH
H-CNKYFSNICW-OH
H-CNKYFSNICW-OH
H-CNKYFSNICW-OH
H-CNKYFSNICW-OH
H-CNKYFSNICW-OH
H-CNKYFSNICW-OH

(35) H-CNKYFSNICW-OH

H-CNKYFSNIXW-OH
H-CNKYFSNIXW-OH
H-CNKYFSNIXW-OH
H-CNKYFSNIXW-OH
H-XNKYFSNICW-OH
H-XNKYFSNICW-OH
H-XNKYFSNICW-OH
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cyclo[21,29][D-Pen*' D-Cys**]-uPA,; 5
cyclo[21,29] [PenzlPenzg] -uPA5 30
cyclo[21,29][Pen’' D-Pen*]-uPA,; 50
cyclo[21,29][D-Pen?' Pen”]-uPA, ;50
cyclo[21,29] [D-Penle-Penzg] -uPA, 3

(60)
(49)
(50)
(S1)
(52)

7.2.4 (C-/N-terminale und Cys-Modifikationen

[Met’"*]-uPA,; 3
[Cys(Me)*"*J-uPA,; 5
[Phezl’zg]'upAm-so

[ThiZl’zg]'UPA21-30
cyclo[21,29][Cys***Phe’®]-uPA,, 5
cyelo[21,29][Cys* #* Tyr**]-uPA, 30
cyclo[21,29][Cys**’His**]-uPA,; 5
cyclo[21,29][Cys* **Thi**]-uPA,, 5
cyclo[21,29][Cys* **Tia**]-uPA, 30
cyclo[21,29][Cys**?2-Nal’’]-uPA,, 3,

(43)
(42)
(45)
(44)
(61)
(63)
(66)
(62)
(65)
(64)

cyclo[21,29][D-Cys?' Cys® Trp-NH, > ]-uPA,, 50 (71)

cyclo[21,29][Ac-D-Cys*' Cys®*]-uPA,; 5
cyclo[21,29][Tes*' Cys**]-uPA,; 5
cyclo[21,29][Tps*' Cys™]-uP A, 3
cyclo[21,29][rac-Tms?' Cys™]-uPA,, 30
cyclo[21,29][Cys**’Phg-ol’°]-uPA,, 5
cyclo[21,29][Cys**’D-Phg-ol**]-uPA,, 1
cyclo[21,29][Cys***Phe-0l’*]-uPA,, 30
cyclo[21,29][Cys**’D-Phe-ol’°]-uPA,, 3,
cyclo[21,29][Cys***(87)*]-uPA, 30
cyclo[21,29][Cys*'D-Cys™(87)*°]-uPA, 30

(67)
(68)
(69)
(70)
(74)
(75)
(73)
(76)

H-XNKYFSNICW-OH
H-XNKYFSNIXW-OH
H-XNKYFSNIXW-OH
H-XNKYFSNIXW-OH
H-XNKYFSNIXW-OH

H-MNKYFSNIMW-OH
H-XNKYFSNIXW-OH
H-FNKYFSNIFW-OH
H-XNKYFSNIXW-OH
H-CNKYFSNICF-OH
H-CNKYFSNICY-OH
H-CNKYFSNICH-OH
H-CNKYFSNICX-OH
H-CNKYFSNICX-OH
H-CNKYFSNICX-OH
H-CNKYFSNICW-NH,
Ac-CNKYFSNICF-OH
Tes-NKYFSNICF-OH
Tps-CNKYFSNICF-OH
racTms-CNKYFSNICF-OH
H-CNKYFSNICX-ol
H-CNKYFSNICX-ol
H-CNKYFSNICF-o!/
H-CNKYFSNICEFE-ol

(L-72) H-CNKYFSNICW
(D-72) H-CNKYFSNICW
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7.2.5 Metathesecyclen

cyclo[22,28][Alg***Ala*’Phe’]-uPA,, 50
cyclo[22,28][Alg*D-Alg* Ala*’Phe’*]-uPA, 3!
cyclo[22,28][D-Alg? Alg** Ala®Phe**]-uPA,; 1!
cyclo[22,28][D-Alg***Ala*’Phe’®]-uP A, 3¢
cyclo[23,28][Alg”**Ala*’Phe’®]-uPA, 50!
cyclo[23,28][Alg”D-Alg** Ala*Phe**]-uPA, 5}
cyclo[23,28][D-Alg” Alg*® Ala®Phe**]-uPA,; !
cyclo[23,28][D-Alg”**Ala*’Phe’®]-uP A, 50
cyclo[22,28][rachAlg**** Ala*Phe’]-uPA, 3
cyclo[23,28][rachAlg”* Ala*’Phe™]-uP A, 3,
cyclo[23,27][rachAlg™? Ala*Phe’]-uPA, |3
cyclo[22,27][rachAlg*? Ala*Phe™]-uP A, 30
cyclo[22,28][racbhAlg***Ala*’Phe’]-uPA, | 3
cyclo[23,28][racbhAlg™** Ala®’Phe’ ]-uP A, 3
cyclo[23,27] [racbhA1g23’27Ala29Phe30]-uPA21_301*
cyclo[22,27] [racbhA1g22’27Ala29Phe30]-uPA21_301*
cyclo[22,28][rachAlg**** Ala”Phe™]-uPA, | 50*
cyclo[23,28][rachAlg™** Ala*Phe’™]-uPA, | 50*
cyclo[23,27][rachAlg®™? Ala*Phe™]-uPA, | 50*
cyclo[22,27][rachAlg*? Ala*Phe’™]-uPA, | 50*
cyclo[22,28][racbhAlg?** Ala*’Phe’]-uP A, 50 *
cyclo[23,28][racbhAlg™** Ala*’Phe’]-uP A, 50*
cyclo[23,27][racbhAlg™*’ Ala*’Phe’]-uP A, 50*
cyclo[22,27][racbhAlg™? Ala*’Phe’]-uP A, 50*

+ = geschiitzte Seitenketten

* = reduzierte Doppelbindung

(251) H-SXKYFSNXAF-OH
(252) H-SXKYFSNXAF-OH
(253) H-SXKYFSNXAF-OH
(254) H-SXKYFSNXAF-OH
(255) H-SNXYFSNXAF-OH
(256) H-SNXYFSNXAF-OH
(257) H-SNXYFSNXAF-OH
(258) H-SNXYFSNXAF-OH
(218) H-SXKYFSNXAF-OH
(217) H-SNXYFSNXAF-OH
(215) H-SNXYFSXIAF-OH
(216) H-SXKYFSXIAF-OH
(234) H-SXKYFSNXAF-OH
(233) H-SNXYFSNXAF-OH
(231) H-SNXYFSXIAF-OH
(232) H-SXKYFSXIAF-OH
(226) H-SXKYFSNXAF-OH
(225) H-SNXYFSNXAF-OH
(223) H-SNXYFSXIAF-OH
(224) H-SXKYFSXIAF-OH
(242) H-SXKYFSNXAF-OH
(241) H-SNXYFSNXAF-OH
(239) H-SNXYFSXIAF-OH
(240) H-SXKYFSXIAF-OH
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7.2.6 EmrE-Peptide

Boc-Met-Asn(Trt)-Pro-Tyr(/Bu)-Ile-Tyr(/Bu)-Leu-Gly-OH (Boc-272)
Fmoc-Gly-Ala-Ile-Leu-Glu(O7Bu)-Val-Ile-Gly-OH (270)
H-Gly-Ala(N-Hmb)-Ile-Leu-Glu(OzBu)-Val-Ile-Gly-TrtTG-PS (291)
Fmoc-Thr(¢Bu)-Thr(/Bu)-Leu-Met-Lys(Boc)-Phe-Ser(sBu)-Glu(O7Bu)-Gly-OH (279)
H-Phe-Thr(¢Bu)-Arg(Pmc)-SieberPS (280)
H-Thr(sBu)-Thr(Bu)-Leu-Met-Lys(Boc)-Phe-Ser(¥M™pro)-Glu(OrBu)-Gly-Phe-
Thr(zBu)-Arg(Pmc)-NH, (293)
Boc-Met-Asn(Trt)-Pro-Tyr(/Bu)-Ile-Tyr(fBu)-Leu-Gly-Gly-Ala(N-Hmb)-Ile-Leu-
Glu(OrBu)-Val-Ile-Gly-OH (292)
H-Met(O)-Asn-Pro-Tyr-Ile-Tyr-Leu-Gly-Gly-Ala-Ile-Leu-Glu-Val-Ile-Gly-Thr-Thr-
Leu-Met(O)-Lys-Phe-Ser-Glu-Gly-Phe-Thr-Arg-NH, (294)
H-Met-Asn-Pro-Tyr-Ile-Tyr-Leu-Gly-Gly-Ala-Ile-Leu-Glu-Val-Ile-Gly-Thr-Thr-Leu-
Met-Lys-Phe-Ser-Glu-Gly-Phe-Thr-Arg-NH, (295)

7.3 Allgemeine Arbeitsvorschriften

AAVI1: Kupplung der ersten Aminosdure an TCP-Harz

1 g TCP-Harz (maximale Belegungsdichte ca. 1 mmol/g Harz) werden mit 1.2 eq.
Aminosédurederivat und 153 pl DIPEA in 10 mL trockenem DCM unter Schiitteln
gemischt. Nach fiinf Minuten werden weitere 356 pul DIPEA zugegeben und zwei
Stunden geschiittelt. Nach Zugabe von 1 mL MeOH wird weitere 30 min geschiittelt,
abfiltriert und nacheinander mit zweimal 10 mL DCM, dreimal 10 mL NMP und
dreimal mit 20 mL MeOH (Ultraschall um Klumpen aufzulésen) gewaschen.
Anschliefend wird im HV getrocknet und der Belegungsgrad gravimetrisch nach
folgender Formel bestimmt:

(m, —m,)-1000
(MGy,,, —36.461)-m,

n = Mol Aminosiure am Harz [+
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m; = Masse des unbelegten TCP-Harzes [g]
m, = Masse des belegten Harzes [g]

MGy,. = Molgewicht der Aminosdure [g/ mol]

AAV?2: Unterbelegung von TCP-Harz
Die Unterbelegung erfolgt analog AAVI, als Aminosdure wird allerdings eine
Mischung aus 0.3 eq. Fmoc-Aminosdure und 1.2 eq. der entsprechenden Boc-

geschiitzten Aminosdure eingesetzt. Die Bestimmung des Belegungsgrades erfolgt

nach AAVS.

AAV3: Kupplung von Fmoc-Aminoalkoholen an TCP-Harz
250 mg TCP-Harz werden mit 3 eq. Fmoc-Aminoalkohol und 6 eq. Pyridin in 3 mL
trockenem DCM/DMF (1:1, v/v) 12 h geschiittelt. AnschlieBend wird 1 mL MeOH

zugegeben, erneut 1 h geschiittelt und wie in A4V 1 gewaschen.

AAV4: Kupplung der ersten Aminosdure an Wang- und HMBA-AM-Harz

500 mg Wang- oder HMBA-AM-Harz werden mit einer Losung von 5 eq. AS,
5eq. MSNT und 3.75 eq. Melm in 10 mL trockenem DCM 1h geschiittelt. Nach
Waschen (44 V1) wird die Belegungsdichte nach A4V 4 bestimmt.

AAVS: Bestimmung des Belegungsgrades durch UV-Absorption des Fmoc-Piperidin-
Komplexes

Etwa 3 mg trockenes belegtes Harz wird mit 3 mL einer frisch bereiteten Losung von
20% Piperidin in DMF (v/v) versetzt und 5 min geschiittelt. Nach Filtration wird die
Absorption bei 290 nm gemessen (Abspaltlosung als Referenz). Der Belegungsgrad

wird nach folgender Formel bestimmt:

AbSHarz - AbSRef.
1.65-my,,

. 449
n = Mol Aminosiure am Harz [**!

Absy,r, = Absorption der Abspaltlosung mit beladenem Harz
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Absg.r = Absorption der reinen Abspaltlosung

m = Masse des eingewogenen beladenen Harzes [mg]

AAV6: Festphasensynthese von Peptiden mit Fmoc/tBu-Schutzgruppenstrategie

Die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe der harzgebundenen Aminosdure/des Peptids

und die Kupplung einer weiteren Fmoc-Aminosdure erfolgt nach folgendem Schema:

Operation Reagenzien (10 mL/g Harz) Zeit[min] Anzahl
1 Quellung NMP 30 1
2 Entschiitzen 20% Piperidin in NMP 5 1
3 Waschen NMP 1 1
4  Entschiitzen 20% Piperidin in NMP 15 1
5 Waschen NMP 1 5
6 Kuppeln Fmoc-AS-OH/TBTU/HOBt/DIPEA 60 1
oder Fmoc-AS-OH/HATU/HOAUt/Collidin
7  Waschen NMP 1 1
8 Kuppeln Fmoc-AS-OH/TBTU/HOBt/DIPEA 45 1
oder Fmoc-AS-OH/HATU/HOAt/Collidin
9  Waschen NMP 1 3
10 Waschen DCM 1 3
11 Trocknen HV u.N.

Die Schritte 10 und 11 erfolgen nur, wenn die Peptid-Festphasensynthese fiir mehrere

Tage unterbrochen wird.

Je nach Kupplungseffizienz und Verfiigbarkeit des Aminosdurederivats werden die

Schritte 2-7 bzw. 2-9 fiir jede zu kuppelnde Aminosdure wiederholt. Die Kupplung der

Fmoc-Aminoséure erfolgt entweder nach der TBTU- oder HATU-Methode:

Je 3 eq. geschiitzter Fmoc-Aminoséure, 3 eq. Kupplungsreagenz, 3 eq. Additiv und

8.4 eq. DIPEA (TBTU) bzw. 30 eq. Collidin (HATU!) werden in Konzentrationen

grofler 0.3 M in NMP gelost, zu dem N-terminal entschiitzten Peptidyl-Harz gegeben,

eine Stunde geschiittelt und bei Bedarf (HPLC-Kontrolle) nachgekuppelt.
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Je nach Verwendungszweck wird fiir die letzte Aminosdure ein N-terminaler Boc-
Schutz verwendet oder vor dem Abspalten vom Harz die N-terminale Fmoc-

Schutzgruppe abgespalten.

AAVT: Automatisierte Festphasensynthese mit Fmoc/tBu-Schutzgruppenkombination

Die Festphasensynthese erfolgte analog 44V 6 auf dem multiplen Peptidsynthesizer
SyRoll mittels TBTU/HOBt-Aktivierung und NMP als Losungsmittel. Die
Konzentrationen der eingesetzten Reagenzien wurden so gewdhlt, dass in der
resultierenden Reaktionslosung die Konzentration der Fmoc-Aminosdurederivate
groBer 0.2 M waren. DIPEA musste entsprechend mit DMF gemischt werden.

Durchmischung in den Reaktoren erfolgte alle 10 Minuten fiir je 5 Sekunden.

AAVS8: Abspaltung seitenkettengeschiitzter Peptide vom TCP-Harz
Die Abspaltung der geschiitzten Peptide vom TCP-Harz erfolgt nach folgendem

Schema:
Operation Reagenzien (10 mL/g Harz) Zeit[min] Anzahl
1 Quellung DCM 10 1
2 Abspalten DCM / HFIP (4:1, v/v) 15 1
3 Abspalten DCM / HFIP (4:1, v/v) 15 1
4  Abspalten DCM / HFIP (4:1, v/v) 15 1

Bei Anwesenheit von His(Trt)-Resten im Peptid muss als Abspaltlosung
DCM/HOAC/TFE (8:1:1, v/v/v) verwendet werden (Abspaltzeiten von 15 min auf eine
Stunde verldngern!), da der Tritylrest auf der Imidazolseitenkette des Histidins unter
starker sauren Bedingungen nicht stabil ist.

Die vereinigten Filtrate aus den Schritten 2-4 werden am Rotationsverdampfer unter
mehrmaliger Zugabe von Toluol (vermeidet Aufkonzentrierung von HOAc und bildet
ein Azeotrop) bis zur Trockne eingeengt (Bad maximal 30 °C) und das

zuriickbleibende Peptid wird aus /BuOH oder Dioxan lyophilisiert.
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AAV9: Abspaltung seitenkettengeschiitzter Peptidamide von Sieber-Amid-Harz

Die Abspaltung der geschiitzten Peptide vom Sieber-Amid-Harz erfolgt im flow-
Verfahren mit 1% TFA in DCM. Dazu werden 250 mg Peptidylharz in DCM
gequollen und anschlieend mit 100 mL 1% TFA/DCM (v/v) bei einem Fluss von ca.
4-5 mL/min in eine Suspension von 2 g NaHCO; in 30 mL MeOH eluiert. Nach
Zugabe von 80 mL Wasser wird das Methanol am Rotationsverdampfer abdestilliert
(Badtemperatur maximal 30 °C), das ausgefallene Peptid wird abzentrifugiert,
mehrmals mit Wasser gewaschen, anschlieBend aus Dioxan lyophilisiert und bei

Bedarf mittels priaparativer RP-HPLC gereinigt.

AAV10: Abspaltung seitenkettenentschiitzter Peptide vom TCP-Harz

Die Abspaltung vollstindig entschiitzter Peptide vom TCP-Harz erfolgt bei RT durch
Schiitteln mit einer Mischung von dreimal 15 min TFA/TIPS/H,0 (90:7:3, v/v/v). Die
vereinigten Filtrate werden in einen 30fachen Uberschuss Et,O eingetropft, das Peptid
abzentrifugiert, erneut mit Et,O gewaschen, aus Wasser oder tBuOH lyophilisiert und
mittels HPLC gereinigt. Die resultierenden Peptide zeigten anschliefend durchweg
Reinheiten von >95% und Abweichungen von der theoretisch zu erwartenden Masse

von maximal 0.5 Masseneinheiten in ESI-MS-Untersuchungen.

AAVI1I1: Abspaltung seitenkettenentschiitzter Peptide vom TCP-Harz mit an-
schlieflender Disulfidcyclisierung.

Die Abspaltung der Peptide vom Harz erfolgt nach 44V 10. Die vereinigten Filtrate
werden im HV getrocknet, der Riickstand mit Wasser (200 mL/100 mg Harz) im US-
Bad suspendiert, mit DMSO (20%, v/v) versetzt und 12-36 h (HPLC-Kontrolle!)
geriihrt. Die Suspension wird bis auf ein Volumen von wenigen mL DMSO eingeengt
und mit etwa der gleichen Menge Wasser versetzt, das ausgefallene Triphenylmethan
abfiltriert und die resultierende Losung mittels RP-HPLC gereinigt. Fiir die
Charakterisierung der Produkte gilt Identisches wie in AAV10.



148 7. Experimenteller Teil

AAVI12: Vollstindige Seitenkettenentschiitzung von Trp bei Verwendung von Fmoc-
Trp(Boc)-OH

Zur Entfernung der N-Carboxygruppe des Trp wird das Peptid in Wasser gelost, einige
Tropfen HOAc zugegeben und iiber Nacht geriihrt. AnschlieBend wird lyophilisiert
und das verbleibende Peptid mittels HPLC gereinigt. Fiir die Charakterisierung der
Produkte gilt Identisches wie in AAV10.

AAV13: Acetylierung freier Aminogruppen an fester Phase (capping)
Zur Acetylierung freier Aminogruppen werden 100 mg Harz zweimal 15 min mit 1
mL einer Lésung aus NMP/Ac,O/DIPEA (93:5:2, v/v) geschiittelt und anschlieBend

fiinfmal mit NMP gewaschen.

AAV14: Fmoc-Schiitzung freier Aminoalkohole oder —sdiuren

a) Zu einer etwa 0.5M Suspension bzw. Losung der Aminosdure bzw. des
Aminoalkohols in abs. DCM werden unter Rithren bei 0 °C 2.1 eq. TMS-CI
langsam zugetropft, das Eisbad entfernt, 3 eq. DIPEA zugetropft, 1.1 eq.
Fmoc-Cl in einer Portion zugegeben und eine Stunde bei RT geriihrt.
Anschliefend wird die Losung am Rotationsverdampfer eingeengt, der
Riickstand in Et,O aufgenommen und zweimal mit 5%iger wéssriger Na,CO;-
Losung ausgeschiittelt und die vereinigten wissrigen Phasen mit Et,O
ausgeschiittelt. Die wéssrige Losung wird mit 2N HCI auf pH=1 angesiuert,
dreimal mit EE extrahiert, die vereinigten organischen Phasen iiber Na,SO,
getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer abdestilliert. Die
Reinigung erfolgt durch Umkristallisation oder durch Sdulenchromatographie.

b) Zu einer etwa 0.5M Suspension der Aminosdure und 1 eq. NaHCO; in einer
Mischung aus Wasser/Aceton (1:1, v/v) wird bei RT 1 eq. Fmoc-ONSu in einer
Portion zugegeben und 20 h bei RT geriihrt. AnschlieBend wird die
Reaktionslosung vorsichtig mit konz. HCI auf pH=1 angesduert und das Aceton
am Rotationsverdampfer abdestilliert. Die verbleibende wéssrige Suspension
wird zweimal mit Chloroform ausgeschiittelt, die vereinigten organischen

Phasen mit 0.1M HCI und Wasser gewaschen, tiber Na,SO, getrocknet und das
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Losungsmittel im HV entfernt. Das Rohprodukt wird anschlieBend durch

umkristallisieren oder Sédulenchromatographie gereinigt.

AAV15: Fmoc-Abspaltung in Lésung

Das Peptid wird 1 h in einer Losung von 20% Diethylamin in DMF (v/v) geriihrt und
das Losungsmittel im HV entfernt. Der Riickstand wird in MeOH aufgenommen, mit
Et,0O gefillt, abzentrifugiert, mit Et,0O gewaschen und aus Wasser, Dioxan oder

tBuOH lyophilisiert.

AAV16: Tritylierung von Thioessigsdure und homologer Bausteine

Zu einer Losung von 30 mmol des entsprechenden Bausteins in 25 mL HOAc werden
bei RT 35 mmol Tritylalkohol und 6.5 mL BF;-Et,O (Eiskiihlung!) gegeben und 3 h
gerithrt. Unter Eiskiihlung werden dann 80 mL gesittigte NaOAc-Losung und
anschliefend 160 mL Wasser zugegeben, 15 min bei RT und 15 min bei 0 °C geriihrt.
Der entstandene Niederschlag wird abfiltriert, mit wissriger NaCIl-Losung, Et,0O und

Petrolether gewaschen und im HV getrocknet.

AAV17: Fragmentkupplung zur C-terminalen Modifikation der uPA-Peptide

Zu etwa 0.01 mmol geschiitztem Peptid in 400 mL THF/DMF (1:1, v/v) werden
1.2 eq. EDCI*HCL, 1.2 eq. HOBt, 3 eq. Amin und 10 eq. Collidin zugegeben und 48 h
gertlihrt. AnschlieBend werden die Losungsmittel im HV entfernt, zweimal mit Wasser
gewaschen und aus /BuOH lyophilisiert. Das N-terminal geschiitzte Peptid wird
30 min mit 0.5 mL 20% DEA/NMP behandelt und mit 20 mL Wasser aufgefiillt. Die
Suspension wird mehrmals zentrifugiert, der Niederschlag mit Wasser gewaschen, aus

tBuOH lyophilisiert, nach A4V 10 entschiitzt und mittels HPLC gereinigt.

AAVI18: Metathese mit olefinsubstituierten Peptiden an fester Phase

Jeweils 5-100 mg Peptidylharz werden unter Argon in 3-5 mL trockenem DCM mit
2-6 eq. Grubbs Katalysator suspendiert und 12-14 h refluxiert. Anschlieend wird das
Harz abfiltriert, zweimal mit DCM und MeOH gewaschen und getrocknet.
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AAV19: Reinigung der Metathesepeptide (Grubb’s Katalysator und Ruthenium-Salze)
Im Anschluss an die Metathese-Reaktion erfolgt die Abspaltung des cyclisierten
geschiitzten Produktes nach A4 V8, wobei die Abspaltzeiten auf dreimal 1 h verldngert
werden und aus Dioxan lyophilisiert wird. Etwa 0.05 mmol des resultierenden rot-
braunen Peptids wird in 2 mL ACN/TEA (1:1, v/v) gelost, 200 mg DTT zugegeben
und einige Stunden stehen gelassen. Der resultierenden braune Niederschlag wird
abzentrifugiert oder filtriert und der Uberstand bzw. das Filtrat in 40 mL Wasser
eingetropft. Das ausgefallene Peptid wird abzentrifugiert, mit Wasser gewaschen, aus
Dioxan lyophilisiert und bei Bedarf mittels HPLC gereinigt.

In den Fillen, in denen eine Féllung der geschiitzten Peptide in Wasser unterbleibt,
wird mit HOAc angeséuert, worauf das Peptid ausféllt. Nach Zentrifugation wird mit
Wasser/HOAc (50:1, v/v) gewaschen, erneut zentrifugiert und aus 7BuOH
lyophilisiert.

Je 5-15 mg des trockenen Peptids werden anschlieBend in 1 mL ACN/TEA (1:1, v/v)
gelost und mit 10-25 mg DTT versetzt, nach kurzem Schiitteln auf 8 mL Wasser
aufgefiillt, auf eine Isolute SPE Séule (10 mL XL, 500 mg RP-C18-EC Kieselgel)
aufgetragen (Konditionierung mit zweimal 8 mL Wasser/ACN, 9:1, v/v) und innerhalb
von 30 min. abgesaugt. Nach Waschen mit 8 mL der Aufziehlosung und 8§ mL
Wasser/HOAc (9:1, v/v) wird mit dreimal 8 mL Toluol und dreimal 8 mL
ACN/Wasser/TFA (9:1:0.1%, v/v/v) eluiert. Die vereinigten Filtrate werden am
Rotationsverdampfer aufkonzentriert und anschlieBend zweimal aus /BuOH oder
Dioxan lyophilisiert.

Werden die N-terminalen Reste His und Trp durch Ala und Phe ersetzt, kann nach der
Féllung in Wasser die Reinigung mittels der Isolute SPE Saulchen durch eine HPLC

Trennung ersetzt werden.

AAV20: Reduktion von Metathesepeptiden
a) Jeweils ca. 10 mg geschiitztes cyclisches Peptid wird in 6 mL DMAc und 1 mL
HOAc gelost und mit 25 mg Pd/C wassernass versetzt und unter einer
Wasserstoffatmosphédre 48 h geriihrt. Dann werden erneut 25 mg Pd/C
zugegeben und erneut unter Wasserstoffatmosphire 24-48 h (ESI-Kontrolle!)
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geriihrt. AnschlieBend wird mit MeOH auf 15 mL aufgefiillt, filtriert, die
Losungsmittel am HV-Rotationsverdampfer abdestilliert und dreimal aus
Dioxan lyophilisiert.

b) Jeweils ca. 10 mg des geschiitzten cyclischen Peptids werden in 500 ul NMP
gelost, mit 40 eq. TISH und 1.6 eq. DIPEA versetzt und 48 h bei 50 °C
geschiittelt. AnschlieBend werden erneut 40 eq. TISH und 1.6 eq. DIPEA
zugegeben und weitere 24 h bei 50 °C geschiittelt (ESI-Kontrolle!). Das
Losungsmittel wird wie in AAV19 iiber SPE entfernt und die Reinigung erfolgt
tiber RP-HPLC.

AAV21: Abspaltung der Seitenkettenschutzgruppen im Fall pseudoprolingeschiitzter
Metathesecyclen

Die Abspaltung der Seitenkettenschutzgruppen im Fall pseudoprolingeschiitzter
Metathesecyclen erfolgt bei RT durch zweistiindiges Schiitteln mit einer Mischung
von TFA/TIPS/H,0 (90:7:3, v/v/v). Die Losung wird in einen 30fachen Uberschuss
Et,O eingetropft, das Peptid abzentrifugiert, erneut mit Et,O gewaschen und aus
Wasser oder tBuOH lyophilisiert. AnschlieBend wird erneut eine Stunde mit einer
Mischung aus TFA/TFMSA/H,0 (90/5/5, v/v/v) abgespalten und durch Eintropfen in
Et,O ausgefillt, zentrifugiert, mit Et,0O gewaschen und lyophilisiert (ist die Fallung in
Et,O unvollstindig, kann zur Vervollstindigung der Fillung bis max. 40% Hexan

zugegeben werden).

7.4 Synthesen der Bausteine

7.4.1 Synthese von 2-(Tritylsulfanyl)-essigsiure (77)

Die Synthese erfolgt nach A4V16. Ausgehend von 1.8 g (20.0 mmol) Thioessigsdure
wurden 5.2 g (MW=298.4 g/mol, 17.3 mmol, 87%) der Titelverbindung als wei3er
Feststoff erhalten.
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'H-NMR (250 MHz, D¢-DMSO): 8 (ppm) = 7.37-7.21 (m, 15H, Trt-H), 2.83 (s, 2H, S-
CH»-CO).

BC-NMR (62.9 MHz, D¢-DMSO): & (ppm) = 170.4, 144.1, 129.2, 128.4, 127.1, 66.4,
34.9.

7.4.2 Synthese von 2-(Tritylsulfanyl)-propionsiure (78)

Die Synthese erfolgt nach A4V16. Ausgehend von 1.3 g (12.3 mmol) Thioessigséure
wurden 3.0 g (MW=312.4 g/mol, 9.7 mmol, 79%) der Titelverbindung als wei3er
Feststoff erhalten.

'H-NMR (250 MHz, D-DMSO): & (ppm) = 7.38 (m, 15H, Trt-H), 2.73 (q, 1H, *J=7.2
Hz, TrtS-CH(CH;)-CO), 0.85 (d, *J=7.2 Hz, CH;-CH).

BPC-NMR (62.9 MHz, D-DMSO): & (ppm) = 174.1, 144.3, 129.4, 128.2, 127.0, 67.8,
42.7,18.9.

7.4.3 Synthese von 3-(Tritylsulfanyl)-propionsiure (79)

Die Synthese erfolgt nach A4AV16. Ausgehend von 2.7 g (10.5 mmol) Thioessigsdure
wurden 2.8 g (MW=312.4 g/mol, 9.0 mmol, 85%) der Titelverbindung als wei3er
Feststoff erhalten.

'H-NMR (250 MHz, Dg-DMSO): & (ppm) = 7.36-7.20 (m, 14H, Trt-H), 2.28 (t, 2H,
3J=6.0 Hz, S-CH>-), 2.16 (t, 2H, *J=6.5 Hz, -CH,-CO-).

BC-NMR (62.9 MHz, D¢-DMSO): & (ppm) = 172.9, 144.6, 129.3, 128.2, 126.9, 66.4,
33.1, 26.9.
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7.4.4 Synthese von  (1R)-(9H-Fluoren-9-ylmethyloxycarbonyl)-2-amino-2-
phenylethanol (D-84)

Die Synthese erfolgt nach A4AVIi4a aus 5.0 g (36.4 mmol) (R)-2-Amino-2-
phenylethanol. Nach Umkristallisieren aus EE/Hexan (4:1, v/v) erhdlt man 9.4 ¢
(MW=359.4 g/mol; 26.2 mmol, 72%) der Titelverbindung als farblose Nadeln.

ESI-MS: m/z = 382.3 (45, [m+Na]"), 741.0 (25, [2m+Na]").

'H-NMR (250 MHz, D-DMSO): & (ppm) = 7.89-7.69 (m, 5SH, Fmoc- und CONH),
7.43-7.22 (m, 9H, Fmoc- und Ar-H), 4.85 (t, 1H, °J = 5.8 Hz, CH,-OH), 4.58 (q, 1H,
3J=8.0 Hz, H"), 4.29-4.20 (m, 3H, Fmoc-H), 3.54 (t, 2H, *J=6.0 Hz, CH,-OH).
BC-NMR (62.9 MHz, D-DMSO): & (ppm) = 156.0, 144.1, 144.0, 141.6, 140.9, 128.3,
127.8, 127.2, 127.0, 125.4, 120.3, 65.6, 64.9, 57.6, 46.9.

7.4.5 Synthese  von (1S)-(9H-Fluoren-9-ylmethyloxycarbonyl)-2-amino-2-
phenylethanol (L-84)

Die Synthese erfolgt nach A4A4VI4a aus 1.0 g (8.8 mmol) (S)-2-Amino-2-
phenylethanol. Nach Umkristallisieren aus EE/Hexan (4:1, v/v) erhédlt man 2.1 g
(MW=359.4 g/mol; 5.8 mmol, 79%) der Titelverbindung als farblose Nadeln.

ESI-MS: m/z = 382.3 (32, [m+Na]"), 740.0 (9, [2m+Na]").

'H-NMR (250 MHz, D&-DMSO): & (ppm) = 7.89-7.70 (m, 5SH, Fmoc- und CONH),
7.42-7.20 (m, 9H, Fmoc- und Ar-H), 4.85 (bs, 1H, CH,-OH), 4.58 (q, 1H, 3J=8.3 Hz,
H%), 4.29-4.20 (m, 3H, Fmoc-H), 3.54 (bs, 2H, CH,-OH).

BC-NMR (62.9 MHz, D-DMSO): & (ppm) = 156.0, 144.1, 144.0, 141.6, 140.9, 128.3,
127.8, 127.2,127.0, 125.4, 120.3, 65.6, 64.9, 57.6, 46.9.
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7.4.6 Synthese von  (1R)-(9H-Fluoren-9-ylmethyloxycarbonyl)-2-amino-3-
phenyl-1-propanol (D-83)

Die Synthese erfolgt nach A4V14a aus 1.0 g (6.6 mmol) (R)-2-Amino-3-phenyl-1-
propanol. Nach Umkristallisieren aus EE/Hexan (4:1, v/v) erhdlt man 2.2 g
(MW=373.5 g/mol; 5.8 mmol, 88%) der Titelverbindung als farblose Nadeln.

ESI-MS: m/z = 396.3 (49, [m+Na]"), 769.0 (22, [2m+Na]").

'H-NMR (250 MHz, D-DMSO): & (ppm) = 7.89-7.15 (m, 14H, Fmoc-, Ar-H und
NH), 5.15 (sbs, 1H, CH,-OH), 4.24-4.10 (m, 3H, Fmoc-H), 3.71-3.51 (bs, 1H, H%),
3.43-3.23 (m, 2H, CH,-OH), 2.90-2.53 (m, 2H, Ar-CH,).

BC-NMR (62.9 MHz, D-DMSO): & (ppm) = 157.2, 155.9, 144.1, 142.8, 140.9, 139.8,
139.6, 137.6, 129.3, 129.1, 128.2, 127.8, 127.5, 127.2, 126.0, 125.4, 121.6, 120.2,
109.9, 65.4, 63.4, 63.2, 54.8, 54.5, 46.9, 37.0, 36.8.

7.4.7 Synthese von (1S)-(9H-Fluoren-9-ylmethyloxycarbonyl)-2-amino-3-
phenyl-1-propanol (L-83)

Die Synthese erfolgt nach A4VIi4a aus 1 g (6.6 mmol) (S)-2-Amino-2-phenyl-1-
propanol. Nach Umkristallisieren aus EE/Hexan (4:1, v/v) erhdlt man 19 g
(MW=373.5 g/mol; 5.3 mmol, 79%) der Titelverbindung als farblose Nadeln.

ESI-MS: m/z = 396.3 (49, [m+Na]"), 769.0 (22, [2m+Na]").

'H-NMR (250 MHz, Dg-DMSO): & (ppm) = 7.88-7.61 (m, 5H, Fmoc- und NH), 7.43-
7.16 (m, 9H, Fmoc- und Ar-H), 4.77 (t, 1H, =55 Hz, CH,-OH), 4.24-4.11 (m, 3H,
Fmoc-H), 3.71-3.53 (bs, 1H, H"), 3.44-3.27 (m, 2H, CH,-OH), 2.90-2.56 (m, 2H, Ar-
CH,).

BC-NMR (62.9 MHz, D-DMSO): & (ppm) = 155.9, 144.1, 140.9, 139.5, 129.3, 128.2,
127.8, 127.2,126.0, 125.4, 120.2, 65.4, 63.2, 54.8, 46.9, 36.8.
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7.4.8 Synthese von rac-(9H-Fluoren-9-ylmethyloxycarbonyl)-2-amino-1-phenyl-
ethanol (85)

Die Synthese erfolgt nach A4V 14a aus 6 g (43.7 mmol) rac-2-Amino-1-phenylethanol.
Nach Umkristallisieren aus EE/Hexan (4:1, v/v) erhdlt man 11.9 g (MW=359.4 g/mol;
33.1 mmol, 76%) der Titelverbindung als farblose Nadeln.

ESI-MS: m/z = 382.4 (39, [m+Na]"), 741.0 (12, [2m+Na]").

'H-NMR (250 MHz, Ds-DMSO): & (ppm) = 7.89-7.18 (m, 15H, Fmoc-, Ar- und NH),
5.40 (d, 1H, 3] = 4.4 Hz, ArCH-OH), 4.65-4.58 (m, 1H, H%), 4.35-4.15 (m, 3H, Fmoc-
H), 3.18-3.12 (m, 2H, NH-CH,-CHA).

BC-NMR (62.9 MHz, D-DMSO): & (ppm) = 156.4, 144.1, 143.8, 140.9, 128.1, 127.8,
127.2,126.2, 125.4, 120.3, 71.5, 65.5, 48.6, 46.9.

7.4.9 Synthese von rac-(9H-Fluoren-9-ylmethyloxycarbonyl)-2-amino-4-penten-

siaure (rac-154)

Die Synthese erfolgt nach A4V14b aus 1 g (8.7 mmol) rac-2-Amino-4-pentenséure.
Nach Umkristallisation aus EE/Hexan (4:1, v/v) und Trocknung im HV erhilt man
1.97 g MG=337.4 g/mol; 5.8 mmol, 67%) der Titelverbindung als farblose Nadeln.

ESI-MS: m/z = 337.9 (4, [m+H]"), 360.2 (10, [m+Na]"), 376.1 (14, [m+K]"), 697.1
(62, [2m+Na]"), 713.1 (100, [2m+K]").

'H-NMR (250 MHz, D¢-DMSO): 8 (ppm) = 7.92-7.29 (m, 10H, Fmoc- und NH), 5.87-
5.70 (m, 1H, H,C=CH-CH,), 5.14-5.02 (m, 2H, H,C=CH-CH,), 4.30-4.18 (m, 3H,
Fmoc), 4.07-3.98 (m, 1H, HY), 2.54-2.30 (m, 2H, CH>").

BC-NMR (62.9 MHz, D¢-DMSO): & (ppm) = 173.4, 156.2, 144.0, 141.0, 134.5, 127.8,
127.3, 125.5, 120.5, 117.8, 65.8, 53.8, 46.8, 25.5.
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7.4.10 Synthese von rac-(9H-Fluoren-9-ylmethyloxycarbonyl)-2-amino-5-hexen-

siaure (rac-160)

7.4.10.1 Synthese von rac-Diethyl-2-acetamido-2-(but-3-enyl)-malonat (157)

Zu einer Suspension von 2.1 g NaH (88 mmol) in 100 mL trockenem DMF werden bei
0 °C langsam 17.4 g Acetamidomalonsdurediethylester (155 ,80 mmol) in trockenem
DMF zugegeben. Das Eisbad wird entfernt und die Losung wird weitere 20 min
gerithrt. Dann werden 11.9 g (8.9 mL, 88 mmol) 4-Brom-1-buten (156) langsam
zugetropft und 4 h bei 90 °C geriihrt. Nach Stehen liber Nacht wird das Losungsmittel
am Rotationsverdampfer abdestilliert und das verbleibende orange Ol in EE
aufgenommen, mit Wasser gewaschen, die wissrige Phase zweimal mit EE
gewaschen, die vereinigten organischen Phasen mit geséttigter NaCl-Losung
gewaschen, liber Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer
abdestilliert. Das erhaltene gelbliche Ol wird durch Flash-Chromatographie mit
Et,O/Hexan (2:1, 1% HOAc, v/v/v) gereinigt und anschlieBend aus Et,O/Hexan (1:2,
v/v) umkristallisiert, wobei 15.2 g (MW=271.3 g/mol, 56.0 mmol, 70%) der
Titelverbindung (157) als farblose Kristalle erhalten werden.

ESI-MS: m/z = 230.1 (58, [m-Ac+H]"), 294.2 (100 [m+Na]").

'H-NMR (250 MHz, D¢-DMSO): & (ppm) = 8.25 (s, 1H, CO-NH), 5.83-5.67 (m, 1H,
H,C=CH-CH,), 5.03-4.91 (m, 2H, H,C=CH-CH,), 4.12 (q, 4H, 3] = 7.0 Hz, OCH>-
CH3), 2.19-2.08 (m, 2H, H,C=CH-CH>), 1.90-1.81 (m, 5H, H;C-C=0 und H,C=CH-
CH,-CH,), 1.34 (t, 6H, *J = 7.1 Hz, OCH,-CH).

BC-NMR (62.9 MHz, D&-DMSO): & (ppm) = 169.2, 167.6, 137.6, 115.4, 65.9, 61.7,
32.0,27.6, 22.3, 14.0.

7.4.10.2 Synthese von rac-(N-Acetyl)-2-amino-5-hexenséiure (158)

Zu einer Losung von 8.1 g (30 mmol) rac-Diethyl-2-acetamido-2-(but-3-enyl)-
malonat (157) in 80 mL Wasser/EtOH (1:1, v/v) werden 1.3 g (32.0 mmol) NaOH
gegeben und die Losung unter Rithren 16 h auf 90 °C erhitzt. Nach dem Abkiihlen
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wird das Ethanol am Rotationsverdampfer entfernt und die resultierende wéssrige
Phase mit 80 mL EE gewaschen. Die wissrige Phase wird mit 2M HCI auf pH=1
angesduert und dreimal mit je 80 mL EE/DCM (4:1, v/v) extrahiert. Die vereinten
organischen Phasen werden iiber Na,SO, getrocknet und das Lésungsmittel im HV
entfernt, wobei 4.6 g (MW=171.2 g/mol, 26.9 mmol, 90%) der Titelverbindung (158)

als weiller Feststoff erhalten werden.

'H-NMR (250 MHz, D¢-DMSO): & (ppm) = 8.09 (d, 1H, °J = 7.8 Hz, CONH-CHR),
5.86-5.70 (m, 1H, H,C=CH-R), 5.04-4.94 (m, 2H, H,C=CH-R), 4.19-4.10 (m, 1H,
H%), 2.08-2.00 (m, 2H, CH-CH,-CH,), 1.83-1.55 (m, 5H, H3C-CONH und CH,-CH,-
CH%).

BC-NMR (62.9 MHz, D-DMSO): & (ppm) = 173.9, 169.5, 137.7, 115.7, 51.5, 30.5,
29.7,22.5.

7.4.10.3 Synthese von rac-(9H-Fluoren-9-ylmethyloxycarbonyl)-2-amino-5-hexen-
siaure (160)

Eine Losung von 4.6 g (26.9 mmol) rac-(N-Acetyl)-2-amino-5-hexensdure (158) in
100 mL wéssriger NaOH (9.0 g, 225 mmol) wird 20 h refluxiert. Nach dem Abkiihlen
werden 80 mL 4M HCI zugegeben, die Losung zur Trockne aufkonzentriert, der
Riickstand in Wasser gelost und das Wasser erneut im HV entfernt. Der resultierende
weille Feststoff wird in Ethanol suspendiert, filtriert und der NaCl-Niederschlag
zweimal mit Ethanol gewaschen. Zu den vereinigten Filtraten wird 9.1 g (10.8 mL,
157 mmol) Propenoxid gegeben und die Losung 20 h bei RT geriihrt und anschlieBend
im HV konzentriert. Nach Zugabe von 100 mL CHCI; wird 20 min geriihrt, die
ausgefallene Titelverbindung abfiltriert, erneut mit CHCIl; gewaschen und im HV
getrocknet, wobei wobei 2.7 g (MW=129.2 g/mol, 20.9 mmol, 78%) freie 2-Amino-5-
hexensdure als weiller Feststoff anfillt. Dieser wird nach AAV14b in 7.1 g
(MW=351.4 g/mol, 20.2 mmol, 97%) der Fmoc geschiitzten Titelverbindung (160)
tiberfiihrt.
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ESI-MS: m/z =374.2 (3 [m+Na]"), 725.0 (25 [2m+Na]"), 741 (100 [2m+K]").
'H-NMR (250 MHz, Ds-DMSO): 8 (ppm) = 7.89-7.29 (m, 10H, Fmoc- und NH), 5.87-
5.71 (m, 1H, H,C=CH-CH,), 5.05-4.96 (m, 2H, H,C=CH-CH,), 4.31-4.19 (m, 3H,
Fmoc), 4.00-3.91 (m, 1H, H%), 2.09-1.94 (m, 2H, CH,-Alkyl), 1.86-1.64 (m, 2H, CH,-
Alkyl).

BC-NMR (62.9 MHz, D-DMSO): & (ppm) = 174.1, 156.3, 144.0, 140.0, 137.7, 127.8,
127.2,125.5, 120.3, 115.7, 65.8, 53.3, 46.9, 30.1, 29.8.

7.4.11 Synthese von rac-(9H-Fluoren-9-ylmethyloxycarbonyl)-2-amino-6-hepten-
siaure (165)

7.4.11.1 Synthese von rac-Diethyl-2-acetamido-2-(pent-3-enyl)-malonat (162)

Die Synthese der Titelverbindung erfolgt analog der Darstellung von rac-Diethyl-2-
acetamido-2-(but-3-enyl)-malonat (157) ausgehend von 39.0 g (179.5 mmol) Acet-
amidomalonsédurediethylester (155). Es werden 43.7 g (MW=285.3, 153.2 mmol, 85%)
der Titelverbindung (162) als farblose Nadeln erhalten.

ESI-MS: m/z = 286.0 (68, [m+H]"), 308.1 (49 [m+Na]").

'H-NMR (250 MHz, D¢-DMSO): & (ppm) = 8.24 (s, 1H, NHCO), 5.81-5.64 (m, 1H,
H,C=CH-CH,), 5.01-4.92 (m, 2H, H,C=CH-CH,), 4.12 (q, 4H, *J = 7.0 Hz, COOCH,-
CH;), 2.10-1.89 (m, 7H, NHCOCH; und Alkyl-H), 1.25-1.10 (m, 2H, Alkyl-H), 1.13
(t, 6H, *J = 7.1 Hz, COOCH,-CHj).

PC-NMR (62.9 MHz, D¢-DMSO): & (ppm) = 169.1, 167.8, 138.3, 115.3, 66.2, 61.6,
32.9,32.3,22.5,22.3, 14.0.
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7.4.11.2 Synthese von rac-(IN-Acetyl)-2-amino-6-heptensiure (163)

Die Synthese der Titelverbindung erfolgt analog der Darstellung von rac-(N-Acetyl)-
2-amino-5-hexensdure (158) ausgehend von 7.1 g (24.8 mmol) rac-Diethyl-2-
acetamido-2-(pent-3-enyl)-malonat (162). Es werden 4.5 g (MW=185.2, 24.1 mmol,
97%) der Titelverbindung (163) als weiller Feststoff erhalten.

'H-NMR (250 MHz, D¢-DMSO): & (ppm) = 8.07 (d, 1H, °J = 8.1 Hz, NHCO), 5.84-
5.68 (m, 1H, H,C=CH-CH,), 5.03-4.91 (m, 2H, H,C=CH-CH,), 4.18-4.10 (m, 1H,
H%), 2.05-2.00 (m, 2H, CH,-Alkyl), 1.83 (s, 3H, H;C-CONH-), 1.70-1.50 (m, 2H,
CH,-Alkyl), 1.43-1.34 (m, 2H, CH,-Alkyl).

BC-NMR (62.9 MHz, D-DMSO): & (ppm) = 172.2, 167.7, 136.7, 113.4, 50.1, 31.1,
28.9, 23.0, 20.7.

7.4.11.3 Synthese von rac-(9H-Fluoren-9-ylmethyloxycarbonyl)-2-amino-6-
heptensiure (165)

Die Synthese der Titelverbindung erfolgt analog der Darstellung von rac-(9H-Fluoren-
9-ylmethyloxycarbonyl)-2-amino-5-heptensdure (160) ausgehend von 7.6 g (41.2
mmol) rac-(N-Acetyl)-2-amino-5-heptensdure (163). Es werden 11.9 g (MW=365.4,
32.7 mmol, 79%) der Titelverbindung (165) als weier Feststoff erhalten.

ESI-MS: m/z = 366.0 (7, [m+H]"), 388.3 (9, [m+Na]"), 753.3 (31, [2m+Na]"), 769.3
(100, [2m+K]").

'H-NMR (250 MHz, D¢-DMSO): & (ppm) = 7.89-7.22 (m, 10H, Fmoc- und NH), 5.86-
5.69 (m, 1H, H,C=CH-CH,), 5.04-4.92 (m, 2H, H,C=CH-CH,), 4.29-4.18 (m, 3H,
Fmoc), 3.98-3.89 (m, 1H, H%), 2.05-1.97 (m, 2H, CH»-Alkyl), 1.75-1.524 (m, 2H,
CH,-Alkyl), 1.47-1.38 (m, 2H, CH,-Alkyl).

BC-NMR (62.9 MHz, D-DMSO): & (ppm) = 174.2, 156.4, 144.0, 141.0, 138.6, 127.9,
127.3,125.5,120.3, 115.3, 65.8, 53.9, 46.9, 32.9, 30.5, 25.0.
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7.4.12 Synthese von (R,R)-Pseudoephedringlycinamidhydrat (R,R-174)

Zu einer Losung von 15.0 g (90.0 mmol) N-Boc-Glycin (176) und 14.3 mL (100.0
mmol) TEA in 300 mL DCM werden bei 0 °C 10.6 mL (90.0 mmol)
Pivaloylchlorid (177) zugetropft und nach 30 min erneut 14.3 mL (100.0 mmol) TEA
zugegeben. AnschlieBend  werden 14.2 g (90.0 mmol) (R,R)-
Pseudoephedrin (R,R-172)  portionsweise innerhalb einer Stunde =zu der
Reaktionslosung gegeben und 45 min bei 0 °C geriihrt. Nach je zweimaligem Waschen
der organischen Phase mit wéssriger HC1 (pH=2) und 10%iger Na,CO;-Losung und
Trocknen iiber Na,SO, wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt, wobei 34.8 g
(110.0 mmol) eines gelben zihen Ols erhalten werden, das laut ESI-MS das Produkt
enthalt.

m/z = 323.4 (5, [m+H]"), 345.0 (100, [m+Na]), 667.0 (10, [2 m+Na]").

Von diesem Rohprodukt werden 5.13 g durch Flash-Chromatographie (250 g
Kieselgel, EE/Hexan 1.5/3.5/1% HOAc, v/v/v) gereinigt und 4.57g eines farblosen
zihen Ols erhalten. Dieses wird in 100 mL MeOH/H,O (1:1, v/v) suspendiert und bei
0 °C 40 mL konz. HCI zugetropft. Nach drei Stunden Riihrens bei 0 °C wird die klare
Losung vorsichtig mit etwa 70 mL 50%iger wissriger NaOH auf pH=14 gebracht,
viermal mit je 50 mL DCM extrahiert, iiber Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel
am Rotationsverdampfer abdestilliert. Das erhaltene farblose Ol wird mit 1 mL (ca.
5eq.) Wasser versetzt und aus 10 mL heiBem THF umkristallisiert. Die farblosen
Kristalle werden abfiltriert und im HV getrocknet, wobei 2.41 g (MW=240.3 g/mol,
10.0 mmol, 75% Ausbeute entsprechend der Ansatzgréfe) der Titelsubstanz (R,R-174)

erhalten werden.

ESI-MS: m/z = 223.1 (7, [m+H]"), 245.1 (16, [m+Na]"), 467.0 (12, [2m+Na]"), 483.0
9, [2m+K]").

'H-NMR (250 MHz, D4-DMSO): & (ppm) = (2 Rotamere ca. 1:1) 7.38-7.22 (m, 5H,
Ar-H), 4.64-4.45 und 3.83-3.71 (m, 1H, CH-CH,), 4.58-4.45 (m, 1H, CHOH), 2.79
und 2.75 (s, 3H, N-CHj3), 0.87 und 0.80 (d, 3H, CH-CHj).
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BC-NMR (62.9 MHz, D¢-DMSO): & (ppm) = 173.0, 172.8, 143.4, 128.0, 127.8, 127.1,
126.9, 73.6, 73.5, 56.2, 54.1, 42.9, 42.7, 28.6, 26.6, 15.1, 13.9.

7.4.13 Synthese von (S,S)-Pseudoephedringlycinamidhydrat (S,S-174)

Die Synthese der Titelverbindung erfolgt analog der Darstellung von (R,R)-
Pseudoephedringlycinamidhydrat (R,R-174). Ausgehend von 14.2 g (90.0 mmol)
(S,S)-Pseudoephedrin (S,S-172) wurden 10.8 g (44.9 mmol, 72% umgerechnet auf den
Gesamtansatz) der Titelverbindung (S,S-174) erhalten.

ESI-MS: m/z = 223.1 (7, [m+H]"), 245.1 (16, [m+Na]"), 467.0 (12, [2m+Na]"), 483.0
9, [2m+K]).

'H-NMR (250 MHz, D4-DMSO): & (ppm) = (2 Rotamere ca. 1:1) 7.38-7.22 (m, 5H,
Ar-H), 4.64-4.45 und 3.83-3.71 (m, 1H, CH-CH,), 4.58-4.45 (m, 1H, CHOH), 2.79
und 2.75 (s, 3H, N-CHj3), 0.87 und 0.80 (d, 3H, CH-CHj).

7.4.14 Synthese von (S,S)-Pseudoephedrin-(S)-allylglycinamid (S,S,S-183)

Zu einer Suspension von 2.0 g Li (283.0 mmol, 6.8 eq.) in 170 mL abs. THF und 32.5
mL (3.7 eq.) HMDS (179) werden bei RT 20.6 mL (3.6 eq.) 1-Chlorhexan (178)
zugegeben (Eiskiihlung) und 12 h geriihrt. Zu der gelben Losung werden 10 g
(35.7 mmol, 1 eq.) (S,S)-Pseudoephedringlycinamidhydrat (S,S-174) in einer Portion
zugegeben und 3 h geriihrt. Zu der orangenen Suspension werden dann bei 0 °C
tropfenweise 3.7 mL (43.7 mmol, 1.2 eq.) Allylbromid (182) zugegeben und eine
Stunde bei 0 °C geriihrt. Nach vorsichtiger Zugabe von 100 mL Wasser wird mit 6M
wissriger HCI vorsichtig bis pH=1 angeséduert, wobei die Temperatur unter 10 °C
gehalten wird. Nach Zugabe von 100 mL EE und Trennung der Phasen wird die
organische Phase nacheinander mit 3M und 1M wiéssriger HCl gewaschen. Die
wiassrigen Phasen werden auf 0 °C gekiihlt und mit 50%iger wissriger NaOH auf

pH=14 gebracht, wobei die Zugaberate so gewdhlt wird, daB die Temperatur nicht
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tiber 25 °C steigt. Die entstandene Emulsion wird viermal mit 100 mL DCM
extrahiert, liber Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel im HV entfernt, wobei
10.73 g eines zdhen gelben Ols erhalten werden. Dieses wird durch Flash-
Chromatographie (750 g Kieselgel, CHCl;/MeOH/HOAc 90:9:1, v/v/v) gereinigt und
nach Umkristallisation aus Toluol (Zugabe einiger mL. Wasser und Impfkristall!),
Filtration, Waschen mit Et,O und Trocknung im HV werden 4.1g (MW=262.4 g/mol,
14.3 mmol, 44%) der Titelverbindung (S,S,S-183) in Form weiller Nadeln erhalten.

ESI-MS: m/z = 263.0 (63 [m+H]"), 285.2 (26 [m+Na]"), 301.0 (3 [m+K]").

'H-NMR (250 MHz, D¢-DMSO): & (ppm) = 7.36-7.22 (m, 5H, Ar), 5.87-5.67 (m, 1H),
5.11-4.97 (m, 2H), 4.63-4.62 (m, 2H), 4.15-3.99 (m, 1H), 3.65-3.56 (m, 2H), 2.86 (s,
3H), 2.79 (s, 3H), 2.45-2.01 (m, 3H), 0.90 (d, 3H, *J = 6.6 Hz), 0.79 (d, 3H,
3] = 6.3 Hz).

BC-NMR (62.9 MHz, D-DMSO): & (ppm) = 174.8, 174.7, 143.7, 143.6, 136.5, 135.5,
128.3, 128.1, 127.6, 127.4, 127.1, 127.1, 117.0, 116.6, 73.9, 73.6, 56.9, 50.7, 50.6,
39.0, 38.7,29.5,27.1, 15.6, 14.2.

7.4.15 Synthese von (R,R)-Pseudoephedrin-(R)-allylglycinamid

Die Synthese der Titelverbindung erfolgt analog der Synthese des (S,S)-
Pseudoephedrin-(S)-allylglycinamids (S,S,S-183). Ausgehend von 10 g (35.7 mmol)
(R,R)-Pseudoephedringlycinamidhydrat (R,R-174) werden nach zweimaligem
Umkristallisieren (keine Flash-Chromatographie zur vorherigen Reinigung notig!),
Filtrieren und Waschen mit Et,0 6.3 g (24.1 mmol, MW=262.4 g/mol, 68%) der
Titelverbindung (R,R,R-183) als gelbliche Nadeln erhalten.

ESI-MS: m/z = 263.1 (20, [m+H]"), 285.1 (45, [m+Na]").

'H-NMR (250 MHz, Ds-DMSO): 8 (ppm) = 7.35-7.22 (m, 5H, Ar), 5.86-5.69 (m, 1H),
5.091-4.97 (m, 2H), 4.62-4.52 (m, 2H), 4.05-3.99 (m, 1H), 3.64-3.55 (m, 2H), 2.86 (s,
3H), 2.78 (s, 3H), 2.43-2.00 (m, 3H), 0.93 (d, 3H, °J = 6.6 Hz), 0.79 (d, 3H, T = 6.3
Hz).
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BC-NMR (62.9 MHz, D¢-DMSO): & (ppm) = 174.9, 174.7, 143.7, 143.6, 136.6, 135.5,
128.3, 128.1, 127.6, 127.4, 127.1, 117.0, 116.6, 73.9, 73.6, 56.9, 50.7, 50.6, 39.0, 38.7,
29.5,27.1, 15.6, 14.2.

7.4.16 Synthese von (R)-(9H-Fluoren-9-ylmethyloxycarbonyl)-2-amino-4-penten-
siure (D-154)

Zu einer Losung von 2 g (7.6 mmol) (R,R)-Pseudoephedrin-(R)-allylglycin-
amid (R,R,R-183) in 60 mL H,O werden 7.7 mL (15.2 mmol, 2 eq.) 2M NaOH
gegeben und 90 min refluxiert. Nach dem Abkiihlen werden 100 mL Wasser
zugegeben, zweimal mit 50 mL DCM extrahiert, die organischen Phasen mit Wasser
extrahiert, die vereinten wéssrigen Phasen erneut mit DCM gewaschen und die
wissrige Phase bei 0 °C mit 200 mL Dioxan, 1.3 g NaHCO; (15.2 mmol) und 2.17 g
(8.4 mmol) Fmoc-Cl versetzt, eine Stunde bei 0 °C und weitere zwei Stunden bei RT
geriihrt. Die Reaktionslosung wird mit 100 mL Et,O/EE (1:1, v/v) extrahiert, die
organische Phase mit 2%iger wéassriger NaHCO;-Losung gewaschen. Die vereinten
wissrigen Phasen werden mit 1M wissriger HCl auf pH=1 angesduert und mit
zweimal 100 mL EE extrahiert, die organischen Phasen iiber Na,SO, getrocknet und
im HV zur Trockne konzentriert. Nach Umkristallisation aus EE/Hexan (1:2, v/v),
Filtration, Waschen mit Hexan und Trocknung in HV erhélt man 2.0 g (MW=337.4
g/mol, 5.9 mmol, 78%) der Titelverbindung (D-154) als weifle Nadeln.

'H-NMR (250 MHz, D¢-DMSO): 8 (ppm) = 7.92-7.29 (m, 10H, Fmoc- und NH), 5.87-
5.70 (m, 1H, H,C=CH-CH,), 5.14-5.02 (m, 2H, H,C=CH-CH,), 4.30-4.18 (m, 3H,
Fmoc), 4.07-3.98 (m, 1H, HY), 2.54-2.30 (m, 2H, CH>").

BC-NMR (62.9 MHz, D¢-DMSO): & (ppm) = 173.4, 156.2, 144.0, 141.0, 134.5, 127.8,
127.3, 125.5, 120.5, 117.8, 65.8, 53.8, 46.8, 25.5.
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7.4.16.1 Uberpriifung der stereochemischen Identitit von (R)-(9H-Fluoren-9-
ylmethyl-oxycarbonyl)-2-amino-4-pentensiure (D-154)

Die Uberpriifung der stereochemischen Identitét der Titelverbindung D-154 erfolgt
duch Kupplung nach 44V6 an das harzgebundene Peptid H-L-His(Trt)-L-Trp(Boc)-
OH, Abspaltung nach 44V8 und HPLC Analyse des gebildeten Peptids. Die beiden zu
erwartenden Diastereomere sind im Fall racemischer (9H-Fluoren-9-ylmethyloxy-
carbonyl)-2-amino-4-pentensédure basisliniengetrennt! Die Analyse des Peptids Fmoc-

D-Alg-L-His(Trt)-L-Trp(Boc)-OH ergibt fiir die Titelverbindung einen ee grofer 99%.

ESI-MS: m/z = 1003.4 (14, [m+H]"), 1025.5 (7, [m+Na]").

7.4.17 Synthese von N-(9H-Fluoren-9-ylmethyloxycarbonyl)-/NV-(2-hydroxy-4-
methoxy-benzyl)-Glycin (283)

Eine Losung von 855.6 mg (11.4 mmol) Glycin in 20 mL Wasser wird mit 2M
wissriger NaOH auf pH=9 eingestellt, 1.7 g (11.4 mmol) 2-Hydroxy-4-
methoxybenzaldehyd (281) zugegeben, der pH auf 9-9.5 eingestellt und bei
konstantem pH-Wert (nachregulieren!) zwei Stunden geriihrt. Die Reaktionslosung
wird auf 0 °C gekiihlt und innerhalb von 20 min 15 mL einer 0.76M wéssrigen Losung
(11.4 mmol, 1 eq., stabilisiert mit einigen Tropfen 2 M waissriger NaOH) NaBH,
zugegeben und eine Stunde geriihrt. AnschlieBend wird mit 2 M wéssriger HC1 der pH
auf 6 eingestellt, wobei eine Temperatur von 20 °C nicht iiberschritten wird. Die
Suspension wird iiber Nacht bei 4 °C gelagert und der ausgefallene weille Feststoff
wird abfiltriert, mit Wasser gewaschen und im HV getrocknet, wobei 1.62 g
(MW=211.2 g/mol, 7.7 mmol, 68%) des ungereinigten N-(2-Hydroxy-4-methoxy)-
glycins (282) als weiller Feststoff erhalten werden.

ESI-MS: m/z =211.8 (15, [m+H]"), 444.8 (6, [2m+Na]"), 675.3 (16, [3m+K]").
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Zu einer Suspension von 1.62 g (7.7 mmol) N-(2-Hydroxy-4-methoxy)-glycin (282) in
30 mL abs. DCM werden 7.9 mL DIPEA (6 eq.) und 5.7 mL (9.5 eq.) TMS-CI getropft
und 3 h bei RT geriihrt. Die Losung wird auf —70 °C abgekiihlt, 8.5 mL (leq.) einer
0.89 M Losung von Fmoc-Cl in abs. DCM werden innerhalb von 10 min zugegeben,
die orangene Losung auf RT erwdrmt und 35 mL 2M wassrige HCl zugegeben. Die
organische Phase wird fiinfmal mit 2M wiéssriger HCl gewaschen und das
Losungsmittel im HV entfernt, wobei ein oranges viskoses Ol erhalten wird. Dieses
wird durch Flash-Chromatographie (100 g Kieselgel, Stufengradient Hexan/EE/HOAc
3:1:1%, v/v/v, dann EE/1% HOAc v/v) gereinigt und man erhilt nach Trocknung im
HV 832.8 mg (MW=433.5 g/mol, 1.9 mmol, 25%) der Titelverbindung (283) als

orangenen Feststoff.

ESI-MS: m/z = 434.2 (9, [m+H]"), 456.2 (29, [m+Na]"), 905.1 (10, [2m+K]")
'H-NMR (250 MHz, D¢-DMSO): & (ppm) = 7.88-7.28 (m, 8H, Fmoc-H), 6.95-6.19
(m, 3H, Ar-H), 4.43-4.18 (m, 3H, Fmoc-H), 4.30 (d, 2H, *J = 10.6 Hz, Ar-CH,-), 3.83
(d, 2H, T = 11.4 Hz, H*Gly), 3.65 (s, 3H, -OCH,).

7.4.18 Synthese von N-(9H-Fluoren-9-ylmethyloxycarbonyl)-/NV-(2-hydroxy-4-
methoxy-benzyl)-Alanin (285)

Die Synthese der Titelverbindung erfolgt analog der Darstellung von N-(9H-Fluoren-
9-ylmethyloxycarbonyl)-N-(2-hydroxy-4-methoxy-benzyl)-Glycin (283) ausgehend
von 1.0 g (11.4 mmol) Alanin. Es werden 916.4 mg (MW=447.5 g/mol, 2.0 mmol,
18%) der Titelverbindung (285) als orangener Schaum erhalten.

ESI-MS: m/z = 470.1 (100, [m+Na]"), 916.6 (57, [2m+Na]"), 1364.1 (14, [3m+Na]")
'H-NMR (250 MHz, Ds-DMSO): & (ppm) = 7.85-7.28 (m, 8H, Fmoc-H), 6.76-6.25
(m, 3H, Ar-H), 4.37-4.12 (m, 6H, Fmoc-, Benzyl- und Gly-H"), 3.68 (s, 3H, -OCH,),
1.20 (d, 3H, *J = 7.1 Hz, H;C-CH).
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7.4.19 Synthese von Fmoc-Phe-Ser(¥""pro)-OH (288)

Zu einer Suspension von 5 g (9.0 mmol) Fmoc-Phenylalaninpentafluorphenolester
(286) in 80 mL Aceton wird eine Losung aus 2.8 g (27.0 mmol, 3eq.) Serin und 10 mL
10%iger wissriger Na,CO; Losung (w/v) getropft und Sh geriihrt. Die Suspension
wird unter Eiskiithlung mit konz. wissriger HCl auf pH=1 angesduert, am
Rotationsverdampfer auf die Hilfte des Volumens eingeengt und mit zweimal 100 mL
EE extrahiert. Die vereinten organischen Phasen werden mit Wasser und NaCl-Losung
gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel im HV entfernt. Der
resultierende weille Feststoff wird durch Flash-Chromatographie (400 g Kieselgel,
CHCI3/MeOH 9:1 mit 1% HOAc, v/v/v) gereinigt und man erhélt nach Trocknung im
HV 3.9 g (MW=474.5 g/mol, 8.2 mmol, 91%) Fmoc-Phe-Ser-OH (287) als weilen
Feststoff.

ESI-MS: m/z = 474.9 (67, [m+H]"), 497.1 [100, [m+Na]"), 948.9 (64, [2m+H]"), 970.8
(73, [2m+Na]"), 986.9 (85, [2m+K]").

Zur Cyclisierung werden 5.3 g (11.2 mmol) Fmoc-Phe-Ser-OH (287) in 250 mL
abs. THF mit 650.0 mg (2.6 mmol) Pyridinium-p-Toluolsulfonat und 10 mL (8.5 g,
81.6 mmol, 7.3 eq.) 2,2-Dimethoxypropan mit Molsieb(4A)-bypass 10 h refluxiert.
Nach dem Erkalten werden 550.0 ul (4 mmol) TEA zugegeben und zu Trockne
eingedampft. Der gelbliche Feststof wird in 150 mL EE aufgenommen, dreimal mit
Wasser gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet, das Losungsmittel im HV entfernt und
der resultierende gelbe Schaum durch Flash-Chromatographie (400 g Kieselgel,
CHCI13/MeOH 9:1 mit 1% HOAc, v/v/v) gereinigt. Nach Trocknung im HV werden
42 g (MW=514.6 g/mol, 8.2 mmol, 73%) Fmoc-Phe-Ser(¥M*°pro)-OH (288) als

weiBer Schaum erhalten.

ESI-MS: m/z = 514.9 (14, [m+H]"), 537.1 (100, [m+Na]"), 1028.7 (6, [2m+H]"),
1051.0 (49, [2m+Na]"), 1067.1 (61, [2m+K]").
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'H-NMR (250 MHz, Dg-DMSO): & (ppm) = 7.89-7.17 (m, 14H, Fmoc-, Ar- und
NHCO), 4.38-3.83 (m, 7H, Fmoc-, H"H*Ser und H*Phe), 3.01-2.80 (m, 2H, H"Phe),
1.57 (s, 3H, CHs), 1.39 (s, 3H, CH5).

C-NMR (62.9 MHz, D¢-DMSO): & (ppm) = 171.7, 168.6, 155.7, 144.0, 140.8, 137.3,

129.6, 128.3, 127.8, 127.2, 126.7, 125.6, 120.2, 95.6, 66.5, 66.0, 58.9, 55.0, 46.7, 37.0,
25.4,23.1.

7.4.20 Synthese des geschiitzten EmrE,g ,o-Fragments H-Thr(/Bu)-Thr(#Bu)-Leu-
Met- Lys(Boc)-Phe-Ser(¥""“"pro)-Glu(OrBu)-Gly-Phe-Thr(¢Bu)-
Arg(Pmc)-NH, (293)

Ausgehend von 100 mg Sieber-Amidharz (Belegungsdichte 0.62 mmol/g Harz) wird

das Peptid nach 44V6 synthetisiert, wobei Doppelkupplungen durchgefiihrt werden.

Das Pseudoprolindipeptid Fmoc-Phe-Ser(¥™"*pro)-OH (288) wird mittels Einfach-

kupplung und verlédngerter Reaktionszeit von zwei Stunden an das Peptid gekuppelt.

Das N-terminale Fmoc-Thr(sBu)-OH wird mit je einer Einfachkupplung mit

TBTU/HOBt/DIPEA und HATU/HOALt/Collidin an die Peptidkette angekuppelt, die

N-terminale Fmoc-Schutzgruppe abgespalten und das geschiitzte Peptid nach 4419

vom Harz abgespalten. Nach semipriparativer RP-HPLC und zweimaligem

Lyophilisieren aus Dioxan werden 85.5 mg (MW=2047.7, 41.8 umol, 32%) des

geschiitzten Peptids 293 als weilles Pulver erhalten.

ESI-MS: m/z = 862.2 (82, [m-pmc-boc+2Na]*"), 890.3 (64, [m-pmc+2H]*"), 1046.5
(37, [m+2Na]*"), 1948.3 (4, [m-boc+H]").

7.4.21 Synthese des geschiitzten EmrE, ;;-Fragments Boc-Met-Asn(Trt)-Pro-
Tyr(Bu)-lle-Tyr(fBu)-Leu-Gly-Gly-Ala(/N-Hmb)-Ile-Leu-Ala-Glu(O7Bu)-
Val-Ile-Gly-OH (292)

Ausgehend von 600 mg TentaGel Trt S Harz (Belegungsdichte 0.20 mmol/g Harz)

wird das Peptidylharz Fmoc-Gly-Ala(N-Hmb)-Ile-Leu-Ala-Glu(OfBu)-Val-Ile-Gly-
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TrtTG (Fmoc-291) nach AAV6 synthetisiert und die N-terminale Fmoc-Schutzgruppe
zweimal eine Stunde mit einer 20%igen Losung aus Piperidin in NMP (v/v) geriihrt
und anschliefend gewaschen. Dann wird nach A4V6 mit 1.2 eq. Boc-Met-Asn(Trt)-
Pro-Tyr(/Bu)-Ile-Tyr(¢Bu)-Leu-Gly-OH  (272)  mittels = Aktivierung  durch
TBTU/HOBt/DIPEA in NMP (c=0.03M!) 15 h gekuppelt, gewaschen, dreimal 30 min
mit einer 20%igen Losung aus Piperidin in NMP (v/v) geriihrt und erneut gewaschen.
Das Peptid (292) wird dreimal 15 min mit 20% HFIP/DCM (v/v) abgespalten, dreimal
mit 25% TFE/CHCI; gewaschen und die Losungsmittel im HV entfernt. Es werden
240 mg des rohen Peptids 292 als gelber Lack erhalten.

Das rohe Peptid 292 wird in DMSO gelost, in Mengen von 10-20 mg pro Injektion
mittels semipréparativer RP-HPLC gereinigt und zweimal aus Dioxan lyophilisiert. Es
werden 101.4 mg (MG=2441.1, 41.5 umol, 35%) des geschiitzten Peptids 292 als

weilles Pulver erhalten.

ESI-MS: m/z = 1221.5 (27, [m+2H]*"), 1232.0 (28, [m+H+Na]*"), 1240.2 (100,
[m+H+K]*"), 1243.2 (42, [m+2Na]*"), 1251.2 (36, [m+Na+K]*").
MALDI-TOF: m/z = 2462.1 [448 a.i., [m+Na]"), 2478.0 (261 a.i., [m+K]").

7.4.22 Synthese des geschiitzten EmrE;,,-Fragments Boc-Met-Asn(Trt)-Pro-
Tyr(fBu)-Ile-Tyr(Bu)-Leu-Gly-Gly-Ala(N-Hmb)-Ile-Leu-Ala-Glu(O7rBu)-
Val-Ile-Gly-Thr(tBu)-Thr(Bu)-Leu-Met-Lys(Boc)-Phe-Ser(¥**™pro)-
Glu(O7Bu)-Gly-Phe-Thr(Bu)-Arg(Pmc)-NH,

Zu 10.0 mg Boc-Met-Asn(Trt)-Pro-Tyr(fBu)-Ile-Tyr(tBu)-Leu-Gly-Gly-Ala(N-Hmb)-

Ile-Leu-Ala-Glu(OfBu)-Val-Ile-Gly-OH (292 ,4.1 umol) werden 100 puL einer Losung

von 6.69 mg HOOBt (41 umol, 10 eq.) in 1 mL CHCI;/TFE (3:1, v/v) und 100 pL

einer Losung von 7.85 mg EDCI HCI (41 umol, 10 eq.) in I mL CHCIy/TFE (3:1, v/v)

gegeben, kurz geschiittelt und die Losung nach Zugabe von 110 mL Collidin

(0.8 mmol, 20 eq.) zu 8.0 mg H-Thr(sBu)-Thr(sBu)-Leu-Met-Lys(Boc)-Phe-

Ser(WMM°pro)-Glu(OrBu)-Gly-Phe-Thr(Bu)-Arg(Pmc)-NH, (293, 3.9 mmol,
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0.95 eq.) gegeben und 18 h bei RT geriihrt. Anschliessend werden die LM am HV
abdestilliert und zweimal aus Dioxan lyophilisiert.
Eine analytische Untersuchung ist mittels massenspektroskopischer Methoden nicht

moglich, da das geschiitzte Produkt weder in ESI noch MALDI-TOF zu ionisieren ist.

7.4.23 Synthese des teilentschiitzten EmrE; o-Fragments H-Met(O)-Asn-Pro-
Tyr-Ile-Tyr-Leu-Gly-Gly-Ala-Ile-Leu-Ala-Glu-Val-Ile-Gly-Thr-Thr-Leu-
Met(O)-Lys-Phe-Ser-Glu-Gly-Phe-Thr-Arg-NH, (294)

Das rohe Kupplungsprodukt wird mit 5 mL TFA/TIPS/Wasser (90:7:3, v/v/v) versetzt

und 2 h geriihrt. AnschlieBend wird im HV getrocknet, zweimal aus Dioxan

lyophilisiert und das Rohprodukt massenspektroskopisch untersucht.

ESI-MS: m/z = 1075.6 (100, [m+3H]>"), 1612.5 (65, [m+2H]*).
MALDI-TOF: m/z =3223.0 [1100 a.i., [m+H]"), 3245.1 (220 a.i., [m+Na]").

7.4.24 Synthese des entschiitzten EmrE, ,,-Fragments H-Met-Asn-Pro-Tyr-Ile-
Tyr-Leu-Gly-Gly-Ala-Ile-Leu-Ala-Glu-Val-Ile-Gly-Thr-Thr-Leu-Met-Lys-
Phe-Ser-Glu-Gly-Phe-Thr-Arg-NH, (275)

Etwa 10% des rohen, H-EmrE,,[Met'?(O)]-NH,-Fragments (294) aus der

vorherigen Reaktion wird in 950 uLL Wasser/MMA/HOAc (10:8:1, v/v/v) gelost und 3

d bei 40 °C geschiittelt. Anschliessend wurde erfolglos versucht, das Reduktionsmittel

am HV-Rotationsverdampfer abzudestillieren. Das resultierende Ol wurde auf eine

Isolute SPE Saule (10 mL XL, 500 mg RP-CI18-EC Kieselgel) aufgetragen

(Konditionierung mit einmal 10 mL Wasser/ACN, 9:1, v/v) und innerhalb von 30 min.

abgesaugt. Nach waschen mit 2.5 mL Wasser/ACN (9:1, v/v) wird mit 5 mL

ACN/Wasser/TFA (9:1, v/v) eluiert und im Eluat massenspektroskopisch das Produkt

275 nachgewiesen.

ESI-MS: m/z = 1597.3 (78, [m+2H]*"), 1634.6 (100, [m+2K]*").
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Der verbleibende Rest des Reaktionsproduktes wurde mit 500 uL. DMSO und 1000 puL
ACN verdiinnt, filtriert und versucht, durch semipriparative RP-HPLC zu reinigen.
Einzig eine Fraktion enthielt laut ESI-MS das gesuchte Produkt 275, allerdings in

nicht isolierbarer Menge.
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