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. Zusammenfassung

l. Zusammenfassung

In einem ersten Teil der vorliegenden Arbeit wird das von Kessler et al. entwickelte Cyclopeptid
c(RGDPFV) (43) modifiziert, um mehr Informationen tber die Struktur-Aktivitats-Beziehung dieses
ovps-Antagonisten zu bekommen. Asparaginsdure und Arginin sind entscheidend fir die
Wechselwirkung von 43 mit den Integrinrezéptoren. Deren Substitution in 43 durch a-(Ethylthio)-
glycin erméglicht die weitere Umsetzung mit den ausgewéhiten Nucleophilen 110 a-d. Auf diese

Weise werden jeweils die Seitenketten der Asparginséure und des Arginins verléngert.

Die Modifizierung der Asparaginséure gelingt durch die Synthese von c[°PFVR™GPG(SEt)] (96) mit
dem TCP-Harz (78). Nur durch den Einsatz dieses Fmoc-Harzes kann die Guanidinogruppe des
Arginins mit der milde g'bspaltbareren Pbf-Gruppe geschiitzt werden. Die racemisierungsfreie
Beladung des Harzes l;;d die sterisch stark gehinderte Diketopiperazinbildung sind weitere Vorteile
dieses Verfahrens.

96 dient als Ausgangssubstanz fur die Umsetzung zu c[°’FVRGP'G(S(CH,),CO:H)] (98 a-d) in
Gesamtausbeuten von 51 — 55 %.

Die Synthese von c[°PFVR™GP'G(SEt)] (77 a) mit dem Kaiser-Harz (19) wird nicht weiter verfolgt,
da bei der abspaltenden Cyclisierung neben dem Cyclopentapeptid auch das Cyclodecapeptid
gebildet wird (Monomer/Dimer = 2:1). Durch eine geringere Harzbeladung (Verdinnung) kann die
Dimerisierung unterdriickt werden (Monomer/Dimer = 9:1), allerdings sinkt die Gesamtausbeute

dann soweit (10 %), dafd der Nutzen der Festphasensynthese verloren geht.

Die Modifizierung des Arginins ist durch die Synthese von c[GD°FVP'G(S(CH.)»NHC(NH)NH,)]
(150 a-d) mit dem von Paulitz entwickelten Thio-Harz (124) méglich. Das Thio-Harz (124)
kombiniert die Vorteile der Festphasenchemie und die der Aminos&duremodifizierung mitttels o-
(Thioalkyl)glycin. Der Nutzen des Thio-Harzes (124) fur Peptidmodifizierungen nach Steglich et al.
wird durch die Synthese von 150 a-d demonstriert.

Erstmals wird die Boc- und Fmoc-Strategie in einer Synthese am Thio-Harz (124) verwendet. So
kann mit preisgiinstigen Boc-Aminos&uren gearbeitet werden, und o-(Thioalkyl)glycin muB nicht als
Dipeptid benutzt werden. Der Einsatz von Fmoc-Aminosduren ermdéglicht es, die milde abspaltbare
‘Butylgruppe zum Schutz der Asparaginséure-Seitenkette zu verwenden.

Da die Cyclisierung am Harz erfolgt und die Abspaltung und Modifizierung in einem Schritt
durchgefiihrt wird, spart man sich aufwendige HPLC-Reinigungsschritte. Die Gesamtausbeuten

liegen um 40 %.



I. Zusammenfassung

Mit der Synthese der N-Carboxamidino-amino-mercaptoalkane 110 a-d und der N-Carboxamidino-
diaminoalkane 113, 119 und 122 werden interessante, neuartige Verbindungen hergestellt, die sich
nur in der Lénge ihrer Alkylkette unterscheiden. 110 a-d werden bei der Synthese von 150 a-d als

Nucleophile eingesetzt und ermdglichen erst die SAR-Untersuchung .

Man erkennt lediglich bei den Cyclopeptiden mit den beiden kiirzesten Seitenketten (98 a und 150
a) eine gewisse ayvfs-Hemmung. Die Aktivitdt des Kessler'schen Cyclopeptids ¢(RGDPFV) (43)
kann nicht erreicht werden. Die gréfkere Beweglichkeit der 1&ngeren Seitenketten ist unglinstiger fiir
die Bindung an einen Rezeptor als eine definierte starre Struktur. Die Rigiditdt des

Cyclopeptidsystems wird durch die Beweglichkeit der Seitenketten kompensiert.

Peptid ICso [uM]
c(RGDfV) (43) 0.03
98 a 10.0
, /_ CO—NH 98 b > 100
H—N Bl o) 98 c >100
uo ----- H—N f 98 d > 100
HO MHMOW NT Nz 150 a 10.0
- )LN > M 150 b >100
o “H 150 ¢ > 100
43 150 d > 100

ICs-Werte der aBs-Hemmung.



l. Zusammenfassung

FmocGlyGly(SEt)OH (92)
DIEA, CH,Cl,

DIEA, DMF,

FrmocArgPPfOH /
FmocValOH /
FmocPPheOH

| TBTU, HOB,

i 5% TFA/ CH,Cl,

H,NPPhe-Val-Arg™®f-Gly-Gly(SEt)OH
95

PyBOP, HOBt,
DIEA, DMF

Pphe, __Val

\..SmGIy@ Argpbf
Gly
96 (64 %)
1. SO,Cl,, DIEA
2. HOOC—(CH,),—SH
(n=14)

Pphe __Val

(CHy)
HOOC™ 2™ SmvGly Pbf

Arg
Gly

97 a-d

lTFA

Pphe,___Val

(CHy)
HOOC™ 2™ SwwGly Arg
Gly
98 a-d (51-55 %)

S—(CHys—S

Boc—NH—CH—COONB
126 b
l 4 N HCI / Dioxan

1. TFA

2. BocValOH /BocPPheOH,
TBTU, HOBt, DIEA

1. Piperidin
2. FmocAsp®BUOH /FmocGlyOH,
TBTU, HOBt, DIEA

1. Piperidin
2.8nCl, x2H,0

S—(CHps—$S

H,NGly-Val-PPhe-AspCtBU-GlyOH
147

PyBOB, HOB,
DIEA, CH,Cl,

S—(CHys—S

el
Va{/ I~ Gly

Dphe— ASpOtBu
148

1. 80,0,
2.110 a-d (m = 2-5), DIEA

Pphe Vel

NZ
It

H
D NH-C—NHZ

(&
tBuO Asp Glyww S/
Gly
149 a-d

lHBr/Eisessig

D Val
Phe o) HH
2,
Asp GlywwS” T NH-C—NH,
Gly
150 a-d (40 %)
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. Zusammenfassung

NZ
NTIC(NHZ),,, NEt, |

Brz, PPhs
H,N— (CHy)—OH i3 ZHN— C-HN— (CHy)y—OH ———>

107 a-d 108 a-d
NZ 1. TBAF, (Me3Si)ZS, NZ
I -10°C I
o ZHN—CoHN— (Chan—Br > ZHN— C- HN— (CHy)p—SH
.Hy
109 a-d 110 a-d
NBoc NBoc
NTIC(NHBoc), Il H,/Pd-C I
H;N—NHZ —— > BocHN—C—NH—NHZ BocHN— C—NH—NH,
NEts, 90 % 99 %
111 112 113
NZ NZ
© ® NTIC(NHBoc), I HCI EE I © ©
Cl HaN— CHy—NHBOG ——~————3 ZHN— C~HN—CHy—NHBoc —————» ZHN— C- HN— CH,—NH, Cl
NEt;, 70 % 90 %
17 118 119
NBoc
CHy—NHZ NTCNRBack & HN—(”) NH— CH,— CH,—NHz -2 0
H — ———» Boc — NH—CH,— CH,—
HN—CH—Ch, NEts, 95 % z e 99 %
120 121
NBoc

— > BocHN— C-NH-CH,— CH,—NH,
122



I. Zusammenfassung

In einem zweiten Teil der Arbeit werden die Méglichkeiten zur Modifizierung von Peptiden nach
Steglich et al. an der Festphase erweitert. Die Synthese mit dem Thio-Harz (124) unterliegt
Einschrénkungen, die durch die Verwendung des Wang-Harzés (162) vermieden werden kénnen.
Die Modifizierung von a-(Thioalkyl)glycin gelingt ohne Abspaltung vom Harz, und die Position des
o-(Thioalkyl)glycins kann frei gewédhlt werden. Boc- und Fmoc-Chemie sind am Wang-Harz (162)
genauso wie am Thio-Harz (124) mdéglich. Es kénnen so die Dipeptide 174 a-d mit dieser neuen

Methode erstmals vollautomatisch synthetisiert werden.

e
O S o C
Il % 1M SO,Cl, I3 DIEA
O—C—CH-—NH—Boc -—é-é-o;——> O—C—CH—NH—Boc ——»
(]
168 169
|
(0] S
T RSH % HCl/Dioxan
O—C—CH=N-—Boc — O0—C—CH—NH—Boc ——>»
50-80 %
170 171 a-d
) )
0O S BocValOH, TBTU, S
% ﬁ o HOBt, DIEA %
O0—C—CH—NH;CIT — O—C—CH—NH—CO—CH—NH—Boc
70-90 %
172 a-d ) : 173 a-d
50 % TFA/CH,Cl,, 99 %
R
|
:
OH HOOC— CH— NH—CO—CH—NH,
162 174 a-d (31 - 54 %)
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I1. Allgemeiner Teil

Il. Aligemeiner Teil

1. Wirkstoffentwicklung

1.1. Einleitung

Als einer der ersten Wirkstoffe wurde 1815 durch F. W. Sertiirner Morphium aus einem Opiumex-

trakt isoliert."! Weitere Entdeckungen waren 1848 das Papaverin oder 1929 das Penicillin.?® Die

Suche nach Wirkstoffen im industriellen MaRstab gibt es erst seit etwa 100 Jahren. Sie begann

1874 mit der Postulierung des Schllssel-SchloB-Prinzips durch Paul Ehrlich. Ehrlich® postulierte,

dal® bestimmte Chemorezeptoren auf Parasiten, Mikroorganismen und Krebszellen sich von

analogen Strukturen in Wirtszellen unterscheiden, und daR diese Unterschiede therapeutisch

genutzt werden konnten. Ein weiterer Meilenstein war 1905 das Konzept von Langley®. Er

bezeichnete Rezeptoren als Schalter, die spezifische Signale empfangen und aussenden kénnen.

Die Rezeptoren sollten durch Antagonisten blockiert werden oder durch Agonisten aktiviert werden

kénnen. So fiihrte 1933 die Charakterisierung der Carboanhydrase

o
zur Entdeckung des Sulfanilamids (1), welches das Enzym g
HN— NH
inhibiert.®” Sulfanilamide entwickelten sich zu einer Wirkstoffklasse ’ y) ?
mit breitem Anwendungsspektrum (z.B. Entziindungen, Typ |l 1

Diabetis, Bluthochdruck).

Identifizierung eines
biologischen Targets

'

1 Aufbau eines Testsystems l

'

‘ Massenscreening (HTS) ‘

v
’Eitstru ktur }

'

} Leitstrukturoptimierung }

[ Entwicklungssubstanz J

Abb. 1. Pharmawirkstoffsuche heute.

Bis heute sind etwa 500 molekulare ,Targets“ bekannt. Die zwei
groften Gruppen bilden mit 45 % Zelimembranrezeptoren und
mit 28 % Enzyme.® Es sind im humanen Genom 12000 bis
14000 Gene vorhanden, die die Informationen flir Proteine
enthalten, so dal® die Entdeckung einer grofRen Anzahl neuer
Wirkstoffe denkbar ist. Besonders die Entwicklung der
Strukturbiologie (NMR, Kiristallisation, Réntgenstrukturanalyse,
Bioinformatik) erméglicht die relativ rasche Charakterisierung von
Proteinen und kann so zur gezielten (,rational designed®)
Synthese neuer Wirkstoffe beitragen. Durch entsprechende
Automatisierung kénnen heute tausende Substanzen pro Tag auf
ihre Wirkung hin untersucht werden. Dieses ,High-Throughput-

Screening” (HTS) setzt zum Auffinden neuer Leitstrukturen eine



1. Wirkstoffentwicklung

groBe Zahl von Testsubstanzen mit vielfaltigsten Strukturen voraus. Deshalb ist die schnelle
Bereitstellung von vielen Testsubstanzen fiir die Leitstruktursuche und Leitstrukturoptimierung ein
entscheidender Faktor geworden (,High-Throughput-Synthesis®).

Die Automatisierung der Pharmaindustrie fiihrt nicht zwangsléaufig zu neuen Wirkstoffen, sondern
wie zu Beginn des 20. Jahrhunderts die Zusammenarbeit mehrerer Fachrichtungen. Damals erwies
sich die Zusammenarbeit von Chemie und Pharmakologie als entscheidend. Heute sind durch neu
hinzugekommene Fachrichtungen, wie ,genomics®, ,structural genomics” oder Bioinformatik neue
Impulse zu erwarten. Die Vorgehensweise der Wirkstoffsuche heute wird schematisch in Abb.1

dargestellt.

1.2. Methoden in der Wirkstoffentwicklung

1.2.1. Vergleich von Synthese an der festen Phase und in Lésung

Die Automatisierung der Wirkstoffsuche und Wirkstoffentwicklung durch Maschinen setzt chemi-
sche Methodenentwicklung voraus. Das Prinzip der Festphasensynthese von Peptiden (SPPS =
Solide Phase Peptide Synthesis) von Bruce Merrifield®' war ein entscheidender Schritt. Abb. 2
zeigt das Prinzip der Festphasensynthese. Man funktionalisiert ein polymeres Tragermaterial durch
einen Linker und fuhrt die Reaktion von A + B an der festen Phase durch. Als einzige Arbeitstechnik
muB die Filtration angewendet werden. Eine Vielzahl von Harzen und Linker sind mitterweile fiir die

verschiedensten Anwendungen entwickelt worden.!'!

Abb. 2: Prinzip der Festphasensynthese.

Allerdings ist die Synthese niedermolekularer organischer Verbindungen an der Festphase noch
nicht so weit fortgeschritten wie die Peptidsynthese an der Festphase. Bei der Durchfiihrung einer
Synthese liber mehrere Reaktionsschritte an der Festphase sollte die Ausbeute flir jeden einzelnen
Schritt Gber 95 % liegen. Tab. 1 verdeutlicht die Problematik. Bei einer Ausbeute von 80 % pro
Reaktionsschritt liegt die Gesamtausbeute nach 10 Stufen bei 11 %. Das bedeutet aber nicht
zwangslédufig, daR das Produkt als Reinsubstanz vorliegt. Besonders bei der Peptidsynthese fiihrt
eine nicht vollstandig durchgefiihrte Kupplung zu nur noch mit HPLC trennbaren Produktgemi-

schen.



Il. Aligemeiner Teil

Ausbeute pro Stufe / Stufen | 2 3 4 5 6 7 8 9 10
99% 98% | 97% |96%  95% | 94% | 93% | 92% | 91% | 90%
90% 81% | 73% |66% | 59% | 53% | 48% | 43% | 39% | 35%
80% 64% |51% |41% {33% | 26% |21% | 17% | 13% | 11%

Tab. 1: Gesamtausbeute als Funktion von Ausbeute pro Stufe und Anzahl der Reaktionsschritte.

Eines der gréfiten Probleme bei der Durchfihrung mehrstufiger Synthesen an der festen Phase ist
die Analytik der Zwischenprodukte. Man verwendet hierzu Farbreaktionen, IR-Spektroskopie, Ver-
brennungsanalyse, MAS-Gelphasen-NMR und MALDI-MS-Spektroskopie. Farbreaktionen, die
teilweise durch Extinktionsmessungen quantitativ ausgewertet werden kénnen, sind bisher nur fir
wenige funktionelle Gruppen entwickelt worden. Bei der Peptidsynthese hat sich die Ninhydrin-
Reaktion zum Nachweis freier Aminogruppen beim Acylierungsschritt etabliert.'>'® Alternativ
kénnen eine auf Bromphenolblau basierende Kontrollreaktion,!'¥ eine die Freisetzung von Tritylka-
tionen nutzende Quantifizierung!'® oder die Pikrat-Titration von Gisin"'® verwendet werden.
Existieren funktionelle Gruppen mit charakteristischen Absorptionsbanden, hat sich die IR-Spek-
troskopie harzgebundener Molekiile als nitzlich erwiesen. Die Verbrennungsanalyse ist mit einem
gewissen Unsicherheitsfakior belastet, da der Anteil der funkionellen Gruppen im Vergleich zum
polymeren Trager klein ist. Bei Verwendung von bestimmten Harzen kann die MAS-Gelphasen-
NMR-Spektroskopie angewendet werden.['"#192% Fir die Analyse mit der MALDI-MS-Spekiro-
skopie geniigt bereits die Beladung eines Harzkorns. Allerdings werden die Moleklle vor der
Analyse vom Harz gespalten, was die Aussage verfalschen kann."*2" Es besteht also noch Bedarf
an neuen, leistungsfahigen Methoden zur Analytik harzgebundener Molekile, um den Erfolg

mehrstufiger Synthesen sicherer verfolgen zu kénnen.

Tab. 2 zahlt Vor- und Nachteile der Festphasen- und Flissigphasensynthese auf.?? Nicht unwichtig
fur den industriellen Einsatz ist, daR viele funktionalisierte Polymere relativ teuer sind und fiir das
Scale-up deshalb nicht in Frage kommen. Fiir die Weiterentwicklung der Synthese in L&sung
werden einfache Konzepte fir die automatisierte Rohprodukireinigung von fundamentaler
Bedeutung sein (z.B. Scavenger-Harze). Der Einsatz von Fest- oder Fllissigphasenchemie hangt

also von der Aufgabenstellung ab. Eine Kombination beider Verfahren kann sinnvoll sein.



1. WirkstoffentwicklunQ

Festphasensynthese Fliissigphasensynthese
Vorteile:
« Reagenzien konnen ohne spatere Trenn- ¢ Prinzipiell alle organischen Reaktionen ein-
probleme im Uberschu eingesetzt werden, setzbar
um die Umsetzung zur Volisténdigkeit zu
bringen

» Reinigung der Produkte durch Waschen des « Keine Anpassung der bekannten Reak-
Trégers tionsbedingungen nétig

- Einfache volistandige Automatisierung von « Keine zuséatzlichen Reaktibnsschritte zum
Reaktionssequenzen Knupfen an den und Spalten vom Trager

» Split-Synthese mdglich (,one bead — one - Beliebige Produktmengen hersteilbar

compound®)
Nachteile:
» Ausarbeitungsstand relativ niedrig — hoher « Reaktanden ohne zusétzlichen Aufwand bei
Entwicklungsaufwand der Aufarbeitung nicht im UberschuR ein-
setzbar

+ Zuséatzliche Reaktionsschritte zum Kniipfen « Automatisierung der Aufarbeitungs- und
an den und Spalten vom Trager Reinigungsschritte schwierig

« Trager und Linker schrénken die Zahl der
durchfiihrbaren Reaktionen ein

» Methoden zur analytischen Verfolgung der
Reaktion wenig ausgearbeitet

Tab. 2: Vergleich von Synthese an der festen Phase und in Lésung.

1.2.2. Prinzip der kombinatorischen organischen Synthese

Ziel der kombinatorischen organischen Synthese ist es, viele unterschiedliche Produkte mit defi-
nierter Struktur gleichzeitig herzustellen. Statt zwei Edukte A und B zu einem Produkt AB zu
verknupfen, setzt man in einer kombinatorischen Synthese strukturchemisch unterschiedliche Bau-
steine vom Typ A (A'-A'®) mit Bausteinen vom Typ B (B'-B'®) um, wobei jeder vom Typ A mit jedem
vom Typ B reagiert. Man erhalt auf diese Weise bereits A"xB" = 100 Produkte. Die kombinatorische

Chemie nutzt die Methode der Festphasenchemie, als auch die der Chemie in Lésung.

Die kombinatorische Chemie kann parallel in getrennten Gefalen durchgefihrt werden (,Parallel-
synthese“), und man erhélt jedes Produkt in einem GefaB. Frank®?! entwickelte die ,Spot-
Synthese“, bei der Sustanzen an einer Membran gebunden sind. Es kénnen z.B. auf einer

Zellulose-Membran hunderte Reaktionen parallel an definierten Punkten (Spots) durchgefiihrt
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werden. Jeder Punkt wird getrennt durch einen Pipetierroboter angesteuert und mit dem
gewiinschten Reaktanten versorgt. In der Peptidsynthese kann so das Ankniipfen von
verschiedenen Aminosduren getrennt durchgefiihrt werden. Unspezifische Schritte, wie N-
terminales Entschiitzen, kénnen hingegen mit der gesamten Membran gleichzeitig durchgefiihrt

werden.

Die kombinatorische Chemie kann aber auch Substanzgemische erzeugen. Hierzu entwickelte
Furka?®2%" die ,Split-and-Mix-Synthese®, die als die eigentliche kombinatorische Chemie ange-
sehen wird. Werden namlich mehrere Produkte gleichzeitig in einem Reaktionsgefal durch Einsatz
einer Mischung von Reaktanten erzeugt, so stellt sich das Problem von Reaktivitatsunterschieden
der Reaktanten. AuRerdem kann nicht mit Uberschiissen gearbeitet werden, um sicher zu stellen,
dal die Reaktion volistdndig ablduft. Erst durch die ,Split-and-Mix-Synthese” lassen sich
aquimolare Substanzgemische synthetisieren. Abb. 3 zeigt das Prinzip der ,Split-and-Mix-
Methode™: Der feste Tréger wird in drei gleiche Teile geteilt und jeder Teil mit dem
Synthesebaustein A umgestzt. Nach Mischen der entstandenen Produktharze und erneutem Auf-
teilen erhalt man drei Gemische, in denen die harzgebundenen Komponenten A', A2 und A3 in
aquimolaren Mengen enthalten sind. Diese werden einzeln mit B'-B®> umgesetzt und ergeben ins-
gesamt neun Produkte. Da sich in jedem Reaktionsgefall nur jeweils ein Reaktant in Losung
befindet, kénnen trotz eventuell unterschiedlicher Kinetiken alle Reaktionen bis zum vollstandigen
Umsatz gefiihrt werden. Dieser Cyclus wird wiederholt (Aufteilen — Reaktion — Vereinigen), und
man erhalt aus neun Synthesebausteinen 27 Produkte (in drei Mischungen zu neun Verbindungen).
Bei der herkémmlichen Synthese von Einzelsubstanzen wéren dazu 81 Reaktionsschritte
notwendig. Am Ende befindet sich auf jedem Partikel (bead) genau eine Verbindung in vielfacher
Kopie (,one bead — one compound®).”® Die Zahl aller synthetisierten Substanzen N ergibt sich aus
folgender Gleichung (n = Zahl der Bausteine in der jeweiligen Reaktion, m = Zahl der

Reaktionsschritte):

N=n1Xn2Xn3X...Xnm

Allein durch die Kombination der natirlichen Aminoséuren zu allen mdéglichen Pentapeptiden wir-

den sich 20° = 3 200 000 verschiedene Substanzen ergeben.
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1. Wirkstoffentwicklung

Al A3
A2

A3

Mischen
Aufteilen
Reaktion

Mischen
Aufteilen
Reaktion

Abb. 3: ,Split-and-Mix-Methode".

1.2.3. Entschliisselung von Substanzgemischen

Ein Problem der Split-and-Mix-Methode ist, dal® Substanzgemische und nicht definierte
Einzelsubstanzen auf ihre biologische Wirkung hin getestet werden. Man mul also die Substanzen
der Mischung einzeln erneut synthetisieren, oder die Substanzen kénnen durch eine Markierung

eindeutig identifiziert werden.

Die Markierung kann auf dem Polymerpartikel angebracht werden und die Substanzen bleiben bei
der biologischen Testung an das Polymerpartikel gebunden. Die Entschliisselung (,Decon-
volution®) kann also auf molekularer Ebene geschehen, indem z.B. die Hélfte der Bindungsstellen
eines Polymerpartikels durch Molekiile belegt wird, die ein bestimmtes Substitutionsmuster

aufweisen. So konnen definierte Mengen von Polymerpartikeln unterschiedlich markiert werden

12
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(-tagging“), z.B. wird eine Menge durch eine bestimmte Peptidsequenz und eine andere Menge
durch eine andere Peptidsequenz kodiert. Erstmals wurde diese Methode von Kerr 1993

angewendet.l®

Houghten®™ hingegen entwickelte die ,Tea-Bag-Methode®, bei der eine gewisse Menge an poly-
merem Trager in Teebeuteln &hnliche, gekennzeichnete Polypropylennetze eingeschweil’t wird.
Durch die Markierung der ,, Tea-Bags® kann nach Anwendung der ,Split-and-Mix-Methode" bestimmt
werden, welche Substanzen sich in einem ,Tea-Bag“ befinden. Auch Houghten benutzte die Me-
thode zur Peptidsynthese.

Nicolaou®'*?*3 modifizierte diese Methode und benutzte kleine Mikroreaktoren (Abb. 4), die durch
Radiofrequenz-Sender (SMART = Single or Mutiple Adressable Radiofrequency Tag) kodiert
werden, um eine 12,13-Desoxyepothilon A-Bibliothek herzustellen. Durch Epoxidierung erhélt man
Epothilon A — Derivate. Epothilon A (2) wurde urspriinglich aus dem Myxobakterium Sorangium
cellulosum durch Héfle et al.* isoliert und besitzt eine hohe cytotoxische Aktivitat gegenuber Tu-

morzellen.®d

Abb. 4: Mikroreaktor. 2

Abb. 5 faltt die Synthese der 12,13-Desoxyepothilon-A-Bibliothek aus den Schllsselbausteinen 5, 7
und 9 zusammen. Merrifield-Harz enthaltende SMART-Mikroreaktoren werden durch Ketten-
verlangerung und Bildung der Phosphoniumsalze glatt in die Mikroreaktoren 4 (berfihrt. Diese
werden gemdl ihrer Radiofrequenz-Makierung sortiert und mit Natriumhexamethyidisilazid
(NaHMDS) in die entsprechenden Ylide Uberfihrt, die mit den Aldehyden 5 umgesetzt werden. Die
SMART-Mikroreaktoren werden zum Waschen, fiir das anschlieBende Entschiitzen und fiir die
Oxidation zu den polymergebundenen Aldehyden 6 vereint. Erneutes Sortieren und Reaktion mit
dem Dianion der Oxosaure 7 liefert die polymergebundenen Carbonsduren 8 als Dia-
stereomerengemische. Umsortieren und Verestern mit den Alkohlen 9 liefert die Diene 10. Durch
Umsetzung an den einzelnen SMART-Mikroreaktoren mit [RuCl,(=CHPh)(PCys),] wird nach
Cyclisierung und gleichzeitiger Abspaltung vom Harz durch Olefinmetathese eine Mischung aus

den 12,13-Desoxyepothilonen A 11 und 12 erhalten.
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1. Wirkstoffentwicklung

1. 1,4-Butandiol, NaH, nBuyNI
2. |, Ph3P, Imidazol

_ 3. PhgP, A
Cl . SMART-Mikroreaktoren >
9 ©
(90 %) Opph, I
3 4
CHO | 4. NaHMDS
2. HF-Py
TBSO ! 3. Swern-Oxidation
5 RYR2=MeH
LDA, ZnCl,
(90 %)
/\[?\%ACOOH
(o] OTBS
7
COOH

(o] OTBS

DCC, 4-DMAP

(80 %)

=
R3
X
Y OH 9 R3=Heterocyclen

1. [RuCl(=CHPh)(PCys),]
2. TFA

(47 % fur alle 4 mdglichen
Isomere)

R3

Abb. 5: Kombinatorische Festphasensynthese von Epothilon A-Analoga.

14



Il. Aligemeiner Teil

2. Cyclopeptide

2.1. Cyclopeptide in der Natur

Viele der aus marinen Quellen, 2837383940 Mikroorganismen!*" oder seltener, aus Pflanzen#2%*44 jgo-
lierten Peptide mit signifikanter biologischer Aktivitat weisen eine cyclische Struktur auf. Anhand
struktureller Merkmale werden diese Cyclopeptide weiter unterteilt: Besteht der Ring aus Amino-
sduren, die durch ,normale“ Peptidbindungen verkniipft sind, spricht man von homodeten
Cyclopeptiden. Findet man im Peptid-Ring anderer Strukturelemente wie Disulfide, Lactone, Ether
oder Thioester, spricht man von heterodeten cyclischen Peptiden. Depsipeptide oder Peptolide
schliellich bestehen aufer aus Aminosduren auch aus Hydroxysduren, so dafl die Ringglieder
sowohl durch Amid- als auch durch Esterbindungen miteinander verbunden sind."®

Cyclosporin A (13) — ein homodetes Cyclopeptid — ist eine hochwirksame Substanz aus Mikroorga-
nismen, die als Immunsuppressivum eingesetzt wird.“®4") Ein weiteres homodetes Cyclopeptid ist
Tentoxin (14).%49 Tentoxin wurde aus dem Pilz Alternaria alternata isoliert und hat phytotoxische
Eigenschaften. Das aus Streptomyces orientalis isolierte, strukturell komplexe heterodete Cyclo-
peptid Vancomycin (15) kann als hochwirksames Antibiotikum praktisch ohne Nebenwirkungen
gegen Infektionen mit multiresistenten Staphylokokken eingesetzt werden.®®5" Das Cyclopeptolid
Didemnin B (16) aus dem Tunicaten Trididemnum solidum war eines der ersten Meerespeptide,
das wegen seiner cancerostatischen und immunsuppressiven Eigenschaften in klinische Studien

gelangte .[52,53,54,55]

(0]

H Me

O.
(0]
" N N\
; Me” W*/ H
H/Nﬁ(\ 0
o

Tentoxin (14)

Cyclosporin A (13)
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2. Cyclopeptide

Vancomycin (15)

. OH O
j., ('\)\—o
NH
0~ o

H—Lac—Pro— (R)MeLeu\ '
HN

Didemnin B (16)

Abb. 6: Auswah! natlrlicher Cyclopeptide.

2.2, Prinzip der Cyclopeptide

Die cyclische Struktur und andere nicht-ribosomale Strukturelemente flinren zur starken biologi-
schen Wirkung der Cyclopeptide. Der Einbau von D-Aminosduren oder N-methylierten
Aminosauren erschwert bzw. macht den enzymatischen Abbau in vivo unméglich.® Die Blockade

der in vivo bevorzugt abgebauten C- und N-Termini durch Cyclisierung verbessert zuséatzlich die
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Proteaseresistenz.®*® Insgesamt nimmt die Verweildauer im Kérper zu, so daR die Biover-
fugbarkeit steigt.

Eine Sequenz mit wenigen Aminosauren bindet in eine ,Rezeptortasche” und ist Ursache fiir die
biologische Aktivitat eines peptidischen Wirkstoffes. Wirksequenzen werden vor allem in Schleifen
(-turns®) vermutet, da dieses Strukturelement am leichtesten in eine Bindungstasche eindringen
kann.2® Aber auch der Rest des Cyclopeptids spielt eine wichtige Rolle. Einerseits dient er dazu,
die Wirksequenz in eine bestimmte Konformation zu bringen, andererseits kénnte der Rezeptor das
gesamte Molekll umschlieBen und so noch mehr Wechselwirkungen mit dem Molekiil eingehen.
Wegen der Flexibilitdt von Cyclopeptiden sind meist mehrere energetisch gilinstige Konformationen
denkbar, von denen jede mit einem anderen Rezeptor wechselwirken kann. Wird die Wirksequenz
in einer Konformation fixiert (z.B. durch intramolekulare H-Briicken), so steigt die Selektivitat. Die
signalinduzierende Wechselwirkung wird energetisch erleichtert, weil der Entropieverlust beim

Binden sinkt. 6526061

Die Dynamik von Cyclopeptidkonformationen 143t sich mit einem Modell verstehen, das die
Cyclopeptidkonformationen auf die Konformationen des Cyclopentans zurlckfiihrt.®? Dazu wird
jede trans-Peptidbindung in eine (E)-Ethen-Einheit und jede cis-Peptidbindung in eine (Z)-Ethen-
Einheit umgewandelt. Diese werden nach Dunitz und Waser® entweder durch eine ,lange®
Bindung fur die trans-Doppelbindung oder durch eine CH.-Gruppe fiir die cis-Doppelbindung ersetzt
(Abb. 7). Bei einem Cyclopeptid mit all-frans-Peptidbindungen fiihrt dies zum entsprechenden
Cycloalkan, als wéren nur die o-Kohlenstoffatome relevant. Somit sollte ein Cyclopentapeptid eine
Envelope-Konformation (vier C*-Atome in einer Ebene) bevorzugen, die aber einer schnellen
Pseudorotation unterliegt. Die Rontgenstrukturanalyse eines cyclischen Pentapeptids zeigt eine
solche Konformation.®

In gleicher Weise lassen sich die Konformationen anderer Cyclopeptide auf die von Cycloalkanen
zuriickfiihren 2% Wie in Cycloalkanen werden 1,3-diaxiale oder ekliptische Anordnungen der C*-
Atome vermieden. Dies wird durch Allylspannungen erklart. Sterische Effekte an den a-Kohlenstoff-

atomen konnten Uber die Amidbindung ,weitergeleitet werden.

:>c_< = \c-E—c/. = /
A I aN

Abb. 7: Schematische Darstellung des Dunitz-Waser-Konzepts.
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2. Cyclopeptide

Zusétzlich zu diesem grundsétzlichen sterischen Konformationsverhalten kénnen bei Peptiden
Wasserstoffbriickenbindungen eine Rolle spielen. Man muf® daher bei Cyclopentapeptiden oft
mehrere Konformationen berticksichtigen, wéhrend Cyclohexapeptide mit all-trans-Peptidbindungen
cyclohexananaloge Konformationen einnehmen.®

Es konnen in Peptiden B- und y-Schleifen (,turns®) auftreten, die durch eine Wasserstoff-
briickenbindung zwischen der Carbonylgruppe der Aminosédure i und dem Amid-Wasserstoff der

Aminoséaure i+2 (y-turn) bzw. i+3 (B-turn) gekennzeichnet sind (Abb. 8).16567]

' H i+1
i \ 0
o~
Y N
N O~ H i+2
/ N
o, N
/ B H
H —N
\ 0
s
i+3
i+4 0

Abb. 8: H-Briickenbindungen in a-Helices sowie in - und y-Schleifen.

B- und y-Schleifen kénnen in verschiedenen Subtypen auftreten, von denen die haufigsten in Abb. 9
dargestellt sind.**®® Besonders Glycin, Prolin, a,a-dialkylierte- und D-Aminoséuren in den

Positionen i+1 und i+2 induzieren Schleifenstrukturen.2£270

Abb. 9: B- und y-turn Subtypen.
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In Cyclopentapeptiden treten vor allem B,y- (17) oder v,y-Konformationen (18) auf.
R® ? R! R® ? R’
B-turn %N y-turn i}/kN
H—N - —0 H—N H S—t
=

H —
R N/H~Oﬁ)AWR2 R ~Oﬁ)”R2
N
H

N~ H
N y-turn
0)\§/ ™~ H O)\{

R3 R3
17 18

Abb. 10: Schleifenstrukturen von Cyclopentapeptiden.

Durch das Konzept von Dunitz und Waser und durch das Wissen Uber Schleifenstrukturen kann
anhand der Aminosduresequenz die vermutlich stabilste Konformation in Lésung vorhergesagt
werden. Da ein Cyclopeptid aber oft mehrere sich schnell ineinander umwandelnde Konformationen
besitzt, solite die Vorhersage durch NMR-spektroskopische Methoden und Molecular Modeling

Verfahren (iberpruft werden.['"-727374

Ist eine biologisch relevante Aminoséduresequenz bekannt, so werden bei der Wirkstoffsuche gerne
Cyclopeptide fiir genauere Untersuchungen der Rezeptortasche eingesetzt. Einerseits kann durch
Variation der Aminosauren (,positional scanning”) die Wirksequenz verbessert werden,”5® ander-
seits kénnen durch Variation der Konformation strukturelle Feinheiten der Rezeptortasche
ausgelotet werden (,spatial screening”)."”? Da die Ausbeute der Cyclisierung eines linearen Peptids
aber sehr von seiner Sequenz abhangt,’® ist die Verwendung von Cyclopeptiden in der
Wirkstoffsuche nicht immer mdéglich. Man versucht dann durch den Einsatz anderer konformativ
starrer Systeme (,scaffolds“) zu Aussagen zu kommen. Oft werden dazu Peptidmimetica verwendet

und in spateren Untersuchungen substituierte Heterocyclen.™

2.3. Cyclopeptidsynthese

2.3.1. Einleitung

Generell kénnen alle zur Kniipfung einer Peptidbindung geeigneten Methoden auch zur Cyclisier-
ung linearer Peptidvorldufer verwendet werden. Die Ringschlufireaktionen verlaufen meist
langsamer als normale Peptidverkniipfungen, was Nebenreaktionen begiinstigt. Vor allem die Ra-

cemisierung der C-terminalen Aminoséure ist wegen der langen Aktivierungsdauer ein Problem.
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2. Cyclopeptide

Nach Méglichkeit sollten deshalb Glycin oder das racemisierungsresistente Prolin als C-Terminus
eingesetzt werden. Findet die Cyclisierung in Lésung statt, so muf® in Verdinnung (10* — 10° M)
gearbeitet werden, weil sonst die Gefahr der Dimerisierung/ Oligomerisierung gegeben ist.

Zur Cyclisierung kénnen auch die Seitenketten der Aminosauren eingesetzt werden.®! Bekannt ist
die Oxidation zweier Cystein-Reste zu Cystin oder die Verknipfung zweier Seitenketten zu einem
Lactam, Lacton, Ether oder Thioether. Genauso ist die Bindung einer Seitenkette an das Peptid-

rickgrat méglich.

2.3.2. Cyclopeptidsynthese an der Festphase

Wird die Cyclisierung am polymergebundenen Peptid durchgefiihrt, so gibt es prinzipiell zwei Mog-
lichkeiten: Das Peptid wird Uber einen schwach aktivierten oder einen selektiv aktivierbaren Ester
C-terminal mit dem Harz verkniipft und nach Aufbau der kompletten Sequenz unter Abspaltung
cyclisiert.®*®'% Oder eine geeignete Aminosadure wird Uber ihre Seitenkette befestigt, das Peptid
normal synthetisiert, nach Abspalten der terminalen Schutzgruppen zum harzgebundenen

Cyclopeptid kondensiert und schlieBlich vom polymeren Tréger abgelést.

Das para-Nitrobenzophenonoxim-Harz (Kaiser-Harz) (19) ist das einzige Aktivesterharz, das einige
Anwendungen gefunden hat.®*84858:287 Dyrch Kondensation mit einer Boc-Aminosadure erhalt man
den schwach aktivierten Ester 20. Nach der Peptidsynthese zu 21 geschieht die Abspaltung durch
Nucleophile. Das voll geschiitzte Peptid kann durch Aminosaureester oder Ammoniumsalze® der
freien Aminoséure vbm Harz gespalten werden, wobei C-terminal um eine Aminoséaure verléngert
der Peptidester 22 oder das Salz der Peptidsaure 23 entsteht. Aufgrund der nur schwachen Akti-
vierung findet keine Racemisierung statt. Abspaltung mit Aminen oder Hydrazinen ergibt die
entsprechenden Peptidamide oder Hydrazide 24. Wird das Harz 21 nach Abspaltung der N-termi-
nalen Boc-Gruppe mit gleichen Teilen Eisessig und Hinig-Base geschiittelt, kénnen durch

intramolekulare abspaltende Cyclisierung Cyclopeptide 25 erhalten werden [89.0.91:82.93.94.95]
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N-—OH Boc-AS-OH N—O—AS—Boc

NO. /
2 / 259% TFA/CH,Cly 102

2. Boc-AS-OH /- H,O

N-—O--Peptid+-NH-Boc

R! 1.25 % TFA /CH,Cl,

OR? 2. HOAc / DIEA
HOAc x HoN NO,

o}
R1
OR? HNR3R* H
Boc—HN—Peptid—lIl lll
H 0
22:R? = Alkyl 0 Y
TR2 =

23:R*="Buy Boc—HN-[Peptid -NR3R¢ Peptid

24 25

R3, R* = Alkyl

R®=H, R*=NH,

Abb. 11: Synthetische Mdglichkeiten mit Kaisers Oxim-Harz.

Das Konzept der Cyclisierung eines lber die Seitenkette mit dem Harz verknipften Peptids (,,On-
Resin“-Cyclisierung) wurde 1969 erstmals von einer russischen Arbeitsgruppe beschrieben.® /sied
und Merrifield®” verwendeten dieselbe Methode, indem sie Aminomethylharz 26 mit 1,5-Difluor-2,4-
dinitrobenzol modifizierten und dieses Harz 27 durch Reaktion mit BocHisOH zum polymeren
BocHis(DNP)OH umsetzten. C-terminales Ankniipfen von GlyOBzl (28) wurde gefolgt von N-
terminalem Verlangern unter Standardbedingungen, so dal® das harzgebundene, lineare Hexa-
peptid 29 erhalten wurde. Die terminalen Schutzgruppen wurden unter sauren Bedingungen
entfernt, und Cyclisierung mittels EEDQ fuhrte zum polymerverknipften c[His(DNP)-Gly-His(DNP)-
Gly-His(DNP-Polymer)-Gly] 30. Die DNP-Gruppen wurden mit Thiophenol abgespalten und das
freie Cyclohexapeptid 31 in 42 % Ausbeute erhalten.
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NH 1. Boc-His-OH
2. H-Gly-OBzi / DCC

L

NH

0,

ON F

F N\

N
F N02 N02 S
27 28
NO,
Boc\ N Gly—0Bzl|
|
H (0]

|

His 1. HBr / HOAG; TFA /CH,Cl,
G'Y©Gly PhSH 2. Pyridin / EEDQ
B <
His His
Gly E|>NP DNP
31 His Boc—His——GIy—His—GIy—His—GIy—OBzI
G'V©G'Y DNP  DNP
(DNP)His (DNP)His 29
Gly
30

Abb. 12: Isieds On-Resin Cyclisierung.

Es wurden auch schon die Seitenketten von Glutaminsdure®®®, Asparaginsaure!'®, Lysin!""],
Ornithin, Serin, Cystein und Arginin"®? zur Knuipfung an einen polymeren Tréger verwendet und an-

schlieBend Peptidsynthesen durchgefiihrt.

2.3.3. Peptidmimetica

Erfolgt der RingschluR nicht-peptidisch, so entstehen cyclische Peptidmimetica von denen man sich
generell einen bessere Bioverfiigbarkeit erhofft. Peptidmimetica sind Verbindungen, die Peptide in
ihrer Interaktion mit einem Rezeptor ersetzen kénnen. Der Cyclus kann oft noch starrer gehalten
werden als ink rein peptidischen Cyclen, so daR die bevorzugte Konformation besser vorhersagbar
wird und Konformations-Aktivitats-Beziehungen gemacht werden kénnen."® Es existieren dariiber
hinaus Verbindungen, die die Induzierung von bestimmten Schleifen in Peptidcyclen ermdglichen.
Die Substanzen 32[1%, 330194, 3401 ynd 35!"%% stellen eine Auswahl von Verbindungen dar, die -

Turns induzieren.
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Abb. 13: Auswahl von B-Turn-Mimetica.

Abb. 14 zeigt die Synthese des Peptidmimeticums 42,1l welches einen B-Turn in der Sequenz Tyr-
Ser-Gly-Ser-Thr imitiert, einem Bestandteil der hypervariablen Region eines monoklonalen An-
tikérpers gegen den Reovirus-Typ-3-Rezeptor.['"® Es ist das erste Beispiel eines auf der Grundlage
von Réntgenstrukturuntersuchungen des Antigen-Antikdrper-Komplexes entwickelten niedermole-
kularen Immunoglobulinmimeticums. Das Cyclopeptid 42 ist resistent gegenlber Proteasen und
imitiert Bindung und funktionelle Eigenschaften des nativen Antikdrpers. Ausgehend vom
Serinderivat 36 wird durch Umsetzung mit dem S&ureanhydrid 37 und anschlieRende Entfernung
der Fmoc-Schutzgruppe die Verbindung 38 hergestellt. Die Saure 39 wird in ein gemischtes
Anhydrid Gberfuhrt und addiert sich an die Aminogruppe von 38 zur Verbindung 40. Diese wird zu
41 hydriert, so daf’ der RingschluR stattfinden kann. Durch Umsetzung mit Z-Tyrosin und

Hydrierung erhélt man das Peptidmimeticum 42.
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2. Cyclopeptide
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Abb. 14: Synthese des Peptidmimeticums 42.
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3. Entwicklung der RGD-Peptide

3.1. Einleitung

Die Zelladhasion® %% (Anhaften von Zellen) hilft eine Reihe von Prozessen zu steuern: Im
Embryo etwa eine korrekte Entwicklung von Geweben und Organen, im ausgebildeten Organismus
dahn beispielsweise Blutgerinnung, Wundheilung und Infektionsbek&mpfung. Ebenso hangen
Krankheiten wie Arthritis, Herzinfarkt, Schlaganfall und Krebs mit der Zelladhasion zusammen. Fur
die Zelladhasion sind einerseits extrazelluldre Matrixmolekule, andererseits bestimmte Membran-
molekile (Integrine, Cadherine, Selektine, Rezeptoren der Immunoglobulin-Superfamilie)
verantwortlich. Je nach Gewebetyp kann der Aufbau der extrazelluldren Matrix variieren. Strukturell
handelt es sich bei ihr um ein komplexes, geordnetes Geflecht von Makromolekdilen, und zwar Po-
lysacchariden und Proteinen (Laminin, Fibronectin, Kollagen). Das Anheften von Zellen an
bestimmte Matrixmolekile beeinflult deren Verhalten grundsétzlich. Die Zellen beginnen zu wan-
dern, sich zu teilen, sich zu differenzieren oder gér abzusterben. Hintergrund ist oft eine verénderte
Aktivitat von Genen, die bestimmte Proteine (iberexprimieren.['""

1982 konnten Pierschbacher et al'" erstmals die komplette Sequenz der Zellbindungsdomane
eines Matrixproteins (Fibronectin) bestimmen. Es konnte auch eine Stelle im Fibronectin ermittelt
werden, die flir die Anheftung von Zellen entscheidend ist: Die Aminosauresequenz Arginin, Glycin
und Asparaginsdure (RGD).'"3"4"181181  Eg  handelt sich hierbei um ein zentrales
Zellerkennungsmotiv, das in einem GroRteil der Matrixproteine vorkommt. Erst jetzt konnte auch die
Integrinfamilie- erforscht werden (Abb.15).% Die Integrine besitzen eine hohe Selektivitat fiir
bestimmte Adhé&sionsproteine. Zusatzliche Bindungsregionen oder unterschiedliche Konfor-
mationen der RGD-Sequenz kénnten der Grund sein. Seit 1990 wei} man, daR mit der Bindung an
extrazeilulare Strukuren bestimmte innerzelluldre Signalkaskaden aktiviert werden, die sich auf das
Genaktivitatsmuster und somit auf die Proteinherstellung auswirken.

Integrine sind heterodimere transmembrane Glycoproteine, die aus einer o~ und einer pB-Unter-
einheit bestehen. Die gréfiere a-Untereinheit enthélt ca. 1100 Aminoséuren und ist haufig aus zwei
unterschiedlichen langen Aminosédureketten aufgebaut, die Uber eine Disulfidbriicke verbunden
sind. Der extrazelluldre Teil der a-Einheit ist durch drei bis vier Bereiche von jeweils 12 bis 15
Aminosauren am N-Terminus gekennzeichnet, die zweiwertige Kationen binden. Man nimmt an,
da® RGD-haltige Liganden sich an diese a-Untereinheit binden. Die p-Untereinheit besteht, mit
Ausnahme der B4-Einheit (ca. 1750 AS), aus nicht ganz 800 Aminoséuren und enthalt vier hoch-
konservierte, cysteinreiche Domanen von je ca. 40 Aminosduren nahe der transmembranen
Region, sowie eine grofie Schleife am N-Terminus des extrazelluldren Teils. Beide Untereinheiten

haben eine kurze membransténdige Region (20-30 AS) und eine cytoplasmatische Doméane (20-50
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3. Entwicklung der RGD-Peptide

AS). An der Bindung extrazellutdrer Liganden sind beide Untereinheiten beteiligt. Die Kontaktstellen
befinden sich in Domé&nen nahe der N-Termini.®®"17.118119.1200 far C.Terminus der p-Untereinheit
verbindet Uber intrazellulére Proteine wie Talin'?, Vinculin!?>'2® und a-Actinini?? den Rezeptor mit
dem Aktinfilament des Cytoskeletts. Damit ermdglichen die Integrine den Zellen sowohl eine feste
Bindung zur extrazelluldren Matrix und zu anderen Zellen, als auch die Informationstbertragung in

das Zellinnere.

Abb. 15: Schematische Darstellung der Integrine.®”

Es gibt eine groRe Zahl unterschiedlicher Integrine. Bekannt sind 8 - und 15 a-Untereinheiten.
Neun Integrine binden Uber die RGD-Sequenz an den Liganden: asfB1, oafs, a2B1, owPs, avfs, civPs,
ourifBs und oypPs.

Integrine, die bei der Bildung fester Kontakie und bei der Gewebeorganisation zum Einsatz
kommen, werden in Tumorzellen in geringem MaRe exprimiert. Integrine, die hauptsachlich an der
Migration durch das Gewebe beteiligt sind, werden hingegen verstarkt gebildet. Vor allem oy~
Integrin (Vitronectin-Rezeptor),'?® das die Bindung an extrazelluldre Matrixproteine bewirkt, wird auf
vielen Tumorzellarten,'”! wie Osteosarkomen, Neuroblastomen, Lungen-, Brust-, Prostata- und
Blasenkarzinomen sowie Glioblastomen und invasiven Melanomen exprimiert. Auch im Knochen-
stoffwechsel spielen integrinvermittelte Zelladh#sionsvorgange eine Rolle.'?'?® So wird die
Osteoclastenoberflache an extrazelluldre Knochenmatrixproteine wie Osteopontin oder Knochen-
Sialoprotein tber das ovps-Integrin angebunden. Aus diesem Grund ist die Entwicklung von owfs-
Antagonisten sowohl fur die Inhibierung der tumorinduzierten Angiogenese (Neubildung von Blut-

gefaRen),l'?'3% als auch fur die Inhibierung von Knachenabbau wichtig.!'*"1321%%
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3.2. Entwicklung von avps;-Antagonisten

Die RGD-Sequenz ist sogar in Schlangengiften, wie z.B. in Kistrin,['**'3% Echistatin!'*¢'¥" oder
Flavoridin'"®® vorhanden. Bei den meisten dieser ,Disintegrine” handelt es sich um Toxine, die in die
Blutgerinnungskaskade eingreifen und Blutungen hervorrufen, die Herz- und Kreislaufversagen zur
Folge haben.!"! Strukturuntersuchungen der Disintegrine deuten darauf hin, daR die hohe Aktivitzt
auf der guten Anpassungsfahigkeit der zur Blockierung der Integrine benétigten RGD-Sequenz
beruht. Die Konformation der RGD-Sequenz in natdrlichen Matrixproteinen wahrend der Bindung an
den Rezeptor konnte noch nicht aufgeklart werden.®™ Fir das Design neuer selektiver Wirkstoffe
kénnen deshalb keine Aussagen gemacht werden.

Als erster avps-Antagonist wurde 1987 von Pierschbacher et al.'*® ein cyclisches RGD-Peptid
eingesetzt. Es handelte sich dabei um ein Cycloheptapeptid, dessen Ring durch eine Disulfidbriicke
gebildet wird. Allerdings war seine biologische Wirkung schwach und erst 1991 wurde ein RGD-
Cyclopeptid von Kessler et al." entwickelt, dessen Wirkung 100mal starker war: c[Arg-Gly-Asp-
°Phe-Val] (43). Das Cyclopentapeptid 43 hat einen ICs von nur 2 nM und eine ausgezeichnete
Selektivitét (1Cso (cuioBa/Fb) = 3300 nM) (Abb. 16).

N NH,

NH

Abb. 16: c[RGDfV] 43 in Lésung."" 43

Das Cyclopeptid 43 wurde durch ,spatial screening” gefunden. Man synthetisierte eine Bibliothek
stereoisomerer cyclischer Peptide, mit denen die optimale Struktur (matched-Fall = bioaktive Kon-
formation) fiir die einzelnen Rezeptorsubtypen eingegrenzt werden konnte."7®'%2 Die Konformation
von 43 ist durch eine BII'- und y-Schleife eingeschrankt, wobei die BII'-Schleife durch die D-Amino-
séaure induziert wird. Besonders die geknickte Konformation der RGD-Sequenz am Glycin (y-
Schleife) ist fiir die hohe Selektivitét verantwortlich (Abb. 17). Kessler et al."®'*®! nutzten das Peptid

43 als Leitstruktur flir umfangreiche Struktur-Aktivitats-Untersuchungen (SAR).
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3. Entwicklung der RGD-Peptide

Integrin]  flexibles RGD-Peptid
G

RGD-Peptid mit ein-
geschrankter Flexibilitat

Abb. 17: Selektivitat durch Einschrankung der Konformation. Abb. 18: Raumausfiillung von 44,

Die Aktivitat von 43 konnte weiter erhéht werden durch N-Methylierung der Peptidbindung von Va-
lin. Das so modifizierte Cyclopeptid 44 (EMD121974, Merck KGaA, Darmstadt) hat einen ICs,-Wert
von 0.58 nM und befindet sich bereits in der klinischen Phase Il als Krebsmedikament."*4 Mittler-
weile hat jedes bekannte Pharmaunternehmen mehrere ayBs-Antagonisten in der Entwicklung.!*!
Beispielsweise entwickelte DuPont den auf Indazol basierenden Inhibitor 45 (ICs, = 0.057 nM) und
SmithKline Beecham den auf 2-Benzazepin basierenden Antagonisten 46 (ICsx = 12 nM).
Monsanto/Searle entwickelte die Antagonisten 47 (ICs, = 1.1 nM) und 48 (ICs, = 0.56 nM).

/SOZMes
NH
COH
i cF
/_ 3
= | N © N
—0

46 (SB267268 - SmithKiine Beecham)
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g
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47 (SC68448 - Monsanto/Searle)
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48 (SC69000 - Monsanto/Searle)

Abb. 19: Industriell entwickelte av8;-Antagonisten.
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lll. Spezieller Teil

4. Ziele der Arbeit

Die Substitution von Aminosduren im Kessler'schen Cyclopeptid c(RGD°FV) (43) durch a-(Ethyl-
thio)glycin soll die Méglichkeit eréffnen, mehr Informationen Uber die Struktur-Aktivitéts-Beziehung
dieses avPs-Antagonisten zu bekommen. Der Einbau von a-(Ethylthio)glycin macht durch weitere
Umsetzung mit spezifisch ausgewéhlten Nucleophilen eine Reihe von Derivaten méglich, die fir
das raumliche Screening (,spatial screening“) geeignet erscheinen.

Die Modifizierung der Seitenketten von Arginin und Asparaginsédure ist besonders attraktiv, da die
Saure- und Guanidinogruppe entscheidend fiir die Wechselwirkungen mit den Integrinrezeptoren
sind. Der NMR-spekiroskopisch ermittelte Abstand zwischen den 3-C-Atomen der Asp- und Arg-
Seitenketten in 43 liegt bei ca. 0.69 nm. Giannis et al.'* folgern daraus, daR 43 weiter optimiert
werden kann, da fir die Erkennung durch den Fibrinogen-Rezeptor ein gréBerer Abstand als
optimal gilt (0.75 — 0.85 nm). Kessler et al.® beurteilt den Abstand ebenfalls als entscheidend fiir
die Aktivitdt und flihrt die Distanz von 0.69 nm auf die stark geknickte y-Schleife zurlick, in der sich
die RGD-Wirksequenz befindet (Abb. 20).

Diese Schleifenstruktur kann nur durch Austausch einer Aminosaure veréndert und so der Abstand
erhéht werden. Der Austausch wirde jedoch zu sinkender Aktivitat fihren, da sich jede einzelne
Aminoséure als wichtig erwiesen hat. Die Substitution von Arginin oder Asparaginséure durch a-
(Ethylthio)glycin bietet hier einen Ausweg. Unter Erhalt der Schieifenstruktur sollen die Seitenketten

verlangert und die Aktivitat des Wirkstoffes gesteigert werden.

/— CO—NH
H—N Bl o}
Uo ------ H—N 'l"
HO N/H""OWV N\”/ N2
D ¥ N NH
o “H

Abb. 20: Seitenketten als Variationsmoglichkeit in 43.
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4. Ziele der Arbeit

Das durch Substitution der Asparaginséure\ erhaltene Derivat 49 soll mit vier Carbonsauren (50 a-d)
umgesetzt werden, deren S&uregruppe vor;\él‘ner nucleophilen Gruppe jeweils unterschiedlich weit
entfernt ist (Alkylkette = Spacer). Analog soll das durch Substitution von Arginin erhaltene Derivat
52 mit vier Guanidinoderivaten (53 a-d) umgesetzt werden, deren Alkylketten ebenfalls unter-

schiedlich lang sind.

Dppe  Val ®phe,__Val
1. SO,Cl, (1M in CH,Cl,)
Gl ’ Gly
y HOOC— (CHz)—Nu
49 50 ad 51 a-d
®phe,__Val ®phe____Val NH
180,01, (IMin CH,Cl) I
As GlywS > Asp GlywNu—(CHy)r—NH-C—NH
P ye 2. DIEA, NH yoorNu—{Crigh 2
Gly I Gly
52 Nu—(CHp)m—NH—C—NH, 54 a-d
53 a-d

Abb. 21: Variation der Seitenketten.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist es, die Mdglichkeiten der Steglich’schen Peptidchemie (siehe 5.
a-(Ethylthio)glycin zur Synthese modifizierter Peptide) an der Festphase zu erweitern. Es muf dazu
ein Tragermaterial mit einem passenden Linker gefunden werden, das die C-terminale Ankniipfung
eines a-(Ethylthio)peptids erlaubt und den Reaktionsbedingungen fiir dessen Umsetzung (SO.Cl,,
Nucleophil - meist ein Thiol, DIEA) standhélt (55 — 56), ohne dal das Peptid vom Polymer
abgespalten wird. Auch die weitere Kupplung von Aminoséduren an das derivatisierte Peptid 56
sollte méglich sein (56 — 57). Es mufl deshalb - z.B. durch HCI/Dioxan - das relativ stabile
Hydrochlorid bei der Entfernung der Boc-Schutzgruppe erzeugt werden,*”! ohne daR der Linker
beeinflult wird. Die Abspaltung vom Trégermaterial (TFA / CH.Cl; 1:1) darf das Peptid nicht
beschéadigen (57 — 58).

<”) gEt 1.80,Cl, (1M in CH,Cl,) o Nu
O—C—GH—NH—Boc 2N DIEA 20— C—CH—NH—Boc
55 ’ 56

1. HCI/Dioxan
2. SG-AS, TBTU, DIEA

O Nu
HO—C—CH—NH—AS

O Nu

I
0—C—CH—NH—AS-SG

TFA/ CH,Cl, (1:1)

A

58 57

Abb. 22: Steglich’sche Peptidchemie an der Festphase.
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5. Verwendung von co-(Ethylthio)glycin zur Synthese

modifizierter Peptide
[\

Peptide und Prbteine steuern als Neurotransmitter, Neuromodulatoren und Hormone eine Vielzahl
physiologischer Prozesse. Sind diese Vorgdnge pathologisch relevant, so bieten sich Ansatzpunkte
fir die Medizin. Physiologisch aktive Peptide, die als natlirliche Wirkstoffe von zentraler Bedeutung
sind, weisen jedoch bei der Anwendung als Medikament gravierende Méangel auf. Bei oraler
Applikation ist ihre Bioverfugbarkeit aufgrund schlechter Resorption gering und ihre Lebensdauer
kurz, da sie in Magen, Serum und Leber durch enzymatische Abbauprozesse rasch metabolisiert
werden.['*® Die Spezifitdt eines rein peptidisch aufgebauten Wirkstoffes ist dariiber hinaus oft noch
nicht optimal.

Der Wunsch, diese Nachteile zu umgehen und von biologisch aktiven Peptiden zu therapeutisch
nutzbaren Wirkstoffen zu gelangen, fiihrt zur Entwicklung modifizierter Peptide (Peptidmimetica).
Attraktiv erscheint vor allem die Modifizierung pharmazeutisch interessanter Peptide ohne de-novo-
Synthese, d.h. die Erzeugung zahlireicher Peptide ausgehend von einem‘gemeinsamen Vorlaufer.
Die Synthese fokusierter Peptidmimetica-Bibliotheken sollte die Entw(éklung eines Wirkstoffes

deutlich beschleunigen.

Eine flexible Moglichkeit zur Peptidmodifizierung, die in unserem Arbeitskreis entwickelt wurde,
basiert auf a-(Ethylthio)glycyl-Peptiden 61. Das o-C-Atom des Glycyl-Peptids 59 wird durch NBS
bromiert. Die Eliminierung zum Dehydroglycyl-Peptid 60 wird durch Zugabe einer Base verursacht,

und durch nucleophile Addition von Ethanthiol gelangt man zu 61.149.150.161.152]

Sx/k Z/T e g\)kN/\H/\S S\JLN;\’(\

59 60 61
Abb. 23: Synthese von a-(Ethylthio)glycyl-Peptid 61 durch Bromierung von Glycin.

Alternativ kann ein Seryl-Peptid 62 in abs. Essigsdureethylester mit einem UberschuR an
Bleitetraacetat in Gegenwart von Molekularsieb 4A in einer der Criegee-Diolspaltung!'® analogen
Reaktion unter Verlust von Formaldehyd in das reaktive o-(Acetoxy)peptid 63 (berfiihrt werden.
Durch Eliminierung von Essigsdure und Addition von Ethanthiol erhalt man das o-(Ethylthio)glycyl-
Peptid 61.115" 1541
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5. Verwendung von a-(Ethyithio)glycin zur Synthese modifizierter Peptide

Pb(OACc)4
EtOAc (0] OAc
MO|SIeb 4A NEt, / EtSH
\S —_— = 61
k T
H (0]

|
5\

62 . 63

Abb. 24: Synthese von a-(Ethylthio)glycyl-Peptid 61 durch oxidative Spaltung von Serin.

Die stabile Lagerform 61 wir durch Umsetzung mit SO.Cl. in das reaktive Glycin-o-Kation-
Equivalent a-Chlorglycin Uberfihrt, welches bei Zugabe einer tertidren Stickstoffbase Chlorwasser-
stoff verliert. Das so gewonnene Dehydroglycyl-Peptid 60 addiert in situ eine Vielzahl von
Nucleophilen und eréffnet dadurch den Zugang zu den modifizierten Peptiden und Aminos&uren 64,

meist als Gemisch beider Stereoisomeren.[151:156.157.188,159]

Iyt S LT
O

Abb. 25: Prinzip der Peptidmodifizierung tber a-(Ethylthio)glycin nach Steglich.

Stark"" " gelang erstmals die Darstellung von D,L-a-(Ethylthio)glycin-methylester (66) durch N-
terminale Entschiitzung von 65 und die Derivatisierung zum Dipeptid durch Kupplung mit einer
weiteren Aminosé&ure. Eine Isolierung oder in situ-Kupplung ist unmdglich, da sich das instabile
Intermediat 66 sofort zersetzt. Das N,S-Acetal spaltet sich in Ethanthiol und Glyoxyls&ureimin 67,

welches anschlieBend in das Glyoxylséurederivat 68 und Ammoniak zerfallt.!e161]

& Et Et

- + H0
BOC\ Me BOC N /%\”/ OMe —» /\\”/
| ")
H 0

65

Abb. 26: Zerfall von ungeschutzten N, S-Acetalen.
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11l. Spezieller Teil

Die Stabilisierung von 66 gelingt durch Uberfiinrung in das entsprechende Hydrochlorid 69. In ihm
ist das freie Elektronenpaar am Stickstoff blockiert, und der Zerfall wird unterbunden. Das Salz
erhélt man aus N-tert-Butyloxycarbonyl-D,L-a-(ethylthio)glycin-methylester (65) durch Abspaltung
der Boc-Schutzgruppe mittels 2N HCI in Eissigsaureethylester oder 4N HCI in Dioxan. Die in situ-

Kupplung des freigesetzten Amins ist in sepr guten Ausbeuten mdglich.

\
N\

| o % onson Et
Boc.__ }\’(om% 0. @ /é\ﬂ/OMeM; SG-AS_ }W/OMe
N CPHN N
hoo o hooo
68 69 70

Abb. 27: Stabilisierung von freien N,S-Acetalen als Hydrochlorid und Kupplung zum Dipeptid.

Die Methode von Stark™! macht den Einsatz von Seryl-Dipeptiden fiir den Aufbau von l&ngeren

Peptiden, die a-(Ethylthio)glycin enthalten sollen, UberflUssig.
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6. Modifizierung von c(RGDfV) (43) mittels
a~(Ethylthio)glycin

6.1. Vergleich von Boc- und Fmoc-Chemie

Grundsétzlich stellt sich bei der Synthese eines Peptids an der Festphase (SPPS = Solid Phase
Peptide Synthesis) die Frage, ob die Boc- (tert-Butyloxycarbonyl) oder Fmoc- (9-Fluorenyl-
methoxycarbonyl) Strategie angewendet werden soll, d.h. ob der N-Termius der zur Synthese
eingesetzten Aminoséuren durch die Boc- oder Fmoc-Schutzgruppe geschiitzt wird 152

Merrifield wendete die Boc-Strategie an und entfernte Boc-Schutzgruppen mit 25-proz.
TFA 163164185 Dag kann zu saurekatalysierten Nebenreaktionen filhren. Am Ende der Synthese wird
das Peptid vom Harz abgespalten und Seitenkettenschutzgruppen entfernt. In den meisten Fallen
benétigt man hierfiir Hydrogenfluorid (HF) oder Trifluormethansulfonsdure (TFMSA) - sehr starke
Sauren, die spezielle Apparaturen (Teflon) und Erfahrung im Umgang erfordern.

Im Unterschied zur Boc-Strategie setzt die Fmoc-Strategie orthogonale Schutzgruppen ein .[165167.168]
Die Fmoc-Schutzgruppe kann durch 20 -proz. Piperidiniésung abgespalten werden und die
Seitenkettenschutzgruppen durch TFA. Die Abspaltung vom Harz kann bei bestimmten Harzen
(z.B. 2-Chlortrityl-Harz, Sieber Amid-Harz)' sogar schon durch 1 -proz. TFA erreicht werden, so
dal die Seitenkettenschutzgruppen erhalten bleiben. Ein weiterer Vorteil ist, daR bei der
Entschiitzung abgespaltene Fmoc-Schutzgruppen im UV sichtbar sind. Diese Detektion erlaubt
das ,real-time monitoring“ bei der ,continuous flow“-Methode. Bei der ,continuous flow“-Methode
befindet sich das Harz in einer Saule und die Reagenzien werden kontinuierlich in einem Kreislauf
durch die Sdule gepumpt. Im Unterschied dazu wird mit der Boc-Strategie nur ,batch“-Synthese
betrieben, d.h. die Reagenzien befinden sich mit dem Harz in einem Gefalt und werden nach der

Reaktion abfiltriert.l"®®

Fmoc 4’—« Boc CH,
0] fe) |

H I
Piperidin O TFA o
7 72

Abb. 28: Schutzgruppenstrategien in der SPPS.
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6. Modifizierung von c(RGDfV) (43) nﬁttels a-(Ethyithio)glycin

In dieser Arbeit werden beide Srategien angewendet. Nur aus N-tert-Butyloxycarbonyl-D,L-a-
(ethylthio)glycin 18Rt sich durch Entfernung der Boc-Schutzgruppe das stabile Hydrochlorid
erzeugen, und die Verwendung relativ mild abspaltbarer Seitenkettenschutzgruppen aus der Fmoc-

Chemie erleichtert Synthesen erheblich.
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6.2. Asparaginsdure-Modifizierung von ¢c(RGDPFV) (43)

6.2.1. Cyclopeptidsynthese mit dem Kaiser-Harz (19)

Die Synthese von c[°FVRG"'G(SEt)] (49) soll zunachst am para-Nitrobenzophenonoxim-Harz
(Kaiser-Harz) (19) versucht werden (siehe 2.3.2. Cyclopeptidsynthese an der Festphase).®*" Es
ist das einzige Aktivesterharz, das die Abspaltung vom Harz und die Cyclisierung des Peptides in

einem Schritt ermdglicht. Die Abspaltung geschieht generell durch nucleophile Addition.

Paulitz''*®'" gelang mit diesem Harz sogar die diastereoselektive
Synthese des Cyclopentapeptids c[V°G(SEt)PFPA] (73). Die

sterisch sehr anspruchsvollen Aminoséuren in diesem Cyclopeptid 0o

fihren dazu, daR sich bei der abspaltenden Cyclisierung nur das NN
N H

Isomer mit D-(Ethylthio)glycin abspalten [88t. Wird nicht o =0
- -H—N
cyclisierend mit Hydrazinhydrat abgespalten, so entsteht ein e
S'I H_o "|,CH3
Diastereomerengemisch, in dem D- und L-(Ethylthio)glycin im N~
Verhdltnis 1:1 vorliegen. Ny
o}
73

Die Synthese des Cyclopentapeptids 49 beginnt mit der Beladung des Harzes durch das Dipeptid
BocGlyGly(SEt)OH (74). Sukzessive Verldngerung des harzgebundenen Peptids nach der Boc-
Strategie (5 eq. AS, 4.9 eq. TBTU, 5 eq. HOBt, 10 eq. DIEA) mit BocArg™OH, BocValOH und
BocPPheOH fiihrt zu 76. AnschlieRend wird die letzte Boc-Schutzgruppe entfernt und cyclisierend

abgespalten.
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6. Madifizierung von c(RGDfV) (43) mittels a-(Ethyithio)glycin

+ Boc—Gly—Gly(SEt}—OH

OH 19 74
DCC, CH,Cl,

~0— Gly(SEt)—Gly—Boc

BocArgT®SOH /
BocValOH /

1.25% TFA
ll 2. TBTU, HOBt, DIEA, DMF,
BocPPheOH

'}l ®Phe,__Val
S co
e ) e
NH N—CH_ o Gly
o ? \ 1.25 % TFA 17a
NH 2. DIEA, Eisessig, DMF
\ > +
C{"z CH—< o va Gl
/ Phe GlymS
< = RN
co NH wGly 3 Phe
“~CH— NH /
i Gy  val
NH"~ NHTos 770

Abb. 29: Synthese von ¢["FVR**G™"G(SEt)] (77 a) am Kaiser-Harz (19).

Leider entsteht bei der Abspaltung nicht nur das Cyclopentapeptid, sondern auch das Dimer — das
Cyclodecapeptid. Offensichtlich kann die Abspaltung intra- und intermolekular erfolgen, d.h. der N-
Terminus des harzgebundenen, linearen Pentapeptids kann neben seinem eigenen Linker auch
andere erreichen. Dieses Verhalten wurde auch schon bei anderen Peptidsynthesen am Kaiser-
Harz beobachtet. Die Dimerisierung ist bei Tetra-, Penta- und Hexapeptiden bekannt und von ihrer
Aminoséuresequenz abhangig.'”"'""¥ Um durch einen Verdinnungseffekt die Dimerbildung zu
unterdriicken, werden Synthesen mit einer geringeren Harzbeladung durchgefiihrt. Statt 1 mmol/g
wird eine Beladung von 0.8, 0.5 und 0.2 mmol/g gewahit. Dadurch kann ein Verhaltnis
Monomer/Dimer von 9:1 (bei 0.2 mmol/g) erreicht werden (Abb. 30). Allerdings sinkt durch die
geringere Beladung die Gesamtausbeute soweit (10 % bezogen auf 100 % funktionalisiertes

Polymer), daB der Nutzen der Festphasensynthese verloren geht.
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Ill. Spezieller Teil

100 —

L Pentapeptid in %
B Gesamtausbeute

Pentapeptidausbeute/Gesamtausbeute {%]

20 50 80 100

Harzbelegung [%]

Abb. 30: Verdiinnungsversuche am Kaiser-Harz (19).

Die Boc-Strategie erfordert bei dieser Synthese auflerdem den Einsaiz der Tosyl-Schutzgruppe fiir
die Argininseitenkette. Die Tosyl-Schutzgruppe kann jedoch nur schwer nach der Synthese entfernt
werden. Man bendétigt HF/Anisol oder Na/NHs.'™ Aus diesem Grund und wegen der Dimer-
problematik muR eine andere Synthesestrategie gewahlt werden. Gut abspaltbare Schutzgruppen
fur die Argininseitenkette gibt es in der Fmoc-Chemie, und durch die daraus notwendig werdende

Verwendung eines anderen Harzes findet auch die Dimerbildung nicht mehr statt.

6.2.2. Synthese mit dem TCP-Harz (78)

6.2.2.1. Einleitung
Das TCP-Harz (Tritylchlorid-Harz) (78) kann durch seine Chilorid-

funktion Imino-, Guanidino-, Carboxamido-, Thiol- oder Hydroxyl-
gruppen immobilisieren, die sich milde (max. 50 -proz. TFA) wieder
abspalten lassen." Die milden Abspaltbedingungen beruhen auf der
Stabilitéat des entstehenden Tritylkations. Dariiber hinaus sind Trityl-

kationen sehr schwache Elektrophile, die nicht zu alkylierenden

Nebenréaktionen neigen. Substituenten (-Cl, -OMe) an den Phenyl-
gruppen kénnen die Sdureempfindlichkeit des Harzes weiter erhéhen. Aufgrund dieser Eigen-

schaften findet das TCP-Harz (78) auch auBerhalb der Peptidsynthese Anwendung.!'75176.177.178]

Das TCP-Harz (78) wird in der Fmoc-Peptidsynthese h&ufig verwendet, weil die Beladung des
Harzes ohne Aktivierung der Aminosdure durchgefiihrt werden kann. Die Racemisierungs-
mdglichkeit (Abb. 31) wére somit bei der geplanten Fragmentkondensation zu Beginn der Synthese

ausgeschlossen.l'®d
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6. Modifizierung von c(RGDIfV) (43) mittels a-(Ethyithio)glycin

Bei der Aminosaurekupplung wird die Sduregruppe aktiviert, wodurch die Aciditat des H-Atoms am
o-C-Atom erhéht wird. Normalerweise spielt dieser Weg der Epimerisierung aber keine Rolle. Nur
beim Phenylglycin ist eine zusatzliche Enolstabilisierung méglich.

Ein anderer Racemisierungsmechanismus verlduft Uber Oxazolonbildung (Abb. 31). Oft findet
dieser Mechanismus bei Fragmentkondensationen statt. Das aktivierte Peptidfragment 79
abstrahiert HX (X = Kupplungsreagenz), und das gebildete Oxazolon kann durch Keto-Enol-
Tautomerie racemisieren. Der eigentliche Kupplungspartner &ffnet den Oxazolonring wieder und
kuppelt dadurch zum nicht mehr enantiomerenreinen Peptid 81. Bei der Synthese von
c[PFVRGP'G(SEt)] (49) wird als erstes ebenfalls eine Fragmentkondensation eingesetzt. Allerdings
wird am C-Terminus o-(Ethyl)thioglycin verwendet, wodurch eine eventuell stattfindende

Epimerisierung obsolet wird.
0} R’
Rl 3
/“\N/'w(x - HX \f N -H* R\f N

R, —_— Rll —_— Ru

| o ol

H o] \

o o]
80 e

79
1 l"’ H+
o} R"
. R N
)J\ NH-Peptid H,N—~Peptid

RI _ Rll

| o}

H o

o}

81

Abb. 31: Epimerisierung via Oxazolonbildung.

-Eine andere haufig auftretende Nebenreaktion ist die Diketopiperazinbildung (Abb. 32). Sie wird
durch den hohen sterischen Anspruch des Trityl-Linkers beim TCP-Harz (78) unterdriickt. Die
Diketopiperazinbildung fiihrt zum thermodynamisch stabilen Dipeptidcyclus 83 (6-Ring). Besonders
leicht bilden sich Diketopiperazine, die Glycin, Prolin und eine Aminoséaure der L-Reihe und eine der

D-Reihe enthalten.!

Abb. 32: Diketopiperazinbildung am Harz.
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