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1 EINLEITUNG 1

1 Einleitung

Der weltweite Wandel in der Chemie, der sich durch die Verlagerung der
Prioritidten - weg von der klassischen Chemie, hin zur Interdisziplinaritét -
duBert, steht auBer Frage.!"! Stephen Lippard hat zur genaueren Analyse dieses
Wandels und zum Aufzeigen neuer Perspektiven in der Chemie unter
Mitwirkung zahlreicher Kollegen versucht, unter dem Titel ,,New frontiers in
basic chemistry* 22 Ziele zu formulieren.”> Auch zum Anlass des 125-jahrigen
Bestehens der American Chemical Society erschienen Beitrdge, die die Suche
nach neuen Aufgabengebieten und Herausforderungen als Thema haben.”! Im
speziellen Fall der Medizinischen Chemie und in der Pharmaindustrie ist die
Entwicklung der vergangenen Jahrzehnte keinesfalls anders zu bewerten.
Angetrieben durch neue Erkenntnisse und Methoden hat sich die Gesamtheit
des naturwissenschaftlichen Interesses in der Arzneimittelforschung
kontinuierlich von der klassischen Chemie abgewandt.* > Demzufolge war die
erste Epoche in der Griindungszeit der Medizinischen Chemie von der
Organischen Chemie dominiert, die zweite dagegen vom rationalen Design
aufgrund der Kenntnisse iiber Enzyme und Rezeptoren, in der auch der Dialog
zwischen Chemikern und Biologen an Bedeutung zunahm. Ende der 80er Jahre
schlieBlich wurden Hochdurchsatz-Technologien und die kombinatorische
Chemie entwickelt, die lange Zeit als wesentliche Triebkraft in der
Medizinischen Chemie angesehen wurden. Inzwischen weill man aber, dass die
in den 90er Jahren euphorisch gepriesene ,Kombichem* nicht ihre
Erwartungen erfiillt hat.”) Man hatte vernachlissigt, dass kombinatorische
Bibliotheken nicht divers genug sind und hiufig den chemischen Strukturraum
einer biologischen Relevanz verfehlen. Man ist deswegen dazu iibergegangen,
einen Versuchs-und-Selektions-Weg zu beschreiten, der die beiden Konzepte
des rationalen Designs und der kombinatorischen Chemie in sich vereint.
Durch Kombination der Einzelkomponenten — Grundgeriiste (scaffolds) und

Bausteine (building blocks) — werden alle moglichen Molekiile einer
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Substanzfamilie simultan/parallel synthetisiert. AnschlieBend werden die
aktiven Vertreter selektiert, das Aktivitits-Wirkungs-Prinzip analysiert und
darauf aufbauend in einem kombinatorischen Selektionsprozess der
Strukturraum mit hoher Dichte abgesucht.

Dieses Prinzip hat sich bereits in Hinblick auf Liganden wie Urotensin'”! und
Serin-Protease-Inhibitoren'® bewihrt, deren targets (z. B. Rezeptoren, Enzyme)
strukturell bisher nicht oder erst vor kurzem zuginglich waren. Probleme bei
der Strukturaufklarung iiber NMR- oder Rontgenkristallografie-Techniken sind
hiufig die GréBe der Enzymkomplexe oder die Membranstindigkeit von
Rezeptoren. Da in den nichsten Jahren eine Flut von potentiellen, neuen targets

durch die Aufklirung des menschlichen Genoms™ '”!

zur Verfiigung stehen
werden, wird es kaum moglich sein, flir jedes target problemlos und in kurzer
Zeit die Strukturen zu ermitteln, um ein darauf aufbauendes Wirkstoffdesign zu
ermoglichen. Das oben genannte Versuchs-und-Selektions-Prinzip wird also
weiterhin seine Giiltigkeit beibehalten.

Die in dieser Arbeit behandelten fargets (Urokinase-, Somatostatinrezeptor und
Integrine), die alle im Zusammenhang mit Krebs und dessen Ausbreitung im
Korper stehen, gehdren allesamt zur Klasse der Membranproteine, deren
wichtigste Vertreter die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR),'"! die

2] und Zelladhasionsrezeptoren!™ sind. Die in Vorarbeiten

Ionenkanile
entwickelten, peptidischen Liganden, die von natiirlichen Peptiden oder
Proteinen abgeleitet wurden, dienen als Grundlage fiir weitere Modifikationen
unter Beriicksichtigung des oben erwidhnten Versuchs-und-Selektions-Prinzips.
Dabei werden entweder die scaffolds oder die building blocks variiert, um
ndheres tiber die Struktur-Wirkungsbeziehung der Liganden zu erfahren, und
um neue chemische Strukturrdume zu eréffnen. Besonders geeignet sind dazu
rigide, cyclische Strukturen, da so der Konformationsraum der Liganden stark
eingeschriankt ist. Dies bildet die Grundlage fiir die Ermittlung der

Losungsstruktur biologisch aktiver Peptide iiber NMR-Techniken, so dass man

ohne Kenntnis iiber die Struktur des Rezeptors Aussagen Tiiber den
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Bindungsmodus oder die optimale Orientierung der pharmakophoren Gruppen
treffen kann. In der Medizinischen Chemie ist dieses Wissen hdufig der

Schliisselschritt fiir die Entwicklung von niedermolekularen Wirksubstanzen.

Im Fall der Serinprotease urokinaseartiger Plasminogenaktivator (uPA) ist
bekannt, dass er mit hoher Selektivitdt und Affinitit iiber einen exponierten
Loop an den dazugehorigen Rezeptor (uPAR) bindet (sieche Kapitel 2.2) Es
konnte gezeigt werden, dass dadurch eine Reihe von proteolytischen Prozessen
und die Adhésionseigenschaften von Tumorzellen beeinflusst werden, die im
Endeffekt zu verstirkter Metastasenbildung fithren. Die Inhibierung der
uPA/uPAR-Wechselwirung stellt somit ein interessantes target flur die
Tumorintervention dar. Ausgehend von der von N. Schmiedeberg in unserem
Arbeitskreis  entwickelten, peptidischen  Leitstruktur  cyclo[21,29][D-
Cys21,Cysz9]-uPA21_3o, die das Bindungsepitop des uPA in einem
konformationell eingeschrankten Cyclus beinhaltet und im nanomolaren
Bereich an den uPA-Rezeptor bindet, sollen unterschiedliche Modifikationen
durchgefiihrt werden. Zum einen ist es Ziel, durch Anbringung von
Funktionalititen Derivate des cyclo[21,29][D-CySZI,Cyszg]-uPAzl_m Zu
erhalten, mit denen man die Funktionsweise der uPA/uPAR-Wechselwirkung
studieren kann. In Betracht kommen dabei z. B Dimere, sowie radio- und
fluoreszenzmarkierte Peptide. Zum anderen sollen basierend auf der bekannten
Raumstruktur von cyclo[21,29][D-Cys*!,Cys*’]-uPA,; .5, und einem cyclischen
Hexapeptid-Grundgeriist versucht werden, weitere Liganden fiir den uPA-
Rezeptor zu finden. Dazu miissen neuartige Aminosduren entwickelt und

Synthesekonzepte erarbeitet werden.

Der zweite Teil der Arbeit beschiftigt sich mit zwei neuen Bausteinen, deren
Synthese und strukturinduzierende Eigenschaften in cyclischen Peptiden
beleuchtet wird. Als Testsysteme sollen Liganden der av[33-Integrine und des

Somatostatin-Rezeptors verwendet werden, die fiir ihre inhibierende Wirkung
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auf die tumorinduzierte Angiogenese bzw. Zellproliferation von Krebszellen
bekannt sind (Kapitel 3.5 und 3.3). Fiir die Synthese eines Bausteins wird eine
enantioselektive Multikomponenten-Reaktion verwendet, die es erlauben sollte,
eine rigide, cyclische B-Aminosdure in wenigen Stufen zu erhalten. Der andere
Baustein ist ein 4-fach methylsubstituiertes, lineares P-turn-Mimetikum mit
einer zentralen Doppelbindung, dessen Struktur und turn-induzierende
Eigenschaft am Computer entworfen wurde. Nach Einbau der Bausteine in die
entsprechenden Peptide werden biologische Testungen und
Strukturuntersuchungen  mittels NMR-  und  Computer-Techniken
vorgenommen, um durch Vergleich mit bioaktiven Standardpeptiden die

strukturinduzierenden  Eigenschaften der Bausteine zu  bewerten.
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2 Cyclische Peptide als Urokinase-Rezeptorliganden in der
Krebstherapie

2.1 Molekulare Physiologie der Krebsentstehung und —ausbreitung

2.1.1 Allgemeine Mechanismen

Die Zellen eines gesunden menschlichen Kdorpers leben in einem komplexen
Verbund, der auf wechselseitigen Abhdngigkeiten und gegenseitiger
Beeinflussung beruht. Das Netzwerk der Zellen unterliegt dabei Cyclen des
Auf- und Abbaus. Die Aufforderung zur Teilung erhélt die Zelle normalerweise
von den benachbarten Zellen. Diese gegenseitige Kontrolle gewéhrleistet, dass
jedes Gewebe eine ihm angemessene Ausdehnung und Architektur
beibehilt."* Schidigung der Kontroll-Mechanismen in der Zelle fiihrt jedoch
zu verdndertem Verhalten der Proliferations- und Migrationstétigkeit.

Man unterscheidet zwischen zwei Tumorarten, die fiir den Verlauf der

Krankheit Krebs ausschlaggebend sind:!"> '®!;

e Benigne oder gutartige Tumore durchbrechen die Kontrollen und
Regulation des Zellwachstums. Es kommt zu ungebremsten
Wucherungen, die allerdings durch das umgebende Gewebe
eingekapselt sind.

e Maligne Tumore haben dariiber hinaus die Féhigkeit, den normalen
Aufenthaltsort zu verlassen und in benachbartes Gewebe einzudringen.
Durch Neuansiedlung in weit entfernten Regionen des Korpers werden

neue Tumorherde (Metastasen) gebildet.

Benigne Tumoren konnen durch chirurgische Eingriffe entfernt werden, womit
eine grole Chance der Heilung verbunden ist. Bosartige Tumoren werden im

Verlauf ihrer Entwicklung immer geféhrlicher fiir den Patienten, da durch
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Streuung der Tochtergeschwiire eine punktuelle Behandlung zusehends
schwieriger wird, und viele unterschiedliche, lebenswichtige Organe
irreversibel ~ geschddigt ~ werden.  Die  einzelnen  Schritte  der
Tumormetastasierung sind in Abbildung 2.1 dargestellt. Die entarteten
Tumorzellen verlassen die extrazellulire Matrix (ECM) ihres Gewebes,
durchdringen die Basalmembran und setzen sich nach Extravasation in fremden
Geweben fest. Nach Ausbildung neuer Blutgefile (Angiogenese) zur

Nihrstoffversorgung kann das Tochtergeschwiir ungehindert wachsen.!”

Primértumor

Sekundértumor

Abbildung 2.1: Schritte der Tumormetastasierung. A) Ablosen der Krebszellen
vom Primdrtumor und Invasion;, B) Wanderung der Tumorzellen im Blut- oder
Lymphsystem; C) Adhdsion im Kapillarsystem;, D) Extravasation;, E)

Festsetzen in fremdem Gewebe und tumorinduzierte Angiogenese.

Die Basalmembran ist eine im Lichtmikroskop sichtbare, dicht gepackte
Schicht, die hauptséchlich aus einem Geflecht des Faserproteins Kollagen IV
besteht (siche Abbildung 2.2). Auf der Oberfliche finden sich zahlreiche
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heparinsulfathaltige Proteoglykane und die Glycoproteine Entactin und
Laminin. Das Stroma besteht aus einem engen Netzwerk von Proteinen (z. B.
Elastin, Fibrin und verschiedenen Kollagentypen), Glycoproteinen (z. B.
Fibronektin), Glycosaminoglucanen (z. B. Hyaluronsdure) und Proteoglycanen

(z. B. Heparin und Heparinsulfat).!'* ']

Epithel-Zellschicht

Kollagen a.al!!!l!!'!.n! Basalmembran
Lo Proteine (Kollagen,
—-

Laminin
——— Fibrin, Elastin)

Makrophage % Kapillare
Fibrobl . Stroma (EZM)
ibroblast elastische Faser mit Stroma-
zellen
Mastzell
Glykosamino- astzelle
glykane
(Hyaluronséure,
Heparin)

Abbildung 2.2: Aufbau der Extrazelluldren Matrix (ECM) mit der

Basalmembran und darunterliegende Stroma.

Die Bindung der Zellen an die ECM 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.

2.1.2 Die Rolle von Proteasen bei der Tumorprogression und

Metastasierung

Sowohl fiir den invasiven Prozess als auch fiir die Migration maligner Zellen
ist der proteolytische Abbau von Teilen der Basalmembranen und ECM
erforderlich. Normale Zellen regeln die Aktivitit der zum Abbau der ECM

befdhigten Proteasen im Rahmen verschiedener physiologischer Wachstums-
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und Modifikationsprozesse wie z. B. wihrend der Embryogenese, der
Morphogenese und der Wundheilung.*"! Proteasen, deren Substrate die ECM
darstellen und die fiir den Abbau der ECM veranwortlich gemacht werden,*”
werden aufgrund der verschiedenen aktiven Zentren in vier verschiedene

Klassen eingeteilt (siche Tabelle 2.1).

Tabelle 2.1: Die extrazellulire Matrix abbauende Enzyme und ihr aktives

Zentrum.'*

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

Proteinasen Stromelysine, Gelatinasen'**!
(MMP’s)
Cysteinproteasen Cystein Cathepsine B, H und L™
Aspartatproteasen  Asparaginsiure Cathepsin D™

Im Fall der Invasion und Metastasierung ist die Fdhigkeit der Tumorzellen
besonders darauf konzentriert, mit Hilfe exzessiver perizelluldrer
Proteaseaktivitdt Gewebestroma und Basalmembranen zu zersetzen. Obwohl es

zahlreiche Proteasen gibt, die Elemente des Gewebestromas spalten konnen,

27, 28]

scheinen vor allem die Familien der Metalloproteasen (MMPs)! und die

2931 fiir die betreffenden Prozesse von

Serinproteasen des Plasminsystems
Bedeutung zu sein. Ein zentrales Element der Aktivierungskaskade der
perizelluldren Proteolyse ist dabei die Serinprotease urokinaseartiger
Plasminogen Aktivator (uPA), die bei der Aktivierung verschiedener ECM-

abbauender Enzyme eine entscheidende Rolle spielt (Abbildung 2.3).1*%!
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pro-Cathepsin D

pro-Cathepsin B, L Autoaktivierung
< athepsin D
Cathepsin B, I,»
pro-uPA Cystatine
Stefine
Kininogene
pro-uPA
-« —>» Aktivierung
47
uPA! ---» Abbau
uPA-R
PAI-1 +—— Inhibierung
PAI-2
Tumorzelle
. PAI-3 Plasminogen
Plasmin- bl .
rezeptor asminogen Extrazellulare Matrix
4_
Plasmi Laminin
/ """"""""""""" - ---% Fibronektin
{\PI asmin pro-MMP Proteoglykane
o -Antiplasmin > ) «
o, -Macroglobuli \/\MMP ——————————— » Kollagene
TIMP-1
TIMP-2
latente Elastase
Elastase -------- » Elastin

Abbildung 2.3: Die Aktivierungskaskade der perizelluldren Proteolyse initiiert
durch das zelloberflichengebundene uPA/uPAR-System.

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 Aktivititsspektrum, spaltet fast alle
wichtigen Komponenten der ECM (Fibrin, Fibronektin, Laminin) und aktiviert
weitere matrixabbauende Proteasen wie MMP’s und Elastase. Das losliche
Plasmin kann durch den natiirlichen Inhibitor o,-Antiplasmin inhibiert
werden.”*! Dariiber hinaus ist pro-uPA wiederum ein Substrat von Plasmin und
anderen Serin- und Cysteinproteasen wie Kallikrein und Trypsin, bzw.

Cathepsin B, D und L und fiihrt somit durch eine Art positiver Riickkopplung
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zu einer Potenzierung der proteolytischen Aktivitét, was zu einer Erhohung der
Umsatzgeschwindigkeit fithrt. Die Bindung der Proteasen an ihre
Zellrezeptoren fokussiert dabei die Aktivitit auf die Zelloberfliche.*"

Wie aus Abbildung 2.3 ersichtlich, wurden fiir einige der anderen an der
Proteolyse der ECM 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 o,-Antiplasmin noch das o,-
Makroglobulin fiir Plasmin, sowie Cystatine, Steffine, Kininogene fiir die
Cysteinproteasen und TIMP-1 und -2 fiir die Matrix-Metalloproteinasen, auf
deren Funktion hier aber nicht ndher eingegangen werden soll.

Der urokinaseartige Plasminogenaktivator besitzt iiber seine proteolytische
Aktivitdt innerhalb der Plasminogenaktivierungskaskade hinaus noch die
Eigenschaft, eine Reihe weiterer Wachstumsfaktoren zu aktivieren und dadurch
die Proliferationsrate zu steigern. Dies konnte durch Zugabe von enzymatisch
aktivem uPA und nachfolgender Stimulation der Proliferation von epidermalen

3337 Auf  weitere Einzelheiten der

Tumorzellen gezeigt werden.
unterschiedlichen Enzyme und ihrer Inhibitoren wird in den folgenden Kapiteln

eingegangen.

2.2 Das Urokinase-Urokinaserezeptor-System und seine

biologischen Mechanismen

2.2.1 Die Serinprotease Urokinase (uPA)

Der urokinaseartige Plasminogenaktivator (uPA) wurde bereits im Jahr 1956
von Jorgen Ploug aus menschlichem Urin isoliert und die Proteaseaktivitdt von
uPA festgestellt.”™ Urokinase wird in Form des 52 kDa schweren Proenzyms

39]

pro-uPA u. a. von Endothelzellen™ als einkettiges und enzymatisch kaum

aktives Protein exprimiert.l*” *!! Die rdumliche Struktur des 411 Aminosduren
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langen Proteins wird durch zwolf Disulfidbriicken bestimmt und verfiigt mit

Asn®™ iiber eine Glycosylierungsstelle.

[42, 43]

Das Proenzym lédsst sich gemdfl der Analyse des Proteins sowie seines

zugehorigen Gens, in die drei in Abbildung 2.4 dargestellten Doménen

unterteilen:

Die N-terminale wachstumsfaktordhnliche Domédne GFD (growth
factor-like domain) - bestehend aus den Aminosduren uPA;4, -
beinhaltet die Bindungsstelle fiir den uPA-Rezeptor und ist Teil des
aminoterminalen Fragments uPA, 35 (ATF).[44] Wie der Name schon
andeutet, bestehen signifikante Sequenzhomologien zum epidermalen
Wachstumsfaktor (epidermal growth factor, EGF) und zum
transformierenden Wachstumsfaktor (transforming growth factor, TGF-
a).1***#! Trotz dieser Ahnlichkeit ist die Bindung des uPA-Rezeptors auf
die GFD der Urokinase beschrinkt; andere homologe Dominen zeigen
keine Affinitdt zu uPAR."® Dariiber hinaus ist die Wechselwirkung
GFD/uPAR artspezifisch, d. h. es ist keine Wechselwirkung zwischen
uPA und uPAR verschiedener Spezies zu beobachten.*! Die NMR-
Struktur des aminoterminalen Fragments von humanem uPA,_ 35 wurde
von Hansen et al. bestimmt.!** *"]

Der Bereich uPAys.135 wird als kringle-Domine bezeichnet, ein hoch
konserviertes Strukturmotiv, das in einer Reihe an der Himostase und
der Fibrinolyse beteiligten Proteinen auftritt.**! Im Gegensatz zu den
kringle-Doménen von tPA und Plasminogen besitzt die kringle-Domine
der Urokinase allerdings keine Fibrin-Bindungsaffinitit,*’ sondern
bindet an das polyanionische Heparin.””

Die C-terminale Region uPA 364, bildet die enzymatisch aktive Region

5 356

des Proteins mit den Resten His™, Asp™ und Ser’*® als bekanntem

Strukturmotiv einer Serin-Protease mit der katalytischen Triade" und
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wurde im Komplex mit mehreren Inhibitoren rontgenkristallographisch

. . [52,53]
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Abbildung 2.4: Primdrstruktur und Domdnenverteilung der Urokinase.

Das inaktive, einkettige pro-uPA wird durch proteolytische Spaltung der
Peptidbindung zwischen Lys'® und Ile'”” zum zweikettigen, enzymatisch
aktiven HMW-uPA gespalten, dessen A- (uPA. sg) und B-Kette (UPAs9.411)
durch eine Disulfidbriicke zwischen Cys'** und Cys*” verkniipft ist. Durch die
mit der Spaltung verbundene Konformationséinderung wird das enzymatisch
aktive Zentrum exponiert, wodurch die aktive Form des uPA generiert wird.
Diese proteolytische Spaltung kann durch Kallikrein, Cathepsin B/L, den
Nerven-Wachstumsfaktor-y, Thrombin oder Plasmin erfolgen, wobei durch
I't.[54-57

letzteres die Aktivierung eine positive Riickkopplung erfih I Der so
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entstandene HMW-uPA kann durch limitierte Proteolyse zu ATF (uPA/.i3s)
und LMW-uPA (uPA;s6.411) hydrolysiert werden, wobei beide Fragmente
vollstdndige biologische Aktivitit (Bindung an uPAR bzw. proteolytische

[58]

Aktivitdt) zeigen.” uPA selber besitzt eine hohe Substratspezifitit mit

Plasminogen als Hauptsubstrat.">>

2.2.2 Der uPA-Rezeptor

Der Urokinase-Rezeptor uPAR (CD87) wurde erstmals 1985 auf
differenzierten U-937 Leukidmiezellen von Vassalli und Stoppelli™ °!
entdeckt. Nachfolgend wurde dessen Existenz auf einer groBen Zahl von
malignen und nicht-malignen Zelltypen belegt.®> ®! 1988 wurde uPAR von

[64]

Nielsen aus U-937-Zellen isoliert und von Behrendt und Ploug

charakterisiert.*>®”)

Der Urokinase-Rezeptor wird als ein 335 Aminoséduren enthaltendes Polypeptid
sezerniert, das eine N-terminale Signalsequenz enthélt und C-terminal einen
15-20 Aminosduren langen hydrophoben Abschnitt besitzt, der iiber einen
hydrophilen 5-10 Aminosduren enthaltenden spacer mit dem Protein verkniipft
ist.® Wihrend des posttranslationalen processing wird zundchst im
endoplasmatischen Reticulum die Signalsequenz entfernt und anschlieend
durch eine Transamidase der hydrophobe Teil abgespalten. Gleichzeitig wird
der neu gebildete C-Terminus mit einer Glycolipidstruktur, dem GPI-Anker
verbunden, wodurch der biologisch aktive Rezeptor mit 283 Aminosduren
entsteht (siche Abbildung 2.5).1 ™! Der biologisch aktive Rezeptor besteht aus
drei extrazelluldiren Doménen mit jeweils ca. 90 Aminoséduren, die eine nur

geringe Sequenz-Homologie aufweisen.”
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Abbildung 2.5: 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 (siche Abbildung 2.6).°” Die
Verkniipfung des GPI-Ankers erfolgt 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) bzw. D (PI-PLD)
erreicht werden.”" ™! Die dadurch erhaltene l6sliche Form des Rezeptors
(suPAR) bindet ebenfalls an uPA und kommt in verschiedenen Varianten in
konditioniertem  Medium  verschiedener  Zelllinien und in den

(73]

Korperfliissigkeiten von Krebspatienten vor. Fir die Entstehung der



2 CYCLISCHE PEPTIDE ALS UROKINASE-REZEPTORLIGANDEN 15

verschiedenen Formen loslichen uPARs werden differential splicing,”*"®

unspezifische Proteolyse und die oben beschriebene PI-PLC verantwortlich

gemacht.

u-PAR-Protein GPI-Anker

-

o}
D1 ¥ D2V D3 A~_O
(S-5),(5-9) ,(S-S) S /,Pco“
OH
Lo
GFD- blndende &'&'
Dominen
OHl Ho

%
OH
AcNH
// \ O"‘

Abbildung 2.6: Molekulare Struktur des uPAR-GPI-Ankers.

.
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Der Proteinanteil des Rezeptors ist in Abhéngigkeit von der exprimierenden
Zelllinie zu ca. 30% glycosyliert, wobei ein Molekulargewicht von 45-55 kDa

d [77]

erreicht wird. Im Protein sind fiinf potenzielle Glycosylierungstellen

vorhanden (siche Abbildung 2.5), von denen vier Verwendung finden.[®® 77 7*]
Das am C-Terminus liegende Asn®™’ wird nicht glycosyliert. Die
Glycosylierung ist sowohl flir den intrazelluldren Transport als auch fiir die
korrekte Faltung des Rezeptorproteins von gro3er Bedeutung und beeinflusst je
nach Art und Ausmal zusédtzlich in einer Art Feinabstimmung die Affinitdt von
uPAR zu uPA. So wird z. B. in einer Mutationsstudie nach Substitution von
Asn®® gegen GIn» ein deutlicher Verlust der Bindungsaffinitit zu uPA
beobachtet und nach vollstdndiger enzymatischer Deglycosylierung wird ein 35

kDa schweres Protein erhalten, das keinerlei Affinitit mehr zu uPA aufweist.!”
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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 vollstdndigen Verlust der uPA-
Bindungsaffinitit.”*) Aufgrund des charakteristischen Cysteinmusters der
insgesamt 28 Cystein-Reste ldsst sich der Rezeptor in drei strukturell homologe
Dominen von jeweils ca. 90 Aminosdureresten einteilen. Die einzelnen
Dominen zeigen untereinander aber keine Ubereinstimmung (weniger als 20%
Sequenzidentitit) in der Primérstruktur.!® % *! Ein Sequenzvergleich zwischen
menschlichem, murinem, bovinem und Ratten-uPAR zeigt allerdings, dass die
einzelnen Domidnen zwischen verschiedenen Spezies sehr stark konserviert

d* 7> 8 (mehr als 60% Sequenzidentitit). Diese Bindungsdoméanentheorie

sin.
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 Dominen miteinander verbinden.!*> " %!

Das postulierte Dominenmuster zeigt dariiber hinaus Ahnlichkeiten mit dem

(84, 85

der Ly-6-Superfamilie, I zu denen auch die in Schlangengiften enthaltenen

(86, 87 88, 89]

a-Neurotoxine, I'die glycolipidverankerten Eindominen- (z. B. CD59,!
E48"" und Ly-6"") und Zweidominen-Membranproteine (z. B. RoBo-1)"*
gehoren. Die mutmaBliche Ly-6/ uPAR-Doménenfamilie ist durch ein zentrales
sechsstrangiges antiparalleles B-Faltblatt charakterisiert, dessen

Schleifenregionen eine Drei-Finger-Struktur ausbilden.”*”!

2.2.3 Die Bindung von uPA an uPAR

uPA, pro-uPA und die N-terminalen uPA-Dominen binden mit hoher
Selektivitdt und Affinitdt an uPAR (ICso = 5 - 20 nM, je nach Doméne und
Testmethode).”®”® Es konnte gezeigt werden, dass dafiir eine hydrophobe
Bindungstasche des intakten uPA-Rezeptors notwenig ist. Wird allerdings
durch Chymotrypsin die erste N-terminale Domine (Aminosduren 1-87)

abgespalten, besitzt nur noch dieses Fragment Bindungsaffinitit zu uPA, die
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165991 Ein weiterer Hinweise darauf, dass

um das 1500-fache herabgesetzt ist.
Doméne I nur in Kombination mit den anderen Dominen eine stabile
Bindungtasche bildet und somit einen hochaffinen Rezeptor fiir uPA darstellt,
ist, dass durch photoaffinity-crosslinking mit einem peptidischen Antagonist die
Positionen Arg™, Leu® (beide Domine I) und His*' (Doméne III) mit dem

199191 AuBerdem werden Tyr’’ des Rezeptors und

Ligand verkniipft werden.!
Tyr** der uPA-GFD nur dann nicht durch Tetranitromethan nitriert, wenn uPA
am UuPAR gebunden ist; im Gegensatz zu den anderen exponierten
Tyr®#21919236 Resten  im  uPAR."™ In Ubereinstimmung mit diesen
Ergebnissen zeigen verschiedene Alanin-Mutanten des uPAR in Doméne I
einen kompletten Verlust der Bindungsaktivitit. Punktmutationen zu Alanin an
Arg”, Leu®, Tyr’’ und Leu®, welche sich im dritten Loop von Domine I
befinden, bewirken einen starken Abfall der Bindungsaffinitit zu uPA.['""
Ahnliche Ergebnisse, dass unterschiedliche Regionen in Domine I und III des
uPAR fiir die Bindung von uPA verantwortlich sind, werden durch uPAR-
Epitope beider Doménen aus einem phage-display belegt, die alleine in der

1% Dariiber hinaus konnten Bdeir et

al. mit Hilfe von uPAR-Punktmutationen zeigen, dass die Arg"”"'**'* in

4.0105)

Lage sind mit uPA Komplexe zu bilden.

Doméne II zumindest wichtig fiir die Interdoméanstabilisierung sin
Die dreidimensionale Struktur einer der sogenannten LU-Doméne, die sich in
der Familie der Ly-6/ uPAR/ a-Neurotoxin-Proteine wiederfindet, wurde fiir
mehrere Proteine bereits aufgeklirt.™ %! Jedoch besitzt der uPA-Rezeptor drei
dieser Doménen, die im Zusammenspiel die Bindungstasche ergeben. Lediglich
die Struktur des Proteins k-Bungarotoxin, bestehend aus zwei der LU-

[94]

Doménen, konnte Aufschluss iiber die Interdomédnen-Wechselwirkung

geben.!'"”)
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2.2.4 Bindung von uPAR an Vitronektin

1994 wurde zum ersten Mal iiber die Bindung von uPAR an das extrazellulére
Matrixprotein Vitronektin (VN) des Gefa3-Endothelgewebes berichtet, welche

durch Zugabe von ATF (nicht durch das kleinere GFD) oder Urokinase

g, [108-110

verstiarkt wir I'Es wird angenommen, dass durch die Anbindung der

uPA-Kringle-Doméne eine Konformationsédnderung des uPAR stattfindet, was

M Da die proteolytische Aktivitit von

die Affinitdt zu Vitronektin erhoht.
Zellen entweder auf die fokalen Adhisionspunkte oder auf den Apex der Zellen
konzentriert ist,''? und Vitronektin an eben diesen Stellen in hoher

151 st die Vermutung naheliegend,

Konzentration nachgewiesen werden kann,
dass die Fokussierung und die fiinffache Verstirkung der proteolytischen
Aktivitdit des uPA-Plasmin-Systems iiber die Bindung von uPAR an

114,

Vitronektin stattfindet. "I Dieser Zusammenhang konnte ebenso mit

unterschiedlichen Brustkrebszelllinien nachgewiesen werden.!''®!

uPAR bindet mit hoher Affinitdit an die Somatomedin B Doméne des
Vitronektins (Gly'? — Tyr*®),l''”- '"¥] ebenfalls nachgewiesen durch die Bindung
von VN-dhnlichen Peptiden, die mit Hilfe von phage display-Methoden
generiert wurden.'"” Welche Region des uPAR umgekehrt fir die VN-
Bindung zustdndig ist, ist bisher noch nicht eindeutig geklart. Sicher ist, dass
nur der vollstindige uPA-Rezeptor mit allen LU-Domdnen an VN
bindet,[]zo’lzl]
UPAR;s4.176) des uPAR einen Einfluss auf die VN-Adhésion zeigen.“04] Auf

jeden Fall ist die uPA-Bindungstelle des uPAR nicht identisch mit der VN-

und dass zwei Epitope der Doménen II und III (uPAR;47.576 und

Bindungsstelle.

Vor kurzem wurde weiterhin festgestellt, dass durch Ausbildung des uPAR-
VN-Komplexes eine Oligomerisierung des uPA-Rezeptors initiiert wird, was
durch Elektronenmikroskop-Untersuchungen und Biacore-Experimente belegt

wurde ! 1221
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2.2.5 Die Funktion der natiirlichen uPA-Inhibitoren

Wie bereits erwidhnt, spielt die Bindung von uPAR an uPA und VN eine
wichtige Rolle fiir das Ausmall der proteolytischen Aktivierung von
Plasminogen und die Fokussierung der proteolytischen Aktivitit 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 Inhibitor (PCI oder PAI-3) kontrolliert.'**'*" Diese weisen
untereinander starke Sequenzhomologien auf und gehdéren 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 freies als auch rezeptorgebundenes 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,

131, 132

Blutplittchen und verschiedenen Tumorzellen sezerniert wird.! I Dieses ist

metastabil und geht spontan in eine latente, inaktive Konformation tiber.!'**'%]

Aktives PAI-1 inhibiert uPA (in geringerem Mal} 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 (siche Abbildung 2.7). Dabei wird der Peptidstrang
gespalten und der C-Terminus als Ester auf das Serin der katalytischen Triade
iibertragen.!** ! Der entstandene freie N-terminale Strang fiigt sich als Teil
eines B-Faltblattes in das Protein ein und stabilisiert so zusammen mit anderen
konformationellen Anderungen (flexible-joints Regionen an den Enden der
Helices D und E) den Protease-Inhibitor Komplex.!"**! Die Kristallstruktur von
latentem PAI-1 stiitzt diesen postulierten Reaktionsmechanismus, da im Fall
des inaktiven Inhibitors der reaktive RCL-loop im Inneren des Molekiils

verborgen ist.!'**14!]
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Abbildung 2.7: Modell der dreidimensionalen Struktur des aktiven PAI-1 von
Aertgeerts et al.’" PI und P’l markieren die Spaltstellen durch uPA. Der
freiwerdende RCL-loop lagert sich als vierter Strang an die Region von [-
Strang s2 an, wihrend die Regionen um Helix D (hD) und Helix E (hE) weitere
Umorientierung erfahren. An der Bindung von Vitronektin sind Helix E (hE),
Helix F (hF) und p-Strang 1A beteiligt.

U4] Dadurch wird in vivo die

PAI-1 bindet ebenso wie uPAR an Vitronektin.
biologisch aktive Form von PAI-1 stabilisiert, bzw. die latente Form in die
aktive iiberfihrt.'** '**) Umgekehrt beeinflusst die Bindung von PAI-1 an
Matrix- oder Plasma-Vitronektin aber nicht dessen Adhésionseigenschaften fiir
uPA.") Der daraus resultierende desaktivierte uPA/ PAI-1-Komplex 16st
daraufhin von der ECM ab und kann an den uPAR binden.!""”’

Da PAI-1 und uPAR beide an die Somatomedin B Doméne des Vitronektins

binden, die Bindung zwischen PAI-1 und VN aber um das 30-fache stérker ist,
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kommt es durch hohe PAI-1-Konzentrationen zur Verringerung der
Zelladhision an der ECM um ca. 80%.!"'% "7 146 1471 Dariiber hinaus steht das
avB3-Integrin (siche Kapitel 3.5) auch mit PAI-1 in Kompetition um die
Bindung an VN, da die RGD-Sequenz des VN fiir die Bindung an das Integrin
in Nachbarschaft zur Somatomedin B Domine liegt, und diese somit bei
Bindung von PAI-1 an VN blockiert wird.!""® ¥ Uber diesen Mechanismus
kann auch die Antiangiogeneseeigenschaft von PAI-1 erklirt werden.!'*”! Es
bestehen somit zwei Einflussmoglichkeiten fiir PAI-1, die Zell-Migration und
Adhésion auf VN lokal zu unterbinden. Man kann sich gut vorstellen, dass die
Zelle dadurch zu Bereichen der ECM wandert, in denen noch hohe
Konzentrationen an uPA und VN vorherrschen, um dort proteolytisch aktiv zu

werden.

PAI-2 kommt in Form eines 47 kDa schweren intrazelluldren 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 extrazelluldre

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 (o,-MR) oder das epithelische Glycoprotein

0 [153-155]

gp33 Diese gehdren zu einer Familie sogenannter /low-density

lipoprotein receptors (LDLR) von denen in Saugetieren sechs Mitglieder
bekannt sind und die allgemein an der Internalisierung von Lipoproteinen und
anderer Proteinase/Inhibitor-Komplexe beteiligt sind. Sowohl uPA als auch

[156, 157]

uPAR besitzen Bindungsstellen flir beide Rezeptoren. Diese



22 2 CYCLISCHE PEPTIDE ALS UROKINASE-REZEPTORLIGANDEN

Komplexbildung aus z. B. uPA/uPAR/PAI-1/a,-MR und sieben bis acht
weiteren Einheiten der Endocytoserezeptoren LDLR, VLDLR, apoER2, LRS8B,
o,-MR und gp330 fiihrt zur Internalisierung (siche Abbildung 2.8) des

158191 ynd anschlieBendem Abbau im

supramolekularen Komplexes!
Cytoplasma, wobei die freien Rezeptoren nach der Exocytose wieder auf der
Oberfliche an den fokalen Adhdsionspunkten prisentiert werden.!'®” Es kommt
somit durch erhohte Konzentration an uPA zum verstirkten protolytischen
Abbau der ECM in der direkten Umgebung der Tumorzelle unter Verbrauch

von PAI-1 und uPA.

nnane

1
Luuynuityuguyy Zellmembran

deccvecccscece ¢

T e ®
1

Abbildung 2.8: Internalisierung des PAI-1/uPA/uPAR-Komplexes.

2.2.6 Wechselwirkung von uPAR und Integrinen und Auswirkungen auf

die Signaltransduktion

Wie im vorherigen Kapitel bereits erldutert, steht der Urokinase-Rezeptor und
PAI-1 in Konkurrenz mit den avB3-Integrinen um die Bindung an Vitronektin
siche Abbildung 2.9). In den letzten Jahren jedoch wurden auch direkte

Wechselwirkungen zwischen uPAR und Integrinen entdeckt, die
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Auswirkungen auf Zell-Proliferation, Migration und Adhdsion haben.!'®!-%%!

Besonders auffillig war, dass durch Bindung von uPA oder ATF an
membrangebundenem uPAR Zellmigration ausgelost wurde, obwohl fiir diesen
Prozess transmembrane Stimulation der Signaltransduktionskaskade notwendig
ist und dies von einem GPI-verankerten Protein ohne Kontakt zum Zellinneren

nicht erwartet wird.'®* 1

Signalkaskaden
Cytoskelett cooH e

R

<= GPI-Anker Membran
T

Caveolin

Vitronektin I
RGD

extrazellulare Matrix

<—= Affinitat

a) bei avp3-Integrin, durch PAI-1 inhibiert, da RGD-Sequenz blockiert
b) direkte Bindung bei Mac-1-Integrin
c) verstarkte Bindung an VN bei uPA/JuPAR-Komplex,
durch PAI-1 inhibiert, da SomB blockiert
d) irreversible Bindung, Blockierung der uPA-Aktivitat, Loslésen von uPA/PAI-1 von VN
e) anschlielend Internalisierung von uPA/uPAR/PAI-1-Komplex
f) Aktivierung der ECM-Proteolyse

Abbildung 2.9: Schematische Zusammenfassung der mit dem uPA/uPAR-
System in Verbindung stehenden Hauptmechanismen. Die Urokinase besteht
aus einer Serinproteasedomdne (SPD), einer kringle-Domdne (K) und einer
epidermal growth factor-Domdne (E) und bindet an die drei Domdnen des
uPA-Rezeptors. Dieser wiederum steht in Kompetition mit dem uPA-Inhibitor
PAI-1 um die Bindung an die Somatomedin B Domdine (SomB) des Vitronektins
(VN).
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Da uPAR die Funktion des Leukozytenintegrins Mac-1 (aMf2) beeinflufit,
wurde bereits 1995 vermutet, dass uPAR {iiber direkten Kontakt mit Integrinen
Signale in der Zelle stimuliert.!''* ' 19181 Chanman et al. konnte nachweisen,
dass bei Uberexpression von uPAR auf embryonalen 293-Nierenzellen die
natlirliche Zelladhdsion an Fibronectin unterdriickt wird, wihrend gleichzeitig
eine verstirkte Affinitdt fiir Vitronectin auftritt.!"®” Unter Verwendung einer
phage diplay Bibliothek mit uPAR als Zielstruktur konnte das Peptid ,,Clone
25 (AESTYHHLSLGYMYTLN) gewonnen werden, das die Affinitét

161 yund dadurch die oben

zwischen isoliertem Mac-1 und suPAR inhibiert,.
genannte Zellaffinitdtswechsel von Fibronectin auf VN wieder aufhebt. Das
heiflt, dass durch Aufhebung der uPA/Mac-1-Wechselwirkung durch ein Peptid
die urspriingliche Funktion von Mac-1 wieder hergestellt wird. Durch
Sequenzvergleich des an uPAR bindenden Peptids 25 mit den a-Untereinheiten
von Integrinen wurden Epitope gefunden, die alle an der selben Position in aM,
o3 und a6-Integrinen im vierten Faltblatt des B-Propellers liegen, und die
ebenfalls an uPAR binden (Abbildung 2.10).1"" " Durch die Assoziation der
entsprechenden [1- und B2-Integrinepitope (z. B. von a3f1) mit uPAR
konnten Verhaltensinderungen in Adhision und Migration erzielt werden.!'"!

Die entspechenden Epitope aus av oder a5 zeigten dagegen keine Affinitét

zum uPA-Rezeptor.

Besonderen Stellenwert erlangt diese Sequenzhomologie durch die Aufkérung

172

der 3D-Struktur des avp3-Integrins! und die damit verbundene

Lokalisierung der Bindungstelle in einem dem Losungsmittel zugénglichen
Loop am Rand des P-Propellers der o-Untereinheit. Daraus lassen sich
Riickschliisse auf die Lage der an uPAR bindenden oM, a3 und a6-Epitope
ziehen und evtl. sogar Mechanismen der Integrinaktivierung ableiten.'” '™
Die Bindungsstelle im uPAR fiir diese Peptide wurde auf Doméne II und III
lokalisiert, da suPAR auch nach proteolytischer Abspaltung der Domine I ohne

[175

Aktivititsverlust an Integrine bindet.'””) An die selben zwei Dominen des
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uPAR bindet auch das Protein Kininogen, welches durch Affinitit zu
Integrinen und Vitronektin die Leukozytenadhdsion auf Fibrinogen

moduliert.!'’¢ 177

B-propeller ™

(1234567 | ] |

289
ALPHA 3 A|V|F S EAGG
ALPHA 6 AlVIV KIRID MK S
ALPHA M LIV(AIMF RIQINT GM
ALPHA 5 Y|V|T NGSDIR
ALPHA YV MMYLLJYDGKNMS

loop B-strand loop

Abbildung 2.10: Aminosduresequenzen des W4-Faltblattes aus dem [-
Propeller von a-Integrinen. Die fiir die Bindung an uPAR minimale Sequenz
liegt zwischen den Aminosduren 274-285. Auffdllig ist, dass die nicht an uPAR-
bindenden Epitope von a5 und av um eine Aminosdure verlingert sind und in

Position 277 ein Thr statt eines fiir die Bindung wichtiges His tragen.!'"’

Aber auch andere Integrine (u.a. a4p1, a6p1, a9B1, avp3), die anscheinend
keine direkte Wechselwirkung mit uPAR eingehen, sind fiir uPAR-vermittelte
Zell-Migration oder Proliferation verantwortlich.'”> %! So werden zum
Beispiel durch Stérung von uPA/uPAR/aS5B1-Integrin-Komplexen auf
Zellmembranen in vivo Hep3-Tumorzellen in der Gy/G,-Phase des Zellzyklus
festgehalten und somit in den Schlafzustand versetzt. Im umgekehrten Fall
kommt es gerade bei erhohter uPAR-Konzentration zu starker Proliferation der
Hep-3-Zellen!**"*% Fernerhin hat der Einfluss von uPAR auf avp5 eine

Umstrukturierung des Cytoskeletts und damit der Zellmigration von
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Brustkrebszellen (HT 1080 und MCF-7) auf VN zur Folge.!"""® Als letztes sei
die iber o4pl-vermittelte Zell-Zell-Adhdsion von Leukozyten in
Entziindungsprozessen genannt, die durch das Zusammenspiel von [2-

Integrinen und uPAR ausgelost wird.['** '*!]

Fiir die Weiterleitung von Signalen ins Zellinnere iiber den uPA-Rezeptor'””
wurden neben den Integrinen Adaptermolekiile wie die integrinassoziierten
Membranproteinen CD47, CD98 und CD59!"'"'**1 und das cholesterolbindende
Protein Caveolin identifiziert. Caveolin ist kein transmembranes Protein, da
sich N- und C-Terminus im Cytosol befinden und der mittlere Teil des Proteins
unter Ausbildung eines Loops in der Membran verankert ist."”* Trotzdem
konnen zusammen mit uPAR und Bl-Integrinen fiir die Signaltransduktion
wichtige Komplexe gebildet werden, welche Auswirkungen z. B. auf das
Zellwachstum haben."” % In einem anderen Fall wird die Adhision von
menschlichen Nierenzellen auf Fibronektin durch vermehrte Expression von
uPAR unterbunden; im Gegenzug aber durch erhohte Konzentration von
Caveolin in der Zellmembran die Adhision zu FN wieder hergestellt."*”! Die
Signaltransduktion bedient sich dabei der Familie der Src-Tyrosinkinasen und
der focal adhesion kinase (FAK). Andere Signalkaskaden wie im Fall des
Nierenepitheltumors bedienen sich dagegen des JAK-/STAT-Weges (zustindig
fiir Transkription und DNA-STAT-Anbindung) in Kombination mit dem
Transmembranglycoprotein gp130.1* ) Auch der Raf-Mek-ERK-Signalweg,
der fiir Adhdsion und Migration zustindig ist, wird in Brustkrebszellen durch
uPAR-Integrin-Wechselwirkungen moduliert./'®* 2 2!l In allen Fillen ist ein
intakter uPA-Rezeptor auf der Zelloberfliche notwendig, da durch Blockierung
(Antikorper, Antagonisten) oder PI-PLC-Abspaltung des Rezeptors die uPA-
vermittelte Signalkaskade ins Zellinnere blockiert wird. Es ist zwar noch nicht
vollstindig gekliart auf welche Weise, aber es ist sicher, dass die Integrin-
uPAR-Wechselwirkung dem GPI-verankerten uPAR trotz seiner fehlenden
Transmembrandomine eine Teilnahme an der Regulation von Adhésion,

Migration und Proliferation in bestimmten Zelltypen erlaubt.
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2.3 Bedeutung des uPA/uPAR-Systems in der Krebsmedizin

2.3.1 Tumorprognose mit Hilfe von uPA und PAI-1

Im Rahmen einer Tumortherapie kommt der Risikoabschitzung einer
Neuerkrankung nach einer chirurgischen Entfernung eines Karzinoms grof3e
Bedeutung zu. Auf ihrer Grundlage findet die Entscheidung fiir eine weitere
Nachbehandlung statt (Chemotherapie oder Bestrahlung) und dient so zur
Minimierung der Belastung fiir den Patienten bei groBtmdglichem
therapeutischen Erfolg. Um das Risiko einer Fehleinschitzung 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

203 . . ) ) )
' In einem in vitro-Versuch wurde in diesem

{iberexprimiert wird.!
Zusammenhang gezeigt, dass die Fahigkeit humaner Kolonkarzinomzellen eine
Matrigelmatrix zu durchwandern vom Séttigungsgrad der Oberflachen-uPAR
mit uPA abhingt.”*” Genauere Untersuchungen am Menschen 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 verstindlich ist.*>**”) Aber auch
der uPA-Rezeptor wird im Fall von Krebs (Brust-, Leber- und Darmkrebs,

rt,2%1% was dazu fiihrt, dass

Leukédmie) verstarkt auf Zelloberflachen prasentie
z. B. erhohte Konzentrationen von uPAR-Bruchstiicken im Urin von
Leukémiepatienten detektiert werden; die sich durch chemotherapeutische

Behandlung wieder absenken lassen.*'"

Eine é&hnliche prognostische
Aussagekraft findet sich iiberraschenderweise auch fiir den natiirlichen

Urokinaseinhibitor PAI-1, wobei dieser zusammen mit uPA den grofiten
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prognostischen Wert aufweist.?'? Erklirt werden kann dies durch die
Funktionen des PAI-1 in Bezug auf Internalisierung und verringerte
Zelladhédsion (siche Kapitel 2.2.5).

Durch Entwicklung eines grundlegenden Modells, das Informationen wie Alter,
menopausalen  Status, TumorgroBe(n) und -grad, Lymphknotenstatus,
unterstiitzende Therapie, Steroidhormon-Rezeptorstatus und andere Faktoren
beriicksichtigt, konnten uPA, PAI-1 und PAI-2 als voneinander unabhingige
Marker fiir die individuelle Uberlebens- und Rezidivwahrscheinlichkeit im Fall
von Brustkrebs etabliert werden.”"*! In einer aktuellen Studie von Foekens et
al. konnte in einer Gruppe von 2780 Brustkrebspatientinnen der prognostische

(2141 patientinnen mit

Wert von uPA und PAI-1 eindrucksvoll belegt werden.
hohen uPA- und PAI-1-Konzentrationen im Blut haben demnach eine stark
verringerte Uberlebenschance.

Diese Ergebnisse belegen, dass die Bemiithungen 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.

2.3.2 Ansiitze fiir die Tumortherapie

Das uPA/uPAR-System hat - wie in den vorherigen Kapiteln beschrieben - im
Tumorgeschehen enorme Auswirkung auf Metastasierung und Zellwachstum,
da gleich mehrere regulatorische Prozesse im negativen Sinn beeinflusst
werden. Um darauf Einfluss zu nehmen, werden mehrere Konzepte der
Tumorintervention in bezug auf das uPA/uPAR-System untersucht und bereits
im geringen Mafle z. B. fiir diagnostische Zwecke angewandt. Dazu gehoren

folgende Strategien (Abbildung 2.11):
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e Selektive Inhibierung des enzymatischen Zentrums der Serinprotease
uPA durch niedermolekulare Proteaseinhibitoren.

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.

e FEinsatz von uPAR-Antagonisten und Antikorpern, die die Bindung von

uPA an uPAR verhindern.
Enzyminhibitor 1

C)

aktives Zentrum

/

Sg O

Protease

UPAR Inhibitoren fiir
— -Krin le
@GPD  die uPA/uPAR- £
Bindung @
uPAR K,

'antisense'-

Strategie

Abbildung 2.11: Grundsdtzliche Strategien fiir die Entwicklung von
Therapeutika im uPA/uPAR-System.

Neben den natiirlichen vorkommenden uPA-Inhibitoren PAI-1 und PAI-2
wurden in den letzten Jahren eine Reihe von bioaktiven niedermolekularen
Serinproteaseinhibitoren entwickelt.”'> ') Die Inhibition des katalytischen
Zentrums scheint zwar der schnellste Weg zu einem oral bioverfligbaren
Wirkstoff zu sein, allerdings ist die Frage der target-Spezifitit von sehr groB3er
Bedeutung. Da eine groBBe Zahl von Serinproteasen essentielle Aufgaben im
Korper iibernehmen (z. B. Blutgerinnung und andere Aktivierungskaskaden),

kann die ungewollte Blockierung des enzymatischen Zentrums einer anderen
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Serinprotease als uPA dramatische Auswirkungen auf den Organismus haben.
Die Schwierigkeit besteht darin, durch chemische Modifikationen eines fiir
Serinproteasen typischen Grundgeriists (z. B. Arginin oder Argininmimik) die
Selektivitdt zu steuern. Im Fall der Urokinase muss eine Abgrenzung der
biologischen Aktivitit in Bezug auf tPA, Plasmin, Trypsin, Thrombin und
Faktor Xa vorhanden sein. Besonders hilfreich fiir das Verstindnis des
Bindungsmodus und das Design von selektiven Inhibitoren war die
Kristallisation von uPA mit niedermolekularen Liganden und die darauf
folgende Strukturaufklirung der Komplexe mittels Réntgenbeugung.”> > 2!7

1% Einige ausgewihlte uPA-Inhibitoren sind in Abbildung 2.12 dargestellt:

Sty w DB E e
N

NH, A M

H N NH;
1 24 uM 2 7,7nM
i H-N N (6]
) /\Q
~N
(0] l‘\lH NH, — N o~ ‘
N NH NH
= ﬁ/
3 40 nM 4 0,7 nM N

Abbildung 2.12: Niedermolekulare Proteaseinhibitoren fiir uPA mit Angabe
von ICsy-Werten.’> ?'% 22 2!l Dje geringen Selektivititen gegeniiber anderen
Proteasen schrinkt bisher die Anwendung der Inhibitoren als Medikament

stark ein.

Die Unterdriickung der uPA- bzw. uPAR-Expression mittels antisense-
Strategie oder Gentherapie wurde bereits in praklinischen Studien untersucht.
Die dabei erzielten Effekte im Mausversuch waren ein verringertes

Tumorwachstum, Inhibition von Angiogenese und langere
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Uberlebensdauer.'* 22222l

Obwohl einigermaflen erfolgreich, sind diese
Nukleotid-basierenden Methoden in ihrer Anwendung begrenzt, da der
Transport zum Wirkort und potenzielle immunologische Komplikationen
gravierende Probleme darstellen.

Die Entwicklung von uPAR-Antagonisten - als die wohl aussichtsreichste
Methode - wird im nédchsten Kapitel ausfiihrlich behandelt. Die Verwendung
von monoklonalen Antikérpern zur Unterdriickung der uPA/uPAR-
Wechselwirkung findet noch keine Anwendung in der Therapie. Jedoch in in
vitro-Studien konnte gezeigt werden, dass durch Gabe von Antikérpern gegen
uPAR die Bildung von Brustkrebs in Ratten unterdriickt werden konnte.!*”
Noch zu erwihnen ist die von der Firma Angstrom Pharmaceuticals gefundene
nicht-GFD Peptidsequenz A6 (Sequenz: Ac-K-P-S-S-P-P-E-E-NH,), die die

Bindung von uPA an uPAR im nanomolaren Bereich inhibiert.**"

2.3.3 Entwicklung von uPAR-Antagonisten

2.3.3.1 Entwicklung von cyclo[21,29][D-Cys*',Cys®|-uPA,;.3

Da die Anbindung von uPA an uPAR hochspezifisch verlauft, wire die
Unterbindung dieser Wechselwirkung eine wirksame Maflnahme, um einerseits
Zellwachstum und Migration von Tumorzellen und andererseits die fiir die
Metastasierung wichtige Proteolyse der ECM zu blockieren.

Der Ausgangspunkt fiir die diesbeziiglichen Entwicklungen in unserem
Arbeitskreis war die von Appella et al. 1987 gefundene Proteinsequenz
[A1a19]uPA12_32, die die Anbindung von uPA an uPAR inhibiert.”” Dieses
Epitop stammt aus der GFD-Doméne der Urokinase, von der bekannt war, dass
es fiir die Rezeptoranbindung des uPA verantwortlich ist.*" Ausgehend von
dieser Sequenz gelang es M. Koppitz durch N- bzw. C-terminale Verkiirzung
des Peptids den Inhibitor uPA 43, zu entwickeln (ICsy = 4 uM), wobei sich

durch einen Ala-scan (einzelner Austausch von Aminosduren gegen Alanin)
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die Aminosduren Cys'’, Tyr**, Phe®, Ile**, Trp” und Cys’' fiir die Bindung als
wichtig erwiesen haben.”’ Ausgehend von diesen Arbeiten konnte M. Biirgle

dieses Peptid weiter zu dem cyclischen Peptid cyclo[19,31]-uPA 93, 5

¢ 230, 231]

verkiirzen, das bereits einen ICs-Wert von 300 nM aufweis Im

[46, 47]

Vergleich mit der von Fesik et al. ermittelten ATF-Struktur wird deutlich,

dass die kiinstlich geschaffene Cysteinbriicke Cys'’-Cys’' mit einem Abstand
von 5.2 A die beiden B-Stringe (Cys'’-Ser” und His **-Cys®") zwischen Cys'’
und Cys’' iiberbriickt. Der an dieser Stelle in der urspriinglichen Struktur der
Urokinase vorhandene Abstand betriigt 6.1 A (Abbildung 2.13). Wird dieser
Abstand jedoch weiter verkiirzt (z. B. durch Einbau einer Lanthionin-Briicke,

d. h. ein Schwefelatom weniger), sinkt die Aktivitit des Peptids wieder ab,***

31 was darauf hindeutet, dass nur geringfiigige Abstandsinderungen toleriert

werden.

Abbildung 2.13: Sequenz und NMR-Struktur der uPAR-bindenden Domdne
von uPA. Die Sequenz des Bindungsepitops ist dunkel hervorgehoben.

Dass die Cysteinbriicke hauptséchlich iiber die Steuerung der
Peptidkonformation Einfluss auf die Aktivitit von cyclo[19,31]-uPA 9.3
nimmt, wird dadurch belegt, dass bei Ersatz des Cys" gegen D-Cys'’ die
Aktitivdt auf einen ICsp-Wert von 40 nM gesteigert werden kann. Das daraus
resultierende Peptid cyclo[l9,31][D-Cyslg]-uPA19_31 6 kann anscheinend die fiir

die Bindung an uPAR nétige Konformation des w-/oops der Bindungsregion
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besser stabilieren als das Vorlduferpeptid cyclo[19,31]-uPA9;5; 5.
Wahrscheinlich muss bei Verlagerung der Disulfidbriicke die Chiralitdt des
Cys'" umgedreht werden, um die riuliche Orientierung der Aminosduren im
Ring zu erhalten.

In einem weiteren Ala-scan von cyclo[19,31]-uPA 93, 5 wurde wiederum die
Bedeutung der Reste Tyr**, Phe™, Ile*® und Trp’ fiir die biologische Aktivitit
deutlich; in einem D-scan (Austausch der Aminosduren gegen die
entsprechenden D-Aminoséduren) die Bedeutung der Seitenkettenorientierung
fiir die Konformation des Cyclopeptids. Ausgehend von diesen Erkenntnissen
wurde die Disulfidbriicke unter Deletion der nicht-essentiellen Aminosiduren
(Val®, Ser’! und His”) in Richtung des w-loops verschoben unter Erhalt des

Peptids cyclo[21,29][Cys*'**]-uPA,;.30 7 mit einem ICso-Wert von 910 nM.!*"!

cyelo[19.31]-uPA,, ., cyelo[21.29][Cys™' Cys™]-uPA,, ,,
IC,=300nM 5 IC,=910nM 7
mit D-Cys"” mit D-Cys”
IC,=40nM 6 IC,=30nM 8

@ wichtig fiir biologische Aktivitat
unwichtig fiir biologische Aktivitat

) nur bedingt austauschbar

Abbildung 2.14: Entwicklung von Urokinase-Antagonisten ausgehend vom
ATF der Urokinase mit Angabe von ICs)-Werte der Peptide.

Durch Untersuchungen von N. Schmiedeberg konnte gezeigt werden, dass sich

nur die beiden Reste Asn* und Asn?’ des cyclo[2l,29][Cy521’29]-uPA21_30 7
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ohne Aktivitdtsverlust gegen Alanin austauschen lassen, da bei Modifikation
der anderen Aminosduren entweder die fiir die Bindung an uPAR wichtige
Seitenketten entfernt werden (z. B. Trp™) oder negativer Einfluss auf die
Konformation des Peptids genommen wird (z. B. Ser’® oder Cys™).?** #*! wie
auch im Fall von cyclo[19,31]-uPA o3; 5 kommt es bei cyclo[21,29][Cys”"*]-
uPA, 30 7 zu einer enormen Aktivititssteigerung auf ICsy = 30 nM beim
Austausch des N-terminalen Cys®' gegen D-Cys”' (Abbildung 2.14). Auch hier
scheint das D-Cys einen Beitrag zur Stabilisierung der bioaktiven
Konformation zu leisten. Eine Beteiligung der Cysteinbriicke des
cyclo[21,29][D-Cys®!,Cys*]-uPA,50 8 an der Rezeptorbindung ist wenig

plausibel, da im Vergleich zum ATF die Lage dieser stark verdndert wurde.

Abbildung 2.15: Stereodarstellung der Struktur in Losung von
cyclo[21,29] [D-Cys™,Cys™]-uPAs;.59 8 (unten: 90° gedreht). Darstellung der
Atome als Kugeln: C (weif3, grofs), H (weif3, klein), N (schwarz), O (grau), S
(grau, grofs).



2 CYCLISCHE PEPTIDE ALS UROKINASE-REZEPTORLIGANDEN 35

Die iiber NMR-Techniken ermittelte 3D-Struktur von cyclo[21,29][D-
CysZI,Cyszg]-uPAzl_m 8 zeigt, dass die fiir die Aktivitit verantwortlichen
Aminoséureseitenketten (laut Ala-scan) einen hydrophoben cluster bilden, und
dass zwei PI-turns mit Lys®/Tyr** bzw. Ser’’/Asn”’ in i+1/i+2-Position und die
Cysteinbriicke die Gesamtgeometrie der Verbindung bestimmen. Die
Uberlagerung der Struktur von 8 mit der Struktur des ATF zeigt eine groBe
Ubereinstimmung in der Ausrichtung der Seitenketten der fast linear
angeordneten Aminosduren Tyr™*, Phe®, Ile*® und Trp®®, was im Einklang mit
den vergleichbaren biologischen Aktivititen von cyclo[21,29][D-Cys*',Cys™]-
uPA, ;30 und ATF steht. Der C-Terminus befindet sich im Gegensatz zum N-
Terminus weit entfernt vom hydrophoben cluster und frei drehbar im Bereich

der Cysteinbriicke.

Die Leitstruktur cyclo[21,29][D-Cys>',Cys*]-uPAs150 8 Dbesitzt hohe
proteolytische Stabilitdt in Bezug auf Vollblut, Serum und uPA. Stabilitit
gegeniiber Plasmin wird erst erreicht bei isosterer Substitution von Lys> gegen
die unnatiirliche Aminosiure Nle*. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass 8
nur bei hohen Peptidkonzentrationen (>1 mM) zelltoxisch auf verschiedene
Tumorzelllinien (z. B. U-937, HL-1080) wirkt'*®*! und im Mausversuch das
Tumorwachstum und die Ausbreitung von menschlichen Ovarialkrebszellen

reduziert.!**®

Die Messung der ICsp-Werte von oben genannten und im Rahmen dieser Arbeit
synthetisierten uPAR-Antagonisten wird mit Hilfe der Laser FACS Analyse!®”!
ermittelt. Bei dieser Methode wird die Bindung eines synthetischen Liganden
in Konkurrenz zu FITC-modifizierten (Fluoreszeinisothiocyanat-Konjugat)
pro-uPA gemessen. Dazu werden humane U-937 Leukidmiezellen 72 h mit
PMA (Phorbol-12-myristat-13-acetat) stimuliert, wobei die uPAR-Dichte

erhoht wird. Die mit Peptid und natiirlichem Ligand inkubierten Zellen werden

anschlieBend einzeln mit Hilfe eines Laserstrahls vermessen und iuber die
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Menge an zellgebundenem FITC die konzentrationsabhingige Verdringung

des FITC-pro-uPA ermittelt.

2.3.3.2 Entwicklungen anderer Arbeitsgruppen

Eine andere Klasse von uPAR-Antagonisten wurde mit Hilfe von phage-
display-Methoden generiert.!®” %% Das von Rosenberg et al. dabei isolierte
Peptid ,,Clone 20 mit der Sequenz AEPMPHSLNFSQYLWYT bindet an den
uPA-Rezeptor im unteren nanomolaren Bereich. Durch das Entfernen C- und
N-terminaler Aminoséduren gelang es Ploug et al. unter Beibehaltung der
Affinitdt das Decapeptid AE68 (SLNFSQYLWS) zu entwickeln, dessen Reste
Leuz, Phe4, Leu® und Trp9 laut Ala-scan einen Grofiteil zur Bindung an den

[100- 1011 Nt Hilfe der one-bead-one-compound-

uPA-Rezeptor beitragen.
Methode™*! wurden darauffolgend eine Bibliothek von Peptiden erstellt, die an
den vom Ala-scan tolerierten Positionen mit einer Vielzahl von natiirlichen
bzw. unnatiirlichen Aminosduren versehen wurden. Der uPAR-Antagonist
AE105 (Sequenz: D-Cha-F-s-r-Y-L-W-S) mit dem besten Bindungsprofil zeigt
eine verbesserte Aktivitdt im Vergleich zu AE68, wird jedoch im Gegensatz zu
ATF und zu cyclo[19,31][D-Cys'’]-uPA 95 6 nur vom humanen und nicht
vom Affen-uPA-Rezeptor als Ligand erkannt.**”! Erklart werden kann dies
durch Mutationen in der Doméne III des uPA-Rezeptors unterschiedlicher
Spezies. Besonders wichtig scheinen dabei die Positionen Leu™, His** und
Asp*®* des menschlichen uPAR zu sein, die im Affen durch Met, Arg und Asn
ersetzt sind, und die laut Mutationstudien an der Bindung uPA/uPAR direkt

211 Die Autoren schlieBen daraus, dass AE105 zwar an die selbe

beteiligt sind.!
hydrophobe Tasche wie ATF oder cyclo[19,31][D-Cyslg]-uPA19_31 6 bindet,
jedoch einen abgednderten Bindungsmodus aufweist. Deutlich wird dies auch
durch den direkten Vergleich der Sequenzen vom ATF, cyclo[19,31][D-Cys'’]-
uPA 93, AE68 und AE105 (Abbildung 2.16). Dabei fillt auf, dass der Abstand

zwischen den konservierten Resten Phe und Trp jeweils bei 6 Aminosduren
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liegt, und dass diese in Kombination mit anderen Resten wie z. B. Ile, Leu oder
Cha hydrophobe Paare bilden, die {iber mindestens 2 Aminosduren voneinander

getrennt sind.

Menschlicher uPA: -Ser-Asn-Lys-Tyr-Phe-Ser-Asn-Ile-His- Trp-Cys-Asn-
6: H-Cys-Val-Ser-Asn-Lys-Tyr-Phe-Ser-Asn-Ile-His-Trp-Cys-OH

I |
AE68: H-Ser-Leu-Asn-Phe-Ser-Gln-Tyr-Leu-Trp-Ser-OH
AEI105: H-Asp-Cha-Phe-Ser-Arg-Tyr-Leu-Trp-Ser-OH

Abbildung 2.16: Sequenzvergleich ATF, cyclo[19,31][D-Cys"’]-uPA,93; 6.
AE68 und AE105. Fiir die Bindung wichtige Reste sind fett gedruckt;, D-
Aminosduren unterstrichen. Hydrophobe Reste wie Ile und Leu sind zum Teil

um eine Position versetzt.

Die hier geschilderten Entwicklungen von uPAR-Antagonisten bilden die
Grundlage fiir die in dieser Arbeit entwickelten cyclo[21,29][D-Cys*!,Cys*]-
uPA,;, ;0-Modifikationen (Kapitel 2.5) und templatbasierten Hexapeptiden
(Kapitel 2.6), mit dem Ziel, in die uPA/uPAR-Interaktion einzugreifen und das
Verstindnis dariiber zu vertiefen. Da es sich hierbei um von natiirlichen
Proteinen abgeleitete peptidische Zielstrukturen handelt, ist die moderne

Peptidsynthese ein wesentlicher Bestandteil der angewendeten Methoden.
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2.4 Allgemeine Grundlagen der Peptidchemie

2.4.1 Prinzipien 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 Emil Fischer und Theodor
Curtius die Grundlagen fiir eine chemische Synthese von Peptiden in Losung
erarbeitet.'**> *** Erst durch die Einfiihrung 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.** 1 Bej dieser
Technik wird die Peptidkette sequenziell an einem festen Trager aufgebaut,
indem eine mit einer tempordren Schutzgruppe fiir die Aminogruppe und einer
permanenten Schutzgruppe fiir die Seitenkette geschiitzte Aminosiure an eine
N-terminal entschiitzte, festphasengebundene Aminosdure gekuppelt wird. Die
Vorteile dieser Methode bestehen im Wesentlichen darin, dass durch hohe
Reagenzieniiberschiisse die Kupplungsreaktion fast quantitativ verldauft und
dass die iiberschiissigen Reagenzien von dem jeweiligen harzgebundenen
Zielmolekiil durch einfache Filtration entfernt werden konnen.

Dabei kommt die von Carpino et al. entwickelte Fmoc/Bu-
Schutzgruppenstrategie zum Einsatz, wie sie in Abbildung 2.17 dargestellt
ist.1**72%] yorteil dieser Methode ist, dass die Abspaltung der N-terminalen
Fmoc-Schutzgruppe unter milden Bedingungen mit einer 20%igen
Piperidinlosung in NMP (Schritt 2) orthogonal zu den sdurelabilen

Seitenkettenschutzgruppen und der Peptidverankerung ist.
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Abbildung 2.17: Darstellung der Synthesestrategie von Peptiden an fester
Phase nach Merrifield und Carpino unter Verwendung des Trityllinkers. Die
Abspaltung des Peptids vom festen Trdger in Schritt 4 erfolgt entweder unter
Erhalt der Seitenkettenschutzgruppen (g) unter schwach sauren Bedingungen
(z.. B. AcOH oder HFIP) oder durch simultane Abspaltung der

Seitenkettenschutzgruppen mittels TFA.
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Die Verankerung der ersten Fmoc-geschiitzten Aminosdure am Harz (Schritt
1) erfolgt iiber ein zu den Kupplungsbedingungen orthogonales Linkermolekiil,
dessen Bindung zum immobilisierten Peptid erst bei der Peptidabspaltung vom
Harz gebrochen wird. Dabei haben sich neben dem in dieser Arbeit
hauptsichlich verwendeten Trityllinker,”” **'! die in Abbildung 2.18
dargestellten Linker in der chemischen Festphasensynthese als besonders

verlisslich fiir die Synthese modifizierter Peptide herausgestellt.*>* 2>

| |
\/©/O\O Wang-Harz Rink-Amid-Harz 0o O o O O\O
) 95% TFA 95% TFA
Peptid \H/O freie Saure Peptidamid
) H

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

Abbildung 2.18: Ausgewdhlite Linker, die sich in der Festphasensynthese von
Peptidderivaten bewdhrt haben, mit Angabe der Aspaltbedingungen und des zu

erwartenden Peptidderivats.

Die Aktivierung der zu kuppelnden Fmoc- und seitenkettengeschiitzten
Aminosdure erfolgt mittels schwacher organischer Basen (z. B. durch N,N,N-

Diisopropylethylamin) und Aktivierungsreagenzien (siche Abbildung 2.19),1°*

281 die in situ im ersten Schritt der Reaktion eine hochreaktive Acyluronium-
oder -phosphonium-Spezies erzeugen. Im zweiten Schritt wird diese dann
durch den nucleophilen Angriff von Fluorid, Bromid, HOBt oder HOAt in das
Séurehalogenid bzw. in den Aktivester umgewandelt, welches/r dann
letztendlich mit dem entschiitzten N-Terminus des harzgebunden Peptids zum

Amid reagiert (Schritt 3). Neben den in sifu Reagenzien, die liberwiegend in

der automatisierten Peptidsynthese verwendet werden, werden auch bereits
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voraktivierte Aminosdurederivate eingesetzt, wie z. B. symmetrische
Anhydride, N-Carboxyanhydride (NCA), Pentafluorphenolester oder
Saurehalogenide.*** 7 **! Die Kupplungsreaktionen betreffend weisen OAt-
Aktivester, symmetrischen Anhydride und Aminosdurehalogenide die grofite
Reaktivitdt auf, wihrend die Aminosdurefluoride ganz besonders fiir sterisch
gehinderte Kupplungen, wie z. B. zwischen a-disubstituierten Aminoséuren (z.

B. Aib) geeignet sind.!***>*"!

e JUS

N
O BF,/PFg N
e
| |
TBTU / HBTU PyBrOP
—N/_\—N=C=N
\ A\

N
EDCI N
N,

N _
LA 0
NN (NS
F BF, O BF,/PFg r\.?« N"Y
\NJ-I-\N/ \NJ.'_\N/ [)
[ I
TFFH HATU PyBOP

Abbildung 2.19: Kupplungsreagenzien fiir die in situ Aktivierung von

Aminosduren.

Die in den ersten Reaktionsschritten der Aktivierung gebildeten Acyl-Onium-
Verbindungen racemisieren leicht, sodass diese durch den Zusatz von
Additiven (siche Abbildung 2.20) in die entsprechenden, stabileren Aktivester

tiberfiihrt werden miissen, bzw. das Reaktionsgleichgewicht zu diesen

[

verschoben werden muss.*%> *®! Gleichzeitig miissen sterisch gehinderte bzw.

sehr schwache Basen wie Collidin eingesetzt werden, um unerwiinschte

.. . . 264-2
Racemisierungen z. B. von Cystein zu vermeiden.***>¢"]
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N-OH @ N | N N
N NN oH
0 OH OH 0
HOSu HOBt HOAt HOOBt

Abbildung 2.20: Gebrduchliche Additive fiir die Kupplung von in situ
aktivierten Aminosdurederivaten. Die Effizienz in der Unterdriickung der

Racemisierung nimmt von links nach rechts zu.

Als permanente Seitenkettenschutzgruppen fiir die Fmoc-Aminosduren

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

Tabelle 2.2: Seitenkettenschutzgruppen fiir Aminosduren.

Aminosdure Schutzgruppe

Serin, Threonin ‘Butyl-Ether (‘Bu)

Aspartat, Glutamat ‘Bu-Ester (O'Bu)

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

Lysin, Tryptophan ‘Butyloxycarbonyl- (Boc)
Arginin N®-(2,2,4,6,7)-Pentamethyl-

dihydrobenzofuran-5-sulfonyl-
(Pb)26*]

Die Peptidabspaltung vom Harz (Schritt 4) erfolgt im Fall des Trityllinkers
durch Behandlung mit schwachen Sduren wie Hexafluorisopropanol (HFIP)
(2691 oder Essigsdure in Dichlormethan; wenn die Seitenkettenschutzgruppen
erhalten bleiben sollen. Zur Harzabspaltung unter gleichzeitiger, vollstandiger
Entschiitzung des Peptids verwendet man Trifluoressigsdure. Die bei der sauren
Abspaltung der Seitenkettenschutzgruppen entstehenden Carbokationen

missen dabei mittels geeigneter scavanger abgefangen werden, um die
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irreversible Alkylierung nucleophiler Aminosdureseitenketten zu unterdriicken.
Als  Abspaltmischung kommen dabei Mischungen aus TFA und
unterschiedlichen Anteilen an scavangern wie Wasser, Thioanisol, Ethandithiol

[270

oder Phenol zum Einsatz.”’" Mittlerweile hat sich Triisopropylsilan (TIPS)

zusammen mit geringen Mengen an Wasser in TFA als Abspaltmischung der
Wahl etabliert, da es geruchlos ist und Carbokationen sehr effektiv abfangt.!”!!
Fiir die Cyclisierung von seitenkettengeschiitzten Peptiden wird im Normalfall
die Azidmethode verwendet, nach der der RingschluB3 {iber eine Amidbildung
mit Hilfe von Diphenylphosphorsédureazid (DPPA) und
Natriumhydrogencarbonat in DMF erfolgt.*’”*! In diesem Fall wird die Reaktion
unter Anwendung des Verdiinnungsprinzips durchgefiihrt, wobei durch
Konzentrationen von 10 M die Bildung von Dimeren unterdriickt werden soll.
Fiir die intramolekulare Peptidcyclisierung mittels Cysteinbriicke wird haufig
die von Tam et al. entwickelte Oxidationsmethode verwendet. Das dabei
verwendete DMSO ist gleichzeitig Losungs- und Oxidationsmittel.*>="!
Nebenreaktion sind keine bekannt; Oligomerisierungen werden durch
Verdiinnung der Peptidlosung erreicht (Konzentration 10° M). Die
Disulfidbriickencyclisierung verlduft besonders schnell bei N-terminalen
Cysteinresten und in pH-neutralen bis schwach basischen Losungen./*’® 277
Peptide in sauren Losungen (z. B. TFA/ACN-Gemische) bilden keine

Cysteinbriicken aus, weil ein fiir die Reaktion nétiges Thiolat nicht gebildet

wird.

2.4.2 Strukturelle Eigenschaften von Cyclopeptiden

Kurze, lineare Peptide zeigen kaum Tendenz zur Ausbildung von
Sekundirstrukturen, da nur wenig Strukturelemente vorhanden sind (z. B.
Planaritdt der Amidbindung, Konfiguration der Aminosduren), um die Anzahl
der Freiheitsgrade des Systems zu verringern.”’® Cyclische Peptide dagegen —

besonders bei Ringgroflen bis zu 9 Aminosduren — besitzen geniigend



44 2 CYCLISCHE PEPTIDE ALS UROKINASE-REZEPTORLIGANDEN

strukturelle Einschrdnkungen, um Stabilisierung einer oder weniger
Vorzugskonformationen zu erzielen.®” **! Das von E. Fischer 1894
eingefiithrte Schliissel-Schloss-Prinzip,**" **! das spiter durch das Konzept des
induced fit™?*] erweitert wurde, besagt, dass Liganden unter Einnahme einer
bestimmten biologisch aktiven Konformation an ihren Rezeptor binden, der
sich umgekehrt auch durch Konformationsénderung an den Liganden anpassen
kann. (Abbildung 2.21) Dieser Sachverhalt erklart, warum konformationell
eingeschrinkte, biologisch relevante Cyclopeptide eine hohere Aktivitdt und
Rezeptor-Selektivitit als ihre linearen Analoga besitzen kdnnen. Im giinstigsten
Fall wird durch die Cyclisierung genau die Konformation stabilisiert, die fiir

286]

die biologische Aktivitit wichtig ist.! Hinzu kommt eine erhohte

metabolische Stabilitdt, da cyclisierte Peptide weniger Angriffsfliche fiir

Peptidasen bieten.**72%]

Rezeptor A

(Gewebe A)

Peptidligand
im Konformations-
gleichgewicht

P—

konformationell

fixierter Ligand
Doppelt induzierte <
Anpassung

Biologisch
aktive
Konform.
A

aktive Konform,

aktive Konform,

Abbildung 2.21: Darstellung des Schliissel-Schloss-Prinzips und des induced
fit-Konzepts. Ligand und Rezeptor passen sich gegenseitig fiir die Bindung an.
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Cyclisierungen konnen iiber sehr unterschiedliche Wege erzielt werden. Neben

[290, 291]

der hdufig vorkommenden Cysteinbriicke wird vor allem die

(2802921 je nach Position der

Amidbindung zur Cyclisierung verwendet.
Cysteinbriicke oder Amidbindung in der Primérstruktur unterscheidet man
zwischen Seitenketten-, backbone- oder Seitenketten-backbone-Cyclisierung
mit den zwei Varianten der Verkniipfung des N- oder C-Terminus mit einer
Seitenkette. Zum Einsatz kommen dabei die Amino- und Carbonsduregruppen
der Lys-, Asp- und Glu-Seitenketten, sowie die von unnatiirlichen
Aminosduren (z. B. Orn). Weitere Variationsmoglichkeiten bestehen in der

Verwendung von D-Aminosiuren, Peptoidaminosduren und a-disubstituierten

Aminosiure mit jeweils einer Amino- oder Sdurefunktion.

H
CH2 (@] (CH2)y HN N N (@)
n
(0]
Seitenketten backbone
7N = -8-S- -CO-NH-, etc.

|
(0]
<CH2)XH ‘ CHz
N N” R
H 0 R H
n
Seitenkette-C-Terminus Seitenkette-N-Terminus

Abbildung 2.22: , Klassische* Cyclisierungsarten unter Verwendung von

Amid- bzw. Cysteinbriicken.
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Das Vorhandensein einer Sekundirstruktur bei Cyclopeptiden ermdglicht die
Konformationsanalyse; auch in Hinblick auf hiufig auftretende
Struktureinheiten und Beeinflussung dieser.””” **! Besonders ausfiihrlich
wurden backbone-cyclisierte (Verkniipfung von N- und C-Terminus) Penta-
und Hexacyclen untersucht. Die von J. S. Richardson beschriebenen 3- und vy-
turns, die in den Sekundirstrukturen von Proteinen beobachtet werden, stellen
auch die wesentlichen Strukturmerkmale der backbone-Konformation von
cyclischen Peptiden dar.®* **! Der B-turn setzt sich aus vier Aminosduren
zusammen (i - i+3), wihrend der y-turn drei Aminoséduren umfafit (i - i+2).
Demgemal sind die B-furns strukturell durch die Diederwinkel ¢ und y der
Aminosduren i+1 und i+2 bestimmt, wihrend zur Beschreibung des y-turns ¢
und v der Aminoséure i+1 ausreichend ist.””! Als Grundmotive fiir B-turns
sind u. a. die Varianten I, II, I', II", VIa, VIb bekannt, die sich in den ¢— und

y—Winkeln unterscheiden.
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O = Wasserstoff O = Kohlenstoff

@ = Sauerstoff @ = Stickstoff

Abbildung 2.23: 3 und y-Schleifentypen aus L-konfigurierten Aminosduren

als charakteristische Strukturmerkmale von Cyclopeptiden.

Bei der Betrachtung der backbone-Strukturen fillt auf, dass jeweils BI und BI’
sowie BII und BII” spiegelsymmetrisch (bei L-Aminosduren) zueinander sind.
Der BVI-turn nimmt in dieser Familie eine Sonderstellung ein. Wéhrend die

anderen (-Varianten jeweils eine charakteristische Wasserstoffbriicke zwischen
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den Aminosduren i1 und i+3 ausbilden und die y-turns diese Briicke zwischen 1
und i+2 aufweisen, fehlt dieses Strukturelement in der BVI-Konformation.
Dagegen findet man in BVI-turns eine charakteristische cis-Amidbindung
zwischen den Resten i+1 und i+2. Die Diederwinkel, die in den
Riickgratkonformationen idealer furn-Motiven vorgefunden werden, sind in

Tabelle 2.3 aufgefiihrt.

Tabelle 2.3: ¢ und y-Winkel idealer [- und y-Schleifen.

Konformations-Typ ¢ (i+1)[°] w G+ [°] & (+2)[°] v (i+2)[°]

A -60 30 -90 0
A 60 30 90 0
Al -60 120 80 0
Al 60 -120 -80 0
MVla -60 120 -90 0
AVIb -120 120 -60 150
y 70-85  -60 - (-70)
% 70 - (-85) 60 -70

Aus den Ergebnissen zahlreicher Konformationsanalysen und ab initio

Rechnungen geht als ein strukturelles Grundprinzip hervor, dass

D-Aminoséuren (speziell D-Pro) und Gly bevorzugt die i+1-Position in BII’-

und BI-turns einnechmen. 7" 7-3%!

Fiir Cyclopentapeptide sind folgenden StrukturregelméBigkeiten beobachtet

worden;**!-3%]

. Bevorzugte Konformationen sind Strukturen, die zwel
Wasserstoftbriicken enthalten und entweder B/y- oder y/y-furn-Motive
ausbilden.

. D-Aminosduren und Glycin nehmen innerhalb eines y-furns bevorzugt die

i-Position ein.
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. Die i+1-Position eines y-turns wird hdufig von sterisch anspruchsvollen
Aminosduren wie Pro, Val, Phe oder Aib besetzt.

. Pro bevorzugt auch in B-turns die i+1-Position.

Liegen in einem Cyclopentapeptid sowohl eine D-Aminosdure als auch Gly
vor, geht die dominierende Strukturinduktion von der D-Aminosdure aus.

Von Cyclohexapeptiden ist vor allem bekannt, dass sie bevorzugt
Konformationen mit zwei gegeniiberliegenden B-furns ausgebilden, bei denen
ebenfalls D-Aminosduren (insbesondere D-Pro) die i+1-Position eines BII’-

turns besetzten (Abbildung 2.23).12 %

2.5 Synthese von cyclo[21,29][D-Cys*',Cys*|-uPA,;.30-
Modifikationen

Um die Eigenschaft von bioaktiven, peptidischen Liganden in Bezug auf
unterschiedliche Anwendungsgebiete und Testsysteme hin untersuchen zu
konnen, miissen physikalisch messbare Eigenschaften des Liganden (z. B.
Radioaktivitit, UV-Aktivitit, Fluoreszenz) vorhanden sein. Haufig erlangen die
Liganden erst durch chemische Verkniipfung mit zusétzlichen
Markierungsmolekiilen, die ,physikalisch® aktiv  sind, geniigend
Signalintensitit, damit aussagekriftige Messungen ermoglicht werden.?** 3%
Da aber die Aktivitit von Peptiden durch zusitzliche Anbringung von
Molekiileinheiten (z. B. Fluoreszenzlabel, Linker, Lipidanker, Chelatliganden
fiir radioaktive Metalle usw.) stark beeintrachtigt werden kann, muss nach
Verkniipfungsstellen am Liganden gesucht werden, die von der
Wechselwirkung mit dem Rezeptor nicht betroffen sind. Generell kommen drei
unterschiedliche Stellen flir die Anbringung von Funktionalititen in Frage:

Seitenketten oder N- bzw. C-Terminus des Peptids. N. Schmiedeberg konnte im
Fall von cyclo[21,29][D-Cys2 I,Cys29]-uPA21_30 8  Dbereits zeigen, dass
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Modifikationen der Seitenketten (sieche Ala-Scan in Kapitel 2.3.3) zum Teil
erheblichen Aktivititsverlust zur Folge haben. Diese Moglichkeit scheidet
somit aus. Weiterhin wurde von N. Schmiedeberg festgestellt, dass der C-
Terminus keinerlei Bedeutung fiir die Bindung an den uPAR besitzt, da ein C-
terminales Amid bzw. das Abschneiden des C-Terminus ohne Affinitétsverlust
toleriert wird. Dagegen fiihrt die Acetylierung des N-Terminus zum einem fast
inaktiven Peptid 11 (Abbildung 2.24), obwohl im natiirlichen Liganden uPA an
dieser Stelle eine der Acetylgruppe @dhnliche Amidbindung zur nichsten
Aminosiure Val® vorliegt. Daraus wurde postuliert, dass der N-Terminus oder
eine im Bereich des N-Terminus liegende positive Ladung (von His*) wichtig

fiir die Anbindung an den uPA-Rezeptor ist.**¥

2.5.1 Synthese von C-/N-terminal modifiziertem cyclo|[21,29][D-
CySn,CySZQ]'“PAn-so

Um die =zuvor gedullerten Sachverhalte fiir die Anbringung von
Funktionalititen auszunutzen, wurden systematisch weitere N- und C-terminale
Modifikationen von cyclo[21,29][D-Cyszl,Cyszg]-uPAzl_m mittels Fmoc-
Festphasensynthese (Kapitel 2.4.1) hergestellt. Fiir Peptide mit freiem C-
Terminus wurde TCP-Harz verwendet, fiir Peptide mit C-Amid das Sieber-
Amid-Harz. Zur Acetylierung des N-Terminus wird das harzgebundene,
seitenkettengeschiitzte Peptid nach Fmoc-Entschiitzung mit einer Losung aus
Ac,0/Collidin/NMP behandelt. Nach Abspaltung der Peptide vom Harz und
vollstdndiger =~ Entschiitzung mit TFA  erfolgte die  oxidative
Cysteinbriickencyclisierung durch Behandlung mit DMSO. In Abbildung 2.24
sind die entsprechenden Peptide mit ihren im FACS-Test ermittelten
Aktivititen aufgefiihrt. Es ist zu beachten, dass die gemessenen 1Cso-Werte nur
in Relation zum Standardpeptid 8 Aussagekraft (Q = ICso(Peptid)/ 1Cs((8))
besitzen, da je nach Testreihe die Expression von uPAR auf den Zellen sehr

unterschiedlich sein kann.
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N-terminal

val?° Val?/N-Acetyl N-Acetyl C-Amid + N-Acetyl

: : : 12 ICs =34 uM
H (0] H f/ HNKO/ Q=49
HN S HN S HN S

otNH2 o7~ NH o%\ \ :
(¢] \‘HNIO/ Cy329 .
S 7, fl\lH
\S/ .

0]

9 ICsp=14uM 10 IC5=17yM 11 ICso=>30 uM HaN JA/
Q=40 Q=22 Cys?!
D-Cys 07 “NH
C-Ahx-Ahx-OH C-Ahx C-Amid Tro%0 Kf
+ Nle?® 23 P
+Nle N, OH
NH “NH NH NH NH
- 0 0 . 0 - ) /

13 ICs0 = 0.07 uM

14 IC50=1.9puM

15 1Cso=1.3 uM

16 I1Cso=1.0 uM

8 ICsg = 0.05-1.5 uM

A y/
L\ NH,
NH
Q = ICsq(Peptid)/ ICso(8)

Q=18 Q=4 Q=13 Q=12

C-terminal

Abbildung 2.24: Biologische Aktivitit von N-/C-terminal modifiziertem
cyclo/21,29]/D-Cys” Cys”J-uPAs1.3. ~ Der  ICsy-Wert — gibt  die
Peptidkonzentration an, die notig ist, um den natiirlichen Liganden uPA um
50% vom uPAR zu verdringen. Der Q-Wert ist der Aktivitdtsquotient relativ

zum Standardpeptid 8. Ahx = &-Aminohexansdure.

Am C-terminalen Ende von 8 wird laut Aktivitdtsstudie nicht nur das C-Amid
(Peptid 16, von N. Schmiedeberg synthetisiert) toleriert, sondern auch die
Verknilipfung mit spacer-Aminosduren wie e-Aminohexansidure (Ahx). Die
Aktivitit des Ahx-Peptids 15 ist nur geringfiigig kleiner als von
cyclo[21,29][D-Cyszl,Cys”]-uPAzl_m 8. Dies trifft auch fiir das Nle*-Derivat
14 zu, das zwei Ahx-Molekiile am C-Terminus trdgt. Der C-Terminus von 8,
der anscheinend keinerlei Einfluss auf die Aktivitit besitzt, ist somit sehr gut
geeignet, um Funktionalititen einzufiihren, die mit dem Peptid 8 iiber spacer

unterschiedlicher Lénge verkniipft sind.
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Die Verldngerung des Standardpeptids 8 am N-Terminus um die Aminoséure
Val® ergibt wider Erwartung ein nur um den Faktor vier weniger aktives
Peptid 9, obwohl es wie das inaktive N-Acetyl-Peptid 11 (von N. Schmiedeberg
synthetisiert) an der selben Stelle eine Amidbindung statt eines Amins tragt.
Wird das Val®-Peptid aber ebenfalls N-terminal acetyliert, ist das daraus
resultierende Peptid 10 inaktiv. Auch das ansonsten aktive Peptid mit C-Amid
16 verliert seine bindende Eigenschaft durch N-Acetylierung (Peptid 12). Eine
Erkldarung fiir die geschilderten Phinomene konnte sein, dass - wie bereits
vermutet - eine Aminofunktion bzw. eine positive Ladung, welche im Fall des
Val®’-Peptids 9 erhalten bleibt, in der Region des N-terminalen Endes eine fiir
die Bindung wichtige Rolle einnimmt. Diese Erkenntnis kann ausgenutzt
werden, indem man statt des Val® eine andere Aminoséure (z. B. Lys oder
Glu) an das Peptid 8 anhdngt und die zuséitzliche, fiir die uPAR-Affinitét
unwichtige Seitenkette dazu verwendet, um Funktionalititen kovalent

anzubinden (siehe Kapitel 2.5.3).

2.5.2 Synthese von cyclo|21,29] [D-Cys21,Cyszg]-uPAn_;,o-Dimeren

Der Grof3teil der Forschung auf dem Gebiet der Zellrezeptor-Liganden-
Wechselwirkung befasst sich mit monovalenten Liganden, die durch nur ein
Bindungsepitop gekennzeichnet sind. Liganden, die  mehrere
Erkennungselemente  enthalten, werden als multivalent bezeichnet.
Multivalente Liganden besitzen oft eine erhohte Aktivitidt gegeniiber ihren
Zellrezeptoren als die monovalenten Analoga, wofiir unterschiedliche in

Abbildung 2.25 aufgefiihrte Mechanismen verantwortlich sein kénnen.?%!!!
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Abbildung  2.25: Wechselwirkung  multivalenter — Liganden  mit
Zelloberflichenrezeptoren: a) Bindung an oligomerisierte Rezeptoren iiber
., Chelat-Effekt“; b) clustering von Rezeptoren durch Ligandenbindung; c)
gleichzeitige Bindung an primdre und sekunddre Rezeptortaschen,; d)
Konzentrationserhéhung von Bindungsepitopen in der Umgebung eines

Rezeptors.

Es wird angenommen, dass multimere Liganden im Durchschnitt fester an
Rezeptoren gebunden sind, da sich die Bindungs- und Abldseprozesse der
einzelnen Epitope erginzen. Zuriickfilhren ldsst sich die kooperative
Aktivititssteigerung auf Entropie- und lokale Konzentrationseffekte. Dabei

spielt die Architektur der Liganden eine groBe Rolle, wie z. B. Anzahl®'*>'

und Dichte®">*'®! der Bindungsepitope und die Art ihrer Verkniipfung.?'>'"!

Um zu untersuchen, ob der uPAR-Antagonist cyclo[21,29][D-Cys*' ,Cys™]-
uPA, 30 im Falle der Dimerisierung ebenso einen Aktivititsanstieg zeigt,
musste nach einem geeigneten Synthesekonzept gesucht werden, das es
ermoglicht, zwei Epitope unter Erhalt der Aktivitdt miteinander zu verkniipfen.

Dabei gab es folgende Sachverhalte zu beriicksichtigen:
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e Die Léinge der Verkniipfungseinheiten soll variiert werden, damit der
Abstand zwischen zwei Rezeptoren iiberbriickt werden kann.

e Die Art der Verkniipfungseinheiten soll variiert werden, damit die
Loslichkeit der Dimere gewéhrleistet ist und es zu keiner Ausbildung
storender ~ Sekundérstrukturen kommt (z. B.  hydrophobe
Wechselwirkung mit dem Bindungsepitop).

e Die fiir die Bindung wichtigen Cysteinbriicken beider Epitope miissen
unabhédngig voneinander gebildet werden, damit es zu keiner
statistischen Disulfid-Verkniipfung der Epitope untereinander kommt
(drei mogliche Produkte mit gleicher Masse).

e Symmetrischer Aufbau des Dimers, damit beide Bindungsepitope
gleichen Anteil zur Aktivitét beitragen konnen.

e Dimerisierung iiber den C-Terminus von cyclo[21,29][D-Cys*',Cys™]-
uPA;; 30, da so nur geringer Einfluss des spacers auf die Aktivitit zu

erwarten ist (sieche Kapitel 2.5.1).

Es bietet sich somit an, C-terminal verldngerte Monomere an der festen Phase
zu synthetisieren, die selektiv iiber eine Disulfidbriicke cyclisiert und dann im
AnschluB in Losung tiiber einen Diamin als /inker dimerisiert werden
(Abbildung 2.26). Dies erfordert eine besondere Schutzgruppenstrategie, weil
zur Cysteinbriickencyclisierung die Thiolgruppen entschiitzt sein miissen;
andererseits aber miissen die Aminofunktionen des N-Terminus und des Lys™
fiir die Fragmentkupplung beider Monomer geschiitzt bleiben, da ansonsten
unkontrollierbare Oligomerisierung auftreten kann. Diese Orthogonalitdt kann
entweder iiber selektiv abspaltbare Cystein- oder Aminoschutzgruppen

eingefiihrt werden. Mehrere dieser Ansétze wurden verfolgt.
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SGzHN
SGHN 1. Abspaltung \
SGHN Peptid coo—Trt-Linkero _vomHarz ___  SG,HN Peptid COOH
2. Cys-Ent-

s s schiitzung SH SH

| |

SG; SG;

Disulfidbriicken-
SG3HN cyclisierung

Peptid —
S——S E Dimerisierung mit -
9 SG,HN Peptid COOH
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b‘ HoN—{Diamin}—NH, A A
SG,HN Peptid CO—NH

S——S

B SG,_3 = orthogonale Schutzgruppen
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-

NH,
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Abbildung 2.26: Allgemeines Konzept zur Dimerisierung von cyclo/21,29][D-
CJ’SH, Cys29] -uPA;;30.

Im ersten Ansatz wurde die Monomethoxytritylgruppe (Mmt) als orthogonaler
Schutz fiir das D- und L-Cystein verwendet.”*”) Das N-terminale Ende ist dabei
Boc geschiitzt. Ziel war es, die Mmt-Gruppe nach Abspaltung vom Harz
(HFIP-Methode) durch Behandlung mit einer schwach sauren TFA-Ldsung
selektiv zu entfernen, ohne dass dabei die anderen sdurelabilen Schutzgruppen
Trt, Boc und ‘Bu auf den Seitenketten und am N-Terminus davon betroffen
sind. Die Cyclisierung erfolgt dann mit Hilfe von DMSO in Ldsung. Man
erhélt dadurch ein nur am C-Terminus ungeschiitztes Peptid, das filir eine

Dimerisierung geeignet wére.
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M Fmoc-Festphasensynthese

Boc-D-Cys(M mt)-Asn(Trt)-Lys(Boc)-Tyr(tBu)-Phe-
-Ser(tBu)-Asn(Trt)-IIe-Cys(Mmt)-Trp(Boc)—Ahx-Trt-Lin kerO

M 20% HFIP in DCM

Boc-D-Cys(Mmt)-Asn(Trt)-Lys(Boc)-Tyr(tBu)-Phe-
-Ser(tBu)-Asn(Trt)-IIe-Cys(M mt)-Trp(Boc)-Ahx-OH

1.0.6% TFA in DCM, TIPS, RT, 3-4 h
2. Quenchen mit MeOH, Fallung in Ether

Boc-D-CyS-Asn(Trt)-Lys(Boc)-Tyr(tBu)-Phe-
-Ser(tBu)-Asn(Trt)-IIe-Cys-Trp(Boc)-Ahx-OH

1. DMSO, 1% H,0, NaHCO3, RT, 24 h
2. HPLC-Reinigung

Boc-D-CT/s-Asn(Trt)-Lys(Boc)-Tyr(tBu)-Phe-Ser(tBu)-Asn(Tn)-IIe-CT/s-Trp(Boc)-Ahx-OH
17

Gesamtausbeute 40%

Keine Dimerisierung mit unterschiedlichen
Diaminen und Kupplungsreagenzien

Abbildung 2.27: Dimersynthese iiber mit Mmt orthogonal geschiitzen

Cysteinen.

In Abbildung 2.27 ist gezeigt, dass die Synthese des Monomers 17 mit guten
Ausbeuten verlduft. Die Mmt-Gruppe ldsst sich innerhalb von 4 h mit 0.6%
TFA in DCM selektiv abspalten,”*! die Disulfidbriickencyclisierung in DMSO
erfolgt innerhalb von 24 h. Eine Dimerisierung findet allerdings nicht statt.
Man beobachtet nur in geringem Umfang die Kupplung des Diaminlinkers an
ein Monomermolekiil. Die weitere Reaktion mit dem zweiten Monomer bleibt
aus, da wahrscheinlich das vollgeschiitzte Peptid sterisch zu anspruchsvoll ist
oder der C-Terminus in das hydrophobe Peptid hinein gefaltet wird. In beiden
Féllen wirken sich die hohe Anzahl an Seitenkettenschutzgruppen des

Monomers negativ auf die Dimerbildung aus.
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Die Synthese des Boc-D-Cys(Mmt)-OH 19, welches nicht kommerziell
erhéltlich ist, ist in Abbildung 2.28 dargestellt. Das Thiol des D-Cysteins wird
zuerst mit Methoxytritylchlorid in DMF geschiitzt. Das Zwischenprodukt 18
wird anschlieBend mit Boc-Anhydrid und NaHCO; als Base in einem
THF/H,0-Gemisch weiter zur N-Boc- und S-Mmt-geschiitzten Aminosdure 19

umgesetzt.
~o ~o
Hs = s W = s v
: 1.0 eq. Mmt-Cl T 1.5 eq. Boc,0, NaHCO; i =
HZN/}(OH DMF, RT, 4 h HZNWOH THF/H,0, RT, 3h <~»o NWOH
0 0 H o
18 92% 19 67%

Abbildung 2.28: Synthese von Boc-D-Cys(Mmt)-OH 19

Von anderen Beispielen ist bekannt, dass Peptidkupplungen auch mit teilweise

. - - 322, 323
ungeschiitzten Aminosduren funktionieren.”* 31 v

oraussetzung ist allerdings,
dass mindestens die primidren Amine der Fragmente geschiitzt vorliegen, da
diese sonst wihrend der Kupplungsreaktion unkontrollierbare Nebenreaktionen
(z. B. Oligomerisierung) eingehen. Wendet man diese Tatsache auf die
Dimerisierung vom cyclo[21,29][D—Cy521,CySZ9]—uPA21_30 an, bedeutet dies,
dass nur der N-Terminus und das &-NH, des Lys” im Monomer mit
Schutzgruppen versehen sein miissen, die erst nach der Dimerisierung entfernt
werden. Die anderen Aminoséduren liegen nach TFA- und DMSO-Behandlung
entweder ungeschiitzt vor (Asn”%, Tyr*, Ser®, Asn®’ und Trp®®) oder sind Teil
der Cysteinbriicke (D-Cys®' und Cys®). Die aus der Festphasensynthese
stammende, sdurestabile Fmoc-Schutzgruppe am N-Terminus kann fiir die
Fragmentkupplung in Losung beibehalten werden. Fiir die Lys-Seitenkette wird
jedoch eine Schutzgruppe benétigt, die wihrend der Fmoc- und Boc/Trt/'Bu-

Entschiitzung nicht entfernt wird, d. h. die basen- und séurestabil ist.
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0 . Q
X /\O)kN/R1 2\” X
| H o —
Z = Benzyloxycarbonyl ivDde = (4,4-Dimethyl-2,6-dioxocyclohex-
-1-yliden)-3-methylbutyl
Abspaltung: _
H,, Pd/C-Katalysator Abspaltung:

2% Hydrazin-Hydrat in DMF, 5 min, RT

O

Ahx H2N\/MOH
O
ADO HaN._~ OMOQ& oH

0
HEGAS  HoN._ -~ ~ O~ ~_ O~ O/VOQK on

Abbildung 2.29: Z und ivDde als basen- und sdurestabile Schutzgruppen mit
ihren Abspaltbedingungen und die spacer-Molekiile Ahx, ADO und HEGAS.

Die Dimersynthese mit teilentschiitzten Peptidfragmenten wurden mit Z- oder
ivDde-geschiitztem Lysin durchgefiihrt (Abbildung 2.29). Z
(Benzyloxycarbonyl- oder Cbz)™** wird mit 90%igen TFA-L3sungen nur sehr
langsam hydrolysiert,”*! ist stabil gegeniiber schwachen organischen Basen
und kann mit Wasserstoff und Pd’ auf Kohle als Katalysator hydrogenolytisch
abgespalten werden. Die ivDde-Schutzgruppe ist ebenfalls stabil gegeniiber
TFA- und Piperidin-Losungen und kann selektiv - &hnlich wie die Dmab-
Gruppe (sieche Kapitel 2.6.2) - mit 2% Hydrazin-Hydrat in NMP abgespalten
werden.?** *?"! Als spacer wurden die unpolare e-Aminohexanséure (Ahx) und

[328] und

die gut wasserloslichen Polyethylenglycol-Aminosduren HEGAS
ADOP?! verwendet (Abbildung 2.29). Durch unterschiedliche Kombination
dieser kann nicht nur die Linge zwischen den Bindungsepitopen im Dimer
variiert werden, sondern es wird auch Einfluss auf Loslichkeit und Polaritit der

Monomere ausgelibt. Das zur Dimerisierung verwendete /inker-Molekdil 2,2’-
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(Ethylendioxy)-diethylamin (EDA) besitzt durch seine Ethylenglycoleinheit die
selbe loslichkeitssteigernde Eigenschaft wie HEGAS oder ADO. Die Synthese
der Dimere 28-31 ist in Abbildung 2.30 dargestellt.

Fmoc-Festphasensynthese

Fmoc-D-Cys(Trt)—Asn(Trt)-Lys(SGn)-Tyr(tBu)-Phe-
_Ser(tBu)-Asn(Trt)—IIe-Cys(Trt)—Trp(Boc)-spacerm-Trt-LinkerO

1. TFA/TIPS/H,0 90:7:3 viviv, RT, 1 h
2. Fallung in Ether

Fmoc-D-Cys-Asn-Lys(SGy)-Tyr-Phe-Ser-Asn-lle-Cys-Trp-spacer,,-OH

1. DMSO/H,0/Collidin 92:6.5:1.5 v/v/v, RT, 3-10 d
2. Fallung in 3 M NaCl-Lésung (pH 2)

Fragmente
Fmoc-D-Cys-Asn-Lys(SG,,)-Tyr-Phe-Ser-Asn-lle-Cys-Trp-spacery,-OH m=1,n=1: 20
m=2,n=2: 21
m=3,n=2: 22
Monomere m=4,n=2: 23
¢ )
m=1,n=1 24 -Fmoc/ivDde- 1eq. DIC, 3 eq. HOAL, 10 eq. Collidin, DMF
m=2n=3 25  Entschitzung 0.5 eq. (Ethylendioxy)-diethylamin, RT, 16 h
m=3,n=3: 26 - keine 2 €q. y Yy M ’ ’
m=4,n=3: 27 Z-Entschiitzung

Fmoc-D-Crs-Asn-Lys(SGn)-Tyr-Phe-Ser-Asn-IIe-Crs-Trp-spacerm-HN\/\o

]

Fmoc-D-CTs-Asn-Lys(SGn)-Tyr-Phe-Ser-Asn-IIe-C{s-Trp-spacerm- HN O

1. 20% Piperidin in DMF, RT, 20 min
2. 2% Hydrazin-Hydrat in DMF, RT, 5 min
3. Etherfallung

H-D-C)(s-Asn-Lys(SGn)-Tyr-Phe-Ser-Asn-IIe-C)(s-Trp-spacerm- HN ~0

]

H-D-Cys-Asn-Lys(SGn)-Tyr-Phe-Ser-Asn-IIe-C)‘/s-Trp-spacerm- HN/\/O

Spacerm $Gy, Dimere

m = 1: -Ahx- n=1:2 m=1,n=1: 28
m = 2: -Ahx-Ahx- n = 2: ivDde m=2,n=3: 29
m = 3: -Ahx-Ahx-ADO- = 3: H m = 2, n= g 2(1)
m = 4: -HEGAS- m=4,n=2

Abbildung 2.30: Dimersynthese mit Z- oder ivDde geschiitztem Lys™ (n =
1,2). Die Buchstaben m bezeichnen das jeweilig verwendete spacer-System am

C-Terminus des Monomers.
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Nach Festphasenaufbau der linearen Peptidsequenz am TCP-Harz wird vom
Harz abgespalten und gleichzeitig die Entfernung der sdurelabilen
Schutzgruppen durch Behandlung mit 90%iger TFA durchgefiihrt. Die
Disulfidbriickencyclisierung erfolgt in DMSO mit niedriger
Peptidkonzentration (< 10° M) unter Zusatz von Collidin, weil im leicht
basischem Milieu die Reaktion bedeutend schneller verlduft.””® "1 Wie
beabsichtigt reicht die Basenstirke von Collidin nicht aus, um die Fmoc-

Schutzgruppe vom N-Terminus abzuspalten.

Die teilgeschiitzten, disulfidverbriickten Fragmente 20-23 lassen sich mit den
Kupplungsreagenzien DIC/HOAt iiber EDA als Diamin-/inker in DMF C-
terminal dimerisieren. DMF wird deswegen verwendet, weil die Fragmente 20-
23 darin gut 16slich sind und das Losungsmittel nach Vervollstindigung der
Reaktion (16 h) destillativ gut abgetrennt werden kann (im Gegensatz zu
NMP). Das Dimer wird anschlieBend mit Hilfe von Piperidin- bzw. Hydrazin-
Losungen vollstindig entschiitzt und nach Etherfdllung iiber praparative HPLC
gereinigt. Die Monomere 24-27 erhélt man nach dhnlicher Behandlung der
teilgeschiitzten, cyclisierten Fragmente 20-23.

Es hat sich herausgestellt, dass die Fmoc/ivDde-Entschiitzung in Losung ohne
Probleme verlduft, jedoch ist die Z-Entschiitzung mit H, und Pd/C als
Katalysator im Fall von 24 und 28 nicht moglich. Selbst bei hdheren
Temperaturen und langen Reaktionszeiten ist kein Umsatz erkennbar.
Wabhrscheinlich erlaubt die Sekundérstruktur der cyclisierten Peptide keine fiir
die Hydrierung wichtige Anlagerung an den Pd-Katalysator. Vom Monomer 24
konnte zusdtzlich noch das am C-Terminus mit einem EDA-/inker verkniipfte
Zwischenprodukt 32 isoliert werden. In Tabelle 2.4 sind die ICso- und Q-Werte
aus dem FACS-Test der Mono- und Dimere aufgelistet.
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Tabelle 2.4: [Cs5- und Q-Werte von cyclo/21,29][D-Cys,Cys® J-uPA5;. ;-

Monomeren und —Dimeren.

Bezeichnung ICso [uM] Q =1Cs¢(Peptid)/
ICs0(8)
24 |Monomer Lys(Z)”-Ahx 0.9 1.2
32 |Monomer Lys(Z)*-Ahx+linker 0.4 1.9
28 |Dimer Lys(Z)-Ahx 12 60
25 |Monomer Ahx-Ahx 1.2 3.0
29 |Dimer Ahx-Ahx 0.6 1.5
26 |Monomer Ahx-Ahx-ADO 2.2 3.1
30 |Dimer Ahx-Ahx-ADO 2.6 1.7
27 |Monomer HEGAS 24 1.5
31 |Dimer HEGAS 3.9 2.4"

 Bei hohen Konzentrationen >10 pM besitzt das Peptid zelltoxischen Charakter.

Aus den Q-Werten der Peptide 29 und 30 lisst sich deutlich erkennen, dass die
Dimerisierung im Vergleich zu den Monomeren 25 und 26 eine
Aktivititssteigerung um den Faktor 2 zur Folge hat. Zurlickzufiihren ist dies
wahrscheinlich auf den in Abbildung 2.25d gezeigten Fall der lokalen
Konzentrationserhohung. Das clustering von uPA-Rezeptoren durch die
multimeren Liganden (Abbildung 2.25a und 2.25b) ist dagegen wenig
plausibel, da ein Aktivititsanstieg um mehr als den Faktor 2 durch weitere
kooperative Effekte nicht erzielt werden konnte.

Im Fall des Dimers 31 ist dagegen ein leichter Abfall der Aktivitit im
Gegensatz zum Monomer zu beobachten. Ein Grund dafiir konnte der hohe
Anteil an Ethylenglycol-Einheiten des HEGAS sein, der eine zelltoxische
Wirkung des Peptids hervorruft. Auch in anderen Untersuchungen konnte

deutlich gezeigt werden, dass eine hohe Polyethylenglycol-Konzentration bei
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unterschiedlichen Zelllinien und Bakterien zum unkontrollierten Zelltod
(Nekrose) fiihrt.3%33

Das Monomer 24 mit dem Z-geschiitzten Lys™ behilt seine Aktivitit
weitgehend nach Verkniipfung mit dem EDA-linker (Peptid 32), ist aber
vollstédndig inaktiv im dimerisierten Fall (Peptid 28). Das mag entweder an der
schlechten Wasserloslichkeit der zwei hydrophoben Z-Schutzgruppen im
Peptid oder am kurzen spacer-System von nur einer Ahx pro Molekiilhilfte
liegen. Das beste spacer-linker-System besteht anscheinend aus einer
Mischung aus Ahx und kurzen Ethylenglycoleinheiten, da so gute
Wasserloslichkeit auf der einen Seite und kaum Zelltoxizitdt auf der anderen
Seite gewdhrleistet ist. In jedem Fall sollten die Bindungsepitope ungeschiitzt

vorliegen.

Das am C-Terminus verldngerte cyclo[21,29][D-Cysm,Cys”]-uPAzl_m kann
auch verwendet werden, um durch Verkniipfung mit anderen peptidischen
Wirkstoffen Heterodimere herzustellen. Das Prinzip wurde anhand des
Fragments 22 mit dem Linkersystem Ahx-Ahx-ADO und des av[33-
Integrinliganden  cyclo(-RGDfK-) (sieche Kapitel 3.5.3) exemplarisch
durchgefiihrt. Wie in Abbildung 2.31 gezeigt, wurde das teilgeschiitzte,
cyclische RGD-Peptid 33 {iber seine Lys-Seitenkette mit dem C-Terminus des
Urokinase-Peptids verkniipft. Die Kupplung wurde wie im Fall der
Dimerisierung mit den Reagenzien DIC, HOAt und Collidin in DMF
durchgefiihrt. Entscheidend dabei ist, dass nur ein Aquivalent des
Kupplungsreagenzes DIC verwendet wird, damit keine unerwiinschten
Nebenreaktionen (Ser/Tyr-Ester, DIC-Addukt am zu kuppelnden Amin)
entstehen. Die Schutzgruppen ‘Bu, Pbf, Fmoc und ivDde werden im Anschluss

nacheinander in drei Schritten mit TFA, Piperidin und Hydrazin entfernt.
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Fmoc-D-C)Is-Asn-Lys(idee)-Tyr-Phe-Ser-Asn-IIe-Cys-Trp-Ahx-Ahx-ADO-OH 22

+

cyclo(-R(Pbf)GD(!Bu)fK(NH,)-) 33

1 eq. DIC, 3 eq. HOAt, 10 eq. Collidin,
DMF, RT, 16 h

O
Fmoc—D-Cys—Asn—Lys(idee)—Tyr-Phe—Ser—Asn—IIe—Cys—Trp—Ahx—Ahx—ADO-—f
cyclo(-R(Pbf)GD('Bu)fK-)

1. TFA/TIPS/H0 90:7:3 v/viv, RT, 3 h

2. 20% Piperidin in DMF, RT, 20 min

3. 2% Hydrazin-Hydrat in DMF, RT, 5 min
4. Etherfallung

O
H—D—C)(S—Asn—Lys—Tyr—Phe—Ser—Asn—IIe-Cy|s-Trp-Ahx—Ahx—AD(}—f
NH 35
\
cyclo(-RGDfK-)

uPA-RGD-Heterodimer
Abbildung 2.31: Synthese eines uPA-RGD-Heterodimers

Laut FACS-Aktivitditsmessungen besitzt das Heterodimer 35 eine 2.6-fach
niedrigere Aktivitdt fiir den Urokinase-Rezeptor als cyclo[21,29][D-
Cys21,Cysz9]-uPA21_3o, und ist somit mit dem Monomer 26 (Q = 3.1)
vergleichbar. Die Aktivitdt von 35 gegeniiber avp3-Integrinen mit 2.6 nM
entspricht dem typischen Wert des Referenzpeptids cyclo(-RGDfV-).***! Die
beiden Epitope des Heterodimers beeinflussen sich gegenseitig nicht in der
Affinitdt zu den entsprechenden Rezeptoren. Der Weg steht somit offen fiir die
Synthese einer Reihe von Heterodimeren, die sowohl in das Urokinase- als
auch in Integrinsysteme eingreifen. Von Interesse wéren insbesondere
Untersuchungen mit dem in Kapitel 2.2.6 beschriebenen aMp2-Integrinepitop
,Clone 25“ (AESTYHHLSLGYMYTLN)"”! das fir die direkte

Wechselwirkung der beiden Rezeptorentypen verantwortlich zu sein scheint.
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2.5.3 Synthese von N-terminal funktionalisiertem cyclo[21,29][D-
CySZI,Cyszgl-uPAn_g,o

N-terminale Modifikationen sind an der festen Phase wegen des linearen
Aufbaus vom C- zum N-Terminus synthetisch sehr leicht zugénglich. Von
groler Bedeutung fiir die Verkniipfung mit Funktionalititen ist dabei das a-
Amin des N-Terminus oder das e-Amin in der Seitenkette von Lys, da diese
leicht zu Amiden, Harnstoffen oder Thioharnstoffen umgesetzt werden konnen.
Wie in Kapitel 2.5.1 beschrieben, kann der N-Terminus von cyclo[21,29][D-
Cyszl,Cyszg]-uPAm_m um eine Aminosdure verldngert werden, wenn das o-
Amin der N-terminalen Aminosdure dabei unangetastet bleibt. Es bietet sich
deshalb an, an Position 20 ein Lys einzufiihren, das an der Seitenkette mit
verschiedenen Funktionalitdten ausgestattet wird. Fiir die Manipulation der
Lys-Seitenkette benotigt man eine etwas andere Schutzgruppenstrategie, da der
N-Terminus wihrend der Seitenkettenmodifikation am Lys®’ geschiitzt sein
muss. Man verwendet dazu fiir die Peptidsynthese das umgekehrt geschiitzte
Boc-Lys(Fmoc)-OH, das nach Fmoc-Entschiitzung nur sein Seitenkettenamin

fiir Reaktionen zur Verfiigung stellt.

Um den EinfluB von N-terminalen Modifikationen auf die Aktivitdt des
Liganden zu iiberpriifen, wurde an das Lys® iiber eine Standardkupplung eine
rdumlich anspruchsvolle 2-Naphthoesdure oder die Peptidsequenz Lys-Lys-
Gly-Ser-Gly gehiangt (Abbildung 2.32). Das harzgebundene Peptid ist
wiahrenddessen an allen anderen reaktiven Stellen mit saurelabilen
Schutzgruppen versehen, die nach der Kupplung an der Lys-Seitenkette mit
TFA abgespalten werden. Die Cysteinbriickencyclisierung erfolgt abschlieSend
mit DMSO in Losung. Die Aktivitét des Naphthoyl-Peptids 36 und des Peptids
mit KKGSG-Sequenz 37 ist dabei wie im Fall des Val*-Derivats 9 um das
vier- bis fiinffache abgesunken (Tabelle 2.5), d. h. Reste an der Lys-Seitenkette

beeinflussen die Bindung zum uPAR selber nicht.
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Fmoc-Festphasensynthese

Boc—Lys(Fmoc)-D-Cys(Trt)-Asn(Trt)-Lys(Boc)-Tyr(tBu)-
_Phe-Ser(tBu)-Asn(Trt)-IIe-Cys(Trt)-Trp(Boc)-Trt-LinkerO

20% Piperidin in NMP

Boc-Lys(NH2)-D-Cys(Trt)-Asn(Trt)-Lys(Boc)-Tyr(tBu)-
-Phe-Ser(tBu)-Asn(Trt)—lIe-Cys(Trt)—Trp(Boc)-Trt-Linker

a) b) c) d)

3 eq. 2-Naphthoesaure, Fmoc-Festphasen- 2 eq. FITC, Collidin, 3 eq. Tris-tBu-DOTA,
3eq. TBTU, 3 eq. HOBt, synthese NMP, RT, 1 h 3 eq. TBTU, 3 eq. HOBt

DIPEA, NMP, RT, 1 h
DIPEA, NMP, RT, 1 h

1. TFA/TIPS/H,0 90:7:3 viviv, RT, 1 h
2. Fallung in Ether
3. DMSO/H,0/Collidin 92:6.5:1.5 viviv, RT, 24 h

a) 4. HPLC-Trennung
(s

\
H-Lys-D-CTS-Asn-Lys-Tyr—Phe-Ser-Asn-IIe-Cys-Trp-OH 36

H-Lys-Lys-Gly-Ser-Gly

b) H-Lys-D-CTs-Asn-Lys-Tyr-Phe-Ser-Asn-IIe-Cys-Trp-OH 37

H-Lys-D-CTS-Asn-Lys-Tyr-Phe-Ser-Asn-IIe-Cys-Trp-OH 38

c)

HOOC— | |,—COOH
Cx N
N N
Hooc—" || ¥Cor\‘1H
d) H-Lys-D-CTs-Asn-Lys-Tyr-Phe-Ser-Asn-IIe-Cys-Trp-OH 39

Abbildung 2.32: Synthese von funktionalisierten cyclof21,29][Lys’’,D-
Cyszj, Cys”J-uPA s 30-Peptiden iiber die Seitenkette des Lyszo. Die Abspaltung,
Entschiitzung und Cyclisierung der Peptide erfolgt auf die gleiche Weise.
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Fir den FACS-Test wird bisher eine mit Fluoresceinisothiocyanat
(FITC)***%] kovalent verkniipfte Urokinase verwendet. Diese steht wihrend
des Aktivititstests in Kompetition mit dem zu untersuchenden uPAR-
Antagonist (siche Kapitel 2.3.3). Die gentechnische Herstellung der
»gelabelten Urokinase ist aufwendig und relativ teuer. Die Anbringung des
FITC-labels geschieht auBerdem unspezifisch an irgend einer am Protein auflen
liegenden Lys-Seitenkette, was bedeutet, dass ein Teil der Urokinase im
schlechtesten Fall desaktiviert vorliegt, da auch das Lys® des Bindungsepitops
betroffen sein kann. Es wire deswegen von Vorteil, wenn an Stelle der
Urokinase ein peptidischer Antagonist zur Verfiigung stehen wiirde, den man in
groBeren Mengen synthetisch herstellen und mit FITC selektiv an nur einer
Stelle verkniipfen kann, ohne dass es dabei zu starken Aktivititsverlusten
kommt. Zu diesem Zweck wurde an der Lys-Seitenkette des nur am Lys™
ungeschiitzten cyclo[21,29][LyszO,D-Cyszl,Cy529]-uPA20_30 der FITC-label
addiert (Abbildung 2.32¢). Die Reaktion aus Amin und Isothiocyanat zum
Thioharnstoff erfolgt unter leicht basischen Bedingungen (Collidin) in NMP

innerhalb einer Stunde bei Raumtemperatur.

Tabelle  2.5:  Aktivititen — von  Lys™’-seitenkettenfunktionalisiertem

cyclo/21,29] [Lys™ D-Cys*,Cys® J-uPAx.s.

Bezeichnung ICs [uM] Q =IC5¢(Peptid)/
IC5y(X)
9 |val® 1.4 4.0
36 |Lys*(2-Naphthoyl) 1.3 3.7
37 |Lys™(KKGSG) 7.6 5.1
38 |Lys™(FITC) 2.2 3.6
39 |Lys®(DOTA) 10.5 7.0
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Besonders attraktiv sind radioaktiv-funktionalisierte Molekiile, die fiir
therapeutische und indikative Zwecke in der Nuklearmedizin benutzt werden
konnen. Idealerweise sind dies sog. Radiopharmazeutika mit geringem
Molekulargewicht, die sich im Tumorgewebe schnell und in hoher
Konzentration anreichern, um dort das Tumorgewebe durch Strahlung zu
schidigen oder es durch Szintigrafie bzw. Positronen-Emissions-Tomografie
(PET)™% sichtbar zu machen. Dazu werden hoch aktive und selektive
Triagermolekiile wie z. B. Peptide, Proteine oder Antikdrper bendtigt, die eine
moglichst lange metabolische Stabilitit in vivo aufweisen und auBlerhalb des
Tumorgewebes schnell ausgeschieden werden. Letzteres ist notwendig, um die
Strahlungsbelastung fiir gesundes Gewebe (besonders Niere, Leber und

337 Da der Urokinase-Rezeptor hauptsichlich

Knochenmark) gering zu halten.
auf bestimmten Tumorzelllinien iiberexprimiert wird, wire ein selektiver
Ligand wie das cyclo[21,29][D-Cys*',Cys*]-uPA, 3 in Verkniipfung mit
einem Radionuklid ein ideales Instrument, um Tumorgewebe sichtbar zu

machen oder zu schédigen.

Die Auswahl des Radionuklids hiangt ab von seiner Strahlungsart (a, B3, v), der
Strahlungsintensitit, der Halbwertszeit, der Verfiigbarkeit und der Art und
Weise, wie es in ein bioaktives Molekiil eingebracht werden kann. Dabei sollte
die Halbwertszeit in etwa der biologischen Halbwertszeit des
Radiopharmazeutikums im Tumorgewebe entsprechen, weil sonst bei
schnellem Zerfall kaum Radioaktivitit mehr vorhanden ist, bevor eine
maximale Anreicherung des Triagermolekiils im Tumor erreicht wird. Im
entgegengesetzten Fall von zu langer Halbwertszeit kann gesundes Gewebe
geschéddigt werden, weil die Radioaktivitit nach Zerfall des Tragermolekiils

durch fehlende Selektivitit nicht mehr im Tumor festgehalten werden kann.***

39 In letzter Zeit setzt sich immer mehr die Radiomarkierungen iiber
bifunktionale Chelatliganden durch, die mit dem Triagermolekiil kovalent

verkniipft werden und iiber Komplexbildung radioaktive Metalle dauerhaft
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binden. Die in Abbildung 2.33 gezeigten Chelatliganden besitzen folgende

Vorteile:

Die Herstellung und Isolierung des Trigermolekiils mit Chelatligand findet
vor dem Radio-labeling statt. Die kovalente Verkniipfung beider Einheiten
erfolgt meist iiber Amidbindungen oder Thioharnstoffe. Die chemischen
Vorldufer Carbonsdure bzw. Aktivesters oder Isothiocyanat sind fiir die
Peptid-Festphasensynthese ideal geeignet. Proteine und Antikorper werden

unselektiv tiber das e-Amin eines Lys mit dem Chelatliganden verkniipft.

Die vom  EDTA  abgeleiteten = multimeren = Amino- oder
Azaalkylenessigsauren binden bevorzugt 3-wertige, "harte" Metallkationen
iiber eine bis zu achtfache Koordinierung durch die N/O-Donoren. Die
Polyazamakrocyclen wie z.  B. 1,4,7,10-Tetraazacyclodedecan-
tetraessigsdure (DOTA) (siche Abbildung 2.33) haben eine hohe
Komplexstabilitét, so dass es selbst bei pH-Werten < 2 zu keiner in vivo-

Dekomplexierung kommt.**34

Lineare bivalente Liganden wie z. B.
Diethylentriaminpentanessigsdure (DTPA) dagegen sind bekannt dafiir, dass
ein geringer Prozentsatz des Radionuklids mit der Zeit freigesetzt wird, was

zu unkontrollierbarer Verteilung im Organismus fiihrt.?+=*)

Als Radionuklid kommen eine Vielzahl von 3-wertigen Hauptgruppen-,
Nebengruppenelementen und Lanthaniden in Frage, die je nach Isotop das
gesamte Spektrum der Strahlungsarten beinhalten (Tabelle 2.6). Das selbe
Tréagermolekiil mit Chelatligand kann somit je nach Anwendung und
Strahlungsintensitit mit unterschiedlichen Radionukliden ausgestattet
werden. Dabei spielt der Atomradius des Metallskations eine untergeordnete
Rolle, da sowohl Ga’" als auch Bi’" stark komplexiert werden. Als
Grundvoraussetzung gilt, dass das verwendete Metallion in komplexierter

Form - und besser noch auch in freier Form - keine toxische Wirkung zeigt.
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e Die Komplexierungsreaktion fiir cyclische bivalente Liganden verlduft im
allgemeinen in neutralen Pufferlosungen und 40-80 °C innerhalb von
wenigen Minuten. Da fiir die Bildung eines stabilen Komplexes mehrere
energetisch ungiinstige Ubergangszustinde (Umlagerung und

340, 346] -
(340, 346] jo¢

Bindungsrotationen des Macrocyclus) durchlaufen werden miissen,
fiir eine schnelle Reaktion eine Erwdrmung der Pufferldsung unerlésslich.
Fiir Antikérper und Proteine muss wegen der Gefahr der Denaturierung bei
Raumtemperatur und mit linearen Liganden gearbeitet werden, die eine
wesentlich schnellere Kinetik bei Raumtemperatur aufweisen.”*”! Durch die
rasche Komplexbildung kann im allgemeinen auch mit kurzlebigen

Radionukliden gearbeitet werden.

HOOC—. /—\ ,—COOH Hooc—. [ ) —COOH
NN N N HOOCﬂNﬁNﬁNﬁCOOH
[ ] [ ] HooCc—/ (_ “—COOH
N N N N COOH
HOOC—" \_/ “—COOH HOOCJK) \—COOH
1,4,7,10-Tetraazacyclododecan- 1,4,8,11-Tetraazacyclotetradecan- Diethylentriaminpenta-
tetraessigsaure (DOTA) tetraessigsaure (TETA) essigsaure (DTPA)
HOOC COOH
HOOC—_/—\ ,—COOH Hooc. L J N
N N N ﬁ N ~Cs
S
[ | S N
N N Z N C[
_/ AN
HOOC / COOH N~ >COOH
kCOOH

p-NCS-Bz-DOTA
NCS-CHX-DTPA

Abbildung 2.33: Bivalente Chelatliganden und in der Nuklearmedizin
verwendete 3-wertige Metallkationen. Je nach Anwendungsgebiet konnen

Strahlungsart und Halbwertszeit der Radionuklide variiert werden.
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Tabelle 2.6: Dreiwertige, radioaktive Nuklide, geeignet fiir den Einsatz in der

Nuklearmedizin
Strahlungsart Halbwertszeit t,,

Ga Auger 78 min
0y B 2.67d
#"Te y 6.05h
"n Auger 2.81d
“La B 40.2h
'»Sm B 1.93d
165Dy B 27h
"Lu B 6.71d
""Re B 3.79d
*PBi a 5.01d

Mit Hilfe von Chelatliganden werden inzwischen bemerkenswerte Ergebnisse
in der Nuklearmedizin erzielt. So werden z. B. Somatostatinanaloga mit
radioaktivem In, Ga, Lu oder Y markiert, um diese fiir diagnostische und
therapeutische Zwecke einzusetzen.”*****" Das unter dem Namen OctreoScan
kommerziell erhédltliche Radiopharmazeutikum wird erfolgreich zur
Lokalisierung von menschlichen Tumoren mit hohem Somatostatin-Rezeptor-

[351,

Gehalt eingesetzt. 321 Auch andere bioaktive Peptide wie Bombesin,

Melantropin, die HIV-tat-Sequenz und cyclische RGD-Peptide dienen als

selektive Triger von Radionukliden.!*>*~>*!

Fir die Radiomarkierung von cyclo[Zl,29][D-Cysm,Cyszg]-uPAZI_m wurde
DOTA als Chelatligand ausgewahlt, weil es hohe Komplexstabilitit verspricht
und als Tris-'‘Butyl-geschiitztes Derivat kommerziell erhiltlich ist.**”
Ungeschiitztes DOTA kann in der Festphasensynthese nicht gekuppelt werden,
da es in DMF und NMP wegen seiner hohen Polaritdt nicht 16slich ist. Der
Zusatz von Wasser als Losungsmittel fiir die Festphasensynthese hat zur Folge,

dass zwar das DOTA in Losung geht, aber das TCP-Harz nicht mehr quellen
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kann. Die Kupplung erfolgte wie in Abbildung 2.32 gezeigt an die Seitenkette
des Lys® mittels Standardkupplungsbedingungen. Nach Entschiitzung und
HPLC-Reinigung wurde die Aktivitit des DOTA-Peptids 39 ermittelt, welche
um den Faktor 7 schwicher an den uPA-Rezeptor bindet als cyclo[21,29][D-
Cys®',Cys”]-uPAs30 (Tabelle 2.5). Wahrscheinlich hat die groBe
Raumausdehnung des Liganden wegen sterischer Effekte einen negativen
Effekt auf die Bindung. Auch konnten die Ladungen der DOTA-Carboxylate
zur Abschwiéchung der Aktivitét beitragen.

In ersten Stabilititsversuchen mit *Bi-Salzen (16slicher NH,4[Bil,]-Komplex)
und Tragermolekiil 39 in Ammoniumacetatpuffer konnte gezeigt werden, dass
das Metall vom Chelatliganden stark komplexiert wird (nach 5 min bei 60°C,
Umsetzung 99%), da der Komplex selbst unter HPLC-Bedingungen (pH = 1.5)
nicht zerfillt (siehe auch Kumar et al.”*™). Die ESI-Masse nimmt genau um
209 Einheiten zu. Andere Massen aus Nebenreaktionen oder von
Zersetzungsprodukten konnten nicht festgestellt werden. Ebenso konnte
nachgewiesen werden, dass nach Behandlung mit radioaktivem *“Bi (o-
Strahler) keine strahlungsbedingte Fragmentierung des Peptids auftritt. FACS-
und in vitro Versuche mit U-937-Zellen und dem *’Bi-gelabelten Peptid 39

werden derzeit durchgefiihrt.
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2.6 Synthese von templatbasierten Hexapeptiden

2.6.1 Templatkonzepte fiir uPAR-Antagonisten

Wie bereits erwihnt, besitzen backbone-cyclisierte Peptide mit kleiner
Ringgrole aufgrund ihrer Aminosduresequenz eine definierte rdumliche
Anordnung des Peptidgrundgeriists und Ausrichtung der Seitenketten. Das
Wissen iiber deren Primérstruktur und der daraus resultierenden
Vorzugskonformation ermdoglicht ihre Verwendung als Strukturtemplate. Man
geht davon aus, dass Cyclopeptide, deren Strukturen bekannt sind, unter
Beibehaltung von strukturinduzierenden Elementen (z. B. D-Aminosduren,
Prolin, Glycin) - jedoch bei Austausch von Seitenketten - ihre urspriingliche

Konformation beibehalten.!?”? 3%

Im Fall des uPAR-Antagonisten cyclo[21,29][D-Cy52I,Cyszg]-uPAm_go, wurde
von C. Rélz eine Uberlagerung der in Kapitel 2.3.3 erliuterten Struktur mit
backbone-cyclisierten Modellpeptiden durchgefiihrt. Dabei wurden folgende
Uberlegungen beriicksichtigt:

e Die fiir die Bindung an uPAR wichtigen Aminosiuren Tyr**, Phe” und
Ile*® sollen in genannter Reihenfolge in hexacyclische Peptide integriert
werden; weitere Aminosduren fungieren als  Abstandshalter.
Pentacyclen werden nicht eingesetzt, da diese in der Raumausdehnung
und Variabilitit der strukturinduzierenden Einheiten zu stark
einschrénkt sind.

e Das Ile wird im Abstand von bis zu zwei Aminosduren mit der Tyr-Phe-
Dipeptideinheit verkniipft, um den in cyclo[21,29][D-Cys*' ,Cys™]-
uPA, 30 entsprechenden Abstand zu erhalten. Als Abstandshalter
werden hauptsdchlich Ser und Asn verwendet, die ebenfalls in der

natiirlichen uPA-Sequenz an dieser Stelle enthalten sind.
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e Da das C-terminale Trp’’ in cyclo[21,29][D-Cys* ,Cys™]-uPA, 3 eine
extracyclische Position einnimmt und damit hohe Beweglichkeit besitzt,
wird es nicht in den Ring des Templats integriert, sondern bei Bedarf
iber geeignete peptidische Abstandshalter mit dem Cyclus verkniipft.

e Der Abstand zwischen Phe® und extracyclischem Trp® soll in etwa 6
Aminoséduren betragen, da in den bisher bekannten uPAR-Antagonisten
ein solcher maBgeblich zur Aktivitét beigetragen hat.

e Als strukturinduzierende Elemente werden hauptsichlich D-
Aminoséduren (maximal zwei) und D-Prolin (maximal eines) verwendet.

e Die Grundlage der Strukturiiberlagerung bildet die Raumorientierung
der Seitenketten der Aminosduren Tyr, Phe und Ile. Die C,-Cg-
Vektoren der entsprechenden Reste in cyclo[Zl,29][D-Cy521,Cy529]-
uPA;; 30 und im Modellpeptid sollen moglichst wenig Abweichung in
threr Orientierung aufweisen (ausgedriickt durch den root-mean-

square-deviation(RMSD)-Wert).

Fiir die Uberlagerung geeigneten Modellcyclen sind in Konzept 1 (Abbildung
2.34) aufgefiihrt. Dabei ergeben sich die zwei Moglichkeiten, das Tyr in der
1+1- oder 1+2-Position eines B-turns des Hexacyclus zu integrieren, um zu einer
fast gestreckten Anordnung der Tyr-Phe-Ser-Ile-Sequenz zu gelangen (sieche
Kapitel 2.3.3). Bei Einbau von Tyr in der i- oder i+4-Position des Cyclus
wiirden sich durch die Stellung des Ile eine stark gewinkelte Anordnung der

Aminosduren ergeben.
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Konzept 1:

X = tliberwiegend Ser

Abbildung 2.34: Backbone-cyclisierte Hexapeptide bilden bevorzugt
Strukturen mit zwei [-turns aus, die durch strukturinduzierende Aminosduren
definiert werden. Sie finden Anwendung als Templat (rémische Ziffern).
Weitere Unterscheidung erfolgt durch Lage des Tyr in i+1- oder i+2-Position
(Ziffern I und 2) und durch Lage des lle (Buchstabe a und b).

Nicht alle der oben angefiihrten Einschrankungen konnen gleichzeitig erfiillt
werden. In manchen Fillen miissen aus synthetischen oder strukturellen
Griinden Kompromisse eingegangen werden. Dies wird bereits deutlich in den
fiir die Uberlagerung berechneten RMSD-Werte, die im Durchschnitt bei 0.8 —
14 A liegen, was hauptsichlich durch die Abweichung in der
Seitenkettenorientierung des Ile verursacht wird. Peptide mit Ile in der b-
Position  (siche  Abbildung 2.34) wurden zwar wihrend der
Strukturiiberlagerung nicht berticksichtigt, da eine groBere Abweichung in der

rdumlichen Anordnung der Aminosdureseitenketten zu erwarten ist, aber
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dennoch aus Griinden eines erweiterten screenings in die Syntheseplanung der

Peptide 40-59 mit eingeschlossen.

Tabelle 2.7: Backbone-cyclisierte Hexapeptide 40-59 nach Konzept 1 unter
Beriicksichtigung der essentiellen Reste Tyr, Phe und lle und deren vermutete

riumliche Anordnung in cyclo/21,29][D-Cys™,Cys™ J-uPAs;.3.

Position Templat
it1 it2 it3 it4 it5 i

40 | D-Tyr Phe Ser Ile Asn Lys I.1.a
41 | D-Tyr Phe Ser Asn Ile Lys L.1.b
42 Tyr Phe Ser D-Ile Asn Lys I.1.a
43 Tyr Phe Ser D-Asn Ile Lys L.1.b
44 Lys Tyr Phe D-Ser Ile Asn L.2.a
45 Lys Tyr Phe D-Ser Asn Ile I.2.b
46 | D-Lys Tyr Phe Ser Ile Asn L.2.a
47 | D-Lys Tyr Phe Ser Asn Ile 1.2.b
48 | D-Tyr Phe Ser D-Ile Asn Lys II.1.a
49 | D-Tyr Phe Ser D-Asn Ile Lys II.1.b
50 | D-Lys Tyr Phe D-Ser Ile Asn I1.2.a
51 | D-Lys Tyr Phe D-Ser Asn Ile 11.2.b
52 Lys Tyr Phe D-Pro Ile Asn I11.2.a
53 Lys Tyr Phe D-Pro Asn Ile I11.2.b
54 | D-Lys Tyr Phe D-Pro Ile Asn IV.2.a
55 | D-Lys Tyr Phe D-Pro Asn Ile IV.2.b
56 Tyr Phe Ser Pro Ile Lys V.1.b
57 Tyr Phe Ser Pro Ile D-Lys V.1.b
58 Tyr Phe Asn Ile Lys Asn -
59 Tyr Phe Asn Lys Ile Asn -
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Um das in den oben genannten Peptiden noch nicht beriicksichtigte C-terminale
Trp mit einzubeziehen, muss das Konzept um eine Verzweigungsstelle im
Cyclus erweitert werden. Dafiir wird an einer Position im Cyclus, die nicht mit
einer fiir die Aktivitdt oder Struktur wichtigen Aminosdure belegt ist, ein
trifunktioneller Baustein (siche Kapitel 2.6.2) eingebaut, was eine weitere
Einschrinkung des Templatansatzes zur Folge hat. Die Positionen in direkter
Nachbarschaft zur Tyr-Phe-Einheit scheiden fiir eine Verzweigung aus, da
ansonsten der extracyclische, lineare Peptidrest zu nahe am Tyr oder Phe liegen
konnte. In Frage kommen somit die Positionen a und b (laut Abbildung 2.34)
im backbone-cyclisierten Peptid (siche Konzept 2A und 2B). Wie in
Abbildung 2.35 gezeigt, wird als Verzweigungseinheit ein racemisches Asp
verwendet, das an seiner Seiten- bzw. Hauptkette ein lineares Peptid mit C-
terminalem Trp tragt.

Damit der ungefihre Abstand von 6 Aminosduren zwischen Trp und Phe
gewidhrleistet wird, wird ein entsprechend langes, lineares Peptid am Cyclus
angebracht, das in manchen Fillen ein zusitzliches Ile enthélt. Dieses Ile
konnte anstelle des im Ring enthaltenen Ile mit an der Bindung an den uPA-
Rezeptor beteiligt sein, falls letzteres den rdumlichen Anforderungen der
Rezeptortasche nicht entspricht.

Um auch nicht vorhersehbare konformationelle Anordnungen zu
beriicksichtigen, werden im Design der Peptidbibliotheken mit extracyclisch
angebrachtem Trp D-Aminosdure-Scans vorgesehen; auch unter Verwendung
von zwei oder drei D-Aminosduren im Hexacyclus. Dieses sogenannte
Hraumliche screening wurde bereits im Fall von anderen cyclischen
Antagonisten erfolgreich durchgefiihrt.*” !

Das Teilkonzept 2C beruht auf der Templatstruktur mit dem kleinsten RMSD-
Wert von 0.8 A aus der oben beschriebenen Uberlagerung mit cyclo[21,29][D-
Cys*',Cys™]-uPA, 3. Charakteristisch ist die Lage des Tyr in der i+2-Position
eines P-turns und die Anbringung des linearen Trp-Peptids in i-Position

(Templat 1.2.a laut Abbildung 2.34). In diesem Fall wird kein D-Scan
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vorgenommen, jedoch neben der Cyclisierungsart (iiber backbone oder
Seitenkette) eine Reihe anderer Substitutionen, die zusétzlichen Einfluss auf

die Konformation der Peptide 84-97 nehmen sollen (siche Abbildung 2.35).

®
@ &)
Konzept 2: ®© ™)
m o © wichtig fiir biologische Aktivitét
(O$5(0)
A W) C
B

Racemat

Seitenkette

Seitenkette o oder backbone

®
\

oder D-Ser, Pro

mit D-Scan oder D-Ile
der Cyclen
12 Peptide 12 Peptide 14 Peptide
60-71 72-83 84-97

Abbildung 2.35:  Cyclische  Hexapeptide 60-97 mit Asp als
Verzweigungseinheit, extracyclischen, linearen Peptiden und Trp als C-

terminale Aminosdure.

Das Konzept 3 (Abbildung 2.36), dass ebenfalls die Eigenschaft von
Cyclohexapeptiden als Templat verwendet, basiert auf der Annahme, dass die
beiden Asn des cyclo[21,29][D-Cyszl,Cys”]-uPAm_m eine nur untergeordnete
Rolle spielen, da diese im Ala- bzw. D-Scan ohne grofleren Aktivitdtsverlust
ausgetauscht werden konnen. Der Abstand der C*-Atome der beiden Asn in der
Struktur von cyclo[21,29][D-Cys*!,Cys*]-uPA,; 5, betrigt 7.8 A. Ausgehend
davon wurde die Uberlegung angestellt, eine in der Linge variierende

Verbriickung der beiden Asn vorzunehmen, um zu Hexacyclen zu gelangen. In
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allen diesen Peptiden sind die essentiellen Reste Ile und Trp extracyclisch mit
dem Ring verkniipft.

Um die Linge der Briicke oder den Abstand zum C-terminalen Trp zu
variieren, wird Asp, Glu oder Homologe dazu als trifunktionelles Bauteil
verwendet. Wird ein zusitzliches Lys oder Orn in Nachbarschaft zur
Verzweigungseinheit eingebaut, kann die Cyclisierung iiber die Seitenkette
dieser Aminosdure unter gleichzeitiger Beibehaltung des N-Terminus erfolgen
(Konzept 3C). Um systematisch die Stellung der Aminosduren in den beiden
B-turns des Hexacyclus zu variieren, wird auch in diesem Fall ein D-Scan mit

denen im Cyclus enthaltenen Aminosduren durchgefiihrt.

Konzept 3:

© wichtig fiir biologische Aktivitit
mit D-Scans der Cyclen

AAS
- oderE . oder APS oder % . Racemat
(racemisch) @
HN
Seitenkette backbone / backbone
oder Seitenkette
backbone
28 Peptide 24 Peptide 24 Peptide
98-125 126-149 150-173

Abbildung 2.36: Geplante Cyclopeptide 98-173 basierend auf der
Verbriickung der beiden Asn in cyc10[21,29][D—Cys21,CysZQ]—uPAZI_go,
Variationen ergeben sich durch die Verwendung unterschiedlicher

Briickenelemente.
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2.6.2 Synthese von trifunktionellen Aminosiurebausteinen

Die fiir die Verzweigung am Cyclus verantwortliche trifunktionelle

Aminosédure muss bestimmten Anforderungen entsprechen:

e Es sollte sich um eine a-Aminosdure handeln, um den fiir das
Templatkonzept wichtigen Konformationseinfluss zu gewéhrleisten.

e Der Baustein muss zwei Carbonsdure- und eine Aminofunktion
enthalten, da die Peptidbindungsrichtung im Cyclus und der C-Terminus

erhalten bleiben soll.

Es bietet sich deshalb an, o-Aminosduren mit Sadurefunktionen in der
Seitenkette zu verwenden. Unter diese Klasse fallen die natiirlichen
Aminosduren Asp 174 und Glu 175, sowie die in der Seitenkette um
Methylengruppen verlédngerten Homologen 2-Aminoadipinséure (AAS) 181
und 2-Aminopimelinsdure (APS) 182 und die jeweiligen D-Isomere der vier
Aminosduren.

Die beiden unnatiirlichen Aminoséduren AAS 181 und APS 182 werden fiir
den Templatansatz in racemischer Form verwendet, damit man schneller zu
groflerer Diversitit gelangt. Die Herstellung geschieht iiber eine
herkdmmliche Acetamidomalonsdureester-Synthese mit anschlieBender

Verseifung und Decarboxylierung der Zwischenprodukte 179 und 180.5¢"

362]
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OA NH OA MCN

NaH, abs. EtOH n
(0] (0] + Br CN —————»
o~ W ~ Aﬁ:\ reflux, 16h O S O
176 n=1 177 n=1 179
2 178 2 180
OJ\NH nCN O OH o
o o konz. HCI
S~ ~ reflux, 16h H,N OH
O O n
179,180 n=1 181 34%
2 182 46%

Abbildung 2.37: Synthese von racemischer AAS 181 und APS 182
ausgehend von Acetamidomalonsduredieethylester 176 und

Bromalkylnitrilen 177 und 178.

Um den linearen Peptidaufbau und die anschlieBende Cyclisierung wiahrend
der Fmoc-Festphasensynthese unabhingig voneinander durchfiihren zu
konnen, benétigt man drei orthogonale Schutzgruppen fiir die
Verzweigungseinheit:

e Das Amin wird Fmoc-geschiitzt zur Verlangerung des Peptids.

e FEine Carbonsduregruppe ist zur Immobilisierung mit dem
Festphasenlinker oder einem Peptidstrang verkniipft.

e Die zweite Carbonsduregruppe benétigt eine basen- und siurestabile
Schutzgruppe, die kurz vor der Cyclisierung selektiv abgespalten
werden kann.

e Die Lage der orthogonal geschiitzten zweiten Carbonsduregruppe im
backbone oder in der Seitenkette der Verzweigungseinheit bestimmt

die Cyclisierungsstelle (siche Abbildung 2.38a).
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Die bisher fiir die Amidbindungs-Cyclisierung von Peptiden verwendete
orthogonale Allylesterschutzgruppe, die mit Pd” abgespalten wird, ist fiir die
Festphasensynthese nur bedingt geeignet, da die Abspaltung relativ aufwendig
und problembehaftet ist (z. B. das Auswaschen von Pd-Losungen aus dem
Harz).P% %% Als Alternative bietet sich die 1995 von Chan et al. entwickelte

[365. 3661 o, da diese sehr effektiv innerhalb von 5 Minuten

Dmab-Schutzgruppe
mit einer 2%igen Hydrazin-Hydrat-Losung in DMF abgespalten werden kann
(Abbildung 2.38b). Siurelabile Gruppen wie Trt oder Boc werden dadurch
nicht angegriffen. Allerdings erfolgt durch die basische Hydrazin-Losung auch
eine teilweise Entfernung der Fmoc-Schutzgruppe, die bei Cyclisierungen

gegebenenfalls vorher durch eine Boc-Gruppe ausgetauscht werden muss.

a) C-Terminus
] Linker oder Peptid
g =
O. NH N o )?< X= O oder NH
o 0 /CycI|S|erungsteIIe o
R
1%” n INH — FmocHN ODmab oder
NH ﬁJ\RZ " oAl

g
Cyclus Verzweigungseinheit

Ji§
R Oﬁ (0] H2N NH, R
N
H

1,6- EI|m|n|erung spontan

€, CL
R™ “OH NH

Abbildung 2.38: a) Anforderungen an die Orthogonalitit einer
trifunktionellen Aminosdure zum Aufbau von verzweigten Cyclopeptiden; b)

Abspaltmechanismus der Dmab-Schutzgruppe.
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Saureschutzgruppen wie Allyl-, Benzyl oder Dmab-Ester zeigen eine geringere
Stabilitit als entsprechende fert-Butylester gegeniiber Nucleophilen bei
Anwesenheit von Basen. So beobachtet man die Bildung von cyclischen
Imiden wihrend der Fmoc-Abspaltung durch den Angriff des Stickstoffs der in
der Sequenz folgenden Aminosiure am Carbonyl des Dmab-Esters.?2%!
Verhindert werden kann dies durch die direkte Anbindung der Allyl- oder
Dmab-Aminosdure am Festphasenlinker, da so das fiir die Nebenreaktion
nétige  Nucleophil ~ fehlt.”"**”*)  Allerdings miissen  nachfolgende
Peptidsequenzen, die wie in Konzept 2 und 3 das Cyclopeptid vom

Verzweigungsbaustein in Richtung C-Terminus verldngern, liber nachtrigliche

Fragmentkupplung angebracht werden (siehe Kapitel 2.6.4).

i)
a D
) N
o Q
| Q¢
(0] NH D Base (0] N/
(0]
- Dmab-OH
HoN ODmab HoN O
n n

Abbildung 2.39: Imidbildung als typische Nebenreaktion von Peptiden mit

Dmab-geschiitzten Aminosduren.

Die Aminosdurederivate von L-Asp und L-Glu mit N-Fmoc- und Dmab-
Schutzgruppen (in Seitenkette oder im backbone) sind kommerziell erhéltlich
(Novabiochem). Alle weiteren Aminosdurederivate mussten selbst aus
Aminosduren oder durch Umschiitzen von Aminosdurederivate hergestellt
werden. Ausgangspunkt war dabei die zweistufige, mit guten Ausbeuten
verlaufende Synthese des Dmab-Alkohols 187.°°> 7% Die erste Stufe besteht
aus einer Esterkondensation von Dimedon 184 und Isovaleriansdure 183, die
zuvor mit DCC und DMAP in situ voraktiviert wird. Anschliefend wird die
Hydroxygruppe des 2-(3-Methylbutyryl)-Dimedons 185 gegen 4-
Aminobenzylalkohol 186 durch Reflux in THF substituiert (Abbildung 2.40).
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0
DCC, DMAP
. HO™
DMF, RT, 2d
HO™ ~O 0

81%

-(3-Methylbutyryl)-dimedon, 185

o)
HO™ X
ﬁ reflux 20h NN
o) H

72% O

185 186 Dmab-OH, 187

Abbildung 2.40: 2-stufige Synthese des Dmab-Alkohols 187 ausgehend von
Dimedon 184, Isovaleriansdure 183 und 4-Aminobenzylalkohol 186.

Die Vorstufe fiir die in der Festphasensynthese einsetzbaren Dmab-
Verzweigungseinheiten sind die jeweiligen N-Fmoc- und einfach fert-Butyl-
geschiitzten Aminosduren, die an ihrer freien Carbonsdure mit dem Dmab-
Alkohol 187 verestert werden. Dies geschieht mit Hilfe des
Aktivierungsreagenzes EDCI-Hydrochlorid und HOBt als Additiv in
trockenem DCM mit Collidin als Base. Der Dmab-Alkohol 187 wird dabei im
Unterschuf3 eingesetzt.

Nach Aufreinigung des Produkts wird die ters-Butyl-Gruppe im Sauren mit
einer 50%igen TFA-DCM-Mischung abgespalten, um den isolierten
Peptidbaustein mit dem dadurch frei gewordenden Carboxylat am

Festphasenharz immobilisieren zu kénnen.
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o

a)
HO/\@ o ><o HOBY, EDCI*HCI o), ©
Collidin, THF, RT  EmocHN o
N ey 4 moe n i
o FmocHN OH N™=s
n H

(0]

Ausbeute

0.8 eq. 187 m=0 n=1 188 m=0 n=1 194 90%
1 0 189 1 0 195 92%

0 2 190 0 2 196 73%

2 0 191 2 0 197 95%

0 3 192 0 3 198 69%

0 4 193 0 4 199 51%

b)

o), 0 0" ), o
FmocHN R (¢] = | (o] 50% TFA/DCM FmocHN N (6] = ‘ (0]
NN RT, 2h NS
H H I
O o

194-199 Ausbeute
m=0 n=1 200 100%
1 0 201 100%
0 2 202 88%
2 0 203 100%
0 3 204 100%
0 4 205 100%

Abbildung 2.41: 2-stufige Synthese der Fmoc-/Dmab-geschiitzten
Aminosduren 200-205 aus den Edukten 188 = Fmoc—D—Asp—O’Bu, 189 =
Fmoc-D-Asp(O'Bu)-OH, 190 = Fmoc-D-Glu-O'Bu, 191 = Fmoc-D-Glu(O'Bu)-
OH, 192 = Fmoc-D/L-AAS-O'Bu und 193 = Fmoc-D/L-APS-O'Bu.

Wie man anhand der Ausbeuten der Dmab-Estersynthese (Abbildung 2.41a)
leicht erkennen kann, nimmt die Reaktivitidt von Aktivestern in der Seitenkette
einer Aminosdure mit zunehmender Kettenlinge ab. Zum Teil konnten im Fall
von AAS und APS stabile HOBt-Ester als Zwischenprodukte isoliert werden.

Die Abspaltung der tert-Butylgruppe (Abbildung 2.41b) verlduft quantitativ.

Die Fmoc/Butyl-Derivate von AAS 192 und APS 193 sowie Fmoc-D-Glu-

O'Bu 190 sind kommerziell nicht erhiltlich. Es musste deswegen nach einer
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Synthese-Route gesucht werden, die es ermdglicht, selektiv nur das a-
Carboxylat der Aminosdure als tert-Butylester zu schiitzen. Die Synthese
wurde anhand des D-Glutaminsidurebausteins erarbeitet und spiter auf die

Aminosduren AAS und APS iibertragen.

Der Schliisselschritt zum selektiven Schutz nur einer Carbonsduregruppe des
Glutamats ist die Benzylierung in Anwesenheit von Tetrafluorborsdure-Etherat

1.7 Durch die starke Séure,

und wasserfreiem Natriumsulfat in Benzylalkoho
die das Amin des Glutamats protoniert, wird das a-Carboxylat gegeniiber einer
sdurekatalytischen Veresterung abgeschirmt. Der Benzylalkohol kann nur am
aktivierten Carboxylat der Seitenkette angreifen (Abbildung 2.42). Von Asp zu
Glu steigt die Ausbeute der Veresterung sprunghaft an, da der abschirmende

Einfluss des Ammoniumions am C* auch die Veresterung des Carboxylats der

kurzen Asp-Seitenkette beeinflussen kann.

Abschirmung /» HO/\© wasserfrei V@
OH P —————
BF,” "HaN g + HBF,*Et;0 54%  *H,N . ©

e} RT, 16 h BF, e}
174,175,181,182 206-209
Ausbeute
n=0 206 50%
1 207 90%
2 208 88%
3 209 83%

Abbildung 2.42: Regioselektive Synthese von Aminosdurebenzylestern 206-
209 iiber saure Abschirmung des a-Carboxylats mittels HBF,.

Nach Einfiihrung der Carbonsduredifferenzierung bleibt die Fragestellung nach
der Anbringung der Fmoc- und fert-Butyl-Schutzgruppe, sowie der Abspaltung
der Benzylschutzgruppe. In der Literatur finden sich mehrere unterschiedliche
Synthesewege, die sich zum Teil in der Reihenfolge der verbliebenen

Reaktionschritte unterscheiden, aber auch in der Wahl der Reagenzien. So kann
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die tert-Butyl-Gruppe am oa-Carboxylat iiber drei unterschiedliche Varianten
eingefiihrt werden:

a) Sauerkatalysierte Addition von Isobutylen im Druckreaktor,”’® "]

b) BF;-katalysierte Umsetzung mit tert-Butyl-2,2,2-trichloracetimidat™’®!

¢) oder sauerkatalysierte Umesterung mit Essigsdure-tert-Butylester.”””!

Die Variante a hat den Nachteil, dass die Umsetzung nur mit schlechten
Ausbeuten verlduft. Wegen des niedrigen Siedepunkts ist auBlerdem die
Handhabung des Isobutylens sehr aufwendig. Soll die Acetimidat-Methode
(Variante b) angewandt werden, muss vorher der Stickstoff der Aminosaure
geschiitzt werden, da sonst auch das Amin alkyliert wird. Aus den obigen
Uberlegungen heraus wurden folgende zwei Synthesewege iiber Variante b

und ¢ beschritten.

O._OH O._OH
\/@ Fmoc-Cl, NaHCO3 M@
e} e}
HoN THF/H,O 1:1, RT, 16h  FmocHN
¢}

(6]
81%

207 210

Variante b X
. 3 2
(0] (0]

FmocHN , ChC 0’} DCM, Cyclohexan ~ FmocHN
o) 0°C, 16h 5
210 211 85% 212

Ojioi( J@ o) O>< o) o><
o PAIC 5%, H, IWOH Y oH
FmocHN +

EtOH 90%, 40°C, 2h | Mo°cHN HNT

0 0 o)

212 190 35% Nebenprodukt 213

T

nochmal Fmoc schitzen!

Abbildung 2.43: Synthese von Fmoc-D-Glu-O'Bu 190 iiber Einfiihrung der
tert-Butyl-Gruppe mittels tert-Butyl-2,2,2-Trichloracetimidat 211 (Variante b).
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Wie in Abbildung 2.43 gezeigt, verlaufen die beiden ersten Reaktion der N-
Fmoc- und tert-Butyl-Schutzgruppen-Einfiihrung (iiber Variante b) mit guten
Ausbeuten. Jedoch bereitet die hydrogenolytische Abspaltung des Benzylesters
groBe Probleme, da gleichzeitig ebenfalls die Fmoc-Gruppe wihrend der
Hydrierung abgespalten wird. Diese Nebenreaktion kann auch durch Variation
des Losungsmittels oder der Reaktionstemperatur nicht unterdriickt werden.
Die Ausbeute mit 35% ist dementsprechend schlecht. Die Verwendung der
Benzyloxycarbonyl-Gruppe (Z) anstelle von Fmoc als Aminoschutzgruppe
oder die erneute N-Fmoc-Schiitzung des Nebenprodukts 213 konnte zwar die
Ausbeuten der einzelnen Stufen erhéhen, wiirde aber einen zusitzlichen
Reaktionsschritt notwendig machen, da in beiden Féllen das Amin nach der
Hydrierung ungeschiitzt vorliegt.

Um zu einer effektiveren Synthese zu gelangen, wurde ein anderer
Syntheseweg (Variante c¢) eingeschlagen, bei dem der tert-Butyl-Ester zu
einem fritheren Zeitpunkt in die Aminosdure eingefithrt wird. Nach
erfolgreicher Etablierung dieses Synthesewegs fiir die Herstellung von Fmoc-
D-Glu-O'Bu 190 wurde er auf die Aminosiuren AAS 181 und APS 182

iibertragen.

Der Vorteil dieser 4-stufigen Synthese (Abbildung 2.44) ist, dass ausgehend
von der Aminosdure bis zum Fmoc/'Bu-geschiitzen Derivat keine aufwenige
Flash-Chromatografie zur Reinigung benotigt wird. Alle Produkte fallen nach
Extraktion entweder als reines Ol oder als Feststoff an, welches entweder sofort
weiter umgesetzt wird bzw. welcher durch Umkristallisation gereinigt werden
kann. Die Synthese ist durch die eingesetzten Reagenzien und die guten

Ausbeuten extrem kostengiinstig.
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Variante c
O._OH
V@ HCIO,, pH 1.5-2
H,N © AcO'Bu, RT, 16h
"o
207,208,209

Pd/C 5%, H,

O
n=1 214 86%
2 215 81%
3 216 85%

instabil unter O,-Einflufd

o o<

ol 0/\(
HZN%OVG 'BUOH, RT, 4h
o)

214-216

oo

ﬁ/ 1.5 eq. NaHCO;

1.1 eq. Fmoc-ONSu,

HoN WOH Dioxan/H,0 1:1
n

0 RT, 16h

213,217,218

HZN%OH

0]

213 90%
217 95%
218 90%

OYOX
~ OH
FmocHN ™ty

o)

n=1
2
3

190 69%
192 72%

n=1
2
3 193 91%

Abbildung 2.44: Synthese von Fmoc-D-Glu-O'Bu 190, Fmoc-AAS-O'Bu 192
und Fmoc-APS-O'Bu 193 iiber Einfiihrung der tert-Butyl-Gruppe nach
Variante c. Alle Produkte der unter guten Ausbeuten verlaufenden Synthese

konnen ohne Flash-Chromatografie isoliert werden.
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2.6.3 Peptidcyclisierung am Harz

Die Cyclopeptide 40-59 aus Konzept 1 (Kapitel 2.6.1) wurden standardméBig
iiber Festphasensynthese linear aufgebaut und nach der Abspaltung vom Harz
in seitenkettengeschiitzter Form in Losung mittels DPPA-Methode cyclisiert
(siche Kapitel 2.4.1). AbschlieBend wurden die Peptide mit TFA entschiitzt und
HPLC-gereinigt. Fiir die verzweigten Cyclopeptide 60-173 aus Konzept 2 und
3 bedarf es jedoch einer anderen Synthesestrategie.

Da zur Vermeidung von Imidbildung (siche Abbildung 2.39) der
Verzweigungsbaustein 200-205 direkt an das TCP-Harz gebunden wird, stellt
der Trityllinker eine orthogonale Schutzgruppe fiir die zweite
Carbonsduregruppe der Dmab-estergeschiitzten Aminoséure dar. Es bietet sich
deshalb aufgrund einer moglichst effizienten Synthese an, die Cyclisierung des
Peptids am Harz durchzufiihren (Abbildung 2.45a), nachdem die Fmoc- und
Dmab-Schutzgruppe mit 20%iger Piperidinlosung in NMP bzw. 2%iger
Hydrazin-Hydrat-Losung in DMF selektiv abgespalten wurden.

Bei einer Cyclisierung in Losung (Abbildung 2.45b) miisste die Dmab-
Schutzgruppe erst nach Abspaltung vom Harz und dem Cyclisierungsschritt
entfernt werden, um eine Fragmentkupplung des Cyclus mit dem linearen
extracyclischen Peptid zu ermdglichen. Die Entfernung von iiberschiissigen
Kupplungsreagenzien und abgespaltenen Schutzgruppen gestaltet sich bei
Peptidreaktionen in Losung erfahrungsgemal extrem aufwendig, da zusétzliche
Reingungsschritte erforderlich sind. Bei Cyclisierung am Harz entfallen diese
Komplikationen, da nach Cyclisierung und Abspaltung vom Harz das reine
seitenkettengeschiitzte Peptid vorliegt, das direkt fiir die Fragmentkupplung

verwendet werden kann.
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a) Cyclisierung am Harz b) Cyclisierung in Lésung
FmocHN— Peptid COO—Trt—Linker—O FmocHN— Peptid COO—Trt—Linker—o
COODmab COODmab
1. Fmoc-Entschiitzung 1. Fmoc-Entschiitzung
2. Dmab-Entschutzung 2. Abspaltung vom Harz
HoN— Peptid COO-Trt-Linker—O HoN— Peptid COOH
COOH COODmab
Cyclisierung am Harz Cyclisierung in Lésung
H o
Cyclo-Peptid coo-Trt-Linker—O
Cyclo-Peptid
HN——CO
COODmab
Abspaltung vom Harz 1. Dmab-Entschiitzung
2. Reinigung
H o
Cyclo-Peptid COOH Cyclo-Peptid
H © COOH
Fragmentkupplung Fragmentkupplung
H (o}
Cyclo-Peptid
| T H P - Peptid COOH
HN———CO

Abbildung 2.45: Synthesestrategien zum Aufbau verzweigter Cyclopeptide.

In der Literatur finden sich eine Vielzahl von Beispielen fiir am Harz
cyclisierte Peptide unter Verwendung von Allyl- oder Dmab-Schutzgruppen fiir
das Carboxylat der Cyclisierungsstelle. Auffillig dabei ist, dass die
Verzweigungseinheit dabei fast immer direkt mit dem Festphasenlinker
verbunden ist, um Nebenreaktionen wie die Imidbildung auszuschlieen.

Fir die Optimierung der Cyclisierungsreaktion wurden unterschiedliche
Kupplungsreagenzien auf ihre Effizienz hin untersucht. Die Reagenzien
HATU, PyBOP, DIC und DPPA wurden zusammen mit HOAt als Additiv und
Collidin als Base in NMP gelost und fiir 16 Stunden mit einem
harzgebundenen, seitenkettengeschiitzten Modellpeptid 219 geriihrt. Das
Modellpeptid besteht aus sechs L-Aminosduren und soll backbone-cyclisiert

werden, was zu sterischer Hinderung der Reaktion fithren kann.
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Die anschlieBende Analyse der Peptide ergab, dass DIC und PyBOP am
geeignetsten fiir die Cyclisierung am Harz ist, da der beste Umsatz vom
linearen zum cyclischen Peptid erzielt wurde. PyBOP hat allerdings den
Nachteil, dass wihrend der Kupplungsreaktion ein Stereozentrum -
wahrscheinlich das des Asp - stark racemisiert. Cyclisierungen mit HATU
haben den Nachteil, dass das Aktivierungsreagenz bei sterisch gehinderten
Kupplungen auch direkt mit dem N-Terminus zum Tetramethylguanidin
(TMG, Masse: lineares Pepitd +98) reagieren kann.*%* % Eine #hnliche
Nebenreaktion wird mit DIC beobachtet, dass ebenfalls an der N-Terminus
addiert und dabei ein Dicyclohexylguanidin (DCG, Masse: lineares Peptid
+126) bildet.”®"! In Tabelle 2.8 sind nihere Einzelheiten der Untersuchung
aufgefiihrt:

Tabelle 2.8: Reagenzienoptimierung fiir Cyclisierung am Harz unter
Verwendung des Modellpeptids H,N-Asn(Trt)-Lys(Boc)-Tyr('Bu)-Phe-Ser('Bu)-
Asp(TCP-Harz)-OH 219.

Aktivierungs- +Additiv Produkte
reagenz +10 eq. Collidin (Hauptprodukt unterstrichen)
1 eq. HATU 2 eq. HOAt lineares Peptid mit TMG, Cyclus

1
2| 3 eq. PyBOP 3 eq. HOAt Cyclus, starke Racemisierung (25%)
3| 3eq.DIC 3 eq. HOAt Cyclus, Racemisierung, wenig DCG

4| 3eq. DPPA - lineares Peptid, sehr wenig Cyclus

TMG = Tetramethylguanidin, am N-Terminus des Peptids.
DCG = Dicyclohexylguanidin, am N-Terminus des Peptids.

Um das Ausmall der Racemisierung im Fall der Cyclisierung mit DIC zu
untersuchen, wurde die Synthese des cyclischen Modellpeptids 219 um einen
D-scan erweitert. Dabei wurde festgestellt, dass bei FErhohung der
Additivmenge auf 6 eq. die Racemisierung etwas zuriickgedridngt werden kann.

Die hochste Racemisierungsrate wird - wie erwartet - beim all-L-Peptid erzielt.
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Es ist zu erwarten, dass bei Cyclisierung von weniger gehinderten
Peptidsequenzen (z. B. bei Cyclisierung tliber Seitenketten) die Racemisierung
weiter abnimmt. HPLC-Analysen von entsprechenden Peptiden bestétigen

diese Annahme.

Tabelle 2.9: Racemisierung der Peptidsequenz 219 mit D-scan wéhrend

Cyclisierung am Harz.

Peptidsequenz” Racemisierung in %
3 eq. HOAt 6 eq. HOAt

N-K-Y-F-S-D 20 16.4
N-K-Y-F-S-D? 4.8 3.5
N-K-Y-F-S-D? 8.4 6.0
N-K-Y-F-S-D? 10.8 7.5
N-K-Y-F-S-D? 8.0 5.7
N-K-Y-F-S-D? 6.0 3.8

weitere Reaktionsbedingungen: 3 eq. DIC, 10 eq. Collidin in NMP,
24h bei RT; a) D-Aminosauren sind unterstrichen.
b) Seitenkettenschutzgruppen wurden zur Vereinfachung weggelassen.

Die Nebenproduktbildung des Dicyclohexylguanidins konnte zuriickgedréngt
werden, wenn zuerst nur 0.5 eq. und dann jeweils 0.3 eq. DIC zur
Reaktionslosung gegeben wurden, bis das lineare Peptid vollstindig umgesetzt
war (Abbildung 2.46). So ist gewihrleistet, dass kein iiberschiissiges DIC in
der Losung vorhanden ist, welches mit dem N-Terminus des linearen Peptids
reagieren konnte. Uberraschenderweise konnten die Peptide mit AAS als
Verzweigungseinheit (Zielpeptide 138-149) am Harz nicht cyclisiert werden.
Laut Massenspektrum konnten die Fmoc- und Dmab-Schutzgruppen
vollstindig entfernt werden, jedoch haben sich trotz ldngerer Reaktionsdauer
von 3 Tagen wund Verwendung von PyBOP und HATU als
Kupplungsreagenzien nur Spuren der Cyclen gebildet. Auch bei Einbau von

Pseudoprolinen, die in manchen Fillen durch die Einfithrung einer cis-
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Amidbindung die Sekundirstruktur von Peptiden modifizieren und damit

.. : 382, 383
Cyclisierungen erzwingen,”*> %l

ergab sich kein gewiinschtes cyclisches
Produkt. Es wird vermutet, dass durch sterische Hinderung oder Aggregation
des harzgebunden Peptids das Carboxylat der AAS nicht in die rdumliche Nihe
des N-Terminus gelangt. Das Kupplungsreagenz kann wahrscheinlich mit dem
Carboxylat reagieren, da erst bei Uberschiissen von DIC oder HATU ab 1.1 eq.
die entsprechenden Nebenprodukte am N-Terminus gebildet werden (TMG und

DCG).

S1.52 83 84 S5
Fmoc—x1—xz—x3—x4fx5—>‘<67m-unker—o
ODmab

1. 20% Piperidin in NMP (v/v)
2. 2% Hydrazin in NMP (v/v)
3. Waschen mit 5% DIPEA in NMP (v/v)

S1.52 8354 S5
H*X1*Xz*X3*X4*X5f)‘(67Trt-LinkeHO
OH

1. 0.5 eq. DIC, 3 eq. HOAt, 10 eq. Collidin in NMP, 16 h
2. Zugabe von 0.3 eq. DIC zur Cyclisierungslésung, 16 h
3. Wiederholung Schritt 2. bis zum vollstandigen Umsatz

S1 S, S3S4 Ss
RN .
X17X27X37X47X57X67Trt-L|nkeﬁo S4.5 = Schutzgruppen

Xg = Verzweigungseinheit

Abbildung 2.46: Allgemeine Methode zur Cyclisierung von Hexapeptiden am
Harz mit DIC als Kupplungsreagenz.

2.6.4 Fragmentkupplung von Cyclopeptiden an harzgebundene lineare

Peptide

Fiir die Fragmentkupplung der Cyclen an ein lineares Peptid mit Trp am C-
Terminus wurden die Cyclopeptide mit HFIP wunter Erhalt der
Seitenkettenschutzgruppen vom TCP-Harz abgespalten und die Losungsmittel
durch Lyophilisieren aus 'BuOH vollstindig entfernt. Die geschiitzten

Cyclopeptide besitzen alle eine Reinheit von mindestens 90% und sind in NMP
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und DMF gut l6slich. Wie bereits oben erwéhnt, wurden die Cyclopeptide mit
threm vorher an das Harz gebundenen Carboxylat an die N-Termini der
entsprechenden immobilisierten linearen Di- oder Tripeptide gekuppelt. Fiir die
Kupplungslosung wurden dafiir 1.5 eq. Cyclopeptid und 1.7 eq. DIC unter
Zusatz von HOAt und Collidin als Base verwendet (siche Abbildung 2.47). Als
Losungsmittel fiir die Kupplung wurde DMF verwendet, da NMP bei langsam
verlaufenden Kupplungen mit Aktivestern B-Dicarbonylverbindungen am C-
Terminus von Peptiden bildet (Masse: Peptid + 67).°*! Nach erfolgreicher
Kupplung wurden zum Schluss die Peptide vom Harz abgespalten, die
Schutzgruppen mit TFA entfernt und die Endverbindungen mittels HPLC
gereinigt.
S1'8; 50 94 S5

X1*Xz*X3*X4*X57X67Trt-Linker—O
- - "

1. 20% HFIP in DCM (v/v)
2. Lyophilisieren aus 'BuOH

S1 52 5384 S5 Se S7 Sg
1560, XXy X3 Xy Xs X6 OH + H—X;XgXg-Trt-Linker~()
- - "

1.7 eq. DIC, 10 eq. Collidin in DMF,
4 eq. HOAt, 16 h, RT

S15,555,Ss  Sg Sy S

| | | | | | | |
X1-XaX3Xa-Xs- XX Xg-Xg-Trt-Linker~)
- -

1. TFA/ TIPS/ H,0 (90:7:3 viviv)
2. HPLC-Reinigung

X4-X-X3-X4-X5-Xg-X7-Xg—Xg—OH
- -

S1.g = Schutzgruppen
Xg = Verzweigungseinheit

Abbildung 2.47: Allgemeine ~ Methode  zur  Kupplung  von
Cyclopeptidfragmenten an lineare Peptide am Harz.
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Die Peptide 40-137 und 150-173 (keine Cyclisierung im Fall von den Peptiden
138-149) wurden im FACS-Test auf ihre biologische Aktivitdt hin untersucht.
Bei keinem der Peptide konnte Bindung an den uPA-Rezeptor festgestellt
werden. Dies konnte mehrere Griinde haben. Zum einen kann die Orientierung
der Seitenketten der Reste Tyr, Phe, Ile und Trp trotz templatunterstiitzter
Vorhersage nicht der bioaktiven Konformation von cyclo[21,29][D-
Cyszl,Cyszg]-uPAm_m entsprechen. Man konnte bereits anhand des D-Scans von
cyclo[21,29][D-Cyszl,Cyszg]-uPAm_w erkennen, dass  bereits  kleine
Anderungen der Konformation groBe Auswirkung auf die Aktivitit des
Antagonisten zur Folge haben. Ein anderer Grund konnte sein, dass in vielen
der Hexacyclen der N-Terminus entweder nicht vorhanden oder in seiner Lage
stark verschoben ist, und dass somit ein fiir die Ligandenbindung wichtiges
Element nicht existiert. Wohl am plausibelsten ist, dass durch den
Templatansatz eine vollig andere backbone-Struktur geschaffen wurde, die
nicht mehr mit der Bindungstasche des uPAR kompatibel ist. Andere
Arbeitsgruppen vermuten ebenfalls, dass der backbone eines uPAR-Liganden
(wie z. B. cyclo[2l,29][D-Cy521,Cyszg]-uPAZHO) stark fiir die biologische

Aktivitit verantwortlich zeichnet.!'?”!
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3 Cyeclische, peptidische Rezeptor-Liganden mit

konformationell eingeschrinkten Aminosauren

Wie bereits in Kapitel 2.4.2 erldutert, besitzen cyclische Peptide mit kleinen
Ringgrofen  bevorzugte  konformationelle =~ Merkmale, die  durch
strukturinduzierende Aminoséduren — wie z. B. D-Aminosduren oder Pro -
hervorgerufen werden. Die Cyclisierung hat neben einer definierten Struktur
auch den Vorteil, dass die metabolische Stabilitdt im Vergleich zu linearen
Peptiden erhoht wird."*2*7 Verstirkt wird dieser Effekt durch den Einbau von
unnatiirlichen Aminosduren, da Peptidasen keine Spezifitit fir z. B. B-
Aminoséduren oder furn-Mimetika besitzen. Schon vor 30 Jahren hat man die
entsprechende Erhohung der Proteasestabilitit entdeckt, als man unnatiirliche
Aminosiuren N-terminal mit AngiotensinII-Peptiden verkniipft hat.”"

Im Folgenden sollen zwei neue Peptidbausteine vorgestellt werden, die sowohl
strukturinduzierende Eigenschaften besitzen, als auch die metabolische

Stabilitdt von Peptiden erh6hen, da sie nicht von Proteasen als Substrat erkannt

werden.

3.1 Die cyclische B-Aminosiure cAA

3.1.1 Verwendung von cyclischen B-Aminoséiuren als Peptidbaustein

Eine Moglichkeit, um peptidische Liganden gegeniiber Proteasen zu
stabilisieren und gleichzeitig strukturellen Einfluss auszuiiben, ist die
Verwendung von [-Aminosduren, die im Gegensatz zu natiirlich
vorkommenden a-Aminosduren eine zusitzliche Methyleneinheit zwischen der
Amino- und Carbonsiurefunktion aufweisen.**”!

Denkbar sind die in Abbildung 3.1 dargestellten vier Isomere einer

monosubstituierten -Aminosdure durch Variation von Chiralitdt und Position



3 REZEPTOR-LIGANDEN MIT STRUKTURINDUZIERENDEN BAUSTEINEN 97

der Seitenkette. Allerdings erhoht sich dadurch auch die Zahl der

Freiheitsgrade, was zu grof3erer Flexibilitét fithren kann.

R R

| R
HoN H-N
27""COO0H 2¥"CO0H HZNjACOOH N coon
R R

Abbildung 3.1: Vier mdégliche Isomere einer monosubstituierten [-

Aminosdure.

B-Aminosduren wurden bereits in eine Vielzahl von bioaktiven Peptiden
eingebaut. Zu erwihnen sind Derivate des AngiotensinIl,”®! des Gastrin"**”
und des Bradkinin,””"! die durch den Einbau von B-Aminosduren in vivo
langere Halbwertszeiten aufwiesen. Es wurden auch Versuche durchgefiihrt,
die zeigen, dass [-Peptide gegeniiber einer Reihe von Proteasen selbst nach
Tagen noch unzersetzt vorliegen.*** %!

Im Fall eines Bombesin-Antagonisten konnte gezeigt werden, dass durch den
Einbau einer B-Aminosdure ein fiir die Bindung wichtiger BII-furn stabilisiert

394" Stirkeren Einfluss auf die Konformation von Peptiden

werden konnte.
besitzen konformationell eingeschrinkte B-Aminosduren (Abbildung 3.2), die
fiir die Synthese von Rezeptorliganden (z. B. fiir allbp3-Integrine und Opioid-
Rezeptoren) verwendet wurden. Einschrankung der Freiheitsgrade werden
durch cyclische und bicyclische Strukturen, Einbau von Doppelbindungen und

cis- bzw. trans-Stellung der Amino- und Carboxysubstituenten erreicht.>"]
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C(COOH CECOOH O,COOH O,COOH
NH, NH, “/NH “/NH,

2

COOH COOH AX\
NH, NH, 4

/ COOH COOH
NH, NH,
H H NH,
N
COOH N COOH
HN& >~ -COOH A\qCOOH
CBAA 220

Abbildung 3.2: Cyclische und bicyclische [-Aminosduren.

Die hier vorgestellte cyclische P-Aminosdure cBAA 220 entspricht einem
solchem konformationell eingeschrinkten Peptidbaustein. Ziel dieser Arbeit
war es, diesen enantioselektiv herzustellen und durch Einbau in Peptide seine
strukturinduzierende Eigenschaften zu verifizieren. Interessant war es
herauszufinden, ob ein Cyclohexenring mit Methyl-, Amino- und
Carboxylatsubstituenten in der Lage ist, Cyclopeptide unterschiedlicher

RinggroBe auf nur eine Konformation festzulegen.

3.1.2 Synthese der cyclischen p-Aminosiure cBAA iiber eine

Multikomponenten-Diels-Alder-Reaktion

M. Beller et al. beschreibt die Synthese von Tetrahydroisoindol-1,3-dion aus
o,pB-ungesittigten  Aldehyden, Amid und Maleinimid {iber eine

%491 Die Cyclohexenderivate entstehen

Multikomponentenreaktion (MCR).!
dabei durch die Kondensation des Amids mit einem Molekiil Aldehyd, einer
Aldolkondensation mit einem zweiten Molekiil Aldehyd und einer

Doppelbindungsisomerisierung zu einem 1-Acylamino-1,3-butadien, dass
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zusammen mit Maleinimid abschlieBend eine Diels-Alder-Reaktion eingeht
(Abbildung 3.3).

! Ry~ “NH, R
R QNTRz
o o
H O H O
Aldol j Aldol j
R1 R'I
(0]

R R

o,B-ungesattigter Aldehyd Isomerisierung

0
Rz)kNH o 0 ¢ 0 oo
\/N R2
R i )/ e
\ NH I R (0]
R, ©O

1-Acylamino-1,3-butadien
Tetrahydroisoindol-1,3-dion

+ ent. el } COOEt
O CN I
M

Ry~ "NH W
|

2
R, CN COOEt
; i
Rz)k NH
R4
R4 COOEt
|
R4 =H, Me, Et, Hex, i-Pr, Bn N COOEt

R, = Me, Ph, Me,N

Abbildung 3.3: Multikomponentenreaktion zur Synthese von unterschiedlich
substituiertem [-Acylamino-cyclohex-2-en mittels Kondensation und Diels-

Alder-Reaktion von Aldehyden, Amiden und Dienophilen.
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Die Reaktion verlduft am besten in NMP oder DMF mit p-Toluolsulfonsdure
als Katalysator und stochiometrischen Mengen an Acetanhydrid bei 120°C in
einem Druckreaktor. Dabei liegen die unterschiedlichen Zwischenprodukte im
Gleichgewicht vor. Erst die (fast) irreversible Diels-Alder-Reaktion am Ende
der MCR-Kaskade fiihrt zu einem stabilen Produkt, das sich mit der Dauer der
Reaktion (24 h) anreichert. Die Wahl des Aldehyds und des Dienophils (z. B.
Acetylendicarbonsdureester oder Acrylnitril) bestimmen dabei die Substitution
des Cyclohexenrings. Die aus einer endo-Addition entstandenen Produkte sind
alle durch ein all-syn-Substitutionsmuster gekennzeichnet, wobei die fiir die
Diels-Alder-Reaktion typische Mischung zweier Enantiomere entsteht. Die
Ausbeuten mit reaktiven Dienophilen liegen je nach eingesetztem Aldehyd
oder Amid im Bereich von 50-90%. Bei sterisch anspruchsvollen Aldehyden

liegen die Ausbeuten im unteren Bereich.

Fir die Synthese einer cyclischen p-Aminosdure mit Hilfe der oben
beschriebenen MCR und fiir den nachfolgenden Einbau in Peptide iiber die
Fmoc-Festphasenstrategie sind folgende Sachverhalte zu beriicksichtigen:

e Als Dienophil wird ein Acrylsdurester eingesetzt, der durch die
Regioselektivitit der Diels-Alder-Reaktion zu einer ortho-Stellung von
Amino- und Carboxylat-Funktion des Produkts fiihrt. Der Ester kann
anschlieBend leicht verseift werden, um die freie Carbonsidure zu erhalten.
Theoretisch konnte auch Acrylnitril als Dienophil verwendet werden, jedoch
besteht wihrend der sauren Verseifung der Nitrilfunktion die Gefahr, dass es
zu unerwiinschten Nebenreaktionen kommt (z. B. Addition an
Doppelbindung des Cyclohexenrings).

e Die Wahl des Amids wird bestimmt durch seine Hydrolysebestidndigkeit, da
im Anschluss an die MCR eine Umschiitzung zum Fmoc-Derivat nétig ist.
Das Amid sollte deswegen einerseits wihrend der MCR, die bei hoheren
Temperaturen stattfindet, stabil sein, zum anderen aber auch leicht zu spalten

sein.
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e Da bei Diels-Alder grundsitzlich beide Enantiomere entstehen, soll durch
Verwendung von chiralen Reagenzien die Enantioselektivitit gesteuert
werden. In Frage kommen grundsétzlich chirale Katalysatoren oder
Auxiliare, wobei erstere wegen der hohen Reaktionstemperaturen nicht
eingesetzt werden kann. Es bietet sich an, das Auxiliar iiber den
Acrylsdureester einzufiihren, da dieser nach der MCR durch Hydrolyse
gespalten wird und so das Auxiliar wieder entfernt werden kann.

e Die Wahl des Aldehyds beschriankt sich auf unverzweigte Alkyl- oder
Benzylaldehyde, um die Hinderung der Reaktion durch sterische Anspriiche

0
%COR3
+
o)

moglichst gering zu halten.

ortho Stellung

FmocHN R, /
R4 COOH Hydrolyse R1vK/COOR3 MCR
— | — N
Umschlitzen Ry NH
R1 R1
+
R4 = n-Alkyl bzw. Benzyl 0
R, = leicht hydrolisierbares Amid oder Urethan R
2 R,

R3 = chirales Auxiliar mit HO- oder HN-Gruppe
R4 = Alkyl oder Alkoxy

Abbildung 3.4: Retrosynthetische Analyse fiir eine cyclische [-Aminosdure mit

Cyclohexen-Grundgeriist.

Als Acrylséurederivate wurden der Menthol- 223 bzw. Phenylmentholester 224
verwendet. Die beiden sekunddren Alkohole haben sich besonders fiir
Cycloadditionsreaktionen als Auxiliar bewihrt.*""! Das von Corey 1975 fiir die

114024931 pegitzt  dabei

Prostaglandinsynthese entwickelte (-)-8-Phenylmentho
erheblich stirkeren Einfluss auf die Steuerung des Enantiomereniiberschuss als
Menthol, da der Phenylring des Auxiliars mit der Doppelbindung des Acrylats

in m-Wechselwirkung tritt und somit diese rdumlich von einer Seite gegeniiber
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einem Angriff eines Diens abschirmt.”*"> **! Im Fall von Menthol ist dieser
Effekt schwicher ausgepragt.

Die Synthese der beiden Acrylsdureester 223 und 224 aus Acrylsédurechlorid
und Menthol 221 bzw. Phenylmenthol 222 wurde in trockenem THF mit
Triethylamin als Base bei 0°C durchgefiihrt (Abbildung 3.5). Bemerkenswert
dabei ist, dass sich das Menthylacrylat 223 zur Reinigung im HV bei 75°C
destillieren ldsst (unter Zugabe von Hydrochinon), das 8-Phenylmenthylacrylat
224 aber nicht, da es bei 85°C bereits aus dem dampfférmigen Zustand heraus
polymerisiert. Die Aufreinigung musste deshalb mittels Flash-Chromatografie
erfolgen. Die beiden Acrylate sind im Kiihlschrank ohne Zusatz von
Radikalfdngern extrem stabil. Die Wechselwirkung von Phenylring mit der
Doppelbindung (DB) des Acrylats im Fall von 224 wird im 'H-NMR-Spektrum
deutlich, da im Vergleich zu 223 die DB-Protonen hochfeldverschoben sind

und sich das Kopplungsmuster wesentlich verdndert.

R1 R1
W o o ~.
HOL = EtsN, abs. THF Hko =
+ ‘ Cl _ ‘
0°C,2h
Ry =H: (-)-Menthol 221 Ry =H: 223 61%
R4 = Phenyl: (-)-8-Phenylmenthol 222 R4 =Phenyl: 224 73%

n-Wechselwirkung _.&
von Aromat und DB ‘ J Y
s O 5
N
O

Abbildung 3.5: Synthese von Acrylsdurementhylester 223 und Acrylsdure-(-)-
8-phenylmenthylester 224.

Fir die Synthese von cyclischen [-Aminosduren mussten einige

Modifikationen der in der Literatur beschriebenen Reaktionsbedingungen
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durchgefiihrt werden. Zum einen ist es notwendig, dass fiir Diels-Alder-
Reaktionen mit Acrylaten bei hohen Temperaturen Radikalfinger zugesetzt
werden,*” da sonst ausschlieBlich Polymerisationsprodukte entstehen. Mit
Hilfe von 0.05 eq. 2,6-Di-fert-butyl-4-methyl-phenol (BHT) kann die
Nebenreaktion bis auf ein sehr geringes Mall zuriickgedringt werden.
Weiterhin war eine Erhohung der Reaktionstemperatur auf 140-160°C
notwendig, weil bei 120°C die abschlieBende Diels-Alder-Reaktion nur
langsam verlief; bei Temperaturen unter 100°C konnte kein Produkt im
Reaktionsgemisch detektiert werden. Dies kann auf die geringere Reaktivitit
von Acrylaten als Dienophil zuriickgefiihrt werden. Die Reaktionsdauer von 16
h war ausreichend. Die Verwendung eines Druckreaktors ist zwingend, weil
der Siedepunkt mancher Reagenzien (z. B. Acetanhydrid) unterhalb der
Reaktionstemperatur liegen. Als Sadurekatalysator wurden 0.05 eq. wasserfreie

Camphersulfonsdure verwendet und als Losungsmitte]l DMF.

Die ersten MCR-Reaktionen wurden mit der in der Literatur beschriebenen
Reagenzien Propioaldehyd 225 (spéter auch Phenylpropioaldehyd 226) und
Acetamid 227 durchgefiihrt, um den Verlauf der Reaktion zu studieren. Es ist
aber bekannt, dass Amine mit Acetylschutzgruppen nur unter drastischen

Bedingungen (konz. KOH oder HCI) entfernt werden konnen (Beispiele in [408-

*12) "Es wurden deshalb nach weiteren Amino-Schutzgruppen bzw. Amiden
gesucht, die sich leichter abspalten lassen. Die Wahl fiel auf Trifluoracetamid
230, Fmoc-Amid 229 und Z-Amid 228 (Carbaminsdurebenzylester).
Trifluoracetamid 230 wird haufig verwendet, um Aminogruppen in Molekiile

: . 41
einzufiihren,*"”!

und ldsst sich leicht mit verdinnter K,CO;-Losung
hydrolysieren,"'* *'*1 das Fmoc-Amid 229 wiirde ohne Umweg die fiir die
spéitere Fmoc-Festphasensynthese gewiinschte Schutzgruppe liefern, und die Z-
Schutzgruppe ldsst sich unter milden hydrogenolytischen Bedingungen oder

mit starken Sduren abspalten.!*!¢*!®
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n= 1: Methyl 227
2: Benzyloxy 228
3: Fluorenylmethoxy 229

4: Trifluormethyl 230 o]
o o o Rn)J\l'\lH o)
1eq. Acy,0,0.05eq. CSA, R _R
+ _R m o o
2RkaH Rn)kNHz ' Hko ’ |
BHT, DMF, 160°C, 16 h
+ ent.
m
m = 1: Methyl 225 o =1: (-)-Menthyl 223
2: Benzyl 226 2: (-)-8-Phenylmenthyl 224 m=1,n=1,0=1: 231 26% d.e.
m=1,n=1,0=2: 232 90% d.e.
m=1,n=2,0=1: 233 30%d.e.
m=1,n=2,0=2: 234 91% d.e.
m=2,n=2,0=2: 235 92% d.e.
~ 20% Ausbeute

Abbildung 3.6: Synthese von cyclischen [Aminosduren tiber enantioselektive

Multikomponentenreaktion.

Nach Beendigung der Reaktion wurden fliichtige Stoffe wie DMF, Essigsdure
und Propioaldehyd entfernt und der Riickstand auf seinen Inhalt hin untersucht.
Bei Verwendung von Fmoc-Amid 229 und Trifluoracetamid 230 konnte keine
Produktbildung festgestellt werden. Wahrscheinlich ist das Fmoc-Amid unter
den hohen Temperaturen instabil und das Trifluoracetamid zu wenig nucleophil
fiir die Kondensation mit dem Aldehyd. Mit Acetamid und Z-Amid wurden im
Durchschnitt Ausbeuten von 20% nach Flash-Chromatografie erreicht. Als
Nebenprodukte entstanden mehrere Substanzen mit Massen +40 und +80, die
wahrscheinlich aus der Kondensation eines Produktmolekiils mit ein oder zwei
Molekiilen Propioaldehyd stammen. Die Nebenproduktbildung konnte etwas
unterdriickt werden, wenn die Menge an Propioaldehyd im Verhéltnis zum
Amid verringert wurde. Die Aquivalente des Acrylats und des Acetanhydrids
spielten dabei keine Rolle. Es wird vermutet, dass sich bei Uberschuss an
Aldehyd hohere Kondensate aus Amid und Aldehyd bilden, die abschlieSend
mit dem Acrylat eine Diels-Alder-Reaktion eingehen. Ein Nachteil der
Synthese ist wahrscheinlich die geringe Reaktivitit des Acrylat-Dienophils, da

mit dem in der Literatur verwendeten Maleinimid hohere Ausbeuten und
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weniger Nebenreaktionen beobachtet wurden. Dass die Reaktion auch mit
anderen Aldehyden funktioniert, zeigt die Entstehung des MCR-Produkts 235,
das unter Verwendung von Phenylpropioaldehyd 226 entstanden ist.

3.1.3 Strukturanalyse des cBAA-Bausteins

Die gereinigten Produkte wurden einer NMR-Analyse unterzogen, um
Informationen iiber Konstitution, Konfiguration und Enantioselektivitidt zu
erhalten. Die 'H- und "’C-Zuordnung iiber 2D-Experimente und Ermittlung
einiger °J-Kopplungskonstanten des Protonenspektrums ermdglichten die
eindeutige Identifizierung der Primérstruktur der Verbindungen 231-235. Die
trans-Stellung des Amidprotons und des H(2) zueinander wird dabei durch eine
3J-Kopplung von 10.5 Hz und die cis-Stellung zwischen H(2) und H(1) durch
eine von 5.2 Hz wiedergespiegelt. Es handelt sich bei der MCR tatsachlich um
eine endo-Diels-Alder-Reaktion mit gewiinschter Regioselektivitit zur cis-f3-
Aminoséure.

Der re- bzw. si-Seitenangriff der Diels-Alder-Reaktion fiihrt zu zwei
Diastereomeren (das chirale Auxiliar ist noch tiber die Esterbindung mit dem
Cyclohexenring verkniipft), die sich tiber Flash-Chromatografie oder HPLC-
Trennmethoden nicht getrennt isolieren lassen. Die Enantioselektivitdt ldsst
sich aber iiber die Integration der H(2)-Peaks im NMR-Protonenspektrum
ermitteln, da dort zwei getrennte Peaksets der Diastereomeren (selbe
Kopplungskonstanten von NH und H(2) von 10/5 Hz) erkennbar sind. Mit
Menthol als Auxiliar betrdgt das Verhéltnis 37:63; mit Phenylmenthol dagegen
verbessert sich die Selektivitit auf 6:94. Im Folgenden wurden deswegen nur
die Synthesen mit den Zwischenprodukten 232 und 234 weiter verfolgt.

Um herauszufinden, welches Diastereomer bevorzugt gebildet wird, wurden
ROESY-NMR-Spektren von 234 aufgenommen, um Kontakte zwischen
benachbarten Protonen zu ermitteln. Neben kurzen Abstinden zwischen axial

stehenden Protonen des Menthol- bzw. der Cyclohexenrings gibt es schwache
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Kontakte zwischen dem Benzyl-CH, der Z-Schutzgruppe und der
Methylgruppe am C(5) des Phenylmenthols. Weiterhin wechselwirkt der
Aromat des Phenylmenthols schwach mit dem H(5), H(6) und H(1) des
Cyclohexenrings. Ein sehr wichtiges Indiz fiir die in Abbildung 3.7 dargestellte
Struktur ist auch der Hochfeldverschiebung von {iiber einem ppm des H(1)-
Protons von 234 (1.67 ppm) im Gegensatz zum Produkt 233 (2.74 ppm), das
keinen Phenylring am Menthol tragt. Die Struktur von 234 wurde mit Hilfe der
NOE-Strukturdaten und nach Energiemiminierung (Discover-Programm)
erhalten. Weitere Konformationen sind aber nicht auszuschlieBen. Das
Diastereomer zu 234 erlaubt dagegen keine zu den Messdaten passende
Struktur. Hinzu kommt, dass die in den Kapiteln 3.4.4 und 3.6.4.1
besprochenen Cyclopeptidstrukturen eindeutig die Konfiguration der -

Aminoséure 220 beweisen.

)JT_F =10Hz_ | ochfeldshit
COOR

R = (-)-8-Phenylmenthyl

Abbildung 3.7: Stereodarstellung der energieminimierten Struktur des Diels-
Alder-Produkts 234.
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Durch einfache Dynamikrechnungen im CVFF-Kraftfeld (Discover-Programm)
wird deutlich, dass nur eine Konformation des Cyclohexenrings der cyclischen
B-Aminosdure eingenommen wird, die selbst bei Temperaturen von 500 K
stabil bleibt. Theoretisch wiren zwei Konformationen denkbar, da der Ring
durch die C(6)H,-Methylengruppe einen Freiheitsgrad besitzt. Die
Methylengruppe liegt entweder {iber oder unter der Doppelbindungsebene. Die
in Abbildung 3.7 dargestellte Vorzugskonformation des Cyclohexenrings kann
dadurch erklart werden, dass die C(5)-CH;-Gruppe und das Carboxylat beide
eine energetisch glinstigere, dquatoriale Stellung einnehmen. Wiirde der Ring
in die andere Konformation umklappen, wiirden sich die beiden Reste axial

gegeniiber stehen und sich gegenseitig sterisch stark abstof3en.

3.1.4 Synthese von Fmoc-cfAA-OH

Um den B-Aminosdurebaustein in Peptidsynthesen einsetzen zu kdnnen, muss
das Auxiliar durch Hydrolyse des Esters und Abspaltung der
Aminoschutzgruppe entfernt werden. In der Literatur finden sich dazu
hauptsidchlich Hydrolysemethoden entweder mit konz. methanolischer KOH-

191 oder mit konz. wissriger HCLM*® Beide Methoden versagen jedoch

Lt')sung[
im Fall der Zwischenprodukte 231 und 232. Mit alkalischen Losungen ldsst
sich zwar bei Temperaturen um die 100°C der Phenylmentholester spalten,
jedoch tritt schon bei Raumtemperatur die basenkatalysierte Racemisierung des
C(1)-Stereozentrums in Nachbarschaft zum Carboxylats des Cyclohexenrings
ein. Bei der Behandlung mit wiéssrigen Séduren kommt es dagegen zur Addition
an die Doppelbindung von 234, was durch das Verschwinden des DB-Protons
im NMR-Spektrum gekennzeichnet ist. Erst mit 8% Trifluormethansulfonséure
(TFMSA) in TFA (v/v)"**" unter wasserfreien Bedingungen lésst sich beides -
Z-Schutzgruppe und Phenylmentholester - innerhalb von 2 h bei

Raumtemperatur hydrolysieren. Die stark saure TFMSA kommt zu Einsatz,
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weil der sekundédre Phenylmentholester selbst unter TFA-Bedingungen stabil
ist.

Die dabei entstehende freie Aminosdure wird nicht isoliert, sondern wie in
Abbildung 3.8 dargestellt nach destillativer Enfernung des Losungsmittels und
sofortigem Quenchen der Reaktion mit NaHCO;-Losung in situ mit Fmoc-
ONSu zur Fmoc-geschiitzten B-Aminosdure 236 umgesetzt (Ausbeute 64%).
Ein Teil der Substanz geht wahrscheinlich durch kationische Wagner-
Meerwein-Umlagerung und intramolekulare, Siure-katalysierte Addition des
Carboxylats an die DB verloren. Ein entsprechendes Fmoc-geschiitztes
Nebenprodukt 237 mit der entsprechenden Masse konnte isoliert und

spektroskopisch nachgewiesen werden.

0]

BY FmocHN O
O NH O Y
1.8% TFMSA/TFA viv, RT, 2 h OH
OR
2. Fmoc-ONSu, *
ges. NaHCO3/THF, RT, 10 h

’34 CBAA 236

R = (-)-8-Phenylmenthol FmocHN 0

FmocHN (0] (0] 0

‘t, '

e +

mogliche Nebenprodukte 237 und 238

Abbildung 3.8: Synthese der Fmoc-geschiitzten p-Aminosdure 236 aus
Zwischenprodukt 234.

Im groBen und ganzen handelt es sich bei der beschriebenen zweistufigen
Synthese um eine effektive Methode, um schnell eine Vielzahl von
unterschiedlichen, konformationell eingeschédnkten B-Aminosduren
enantioselektiv herzustellen, die als building blocks oder turn-Mimetika fiir die

Synthese von peptidischen und nichtpeptidischen Liganden im Wirkstoffdesign
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verwendet werden konnen. Uber die Wahl des Aldehyds (auch a,B-ungesittigte
Aldehyde) und des Dienophils konnten unterschiedliche Substitutionmuster

eingefiihrt werden,”””!

um evtl. peptidische Seitenketten zu ersetzen. Die
Funktionalitit der Doppelbindung ermdglicht dartiber hinaus Derivatisierungen
(z. B. Bishydroxylierung, Epoxydierung, Addition von Metallorganylen), die
im Bereich der Naturstoffsynthese Anwendung finden konnten. Die
Anwendung der B-Aminosdure 220 als Baustein fiir Somatostatinrezeptor- und

Integrin-Liganden wird in den Kapiteln 3.4.4 und 3.6.4.1 beschrieben.

3.2 Das B-turn-Mimetikum ATUA

3.2.1 B-turn-Mimetika als Peptidbausteine

Neben den B-Aminosduren sind u. a. auch B-turn-Mimetika eine Klasse von
proteasestabilen  Peptidbausteinen, die dazu benutzt werden, um

421-425 o
[ V' B-turns sind eine

Sekundirstrukturen zu induzieren oder zu stabilisieren.
in Proteinen und bioaktiven Peptiden hdufig auftretende Struktureinheit, die
den Zweck hat, die Richtung eines Peptidstranges umzukehren oder als
Erkennungssegment in exponierten Proteinschleifen zu fungieren.**! Um die
Struktur von B-turns (siche Kapitel 2.4.2) zu ersetzen, werden haufig mono-
oder bicyclische Systeme eingesetzt, die die Aminosduren in den Positionen
i+1 und i+2 eines B-turns ersetzten.**”*% Einige wichtige Vertreter sind in
Abbildung 3.9 dargestellt. Durch die zusétzlichen kovalenten Briicken, die z. B.
die Wasserstoftbriicke zwischen dem i und i+3-Rest eines P-turns ersetzen,
kommt es zur Einschrinkung des konformationellen Raumes des B-turn-
backbones und somit auch in manchen Fillen zur Stabilisierung der bioaktiven
Konformation eines Liganden." Allerdings bereitet dieser Ansatz
Schwierigkeiten in der Beibehaltung der i+1- und i+2-Seitenketten und ihrer
urspriinglichen Orientierung im B-furn, die zum Teil ebenfalls wichtig flir die

biologische Aktivitit eines Liganden sein konnen.
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Abbildung 3.9: Struktur eines [-turns und einiger ausgewdhlter pf-turn-

Mimetika.

Ein anderes Prinzip, dass in letzter Zeit verstéirkt bearbeitet wird, ist das Design
und die Anwendung von linearen B-turn-Mimetika, da in diesem Fall die

Beibehaltung der i+1- und i+2-Seitenketten leichter zu bewerkstelligen ist.!***

#6 7ur Einschrinkung des konformationellen Freiraums werden dabei

437]

hauptsichlich die beiden Konzepte der Allylspannung'®’ und die Erhohung
von Rotationsbarrieren durch Substitution von Alkanen verwendet. Ausgehend
von der Primédrstruktur eines Dipeptids kann die Amidbindung zwischen den
beiden Aminosduren gegen eine Doppelbindung ausgetauscht und zusétzliche
Alkyl- oder Methylengruppen am backbone angebracht bzw. insertiert werden.
Die in Abbildung 3.10 dargestellten Verbindungen sind einige

Literaturbeispiele fiir lineare [-furn-Mimetika, die zum Teil iiber das

Forschungsgebiet der 3- und y-Aminosduren entwickelt wurden.
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Abbildung 3.10: Beispiele fiir lineare [-turn-Mimetika.

3.2.2 Design von ATUA

Das von Hoffmann et al. entwickelte BII’-turn-Mimetikum [3R,5S,6FE,8S,10R]-
11-Amino-3,5,8,10-tetramethylundec-6-ensdure (ATUA) 2398 pesteht aus
einem acyclischen Kohlenwasserstoff und substituiert eine Kette von vier statt
nur zwei Aminosduren. Fiir das Design von ATUA 239 wurde das bereits oben
angedeutete Konzept der Allylspannung verwendet. Aullerdem beruht es auf
den Vorzugskonformationen von 2,4-Dimethylpentan-Einheiten, die in der
Natur im Bereich der polyketiden Naturstoffe auftreten.*” Die (E)-
Alkeneinheit in der Mitte des Molekiils substituiert die Amidbindung zwischen
der i+1- und i+2-Position in einem B-turn (Abbildung 3.11). Hinweise auf die
wahre Struktur von ATUA ergaben sich durch NMR- und IR-Messungen am
bis-Amid des ATUA-Enantiomer, das laut Modelling-Studien einen BII-furn
ausbilden sollte. Es konnte gezeigt werden, dass in CCl; eine

Wasserstoftbriicke zwischen den beiden Termini vorhanden ist (typische IR-
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Schwingung bei 3360 cm'), und dass in CDCl; vicinale 'H-
Kopplungskonstanten von 3 Hz und 10.5 Hz zwischen dem H(5)- und den
H(4)-Protonen vorhanden sind, die nur im Fall einer stabilen P-furn-artigen
Struktur diese Werte annehmen. Die genaue Vorzugskonformation ldsst sich
jedoch auf diese Weise nicht genau bestimmen. Aus diesem Grund wurde im
Rahmen dieser Arbeit das B-turn-Mimetikum ATUA 239 in ein cyclisches
RGD-Peptid, das einen BII'-furn enthilt, eingebaut und strukturell iiber NMR-
Methoden untersucht (siehe Kapitel 3.6.4.2).

Ri+1 (0] R.+
Z Ni, i+2
HN ,H/ O
—0--H—N
R Riss
N—H--0
’\/\/\4 javavav]
BlIl"-turn
=
H ) ( CHs CHj3 ) ( CH,
Allylspannung 2,4-Dimethyl-pentan 0, o}

Abbildung 3.11: Primdr- und vorhergesagte Sekunddrstruktur des pII’-turn-
Mimetikums ATUA 239. Strukturinduzierender Einfluss wird durch die
Allylspannung der Doppelbindung und die 2,4-Dimethylpentaneinheiten

ausgetibt.

3.2.3 Synthese von Fmoc-ATUA-OH

Um das B-turn-Mimetikum ATUA 239 iiber die Fmoc-Strategie in Peptide

einbauen zu konnen, muss es als N-Fmoc-geschiitztes Derivat vorliegen. Die in
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der Gruppe von Prof. Hoffmann synthetisierte Vorstufe 240,**”) die N-terminal
mit einer Acetylgruppe versehen ist und C-terminal als Methyl-Ester vorliegt,
wurde mit konz. KOH unter Riickfluf entschiitzt und in sifu mit Fmoc-ONSu
und NaHCOj als Base in einem H,O/Aceton-Gemisch zum Fmoc-Derivat 241

umgesetzt. Eine Addition an die Doppelbindung des ATUA konnte dabei nicht

O O
RN

240

festgestellt werden.

1. konz. KOH 2. Fmoc-ONSu, NaHCO3,
2h, 100°C H,O/Aceton, pH 7.5, 2h

I Fmoc-ATUA-OH 241

Abbildung 3.12: Synthese von Fmoc-ATUA-OH 241.

Die Anwendung von Fmoc-ATUA-OH 241 fiir den Einbau in ein cyclisches
RGD-Peptid wird in Kapitel 3.6.4.2 ausfiihrlich behandelt.
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3.3 Das Peptidhormon Somatostatin

3.3.1 Vorkommen und Funktion von Somatostatin

Somatostatin (SST) oder "somatropin release-inhibiting factor" (SRIF) ist ein
cyclisches Peptidhormon, das 1973 zum ersten Mal aus Rinderhypothalamus-
Gewebe isoliert wurde und in zwei natiirlich vorkommenden, biologisch
aktiven Formen existiert.**"" ***) Sowohl das aus 14 Aminosiuren bestehende
Somatostatin-14 (SST-14 oder SRIF-14) als auch das 28-mer Somatostatin-28
(SST-28 oder SRIF-28)**! werden biosynthetisch aus dem Polypeptid-

Vorlaufer Prosomatostatin dargestellt.[**"

R—Ala1-GIy2—Cys3 —Lys4 -Asn® -Phe® -Phe’ -Trp8

HO-Cys'*-Ser-Thr'?-Phe-Thr'%-Lys®

242 SST-14:R=H
243 SST-28: R = H-Ser-Ala-Asn-Ser-Asn-Pro-Ala-Met-Ala-Pro-Arg-Lys-

Abbildung 3.13: Bioaktive Formen des natiirlich vorkommenden

Somatostatins.

Der Hauptursprung von Somatostatin liegt im peripheren Gewebe des
endokrinen Pankreas und des Darms, sowie im zentralen und perphéren
Nervensystem. Es befinden sich jedoch auch Somatostatin-produzierende
Zellen in der Plazenta, den Nieren, der Nebenniere, der Prostata und der
Schilddriise.****] Bei der Entdeckung des Hormons wurde festgestellt, dass
es die Ausschiittung von Wachstumshormon (growth hormon, GH) in der
Hypophyse inhibiert. Spiter hat man noch eine Reihe von anderen
physiologischen Funktionen gefunden, die sich auf die drei Prozesse der

Neutrotransmission,  Zellproliferation =~ und  endo- und  exokriner
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[449

Hormonausschiittung konzentrieren.**) So wird z. B. die Regulierung des

gastrointestinalen Stoffwechsels durch parakrine Inhibierung der Glucagon,

£ [430421 Al weitere

Insulin-, Gastrin- und Sekretinausschiittung beeinfluss
Funktionen wurden eine Reihe autokriner Wirkungen im Bereich des zentralen
Nervensystems beobachtet, durch die Somatostatin als Neurotransmitter
lokomotorische Aktivitit moduliert und kognitive Funktionen beeinflusst.***!
Auf zelluldrer Ebene inhibiert es dabei die Aktivitit der Adenylatcyclase sowie
den Strom von Calciumionen, wihrend der Transport von Kaliumionen
potenziert wird."*¥ Somatostatin ist deswegen von pharmakologischem
Interesse, weil Krankheiten wie z. B. Diabetis, rheumatoide Arthritis,
Alzheimer und gastrointestinale Fehlfunktionen beeinflusst werden konnen.
Besonders in Hinblick auf seine Rolle fiir die GH-Sekretion und
Zellproliferation erscheint es sinnvoll, Somatostatin als Antikrebswirkstoff

einzusetzen, wobei es durch seine kurze Halbwertszeit in vivo von ein bis zwei

Minuten und seiner Unspezifitét stark eingeschrinkt ist.

3.3.2 Die Somatostatin-Rezeptoren und ihre Funktion

Die unterschiedlichen Funktionen von Somatostatin lassen sich mit einer
Familie von fiinf Plasmamembran-Rezeptoren (SSTR1-5) in Verbindung
bringen, die von einer Vielzahl von normalen und malignen Zellen exprimiert
werden.* Die Rezeptoren gehoren zur Klasse der G-Protein gekoppelten
Rezeptoren (GPCR) mit sieben transmembranen a-Helices und wurden 1992
durch Klonierung indentifiziert und charakterisiert.>***!! Sie zeigen eine hohe
Sequenzhomologie (39-57%); unterscheiden sich aber hauptsidchlich in ihren
C- bzw. N-terminalen Segmenten, die fiir die Liganden-Spezifitit und die
intrazelluldre Signaltransduktion mafgeblich sind. Man findet die SST-
Rezeptoren tliberwiegend im Gewebe der Hypophyse und des Gehirns (25%),
des Pankreas (5%) und des gastrointestinalen Trakt (65%).[*> ** Die

restlichen Prozent verteilen sich auf Niere, Nebenniere, Leber und Herz.
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Dariiber hinaus werden die Rezeptoren auf einer Vielzahl von Krebszellen
iiberexprimiert; ****®! das gilt insbesondere fiir den Somatostatin-Rezeptor-
Subtyp SSTR2. In Zusammenhang mit der Tatsache, dass SSTR2 die
Wachstumshormon-Sekretion und damit die Zellproliferation steuert, wird die

h.*%% vom

Bedeutung des Rezeptors als farget fiir die Krebstherapie deutlic
SSTR5-Rezeptor vermutet man, dass er fiir die Inhibition der Insulin-
Ausschiittung verantwortlich ist, was ihn fiir die Behandlung von Insulin-
abhingiger Diabetis interessant macht.*” Der SSTR3-Rezeptor wird fiir
Inhibierung von Magensdure- und Acetylcholinsekretion verantwortlich

71 Die Wirkstoffforschung der letzten Jahre auf dem Somatostatin-

gemacht.!
Gebiet hatte deswegen als primires Ziel, SSTR2- und SSTRS5-selektive
Liganden zu finden, die eine lange Halbwertszeit in vivo und moglichst hohe

Aktivititen im unteren nanomolaren Bereich besitzen.**?!

3.3.3 Entwicklung von Somatostatin-Analoga

Die beiden Somatostatin-Peptide SST-14 und SST-28 binden mit hoher
Affinitdt (nM Bereich) an alle fiinf SSTR-Subtypen und kénnen deswegen als
unselektive Liganden betrachtet werden.**® **! Ausgehend von der natiirlichen
Sequenz wurde in der Gruppe von Salk et at. die in der Wirkstoffsuche hiufig
angewandten Methoden der C- und N-terminalen Verkiirzung, des Ala- und des
D-Scans durchgefiihrt. Dabei wurde festgestellt, dass bei Austausch des L-Trp®
gegen ein D-Trp® die Aktivitit um das 6-8-fache ansteigt, und dass die
Aminosiuren Phe’, Phe’, D-Trp®, Lys’ und Phe'' essentiell fiir die agonistische
Unterdriickung der GH-Freisetzung sind.’*** Durch Verschiebung der
Cysteine auf die Positionen Cys® und Cys'', Beibehaltung des D-Trp® und
Einfithrung eines C-terminalen Threoninols und N-terminalen D-Phe’ gelang es
Bauer et al. einen peptidischen Agonisten zu finden, der eine hohe
Proteasestabilitét besitzt und der im Vergleich zu SST-14 die GH-Sekretion um
den Faktor 45-70 stirker inhibiert. Das sog. Octreotid 244 (SMS-201-995) ist
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auBerdem selektiver gegeniiber dem SSTR2, da die Insulin- und Glucacon-
Ausschiittung weniger stark gehemmt wird als die des GH."*”> *’%) Zusammen
mit zwei anderen in der Struktur sehr dhnlichen Peptide (Unterschiede nur in
Positionen 5, 7, 10 und 12) — Vapreotide 245 (RC-160) und Lanreotide 246
(BIM-23014)1""*%1 _ wird Octreotid 244 inzwischen in der Klinik als
antineoplastischer Wirkstoff eingesetzt. Die antiproliferative Wirkung nutzt
man aus, um Acromegalie, Adenoma und Pankreas-, Brust- und Prostata-Krebs
zu behandeln.**! Dabei bezicht sich die Selektivitit aller drei Wirkstoffe auf
die Somatostatinrezeptoren SSTR2 und SSTR5.** **] Die in vivo-Stabilitit im

Menschen von Octreotid und Lanreotid betrigt etwa 80-100 min,*** **¥ und
besitzt damit eine bedeutend bessere Pharmakokinetik als SST-14.
H-D-Phe®-Cys-Phe-D-Trp® H-D-Phe®-Cys-Phe-D-Trp® H-D-BNal®-Cys-Tyr-D-Trp®
Thr(ol)-Cys—Thr—Lys® H,N-Trp-Cys—Val —Lys® HO-Thr-Cys—Val —Lys®
Octreotid 244 Vapreotid 245 Lanreotid 246
SMS-201-995 RC-160 BIM-23014
Pro-Phe-D-Trp® (NMe)Ala-Tyr-D-Trp®
Phe=Thr—Lys® Phe-Val—Lys®
"Veber-Peptid" 247 Seglitid 248
L-363,301 MK-678
Peptid SSTR1 SSTR2 SSTR3 SSTR4 SSTR5
SST-14 1.1 1.3 1.6 0.53 0.9
SST-28 2.2 4.1 6.1 1.1 0.07
Octreotid >1000 2.1 4.4 >1000 5.6
Vapreotid >1000 54 31 45 0.7
Lanreotid >1000 1.8 43 66 0.62
"Veber-Peptid" | >1000 5.1 129 >1000 25

Abbildung  3.14:  Peptidische = Somatostatin-Analoga ~ und  ihre

rezeptorspezifische Affinitdten (K; in nM).[45% 454
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Eine weitere wichtige Entdeckung wurde von Veber et al. mit einem hoch
aktiven, backbone-cyclisierten Hexapeptid 247 (L-363,301, sog. "Veber-
Peptid") gemacht, das die Sequenz cyclo(-Pro®-Phe’-D-Trp®-Lys’-Thr'’-Phe''-)
besitzt und die Sekretion von GH, Insulin und Glucacon inhibiert.*%*%"]
Weitere Modifikationen fiihrten zur Synthese von MK-678 248 (auch bekannt
unter Seglitide), das anstelle des Pro® ein N-methyliertes Alanin trigt, Phe’ und
Thr'® gegen Tyr und Val ausgetauscht wurden und das eine 10-fach bessere

Aktivitit als L-363,301 besitzt,**® wobei sich die Selektivitit mehr auf den

SSTRS und die Insulin-Ausschiittung verlagert.

Um den pharmakologischen Limitierungen — insbesondere der schlechten
oralen Verfligbarkeit und kurzen Halbwertszeit - der peptidischen Agonisten
entgegen zu wirken, werden Anstrengungen unternommen, um
niedermolekulare, nicht peptidische Somatostatin-Analoga mittels rationalem
Design zu finden. Von Untersuchungen mit einem B-D-Glucose-Grundgertist,
auf dem tber Etherbriicken D-Trp-, Lys- und Phe-Seitenketten angebracht
wurden, weill man, dass das Peptidriickgrat keine Relevanz fiir die Aktivitét
besitzt.**” **1 Auf Grund dieser Tatsache und mit Hilfe von strukturbasierter
kombinatorischer Chemie wurden 1998 von der Merck-Gruppe die ersten
nichtpeptidischen Agonisten 249 und 250 vorgestellt, die selektiv mit hoher
Affinitit an den SSTR2-Rezeptor binden.*”" ¥ Auffillig ist, dass wiederum
die drei Funktionalititen der D-Trp- und Lys-Seitenkette und eines Aromaten
vorhanden sind. Es ist ebenfalls gelungen, auch fiir die anderen Rezeptor-
Subtypen selektive Inhibitoren (251-255, Abbildung 3.15) zu finden, mit deren
Hilfe man hofft, den Bindungsmodus und die genaue Funktion der Ligand-

Rezeptor-Wechselwirkung zu verstehen.[**!
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SSTR1 SSTR2 SSTR3 SSTR4 SSTRS

SST-14 0.38 0.04 0.66 1.78 2.32
249 1740 1.6 2950 2000 4470
250 2392 0.01 31 81 163
251 1.4 1875 2240 170 3600
252 2760 0.05 729 310 4260
253 1255 >10000 24 8650 1200
254 199 4720 1280 0.7 3880
255 3.3 52 64 82 0.4

Abbildung 3.15:  Nichtpeptidische = Somatostatin-Analoga  und  ihre
rezeptorspezifischen Affinitditen (K; in nM).
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3.3.4 Struktur-Wirkungsbeziechung von Somatostatin-Analoga

Schon wihrend der Synthese der ersten SST-14-Analoga hat man vermutet,
dass ein BII'-turn der Sequenz Phe’-D-Trp*-Lys’-Thr'® ein Bestandteil der
aktiven Konformation ist, weil durch Einbau eines D-Trp in Position 8 eine
Aktivitétssteigerung zu beobachten war und eine D-Aminosdure in der i+1-
Position eines PBII’-furns hdufig anzutreffen ist (siehe Kapitel 2.4.2). Seither
wurde die Verwendung von D-Trp® fiir viele SST-Agonisten beibehalten. Nach
der Entdeckung des Veber-Peptids 247, dessen Raumstruktur mit Hilfe von

(4944931 konnte belegt werden,

NMR und modelling-Techniken aufgeklart wurde,
dass im Hexapeptid tatsdchlich ein BII’-turn vorliegt, dem sich gegeniiber im
Peptid ein BVI-turn befindet. Die Phe''-Pro’-Einheit bildet dabei eine cis-
Amidbindung aus, die das Peptid in die fiir die hohe Aktivitdt wichtige
Konformation bringt. Untersuchungen am retro-inversen Veber-Peptid
bestdtigen die eben erwihnte Vermutung, dass das Peptid-Riickgrat nicht direkt
an der Rezeptorbindung teilnimmt."***! Da im SST-Analogon MK-678 248 das
Pro® gegen NMe-Ala und Thr'® gegen Val ohne Verluste ausgetauscht werden
kann, geht man davon aus, dass diese beiden Positionen nicht Teil des

I Die restlichen Aminosiuren werden laut eines

Pharmakophors sind.[**
pharmakophoren Modells von Goodman et al. fir die Aktivitit verantwortlich
gemacht, wobei das D-Trp® und das Lys’ in ihrer Position nicht variiert werden
konnen,*” das Phe aber durch Tyr’ (siche z. B. Lanreotid 246) ersetzt werden
kann oder das Phe'' wie im Fall des Octreotids extracyclisch angebracht wird.
Das Modell eines Geriistmolekiils mit einer D-Trp, Lys- und einer
aromatischen Seitenkette wurde flir das Design von nichtpeptidischen SST-

Analoga erfolgreich verwendet.[*"
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3.4 Synthese von Somatostatin-Analoga mit cfAA als

strukturinduzierendem Baustein

3.4.1 Bisheriger Kenntnisstand und Aufgabenstellung

Aus der Arbeit von S. Gruner ist bekannt, dass die Dipeptideinheit Phe''-Pro®
des Veber-Peptids ohne Verlust der Aktivitit durch eine cyclische
Zuckeraminoséure ersetzt werden kann, wenn dabei das Thr'® als Benzyl- oder

t.14%% 4% Die aus Glucose gewonnene Zuckeraminosdure 256

Trt-Ether vorlieg
besteht aus einem konformationell eingeschrankten Furanosering; stabilisiert
durch eine Isopropylidengruppe, die zwei benachbarte Hydroxygruppen als
Ketal schiitzt. Die Carboxy- und Aminofunktion in a- und 3-Position stehen in
trans-Stellung zueinander. Sehr gute antiproliferative Effekte mit menschlichen
Krebszelllinien (A431 (epidermoid carcinoma) und Panc-1 (Pankreas)) mit
einem ICsy = 10 uM konnten erzielt werden bei Austausch des Lys’ gegen Nle
und Phe’ gegen Tyr (dhnlich wie in MK-678 248), ohne dass dabei
cytotoxische Effekte beobachtet werden konnten. Besonders der Austausch des
Lys’ gegen Nle bringt eine Aktivititssteigerung von 25 puM auf 10 pM mit
sich, was bedeutet, dass das Amin in der Lys-Seitenkette fiir antiproliferative
Effekte eher hinderlich ist. Eventuell riickt dadurch bevorzugt ein unbekannter
Mechanismus in den Vordergrund, der im geringeren Mal} {iber die SST-
Rezeptoren vermittelt wird. Peptide ohne Trt- oder Benzylether als Schutz der
Thr'’-Seitenkette zeigen keinerlei Aktivitit, was entweder durch eine Anderung
der backbone-Struktur oder die Beteiligung des Trityls am Pharmakophor
erklart werden konnte. Die Anfélligkeit gegeniiber Peptidasen sollte &uferst
gering sein, da B-Aminosduren und D-Aminosduren nicht als Substrat erkannt
werden. Auch das Trt-geschiitzte Thr'® bietet keine Angriffsfliche fiir
proteolytischen Abbau.
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Pro-Phe-D-Trp®
Phe- Thr—Lys®
Veber-Peptid 247
?H OH
oder Phe 7N D-oderL-Tyr’
4
0 0
BSAA256 — ¢ NH CBAA 220 o ¢ NH .
NNH HN— N NNH HN— —\_ D-Tp
S 0 : 0 /
? NH NH N
O [HIEEN ] O
o NH NH
0
)( H oder Lys H«W Nie®
o) 0 o 0

oder Bzl Thr'®

257 258, 259 und 260

Abbildung  3.16:  Entwicklung  von  Somatostatin-Analoga  mit

strukturinduzierender [-Aminosdure.

Mit dem Einbau der in Kapitel 3.1 beschriebenen cyclischen -Aminosaure 220

in auf das Veber-Peptid basierenden SST-Analoga sollten im Rahmen dieser

Arbeit folgende Fragen geklart werden:

Welche Bedeutung hat das Furanosegeriist der Zuckeraminosdure 256
oder der methylierte Cyclohexenring der B-Aminosdure 220 fiir die
SST-Aktivitit der Cyclopeptide?

Kann durch die cis-Stellung des Carboxylats und des Amins der
cyclischen p-Aminosdure 220 eine Steigerung der Aktivitét
hervorgerufen werden, da evtl. die Konformation des backbones im
positiven Sinn beeinflusst wird?

Welche genaue Rolle spielt die Trt-Schutzgruppe des Thr'® fiir die
Aktivitét?

mit oder ohne Trt
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e Welche Bedeutung hat die Chiralitdt der Aminosdure in Position 7, und
welcher Einfluss ergibt sich daraus fiir die Aktivitét?

e Welche Sekundirstruktur besitzen die SST-Analoga mit einer [-
Aminosdure anstelle der Phe-Pro-Einheit und zeigen diese

Ahnlichkeiten mit bereits bekannten SST-Strukturen?

Als Basis fiir die Untersuchungen dient das Peptid mit der Sequenz cyclo(-Tyr-
D-Trp-Nle-Thr(OTrt)-SAA-) 257, da es das Peptid mit der grofiten

antiproliferativen Aktivitit der oben beschriebenen Cyclen darstellt.

3.4.2 Synthese der cyclischen SST-Analoga mit cBAA

Die Peptide wurden mit der in Kapitel 2.4.1 erlduterten Fmoc-
Festphasenmethode am TCP-Harz synthetisiert, das mit
seitenkettenungeschiitztem Fmoc-Tyr-OH als erste Aminosdure belegt wurde.
Der in der Synthese nachfolgende, nur in geringen Mengen vorliegende Fmoc-
B-Aminosdure-Baustein 236 wurde abweichend zum Standardverfahren nur mit
einem geringen Uberschuss von 1.8 eq. an das Tyr gekuppelt. Die
Kupplungsausbeute laut HPLC- und Masseanalyse war trotzdem quantitativ.
Nach Kupplung der Aminosduren Thr(OTrt), Nle und ungeschiitztem D-Trp
wurde die N-terminal entschiitzte Sequenz mit Hilfe eines sehr schwach sauren
Essigsdure/ TFE/ DCM-Gemisch abgespalten, da der Tritylether des Thr
extrem sdurelabil ist und selbst durch Behandlung mit einer 20%igen HFIP-
Losung in DCM langsam gespalten wird. Das annihernd reine, aus '‘BuOH
lyophilisierte, lineare Peptid wurde mit 1.2 eq. PyBOP als Kupplungsreagenz
und der Base Collidin in DMF cyclisiert. Dabei tritt eine Racemisierung des C-
terminalen Tyrosins zu etwa 20% auf. FEine nachfolgende selektive
Entschiitzung der Seitenketten ist nicht notwendig, da das D-Trp und das Tyr
als ungeschiitzte Fmoc-Aminosduren eingesetzt wurden und das Trt des Thr

erhalten bleiben soll. Die Aufreinigung des Peptids erfolgt mittels praparativer
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RP-HPLC, wobei die Losungsmittel der mobile Phase ohne Zusatz von TFA
verwendet werden, da sonst auch in diesem Fall die Trt-Etherbindung
sdurekatalytisch hydrolysiert wird. Ein Teil des cyclischen SST-Analogons 258
wurde mit TFA behandelt, um auch das Trt-ungeschiitzte Derivat 260 zu

Vergleichszwecken zur Verfiigung zu haben.

Fmoc-Tyr-O

Fmoc-Festphasensynthese mit
1. 1.8 eq. Fmoc-cfAA-OH 236
2.3 eq. Fmoc-Thr(OTrt)-OH

3. 3 eq. Fmoc-Nle-OH

4. 3 eq. Fmoc-D-Trp-OH

Y
H—D—Trp—NIe-Thr(OTrt)—cBAA—Ter
1. AcOH/TFE/DCM 2:1:6 v/v/iv, RT, 1 h
2. Lyophilisieren aus 'BuOH
H-D-Trp-Nle-Thr(OTrt)-cBAA-Tyr-OH
1. 1.2 eq. PyBOP, 3 eq. HOBt,

10 eq. Collidin, DMF, RT, 16 h
2. HPLC-Trennung ohne TFA

cyclo(-D-Trp-Nle-Thr(OTrt)-cBAA-Tyr-) 258
+
cyclo(-D-Trp-Nle-Thr(OTrt)-cBAA-D-Tyr-) 259
+
cyclo(-D-Trp-Nle-Thr-cBAA-Tyr-) 260
(nach Behandlung von 258 mit 2% TFA in DCM fir 1 h)

Abbildung 3.17: Synthese von Somatostatin-Analoga 258, 259 und 260 mit
cPAA 220.

3.4.3 Biologische Testergebnisse

Die biologische Testung wurde im Labor von Prof. Kéri (Semmelweis
Medicinal University, Budapest) von Dr. Schwab durchgefiihrt. Die

antiproliferativen Effekte wurden an menschlichen A431-Zellen (epidermoid
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carcinoma) untersucht. Die Zellen wurden dazu auf Mikrotiterplatten adheriert
und nach 6 h bzw. 48 h mit Methylenblau (MB) oder mit
Methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium-bromid (MTT) angefarbt und ihre Anzahl
in Abhédngigkeit der Peptidkonzentration vermessen. MB wird dabei
hauptsédchlich verwendet, um die Zahl von adherierten Zellen zu messen,>"”
MTT fiir die Anfirbung von Mitochondrien in lebenden Zellen.”®!! Die
Messungen wurden mit einer internen negativen und positiven Kontrollen
durchgefiihrt, wobei die Messergebnisse in Relation zur Negativkontrolle in
Prozent ausgedriickt werden. Die Positivkontrolle, fiir die Cycloheximid?®®*!
verwendet wurde, dient zur Uberpriifung der Stabilitit des Testsystems. Es hat
sich gezeigt, dass bereits nach 6 h erkennbar wird, ob zelltoxische
Verbindungen vorhanden sind, die zur Nekrose (unselektiver Zelltod unter
Stressbedingungen) fiihren. Ist dies ausgeschlossen, konnen nach 48 h Effekte
auf die Wachstumsrate der Zellen direkt in Verbindung mit Proliferation
(Zellwachstum) oder Apoptose (kontrollierter Zelltod) gebracht werden. Die
Testergebnisse sind in Tabelle 3.1 zusammengefasst. Dabei entspricht der 1Cso-

Wert der Konzentration an Peptid, bei der nach 48 h die Anzahl der Zellen im

Vergleich zur Negativkontrolle um 50% abgenommen hat.

Tabelle 3.1: Antiproliferative Aktivitit der Verbindungen 258, 259 und 260

gegeniiber menschlichen A431-Zellen (epidermoid carcinoma) nach 48 h.

Peptid | ICs-Wertin pM  Nekrose nach 6 h
257 10 keine
258 5 keine
259 6 keine
260 > 100 keine

Die Messungen haben gezeigt, dass keines der untersuchten Peptide
zelltoxische Wirkung besitzt. Dies bedeutet, dass der cBAA-Baustein 220
dhnlich wie die Zuckeraminosdure 256 von lebenden Zellen toleriert wird. Der

Vergleich der Aktivititen macht deutlich, dass eine Steigerung der Aktivitét
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durch Substitution von BSAA 256 durch cBAA 220 um etwa 50% erreicht
werden kann. Dies konnte einerseits an einer Konformationsdnderung des
backbones durch die cis-Stellung der Amino- und Carboxylat-Substituenten
von 220 im Gegensatz zu 256 (hier trans-Stellung) liegen. Dadurch wire es
moglich, dass eine flir die Aktivitit passendere Anordnung der
pharmakophoren Gruppen erzielt wird. Ein anderer Grund konnte sein, dass die
Sekundirstruktur von cBAA 220 Einfluss auf die Aktivitdt nimmt. Im direkten
Vergleich der beiden Bausteine erkennt man, dass prinzipiell die sterisch
anspruchsvolle Isopropylidengruppe zusammen mit den zwei Sauerstoffatomen
durch eine Doppelbindung und zwei Methylgruppen ersetzt wird, um die
Rigiditdt des Cyclus zu gewihrleisten. Eventuell kann durch diese
Modifikation der Ligand besser an den Somatostatin-Rezeptor binden, da
unerwiinschte sterische Wechselwirkungen verringert werden. Auch konnte die
Abnahme der Hydrophobizitit auf dem Weg vom sauerstoffhaltigen
Zuckergeriist zum Cyclohexenring Grund fiir die Zunahme der Aktivitit sein.
In jedem Fall zeigt das Peptid 258 geringe Polaritit und ist kaum in H,O
16slich, da alle fiinf Aminosduren des Cyclus starken hydrophoben Charakter
besitzen und nur die Amidbindungen als polare Einheiten fungieren.
Erstaunlicherweise besitzt das Peptid 259 mit einem D-Tyr in der Sequenz eine
dhnlich gute Aktivitit wie das Peptid 258. Dies konnte darauf hin deuten, dass
die Konfiguration des Tyr eine untergeordnete Rolle fiir den antiproliferativen
Effekt und die Struktur des Peptids hat. Einen extrem wichtige Rolle dagegen
besitzt — wie auch schon in den Studien von S. Gruner gezeigt - die Trt-
Schutzgruppe der Thr-Seitenkette, da bei dessen Entfernung (Peptid 260)
keinerlei Aktivitdt mehr gemessen werden kann. Auf Grund der biologischen
Tests kann vermutet werden, dass die Trt-Gruppe direkt an der Bindung zum
Somatostatin-Rezeptor beteiligt ist.

Weitere Untersuchungen zum Mechanismus der antiproliferativen Wirkung des
Peptids 258 zeigen, dass keine klassische Apoptose sondern wahrscheinlich ein
lysosomaler Zelltod (Caspase-unabhingig) durch das Peptid ausgelost wird, der

evtl. auch ohne Einbeziehung eines SST-Rezeptors erfolgt (Kinaseinhibitor).



3 REZEPTOR-LIGANDEN MIT STRUKTURINDUZIERENDEN BAUSTEINEN 127

3.4.4 NMR-Struktur von cyclo(-D-Trp-Nle-Thr(OTrt)-cBAA-Tyr-)

Die Bestimmung der Struktur von cyclo(-D-Trp-Nle-Thr(OTrt)-cBAA-Tyr-)
258 in Losung wurde durch NMR-Messungen (DQE-COSY,P%: *% Bc.
HSQC,P™ TOCSY,™™ ROESY""**)) in DMSO (0.8 mg Peptid in 0.5 mL)
unter Hilfe von M. Heller in unserer Arbeitsgruppe an Bruker DMX500- und
DMX600-Geriten durchgefiihrt. Nach Zuordnung der 'H- und "C-
Verschiebungen und Kreuzpeak-Integration der ROE-Signale wurden
Abstands-restraints der Protonen unter Annahme der isolierten 2-Spin-
Approximation berechnet.’'®*'? Als Eichabstand wurde dafiir der ROE-
Kreuzpeak der CH,(6)-Protonen des cBAA-Bausteins mit 1.78 A verwendet.
Die distance geometry-Rechnungen (DG) (DISGEO-Programm”"*°"!) und
anschlieBenden molecular dynamics-Rechnungen (MD) (Discover-Programm
mit CVFF-Kraftfeld”'®) in DMSO wurden mit Hilfe von L. Marinelli
durchgefiihrt. Insgesamt wurden 35 Interprotonenabstinde fiir DG- und MD-
Rechnungen benutzt. Zusitzlich wurden iiber 'H-NMR-Messungen ° Jun-
Kopplungskonstanten®'>*"  (backbone und  Seitenketten) und die

521, 522 - .
(215221 pestimmt, um erginzende

Temperaturgradienten der Amidprotonen
Aussagen  Uber  Strukturmerkmale treffen zu  kénnen (z. B.
Seitenkettenorientierung, Flexibilitdt, Abschirmung gegeniiber Losungsmittel).
AuBlerdem war es moglich, aufgrund von ROE-Intensititen und 3JH,H-
Kopplungskonstanten die prochiralen Methylenprotonen CH,(6) des cBAA-

Bausteins und H” der Tyr-Seitenkette stereospezifisch zuzuordnen.

Erste Strukturhinweise erhédlt man durch Vergleich der Messdaten der
Amidprotonen mit den Daten von dhnlichen, bereits publizierten Peptiden, die
ebenfalls hohe Aktivitdt gegeniiber den Somatostatin-Rezeptoren (insbesondere
SSTR2) zeigen. Fiir den Vergleich herangezogen wurden das Veber-Peptid
247,°7! einem Veber-Peptid-Derivat mit Z-Schutzgruppe in der Seitenkette des
Lys’ 261°** und ein Veber-Peptid-Derivat, das statt des D-Trp® ein (2R,35)-B-
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Methyl-D-Trp enthilt 262.°*! Diese Peptide enthalten alle einen BII'-furn mit
D-Trp® in der i+1-Position.

Tabelle 3.2: Chemische Verschiebung, 3JH u-Kopplungskonstante und
Temperaturgradient der Amidprotonen der cyclischen Somatostatin- Analoga

258 247, 261 und 262.”

Peptid | Phe/Tyr’ D-Trp® Lys/Nle’ Thr' cBAA/Phe!
chem. Ver-
schiebung [ppm] | 258 7.84 8.16 8.61 6.86 7.53
247 7.20 8.40 8.67 6.96 8.30
261 7.21 8.41 8.65 6.95 8.30
262 7.42 8.41 8.65 6.95 8.30
3T o [Hz 258 8.7 7.7 7.3 5.2 9.9
247 " 7.8 7.0 7.4 4.9
261 6.4 8.3 7.2 7.5 6.0
262 6.0 8.2 7.1 7.5 4.5
-AS/AT [ppb/K] | 258 4.4 9.2 4.9 -1.0 13.1
247 1.6 5.1 5.4 0.3 2.8
261 1.0 4.8 5.0 0.2 2.8
262 54 6.0 5.4 -0.7 4.8

a) Die Messwerte der Peptide 247, 261 und 262 wurden den Referenzen”>*! entnommen. b)
Durch Uberlappung von Signalen kein Messwert vorhanden.

Wie man aus den Messdaten leicht erkennen kann, bestehen grofle
Ubereinstimmungen im  Bereich der D-Trp®, Lys/Nle® und Thr'’-
Amidprotonen. Insbesondere die 3JHN,Ha—Kopplungskonstanten, die tber die
Karplus-Gleichung mit den dihedralen Winkeln im backbone des Peptids in
Beziehung stehen, lassen den Riickschluss zu, dass die sekundéren
Peptidstrukturen um das Lys/Nle® kaum voneinander abweichen. Auch die
Ubereinstimmung der Temperaturgradienten, die bei Werten von -AS/AT < 2

ppb/K auf eine Beteiligung des Amidprotons an einer intramolekularen
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Wasserstoffbriicke oder auf eine Abschirmung von der

Losungsmittelumgebung  hindeuten, " %

fiihren zum selben Ergebnis.
Besonders charakteristisch fiir die BII'-Konfiguration der Tyr-D-Trp-Nle-Thr-
Sequenz ist der extrem niedrige Wert von -AS/AT < -1.0 ppb/K des cfAA-
Peptids 258, der in dhnlicher GroBenordnung auch bei den anderen Peptiden
gemessen wurde. Fiir die Amidprotonen die am Rand oder auBlerhalb des fiir
die Aktivitit wichtigen BII'-furns liegen, werden im Fall der Vergleichspeptide
247, 260 und 261 noch Ubereinstimmungen der Messwerte gefunden, da es
sich bei allen um Hexapeptiden mit Pro® handelt, jedoch gibt es groBe

Unterschiede im Vergleich zum cBAA-Peptid 258.

Abbildung 3.18: Stereodarstellung der gemittelten Struktur in Losung von
cyclo(-D-Trp-Nle-Thr(OTrt)-cfAA-Tyr-) 258 aus freien MD-Rechungen (ohne

Abstands-restraints).

Weitere Messdaten stehen ebenfalls im Einklang mit der in Abbildung 3.18
dargestellten, aus DG- und MD-berechneten Raumstruktur von cyclo(-D-Trp-
Nle-Thr(OTrt)-cBAA-Tyr-) 258. Zum Beispiel kann der extrem niedrige
Temperaturgradient von -AS/AT < -1.0 ppb/K fiir das Thr'’~Amidproton
dadurch erklirt werden, dass die y-Methylgruppe des Thr'® direkt iiber der
entsprechenden Amidbindung liegt und dadurch das Proton stark von der
Losungsmittelumgebung abschirmt. Zusitzlich Verstirkung des Effekts wird

durch eine schwache Wasserstoffbriicke zwischen dem H -Thr'® mit dem CO
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des Tyr’ erzeugt. Die Amidprotonen des cPAA'' und des D-Trp® treten
dagegen vollstindig in Kontakt mit den Losungsmittelmolekiilen, da sehr hohe
Werte von 13.1 ppb/K bzw. 9.2 ppb/K fiir den Temperaturgradienten ermittelt

wurden.

Weitere Bestdtigung der in Abbildung 3.18 gezeigten Struktur erhélt man durch
aussagekriftige 3JH,H-Kopplungskonstanten des  backbones und der
Seitenketten. Die im 'H-Spektrum fiir das H>-Proton des cBAA'' gemessenen
Kopplungskonstanten von 9.5 Hz und 3.6 Hz stehen fiir eine frans-Stellung
zum H" (Jyu-Kopplungskonstante: 9.9 Hz) und eine cis-Stellung zum H' des
cBAA'". Die Anordnung des cBAA'" im Cyclus ist damit eindeutig festgelegt.
Fiir die H? des Tyr, die stereospezifisch zugeordnet werden konnten, ergeben
sich Konstanten von 9.5 Hz und 4.6 Hz. Dies deutet zusammen mit den
entsprechenden ROE-Integralen auf eine stark bevorzugte gauche’-

Konformation der Tyr-Seitenkette hin,">*

so wie sie in Abbildung 3.18 gezeigt
ist. Fiir die Seitenkette des D-Trp ist eine Festlegung auf ein Seitenketten-
Konformer iiber die Kopplungskonstante nicht moglich, da die Werte der
beiden HP-Protonen von 7.3 Hz und 7.5 Hz auch durch Mittelung iiber die
NMR-Zeitskala entstanden sein konnen. Ebenso weisen Verletzungen der
Abstinde der D-Trp®-Seitenkette wihrend der MD-Rechnung auf Flexibilitit
des Indolrings hin. Das Riickgrat des D-Trp® scheint jedoch nicht davon
betroffen zu sein, da sich die entsprechenden Abstands-restraints in den
vorgegebenen Grenzen bewegen. Kopplungskonstanten fiir die Thr-Seitenkette
(iber H*-Peak im 'H-NMR-Spektrum) konnten nicht ermittelt werden, da
durch Linienverbreiterung — wahrscheinlich durch Flexibilitit der Thr'’-Einheit
— eine schlechte Auflosung der Signale vorgefunden wurde. Diese Flexibilitét
spiegelt sich auch in der geringfiigigen Verletzung von Abstands-restraints von
Thr-backbone und -Seitenkette wihrend der MD-Rechnung wieder.
Wabhrscheinlich beeinflusst die sterisch anspruchsvolle Trt-Gruppe, die laut
freien MD-Rechnungen einige Grad um die Etherbindung rotieren kann, die

Konformation ihrer Umgebung.
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Die Orientierung der D-Trp®- und Nle’-Seitenkette zueinander gelang iiber die
Messung einer Hochfeldverschiebung einiger Nle’-Protonen. So werden
anscheinend die y- und e-Protonen in der Seitenkette vom Aromatensystem des
D-Trp® beeinflusst, da eine Verschiebung der Signale von -0.5 ppm bzw. -0.2

27 3381 stattfindet. Ein weitere

ppm im Vergleich zu Durchschnittswerten!
Hinweis ist ein ROE-Signal (entspricht ca. 4.3 A) zwischen der e-
Methylgruppe des Nle’ und dem aromatischen H°-Proton des Indolrings. Die
Wechselwirkung beider Seitenketten ist anscheinend so stark, dass wahrend
freier MD-Rechnung die Anordnung der Gruppen zueinander kaum veridndert
wird. Die Abweichung der backbone-Struktur zwischen freier und mit

restraints versehener MD-Rechnung betrigt nur 0.13 A, was auf eine

insgesamt sehr stabile Konformation des Peptids hindeutet.

Abbildung 3.19: c¢fAA —Einheit der cyclo(-D-Trp-Nle-Thr(OTrt)-cAA-Tyr-)-
Struktur mit ROE-restraints (schwarze Linien), die fiir die DG- und MD-

Rechnungen verwendet wurden.
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Eine isolierte Strukturbetrachtung der cfAA-Einheit des Cyclopeptids 258
ergibt, dass die Konstitution und Konfiguration des substituierten
Cyclohexenrings der der in Kapitel 3.1.3 vorgestellten Struktur entspricht.
Durch den Einbau in ein rigides Cyclopeptid ist es moglich, definierte ROE-
Daten der cBAA-Protonen zu erhalten, die im Einklang mit der berechneten
Peptidstruktur stehen. Die in Abbildung 3.19 eingezeichneten restraints konnen
nur erfiillt werden, wenn die Diels-Alder-Reaktion der MCR iiber die
beschriebende Regio-, endo- und Enantioselektivitit verfiigt. Wie bereits
vermutet, besitzt der cfAA-Baustein durch die Doppelbindung und sein
Substitutionsmuster geniigend Rigiditédt, so dass nur eine Konformation des

Cyclohexenrings eingenommen wird.

Eine erstaunliche Tatsache ist, dass die f-Aminosdure cBAA 220 in der Lage
ist, unter Verkiirzung der Sequenz um eine Aminosdure in einem cyclischen
Hexapeptid die strukturinduzierende Funktion eines BVI-turn zu ersetzen. Es
wire interessant herauszufinden, ob cBAA 220 generell in der Lage wére, als
BVI-turn-Mimetikum zu fungieren. Dies miisste anhand weiterer linearer und
cyclischer Testpeptide untersucht werden, die einen BVI-furn enthalten. Fiir
eine Weiterentwicklung des cyclo(-D-Trp-Nle-Thr(OTrt)-cBAA-Tyr-) 258 als
antiproliferatives Peptid konnte dazu {ibergegangen werden, weitere cyclische,
rigide [B-Aminosduren (z. B. cis-/trans-2-Amino-cyclopentansduren) zu

verwenden, um den fiir die Aktivitit idealen Baustein zu finden.

3.4.5 Struktur-Wirkungsbeziechung von cyclo(-D-Trp-Nle-Thr(OTrt)-
cBAA-Tyr-)

Fiir den Abschluss der Strukturbetrachtungen von cyclo(-D-Trp-Nle-Thr(OTrt)-
cBAA-Tyr-) 258 wurde eine Uberlagerung mit der Struktur des Veber-Peptids

247 durchgefiihrt. Als Grundlage dienten die C*-Atome der Aminosduren im 3-
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turn. Wie man in Abbildung 3.20 sehr leicht erkennen kann, ist die backbone-
und Seitenkettenstruktur der D-Trp®-Nle/Lys’-Einheit mit einem RMSD-Wert
von 0.21 A fast identisch. Abweichungen ergeben sich erst in den Bereichen zu
den angrenzenden Aminosiduren Tyr/Phe’ und Thr'®. Die PBII-furn-artige
Struktur, die in den Vergleichspeptiden 247, 261 und 262 vorkommit, ist somit
auch fiir Peptid 258 ein fiir die Aktivitdt wichtiges Schliisselelement. Die
Tatsache, dass fiir Somatostatin-Analoga eine enge Beziehung zwischen
Aktivitit, Struktur  und  NMR-Messdaten (Kopplungskonstanten,
Temperaturgradienten) besteht, ermoglicht NMR-basiertes screening bei
Somatostatin-artigen ~ Cyclopeptiden  ohne  biologische  Tests  und
Strukturaufklarung.

Abbildung 3.20: Struktur-Uberlagerung von cyclo(-D-Trp-Nle-Thr(OTrt)-
cfAA-Tyr-) 258 (grau) mit dem Veber-Peptids 247 (schwarz). Als Grundlage
diente die Tyr-D-Trp-Nle-Thr-Einheit.



134 3 REZEPTOR-LIGANDEN MIT STRUKTURINDUZIERENDEN BAUSTEINEN

Eine Erklirung, weshalb die Chiralitit des Tyr’ eine untergeordnete Rolle fiir
die Aktivitdat spielt, ldsst sich mit der Losungsstruktur nicht vollstindig
aufkléren. Vergleicht man die Strukturen von 258 und dem Veber-Peptid 247,
fillt auf, dass die Orientierung der Tyr'- bzw. Phe’-Seitenkette nicht
vollstédndig tlibereinstimmt. In einer Publikation von Goodman et al. wurde
ebenfalls festgestellt, dass die Orientierung der Aminosdure in Position 7 nur

23] Wiirde man die

sehr wenig Einfluss auf die Bindungsaffinitdt ausiibt.
Chiralitit des Tyr’ in 258 invertieren, hitte dies sicherlich eine Abweichung
der Seitenkettenorientierung — und evtl. auch der backbone-Konformation — zur
Folge. Dass aber dennoch die biologische Aktivitdt erhalten bleibt (siehe
Kapitel 3.4.3), konnte nur damit erkldrt werden, dass — im Gegensatz zu

[491]

anderen Publikationen - das Tyr’ nicht direkt an der Bindung zum

Somatostatin-Rezeptor beteiligt ist.

Da nach der Entfernung der Trt-Schutzgruppe von der Thr'’-Seitenkette keine
biologische Aktivitdt von 260 mehr festgestellt werden kann, kommt man zu
der Vermutung, dass ein Phenylring des Trityls direkt an der Bindung zum
SST-Rezeptor beteiligt ist. Es gibt mehrere Hinweise in der Literatur, dass
nicht das Tyr’, sondern ein Aromat in der selben raumlichen Position wie das
Phe'' im Veber-Peptid 247, als Pharmakophor dient. Zum einen reicht ein
weiterer Aromat (entweder Tyr' oder Phe'') neben dem D-Trp aus, um zu

491] Zum

hochaktiven, nichtpeptidischen SSTR2-Agonisten zu gelangen.|
anderen steigt die Aktivitdt sprunghaft an, wenn an das Peptid cyclo(-Cys-Phe-
D-Trp-Lys-Thr-Cys-) N-terminal ein D-Phe angehingt wird.!*”> **! Weiterhin
konnten durch Seitenkettenmethylierungen des Veber-Peptids gezeigt werden,
dass besonders am Phe'' geringfiigige Anderungen zum Verlust der Aktivitit
fiihren. Darauthin wurde bereits 1992 ein pharmakophores Modell entwickelt,

t.°%] Wie man in Abbildung 3.20 erkennen

dass das Tyr’ nicht beriicksichtig
kann, lasst sich auch im Fall des cyclo(-D-Trp-Nle-Thr(OTrt)-cBAA-Tyr-) 247
ein Phenylring des Trityls mit dem Phe'' des Veber-Peptids zur Deckung

bringen. Da die Trt-Gruppe um die Etherbindung rotiert, ist es moglich, dass
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ein Trt-Aromat tiiber induced-fit in der Rezeptortasche aufgenommen wird.
Dass durch die Entfernung der Trt-Gruppe eine vollig anderer backbone-
Konformation eingenommen wird und es damit zu einer Stérung des fiir die
Bindung wichtigen BII’-turns kommt, ist nicht wahrscheinlich, da NMR-
Messungen am Trt-freien Peptid 260 keine nennenswerten Verdnderungen der
chemischen Verschiebung aller Signale erkennen lassen. Chemische
Verschiebung und 3J-Kopplungskonstanten der D-Trp®, Nl¢’ und Thr'’-
Amidprotonen von 8.06 ppm (7.5 Hz), 8.62 ppm (7.3 Hz) bzw. 6.96 ppm (kein
Wert messbar) passen zur BII'-furn-Konformation der cyclischen Somatostatin-

Peptide (siche Tabelle 3.2).

3.5 Das Integrin und seine Liganden

3.5.1 Allgemeine Grundlagen iiber Integrine und ihre biologische

Relevanz

Adhésive Kontakte von Zellen untereinander sowie zwischen Zellen und der
extrazelluliren Matrix (ECM) sind fiir zahlreiche Adhésions- und
Migrationsphdnomene  verantwortlich (z.  B. Embryogenese, Zell-
Differenzierung, Himostase, Wundheilung)™*>** und werden durch
Zelloberflichenrezeptoren wie z. B. den Integrinen vermittelt.”** *** Die
Familie der Integrine iibernimmt - neben der Verankerung der Zelle - die
Aufgabe, Signale in beiden Richtungen zwischen der Zelle und ihrer

Umgebung zu ﬁbertragen;[533’ 535-540]

e Durch Bindung eines Integrins an einen Liganden der ECM wird ein
Signal in die Zelle iibertragen, was zu einer Umorientierung des
Cytoskeletts fiihrt. Der als outside-in signaling bezeichnete Prozess kann
die Veranderung der Zellform, Migration oder verankerungsabhingige

Proliferation steuern.
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e Der umgekehrte Weg der Signaltransduktion vom Zellinneren nach
aullen (inside-out signaling) ist auch moglich, wobei Faktoren innerhalb
der Zelle die Integrine aus einem passiven, schwach adhisiven in einen
aktiven, adhisiven Zustand umschalten.”*”! Bei der Aktivierung kann
eine scherenartige Offnung der Integrinrezeptoren beobachten

werden, 24154

Als erstes Mitglied der Integrinfamilie erlangte der Blutpléttchenrezeptor
allbB3 therapeutische Bedeutung, da durch seine Inhibierung Blutpléttchen-
aggregation und Thrombose unterdriickt werden kann.****! Das bisher
wichtigste, historisch als Vitronektin-Rezeptor bekannte avp3-Integrin spielt
dagegen eine Rolle bei vielen anderen physiologischen und pathologischen
Adhisions-Prozessen, wie z. B. bei der Knochenresorption,[549’ 3% bei der
Phagocytose apoptotischer Zellen,™"! bei akutem Nierenversagen,”>* bei
Arthritis,”>*! und Restenose.”™ In einem Mausmodell konnte weiterhin eine
Bedeutung bei der Neovaskularisation in der Netzhaut nachgewiesen

werden.”>! Auf detailierte Zusammenhénge wird im Folgenden eingegangen:

Wihrend das avB6-Integrin vor allem auf Epithelzellen vorhanden ist und eine

Rolle bei der Regulation der Epithelproliferation und Wundheilung spielt,*>®

>7 findet man die Integrine avp3 und avp5 auf glatten Muskelzellen,

>8] Besonders die Uberexprimierung auf

Epithelzellen, und Leukozyten.!
unterschiedlichen Krebszellen”””*"! fiihrt dazu, dass das Metastasepotential

von z. B. Melanomzellen und ihr Migrationsverhalten im negativen Sinn

d.P5 yor allem die Anwesenheit von avp3-Integrinen auf

beeinflusst wir
Endothelzellen im Zusammenhang mit tumorinduzierter BlutgefaB3bildung
(Neoangiogenese) ist fiir die Entwicklung von Integrininhibitoren

268 391 Man weiB, dass zwar durch Ausschiittung von

interessant.!"”
Wachstumsfaktoren (z. B. bFGF oder VEGF) das Zellwachstum von
Endothelzellen in Richtung neuer Sekundartumore stimuliert wird,”’ dass sich

aber keine Blutgefdfle bilden konnen, wenn dabei die liberexprimierten avf33-
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Integrine, die fiir die zielgerichtete Wanderung und die Anheftung an das

[565, 571 [572, 573]
d,

umgebende Gewebe zustdndig sin I'blockiert werden.

Die Integrine, insbesondere avP3 und avf5, spielen auch bei der Apoptose

eine entscheidende Rolle,’’+37

I'da Zellen bei Verlust des integrinvermittelten
ECM-Kontakts eine flir Gewebezellen unnatiirliche runde Form annehmen und
dadurch den programmierten Zelltod einleiten. Im Gegensatz dazu kann durch
Beschichtung von Knochenimplantaten mit avB3- und avp5-Liganden die
Adhision und Proliferation von Zellen (Osteoblasten) an Oberflichen (z. B.
PMMA) vermittelt werden,”">* da sie sich auf dem ECM-Mimetikum in
gewohnter Weisen iiber die Integrine festhalten und ausbreiten kdnnen. Hinzu
kommt, dass die fiir die Osteoporose verantworliche Knochenresorption tiber
Osteoclasten durch die selben Integrine gesteuert wird und durch avf33-

Liganden in vivo unterdriickt werden kann.”**-%!

3.5.2 Struktur von Integrinen

Integrine  sind heterodimere transmembrane Glykoproteine, die in
unterschiedlicher Kombination aus je einer der 17 a- und 8 B-Untereinheiten
aufgebaut sind (siehe Tabelle 3.3).°*! Durch Assoziation der verschiedenen
Untereinheiten ergeben sich 23 bisher bekannte Kombinationen (siche Tabelle
3.3), 331, 533, 587, 588

I Die groBten Integrinfamilien sind die beiden B-Familien B1

(11 Integrine) und B2 (4 Integrine), sowie die av-Familie mit 5 Integrinen.
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Tabelle 3.3: Darstellung der bekannten Kombinationen aus o- und [-

. : L o . 534, 544, 559, 588
Untereinheit sowie der jeweiligen natiirlichen Liganden.”?* *** ! Grau

hinterlegte Felder kennzeichnen Integrine mit RGD-abhdngiger Ligand-

Bindung.”®!
p1 p2 p3 p4 ps pé p7 p8
al Col, Ln

o2 | Col, Ln, Fn

o3 |Col, Ln5, Fn

od Fn, In MAdCAM-1
VCAM-1 VCAM-1, Fn

o5 Fn

o6 Ln Ln, Ep

o7 Ln

o8 Fn, Vn, Tn

a9 | Col,Ln, Tn

ol0 Col
oE E-Cadherin
oL ICAM-1
ICAM-2
oM iC3b, Fb
Faktor X
ICAM-1
ICAM-2
aX iC3b, Fb
aD ICAM-3
VCAM-1
allb Fb, Fn, Vn
vWF, Tsp
oV Vn, Vn, Ln, Fn Vn, Fn Fn Vn
Fn, vWF, Tsp Tn, Opn, Fb Fb
Opn Opn, Fib, Fbu vWF Tn

Abkiirzungen der Integrinliganden: Col = Kollagen; Ep = Epiligrin; Ln = Laminin
(Isoformen von Laminin sind durch eine Nummer spezifiziert); Fn = Fibronectin; In =
Invasin; Vn = Vitronektin; Tn = Tenascin; Opn = Osteopontin; ICAM = intercellular
adhesion molecule (Isoformen von ICAM sind durch eine Nummer spezifiziert); iC3b =
inactivate complement factor 3b; Fb = Fibrinogen; Faktor X = Blutgerinnungsfaktor X;
vWF = von Willebrand Faktor; Tsp = Thrombospondin; Fib = Fibrillin; Fbu = Fibulin;
MAdCAM = mucosal adressing cell adhesion molecule; VCAM = vascular cell adhesion
molecule.
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Die Untereinheiten sind nichtkovalent miteinander verkniipft und miissen
zunidchst N-glycosyliert werden, bevor sie im endoplasmatischen Retikulum

34 Die groBere o-Untereinheit besitzt

af-Heterodimere ausbilden konnen.
etwa 1100 Aminosduren und besteht aus zwei meist unterschiedlich langen
Aminosiureketten, die iiber eine Disulfidbriicke verbunden sind. Der
extrazelluldre Teil der a-Einheit ist durch drei bis vier Bereiche von ca. 12 bis
15 Aminosduren am N-Terminus gekennzeichnet, die divalente Kationen (Ca2+,
Mg*") binden.

Die B-Untereinheit besteht mit Ausnahme von B4 (ca. 1750 Aminosiuren)”””
aus knapp 800 Aminoséduren. Sie enthilt vier hoch konservierte, cysteinreiche
Doménen von je ca. 40 Aminosduren in der Nihe der transmembranen Region,
sowie einen groflen loop am N-Terminus des extrazelluliren Teils. Beide
Untereinheiten besitzen eine kurze membranstindige Region aus 20 bis 30
Aminoséduren und eine cytoplasmatische Domédne aus 20 bis 50 Aminoséuren,

die fiir die Heterodimerbildung jedoch nicht essentiell sind.>'~%!

594]

Der C-Terminus der pB-Untereinheit?>" verbindet iiber intrazelluldre

[595 [596, 597]

Proteine wie Talin,”™* Vinculin und a-Actinin®® den Rezeptor mit
dem Aktinfilament des Cytoskeletts. Damit ermdglichen die Integrine sowohl
eine feste Bindung der Zellen an die extrazelluldire Matrix als auch die

Signaliibertragung in das Zellinnere.

Die N-terminalen Regionen aller a-Untereinheiten enthalten die Struktur eines
sicben-blittrigen B-Propellers (siche Abbildung 3.21).'” ! Einige a-
Untereinheiten (z.B. in a2fB1, aMB2, aLB2 alfl) enthalten zwischen dem
zweiten und dritten Propellerblatt eine zusitzliche, ca. 200 Aminosduren lange
[-Doméne (inserted domain). Oberhalb der P-Faltblitter befindet sich eine
Bindungsstelle fiir divalente Kationen, die als MIDAS (metal ion dependent
adhesion site) bezeichnet wird. Das Kation ist von fiinf Aminosiureresten des
Integrins umgeben, wéhrend an die sechste, freie Koordinationsstelle

moglicherweise ein Carbonsiurerest des Liganden koordinieren kann.!*”!



140 3 REZEPTOR-LIGANDEN MIT STRUKTURINDUZIERENDEN BAUSTEINEN

Es gibt jedoch auch Integrine mit einer sog. putativen [-Doméne in der -
Untereinheit, wie z. B. die av-Einheit. Auch bei der B-Untereinheit wurde eine
ca. 200 Aminosduren lange hochkonservierte Region mit einem MIDAS-
Bindungsmotiv dhnlich dem der o-Untereinheit gefunden.!'’> *** 1 Dag
bedeutet, dass Liganden dieser Integrine analog auch an die

Metallbindungsstellen der B-Untereinheiten binden konnen.

A B

o-Untereinheit [-Untereinheit
I-Doméne .
putative |-Doméne
siebenblattriger ‘
[-Propeller

~ é\ EGF-2
|

C-Terminus des % (Linker 3)
[-Propellers 4 Calit @\
-Faltblatter + zwischen PS| Doméne Domane y .

P w Doménen & (N-Terminus) o E6F3

~ cysteinreiche Doméanen .’I‘ EGF-4
Calf-2 (
‘-— Membran
Doméne BTD

cytoplasmatische Domane —> | ! “

o

( p3-Unter-
av-Untereinheit  einheit

Abbildung 3.21: A) Schematische Darstellung des Aufbaus der Integrine. Die

a-Untereinheit enthdlt einen sieben-bldttrigen [-Propeller und meist eine I-

[599]

Domdne, die auch fiir die p-Untereinheit postuliert wird B) Korrigierte

Rontgenkristallstruktur des extra-zelluldren Teils von avf3 mit 4 Domdnen der

a-Untereinheit und 8 Doménen der -Untereinheit.!'””!
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3.5.3 Entwicklung von avp3-selektiven Integrinliganden

Die Integrine konnen mit verschiedenen ECM-, Zelloberflichen- und
Plasmaproteinen (z. B. Laminin, Fibronectin, Fibrinogen und Vitronektin)
mehr oder weniger selektiv in Wechselwirkung treten, wobei fiir diese Bindung
beide Integrin-Untereinheiten beteiligt sind (Tabelle 3.3).[53*33%4¢01 pje
Sequenz Arg-Gly-Asp (RGD) spielt dabei eine grofle Rolle, da es in einem
Grofteil der Matrixproteine vorkommt (siche grau hinterlegte Felder in Tabelle
3.3) und von vielen Integrinen (besonders von owv-Integrinen) erkannt wird.”®"
°89. 621 Aufgrund des in Kapitel 3.5.1 geschilderten hohen pharmazeutischen
Potenzials der Integrine, wurden in den letzten Jahren grofe Anstrengungen
unternommen, ausgehend von der RGD-Leitstruktur hochaffine und

hochselektive allbf3- und av3-Antagonisten zu entwickeln.

Die RGD-Sequenz wurde in unserem Arbeitskreis in cyclische Peptide
eingebaut und fithrte mit dem Cyclopeptid cyclo(-Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val-)
(263) zu dem ersten synthetischen, avp3-selektiven Inhibitor, der bereits in

zahlreichen Tiermodellen untersucht wurde,’>%73:603-605]

Systematische
Derivatisierung dieser Cyclopeptid-Leitstruktur flihrte schlieBlich zu dem N-
methylierten Cyclopeptid cyclo(-Arg-Gly-Asp-D-Phe-(NMe)Val-) (264), einer
hochaffinen und selektiven Verbindung, die die Bindung von Vitronektin an
avp3 mit einem ICsp-Wert von 0.6 nM inhibiert.*>*%%! Diese Verbindung
befindet sich momentan in klinischen Phase-II-Studien als Angiogenese-
Inhibitor (Cilengitide, EMD 121974, Merck KGaA).

Wermuth®" und Schmit'®® konnten zudem zeigen, dass das Glycin der
Cyclopeptide 263 und 264 ohne Aktivitdtsverlust gegen aza-Glycin ausgetauscht
werden kann (sieche Verbindungen 265 und 266). Das von der Firma
Searle/Monsanto entwickelte Peptidomimetikum 267 zeigt in vitro bei

moderater Selektivitit eine sehr gute Affinitit zu av33. Zudem inhibiert diese

Verbindung in vivo die bFGF-induzierte Angiogenese, sowie auch das
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Tumorwachstum bei Ratten bzw. Miusen.!

609 6101 Darauf aufbauend wurde in

unserem Arbeitskreis das aza-Peptidomimetikum 268 entwickelt, das neben

sehr hoher Aktivitidt und Selektivitit auch eine verbesserte Bioverfiigbarkeit

besitzt.[*!!]

Tabelle 3.4: Ubersicht ausgewdhlter, selektiver av33-Antagonisten.

ICs0 [nM]
Nr. Struktur Ref.
avB3 avB5 ollbp3
263 cyclo(-Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val-) 2.5 — 1700  B¥
264 cyclo(-Arg-Gly-Asp-D-Phe-(NMe)Val-) 0.6 — 860 [333]
265  cyclo(-Arg-azaGly-Asp-D-Phe-Val-) 4 500 6000  [°¥
cyclo(-Arg-azaGly-Asp-D-Phe- [619]
266 (NMe)Val.) 10 40 2800
267 T H“g% i 1.1 — 152 010
(¢]] (¢]]
H 9 H H
HZNYNO)km/NY COH 611]
268 NH 0 0.1 100 5500
Cl
H 0 CHs
N N N a a  [618]
269 GWNACHJ\CQ o 2 — 30000
H “—COH
H
N\ N._~_0
270 @ 4 13* 9000" [
/"“—COZH
/R' N o N o
271 UN CC):O 12*  03* 3800* [61%620]
//"_COQH

“ Hierbei handelt es sich nicht um den ICso-Wert, sondern um die Bindungskonstante K;.
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Die Firma GlaxoSmithKline entwickelte ein 3-Oxo-1,4-benzodiazepins, das
eine hohe Affinitdit und Selektivitit zu dem Blutplattchenrezeptor olIbp3
aufweist."**®"? Dieser ollbp3-Antagonist diente als Leitstruktur bei der
Entwicklung einer Reihe von avp3-Antagonisten, von denen das 3-Oxo-1,4-
benzodiazepin 269 mit einem ICsp-Wert von 2 nM fiir den avf33-Rezeptor und
einer ca. 10000-fachen Selektivitidt gegeniiber dem allbp3-Integrin die besten
Bindungseigenschaften besitzt.!** ®'*! Kurze Zeit spiter gelang es durch Einbau
von Guanidinmimetika®'*®'"®" die Verbindungen 270 und 271 mit stark
reduziertem Heteroatomanteil unter Erhalt der Aktivitit und Selektivitét

[617, 618

abzuleiten. I Diese Verbindung zeigt im Vergleich zu 269 ein deutlich

verbessertes pharmakokinetisches Profil.

3.5.4 Struktur-Wirkungs-Beziehung von avB3-Integrinliganden

Inzwischen ist in der Literatur eine enorme Zahl peptidischer und

nichtpeptidischer allbp3- und avp3-Integrinantagonisten beschrieben,>>* '

6216331 mit deren biologischer Daten Struktur-Wirkungsbeziehungen abgeleitet
werden konnten. Es wurden eine saure und eine basische Gruppe als
essentiellem Pharmakophor identifiziert. Fiir eine hohe P3-Integrinaffinitit
bendtigt man eine Carbonsduregruppe z. B. eine Asp-Seitenkette. Fiir die
Bindung an das allb-Untereinheit werden starke basische Gruppen, wie Amin,
Amidin oder Guanidin benétigt.***! Fiir die Bindung an die av-Untereiheit
muss jedoch unbedingt ein Guanidin oder Guanidinmimetikum vorhanden
sein.®® “®I Im Fall von avp3 geht man von einer side-on-Bindung des

[626

Guanidins an den Rezeptor aus.'”! Im Gegensatz dazu nimmt man fiir den

allbp3-Integrinrezeptor eine end-on-Bindung des Guanidins an.

Von groBBer Bedeutung fiir die Selektivitdt zu diesen beiden Integrinrezeptoren
ist — neben der Art der Base — die Konformation der Sequenz bzw. der Abstand

der Pharmakophore (Siure und Base) voneinander.!®”"**) Weiterhin ist ein
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aromatischer Rest in der Ndhe der Saurefunktion entscheidend fiir hohere

Affinitit.[

Hilfreich fiir das Design weiterer RGD-Mimetika ist die vor kurzem publizierte
Kristallstruktur der extrazelluliren ovp3-Domédne mit gebundenem
Liganden.[m] Beim Liganden handelt es sich um cyclo(-RGDf(NMe)V-) 264,
der die beiden Integrin-Untereinheiten wie durch eine Klammer am oberen
Ende zusammenhilt. Eine den ligandengebundenen Komplex stablilisierende
Interaktion spielt dabei eine Kationen-nt-Wechselwirkung der Arg®'-
Seitenkette in der B-Untereinheit, die in die Mitte des PB-Propellers der o-
Untereinheit eintaucht. Die Bindungstasche fiir den RGD-Liganden ist relativ
flach, so dass gerade geniigend Platz fiir die Methylengruppe des Gly zur
Verfligung steht, um mit der Integrinoberfliche in hydrophobe Interaktion zu
treten. Das Proton der Gly-Asp-Amidbindung koordiniert dabei mit dem
Carbonylsauerstoff des Arg”'® der B-Untereinheit.

Die beiden flankierenden Reste binden iiber ionische Wechselwirkungen in
etwas tiefere Rezeptortaschen; das Asp an ein zweiwertiges lon (Mn*" oder
Ca”") in der MIDAS-Region des B3 und an des NH des Asn’". Das Arg bindet

218 des av. Eine

iiber das Asp"’ und iiber side-on-Koordinierung mit dem Asp
weitere Komplexstabilierung erfolgt durch die D-Phe-Seitenkette, die sich in
einer hydrophoben Seitentasche des Rezeptors befindet und die mit dem Tyr'*
des B3 eine n-Wechselwirkung eingeht. Das Val, das bekanntermallen gegen
viele andere Aminosduren ausgetauscht werden kann, ist an der Bindung nicht
beteiligt.

Die Spezifitit der Integrinliganden zwischen ovB3 und ollbB3 beruht
wahrscheinlich auf dem Abstand der Asp- und Arg-Seitenkette, der durch eine
geknickte bzw. lineare Anordnung der RGD-Sequenz gekennzeichnet ist. Diese
Annahme konnte durch umfassende Untersuchungen mit cyclischen Penta- und
297,572,573,603,604,631]

Hexapeptiden bestétigt werden.!
Abstand zwischen dem CB(Arg) und CB(Asp) 8-8.5 A, fiir allbB3 liegt er iiber

Fir ovp3 betragt der
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9 A. Im Fall von cyclo(-RGDf(NMe)V-) 264 bewirkt die N-Methylierung der
D-Phe-Val-Amidbindung einer leicht gedffneten Konformation des y-furns der

RGD-Sequenz, was sich in einer vierfach hoheren Aktivitit im Vergleich zum

nicht methylierten cyclo(-RGDfV-) 263 wiederspiegelt.”*”!

Tyr122 !
o
)‘0‘ Ser1 23
Asp150
-
.

\/U\ n**
O

Arg216 NH
Asn215
H,N
-

H,N

Abbildung 3.22: Schematische Darstellung des cyclo(-RGDf(NMe)V-)-avf33-

Komplexes. Gestrichelte Linien stehen fiir Wasserstoffbriickenbindungen.
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3.6 Synthese von Integrinliganden mit cBAA und ATUA

3.6.1 Vorarbeiten und Aufgabenstellung

Die Struktur des oben beschriebenen cyclo(-Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val-) 263
besitzt die fiir Pentacyclopeptide mit einer D-Aminosdure typische BII'/y-turn-
Konformation mit dem D-Phe in der i+1-Position des BII'-turns.[®®" Jedoch ist
dabei die Konformation des fiir die av33-Aktivitdt wichtigen y-furns der RGD-
Sequenz nicht eindeutig definiert, da in diesem Teil des Cyclus eine

331 Aus diesem Grund ist es ein Anliegen, den

Restflexibilitit erhalten bleibt.!
konformationellen Raum des Peptids durch stablilisierende Elemente
einzuschrdnken, da man davon ausgeht, dass eine moglichst starre
Konformation aus entropischen Griinden zu besseren Aktivititen und avf33-

Selektivititen fithrt.2”

Da der B-furn der D-Phe-Val-Einheit mafgeblich fiir die Ausbildung des
gegeniiberliegenden y-turns der RGD-Sequenz verantwortlich ist, wurden
bereits vielfdltige Versuche unternommen, um durch den Einbau von B-turn-
Mimetika an dieser Stelle aktive und selektive Integrin-Liganden zu erhalten.
Darunter befinden sich RGD-Cyclen mit den in Abbildung 3.23 dargestellten

[436. 6326341 die in manchen Fillen relativ gute Aktivitit und

Dipeptidisosteren,
Selektivitdt erzielt haben, jedoch nicht an die Eigenschaften von cyclo(-Arg-
Gly-Asp-D-Phe-Val-) 263 heranreichen.

Uber den Bindungsmodus mancher Peptide und Peptidomimetika an den ovp3-
Rezeptor wurde in unserem Arbeitskreis vor kurzen docking-Rechnungen
durchgefiihrt, die Aufschluss iiber die Wechselwirkung der pharmakophoren

Gruppen mit dem Rezeptor gibt (L. Marinelli, unverdftentlichte Ergebnisse).
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p-turn-Einheit BSAA(BN)3 D-Phe-y[(E)-CH=CMe]-Val

Lohof, Angew. 2000, 2868  Oishi, JOC 2002, 6162

D-Phe Val
LY || O
TN s-s
\ o) E\m
NH NH, N%N
O HN HO (0] H o
COOH
HOOC NH O Arg . .
2-Mercaptobenzoesaure- (S,S)-Spiro-Pro-Leu
Asp O)\/NH NH -2-Mercaptoanilin-disulfid Haubner JACS 1996, 7881
Peisshoff, J. Med. Chem. 1992, 3962
Gly HoN™ SNH
RGD-y-turn H
=S
cyclo(-RGDf(NMe)V-) 264 N
yclo( (NMe)V-) HZN/QN . HzN%
(0] (0]
O Ho HO

(R)- bzw. (S)-ANC B-turn dipeptide (BTD)
Haubner JACS 1996, 7881 Haubner JACS 1996, 7881

Abbildung 3.23: fS-turn-Mimetika, die fiir den Einbau in cyclische RGD-

Peptide anstelle der D-Phe-Val-Einheit verwendet wurden.

Im umgekehrten Fall kann das Cyclopeptid 263, dessen biologische und
strukturelle Eigenschaften genau bekannt sind, auch dazu verwendet werden,
um Mimetika auf ihre B-turn-induzierende Wirkung hin zu untersuchen. Das
Mimetikum tritt in Kompetition mit den anderen Aminosiduren des RGD-

[633

Cyclus um die Lage des B-turns, ' da bekanntermafBen auch das Gly als eine

Art ,,D-Aminosdure” fungieren und dabei die i+1-Position eines B-furns

(351 Sollte dies der Fall sein, kénnen iiber biologische Tests und

besetzten kann.
Strukturvergleiche leicht Aussagen iiber Rigiditit und Wirkungsweise des

Mimetikums getroffen werden, da nur bei Ausbildung der typischen BII'/y-
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turn-Konformation mit einer stark abgewinkelter RGD-Sequenz selektive

avp3-Liganden entstehen.

Die Aufgabenstellung in Bezug auf die beiden Bausteine cAA 200 und AUTA
239 beziehen sich auf die beiden oben genannten Ansédtze. Fiir die durch den
Cyclohexenring konformationell eingeschrinkte B-Aminosdure cfAA 220
stand im Vordergrund, herauszufinden, ob durch Einbau in ein cyclisches
RGD-Peptid ein stabiler y-turn der RGD-Sequenz ausgebildet wird und ob
dieses Peptid dadurch erhohte Aktivitit gegeniiber avp3-Integrinen zeigt.
Darliber hinaus sollte ein Strukturvergleich mit cyclo(-RGDfV-) 263
Aufschluss dariiber geben, in wieweit die Struktur von cyclo(-RGD-cAA-)
272 Einfluss auf die biologische Wirkung ausiibt. Im Fall von ATUA 239 stand
im Vordergrund, ob die postultierte B-turn-Eigenschaft auch durch Einbau in
ein cyclisches Peptid erhalten bleibt. Hier soll insbesondere die Struktur- und
biologische Analyse von cyclo(-RGD-AUTA-) 273 im Vergleich mit cyclo(-
RGDfV-) 263 Vergleiche iiber die entsprechenden y- und BII’-turns zulassen,
die die RGD-Sequenz bzw. das furn-Mimetikum ATUA 239 einschlieen.

3.6.2 Synthese der RGD-Peptide

Der Einbau von ATUA 239 und cBAA 220 erfolgt mit Hilfe von Standard-
Fmoc-Festphasensynthese, wobei die beiden Bausteine als erstes iiber den
Trityllinker an die feste Phase gebunden werden, um nur geringe
Substanzmengen fiir die Synthese zu verbrauchen. Nach linearem Aufbau der
Sequenz und Abspaltung vom Harz mit 20% HFIP in DCM (v/v) wurde mit
Hilfe der DPPA-Methode in Losung cyclisiert und die Schutzgruppen mit TFA
abgespalten. Die HPLC-gereinigten Peptide 272 und 273 wurden biologisch
getestet und tiber NMR/Modelling-Techniken strukturell aufgeklart.
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Fmoc-XXXn-O

XXXq =CcPAA 220 bein=1 | Fmyoc-Festphasensynthese
ATUA 239 bein =2

H—Arg(be)—GIy—Asp(OtBu)—XXXnO

1.20% HFIP in DCM v/v
2. Lyophilisieren aus 'BUOH

H-Arg(Pbf)-Gly-Asp(O'Bu)-XXX-OH

1. 3 eq. DPPA, 5 eq. NaHCO3,
DMF, RT, 16 h
2. Fallung in H,O

Alrg(Pbf)-GIy-Asp(OtBu)-X>|(Xn

1. TFA/TIPS/H,0 90:7:3 v/viv, RT, 3h
2. Fallung in Ether
3. HPLC-Trennung

Arg-Gly-Asp-XXX,
L |
n = 1: cyclo(-RGD-cBAA-) 272
n = 2: cyclo(-RGD-ATUA-) 273
Abbildung 3.24: Synthese von cyclischen RGD-Peptiden mit den Bausteinen
ATUA 239 und cfAA 220.

3.6.3 Biologische Testergebnisse

Die Peptide 272 und 273 wurden mit einem in der Literatur beschriebenen
Rezeptor-Bindungs-Assay ~ unter ~ Verwendung  isolierter  Integrine

"] Die Fahigkeit der RGD-Peptide, gebundenes, biotinyliertes

durchgefiihrt.
Vitronektin bzw. Fibrinogen von immobilisierten avB3- oder ollbp3-
Integrinen zu verdrangen, wurde mit den Standardpeptiden GRGDSPK und
cyclo(-RGDfV-) verglichen. In Tabelle 3.5 sind die Aktivititen (ICso-Werte)
der RGD-Peptide angegeben, ebenso auch die Werte von zwei Peptiden, die die

turn-Mimetika (R)-ANC 275 und BSAA(Bn); 274 enthalten.
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Tabelle 3.5: ICs)-Werte von RGD-Peptiden mit turn-Mimetika.

avp3 olIbp3
RGD-Peptid ICsy [nM] ICsy [nM]
GRGDSPK (Referenz) 1000 >10"
cyclo(-RGDfV-) 263 2 850
cyclo(-RGDf(NMe)V-) 264 0.6 876
cyclo(-RGD-cPAA-) 272 1700 >3000
cyclo(-RGD-ATUA-) 273 1000 1000
cyclo(-RGD-BSAA(Bn)3-) 274 25 13.4
cyclo(-RGD-(R)-ANC-) 275 0.8 8.5

Wie man aus den Testdaten ersehen kann, besitzt weder 272 noch 273 eine
besonders hohe avf3-Aktivitit oder selektive Abgrenzung gegeniiber dem
allbB3-Rezeptor. Fiir das ATUA-Peptid 273 mag dies noch verstdndlich sein,
da man sich eine mehr gestreckte Anordnung der RGD-Sequenz statt eines y-
turns aufgrund des langen, linearen ATUA-Molekiils vorstellen kann. Fiir das
Peptid 272 mit der cyclischen B-Aminosédure ist eine Aufweitung der y-turn-
Struktur kaum denkbar, da es nur aus vier Aminosduren besteht, und somit

kaum in der Lage sein sollte, gestreckte Struktureinheiten aufzuweisen.

3.6.4 Die NMR-Strukturen von cyclo(-RGD-cBAA-) und cyclo(-RGD-
ATUA-)

Die Bestimmung der Struktur von cyclo(-RGD-cBAA-) 272 und cyclo(-RGD-
ATUA-) 273 in Losung wurde durch NMR-Messungen (DQF-COSY,P%: 24
Bc-HSQC,P™ TOCSY, P ROESYPl in H,O/D,O (90:10 v/v) unter
Hilfe von M. Heller und J. Furrer in unserer Arbeitsgruppe an Bruker

DMX500- und DMX750-Geriten durchgefiihrt. Nach Zuordnung der 'H- und
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BC-Verschiebungen und Kreuzpeak-Integration der ROE-Signale wurden
Abstands-restraints der Protonen unter Annahme der isolierten 2-Spin-
Approximation berechnet.”'**'?! Die distance geometry-Rechnungen (DG)
(DISGEO-Programm?"*>"*  und anschlieBenden molecular — dynamics-
Rechnungen (MD) (Discover-Programm mit CVFF-Kraftfeld”'®) in H,O
wurden unter Hilfe von L. Marinelli durchgefiihrt. Zusitzlich wurden iiber 'H-

[517-520]

NMR-Messungen 3] nu-Kopplungskonstanten und die

521, 522 - .
[521.322] pestimmt, um ergénzende

Temperaturgradienten der Amidprotonen
Aussagen  lber  Strukturmerkmale treffen zu  kénnen (z. B.

Seitenkettenorientierung, Flexibilitdt, Abschirmung gegeniiber Losungsmittel).

3.6.4.1 Die Struktur von cyclo(-RGD-cfAA-)

Die NMR-Messungen wurden mit einer Losung von 0.5 mg Peptid in 0.5 mL
H,0 durchgefiihrt. Fiir die Berechnung der Losungsstruktur wurde ein
Eichabstand von 1.78 A zwischen den beiden geminalen H(6) des cPAA
verwendet, da die entsprechenden ROE-Signale im Spektrum eine deutlich
bessere Auflosung als die Gly-H*-Protonen aufwiesen. Insgesamt wurden 11
Interprotonenabsténde fiir die Ermittlung der backbone-Struktur benutzt. Die
Ermittlung der Seitenkettenorientierung von Asp wund Arg Tlber
Kopplungskonstanten wurde nicht durchgefiihrt, da die backbone-Struktur und
die Konstitution und Konfiguration der cyclischen [B-Aminosdure im
Vordergrund stand. AuBBerdem war es moglich, aufgrund von ROE-Intensitaten
und ’ Jun-Kopplungskonstanten die prochiralen Methylenprotonen CH,(6) des
cBAA und die H* des Gly stereospezifisch zuzuordnen.

Die Analyse der energieminimierten Struktur ergibt, dass die Amidprotonen
abwechselnd iiber bzw. unter der Cyclusebene liegen. Entsprechend stark sind
die ROE-Signale zwischen dem H" (i+1-Position) und dem H® der
benachbarten Aminosédure (i-Position). Sehr schwache ROE-Signale zwischen

den sich gegeniiberliegenden Amidprotonen sind ebenfalls erkennbar; der
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Abstand liegt bei etwa 5 A. Die Auswertung der 3JHN,HOL-Kopplungskonstanten
ergibt, dass die groBen Werte von 9.5 Hz und 10 Hz fiir das Asp- bzw. das
cBAA-Amidproton fiir einen dihedralen Winkel von um die 180° der Asp-H-N-
C%H- bzw. cBAA-H-N-C(2)-H-Bindung stehen. Diese Winkel finden sich
auch in der in Abbildung 3.25 gezeigten Struktur. Hinzu kommt, dass das H
des Gly zwei deutlich unterscheidbare Kopplungskonstanten von 5 Hz und 8
Hz aufweist, die zusammen mit dem kurzen Abstand zwischen dem H™-Asp
und dem H%,z-Gly von 2.3 A auf eine starre y-furn-Anordnung der RGD-
Sequenz schliessen lassen. Der ROE-Kreuzpeak zwischen dem H"-Asp- und

dem H,,s-Gly ist bedeutend schwécher.

Abbildung 3.25: Stereobild der energieminimierten Struktur von cyclo(-RGD-
cPAA-) 272.

Um eine Interpretation der biologischen Daten zu ermoglichen, wurde die
Struktur von 272 mit der Struktur von cyclo(-RGDfV-) 263 {iberlagert.
MafBgeblich dabei waren die C®-Atome der RGD-Sequenz. Wie man in
Abbildung 3.26 deutlich erkennen kann, stimmt der Abstand zwischen dem
Asp-C* und Arg-C* in beiden Peptiden {iiberein. Die Amidbindungen
dazwischen weisen die selbe Orientierung auf, sind aber leicht gegeneinander
verdreht. Besonders auffillig ist, dass sich die C*CP-Vektoren der Asp- und

Arg-Seitenkette deutlich in ihrer Orientierung unterscheiden. Es kommt so zu
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einem Platzwechsel der pharmakophoren funktionellen Gruppen, was
wahrscheinlich fiir die schlechte Aktivitit des cyclo(-RGD-cBAA-) 272
verantwortlich ist. Ebenso ist zu erwarten, dass durch das Fehlen einer
aromatischen Gruppe, die im cyclo(-RGDfV-) 263 durch das D-Phe gestellt
wird, die Affinitit zum Vitronektin-Rezeptor verschlechtert wird. Die cBAA-
Einheit kann dariiber hinaus mit der Rezeptoroberfliche zusammenstoen und

dadurch die Bindung des Liganden an den av33-Rezeptor weiter herabsetzen.

Abbildung 3.26: backbone-Uberlagerung der RGD-Sequenz von cyclo(-RGD-
cfAA-) 272 (schwarz) mit cyclo(-RGDfV-) 263 (grau). Der Abstand von Arg-

C” zu Asp-C“ ist in beiden Strukturen gleich.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass der Einbau einer konformationell
eingeschriankten B-Aminosdure in ein cyclisches RGD-Peptid nicht geeignet ist,
um die richtige Anordnung der pharmakophoren Gruppen zu gewihrleisten. Es
kann zwar so ein Cyclus gebildet werden, der zur Stabilisierung des y-turns der
RGD-Sequenz fiihrt, jedoch wird dadurch eine Umorientierung der Asp- und

Arg-Seitenketten erzwungen.
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3.6.4.2 Die Struktur von cyclo(-RGD-ATUA-)!**

Die NMR-Messungen wurden mit einer Losung von 0.6 mg Peptid in 0.5 mL
H,O durchgefiihrt. Fiir die Berechnung der Losungsstruktur wurde ein
Eichabstand von 2.6 A zwischen dem H* von Asp und dem H" von ATUA
verwendet. Die H*-ROE-Signale des Gly konnten nicht als Eichabstand fiir die
Abstand-restraints verwendet werden, da sie anscheinend zu flexibel sind und
in ersten Berechnungen zu inkonsistenten Strukturen gefiihrt haben. Insgesamt
wurden 28 Interprotonenabstinde und zwei ° Junno-Kopplungskonstanten der
Arg- und Asp-Amidprotonen (6.2 Hz bzw. 7.7 Hz) fir DG-Rechnungen
benutzt. Aulerdem war es moglich, aufgrund von ROE-Intensitdten und 3 HH-
Kopplungskonstanten die prochiralen Methylenprotonen CH,(4) und CH,(9)

des ATUA stereospezifisch zuzuordnen.

Abbildung 3.27: Stereobild der am meisten populierten Struktur von cyclo(-
RGD-AUTA-) 273. Das Glycin weif3t einen deformierten y-turn auf.

Die Analyse der Losungsstruktur nach MD-Rechnungen verdeutlicht, dass der
Mittelteil von ATUA — einschlielich C(3) bis C(10) — eine stabile, um die
Doppelbindung C(6)-C(7) symmetrische Konformation ausbildet, die der
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vorhergesagtem PII’-Anordnung entspricht. Dass dem so ist, zeigt auch die
Analyse der 3 Jun-Kopplungskonstanten von H(4),,r und H(9),0r mit ihren
Nachbarn H(3) und H(5) bzw. H(8) und H(10), die bei 3.5 Hz und 10.8 Hz
bzw. 11.4 Hz und 3.9 Hz liegen. Dies bedeutet, dass die dihedralen Winkel fiir
die Protonen H(4)r und H(9),or fast identisch sind (& = @, und @, = @5 in
Abbildung 3.11). Die aus der berechneten Struktur iiber die empirische
Karplusgleichung" ermittelten Kopplungskonstanten der Winkel @, @&, @&;
und @, (iiber die Zeitachse gemittelt) betragen 2.3 Hz, 11.9 Hz, 11.8 Hz und
3.9 Hz. Die Simulation stimmt damit gut mit den experimentellen Daten
iiberein. Die Uberlagerung des ATUA-backbones von C(3) bis C(10) in cyclo(-
RGD-ATUA-) 273 mit den entsprechenden Atomen in einem idealen BII"-furn
ergibt einen RMSD-Wert von 0.49 A (sieche Abbildung 3.28). Bezieht man
dagegen alle backbone-Atome mit ein, dann steigt der Wert auf 1.0 A, da sich
die ATUA-Struktur in ihren terminalen Regionen aufweitet. Es kommt zu
keiner Ausbildung einer Wasserstoffbriicke zwischen dem H" und dem CO des
ATUA. Insgesamt aber stimmen die Strukturen von ATUA und einem idealen

BII"-turn gut tiberein.

Abbildung 3.28: Uberlagerung eines idealen SII’-turns (cyan) mit dem ATUA-
Abschnitt von cyclo(-RGD-ATUA-) 273 (schwarz).

! Empirische Karplusgleichung: *J = 6.4-0.8cos(®)+4.96cos(2®).[637][638].
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Die Analyse der MD-Struktur zeigt, dass die grofite konformationelle
Flexibilitdt im RGD-Teil des Peptids liegt. Dabei treten drei unterschiedliche y-
turns auf, deren i+1-Position abwechseln und in etwa gleichen Anteilen von
Arg, Gly und Asp (21%, 17% und 13%) eingenommen werden. Diese y;/y/y;-
Anordnung entspricht aber den energetischen Rahmenbedingungen und erfiillt
fast alle Abstands-restraints. Nur der Abstandswert zwischen dem Asp-H" und
dem ATUA-H" ist wahrscheinlich durch die hohe Flexibilitit des Asp-H"
verletzt, wofiir auch eine mittlere *J un.He-Kopplungskonstante des Asp von 7
Hz spricht. Dariiber hinaus zeigt der Temperaturgradient der H"-Protonen (alle
> 3.3 ppb/°C) keinerlei Beteiligung der Amidprotonen an einer ausgeprigten

Wasserstoffbriicke oder Abschirmung vom Losungsmittel.

Die vyi/y/yi-Anordnung der RGD-Sequenz wurde wie bereits geschildert auch in
cyclo(-RGDf(NMe)V-) 264 gefunden. Jedoch besitzt letzteres eine hohere
Aktivitdt gegeniiber dem avB3-Rezeptor. Dies konnte erklért werden durch die
groBere Flexibilitdt von cyclo(-RGD-ATUA-) 273 aufgrund der Tatsache, dass
AUTA eine Kette von vier statt zwei Aminosduren ersetzt. Wie in Abbildung
3.28 gezeigt, ist das B-turn-Mimetikum nicht in der Lage, die fiir die Aktivitét
wichtige stark geknickte Anordnung der RGD-Sequenz herbeizufiihren.
Weiterhin konnte das Fehlen des Aromaten, der in cyclo(-RGDf(NMe)V-) 264
durch das D-Phe représentiert wird, zur geringen biologischen Aktivitét
beitragen. Der direkte Vergleich der beiden Strukturen von 263 und 273 macht
deutlich, dass hauptsdchlich der Asp-CO-Vektors eine unterschiedliche
Orientierung besitzt. In cyclo(-RGDfV-) 263 zeigt diese Gruppe in die
Ringmitte und stabilisiert einen potentiellen y-furn, wobei in 273 die selbe
Gruppe nach auflen zeigt, und es somit zu einer Aufweitung des Cyclus und
einer mehr gestreckten Anordnung der RGD-Sequenz kommt. Die backbone-

Uberlagerung der beiden RGD-Abschnitte ergibt einen RMSD-Wert von 0.9 A.
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Abbildung 3.29: Uberlagerung der am meisten populierten Konformation
(wihrend der MD-Simulation) von 273 (schwarz) mit cyclo(-RGDfV-) 263

(cyan).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Flexibilitit des ATUA-
turn-Mimetikums — besonders im N- bzw. C-terminalen Bereich — zu einem
Ensemble verschiedener, liberwiegend linearer Konformationen der RGD-
Sequenz fiihrt, was in einer niedrigen Aktivitdt und Selektivitit gegeniiber dem
Vitronektin-Rezeptor zum Ausdruck kommt. Jedoch konnte auch gezeigt
werden, dass ein langes, lineares Molekiil durch Verwendung von 24-
Dimethylpentaneinheiten und dem Allylspannungskonzept sehr wohl in der
Lage ist, eine P-furn-dhnliche Struktur einzunehmen. Die Wirkungsweise
kommt damit der von [-Peptiden gleich, deren Struktur ebenfalls auf
Allylspannung und sterischer Hinderung durch Alkylgruppen basiert. Eine
Anwendung von ATUA 239 fiir die Induktion von B-Faltbléttern wére denkbar.
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4 Zusammenfassung

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Projekte beschéftigten sich mit
der Synthese und Untersuchung der Struktur-Wirkungsbeziehung von
konformationell eingeschrinkten Liganden flir drei membranstindige
Zellrezeptoren, die Einfluss auf Metastasierung, Proliferation und Angiogenese
von Krebszellen nehmen. Die Liganden bestehen aus proteaseresistenten,
peptidischen Cyclen (kleine Ringgrofe) mit stabilisierter, definierter
Konformation, und bilden damit - ohne Wissen iiber die Raumstruktur der
entsprechenden Rezeptoren - die Grundlage fiir eine ligandenbasierte
Entwicklung von niedermolekularen Wirksubstanzen in der medizinischen
Chemie.

Ein Ziel war die Inhibition der Protein-Protein-Wechselwirkung zwischen der
Serinprotease urokinaseartiger Plasminogen-Aktivator (uPA) mit ihrem
Zelloberflichenrezeptor uPAR (CD87) durch Disulfidbriicken-cyclisierte
Peptide. Ausgehend von der uPA-Rezeptorbindungsdoméne ATF abgeleiteten,
peptidischen Leitstruktur cyclo[21,29][D-CysZI,Cys29]-uPA21_3O 8 wurden C-
bzw. N-terminale Modifikationen durchgefiihrt und darauf aufbauend
funktionalisierte uPAR-Antagonisten entwickelt. Fiir die Untersuchung von
kooperativen Effekten bei multivaltenten Liganden wurden C-terminal
verkniipfte cyclo[21,29][D-Cyszl,CySZ9]-uPA21_30-Dimere iiber teilgeschiitzte,
cysteinverbriickte Peptidfragmente synthetisiert, die mit Hilfe von linearen
Molekiilen unterschiedlicher Lédnge und chemischer Natur verkniipft wurden.
Es kommt dadurch zu einer Aktivititssteigerung, die auf lokale
Konzentrationserh6hung auf der Zelloberfliche und nicht auf clustering der
Rezeptoren schlieBen ldsst. Die Funktionalisierung des N-Terminus iiber die
Seitenkette eines zusitzlichen Lys™ ermoglichte den Zugang zu aktiven,
fluoreszens- und radiomarkierten Peptiden, mit denen die Untersuchung der
uPA/uPAR-Wechselwirkung in vitro und in vivo studiert werden kann.
Insbesondere die Verkniipfung mit einem Polyazamakrocyclus als Chelatligand

fiir dreiwertige Ionen erméglicht den Einsatz von cyclo[21,29][D-Cys*!,Cys>]-
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uPA;; 30 in der Radionuklidtherapie von uPAR-iiberexpremierenden
Krebszellen. Untersuchungen hierzu sind im Gange. Ferner wurde zur
Leitstrukturoptimierung  von cyclo[21,29][D—CySZI,Cys”]—uPAzl_gO ein
templatbasiertes Konzept entwickelt, dass - autbauend auf die fiir die uPAR-
Bindung wichtigen Aminosduren und die Raumstruktur von 8 - verzweigte,
cyclische Hexapeptide mit definierten Vorzugskonformationen als Grundgertist
(scaffold) verwendet. Als Verzweigungseinheit der Cyclen wurden eine Reihe
neuartiger, trifunktioneller a-Aminosduren mit orthogonalen Schutzgruppen
fiir die Fmoc-Festphasensynthese synthetisiert, die eine optimierte Cyclisierung
am Harz und anschlieBende Fragmentkupplung ermoglichen.

Im zweiten Teil der Arbeit stand die Synthese von cyclischen
Somatostatinrezeptor- und Integrinliganden im Vordergrund, um neuartige,
konformationell eingeschrinkte Aminosduren auf ihre strukturinduzierende
Eigenschaften hin zu untersuchen. Die Grundlage bilden dabei das vom
Peptidhormon Somatostatin abgeleitete, hexacyclische "Veber-Peptid" 247
(cyclo(-Pro-Phe-D-Trp-Lys-Thr-Phe-)) und ein pentacyclisches RGD-Peptid
263 (cyclo(-Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val-)), die beide mit hoher Selektivitit und
Aktivitdt an ihre jeweiligen Rezeptorensubtypen (SSTR2 und avp3) binden.
Die Struktur der Bausteine (building blocks) cBAA 220 und ATUA 236
(Synthese von R. W. Hoffmann) beruht einerseits auf der Substanzklasse der
cyclischen [B-Aminosduren, die durch Versteifung mittels zusétzlicher
Doppelbindungen und hoher Anzahl an definierten Stereozentren stark
strukturinduzierend wirken, und andererseits auf den linearen 3-furn-Mimetika,
die aufgrund von Allylspannung und Polyketeneinheiten Sekundérstrukturen
ausbilden. Die 2-stufige, enantioselektive Synthese der cis-substituierten
Cyclohexen--Aminosdure 220 gelang iiber eine Multikomponentenreaktion
(MCR), die eine auxiliargesteuerte Diels-Alder-Reaktion beinhaltet. Die
jeweiligen Fmoc-Derivate von 220 und 236 wurden in die Peptide cyclo(-RGD-
AUTA-) 273, cyclo(-RGD-cBAA-) 272 und cyclo(-Tyr-D-Trp-Nle-Thr(OTrt)-
cBAA-) 258 eingebaut und deren Struktur liber zweidimensionale NMR-
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Techniken und molekiildynamischen Rechnungen ermittelt. Im Fall der
Integrinliganden konnten die Strukturen mit den biologischen Testergebnissen
in Einklang gebracht werden, wobei im Fall von 272 ein stark ausgeprégter y-
turn der RGD-Sequenz und im Fall von 273 eine cher lineare und flexible
Anordnung der selben Region festgestellt wurde. Dariiber hinaus zeigt die
ATUA-Einheit in 273 eine deutliche Auspragung der vorhergesagten PII"-turn-
Konformation.

Das cyclische Somatostatin-Analogon 258 zeigte in in vitro-Tests eine hohe
antiproliferative Wirkung auf Tumorzellen ohne zelltoxische Nebeneffekte. Die
Struktur dhnelt dabei dem "Veber-Peptid" 247 besonders in der BII'-turn-
Region der Tyr-D-Trp-Nle-Thr-Sequenz; die cyclische B-Aminsdure cBAA 220
vermag dabei die Phe-Pro-Einheit des 247 in ihrer Funktion als BVI-furn zu
ersetzen. Uber den Strukturvergleich konnte ein pharmakophores Modell
formuliert werden, das die Anwesenheit der Thr(Trt)-Einheit als essentiell
erklirt und definiert. Darauf aufbauend kann dieses Wissen fiir die
pharmazeutische Entwicklung weiterer antiproliferativer und proteasestabiler

Wirkstoffe herangezogen werden.
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5 Experimenteller Teil

5.1 Allgemeine Arbeitstechniken

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

und Merck bezogen oder nach den géingigen Methoden absolutiert.

Die fiir die Festphasensynthese verwendeten Harze wurden von PepChem
(Tritylchlorid-Polystyrol-Harz) und  NovaBiochem  (Sieber-Amid-Harz)
bezogen. Die verwendeten Aminosiurederivate stammen, soweit nicht selbst
hergestellt, von den Firmen NovaBiochem, Alexis, Merck, Bachem, Neosystem,
Aldrich, Advanced Chemtech, Synthetech und MultiSynTech. Alle anderen
eingesetzten Reagenzien stammen von den Firmen Aldrich, Fluka, PerSeptive
Macrocyclics und Merck.

Samtliche Reaktionen unter Beteiligung hydrolyse- oder luftempfindlicher
Substanzen wurden in ausgeheizten Glasgerdten in einer Argonatmosphére
(99.996 %) durchgefiihrt. Losungen wurden zu diesen Ansétzen iiber
Gummisepten mit zuvor von Feuchtigkeit befreiten Transfernadeln, Kunststoff-

oder Glasspritzen zugegeben.

Diinnschichtchromatographische Reaktionskontrolle (DC-Kontrolle) und
R/-Wert-Bestimmung  erfolgte auf mit Kieselgel 60 F,s4 beschichteten
Aluminiumfolien der Firma Merck mit unterschiedlichen Laufmittelgemischen.
Die Detektion erfolgte anhand UV-Absorption bei 254 nm sowie durch
Eintauchen in Ninhydrin-Reagenz (0.3 g Ninhydrin, 3 g Essigsaure, 100 ml
Ethanol) oder Phosphormolybdénsédure-Reagenz (6.25 g
Phosphormolybdénséure, 2.5 g Cer(IV)-Sulfat, 15 ml konz. Schwefelsédure, 235
ml H,O) und anschlieBender Warmebehandlung.
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Sdulenchromatographische Trennungen wurden mit 50- bis 100-fachem
MasseniiberschuB3 an Kieselgel 60 (KorngroBe 0.040-0.063 mm) der Firma
Merck bei 0.8 - 1.2 bar Uberdruck durchgefiihrt.

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

gemessen und sind nicht korrigiert.

Analytische und priparative RP-HPLC wurde an zwei Gerdten der Firma
Beckman (Pumpensystem 110B, Gradientenkontrolleinheit Typ 420, Knauer
Uvicord Detektor, sowie System Gold, Hochdruckpumpenmodul 125, UV-
Detektor 166) und an zwei Geréten der Firma Amersham Pharmacia Biotech
(Akta Basic 10F mit Autosampler A 900, bzw. Akta Basic 100F,
Pumpensystem P-900, Detektor UV-900, Steuerungssoftware Unicorn)
durchgefiihrt. Die UV-Detektion erfolgte bei der Wellenldnge 220 nm. Es
wurden flir Analytik (& 4.6 mm) und semiprdparative (& 20 mm) bzw.
praparative Trennungen (& 30 mm bzw. & 40 mm) folgende Séulen
verwendet: ODS-A Cg (120 A, 5 um, 250 mm x 4.6 mm), ODS-A C;5 (120 A,
5 bzw. 10 pm, 250 mm x 20 mm), ODS-A C5 (120 A, 10 um, 250 mm x 30
mm) der Firma Omnicrom YMC, sowie Nucleosil Cig (120 A, 7 um, 250 mm x
40 mm) der Firma Macherey & Nagel. Als Eluent dienten Laufmittelgemische
aus H,O (Laufmittel A) und Acetonitril (Laufmittel B) mit jeweils 0.1 Vol-%
TFA im Gradientenbetrieb. Es wurden unterschiedliche lineare
Gradientenprofile innerhalb von 30 Minuten verwendet. Im Fall der Anlage
Akta Basic 100F der Firma Amersham Pharmacia Biotech bestand Laufmittel
B geritebedingt aus 90 % Acetonitril und 10 % H,O mit jeweils 0.1 Vol- %
TFA. Die Flussraten betrugen 1 mL/min (analytisch), 8 mL/min

(semipréparativ) und 25 mL/min (praparativ).

ESI-Massenspektren sowie LC-MS-Untersuchungen wurden an einem Gerit
der Firma Finnigan vom Typ LCQ in Kombination mit dem HPLC-System
Hewlett Packard HP 1100 (S&ulenmaterial: Omnicrom YMC ODS-A C18 (120
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A, 3 um, 125 mm x 2 mm), FluBrate 0.2 mL/min) durchgefiihrt. Als Eluent
dienten Laufmittelgemische aus H,O und Acetonitril mit jeweils 0.1 Vol-%
Ameisensdure im Gradientenbetrieb. Es wurden unterschiedliche lineare

Gradientenprofile innerhalb von 15 Minuten verwendet.

Die NMR-Spektren der Aminosdurederivate, Schutzgruppen und
Cyclopeptide wurden an den Gerdten der Firma Bruker AC 250, DMX 500,
DMX 600 und DMX 750 bei 300 K aufgenommen. Die verwendeten
Pulsprogramme fiir verschiedene 2D-Experimente (TOCSY (Mischzeit: 40
ms), DQF-COSY, HSQC, ROESY (Mischzeit: 250 ms)) stammen aus der
Bruker Bibliothek oder wurden von Mitgliedern der Arbeitsgruppe
geschrieben. Interner Standard fiir chemische Verschiebungen von 'H und "°C
war das Losungsmittelsignal von DMSO-ds fir 'H (5§ = 2.49 ppm) und
DMSO-d¢ fiir °C (8 = 39.5 ppm) bzw. CHCl; fiir 'H (6 = 7.24 ppm) und
CDCl; fir *C (6 = 77.0 ppm). Fiir Messungen in D,O wurde als interner
Standard ‘BuOH verwendet, dessen Signale fiir °C (6= 30.3 ppm) und 'H (6=
1.24 ppm) zur Eichung der Spektren verwendet wurden. *C-NMR-Spektren
wurden mit 'H-Breitbandentkopplung aufgenommen. Die Unterdriickung des
Wassersignals fiir die Messung von Peptiden in D,O/ H,O-Gemischen als
Losungsmittel wurde durch die  WATERGATE-Methode!®”  erméglicht.
Temperaturgradienten der Amidprotonen (in ppb/K) wurden ermittelt durch
Messung der temperaturabhingigen Peakverschiebung in 1D-'H-Spektren bei

283 K, 288 K, 293 K, 298 K und 303 K.

Die Strukturberechnungen der Cyclopeptide wurde auf Origin-200
Computern durchgefiihrt. Die Integration der ROESY-Spektren erfolgte mit
XWIN-NMR (Version 3.0, Bruker), wobei darauf geachtet wurde, nur gut
isolierte Signale zu verwenden. Die mathematische Umwandlung der ROE-
Peakintegrale in Abstands-restraints unter Vernachldssigung der Spindiffusion
bei einer ROESY-Mischzeit von 250 ms erfolgte nach r; = 1y (Let/ Ii)'l/6 mit

dem entsprechenden Referenzintegral I und Referenzabstand r.;. Die
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Berechnung der Ober- bzw. Untergrenze der restraints erfolgte durch einen
10%igen Auf- bzw. Abschlag. Fiir die Distanzgeometrierechnungen (DGQG)
wurde eine modifizierte Version des DISGEO-Programms verwendet. Die
eingeschrinkten und freien Molekiildynamikrechnungen (150 ps) unter
Verwendung eines 16sungsmittelgefiillten Kastens (Kantenlinge 40 A) mit
anschiefender Energieminimierung wurden mit dem DISCOVER-Programm

im CVFF-Kraftfeld durchgefiihrt.
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5.2 Liste der synthetisierten Verbindungen

5.2.1 Aminosdurederivate (geordnet nach Aminosduren) und

Schutzgruppen

[25]-2-Amino-3-[(4-methoxy-phenyl)-diphenyl-methylsulfanyl]-propion-
sdure (18)
[2S]-2-tert-Butoxycarbonylamino-3-[(4-methoxy-phenyl)-diphenylmethyl-
sulfanyl]-propionséure (19)

2-(3-Methylbutyryl)-dimedon (Ddv) (185)
4-{N-[1-(4,4-Dimethyl-2,6-dioxocyclohexyliden)-3-methylbutyl]amino} -
benzylalkohol (Dmab-OH) (187)

rac-Asparaginsiure-4-benzylester (206)
N-Fmoc-D-asparaginsdure-1-tert-butylester-4-Dmab-ester (194)
N-Fmoc-D-asparaginsidure-4-tert-butylester-1-Dmab-ester (195)
N-Fmoc-D-asparaginséure-4-Dmab-ester (200)
N-Fmoc-D-asparaginséure-1-Dmab-ester (201)
D-Glutaminsdure-5-benzylester (207)
D-Glutaminsdure-5-benzylester-1-fert-butylester (214)

D-Glutaminsaure- 1-tert-butylester (213)

N-Fmoc-D-glutaminsiure- 1-tert-butylester (190)
N-Fmoc-D-glutaminsdure- 1 -fert-butylester-5-Dmab-ester (196)
N-Fmoc-D-glutaminsiure-5-fert-butylester-1-Dmab-ester (197)
N-Fmoc-D-glutaminsdure-5-Dmab-ester (202)
N-Fmoc-D-glutaminsdure-1-Dmab-ester (203)
N-Fmoc-D-glutaminsdure-5-benzylester (210)
N-Fmoc-D-glutaminsdure-5-benzylester-1-tert-butylester (212)
rac-2-Amino-adipinsiure (181)

rac-2-Amino-adipinsiure-6-benzylester (208)
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rac-2-Amino-adipinsdure-6-benzylester-1-tert-butylester (215)
rac-2-Amino-adipinsdure-1-tert-butylester (217)
rac-N-Fmoc-2-amino-adipinsédure- 1 -tert-butylester (192)
rac-N-Fmoc-2-amino-adipinsiure- 1 -tert-butylester-6-Dmab-ester (198)
rac-N-Fmoc-2-amino-adipinséure-6-Dmab-ester (204)
rac-2-Amino-pimelinsdure (182)
rac-2-Amino-pimelinsdure-7-benzylester (209)
rac-2-Amino-pimelinsiure-7-benzyl-ester-1-tert-butylester (216)
rac-2-Amino-pimelinsdure-1-tert-butylester (218)
rac-N-Fmoc-2-amino-pimelinsdure-1-fert-butylester (193)
rac-N-Fmoc-2-amino-pimelinsdure-1-fert-butylester-7-Dmab-ester (199)

rac-N-Fmoc-2-amino-pimelinsdure-7-Dmab-ester (205)

(-)-Menthylacrylat (223)

(-)-8-Phenylmenthylacrylat (224)

[1S, 28, 5R]-2-Acetylamino-3,5-diethyl-cyclohex-3-en-carbonsédure-
menthylester (231)

[1S, 28, 5R]-2-Acetylamino-3,5-diethyl-cyclohex-3-en-carbonsiure-(-)-8-
phenylmenthylester (232)

[1S, 28, 5R]-2-Benzyloxycarbonylamino-3,5-diethyl-cyclohex-3-en-
carbonsdure-menthylester (233)

[1S, 28, SR]-2-Benzyloxycarbonylamino-3,5-diethyl-cyclohex-3-en-
carbonsiure-(-)-8-phenylmenthylester (234)

[1S, 28, 5SR]-2-Benzyloxycarbonylamino-3,5-dibenzyl-cyclohex-3-en-
carbonséure-(-)-8-phenylmenthylester (235)

[1S, 28, 5R]-3,5-Diethyl-2-(9H-fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-cyclohex-
3-en-carbonsdure (236)
[3R,5S,6E,85,10R]-11-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-3,5,8,10-
tetramethyl-undec-6-ensiure (241)
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5.2.3 Cyclische Templatpeptide

Tabelle 5.2:
Teill ESI-MS | HPLC- Summen-
Sequenz m/z = R:/ formel

[m+H]" | Gradient

40 cyclo(-Ser-Ile-Asn-Lys-D-Tyr-Phe-) 753.5 [15.53 min| C;37Hs5pNgOyg
10 - 60%

41 cyclo(-Ser-Asn-Ile-Lys-D-Tyr-Phe-) 753.5 [14.37min| C;37Hs5pNgOyg
10 — 60%

42 | cyclo(-Ser-D-Ile-Asn-Lys-Tyr-Phe-) 753.5 [15.00 min | C37H35;NgOq
10 — 60%

43 cyclo(-Ser-D-Asn-Ile-Lys-Tyr-Phe-) 7535 [14.78 min| C;37H5,NgOg
10 - 60%

44 cyclo(-D-Ser-Ile-Asn-Lys-Tyr-Phe-) 753.5 [15.57min| Cs7Hs5yNgOg
10 - 60%

45 cyclo(-D-Ser-Asn-Ile-Lys-Tyr-Phe-) 753.5 |15.02min | Cs37H5NgOyg
10 — 60%

46 cyclo(-D-Ser-Ile-Asn-D-Lys-Tyr-Phe-) 753.5 [16.22min| C;37Hs5pNgOg
10 — 60%

47 cyclo(-Ser-Asn-lIle-D-Lys-Tyr-Phe-) 7535 |[15.84 min| Cs37H5,NgOg
10 - 60%

48 cyclo(-Ser-D-Ile-Asn-Lys-D-Tyr-Phe-) 753.5 [1520min| Cs37H5,NgOg
10 - 60%

49 cyclo(-Ser-D-Asn-Ile-Lys-D-Tyr-Phe-) 753.5 [14.08 min| C;37Hs5pNgOyg
10 - 60%

50 cyclo(-D-Ser-lIle-Asn-D-Lys-Tyr-Phe-) 753.5 [1521 min| C;37Hs5pNgOyg
10 — 60%

51 |cyclo(-D-Ser-Asn-Ile-D-Lys-Tyr-Phe-) 753.5 |[16.58 min| C;37H5;NgOq
10 — 60%

52 cyclo(-D-Pro-Ile-Asn-Lys-Tyr-Phe-) 763.5 [20.31 min| Cs39Hs4NgOg
10 - 60%
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Teil2 ESI-MS | HPLC- Summen-
Sequenz m/z = R:/ formel
[m+H]" | Gradient

53 | cyclo(-D-Pro-Asn-Ile-Lys-Tyr-Phe-) 763.5 |[19.87 min| C;39Hs54NgOg
10 — 60%

54 cyclo(-D-Pro-Ile-Asn-D-Lys-Tyr-Phe-) 763.5 |[19.18 min| C39Hs4NgOg
10 — 60%

55 cyclo(-D-Pro-Asn-Ile-D-Lys-Tyr-Phe-) 763.5 |[17.38 min| Cs39Hs4NgOg
10 — 60%

56 cyclo(-Ser-Pro-Ile-Lys-Tyr-Phe-) 736.5 |19.06 min | Cs3sHs53N;Og
10 — 60%

57 | cyclo(-Ser-Pro-lle-D-Lys-Tyr-Phe-) 736.5 [18.99 min| CssHs53N7Og
10 — 60%

58 cyclo(-Asn-Ile-Lys-Asn-Tyr-Phe-) 780.4 [15.02 min| CsgHs3N9Og
10 — 60%

59 cyclo(-Asn-Lys-lle-Asn-Tyr-Phe-) 780.4 [14.53 min| CsgHs3NgOg
10 — 60%

60 cyclo(-lle-Lys-Tyr-Phe-Ser-L/D-Asp(-Ile- 1156.5 [29.54 min | Cs57H77N11O13S

61 |Cys-Trp)-) 20 —40%

62 cyclo(-lle-Lys-Tyr-Phe-D-Ser-L/D-Asp(-Ile- | 1156.5 29.09/ | Cs7H77N 110138

63 | Cys-Trp)-) 30.85 min
20 —40%

64 | cyclo(-lle-Lys-Tyr-D-Phe-Ser-L/D-Asp(-Ile- | 1156.5 27.48/ | Cs7H77N11013S

65 | Cys-Trp)-) 31.02 min
20 —40%

66 cyclo(-lle-Lys-D-Tyr-Phe-Ser-L/D-Asp(-Ile- | 1156.5 29.17/ | CssH77IN11043S

67 |Cys-Trp)-) 30.10 min
20 -40%

68 | cyclo(-lle-D-Lys-Tyr-Phe-Ser-L/D-Asp(-Ile- | 1156.5 30.20/ | CssH77N11013S

69 |Cys-Trp)-) 31.25 min

20 —40%




172

5 EXPERIMENTELLER TEIL

Teil3 ESI-MS | HPLC- Summen-
Sequenz m/z = R:/ formel

[m+H]" | Gradient

70 | cyclo(-D-Ile-Lys-Tyr-Phe-Ser-L/D-Asp(-Ile- | 1156.5 29.25/ | C5;H77N11013S
71 | Cys-Trp)-) 30.20 min
20 —40%

72 cyclo(-Lys-Tyr-Phe-Ser-Ile-L/D-Asp(-lle- 1053.5 {29.59 min| Cs4H75N;0O12
73 | Trp)-) 20 —40%

74 cyclo(-Lys-Tyr-Phe-Ser-D-lIle-L/D-Asp(-lle- | 1053.5 27.23/ Cs4H72N10012
75 | Trp)-) 28.93 min
20 -40%

76 | cyclo(-Lys-Tyr-Phe-D-Ser-Ile-L/D-Asp(-Ile- | 1053.5 32.00/ | Cs4H7N10O12
77 | Trp)-) 33.81 min
20 - 40%

78 |cyclo(-Lys-Tyr-D-Phe-Ser-lIle-L/D-Asp(-lle- | 1053.5 28.73/ | Cs4H72N0O12
79 | Trp)-) 30.07 min
20 —40%

80 cyclo(-Lys-D-Tyr-Phe-Ser-Ile-L/D-Asp(-Ile- | 1053.5 28.31/ Cs4H72N19012
81 [Trp)-) 29.91 min
20 -40%

82 |cyclo(-D-Lys-Tyr-Phe-Ser-lIle-L/D-Asp(-Ile- | 1053.5 30.10/ | Cs4H72N0O12
83 |Trp)-) 31.87 min
20 - 40%

84 cyclo(-D-Lys-Tyr-Phe-Ser-Ile-Asp(-Lys- 1068.4 [20.00 min| Cs4H73N;1012
Trp)-) 20 - 40%

85 cyclo(-D-Lys-Tyr-Phe-Ser-Ile-D-Asp(-Lys- 1068.4 [22.37 min| Cs4H73N {1012
Trp)-) 20 -40%

86 | cyclo(-D-Lys-Tyr-Phe-Ser-Ile-y-Asp-)-Lys- 1068.4 |20.44 min| Cs4H73N {1012
Trp 20 -40%

87 |cyclo(-D-Lys-Tyr-Phe-Ser-Ile-y-D-Asp-)- 1068.4 |19.00 min | Cs4H73N;10p2
Lys-Trp 20 —40%

88 | cyclo(-D-Lys-Tyr-Phe-D-Ser-Ile-Asp(-Lys- 1068.4 | 17.35 min | Cs4H73N;;042
Trp)-) 20 -40%
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Teil4 ESI-MS | HPLC- Summen-
Sequenz m/z = R:/ formel
[m+H]" | Gradient
89 | cyclo(-D-Lys-Tyr-Phe-D-Ser-Ile-Asp(-Ile- 1053.4 |29.39 min | Cs4H7,N;9Oq2
Trp)-) 20 —40%
90 |cyclo(-D-Lys-Tyr-Phe-Ser-lle-Asp(-Ile- 1053.4 |24.39 min | Cs4H7N ;9O
Trp)-) 20 -40%
91 cyclo(-D-Lys-Tyr-Phe-Ser-Ile-D-Asp(-Ile- 1053.4 [{24.82 min| Cs4H7oN;0O12
Trp)-) 20 - 40%
92 | cyclo(-D-Lys-Tyr-Phe-Ser-Ile-y-Asp-)-Ile- 1053.4 |27.14 min | Cs4H7,N O
Trp 20 -40%
93 |cyclo(-D-Lys-Tyr-Phe-Ser-Ile-y-D-Asp-)-Ile- | 1053.4 |26.81 min | Cs4H72N0O12
Trp 20 -40%
94 | cyclo(-D-Lys-Tyr-Phe-Pro-Ile-Asp(-Lys- 1078.4 |22.92 min | Cs¢H75N 1Oy
Trp)-) 20 - 40%
95 cyclo(-D-Lys-Tyr-Phe-Pro-Ile-Asp(-Ile- 1063.5 [33.95 min| CscH74N;9O1q
Trp)-) 20 - 40%
96 | cyclo(-D-Lys-Tyr-Phe-D-Ser-D-Ile-y-L/D- 1053.4 |14.07 min | Cs4H7,N O
97 | Asp-)-lle-Trp 30 -60%
98 |cyclo(-Asn-Lys-Tyr-Phe-Ser-Asp(-Ile-Cys- 1157.3 |23.04 min | Cs7H7sN 120138
Trp)-) 20 - 40%
99 cyclo(-Asn-Lys-Tyr-Phe-Ser-D-Asp(-lle- 1157.7 {23.54 min | Cs7;H73N12013S
Cys-Trp)-) 20 —40%
100 |cyclo(-Asn-Lys-Tyr-Phe-D-Ser-Asp(-Ile- 1157.3 |23.48 min | Cs7H73N12043S
Cys-Trp)-) 20 -40%
101 |cyclo(-Asn-Lys-Tyr-D-Phe-Ser-Asp(-Ile- 1157.3 |21.94 min | Cs7H7sN1,013S
Cys-Trp)-) 20 -40%
102 | cyclo(-Asn-Lys-D-Tyr-Phe-Ser-Asp(-lle- 1157.3 |22.99 min | Cs7H7sN 120138
Cys-Trp)-) 20 —40%
103 | cyclo(-Asn-D-Lys-Tyr-Phe-Ser-Asp(-lle- 1157.3 |23.21 min | Cs7H7sN 120138
Cys-Trp)-) 20 —-40%
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Teil5 ESI-MS | HPLC- Summen-
Sequenz m/z = R¢/ formel
[m+H]" | Gradient
104 | cyclo(-D-Asn-Lys-Tyr-Phe-Ser-Asp(-Ile- 1157.3 |24.28 min | Cs7H7sN12013S
Cys-Trp)-) 20 —40%
105 | cyclo(-Asn-Lys-Tyr-Phe-Ser-y-Asp-)-Ile- 1157.7 |23.54 min | Cs7H7sN1,013S
Cys-Trp 20 —40%
106 | cyclo(-Asn-Lys-Tyr-Phe-Ser-y-D-Asp-)-Ile- 1157.7 {25.89 min | Cs7sH73N12013S
Cys-Trp 20 —40%
107 | cyclo(-Asn-Lys-Tyr-Phe-D-Ser-y-Asp-)-Ile- | 1157.7 |24.46 min | Cs;H7sN 12,0138
Cys-Trp 20 —40%
108 | cyclo(-Asn-Lys-Tyr-D-Phe-Ser-y-Asp-)-Ile- | 1157.7 |26.16 min | Cs;H73N 20,38
Cys-Trp 20 —40%
109 | cyclo(-Asn-Lys-D-Tyr-Phe-Ser-y-Asp-)-Ile- | 1157.7 |27.15 min | C57H7sN 120138
Cys-Trp 20 —40%
110 | cyclo(-Asn-D-Lys-Tyr-Phe-Ser-y-Asp-)-Ile- 1157.7 [25.85 min | Cs7H73N12013S
Cys-Trp 20 —40%
111 | cyclo(-D-Asn-Lys-Tyr-Phe-Ser-y-Asp-)-Ile- | 1157.7 |25.05 min | C57H7sN120138
Cys-Trp 20 —-40%
112 | cyclo(-Asn-Lys-Tyr-Phe-Ser-Glu(-Ile-Cys- 1171.4 |25.10 min | Cs¢H76N12013S
Trp)-) 20 —40%
113 | cyclo(-Asn-Lys-Tyr-Phe-Ser-D-Glu(-Ile- 1171.4 |25.86 min | Cs¢H76N12013S
Cys-Trp)-) 20 —40%
114 | cyclo(-Asn-Lys-Tyr-Phe-D-Ser-Glu(-lIle- 1171.4 {25.02 min | Cs¢H76N12013S
Cys-Trp)-) 20 —40%
115 | cyclo(-Asn-Lys-Tyr-D-Phe-Ser-Glu(-Ile- 1171.4 [25.12 min | Cs¢H7N12013S
Cys-Trp)-) 20 —40%
116 | cyclo(-Asn-Lys-D-Tyr-Phe-Ser-Glu(-Ile- 1171.4 |25.73 min | Cs¢H76N12013S
Cys-Trp)-) 20 -40%
117 | cyclo(-Asn-D-Lys-Tyr-Phe-Ser-Glu(-Ile- 1171.4 |24.68 min | Cs¢H76N12013S
Cys-Trp)-) 20 —40%
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Teil6 ESI-MS | HPLC- Summen-
Sequenz m/z = R¢/ formel

[m+H]" | Gradient

118 | cyclo(-D-Asn-Lys-Tyr-Phe-Ser-Glu(-Ile- 1171.4 |21.83 min | Cs¢H76N12013S
Cys-Trp)-) 20 —40%

119 | cyclo(-Asn-Lys-Tyr-Phe-Ser-5-Glu-)-Ile- 1171.4 | 24.00 min | CssH76N12013S
Cys-Trp 20 —-40%

120 | cyclo(-Asn-Lys-Tyr-Phe-Ser-8-D-Glu-)-Ile- | 1171.4 |25.16 min | CssH76N 120138
Cys-Trp 20 —40%

121 | cyclo(-Asn-Lys-Tyr-Phe-D-Ser-3-Glu-)-Ile- 1171.4 |25.23 min | Cs¢H76N12013S
Cys-Trp 20 —-40%

122 | cyclo(-Asn-Lys-Tyr-D-Phe-Ser-3-Glu-)-Ile- | 1171.4 |24.39 min | CssH76N 120138
Cys-Trp 20 —40%

123 | cyclo(-Asn-Lys-D-Tyr-Phe-Ser-3-Glu-)-Ile- 1171.4 |26.60 min | Cs¢H76N12013S
Cys-Trp 20 —40%

124 | cyclo(-Asn-D-Lys-Tyr-Phe-Ser-8-Glu-)-Ile- | 1171.4 |23.27 min | CssH76N 120138
Cys-Trp 20 —40%

125 | cyclo(-D-Asn-Lys-Tyr-Phe-Ser-3-Glu-)-Ile- 1171.4 |24.05 min | Cs¢H76N12043S
Cys-Trp 20 —-40%

126 | cyclo(-Asn-Lys-Tyr-Phe-Ser-C-L/D-APS-)- 1199.6 19.67/ | CsgH7sN12,014S
127  |Tle-Cys-Trp 20.40 min
20-50%

128 | cyclo(-Asn-Lys-Tyr-Phe-D-Ser-(-L/D- 1199.6 | 19.79/ | CssH7sN12014S
129 | APS-)-Ile-Cys-Trp 20.73 min
20-50%

130 | cyclo(-Asn-Lys-Tyr-D-Phe-Ser-C-L/D- 1199.6 [19.51 min | CsgH73sN12,014S
131 | APS-)-Ile-Cys-Trp 20 - 50%

132 | cyclo(-Asn-Lys-D-Tyr-Phe-Ser-£-L/D- 1199.6 | 19.87/ | CsgH7sN12014S
133 | APS-)-Ile-Cys-Trp 21.58 min

20 - 50%
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Teil7 ESI-MS | HPLC- Summen-
Sequenz m/z = R¢/ formel

[m+H]" | Gradient

134 | cyclo(-Asn-D-Lys-Tyr-Phe-Ser-C-L/D- 1199.6 19.04/ | CsgH7sN12014S
135 | APS-)-Ile-Cys-Trp 19.38 min
20 -50%

136 | cyclo(-D-Asn-Lys-Tyr-Phe-Ser-C-L/D- 1199.6 |19.29 min | CsgH7sN12014S
137 | APS-)-Ile-Cys-Trp 20 —40%

150 | cyclo(-e-Lys-Lys-Tyr-Phe-Ser-y-L/D- 1171.6 21.35/ | Cs6H7N12013S
151 | Asp-)-Ile-Cys-Trp 22.87 min
20 —40%

152 | cyclo(-e-Lys-Lys-Tyr-Phe-D-Ser-y-L/D- 1171.6 20.34/ | Cs6H7N12013S
153 | Asp-)-Ile-Cys-Trp 22.11 min
20 —40%

154 | cyclo(-e-Lys-Lys-Tyr-D-Phe-Ser-y-L/D- 1171.6 22.39/ | CsH76N12013S
155 | Asp-)-Ile-Cys-Trp 24.40 min
20 -40%

156 | cyclo(-e-Lys-Lys-D-Tyr-Phe-Ser-y-L/D- 1171.6 |23.81 min | Cs¢H76N12013S
157 | Asp-)-Ile-Cys-Trp 20 — 40%

158 | cyclo(-e-Lys-D-Lys-Tyr-Phe-Ser-y-L/D- 1171.6 22.66/ | CsgH7N12013S
159 | Asp-)-Ile-Cys-Trp 23.20 min
20 —40%

160 | cyclo(-e-D-Lys-Lys-Tyr-Phe-Ser-y-L/D- 1171.6 23.18/ | Cs¢H76N12013S
161 | Asp-)-Ile-Cys-Trp 23.67 min
20 -40%

162 | cyclo(-6-Orn-Lys-Tyr-Phe-Ser-y-L/D-Asp-)- | 1157.7 22.03/ | Cs7H73N12013S
163  |Ile-Cys-Trp 23.09 min
20 —40%

164 | cyclo(-3-Orn-Lys-Tyr-Phe-D-Ser-y-L/D- 1157.7 21.98/ | Cs7H7sN 120458
165 | Asp-)-Ile-Cys-Trp 22.91 min
20 —40%
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Teil8 ESI-MS | HPLC- Summen-
Sequenz m/z = R¢/ formel
[m+H]" | Gradient
166 | cyclo(-3-Orn-Lys-Tyr-D-Phe-Ser-y-L/D- 1157.7 22.94/ | Cs7H7sN 120438
167 | Asp-)-Ile-Cys-Trp 23.47 min
20 —40%
168 | cyclo(-3-Orn-Lys-D-Tyr-Phe-Ser-y-L/D- 1157.7 24.89/ | Cs7H7sN 120138
169 | Asp-)-Ile-Cys-Trp 25.59 min
20 —40%
170 | cyclo(-3-Orn-D-Lys-Tyr-Phe-Ser-y-L/D- 1157.7 23.46/ | Cs7H7sN 120138
171 | Asp-)-Ile-Cys-Trp 23.88 min
20 -40%
172 | cyclo(-8-D-Orn-Lys-Tyr-Phe-Ser-y-L/D- 1157.7 {22.83 min | Cs7H7sN 12,0138
173 | Asp-)-Ile-Cys-Trp 20 — 40%
5.2.4 Rezeptorliganden
Tabelle 5.3:
ESI-MS | HPLC- Summen-
Sequenz m/z = R¢/ formel
[m+H]" | Gradient
Somatostatin-Analoga:
258 | cyclo(-D-Trp-Nle-Thr(Trt)-cBAA-Tyr-) 957.6 |29.05 min| CsgHeaNgO7
10 -90%
259 | cyclo(-D-Trp-Nle-Thr(Trt)-cfAA-D-Tyr-) 957.6 |28.73 min| CssHgNgO7
10 -90%
260 |cyclo(-D-Trp-Nle-Thr-cBAA-Tyr-) 715.4 [18.71 min| Cs9Hs5oNO7
10 -90%
Integrin-Liganden
272 | cyclo(-Arg-Gly-Asp-cfAA-) 480.4 [11.71 min| C;;H33N704
10 — 60%
273 | cyclo(-Arg-Gly-Asp-ATUA-) 566.5 [22.20 min| Cy7H47N7O¢
0—-280%
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5.3 Allgemeine Arbeitsvorschriften und spezielle Peptidsynthesen

AAV1: Kupplung der ersten Aminosdure an TCP-Harz

1 g TCP-Harz (maximale Belegungsdichte ca. 1 mmol/g Harz) werden mit 1.2
eq. Aminosdurederivat und 153 pl DIPEA in 10 mL trockenem DCM unter
Schiitteln gemischt. Nach fiinf Minuten werden weitere 356 ul 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 aufzulosen) gewaschen. AnschlieBend wird im HV getrocknet und
der Belegungsgrad gravimetrisch nach folgender Formel bestimmt:

(m, —m,)-1000
(MG, —36.461)-m,

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

MGyx., = Molgewicht der Aminoséure [g/ mol]

AAV2: Fmoc-Entschiitzung an fester Phase
Zur Fmoc-Entschiitzung wird das mit NMP gewaschene Harz zweimal 10 min
mit 1 mL/ 0.1 g (Harz) einer Losung aus NMP und Piperidin (80:20, v/v)

geschiittelt und anschlieBend flinfmal mit NMP gewaschen.

AAV3: Festphasensynthese von Peptiden mit Fmoc/Bu-
Schutzgruppenstrategie fiir belegtes TCP-Harz und Sieber-Amid-Harz

Die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe (AAV2) der harzgebundenen
Aminosdure bzw. des Peptids und die Kupplung einer weiteren Fmoc-

Aminosidure (AS) erfolgt nach folgendem Schema:
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Operation Reagenzien (10 mL/g Harz) Zeit  Anzahl
[min]

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/HOALt/Collidin

7  Waschen NMP 1 1

8  Kuppeln Fmoc-AS-OH/TBTU/HOBt/DIPEA 45 1
oder Fmoc-AS-OH/HATU/HOAUt/Collidin

9  Waschen NMP 1 3

10 Waschen DCM 1 3

11 Trocknen HV

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-Aminosdure erfolgt entweder nach der TBTU- oder
HATU-Methode:

Je 3 eq. geschiitzter Fmoc-Aminoséure, 3 eq. Kupplungsreagenz, 3 eq. Additiv
und 8.4eq. DIPEA (TBTU) bzw. 20 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.

Bei Aminoséuren, die nur in geringen Mengen vorliegen, kann auch mit nur 1.8
eq. Fmoc-Aminosédure gekuppelt werden (Collidin als Base!). Die Mengen der

anderen Reagenzien verringern sich proportional dazu.
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Je nach Verwendungszweck wird fiir die letzte Aminosdure ein N-terminaler
Boc-Schutz (AAV10) verwendet oder vor dem Abspalten vom Harz die N-
terminale Fmoc-Schutzgruppe abgespalten (AAV2).

AAV4: 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
I 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

Die vereinigten Filtrate aus den Schritten 2-4 werden am Rotationsverdampfer
bis zur Trockene eingeengt (Bad maximal 30 °C) und das zuriickbleibende
Peptid wird aus 'BuOH oder Dioxan lyophilisiert. Bei stark sdurelabilen
Schutzgruppen (z. B. Trt-Ether) wird eine Mischung aus AcOH/ TFE/ DCM
(2:1:6, v/v/v) verwendet. Die Abspaltdauer verldngert sich dabei auf eine
Stunde.

Anmerkung: Diese Methode wird auch in vereinfachter Form fiir
Probeabspaltungen verwendet (Abspaltlosung in verdiinnter Form direkt fiir

Analytik verwendbar).

AAVS: Abspaltung vom Harz unter gleichzeitiger Seitenkettenentschiitzung
Vor der Abspaltung wird das Harz mit DCM gewaschen (5x).

a) Die Abspaltung vom TCP-Harz und Entfernung der sdurelabilen
Schutzgruppen erfolgt bei RT durch Schiitteln mit einer Mischung aus TFA/
TIPS/ H,O (90:7:3, v/v/v) fiir 10 min. Das Harz wird mit TFA nachgewaschen
und die vereinigten Losungen fiir 1 h geriihrt (3 h bei Anwesenheit von Pbf-
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Schutzgruppen). Nach Abdestillation der TFA im Vakuum wird der Riickstand
in wenig TFA aufgenommen und in 30-fachen UberschuB8 an Diethylether
getropft. Der dabei ausfallende Feststoff wird abzentrifugiert und mit
Diethylether gewaschen (2x) und im HV getrocknet.

b) Zur Abspaltung des Peptides vom Sieber-Amid-Harz schiittelt man das Harz
dreimal mit einer TFA-Losung (3% v/v in DCM, 1 mL/ 0.1 g Harz) unter
Zusatz von 3% Triisopropylsilan (v/v) fiir 5 min bei RT. Die TFA der
vereinigten Losungen wird im Vakuum abdestilliert und zum Riickstand eine
Mischung aus TFA/ H,0 (95:5, v/v) zugegeben. Diese Losung wird fiir 1 h bei
RT gertihrt. Weitere Aufarbeitung erfolgt wie unter Punkt AAVS a).
Anmerkung: Diese Methode wird in verkiirzter Form auch fiir
Probeabspaltungen benutzt (Abspaltlosung in verdiinnter Form direkt fiir

Analytik verwendbar).

AAV6: Seitenkettenentschiitzung von cyclischen Peptiden in Losung

Die Entfernung der sdurelabilen Schutzgruppen erfolgt durch Lésen von 100
mg Peptids in 20 mL einer Mischung aus TFA/ TIPS/ H,O (90:7:3, v/v/v).
Nach Riihren der Losung bei RT fiir 1 h (3 h bei Anwesenheit von Pbf-
Schutzgruppen) und destillativer Entfernung der TFA im Vakuum wird der
Riickstand in wenig TFA aufgenommen und in 30-fachen UberschuBl an
Diethylether getropft. Der dabei ausfallende Feststoff wird abzentrifugiert und
mit Diethylether gewaschen (2x) und im HV getrocknet. Reinigung des Peptids
erfolgt mittels priparativer HPLC.

AAV7T: Vollstindige Seitenkettenentschiitzung von Trp bei Verwendung von
Fmoc-Trp(Boc)-OH

Zur Entfernung der N-Carboxygruppe des Trp wird das Peptid (aus AAV5/6) in
H,O gelost, einige Tropfen AcOH zugegeben und iiber Nacht geriihrt.
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AnschlieBend wird lyophilisiert und das verbleibende Peptid mittels HPLC

gereinigt.

AAVS: Peptidcyclisierung in Losung nach DPPA-Methode

Das lineare, seitenkettengeschiitzte Peptid (aus AAV4) wird in DMF (ca. 107
mmol/ 1) geldst und nach Zugabe von 3 eq. DPPA und 5 eq. NaHCO; fiir 16 h
bei RT geriihrt. Im Anschluss daran wird das DMF im HV bis auf ein geringes
Volumen abdestilliert und die verbleibende Ldosung zur Ausfillung in H,O
getropft. Der Niederschlag wird abzentrifugiert, dreimal mit Wasser gewaschen
und im Vakuum getrocknet. Die Seitenkettenschutzgruppen des cyclischen

Peptids werden nach AAV6 abgespalten.

AAV9: Disulfidbriickencyclisierung von seitenkettenentschiitzter Peptide in
Losung

Das vom Harz abgespaltene und entschiitzte Peptid (aus AAV 5/6) wird in
DMSO (20 mL/ 100 mg Peptid) gelost, mit H,O (5%, v/v) und Collidin (2%,
v/v) versetzt (pH = 7) und 12-36 h (Reaktionskontrolle durch HPLC) bei RT
unter Sauerstoffeinfluss geriihrt. Die Suspension wird durch Verdampfen des
Losungsmittels im HV bis auf ein Volumen von wenigen mL DMSO eingeengt
und mit etwa der gleichen Menge Acetonitril versetzt. Die in der Losung

enthaltenen Peptide werden mittels praparativer RP-HPLC gereinigt.

AAVI10: Boc-Schiitzung bzw. Acetylierung freier Aminogruppen an fester
Phase

Zur Boc-Schiitzung/ Acetylierung freier Aminogruppen wird das Harz zweimal
15 min mit 1 mL/ 0.1 g (Harz) einer Losung aus NMP/ Boc-Anhydrid bzw.
Ac,0 / Collidin (95:5:5, v/v/v) geschiittelt und anschlieend fiinfmal mit NMP

gewaschen.
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AAV11: ivDde- und Dmab-Entschiitzung am Harz

Das mit NMP gewaschene, mit Peptid beladene Harz wird zweimal mit
Hydrazin-Losung (2% Monohydrat in NMP, v/v) fiir 5 min geschiittelt. Bei
Abspaltung der Dmab-Schutzgruppe wird im Anschlu3 das als Carbonsédure-
Salz gebundene Hydrazin durch Waschen mit einer DIPEA-Losung (5% in
NMP, v/v) verdringt. Der Baseniiberschuss wird zum Schluss mit NMP
ausgewaschen (5x).

Anmerkung: Alle Fmoc-Schutzgruppen miissen vor der Dmab/ivDde-
Entschiitzung durch Boc-Schutzgruppen ausgetauscht werden (siehe 5.3.3/
5.3.4).

AAV12: Peptidcyclisierung am Harz

Nach Fmoc-Entschiitzung der Aminofunktion (AAV2) und Dmab-
Entschiitzung der Carbonsédurefunktion (AAV11) wird das Harz mit einer
Losung aus 3 eq. HOAt, 10 eq. Collidin und 0.5 eq. Diisopropylcarbodiimid
(DIC) in NMP (1 mL/ 0.1 g Harz) fiir 16 h bei RT geschiittelt. Man gibt
solange 0.3 eq. DIC zur Cyclisierungslosung und schiittelt jeweils 16 h bis laut
HPLC- bzw. Massenkontrolle kein lineares Peptid mehr vorhanden ist
(Probeabspaltung). AnschlieBend wird das Harz fiinfmal mit NMP und DCM

gewaschen und laut AAV4 vom Harz abgespalten.

AAV13: Fragmentkupplung am Harz

Nach Fmoc-Entschiitzung des Peptides am Harz (AAV2) wird das Harz mit
einer Losung aus 1.5 eq. seitenkettengeschiitztem Peptid (freier C-Terminus,
aus AAV12), 4 eq. HOAt, 1.7 eq. DIC und 10 eq. Collidin in DMF (1 mL/ 0.1
g Harz) fiir 16 h bei RT geschiittelt. Nach fiinfmaligem Waschen mit NMP
wird das Peptid vom Harz abgespalten (AAVS), vollstindig entschiitzt (AAV7)
und mit Hilfe von priparativer HPLC gereinigt.
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AAV14: Teilentschiitzung und Cystein-Briicken-Cyclisierung von C-terminal
verldngertem cyclo[21,29] [D—Cysﬂ, Cyszgj—uPA 21-30, Peptide 20-23

Nach Kupplung der Peptidsequenz (AAV3) wird die N-terminale Fmoc-
Schutzgruppe nicht abgespalten. Die Abspaltung vom TCP-Harz und
Entfernung der sdurelabilen Schutzgruppen erfolgt nach AAVS. AnschlieBend
wird das Peptid in DMSO/ H,O/ Collidin (92:6.5:1.5 v/v/v; 0.2 ml/ mg Peptid)
gelost und bei RT mehrere Tage unter Sauerstoffeinfluss bis zum
Verschwinden des Edukts (Uberpriifung mittels HPLC) geriihrt. Zur Fillung
des cyclischen Peptids wird die Reaktionslosung in mit HCl angeséuerte,
wissrige 3 M NaCl-Losung (pH = 2) eingetropft. Der Niederschlag wird
abzentrifugiert, mit 0.01 M HCI-Losung gewaschen (2x) und im HV
getrocknet. Ausbeuten liegen im Bereich von 65 — 80% im Bezug auf die

Belegungsdichte des mit einer Aminoséure belegten Harzes.

AAVI1S: Dimerisierung von teilentschiitztem, C-terminal verlingertem
cyclo/21,29][D-Cys*,Cys™ J-uPA>,.3, Peptide 28-31

0.025 mmol teilentschiitztes Peptid aus AAV14 und 10.2 mg HOAt (0.075
mmol) werden in 0.25 ml DMF gelost und unter Zugabe von 32 uL Collidin
(0.24 mmol) und 3.8 uL Diisopropylcarbodiimid (DIC) (0.025 mmol) bei RT
fiir 30 min geriihrt. Nach Zugabe von 1.7 pL 2,2"-(Ethylendioxy)-diethylamin
(0.013 mmol) wird iiber Nacht bei RT geriihrt. Mittels HPLC-Kontrolle wird
die Reaktion auf vollstdndigen Verbrauch des Edukts hin {iberpriift. Ansonsten
kann durch weitere Zugabe von DIC (1.0 uL) und ldangere Riihrdauer die
Reaktion vervollstindigt werden. Das Losungsmittel wird im HV am

Rotationsverdampfer abdestilliert. Entschiitzung und Isolierung erfolgt nach

AAV16.
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AAV16: Fmoc- und ivDde-Entschiitzung in Losung, Peptide 24-27

Zur Entschiitzung der Peptide aus AAV15/ 5.3.1 werden 50 mg Peptid in 3 mL
Piperidin-Losung (20% in DMF, v/v) gelost, fiir 20 min bei RT geriihrt und die
Losungmittel im HV am Rotationsverdampfer abdestilliert. Der Riickstand
wird zweimal in 3 mL Hydrazin-Losung (2% Monohydrat in DMF, v/v) gelost,
fiir 5 min bei RT geriihrt und im HV abdestilliert. Zum Schluss wird das Peptid
in 0.5 mL DMF aufgenommen und in Ether gefillt, abzentrifugiert und dreimal
mit Ether gewaschen. Reinigung erfolgt iiber préparative RP-HPLC.

5.3.1 Kupplung von cyclo(-RGDfK-) an verlingerten C-Terminus von
halbgeschiitztem cyclo[21,29][D-Cys®',Cys*|-uPA,;_3, Peptid 35

50 mg Peptid 22 (0.025 mmol) und 10 mg HOAt (0.078 mmol) werden in 0.25
mL trockenem DMF gelost und mit 3.8 pL Diisopropylcarbodiimid (DIC)
(0.024 mmol) versetzt. Zur Voraktivierung gibt man 32 pL Collidin (0.24
mmol) zu und lédsst die Losung 30 min bei RT stehen. Nach der Zugabe von 22
mg cyclo(-R(PbH)GD(‘Bu)fK-) (33) (0.024 mmol) wird 16 h bei RT geriihrt.
Nach destillativer Entfernung des Losungmittels im HV wird der Riickstand
aus ‘BuOH lyophilisiert. Abspaltung der siurelabilen Schutzgruppen erfolgt
nach AAV6, Abspaltung der Fmoc- bzw. ivDde-Schutzgruppe nach AAV16.
Reinigung erfolgt durch priaparative HPLC.

5.3.2 Selektive Cystein-Entschiitzung und anschliefende
Disulfidbriickencyclisierung von Peptid 17

Die Kupplung des Peptids erfolgt nach AAV3 unter Verwendung von Fmoc-
Cys(Mmt)-OH und Boc-D-Cys(Mmt)-OH 19, Abspaltung vom Harz erfolgt
nach AAV4. 200 mg Peptid werden in 20 mL DCM gel6st und unter Riihren
bei RT mit 1 mL TIPS und 0.13 mL TFA versetzt (entspricht 6%, v/v). Die
zuerst orange Losung entfdrbt sich innerhalb 4 h. Danach wird die Reaktion mit

5 mL MeOH abgebrochen und fiir 30 min nachgeriihrt, die Losungsmittel im
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Vakuum abdestilliert und der Riickstand in Ether gefdllt. Der ausfallende
Niederschlag wird abzentrifugiert und dreimal mit Ether gewaschen. Die

Disulfidbriickencyclisierung und Reinigung erfolgt nach AAV9.

5.3.3 Kupplung von FITC an Lys*’-Seitenketten, Peptid 38

Nach Kupplung des Peptids nach AAV3 wird zuletzt N-terminal geschiitztes
Boc-Lys(Fmoc)-OH nach Standardbedingungen gekuppelt und die Fmoc-
Schutzgruppe in der Lys-Seitenkette nach AAV2 entfernt. Zur Kupplung
werden 39 mg Fluoresceinisothiocyanat (FITC) (0.05 mmol) in 2 mL NMP
gelost und mit 60 pL Collidin (0.45 mmol) versetzt. Diese Losung gibt man
zum mit NMP gewaschenen Harz (100 mg, Belegung ca. 0.5 mmol/g) und
schiittelt 1 h bei RT. Uberschiissige Reagenzien werden mit NMP
ausgewaschen (5x). Entschiitzung und Abspaltung vom Harz erfolgt nach
AAVS, Disulfidbriickencyclisierung nach AAV9 und die Reinigung des
Peptids iiber priaparative RP-HPLC.

5.3.4 Kupplung von Naphthoyl bzw. DOTA an LyszO-Seitenketten, Peptide
36, 37, 39

Nach Kupplung des Peptids nach AAV3 wird zuletzt N-terminal geschiitztes
Boc-Lys(Fmoc)-OH nach Standardbedingungen gekuppelt und die Fmoc-
Schutzgruppe in der Lys-Seitenkette nach AAV2 entfernt. Zur Kupplung
werden 42 mg 2-Naphthoesiure (0.24 mmol, 3 eq.) bzw. 137 mg Tris-'Butyl-
DOTA (0.24 mmol, 3 eq.), 77 mg TBTU (0.24 mmol) und 37 mg HOBt (0.24
mmol) in 2 mL NMP gelost und mit 113 ul. DIPEA (0.66 mmol) versetzt.
Diese Losung gibt man zum mit NMP gewaschenen Harz (200 mg, Belegung
ca. 0.5 mmol/g) und schiittelt 1 h bei RT. Uberschiissige Reagenzien werden
mit NMP ausgewaschen (5x). Entschiitzung und Abspaltung vom Harz erfolgt
nach AAVS5, Disulfidbriickencyclisierung nach AAV9 und die Reinigung des
Peptids iiber priaparative RP-HPLC.



5 EXPERIMENTELLER TEIL 187

Hinweis: Statt der Kupplung von DOTA u.d. kann auch eine weitere
Peptidsequenz nach AAV3 an der Lysin-Seitenkette angebracht werden (Peptid
37).

5.4 Synthesen der Aminosiurederivate und Schutzgruppen

5.4.1 Synthese von [25]-2-Amino-3-[(4-methoxy-phenyl)-diphenyl-
methylsulfanyl]-propionsaure (18), D-Cys(Mmt)-OH

S

~
HZNWOH
o)

Cy3Ho3NO3S
Exact Mass: 393,14
Mol. Wt.: 393,50

Eine Losung aus 5.14 g D-Cystein (294 mmol) und 9.07 g 4-
Methoxytritylchlorid (29.4 mmol) in 35 mL DMF werden fiir 4 h bei RT
geriihrt (pH 1.5). Nach destillativer Entfernung des Losungsmittels werden 50
mL H,O zugegeben und der pH-Wert mit Hilfe von 2N NaOH-Lo6sung auf 5
eingestellt. Die dabei ausfallenden Kristalle werden abfiltriert, mit H,O und
Ether gewaschen und im Vakuum getrocknet. Man erhilt 10.5 g (26.7 mmol,
92% d. Th.) der Titelsubstanz als weiflen Feststoff.

Smp. 162-163 °C (Zersetzung),
HPLC (10 —90%): 18.43 min,
ESI-MS m/z = 394.1 [m+H]".
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'H-NMR (DMSO, 250 MHz): 5(ppm) = 7.40-7.20 (m, 12 H, Aromat); 6.88 (d,
2H, J = 7.5 Hz, Aromat); 3.73 (s, 3H, CH;-0); 2.96 (m, 1H, H,); 2.58/ 2.38 (2x
m, 2H, Hﬁ)

5.4.2 Synthese von [2S]-2-tert-Butoxycarbonylamino-3-[(4-methoxy-
phenyl)-diphenyl-methylsulfanyl]-propionsiure (19), N-Boc-D-Cys(Mmt)-
OH

Exact Mass: 493,19
Mol. Wt.: 493,62

5 g [2S]-2-Amino-3-[(4-methoxy-phenyl)-diphenyl-methylsulfanyl]-propion-
sdure (19) (12.7 mmol) und 3.0 g NaHCOj; (35.7 mmol) werden in 34 mL THF
und 30 mL H,O suspendiert. AnschlieBend gibt man 4.19 g Di-tert-butyl-
dicarbonat (19.2 mmol) geldst in 20 mL THF innerhalb einer Stunde bei RT zu
und rithrt 2 h nach. Nach Zugabe von 60 mL H,O wird das THF im Vakuum
abdestilliert und die wissrige Phase mit EE extrahiert (2x). Das im EE gelost
Produkt wird mit Wasser aus der organischen Phase herausgewaschen (3x) und
durch Zugabe von gesittigtem Acetat-Puffer ausgefillt. Nach Extraktion mit
EE (2x), Trocknung tiber MgSO, und Abdestillieren des Losungsmittels im
Vakuum erhdlt man 4.17 g (8.5 mmol, 67% d. Th.) der Titelsubstanz als

weillen Feststoff.
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Smp. 63-65 °C (Zersetzung),

DC (CHCly/ MeOH/ AcOH 90:8:2): Rf = 0.59,

HPLC (10 — 90%): 27.06 min,

ESI-MS m/z = 516.1 [m+Na]"; 1009.2 [2m+Na]"; 1031.2 [2m-H+2Na]".

"H-NMR (CDCls, 250 MHz): §(ppm) = 7.40-7.10 (m, 12 H, Aromat); 6.79 (d,
2H, J = 7.5 Hz, Aromat); 4.93 (m, 1H, NH); 4.02 (m, 1H, H,); 3.77 (s, 3H,
Methyl-O); 2.65 (m, 2H, Hy); 1.41 (s, 9H, ‘Bu).

5.4.3 Synthese von 2-(1-Hydroxy-3-methyl-butylidene)-5,5-dimethyl-
cyclohexan-1,3-dione (185), 2-(3-Methylbutyryl)-dimedon

HO™ ™%

)

C13H2003
Exact Mass: 224,14
Mol. Wt.: 224,30

24.8 g Dimedon (184) (0.177 mol), 33.45 g N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid
(0.162 mol) und 16.45 Isovaleriansdure (183) (0.161 mol) werden in 1.0 L
DMF gelost und mit 19.7 g Dimethylaminopyridin (0.161 mol) versetzt. Nach
einer Riihrdauer von 3 Stunden triib sich die Losung durch Ausfallen von
Dicyclohexylharnstoff. Man ldsst weitere 2 Tage bei Raumtemperatur
nachriihren. Anschliefend wird der Niederschlag abgesaugt und gut mit DMF
nachgewaschen. Nach destillativer Entfernung des Losungsmittels im HV
bleibt ein oranges Ol iibrig, das mit 150 ml Ethylacetat versetzt wird. Der sich
bildende Niederschlag wird erneut durch Filtration entfernt. Die organische
Phase wird sooft mit 1 mol KHSO,-Losung gewaschen, bis die wéssrige Phase

nicht mehr gelb gefdrbt ist. Die Produktlosung wird tiber MgSO, getrocknet
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und das Losungsmittel verdampft. Nach Flashchromatographie (EE) erhélt man
29.2 g (0.13 mol, 81% d. Th.) der Titelverbindung als farbloses Ol.

DC (EE): Rf=0.9,
HPLC (10 — 90%): 27.39 min,
ESI-MS m/z = 225.1 [m+H]".

'"H-NMR (CDCl;, 250 MHz): &(ppm) = 2.83 (d, 2H, J = 6.7 Hz,
CH,CH(CH,),); 2.48/ 229 (2x s, 4H, CH,-Dimedon); 2.2-2.0 (m, 1H,
CH,CH(CHs;),); 1.01 (s, 6H, 2x CHjz-Dimedon); 0.90 (d, 6H, J = 6.6 Hz,
CH,CH(CHs),). ®C-NMR (CDCl;, 62.5 MHz): 8(ppm) = 204.9; 198.2; 195.0;
112.2; 52.7; 48.5; 47.5; 30.5; 28.1; 25.6; 22.6.

5.4.4 Synthese von 4-{N-[1-(4,4-Dimethyl-2,6-dioxocyclohexyliden)-3-
methylbutyl]amino}-benzylalkohol (187), Dmab-OH

N

H
o}

CooHo7NO3
Exact Mass: 329,20
Mol. Wt.: 329,43

3.20 g 2-(3-Methylbutyryl)-dimedon (185) (14.3 mmol) und 2.11 g 4-
Aminobenzylalkohol (186) (17.2 mmol) werden in 30 ml THF fiir 20 Stunden
refluxiert. Das Losungsmittel wird abrotiert und der Riickstand wird in
Chloroform aufgenommen. Die organische Phase wird mit Acetat-Puffer (pH
4) (3x) und dann mit NaHCO;-Losung (2x) ausgeschiittelt, iiber Na,SO,
getrocknet und einrotiert. Nach Flashchromatographie (EE/ Hex 1:1) und
Lyophilisieren erhdlt man 3.37 g (10.2 mol, 72% d. Th.) der Titelverbindung

als gelbliches Pulver.
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Smp. 153 °C,
DC (EE): Rf=0.73,

HPLC (10 — 90%): 21.05 min,
ESI-MS m/z = 330.3 [m+H]".

"H-NMR (CDCl;, 250 MHz): 8(ppm) = 15.15 (s, 1H, NH); 7.39/ 7.05 (2x d,
4H, J = 7.7 Hz, Aromat); 4.70 (s, 2H, Benzyl-CH,); 2.94 (d, 2H, J = 6.7 Hz,
CH,CH(CHj),); 2.45/ 2.35 (2x s, 4H, CH,-Dimedon); 1.70-1.87 (m, 1H,
CH,CH(CHs;),); 1.03 (s, 6H, 2x CH;-Dimedon); 0.72 (d, 6H, J = 6.3 Hz,
CH,CH(CHs),). ®C-NMR (CDCl;, 62.5 MHz): 8(ppm) = 200.1; 196.5; 176.6;
140.9 (Aromat,); 135.8 (Aromat,); 127.6 (Aromat); 126.4 (Aromat); 107.6;
64.2 (Benzyl-CH,); 53.6/ 52.2 (2x CH,); 38.3 (CH,CH(CHj3),); 30.0 (Cy); 29.4
(CH,CH(CHj3)y); 28.2 (2x CHy); 22.5 (CH,CH(CHs)y).

5.4.5 Synthese von rac-Asparaginsaure-4-benzylester (206)

NH, O

H
oo
(0]
C11H13NO4

Exact Mass: 223,08
Mol. Wt.: 223,23

7.2 g rac-Asparaginsdure (174) (54.1 mmol) und 8.0 g wasserfreies
Natriumsulfat (wasserfrei) werden in 60 mL Benzylalkohol suspendiert. Zu
dieser ~ Mischung werden mit Hilfe einer Spritze 15 mL
Tetrafluorborsdureetherat (54%ig, 109 mmol) zugegeben. AnschlieBend wird
unter Luftausschluss iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Zugabe
von 200 mL absolutem THF wird die Reaktionsmischung mit Hilfe von
Kieselgur filtriert und langsam mit 16.4 mL Triethylamin (118 mmol) in 20 mL
absolutem THF versetzt, worauf sich ein feiner Niederschlag bildet (pH 4).
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THF wird im Vakuum bis max. 50-60 °C abdestilliert. Der Riickstand wird in
200 mL Ethylacetat aufgeschlammt, 10 min bei 60 °C geriihrt, durch eine sehr
feine Fritte abfiltriert und mit Ethylacetat gewaschen. Nach Trocknung im HV
erhilt man 6.0 g (26.9 mmol, 50% d. Th.) der Titelverbindung als weile
Kristalle, die bei starker Verunreinigung aus Wasser (90 °C) umkristallisiert

werden konnen.

Smp. 214-216 °C (H,0),
DC (MeOH/ CHCI3/ H,0 50:50:15): Rf = 0.70, Anfarben mit Ninhydrin.

"H-NMR (D,0/ 37% HCI, 250 MHz): 8(ppm) = 7.28 (s, 5H, Aromat); 5.07 (s,
2H, Benzyl-CH,); 4.27 (t, 1H, J = 5.3 Hz, H,); 3.02 (m, 2H, Hg). "C-NMR
(D,0/ 37% HCI, 62.5 MHz): §(ppm) = 171.9; 171.3; 136.0; 129.8; 129.4; 68.9
(Benzyl-CH,); 50.1 (C,); 34.9 (Cp).

5.4.6 Synthese von [2R]-2-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-
butandisiure-1-tert-butylester-4-{4-|1-(4,4-dimethyl-2,6-dioxo-cyclo-
hexyliden)-3-methyl-butylamino]-benzylester (194), N-Fmoc-D-asparagin-

sidure-1-tert-butylester-4-Dmab-ester

Oy

(0]
O)kNH (e}
(0]
\~/ W‘H /,)‘ko O
(0] N N
H
(e}
C43H50N20g

Exact Mass: 722,36
Mol. Wt.: 722,87

1.0 g N-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-D-asparaginsdure- 1-tert-butylester
(188) (2.4 mmol), 0.64 g Dmab-OH (187) (1.95 mmol), 0.40 g 1-Hydroxy-
benzotriazol-hydrat (2.6 mmol) und 0.93 g N-(3-Dimethylaminopropyl)-N"-
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ethyl-carbodiimid-hydrochlorid (4.9 mmol) werden in 8 mL trockenem THF
geldst und nach Zugabe von 0.75 mL Collidin (5.65 mmol) fiir 16 h bei 0 °C
geriihrt. AnschlieBend wird das THF im Vakuum destillativ entfernt, der
Riickstand in Chloroform geldst und die organische Phase mit Acetatpuffer
(3x) und mit NaHCO;-Puffer (3x) gewaschen. Nach Trocknung der
organischen Phase iiber MgSO, wird das Losungsmittel im Vakuum verdampft.
Man erhélt 1.3 g (1.8 mmol, 90% d. Th.) der Titelsubstanz als gelblichen
Feststoff nach Aufreinigung durch Flashchromatographie (EE/ Hex 1:2).

DC (EE/ Hex 1:1): Rf =0.8,
HPLC (10 — 90%): 33.60 min,
ESI-MS m/z = 723.1 [m+H]'; 745.2 [m+Na]"; 1467.0 [2m+Na]".

"H-NMR (CDCls, 500 MHz): 8(ppm) = 15.3 (s, 1H, Dmab-NH); 7.76 (d, 2H, J
= 7.5 Hz, Fmoc-Aromat); 7.60 (d, 2H, J = 7.6 Hz, Fmoc-Aromat); 7.40 (t, 2H, J
= 7.6 Hz, Fmoc-Aromat); 7.40 (d, 2H, J = 9.0 Hz, Dmab-Aromat); 7.31 (t, 2H,
J =7.6 Hz, Fmoc-Aromat); 7.12 (d, 2H, J = 9.0 Hz, Dmab-Aromat); 5.76 (d,
1H, J = 8.0 Hz, Fmoc-NH); 5.21/ 5.14 (2x d, 2H, J = 13 Hz, Benzyl-CH,);
4.53-4.59 (m, 1H, H,); 4.43/ 4.35 (2x dd, 2H, J = 7.2/11 Hz, Fmoc-CH,); 4.23
(t, 1H, J = 7.2 Hz, Fmoc-CH); 2.97-3.02 (m, 2H, CH,CH(CHj;),); 2.94/ 3.05
(2x dd, 2H, J = 4.6/16.9 Hz, Hp); 2.50/ 2.41 (2x s, 4H, 2x CH,); 1.79-1.89 (m,
1H, CH,CH(CH3),); 1.45 (s, 9H, ‘Bu); 1.09 (s, 6H, 2x CH3); 0.78 (d, 6H, J =
6.8 Hz, CH,CH(CH;),). "C-NMR (CDCl;, 125 MHz): 8(ppm) = 200.2
(Dmab); 196.3 (Dmab); 176.4 (Dmab); 170.6 (CO); 169.5 (CO); 156.0 (Fmoc-
CO); 143.7 (Fmoc-Aromat,); 141.3 (Fmoc-Aromat,); 137.0 (Dmab-Aromat,);
134.9 (Dmab-Aromat,); 129.0 (Dmab-Aromat); 127.7 (Fmoc-Aromat); 127.1
(Fmoc-Aromat); 126.7 (Dmab-Aromat); 125.1 (Fmoc-Aromat); 120.0 (Fmoc-
Aromat); 107.8 (Dmab); 82.8 (‘Bu,); 67.2 (Fmoc-CH,); 66.1 (Benzyl-CH,);
53.8/ 52.3 (2x CH,); 51.0 (Hy); 47.1 (Fmoc-CH); 38.3 (CH,CH(CHj;),); 37.2
(Hp); 30.0 (Dmab-C,); 29.5 (CH,CH(CHs),); 28.3 (2x CH3); 28.0 (‘Bu); 22.6
(CH,CH(CHs),).
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5.4.7 Synthese von [2R]-2-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-
butandisiure-4-tert-butylester-1-{4-[1-(4,4-dimethyl-2,6-dioxo-cyclo-
hexyliden)-3-methyl-butylamino]-benzylester (195), N-Fmoc-D-asparagin-

sidure-4-tert-butyl-ester-1-Dmab-ester

\WOYO o
///,4%0 ‘ \# o)
O«_NH

N X
N
T BN
O

C43H50N20g
Exact Mass: 722,36
Mol. Wt.: 722,87

2.0 g N-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-D-asparaginséure-4-tert-butylester
(189) (4.9 mmol), 1.28 g Dmab-OH (187) (3.9 mmol), 0.80 g 1-Hydroxy-
benzotriazol-hydrat (5.2 mmol) und 1.86 g N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-
ethyl-carbodiimid-hydrochlorid (9.7 mmol) werden in 15 mL trockenem THF
geldst und nach Zugabe von 1.5 mL Collidin (11.3 mmol) fiir 16 h bei 0 °C
geriihrt. AnschlieBend wird das THF im Vakuum destillativ entfernt, der
Riickstand in Chloroform geldst und die organische Phase mit Acetatpuffer
(3x) und mit NaHCO;-Puffer (3x) gewaschen. Nach Trocknung der
organischen Phase iiber MgSO, wird das Losungsmittel im Vakuum verdampft.
Man erhélt 2.6 g (3.6 mmol, 92% d. Th.) der Titelsubstanz als gelblichen
Feststoff nach Aufreinigung durch Flashchromatographie (EE/ Hex 1:2).

Smp. 147-149 °C,

DC (EE/ Hex 1:1): Rf = 0.8,

HPLC (10-90%): 33.75 min,

ESI-MS m/z = 723.1 [m+H]"; 745.1 [m+Na]"; 1467.0 [2m+Na]".
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"H-NMR (CDCls, 500 MHz): 8(ppm) = 15.3 (s, 1H, Dmab-NH); 7.76 (d, 2H, J
= 7.6 Hz, Fmoc-Aromat); 7.60 (d, 2H, J = 7.6 Hz, Fmoc-Aromat); 7.40 (t, 2H, J
= 7.6 Hz, Fmoc-Aromat); 7.39 (d, 2H, J = 8.3 Hz, Dmab-Aromat); 7.31 (t, 2H,
J =7.6 Hz, Fmoc-Aromat); 7.10 (d, 2H, J = 8.3 Hz, Dmab-Aromat); 5.83 (d,
1H, J = 8.5 Hz, Fmoc-NH); 5.27/ 5.21 (2x d, 2H, J = 12.5 Hz, Benzyl-CH,);
4.65-4.70 (m, 1H, H,); 4.42/ 4.36 (2x dd, 2H, J = 7.5/11 Hz, Fmoc-CH,); 4.24
(t, 1H, J = 7.5 Hz, Fmoc-CH); 2.97-3.02 (m, 2H, CH,CH(CHj;),); 2.80/ 3.00
(2x dd, 2H, J = 4.5/17.4 Hz, Hp); 2.51/ 2.41 (2x s, 4H, 2x CH,); 1.78-1.88 (m,
1H, CH,CH(CHj3),); 1.44 (s, 9H, ‘Bu); 1.09 (s, 6H, 2x CH3); 0.78 (d, 6H, J = 7
Hz, CH,CH(CH;),). ®C-NMR (CDCl;, 125 MHz): §(ppm) = 200.2 (Dmab);
196.3 (Dmab); 176.4 (Dmab); 170.8 (CO); 170.0 (CO); 156.0 (Fmoc-CO);
143.7 (Fmoc-Aromat,); 141.3 (Fmoc-Aromaty); 137.0 (Dmab-Aromat,); 134.9
(Dmab-Aromat,); 129.0 (Dmab-Aromat); 127.7 (Fmoc-Aromat); 127.1 (Fmoc-
Aromat); 126.7 (Dmab-Aromat); 125.1 (Fmoc-Aromat); 120.0 (Fmoc-Aromat);
107.8 (Dmab); 82.0 (‘Bu,); 67.3 (Fmoc-CH,); 66.5 (Benzyl-CH,); 53.8/ 52.3
(2x CH,); 50.6 (H,); 47.1 (Fmoc-CH); 38.3 (CH,CH(CHs),); 37.7 (Hp); 30.0
(Dmab-C,); 29.5 (CH,CH(CHs),); 283 (2x CH;); 28.0 (Bu); 22.6
(CH,CH(CHa)y).

5.4.8 Synthese von [2R]-2-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-
butandisiure  4-{4-[1-(4,4-dimethyl-2,6-dioxo-cyclohexyliden)-3-methyl-

butylamino]-benzyl}-ester (200), N-Fmoc-D-asparaginsiure-4-Dmab-ester

—

\
(e}
O)kNH (0]
H .
OWH /,)ko o)
(0] N X
H
(0]
C39H42N20g

Exact Mass: 666,29
Mol. Wt.: 666,76
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1.2 g N-Fmoc-D-asparaginsiure-1-tert-butylester-4-Dmab-ester (194) (1.7
mmol) werden in 10 mL DCM und 10 mL TFA gelost und fiir 2 h bei RT
geriihrt. Nach dem Verdampfen des Losungsmittels im Vakuum wird der
Riickstand in EE geldost, mit NaHCOs;-Losung gewaschen (2x) und die
organische Phase iiber MgSO, getrocknet. AnschlieBend wird das Losungmittel
im Vakuum abdestilliert und das Rohprodukt mittels Flashchromatographie
(EE/ Hex 1:1, 1% AcOH) gereinigt. Man erhilt 1.16 g (1.7 mmol, 100% d. Th.)

der Titelsubstanz als wei3en Feststoff.

Smp. 143-145 °C,
HPLC (10 — 90%): 27.92 min,
ESI-MS m/z = 667.1 [m+H]"; 689.1 [m+Na]"; 1332.9 [2m+Na]".

"H-NMR (CDCls, 500 MHz): 8(ppm) = 15.3 (s, 1H, Dmab-NH); 7.76 (d, 2H, J
= 7.5 Hz, Fmoc-Aromat); 7.58 (d, 2H, J = 7.5 Hz, Fmoc-Aromat); 7.47 (d, 2H,
J = 8.6 Hz, Dmab-Aromat); 7.42 (t, 2H, J = 7.5 Hz, Fmoc-Aromat); 7.31 (t, 2H,
J =7.5 Hz, Fmoc-Aromat); 7.19 (d, 2H, J = 8.6 Hz, Dmab-Aromat); 6.00 (d,
1H, J = 8.2 Hz, Fmoc-NH); 5.23 (s, 2H, Benzyl-CH,); 4.79-4.87 (m, 1H, H,);
4.44/ 4.55 (2x dd, 2H, J = 6.9/10.8 Hz, Fmoc-CH,); 4.23 (t, 1H, J = 6.6 Hz,
Fmoc-CH); 3.01 (d, 2H, 6.6 Hz, CH,CH(CHj3),); 3.02/ 3.20 (2x dd, 2H, J =
4.8/17.6 Hz, Hp); 2.60 (s, 4H, 2x CH,); 1.78-1.89 (m, 1H, CH,CH(CH3),); 1.12
(s, 6H, 2x CH;); 0.78 (d, 6H, J = 6.6 Hz, CH,CH(CHs),). "C-NMR (CDCl;,
125 MHz): 8(ppm) = 200.2 (Dmab); 196.4 (Dmab); 176.4 (Dmab); 173.5 (CO);
170.4 (CO); 156.0 (Fmoc-CO); 143.5 (Fmoc-Aromat,); 141.2 (Fmoc-Aromat,);
136.8 (Dmab-Aromat,); 134.7 (Dmab-Aromat,); 128.9 (Dmab-Aromat); 127.7
(Fmoc-Aromat); 127.0 (Fmoc-Aromat); 126.5 (Dmab-Aromat); 125.0 (Fmoc-
Aromat); 120.0 (Fmoc-Aromat); 107.8 (Dmab); 67.4 (Fmoc-CH,); 66.0
(Benzyl-CH,); 53.7/ 52.2 (2x CHy); 50.5 (H,); 46.9 (Fmoc-CH); 38.3
(CH,CH(CHs),); 36.6 (Hg); 30.0 (Dmab-C,); 29.5 (CH,CH(CHjs),); 28.2 (2x
CHs); 22.5 (CH,CH(CHjs),).
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5.4.9 Synthese von [2R]-2-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-
butandisiure  1-{4-[1-(4,4-dimethyl-2,6-dioxo-cyclohexyliden)-3-methyl-

butylamino]-benzyl}-ester (201), N-Fmoc-D-asparaginsiure-1-Dmab-ester

HO\fO o
OYNH N NN

H
o L
(@)
/i N
C39H42N20g
Exact Mass: 666,29
Mol. Wt.: 666,76

1.3 g N-Fmoc-D-asparaginsiure-4-tert-butyl-ester-1-Dmab-ester (195) (1.8
mmol) werden in 10 mL DCM und 10 mL TFA gel6st und fiir 2 h bei RT
geriihrt. Nach dem Verdampfen des Losungsmittels im Vakuum wird der
Riickstand in EE geldst, mit NaHCO;-Losung gewaschen (2x) und die
organische Phase tiber MgSO, getrocknet. AnschlieBend wird das Losungmittel
im Vakuum abdestilliert und das Rohprodukt mittels Flashchromatographie
(EE/ Hex 1:1, 1% AcOH) gereinigt. Man erhilt 1.33 g (1.8 mmol, 100% d. Th.)

der Titelsubstanz als weillen Feststoff.

Smp. 107-112 °C,
HPLC (10 — 90%): 28.07 min,
ESI-MS m/z = 667.1 [m+H]"; 689.1 [m+Na]"; 1332.9 [2m+H]".

"H-NMR (CDCl;, 500 MHz): 8(ppm) = 15.3 (s, 1H, Dmab-NH); 7.77 (d, 2H, J
= 7.7 Hz, Fmoc-Aromat); 7.57 (d, 2H, J = 7.7 Hz, Fmoc-Aromat); 7.44 (d, 2H,
J = 8.3 Hz, Dmab-Aromat); 7.41 (t, 2H, J = 7.7 Hz, Fmoc-Aromat); 7.31 (t, 2H,
J =7.7 Hz, Fmoc-Aromat); 7.14 (d, 2H, J = 8.3 Hz, Dmab-Aromat); 5.91 (d,
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1H, J = 8.3 Hz, Fmoc-NH); 5.22-5.30 (m, 2H, Benzyl-CH,); 4.74-4.81 (m, 1H,
H,); 4.47 (d, 2H, J = 6.6 Hz, Fmoc-CH,); 4.22 (t, 1H, J = 6.5 Hz, Fmoc-CH);
3.00 (d, 2H, 6.6 Hz, CH,CH(CHs;),); 3.01/ 3.15 (2x dd, 2H, J = 4.2/17.2 Hz,
Hg); 2.57 (s, 4H, 2x CHy); 1.77-1.88 (m, 1H, CH,CH(CHs),); 1.12 (s, 6H, 2x
CH;); 0.77 (d, 6H, J = 6.4 Hz, CH,CH(CH;),). *C-NMR (CDCls, 125 MHz):
d(ppm) = 200.2 (Dmab); 196.7 (Dmab); 176.6 (Dmab); 173.2 (CO); 170.7
(CO); 156.3 (Fmoc-CO); 143.6 (Fmoc-Aromat,); 141.2 (Fmoc-Aromat,); 136.9
(Dmab-Aromat,); 134.8 (Dmab-Aromaty); 128.9 (Dmab-Aromat); 127.8
(Fmoc-Aromat); 127.1 (Fmoc-Aromat); 126.6 (Dmab-Aromat); 125.1 (Fmoc-
Aromat); 120.0 (Fmoc-Aromat); 107.8 (Dmab); 67.5 (Fmoc-CH,); 66.6
(Benzyl-CH,); 53.6/ 52.2 (2x CH,); 50.6 (H,); 47.0 (Fmoc-CH); 38.4
(CH,CH(CHs),); 36.8 (Hp); 30.0 (Dmab-C,); 29.5 (CH,CH(CH;),); 28.2 (2x
CHs); 22.5 (CH,CH(CHjs),).

5.4.10 Synthese von D-Glutaminsiure-5-benzylester (207)

NH,
HO%WWO
(0] (0]
C12H15NO4

Exact Mass: 237,10
Mol. Wt.: 237,25

4.0 g D-Glutaminséure (175) (27.2 mmol) und 4.0 g wasserfreies Natriumsulfat
(wasserfrei) werden in 50 mL Benzylalkohol suspendiert. Zu dieser Mischung
werden mit Hilfe einer Spritze 7.4 mL Tetrafluorborsdureetherat (54%ig, 54.4
mmol) zugegeben. Anschliefend wird unter Luftausschluss iiber Nacht bei
Raumtemperatur geriihrt. Nach Zugabe von 150 mL absolutem THF wird die
Reaktionsmischung mit Hilfe von Kieselgur filtriert und langsam mit 8.2 mL
Triethylamin (59.2 mmol) in 20 mL absolutem THF versetzt, worauf sich ein
feiner Niederschlag bildet (pH 4). THF wird im Vakuum bis max. 50-60 °C
abdestilliert. Der Riickstand wird in 200 mL Ethylacetat aufgeschlammt, 10
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min bei 60 °C gerlihrt, durch eine sehr feine Fritte abfiltriert und mit
Ethylacetat gewaschen. Nach Trocknung im HV erhilt man 5.8 g (24.5 mmol,
90% d. Th.) der Titelverbindung als weile Kristalle, die bei starker

Verunreinigung aus Wasser (90 °C) umkristallisiert werden kdnnen.

Smp. 174-175 °C (Ethylacetat),
DC (MeOH/ CHCl3/ H,0 50:50:15): Rf = 0.77, Anfarben mit Ninhydrin.

"H-NMR (D,0/ 37% HCI, 250 MHz): 8(ppm) = 7.43 (s, 5H, Aromat); 5.17 (s,
2H, Benzyl-CH,); 4.12 (t, 1H, J = 6.0 Hz, H,); 2.67 (t, 2H, J = 7.2 Hz, H,);
2.12-2.48 (m, 2H, Hp). "H-NMR (D,0/ NaHCO;, 250 MHz): 8(ppm) = 7.45 (s,
5H, Aromat); 5.18 (s, 2H, Benzyl-CH,); 3.70 (t, 1H, J = 6.0 Hz, H,); 2.59 (t,
2H, J = 7.3 Hz, H,); 1.98-2.24 (m, 2H, Hg). C-NMR (D,0/ 37% HCI, 62.5
MHz): 8(ppm) = 174.7; 172.0; 136.1; 129.5; 129.0; 67.9 (Benzyl-CH,); 52.6
(Ca); 30.1 (C,); 25.5 (Cp).

5.4.11 Synthese von D-Glutaminsiure-5-benzylester-1-zert-butylester (214)

SN
o__J, 0
71) -
(0] (0]
C16H23NO4

Exact Mass: 293,16
Mol. Wt.: 293,36

3.0 g D-Glutaminsdure-5-benzylester (207) (12.7 mmol) werden in 40 mL fert-
Butylacetat suspendiert und durch langsame Zugabe von Perchlorsdure (70%ig)
in Losung gebracht. Die Losung mit einem maximalen pH-Wert von 1.5-2 wird
iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionsmasse wird im
Anschluss in eine Mischung aus 2 g NaHCO; und 40 mL H,O eingeriihrt
(Vorsicht: Gasentwicklung). Wichtig dabei ist heftiges Riihren und ein pH-
Wert von 6-8. Die organische Phase wird mit 40 mL Ethylacetat verdiinnt,
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zweimal mit NaHCO;-Losung extrahiert und tiber MgSO, getrocknet. Nach
Verdampfen des Losungsmittels im Vakuum bleiben 3.2 g (10.9 mmol, 86% d.
Th.) der Titelverbindung als farbloses Ol zuriick. Das Produkt ist instabil unter

Sauerstoffeinfluss.

DC (MeOH/CHCI5/H,0 50:50:15): Rf = 0.94, Anférben mit Ninhydrin,
HPLC (10 — 90%): 16.62 min,
ESI-MS m/z =294.0 [m+H]".

"H-NMR (CDCl;, 250 MHz): 8(ppm) = 7.35 (s, 5H, Aromat); 5.12 (s, 2H,
Benzyl-CH,); 3.45 (dd, 1H, J = 5.4/8.1 Hz, H,); 2.54 (t, 2H, J = 7.6 Hz, H,);
2.18-1.85 (m, 2H, Hp); 1.46 (s, 9H, ‘Bu).

5.4.12 Synthese von D-Glutaminsiure-1-tert-butylester (213)

NH
%%.,,,/%KOH

(0] (0]
CgH47NO4
Exact Mass: 203,12
Mol. Wt.: 203,24

3.2 g D-Glutaminséure-1-fert-butyl-5-benzylester (214) (10.9 mmol) werden in
100 mL tert-Butanol gelost und mit 0.5 g Pd auf Kohle (5%, trocken) versetzt.
Die Reaktionsmischung wird anschlieBend fiir 4 Stunden bei Raumtemperatur
unter Wasserstoffatmosphidre geriihrt. Dabei bildet sich ein dicker Brei, der
notfalls mit weiterem fert-Butanol verdiinnt werden muss. Nach Verdampfen
des Losungsmittels im Vakuum und Losen des Riickstandes in verdiinnter
Natronlauge (max. pH 8) wird durch Kieselgur filtriert und das Wasser
destillativ entfernt. Man erhdlt 2.0 g (9.9 mmol, 90% d. Th.) der

Titelverbindung als weil3e Kristalle.
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Smp. 128-130 °C (Na-Salz),
DC (MeOH/CHCI3/H,O 50:50:15), Rf = 0.80, Anfirben mit Ninhydrin,
HPLC (10 — 90%): 11.25 min.

"H-NMR (D,0/ NaOH, 250 MHz): §(ppm) = 4.07 (t, 1H, ] = 6.3 Hz, H,); 2.45
(t, 2H, J = 6.7 Hz, H,); 2.21-2.15 (m, 2H, Hy); 1.53 (s, 9H, 'Bu). *C-NMR
(D,0/ NaOH, 62.5 MHz): 8(ppm) = 181.4; 170.3; 87.1 (‘Bu); 54.4 (C,); 33.9
(C,); 28.4 (‘Buy); 27.5 (C).

54.13 Synthese von N-(9H-fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-D-
glutaminsiure-1-tert-butylester (190)

i)
)

(@)

NS0
o_J., 0
(0] (0]

C24H27NOg

Exact Mass: 425,18
Mol. Wt.: 425,47

T

2.0 g D-Glutaminsaure-1-tert-butylester (213) (9.9 mmol), 1.0 g NaHCO; (1.1
mmol) und 3.5 g Fmoc-ONSu (10.4 mmol) werden in 50 mL Dioxan/ H,O
(1:1) 16 h bei RT geriihrt. AnschlieBend wird mit 2N HCI-Losung auf pH 2.5
angesduert und das THF im Vakuum verdampft. Nach Extraktion mit EE (3x)
werden die vereinigten organischen Phasen iiber MgSO, getrocknet und das
Losungsmittel im Vakuum abdestilliert. Nach Umkristallisation aus
Chloroform/ Hexan erhdlt man 2.9 g (6.8 mmol, 69 % d. Th.) der
Titelverbindung als weil3e Kristalle.

Smp. 103-105 °C,
DC (EE/Hex 1:2, 1% AcOH): Rf = 0.28,
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HPLC (10 — 90%): 25.04 min,
ESI-MS m/z = 448.2 [m+Na]"; 873.2 [2m+Na]"; 889.3 [2m+K]".

"H-NMR (CDCls, 250 MHz): 8(ppm) = 7.73 (d, 2H, J = 7.3 Hz, Fmoc-
Aromat); 7.57 (d, 2H, J = 7.3 Hz, Fmoc-Aromat); 7.41-7.25 (m, 4H, Fmoc-
Aromat); 5.47 (d, 1H, J = 8.0 Hz, NH); 4.45-4.32 (m, 2H, Fmoc-CH,); 4.33-
4.24 (m, 1H, H,); 4.19 (t, 1H, J = 7.0 Hz, Fmoc-CH); 2.48-2.30 (m, 2H, H,);
2.29-2.11/ 2.02-1.83 (2x m, 2H, Hp); 1.45 (s, 9H, ‘Bu). "C-NMR (CDCl;, 250
MHz): d(ppm) = 176.8 (CO); 171.0 (CO); 156.0 (Fmoc-CO); 143.8 (Fmoc-
Aromaty); 141.3 (Fmoc-Aromat,); 127.7 (Fmoc-Aromat); 127.1 (Fmoc-
Aromat); 125.1 (Fmoc-Aromat); 120.0 (Fmoc-Aromat); 82.8 (tBuq); 67.0
(Fmoc-CH); 53.7 (Cy); 47.2 (Fmoc-CHy); 29.9 (C,); 28.0 (‘Bu); 27.9 (Cp).

5.4.14 Synthese von [2R]-2-(9H-fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-
pentandisiure-1-zert-butylester-5-{4-[1-(4,4-dimethyl-2,6-dioxo-cyclo-
hexylidene)-3-methyl-butylamino]-benzylester (196), N-Fmoc-D-

glutaminsiure-1-tert-butylester-5-Dmab-ester

p—

N/
oJ ! o /
rhe o't
o, 0 0
(0] (0]
C44Hs52N20g

Exact Mass: 736,37
Mol. Wt.: 736,89

3.8 g N-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-D-glutaminsaure- 1-fert-butylester
(190) (8.94 mmol), 2.36 g Dmab-OH (187) (7.2 mmol), 1.37 g 1-Hydroxy-
benzotriazol-hydrat (9.0 mmol) und 3.43 g N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-
ethyl-carbodiimid-hydrochlorid (17.9 mmol) werden in 40 mL trockenem THF
geldst und nach Zugabe von 3 mL Collidin (23 mmol) fiir 16 h bei 0 °C
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geriihrt. AnschlieBend wird das THF im Vakuum destillativ entfernt, der
Riickstand in Chloroform geldst und die organische Phase mit Acetatpuffer
(3x) und mit NaHCO;-Puffer (3x) gewaschen. Nach Trocknung der
organischen Phase iiber MgSO, wird das Losungsmittel im Vakuum verdampft.
Man erhilt 3.86 g (5.2 mmol, 73% d. Th.) der Titelsubstanz als gelblichen
Feststoff nach Aufreinigung durch Flashchromatographie (EE/ Hex 1:1).

HPLC (10 — 90%): 33.83 min,
ESI-MS m/z = 737.4 [m+H]; 759.5 [m+Na]"; 1474.4 [2m+H]"; 1495.6
[2m+Na]".

"H-NMR (CDCls, 500 MHz): 8(ppm) = 15.14 (s, 1H, Dmab-NH); 7.73 (d, 2H,
J = 7.5 Hz, Fmoc-Aromat); 7.56 (d, 2H, J = 7.5 Hz, Fmoc-Aromat); 7.35 (d,
2H, J = 8.2 Hz, Dmab-Aromat); 7.32-7.20 (m, 4H, Fmoc-Aromat); 7.08 (d, 2H,
J = 8.2 Hz, Dmab-Aromat); 5.38 (d, 1H, J = 7.8 Hz, Fmoc-NH); 5.11 (s, 2H,
Benzyl-CH,); 4.36 (d, 2H, J = 7.2 Hz, Fmoc-CH,); 4.33-4.23 (m, 1H, H,); 4.20
(t, 1H, J = 7.0 Hz, Fmoc-CH); 2.96 (d, 2H, J = 6.5 Hz, CH,CH(CHj;),); 2.55-
2.44 (m, 2H, H,); 2.47/ 2.37 (2x s, 4H, 2x CH,); 2.32-2.16/ 2.06-1.88 (2x m,
2H, Hp); 1.70-1.90 (m, 1H, CH,CH(CHs),); 1.45 (s, 9H, ‘Bu); 1.05 (s, 6H, 2x
CH;); 0.74 (d, 6H, J = 6.5 Hz, CH,CH(CH;),). *C-NMR (CDCls, 125 MHz):
d(ppm) = 200.2; 196.7; 176.4; 172.7; 171.9; 156.3 (Fmoc); 143.7 (Fmoc);
141.3 (Fmoc); 135.8 (Dmab); 134.9 (Dmab); 129.0 (Dmab); 128.4 (Fmoc);
127.0 (Fmoc); 126.6 (Dmab); 125.1 (Fmoc); 120.3 (Fmoc); 107.5 (Dmab); 82.8
(‘Buy); 66.3 (Fmoc-CH,); 65.4 (Benzyl-CH,); 53.0 (C,); 52.3 (2x CHy); 47.1
(Fmoc-CH); 383 (CH,CH(CHj),); 30.2 (C,); 30.0 (Dmaby); 29.5
(CH,CH(CHj3),); 28.2 (2x CH3); 28.0 (‘Bu); 27.6 (Cp); 22.6 (CH,CH(CHj),).
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5.4.15 Synthese von [2R]-2-(9H-fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-
pentandisiure-5-ztert-butylester-1-{4-[1-(4,4-dimethyl-2,6-dioxo-
cyclohexylidene)-3-methyl-butylamino]-benzylester (197), N-Fmoc-D-

glutaminsiure-5-ter-butylester-1-Dmab-ester

C44H55N50g
Exact Mass: 736,37
Mol. Wt.: 736,89

1.03 g N-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl)-D-glutaminséure-5-tert-butyl-
ester (191) (2.42 mmol), 0.64 g Dmab-OH (187) (1.94 mmol), 0.37 g 1-
Hydroxy-benzotriazol-hydrat (24 mmol) und 093 g  N-(3-
Dimethylaminopropyl)-N"-ethyl-carbodiimid-hydrochlorid (2.8 mmol) werden
in 10 mL trockenem THF gel6st und nach Zugabe von 0.8 mL Collidin (5.6
mmol) fiir 16 h bei 0 °C geriihrt. Anschlieend wird das THF im Vakuum
destillativ entfernt, der Riickstand in Chloroform gelost und die organische
Phase mit Acetatpuffer (3x) und mit NaHCO;-Puffer (3x) gewaschen. Nach
Trocknung der organischen Phase iiber MgSO, wird das Losungsmittel im
Vakuum verdampft. Man erhédlt 1.46 g (1.98 mmol, 95% d. Th.) der
Titelsubstanz  als  gelblichen  Feststoff nach  Aufreinigung durch
Flashchromatographie (EE/ Hex 1:1).

Smp. 61 °C,

HPLC (10 — 90%): 32.96 min,

ESI-MS m/z = 737.4 [m+H]; 759.5 [m+Na]"; 1474.4 [2m+H]"; 1495.6
[2m+Na]".
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"H-NMR (CDCl;, 500 MHz): 8(ppm) = 15.14 (s, 1H, Dmab-NH); 7.76 (d, 2H,
J = 7.5 Hz, Fmoc-Aromat); 7.59 (d, 2H, J = 7.5 Hz, Fmoc-Aromat); 7.41 (d,
2H, J = 8.2 Hz, Dmab-Aromat); 7.40/ 7.30 (2x m, 4H, Fmoc-Aromat); 7.11 (d,
2H, J = 8.2 Hz, Dmab-Aromat); 5.50 (d, 1H, J = 8.7 Hz, Fmoc-NH); 5.21 (m,
2H, Benzyl-CH,); 4.45 (m, 1H, H,); 4.39 (m, 2H, Fmoc-CH,); 4.21 (m, 1H,
Fmoc-CH); 2.99 (d, 2H, J = 6.5 Hz, CH,CH(CHs;),); 2.48 (2x s, 4H, 2x CH,);
2.32 (m, 2H, H,); 2.18/ 2.00 (2x m, 2H, Hg); 1.83 (m, 1H, CH,CH(CH3),); 1.45
(s, 9H, Bu); 1.09 (s, 6H, 2x CH3); 0.77 (d, 6H, J = 6.7 Hz, CH,CH(CHs),).
BC-NMR (CDCl;, 125 MHz): 8(ppm) = 200.2; 196.7; 176.4; 172.7; 171.9;
156.3 (Fmoc); 143.7 (Fmoc); 141.3 (Fmoc); 135.8 (Dmab); 134.9 (Dmab);
129.5 (Dmab); 128.1 (Fmoc); 127.5 (Fmoc); 127.0 (Dmab); 125.4 (Fmoc);
120.4 (Fmoc); 107.5 (Dmab); 82.1 (‘Buy); 67.6 (Fmoc-CH,); 66.8 (Benzyl-
CH,); 54.0 (Cy); 53.2 (2x CH,); 47.5 (Fmoc-CH); 38.9 (CH,CH(CHj;),); 31.8
(C,); 30.0 (Dmab,); 30.0 (CH,CH(CHs),); 28.6 (2x CH3); 28.5 (‘Bu); 27.7 (Cp);
23.0 (CH,CH(CH;),).

5.4.16 Synthese von [2R]-2-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-
pentandisiure-5-{4-[1-(4,4-dimethyl-2,6-dioxo-cyclohexylidene)-3-methyl-

butylamino]-benzylester (202), N-Fmoc-D-glutaminsiure-5-Dmab-ester

OO

o H
N
7>
Hom),,/,/Yo 0
(0] (0]
C40H44N20g
Exact Mass: 680,31
Mol. Wt.: 680,79

3.8 g N-Fmoc-D-glutaminsiure-1-tert-butylester-5-Dmab-ester (196) (5.2
mmol) werden in 20 mL DCM und 20 mL TFA gel6st und fiir 2 h bei RT
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gerithrt. Nach dem Verdampfen des Losungsmittels im Vakuum wird der
Riickstand in EE gelost, mit NaHCOs-Losung gewaschen (2x) und die
organische Phase iiber MgSO, getrocknet. AnschlieBend wird das Losungmittel
im Vakuum abdestilliert und das Rohprodukt mittels Flashchromatographie
(EE/ Hex 1:1, 1% AcOH) gereinigt. Man erhélt 2.28 g (3.4 mmol, 88% d. Th.)

der Titelsubstanz als weiBBen Feststoff.

Smp. 162-163°C (CHCl5/ Hex),

DC (EE/Hex 1:1, 1% AcOH): Rf = 0.15,

HPLC (10 — 90%): 27.73 min,

ESI-MS m/z = 681.3 [m+H]; 703.3 [m+Na]; 1361.2 [2m+H]"; 1383.3
[2m+Na]".

"H-NMR (CDCls, 500 MHz): 8(ppm) = 15.20 (s, 1H, Dmab-NH); 7.69 (d, 2H,
J = 7.5 Hz, Fmoc-Aromat); 7.55 (d, 2H, J = 7.5 Hz, Fmoc-Aromat); 7.35 (d,
2H, J = 8.2 Hz, Dmab-Aromat); 7.32-7.20 (m, 4H, Fmoc-Aromat); 7.05 (d, 2H,
J = 8.2 Hz, Dmab-Aromat); 5.66 (d, 1H, J = 7.8 Hz, Fmoc-NH); 5.07 (s, 2H,
Benzyl-CH,); 4.34 (d, 2H, J = 7.0 Hz, Fmoc-CH,); 4.45-4.38 (m, 1H, H,); 4.16
(t, 1H, J = 6.8 Hz, Fmoc-CH); 2.95 (d, 2H, J = 6.5 Hz, CH,CH(CHs;),); 2.52-
2.43 (m, 2H, H,); 2.42 (s, 4H, 2x CH,); 2.42-2.20/ 2.14-1.94 (2x m, 2H, Hp);
1.70-1.90 (m, 1H, CH,CH(CHj;),); 1.03 (s, 6H, 2x CH3); 0.72 (d, 6H, J = 6.5
Hz, CH,CH(CH;),). *C-NMR (CDCl;, 125 MHz): 8(ppm) = 200.2; 196.7;
176.8; 173.8; 172.5; 156.0 (Fmoc); 143.7 (Fmoc); 141.3 (Fmoc); 136.4
(Dmab); 135.4 (Dmab); 129.0 (Dmab); 127.6 (Fmoc); 127.0 (Fmoc); 126.6
(Dmab); 125.1 (Fmoc); 120.3 (Fmoc); 107.5 (Dmab); 66.9 (Fmoc-CH,); 65.4
(Benzyl-CH,); 53.0 (C,); 52.8 (2x CH,); 47.0 (Fmoc-CH); 38.4
(CH,CH(CH3),); 30.0 (Dmabg); 29.5 (C,); 29.5 (CH,CH(CH3),); 28.1 (2x
CH,); 27.5 (Cp); 22.6 (CH,CH(CHs),).



5 EXPERIMENTELLER TEIL 207

5.4.17 Synthese von [2R]-2-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-
pentandisiure-1-{4-[1-(4,4-dimethyl-2,6-dioxo-cyclohexylidene)-3-methyl-

butylamino]-benzylester (203), N-Fmoc-D-glutaminsiure-1-Dmab-ester

0
O H /
N
HNKO ) 7
0

HOM NS L O
o O
Ca0H44N20g
Exact Mass: 680,31
Mol. Wt.: 680,79

1.46 g N-Fmoc-D-glutaminsiure-5-fert-butylester-1-Dmab-ester (197) (1.98
mmol) werden in 10 mL DCM und 10 mL TFA gelost und fiir 2 h bei RT
geriihrt. Nach dem Verdampfen des Losungsmittels im Vakuum wird der
Riickstand in EE geldost, mit NaHCOs;-Losung gewaschen (2x) und die
organische Phase tiber MgSO, getrocknet. AnschlieBend wird das Losungmittel
im Vakuum abdestilliert und das Rohprodukt mittels Flashchromatographie
(EE/ Hex 1:1, 1% AcOH) gereinigt. Man erhilt 1.36 g (2.0 mmol, 100% d. Th.)

der Titelsubstanz als weilen Feststoff.

Smp. 94°C (CHCly/ Hex),
DC (EE/Hex 1:1, 1% AcOH): Rf=0.15,

HPLC (10 — 90%): 27.32 min,

ESI-MS m/z = 681.3 [m+H]"; 703.3 [m+Na]’; 1361.2 [2m+H]"; 1383.3
[2m+Na]".

"H-NMR (CDCls, 500 MHz): 8(ppm) = 15.20 (s, 1H, Dmab-NH); 7.76 (d, 2H,
J = 7.8 Hz, Fmoc-Aromat); 7.58 (d, 2H, J = 7.8 Hz, Fmoc-Aromat); 7.39 (d,
2H, J = 8.3 Hz, Dmab-Aromat); 7.39/ 7.30 (2x m, 4H, Fmoc-Aromat); 7.11 (d,
2H, J = 8.3 Hz, Dmab-Aromat); 5.48 (d, 1H, J = 7.9 Hz, Fmoc-NH); 5.20 (s,
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2H, Benzyl-CH,); 4.48 (m, 1H, H,); 4.41 (m, 2H, Fmoc-CH,); 4.21 (m, 1H,
Fmoc-CH); 2.99 (d, 2H, J = 6.5 Hz, CH,CH(CHj;),); 2.45 (m, 4H, 2x CH,);
2.42 (m, 2H, H,); 2.25/ 2.00 (2x m, 2H, Hg); 1.83 (m, 1H, CH,CH(CH3),); 1.07
(s, 6H, 2x CH3); 0.76 (d, 6H, J = 6.7 Hz, CH,CH(CHs),). *C-NMR (CDCl;,
125 MHz): 6(ppm) = 200.2; 196.7; 176.9; 173.9; 172.6; 156.1 (Fmoc); 143.9
(Fmoc); 141.5 (Fmoc); 136.6 (Dmab); 135.6 (Dmab); 129.5 (Dmab); 128.1
(Fmoc); 127.4 (Fmoc); 127.0 (Dmab); 125.3 (Fmoc); 120.3 (Fmoc); 107.5
(Dmab); 67.5 (Fmoc-CH,); 66.8 (Benzyl-CH,); 53.5 (C,); 53.3 (2x CH,); 47.6
(Fmoc-CH); 38.6 (CH,CH(CHj),); 30.0 (Dmaby); 29.8 (C); 29.8
(CH,CH(CHs),); 28.5 (2x CH3); 27.6 (Cg); 22.7 (CH,CH(CHs),).

5.4.18 Synthese von [2R]-2-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonylamin)-

pentansiure-5-benzylester (210), N-Fmoc-D-glutaminsiure-5-benzylester

\

o)

N/&O
Ho%-,,,, 0
0] (0]
Co7H25NOg

Exact Mass: 459,17
Mol. Wt.: 459,49

14.0 g D-Glutaminséure-5-benzylester (207) (59 mmol), 10.0 g NaHCO; (120
mmol) und 24.0 g Fmoc-Cl (93 mmol) werden in 500 mL THF/ H,O (1:1) 16 h
bei RT geriihrt. AnschlieBend wird mit 2N HCI-Losung auf pH 2 angeséduert
und das THF im Vakuum verdampft. Nach dreimaliger Extraktion mit EE
werden die vereinigten organischen Phasen iiber MgSO, getrocknet und das
Losungsmittel im Vakuum abdestilliert. Nach Flashchromatographie (EE/ Hex
1:1, 1% AcOH) erhilt man 21.9 g (48 mmol, 81 % d. Th.) der Titelverbindung

als weillen Feststoff.
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Smp. 70-80 °C (Zersetzung),

HPLC (10 — 90%): 25.94 min,

DC (EE/Hex = 1:1, 1% AcOH): Rf = 0.39,

ESI-MS m/z = 460.1 [m+H]"; 482.3 [m+Na]"; 919.2 [2m+H]".

'"H-NMR (CDCl; , 250 MHz): &(ppm) = 7.73 (d, 2H, J = 7.3 Hz, Fmoc-
Aromat); 7.56 (d, 2H, J = 7.3 Hz, Fmoc-Aromat); 7.41-7.28 (m, 4H, Fmoc-
Aromat); 7.33 (s, SH, Benzyl-Aromat); 5.51 (d, 1H, J = 8.0 Hz, NH); 5.11 (s,
2H, CH,-Benzyl); 4.50-4.40 (m, 1H, H,); 4.45-4.35 (m, 2H, Fmoc-CH,); 4.19
(t, 1H, J = 7.0 Hz, Fmoc-CH); 2.65-2.50 (m, 2H, H,); 2.40-2.20/ 2.15-1.99 (2x
m, 2H, Hy). *C-NMR (CDCl; , 250 MHz): 8(ppm) = 175.7 (CO); 172.8 (CO);
156.0 (Fmoc-CO); 143.8 (Fmoc-Aromaty); 141.3 (Fmoc-Aromat,); 136.1/
128.4/ 128.3 (Benzyl-Aromat); 127.7 (Fmoc-Aromat); 127.1 (Fmoc-Aromat);
125.1 (Fmoc-Aromat); 120.0 (Fmoc-Aromat); 68.0 (CH,-Benzyl); 67.2 (Fmoc-
CH); 53.2 (C,); 47.2 (Fmoc-CH,); 30.3 (C,); 27.3 (Cp).

5.4.19 Synthese von [2R]-2-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonylamin)-
pentansiure-5-benzylester-1-zter-butylester (212), N-Fmoc-D-

glutaminsiure-5-benzylester-1-zert-butylester

C31H33NOg
Exact Mass: 515,23
Mol. Wt.: 515,60

11.3 g N-Fmoc-D-glutaminsiure-5-benzylester (210) (24.6 mmol) und 11.3 g
Trichloracetimidsdure-fert-butylester (211) (24.6 mmol) werden in 30 mL
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trockenem DCM und 100 mL trockenem Cyclohexan suspendiert und bei 0 °C
unter Argonatmosphire mit 0.7 mL BF;-Etherat versetzt. Die Suspension ldsst
man allméhlich auf RT erwdrmen und riihrt insgesamt 24 h nach. Nachdem
man 16 g NaHCO; zugegeben hat, wird eine weitere Stunde bei RT geriihrt und
anschlieBend die Losungsmittel durch Destillation im Vakuum entfernt. Der
Riickstand wird in EE suspendiert und durch Kieselgel filtriert. AnschlieBend
wird die organische Phase mit NaHCOj;-Losung gewaschen (3x), iber MgSO,
getrocknet und durch Destillation im Vakuum vom Losungsmittel befreit. Nach
Flashchromatographie (EE/ Hex 1:1) erhélt man 10.6 g (21 mmol, 85% d. Th.)

der Titelverbindung als wei3en Feststoff.

DC (EE/Hex = 1:1): Rf=0.9
HPLC (10 — 90%): 31.60 min
ESI-MS m/z = 516.1 [m+H]"; 539.2 [m+Na]"; 1033.2 [2m+H]".

'"H-NMR (CDCl; , 250 MHz): &(ppm) = 7.75 (d, 2H, J = 7.5 Hz, Fmoc-
Aromat); 7.57 (d, 2H, J = 7.5 Hz, Fmoc-Aromat); 7.41-7.25 (m, 4H, Fmoc-
Aromat); 7.33 (s, SH, Benzyl-Aromat); 5.43 (d, 1H, J = 8.0 Hz, NH); 5.11 (s,
2H, CH,-Benzyl); 4.35-4.25 (m, 1H, H,); 4.38 (d, 2H, J = 7.1 Hz, Fmoc-CH,);
4.20 (t, 1H, J = 7.0 Hz, Fmoc-CH); 2.55-2.35 (m, 2H, H,); 2.35-2.12/ 2.05-1.90
(2x m, 2H, Hp); 1.47 (s, 9H, ‘Bu). "C-NMR (CDCl; , 250 MHz): 8(ppm) =
172.7 (CO); 171.2 (CO); 156.0 (Fmoc-CO); 143.8 (Fmoc-Aromat,); 141.3
(Fmoc-Aromat,); 135.8/ 128.6/ 128.3 (Benzyl-Aromat); 127.7 (Fmoc-Aromat);
127.1 (Fmoc-Aromat); 125.1 (Fmoc-Aromat); 120.0 (Fmoc-Aromat); 82.6
(tBuq); 67.0 (CH,-Benzyl); 67.1 (Fmoc-CH); 53.8 (C,); 47.2 (Fmoc-CH,); 30.3
(C,)); 28.1 (‘Bu); 28.0 (Cy).



5 EXPERIMENTELLER TEIL 211

5.4.20 Synthese von rac-2-Amino-adipinsiure (181)

NH, o)

H
OM on

(0]
CeH11NO4
Exact Mass: 161,07
Mol. Wt.: 161,16

Eine Losung aus 5.3 g Natriumhydrid (0.21 mol) und 50 mL absolutem Ethanol
wird langsam bei 0 °C unter Riithren zu einer Suspension aus 414 g
Diethylacetamidomalonsdure (176) (0.191 mol) in 150 mL abs. Ethanol
gegeben. Dabei bildet sich ein oranger, dicker Niederschlag. AnschlieBend
werden unter kriftigem Riihren langsam 37.2 g 4-Brombutyronitril (177) (0.25
mol) in 40 mL abs. Ethanol zugetropft und die Reaktionsmasse 16 h unter
Riickfluss gertihrt. Das Losungsmittel wird im Vakuum abrotiert und der
Riickstand in 120 mL Ethylacetat und 100 mL H,O aufgenommen. Mit Hilfe
von 5 % Zitronensdure wird der pH-Wert auf 4 eingestellt. Die wéssrige Phase
wird entfernt und die organische Phase mit H,O extrahiert (3x) und {iiber
MgSO, getrocknet. Nach Abdestillation des Ethylacetats im Vakuum und
iiberschiissigem Brombutyronitril im Hochvakuum (max. 60 °C) bleibt ein
oranges Ol zuriick. Zur Decarboxylierung und Verseifung versetzt man das
Rohprodunkt mit 100 mL H,O und 200 mL konz. HCI und riihrt 16 h unter
Riickfluss. Nach Abdestillation des Losungsmittels (20 mbar, 80 °C) wird das
Produkt in 60 mL H,O geldst und mit Natronlauge auf pH 2.5-3 eingestellt. Die
ausfallenden Kristalle werden nach Kristallisation im Kiihlschrank abfiltriert,
mit H,O (pH 3) gewaschen und in 100 mL H,O suspendiert. Durch Zugabe von
Natronlauge werden die Kristalle in Losung gebracht (pH 6) und durch
Ansduern mit konz. HCI (pH 2.5-3) und 100 mL Ethanol erneut gefillt. Nach
Kiihlung im Kiihlschrank wird das Produkt abfiltriert, gewaschen (Ethanol/
H,O 1:1, pH 3) und im Vakuum getrocknet. Man erhilt 10.4 g (64.6 mmol,
34% d. Th.) der Titelverbindung als weille Kristallen.
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Smp. 203-205 °C (H,0).

"H-NMR (D,0, NaHCOs, 250 MHz): 8(ppm) = 3.76 (t, 1H, J = 6.4 Hz, H,);
2.27 (t, 2H, J = 7.3 Hz, H;); 1.79-1.96 (m, 2H, Hp); 1.55-1.78 (m, 2H, H,). *C-
NMR (D,0, NaHCO;, 62.5 MHz): 8(ppm) = 183.3; 175.6; 55.3 (C,); 37.6
(Cs); 31.1 (Cp); 22.2 (C)).

5.4.21 Synthese von rac-2-Amino-adipinsiure-6-benzylester (208)

NH, o)

HOMO/\ X
(0] P
C13H47NO4
Exact Mass: 251,12
Mol. Wt.: 251,28

8.0 g 2-Amino-Adipinsdure (181) (49.6 mmol) und 7.3 g wasserfreies
Natriumsulfat (wasserfrei) werden in 90 mL Benzylalkohol suspendiert. Zu
dieser Mischung werden mit Hilfe einer Spritze 13.5 mL
Tetrafluorborsdureetherat (54%ig, 98.8 mmol) zugegeben. Anschliefend wird
unter Luftausschluss iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Zugabe
von 250 mL absolutem THF wird die Reaktionsmischung mit Hilfe von
Kieselgur filtriert und langsam mit 15.0 mL Triethylamin (108 mmol) in 35 mL
absolutem THF versetzt, worauf sich ein feiner Niederschlag bildet (pH 4).
THF wird im Vakuum bis max. 50-60 °C abdestilliert. Der Riickstand wird in
275 mL Ethylacetat aufgeschldmmt, 10 min bei 60 °C geriihrt, durch eine sehr
feine Fritte abfiltriert und mit Ethylacetat gewaschen. Nach Trocknung im HV
erhilt man 11.0 g (43.8 mmol, 88% d. Th.) der Titelverbindung als weile
Kristalle.

Smp. 178-180°C (Ethylacetat),
DC (MeOH/CHCI5/H,0 50:50:15): Rf = 0.74, Anfarben mit Ninhydrin.
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"H-NMR (D,0, HCI 37%, 250 MHz): 8(ppm) = 7.44 (s, 5H, Benzyl-Aromat);
5.17 (s, 2H, Benzyl-CH,); 4.09 (t, 1H, J = 6.0 Hz, H,); 2.51 (t, 2H, J = 7.2 Hz,
Hs); 1.88-2.10 (m, 2H, Hp); 1.64-1.88 (m, 2H, H,). BC-NMR (D,0, HCI 37%,
62.5 MHz): o(ppm) = 176.0; 172.4; 136.3; 129.5; 129.3; 129.0; 67.7 (Benzyl-
CH,); 53.2 (C,); 33.7 (Cs); 29.6 (Cp) 5 20.5 (C)).

5.4.22 Synthese von rac-2-Amino-adipinsiure-6-benzylester-1-zert-

butylester (215)

NH, o)

oo Ao
O =
C17H25NO4
Exact Mass: 307,18
Mol. Wt.: 307,38

12.5 g 2-Amino-adipinsdure-6-benzylester (208) (49.6 mmol) werden in 156
mL zert-Butylacetat suspendiert und durch langsame Zugabe von Perchlorsdure
(70%ig) in Losung gebracht. Die Losung mit einem maximalen pH-Wert von
1.5-2 wird iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionsmasse wird
im Anschluss in eine Mischung aus 7.8 g NaHCO; und 150 mL H,O eingeriihrt
(Vorsicht: Gasentwicklung). Wichtig dabei ist heftiges Riihren und ein pH-
Wert von 6-8. Die organische Phase wird mit 156 mL Ethylacetat verdiinnt,
zweimal mit NaHCO;-Losung extrahiert und iiber MgSO, getrocknet. Nach
Verdampfen des Losungsmittels im Vakuum bleiben 12.4 g (40.3 mmol, 81%
d. Th.) der Titelverbindung als farbloses Ol zuriick. Das Produkt ist instabil

unter Sauerstoffeinfluss.

DC (MeOH/CHCl3/H,0 50:50:15): Rf = 0.92, Anfarben mit Ninhydrin.
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"H-NMR (CDCls, 250 MHz): 8(ppm) = 7.35 (s, 5H, Benzyl-Aromat); 5.10 (s,
2H, Benzyl-CH,); 3.32 (t, 1H, J = 6.4 Hz, H,); 2.38 (t, 2H, J = 7.3 Hz, Hy);
2.41-2.32/2.04-1.95 (2x m, 2H, Hp); 1.78-1.68 (m, 2H, H,); 1.45 (s, 9H, 'Bu).

5.4.23 Synthese von rac-2-Amino-adipinsaure-1-ter-butylester (217)

C1oH1gNO4
Exact Mass: 217,13
Mol. Wt.: 217,26

12.4 g 2-Amino-adipinsdure-6-benzylester-1-tert-butylester (215) (40.3 mmol)
werden in 392 mL tert-Butanol gelost und mit 2.0 g Pd auf Kohle (5%,
trocken) versetzt. Die Reaktionsmischung wird anschlieBend fiir 4 Stunden bei
Raumtemperatur unter Wasserstoffatmosphare geriihrt. Dabei bildet sich ein
dicker Brei, der notfalls mit weiterem tert-Butanol verdiinnt werden muss.
Nach Verdampfen des Losungsmittels im Vakuum und Ldsen des Riickstandes
in verdiinnter Natronlauge (max. pH 8) wird durch Kieselgur filtriert und das
Wasser destillativ entfernt. Man erhilt 7.87 g (36.3 mmol, 90% d. Th.) der

Titelverbindung als weillen Feststoft.

Smp. 113 °C (Na-Salz),
DC (MeOH/CHCI3/H,O 50:50:15): Rf = 0.82, Anfirben mit Ninhydrin,
HPLC (0 - 50%): 15.27 min.

"H-NMR (D,0, NaHCO;, 250 MHz): §(ppm) = 3.95 (t, 1H, J = 6.2 Hz, H,);
2.24 (t, 2H, J = 7.2 Hz, H;); 1.80-2.02 (m, 2H, Hy); 1.54-1.80 (m, 2H, H,); 1.50
(s, 9H, ‘Bu). *C-NMR (D,0, NaHCO;, 62.5 MHz): §(ppm) = 183.1; 171.2;
85.7 (‘Buy); 54.2 (C,); 37.6 (Cs); 29.8 (Cp); 27.9 (‘Bu); 22.1 (C,).
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5.4.24 Synthese von rac-2-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-
hexandisiure-1-tert-butylester (192), rac-N-Fmoc-2-amino-adipinsiure-1-

tert-butylester

Co5H29NOg
Exact Mass: 439,20
Mol. Wt.: 439,50

7.8 g 2-Amino-adipinsdure-1-tert-butylester (217) (35.9 mmol), 3.6 g NaHCO;
(42.9 mmol) und 12.7 g Fmoc-ONSu (37.7 mmol) werden in 200 mL Dioxan/
H,O (1:1) 16 h bei RT geriihrt. AnschlieBend wird mit 2N HCI-Losung auf pH
2.5 angeséuert und das Dioxan im Vakuum verdampft. Nach Extraktion mit EE
(3x) werden die vereinigten organischen Phasen iiber MgSO, getrocknet und
das Losungsmittel im Vakuum abdestilliert. Nach Umbkristallisation aus
Chloroform/ Hexan erhdlt man 11.3 g (25.8 mmol, 72 % d. Th.) der

Titelverbindung als weile Kristalle.

Smp. 99-102 °C (CHCl,/ Hex),

DC (EE/Hex 1:3, 1% AcOH): Rf = 0.38,

HPLC (10 — 90%): 25.81 min,

ESI-MS m/z = 440.1 [m+H]"; 462.1 [m+Na]"; 901.0 [2m+Na]"; 917.1
[2m+K]".

"H-NMR (CDCl;, 500 MHz): 8(ppm) = 7.79 (d, 2H, J = 7.5 Hz, Fmoc-
Aromat); 7.63 (d, 2H, J = 7.5 Hz, Fmoc-Aromat); 7.42 (t, 2H, J = 6.7 Hz,
Fmoc-Aromat); 7.34 (t, 2H, J = 6.7 Hz, Fmoc-Aromat); 5.48 (d, 1H, J = 6.7 Hz,
Fmoc-NH); 4.41 (d, 2H, J = 6.7 Hz, Fmoc-CH,); 4.27-4.34 (m, 1H, H,); 4.25
(t, 1H, J=7.0 Hz, Fmoc-CH); 2.43 (t, 2H, J = 7.3 Hz, H;); 1.69-1.81/ 1.85-1.97
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(m, 2H, Hp); 1.66-1.82 (m, 2H, H,); 1.51 (s, 9H, ‘Bu). "C-NMR (CDCl;, 125
MHz): 6(ppm) = 177.9; 171.4; 155.9 (Fmoc); 143.8 (Fmoc); 141.3 (Fmoc);
127.7 (Fmoc); 127.1 (Fmoc); 125.1 (Fmoc); 120.0 (Fmoc); 82.4 (tBuq); 67.0
(Fmoc-CHy); 54.0 (Cy); 47.2 (Fmoc-CH); 33.2 (Cs); 32.1 (Cp); 28.0 (‘Bu); 20.4

(Cy).

5.4.25 Synthese von rac-2-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-
hexandisiure-1-tert-butylester-6-{4-[1-(4,4-dimethyl-2,6-dioxo-cyclo-
hexylidene)-3-methyl-butylamino]-benzylester (198), rac-N-Fmoc-2-amino-

adipinsiure-1-fert-butylester-6-Dmab-ester

Q)

O

\‘/OLNH (0]
O
\ W"UJ/\ %O
H
o]

C45H54N20g
Exact Mass: 750,39
Mol. Wt.: 750,92

5.79 g N-Fmoc-2-amino-adipinsdure-1-tert-butylester (192) (13.2 mmol), 3.47
g Dmab-OH (187) (10.5 mmol), 1.78 g 1-Hydroxy-benzotriazol-hydrat (13.2
mmol) und 5.05 g N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-ethyl-carbodiimid-
hydrochlorid (26.4 mmol) werden in 60 mL trockenem THF gel6st und nach
Zugabe von 4.4 mL Collidin (33.3 mmol) fiir 16 h bei 0 °C geriihrt.
Anschlielend wird das THF im Vakuum destillativ entfernt, der Riickstand in
Chloroform geldst und die organische Phase mit Acetatpuffer (3x) und mit
NaHCO;-Puffer (3x) gewaschen. Nach Trocknung der organischen Phase iiber
MgSO, wird das Losungsmittel im Vakuum verdampft. Man erhélt 5.47 g (7.3
mmol, 69% d. Th.) der Titelsubstanz als gelblichen Feststoff nach
Aufreinigung durch Flashchromatographie (EE/ Hex 1:1).
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Smp. 53-57°C,
DC (EE/Hex 1:1): Rf =0.62,
HPLC (10 —90%): 32.90 min.

"H-NMR (CDCls, 500 MHz): 8(ppm) = 15.28 (s, 1H, Dmab-NH); 7.77 (d, 2H,
J =7.4 Hz, Fmoc-Aromat); 7.61 (d, 2H, J = 7.4 Hz, Fmoc-Aromat); 7.24-7.42
(m, 4H, Fmoc-Aromat); 7.40 (d, 2H, J = 8.2 Hz, Dmab-Aromat); 7.12 (d, 2H, J
= 8.2 Hz, Dmab-Aromat); 5.41 (d, 1H, J = 8.0 Hz, Fmoc-NH); 5.13 (s, 2H,
Benzyl-CH,); 4.37 (d, 2H, J = 7.0 Hz, Fmoc-CH,); 4.25-4.35 (m, 1H, H,); 4.23
(t, 1H, J = 7.0 Hz, Fmoc-CH); 3.01 (d, 2H, J = 6.7 Hz, CH,CH(CHs;),); 2.47 (s,
4H, 2x CHy); 2.44 (t, 2H, J = 7.4 Hz, Hy); 1.76-1.90 (m, 1H, CH,CH(CHs;),);
1.69-1.81/ 1.84-1.96 (m, 2H, Hp); 1.64-1.82 (m, 2H, H,); 1.48 (s, 9H, ‘Bu); 1.08
(s, 6H, 2x CHs); 0.77 (d, 6H, J = 6.7 Hz, CH,CH(CHjs),). *C-NMR (CDCl;,
125 MHz): o(ppm) = 176.4; 172.7; 171.2; 155.8 (Fmoc); 143.8 (Fmoc); 141.3
(Fmoc); 136.8 (Dmab); 135.6 (Dmab); 129.0 (Dmab); 127.7 (Fmoc); 127.0
(Fmoc); 126.6 (Dmab); 125.1 (Fmoc); 119.9 (Fmoc); 107.8 (Dmab); 82.3
(‘Buy); 66.9 (Fmoc-CH,); 65.3 (Benzyl-CH,); 53.9 (C,); 52.9 (2x CHy); 47.2
(Fmoc-CH); 38.3 (CH,CH(CHs),); 33.5 (Cs); 32.1 (Cp); 30.0 (Dmaby); 29.5
(CH,CH(CHj),); 28.3 (2x CH3); 28.0 (‘Bu); 22.6 (CH,CH(CHs),); 20.4 (C,).

5.4.26 Synthese von rac-2-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-
hexandisiure-6-{4-[1-(4,4-dimethyl-2,6-dioxo-cyclohexylidene)-3-methyl-
butylamino]-benzylester (204), rac-N-Fmoc-2-amino-adipinsaure-6-Dmab-

ester

C41H4gN20g
Exact Mass: 694,33
Mol. Wt.: 694,81
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5.6 g N-Fmoc-2-amino-adipinsdure-1-fert-butylester-6-Dmab-ester (198) (7.5
mmol) werden in 20 mL DCM und 20 mL TFA gel6st und fiir 2 h bei RT
geriihrt. Nach dem Verdampfen des Losungsmittels im Vakuum wird der
Riickstand in EE gelost, mit NaHCOs;-Losung gewaschen (2x) und die
organische Phase iiber MgSO, getrocknet. AnschlieBend wird das
Losungsmittel im Vakuum abdestilliert und das Rohprodukt aus ‘BuOH
lyophilisiert. Man erhélt 5.3 g (7.6 mmol, 100% d. Th.) der Titelsubstanz als

weillen Feststoft.

Smp. 77-80°C,
HPLC (10 — 90%): 27.99 min,
ESI-MS m/z = 695.3 [m+H]"; 717.3 [m+Na]"; 1411.3 [2m+Na]".

"H-NMR (CDCls, 500 MHz): 8(ppm) = 15.28 (s, 1H, Dmab-NH); 7.76 (d, 2H,
J = 7.4 Hz, Fmoc-Aromat); 7.59 (d, 2H, J = 7.1 Hz, Fmoc-Aromat); 7.23-7.47
(m, 4H, Fmoc-Aromat); 7.38 (d, 2H, J = 8.1 Hz, Dmab-Aromat); 7.10 (d, 2H, J
= 8.1 Hz, Dmab-Aromat); 5.53 (d, 1H, J = 8.1 Hz, Fmoc-NH); 5.13 (s, 2H,
Benzyl-CH,); 4.36-4.46 (m, 1H, H,,); 4.38 (d, 2H, J = 7.0 Hz, Fmoc-CH,); 4.21
(t, IH, J =7.0 Hz, Fmoc-CH); 2.99 (d, 2H, J = 6.2 Hz, CH,CH(CHs),); 2.46 (s,
4H, 2x CH,); 2.46 (t, 2H, J = 7.4 Hz, Hy); 1.79-1.86 (m, 1H, CH,CH(CHs;),);
1.70-1.82/ 1.89-2.01 (m, 2H, Hp); 1.68-1.84 (m, 2H, H,); 1.07 (s, 6H, 2x CH3);
0.75 (d, 6H, J = 6.6 Hz, CH,CH(CH,),). “C-NMR (CDCls, 125 MHz): §(ppm)
= 176.6; 174.9; 172.9; 156.1 (Fmoc); 143.7 (Fmoc); 141.3 (Fmoc); 136.6
(Dmab); 135.6 (Dmab); 129.0 (Dmab); 127.7 (Fmoc); 127.0 (Fmoc); 126.3
(Dmab); 125.1 (Fmoc); 119.9 (Fmoc); 107.7 (Dmab); 66.9 (Fmoc-CH,); 65.4
(Benzyl-CH,); 52.9 (C,); 52.6 (2x CH,); 47.0 (Fmoc-CH); 38.2
(CH,CH(CHs),); 33.3 (Cs); 31.5 (Cp); 30.0 (Dmab); 29.6 (CH,CH(CHs),); 28.1
(2x CH3); 22.4 (CH,CH(CHs),); 20.5 (C,).
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5.4.27 Synthese von rac-2-Amino-pimelinsiure (182)
NH,

(0] (0]
C;H413NO4
Exact Mass: 175,08
Mol. Wt.: 175,18

Eine Losung aus 5.3 g Natriumhydrid (0.21 mol) und 50 mL absolutem Ethanol
wird langsam bei 0 °C unter Rilhren zu einer Suspension aus 41.4 g
Diethylacetamidomalonsdure (176) (0.191 mol) in 150 mL abs. Ethanol
gegeben. Dabei bildet sich ein oranger, dicker Niederschlag. AnschlieBend
werden unter kriaftigem Riihren langsam 40.5 g 5-Bromvaleronitril (178) (0.25
mol) in 40 mL abs. Ethanol zugetropft und die Reaktionsmasse 16 h unter
Riickfluss geriihrt. Das Losungsmittel wird im Vakuum abrotiert und der
Riickstand in 120 mL Ethylacetat und 100 mL H,O aufgenommen. Mit Hilfe
von 5 % Zitronensdure wird der pH-Wert auf 4 eingestellt. Die wéssrige Phase
wird entfernt und die organische Phase mit H,O extrahiert (3x) und {iiber
MgSO, getrocknet. Nach Abdestillation des Ethylacetats im Vakuum und
iiberschiissigem Bromvaleronitril im Hochvakuum (max. 60 °C) bleibt ein
oranges Ol zuriick. Zur Decarboxylierung und Verseifung versetzt man das
Rohprodunkt mit 100 mL H,O und 200 mL konz. HCI und riihrt 16 h unter
Riickfluss. Nach Abdestillation des Losungsmittels (20 mbar, 80 °C) wird das
Produkt in 60 mL H,O geldst und mit Natronlauge auf pH 2.5-3 eingestellt. Die
ausfallenden Kristalle werden nach Kristallisation im Kiihlschrank abfiltriert,
mit H,O (pH 3) gewaschen und in 100 mL H,O suspendiert. Durch Zugabe von
Natronlauge werden die Kristalle in Losung gebracht (pH 6) und durch
Ansduern mit konz. HCI (pH 2.5-3) und 100 mL Ethanol erneut gefillt. Nach
Kiihlung im Kiihlschrank wird das Produkt abfiltriert, gewaschen (Ethanol/
H,O 1:1, pH 3) und im Vakuum getrocknet. Man erhélt 15.3 g (87.4 mmol,
46% d. Th.) an weillen Kristallen.

Smp. 219-220 °C.
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"H-NMR (D,0, HCI 250 MHz): 8(ppm) = 4.13 (t, 1H, J = 6.3 Hz, H,); 2.46 (t,
2H, J = 7.2 Hz, H,); 1.95-2.11 (m, 2H, Hp); 1.63-1.79 (m, 2H, H;); 1.45-1.62
(m, 2H, H,). "C-NMR (D,0, HCI, 62.5 MHz): 8(ppm) = 179.6; 173.0; 53.6
(Cy); 34.1 (C,); 30.2 (Cyp); 24.5 (C,); 24.5 (Cs).

5.4.28 Synthese von rac-2-Amino-pimelinsidure-7-benzylester (209)

NH,
HOMO

(0] (0]
C14H1gNO4
Exact Mass: 265,13
Mol. Wt.: 265,31

4.76 g 2-Amino-pimelinsdure (182) (27.2 mmol) und 4.0 g wasserfreies
Natriumsulfat (wasserfrei) werden in 50 mL Benzylalkohol suspendiert. Zu
dieser  Mischung werden mit Hilfe einer Spritze 7.4 mL
Tetrafluorborsdureetherat (54%ig, 54.4 mmol) zugegeben. Anschlielend wird
unter Luftausschluss iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Zugabe
von 150 mL absolutem THF wird die Reaktionsmischung mit Hilfe von
Kieselgur filtriert und langsam mit 8,2 mL Triethylamin (59.2 mmol) in 20 mL
absolutem THF versetzt, worauf sich ein feiner Niederschlag bildet (pH 4).
THF wird im Vakuum bis max. 50-60 °C abdestilliert. Der Riickstand wird in
200 mL Ethylacetat aufgeschldmmt, 10 min bei 60 °C geriihrt, durch eine sehr
feine Fritte abfiltriert und mit Ethylacetat gewaschen. Nach Trocknung im HV
erhilt man 5.96 g (22.5 mmol, 83% d. Th.) der Titelverbindung als weie
Kristalle.

Smp. 204-207 °C.
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"H-NMR (D,O, NaHCO3;, 250 MHz): d(ppm) = 7.42 (s, SH, Benzyl-Aromat);
5.14 (s, 2H, Benzyl-CH,); 4.05 (t, 1H, J = 6.3 Hz, H,); 2.43 (t, 2H, J = 7.2 Hz,
H,); 1.79-2.05 (m, 2H, Hp); 1.55-1.72 (m, 2H, H;); 1.33-1.52 (m, 2H, H,). “C-
NMR (D,0, NaHCOs;, 62.5 MHz): 6(ppm) = 176.7; 172.5; 136.2; 129.4; 129.2;
128.9; 67.5 (Benzyl-CHy); 53.4 (C,); 34.0 (Cy); 29.9 (Cp); 24.2 (C,); 24.2 (Cy).

5.4.29 Synthese von rac-2-Amino-pimelinsiure-7-benzylester-1-tert-

butylester (216)

C1gH27NO4
Exact Mass: 321,19
Mol. Wt.: 321,41

3.0 g 2-Amino-pimelinsdure-7-benzylester (209) (11.3 mmol) werden in 40 mL
tert-Butylacetat suspendiert und durch langsame Zugabe von Perchlorsdure
(70%ig) in Losung gebracht. Die Losung mit einem maximalen pH-Wert von
1.5-2 wird iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionsmasse wird
im Anschluss in eine Mischung aus 2 g NaHCO; und 40 mL H,O eingeriihrt
(Vorsicht: Gasentwicklung). Wichtig dabei ist heftiges Riithren und ein pH-
Wert von 6-8. Die organische Phase wird mit 40 mL Ethylacetat verdiinnt,
zweimal mit NaHCO;-Losung extrahiert und iiber MgSO, getrocknet. Nach
Verdampfen des Losungsmittels im Vakuum bleiben 3.08 g (9.6 mmol, 85% d.
Th.) der Titelverbindung als farbloses Ol zuriick. Das Produkt ist instabil unter

Sauerstoffeinfluss.

"H-NMR (CDCls, 250 MHz): 8(ppm) = 7.36 (s, 5H, Benzyl-Aromat); 5.11 (s,
2H, Benzyl-CH,); 3.32 (t, 1H, J = 6.3 Hz, H,); 2.37 (t, 2H, J = 7.3 Hz, H,);
1.50-1.77 (m, 2H, Hp); 1.62-1.74 (m, 2H, Hy); 1.45 (s, 9H, ‘Bu); 1.35-1.48 (m,
2H, H,)."C-NMR (CDCl;, 62.5 MHz): 8(ppm) = 175.1; 173.3; 135.9 (Benzyl);
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128.5 (Benzyl); 128.1 (Benzyl); 80.9 (‘Bu,); 66.1 (Benzyl-CH,); 54.6 (C,);
34.4 (Cp); 33.9 (C,); 27.9 (‘Bu); 26.1; 24.8 (Cs, C,).

5.4.30 Synthese von rac-2-Amino-pimelinsaure-1-tert-butylester (218)

C11H21NO4
Exact Mass: 231,15
Mol. Wt.: 231,29

3.08 g 2-Amino-pimelinsdure-7-benzylester-1-tert-butylester (216) (9.6 mmol)
werden in 100 mL tert-Butanol gelost und mit 0.5 g Pd auf Kohle (5%,
trocken) versetzt. Die Reaktionsmischung wird anschlieend fiir 4 Stunden bei
Raumtemperatur unter Wasserstoffatmosphare geriihrt. Dabei bildet sich ein
dicker Brei, der notfalls mit weiterem tert-Butanol verdiinnt werden muss.
Nach Verdampfen des Losungsmittels im Vakuum und Losen des Riickstandes
in verdiinnter Natronlauge (max. pH 8) wird durch Kieselgur filtriert und das
Wasser destillativ entfernt. Man erhélt 2.1 g (9.1 mmol, 95% d. Th.) der

Titelverbindung als weie Kristalle.
Smp. 134-137 °C.

"H-NMR (D,0, NaHCO;, 250 MHz): &(ppm) = 3.96 (t, 1H, J = 6.4 Hz, H,);
2.25(t, 2H, J = 7.2 Hz, H,); 1.85-2.05 (m, 2H, Hp); 1.57-1.74 (m, 2H, Hs); 1.45
(s, 9H, ‘Bu); 1.37-1.50 (m, 2H, H,). "C-NMR (D,0, NaHCO;, 62.5 MHz):
8(ppm) = 184.0; 170.6; 86.2 (‘Buy); 54.6 (Cy); 37.8 (Cy); 30.7 (Cp); 27.9 (‘Bu);
25.0 (C,); 24.6 (Cs).
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5.4.31 Synthese von rac-2-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-

heptandisaure-1-tert-butylester (193), rac-N-Fmoc-2-amino-pimelinsiure-

VgV

0]

OXNH
\kOMOH
(e} 0]
Co6H31NOg

Exact Mass: 453,22
Mol. Wt.: 453,53

1-tert-butylester

5,0 g 2-Amino-pimelinsdure-1-fert-butylester (218) (21.6 mmol), 2.4 g
NaHCO; (28.6 mmol) und 7.7 g Fmoc-ONSu (22.8 mmol) werden in 80 mL
Aceton/ H,O (1:1) 16 h bei RT geriihrt. AnschlieBend wird mit 2N HCI-Losung
auf pH 2.5 angesduert und das Aceton im Vakuum verdampft. Nach
dreimaliger Extraktion mit EE werden die vereinigten organischen Phasen iiber
MgSO, getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum abdestilliert. Nach
Flashchromatographie (EE/ Hex 1:3, 1% AcOH) erhilt man 8.9 g (19.6 mmol,
91% d. Th.) der Titelverbindung als weiller Feststoff.

DC (EE/ Hex 1:3): Rf = 0.3,

HPLC (10 — 90%): 27.44 min,

ESI-MS m/z = 476.1 [m+Na]", 498.1 [m-H+2Na]", 951.1 [2m-H+2Na]", 973.2
[2m-2H+2Na]".

"H-NMR (CDCls, 500 MHz): 8(ppm) = 7.74 (d, 2H, J = 7.3 Hz, Fmoc-
Aromat); 7.58 (d, 2H, J = 7.3 Hz, Fmoc-Aromat); 7.24-7.42 (m, 4H, Fmoc-
Aromat); 5.39 (d, 1H, J = 8.0 Hz, Fmoc-NH); 4.37 (d, 2H, J = 6.9 Hz, Fmoc-
CH,); 4.21-4.31 (m, 1H, H); 4.20 (t, 1H, J = 7.0 Hz, Fmoc-CH); 2.33 (t, 2H, J
= 7.3 Hz, Hy); 1.58-1.71/ 1.77-1.90 (m, 2H, Hp); 1.58-1.75 (m, 2H, Hy); 1.45 (s,
9H, ‘Bu); 1.29-1.41 (m, 2H, H,). "C-NMR (CDCl;, 125 MHz): 8(ppm) =
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178.7; 171.6; 155.8 (Fmoc); 143.8 (Fmoc); 141.3 (Fmoc); 127.7 (Fmoc); 127.0
(Fmoc); 125.1 (Fmoc); 119.9 (Fmoc); 82.2 (‘Buy); 67.0 (Fmoc-CH,); 54.1 (C,);
47.3 (Fmoc-CH); 33.7 (C,); 32.5 (Cp); 27.9 (‘Bu); 24.5 (C,); 24.3 (Cs).

5.4.32 Synthese von rac-2-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-
heptandisaure-1-tert-butylester-7-{4-[1-(4,4-dimethyl-2,6-dioxo-
cyclohexylidene)-3-methyl-butylamino]-benzylester (199), rac-N-Fmoc-2-

amino-pimelinsiure-1-tert-butylester-7-Dmab-ester

O‘ o /
\kgMMOﬁﬁ

C46H56N20g
Exact Mass: 764,40
Mol. Wt.: 764,95

4.9 g 2-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-heptandisiure-1-tert-butyl-
ester (193) (10.8 mmol), 2.85 g Dmab-OH (187) (8.7 mmol), 1.66 g 1-
Hydroxy-benzotriazol-hydrat ~ (10.8 mmol) und 495 g N-(3-
Dimethylaminopropyl)-N"-ethyl-carbodiimid-hydrochlorid (25.8 mmol)
werden in 80 mL trockenem THF gelost und nach Zugabe von 4.5 mL Collidin
(34.5 mmol) fiir 16 h bei RT °C geriihrt. AnschlieBend wird das THF im
Vakuum destillativ entfernt, der Riickstand in Chloroform geldost und die
organische Phase mit Acetatpuffer (3x) und mit NaHCO;-Puffer (3x)
gewaschen. Nach Trocknung der organischen Phase iiber MgSO,4 wird das
Losungsmittel im Vakuum verdampft. Man erhélt 3.36 g (4.4 mmol, 51% d.
Th.) der Titelsubstanz als gelblichen Feststoff nach Aufreinigung durch
Flashchromatographie (EE/ Hex 3:7).

Smp. 50 -52 °C,
DC (EE/ Hex 4:6): Rf = 0.46,
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HPLC (10 — 90%): 36.02 min,
ESI-MS m/z = 765.4 [m+H]", 787.4 [m+Na]", 1529.5 [2m+H]", 1551.6
[2m+Na]".

"H-NMR (CDCls, 500 MHz): 8(ppm) = 15.28 (s, 1H, Dmab-NH); 7.74 (d, 2H,
J =7.3 Hz, Fmoc-Aromat); 7.58 (d, 2H, J = 7.3 Hz, Fmoc-Aromat); 7.24-7.42
(m, 4H, Fmoc-Aromat); 7.37 (d, 2H, J = 7.1 Hz, Dmab-Aromat); 7.10 (d, 2H, J
= 7.1 Hz, Dmab-Aromat); 5.31 (d, 1H, J = 8.2 Hz, Fmoc-NH); 5.11 (s, 2H,
Benzyl-CH,); 4.37 (d, 2H, J = 7.0 Hz, Fmoc-CH,); 4.20-4.30 (m, 1H, H,); 4.21
(t, 1H, J = 7.0 Hz, Fmoc-CH); 2.98 (d, 2H, J = 6.8 Hz, CH,CH(CHs;),); 2.45 (s,
4H, 2x CHy); 2.38 (t, 2H, J = 7.4 Hz, H,); 1.75-1.90 (m, 1H, CH,CH(CHs;),);
1.60-1.72, 1.78-1.90 (m, 2H, Hp); 1.60-1.74 (m, 2H, H;); 1.46 (s, 9H, 'Bu);
1.29-1.45 (m, 2H, H,); 1.07 (s, 6H, 2x CHs); 0.76 (d, 6H, J = 6.8 Hz,
CH,CH(CHs),). ®C-NMR (CDCl;, 125 MHz): 8(ppm) = 176.4; 173.1; 171.5;
155.8 (Fmoc); 143.8 (Fmoc); 141.3 (Fmoc); 136.8 (Dmab); 135.6 (Dmab);
129.0 (Dmab); 127.7 (Fmoc); 127.0 (Fmoc); 126.6 (Dmab); 125.1 (Fmoc);
119.9 (Fmoc); 107.8 (Dmab); 82.2 (tBuq); 66.9 (Fmoc-CH,); 65.3 (Benzyl-
CH,); 54.1 (Cy); 52.9 (2x CH,); 47.2 (Fmoc-CH); 38.3 (CH,CH(CHj;),); 33.9
(C.); 32.6 (Cp); 30.0 (Dmab); 29.6 (CH,CH(CHs),); 28.3 (2x CH;); 28.1 (‘Bu);
24.6 (C,); 24.5 (Cs); 22.6 (CH,CH(CHs),).
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5.4.33 Synthese von rac-2-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-
heptandisaure-7-{4-[1-(4,4-dimethyl-2,6-dioxo-cyclohexylidene)-3-methyl-

butylamino]-benzylester  (205), rac-N-Fmoc-2-amino-pimelinsaure-7-

Dmab-ester
Qi) L
Jis ;
0~ “NH & NF
HOMO N O
0] (0]
Cy42H4gN20g
Exact Mass: 708,34
Mol. Wt.: 708,84

3.3 g N-Fmoc-2-amino-pimelinsdure-1-tert-butylester-7-Dmab-ester (199) (4.3
mmol) werden in 20 mL DCM und 20 mL TFA gelost und fiir 2 h bei RT
geriihrt. Nach dem Verdampfen des Losungsmittels im Vakuum wird der
Riickstand in EE gelost, mit NaHCOs-Losung gewaschen (2x) und die
organische Phase iiber MgSO, getrocknet. AnschlieBend wird das
Losungsmittel im Vakuum abdestilliert und das Rohprodukt aus ‘BuOH
lyophilisiert. Man erhélt 3.04 g (4.3 mmol, 100% d. Th.) der Titelsubstanz als
weiBen Feststoff (Reinheit > 98%).

HPLC (10 — 90%): 31.23 min,
ESI-MS m/z = 709.3 [m+H]", 731.3 [m+Na]", 1439.4 [2m+Na]".

"H-NMR (CDCls, 500 MHz): 8(ppm) = 15.28 (s, 1H, Dmab-NH); 7.72 (d, 2H,
J =7.3 Hz, Fmoc-Aromat); 7.58 (d, 2H, J = 7.3 Hz, Fmoc-Aromat); 7.24-7.42
(m, 4H, Fmoc-Aromat); 7.36 (d, 2H, J = 7.1 Hz, Dmab-Aromat); 7.09 (d, 2H, J
= 7.1 Hz, Dmab-Aromat); 5.74 (d, 1H, J = 8.2 Hz, Fmoc-NH); 5.08 (s, 2H,
Benzyl-CH,); 4.39 (d, 2H, J = 7.0 Hz, Fmoc-CH,); 4.28-4.38 (m, 1H, H,); 4.19
(t, 1H, J = 7.0 Hz, Fmoc-CH); 3.02 (d, 2H, J = 6.8 Hz, CH,CH(CH3),); 2.44/
2.52 (s, 4H, 2x CH,); 2.34 (t, 2H, J = 7.4 Hz, H); 1.78-1.93 (m, 1H,
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CH,CH(CHj3),); 1.64-1.76/ 1.82-1.94 (m, 2H, Hp); 1.57-1.71 (m, 2H, Hy); 1.34-
1.50 (m, 2H, H,); 1.09 (s, 6H, 2x CHj); 0.77 (d, 6H, J] = 6.8 Hz,
CH,CH(CHs),). »C-NMR (CDCl;, 125 MHz): §(ppm) = 200.0; 196.5; 176.4;
173.1; 156.3 (Fmoc); 143.6 (Fmoc); 141.0 (Fmoc);, 136.4 (Dmab); 135.5
(Dmab); 128.8 (Dmab); 127.5 (Fmoc); 126.9 (Fmoc); 126.4 (Dmab); 125.0
(Fmoc); 119.8 (Fmoc); 107.5 (Dmab); 67.1 (Fmoc-CH,); 65.2 (Benzyl-CH,);
54.3 (C,); 52.3/ 53.7 (2x CH,); 47.2 (Fmoc-CH); 38.4 (CH,CH(CHs;),); 34.0
(Ce); 32.0 (Cp); 30.0 (Dmab); 29.3 (CH,CH(CHs),); 28.2 (2x CH3); 24.9 (C,);
24.3 (Cs); 22.6 (CH,CH(CHs),).

5.4.34 Synthese von Acrylsiure 2-isopropyl-5-methyl-cyclohexylester
(223), (-)-Menthylacrylat

Cy3H220,
Exact Mass: 210,16
Mol. Wt.: 210,31

7.81 g Menthol (221) (0.05 mol) werden in 50 mL trockenem THF gelost und
unter Argon bei 0 °C mit 4.85 mL Acrylsdurechlorid (0.06 mol) versetzt.
Anschliefend werden 10.5 mL Triethylamin (0.075 mol) unter Kiihlung
zugegeben und die Mischung 2 h nachgeriihrt. Nach Ansduern mit Acetat-
Puffer (pH 4) wird das THF im Vakuum abdestilliert und der Riickstand mit
EE extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden iiber
Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel destillativ entfernt. Man
erhilt 6.4 g (0.03 mol, 61% d. Th.) der Titelverbindung als farblose Fliissigkeit
nach Destillation des Rohprodukts (gelbes Ol) im HV (1 mbar, 74-78 °C,

Zugabe von Hydrochinon zur Stabilisierung).

HPLC (50 — 100%): 21.2 min.
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"H-NMR (CDCls, 500 MHz): 8(ppm) = 6.38 (dd, 1H, J = 1.5/17.4 Hz, CH'H*-
Acrylat); 6.11 (dd, 1H, J = 10.5/17.4 Hz, CH-Acrylat); 5.79 (dd, 1H, J =
1.4/10.3 Hz, CH'H*-Acrylat); 4.76 (m, 1H, C(1)H); 2.04/ 1.02 (2x m, 2H,
C(6)H,); 1.87 (m, 1H, CH-(CHs),); 1.70/ 1.09 (2x m, 2H, C(3)H,); 1.70/ 0.89
(2x m, 2H, C(4)H,); 1.51 (m, 1H, C(5)H); 1.42 (m, 1H, C(2)H); 0.91 (d, 3H, J
= 6.9 Hz, CH-CH3); 0.89/ 0.77 (2x d, 6H, J = 7.0 Hz, CH-(CH;),). *C-NMR
(CDCls, 125 MHz, HSQC): 8(ppm) = 130.3 (CH-Acrylat); 129.2 (CH-
Acrylat); 74.6 (C(1)); 47.4 (C(2)); 41.3 (C(6)); 34.6 (C(4)); 31.6 (C(5)); 26.7
(C-(CHs)y); 23.8 (C(3)); 22.4 (C(5)-CHs); 20.9/ 16.7 (C-(CHs),).

5.4.35 Synthese von [1R,25,5R]-2-(1-Methyl-1-phenylethyl)-5-methyl-
cyclohexylacrylat (224), (-)-8-Phenylmenthylacrylat

C19H2602
Exact Mass: 286,19
Mol. Wt.: 286,41

5.0 g (-)-8-Phenylmenthol (222) (21.6 mmol) werden in 40 mL trockenem THF
geldst und unter Argon bei 0 °C mit 2.2 mL Acrylsdurechlorid (27.2 mmol)
versetzt. AnschlieBend werden 5.3 mL Triethylamin (38.3 mmol) unter
Kiihlung zugegeben und die Mischung 2 h nachgeriihrt. Nach Ansduern mit
Acetat-Puffer (pH = 4) wird das THF im Vakuum abdestilliert und der
Riickstand mit EE extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden iiber
Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel destillativ entfernt. Man
erhilt 4.5 g (15.8 mmol, 73% d. Th.) der Titelverbindung als farblose
Fliissigkeit nach Flashchromatographie (EE/ Hex 1:4) des Rohprodukts (gelbes
Ol).
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HPLC (50 — 100%): 23.6 min.

"H-NMR (CDCls, 500 MHz): o(ppm) = 7.29-7.22 (m, 4H, Aromat); 7.10 (t,
1H, J = 6.7 Hz, Aromat); 6.01 (dd, 1H, J = 14.2/4.6 Hz, CEHz-Acrylat); 5.59
(dd, 1H, J = 10.5/20.1 Hz, CH-Acrylat); 5.57-5.56 (m, 1H, CH'H*-Acrylat);
4.88 (m, 1H, C(1)H); 2.08-2.02 (m, 1H, C(2)H); 1.93/0.99 (2x m, 2H, C(6)H.);
1.68/ 1.11 (2x m, 2H, C(3)H,); 1.64/ 0.88 (2x m, 2H, C(4)H,); 1.49 (m, 1H,
C(5)H); 1.31 (s, 3H, C-CH;); 1.23 (s, 3H, C-CHs3); 0.87 (d, 3H, J = 6.6 Hz,
C(5)H-CH;). ®C-NMR (CDCl;, 125 MHz, HSQC): 8(ppm) = 130.3 (CH,-
Acrylat); 129.2 (CH-Acrylat); 128.2 (Aromat); 125.6 (Aromat); 125.2
(Aromat); 75.0 (C(1)); 51.0 (C(2)); 42.0 (C(6)); 35.0 (C(4)); 31.6 (C(5)); 27.9
(C-CHs;); 27.0 (C(3)); 25.6 (C-CHj3); 22.0 (C(5)-CHs,).

5.4.36 Synthese von [1S, 28, SR]-2-Acetylamino-3,5-diethyl-cyclohex-3-en-

carbonsiure-menthylester (231)

0 =
)k NH O
| N
| ©
—

Cy1H35NO3
Exact Mass: 349,26
Mol. Wt.: 349,51

0.59 g Acetamid (227) (10 mmol), 0.65 g Propioaldehyd (225) (10 mmol), 1.58
mL Acetanhydrid (17 mmol), 2.1 g Menthylacrylat (223) (10 mmol), 8 mL
DMF, 0.05 g Camphersulfonsdure und 0.05 g BHT werden in einen
Druckreaktor gegeben und 16 h bei 160 °C geriihrt. Vom Rohprodukt werden
anschlieBend alle fliichtigen Bestandteile im HV abdestilliert. Nach
Flashchromatographie (EE/ Hex 1:3) erhélt man 0.38 g (1.1 mmol, 22% d. Th.)
der Titelverbindung als farbloses Ol.
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DC (EE/Hex 1:3): Rf = 0.3,
HPLC (50 — 100%): 17.75 min,
ESI-MS m/z = 350.2 [m+H]"; 372.2 [m+Na]"; FAB-HRMS: 349.2616.

"H-NMR (CDCls, 500 MHz): 8(ppm) = 5.40 (d, 1H, J = 10.2 Hz, NH); 5.38 (s,
1H, CH(4)); 4.81 (dd, 1H, J = 5.0/10.2 Hz, C(2)H); 4.65 (m, 1H, CH(1)-
Menthol); 2.75 (m, 1H, C(1)H); 2.18 (m, 1H, C(5)H); 1.98 (s, 3H, CHs-
Acetyl); 1.97/ 1.15 (2x m, 2H, C(6)H,); 1.85/ 0.98 (2x m, 2H, C(6)H,-
Menthol); 1.84 (m, 1H, CH-C(2)-Menthol); 1.70 (s, 3H, C(3)-CH3); 1.67/ 0.87
(2x m, 2H, C(4)H,-Menthol); 1.66/ 1.04 (2x m, 2H, C(3)H,-Menthol); 1.45 (m,
1H, C(5)H-Menthol); 1.41 (m, 1H, C(2)H-Menthol); 1.03 (d, 3H, J = 7.2 Hz,
C(5)-CHj3); 0.90/ 0.74 (2x d, 6H, J = 6.9 Hz, CH3-Menthol); 0.90 (d, 3H, J =
7.2 Hz, C(5)-CH;-Menthol). ®C-NMR (CDCl;, 125 MHz, HSQC): &(ppm) =
132.2 (C(4)); 75.1 (C(1)-Menthol); 47.6 (C(2)); 46.9 (C(2)-Menthol); 44.6
(C(1)); 40.5 (C(6)-Menthol); 34.5 (C(4)-Menthol); 31.7 (C(5)-Menthol); 30.9
(C(5)); 29.0 (C(6)); 26.7 (C-C(2)-Menthol); 23.9 (C(3)-Menthol); 23.5 (CHs-
Acetyl); 22.3 (C(5)-CH3-Menthol); 21.8 (C(5)-CH3); 21.1 (CH3-Menthol); 21.0
(C(3)-CHs); 16.8 (CH3-Menthol).

5.4.37 Synthese von [1S, 28, SR]-2-Acetylamino-3,5-diethyl-cyclohex-3-en-
carbonsiure-(-)-8-phenylmenthylester (232)

o)
ANH o)
W\

o

0

Co7H39NO3
Exact Mass: 425,29
Mol. Wt.: 425,60
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0.59 g Acetamid (227) (10 mmol), 1.2 g Propioaldehyd (225) (21 mmol), 1.58
mL Acetanhydrid (17 mmol), 3.0 g (-)-8-Phenylmenthylacrylat (224) (10.5
mmol), 8 mL DMF, 0.05 g Camphersulfonsidure und 0.05 g BHT werden in
einen Druckreaktor gegeben und 16 h bei 160 °C geriihrt. Vom Rohprodukt
werden anschlieend alle fliichtigen Bestandteile im HV abdestilliert. Nach
Flashchromatographie (EE/ Hex 1:3) erhédlt man die Titelverbindung als
farbloses Ol.

DC (EE/Hex = 1:3): Rf =0.33,
HPLC (50 — 100%): 19.8 min,
ESI-MS m/z = 426.2 [m+H]"; 448.3 [m+Na]"; FAB-HRMS: 425.2930.

"H-NMR (CDCls, 500 MHz): d(ppm) = 7.33-7.22 (m, 4H, Aromaten); 7.07 (t,
1H, J =7 Hz, CH-Aromat); 5.29 (s, 1H, CH(4)); 5.26 (d, 1H, J = 10.2 Hz, NH);
4.76 (m, 1H, CH(1)-Menthol); 4.33 (dd, 1H, J = 4.9/10.2 Hz, C(2)H); 2.12 (m,
1H, C(2)H-Menthol); 1.99 (m, 1H, C(5)H); 1.92 (s, 3H, CH;-Acetyl); 1.80/
1.14 (2x m, 2H, C(3)H,-Menthol); 1.76/ 0.92 (2x m, 2H, C(6)H,); 1.67/ 0.96
(2x m, 2H, C(6)H,-Menthol); 1.65/ 0.90 (2x m, 2H, C(4)H,-Menthol); 1.62 (m,
1H, C(1)H); 1.60 (s, 3H, C(3)-CH3); 1.43 (m, 1H, C(5)H-Menthol); 1.29/ 1.18
(2x s, 6H, CH;-Menthol); 0.99 (d, 3H, J = 7.2 Hz, C(5)-CH3); 0.87 (d, 3H, J =
7.2 Hz, C(5)-CH;-Menthol). ®C-NMR (CDCl;, 125 MHz, HSQC): 8(ppm) =
132.0 (C(4)); 128.1/ 125.7/ 125.2 (Aromaten); 74.7 (C(1)-Menthol); 50.3
(C(2)-Menthol); 47.6 (C(2)); 44.0 (C(1)); 41.3 (C(6)-Menthol); 34.8 (C(4)-
Menthol); 31.7 (C(5)-Menthol); 30.7 (C(5)); 29.9 (CH;-Menthol); 28.6 (C(6));
26.8 (C(3)-Menthol); 23.7 (CH;-Menthol); 23.5 (CH;-Acetyl); 22.1 (C(5)-CH;-
Menthol); 21.7 (C(5)-CHj3); 20.9 (C(3)-CHs).
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5.4.38 Synthese von [1S, 2S, 5R]-2-Benzyloxycarbonylamino-3,5-diethyl-

cyclohex-3-en-carbonsiure-menthylester (233)

% i
O)kl'\lH 0 |

W
o

—

Co7H39NO4
Exact Mass: 441,29
Mol. Wt.: 441,60

1.51 g Carbaminsdurebenzylester (228) (10 mmol), 0.65 g Propioaldehyd (225)
(12 mmol), 1.5 mL Acetanhydrid (16 mmol), 2.1 g Menthylacrylat (223) (10
mmol), 8 mL DMF, 0.05 g Camphersulfonsdure und 0.05 g BHT werden in
einen Druckreaktor gegeben und 16 h bei 160 °C geriihrt. Vom Rohprodukt
werden anschlieBend alle fliichtigen Bestandteile im HV abdestilliert. Nach
Flashchromatographie (EE/ Hex 1:10) erhélt man 0.35 g (0.8 mmol, 13% d.
Th.) der Titelverbindung als farbloses Ol.

DC (EE/Hex 1:10): Rf=0.25,

HPLC (50 — 100%): 26.65 min,

ESI-MS m/z = 442.2 [m+H]"; 464.4 [m+Na]"; 905.3 [2m+Na]"; FAB-HRMS:
441.2877.

"H-NMR (CDCls, 500 MHz): 8(ppm) = 7.41-7.23 (m, 5H, Aromaten); 5.35 (s,
1H, CH(4)); 5.17/ 4.96 (2x d, 2H, J = 12.2 Hz, CH,-Benzyl); 4.78 (d, 1H, J =
10.4 Hz, NH); 4.69 (m, 1H, CH(1)-Menthol); 4.50 (dd, 1H, J = 4.9/10.4 Hz,
C(2)H); 2.74 (m, 1H, C(1)H); 2.14 (m, 1H, C(5)H); 1.88/ 0.99 (2x m, 2H,
C(6)H,-Menthol); 1.82 (m, 1H, CH-C(2)-Menthol); 1.79/ 1.10 (2x m, 2H,
C(6)H,); 1.70 (s, 3H, C(3)-CHj3); 1.66/ 1.03 (2x m, 2H, C(3)H,-Menthol); 1.66/
0.86 (2x m, 2H, C(4)H,-Menthol); 1.44 (m, 1H, C(5)H-Menthol); 1.39 (m, 1H,
C(2)H-Menthol); 1.00 (d, 3H, J = 7.0 Hz, C(5)-CHj3); 0.88/ 0.74 (2x d, 6H, J =
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6.9 Hz, CH;-Menthol); 0.86 (d, 3H, J = 7.2 Hz, C(5)-CHs-Menthol). *C-NMR
(CDCls, 125 MHz, HSQC): d(ppm) = 132.0 (C(4)); 129.3-127.4 (Aromaten);
75.2 (C(1)-Menthol); 67.4 (CH-Benzyl); 50.0 (C(2)); 47.2 (C(2)-Menthol);
45.0 (C(1)); 40.4 (C(6)-Menthol); 34.5 (C(4)-Menthol); 31.8 (C(5)-Menthol);
30.9 (C(5)); 28.8 (C(6)); 26.6 (C-C(2)-Menthol); 23.7 (C(3)-Menthol); 22.4
(C(5)-CH;-Menthol); 21.8 (C(5)-CHs;); 21.2 (CH3-Menthol); 21.0 (C(3)-CH;);
16.7 (CH;3-Menthol).

5.4.39 Synthese von [1S, 2S, 5R]-2-Benzyloxycarbonylamino-3,5-diethyl-
cyclohex-3-en-carbonsiure-(-)-8-phenylmenthylester (234)

E}
C33H43NO4

Exact Mass: 517,32
Mol. Wt.: 517,70

1.51 g Carbaminsdurebenzylester (228) (10 mmol), 0.4 g Propioaldehyd (225)
(6.9 mmol), 0.65 mL Acetanhydrid (6.9 mmol), 0.5 g (-)-8-
Phenylmenthylacrylat (224) (1.7 mmol), 8 mL DMF, 005 g
Camphersulfonsdure und 0.05 g BHT werden in einen Druckreaktor gegeben
und bei 160 °C geriihrt. Nach 6 h werden weitere 0.35 g Propioaldehyd (6.0
mmol) und 0.6 mL Acetanhydrid (6.4 mmol) zugegeben und fiir 10 h bei 160
°C geriihrt. Vom Rohprodukt werden anschlieend alle fliichtigen Bestandteile
im HV abdestilliert. Nach Flashchromatographie (EE/ Hex 1:20) erhélt man
195 mg (0.38 mmol, 22% d. Th.) der Titelverbindung als farbloses Ol.

DC (EE/Hex 1:10): Rf =0.32,
HPLC (50 — 100%): 27.69 min,
ESI-MS m/z = 518.3 [m+H]"; 540.4 [m+Na]"; 1057.3 [2m+Na]";
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FAB-HRMS: 517.3195.

"H-NMR (CDCls, 500 MHz): 8(ppm) = 7.34-7.23 (m, 9H, Aromaten); 7.07 (t,
1H, J =7 Hz, CH-Aromat); 5.24 (s, 1H, CH(4)); 5.13/4.91 (2x d, 2H, J =12.2
Hz, CH,-Benzyl); 4.80 (m, 1H, CH(1)-Menthol); 4.49 (d, 1H, J = 10.6 Hz,
NH); 4.00 (dd, 1H, J = 4.9/10.6 Hz, C(2)H); 2.15 (m, 1H, C(2)H-Menthol);
1.97 (m, 1H, C(5)H); 1.80/ 1.15 (2x m, 2H, C(3)H,-Menthol); 1.77/ 1.01 (2x
m, 2H, C(6)H,-Menthol); 1.75/ 0.84 (2x m, 2H, C(6)H,); 1.67/ 0.92 (2x m, 2H,
C(4)H,-Menthol); 1.67 (m, 1H, C(1)H); 1.63 (s, 3H, C(3)-CH3); 1.42 (m, 1H,
C(5)H-Menthol); 1.31/ 1.19 (2x s, 6H, CH;-Menthol); 0.96 (d, 3H, J = 7.2 Hz,
C(5)-CHs); 0.83 (d, 3H, J = 7.2 Hz, C(5)-CH;-Menthol). *C-NMR (CDCl,,
125 MHz, HSQC): d(ppm) = 131.5 (C(4)); 129.1-124.8 (Aromaten);, 74.5
(C(1)-Menthol); 67.0 (CH-Benzyl); 50.2 (C(2)-Menthol); 49.5 (C(2)); 44.3
(C(1)); 41.0 (C(6)-Menthol); 34.7 (C(4)-Menthol); 31.6 (C(5)-Menthol); 30.6
(C(5)); 29.5 (CHj3-Menthol); 28.3 (C(6)); 26.6 (C(3)-Menthol); 23.7 (CHs-
Menthol); 22.2 (C(5)-CH;-Menthol); 21.7 (C(5)-CHjs); 20.9 (C(3)-CH3).

5.4.40 Synthese von [1S, 2S5, SR]-2-Benzyloxycarbonylamino-3,5-dibenzyl-
cyclohex-3-en-carbonsiure-(-)-8-phenylmenthylester (235)

B
OLNH (0] T
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Cy45H51NOy
Exact Mass: 669,38
Mol. Wt.: 669,89

1.51 g Carbaminsédurebenzylester (228) (10 mmol), 1.74 g Propioaldehyd (225)
(13 mmol), 1.2 mL Acetanhydrid (12.7 mmol), 0.5 g (-)-8-
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Phenylmenthylacrylat (224) (1.7 mmol), 8 mL DMF, 005 g
Camphersulfonsdure und 0.05 g BHT werden in einen Druckreaktor gegeben
und 16 h bei 160 °C geriihrt. Vom Rohprodukt werden anschlielend alle
fliichtigen Bestandteile im HV abdestilliert. Nach Flashchromatographie (EE/
Hex 1:20) erhélt man 197 mg (0.29 mmol, 17% d. Th.) der Titelverbindung als
farbloses Ol.

DC (EE/Hex =1 :10): Rf =0.25,

HPLC (80 — 100%): 19.9 min,

ESI-MS m/z = 670.3 [m+H]"; 692.4 [m+Na]"; 1361.3 [2m+Na];
FAB-HRMS: 669.3819.

"H-NMR (CDCl;, 500 MHz): &(ppm) = 7.41-6.87 (m, 20H, Aromaten); 5.37
(s, 1H, CH(4)); 5.06/ 4.87 (2x d, 2H, J = 12.2 Hz, CH,-Z); 4.71 (m, 1H, CH(1)-
Menthol); 4.40 (d, 1H, J = 10.6 Hz, NH); 4.06 (dd, 1H, J = 4.6/10.6 Hz,
C(2)H); 3.21 (s, 2H, CH,-C(3)); 2.60/ 2.51 (2x dd, 2H, J = 7.2/13.5, CH,-C(5));
2.18 (m, 1H, C(5)H); 2.12 (m, 1H, C(2)H-Menthol); 1.81/ 1.13 (2x m, 2H,
C(3)H,-Menthol); 1.73/ 0.97 (2x m, 2H, C(6)H,-Menthol); 1.70/ 0.94 (2x m,
2H, C(6)H,); 1.64/ 0.90 (2x m, 2H, C(4)H,-Menthol); 1.46 (m, 1H, C(1)H);
1.42 (m, 1H, C(5)H-Menthol); 1.22/ 1.12 (2x s, 6H, CH3-Menthol); 0.80 (d,
3H, J = 7.2 Hz, C(5)-CH;-Menthol). ®*C-NMR (CDCls, 125 MHz, HSQC):
d(ppm) = 130.8 (C(4)); 130.2-124.5 (Aromaten); 74.6 (C(1)-Menthol); 67.2
(CH-Z); 50.1 (C(2)-Menthol); 48.5 (C(2)); 44.1 (C(1)); 42.8 (C(5)-CH,); 41.1
(C(3)-CH;); 41.0 (C(6)-Menthol); 37.8 (C(5)); 34.8 (C(4)-Menthol); 30.6
(C(5)-Menthol); 30.1 (CH5-Menthol); 26.6 (C(3)-Menthol); 26.0 (C(6)); 23.1
(CH3-Menthol); 22.1 (C(5)-CHs-Menthol).
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5.4.41 Synthese von [1S, 2S, 5R]-3,5-Diethyl-2-(9H-fluoren-9-ylmethoxy-

carbonylamino)-cyclohex-3-en-carbonsiure (236)

O OiNH )

OH

Co4H25NO4
Exact Mass: 391,18
Mol. Wt.: 391,46

0.2 g [1S, 2S, 5R]-2-Benzyloxycarbonylamino-3,5-diethyl-cyclohex-3-en-
carbonséure-(-)-8-phenylmenthylester (234) (0.39 mmol) werden in 12 mL
TFA und 1 mL TFMSA fiir 2 h bei RT geriihrt. Nach Abdestillieren des
Losungsmittels wird der Riickstand in 15 mL geséttigter NaHCO;-Losung und
10 mL THF gel6st und nach Zugabe von 118 mg Fmoc-ONSu (0.35 mmol) fiir
10 h bei RT geriihrt. AnschlieBend wird mit 2N HCI-L6ésung der pH-Wert auf 2
eingestellt, das THF am Rotationsverdampfer im Vakuum abdestilliert und
dreimal mit EE extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden iiber
MgSO, getrocknet und das Losungsmittel destillativ entfernt. Man erhélt 98
mg (0.25 mmol, 64% d. Th.) der Titelverbindung als farblose Kristalle nach
Flashchromatographie (EE/ Hex 1:4, 1% AcOH).

Smp. 78-80 °C (Zersetzung),

DC (EE/Hex 2:3, 1% AcOH): Rf =0.39,

HPLC (10 — 90%): 25.2 min,

ESI-MS m/z = 3922 [m+H]"; 4142 [m+Na]’; 805.2 [2m+Na]; 821.3
[2m+K]"; 1196.2 [3m+Na] ; 1212.1 [3m+K] ; FAB-HRMS: 391.1785.

"H-NMR (CDCl;, 500 MHz): &(ppm) = 7.76 (t, 2H, J = 7.6 Hz, Fmoc-
Aromat); 7.68 (t, 2H, J = 7.6 Hz, Fmoc-Aromat); 7.39 (t, 2H, J = 7.6 Hz,
Fmoc-Aromat); 7.31 (t, 2H, J = 7.6 Hz, Fmoc-Aromat); 5.40 (s, 1H; C(4)H);
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4.68 (d, 1H, J = 10.6 Hz, NH); 4.52/ 4.38 (2x m, 2H, Fmoc-CH,); 4.51 (dd, 1H,
J =4.9/10.6 Hz, C(2)H); 4.21 (m, 1H, Fmoc-CH); 2.74 (m, 1H, C(1)H); 2.14
(m, 1H, C(5)H); 1.97/ 1.16 (2x m, 2H, C(6)H,); 1.69 (s, 3H, CHj3); 1.03 (d, 3H,
J = 6.9 Hz, CH;-C(5)H). *C-NMR (CDCl;, 125 MHz, HSQC): &(ppm) =
132.4 (C(4)), 127.9 (Fmoc-Aromat); 127.5 (Fmoc-Aromat); 125.4 (Fmoc-
Aromat); 120.3 (Fmoc-Aromat), 67.0 (Fmoc-CH,); 50.1 (C(2)); 47.8 (Fmoc-
CH); 44.4 (C(1)); 31.0 (C(5)); 28.4 (C(6)); 21.7 (CH5-C(5)); 21.1 (CHj).

5.4.42 Synthese von [3R,55,6F,85,10R]-11-(9H-Fluoren-9-ylmethoxy-
carbonylamino)-3,5,8,10-tetramethyl-undec-6-ensaure (241), Fmoc-ATUA-

OH
o}

i 1
O. OJ\ ” /\‘/YVMOH
O C39H3gNO,

Exact Mass: 477,29
Mol. Wt.: 477,63

150 mg ATUA-bis-amid (240) (0.482 mmol) werden 4 h lang mit 6 mL konz.
KOH refluxiert. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wird der pH-Wert auf 7.5
durch Zugabe von konz. HCI und 50 mg NaHCO; eingestellt. Nach Zugabe
von 6 mL Aceton und 250 mg N-(9-Fluorenylmethoxycarbonyloxy)-
succinimid (Fmoc-ONSu) wird die Mischung 24 h bei RT geriihrt. Nach
destillativer Entfernung des Acetons wird die Suspension mit 2N HCI
angesduert (pH 2) und mit EE extrahiert (2x). Die vereinten organischen
Phasen werden {iber MgSO, getrocknet und das Ldsungsmittel am
Rotationsverdampfer ~ abdestilliert.  Der  Riickstand  wird  mittels
Flashchromatografie (Hex/ EE 4:1, 1% AcOH) gereinigt. Man erhilt 90 mg der
Titelverbindung (0.19 mmol, 39% d. Th) als leicht gelbliches Ol.

HPLC (50-100%): 23.24 min,
ESI-MS m/z = 478.2 [m+H]", 977.5 [2m+Na]", 993.5 [2m+K]".
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"H-NMR (500 MHz, CDCl;): 8(ppm) = 7.76 (d, 2H, J = 7.4 Hz, Fmoc-
Aromat); 7.59 (d, 2H, J = 7.4 Hz, Fmoc-Aromat); 7.39 (t, 2H, J = 7.4 Hz,
Fmoc-Aromat); 7.31 (t, J = 7.4 Hz, Fmoc-Aromat); 5.10-5.15 (m, 1H, NH);
5.07-5.12 (m, 2H, H(6)/ H(7)); 4.41 (d, J = 6.7 Hz, 2H, CH,-Fmoc); 4.21 (t,J =
6.8 Hz, CH-Fmoc); 3.00-3.09/ 2.93-3.00 (2x m, 2H, CH,(11)); 2.25/ 2.16 (2x
m, 2H, CH,(2)); 2.14 (2x m, 2H, H(5)/ H(8)); 1.94 (m, 1H, H(3)); 1.62 (m, 1H,
H(10)); 1.23/ 1.10 (2x m, 2H, CH,(4)); 1.23/ 1.01 (2x m, 2H, CHy(9)); 0.97 (d,
6H, J = 7.0 Hz, CH3-C(5)/ CH3-C(8)); 0.90 (d, 3H, J = 7.0 Hz, CH;-C(3)); 0.85
(d, 3H, J = 7.0 Hz, CH5-C(10)). ®C-NMR (125 MHz, CDCl;): 8(ppm) = 176.9
(CO); 156.9 (Fmoc-CO); 144.0 (arom. Fmocg); 141.3 (arom. Fmoc,); 135.0
(Alken); 128.1 (arom. Fmoc); 127.3 (arom. Fmoc); 125.3 (arom. Fmoc); 120.3
(arom. Fmoc); 66.9 (CH,-Fmoc); 47.9 (C(11)); 47.6 (CH-Fmoc); 44.6 (C(4));
42.3 (C(2)); 42.1 (C(9)); 35.0 (C(5), C(8)); 32.0 (C(10)); 28.5 (C(3)); 22.4
(CH3-C(5), CH3-C(8)); 19.4 (CH;3-C(3)); 17.2 (CH;3-C(10)).
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7 Anhang

7.1 Strukturdaten von cyclo(-D-Trp-Nle-Thr(Trt)-cBAA-Tyr-) 258

Table 7.1: Chemische 'H- und C-Verschiebung von cyclo(-D-Trp-Nle-
Thr(Trt)-cAA-Tyr-) 258 in DMSO bei 300 K und Temperaturgradienten der

Amidprotonen.
Chemische Verschiebung (ppm)
HY H® HP HY Aromat
Tyr 785 4.55 2.55P°8 6.58 9.09
4.4” 2.64P°R 6.99 OH
Trp 8.16 4.44 2.78 7.12 6.97/ 7.04 10.77
9.2 2.91 H’arom  7.29/7.51 NH
Nle 8.61 3.67 1.32 0.84 1.03 H
4.9” 0.91 0.72 H°
Thr  6.86 4.30 4.09 0.31
-1.0"
Trt 7.22
7.26/7.42
cBAAY 753 247H  478H°  534H°  209H 1.63H™" 1.56C’-CH;
13.1% 1.46 H™S (.98 C°-CH;
c* P (ol Aromat
Tyr 56.1 37.9 115.2/ 130.7
Trp 54.0 27.7 124.1C° 111.7/ 118.6
118.9/121.3
Nle 55.1 30.5 28.0 21.7¢C°
142 C*
Thr 56.5 69.2 15.5
Trt 127.4
128.2/129.3
cBAAY  443C 47.7 C* 131.3¢C* 312C 284 C°  21.8 C’-CH;

22.1 C’-CH;
% Die Nummerierung der cBAA-Atome erfolgte in Ubereinstimmung mit der IUPAC-
Nomenklatur. ” Die Temperaturgradienten sind angegeben in —A8/AT [ppb/K].
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Tabelle 7.2: 3JH u-Kopplungskonstanten der Amid- und Seitenkettenprotonen
von cyclo(-D-Trp-Nle-Thr(Trt)-cpAA-Tyr-) 258 gemessen in DMSO bei 300 K.

3JHN,H0L 3JHa,HB
D-Trp 7.7Hz 7.3 Hz/ 7.5 Hz
Nle 7.3 Hz _
Thr(Trt) 5.2Hz 4.8 Hz
cBAA 99 Hz 3.6 Hz
Tyr 8.7 Hz 4.6 Hz/ 9.5 Hz

Tabelle 7.3: Abstand-restraints und ihre Verletzung wdhrend 150 ps MD-
Simulation in DMSO von cyclo(-D-Trp-Nle-Thr(Trt)-cAA-Tyr-) 258. Die

Abstandsverletzungen wurden aus dem (r'3)’]/ 3_Durchschnitt berechnet.

berechnete berechnete gemessener
Proton Proton

1 ) Ober- Unter- Abstand Abweichung

grenze” [A] grenze® [A] [A] [A]

H'-cBAA H*-cBAA 4.51 3.69 4.05 0.00
H'-cBAA HY-cBAA 3.73 3.09 3.91 0.18
H'-cPAA HY-Tyr 2.34 1.92 2.28 0.00
H'-cBAA  HPS.cBAA 2.75 2.25 2.50 0.00
H'-cPAA H-cBAA 2.53 2.07 2.62 0.09
H'-cBAA H>-cPAA 2.42 2.02 2.33 0.00
H?-cPAA  HPR.cBAA 3.84 3.14 3.89 0.05
H>-cPAA CH,'-Thr 5.94 4.54 5.27 0.00
H%-cBAA  HRcBAA 4.21 3.45 3.93 0.00
H'*-cPAA H’-cPAA 2.55 2.13 2.63 0.08
H-cPAA  HPS_cBAA 2.57 2.10 2.40 0.00
HY-cBAA  H™R.cBAA 2.75 2.25 2.54 0.00
HY-cBAA  CH;“-cBAA 4.56 2.87 3.70 0.00
HN-cBAA H*%Thr 2.42 1.98 2.16 0.00
HY-cBAA HP-Thr 4.08 3.34 4.24 0.16
H’Nle H"-Thr 3.58 2.93 3.52 0.00
H*-Nle HY-Nle 3.71 3.03 2.98 -0.05
HY-Nle H*-Trp 2.33 1.95 2.14 0.00

HY-Nle H™-Thr 2.61 2.13 2.73 0.12
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H"-Nle H? pror=Trp 3.86 3.15 4.25 0.39
HP-Thr H"-Thr 3.34 2.74 3.55 0.20
HP-Thr H*-Thr 2.94 2.40 2.47 0.00
HN-Thr H*-Thr 3.16 2.58 2.93 0.00
HY-Thr CH;'-Thr 4.03 2.68 3.52 0.00
H"Thr CH;'-Thr 4.99 2.88 3.52 0.00

CH;“-cBAA  CHj'-Thr 5.79 438 5.05 0.00
HM-Tyr HPP™S. Tyr 2.78 2.28 2.55 0.00
HY-Tyr HFPeR_Tyr 3.80 3.15 3.72 0.00
H™-Tyr H2-cBAA 2.57 2.10 2.51 0.00
H"Tyr HY-Trp 2.39 1.99 2.20 0.00
HY-Trp HFPeR_Tyr 3.59 2.73 3.02 0.00
HY-Trp H-Trp 3.10 2.54 2.95 0.00
HY-Trp H prom-Trp 3.90 3.42 4.87 0.97
H*-Trp H’ pom-Trp 2.97 2.43 2.99 0.02

HC sron-Trp CH;*Nle 5.47 423 423 0.00

Y Die Berechnung der Ober- bzw. Untergrenze erfolgt durch einen 10%igen Auf-
bzw. Abschlag.

7.2 Strukturdaten von cyclo(-Arg-Gly-Asp-cfAA-) 272

Table 7.4: Chemische 'H- und ">C-Verschiebung von cyclo(-RGD-cf4A-) 272

in H>O bei 300K und 3JNH_Ha—K0ppZungskonstanten

@)

Chemische Verschiebung (ppm)

°h H* HP HY H° HNe
Arg 8.12 4.16 1.76 1.55 3.13 7.11
6.7 Hz" 1.66 1.46
Gly 835  4.23MK
5/8 HZ" 3.277°S
Asp 7.52 4.54 2.81
9.5 Hz" 2.59
¢BAA  786H" 278H'  450H° 545H'  2.06H
10 HZY
1.17 HOPR 1.53 CH;-C*  0.92 CH;-C’
1.72 HOP™S
C* CP ' C?
Arg 54.1 25.8 24.7 41.1
Gly 44.6
Asp 50.9 36.5
cBAA 44.5C' 48.7C* 132.8 C* 30.1 C°
28.5C®  20.1 CH5-C® 21.1 CH;-C°
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Tabelle 7.5: Berechnete Interprotonen-Abstinde von cyclo(-RGD-cAA-) 272
ermittelt aus ROESY-Spektrum (Mischzeit 250 ms) im Vergleich mit

gemessenen Abstinden der energieminimierten Struktur (Abbildung 3.26).

berechnete berechnete gemessener

Proton Proton Obergrenzea) Untergrenze”) Abstand

1 2 [A] [A] [A]
HY-Asp  H*™ R Gly 2.72 2.22 2.25
HY-Gly H%-Arg 2.49 2.03 2.15
HY-Arg  H'-cpAA 2.75 2.25 2.31
HY-Arg  H2-cpPAA 2.84 2.32 2.57
HY-cPAA H*-Asp 2.49 2.03 2.15
HY-cBAA  H'-cBAA 4.29 3.51 3.84
HY-cBAA  HP™R_cBAA 2.90 2.38 2.48
H'-cBAA H®S_cBAA 2.77 2.27 2.50
H'-cBAA  H’-cBAA 2.68 2.20 2.67
HY-Asp” HN-Arg 4.40 3.60 4.96
HY-Gly?  HM-cpAA 4.60 3.80 4.84

Y Die Berechnung der Ober- bzw. Untergrenze erfolgt durch einen 10%igen
Auf-  bzw. Abschlag. ° Die Wechselwirkungen zwischen den
gegeniiberliegenden Amidprotonen ist im ROESY-Spektrum nur schwach
erkennbar.
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7.3 Strukturdaten von cyclo(-Arg-Gly-Asp-ATUA-) 273

Table 7.6: Chemische 'H- und >C-Verschiebung von cyclo(-Arg-Gly-Asp-
ATUA-) 273 in H,0 bei 300 K und Temperaturgradienten der Amidprotonen.

Chemische Verschiebung (ppm)

b H* H? H H® g
Arg 8.22 4.25 1.78 1.70 3.24 731
9.5% 1.88
Gly 8.50 3.86
5.8” 4.02
Asp 8.17 4.63 2.80

3.3

ATUA? 770 Y 3.12H"

1.65 1.01HP® 221 H® 5.16H’

599  297H'Y  HY 127%™
519H° 218H LIIH™" 190H 206H
1.26 H*S 2.26 H?
0.81 CH;-C* 0.92 CH,-C’
0.95 CH;-C8 0.84 CH;-C"
c* CP CY C®
Arg 56.6 30.5 273 43 4
Gly 45.9
Asp 54.0 39.6 178.5
ATUA? 47.1 C* 31.9C° 46.5 C* 36.8 C°
118.8 C¢ 118.9 C7 36.8 C8 43.6 ¢°
33.5C" 49.1 Cc!

20.4 CH;-C? 24.6 CH5-C° 24.8 CH;-C® 18.4 CH;-C"°

“ Die Nummerierung der ATUA-Atome erfolgte in Ubereinstimmung mit der
TUPAC-Nomenklatur. ® Die Temperaturgradienten sind angegeben in —Ad/AT

[ppb/K].



7 ANHANG 263

Tabelle 7.7: Abstand-restraints und ihre Verletzung wdhrend 150 ps MD-
Simulation  von  cyclo(-Arg-Gly-Asp-ATUA-) 273 in H,O. Die

Abstandsverletzungen wurden aus dem (r'3)’]/ 3_-Durchschnitt berechnet.

berechnete  berechnete  gemessener Abwei-

Proton Proton  QObergrenze Untergrenze Abstand chung
1 2 [A]” [A]” [A] [A]
HY-Arg HP-Arg 2.39 2.96 2.64 0.00
HM-Arg H"-Arg 231 2.93 2.99 0.06
HY-Arg H>-ATUA 2.15 2.94 2.48" 0.00
HY-Arg CH;-C’-ATUA 420 5.40 4.23% 0.00
H*-Arg HY-Gly 2.15 2.63 2.18 0.00
HY-Gly HYArg 3.87 4.73 4.32 0.00
H™-Asp H-Asp 2.51 3.07 3.03 0.00
HY-Asp HY-Gly 3.01 4.52 4.39 0.00
HP-Asp HY-Asp 2.81 3.81 2.94 0.00
HY-ATUA HP-Asp 3.67 4.52 3.99" 0.00
HY-ATUA HY-Asp 2.35 2.97 3.30 0.33
HY-ATUA H*-Asp 2.34 2.86 2.38 0.00
HY-ATUA H'*-ATUA 2.39 2.93 2.54 0.00
H'"-ATUA  CH;-C'*-ATUA 2.35 3.16 2.57% 0.00
H'*-ATUA HP*S-ATUA 2.73 3.33 3.07 0.00
H'"-ATUA  H™®ATUA 2.31 2.83 2.52 0.00
H’-ATUA H®-ATUA 2.61 3.19 3.10 0.00
CH;-C*-ATUA  H'-ATUA 2.39 3.63 2.94% 0.00
H’-ATUA H**-ATUA 2.24 2.74 2.55 0.00
H’-ATUA H**S-ATUA 2.76 3.30 3.07 0.00
H’-ATUA H>-ATUA 2.61 3.19 3.11 0.00
CH;-C-ATUA  H’-ATUA 2.69 3.29 2.93% 0.00
H’-ATUA H>-ATUA 3.06 3.70 3.15 0.00
H-ATUA  CH;-C-ATUA 2.39 3.63 2.92% 0.00
H'-ATUA H>-ATUA 2.16 2.55 2.43 0.00
H’-ATUA H®-ATUA 2.16 2.55 2.45 0.00
H®-ATUA H*"*S-ATUA 3.60 4.49 3.81 0.00
CH;-C>-ATUA  H-ATUA 2.48 3.73 2.56” 0.00

% Die Berechnung der Ober- bzw. Untergrenze erfolgt durch einen 10%igen Auf- bzw.
Abschlag. ” Keine stereospezifische Zuordnung. Fiir den restraint wurde das
Kohlenstoffatom verwendet, an das entsprechende Proton gebunden ist.



